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ALBINO RATLARDA ULTRAVIYOLE C iLE iNDUKLENMIS DERI HASARI
MODELINDE ANTOSIYANININ ETKIiSi

Sinan SORAL
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Biyoloji Anabilim Dah

Damsman: Prof. Dr. Nihat DIiLSiZ
Yil: 2010, Sayfa: 96.

Bu aragtirmada siganlarda ultraviyole C’nin (UV-C) neden oldugu indiiklenmis deri hasart modelinde
Hibiscus sabdariffa bitkisi eksraktinda bulunan antosiyaninin etkisi incelenmistir. Hibiscus sabdariffa
bitkisi eksraktinda bulunan antosiyaninin miktar1 hesaplanarak {i¢ farkli dozu igme sular1 ile verildi.
Deney hayvanlarinin kan serumunda A, C ve E vitaminlerinin MDA, GSH’1n ve deri dokusunda
MDA, GSH’m seviyeleri ¢alisilmistir. Ayrica beyin dokusunda apoptozise bakilmistir. Kontrol grubu
6 diger gruplarda 7 tane sigan olacak sekilde kontrol, UV ve UV + 2,5mg/kg/giin antosiyanin, UV
+5mg/kg/giin antosiyanin ve UV +10mg/kg/giin antosiyanin olmak iizere 5 grup olusturuldu. Bu
guruplar ebatlar1 80x80x100 cm olan UV-C kabininde 40 giin boyunca giinde dort saat UV-C 15181na
maruz birakildi. 40. giin biitiin sicanlar anestezi edilerek deri beyin dokulari ve Abdomen ve toraks
kesilerek acildiktan sonra kalpten kan alindi. Alinan kanin bir kismi 3000 rpm’de 15 dakika santrifiij
edilerek serumu ayristirildi. Kan serumlarinda vitamin A, C ve E, GSH ve MDA seviyeleri tespit
edildi. Yapilan analizler sonucu kontrol grubuna goére vitamin A seviyesinde UV ve UV+10 mg
antosiyanin grubunda goriilen artis ve Kontrol grubuna goére UV+2.5 ve UV+5 mg antosiyanin
grubunda goriilen azalig istatistiki olarak anlamli bulunmamistir. Vitamin C seviyesinde kontrol
grubuna gore uygulama gruplarinda genel bir azalma goriilmekle birlikte bu diisiis istatistiki bakimdan
anlamli bulunmamistir. Gruplarin serum vitamin E seviyelerindeki degigimler incelendiginde kontrol
grubuna gore tiim uygulama gruplarinda diislis gozlenmekle birlikte istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Gruplarin serum MDA seviyelerindeki degisimler incelendiginde kontrol grubuna
gore tiim gruplarda diisiis gozlenmistir. UV gruplarindaki diisiis kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. Ayrica UV+10 grubundaki diisiis istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Gruplarin serum GSH seviyelerindeki degisimler incelendiginde kontrol grubuna gore
UV ve UV+5 grubunda azalma ve UV+2,5 grubunda artis gozlendi fakat bu degisimler istatistiki
olarak anlamsiz bulunmustur. Ayrica UV+10 grubundaki artis gdzlendi ve bu artig istatistiki olarak
anlamli bulunmustur. Gruplarin deri MDA seviyelerindeki degisimler incelendiginde kontrol grubuna
gore UV, UV+2,5, UV+10 gruplarinda artis UV+5 grubunda ise azalig goriilmistiir. Bu degisimler
istatistiki olarak anlamli bulunmamustir. Gruplarin deri GSH seviyelerindeki degisimler
incelendiginde kontrol grubuna gore biitiin gruplarda bir azalma goriilmiistiir. UV grubundaki azalma
istatistiki olarak anlamsiz bulunurken UV+2,5, UV+5 ve UV+10 gruplarindaki azalma istatistiki
olarak anlamli bulunmustur. UV grubuna gore kiyaslama yapildiginda antosiyanin gruplarinda azalma
goriilmiistiir. Bu azalmalardan UV+2,5 ve UV+5 gruplar istatistiki olarak anlamlt UV+10 grubu ise
istatistiki olarak anlamsiz bulunmustur. Beyin dokusunda DNA ladder kit ile apoptozis goriintiilerine
bakildiginda ise koruyuculugu en iyi dozun UV+5 mg/giin/kg oldugu goriilmiistiir.

ANAHTAR KELIMELER: Ultraviyole C, Antosiyanin, Antioksidanlar, Apoptozis



ABSTRACT
Master Thesis
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In this study, the effect of antosiyanin of Hibiscus sabdariffa extracts was evaluated in abino rats
exposed to ultraviolet C. H. sabdariffa plants calix containing various amounts antosiyaninin was
given as drinking water to the rats. In the blood serum, levels of vitamin A, C and E, and skin tissue
levels of MDA, GSH were studied. Moreover, apoptosis was examined in brain tissue. Control group
contained 6 and the other groups contained 7 rats. These groups were designed as UV exposed rats
(UV); UV + 2,5mg/kg/day antosiyanin, 5mg/kg/day antosiyanin, 10mg/kg/day antosiyanin and
control. All the experimental rats were disecceted and blood, skin and brain tissues were sampled
under anesthesia on the 40" day. The blood sample was separated by centrifugation at 3000 rpm for
15 minutes. Vitamin A, C, E and GSH, MDA levels were determined in the blood sera. The vitamin
A levelsin the rats were found high in the UV and UV +10 mg anthocyanin group and The vitamin A
was found low in the UV +2.5 mg and UV +5 mg anthocyanin group as comprared to the control
group. Vitamin C levels were found low as compared to all groups, however, this decrease was not
found statistically important. Also, vitamin E was found low in all groups, however, this was not
statistically significant. MDA levels were found low in all groups when comparison was made to the
control group. The reduction in UV and UV +10 groups were found statistically significant. GSH
level was found low in UV and UV+5 group, and that of UV +2.5 group was found high as compared
to the control group. Changesin MDA levels of in UV, UV+2.5, UV+10 increased but, it decreased
in UV +5. These changes were not statistically significant. Skin GSH levels were decreased in all
groups, these were statiscially significant in UV+2,5, UV+5 and UV +10 groups. UV+5 group caused
apoptosisin brain tissuse, which UV damage was ended by the induction of apoptosis.

KEY WORDS: Ultraviyolet C, Anthocyanin, Antioxidant,Apoptosis



ONSOZz

Son yillarda sicak boélgelerde tatil yapilmasinin, giineslenme aligkanliginin ve disarida
yapilan sporlarin artmasi, endiistride kullanilan ve teknoloji ile hayatimizin her alanina girebilen
ultraviyole (UV) yayan cesitli cihazlarin artmasi ile insanlar yogun olarak UV’ye maruz kalmaktadir.
UV’ye maruz kalmanin artmasi ile birlikte UV nin zararh etkileri de son yillarda artis gostermektedir.
UV 1smlart 100-400 nm dalga boyundaki 1smlar olup baslica {i¢ spektruma ayrilmaktadir. UV 1sinlari
serbest radikal olusumuna sebep olarak viicudumuza zarar vermektedir.

Serbest oksijen radikalleri dis orbitallerinde bir veya daha fazla eslenmemis elektron iceren
molekiiller yapilar olarak tanimlanir. Serbest radikal yaratan kaynaklar radyasyon, viriisler, giines
isinlarinin bir kismu olan ultraviole 1smlari, hava kirliligini yaratan fosil kokenli yakitlarin yanma
sonundaki iirinleri, sigara dumani, enfeksiyon, stres, yag metabolizmasi sonunda ¢ikan iirlinler gibi
hiicre metabolizmasinin toksik iiriinleri, bazi tahrip edici kimyasallar, hagere kontrol ilaglar1 ve birgok
bagka etkenlerdir.

Serbest radikalleri notralize eden, serbest radikal hasarlarini tamir etmeye yardimci olan ve
viicudun onlardan etkilenmesini minimize eden veya kendini yenilemesini saglayan besinlerin bir
siifi da antioksidanlardir. Antioksidanlar, serbest radikalleri notralize ederek ya da ortamdan
uzaklastirarak, bu zararli etkilerine karsi gelmektedir. Aralarinda 6n planda karotenoidler, vitamin C,
vitamin E, ve polifenollerin sayilabilecegi bu antioksidanlar, sebze ve meyvelerde bol miktarlarda
bulunmaktadir.

Bitkilerden elde edilen antioksidanlar son yillarda yogun bilimsel arastirmalara konu olan ve
buna paralel olarak da giderek artan bir kullanim potansiyeline sahip dogal bilesiklerin basinda
gelmektedir. Bu calismada zengin bir antioksidan igerige sahip olan Hibiscus sabdariffa bitkisi
kalikslerinden elde edilen flavanoid olan antosiyanin kullanilmistir.

Bu calismay1 segmemin amact hem yliiksek lisansimi yaptigim alan geregi biyokimyasal ve
molekiiler parametrelere bakmak hem de bir biyolog olarak insanoglunun cevreyi acimasizca
kirletmesi sonucu gelecekte bizi bekleyen tehlikeleri tekrar giindeme getirmektir.
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1.GIRIS Sinan SORAL

1. GIRIS

Glines, bir enerji kaynagi oldugu kadar, tiim canlilarin, biyolojik varliklarin
devamlilig1 i¢in gerekli bir diizenleyicidir. Atmosferin yiikseklerinde yer alan ozon
tabakasi, giinesten gelen radyasyonu emerek yeryliziindeki hayatin varhigi ve
devamliliginda biiyilik rol oynamaktadir (Hawk, 1992; Karaduman, 1999; Ekici ve
Acar, 2003).

Canlilar i¢in vazgegilmez yasam kaynaklarindan biri olan gilinesin
elektromanyetik izgede (spektrum) 1 nm dalga boyunun altindaki dalga tiirii X-Ray
(iyonize), 200-290 nm arasi ultraviyole-C (UV-C), 290-320 nm arasi1 ultraviyole-B
(UV-B), 320-400 nm aras1 ultraviyole-A (UV-A), 400-800 nm aras1 goriiniir 1sinlar,
800-100.000 nm aras1 infrared, 100.000 nm’den biiyiikk radyo dalgalar1 ve
mikrodalgalardir. Ultraviyole radyasyon (UVR), tiim hayatimiz boyunca devaml
olarak maruz kaldigimiz bir tiir goriinmez iyonize olmayan radyasyon seklidir.
Ultraviyole (UV), solar radyasyonun dogal diisiik yogunluklu bir bilesenidir
(Howard, 1990; Duthie ve ark. 1999; Afag, ve Mukhtar, 2001; Afaq ve ark. 2002;
Arabaci ve ark. 2003).

Ultraviyole radyasyon, yeryliziine erisen giines enerjisinin bir pargasidir.
Yeryliziine ulasan radyasyonun yaklasik %5’ini olusturur ve dalga boylar1 100-400
nm arasindadir. Araligin %95-98’1 UVA, %2-5’1 UVB’dir (Karaduman, 1999).

Atmosferik hayatin ana kaynagi durumundaki giines radyasyonu, son yillarda
atmosferik kirlenmeden dolay1 canlilara zarar vermeye baslamistir. UVR, yeryiiziine
ulasan giines radyasyonunun ¢ok az bir kismini olusturur. UVR giines yanmigi,
bronzlasma, erken deri yaslanmasi ve kanser gelisimi olmak iizere bir¢cok biyolojik
hastaliga neden olabilmektedir. Ayrica UV nin basta vitamin D3 sentezi olmak iizere
epidermisin ve derinin kalinlagmas1 gibi yararlari, zararlar1 karsisinda ¢ok azdir

(Mutlu ve ark. 2003).



1.GIRIS Sinan SORAL

UV-C yasam icin en tehlikeli olamidir. Deriye asir1 bir sekilde zarar
vermektedir. Giinesten gelen UV-C atmosferde bulunan molekiiler oksijen ve ozon
tarafindan tamamina yakini absorbe edilmektedir. Fakat insanin ¢evreyi kirletmesi
sonucu atmosferde olan deformasyon nedeniyle yasam i¢in oldukg¢a zararli olan UV-

C yeryiiziinii tehdit etmektedir (Clydesdale ve ark. 2001; De Gruijl, 2002).

UV-C’nin tamamina yakini, normal sartlarda, atmosferin stratosfer tabakasinda

molekiiler oksijen ve ozon tarafinda absorbe edilir (Robert, 1997).

1970 ve 1987 yillar1 arasinda ozon tabakasinin yapisinda olusan incelmeler ya
da delinmeler sonucu UVR’u yeryiiziine daha fazla ulasmaya baslamistir (Duthie ve

ark. 1999).

UV’ye uzun siire maruz kalan deride serbest oksijen tiirevleri olusmaktadir. Bu
tirevler DNA, protein, yaglar ve seker molekiillerinde oksidatif hasara yol
acmaktadir. Bu oksidatif hasarin sonucunda hiicre metabolizmasi, morfolojisi ve
ultra yapisinda zararh degisikliklere neden olmaktadir. UV’den dolay1 olusan serbest
radikaller hiicre diizenlenme yoluyla interaksiyona girerek hiicresel farklilagma,
cogalma ve apoptozis mekanizmasini etkilemektedir. Hiicrede meydana gelen bu
degisiklikler de foto yaslanmayir ve deri kanseri olusumunu tetiklemektedir

(Svobodova ve ark. 2003).

Yapilan son tibbi arastirmalar UV 1smlarina maruz kalmanin cilt kanseri, goz
katarakti ve bagisiklik sisteminin baski altina alinmasi gibi ciddi saghk
problemlerine neden olabilecegini gostermektedir. UV-B’ye maruz kalinmasi akut
olarak gilines yaniklarina, kronik olarak ise maruz kalinmasi ise cildin esnekligini

kaybetmesine ve deri yaglanmasinin hizlanmasina neden olur (Mutlu ve ark. 2003).

Son yillarda gesitli tehlikeli hastaliklarin solar radyasyona bagl olarak gelistigi
ve bu tehlikenin gittik¢e biiyiidiigii gézlenmektedir. Memeli derisinin UV’ye uzun

stire maruz kalmasi sonucunda eritema, edema, giines yanigi, hiicresel deformasyon,
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hiperplazi, immiin siipresyonu, DNA hasari, foto yaslanma ve melanogenezis
olusmaktadir. Bu olgular da direkt veya indirekt olarak deri kanseri olusumuna sebep
olmaktadir (Goihman-Yahr, 1996; Afag ve Mukhtar, 2001; Tebbe, 2001). UV-A'ya
maruz kalma sonucu, derinin kollajenin yapisinda ¢ok sayida ¢apraz bag olusumu,
¢Oziiniirliigiinde azalma, denatiirasyon gibi degisiklikler olur. Sonugta, deride
elastoz, ince ve kalin kirigikliklar, kuruluk, gevseme, kabalasma, kilcal damar
kiimeleri, diizensiz pigmentasyon, yer yer sarimsi renk, ¢ok sayida iyi ya da kotii

huylu tiimérler goriiliir (Robert, 1997).

Diger taraftan UV 1sinlari, langerhans hiicrelerinin islevlerini bozarak immiin
sistemi baskilar. Biitiin bu etkiler ve mutasyonlar, hiicre boliinmesini bozarak tlimor
gelisimine neden olur (Madronich ve De Gruijl, 1993). Artan dozda UVR’nin
bagisiklik sistemimizi zayiflattigi ve viicudumuzu enfeksiyon hastaliklarina karst cok

daha hassas hale getirdigi bilinmektedir.

UVR’a uzun siireli maruz kalma sonucu insanlarda ve deney hayvanlarinda
deri kanseri olustugu bilinmektedir. Calismalarda deney hayvanlarinda kanser
olusturan UV 1sminin UV-B oldugu gosterilmistir. UV-A 1sinlart UV-B’ye
eklendiginde karsinojen etki artar. UVR’a maruz kalma, DNA'da bir dizi ardisik
degisikliklere yol agmaktadir. UV-B ve UV-C'nin, hiicre O6liimii, mutasyon ve
transformasyon gibi etkileri i¢in ana hedef yapt DNA'dir. Ayrica UV etkisi ile timor
stipresor gen (p53 geni) mutasyonu da olmaktadir (Setlow, 1993).

Cevresel faktorlerden en Onemlileri dogal ya da yapay UV isinlaridir. Bu
1sinlara uzun siireli ve tekrarlayici bigimde maruz kalma sonucu, derinin yapi ve
islevlerinde bozulma ve yaslanma gelisir (Wintrobe, M., and Thorn, G., 1976).
Giinliik besin tiiketimindeki antosiyaninlerin, insan kan plazmasindaki antioksidan

savunma statiistinli gelistirdigi gosterilmistir (Cao ve Prior, 1999).

UV ismlarimin derimize carpmasi sonucu serbest radikaller olusur. Serbest
radikaller somatik hiicrelere ve bagisiklik sistemine zarar veren molekiillerdir.

Antioksidanlar serbest radikallerin etkilerini ndtralize eden, kanser reaksiyonlarini
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engelleyen molekiillerdir. Eger serbest radikaller notralize edilmez ise viicutta ciddi

hasarlara neden olabilir.

Modern gida bilimi, UVR irritasyonlarinin olusturdugu deri bozukluk riskini
azaltmada Ozel besin katkilarinin roliiyle yakindan ilgilenmektedir. Dogal
antioksidanlar UVR’nin neden oldugu deri hasarim1 6nlemede kullanilmaktadir.
Cinkii baz1 antioksidanlarin  kollajen  sentezini arttirarak ve  matriks
metaloproteinazlar1 koruyarak kirigiklik olusumunu inhibe ettigi gdsterilmistir (Cho
ve ark. 2007). Derideki plazma membran komponentleri ve makromolekiillerin
oksidatif fotohasar1 ile oksidatif stres sonucu olarak reaktif oksijen tiirevlerinin
olusumdaki artis antioksidan savunma mekanizmasin1 bastirmaktadir (Cho ve ark.
2007). Calismamizda insanlarin bitki ¢ay1 olarak tiikettikleri Kerkede bitkisinin
(Hibiscus sabdariffa L. (Malvaceae)) ihtiva ettigi yiiksek antosiyaninin insan

antioksidan kapasitesini artiracagini diisiiniiyoruz.

Antosiyaninler, antioksidan, yaglarin etkisini Onleyici, iltthap kurutucu,
kasilma Onleyici, serumda kolestrolii diisiiriicli ve baz1 kanser tiplerinde tedavi edici

olarak kullanilir (Hendry ve Houghton, 1996).

Normal sartlarda atmosferde bulunan ozon tabakasi ve molekiiler oksijen
tarafindan emilen UVC’nin, son yillarda ozon tabakasindaki incelmeler ya da
delinmelerden sonucu yeryiiziine ulagsmasi ile canli hayatini tehdit etmeye basladigi

rapor edilmistir.

Belli sirt bolgeleri tiraglanmis deney hayvanlari, kurulan UV kabininde UVC
lambas1 altinda, giinde dort saat kirk giin boyunca iyonize olmayan radyasyona

maruz birakilmistir.

UVC’nin serbest radikal olusumuna neden oldugu bilinmektedir. Deney
hayvanlarinda, UVC ile olusmasi beklenen serbest radikallere karsi Hibiscus
sabdariffa bitkisinin kaliks ekstraktinda bulunan antosiyaninin ii¢ farkli dozunun

etkisi arastirilmastir.
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Deney sonucunda deney hayvanlarinin kan serumlarinda Vit-A, C, E, MDA,
GSH, deri dokusunda ise MDA, GSH seviyeleri dlgtilecektir. Ayrica beyin dokusu

apoptozis goriintiilerine bakildu.

Calisma da asagidaki verilere ulasilmasi amacglanmustir;

UV’C’nin olusturdugu serbest radikallere karsit serumda vitamin A,C,E, GSH
ve MDA miktar1, deri dokusunda GSH ve MDA miktarina ayrica beyin dokusunda

apoptozise bakilmasi amaglanmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Ultraviyole Radyasyon

2.1.1. Ultraviyole nedir?

Ultraviyole (UV) radyasyon, yeryiiziine erigen giines enerjisinin bir par¢asidir.
Yeryiizline ulagan giines radyasyonunun yaklasik % 5'ini olusturur ve dalga boylari
100-400 nm arasindadir. Araligin; % 95-98'1 UVA, % 2-5' i UVB'dir, UVC
yeryliziine ulagsmadan stratosferik ozon tabakasinda emilir. Eger normalin iizerinde
bir miktarda UV diinyaya erisirse, en kisa dalga boylu UV radyasyon cok fazla
oranlarda biyolojik zarar verici olabilir, (Karaduman, 1999). UV 1sinlar1 100—400 nm

dalga boyundaki 1sinlar olup baslica ii¢ spektruma ayrilmaktadir.

UV A (320- 400nm): En diisiik enerjili ve daha az tehlikeli UV 1smnidir. UVA
1sinlar1 doza bagl olarak eritem, bronzlagma, yaslanma ve kanser olusumuna neden
olmaktadirlar, ancak bu etkilerin ortaya ¢ikmasi icin UVB 1sinlarinin 1000 kat1 kadar

151n dozuna gerek vardir.

UVA maruz kaldiktan sonra singlet oksijen, H,O, ve hidroksil serbest
radikalleri iiretilir. Bunlar Hiicresel proteinlere lipidlere ve sakkaridlerde hasara yol
acar. UVA ile incinen endotelyal hiicreler nekrozise kars1 daha meyinli olmaktadir.
Bu nedenle dermal kan damarlari hasara ugrar. UVA; DNA’da yapisal hasara
ugratacak , immiin sisteme zarar verecek ve kansere yol agabilecek yapilar olusturur.
Bu zararlarin %67’sini malign melanoma olusturur (Trautinger, 2001; Afag ve

Mukhtar, 2001; Clydesdale ve ark., 2001; Afag ve Mukhtar, 2002).

UV B (290- 320 nm): Insan ve diger yasam formlari i¢in en zararli olanidir.

Ileri derecede bronzlasma, yanik ve yaslanmadan sorumludur. Deri kanseri ve
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katarakta yol acar. Bitkilerin gelisimini yavaglatir ve dogal yasam ve diger

hayvanlarin yagsamini etkiler (Hawk, 1992; Ekici ve Acar, 2003; Karaduman, 2009).

UV B’nin etkisi temelde derinin epidermal bazal hiicre tabakasinadir. UVB;
pirimidin fotoliretiminin formasyonlari, uroconic asitin trans-cis- izomerizasyonu,
ornitin dekarboksilasyonun indiiklenmesini, DNA sentezinin stimiilasyonu, deride
serbest radikal olusumu, hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, fotoyaslanma ve
fotokarsinogenezis gibi direk veya indirekt olarak zararli biyolojik olusumlara yol
acmaktadir. Derideki antioksidanlarin 6nemli 6l¢iide azalmasi derinin gilines 15181na
maruz kalmaktan olusan serbest radikallere karsi kendini koruma sistemine zarar
vermektedir. UVB deri kanseri (squamous and basal cell carcinoma) olusturmaktan
ve DNA hasarindan sorumlu tutulmaktadir. Ayrica derinin immiin savunma sistemini
zayiflattigr diisiiniilmektedir. (Clydesdale ve ark., 2001; Trautinger, 2001; Afag ve
Mukhtar, 2002; De Gruijl, 2002).

UVB radyasyonu yanici 151 olarak adlandirilir ve UV 1s18inin %4 -5’ini
olusturur fakat solar isiktan daha etkili taneciklere sahiptir. UVB giines yanigi
olusturmada UVA’ dan 1000 kat daha etkilidir. UVB; UV A’dan daha genotoksiktir.

UV C (200- 290 nm): Ozon tabakasi tarafindan tutuldugu i¢in, normal atmosfer
sartlarinda yeryiiziine ulasamayan 1sindir. Son yillarda ozon tabakasinda olusan
incelmeler ve delikler nedeni ile yeryiiziine dogrudan ulastig1 i¢cin 6nemi artmustir.
Havanin mikropsuzlastirilmast gibi uygulama amaciyla da kullanilmaktadir. Giiglii

karsinojendir. Konjoktiva ve kornea i¢in irkilticidir (Gtil, 2001).

UVC yasam igin biitiin tiirlerden en tehlikeli olanidir. Cok kisa siire maruz
kalmaktan bile deri i¢in oldukga tehlikelidir. Neyse ki giinesten gelen UVC
radyasyonunun tamamina yakini molekiiler oksijen ve yeryiiziiniin atmosferindeki
ozon tarafindan absorbe edilmektedir. Yeryliziine 290 nm dalga boyundan daha kisa
dalga boylu solar radyasyonu ulasmamaktadir (De Gruijl, 2002; Clydesdale ve ark.,
2001).



2. ONCEKIi CALISMALAR Sinan SORAL

1970 ve 1987 yillan1 arasinda koruyucu ozon tabakasindaki énemli hasardan

dolay1 ultraviyole radyasyonu artik yeryiiziine ulagsmaktadir (Duthie ve ark., 1999).

2.1.2. Ultraviyole’nin zararh etkileri nelerdir?

Giines 15181 icinde yer alan ultraviyole (UV) radyasyonu, kisa dalga boylu ve
yiiksek enerjili olmasi sebebiyle canlilar iizerinde zararli etkilere neden olmaktadir
(WHO, 1979; WHO, 1994). Ozon tabakasiin incelmesi ile yeryiiziine ulasan UV
radyasyonunun Ozellikle deri kanseri, katarakt ve bagisiklik yetmezligi gibi

hastaliklar1 artiracagi tahmin edilmektedir (Stolarski, 1988; Yel ve Giiven, 1990).

2.1.2.1. UV’nin deri tizerine etkileri

Deride UV 1silarim1 absorbe eden pek ¢ok madde bulundugu diisiiniilse de
DNA ve iirokanik asit bugiine kadar saptanmis iki énemli maddedir (Morrison,
1985). Urokanik asit, UV’nin 270 nm civarindaki 1sinlarim yogun olarak absorbe
etme Ozelligi nedeniyle ilgi odagi olmustur. UV 1sinlari trans-lirokanik asit tarafindan
absorbe edildiginde singlet oksijen aciga ¢ikar. Singlet oksijen oldukga reaktif bir
oksijendir ve hiicre membranlarina saldirarak daha fazla reaktif oksijen olusumuna

yol agar (Kanjilal ve Ananthaswamy, 1996).

Ultraviyole’nin deri iizerine etkileri akut ve kronik olmak {izere iki grupta

incelenir.

UV’nin ani etkileri: UV’nin ilk etkileri arasinda gilines yanigi, bronzlasma,
hiperplazi, immunosupresyon, D vitamini sentezi ve fotoonikoliz bulunmaktadir.
Gilines yanigi iltihaplanmasi, ultraviyole ismlarmin ilk ve en bilinen ani deri
tepkisidir. Ozellikle acik tenli kisilerde, eritem, 1s1 artis1, agri ve Odem gibi
iltihaplanma klasik belirtileri bigiminde ortaya ¢ikar. Eritem olusumundan UVB
1sinlar1 sorumludur. Eritem, giines 1sinlarima maruz kalmadan sonraki birkag¢ saat
icinde baglar. 6-24 saatte en iist seviyeye ulasir, birka¢ giinde yerini soyulma ve

bronzlagsmaya birakir. Giines isinlarinin DNA ve proteinler tarafindan emilmesi
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molekiiler ve hiicresel yikima yol acar (Karaduman, 1999). UV nin bir diger etkisi de
hiicrelerin anormal c¢ogalmasidir (Tuglaci, 1973). Ultraviyole ismlariin uyardigi
inflamasyon uyarilma esigi arttifinda derinin stratum korneum, epidermis, dermis
tabakalarinda kalinlagmaya neden olur. Hiperplazi, akut UV ile karsilasmay1
izleyerek hem DNA, RNA ve protein sentezinin artmasi hem de epidermal, daha az

olarak da hiicre ¢ogalmasi aktivitesinin artmasi sonucudur (Karaduman, 1999).

UV sinlart epidermal Langerhans hiicrelerinin sayilari ve gorevlerini
etkileyerek onlarin antikor iiretme yeteneklerini azaltir. Bu bozukluk T hiicrelerinin
gelisimini uyararak geg¢ tipte asirt duyarlilifin baskilanmasmna yol agar, timor
gelismesini engelleyemez. UV 1sinlar1 keratinosit hiicrelerinin (Langerhans hiicre
(LH) islevlerinin diizenlenmesini saglar) islevlerini de bozarak bunlarin LH hiicreleri
tizerindeki diizenleyici 6zelligini olumsuz etkilerler. Bagisikligin baskilanmasinda

UV absorbe eden, iirokonik asid 6nemli rol oynar (Berkow, 1997).

UV’nin Geg¢ ( Kronik ) Etkileri: Deri yaslanmasi i¢ ya da ¢evresel etmenlere
bagl olarak ortaya ¢ikar. Cevresel etkilerden en biiylik paya sahip olan1 dogal ya da
yapay ultraviyole 1sinlardir. Bu 1sinlara uzun siireli ya da tekrar tekrar maruz kalmak,
derinin yapisim1 giderek bozarak fotoyaslanmaya neden olur, ayrica derinin
kalinlasmasina neden olmaktadir (Wintrobe, 1976). Viicudun giines ile temas eden
boliimlerinde yas ilerledikge ortaya c¢ikan bozukluklardan ultraviyole 1sinlari
sorumludur. Epidermal degisikliklerden UVB, dermisdeki (derinin orta katmani)
degisikliklere hem UVB, hem de UVA neden olur. Fotonlarin hiicresel DNA' ya
dogrudan etkisi, UVA ve UVB isinlarinin ortaya ¢ikardig: serbest radikaller, reaktif
oksijen iriinlerinin dolayl etkisi oldugu diisliniilmektedir. Biitlin bu degisiklikler
fotoyaslanma ile sonuglanir (Karaduman, 1999). Fotoyaslanma sonucunda deride
deformasyon, nemsizlik, sarkma, kabalagsma, kilcal damar toplanmasi, zamansiz

pigmentasyon, deride sarimsi renk, tiimorler goriiliir (Berkow, 1976).

UV’nin kronik etkilerinden birisi de cilt kanserinin ana sebeplerindendir. Cok
fazla gilines 15181 altinda kalmak kanser olusumuna neden olabilmektedir. Giines

yanig1 bir saglik belirtisi olmadig1 gibi 18 yasindan 6nceki birkag ciddi giines yanigi
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daha sonraki yasam siirecinde cilt kanserinin gelisme sansin1 énemli Ol¢iide arttirir.
Giines 1sinlarinin ¢ok yogun bulundugu boélgelerde yasayan kimselerde bazal ve
skuamoel kanser vakalar biiylik artis gostermektedir (Wintrobe, 1976). Dogal ya da
yapay ultraviyole 1smnlart ile uzun siireli temas sonucu insanlarda ve deney
hayvanlarinda deri kanseri olustugu deneylerle kanitlanmistir. 280-320nm UVB
1sinlart kanser olusturur. Uzun dalga boylu UVA (320-400nm) i1sinlart UVB
isinlartyla birlestiginde kanser riski artar. UV radyasyonu i1sinimiyla uzun siire
temasta kalmanin DNA yapisinda degisiklige yol actigt goézlenmistir. UVB ve
UVChnin DNA yapisinda mutasyon, hiicre yikimi ve transformasyona neden
olmaktadir. Ayrica UV tiimor dengeleyici gen (p53 geni) mutasyonu da olmaktadir
(Setlow ve ark., 1993). Diger taraftan UV 1ginlari, bagisiklik sitemini Langerhans
hiicre islevlerini bozarak baskilar. Biitiin bu etkiler hiicre ¢ogalmasini bozarak timor
gelisimine neden olur (Madronich ve Gruijl, 1993). Ayrica artan UV-B insanlarin
bagisiklik sistemini zayiflatir ve bu da viicutlarimizi enfeksiyon hastaliklarina karsi

cok daha hassas hale getirmektedir.

Ultraviyole 1sinlar etkisi ile bazal hiicreli karsinom, skuamoz hiicreli karsinom
gibi melanom olmayan deri kanserleri en ¢ok yiizde gelisir. Melanom olmayan deri
kanserlerinin gelisiminde alinan toplam doz 6nemlidir. Melanom gelisiminde ise
uzun slireli temastan ¢ok, yinelenen ve deride yanik olusturacak siddette UV

1sinlarina maruz kalma 6nemlidir (Skolnick, 1991).

Bazal ve skuamoz hiicreli karsinomlarin, yani melanom olmayan deri
kanserlerinin teshisi zordur. Bu tip kanserlere yakalanma riski irka baghdir, ayrica
sariginlarda ¢ok fazladir. Yiiz, el, boyun gibi giines 1s181na fazla maruz kalan yerlerde
daha cok goriiliir. Melanom olmayan kanserler, melanom olana goére daha c¢ok
yaygindir ama oliime yol agmaz, ayrica tedavisi daha kolaydir. 1970’den itibaren
Amerika’da yapilan arastirmalara gore, %4’lik bir kanser artis1 gozlenmistir.
Sariginlarda fazla ben olmasi bu tip kanserin riskini arttirir. Sar1 veya kizil sagli, mavi

g0zIii insanlarda goriilme olasiligi daha fazladir (The Global UV Project, 2002).

10
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2.1.2.2. UV’nin goz iizerine etkileri

Glinesin yakici 1sinlar1 gozlere de zarar verebilir. Deliller uzun siireli gilines
1sinlarina maruz kalmanin gérmeyi azaltan ve siirekli korliigiin baslica nedeni olan,
gbzbebeklerini Orten katarakti baslattigini  gostermektedir. Ozon tabakasindaki
%10'luk siirekli azalma sonucunda kiiresel olarak her yil yaklasik iki milyon yeni
katarakt vakasinin ortaya c¢ikacagi tahmin edilmektedir. Ac1 veren, fakat genellikle
gecici goriis kayb1 olan kar korliigiine de UV 1sinlart neden olmaktadir (Zigman,
1998).

Zigman, afak hayvan gozlerini UV-A’ ya maruz biraktiginda triptofan fotoiiriin
seviyelerinin arttigini, triptofan fléresansinin azaldigini ve bdylece vitreus hiimoriin

dogrudan etkilendigini buldu.

Veno ve Chakrabarti, insan vitreusunu UV’ye maruz birakarak kinurenin
floresansinda artis ve triptofan floresansinda azalma tespit etmis ve boylece UV-B’ye
maruz kalma sonucu vitreus jelinin likefaksiyonun arttigin1 bildirmislerdir (Zigman,

1993).

2.1.2.3. UV’nin bagisiklik iizerine etkileri

Glinlimiizde yapilan aragtirmalara gore, artan ultraviyole radyasyonuna maruz
kalan viicudun bagisiklik sisteminin, hastaliklara kars1 direnci zayiflamaktadir. Asir
ultraviyole 1s1nlarina maruz kalan ekvator bolgelerindeki insanlarda herpes, simplere

ve leishmaiasis gibi hastaliklarda artma goézlenmektedir (Onat ve ark., 2004).
2.1.3. UV’nin yararh etkileri nelerdir?
UV radyasyonunun insan sagligi lizerinde olumlu etkisi vitamin D3 sentezidir.
UVB sinlar1, orta miktarlarda epidermal dehidrokolesterolii, provitamin D3’e

dontistiirmektedir. Provitamin D3 giinler i¢inde c¢ogalarak plazma D vitamini

baglayici protein ile dolasima katilmaktadir (Karaduman, 1999).

11
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2.2. Serbest Radikaller

2.2.1. Serbest radikal nedir?

Serbest radikaller bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa omiirlii,
kararsiz, molekiil agirlig1 diisiik ve ¢ok etkin molekiiller olarak tanimlanir (Abdollahi
ve ark., 2003; Abdollahi ve ark., 2004). Bu tip maddeler, ortaklanmamis
elektronlarindan dolayr oldukga reaktiftirler. Ortaklanmamis elektron, genel olarak

ist kisma yazilan bir nokta ile gosterilir (Akkus, 1995).

2.2.2. Serbest radikaller nasil olusur?

Serbest radikaller hem normal metabolizmanin yan {iriinii olarak, hem de
toksik maddelerin etkisiyle olusabilmektedir (Cross, 1987). Serbest radikal yaratan
kaynaklar radyasyon, viriisler, glines 1sinlarinin bir kismi olan ultraviyole 1sinlari,
hava kirliligini yaratan fosil kdkenli yakitlarin yanma sonundaki iiriinleri, sigara
dumani, enfeksiyon, stres, yag metabolizmasi sonunda c¢ikan iiriinler gibi hiicre
metabolizmasmin toksik trlinleri, bazi tahrip edici kimyasallar, hasere kontrol
ilaglar1 ve birgok baska etkenlerdir.Yani i¢cinde bulundugumuz c¢evrede ¢esitli fiziksel
ve kimyasal olaylar nedeniyle devamli bir radikal yapimi vardir, hiicresel kosullarda
da ciddi bir miktar ve ¢esitlilikte radikal tiretilmektedir ((Hurst ve ark., 1997; Jornot
ve ark., 1998; Mills ve ark., 1998).

Serbest radikaller 3 yolla meydana gelirler:

1. Homolitik boliinme: Kovalent bagli normal bir molekiiliin, her bir pargasinda

ortak elektronlarin birisinin kalmasi seklindeki boliinme.

XY — X'+Y'

2. Heterolitik Boliinme: Normal bir molekiilden bir elektronun kayb1 veya bir

molekiiliin heterolitik boliinmesidir. Heterolitik boliinmede kovalent bagi olusturan

12
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her iki elektronlar atomlardan birisinde kalir. Boylece serbest radikaller degil iyonlar

meydana gelir.

XY —» X:-+Y

3. Normal bir molekiile tek bir elektron eklenmesi:

A+te ——> A"

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu
meydana gelirler. Serbest radikaller elektriksel olarak pozitif yiiklii, negatif ytkli
veya notral, organik veya inorganik molekiiller seklinde olabilirler. Fe*, Fe*, Cu>,
Mn* metallerinde ortaklanmamis elektronlar1 oldugu halde serbest radikal olarak
kabul edilmezler. Fakat iyonlar reaksiyonlar1 katalize ettiklerinden dolay1 serbest

radikal olusumunda 6nemli rol oynarlar (Halliwell, 1991; Akkus, 1995).

ANTIOKSIDANLAR SERBEST RADIKALLER

Sekil 2.1. Antioksidan-serbest radikal dengesi

Serbest radikal reaksiyonlar1, normal metabolik yollarin isleyislerinin dogal bir
sonucudur. Oksidan molekiiller organizmada baslica glikozun oksidasyonu olmak
lizere tiim anabolik ve katabolik reaksiyonlar siras1 ve sonrasinda siirekli bir olusum
halindedir. Endojen antioksidanlar adi verilen molekiiller tarafindan siirekli
etkisizlestirme silireci igerisindedir. Bu olusum ve etkisizlestirme olaylar

organizmalarda bir denge halindedir (Sekil 2.1.) (Halliwell, 1996; Akkus, 1995).
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Serbest radikal molekiilleri, belirli diizeyde kaldiklar1 siirece, organizmanin
yabanc1 maddelere ve enfeksiydoz ajanlara karsi savunmasindaki Onemli
molekiillerdir. Ancak, serbest radikaller belirli diizeyin {iizerinde olusur ve
antioksidanlar yetersiz kalirsa s6z konusu serbest radikaller hiicrenin yap1 elemanlari
olan protein, lipit, karbohidrat, niikleikasitler ve yararli enzimlerin yapilarini bozarak
zararh etkilere yol agarlar (Tamer ve ark., 2000). Bunlardan 6zellikle lipitler, serbest
radikal hasarma karst en hassas yapilardir. Serbest radikaller yag asitlerindeki
doymamis baglarla kolayca reaksiyona girerek lipitlerin peroksidasyonuna neden

olurlar (Bruckdorfer, 1987; Salim, 1993).

Serbest radikaller iyonlarin veya uyarilmis molekiillerin ayrilmalari sonucunda
olusan, dis yoriingelerinde eslesmemis bir elektrona sahip ve genellikle elektriksel
acidan yiiksiiz atom ya da molekiillerdir. Bunlarm yaklasik 10” saniye gibi émiirleri
vardir ve son derece reaktiftirler. Yani diger atom ya da molekiillerle kolayca
reaksiyona girerler. Ciinkli eslesmemis elektronlarin, bir bagka radikalin ayni
durumdaki elektronu ile eslesme ya da bir elektron transferi reaksiyonu ile esleserek
kararli hale gelme egilimleri vardir. Bu sebeple serbest radikaller, elektron alici
(oksitleyici) ya da elektron verici (rediikleyici) Ozelliklere sahiptirler (Halliwell,

1989).

Serbest radikal molekiiller; organizmadaki bir¢ok olagan hiicresel tepkimenin
(enerji iiretimi, lipitlerin ve proteinlerin pagalanmasi ile inflamatuvar siiregler bunlar
arasinda yer alir) yan iriinii seklinde siirekli olugsmaktadir. Hiicrelerin ¢ogunlugu,
olagan kosullar altinda kendilerini serbest radikallerin hasar verici etkilerine karsi
koruyacak hiicre i¢i ve hiicre dis1 kimyasal mekanizmalarla donatilmiglardir. Radikal
molekiiller, antioksidan savunma giicii ile dinamik bir denge i¢inde bulundugu siirece
organizma  igin  yararhdir.  Ornegin;  fagositik  hiicreler  tarafindan
mikroorganizmalarin Oldiiriilmesinin ana mekanizmasi serbest radikal iiretimidir.
Serbest radikaller apoptozisin tetikleyicisi, habercisi ve efektorii olarak gorev
yaparlar. Bu sekilde; asir1 hiicre poliferasyonunu dnleyerek homeostaziste yer alirlar.
Antioksidan savunmanin ¢okmesi de apoptozisi tetiklemektedir. Serbest radikaller

ikinci haberci olup, transkripsiyon faktorlerini aktive ederler. Hiicreler arasi
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haberlesmede gorev alirlar. Hiicrenin bliylimesini saglayan olaylar1 diizenlerler.
Sitozolde ve mitokondride iiretilen serbest oksijen radikali, protein sistein
kalintilarinin redoksunu diizenleyerek proteinlerin yapi ve islevinin diizenlenmesinde
rol oynarlar. Serbest oksijen radikalleri iiretimi ve antioksidatif savunma
mekanizmasi arasindaki denge bozuldugunda, serbest oksijen radikalleri diizeyi artar.
Radyasyon, oksijen toksisitesi, postiskemik reperfiizyon hasari, enfeksiyonlar,
enflamasyonlar yani sira yaslanma ile ilgili hastaliklardan katarakt, ateroskleroz,
karsinogenez, diyabet ve norolojik hastaliklar serbest oksijen radikalleri tiretimini

arttirir (Halliwell, 1989; Halliwell, 1991; Erden, 1992; Uysal, 1998).

Serbest oksijen radikalleri, hiicrenin 6nemli komponentleri olan lipit,
karbohidrat, protein ve DNA’y1 oksitleyerek biyolojik sistemlerde agir hiicre
zedelenmelerine neden olurlar (Halliwell, 1989; Halliwell ve Aruoma, 1991;

Halliwell, 1991;).

Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller, oksijenden olusan serbest

radikallerdir. Serbest oksijen metabolizmasindaki anahtar maddeler sunlardir.

1. Oksijenin kendisi (O3)

2. Siiperoksit anyonu (O75)

3. Hidrojen peroksit (H,O5)

4. Gecis metallerinin iyonlar1 (Cu™ Fe™, Mn™ vb. )

5. Hidroksil radikali (OH")

2.2.3. Serbest radikallerin etkileri nelerdir?

Mitokondrial, endoplazmik ve niikleer elektron transport sistemlerinde
(sitokrom p450), peroksizomlarda, monosit ve nétrofillerin fagositozu gibi normal
metabolik olaylar sirasinda bol miktarda serbest radikal iiretilir. Bir anlamda serbest
radikaller, solunum ve sindirim gibi normal viicut faaliyetlerinin zehirli atiklar

durumundadir. Arastirmacilar, insan viicudundaki her hiicrenin giinde ortalama
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10.000 serbest radikalin hiicumuna ugradigin1 belirtmektedirler. Eger serbest
radikaller noétralize edilmezse; hiicre membrani proteinlerini yikarak hiicreleri
6ldiirmek, membran lipit ve proteinlerini yok ederek hiicre membranini sertlestirip
hiicre fonksiyonunu engellemek, niikleustaki genetik kodu i¢inde tasiyan, hiicrenin
iretimini ve biiyiimesini saglayan niikleik asite (DNA) etki edip, DNA’y1 kirilma ve
mutasyonlara agik hale getirmek, bagisiklik sistemindeki hiicreleri yok ederek
bagisiklik sistemini zorlamak, yaslanma ve kanser gibi olaylara neden olabilirler

(Akkus, 1995; Diindar ve Aslan, 2000).

2.2.3.1. Serbest radikallerin membran lipidlerine etkileri

Hiicre membrani, bol miktarda doymamis yag asidi igerdiginden serbest radikal
hasarina olduk¢a duyarhidir (Halliwell, 1989). Ortamda bulunan serbest radikaller
yag asitlerinden bir proton kopararak “Lipid peroksidasyon” olarak bilinen
reaksiyonun baslamasina neden olurlar. Lipid peroksidasyonu sonucu agiga cikan
peroksitler, alkoller, aldehitler, hidroksi yag asitleri gibi maddeler hiicrenin bir ¢ok
komponentiyle reaksiyona girerek hiicresel ve metabolik fonksiyonlar tizerine toksik

etki gosterirler (Kose ve Dogan, 1992).

Lipid peroksidasyonu sonucu agiga ¢ikan kisa zincirli yag asitleri ve triptofan,
tirozin, fenilalanin, histidin, metionin ve sistein gibi amino asitleri igeren yapisal
proteinlerin oksidasyonu, membran permabilitesinin artmasina ve membrandaki
akigkanligin azalmasina neden olmaktadir (Kése ve Dogan, 1992). Ug veya daha
fazla ¢ift bag igeren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu malondialdehit (MDA)
olusur. MDA, membran komponentlerinde ¢apraz baglanma ve polimerizasyona yol
acarak iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizey determinantlarinin bazi
ozelliklerini degistirmektedir. Bu 6zelliklerinden dolayt MDA, mutajenik genotoksik
ve karsinojenik bir bilesiktir (Kose ve Dogan, 1992).
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2.2.3.2. Serbest radikallerin proteinlere etkileri

Hiicrenin protein yapilari, serbest radikallerin, 6zellikle duyarli amino asitler
ile direkt etkilesimi sonucunda hasara ugramaktadir. Protein fonksiyonu ig¢in kritik
pozisyonda olan aminoasitler (6rnegin enzimin aktif bolgesindeki amino asitler),
Ozellikle radikal hasarina duyarlidirlar. Metionin, sistein gibi terminal siilfidril (-SH)
grubu bulunduran amino asitler ile triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin gibi
aromatik amino asitler, oksidasyona en fazla maruz kalanlardir. Oksidasyon sonucu
proteinlerin sekonder ve tersiyer yapilarinda olusan degisiklikler fonksiyonlarini
etkilemektedir. Enzim veya reseptor fonksiyonuna sahip membran proteinleri,
ozellikle serbest radikallerin modifikasyonlarina duyarli olduklart ic¢in protein
oksidasyonu ile onemli hiicresel ve membran fonksiyonlar1 bozulmaktadir. Bunun
yani sira iskemi-reperfliizyon siirecinde hiicre i¢i enzimlerden olan antioksidan
enzimlerin  oksidasyonlar1 da bu enzimlerin aktivitelerindeki azalmanin

nedenlerinden birini olusturabilmektedir (Islekel ve ark., 2000).

2.2.3.3. Serbest radikallerin karbohidratlara etkileri

Monosakkaritlerin oksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve
okzaloaldehitler meydana gelir. Okzaloaldehitler, DNA, RNA, ve proteinlere
baglanabilme ve aralarinda c¢apraz baglar olusturabilme oOzelliginden dolay1
antimitotik etki gosterirler (Akkus, 1995). Karbohidratlarin proteinlere baglanmasi,
proteinleri serbest radikal hasarina daha duyarli kilmaktadir. Boylece hormonal ve
ndrotransmitter yanitlarda rol oynayan hiicre reseptdr islevleri degismektedir
(Winrow, ve ark.,, 1993; Aybey, ve ark., 1996). Bir mukopolisakkarit olan
hyaliironoik asit goziin vitreusunda bol miktarda bulunur. Hyaliironoik asidin

oksidasyonu katarakt olusumuna katkida bulunur (Akkus, 1995).

2.2.3.4. Serbest radikallerin niikleik asitlere etkileri

Reaktif oksijen radikallerinin, hiicrede saldirdigi bir diger 6nemli makro

molekiil niikleik asitlerdir. Kalitsal bilgiyi tagiyan deoksiriboniikleik asidin (DNA)
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temel tas1 olan niikleotidin yapis1 iginde yer alan piirin ve pirimidin bazlar1 oksijen
radikallerinin etkilerini gosterdigi bolgelerdir. Hidroksil radikali, deoksiriboz ve
bazlar ile reaksiyona girerek degisikliklere yol acar (Akkus, 1995). Ozellikle guanin
bazinin bu radikaller aracilig1 ile hidroksilasyonu sonucunda DNA molekiiliiniin

yapist degismekte ve mutasyonlar ortaya ¢ikmaktadir (Ozekin ve Deger, 2001).

2.3. Antioksidanlar

2.3.1. Antioksidan nedir?

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari
onlemek i¢in viicutta birgok savunma mekanizmalar1 geligmistir. Bunlar ‘antioksidan
savunma sistemleri’ veya kisaca ‘antioksidanlar’ olarak bilinen; serbest radikalleri
noétralize eden, serbest radikal hasarlarini tamir etmeye yardimci olan ve viicudun
onlardan etkilenmesini minimize eden veya kendini yenilemesini saglayan besinlerin
bir sinifidir (Ames ve ark., 1993; Miiftiioglu, 2003). Antioksidanlar, dogal (endojen
kaynakli) ve eksojen kaynakli antioksidanlar olmak tiizere iki ana gruba ayrilir

(Akkus, 1995):

a) Endojen (Dogal) Antioksidanlar:

-Enzimler: Katalaz, Stiperoksit Dismutaz, Glutatyon Peroksidaz

-Enzim olmayanlar: B-karoten, E vitamini, Askorbik asit, sistein, albumin,
bilurubin, hemoglobin v.s.

b)Eksojen antioksidanlar: Ksantin oksidaz inhibitorleri, NADPH oksidaz
inhibitorleri (Akkus, 1995; Diindar ve Aslan, 2000).

2.3.2. Antioksidanlar nasil etki ederler?
Antioksidanlar dort ayr1 sekilde etki ederler.

-Toplayic1 (scavenging) etki: Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari

tutma veya ¢ok daha zayif yeni bir molekiile ¢evirme islemine toplayici etki denir.
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Antioksidan enzimler, trakeo-bronsial mukus ve kiigiik molekiiller bu tip bir etki

gosterirler.

-Bastiric1 (quencher) etki: Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir
hidrojen aktararak aktivitelerini azaltan veya inaktif sekle doniistiiren olaya bastirici
etki ad1 verilir. Vitaminler, flavanoidler, trimetazidin ve antosiyanoidler bu tarz bir

etkiye sahiptirler (Akkus, 1995).

-Onarici (repair) etki: Oksidatif hasar gérmiis biyomolekiilii onarirlar (Benzer

ve Ozan, 2003).

-Zincir kiricr (chain breaking) etki: Serbest oksijen radikallerini kendilerine
baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini engelleyici etkiye zincir kirict etki denir.

Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kiric1 etki gosterirler ( Akkus, 1995).

2.3.3. Antioksidan Vitaminler

Canli organizmalarda enzimatik antioksidanlarin yani sira vitaminler de serbest
radikallerin zararli etkilerinin ortadan kaldirilmasinda 6nemlidir. Vitaminler non-
enzimatik antioksidanlar kisminda yer alir (Carr ve Frei, 1999; Kojo, 2004). Beta-
karoten, askorbik asit ve alfa-tokoferol gibi antioksidantlarin serbest radikallerin
neden oldugu oksidasyonlar1 6nledigini in vitro ve in vivo ¢alismalarla gosterilmistir
(genetikbilimi, 2007). Derideki major antioksidan L-Askorbik asittir (Shindo ve ark.,
1994). 1999 yilinda yapilan bir ¢aligmada aktinik keratoz ve bazal hiicreli karsinomu
olan hastalarda askorbik asit, alfa tokoferol ve glutatyonun plazma seviyelerinin

oldukc¢a azalmis oldugu saptanmigtir (Vural ve ark., 1999).

2.3.3.1. Vitamin A

Vitamin A, karotenoid tiirevidir. En 6nemli vitamin A Onciisii karotenoid beta-

karotendir. Beta-karoten son derece giiclii bir tekli O, temizleyicidir. Ayrica

hidroksil, peroksil ve alkoksil radikalleriyle reaksiyon vererek, flavinler ve
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porfirinler gibi {iclii uyaricilarin zararli etkilerini baskilama gibi mekanizmalarla
oksidatif hasara karsi koruyucu islev yapar. Lipidte ¢Oziiniir 6zellikte olup zincir
kiric1 bir antioksidan olarak etki gosterir (Halliwell, 1984). Karotenoidlerin diger
antioksidanlarla da etkilesimi vardir. Ornegin, karotenoidler Vitamin E radikalini
(tokoferoksil) ortadan kaldirirken vitamin C de karotenoid radikalini uzaklastirir
(Arai ve ark., 1995; Repetto ve ark., 1999). PB-karotenin, singlet oksijeni
bastirabildigi, siiperoksit radikalini temizledigi ve peroksi radikalleri ile direk olarak
etkileserek antioksidan vazife gordiigli tespit edilmistir (Akkus, 1995). Yapilan
bir¢ok caligmada UV temasi sonrasinda plazma ve deride karotenoid diizeylerinin
azaldig1 gosterilmis ve beta karoten desteginin faydali olacagi goriisii dogmustur. E
vitamini ve karotenoidin kombine edilerek verilmesi de UV ile indiiklenen eritem
gelisimini belirgin olarak azaltmaktadir (Ribaya-Mercado ve ark., 1995; Stahl ve
ark., 2000).

Sekil: 2.2. Vitamin A (Wikipedia, 2009).

2.3.3.2. Vitamin C

Suda ¢6ziinen bir vitamin olan C-vitamini viicut sivisinda genellikle askorbat
olarak bulunur. Kolayca elektron vererek dehidro askorbik asite kendiliginden okside
olur ve superoksit, hidroren peroksit, hipoklorit, hidroksil radikali, peroksil radikali
ve singlet oksijeni siipliriicii etki gosterir. C-vitamini lipid peroksidasyonunu
baslatmadan peroksil radikallerini su fazinda inhibe ederek, biyolojik membranlari
peroksidatif hasardan korur (Frel,1994). Vitamin C (L-askorbik asit) akcigerler ve
g0z lensi gibi su igerigi yiiksek organ ve dokularda bulunan 6nemli ve gii¢lii bir
antioksidan sistemi olusturur. Baslica antioksidan ortaklar1 arasinda vitamin E ve

karotenoidler bulunur (Carr ve Frei, 1999; Kojo, 2004). Askorbik asit, antioksidan
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Ozelliklerinin yani sira, kollajen sentezi i¢in de 6nemli bir vitamindir (Szent-Gyorgyi,
1928; Murad ve ark., 1981; Shindo ve ark., 1994; Phillips ve ark., 1994; Colven ve
ark., 1996; Vural ve ark., 1999; Schneider ve ark., 2006). Deneysel calismalar
gostermistir ki C ve E vitaminleri antioksidan koruma sirasinda etkilesim
gostermekte ve lipid membranda C vitamini, E vitaminini oksidasyondan
korumaktadir (Leung ve ark., 1981). Yiksek dozlarda E ve C vitamini
kombinasyonu oral olarak verildiginde UV ile tetiklenen eritem esigi ylikselerek
giines yanig1 dnlenebilmektedir. Ancak her iki vitaminin tek basina boyle bir etkisi

yoktur (Fuchs ve Kern, 1998).

CH,OH

HCOH _©

Vitamin OH OH

Sekil.2.3.Vitamin C (Orthomoleculer, 2009)

2.3.3.3. Vitamin E

E vitamini tokoferol yapisinda olup a, 3, y, 6 olmak iizere 4 farkli tipin karigimi1
seklinde bulunabilir ve yagda ¢6ziiniir. Vitamin E’nin en aktif formu olan a-tokoferol
cok kuvvetli bir antioksidandir ve hiicre membran fosfolipidlerinde bulunan ¢oklu
doymamis yag asitlerini serbest radikal etkilerinden korur. Vitamin E O, -, HO-,
singlet -O,, lipid peroksil (LOO) radikallerini ve diger radikallere bir elektron
vererek zararsiz formlarin donilisiimiinii saglar. Lipid peroksil radikallerini yikarak
lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlarini sonlandirdigir igin zincir kirici bir
antioksidan olarakda bilinir (Burton ve Ingold,1989; Pryor, 2000). Yapisinda
bulunan fenolik hidroksil gruplu aromatik halka vitaminin kimyasal olarak aktif
kismini olusturur ve antioksidan 6zelligi bu gruptan kaynaklanir (Burton ve Ingold,
1989). Vitamin E 1s1ya, alkalilere, asitlere ve 1s1ga dayamikhidir, fakat ultraviyole
isinlar karsisinda kolayca bozulur (Aras ve ark., 1976). Oksitlenince biyolojik
etkisini kaybeder, oksijensiz 1siya 200°C’ye kadar dayanir (Ersoy ve ark., 1979).
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Oral yolla alinan tokoferol genellikle iyi absorbe edilir (Korner ve Voom, 1978).
Alin ve yanak gibi UV’ye maruz kalan bolgelerde, giines gérmeyen bolgelere gore
20 kat daha fazla miktarda bulunur (Thiele ve ark., 1998). Fare derisinde UV ile
indiiklenen lipid peroksidasyon, si¢an derisinde UV ile indiiklenen fotokarsinogenez
ve immiinsupresyon iizerine etkileri bu caligmalardan bazilaridir (Lopez-Torres ve

ark., 1998; Trevithick ve ark., 1992).

Fotokoruyucu etkilerine ek olarak o- tokoferol melanogenez ve eritem
gelisimini de azaltir (Ichihashi ve ark., 1999). UV maruziyeti ile tokoferoksil
radikalleri olusur ki bu {riin diger antioksidanlar1 tiiketmektedir (Kagan ve ark.,
1992). Bu sorunun iistesinden gelmek amaciyla tokoferol esterleri (asetat, siiksinat

vb) kullanilmaktadir (Kagan ve ark., 1992; Jurkiewicz ve ark., 1995).

Vitamin E  { a-tocopherol)

Sekil:2.4. a-tokoferoliin yapis1 (Hammaddeler, 2009; Stampfer ve Rimm, 1995).

2.3.3.4. Glutatyon

Rediikte glutatyon (GSH); glutamik asit, sistein ve glisin igeren bir tripeptit
olup, aktif bir siilfidril (-SH) grubuna sahiptir. Viicuttaki GSH’nun biiytik boliimii
karacigerde genetik bilgiye ihtiyag duyulmadan iki asamada sentezlenebilen bir
tripeptittir (Beutler ve Duron, 1963; Akkus, 1995; Firat, 1997; Champe, 1997;
Dikici, 1999; Yanbeyi, 1999).
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vy -glutamil sistein sentetaz

L-glutamat + L-sistein +ATP »v-glutamil sistein + ADP + Pi ...(I)

Glutatyon sentetaz

y-glutamil sistein + Glisin + ATP »GSH+ADP+Pi........... D)

Viicutta enzimatik olmayan 6nemli bir antioksidan olan GSH, serbest radikaller ve
peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara kars1 korur (Beutler ve Duron,

1963; Akkus, 1995; Firat, 1997; Dikici, 1999; Yanbeyi, 1999).

En 6nemli gorevi, enzim ve proteinlerin tiyol gruplarinin (-SH) indirgenmesi ile
rediikte formlarinin yeterli diizeylerde kontroliinii saglamaktir. Tiyol grubuna sahip

birgok enzim diisiik hizda fakat okside olarak ya da Oz’nin direkt etkisiyle hizla

aktivitelerini yitirirler. iste GSH kendisi okside olup tiyol gruplari tekrar indirgeyerek

bunlarin aktivasyonunu saglar. Ozellikle H202’nin elimine edilmesinde de GSH’in

oksitlenebilirliginden faydanilir (Calberg ve Mannervik, 1985; Akkus, 1995; Yanbeyi,
1999).

GSH + Prot S-S-Prot ———» GSS-Prot + Prot-SH ........................ (11T)
GSSG + Prot-SH —» GSS-Prot+ GSH ..., av)
SH
O @) @)
H
N\_)-L
HO N OH
NH, O

Sekil:2.5. Glutatyon’un Molekiil Yapisi (hawaiimana.com/products/glutathione.shtml
Erisim tarihi 19/03/10)

2.3.3.5. Lipid Peroksidasyonu
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Membranlar iizerindeki bir¢ok bilesik ve molekiiliin serbest radikallerden
etkilenmesine ragmen, radikallerin en belirgin etkileri yag asitleri iizerine etki ederek
lipid peroksidasyonunu (LPO) baslatmalar1 olarak bilinir. LPO, polidoymamis yag
asitlerinin radikaller ile oksidasyonu sonucu baslayan ve otokatalitik zincir
reaksiyonlart seklinde devam eden bircok biyolojik yapida hasarlara neden olan
reaksiyon siirecidir. LPO membranlarda olusturdugu yikict etkisi genellikle
reaksiyon sirasinda agiga ¢ikan .OH radikalinin membran yag asidi yan zincirlerine
saldirmasiyla olusur. LPO ile meydana gelen membran hasart geri doniigiimsiizdiir

(Thomas ve Aust, 1986; Davies ve Goldberg, 1987; Akkus, 1995).

Lipid peroksidasyonu baslatan ilk hareket membran yada polidoymamis yag
asitlerinin igerdigi metilen grubundan (CH,) bir hidrojen (H') atomunun ¢ikartilmasi
ile baglar. Boylece tek elektron iceren H. nin uzaklastirmasi sonucu karbon merkezli
-.CH- lipid radikali meydana gelir. Olusan lipid radikali dayaniksiz bir bilesiktir. Bir
dizi degisiklige ugrayarak molekiil i¢i ¢ift baglarin pozisyonlarinin degismesiyle
konjuge dien yapilar1 ve daha sonra lipid radikallerinin molekiiler oksijenle
etkilesmesi sonucu lipid peroksil radikali meydana gelir. Lipid peroksil radikalleri,
membran yapisindaki diger polidoymamis yag asitleri ile reaksiyona girerek yeni
karbon merkezli radikaller olustururken, kendileri de agiga ¢ikan H. pargacigi ile
birleserek lipid hidroperoksitlerine doniisiir ve bdylece olay kendi kendine
katalizlenerek devam ederek =zincir reaksiyonlarinin baslamasina neden olur

(Gutteridge, 1995; Georgieva, 2005).

Lipid hidroperoksitlerinin membranlarda  birikimi  sonucu, membran
fonksiyonlarinda bozukluklar meydana gelir. Ayrica lipid hidroperoksitleri gegis
metalleri katalizorliigiinde yikilmasi sonucu ¢ogu zararl olan aldehitler olusur. LPO
sonucunda ortaya c¢ikan cesitli aldehitlerden en iyi bilinenleri MDA ve 4-

hidroksinonenal (HNE)’dir.
MDA 6l¢timii ile LPO’nun degerlendirilmesi yapilabilmektedir. Bu bilesikler

ya hiicresel olarak metabolize olurlar ya da baslangicta etkili olduklar1 bolgeden

diffiize olup hasarli hiicrenin diger boéliimlerine yayarlar. Lipid radikallerinin
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hidrofobik yapida olmasit dolayis1 ile reaksiyonlarin c¢ogu membrana bagh
molekiillerde meydana gelir. Peroksil radikalleri ve aldehitler, membran
komponentlerinin ¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna neden olarak
membranlarda, reseptorleri ve membrana bagli enzimleri inaktive etmek suretiyle
membran proteinlerinde de ciddi hasarlar meydana getirebilirler. Iyon transportunu
etkileyebilirler (Comporti, 1985; Marnett, 1999; Halliwell ve Chirico, 1993; Goulart
ve ark., 2005).

LPO reaksiyonu ya toplayicit antioksidan reaksiyonlarla sonlandirilir veya

otokatalitik yayilma reaksiyonlari ile devam eder (Gutteridge 1995).

LPO sonucunda memran yapisinda ¢esitli degisiklikler meydana gelir.

Bunlar kisaca (Long ve Bislskl, 1980).
1- Membran iizerindeki yag asiti miktarinda azalma meydana gelir
2- Lipid peroksidasyonu sirasinda olusan lipid hidroperoksitleri biomemranlar
izerinde yerlesmis halde bulunan baz1 enzimleri enzimleri inhibe eder.
3- Tiyol gruplarin1 oksidasyona ugratarak membran tizerinderi protein-lipid iliskisini
bozar
4- Memranin yap1 taslarindan olan lipitlerin akigkanligini bozar
5- Lipid peroksidasyonu sonucu olusan serbest radikaller membran disinda da cesitli

yapisal molekiillerde bozulmalara neden olurlar.

2.3.3.6. Protein karbonillenmesi

Reaktif oksijen tiirevleri (ROS), direkt olarak proteinler {lizerine etki ederek
oksidize aminoasitlerin olusumuna yol agtiklar1 gibi, indirekt yolla karbonhidrat ve
lipidlerin otooksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan reaktif karbonil bilesiklerinin etkisi ile
de ileri glikasyon son firiinlerine ve ileri lipoksidasyon son iiriinlere doniisiirler
(Miyata ve ark., 1999). ROS, tirozin aminoasidini direkt olarak okside ederek
ditirozin yapisini olusturarak protein yapisinda agregasyona ve fragmantasyona yol

acarlar. Bu karsilikli baglar ile olusan iiriine “ileri oksidasyon protein {iriinleri” adi
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verilir. Karbonhidratlarin ve askorbatin otooksidasyonu sonucu glioksal, arabinoz,
glikolaldehid, 3-deoksiglukozon ve dehidroaskorbat gibi karbonil grubu igeren ara
bilesikler meydana gelir (Inagi ve Miyara, 1999). Reaktif karbonil bilesikleri non
enzimatik olarak proteinlerin amino gruplarina baglanarak schiff-base {iriinleri
olusturur. Bu reversibl form daha sonra daha stabil olan ve Amadori iiriinleri adi

verilen forma dontisiir.

Protein oksidasyonu, proteinlerin reaktif oksijen tiirevleri veya oksidatif stres
tiriinleri ile kovalent modifikasyonu sonucu meydana gelir (Shacter, 2000). Protein
oksidasyonunun biyokimyasal sonuglar1 enzim aktivitesindeki azalma, protein
fonksiyonlarinin kaybi, proteaz inhibitér aktivitenin kaybi, protein agregasyonu,
proteolize artmig/azalmis yatkinlik, reseptor aracili endositozun bozulmasi, gen
transkripsiyonundaki degisimler, immiinojen aktivitesindeki artis olarak siralanabilir
(Davies ve ark., 1999; Shacter, 2000). Protein oksidasyonuna yol agan ana
mekanizmanin  polipeptid omurgasindaki ¢esitli amino asitlerin  a-karbon
atomlarindan OH' (hidroksil) radikalinin etkisiyle hidrojen atomunun c¢ikarilmasi
sonucunda basladigint saptamislardir (Swallow, 1960; Garrison ve ark., 1962;
Schuessler ve Schilling, 1984). Protein oksidasyonunun protein karbonil (PCO) gibi
mark’erlarinin in vivo protein oksidasyonunun derecesini gosterecek bir arag olarak
kullanilmast ise nispeten daha uzun bir ge¢mise dayanmaktadir (Stadtman, 1988;

Stadtman ve Levine, 2003,).

2.4. Apoptozis

Canlilarin yasam dongiisiiniin temel unsurlari dogum, biiyiime, iireme,
yaslanma ve oOlimdiir. Yasamin siirdiiriilmesi organizmada yapi1 ve fonksiyonun
fizyolojik gereksinimlerin belirledigi sinirlar iginde korunmasina baglidir. Bunun i¢in
hiicre ¢ogalmasi ve Olimii arasinda bir denge bulunmasi gerekir. Bu denge
kayboldugunda, yani ¢ogalandan ¢ok hiicre 61diigli ya da farklilagtiginda dejeneratif
hastaliklar, 6len ya da farklilasandan daha fazla hiicre ¢ogalmasi durumunda ise

kanser ve otoimmiin hastaliklar goriiliir (Mak,.1993).
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Tim canlilarin en kiiclik islevsel birimi olan hiicrede 6liim, patolojik ya da
fizyolojik stire¢ler sonunda gerceklesir. Baslica iki hiicre 6liim seklinden biri olan
nekroz, hiicre sismesi ve hiicre parcalanmasi ile karakterizedir ve ani iskemi,
mekanik travma gibi biiylik ¢evresel degisikliklerin neden oldugu patolojik ve pasif
bir siirectir (Kane, 1995). Bu tiir hiicre i¢i denetim mekanizmalarinin etkisi yoktur.

Hiicre kendi istegi ile 6lmez.

Diger bir hiicre 6liim sekli olan fizyolojik 6liim yolu ise yasl, hasarli ya da
anormal hiicreleri ortadan kaldirarak hiicreler arast dengeyi ve hiicrelerin

canliliklarini siirdiirmeyi saglar (Hockenbery, 1995).

1920°’1i yillardan beri bilinen ve nekrozdan farkli olarak hiicre biiziigmesi
goriilmesi nedeniyle “bliziisme nekrozu” olarak adlandirilan fizyolojik hiicre
Oliimiiniin, biiylik oranda oOnceden kestirilebilir (programlanmis), kesin sekilsel
(morfolojik) nitelikleri olan bir siire¢ oldugu 1970’lerde Kerr, Wyllie ve Currie
tarafindan ileri stirlilmiistiir (Cummings ve ark., 1997). Genetik olarak belirlenen
aktif bir slire¢ olan programlanmis hiicre 6liimiiniin giiniimiizde en az iki ayr1 sekli
oldugu belirtilmektedir (Majno ve Joris, 1995).

13

Apoptoz, eski Yunanca “apo” (ayr1)) ve “ptosis” (diigmek) kelimelerinin
birlesmesiyle olusan ve Homeros tarafindan sonbaharda yaprak dokiimiinii
tanimlamak i¢in kullanilmis bir sozciiktiir. Bu nedenle bazi hiicrelerin sonbahar
yapraklar1 gibi adeta kuruyarak viicudu terk etmesi ve arkadan gelen hiicrelere yer
acmastyla gergeklesen hiicre oliim tipi, Klasik Yunan tarih¢isi James Cormack’in

Onerisiyle “apoptoz” olarak adlandirilmistir (Cummings ve ark., 1997).

Her hiicre, dogar, biiyiir, cogalir (proliferasyon), farklilasir (diferansiasyon) ve
oliir (apoptozis). Biitlin bu olaylar dogal bir denge halinde siirer gider. Doku
homeostazisi yani yeniden yapim ve yikimin bir diizen icinde olusu,
apoptozis/proliferasyon dengesinin saglikli bir sekilde siirdiiriilmesine baglidir
(Erdogan, 2003; Hikim ve ark., 1995). Son yillarda, bu dengenin bozulmasinin

birgok Onemli hastaligin patogenezinde rol aldigi gdsterilmistir (Mcphie ve ark.,
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2003). Ornegin; artmis proliferasyon ve azalmis apoptozisin karsinogenezisde rol

oynadigi diisiiniilmektedir (Kerr, 1994).

Apoptozis, hiicrenin yasam c¢emberi boyunca yapim-yikim dengesinin
siirdiiriilmesini saglar. Ornegin kemik iliginden siirekli olarak hiicre iiretimi devam
ederken, giinde yaklasik 5x10'" kan hiicresi apoptozis yolu ile yok edilmektedir.
Barsak epitel hiicrelerinin devamli yenilenmesi, menstruasyon esnasinda uterusun i¢
yiizindeki hiicrelerin 6ldiiriilerek uzaklastirilmasi apoptozis yoluyla gercgeklesir.
Apoptozis, organizmada hasar gérmils veya organizma ig¢in tehlikeli olabilecek
hiicrelerin yok edilmesinde de gorev alir. Ornegin viriisle enfekte hiicreler bu yolla
ortadan kaldirilir. Hasarli DNA da apoptozis yolu ile ortadan kaldirilir. Hiicrenin
DNA’sinda meydana gelen mutasyonlar kanser gelisimine neden olabilecekleri i¢in
bu hasarli hiicrelerin apoptozis yolu ile Oldiiriilmesi biiyilk 6nem tasimaktadir

(Erdogan, 2003).

Apoptoz, programlanmis hiicre 6liimii, organizmada fizyolojik siire¢lerin yani
sira ¢esitli patolojilerin ortaya ¢ikisindaki mekanizmalarda da rol oynamaktadir.
Apoptoz  siirecindeki  dengenin  bozulmasi, hastaliklarin  ortaya  ¢ikisimi

tetiklemektedir.

Bu mekanizma stres etkenlerine bagli olarak gelisen hiicre oliimlerinin
engellenmesinde 6nemli goriinmektedir. Bu etkenler ultraviole (UV) irradyasyonu
gibi dis kaynakli etkenler olabilecegi gibi metabolik bozukluklara bagli olarak

biriken metabolitler de olabilir.

UV irradyasyonu, oksijen radikallerinin {iretimini arttirarak hiicre membraninin
hasarlanmasina ve DNA kiriklarinin olusmasina neden olarak hiicrenin Sliimiine ya
da kanser hiicresine donlismesine zemin hazirlayabilmektedir (Kulms ve Schwarz,
2002). UV uygulanmasi sonucunda stres enzimleri arasinda yer alan c-Jun N-
terminal kinazlar (JNK’ler) aktive olmaktadir (Adler ve ark., 1995). JNK’lerin,

apoptoz metabolizmasinda son derece dnemli rol oynadigi bilinen kaspazlarin,
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Ozellikle kaspaz-3’iin aktive olmasmni saglayarak apoptozun gelisiminde rol

oynadigina dair raporlar yayinlanmistir (Berglund ve ark., 2004).

2.4.1. Apoptotik hiicrelerdeki biyokimyasal degisiklikler

Kromatin degisikliklerinin baglamasindan kisa siire dnce, hiicresel aktivitelerde
ve sinyal iletiminde yaygin olarak kullanilan kalsiyumun sitoplazma i¢i miktarinda
hafif artma goriilir (Majno ve Joris, 1995; Mason, 1999). Bu artis bazi sessiz
enzimleri aktive ederek bazi yapisal degisikliklere yol agar. Kalsiyuma bagh
endoniikleaz ve transglutaminaz bu enzimler arasindadir (Majno ve Joris, 1995;

Mason,1999).

Cekirdek degisikliklerine endojen kalsiyum-magnezyum bagimli niikleazlarin
aktivasyonu neden olur (Wyllie ve ark., 1992; Ribeiro ve Carson, 1993; Conroy ve

Alexander, 1996;).

Niikleozomlar arasinda kromatini bdlerler ve apoptotik hiicre DNA’s1 hepsinin
uzunlugu 180-200 baz cifti ve katlar1 olan parcalara ayrilir. Bu parcalar agaroz jel

elektroforezde apoptoza 6zgli merdiven goriinlimiinii olustururlar (Hockenbery,

1995).

Apoptozun iki ana diizenleyicisi p53 ve Bcl-2’dir. Baslangicta bir onkoprotein
olarak belirlendiyse de yabanil (wild) p53 proteininin 6zellikle DNA hasarlanmasina

yanit olarak hiicre 6liimiinii baslatic1 iglev gordiigii agiklik kazanmustir.

2.4.2. Deri ve Apoptozis

Apoptotik hiicreler milkemmel bir seklide fagosite edilmektedir. Bu durum,
ultravitoleye maruz kalan hiicrelerde agik¢a goriilmektedir. Ik 24 saatte goriilen
glines yanig1 hiicrelerinden 72. saatte eser kalmaz. Bu hizli hiicre kaybi
deskuamasyon ile degil apoptoz araciligiyla gerceklesmektedir. (Olson ve Everett,

1975).
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P53 geni hem tiim6r baskilayict hem de apoptoz yoneticisi gorevini
gormektedir (Oltvai ve Korsmeyer, 1994). Gelismekte olan hiicrelerde DNA hasari
ortaya ¢iktiginda, hiicre dongiisiinii G1 fazinda durdurmaktadir. (Barr ve Tomei,

1994; Martin ve ark., 1994; Kamb, 1994; Lane ve ark., 1994; Bellamy ve ark.,1995).

Bu fazda hiicre ya DNA onarim yoluna gider (ve sonug¢ olarak ta hiicre
dongiisiine tekrar girebilir) ya da hasar ¢ok biiylikse intihar eder. Dolayisiyla p53
islevinin yetersiz oldugu hiicrelerde apoptoz gerceklesmeden veya DNA onarimi
tamamlanmadan DNA ¢iftlesmesi ve sonug olarak da neoplasi gelisebilir ( Lane ve

ark., 1994; Carson ve Ribeiro, 1993, Symonds, 1994).

Deri biyolojisinde p53’iin 6nemi 6zellikle epidermisin ultraviyoleye (UV) karsi
cevabi ile incelenmistir. Gilines yamig1 hiicreleri, UV’ye yanit olarak apoptoza

ugramis keratinositlerdir (Weedon ve ark., 1979).

Bu hiicreler p53 tarafindan G1 fazinda durdurulmus ve muhtemelen siklobiitan
pirimidin dimerlerini tamir edemeyen hiicrelerdir. (Carson ve Ribeiro, 1993; Kamb,

1994).

Dolayisiyla bu cevap koruyucu nitelik tasimaktadir. Ayrica prekanseroz
lezyonlarda ilk gelisen mutasyonun p53 iizerinde olmasi hi¢ de sasirtici degildir

(Kamb, 1994; Ziegler ve ark., 1994).

Aktinik keratozlarin bircogunda klonal p53 mutasyonu mevcuttur ve apoptoza
diren¢ sonucu bu farkli hiicre serilerine gelisme imkani dogmaktadir. Yineleyen UV
tehtidi altinda bu hiicrelerde ek mutasyonlar ortaya cikmakta ve %90’dan fazla
vakada p53 mutasyonunun goriildigli yass1 hiicreli karsinom gelisimi ile

sonuclanmaktadir (Ziegler ve ark., 1994).

Dolayisiyla UV, deri kanseri gelisiminde hem baslatict hem de devam ettirici

bir nitelik tasimaktadir.

30



2. ONCEKIi CALISMALAR Sinan SORAL

2.5. Hibiscus sabdariffa

Serbest radikaller bir ya da birden fazla eslesmemis elektron tasiyan ve diger
molekiillerden elektron koparma egiliminde olan atom veya molekiillerdir. Bu tip
maddeler ortaklanmamig elektronlarindan dolay1 reaktif yapiya sahip olduklarindan
biyolojik sistemde lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi 6nemli unsurlara
geri doniisiimsiiz zarar verebilirler. Antioksidan Ozellikteki maddeler peroksit,
hidroperoksit veya lipid peroksit gibi serbest radikalleri siipiirerek hasara neden olan
oksidatif mekanizmay1 inhibe ederler. Bu nedenle antioksidan maddeler
hastaliklardan korunmada 6nemli rol istlenirler. Yapilan arastirmalar antioksidan

kullaniminin kronik hastaliklara yakalanma olasiligin1 azalttigini gostermistir.

Antioksidan 6zellige sahip bitkilerin kullanim1 ve antioksidan madde igerigi
acisindan zengin bir beslenme aligkanligi hastaliklara karsi koruyucu etki
saglamaktadir. Antioksidan 6zellikteki bitkileri ya da besinleri diizenli olarak tiiketen
kisilerin kansere ve diger kronik hastaliklara yakalanma riski azalmaktadir. Giiglii
antioksidan 6zellik gosteren bitkiler icerisinde yiiksek oranda polifenolik bilesikler

tagirlar (Bitkigen, 2008).

Bitkisel iirlinlere dayali beslenmenin kronik hastalik, 6zellikle kanser riskini
azaltabildigine dair ¢ok sayida in vivo, in vitro ve klinik deneme verileri vardir.
Saglik otoriteleri tahil, taze sebze ve meyveler bakimindan zengin, hayvansal et ve

yag oraninin azaltildig1 diyetleri 6nermektedir.

Malvaceae familyasina ait olan Hibiscus sabdariff giinliik surup ve ¢ogunlukla
mesrubat yapiminda kullanilirdi. Kaliksleri mesrubat yapiminda ve halk ilaglarinda
kullanilmig ve idrar sokiicli, mide agris1 giderici, cinsel gii¢ arttirici, antiseptik,
kanamay1 durdurucu, kolagog (safra soktiirlicii), sindirimi kolaylastirici, sedatif,
laksetif, antimikrobiyal, olarak ¢ok iyi oldugu idda edilmektedir veya humma
yaralarini, kalp rahatsizliklarini, ve hipertansiyonu iyilestirdigi iddia edilmektedir

(Perry, 1980).
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H. sabdariffa kaliks ekstarktin1 farmoklojik etkileri arastirilmistir. HSE
kolestrol ile beslenmis tavsan ve ratlarda serum lipitlerini inhibe ettigi ve
antiatherosclerotic aktivite gosterdigi bildirilmistir (El- Saadany ve ark., 1991; Chen
ve ark., 2003). Buna ek olarak HSE lipid peroksidasyonuna kars1 insan eritrositlerini

korumaktadir (Suboh ve ark., 2004).

Kendiliginden (spontane) olusmus yiiksek tansiyonu olan ratlarda kan basincin

diisiirmektedir (Onyenekwe ve ark., 1999; Odigie ve ark., 2003).

Bunun yani sira serbest radikal siipiiriiciidiir, ratlarda tert-butyl hydroperoxide
ile indiiklenmig birincil hepatocytelerde antisitotoksik ve F344 ratlarinda
metilazoksimetanol asetat ve heterocyclic amine karst antimutajenik etki gostermistir
(Duh and Yen, 1997; Tseng ve ark., 1997; Chewonarin ve ark., 1999). Ayrica fare
dersinde tiimdr artigini ve insan l6semi hiicrelerinde apoptozisi baslatict olusumlari

inhibe etmektedir (Tseng ve ark., 1998; Tseng ve ark.,2000).

Hibiscus kaliksleri Rosella ve karkede olarakta bilinir. Hibiscus igeriginde
bulunan vitamin E ve vitamin C, polifenoloik asitler, flavonoidler ve antosiyaninler
gibi antioksidanlarin geleneksel tipta hipertansiyon, iltihap kurutucu ve kanseri

onledigi gozlenmistir (Wang ve ark., 2000).

H. sabdariffa kalikslerinde izole edilen aktif bazi bilesiklerin ve onlarin
farmokolojik aktiviteleri rapor edilmistir. Protocatechuic acid; Ratlarda tert-butyl
hydroperoxide ve lipopolisakkaritlerin indiikledigi karaciger hasarina karsi koruyan
fenolik bilesiktir. (Tseng ve ark., 1996; Tseng ve ark., 1997; Liu ve ark., 2002; Lin

ve ark., 2003). Fenolik bilesiklerin 6énemli bir grubunuda antosiyaninler olusturur.

Rosellada bulunan kirmizi renkli ve antioksidan kapasitesi yiiksek olan
Antosiyanin; ratlarda tert-butyl hydroperoxide ve parasetamol ile indiiklenmis
karaciger lezyonlarinda azaltic1 etki gdstermistir (Wang ve ark., 2000; Tsai ve ark.,

2002; Ali ve ark., 2003).
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2.6. Antosiyanin

Antosiyaninler; meyve, sebze ve ¢igeklerin kendilerine 6zgii, pembe, kirmizi,
viole, mavi ve mor tonlarindaki ¢esitli renklerini veren, suda ¢Oziinebilir nitelikli

dogal renk maddeleridir.

Antosiyaninler, antosiyanidinlerin glikozitleridir ve flavonoid grubuna
dahildirler. Dogada antosiyaninler serbest halde bulunmazlar ve daima bir veya

birka¢ seker molekiilii ile esterlesmis halde yani antosiyaninler halinde bulunurlar.

Antosiyaninlerin yapisinin temelini, 2-fenilbenzopirilium (flavilium katyonu)
olusturmaktadir (Francis, 1999; Wrolstad, 2000; Cemeroglu ve ark., 2001; Demirag
ve Uysal, 2001).
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Sekil 2.6. Flavilyum iyonu, antosiyaninlerin temel yapitast

R1 ve R2 gruplarina farkli gruplarin baglanmasiyla farkli antosiyanidinler
olusur. Baslica antosiyanidinler; pelargonidin, siyanidin, delfinidin, peonidin ve
malvidindir. Bunlar arasinda en yaygin bulunani siyanidindir (Wrolstad, 2000;

Cemeroglu ve ark., 2001; Saldamli ve Saglam, 1998).

Antosiyaninler dogada yaygin olarak bulunan renk maddeleridir. Renk

ozelliklerinin yanisira saglik acisindan yararli olmalar1 nedeniyle antosiyaninlere
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olan ilgi son zamanlarda artmistir. Antosiyaninler bazi renkli gidalarin antioksidan
Ozelliklerine 6nemli katkida bulunmaktadir (Espin ve ark., 2000; Demirag ve Uysal,

2001; Giusti ve Wrolstad, 2003; Einbond ve ark., 2003).

Antosiyaninler dogal pigmentler arasinda en iyi bilinenlerdendir. Agirlikli
olarak bitki ve onlarin {iriinlerinde bulunurlar. Antosiyaninler, daha ¢ok, ¢iceklerde,
meyvelerde, bitkilerin yapraklarindaki hiicrelerde glikozitler halinde bulunurlar

(Hendry ve Houghton, 1996).

Suda ¢6ziinen antosiyanin, hiicrelerin vakiiollerinde yer alir. Vakiiol suyunun
asit ya da baz olmasina gore kirmizidan maviye donerler. Derisik mineral asitle
kaynatilarak antosiyanidin ve karbonhidrata hidrolizlenirler. Antosiyaninlere,
bitkilerde antosiyanidinlerin heterozitleri bigiminde rastlanir. Antosiyanidinler,

antosiyanin agliikonlarinin genel adidir (Keskin, 1981).

Fenil alaninden tiirevlenen fenolik bilesiklerden olan flavonoitler, bitkilerin
meyve, tohum, ¢igcek, yaprak, govdelerinde bulunan renkli maddelerdir. Bitkilerin
yasamlarinda bir¢ok mekanizmada is géren flavonoitler ayn1 zamanda birgok iilkenin
geleneksel halk tibbinda kullandigi preparatlarin igerisinde bulunmakta ve cesitli

hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Bilaloglu ve Harmandar, 1999).

Bu pigmentler; antioksidan, yaglarin etkisini dnleyici, iltihap kurutucu, kasilma
Onleyici, serumda kolestrolii diisiiriicii ve baz1 kanser tiplerinde tedavi edici olarak

kullanilirlar (Hendry ve Houghton, 1996).

Antosiyaninlerin  bu  Ozeliklerinden baska, antikarsinojenik  aktivite
gosterdikleri, hiicre biiylimesini engelleyici etki gosterdikleri ve degisik meyve ile
sebzelerden elde edilen antosiyaninler lizerinde yapilan ¢alismalar, iyi bir gida boyasi
olmalarinin yaninda gii¢lii bir antioksidan olarak da kullanilabilecegini gostermistir

(Tamura ve Yamagami, 1994).
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Deney Hayvanlari

3.1.1. Deney hayvanlarin temini

Caligmalar, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi deney hayvanlari iinitesinde
yetistirilip iiretilen Sprague Dawley tipi laboratuvar sicanlar ile yapildi. Calismada
ortalama agirliklar1 296+5 gram olan 34 adet erkek sicanlar kullanildi. Deneyde
kullanilan si¢anlar standart sican yemi ile beslendi, sular1 Afrika bamyasi (Kerkede)
(Hibiskus) (Hibiscus sabdariffa) ekstraktinin farkli dozlar1 ilave edilerek verildi.
Sicanlar ultraviyoleye maruz birakilmadan 6nce, 20 giin boyunca yeni ortama adapte

olmalar1 sagland.
3.1.2. Deney hayvanlarinin gruplara ayrilmasi

Calismada ortalama agirliklar1 sirasiyla; kontrol grubu 296+5 g, UV grubu
296+5 g, UV+2,5 mg/kg/giin antosiyanin grubu 296+5 g, UV+5 mg/kg/giin
antosiyanin grubu 296+5 g ve UV+10 mg/kg/gilin antosiyanin grubu 296+5 g olmak
tizere erkek sicanlar kullanildi. Deneyde kullanilan siganlar standart sican yemi ile
beslendi, su ise adaptasyon siireci boyunca ve boliimde yapilan daha Onceki
calismalarda deney hayvanlarinin (n=6+1) giinliilk su tiiketimleri temel alinarak
giinliik 350 ml su serbest olarak verildi. Kontrol ve UV grubuna sadece su verilirken
diger ii¢ gruba 350 ml su+ sirasiyla 2.5 mg, 5 mg, 10 mg antosiyanin i¢ceren Hibiskus
(Hibiscus sabdariffa) ekstrakti eklenerek verildi. Siganlar ¢alisma oncesi, 20 giin
yeni kafeslerindeki ortama adapte olmalar1 saglandi. Havalandirma tertibati bulunan,
sicakligi 22 °C’de sabit tutulmaya g¢alisilan ve 12 saat aydinlik/karanlik dongiisii
saglanacak sekilde deney ortami olusturuldu. Kontrol grubu 6 diger guruplar ise 7
sican olmak tizere 5 grup olusturuldu. Bunlar sirasiyla; 1. grup: Kontrol, 2. grup: 40
giin boyunca giinde 4 saat UV-C 15181 uygulanan Hasta (UV) grubu; 3. grup: 40 giin
boyunca 4 saat UV-C 15181 uygulanan ve i¢gme sularina 2.5 mg/kg/giin antosiyanin
verilen grup; 4. grup: 40 giin boyunca 4 saat UV-C 15181 uygulanan ve i¢cme sularina

5 mg/kg/giin antosiyanin verilen grup; 5. grup: 40 giin boyunca 4 saat UV-C 15181
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uygulanan ve i¢gme sularina 10 mg/kg/giin antosiyanin verilen grup olmak iizere

diizenlendi.

3.1.3. Deney hayvanlarinin tiraslanmasi

Deney hayvanlar1 hafif anestezi altinda sinbo marka tras makinasi ile sirt
bolgelerinde yaklasik 15cm®lik bolge tras edildi. Tiraslama islemi ¢alismanin
baslamasindan bir giin 6nce ve ¢aligmanin 20. giiniinde olmak iizere ¢alisma boyunca
iki kez tras edildi. Uygulama gruplarinin yaninda kontrol grubu da olas1 standart

sapmay1 bertaraf etmek i¢in ayn1 muameleye maruz birakilmistir.

3.1.4. Deney hayvanlarimin beslenmesi

Deney hayvanlarmin beslenmesinde kullanilan yem Gaziantep Ipek Yem
Fabrikasindan temin edildi. Ipek Yem Fabrikasindan temin edilen yemin bilesiminde

bulunan yemin katki maddeleri, Cizelge 3.1’ de gdsterilmistir.

Cizelge 3.1. Deney hayvanlarinin beslenmesinde kullanilan yemin igerigi

Yem I¢erigi Yiizdesi
Kuru madde (% en az) 88
Ham protein (% en az) 24
Kalsiyum (% en az-en ¢ok) 1,0-2,5
Fosfor (% en az) 0,90
Ham seliiloz (% en ¢ok) 7
Sodyum (% en az-en ¢ok) 0,5-1,0
Ham kiil (% en ¢ok) 8
Lizin (% en az) 1,00
Metabolik enerji (kcal/kg, en az) 2650
Metionin (% en az) 0,60
HCl'de ¢oziinmeyen kiil (% en ¢ok) 1
Sistin (% en az) 0,40
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3.2. Ekstraktin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan Afrika bamyasi (kerkede) (Hibiscus sabdariffa) bitkisinin
ciceklerinden kaliks (canak) kisimlar1 toz haline getirildi. Toz haline getirildikten
sonra 200 g alinarak iizerine 750 ml distile su 500 ml etanol ve 500 ml metanol
eklenerek 24 saat 40 °Cde tutulduktan sonra filtre kagidi (Whatman No:l)
yardimiyla slizme islemi gergeklestirilmis ve elde edilen Siizilintii, 6nce iki saat derin
dondurucuda bekletildi ve daha sonra Liyofilize cihazt (Tel Star Cryodos)
yardimiyla, kullanilan metanol ve etanolun tamami ve suyun bir kismi
uzaklagtirilarak bir miktar su igerisinde ¢Oziinmiis bitki ekstreleri elde edildi. Elde
edilen ekstrelerden, iki adet 25ml’lik behere 1’er ml alindi. Birinci beherdeki
ekstrenin pH’s1 1’e, ikinci beherdeki ekstrenin pH’s1 ise 4.5°e ayarlandi. Daha sonra
pH=1 ve pH=4,5 olan ekstrelerden 1’er ml semimikro kiivete alinarak
spektrofotometrede 520°’nm de ve 700’nm deki absorbanslari okunarak litrede
bulunan antosiyanin miktar1 hesaplanmistir. Caligma siliresince ekstraksiyon
antosiyaninin dis faktorlerden etkilenme durumuna kars1 taze olarak ii¢ defa
yapilmustir. Her ekstrakt hazirlandiktan sonra tekrar pH’lar1 ayarlanip absorbanslari

oOl¢iilenerek yukaridaki islemlere gore antosiyanin miktar1 belirlenmistir.

Cizelge 3.2. Hibiskus ekstraktsiyon miktar1 ve total antosiyanin igerigi

Hibiskus (gram) | nH,O (ml) Metanol (ml) Etanol (ml) Toplam Ekstrakt | Antosiyanin mg\L
50 300 250 250 580 231

150 700 250 250 600 138

200 750 500 500 1200 1133

Afrika bamyas1 (kerkede) (Hibiscus sabdariffa) (Malvaceae) bitkisinin
cicekleri Sanlurfa’daki aktarlardan aliarak, teshisi Harran Universitesi FEF biyoloji
Boliimii 6gretim iiyelerinden Yrd. Dog. Dr. Esat CETIN tarafindan yapildiktan sonra

bitkinin ¢i¢eklerinin kaliks kismi1 ekstraksiyon islemine tabi tutuldu.
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3.3. Antosiyanin miktarimin hesaplanmasi

Afrika bamyasi (kerkede) (Hibiscus sabdariffa) ekstrakti elde edildikten sonra
antosiyaninin en iyi absorbans verdigi iki farkli dalga boyunda o6lgiiliip
hesaplanmistir. Ekstrakt’taki antosiyanin miktar1 cyanidin-3-glucoside cinsinden

asagidaki esitlik ile hesaplanmistir (mg/L) (Wrolstad’a gore 1976.).

A x MW x DF x 10°
exl

A = (A520nm - A 700nm) pH 1.0 - (A 520nm - A 700nm) pH 4.5;

MW (molekiiler agirlik) = 449.2 g/mol cyanidin-3-glucosid i¢in (cyd-3-glu);
DF = Seyreltme Faktorii (1:60);

1 = mikro semikiivetin kalinlig1 cm;

& (= 26900 molar ekstinksiyon katsayisi, in L mol-1 cm™ de , cyd-3-glu i¢in;

10° = g dan mg’a doniistiirme faktorii.
3.4. Ultraviyole-C lambasi

Sicanlar, ebatlar1 80x80x100 cm olan teraryumun igerisine UV, bdlmelere
konularak yetistirilmistir (Sekil 3.1.). Teraryumun kapagina hayvanlardan 50 cm
uzaklikta 90 cm uzunlugunda giicii 30 Watt olan “Mazda TG” ultraviyole lambasi
yerlestirilmis ve hayvanlar bu kaynaktan yayilan UV ile 40 giin siire ile 1iginlanmistir.
Lambadan yayilan UV’nin siddetinin pik degerinin 254 nm dalga boyunda oldugu
spektrofotometre ile Slgiilmiigtir. UV lambasindan yayilan 1518, cm”ye diisen

enerjisinin bir saniye i¢in degeri 0.0014 joule/cm” olarak bulunmustur.
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05/07/2009

Sekil 3.1. Ebatlar1 80x80x100 cm UV-C kabini

3.5. Deneysel Uygulamalar

Sicanlar, kontrol 6 diger gruplar 7’ser adet olmak iizere 5 gruba ayrildilar.
Sicanlara UV-C uygulamak icin ebatlar1 80x80x100 cm olan kapali kabin hazirland.
Isin verildigi stire boyunca disariya herhangi bir zarar verilmemesi i¢in siyah renkli
ve kalin bir perde kullanildi. Ratlarin deney siiresince i¢inde kalacaklart 43x31x18
cm ebatlarinda kafesler hazirlandi. 34 rat hassas terazide tartilip agirliklarina gore

gruplara ayrildi.

1.Grup; Kontrol grubu (n=6): 6 adet erkek sigandan olusan bu grup deney
stiresince diger gruplarla ayn1 ortamda tutuldular. Gruplar arasinda olusabilecek ek

faktorler ortadan kaldirmak amaciyla bu gruba esit yem ve su verildi.
2.Grup; Hasta (UV) grubu (n=7): Bu gruptaki siganlara deney siiresince

sadece su ve yem verildi. 40 giin siiresince her giin 4’er saat UV-C 1s1mina maruz

birakildilar.
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3.Grup; 2.5mg/kg/giin Antosiyanin grubu (n=7): Bu gruptaki si¢anlara deney
siiresince her giin 350 mililitre su verildi. Igme sularma 2.5 mg antosiyanin igeren
Hibiskus (hibiscus sabdariffa) ekstrakti eklendi. Bu grup da 40 giin boyunca her giin

4’er saat UV-C 1s1n1na maruz birakildi.

4.Grup; Smg/kg/giin Antosiyanin grubu (n=7): Bu gruptaki si¢anlara deney
siiresince her giin 350 mililitre su verildi. igme sularma 5 mg antosiyanin iceren
Hibiskus (hibiscus sabdariffa) ekstrakti eklendi. Bu grup da 40 giin boyunca her giin

4’er saat UV-C 1s1mina maruz birakildi.

5.Grup; 10mg/kg/giin Antosiyanin grubu (n=7): Bu gruptaki sicanlara deney
siiresince her giin 350 mililitre su verildi. igme sularma 10 mg antosiyanin igeren
Hibiskus (hibiscus sabdariffa) ekstrakti eklendi. Bu grup da 40 giin boyunca her giin

4’er saat UV-C 1s1nina maruz birakildi.

3.6. Soliisyonlarin Hazirlamisi

Vitamin A:

200 pL serum, 200 pl etanol (BHT=Butillenmis Hidroksi Toluen) (0.002 mg
BHT 100 ml etanolde ¢6ziildii). 600 pul n-Hekzan karistirilarak soliisyon 6lgiim i¢in

hazirlandi.

Vitamin C:

a) % 6 Perklorik asit: 9.1 ml % 66 Perklorik asit alimarak 100 ml saf suyla
tamamlandi.
b) Reaksiyon soliisyonu:
1- 50.75 ml % 98.51 H,SO4 alinarak 100 ml saf suyla tamamlandi.
2- DNPH c¢ozeltisi: 2.2 g. DNPH’ ye (2,4-Dinitrofenilhidrazin) 100 ml %50°lik
H,SOy ilave edilerek DNPH ¢6zeltisi hazirlandi.
3- CuSO04: 0.6 g. CuSO4 e 100 ml distile su eklendi.
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4- Tiyotire: 5 g. Tiyoiire 100 ml distile su ile tamamlandi.
5- Tiyotire (0.5 ml ) + CuSO4 ( 0.5 ml ) + DNPH (10 ml ) alinarak reaksiyon
sollisyonu hazirlandi.

¢) % 65 HySO4 : 65.98 ml H;SO4 100 ml saf su ile tamamlandi.

Vitamin E:

a) Calisma standardi: 1 mg E vitamininin {izerine 100 ml saf su ilave edildi.
b) TPTZ: 120 mg TPTZ (2,4,6-Tri(2-pyridyl)-s-triazine) tizerine 100 ml n- propanol
ilave edildi.

¢) FeCls: 120 mg FeClsiizerine 100 ml mutlak etanol ilave edildi.

MDA:

a) Stok MDA: 2,47 ul MDA alinarak 997,53 ul bidistile saf suda seyreltildi.
b) TBA Cozeltisi: 8 mg TBA 1 ml metanolde ¢oziildii.
c) TCA (% 20): 20 g TCA 100 ml distile suda eritildi.

GSH:

a) Stok GSH (1 mM): 3.073 mg indirgenmis GSH 10 ml saf suda ¢oziildii.
b) GSH buffer: 13.8 gram (0.1 mol) sodyum fosfat, 1.461 g (0.005 mol) EDTA 1L
saf suya tamamlanir pH 8.0.

c¢) OPA (O-Phthaldialdehyde): 25 mg OPA (Sigma) 25 ml metanolde ¢oziiliir.

APOPTOZIS:

a) 1,8 g agarose
b) 150 ml TAE (Tris-Acetate-EDTA )
c¢) 10ul EtBr (ethidium bromide)
Mikrodalga firinda kaynayip biraz sofuduktan sonra jel tankina dokiiliip

hazirlandi.
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3.7. Kan Serumlarinin Ayrilmasi ve Analizlerin Yapilmasi

Deneysel siirecin son giiniinde siganlar eter ile anestezi edilerek kalplerinden 5
ml enjektdrle kan alindi. Alinan kanlar biyokimya tiiplerine konuldu. Kanlar 3000
rpm de 10 dakika santrifiij edildikten sonra serum kismi ependorf tiiplerine alinarak

derin dondurucuya konuldu.

Vitamin A analizi: Hazirlanan soliisyondan 1 ml alindi. 10 dk vortekste
karistirildi. 2000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi. Mikroplate (SpectraMax MS)
cihazinda 453 ve 325 nm de 2 kez okuma yapildu.

Vitamin C analizi: Bos bir ependorf tlipline 125 pl serum ve 125 ul % 6’lik
perklorik asitten alindi. 15 dk beklendikten sonra 2500 rpm de 10 dk santrifiij edildi.
Daha sonra yine bos bir ependorf tiipiine siipernatant kisimdan 500 upl ve
hazirladigimiz reaksiyon soliisyonundan 150 ul konuldu. 90 °C sicak su banyosunda
20 dakika bekletildi. Buz banyosuna alindu. Uzerine 750 ul %65°lik H,SOy4 ilave
edildi. Vorteks ile karistirildiktan sonra 10 dakika beklendi ve mikroplate cihazinda
520 nm de okuma yapildu.

Vitamin E analizi: Bos bir ependorf tiipiine 250 pl serum, 250 pl mutlak
etanol ve 250 pl xylene konuldu. Toplam 750 pl olan karisim 30 sn vortekslendi.
2500 rpm de 5 dakika santriftij edildi. Daha sonra yine bos bir ependorf tiipiline
siipernatant kistmdan 0.5 ml alindi. Uzerine 0.5 ml TPTZ ilave edildi. Mikroplate
cihazinda 460 nm de birinci okuma yapildi. Okumadan sonra {izerine 0.1 ml FeCl;
ilave edildikten sonra 600 nm de ikinci okuma yapildi. Ayrica analiz i¢in kor ve
standart tiipler hazirlandi. Kor tiipe 250 pl mutlak etanol, 250 ul distile su ve 250 ul
xylene; Standart tiipe, 250 pl calisma standardi, 250 pl distile su ve 250 pl xylene
ilave edildikten sonra 30 sn vorteksle karistirilarak bu asamadan sonraki tiim

uygulamalar yukaridaki iglemlere uygun olarak yapildi.

43



3. MATERYAL ve YONTEM Sinan SORAL

Apoptozis: Apoptotic DNA Ladder Kit ile apoptozis analiz edildi. Izole edilen
apoptotik DNA fragmentleri. Jel elektroforezinde incelendi.
% 40-50 mg doku alinir
¢ Alman dokular 1/10 oraninda lizis buffer eklendi ve homojenize edildi.
% Ornekler 6000 rpm de 5 dakika santrifiij edildi
¢ Her 6rnekten 100 ul supernatant 6nceden hazirlanan tiiplere aktarildi
% Her tiipe kitten 200 pl lysis buffer eklenip inkiibe edildi
¢ Her tiipe 100 pl izopropanol eklendi ve filtreli tiiplere aktarildi
+¢ Filtreli tiipler 8000 rpm de 1 dakika santrifiij edildi
¢ Filtreli tiiplere 500 pl washing buffer eklendi ve tekrar 8000 rpm de 1
dakika santrifiij edildi alttaki s1iv1 dokiildii ve islem tekrarlandi
¢ Tiipler santrifiijden ¢ikartilmadan 13000 rpm de 10 saniye santriiij edildi.
% Yeni tiiplere aktarildi ve 70 °C desu banyosunda her tiipe 1sitilmig 200u1
elution buffer eklendi ve 8000 rpm de 1 dakika santrifiij edildi
% Ependorf tiipte biriken siv1 kullanilarak 155 voltta 45 dakika boyunca jelde
ylizdiirildi.

MDA analizi

Birinci ¢alisma soliisyonu (W;): 4.05 M konsantrasyonlu orijinal stok
malondialdehit (MDA, Sigma) soliisyonundan 2,47 ul alinarak 997,53 pl bidistile saf

suda direkt 151k temasindan korunarak seyreltildi.

ikinci ¢alisma soliisyonu (W,): Birinci ¢alisma soliisyonundan 10 pl alinip

990 ul bidistile saf su ilave edilerek vortekslendi.

Uciincii cahsma soliisyonu (W3): ikinci ¢alisma soliisyonundan 10 pl alarak

tizerine 990 pl bidistile saf su eklendi.
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Cizelge 3.3. Stok soliisyondan ¢alisma standart soliisyonunun hazirlanmasi

Standartlar MDA (ul) n(H,0) (ul) Konsantrasyon (nmol)
W, 2.47 997.53 10.000
W, 10 990 100
W, 10 990 1
Cizelge 3.4. MDA standart serisinin hazirlanmasi

Standart No n(H>0) (ul) W3 (ul) Konsantrasyon (nmol)
0 100 - 0.0
1 90 10 0.1
2 80 20 0.2
3 60 40 0.4
4 20 80 0.8
5 - 100 1.0

Calisma (W3) standardi (Cizelge 3.3) hazirlandiktan sonra standart serisi i¢in
tipler hazirlanarak daha o©nce hazirlanip dondurulmus doku siipernatantlari
cikartilarak buz kabinda erimeleri saglandi. Bundan sonra standart serisindeki

(Cizelge 3.4) her bir tiipe ve drnek tiiplerine sirasiyla asagidaki islemler uygulandi:

1. Omek ve standartlarin her birinden 100’er ul almarak iizerlerine sirasiyla
agagidaki soliisyonlar ilave edildikten sonra 20 saniye vortekslenerek + 97 °C’deki

benmaride 60 dakika inkiibe edildi.

= Ornek ve standartlarm her birinden......................ocoiiiiiii, 100 ul
» Perklorik asit( O,1125 N)..oooiiii e 300 ul
* TBA (8 mg TBA 1 ml metanolde ¢6zildli)..........c.oovvviiiniinn.n. 300 ul

2. Benmariden cikarilan tiipler bir siire sogutulduktan sonra -20 °C’ de 20 dakika

tutulmustur. Buradan alinan tiiplerin her birisine asagidaki soliisyonlar eklenmistir.

B MEtANOL. L e e 600 ul
= Trikloro asetik Asit (%20).....c.oiniiiii 200 ul
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3. Bu ilavelerden sonra tiipler 10 saniye vortekslenerek 13.000 x g’de 6 dakika
santrifiij edildi.

4. Santrifiijden sonra siipernatant yaklasik 1000 pl alimip mikroplate (Jasco FP-
6300), eksitasyon 525 nm ve emisyon 560 nm’de absorbans degerleri okundu.

5. Distile su ile kalibrasyonu (auto zero) yapildiktan sonra konsantrasyonlart bilinen
standartlar sirasiyla okunarak, madde miktar1 (x) ve absorbans (y) olacak sekilde
lineer bir standart grafigi olusturuldu. Excel programi kullanilarak olusan standart
egrisi grafiginin denklemi bulundu. Buradan madde miktarin1 temsil eden x yalniz
birakilarak okunan absorbanslar tek tek denklemde yerine konularak gercek madde

miktar1 nmol cinsinden tespit edildi.

GSH analizi

Stok solusyonu: 3.073 mg indirgenmis GSH (Sigma) 10 ml saf suda ¢oziilerek 1
mM’lik stok soliisyonu hazirland.
Calisma soliisyonu: Stok soliisyondan 100 pl alindi. Uzerine 900 pl saf su ilave

edilerek 100 uM konsantrasyonlu ¢alisma soliisyonu hazirlandi.

Cizelge 3.5. GSH analizi igin ¢aligma soliisyonu hazirlama

Standart 1 mM stok GSH(ul) nH,O (ul) Konsantrasyon (UM)

W, 100 900 100 uM (100 nmol)
Cizelge 3.6. GSH standart serisinin hazirlanmasi
Standart No | nH,O (ul) | W; (ul) | Konsantrasyon(nmol) Diger soliisyonlar

0 100 0 0 900

1 99 1 0.1 900

2 98 2 0.2 900

3 96 4 0.4 900

4 92 8 0.8 900

5 84 16 1.6 900

6 63 32 3.2 900

Standartlar artan konsantrasyonlarda hazirlandiktan sonra analiz edilecek
numuneler -80 °C’den ¢ikarilip eritildikten sonra buz kabina alindi. Homojenize
edilen doku Orneklerinin {izerine toplam hacmin 1/10’u olacak sekilde %60°lik

perklorik asit ilave edilerek 6000 rpm/10 dakika santrifiij edilerek GSH analizi i¢in
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siipernatantlar alindi. Kan o6rnekleri ise herhangi bir 6n islem uygulanmadan analize

alinarak sirastyla asagidaki islemler uygulandi:

Ornek veya standart ..............cooueiiiiiiii i 100 ul
GSH DUTEET oo 890 ul
OPA oo 10 ul

Maddeler eklendikten sonra tiim Ornekler 2-3 saniye vortekslendikten sonra
oda 1sisinda 5-6 dakika, direkt 151k etkisinden korunarak bekletilerek mikro plate
okuyucu (Jasco, FP-6300) dalga boyu eksitasyon 345 nm ve emisyon 425 nm’de
okunarak absorbans degerleri kaydedildi. Okunan standartlardan elde edilen standart
egri formiilinde degerler yerine konularak numunemizdeki madde miktarlar

hesaplanmistir.

3.8. Calisma icin gerekli malzeme ve kimyasallar
Kullanilan cihaz ve malzemeler
Benmari (GLF 1086)
Bicakli homojenizator (Heidolph, Silent Crusher M)
Buz yapma makinesi (Hoshizaki, FM-120EE)
Derin dondurucu (Sanyo, MDF 592)
Distile su cihaz1 (Barnstead, easypure UV/UF)
Hassas terazi (Precisa, 262 SMA-FR)
Filtre kagidi (Watman)
Kaba terazi
Manyetik karistirict (Precisa, Heating stirrer SH-3A)
Otoanalizor (Roche, Cobas Integra 400 plus)
Parcalayici robot (Sinbo)
pH metre (Thomas, Cyberscan 2500)
Pipetler (Eppendorf)
Rotary evaporator (Heidolph, Laborata 4002)
Liyofilize cihazi (Tel star Cryodos)
Santrifiij (Hettich, Mikro 22 R)
Spektroflorometre (Jasco, FP 6300)
Spektrofotometre (Shimadzu, UV-1700)
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Ultrasonikator (Bandelin, UW 2070)
Vorteks (Stuart Scientific)

Mikro plate okuyucu

Kullanilan kimyasallar
GSH

GSH tamponu
MDA

Metanol

OPA

PBS

Perklorik asit
Potasyum tamponu
SDS

TBA

TET
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Saija, A. ve grubu ise yaptiklar1 ¢alismada kan portakalindan elde ettikleri
pigmentin siyanidin 3-glikosit oldugunu bildirerek fareler iizerinde yaptiklari
arastirmada gastirik mukozaya ve hiicre duvarlarindaki kan basicina koruyucu etki
gosterdigini, bunun yaninda Dbagisiklik etkisini arttirdigini - belirtmislerdir
(Yamaguchi ve Honda, 1994).

Yine antosiyaninin saglik {izerine etkileri konusunda yapilan bir arastirmada,
flavonlarin ve antosiyaninlerin, tedavi yontemlerinde kullanilabilecegi belirtilmistir

(Proserpio ve Malpede, 1995).

Antosiyaninlerin farmokolojik aktiviteleri incelenerek ilag, vitamin ve
kozmetikte kullanilmalar1 tiizerine yapilan c¢aligmalar, bir derleme halinde

toplanmistir (Vega ve ark., 1987).
Bu pigmentler kalite indikatorii olarak biiyiik bir 6neme sahiptir. Ayrica renk

verici Ozelliklerinin yaninda giiclii antioksidan etkilerinden dolay1 tedavi edici

ozellikleri de vardir (Camire ve ark., 2002; Serraino ve ark., 2003).
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Arastirma Bulgular:

Kontrol grubu (K), sirasiyla; 2. grup: 40 giin boyunca giinde 4 saat UV-C 15181
uygulanan Hasta (UV) grubu; 3. grup: 40 giin boyunca 4 saat UV-C 15181 uygulanan
ve igme sularina 2.5 mg/kg/giin antosiyanin verilen grup; 4. grup: 40 giin boyunca 4
saat UV-C 15181 uygulanan ve igme sularina 5 mg/kg/gilin antosiyanin verilen grup; 5.
grup: 40 giin boyunca 4 saat UV-C 15181 uygulanan ve igme sularina 10mg/kg/giin
antosiyanin verilen grup olmak tizere gruplandirilmigtir. Gruplarin kan serumunda
bulunan antioksidan vitaminlerden vitamin A, vitamin C ve vitamin E nin

miktarlarina mikroplate okuyucu (SpectraMax M5) yardimiyla 6l¢iiliip kaydedildi.

Ayrica gruplarin serumda ve bulunan indirgenmis glutatyon (GSH),
malondialdehit (MDA) miktarlar1 mikroplate okuyucu (SpectraMax M5) yardimiyla
Olciiliip kaydedildi.

Gruplardan aliman deri Orneklerinde indirgenmis glutatyon (GSH),
malondialdehit (MDA) miktarlari mikroplate okuyucu (SpectraMax M5) yardimiyla

Olciiliip kaydedildi.

Gruplarin beyin dokusunda apoptotic DNA Ladder kit ile Apoptozise bakilip
jelde ylizdiiriilerek goriintii elde edilmistir.

4.1.1. Klinik Sonuclar

Biitlin gruplarda yem ve su tliketiminde anormal durumlar gozlenmedi. UV ye

maruz birakilan sicanlarda trag edilen sirt bolgelerinde deride asir1 bir kalinlasma

bazi sicanlarda ise kalinlasma disinda derilerinde ¢atlama kanama gézlendi.
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Ratlar UV kabinine birakildiktan sonra gozlerini kismislardir. Bazi ratlarin
gozlerinde kanama kulaklarinda porsiime ve kizarma gozlenmistir.

UV ye maruz birakildiktan yaklagik bir saat sonra bulunduklar1 kafeste uzanma
davranislar1 skrotumlarinda sarkmalar kizarmalar gozlenmistir. Ayrica goz ¢evresi ve

kafatasindaki tiiylerde dokiilme gozlenmistir.

4.1.1.1. Agirhik degisim takibi

Cizelge 4.1. Deney siiresi boyunca gruplardaki agirlik degigimi (gram)

Kontrol uv Uv+2.5 Uv+5 Uv+10
0. gun 299 293 288 297 301
11. gln 307 307 303 302 303
16. gln 322 327 323 314 319
21.gun 318 322 316 316 318
27. gln 329 320 324 315 320
32.gln 330 327 330 319 324
40.gln 342 337 341 323 336
Agirlik Takibi
350
340 —o— Kontrol
330
320 - W
g
5 310
vt uv+2.5
< 300 -
o))
<
290 —m-UV+5
280 -
270 - uv+10
260 T T T T T T
0.gin 11.gin 16.gin 21.gin 27.gin 32.gin  40.gin

Sekil 4.1. Deney siiresi boyunca gruplardaki agirlik degisimi
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4.1.1.2. Deney sonuna kadar kazanilan net agirhk ve yiizdesi

Cizelge 4.2. Deney sonuna kadar kazanilan net agirlik ve yiizdesi

Gruplar ilk Agirlik (9) | Son Agirlik (g) Fark (9) Yuzde Agirlik Degisimi
Kontrol 299 342 43 14,38
uv 293 337 44 15,02
Uv+2.5 288 341 53 18,40
Uv+5 297 323 26 8,75
Uv+10 301 336 35 11,63
Yizde Agirlik Degigimi
20
18 1 @ Kontrol
16 A
14 muv
c
3 12
S
E 10 muv+2.5
o
S 8
X
6 - mUV+5
4 .
2 ] mUV+10
0 i
Kontrol uv uv+2.5 Uv+5

Sekil 4.2. Deney sonuna kadar kazanilan agirlik yiizdesi

Ayn1 ortam ve sartlarda yasayan kontrol ve uygulama gruplarinda deney
sonuna kadar (40 giin) kontrol grubunda %14.38, UV grubunda %15.02, UV+2,5
grubunda %18.40, UV+5 grubunda %38.75, UV+10 grubunda %11.63 oraninda

agirlik artis1 oldugu goriildii. Ayrica gruplarin yem tiikketimlerinde 6nemli sayilacak

bir degisiklik goriillmemistir.
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4.1.2. Antioksidan Parametreler

4.1.2.1. Serum vitamin A sonug¢lari

Serumdaki vitamin A miktari, 453 ve 325 nm dalga boyunda 2 kez okuma
yapilarak ol¢tildii.

Cizelge 4.3. Deney gruplarinin serum vitamin A seviyeleri

Vit-A pg/dl KONTROL uv uv+2.5 UV+5 Uv+10
Ortalama 124,14 137,37 117,71 119,95 140,39
STD 19,38 24,95 5,63 6,95 23,78

* Kontrol grubuna gore istatistiki olarak anlamli p < 0.05
P Ultraviyole grubuna gére istatistiki olarak anlamlh p < 0.05

VITAMIN-A

180,00

160,00 - ( ( @ KONTROL

140,00 T

120,00 . L muv
— 100,00
=) gUV+2.5
= 8000

60,00 mUV+5

40,00

20,00 - @ UV+10

0,00 |
KONTROL uv UV+2.5 UV+5 UV+10

Sekil 4.3. Deney gruplarinin serum vitamin A seviyeleri

Kan serum vitamin A diizeylerinde kontrol grubuna gére UV ve UV+10 mg
antosiyanin grubunda artis goriilmekle birlikte bu istatistiki olarak anlaml
bulunmamistir. Kontrol grubuna gére UV+2.5 ve UV+5 mg antosiyanin grubunda
tespit edilen azalmalar da istatiski bakimdan anlamli goriilmemistir. Serum vitamin
A diizeylerinde ultraviyole grubuna gore antosiyanin uygulanan gruplarda goriilen

degisimlerin istatistiki olarak anlamli bulunmamuistir.
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4.1.2.2 Serum vitamin C sonuclari

Serumdaki vitamin C miktar1 520 nm dalga boyunda okuma yapilarak 6l¢iildii.

Cizelge 4.4. Deney gruplarinin serum Vitamin C seviyeleri

Vit-C mg/dI KONTROL uv Uv+2.5 Uv+5 Uv+10
Ortalama 0,101 0,096 0,094 0,094 0,101
STD 0,010 0,012 0,011 0,015 0,013
? Kontrol grubuna gore istatistiki olarak anlamli p <0.05
P Ultraviyole grubuna gore istatistiki olarak anlamli p < 0.05
VITAMIN C
0,120
m KONTROL
0,100 T T
L mUv
0,080
% 0,060 mUvV+2.5
(S
0,040 B UV+5
0,020
@ UVv+10
0,000 \
KONTROL uv Uv+2.5 UVv+5 UVv+10

Sekil 4.4. Deney gruplarinin serum Vitamin C seviyeleri

Gruplarin vitamin C seviyeleri karsilastirildiginda kontrol grubuna gore
uygulama gruplarinda genel bir azalma goriilmekle birlikte vitamin C seviyesinde ki
bu diislis istatistiki bakimdan anlamli bulunmamustir. Ultraviyole grubuna gore
kiyaslandiginda antosiyanin uygulanan gruplarin serum vitamin C seviyelerindeki

degisimler istatistiki olarak anlamli goriilmemistir.
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4.1.2.3. Serum vitamin E sonuclari

Serumdaki vitamin E miktar1 ise 460 ve 600 nm dalga boyunda 2 kez okuma

yapilarak ol¢tildii.

Cizelge 4.5. Deney gruplarinin serum Vitamin E seviyeleri

Vit-E mg/dl KONTROL uv Uv+2.5 Uv+5 UV+10
ORT 3,893 3,861 3,851 3,105 3,650
STD 0,865 0,830 0,714 0,459 0,324
* Kontrol grubuna gore istatistiki olarak anlamli p <0.05
P Ultraviyole grubuna gére istatistiki olarak anlaml p < 0.05
VITAMIN E
5,000
4,500 T @ KONTROL
4,000
3,500 - mUuv
3,000 - )
5
E) 2,500 mUv+2.5
2,000 -
1,500 - mUV+5
1,000
0,500 - @ UV+10
0,000 ‘
KONTROL uv Uv+2.5 uv+5 Uv+10

Sekil 4.5. Deney gruplarinin serum vitamin E seviyeleri

Gruplarin serum vitamin E seviyelerindeki degisimler incelendiginde kontrol
grubuna gore tiim uygulama gruplarinda diislis gozlenmekle birlikte istatistiksel
olarak anlamli bulunmamigtir. UV grubuna gore kiyaslama yapildiginda ise
Antosiyanin uygulanan gruplardaki degisimlerde istatistiki agidan anlamli olarak

goriilmemistir.

54



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Sinan SORAL

4.1.2.4 Serum MDA sonuclari

Serum MDA seviyeleri mikro plate okuyucuda dalga boyu eksitasyon 525 nm

ve emisyon 560 nm de okunarak absorbans degerleri okunarak kaydedildi.

Cizelge 4.6. Gruplarin serum MDA degerleri

MDA (nmol) | KONTROL uv Uv+2.5 UV+5 UV+10
ORT 2,89 2,38 2,75 2,54 2,24%
STD 0,42 0,23 0,34 0,41 0,28

* Kontrol grubuna gore istatistiki olarak anlamli p < 0.05
P Ultraviyole grubuna gére istatistiki olarak anlamli p < 0.05

MDA
3,50
3,00 i N m KONTROL
2,50 I i T mUv
<
a 2,00 o
= mUuvV+25
2 1,50 -
[
1,00 | | mUV+S
0,50 | | @UV+10
0,00 ‘ ‘ | ‘
KONTROL UV UV+25 UV+5  UV+10

Sekil 4.6. Gruplarin serum MDA miktarlart

Gruplarin serum MDA seviyerindeki degisimler incelendiginde kontrol
grubuna gore tiim gruplarda diisiis gozlenmistir. UV grublarindaki diisiis kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Ayrica UV+10 grubundaki
diistis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

UV grubuna gore kiyaslama yapildiginda ise antosiyanin gruplarindaki

degisimlerde istatistiki agidan anlamli olarak goriilmemistir.
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4.1.2.5. Serum GSH sonuclar

Serum GSH seviyeleri mikro plate okuyucuda dalga boyu eksitasyon 345nm

ve emisyon 425nm de okunarak absorbans degerleri okunarak kaydedildi.

Cizelge 4.7. Gruplarin ortalama serum GSH degerleri

GSH (nmol) KONTROL uv Uv+2.5 Uv+5 UV+10
ORT 125,11 121,28 126,86 109,10 144,75 ab
STD 13,33 24,09 19,24 20,12 10,26
* Kontrol grubuna gore istatistiki olarak anlamli p <0.05
P Ultraviyole grubuna gére istatistiki olarak anlaml p < 0.05
GSH
180,00
160,00 m KONTROL
. I
140,00 -
muv
120,00 - 1 -
T L
8 100,00 - -
= mUVv+2.5
o
e 80,00 - -
c
60,00 - (| mUV+5
40,00 - .
20,00 - | | @UV+10
0,00 - ‘ ‘ ‘
KONTROL UV UVv+2.5 UV+5 UV+10

Sekil 4.7. Gruplarin serum GSH miktarlart

Gruplarin serum GSH seviyelerindeki degisimler incelendiginde kontrol

grubuna gore UV ve UV+5 grubunda azalma ve UV+2,5 grubunda artig gozlendi

fakat bu degisimler istatistiki olarak anlamsiz bulunmustur. Ayrica UV+10

grubundaki artis gozlendi ve bu artis istatistiki olarak anlamli bulunmustur.
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UV grubuna gore

kiyaslama yapildiginda antosiyanin gruplarindaki

degisimlerden sadece UV+10 grubundaki artis istatistiki olarak anlamli bulunmustur.

4.1.2.6. Deri MDA Sonuclari

Deri MDA seviyeleri mikro plate okuyucuda dalga boyu eksitasyon 525 nm ve

emisyon 560 nm de okunarak absorbans degerleri okunarak kaydedildi.

Cizelge 4.8. Gruplarin deri MDA degerleri

MDA
(nmol/g) KONTROL uv uUv+2.5 Uv+5 Uv+10
ORT 0,93 1,08 1,04 0,81° 1,13
STD 0,23 0,21 0,24 0,14 0,19
* Kontrol grubuna gore istatistiki olarak anlamli p <0.05
P Ultraviyole grubuna gére istatistiki olarak anlamli p <0.05
Deri MDA
1,40
@ KONTROL
1,20 y
> |
£ 1,00 l mELE
o
£ 0,80
= mUV+2,5
g 0,60 -
c
S 0,40 | mUuvs5
=
020 | muv+10
0,00 ! ! !
KONTROL Uv+2,5 UV+5 uv+10

Sekil 4.8. Gruplarin deri MDA miktarlar:

Gruplarin deri MDA seviyelerindeki degisimler incelendiginde kontrol

grubuna goére UV, UV+25, UV+10 gruplarinda artis UV+5 grubunda ise azalis

goriilmiistiir. Bu degisimler istatistiki olarak anlamli bulunmamustir.
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UV grubuna gore kiyaslama yapildiginda ise UV+2,5 ve UV+5 gruplarinda
azalma UV+10 grubunda ise bir artma gdzlenmistir. Bu degisimlerden UV+5
grubundaki azalma istatistik olarak anlamli bulunurken diger degisimler istatistiki

olarak anlamli bulunmamustir.

4.1.2.7. Deri GSH Sonuclari

Deri dokusu GSH seviyeleri mikro plate okuyucuda dalga boyu eksitasyon

345nm ve emisyon 425nm de okunarak absorbans degerleri okunarak kaydedildi.

Cizelge 4.9. Gruplarin ortalama deri GSH degerleri

GSH (nmol/g) | KONTROL uv Uv+2.5 UV+5 UV+10
ORT 186,65 154,95 109,36%" 102,112° 119,912
STD 42,20 33,77 19, 04 19,43 40,65

* Kontrol grubuna gore istatistiki olarak anlamli p <0.05
" Ultraviyole grubuna gore istatistiki olarak anlamli p < 0.05

Deri GSH
250,00
m KONTROL
200,00 -
2 m UV
(@]
S 150,00 - [
>
é T mUV+2,5
- 100,00 i l =
3 mUV+5
50,00 -
@ UV+10
0,00 T T T T
KONTROL UV UV+25 UV+5  UV+10

Sekil 4.9. Gruplarin serum GSH miktarlar

Gruplarin deri GSH seviyelerindeki degisimler incelendiginde kontrol grubuna

gore biitlin gruplarda bir azalma goriilmiistiir. UV grubundaki azalma istatistiki
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olarak anlamsiz bulunurken UV+2,5, UV+5 ve UV+10 gruplarindaki azalma
istatistiki olarak anlamli bulunmustur.

UV grubuna gore kiyaslama yapildiginda antosiyanin gruplarinda azalma
goriilmiistiir. Bu azalmalardan UV+2,5 ve UV+5 gruplan istatistiki olarak anlaml

UV+10 grubu ise istatistiki olarak anlamli bulunmamustir.

4.1.2.8. Beyin Dokusu Apoptozis Goriintiileri

T™1 N2 M N1 a2 A4 Uz uyuq K2 KA1

Sekil:4.10. Beyin dokusu apoptozis goruntileri

K: Kontrol gurubu

U: Ultraviyole gurubu

A: 2,5 mg/kg antosiyanin verilen gurup
N: 5 mg/kg antosiyanin verilen gurup
T: 10 mg/kg antosiyanin verilen gurup
M: Markir
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Apoptozisin en onemli 6zgiin yoni DNA’nin internukleozomal bdlgelerden
yaklagik 180-200 baz ¢ifti veya bunun katlar1 boyutunda DNA pargalar1 olusturacak
sekilde parcalanmasidir. Bu durum agaroz jel elektroforezinde merdiven

goriintlisliniin ortaya ¢ikmasina neden olur.

5 mg/mg/glin antosiyanin grubunda belirgin fragmantasyonlar goriilmektedir.
Bu da apoptozis mekanizmasinin calistiginin ve uygulanan UV-C nin yol actifi
serbest radikallerin hasara ugrattig1 hiicrelerin kanserlesmeye gitmesini 6nlemek i¢in

DNA’lar1 150 niikleotid ¢iftleri halinde parcalanarak ortadan kaldirilmistir.

2,5 mg/kg/giin antosiyanin grubunda ise 5 mg/kg/glin antosiyanin grubuna

benzer bir fragmentasyon mevcuttur.

10 mg/kg antosiyanin verilen gurupta ise fragmentasyon gézlenmemis olup bu

dozun diger dozlara gére daha az koruyucu oldugu saptanmustir.

UV grubunda ise fragmentasyonlar yok sayilacak kadar az sayidadir. Bu
durumu UV-C uygulanan ratlarda olusan serbest radikallerin apoptozis

mekanizmasini engelledigini diistinmekteyim.

Kontrol grubunda gozlenen fragmentasyon Smg/kg/giin grubundan daha az 2,5

mg/kg/giin grubuna paralellik gdzlenmistir.

4.2. Tartisma

4.2.1. Vitamin-A

Vitamin A viicutta %97 olarak karacigerde depolanmaktadir. UV etkisi altinda
karacigerden seruma Vitamin A saliniminda artis goriilmektedir. Buna bagli olarak
UV grubunda serum Vitamin A seviyesi yiiksek c¢ikmig olabilir. Yaptigimiz
calismada, A vitamininde gozlenen degisim, olasi serbest radikal ataklarindan
kaynaklanabilir. Bu da serbest radikallerin antioksidan savunma mekanizmalarini
asacak sekilde fazla olustuklarin1 gostermektedir. Clinkii serbest radikallerin
metabolizma {izerindeki zararli etkileri bu mekanizmanin asilmasi sonucunda

sekillenmektedir. B-karoten ve retinol antioksidan aktivitesini serbest radikallerin
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olusumunu engelleyerek ve ortamdaki radikalleri toplayarak gergeklestirmektedir
(Aalt ve ark., 1991). Verilen fakli dozdaki antosiyaninlerden UV+10 mg/kg/giin

grubundaki vitamin-A seviyesini en yliksek ¢ikmistir.

4.2.2. Vitamin-C

C vitamini (Askorbik asit) giiclii indirgeyici aktiviteye sahip oldugundan ayni
zamanda gii¢lii bir antioksidandir. Siiperoksit ve hidroksil radikali ile kolayca
reaksiyona girerek onlarin inaktive edilmesinde rol oynar (Akkus, 1995; Granado ve
ark., 1998). Lupo, (2001) UV 1smi ile azalan vitamin C replasmaninin hiicreleri
serbest radikal maruziyetinden korudugunu diistinmiistiir. C vitamini suda ¢0zilinen
bir vitamin olup viicutta depolanamaz. Calismamizda UV grubu serumundaki
vitamin C seviyesi diisiik bulunmustur. Vitamin C depolanamadigi icin olusan
serbest radikallere karsi tiiketimi artmistir. Anyosiyanin gruplarindan vitamin C
seviyesinin en yiiksek oldugu grup 10mg’lik antosiyanin olmustur. Bu artisin olusan
serbest radikallere kars1 antosiyaninin antioksidan etkisinden dolay1 serbest radikaller
notralize edilirken vitamin C kullanimi azaltmis bundan dolayida vitamin C

seviyesinde artis olmus oldugunu diisiiniilmistiir.

4.2.3. Vitamin-E

E vitamini hiicre membranlarini, serbest radikallerden kaynaklanan lipid
peroksidasyonundan korumada anahtar rol oynayan, yagda ¢oziinlir bir
antioksidandir (Nicolaidou ve Katsambas, 2000). Weber ve ark., UV. ye maruz
hayvanlarda vitamin E. yi azalmis olarak bulmus ve Jurkiewicz ve ark. bu azalmanin
topikal vitamin E eklenmesiyle UV’ye karst Onemli koruma sagladigini
gostermislerdir. Calismamizda Kontrol grubuna gore diger gruplarda serum vitamin
E seviyesini diisiik bulduk. UV-C’ye maruz biraktigimiz ratlarda E vitamininin
diistik bulunmasini olusan serbest radikallerin verdigi hasara bagli oldugunu

distiniilmektedir.
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4.2.4. Serum MDA

Serbest oksijen radikallerinin olusturdugu doku hasarinin en Onemli
mekanizmasi hiicre zarlarinda bulunan lipidlerin peroksidasyonudur (Cross ve ark.,
1987). Saglkli dokularda c¢ok diisiik diizeylerde olan lipid peroksidasyonun artisi
serbest oksijen radikallerinin olusturdugu doku hasarinin gostergesi olarak
kullanilabilir. Lipid peroksidasyonu yikim firiinlerinden birisi de malondialdehiddir
(MDA). Serumdaki MDA diizeyinin olglimii in vivo serbest oksijen radikalleri

araciligla doku hasarinin bir gostergesi olarak kullanilabilir (Torun ve ark., 1995).

Inal ve Kahraman UV-A’nin indiikledigi oksidatif strese karsi quersetinin
koruyucu etkisini arastirmiglar ve sonug olarak UV grubunda kontrol grubuna gore
MDA seviyesinde bir artma oldugunu rapor etmislerdir (Inal ve Kahraman, 2000).
Ayrica Yariktas ve arkadaglarinin yaptiklari ¢aligmada bas-boyun tiimdrlii hastalarda

eritrosit MDA seviyelerinin kontrol grubuna gore artig gosterdigi rapor edilmistir.
Cellat ve Kilicalp, (2010) kobaylar1 elektromanyatik radyasyona maruz
birakmislar ve bobrek dokusunda yaptiklari analizler sonucunda kontrol grubuna

gore radyasyon grubunda MDA seviyesinde bir arstin gézlendigini rapor etmislerdir.

Fakat bizim Calismamizda serum MDA seviyeleri kontrol grubuna gore UV

grubunda bir azalma gézlenmistir.
4.2.5. Deri MDA:
Chang ve Zheng, (2003) Elaphe taeniura adli yilanlar1 UV-B’ye maruz
birakmis ve deri MDA seviyelerine bakmiglar. Sonugta kontrol grubuna gére UV-B

uygulanan gruplarda MDA seviyesinin arttg1 rapor edilmistir.

(Calismamizda daha once yapilan calismalara paralel sonuglar elde edilmistir.

UV grubunda MDA seviyesi artmigtir. Bu artistn UV’nin olusturdugunu
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diisiindiigiimiiz serbest radikallerin lipidlerde meydana getirdikleri hasardan kaynakli
olabilecegini diisiinmekteyiz. Uygulanan antosiyanin dozlarindan MDA seviyesini en

cok diisiiren grup Smg/kg/giin antosiyanin grubu olmustur.

4.2.6. Serum GSH:

Hiicre i¢inde bir tripeptit (glutamik asit, sistein glisin) olarak sentezlenen
glutatyon, NADPH’1 kullanarak hiicrelere indirgeyici gii¢ saglamaktadir. Hiicrede
esas olarak indirgenmis formda (GSH) bulunur. Reaktif oksijen tiirlerinin kimyasal
veya metabolik olusumuna yol agan hiicre i¢i ve/veya hiicre dis1 kosullar oksidatif
stres olarak adlandirilir. Oksidatif stres ve antioksidan kapasite arasindaki denge
organ veya organ sistemlerinin oksidatif strese olan duyarliliklarini belirler. Endojen
ve cksojen stresten kaynaklanan serbest radikaller ateroskleroz, kanser,
norodejeneratif hastaliklar, ilag toksisitesi, ve viral enfeksiyon gibi belirli
hastaliklarin patojenitesinde belirgin bir rol oynamaktadir. GSH, antioksidan
vitaminler (vitamin E, vitamin C), antioksidan enzimler oksidatif hasara karsi
hiicreleri korumada 6nemli rol oynamaktadir. GSH ve GSH onciilleri antioksidan

kapasiteyi korumada tedavi amagl olarak kullanilmaktadir.

Cellat ve Kilicalp (2010) kobaylar1 elektromanyatik radyasyona maruz
birakmiglar ve bobrek dokusunda yaptiklari analizler sonucunda kontrol grubuna
gore radyasyon grubunda GSH seviyelerinde bir azalma go6zlendigini rapor

etmislerdir.

inal ve Kahraman,(2000). UV-A’nin indiikledigi oksidatif strese karst
quersetinin koruyucu etkisini aragtirmiglar ve sonug¢ olarak UV grubunda kontrol

grubuna gore GSH seviyesinde bir azalma oldugunu rapor etmislerdir.
Calismamizda elde edilen sonuglar daha once yapilan ¢aligmalarla paralellik

gostermektedir. Verilen antosiyanin dozlarindan GSH seviyesini en ¢ok arttiran grup

10 mg/kg/giin grubudur.
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Kontrol grubuna gore radyasyon grubunda GSH seviyelerindeki bu azalmay1
UV-C ile olusturdugumuz oksidatif stres sonucu olusan serbest radikallere karsi
antioksidan olan GSH’in serbest radikalleri nétralize etmede kullanildigindan

kaynaklandigini diisiinmekteyiz.

4.2.7. Deri GSH

Cellat ve Kilicalp (2010) kobaylar1 elektromanyatik radyasyona maruz
birakmiglar ve bobrek dokusunda yaptiklari analizler sonucunda kontrol grubuna
gore radyasyon grubunda GSH seviyelerinde bir azalma go6zlendigini rapor

etmislerdir.

inal ve Kahraman (2000) UV-A’min indiikledigi oksidatif strese karsi
quersetinin koruyucu etkisini aragtirmiglar ve sonug¢ olarak UV grubunda kontrol

grubuna gore GSH seviyesinde bir azalma oldugunu rapor etmislerdir

Calismamda elde edilen sonuglar daha Once yapilan c¢aligmalarla paralellik
gostermektedir. Verilen antosiyanin dozlarindan GSH seviyesini en ¢ok arttiran grup

10mg/kg/glin grubudur.

Kontrol grubuna gore radyasyon grubunda GSH seviyelerindeki bu azalmay1
UV-C ile olusturdugumuz oksidatif stres sonucu olusan serbest radikallere karsi
antioksidan olan GSH’in serbest radikalleri nétralize etmede kullanildigindan

kaynaklandigini diigiinmekteyim.
4.2.8. Apoptozis
pS3 geni hem tiimor baskilayict hem de apoptoz yoneticisi gorevini
gormektedir. (Oltvai ve Korsmeyer, 1994). Gelismekte olan hiicrelerde DNA hasari

ortaya ciktiginda, hiicre dongiisiinii G1 fazinda durdurmaktadir (Barr ve Tomei,

1994; Bellamy ve ark., 1995). Bu fazda hiicre ya DNA onarim yoluna gider (ve
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sonug olarak hiicre dongiisiine tekrar girebilir) ya da hasar ¢ok biiylikse intihar eder.
Dolayisiyla p53 islevinin yetersiz oldugu hiicrelerde apoptoz gerceklesmeden veya
DNA onarimi tamamlanmadan DNA c¢iftlesmesi ve sonuc¢ olarak da neoplasi

gelisebilir (Lane, 1994; Symonds,ve ark., 1994).

Apoptozisin en Oonemli 6zgiin yoni DNA’nin internukleozomal bodlgelerden
yaklagik 180-200 baz ¢ifti veya bunun katlari1 boyutunda DNA pargalar1 olusturacak
sekilde parcalanmasidir. Bu durum agaroz jel elektroforezinde merdiven goriintiisii
imajinin ortaya ¢ikmasina neden olur. Ama bu durum hiicre tipine bagli olarak
degisebilir ya da sadece yaklasik 50 kilo bazcifti (kbp) boyutunda bir DNA

fragmentasyonu da goriilebilir

Caligmamda beyin dokusunda apoptozis jel goriintilerine bakildiginda UV
grubunda fragmantasyonlarin yok denecek kadar az oldugu goézlendi. Bunun
nedeninin UV-C’nin direk ya da olusturdugu serbest radikallerden etkisi sonucu p53
geninin isleyisinde bir aksamaya veya yapisinda bozulmalara neden olmasindan

kaynakli oldugunu diisiinmekteyiz.

Antosiyanin verilen gruplardaki fragmantasyonlarin UV grubuna gore g¢ok
olmasinin nedenini olusan serbest radikallere karst antosiyanin antioksidan
ozelliginden dolay1 bu serbest radikalleri ndtralize ettigi ve dolayisi ile serbest
radikallerin apoptozis mekanizmasina hasar vermesini Onledigini ve apoptozis

mekanizmasinin UV grubuna gore daha iyi ¢alistigini diistinmekteyiz.

Caligmamizda fragmantasyonlarin en belirgin olarak gorildiigi  grup

Smg/kg/gilin antosiyanin verilen gruptur.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Son yillarda sicak bolgelerde tatil yapilmasinin, giineslenme aligkanliginin ve
disarida yapilan sporlarin artmasi, bazi insanlarin disarida calismak zorunda olmasi
endiistride kullanilan ve teknoloji ile hayatimizin her alanina girebilen ultraviyole
(UV) yayan cesitli cihazlarin artmast ve ¢evrenin asir1 kirletilmesi sonucu ozon
tabakasinin delinmesi veya incelmesi ile insanlar yogun olarak UV’ye maruz
kalmaktadir. UV’ye maruz kalmanin artmasi ile birlikte UV’nin zararh etkileri de
son yillarda artis gostermektedir. UV 1smlart 100-400 nm dalga boyundaki 1sinlar
olup baslica ii¢ spektruma ayrilmaktadir. UV 1sinlar1 serbest radikal olusumuna sebep

olarak viicudumuza zarar vermektedir.

Serbest radikalleri noétralize eden, serbest radikal hasarlarini tamir etmeye
yardimct olan ve viicudun onlardan etkilenmesini minimize eden veya kendini
yenilemesini saglayan besinlerin bir simifi da antioksidanlardir. Antioksidanlar,
serbest radikalleri noétralize ederek ya da ortamdan uzaklastirarak, bu zararh
etkilerine karsi gelmektedir. Aralarinda 6n planda karotenoidler, vitamin C, vitamin
E, ve polifenollerin sayilabilecegi bu antioksidanlar, sebze ve meyvelerde bol

miktarlarda bulunmaktadir.

Bitkilerden elde edilen antioksidanlar son yillarda yogun bilimsel aragtirmalara
konu olan ve buna paralel olarak da giderek artan bir kullanim potansiyeline sahip
dogal bilesiklerin basinda gelmektedir. Bu ¢alismada zengin bir antioksidan igerige
sahip olan Hibiscus (Hibiscus sabdariffa) bitkisinin kalikslerinden elde edilen

antosiyanin maddesinin {i¢ farkli dozu kullanilmistir.

Calismamizda UV-C’nin sebep oldugu muhtemel reaktif oksijen tiirevlerine
kars1 antosiyaninin farkli ii¢ dozunun antioksidan kapasitesini arastirdik. Antioksidan
savunma sistemini digsaridan verdigimiz antosiyanin ile giiclendirmeye ve UV-C’nin

verdigi hasara kars1 verilen miicadeleyi antioksidanlar lehine ¢evirmeye ¢alistik.
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Calismamizda giinde 4 saat UV C 1sinina maruz biraktigimiz albino siganlarin
serumlarindaki vitamin A, C ve E seviyelerinde meydana gelen degisimler serum ve

deri MDA, GSH seviyeleri ve beyin dokusunda apoptozis incelenmistir.

Deney ortamini her giin kontrol ederek ¢alismamizla ilgili klinik gézlemleri
yaptik. Kilo kayiplarini, fiziksel aktivite durumlarini, deney diizenegindeki davranis
degisimleri, ¢caligma sirasinda meydana gelen morfolojik degisimleri, siganlarin yeme

olan ilgilerini, giinliik su ve yem tiiketimlerini kaydederek ¢alismamiz olusturdu.

Ayni ortam ve sartlarda yasayan kontrol ve uygulama gruplarinda deney
sonuna kadar (40 giin) kontrol grubunda %14.38, UV grubunda %15.02, UV+2,5
grubunda %18.40, UV+5 grubunda %§8.75, UV+10 grubunda %11.63 oraninda
agirlik artist oldugu gorildii (Cizelge 4.2. ve Sekil 4.2.). Ayrica gruplarin yem

tikketimlerinde 6nemli sayilacak bir degisiklik gériilmemistir.

Yapilan analizler sonucunda kan serum vitamin A diizeylerinde kontrol
grubuna gore UV ve UV+10 mg antosiyanin grubunda artis goriilmekle birlikte bu
artis istatistiki olarak anlamli (p < 0.05) bulunmamstir. Kontrol grubuna gore
UV+2.5 ve UV+5 mg antosiyanin grubunda tespit edilen azalmalar da istatistik
bakimdan anlamli (p < 0.05) gorilmemistir. Serum vitamin A diizeylerinde
Ultraviyole grubuna gore antosiyanin uygulanan gruplarda goriilen degisimlerin

istatistiki olarak anlamli (p < 0.05) bulunmamustir (Cizelge 4.3. ve Sekil 4.3.).

Gruplarin serum vitamin C seviyeleri karsilastirildiginda kontrol grubuna gore
uygulama gruplarinda genel bir azalma goriilmekle birlikte Vitamin C seviyesinde ki
bu diisiis istatistiki bakimdan anlamli (p < 0.05) bulunmamustir. Ultraviyole grubuna
gore kiyaslandiginda antosiyanin uygulanan gruplarin serum vitamin C
seviyelerindeki degisimler istatistiki olarak anlamli (p < 0.05) goriillmemistir

(Cizelge 4.4. ve Sekil 4.4.).

Gruplarin serum vitamin E seviyelerindeki degisimler incelendiginde kontrol
grubuna gore tiim uygulama gruplarinda diislis gozlenmekle birlikte istatistiksel
olarak anlamli (p < 0.05) bulunmamistir. UV grubuna gore kiyaslama yapildiginda
ise antosiyanin uygulanan gruplardaki degisimlerde istatistiki acidan anlamli (p <
0.05) olarak goriilmemistir (Cizelge 4.5. ve Sekil 4.5.).
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Gruplarin serum MDA seviyelerindeki degisimler incelendiginde kontrol
grubuna gore tiim gruplarda diisiis gozlenmistir. UV grublarindaki diisiis kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p < 0.05) bulunmustur. Ayrica UV+10
grubundaki diisiis istatistiksel olarak anlamli (p < 0.05) bulunmustur. UV grubuna
gore kiyaslama yapildiginda ise antosiyanin gruplarindaki degisimlerde istatistiki

acidan anlamli (p < 0.05) olarak goriilmemistir (Cizelge 4.6. ve Sekil 4.6).

Gruplarin serum GSH seviyelerindeki degisimler incelendiginde kontrol
grubuna gore UV ve UV+S5 grubunda azalma ve UV+2,5 grubunda artis gozlendi
fakat bu degisimler istatistiki olarak anlamsiz (p < 0.05) bulunmustur. Ayrica UV+10
grubundaki artis gozlendi ve bu artig istatistiki olarak anlamli (p < 0.05)
bulunmustur. UV grubuna gore kiyaslama yapildiginda antosiyanin gruplarindaki
degisimlerden sadece UV+10 grubundaki artig istatistiki olarak anlamli (p < 0.05)

bulunmustur. (Cizelge 4.7. ve Sekil 4.7).

Gruplarin deri MDA seviyelerindeki degisimler incelendiginde kontrol
grubuna goére UV, UV+25, UV+10 gruplarinda artis UV+5 grubunda ise azalis
goriilmiistiir bu degisimler istatistiki olarak anlamli (p < 0.05) bulunmamigtir. UV
grubuna gore kiyaslama yapildiginda ise UV+2,5 ve UV+5 gruplarinda azalma
UV+10 grubunda ise bir artma gozlenmistir. Bu degisimlerden UV+5 grubundaki
azalma istatistik olarak anlamli (p < 0.05) bulunurken diger degisimler istatistiki

olarak anlamsiz (p < 0.05) bulunmustur (Cizelge 4.8. ve Sekil 4.8).

Gruplarin deri GSH seviyelerindeki degisimler incelendiginde kontrol grubuna
gore biitlin gruplarda bir azalma goriilmiistiir. UV grubundaki azalma istatistiki
olarak anlamsiz (p < 0.05) bulunurken UV+2,5, UV+5 ve UV+10 gruplarindaki
azalma istatistiki olarak anlamli (p < 0.05) bulunmugstur. UV grubuna gore kiyaslama
yapildiginda antosiyanin gruplarinda azalma goriilmiistiir. Bu azalmalardan UV+2,5
ve UV+5 gruplan istatistiki olarak anlamli (p < 0.05) UV+10 grubu ise istatistiki
olarak anlamsiz (p < 0.05) bulunmustur (Cizelge 4.9. ve Sekil 4.9).

DNA’nin yapisinda olusan mutasyonlara karsi; hiicrenin kanserlesmesini
onlemek icin p53 geni hasar goren bu hiicreyi apoptozis metabolizmasina sokarak

viicudu bu hiicrenin gelecekte yaratacagi potansiyel kanserlesme riskine karsi korur.
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Hiicrenin DNA’st 150-200 baz c¢ifti ve katlar1 seklinde pargalanir ve jel

goriintiilerinde fragmantasyonlar halinde goriiliir.

Gruplarin beyin apoptozis goriintiilerine bakildiginda ultraviyole 6rneklerinde
kontrol grubuna goére cok belirgin olmasada fragmentasyonlarinda bir azalma
gozlenmistir. Buda ultraviyolenin p53 geninin yapisint bozdugu ve bundan dolay1
apoptozisin  azaldigim1  disiinmekteyiz.  Antosiyanin  gruplarindan  verilen
antosiyaninlerin UV ile olusan serbest radikalleri nétralize ederek bu radikallerin p53
geninin yapisinin bozulmasina engel oldugu diistinmekteyim. Bdylece apoptozisin
UV grubuna gore daha yogun olmasmma neden olmustur. Fragmantasyonlar en
belirgin olarak N grubunda goriilmiistiir. Sonu¢ olarak N grubunda (5 mg/kg/giin
antosiyanin) verilen antosiyanin UV ile olusan serbest radikallere karsi en iyi koruma

sagladig gozlenmistir (Sekil 4.8.).
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EK:1 FOTOGRAF ALBUMU Sinan SORAL

04/28/2009

Resim: 1 UV-C Lambasi ve Aparati.

04/28/2009
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Resim: 2 UV-C uygulama kabini.

82



EK:1 FOTOGRAF ALBUMU Sinan SORAL

05/01/2009

Resim: 3 Deney hayvanlariin deney 6ncesi ortama adaptasyon siiregleri.

Resim: 4 Deney hayvanlarinin deney 6ncesi ortama adaptasyon siiregleri.
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EK:1 FOTOGRAF ALBUMU Sinan SORAL

Resim: 6 Deney hayvanlarmin UV-C ‘e maruz birakilmasi.
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EK:1 FOTOGRAF ALBUMU Sinan SORAL
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Resim: 7 Deney hayvanlarinin UV-C ‘ye maruz birakilmasi ve uygulama esnasinda
ratlarin géstermis oldugu davranislar.

13/2009

Resim: 8 Liyofilize cihazi ile HSE’nin hazirlanisi.
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EK:1 FOTOGRAF ALBUMU Sinan SORAL

Resim: 9 HSE’nin hazirlanisi.
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Resim: 10 Deney hayvanlarina ekstraktin verilmesi.
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EK:1 FOTOGRAF ALBUMU Sinan SORAL
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Resim:11 Deney hayvanlarina ekstraktin verilmesi.

Resim: 12 Hibiscus sabdariffa kaliksleri.
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EK:1 FOTOGRAF ALBUMU Sinan SORAL

Ll

Re51m 13 UV-C uygulamasi sonucu deney hayvanlarmda meydana gelen deri deformasyonlari .

Resim: 14 UV-C uygulamasi sonucu deney hayvanlarinda meydana gelen deri deformasyonlart .
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EK:1 FOTOGRAF ALBUMU Sinan SORAL

Resim: 15 UV-C uygulamasi sonucu deney hayvanlarinda meydana gelen deri deformasyonlart .

Resim: 16 UV-C uygulamasi sonucu deney hayvanlarinda meydana gelen deri deformasyonlari.
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OZET

Ultraviyole radyasyonu, tiim hayatimiz boyunca devamli olarak maruz kaldigimiz bir
tiir gorlinmez iyonize olmayan radyasyon seklidir. Ultraviyole radyasyonu dalgaboylarina
gore 200-290 nm arast UV-C, 290-320 nm aras1 UV-B, 320-400 nm aras1 UV-A, olarak
smiflandirilir. UV-A ve UV-B yeryiiziine ulasabilirken UV-C ise son yillarda ozon
tabakasinin cesitli nedenlerden dolay1 incelmesi yada delinmesi sonucu artik yeryiiziine
ulasabilmektedir. UV-C en kisa dalga boyuna sahiptir ve en zararli olmasinin yaninda ayrica

karsinojenik ve germisittir.

UV isinlan derimize carptiginda serbest radikaller iiretilir. Serbest radikaller somatik
hiicrelere ve bagisiklik sistemine saldiran molekiillerdir. Antioksidanlar da bu serbest
radikallerin etkilerini noétralize eden, kanser olusumlarini engelleyen molekiillerdir.
Calismamizda antioksidan olarak Hibiscus sp. bikisi kalikslerinden elde edilen antosiyaninin

ii¢ farkli dozu kullanilmustir.

Caligmada Firat tiniversitesi deney hayvanlar iiretim merkezinden getirilen ve ortalama
agirliklart 250-300 gram olan erkek sicanlar kullanildi. Deneyde kullanilan siganlar standart
rat yemi ile beslendi, su ise adaptasyon siireci boyunca ve boliimde yapilan daha onceki
calismalarda deney hayvanlarinin (n=6+1) giinliik su tiiketimleri temel alinarak giinliik 350
ml su serbest olarak verildi. Kontrol ve UV grubuna sadece su verilirken diger ti¢ gruba 350
ml sut sirasiyla 2.5 mg, 5 mg, 10 mg Antosiyanin iceren Hibiskus (Hibiscus sabdariffa)
ekstrakt1 eklenerek verildi. Sicanlar ¢alisma 6ncesi, 20 giin yeni kafeslerindeki ortama adapte
olmalar1 saglandi. Havalandirma tertibati bulunan, sicakligi 22 °C’de sabit tutulmaya ¢aligilan
ve 12 saat aydinlik/karanlik dongiisii saglanacak sekilde deney ortami olusturuldu. Kontrol
grubu 6 diger guruplar ise 7 sican olmak tizere 5 grup olusturuldu. Bunlar sirastyla; 1. grup:
Kontrol (K), 2. grup: 40 giin boyunca giinde 4 saat UV-C 15181 uygulanan hasta (UV) grubu;
3. grup: 40 giin boyunca 4 saat UV-C 15181 uygulanan ve igme sularma 2.5 mg/kg/giin
antosiyanin verilen grup (A); 4. grup: 40 giin boyunca 4 saat UV-C 15181 uygulanan ve igme

sularina 5 mg/kg/giin antosiyanin verilen grup (N); 5. grup: 40 giin boyunca 4 saat UV-C 15181
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uygulanan ve i¢cme sularina 10mg/kg/giin antosiyanin verilen grup (T) olmak {iizere

diizenlendi.

Deney hayvanlar1 hafif anestezi altinda tras makinasi ile sirt bolgelerinde yaklasik
15cm®lik bolge tras edildi. Tiraslama islemi ¢alismanin baslamasindan bir giin dnce ve
caligmanin 20. giiniinde olmak iizere ¢alisma boyunca iki kez tras edildi. Uygulama
gruplarimin yaninda kontrol grubu da olasi standart sapmayi bertaraf etmek i¢in aym

muameleye maruz birakilmigtir.

Sicanlar, ebatlar1 80x80x100 cm olan teraryumun igerisine UV, bolmelere konularak
yetistirilmistir Teraryumun kapagina hayvanlardan 50 cm uzaklikta 90 cm uzunlugunda giicii
30 Watt olan “Mazda TG” ultraviyole lambas1 yerlestirilmis ve hayvanlar bu kaynaktan
yayillan UV ile 40 giin siire ile 1smlanmistir. Boylece UV-C’nin olusturacagi serbest

radikallere kars1 antosiyaninin koruyucu etkisi arastirilmistir.

Sicanlar UV-C uygulamasindan hemen sonra eter ile anestezi edilerek sakrifiye edildi.
Abdomen ve toraks kesilerek agildiktan sonra kalpten kan alindi. Alinan kanin bir kism1 3000
rpm de 15 dakika santrifiij edilerek serumu ayristirildi. Bunun yaninda deri ve beyin dokulari
alindi. Elde edilen serumda GSH, MDA, Vit-A, Vit-C, Vit-E seviyelerine; Deride GSH, MDA

seviyelerine ve Beyin dokusunda apoptozise bakilmistir.

Olusturdugumuz kontrol grubunda (K) deney sonuna kadar %14.38, UV grubunda
(UV) %15.02, UV+2.5mg antosiyanin grubunda (A) %18.40, UV+5mg antosiyanin grubunda
(N) %8.75, UV+10mg antosiyanin grubunda (T) ise %11.63 oraninda bir agirlik artist
kaydedildi.

Kontrol grubu serum vtamin A seviyesi (ug/dl) 124.14 6lctliirken, UV grubul37.37,
grup A 117.71 grup N 119.95, grup T 140.39 olarak olgiildii. Kan serum vitamin A
diizeylerinde kontrol grubuna gére UV ve T grubunda artis goriilmekle birlikte bu istatistiki

olarak anlamli bulunmamistir. Kontrol grubuna gore A ve N grubunda tespit edilen azalmalar
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da istatistiki bakimdan anlamli goriilmemistir. Serum vitamin A diizeylerinde ultraviyole
grubuna gore antosiyanin uygulanan gruplarda goriilen degisimlerin istatistiki olarak anlamli

bulunmamistir

Kontrol grubu serum vitamin C seviyesi (mg/dl) 0.101 olgiiliirken, UV grubu 0.096,
grup A 0.094 grup N 0.094, grup T 0.101 olarak 6Slgiildii. Gruplarin vitamin C seviyeleri
karsilastirildiginda kontrol grubuna gore uygulama gruplarinda genel bir azalma goriilmekle
birlikte vitamin C seviyesinde ki bu diisiis istatistiki bakimdan anlamli bulunmamustir.
Ultraviyole grubuna gore kiyaslandiginda antosiyanin uygulanan gruplarin serum vitamin C

seviyelerindeki degisimler istatistiki olarak anlamli goriilmemistir.

Kontrol grubu serum vitamin E seviyesi (mg/dl) 3.893 ol¢iiliirken, UV grubu 3.861,
grup A 3.851 grup N 3.105, grup T 3.650 olarak o6l¢iildii. Gruplarin serum vitamin E
seviyelerindeki degisimler incelendiginde kontrol grubuna gore tiim uygulama gruplarinda
distis gozlenmekle birlikte istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. UV grubuna gore
kiyaslama yapildiginda ise Antosiyanin uygulanan gruplardaki degisimlerde istatistiki agidan

anlamli olarak goriilmemistir.

Kontrol grubu serum MDA (nmol MDA/ml) seviyesi 2.89 dlgiiliirken, UV grubu 2.38,
grup A 2.75, grup N 2.54, grup T 2.24 olarak 6l¢iildi. Kontrol grubuna gore tiim gruplarda
diisiis gézlenmistir. UV grublarindaki diisiis kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur. Ayrica UV+10 grubundaki diisiis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. UV
grubuna gore kiyaslama yapildiginda ise antosiyanin gruplarindaki degisimlerde istatistiki

acidan anlamli olarak goriilmemistir.

Kontrol grubu serum GSH (nmol GSH/ml) seviyesi 125.11 6lgiiliirken, UV grubu
121.28, grup A 126.86, grup N 109.10, grup T 144.75 olarak 6lgiildii. Kontrol grubuna gore
UV ve N grubunda azalma ve A grubunda artis gézlendi fakat bu degisimler istatistiki olarak
anlamsiz bulunmustur. Ayrica T grubundaki artis gbzlendi ve bu artig istatistiki olarak
anlamli bulunmustur. UV grubuna gore kiyaslama yapildiginda antosiyanin gruplarindaki

degisimlerden sadece T grubundaki artis istatistiki olarak anlamli bulunmustur.
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Kontrol grubu deri MDA (nmol MDA/ml) seviyesi 0.93 ol¢iiliirken, UV grubu 1.08,
grup A 1.04, grup N 0.81, grup T 1.13 olarak 6l¢iildii. Kontrol grubuna gore UV, A, T
gruplarinda artis N grubunda ise azalis goriilmiistiir bu degisimler istatistiki olarak anlaml
bulunmamistir. UV grubuna gore kiyaslama yapildiginda ise A ve N gruplarinda azalma T
grubunda ise bir artma gozlenmistir. Bu degisimlerden N grubundaki azalma istatistik olarak

anlamli bulunurken diger degisimler istatistiki olarak anlamli bulunmamustir.

Kontrol grubu deri GSH (nmol GSH/ml) seviyesi 186.65 6l¢iiliirken, UV grubu 154.95,
grup A 109.36, grup N 102.11, grup T 119.91 olarak 6l¢iildii. Kontrol grubuna gore biitiin
gruplarda bir azalma gorilmiistir. UV grubundaki azalma istatistiki olarak anlamsiz
bulunurken A, N ve T gruplarindaki azalma istatistiki olarak anlamli bulunmustur. UV
grubuna gore kiyaslama yapildiginda antosiyanin gruplarinda azalma goriilmistiir. Bu
azalmalardan A ve N gruplar istatistiki olarak anlamli, T grubu ise istatistiki olarak anlamli

bulunmamustir.
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SUMMARY

Ultraviolet radiation is a kind of invisible and unionized radiation which we
expose during our life. Ultraviolet radiation classified according to its wavelength,
such as between 200-290nm is UV-C, between 290-320 nm is UV-B, between 320-
400 nm is UV-A. While UV-A and UV-B can reach the earth in recent years, UV-C
can also reach the earth because of depletion of ozone layer or performaration.
Addition to being the most harmful, UV-C has the shortest wavelength and also

carcinogenic and germicide.

When UV rays hits our skin, free radicals are produced. Free radicals are
molecules which attach to somatic cells and immune system. Antioxidants neutralize
the effect of free radicals and they also prevent from cancer reactions. In our study as
an antioxidants three different dose of anthocyanin were used which was obtained by

Hibiscus sp plant calyx.

In our study male rats were used whose average weight is 250 to 300 gr and
they obtained from Central Animal House Facility of Firat Universty Elaz1g, Turkey.
Experimental rats are fed by standard pellet feed. During adaptation time 350 ml
water was given to rats and that amount was determined according to (n=6+1) daily
water consumption by helping of recent study. While only water was given to control
and UV group, other three group took 350 ml water +2,5 mg, 5 mg, 10 mg

anthocyanin containing Hibiscus (Hibiscus sabdariffa) extract.

Before the experiment, rats stayed 30 days in their cage for adaptation. In our
experimental area, there was ventilation system and the temperature was kept
constant around 22 °C. Furthermore 12 hours light/dark cycle in the experiment
enviroment was created. For experiment we formed 5 groups in which control have 6
rats and other groups have 7 rats. These were grouped like that: first group control
(K), second group (UV): rats treated with UV-C 40 days, 4 hours for per day. Third
group (A): treated with UV-C 40 days 4 hours for per day and 2,5 mg/kg/day
anthocyanin was added to their drinking water, fourth group(N): treated with UV-C
40 days 4 hours for per day and 5 mg/kg/day anthocyanin was added to their drinking
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water, fifth group(T): treated with UV-C 40 days, 4 hours for per day and 10

mg/kg/day anthocyanin was added to their drinking water.

Rats’ 15cm” back area was shaved with shave machine under little anesthesia.
During the experiment period we shaved the rats two times. First shave was before
the one day beginning to study and second was in twentieth day. Beside experimental

groups control groups was also shaved to minimize standard division.

Rats were placed in tetaryum(80X80X100 cm) and they grow up here. There
was ultraviolet lamp (MAZDA TG, 30 watt) on the teratum cover, and that lamp was
90 cm in length. We put the lamp 50 cm distance from rats and during the 40 days
rats exposed UV. In the end of that study we researched that while UV-C producing

free radicals how can anthocyanin protect from that damage.

Rats were scarified immediately after ether Anastasia. After abdomen and
thorax were cut, blood was taken from heart. A portion of blood was taken and
centrifuged at 300 rpm, 15 minutes, so serum was separated. Brain and skin tissue
were also taken. In serum we made such analyses GSH, MDH and we also looked
vit-A, vit-C and vit-E level. In skin GSH, MDA analyses were made and we also

examine apoptosis.

In our experiment we observed weight increase like that control group (K)
%14,38, UV group (UV) %15,02, UV+2,5 anthocyanin group(A) %18,40, UV+5mg
anthocyanin group (N) % 8,75, UV+10mg anthocyanin group(T) % 11,63.

Vitamin A level (ng/dl) results like that: control group (K) 124,14, UV group
(UV) 137,37, group A 117,71, group N119,95, group T 140,39. According to control
group, vitamin A level in serum was increased in UV and T group but that is
meaningless statistically. In addition to this there was an decrease in A and N group
but that is meaningless too. At the end when we compare ultraviolet group with
anthocyanin added group there is not a significant changing in serum vitamin A

level.

Vitamin C level (mg/dl) was like that, control group 0,101, UV group 0,096,
group A 0,094, group N 0,094, group T 0,101.when we compare experimental group
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with control group, there is a decrease in vitamin C level but that is not meaningless
statically. When we compare serum vitamin C level in anthocyanin given group, that

is not significant according to ultraviolet group.

We also measured vitamin E level and results are that : control group 3,893,
UV group 3,861, group A 3,851, group N 3,105, group T 3,650.when we look at
vitamin E level changing that is not statically significant, when they were compared
with control group. When we observe our result, anthocyanin given group results is

not meaningless when these results compare with UV group.

In MDA results, control group 2,89, UV group 2,38, group A 2,75 , group N
2,54, group T 2,24. There is a decrease in experimental group. Decrease in UV
groups is a good result for that study. In addition to this, decrease in UV+10 group is
statically significant. However, result of anthocyanin given group is not meaningless

when it compared with UV group.

When we look at GSH level, control group 125,11, UV group 121,28, group A
126,86 , group 109,10, group T 144,75. When these results compared with control
groups, there is a decrease in N group. But these results are not meaningless.
Furthermore when we compared these results according to UV group, there is an

decrease in group A and N but there is an increase in T group.

We also look at skin MDA results. Results are like that control group 0,93 UV
group 1,08 group A 1,04 group N 0,81 group T 1,13. According to control group,
there is increase in UV, A, T group and decrease in N group. These results are not
significant for us. When our results compared with UV group, there is decrease in A
and N groups and increase in T group was observed. According to our results

decrease in N group is significant but other are meaningless statically.

Lastly we examine GSH level in skin and our results were like that: control
group 186,65, UV group 154,95, group A 109,36, group N 102,11, group T 119,91.
There was a decrease in all groups when they compare with control group is not
significant but decrease in A,N and T is significant. When UV group compared with
anthocyanin group, decrease was seen. Between these decrease A and N statically
meaningful and T groups meaningless.
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