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OZET

Erdostein uygulanmis RAT’ larda Total Antioksidan Kapasite
(TAS), Total Oksidan Kapasite (TOS) ve Oksidatif Stres Indeksi (OSI)
Degerlerinin Incelenmesi

Erdostein, kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) ve kronik bronsitin akut
alevlenmesinde mukolitik olarak siklikla kullanilmaktadir. Asetil sistein ile ayni gruptan
bir tiyol derivesi olan erdosteinin, yiiksek ve diisik doz (1mg/kg/glin, 10mg/kg/giin,
50mg/kg/giin) olarak oksidan ve antioksidan sistem iizerinde etkisi incelendi.

Bu galismada, 8-12 haftalik, 250420 g agirh@inda 32 adet disi wistar albino rat
kullanild1. Hayvanlar rastgele segilerek 4 gruba ayrildi. Kontrol grubu (n=8), Erdostein 1
mg/kg/giin grubu (ERD1) (n=8), Erdostein 10 mg/kg/giin grubu (ERD10) (n=8) ve
Erdostein 50 mg/kg/giin grubu (ERD50) (n=8) olarak dizayn edildi. Kontrol grubu harig,
tiim ratlara 24 saat arayla 5 gilin boyunca bulundugu gruba gore oral gavajla giinde bir kez
1/10/50 mg/kg erdostein (toplam 0.3 ml), adlibitum standart yem ve su verildi. Kontrol
grubuna, 24 saat arayla 5 giin boyunca oral gavajla 0.3 ml 10 kez seyreltilmis Sodyum
Bikarbonat (NaHCO3), adlibitum standart pellet yem ve su verildi. Bu siirenin sonunda
ratlar derin anestezi altinda intrakardiyak kan alinarak sakrifiye edildi. Daha sonra alinan
kanlar 4000 rpm 10 dakika santifriij edildi. Elde edilen serumlar 6nce -20 °C, sonra da -80
°C*” ye kaldirilmistir. Total Oksidan Kapasite (TOS), Total Antioksidan Kapasite (TAS)
seviyeleri, Aspartat Aminotransferaz (AST) seviyeleri ve Alanin Aminotransferaz (AST)
seviyeleri biyokimya otoanalizor cihazi (Abbot, Wiesbaden, Germany) ticari kitler (Rel
Assay Diagnostics kit) kullanilarak 6lgiildii. Ayrica Oksidatif Stres Indeksi (OSI); TOS
(umol H70; equivalent/L)/TAS(mmol Troloxequivalent/L) formiilii ile hesaplandi. TAS,
TOS ve OSI degerlendirildiginde farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig: tespit edildi.
Ayni sekilde erdostein verilmesinin AST degerlerini istatistiksel olarak anlamli
arttirmadigi, fakat ALT degerlerini istatistiksel olarak anlamli arttirdig: tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Erdostein, RAT, Total Antioksdan Kapasite (TAS), Total
Oksidan Kapasite (TOS) ve Oksidatif Stres Indeks (OSI)



ABSTRACT

Erdostein Applied RAT 's Total Antioxidant Status in (TAS), Total
Oxidant Status (TOS) and Oxidative Stress Index (OSI) Values
Investigation

Erdosteine is frequently used as a mucolytic chronic obstructive in pulmonary
disease (COPD) and chronic bronchitis acute exacerbation. High dose and low dose
(Img/kg/day, 10mg/kg/day, 50mg/kg/day) erdosteine, which a thiol derivate of the same
acetyl cysteine, effects were examined on the oxidant and antioxidant systems.

In this study, 32 Wistar albino rats, which was 8-12 weeks old and weighing 250 +
20 g, were used. Animals were randomly divided into 4 groups; . Control group (n = 8),
Erdosteine 1 mg/kg /day group (ERD1) (n = 8), Erdosteine 10 mg / kg / day group
(ERD10) (n = 8) and Erdosteine 50 mg / kg / day group (ERD50) (n = 8) were designed.
Except the control group, all rats were feed for 5 days once daily with 1,10,50 mg / kg
erdosteine (total 0.3 mL), adlibit standard feed and water by oral gavage. The control
group were feed for 5 days once daily with 10 times diluted Sodium Bicarbonate
(NaHCO3) (0,3 ml) and adlibit standard chow and water. At the end of this period, the rats
were sacrificed by taking arterial blood under deep anesthesia. The blood was centrifuged
at 4000 rpm for 10 minutes. The serum samples quickly stored at -20 and afterwards -80 °
C. Total Oxidant Statur (TOS) and Total Antioxidant Status (TAS), Aspartate
aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT) enzyme levels were
determined by autoanalyzer (Abbot, Wiesbaden, Germany) using commercial kits (Rel
Assay Diagnostics kit). Also, Oxidative Stress Inex (OSI) values were calculated by
formula TOS (umol H202 equivalent/L)/TAS(mmol Troloxequivalent/L). There was no
significant difference between TAS, TOS and OSI parameters.  Likewise, the
administration's erdosteine do not increase AST values significantly, but increase ALT
values is significantly.

Key words: Erdosteine, RAT, Total Antioxidant Status (TAS), Total Oxidant
Status (TOS) and oxidative stress index (OSI)



1. GIRIS

Erdostein  [N-(carboxymethylthioacety)-homosysteine  thiolactone],  kronik
obstriiktif akciger hastaligi’nda (KOAH) bronsiyal sekresyonun akiskanligini arttiran ve
bakteri adhezyonunu azaltici gibi pozitif etkileriyle giiniimiizde kullanilan multifaktoriyel
bir ilagtir (Dal Negro 2008). Erdostein tiyol grubu igeren aktif metabolitleri sayesinde
hipersekresyonlu akut ve kronik akciger hastaliklarinda mukus akiskanligini arttirmak i¢in
on yildan daha fazla siiredir tedavi amagh kullanilmaktadir (Moretti 2007). Erdostein, st
solunum yolu enfeksiyonu (USYE), alt solunum yolu enfeksiyonu (ASYE) ve 6zellikle
kronik brongit ve kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) durumlarinda solunum
yollarinda biriken yogun mukusun atilmasinda etkilidir (Tayfun 2014).

Mukolitik ajanlar antitusif etkilerini mukus yogunlugunu azaltarak ve siliar
fonksiyonu gii¢lendirerek sergileyebilir. Bu yiizden Oksiiriigii iyilestirmede mukolitik
ajanlarin siirekli olarak etkili oldugu kabul edilmektedir. Erdostein bir mukolitik ajan
olmasina ragmen antitusif etkileri klinik deneylerde kanitlanmistir. Son on yilda, hayvan
modellerinde ¢esitli ¢alismalardan elde edilen veriler erdosteinin indirekt olarak
antiinlamatuvar mekanizmalar iizerinde de etkili olabilecegini ortaya c¢ikarmistir(Dal
Negro 2008). Klinik ve deneysel ¢alismalar da erdosteinin oksidatif strese karsi potansiyel
koruyucu molekiil oldugu gosterilmistir (Gurel ve ark. 2004). Son zamanlarda plasebo
caligmalarina kars1 kontrollii calismalarin verilerinde erdosteinin  KOAH’l1 sigara
kullananlarda antioksidant 6zelligi oldugu da tespit edildi (Dal Negro 2008). Bu nedenle
Erdostein bir¢ok hastalikta serbest radikallerin neden oldugu zararlarin 6nlenmesinde umut
veren bir ilag gibi goriinnektedir (Yesilyurt ve ark. 2011).

Dis yoriingesinde bir veya daha fazla eslenmemis elektron tasiyan reaktif atom ya
da molekiillere ‘’serbest radikal’’ denir. Eslenmemis elektronlar oldukga reaktif olup,
biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir
(Marzatico ve ark. 1993). Serbest radikaller hiicrelerimizde DNA’ya, proteinlere ve
lipitlere saldirarak makromolekiillere zarar vermektedir (Winczura ve ark. 2012). Canli
hiicrelerde bulunan protein, karbohidrat, lipid ve DNA gibi okside olabilecek maddelerin
oksidasyonunu engelleyen veya geciktirebilen maddelere antioksidanlar ve bu olaya

antioksidan savunma denmektedir (Halliwell 1991a).



Serbest radikallerin zararli etkilerini notralize eden endojen antioksidan maddeler ve
antioksidan enzimler insan viicudunda tiretilmektedir (Jacob ve ark. 1996).

Oksidanlarin diizeylerindeki artigsa ve/veya antioksidanlarin diizeyindeki azalmaya

bagl olarak dengenin oksidatif yone sapmasi birgok hastaligin patogenezi ile iliskili olan
oksidatif strese neden olur (Cochrane 1991). Oksidatif stres, molekiiler ve hiicresel doku
hasar1 olarak bilinmektedir (Valko ve ark. 2007). Cesitli analitik yontemlerle birgok
oksidan [Singlet Oksijen (*O,), Siiperoksid Radikali (O,), Hidrojen Peroksit (H.O,),
Hidroksil Radikali, Nitrik Oksit (NO)] ve antioksidan molekiiliin [Siiperoksit dismutaz
enzimi, Glutatyon peroksidaz enzimi (GPX), Glutatyon Rediiktaz, Glutatyon S-transferaz,
Katalaz enzimi, E vitamini ( o — tokoferol), C vitamini (Askorbik asit), p Karoten,
Glutatyon (GSH)] serum veya plazma diizeyleri ayr1 ayr1 dlciilebilir (Tarpey ve ark. 2004).
Ayrica son yillarda serum veya plazmadaki oksidanlar1 ve antioksidanlari total olarak
Olgen daha pratik yontemler gelistirilmistir. ‘“Total Oksidan Kapasite (TOS)”’ ve ‘‘Total
Antioksidan Kapasite (TAS)’’ olarak ifade edilen bu 6lglimler, oksidan ve antioksidanlarin
ayr1 ayr1 Olglilmesinden daha kolay ve ucuza mal olmaktadir (Erel 2004a, 2005, Ghiselli ve
ark. 2000, Tarpey ve ark. 2004).
TOS plazma ve viicut sivilarindaki biitiin oksidanlarin etkilerini yansitir (Erel 2004a). TAS
(total antioksidan kapasite) plazmada ve viicut sivilart serbest radikallerin saldirisina karsi
organizmanin total antioksidan korumasini yansitir. OSI (oksidatif stres indeksi) ise total
plazma TOS’un TAS’ a oramidir ve oksidatif stress indikatoriidiir (Rabus ve ark. 2008).
Plazma TAS, TOS, OSI; oksidasyon ve antioksidasyon arasindaki redoks balans1 yansitir.
TAS, TOS o6lgiimii oksidative durumun tahmini i¢in yararl testlerdir (M. Aslan ve ark.
2011).

Literatiirde daha Once yapilan erdostein c¢alismalarinda toksik madde uygulanarak
erdosteinin oksidan-antioksidan mekanizma {izerinde ve/veya hepatik toksisite {izerindeki
etkisi arastirilmistir. Biz bu calismamizla, digerlerinden farkli olarak yiiksek ve diisiik
dozlarda (1mg/kg/giin, 10mg/kg/giin, 50mg/kg/giin) sadece erdostein  uygulamasinin
karaciger iizerine toksik etkisi olup olmadigini, ayni sekilde yiliksek ve diisiikk dozlarda
(Img/kg/giin, 10mg/kg/giin, 50mg/kg/giin) erdostein uygulamasinin oksidan-antioksidan
etkilerinin arastirilmasii amagladik. Erdostin® 300 mg kapsiil prospektiisii (Sandoz ilag
San. ve Tic. A.S.) uygun kullanim kisminda; yetiskinlerde giinde 2 kez 1’er (2*1) kapsiil

seklinde 7-10 giin ile sinirlandirilmistir. Prospektiiste erdosteinin gilivenli kullanim araligt



ortalama 7-10 giinliik siirede ve 1200 mg/giin dozunu gegmeyen seklinde ifade edilmistir.
Bu tavsiye edilen 1200 mg/giin’den daha yiiksek dozlarda ve 7-10 giinden daha uzun siireli
erdostein kullaniminin toksik etki olusturabilecegi prospektiis bilgisi olarak sdoylenmistir.

Biz de bu bilgiler 1s181nda teorik olarak toksik etki olusturmayacag diistiniilen 5 giin siireli

kullanimi sectik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Erdostein

Erdosteine son yillarda klinikte kullanim1 6nerilen tiyol tiirevi mukoaktif bir ilagtir
(Dechant ve ark. 1996). Biri alifatik yan zincirinde digeri heterosiklik halka igerisinde
olmak tizere iki siilfiir atomu igerir (Braga ve ark. 2000). Erdostein serbest tiyol gruplarina
sahip degildir, fakat hepatik metabolizmden sonra SH grubuna sahip metabolitleri elde
edilir (Braga ve ark. 2000). Bu -SH gruplarinin indirgeme potansiyelleri erdosteinin

antioksidan ozellikleri ve radikal temizleyici 6zelligini olusturur (Inglesi ve ark. 1994).
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Sekil 2.1. Erdostein (http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Erdosteine.png)

Erdostein akut ve kronik akciger hastaliklarinin tedavisi i¢in kullanilan bir ilagtir.
Birgok calismada kronik bronsit ve KOAH tedavisi icin etkili oldugu gosterilmistir
(Cazzola ve ark. 2010). Bakteriyal adhezyonu Onleyici 6zelliklere sahiptir (Titti ve ark.
2000).

Tiyol karbon atomuna bagli bir hidrojen ve bir siilfiirden olusan siilfidril grup
iceren organik bilesimin bir smifi olup, ayrica metakarpan olarak da bilinir (Sen ve ark.
2000). Plazma tiyol havuzu sistein (cys), sisteinilglisin, glutatyon, homosistein, y-
glutamilsistein gibi diisiik agirlikli tiyollerden olusur (Turell ve ark. 2013).

NAC (N-Asetil sistein), sistein amino asidinin bir asetil tiirevi ve gii¢lii bir
indirgeyici ajandir. Mukosiliar atilimi arttirarak mukus vizkozitesini azaltan bir mukolitik
ajandir. Glutatyonun perkiirsorii olarak NAC gastrointestinel sistemde sisteine deasetile
edilir. NAC disiilfid baglarin1 indirgeyerek oksidan tiirleri notralize edebilir. NAC
intraseliiler sistini sisteine doniistiirerek akcigerlerde intraseliiler GSH (Glutatyon)’u in
vivo olarak arttirir. NAC in vitro ve in vivo olarak en ¢ok calisilan tiyol molekiiliidiir.
Preklinik ¢alismalarda oral olarak uygulanan NAC ratlarda elastaz ile indiiklenmis

amfizemi azalttig1 gosterilmistir (Rahman ve ark. 2012, Rubio ve ark. 2004).
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Sekil 2.2. Rediikte Glutayon (Kartakanatli 2014).
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Sekil 2.4. Homosistein Molekiil Yapisi (Kartakanatli 2014)
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Sekil 2.5. N-Asetilsistein (NAC) (Rahman ve ark. 2012)

Tiyoller (R-SH), oksidanlar ve disiilfid (RS-SR) baglar tarafindan oksidan
reaksiyona maruz kalir (Cremers ve ark. 2013). Disiilfid bag1 kovalent bagdir. Ayrica SS-
bag1 yada disiifid bag:1 diye adlandirilir. Oksidatif stres altinda, sistein (cys) kalintilarinin
oksidasyonu protein tiyol gruplari ile diisiik molekiil agirlikli tiyoller arasinda karma
distilfidlerin reversibl formuna yol agabilir. Olusan disiilfid baglar1 tekrar tiyol tiyol (SH-
SH) gruplarma indirgenir; boylece dinamik tiyol-disiilfid homestasizi stirdiiriiliir (Jones ve
ark. 2009). Dinamik tiyol-disiilfid homestazis durumu antioksidan koruma,
detoksifikasyon, sinyal iletimi, apoptozis ve hiicresel sinyal mekanizmasinda kritik rol alir
(Biswas ve ark. 2006, Circu ve ark. 2010). Dinamik tiyol-disiilfid homestasis’in bir¢ok
hastaliklarda artan bir sekilde iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica anormal tiyol-
disiilfid homestasis durumu diyabet (Matteucci ve ark. 2010), kardiyovaskiiler hastalik (Go
ve ark. 2011), kanser (Prabhu ve ark. 2014), romatid artrit (Tetik ve ark. 2010), edinilmis



bagisiklik yetersizligi sendromu (AIDS) (Sbrana ve ark. 2004) ve karaciger hastaligini
(Kuo ve ark. 2014) igeren birgok hastaligin patogenezinde rol oynar. Bu yiizden dinamik
tiyol-disiilfid homestazisin belirlenmesi ¢esitli normal ya da anormal biyokimyasal siiregler
tizerinde degerli bilgiler saglar (Erel ve ark. 2014).

Indirgeme yetenegi tiyollerin 6nemli karakteristik &zelliklerindendir. Bu yiizden
oksidan-tiyol etkilesiminde oksidan tiyoliin indirgeyici giicii sayesinde daha az toksik bir
yapiya doniisiir, tiyol ise distlfiir formuna (R-S-S-R) yiikseltgenir. Bir tiyol (R-SH), -SH
grubundan bir H atomu kayb1 ve kiikiirtten bir elektron kaybiyla bir thiyl radikali (R-S°)
olusur. Thiyl radikalleri kararsizdir ve disiilflir haline doniisebilir (Wlodek 2002).

Erdostein (N-carboxymethylthioacetyl-homosysteine thiolactone)’in metabolit I, 11
ve III olmak iizere li¢ aktif metaboliti vardir.

e Metabolit I; N-tiyoglikol homosistein,
e Metabolit Il; N-asetil homosistein,
e Metabolit III; homosistein’dir.

Eliminasyon yarilanma omrii 1.4 saat olan erdostein plazma proteinlerine baglanir.
Erdostein, oral alim sonrasi ¢abuk emilir. Emilim gidadan etkilenmez. Bagirsaklardan
absorblandiktan sonra portal dolasima gegen erdostein karacigerde aktif metabolitlerine
dontigiir. Aktif metabolitlerinin tigli de serbest radikal temizleyici ve mukolitik etki
gostermektedir. Ayrica serbest radikallerin olusumunu engelleme ve elastaz enziminin
aktivitesini inhibe etme 6zelligi de bulunmaktadir (Titti ve ark. 2000).

Solunum sisteminde bakterinin mukozaya yerlesmesinde en O6nemli asama olan
adezyonu onleyen erdostein, kullanilan antibiyotigin balgamdaki yogunlugunda artis
saglayarak antibiyotikler ile sinerjik etki olusturur. Erdostein, bakteri fimbriasindaki
disiilfit baglarint kirarak bakterinin hiicre reseptdriine baglanmasint saglayan kimyasal
yapiy1 bozar ve anti-adeziv etki gosterir. Anti-adheziv etkisi kanitlanmis tek mukolitik
ajandir (Braga ve ark. 1999).

Tiyol igeren diisiik molekiil agirlikli endojen bilesik homosistein; temel bir
aminoasit olan metiyonin metabolizmasinda olusan ara iiriindiir (Vecsei ve ark. 1990).

Homosistein, metiyonin metabolizmasmin ara iiriiniidiir. Insan viicudunda bilinen
hicbir proteinin yapisina katilmayan bir amino asittir. Metiyonin metabolizmasinda ve tiyol
bilesiklerinin metabolik yollaklarinda 6nemli gorevleri olan homosistein, non-esansiyel

(endojen) bir amino asittir. Homosistein biyosentezindeki tek kaynak olan metiyonin



esansiyel (eksojen)dir. Cogunlukla hayvansal gidalardan saglanir. Bu nedenle homosistein

de kaynagi itibariyle esansiyel olarak kabul edilir (Finkelstein 1998)

COOH
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Sekil 2.6. Metiyonin Molekiil Yapisi(Kili¢ Baygutalp 2012)
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Sekil 2.7. Homosistein Molekiil Yapist (Kilig Baygutalp 2012)

2.2. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Oksijen canlilar i¢in yagamsal dneme sahip olan bir molekiil olup, hiicrede enerji
tiretim siireglerinde kullanilmaktadir (Vaya 2013, Winczura ve ark. 2012). Serbest oksijen
radikalleri enerji elde etme siireglerinin dogal bir yan tiriiniidiir. Serbest oksijen radikalleri
yiiksek diizeyde reaktif ve potansiyel olarak zararli maddelerdir (Vaya 2013). Serbest
radikaller hiicrelerimizde DNA’ya, proteinlere ve lipitlere saldirarak zarar verirler
(Winczura ve ark. 2012). Serbest radikallerin zararli etkilerinden korunmak i¢in hiicreler
serbest radikalleri notralize eden antioksidanlar iiretir (Jacob ve ark. 1996).

Organizmada serbest radikallerin olusum hiz1 ile bunlarin detoksifikasyon hizi bir
denge igerisinde olup, bu durum oksidatif denge olarak adlandirilmaktadir. Bu denge,
hiicreyi serbest radikallerin olumsuz etkilerinden korur. Denge serbest radikaller lehine
bozulursa hiicrede serbest radikallerin miktar1 artar. Serbest radikallerin hiicrede artis1 ve
hiicre fonksiyonlari1 {izerinde yaptiklari olumsuz etki ‘oksidatif stres’ olarak tanimlanir
(Jacob ve ark. 1996).

Serbest radikallerin atomlarinda elektronlar orbital adi verilen uzaysal bdlgede
ciftler halinde bulunurlar. Atomlar arasinda etkilesimle baglar olusur ve molekiiler yap1
meydana gelir. Serbest radikaller, atomik ya da molekiiler yapilarda eslenmemis tek
elektron boliimleri oldugundan baska molekiiller ile ¢ok kolayca elektron aligverigine

girerler (Haleng ve ark. 2007).



En dis orbitalinde bir ya da daha fazla eslestirilmemis elektron bulunduran atom ya
da molekiiller serbest radikal olarak adlandirilir (R. Aslan ve ark. 2014, Halliwell 2012).
Serbest radikaller yiiksek derecede kararsiz ve reaktif molekiillerdir. Serbest radikallerin
elektronlar1 hiicre i¢inde diger molekiillerle etkilesim igerisinde olurlar ve protein, lipid,
DNA, niikleotid gibi 6nemli biyolojik materyallere zarar verirler (Kopani ve ark. 2006).

Serbest radikaller nitrik oksit (NO), siiperoksit (O2"), hidroksil (OH") ve lipid
peroksit radikalleri (LPO) gibi degisik kimyasal yapilara sahiptir (Thomas 1995). Biyolojik
sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller, oksijenden olusan radikal grubudur (Paradies ve
ark. 2010). Son derece etkin olan ve hiicre hasarina yol acan siiperoksitler, bakirli bir
enzim olan siiperoksit dismutaz (SOD) araciligiyla hidrojen peroksit (H,O,) ve oksijene
dontstirilir (Qi ve ark. 1997). Siiperoksitlerden daha zayif etkiye sahip olan H,Op,
dokularda bulunan katalaz ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi enzimlerle su ve oksijen gibi

daha zayif etkili Giriinlere doniistiiriilerek etkisiz hale getirilir (Valko ve ark. 2007).
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Sekil 2.8. Diisiik agirlikli Glutatyon’un sentezi ve antioksidan aktivitesindeki dongiisii

Serbest radikaller, organizmada normal hiicre metabolizmas: sirasinda oksidasyon
ve rediiksiyon reaksiyonlar1 sirasinda olusabildigi gibi ¢esitli dis kaynakli nedenlerle de
olusabilir. Serbest radikal olusturan kaynaklar endojen ve ekzojen olmak iizere iki gruba
ayrilabilir (Cirac1 2013).



Oksidatif stres, serbest radikaller ve diger reaktif tiirlerin antioksidanlarin
mevcudiyetine zarar verdigi zaman ortaya ¢ikar. Reaktif oksijen tiirleri, reaktif nitrojen
tirleri ve antioksidan ajanlar fizyolojik sinyal, savuma, inflamasyon olusumu ve varliginda
temel rol oynar. Normal kararli durum bozuldugunda, oksidan ve antioksidan arasindaki
dengesizlik solunum ve solunum dis1 bir dizi hastalifa sebep olarak patolojik reaksiyonlar1
provake edebilir. Solunum sisteminde reaktif oksijen tiirleri ya sigara kullanimi, hava
kirleticiler, hipoksi ve mesleksel tozlar gibi inhalative gazlar veya partikiiler maddeler gibi
eksojen ya da bakteri, viriis ve mantarlar gibi enfeksiydz patojenlere karsi olusturulan

savunma mekanizmalarinda endojen olabilir. (Domej ve ark. 2014).

Endojen Antioksidan Ekzojen
kaynaklar savunma kaynaklar
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Sekil 2.9. Reaktif Oksijen Tiirleri, Reaktif Nitrojen tiirleri ve onlara kars1 olusturulan antioksidan
savunma (Domej ve ark. 2014).

Normal kosullar altinda serbest oksijen radikalleri enzimatik ve non enzimatik
hiicresel antioksidan savunma tarafindan elimine edilir (Andreazza ve ark. 2008, Garcia ve
ark. 2005).

Insanlarda énemli serbest radikaller; hidrojen peroksit (H,O>), hidroksil radikali
(OH"), nitrik oksit (NO) ve siiperoksit radikalini (O,7) igerir. Onemli bir antioksidan ve

ayni zamanda siiperoksit radikali de olusturan xsantin oksidaz (XO) piirin



katabolizmasinda xsantin’den {irik asit olusumunu kataliz eder. Siiperoksit dismutaz (SOD)
stiperoksit radikallerinin hidrojen peroksite doniisiinii kataliz eder. Katalaz (CAT) hidrojen
peroksiti su ve oksijene doniistiiriir. Glutatyon peroksidaz (GPX) hidrojen peroksiti suya
doniistiiriir. Indirgenmis glutatyon (GSH)  glutatyon peroksidaz (GPX) tarafindan
yiikseltgenir. GPX ayrica nitrat1 nitrite dontistiiriir. Nitrit siklikla nitrik oksitin (NO) bir
markirt olarak kullanilir. Apoptozu tesvik eden, DNA hasari, protein karbonilasyonu ve
lipid peroksidasyonuna neden olan hidroksil radikali hem nitrik oksit hem de H,O,
tarafindan iiretilir. Bir antioksidan olarak hareket eden Vitamin E lipid peroksidasyonunu
inhibe edebilir. Elde edilen vitamin E radikalleri Vitamin C etkisiyle geri doniistiiriilebilir.
Tiyobarbitiirik asit (TBARS) ve malondialdehit (MDA) lipid perosidasyonunun énemli Son
triinleridir. MDA ek olarak deneyde ve de lipid peroksidasyonun diger iirlinleri olarak
elde edilebilmesine ragmen Tiyobarbitiirik asit (TBARS) endojen MDA’y1 odlger. Sekil
2.10 serbest radikaller ve antioksidan savunma arasindaki potansiyel iliskiyi tanimlar

(Flatow ve ark. 2013).
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Sekil 2.10. Serbest Radikaller ve Antioksidant Savunma. (Flatow ve ark. 2013).

10



2.2.1. Serbest Radikallerin Hiicreler Uzerine Etkileri

Serbest radikaller, hiicre membraninin stabilitesini bozarak, hizli bir sekilde hiicre
ve doku hasarlarina sebep olurlar (Thomas 1995). Olusan hasar neticesinde membranin
yapist ve fonksiyonlart biiyiik oranda bozulur. Poliansature yag asitlerinde (PUFA) olusan
oksidatif hasar membran lipitlerinin peroksidasyonu (LPO) olarak bilinmektedir (lul. ve
ark. 1988). Lipid molekiiliinde iki doymamis yag arasinda yerlesmis olan bir metilen
grubundan bir hidrojen atomunun ¢ikarilmasi ile baslayan kompleks olaya LPO denir
(Vladimirov lu 1987) LPO bir kez olustuktan sonra hiicrede kendi kendine devam eden
zincir tepkimeler baslar. LPO sonucu olusan lipid peroksil radikalleri (LOO') bir sonraki
PUFA’y1 okside eder ve yeni zincirleme tepkimeleri baslatirlar (Yilmaz ve ark. 2004).
Devam eden tepkimeler sonucunda hidroperoksitler (LOOH) ve bunlarin da devam eden
pargalanmasi ile daha siddetli radikal 6zelligi Malondialdehit (MDA)’ya donisiirler.
Dokuda MDA seviyesinin artmasi o dokuda serbest oksijen radikallerinin arttigin1 gosterir
(Nazifi ve ark. 2011). MDA’nin 6lglimii, doku hasarinin boyutunu belirlemeye yarayan
onemli belirleyicilerden biridir (Boutin ve ark. 1998).

Glutatyon (GSH) gibi tiyollerin (R-SH) oksidasyonu, oksijen radikalleri ve tiyol
radikallerinin olusumuna neden olur. Bunlar siilfiir merkezli radikallerdir (RSH) ve
proteinlerdeki siilfiirlerin karsilikli baglanmas1 homolitik fisyon (siilfiirlerin kargilikli
baglanmasi) reaksiyonlar1 disiilfit bagini olusturur. Boylece proteinlerin yapisin1 bozarak
viicuttaki metabolik aktivitelerini engellemis olur (Jurgens ve ark. 1986, Yamazoe ve ark.
1998).Serbest oksijen radikalleri DNA hasar1 yaparak en 6nemli hasart meydana getirir
(Halliwell 1994). DNA molekiilii yeniden sentezlenemeyen fakat kopyalanabilen bir
molekiil oldugundan DNA modifikasyonlart mutasyonlara ve genetik bozukluklara sebep
olmaktadir. Proteinler, DNA tamir enzimleri ve DNA polimerazlar serbest oksijen
radikallerinin 6nemli hedefleri arasindadir. DNA molekiilii serbest radikaller tarafindan
kolaylikla hasara ugratilir (Hagen 1986). DNA molekiilii hasar1 sonucu yaglanma, kronik
inflamasyon, karsinogenezis, enfeksiyon, norodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklar
gibi gesitli patolojilerin goriildiigi bilinmektedir (Cwikel ve ark. 2010). Serbest Radikaller,
protein yapisindaki enzimlerin aktivitelerini degistirir, membran transport proteinlerini ve

reseptor etkilesimlerini bozar (Ravanat ve ark. 2012).
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2.2.2. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Reaktif oksijen tiirleri insan viicudunda siirekli olarak meydana gelir ve antioksidan
savunma tarafindan ortadan kaldirilir. Oksidan maddenin konsantrasyonuna gore
antioksidanlar oksidasyonu ya geciktirir ya da onler. Antioksidanlar, biyolojik 6neme sahip
reaktif oksijen tiirlerinin zararh etkilerini ROS’lar1 temizleyerek, olusumlarini 6nleyerek ya
da yaptiklart hiicre hasarini diizelterek engelleyebilirler. Antioksidanlarin temizleme
stireglerinde sekonder olarak olusan radikaller biyolojik zarara neden olurlar (Halliwell
1991b).

Reaktif oksijen tiirleri oksijen metabolizmasi ara tiriinleri olup, sodyum ve
potasyum gibi alkali metal atomlari, brom ve klor gibi tek atomlu yapilar, bir orbitalinde
tek elektron bulunduran NO, NO; gibi atom bilesikleridir. (Karihtala ve ark. 2007).

Biitlin organizmalar hiicrelere zarar verebilecek oksidatif reaksiyon olarak bilinen reaktif
oksijen radikallerini tireten metabolik ve fizyolojik reaksiyonlara sahiptir. Enzimatik ve
non enzimatik antioksidan mekanizmalar hiicreyi reaktif oksijen radikallerinden korur

(Halliwell ve ark. 1984, Yiyenoglu ve ark. 2014).

2.2.2.1 Singlet Oksijen (*O,)

Singlet oksijen; eslenmemis elektron icermediginden ROS degildir. Oksijenin
yiiksek reaktif bir formudur. Singlet oksijen olusumu fotokimyasal reaksiyonlarda son
derece onemlidir (Gutteridge 1995). Singlet oksijen serbest radikal reaksiyonlarini
baslattigindan serbest radikal simifina dahil edilmistir (Haleng ve ark. 2007, Kulbacka ve
ark. 2009) 'O, mutajenik ve genotoksik olarak bilinmektedir. Ayrica pek gok biyolojik
slireci igeren ROS olarak bilinir (Ravanat ve ark. 2001)

Singlet oksijen (*0,), oksijen elektronlarindan birinin disaridan enerji almasi
sonucu kendi doniis yoniiniin tersi yonde olan farkli bir yoriingeye yer degistirmesi neticesi
olusabilecegi gibi, stiperoksit radikalinin dismutasyonu ve hidrojen peroksitin hipoklorit ile
reaksiyonu neticesinde de meydana gelebilir. Biyolojik sistemlerde singlet oksijen;
hidrojen peroksitlerin metal iyonlar1 varliginda vermis olduklar1 reaksiyonlar esnasinda,
fotosentez reaksiyonlar1 sirasinda, iyonize radyasyon ile uyarilma sonucu veya sitokrom

p450 tepkimeleri sirasinda meydana gelebilir (Afanas'ev ve ark. 1995, Kappus 1987).
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2.2.2.2. Siiperoksid Radikali (O;")

Canlilarda tek bir elektronun transfer yoluyla oksijene verilerek, oksijenin tek
degerlikli indirgenmesi ile O,” meydana gelmektedir (Jacob ve ark. 1996).

O, +e —0y”

Stiperoksit radikal anyonu (O;") biyolojik olarak toksiktir ve gesitli hastaliklarin
patojenezine neden olur (Kato ve ark. 2014).

Molekiiler oksijenin suya indirgenmesi esnasinda elektron transport zincirindeki
elektron kagagi neticesinde siiperoksit radikali meydana gelir. Siiperoksit radikalinin en
biiyiikk kaynagi elektron transport zinciridir. Siiperoksit reaktivitesi diisiik bir radikaldir
(Jialal ve ark. 1993).

Siiperoksid, serbest radikal olmakla beraber kendisi direkt olarak zarar vermez.
Stiperoksid’in zararl etkileri H,O, i¢in substrat olmasindan kaynaklanmaktadir.

H,0 + Oy "+ H" — 0, + H,0;

Siiperoksidin NO ile birlesmesi sonucu peroksinitrit (ONOO ) olusur. Dogrudan
proteinlere zararli olan peroksinitrit (ONOO ), azot dioksit (NO,), OH" radikali ve
nitronyum iyonu (NO,") gibi toksik iiriinlere déniisiir. Siiperoksid ile perhidroksil (OOH")
radikali birbirleriyle reaksiyona girince biri yiikseltgenir (okside), digeri indirgenir
(rediikte). Bu dismutasyon reaksiyonunda oksijen ve hidrojen peroksid meydana gelir
(Ayan 2006).

2.2.2.3. Hidrojen Peroksit (H20,)

Hidrojen peroksit serbest radikal olmamasina ragmen reaktif oksijen tiirleri (ROS)
kapsamina girer ve serbest radikal biyokimyasinda onemli bir role sahiptir. (Halliwell
1987, Hemnani ve ark. 1998, Ward 1983). Oksijenin 2 elektronla rediiklenmesi veya O,”
‘nin dismutasyonu ile H,O, meydana gelir (J. H. Kim ve ark. 2011). Bu reaksiyon
neticesinde, radikal olmayan {iriinler olugsmaktadir. Bu yiizden dismutasyon reaksiyonu
olarak bilinmektedir. Kendiliginden gerceklesir veya SOD enzimi tarafindan katalizlenir
(Darmon ve ark. 1992, Oosthuizen ve ark. 2001, Zhang ve ark. 1994).

0, +2¢ + 2H" — H,0;

H,O + Oz + H" — O, + H,0;
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H,0’in {iretimi sliperoksit dismutaz enzimi araciligiyla olusmaktadir. H,O, reaktif
bir radikal olmamakla birlikte, siiperoksid ile reaksiyona girerek, en reaktif ve zarar verici
serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali olusturmak iizere kolaylikla katalizlenebilir
(Klebanoff 1980).

Potansiyel oksitleyici 06zelligi sebebiyle biyolojik sistemlerde olusan H,O;
ortamdan uzaklastirilmalidir. Katalaz ve peroksidaz enzimleri tarafindan uzaklastirilir.
(Halliwell 1987, Hemnani ve ark. 1998, Ward 1983).

0,", Fe"™ii Fe* indirgendikten sonra H,O, Fe** veya diger gecis metallerinin
varliginda Fenton reaksiyonu sonucu hidroksil radikali (OH”) olusur. H,O,, siiperoksit
radikali varliginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve zarar verici olan hidroksil
radikalini (OH") olusturur (Jiang ve ark. 2011, D. Kim ve ark. 2010, Pang ve ark. 2011).

Oz~ +Fe™ — 07 + Fe™
Fe2+H:0: = Fe™+ OH-+ OH

Sekil 2.11. Fenton reaksiyonu

O +H20:—-0; +0H-+0H

Sekil 2.12. Haber — Weiss reaksiyonu

2.2.2.4. Hidroksil Radikali (OH")

Hidroksil radikali, ‘‘Fenton reaksiyonu’> ve ‘‘Haber-Weiss reaksiyonu’
neticesinde olusmaktadir (D. Kim ve ark. 2010). Hidroksil radikali son derece reaktif bir
oksidandir. Tim biyolojik molekiillerle reaksiyona gegebilir ve yarilanma omrii gok
kisadir. Hizl iiretilip hizlica ortamdan uzaklastirilmasina ragmen meydana getirdigi yikici
hasar oldukga biiyiiktiir (Catala 2009). Tiyoller ve yag asitleri gibi gesitli molekiillerden
bir proton kopararak yeni radikallerin olusmasina sebep olur (Ayan 2006). Hidroksil
radikali (OH") hemen biitiin biyomolekiillerle reaksiyona girebilen serbest radikaller i¢inde
en kuvvetli oksidan olan radikaldir (Akkus 1995, Canbaba 2011, Cheeseman ve ark. 1993,
Reiter ve ark. 1997).
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2.2.2.5. Nitrik Oksit (NO)

Metabolizma igerisinde bir¢ok goreve sahip olan nitrik oksit gecmiste sadece ¢evre

kirliligine sebep olan bir molekiil olarak kabul edilirdi ve oksijensiz ortamda oldukc¢a

stabildir. NO diisiik konsantrasyonlarda, oksijen varliginda da stabilitesini korur. NO bir

atom azot ile bir atom oksijenin eslenmemis elektron vererek birlesmesinden meydana

gelir. Bu yiizden radikal tanimina uymaktadir (Metodiewa ve ark. 2000, Tan ve ark. 2007)

Bu lipofilik serbest radikal, damar endotel hiicrelerinde nitrik oksit sentaz enzimi

araciligi ile L-arjinin’ den sentez edilir. NO, ayni1 zamanda tiyol gruplarini S-nitrozilasyona

ugratir ve protein, reseptor fonksiyonlarini da degistirir. NO, olusan reaktif oksijen tiirleri

ile tepkimeye girerek giiclii bir oksidan olan peroksinitrit (ONOOH) olusturmaktadir.

Bunun da ileri dekompozisyonu ile OH" radikali olusumuna da neden olmaktadir

(Cochrane 1991).

L-Arjinin —— P N-Hidroksi-Arjinin —— P Sitrulin + NO

Sekil 2.13. Nitrik oksit sentezi (Ates 2104)

Cizelge 2.1. Kan hiicreleri ve ¢esitli dokularda oksidatif strese iligkin olarak 6nem tagiyan

tepkimeler (Murray)

(1) Stiperoksit tiretilmesi (gesitli tepkimelerin
yan iriinii)

02 +e > 02'-

(2) NADPH-oksidaz

20, + NADPH — 2 O,"+ NADP + H*

(3) Siiperoksit dismiitaz

02'_ + 02'_ + 2H+ e d H202 + 02

(4) Katalaz

2H202 —> 2H20 + 02

(5) Miyeloperoksidaz

H,0,+ X + H" — HOX + H,0 (X = CI', Br, SCN)

(6) Glutatyon peroksidaz (Se bagimli)

2GSH + R-O-OH —» GSSG + H,0 + ROH

(7) Fenton tepkimesi

Fe*" + H,0, — Fe*" + OH™+ OH

(8) Demirle  Kkatalizlenen  Haber-Weiss
tepkimesi

02'_ + HzOz —> 02 + OH™+ OH

(9) Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD)

G6P + NADP — 6 Fosfoglukonat + NADPH + H*

(10) Glutatyon rediiktaz

G-S-S-G + NADPH + H" — 2GSH + NADP
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2.2.3. Serbest radikallerin organizmaya etkileri

Serbest radikaller oldukca reaktif molekiiller olduklarindan dolayi, hiicre
mekanizmasina ve yapitaglarina zarar vererek membran fosfolipitleri basta olmak {iizere
karbonhidrat, lipit, protein ve DNA gibi biyomolekiillerin yapisim1 bozar. Bunun
neticesinde membranlar depolarize olmakta, parcalayici enzimlerin aktivitesi artmakta,

hiicre zarinin elektrik yiik dengesi ve gegirgenligi degismektedir (Sinclair ve ark. 1990).

2.2.3.1. Membran Lipitleri Uzerine Etkileri

Serbest radikaller, savunma mekanizmalarinin kapasitesini asacak oranlarda
olustuklar1 zaman organizmada ¢esitli hasarlara neden olurlar. Reaktif oksijen radikali ile
hiicre membran fosfolipidlerinin yapisin1 olusturan poliansatiire yag asitleri reaksiyona
girerek lipid hidroperoksitlerini olusturarak lipid peroksidasyonu neden olurlar. Lipid hidro
peroksidasyonu sonucu pentan, etan, hegzan, aldehit gibi iiriinler meydana gelir. Aldehitler
bu iiriinlerin en toksik olanidir. U¢ veya daha fazla cift bag iceren yag asitlerinin
peroksidasyonunda tiobarbiitirik asidle dlgiilebilen malondialdehit (MDA) olusurken, doku
ve kandaki MDA seviyesi lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon gdsterir.
MDA, hiicre i¢in ¢ok toksik bir molekiildiir. MDA ayni zamanda mutajenik, genotoksik ve
karsinojenik bir bilesik olarak kabul edilmektedir. (Champe ve ark. 1994, Rumley ve ark.
1998).

Sekil 2.14. Malondialdehit (MDA)
Yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir gostergesi olmamakla beraber lipid

peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon sergiler. Bu nedenle biyolojik materyalde

malondialdehit 6l¢iilmii lipid peroksit seviyesini gosterir (Yavuz 2012).
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Sekil 2.15.Lipid peroksidasyonu (Ozdemir 2004)

2.2.3.2. Karbonhidratlara etkileri

Monosakkaridlerin otooksidasyonu sonucu peroksidler ve okzoaldehidler olusur.
DNA, RNA, proteinlere baglanabilme ve aralarinda g¢apraz baglar olusturma
ozelliklerinden dolay1 °° okzoaldehidler’” antimitotik etki gosterek, kanser ve yaslanma
olaylarinda rol oynarlar. Serbest radikaller, bu tiir etkilerinden dolay1 ¢ok cesitli
hastaliklarin ~ patogenezinde  Onemli role  sahiptirler.  Diyabet ve diyabet
komplikasyonlarin gelisimi, , psoriyazis, romatoid artrit, behget hastaligi, koroner arter
hastalig1, hipertansiyon, ¢esitli deri, kas ve goz hastaliklari, kanser ve yagllik gibi bircok
hastalikta serbest radikal iliretiminin arttifi ve antioksidan savunma mekanizmalarinin

yetersiz oldugu anlagilmistir. (Freeman ve ark. 1982).

2.2.3.3. Proteinlere etkileri

Serbest radikallerin proteinler iizerinde kritik zararlart vardir. ROS’lar peptid
baglari ile ya da aminoasit yan zincirleri ile reaksiyona girerek proteinleri okside ederler
(Calder 2008). Proteinin yapisindaki amino asitlerle serbest radikaller reaksiyona girerek
siilfidril gruplarmin kaybma ve karbonil gruplarmin olusmasima sebep olurlar. Ozellikle
yapisinda ¢ift bag iceren fenilalanin, histidin, triptofan, trozin ve siilfidril grubu igeren
metiyonin ve sistein serbest radikallerle reaksiyona gecerler (Kehrer 1993). Reaksiyonlar

sonucunda oOksidatif stres {irlinleri olan glutatyon (GSH) gibi tiyollerin (R-SH)
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oksidasyonu, tiyol ve oksijen radikallerinin olusumuna sebep olurlar. Bunlar siilfiir
merkezli radikallerdir (R-SH) ve proteinlerdeki homolitik siilfiirlerin karsilikli baglanmasi
(fisyon) reaksiyonlar1 disiilfit bagmi olusturur. Boylece proteinlerin yapisini bozarak
viicuttaki metabolik aktivitelerini bloke eder (Jurgens ve ark. 1986, Yamazoe ve ark.
1998). Serbest radikallerin neden oldugu hasar sonucunda proteinlerde gapraz baglanma,
protein agregasyonu meydana gelir. Proteinlerin, ROS hasarindan ne derecede etkilenecegi
aminoasit bilesimlerine baghdir. Proteinin hiicresel lokalizasyonuna ve radikalin toksisite

giiciine gore protein harabiyet boyutlar1 degisebilir (Erenel 1992).

2.2.3.4. Niikleik asitlere etkileri

DNA molekiilii lizerinde olusan hasar serbest oksijen radikallerinin en 6nemli
hasarlarindandir  (Halliwell 1994). DNA molekiili kopyalanabilen fakat yeniden
sentezlenemeyen bir molekiil oldugundan DNA modifikasyonlari, mutasyonlara ve genetik
bozukluklara sebep olur. Serbest oksijen radikallerinin major hedefleri arasinda proteinler,
DNA tamir enzimleri ve DNA polimerazlar bulunmaktadir. (Hagen 1986, Sonntag ve ark.
2004). Hidroksil radikali deoksiriboz ve bazlarla etkilesime girerek degisikliklere sebep
olur. Sitotoksisite, biiyiikk oranda niikleik asit baz modifikasyonlarindan kaynaklanan
kromozom degisikliklerine veya DNA“daki diger bozukluklarla iliskilidir. (Akkus 1995).
Radikaller, protein yapisindaki enzimlerin aktivitelerini degistirir (Ravanat ve ark. 2012).
Serbest radikaller, DNA {izerinde etkiyle hiicrede mutasyona ve 6liime sebebiyet verirler.
Aktive olmus noétrofillerden kaynaklanan hidrojen peroksit, membranlardan kolayca geger
ve hiicre ¢ekirdegine ulasarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna neden olurlar. Hatta

hiicre 6liimiine yol agabilir (Yu 1994).

2.3. Antioksidan Savunma Sistemleri

Canl hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbohidrat ve DNA gibi okside olabilecek
biyomolekiillerin oksidasyonunu dnleyen ya da geciktirebilen maddelere antioksidanlar ve
bu olay antioksidan savunma olarak tanimlanir (Ciract 2013). Organizmada olusan bir
oksidatif stres durumuna karsi antioksidanlar DNA’yi, lipidleri, karbonhidratlari,

proteinleri ve diger oksitlenebilir substratlari oksidasyona karst muhafaza ederler. Serbest
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radikaller tarafindan olusturulan oksidasyon dokularin yaslanmasina, kanser ve kalp-damar
rahatsizliklart gibi baz1 hastaliklara sebep olurlar (Jacob ve ark. 1996).

Canli organizmalarda, oksidatif harabiyetin 6nlenmesi, sinirlanmasi ya da kismen
diizeltilmesini saglayan koruyucu mekanizmalar mevcut olup, oksidan iriinlere karsi
korunma, olusan radikallerin detoksifikasyonu, radikal reaksiyonlarin sona erdirilmesi ve
radikal olusumunun sinirlandirilmasi seklinde gelisir (Cirac1 2013).

Oksidanlarin organizmadaki diizeylerini arttiran etkenleri ve risk faktorlerini iyi
belirlemek ve bunlardan uzak durmak ilk yapilmasi gereken girisim olmalidir. ikinci
girisim ise ROS'larla tetiklenen biyokimyasal reaksiyonlar1 bir ya da birka¢ basamaginda
bloke etmektir. Ugiincii girisim, olusan mediyatorlerle aktive olan inflamatuvar
hiicrelerinin lezyon yerine hiicumunu ve orada asir1 birikiminin 6nlenmesidir. Oksidan
molekiillerle miicadelede esas girisim ise belirli diizeyi asmis oksidanlara direkt olarak etki
edip onlar1 pasif hale getiren antioksidanlardir. Antioksidan savunma elemanlari hiicre igi
ve hiicre dis1 ortamda farklidirlar. insanda bellibash hiicre i¢i antioksidanlar siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzimleridir. SOD’un
yapisinda bakir, ¢cinko ve manganez; GPx’de ise selenyum iyonu bulundugundan bu
enzimler metalloenzim olarak da isimlendirilirler. Hiicre dis1 antioksidan savunmadan E
ve C vitamini, transferrin, haptoglobin, seruloplasmin, albumin, bilirubin, B-karoten ve o-l

antitripsin sorumludur (Halliwell 1991a).

2.3.1. Enzimatik antioksidanlar
2.3.1.1.Siiperoksit dismutaz enzimi

Biitiin memeli dokularinda 3 form SOD bulunmaktadir. Cu/Zn-SOD (SOD1), Mn-
SOD (SOD2) ve ekstraselliiler SOD (ecSOD). Ug izoformun lokalizasyon durumlari
farklidir. Mn-SOD mitokondride, Cu/Zn-SOD sitozolde, ecSOD ise ekstraselliiler
bosluklarda bulunur (Fukai ve ark. 2002).
Genel olarak siiperoksit zincirleme radikalik tepkimeleri baslatir. Bu tepkimeler boyunca
hidroksil radikali, 102 ve organik radikallerin olusumuna sebep olur. Radikalik zincir
tepkimelerinin baglamas1 ve tepkimeler boyunca O, ‘den ¢ok daha reaktif ve toksik etkili
radikallerin yapimi SOD tarafindan bloke edilir ve serbest radikallere karsi organizmada
ilk savunma SOD enzimiyle gergeklesir. SOD, CAT ve GPX’den farkli olarak serbest
radikali substrat olarak kullanir (Canbaba 2011).
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SOD
O+ Oy +IH ——== H,0.+0;

Sekil 2.16. SOD ile katalizlenen tepkime.

SOD ile katalizlenen tepkimenin iiriinii olan H,O,, CAT ile H,O’ya indirgenmektedir
(Canbaba 2011).

2.3.1.2.Glutatyon peroksidaz enzimi (GPX)

Glutatyon peroksidaz, H,0, ve organik hidroperoksitleri indirgeme gorevi sirasinda
glutatyonu elektron kaynagi olarak kullanir. GPX glutatyonun indirgenmis halini elektron
vericisi  olarak kullanir ve peroksitlerin  detoksifikasyonunu saglayarak lipid
peroksidasyonun baglamasini ve gelismesini engeller. Selenosistein igerip icermemesine
gore iki gruba ayrilir. Selenyum iceren glutatyon peroksidaz enzimi peroksit
detoksifikasyonunda 6nemli etkinlige sahiptir. Selenyum icermeyen glutatyon peroksidaz
enziminin ise antioksidan etkinligi distiktiir olup, sadece lipid peroksitlerini metabolizler
(Fujii ve ark. 2003, Fujii ve ark. 2005).

GPX
2GSH+ H:O» —= GSS8G + 2H:0

Sekil 2.17. Glutatyon peroksidaz (GPX)

2.3.1.3.Glutatyon Rediiktaz (GR)

Antioksidan savunmanin etkinligini siirdiirebilmesi igin oksitlenmis glutatyonun
(GSSG) tekrar indirgenmis olan glutatyona (GSH) doniismesi gerekmektedir. Glutatyon
rediiktaz, NADPH varliginda indirgenme reaksiyonunu kataliz eder. Rediikte glutatyonun
yiiksek konsantrasyonlar1 ve okside glutatyonun diisiik diizeyleri organizmanin yasami i¢in
onemli derecede gereklidir. Oksidatif strese maruz kalan eritrositlerde NADPH eldesi igin
pentoz fosfat yolunun aktif olarak c¢alismasi gerekmektedir. Eritrositlerde bu yolak
fonksiyon gdoremezse hiicre lizisi ve bunun sonucunda anemi meydana gelir. Glutatyon
rediiktaz sitozol ve mitokondride lokalizedir (Champe ve ark. 1994).

GR
GSSG+ NADPH —— 2GSH+ NADP

Sekil 2.18. Glutatyon rediiktaz (GR)
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2.3.1.4.Glutatyon S-transferaz

Glutatyon S-transferaz enzim sistemleri bir¢ok farkli ksenobiyotik ve endojen bilesiklerin

detoksifikasyonu ve biyotransformasyonunda 6nemli role sahiptir. (Ciraci 2013).

2.3.1.5.Katalaz enzimi

Glikoprotein yapida bir hemoprotein olup, dokularda esas olarak mitokondri ve
peroksizomda bulunmaktadir. Sitoplazma ve endoplazmik retikulumda da aktivite gosterir.
Okside edici molekiillerin etkisiyle olusan H,0;’yi suya doniistiiriir. HO, miktarinin asiri
artmasi durumlarda aktivite gosterir. Diisiik H,O, seviyelerinde ise diger enzimler (GPX)

gibi devreye girer (Agar ve ark. 1986)

2.3.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar

2.3.2.1. E vitamini ( o — tokoferol)

E vitamini ( a — tokoferol) hem lipid peroksidasyonuna karsi koruyucu serbest
radikal temizleyici hem de singlet oksijen (*O,)’nin kuvvetli bir tutucusudur. Ayrica
hidroksil radikali (OH"), peroksi radikali (LOO’) ve siiperoksit (O,") ile direk olarak
reaksiyona girebilir (Slater 1984).

2.3.2.2.C vitamini (Askorbik asit)

Giiglii bir indirgeyici ajan ve antioksidan olup, O,", peroksit ve OH" radikalleri ile
reaksiyona girerek bir ara iirlin semidehidroaskorbat yoluyla metaboliti dehidro askorbik
asiti olusturur. Membran igindeki ve ekstraseliiler dokulardaki lipid peroksidasyonu
(LPO)’nu o6nler (Canbaba 2011).

2.3.2.3.p Karoten
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B karoten, A vitamini 6n maddesidir. Singlet oksijen (*O,) ve radikal tutucu bir
antioksidandir (Canbaba 2011).

2.3.2.4.Glutatyon (GSH)

Antioksidan olarak onemli bir yer tutan GSH, Serbest radikaller ve peroksitlerle
reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasardan koruyan antioksidan olarak 6énemli bir yer
tutar. Glutatyon eritrositleri, 16kositleri ve goz lenslerini oksidatif hasara kars1 korumada
hayati 6nem tasir (Canbaba 2011).

2.4. Transaminazlar (Aspartat aminotransferaz ve alanin aminotransferaz)

Bir¢cok amino asidin katabolizmasinda ilk basamak o amino gruplarinin o ketoglutarata
transfer edilmesidir (sekil 2.19). Uriinler amino asitten tiireyen a keto asit (oksaloasetat,
piruvat) ve glutamattir. o ketoglutarat, amino asit metabolizmasinda bagka amino
asitlerden amino grubunu kabul edip kendisi glutamata doniigiir. Amino gruplarinin bir
karbon iskeletten bir digerine transferi amino transferazlar ya da daha 6nce transaminazlar

olarak adlandirilan enzimler tarafindan katalizlenir (Champe ve ark. 2007).

Karaciger hiicrelerinin hepatitler, karaciger toksisitesi vb. gibi nedenlerle hasarlanmasi
sonucu ALT, AST gibi enzimlerin serum seviyeleri yiikselir. Bu enzimlerin kandaki
seviyelerinin dl¢iilmesi hepatik toksisitenin giivenilir bir klinik 6l¢iimiinii saglar (Singer ve
ark. 1995).

CoO-
|
CH:
R |
| CH:2
HC — NHs" |
| : o=c
COO- cCOO-
o- Amino asit o - Ketoglutarat
Aminotransferaz (|:DD'
R (|:H2
| )
c=0 (le‘
| -
cCooO- HsN™ - CH
o - Keto asit |
COO-

Glutamat

Sekil 2.19. Aminotransferaz reaksiyonu.
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Amino transferazlar spesifik amino grubu vericisine gore adlandirilirlar. Amino grubu
alicist o  ketoglutarattir. En  Onemli iki trasaminasyon reaksiyonu alanin
aminotransferaz(ALT) ve aspartat aminotrasferaz (AST) tarafindan katalizlenir. Biitiin
aminotransferazlar koenzim olarak vitamin B6 tiirevi olan piridoksal fosfata gereksinim

duyarlar (sekil 2.20)(Champe ve ark. 2007). ALT ve AST karaciger hasar tespiti igin
onemli iki enzimdir (Li ve ark. 2004).

Sekil 2.20. Piridoksal fosfat ve piridoksamin fosfatin birbirine doniisiimleri (P. C. Champe ve ark.
2007).

2.4.1. Aspartat Aminotransferaz

AST, onceleri glutamat oksaloasetat transaminaz (GOT) olarak adlandirilmaktaydi. AST
amino gruplarini1 glutamattan oksaloasetata transfer eder.

cH, = ¢*° 0
— %
//O | 4 b ¢ 2 /,O (I:HZ - C\O.
?Hz_ C\O‘ ?Hz (l:Hz_ C\O CH2
AST X
1.‘=0 + (|ZH-NH3’ el CH-NH,* + | =0
_ : ' I

COO COO CoO- Coo-
oxaloacetate glutamate gspartate aketoglutarate

Sekil 2.21. Aspartat Aminotransferaz
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2.4.2. Alanin Aminotransferaz

ALT, onceleri glutamat pirtivat transaminaz (GPT) olarak adlandirilmaktaydi. ALT,
Alaninin amino grubunu o ketoglutarata transferini katalizleyerek piriivat ve glutamat
olusumunu saglar. Geri doniistimlii olan bu reaksiyon, glutamat sentezi yoniinde calisir

(Champe ve ark. 2007).

Alanin aminotransferaz

Alanin o - Ketoglutarat

Piruvat Glutamat

Sekil 2.22. Alanin aminotransferaz.
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3. GEREC YONTEM

Bu calisma Mustafa Kemal Universitesi Hayvan deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun
onayma istinaden Mustafa Kemal Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi’den temin
edilen ratlar tizerinde uygulandi. Calismada 12-16 haftalik, yaklasik 250 gr agirliginda, 32
adet digi Wistar Albino rat kullanildi. Ratlar random olarak, esit sayida dort gruba ayrildi.

1. Grup Kontrol Grubu olup, 12-16 haftalik, 250 gr agirliginda, 8 adet disi Wistar
Albino rat’a 5 giin boyunca adlibitum yem ve su verildi.

2. Grup ERD1 Grubu olup, 12-16 haftalik, 250 gr agirhiinda, 8 adet disi Wistar
Albino rat’a 5 giin boyunca 0,3 ml distile su igerisinde 1 mg/kg/giin erdostein oral gavajla
verildi. Adlibitum yem ve su verildi.

3. Grup ERD10 Grubu olup, 12-16 haftalik, 250 gr agirliginda, 8 adet disi Wistar
Albino rat’a 5 giin boyunca 0,3 ml distile su i¢erisinde 10 mg/kg/giin erdostein oral gavajla
verildi. Adlibitum yem ve su verildi.

4. Grup ERD50 Grubu olup, 12-16 haftalik, 250 gr agirhiginda, 8 adet disi Wistar
Albino rat’a 5 giin boyunca 0,3 ml distile su i¢erisinde 50 mg/kg/giin erdostein oral gavajla
verildi. Adlibitum yem ve su verildi.

5.giinlin sonunda Ratlar genel anestezi altinda kesildi ve vendz kan alinarak
biyokimya tiiplerine aktarildi.

Ratlardan alinan kan ornekleri 3000 rpm de 15 dakika santrifiij edilerek analizler

i¢in plazmalar1 ayrildi. Ornekler -80 °C” de saklandh.

3.1. Analiz Yontemleri

Rat  serumlarindan Mustafa Kemal Universitesi Merkez Laboratuar1 Rutin
Biyokimya laboratuarinda bulunan Architect C8000 (Abbott, USA) otoanalizor cihazinda
otomatik olarak Total Oksidan Seviyeleri (TOS) ve Total Antioksidan Seviyeleri (TAS)
olgiilerek, Oksidatif Stres Indeksi (OSI) hesaplandi.

3.2. TAS Hesaplanmasi
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Total antioksidan kapasite (TAS) seviyesi Erel’in TAS yontemiyle Ol¢iildii. Bu
yontem, antioksidanlar tarafindan daha kararli bir 2,2'-azino-bis (3-etilbenztiazolin-6-
siilfonik asit) (ABTS) radikal katyonunun karakteristik renk agartma esasina dayanir.
Sonuglar mmol Trolox equiv/L. olarak degerlendirildi. Serum tiol (total -SH group) igerigi

dithionitrobenzoic asit (DTNB) ile belirlendi (Erel 2004a).

3.3. TOS Hesaplanmasi

Total oxidant status (TOS) serum konsantrasyonu Erel’in TOS yontemiyle ol¢iildii.
Bu yontem hassas, hizli, kolay istikrarli, giivenilir, ucuz ve tam otomatiktir. Bu gelismis
yontem yliksek dogrusalliga sahip ve sonuglar son derece tekrarlanabilir. Reaktiflerin
hazirlanmas1 kolay ve kullanim siireleri uzundur. Bu yontem 6rneklerin TOS degerlerini
Ol¢mek i¢in kullanilabilir (Erel 2005). Bu metod ksenol turuncusu tarafindan asidik
ortamda cesitli oksidatif tiirlerin varliginda ferrous iyonun oksidasyonu ile ferrik iyonun
dlciimiine dayanir (Erel 2004b). Ferrik iyon asidik ortamda Xylenol Orange ile renkli bir
bilesik olusturur. Spektrofotometrik olarak Olciilebilen renk yogunlugu numunedeki
oksidan molekiillerin total miktar1 ile ilgilidir. Sonuglar pumol H,O, Equiv./L olarak ifade
edildi. Erel’ in TAS ve TOS metodu otomatik ve kolorimetrik olup bu metodun hata orani

% 3’ ten daha azdir. Milkkemmele yakin sonug¢ vermektedir (Erel 2004b).

3.4. OSI Hesaplanmasi

TAS’1in TOS’a orani oksidatif stres indeksi (OSI) olarak kullanilmistir. OSI degeri;
[(TOS, umol H,O, Equiv /L)/(TAS, mmol Trolox equivalent /L)/100] olarak hesaplandi
(Erel 2005).

3.5. istatistik

Calismanin istatistiksel analizi, SPSS istatistik programi (SPSS for Windows, v18)
kullanilarak yapilds. Istatistiksel sonuglar %95giiven araliginda degerlendirildi. Istatistiksel
analizlere gegmeden once verilerin dagilimlart One Sample Kolmogorov-Smirnov test ile

belirlenmigtir. Homojen olan TAS, TOS ve OSI degerlerinin gruplar arasi farkliliklariin
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tespiti One-Way ANOVA testi kullanilmigtir. Post-Hoc degerlendirme Duncan analizi ile

belirlenmistir.
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Kontrol, ERD1, ERD10 ve ERD50 gruplarinin 5 (bes) giin sonunda TAS (mmol
Trolox equivalent /L) degerleri ortalama =+ standart hata (X+SE), TOS (umol H,O, Equiv

/L) degerleri ortalama = standart hata (X+SE), ve OSI degerleri ortalama = standart hata

4. BULGULAR

(X+£SE) olarak tablo 4.1’de verilmektedir.

Cizelge 4.1. Erdostein verilen ratlarda TAS, TOS ve OSI seviyeleri.

TAS,TOS ve OSI seviyeleri

Kontrol ERD1 ERD10 ERD50 P
X+SE X+SE X+SE X+SE degeri
TAS (mmol Trolox | o) 15 | 20140,17 | 1.9720.13 | 188010 | P%03
equivalent /L)
TOS (umol 0 | 55 15:9 95 | 22534305 | 21684401 | 28914677 | P03
Equiv /L)
OSI (TOS/TAS) 16,2142,89 | 12,1642,17 | 10,85+1,50 | 16,31%4,13 | p>0,05

X&SE : Ortalama+Standart Error

ERDS50 ERD10 ve ERD1 ile kontrol grubu arasindaki fark istatiksel olarak anlamli

degildir

Kontrol grubu, ERD1, ERD10 ve ERD50 gruplarinin bes giin sonunda ALT (U/L)
degerleri ortalama =+ standart hata (X+SE), AST (U/L) degerleri ortalama =+ standart hata

(X+£SE) olarak tablo 4.2’de verilmektedir (p>0,05).

Cizelge 4.2. Erdostein verilen ratlarda ALT ve AST seviyeleri.

SERUM ENZIMLERI
Kontrol ERD1 ERD10 ERD50 P degeri
X+SE X+SE X+SE X+SE
ALT (UIL) | 26,37+1,76*° | 24,14+448* | 23,12+1,39° | 35,37+4,24° | p<0,05 ~
AST (U/L) | 78,12+9,22 66,57+8,26 | 55,25+6,07 | 94,37+14,82 | 0,05

X+SE : Ortalama+Standart Error

*p<0,05

a,b: ayni satirda farkli harfleri tagiyan gruplar birbirinden farklidir.

4.1. Erdostein Verilen Ratlarda Serum TAS Diizeyleri

Serum TAS diizeyleri, ERD1, ERD10, ERD50 gruplarinda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p>0,05).
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Sekil 4.1. Erdostein verilen ratlarda TAS diizeyleri

4.2. Erdostein Verilen Ratlarda Serum TOS Diizeyleri

Serum TOS diizeyleri, ERD1, ERD10, ERD50 gruplarinda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p>0,05).

nnnnnn

000000

Mean T0S

1 |
= p—

oo

T T T
KKKKKK ERD1 ERD10 ERDSO

Gruplar
Error bars: 95% CI

Sekil 4.2. Erdostein verilen ratlarda TOS diizeyleri

4.3. Erdostein Verilen Ratlarda Serum OSI Diizeyleri

Serum OSI diizeyleri, ERD1, ERD10, ERD50 gruplarinda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p>0,05).
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Sekil 4.3. Erdostein verilen ratlarda OSI diizeyleri

4.4. Erdostein Verilen Ratlarda Serum ALT Diizeyleri

Farkl1 harfleri tagiyan gruplar birbirinden farklidir. Serum ALT diizeyleri bakimindan

ERDS50 grubunu ERD1 ve ERD10 grubu ile karsilastirdigimizda ERD50 grubunun ALT
degerinin istatistiksel olarak anlamli seviyede arttig1 tespit edildi.
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Sekil 4.4. Erdostein verilen ratlarda ALT diizeyleri
4.5. Erdostein Verilen Ratlarda Serum AST Diizeyleri

Serum AST diizeyleri, ERD1, ERD10, ERD50 gruplarinda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p>0,05).
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5. TARTISMA

Bu calismada klinik ve polikliniklerde mukolitik olarak sik kullanilan, ayn1 zamanda
antioksidan etkisi oldugu diisiiniilen Erdostein’in 5 (bes) giin kullaniminin TAS, TOS, OSI,
ALT ve AST iizerine etkileri yliksek ve diisiik doz olarak toksik madde uygulanmadan 12-
16 haftalik, yaklasik 250 gr agirliginda, 32 adet disi Wistar Albino rat kullanarak
arastirilmistir.

Kan, serbest radikallerin oksidatif etkilerini engelleyen vitamin C ve E gibi
antioksidan molekiiller, siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz gibi antioksidan
enzimler gibi bir¢ok antioksidan molekiil i¢erir. Bu antioksidan ajanlar hiicreleri oksidan
ajanlarin zararl etkilerinden korumaktadir (Isik 2006). Erel tarafindan (Erel 2004a, 2004b)
gelistirilen bir Ol¢iim yontemi olan TAS, serumdaki enzimatik olan ve olmayan tiim
antioksidanlarin durumunu gosterebilmektedir. Bu yontemle 6zellikle protein, lipid, DNA
gibi biyomolekiillerin oksidatif hasarina neden olan serbest radikal reaksiyonlarina karsi
olan TAS seviyesi olgiilmektedir (Isik 2006). Bizim ¢alismamizda da Erel’in gelistirdigi
metod kullanilarak TAS 6l¢limii saglanmastir.

Bir¢ok caligma gostermistir ki aktif metabolitleri sayesinde potansiyel antioksidan
rolii olan erdostein, antioksidan ve mukolitik etkiye sahiptir (Braga ve ark. 2000). Ayrica
klinik ve deneysel arastirmalar erdostein’in oksidatif strese karsi koruyucu potansiyeli olan
molekiil oldugunu sergilemiglerdir (Gurel ve ark. 2004). Boylece erdostein serbest radikal
kaynakli birgok hastaligin Onlenmesi igin gelistirilen bir ila¢ olarak goriilmektedir
(Yesilyurt ve ark. 2011). Bizim ¢alismamizda da kontrol gruplartyla erdostein verilen rat
gruplart karsilastirildiginda erdostein uygulanan ratlarin TAS degerleri yliksek olmakla
birlikte, bu seviyelerde istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmedi. Uzun ve
arkadaglarmin (2006) yaptig1 calismada erdostein tedavisinin (2 hafta boyunca 20
mg/kg/giin) TAS diizeyini arttirdigini, lipid peroksidasyonunu azalttig: tespit edildi (Uzun
ve ark. 2006).

Yesilyurt ve ark (2011) radiokontrast madde ile indiiklenmis nefrotoksisite
(RIN)’de once 4 doz erdostein ardindan radyokontrast madde verilen grup ile once
radyokontrast madde ardindan 1 doz erdostein uygulanan gruplarn renal dokusunda OSIi
degerinin sadece radikontrast madde uygulanan gruba gore istatistiksel olarak anlamli

derecede diisiik oldugunu, erdosteinin N-Asetil sistein ve askorbik asit gibi antioksidan etki
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sagladigim tespit etmislerdir. Ayrica birden ¢ok erdostein uygulamasinin OSI seviyelerinde
tek doz erdostein kullanimindan daha etkili oldugu tespit edildi. Tiim gruplarin OSI degeri
ile kontrol grubunun OSI degeri ile karsilastirildiginda kontrol grubunun OSI degerinin
daha diisiik oldugu tespit edildi (Yesilyurt ve ark. 2011). Bizim ¢alismamizda da birden
cok erdostein uygulamasi yapilmig ve ayrica farkli dozlarda erdostein uygulanmigtir. 50
mg/kg erdostein  uyguladigimiz ratlart  OSI  bakimindan kontrol grubu ile
karsilastirdigimizda farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigini tespit ettik. 1 mg/kg ile
10 mg/kg erdostein uyguladigimiz ratlarin OSI degerleri hem kontrol grubuna gore hem de
erdostein 50 mg/kg uyguladigimiz grup ile karsilastirdigimizda farkin istatistiksel olarak
anlamli olmadigini tespit ettik.

Yesilyurt ve ark (2011) erdosteinin serum ve renal dokuda TOS artisin1 6nemli
derecede azalttigini tespit etmislerdir (Yesilyurt ve ark. 2011). Calismamizda serum TOS
degerlerinin istatistiki olarak anlamli olmadigini tespit ettik.

Testikiiler toksikasyon calismasinda Oktar ve arkadaslari (2010) erdostein 10
mg/kg/giin oral olarak uygulamasinin miyeloperoksidaz artisini baskilayarak oksidatif
stresi Onledigi tespit edildi (Oktar ve ark. 2010). Bizim ¢alismamizda da 10 mg/kg/giin
erdostein uygulanan ratlarda oksidatif stres indeksinin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
tespit edildi.

Dokuyucu ve arkadaslar1 (2014) over iskemi ve reperfiizyon hasari rat modelinde
erdostein ve alfa lipoik asit (ALA)’in antioksidan etkilerinin arastirildigi g¢alismada,
erdostein ve ALA’nin iskemi reperflizyon hasarini over torsiyonu modelinde azalttigini,
kombinasyon tedavinin (erdostein+ALA) her bir ajanin ayri ayri kullanilmasindan daha
biiyiik bir etkiye sahip oldugunu tespit etmislerdir (Dokuyucu ve Karateke ve ark. 2014).
Calismamizda sadece farkli dozlarda erdostein uygulanmigtir. TAS, TOS ve OSI degerleri
acisindan istatistiksel olarak anlamlilik tespit edilemedi.

Yesildag ve arkadaslar1 (2009) yaptiklar1 deneysel ¢alismada radiokontrast
maddelerinin olusturdugu karaciger hasarina karsi erdostein uygulamasiyla enzimatik
antioksidan sistem sayesinde ROS (reaktif Oksijen Tiirevleri) iiretimi inhibe edilerek
karaciger iizerine toksik etkileri azalttigini tespit etmislerdir (Yesildag ve ark. 2009).

Serbest oksijen radikallerinin olusturdugu lipid peroksidasyonu sonucu hiicre
membraninda olusan hasar diizeyinin 6l¢giilmesinde MDA kullanilmaktadir. MDA, Lipid

peroksidasyonunun derecesi ile ¢ok iyi korelasyon gostermektedir. CCls’lin karaciger
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tizerine olan toksisitesinde MDA diizeylerinin arttig1 ve kullanilan N-Asetil Sistein (NAC)
gibi antioksidan maddelerle bu artisin azaltildigir gozlenmistir (Demirdag ve ark. 2004).
Kuvandik ve arkadaslarimin (2008) ratlarda asetaminofen [APAP (parasetamol)] ile
indiiklenmis hepatotoksite calismasinda APAP uygulamasinin hepatik SOD, CAT ve GPX
degerlerinde bir azalmaya neden oldugu ve APAP ile erdosteinin (150 ve 300 mg/kg)
birlikte uygulanmasimin ise aktivitelerde artisa oldugu tespit edildi. MDA ve NO
seviyelerinin APAP grubunda arttigin1 ve erdostein tedavisi ile de bu artisin 6nlendigi
tespit edildi (Kuvandik ve ark. 2008). APAP grubunun ALT ve AST diizeylerinde 6nemli
bir artis gozlenmistir. APAP ve erdostein birlikte uygulandiginda ise ALT ve AST’nin
serum diizeyleri kontrol grubuna yakin oldugu tespit edildi (Kuvandik ve ark. 2008). Bizim
calismada ERD50 grubunu ERDI ve ERDIO grubu ile karsilastirdigimizda ERD50
grubunun ALT degerinin istatistiksel olarak anlamli seviyede arttig1 tespit edildi. Erdostein
uygulanan gruplarin AST degerlerini kontrol grubuna gore degerlendirdigimizde farkin
istatistiksel olarak anlamli olmadigini tespit ettik.

Rat modelinde lokal dekonjestanin asiri/uzun siire kullanimiyla olusturulan Rhinitis
medicamentosa (RM)’da oksidatif stresin varlifini saptamak ve erdosteinin mukozal
degisiklik iizerine etkilerini degerlendirmek amaciyla Dokuyucu ve arkadaslari (2014)
tarafindan yapilan calismada Onemli seviyede oksidan tespit edildi. 24 erkek rat
kullanilmigtir. TOS seviyesi RM grubunda kontrol ve RM+erdostein (10 mg/kg 7 giin
boyunca) grubuna gore yiiksek tespit edildi. RM’nin rat modelinde TOS artis1 oksidatif
stresin onemli bir isareti olarak degerlendirilmistir. RM+erdostein grubunda mukozanin
patolojik 1iyilesmesi RM grubundan Onemli derecede iyi oldugu goriildii. Patolojik
degisimler oksidatif stresin RM’nin potofizyolojisinde 6nemli bir role sahip oldugunu,
erdosteinin RM modelinde ratlarda antioksidan etki sergiledigini tespit ettiler (Dokuyucu
ve Cevik ve ark. 2014).

Lee ve arkadaglar1 (2010) tarafindan renal reperfiizyon hasarinda erdostein
etkilerinin 12 domuz {izerinde arastirildigi, renal iskemi/reperfiizyon (I/R)’den 6nce 2giin
boyunca erdostein uygulandigi bir ¢alismada; I/R’un hiicre hasarina neden olan oksidatif
zararla sonuglandigi, erdostein uygulamasimin ardindan serbest radikal tiretiminin inhibe
edildigi, erdosteinin I/R’de koruyucu bir rol oynadig: tespit edildi (Lee ve ark. 2010).

Tayman ve arkadaslarinin (2012) deneysel rat modelinde nekrotizan enterokolit

gelisimine (NEC) N-asetilsistein oOnleyici etkisinin (NAC) arastirildigi calismada,
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yenidogan NEC’li ratlarin barsak dokularinda apoptoz azalirken, NAC’in barsaklarda
inflamasyonu ve histopatolojik degisiklikleri azalttig1, siddetli barsak hasarmi Onledigi
tespit edildi. Ayrica ¢alismada NAC tedavisinin NEC prosediiriine maruz birakilan yavru
ratlarin  kilo kazanim ve klinik tablo skoru iizerinde etkili oldugu tespit edildi. Ayrica
NAC , antioksidan aktiviteyi arttirarak, oksidan durumu ve NEC’li yavrularin
bagirsaklarinda lipid peroksidasyonunu azaltarak oksidatif stresi zayiflattig1 tespit edildi.
Tedavi edilmeyen grup ile karsilastirildiginda NAC ile tedavi edilen NEC apoptozisin
azalmasiyla iliskilendirilmis, olup NAC NEC’in patogenezinde oynadig1r énemli bir rolle
bagirsak epitel apoptozisi onleyebilecegi diistiniilmektedir (Tayman ve ark. 2012).

Tayfun ve arkadaslari (2014) vyaptigi calismada; TAS’in Hepatik Iskemi
Reperflizyon Hasar1 (HIRH) ve Erdostein grubunda kontrol grubuna goére anlaml 6lgiide
azaldig1 (p<0.001), Erdosteine ve HIRH gruplar1 arasindaki farkin anlamli olmadigini ve
Erdostein verilmesinin total antioksidan kapasiteyi istatistiksel olarak anlamli Olgilide
arttrmadigin1  gézlemlemistir (Tayfun 2014). Calismamizda ise ERD gruplarint TAS
degeri agisindan kontrol grubu ile karsilastirdigimizda istatistiksel olarak anlamli farklilik
tespit edilmedi. Ayni sekilde ERD gruplarini TAS degerleri agisinda birbiriyle
karsilastirdigimizda yine de farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigini tespit ettik. Bu
baglamda Erdostein verilmesinin TAS’1 istatistiksel olarak anlamli dlgiide arttirmadigini
gozlemledik.

Erden ve arkadaglari (2006) Bleomisin (BLM) ile olusturulan akut akciger
inflamasyonu ve fibrozis tizerine erdosteinin etkilerini inceledikleri bir ¢alismada, deneysel
olarak akcigerlerde fibrozis olusturulmus olup, erdosteinin BLM’nin yol ag¢tig1 akut
akciger inflamasyonunu ve fibrozisi engelleyebilecegi gosterilmistir (Erden ve ark. 2008).
Caligmamizda ise ERD gruplarmi  TOS degeri acisindan kontrol grubu ile
karsilastirdigimizda TOS’un ERD1 ve ERD10 gruplarinda daha diisiik, ERD50 gurbunda
ise daha yiiksek olmakla birlikte, bu seviyelerde istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit
edilmedi. Ayn1 sekilde ERD gruplarint birbiriyle karsilastirdigimizda TOS degerinin
ERD10 grubunda en disiik oldugunu, fakat yine de farkin istatistiksel olarak anlamli
olmadigim1 saptadik. Bu baglamda Erdostein verilmesinin TOS’u istatistiksel olarak
anlaml 6lgtide azaltmadigini gézlemledik.

Oksidatif stresin 6nemli noropsikiyatrik bozukluklarin patolojisinde yer aldigi ile

ilgili kanitlar gittikge artmaktadir. Pandya ve arkadaslarinin (2013) oksidatif stres, reaktif
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oksijen tiirleri, reaktif azot tiirleri, antioksidanlar, antioksidan savunma, lipid
peroksidasyonu, DNA hasari, noropsikiyatrik bozukluk, psikiyatri, ruhsal bozukluk,
sizofreni, bipolar bozukluk, depresyon, anksiyete bozuklugu, glutatyon, N-asetilsistein,
alternatif tedavi, antipsikotik , antidepresan ve c¢esitli kombinasyonlarda gruplandirilmis
tedavi terimlerini Medline, Pubmed, Google Scholar, BIOSIS Previews, ve NIH Reporter
veritabanlar1 kullanilarak temmuz 2012’ye kadar yaptig: literatiir arastirmasi ¢aligmasinda;
periferik dokularin otopsilerinde elde edilen kanitlar sizofreni ve duygudurum bozukluklar
gibi hastaliklarda hem serbest radikallerin hem de antioksidan savunma mekanizmalarinin
degisiklik gosterdigi belirtilmistir. Oksidatif hasari iyilestirme stratejileriyle semptomlarin
iyilesmesinin Onem arz ettiini, noropsikiyatrik bozukluklarin tedavisine ek olarak
antioksidanlarin umut verici sonuglar verdigini belirtmislerdir. Genelde ¢ogu durumlarda
uzun siireli kullanimlarda ¢esitli yan etkilere sahip ilaclarla karsilagtirildiginda
antioksidanlarin daha faydali ve daha az riskli bir ilag oldugu tespit edildi (Pandya ve ark.
2013).

Aksit ve arkadaslar1 (2011) ¢alismasinda antioksidan etkili NAC kullanimi ile AST,
ALT ve MDA diizeylerinin diistiigiinii ve apoptotik hiicre sayisinin azaldigini tespit edildi.
Spraque Dawley tiirii erkek rat kullanarak yaptigi ¢alismada CCl, enjeksiyonundan 6 saat
sonta AST ve ALT diizeylerinin kontrol grubuna gore yaklasik 5 kat arttigini,
enjeksiyondan 72 saat sonra gecen siirede ise, enzim diizeylerinin kontrol grubuna gore
onemli oranda yiiksek olmasina ragmen 6.saate gore diistiigli gorlilmistiir. Karaciger
hasarinin gostergesi olarak kabul edilen ALT ve AST enzimlerindeki degisim, NAC
uygulamasinin ve toksikasyondan sonra gegen zamanin karacigerdeki rejenerasyona katki
sagladigim gostermektedir (Aksit ve ark. 2014). Calismamizda toksik madde uygulamadan
Wistar albino disi ratlara yiiksek ve diisiik doz olarak sadece erdostein uygulanmistir. 5
giin gibi kisa siireyle yiiksek ve diisiik doz olarak erdostein uyguladigimiz ratlarda ERD50
grubunun ERD1 ve ERD10 grubuna gore istatistiki olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu
tespit edildi.
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6. SONUC

Endojenik ve ekzojenik kaynakli serbest radikaller dliimciil olabilecek diizeyde
hastaliklara neden olmaktadir. Bu hastaliklar; hastalarin uzun siireli hastane yatislarina,
uzun siireli yatisa bagl olarak enfeksiyonlara neden olmakta, saglik bakimi maliyetini
arttirmakta ve bu neticede oliimler yasanabilmektedir. Bu baglamda g¢alismamizda
antioksidan ozellige sahip, mukolitik bir ajan olarak iyi bilinen, klinik-polikliniklerde
kullanilan, erisimi kolay bir ilag¢ olan erdosteinin yiiksek ve diisiik doz olarak oksidatif
stres indeksi olan OSI, TAS, TOS degerleri ile karaciger hasar1 hakkinda fikir veren ALT
ve AST degerleri tizerine etkisini inceledik. Farkli dozlarda (1mg/kg/giin, 10mg/kg/giin, 50
mg/kg/giin), 5 (bes) gin uyguladigimiz erdosteinin yiiksek dozda (50 mg/kg/giin)
uygulanmasinin karacigerde toksik etki gosterdigini biyokimyasal olarak tespit ettik. Ayni
sekilde 5 (bes) giin siiresince 1mg/kg/giin, 10mg/kg/giin erdostein uygulamasinin toksik

etki gostermedigini biyokimyasal olarak tespit ettik.

Herhangi bir toksik madde verilmeden yiiksek ve diisiik doz olarak erdosteinin
antioksidan-oksidan sistem, ALT ve AST tizerinde etkilerini inceledigimiz bu ¢aligmada; 5
(bes) giin ve yiiksek ve diisiik doz erdostein uygulamasinin TAS, TOS ve OSI degerlerinde
istatiksel olarak anlamli fark olusturmadigi, yalniz 50mg /kg/giin uygulamasinda Alt
degerleri arasnda farkin istatiksel olarak anlamli oldugunu tespit ettik. Erdosteinin 5 (bes)
giin de olsa yiiksek dozda verilmesinin ALT degerini istatistiki olarak anlamli bir sekilde
arttirdigim1  gordiik. Fakat erdosteinin yiiksek ve diisiik doz olarak verilmesinin AST
degerini istatistiki olarak anlamli bir sekilde arttirmadigini gordiik. Bu konuda
histopatolojik bulgular1 igeren, deneysel olarak daha uzun siireli deneysel ¢alisma ve klinik
caligmalara ihtiyag vardir. Maliyet ve silire kisitlamast nedeniyle histopatolojik

degerlendirme yapilamamustir.

Yapilan deneysel c¢alisma neticesinde elde edilen sonuglara gére toksik madde
uygulanmadan yiiksek ve diisiik dozda, 5 (bes) giin tek basina erdostein verilmesinin total
antioksidan seviyeyi istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirmadigi, yiiksek dozda
erdostein verilmesinin ALT degerini istatistiki olarak anlamli bir sekilde arttirdigi, fakat
AST degerlerinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmadigr ve ayni zamanda 50

mg/kg/giin erdostein kullaniminin hepatik toksisiteye neden olabilecegi gézlenmistir.
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