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1. GiRIS

Gunumuzde kanser olugumunu tetikleyen bir ¢ok faktor
bilinmektedir. Bu faktorlerden biri de serbest radikaller (SR) olarak kabul
gormektedir. Serbest radikaller, lipidler, karbohidratlar ve benzeri
makromolekillere etki ederek ya kendi radikalik ara Grdnlerini ya da
oksijen ve/veya azot orjinli radikal yapili ara trinler olusturmaktadir. Buna
benzer sekilde radikallerin DNA’'nin yapisinda da hasar olusturmak
suretiyle kanser gelisiminin bagslangig, ilerleme/metastaz evrelerinde etkili
olabildigi yoninde degisik yayinlar vardir. Reaktif oksijen turleri de (ROS)
bir serbest radikal tlrlidir. Reaktif oksijen tirleri (ROS); insan vicudunda
normal aerobik metabolizma sonucu ortaya ¢ikan riinlerdir.'! Reaktif
oksijen turleri Uretimi, cesitli antioksidanlar tarafindan zararl etkilerini

onlemek amaciyla etkili bicimde bloke edilmektedir.’

Reaktif oksijen tlrlerinin asiri Uretimi veya antioksidan
sistemin etkisinin azalmasi oksidan/antioksidan dengeyi bozmaktadir.
Boylece oksidatif stresin surmesiyle, vucuttaki hayati 6nem tasiyan
makromolekuler yapilar (lipid, protein, DNA gibi) okside olmakta ve hicre

hasari ortaya ¢ikmaktadir.?



insan ve hayvan gidalarinda karsilagilan nitrat, nitrit ve N-
nitrozo bilesikleri saghk bakimindan ciddi riskler olusturmaktadir.
Nitrozaminler  6zellikle  N-nitrozodietilaminler  (N-NDEA)  c¢evresel
ortamlarda yaygin olarak bulunabilmekte ve gunes 1siginda kolayca
yikilmaktadirlar. Cevre ortamindaki N-nitrozo bilegikleri ile nitrat ve nitrit
gibi bunlarin 6n maddeleri vicuda alindiktan sonra kanser olusumu igin
risk faktorlerini olustururlar. Nitrozaminlerin olusturudugu etkin oksijen
gruplarinin artmasiyla karakterize oksidatif stresin sonucu, lipid
peroksidasyonunun goéstergesi olan malondialdehit (MDA) duzeylerinde
artma ve katalaz (CAT) duzeyleriyle superoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon (GSH) antioksidan enzim aktivitelerinde
degisiklikler ortaya cikar.?

Reaktif oksijen tarlerinin hlcredeki bu etkileri nedeniyle,
ateroskleroz, yaslanma, kanser, Diabetes Mellitus gibi birgok kronik
hastaligin ortaya cikabilecedi disiinilmektedir.* Bu nedenle disaridan
alinan maddelerin oksidan/antioksidan sistem Uzerindeki etkileri insan

saghgi agisindan oldukga 6nem tagimaktadir.

Vicudumuzdaki tum hucrelerde, radikallere karsi, CAT,
SOD, GSH vb. enzimlerden olusan radikal sUpuricli enzim sistemi

dedigimiz bir savunma mekanizmasi vardir.’



Ellajik asit, gugli bir antikanserojen, antimutajenik etkiye
sahip bir fenolik asit olup, antibakteriyel ve antiviral etkisinin de oldugu
tesbit edilmistir. Ellajik asitin, DNA’'da oksidatif zararlarin blyUk bir kismini
engelleyerek kanser gelismesini buyuk oOlgude durdurdugu yonundeki

bilgiler artmaktadir.®

Bu amacgla, normal beslenen ve belirli zamanlarda N-
nitrozodietilamin (NDEA) ve ellagic asit verilen ratlardan alinan kalp
dokularinda; glutatyon peroksidaz (GSH), katalaz (CAT), superoksit
dismutaz (SOD), ksantin oksidaz (XO) ve adenozin deaminaz (ADA)

enzim aktiviteleri ile malondialdehid (MDA) dizeyleri cahgiimistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. 2-4 Dinitrozodietilamin

Nitrozaminler dodada c¢ok c¢esitli ve yaygin olarak bulunan
kanserojenik bilesiklerdir. Bazi kozmetik, tarim ilaglari Gretiminde ve en
¢ok kauguk urunlerde kullanilir. Bu bilesiklerin kanserojenik ve sitotoksik
formlara  donusebilmesi igin  metabolik  aktivasyona ugramalari
gerekmektedir. Sularda ve sebzelerde yuksek miktarda nitrat bulunmasi
birgok Ulke icin ciddi bir saglk sorunu haline gelmistir. Vicuda disardan
alinan veya vucutta olusan nitrit, ikincil ve dguncul aminlerle tepkimeye
girerek nitrozaminleri olusturur.”® Nitrozamin olusumu icin gerekli ikincil
aminlerin balik Granleri, tahil, ¢ay, sigara ve sigara dumaninda ve birgok
ilag yapisinda bulundugu bildirilmistir.® Nitrozaminlerin olusumunda etkili
olan nitritlerin kimyasal maddeler, zirai ilaglar, su ve bitkilerde buyuk
oranda bulundugu bilinmektedir. Ayrica dogada yaygin olarak bulunan
nitratin bakteriler tarafindan nitrite indirgenmesiyle de olugsmaktadir. Son
yillarda yogun kimyasal gubre kullanimindan dolayl c¢evrede nitrat
diizeyinde artis gézlenmistir.'® Nitratli glibrelerin ve lagim sularinin sulama
amaciyla yeniden kullaniimasi, kok ve yaprakh bitkilerde nitrat biriminin
artmasina neden olmustur. Nitrit ve nitrat bilesikleri insanlarin tiketmekte
oldugu et, balik, peynir ve sucuk gibi gidalarda koruyucu olarak

kullaniimaktadir."’



Nitrozaminlerin protein ve nukleik asitlere baglanarak
kanserojenik etki gosterdikleri bilinmektedir. Mide, 6zafagus, nazofarenks,
mesane ve karaciger kanserleriyle, nitrat-nitrit ile nitrozaminlerin eksojen
alimi ve endojen nitrozamin olugsumu arasinda kuvvetli bir iligki
bulunmustur. Nitrozaminler ve 0Ozellikle N-Nitrozodietilamin (N-NDEA)
cevresel ortamlarda yaygin olarak bulunabilmekte ve gunes 1s1g1 altinda
kolayca yikimlanmaktadir. Fakat cevre ortaminda bulunan N-nitrozo
bilesikleri ile nitrat ve nitrit gibi bunlarin 6n maddeleri vicuda alindiktan
sonra kanser olusumlari i¢in potansiyel risk faktorlerini olusturmaktadir.
Arastirmalar gidalar ile igme suyu icindeki nitrat ve nitritin de
nitrozaminlerin  olusumuna yol acarak kanser olusturabilecegini

gostermektedir.® 1?13



2.1.1. Nitrozamin Ornekleri

Tablo 1: Nitrozamin ornekleri '

ismi CAS# | Sinonimleri Molekiiler | Fiziksel | Kanserojen
Formiil Goriinim | Kategori
N-Nitrosonornicotine | 16543- NNN Yagli
55-8 C9H11N30O Sari Sivi
N-Nitrosodimetilamine 62-75-9 Dimethylnitrosa EPA-B2;
mine, N,N- C2HB6N20 Sari IARC-2A;
Dimetilnitrosamin OSHA
e, NDMA, DMN Sivi Carcinogen;
7 TLV-A3
N-Nitrosodietilamine | 55-18- | dietilnitrosamid,
5 dietilnitrosami, C4H10N20O Sari EPA-B2;
N,Ndietilnitrosamin
N-etil-N- Sivi IARC-2A
nitrosoetanamin,
dietilnitrosamin,
DANA, DENA,
DEN, NDEA
N-Nitrosoanatabine | 71267- IARC-3
22-6
N-Nitrosoanabasine | 37620- NAB IARC-3
20-5
4(methylnitrosamin | 64091- NNK, 4'-
0)-1-(3-pyridyl)-1- 91-4 (nitrosomethylam | C10H13N302

butanone

ino)-1-(3-pyridyl)-
1-butanone




2.1.2. Kimyasal Yapisi

Nitrozaminlerin genel yapisi ve NDEA'nin kimyasal yapisi

asagidaki sekildedir.

Rl _R?2

N /N - NO
q.:":":%(:) CH3-CH2

Sekil 2.1. Nitrozamin’in genel yapisi (sol) ve NDEA’nin Kimyasal Yapisi

2.1.3. Kanserojen Ozellikleri

1956 yilinda, iki ingiliz bilim adami John Barnes ve Peter
Magee, dimetilnitrozaminin ratlarda karaciger timorlerine yol actigini
bildirmistir. Arastirmalar sonucu nitrozaminlerin %90 1nin kanserojen

oldugu ortaya ¢ikmistir.



/‘_—. 'OH \
N=0 « N=0 N=0
cYP / cYp

H,C—N — - HC—N — = HCN
. e . :
(1) CHy (3) CH, (5 G-OH
2 :
Spontan Denitrozasyon DEIﬁlk'lﬂSVD"
Denitrozasyo yolu yolu
“H,C=0
‘NO 'NO
N—OH
| w HC—N
Oksidasyon ~ H,C—N* H3C—N‘ Oksidasyon ®
I 2 CH, CH, l-ow
NO; NO, /N
+H,0 H,C—N* 6)
'x-l-mg,
7 (8)
H,N—CH, + H,C=0 H,C—X

Sekil 2.2. N-Nitrozo Bilegiklerinin Metabolizmasi

Nitrozaminlerin  metabolizmasi  Oncelikle  karacigerde
gerceklesir. Ancak, basta N-NDEA olmak Uzere nitrozaminler toksik
etkilerini dncelikle kanda, 6zellikle de karacigerde olustururlar. Ayrica kan
akiminin fazla oldugu bdbrekler gibi diger organlar bu durumdan
karacigere gore daha dusuk dizeyde etkilenirler. Cesitli arastirmalarda
deney hayvanlarina farkli nitrozaminler verildiginde basta karaciger olmak

lizere diger organ ve doku tiimérlerine neden oldugu gdsterilmistir."™®



2.2, Ellajik Asit

Ellajik asit bitkilerdeki fenol yapisinda dogal olarak bulunur.
Anti-mutajenik, anti-kanserojenik aktivitesi olan bir maddedir. Ellajik asit,
ellagitaninlerin bazi kimyasal islemler gegirmesi sonucunda olusur. Ellajik
asitin kullanilabilmesi igin uygun bir yapida bulunmasi gereklidir. Bu form,
seker molekiilleri ile birlesmesi sonucunda olusmaktadir.'” Ozellikle kirmizi
ve siyah ahududularda bulunan ellajik asit, vicutta kansere yol acan
kimyasallari inaktif duruma getirir. Ayrica yaslanmayi geciktirici etkisi de
vardir. Yapilan calismalarda 6zellikle kirmizi ahududulardan elde edilen
ellajik asitin, bazi kanser tipinde, kanserli hticrelerin gelismesini engelledigi

tespit edilmistir.®

Ellajik asit, aflatoksin B1 ve N-metil N-nitrozolre’nin
mutajenligini azaltmigtir. Ellajik asitin bir potansiyel gcevresel kanserojen
olan N-NDEA farelerde olusturdugu akciger tUmor olusumuna inhibitor

etkisi bulunmustur.

Calismalara gore, ellajik asit, serumda kansere neden olan
kimyasallarin temizlenmesini saglar. Kanser hucrelerini temizler, hucresel
DNA’da kanserojenlerin baglanmasini engeller, yliksek oranda yikici
serbest oksijen radikallerini temizler veya baglar. Boylece bir antioksidan

gorevini yapar. Yikici kanser hiicrelerine karsi immun sistemini uyarir.*®



Sekil 2.3. Ellajik Asit Kimyasal Yapisi

2.3. Kanser Metabolizmasi

2.3.1. Serbest Radikaller

Atomlar, cekirdek cevresinde bulunan belli yoringelerde
donen elektronlardan olusmaktadir. Bu yapilarin dig orbitallerinde elektron
ciftleri bulunur. Bu elektronlardan her biri zit yoringeye sahiptir. Bu durum
atomu veya molekulll stabil hale getirir. Serbest radikal denildiginde, son
yorungelerinde eglenmemis elektron iceren ve bu nedenle de reaksiyon
verebilen atomlar veya molekuller anlasilir. Serbest radikal, dig orbitaldeki
elektronu eslestirerek daha kararli bir yapi haline gelmek igin diger
molekullerle kolayca reaksiyona girebilir. Organizmada serbest radikallerin

aciga ¢lkmasi ug yolla olmaktadir.
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1.Bir atom veya molekule tek elektron eklenmesi yoluyla radikal olusumu:

X+e~” —» X"

2.Bir atom veya molekulin elektron kaybetmesi yoluyla radikal olusumu:

X —>X. +e

3.Bir molekulin yapisindaki kovalent bagin homolitik yariimasi yoluyla

radikal olusumu:

XY X +Y

Bu u¢ yolla olugsan molekullerin yorungelerindeki elektron
sayisi, merkezdeki proton sayisina esit degildir. Bu nedenle, oldukga aktif
hale gecen bu ajanlar, negatif, pozitif yuk dengesini kurabilmek igin, baska
yapilardan elektron almaya veya son yorungelerindeki eslenmemis

elektronlarini vermeye calisirlar.?

Bu durum kontrolli ve sinirh oldugu zaman biyolojik
anlamda fayda saglarken, kontrol disi, asirn olusmus reaktifler,
organizmanin makromolekuler yapilarini etkileyebilir. Bu durumda insan

vicudunda telafisi imkansiz olan zararli sonuglar ortaya ¢ikabilir.
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2.3.1.1. Reaktif Oksijen Turleri

Reaktif oksijen tirleri, oksijenin eslenmemis elektron
tasimasi veya elektron duzeninin degismesiyle olusurlar. Reaktif oksijen

tdrlerine ornekler:

Siperoksit anyon radikali (O,™)
Hidroksil radikali (OH")

Nitrik oksit (NO")

Hidrojen peroksit (H20,)

Lipit hidroperoksit (LOOH)
Azot dioksit (NO3)

Singlet oksijen ('0y)

Reaktif oksijen turleri, endojen ve ekzojen kaynaklar
araciligiyla olusabilirler. Mitokondri, peroksizom, inflamatuvar hucre
aktivasyonu, sitokrom P450 metabolizmasi endojen kaynaklara ornek
olarak verilebilir.?° Ekzojen kaynaklar arasinda ise, tutin ve alkol, bazi

antibiyotikler, kimyasallar, radyasyon ve pestisitler sayilabilir.

Oksidazlar olarak adlandirilan ve yapisinda oksijen iceren
tepkimeleri katalizleyen enzimler tarafindan reaktif oksijen turl Uretimi

olabilmektedir.
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NADPH oksidaz
NADPH + 20, e NADP* + 205"

Ksantin oksidaz

Hipoksantin + O, —_— Ksantin + Oy + HyO,

Enzimatik olmayan kaynaklardan da oldukga reaktif oksijen

turleri olugabilmektedir.

Fe+3 + O, - > Fe+3 + 02._

KoenzmQ + O, —» KoenzimQ + Oy~

Oldukga reaktif bir radikal olan hidroksil radikali (OH")

Haber-Weiss tepkimesi ile olusur.?’

H,O, + 07 ——» OH® + OH™+ O, (Haber-Weiss reaksiyonu)

Metallerin varhginda ise, hidroksil radikali olusumu fenton

tepkimesi araciliiyla gergeklesir.?’
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Fe + 07" — Fe'? + O,

Fe? + H,O, — » Fe™ + OH + OH™ (Fenton tepkimesi)

Hidrojen peroksit (H20;) ile reaksiyona girerek fenton

tepkimesine neden olan baglica metaller; demir, bakir, kobalttir.

Bir diger reaktif oksijen turu kaynagi ise elektron tasima
zinciridir. Mitokondride gerceklesen bu dongude, normal kosullarda oksijen
suya indirgenirken, zincirde yer alan NAD, FAD gibi yapilar oksijen ile
reaksiyona girip slperoksit anyon radikali (O,”) agiga ¢cikmasina neden
olabilmektedir. ~Normal sartlarda olusmayan bu durum, bir nedenle
mitokondri yapisinin bozuldugu ve antioksidan savunma sisteminin
yetersiz kaldigi durumlarda ortaya c¢ikmakta ve organizmaya zarar

verebilmektedir.*

Mitokondri yaninda, aktive makrofajlarda da, hidrojen
peroksit (H20), nitrik oksit (NO’) gibi reaktif oksijen tdrleri Uretimi

olmaktadir.??

Endojen reaktif oksijen tlrleri kaynaklari arasinda, mikrozom
ve peroksizomlar da sayilabilir. Bunlar da énemli 6lgude hidrojen peroksit

(H,0,) iiretimine neden olmaktadir.?
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Superoksit dismutaz

20,7 + 2H" — H20, + O

Biyolojik sistemlerde superoksit dismutaz enzimi (SOD),
katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi hidrojen peroksiti ortadan kaldiran

antioksidan etkili enzimlerle birlikte calismaktadir.?*

immiin sistem hiicreleri, stiperoksit anyonu yaninda, sinyal
molekull olarak gérev yapan ve oldukga reaktif bir radikal olan nitrik oksit
(NQO") Uretimini de yapar. Bu yol, inflamatuvar slrece bagli reaktif metabolit
olusturan endojen kaynaklardan biridir. Ortaya ¢ikan superoksit anyonlari
ve nitrik oksit, genetik yaplyi da bozabilen daha aktif radikallere

donlsebilir. Peroksinitrit anyonu (ONOO?) bunlardandir.?®

NO" + Oy~ — 5 ONOO”
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2.3.1.2. Serbest Radikallerin Kaynaklari

a.

1-

Serbest radikallerin kaynaklari 2 kisimda incelenir. 22272

Endojen Kaynaklar:

Organizma ve doku seviyesinde: Stres, egzersiz, kronik hastaliklar,
enfeksiyon, gidalarla alinan antioksidanlarin alinmasini 6nleyen

durumlar

Hucresel seviyesinde: (normal metabolik durumlarda)

¢ Mitokondriler: Hidrojen peroksit, hidroksil ve superoksit radikali

olusur.

e Sitokrom P450 enzim sistemi: Karacigerde detoksifikasyon ve
eliminasyonda gorevli olan sistemin aktivasyonu sonucu

oksidasyon yan urunler de olusur.
o Makrofajlar ve natrofiller: Sahip olduklari NADPH oksidaz
kompleksi sayesinde, faal olduklarinda superoksit radikalleri ve

hidrojen peroksit olustururlar.

e Peroksizomlar: Yag asitlerinin yikilmasindan sorumlu olan

peroksizomlarda yan Urln olarak hidrojen peroksit olusur.
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b. Eksojen Kaynaklar:

1- Cevresel: Ozon, iyonize radyasyon, hava kirliligi, ultraviyole

ISInlar, sigara dumani.

2- llaglar: Kanser tedavisinde kullanilan ilaglar, asetaminofen gibi

ilaclar.

3- Gidasal: Yiyeceklerin uygun olmayan sartlarda hazirlanmasi ve
depolanmasi, ¢oklu doymamis yag asitlerinden zengin

beslenme.

2.3.1.3. Serbest Radikallerin Etkileri

a. Lipidlere Etkileri

Serbest radikallerin, dokulardaki doymamis yag asitlerine etkisi
olan lipid peroksidasyonunun toksik oldugu tespit edilmistir. Serbest
radikal, lipid peroksidasyonu olusturarak kagis reaksiyonlarina neden
olurlar. Bu zincirleme reaksiyon eder engellenmezse hiicre membranini
harap eder. Toksik etki, lipid peroksitlerinin duzeyi dlgulerek belirlenir.
Doymamis yag asitlerindeki bir hidrojen atomunun ¢ikmasi,
peroksidasyonun baslamasina yol acar boylece yag asiti zinciri lipid
radikali 6zelligini kazanir. Radikal kararsizdir. Lipid peroksil radikalleri
diger doymamis yag asitlerine etki ederek yeni radikaller meydana getirir,

bir yandan da hidrojen atomlari alarak hidroperoksitlere donusurler.
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Lipid peroksidasyonu antioksidan tepkimelerle sonlandirilir ya
da devam ederek daha ileriye gider. Olusan lipid peroksitleri ve
hidroperoksitleri, membran yapisina dogrudan, diger hucre bilesenlerine
ise aldehit Ureterek dolayli olarak zarar verir. Bu da pek ¢ok hastaligin ve
doku hasarinin olugsmasina yol agar. Membran yapisinin bozulmasi

sonucu MDA aciga cikar.?

b. Proteinlere Eikileri

Proteinlerin oksidatif strese en duyarh bolgeleri sulfidril
gruplaridir. Proteinler, radikallerin etkilerine lipitlere oranla daha az
hassastir ve aminoasit dizilislerine bagh olarak etkilenirler. Ozellikle
doymamis beg ve sulflr iceren molekillerin ROS ile etkilesimleri son
derece yuksektir. Buyuzden yapisinda metionin, triptofan, fenil alanin,
tirozin, histidin ve sistein gibi aminoasitler bulunduran proteinler, ROS’a
kargi daha hassastir. Serbest radikaller, proteinlere zarar vererek yeni
immunolojik yapilar meydana getirebilirler. Bu sekilde immunolojik

disfonksiyon ya da inflamatuar siireclere sebep olurlar.*
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c. Nukleik asitler ve DNA’va Efkileri

Radyasyon sonucu olusan serbest radikaller , DNA’yi
etkileyerek mutasyona yol agar ve hicre 6limine neden olurlar. Serbest
radikaller baz sekanslarinda degisiklik yaparak, nikleik asit fonksiyonunu
bozarlar. Geri dontigsiz DNA hasari olusturur. Gen ekspresyonunda
degisikliklere, replikatif kapasitenin dismesine yol agarlar. Hidroksil
radikali bazlarla kolayca tepkimeye girer. Hidrojen peroksit ise
membranlardan kolayca gecip hucre ¢ekirdegindeki DNA'ya ulasir. Hucre
fonksiyonlarinin bozulmasina hatta 6limune neden olurlar. Bu yuzden

DNA daha kolay zarar gérebilen bir molekdildir.>’

d. Karbonhidratlara Etkileri

Serbest radikaller karbonhidratlarin reseptor aktivitelerini
direkt olarak inaktive ederler veya normal fonksiyonlarini inhibe ederler.
Monosakkaritler okside olur. Bunun sonucu peroksit ve okzoaldehitler
aciga cikar. Okzoaldehitler, proteinlere baglanabilme 6zelliklerinden dolayi

antimitotik etki gdsterirler.*?
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2.3.2. Oksidan Sistemler

Oksijen insan yasami igin ¢ok gerekli olmasina
karsin,normal metabolizma sirasinda uretilen bazi reaktif oksijen turleri
vicuda yogdun bir zarar verme potansiyeline sahiptir. Reaktif oksijen turleri
normal oksijen molekuluyle kargilastirildiginda, kimyasal reaktivitesi daha
yuksek olan oksijen formlaridir. Serbest radikaller, dis atomik orbitallerinde
bir veya daha fazla ¢ift olusturmamis elektron igeren yuksek enerijili, stabil
olmayan bilesiklerdir. Bu ¢iftlenmemis elektron serbest radikallere blyuk
bir reaktiflik kazandirarak protein, lipid, DNA ve nukleotid koenzimler gibi
birgok biyolojik materyale zarar vermelerine neden olmaktadir. Bu zararin
yagslanmayi tesvik ettigi ve ayrica kalp-damar hastaliklari gibi birgok
hastali§a sebep olmaktadir.®* Canli hiicrelerdeki oksijen metabolizmasi,
cevre kirleticileri, radyasyon, pestisitler, gesitli tibbi tedavi yollari ve
kontamine sular gibi bircok etmen oksijen turevi serbest radikallerin
olusumuna yol agmaktadir. Bu radikallerin baslicalari; tekli oksijen ('0.),
superoksit anyonu ('Oz’), hidroksil (OH), peroksi (ROO") ve alkoksi
(RO")radikalleridir.>
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2.3.3. Antioksidan Savunma Sistemi

Antioksidanlar, organizmada oksidan ajanlari inaktif hale
getirerek, onlarin verebilecegi hasarlari 6nleyen maddelerdir. Antioksidan
savunma sistemi Ug farkli yolla radikal etkisini sonlandirabilir.
1-Olugan radikallerin ortamdan uzaklagtiriimasi

2-Radikal olusumunun engellenmesi

3-Olusmus radikallerin girdigi reaksiyonlarin sona erdirilmesi >

Antioksidanlar gesitli sekilde siniflandirilabilirler.

1-Kaynaklarina gore: Endojen olanlar, Ekzojen olanlar

2-Yerlesimlerine gére: Intraselliler yerlesimli olanlar, Ekstraselller

yerlesimli olanlar
3-Cozunurluklerine gore: Suda ¢ozunenler, Yagda ¢ozunenler

4-Yapilarina gore: Enzimler, Enzim olmayanlar
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2.3.3.1. Antioksidan Enzimler

2.3.3.1.1. Siperoksit Dismutaz (SOD)

Oldukca etkili bir hiicre ici antioksidan enzim olan stperoksit
dismutaz (SOD), suUperoksit radikalinin, hidrojen peroksit ve oksijene

donusumunu katalizler.

202._4' 2H* - 5 H,O, + O

SOD, antioksidan savunma agisindan oksijene maruz kalan

tim htcrelerde dnemlidir. Stperoksitin SOD-katalizli dismutasyonu;

M1 +.SOD + O,” — Mn*-SOD + O,

M™ -SOD + O, + 2H" — M™"* _SOD + H,0,.

M = Cu (n=1) ; Mn (n=2) ; Fe (n=2) ; Ni (n=2).

Bu reaksiyonda, metal katyonun oksitlenme durumu n ve

n+1 arasinda gidip gelir.
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Superoksit anyon radikali (O2 ), O, ve hidrojen peroksite
donusur. SOD, superoksitin hassas ve kritik hlcresel hedeflerle
reaksiyona girmesi igin gereklidir. Ornegin NO radikaliyle reaksiyona girer
ve toksik peroksinitriti olusturur. Dismutasyon hizi ikinci derecedendir.
Superoksitin yariomrl, yuksek konsantrasyonlarda ¢ok kisa olmasina
ragmen duaslik konsantrasyonlarda olduk¢ga uzundur. Buna karsilik
superoksitin SOD ile reaksiyonu birinci derecedendir. Ayrica superoksit
dismutazi bilinen enzimler igerisinde en buyulk katalitik verime sahiptir. Bu
reaksiyon kendisi ve sUperoksit arasindaki c¢arpismanin frekansiyla

sinirhidir. Yani reaksiyon hizi, diflizyon siniridir.>%*’

SOD farkli izoformlarda bulunabilir. insanda ¢ SOD

izoformu bulunmaktadir.

Mitokondriyal SOD (Mn-SOD)
Ekstraselliler SOD
Sitozolik SOD (Cu,Zn-SOD)

Demir iceren Fe-SOD 6karyotlarda bulunmamaktadir.®®
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02" *No
02" + 2H';/

Superoxide
0, dismutase ONOO"
H,0, Catalase ~H,0 + 14503
/‘ Fe?*
\:. Fe3+
HO® + HO"

Figure 8. Superoxide dismutase and nitrogen monoxide compete
for superoxide.

Sekil 2.4. Superoksit dismutaz ve nitrojen monoksitin superoksit icin

yarigsmasi

2.3.3.1.2. Katalaz (CAT)

Katalaz oksijene maruz kalan tim canli organizmalarda
bulunan ortak bir enzimdir. Hidrojenperoksitin su ve oksijene
parcalanmasini katalizler. Uretim reaksiyonlarinda énemli bir enzimdir.
Ayni zamanda katalaz, butun enzimlerin icinde en yuksek turnover
sayisina sahiptir; 1 katalaz moleklld milyonlarca hidrojen peroksit

molekulinu su ve oksijene gevirebilir.
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Yapisal olarak bir hemoproteindir. Peroksizomlarda
lokalizedir. Karaciger, bobrek, kemik iligi ve kanda buylk miktarlarda
bulunmaktadir. Aktif kismi, Fe+3-protoporfirin’dir. Hidrojen peroksitin, su

ve molekuler oksijene donusturtlmesinden sorumludur.

Katalaz herbiri 500 aminoasit uzunlugunda olan 4 polipeptid
zincirinin tetrameridir. Hidrojen peroksitle reaksiyona gegcmesine izin veren
4 demir grubu igerir. insan katalazi icin yaklasik optimum pH seviyesi 7 dir.

Reaksiyonun 2 asamada gercgeklestigi disunilmektedir:

H,0, + Fe(lll)-E — H,0 + O=Fe(IV)-E(.+)

H,0, + O=Fe(IV)-E(.+) — H20 + Fe(lll)-E + Oz
katalaz

H,O, + AH, . 2H,O + A
katalaz

H,O5 + H,05 - 5 2H,O + O,

Enzimler iginde oldukga yuksek bir aktiviteye sahiptir. Bir
molekul katalaz, bir dakikada, altt milyon molekdl hidrojen peroksiti
donustirme potansiyeline sahiptir. Katalazin aktivite gosterebilmesi icin

demir gerekmektedir.
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2.3.3.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz, glutatyonun indirgenmis halini
elektron vericisi olarak kullanarak, peroksitlerin detoksifikasyonunda
onemlidir. Lipid peroksidasyonun baglamasini ve gelismesini engeller. Bu
enzimler aminoasitlerinin aktif merkezlerinde selenosistein igerip
icermemesine gore ikiye ayrilirlar. Selenyum igeren tip peroksit
detoksifikasyonunda dnemli etkinlige sahiptir. Selenyum icermeyen tip ise
antioksidan etkinligi duguktur. Sadece lipid peroksitlerini metabolize eder.
H.O. ve organik hidroperoksitleri indirgeme gorevi sirasinda glutatyonu

elektron donorii olarak kullanir.3®

2G-SH + Hy0O, — 5 GS-SG + 2H0

Hidrojen peroksitin reduklenmesi sirasinda, glutatyon,
yapisinda bulunan sdlfidril (SH) gruplari sayesinde oksitlenir. Boylece
glutatyon peroksidaz, hicre zarini ve diger makromolekuler yapilar lipid

peroksidasyonunun getireceqi zararli etkilerden korumus olur.

Doéngunun devam edebilmesi igin, okside glutatyonun,
yeniden reduklenmesi gerekmektedir. Bu reduklenme igleminde NADPH
bagiml bir enzim olan glutatyon reduktaz rol oynar. Bu nedenle glutatyon

redilktaz da dolayli olarak antioksidan sisteme destek vermektedir.*
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2.3.3.1.4. Glutatyon Rediiktaz (GSR)

Glutatyon rediktaz, antioksidan savunmanin etkinligini
surdurebilmesi icin gerekli olan indirgenmis glutatyon sentezinde rol alir.
Glutatyon yolunu NADPH’in revesbl oksidayonu ve rediksiyonu

lizerinden, heksoz monofosfat yoluna baglar.*°

GSR
GSSG + NADPH + H+ ——» 2GSH + NADP+

2.3.3.1.5. Glutatyon S-transferazlar (GST)

Glutatyon S-transferazlar, GSH ile elektrofilik gruplar tagiyan
bilesikler arasindaki konjugasyonu katalizleyen, ¢ok fonksiyonlu faz Il
biyotransformasyon multigen enzim ailesinin Gyeleridir. Reaksiyon sonucu,
bilesigin hidrofilitesi artar ve molekulin lipid tabakasi igerisindeki dagilimi
ile hdcre igi birikimi 6nlenmis olur. GST, aktif merkezine hem GSH, hem de
elektrofilik substrati baglayarak, GSH ile substratin etkilesimini saglar,
glutatyonun sulfidril grubunu aktive eder. GSH’in elektrofilik substrat

lizerindeki niikleofilik atagini gerceklestirir.*'
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2.3.3.2. Enzim Olmayan Antioksidanlar

2.3.3.2.1. C Vitamini

C vitamini, vlcutta oldukga etkili bir antioksidandir. Sulu
ortamlarda etkisini gosterir. Daha ¢ok, bir antioksidan olan E vitamininin
rejenerasyonuna yardimcidir. Membranlarda ve lipoproteinlerdeki olusmus

a-tokoferol radikallerinden tekrar a-tokoferol olusumunu saglar.*?

2.3.3.2.2. E Vitamini

E vitamini, yagda ¢6zlnen vitaminlerdendir. Sekiz farkli
formu olmakla birlikte, insanda en aktif olan form a-tokoferoldur. a-
tokoferol, hicre zarindaki lipidleri koruyan en 6nemli antioksidandir.*® a-
tokoferoldeki guglli antioksidan aktivitenin nedeni, 6. karbona bagli olan
OH grubudur. Boylece kendisi oksitlenen a-tokoferol, 6zellikle hiicre zari

lipidlerinin oksitlenmesini dnler.
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2.3.3.2.3. Glutatyon

Glutatyon, tripeptid yapisinda bir antioksidandir. Glutamik
asit, glisin ve sistein icerir. Antioksidan 6zelligi, yapisinda bulunan sulfidril
(-SH) grubu nedeniyledir. Glutatyon, en c¢ok sitozol, c¢ekirdek ve

mitokondride bulunur.**

Glutatyon, serbest radikaller ve peroksitler gibi reaktif

oksijen gesitlerinin sebep oldugu hucresel hasarin dnlenmesinde etkilidir.*®

Tiyol gruplari, hayvan hucrelerinde 5 mM  bir
konsantrasyonda varolan indirgen ajanlardir. Glutatyon elektron vericisi
olarak hizmet vererek disulfit bag olusumunu azaltir. Bu suregte glutatyon
onun okside formu olan glutatyon distlfite (GSSG) cevrilir. Buna L(-)-

Glutatyon da denir.

HS
f H
Hooc\_/\)J\N N.__-COOH
2 H
NH, o)

Sekil 2.5. Glutatyon’un (GSH) Kimyasal Yapisi
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Glutatyon; glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimlerin
aktivitesinde rol alir. C vitamini ve E vitamini gibi antioksidanlarin, oksidan
radikallerle yukseltgendikten sonra tekrar redikte forma dénmelerinde

etkilidir. Ayrica aminoasit tasinmasinda fonksiyonu vardir.

Glutatyon hucreleri apopitozise kargi korur. Bunda, serbest
radikallerin detoksifikasyonunu saglayarak, oksidan/antioksidan sistem

arasindaki dengede fonksiyon gérmesi énemli rol oynar.

2.3.3.2.4. Flavonoidler

Flavonoidler, polifenolik bilesiklerin 6nemli bir grubunu
olustururlar. Polifenolik bilesikler, énemli bitki metabolitleridir. Flavonoid
denildiginde, bitkilerdeki renk pigmentlerini olusturan, lipidlerde ¢ozunen

polifenoller anlagilir.
Flavonoidlerin antioksidan &zellikleri, yapilarindaki hidroksil

gruplari nedeniyledir. Bu 0Ozellikleri sayesinde, lipid peroksidasyonunu

engelleyebilir ve serbest radikal reaksiyonlarini sonlandirabilirler.*®

ROO" + PhOH —» ROOH + PhO" (Ph: Fenolik antioksidan)

Fenolik antioksidanlarla olusan fenolik radikaller, digerlerine
gore oldukga kararli olup, organizma igin zararlari yok denecek kadar

azdir.
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2.3.3.2.5. Karotenoidler

Dogada birgok canlida bulunan pigmentlerdir. 600 cesit
karotenoid icinde en etkili olani B-karotendir. A vitamininin 6n maddesidir.
Lipidlerde ¢ozlinen ve antioksidan etkisi olan bir maddedir. Singlet oksijeni
bastirabilir. Superoksit ve peroksil radikalleri ile direkt reaksiyona girerek,
onlarin organizmaya zarar vermesini onler. Lipidlerde ¢6zundugu igin,

Ozellikle lipidleri oksidatif metabolitlere karsi koruyucu 6zelligi vardir.

2.3.3.2.6. Melatonin

Lipidlerde ¢ozunen ve antioksidan etkisi olan bir maddedir.

Antioksidan 6zelligini, hidroksil radikalini temizleyerek gosterir.

2.3.3.2.7. Urik Asit

Suda ¢dziunen ve bu nedenle lipidlere etkisi olmayan bir
antioksidandir. Demir ve bakirin oksidan etkisini onler. Askorbik asitin de

oksidasyonunu engeller.

2.3.3.2.8. Ubikinon

Elektron tasima zincirinde gorev yapan ubikinon, ig
mitokondri zarindaki fosfolipidlerin oksidasyonunu engeller. insanda
bulunan en 6nemli formu, koenzim-Q olarak da bilinen ubikinon 10’dur.
Lipidlerde ¢ozunen ubikinon, E vitamininin rejenerasyonunda da rol

almaktadir.>>#
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2.3.3.2.9. Selenyum
Glutatyon peroksidaz ve tiyoredoksin rediktaz enzimlerinde

gorev alan selenyum, bu enzimlerin antioksidan 6zelligi olmasi nedeniyle,

indirekt olarak oksidatif hasari énlemektedir.*®

2.3.3.2.10. Transferrin

Oksidan bir madde olan demiri bagladigi icin, onun oksidatif

reaksiyonlara katilip, radikal olusturmasinin énine gegmis olur.*®

2.3.3.2.11. Seruloplazmin

Bakirin oksidatif reaksiyonlara katilmasini oOnler. Bunu,
bakiri baglayarak yapar.

2.3.3.2.12. Albumin

Yapisindaki sdulfidril grubu aracihigiyla, bakir iyonlarini
baglayarak, bakirin oksidatif radikal olugturmasinin 6nine gecer. Boylece

oksidatif hasarin dnlenmesine yardimci olur.
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2.2.4. Oksidatif Stres ve Reaktif Oksijen Turlerinin Etkileri

Redoks reaksiyonlari denildiginde, organizmadaki
oksidasyon ve reduksiyon reaksiyonlari anlagilir. Normal sartlar altinda,
biyolojik sistemlerde, redoks reaksiyonlari denge halindedir. Bunun igin,
prooksidanlarin ve antioksidanlarin vicutta yeterli miktarda bulunmasi,

ayni zamanda yeterince aktivite gosterebiliyor olmasi gereklidir.

Reaktif oksijen turleri, biyolojik ¢evrelerde ortaya gikan ve
bircok fizyolojik olayda gorev alan oksijen metabolitleridir. Normal
sartlarda, fizyolojik olarak gérev yapan bu reaktiflerin kontrolsiiz artigi veya
bunlari sinirlandiracak antioksidan mekanizmalarin iglevinin azalmasi
durumunda organizma igin zararll olan sonuglar doguran oksidatif stres

ortaya cikar.*?

Organizmadaki  birgok makromolekiler yapi, reaktif
metabolitlerin verecegi hasara aciktir. Ornegin, hiicre membranlari goklu
doymamig yag asitlerinden zengindir. Bu yag asitleri radikal hasarina
duyarhdir. Yag asitlerinin oksitlenmesi sonucunda membran yapisi

bozulmakta ve hucre gecirgenligi artmaktadir.

Serbest radikallere duyarli bir diger makromolekul proteindir.
Protein yapisindaki bazi aminoasitlerin oksidasyonu ile proteolizis
olmaktadir. Bu durumdan yapisinda protein bulunduran maddeler zarar

gormektedir.
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Yine reaktif oksijen turleri, DNA ile reaksiyona girerek

yapisini bozmakta, bdylece ¢esitli mutasyonlar olugsmaktadir.

Oksidatif stresin, organizmadaki makromolekuler yapilara
verdigi bu zararlar sonucunda, patolojik degisiklikler ortaya ¢ikmakta ve
bdylece kronik bazi hastaliklara zemin hazirlanmaktadir. Ortaya
cikabilecek hastaliklardan bazilari sunlardir: 4

-Ateroskleroz
-inflamatuvar hastaliklar

-iskemik kalp hastalig

-Bazi norolojik hastaliklar (Parkinson Hastaligi, Alzheimer
Hastaligi vb.)

-Kanser
-Diabetes mellitus

-Yaslanma
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2.4. Malondialdehit (MDA)

Malondialdehit, kimyasal formuli CH2(CHO)2 olan organik
bir bilesiktir. Bu reaktif tirler kendiliginden olusur ve oksidatif stres igin bir

gOstergedir.

MDA, lipid peroksidasyonunun son urund oldugu igin,
oksidasyonun gostergesi olarak sikga kullanilan bir maddedir.
Tiyobarbiturik asit (TBA) ile, MDA digindaki maddeler de reaksiyona
girebilir. Bu nedenle bu maddeler, TBARS olarak adlandirilir. TBARS, TBA

ile reaksiyona giren maddeler anlami tagir.>

2.4.1. Kimyasal Yapi ve Ozellikleri

MDA esas olarak enol bigciminde bulunur.

CHy(CHO), — HOCH=CH-CHO

Trans izomeri hakim olmasina ragmen, organik ¢ozuculer

olarak cis izomeri tercih edilir.
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MDA genelde saf sekilde gorulmeyen ve yuksek aktiviteye
sahip bir bilesiktir.

MDA bir reaktif oksijen cesididir (ROS). Reaktif oksijen

cesitleri, poliansature yaglari indirger ve malondialdehit olusturur.

Sekil 2.6. Malondialdehit'in Kimyasal Yapisi

MDA, DNA'daki deoksiadenozin ve deoksiguanozinle
reaksiyona girerek mutajenik olan DNA formlarini olusturur. MDA
potansiyel mutajeniktir ve yanmig Aycicek yagi ve palmiye yaglarinda

bulunabilir.
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2.5. Ksantin Oksidaz (XO)

Reaktif oksijen tirlerinin  olusturdugu bir enzimdir.

Hipoksantinin ksantine oksidasyonunu katalizler. XO, insanlardaki bazi

trlerdeki purinlerin katabolizmasinda énemli rol oynar.

Hipoksantin + H,O + O, — ksantin + H,O»

Ksantin + H,O + O, — Urik asit + H,O»

Bazi sartlarda superoksit iyon olusabilir.

RH+H,0+20,—-ROH+20;, +2H"

O
¥ N
N N
HN HN NH
L LY | o= |
SN N N~ N N N
H H H H
Hipoksantin Ksantin Urik  Asit
(1 Oksijen Atomu) (2 Oksijen) (3 Oksijen)

Sekil 2.7. Ksantin oksidaz enziminin substrat ve Grunleri
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Ksantin oksidaz serum ve akcigerlerde normalde bulunan
superoksit Uretici enzimdir ve influenza A enfeksiyonu sirasinda aktivitesi
artar. Ciddi karaciger hasari suresince ksantin oksidaz kana gecer.
Buyuzden ksantin oksidaz bakilan bir kan testi karacigerde hasar olup

olmadigini belirlemek igin bir yoldur.>’

Bunun yanisira ksantin oksidaz urik asit Uretimi icin bir
metabolik yol oldugu igin ksantin oksidaz inhibitoru allopurinol gut

tedavisinde kullantilir.

Ksantinuri, ksantin oksidaz eksikliginde kanda ksantin
miktarinin yuksek konsantrasyonda gorulmesine yol agan nadir gorulen
bir genetik hastaliktir ve bdbrek yetmezligi gibi saglik sorunlarina neden
olabilir. Spesifik bir tedavisi yoktur. Hastalarin yuksek purin iceren

gidalardan kaginmalari ve yiiksek miktarda sivi almalari gerekmektedir.?

Ksantin oksidaz inhibisyonu damar sagliginin iyilestiriimesi
icin bir mekanizma olarak 6ne surulmuagtur. Ayni zamanda ksantin oksidaz

oksidatif goz hasarina neden olabilir.?®

Ksantin oksidaz inhibitorleri; allopurinol, oksipurinol ve fitik

asittir.
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2.6. Adenozin Deaminaz (ADA)

Adenozin deaminaz hidrolazlar sinifinda bulunan bir
enzimdir olup, hidrolazlar C-O, C-N, C-C ve fosfo anhidrit bagini da iceren

diger bazi baglarin hidrolotik olarak yikilmasini katalizleyen enzimlerdir.

Spesifik olarak adenozin ve bazi diger nukleozit analoglarini
substrat olarak kullanir. Hayvan dokularinda yaygin olarak bulunur.
Enylksek aktivite c¢ekumintestinal mukoza ve dalakta bulunur. Buna
karsilik iskelet kasinda, deride ve kemikte de ¢cok az aktivite vardir. Enzim
blylk olclide hicrenin stoplazmik fraksiyonunda bulunmasina karsilik,

kismen niikleusta da mevcuttur.>®

Substrat spesifikligi, elde edildigi kaynaklara gore degisiklik
gosterir. Ayni sekilde farkli organ ve dokulardan elde edilen enzim farkl
optimal pH, elektroforotik mobilite ve substrat spesifikligi gosterir. Buna
karsilik ayni organizmanin farkli dokularinda ayni enzim mevcuttur.>®
Serumdaki ADA aktivitesi malin timorlerde viral hepatitte ve sirozda enzim
aktivitesinin  arttigi  gérilmistir. Ozellikle ginimizde serum ADA
aktivitesi, akciger kanseriyle akciger tuberkulozunun ayirici teshisinde de

kullaniimaktadir.®”-8

Akciger kanserinde serumdaki ADA aktivitesi anlamli
derecede degisiklik gostermemesine ragmen, tuberkilozda anlaml

derecede yukselme gorulmektedir.
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2.6.1. Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

Adenozin deaminaz, sekiz B zinciri ve periferde sekiz a
heliks iceren paralel bir a3 kompleksi igerir. Bu protein 1088 nukleotid

tarafindan sifrelendiriimektedir.

Protein zinciri baglangigtaki metiyonin haric 362 aminosit
icerir. N- terminal ugtaki aminoasit alanin, C- terminal ugtaki aminoasit ise

16sindir.>®

ADA'nin atomik absorbsiyon spektroskopisine goére her
enzim molekuld basina 0.9 + 0.1 Zn atomu baglar. Aktif merkezdeki Zn
iyonu, His15 , His17 ve His214 ' tn N atomlarina, Asp295 ' in O atomuna
ve hidroksipurin ribontkleozid ' in (HDRP) O atomuna koordine baglarla

baglanmistir.®°

2.6.1.1. Adenozin Deaminazin gorev aldidi reaksiyonlar:

ADA, adenozin ve 2’- deoksiadenozini sirasi ile inozin ve 2'-
deoksiinozine yikim yolunu katalize etmektedir. Bu reaksiyon geriye
donusumsuz oldugu igin, bu enzim reaksiyonu adenozinin yikilmasinda
kontrol basamagini olusturur. Adenozin ve deoksiadenozin molekullerinin
yuksek konsantrasyonlari hicre igin toksik oldugundan bu nikleozidlerin

hiicre ici seviyelerinin diizenlenmesi acisindan énemlidir.®"-%2

ADA

Adenozin (2' deoksiadenozin) + H20 — inozin (2' deoksiinozin )+NH4 +
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2.6.1.2. Adenozin Deaminazin katalizledigi tepkimeler:

Adenozin inozin

Desksiadenozin Deoksiinozin
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2.7. Nitrik Oksit (NO)

Nitrojen monoksit olarak da bilinir. Radikalik 6zellige sahip
olan énemli bir bilesiktir. Nitrik oksit hicresel olaylarda cesitli fonksiyonel
gorevler yapar. Bunun icindir ki, NO insanlar da dahil tim memelilerde,
birgok fizyolojik ve patolojik suregte gorev alan énemli bir hicresel sinyal
molekull olarak kabul edilir. Mesela, yarilanma omru birkag saniye olan
kuvvetli bir vazodilatordir. NO fizyolojik konsantrasyonlarda, hemen
hemen tum organ sistemlerinde degisik biyolojik etkilere sahiptir.
Gastrointestinal sistem, solunum sistemi gibi sistemlerde ve kavernoz
dokulardaki vaskuler duz kaslarin gevsemesinde 6nemli bir mediyatordar.
NO merkezi sinir sisteminde, hafizanin sekillenmesini de iceren cesitli
fonksiyonlari  bir nérotransmitter olarak destekler; Periferde ise
gastrointestinal, solunum ve genitouriner sistemle ilgili ¢cesitli fonksiyonlari
dizenler. ilave olarak NO'nun, konak savunmasi ve immunolojik
reaksiyonlarda da fonksiyonu vardir. Miyokard fonksiyon bozuklugu,
dolasim yetmezligi ve farkli organ disfonksiyonu ile sonlanan durumlarda,
artmis NO olusumunun katkisi mevcuttur. Diger taraftan artmis NO;
vazodilatasyona, trombosit yapismasinin engellenmesi ile dokularin
mikrosirklilasyonunda rahatlamaya ve sonug¢ta da  dokularin

oksijenlenmesi yonunde ¢ok yararli katki saglayabilmektedir.
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NO;

» Oksijene maruz kaldiginda, nitrojen dioksite donusur.

2NO + 02 - 2 NO2

» Oksijen ve suyla HNO2 ve nitroz asit olusturmak igin reaksiyona

girer.

4 NO + 02 + 2 H20 — 4 HNO2

» XNO kimyasallari olusturmak UGzere flor, klor ve bromla reaksiyona

girer.

2NO + CI2 —» 2 NOCI

NO sinyal iletiminde gorevli bilinen birka¢ gazdan
birisidir.Omurgalilarda anahtar role sahip bir sinyal molekultdur ve birgok
biyolojik slrecte rol oynamaktadir.Baslangigta vaskuler sistemde endotel
kaynakli gevsetici faktér (EKGF, EDRF) olarak tanimlanmigtir. NO ve diger
bir son urln olan sitrullin, argininden NO sentaz (NOS) enzimi araciligiyla

sentezlenir.

Arginin - Sitriilin +NO
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Damarin igteki endotel tabakasi NO sinyaliyle kendisini
kusatan damar diz kasini gevsetir bu da vazodilatasyon ve artmis kan
akimi ile sonuglanir. YUksek rakimli yerlerde yasayan insanlarda hipoksi
olusumunu 6nlemek igin NO sentezi artar. NO'nun vazodilatasyonun yani
sira bir nérotransmitter oldugu ayrica sag ve kil olusumunda rolu oldugu

bilinmektedir.

Guanilat siklazin prostatik grubuna NO’ in baglanmasiyla
vaskuler diz kas hticresi gevser ve buna bagl fizyolojik sure¢ baslar.
Endotel kaynakli NO ayni zamanda cGMP bagimli bir mekanizmayla
trombositlerin adezyonunu, aktivasyonunu, sekresyon ve agregasyonlarini
inhibe eder. NO bu etkilerini ayrica trombosit i¢i kalsiyum artisini ve
trombositlerdeki P-selektin ekspresyonunu inhibe ederek de gosterir.
Kardiyovaskuler sistemdeki bu etkilerine ilaveten, endotel kaynakli NO
endotelyuma I6kosit adezyonunu, duz kas hucresi migrasyon ve

proliferasyonunu da inhibe eder.®’

NO salinimina yol acan nedenler:

Norotransmitterler (Asetilkolin ve Noradrenalin)

Trombositlerden salinan maddeler (Serotonin, Adenozin di fosfat)

Koagulasyon sirasinda olugan maddeler (Trombin)

Damar duvarinda olusan otakoidler (Histamin, Bradikinin ve Endotelin)
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2.7.1. Nitrik Oksit Senteziyle Serbest Radikal tUretimi

Oksijen molekulunan dig yorungesinde eslenmemis bir
elektron bulunmasi serbest oksijen radikallerinin olusumuna neden olur.
Superoksit, hidroksil peroksit, alkoksil ve hidroksiperoksil reaktif oksijen
artnleridir. Ayrica NO ve NO; iki nitrojen serbest radikalidir. Bunlar
hidrojen peroksit (H20-), hipokloroz asit ve peroksinitrit gibi radikal

olmayan reaktif turlere gevrilebilir.

NO eslenmemis bir elektron igerir. Buylizden oksijen,
superoksit radikalleri, Fe (demir), Cu (bakir), kobalt, manganez gibi gecis

metalleriyle hizla reaksiyona girmektedir.

Nitrik oksit radikali, siperoksit anyon radikali (O2") ile
reaksiyona girerek peroksinitriti (ONOO~) meydana getirir. Peroksinitrit
serbest radikal degildir. Peroksinitritin protonlanmasiyla peroksinitroz asit
(ONOOH) olusur, bu bilesik OH" Gibi davranir ve gugliu bir oksidandir.

H+
NO + O,"— ONOO" — ONOOH

Peoksinitrit alkali ¢ozeltilerde stabil olsa da, yavasca nitrit ve

oksijene bolunar.

2 ONOO — 2 NO7 + O3
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pH 7’de peroksinitrit 1 saniyeden az bir surede peroksinitroz
asite (ONOOH) bozunur. Bu bilesik stabil degildir ve hizla nitrata izomerize

olur.

NQO’in koruyucu etkinligi ve toksisitesi arasindaki hassas
denge hicre duzeyinde goreceli olarak NO’in indirgenmis formlarinin
( nitrojen monoksit ve nitrozonyum iyonu) olusumuyla dizenlenir. Clinku

bu molekullerin toksisitesi de peroksinitrit olusumuna baghdir.

Ayrica yuksek NO duzeyleri kanser gelisimini yavaslatir.
Bazi arastirmacilar nitrik oksitin en 6nemli iglevlerinden birinin anormal
hicre gelisimini sinirlayarak ¢esitli kanserlerin olusumunu 6nlemek

oldugunu soylemislerdir.

NO ayrica insanda immun yanitin bir bileseni olarak
makrofaj ve nétrofillerde de Uretilmektedir.Bakteri ve insanda patojen olan
diger organizmalara karsi toksik etki gostermektedir. Ama gunumuzde

bircok bakteri No'ya karsi direng mekanizmalari gelistirmistir.

Bitkilerde, 4 ayri yoldan biriyle sentezlenmektedir:

(i) L-arjinin-bagiml azot oksit sentaz
(i)  Plazma membranina bagdli nitrat rediktaz
(i)  Mitokondrial ETS ile
(iv)  Enzimatik olmayan tepkimelerle
Bitkilerde de bir sinyal molekulidir, esas olarak oksidatif

strese kargi gorev yapar ve bitkilerin patojenlerden korunmasini saglar.
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NO, sinir sistemi, fizyoloji, immunoloji gibi alanlarda yapilan
birgok arastirmanin temel molekaludur. Ayrica NO, 1992 yilinda AASS
(American Association for the Advancement of Science, Amerikan Bilim

Gelisimi Kurulusu) tarafindan Yilin Molekulli segilmistir.

2.8. Nitrik Oksit Sentaz

Nitrik oksit sentaz (NOS)'in genetik olarak farkl G¢ izoformu
tespit edilmistir. Bunlar; disuk miktarda Uretilerek vaskuler olaylari
yonlendiren endoteliyal izoform (eNOS), sinaptik sekillenme ve
ndrotransmisyonu dizenleyen néronal izoform (nNOS) ve yuksek miktarda
uretilerek, immun/inflamatuar olaylarda rol alan ve hicre aracili immun
cevapta etkili bir komponent olan uyarilabilir form (iNOS)'dur. nNOS ve
eNOS izoenzimleri NO uretimi icin Ca++/ kalmodulin kompleksine

badimlidir, buna karsin iNOS bundan bagimsizdir.

Hucre ici ve hicre disi birgok molekul nitrik oksiti stabilize
eder veya kimyasal olarak pargalar. NOS in htcre ici yerlesiminin NO in
etkileri ve kimyasal durumunu etkileyebilecegi dusinulmus ve bu konuda
bir gcok ¢alisma yapilmistir . NO in hicre gekirdeginde guanilat sentaz
genini de igceren birgok genin transkripsiyonunu arttirdigi gosterilmesine
ragmen NOS hiicre ¢ekirdedinde saptanamamistir. NOS in mitokondiri,
endoplazmik retikulum, golgi cisimciginde bulundugunu gosterilmis fakat
fonksiyonu tam olarak agiklanamamistir. NOS in hticre iskelet molekulleri
ile iligkisi oldugu gosterilmistir. eNOS endotelde surekli olarak sentezlenir.
Kultirde endotel hiicresi ile yapilan deneylerde NOS sentezinin birgok
faktor tarafindan artirilip, azaltildigi gosterilmistir. eNOS sentezini arttiran

faktorler arasinda lizofosfotidilkolin ve siklik GMP analoglar sayilabilir.
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Duzenli egzersiz yaptirilan kopeklerde eNOS duzeyi artmigtir. eNOS
aktivitesini azaltan faktorler ise TNF-a, okside LDL ve hipoksidir. Bu
durumlarda mRNA nin posttranskripsiyonel 6mrinin kisalmasi, eNOS
sentezinin azalmasinda 6nemli rol oynar. Ayrica bir transmembran proteini
olan kaveolin de eNOS 1 inhibe edebilir. Bu inhibisyon kalmodulin — ca*
kompleksi tarafindan tamamen ortadan kaldirilir. Aterosklerotik plak

uzerindeki endotel hucrelerinde eNOS sentezinin azalmadigi gosterilmigtir.

NOS, NO sentezinde substrat olarak L-arginin, kosubstrat
olarak NADPH ve koenzim olarak da FAD, FMN, tetrahidrobiyopterin,
indirgenmis tiyol ve hem molekulunu kullanir. Bu kofaktorler elektron
tasinmasinda redoks grubu olarak gorev alirlar. Sonugta oksijen
molekuliinden bir oksijen atomu arjininin terminal guanidin nitrojen

grubuna aktarilir ve ortaya ¢ikan bilesikten Lsitrallin ve NO olusur.

HZN NH2 HZN M-0H HaM

a
FiH MH
MNADFH 12 NADPH
R - - 4 N=0D
Q2 Q2
+ +

+
HaN Coo- HiN  Coo® HaN  Coo-

L-arjinin Nw-hidrolsi-L-arjinin L-sitriillin Nitrik Olesit

Sekil 2.8: Nitrik oksit olusumundaki kimyasal reaksiyon
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2.7. Kalp

Kalp, kalp kasi olarak bilinen 6zel bir tip ¢izgili kastan
olusmus, igi bos, kendiliginden kasilma 6zelligine sahip kuvvetli bir
pompadir.Temel gorevi kani vicuda pompalamak olan kalp, metabolizma
faaliyetleri sonucunda olusan artik Urtnlerin de vucuttan uzaklastiriimasi,
vucut 1sisinin dizenlenmesi, asit-baz dengesinin korunmasi, hormonlar ve

enzimlerin viicudun gerekli bdlgelerine tasinmasi gibi gorevleri yapar.®®

Kalp, gogus boslugunda, 2 akciger arasinda, sternum'un
arkasinda, diyafram kasi Uzerinde ve 4. 5. ve 6. 'Costae'larin arka
yuziunde, Ugte ikisi orta gizginin solunda, Ugte biri ise saginda yer

almaktadir.®*

2.7.1. Kalbin odaciklari

Kalbin sag ve sol kisimlari birbirinden bir duvarla (Septum)
tamamen ayrilmaktadir. Kalp memelilerde 4 odacikli ve 4 kapakgikhdir.
[Sag atrium (Sag Kulakgik), Sol atrium (Sol Kulakgik), Sag Ventriktl (Sag
Karincik), Sol Ventrikul (Sol Karincik)]. Bu odaciklari kalbin igini bolen
duvarlar olusturmustur. Septum interatriale (Atriumlar arasi bolme),
septum interventriculare (Ventrikiller arasi bolme) ve septum
atrioventriculare (Atriumlar ve ventrikiller arasi bélme) ile kalp bolimlere
ayrilmis dort odacik olusturmustur. Bu odaciklardan kalbin tepe
bdlimundekilere Kulakgik (Atrium), taban bolumundekilere ise Karincik

(Ventrikiil) adi verilir. Bu odaciklar sunlardir; ®°
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- Sag kulakgik (Atrium dextrum)
- Sol kulakgik (Atrium sinistrum)
- Sag karincik (Ventriculus dexter)

- Sol karincik (Ventriculus sinister)

2.7.2. Kalbin kapaklari

Kalpte iki adet atrioventrikuler kapak, iki adet de buyuk
damar kapaklari (Semilunar kapak) olmak Uzere 4 adet kapakgik
bulunmaktadir. Kalp kapakgiklarinin amaci kaplte kan akisinin yalnizca
tek yonde ilerlemesini saglamak ve kanin geriye déonisimunu
engellemektir. Bu kapaklar fibréz yapida olup kan damari bulunmaz,

beslenmesi diffiizyon yoluyla saglanir.

a. Atrioventriktler kapaklar

Kulakgiklardan karinciklara pompalanan kan,
karinciklardaki basincin kulakgiklardan daha fazla oldugundan geri donme
egilimindedir. Kulak¢ik gevsediginde (Diastol) kanin geri dontsinu
engellemek icin her bir kulakgik ile karincik arasinda atrioventrikuler

kapaklar vardir.

- TrikUspid kapak (Valvula tricuspidalis-uguz kapak)

- Mitral kapak (Valvula bicuspidalis, valvula mitralis-ikiz kapak

50



b. Semilunar kapaklar

Bu kapaklar, karinciklara baglanan buyik damarlarin agiima
delikleri agzinda yer alir. Kapandiklarinda yarim aya benzer. Karinciklarin
sistolinde agilarak kanin kalpten arterlere atilmasini; karinciklarin

diastolinde ise kapanarak atilan kanin karinciklara geri dontsuna onler.

- Valvula trunci pulmonalis

- Valvula aortae

2.7.3. Kalbin damarlari

Kalp de diger organlarda oldugu gibi hicrelerden
olusmaktadir ve oksijenlenmesi yani beslenmesi gerekir. Her ne kadar
kalbin dort odacigi da kanla dolu olsa da kalp, kendi igindeki kanla degil
aort damarindan ayrilan sag ve sol kalp atardamarlarindan beslenir. Kalbi
besleyen bu damarlara Koroner arterler (Arteria coronaria) denir.
Bunlardan sagda olanina sag koroner arter (Arteria coronaria dextra),
solda olanina ise sol koroner arter (Arteria coronaria sinistra) denir.
Baslangicta iki ana dal halinde olan bu arterler daha sonra kollara ve

dallara ayrilarak tiim kalbi besler.®’
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2.7.4. Kalbin tabakalari

Kalbi saran 3 tabaka vardir. Bu tabakalar; en disinda Dis

Tabaka (Pericardium veya Epicardium), Orta Tabaka (Myocardium) ve i¢

Tabaka (Endocardium)'dir.%®

a.

b.

Dis tabaka (Pericardium veya Epicardium) : Kalbi digtan bir torba

gibi saran fibro ser6z yapida bir zardir.

Orta tabaka (Myocardium) : Kalbin kas tabakasidir. Kaslar, enine

cizgilenme gostermektedir. Bu kaslar ¢izgili olmasina ragmen

istemdisi galisirlar. Kalbin en kalin tabakasidir.

ic tabaka (Endocardium) : Yassi, tek katl epitel hiicrelerden

yapilmis olan bu zar, kalbin i¢ ylizeyini érten zardir. igeriye dogru
uzantilar vererek kalpteki dort kapagin esasini olusturur. Bu

tabakada kan damari bulunmaz.
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2.7.5. Kalbin calisma sistemi

Kalp kasi sinirsel impulsa gereksinimi olmayan, kendi
uyarilarini kendi olusturabilen bir kastir. Ancak kalbin ¢alismasi otonom
sinir sisteminin denetimi altindadir. Sempatik sinirler kalbin ritmik kasilma
ve gevseme hareketlerini hizlandirirken parasempatik sinirler

yavaslatiimasini saglar.

Kalp, surekli kasilip gevseyerek galisir. Kalbin kasiimasina
sistol, gevsemesine diastol denir. Kalpte her iki kulak¢ik ve karincik ile
birlikte kasilip gevser. Kulakgik ve karinciklarin kasilip gevsemesi kanin
hareketi igin itici bir gl¢ olusturur. Bu kasilip gevseme birbirine zittir.
Kulakgiklarin her ikisi ayni anda sistol durumundayken karinciklar diastol
durumuna geger. Kalbin bir sistol ve diastol hareketine kalp atigi denir.
Kalp atisi yetigkin bir insanda dakikada 60-80, ortalama 70'dir. Cocuklarda
ise bu say! dakikada 90-140 arasindadir.®®

Kulakgiklar diastolde kanla dolar. Kanla dolduktan 0,1
saniye iginde sistol donemi bagslar. Bu donemde karinciklar diastol halinde
olup basincin etkisiyle sag kulakgik ve sag karincik arasindaki trikispit, sol
kulakgik ve sol karincik arasindaki mitral kapakgiklar agilir. Boylece
kulakgiklardaki kan atrio-ventrikuler deliklerden karinciklara gecger ve

karinciklar kanla dolar.
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Karinciklarin sistolunde artan basincin etkisiyle trikUspit
ve mitral kapaklar kapanir. Boylece kanin kulakgiklara geri donusu
engellenir. Sag karinciktaki ven6z kan Arteria Pulmonalis (Akciger
atardamari) girisindeki seminular kapakgiklarin agilmasiyla akcigerlere, sol
karinciktaki arterial kan ise aort girisindeki valvula aortun agilmasiyla

aorta, oradan da tiim viicut dokularina dagilir.®’

2.7.6. Kalbin uyari ve ileti sistemi

Kalbin, kulakg¢ik ve karinciklarinin kesintisiz bir sekilde
sistol ve diastollini saglayan 6zel bir yapisi vardir. Kalbin su igini dizenli
bir sekilde idare eden ve icinde sinir elemanlari bulunan 6zel karakterdeki

kas demetine Kalbin Uyari ve ileti Sistemi denir. "

Bu sistem; 6zel hicre kimeleri, demetleri ve liflerden
olusur. Uyari ve ileti sistemi; Sinoatrial (SA) DUgum, Atrioventrikiler (AV)
Dugum, Atrioventrikiiler Demet (His demeti) ve Purkinje Lifleri olmak Gzere
4 bolumden meydana gelir. Bunlardan ilk ikisi uyari, diger ikisi ise ileti

sistemidir.
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Sinoatrial (SA) dugum (Keith-flack) : Sag kulakgigin Ust yan

duvarinda ust ana toplardamarin kulakgiga acildigi yerin altindadir.
Sinoatrial dugum kalp atimlarini baslatan ve ritmini kontrol eden

elektriksel uyarilarin bagladigi bolgedir.

Atriovetrikuler (AV) digum (Aschof-tavara duguma) : Trikispid

kapagin arkasinda sag kulak¢igin arka duvarinda bulunur.
Sinoatrial digumde olusan uyartilar, dugumler arasi yollarla
atrioventrikuler digume gelir. Buraya gelen uyarilar 0.1 saniyelik bir

gecikmeyle his demetine gecer.

His demeti (Atrioventrikiler demet) : His demeti atrioventrikller

digume baghdir. Karinciklar arasi bélmede sag ve sol dallara
ayrilir. His demetine gelen uyarti his demetinin sag ve sol dallarinda

ilerleyerek sag ve sol karincik kasindaki purkinje sistemine ulasir.

Purkinje lifleri : Karincik kaslarina dagilan his demetinin daha kiguk
dallarina purkinje lifleri denir. Purkinje lifleri uyartiyi karincik

kaslarina ileterek karinciklarin kasilmalarini saglar.
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Bu ileti sistemi sayesinde kalp fonksiyonel bir bitln olarak
¢aligir. Sinoatrial dugumde olusan uyartinin kulakguk kasina yayilmasi
sonucunda kulakgik sistoll, karincik kasina yayilmasi sonucunda ise
karincik sistolu olugur. Uyartinin kalpte yayilmasi sirasinda atrioventrikuler
dugumdeki 0.1 saniyelik gecikme kulakgiklarin, karinciklardan 6énce
kasilmasini saglar. Boylece, karinciklar diastol halindeyken kulakgiklar
sistoldedir. Sinoatrial dugumden her bir uyarti kalp kasinda bir sistolu takip
eden bir diastole neden olur. Sinoatrial digum dakikada kag uyarti
cikartiyorsa kulakgiklar ve karinciklar da o kadar sistol yapar. Bir kalp

vurusu karinciklarin sistoliidir.”
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3. GEREG ve YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Bu calismada agirliklari 230+20 g olan 30 adet Wistar irki

erigkin disi albino ratlar kullanildi. Calismada kullanilan ratlar Gazi

Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi (GUDAM)nden temin edildi.

Hayvan deneyleri, Gazi Universitesi Yerel Etik Kurulu kararlarina uygun
olarak gerceklestirildi (Kod no: G.U.ET-10.006).

Arastirmada kullanilan hayvanlar, bir grupta 6 rat olacak

sekilde 5 gruba ayrildi.

1.

Kontrol (K) grubu: Deney suresince 10 hafta laboratuar diyeti ve

icme suyu ile beslendi.

N-nitrozodietilamin (NDEA) grubu: 15. gunde tek doz N-
nitrozodietilamin (NDEA) intraperitoneal (IP) olarak 200mg/kg

dozunda uygulandi.

Ellajik asit (EA) grubu: Calisma baglangicindan 2 hafta sonra 15.
Gunde uygulama baglatilarak 8 hafta boyunca 25mg/kg/gln
dozunda, gunasiri olmak Uzere serum fizyolojik (SR) gavaj yoluyla

oral yoldan uygulandi.
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4. N-nitrozodietilamin (NDEA) + Ellajik asit (EA) grubu (Eszamanh):
Calisma baslangicindan 2 hafta sonra 15. ginde basglanarak EA
25mg/kg/glin dozunda gunasiri olmak Uzere SF igerisinde gavaj
yolu ile oral yoldan uygulandi. Ek olarak yine calismanin 15.
gununde tek doz N-nitrozodietilamin (NDEA) intraperitoneal olarak

200mg/kg dozunda uygulandi.

5. N-nitrozodietilamin (NDEA) + Ellajik asit (EA) (Pre) grubu: Calisma
baglangicindan itibaren EA’in koruyucu etkisini arastirmak igin
25mg/kg/gin dozunda EA gunagirn uygulandi. Calismanin 15.
gununde tek doz N-nitrozodietilamin (NDEA) IP olarak 200mg/kg

dozunda uygulandi.

Calisma suresi sonunda hayvanlardan bazi analizleri
yapmak icin kan alindiktan sonra, sakrifiye edildiler. Daha sonra organlari
cikarilarak soguk (4 °C) SF ile dokularin temizligi yapildiktan sonra, kalp
dokusu patolojik inceleme ve enzim analizleri i¢cin alindi ve c¢alisma

yapilana kadar -74 °C’de saklandi.

Analizlere baglamadan 6nce her gruba ait kalp dokulari
derin dondurucudan c¢ikarihp ¢ozuldikten sonra, once hassas terazide
tartildiktan sonra 1/8 (m/v) serum fizyolojikle homojenize edildi. Homojenat
sogutmali santrifujde 5000 rom de 10 dakika santriflj edilerek supernatan
kismi ayrildi. SUpernatanlarda protein tayininin yani sira, glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), katalaz (CAT), superoksit dismutaz (SOD), ksantin
oksidaz (XO), Adenozin deaminaz (ADA) ve Nitrik Oksit sentaz (NOS)
enzim aktiviteleri ile Nitrik oksit (NO) ve malondialdehid (MDA) seviyeleri

Blguldi.
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3.2. Geregler

3.2.1. Cihazlar

Derin dondurucu (-85 C°, Sanyo marka)

Buzdolabi (+4 C°, Argelik marka)

Hassas elektronik tarti ( Sartorius Basic marka)

Sabit/ayarlanabilir pipetler ( Socorex ve Brand marka)

Spektrofotometre (HeAios-a, Unicam marka)

Sogutmali santrifij (Labofur 200, Heraus marka)

Homojenizator (B. Braun Melsungen marka)

3.2.2. Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan N-nitrozodietilamin ve Ellajik asit,
Adenozin, Ksantin, XO, GSH-Red, NBT, Albumin, H202, GSH, Na2CQO3,
Tris, HCI, Na2HPO4, KH2PO4, Folin- Cioceltau, CuSO4 ve NaOH Sigma

(St. Louis, U.S.A)'den temin edildi.
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3.3. Lowry Yontemi (Protein Miktar Tayini)

Kalp dokusu protein konsantrasyonlarinin tayininde Lowry
yontemi kullanildi.”® Spektrofotometrik bir dlglim yéntemi olan bu deneyin
prensibi; alkali ortamda peptid molekullerinin (proteinler) Cu*? — protein
kompleksi yapmasi ile mavi renk olusturmasi esasina dayanir. Bu
tepkimenin gerceklesmesinde, proteinlerin triptofan ve tirozin igeren
bakiyeleri  etkilidir.  Olusan  bu renkli  bilesigin  absorbansi
spektrofotometrede ile 700 nm de Olgulir. Absorbans protein

konsantrasyonuyla dogru orantihdir (A=ebC).

Deneyde kullanilan reaktiflerin igerigi:

A reaktifi: 0,5 gr CuS0O4.5H,0 ile 1 gr sodyum sitratin 100 ml distile suda

¢ozulmesiyle elde edilir.

B reaktifi: 0,1 N 1 L NaOH iginde, 20 gr Na,CO3 ¢ozulerek elde edilir.

C reaktifi: 1 ml A reaktifi + 50 ml B reaktifi karistirilarak elde edilir.

D reaktifi (Folin- Cioceltau): 10 ml Folin- Cioceltau reaktifine 10 ml distile

su ilave edilerek hazirlanir.
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Tablo 3.1: Protein 6lgimu metoduna ait protokol

KOR NUMUNE (N)
SUPERNATAN 10 pl
DISTILE SU 500 490 pl
C REAKTIFI 2,5 ml 2,5 ml

10 dakika oda sicakliginda inkubasyondan sonra, 0,25 ml D

reaktifi numune ve kor tuplerine ilave edildi. Karisim tekrar 30 dakika

sureyle oda sicakliginda bekletildikten sonra spektrofotometrede 700 nm

dalga boyunda, koér ve numunenin absorbansi distile suya kargi okundu.

Bu deney icin hazirlanan BSA standart ¢ozeltisi ile ayni sartlarda standart

grafik cizilerek grafigin egiminden érneklerdeki protein miktari hesaplandi.

Protein Standart Grafigi

Protein (mg/ml)

y = 2,4745x
0,6
0,5 - o
% 0,4 /
0
£ 0,3 -
< /
0,1 ¢ _—3
0 T T T T
0 0,05 0,1 0,15 0,2

0,25
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3.4. Oksidan ve Antioksidan Parametrelerin Olgiim Metodlari

3.4.1. Malondialdehid (MDA) Miktari Olciim Metodu

Malondialdehit tayini Van Ye TM ve arkadaslarinin tarif

ettigi metoda gére calisildi.”™

Metodun prensibi: iki mol TBA asidik ortamda ve 85-100
°C sicaklikta bir mol MDA ile birleserek mor renkli TBA-MDA kompleksini
olusturur. Bu kompleksin verdigi absorbans 532 nm’de spektrofotometrik

olarak olgulur.

H
o OH HO SH
HS /N OH / 1S . N\‘ ) ]
LY S (Y2
N\ } a N\ \ \ /N

HO CH OH

TBA MDA TBA-MDA

Sekil 3.1: TBA-MDA kompleksi olusumu
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Tablo 3.2: MDA 6l¢imU metoduna ait protokol

NUMUNE KOR
SUPERNATAN 100 pl 100 pl
ETIL ALKOL(% 95) 1 mi 1 mi
FOSFAT TAMPONU 1 ml 1 ml
TCA 1 mi 1 mi
TBA 1 ml ---

Tupler 30 dakika sureyle kaynar su banyosunda tutuldu. Daha
sonra, 6000 devirde 20 dakika sureyle santrifuj edildi. Spektrofotometrik
Olcim yapilacagi zaman, kor tupune 1 ml TBA ¢ozeltisi ilave edildi. 532

nm de koér ve numune tuplerinin absorbansi, distile suya kargi okundu.

Bu o6lgimde MDA standardi olarak tetraetoksipropan (TEP)
kullanildi. (%96; d=0,92; MA= 220,3).

1,1,3,3-Tetraetoksi propandan once 10 mM’lik stok c¢ozelti
hazirlandi, stok c¢ozeltiden uygun seyreltmelerle 10, 25, 50, 75 ve 100

MM’lik standart ¢ozeltiler hazirlanarak standart grafik cizildi.
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MDA Standart Grafigi
y = 0,06x
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Grafik 2: MDA standart grafigi

Absorbans=f (Konsantrasyon) grafiginin egiminden de
numunelerdeki MDA miktarlari hesaplandi. Sonuglar nmol/mg protein

olarak ifade edildi.

3.4.2. Ksantin Oksidaz (XO) Aktivitesi Olciim Metodu

Ksantin oksidaz tayini Hashimato S’nin tarif ettigi metoda
gére calisildi.” Ksantin oksidaz piirin bazlari olan hipoksantin ve ksantini
urik aside donusraren enzim olup, reaksiyon sonucunda olusan urik asit

293 nm’de maksimum absorbans vermektedir.
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Tablo 3.3: XO aktivitesi 6lcgimu metoduna ait protokol

FOSFAT TAMPONU 2,8ml
KSANTIN COZELTISI 0,1 ml
SUPERNATAN 0,1 ml

Elde edilen ¢bzeltinin absorbansi baslangi¢c (0.) ve 1.
saatlerde olglldi. Olgim, spektrofotometrede, 293 nm dalga
boyunda yapildi. Olgiimler arasindaki fark (AA) bulunduktan sonra
XO aktivitesi Urik asitin molar absorpsiyon katsayisi kullanilarak

(£:10x107 L/pymol. cm) hesapland.

XO aktivitesi spesifik aktivite cinsinden verildi (mIU/mg prot.)

3.4.3. Katalaz (CAT) Aktivitesi Olciim Metodu

Kalp doku orneklerinde Katalaz aktivitesinin olcimu Aebi

H’nin metoduna gére yapildi.”

Metodun prensibi: 240 nm’de katalaz tarafindan vyikilan
hidrojen  peroksitin  absorbans  degisiminin  izlenmesi  esasina

dayanmaktadir.
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Reaktifler:

1. Fosfat tamponu: KH,PO4 ve Na;HPO,4 kullanilarak, 0.1 M pH

7 olan fosfat tamponu hazirlanir.

2. HyO, c¢ozeltisi: Stok H,O, cozeltisi, fosfat tamponu ile

seyreltilir.

H,O, ¢oOzeltisi, sUpernatan ve fosfat tamponu kuvartz kivete
konuldu. Spektrofotometrede, 240 nm dalga boyunda absorbans 1 dakika
sureyle izlendi.Gozlenen absorbans farki (AA) hesaplandiktan sonra, CAT
aktivitesi hidrojen peroksitin molar absorpsiyon katsayisi kullanilarak (g:

0.04098 litre/mmol.cm) hesaplandi.

CAT aktivitesi spesifik aktivite cinsinden (IU/mg protein) verildi

3.4.4. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi Olciim Metodu

Kalp doku 6rneklerinde SOD aktivitesi Durak | ve

arkadaslarinin tarif ettigi metoda gére calisildi.”

Metodun prensibi:  Nitroblue tetrazolium’un  (NBT)
superoksit Ureticisi olan ksantin-ksantin oksidaz sistemi tarafindan
indirgenmesi esasina dayanmaktadir. Reaksiyon ortamina ilave edilen
SOD enzimi olusan superoksit radikallerini ortamdan uzaklastirarak,

aktivitesiyle dogru orantili olarak NBT’nin rediiksiyonunu engeller.”
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Reduklenmis NBT menekse rengindedir ve spektrofotometrede, 560 nm
dalga boyunda absorbans verir. Ortama SOD ilave edilerek bulunan
absorbans degeri, enzimin ilave edilmedigi kér deneyinin absorbansiyla

karsilastirilarak enzim aktivitesi hesaplanir.

Reaktifler:

Ksantin oksidaz ¢ozeltisi: Amonyum stilfat icinde XO ¢ozulur.

CuCl; ¢gozeltisi: Distile suda CuCl, ¢ozulur.

Reaktif 1: Asagidaki ¢ozeltiler ayri ayri hazirlandiktan sonra birlestirilir.

-9,1 mg ksantin, 1 N NaOH’den distile su i¢ine damlatildiktan sonra bu

¢cozeltiye ilave edilerek ¢ozullr. Daha sonra distile su tamamlanir.

-100 ml distile suda EDTA ¢ozular.

-100 ml distile suda NBT ¢ozulur.

-30 ml distile suda 30 mg sigir albimini ¢ézular.

-60 ml distile suda Na,CO3 ¢ozuldr.

Daha sonra butun ¢ozeltiler birlestirilerek Reaktif 1 elde edilir.
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Tablo 3.4: SOD aktivitesi 6lgimu metoduna ait protokol

NUMUNE KOR
REAKTIF 1 2,75 ml 2,75 ml
SUPERNATAN 100 pl -
XO 50 pl 50 pl

Tupler oda sicakhiginda 20 dakika bekletildi.

CuCl, 100 100 l

SUPERNATAN --- 100 pl

Bu deneyde SOD enzim aktivitesi IU cinsinden verilmez.
Bunun yerine Ozel olarak tanimlanmig Unite tarifi kullanilir. Buna gore; 1
unite SOD aktivitesi, NBT’nin reduklenmesini % 50 oraninda inhibe eden

enzim miktari olarak tanimlanmistir.
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Kor ve numunelere ait absorbanslar spektrofotometrede,
560 nm’de distile suya karsi okunduktan sonra, SOD aktivitesi yukarida
verilen Unite tarifine goére hesaplandi. Buna goére, ‘Faktor’ degeri 20 olarak

bulundu.

SOD aktivitesi (U/mg) = [(AODks —AODy ) / AODks] x 20 / Protein

konsantrasyonu (mg/ml)

3.4.5. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktivitesi Olciim Metodu

GSH-Px aktivitesi Paglia DE ve arkadaslarinin metoduna

gore calisildr.”

Metodun prensibi: 340 nm’de NADPHIn absorbans
degisimine dayanmaktadir. Enzim aktivitesi ise NADPH'In € degerinden

(6.22 pmol/ml) yararlanilarak hesaplandi.
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Reaktifler:

Fosfat tamponu (pH:7, 0.1 M): EDTA, Na;HPO4 ve KH,PO4 1 litre distile

suda ¢ozulerek hazirlanir.

Glutatyon ¢ozeltisi: 250 mg glutatyon 5 ml fosfat tamponunda ¢ozuldr.

NADPH: 15 mg NADPH 2,5 ml fosfat tamponunda ¢ézuldr.

Glutatyon reduktaz enzimi: 3,2 M amonyum sulfatta, glutatyon reduktaz

enzimi seyreltilir.

Tablo 3.5: GSH-Px aktivitesi 6lgumu metoduna ait protokol

FOSFAT TAMPONU 2,5 ml
GSH 100 pl
NADPH 50 pl
GSH REDUKTAZ 100 pl
SODYUM AZID 100 pl
SUPERNATAN 100 pl
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Spektrofotometre 340 nm dalga boyuna ayarlandi ve
fosfat tamponuyla sifirlandi. Cozeltiler kivete konulduktan sonra, 1dakika
sureyle absorbans takip edilerek kor degeri elde edilmis oldu. Ayni iglem
100 pl H2O, c¢ozeltisi eklenerek 5 dakika sire ile takip edilerek AA
hesaplandiktan sonra, GSH-Px aktivitesi NADPH'In molar absorpsiyon

katsayisi kullanilarak hesaplandi.

GSH-Px aktivitesi mlU/mg protein olarak verildi

3.4.6. Adenozin Deaminaz (ADA) Enzimi Olciim Metodu

ADA aktivite tayini Giusseppe Giusti’'nin tarif ettigi metoda

gore yapilmistir.’

Metodun Prensibi:

ADA
Adenosine + H,O —»|nosine + NH;

(OH")/Na2[Fe(CN)5NO]
NH3 + OCI" + 2 Phenol > Indofenol (Renkli)

Reaksiyonu geregi, ADA aktivitesinin olgUmu i¢in substrat

olarak adenozin (deoksiadenozin) kullanilir. ADA adenozinden inozin
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(deoksiinozin) olusumunu katalizler. Bu sirada agiga c¢ikan amonyak,
sodyum hipoklorit ve fenol/nitroprussid ile birlikte alkali ¢ozeltide koyu mavi
indofenol seklini alir. Sodyum nitroprussid katalizor olarak gorev yapar. Bu
reaksiyon geregi amonyak konsantrasyonu indofenol konsantrasyonu ile

(absorbansiyla) dogru orantilidir.

Reaktifler:

1) Fosfat Tamponu ( 50mM; pH: 6,5)

2) Tamponlanmis Adenozin Cozeltisi (Substrat 21 mM )

3) (NH4)2S0O4 stok ¢ozeltisi (15 mM)

4) (NH4)2SO4 standart ¢ozeltisi (75mM; 0,15uval, NHsz/ml)

5) Fenol- Nitroprussid c¢ozeltisi (106mM Fenol, 0.17mM Na

nitroprussid)

6) Alkali Hipoklorit gozeltisi (11 mM NaOCI, 125 mM NaOH)

Kalp doku orneklerinde ADA aktivitesi 6lgumu igin; numune
tuplerine 1ml adenozin ¢ozeltisi ve 0.05ml supernatan, numune koru
tuplerine de 1ml adenozin ¢ozeltisi eklenerek karistirildiktan sonra tuplerin
agzi parafilmle kapatilarak 37°C’de 60 dakika su banyosunda inktbe

edildi. Daha sonra numune tlplerine 3mL FNP ¢ozeltisi ve 3ml alkali HOCI
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¢Ozeltisi, numune koru tuplerine de 3ml FNP ¢ozeltisi, 0.05ml homojenat

ve 3ml alkali HOCI ¢ozeltisi eklendi.

Tapler kanigtirihp 37°C’ de su banyosunda 30 dakika inklbe

edildi. inkiibasyon sonrasi numune ve kérlerin absorbansi 628 nm'de

distile suya kargi okundu. Absorbansin 1.00’in Ustune ¢iktigi durumlarda

ornekler distile su ile 2-5 kat seyreltilerek deney tekrarlandi.

ADA aktivitesi asagidaki formule gére hesaplandi.

ADA Aktivitesi (IU/L) = {(A)-(A)x/ (A)s-(A)sk } X 50

Sonuclar Spesifik Aktivite (IU/mg Protein) cinsinden verilmistir.

3.4.7. Nitrik Oksit (NO) Diizeyi Olciim Metodu

NO metabolizmasinin son urunleri olan nitrit-nitrat miktarini
hesaplamak i¢in indirgenmede kullanilan yoéntem belli buyuklikte
kadmiyum boncuklari ile muamele edilmesi esasina dayanir. Boylece
nitratin nitrite c¢evrilmesi gergeklesmis olur. Bundan sonra total nitrit
duzeyleri Griess reaksiyonuyla olgulir. Nitrik asitin  sulfanilamid
diazotizasyonu ve naftil etilendiamin hidroklorid ile reaksiyonu sonucu
olugsan pembe renkli bir rin meydana gelir. Kompleksin absorbansi 540

nm’de spektrofotometrik olarak olgulur.
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Reaktifler:

12,5 mM naftietilen diamin dihidroklorid ¢cozeltisi,
18,75 mM Silfanilik asit ¢ozeltisi,
0,05 M HCI ¢ozeltisi

Numuneden her tipe 200 ul alinir ve proteinleri ¢oktlirmek
icin %20’lik (w/v) TCA’dan 20 pl her tupe ilave edilir. Karigtirilip, 5 dakika
oda sicakliginda bekletilir. 5000 devirde 5 dakika santrifuj edilir. Stzuntu
¢iktig1 kadar alinip Uzerine birer adet kadmiyum metali konulur. Bir gece

bekletilir. Bundan sonra protokole devam edilir:

Tablo 3.6: NO Olgimu metoduna ait protokol

K6R NUMUNE
SUZUNTU 50 50 pl
HCl 250 pl 250 pl
SULFANILIK ASIT 250 pl 250 pl
NAFTIL
ETILENDIAMIN 250 pl
DIHIDROKLORID
DISTILE SU 250 pl
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Tekrar 5000 devirde 5 dakika santrifuj edildikten 30 dakika sonra

540 nm dalga boyunda spektrofotometrede okuma yapilir.

Standartin optik dansitesi (St op) = 0,1

Standartin konsantrasyonu (St ¢) = 25 mM

NO konsantrasyonu (mM) = {(Nop - >Kop) / St op} x St ¢

NO konsantrasyonu (mM) = {(Nop - > Kop) / 0,1} x 25 mM

NO konsantrasyonu (mM) = (Nop - ¥ Kop) x 250

3.4.8. Nitrik Oksit Sentaz (NOS) Enzim Aktivitesi Olcim Metodu

NOS aktivitesi dlgum prensibi, numunedeki NOS’un arginini

NO’e donustlrmesi ve olusan NO dlzeyinin belirlenmesi esasina dayanir.

Nitrit ve nitrat biyolojik sivilarda bulunan NO oksidasyon

urtnleridir. NOS aktivitesi belirteci olarak kullanilirlar.
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Tablo 3.7: NOS aktivitesi 6lgimu metoduna ait protokol

NUMUNE TUPU K6R TUPU
NUMUNE 100 pL 100 pL
ARGININ 200 pL 200 pL

Numune tupleri 70 dakika, kor tupleri 10 dakika oda sicakhginda inkibe

edilir.

HCI 200 pL 200 pL
SULFANILIK ASIT 200 pL 200 pL
NAFTIL

ETILENDIAMIN 200 pL 200 pL

DIHIDROKLORID

Karistirilan tlpler 1 saat oda sicakliginda bekletilir. 5000

devirde 5 dakika santriftj edilir. SUpernatan alinarak, spektrofotometrede

540 nm dalga boyunda distile suya karsi okunur.
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Standartin optik dansitesi (St op) = 0,1

Son hacimdeki Standartin konsantrasyonu (St ¢) = 25 mM = 25 ymol/mL

Numune hacmi = 0,1 mL

Total hacim = 0,9 mL

NOS aktivitesi(lU/mL)=[{(Nop—Kop) / Stop} x Stc] x (1/60)xSeyreltmefaktori

NOS aktivitesi(1U/mL)=[{(Nop~Kop) / Stop} x 25umol/ mL]x (1/60)x (0,9/0,1)

NOS aktivitesi(lU/mL)= (Nop - Kop) x 37,5

3.7. istatistiksel Analiz

Sonuglarin istatistiksel analizinde SPSS (Statistical Package
for the Social Sciences) programi kullanildi. Elde edilen degerler ortalama
+ standart sapma olarak ifade edildi. Gruplarin karsilastiriimasinda Anova
testleri kullanildi. Anova testinde anlamli ¢ikan sonuclar, Independent
Samples Test ile degerlendirildi ve P<0,05 olan degerler anlamli kabul
edildi.
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4. BULGULAR

Deney sonuglarina ait veriler Tablo 4.1'de gorulmektedir.
Tablodan da gorulecegi gibi ADA aktivitesi tim gruplarda birbirlerine yakin
olarak ¢ikmigtir. Bu durum Ne NDEA'nin Ne de EA'in rat kalp dokusunda
kontrol grubuna gore farkl bir etki yapmadigini gostermektedir.
Ayni durum MDA agisindan da benzer sonuglar gostermektedir. Bu da
bize NDEA’nin olas! etkisini lipid peroksidasyonu mekanizmasi diginda

bagka bir mekanizma ile gosterdigini dusundurebilir.

XO enzim aktivitesi incelendiginde, kontrol grubuna goére
sadece EA ve es zamanli NDEA+EA grubunda anlamli derecede enzim

aktivitesinin azaldigini gostermektedir sirasi ile p=0.048, p=0.036.

Serbest radikal metabolizmasinda gdérevalan enzimlerden
GSH-Px incelendiginde, kontrol grubuna gére NDEA grubunda anlamli bir
degisiklik gbzlenemezken, EA, NDEA+EA pro ve NDEA+EA, es z.
gruplarinda enzim aktivitesinde artiglar goértulmektedir, ancak kontrol
grubuna es zamanli olan istatistiksel olarak anlamli derecede yukselmigtir
p=0.013. Ayrica NDEA grubu ile es zamanh grup kiyaslandiginda es
zamanl grupta NDEA grubuna goére aktivitede anlamh bir yUkseklik

go6rilmektedir p=0.013.
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SOD ve CAT aktiviteleri incelendiginde; kontrol grubuna goére
proflaksi grubunda anlamli bir digsme gozlenirken (p=0.001), diger
gruplarda kontrol grubuna gére anlamli bir degisiklik olmamistir.

Ancak kontrol grubu disindaki diger gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli degisiklikler gorilmektedir.

NO miktari ve NOS aktivitesinde anlamli bir degisim

gOrulmemigtir.
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Tablo 4.1 : Rat Kalp dokulari enzim aktivitelerine ait ortalama * standart

sapma (X+SD) degerleri ve anlamlilik (p) testi

ADA X0 GSH-Px SOD CAT NOS NO MDA

GRUP
Mean | SD | Mean | SD | Mean | SD f Mean | SD | Mean | SD | Mean | SD | Mean | SD | Mean | SD
1.Kontrol | 3.72]0.60]24.00| 791 734|257 138 |020]23.05|242] 1.11]0.13]2524|2.03] 3.97 | 1.13
2. NDEA 3.48 | 1.02) 2117 479 750 | 1.89] 1.23]0.19]24.63 320 1.14 | 0.12 2146 | 1.61| 3.97 | 0.68
3. E.Asit 338 10431833 | 2421044 | 1.61] 1.47|0.07]2027 48| 96|0.10]21.98 | 1.49| 3.37|0.76
4.
EEMEA 3.13 | 1.10 | 14.00 | 436 | 12.05 | 3.02] 1.39|0.13] 1620 | 3.92) 1.21 0292535 |4.10| 4.19| 1.08
zamanl1)
5.
NDEA+EA | 3.63 | 0.66 | 20.67 | 2.89 ] 10.35 | 3.84 ] 0.93 | 0.05] 23.30 | 4.13 | 1.09 | 0.13]22.85|3.00| 4.01 | 0.60
(Proflaksi)
One-way . .
anova P 0.838 0.097 0.045 " 0.001 ™ 0.020 0.169 0.082 0.609
degeri
1-2 g 0.048 p>0.05 p>0.05 p>0.05 s g g
=

1-3 z >0.05 >0.05 >0.05 z z z

= 0.036 P P P = = =
1-4 3 0.013 p>0.05 0.010 g 3 3

= >0.05 = = =
1-5 = p p>0.05 0.001 p>0.05 3 = %

O O O O

=] = = =]
2-3 5 p>0.05 p>0.05 0.014 p>0.05 5 5 5
2-4 23 0.013 p>0.05 0.002 23 23 23

g E p>0.05 £ = £ £ £ £
2-5 < & p>0.05 0.012 p>0.05 < & < & s &

= > = > = > = >
3-4 £ p>0.05 p>0.05 | p>0.05 p>0.05 g g £

E E E E
3-5 > p>0.05 0.001 p>0.05 Z Z >

g | woos 2 5 s

o o he] o
4-5 5 p>0.05 1 1>0.05 0.001 0.014 5 5 i

Q Q. [oN Q

2 E £ 2

O p>0.05 O O G

*p<0.05 "p<0.01

ADA, NOS, GSH-Px ve CAT (IU/mg protein)

XO (mlU/mg Protein), SOD (U/mg protein)

MDA (nmol/mg protein), NO: umol/mg protein
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Grafik 4: XO enziminin gruplar Gzerine etkisi
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Grafik 5: GSH-Px enziminin gruplar Uzerine etkisi
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Grafik 6: SOD enziminin gruplar Gzerine etkisi
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CAT (IlU/mg prot)
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Grafik 7: CAT enziminin gruplar tzerine etkisi
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Grafik 8: NOS enziminin gruplar Uzerine etkisi
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Grafik 9: Nitrik Oksitin gruplar Gzerine etkisi

4,5
4
3,5
3
2,5
2
1,5
1
0,5
0

MDA( nmol/mg prot)

Kontrol NDEA NDEA+ EA( EZ] NDEA +
EA(PRF)

Grafik 10: Malondialdehitin gruplar Gzerine etkisi
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Grafik 11: Calisma gruplari Uzerine etkiler

ADA, NOS, GSH-Px, CAT: IU/mg Protein
XO:mlIU/mg protein, SOD: U/mg protein

NO: pymol/mg protein, MDA: nmol/mg protein
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6. TARTISMA

Bu calismada, N-NDEA verilmis ratlarin kalp dokularinda
NO duzeyleri ve ellajik asit'in etkisini arastirmak amaciyla MDA duzeyleri,
NOS, CAT, GSH-Px, SOD, XO, ADA aktiviteleri incelendi.

N-Nitrozo bilesiklerin deney hayvanlari Uzerinde yapilan
arastirmalar sonucunda toksik, te*ratojenik, mutajenik ve kanserojenik
etkilerinin oldugu belirtiimistir. insanlarin N-nitrozo bilesiklerine maruz
kalmasi genellikle iki sekilde gerceklesmektedir. Birincisi, bu bilegikler
gidalarda katki maddesi ya da dogal olarak bulunan nitrat ve nitritin ¢esitli
biyolojik asamalar sonucu metabolize olmasiyla vicutta endojen olarak
meydana gelmektedir. ikincisi ise, mikrobiyal dayanikliligin artiriimasi
amaciyla et Urunleri, ballk ve peynirlere ilave edilen nitrit tuzlarinin
gidalarin igerigindeki aminlerle tepkimeye girmesi sonucunda alimi
seklinde olmaktadir. N-nitrozo bilesiklerinin olusumunda; besinlerin
pisiriime sekli, pisirme slresi ve uygulanan isi da etkilidir. Ozellikle
kizartilarak pigirilen nitritle kirlenmis etlerde, N-nitrozo bilesiklerinin daha
fazla olustugu bilinmektedir. Epidemiyolojik calismalar, insanlarda gorulen
kanser olgularinin baslica sebebinin (%60) beslenmeye bagl oldugunu
ortaya koymaktadir. Beslenmeden kaynaklanan kanserlerin azaltiimasi
icin potansiyel kanserojen N-nitrozo bilegiklerinin gidalardaki miktarlarinin

denetimi titizlikle yapiimal ve gerekli sinirlamalar uygulanmalidir.
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Benzer gekilde, gidalara koruma amacli olarak ilave edilen
veya dogal olarak iceriginde yer aldiklari gidalar ile vicuda alinan nitrat ve
nitrit miktarlarinin azaltilmasi i¢in gerekli c¢aligilmalar yapilmaldir.
Gidalarda ve vucutta, N-nitrozo bilesiklerinin olusumunu 6nleme 6zelligi
bilinen antioksidanlarin katki maddesi olarak uygun miktarlarda gidalara
eklenmeli veya antioksidan 06zellige sahip bilesikler diyetlerde yeterli

miktarda alinmalidir.”®

Ellajik asit serbest radikallerin yikici etkilerini bloke edici
Ozelligi olan bir antioksidandir. Ahududu ve c¢ilek gibi meyvelerde bulunan
ellagitannins vucutta ellajik asite donusur. Ellajik asit kansere sebep olan
molekule baglanarak etkisiz hale getirir. Hayvanlar Uzerinde yapilan
¢alismalarda kanserli hicrelerin buyUmesini engelleyici ve oksidatif hasara
kargi korumada etkili olabilecegi ortaya c¢ikmigtir. Ellajik asit genellikle
ahududu, cilek, bogurtlen, karadut, kirmizi Gzim, nar, kiraz, visne, Kkizilcik

ve ceviz gibi besin maddelerinde bulunur.

Bir calismada nitrozodietilaminin deney tavsanlarinda
aterosklerozla iligkisi incelenmigtir. Tavsanlara oral hiperkolesterolemik
diyet ile birlikte giinde 50 mg NDEA verilmis ve eritrositlerin in vitro lipid
peroksidasyonunun artmasinin yanisira ozmotik frajilitesi de belirli oranda
artmigtir. NDEA olmadan veya hiperkolestrol diet esligindeki beslenme
suresince plazma total lipid duzeyi, kolestrol ve gliserit miktari artmaya
devam etmistir. Hiperkolstrol diet kesildikten sonra yag oranlari dismustur.
Calisma sonucu NDEA’nin oral uygulanmasinin sonucu kandaki lipid

peroksidasyonu artmis ve lipid klirensi diismiistiir.®
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NDEA ve vitamin etkilesiminin c¢alisildigi bir ¢alismada
vitamin E ile 6n tedavinin, NDEA verilmis rat karacigerinde oksidatif strese
kargi koruyucu bir etkisinin olup olmadidi incelenmigtir. Sonug¢ olarak E
vitaminin karaciger hasarinda sadece kuguk degisiklikler olusturmasina
karsin, bu vitaminle On tedavi sonucuoksidatif stresin azaldig

gorilmistir.®’

Baska bir calismada farkli dozlarda NDEA nin ratlar Gzerine
etkisi arastinimigtir. Calisma kalp ve dalak buylumesi ve karaciger
agirhgindaki artisla sonuglanmistir. Doza bagimli karaciger fonksiyon
testlerindeki enzim seviyelerinde surekli bir artis goézlenmistir. Calisma
sonucu NDEA dozuna bagh olarak kan ve doku lipid peroksidasyonu

artmistir.2?

Birgok deneysel galismada NDEA’nin olusturduklari doku
hasarinda artmis olan MDA duzeyleriyle karakterize lipid peroksidasyona
neden oldugu gosterilmektedir. Bir galismada ratlara uzun sureli NDEA
verilmis kalp dokusunda MDA duzeyleri Onemli derecede yuksek
cikmistir.®®

Bagka bir calismada, ratlara NDEA uygulandiktan sonra

karaciger dokularinda MDA diizeyleri anlamli derecede yiiksek ¢cikmistir.2*
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Bir calismada Ellajik asit’in kanserojenik bir madde olan
benzoapiren’e karsl antimutajenik ve antikanserojen 6zelligi oldugu tesbit
edilmistir. Ellajik asitin potansiyel bir cevresel kanserojen olan N-NDEA'e
maruz kalmis farelerdeki akciger neoplaziye kargi timor inhibitora oldugu

ispatlanmistir.®

Bir g¢alismada polifenol tlrevi olan Quarsetin’i 15 gln
sureyle sicanlara vermigler ve sonugta katalaz enzim aktivitesinin arttigini

ve lipid peroksidasyonunun azaldigini gézlemislerdir.®

Yapilan bazi galismalarda ratlara NDEA uygulandiktan
sonra karaciger dokularinda SOD aktivitelerinin ve GST aktivitelerinin

anlamli derecede disiik ciktigi gdzlenmistir.®®

Gruplarin GSH-Px degerleri mukayese edildiginde EA,
NDEA+EA (es zamanl)) ve NDEA+EA (Profilaksi) gruplarinde kontrole
gore artmistir. Bu durum elajik asitin GSH-Px Uzerindeki aktivasyon

gucunden kaynaklanabilir.

SOD aktivitesinde Kontrol ve NDEA+EA (Proflaksi)
gruplarina bakildiginda enzim aktivitesinde azalig, NDEA ve EA
gruplarinda enzim aktivitesinde artis, NDEA ve NDEA+EA (Proflaksi)
gruplarina bakildiginda enzim aktivitesinde azalig gorulmuastur. Yine
anlamli sonug veren gruplardan EA ve NDEA+EA (Proflaksi) gruplarinda
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ve NDEA+EA (Eszamanli)) ve NDEA+EA (Proflaksi) gruplarina
bakildiginda enzim aktivitesinde dusus goézlenmistir. Bu sonuglar NDEA
nin SOD aktivitesini baskiladigini, elajik asitin ise aktive ettigini

gOstermektedir.

CAT aktivitesi elajik asit grubu ile NDEA+EA (es zamanl)
grubunda anlamh sekilde disik bulunmustur. Bu durum elajik asitin CAT

uzerinde inhibisyon olusturabilecegini gostermektedir.

XO enzim aktivitesi incelendiginde, kontrol grubuna gore
sadece EA ve es zamanli NDEA+EA grubunda anlamli derecede enzim
aktivitesinin azaldigini gostermektedir sirasi ile p=0.048, p=0.036. Bu
degerler de EA nin XO enzim aktivitesi uzerinde inhibisyon yapabilecegini

gOstermektedir.

ADA ve MDA degerleri ile NO ve NOS degerlerinde gruplar
arasinda anlamli bir fark bulunamamistir. Bu durum gruplar arasinda
oksidasyon reaksiyonlari ve nitrik oksit parametreleri arasinda anlamli bir
farkhlik olmadigini gostermektedir. Her ne kadar bazi antioksidan enzim
aktivite degerleri arasinda farkhliklar gorulse de MDA degerlerinde farklihk
gérilmemesi dolayisi ile bu durumun oksidatif strese yol acmadigini

soyleyebiliriz.

920



7. SONUG

1. NDEA, etkisini oksidan/antioksidan sistem ve NO metabolizmasi

Uzerinden gostermemektedir.

2. Ellajik Asit, istatistiksel olarak anlamsiz bile olsa ADA ve XO In
azalmasina, GSH-Px ve SOD nin artmasina yol agcmis gozukuyor. Hucre
ici superoksit Uretici sistemin baskilanmasi (ADA, XO dusukligu) ve
enzimatik sistemin nisbi aktivasyonu (GSH-PX ve SOD nin nisbi artisi), EA
nin oksidan stresin baskilanmasina ve MDA nin digmesine yol actigini

gOstermektedir.

3. NDEA ve EA nin birikte verilmesi ile, (EA grubu ile mukayese
edildiginde) ADA ve XO daha fazla baskilanmis, buna karsilik GSH-Px ve
SOD daha fazla aktive olmus olmasina ragmen oksidasyon nisbi olarak
artmistir (MDA artmig). Bu etki muhtemelen CAT enzim aktivitesinde
meydana gelen énemli dusme sonucu ortaya ¢ikmistir. Bu grupta CAT da
meydana gelen baskilanma ise muhtemelen iki farkli kimyasal yapinin
(NDEA ve EA) verilmesi sonucu ortaya ¢ikan farkli bir ara metabolit
dolayisi ile olabilir; bunun en agik gostergesi tek basina NDEA ve EA

gruplarinda boylesi bir etki gozlenmemistir.

91



NDEA Kalp dokusunda oksidasyon olusturmamaktadir. EA
ise kalp dokusunda kismi bir antioksidan etki gostermektedir. Buna kargilik
NDEA ve EA birlikte verildiginde bilhassa CAT aktivitesindeki dismeye
bagl olarak oksidan stres gelismekte ve oksidasyon reaksiyonlari bu

grupta artmaktadir.

Dolayisiyla tek baglarina antioksidan 0Ozelligi olan bazi
maddeler, baska kimyasal yapilar ile birlikte verildiginde oksidan etki
olusturabilir. Bu bakimdan, antioksidanlarin rastgele kullaniimamasi ve
verilen diger kimyasallar (ilag dahil) ile her hangi olumsuz etkilerinin olup

olmadiginin mutlaka énceden arastirilmis olmasi gereklidir.

Butun bu degerlendirmelerle birlikte, NDEA ve Ellajik asitin
oksidan/antioksidan sisteme etkisiyle ilgili ve enzimlerle basta kinetik
olmak Uzere daha ileri galigmalarin yapilmasi bu konuda aydinlatici

olacaktir.
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8. OZET

N-Nitrozodietilamin’in (NDEA) Rat Kalp Dokularinda Adenozin
deaminaz, Ksantin oksidaz, nitrik oksit metabolizmasi ve Oksidan /
Antioksidan Sistemde Gorev Alan Enzim Aktiviteleri Uzerine Etkisinin
Arastiriimasi:

Ellajik Asidin Etkisi

N-nitrozodietilamin (NDEA) insan sagliina da zararh oldugu
bilinen toksik bir maddedir. Nitrozaminler ozellikle N-nitrozodietilaminler
(N-NDEA) cevresel ortamlarda yaygin olarak bulunabilmekte ve gunes
IsiIginda kolayca yikilmaktadirlar. Cevre ortamindaki N-nitrozo bilesikleri ile
nitrat ve nitrit gibi bunlarin 6n maddeleri vicuda alindiktan sonra kanser

olusumuna sebep olan nitrozaminler gibi toksik Urtnler olusturmaktadirlar.

Ellajik asit, antioksidan, antiproliferatif ve antiaterojenik
etkilere sahip bir polifenoldir. Ayrica, EA nitrézaminler, azoksimetanlar,
mikotoksinler ve polisiklik aromatik hidrokarbonlari iceren cesitli
karsinojenlere kargi kemoprotektif 6zelliklere sahiptir. EA’in meme kanser
hicrelerinde apoptozis’i indukleyerek ve anjiogenezi duzenleyerek kanser
hicre buyumesini inhibe etmektedir. Buna ilave olarak, ellagic asitin DNA

hasarini dnleyici ve tamir edici etkisine dair galismalar da vardir.
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Tez calismamizda serbest radikal aracilikl DNA hasarina
yol acarak, gesitli organ ve dokularda karsinogeneze sebep oldugu bilinen
N-nitrozodietilamin’in rat kalp dokularinda ADA ve XO gibi enzim
aktiviteleri ile antioksidan enzimlerden SOD, CAT ve GSH-Px aktiviteleri
ile lipid peroksidasyonu gostergesi olarak bilinen MDA seviyeleri
arastinlmistir. Ayrica fitokimyasal bir madde olan Ellajik Asidin (EA)

proflaktik ve tedavi edici etkileri’'nin olup olmadigi incelenmisgtir.

Arastirmada rastgele ve her grupta 6 adet rat olmak
uzere; Kontrol, N-nitrozodietilamin (NDEA), Ellajik asit, N-nitrozodietilamin
(NDEA) + Ellajik asit (Egszamanl) ve N-nitrozodietilamin (NDEA) + Ellajik
asit (Pre) olmak tUzere 5 galisma grubu olusturulmustur. Deney sonunda
hayvanlar anestezi altinda sakrifiye edilerek, her bir gruptaki rat kalp
dokularina ait supernatantlarda Adenozindeaminaz (ADA), Ksantin
oksidaz (XO), Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px), Superoksit dismutaz
(SOD), Katalaz (CAT) ve nitrik oksit sentaz (NOS) enzim aktiviteleri ile
MDA ve NO seviye analizleri yapilmigtir.
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N-nitrozodietilamin’in kalp dokusundalipid peroksidasyonuna
sebep olarak MDA seviyelerinde kismi artiglar yaptigi, ADA enzim
aktivitesinde anlamli bir degisikliJe sebep olmadigi, ancak XO enzim
aktivitesinde kontrole gore yukselmelere sebep oldugu gorulmustar. Ellajik
asit ise kalp dokusunda kismi bir antioksidan etki gostermektedir. Buna
karsihk NDEA ve EA Dbirlikte verildiginde bilhassa katalaz (CAT)
aktivitesindeki dismeye bagll olarak oksidan stres gelismekte ve
oksidasyon reaksiyonlarini artirmaktadir. NDEA verilmesi ile veya EA nin
tek basina veya NDEA ile birlikte verilmesi ile nitrik oksit
metabolizmasinda anlaml degisimler meydana gelmemistir. Bu bakimdan
NDEA nin yikici etkileri NO metabolizmasindan bagimsiz olarak meydana

gelmektedir.

Bu sebeple, tek baslarina antioksidan oOzelligi olan bazi
maddeler, baska kimyasal yapilar ile birlikte verildiginde oksidan etki
gOsterebilir. Bu bakimdan, antioksidanlarin rastgele kullaniimamasi ve
verilen diger kimyasallar (ila¢ dahil) ile her hangi olumsuz etkilerinin olup

olmadiginin mutlaka 6nceden arastirilmis olmasi gereklidir.

Anahtar Kelimeler: N-nitrozodietilamin, ellajik asit, kalp, oksidan/
antioksidan sistem, adenozin deaminaz, ksantin oksidaz, nitrik oksit, nitrik

oksit sentaz.
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9. SUMMARY

Investigation of the effects of N-Nitrosodiethylamine on the
activities of adenosine deaminase and xantine oxidase enzymes,
nitric oxide metabolism and on oxidant / antioxidant system in rat

heart tissue:

Effects of ellagic acid

N-nitrosodiethylamine (NDEA) is a toxic chemical for
human beings. Nitrosamines, in particular N-nitrosodiethylamine (NDEA)
is very common chemical which is easily destroyed when exposed to sun
shine. Environmental nitroso compounds and their precursors like nitrate
and nitrit lead to carcinogen nitrosamines after digestion in

gastrointessinal system.

Ellagic acid (EA) is a polyphenol having antioxidant,
antiproliferative and antiatherogenic activities. Additionally, ellagic acid
has chemoprotective poperties against various carcinogens like
nitosamines, azoximetans, micotoxins and polycyclic hydrocarbons.
Ellagic acid inhibits cellular proliferation by inducing apoptosis and
regulating angiogenesis. There are also studies on the preventive and

repairing potentials of ellagic acid on DNA damages.
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In our research, the effects of N-nitrosodiethylamine
(NDEA) on key enzymes of purine metabolism, namely adenosine
deaminase (ADA) and xantine oxidase (XO) enzymes, on nitric oxide
metabolism namely, NO level and NOS activity, and on free radical-
metabolising enzymes namely superokside dismutase (SOD), catalase
(CAT) and glutatone peroxidase (GSH-Px) were studied in the rat heart
tissues. Malondialdehide (MDA) level was studied as an index of
peroxidation in the heart tissue. Furthermore, potential proflactic and
curative activities of ellagic acid which is a phytochemical substance was
studied.

In the research, there were 5 groups. In each group, there
were 6 animals. One of them is control group. Others are EA group,
simultane NDAE+EA group and pre NDAE+EA group. After the end of the
study, animals were sacrificied and their hearts were removed to be used
in the analyses, which are performed in the supernatant fraction of the

material.

It has been established that NDEA causes relative
increases in the MDA levels of the heart tissue, no change in the ADA
activity and an increase in the XO activity. EA is found to exhibit
antioxidant activity in part. However, when given EA and NDEA together, it
has been established that an oxidant stress occurs possibly due to the
decrease in CAT activity, which leads to further oxidation reactions. No
changes were however observed in NO level and NOS activity values
among the groups, indicating that harmful effects of NDEA are not related

to nitric oxide metabolism.
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It has been concluded that some antioxidant substances
can act as oxidant when given together with some other chemicals.
Therefore, it has been recommended that antioxidant substances should
not be used randomly, and that possible side effects must be investigated
previously regarding their potential negative interactions with other

chemicals including medicines.

Key words: N-nirosodiethylamines, ellagic acid, rat, heart,
oxidant/antioxidant system, adenosine deaminase, xanthine oxidase, nitric

oxide, nitric oxide sentase.
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