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Serbest radikal biyokimyasi son yillarda birgok yonleri ile dikkatleri tizerinde
yogunlagtirmigtir. Serbest radikaller yapilar fiziksel ve kimyasal 6zellikleri hiicresel
kaynaklari,rol oynadiklan tepkimeler ve etkileri ile klinik durumlarin patogenezinde
6nemli rol oynarlar.

Organizmada enerji elde etmek amaciyla oksijen yardimiyla glukozun
karbondioksit ve suya kadar pargalandifi metabolik reaksiyonlar sirasinda hidrojen
atomlan elektronlarla birlikte oksijen molekiiliine téslmr ve su olusur. Canli
organizmada bu islem sirasinda molekiiller tekil oksijen,hidroksil,stiperoksit anyonu vb.
adlar alan ve reaktif oksijen tiirevleri olarak bilinen serbest radikaller olusturmaktadir.
Bu radikallerin timiiniin baz1 faydal islevlerinin yam sira biyolojik sistemler ,i?;in
olduk¢a zararlh olduklan bilinmektedir. Cunku bu radikaller protein inaktivasyonuha,
DNA’da oksidatif hasara ve lipid peroksidasyonuna neden olup hiicrenin yapisal ve
fonksiyonel bitinliigiini bozarak hiicreye zarar verirler.

Canh organizmay1 olusturan her hiicrede adi gegen bu radikallere kargi

stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-PX), glutatyon




v

reditktaz (GSSGR) vb. enzimlerden olugan radikal siipiiriicii enzim sistemi ad: verilen
bir savunma mekanizmas: ile AE,C gibi antioksidan vitaminler ve melatonin gibi
yardimci savunma sistemleride mevcuttur. Bu savunma mekanizmalan oksidatif stres
yaratan kirli hava, sigara, radyasyon gibi faktorlerle beraber dis ve ig etkenler karsisinda
bazi durumlarda yetersiz kalabilmektedir. Bunun sonucunda kanser, diabetus mellitus,
aterosklerozis, keshan hastalifi, akciger rahatsizliklann vb. patolojik durumlar ortaya
¢ikabilmektedir.

Bu galismanin konusu, kanserojen bir madde olan 7,12-DMBA’nin (Dimetil
benzantrasen) farelere enjeksiyonu sonucunda antioksidatif savunma sisteminde
meydana gelebilecek degisikliklerin ortaya konmas:t karsinogenezisin enzimatik
iligkisinin aragtinlmast ve sonugta antioksidatif savunma mekanizmasinda rol alan
radikal siipiriici enzim diizeylerindeki degismenin vitamin E-Se kombinasyonu ve
melatoninin enjeksiyonuna bagh olarak izlenmesi ve aralarindaki muhtemel bir iligkinin

arastirilmasidir.

Caligmalarimizin sonucunda ; &

GSH-Px aktivite 6lgiim sonuglan (umol/mg total protein) kontrol, vm;mm E
+Se, DMBA ve melatonin gruplar i¢in sirasiyla 0.8999 + 0.0659 ; 0.6130 +”0 0383 ;
0.4230 * 0.0620 ; 0.6700 % 0.0688 olarak bulundu. Gruplann tiimii kontr grubuyla
karsilagtinldi. Ayrica vitamin E + Se ve melatonin grubu DMBA g§‘u%uyla da
kargilagtinildi ve aralannda istatistiksel olarak anlamli farklihiklar saptand1(p<0,05).

CAT aktivite 6lgiim sonuglari (umol/mg total protein) kontrol, vitamin E + Se,
DMBA, ve melatonin gruplar i¢in sirasiyla 136.4130 + 9.5454 ; 115.3830 + 5.4976
;118.4800 + 5.1699 ; 138.7030 + 19.0014 olarak bulundu. Benzer sekilde gruplarn
tiimii kontrol grubuyla karsilagtinld: ve vitamin E + Se grubu ile melatonin grubu
DMBA grubuyla da karsilagtinldi ve aralarinda istatistiksel olarak anlaml farklar
bulundu(p<0.05).

SOD aktivite 6lgiim sonuglan (ug/mg total protein) kontrol, vitamin E + Se,
DMBA ve melatonin gruplari igin sirastyla 2.4035 + 0.2016 ; 1.6210 + 0.0584 ; 1.8790
+ 0.1069 ; 2.2630 *+ 0.2447 olarak bulundu.Yine gruplann timii kontrol grubuyla ve
vitamin E + Se ile melatonin gruplan benzer sekilde DMBA grubuyla kargtlagtirildi ve
aralarinda istatistiksel olarak anlamli farklar bulundu(p<0,05).




Mevcut bulgular 1s18inda su sonuca vanlabilir; 7,12-DMBA gibi giiglii bir
karsinojen madde enjeksiyonu fare karaciferi antioksidan enzimlerinde belirgin bir
azalmaya neden olmaktadir. Bunun yanisira koruyucu olarak vitamin E + Se
kombinasyonu ve melatonin enjekte edilen gruplarda bu azalma o6nemli o6lgiide

onlenebilmektedir.
Anahtar Kelimeler : Serbest Radikaller, Antioksidanlar, Kanser.
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EXAMINING THE EFFECTS OF 7,12-DMBA ON LIVER ENZYMES ACTIVITIES
AND PREVENTIVE PROPERTIES OF ANTIOXIDANT VITAMIN E-Se

Kadir BATCIOGLU

Firat University
Graduate School of Natural And Applied Sciences
Department of Chemistry
1998, Page : 49

Free radical biochemistry has drawn attention recently.Free radicals have
important roles on pathogenesis of clinical situations with their structure;physical and
chemical properties, resources of cells and the reactions they take place and their
effects.

Glucose is scattered as carbon-dioxide and water in the organism .in order to
obtain energy. During these metabolic reactions hydrogen atoms with electrons are
carried over oxygen and water comesrabout.Iil a living organism,during this process
molecules make up free radicals known as derivatives of reactive oxygen such as
singled oxygen, hydroxyl, superoxit anions.It is known that, besides their useful sides
all of these radicals are quite harmful for biological systems.Because these radicals
cause protein inactivation ,oxidative harm, on DNA and lipid peroxidation.So,they harm
the cell by destroying the structural and functional integrity.

However,in any cell, which makes up living organism, against the radicals that
mentioned above a defence mechanism which is called as a radical sweeper enzymes
which consists of some enzymes like SOD ,CAT, GSH-PX, GSSGR eg.;and some

assistant defence systems like vitamins A, E, C and melatonin exist.These defence




systems can be insufficient in some cases especially against some internal and external
factors like dirty air, cigarette, radiation, which make up oxidative stress.At result, some
pathological situations like cancer, diabetus mellitus, aterosklerozis, keshan disease and
lung diseases may appear.

The subject of our study is to search for;the changes on the antioxidative defence
system after injecting 7,12-DMBA which is a carcinogen substance into mice and the
enzymatic relationship of carcinogenesis and as a result the changes in the levels of
radical sweeper enzyme which a role in antioxidative defence system depending
onVitamin E —Se combination with melatonin’s injection and a possible relationship
between them.

At the result of our study;

Measurement results of GSH-Px activity (umol/mg totam protein) control
groups for Vitamin E -_FSe, DMBA and melatonin were subsequently 0,8999+0,0659 ;
0,6130+0,0383 ; 0,4230-1_-0,’06720 ; 0,670010,0668.Al1 the groups were compared to
control group.Moreover, Vitamin E+Se and melatonin groups were compared to DMBA
group and statistically significant results were found.(p<0,05).

CAT activity measurement results(umol/mg total protein) for Vitamin E+Se,
DMBA and melatonin control groups were subsequently 136,413049,5454
115,3830+5,4976 ; 116,4800+5,1699 ; 138,7030%£19,0014 .

SOD activity measurment results were (ug/mg total protein) control group for
Vitamin E+Se, DMBA and melatonin were subseq‘uently 2,4035i0,2016 ;
1,621040,0584 ; 1,870+0,01060 ; 2,2630+0,2447 All the groups were compared to
control group and ; Vitamin E+Se and melatonin groups were similarly compared to
DMBA group.Statistically significant results were found between them(p<0,05).Using
those available findings we can reach that consequence; Injecting 7,12-DMBA which in
a carcinogen substance causes a prominent decrease of antioksidant enzyme in the liver
of a mouse.Besides, injecting preventive Vitamin E+Se combination and melatonin
prevent this decrease a great deal.

Key Words: Free Radicals, Antioxidants, Cancer.
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1.GIRIS:

Bu ¢alismada 7-12DMBA’nin fare karacigeri antioksidan enzim diizeylerine
olan etkileri ile antioksidan vitamin E - Se’un koruyucu 6zelliklerinin incelenmesi
amaglanmigtir Deney materyali olarak Musmus culus tiirli digi deney fareleri kobay
olarak kullamilmig ve tim enzim aktiviteleri spektrofotometrik yontemlerle tayin
edilmigtir.Caligma 10 aylik bir siiregte gergeklestirilmis olup FUNAF tarafindan 264
nolu proje ile desteklenmistir.

1.1.SERBEST RADIKALLER HAKKINDA GENEL BILGILER:

Bir molekiilde negatif yiiklu elektronlarin sayist gekirdekteki pozitif yitkli
protonlarin sayisina esit degilse bu tiir molekiillere serbest radikaller denir. Bu
molekiillerin ortak temel kimyasal 6zellikleri dig yoriingelerinde bir veya daha fazla
ortaklanmamg elektron igermeleridir(1). Bu molekiiller organik ya da anorganik
yapili molekiiller olabilir. Stabil olmayip sisteme yogun bir kararsizlik veren yiik
dengesizliklerini giderebilmek igin yani elektron konfiigrasyonlarini pozitif yiike
dengeleyebilmek igin oldukea aktif bir yap1 ozelligi gosterirler. Radikallerin aktif
olma Ozelligi baslica difiizyon mesafesi ile iligkilidir. Ancak hidroksil (OH.) radikali
son derece yitksek aktif ozellikte oldupundan meydana geldigi hiicre bélimiinden
daha uzaga difiizyona gerek kalmadan olustugu yerde derhal reaksiyona girer. Buna
karsihik siiperoksit radikali, hidroksil radikalinden daha az reaktif oldugu igin agiga
¢ikt1g1 hiicre bolimiinden daha uzak noktalara rahatlikla diffiize olabilir. Ancak bu
difiizyon hiicre igindeki SOD’n -yitksek konsantrasyonu ile sinirhidir. Hidrojen
peroksit ise mitokondriyal membranlar,peroksizomal membranlar ve plazma
membranindan kolayca difiize olarak toksik etkisini agiga ¢ikt1g1 noktadan daha uzak
hiicre bolumlerinde gosterebilir (2,3).

Cok kisa yasam siireleri olan serbest radikaller tiim hiicre bilesenleri ile
kolayca etkilesebilme 6zelligine sahiptirler.

Serbest radikaller hiicrenin tiim fraksiyonlarinda olusabilme ozelligindedir.
Radikal olusumu hiicre tiplerine gore degisiklik géstermesine ragmen tiim aerobik
hiicrelerde belirli diizeylerde radikal olugmaktadir (4).

Oksijenin dig molekiiler yoriingesine bir veya daha fazla ¢iftlesmemis
elektronlarin eklenmesi yaygin sekilde bulunan bu molekiilii gigli bir toksine bir

serbest oksijen radikaline doniistirir. Aslinda normal hiicre biyokimyasimn bir



pargasi olan serbest oksijen radikalleri zararli etkileri yanisira transport ve hiicre
bitytimesinin regulasyonu gibi normal hiicresel olaylarda da rol oynar.

Serbest radikallere yaygin birkag 6mek olarak merkezinde oksijen bulunan
siiperoksit anyonu (O;), kiikirt bulunan tiyil (RS.), karbon bulunan triklorometil
(CCl,) ve giftlesmemis elektronun her iki atom arasinda delokalize oldugu nitrikoksit
(NO) verilebilir. Formiillerdeki noktalar bir veya daha fazla ¢iftlesmemis elektronun
oldugunu gostermektedir.

Serbest oksijen radikalleri oksijenin belirli kosullarda kismen indirgenmesi
sonucu olusan ¢ok kisa émiirlii ve giiglii oksidan nitelikli oksijen metabolitleri olan
hidrojen peroksit (H>0;), siiperoksit anyonu (O,.), hidroksil radikali (OH.) ve singlet
oksijendir(5).

Metabolik olaylarin normal siralaniminda oksijen toplam dort elektron kabul
edebilir. Oksijene bir elektron eklenmesi siiperoksit anyonu,iki elekiron eklenmesi
hidrojen peroksit, ii¢ elektron eklenmesi hidroksil radikali, dort elektron eklenmesi
su olugumuna neden olur (6). |

Oksijen kokenli ara uriinlerin birbirleri ile iligkili olduklan bilinmektedir.
Bunlarin goreceli konsantrasyonlar endojen gidericilerin (scavenger) ve katalitik
metal iyonlarin varligina baglidir (7). Suiperoksit anyonu sulu ortamda fazla reaktif
degildir, yan gegirgen hiicre membranlaninda kolayca gegebilir, olasilikla iyon
kanallan aracilip1 ile intraselliller kaynagindan disariya diffiize olabilir (8,9).

Serbest oksijen radikalleri arasinda en reaktif ve en sitotoksik olanlar
hidroksil radikali ve singlet oksijendir. Bu iki radikal serbest demir iyonunun
yardimiyla hidrojen peroksit ve siiperoksit anyonunun birbirleri ile reaksiyona

girmelerinden olugur.(Haber-Weiss Reaksiyonu sonucu olusur)(6).
0, +H0, — —p 0+OH+.OH

Bununla birlikte fizyolojik pH’da bu reaksiyonun hiz sabiti demir tarafindan

katalizlenen asagidaki iki reaksiyonla karsilastinldiginda gok yavastir(10,11).
.0+ Fe"® ———— Fe? + 0,

Fe'? + H,0,——p Fe” + OH+ .OH




Ferrik demir (Fe™) once siiperoksit anyonu ile reaksiyona girerek ferroz
demire (Fe'?) ardindan hidroksil radikal’i olusturmak igin yeniden H,0; ile
oksitlenmektedir. Bu iki basamakli reaksiyon siiperoksit ile olusan Fenton
Reaksiyonu olarak bilinir(12). Hemoglobinin invitro olarak oksidan strese maruz
kaldiginda katalitik demiri salivererek bir biyolojik Fenton Reaktifi olarak etki
gosterebilecedi bilinmektedir(13).

Aslinda serbest radikal olusumunun normal hiicre biyokimyasinin bir pargasi
oldugu ve bazi olaylar sonucu dokularda olustufu bilinmektedir. Ornegin pek gok
flavin enzimleri flavin radikalleri ile etki gosterirler ve siiperoksit ksantin oksidaz
tarafindan purin bazlarinin normal metabolizmas: sirasinda olugur(14).

Serbest oksijen radikalleri zararli etkileri yanisira transport ve hiicre
biiylimesinin regulasyonu gibi normal hiicresel iglevlerde rol oynarlar. 50 nmol/L
50umol/L arasindaki diigik dozlarda H,O, prostanoidlerin olusumunu stimiile
eder(15).

Ayrica sitolitik olmayan konsantrasyonlarda endotel hiicrelerinde ¢cGMP iiretimini
uyarir. Hem prostanoidler hem de ¢cGMP vaskiiler tonusun regulasyonu ve hiicreler
aras1 iletisimde etkilidirler(3,16). Son zamanlarda gelisme sirasinda dokularda
olusturulan reaktif oksijen tiirlerinin hiicre iskeleti,membran polaritesi kalsiyum ve
diger iyon akimlan tzerindeki etkileriyle dokulann gelisimini ve organogenezi

etkileyebilecekleri ileri stirtilmiistiir(17).

TABLO .1:Reaktif Oksijen Tiirlerinin Ortalama Yar1 Omiirleri :

Molekiil Formiilii Molekiiliin adi Yari Omrii(sn)
HO. Hidroksil radikali lexp-9

RO. Alkoksil radikali lexp-6

ROO. Peroksil radikali 7

H,0, Hidrojenperoksit Enzimatik

0,. Siiperoksit anyonu Enzimatik

0, Singlet oksijen 1 exp-6

Q Semikinon Gunler

NO. Nitrikoksit 1-10

ONOO. Peroksinitrit 0,05-1




1.2. SERBEST RADIKALLERIN BiYOLOJIK KAYNAKLARI

Aerobik organizmalar igin serbest radikallerin baslica kaynagi molekiiler
oksijendir. Normal metabolizmada molekiiler oksijenin %981 oksidaz yoluyla suya
indirgenirken kalani oksijenaz yoluyla potansiyel olarak toksik reaktif tiirlere
donugiir(18).

Oksijenin bir elektron alarak rediiksiyonu ve aerobik hiicrelerin enzimatik
oksidasyonu sirasinda negatif yiikli bir ara iiriin olan,orbitalinde ¢iftlesmemis
elektron igeren siiperoksit anyon radikali agifa ¢ikar. Sitoplazmadaki O,’nin baglica
kaynagi endoplazmik retikulumdaki sitokrom P450 sistemidir(19,20). Cok toksik
etkili olmayan siiperoksit radikali asil etkisini,daha gii¢lii oksijen metabolitlerinin
agi1ga ¢cikmasina yol agarak gosterir.

Hidrojenperoksit ise serbest bir radikal degildir,ancak  yiiksek
konsantrasyonlarda gtglii oksijen radikallerinin ortaya gikmasina yol agarak toksik

etki gosterebilir.
O,—p e —pe + 2H—p H,0, —p e +Hp OH __ E+H _ H,0

O, nin protonlanmastyla da hidroperoksil (HO,)) radikali olugur. Bu radikalin
herhangi bir biyolojik sistemde sitotoksik rolii kanitlanmamasina ragmen biyolojik
membranlan kolayca gegebilmesi ve yag asitleriyle direk etkilesime girebilmesi
yoniinden 6nemlidir(21,22).

Diger bir fizyolojik serbest radikal nitrik oksittir (NO.), kan basincint
diizenleme ve hiicreler arasi sinyal olusumu gibi yararli fonksiyonlarimin yamsira
fazla nitrikoksit radikali toksik etkili olabilmektedir. NO. septik sok olusumunda
6nemli bir doku hasar mekanizmasidir.

Hiucrede zara bagli veya serbest olarak bulunan degisik enzimlerin etkisi ilede
serbest radikaller olusmaktadir. Bu olusum,

a)Mitokondrideki elektron transport zinciri reaksiyonlarini

b)Endoplazmik retikulumdaki karma fonksiyonlu oksidaz sistemini

c)Ksantin oksidaz,dopamin f-hidroksilaz, D-amino asit oksidaz,iireat oksidaz
gibi enzimlerin etkinligini

d)Hiicre zincirine bali NADPH oksidaz, prostoglandin sentez  ve
lipoksijenazlarin etkin]igini

e)Peroksizomlarda ve lizozomlardaki metabolik olaylar1 kapsamaktadir.




Izole edilmis mitokondrilerde yapilan g¢aligmalarda organizmanin temel
radikal kaynafinin i¢ membranda yerlesen solunum zinciri oldugu anlagimigtir.
Normal siiperoksit ve hidrojenperoksit yapimi mitokondriyal oksijen sarfinin
yaklasik %1-2 kadarini olugturmaktadir.

Peroksizomlar H,O, nin hiicredeki en onemli kaynagidir. Peroksizomlarda
bulunan D-aminoasit oksidaz L-a-hidroksi asid oksidaz enzimleri H,O, agiga
cikarici 6zellige sahiptirler(23,24)

Coziinebilir ozelligi olan ve notral sivi ortamda oksidorediiksiyon
reaksiyonlarina girebilen hiicre bilegenlerinin ¢ogu serbest radikalleri agiga ¢ikarirlar.
Tiyoller, hidrokinonlar, katekolaminler, flavinler ve tetrahidroproteinler bu gruba
dahildirler(25).

Tabii kaynaklar diginda serbest radikaller endiistriyel islemler sirasinda da
olugsmaktadir. Organik maddelerin havada ¢iiriimesi, plastiklerin islenmesi, boyalarin
kurumasi sirasinda serbest radikaller uretilmektedir. Ayrica 1si, agir egzersiz,
radyasyon, hava kirliligi, sigara, pestisidler, karsinojenler, asbestos, fenobarbital,
bazi kanser ilaglar, diyet yaglar gibi birgok faktér radikal olusumunu
baglatabilir(26,27)

TABLO 2:Serbest Radikallerin Organizmadaki Kaynaklari::
-Galaktoz oksitaz
-Siklooksijenaz
-Lipooksijenaz

-Monoamin oksidaz

-Endojen kaynaklar

-Mitokondriyel elektron transport zinciri
-Mikrozomal «“ «“ «“
-Kloroplast “« o« “

-Oksidan enzimler

-Ksantin oksidaz

-indolamin dioksijenaz

-Fagostik huicreler

-Nétrofiller

-Monositler ve makrofajlar

-Eosinofiller

-Endotel hiicreler

-Otooksidasyon reaksiyonlar1 (Ornegin demir,epineftin gibi)

-Eksojen kaynaklar




-Redox sikliisii yapan maddeler (Omegin parakuat,dikuat,alloksan,doksorubisin)
-Ilag oksidasyonlar: (Ornegin parasetamol,CCly)
-Sigara dumamn
-Iyonize radyasyon
-Giines 15151
-Ist soku
-Glutatyonu oksitleyen maddeler
-Kanserojen maddeler
-Alkol
TABLO .3:Potansiyel Sitotoksik Oksijen Radikalleri :
0, : Sitperoksit anyon radikali
HO, :Hidroperoksil radikali
H,0, : Hidrojenperoksit
OH : Hidroksil radikali
RO : Peroksit radikali (R:Lipid)
0O, : Singlet oksijen
NO : Nitrik oksit radikali

1.3.SERBEST RADIKALLERIN REAKSIYONLARI VE ETKIiLERI:
Iki serbest radikal kargilagtiginda eslesmemis elektronlarimi birlestirerek bir

kovalent bag olusturur. Bu sekilde siiperoksit ve nitrik oksit ¢ok hizli reaksiyonlagir,
0; + NO ————p ONOO' (Peroksinitril)

Fizyolojik pH’da peroksinitril direk olarak proteinlerde hasar olugturur (DNA
mutasyonlart) ve nitronium iyonu (NO*"), nitrojen dioksit gazi ve OH gibi toksik
etkili bilegiklere pargalanir. Bu gekilde fazla NO’nun toksisitesi O; ile etkilegimine
baghdir.

Bir radikalin,radikal olmayan bagka bir madde ile reaksiyona girmesine
serbest radikal zincir reaksiyonu denir ve yeni radikaller olusur.

Serbest radikal reaksiyon zinciri atom transferlerini igerir.Yag asitleri ve
aromatik halkalarda oldugu gibi doymarh1$ baglara radikal eklenmesi de hiicre i¢inde
gerceklesen diger bir radikal reaksiyonudur(28,29,30).

Cesitli patolojik durumlarda normalden daha fazla miktarda serbest oksijen
radikali olugmastyla veya organizmanin antioksidan sisteminin yetersiz kalmasiyla

artan serbest radikaller hiicrenin gegitli bilegenleri ve hiicre dis1 makromolekiller ile




etkileserek hiicrede yapisal ve fonksiyonel bozuklua neden olurlar. Oksijen
radikallerinden etkilenebilecek baglica viicut biyokimyasal bilesenleri arasinda
proteinler (enzimler, kollojen), norotransmitterler, niikleik asitler, DNA ve hiicre
membranlarinin baglica bilegenleri olan yag asitleri bulunmaktadir(31,32,33).

Serbest  radikallerin  proteinleri  etkileme  derecesi  aminoasit
kompozisyonlarina baghidir. Proteinin hiicre lokalizasyonuna ve radikalin toksisite
giiciine gore protein harabiyetinin boyutlan degisir. Silfiir igeren molekiillerin
serbest radikallere duyarliifi dah fazladir. Sistin histidin,metionin,triptofan ve
tirozin igeren proteinler oksidanlara kargt en duyarli olanlardir.- Serbest radikaller
aminoasitlerin oksidasyonu yaninda peptid baglarnimin hidrolizi distilfit baglan
olusumu ve gapraz baglanmalara yol agabilirler(34,35).

Enzimler fonksiyon kaybina ugrayabilirler. Ca-ATPaz ve Na-K-ATPaz
enzimlerinin tiyol gruplarimin oksidasyonu aktive kaybina neden olurlar. Hicre igi ve
dist iyon dagilimi bozulur. Serbest radikaller glutamin sentetaz, piruvat kinaz, kreatin
kinaz LDH gibi enzimlerde de aktivite kayb1 ve buna bagh metabolik fonksiyonel
bozukluklara yol agarlar(36,37).

Serbest radikaller o 1-antitiripsin ve o 2-makroglobin gibi hiicre dist
proteinlerde de aktivite kaybi sonucu doku hasarina yol agarlar. Serbest radikallerin
olusturdugu harabiyetten en gok etkilenen hiicre dig1 doku bilesenleri kollajen ve
hyaluranik asittir. Kollajen siiperoksit radikalinin jelasyonu engellemesi sonucu
tahrip olur(38,39).

Notrofiller ve diger aktive olmus fagositik hiicreler bakterileri 6ldiirmek iizere
oksijen radikalleri uretirler. Bu radikaller enfeksiyona bagli doku hasarinda rol
oynarlar. Notrofilleri enfeksiyon veya doku hasari olan bélgeye yonlendiren
kemotaktik madde iiretmek igin plazma faktoriiyle reaksiyona giren serbest radikaller
akut enflamatuar cevabin olusumunda etkilidirler(40).

Serbest radikallerin hiicre ¢ekirdeginde ve DNA’da etkileri genotoksik ve
mutajenik -degigikliklere yol agar. DNA’ya yakin bir yerde OH. radikali olugumu
purin ve pirimidin bazlarimin modifikasyonuna veya DNA ipliklerinin kirilmasina
neden olur. Serbest radikaller DNA polimerazi inhibe ederler. Oksijen radikallerinin
kansere primer etkisinin timérin ilerleyici basamafinda oldugu baglangic ve
ilerleme basamaginda etkinin kismen daha az oldugu bildirilmistir. O, ve HyO,,
DNA ve kromozoxil kinlmasina onkojen aktivasyonuna sebep olduklan igin

karsinojeneziste onemlidir.(41)



T lenfositleri genelde serbest radikal saldinsina karsi daha hassasdirlar.
Invitro deneylerde serbest oksijen radikallerinin, T-siipresér hiicreleri igin T-helper
hiicrelerine gore daha sitotoksik olduklari gdsterilmistir. Bu bulgular,serbest radikal
reaksiyonlarinin, immiin siipresor hiicrelerinin otoimmiin reaksiyonlan1 kontrol
etmelerini engelleyebilecekleri tarzindaki goriigii desteklemektedir.(42)

Hidroksil radikalleri ters baglanma yolu ile siklooksijenaz enzimini inhibe
ederek prostoglandin olugum zincirini bozarlar(43).

Stres tilseri, etanol nonsteroid antienflamatuar ilaglara bagli mide mukoza
hasarinin olusumundaki faktérlerden biri serbest oksijen radikalleridir(44).

Serbest radikaller potansiyel sitotoksik mekanizma ile iligkilidirler. Serbest
radikallerin kan damarlarinda kasici etkisi vardir(45).

Oksijen kaynakl serbest radikaller egzersiz metabolizmasina bagh olarak da
artig gosterebilirler. Egzersizler siire ve siddetlerine gore metabolik hiz1 artirarak
serbest radikal olusum hizim savunma mekanizmalarinin  kapasitelerini  asan
oranlarda arttirabilirler. Serbest radikal olusum hizi dokularin oksijen kullanim ile
paraleldir. Egzersizin ubisemikinon ve siiperoksit dolanimim hizlandirarak
stiperoksit seviyesinde artisa yol agtigt bilinmektedir(46).

1.3.1.0ksijen Radikallerinin Biyolojik Sistemlerdeki Etkileri :

Lipitler : Plazma membram ve organellerde bulunan doymamis yag
asitlerinin peroksidasyonu

Proteinler :Oksidasyon reaksiyonlar ile yapisinda siilfidril iceren enzimlerin
ve hormonlarin inaktivasyonu

Karbohidratlar : Polisakkarit depolimerizasyonu

Niikleik Asitler : Protein,niikleotid ve yag asitleri sentezinin inhibisyonu ve

mutasyon




TABLO 4: Serbest Radikallerin Rol Aldig: Patolojik Durumlar
1-Inflamasyon
2-Karsinogenez
3-Myokard reperflizyon hasari

4-Sok

5-Ateroskleroz

6-Diabet

7-Kas hastaliklar Egzersize bagl kas hastaliklan
Muskiiler distrofi
Malign hipertermi
Alkolik myopati

8-Akciger hastaliklan

9-Karaciger hasart CClL, zehirlemhesi
Demir toksisitesi
Etanol toksisitesi

10-Beyin hasan Beyin travmasi
Parkinson hastalif1
Multiﬁle skleroz
Alzheimer demanst
Lipofuscinosis

11-Bobrek hastaliklan

12-Yaglanma

13-Prematiire hastaliklari Kronik akciger hastalig
Retinopati

Intraventrikiiler hemoraji

1.4.LiPID PEROKSIDASYONU:

Lipit peroksidasyonu zar fosfolipidlerindeki ¢ok doymamig yag asitlerinin
oksidasyonuna neden olan ve boylece zar lipid yapisini degistirerek hiicre yapi ve
fonksiyonlarim bozan bir olaydir(21,47).

Biyolojik hasarla karakterize radikal reaksiyonlar arasinda en belirgin olam
lipid peroksidasyonudur. Hiicre membranlarinmn oksij en radikallerine maruz kalmasi
lipid peroksidasyon reaksiyonlarimi uyarir. Peroksidasyona en duyarlt olanlar
doymamus yag asitleridir.

Lipid peroksidasyonu organizmada olusan kuvvetli bir radikal etkisiyle zar
yapisinda bulunan konjiige olmayan ¢ok doymamig yag asit zincirindeki a-metilen

gruplarindan bir hidrojen atomunun uzaklagmas: ile baglamaktadir(48,49).
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Serbest radikal etkisi ile ¢ok doymamig yag asidi zincirinden hidrojen
atomunun uzaklagmas: bu yag asidi zincirinin radikallesmesine neden olmaktadur.
Olusan lipid radikali (L.) dayaniksiz bir yapiya sahip oldugundan bir dizi spontan
degisiklige ugramaktadir. Once molekiil ¢ift bag aktarimtyla 233 nm.’de karakteristik
UV absorbans: veren konjiige dienler olugmaktadir. Lipid radikalinin molekiler
oksijen ile reaksiyona girmesi sonucu lipid peroksit radikali (LOO) meydana
gelmektedir. Bu radikaller de zar yapisindaki diger ¢ok doymamis yag asitlerini
etkileyerek yeni lipid radikallerinin olugumunu saglamakta kendileri de agi3a ¢ikan
H, atomlarim alarak lipid hidroperoksitlerine (LOOH) déniismektedir. Bu otokalatik
reaksiyonlar lipid hidroperoksitlerinin aldehit ve difer karbonil bilesikleri ile etan
pentan gibi ugucu gazlafa dontismesi ile sona ermektedir(24,50).

Lipid peroksitler hiicresel hasara yol agan metabolizmay1r degistiren ve
dokulardaki kan akimim azaltan giighii kimyasal maddelerdir(52).

Lipid peroksidasyonunun zar lipid yapisindaki degisiklikler nedeni ile zar
islevinin bozulmasi ile olusan serbest radikallerin enzimler ve diger hiicre bilegenleri
lizerine etkisi son Urtinler olan aldehitlérin sitotoksik etkileri gibi farkli yollarla
hiicre hasarina neden oldugu diisiiniilmektedir. Her ii¢ olayin da esit derecede veya
birlikte etkili olacag: ileri siiriilmektedir. Bununla birlikte aldehit yapili bilesiklerin
uzun yagam siireli ve zarlan gegebilme 6zelliginde olmas: lipid peroksidasyonunun
hedef organlardaki etkilerinden bu  bilegiklerin  sorumlu  oldugunu
dustindiirmektedir(53)

" Su ana kadar edinmiy oldugumuz bilgiler 1518inda serbest radikallerin hiicre
ve dokularda yol agabilecégi zararlan goyle siralayabiliriz:
1)DNA’nin tahrip olmas:
2)Niikleotid yapilt koenzimlerin yikim1
3)Tiollere bagimli enzimlerin yapt ve fonksiyonlarinin bozulmas: hiicre ortaminin
tiol/distilfit oraninin degismesi
4)Protein ve lipidlerle kovalan baglanmas:
5)Enzim aktivitelerinde ve lipid metabolizmasindaki degisiklikler
6)Mukopolisakkaritlerin yikimi
7)Proteinlerin tahrip olmast ‘
8)Lipid peroksidasyonu zar yapisi ve fonksiyonunun degismesi
9)Zar proteinlerinin iahdbi,taslma sistemlerinin bozulmast

10)Seroid ve yas pigmenti denilen bazt maddelerin birikimi
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11)Kollajen ve elastin gibi uzun émiirlii bilesiklerdeki oksido-rediisiyon olaylarnin
bozularak kapillerde aterofibrotik degisikliklerin olusmasi

Genel olarak reaktif oksijen tirlerinin olugturdugu oksidatif hasar oksidan
stres olarak tanimlanir ve peroksidan-antioksidan dengenin peroksidan yoniinde

degismesiyle karakterizedir(54)

1.5.SERBEST OKSIJEN RADIKALLERI KANSER iLiSKIisI:

Serbest oksijen radikalleri,karsinogenezisin ilerleme basamaginda gok daha
fazla etkin rol oynamaktadirlar. Cesitli klinik epidemiyolojik ¢alismalar,serbest
oksijen radikalleri, lipid peroksidasyonu ve peroksidasyon iriinleri ile karsinogenezis
arasinda bir iligki bulundufunu géstermistir. Birgok karsinojen maddenin hiicre
etrafindaki oksidatif stresi arttirarak kansere sebep oldugu anlagilmigtir. Bu
maddeler, SOD, GSH-Px ve CAT aktiviteleri dahil hiicrenin antioksidan
savunmasinda ani ve siirekli bir azalmaya sebep olurlar. Serbest radikaller,kanserin
baslangig,ilerleme ve gelisme safhalarinda etkili olmakla beraber bu etki ilerleme
safhasinda daha belirgin diger safhalarda ise nisbeten azdir(55). Serbest radikal etkisi
sonucu DNA ve kromozomlarda kirilma ve onkogenlerde aktivasyon meydana gelir.
Stiperoksid tiretimi ¢zellikle mitokondride fazla oldugundan mitokondrial DNA daha
fazla hasar gorir. DNA yakinlannda sentezlenen hidroksil radikalleri piirin ve
pirimidin bazlarina saldirarak mutasyonlara sebep olurlar. Oksidatif stresten en ¢ok
 etkilenen bazlar, DNA’daki Guanin ve Sitozindir. Deoksiguanozindeki 8 nolu
karbona bir oksijen atomunun baglanmasi ile 8-hidroksiguanozin olugturur. Bu
bilesik fizyolojik pH’da 8-oxoguanozin’e déniigiir ki bu da DNA’da anormal baz
dizilisine ve boylece mutasyonlara neden olur. Aym sekilde oksidatif sartlarda

deoksisitozinden S-hidroksisitozin meydana gelir(56).
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8-hidroksi guanin

Oksidasyon

(mutajenik,lezyon)

Guanin+OH 3 ( Guanin—OH')
8-hidroksi guanin radikali

Rediksiyon

Halka yapisi
agilmis guanin

Sekil 1: Guaninin hidroksilasyonu

Guanindeki halka yapisinin agilmasi DNA replikasyonunu durdurur ve bu
bilesigin DNA’y1 tamir edici enzimler tarafindan ortadan kaldirilmas: yeni hatalara
sebep olur. Siiperoksit radikali proteinlerdeki biitin aminoasitlerle tepkimeye
girebilir. Ornegin,organik radikal (R-S) aracihi ile distilfit olusumuna neden olur.

Sistein aminoasitlerinin pekgok protein aktivitesi ve konformasyonu igin
onemli fonksiyon gordiklerinden,bu tip bir oksidasyon proteinlerin yapi ve
fonksiyonunun bozulmasina neden olur. Sistein bagimli enzimlere,cAMP hiicre
bolinmesinin 6nemli bir dizenleyicisidir. Pek gok tiimoér sisteminde bu iki enzim
aktivitesinin ve cAMP diizeyinin,normal hiicrelerle karsilastinldiginda anormal
oldugu bilinmektedir. Proteinlerde protein-disiilfid rediiktaz aktivitesinin artmast O,
.’nin neden oldugu disiilfid artiginin bir sonucudur. Siiperoksit, oksitleyici bir bilesik
olmasinin yanlsxra,aldlgl tek elektronﬁ alicisina vererek indirgeyici olarak da

davranabilir. Stiperoksit, 6zellikle metal iyonlarim: indirgeyerek hiicrede metal
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iyonlarinin oksidasyon-rediiksiyon diizeyini bozar. Ornegin, ferrik demiri ferroz
formuna indirger(19).

Hiicrede pek ¢ok enzim kofaktér olarak metal iyonlanni(demir ve bakir)
kullandiklarindan kofaktérlerin oksidasyon-rediiksiyon ditzeyindeki degisimi onlarin
aktivitelerini de etkiler. Metal iyonlarindan 6zellikle demir’in oksidasyon diizeyinin
kanserde 6nemli oldupunu gosteren deliller vardir. Ayrica Fe**, hiicrede H,0; ile O,
arasindaki tepkime ile (Fenton Tepkimesi) tekil oksijen ve hidroksil radikalinin
olusumunu katalizler. Bu iki radikalin de timér hiicrelerinde tretildikleri
bilinmektedir. Hidroksil radikali ile tepkimeye girerek onu ortamdan uzaklagtiran
dimetilsilfoksit, 16semi ve noéroblastoma hiicrelerinde biyokimyasal ve morfolojik
farklilasmay1 6nler. Hidroksil radikalinin GTP’den c¢cGMP sentezini katalizleyen
guanilat siklaz enzimini aktive ettigi bulunmugtur. ¢cGMP, cAMP gibi hiicre
béliinmesinin regiilasyonunda fonksiyonu olan bir bilegsiktir. Cesitli k6tii huylu
tomirlerde guanilat siklaz aktivitesi ve cGMP dizeyinin yiksek oldugu

bulunmustur.(57)
Reseptor
NO-sentetaz
L-arjinin NO L-sitriillin
Guanilat siklaz
GTP c-GMP

Sekil 2: NO araciligtyla Guanilat siklaz enziminin aktivasyonu
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Ayrica, kisa émiirlii ve oldukga reaktif bir oksijen tiirevi olan nitrik oksit
(NO.), hiicredeki haberci molekiillerden birisi olup,muskarinik veya histimin
reseptorleri gibi gesitli reseptorlerin aktivasyonu sonucu NO-sentetaz tarafindan L-
arjininden sentezlenir(58). Nitrik oksit,biyolojik sistemlerde artik bir medyator
olarak tammlanmaktadir. Endotelde olusan ve relaksasyon faktorii olarak tanimlanan
maddenin NO oldugu anldagilmigtir. NO bir nérotransmitterdir, trombosit
agregasyonunu Onler ve makrofaj fonksiyonunda énemli bir rolii vardir. Guanilat
siklaz’a etki ederek guanozin trifosfattan (GTP) siklik guanozin monofosfat (cGMP)
sentezini saglar ve bu molekiil aracilig: ile etki eder. NO, Fe-S proteinlerinden demiri
¢ikararak yerine kendisi baglanir. Béylece fenton tepkimesini uyanr ve bu
mekanizma ile karsinogenezisde rol oynar (19).

Aragidonik asit metabolizmasinin inhibitorleri ile timor ilerlemesi
durdurulmustur. Bu da lipid peroksidasyonu ile karsinogenezis arasinda bir iligki
oldugunu gostermektedir. Nitekim aragidonik asidin hidroperoksi yag asitleri gibi
bazi metabolik iriinlerinin timér olusumuna gotiirebilecegi kaydedilmistir. Linoleik
ve aragidonik asidin ilk otooksidasyon triinlerinin (hidroperoksi ve hidroksi yag
asitleri gibi) kolon mukoza DNA sentezini ve ornitin dekarboksilaz aktivitesini
artirdig saptanmistir(59)

Kimyasal  karsinogenezisde,  karsinojen = maddelerin  elektrofilik
metabolitlerinin kritik bir 6neme sahip olduklan gosterilmistir. Ozellikle bu
kimyasallardan aromatik aminlerin bir kismi 6nciil bir kismu da esas karsinojen
madde ozelligindedirler. Esas karsinojen formda olanlar, hiicre bilegenlerini
etkileyerek neoplastik transformasyona neden olurlar ve birgok metabolik yolun son
riinleridir. Kimyasal karsinojenlerin metabolizmalari sonucunda enzimatik veya
nonenzimatik olarak uretilen serbest radikal tiirevleri yiiksiz ve ortaklanmamig
elektrona sahip olduklarindan dolay: agini reaktiftirler. Birgok genin aktivitesi redoks
tepkimeleri ile kontrol edilmektedir. Serbest radikaller de redoks tepkimelerini
baslattiklarindan dolay1 oksidatif - stres, bazi -genlerin aktive olmasina sebep
olur(21,47). Sonugta serbest radikaller proonkogenleri aktive ederek hiicre
¢ogalmasim artirirlar. Nitekim hiicre gogalmasi ve - farklilagmasinda rol alan
transkripsiyon faktérlerini kodlayan c-fos,c-myc,c-jun ve b-aktin genleri ile bir
transkripsiyon faktorii olan NF,B geni serbest radikaller tarafindan aktiflestirilirler.
Buna ilaveten ti’m’fﬁr supressOr genlerinin serbest radikaller tarafindan inaktive

edilmesi  karsinogenezisin baglamasina sebep olabilir. Cesitli  kimyasal
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karsinojenlerle yapilan ¢aligmalarda olugan serbest radikallerin, direkt DNA’ya etki
ederek kanser olusmasina sebep olduklar anlasilmig ve bu kimyasal karsinojenlerin
ozellikle binlerce kimyasalin bulundufu sigara dumanminda g¢ok fazla bulundugu
(Ozellikle polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), aza-erenler, aromatik aminler,
N-nitrosoaminler, aldehidler) belirtilmigtir (9,55). Kalsiyum homeostazisinin serbest
radikaller tarafindan bozulmasi da karsinogeneziste ¢ok 6nemli rol oynar(60).

Hiicre zarimn normal yapisinin serbest radikal etkisi sonucu bozulmas: hiicre
i¢i kalsiyum miktarinin artmasina sebep olur. Kalsiyum-kalmodulin etkilesimi birgok
protein kinaz enzimini aktive eder. Protein kinazlar da S6 kinaz: aktive ederler. S6
kinaz, protein sentezinin aktivasyonunda ve hiicre ¢gogalmasinda rolii oldugu sanilan
ribozomal S6 proteinini fosforile ederek aktiflestirir. BOylece hiicre goZalmasi
arttirtlir. Buna ilaveten, hiicre ¢ogalmasi ve farklilagmasi dahil birgok hiicre i¢i olay:
diizenleyen protein kinaz C’de oksidatif stresle aktiflegir.

Tumoérlerde oksijen metabolizmasinin normal olmayip, oksijen toksisitesinin
baglica sebebinin antioksidan savunma mekanizmasindaki yetersizlik olabilecegi ileri
siriilmiigtir. Tamoérlerde SOD ve diger antioksidan enzimlerin aktivitelerinde

genelde azalma goézlenmigtir.

1.6.ORGANIZMANIN ANTIOKSIDAN SAVUNMA
MEKANIZMALARI:

Hiicrelerde ve ekstraselliller sivida sitotoksik oksijen radikallerini zararsiz
duruma getirmeye ¢aligan antioksidan savunma mekanizmalari vardir. Bu
mekanizmalarin baghcalar sunlardir :

A)Reaktif oksijen radikallerini daha az toksik triinlere donigtiiren
antioksidan enzim sistemleri; Siiperoksit dismutaz (SOD), Katalaz (CAT) ve
glutation redox sikliisii enzimleri (glutatyon peroksidaz, GSH rediiktaz, glukoz-6-
fosfat dehidrojenaz vb.)

B)Radlkallerl yakalaylp notralize eden antioksidan maddeler; Alfa-tokoferol
(vitamin-E) ve askorbik asit (vitamin C) antioksidan v1tam1nler olarak fonk31yon
gosterirler. '

Ayrica indirgenmis glutatyon (GSH), urik asit, beta-karoten (provitamin
A),taurin ve yitkkek molekil agirlikli antioksidanlar olan mukus ve albumin de bu

gruba dahil edilebilirler (4,51).
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C) Reaktif oksijen radikallerinin olugmasini énleyen ve olusanin yayilmasim
engelleyen sistemlerdir ki bunlar; H,O, ve siiperoksit anyonundan hidroksil radikali
olusmasim: saglayan Haber-Weiss reaksiyonunu katalizleyen demir ve bakir
iyonlarin1 plazmada ve hicrede baglayan bakir transport proteinin seruloplazmin ile
ferritin,transferrin,laktoferrin ve mitokondrilerde dogal olarak olugan serbest
radikalleri suya indirgeyen mitokondriyel sitokrom oksidazdir(5). Ayrica bu grupta
yer verebilecefimiz insan plazmasinda extraselliller antioksidan savunma
mekanizmalan olarak bilinen diger maddeler haptoglobin-hemopeksin,glukoz ve
tuarin,yitksek dansiteli lipoprotein (HDLP), alfa 1l-antitripsin, Gc globulin,
fibronektin ve immiinoglobulin G’dir(52).

Insan organizmasinda hiicresl boyutta oksidan trinlere karst koruma g
prensip gergevesinde gergeklesmektedir;

1-Olusan radikallerin detoksifikasyonu

2-Radikal reaksiyonlarin sona erdirilmesi

3-Radikal olusumunun sinirlandiriimasi

4-Hedef molekiillerinde olugan hasarlann tamiri.

Oksijen radikallerine kars: 6ncelikli savunma sistemi enzim sistemleridir. Bu
sistem i¢inde gérev alan enzimlerin aktivitesi serbest radikallerin sentez ve yikilma
hizina beslenme ve eser elementlerin (Mn,Se,Fe,Zn,Cu) alinmasina baglhidir(53,54).

Ayrica proteinlerin silfhidril gruplarmin antioksidan kapasitesine anlamlt

katkida bulunduklan ileri siiriilmiistiir(56).
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SOD
20, —p H,0,+0, NADP*
2 GSH
GSH-Px GSSGR
GSSG
Peroksizom NADPH
H,0, v A
CAT 2H,0 Perfuzat
O+ H,0

Sekil 3: Oksidan strese kars! enzimatik savunma

1.7.SUPEROKSIT DiSMUTAZ (SOD) :

Serbest radikallere karst organizmada ilk savunma SOD enzimiyle
gergeklegir. SOD, katalaz ve glutatyon peroksidazdan farkli olarak serbest radikali
substrat olarak kullanir. SOD siiperoksidin H,O, ve O,’ye dismutasyonunu katalize
eden bir metalo enzimdir.

SOD

20, 2H P H,0,+ 0,

Bu reaksiyon igin pH=7.12’de hiz sabiti k=2.10x1 exp 5 1/M.S.’dir.

Okaryotik  hiicrelerde SOD’mn  ii¢ izoenzimi identifiye edilmisgtir.
Sitoplazmada ve membranlar arasi boglukta bulunan 32.000 molekul agirligi olan
SOD Cu ve Zn kapsar(CuZn SOD), iki alt birimden olusur. Primer olarak
mitokondrial matriksde yerlesim gosteren 80.000 molekul agirlikli SOD Mn kapsar
(Mn SOD).Tetramerik glikoprotein yapisi ile hiicre iginde bulunan izoenzimlerden
farkli olan 135.000 molekiil agirhginda olan SOD Cu ve Zn igerir,hiicre dig1 sivilarda
bulundugu i¢in hiicre dig1 SOD (EC-SOD) olarak da adlandinihir(57,58).

Cu,Zn- SOD enziminin siyaniir ile inhibe olmasina kargin,Mn- SOD enzimi

siyaniire karg1 direnglidir.
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SOD enziminin biitiin izoenzimlerinde enzimin aktif merkezinde bulunan
metalin kelat yapici ajanlar ile uzaklagtinlmas: katalitik kaybina yol agar; metalin
yerine konmasiyla aktivite yeniden kazanilmaktadir.Cu,Zn-SOD enziminde Cu’in
katalitik, Zn’nin ise esas olarak yapisal fonksiyonu vardir(59).

Stiperoksit radikalleri spontan olarak dismutasyona ugrayabilirler. SOD
enzimi dismutasyon hizim 10 kere artinr. Boylece O,’nin bagka substratlarla
reaksiyonlagsmasi ve daha toksik .OH radikallerinin olusumu SOD tarafindan
engellenir.

Stiperoksit dismutazin sitiperoksit anyonuna olan etkisi su sekildedir;
Stiperoksit anyonu Cu®* ve bir arjinin rezidiisiniin guanido grubuna baglamir. Bu
baglanma sonucunda siiperoksitden bir elektron Cu’™ye transfer olurken Cu" ve
molekiiler oksijen meydana gelir. Ikinci bir siiperoksit anyonu Cu*den bir elektron,
baglanma ortagindan ise iki proton alarak hidrojenperoksidi olustururken enzim
tekrar Cu®* formuna dénmiis olur. Bilindigi gibi siiperoksit radikalleri kendiliginden
dismutasyona ugrayabilir. Bu nedenle siiperoksit radikalleri sulu ortamda fazla
birikemezler ve bu nedenle SOD ile katalizlenen dismutasyon 6nemsiz gibi
gorilebilir. Oysa iki 6nemli faktér enzimatik katalizin 6nemini belirgin sekilde
ortaya koyar. Birincisi SOD ile enzimatik dismutasyonun hiz sabiti pH=7.4’de 2xexp
9 1/M.s’dir. Bu da kendiliinden dismutasyondan 10.000 kez daha hizli bir
dismutasyon avantaji1 saglar. Ikinci bir avantaj ise hiicrelerde SOD derigiminin O,
radikallerinin steady state derigiminden yaklagtk 100.000 kez daha fazla
olmasidir(60,61).

Organizmada oksidan stresin arttifn klinik durumlarda SOD enzimi
aktivitesini artirarak koruyucu etkinligini devam ettirir. Ozellikle antioksidan etkili
diger enzimlerin aktivitelerinde azalmanin s6z konusu oldugu klinik durumlarda

SOD enziminin  aktivitesinin  arttii  ¢esitli  arastirmacilar  tarafindan

gosterilmistir(21).
1.8. KATALAZ(CAT):

Katalaz tiim hiicre tiplerinde degisik konsantrasyonlarda bulunan bir hem
enzimdir. % 20 oraminda sitoplazmada ve % 80 oraminda peroksizomlarda
lokalizedir. Molekiil agirhifi 240.000 olup 4 alt birimden olusmaktadir. Her bir alt

birim aktif merkeze bagli bir hem grubu igerir. Molekuilin alt birimlerinin aynhham
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enzim aktivitesinin azalmasina yol agar. Asid, siyaniir, 3-amino-1,2 4-triazol,
indirgenmis glutatyon ve ditiyotreitol katalazi inhibe ederler(19,57,58).
Katalaz H,O,’in olusum hizinin digik oldugu veya elekiron vericisinin

yiiksek konsantrasyonlarda bulundugu durumlarda peroksidatik reaksiyonla;

CAT
H,0,+ AH, —» 2H,O+ A

H,0,’nin olugum hizinin yiiksek oldugu durumlarda ise katalitik reaksiyonla;
CAT

H,0,+ H,0, —_— 2H,0+ O,

Kono ve Fridovich siiperoksit radikallerinin katalazi inhibe ettigini
gostermislerdir.Indirgenmis glutatyonunda doza bagimli olarak katalazi inhibe ettigi
bildirilmigtir(85)

1.9.GLUTATYON PEROKSIDAZ (GSH-PX):

Normal kosullarda hiicrede bulunan H;O,’nin detoksifikasyonundan esas
olarak glutatyon peroksidaz sorumludur. GSH-Px lipid peroksidasyonun baslamastni
ve gelismesini engelleyici ozellikte olan bir enzimdir. Selenyuma bagimh ve
bagimsiz olmak tizere iki farkh tipi vardir. Selenyuma bagimli olan GSH-Px hem
H,0,’i hem de lipid hidroperoksitlerini metabolize ettigi halde;hiicrenin mitokondri
(%30) ve sitozol (%70) fraksiyonlarinda lokalize olan selenyumdan bagimsiz GSH-
Px ise yanlizca lipid hidroperoksitlerini metabolize edebilmektedir(19,20,58).
Aktivitesi selenyuma bagimhi olmayan GSH-Px enzimleri GSH-S transferazlardir.
Bu enzimler biyotransformasyon yolu ile olusan gesitli elektrofil bilesiklerle
glutatyon (GSH) arasindaki konjiigasyonu saglarlar. GSH ile baglanan bu bilesikler
bir dizi reaksiyonla merkapturik aside doniigiirler. Molekul agirhigi 50.000 olan
GSH-S transferazlarm 7 farkh alt birimi ve 8 izoenzimi vardir.

Insan eritrositleri sadece GSH-S-T-Pi kapsarlar. GSH-S-T-Pi dusiik aktiveli
bir transferazdir. En onemli fonksiyonu ksenobiyotiklerin biyotransformasyonu ve

karsinojenlerin detoksifikasyonudur.
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H,0, ve cesitli organik hidroperoksitlerin GSH-Px ile indirgenmeleri

reaksiyonunda indirgenmis GSH kosubstrat olarak gorev alir.

GSH-Px
H,0, +2GSH ————» 2H,0 + GSSG

Katalitik reaksiyon sonucu H,O ve oksitlenmis glutatyon disalfit (GSSG)

olusur.
Hiicresel GSH’1n eksikligine yol agan GSSG efluksu GSH-Px aktivitesindeki artigin
bir sonucudur. Eritrosit veya karaciger hiicrelerinde olusan GSSG’nin mindr bir
konsantrasyonu hiicreler tarafindan atilir. Bu miktar hidroperoksid metabolizmas
sirasinda  yitkselir. GSSG’nin  hiicre iginde birikimi ve efluksu hiicresel
NADPH/NADP* redox oram ile iliskilidir. Sitozolik NADPH/NADP' oranim
azalatan metabolik olaylar GSSG/GSH oranin: artirarak hiicreden GSSG efluksunun
hizlanmasina yol agarlar(63).

Iodoasetat, siyaniir ve siiperoksit radikali GSH-PX enziminin
inhibitérleridir H,O, nin  sitotoksik etkinligi biiyikk o6lgiide hiicre igi katalaz ve
peroksidaz aktivitelerinin ve H,O,’i hidroksil radikaline indirgeyebilen gegis
metallerinin bir fonksiyonudur.

GSH-PX ve katalaz enzimleri hiicrenin farkli boélumlerinde lokalize
olmalarindan dolayr karaciferde endojen olusan H,O, seviyesini diizenlemede
birlikte etkinlik gosterirler.

Eritrositlerde GSH-Px aktivitesinin azalmas: prematiire bebeklerde hemolitik
anemi ile iligkilidir. Eritrosit GSH-Px aktivitesi selenyum statiisiiniin bir indeksidir.
Se eksikligi olan kigilerde kanda GSH-Px aktivetisindeki dugiikliigiine bagli olarak
kalp rahatsizliklar: siktir.

E vitamini takviyesi, demir eksiklii, agir metal iyonlar: toksisitesi ve

hormonal denge GSH-Px aktivitesini etkileyen parametrelerdir.
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1.10.GLUTATYON REDUKTAZ (GSH-RED):

Antioksidan savunmanin etkinligini siirdirebilmesi igin  oksitlenmis
glutatyonun tekrar indirgenmis sekle doniismesi gerekir. Glutatyonun rediktaz
NADPH varliginda oksitlenmis glutatyonun indirgenme reaksiyonunu katalizler. Bu
oksidorediiksiyon enziminin koenzimi NADPH, prostetik grubu ise FAD’dir.
Dimerik bir yapida bulunan GSH-red’in molekiil agirhii yaklagik 104.800°dir.
Sitozol ve mitokondride lokalizedir. GSH-red bir flavin enzimi olup FAD ile aktive
edilir. GSH-red oksitlenmis glutatyonun indirgenme reaksiyonunu katalizlerken
elektronlar 6nce NADPH’dan FAD yolu ile GSSG’ye daha sonra ise iki sistein
kahintis1 arasindaki disalfit baglanina en son ise oksitlenmis glutatyona transfer
olmaktadir(23).

GSH-R
GSSG + NADPH+H" ——® 2GSH + NADP"

Sitoplazmik araiiriinler olan NADPH ve GSH konsantrasyonlari hiicrenin
redox durumunun akut degisikliklerini yansitirlar. NADPH/NADP ve GSH/GSSG
oranlarindaki degigiklikler akut prooksidan stres ile antioksidan savunma arasindaki
dengesizligin belirtisidirler.

Olusan NADP" nin NADPH’a déniismesi igin Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz
enzimine gerek duyulur. PH=7.8°de ve iyonik giiciin 0.1 oldugu kosullarda insan
eritrositlerinde bulunan Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimi molekil agirlig
210000 D olan tetramer yapi ile molekil agirhigi 105.000 olan dimer yap: arasinda
bir denge halinde bulunur. Kelat yapici ajanlar ve steroid hormonlar Glukoz-6-

fosfatdehidrogenaz enzimini inhibe ederler(33).

1.11.GLUTATYON (GSH):

GSH organizmanin tim hiicrelerinde bulunan hiicrenin protein yapisi
disindaki siilfidril grubu igeriginin % 90°nim olusturan bir tripeptiddir. Glutamik asit
sistein ve glisin aminoasitlerinden gama-glutamil sistein sentetaz ve glutatyon
sentetaz enzimleriyle olugur.

Serbest bir siilfhidril grubuna sahip olan indirgenmis GSH hiicreigi bir

siilfhidril tamponu olarak etkilidir ve hiicreleri oksidatif ve toksik etkilere kargi
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korur. Eritrositlerde bulunan indirgenmis GSH hemoglobinin sistein gruplarm ve
diger hiicre proteinlerinin tiol gruplarim indirgen sekilde tutar. Boylece hemoglobini
oksidasyondan koruyarak hiicrenin biitiinltigiinii saglar(16).

Nikleofilik bir yapiya sahip olan indirgenmis glutatyon elektrofilik
karakterde karbon atomlant ve Zn, Cd ,Hg, Cu, Pb gibi atomlarla kompleks
olugturarak agir metal iyonlarimin viicuttan atilmasina yardime: olur.

GSH baz1 aminoasitlerin hiicre igine taginmasina yardimci olur. Bu sirada
hiicre membranindan transloke olan GSH-y- glutamil transferaz enzimiyle pargalanir.

GSH biotransformasyon ile olusan zehirli maddelerin detoksifikasyonunda rol
oynar;zehirsizlestirme reaksiyonlarina dogrudan katildifn gibi bazi enzimlerin

aktivatorii veya substrat1 olarak gorev yapar(64).

1.12.VITAMIN E:

E vitamini terimi yapisal olarak birbiri ile baglantili bir grup bilesigi kapsar.
Bunlar temelde 2-metil-kroman halkas: igerirler ve 2.karbona bagli 16 karbonlu fitil
yan zincir kapsarlar. Vitamin E benzeri etkiye sahip bilegikler iki grupta toplanirlar.
Birinci grup tokoferoller ikinci grup tokotrienoller olarak adlandirihir(65).

Tokoferoller alfa,beta,gama ve sigma olmak tizere 4 ¢esit molekiil ve bunlarin
steroizomerlerinden olusur. Vitamin E membranda diigiik konsantrasyonda
bulunmasina ragmen lipidde ¢dziinen zincir kinci baglica antioksidanlardandur.
Biyolojik membranlarda Vit E’nin koruyucu fonksiyonu yag asitlerindeki peroksil
radikalleri ile reaksiyonlagarak kromanoksil radikali olusturmasidir(48). |

Vitamin E’nin halka yapisindaki oksijenin 2p-tip elektron giftleri aromatik
diizeye ne kadar dik bulunursa tirevin antioksidan 6zellifi o derece artar. Bu
durumda hidrofuranlar dihidropiranlardan daha aktiftirler. Aromatik halkanin ve
2 karbonun elektrondan zenginligi antioksidan etkiyi artinr. E Vitamini
tirevlerindeki reaktivite farklitiklari fenol O-H baginin enerjisini kontrol eden
steroelektronik etkilerin sonucudur.

Tekil oksijenin tokoferol homologlari tarafindan tutulma hizlan
alfa beta,gama,sigma sirastyla azalmaktadir. Kroman halkanin 6.pozisyonunda
bulunan serbest hidroksil grubu singlet oksijeni yakalama giiciinii belirler.

6.pozisyonda bulunan ester veya eter tiirevi ise aktiviteyi yok eder(40).
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Tokoferol homologlarinin tekil oksijen ile belirgin kimyasal reaktivitesi daha
dusik hizda ve alfabeta,gama,sigma azalan sirasiyla gergeklesir. Tokoferollerin
biyolojik oksidasyon tUriinleri de antioksidan aktivite gosterir.

Onemli bir endojen ve eksojen antioksidan olarak hiicresel ve hiicrealts
membranlarin bitinliginin korunmas: alfa-tokoferoliin baslica fonksiyonlarindan
biridir.

Lipidde ¢ozunurligun yikksek olmasi nedeniyle kolayca membran
fosfolipidlerine difiize olabilmekte ve 20 karbonlu doymamis yag asitlerini
indirgeyerek serbest oksijen radikallerinin biomembranlarda olusturabilecegi lipid
peroksidasyonunu onlemektedir. Boylece eikosonoid olusumu baglangi¢ agamasinda
engellenmektedir. .

Membranlarin E Vitamini miktan mikrozomal membranlarin, LDL nin,
hepatositlerin ve/veya organlarin perokside edici ajanlar (hidroksil,alkoksil ve
peroksil radikalleri,singlet oksijen,oksijen-metal kompleksleri ) tarafindan hasarim
belirler. Bu ajanlarin etkisiyle olugan lipidhidroperoksitler alkoksil ve organik
peroksil radikallerine pargalanarak lipid peroksidasyon zincir reaksiyonuna yol
acarlar. Tokoferoller bu reaksiyonun yayilma basamagini engellerler;peroksil

radikallerini yakalayarak lipidleri korurlar(38).

ROO. + VitE —® ROOH + VitE.

Vitamin E radikali nisbeten stabil reaktivitesi az olan bir radikaldir. Vitamin
E midede nitritlerin nitrozaminlere do6niigimiinGi engelleyerek antikanserojen
olarak etki eder.Kanser insidansint ve tiimoér hiicrelerinin gelisimini  azaltir.

E vitamini  takviyesi  ile artritte  goriilen serbest  radikal
konsantrasyonundaki artisin engellendigi deneysel ¢aligmalarda gosterilmigtir.

In vivo ve in vito g¢aligmalar alfa-tokoferol ve glutatyon peroksidaz
arasindaki kargilikli  bagimhligs géstennislerdir. Insan ve hayvan deneyleri
doymamig yag asitlerinin oksidasyonunu engellemek ve membran bitinlagini
saglamak igin her iki antioksidanin gerekliligini gostermiglerdir (40).

Bitkisel kaynakli yaglarda tabii olarak bulunan tokoferol ve

tokotrienler esansiyle diet bilegenleridir.
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1.13. A VITAMINI:

A vitamini 6n maddesi olan beta- karoten 6nemli bir singlet oksijen ve radikal
tutucu antioksidandir. Beta-karoten ve diger biyolojik karotenoidlerin singlet oksijeni
tutmalan diftizyon kontroliine yaklagsan hiz sabitinde gergeklesir. Beta -karotenin
agik zincirli analogu olan likopenin hiz sabiti en yiiksektir. Biyolojik kaynakli
karotenoidler arasinda en etkin singlet oksijen tutucu likopendir ( 37,41).

Karotenoidilerin serbest radikal reaksiyonlarini inhibe ettigi gosterilmigtir.
Beta- karoten ¢ok etkin  olarak  triklorometilperoksil radikallerini indirger.
Fizyolojik sartlarda dokplann ¢ogunda hakim olan disiik kismi O basincinda ve

disik O2 konsantrasyonlarinda beta- karoten tetralin ve metil linoleatin
oksidasyonunu peroksil radikalleri ile inhibe eder.Beta-karotenin bu antioksidan
aktivitesi rezonansla stabilize karbon merkezli bir radikal olusumuna dayanir ve
membranlarin lipid peroksidasyonundan korunmasina yardimci olur.Beta- karotenin
sagladif antioksidan savunma normal fizyolojik oksijen basinci sinirlarinda bulunan
herhangi bir dokuda gézlenir. Beta-karotenin otooksidasyonu beta iyonunun
halkasinda yerlesik epoksidlerin, ketonlann ve aldehitlerin olugsumuna yol agar. Son
yilarda yapilan caligmalar beta karotenin peroksil radikal serbestlestiricisi ile
inkibasyonun polien zincirinin merkezi ¢ift baginda epoksid olusumuna yol a¢tifim
gostermistir.(66). '

Beta- karotenin vitamin E'den farki dugik O basincinda daha etkili
olmasidir.Bu ‘sekilde yilksek oksijen basincinda etkili olan alfa-tokoferoliin
antioksidan etkisini tamamlar.Beta-karoten LDL partikiili iginde taginir ve oksidatif
hasara karsi LDL' ye savunma baglar, LDL' de bulunan alfa-tokoferoliin
konsantrasyonu beta - karotenden 20 kere daha fazla olmasina karsin LDL
oksidasyonunu inhibe etmede beta-karoten 2 kat daha gugludiir. Beta-karoten
aterosklerotik lezyonun gelismesini engeler.

Beta-karotenin yalniz koroner olaylarda degil tim damarsal problemlerde
etkili oldugu gosterilmistir(42).

LDL'yi oksidatif hasara karsi savunmada en etkin  antioksidan
terapinin suda ¢oziinen askorbat ile yagda ¢ozinen alfa-tokoferolin ve beta -

karotenin birlikte verilmesi oldugu ileri siriilmistiir,
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1.14.VITAMIN C (Askorbikasit):

Kimyasal yap: bakimindan monosakkaritlere benzeyen C Vitamini 2-
Ketoglukono laktonun okside edilmesiyle olugmaktadir. Askorbik asit dayanikii
degildir. Bir heknozik asit olan L- Askorbik asitin gama -laktonu 2. ve 3. karbon
atomunda bir enodiol yapis1 gosterir. Bu yapt gayet kararsizdir ve okside olarak 1--
dehidroaskorbik asit meydana getirmektedir .

Askorbik asit ihtiva etifi endiol gurubundan dolay1 hem asid 6zellik gosterir,
hem indirgendir. Askorbik asit indirgen olarak etki ettifi zaman endiol gurubundaki
2 H atomunu vererek dehidroaskorbik asid yiikseltgenir ve dehidro askorbik asit de
askorbik aside indirgenébilir. Buna gore dehidroaskorbik asit ile askorbik asid bir
redox sistemi olugtururlar, Dehidroaskorbik asid kolaylikla askorbik aside
gevrildiginden C Vitamini gibi etki eder. Dehidroaskorbik asid alkali ¢ozeltilerde
dayaniksiz olup lakton halkasinin agilmastyla hidrolize ugrar ve biyolojik bakimdan
etkisiz olan 2,3-diokso L- gulonik asid meydana gelir. Hayvan organizmasi bunu
tekrar laktona doniisiim tiremez pargalanmasiyla okzalik asid olugur. Oksalit asid
hava oksijeni kargisinda tersinmez olarak yiikseltgendigi ve bu yiikseltgenme 1s1 ile
artipy igin besin maddelerinin havanin oksijeni kargisinda pigirilmesinde igerdikleri
askorbik asidin biyikk bir kismi kaybolur.Askorbik asid ozellikle meyve ve
sebzelerde bol bulunur. Limon, portakal, ¢ilek, domates, yesil biber, vb. fazla
miktarda askorbik asid igerir.

Vitamin C ' nin herhangibi kofaktor etkisi bilinmedigi halde , bilinmedigi
hiicre i¢i oksidoredoksiyon reaksiyonlarinda hidrojen tasiyicilifr odevi ile ilgisi
oldugu sanilmaktadir. C Vitamininin metabolizmadaki etki tarz1 heniiz tam olarak
aydinlatilmig olmamakla beraber bag dokusu, dentin, kemik dokusu, vb ' nin
proteini olan kollajenin 6n maddesi prokollajenden biyosentez igin gerekli oldugu
bilinmektedir.Giinlitkk C vitamini ihtiyac1 50-100mg kadardir.

Askorbik  asit insanlar, maymunlar, ve kobaylar tarafindan sentez
edilmez. Askorbik asidin insanlar tarafindan uzun siire alinmamasi durumunda
[skorbit  hastaligi ortaya ¢ikar.  Askorbit asid  eksiklifi ~ organizmamn

enfeksiyonlara karst direncinin azalmast da neden olur.(67).
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1.15.MELATONIN:

Pineal bez beyinde tg¢iincii ventrikilisiin tavanina bir sap ile baglanmustir.
Insanda 5-6 mm. kadar uzunlukta ve 1 gramin onda biri kadar agirhiktadir(68).

Pineal bez hiicreleri melatonin adi verilen hormunu salgilarlar. Melatonin
memelilerin reproditksiyon olaylarim koordine eden bir sinyal gorevi yapar.
Melatonin iki enzim etkisi ile serotoninden sentezlenir. Enzimlerden birisi N-asetil
transferazdir ve serotoninin asetile edilmesini saglar. Digeri hidroksi indol-O-metil
transferazdir ve indol halkasinin metile edilmesi ile gérevlidir. Pineal bezden bagka
viicudun higbir yerinden melatonin sentezlenmez.

Pineal bezde serotonin miktar: gindiz yiksek,gece dugiktir,isik siddeti ve
stiresi bezdeki serotonin miktarimt defistirir. Bezdeki melatonin miktan ise
serotoninin ritminin aksi yéndedir;yani melotonin sentezi giindiiz az, gece ¢oktur.

Son zamanlardaki aragtirmalar melatoninin antioksidal yo6nii, kanserde
immiino-modulator rolii ve uyku diizenleyici (biyolojik saat) fonksiyonlar iizerinde
yoBunlagmustir. Ancak bu giline kadar yapilan ¢aligmalar melatoninin tedaviye
yonelik etkilerini heniiz tiimiiyle aydinlatamamigtir. Ancak melatoninin ¢ok 6nemli
bir antioksidan savunma elemam oldugu bilinmektedir. Melatonin olduk¢a kuvvetli
bir antioksidandir ve genis bir etki alanina sahiptir. Viicudumuzdaki her bir hiicreyi
ve her bir hiicrenin her bir bolimiini oksidatif zararlilara kars1 korumaktadir.

Melatonin 6zellikle en toksik radikal olan hidroksil radikaline kars: etkendir.
Melatonin hidroksil radikali ile tepkimeye girdikten sonra bir indolil katyon
radikaline doniigiir ki bunun da O,. (stiperoksid) radikalini tutarak antioksidan
aktivite gosterdigi kaydedilmistir. Melatoninin antioksidan olarak diger bir 6nemli
ozelligide lipofilik olmasidir. Dolayisiyla hiicrenin hemen hemen biitiin organellerine
ve hiicre ¢ekirdegine ulagabildigi gibi kan beyin bariyerinide kolayca geger. Boylece

hiicre gekirdegine kadar ¢ok genis bir dagilimda antioksidan aktivite gosterir(70).
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1.16.CALISMANIN AMACI:

Bu ¢aligmada kanserojen bir madde olan 7,12-DMBA indiiksiyonuna bagh
olarak viicudun serbest oksijen radikallerine karg1 olugturdugu antioksidatif savunma
mekanizmasindaki  degisikliklerin gozlenmesi ve ozellikle Vitamin E+Se
kombinasyonu ile melatoninin antioksidatif savunmada ne kadar destekleyici rol
aldiinin aragtirilmasi amaglanmusgtir.

Yapilan g¢aligmada 7,12-DMBA indiksiyonuna bagh olarak antioksidan
karaciger enzim diizeylerinde bir azalma gozlenirken szellikle melatoninin destekli
grupta bu azalmamin belirgin bir sekilde o6nlendifi saptanmistir. Bu sonug
melatoninin organizma igin 6nemli bir antioksidan oldugu gorisinii destekler

niteliktedir.
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2.DENEYSEL BOLUM:

2.1.DENEYDE KULLANILAN KiMYASAL MADDELER:

Deneysel ¢aligmalar siiresince kullanilan ksantin, ksantin oksidaz, sitokrom
¢,GSSG (Okside glutatyon), GSH(Rediikte glutatyon), BSA(Bovine serum albumin),
SOD(Siiperoksit dismutaz), NADPH, NaN;, Na,COs;, CuSO,, Na,K-Tartarat, Folin-
fenol reagent, NaOH, KH,PO, K,;HPO,4, Na,HPO,; NaH,PO,, EDTA H,0,, ve 7,12-
DMBA Sigma Chemical Company’den temin edildi.

22.MATERYAL-METOD

2.2.1.Materyal: .

Bu galigmada déney materyali olarak Elazi Hayvan Saglii ve Aragtirma
Enstitiisi’'nden temin edilen Musmus culus cinsi,digi,10-12 ayhk beyaz fareler
kullanilmugtir. En az onarli gruplara boéliinen farelere kontrol grubu igin sadece misir
6zii yagi, kanserojen madde grubu igin 20 mg/kg/giin dozda misir 6zii yag: igerisinde
¢oziinmiis 7,12-DMBA, Vitamin E + Se grubu igin kanserojen maddeye ilaveten 48
saat de bir 1,8x10° mg Se ve 0,09 mg Vitamin E igeren Vitamin E + Se
kombinasyonu, melatonin grubuna ise kanserojen maddeye ilaveten 4,2 mg/kg/gin
dozunda musir 6zl yag igerisinde ¢6ziinmiis melatonin intraperitonal olarak enjekte
edildi.

7,12 -DMBA enjeksiyonuna baglanmadan 6nce bir 6n defans olusturmak
amaciyla melatonin grubuna 5 giin boyunca 24 saat de bir sadece melatonin ve
Vitamin E + Se gfubuna yine 5 giin boyunca 48 saat de bir sadece Vitamin E + Se
kombinasyonu enjekte edildi. 5. giinden itibaren bu koruyucular 7,12-DMBA
esliginde verildi. 7,12-DMBA enjeksiyounun baglamasiyla beraber enjeksiyonlar 3

hafta devam ettirildi ve bu siire sonunda fareler deneye alindi.

2.2.2.Metod:

Yukanda belirtildigi gibi belirli gruplara aynlip 3 hafta boyunca
enjeksiyonlan yapilan fareler bu strenin dolmasiyla beraber boyun kemikleri
kirilarak 6ldiriildi ve karaciger dokulan gikarildi. Cikarilan bu dokular derhal PBS
(fosfat tamponu,pH=7.4) tamponuyla perfize edilip tamamen kanindan
temizlendikten sonra buz izolasyonu altinda kurutma kagidi ile kurutulup tartildi.
Tartilan karacigerle; 1/5 (w/v) oraninda PBS tamponu (pH=7.4) eklenerek yine buz

jzolasyonu altinda PCV Kinematica Status homojenizatérii ile tim doku
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parcalamincaya kadar homojenize edildi. Elde edilen homojenatlar VWR Branson
Scientific sonifikatérde 20 saniye araliklarla 4 defa 30 saniye siireli sonifiye edilerek
ozellikle peroksizom membramnin pargalanmas: neticesinde bu organelde lokalize
olan katalaz enziminin agifa ¢ikarilmasi saglanmigtir. Homojenizasyon ve sonifiye
islemlerinin ardindan 17.000 rpm.’de +5°C’de 15 dakika Ole Dich 157 MP
mikrosantrifij aletiyle santrifiij islemi ile tim enzim aktiviteleri ve protein tayininin
yapilacag: siipernatan elde edildi. .Sﬁpernatan ornekleri enzim aktivite ve protein

tayinleri yapilincaya kadar derin dondurucuda —40°C’de saklandi.

2.2.3.Protein Tayini : '

Karaciger dokusundan elde edilen stipernatanlardan enzim aktive tayinleri
yapilmadan o6nce 1 ml slipernatandaki protein miktar tayini igin Lowry yontemi
uygulandi (86). Bu yontem igin ¢ozeltiler ve hazirlanislar: agagidaki gibidir:

A Cozeltisi

100 Hacim  : % 2’lik NaCOj5’1n 0.1 N NaOH’teki ¢ozeltisi
1 Hacim  : % 2’lik Na,K- Tartarat ¢ozeltisi
1 Hacim  : % 1’lik Cu SOy ¢ézeltisi

A ¢ozeltisi,yukanda belirtilen her ti¢ ¢ozeltinin ayr1 ayn hassas bir sekilde
hesaplarimin  yapilmas:1 ve deneye baslamadan hemen once belirtilen hacim

oranlarinda kangtirilmasiyla taze olarak hazirlandi.

B Cozeltisi:
Folin Fenol Belirteci : 1 Hacim

Bidestile su : 1 Hacim
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BSA Cozeltisi :

Standart protein ¢ozeltisi olarak kullanilan BSA (Bovine Serum Albumin) 1
mg/mL konsantrasyonundaki stok ¢ozeltiden omeklerin ¢aligma aralifina gore
10,20,30,40,50,.... pg/mL’lik ¢ozeltileri hazirland.

Protein tayin islemi ise asagida belirtilen siraya gore yapildi :

1)Her deney igin 2 kor 6meginin ¢aliyma aralifina bagh olarak degigik
konsantrasyonlarda BSA’lar ve numuneler igin ayn tiipler kullanild1 ve her tiipe A
¢ozeltisinden 2.5 mL eklendi.

2)Kér numune tiipleri haric BSA tiplerine belirtilen hacimlerde BSA
cozeltilerinden,numune tiiplerine ise deney sartlarina bagli olarak 2,4,... pul.’lik 6rmek
¢ozeltileri tiipiin duvarlaﬁna damlaciklar seklinde eklendi.

3)iki kez vorteksle karigtirilan bu tiipler 10 dakika bekletildi.

4)1:1 oraninda hazirlanan Folin-fenol belirtecinden tiim tiiplere 250 plL
eklendi. Tekrar vorteksle iki kez kangtmlan bu tipler,renk olusumunun
sonuglanmast i¢in karanlikta 45 dakika beklemeye birakild.

5)Bu siirenin bitiminde karanhik ortamdan g¢ikanlan gozeltilerdeki protein
tayinleri Philips PU. 8715 UV/VIS spektrofotometresi kullamlarak 695 nm’deki
absorbans degisiminden hesapland.

6)Standart BSA ¢ozeltileri ile hazirlanan ¢aligma ( kalibrasyon ) grafiginden
yararlanilarak her 6rnek tiipiindeki sipematanin 1 mL’sindeki protein miktar tayini

hesapland:.

2.2.4.Katalaz Aktivite Tayini ve Hesaplanmasi
Bitin hayvan ve bitki hiicrelerinde bulunan ve agagidaki tepkimeleri

katalizleyen CAT enziminin aktivite tayini Luck H. (87 ) yontemine gore yapildi.

2H,0, —» 2H,0 + 0,
ROOH + AH, —» H,0 +ROH +A
AH, : Degisik substratlar :
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Gerekli Cozeltiler:
1/15 M konsantrasyonda Na, K-fosfat tamponu ( Na,HPO,” KH,PO, ) pH=7

Derisik H,O, ¢6zeltisi

Yontem :
Hassas olarak hazirlanmig Na-K-fosfat tampon ¢6zeltisinin 100 mL’sine 160

pL H,O, ¢ozeltisi eklendi. Hazirlanan bu ¢ozeltiden 1000 upl alinip kor olarak
kullanildi. Numunelerin CAT igerifini saptamak i¢in yapilan aktivite tayinine
baglarken, hazirlanan bu kangima, deney ¢aligma aralif1 dikkate alinarak 15 pl.’den
baglayarak gittikge artan hacimlerde siipernatan eklendi ve bir kez kangtirihp Philips
PU. 8715 UV/VIS spektrofotometrede 240 nm dalga boyunda 30 saniye siire
boyunca absorbans degisimi okundu. Okunan bu optik dansite farkindan mL’deki

enzim finite sayisi asafidaki geregi hesapland.

AOdx1 dk x 1000

C=
0.036 x pL stipernatan

2.2.5.Glutatyon Peroksidaz Aktivite Tayini ve Hesaplanmasi
GSH-Px enziminin rol aldig1 tepkimeler agsagidaki gibi olup, aktivite tayini
i¢in Lawrance R.A.; ve Burk R.F yontemi uygulanmistir(88).

H,0, + 2GSH_%SHP* | GSSG + 2H,0
ROOH +2GSH _%* | GSSG + ROH + H,0

GSSG +NADPH+H' _®%® | 2GSH + NADP*
Gerekli Cozeltiler :
Tampon Cozelti :50 mM KH,PO; + K;HPO; + 5 mM EDTA igeren
¢ozelti tampon ¢ozelti olarak kullamlmgtir.pH:7
NaNj (Sodyum azid) ;1 mM
GSH (Rediikte glutatyon) :2 mM
H,0O, :0.25 mM
NADPH :0.2 mM

GSSG Reditktaz : 1.2 U/mL




32

Yontem :

Belirtilen derigimlerde hazirlanan ¢ozeltilerle 6nce kér ardindan da 6rnek
deneyleri yapilmigtir. Bunun igin 1 mL tampon, 10 uL. NADPH, 10 uL. GSH, 10uL
NaNj3 ve 2 uL GSSG Rediiktaz gozeltileri spektrofotometre kiivetine kondu. 37°C’de
5 dakika siire ile inktibasyona tabii tutulan ¢ozelti kanisimina H,0, ilave edilerek ve
bir kez kangstirdiktan sonra kor deneme igin Philips PU. 8715 UV/VIS
spektrofotometrede 340 nm’deki absorbans degisimi ( 1 dakika ) gozlendi. Numune
deneyleri igin ise HyO, eklendikten sonra belirli miktarlarda siipernatan ilave
edilerek kor denemeleri igin yapilan igslemlerde oldugu gibi 340 nm’deki absorbans

degigimi okunarak enzim aktivite tayini su formille hesaplands :

AOD
C= —

6220/ml
AQOD:Optik Dansite Farki

2.2.6.Siiperoksit Dismutaz Aktivite Tayini ve Hesaplanmasi

Hiicresel antioksidatif savunma mekanizmasinin en énemli enzimi olan SOD,
stiperoksit radikallerinin dismutasyonunda gorev almaktadir. Ksantin-ksantin oksidaz
sisteminde tretilen siiperoksit radikallerinin sitokrom c’yi indirgemesinin SOD
tarafindan inhibisyonu temeline dayanan enzim aktivite deneyi McCord

J.M;Fridovich I y6ntemine ( 85 ) gbre yapilmig olup, detaylar asagidaki gibidir.

20, + SOD-Cu** ——— SOD-Cu'" OOH
SOD_CuH' ............ OOH + 02-1____' SOD"Cu2+ + HZOZ + 02

202-1 —p H;0, + 0O,

Gerekli Cozeltiler :
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A gozeltisi  : 0.76 mg ( 5 umol ) ksantin’in 10 mL 0.001 N NaOH’daki
gozeltisi ve 24.8 mg ( 2 pmol ) sitokrom ¢’nin 100 mL 50 mM pH=7.8 ve 0.1 mM
EDTA igeren fosfat tamponundaki ¢ozelti kangtirilir. Bu gozelti, +4°C’de 3 gin
kararlidur.

B Cozeltisi : Taze hazirlanan ksantin oksidazin 0.1 mM EDTA’daki
gozeltisi 0.2 U/mL.

Yontem :

1)3 mL’lik spektrofotometre kiivetine 2.9 mL A ¢ozeltisi eklendi.
2)Daha sonra 50 uL 6rnek ilave edildi.
3)Tepkime 50 uL B ¢dzeltisinin eklenmesiyle baglatilir.
4)Hizli bir sekilde, Philips PU. 8715 UV/VIS spektrofotometrede 550 nm’deki
absorbans degisimi okundu.
5)Kor okumasi yapilirken 6rnek yerine 50 uL bidestile su eklendi.
6)Kalibrasyon grafigi ¢izmek igin- belli konsantrasyondaki ( 5.107 M ) SOD
gozeltisinin 5 pL, 10 puL ve 15 pL’deki bilinen degerlerine karsilik elde edilen %
inhibisyon degerleri grafige gegirilir. Bu islem igin saf SOD enzimine ihtiyag¢ vardir.
Sonugta % inhibisyon asagidaki formiille hesaplanir.
AOD (Ornek)
% Inhibisyon = x 100
AOD (Koér)
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3.BULGULAR:

Istatistiksel analize gegmeden 6nce, her enzim igin gruplarin degerleri normal
dagilima uygunluk yoéniinden test edilmis, sonugta degerlerin normal dagilima
uydugu gorilmistiir. Bu nedenle gruplar arasi kargilagtirmada Tek Yonli Varyans
Analizi kullanilmigtir. Gruplar arast farkin analizinde Tukey’s HSD Testi
kullamlmigtir. Dort grubun GSH-Px,SOD,CAT aktivite degerleri birbiri ile

kargilastinlmis sonuglar tablo halinde sunulmustur.

3.1.GSH-Px AKTIVITE SONUCLARI :

Tablo 5 : GSH-Px Aktivitesi Yoniinden Gruplarin Karsilagtirilmast

Serbestlik Kareler Kareler F Degeri P
Derecest Toplamu ortalamasi
Grupigi 3 1,1574 0,3858 109,3076 0,0000
Gruplararast 36 0,1271 0,0035 L
Toplam 39 1,2845

Tablo 6 : Gruplarin GSH-Px Aktivite Ortalamalart

Grup Denek Saytst  Aritmetik Standart Sapma
Ortalama

Kontrol 10 0,8999 0,0659

DMBA 10 0,4230 0,0620

Vit E+Se 10 0,6130 0,0383

Melatonin 10 0,6700 0,0668

Toplam 40 0,6515 0,1815
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1
0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2
0
W Kontrol 0,899
ODMBA 0,423
B Vit E+Se 0,613
0 Melatonin 0,67

Sekil 4 : GSH-Px aktivite degerleri ( pmol/mg total protein )

Tablo 7 : GSH-Px Post Hoc Matriks Tablosu

Gruplar

Kontrol

DMBA

Vit E+Se

Melatonin

Kontrol

DMBA

Vit E+Se

Melatonin

*, P<0,05

Matriks tabloda goriildiigi tizere, gruplar arasinda GSH-Px enzim aktiviteleri

yoniinden fark vardir. Bu fark ikili kargilagtirmalarda da gozlenmektedir. Sadece Vit

E+Se grubu ile melatonin grubu arasinda fark bulunmamigtir(P>0,05). Diger ikili

karsilagtirmalarin hepsinde fark bulunmugtur(P<0,05).
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3.2.CAT AKTIVITE SONUCLARI

Tablo 8 : CAT Aktivitesi Yonitnden Gruplarin Karsilagtiriimast

Serbestlik Kareler Kareler F Degeri P
Derecesi Toplamt ortalamas:
Grupigi 3 | 4328,7026 1442,9009 11,3366 0,0000
Gruplararast 36 4582,0804 127,2800
Toplam 39 8910,7830
Tablo 9 : Gruplarin CAT Aktivite Ortalamalari
Grup Denek Sayis1  Aritmetik Standart Sapma
Ortalama
Kontrol 10 136,4130 9,5454
DMBA 10 118,4800 5,1699
Vit E+Se 10 115,3830 . 5,4976
Melatonin 10 138,7030 19,0014
Toplam 40 127,2448 15,1156
160
140
120 A
100 -
80 -
60
40 -
20 -
0
B Kontrol 136,413
ODMBA 118,48
B Vit E+Se 115,383
O Melatonin 138,703

Sekil 5 : CAT Aktivite Degerleri ( umol/mg total protein)
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Tablo 10 : CAT Post Hoc Matriks Tablosu

Gruplar

Kontrol

DMBA

Vit E+Se

Melatonin

Kontrol

DMBA

Vit E+Se

Melatenin

*: P<0,05

Matriks tabloda goriildiigii tizere, gruplar arasinda katalaz enzim aktivite
dizeyleri yoniinden fark vardir. Sadece kontrol ile Melatonin gruplan arasinda ve
Vitamin E+Se ile DMBA gruplan arasinda fark bulunamamigtir(P>0,05). Diger ikili
kargilagtirmalarin hepsinde fark bulunmugtur(P<0,05).

3.3.S0D AKTIVITESIi SONUCLARI :

Tablo 11 : SOD Aktivitesi Yéniinden Gruplarin Kargilagtiriimasi

Serbestlik Kareler Kareler F Degeri P
Derecesi Toplam ortalamasi
Grupici 3 3,8333 1,2777 443115 0,0000
Gruplararasi 36 1,0381 0,0288
Toplam 39 4,8714

Tablo 12 : Gruplarm SOD Aktivite Ortalamalar

Grup Denek Sayist Aritmetik Standart Sapma
Ortalama

Kontrol 10 2,4035 0,2016

DMBA 10 1,8790 0,1069

Vit E+Se 10 1,6210 0,0584

Melatonin 10 2,2630 0,2447

Toplam 40 2,0416 0,3534




Sekil 6 : SOD Aktivite Degerleri (1g/mg total protein)
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W Kontrol

ODMBA

1,879

B Vit E+Se

1,621

0 Melatonin

2,263

Tablo 13 : SOD Post Hoc Matriks Tablosu

Gruplar

Kontrol

Melatonin

Kontrol

___ ——

DMBA

Vit E+Se

Melatonin

*:p<0.05

Matriks tabloda goérildugii tzere gruplar arasinda SOD enzim diizeyleri

yoninden fark vardir. Bu fark ikili karsilagtirmalarda da gozlenmektedir. Sadece

Kontrol ve Melatonin grubu arasinda fark bulunamamigtir(P>0,05). Diger ikili

kargilagtirmalarin hepsinde fark bulunmustur(P<0,05).
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4.SONUCLAR VE TARTISILMASI:

Serbest radikaller giiniimiizde kanser, diyabet, yaslanma ateroskleroz,
iskemik kalp hastaliklari, enflamasyon gibi klinik tablolardan veya bunlarn
gelismesinden sorumlu tutulabilmektedir(46).

Aerob organizmalarda gerek normal metabolik yollarin igleyisi sirasinda
gerekse dogal yollar diginda viicuda alinan bazi maddelerin metabolizmalari
sirasinda kuvvetli aktif bilesikler olan serbest radikaller ve elektrofilik maddeler
olugabilmektedirBu tip molekiiller o6zellikle kimyasal karsinogeneze cesitli
basamaklarinda etkili olabilmekte tiimér promotorlarinin biyolojik etkilerine taklit
edebilmektedir(28).

Deneysel galigmalar ve epidemiyolojik veriler kanserojen maddelere maruz
kalan organizmalarda ozellikle karaciger gibi spesifik dokularda oksidatif stresin
arttigy yoniindedir. Oksidatif stres sonucu olugan serbest radikalier karsinogenezisin
olusum ve ozellikle de ilerleme basamaklarinda oldukga aktif rol almaktadir(24).
Bunlann yan: sira canli organizmayi olusturan bu radikallere karst SOD, CAT, GSH-
Px gibi enzimlerden olugan radikal siipiiriicii enzim sistemi dedigimiz bir savunma
mekanizmas: ile A, E, C gibi antioksidan vitaminler ve melatonin gibi yardimci
savunma sistemleri de mevcuttur. Biz de ¢aligmamizda, oksidatif stres olusturmak
amaciyla farelere 7,12-DMBA enjekte ettik ve oksidatif strese en hizli cevap veren
organ olan karaciger dokusunu incelemeye aldik. Boylece kontrol grubu ile
kanserojen madde (7,12-DMBA) grubunu kargilagtirma imkan: elde ettik. Bunun yam
sira farkli gruplara kanserojen maddeye ilaveten vitamin E+Se ve melatonin
enjeksiyonlan uyguladik ve bu antioksidanlarin kanserojen maddenin etkilerine kargi
ne 6lgiide koruyucu rol aldiklarini aragthirmayr amagladik.

Yapilan galigmalar neticesinde kanserojen madde grubunda SOD, CAT ve
GSH-Px enzim aktivitelerinde 7,12-DMBA enjeksiyonuna bagh olarak kontrole
nazaran bir azalma (p<0,05) saptanmighir. Melatonin grubunda 7,12-DMBA
enjeksiyonuna baglt olarak enzim aktivitelerinde bir miktar azalma saptanmugtir
(p<0,05). Ancak bu grubun enzim aktiviteleri kontrol gurubundan disiik bulunurken
7,12-DMBA gurubundan anlamli bir sekilde yuksek bulunmustur(p<0,05). Vitamin
E+Se gurubundan GSH-Px aktivitesi 7,12-DMBA enjeksiyonuna bagli olarak
kontrolden digik (p<0,05) ancak Vitamin E+Se enjeksiyonuna baglh olarak da
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kanserojen madde gurubundan yiksek bulunmustur (p<0,05). Vitamin E+Se
gurubunun CAT ve SOD sonuglarinda kontrol gurubunun yam sira kanserojen
madde gurubuna goére de bir azalma saptanmistir ki bu bizim igin beklenmeyen bir
sonugtur.

Kanser patogenezi ile GSH-Px savunma sistemi arasinda bir iliski olabilecegi
ileri siriilmektedir(34). Ancak sonuglar defiskenlik gostermektedir. Roger ve
Mark(71) timér dokulanindaki GSH-Px diizeyinde normal dokuya gore bir artig
oldugunu bildirirken Cook ve arkadaslar (72) ttmorli doku ile normal doku GSH-
Px diizeyinde bir degisiklik olmadiBini ileri siirmiislerdir. Kanserli hastalarda GSH-
Px aktivitesi diizeyleri ile ilgili bulgular celigki tagimaktadir. Butler ve arkadaglan
(73) kanser hastalarinda eritrosit ve timér GSH-Px aktivite diizeylerinin arttifini
gozlerken Siegers ve arkadaglari (74) tiimoriin yerlesim yerine gore GSH-Px aktivite
diizeyinin azaldifin1 veya degismedigini gostermislerdir. Maruyona ve arkadaglan
(75) ratlar izerinde yaptiklari ¢aligmalarinda 50 giin boyunca diyetle 7,12-DMBA
vererek rat karacigerlerinde GSH-Px duizeylerini 6lgmiigler ve kontrole kiyasla
kanserojen madde grubunda anlaml azalmalar saptamiglardir. Biz de ¢alismamizda
kanserojen madde grubunun karaciger GSH-Px diizeylerinde kontrole gore anlamli
bir azalma saptadik(p<0,05). Vitamin E +Se grubunda bu azalmaya kars1 énemli
olgiide direng olugtugu bulgulanimiz arasinda géze carpmaktadir ki bu da
selenyumun GSH-Px’in kofaktorii olmasi ile iligkilendirilebilir bir sonugtur. Bu
bulgular genelde literatiirle bir uyumluluk gostermektedir. Teorik olarak da uzun
siireli oksidatif strese maruz kalan karaciger dokulari GSH-Px aktivitesinde bir
azalma beklemekteyiz. Elimizdeki baz: literattir bulgularinda kisa siireli kanserojen
madde inditksiyonlarinda GSH-Px aktivitesinde bir artrha gbérmekteyiz, ancak bunun
organizmanin oksidatif strese karsi ilk cevabi olabilecegini diginmekteyiz.
Kanserojen madde indiikasyon siiresi arttikga zamanla antioksidan savunma sistemi
enzimlerinde bir azalma ve bu azalmanin sonucu olusan yetersizlik sonrasi da
patolojik durumlarin ortaya ¢iktiini ileri stirebiliriz.

Siiperoksit anyon radikalinin dismutasyonundan sorumlu olan SOD enzimi
antioksidan savunma sisteminin 6nemli yapitaglarindan bir tanesidir. Transforme
hiicrelerinde SOD aktivitesindeki degisiklik 6nce in vitro ¢aligmalarda gézlenmigtir. Ilk
olarak SV-40 ile transforme edilen hiicrelerde Mn-SOD aktivitesinin ve protein
elektroforezinde de Mn-SOD protein bandinin ya hi¢ bulunmadig1 veya 6nemli élgiide

azaldig gorilmistiir (76). Bu bulgulardan sonra in vivo ¢aligmalar hiz kazanmugtur. In
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vivo kanser hiicreleri ile yapilan ilk ¢aliymada da Moris-Hepatoma 3924 A ve Ehrlich
ascites tiimér hiicrelerinin normal diizeyde Cu, Zn-SOD igerdikleri fakat enzimin
mitokondri formu olan Mn-SOD ‘u hem aktivite hem de protein yoniinden igermedikleri
bulunmustur. Enzimin bu formunun timér hiicrelerinde genellikle azaldig1, bazi tiirlerde
ise degismedigi gozlenmistir (77). Bir bagka g:ahsmadé deney hayvanlarinda hidralazin
ve 3-MC verilerek olusturulan akciger tiimérii modellerinde timér dokularinda SOD
aktivitelerinde anlamli azalmalar oldugu kaydedilmistir(78). Campbell ve arkadaglarinin
(79) yapmis olduBu bir diger ¢alismada ise 7,12-DMBA indiiksiyonu ile meme kanseri
olusturulan ratlardan elde edilen karacifer dokularinda yapilan SOD 6lg¢timleri
sonucunda kanserojen madde enjekte edilen grubun enzim aktivite diizeylerinin kontrol
grubuna kiyasla snemli Olgiide digitkk oldugu saptanmigtirBiz de ¢aliymamizda
kanserojen madde grubunun karaciger SOD aktivite diizeylerinin kontrol grubuna gore
daha disiik bulurken Vitamin E + Se ve melatonin grubunun enzim diizeylerinin biraz
digmiis olmasina ragmen konrol grubuna daha yakin oldugunu saptamig bulunmaktayiz.

Peroksizomlarda lokalize olmus olan CAT hidrojen perbksidi oksijen ve suya
pargalayarak peroksidan aktivitesi gosteren bir difer 6nemli antioksidan savunma
elemamdir. Bewlick ve arkadaglarimin yapmis olduklsni bir galigmada lenf kanserli
hastalarda serum CAT aktivite diizeyleri 6l¢iilmils ve enzim aktivitelerinde kontrole
gore anlamh azalmalar oldugu kaydedilmistir (80). Ancak CAT i¢in de literatiir
bulgulan birtakim celigkili sonuglar tasimaktadir. Gonzales ve arkadaslarinin yapmis
oldugu bir galigma da (81) kanserli hastalarda plazma CAT aktivitesi diizeylerinde bir
artma oldugu saptanmustir. Yilmaz ve arkadaglari ratlarda yapmus olduklar bir
calismada 3-MC enjeksiyonuna bagh olarak rat karaciger dokusunda CAT aktivite
diizeylerini dlgmisler ve anlaml bir artig saptamuglardir. Ancak yine enjeksiyondan kisa
sire sonra ratlart deneye aldiklan i¢in bu artigin organizmanin ilk tepkisi oldufu
disiiniilebilir.

Sonug¢ olarak kanserojen madde enjekte edilen grupta antioksidan enzim
diizeylerinde belirgin bir azalma saptanirken kanserojen maddenin yanisira vitamim E
+Se ve melatonin enjekte edilen gruplarda bu azalmamin bir miktar 6nlendigi
saptanmgtir. Elimizdeki literatiir bulgulari gok 6nemli yardimci antioksidan savunma
elemanlan olan Vitamin E, Se ve melatonin oksidatif hasara karst gicla bariyerler
olusturduklarim1 ortaya koymaktadir. Rao ve arkadaslanmin yapmus oldugu bir
¢alismada (82) 7,12:D1\/IBA enjekte edilen farelerdeki tiimor olusumunun Vitamin E ve
Se tarafindan 6nemli 6lgiide inhibe edildigi saptanmistir. Ayrica L’ Abbe ve arkadaglart
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(83) ratlar tizerinde yapmig olduklar: galismalar tiimér olsum siireci ile Se diizeyleri
arasinda negatif bir koreleasyon oldufunu ortaya koymuslardir. Bartsch ve
arkadaglannin (84) yapmis olduklan bir g¢aliymada ilk safhadaki g6giis kanserinin
gelisiminin melatonin tarafindan 6nemli dlgtde azaltildigi saptanmigtir. Caligsmamizda
melatonin enjekte edilmesiyle antioksidan savunma sistemi desteklenen grupta radikal
stiptirticii enzim aktivitelerindeki azalmamn anlamli olarak 6nlendigini saptadik.Benzer
sekilde Vitamin E ve Se verilen grupta GSH-Px aktivitesindeki azalmanin belirli 6lgiide
6nlendigini bulurken bu grubun CAT aktivite diizeylerinde kanserojen madde grubunun
CAT enzim diizeylerine gére anlaml bir fark saptayamadik.

7,12-DMBA gibi kanserojen maddeler SOD, CAT, GSH-Px aktiviteleri dahil
hiicrenin antioksidan savunmasinda ani ve surekli bir azalmaya neden olmaktadlrlar.
Yapmis oldugumuz ¢alisma sonucunda genel anlamda bu teorik bulguya uygun sonuglar
elde ettik. Ozellikle melatonin enjeksiyonlu grupta gozlenen anlamli antioksidan
kapasite artis1 oldukga umut vericidir. Bu konuda yapilacak olan ¢aligmalarin  6nemli
bir boglugu dolduracagi fikrine varmak miimkiindir.

Bulgularimizin bundan sonraki galigmalara 151k tutacagini timit ediyoruz.
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