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OZET

_ SiIGARA DUMANINA MARUZ BIRAKILMIS FARELERDE
EPiGALLOKATESIN GALLAT (EGCG) UYGULAMASININ KARACIGER
TOKSISITESI VE KOTINIiN DUZEYINE ETKIiSi

Kagan AGAN
Doktora Tezi, Fizyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Serif DEMIR
Aralik 2019, 81 Sayfa

Tiim diinyada tiitlin ve tiirevlerinin kullanim1 olduk¢a yaygindir. Sigara dumaninin iginde
bulunan oksidan maddeler viicuda girdiginde oksidatif stresi arttirmaktadir. Yesil ¢ay (Camellia
sinensis) i¢inde antioksidan 6zellige en yiiksek olan ve bol bulunan epigallokatesin gallat’dir
(EGCG). Calismamizin amaci sigara dumanina maruziyet sonucu artan oksidatif stresin ve
karacigerde olusturduklari hasarin, antioksidan 6zellige sahip EGCG’nin, akut ve kronik olarak
uygulandig1 in vivo deney tasariminda etkilerinin incelenmesidir. Calismamizda 84 adet CDI
erkek fare kullanilmigtir. Fareler, uygulama siiresi 1 giin olan akut ve 21 giin olan kronik olmak
tizere 2 ana gruba, toplamda 12 alt gruba ayrilmistir. Alt gruplar kontrol (ortam havasina maruz
kalan) , 2.kontrol (sigara dumanina maruz kalan) , sadece 25 mg/kg ve 50 mg/kg EGCG ve ayni
dozlarda EGCG ve sigara uygulanan gruplar olarak ayrilmigtir. Sigara dumani, duman odasi
olusturularak inhalasyon yoluyla, EGCG uygulamalar1 ise fareler duman odasina girmeden 30
dakika once giinde 1 kere intraperitonal olarak uygulanmistir. Uygulamalar bittikten sonra
ketamin/ksilazin anestezisi altinda eksanguinasyon yoluyla fareler oldiiriilmistiir. Alinan kan
ornekleri serumlarindan karaciger hasari, sigara dumani maruziyeti ve oksidatif stres diizeyleri
ELISA yontemiyle Olglilmiistiir. Yapilan degerlendirmeler sonucunda EGCG uygulamasinin
sigara dumani uygulanan gruplarda GPx ve SOD antioksidan enzimleri diizeylerini anlaml
olarak yiikselttigi bulunmus ve karaciger {izerinde olumsuz etkisinin olduguna rastlanilmamustir.
Sonug olarak, EGCG uygulamasimin antioksidan sistem tizerinde olumlu etkilerinin ve sigara
dumanina maruz kalan bireylerin oksidatif stresten etkilenmesinden korunmasinda basarili
olabilecegi ve bu konuda daha uzun siireli deneylerin ve daha yiiksek dozlarin denenmesinin

olumlu etkilerin pekistirilmesinde 6nemli rol oynayacag: diisiiniilmektedir.

Anahtar Sézciikler: EGCG, Fare, Karaciger Toksisitesi, Oksidatif Stres, Sigara Dumani



ABSTRACT

EFFECTS OF EPIGALLOCATECHIN GALLATE (EGCG) ADMINISTRATION
ON LIVER TOXICITY AND COTININE LEVEL AT CIGARETTE SMOKE
EXPOSED MICE

Kagan AGAN
Doctoral Thesis, Depertmant of Physiology
Supervisor:  Prof. Serif DEMIR
December 2019, 81 Pages

The use of tobacco and its derivatives is widespread all over the world. Oxidant
substances in cigarette smoke increase oxidative stress when it enters the body.
Epigallocatechin gallate (EGCG) is the most antioxidant and abundant molecule in
green tea (Camellia sinensis). The aim of this study was to investigate the effects of
increased oxidative stress and liver damage caused by exposure to cigarette smoke in an
in vivo experimental design in which antioxidant EGCG was administered acutely and
chronically. In our study 84 CD1 male mice were used. Mice were divided into two
main groups: acute group (application period lasted 1 day) and chronic group
(application period lasted 21 day) and total 12 subgroups. The subgroups were divided
into control (exposed to room air) , 2nd control (exposed to cigarette smoke) , 25mg/kg
and 50mg/kg only administered EGCG, and last subgoups are administered the same
doses of EGCG and smoking. EGCG was administered one time in each day
intraperitoneally 30 minutes before entering the smoke chamber. After administration,
mice were sacrificed by exsanguination under ketamine/xylazine anesthesia. Liver
damage, cigarette smoke exposure and oxidative stress levels were measured by ELISA
from blood sample. As a result of the evaluations, it was found that EGCG application
significantly increased the levels of GPx and SOD antioxidant enzymes in cigarette
smoke groups and did not have a negative effect on liver. In conclusion, the positive
effects of EGCG on the antioxidant system and the protection of individuals exposed to
cigarette smoke from oxidative stress are thought to be successful, and longer trials and
higher doses will play an important role in reinforcing the positive effects.

Key Words: Cigarette Smoke, EGCG, Hepatotoxicity, Mice, Oxidative Stress



1. GIRIS VE AMAC

Sigara kullanimi diinya iizerinde olumsuz sonuglari olan bir durumdur. Diinya iizerinde
15 yas ve tlizerinde 942 milyon erkek ve 175 milyon kadin sigara kullanicisidir. 2016
yilinda yapilan calismalara gore erkeklerin 1/5°1i ikinci el maruziyete ugramistir.
Kadinlarda ise oranlar daha yliksektir ve 1/3’1i sigara dumanina bir sekilde maruz

kalmistir.

Tirkiye’de 2009 yilinda yapilan yasal diizenlemelerle isyerlerinde %37 ve
restorantlarda %56 sigara dumanina maruz kalma orani, 2012 yilinda sirasiyla %16 ve
%13 seviyelerine kadar diisiiriilmiistiir. Ulkemizde evlerdeki maruziyet orani, kamusal

alandaki maruziyetteki kadar olmasa da azalmaktadir.

Sigaranin 7000 toksik bilesen (70 tanesinin karsinojen oldugu bilinmektedir)
icermesinden dolay1, kendisine veya dumanina maruz kalmak en az sigara igmek kadar
ciddi saglik sorunlarina, bebek diisiiklerine veya 6lii dogumlara sebep olmaktadir. Pasif
i¢iciligi 2016 yilinda 884.000 6liime, 6,4 milyon alt solunum yollari iltihaplarina, 2,5

milyon kronik obstriiktif akciger hastaligia sebep oldugu tahmin edilmektedir.

Sigara dumani bir¢ok reaktif oksijen tiirii igermektedir. Bu maddeler viicuda girdiginde
oksidatif stresi arttirmaktadir. Oksidatif stresin zararli etkileri viicutta bulunan
antioksidanlar tarafindan engellenmeye c¢alisilmaktadir. Karaciger antioksidan sistem
elemanlarinin tretilmesi ve antioksidan iglemlerin biiyiikk ¢ogunluguna ev sahipligi
yapmasi dolayisiyla onemlidir. Ayrica oksidatif stres karaciger hastaliklarina sebep olan
onemli etkenlerden biridir.

Epigallokatesin gallat molekiilii (EGCG) yesil ¢ay’in (Camellia sinensis) igerdigi
bilinen 4 farkli polifenol bilesik igerisinde en bol miktarda bulunan polifenoldiir. EGCG
lizerinde yapilan bir¢ok caligmada Onemli bir antioksidan madde oldugu ortaya

konulmustur

Chen ve ark. yaptig1 karbontetrakloriirle (CCly) olusturulan karaciger hasarinda EGCG
koruyucu etkisine baktiklar1 ¢alismada, 3 ardasik giin intraperitonal uyguladiklar
farelere son giin CCl, uyguladiklarinda EGCG’nin karaciger hasarinin 6nlenmesinde

olumlu etkileri oldugu gériilmiistiir’. Zhou ve ark. yaptig diger bir deneyde EGCG’nin



hepatositlerde otofaji uyardigi ve lipid birikimini azalttigi bulunmustur. Yaptiklari
calismada EGCG ile otofajinin indiiksiyonunun, obezite ve diyabet ile iliskili alkolik
olmayan yagl karaciger hastaliginda bulunan hepatosteatozu azaltabilecegi ve yiiksek
yagli diyetle uyarilan hepatosteatozun azaltilmasinda 6nemli bir rol oynayabilecegi
diisiiniilmektedir®,

EGCG igeren bitkilerin kullanildigi geleneksel tipta, EGCG’nin antioksidan etkisi
tizerine birgok c¢alisma yapilmustir. Yapilan ¢alismalar sonucunda EGCG uygulamasinin
sigara dumanina maruz birakilan gruplarda GPx ve SOD antioksidan enzim
diizeylerinde anlamli bir artisa neden oldugu gosterilmistir. Ozellikle 50 mg/kg EGCG
dozunun, 25 mg/kg EGCG dozuna goére daha etkili oldugu goriilmektedir.
Calismamizda ayni1 zamanda karaciger toksisitesi gozlemlemek amaciyla AST ve ALT
degerlerine bakilmistir. EGCG kronik ve akut olarak sigara dumanina maruz kalan
gruplarinda hem 0-25 mg/kg hem de 0-50 mg/kg dozlarinda anlamli bir sonug
bulamamustir.

Karaciger enzimleri iizerinde EGCG’in etkisine bakildiginda, sitokrom p450 enzimleri
iizerine etkileri varlig1 yapilan calismalarla gosterilmistir’. CYP2A6 enzimi ve CYP2B6
enzimlerinin nikotinin kotinine doniistiiriilmesinde gorev aldigi bilinmektedir®. Serum
kotinin diizeyiyle ilgili yapilan ¢alismalarda kotinin diizeyinin sigara uygulama
stiresiyle baglantili olarak arttig1 gézlemlenmistirﬁ. Calismamizda 4 haftalik uygulama
sonucunda ortam havasi solutulan ve sigara dumani uygulanan gruplarin kotinin
diizeylerinin degerleri 6zellikle 50 mg/kg EGCG dozu uygulanan gruplarda anlamh
yiikselmistir.

Calismamizda sigara dumanina maruz birakilan farelerde, EGCG’nin akut ve kronik
sekilde intraperitoneal olarak 25 mg/kg ve 50 mg/kg dozlarda verilmesinin ardindan
antioksidan sistem, karaciger hasari, oksidatif stres ve kotinin diizeyi iizerine etkisi
incelenmistir. Sonug olarak, EGCG uygulamasinin antioksidan sistem ilizerinde olumlu
etkilerinin olabilecegi ve sigara dumanina maruz kalan bireylerin oksidatif stresten
korunmasinda etkili olabilecegi diisliniilmektedir. Bu ¢alismanin sonuglarinin, daha
uzun siireli ve daha yiliksek dozlarda denenecek yeni calismalarla olumlu sonuglarin
pekistirilmesinde etkili olacagi ongdriilmektedir.

Arastirmamiz Diizce Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii

(DUBAP) tarafindan 2018.04.01.872 proje numarasiyla desteklenmistir.



2. GENEL BILGIiLER

2.1 Karaciger

Toplam viicut agirhgmmizin yaklasik %2’sini (1,5 kg) karaciger olusturmaktadir. Karin
bolgesinde sag tarafta diyaframinda altinda yerlesmistir. Sag, sol ve orta ana pargalarin
altinda pargalara boliinmiis bir yapiya sahiptir. Glisson kapsiilii denilen bag dokusu
ortiistiyle kaplanmigtir. Diger organlarimizdan farkli olarak karaciger 2 ana kan
damartyla beslenmektedir. Bunlardan ilki gorevi karacigere oksijence zengin ve organin
beslenmesi saglayan, toplam 300 mL/dk kan akimi saglayan hepatik arterdir. ikincisi ise
gastrointestinal sistemden emilen maddeleri, panskreastan ve dalaktan kalbe geri
donecek olan kani igeren, 1050 mL/dk akisa sahip vendz kanin tasindigi portal vendir.
Karacigerde portal venin 7mm Hg, santral venin ise 0 mm Hg basinca ve diisiik kan
akim direncine sahip olmasi, siniizoitlerden akan kanda bulunan maddelerin karaciger
hiicreleri tarafindan diizenlenmesini miimkiin kilmaktadir4. Ayn1 zamanda bu 6zellikler
toplam kalp debisinin %?27’sinin, karacigere giden kan akiminin olusturmasini
saglamaktadir. Karaciger, sindirim sisteminden, kana gecgecek viicuda dagilacak

maddelerin denetiminin yapildig1 merkezdir’.

Karaciger koselerde portallar venlerden, merkezde ise santral venden (terminal hepatik
veniil) olusan lobiiler yapidan olusmaktadir. Portal kisimda hepatik arter, interlobiiler
safra kanali ve portal ven bulunmaktadir. Karaciger parankiminde hepatositler merkezi

vene dogru uzanirken aralarinda bulunan bosluklara karaciger siniizoidleri olusur’

(Sekil 2.1) .
2.1.1. Karacigerin gorevleri
Karacigerin;

Protein metabolizmasi: y-globilinler hari¢ kanda bulunan tiim proteinlerin, transferrin ve

seruloplazmin tagiyan proteinlerin olusumu, aminoasitlerin deaminasyonu, {ire ve

amonyagin viicut disina atilmast,

Karbonhidrat metabolizmasi: glikojenoliz ve glukoneojenez olaylari ile kan sekerinin

ayarlanmasi,



Yag metabolizmasi: Endojen trigliserit, kolesterol ve yag asitlerinin sentezi, enetji i¢in

yag asitlerinin oksidasyonu,

Safra olusturulmasi: safra asitleri, kolesterol, su, elektrolit, fosfolipit ve konjuge

bilirubin igeren safranin olusturulmasi,

Vitamin ve demirin depolanmasi; en ¢ok A olmak iizere, D ve B vitaminleri ve ferritin

formunda demir depo edilmesi,

Pihtilasma faktorlerinin yapimi: fibrinojen, protrombin, akselerator globiilin, faktér VII

vb. pihtilagma faktorlerinin tiretimi,

Katabolizma islemleri: bazi hormonlarin (bliyiime hormonu, &strojen, kortizol,

aldestreron, glukokortikoidler, parathormon, insiilin ve glukagon) , ilag (sulfanamidler,

penislin, ampisilin, eritromisin vb.) ve toksinlerin (Faz I-11) yikim reaksiyonlari

Immiinulojik islemleri: portal yola ulasabilen bakteri ve organizmalar karaciger

hiicreleri tarafindan viicuttan temizlenmesi gibi gorevleri mevcuttur'.

Sekil 2.1 Karaciger anatomik goriintiileri
https://slideplayer.com/slide/5775461/ ve https://www.saolucascopacabana.com.br/blog/wp-
content/uploads/2019/04/HSL_190004_BLOG_ABR_DOENCAS_FIGADO_FINAL-810x608.png uyarlanmuistir.

2.1.2. Karaciger toksisitesi ve degerlendirilmesi

Karaciger viicudumuza giren toksinlerin ve ksenobiyotiklerin  yikiminda
(detoksifikasyon) birincil ve en Onemli organdir. Ayrica gastrointestinal sistemden
emilen tiim maddeler viicut dolasimima katilmadan Once portal venler sayesinde

oncelikle karacigere getirilir’. Bitkisel iiriinlerden, ilaclardan ve diger kimyasallardan


https://slideplayer.com/slide/5775461/
https://www.saolucascopacabana.com.br/blog/wp-content/uploads/2019/04/HSL_190004_BLOG_ABR_DOENCAS_FIGADO_FINAL-810x608.png
https://www.saolucascopacabana.com.br/blog/wp-content/uploads/2019/04/HSL_190004_BLOG_ABR_DOENCAS_FIGADO_FINAL-810x608.png

karaciger dokusuna zarar veren maddelere hepatotoksin adi verilir. Hepatotoksin etkisi,
karacigerin yiiksek kendini yenileme (rejenerasyon) yeteneginin sinirlarini astiklarinda

dokuda hiicrelerin apoptozla ya da nekrozla kayibina yol acar”.

Hepatotoksinlerin dokuyu haraplamasi veya islevselliginin bozulmasi (disfonksiyon)
durumuna ise karaciger toksisitesi adi verilir. Asagida orneklenen bazi parametreler

kullanilarak karaciger hasar1 hakkinda bilgi edinilmektedir.
2.1.3. Aspartat aminotransferaz (AST)

Hiicrede sitozolden daha ¢ok mitokondrilerde bulunan bir enzimdir (%80 mitokondri,
%20 sitozol) . Karacigere 6zgiin olmayan bir enzimdir. Kas, kalp, beyin ve bobrekte
bulunmaktadir ve buralarda bulunan hiicrelerin haraplanip hiicre zarlarinin yirtilmasiyla

kana ge¢mektedir. Karaciger rahatsizliklarinda sikca analizi istenen bir parametredir™.
2.1.4. Alanin aminotranferaz (ALT)

En ¢ok karacigerde bulundugu igin Ozgiin parametre olarak degerlendirilmektedir.
Hiicrelerin sitozollerinde bulunan enzimdir. Hiicrelerin hasarlanmasi sonucunda kanda
degerleri yiikselmektedir. Alanin transaminaz (ALT) st sinirin 3 kat veya daha fazla
iistiinde bir degere ¢ikmasi; total bilirubin degerinin iist sinirin 2 kat tistiine ¢ikmasi
durumlarinin birinin veya her ikisinin birden goriilmesi karaciger toksisitesi olarak

tanimlanmaktadir'®.

ALT sitozolde bulundugu icin orta derecede karaciger hasarinda, AST ise mitokondride
bulundugu i¢in agir karaciger hasarinda serum degerleri yilikselmeye baslar. Bu yiizden

AST ve ALT degerlerinin beraber degerlendirilmesi 6nem arz etmektedir''*2,

Karaciger toksisitesine sebep olan en 6nemli etmenlerden biri oksidatif stres sonucu
olusmaktadir™, Hepatosit adi verilen karaciger hiicreleri metabolizma islemleri
sonucunda ROS diretimine katilirlar. Bunlar disinda karacigeri desteklemede ve
korumada goérev alan yardimct Kupffer hiicreleri, makrofajlar, polimorfoniikleer
l6kositler ve endotelyal hiicrelerde ROS iiretimine katilmaktadirlar. Karaciger
antioksidan sistem i¢in 6nemli bir organdir. Oksidanlara kars1 viicudun savunulmasinda
yiiksek miktarda antioksidan elemani i¢erdiginden 6nemli bir organdir. Ayrica hiicre igi
savunmada en Onemli antioksidan olan glutatyon karacigerde iretilmektedir. Bunun
disinda glutatyon peroksidaz, C ve E vitaminleri gibi Onemli antioksidanlari

bulundurmaktadir'*2,



2.2.Sigara Dumam

Tiitiine dair ilk bilgilere MO 6000 yillarinda Amerika Kitasi’nda rastlanilmaktadir. Bu
zamanlarda tarinminin yapildigi ve Mayalar’in kullandigina iliskin bilgiler tarih
kitaplarinda yer almaktadir. O zamanki kullanim1 daha ¢ok tedavi amach olup, yaralara
siirerek veya ¢igneyerek kullanilmaktaydi. ilk defa ticari amach iiretimi Amerika

Kitasi’nda, ilk ihracati ise ingiltere’ye yapilmustir™**>,

Anadolu olduk¢a ge¢ zamanda 17. yiizyilda tiitiinle tanmisirken, Osmanli Devleti ¢ok
daha once 1500’14 yillarda Misir’da tiitiinle tanigmistir. Daha sonralar1 Anadolu’da
“Sark tiitliini” adiyla bilinen, kendini piyasada kabul ettiren ve tercih edilen tiitlin tiirii

yetistirilmeye baglanmistir.

Sigara yapiminda kullanilan tiitiin, sistematik olarak Solanaceae ailesinin igerisinde
Nicotiana cinsidir. 65 iizerinde tirii bulunmasina ragmen “Nicotiana tabacum” ve
“Nicotiana rustica” tiitiin tirlinlerinin tiretiminde kullanilmaktadir. Genellikle tek yillik
bitki olan tiitiinlin yapraklarinda giiglii bir alkoloid olan organik azot tasiyan nikotin

bulunmaktadir. Bu madde bagimlilik yapan keyif verici bir maddedir™.

Tiitin yandigi zaman, sigara atesinde sicaklik 980-1050°C’ye ulagmaktadir. Bu
durumda ortaya aerosol seklinde, gaz ig¢inde ¢aplar1 0,1-1p olan kat1 ve sivi dagilmis
maddelerden olusan karigim ortaya g¢ikmaktadir. Duman igerigi tiitlinlin tiirline,
sigaranin sarinim yapisina, nemine, kalinligina, kagidinin yapisina ve filtre bulundurup
bulundurmamasina gore degismektedir'’. Ayrica sigara dumanimin icerdigi bilesiklerle,
tiitlinlin igerdikleri farklilik gdstermektedir. Ciinkii sigara yakildiktan sonra olusan
bilesikler farklidir. Sigara dumanin igerisindeki karbon monoksit, nikotin, katran
fazdaki karsinojen maddeler ve irritanlar toksisitede rol oynayan en Onemli
bilesiklerdirls. Katran olarak ifade edilen kisminda nikotin, nem ve karbonmonoksit
bulunmaz. Polisiklik aromatik hidrokarbonlar, aromatik aminler ve nitrozaminler
katranda en fazla bulunan, yiiksek karsinojen maddelerdir. Bu bilesikler sigaranin
yakilmast veya tiitiinlin islem gOrmesi sirasinda nikotinden ve diger tiitiin
alkaloidlerinden olusmaktadir. Ayrica katran i¢inde fenol bilesikleri, furfural, akrollein,
amonyak, nitrojendioksit, hidrosiyanik asit ve nitrik oksit vb. tahris edici ve zehirli

organik bilesikler bulunmaktadir.

Sigara dumaninin i¢inde bilinen 4000’den fazla kimyasal madde bulunmaktadir. Bunlar

yiiksek miktarda reaktif oksijen tiirleri ve/veya karsinojenik maddelerdir. Sigaradan



alinan bir nefesle 1014 bilesik ya da daha fazla ROS ortama ve solunum sistemine
katilmaktadir. Bu radikaller, dogrudan oksidatif stresi artirirlar™®. Sigara dumaninda her

iiflemede 10" radikal icerdigi elektron spin rezonans yontemiyle olgiilmiistiir.

Dumanda suni giibre kaynakli radyoaktif polonyum-210 (P0210) vb. metaller, nikel,
akrolein, fenol bilesikler ve siyaniir vb. kanser yapici ozelligi oldugu iyi bilinen
maddelerde bulunur. Siyaniir molekiilii nedeniyle sigara kullananlarin kaninda,
metaboliti olan tiyosiyanat adli madde tespit edilmektedir. Bu maddeler de
karsinojeniktir. Environmental Protection Agency (EPA) , pasif sigara i¢ilmesini, grup
A karsinojen olarak tanimlamistir. Grup A karsinojen maddeler, kanser yaptigina dair

yeterli kanit olan maddelerdir®™ %

Yanan bir tiitlin {riinin ucundan ¢ikan duman, yan akim dumani (Side stream) ,
akcigerlere c¢ekilip atilan duman ise ana akim dumani (main stream) olarak
adlandirilmaktadir. Odadaki dumanin %85°ni yan akim dumani, %15’ini ise ana akim
dumani olusturmaktadir. Yan akim dumaninin yanma 1sis1 daha diisiik oldugundan ana
akim dumanmna gore zararli etkileri bilenen bilesikler daha fazla bulunmaktadir'’.
Karsinojen madde olan nitrosodimatilamin (NMDA) yan akim dumaninda ¢ok daha

fazla bulunmaktadir®.

Giiniimiizde yaygin sigara kullanimi; iilkelerin saglik giderlerine getirdigi ilave yiikle,
kaybettirdigi is giiciiyle ve bireylerde sebep oldugu diisik yasam kalitesiyle tiim
tilkelerin karsilastigt O6nemli saglik sorunudur. Sigara, Kkapali ortamlarda sosyal
zehirleyicilerin baginda gelmektedir. Sigara kullanimm diginda sigara dumaniyla
karsilasma da onemli bir saglik sorunu teskil etmektedir. Sigara kullanmayan bireyin
evde, isyerinde veya toplum icinde sigara igcen bireylerin dumanina maruz kalmasi,
solunmasi ve etkilenmesine "edilgin (pasif) i¢icilik, ikinci el sigara i¢imi (Sekonder
icicilik) ," denilmektedir'. Diger bir tamimlamayla kisilerin sigara i¢ilen ortamda havaya
karisan ve ortamda bulunan tiim bireylere istemsiz olarak zarar veren sigara dumanin
solumasi ve etkilenmesidir. Ancak bu durum &nlenebilir olmast bakimindan da {izerine
gidilmesi gereken bir durumdur. Pek cok Ulke bu konunun iizerine egilmeye baslamis
ve bu durumu diizeltmek igin yasal diizenlemeler yapmistir. Ulkemizde 4207 Sayili
kapali alanlarda sigara dumani kullanimi kisitlayan kanun, 5326 sayili Kabahatler
Kanunu cezai islemlerin uygulanacagi yasal zeminler olarak diizenlenmistir. Zamanla

sigara igimine yonelik kisitlamalar yasal diizenlemeler yapilarak genisletilmektedir®,



Diinya iizerinde yaklasik 1 milyar insan sigara kullanmaktadir. Tiitiin {riinlerinin
kullanim1 diinyada her giin 11.000 kisinin 6liimiine sebep vermektedir. Bu dliimlerin
yaklasik 5/6’s1 sigara kullananlar geri kalan1 ise sigaraya maruz kalanlardan
olusturmaktadir®. Bu oranlar degismedigi siirece 2020’li, 2030’lu yillarda tiitiin
tirtinlerinden o6liimlerin yilda 10 milyon kisiye varacagi diistiniilmektedir. Bu korkung
rakamin %70’nin gelismekte olan iilkelerde ortaya g¢ikacagi sanilmaktadir. Gelismis
iilkelerde sigara kullanimi azalma, gelismemis lilkelerde artma egilimindedir. Egitim

durumu ve refah durumu ile sigara i¢imi arasinda dogru oranti meveuttur®™%,

Diinya Saglhk Orgiitii (WHO) raporundaki verilere gore diinyadaki tiim ¢ocuklarmin
yarisi bir sekilde sigara dumanina maruz kalmaktadir. Avrupa’da her iki evden birinde

en az sigara kullanan bir birey vardir*%’.

Ulkemizde son yillarda sigara kullammimin énemli 6lgiide azaldign goriilmektedir.
Kiiresel Yetigkin Tiitiin Arastirmasi1 (GATS) raporuna gore, sigara kullanimi yetiskinler
arasinda 2008’de % 31,2 (16 milyon) iken; 2012 yilinda %27,1’¢ (14,8 milyon)
gerilemistir. Bu oran sevindirici olsa da Tiirkiye’de, her dort yetiskinden biri halen
sigara kullanmaktadir®®. Pasif igicilik ise Ulkemizde daha dikkat edilmesi gereken bir
sorun olarak goriilmektedir. 13-15 yas grubunda ise toplum i¢inde yaklasik 4/5°1, evde

ise daha fazlas1 sigara dumanina temas etmektedir®.
2.3.Kotinin

Giiniimiizde duman maruziyetinin degerlendirilmesi igin viicut sivist (kan, idrar,
tiikiiriik) ya da dokusundan (sag) alinan 6rneklerde, sigara dumaninda bulunan maddeler
veya onlarin metabolitleri test edilerek belirlenebilmektedir®. Bu &lgiimler igin
kullanilan biyobelirleyiciler arasinda DNA, karboksihemoglobin, nikotin, kotinin,
protein  metabolitleri, karbonmonoksit (CO) , tiyosiyanat gésterilmektedir30.
Tiyosiyanatin yarilanma omrii iki hafta oldugu i¢in iyi bir maruziyet biyobelirleyicisi
olarak diisiiniilmiistiir. Ancak karbonmonoksit ve tiyosiyanat duman disinda ¢evresel
bagka kaynaklarin maruziyetinde de ortaya ¢iktigi igin tiitiine 6zgii degildir. Nikotin
tiitlin dumanin en ¢ok bulunan ve potansiyel toksin bilesenlerindendir. Tek bir sigarayla
viicuda 1 mg nikotin girdigini diisiiniilmektedir. Solunum sekli ve metabolize etmede
bulunan bireysel farkliliklar, viicut nikotin degerlerini ¢ok degistirmektedir. Yarilanma
omrii sadece 1-3 saat arasindadir. Nikotin ve kotinin tiitiin kullanimimi veya maruziyeti

degerlendirmek igin olduk¢a 6zgiin molekiillerdir. Ancak nikotin kitlerinin maliyetli
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olmasi ve yarilanma Omriiniin kisalig1 gibi sebeplerden Otiirii maruziyet igin iyi bir
biyobelirleyici olarak degerlendirilmemektedir®* .

36.37_ /e

Karacigerde metabolize edilen (p450 enzimleriyle CYP2A6 — en 6nemli enzim
CYP2B6 ve aldehid oksidaz enzimleriyle) nikotinin kotinine déniistiiriilir®>® (Sekil
2.2) . Kaotinin, nikotinin major oksidatif ve kan-beyin bariyerini gecebilen
metabolitidir®®*°. Sicanlar iizerinde yapilan calismaya gore kotinin, nikotin gibi beyinde
yer alan striatumdaki sinir hiicrelerinden dopamin salgilanmasini uyarmaktadir. Ancak
yapilan arastirmada kronik sigara kullanan bireylerde bu uyar i¢in yetecek kotinin
miktar1 birikmemektedir®®. Bu kotininin, nikotinden ayiran 1000 kat daha diisiik bir
reseptor affinitesine sahip olmasindan kaynaklanmaktadir™'. Diger bir farkli yarilanma
omriiniin 17 saat gibi uzun siireye sahip olmasi ve beyinde biyotranformasyon
gecirmeden kalmasidir®’.  Toplam nikotinin  %80’ini viicutta yikilirken %20’si

dogrudan idrarla atilir. Kotinin kimyasal formiilii C10H12N20 .

Sitokrom P 450 &
—_—

‘ ' (CYP2A6) ‘

3 CH, X

|
N CHs
(S)-Nicotine (S)-Cotinine

Sekil 2.2 Nikotin ve kotinin kimyasal formiilii
https://2e9be637a5b4415¢c18¢c5-ddb36df15af65ab8482e83373c53fe5.ssl.cfl.rackcdn.com/images/110.jpg
uyarlanmustir.

Nikotinin ana metaboliti Kotinin, diger yikim iriinlerine gére tamamen sigaraya 6zgiin
olmasi, viicut sivilarinda daha uzun kalmasi (yar1 6mrii uzun olmasi) , sadece in vivo
metabolizmalar tarafindan iretilebilmesi, bulagsma (kontaminasyon) sansinin sifir
olmas1 dis ortam sartlarindan etkilenerek viicut seviyelerindeki degisme olasiliginin
diisiik olmasi gibi sebeplerden otiirii sigara dumanina maruziyetin 6l¢iilmesi, sigara
kullanim sikliginin belirlenmesi gibi ¢alismalarda tercih edilmektedir. Viicuttaki kotinin
degerleri yarilanma Omriiniin uzun olmasindan dolayr benzerlik gostermektedir.
Béylece sigara dumanina uzun siireli maruziyetin biyobelirleyicisi olarak kotinin, son

dénemdeki kisa dénemde maruziyetin gostergesi nikotindir®*. Yanan sigara dumanina
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maruz kalinmast durumunda viicuttaki nikotin degerleri artar. Nikotini kanda 6lgmek
zor oldugu igin en giivenilir yol metaboliti olan kotinin 6l¢iilmesidir*. Sigara igenlerde
veya dumanindan etkilenenlerde kan kotinin diizeyi, nikotine gore 15 kat fazladir.
Kisinin diyeti, ruh hali sigara kullanimini kotinin seviyelerini etkileyebilir. Siyah irkda
nikotin yikimi daha yava$t1r43. Idrar, tiikiiriik ve plazmadan kotinin diizeylerine
bakilabilmektedir®*’. Tiikiiriik ve plazma kotinin degerleri analiz edildiginde birbirine

yakin ¢ikarken, idrardaki diizey 1/6 daha az bulunmaktadir.®
Sigara dumanina maruziyeti 6l¢mek i¢in 3 farkli yontem kullanilabilir;

1. Solunan havadaki duman bilesenlerinin dl¢iimiiyle (¢cevresel dlglim) .
2. Sigara dumanini soluyan bireyin anket uygulanmasi sonucunda verdigi bilgilerle
3. Dumani soluyan kisinin kaninda bulunan duman maruziyetinin belirleyicisi

(biyobelirleyici) olan maddelerin 6lgiimiiyle.

Tiitin dumanina maruziyette bireyler, en gecerli yol olan sigara dumanina maruz kalan
bireylerin tiikiiriik, kan ve idrar gibi biyobelirleyiciler kullanilarak elde edilen degerlere
gore aktif sigara kullananlar, edilgin igiciler ve hi¢ maruz kalmayanlar olarak 3 farkli
grupta degerlendirilebilmektedir. ABD Cevre Koruma Ajansi ile Bramer ve Kallungal’e

gore kotinin referans degerleri asagidaki gibi siniflandirilmistir.

e Hi¢ maruz kalmayanlarda

o Tikdirikte 0-5 ng/ml,

o Kanda 0,09-0,7 ng/ml,

o Idrarda <10 ng/ml olarak
e Edilgin i¢icilerde ise

o Tiikiriikte 5-10 ng/ml

o Kanda 2-10 ng/ml,

o lIdrarda 10-500 ng/ml;
e Aktifigicilerde ise

o Tiukirikte >10 ng/ml

o Kanda >10 ng/ml,

o Idrarda 500 ng/ml iistiindedir *°.

Viicut sivilarindan kotinin 6l¢limii i¢in kolorimetri, kromotografi, radyoimmiinoassay
ve enzime bagli immiinosorbent belirlenmesi (ELISA) yontemleri gelistirilmistir.

Kolorimetri 6zgiinliigiin olmamas1 nedeniyle en az tercih edilen yontemdir. Aktif sigara
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kullanicilart i¢in gaz kromotografi-mass spektrometrisi, edilgin igiciler i¢in gaz likit
kromotografisi tercih edilen yontemlerdir. Radyoimmiinoassay ve ELISA yontemleri de

yiiksek 6zgiinliige ve duyarliliga sahiptir48’49.

Idrardan yapilacak calismalarda 24 saat idrar toplanmadigi durumlarda kotinin ve
kreatinin degerleri arasinda orant1 yapilarak sonuca gidilmistir. Bu ¢aligmalarda

Henderson ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismadan yararlanilmaktadir™.
2.4.0ksidatif Stres

Oksidatif stres, reaktif nitrojen (RNS) ve reaktif oksijen (ROS) tiirlerinin {iretiminin
veya biyomolekiillerimize zarar vermesinin antioksidan sistemimiz tarafindan

engellenemedigi, koruma sistemdeki eksikligi tanimlamak i¢in kullanilan en genel

ifadedir’.

Yapisinda bir veya daha fazla eslesmemis elektron bulunduran, yiiksek enerjiye sahip
atom veya molekiillere serbest radikal adi verilmektedir®**®. Bircok molekiil serbest
radikal olusturabilir. Viicut icindeki en onemli serbest radikal kaynaklari oksijen ve
nitrojendir. Serbest radikaller nitrojen ve oksijen bulundurmalarina gore reaktif nitrojen
(RNS) ve reaktif oksijen (ROS) tiirleri olarak smiflandirilirlar®. Bu molekiiller kisa
yarilanma Omiirlerine ragmen, kararsizlik olusturan ortaklanmamis elektronlarindan

dolay1 yiiksek tepkimeye girme egilimi (reaktiflik) gostermektedirler™>>’

. Eslenmemis
elektron bulunduran molekiiller diger molekiillere gore daha hizli tepkimeye
girmektedirler. ROS, hem serbest radikal hem de onlarin radikal olmayan ara iriinleri
i¢in kullamImaktadir®. ki veya daha fazla serbest radikalin eslenmemis elektronlarini
ortak kullanmasiyla olusan, dolasiyla eslenmemis elektronu bulunmayan molekiiller ise
serbest radikal olmayan reaktif oksijen tiirleri olarak adlandirilmaktadir (none-radikal)
%9 Bu tiirler hizla reaktif oksijen tiirlerine doniisebilirler®. Oksijen {izerinden
orneginden acgiklamak gerekirse O, ve OH™ hem serbest radikal hem ROS olarak

adlandirilirken, H,O; ve O, tiirleri ise sadece ROS olarak adlandiriimaktadir*®®: %3,

Hem cevresel etmenler hem viicut icindeki etmenler sebebiyle RNS ve ROS iiretimi
biyolojik silire¢ i¢inde engellenemeyen bir olgudur. Hiicrelerde enerji {iretimi
(mitokondri ETS) , enfeksiyonlara karsi savunma sistemleri, proteinlerin olusturulmasi
stiregleri (ER) , enzim ve protein aktiviteleri (hemglobin, ksantin oksidaz vb.) , lipid
proksidasyonu, iskemi, travma, hava kirliligi, sigara dumani, ultraviole 1sinlar, alkol,

toksik etkenlere maruz kalma, yashlik ve yasanilan stresler gibi oksidan iiretimine
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katilan bir ¢ok mekanizma sayilabilir*®®*®’

dintikleotit fosfat oksidaz (NADPH) , CYT P450 gibi enzimler, biiylime hormonu,

. Fizyolojik siireglerde nikotinamid adenin

ilaglar ve toksinlerde ROS miktarini arttirdigi i¢in serbest radikal olusturulmasina
katilirlar®. Patofizyolojik siirecte ise ksantin oksidaz ROS olusumuna 6nemli katkida

bulunur. Ciinkii bu enzim ksantin, piirin ve hipoksantini; iirik aside kadar yikmaktadir®.

Oksijen viicut i¢in hem yarar1 olan hem de zarar1 olan bir molekiildiir. Oksijen molekiilii
fosforilasyon tepkilerinde yiiksek enerjili elektron transfer sisteminde yer alarak temel
enerji kaynagimiz olan adenozin trifosfat (ATP) iiretimine katilirken, bir yandan da bu
oksijen tiirleri viicudumuzda yer alan biyolojik yapilara da zarar vermektedir®™. Bu
yizden oksijen yasamin siirdiiriilmesi i¢in olmazsa olmazimizdir. Ancak denetim

altinda tutulmasi da gerekmektedir.

O7 olusum oran1 solunum zincirindeki elektron sayilariyla artmaktadir. Hiperoksiya ve
diyabet hastalarindaki gibi artmis glukoz seviyelerinde elektron seviyeleri arttig1 icin
O, orani daha fazla artar. Diger bir yandan Kompleks IV i¢in son elektron alic1 olarak
davranan oksijenin mevcudiyetin azalmasi durumu da, elektronlarin birikmesine sebep
olur. Bu durum hipoksi durumlarinda da artar. Normal kosullar altinda mitokondrilerde
tiikketilen oksijenin %?2’s1, su olusturmak yerine O, olusumuna sebep olmaktadir. Oy
hiicre membranin gegirgenligi diislirdiigli ve artmasi1 durumunda mitokondri matriksinde

birikmesinden dolay1 ¢evre dokulara ¢ok zarar verebilen bir radikal degildirGQ.

Benzer sekilde ER iizerinde yer alan kisa elektron zincirinde gergeklesen tepkimelerden
sizan elektronlar yiizinden de O, olustmaktadir®™. Protein katmalarinda disiilfid
baglarinin yapilmasi oksidatif stres olusturan bir olaydir. Hiicre i¢inde olusan O; ‘nin
%25’1 ER sebebiyle olusmaktadir. Hiicrede protein sentezi arttiginda veya hatali

proteinler tekrar diizeltilip katlandiginda bu stres daha fazla artmaktadir’®,

Kisaca ozetlemek gerekirse oksijen varligin fazla oldugu durumlarda fazla oksijenin
elektronlarla birlesmesiyle, oksijen yoklugunda ise elektronlarin birikmesiyle oksijen

serbest radikalleri artar.

ROS tiirleri 6nceleri oksijenli solunumun (aerob solunum) zararli bileseni olarak dikkat
cekmekteydi, ancak son yapilan c¢alismalarda hiicreler arasi haberci sistem, immun
reaksiyonlar ve detoksifikasyon tepkimeleri igerisinde Onemli rol oynadig

1

bulunmustur7. Omek olarak O, ve H,0, gibi reaktif tiirler bakteriyal kokenli

enfeksiyonlarda miicadelede kullaniimaktadirlar®®’?7*, Kendisi i¢in tehlikeli olmasina
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ragmen, ihtiya¢ duydugu ve kullanmak zorunda oldugu ROS’un durumu viicut igin
karmasik bir hal yaratmaktadir. Bu yilizden viicut ROS iiretime basamak basamak cevap
vermektedir. Kiigiik miktarlarda olusan ROS tiirleri hemostatik denge i¢in gerekliyken,
bliylik miktarlardakiler zararli olmakta ve antioksidan sistem tarafindan dengelenmeye
caligilmaktadir. Prooksidan — antioksidan sistem arasindaki denge, ilkinin agir basacagi
sekilde degistiginde viicudumuzun tim bilesenlerin yapilarint bozmakta ve
biyomolekiillere biyolojik yapilarimiza onarilamaz hasar verebilmekte hatta hiicre

Oliimlerine sebep olmaktadir®.

Proteinlerle etkilesimleri dogrudan fenil alanin, sistein, histedin, metionin, tirozin ve
triptofan gibi aminoasitler lizerinden gerceklesmektedir. Bu aminoasitlerin yapilarinda
doymamis bag ve siilfiir icerdiginden radikallerle hizli sekilde tepkimeye girerek,
bunlar igeren protein yapilari bozulmaya daha yatkindir®* ™. Bu tepkimeler sonucunda
proteinlerin icerdigi disiilfid bag sayis1 arttigindan etki gosterecekleri subsratlarla
uyumlart bozulmaktadir. Boylece proteinlerin islevsellikleri zarar gérmektedir64'75.
Omegin “Hem” molekiilii iceren oksihemoglobinler serbest radikallerle girdikleri

tepkime sonrasinda methemoglobinlere doniisiirler™ .

Deoksiriboniikleik  asit  (DNA)  serbest radikallere karsti  hassas  olan
biyomolekiillerimizdendir. DNA’da yarattigi mutasyonlarla ROS’lar polimerazin
inakvitasyonuna sebep olmaktadirlar. Baz1 durumlarda ise radikaller DNA hasarini
Onleyici, onarict enzimlere saldirarak islevsizlestirebilir. Sonug¢ olarak radikallerle

gerceklesen tepkimeler sonucunda DNA yapimiz hasarlanmaktadir®’ 47”7,

Karbonhidratlar yapilarinda bulunan hidrojenlerin, radikallerin saldirilar1 sonucunda
kopmasiyla veya ilave edilmesiyle yeni radikallerin iiretilmesine sebep olabilmektedir.
Bu tiirlerde diger biyomolekiillere  saldirarak  zarar verebilmektedir® ™.
Monosakkaritlerin oksidasyonuyla H,0,, O, ve okzoaldehitler olugsmaktadir. Bunlar
DNA, RNA ve protein molekiillerine baglanip aralarinda baglar olusturduklarinda
mitotik aktiviteyi durdurucu (antimitotik) etki yaparlar. Yapilan in vitro ¢alismada H,0,

ve Oy ise hyaliironik asidi parcalayic etkileri mevcuttur’,

Lipidler igerdikleri doymamis baglar sebebiyle radikallere karsi oldukg¢a hassastir. Bu
baglarin oksidasyonuna lipid peroksidasyonu denilmektedir. Hiicre zarindaki
fosfolipidlerdeki doymamis yag asitlerinden bir hidrojen atomu koparilinca lipid

peroksidasyonu baslar. Bu reaksiyonu baslatan en énemli radikal OH ‘dir®®. Bunun
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sonucunda doymamis yag asitlerini pargalayarak, toksik yan iriin (MDA vb.)
olusturmaktadir ve bu iiriinler zarlardan kolay gecebildikleri icin, gittikleri yerlerdeki
hiicrelerin ve onlarin organellerinin (mitokondri ve lizozom) zarlarinin gegirgenliklerini
arttirip parcalanmalarma da sebep olmaktadirlar® > "8, Lipid oksidasyonu sonucunda
olusan radikaller en son 4-hidroksi nonenal ve malondialdehid (MDA) gibi yikim

iiriinlerine kadar pargalanirlar®,
2.4.1. Malondialdehit (MDA)

Dokularda oksidatif stres sonucu olusan hasarin onemli belirteclerinden biride hiicre
zar1 igeriginde bulunan lipid peroksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan MDA’dir™. En az 3
¢ift bag bulunduran doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu sonucunda olusmaktadir.
Hiicre membrani liptilerinin yikimi sonrasinda da ortaya c¢ikmaktadir. MDA’ nin lipid
peroksidasyonu sonucunda, reaksiyona 6zgiin iiriin olmamasina ragmen, ortaya ¢ikan
son iriinlerden en stabili olmasi nedeniyle, dlglimleriyle viicut lipid peroksidasyonu

57,82,84

derecesi orantisal olarak degerlendirilmektedir . Plazma MDA diizeyinin analizi

00858 MDA hiicre membraninda

lipid peroksidasyonu derecesinin énemli gostergesidir
alig-veristen sorumlu biyomolekiillere etki ederek onlarin ¢apraz baglar yapmasina ve
iyon gegirgenligine, enzim aktivitesine olumsuz etkiler olusturmaktadir®. Ayrica
DNA’nin nitrojen baziyla tepkimeye girmektedir. Bu yiizden mutojenik ve genotoksik

etki géstermektedir%.
2.5.Reaktif Oksijen Tiirleri
2.5.1. Singlet oksijeni ('02¢)

Yapisinda ortaklanmamis elektron bulunmadigi i¢in serbest radikallerden degildir.
Ancak oksijenin icerdigi elektronlarin disaridan fazla enerji alarak spin degistirip
yikksek enerjiye sahip oldugu halidir®. Membran lipid gibi bazi molekiilleri
oksitleyebilecek olmasi ve serbest radikal olusumunu baglatmasindan dolay1 énemli bir

ROS tiiriidiir®.
2.5.2. Siiperoksit anyonu

Viicutta en ¢ok bulunan oksijen kaynakli serbest radikal tiirii mitokondride olusan
siiperoksit anyon’dur (O2) . Serbest radikallerdendir®>®2. Oksijenin bir elektron
almastyla olusur.®. Solunum zincirinin enzimleri boyunca elektron transferi tamamen
verimli degildir®®. Mitokondrilerin i¢ zarinda bolca bulunan elektronlar, adenozin trifostat

(ATP) tretimi sirasinda elektron tasima sisteminden tasinirken reaksiyonda gorev alan
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oksijende suya doniistiiriiliir. Ancak ksantin oksidaz, nikotamid adenin diniikleotif fostat
(NADPH) oksidaz enzimleri sayesinde, sizan elektronlarm Singlet oksijenine (O, -

molekiiler oksijen) baglanmasiyla doniismektedir®.
2.5.3. Hidrojen peroksit

Hidrojen peroksit, O,’nin 2 elektron almasiyla veya O, ‘nun tek elektron almasiyla
olusmaktadir®™ . H,0,, 0zon (O3) ve oksijen (O,) gibi kendisi de serbest radikal degildir.
Bunlar endojen kaynakli olarak iiretilmekte ve serbest radikallerin tepkimelere girmelerine
sebep olmaktadir’®*%®*%, Yapisinda eslesmemis elektron bulunmayan bu reaktif oksijen
tirleri Fenton ve Haber-Weiss tepkimeleri sonucunda kuvvetli serbest radikal olan
hidroksil (OH) olusmasma sebep olur. Sitozele difiize olabilir ve hiicre zarindan
kolayca gecgebildigi ve yarilanma 6mrii uzun oldugu igin ikincil habercil olarak sinyal
iletiminde yer almaktadir®°" %, H,0, O, ulagamadigi yerlere kolayca ulasip, buralarda
Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlartyla OH™ olusmasma sebep olmaktadir™ %,
Proteinlerde bulunan Hem molekiilityle de etkilesime girerek, lipid peroksidasyonunun

baslamasina sebep olabilen reaktif Fe olusturabilirler®®*".

2.5.4. Hidroksil

O, ve H;O; aymi ortamda yiiksek yogunlukta demir (Fe) , bakir (Cu) vb. gegis
elementleriyle H,Oy:nin tepkimeye girmesi sonucunda olusabilmektedir. Bu tiir gecis
elementlerinin katildig1 tepkimelere Fenton ve Haber-Weiss tepkimeleri adi verilir®1%%
104 Fenton tepkimesiyle hepsinden daha zararli etkiye sahip ve bilinen bir radikal
temizleyicisi olmayan hidroksil iyonun (OH") olusmasina sebep olmaktadir. OH™ yakin
cevresinde diflize olabildigi sinirlar i¢inde bulunan biyolojik maddelerle tepkimeye
girebilmektedir'®. Kisa omiirli ama oldukca aktif bir radikaldir. Tim

biyomolekiillerimizle ¢ok hizhi tepkimeye girebildikleri igin en zararli ROS’lardandir™®.

Hidroksil radikalide lipid peroksidasyonunu baglatabilir. Bu olay hiicre zarinin
yapisinda hasara yol agarak gecirgenligini arttirir. DNA yapisina saldirip gen yapisinin
degismesine ve protein yapilarina hasar vererek yikimlarina sebep olabilir. Bu hasarlar

tamir edilemedigi zaman hiicre 6liimii gergeklesebilir™®"'%,

2.5.5. Nitrikoksit radikali (NO")

Ortaklanmamuis tek elektron bulunan, inorganik serbest radikallerdendir. Viicutta yaygin
olarak vazodilator (damar genisletici) etkiye sahiptir. Damar hiicreleri olan endotellerde

nitrik oksit sentaz enzimi araciligiyla L-arjininden sentezlenir. Yarilanma 6mrii kisa
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olan, reaktivite 6zelligi diisiik gaz halindeki bir RNS’dir. Metabolize olmasi sirasinda
O, baglanarak NO', olusumuna katilir. Ayrica ROS’lar ile tepkimeye girerek giiclii bir

serbest radikal olan ONOOH olugmasini saglar'®.

2.5.6. Peroksinitrit

Bir diger giiglii prooksidan olan peroksinitrit (ONOO") asir1 artmig O, iretimi
sonrasinda, nitrik oksit (NO) tepkimeye girmesiyle olugsmaktadir. ONOO 5um difiizyon
yetenegine sahip olmasi nedeniyle olustugu yerin yakinlarindaki bir¢cok hiicreyi

etkileyebilmektedir''°.

2.6.Antioksidan Sistem

Viicudumuzda ROS’un olusumunu ve lipid, protein ve/veya DNA gibi biyolojik
yapilarimiza zarar vermesini engellemeye calisan ve siirekli dengelemeyi saglayan
antioksidan sistem mevcuttur. ROS un olusturdugu oksidatif strese karsi savasan sistem

olarak da tanimlanabilmektedir®.
Antioksidan sistem;

1. Radikal olusumu baslatan tiirleri ve katalitik metal iyonlarini uzaklastirarak veya
yogunluKlarini azaltarak hiicre i¢i kinaz kaybini 6nleyerek,

2. Oksidanlart daha kiiglik ve zararsiz molekiillere ¢evrilerek siiplirme yada
toplayici (scvenging) etkiyle,

3. Oksidanlara H* atomu aktarilmasiyla eslenmemis elektron kalmamasi
saglanarak kararli hale getirildigi baskilayici1 (genching) etkiyle,

4. Oksidanlarin zarar verdigi molekiillerin onarildig: (repair) etkiyle,

5. Zincirle etkiyle tepkimeye girerek oksidan olusturan molekiillerin, baska
molekiiller (A, C ve E Vit, Hemoglobin, mineraller, seruloplazmin vs)
tarafindan kendilerine baglanarak zincir kirict (chain breaking) etkiyle,

6. Endojen kaynakli antioksidan sentezinin arttirildig1 enzimatik etkiyle

bilinen 6 yolla serbest radikallerle savasmaktadir®

. Ayrica DNA mutasyonlarini,
proteinlerin disiilfid capraz baglariyla baglanmalarin1 ve lipid peroksidasyonlari

engelleyerek de oksidatif strese karsi savunmada yardimei olurlar.

Oksidasyonun zararli etkilerine karsi, otofaji fizyolojik bir siire¢ olarak ortaya
cikmaktadir'?. Yapilan calismalarda ROS ve H,0, otofajinin ilk uyaricilardan oldugunu

one siirmektedir™®. Antioksidan uygulamalarinin otofajiyi engellendigi bulunmustur.
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Bu yiizden redoks tepkimelerinin otofaji mekanizmalarinin denetiminde 6nemli rolii
oldugu diistiniilmektedir. Oksidatif strese maruz kalan ve onarilamayan
biyomolekiillerin otofajiyle yikilmasi, yeni biyomolekiillerin olusumu sirasinda bu

W4 - viicutta aclik durumlarinda

molekiillerin tekrar kullanilmasini1 saglamaktadir
enerji azaldigi i¢in ATP’ye olan ihtiya¢ artmaktadir. ATP {iretiminin artmasiyla birlikte
ROS iiretimide artmaktadir. Heksokinaz 2 mTOR kompleks 1( mTORC1) ’e
baglandiginda glukoz-6-fosfat sayisinda azalmaya neden olmaktadir. Ayrica bu
birlesme mTORCI ile mitokondri gegirgenlik transfer porlar1 arasindaki iliskiyi bozar.
Porlarda gegirgenlik arttiginda elektron sizmalart artacagi i¢in mitokondriyal ROS

{iretiminin artacagia inanilmaktadir*?,

Antioksidan sistem dogal ve sentetik ana basliklara ayrilir. Dogal antioksidan sistem
enzimatik (SOD, CAT, GPx vb.) ve enzimatik olmayan olmayan (glutatyon, bilirubin,
askorbik asit (vitamin C) ve a-tokoferol (vitamin E) olarak 2 gruba ayrilir™. Bunlar
¢ogunlukla hiicre koruyucu olan proteinlerdir'*”**°, Enzimatik savunmalarin tiimii,
detoksifikasyon islemi sirasinda elektronlar1 aktarirken farkli degerler alabilen,

¢ekirdeginde bir gegis metaline sahiptir (Sekil 2.3) .

NADPH Y]

2 i

24,0 0,

H,0,

[Fe¥+0, 10, w
4

e .0 ‘
| Fe**+ Hy04 Fe''+ OH + OH- |
| Fe

aton Tepkimesi |
[ 057+ H,0,=00,+ OH +OH
HaberWeiss Tepkimesi.|

Sekil 2.3 Antioksidan sistem tepkimelerinin 6zet semasi

2.6.1. Enzimatik antioksidan sistem

Enzimatik antioksidan sistem elemanlar1 primer ve birincil olarak adlandirilan

enzimlerden olusmaktadirlar. Bunlar dogrudan ROS’lar1 yok etmeseler bile, tim
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enzimlerin varlig1 ve beraber uyum icinde hareket etmesi zehirsizlestirme basamaklari
icin elzemdir'®>12012!,
2.6.1.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Ik defa 1968 yilinda McCord ve Fridovich tarafindan elde edilen tetramerik yapida
metalloenzimdir'®.

SOD hiicrelerde ROS’lara karsi en etkili ve ilk savunmada gérevlidirler. Ierisinde

metal bulunduran bir enzimdir. Siiperoksitle tepkimeye girip hidrojen peroksite (H,O,)

64,123

cevrilmesini hizlandirmaktadir . Reaksiyonun devaminda gorev alacak olan CAT ve

GPx enzimlerini aktiflesmesini saglamaktadir. Memelilerde kofaktdrlerin ve aminoasit
dizimlerinin farkliliklarindan dolay1 pek ¢ok izoformda SOD bulunmaktadir. Bunlarin

manganez igeren formu (Mn-SOD) mitokondride, bakir ve ¢inko igeren formu (CuZn-

4,117-119

SOD) ise sitozolde bulunmaktadir . Bunlarin haricinde birde hiicrelerarasi sivida

bulunan anti-timér etkisine sahip ekstraselliiler SOD bulunmaktadir'?*1241%

2.6.1.2. Katalaz (CAT)

[k defa 1937 yilinda Summer ve Dounce tarafindan sigir karacigerinden elde edilen

hemprotein grubundan bir enzimdir?®. Ozellikle hiicre peroksidazlarda bolca

bulunmaktadir*?’.

Cogunlukla karacigerde, bobreklerde, kemik iliginde ve eritrositlerde aktivite gosteren

128129 Aktif kismi 4 bolimden olusur. Her bolimde ferrihem (Fe®*

enzimdir
protoforfilin) elementi ve alt kisimda substrati H,O;’ye karsi koruyan ve etkinligini
yiikselten NADPH bulunur®®®®, H,0, tepkimeye girerek su ve oksijen olusumu saglar.

Boylece OH onciilii olan H2O, nin miktarinin seyreltilmesinde gorev alir>’128,

2.6.1.3. Glutatyon peroksidaz (GPx)

Ilk defa 1957 yilinda Mills tarafindan memeli eritrositlerinden elde edilen enzimdir'®.

Glutatyonun (GSH) , H,0, tepkimeye girmesini katalizleyerek ROS olan OH" yerine
glutatyon oksit (GSSG) olusturarak, H,O, nin miktarinin seyreltilmesinde gorev alir'>.
GPx enzimin c¢alismasi indirgenmis glutatyon (GSH) varligina bagimhidir. Ciinkii
sitozolde L-glutamat, L-sistein ve glisinden iiretilen, hidrojen vericisi olan, GSH, en
onemli hiicresel redoks tamponudur. GSH, GSSG olusturan ¢ok sayida detoksifiye edici
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reaksiyona katilir™". GPx bu tepkimeler i¢in pentoz fosfat yoluyla elde edilen NADPH

ihtiyact duymaktadir. NADPH azalmasi1 GPx aktivitesinde de azalmaya sebep olur.
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Selenyum igerip igermemelerine gore 2 ¢esit GPx vardir. Bunlar Se-GPx (4 Selenyum
atomu icerir) ve GST (selenyum igermez) olarak adlandirilirlar*®*?*. Eritrositlerde,
hiicre membraninda, Sitozolde, mitakondrilerde®®; organ olarak ise akciger ve
karacigerde bulunur. Plazmada bulunan GPx ise bobrekler tarafindan

sentezlenmektedir. Sitozolde mitokondri igerisinde oldugundan daha aktiftir.****%*,

2.6.1.4. Glutatyon rediiktaz (GPr)

Ik defa 1951 yilinda tanimlanan, Flavin adenin diniikleotid (FAD) igeren, GPx ve GST
tarafindan, rediikte GSH’m kullanim1 sonucunda olusan Glutatyon oksit (GSSG —
Okside glutatyon disiilfid) tepkimelerde tekrar kullanilmak tiizere glutatyona
doniigsmesini saglayan enzimdir. Bunun i¢in kofaktor olarak pentoz fosfat yoluyla elde
edilen, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz( G6PD) enzimi sayesinde iiretilen, NADPH’1

°71132133 - Glutatyon, disiilfit glutatyon rediiktaz (GPr)

kullanir ve buna bagimhidir
varliginda NADPH kullanilarak (bir elektron kopartilarak) tekrar GSH’ye

doniistiiriilir*,
2.6.1.5. Glutatyon S transferaz (GST)

[k defa Boyland ve ark. tarafindan sigan karacigerinden elde edilen dimerik yapida bir

enzimdir'?®

. Serbest radikallerin glutatyonla birlesme tepkimesinde gorev alarak,
hiicresel biyomolekiillerimizi koruyan Faz II detoksifikasyon enzimlerindendir™>. Bir
¢ok memeli tiiriiniin akciger, karaciger, barsak mukozasi, plasenta ve eritrositlerinde

bulunmaktadir™*®.

Oksidatif stresin olusturan molekiillerin, disaridan alinan ilaglarin (antikanser,
ksenobiyotikler vs.) ve toksik kimyasallarin (pestisid, herisid, kanserojenler vs.)
viicudumuzda bulunan diger biyomolekiillere baglanmasini engelleyip, atilmasini
kolaylagtirarak  hiicrelerin  korunmasinda oOnemli gorev {stlenen intraselliiler

proteindir'3" 1%,

2.6.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar

Enzimatik olmayan oksidatif savunma sistemi endojen kaynakli (matabolik) tiyol
antioksidanlar1 (GSH, Trx, Grx, Q10( CoQ) lipoik asit, melatonin) , iirik asit,bilirubin
vb.; ekzojen kaynakli askorbik asit (vitamin C) , a-tokoferol (vitamin E) , karatenoidleri
ve polifenolleri icermektedir'?®*?. Yesil ¢ay ve resveratrol gibi antioksidanlar sitozolik
antioksidanlardir. Hiicre i¢inde yayilis gosterir. Mitokondri igine etkileri kisithdir®,

Bunlara ek olarak tiyol bilesiklerinden olan tiyoredoksin H»O, zehirsizlestirilmesinde
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gorev almaktadir. Bu asamada enzim kullanilmazken, tekrar ingirgenmis tiyoredoksin
olusuturulmasi isleminde tiyoredoksin rediiktaz enzimi gereklidir. Seruloplazmin
(bakirca zengin plazma proteini) serbest demir iyonlarini ayristirarak Fenton tepkimeleri
baskilar. Fenton tepkilerini baskilamasiyla OH™ olusumunu engelleyerek antioksidan
etki gosterir. Reaktif oksijen tiirleri, redox-duyarli transkripsiyon farktorlerini (NF-kB
vb.) , protein kinazlar (p38 vb.) , iyon kanallar1 (riyonadin vb.) uyararak; lipid
peroksidasyonu, protein modifikasyonu, DNA oksidasyonu arttirarak hasarlara sebep

olabilir®,

Ekzojen kaynakli antioksidan savunma sistemi ¢ogunlukla diyetle veya sentetik olarak
dogrudan viicudumuza alinan tironlar1, karetonoidleri, flavanoidleri , baz1 vitaminleri (A

ve C) igerir*®¥ 4.

2.6.2.1. Glutatyon (GSH)

Glutamik asit, glutatyon, glisin ve sistein amino asitlerden olugmaktadir. Hiicre
sitozoliinde en bol bulunan tiyol antioksidanlarindandir. Indirgenmis (rediikte) glutatyon
(GSH) ve yiikseltgenmis (oksidasyon) glutatyon (GSSG) olarak 2 formu

bulunmaktadir®” 142

. Boylece hiicrenin rediiksiyon-oksidasyon dengesinde onemli bir
maddedir. Glutatyon-S-transferazlar i¢in kofaktdr olarak gorev almaktadirlar™®®. Ana
kaynagt ve en c¢ok bulundugu organ, ksenobiyotiklerin zehirsizlestirildigi
(detoksifikasyon) karacigerdir. Sonrasinda GSH’nin en ¢ok bulunan organlar ise
akcigerler (3 kat az) bobrek ve testislerdir (2 kat az) . Karaciger hiicrelerinin sitozoliinde
2-4 saatlik yarilanma omriine sahipken, mitokondrilerde 30 saatlik uzun bir yarilanma

omriine sahiptir144.
2.6.2.2. Melatonin

Melatonin viicutta beyinde bulunan pineal bezden karanlikta ve sirkadiyen ritimde
salgilanan bir hormondur. Bir ¢ok gorevi vardir. Ergenlige kadar gonadal islevlerin
baskilanmasi, endokrin sistemin diizenlenmesi gibi fonksiyonlari bulunmaktadir’. Bir
diger ozelligi hem suda hem yagda ¢6ziinebilen bir antioksidan olmasidir. Bu 6zelligi
sayesinde viicudun her bdlgesinde antioksidan sistemde gorev alabilen onemli bir

molekiildiirt*>146.

Serbest radikallerle tepkimeye girip onlar1 kendine baglar. Bu ozelligi giiglii bir

antioksidan olmasina sebep olmaktadir. Bu tepkime sirasinda indolil katyon radikaline
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doniisiir. Melatonin lipofilik 6zellik gostermesinden dolayr hiicre ¢ekirdegine kadar

ulasip, DNA’nin korunmasinda 6zellikle 6nemli bir antioksidandir®’.
2.6.2.3. Miyoglobin ve Hemoglobin

Miyoglobinler, 6zellikle iskelet ve kalp kas hiicreleri olan miyositlere oksijenin
tasinmasinda ve depolanmasinda gorev alirlar. Hemoglobinler ise kanda bulunan
eritrositlerde en fazla bulunan ve sistemik olarak dokulara oksijenin taginmasinda gorev
alirlar. Hem molekiiliiniin hemopeksine ya da hemoglobin haptoglobin baglanmas: lipid

peroksidasyonun gergeklesmesini azaltir®’,
2.6.2.4. Askorbik Asit (C vitamini)

Bu C ve E vitaminleri birlikte ¢alismaktadirlar ve Vit C, indirgenmis Vit E {iretimi igin
gereklidir. Suda ¢o6ziinen enzimlerden biridir. Bu yiizden depo edilemez ve siirekli
olarak viicuda disaridan alinmasi gerekir. Lipit peroksidasyon dnce H,O;, siiperoksit,
oksijen ve peroksil su fazinda baskilar. Notrofillerin sebep oldugu peroksidasyonlarda,

plazma lipitlerini koruyup hipoklorat radikalinin uzaklastirilmasini saglar®’.
2.6.2.5. A- Tokoferol (E vitamini)

Dort farkli yapidaki (alfa, beta, gamma ve delta) E vitaminleriden en giiglii antioksidan
olan1 o — tokoferol’diir. Daha ¢ok bitkisel kaynaklarda yaygin olarak bulunur. Yagda
¢dziinen bir vitamindir. Icerdigi OH grubu sayesinde molekiiller arasi zincirlerin

kirilmasina yardimci olmaktadir®™ %,

2.6.2.6. Karotenoidler

Yagda c¢oziiciilerde c¢oziinebilmektedir. Birka¢ ¢esidi bulunmaktadir. En O6nemli
antioksidan etkiye sahip olan - karoten, likopen, luteindir. - karoten singlet oksijeni
tizerinde ciddi antioksidan etkiye sahiptir. Ayni zamanda viicudun UV iginlarin

olusturdugu oksidatif stresten korunmasinda énemli role sahiptir**®,

2.6.2.7. Polifenoller

Polifenoller flavonoid olmayanlar, flavonoidler ve fenolik asitler olmak iizere 3 ana
bashga ayrilir *°. Yesil cay flavonoid yapidaki polifenoller icermektedir. Flavanoidlerin
serbest radikallerle tepkimeye girerek, ftretilen fenoksil radikalinin kararli hale

gelmesini saglar .
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2.6.2.8. Sentetik antioksidanlar

Dogal antioksidanlarin 6zellikleri 6rnek alinarak iiretilen yapay antioksidanlardir. Dogal
antioksidanlara gore daha az etkili olmalari, akciger ve karacigerde hasara sebep

olmalar1 kullanimlari 51n1r1and1r11m1§t1r152.
2.7.Epigallokatesin Gallat (EGCG)

Gliniimiiz diinyasinda sudan sonra en ¢ok tiiketilen icecek caydir. Diinya geneli
tahminlere gore giinlik 120mL/glin kisi basi ¢ay tiikketimi mevcuttur. Cin ve

Hindistan’dan koken olan Camellia sinensis adl bitkiden ¢ay elde edilmektedir'®,

Siyah, yesil ve oolong olmak iizere, elde edilis yontemlerine gore 3 c¢esit cay
bulunmaktadir. Taze toplanan yesil ¢ay yapraklari hemen buhardan gegirilerek islenir.
Boylece fermentasyondan kaginilmis olunur. Yesil renk veren pigmentlerin yikimindan
sorumlu enzimler, buhar isleminden sonra etkisiz hale getirildigi i¢in ¢ay dogal yesil

> Fermante islemi gegirmedigi icin yesil cayda katesin grubu yiiksek

haliyle kalir
oranda bulunur®®**, Yesil cay iceriginde en ¢ok bulunan madde EGCG’dir (Sekil 2.4)

Yesil cayin antioksidan oOzelligini igerdigi epigallokatesin gallat (EGCG)
epigallokatesin (EGC) , epikatesin (EC) ve epikatesin gallat (ECG) olmak iizere 4 tiir
katesinden kaynaklanmaktadir. Bunlar i¢cinde %60 oranina sahip EGCG tarafindan

saglan1r157. Sonra miktarlari sirasiyla EGC, EC, ECG olarak bulunmaktadir.
OH

OH

HO o] .
- OH

OH OH

OH

OH

Sekil 2.4 EGCG molekiiliin kimyasal formiilii
https://www.caymanchem.com/product/70935/( -) -epigallocatechin-gallate
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Katesinler igerdikleri aromatik halkalar ve hidroksil gruplari sayesinde serbest

radikalleri yakalayarak etkisiz hale getirirler'>®*®

. Biyomolekiillerimizin bu ROS’lar
tarafindan zarar gérmesini engellerler. Ayrica prooksidan 6zellige sahip siklooksijenaz,
lipooksijenaz, nitrik oksit sentez (NOS) ve ksantin oksidaz gibi enzimleri baskilarken
ayni zamanda SOD, GPr, GSR, CAT gibi antioksidan enzimlerin DNA iizerinden

sentezini arttirarak indirek olarak da etki ederler'®163

. Katesinler bir diger antioksidan
Ozellikleri ise metalleri baglayarak reaktif oksijen tiirlerinin olusmasini engellemesidir.
Ayrica 12-o-tetradekanoil porbol-13-asetat (TPA) *in ve 8-hidroksideoksi guanozin’in

baskilayarak H,O; olusumunuda engellerlGA.

Yapilan pek ¢ok in vitro ve in vivo ¢alismalarda EGCG molekiiliiniin antienflamatuar
(sitokin tretimi, endotelyal aktivasonu, nétrofil gégiinii engelleyerek) , antioksidatif,
antikarsinojenik ve iskemi-reperfiizyon sirasinda olusan hasara karsi korudugu ortaya
¢ikarilmustir'®. Bunun disinda akciger, gogiis, kolon gibi kanser tiirlerinin gelismesini
engelleyici, yara iyilesmesine olumlu katki yaptigi etkileri mevcuttur’®. Bir diger
calisgmada TNF-a indiikledigi iltihabi (hiicreigi adezyon molekili 1 (ICAM1)

tizerinden) ve NADPH oksidazi engelledigi gozler 6niine serilmistir'®,
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanmin Tipi
Arastirmamiz rastgele (randomize) dagilimli ve kontrollii deneysel ¢alismadir.
3.2.Arastirmanin Yeri ve Zamani

Arastirmamizin hayvanlarin yetistirilmesi, bakilmasi ve uygulamalarin yapilmasi,
deneyin sonlandirilmas: asamasina kadar tiim basamaklart 2019 Mayis-Haziran
tarihlerinde Diizce Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi nde
(DUDAM) gergeklestirilmistir. Bu siire¢ i¢inde deney hayvanlari higbir sekilde

Merkezimiz sinirlar1 disina ¢ikarilmamis ve farkli ortamlarda bulunmamustir.

Calismamiz igin gerekli etik izni Diizce Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun 16.04.2019 tarihli toplantisinda 2019/3/1 karar no’lu belgesiyle alinmistir
(Ek1).

3.3.Deney Hayvanlarinin Bakim Kosullari

Bu ¢alismada 2-3 aylik, 30+5 g agirliginda 84 adet CD1 tiirii erkek fare kullanilmustir.
Deney hayvanlart laboratuvarda 12:12 otomatik foto periyodunda, 23 °C oda 1sisinda,
60+ 5% nem standart pellet yemle ve ¢esme suyu ad libitum ortamlarda yetistirilmis ve

bakilmustir.
3.4.Deney Hayvanlarinin Gruplandirilmasi, Maddeler ve Dozlari

Calismamizda rastgele segilen hayvanlardan olusan akut (42) ve kronik (42) olmak
tizere iki ana grup ayrilmistir. Her ana grup kendi i¢inde 6 alt gruba ayrilmistir. Her bir
grupta 7 deney hayvami olacak sekilde toplamda 12 deney grubu olusturulmustur.
Deney gruplarina sigara dumani ve epigallokatesin gallat (EGCG) (Iltem No: 70935 -
Cayman Chemical Company USA) uygulamasi asagida Tablo 3.1 ve Tablo 3.2’de
belirtildigi sekilde uygulanmistir. Firmanin goriisii alinarak, deneyler baglamadan once
EGCG her giin i¢in ihtiya¢ duyulacak miktarlar tartilip falkon tiiplere porsiyonlanarak
etiketlenmis ve -20°C’de saklanmistir (Resim 3.1) . Her giiniin falkona béliinmiis halde
bulunan EGCG saf su ile tamamen ¢6zdiiriildiikten sonra homojenize edilip uygulama

gruplarina i.p. olarak uygulanmistir (Resim 3.2) .
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Resim 3.2 I.P. EGCG Uygulamasi

Sigara dumani uygulanmayan gruplarda yer alan stireler (180dk, 90dk) , pompanin emis
giiciine gore sigara veya sigaralarin takildigi (6 adete kadar) her seride 15 dk iginde
yanmasidan dolay1 ortaya ¢ikan toplam siirelerdir. Bu siireler ortam havasina maruz
kalacak hayvanlar igin hesaplanmistir. Boylece tiim gruplarin esit siirelerde duman
odasinda (Resim 3.3) kalmasi saglanmistir. Calismamiz uygulanacak sigara adedi

tlizerinden tasarlanmustir.
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Resim 3.3 Sigara dumanina maruziyet i¢in yaptirtlmis olan kafes tasarimi

3.4.1. Akut kontrol ortam havasina maruz kalan grup (AHO)

Bu grupta yer alan hayvanlar ayni sartlar altinda duman odasina konulmus pompayla
duman odasinin i¢ine ortam havasi pompalanmistir. Bu uygulama yapilmadan 6nce
kafes sigara dumani etkisi olmamasi i¢in havalandirilmis ve temizlenmistir. Sonrasinda
pompanin sigara dumani i¢in kullanilan hortumlar1 degistirilerek sigaranin yandigi
odaya konulmadan dogrudan agiga birakilarak ortam havasimin kafese verilmesi
saglanmistir. Bu islem sadece 1 giin 180 dakika (dk) boyunca uygulanmistir. Sonrasinda

hayvanlar anestezi altinda eksanguinasyon yontemiyle 6ldiirtilmiistir.
3.4.2. Akut kontrol sigara dumanina maruz kalan grup (AS0)

Bu grupta yer alan hayvanlar ayni sartlar altinda duman odasma konulmustur Her
hayvan i¢in 10 tane sigara pespese yakilarak pompaya baglanmistir. Hem sigaralardan
gelen ana akim, hem de sigara odasina dolan yan akim dumani pompayla ¢ekilerek
duman odasindaki hayvanlara verilmistir. Bu islem sadece 1 giin 1 kez uygulanmustir.

Sonrasinda hayvanlar anestezi altinda eksanguinasyon yontemiyle dldiiriilmiistiir.
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3.4.3. Akut 25 mg/kg EGCG uygulanan grup (AH25)

Bu grupta yer alan hayvanlar ayni sartlar altinda 6nce 25 mg/kg oraninda EGCG
intraperitonal olarak uygulanmistir. Sonrasinda 180 dk duman odasinda konulup ortam
havasi verilmistir. Ardindan hayvanlar anestezi altinda eksanguinasyon yontemiyle

Oldiirtilmistiir.
3.4.4. Akut 25 mg/kg EGCG + sigara dumani uygulanan grup (AS25)

Bu grupta yer alan hayvanlar aymi sartlar altinda 6nce 25 mg/kg oraninda EGCG
intraperitonal olarak uygulanmis sonrasinda 30 dk beklenilmis ardindan duman odasina
konulmustur. Her hayvan i¢in 10 tane sigara pespese yakilarak pompaya baglanmistir.
Bu islem sadece 1 giin 1 kez uygulanmistir. Sigara odasina dolan hem ana akim dumant,
hem de yan akim dumani pompayla ¢ekilerek duman odasindaki hayvanlara verilmistir.

Sonrasinda hayvanlar anestezi altinda eksanguinasyon yontemiyle 6ldiiriilmiistiir.
3.4.5. Akut 50 mg/kg EGCG uygulanan grup (AH50)

Bu grupta yer alan hayvanlar ayni sartlar altinda 6nce 50 mg/kg oraninda EGCG
intraperitonal olarak uygulanmistir. Sonrasinda 180 dk duman odasinda konulup ortam
havasi verilmistir. Ardindan hayvanlar anestezi altinda eksanguinasyon yontemiyle

Oldiiriilmiistir.
3.4.6. Akut 50 mg/kg EGCG + sigara dumam uygulanan grup (AS50)

Bu grupta yer alan hayvanlar ayni sartlar altinda 6nce 50 mg/kg oraninda EGCG
intraperitonal olarak uygulanmis sonrasinda 30 dk beklenilmis ardindan duman odasina
konulmustur. Her hayvan icin 10 tane sigara pespese yakilarak pompaya baglanmistir.
Bu islem sadece 1 giin 1 kez uygulanmistir. Sigara odasina dolan hem ana akim dumani,
hem de yan akim duman1 pompayla ¢ekilerek duman odasindaki hayvanlara verilmistir.

Sonrasinda hayvanlar anestezi altinda eksanguinasyon yontemiyle dldiiriilmiistiir.
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Tablo 3.1 Akut Deney Gruplari1 Tasarimi

I AHO  Ortam Havasi Inhalasyon 180dk/giin
ASO Sigara Inhalasyon 10 tane yanan sigaranin 180dk/giin 7
Dumant dumani
AH25 EGCG + P 25 mg/kg 1kez/gin + 180dk/giin 7
Ortam Havasi
AS25 EGCG + P+ 25 mg/kg + 10 tane 1kez/gin + 180dk/giin 7
Sigara Inhalasyon yanan sigaramin dumani
Dumani
AH50 EGCG + iP 50 mg/kg 1kez/giin + 180dk/giin 7
Ortam Havasi
AS50 EGCG + P+ 50 mg/kg + 10 tane 1kez/gin + 180dk/giin 7
Sigara Inhalasyon  yanan sigaranin dumani
Dumani

3.4.7. Kronik kontrol ortam havasina maruz kalan grup (KHO)

Bu grupta yer alan hayvanlar ayni sartlar altinda kafese konulmus pompayla duman
odasinin i¢ine ortam havasi pompalanmistir. Bu uygulama yapilmadan 6nce kafes sigara
dumani etkisi olmamasi i¢in havalandirilmis ve temizlenmistir. Sonrasinda pompanin
sigara dumani i¢in kullanilan hortumlar1 degistirilerek sigaranin yandigi odaya
konulmadan dogrudan agiga birakilarak ortam havasmin duman odasina verilmesi
saglanmistir. Bu islem 21 giin boyunca 3kez/giin 60 dakika (dk) boyunca uygulanmistir.

Sonrasinda hayvanlar anestezi altinda eksanguinasyon yontemiyle 6ldiirtilmiistiir.
3.4.8. Kronik kontrol sigara dumanina maruz kalan grup (KS0)

Bu grupta yer alan hayvanlar ayni sartlar altinda duman odasina konulmustur. Her
hayvan icin 3 tane sigara pespese yakilarak pompaya baglanmistir. Bu uygulama 21 giin

boyunca 3kez/giin oraninda tekrarlanmigstir. Sigara odasina dolan hem ana akim dumant
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hem de yan akim dumani pompayla ¢ekilerek duman odasindaki hayvanlara verilmistir.

22.glinde hayvanlar anestezi altinda eksanguinasyon yontemiyle oldiiriilmiistiir.
3.4.9. Kronik 25 mg/kg EGCG uygulanan grup (KH25)

Bu grupta yer alan hayvanlar aymi sartlar altinda 6nce 25 mg/kg oraninda EGCG
intraperitonal olarak 21 giin boyunca 1kez/giin olarak uygulanmistir. Sonrasinda 21 giin
boyunca 3kez/giin 60 dakika (dk) duman odasinda koyulup ortam havasi verilmistir.
Ardindan 22.glinde hayvanlarin anestezi altinda eksanguinasyon yontemiyle

oldirilmiistiir. Hayvanlar anestezi altinda eksanguinasyon yontemiyle 6ldiirilmistiir.
3.4.10. Kronik 25 mg/kg EGCG + sigara dumani uygulanan grup (KS25)

Bu grupta yer alan hayvanlar ayni sartlar altinda 6nce 25 mg/kg oraninda EGCG
intraperitonal olarak uygulanmis sonrasinda 30 dk beklenilmis ardindan duman odasina
konulmustur. Her hayvan i¢in 3 tane sigara pespese yakilarak pompaya baglanmistir. Bu
uygulama 21 giin boyunca 3kez/glin oraninda tekrarlanmistir. Sigara odasina dolan hem
ana akim dumani hem de yan akim dumani pompayla cekilerek duman odasindaki
hayvanlara verilmistir. 22.giinde hayvanlar anestezi altinda eksanguinasyon yontemiyle

Oldiiriilmiistiir.
3.4.11. Kronik 50 mg/kg EGCG uygulanan grup (KH50)

Bu grupta yer alan hayvanlar ayni sartlar altinda 6nce 50 mg/kg oraninda EGCG
intraperitonal olarak 21 giin boyunca lkez/giin olarak uygulanmistir. Sonrasinda 21 giin
boyunca 3kez/giin 60 dakika (dk) duman odasinda koyulup ortam havasi verilmistir.
Ardindan 22.glinde hayvanlarin anestezi altinda eksanguinasyon yoOntemiyle

oldiiriilmiistiir.hayvanlar anestezi altinda eksanguinasyon yontemiyle dldiirilmiistiir.
3.4.12. Kronik 50 mg/kg EGCG + sigara dumani uygulanan grup (KS50)

Bu grupta yer alan hayvanlar ayni sartlar altinda 6nce 50 mg/kg oraninda EGCG
intraperitonal olarak uygulanmis sonrasinda 30 dk beklenilmis ardindan duman odasina
konulmustur. Her hayvan i¢in 3 tane sigara pespese yakilarak pompaya baglanmistir. Bu
uygulama 21 giin boyunca 3kez/giin oraninda tekrarlanmistir. Sigara odasina dolan hem
ana akim dumani hem de yan akim dumami pompayla cekilerek duman odasindaki
hayvanlara verilmistir. 22.glinde hayvanlar anestezi altinda eksanguinasyon yontemiyle

Oldiiriilmiistiir.
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Tablo 3.2 Kronik Deney Gruplar1 Tasarimi

KHO Ortam Havas:  Inhalasyon 60dk/3kez/21giin

KSO0 Sigara Dumani  Inhalasyon 3 tane yanan sigaranin 60dk/3kez/21giin 7
dumani

KH25 EGCG + P 25 mg/kg 1kez/21giin + 7
Ortam Havasi 60dk/3kez/21gun

KS25 EGCG + P + 25 mg/kg + 3 tane 1kez/21giin + 7
Sigara Dumani  Inhalasyon yanan sigaranin dumani 60dki3kez/21giin

KH50 EGCG + ip 50 mg/kg 1kez/21Giin + 7
Ortam Havast 60dk/3kez/21giin

KS50 EGCG + P + 50 mg/kg + 3 tane 1kez/21Giin + 7
Sigara Dumani1  Inhalasyon yanan sigaranin dumani 60dk/3kez/21giin

3.5.Cerrahi islemleri

Tiim farelere cerrahi iglemi 6ncesinde ketamin/ksilazin anestezikleri sirastyla 200/10
mg/kg dozlarinda hesaplanarak intraperitonal olarak uygulanmistir. Biitiin hayvanlarin
tam anezteziye girdiklerinden, penge ve goz reflekleri kontrol edilerek, emin olunduktan
sonra abdomende median hatta ¢eneye dogru kesi yapildikmis ve sternum kaldirilmistir.
Dogrudan olarak eksanguinasyon (Sekil 3.4) yontemiyle kan alinmistir. Hayvanlarin
oldiigiinden emin olunmustur. Almman kanlar +4°C’de 4000 rpm 10dk santrifiij
edildikten (Niive NF1200R, Niive Sanayi Malzemeleri Imalat ve Tic. A.S., Ankara,
Tiirkiye) sonra serumlar1 almip -80°C buzdolabinda (Niive DF590, Niive Sanayi
Malzemeleri imalat ve Tic. A.S., Ankara, Tiirkiye) saklanmistir.
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Resim 3.4 Anestezi altinda eksanguinasyon

3.6.ELISA Islemleri

Calisgmamizda karaciger toksisitesini degerlendirmek icin AST ve ALT, sigara
dumanina maruziyeti dlgmek ic¢in kotinin, antioksidan sistem ve oksidatif stres icin ise
CAT, GPx, GST ve SOD Kkitleri (Sunredbio, Shanghai Sunred Biological Technology
Co., Ltd, Sanghay, Cin) kullanildi. Degerlendirmeler i¢in asagida listelenen islem
basamaklar1 uygulandiktan sonra plateler Biotek 800 TS Absorbance Reader makinasi
(Sekil 3.5) kullanilmistir. Her bir ayr1 kitle beraber verilen standart degerlerin sogurma
(absorbans) degeri ve yogunluklari (konsantrasyo) degerleri kullanilarak, R? = 1
Denklemdee en yakin sartini saglayan egrinin formiil elde edilmis, her 6rnek igin
ELISA okuyucunun verdigi degerler bu formiillere yazilarak gergek miktarlar1 elde
edilmistir.

Kit icerigi:

Standart

Standart diluent

Mikroelisa

96 kuyucuklu (12kuyucuk X 8serit) ELISA mikroplate

Str-HRP Konjugasyon Reaktif

30X yikama soliisyonu

Biotin Ab (her kit ayr1)

Kromojen A ve B

© ® N o g~ wDdPRE

Durdurma soliisyonu
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Resim 3.5 ELISA okumasinda kullanilan cihaz

ELISA testi hazirlik asamasi

» Standartlar olusturulurken 5 ependorf tiipii numaralandirilmis ve hazirlanmistir. Her
tiipe 120pL standart diliient eklenmistir. 800U/L olan standarttan 120uL %% diliisyon
yapilarak 400U/L 1. standart olusturulmustur. 1.standarttan 120pL alinip Y
diliisyon yapilarak 200U/L 2. Standart olusturulmustur. Her defasinda hazirlanan
standartlardan 120uL alinip % diliisyon yapilarak 3. standart 100U/L, 4. standart
50U/L ve 5. standart 25U/L olusturulmustur. Her asamada once pipetaj sonrasinda
vortekslenerek homojen dagilim saglanmistir. Standartlar olusturulurken kullanilan
degerler kit iceriginde bulunan standart yogunluklarina gére degisiklik gostermesine
ragmen, ayni islemler sirasiyla uygulanmistir. Sonug olarak 5 standart her kit i¢in
ayr1 ayr1 hazirlanmistir.

» -80°C saklanan kanlar ¢alismadan 12 saat once -20°C’ye, 4 saat Oonce +4°C’ye,
caligmadan 1 saat Once oda sicakliginda tutularak calisma icin hazir hale
getirilmistir. Vorteklenip homojenize edildikten sonra analizlerde kullanilmistir.

» 30X olarak gelen yikama soliisyonu 30 kez seyreltilerek hazirlanmistir.

ELISA testi basamaklarinin uygulanmasi asamasi

» 96’lik plate ilk kuyucuk blank kuyucugudur. Bu kuyucuk Chromogen soliisyon A ve
B koyuluncaya kadarki islemlerde kuyucuk bos birakilmistir.
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» Blankin hemen altindan baslayarak 5 farkl stardattan 50 pL alinip 5 farkli kuyucuga
koyulmustur. Standartlarin Gistiine 50 uL Streptavidin-HRP eklenmistir.

» Standartlarin yer aldigi kuyucuklarin hemen altindan ise 6rneklerden 40 pL, biotin —
Ab antibadiden 10 pL, Streptavidin-HRP 50 pL her numune i¢in her bir ayri
kuyucuga koyulmustur.

» Sonrasinda plate iistii kitle gonderilen seffaf jelatinle kapatilip, buharlagsmaya karsi
Onlem alindiktan sonra 60dk, 37°C’de inkiibasyona birakilmstir.

> Ilk inkiibasyondan sonra plate ters cevrilerek igerigi bosaltilmis pesine 5 tekrarl
olmak tiizere her kuyucuga en az 350 pL onceden hazirlanan yikama soliisyonuyla
yikanmuistir.

» Yikama islemi bittikten sonra tiim kuyucuklara 50 pL. Chromogen soliisyon A ve 50
uL Chromogen soliisyon B eklenip hafifce calkalanmis ve 10dk, 37°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Bu agamada Chromogen A ve B soliisyonlarinin 1g1ga
maruz kalmasindan miimkiin oldugunca kaginilmistir.

» 2.inkiibasyon isleminden sonra 50 pL durdurucu (stop) soliisyonu kuyucuklara
eklenmistir. Renk degisimi goriilmiistiir (Sekil 3. 6) .

» Durdurucu soliisyon eklendikten sonra 15dk i¢inde 450nm dalgaboyunda plate optik
yogunluk (optical density - OD) 6lgiilmiistiir.

» Daha sonra standartlarin yogunluklarindan ve OD degerlerinden yararlanilarak,
standart egrisi bulunmus ve formiilii hesaplanmistir. Formiilde &rneklerin OD

degerleri kullanilarak 6rneklerin yogunluklari hesaplanmistir.

Resim 3.6 ELISA analizlerinde substrat (mavi renk) ve stop (sari renk) soliisyonu
eklenmis plateler
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3.7. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizleri SPSS v.22 ve Statistica paket programlari ile yapilmuistir.
Uygulama sekli, uygulama ve doz etkisinin birlikte etkisini (etkilesimini)
degerlendirmek amaciyla Ug Yonli Faktoriyel Varyans Analizi kullanilmustir.
Etkilesimin anlamli bulunmasi durumunda ¢oklu Kkarsilastirmalar i¢in LSD testi
kullanilmistir. Tanimlayict istatistikler ortalama ve standart sapma cinsinden tablo

seklinde 6zetlenmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi 0,05 olarak dikkate alinmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Sigara Dumam ve EGCG Uygulamasinin Serum Kotinin Diizeyine EtKkisi

Serum kotinin diizeyleri hesaplanmasinda yogunluklar1 bilinen standartlarin ELISA
okuyucuda elde edilen sogurma degerleri kullanmilarak “ y = -5,6392x* + 22,933x° -
25,231x? + 15,912x -0,9345 > formiilii hesaplanmistir. “y” yogunluk (konsantrasyon)
degerini vermektedir. “x” degeri ise orneklerin ELISA okuyucuda elde edilen sogurma
(absorbans) degerini temsil etmektedir. Formiilde “x” degeri yerine konuldugunda her
bir hayvanin serum kotinin yogunlugu hesaplanmistir. Denklemde R? = 0,9996 olarak
hesaplanmustir (Sekil 4.1) .

Kotinin
30
25 y =-5,6392x% + 22,933x3 - 25,2312 + 15,912x - 0,9345 ©
R? = 0,9996

20
X
=}
<
o =
L E 5
c
£
3 ©
~

10

©
5
©
©
0 ©
0 0,5 1 1,5 2 2,5

Kotinin Sogurma Degeri
450nm dalgaboyu

Sekil 4.1 Kotinin standart egrisi
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Tablo 4.1 Tim Gruplarin Serum Kotinin degerleri

Gruplar Ortalama Standart Ortalama En Ortalama En

Degeri Sapma Degeri  Yiiksek Degeri  Diistik Degeri
AHO 0,571 0,142 0,713 0,429
ASO 0,537 0,156 0,693 0,381
AH25 0,591 0,15 0,741 0,441
AS25 0,353 0,147 0,5 0,206
AH50 0,553 0,152 0,705 0,401
AS50 0,68 0,208 0,888 0,472
KHO 0,422 0,161 0,583 0,261
KSO 0,63 0,181 0,811 0,449
KH25 0,284 0,226 0,51 0,058
KS25 0,313 0,136 0,449 0,177
KH50 0,827 0,424 1,251 0,403
KS50 0,803 0,466 1,269 0,337

Tablo 4.1°de verilen kotinin degerleri i¢in grup (akut veya konik uygulama) , maruziyet
(sigara dumani veya ortam havasi) ve doz (0, 25 veya 50 mg/kg uygulamayi)
parametrelerinin ti¢liniin birlikte etkisi (ii¢li etkilesim) dikkate alindiginda anlamli fark
gostermemektedir (p=0,167) . Doz-maruziyet (p=0,227) ve grup-maruziyet (p=0,226)
ikili etkilesimleri anlamli farklilik gostermemesine ragmen grup-doz arasinda anlamli

fark gortilmistiir (p=0,011) .
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ORTAM HAVASINA MARUZIYET

—¢— Akut —— Kronik
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EGCG Doz Uygulamasi
mg/kg

Sekil 4.2 Ortam havasina maruz kalan uygulama gruplarinin ortalama serum kotinin

degerleri
a: KH50*KHO, b: KH50*KH25, c: KH50*AH50; x:AH25*KH25 gruplarinin karsilagtirmasini

gostermektedir.

Sekil 4.2°de Ortam havasina maruz kalan gruplar arasinda yapilan degerlendirmelerde
KH50 grubuyla sirastyla, KHO (p = 0,002) , KH25 (p < 0,001) ve AH50 (p=0,035)
gruplar1 ve AH25 ile KH25 (p = 0,009) gruplar1 arasindaki karsilagtirmalarda kotinin

diizeyleri arasinda anlamli fark bulunmustur.

SIGARA DUMANINA MARUZIYET

—@— Akut == Kronik

1,4
1,2

-
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EGCG Doz Uygulamasi
mg/kg

Sekil 4.3 Sigara dumanina maruz kalan uygulama gruplarinin ortalama serum kotinin

degerleri
a: KS25 X KS0, b: KS25 X KS50; x: AS25*AS50 gruplarinin karsilagtirmasini géstermektedir.

39



Sekil 4.3’te Sigara dumanina maruz kalan gruplar arasinda yapilan degerlendirmelerde
KS25 grubunun kotinin diizeyi sirasiyla KSO (p = 0,007) ve KS50 (p < 0,001)
gruplarindan istatistiksel olarak diisiik bulunmustur. AS50 grubunun kotinin diizeyi ise

AS25 (p = 0,007) grubundan istatistiksel olarak yiiksek bulunmustur.
4.2. Sigara Dumam ve EGCG Uygulamasinin Karaciger Toksisitesi Uzerine Etkisi

Karaciger toksisitesinin degerlendirilmesi, karaciger hiicrelerinde bulunan AST ve ALT

degerlerinin serum seviyeleri Ol¢iilerek yapilmstir.
4.2.1. Sigara dumani ve EGCG uygulamasinin serum AST diizeyine etkisi

Serum AST diizeyleri hesaplanmasinda yogunluklar1 bilinen standartlarin ELISA
okuyucuda elde edilen sogurma degerleri kullanilarak “y = 14,129x* - 15,642x° -
4,945x* + 112,39x - 3,9623” formiilii hesaplanmustir. “y” yogunluk (konsantrasyon)
degerini vermektedir. “x” degeri ise 6rneklerin ELISA okuyucuda elde edilen sogurma
(absorbans) degerini temsil etmektedir. Formiilde “x” degeri yerine konuldugunda her
bir hayvanin serum AST yogunlugu hesaplanmistir. Denklemde R? = 0,9999 olarak
hesaplanmustir (Sekil 4.4) .

AST

450

y =14,129x* - 15,642x3 - 4,945x? + 112,39x - 3,9623 ©

400
R?=0,9999

350
300

250

u/L

200 ©)
150
100 ©

50 ©

0 @
0 0,5 1 1,5 2 2,5

AST Sogurma Degeri
450nm Dalgaboyu

AST Yogunluk

Sekil 4.4 AST standart egrisi
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Tablo 4.2 Tiim Gruplarin Serum AST degerleri

Gruplar Ortalama Standart Ortalama En Ortalama En

Degeri Sapma Degeri  Yiiksek Degeri  Diisiik Degeri

AHO 39,037 6,669 45,706 32,368
ASO 38,152 9,105 47,257 29,047
AH25 43,055 7,303 50,358 35,752
AS25 29,792 3,228 33,02 26,564
AHS50 47,7135 6,721 54,456 41,014
AS50 37,312 541 42,722 31,902
KHO 40,604 4,892 45,496 35,712
KSO0 54,219 13,878 68,097 40,341
KH25 46,789 7,053 53,842 39,736
KS25 58,906 11,034 69,94 47,872
KHS50 79,617 26,7 106,317 52,917
KS50 59,563 22,121 81,684 37,442

Tablo 4.2°de verilen AST degerleri dikkate alindiginda, grup (akut veya konik
uygulama) , maruziyet (sigara dumani veya ortam havasi) ve doz (0, 25 veya 50 mg/kg
uygulanmasi) parametrelerinin i¢liniin birlikte etkisi (iicli etkilesim) dikkate

alindiginda anlamli fark gostermemektedir (p=0,018) .
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Sekil 4.5 Ortam havasina maruz kalan uygulama gruplarinin ortalama serum AST

degerleri

a: KH50 X AH50, b: KH50 X KH25, ¢: KH50 X KHO gruplarinin karsilagtirmasim géstermektedir.

Sekil 4.5’te Ortam havasina maruz kalan gruplar arasinda yapilan degerlendirmelerde

KH50 grubunun serum AST degerleri bakimindan AHO, KH25 ve KH50 gruplarindan

istatistiksel agidan anlamli (p < 0,001) olarak yiiksek oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.6 Sigara dumanina maruz kalan uygulama gruplarinin ortalama serum AST

degerleri.

a: ASO X KSO; x: AS25 X KS25; k: AS50 X KS50 gruplarinin karsilastirmasint gostermektedir.
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Sekil 4.6°da Sigara dumanina maruz kalan gruplar arasinda yapilan degerlendirmelerde
akut gruplardaki grubunun serum AST degerlerinin kronik gruplardakilerden
istatistiksel olarak anlamli olarak diisiik bulundugu bulunmustur. ASO grubu KSO
grubundan (p = 0,008) ; AS25 grubu KS25 grubundan (p < 0,001) ; AS50 grubu KS50
grubundan (p < 0,001) istatistiksel olarak diisiikk oldugu goriilmektedir.

4.2.3. Sigara dumani ve EGCG uygulamasinin serum ALT diizeyine etkisi

Serum ALT diizeyleri hesaplanmasinda yogunluklar1 bilinen standartlarin ELISA
okuyucuda elde edilen sogurma degerleri kullanilarak “ y = 6,2767x* - 6,6008x° -
16,337x% + 58,709 - 2,9763” formiilii hesaplanmistir. “y” yogunluk (konsantrasyon)
degerini vermektedir. “x” degeri ise orneklerin ELISA okuyucuda elde edilen sogurma
(absorbans) degerini temsil etmektedir. Formiilde “x” degeri yerine konuldugunda her
bir hayvanin serum ALT yogunlugu hesaplanmistir. Denklemde R? = 0,9996 olarak
hesaplanmustir (Sekil 4.7) .

ALT

180

y =6,2767x* - 6,6008x> - 16,337x + 58,709x - 2,9763 ®

160
R*=0,9996

140
120

100

u/L

@

ALT Yogunluk
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40 ©
20 ©
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ALT Sogurma Degeri
450nm dalgaboyu

Sekil 4.7 ALT standart egrisi
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Tablo 4.3 Tiim Gruplarin Serum ALT degerleri

Gruplar Ortalama Standart Ortalama En Ortalama En

Degeri Sapma Degeri  Yiiksek Degeri  Diistik Degeri

AHO 7,229 1,322 8,551 5,907
ASO 6,538 0,939 1,477 5,599
AH25 5,938 0,912 6,85 5,026
AS25 5,485 1,79 7,275 3,695
AH50 7,318 1,415 8,733 5,903
AS50 7,741 0,889 8,63 6,852
KHO 5,196 1,378 6,574 3,818
KSO 5,921 1,291 6,812 4,23
KH25 4,799 0,243 5,042 4,556
KS25 5,708 0,683 6,391 5,025
KHS50 5,473 1,066 6,539 4,407
KS50 5,277 1,784 7,061 3,493

Tablo 4.3’te verilen ALT degerleri i¢in grup (akut veya konik uygulama) , maruziyet
(sigara dumani veya ortam havasi) ve doz (0, 25 veya 50 mg/kg uygulamayi)
parametrelerinin ti¢liniin birlikte etkisi (ii¢li etkilesim) dikkate alindiginda anlaml fark
gostermemektedir (p=0,286) . Doz-maruziyet (p=0,804) ve grup-maruziyet (p=0,275)
ikili etkilesimleri anlaml farklilik gostermezken sadece grup-doz arasinda anlamli fark

goriilmiistiir (p=0,038) .
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Sekil 4.8 Ortam havasina maruz kalan uygulama gruplarinin ortalama serum ALT
degerleri
a: AHO X AH25; x: AH50 X AH25, y: AH50 X KH50 gruplarinin karsilastirmasini gostermektedir.

Sekil 4.8’de Ortam havasina maruz kalan uygulama gruplarinin ortalama serum ALT
degerleri gruplar arasinda yapilan degerlendirmelerde AHO grubu AH25 grubundan
istatistiksel ag¢idan anlamli olarak yiiksek, AH50 grubu ise hem AH25 (p = 0,026)
hemde KH50 gruplarindan (p = 0,006) anlamli olarak yiiksek oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.9 Sigara dumanina maruz kalan uygulama gruplarinin ortalama serum ALT
degerleri.
a: AS50 X AS25; b: AS50 X KS50 gruplarinin kargilagtirmasini gostermektedir.
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Sekil 4.9°da Sigara dumanina maruz kalan gruplar arasinda yapilan degerlendirmelerde
AS50 grubunun serum ALT degerinin sirasiyla AS25 (p < 0,001) ve KS50 (p < 0,001)

gruplarindan istatistiksel agidan anlamli olarak yiiksek oldugu bulunmustur.
4.3.Sigara Dumani ve EGCG Uygulamasinin Serum MDA Diizeyine Etkisi

Serum MDA diizeyleri hesaplanmasinda yogunluklari bilinen standartlarin ELISA
okuyucuda elde edilen sogurma degerleri kullanilarak « y = 0,2746x* - 0,7056x° +
0,2977x* + 6,0774x - 0,345 > formiilii hesaplanmustir. “y” yogunluk (konsantrasyon)
degerini vermektedir. “x” degeri ise orneklerin ELISA okuyucuda elde edilen sogurma
(absorbans) degerini temsil etmektedir. Formiilde “x” degeri yerine konuldugunda her
bir hayvanin serum MDA yogunlugu hesaplanmigtir. Denklemde R? = 0,9999 olarak
hesaplanmistir (Sekil 4.10) .
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Sekil 4.10 ALT standart egrisi
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Tablo 4.4 Tiim Gruplarin Serum MDA degerleri

Gruplar Ortalama Standart Ortalama En Ortalama En

Degeri Sapma Degeri  Yiiksek Degeri  Diisiik Degeri

AHO 0,481 0,062 0,543 0,419
ASO 0,481 0,085 0,566 0,396
AH25 0,519 0,103 0,622 0,416
AS25 0,45 0,051 0,501 0,399
AH50 0,67 0,134 0,804 0,536
AS50 0,464 0,099 0,563 0,365
KHO 0,478 0,076 0,554 0,402
KSO0 0,545 0,087 0,632 0,458
KH25 0,391 0,084 0,475 0,307
KS25 0,549 0,077 0,626 0,472
KHS50 0,606 0,086 0,692 0,52
KS50 0,404 0,064 0,468 0,34

Tablo 4.4’te verilen MDA degerleri igin grup (akut veya konik uygulama) , maruziyet
(sigara dumani veya ortam havasi) ve doz (0, 25 veya 50 mg/kg uygulamayi)
parametrelerinin ti¢iliniin birlikte etkisi (ii¢li etkilesim) dikkate alindiginda anlaml fark
gostermemektedir (p=0,079) . Doz-maruziyet (p<0,001) ve grup-maruziyet (p=0,018)
ikili etkilesimleri anlamli farklilik gdsterirken, grup-doz arasinda anlamli fark

bulunmamaktadir (p=0,209) .
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Sekil 4.11 Ortam havasina maruz kalan uygulama gruplarinin ortalama serum MDA
degerleri

a: AH50 X AHO, b: AH50 X AH25; x: KH25 X AH25, y: KH25 X KH50 gruplarinin karsilastirmasini
gostermektedir.

Sekil 4.11°de Ortam havasina maruz kalan gruplar arasinda yapilan degerlendirmelerde
AH50 grubu serum MDA diizeyi hem AHO (p < 0,001) hemde AH25 (p < 0,001)
gruplarindan anlamli olarak yiliksek bulunmustur. KH25 grubunun degerleri ise sirasiyla

AH25 (p = 0,006) ve KH50 (p < 0,001) istatistiksel agidan anlaml1 sekilde diisiik oldugu

bulunmustur.
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Sekil 4.12 Sigara dumanina maruz kalan uygulama gruplarinin ortalama serum MDA
degerleri.
a: KS25 X KS50 gruplarinin karsilastirmasini gostermektedir.
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Sekil 4.12°de Sigara dumanma maruz kalan gruplar arasinda yapilan
degerlendirmelerde KS25 grubu serum MDA diizeyi KS50 grubundan anlamli (p =
0,016) olarak yiiksek oldugu bulunmustur.

4.4.Sigara Dumam ve EGCG Uygulamasiin Antioksidan Diizeyleri Uzerine Etkisi

Sigara dumaninin olusturdugu oksidatif stresin, antioksidan sistem iizerindeki

degisiklikleri izleyebilmek i¢in serum SOD, GPx ve CAT enzim diizeyleri 6lgiilmiistiir.
4.4.1. Sigara dumam ve EGCG uygulamasinin serum SOD diizeyine etkisi

Serum SOD diizeyleri hesaplanmasinda yogunluklar1 bilinen standartlarin ELISA
okuyucuda elde edilen sogurma degerleri kullanilarak « y = 12,108x* - 38,321x° +
35,617x% + 11,801x - 0,4439 * formiilii hesaplanmustir. “y” yogunluk (konsantrasyon)
degerini vermektedir. “x” degeri ise orneklerin ELISA okuyucuda elde edilen sogurma
(absorbans) degerini temsil etmektedir. Formiilde “x” degeri yerine konuldugunda her
bir hayvanin serum SOD yogunlugu hesaplanmistir. Denklemde R? = 0,9995 olarak
hesaplanmustir (Sekil 4.13) .

SOD

y =12,108x" - 38,321x¢ + 35,617x% + 11,801x - 0,4439 ¢
60 R? = 0,9995 :

SOD Yogunluk
ng/mL

0 0,5 1 1,5 2 2,5

SOD Sogurma Degeri
450nm dalgaboyu

Sekil 4.13 SOD Standart Egrisi
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Tablo 4.5 Tiim Gruplarin Serum SOD degerleri

Gruplar Ortalama Standart Ortalama En Ortalama En

Degeri Sapma Degeri  Yiiksek Degeri  Diistik Degeri

AHO 0,886 0,124 1,01 0,762
ASO 1,395 0,567 1,962 0,828
AH25 0,99 0,118 1,108 0,872
AS25 0,985 0,22 1,205 0,765
AH50 1,092 0,299 1,391 0,793
AS50 0,854 0,105 0,959 0,749
KHO 0,837 0,168 1,005 0,669
KSO0 1,066 0,236 1,302 0,83
KH25 1,105 0,272 1,377 0,833
KS25 1,188 0,441 1,629 0,747
KHS50 1,411 0,685 2,096 0,726
KS50 1,472 0,833 2,305 0,639

Tablo 4.5’te verilen SOD degerleri i¢in grup (akut veya konik uygulama) , maruziyet
(sigara dumani veya ortam havasi) ve doz (0, 25 veya 50 mg/kg uygulamayi)
parametrelerinin ti¢iliniin birlikte etkisi (ii¢li etkilesim) dikkate alindiginda anlamli fark
gostermemektedir (p=0,373) . Doz-maruziyet (p = 0,081) ve grup-maruziyet (p=0,834)
ikili etkilesimleri anlamli fark bulunamamistir. Grup-doz arasinda anlamhi fark

goriilmektedir (p=0,009) .
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Sekil 4.14 Ortam havasina maruz kalan uygulama gruplarinin ortalama serum SOD
degerleri
a: KHO X KH50 gruplarinin karsilagtirmasint géstermektedir.

Sekil 4.14’te Ortam havasina maruz kalan gruplar arasinda yapilan degerlendirmelerde

KHO grubu serum SOD diizeyi grubundan istatistiksel agidan anlamli olarak diisiik

oldugu bulunmustur.

SIGARA DUMANINA MARUZIYET
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Sekil 4.15 Sigara dumanina maruz kalan uygulama gruplarinin ortalama serum SOD
degerleri.

a: ASO X AS25, b: ASO X AS50; x: KS50 X AS50, y: KS50 X AS50 gruplarinin karsilastirmasini
gostermektedir.
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Sekil 4.15’te Sigara dumanina maruz kalan gruplar arasinda serum SOD diizeyine gore
yapilan degerlendirmelerde ASO grubu sirasiyla AS25 ve AS50 grubundan istatistiksel
olarak (p = 0,048, p = 0,01) yiiksek bulunurken; KS50 grubu da AS50 ve KSO
grubundan istatistiksel agidan anlamli (p = 0,003, p = 0,05) olarak yiiksek oldugu

bulunmustur.
4.4.2. Sigara dumani ve EGCG uygulamasinin serum GPx diizeyine etkisi

Serum GPx diizeyleri hesaplanmasinda yogunluklar1 bilinen standartlarin ELISA
okuyucuda elde edilen sogurma degerleri kullanilarak “ y = 1,38x* - 0,4389x° -
8,6946x2 + 39,057x - 2,4208 ” formiilii hesaplanmustir. “y” yogunluk (konsantrasyon)
degerini vermektedir. “x” degeri ise orneklerin ELISA okuyucuda elde edilen sogurma
(absorbans) degerini temsil etmektedir. Formiilde “x” degeri yerine konuldugunda her
bir hayvanin serum GPx yogunlugu hesaplanmistir. Denklemde R? = 0,9996 olarak
hesaplanmustir (Sekil 4.16) .

GPx

140
- 4 _ 3 _ 2 Jd
120 Y=1,38x-0,4389¢ - 8,6946xC + 39,057x - 2,4208 o
R2 = 0,9996
100
4
= 80
c
& E
e
xS 60 ©
(U]
40
©
20
©
©
0 ©
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 X

GPx Sogurma Degeri
450nm dalgaboyu

Sekil 4.16 GPX standart egrisi

52



Tablo 4.6 Tiim Gruplarin Serum GPx degerleri

Gruplar Ortalama Standart Ortalama En Ortalama En

Degeri Sapma Degeri  Yiiksek Degeri  Diisiik Degeri

AHO 2,113 0,511 2,624 1,602
ASO 2,213 0,55 2,763 1,663
AH25 2,485 0,423 2,908 2,062
AS25 1,253 0,414 1,667 0,839
AHS50 2,136 0,844 2,98 1,292
AS50 1,918 0,362 2,28 1,556
KHO 1,96 0,361 2,321 1,599
KSO0 2,704 0,642 3,346 2,062
KH25 1,469 0,826 2,295 0,643
KS25 3,238 1,185 4,423 2,053
KH50 2,831 0,697 3,528 2,134
KSS50 3,574 0,934 4,508 2,64

Tablo 4.6°da verilen GPx degerleri igin grup (akut veya konik uygulama) , maruziyet
(sigara dumani veya ortam havasi) ve doz (0, 25 veya 50 mg/kg uygulamayi)
parametrelerinin ti¢liniin birlikte etkisi (ii¢li etkilesim) dikkate alindiginda anlamli fark

(p = 0,003) gostermektedir
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Sekil 4.17 Ortam havasina maruz kalan uygulama gruplarinin ortalama serum GPx

degerleri
a: KH25 X KH50, b: KH25 X AH25; x: KH50 X KHO gruplarinin kargilagtirmasini gostermektedir.

Sekil 4.17°de Ortam havasia maruz kalan gruplar arasinda yapilan degerlendirmelerde
KH25 grubu serum GPx diizeyi agisindan KH50 (p < 0,001) ve AH25 (p = 0,005)
istatistiksel olarak anlaml sekilde diisiik oldugu, KH50 grubunun ise KHO grubundan
istatistiksel olarak yiiksek (p = 0,027) oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.18 Sigara dumanina maruz kalan uygulama gruplarinin ortalama serum GPx

degerleri.
a: AS25 X KS25, b: AS25 X ASO; x: KS50 X KSO0; b: KS50 X AS50 gruplarinin karsilagtirmasini
gostermektedir.
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Sekil 4.18’de Sigara dumanma maruz kalan gruplar arasinda yapilan
degerlendirmelerde AS25 grubunun serum GPx diizeyi sirasiyla KS25 ve ASO
gruplarindan anlamhi (p < 0,001, p = 0,009) olarak diisiik oldugu bulunmustur. KS50
grubunun serum GPx diizeyi ise hem KSO (p = 0,018) hem ASO (p < 0,001)
gruplarindan istatistiksel olarak yiiksek oldugu goriilmektedir.

4.4.3. Sigara dumani ve EGCG uygulamasinin serum CAT diizeyine etKisi

Serum CAT diizeyleri hesaplanmasinda yogunluklar1 bilinen standartlarin ELISA
okuyucuda elde edilen sogurma degerleri kullanilarak “ y = 24,569%° - 76,647x% +
104,88x - 5,2629 ” formiilii hesaplanmigtir. “y” yogunluk (konsantrasyon) degerini
vermektedir. “x” degeri ise Orneklerin ELISA okuyucuda elde edilen sogurma
(absorbans) degerini temsil etmektedir. Formiilde “x” degeri yerine konuldugunda her
bir hayvanin serum CAT yogunlugu hesaplanmistir. Denklemde R? = 0,9999 olarak

hesaplanmustir (Sekil 4.19) .

CAT

180

y = 24,569%3 - 76,647x% + 104,88x - 5,2629 ©®

160
R*=0,9999

140

120

Katalaz Yogunluk
ng/mL

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

Katalaz Sogurma Degeri
450nm dalgaboyu

Sekil 4.19 CAT Standart Egrisi
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Tablo 4.7 Tiim Gruplarin Serum CAT degerleri

Gruplar Ortalama Standart Ortalama En Ortalama En

Degeri Sapma Degeri  Yiiksek Degeri  Diisiik Degeri

AHO 41,151 7,588 48,739 33,563
ASO 35,635 9,6 45,235 26,035
AH25 30,955 1,4 32,355 29,555
AS25 30,054 4,258 34,312 25,796
AH50 34,88 5,598 40,478 29,282
AS50 29,668 4,62 34,288 25,048
KHO 29,973 2,647 32,62 27,326
KSO 31,008 3,265 34,273 27,743
KH25 24,11 4,903 29,013 19,207
KS25 27,1 6,231 33,331 20,869
KHS50 31,662 4,237 35,899 27,425
KS50 28,749 4,376 33,125 24,373

Tablo 4.7°de verilen CAT degerleri i¢in grup (akut veya konik uygulama) , maruziyet
(sigara dumani veya ortam havasi) ve doz (0, 25 veya 50 mg/kg uygulamayi)
parametrelerinin ti¢liniin birlikte etkisi (ii¢li etkilesim) dikkate alindiginda anlamli fark
gostermemektedir (p=0,787) . Doz-maruziyet (p = 0,266) , grup-maruziyet (p=0,1) ve
grup-doz (p = 0,182) ikili etkilesimleri anlamli fark bulunamamistir. Sadece ana etki

bakimindan grubun ve dozun etkileri anlamli (p < 0,001) bulunmustur.
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Sekil 4.20 Ortam havasina maruz kalan uygulama gruplarinin ortalama serum CAT
degerleri.

a: AHO X AH25, b: AHO X AH50, ¢: AHO X KHO; x: KH50 X KH25 gruplarinin kargilagtirmasini
gostermektedir.

Sekil 4.20°de Ortam havasina maruz kalan gruplar arasinda yapilan degerlendirmelerde
AHO grubunun serum CAT diizeyi, AH25 (p = 0,002) , AH50 (p = 0,04) ve KHO (p =
0,001) gruplarindan arasinda istatistiksel acgidan anlamli olarak yiiksek oldugu
bulunmugtur. KH50 grubunun CAT diizeyi ise KH25 grubundan anlamli olarak yiiksek
oldugu (p = 0,024) bulunmustur.
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Sekil 4.21 Sigara dumanina maruz kalan uygulama gruplariin ortalama serum CAT
degerleri.

a: AS25 X KS25, gruplarinin karsilagtirmasini gostermektedir.
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Sekil 4.21°de Sigara dumanina maruz kalan gruplar arasinda serum CAT diizeyine gore
yapilan degerlendirmelerde AS25 grubu ile KS25 gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik bulunmustur (p = 0,004) .
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5. TARTISMA VE SONUC

Sunulan ¢alismada, CD1 erkek fareler tizerinde EGCG maddesinin 21 giinliik kronik ve
1 ginliik akut uygulamalariin, farkli yogunluklarda tek doz olarak verilmesinin
antioksidan sistem, karaciger hasari, oksidatif stres ve kotinin diizeyi lizerine etkisi

incelenmistir.

Yapilan calismalarda sigara dumanin iginde oksidatif strese sebep olacak maddelerin
bulundugu ve hiicre hasarina sebep oldugu gosterilmistir'®®. EGCG iizerine yapilan
calismalar bu flavanoidin antioksidan 6zellige sahip oldugunu gt')stermistirleg. Ancak
sigara dumanin olusturdugu oksidatif strese karst EGCG’nin etkisinin arastirildigi

herhangi bir calismaya rastlanilmamastir.

Kotinin degerlerinin, tek sefer EGCG uygulama yapilan ve ortam havasina maruz kalan
hayvanlarda akut donem uygulamalarinin kotinin diizeyine etki etmedigi, ancak kronik
uygulamaya maruz birakilanlarda arttirdigi goriilmektedir. Kronik gruplara bakildiginda
ise 50 mg/kg EGCG uygulamasinin, 25 mg/kg uygulamasina gore anlamli olarak
yiiksek kotinin degerlerine sahip oldugu goriilmektedir. Xu ve ark. tarafindan yapilan
serum kotinin diizeyinin arastirildigi ¢alismada 12 hafta boyunca sigara dumanina
maruz kalan farelerdeki kotinin diizeyi, ortam havasina maruz kalan hayvanlara gore 3,2
kat; 24 hafta sonunda 4,8 kat artmlstlrﬁ. Calismamizda elde ettigimiz sonuglara
baktigimizda akut olarak ortam havasi uygulanan grupta kotinin diizeyinde degisiklik
olmamistir. Fakat kronik grupta, kotinin diizeyinin sigara dumani ve nikotine maruz

kalma siiresiyle arttig1 gosterilmistir.

Kim ve ark yaptigi ¢alismada CYP2A6 enziminin uyarilmasiyla nikotinin kotinine
doniistiiriilmesinin arttirtldigl, boylece nikotinin uyardigi mitokondrilerin asirt ROS
tiretmesinin engelledigi sonucuna varmislardir. Kotinin artmasiyla sitotoksisitenin
azaldigint ve kotininin karaciger hiicreleri i¢in daha gilivenli bir metabolit oldugunu
gbzler Oniine sermislerdir’™. Elde ettigimiz sonuglarla birlikte, kotinin diizeyinin
ozellikle 50 mg/kg EGCG dozunda yiikselmesi, nikotinin yikiminin EGCG ile
artabilecegini, boylece sigara dumaninin neden oldugu ROS iiretiminin azaltilarak

karaciger iizerindeki olumsuz etkilerinin engellenebilecegi kanisina varilmaktadir.
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Caligmamizda AST ve ALT degerleri karaciger hasarini gozlemleyebilmek icin
degerlendirilmistir. Calismamizda akut ve kronik uygulama yapilan gruplarin AST
degeri degerlendirildiginde akut gruplarin sigara dumanina maruziyet siirelerinin daha
az olmasindan dolay1 bu gruplarda AST degerleri, kronik gruplara gére anlamli olarak
diistik bulunmustur. Gruplart kendi iclerinde degerlendirdigimizde ise gruplarin
ortalama degerler arasinda anlamli degisiklikler goriilmemektedir. Bu durum EGCG
uygulamasmin, hi¢ uygulanmayan gruplardan farkli etkiye sahip olmadigini
gostermektedir. Ancak testis lizerinde yapilan ¢alismalarda EGCG’nin nikotine bagl
sitotoksisiteye kars1 koruyucu etkilerinin oldugu bulunmustur'™. Serum AST degerleri
uygulamanin akut veya kronik olmasina, uygulanan doza ve ortam havasi veya sigara

dumani solunmasina bagli olarak degismektedir.

Calisma gruplarimizda ALT degerleri arasinda yapilan degerlendirmelerde EGCG’nin
etkisinin sigara dumani veya ortam havasi uygulanmasinin etkisinden bagimsiz olarak,
doza bagli olarak ortaya ¢iktig1 goriilmektedir. Ancak kronik gruplarda ALT degerleri
sigara dumani uygulanan gruplarda anlamli olmamakla birlikte, ortam havasina maruz
kalan gruplardan yiiksek olarak bulunmustur. Bu durum sigara dumanina maruziyetin
ALT degerlerini yiikselttigi ve dolayisiyla karaciger hasarina sebep oldugunu
diistindirmektedir. Ayrica sigara dumanina akut olarak maruz kalan 50 mg/kg EGCG
uygulanan grubun AST degeri, kronik olarak 50 mg/kg EGCG uygulanan gruba gore
istatistiksel olarak yiliksek bulunmustur. Bu durum EGCG’nin kronik olarak
uygulanmasi1 durumunda koruyucu etki gosterebilecegini isaret etmektedir. 25 mg/kg
EGCG uygulanan ve sigara dumanina maruz kalan gruplarda ise ALT degerleri

birbirine yakin ¢ikmistir.

ALT ve AST degerleri acgisindan kronik gruplarin kendi aralarinda yapilan
degerlendirmede veriler arasinda anlamli fark bulunmamistir. Kronik uygulamalarda
EGCG flavonoidinin karaciger iizerinde toksisiteye sebep olmadigi, anlamli kanisini

desteklemektedir.

Oksidatif stresin degerlendirilebilmesi i¢in MDA diizeylerine bakildiginda doza, ortam
havasina ve sigara dumanina bagli olarak etkilerin degistigi goriilmektedir. Sigara
dumani uygulamasi yapilan akut gruplarda EGCG uygulamasinin, hi¢ uygulanmayan
grupla aynt MDA diizeyine sahip olmasi, ancak kronik grupta 50 mg/kg EGCG’nin
anlaml sekilde MDA diizeyini diisiirmesi, 50 mg/kg EGCG dozunun veya iistiindeki
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giivenli dozlarmn kronik olarak uygulanmasi, sigara dumaninin zararh etkilerine karsi,

EGCG’nin olumlu etkilerinin olabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismamizda EGCG’nin antioksidan sistem tizerindeki etkileri degerlendirildiginde
kronik uygulama gruplarinda 25 mg/kg ve 50 mg/kg EGCG uygulamasinin GPx ve
SOD antioksidan enzim diizeylerini yiikselttigi goriilmiistiir. Sigara dumanina maruz
kalan ve 50 mg/kg EGCG uygulanan kronik gruplarinin GPx ve SOD diizeylerini, 50
mg/kg EGCG uygulanan akut gruplarinin GPx ve SOD diizeylerinden istatistiksel
acidan anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Ayrica kronik gruplar arasinda yapilan
degerlendirmelerde hi¢ EGCG uygulanmamis gruplarda bahsedilen iki enzimin
diizeyleri, 50 mg/kg EGCG uygulanan gruplarin diizeylerinden istatistiksel agidan
anlamli olarak diisiik bulunmustur. Bu bilgiler g6z 6niine alindiginda 50 mg/kg EGCG
maddesinin kronik olarak uygulanmasi GPx ve SOD antioksidan enzim diizeylerini

arttirdig1 kanisina varilmaktadir.

GPx ve SOD i¢in uygulama gruplarindan elde edilen bulgular Wu ve ark.lar tarafindan
EGCG’nin antioksidan sistem tiizerindeki etki mekanizmasinin genetik olarak

172 Calismamizda elde edilen

aydinlatilmaya calisildig1 deneylerle aciklanabilmektedir
sonuglara baktigimizda akut donemde 180 dakika siiren ortam havasina veya sigara
dumanina maruziyetten sonra hayvanlarin kan 6rnekleri alinmis ve degerlendirilmistir.
EGCG’nin oksidatif etkisinden dolayi ilk etaptaki enzim diizeylerinde diisiis goriilmiis,
ancak gen diizeyinde olusturacag etkilerin goziikmesi i¢in siirenin yetersiz oldugunu
kanisina ulagilmaktadir. Nitekim kronik uygulama zamanlarina bu durumun tam tersi
mevcuttur. Kronik gruplarin verileriyle birlikte degerlendirildiginde EGCG’nin gen
tizerinden etkisinin 21 giinliik araliksiz uygulamada ortaya ¢iktigi ve doza bagli olarak
hem GPx hem de SOD diizeylerinin yiikseldigi gosterilmistir. Akut uygulama
gruplarinda sigara dumanina maruz kalan hayvanlarin 50 mg/kg EGCG doz
uygulamasinin, 25 mg/kg EGCG uygulamasina gore anlamli olmamakla birlikte yiiksek

oldugu goriilmiistiir.

CAT enzimi i¢in sonuglari degerlendirdigimizde sigara dumani ve ortam havasi
uygulanan gruplarda, 25 mg/kg ve 50 mg/kg EGCG uygulamasinin CAT diizeyini
anlamli olmamakla birlikte diistirdiigii goriilmiistiir. Bu sonu¢ Chan ve ark. tarafindan
bulunan sonuglarla ortiismektedir. Yaptiklar1 ¢alismada sigara dumanina maruz kalan
hayvan grubunda CAT diizeyi anlamli sekilde yiikselirken; sigara dumanina maruz

kalan ve yesil ¢ay verilen grupta CAT seviyesi ortam havasina maruz kalan grubun
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seviyesine diigmiistiir'>. Hem kronik hem de akut gruplarda grafiklerin benzer sekilde
olusmasi, etkilerinin goriilmesinin zamandan bagimsiz olarak ortaya ¢iktigini; EGCG
uygulamasinin viicutta hizli bir sekilde CAT diizeylerine etki ettigini diisiindiirmektedir.
CAT  diizeylerindeki  degismelerin EGCG  uygulamasindan  kaynaklandigi
goriilmektedir. Bu sonuclar géz oniine alindiginda EGCG’nin oksidatif strese karsi
dogrudan antioksidan etkilerinin olabilecegini ve CAT enzimine ihtiyac1 azalttig

kanisina varilmaktadir.

Calismamizda EGCG’nin sigara dumaninin olusturdugu oksidatif stresi onlemede CAT
enziminin ve oksidatif stresin belirlenmesinde MDA’ ’nin akut gruplarda etkilerinin
degerlendirilmesinde anlamli sonuglar bulunmamistir. Elde edilen AST ve ALT
diizeyleri arasinda yapilan degerlendirmelerde, uygulama dozlarinin yiikselttilmesiyle
net etkinin ortaya c¢ikacag: diisiiniilmektedir. EGCG’nin sigara dumaninin olusturdugu
oksidatif stresin azaltilmasi tizerindeki olumlu etkisinin arastirildigr bu ¢alismada, en
net etki GPx ve SOD enzim diizeylerinin anlamli olarak artmasiyla gézlemlenmistir.
GPx ve SOD enzimleri iizerinde tespit edilen olumlu sonuglarin gelecek ¢aligmalarda
uygulama dozu ve siiresinin arttirtlmasi ile tiim parametrelerde gozlemlenebilecegi

diistiniilmektedir.

Calismamizda sigara dumanina maruz birakilan farelerde, EGCG’nin akut ve kronik
sekilde intraperitoneal olarak 25 mg/kg ve 50 mg/kg dozlarda verilmesinin ardindan
antioksidan sistem, karaciger hasari, oksidatif stres ve kotinin diizeyi iizerine etkisi
incelenmistir. EGCG’nin ¢alismamizda elde edilen sonuglar1 goz oniine aldiginda
antioksidan sistem ftizerinde Ozellikle de GPx ve SOD enzimlerinde artis olmustur.
Karacigerde kronik uygulamalarda mevcut durumda toksisiteye sebep olmadigi
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yiikselmesine bakilarak olumlu katkisinin oldugu gorilmistiir. Sonug olarak, EGCG
uygulamasinin sigara dumanina maruz kalan bireylerin oksidatif stresten korunmasinda
etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu calismanin sonuclarinin, daha uzun siireli ve
daha yiiksek dozlarda denenecegi, total antioksidan ve total oksidan durumlarina
bakilacagi yeni c¢alismalarla olumlu sonuglarin pekistirilmesine 6nemli katkilar

saglayacag1 ongoriilmektedir.
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