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Onur S6zu

Doktora Tezi olarak sundugum “Benzo(a)piren Uygulanan Si¢anlarin Bazi
Dokularinda Adrenomedullin Etkisinin Arastirilmasi” basliklt bu c¢alismanin bilimsel
ahlak ve gelenceklere aykiri diisecek bir yardima basvurmaksizin tarafimdan yazildigini
ve yararlandigim biitiin kaynaklarin, hem metin iginde hem de kaynakcada yontemine

uygun bi¢imde gosterilenlerden olustugunu belirtir, bunu onurumla dogrularim.
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Adrenomedullin (AdM), C-terminali amidlenmis 52-amino asitlik halkasal yapili
peptid olup ilk kez insan feokromasitomadan izole edilmistir. AdM dolasimdaki bir
hormon gibi rol alip, g¢oklu biyolojik aktivitelerini parakrin ve otokrin tarzda
baslatmaktadir. Son zamanlarda AdM’nin antioksidan 6zellikler gosterdigi ve hiicreleri
oksidatif hasardan korudugu rapor edilmistir.

Cevresel kirleticiler olan polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH’lar),
canlilarda oksidatif strese yol agarlar. Benzo(a)piren (B(a)P) gibi PAH’larin bazilari
canlilarda karsinojenik etkiler gostermektedir. Hava, su, toprak ve besinlerde bulunan
B(a)P canlilar i¢in oksidatif stres kaynagidir.

Bu calismada, B(a)P’a maruz kalan sicanlarin kalp, bobrekler, karaciger ve
akciger dokularinda AdM’nin antioksidan sistem {izerine etkisi arastirildi. Wistar irk1 30
erkek si¢an kontrol, yag, AdM, B(a)P, ve B(a)P+AdM grubu seklinde 5 deney grubuna
ayrildi. B(a)P misir yaginda ¢oziildii ve intraperitonal olarak 50 mg/kg viicut agirhig
olacak sekilde tek dozda enjekte edildi. Yag grubundaki hayvanlara da 50 mg/kg v.a.
misir yag1 enjekte edildi. AAM uygulanan hayvanlara 7. ve 8. haftalarda olmak {izere
(2 pg/kg v.a.) dozda iki hafta boyunca i,p, enjeksiyon yapildi. Sican dokularinda
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri
ve toplam glutatyon ve malondialdehit (MDA) seviyeleri belirlendi. Dokularda ayrica
nitrik oksit (NO) ve AdM seviyelerin 6l¢iimii ile histolojik incelemeler yapildi.

(Calisma sonunda B(a)P uygulamasi genel olarak antioksidan enzim aktivitelerini
azaltmis ve histopatolojik degisikliklere yol ag¢mistir. B(a)P+AdM uygulama
gruplarinda ise genel olarak antioksidan sistemde diizelme gozlenirken histopatolojik
olarak kalp ve bobrek dokularinda normale yakin goriiniimler elde edilmis, ancak
karaciger ve akciger dokularinda B(a)P zararli etkisini gdstermeye devam etmistir.
Calismada B(a)P uygulama gruplarindaki AdM seviyelerinde artis tespit edilmistir.

Sonuglar bir biitlin olarak degerlendirildiginde AdM uygulamasinin
biyokimyasal ve histolojik parametreler tlizerine hem yararli hem de zararl etkileri
oldugu soylenebilir. Bu farkli deneysel sonuclar doku ozgiilliigii, AdM uygulamasi
stiresi ve konsantrasyonundan dolay1 olabilir.

ANAHTAR KELIMELER: Adrenomedullin, Benzo(a)piren, Nitrik oksit, Oksidatif stres
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Adrenomedullin (AdM), a 52-amino acid ringed-structure peptide with C-
terminal amidation, was originally isolated from human pheochromocytoma. AdM acts
as a circulating hormone as well as elicits multiple biological activites in a paracrine or
autocrine manner. Recently, it has been reported that AAM may possess antioxidant
properties and protects cells from oxidative damage.

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), environmental contaminants, cause
oxidative stress in organisms. Some PAHs such as B(a)P cause carcinogenic effects in
organisms. B(a)P, found in air, water, soil and food, is a oxidative stress source for
organisms.

In this study, the effect of AdM administration was investigated on the
antioxidant system in the heart, kidneys, liver and lungs of rats exposed to B(a)P. Thirty
male Wistar rats were randomly assigned to one of five groups: control group, oil
group, AdM group, B(a)P group, B(a)P+AdM group. B(a)P was dissolved in corn oil
and a single 50 mg/kg body weight dose injected intraperitonally. Oil group animals
received 50 mg/kg b.w. corn oil only. In AdM-treated group animals received
intraperitoneal (i.p.) injection of AdM (2 pg/kg body weight) for two week during 7"
and 8" weeks. The activities of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutathione peroxidase (GSH-Px) and the level of total glutathione and
malondialdehyde (MDA) were determined in the tissues of rats. Also, nitric oxide (NO)
and AdM levels and histological examinations in the tissues were determined.

In this study, B(a)P treatment generally decreased antioxidant enzyme activities
and caused histological changes. B(a)P+AdM treatment generally restored antioxidant
system and cause ameliorative effects in histopathological parameters in kidneys and
heart, but no beneficial effects observed in liver and lungs. In the B(a)P administrated
groups AdM levels were increased.

When the results are taken together adrenomedullin treatment has both
ameliorative and deletiorous effects on biochemical and histological parameters. These
different experimental results may be due to tissue specifity, treatment of AdM
concentration and duration.

KEYWORDS: Adrenomedullin, Benzo(a)pyrene, Nitric oxide, Oxidative stress
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SIMGELER VE KISALTMALAR

ACTH Adrenokortikotropik Hormon

AHH Aril Hidrokarbon Hidroksilaz

AhR Aril Hidrokarbon Reseptorii

AdM Adrenomedullin

ANP Artiyal Natritiretik Peptid

Arnt AhR Niikleer Translokator

ATSDR Toksik Maddeler ve Hastalik Kayit Kurumu
AVP Arjinin Vazopressin

B(a)P Benzo(a)piren

BH4 Tetrahidrobiopterin

BPDE Benzo(a)piren 7,8 diol-9,10-epoksid
BSA Bovin Serum Albumin

cAMP Siklik-Adenozin Monofosfat

CAT Katalaz

cGMP Siklik Guanidin Mono Fosfat
CGRP Kalsitonin Gen iliskili Peptid

Cu Bakir

Co Kobalt

DAN 2,3-Diaminonaftalin

DNA Deoksi Niikleik Asit

DTNB 5,5’-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit)
EDRF Endotelyum Bagimli Gevsetici Faktor
EH Epoksit Hidroksilaz

EPA Cevre Koruma Kurumu

ET-1 Endotelin-1

FAD Flavin Adenin Diniikleotid

Fe Demir

Fe" Ferril Demir

FMN Flavin Mononiikleotid

Fe' Perferril Demir

FMN Flavin Mononiikleotid

GSH Rediikte Glutatyon

GSH-Px Glutatyon Peroksidaz

GSSG Okside Glutatyon

GST Glutatyon-S-transferaz

GR Glutatyon Rediiktaz

GTP Guanidin Tri Fosfat

H,0, Hidrojen Peroksit

HOCI Hipoklorit

Hg Civa

HPLC Yiiksek Performansli Sivi Kromotografi
IARC Uluslararas1 Kanser Arastirma Kurumu
L~ Lipid Radikali

LH Yag Asidi

LOO - Lipit Peroksi Radikali

LOOH Lipit Peroksit

MDA Malondialdehit

Mn Mangan
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MPO Myeloperoksidaz

NADPH Nikotinamid Adenin Diniikleotid
Ni Nikel

NO Nitrik Oksit

NO Nitrosil iyonu

NO” Nitrozonyum iyonu

NO, Nitrojen Dioksit

NOZ- Nitrit

NO5 Nitrat

N,O5 Dinitrojen trioksit

N>Oq4 Dinitrojen teroksit

NBT Nitroblue Tetrazoliumu

NOS Nitrik Oksit Sentaz

NTP Ulusal Toksikoloji Programi
PAC Polisiklik Aromatik Bilesikler
PAH Poliaromatik Hidrokarbon
PAMP Proadrenomedullin N-terminal 20 Peptid
PNA Polintiklear Aromatikler

pO; Oksijen Basinci

RNA Riboniikleik Asit

RNOT Reaktif Nitrojen Oksit Tiirleri
ROO Peroksi Radikali

ROT Reaktif Oksijen Tiirleri

-SH Tiyol Grubu

-SH Silfidril Grubu

SOD Stiperoksit Dismutaz

0, Stiperoksit Radikali

'0, Tekil Oksijen

O3 Ozon

OH" Hidroksil Radikali

ONOO’ Peroksinitrit

ONOOH Peroksinitroz Asit

TBA Tiobarbiturik Asit

TCA Trikloroasetik Asit

TNB 5-thro-2-nitrobenzoat

VSCM Vaskiiler Diiz Kas Hiicreleri
X0 Ksantin-Ksantin Oksidaz

Zn Cinko
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1. GIRIS

Modern insanin yagam bi¢imi ve ¢evre kirliliginden kaynaklanan sorunlar, insan
saghigint onemli boyutlarda tehdit edici diizeylere ulasmustir. Yedigimiz, igtigimiz,
kullandigimiz ve giinliik yasam ¢evremizde sik¢ca maruz kaldigimiz ¢ogu madde, insan
saglhigina zararlhidir. Kuskusuz bu tiir zararli maddelerin basinda "kimyasal maddeler"
gelmektedir. Teknolojik ve bilimsel gelismeler, kisa bir siire 6nce zararsiz kabul edilen
bir¢ok kimyasal maddenin, basta kanser olmak {izere bazi 6liimciil hastaliklara, geriye
doniigsliz tahribatlara veya ciddi genetik bozulmalara neden oldugunu ortaya
koymustur. Maalesef s6z konusu zararl kimyasallarin listesi her gegen giin biraz daha
uzamaktadir [1].

Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH’lar) komiir, petrol, gaz, odun ve sigara
dumaninda ve mangalda pisirilen etler gibi organik maddelerin tamamlanmamis yanma
siirecinde sekillenen, karbon ve hidrojen atomlarinin olusturdugu 2 veya daha fazla
kaynasmis aromatik zincir i¢eren, dogal ve ayni zamanda her yerde bulunan ¢esitli
organik bilesikler sinifidir [2-5]. PAH’lar poliniiklear aromatikler (PNA) ya da
polisiklik aromatik bilesikler (PAC) olarak da isimlendirilirler [2]. Molekiil agirlig1 en
diisiik olan PAH naftalindir (C;oHg) [6].

Polisiklik aromatik hidrokarbonlar renksiz, beyaz veya sari-yesil renkli, kati
maddelerdir [7]. PAH’lar nispeten yiiksek erime (66-439 °C) ve kaynama (96-218 °C)
noktalarina sahip olan, oda sicakliginda kati maddelerdir. Sudaki ¢oziintirliikleri ¢ok
azdir ve molekiil agirliginin artmasina bagli olarak sudaki ¢oziiniirliikleri azalir. Genel
olarak daha kiiciik PAH’larin agir olanlara gére suda ¢oziiniirliikleri daha fazladir. Bu
nedenle biyolojik sistemler i¢in molekiil agirlig1 kiiciik PAH’larin etkileri daha fazladir
Bununla birlikte PAH’lar organik materyaller ve partikiillere yiiksek ilgi gosterirler,
oldukca lipofiliktirler ve bundan dolayr c¢ogu organik c¢oziiclilerde ¢dziinebilirler.
Ozellikle molekiil agirlig1 yiiksek olan PAH’larin uguculugu ¢ok azdir [3, 8].

Toplum sagligir ve hava kirliligi i¢in PAH’larin 6nemi, deney hayvanlarinda
kansere neden olan c¢evredeki havada biriken partikiillerin organik ekstratlarinin
kestedilmesi ile 1942°de fark edilmistir [9,10].

Lipofilik yapilarindan dolayr PAH’lar besinsel transferler boyunca biyolojik
biyomagnifikasyon icin yliksek bir potansiyele sahiptirler. PAH’larin ayn1 zamanda
akut olarak toksik etkiler gosterdikleri ve/veya mutajenik, teratojenik ya da karsinojenik

Ozellikleri bilinmektedir. PAH’larin molekiiler boyutundaki artmaya bagli olarak



cevredeki kaliciligi artmaktadir. Buna ilave olarak en az dort bes benzen halkali bazi
orneklerde PAH’larin genotoksisitesi de artar. Ornegin; bes halkali molekiil olan
benzo(a)piren’in toprak ve sedimentlerdeki yari dmrii 229 giinden 1400 giine kadar
degisim gosterirken, ii¢ halkali penantreninin sedimentlerdeki yar1 6mrii 16 giinden 126
giine kadar degisim gosterebilir [11].

Lipofilik 6zelikte olmas1 nedeniyle PAH’lar akciger, gastrointestinal sistem ve
deri epitelyumu boyunca absorbe edilirler. Absorbe edildikten sonra kan dolasimi ile
biitlin i¢ organlara yayilirlar. PAH’larin metabolizmas: karmasiktir. Absorpsiyon;
partikiillerin biiyiikliigiinden etkilenebilir. Absorpsiyondan sonra PAH’lar dokulara
yayilir ki bu dokular, kimyasal olarak reaktif aracilara faz 1 metabolik enzimleri ile
biyotransforme olur. ilk adimda PAH’lar epoksit, fenol ve dihidrodiol’lerin sekillenmesi
icin oksitlenirler (faz I metabolitleri). Ikinci adimda bu metabolitler faz II enzimleri
tarafindan glutatyon, siilfat ya da glukoronik asitler ile konjuge olurlar. Boylece ¢ok
daha polar bir yap1 kazanirlar ve suda ¢oziinebilen metabolitler haline gelirler. Bu yol
ile metabolize olan ¢ogu PAH etkinligini kaybeder. Bununla birlikte bunlarin bazilari
DNA'’ya baglanan tiirleri aktive ederek kanseri baslatabilirler. PAH’larin karsinojenik
etki gosterip gostermeyecekleri sadece PAH’larin metabolik reaksiyonlarina ve
PAH’lara bagli degildir, ayn1 zamanda bu maddelere maruz kalan kisinin genetik yapisi
ile de iliskilidir. PAH metabolitleri ve onlarin konjugatlari viicuttan idrar ve digki yolu
ile hemen uzaklastirilir. PAH’lar temel olarak feges ile disariya atilirlar, sadece yaklasik
%10’u idrar ile disariya atilir [6, 8].

PAH’larin ¢ogu zararsiz veya orta derecede toksik maddelerdir. Ancak bazilar
karsinojeniklerdir. Cizelge 1. 1.’de karsinojenik ve karsinojenik olmayan PAH’lar

gosterilmistir [12].

Cizelge 1.1. Karsinojenik ve karsinojenik olmayan PAH’lar [12]

Karsinojenik PAH’lar Karsinojenik olmayan Karsinojenik olan ancak ¢evrede bulunma
PAH’lar ihtimali olmayan PAH’lar
Fenantren
Benz(a)antrezen Piren Dibenz(a,h)akridin
Benzo(b)fluorantren Asenaften Dibenz(a,j)akridin
Benzo(j)fluorantren Asenaftilen 7H-Dibenzo(c,g)karbazol
Benzo(k)fluorantren Antrazen Dibenzo(a,e)piren
Benzo(a)piren Benzo(e)piren Dibenzo(a,h) piren
Indeno(1,2,3-cd)piren Benzo(g,h,i)perilen Dibenzo(a,i) piren
Dibenz(a,h)antrazen Fluoranten Dibenzo(a,l) piren
Krisen Fluoren 5-Metilkrisen
Naftalin

2-Metil Naftalin




PAH’larin bir takim toksik etkilere neden olduklar1 gosterilmistir. Cesitli
PAH’larin yiiksek seviyede ve tek dozda, kemirgenler i¢in o6ldiiriicii olduklari
gosterilmigstir. Diger taraftan PAH’lara mesleki sartlardan dolayi; kisa siireli maruz
kalmanin 6ldiiriicii olduguna dair bir veri yoktur. Cevresel PAH’lar mesleki maruz
kalmaya gore daha az seviyede olduklarindan kisa stireli ¢evresel PAH’lara maruz
kalma 6liime yol agmaz. Diger taraftan PAH’lara mesleki olarak maruz kalmanin;
gbzlerde irritasyona, 1s18a kars1 duyarliliga, dermatid gibi deri toksisitelerine neden
olduklart bildirilmistir. Ekstrem ¢evresel sartlar bu etkileri daha fazla tetiklemektedir
[13].

Insanlarda polisiklik aromatik maddelerin akut etkileriyle ilgili yeterli bilgi
mevcut degildir. Hayvan c¢alismalarinda cesitli PAH’lara akut olarak oral maruz kalma
sonucunda akciger agirliginda azalma ve gastrointestinal tiimor mukozalarindaki
enzimlerde degisiklik rapor edilmistir [6].

PAH’lar bobreklerde, karacigerde ve yagda depolanir. PAH’lara uzun siireli
maruz kalma (kronik) kanser, katarakt, bobrek ve karacigerde hasar ve sariliga neden
olabilir [12].

PAH’larla iligkilendirilen saglik hasar1 Uluslararasi Kanser Aragtirma Kurumu
(International Agency for Research on Cancer, IARC), Cevre Koruma Kurumu
(Environmental Protection Agency, EPA), Ulusal Toksikoloji Programi (The National
Toxicology Program, NTP) ve Toksik Maddeler ve Hastalik Kayit Kurumu (Agency for
Toxic Substances and Dissease Registry, ATSDR) gibi farkli saglik ve ¢evre koruma
temsilcilikleri tarafindan defalarca degerlendirilmistir [6].

Karsinojenik PAH’larin biyolojik sistemlere etkileri ile ilgili pek ¢ok calisma
vardir. Buna karsin karsinojenik olmayan PAH’larin etki mekanizmalari ile ilgili
arastirma sayisi daha azdir. Bu ¢alismalarda oksidatif stresi, immiin sistemi, endokrin
diizenlemeyi ve gelisimi etkiledigine dair bilgiler mevcuttur. Karsinojenik PAH’lar
hiicresel faz I ve faz II sistemleri ile metabolize edilirler. Bu sistemler genellikle tiim
omurgalilarda mevcuttur. Farkli PAH’larin karsinojenik etkileri, reaktif epoksitleri
olusturan faz I enzimlerine olan egilimi ile birliktedir. Reaktif epoksitler faz II yolu ile
detoksifiye edilebilir veya DNA gibi diger hiicre bilesenlerine baglanirlar [3].
Karsinojenik PAH’larin kemirgenlerde immiin sistemi baskiladig rapor edilmistir. Bu
nedenle; PAH’larin 6nemli bir toksik sonucu immiinojik baskilanma olabilir.
Genotoksik olarak kabul edilen PAH’larin kendileri genotoksik olmayabilirler. Bunlarin

oncelikle aril hidrokarbon hidroksilaz (AHH) sistemi tarafindan metabolize edilmeleri



gerekir. Bunun sonucunda diol epoksitler olusur ve bunlar da DNA adduct’lar
olusturmak tizere DNA ile etkileserek genotoksik hasari indiiklerler. Genotoksik olay
karsinojenik siiregte gerekli bir basamak olarak varsayilir ve g¢esitli gelisimsel
toksisitede rol oynar [13].

Diizlemsel aromatik hidrokarbonlar hiicre i¢i aril hidrokarbon reseptorii (Ah-R)
aracilig1 ile sitokrom P450 1A proteinlerinin indiiksiyonunu tetikler. Immunofilin XAP2
(aym1 zamanda AIP veya ARA9 olarak da adlandirilir) denilen sitoplazmadaki AhR
rezidiieleri, 1s1 sok protein 90 (hsp90) molekiiler kaperonlari ile bir kompleks halinde
bulunur. Sitoplazmada bir PAH’a baglandiktan sonra reseptor (AhR) ¢ekirdege gecer ve
AhR niikeer translokator (arnt) ile dimerize olur. AhR -arnt heterodimeri hedef genlerde
bulunan spesifik ksenobiyotik cevap elementlerine baglanir. Bu hedef genler arasinda

en iyi karakterize edileni sitokrom P450 1A1 (CYP1A1) genidir. (Sekil 1.1) [14].
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Sekil 1.1. P450 1A’ ’nin indiiksiyon metabolizmasi [14]

Ozgill PAH ve PAH iceren karigimlarin tiimoér olusumu ve karsinojenez
konusunda deney hayvanlarinda bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Ancak insanlarla ilgili
calisma sayis1 oldukca azdir. Bu calismalar sonucunda 6zgiil PAH’larin bazilarinin
karsinojen olduklar1 bazilarinin ise karsinojen olmadiklar: bildirilmistir. Buna ilaveten
cesitli PAH’lar1 iceren kompleks karigimlarin hem insanlar hem de deney hayvanlarinda
karsinojen olduklar1 daha i1yi vurgulanmistir. Bu verilere bakarak hem uluslararasi

kanser arastirma kurumu (IARC) hem de Cevre Koruma Kurumu (USEPA) c¢esitli
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PAH’larin hayvanlar i¢in ve baz1 zengin PAH karigimlarinin insanlar i¢in karsinojenik
oldugunu bildirmistir. Ornegin; benzo(a)piren USEPA tarafindan biiyiik bir olasilikla
insan karsinojeni (Grup B2), IARC tarafindan muhtemelen insan karsinojeni (Grup 2A)

seklinde siniflandirilmistir [13].

1.1. Benzo(a)piren

Benzo(a)piren (B(a)P); kimyasal formiili CyyH;;, molekiiler agirlig
252.31 g/mol, kaynama noktast 495 °C, erime noktasi 179 °C, yogunlugu 1.24 g/cm’
olan, sar1 renkli, kokusuz, mutajenik ve yiiksek karsinojenik Ozellik gosteren bir
polisiklik aromatik hidrokarbondur [15]. Benzo(a)piren pratik olarak suda ¢oziinmez;

alkol ve metanolde kismen ¢oziiniir ama benzen, toliien ve ksilende ¢oziiniir [16].

Sekil 1.2. Benzo(a)piren’in kimyasal yapis1 [15]

B(a)P fosil yakitlarin tam olarak yanmamasi sonucu meydana gelir ve havada,
icme sularinda, yeralt1 sularinda, atik sularda ve 1zgarada pisen yiyeceklerde bulunur.
B(a)P ilk olarak havaya salinir sonra fotooksidasyon ile atmosferden yayilir, daha sonra
toprakta ve suda kuru olarak ¢oker. B(a)P i¢in tahmin edilen yar1 dmiirler; atmosferde
1-6 saat, suda 1-8 saat, sedimentlerde 5-10 y1l, toprakta 14-16 aydan daha fazladir [16].

B(a)P’mn insan ve hayvanlarda deri, akciger, meme, 6zafagus, pankreas, mide,
kolon, safra kesesi, prostat ve servikal kanserlere neden olan ajan oldugu gosterilmistir.
Insanlarin B(a)P’a; besinlerle 0.12-2.8 pg/kisi/giin dozda maruz kaldig1 bildirilmistir.
B(a)P ile kontamine olmus besinlerin siirekli alinimi gesitli organlarda kanser riskini
onemli oranda arttirmaktadir [17].

Hayvan c¢alismalar1 B(a)P’a soluma yoluyla maruz kalmanin solunum sistemi
timori ve B(a)P’a oral yolla maruz kalmanin mide timori, 16semi ve akciger
tiimorlerine sebep oldugu bildirilmistir. Son toksikoloji ve epidemiyolojik ¢alismalara
gore gebeligin kritik sathalarinda PAH’lara maruz kalma yavrulamayr ve gelisim
etkilerini baskilayict sonuglara neden olabilir. Hayvan c¢alismalar1 B(a)P’a oral yolla

maruz kalmanin tekrar hamile kalmayi ve fertilitede azalmaya neden oldugu
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gosterilmistir. Aynm1 zamanda, B(a)P’a oral yolla maruz kalmanin hayvanlarda bir
defada dogan yavru sayisini azalttig1 ve dogan yavrularin viicut agirliklarinda azalmaya
neden oldugu bildirilmistir [6].

B(a)P’a mesleki maruz kalmanin seviyesi endiistriyel aktiviteler ve
mesleklerdeki farklilara gore 0.1°den 48 pg/m>e kadar degisir. Sigara icicilerinde,
B(a)P seviyesi maruz kalma sigaranin dumami cigerlere c¢ekildiginde;
0.5 mg/100 sigaradan, 7.8 mg/ 100 sigaraya kadar degisim gosterir ve sigaradan ¢ikan
dumandan geldiginde; 2.5 mg/100 sigara’dan 19.9 mg/100 sigaraya kadar degisim
gosterir. Pasif sigara igicilerindeki B(a)P seviyesi 2.8 pg/m’’den 0.76 mg/m”’e kadar
degisim gosterir [6].

Baz1 yiyecek tiirlerindeki B(a)P seviyelerinin 0.09 mg/kg’dan 30 mg/kg’a kadar
oldugu rapor edilirken 6zellikle mangalda pisirilen etlerde yiliksek miktarlarda B(a)P
bulunmasi nedeniyle (8 mg/kg) toplam PAH’larin beslenmeyle ilgili girdinin hemen
hemen 2 mg/kg-besin oldugu tahmin edilmektedir. Sudaki miktar 13 mg/L B(a)P’a
kadar degisebilir [6].

Besinlerde, ¢alisma ortamlarinda ve ¢evrede bulunabilen ¢evresel kirletici olan
B(a)P, sitokrom P450 ve epoksit hidroksilaz enzimleri tarafindan metabolik aktivasyona
ihtiya¢c duyan bir prokarsinojendir [18, 19]. B(a)P biyolojik sistemlerde mutajenik ve
karsinojenik etkilerini gostermeden once reaktif ara {irlinleri olusturmak i¢in metabolik
aktivasyona ugrar. B(a)P’in mutajenik ve karsinojenik etkisinin karigik fonksiyonlu
oksidazlar araciligiyla ortaya ¢iktigi kabul edilir. Bu siire¢ sonunda karsinojenik
B(a)P-diolepoksitler olusur ve bunlar hiicresel makro molekiillere baglanirlar. Bu
baglanma sonucunda B(a)P mutajenik ve karsinojenik etkiler gostermektedir. Buna
ilaveten; B(a)P’in radikal katyonik formlari hem metabolizma hem de metabolik
aktivasyonda ise karigabilir. Bu durum tiimor baslangicinin mekanizmasinda anahtar rol
oynayan DNA adduct’larinin olusmasina yol acgar [18]. Eger DNA adduct’lari, DNA
replikasyonundan 6nce tamir edilmezler ise niikleotid degisimlerine, niikleotid
eksilmelerine ve kromozomlarin yeniden diizenlenmesine yol agarlar. Eger bu
mutasyonlar transkripsiyon ve translasyona ugrarlarsa protein yapisinin = ve
fonksiyonunun degisimine ve sonunda kansere yol acacaklardir [17].

B(a)P’im  metabolizmas1  karmasiktir ve son olarak, benzo(a)piren
7,8 diol-9,10-epoksit olarak adlandirilan karsinojen formuna doniisiir. B(a)P metabolik
olarak aktive edilir ve nihai karsinojen form ii¢ enzimatik reaksiyonda sekillenir. Ilk

adim sitokrom P450 enzimleri tarafindan katalizlenir ve bu adimda



(+/-)-benzo(a)piren-7,8-oksit olusur. Ikinci adim epoksit hidroksilaz (EH) enzimi
tarafindan katalizlenir ve ilk adimda olusan {iriin (+/-)-benzo(a)piren-7,8 dihidrodiol’e
doniisiir. Son olarak sitokrom P450 enzimleri tarafindan katalizlenen reaksiyon
sonucunda 7,8-diol-9,10-epoksit’in  dort izomerinden biri olusur (Sekil 1.3).
Bu olusan izomerlerin en o&nemlisi (7R,8S)-dihidroksi-(9S,10R)-epoksi-7,8,9,10-
tetrahidrobenzo(a)pirendir (BPDE). BPDE guanidin rezidiielerinden DNA’ya baglanan
nihai karsinojendir [8, 15, 16, 20]. BPDE, B(a)P’1n oldukca reaktif bir metabolitidir ve

hem prokaryotik hem de oOkaryotik hiicrelerde mutasyon ve sitotoksik etkilere sebep

olur [16].
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Sekli 1.3. B(a)P’1n, benzo(a)piren 7,8 diol-9,10-epoksid (BPDE) olan karsinojen forma
dontigiim yolu [8]

PAH’larin metabolik aktivasyonu sonucu ortaya ¢ikan diol epoksitler DNA’ya
kovalent olarak baglanirlar. Aktive edilmis PAH’larin DNA’ya baglanmasinin
karsinojenik etki i¢in gerekli oldugu diisliniilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda PAH’lara
maruz kalan maden is¢ileri ve sigara igicilerindeki PAH seviyeleri ve PAH-DNA

adduct’lar arasinda korelasyon oldugu gosterilmistir [21].
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Sekli 1.4. Benzo(a)pirenin DNA’ya baglanmasi

B(a)P’1n dort enantiyometrik diol epoksitlerinden biri olan B(a)P diol epoksit—2
(BDPE-2), yeni dogmus farelere intraperitonal enjeksiyon ile uygulanmis ve farelerdeki
akciger kanserinin indiiksiyonunda saf hidrokarbonlardan daha etkili oldugu
gosterilmistir. Bununla birlikte B(a)P uygulamasindan sonra metabolik olarak
sekillenen ve uygulanmadan sonra DNA’ya baglandigi gosterilen BPDE-2’nin fare
derisine tekrarli topikal olarak uygulanmasi epidermal tiimorlerin  olusumunda
B(a)P’dan daha etkilidir [22].

PAH’larin metabolizmalar1 boyunca reaktif oksijen tiirleri (ROT) olusabilir.
Biyolojik sistemlerde ROT’larin en Onemli etkileri protein oksidasyonu, enzim

inaktivasyonu ve DNA hasaridir [23].
1.2. Serbest Radikaller
Aerobik organizmalarda oksijen kullaniminin dogal sonucu olarak reaktif

oksijen tiirleri (ROT) meydana gelmektedir. Basta mitokondriyal elektron transportu

olmak iizere ksenobiyotik metabolizmasi, fagositik aktivasyon, ¢esitli sentez ve



degradasyon reaksiyonlarinda ROT olusmakta ve prooksidan/antioksidan dengenin
prooksidanlar lehine kaymasi sonucunda gelisen oksidatif stres, ¢esitli mekanizmalar ile
biyomolekiillere zarar vermektedir [24].

Bir serbest radikal ii¢ yol ile ortaya ¢ikabilir: [25]

1. Kovalent bag tasiyan normal bir molekiiliin homolitik yikimi sonucu
olusurlar. Boylece boliinme sonrasi her bir par¢ada ortak elektronlardan biri kalir.

2. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi1 ya da bir molekiiliin
heterolitik olarak boliinmesi ile olusur. Heterolitik boliinmede kovalent bagi olusturan
her iki elektron, atomlardan birinde kalir.

3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile olusurlar.

1.2.1. Oksijen ve oksijen radikalleri

Yasamak i¢in oksijene mutlak suretle gereksinim duyan aerobik canlilar oksijeni
solunumda son elektron alicis1 olarak kullanirlar. Zorunlu anaerobik canlilar molekiiler
oksijenin varligina tolerans gosteremezler. Fakiiltatif anaeroblar ise oksijenli ortamda
yasayabilseler bile ya oksijeni hi¢ kullanmazlar veya oksijeni siirli bir diizeye kadar
kullanirlar fakat hi¢bir zaman oksido-rediiksiyon tepkimelerinde oksijeni son elektron
alicisi olarak kullanmazlar [26].

Molekiiler oksijen dis yoriingesinde iki adet eslesmemis elektron igerir ve her bir
atomu bir ¢ift elektron kabul edebilir. Bu nedenle molekiiler oksijen olduk¢a kuvvetli
bir ajandir [27].

Viicudumuzda ve cevremizde sadece oksijenin degil, diger atom merkezli
radikaller de olusabilir [28]. Ancak serbest radikallerin ¢ogu reaktif oksijen iriinleri
olup bunlarm en 6nemlileri; siiperoksit radikali (O, "), Hidroksil radikali (OH™), hidrojen
peroksit (H,0,), tekil oksijen (‘O,), hipoklorit (HOCI) ve peroksi radikalidir (ROO")
[29].

Son derece etkin olan ve hiicre hasarina yol acan siiperoksit radikali, bakirli bir
enzim olan Siiperoksit Dismutaz (SOD) araciligiyla hidrojen peroksit ve oksijene
cevrilir [30].

Biyolojik ve kimyasal sistemlerde iiretilen hidroksil radikali canlilarda farkli
mekanizmalar ile olusabilir [28, 31]. OH™ radikali bir yag asidinin (LH) metilen

molekiiliinden hidrojen molekiilii kopararak lipid radikali (L') olusturur. Olusan lipid



radikaline oksijen ilavesi ile lipid peroksi radikali (LOO™) ve lipid peroksit (LOOH)
olusur [32].

Mitokondrideki oksijenli solunumda oldugu gibi bir¢ok anabolik ve katabolik
islemler sirasindaki reaksiyonlarda molekiiler diizeyde elektron kagislar1 olur ve bu
sirada reaktif oksijen tiirleri olusur [33].

Basta mitokondriyal solunum zinciri olmak {iizere fizyolojik sartlarda
gerceklesen pek cok hiicresel siireg, serbest oksijen tiirlerinin olusumuna yol
acmaktadir. Aromatik hidrokarbonlar gibi cevresel faktorler ya dogrudan ya da
intraseliiler metabolizma ve detoksifikasyon sirasinda radikallere doniiserek, serbest
oksijen tiirlerinin diizeylerini etkilemektedirler [34].

Interselliiler ortamda olusan serbest radikaller, intraselliiler komponentlerle
reaksiyona girebilmek i¢in membrani ge¢gmek zorundadirlar. Serbest radikaller hiicrede
lipit, protein, DNA ve karbonhidrat gibi 6nemli hiicresel yap1 ve bilesiklere etki edebilir
[35]. Serbest radikaller, hiicre membraninin stabilizasyonunu ortadan kaldirarak, hizl

hiicre ve doku bozulmalarina neden olurlar (Sekil 1.5) [36].

Solunum

gy

Protein Hasan

Mitokondriyal
Hasar

LMembran
Hasan

‘ézﬂ/\\@m

& ektrdek
DMNA)

Hiicre gsigmesi
DNA Hasann

Gegirgenligin
Artmasi

Yogun Ca**

i ooy Akisi

Lipit Peroksidasyonu

Sekil 1.5. Serbest oksijen radikallerinin hiicreye verdikleri zararlarin gsematik
gosterilmesi [37]

Plazma membraninda bulunan polidoymamis yag asitleri, fosfolipitler,
glikolipitler, gliserit ve steroller serbest radikallerin en genel hedefleri arasinda yer alir.
Ozellikle polidoymamus yag asitleri serbest radikallerle yiiksek reaksiyona girme hizina

sahiptirler [25]. Serbest radikallerin zararli etkilerinden en 6nemlisi polidoymamis yag
10



asitlerinin oksidasyonudur [29]. Polidoymamis yag asitlerinin oksidatif yikimi “lipit
peroksidasyonu” olarak bilinir. Hiicre membranlarinda lipid serbest radikalleri (L") ve
lipid peroksi radikallerinin (LOO’) olusmasi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT’larin)
neden oldugu hiicre hasariin 6nemli bir 6zelligi olarak kabul edilir [37].

Lipid peroksidasyonu, organizmada olusan kuvvetli oksiteyici bir radikalin
membran yapisinda bulunan polidoymamis yag asidi zincirindeki metilen gruplarindan
bir hidrojen atomu uzaklastirmasi ile baglamaktadir [38]. Reaksiyon geride kalan karbon
atomunun tizerindeki paylasiimamis elektronda devam etmektedir [39].

Reaksiyon soyle gerceklesmektedir: Yag asidinin (LH) veya hedef
polidoymamis yag asitlerinin okside edici R’ radikali ile oksidasyona ugramasi ile yag
asidi radikali (L") olusur. Buna hizli bir sekilde oksijen katilmasiyla yag asidi peroksi
radikali (LOO’) meydana gelir. Olugsan bu peoksi radikali zincir tepkimelerinin ara
rtintidiir ve bu radikal diger bir yag asidini (LH) etkileyerek zincir reaksiyonunu
baslatir. Bu arada olusan lipit hidroperoksit (LOOH) yikilarak daha tehlikeli radikaller
olusur (Sekil 1.6) [31, 40].

+

LH L~ 100 LOOH — %+ L0'+'0H
0, LH i
R EH L 7"“&" LOO
0,

Sekil 1.6. Lipid peroksidasyonuna yol agan reaktif tiirlerin olusumu [40]

Lipid peroksidasyonunu baslatan baslica radikal, hidroksil radikalidir. Lipid
peroksidasyonu membran yap1 ve biitiinliiglinlin bozulmasi, olusan serbest radikallerin
cesitli hiicre bilesenleri ilizerine etkisi ve son iirlinlerin sitotoksik etkileri gibi farkli
yollarla hiicre hasarina neden olmaktadir [38]

Lipid peroksidasyonu son {iriinlerinden birisi malondialdehit (MDA) dir [38].
Peroksidasyonla olusan MDA, membran bilesenlerinin ¢apraz baglanma ve
polimerizasyonuna neden olur. Bu da deformasyon, iyon transformu, enzim aktivitesi ve
hiicre ylizey bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik membran 6zelliklerini degistirir
[26]. MDA, yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikatorii olmamakla
beraber lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon gosterir. Bu nedenle
biyolojik materyalde malondialdehit (MDA) o&l¢iilmesi lipid peroksit seviyelerinin
indikatorii olarak kullanilir [37].
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Serbest radikaller proteinleri oksitleyerek, onlarin oksidatif modifikasyonlarinda
rol oynayabilirler ve aromatik aminoasitlere, sisteine ve disiilfit baglarma (S-S)
saldirirlar. Bu durum immiinoglobinler, albumin ve kollojeni kapsayan cesitli
ekstraseliiler proteinlerin konformasyonel biitiinliigiinii ciddi olarak etkilemektedir ve
sonugta birgok fizyolojik bozukluk ve hastaliklarin sebebi veya gelisiminden sorumlu
olmaktadir [41].

Niikleik asitler serbest radikaller i¢in 6dnemli hedeflerden biridir. Niikleotidlerin
serbest radikallerle etkilesimleri sonucunda DNA zincirinde kirilma ve mutasyonlar
olusabilir. DNA hasarinin biiyiikligii, radikallerin belli bir bdlgeyi etkilemesi ve DNA
hasar1 sonucu aktive olan polimeraz enzimi ile reaksiyona girerek DNA’nin serbest
radikal ile etkilesimi hiicre 6liimiine yol agar [31].

Oksidatif hasara bagli olarak DNA’da, tek ve ¢ift dal kiriklari, abazik alanlar,
baz modifikasyonlar1 (baz katilimi, bazlarda yeniden diizenlenme), seker hasari
meydana gelebilir veya DNA ile protein arasinda ¢apraz baglanma olabilir [24].

DNA hasarinda en tehlikeli radikal hidroksil radikalidir. Hidroksil radikali
ozellikle DNA {izerindeki guanin bazina etki ederek DNA’da mutasyonlara yol agar.
Siiperoksit radikali ve hidrojen peroksit DNA iizerine direkt etki edemezler ama
hidroksil radikali olusumuna neden olarak DNA’da hasara yol agarlar [31].

Serbest  radikaller, = karbonhidrat  istiinde  Ozellikle  polisakkarit
depolimerizasyonu ve monosakkarit otooksidasyonu yolu ile etki gdsterirler.
Monosakkaritlerin ~ otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve
okzoaldehitler meydana gelir. Bunlar diabet ve sigara i¢imi ile ilgili kronik hastaliklar
gibi patolojik islevlerde onemli rol oynarlar. Bu olay glukoz disinda diger rediiktan
monosakkaritler i¢in de gecerlidir. Okzoloaldehitler, DNA, RNA ve proteinlere
baglanabilme ve capraz baglar olusturabilme ozelliklerinden dolay1 antimitotik etki

gosterirler. Boylece kanser ve yaslanma olaylarinda rol oynarlar [26].

1.3. Antioksidan Savunma Sistemleri

Serbest radikaller potansiyel olarak toksik olduklari i¢in organizmalar bunlari
etkisiz hale getirmek amaciyla savunma sistemleri gelistirmislerdir. Bunlar kisaca
“antioksidanlar” seklinde adlandirilir (Sekil 1.7.) [42]. Antioksidanlar, hem direkt hem
de dolayli olarak ksenobiyotiklerin ve toksik radikal reaksiyonlarin istenmeyen

etkilerine karsi hiicreleri koruyan maddelerdir [30].
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ROT’larin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek icin viicutta
bazi savunma mekanizmalari1 gelistirilmistir. Bunlar “antioksidan savunma sistemleri”
olarak bilinirler. Antioksidan molekiiller endojen ve eksojen kaynakli yapilar olup,
olusan oksidan molekiillerin neden oldugu hasar1 hem hiicre i¢i hem de hiicre disi
savunma ile etkisiz hale getirilirler. Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile
bunlarin ortadan kaldirilma hizi bir denge igerisindedir ve bu durum oksidatif denge
olarak adlandirilir. Oksidatif denge saglandig1 slirece organizma serbest radikallerden
etkilenmemektedir. Bu radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirma
hizinda bir diisme bu dengenin bozulmasina neden olur. “Oksidatif stres” olarak
adlandirilan bu durum ozetle; serbest radikal olusum hizi ile antioksidan savunma
mekanizmasi arasindaki ciddi dengesizligi gostermekte olup, sonugta doku hasarina yol
acmaktadir [25].

Bir antioksidan diger antioksidanlari tetikleyebilir. Bu islem “antioksidan ag1”
olarak adlandirilir. Iyi bir antioksidan, serbest radikalleri belirli bir sekilde ortadan
kaldirir, redoks metallerini tutar, antioksidan ag1 icerisinde diger antioksidanlar tetikler,
gen ifadesinde pozitif etkiye sahiptir, organizmada kolayca emilir ve membran ve/veya

sulu ortamlarda fonksiyoneldir [32].
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Sekil 1.7. Serbest radikallere kars1 hiicresel savunma sistemlerinin sematik gosterilmesi
[37]
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1.3.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz (SOD) hiicre i¢i kuvvetli bir antioksidan enzimdir (EC
1.15.1.1.) [32]. SOD, bir radikal iizerine direkt olarak etki eden tek enzimdir. Hidrojen
iyonunu kullanarak oksijen {iretir. SOD, siiperoksit radikalinin (O,") daha az reaktif

olan H,0O,’ye indirgenmesini katalize eder [42].
207 +2H" 5L H,0,

SOD’un diniiklear Cu, Zn ya da mononiiklear Fe, Mn veya Ni kofaktorleri
iceren dort farkli simifi tanimlanmistir. Fe-SOD ve Mn-SOD homoloji gosterirler ve
aktif bolgelerinde ayn1 metal ¢elatlayan rezidiielere ve ii¢ boyutlu yapisal homolojiye
sahiptirler [43].

Fe-SOD genellikle bakterilerde, mavi yesil alglerde ve bazi bitkilerde bulunur.
Okaryotlarda ¢ok ender bulundugundan prokaryotlara 6zgiin oldugu sdylenebilir [26].

Mn-SOD, mayalarin ve diger biitiin 6karyotlarin mitokondriyal matrikslerinde
yerlesmistir ve sitoplazmada sentez edilmektedir [26]. Mn-SOD, her bir subiinitesinde
bir mangan atomu igeren bir homotetramerdir. Siiperoksitin dismutasyonu iki adimda
saglanir bu siirecte Mn, Mn (III)’ den Mn (II) ve tekrar Mn (I1I)’e doner [43].

Cu, Zn-SOD, okaryotik hiicrelerde sitozol, niikleer membran ve mitokondri
intermembran boslugunda ve eritrositlerde bulunur. Prokaryotlarda ¢ok ender bulunur
[36]. Enzimin etkinligi i¢in Cu kesinlikle gerekli iken, Zn’nin yerine Co>", Hg*" veya
Cd** gegebilir [31].

EC-SOD, heparin ve heperin siilfat gibi glikozaminoglikanlara affinite gdsteren
bakir ve ¢inko igeren bir glikoproteindir. Dokularin interstikal alanlarinda ve ayni
zamanda ckstraselular sivilarda bulunur [43]. Ekstraseliiler bosluk, EC-SOD
antioksidan enzimi tarafindan oksidatif stresten korunur. Bu enzim plasenta, bobrek,
akcigerler, kalp ve kan damarlarint iceren dokularda yiiksek oranda ifade edilir.
EC-SOD karboksil ucunda bir heparin baglayici domain icerir. Bu domain enzimin
stiperoksit anyonunu siipiirdiigii ekstraseliiler matrikse yerlesmesini saglar. EC-SOD
heparin baglayic1 domain preotolitik ayrilma ile uzaklastirilabilir [44].

Ni-SOD, Streptimyces sp.’nin sitozolik kisimlarindan saflagtirilmigtir. Amino
asit komposizyonu demir, mangan ve ¢inko-bakir SOD’lardan farklidir [43].

Insanda SOD’un ii¢ farkli izoenzimi bulunmaktadir: sitozolik Cu, Zn-SOD,

mitokondriyal Mn-SOD ve ekstraseliiler SOD (EC-SOD) [43].
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1.3.2. Katalaz (CAT)

Katalaz (EC 1.11.1.6) bir¢ok aerobik organizmada bulunur [26]. Esas olarak
peroksizomlarda lokalize olmustur [32]. Katalaz tetramerik yapiya sahiptir ve dort tane
ferrihem grubu ihtiva eder [31]. Karaciger ve eritrositler katalazin en yiiksek aktiviteye
sahip oldugu organlardir [32]. Katalaz H,O, ile reaksiyona girerek molekiiler oksijen ve

suyu olusturur [43].

2H,0, CAT 21,0 + O,

1.3.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidazin selenyum Se-bagimhi (GSH-Px, EC 1.11.1.19) ve
selenyum bagimsiz olmak tizere iki izoformu vardir. Asir1 diizeylerde H,O, varliginda
rediikte glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG, glutatyon disiilfid) doniistimiinii
katalize eder. Bu arada H,O, de suya doniistiiriilerek detoksifiye olur. [32].

®oom H202 +2 GSH 9" GSSG + 2H,0(rom)

GST (Glutatyon-S-transferaz; GST, EC 2.5.1.18), glutatyonun tiyol (-SH)
gruplart ile alkilasyon ajanlarinin reaksiyonunu katalize ederek onlarin elektrofilik
alanlarimi yok eder. Lipit peroksitlere (ROOH) karst1 GST’ler Se-bagimsiz glutatyon
peroksidaz aktivitesi gosterirler. Bu iki enzimin alt iinite sayilar1 ve katalitik
mekanizmalar farklidir. GSH-Px karacigerde en yiiksek; kalp, akciger ve beyinde orta;

kasta ise diisiik diizeyde aktivite gosterir. [32].

GST
ROOH +2 GSH GSSG + ROH +H,0

1.3.4. Glutatyon rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz (EC 1.6.4.2), okside glutatyonu (GSSG) rediikte formuna
(GSH) tekrar dondiiriir. Bu reaksiyon NADPH + H' bagiml olarak gergeklestirilir [26,
31].

NADPH + H" +GSSG _® | NADP' +2GSH
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1.4.

1.3.5. Glutatyon (GSH)

Rediikte glutatyon (GSH); glutamik asit, sistein ve glisin igeren bir tripeptit
olup, aktif bir siilfidril (-SH) grubuna sahiptir. Viicuttaki GSH’nun biiylik boliimii
karacigerde genetik bilgiye ihtiyag duyulmadan iki asamada sentezlenebilen bir

tripeptittir [45].

L-glutamat + L-sistein +ATPp Y gamilsisteinsentetaz -, _o]ytamil sistein + ADP + Pi

y-glutamil sistein + Glisin + ATP GMevensenetaz GG 4+ ADP + Pj

»

Viicutta enzimatik olmayan 6nemli bir antioksidan olan GSH, serbest radikaller ve
peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karsi korur. En 6nemli gorevi,
enzim ve proteinlerin tiyol gruplarmin (-SH) indirgenmesi ile rediikte formlarinin
yeterli diizeylerde kontroliinii saglamaktir. Tiyol grubuna sahip bir¢cok enzim diisiik
hizda fakat okside olarak ya da O,’nin direkt etkisiyle hizla aktivitelerini yitirirler. Iste
GSH kendisi okside olup tiyol gruplarimi tekrar indirgeyerek bunlarin aktivasyonunu
saglar. Ozellikle H,O,’nin elimine edilmesinde de GSH’in oksitlenebilirliginden

faydalanilir [45].

Nitrik Oksit ve Reaktif Nitrojen Tiirleri

Nitrik oksit (NO) ve NO metabolitlerini igeren yogun arastirmalar literatiirde yeni
bir terim olan Reaktif Nitrojen Oksit Tirleri (RNOT) terimini ortaya cikarmustir.
RNOT lar i¢in kullanilan kat1 kimyasal kriterler gercekte farkli ve birbirine zit 6zellikler
tagityan, cesitli bilesikleri icerisine almaktadir. ROT’lar gibi RNOT’lar da ¢oklu
biyolojik etkilere sebep olan, daha kararl tiirlerin sekillenmesi i¢in biyolojik olarak
olusan serbest radikallerin etkilesiminden ortaya c¢ikmaktadir. Biyolojik sistemlerde
biitiin RNOT’larin 6nciil kaynagi NO’dur [46].

Kaynagimi NO’dan alan baslica reaktif tiirler; Nitrosil iyonu (NO’), Nitrozonyum
iyonu (NO"), Dinitrojen trioksit (N,O3), Dinitrojen teroksit (N,O4) ve peroksinitrit’tir
(ONOO) [47].

NO, 1772 yilinda Joseph Priestly tarafindan in vivo sartlarda 6-10 saniye yar1 dmre
sahip olan renksiz bir gaz olarak kesfedildi. 1980 yilinda Furchgott, endotelyum

damarlarinda, asetilkolin tarafindan uyarima cevapta, entotelyum hiicrelerinin {irettigi
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endotelyum bagimli gevsetici faktorii (EDRF’yi1) kesfetti. 1987°de birbirlerinden
bagimsiz olarak Furchgott vd. ve Ignarro vd. EDRF’nin NO oldugunu kanitladilar. Bir
y1l sonra Moncada, NO’nun L-arjinin amino asitinden sentezlendigini gosterdi. Bunun
oncesinde Murad nitrovasodilatorlerin vaskiiler dokulardan salindiklarinda dokulardaki
cGMP’yi arttirmak i¢in Guanilat Siklaz’larin salindigin1 gostermisti. 1992°de Science
dergisinde NO yilin molekiilii olarak aciklandi. 1998 yilinda Furchgott, Ignarro ve
Murad NO’nun kesfinden dolay: fizyoloji ve tip alanlarinda Nobel 6diilii kazandilar
[48].

Nitrik oksit hiicresel patofizyolojide 6nemli bir rol oynayan, atmosferik sartlarda
gaz olan kararsiz, reaktif, serbest radikal bir gazidir [26, 49-51]. NO, bir gaz olmasina
ragmen biyolojik sartlar altinda etkisini biyolojik sivilarda ¢oziinerek gostermektedir
[52]. NO, dogada bulunan molekiiller arasinda molekiiler agirligi en kiiciik olan
molekiillerden birisidir. NO’nun molekiil agirliginin kiigiik, lipofilik yapida ve yiiksiiz
olmasi reseptorlere bagimli olmadan membranlardan kolayca difflize olmasini
saglamaktadir [53]. NO diger serbest radikaller gibi ¢ok kisa yarilanma stiresine sahip
olup birka¢ saniye i¢inde daha kararli yapida olan nitrit (NO;) ve nitrata (NO3’)
oksitlenir. Biyolojik sivilardaki NO,” ve NOs™ in vivo ve in vitro olarak ol¢iilebilir ve
bu da NO {iretiminin gostergesi olarak kullanilmaktadir [54].

NO giincel olarak ¢ok yonlii aragtirmalara konu olan ve baslica endotel hiicresi,
makrofaj, ndron ve diiz kas hiicrelerinde nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi aracilig ile
L-arjinin'den sentez edilen biyolojik bir aract molekiildiir [55]. Nitrik oksidin arjininden
sentezi iki basamakta gerceklesir. Tepkimenin ilk basamaginda arjininin guanido
nitrojeni (N®) hidroksillenerek N®-Hidroksi arjinin (N-OH-Arjinin) olusur. Enzime
sik1 bagli olan ara {iriin ikinci asamada sitrulin ve nitrik okside cevrilir (Sekil 1.8) [47,

56].

HH HH
:;.= N_DH - o
NH B HH>=

Ho H 0
+ HO'
H, I INRDPH HADE 12N RDPH et B
0
HO HO
L- Atjinin N-Hidroksiarjinit Sitrulin

Sekil 1.8. Nitrik oksit sentaz tarafindan katalizlenen arjinin amino asitinden nitrik
oksitin sentez basamaklari [56]
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Bu reaksiyon icin oksijen, Nikotinamid adenin dintikleotid (NADPH) ve
kofaktorler olarak; Flavin adenin diniikleotid (FAD), Flavin mononiikleotid (FMN),
tetrahidrobiopterin (BHj), kalmodulin ve demir protoporfirin IX’a ihtiya¢ duyulur
(Sekil 1.9) [48, 57, 58].
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Sekil 1.9. NO sentezi ve kofaktorleri [58]

Nitrik oksitin biyolojik rolii olduk¢a ilgingtir. NO; damar genislemesi ve
norotransmiter olarak sinyal molekiil, patogenezdeki yikimda bir toksin, oksidasyon ve
nitratasyonda bir onciil molekiil ve potansiyel bir antioksidan olarak rol oynar. Bununla
birlikte, farkli kimyas1 ve biyolojik aktivitesi bazen geliskilidir. Bu sartlar hi¢bir yerde
oksidatif strestekinden daha etkili degildir [59].

NO, oksijen radikalleri ile tepkimeye girerek veya oksijenli ortamda
oksitlenerek, kendisinden ¢ok daha reaktif tiirlerin olusumuna neden olur. Oksijen
radikallerinin fazla yapiminin neden oldugu oksidatif stresi, nitrik oksitin reaktif
tirlerinden kaynaklanan toksik etkilerden ayirmak miimkiin olmadigindan nitrozatif
stresten de ayirmak da imkansizdir. Bu bakimdan oksidatif hasar, siiperoksitten
kaynaklanan radikaller ile nitrik oksitin reaktif tiirlerinin neden oldugu hasarlarin bir
toplamuidir [26].

NO; hiicrelerdeki molekiiler hedeflerle etkilestiginde hem okaryotik hem de
prokaryotik hiicreler i¢in sitostatik veya sitotoksik 6zellik gosterebilir. NO i¢in hiicre i¢i
hedefler; metal ve tiyol iceren proteinler, demir-siilfiir kompleksleri, oksijen ve diger

serbest radikallerdir [52]. Radikal olarak reaktivitesi diisiik olan nitrik oksit metal i¢eren
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merkezler ve radikaller ile biiyiik bir hizla tepkimeye girer [26]. Hiicre i¢i hedefler;
plazma membraninda, mitokondride ve ¢ekirdekte bulunan tasiyici ve sinyal proteinleri
engellerler. Mitokondri elektron transportunun inhibisyonu enerjin tiilkenmesine sebep
olur. Hiicre i¢i enzimler inhibe olurlar. NO aracilifiyla ¢ekirdekte olusan hasar; DNA
zincir kiriklarini, amino asit transisyonunu ve DNA sentezinin hiz siirlayic1 basamagi
olan riboniikleotid rediiktazin inhibisyonunu igerir. DNA sentezinin, hiicresel gen
transkripsiyonunun baskilanmas1 ve enerji tiiketimi NO aracilikli sitotoksisitenin
biyokimyasal temelini olusturur. NO ayni zamanda hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1
diger molekiillerle sitotoksik bilesikleri olusturmak iizere reaksiyona girer. NO’nun
hiicre i¢i ve hiicre dis1 diger molekiillerle reaksiyonlar1 birgok biyomolekiiliin
oksidasyonuna, nitrasyonuna (NO, ilavesi), nitrozasyonuna (NO' ilavesi) ve
nitrozilasyonuna (NO ilavesi) neden olur [60].

NO, proteinlerin ADP-ribolasyonuna neden olur. ADP-riboz amino asit
akseptorlerine kovalent olarak baglanir. NO; insan noétrofillerindeki G-aktinin
ADP-ribolizasyonunu ilerletir ve aktin polimerizasyonunu ve nétrofiller, endotelyal
hiicreler ve kondrositlerde adhezyonu inhibe eder [61].

Endotel hiicreler, makrofajlar, ndtrofiller ve diiz has hiicreleri basta olmak {izere
bircok hiicre tiirii ayn1 anda hem siiperoksit radikali hem de NO fiiretebilirler [47].

Nitrik oksit ve siiperoksit enzimatik mekanizmalarla siirekli ve Onemli
derisimlerde iretilen radikallerdir. Ayrica bu iki radikal biyolojik sistemlerde
tanidigimiz diger biitiin 6nemli radikaller ile radikal yapida olmayan reaktif tiirlerin
olusumunu baslatabilecek 6zelliktedirler [26].

Reaktiviteleri az olan nitrik oksit ve siiperoksit birbirleri ile tepkimeye girerek
radikal bir kimyasal tiir olmayan, fakat reaktivitesi ¢ok yiiksek olan peroksinitriti
(ONOQ) olustururlar [47]. Peroksinitrit diger biyomolekiilleri okside edici ve
nitratlayic1 yetenege sahiptir. Fizyolojik pH’da peroksinitrit, peroksinitroz asit
(ONOOH) formunda bulunur. Peroksinitritin son iirlinleri olan nitrat ve nitrite

dontistiirtilerek idrarla atilir [52].

0,”"+NO — ONOO + H" — ONOOH
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Sekil 1.10. Peroksinitritin sekillenmesi ve aktivitesi [62]

Biyolojik kosullarda iiretilen O, radikalleri SOD enzimi tarafindan H,O,’ye
cevrilirler. Fakat peroksinitrit olusum hizi, SOD tarafindan katalizlenen tepkimenin 3-5
kat1 kadardir. Bu nedenle fizyolojik kosullarda peroksinitrit olusumu kaginilmazdir [47].

NO, oksijen ve siiperoksit varliginda reaktif nitrojen oksit tiirlerine dontistiiriiliir.
Bu nedenle NO’nun toksik oldugu diisiiniilmektedir. Ancak NO ayni zamanda, gesitli
biyolojik sistemlerde oksidatif hasar1 azaltici etkiler de gdostermektedir. NO’nun
kimyasindan kaynaklanan zararli etkiler yiiksek NO konsantrasyonundaki sartlar i¢in
siirlidir. NO’nun antioksidan etkisi, diisiik NO konsantrasyonlarindaki etkilerinin bir
sonucudur [63]. Diisiik konsantrasyondaki NO, hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu azaltabilir, ancak NO’nun yiiksek konsantrasyonu sonucu peroksinitritin
sekillenmesi yoluyla oksidatif hasari arttirabilir. Peroksinitrit ve onun radikal tlirevleri
serbest tiyolleri okside edebilir, lipid peroksidasyonunu ve protein hasarini ilerletebilir.
ONOQO'" tiyollerle reaksiyona girerek S-Nitrosotiyollerin sekillenmesini saglar, bdylece
damar gevsemesi ve trombosit agregasyonunun inhisyonu gibi etkileri uyarir. Bu
reaksiyon NO’nun oksidatif stresin etkisini hafifletmesini saglayarak hiicre igin
koruyucu bir yol olarak kullanilabilir [64]. NO, oksidatif stresin etkisini oksidanlari
temizleyerek, peroksidaz reaksiyonunu engelleyerek ve siiperoksit tarafindan
olusturulan rediikleyici ajanlarin temizlenmesiyle azaltabilir [63].

NO ve oksijen arasindaki reaksiyon, hidrofobik fazda, NO’nun daha fazla
¢oOziinebilir olmasindan dolay1 8-10 kat daha hizlidir. Hidrofobik kompartmanlardaki
yiiksek NO konsantrasyonunda, NO oksijen ile reaksiyona girerek dinitrojen trioksit
(N203), dinitrojen tetroksit (N>O4) ve nitrojen dioksit (NO;)’i igeren aract molekiillerin
olusmasina neden olur. Bu araci1 molekiiller lipid peroksi radikalleri (LOQO") tarafindan
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lipid peroksidasyonunu baglatma yeteneginde iken NO tek basma lipitlerle
etkilestiginde lipid peroksidasyonunu inhibe eder (Sekil 1.11) [65].

LOO +NO ————» LOONO

OESTIDATY 0,

ND*‘-A\ Ty s
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Sekil 1.11. Hidrofobik kompartmanlardaki NO reaksiyonlar1 [65]

Zincir sonlanmasi, ayn1 zamanda hem endotel hiicrelerindeki hem de
makrofajlardaki diisikk yogunluktaki lipoproteinlerin oksidasyonunu engeller. Lipid
oksidasyonunun bir tiirline aracilik eden lipoksijenaz enzimi NO tarafindan inhibe
edilir. Bu nedenle lipid peroksidasyonunun sonlandirilmast NO’nun en O&nemli
antioksidan 6zelliklerinden biridir [63].

Oksijenden kaynaklanan reaktif oksijen radikallerinin canlilardaki toksik
etkilerini Onleyen enzimatik ve enzimatik olmayan mekanizmalar ayni zamanda
organizmay1 reaktif nitrojen oksit tiirlerine kars1 da koruyucu fonksiyonlar gdosterirler.
Glutatyon, askorbik asit, iirik asit, tokoferoller, protein tiyoller nitrojen oksit tiirleri ile
tepkimeye girip oksitlenirken, aslinda reaktif nitrojen oksitlerine karsi diger hiicresel
molekiileri de korurlar. Bu antioksidan bilesiklerin en etkin olan1 glutatyon olup,
tepkimeleri sonunda nitrozo glutatyon ve oksitlenmis glutatyon (GSSG) olusur. Reaktif
oksijen tiirlerine karsi enzimatik oksidan sistemi olusturan bir grup enzimde reaktif
nitrojen oksit tiirlerine karsit koruyucu fonksiyonlar gosterirler. Bu koruyucu
mekanizmalarin baslicalar1 sunlardir [47]:

1) Hidrojen peroksitin yikimini katalizleyen katalaz enzimi reaktif nitrojen oksit
tiirlerinin olusumunu da engeller. Ciinkii H,O, tarafindan oksitlenen hemoproteinlerin
hem-demiri nitritten nitratlayici ve oksitleyici tiirlerin olusumuna neden olur.

2) SOD enzimi nitrosil iyonlarinin dismutasyonunu katalizleyerek, reaktif bir tiir
olan nitrosili ¢ok daha az reaktif olan NO’ya oksitler. SOD enzimi ortamdaki siiper
oksitlerin derisimini de azalttigindan, reaktif nitrojen oksit tiirlerinden olan peroksinitrit

olusumunu da 6nleyici etkilere sahiptir.
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3) Oksihemoglobin adeta bir enzim gibi nitrik oksiti nitrata oksitleyerek reaktif
nitrojen oksit tiirlerin olusumunu 6nler.

4) Nitrik oksit sentezini katalizleyen NOS enzimlerinin, 6zellikle eNOS ve
nNOS enzimlerinin aktivitesi kontrol altindadir. Bu sayede asir1 NO sentezine bagl
olarak olusabilecek reaktif nitrojen oksit tiirlerinin sentezi 6nlenir.

5) Hidrojen peroksit yikimini1 katalizleyen glutatyon peroksidaz enzimi,

peroksinitritin yikimini da katalizler.

2 GSH + ONOO™ %P G8SG + NO, + H,0

6) Fe (III) kompleksleri, nitriti nitronyum iyonuna oksitleyerek nitrasyon
tepkimelerine neden olabilirler. Bakir iyonlar1 da nitrozotiyollerin hizli bozulumunu
katalizleyerek hizli ve yiiksek derisimde NO salinimina ve neticede nitrozatif strese
neden olurlar. Bu nedenle metal iyonunu baglayici proteinler (transferin, ferritin,
seruloplazmin gibi) reaktif nitrojen oksit tiirlerine kars1i bir koruma mekanizmasi

olustururlar.
1.5. Adrenomedullin (AdM)

Yeni bir diizenleyici peptid olarak Adrenomedullin (AdM); 1993 yilinda, Japon
bilim adamlar tarafindan bazi peptidlerin trombosit siklik-adenozin monofosfat
(cAMP) diizeylerine etkisi arastirilirken feokromositoma (adrenal medulla tiimorii)
hiicrelerinden elde edilmistir [66]. Insan AdM’si 52 amino asitten olusan, 16. ve 21.
rezidiileri arasinda tek bir disiilfit bagi ile baglanan ve karboksi terminalinde
aminlenmis tirozin bulunan bir peptiddir. Ilk olarak adrenal medullada bulundugu igin
“adrenomedullin” olarak isimlendirilen bu peptid kalsitonin gen iligkili peptid (CGRP)
ve amilin ile homoloji gosterdiginden CGRP/amilin peptid ailesine eklenmistir [67, 68].
2004 yilinda iki farkli gruptaki bilim adamlar1 bu peptit ailesine ait olan
adrenomedullin-2 (AdM-2) veya intermedin adi verilen yeni bir peptidi tanimladilar.
AdM protein sekanst CGRP ile %24, amilin ile %22 ve AdM-2 ile %34 homoloji
gostermektedir. AdM ve homoloji gosterdigi peptidlerin amino asit sekanslar1 Cizelge

1.2°de verilmistir [68].
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Cizelge 1.2. AdM ve homoloji gosterdigi peptidlerin amino asit sekanslari [68]

PAMP ARLDVASEFRKKWNKWALSR
CGRP ACDTATCVTHRLAGLLSRSGGVVKNNF-VPTNVGSKA-F
Amilin KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAIL-SSTNVGSNT-Y
Intermedin TQAQLLRVGCVLGTCQ VQNLSHRLWQLMGPAGRQDSAPVDPSSPHSY

Insan AdM YRQSMNNFQGLRSFGCRFGTCTVQKLAHQIYQFTDKDKDNV-APRSKISPQGY

Sigan AdM YRQSMN--QGSRSTGCRFGTCTMQKLAHQIYQFTDKDKDGM-APRNKISPQGY

Insan AdM geni 11. kromozomda yerlesmistir, 4 ekson ve 3 intron bdlgesi igerir.
AdM, 185 amino asitten olugmus, 21. amino asidine bagli N-terminaline sahip biiyiik
bir prekursor molekiil “preproadrenomedullin” sentezlenir. Kalan 21 N-terminal sinyal
peptidi ayrilir ve 164 aminoasit igeren proadrenomedullin (proADM) peptidi olusur.
ProAdM’den immatiir ve inaktif AdM (AdM-Gly) ve es zamanhi plazmada
AdM-Gly’den enzimatik amidasyon ile AdM meydana gelir. ProAdM’nin N-terminal
bolgesinde amidasyon sinyalinin bulundugu proadrenomedullin N-terminal 20 peptid
(PAMP) olusur ki PAMP biyolojik olarak aktif bir peptid olmasina ragmen AdM’den
daha az etkilidir. AdM’yi 4. ekson, PAMP’1 ise 2. ve 3. eksonlar kodlar (Sekil 1.12)
[69].

AdM geninin 5' ucunda; TATA, CAAT ve GC kutular1 ve ayni zamanda
aktivator protein—2 (AP-2) ve cAMP ile diizenlenen indiikleyici regiilator proteinler
icin baglanma bolgeleri vardir [70]. Adrenomedullin geninde TATA, CAAT ve GC
iceren alanlar transkripsiyonda rol oynar. Ornegin TATA bolgesi RNA polimeraz II’ye
baglanir. Ayrica gen iki ardigik alan niikleer faktor-interlokiné (NF-IL6) ve aktivator
protein-2 (AP-2) niikleotidleride igerir. AP-2 baglanma alanlar1 protein kinaz-C ve
cAMP aktivasyonunda rol oynar. NF-IL6 bolgesi ise akut faz proteinlerinin baglandigi
bolgedir. IL1a ve B, TNFa ve B gibi sitokinler ve lipopolisakkaridler ile AdM
tiretiminin uyarilmas1 NF-IL6 bolgesine baglidir. Boylece inflamasyon ve infeksiyoz

bolgelerde kan akimi artigini saglar [69] (Sekil 1.12.).
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Sekil 1.12. Adrenomiidullin geninin molekiiler yapis1 [69]

Sican AdM’si 50 amino asit igerir. Insan AdM’si ile karsilastirildiginda 2 amino
asit eksik ve 6 amino asidin yerleri farklidir Cizelge 1.3’de insan ve sigan AdM amino

asit dizilimleri gosterilmistir [67, 71].

Cizelge 1.3. insan ve Sican AdM Peptid Sekanslar1. Kirmizi1 yazili olan amino asitler
insan amino asit dizilimindeki degisikligi, (-) ile belirtilenler de ise eksik olan amino
asitleri gostermektedir [71]

Tiir : Peptid sekansi

Insan i H 2N-YRQSMNNFQGLRSFGCRFGTCTVQKLAHQIYQFTDKDKDNVAPRSKISPQGY-CONH,

Sican H,N-YRQSMN- - QGSRSTGCRFGTCTMQKLAHQIYQFTDKDKDGMAPRNKISPQGY-CONH,

Etkili bir vasodilator peptid olan AdM, normal adrenal medullada, kalpte,
akcigerde, bobreklerde, plazmada, idrarda ve adipoz dokularda bulunmaktadir [72, 73].
Temel olarak vaskiiler endotelyal hiicreler, vaskiiler diiz kas hiicreleri ve makrofajlar
tarafindan tiretilmesine ragmen AdM ayni zamanda fibroblastlar, adipositler ve kardiak
miyositler tarafindan da tretilebilir [73]. Ek olarak cogu tiimor hiicrelerinde de AdM
geni veya sentezi gosterilmistir. Bu yiizden pikomolar seviyesinde viicuttaki tiim
dokularda miktar1 Olciilebilir fakat dokunun kanlanma derecesine goére dokular
arasindaki AdM miktarinda farklilik olabilir. Plazma AdM’nin %85°1 inaktif ve
immatir AdM’dir ve plazmada adrenomedullin baglayic1 protein-1’e (AMBP-1)

baglanir. Plazmaya ek olarak idrar, siit, beyin omurilik sivist (BOS), tiikriik, amnion
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sivisi, ter ve umblikal vende de olciilebilir. BOS adrenomedullini plazmaya gore
diistiktiir. Gebelerde yapilan bir ¢aligmada plazma AdM diizeyi yiikselirken BOS
diizeyinde degisiklik olmamistir. Bu da iki kompartmandaki adrenomedullin
regiilasyonunun birbirinden bagimsiz oldugunu gostermektedir. Idrar ve ter iginde
plazmadan daha yiiksek konsantrasyonda olmasi bobrek ve deride AdM {iretimini
gostermektedir. Hemen her dokuda bulunmasit ¢oklu biyolojik aktiviteye sahip
oldugunu gostermektedir [69].

AdM biyolojik aktiviteleri icin kalsitonin benzeri reseptor (CL) ve spesifik
reseptor aktivitesini modifiye eden proteine (RAMP) ihtiyag duyar. RAMP ailesi ii¢
tiyeden olusur: RAMPI, 2 ve 3. RAMP2 ve RAMP3 sirastyla AdM1 ve AdM?2 olarak
da adlandirilmaktadir [68, 74]. Giliniimizde AdM’nin biyolojik etkisini CGRP
tizerinden ve spesifik AdM reseptorleri (AdM1, AdM2) araciligi ile gosterdigi
bilinmektedir. AdM1 ve AdM2 reseptorlerinde meydana gelen konformasyonel
degisiklik sonucunda guanilat siklaz, adenil siklaz ve protein kinaz A uyarilir ve sonugta
intraseliiler cAMP seviyesi artar. cAMP artis1 hiicre i¢i kalsiyum miktarinin yiikselmesi
ile sonuglanir [75]. 11k ¢alismalar AdM’nin ikinci haberci oldugunu gostermistir. Ancak
Sekil 1.13°de gosterildigi gibi, AdM ayni zamanda cGMP’yi arttirmak suretiyle NO
sentezini arttirir. Ayrica NO sentezi, cAMP yoluyla protein kinaz A’nin aktivasyonu ile
arttirthir.  AdM’nin  ayn1 zamanda endotelyal NOS’un uyarilmasinin sonucunda
fosfatidilinositol 3-kinaz ve Akt fosforilasyonunu ortaya ¢ikardigi gosterilmistir. Bazi
calismalarda AdM’nin protein tirozin kinaz aktivasyonu yoluyla ekstraseliiler sinyal
diizenleyici kinazi uyardigini1 ve bu suretle hiicrenin mitojenik evresini diizenleyebildigi

rapor edilmistir [68].
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Sekil 1.13. AdM’ nin reseptdr komposizyonu ve hiicre i¢i sinyal yolu [68]
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AdM; damar genisletici, bronsiyal genisletici, tuz ve su dengesini diizenleyici,
norotransmitter, bilylime faktorii, hormon salinimini diizenleyici, anjiogenik molekiil ve
antimikrobiyal molekiil olarak goérev yapan ¢ok fonksiyonlu bir peptiddir [73, 74].
Bunlara ilave olarak tiimor biyolojisinde AdM’nin farkli etkiler gosterdigi rapor
edilmistir [71].

AdM ve PAMP intravendz olarak uygulandiginda, ¢evresel damarlarda etkili bir
hipotensif etkiyi ortaya cikarir. AAM ve PAMP’in damar gevsemesini saglamasi
sonucunda vaskiiler diiz kas kontraksiyonu engellenerek ¢evresel damar basincini azalir
ve bununla birlikte kan akisi artar [71]. Adrenomedullin damar genisletici etkisini hem
cAMP’nin dogrudan artis1 yoluyla hem de NO bagimli mekanizma ile gostermektedir
[75-77].

AdM, histamin veya asetilkolin’in sebep oldugu bronsiyal kasilmay1 inhibe eder.
AdM’nin  gevsetici cevabi, pulmoner hipertansiyonlu hastalarin  pulmoner
sirkiilasyonlarinda koruyucu bir rol oynayabilir. Ayrica AdM akcigerde anti-inflamator
bir role sahip olabilir. Ozellikle akcigerlerde inflamatdr siirecin bir kismi olan
kemotaksize cavapta makrofajlar notrofilleri etkileyen kimyasallar salarlar. AdM doza
bagimli olarak lipopolisakkaritlere cevap olan noétrofilleri etkileyen kimyasallarin
salinimini alveolar makrofajlarda 6nemli derecede inhibe eder [67].

Intraserobroventrikiiler olarak AdM’nin uygulanmasi su almimimi ve tuz istahini
inhibe eder. Buna ilaveten, endojen AdM’nin inaktivasyonu su ve sodyum alinimini
arttirir. Uyanik sicanlarda AdM’nin merkezi sinir sistemine enjeksiyonu idrar ¢iktisini
ve sodyum ve potasyum bosaltimini arttirir. Ancak periferal hipotensif etkilere zit
olarak merkezi olarak uygulanan AdM simpatik sinir sistemini uyararak kan basincini
ve kalp atim hizint arttirir [70]. AdM’nin elektrolit dengesi ve bronsiyal gevseme
tizerine etkisi bu diizenleyici peptidin norotransmitter veya néromodiilator 6zelliklerini
gostermektedir [71].

AdM; tiimor c¢ogalmasini, anjiogenezisi ve apoptozizin inhibisyonunu tesvik
ederek karsinojenez ve tiimor gelisiminde ise karigsmaktadir [74]. AdM hiicre tipine
bagli olarak hiicre ¢ogalmasini hem uyarict hem de inhibe edici etkiler gostermektedir.
AdM; fibroblastlarda, keratinositlerde, endotelyal hiicrelerde, osteoblastlarda ve birgok
timor hiicresinde hiicre ¢ogalmasini uyarir. Hemen hemen biitiin tiimor hiicrelerinde
calisilmig olan AdM oOnemli bir tiimor biiyime faktorii olabilecegi Onerilmektedir.
Bunlara ilave olarak AdM anjiogenik ozelliklerinden dolay1 timor anjiogenezini

ilerletebilir. Buna karsin vaskiiler diiz kas hiicreleri, mesansial hiicreler, glial hiicreler
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ve glial hiicre tiimorleri gibi bazi hiicre tiplerinde biiyiime iizerine AdM’nin inhibe edici
etkisi bir¢ok calismada gosterilmistir [70]. AdM anjiogenezin giiglii bir uyaricisidir,
normal vaskiiler gelisim i¢in sekresyonuna ihtiya¢ vardir. Fakat asir1 salinimi ya tiimér
gelisiminin sebebi ya da sonucu olabilir [69].

AdM’nin en 6nemli gorevlerinden biri diger hormonlarin salinimini diizenleme
yetenegidir [71]. AdM; ACTH salmimimi doza bagimli olarak inhibe eder, arjinin-
vazopressin ve oksitosin salinimini diizenler, biliylime hormonu salinimini arttirir ve
aldesteron salinimini uyarir veya inhibe eder [67, 71, 73]. Renin-anjiotensin-aldesteron
sisteminde yer alan anjiotensin II’nin hem sentezini hem de etkisini inhibe eder [69].
Yapilan bir¢ok calismada AdM’nin renin salinimini arttirdig1 gosterilmistir. AdM renin
salimimint diizenlemede ve renin gen ifadesinin diizenlenmesinde otokrin ve/veya
parakrin uyarict bir faktor olarak rol oynayabilir. Tavsanlara insan AdM’sinin
uygulanmasiyla doza bagl olarak plazmadaki norepinefrin miktarinin arttig1 ve bunun
sonucunda arteriyal kan basincinin azaldigir gosterilmistir. Neonatanal kardiomisit
kiiltiirlindeki AdM, doza bagli olarak cAMP birikimini arttirir ve atrial natriiiretik
peptid (ANP) gen ifadesini ve salimimini inhibe eder. Diger taraftan insanlarda 60
dakika i¢in 0.1 pg/kg/dak. atrial natriiiretik peptidin inflizyonu idrar ve kan basincinda
diisiiriicti etkiye ilave olarak dolasimdaki AdM’nin 4 kat artmasina neden olur [78].

Oral glukoz almimim takiben AdM, insiilin salinimimi erteleyerek veya azaltarak

diizenler [69].
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Sekil 1.14. AdM’nin biyolojik gorevleri [78] ANP: Artiyal natriiiretik peptid, ACTH:
Adrenokortikotropik Hormon, AVP: Arjinin Vazopressin, ET-1: Endotelin-1.
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AdM pek cok koruyucu doku ve sivilarda bulunmaktadir. Bu durum AdM’nin
mikrobiyal kolonizasyona karsi savunmada rol alabilecegini onermektedir. AdM ve
mRNA’s1 organizmay1 dis ortama karst koruyan epitel hiicrelerde (deri, hava yollari,
sindirim kanali, kornea v.s.) ve koruyucu salgilarda (tiikiirik, ter, siit v.s.)
bulunmaktadir. [71]. Adrenomedullin sistemik ve lokal inflamasyon ve sepsis sirasinda
plazmada yliksek diizeylere ulasir. Bu multifonksiyonel peptidin artis1 enfeksiyon
sirasinda tamamen inflamasyonu yansitir, hem hormon hem de sitokin gibi davranir,
ayni zamanda bolgesel kan akimi, 10kosit gociinii, elektrolit dengesini kardiak
performansini ve glukoz alimini kontrol eder. Cogu ¢alismada AdM’nin inflamasyon
boyunca sitokinler gibi inflamatuar aracilar ile hem NO-bagimli hem de NO-bagimsiz
mekanizmalar ile liretilmesi hem tedavinin devam etmesi hem de hemostazisin yeniden
diizenlenmesinde basarili bir role sahip oldugundan bahsedilmektedir. Fakat bazi
olgularda ise hasar ve enfeksiyon cevabi patolojik hasarla sonuglanabilir. Normalde
sepsis ve septik sok sirasinda NO-bagimli mekanizmayla mikroorganizma saldirisina
kars1 etkili degildir. Fakat kardiyovaskiiler sistemin direkt etkilenmesi ve yaygin
oksidatif hasar nedeniyle nitrojen metabolitlerinin iiretilmesi sonucunda AdM ortaya
¢ikar. Sepsisin ilerleme basamaginda AdM ve adrenomedullin baglayici proteinin sepsis
sirasinda beraber verilmesi ilerlemeyi engeller [69].

Endotel  hiicrelerde = H,O,’den  kaynaklanan  oksidatif stres AdM
transkripsiyonunu ve AdM ifadesinin artmasini baglatir. AdM ifadesindeki artis
anjiotensin-II ile uyarilan hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin olusumunun AdM
tarafindan direkt bloke edilmesiyle (¢cAMP bagimli tarzda) koruyucu bir rol yapabilir
[73].

AdM’nin pulmoner yol ile de atildigi rapor edilmistir. Immiinoreaktif AdM
insanda g¢esitli dokularda Olclilmiis, plazmada AdM konsantrasyonunun aorttaki
miktariin, pulmoner arterdekinden belirgin olarak daha az oldugu bulunmustur. Yeni
dogan iki haftalik domuz yavrularinda sag ve sol artiumlara ayn1 dozda insan AdM’si
verilmis, sol atriuma verilen AdM’den sonra sistemik ortalama arter basinci ve ortalama
pulmoner arter basincinda belirgin diisme bulunmustur. Bununla beraber, ayni1 miktar
AdM sag atriuma verildiginde ortalama pulmoner arter basincinda belirgin bir diisme
olmasina ragmen sistemik arter basincinda énemli degisiklikler bulunamamistir. Bu da
AdM’nin sistemik damar genisletici 6zelliginin pulmoner sirkiilasyonda ilk geg¢is

eliminasyonuna ugradigini1 bildirilmistir  [78, 79]. Muhtemelen akut miyokard
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enfarktiisii sirasinda plazma ve idrarda birbirine paralel yilikselmesiyle beraber idrarda
15 kat yiiksek saptanmasi iizerine viicuttan idrar yoluyla da atildig1 6nerilmistir [69].

Literatiir verilerine gore benzo(a)piren uygulamasi ile yapilan pek ¢ok sayida
calisma olmasina ragmen son yillarda kesfedilen ve ¢ok yonlii etkisi oldugu bilinen
AdM ile birlikte yapilan herhangi bir ¢calismaya rastlanilmamaistir.

Calismamizda,  karsinojenik  etkileri  oldugu  bilinen  benzo(a)piren
uygulamasindan sonra adrenomedullin verilen siganlarin bazi dokularinda biyokimyasal
ve histolojik degisimler aragtirllmigtir. Kalp, bobrek, karaciger ve akciger dokularinda
antioksidan sisteme ait toplam glutatyon miktari, MDA diizeyleri, SOD, CAT, GSH-Px
enzim aktiviteleri ayrica; NO ve AdM diizeyleri Ol¢iilmiistiir. Benzo(a)piren
uygulamasindan sonra AdM’nin biyokimyasal ve histolojik yonden telafi edici ve/veya

koruyucu etkisinin degerlendirilmesi ¢alismanin amacini olusturmaktadir.
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2. LITERATUR OZETi

Yasadigimiz c¢evrede ¢esitli fiziksel etkenler ve kimyasal olaylar sonucunda
siirekli olarak devam eden bir radikal yapimi vardir [32, 40]. Besinlerde, ¢alisma
ortamlarinda ve ¢evrede bulunabilen B(a)P, organik materyallerin tamamlanmamis
yanmast sonucunda olusmaktadir [21]. Cevresel faktorler, viicuda alinan g¢esitli
kimyasal bilesikler, cesitli enfeksiyonlar, doku travmalar1 gibi patolojik durumlar
viicutta radikal yapiminda artisa neden olurlar. Diisiik derisimdeki radikal yapiminin
etkileri ¢ok uzun bir siire¢ sonunda Ornegin yaslanma sonunda goriliirken; yiiksek
derisimde ve yaygin radikal yapiminin etkileri kisa siirede ve ciddi bir patolojik durum
olarak karsimiza cikabilir. Hayvan deneylerinde karsinojen oldugu gosterilen B(a)P’in
da i¢inde bulundugu PAH’larin metabolize olmalar1 sirasinda ROT’lar olusabilir [27].
Olusan bu reaktif tiirler hiicresel kosullarda ciddi miktar ve cesitlilikte radikal
iiretilmesine neden olabilmektedir. Radikal iiretimi organizmaya zarar verici boyutlara
ulastiginda bir¢ok patolojik durum ortaya cikmaktadir. Literatiir arastirmalarimizda
B(a)P’in neden oldugu oksidatif stres ile ilgili smirli sayida g¢alisma oldugu
saptanmistir. Bu ¢alismalarin bir kismi agagida 6zetlenmistir.

Kim ve Lee 1997 yilinda, oksidatif hasar1 incelemek amaciyla disi Sprague-
Dawley sicanlarda bir calismada yapmislardir. Bu ¢alismada arastirmacilar hayvanlara
oral olarak 75 mg/sican olacak sekilde misir yaginda c¢oziilerek hazirlanan B(a)P
uygulanmis ve 0, 6, 12, 24, 48, 72 ve 96 saat sonra hayvanlar sakrifiye edilerek
karaciger, bobrek ve akciger dokularindaki SOD ve CAT enzim aktivitelerini
Olemiislerdir. Calismanin sonucunda, karaciger dokusundaki SOD enzim aktivitesinin
uygulamadan 6 saat sonra 6nemli derecede azaldigini ve 24. saate kadar diisiik seviyede
devam ettigini 24 saat sonra kontrol gruplarina gére SOD enzim aktivitesinde artma
oldugunu, bobrek dokusunda 72. saate kadar SOD aktivitesinde azalma oldugunu ve 72.
saatten sonra SOD aktivitesinin artti81, akciger dokusundaki SOD enzim aktivitesinde
ise onemli bir degisikligin olmadig1 gosterilmistir. Karaciger dokusunda CAT enzim
aktivitesinin uygulamadan 6 saat sonra 6nemli derecede diisiis oldugu ancak hemen
kontrol seviyesine geri yiikseldigi, bobrek dokusundaki CAT enzim aktivitesi
uygulamadan 12 saat sonra azaldig1 ve 96. saatte kontrole yakin bir seviyeye ylikseldigi
rapor edilirken akciger dokusundaki CAT enzim aktivitesinde dnemli bir degisikligin

olmadig1 gosterilmistir [80].
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Kim vd. 2000 yillinda erkek Sprague-Dawley sicanlarla yaptiklar1 ¢alismada
misir yaginda ¢oziilerek hazirlanmis olan B(aP)’dan her bir sican i¢in 20 mg olacak
sekilde hayvanlara intraperitonal olarak enjeksiyon yapmislardir. Arastirmacilar
uygulamadan 0, 3, 6, 12, 24, 48 ve 96 saat sonra hayvanlar eter ile oldiirerek serumda
lipid peroksidasyonunu, eritrositlerde SOD ve CAT enzim aktivitelerini 6lgmiislerdir.
Aragtirmacilar calismalarinin sonunda ilk 6 saatte MDA seviyelerinde 6nemli bir
degisiklik olmadigini ancak 12. saatten itibaren MDA seviyelerinde kontrol gruplarina
gore istatistiksel olarak dnemli derecede artis oldugunu bildirmislerdir. SOD ve CAT
aktiviteleri i¢in yapilan Olglimlerde B(a)P uygulamasindan 6 saat sonra enzim
aktivitelerinin kontrol gruplarina gore eritrositlerde istatistiksel olarak onemli derecede
artigin1 24. saatte en yiiksek seviyeye ulastigini ve 96. saatte kontrol seviyesine
diistiiglinti géstermislerdir [18].

Gargon vd. 2001 yilinda insan akciger hiicrelerinde (A549) bir calisma
yapmislardir. Bu ¢alismada Fe,Os, B(a)P ve pireni ayr1 ayr1 ve birlikte uygulamislar ve
MDA, SOD GSH-Px, GR, rediikte glutatyon (GSH) ve okside glutatyon (GSSQ)
parametrelerini arastirmiglardir. Bu ¢alismada artan GSSG/GSH oranini tespit
etmiglerdir. Sadece B(a)P uygulamasi insan hiicrelerinde oksidatif hasar1 ve sadece
piren uygulamasi da serbest radikaller ile indiiklenen hasari indiiklememistir. Ancak
kombine uygulamalar hem enzimatik (SOD ve GR aktivitelerinde artis) hem de
enzimatik olmayan (GSSG/GSH oraninda artig, o-tokorol azalmasi) antioksidan
savunmada hasara yol agmis ve buna bagl olarak da MDA seviyeleri de artmustir.
Arastirmacilar bunun nedeninin artan Fe,O; alinmmmu ile birlikte daha fazla PAH
alimmasinin gergeklestigi ve dolayisiyla kombine uygulamanin ayri ayr1 uygulamalara
gore daha zararli oldugunu bildirmislerdir [81].

Mendikute vd. 2002 yilinda yayinladiklar1 bir ¢aligmada B(a)P uygulamasinin
bir deniz canlist olan Mytilus galloprovincialis’in  hemositlerindeki oksijen
radikallerinin {iretimini ve aktin filamentlerinin tahribini incelemislerdir. Arastirmacilar
in vitro olarak 10 mg/mL ve iizerindeki dozlarda B(a)P’a maruz kalmanin midye
hemositlerinde 06zellikle siiperoksit anyonu gibi ROT’larin miktarni arttirdigini
gostermiglerdir. Olduk¢a reaktif molekiiller olan ROT’lar molekiillerin siilfidril
gruplartyla reaksiyona girmektedir. Bunun sonucunda da endositoz ve hemositlerdeki
aktin hiicre iskeletinin biitlinliigii {izerine B(a)P’in zararli etkileri oldugu caligmada
rapor edilmistir. Arastirmacilar; B(a)P’in bu etkilerini ya direkt olarak hiicre iskelet

proteinlerinin ROT ile indiiklenen hasar1 ile veya Ca homeostazisinde rol alan
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proteinlerin  hasar1 nedeniyle dolayli olarak meydana getirdigini ¢alismada
bildirmislerdir [23].

Hanachi vd. 2003 yilinda Mus musculus farelerinin karaciger ve bdbrek
dokularindaki GST ve GSH-Px f{izerinde B(a)P’in etkisini arastirmiglardir.
Aragtirmacilar ii¢ uygulama grubuna haftada 1 kez 200mg/kg dozda i.p. yolla B(a)P
uygulamas1 yapmiglardir. Grup 1, 2 ve 3 sirasiyla 2, 4 ve 8 haftalik uygulamadan sonra
sakrifiye edilerek karaciger ve bobrek dokularinda GST ve GSH-Px seviyeleri
Olemiislerdir. P. Hanachi ve arkadaslari, GST aktivitesinin hem karaciger hem de
bobrek dokularinda 2 haftalik uygulama grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak 6nemli derecede arttigini, ancak GST aktivitesinin 8 haftalik uygulama grubunda
istatistiksel olarak onemli derecede azaldigini bildirmislerdir. Arastirmacilar GSH-Px
aktivitesinin karaciger dokusunda 4 haftalik uygulama grubunda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak 6nemli derecede arttigini1 ancak bobrek dokusunda istatistiksel olarak
onemli bir degisikligin olmadigini rapor etmislerdir. Yapilan bu ¢alismada 4 haftalik
uygulamadan sonra karaciger dokusunda kontrol grubu ile karsilastirildiginda
morfolojik olarak farkliliklar goriildiigi ve genel olarak nodiillerin olustugu, bobrek
dokusunda ise uygulama sonrasinda bol miktarda lenfositlerin oldugu ve medullada
inflamasyon oldugu gosterilmistir [82].

Badary vd. 2003 yilinda yaptiklar1 ¢alismada erkek Wistar albino fareleri 4
gruba ayirmiglardir. Arastirmacilar 1. ve II. gruptaki hayvanlara 18 giinliik normal diyet,
II. ve IV gruptaki hayvanlara 18 giinliik diisiik protein igeren diyet uygulamislardir.
Ayrica II. ve IV. gruptaki hayvanlara li¢ giinde bir olmak iizere 15 giinliik periyot
boyunca i.p. olarak 10 mg/kg B(a)P enjekte ederek hayvanlarin karaciger, akciger ve
mide dokularindaki SOD, GSH ve lipid peroksidasyonundaki degisimleri
incelemiglerdir. Caligma sonunda farelerin karaciger, akciger ve mide dokularindaki
SOD enzim aktivitesindeki artisin kontrole gore istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu
buna karsin GSH seviyelerindeki artislarin istatistiksel olarak dnemli diizeyde olduklari
bildirilmistir. Arastirmacilar karaciger dokusunda olgiilen lipid peroksidasyonundaki
artisin kontrole gore istatistiksel olarak onemli iken akciger ve mide dokularinda
Olctilen lipid peroksidasyonundaki degisimlerin ise 6nemsiz oldugunu rapor etmislerdir
[83].

Selvendiren vd. 2004 yilinda, saglikli erkek Swiss albino farelere misir yaginda
¢oziilerek hazirlanmis olan B(a)P’dan 50 mg/kg v.a. dozda, 4 hafta siiresince haftada 2

defa oral yolla uygulama yaparak hayvanlarda akciger kanseri olusturmuslardir.
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Aragtirmacilar ¢alismalarinin sonucunda lipid peroksidasyonunda istatistiksel olarak
onemli bir artma ve SOD, CAT, GSH-Px ve GSH diizeylerinde istatistiksel olarak
onemli bir azalmanin oldugunu rapor etmislerdir [84].

Pan, Ren ve Liu’nin 2006 yilinda yapmis olduklari bir arastirmada deniz taragi
Chlamys ferrari’ye 0.5 ng/L, 1.0 pg/L, 10 pg/L ve 50 pg/L olmak {izere 4 farkh
konsantrasyonda B(a)P uygulamislardir. Aragtirmacilar deniz taraginin hemolenflerinde
SOD, GSH-Px ve lipid peroksidasyonunu calismislar ve calismanin sonucunda,
0.5 pg/L ve 1.0 pg/L olan konsantrasyonlarda SOD aktivitesinin kontrole gore
istatistiksel olarak daha yiiksek oldugunu 10 pg/L ve 50 pg/L ise baslangicta arttigini
ancak daha sonra kontrolden daha diisiik seviyeye azaldigini bildirmislerdir. Calismada
GSH-Px aktivitesinin tiim konsantrasyonlarda istatistiksel olarak onemli derecede arttig1
bildirilirken, lipid peroksidasyonun 0.5 pg/L’lik konsantrasyon hari¢ digerlerinde
istatistiksel olarak 6nemli derecede arttig1 bildirilmistir [85].

Romesh ve Knuckles tarafindan 2006 yilinda yapilan baska bir ¢alismada farkl
dozlarda B(a)P’a maruz kalmanin B(a)P-DNA adduct’larinin olusumundaki etkilerini
arastirmiglardir. Bu calismada disi ve erkek F-344 sicanlara diisiik (5mg/kg), orta
(50mg/kg) ve yiiksek (100mg/kg) dozlarda B(a)P hayvanlara besin ile verilmistir.
Uygulamadan sonra denekler 30, 60 ve 90. giinlerde sakrifiye edilerek akciger ve
karaciger dokularindaki B(a)P-DNA adduct’lar1 ince tabaka kromotografisi ile analiz
edilmistir. Diisiik ve orta dozda B(a)P’a maruz kalan hayvanlarin dokularindaki DNA
adduct seviyelerinin 6nemli derecede maruz kalma ile iligkili oldugu, ancak yiiksek
dozda B(a)P’a maruz kalan hayvanlarin dokularindaki DNA adduct seviyelerinin
dogrusal olmadig: bildirilmistir. Benzer olarak orta veya yiiksek dozlarda kismi DNA
adduct’larin varhigi, diisik dozda ol¢iilenden 6nemli derecede daha yiiksek oldugu
arastirma sonucunda bildirilmistir [17].

Samarth vd. 2006 yilinda yaptiklar1 bir calismada Swiss albino farelere subkutan
enjeksiyon ile 0.5 mg tek doz B(a)P uygulamislardir. Uygulama sonucunda
aragtirmacilar tarafindan akciger ve karaciger dokularinda GSH, SOD ve CAT enzim
aktivitelerinin ~ kontrol = grubuna gore istatistiksel olarak azaldig, lipid
peroksidasyonunun arttig1 bildirilmistir. Ayrica, arastirmacilar hayvanlarin viicut
agiliklarinin ve akciger dokularinin agirliginda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
azaldigint ve uygulama yapilan hayvanlarin %67.92’sinde akciger adenomasi

gozlendigini rapor etmiglerdir [86].
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Saunders vd. 2006 yilinda yaptiklar1 ¢alismada F-344 siganlarinda B(a)P ile
indiiklenen akut norotoksisitede oksidatif stresin etkilerini beyin dokusunda
aragtirmislardir. Arastirmacilar tek dozda gavaj yolu ile 25-200 mg/kg v.a. B(a)P
uygulamasiyla siganlarda SOD, CAT GSH-Px enzim aktiviteleri ve MDA seviyelerini
calismiglardir. B(a)P uygulamasindan 6, 12, 24, 48, 72 ve 96 saat sonra deney
hayvanlar1 sakrifiye edilmistir. B(a)P uygulamasina bagli olarak calismadaki tiim
antioksidan enzimlerde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak O6nemli diizeyde
azalma, MDA seviyelerinde ise kontrol grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli diizeyde
artis bildirmislerdir. Arastirmacilar B(a)P ile indiiklenen akut noro-davranigsal
toksisitede, beyin antioksidan sisteminin inhibisyonundan dolay1 kaynaklanan oksidatif
stresin rolii olabilecegini ileri siirmiislerdir [87].

Park S.Y. ve arkadaslar1 2006 yilinda yaptiklart bir ¢calismada 0,1 pM, 1uM,
4 uM ve 10 uM 24 saat’lik B(a)P uygulamasinin insan hepatoma HepG?2 hiicrelerindeki
CAT enzim aktivitesi ve lipid peroksidasyonu iizerine etkileri arastirmiglardir.
Aragtirmacilar calismalarinin sonunda CAT enzim aktivitesinin tiim konsantrasyonlar
icin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak oOnemli diizeyde arttigin1 ve lipid
peroksidasyonunun gdstergesi olan MDA seviyelerinin ise 1uM B(a)P uygulama
grubunda istatistiksel olarak 6nemli bir artis varken diger gruplardaki artisin 6nemsiz
oldugunu bildirmislerdir [88].

Jifa vd. 2006 yilinda 6, 12, 18 giinliik 2-20 pg/L B(a)P’a maruz kalan bir balik
tiriinde (Lateolabrax japonicus) SOD, CAT, GPx, GST ve GSH seviyelerini karaciger
dokusunda arastirmislardir. Arastirmacilar c¢alismalarinin sonunda SOD enzim
aktivitesinin her iki dozda ve tiim uygulama gruplarinda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak onemli diizeyde arttigini, CAT enzim aktivitesindeki degisikliklerin
istatistiksel olarak 6nemli olmadigini bildirmislerdir. Arastirmacilar tarafindan GPx
enzim aktivitesinde 6. giin 2 pg/L uygulama grubundaki artisin istatistiksel olarak
onemsiz oldugu ancak diger uygulama gruplarindaki degisikliklerin istatistiksel olarak
onemli oldugu bildirilmistir. GST seviyesinin 6. giinde her iki dozdaki uygulama
gruplarinda kontrole gore istatistiksel olarak énemli bir azalisin oldugu buna karsin 18.
giinde yapilan Olgiimlerde ise istatistiksel olarak O6nemli diizeyde artisin oldugu
bildirilmistir. Toplam GSH miktarindaki degisimlerin ise 18. giinlik uygulama
gruplarindaki artigin istatistiksel olarak dnemli oldugunu diger uygulama gruplarindaki

degisikliklerin 6nemsiz oldugu rapor edilmistir [89].
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Wang vd. 2006 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada bir balik tiirtine (Sebasticus
marmoratus) zeytinyaginda ¢oziindiiriilerek hazirlanan 0,5 mg/kg, 1 mg/kg, 5 mg/kg ve
10 mg/kg dozlarda tek i.p. enjeksiyonla B(a)P uygulamasi yapmislardir. Arastirmacilar
uygulamadan 7 giin sonra baliklar1 6ldiirerek aldiklar1 karaciger dokusunda GPx, GSH
ve MDA seviyelerindeki degisimi incelemislerdir. Calisma sonunda arastirmacilar
MDA seviyelerinin tiim dozlarda kontrole oranla istatistiksel olarak énemsiz oldugunu,
GPx enzim aktivitesindeki 0,5 ve 1 mg/kg dozlardaki artiglarin istatistiksel olarak
onemli iken 5 ve 10 mg/kg dozlardaki farklar 6nemsiz oldugunu bildirmislerdir. Ayrica
arastirmacilar tarafindan GSH seviyesindeki artislarin istatistiksel olarak Onemli
diizeyde olduklar1 rapor edilmistir [90].

Tarafimizca yapilan literatiir aragtirmalarinda B(a)P’1n neden oldugu toksisitede
AdM’nin etkisi ile ilgili herhangi bir bilgiye rastlanmamistir. Ancak karsinojen oldugu
bilinen bu kimyasalin uygulamasi ve ROT’larin etki mekanizmalariyla ilgili ¢aligmalar
mevcuttur. AdM hakkindaki ilk yaym 1993 yilinda Kitamura, Kangawa, Kawamoto,
Ichiki, Nakamura, Matsuo ve Eto tarafindan yapilmistir. Yapilan ¢alismada AdM’nin
kan basicinin kontroliinde rol oynadig1 ve kan dolasimindaki miktariin dl¢tilebilecek
diizeyde oldugundan bahsedilmistir [69].

Son yillarda ¢ok fonksiyonlu bir peptit olan AdM’nin antioksidan o6zellik
gosterebilecegine dair calismalar da literatiirde yer almaktadir. Bununla birlikte
tarafimizca yapilan literatiir arastirmalarinda B(a)P’in neden oldugu toksisitede
AdM’nin etkisinin caligildigi herhangi bir bilgiye rastlanilmamistir. Ancak B(a)P
uygulamasi, canlilar i¢in bir stres faktorii olarak da degerlendirilebilir. Bu agidan
degerlendirildiginde, cesitli stres sartlarinda canlilardaki AdM seviyelerinin degisimi ile
ilgili literatiirde caligmalar mevcuttur. AdM’nin vazoaktif bir peptid olarak
tanimlanmasindan sonra bu peptidin multifonksiyonlu 6zellikler gostermesi nedeniyle
bilim insanlarinin ilgisini ¢ekmis ve oldukc¢a popiiler bir ¢alisma konusu olmustur AdM
hakkindaki arastirmalar giinlimiizde de hizla devam etmektedir.

Shimosawa vd. tarafindan yapilan ¢aligmada antiotensin-II ve tuz diyeti modeli
kullanilarak, AdM™ farelerin daha agr oksidatif strese maruz kaldiklarmi
gosterilmistir. Arastirmacilar 2002 yilinda yaptiklart bu calismada oksidatif stres
belirtecleri olan izoprostan ve 8-hidroksideoksiguanozin/guanin’in (8-OHdG) idrardaki
seviyelerini belirlemislerdir, ayrica elektron spin rezonans metodu kullanarak gercek
zaman oksidan tiiretimini belirlemislerdir. Aragtirma sonucunda, AdM uygulamasiyla

artan oksidatif stresin azaldigi rapor edilmistir [91].
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Shimosawa vd. 2003 yilinda yaptiklar1 ¢calismada AdM yetersizligi (AdMH D)
olan ve insiiline duyarli yasl farelerde oksidatif stres ile indiiklenen degisimleri
arastirmiglardir. Caligsmada; yash farelerde oksidatif stresin bir markiri olan idrar

izoprostan seviyelerinin kontrol (AdM ™"

) farelerine gore 6nemli diizeyde arttig1 ancak
AdM uygulamasina bagl olarak idrar izoprostan seviyesinin kontrol ile ayni seviyeye
geldigini bildirmislerdir. Bu ¢aligsma ile aragtirmacilar uzun donem AdM yetersizliginin
oksidatif stresi arttirdigint ve AdM’nin insulin direncini indiikleyerek oksidatif stresi
engelledigini rapor etmislerdir [92].

Yoshimoto vd. 2004 yilinda yaptiklar1 bir calismada vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde anjiotensin-II ile indiiklenen ROT olusumu iizerine AdM’nin antioksidan
Ozelliklerini arastirmislardir. Arastirmacilar ¢alismalarinin sonucunda AdM’nin hiicre
ici ROT olusumunu inhibe ettigini ve AdM’nin anjiotensin-II ile indiiklenen vaskiiler
hasarda antioksidan olarak koruyucu bir rol aldigini bildirmislerdir [93].

Matsui vd. tarafindan 2004 yilinda yapilan ¢alismada ROT {iretimini uyaran
kronik hipoksiya modeliyle farelerde AdM’nin koruyucu etkisini akcigerlerde
arastirilmustir. Arastirmacilar 10 haftalik erkek AdM™ ve AdM™" fareleri 3-21 giin
arasinda % 10’luk oksijenli ortamda barindirarak hipoksiya olusturmuslar ve bu
hayvanlara hipoksiya siliresince mikro ozmotik pompalar ile peritoneal bosluga
30 ng/kg/saat olacak sekilde ekzojen AdM uygulamislardir. Hipoksiya ile indiiklenen
pulmoner ROT iiretimi yabanil farelere gére knock-out farelerde daha fazla meydana
gelmis ve ekzojen AdM uygulamasi akcigerde agirt ROT iiretimini normalize etmistir.
Aragtirmacilar, hipoksiya ile indiiklenen vaskiiler hasar modelinde AdM’nin koruyucu
bir peptid oldugunu ve bu koruyucu ozelligini ROT olusumunu baskilama ile
yapabilecegini bildirmislerdir [94].

Cao vd. 2005 yilinda yaptiklar1 calismada tuza duyarl bir sigan tiiriine %8 NaCl
iceren diyet uygulayarak AdM’nin antioksidan etkisini arastirmislardir. Arastirmacilar
tuz stresi uygulanan hayvanlara 4 hafta boyunca 1pg/saat dozda ozmotik mini pompalar
ile subkutan olarak insan rekombinant AdM’si uygulamislardir. Calismalarinin
sonucunda AdM uygulanan gruptaki hayvanlarin aortlarindaki sliperoksit seviyelerinin
azaldig1 ve AdM’nin endotelyal fonksiyonlar1 gelistiren 6nemli antioksidan 6zelliklere
sahip oldugu bildirilmistir [95].

Chen vd. 2005 yilinda yaptiklar1 ¢alismada AdM uygulamasinin sigan serebral
endotelyal hiicre kiiltiirlinde oksidatif hasara karsi koruyucu etkisi oldugunu

bildirmislerdir [96].
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Yine 2005 yilinda yapilan bir arastirmada Fujita vd. beyinde oksidatif stresin
inhibisyonunda endojen adrenomedullinin etkilerini aragtirmislardir. Bu ¢alismada AdM
{iretimini uyarmak icin AdM™" ve AdM"" farelere normal (% 0.6) ve yiiksek (% 8) tuz
diyeti 4 hafta uygulanmistir. Tuz uygulamasina bagli olarak yabanil tip farelerde beyin
dokusunda AdM seviyeleri istatistiksel olarak 6nemli derecede artarken, knock-out
farelerde artmamistir. Calisma sonucunda lusigenin kemiluminesens yontem ile 6l¢iilen
ve hiperozmotik tuz ile indiiklenen ROT fretimi knock-out farelerin izole
hipotalamuslarinda yabanil tiptekilere gore istatistiksel olarak yiliksek oldugu
bildirilmistir [97].

NO; ¢esitli fizyolojik ve patolojik silireglerde rol alan multifonksiyonel bir
molekiildiir. Literatiir bilgilerimize gére NO; hem antioksidan hem de pro-oksidan
ozelliklere sahiptir. NO’nun biyolojik rolleri konsantrasyonuna baglhdir. Patolojik
olmayan kosullarda NO konsantrasyonu nanomolar seviyede iken, oksidatif hasar
durumunda mikromolar seviyededir [98, 99]. Normal biyokimyasal tepkimeler sirasinda
olusan oksijen radikalleri ile c¢esitli biyolojik fonksiyonlar1 yerine getirmek iizere
tiretilen nitrik oksidin derisimleri genellikle ¢ok diisliktiir. Diisiik derisimdeki reaktif
tirler, hiicrelerin antioksidan sistemleri tarafindan inaktive edildiklerinden O6nemli
toksik etkilere neden olmazlar. Ancak bu radikallerin fazla yapimlar ¢esitli patolojik
durumlarda artabilir.

Suresh vd. 2000 yilinda otomobil emisyonuna maruz kalan trafik polislerinin
plazma lipit peroksitleri ve NO seviyeleri ile birlikte eritrosit lizatlarinda SOD, CAT ve
GSH-Px aktivitelerini arastirmislardir. Aragtirmacilar kontrol grubuna gore polislerde
yiiksek MDA seviyelerine karsin azalan antioksidan enzim aktiviteleri ve NO seviyeleri
bildirmislerdir. Arastirmacilar hava kirliligine maruz kalmanin oksidatif strese neden
olabilecegini bildirmislerdir. NO’nun bronsiyal genisleme ve siiperoksit anyonunu
inaktive etme 6zelliginden dolayr NO eksikliginin, sliperoksit radikalinin yar1 6mriiniin
artmasina ve akciger hasarma yol agmasi sonucunda oksidatif stresin meydana
gelmesine katkida bulundugunu 6nermislerdir [100].

Akciger kanserinin olusumunda reaktif oksijen ara iirlinlerinin birikmesinin
doku hasarinda rolii olabilecegi diistiniilmektedir. Bu nedenle Gargon vd. 2001 yilinda
Sprague Dawley si¢anlarinin akciger dokusunda 3’er mg B(a)P ve Fe,O3’in ayr1 ayr1 ve
birlikte intratrakiyel damlatma uygulanmasi sonucu oksidatif etkilerini ¢aligmislardir.
Kontrol grubuna fizyolojik serum veren arastiricilar BAP ve Fe,O5’in birilikte ve ayri

ayr1 uygulamalari sonucunda MDA seviyelerinde kontrol grubuna gore iki kat artis
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bildirmislerdir. Buna ilaveten NO seviyelerinin uygulama gruplarinda ve 6zellikle
kombine uygulama olan grupta hem iNOS mRNA ifadesinde hem de NO seviyelerinde
daha da yiikseldigini bildirmiglerdir. Arastirmacilar kombine B(a)P ve Fe,0O;
uygulamasinin solunum kanalinda tek basina B(a)P uygulamasindan daha da zararl etki
gosterdigini bildirmislerdir [101].

Bakan vd. 2002 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada mide kanseri olan insanlarin
serumlarinda MDA ve NO seviyelerini arastirmislar ve bu iki parametre arasinda pozitif
korelasyon oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar artan NO {retimi ve MDA
seviyelerinin oksidan-antioksidan dengesindeki iligski ile ilgili olabilecegini One
siirmiislerdir [98].

Bakan vd. yaptiklar1 bir baska calismada lenfotik 16semili hastalarin
serumlarinda antioksidan enzim ve NO seviyelerini ¢alismislardir. Arastirmacilar
calismalarinin sonucunda l6semi hastalarindaki oksidatif stresin antioksidan enzimlerde
yetersizlige neden olarak asirt ROT ve RNOT olusumuna yol actigini bildirmislerdir.
Arastirmacilar serum NO seviyelerinin 16semi hastalarinda kontrole gore istatistiksel
olarak yiiksek oldugunu ve bu durumun uzun siireli donemde DNA’da hasara yol agarak
mutasyon ve kansere neden olabilecegini bildirmislerdir [99].

Regoli vd. yaptiklar1 caligmada antartik giimiis baliginin dogal ortaminda
karsilagabilecegi doza yakin olan 0.5-5 pg/L B(a)P dozlarda uygulanan B(a)P MDA
seviyesinin sadece 0.5’lik dozda onemli derecede arttigi, CAT aktivitesinde artisin ve
GSH-Px aktivitesinde ise azaligin ise sadece 5 pg/L dozda kontrol grubuna gore farkli
oldugu bildirilmistir. Aragtirmacilar artan prooksidan tehdide bu baliklarin dogal olarak
adapte olmasindan dolayr prooksidan kimyasallara 1limli cevap verdiklerini
bildirmislerdir [102].

Saint-Denis vd. bir solucan tiirii yaptiklar1 ¢alismada ¢esitli BaP uygulama
dozlar1 50 pg-1 g/kg yapay toprak ve 1-14 giinliik siirede biyokimyasal (MDA, CAT,
GSH seviyeleri, GST ) parametrelerdeki degisimleri arastirmiglardir. Arastiricilar bazi
doz ve uygulama gruplarinda istatistiksel olarak 6nemli degisimler olmamakla birlikte,
BaP’mn serbest radikal olusumunu tesvik edip lipit peroksidasyonunun uyarabilecegini
bildirmislerdir [103].

Wells ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada aralarinda B(a)P’in da bulundugu
cesitli teratojenik kimyasallarin oksidatif hasardaki rollerini hiicre kiiltiirlinde
arastirmiglardir. Arastiricilar B(a)P’1n fibroblast kiiltiir hiicrelerinde DNA oksidasyonun

ve mikroniikleus olusumunu baslatmada rol aldigini bildirmislerdir. Arastiricilar
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makromolekiillerin oksidatif hasarlariin ksenobiyotiklerin teratojenik
mekanizmalarinda rolleri olabilecegini bildirmislerdir [ 104].

Herken vd. panik atak hastalarinin serumlarindaki SOD enzim aktivitesi ve NO
konsantrasyonunu olgmiisler. Arastirmacilar 2006 yilinda yayinladiklar1 makalede SOD
enzim aktivitesinin azaldigimi, NO konsantrasyonunun ise artigin1 ancak bu
degisikliklerin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak Oonemli olmadiklarini rapor
etmislerdir [105].

AdM’nin 1993 yilindaki kesfinden sonra yapilan ¢alismalarla ¢ok fonksiyonlu
bir peptid oldugunun ortaya ¢ikarilmasi bilim diinyasinin AdM ile ilgili ¢aligmalarini
hizlandirmistir. Cesitli patolojik durumlarda AdM’nin koruyucu ve telafi edici 6zellik
gosterdigine dair caligmalar son yillarda artmaktadir. Son yillarda AdM ve NO’nun
oksidatif sartlardaki etkileri ile ilgili ¢aligmalar literatiirde yer almistir. Bu calisma ile
B(a)P ve AdM uygulamasina bagli olarak antioksidan enzim seviyelerindeki, lipit
peroksidasyonundaki, toplam glutatyon seviyesindeki, NO ve AdM seviyelerindeki

degisikliler ve B(a)P’1n uygulanmasi ile AdM arasindaki etkilesim aragtirilmigtir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Deneylerde Kullanilan Sicanlar

Deneylerde indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirmalar Birimi
tarafindan tiretilen Wistar irk1 5-6 aylik erkek sicanlar kullanilmistir (n=30). Sicanlar;
Kontrol (K), Adrenomedullin (AdM), Yag (Y), Benzo(a)piren (B(a)P),
Benzo(a)piren+Adrenomedullin (B(a)P+AdM), uygulama grubu olmak iizere esit sayida
denek iceren bes gruba ayrilmistir. Viicut agirliklart 250-300 gr arasinda degisen
siganlar deney giiniine kadar 12 saat aydinlik/karanlik, havalandirmali, sabit 1s1l1 odada,
0zel kafeslerde barindirilmigtir. Deney siiresince hayvanlara standart sican yemi ve

icebildikleri kadar su verilmistir.

3.1.1. Benzo(a)piren uygulamasi

200 mg Benzo(a)piren 4 mL misir yaginda ¢oziindiiriilmiistiir. Hazirlanan B(a)P,
50 mg/kg olacak sekilde deney gruplarina intraperitonal olarak tek dozda enjekte
edilmistir. B(a)P uygulamasindan 14 hafta sonra hayvanlar sakrifiye edilerek dokular1

alinmustir.
3.1.2. Yag uygulamasi

B(a)P uygulamasina denk olacak hacimde misir yagi hayvanlara i.p. enjeksiyon
ile tek dozda enjekte edilmistir. Yag uygulamasindan 14 hafta sonra hayvanlar sakrifiye
edilerek dokular1 alinmistir.
3.1.3. Adrenomedullin uygulamasi

Adrenomedullin uygulama grubuna (n=6) yedinci haftadan itibaren baglamak

lizere, iki hafta siiresince her giin 2 pg/kg viicut agirligi olacak sekilde serum fizyolojik

icerisinde ¢oziindiiriilen AdM (Calbiochem Adrenomedullin 1-50, Rat) intraperitoneal

(i.p.) enjeksiyon ile uygulanmistir.
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3.1.4. Benzo(a)piren+Adrenomedullin uygulamasi

Intraperitonal enjeksiyon ile 50 mg/kg B(a)P uygulamasi yapilan deney grubuna
(n=6) yedinci haftadan itibaren baglamak iizere, iki hafta boyunca her giin 2 pg/kg viicut
agirhigi olacak sekilde i.p. enjeksiyon ile serum fizyolojik i¢erisinde ¢oziindiiriilen AdM

(Calbiochem Adrenomedullin 1-50, Rat) uygulanmistir.

3.2. Organlarin Alinmasi

Sigcanlar1 bayiltmak icin anestezik madde olarak ketamin/ ksilazin hidroklorid
kullanilmistir. Siganlara ketamin/ ksilazin hidroklorid, 20/2 mg/kg v.a. dozda karin
bolgesine enjekte edilmis ve bayiltma islemi 3-4 dakika i¢inde tamamlanmistir. Tiim
uygulama ve kontrol grubu hayvanlar bayiltma isleminden sonra karin bolgesinden
kesilerek viicudun i¢ kismi yukar1 dogru gogiis kafesine kadar agilmistir. Bu esnada
organlara temas edilmemesine 6zen gosterilmistir. Kalbin vena cava’si kesilip, kalpten
ve vicuttan kan1 uzaklastirmak icin kalbe 20 mL %0.9’luk NaCl enjekte edilerek

perflizyon islemi tamamlanmustir.

3.2.1. Kalp, bobrek, akciger ve Kkaraciger dokularimin alinmasi ve

homojenizasyonu

Perflizyon isleminden sonra kalp, bobrek, karaciger ve akciger dokulari
tamamen alinmistir. Dokular temizlenmeleri i¢in serum fizyolojik ile tekrar perfiize
edilmis ve lipit peroksidasyonu, enzim aktiviteleri, glutatyon, nitrik oksit (NO) ve
adrenomedullin (AdM) c¢alismalari i¢in dort kisma ayrilmistir. Her bir doku 6rneginin
daralar1 alinmig deney tiiplerine alinarak doku agirliklar1 kaydedilmistir.

Enzim aktiviteleri i¢in doku tartim isleminden sonra, 1/4 w/v oraninda PBS
tamponu (pH 7.4) eklendi ve buz igerisinde PVC, Kinematica, Status homojenizatorii ile
tiim doku 0rnegi parcalanincaya kadar homojenize edilmistir.

Lipit peroksidasyonu i¢in doku tartim isleminden sonra, 1/4 w/v % 1.15’1ik KCl
coOzeltisi ile homojenizasyon islemi yapilmistir. Homojenat ornekleri analizler
yapilincaya kadar - 70 °C’de derin dondurucuda saklanmugtir.

Enzim aktiviteleri, glutatyon ve protein analizleri yapilacak olan doku 6rnekleri

homojenizasyon islemlerinin ardindan +4 °C’de, 17,000 g’de 10 dakika Ole Dich

41



157.MP mikrosantrifiij cihazi ile santrifiij edilerek elde edilen silipernatan 6rnekleri
analizleri yapilincaya kadar - 70 °C’de derin dondurucuda saklanmustir.

AdM seviyeleri i¢in doku tartim isleminden sonra 1/4 w/v oraninda PBS
tamponu (pH 7.4) eklenerek buz igerisinde tiim doku 6rnegi parcalanincaya kadar
homojenize edilmistir. Homojenizasyon islemlerinin ardindan doku ornekleri +4 °C’de,
10,000 g’de 10 dakika ile santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatan 6rnekleri AdM
analizleri yapilincaya kadar - 70 °C’de derin dondurucuda saklanmustr.

NO seviyeleri i¢in doku tartim igleminden sonra 1/4 w/v oraninda PBS tamponu
(pH 7.4) eklenerek buz igerisinde tiim doku Ornegi pargalanincaya kadar homojenize
edilmistir. Homojenizasyon islemlerinin ardindan doku 6rnekleri +4 °C’de, 10,000 g’de
20 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatan ornekleri NO analizleri

yapilincaya kadar - 70 °C’de derin dondurucuda saklanmugtir.

3.3. Toplam Protein Ol¢iimii

Homojenat ve siipernatan drneklerindeki toplam protein miktar1 Sigma-Aldrich
firmasinin Bradford ayiraci teknik biiltenindeki 96 delikli plaka 6l¢iim protokolii ile
belirlendi [106]. Bu yontemde standart protein olarak Bovin Serum Albumin (BSA)

kullanilmustir. Standart grafige gore orneklerdeki toplam protein miktarlar1 saptanmustir.

3.3.1. Toplam Protein Tayini

e Bradford ayirac1 kuvvetlice ¢calkalanip oda sicakligina getirildi.

e BSA kullanilarak PBS tamponu igerisinde 0.1-1.4 mg/ml araliginda protein
standartlar1 hazirlandi.

e Protein standartlarindan 5 pl alinip 96 delikli plakanin uygun yerlerine 3 tekrarl
olarak pipetlendi. Kor i¢in 5 ul PBS tamponu pipetlendi.

e 0.1-1.4 mg/ml araliginda olacak sekilde sulandirilan homojenat ve siipernatan
orneklerinden 5 pl alimip 96 delikli plakanin uygun yerlerine 2 tekrarli olarak
pipetlendi.

e Kullanilan her bir delige (kor, standartlar, bilinmeyenler) ¢ok kanalli mikropipet
kullanilarak 250 pl Bradford ayiract pipetlendi.
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e Hazirlanan mikro plaka, mikro plaka okuyucu cihazin calkalama yapabilen
haznesinde 10 saniye boyunca calkalandi.

e Olgiim yapilacak olan plaka oda sicakliginda 10 dakika araliginda inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresini sonunda 595 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iildii.

e Her bir standardin net absorbans degeri ile buna karsilik gelen protein
konsantarsyon degerleri kullanilarak lineer standart grafik olusturuldu.

e Olusturulan bu standart grafik kullanilarak, bilinmeyen 6rneklerin 595 nm dalga
boyundaki net abrorbans degerlerine karsilik gelen mg/ml protein degerleri

belirlendi.

3.4. Enzim Aktivite Tayinleri

3.4.1. Siiperoksit dismutaz aktivite tayini

Kalp, bobrek, karaciger ve akciger slipernatan orneklerinde SOD enziminin
aktivite tayini Sun vd. gore yapilmistir [109]. Bu yontem ksantin-ksantin oksidaz (XO)
sisteminde retilen siiperoksit radikallerinin nitroblue tetrazoliumu (NBT)
indirgemesinin, SOD enzimi tarafindan inhibisyonu temeline dayanmaktadir. Bu
yontemde 1 iinite SOD aktivitesi, NBT rediiksiyonunu % 50 oraninda inhibe eden

enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir. Yontem icin gerekli olan ¢ozeltiler asagida

verilmistir.

* Ksantin :0.3mM
«EDTA :0.5mM
* Na,CO; 1400 mM
* NBT : 150 uM
* BSA ;1 g/L

* CuCl, 0.8 mM
* (NH4)2SO4 :2M

* Ksantin oksidaz : 0.16 U/mL (2 M’lik (NH4),SO4 ¢6zeltisi ile hazirlandi)
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SOD enzim aktivitesinin tayininde kullanilacak olan reaksiyon karigimi asagida
belirtilen ¢ozelti oranlar1 kullanilarak olusturulmustur.
* Ksantin : 40 mL
*EDTA :20mL
* NBT : 20 mL
*Na,CO5; :12mL
* BSA :6mL

SOD enzim aktivitesinin tayininde drneklerin hazirlanmasi asagida verilmistir.

» Ormnek siipernatanlar kloroform/etanol (3/5 V/V) karisimi ile 1:1 oraninda
karistirilmastir.

 Bu karisim + 4 °C’de ve 14,000 rpm’de 30 dakika santrifiij edilmistir.

» Santrifiij sonras1 elde edilen siipernatandan enzim aktivitesi ve protein miktari

tayin edilmistir

SOD enzim aktivitesinin tayininde Cizelge 3.1°de gosterilen oranlar kullanilarak

Olctim yapilmustir.

Cizelge 3.1. SOD aktivite tayininde kullanilan ¢dzelti miktarlari

Kor Ornek
Reaktif karisimi1 2.9 mL 2.9 mL
Ornek siipernatan - 50 uL
Distile su 50 uL ---
Ksantin oksidaz ¢ozeltisi 50 uL 50 uLb

* Deney tiipleri oda sicakliginda 20 dakika inkiibasyona birakilmistir.
« Siire sonunda reaksiyon 1 mL CuCl, pipetlenmesi ile durdurulmustur.
» Kor ve ornek tiiplerden 3’er mL alinarak distile suya karsi spektrofotometrede

(Shimadzu UV-1601 UV/VIS) 560 nm dalga boyunda absorbanslar okunmustur.
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SOD aktivitesi tayini sonucunda Orneklerde olusan yiizde inhibisyon asagidaki
formiil ile hesaplanmustir.
(4 kér - A émek)

%o inhibisyon = x 100
A kér

3.4.2. Katalaz aktivite tayini

Kalp, bobrek, karaciger ve akciger dokularindan elde edilen siipernatan
orneklerinde katalaz enziminin aktivite tayini Luck’a gore yapilmistir [107]. Bu yontem

icin gerekli olan ¢ozeltiler asagida verilmistir.

* 1/15 M Na-K fosfat tamponu (Na,HPO4-KH,PO4) pH 7
* Derisik (%35°lik) H,O, ¢ozeltisi

Hazirlanan Na-K-fosfat tamponunun 100 mL’sine, 160 pL derisik H,O, ¢ozeltisi
pipetlenmistir. Olusan bu ¢ozeltiden 1000 uL alinip kor olarak kullanilmistir. Karaciger,
akciger, kalp ve bobrek dokularinda katalaz aktivitesini belirlemek icin yine ayni
karisimdan 1000 pL almip kuarz kiivete pipetlenmis ve iizerine karaciger dokularinda
5 pL, akciger dokularinda 10 pL, kalp dokularma 10 pL ve bobrek dokularinda 10 pL
siipernatan eklenmigtir. Kiivet bir kez karistirilip spektrofotometrede (Shimadzu UV-
1601 UV/VIS) 240 nm dalga boyunda (30 sn. boyunca) absorbans degisimi
okunmugtur. Elde edilen bu optik dansite farkindan (AOD) mL’deki enzim iinite sayis1

asagidaki formiile gore hesaplanmustir.

A OD x 1 dk. x 1000

0.036 x pL siipernatan

3.4.3. Se-Bagimh glutatyon peroksidaz aktivite tayini

Kalp, bobrek, karaciger ve akciger siipernatan drneklerinde Se-bagimli GSH-Px
enziminin aktivite tayini Lawrence ve Burk yontemine gore yapilarak ol¢tilmiistiir

[108]. Bu yontem i¢in gerekli olan ¢ozeltiler asagida verilmistir.
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* 5 mM EDTA igeren 50 mM K-fosfat tamponu (KH,PO4-K,HPO4) pH 7.0

* NaN3 (Sodyum azid) 1 mM
* H,0, :2.5mM
* NADPH :2mM
* GSH (Rediikte glutatyon) :2mM
* GSSG Rediiktaz : 5 U/mL

Kor i¢cin 1 mL tampon, 30 pL NADPH, 30 uL GSH, 30 pL NaN; ve 60 puL
GSSG rediiktaz ¢ozeltileri kuarz kiivete pipetlenmistir. 37 °C’de 5 dk. inkiibasyona
birakilan kiivete 20 uL H,O, pipetlenmis ve spektrofotometrede (Shimadzu UV-1601
UV/VIS) 340 nm dalga boyunda (1 dk. boyunca) absorbans degisimi okunmustur. Kalp,
bobrek, karaciger ve akciger dokulart i¢in 10 pL siipernatan pipetlendikten sonra kor
ornekteki gibi inkiibasyona birakilmis ve 340 nm dalga boyundaki absorbans degisimi
okunmustur. Elde edilen bu optik dansite farkindan mL’deki enzim aktivite tayini

asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir.

A OD
c= —
6220 / mL

3.5. Toplam Glutatyon Miktarimnin Belirlenmesi

Kalp, bobrek, karaciger ve akciger siipernatan Orneklerinde toplam glutatyon
miktariin tayini Akerboom yontemine gore yapilmistir [110]. Yontem i¢in gerekli olan

cozeltiler asagida verilmigtir.

* 0.1 M, potasyum fosfat tamponu pH=7

* 5,5’-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB): 1.5 mg/mL DTNB, stok tampon
cozeltisiyle gilinliik olarak hazirlanmistir.

* GSSH Rediiktaz: Enzim konsantrasyonu 6 U/mL olacak sekilde stok tampon
¢oOzeltisiyle giinliik olarak hazirlanmistir.

* NADPH: 4 mg/mL olacak sekilde stok tampon ¢ozeltisiyle giinliikk olarak

hazirlanmistir.
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Cizelge 3.2. Glutatyon miktar1 tayininde kullanilan ¢6zelti miktarlar

Kor Ornek
Tampon I mL I mL
Ornek siipernatan --- 10 uL
Distile su 10 uL ---
NADPH 50 uL 50 uL
DNTB 20 uL 20 uL
GSH Rediiktaz 20 uL 20 uL

Glutatyon (GSH+GSSH) miktar1 tayini i¢in Cizelge 3.2.°de belirtilen

hacimlerde ¢6zeltilerin spektrofotometre kiivetine eklenerek ve 5 dakika beklenilmistir.

2 GSH + DTNB GSSG+ 2 TNB
GSSG+ NADPH + H' 2GSH + NADP*
NADPH + H" + DTNB 2 TNB + NADP"

Bekleme siiresinin ardindan yukaridaki reaksiyonlar sonucu olusan TNB (5-thro-
2-nitrobenzoat) miktarlar1 412 nm’de spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Daha
sonra yine 412 nm’de standart grafik ¢izildi ve okunan absorbans degerlerine karsilik
gelen toplam glutatyon miktar1 grafikten belirlenmistir. Toplam glutatyon miktari

nmol/protein olarak hesaplanmustir.
3.6. Lipit Peroksidasyonunun Belirlenmesi
Kalp, bobrek, karaciger ve akciger homojenatlarinda lipit peroksidasyonunun en
Oonemli gostergesi olan MDA diizeylerinin Ol¢ciimii Buege ve Aust’a gore yapilmistir
[111]. Bu yontem i¢in gerekli olan ¢ozeltiler asagida verilmistir.
* % 15’lik Trikloroasetik asit (TCA) ¢ozeltisi : 1 hacim

* % 0.375’lik Tiobarbiturik asit (TBA) ¢ozeltisi: 1 hacim
* 0.25 N’lik HCI ¢ozeltisi : 1 hacim
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Lipid peroksidasyonu i¢in gerekli olan ii¢ ¢6zeltinin belirtilen hacim oranlarinin
karistirilmasiyla lipid peroksidasyonu analizinde kullanilacak ¢ozelti hazirlanmistir.
Kalp, bobrek, karaciger ve akciger homejenatlarinda MDA seviyelerinin tayini

asagida verilmistir.

* 10 mL’lik santrifijj tliplerine hazirlanan ¢6zeltiden 4 mL pipetlenmistir.

» Ornek tiiplerine 1 mL homojenat pipetlenmistir.

* Tiipler vortekslenmistir.

» Ornekler kaynar suda (95-100 °C) 15 dk. inkiibe edilmistir.

» Ornekler bir siire oda sicakliginda bekletildikten sonra su igerisinde sogutuldu ve
3500 rpm’de 10 dk. santrifiij edilmistir.

+ Siipernatanlarin 535 nm dalga boyundaki absorbanslart Shimadzu UV-1601
UV/VIS spektrofotometre ile belirlenmistir.

MDA miktarlar1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir. MDA-TBA

komplaeksi i¢in molar absorbans katsayisi; e: 1.56 x 10° M™' ¢cm™

OD Toplam hacim
C= X
1.56 x 10° Ornek hacmi

3.7. Dokulardaki NO Konsantrasyununun Tayini

Kalp, bobrek, karaciger ve akciger siipernatan Orneklerindeki NO miktar
Cayman Chemical nitrit/nitrat fluorometrik Olglim kiti kullanilarak o6l¢iilmiistiir.
Kullanilan kit dokudaki nitriti nitrata ¢evirmek sureti ile NO’nun son firiinleri olan

nitrit + nitrat seviyesini 6lgmektedir.

Kitin igerigi asagida verilmistir.

«  Olgiim tamponu
« Nitrat rediiktaz
o Enzim kofaktorleri

« Nitrat standardi
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« Nitrit standardi
« Fluorometrik ayiraglar: DAN ve NaOH

Cizelge 3.3. NO miktar1 tayininde kullanilan ¢6zelti miktarlar

Kor Ornek
Olgiim Tamponu 80 uL 70 uL
Ornek siipernatan - 10 uL
Enzim Kofaktor Karigimi 10 uL 10 uL
Nitrat Rediiktaz Karigimi 10 uL 10 uL
DAN ayiraci 10 uL 10 uL
NaOH 20 pL 20 uL

NO miktar1 tayininde Cizelge 3.3.’de belirtilen hacimlerde ¢ozeltiler mikro
plakaya pipetlenmis ve flurometrik mikro plaka okuyucuda (SpectraMax Gemini XS,
Molecular Devices Corp, USA) eksitasyon dalga boyu 360- 365 nm ve emisyon dalga
boyu 460 nm kullanilarak absorbans degerleri olgiilmiistiir. NO miktar1 ¢izilen standart

grafik kullanilarak hesaplanmistir.

3.8. Dokulardaki Adrenomedullin Seviyelerinin Tayini

Adrenomedullin diizeyleri C. Evereklioglu’na gore [112] modifiye edilerek
asagidaki gibi dl¢lilmistiir:

1. Doku homojenatlart +4 °C’de, 10.000 g’de 10 dakika Ole Dich 157.MP
mikrosantrifiij cihazi ile santrifiij edilmistir.

2. 20 pl siipernatan alinarak yeni ependorf tiiplerine aktarilmistir.

3. Hazirlanilan her tiip i¢in, asetonitril ve trifloroasetik asit iceren tampon ile
1.5 mL/dak. akis hizli ¢ift pompali ters-faz sistemli, C18 kolonundan gegirilerek
Cecil 1100 marka HPLC (High Pressure Liquid Chromotography)’de 220 nm
dalga boyunda 6l¢iim yapilmustir.
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3.9. Histopatolojik Inceleme

Kalp, bobrek, karaciger ve akciger doku drnekleri % 10’luk nétral formaldehit
ile fiksasyon islemi ardindan 24 saat boyunca akan ¢esme suyunda yikandiktan sonra
% 70°den absoliiye kadar dereceli etil alkol serileri ile dehidrate edilmislerdir.
Dehidratasyon isleminin ardindan Ornekler 1,5 saat ksilolde seffaflandirilmis ve
60°C’de erimis parafine konulmak suretiyle parafin igerisine gémiilerek bloklanmustir.
Parafin bloklardan Lipshaw marka rotary mikrotom kullanilarak 5 pm kalinliginda
kesitler alinmig ve bu kesitlere histolojik inceleme i¢in Hematoksilen-eosin (H-E)
boyama yontemiyle boyanmustir. Hazirlanan preparatlarda Lyca DFC280 151k
mikroskobu ve Leica Q Win Gorlintli Analiz Sistemi (Leica Micros Imaging Solutions

Ltd.; Cambridge, U.K) ile genel histolojik yap1 incelenerek fotograflar: ¢ekilmistir.

3.10. istatistiksel Yontem

[statistiksel degerlendirmeler SPSS for Windows Version 10.0 paket programi
ile yapilmistir. Degiskenlere iliskin veriler ortalama + standart hata ile verilmistir.
Ikiden fazla olan deney gruplarmin karsilastirmalarinda tek yonlii varyans analizi (One-
Way ANOVA) kullanilmistir. Deney sonuglarinin ikili karsilagtirmalarinda ise en kiiciik
onemli fark (LSD) yontemi kullanilmustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Adrenomedullin ve benzo(a)piren’in intraperitonal yolla uygulamasina bagh
olarak sicanlarin kalp, bobrek, karaciger ve akciger dokularinda MDA seviyeleri, CAT,
SOD, GSH-Px enzim aktiviteleri, toplam glutatyon seviyesi, NO miktari, AdAM seviyesi
ve histopatolojik degisimler incelenmistir. Calisma sonucunda elde edilen bulgular;
Cizelge 4.1, Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3.’de gosterilmistir. Arastirma bulgulart lipit
peroksidasyon seviyeleri, enzim aktivitelerindeki degisimler, toplam glutatyon
miktarindaki degisimler, nitrik oksit konsantrasyon seviyesindeki degisimler ve

adrenomedullin seviyesindeki degisimler olmak tizere bes baslik altinda verilmistir.

Cizelge 4.1. Adrenomedullin ve B(a)P uygulamasina bagli olarak biyokimyasal
parametrelerdeki degisimler, * Kontrol grubuna, b Yag grubuna, ¢ AdM
grubuna, 4 B(a)P grubuna gore degisimler istatistiksel olarak onemlidir

(a,b,c,dp< 0 05)
MDA SOD CAT GSH-Px  Toplam GSH
KALP (nmol/mg p)  (U/mg p) (U/mg p) (Umgp)  (nmol/ mg p)

Kontrol 0.64+0.08  83.71+1.90  36.26+2.89  29.91+1.62  7.10+0.83
Yag 0.69+0.17  86.83+4.20  40.76+4.54  27.16£1.86  7.62+0.75
AdM 4.1£0.38%"  85.84+1.38 99.83+5.86°" 25.51£2.54  17.7240.94*°
B(a)P 5.51£0.60" > °74.81+3.27% "€ 64.74+3.87°>¢ 33.45+3.59  13.9£1.31%>¢
B(a)P+rAdM  1.4£0.32°%  90.55+1.33¢ 60.25+6.92%"€40.59+3.45%™° 13.37+1.27%"°

BOBREK

Kontrol 1.53£0.13  102.39+2.30  134.31+8.41 24.95+2.04  9.48+1.00
Yag 1.55£0.13  105.16£2.70  135.72+£8.48  25.6+2.49 12.12+1.59
AdM 1.58+0.16 88.68+6.21*" 93.02+3.66™" 27.42+2.42  10.48+0.84
B(a)P 1.7240.10  103.02+1.44° 85.71+5.91*° 22.77+1.97  10.65+0.41

B(a)P+AdM  1.31£0.10° 102.87+2.92° 91.34x721%% 2556+2.93  10.55+0.93
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Cizelge 4.1. (devam)

MDA SOD CAT GSH-Px Toplam GSH

KARACIGER  (nmol/mgp)  (U/mgp) (Umgp) (Umgp) (nmol/ mgp)
Kontrol 0.28+0.03  113.63+3.07  83.6£523  26.64+1.43 6.62+0.49
Yag 0.29+0.01  110.03+3.07 84.16£621  25.742.22 7.18+0.60
AdM 0.31£0.03  112.51£2.83  77.78£5.86  28.66+1.71 6.76£0.29
B(a)P 0.35+0.03  100.45+2.64"°60.83+2.9>™°  30.0+1.09 6.15+0.16

B(a)P+AdM  0.31£0.02  102.7+£3.47%¢ 80.09+5.57%  22.97+2%¢ 7.47+0.19¢

AKCIGER
Kontrol 0.50£0.03  92.69+2.37  35.53x1.73  30.72+1.56 8.61+1.05
Yag 0.50£0.03 ~ 97.29+1.86  40.19+2.59  25.57£1.78 8.14+0.36
AdM 0.60£0.031*°°  102.2+2.6*  44.98+3.25"  33.69+1.59" 8.89+0.6
B(a)P 0.58+0.019  94.89+3.5°  30.19+2.13%° 24.4142.07%°  7.63+0.68

B(a)PtAdM  0.68+0.05%> ¢ 102.7+1.65>¢ 37.88+2.29° 24.26£1.72¢  9.1£0.25

4.1. Lipit Peroksidasyonu

Kalp, bdobrek, karaciger ve akciger doku homojenatlarinda lipit
peroksidasyonunun en 6nemli gostergelerinden biri olan MDA diizeyleri belirlenmistir.
Tim dokulardaki kontrol ve yag gruplar1 arasindaki farklar istatistiksel olarak 6nemsiz
olarak bulunmustur.

AdM uygulama grubundaki hayvanlarin kalp dokularinda dlgiilen
(4.1+0.38 nmol/mg p) MDA seviyesindeki artig kontrol (0.64+0.08 nmol/mg p) ve yag
(0.69+0.17 nmol/mg p) gruplarindan istatistiksel olarak onemlidir (p<0.05). B(a)P
uygulama grubundaki hayvanlarin kalp dokularindaki MDA seviyelerindeki artis
(5.51+0.6 nmol/mg p) kontrol, yag ve AdM uygulama gruplariyla karsilastirildiginda
istatistiksel olarak onemli diizeyde bulunmustur (p<0.05). B(a)P+AdM uygulama
(1.4+0.32 nmol/mg p) grubu hayvanlarin kalp dokularindaki MDA seviyesi AdM ve
B(a)P uygulama gruplarina gore istatistiksel olarak dnemli diizeyde azalmistir (p<0.05).
Bobrek dokusunda ise sadece B(a)P+AdM uygulama grubundaki hayvanlarda
(1.31£0.1 nmol/mg p) oSlgiilen MDA seviyelerindeki azalis B(a)P uygulama grubuna
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(1.72+0.1 nmol/mg p) gore onemlidir (p<0.05). Karaciger dokusunda MDA seviyesi
bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak énemli bir fark saptanmamustir. Akciger
dokusunda AdM (0.60+0.03 nmol/mg p) ve B(a)P+AdM uygulama gruplarindaki artis
(0.68+0.04 nmol/mg p) kontrol (0.50+0.02 nmol/mg p) ve yag (0.50+0.02 nmol/mg p)
gruplarina gore dnemlidir (p<0.05). Bununla birlikte B(a)P+AdM uygulama grubundaki
artis B(a)P uygulama grubuna (0.58+0.0019 nmol/mg p) gore de istatistiksel olarak
onemlidir (p<0.05). Kalp, bobrek, karaciger ve akciger dokularinda 6lciilen MDA
seviyesindeki degisimler Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3 ve Sekil 4.4°de verilmistir.

a b, c

T

MDA (nmolimg prot)
I
\ 8

_ . /
N/ /

Tag AdV B(z)f  Ba)P+AdM

Sekil 4.1. Kalp dokusundaki MDA seviyesindeki degisimler * Kontrol grubuna, ® Yag
grubuna, ¢ AdM grubuna, ¢ B(a)P grubuna gore degisimler istatistiksel olarak
énemlidir (**4 p<0.05)
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K Yag AdM Bra)f  Ba)P+ad

Sekil 4.2. Bobrek dokusundaki MDA seviyesindeki degisimler ¢ B(a)P grubuna gore
degisimler istatistiksel olarak énemlidir (‘ p<0.05)

0.4 -

\
=

MDA (nmolfmg prot)
[}
]

[
—
1

I:I 1 1 1 1 1
K Vag AdM Bla)P  Bra)P+AdM

Sekil 4.3. Karaciger dokusundaki MDA seviyesindeki degisimler
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Sekil 4.4. Akciger dokusundaki MDA seviyesindeki degisimler * Kontrol grubuna, ® Yag
grubuna, d B(a)P grubuna gore degisimler istatistiksel olarak Onemlidir
**4p<0.05)

4.2. Enzim Aktivitelerindeki Degisimler

Kalp, bobrek, karaciger ve akciger dokularinda antioksidan enzim
aktivitelerindeki degisim belirlenmistir. Tiim dokulardaki kontrol ve yag gruplar

arasindaki farklar istatistiksel olarak 6nemsiz diizeyde bulunmustur.

4.2.1. SOD enzim aktivitesi

Kalp dokusu SOD enzim aktivitesi bakimindan degerlendirildiginde B(a)P
uygulama grubunda (74.81+3.27 U/mg p) kontrol (83.71+1.9 U /mg p), yag (86.83+4.2
U/mg p) ve AdM (85.84+1.38 U/mg p) gruplarma gore istatistiksel olarak Onemli
diizeyde bir azalig, ayrica B(a)P+AdM uygulama grubunda (90.55+1.33 U/mg p) B(a)P
uygulama grubuna (74.814+3.27 U/mg p) gore istatistiksel olarak dnemli bir artig vardir
(»<0.05). Bobrek dokusunda AdM uygulama grubundaki (88.68+6.21 U/mg p) azalma
kontrol (102.39+£2.3 U/mg p) ve yag (105.16£2.7 U/ mg p) gruplarina gore istatistiksel
olarak onemlidir (p<0.05). Yine bobrek dokusunda B(a)P (103.02+1044 U/mg p) ve
B(a)P+AdM (102.87+2.92 U/mg p) uygulama gruplarinda AdM uygulama grubuna gore
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istatistiksel olarak 6nemli diizeyde artis oldugu belirlenmistir (p<0.05). Karaciger
dokusundaki B(a)P uygulama grubundaki (100.45+2.64 U/mg p) SOD enzim
aktivitesindeki azaligin kontrol (113.63+£3.07 U/mg p), yag (110.03£3.07 U/mg p) ve
AdM (112.51+2.83 U/mg p) uygulama grubuna gore istatistiksel olarak énemli oldugu
ve B(a)P+AdM uygulama grubunda (102.7+3.47 U/mg p); kontrol ve AdM uygulama
grubuna gore istatistiksel olarak dnemli bir artig oldugu belirlenmistir (p<0.05). Akciger
dokusunda; AdM uygulama grubunda (102.242.6 U/mg p), kontrol grubuna
(92.69+2.37 U/mg p) gore onemli bir artis gozlenirken; B(a)P uygulama grubunda
(94.89+£3.5 U/mg p) AdM uygulama grubuna gore istatistiksel olarak onemli bir
azalmanin oldugu belirlenmistir (p<0.05). Akciger dokusunun B(a)P+AdM uygulama
grubunda (102.7+1.65 U/mg p) ise kontrol ve B(a)P uygulama grubuna gore istatistiksel
olarak 6nemli bir artig vardir (p<0.05). AAM ve B(a)P uygulamalarina bagh olarak kalp,
bobrek, karaciger ve akciger dokularindaki SOD enzim aktivitelerindeki degisimler

Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7 ve Sekil 4.8°de verilmistir.

100 -
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T
80 - / / a,_l‘rg,t: %
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K Yag Ad BlaP  Bla)P+add
Sekil 4.5. Kalp dokusundaki SOD enzim aktivitelerindeki degisimler * Kontrol grubuna,

®Yag grubuna, ¢ AdM grubuna, ¢ B(a)P grubuna gore degisimler istatistiksel
olarak énemlidir (**¢ p<0.05)
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Sekil 4.6. Bobrek dokusundaki SOD enzim aktivitelerindeki degisimler * Kontrol

grubuna, ° Yag grubuna, © AdM grubuna gore degisimler istatistiksel olarak
6nemlidir (™€ p<0.05)
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Sekil 4.7. Karaciger dokusundaki SOD enzim aktivitelerindeki degisimler * Kontrol
grubuna, ° Yag grubuna, © AdM grubuna gore degisimler istatistiksel olarak
énemlidir (** p<0.05)
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Sekil 4.8. Akciger dokusundaki SOD enzim aktivitelerindeki degisimler * Kontrol
grubuna, © AdM grubuna, ¢ B(a)P grubuna gore degisimler istatistiksel olarak
6nemlidir (*“¢ p<0.05)

4.2.2. Katalaz enzim aktivitesi

Kalp dokusunda AdM (99.83+5.86 U/mg p), B(a)P (64.74+3.87 U/mg p) ve
B(a)P+AdM (60.25+6.92 U/mg p) uygulama gruplar1 arasindaki katalaz enzim
aktivitesindeki artis kontrol (36.26+2.89 U/mg p) ve yag (40.76+4.54 U/mg p)
uygulama gruplarina gore istatistiksel olarak dnemli diizeyde bulunmustur (p<0.05).
Yine kalp dokundaki B(a)P ve B(a)P+AdM uygulama gruplarindaki azalis AdM
grubundan istatistiksel olarak onemlidir (p<0.05). Bobrek dokusundaki kontrol
(134.31+8.41 U/mg p) ve yag (135.72+8.48 U/mg p) gruplarina goére CAT
aktivitesindeki azalis AdM (93.02+3.66 U/mg p), B(a)P (85.71+£5.91 U/mg p) ve
AdM+B(a)P (91.34+7.21 U/mg p) uygulama gruplarindan istatistiksel olarak 6nemli
diizeydedir (p<0.05). Karaciger dokusundaki B(a)P uygulama grubundaki
(60.83+2.9 U/mg p) azalis kontrol (83.6+5.23 U/mg p), yag (84.16+6.21 U/mg p) ve
AdM (77.78+£5.86 U/mg p) uygulama gruplarindan istatistiksel olarak Onemlidir
(»<0.05). Ayrica B(a)P+AdM grubundaki (80.09+5.57 U/mg p) artis, B(a)P uygulama
grubuna gore istatistiksel olarak onemli diizeydedir (p<0.05). Akciger dokusundaki
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AdM uygulama grubundaki (44.98+3.25 U/mg p) CAT enzim aktivitesindeki artis
kontrol (35.53+1.73 U/mg p) grubuna gore istatistiksel olarak onemlidir (p<0.05).
Akciger dokusunda AdM ve B(a)P uygulamasina bagh olarak B(a)P uygulama
grubunda (30.1942.13 U/mg p) istatistiksel olarak Onemli bir azalma saptanirken
B(a)P+AdM uygulama grubunda (37.88+2.29 U/mg p) B(a)P uygulama grubuna gore
istatistiksel olarak onemli bir artig kaydedilmistir (p<0.05). CAT enzim aktivitesindeki
degisimler Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de verilmistir.
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Sekil 4.9. Kalp dokusundaki CAT enzim aktivitelerindeki degisimler * Kontrol grubuna,
®Yag grubuna, ¢ AdM grubuna gore degisimler istatistiksel olarak 6nemlidir
(**€ p<0.05)
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Sekil 4.10. Bobrek dokusundaki CAT enzim aktivitelerindeki degisimler * Kontrol

grubuna, ° Yag grubuna gore degisimler istatistiksel olarak Gnemlidir
(**p<0.05)
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Sekil 4.11. Karaciger dokusundaki CAT enzim aktivitelerindeki degisimler * Kontrol
grubuna, ® Yag grubuna, ¢ AdM grubuna, ¢ B(a)P grubuna gore degisimler
istatistiksel olarak 6nemlidir (*** p<0.05)
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Sekil 4.12. Akciger dokusundaki CAT enzim aktivitelerindeki degisimler * Kontrol
grubuna, ® Yag grubuna,  AdM grubuna, ¢ B(a)P grubuna gore degisimler
istatistiksel olarak 6nemlidir (*" p<0.05)

4.2.3. GSH-Px enzim aktivitesi

GSH-Px aktivitesindeki degisimler istatistiksel olarak degerlendirildiginde kalp
dokusunda B(a)P+AdM uygulama grubundaki (40.59+3.45 U/mg p) artisin kontrol
(29.91£1.62 U/mg p), yag (27.16+1.86 U/mg p) ve AdM (25.51£2.54 U/mg p)
uygulama gruplarina gore onemli derecede oldugu saptanmistir (p<<0.05). Bobrek
dokusunda ise istatistiksel olarak onemli bir degisiklige rastlanmamistir. Karaciger
dokusunda B(a)P+AdM uygulama grubunda (22.97+2.0 U/mg p); AdM (28.66+1.71
U/mg p) ve B(a)P (30.0+1.09 U/mg p) uygulama gruplarina gore istatistiksel olarak
onemli bir azalma vardir (p<0.05). Akciger dokusundaki GSH-Px enzim aktivitesi AdM
uygulama grubunda (33.69+1.59 U/mg p) yag grubuna (25.57+1.78 U/mg p) gore
istatistiksel olarak 6nemli bir artisin oldugu gbzlenirken, B(a)P (24.41+£2.07 U/mg p) ve
B(a)P+AdM  (24.26+1.72 U/mg p) uygulama gruplarinda kontrol (30.72+1.56 U/mg
p) ve AdM gruplarma gore istatistiksel olarak ©Onemli bir azalmanin oldugu
kaydedilmistir (p<0.05). GSH-Px enzim aktivitesindeki degisimler Sekil 4.13,
Sekil 4.14, Sekil 4.15 ve Sekil 4.16’da verilmistir.
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Sekil 4.13. Kalp dokusundaki GSH-Px enzim aktivitelerindeki degisimler * Kontrol
grubuna, b Yag grubuna, © AdM grubuna, gore degisimler istatistiksel

olarak énemlidir (**°p<0.05)
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Sekil 4.14. Bobrek dokusundaki GSH-Px enzim aktivitelerindeki degisimler
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Sekil 4.15. Karaciger dokusundaki GSH-Px enzim aktivitelerindeki degisimler ¢ AdM
grubuna, d B(a)P grubuna gore degisimler istatistiksel olarak onemlidir

(“4p<0.05)
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Sekil 4.16. Akciger dokusundaki GSH-Px enzim aktivitelerindeki degisimler * Kontrol
grubuna, b Yag grubuna, © AdM grubuna, gore degisimler istatistiksel

olarak énemlidir (**°p<0.05)
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4.3. Toplam Glutatyon Miktar1

Kalp, bobrek, karaciger ve akciger dokularinda toplam GSH diizeyleri
belirlenmistir. Kalp dokusunda AdM uygulama grubunda (17.72+0.94 nmol/mg p)
Olclilen toplam GSH seviyesindeki artis kontrol (7.1+0.83 nmol/mg p) ve yag
(7.62+0.75 nmol /mg p) gruplarindan istatistiksel olarak dnemlidir (p<0.05). Yine kalp
dokusunda B(a)P (13.9£1.31 nmol /mg p) ve B(a)P+AdM (13.37£1.27 nmol /mg p)
uygulama gruplarindaki degisimler kontrol, yag gruplariyla karsilastirildiginda
istatistiksel olarak onemli bir artis AdM uygulama grubuyla karsilastirildiginda ise
istatistiksel olarak onemli bir azalis oldugu belirlenmistir (p<0.05). Uygulamalara baglh
olarak bobrek ve akciger dokular1 toplam GSH seviyeleri bakimindan
degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak énemli bir fark bulunamamustir.
Karaciger dokusunda sadece B(a)P+AdM uygulama grubundaki (7.47+0.19 nmol /mg p)
artts B(a)P uygulama grubuna (6.15+0.16 nmol /mg p) gore istatistiksel olarak
onemlidir (p<0.05). Toplam GSH seviyesindeki degisimler Sekil 4.17, Sekil 4.18,
Sekil 4.19 ve Sekil 4.20°de verilmistir.
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Sekil 4.17. Kalp dokusundaki toplam glutatyon seviyesindeki degisimler * Kontrol
grubuna, ® Yag grubuna, ¢ AdM grubuna gore degisimler istatistiksel olarak

énemlidir (** p<0.05)
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Sekil 4.18. Bobrek dokusundaki toplam Glutatyon seviyesindeki degisimler
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Sekil 4.19. Karaciger dokusundaki toplam Glutatyon seviyesindeki degisimler ¢ B(a)P
g P y y g
grubuna gore degisimler istatistiksel olarak énemlidir (¢ p<0.05)
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Sekil 4.20. Akciger dokusundaki toplam Glutatyon seviyesindeki degisimler

4.4. NO Konsantrasyonu
NO konsantrasyonundaki degisim ile ilgili aragtirma sonuclar1 Cizelge 4.2°de

verilmigtir.

Cizelge 4.2. Adrenomedullin ve B(a)P uygulamasmna baghi olarak NO
konsantrasyonundaki degisimler * Kontrol grubuna, > Yag grubuna, ©
AdM grubuna, 4 B(a)P grubuna gore degisimler istatistiksel olarak

énemlidir (**¢ p<0.05)

NO
Konsantrasyonu Kontrol Yag AdM B(a)P B(a)P+AdM
(M)
KALP 0.47+0.07  0.45+0.15  2.38+0.14*" 1.75+0.12*™°  0.49+0.13%¢
BOBREK . . .
1.91+0.11  2.08+0.08  1.14+0.13%° 0.91+0.03%®  1.26+0.11*
KARACIGER . ,
Olgiilemedi
AKCIGER o ,
Olgiilemedi
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Kalp, bobrek, karaciger ve akciger dokularinda NO konsantrasyonlarindaki
degisimler belirlenmistir. Karaciger ve akciger dokularinda NO konsantrasyonu
Olgiilemezken, hem kalp hem de bobrek dokularindaki kontrol ve yag gruplar
arasindaki farklar istatistiksel olarak Onemsiz diizeyde bulunmustur. AdM uygulama
grubu hayvanlarin kalp dokularindaki NO konsantrasyonundaki artis (2.38+0.14 uM)
kontrol (0.47+0.07 uM) ve yag (0.45+0.15 pM) gruplant ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak dnemlidir (p<0.05). B(a)P uygulama grubunda NO konsantrasyonu
(1.75+£0.12 uM) kontrol ve yag gruplarina gore istatistiksel olarak artarken AdM
uygulama grubuna gore istatistiksel olarak azalmistir (p<0.05). B(a)P+AdM uygulama
grubundaki hayvanlarin kalp dokularindaki NO konsantrasyonu (0.49+0.13 uM); AdM
ve B(a)P uygulama gruplarina gore istatistiksel olarak onemli diizeyde azalmistir
(»<0.05). Bobrek dokusundaki NO konsantrasyonlar1 AdM (1.14+0.13 uM), B(a)P
(0.91+0.03 uM) ve B(a)P+AdM (1.26+£0.11 puM) uygulama gruplarindaki azalma
kontrol (1.91£0.11 uM) ve yag (2.08+0.08 uM) gruplarina gore istatistiksel olarak
onemlidir (p<0.05). Kalp ve bobrek dokularinda olgiilen NO konsantrasyonundaki
degisimler Sekil 4.21 ve Sekil 4.22°de verilmistir.
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Sekil 4.21. Kalp dokusundaki Nitrit Oksit konsantrasyonundaki degisimler * Kontrol
grubuna, b Yag grubuna, © AdM grubuna, d B(a)P grubuna gore degisimler
istatistiksel olarak 6nemlidir (** p<0.05)
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Sekil 4.22. Bobrek dokusundaki Nitrit Oksit konsantrasyonundaki degisimler * Kontrol

grubuna, ° Yag grubuna gore degisimler istatistiksel olarak Gnemlidir
(**p<0.05)

4.5. Adrenomedullin Seviyesi

AdM seviyesindeki degisimi ile ilgili arastirma bulgulart Cizelge 4.3’de

verilmistir.

Cizelge 4.3. Adrenomedullin ve B(a)P uygulamasina bagl olarak AdM seviyelerindeki
degisimler * Kontrol grubuna, ° Yag grubuna, ©° AdM grubuna, ¢ B(a)P
grubuna gore degisimler istatistiksel olarak énemlidir (*" p<0.05)

AdM Seviyeleri

(pmol/mL) KONTROL YAG AdM B(a)P B(a)P+AdM
KALP 19.84+0.91  19.08+2.63 15.82+1.43 13.23+1.05*°  14.2241.55*°
BOBREK 40.54+4.63  3424+423  37.001£3.33  47.03+£2.69 34.64+1.55
KARACIGER 1671841 45374738 78114711 93.4049.25%°  99.9746.81%°
AKCIGER

8.25+0.62  7.09+0.43 9.19:+1.44 10.30+£0.13  15.09+2.00*><4
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Kalp, bobrek, karaciger ve akciger dokularinda adrenomedullin seviyelerindeki
degisimler Yiiksek Performansl Sivi Kromotografi (HPLC) ile belirlenmistir. Arastirma
bulgularimiza gore kalp, bobrek, karaciger ve akciger dokularindaki kontrol ve yag
gruplarindaki adrenomedullin seviyelerindeki degisimler birbirleriyle
karsilastirildiginda istatistiksel olarak onemsiz diizeydedir. Kalp dokusunda B(a)P
(13.23+1.05 pmol/mL) ve B(a)P+AdM (14.22+1.55 pmol/mL) uygulama gruplarindaki
adrenomedullin seviyelerindeki azalis kontrol (19.84+0.91 pmol/mL) ve yag
(19.08+2.63 pmol/mL) gruplarina gore istatistiksel olarak énemli diizeyde bulunurken
(»<0.05) bobrek dokusundaki degisimler istatistiksel olarak Onemsiz bulunmustur.
Karaciger dokusundaki adrenomedullin seviyesi AdM (78.11+7.11 pmol/mL), B(a)P
(93.40+9.25 pmol/mL) ve B(a)P+AdM (99.97+6.81 pmol/mL) uygulama gruplarinda
kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak onemli diizeyde artmistir (p<0.05). Akciger
dokusunda ise; AdM (9.19+1.44 pmol/mL) ve B(a)P (10.30+0.13 pmol/mL) uygulama
gruplarindaki artis, kontrol (8.25+£0.62 pmol/mL) ve yag (7.09+0.43 pmol/mL)
gruplaria gore istatistiksel olarak onemli degilken B(a)P+AdM uygulama grubundaki
(15.09+2.00) artis hem kontrol ve yag grubundan hem de AdM ve B(a)P uygulama
gruplarindan istatistiksel olarak Onemli diizeyde saptanmistir (p<0.05). AdM
seviyesindeki degisimler Sekil 4.23, Sekil 4.24, Sekil 4.25 ve Sekil 4.26’da verilmistir.
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Sekil: 4.23. Kalp dokusundaki AdM seviyesindeki degisimler * Kontrol grubuna, ° Yag
grubuna gore degisimler istatistiksel olarak énemlidir (*° p<0.05)
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Sekil: 4.24. Bobrek dokusundaki AdM seviyesindeki degisimler
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Sekil: 4.25. Karaciger dokusundaki AdM seviyesindeki degisimler * Kontrol grubuna,
®Yag grubuna gore degisimler istatistiksel olarak énemlidir (*° p<0.05)
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Sekil: 4.26. Akciger dokusundaki AdM seviyesindeki degisimler * Kontrol grubuna,
® Yag grubuna, ¢ AdM grubuna, ¢ B(a)P grubuna gore degisimler
istatistiksel olarak 6nemlidir (*" p<0.05)

4.6. Histopatolojik Degisimler

Kalp, bobrek, karaciger ve akciger dokular: histopatolojik yonden incelenmistir.

Arastirma bulgular1 her doku i¢in ayr1 olarak verilmistir.
4.6.1. Kalp dokusu

Kontrol ve yag gruplarindaki si¢anlarin kalp dokusu 6rnekleri normal histolojik
yapida gozlenmistir (Sekil 4.27.). AdM uygulama grubundaki si¢anlarin kalp kesitleri
genellikle normal histolojik yapida izlenmekle birlikte miyokard tabakasi igerisinde
birka¢ alanda degisik genisliklerde hemorajik alanlar tespit edilmistir. Bu alanlarda
yogun olarak eritrositler izlenmistir. Hemorajik alanlarin ¢evresindeki miyokard
hiicrelerinin koyu eosinofilik sitoplazmali ve hetorokromatik niikleuslu olduklar dikkati
cekmistir (Sekil 4.28.). B(a)P uygulama grubundaki sicanlarin kalp kesitlerinde yaygin
olarak kalp kas1 hiicreleri arasinda eritrositlerin varligi dikkati ¢ekmistir. Baz1 alanlarda
kalp kast hiicreleri arasindaki interselliiler mesafelerin genisledigi saptanmistir. Bu

alanlar igerisinde kalp kasi hiicrelerinin sitoplazmalarmin koyu eosinofilik ve
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niikleuslarinin heterokromatik boyandig1 tespit edilmistir. Miyokard tabakasindaki
hiicreler arasinda degisik biiyiikliiklerde seffaf vakuoler yapilar izlenmistir (Sekil 4.29.).
B(a)P+AdM uygulama grubunda kalp kas1 kesitleri genellikle normal histolojik yapida
izlenmekle birlikte nadir olarak miyokard tabakasi igerisinde 6dem ve hemoraji alanlar

goriilmiistir (Sekil 4.30.).

Sekil 4.27. Kontrol grubu kalp dokusu: Normal histolojik goriiniimde miyokard
tabakasi, H-Ex10
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Sekil 4.28. AdM uygulama grubu kalp dokusu: Miyokard tabakasinda hemorajik alan
(H) ve ¢evresinde koyu eosinofilik sitoplazmali, heterokromatik niikleuslu
kalp kas1 hiicreleri, H-Ex20

’ . : . b .|! (’ -
Sekil 4.29. B(a)P uygulama grubu kalp dokusu: Miyokard tabakasinda interselliiler
alanlarda eritrositler (), interselliiler alanlarda genisleme () ve kalp kasi

hiicrelerinde artmis sitoplazma eosinofilisi ve heterokromatik niikleus (—),
H-Ex20
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Sekil 4.30. B(a)P+AdM uygulama grubu kalp dokusu: Miyokard tabakasinda 6dem ve
hemorajik degisiklikler &), H-Ex20

4.6.2. Bobrek dokusu

Kontrol ve yag grubundaki siganlarin bobrek kesitleri normal histolojik yapida
izlenmistir (Sekil 4.31.). AdM uygulama grubunda bobrek dokusu genel olarak normal
histolojik yapida izlenmistir. Ancak bazi intertubiiler alanlardaki damarlar icerisindeki
konjesyon gozlenmistir (Sekil 4.32.). B(a)P uygulama grubundaki si¢anlarin
bobreklerinde peritubiiler alanlarda yogun infiltrasyon, tubiil limenlerinde eosinofilik
boyanan materyal ve bu tubiil epitellerinde dejenerasyon saptanmustir. Peritubiiler
konjesyon belirgin olarak gdzlenmistir (Sekil 4.33.). Baz1 glomerulerde dilatasyon ve
Bowman aralifinda asir1 genisleme gozlenmistir (Sekil 4.34.). B(a)P+AdM uygulama
grubunda intertubiiler alanlardaki konjesyon disinda bobrek kesitleri normal histolojik

yapida izlenmistir (Sekil 4.35.).

74



Sekil 4.31. Kontrol grubu bobrek dokusu: Normal histolojik yapida bobrek. Glomerul
(G), distal tubiil (D), proksimal tubiil (P), H-Ex20

Sekil 4.32. AdM uygulama grubu bobrek dokusu: Normal histolojik yapida tubiiller ve
glomerul. Intertubuler alanda damar igerisinde konjesyon (=), H-Ex40
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Sekil 4.33. B(a)P uygulama grubu bobrek dokusu 1: Peritubiiler infiltrasyon (=) ve
konjesyon (—). Tubiil limeninde eosinofilik materyal birikimi ve tubiil
epitelinde dejenerasyon (x ), H-Ex40

Sekil 4.34. B(a)P uygulama grubu bobrek dokusu 2: Glomerul dilatasyonu ve Bowman
araliginda asir1 genisleme. Yaygin infiltrasyon &9 ), H-Ex40
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Sekil 4.35. B(a)P+AdM uygulama grubu bobrek dokusu: Peritubiiler alanlarda
konjesyon (—), normal tubiiler yapilar ve glomeruller, H-Ex40

4.6.3. Karaciger dokusu

Kontrol ve yag gruplarindaki sicanlarin karaciger dokulari normal histolojik
yapida gozlen gozlenmistir (Sekil 4.36.). AdM uygulama grubundaki sigcanlarin
karaciger orneklerinde yapilan histolojik incelemede hepatositlerin normal 1sinsal
diziliminin bozuldugu saptanmistir. Portal alanlarda infiltrasyon ve yer yer farklh
genigliklerde parankimal nekroz alanlar1 goézlenmistir (Sekil 4.37.). B(a)P uygulama
grubundaki siganlarin karaciger kesitlerinde parankimada farkli biiytikliiklerde nekroz
alanlar1 belirgin olarak gozlenmistir. Bazi portal alanlarda ve yer parankimada
infiltrasyonun mevcut oldugu belirlenmistir (Sekil 4.38.). B(a)P+AdM uygulama
grubundaki sicanlarin karaciger kesitlerinde yaygin olarak koyu eosinofilik sitoplazmali
ve heterokromatik niikleuslu hepatositler izlenmistir. Ayrica parankimada yer yer

nekroz alanlar1 saptanmustir (Sekil 4.39.).
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Sekil 4.36. Kontrol grubu karaciger dokusu: Normal histolojik yapida karaciger,
H-E x40

Sekil 4.37. AdM uygulama grubu karaciger dokusu: Parankimal nekroz alani (m) ve
periportal alanda infiltrasyon (—p ), H-Ex20
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Sekil 4.38. B(a)P uygulama grubu karaciger dokusu: Parankimal nekroz alani (m),
H-Ex20

Sekil 4. 39. B(a)P+AdM uygulama karaciger dokusu: Koyu eosinofilik sitoplazmali ve
heterokromatik nukleuslu hepatositler (—) ve nekroz &), H-Ex20
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4.6.4. Akciger dokusu

Kontrol ve yag gruplarindaki sicanlarin akcigerleri brons, bronsiol ve alveol
diizeyinde normal histolojik yapida izlenmistir (Sekil 4.40, Sekil 4.41). AdM uygulama
grubundaki sicanlarin akcigerlerinde alveoller iginde ¢ok sayida serbest alveolar
makrofajlar goriilmiistiir (Sekil 4.42.). Akciger parankimasi i¢indeki damarlar
cevresinde yogunlasan infiltrasyon alanlar1 dikkati c¢ekmistir (Sekil 4.43.). B(a)P
uygulama grubundaki sicanlarin akciger dokularinin histolojik incelenmesinde bazi
brons epitellerinde dejenerasyon ve g¢evrelerindeki genis alanlarda yogun infiltrasyon
mevcuttur. Parankimada alveoler alanlarda yogun hemoraji ile birlikte alveollerin
eritrositler ile dolu oldugu saptanmistir (Sekil 4.44.). Ayrica interalveolar septumlarda
kalinlasma ve alveollerin biiyiik 6l¢lide kayboldugu alanlar mevcuttur (Sekil 4.45.).
B(a)P+AdM uygulama grubundaki siganlarin akciger kesitlerinde alveoller i¢inde ¢ok
sayida alveolar makrofaj saptanmustir (Sekil 4.46.). Perivaskiiler alanlarda, brons ve

bronsiollerin ¢evresinde yogun infiltrasyon dikkati ¢ekmistir (Sekil 4.47.).

L

Sekil 4.40. Kontrol grubu akciger dokusu 1: Normal histolojik yapida alveoller, H-Ex20
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Sekli 4.41. Kontrol grubu akciger dokusu 2: Normal histolojik yapida bronsioller (B),
alveoller ve damar (D), H-Ex10

Sekil 4.42. AdM uygulama grubu akciger dokusu 1: Alveoller igerisinde alveoller
makrofajlar (—), H-Ex40
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Sekil 4.43. AdM uygulama grubu akciger dokusu 2: Perivaskiiler alanda yogun
infiltrasyon (—p ), H-Ex20

Sekil 4.44. B(a)P uygulama grubu akciger dokusu 1: Brons epitelinde dejenerasyon
(—), limende dejenere hiicreler (H) ve ¢evresinde yogun infiltrasyon (=),
Alveoler alanlarda yogun hemoraji (). H-E x10
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Sekil 4.45. B(a)P uygulama grubu akciger dokusu 2: Interalveolar septumlarda
kalinlagsma (—+«), H-Ex20

Sekil 4.46. B(a)P+AdM uygulama grubu akciger dokusu 1: Alveoller i¢inde ¢cok sayida
alveolar makrofaj (—), H-Ex40
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Sekil 4.47. B(a)P+AdM uygulama grubu akciger dokusu 2: Perivaskiiler alanlarda
yogun infiltrasyon (- ), alveoller i¢inde ¢ok sayida alveolar makrofaj (—),
H-Ex20
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5. TARTISMA VE SONUC

Poliaromatik hidrokarbonlar (PAH’lar) insanlarda 6nemli derecede kansere
neden oldugu kabul edilen ve hemen hemen her yerde bulunan cevresel ajanlardir.
Kimyasal olarak inert olmalarina ragmen memeli hiicrelerinde metabolik olarak
aktivasyona ugrayarak diol-epoksitlere dontisiirler. Diol-epoksitler DNA’y1 da igeren
hiicresel makromolekiillere kovalent olarak baglanirlar, bdylece DNA’da replikasyon
hatalarina ve mutasyonlara neden olarak kanser siirecini baglatabilirler. PAH’lar
arasinda yer alan benzo(a)piren bu agidan olduk¢a yaygin olarak calisilmistir. B(a)P
yapay olarak imal edilen veya endiistride kullanilan bir madde degildir, ancak organik
materyallerin yanma siirecinde olusarak ¢evreye yayilir [88]. Fosil yakitlarin tam olarak
yanmamas1 sonucu meydana gelen B(a)P’in insan ve hayvanlarda gesitli kanserlere
neden olan ajan olabilecegi gosterilmistir. B(a)P’in karsinojenik ve mutajenik etkileri
memelilerde ve memeli hiicre sistemlerinde yaygin bir sekilde arastirilmaktadir [16, 17,
88].

Bir¢ok karsinojen maddenin hiicredeki oksidatif stresi artirarak kansere sebep
olabilecegi anlasilmistir. Bu maddeler SOD, GSH-Px ve katalaz aktiviteleri dahil
hiicrenin antioksidan savunmasinda ani ve siirekli bir degisime sebep olabilirler [113].
PAH’larin metabolizmalar1 boyunca reaktif oksijen tiirleri (ROT) olusabilir [23].
Serbest radikaller DNA, lipid ve proteinler gibi biyolojik olarak ©onemli olan
makromolekiiller ile reaksiyona girerek bu makromolekiillerin yap1 ve fonksiyonlarini
bozabilirler [114]. Biyolojik sistemlerde ROT’larin en Onemli etkileri protein
oksidasyonu, enzim inaktivasyonu ve DNA hasaridir [23]. ROT’lar belli bir oranda
normal insan metabolizmasinda da firetilirler ve bu ROT iiretimi antioksidan savunma
sistemi tarafindan kontrol altinda tutulur [114].

Yeni bir diizenleyici peptid olarak Adrenomedullin (AdM); 1993 yilinda, Japon
bilim adamlar tarafindan bazi peptidlerin trombosit siklik-adenozin monofosfat
(cAMP) diizeylerine etkisi arastirilirken feokromositoma (adrenal medulla timorii)
hiicrelerinden elde edilmistir [66].

AdM; damar genisletici, bronsiyal genisletici, tuz ve su dengesini diizenleyici,
norotransmitter, bilylime faktorii, hormon salinimini diizenleyici, anjiogenik molekiil ve
antimikrobiyal molekiil olarak gorev yapan ¢ok fonksiyonlu bir peptidtir [73, 74].
Bunlara ilave olarak tiimor biyolojisinde AdM’nin farkli etkiler gosterdigi rapor

edilmistir [71].
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Adrenomedullin sistemik ve lokal inflamasyon ve sepsis sirasinda plazmada
yiiksek diizeylere ulasir. Bu multifonksiyonel peptidin artisi enfeksiyon sirasinda
tamamen inflamasyonu yansitir, hem hormon hem de sitokin gibi davranir, ayn
zamanda bolgesel kan akimimi, 10kosit gogiinii, elektrolit dengesini kardiak
performansini ve glukoz alimini kontrol eder. Cogu calismada AdM’nin inflamasyon
boyunca sitokinler gibi inflamatuar aracilar ile hem NO-bagimli hem de NO-bagimsiz
mekanizmalar ile {liretilmesi hem tedavinin devam etmesi hem de hemostazisin yeniden
diizenlenmesinde basarili bir role sahip oldugundan bahsedilmektedir. Fakat bazi
olgularda ise hasar ve enfeksiyon cevabi patolojik hasarla sonuglanabilir [69].

Nitrik oksit hiicresel patofizyolojide 6nemli bir rol oynayan, atmosferik sartlarda
gaz olan kararsiz, reaktif, serbest radikal bir gazidir [26, 49-51]. NO, bir gaz olmasina
ragmen biyolojik sartlar altinda etkisini biyolojik sivilarda ¢dziinerek gostermektedir
[52]. NO, dogada bulunan molekiiller arasinda molekiiler agirligi en kiiciik olan
molekiillerden birisidir. NO’nun molekiil agirliginin kiictik, lipofilik yapida ve ytiksiiz
olmas1 reseptorlere bagimli olmadan membranlardan kolayca diffiize olmasini
saglamaktadir [53]. NO; diger serbest radikaller gibi ¢ok kisa yarilanma siiresine sahip
olup, birka¢ saniye i¢inde daha kararli yapida olan nitrit (NO;) ve nitrata (NO3)
oksitlenir. Biyolojik sivilardaki NO," ve NOj3™ in vivo ve in vitro olarak olgiilebilir ve
bu da NO iiretiminin gdstergesi olarak kullamilmaktadir [54]. ROT lar gibi RNOT lar da
coklu biyolojik etkilere sebep olan, daha kararli tiirlerin sekillenmesi i¢in biyolojik
olarak olusan serbest radikallerin etkilesiminden ortaya ¢ikmaktadir. Biyolojik
sistemlerde biitiin RNOT’larin 6nciil kaynagi NO’dur [46].

Diisiik konsantrasyondaki NO; hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu
azaltabilir, ancak NO’nun yliksek konsantrasyonu sonucu peroksinitritin sekillenmesi
yoluyla oksidatif hasar artabilir. Peroksinitrit ve onun radikal tiirevleri serbest tiyolleri
okside edebilir, lipid peroksidasyonunu ve protein hasarimi ilerletebilir. ONOO
tiyollerle reaksiyona girerek S-Nitrosotiyollerin sekillenmesini saglar, boylece damar
gevsemesi ve trombosit agregasyonunun inhisyonu gibi etkileri uyarir. Bu reaksiyon
NO’nun oksidatif stresin etkisini hafifletmesini saglayarak hiicre i¢in koruyucu bir yol
olarak kullanilabilir [64]. NO, oksidatif stresin etkisini oksidanlar1 temizleyerek,
peroksidaz reaksiyonunu engelleyerek ve siiperoksit tarafindan olusturulan rediikleyici
ajanlar1 temizleyerek azaltabilir [63].

PAH’larin metabolize olmalar1 sirasinda olusan ROT’lar hiicresel kosullarda

ciddi miktar ve c¢esitlilikte radikal iretilmesine neden olmaktadir. Radikal iiretimi
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organizmaya zarar verici boyutlara ulastiginda bir¢cok patolojik durum ortaya
cikmaktadir [27]. AdM’nin 1993 yilinda kesfinden sonra yapilan ¢alismalarda ¢ok
fonksiyonlu bir peptid oldugunun ortaya c¢ikarilmasinin ardindan AdM ile ilgili
calismalarin sayisi1 artmigtir. AdM’nin, ¢esitli patolojik durumlarda koruyucu ve telafi
edici ozellik gosterdigi son yillarda yapilan calismalarla gosterilmistir. Son yillarda
AdM ve NO’nun oksidatif sartlardaki etkileri ile ilgili ¢aligmalar da literatlirde yer
almistir (91-97).

Bu caligmada karsinojenik bir kimyasal madde oldugu bilinen B(a)P ve bir¢ok
patolojik durumda farklr etkiler gdsteren, peptid bir hormon olan AdM uygulamasina
bagl olarak; antioksidan enzim seviyelerindeki, lipit peroksidasyonundaki, total
glutatyon seviyesindeki, NO ve AdM seviyelerindeki degisiklilerin ve B(a)P’in olasi
histopatolojik etkileriyle AdM arasindaki etkilesiminin arastirilmasi amag¢lanmistir.

Deney gruplarindaki hayvanlarda olgiilen parametrelerde kontrol ve yag
uygulanan gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak 6nemsiz diizeyde bulunmustur.

AdM uygulama grubundaki hayvanlarin kalp dokularinda olgillen MDA
seviyesindeki artis kontrol ve yag gruplarindan istatistiksel olarak énemlidir (p<0.05).
B(a)P uygulama grubundaki hayvanlarin kalp dokularindaki MDA seviyeleri kontrol,
yag ve AdM uygulama gruplariyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak Onemli
diizeyde arttig1 bulunmustur (p<0.05). B(a)P+AdM uygulama grubu hayvanlarin kalp
dokularindaki MDA seviyesi ise AdM ve B(a)P uygulama gruplaria gore istatistiksel
olarak dnemli diizeyde azalmistir (p<0.05).

Bobrek dokusunda B(a)P+AdM uygulama grubundaki hayvanlarda olgiilen
MDA seviyelerindeki azalis, B(a)P uygulama grubuna gére dnemli iken diger gruplarda
istatistiksel olarak dnemli bir fark saptanmamustir (p<0.05).

Karaciger dokusunda MDA seviyesindeki degisimler degerlendirildiginde
gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak 6nemsizdir.

Akciger dokusunda MDA seviyesindeki degisimler incelendiginde, AdM ve
B(a)P+AdM uygulama gruplarindaki artis kontrol ve yag gruplarina gore Onemli
diizeydedir (p<0.05). Bununla birlikte B(a)P+AdM uygulama grubundaki artis B(a)P
uygulama grubu ile karsilagtirildiginda da istatistiksel olarak énemlidir (p<0.05).

Elde ettigimiz sonuglar diger arastirmacilarin yaptiklar1 ¢aligmalarin sonuglari
ile karsilastirildiginda; K.B. Kim vd. [18] 20 mg i.p. olarak B(a)P uygulamalarinin ilk
12. saatte MDA seviyelerinin degisimi {izerine istatistiksel olarak Onemli bir etki

yapmadig1 ancak 12. saatten sonra lipid peroksidasyonunu arttirdigini bildirmislerdir,
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Badary ve arkadaglar1 [82] yine i.p. yolla B(a)P uygulamasinin karaciger dokusunda
lipid peroksidasyonunu istatistiksel olarak dnemli diizeyde arttirdigini ancak akciger ve
mide dokularinda istatistiksel olarak 6nemli bir degisimin olmadigini rapor etmislerdir.
Selvendiran [83], Pan [84], Samart [85] ve Saunders [86] yaptiklar1 ¢aligmalarda farkl
dozlardaki ve farkli canlilara uygulanan B(a)P’in lipid peroksidasyonunu arttirdigini
ileri siirmiislerdir. Park vd. [87] 0.1-1-4-10 uM B(a)P uygulamasinin insan hepotoma
hiicrelerindeki MDA seviyelerini incelemisler ve sadece 1 uM B(a)P uygulamasinin
MDA seviyesini istatistiksel olarak dnemli diizeyde arttirdigini rapor etmislerdir. Wang
ve arkadaslar1 [89] yaptiklar1 ¢alismada farkli dozlarda i.p. olarak B(a)P uygulamasinin,
calistiklar1 balik tiiriinde, MDA seviyesini istatistiksel olarak oOnemli diizeyde
degistirmedigini bildirmislerdir.

Tarafimizdan yapilan calismada elde edilen MDA seviyeleri incelendiginde
B(a)P uygulamasina bagl olarak kalp dokusunda lipid peroksidasyonun arttigi ancak
diger dokularda istatistiksel olarak 6nemli bir artisin olmadig1 belirlenmistir. Yukarida
belirtildigi gibi literatiirde B(a)P uygulamasina bagli olarak MDA seviyelerindeki
degisimler farkliliklar gostermektedir. Yaptigimiz ¢alisma bu bakimdan K.B. Kim [18§],
Badary [82] Selvendiran [83], Pan [84], Samart [85], Saunders [86], Park vd. [87] ve
Wang’n [89] yaptiklar1 calismalar ile uyum gostermektedir.

Kalp dokusu SOD enzim aktivitesi bakimindan degerlendirildiginde B(a)P
uygulama grubunda kontrol, yag ve AdM gruplarina gore istatistiksel olarak onemli
diizeyde bir azalig, ayrica B(a)P+AdM uygulama grubunda B(a)P uygulama grubuna
gore istatistiksel olarak 6nemli bir artis kaydedilmistir (p<0.05).

Bobrek dokusunda AdM uygulama grubundaki SOD enzim aktivitesindeki
azalma kontrol ve yag gruplarina gore istatistiksel olarak onemlidir (p<0.05). Yine
bobrek dokusunda, SOD enzim aktivitesi B(a)P ve B(a)P+AdM uygulama gruplarinda
AdM uygulama grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli diizeyde artmistir (p<0.05).

Karaciger dokusundaki B(a)P uygulama grubundaki SOD enzim aktivitesindeki
azalisin kontrol, yag ve AdM uygulama grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli oldugu
ve B(a)P+AdM uygulama grubunda kontrol ve AdM uygulama grubuna gore
istatistiksel olarak 6nemli bir artis oldugu belirlenmistir (p<0.05).

Akciger dokusunda, AdM uygulama grubundaki olciilen SOD enzim aktivitesi
sonuglarimizda kontrol grubuna gdre Onemli bir artis gdzlenirken B(a)P uygulama
grubunda AdM uygulama grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli bir azalmanin oldugu

belirlenmistir (p<0.05). Akciger dokusunun B(a)P+AdM uygulama grubunda ise
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kontrol ve B(a)P uygulama grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli bir artig vardir
(»<0.05).

Selvendiran vd. [83] farelere B(a)P’in oral yolla uygulanmasiyla meydana gelen
akciger kanserinde, Samart ve arkadaslar1 [85] farelere subkutan yolla uygulanan
B(a)P’1n karaciger ve akciger dokularinda ve Saunders vd. [86] siganlara gavaj yolu ile
B(a)P uygulamasmin farelerin beyin dokusunda SOD enzim aktivitesinin azalttigini
bildirmislerdir. K.B. Kim ve arkadaslar1 [80] yaptiklar1 ¢alismada oral yolla B(a)P
uygulamasinin karaciger dokusundaki SOD enzim aktivitesinin uygulamadan 6 saat
sonra 6nemli derecede azalttigini ve 24 saat sonra kontrol gruplarina gére SOD enzim
aktivitesinde artma oldugunu, bobrek dokusunda 72. saate kadar SOD aktivitesinde
azalma oldugunu ve 72. saatten sonra SOD aktivitesinin arttig1, akciger dokusundaki
SOD enzim aktivitesinde ise dnemli bir degisikligin olmadigini bildirmislerdir. H.S.
Kim vd. [18] i.p. olarak B(a)P uygulamasinin SOD aktivitesini 6 saat sonra gruplarina
gore eritrositlerde istatistiksel olarak onemli derecede arttigini 24. saatte en yiiksek
seviyeye ulastigini ve 96. saatte kontrol seviyesine diistiigiinii gostermiglerdir. Badary
ve arkadaglari [82] i.p. yolla B(a)P uygulamasinin karaciger, akciger ve mide
dokularinda SOD enzim aktivitesinin degismedigini rapor etmislerdir. Pan vd. bir deniz
canlisinda yaptiklar1 calismada [84] 0.5 pg/L ve 1.0 pg/L olan konsantrasyonlarda SOD
aktivitesinin kontrole gore istatistiksel olarak daha yiiksek oldugunu 10 pg/L ve 50 pg/L
ise baslangicta arttigin1 ancak daha sonra kontrolden daha diisiik seviyeye azaldigim
bildirmislerdir. Jifa ve arkadaslarinin bir balik tliriinde yaptiklar1 ¢alismada [88] SOD
enzim aktivitesinin 2-20 pg/L dozda ve 6, 12, 18 giinliik uygulama gruplarinda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli diizeyde arttig1 bildirilmistir.

Kalp ve karaciger dokularindaki B(a)P uygulama grubundaki hayvanlarda
Ol¢iilen SOD enzim aktivitesindeki azalis Selvendiran [83], Samart [85] ve Saunders’in
[86] yaptiklar1 calismalar ile; bobrek ve akciger dokularinda ise kontrole gore onemli
bir degisikligin olmamasindan dolay1 H.S. Kim [18], K.B. Kim [80] ve Badary’nin [82]
yaptiklar1 ¢caligmalar ile uyum gostermektedir.

Kalp dokusunda AdM, B(a)P ve B(a)P+AdM uygulama gruplari arasindaki
katalaz enzim aktivitesindeki artis kontrol ve yag uygulama grubuna gore istatistiksel
olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05). Yine kalp dokundaki B(a)P ve B(a)P+AdM
uygulama gruplarindaki azalis AdM grubundan istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05).
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Bobrek dokusundaki kontrol ve yag gruplarina gére CAT aktivitesindeki azalis
AdM, B(a)P ve B(a)P+AdM uygulama gruplarindan istatistiksel olarak énemli diizeyde
bulunmustur (p<0.05).

Karaciger dokusunda B(a)P uygulama grubu CAT enzim aktivitesindeki azalis
kontrol, yag ve AdM uygulama gruplarindan istatistiksel olarak onemlidir (p<0.05).
Ayrica B(a)P+AdM grubundaki artis B(a)P uygulama grubuna gore istatistiksel olarak
onemli diizeydedir (p<0.05).

Akciger dokusundaki AdM uygulama grubundaki CAT enzim aktivitesindeki
artis kontrol grubuna gore istatistiksel olarak onemlidir (p<0.05). Akciger dokusunda
B(a)P uygulama grubunda istatistiksel olarak Onemli bir azalma saptanirken,
B(a)P+AdM uygulama grubunda B(a)P uygulama grubuna gore istatistiksel olarak
onemli bir artis kaydedilmistir (p<0.05).

Selvendiran vd. [83], Samart vd. [85] ve Saunders vd. [86] B(a)P uygulamasinin
CAT enzim aktivitesinin azalttigin1 bildirmislerdir buna karsin, Park vd. [87]
0.1-1-4-10 pM B(a)P uygulamasinin insan hepotoma hiicrelerinde CAT enzim
aktivitesini arttirdi@in1 rapor etmislerdir. Jifa ve arkadaslarimin [88] yaptiklar
calisgmanin sonunda balik karaciger dokusunda CAT enzim aktivitesinin B(a)P
uygulamasiyla de§ismedigini bildirilmistir. K.B. Kim vd. yaptiklar1 ¢alismada [80]
sican karaciger dokusunda CAT enzim aktivitesinin uygulamadan 6 saat sonra 6nemli
derecede diistiigiinii ancak hemen kontrol seviyesine geri yiikseldigini, bdbrek
dokusundaki CAT enzim aktivitesi uygulamadan 12 saat sonra azaldigi ve 96. saatte
kontrole yakin bir seviyeye ylikseldigi rapor ederken, akciger dokusundaki CAT enzim
aktivitesinde dnemli bir degisikligin olmadigin1 gdstermislerdir. H.S. Kim vd. [18] i.p.
olarak B(a)P uygulamasinin CAT aktivitesini 6 saat sonra kontrol gruplarina gore
eritrositlerde istatistiksel olarak 6nemli derecede arttigini, 24. saatte en yiiksek seviyeye
ulastigini ve 96. saatte kontrol seviyesine diistiiglinii géstermislerdir.

Kalp dokusundaki CAT enzim aktivitesindeki artma Park [87] ve H.S. Kim’in
[18] yaptiklar1 ¢aligmalar ile bobrek, karaciger ve akciger dokularindaki azalma ise
K.B. Kim [80], Selvendiran [83], Samart [85] ve Saunders’in [86] yaptiklari ¢aligmalar
ile paralellik gostermektedir. Jifa vd. nin [88] yaptiklar1 ¢alismada kontrole gore 6nemli
bir degisikligin olmamas1 bakimindan sonuc¢larimiz ile uyumlu degildir.

GSH-Px aktivitesindeki degisimler istatistiksel olarak degerlendirildiginde kalp
dokusunda B(a)P uygulama grubundaki artis 6nemli derecede degilken, B(a)P+AdM
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uygulama grubundaki artisin kontrol, yag ve AdM uygulama gruplarina gére onemli
derecede oldugu saptanmistir (p<0.05).

Bobrek dokusunda GSH-Px enzim aktivitesinde istatistiksel olarak 6nemli bir
degisiklige rastlanmamustir.

Karaciger dokusu GSH-Px enzim aktivitesi bakimindan degerlendirildiginde
B(a)P+AdM uygulama grubunda AdM ve B(a)P uygulama gruplarina gore istatistiksel
olarak 6nemli bir azalma oldugu tespit edilmistir (p<0.05).

Akciger dokusundaki GSH-Px enzim aktivitesinde AdM grubunda yag grubuna
gore istatistiksel olarak onemli bir artisin oldugu gozlenirken, B(a)P ve B(a)P+AdM
uygulama gruplarinda kontrol ve AdM gruplarina gore istatistiksel olarak 6nemli bir
azalmanin oldugu kaydedilmistir (p<0.05).

Hanachi vd. [81] i.p. yolla B(a)P uygulanan farelerinin karaciger ve bdbrek
dokularindaki GSH-Px aktivitesinin karaciger dokusunda 4 haftalik uygulama grubunda
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak ©Onemli derecede arttigini, ancak bdbrek
dokusunda istatistiksel olarak 6nemli bir degisikligin olmadigini rapor etmislerdir.
Selvendiren vd. [83] ve Saunders vd. [86] calismalarinin sonucunda GSH-Px
aktivitesinin istatistiksel olarak Onemli bir azalmanin oldugunu rapor etmislerdir.
Pan vd. [84] B(a)P uygulamasinin GSH-Px aktivitesini tiim konsantrasyonlarda
istatistiksel olarak onemli derecede arttirdigini bildirmislerdir. Jifa vd. [88] 6, 12, 18
giinliik 2-20 pg/L. B(a)P’a maruz kalan bir balik tiiriinde yaptiklar1 calismada GSH-Px
enzim aktivitesinde 6. giin 2 pg/L uygulama grubundaki artigin istatistiksel olarak
Oonemsiz oldugu ancak diger uygulama gruplarindaki degisikliklerin istatistiksel olarak
onemli oldugu bildirilmistir. Wang vd. [89] 0,5 mg/kg, 1 mg/kg, 5 mg/kg ve 10 mg/kg
dozlarda tek i.p. enjeksiyonla B(a)P uygulamasina bagli olarak GSH-Px enzim
aktivitesinin 0,5 ve 1 mg/kg dozlardaki artiglarin istatistiksel olarak dnemli iken 5 ve 10
mg/kg dozlardaki farklarin 6nemsiz oldugunu bildirmislerdir.

B(a)P uygulama grubu hayvanlarda yaptigimiz GSH-Px enzim aktivitesi
Ol¢timleri; akciger dokusundaki GSH-Px enzim aktivitesinin azalmasindan dolay1
Selvendiren [83] ve Saunders’in [86] calismalar1 ile kalp, bobrek ve karaciger
dokularinda olgiilen GSH-Px enzim aktivitelerinde istatistiksel olarak bir farkin
olmamasindan dolayr ise Hanachi [81] ve kismen de Jifa [88] ve Wang’in [89]
yaptiklar1 caligmalar ile paralellik gostermektedir. Pan vd.’nin [84] yaptiklar1 ¢alisma

ise yaptigimiz ¢aligsmay1 desteklememektedir.
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Kalp dokusunda AdM uygulama grubunda 6lgiilen toplam GSH seviyesindeki
artis kontrol ve yag gruplarindan istatistiksel olarak onemlidir (p<0.05). Yine kalp
dokusunda B(a)P ve B(a)P+AdM uygulama gruplarindaki degisimler kontrol, yag
gruplartyla karsilagtirildiginda istatistiksel olarak Onemli bir artis AdM uygulama
grubuyla karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak oOnemli bir azalis oldugu
belirlenmistir (p<0.05).

Uygulamalara bagli olarak bobrek dokusunda toplam GSH seviyeleri
bakimindan degerlendirildiginde gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak Snemli
degildir.

Karaciger dokusunda toplam GSH seviyeleri bakimindan sadece B(a)P+AdM
uygulama grubundaki artis B(a)P uygulama grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli
diizeydedir (p<0.05).

Uygulamalara bagli olarak akciger dokular1 toplam GSH seviyeleri bakimindan
degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak énemli bir fark bulunamamustir.

Selvendiren vd. [83] B(a)P uygulamasina bagli olarak GSH diizeylerinde
istatistiksel olarak énemli bir azalmanin oldugunu rapor etmislerdir. Jifa vd. [88] farkl
doz ve giinlerde B(a)P uygulamasinin toplam GSH miktarinda 18. giinliik uygulama
gruplarindaki artigin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu diger uygulama gruplarindaki
degisikliklerin 6nemsiz oldugu rapor edilmistir. Wang vd. [89] tarafindan yapilan
calismada B(a)P uygulamasinin GSH seviyesinde istatistiksel olarak 6nemli diizeyde
artisa neden oldugu rapor edilmistir.

Sonuglarimiz literatiirdeki diger ¢alismalar ile karsilagtirildiginda Jifa vd. [88] ve
Wang vd.’nin [89] yaptiklar1 ¢aligmalar ile paralellik gosterirken Selvendiren vd.’nin
[83] yaptig1 caligma ile uyusmamaktadir.

Literatiirdeki c¢alismalar incelendiginde farkli dozlarda ve siirelerde B(a)P
uygulamasinin canlidan canliya ve ayni canlinin farkli dokularinda MDA seviyelerini,
SOD, CAT, GSH-Px enzim aktivitelerini ve toplam GSH miktarlarim1 farkli olarak
etkiledigi goriilebilmektedir. Bu nedenle yaptigimiz ¢alismada kalp, bobrek karaciger ve
akciger dokularinda farkli sonuglarin nedeninin uyguladigimiz B(a)P dozuna ve
siiresine bagli oldugunu diisiinmekteyiz.

Yaptigimiz histolojik incelemelerde kalp dokusunda AdM ve B(a)P
uygulamalarinin kalp dokusunda hasara neden oldugu, ancak B(a)P+AdM nin birlikte
uygulama grubunda kalp dokusunun genel olarak normal yapida goriildiigii tespit

edilmistir. Kalp dokusundaki MDA seviyeleri incelendiginde B(a)P+AdM
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uygulamasinin lipid peroksidasyonunu telafi edici etkisinin oldugu goriilmiistiir. Bobrek
dokusundaki histolojik incelemelerimiz bobrek dokusunda 6nemli derecede bir hasar
olmadigin1 sadece B(a)P wuygulama grubunda telafi edilebilir diizeyde bir
dejenerasyonun oldugunu gostermektedir. Bobrek dokusundaki MDA seviyelerinde de
istatistiksel olarak bir degisiklik gozlenmemistir, ancak B(a)P uygulama grubunda diger
gruplara gdre bir artig vardir. Istatistiksel olarak énemli olmayan bu artis histolojik
incelemede telafi edilebilir dejenerasyon olarak degerlendirilebilir. Akciger
dokusundaki histolojik incelemelerimizin sonucunda tiim uygulama gruplarinda hasara
neden olabilen degisiklikler gdzlenmistir. Akciger dokusunda Ol¢iilen MDA seviyeleri
incelendiginde AdM ve B(a)P+AdM uygulama gruplarinda istatistiksel olarak onemli
olan ancak B(a)P uygulama grubunda istatistiksel olarak 6nemli olmayan bir artis
gozlenmistir. Bu nedenle kalp, bobrek ve akciger dokularinda yaptigimiz histolojik
incelemelerimiz antioksidan parametrelerdeki sonuglarimizi desteklemektedir. Buna
karsin karaciger dokusundaki histolojik incelemelerimiz, uygulama gruplarinda nekrotik
yapilarin goriilmesine karsin MDA seviyelerinde istatistiksel olarak onemli artiglarin
olmamast bakiminda c¢alismamizi desteklememektedir. Ancak karaciger dokundaki
MDA seviyeleri tiim uygulama gruplarinda istatistiksel olarak onemli olmasa da
artmistir. Bununla birlikte karaciger dokusundaki antioksidan savunma sistemine ait
diger parametrelerimiz incelendiginde B(a)P ve B(a)P+AdM uygulama gruplarinda
CAT enzim aktivitelerinin azalmis olmasi ve B(a)P+AdM uygulama grubunda GSH-Px
aktivitesinin de azalmis olmas1 karaciger dokusunda oksidatif stresin etkili oldugunu
gostermektedir.

Shimosawa vd. [91] oksidatif stres ile indiiklenen degisimleri aragtirmiglardir.
Bu c¢alisma ile arastirmacilar AdM’nin oksidatif stresi engelledigini rapor etmislerdir.
Yoshimoto vd. [92] c¢alismalarinin sonucunda AdM’nin hiicre i¢i ROT olusumunu
inhibe ettigini ve AdM’nin anjiotensin-II ile indiiklenen vaskiiler hasarda antioksidan
olarak koruyucu bir rol aldigini bildirmislerdir. Matsui vd. [93] tarafindan yapilan
calismada hipoksia ile indiiklenen vaskiiler hasar modelinde AdM’nin koruyucu bir
peptid oldugunu ve bu koruyucu o6zelligini ROT olusumunu baskilama ile
yapabilecegini bildirmislerdir. Cao vd. [94] c¢alismalarinin sonunda AdM’nin
endotelyal fonksiyonlar1 gelistiren Onemli antioksidan Ozelliklere sahip oldugu
bildirilmistir. Chen vd. [95] yaptiklar1 ¢alismada AdM uygulamasinin sigan serebral
endotelyal hiicre kiiltiirlinde oksidatif hasara karsi koruyucu etkisi oldugunu

bildirmislerdir. Fujita vd. [96] tarafindan hiperozmotik tuz ile indiiklenen ROT
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tiretiminin AdM knock-out farelerin izole hipotalamuslarinda yabanil tiptekilere gore
istatistiksel olarak yiiksek oldugu bildirilmistir.

Tarafimizca yapilan calismada AdM uygulamasina bagli olarak bobrek
dokusunda SOD ve CAT enzim aktivitelerinin azaldigi saptanmistir. Ancak, kalp ve
akciger dokularinda MDA seviyelerinin artmis olmasi ve ayni zamanda kalp dokusunda
CAT enzim aktivitesinin ve toplam GSH seviyelerinin artmasi, akciger dokusundaki
SOD, CAT ve GSH-Px enzim seviyelerinin de artmasindan dolayr AdM’nin kalp ve
akciger dokularin artan MDA seviyesini telafi etmek i¢in enzim aktivitelerini arttirmis
olabilecegini akla getirmektedir. Bu baglamda kalp, bobrek ve akciger dokularinda
AdM’nin koruyucu etkisinin olabilecegini sdylenilebilir ve bu agidan yaptigimiz
calisma literatiirdeki calismalar ile paralellik gostermektedir [91-96].

Calismamizda kontrol gruplan ile karsilastirildiginda B(a)P ve AdM’nin ayri
ayr1 uygulamalarmin oksidatif strese neden olarak kalp dokusunda oksidatif hasari
indiikleyici etki gostermisken B(a)P ve AdM’nin birlikte uygulanmasi kalp dokusunda
lipid peroksidasyonunun azalmasina, SOD, CAT, GSH-Px enzim aktivitelerinde ve
toplam GSH seviyesinde artmasina neden olmustur. Bu sonuglar bize kalp dokusunda
B(a)P+AdM uygulamasinin reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu hasar1 engellemis
olabilecegini gostermektedir. Yani B(a)P ve AdM’nin birlikte uygulanmasi ayri ayri
uygulamanin aksine kalp dokusu icin telafi edici bir etki goOstermistir. Bobrek
dokusundaki MDA seviyeleri incelendiginde kalp dokusundaki telafi edici etki bobrek
dokusunda da goriilebilir. Zira; B(a)P uygulama grubuna gore B(a)P+AdM uygulama
grubundaki MDA seviyelerindeki azalis lipid peroksidasyonundaki azalisi
gostermektedir. Akciger dokusunda, B(a)P ve AdM’nin hem ayr1 ayr1 uygulamalar1 hem
de kombine uygulamasi oksidatif stresten kaynaklanan hasari tetiklemistir. Hatta B(a)P
ve AdM’nin kombine uygulamasinin hem lipid peroksidasyonda artisa yol agtigindan
bu hasar1 daha da arttiric1 yonde etki yaptigi soylenebilir. Karaciger dokusunda ise
B(a)P uygulamas: SOD ve CAT enzim aktivitelerini kontrol gruplarina gore azaltirken,
B(a)P+AdM uygulamast SOD enzim aktivitesini sadece kontrole gére CAT ve GSH-Px
enzim aktivitelerini ise B(a)P uygulama grubuna gore azaltmistir. Ayrica Toplam GSH
seviyesinin B(a)P+AdM uygulama grubunda B(a)P uygulama grubuna gore artmustir.

AdM uygulama grubu hayvanlarin kalp dokularindaki NO konsantrasyonundaki
artis kontrol ve yag gruplart ile karsilastirlldiginda istatistiksel olarak Onemlidir
(»<0.05). B(a)P uygulama grubunda NO konsantrasyonu kontrol ve yag gruplarina gore

istatistiksel olarak onemli diizeyde artarken AdM uygulama grubuna gore istatistiksel

94



olarak azalmistir (p<0.05). B(a)P+AdM uygulama grubundaki hayvanlarin kalp
dokularindaki NO konsantrasyonu AdM ve B(a)P uygulama gruplana gore istatistiksel
olarak azalmistir (p<0.05).

Bobrek dokusundaki NO konsantrasyonlar1 AdM, B(a)P ve B(a)P+AdM
uygulama gruplarindaki azalma kontrol ve yag gruplarina gore istatistiksel olarak
onemli olarak bulunmustur (p<0.05).

Karaciger ve akciger dokularinda NO 6l¢iilememistir.

Bakan vd. [98] yaptiklar1 bir c¢alismada mide kanseri olan insanlarin
serumlarinda MDA ve NO seviyelerini arastirmislar ve bu iki parametre arasinda pozitif
korelasyon oldugunu bildirmislerdir. Bakan vd. [99] yaptiklar1 bir bagka calismada
lenfotik 16semili hastalarin serumlarinda antioksidan enzim ve NO seviyelerini
calismislardir. Aragtirmacilar serum NO seviyelerinin 16semi hastalarinda kontrole gore
istatistiksel olarak yiiksek oldugunu ve bu durumun uzun siireli donemde DNA’da
hasara yol acarak mutasyon ve kansere neden olabilecegini bildirmislerdir.
Suresh vd. [100] otomobil emisyonuna maruz kalan trafik polislerinin kontrol grubuna
gore yiiksek MDA seviyelerine karsin azalan antioksidan enzim aktiviteleri ve NO
seviyeleri bildirmiglerdir. Gargon vd. [101] Sprague Dawley sig¢anlarin akciger
dokusunda 3’er mg B(a)P ve Fe,Os3’in ayr1 ayr1 ve birlikte intratrakiyel damlatma
uygulanmast sonucu oksidatif etkilerini ¢aligsmislardir. NO seviyelerinin uygulama
gruplarinda ve ozellikle de kombine uygulama olan grupta NO seviyelerinde daha da
yiikseldigini bildirmiglerdir. . Herken vd. [105] hastalarin serumlarindaki SOD enzim
aktivitesi ve NO konsantrasyonunu Ol¢miisler ve c¢alismalarinin sonunda SOD enzim
aktivitesinin azaldigini, NO konsantrasyonunun ise artifini ancak bu degisikliklerin
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak dnemli olmadiklarini rapor etmislerdir. Fargali
vd. [115] yapmis olduklari ¢alismada perfiize edilmis si¢can hepatosit hiicrelerinde
oksidatif stres hasarinda NO’nun olas1 ikili rolleri arastirilmistir. Bu calismada
hepatositlerde LPS ile indiiklenen NO salinimi ile lipit peroksidasyonu arasinda negatif
korelasyon elde edilmistir. Farghali vd’nin yapmis olduklari g¢aligmada normal,
anoksia/reoksijenizasyon sartlarinda karacigerde NO seviyeleri dlgiilememistir. Buna
karsin, LPS wuygulamasina bagli olarak karaciger hiicrelerinde NO seviyeleri
Olciilebilmistir.

Tarafimizca yapilan ¢aligmada kalp dokusunda artan oksidatif hasara karsit NO
seviyelerinin de arttig1 tespit edilmistir. Artan bu NO iiretiminin kontrol gruplar ile

karsilastirildiginda B(a)P ve AdM’nin ayr1 ayr1 ve birlikte uygulamalarindaki
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antioksidan savunma sistemindeki etkileri ile paralellik gostermektedir. Bdobrek
dokusunda yapilan uygulamalara bagl olarak kontrol gruplan ile karsilastirildiginda
lipid peroksidasyonunda B(a)P+AdM uygulama grubundaki azalis hari¢ diger uygulama
gruplarinda istatistiksel olarak bir fark bulunamamistir, bununla birlikte bobrek
dokusundaki CAT aktivitesi kontrol gruplan ile karsilastirildiginda AdM, B(a)P ve
AdM+B(a)P uygulama gruplarinda azalmistir. Bobrek  dokusundaki NO
konsantrasyonlart da azalmistir. Bobrek dokusunda lipid peroksidasyonundan
kaynaklanan bir hasarin olmamasi ve ayni zamanda NO konsantrasyonlarinda
istatistiksel bir azalmanin olmasi bu dokuda NO’dan kaynaklanan bir negatif etkinin
olmadigmm1  disiindiirmektedir.  Karaciger ve  akciger  dokularinda  NO
konsantrasyonlarinin 6l¢iilememesinin nedeninin bu dokularda NO’dan kaynaklanan
oksidatif hasarin olabilmesine karsin NO’nun son iiriinii olarak nitrit veya nitratin
olusmamasindan dolayr NO konsantrasyonlarinin  ol¢iilememis olabilecegini
diistindiirmektedir. Yukarida calismalar1 kisaca 6zetlenen arastirmacilarin sonucglarinda
goriildiigii gibi baz1 patolojik hastaliklarinda neden olabilecegi oksidatif stresin artmasi
durumunda NO konsantrasyonlarinin artmasi s6z konusu olabileceginden c¢aligmamiz
literatlirdeki veriler ile uyum gostermektedir [98-101, 105, 115].

Oksidatif hiicre hasarinin ¢esitli hiicrelerdeki patofizyolojik kosullarda NO’nun
koruyucu veya zararl etkileri tartigmalidir. NO’nun siiperoksit ile reaksiyona girip
peroksinitrit olusturmasi nedeni ile NO’nun toksik bir metabolit veya iiriin oldugu ifade
edilmektedir. Clinkii peroksinitrit daha sonra ¢ok daha reaktif olan hidroksil radikaline
ayrismakta ve sonugta protein nitrasyonunu tesvik etmektedir. Ayrica NO, reaktif
nitrojen oksit tiirlerini de olusturabilmektedir. Giiglii nitroze edici ve oksidatif
ozellikleri olan RNOT’lar oksijen varliginda, oksidatif stresin belirli patofizyolojik
durumlarinda sitotoksik reaksiyonlara katkida bulunabilirler. Ancak bu duruma zit
olarak NO’nun oksidatif hasarda koruyucu fonksiyonu oldugunu ifade eden
calismalarda mevcuttur. Ornegin NO, aktive olmus insan lokositleri tarafindan
olusturulan stiperoksit radikallerini inaktive etmektedir.

AdM’nin vazoaktif bir peptid olarak tanimlanmasindan sonra bu peptidin
multifonksiyonlu 6zellikler gostermesi nedeniyle bilim insanlarinin ilgisini ¢ekmis ve
oldukga popiiler bir ¢alisma konusu olmustur AdM hakkindaki aragtirmalar giiniimiizde
de hizla devam etmektedir.

Kalp dokusunda AdM uygulama grubundaki AdM seviyesinde azalma oldugu

ancak bu azalmanin istatistiksel olarak Onemsiz oldugu, B(a)P ve B(a)P+AdM
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uygulama gruplarindaki adrenomedullin seviyelerindeki azalisin ise kontrol ve yag
gruplaria gore istatistiksel olarak dnemli diizeyde oldugu bulunmustur (p<0.05).

Bobrek dokusundaki adrenomedullin seviyelerindeki degisimler istatistiksel
olarak onemsizdir.

Karaciger dokusundaki adrenomedullin seviyesi AdM, B(a)P ve B(a)P+AdM
uygulama gruplarinda istatistiksel olarak 6énemli diizeyde artmistir (p<0.05).

AdM seviyelerinin dl¢limiinden elde edilen sonuglara gore akciger dokusunda
AdM ve B(a)P uygulama gruplarindaki artig, kontrol ve yag gruplarina gore istatistiksel
olarak onemli degildir. Buna karsin B(a)P+AdM uygulama grubundaki artis, hem
kontrol ve yag grubundan hem de AdM ve B(a)P uygulama gruplarindan istatistiksel
olarak 6nemli diizeydedir (p<0.05).

B(a)P ayn1 zamanda oksidatif bir stresor olarak bilinmektedir [115]. Bu agidan
degerlendirildiginde, cesitli stres sartlarinda canlilardaki AdM seviyelerinin degisimi ile
ilgili literatiirde ¢calismalar mevcuttur.

Farkli stres kosullarina bagli olarak AdM diizeylerinin degistigi pek ¢ok sayida
calisma yapilmistir. L.Y. Al-Ayadhi [117] tip fakiiltesi 6grencilerinde akademik stresin
psikolojik stres modeli olarak kullanildigi bir c¢alismada norohormanal degisimleri
arastirmigtir. Calisma sonucunda aragtirmaci Ogrencilerin final smavlari déneminde
plazma AdM seviyelerinin, sinav Oncesi doneme gore Oonemli seviyede yiikseldigini
rapor etmistir. Fujioka [118] yapmis oldugu calismada ameliyat 6ncesi ve sonrasi
plazma AdM seviyelerini arastirmistir. Arastirmaci tarafindan cerrahi stres sartlarinda
insanlarda plazma AdM seviyelerinin ameliyat oncesine gore 6nemli derecede arttigi
rapor edilmistir. Shan ve Krukoff [119] farkli fizyolojik stres modelleri kullanarak
yaptiklar1 ¢alismada sicanlarin merkezi sinir sisteminde proadrenomedullin mRNA
dagilimmi  arastirmiglardir.  Calismanin  sonucunda  stres  sartlart  altinda
proadrenomedullin mRNA’sinin genis bir dagilim gosterdigi bildirilmistir. Boldt vd.
[120] yaptiklar1 caligmada normal dogum ve sezeryan ile dogan bebeklerde yapilan
calismada yeni doganlarda dogum stresinin AdM seviyeleri iizerine olan etkilerini
arastirmiglardir. Arastirmacilar normal dogum ile dogan bebeklerde AdM seviyelerinin
sezeryan ile dogan bebeklere oranla 6nemli oranda yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

Cevresel bir kirletici ve stres faktorii oldugu diisiiniilen B(a)P uygulamasina
bagl olarak tarafimizca yapilan c¢alismada kalp dokusunda B(a)P ve B(a)P+AdM
uygulamalarinda AdM seviyelerinin diismiis olmasi literatiirde strese bagli olarak AdM

seviyelerinin arttig1 bulgular1 ile uyumsuz iken, karaciger dokusundaki B(a)P ve
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B(a)P+AdM uygulama gruplarinda ve akciger dokusundaki B(a)P+AdM uygulama
grubunda AdM seviyelerinin artmis olmasi literatiir ile uyumludur [117-120]. Bobrek
dokusunda ise AdM diizeyleri B(a)P ve B(a)P+AdM uygulama gruplarinda istatistiksel
acidan bir degisikligin olmadigi gozlenmemistir. Bununla birlikte AdM diizeyleri
kontrol grubuna gdre B(a)P uygulama grubunda istatistiksel olarak 6nemli olmasa da
artis, B(a)P+AdM uygulama grubunda ise azalis géstermistir.

Organizmalar i¢ ve dis kaynakli uyarilara tepki gostererek yasamlarini
stirdirmeye ¢alisirlar. Bu uyarilar organizmayi1 olumsuz yonde etkileyecek diizeye
ulastiginda, uyarilarin olumsuz etkilerini gidermek i¢in organizmalar biiylik ¢aba sarf
ederler. Bu durum genellikle strese verilen cevabi agiklamaktadir. Organizmanin
yasamsal faaliyetlerini etkileyen bu faktorler stres faktorii olarak degerlendirilirler.
Toksik oOzellikteki kimyasal maddeler de organizmalar icin bir stres faktoriidiirler.
Hayvansal organizmalarda stres faktdrlerine karsi kontrol mekanizmasinin; hormonal ve
sinirsel yolla saglandig1 ve birbirlerini dengeleyen sistemlerin var oldugu bilinmektedir.
Organizmalar yasamlar1 boyunca pek ¢ok kimyasal maddeye maruz kalmakta ve bu
kimyasallarin etkisinin dnlenmesi i¢in organizmadaki biyolojik sistemler etkili olmaya
calismaktadirlar. Bu kimyasal maddelerden biriside benzo(a)piren’dir. Benzo(a)piren’in
metabolize olmasiyla sekillenen diol epoksitleri daha 6nce acgiklandig gibi karsinojenik
etkilere sahiptirler. Organizmalarda karsinojenik etkilerin giderilmesi i¢in ¢ok sayida
koruyucu sistemin devreye girmesi de beklenir. Adrenomedullin de hem koruyucu hem
de anjiogenik 6zellikleri nedeniyle ¢cok fonksiyonlu bir peptid hormondur. Tarafimizdan
yapilan caligmada canlilarin ¢evrelerinde sik¢a karsilasabilecegi pek ¢ok kimyasaldan
birisi olan benzo(a)piren ile son 15 yilda oldukca ilgi ¢eken adrenomedullin arasindaki
iliski hem biyokimyasal hem de histolojik agidan degerlendirilmistir. Bu ¢aligmada elde
edilen sonuglara goére, AdM’nin belirli Olglilerde koruyucu etkiye sahip oldugu
sOylenebilir. Ancak; benzo(a)piren ve adrenomedullin arasindaki iligkinin, dolayisiyla
karsinojenik maddeler ve adrenomedullin arasindaki etkilesimin daha detayli olarak
ortaya konulabilmesi i¢in daha sonra yapilacak c¢alismalarda; adrenomedullin’in
uygulama diizeyi, uygulama siiresi, adrenomedullin uygulamasindan etkilenebilecek
dokularinin ¢esitligi ve calisilan biyokimyasal faktorler arttirilarak adrenomedullinin
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distiniilmektedir.
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OZGECMIS
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