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ONSOz

Sigara icerdigi 55 kadar kanserojen madde nedeniyle kanserojenik ve
mutajenik etkiler ortaya cikarmaktadir. icilen her sigara ile yaklasik 2-3 mg
nikotin ve 20-30 ml korbonmonoksit vicuda alinmaktadir. Ginimuzde gelismis
ulkelerde sigara kullanimi Onlenebilmekte ve buna bagli olum oranlari
azalmaktadir. Sigara kullanimi, hematolojik, endokrin sistem kardiyovaskuler ve
akciger hastalikliklari ile akciger kanseri gibi hastaliklarin ortaya ¢gikmasinda rol
oynamaktadir. Bagimhlik yapan ve zarar veren diger uyusturucular gibi nikotinde
merkezi sinir sisteminde biyokimyasal ve fizyolojik fonksiyonlarda olumsuz
etkiler ortaya cikarmaktadir. Gunluk icilen sigara sayisina ve sigara i¢cme
suresine bagli olarak antioksidan enzim aktivitelerinde degisiklikler meydana
geldigi yapilan calismalarla bildiriimektedir. Dogal antioksidan olarak bilinen
askorbik asit, karotenoidler ve tokoferoller en gugli antioksidanlar diye
adlandiriimaktadir. karotenoid ailesinden olan astaksantin Ozellikle deniz
canhlarinin (karides, yengeg, istakoz ve balik yumurtalar) kabuklarinda dogal
olarak bulunan bir pigmenttir. Bu baglamda metabolizmanin antioksidan
kapasitesi ve antioksidanlarca zengin besin maddelerinin tuketiminin 6nemi
artmaktadir. Deniz Urunleri bakimindan zengin olan Ulkemizde gerek bu
urtnlerin gerekse bunlardan elde edilen yan Urlnlerin kullaniminin oldukga
ekonomik oldugunu dusunulurse, astaksantin gibi antioksandanlarin elde
edilmesi ve kullanimi ile ilgili galismalarin 6nem kazanacagi kanaatindeyiz. Bu
baglamda calismada deniz Urunlerinden elde edilen astaksantinin farelerde
nikotin ile olusturulan oksidatif strese karsi koruyucu etkisinin arastiriimasi

amaclanmistir.
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1.GIiRIi$ ve GENEL BILGILER

Eski caglarda savaslar ve salgin hastaliklar nedeni ile insan 6mru oldukga
kisaydi, ileri yaslara ulasabilen insan sayisi olduk¢a azdi. Bundan 30-40 vyil
oncesinde ulkemizde ortalama insan omru 60 yilin altinda idi. Bugun ise dogan
bir bebegin 70 yasinin Uzerine kadar yasayabilecedi hesaplanmaktadir. Gegen
yuzyilda bilim ve teknoloji alaninda yasanan gelismeler sonucunda insan dmru
20 yil kadar uzamis ve 65 yila ulagsmistir (57). Gelismis Ulkelerde her 5-6 kisiden
bir tanesinin 65-70 yasina ulasabildigi gdézlenmektedir. insan dmriiniin uzamasi
ile birlikte toplumlarda, ileri yaslarda ortaya cikan saglik sorunlari ve sosyal
sorunlar giderek daha fazla 6nem kazanmaya baglamigtir. ileri yaglarda ortaya
ctkan saglik sorunlari kronik ve dejeneratif hastaliklardir. Hipertansiyon, kalp-
damar hastaliklari, seker hastaligi, beyin ve sinir sistemi hastaliklari, kas-iskelet
sistemi hastaliklari ve kanser gibi hastaliklar olup, sik olarak karsilasilan ve

olumlerin baslica nedeni olarak bildirilmektedir (10, 55).

Hastaliklardan korunabilmenin tek yolu, hastaliklarin epidemiyolojisinin
aydinlatiimasi ile mumkun olabilmektedir. Bu epidemiyolojide baslica gevresel
ve bireysel faktorler rol oynamaktadir. Saglikli olmak veya hastalanmak, bu iki
temel faktorun etkisi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bireysel 6zelliklerin, bu arada
genetik faktorlerin, saglikla ilgili davraniglarin ve cevresel faktorlerin olumlu
oldugu durumda hastaliklar olusmamaktadir. Saglikli beslenme, duzenli
egzersiz, sigara ve diger tutun uUrdnlerini kullanmamak olarak ifade edilen bu
kurallar “saglikli yasam ilkeleri” olarak bilinmektedir. Saglikli yasam ilkelerine
uygun davranildig! takdirde yukarida sayilan hastaliklarin onemli bir kismindan

korunmak mumkun olmaktadir (57).
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Bireysel davranislar iginde sigara ve diger tutin Urunlerinin kullaniimasi
durumunda ¢ok sayida hastaliga yatkinhk artmaktadir. Gegtigimiz 50-60 yil
boyunca yapilmis olan ¢ok sayida arastirma, sigara kullanimi ile hastaliklar

arasinda 6nemli iligkilerin oldugunu ortaya koymaktadir (19).
1.1. Nikotin ve Sigara

Ik defa 1828'de izole edilen nikotin organik yapili bir bilesiktir. Dogal
olarak tutun bitkisinin yapraklarinda yiuksek yodunlukta bulunan nikotin, yanmis
ttinun distilasyonuyla elde edilmektedir. Bununla birlikte, nikotin dusuk
miktarlarda Solanaceae familyasindan domates, patates, patlican ve yesil
biberde de bulunmaktadir (68).

Sigara igmek dunyada yaygin bir saghk problemi olarak bilinmektedir.
Sigara dumaninda bagimhlik yapan asil vazoaktif madde nikotindir. Nikotin
vucuttaki kolinerjik reseptorleri etkileyerek birgok kardiyovaskiler ve toksik
etkilere kargi tolerans olusumuyla birlikte karisik bir doz-yanit iligkisini

sergilemektedir (69).
1.2 Nikotinin Kimyasal Yapisi

Nikotin, iglincu dereceden aminlerden meydana gelen piridin ve pirolidin
zincirlerinden olugsmakta ve iki tane stereoizomeri bulunmaktadir. Aktif izomeri
kolinerjik reseptorlere baglanan ve sigarada bulunan S-nikotindir. R-nikotin ise,
kolinerjik reseptorlerin zayif bir agonistidir. R-izomer total nikotinin sadece
%0.1-0.6’s1 kadardir (30, 69).

Nikotin suda ¢6zunebilen ve dogranmis tutun yapraklarinin bir bardak
suda 12 saat ekstraksiyonuyla elde edilebilen, renksiz, buharlasabilen,
oksidasyonu sonucu kahverengiye donusen ve yanmis tutun gibi kokan sivi bir
alkaloid’tir. Nikotinin molekdl agirhgr 162.23 kDa’dur. Atmosferik basingta 246

°C’de kaynamakta, su, eter ve alkol'de ¢ozunebilmektedir (70).
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Sekil 1.2.1 Nikotinin kimyasal formalu (69)

Sekil 1.2.2 Nikotinin molekdler yapisi (70).
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Nikotin su ve yagda c¢oziunebilme 06zelligine sahip oldugundan, vucuda
alindiginda kanla hizli bir gekilde yayilabilmekte ve kan-beyin bariyerini
rahatlikla gecebilmektedir. Serbest formu solunumla, dokulardan, deriden ve
gastro intestinal sistemden absorbe olabilmektedir. Alkali ¢ozeltilerde noniyonize
durumda bulundugundan, deri ve mukoz membranlardan kolaylikla
gecebilmektedir. Nikotinin en ¢ok karaciger, bobrek ve akcigere, en az ise

adipoz dokuya yatkinhgdi1 bulunmaktadir (70).

1.3 Nikotinin Metabolizmasi

Nikotinin hlcresel membranlardan gegisi ortamin pH’si ile yakindan
iligkilidir. Asidik pH’da iyonize olan nikotin, hicre membranlardan gegemez.
Fizyolojik pH’da ise nikotinin % 23-31’i noniyonize halde olup biyolojik
membranlari kolaylikla gegebilmektedir (12). Solunum yoluyla alinan nikotin, 5
dakika icerisinde maksimum konsantrasyona ulagmaktadir. Nikotinin dagilim
yarl omru 7-10 dk. olup, eliminasyon yari émru ise 1-4 saattir. Akcigerlerden
beyne gegisi ise, 7-10 sn. igcerisinde olmaktadir (12, 30). Nikotinin digsuk dozlari
nikotinik reseptorlerini aktive ederek adrenalini salgilanmasini artirmaktadir.
Artan adrenalin miktari, solunum sayisini, kan basincini ve kan glikoz duzeyini
artirmaktadir. Yiksek dozda alinan nikotin ise asetil kolin reseptorlerini bloke
ederek, toksik etki gostermektedir. Yine, nikotinin insektisit etkisi de asetil kolin

reseptdrlerinin bloke edilmesinden kaynaklanmaktadir (68, 70).

insanlarda, nikotinin yaklasik %70-80’i kotinine déniusmektedir. Bu
dénilisim iki asamada olmaktadir. ilk asamada nikotin, sitokrom p-450 (CYP)
enzim sistemi ile nikotin iminyum iyonuna, ikinci agamada ise aldehit oksidaz ile
kotinine donusmektedir (30, 69).
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Sekil 1.3.1 Nikotinin metabolizmadaki donisimi (65).

Olusan kotinin; nikotinin ana metaboliti olup, hem aktif hemde pasif
igicilerde sigaranin etkisinin belirlenmesinde bir belirte¢ olarak kullaniimaktadir.
Kotinin; kotininglukuronid, 3-hidroksi kotinin ve 3-hidroksi kotinin glukuronide
metabolize olabilmekte ve %10’u degismeden idrarla atilmaktadir. Plazma total
kotininin konsantrasyonunu hesaplarken, bu dért metaboliti toplanmaktadir (5,
16, 69).
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Kotininin yart omru nikotinden daha uzun olup, kan dolagsiminda kalma
suresi 48-96 saat'tir. Nikotine gore, kan kotinin duzeyi daha etkili oldugundan
dolayi nikotinin etkisinin bir gostergesi olarak kotinin kabul edilmektedir. Yine

kan ve tukrikte de kotinini tespit etmek mimkin olmaktadir (11, 40, 54).

1.4 Nikotinin Toksik Etkileri

Nikotinin, 60 mg’1 bir erigkini birka¢ dakika iginde solunum felci sonucu
oldurebilmektedir. Nikotinin hepsi igiciye gecmez veya insani oldurecek kadar
yeterli bir sirede emilmez. Duguk dozda nikotin toksisitesinin bulgulari; bulanti,
kusma, salivasyon, periferal vazokonstriksiyona bagli soluk almada zorluk,
gugsuzlik, barsak hareketlerinin artisina bagh karin agrisi, diyare, soguk
terleme, bas agrisi, kan basincinda artma, tasikardi, tremorlar, bas donmesi,

dikkat toplamada guglik, konvizyon ve duyusal bozukluklardir (28, 40).

Ayrica, nikotin derin uykuda (REM uyku) azalmaya yol agmaktadir (28).
Kanserin asil nedeni sigaradaki diger kimyasallar ve nikotindir. Nikotin
metabolitleri;  N-nitrozonornikotin  ve  4-(N-metil-N-nitrozamin)-1-(3-pridil)-1-

butanon sigara dumanindaki baglica kanserojenlerdir (9).

Nitrozamin yapili metabolitleri, DNA iplikgiklerinde belirgin kirilmalara
neden olmaktadir. Vitamin E ve B-karotenin, DNA kirilmalarina kargi énemli bir
koruyucu etki sagladigi bildiriimektedir (11, 45). Yine, oksijen radikallerini
uzaklastiran SOD (Super oksit dismutaz), CAT (Katalaz) gibi enzimleri DNA

hasarini azaltmaktadir (11).
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1.2. SERBEST RADIKALLER

Bir ya da daha fazla sayida ortaklanmamig elektrona sahip element veya
bilesiklere “serbest radikaller” denilmektedir (26). Serbest radikallerdeki
ortaklanmamis elektronlar, daha kararli gecerken, kararli halde bulunan bir
bilesikten elektron alarak, bu bilesigi ise serbest radikal haline
donustirmektedirler. Serbest radikallerin baslattigi bu zincirleme reaksiyonlar
dizisi, antioksidanlar tarafindan durduruluncaya kadar devam etmektedir (40).

Oksijen, yasam icin vazgecilmez bir molekil olmasina ragmen ayni
zamanda vicut icinde reaktif oksijen (ROS) tirlerinin olugsmasina neden
olmaktadir. ROS metabolizmaya =zarar verebilecek bir dizi reaksiyonu
baslatmakta ve bunlar canli i¢cin ayni zamanda bir tehdit unsuru haline
gelmektedir. Organizmada serbest radikaller gerek normal metabolik faaliyetlerin
bir yan Granu olarak, gerekse radyasyon, ilaglar ve diger zararl kimyasallarin
etkisi ile olusmaktadir. Metabolizma yan Urunleri olarak superoksit anyonlari
(02, O:), hidrojen peroksit (‘H.O.) ve hidroksil radikali (OH) gibi mutajenler
meydana gelir. Ayrica NADPH oksidaz gibi bazi enzimler kliguk miktarlarda
ROS dretilmektedir. Hicre ici ROS’'un %90’dan fazlasi aerobik solunum
reaksiyonlari zincirinde mitokondrinin i¢ membraninda uretilmektedir (6, 23, 72).
iki tarafi keskin bir bicak gibi kabul edilen ROS, diisiik dozlarda cesitli stres
tepkilerinde arabulucu gibi rol oynarken, yiksek dozlarda (oksidatif stres gibi)
hicresel zararlara yol agmaktadir (43, 44). Oksidan ve mutajen 6zellikte olan bu
metabolizma yan urlnleri DNA, proteinler ve diger makromolekuller de hasara,
hicrelerin  6lumune neden olarak kronik hastaliklarin olusumuna neden
olmaktadir (36).
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1.2.1. Reaktif Oksijen Turlerinin Siniflandiriimasi

Doymamis yag asitlerinin alil grubundan bir hidrojen ¢ikarsa lipid radikali
meydana gelmektedir. Olusan lipit radikali oksijen ile reaksiyona girmekte ve
lipid peroksi radikalini olusturur. Lipit peroksit radikali diger lipitlerle zincir
reaksiyonu baslatmak ve lipit hidroperoksitler olusturmaktadir. Ortamda bulunan
demir ve bakir iyonlari lipid peroksidasyonunu hizlandirmaktadir. Lipit radikalleri
yuksek derecede sitotoksik Urlinlere de donusebilmektedir. Bunlar arasinda en
cok bilineni Grin aldehid grubundan olan malondialdehid (MDA)'tir (36, 39).

1 - Radikaller:

Superoksit radikal ( 'Oz -)

Hidroksil radikal (OH -)

Alkoksil radikal ( RO-)

Peroksil radikal ( ROO' -)

2 - Radikal olmayanlar:

Hidrojen peroksit ( H20; )

Lipid hidroperoksit ( LOOH-)

Hipoklorik asit ( HOCI-)

3 - Singlet oksijen ('O,)

H.O. membranlardan kolaylikla diffize olup, hulcreler Uzerinde bazi
fizyolojik etkilere sahiptir. Fakat ortaklanmamis elektrona sahip olmadigindan
radikal olarak adlandiriimamaktadir. Bu nedenle ROS terimi superoksit gibi
radikaller ve hidrojen peroksit gibi radikal olmayan yapilar igin ortak olarak
kullanilan bir ifadedir (49). Oksijen molekulu, orbitalinde ortaklanmamis elektron
tasiyorsa superoksit radikali olarak adlandiriimaktadir. Diger ROS grubunda ise
normal oksijenden ¢ok daha hizli bir biyolojik molekul olan "singlet oksijen"
bulunmaktadir. Singlet oksijen molekull yapisinda iki adet ortaklanmamig
elektron tasimaktadir. Singlet oksijen hicre membranindaki uzun zincirli
doymamis yag asitleriyle dogrudan reaksiyona girerek lipit peroksitlerin

olusumuna yol agmaktadir (26).
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1.2.2. Nikotin ve Lipit Peroksidasyonu

Lipit peroksidasyonu, norodejeneratif ve kardiyovaskuler hastaliklarin
patojenezinde onemli bir faktordur. Etanol ve kokain gibi bagimlilik yapici
maddeler, glutatyonu (GSH) azaltarak veya lipit peroksidasyonunu arttirarak
oksidatif stresi indliklemektedirler. Her iki etki de mitokondriyal fonksiyonlari
etkilemektedirler. Bu nedenle nikotin verilen sicanlarin karaciger, akciger ve
beyinlerinde, mitokondriyal ve mikrozomal yapilarinda TBAT (Tiyobarbiturik Asit
Turevleri) seviyeleri artmakta, ancak 4-HNE (4-hidroksinonenal) spesifik GST
(Glutatyon-S-Transferaz) aktivitesi ise sadece mitokondriyal fraksiyonda
indUuklenmektedir. Sitozolik fraksiyonlarda ise bu induklenme olmamaktadir.
Genel olarak oksidatif stres GSH seviyelerinde azalmaya, lipit peroksidasyonda
ve GST aktivitelerinde artisa neden olmaktadir (6, 32) Nikotin verilmesinin
perifer ve santral sinir sisteminde ROS'nin olugsumu ile indiklenen oksidatif
strese yol actigi bildiriimektedir (32, 33, 52, 70).

Oksidatif stres deyimi arastirmacilar tarafindan, prooksidan/antioksidan
dengesinde potansiyel hasara onclilik eden dengesizlik olarak ifade etmekte ve
antioksidan seviyelerindeki azalmanin sonucu olarak ROS veya reaktif azot
tarlerinin duzeylerinin artisindan kaynaklandigi bildiriimektedir (40). Karaciger ve
Akcigerler oksidatif hasara karsi oldukga duyarli organlardir. Yine karaciger
reaktif metabolitlerin tutulmasinda ve eleminasyonunda sorumlu bir organdir.
Hepatik GSH ilaglarin detoksifikasyonunda ve ROS temizlenmesinde dnemli rol
oynamaktadir. Glutatyon dogrudan ROS ve elektrofiik metabolitler ile
reaksiyona girmekte ve yararli tiyol gruplarini oksidasyondan kormaktadir. Doku
hasari ve hicresel savunma sisteminin azaldigi durumlarda karaciger % 20 ve

daha fazla oranda GSH tuketiminin yapildigi bir organdir (6, 18, 40).
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Sekil 1.2.2.1 Oksidatif streste antioksidan savunma enzimleri (37).

Antioksidanlar, oksidatif stresin indukledigi dejeneratif hastaliklarda son

derece Onemlidir. Vitamin-E veya a-tokoferol'lin lipit peroksidasyona Kkarsi

onemli biyolojik antioksidanlardan biri olduguna inaniimaktadir. Birgok ¢alisma,

doku hasarindaki lipit peroksidasyon aracili serbest oksijen radikaline karsi

koruyucu rolinun olduguna dikkat geker. Calismalar akut sigara igiminin, plazma

lipoproteinleri Uzerinde oksidatif stres olusturdugunu ve hem sigara igicilerinde

hemde icmeyenlerde vitamin-E, C ve karotence zengin diyetler ve lenfositler

DNA'daki endojen oksidatif hasari 6énemli dlgide azalttigi bildirilmistir (Sekil

1.2.2.1)(32, 33, 37, 47).
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1.3. Antioksidanlar

Lipit peroksidasyonu sonucu olusan serbest radikallere karsi vucutta
dogal bir savunma mekanizmasi olusturan bilesiklere “antioksidanlar”
adiverilmektedir Antioksidanlar dogal ve dogal olmayan antioksidanlar olarak 2
gruba ayrilir (24, 36).

Dogal antioksidanlar arasinda enzimler (SOD, CAT, GSH-Px, sitokrom-C-
oksidaz, hidroksiperoksidaz), makromolekuller (seruloplazmin, transferrin,
ferritin, myoglobin, haptoglobilin) ve mikromolekdller (B-karoten, Vitamin-A,
Vitamin-C, tokoferoller, thiol icerenler, GSH, N-asetil sistein, metionin, kaptopril,
ubikinon) sayilabilir (29).

Dogal olmayan antioksidanlar, batillenmis hidroksianizol (BHA), batillenmis
hidroksitoluen (BHT) ve propil gallat (PG) gibi dogal olmayan antioksidanlar ise
endustriyel Uretimlerde gidalarin oksidasyonunu ©Onlemek ve raf Omrinu

uzatmak icin kullanilan sentetik maddelerdir (25).

Antioksidanlar baslica dort yolla oksidanlari etkisiz hale getirmektedirler;

1. Supurme etkisi: Oksidanlari daha zayif yeni bir molekile donusturerek
etkisizlegtirirler. Antioksidan enzimler ve bazi mikromolekuller bu yolla etki eder.

2. Sondurme etkisi: Oksidanlara bir hidrojen molekuline aktarilarak inaktive
etmesine denir. Vitaminler, flavanoidler, timetazidin ve mannitol gibi maddeler bu
grupta yer almaktadir.

3. Zincir reaksiyonlarini kirma etkisi: Hemoglobin, sertloplazmin ve agir
metaller oksidanlari kendilerine baglayarak etkisiz hale getirirler.

4. Onarma etkisi: Oksidatif hasar gérmus biyomolekuli onarirlar (29).
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Mitokondriyel sitokrom sistemi, sitozoldaki organelleri oksidanlarin zararli
etkilerinden korumaktadir. Bu sistemin yetersizliginde dogal enzimler devreye
girmektedir. Dogal enzimler tarafindan etkisiz hale getirilemeyen oksidanlar
hicre membran lipitlerinde 'Lipit Peroksidasyonunu' baglatmaktadir. Lipid
peroksidasyonu, hicre membranlarinda bulunan uzun zincirli doymamis yag
asitlerinin serbest oksijen radikalleri tarafindan peroksitler, alkoller, aldehitler gibi
cesitli UrlGnlere yikilmasi reaksiyonudur ve sonugta ortaya cikan biyo-aktif

aldehitler huicre hasarina neden olmaktadir (48, 51).

Tokoferoller (Vitamin-E), askorbik asit (Vitamin-C), karotenoidler,
bioflavonoidler ve retinoidler karasal kaynakli Urtnlerde ve alglerde bulunan
antioksidan maddelerdir. Tokoferollerin antioksidan aktivite 6zellikleri singlet
oksijeni sliplirme kapasitesi a>B>y>d tokoferole dogru gittikge azalir (36). insan
vucudunda tokoferol sentezlenemedigi icin disaridan alinmak zorundadir.
Vicuda alinan tokoferoller ince barsakta emilir ve lenf yolu ile dolasima katilir.
Vitamin-E  antioksidan  Ozelligi, serbest radikallerin baslattigi lipid

peroksidasyonunu inhibe etmesinden ileri geldigi bildiriimektedir (22).

Suda ¢dzlnebilen bir vitamin olan Vitamin-C vicut sivisinda askorbat
olarak bulunmaktadir. Vitamin-C elektron vererek dehidroaskorbik asite okside
olmakta ve superoksit, hidrojen peroksit, hipoklorit, hidroksil radikali, peroksil
radikalleri ve singlet oksijen radikallerini stupurtcu etki gosterir. Vitamin-C lipit
peroksidasyonunu baslatmadan peroksil radikallerini su fazinda inhibe ederek,
biyolojik membranlari peroksidatif hasardan korudugu bildiriimektedir (16, 29,
47).
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Diger 6nemli antioksidan maddeler arasinda karotenoidler yer almaktadir.
Karotenoidler; fitoplanktonlar, algler, bitkiler ile sinirli sayidaki mantar ve
bakteriler tarafindan Uretilebilen, 700’Un Uzerinde yagda ¢d6zunebilen organik
maddelerdir (2). Karotenoidler havug, domates, greyfurt, portakal, 1spanak gibi
sebze ve meyvelere kirmizi, turuncu, sari ve yesil renklerini veren maddelerdir.
Alglerin fotosentetik pigmentleri arasinda yer alan karotenoidler fotosentez
isleminde aktif olarak rol almamaktadir. Bu nedenle karotenoidler alglerde
aksesuar pigmentler arasinda kabul edilmekte ve pek ¢ok alg grubunda yaygin

olarak bulunmaktadir (3).

Karotenoidleri merkezi iskeleti 8 izoprenoid Unitesinin yan yana
dizilmesiyle meydana gelmektedir. Genel formilleri CaHss'dir (3, 17).
Yapilarinda ¢ok sayida cift bag bulundurmaktadir. Yapilarindaki ¢ift baglar, cis
ya da trans izomeri olusturabilme Ozelligine sahiptir. Dogada genellikle trans
izomeri formunda bulunmaktadirlar (17). karotenoidler gesitli 6zelliklerine gore;
karotenler, ksantofiller, karotenoid ketonlar ve karotenoid asitler olarak dort ana
grupta adlandinimaktadirlar (Sekil 1.3.1) (3).



|.Karotenler

(Hidrokarbon yapihlar)
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o-karoten

f- karoten

v- karoten

G-karoten

Lutein

Il.Ksantofiller

(Karotenoid alkoller)

B-Kriptoksantin

c—-Kriptoksantin

Lutein

Flavoksantin

Violaksantin

ll.Karotenoid Ketonlar

Astaksantin

Kapsantin

Fukoksantin

IV.Karotenoid Asitler

Biksin

Krosetin

CDDH'JVV'\’VYV‘;

COOCHZ

Sekil 1.3.1 Karotenoidlerin Siniflandiriimasi (3).
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1.3.1 ASTAKSANTIN

Mikroalgler; balik turlerinin buyume safhalarinda kullanilan onemli besin
kaynagidirlar. Bunun yani sira bazi krustase ve balik turlerinin juvenil ve larva
safhalarinda tukettigi zooplankton kultirinde besin kaynagi olarak
kullaniimaktadirlar. Bu nedenle mikroalgler su Urlnleri yetistiriciliginin olmazsa
olmazlarindandir. Yine insan sagligina olumlu etkileri nedeni ile halen insanlar
tarafindan yaygin bir sekilde tlketilen baslica iki tariin (Spirulina ve Chlorella)
tabletleri dunya saglikli gidalar pazarinda yer almaktadir. Antioksidan etkiye
sahip olan, astaksantini hucresi igerisinde yuksek miktarda biriktirme 6zelligine
sahip olan Haematococcus pluvialis (Chlorophyceae)in kapali sistemlerde

(panel ya da tubuler fotobiyoreaktorler) Uretimi yapilmaktadir (53)

Karotenoidlerin keton ailesinden olan astaksantin Ozellikle deniz
canhlarinin (karides, yengeg, istakoz ve balik yumurtalar) kabuklarinda dogal
olarak bulunan kirmizi renkli bir pigment olup, hidcre membran yapisinin
korunmasinda etkili bir mekanizmaya sahip oldugu bildiriimektedir (25, 62, 63).
Bazi canlilar renk pigmenti yonunden oldukca zengindirler. Astaksantin iceren
Haematococcus pluvialis bir Chlorophyte alg tirinden olup, organizmasinda en

yuksek duzeyde astaksantin biriktirmektedir (64).

OH

Sekil 1.3.1.1 Astaksantinin Kimyasal Yapisi (3)
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Astaksantin diger karotenoidlerden gore isiya karsi dayanikh olup, renk
degisikligi gostermemektedir. Diger antioksidanlara kiyasla yapisinda oksijen
icermesi ve lipofilik olmasi nedeniyle kan beyin bariyerini kolaylikla
gecebilmektedir ve santral sinir sistemi ile beyin hucrelerini koruyucu etki
gosterdigi bildiriimektedir (53, 61).

Mitokondrium iginde gerceklesen birden fazla oksidatif reaksiyon
sonucunda olusan serbest oksijen radikalleri hiicrede oksidatif hasara neden
oldugu bildiriimektedir (23).Yapilan calismalarda astaksantinin sican karaciger
hicrelerinde gerceklesen peroksidasyona karsi Vit.-E'den 100 kat daha iyi
korudugu bildirilmistir (4, 46, 53).
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2. MATERYAL ve METOT

2.1 Materyal

Calisma 14.05.2009 tarih 17 sayili Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu (KAUHADEK) Bagkanliginin verdigi izninden sonra yapilmistir.
Calisma materyalini ad libitum beslenen 30-35 gr. agirhginda, 5-6 haftalik
toplam 28 adet Swiss Albino erkek fare ile olusturuldu. Uygulamaya baglamadan
once 4 gruba ayrilarak 10 gun sureyle adaptasyonlari saglandi. Denekler kontrol
(K), Nikotin (N), Astaksantin (AS) ve Astaksantin+Nikotin (AS+N) grubu olmak
Uzere 4 esit gruba ( n=7 ) ayrildi.

Konrol Grubu (K) : Calisma siiresince kontrol grubuna intra peritoneal (i.P.)

serum fizyolojik uygulandi.

Nikotin Grubu (N) : 0.45mg/kg/gun nikotin 20 gin sure ile gunde 2 kez (12 saat

araliklarla) i.P. uygulandi.

Astaksantin Grubu (As) : 80 mg/kg/gun astakantin 20 gun sure ile gunde 2 kez
(12 saat araliklarla) i.P. uygulandi.

Astaksantin+Nikotin Grubu (As+N) : 0.45 mg/kg/gun nikotin + 80 mg/kg/gin

astaksantin 20 gln sire ile glinde 2 kez (12 saat araliklarla) I.P. uygulandi.
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Analizlerde Kullanilan Cihazlar

9.

©® N o g bk~ w Db =

Spektrofotometre (UV-1201, Shimadzu)
Santriflj (Heraeus christ)

EtGv (nlve)

Su Banyosu (SB100,Nuve)

Otomatik Pipetler

Hassas terazi (Scatec)

Vorteks (labinco-524)

Saf su cihazi (Heridolpph,type-mon,Dst-3000)
Manyetik karistirici (Labinco-532)

10. Derin dondurucu (Salow Environmental Equip.Co.)

Analizlerde Kullanilan Kimyasallar

5,5' (2-ditiobis nitrobenzoik asit) (DTNB) (Sigma)

1
2. GSH standardi (Sigma)
3. Tiyobarbutirik asit (Merck)
4. n-butanol (Merck)

5.
6
7
8

Metafosforik asit (Merck)

. Triklorasetik asit (Merck)

. 1,1,3-3- tetraetoksipropan (Merck)
. NaCl (Sigma)

9.

Etilenditrilotetraasetikasit (EDTA) (Merck)

10. Nikotin (Sigma)
11. Astaksantin (Sigma)

2.1.1 Kan Orneklerinin Alinmasi

Uygulama sonunda farelerden, heparin’li tlplere intrakardiyak olarak kan
ornekleri alindi. GSH tayini igin tam kan ayrildi. Kalan kanlar MDA tayini icin
3000 devirde 15 dakika santriflj edilerek plazmalari ayrildi. Elde edilen plazma

ve tam kanlar oOlgimleri yapilincaya kadar -25°'C' de derin dondurucuda

saklandi.
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2.2. Tum Kanda GSH Tayini
Tam kanda GSH tayini Beutler ve ark’'nin.(7) bildirdigi metoda goére yapildi.

2.2.1. Deneyin Prensibi

EDTA'll kanin distile su ile hazirlanan hemolizinde, sulfhidril(-SH) gruplari
tasimayan tum proteinler ¢okturtlur. GSH duzeyleri, elde edilen berrak sivida
-SH gruplarinin DTNB (5,5'-2-ditiobis nitrobenzoik asit) ile olusturdugu sari renkli
komplekslerin 412 nm dalga boyunda spektrofotometrede o&lg¢iimesiyle elde

edilir.

2.2.2. GSH Olgiimiinde Kullanilan Gdzeltiler
a. Cokturucu Cozelti
1,67 g metafosforik asit, 0,2 g etilendiamin tetraasetikasit (EDTA) ve 30 g NaCl

alinarak hacmi 100 ml'ye tamamlandi(Bu ¢ozelti +4° C'de 3 hafta dayanikhdir).

b. Fosfat Cozeltisi
53,4 g Na;HPO, 2H,0 bir miktar distile suda ¢ézilerek hacmi litreye tamamlandi.

(Bu ¢ozelti + 4° C' de uzun sure dayanikhdir).

c. DTNB Cozeltisi (Ellman's ¢ozeltisi)
40 mg DTNB alindi ve % 1 'lik sodyum sitrat ile hacmi 100 ml' ye tamamlandi.

2.2.3. Deneyin Yapihigi

Kor, standart ve test tupleri alindi. Test tupune, 200 pl EDTA'h kan, standart
tipune 200 ul standart c¢ozeltisi alinarak tzerine 1800 ul distile su ve 3 ml
cokturucu ¢ozelti eklendi. Kor tipene ise 800 pl distile su ve 1200 pl ¢okturicu
cozelti ilave edildi. Tupler vorteksle karistirilarak buzlu suda 5 dk bekletildi. Daha
sonra 3000 devirde 10 dk santrifij edildi. Kor tipu aynen alindi, standart ve test

tiplerinden 2 ml slUpernatant diger tuplere aktarildi. Tim tlplere 8 ml fosfat



29

cOzeltisi ilave edilerek karigtirildi. Tekrar 1 ml DTNB eklenerek 412 nm dalga
boyunda kore karsi tum tuplerin optik dansitesi okundu. Hazirlanan standart

grafikten GSH duzeyleri mg/dl olarak hesaplandi.

Tablo 2.2.1 GSH Olglimii

KOR STANDART TEST
EDTA'l Kan - - 200yl
Standart 200yl -
Distile Su 800yl 1800l 1800l
Cokturucii Cozelti 1.2ml 3mi 3mi

Buzlu suda 5 dakika bekletildikten sonra 3000 devirde 10 dakika santrifyj
edilerek baska tuplere supernatantdan 2 ml aktarildi.
Fosfat Cozeltisi 8mi 8mi 8ml

Karistirildi
DTNB 1ml 1ml 1ml

412 nm'de tuplerin optik dansiteleri kore karsi okundu.

2.2.4. GSH Sonuglarinin Hesaplanmasi
Standart GSH ¢ozeltisinden 20, 40, 60, 80, 100 mg/dl dilisyonlar hazirlanarak
standart grafigi ¢izildi. Standart GSH grafiginden 6lcimu yapilan numunelerin

absorbanslari degerlendirilerek mg/dl olarak GSH dizeyleri hesaplandi.
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Grafik 2.2.1 GSH Standart Grafigi
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2.3. Plazmada Malondialdehit (MDA) Tayini
Plazma MDA tayini Yoshoiko ve ark.'nin (66) bildirdigi metoda gore yapildi.

2.3.1. MDA Olgiimiide Kullanilan Gozeltiler

a. Triklorasetik asit (TCAA) (% 20’ lik)
20 g TCAA alinarak bir miktar distile suda ¢6zuldu ve distile su ile hacmi 100

ml'ye tamamlandi.

b.Tiyobarbutirik asit (TBA) (% 0,67)
1,675 g TBA alinarak bir miktar distile suda c¢6zuldi ve hacmi 250 ml'ye

tamamland..

2.3.2. Deneyin Yapiligi

Kor ve test olarak isaretlenen 10 ml’lik kapakli cam tapler kullanildi. Test tipune
0.5 ml plazma alindi. Kor tipune 3 ml, test tipune ise 2,5 ml %20'lik TCAA ilave
edildi. Daha sonra 1 ml TBA eklenerek tupler 90°C'lik su banyosunda 30 dk
sureyle kaynatildi. Sogutulan tuplere 4 ml n-butanol eklendi. Vortekslenen
tipler 3000 rpm'de 10 dk santrifiij edildi. Ustte olusan renkli n-bitanol
tabakasinin 535 nm'de kore karsi spektrofotometrik olarak absorbanslari
okundu. Okunan absorbanslarin MDA igin gizilen standart grafikten degerleri

pumol/L olarak hesaplandi.
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Tablo 2.3.1 MDA Olglimi

KOR TEST
Plazma -- 500 ul
TCAA 3 ml 2.5 ml
TBA 1 ml 1 ml

90 °C' de 30 dk kaynatilan tupler su altinda sogutuldu.
N-BUTANOL 4 ml 4 ml

3000 devirde 10 dakika santrifij edildi.

N-butanol tabakasi 535 nm'de kdre karsi okundu

2.3.3. MDA Sonugclarin Hesaplamasi

0,494 ml 1,1,3,3,- tetraetoksipropan 100 ml etil alkolde ¢6zllerek 20 mmol/L' lik
stok standart ¢ozelti hazirlandi. Stok standart ¢ozeltiden 0,1 ml alinarak hacmi
100 ml'ye tamamlandi. Bundan 20 pymol/L' lik standart ¢Ozelti elde edildi. Bu
¢gozeltiden 2.5-5-10-20-40 pmol/L'lik dilusyonlar hazirlanarak MDA standart
grafigi cizildi.
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Grafik 2.3.1 MDA Standart Grafigi

2.4. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Elde edilen verilerin istatistik analizleri SPSS paket programi (SPSS 10.0 for
Windows) kullanilarak yapildi. Farkhlik gbézlenen uygulamalara DUNCAN testi
uygulandi. Sonuglar; Ortalamazstandart hata (Ort+SE) olarak verildi.
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3. BULGULAR

Calismadan elde edilen plazma MDA ve GSH degerlerine ait bulgular ve
istatistiksel onemleri tablo 3.1°‘de bulgularin istatistiksel degerlendiriimesi ise ile

grafik 2.2.1., grafik 2.3.1.’de gdsterilmigtir.

Plazma GSH duzeyleri kontrol grubuna goére degerlendirildiginde en yuksek
GSH dulzeyleri kontrol grubunda tespit edildi (p<0.001). Kontrol grubu GSH
degerleri As grubuna gore p<0.01 duzeyinde yuksek, As+N grubuna gore ise
p<0.001 duzeyinde yuksek bulundu. Nikotin grubu As grubuna goére p<0.001
dizeyinde, As+N grubunun ise p<0.05 dizeyinde ylksek oldugu tespit edildi. As
grubu degerlerinin  As+N grubuna gore p<0.05 duzeyinde yuksek oldugu

belirlendi.

Plazma MDA duzeyleri en yuksek nikotin grubunda tespit edildi (p<0.001).
Kontrol ve nikotin grubuna gore As grubu MDA duzeyleri istatistiksel olarak
distk bulundu (p<0.001). As+N grubu MDA dulzeylerinin ise kontrol grubuna
gOre yuksek, nikotin grubuna gore ise dusuk oldugu tespit edildi (p<0.05).

Tablo 3.1 Farelerde GSH ve MDA Duzeyleri

No:7 Kontrol Nikotin Astaksantin Astaksantin+Nikotin
GSH 16,58+0,77% | 7,69+0,5° 12,70+0,877° | 8,97+0,61°¢

(mg/dl)

MDA 15,62+0,97°¢ | 22,07+3,262 | 8,33+0,79¢ 18,83+0,68°
(umol/L)

a,b,c,d ayni satirda farkli harf tagiyan ortalamalar arasi farklilik Gnemlidir.
(p<0.05, p<0.001, p<0.01)



35

GSH (mg/d

Koniral

Aztaksantin

+

Nikotin

Astaksarinehikotn

Konsantrasyon
=3
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4. TARTISMA SONUG

Calismada farelerde nikotinin olusturdugu oksidatif strese karsi bir
karotenoid turevi astaksantinin koruyucu etkisinin belirlenmesi amacglanmigtir.
Bu c¢alismada kontrol, nikotin, astaksantin+nikotin ile astaksantin grubu GSH
dizeyleri sirasiyla 16.58+0.77, 7.69+0.5, 8.87+0.61, 12.70+0.77 mg/dl, MDA
dizeyleri ise sirasiyla 15.62+0.97, 22.07+3.26, 18.83+0.68 ve 8.33+£0.79 pmol/L

olarak tespit edildi.

Son yillarda yapilan galismalarda, nikotinin etkisinin lipit peroksidasyon
drtnlerinde artisa neden oldugu, serbest radikal stipUrict enzim aktivitelerinde
ise dususler meydana getirdigi bildiriimektedir (37, 60, 65). Nikotin karacigerde
yari omru uzun olan metaboliti kotinine okside olmakta ve dokularda serbest
radikalleri artirarak oksidatif doku hasarini induklemektedir (70). Nikotin
uygulamalarinda GSH seviyelerinde belirgin bir azalma, TBARS seviyelerinde
ise artis oldugu bildiriimektedir. Yapilan calismalarda GSH''In HO.'i suya
cevirerek detoksifiye ettigi ve GSH seviyelerindeki azalmalarin antioksidan

sisteme zarar verdigi rapor edilmektedir. (32, 33, 52, 56)

Cesitli metabolizma olaylari sonucu ortaya c¢ikan serbest radikallere karsi
dogal bir antioksidan olan astaksantinin; lipit peroksidasyonu (1, 27), yasa bagli
g0z dejenerasyonlar (24), arteryogenezis (20, 59), karsinogenezis (11, 43, 51)
gibi birgcok hastalikta yararli etkileri oldugu bildiriimektedir. Sigarada bulunan
nikotinin neden oldugu serbest radikal olusum mekanizmasi tam olarak
aydinlatilamamig olmasina ragmen nikotinin, mitokondriyal solunum zincirini
etkileyerek superoksit anyonunu ve hidrojen peroksit radikali olugsumunu

artirmakta ve karsinogeneze neden oldugu rapor edilmektedir (52, 58).
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Antioksidan savunma sisteminin dnemli bir bileseni olan GSH’In serbest
radikallerin ve oksijen radikallerinin detoksifikasyonu, tiyoldisulfit degisimi, gibi
birgok gorevi bulunmaktadir. Antioksidan savunma sistemi, olusan serbest
radikalleri ortamdan elemine etmektedir. GSH antioksidan savunma sisteminin
en onemli bileseni olup, dogrudan serbest radikal sUpuricu olarak etki
gOstermektedir (26). Memeli hucrelerinde bulunan GSH''In dig kaynakl
toksinlere maruz kalindiginda karaciger, akciger ve bobrek gibi organlarda dnem
kazanmakta ve mitokondriyal oksidanlara karsi antioksidan olarak gorev yaptigi
bildirilmektedir (18, 65). Calismamizda kontrol grubuna goére nikotin verilen
grupta dusuk bulunan GSH degerleri ve kontrol grubuna goére yuksek, nikotin
grubuna gore ise dusik bulunan As+N grubu GSH degerleri literatlr ile uyum
gostermektedir (8, 67).

Farelerin sigara dumani soluduklari bir ¢cok ¢aligmada nikotinin karaciger
GSH ve GSH Px duzeylerini arttigi tespit edilmistir (15, 31, 33). Hepatik GSH,
hem ROS’un supurilmesinde hem de ilaglarin detoksifikasyonunda énemli rol
oynamaktadir (26) Yapilan g¢alismalarda GSH'In dogrudan ROS ve elektrofilik
metabolitlerle reaksiyona girdigi ve tiyol gruplarini oksidasyondan korudugu
bildirmektedirler (33, 52).

Yuce ve ark'lari (67) Homosistenin antioksidan oOzelliklerini arastirdiklari
bir calismada, kontrol grubuna goére diusuk tesbit ettikleri GSH dizeylerini,
homosisteinin lipit peroksidasyonunu engellemesine baglamislardir. Yuce ve

ark'larinin elde ettikleri veriler ile galismamiz uyum gdstermektedir (67).
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Beytut ve ark'lari (8) vitamin-E ve selenyum eksikliginde ortaya cikan
beyaz kas hastalikliginda doku GSH duzeylerinin kontrol grubuna goére dusuk
¢cikmasini; lipit peroksidasyonuna neden olacak oksidatif stresin ve buna bagl
oksidatif doku hasarinin gerceklesmemesinden kaynaklanabilecegini ileri
surmektedirler (8). Calismada, nikotin uygulanan grupta GSH dizeyinin As ve
As+N verilen gruplara gore yuksek cikmasini, Vit.-C ve metabolik serbest
oksijen radikallerine bagh olusan hicresel hasarin azaltlmasinda ve

organizmanin koruyucu mekanizmalarini destekledigi paylasmaktayiz (15).

Kanda yuksek dizeyde LDL'nin ateroskleroz artirici etkiye sahip oldugu,
HDL’nin LDL ile ters kolerasyonlu oldugu ve koroner kalp hastaliklarinda koruy-
ucu 6zellige sahip oldugu bildiriimektedir(21, 59). Calismalarda serum LDL diz-
eyindeki oksidasyon oranini Vit-C, Vit-E, B-karoten ve diger karotenoidlerin dis-
urebildigi bildiriimektedir (34, 38). Yine likopen veya B-karotenin, kolesterol met-
abolizmasi Uzerine etkisinin arastinldigi baska bir ¢alismada, yuksek miktarda
likopen veya [B-karoten iceren makrofajlarda, hicresel kolesterol sentezlenmes-
inin engellendigi ve LDL reseptorlerini arttirdigi ve sonug¢ olarak karotenoidlerin

hipokolesterolemik maddeler olabilecegi bildirilmistir (22).

Miki ve ark.lari (50) astaksantin'in LDL oksidasyonunu azaltip
azaltamayacagina arastirdiklari bir ¢alismada 2 haftadan daha uzun sure 5
kisiye 3.6 mg\gun, 5 kisiye 7.2 mg\gun, 3 kigsiye de 14.4mg\gun astaksantin oral
olarak verilmigler ve artan dozla paralel olarak LDL oksidasyonun azaldigini
tesbit etmiglerdir (50).
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Sigara kullanan insanlarda oksidan/antioksidan dengesinin bozulmasi
sonucu lipit peroksidasyonunun arttigi ve bunun sonucu arteogenesiz surecinin
baslamasina ve arteryosklerozis ve oksidatif strese neden oldugu bildiriimektedir
(13, 14, 47).

Karotenoid ailesinden olan astaksantin 0Ozellikle deniz canlilarinin
kabuklarinda dogal olarak bulunan kirmizi renkli bir pigment olup, hlcre
membranlarinin  korunmasinda etkili bir mekanizmaya sahip oldugu
bildirilmektedir (25). Astaksantin diger antioksidanlara kiyasla yapisinda oksijen
icermesi ve lipofilik olmasi nedeni ile kan beyin bariyerini kolaylikla gegebilmekte
ve santral sinir sistemi ile beyin hlcrelerini koruyabildigi rapor edilmektedir (61).
Bu etkilerini olusan serbest radikalleri supurerek ya da olusmus olan zincir

reaksiyonlarini inaktive ederek gosterdigi bildiriimektedir (41, 42, 49, 61).

Ji-one king ve ark’lari (35) 2 mg/kg dozunda intra peritoneal uyguladiklari
CCl, kars1 2 ve 100 mg/kg miktarinda oral olarak astaksantin denemelerinde,
astaksantin uygulamasi yapilan grupta kontrol grubuna goére CCl,'Un
olusturdugu konjuge dienlerin miktarinin astaksantin uygulamasi sonucu
azaldigini bildirmektedirler. Astaksantinin CCls'e maruz kalan karaciger dokusu
lipit peroksidasyonunu oOnleyerek koruyabilmekte ve a-tokoferol Uretimini ise
stimile ederek antioksidan sistemin aktive olmasina yardimci oldugunu ileri

surmektedirler (35).

Helen ve ark’lari (33) ratlarda yaptiklari ¢alismada nikotinin karaciger
Uzerinde olusturdugu oksidatif strese karsi 90 gin 200 mg/kg/gln Vit.-C uygul-
amarinda elde ettikleri bulgular, nikotin verilen ratlarda serbest yag asitleri ve
MDA duzeyinin yuksek oldugu, Vit-C ile nikotinin birlikte verildigi ratlarda ise
olugsan karaciger hasarina kargi MDA duzeyinde azalma oldugunu one surmugl-
erdir (33).
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Ferriknitrilotriasetat verilerek oksidatif stres olusturulan si¢canlarda likop-
enin koruyucu etkisinin arastirildigi baska bir ¢alismada, kontrol grubuna goére
Ferriknitrilotriasetat verilen gruplarda MDA dizeyi %75 artarken, likopen verilen

grupta MDA dlzeyinin 6nemli derecede azaldigi tespit edilmistir (45).

Yine Xin wang ve ark’lari yaptiklari deneysel helicobacter pylori enfeksiy-
onuna kars! Vit-C (400 mg/kg) ve astaksantin (10, 50, 100 mg/kg) uygulamal-
arda astaksantinin Vit-C'ye gore lipit peroksidasyonunu azalttigi, helicobacter
pylori kolonizasyonunda azalmaya, ve inflamasyonun azaldigini kaydetmislerdir
(71). Gahsmamizda kontrol grubuna goére nikotin grubunda yuksek elde eldilen
MDA degerlerinin astaksantin grubunda disuk (p<0.001) bulunmasinin nedeni
olusan serbest radikallerin astaksantin tarafindan stpirme oldugu ya da zincir

reaksiyonlarinin inaktive edildigi duguncesini paylagmaktayiz (42, 49, 61).

Sonu¢ olarak c¢alismadan elde edilen bulgular degerlendirildiginde
nikotinin oksidan/antioksidan dengesinin bozulmasi sonucu serbest radikallere
bagli oksidatif stresse neden oldugu buna karsilik astaksantinin olusan serbest
radikalleri zincir reaksiyonlarina karsi koruyucu veya bu reaksiyonlar inaktive

ederek hucre membranlarini koruyucu etki gosterdigi kanaatine varildi.
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5.0ZET

Son yillarda artan sigara kullanimina bagli olarak serbest radikallerin
olusumunun arttigi yapilan c¢aligmalarla rapor edilmektedir. Buna bagl olarak
nikotinin olusturdugu oksidatif stresin O6nlenmesinde dogal antioksidanlarin
6nemi artmaktadir. Calismada yapisal antioksidatif o6zellikleri, 1siya karsi
dayanikli olmasi ve deniz UrUnlerinde bol miktarda bulunmasi ve gugli bir
antioksidan olmasi nedeniyle astaksantinin farelerde nikotin uygulamasi sonucu
olusan oksidatif strese kargi antioksidatif etkilerinin arastiriimasi amacglanmistir.

Materyal olarak 28 adet swiss albino irki erkek fare 4 esit gruba ayrildi.
Kontrol grubundaki farelere periton igi %0.9 NaCl solusyonu, N grubuna 0.45
mg/kg nikotin, AS+N grubuna 0,45 mg/kg nikotin+ 40 mg/kg astaksantin, AS
grubuna ise 40 mg/kg astaksantin 20 gun sureyle gunde 2 kez periton ici
uygulandi. Uygulamanin sonunda intrakardiyak olarak kan ornekleri alindi.
Alinan kan orneklerinin bir kismi GSH analizi i¢in ayrildi. Geriye kalan kisim
3000 rpm’de 15 dk santriflj edilerek plazmalari elde edildi. GSH ve MDA
analizleri spektrofometrik olarak yapildi.

Kontrol grubu GSH degerleri As grubuna gore p< 0.01 dizeyinde yuksek,
As+N grubuna gore ise p<0.001 duzeyinde yuksek bulundu. Nikotin grubu As
grubuna goére p<0.001 duzeyinde, As+N grubunun ise p<0.05 dlzeyinde yuksek
bulundu. As grubu degerlerinin As+N grubuna gore p< 0.05 duzeyinde yuksek
oldugu gozlemlendi. Plazma MDA duzeyleri en yuksek nikotin grubunda oldugu
gozlemlendi (p<0.001). Kontrol ve nikotin grubuna gore As grubu MDA degerleri
istatistiksel olarak dusuk duzeyde bulundu (p<0.001). As+N grubu MDA
degerleri ise kontrol grubuna gore yuksek, Nikotin grubuna gore dugtuk duzeyde
oldugu tespit edildi (p<0.05).

Sonu¢ olarak, nikotinin farelerde olusturdugu serbest radikallere bagl
oksidatif strese ve olusan serbest radikallere kargi astaksantinin gugli bir

antioksidan ve hicre membran koruyucu 6zelliginin oldugu kanisina varildi.
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6.SUMMARY

It has been reported various studies that, formation of free radicals were
increased by smoking. According to this, prevention of oxidative stress duc to
nicotine gain ground by natural antioxidant. In this study, astaxanthin was used
for its constitutional form, durable heat, present abundantly in aquatic animals

and potentful of it antioxidant feature.

In this study 28 Swiss Albine rats were divided into 4 equal groups. In
control group, %0.9 NaCl, in group N 0.45 mg/kg nicotine, AS+N group 0.45 mg/
kg nicotine + 40 mg/kg astaxanthin, AS group 40mg/kg astaxanthin is peritonally
applied per 2 times a day for 20 days. Blood samples were collected via
intracardiac. A part of blood samples was sepearat for GSH analysis. Remaining
blood samples were centrifuged for 15 minute at 3000 rpm to obtaine plasma.

GSH and MDA analysis performed were by spectrofhotometric methods.

Plasma GSH level was found highy in control group (p<0.001). GSH
levels in control group were found to be higher compared to AS ( p<0.001), and
compared to AS+N (p<0.01). in nicotine group, GSH was found high compared
to As group (p<0.001) and AS+N (p<0.05). in grous As GSH levels were found
to be higher compared to AS+N group (p<0.05). Plasma MDA levels were found
highl in nicotine group (p<0.001). MDA levels in AS group were found low
compared to control and nicotine group (p<0.001). AS+N group MDA levels
were found to be high compared to control group and low compared to nicotine
group (p<0.05).

In conclusion, it was concerted that astaxathin is a potentful antioxidant
aganist nicotine induced free rad. Generation could protect cell membrane

aganist oxidative stress.
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