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ONSOZ

Kanser; hicrenin  normal davraniglanini  diizenleyen
mekanizmalarin bozulmasi sonucunda hlcrenin asiri, kontrolsiiz ve
agresif bir bicimde cogalmasiyla seyreden, 6lumcul bir hastaliktir. Bu
ozellikleriyle kanser, cagimizin en énemli saglik problemlerinden birisidir.
Olim nedeni olarak, kalp ve damar hastaliklarinin hemen ardindan

gelmektedir.

Kanser Uzerine yapilan arastirmalar, 14. yy’dan bu yana
devam etmektedir. S6z konusu zaman zarfinda arastirmalar icin cesitli
kimyasal bilegiklerden yararlanarak model olusturmanin yaninda onkolojik
bakimdan anlamli ilerleme kaydedebilmek icin kemoterapétik acidan

somut sonugclara ulasmak gerekmistir.

Kanser calismalarinda kullanilan spontan veya indiklenen
timor modelleri icin ¢ok sayida hayvan ve fazla miktarda maddi olanak ile
uzun zaman gerektiginden, bir cok arastirmaci tarafindan daha az tercih
edilmiglerdir. Bunun yaninda transplante edilebilen tiimérler, s6z konusu

dezavantajlar avantaja ¢evirdigi igin daha cok kullanilir olmuslardir.

Bu calismada kullandigimiz Ehrlich Asit Tumoérl (EAT)
modeli, transplante edilebilir ve farelere 6zgii olmasindan dolayi

¢ahsiimasi, timér degerlendirmesi ve izlenmesi agisindan kolaylk saglar .

Calismamizda; Swiss Albino faresinde, solid EAT modeli
geligtirilerek, 10 gin slreyle vitamin C ve E uygulamasinin, karaciger
dokusunda meydana getirdigi antioksidan durumu degerlendirmek

amaciyla MDA, SOD ve GSH diizeylerini inceledik.

VIII



1. GIRIS ve AMAC

Kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi olarak tanimlanan timér olusumu,
hiicre gogalmasiyla hicre 6limi arasindaki dengenin bozulmasidir. Timériin
gelisimi asamasinda komsu hicrelerin istilasi ve uzak bolgelere metastaz

yapabilme gibi yaygin bulgular da gézlenir.

Gunimuazde hlicre c¢ogalmasini dlzenleyen mekanizmanin
basamaklari tanimlanmis olup, bu agsamalardan sorumlu olan olasi faktérlerle

ilgili pek ¢cok arastirma yapilmaktadir.

Son ¢ahsmalar normal blylmenin dizenlenmesinde veya
mutasyonda ROS aracili sinyal mekanizmasinin 6nemli oldugunu gostermistir
!, Karsinogenezis’ in bilinen basamaklarinda bilinen basamaklarinda oksidatif
stresin etkisi radikalin tipine, aktivitesine ve konsantrasyonuna bagli olarak
degismektedir. Birgok kanser hiicresinde kimulatif ROS yapimi DNA’ yi

etkileyerek karsinogenezde anhtar rolii oynar '

. Bunu destekler yondeki
bulgulardan birisi de lipid peroksidasyonunun son Urini olan MDA’ nin
normal dokuya kiyasla, timér dokusunda cok yitksek olmasidir 2. TUmor
dokusundaki oksidatif degisiklikler diger organlarin fonksiyonlarini da
etkileyebilir ®. Cunki ROS artisi  proteinlerin fragmantasyonuna,

agregasyonuna ve enzim bozukluklarina, lipid peroksidasyonuna sebep olur
4

Ozellikle karaciger, kalp ve akciger baglica etkilenebilecek
organlardandir °. Organizmada ROS’un zararli etkileri antioksidan ozelligi
olan enzimler veya enzimatik olmayan antioksidanlarla énlenmeye caligilir.

SOD, katalaz, glutatyon rediiktaz gibi antioksidan enzimlerin veya GSH,



vitamin C, thioredoxin gibi nonenzimatik antioksidanlarin bircok kanser

hiicresinde oksidan aktiviteyi degistirdigi gdsterilmistir ©.

Tumor tedavisinde antioksidan 6zellikteki ajanlarin uygulandigt
sartlarda periferik organlarin radikal etkisinden korundugunu gésteren
arastirmalar bulunmaktadir . Fakat genelde tedavi amaglh kullanilan ajanlarin
toksik etkileri de gdzlenebilmektedir. Bu nedenle dogal antioksidanlarin son
calismalarda siklikla denendigi gérilmektedir 8 E vitamini dogal
antioksidanlarin iginde en etkiliolanlardan birisidir ve koruyucu etkisini
gostermek amaci ile tek basina veya diger antioksidanlarla birlikte verilerek

caligmalar yapilmistir °.

Besinlerle aldigimiz bir diger dogal antioksidan C vitaminidir.
Yapilan caligmalarda Askorbik Asit (AA) ile kanser arasinda énemli bir iligki
oldugu gdsterilmistir '°. AA’ nin antikanserojenik etkisinin de buyiik dlciide

ROS hasarinin énlenmesi ile ilgili oldugu bildirilmistir '* 2,

Bu Dbilgiler dogrultusunda calismamizda Onemli hayati
organlardan olan karacigerin, EAT' den kaynaklanan ROS rinlerinden

korunmasinda, AA ve alfa-tokoferol’ (in etkilerini incelemeyi amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser Nedir ?

£

Kanser, Yunanca’ dan kdken alan , “ Karkinos “ (yengec)
kelimesinden tlremis bir terim olup antik cagdan beri bilinmektedir. Yunanlilar
ve Romalilar tarafindan tanimlanmistir. Bes bin yil 6ncesine ait Misir

yazitlarinda belirtilen timarler ilk bilinen insan malign timérleridir 2.

Kanserli dokular, normal dlzenleyici faktérlere  cevap
vermeyen, farklilagma karakterlerini ve orijine ait normal fonksiyonlarini
progressif sekilde kaybeden yapilardir. Bittin bu 6zellikler pek ¢ok timér igin
tipiktir. Baz1 endokrin timérler sadece morfolojik 6zellikler agisindan degil,

fonksiyonel yénden de farklidirlar 2.

Tamor olusumuna neden olan kontrolsliz hlicre ¢ogalmasiyla
karakterize olan neoplazi’ nin kesin formlari icin de kanser tanimi kullanilr.
Malign bir neoplazi, kontrolsiiz hiicre proliferasyonu, komsu hicre istilasi ve
daha uzak bolgelere metastaz yapabilme gibi cesitli 6zelliklere sahiptir. Bu
Ozellikler agamali bir sekilde kazanilir ve bu slire¢ “timor progresyonu” olarak
tanimlanir. Neoplazi, hilcre proliferasyonu ile hicre o6lUmi arasindaki
dengenin bozulmasi sonucu meydana gelmektedir. Her hicre hicre
siklusuna girer ve mitoza ugrayarak yavru hicrelerini olusturur. Normal
kogullarda her hicrenin belirli bir yasam slresi vardir. Hicre gelisimi,
farkhlagmasi, yaglanmasi ve 6limu belirli bir program dahilinde gerceklesir ve
her agsama farkli gen Grlnleri ile gercgeklestirilir ve kontrol edilir. Bir dokuda
¢ogalan hicre miktari ile élen hicre miktari arasinda sabit bir oran vardir.
Ancak hicrenin normalin disinda ¢ogdalmasi, buna karsilik 6lmesi gereken

hucrelerin sonsuz yasayabilme yetenedi kazanmasi dengenin bozulmasina



ve dolayisiyla da hiicre birikimine neden olur. Tim bu mekanizmalar, gen
drtnleri olan proteinler tarafindan diizenlendiginden, bir gendeki baskalasim
ya da “epigenetik olay” o genin kodladigi protein ya da polipeptidin
dretilmemesi, yanlis Gretiimesi ya da normalden az Uretilmesi ile sonuglanir.
Dolayisiyla da ilgili proteinlerin rol aldigi mekanizmalarda normalden

sapmalar ortaya ¢ikar "4 15,

Kanser hiicresinin biylime ve ¢ogalma siireci, meydana gelen
genetik degisiklikler (onkogenler, timor slipresor genler), konakgi faktorleri
(enzim polimorfizmi) ve timér konakgi etkilesimi (anjiogenez, invazyon,
metastaz) ile yakindan iligkilidir '°. Kanser, hiicredeki bu temel duzenleyici
mekanizmalardaki kusurlardan kaynaklandigi icin, 6zellikle molekiler ve

hlcresel diizeyde degerlendirilmesi gereken bir hastaliktir 7.

2.1.1. Kanser Turleri

Kanserin ylzden fazla degisik tiri mevcuttur, onkolojide klinik

davraniginin degerlendiriimesine gdre benign ve malign olarak ikiye ayrilir.

“Benign” timor sitolojik ve gros &zellikleri nisbeten masum yani
cevredeki dokuya =zarar vermeyen ve yayllmayan ve lokal -cerrahi
rezeksiyonla alinip, hastanin sag kalimini etkilemeyen taradar. Malign
tmorler komsu yapilara invaze olup, onlari harap edebilir ve uzak bélgelere

yayilarak (metastaz yaparak) élime yol acabilir.

Benign ve malign timérlerin ayirt edilebilecegi glvenilir kriterler

bulunmaktadir ’. Bu farklar dért ana baslik altinda toplanabilir:



1. Diferansiasyon ve Anaplazi: Benign timorlerin yapilari ofjin

aldiklari doku igin tipik iken, malign timorlerde atipiktir.

2. Buyime Hizi: Benign timoérler genellikle yavas baydrler.
Malign timoérlerde ise biylime hizi kararsizdir.

3. Lokal Invazyon: Benign timérler, genellikle yapisik, cevre
dokulara invaze ve infiltre etmez. Malign tumorler, normal ¢evre dokulara

infiltre eder.
4. Metastaz: Benign timorlerde yoktur, fakat malign timorlerde
siklikla goruldr. Gerek malign gerekse benign timorler tiredikleri hiicreye

gore siniflandinlir. Karsinomlar, sarkomlar ve I6semi/lenfomalardir - 14 1518,

2.1.2. Kanserin Nedenleri

Kansere yol agan maddelere karsinojen denir ve vyapilan
epidemiyolojik caligmalara gére bunlar radyasyon, kimyasal bilesikler ve

virisler olarak genellenebilir 4.

Isinlama enerjisinin neden oldugu
karsinojenezde temel mekanizmanin DNA hasari oldugu varsayiimaktadir.
Ayrica X iginlart ve gama isinlan dokularda serbest radikallerin olusmasina

neden olurlar *°.

Kimyasal bilegiklerin pek c¢ogu karsinojeniktir. Karsinogenez
benzen, asbest v.b. kimyasallara maruz kalmaktan, beslenme
aligkanliklarindan (aflatoksin), yasam tarzindan (sigara, alkol kullanimi) veya

diger nedenlerden (ilac kullanimi) dolayi olabilir ' 1°

veya Ostrojen gibi
mutasyon olusturmak yerine hiicre cogalmasini uyararak (timor
kamgilayicilar) kanser gelisimine zemin hazirlar '3. insanda kanser olusturan

virGsler, kendi genetik materyalinin, insan hlicre DNA dizisinde kendisine



homolog boélgelere invaze olmasi sonucunda gen yapisinda mutasyon
olusturur. Sonucta normal hiicredeki ilgili gen GrinG hatah kodlanir ve farkli

bir polipeptid sentezi dolayisiyla fonksiyon degisikligi olusur '* 5,

2.3. Ehrlich Asit Timoérii (EAT)

Deneysel hayvan timérlerinden biri olan EAT, ilk olarak disi bir

farede spontan meme adenokarsinomasi olarak ortaya ¢ikmig 2 2" 22

ve
Ehrlich & Apolant (1905) tarafindan tUmér pargalan fareden fareye deri altina
transplante edilerek pasajlanmigtir. EAT diferansiye olmamis bir timordir.
Transplante edilebilme oranm yiksek olup, regresyon gostermeyen, hizli
proliferasyona, kisa yasama slresine sahip, %100 Olime g6tiren ve
immunolojik agitdan timdr spesifik transplantasyon antijenleri (TSTA)' ne
sahip degildir . 1932 yilinda Loewenthal ve Jahn (1932) bu timariin fare
peritonunda sivi halde biylyen formunu elde etmeyi basarmiglar. Peritonda
hicrelerin yani sira asit sivisi da olustugu icin timor Ehrlich Ascites Tumér(
adint almigtir. Timdr hdcrelerinin herhangi bir vicut bosluguna enjekte
edilmesinden sonra orada c¢ogalmalari ile neoplastik hicreler iceren bir
efflizyon meydana gelmesi, asit terimi ile ifade edilir. Genellikle timorler
tekrarlayan pasajlarla virtlanslarini arttinrlar. Bu gibi timérlerin blylime hizi
artar. Heterotransplantabilite kabiliyeti kazanir ve nihayet asit formuna
donlsebilirler ve boyle bir effuzyon 0.1 mlI’ de yaklasik 10 milyon neoplastik

hiicre icerir 21+ 2% 24,

Tumoér hicresini iceren asit sivisinin deney hayvanina
intraperitoneal (IP) yolla enjekte edilmesiyle asit form, subkutan (SC) yolla
enjekte edilirse solid form elde edilmektedir 2 2 2. Genelde pasajdan 4-6

giin sonra asit olugur ve toplam 5-12 ml asit tesekkil eder 2728,



EAT hcreleri, inokulasyonu takiben 2 fazda cogaliriar. Bu
fazlar, hicre sayisinin eksponansiyel olarak arttigi cogalma fazi ve bunu
izleyen, hlcre sayisinin hemen hemen sabit kaldigi plato fazidir 27 2% %
Yaptlan  arastirmalarda, 3x106 EAT  hdcresinin  intraperitoneal
enjeksiyonundan sonra hicre sayisinin 9. gline kadar eksponansiyel olarak
arttigi, 9. ve 10. giinden itibaren de plato fazinin basladigi gortimastir 3" %2,
Baska bir arastirmada ise EAT hcrelerinin ¢cogalma hizlan 4 faz olarak
karakterize edilmigtir. Szikla ve arkadaslari tarafindan yapilan bu calismada;
IP enjeksiyonla pasajladiklari 107 tiimér hiicresinin ilk 4 ile 5 gtinde logaritmik
olarak ¢ogaldigi, 5. ile 13. gunlerde hicre sayisinda 6nemli bir artigin
gbzlemlenmedidi plato fazina gectigi 13. ile 15. giinlerde ise hiicre sayisinda
gegcici artigin oldugu 3. faza, 15. ile 18. glnlerdeki son dénemde ise 2. plato

fazina girdigi bulunmustur .

3 H-timidin kullanilarak yapilan diger bir arastirmada, tlimor
hicrelerinin transplantasyonlarindan sonraki 13. glinde hiicre siklus stiresinin
artigit ve DNA sentez fazinin da oldukga uzadiyi gosterilmistir. EAT
hicrelerinin  ¢odalma fazindan plato fazina gecisleri boyunca, yapisal

34, 85, 36, 87. 38, 39 mitokondri sayisinda azalma 3* 5, DNA ve

21,31, 34

bozulmalar 2"

RNA biyosentezinde azalma , intraselltler pUrin, pirimidin nikleotidleri,

nilkleosidleri ve bazlarinin kaybi 2 ** 3 ATP icerigi ve ATP déniistimiinde

36 34

azalma , protein sentezinde azalma *°, timidin kinaz aktivitesindeki

azalmadan dolay timidin konsantrasyonunda artis 2" *> 3  glutatyon (GSH)
iceriginde azalma * ve trigliseritlerin, kolesterol esterlerinin ve serbest yag

asitlerinin artmasi gibi metabolik degisiklikler meydana gelir %'

. Ayrica
hicrelerin immun cevaplarinda da degisiklikler oldugu bildirilmistir. Ornegin,
baskilanmig makrofaj aktivitesi ve down-regiilatér himoral faktorlerdeki artisa
paralel olarak NK ve T hicre cevaplarinda ileri derecede inhibisyonun

meydana geldigi rapor edilmigtir 38 4142 43,4445



Tamérlh hayvanlarin periton boslugunda bulunan damarlarin
kontrol  hayvanlardakine oranla 6nemli derecede gecirgen oldugu
bulunmustur. Bunun timér hicrelerinden salgilanan etkili bir permeabilite

faktérd ile ilgili oldugu tespit edilmistir *°.

Periton sivisinin  immiln aktiviteyi baskilama kapasitesi
incelendiginde timoér codalmasinin erken evresinde zayif veya baskilayici
etkisi olmadigi, fakat terminal safhada baskilayici etkisinin ortaya ¢iktigi tespit
edllm@tll’ 38, 39, 41, 42, 43, 44, 45 )

EAT li farelerde, ¢ogalmanin plato fazinda asit sivisinin
¢ogunun bosaltiimasi ile timériin ¢cogalmasinda yeni bir artis meydana gelir
% Bu artis eder ayni timoéri plato fazinda tasiyan bir diger fareden alinan
hiicresiz asit sivisi enjekte edilirse yeniden inhibe edilir. Bu bulgular da asit
sivisinda ¢ogalmayi inhibe eden bir faktériin mevcut oldugunu gdstermektedir
46. 47,98 Ehdich asit sivisindaki inhibitor faktérlerin konak hayvanin normal
hiicre populasyonlarina da inhibe edici etkisi oldugunu veya blylmeyi tersine
arttinct oldugunu bildiren calismalar mevcuttur. Altun, EAT’li farelerde
karaciger rejenerasyonunu da incelemis ve timoéral blylimenin rejeneratif

biylimeyi stimille edici bir etkiye sahip oldugunu tespit etmistir %2,

2.4. Serbest Oksijen Radikalleri ve Oksidatif Stres

Serbest oksijen radikalleri (ROS), dis orbitallerinde bir veya
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birden fazla paylasiimamis elekiron iceren molekillerdir ™. Kimyasal ve

biyokimyasal tepkimeler daima atomlarin dis orbitallerindeki elektronlar
sayesinde gerceklesir. Dis orbitallerde paylasiimamis elektron bulunmasi

kimyasal aktifligi arttirir 35"



ROS olusumunda ki tic temel mekanizma >':

|. Kovalent baglarin homolitik kirilmasi,
Il. Normal bir molekdlin elektron kaybetmesi,

[Il. Normal bir molekile elektron transferidir.

ROS olusumunu arttiran fakidrler °':

1. Ekzojen Faktoérler

I. Diyetsel Faktérler: Doymamis yag asitlerinden zengin
beslenme, yiksek kalorili beslenme, hayvansal proteinlerden zengin

beslenme, alkol ve uygun kosullarda hazirlanmamis yiyeceklerle beslenme.

ll. Cevresel Faktdrler: Sigara dumani, hava kirliligi (Os, NO,

SO., Hidrokarbonlar), radyasyon ve diger kirleticiler (aspest, pestisitler vs.).
l1I. llaglar: Anti-kanserojenik ilaglar, glutatyon tiiketen ilaclar.
2. Endojen Faktorler

I. Sedanter yasam

Il. Stres

lll. Yaslanma

IV. Doku hasar ve kronik hastaliklar ( ateroskleroz, kanser,
kronik inflamasyon, iskemi-reperflizyon hasari vs.)

V. Diyetle antioksidan alinimin etkileyen kosullar ( istahsizlik,

malabsorbsiyon, kolestaz) °'.



Fizyolojik sartlarda, organizmada oksidan etkenler ve
antioksidan mekanizmalar bir denge halinde bulunmaktadir. Serbest
radikallerle antioksidan savunma sistemi arasindaki dengenin bozulmasi
oksidatif strese ve oksidatif hasara neden olmaktadir. Oksidatif stres ve
oksidatif hasarin inflamasyon, yaslanma, ateroskleroz, hipertansiyon, iskemik
hasar, karsinogenez, mutagenez, immunolojik, nérolojik, trolojik hastaliklar
ve sindirim sistemi, @bz, deri, akcier ve karacier hastaliklarinin

patogenezinde ve ilerlemesinde rolii oldugu kanitlanmistir %2,

2.4.1. Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest oksijen radikalleri hidroksil radikali, peroksi radikali,
singlet oksijen radikali, peroksinitrit ve hidrojen peroksit olup bu radikaller
oksijenli solunum metabolizmasi esnasinda olusurlar. Bu radikallerin
yarilanma omdarleri birkag birkag mili saniye ile dakikalar hatta saatler

arasinda degismektedir *°.

Tablo 1: Reaktif oksijen tiirlerinin simgeleri ve elektron yapilari

Reaktif Oksijen Tiirleri Simgesi Elektron Yapisi
Superoksit radikali O2 . (OOy
Hidroksil radikali -OH OH
Peroksit radikall 0, (00)?2
Hidrojen peroksit H,O, HOOH
Singlet oksijen 1O 00
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Molekuler oksijenin toksik etkisi yoktur ancak aerobik hiicre

metabolizmasi sirasinda molekiler oksijen, ROS’ a déntistir >,

02
Atjinin
] l
) NO
Superoksit
dismutaz
Katalaz !
Hy O e—————  H309p ONOOC -
H+
X-ray ¥ ¥
-OH "OH + NO5-

O2 /\\
LOO © s - ~

LH

Sekil 1: Serbest oksijen radikallerinin olugsumu

2.4.1.1. SUperoksit Radikali (Od -

Molekdler oksijenin oksidatif fosforilasyon esnasinda NADPH-
oksidaz veya ksantin-oksidaz gibi enzimlerin katalizérliginde bir elektron
indirgenmesi sonucunda stperoksit radikali meydana gelmektedir. Stiperoksit
radikalinin yarilanma omrl hucrelerin farkli yerlerinde bulunan siiperoksit
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dismutaz enziminin varh@ina bagimhdir **. Ayrica indirgeyici molekiler

oksijene tek elekiron verip kendileri oksitlenirken sliperoksit radikali olusur.

Superoksit radikali, yliksek katalitik etkiye sahip stliperoksit
dismutaz (SOD) enziminin etkisiyle dismutasyona girerek azaltir %°.
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2.4.1.2. Hidroksil Radikali ((OH )

Hidroksil radikali, en aktif ve en toksik oksijen radikali olup
Uretildigi her yerde birgok molekil ile reaksiyon verir. Hidroksil radikali,
iyonlastirict radyasyonun (x-isinlan) etkisiyle su molekiillerinin  homolitik
kirlmasi sonucunda olusabildigi gibi hidrojen peroksit molekiliinin metaller
ile reaksiyonu sonucunda eksik indirgenmesi ile de olusabilmektedir %2 Fe,
Cu gibi metal iyonlan tarafindan katalizlenen bu indirgenme reaksiyonu
Haber-Weiss tepkimesi olarak bilinmektedir .

Fe™ + 0 »  ————  Fe? & On By
Fe? + Hy0s ———»  Fe¥ + OH - €OH . (IT}
Ore = HiO:  ——— 5 L OH 4 O OH .o fgity

Biyolojik sistemlerin en reaktif tirli olan -OH, su dahil ortamda
rastladigi her molekdl ile tepkimeye girer. BUtin bu tepkimeler, -OH ‘in
paylagilmamig elektron iceren dis orbitaline elektron alma ilgisinden

kaynaklanir *°.

Hidroksil radikalinin sebep oldugu en Onemli hasar, lipid
peroksidasyonu olarak bilinen serbest radikal zincir reaksiyonudur. Hiicre zari
su igermediginden -OH ‘in baslica hedefi yad asididir. Zar lipidlerinin
peroksidasyonu zarin yapisini bozar ve gecirgenligini artirip hiicre 6limuane

sebep olabilir **.
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1
2.4.1.3. Singlet Oksijen ( OZ)

Singlet oksijen, molekiiler oksijenin yiksek enerji ile uyarimig
formu olup biyolojik sistemlerde fotosentez reaksiyonlari sirasinda
olusmaktadir. Barindirdigi yiksek enerjiyi cevreye dalga enerjisi seklinde

vererek yeniden oksijene donebilir veya kovalent tepkimelere girer. Singlet

-6 -5
oksijenin yarilanma 6émrii 10 ile 10 saniye arasinda olup karbon-karbon cift

baglari ile tepkimeye girme egilimi yiksektir 5.

2.4.1.4. Hidrojen Peroksit ( HdOal

Hidrojen peroksit, oksijenin enzimatik olarak iki elektron ile
indirgenmesiyle ya da superoksitlerin enzimatik veya non-enzimatik
dismutasyonu tepkimeleri sonucu olusur. Yapisinda paylasiimamis elekiron
icermediginden radikal 6zellik tasimaz, reaktif bir tir degildir. Hidrojen
peroksitin oksitleyici bir tir olarak bilinmesinin sebebi demir, bakir gibi metal

iyonlarinin varliginda hidroksil radikalinin éncull olarak davranmasidir.

Hidrojen peroksit 6zellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan
demir ile tepkimeye girerek yUksek oksidasyon diizeyindeki reaktif demir
formlanni olugturur. Bu formdaki demir gok gliclli oksitleyici 6zelliklere sahip
olup, hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri

baslatabilir. Oksitleyici 6zelligi nedeniyle biyolojik sistemlerde olusan HZO2 ‘nin

derhal ortamdan uzaklastirilmasi gerekir. Bu gorevi hiicrelerdeki dnemli

antioksidan enzimler olan katalaz ve peroksidaz enzimleri yerine getirir *°.
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2.5. Lipid Peroksidasyonu Hakkinda Genel Bilgi

2.5.1. Lipid Peroksidasyonu ve Etki Mekanizmasi

Lipid peroksidasyonu, zar fosfolipidlerindeki coklu doymamis
yag asitlerinin oksidasyonuna neden olan ve bodylece zar lipid yapisini

degistirerek hiicre yapi ve fonksiyonlarini bozan bir olaydir.

Lipid peroksidasyonu kimyasal bir olay olup serbest radikallerin
membrandaki doymamig yag asitlerini etkilemesi ile baslar *®. Kendi kendini
devam ettiren zincir reaksiyonlar seklinde gelisir, hiicre membranina yaptigi
hasar geri doénlstUmslzdlr. Zincir reaksiyonlarninin tamami Sekil 2 ’de

ézetlenmistir *°.

(1) Baslatiima:
ROOH + metal™ ———~ ROO + metal ™* 4+ H*
X+RH — R+ XH
(2) llerleme:
R+0 —-= ROO
ROO + RH —— ROOH + RO
(3) Sonlanma:
ROO + ROO —— ROOR + Oy
ROO + R ——— ROOR
R+R — RR

Sekil 2: Lipid peroksidasyonunun zincir reaksiyonlari
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2.5.2. Lipid Peroksidasyonunun Patolojik Etkileri

Lipidlerden, aragidonik asit metabolizmasi sonucu serbest
radikal Uretimine “enzimatik lipid peroksidasyonu”, diger radikallerin sebep

oldugu LPO’ na ise “non-enzimatik lipid peroksidasyonu” adi verilir %7

Lipid peroksidasyonu tepkimeleri sonucunda oksidatif hasan
arttiran basta aldehitler olmak (izere gok sayida Uriin olusmaktadir %. LPO
sonucunda ortaya ¢ikan cesitli aldehitlerden en iyi bilinenleri MDA ve 4-
hidroksinonenal (HNE)'dir. MDA 6lgimi ile LPO’ nun degerlendiriimesi
yapilabilmektedir. Bu bilesikler ya hiicresel olarak metabolize olurlar ya da
baglangigta etkili olduklari bdlgeden difflize olup hasari hicrenin diger
bélimlerine yayarlar °”. Ornedin membran akiciliginin azalmasina, membran

fonksiyonlarinin yavaslamasina, reseptér ve enzimlerin inaktive olmasina ve

+2
Ca girisinin artmasina neden olurlar *.

Dokulardaki MDA artiginin koroner arter hastaligina *%, akciger
kanseri ve diger akciger hastaliklarina, DNA'yva bagh mutasyonlara ve

iltihaplanmalara yol actigi bildiriimektedir *°.
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Tablo 2: Serbest radikallerin hiicredeki baslica zararl etkileri

Doymamis yaglar Kolesterol ve yag asitlerinde oksidasyon
Lipidlerde ¢apraz baglanmalar

Organel ve hiicrelerde capraz baglanmalar

Karbonhidratlar Polisakkaritlerin depolimerizasyonu

NUkleik asit bazlan Hidroksilasyonlar
Mutasyonlar, kimyasal modifikasyonlar

Sekerlerde benzer reaksiyonlar

Kukartli amino asitler Protein denatlrasyonu ve gaprazlanma

Enzimlerde inhibisyon

Proteinler Peptid zincirlerinde kopma
Denatlirasyon
Nukleik asitler Tek ve cift iplik¢ik kinlmalari

Proteinlerde ¢apraz baglar

Baz icermeyen bélgeler

Hiyaluronik asit Sinovyal sivi akiskanhginda degisme

2.5.2.1. Proteinler Uzerine Etkileri

Proteinler radikallere, lipidlerden daha az hassastir. Etkilenme
dereceleri igerdikleri aminoasit kompozisyonuna baghdir. Doymamis bag ve
sulfir iceren amino asitlerden (triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin,
metiyonin, sistein gibi) meydana gelmis proteinler serbest radikallerden
kolaylikla etkilenir. Karbon merkezli radikaller ve slfiir radikalleri meydana
gelir. Karbonillerin él¢llmesi ile karbon merkezli radikaller belirlenebilir.
Radikal hasari sonucunda protein fragmantasyonu, capraz baglanmalar ve

proteinlerin agregasyonu meydana gelir. Enzimlerin aktiviteleri degisebilir >’.
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2.5.2.2. Karbonhidratlar Uzerine Etkileri

Glukoz, mannoz ve deoksi sekerler fizyolojik sartlarda
otooksidasyona ugrayarak, slperoksit ve hidrojen peroksiti meydana
getiriler.  Monosakkaritlerin ~ otooksidasyonu,  proteinlerdeki  capraz
baglanmalara yol acarak onlarin agrege olmalarina sebep olur *°. Bu
etkilerinden dolayl bazal membran kalinlasmasinda ve cesitli hastaliklarin

patogenezinde énemli rol oynarlar %59,

Glikozaminoglikan  yapisinda olan ve sinovyal sivinin
viskositesinde énemli rol oynayan hyallronik asitin, reaktif oksijen tirleri ile
etkilenmesi sonucunda bad dokusu stabilitesi bozulur. Hyaluronik asit
parcalanmasi inflamatuar eklem hastaliklarinin karakteristik bir 6zelligidir.
Gozin vitreous humourunda bulunan hyluronik asit’ in oksidatif hasari ise

katarakt olusumuna neden olur %%

2.5.2.3. NUkleik Asitler ve DNA Uzerine Etkileri

lyonize edici radyasyona bagl hiicre 8liminin baslica nedeni
nukleik asitlerin reaktif oksijen tlrleri ile reaksiyonudur. Reaktif oksijen tirleri
DNA c¢ift sarmalinin ayrilmasina veya nikleik asit baz degisimlerine neden

olabilir. Bu da kromozal mutasyonlar ve sitotoksisite ile sonuclanir 3% 5°,

Hidroksil radikali, deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona

girer ve degisikliklere yol acar. Eger hidroksil radikali DNA’ nin yakininda

meydana gelirse plrin ve primidin bazlarini etkiler. Singlet oksijenin nikleik
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asitlerle tepkimeye girme yeteneg@i sinirhdir. Slperoksit anyonu ise glclu bir
oksitleyici oldugundan, guanin gibi ylksek elektron iceren molekdillerle daha

kolay tepkimeye girer 58 %°.

Organizmada aktive olmus nétrofillerden kaynaklanan hidrojen
peroksit, membranlardan kolayca gecer ve hiicre ¢ekirdegine ulasarak DNA

hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre élimiine yol agabilir * 57-5°,

2.6. Viicudun Antioksidan Savunma Mekanizmalari

Serbest radikallerin zararli etkilerine karsi organizmada
koruyucu mekanizmalar vardir. Bu mekanizmalardan bir kismi serbest radikal
olusumunu, bir kismi ise olusmus serbest radikallerin zararli etkilerini onler.

Bu islevleri yapan maddelerin timine birden genel olarak antioksidanlar denir
57, 59, 61

Antioksidanlar  lokalizasyonlarina  gbére intraselliler ve
ekstrasellller olarak iki grupta incelenir. Ayrica fonksiyonlarina goére de
siniflandinimaktadir. Genelde, radikal olusumunu 6nleyen (metal selatérler,
SOD, katalaz, glutatyon peroksidaz) ve olusan radikallerin dokudaki etkilerini
6nleyen (E vitamini, ubikinon, retinoik asit, betakaroten, glutatyon, drat)
antioksidanlar olarak iki kategoride incelenirler. Ayrica enzim ve enzim
olmayanlar seklinde de siniflandirilirlar. Hlcrelerin hem sivi hem de membran

kisimlarinda bulunabilirler %°.
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Tablo 3: Biyolojik sistemlerde antioksidan savunma sistemi

Enzimatik Nonenzimatik
Superoksit dismutaz (SOD) Glutatyon (GSH) Albimin
Katalaz (KAT) a-Tokoferol (vit E) | Seruloplazmin
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) Askorbat (vit C) Transferrin
Fosfolipid hidroperoksit glutatyon B-Karoten Ferritin
Peroksidaz (PLGSH-Px) Flavonoidler Laktoferrin
Glutatyon S-transferaz (GST) Urat Melatonin
Glutatyon rediktaz (GSSG-R) Bilirubin Sistein

Antioksidanlarin, genellikle mutajenik olmadidi; hatta bazi
kimyasallarin ~ mutajenik  etkisini  inhibe  edebildigi  gosteriimistir.
Antioksidanlarin belirli karsinojenlerden énce veya ayni zamanda verildigi
bazi hayvan deneylerinde, kanser olusumunu onledikleri agiklanmigtir.
Bununia birlikte antioksidanlarin, karsinojenlere maruz kaldiktan sonra

verildigi diger bazi deneylerde kanser olusumunu artirdi§i da gézlenmistir 2.

Antioksidanlarin oksidatif hasarlara karsi dokulari veya hlcreleri
koruyucu 6zellikleri g6z éniine alindidinda, yaslanmaya, doku hasarlarina ve

toksik ajanlar ile zehirlenmeye karsi koruyucu ajanlar olarak gosterilmektedir
62
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2.6.1. Enzimatik Antioksidanlar

2.6.1.1. Siperoksit Dismutaz

Antioksidan savunmanin ilk basamagi stperoksitin H202’e

dismutasyonunu katalizleyen siiperoksit dismutaz enzimidir ' 83 6465,

SOD

0 +0 +2H
2 2

Bu enzim ksantin-ksantin oksidaz sistemine eklendiginde

sitokrom ¢’nin indirgenmesini inhibe eder.

SOD ile katalizlenen tepkime sonunda olusan 0rlin, oksijenin

toksik tlrlerinden biridir ve KAT tarafindan birikimi énlenmektedir 65 6.

SOD, intraselliler savunmada buytk rol oynar ve yaslanmaya

bagli olarak azalir .

insanda SOD’ un iki tipi bulunmaktadir; sitozolde bulunan,
dimerik, Cu ve Zn igeren izomer (Cu-Zn SOD) ile mitokondride bulunan

tetramerik Mn iceren izomerdir (Mn-SOD) %.
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2.6.1.2. Katalaz

Katalaz (KAT), tim hiicre tiplerinde degisik konsantrasyonlarda
bulunan doért tane hem grubu igceren bir hemoproteindir. Hidrojen peroksidi

molekiiler oksijen ve suya katalizler 5" °°.

KAT

2H O
2

Daha ¢ok peroksizomlarda lokalizedir. KAT'In indirgeyici
aktivitesi hidrojen peroksit ile metil, etil hidroperoksitleri gibi kiigtik molekdillere
kargidir. Baydk molekllt lipid hidroperoksitlerine etki etmez. Kan, kemik iligi,

mukoz membranlar, karaciger ve bébreklerde yiksek miktarda bulunmaktadir
57, 61, 64

2.6.1.3. Glutatyon Peroksidaz

Hicrelerde olusan hidroperoksitlerin  uzaklastinimasindan
sorumlu olan bir enzimdir. Birbirinin ayni dort subinitten olusan tetramerik bir
enzimdir. Her subUnit bir selenyum atomu igerir. Bu nedenle hiicreleri gesitli

hasarlara kargl koruyan bir selenoenzim oldugu distingiliir 5% €% 67 68,

Enzim aktivitesinin en fazla oldugu dokular ise eritrositler,

karaciger °, akcigerler ve endoteldir &.

GSH-Px, intraselliler mesafede lipidleri peroksidasyondan

koruyan en o6nemli enzimdir. Bu nedenle hicrenin 6zellikle sitozolik
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kompartmaninda yer alan bu enzim hiicrenin yapisini ve fonksiyonunu korur
59, 60, 69, 70

GSH-Px, asagidaki reaksiyonlar katalizler 5 7",

GSH-Px

H O, +2GSH GSSG +H O oo ()

GSH-Px

ROOH + 2GSH GSSG +ROH+HO ..o ()

Hidroperoksitlerin redikte olmasi ile meydana gelen GSSG,
glutatyon rediiktazi (GSSG-R) katalizledigi reaksiyon ile tekrar GSH a

doénusdr.

GSSG-R

GSSG + NADPH + H. 2GSH + NADP ............ (V1)

2.8.1.4. Glutatyon S-Transferaz

“Selenyuma bagl olmayan GSH-Px” olarak adlandinlir.
Membran LPO’ yu yalnizca fosfolipaz A2’ nin varli§inda inhibe eder. Oncelikle
aragidonik asit ve lineolat hidroperoksitleri olmak (zere lipid peroksitlerine
kargi Se bagimsiz GSH peroksidaz gibi aktivite gbstererek antioksidan etki

gosterir 5 %%
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GST

ROOH + 2GSH GSSG + ROH+H O .o ()

2.6.1.5. Glutatyon RedUktaz

Hidroperoksitlerin rediikte olmasi esnasinda meydana gelen
okside glutatyon GSSG), GSSG-R’ in katalizledigi reaksiyonla tekrar rediikte

hale (GSH) dénlsir. Reaksiyonun gergeklesmesi icin NADPH’ a ihtiyac vardir
57.

GSSG-R

GSSG + NADPH + H 2GSH + NADP ..o, ()

2.6.1.6. Mitokondrival Sitokrom QOksidaz

Solunum zincirinin son enzimi olan sitokrom oksidaz, asagidaki

reaksiyonla stperoksidi detoksifiye eden enzimdir 5% %% &'

40 +4H +46  —— 2H.O oo 0
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2.6.2. Nonenzimatik Antioksidanlar

2.6.2.1. Glutatyon

Redlkte glutatyon (GSH); glutamik asit, sistein ve glisin iceren
bir tripeptit olup, aktif bir sdlfidril (-SH) grubuna sahiptir. Viicuttaki GSH’ nun
blyuk bélimi karacigerde genetik bilgiye ihtiyagc duyulmadan iki asamada

sentezlenebilen bir tripeptittir > % 6% 72,

y -glutamil sistein sentetaz

L-glutamat + L-sistein +ATP y-glutamil sistein + ADP + Pi ....(l)

Glutatyon sentetaz

y-glutamil sistein + Glisin + ATP GSH + ADP + Pi .............. (I)
Vicutta enzimatik olmayan 6nemli bir antioksidan olan GSH,
serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hicreleri oksidatif
hasara karsi korur 3%
En o6nemli gorevi, enzim ve proteinlerin tiyol gruplarinin (-SH)
indirgenmesi ile redlkte formlarinin kontrolinl saglamaktir. Tiyol grubuna
sahip birgok enzim disuk hizda fakat okside olarak ya da Oz’nin direkt

etkisiyle hizla aktivitelerini yitirirler 5% %% 72,
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CHisin (Gly) 4

Sistein (Cye) <

Glutam at (Glu) <

0 =(I‘
H—C —CHy—3H

H—CHNH5*
coor

Sekil 3: Glutatyonun yapisi
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2.7. Malondialdehid (MDA)

Malondialdehid (MDA), poliansatiire yag asitlerinin oksidatif
yikimi sonucu son Uriin olarak agiga gikar. Memelilerde yag asitleri en ¢ok

aragidonik asit dokosahekzanoik asit seklindedir ° .

H H
I I

O=C~-CH;,-C=0«>HO-CH=CH-CHO <> O-CH=CH-CHO
Malondialdehid

MDA sulu ¢ozeltilerde pH a bagll olarak cesitli formlarda
bulunabilir. MDA’ nin sulandinimis asit veya nétral ¢ozeltileri (<25 mM) 4
°C’ de 20 giin saklanabilir. Yiksek konsantrasyonlarda &zellikle oda
sicakhginda veya uzun slire bekletildiginde MDA c¢ozeltilerinde aldol tipi

kondensasyon olusur.

MDA proteinlerin amino gruplarina, fosfolipidler veya nukleik
asitlere baglanarak toksik etkisini gosterir. MDA miktari tiyobarbutirik asit
testi ile Olgilmekte ve bu ydntem lipid peroksid diizeylerinin
saptanmasinda siklikla kullaniimaktadir . Serbest oksijen radikallerinin
ve lipid peroksitlerinin bazi patolojik bozukluklarin édnemli bir rol oynadigi
kabul edilmektedir. Yaglanma, alkol ve ateroskleroz olusumunda " lipid
peroksidasyonu ve antioksidan sistemdeki degisikliklerin etkin bir rol
oynadi§i saptanmistir. Ote yandan serbest oksijen radikallerinin ve buna
bagdli oksidatif stresin karsinogenezde de &nemli bir roli oldugu ileri

strilmektedir "6,
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2.8. Serbest Oksijen Radikaleri ve Kanser

Oksidatif stres sonrasi olusan serbest oksijen radikaleri geri
doénisimli ya da geri dénlsumsiiz hiicre hasarina, DNA, lipid ve protein

hasarina yol acarlar /.

Oksidatif stres akut ya da kronik olabilir. iskemi-
reperflizyonda, akut enflamasyonda ve hiperokside kisa stireli bir oksidatif
hasar varken; kronik enflamasyonda uzun sireli bir oksidatif hasar

gorultr. Uzun sureli bir oksidatif hasar kanser gelisiminde de rol oynar ”’.

Kanser gelisiminin ilk asamasinda glinde yaklasik 10 bin
hicrenin DNA’ sinda oksidatif stres gelistigi ve kalici hasar olustugu
tahmin edilmektedir "®. DNA, cok kiiciik oranda ki tamir mekenizmasiyla
onarilamaz ve mutasyonuna ugrar. Oksidatif stresin ¢ok fazla oldugu
sartlarda hlcre 6lumu gérilir. Orta dizeydeki oksidatif stres sartlarinda
mutajenik potansiyel yiksektir /. DNA hasarinda kimyasal yapida ya da
sarmal yapida bozulma olur. Ozellikle hidroksil radikali deoksiribozla
iligkiye girerek plrin ve pirimidin bazlarinin ayrilmasina yol acar. Ayrilan
bazlar nedeniyle DNA Uzerinde abazik alanlar olusur. Hidroksil radikali
ayrica adenin ve guaninin halka yapisini bozarak da mutasyona yol acar
5. Bu degisimler sonucunda onkogenler aktive olabilir ya da tiimor

supresér genler inaktif hale gegebilir 77

Kanser gelisiminde 2. basamak “promosyon” asamasidir.
Bu fazda, “inisiasyon” asamasinda mutasyona ugrayan hicre klonlari
¢cogalmaya baglar. Serbest oksijen radikalleri bu asamada daha cok
indirekt etkiye  sahiptirler.  Radikaller hiicre icindeki Ca®™
konsantrasyonunu artirirlar. Bu artis basta fosfokinaz C (PKC) olmak
tzere proliferatif faktorleri uyarir. Ayrica PKC ve NF-kappa B, serbest

77

oksijen radikalleri tarafindan uyanlan diger faktorlerdir . Kanser
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gelisiminin son dénemi progresyon asamasidir. Bu fazda timér blylimesi
hizlanir, immiin sistemden kagis, doku invazyonu ve metastaz gérilir ve
bircok DNA’ da mutasyonu vardir ve serbest oksijen radikalleri tiimérden
devamli gekilde salinir. Ayni zamanda antioksidatif kapasite oldukca

azalmistir ”°.

Serbest oksijen radikalleri ile okside olan yag asitleri lipid
peroksi radikallerine ve lipid hidroperoksitlere donisurler. Lipid peroksi
radikalleri ise MDA’ ya dénuUsur. Lipidlerde olusan bu hasar proteinleri de
etkiler. Lipid radikaleri hiicre membranini rahatlikla gecerek hicredeki

homeostazisi bozar, DNA-MDA Uriinleri olusturur .
Protein hasan sonrasi hlcrede enzim aktivasyonunda
degisimler olur. Reseptdr proteinlerdeki ve gap junction proteinlerindeki

hasar da hiicrede sinyal iletimini bozar .

Oksidatif stres sonrasi olusan serbest oksijen radikallerinin

cok basamakli kanser olusumundaki yeri tablo 4’ de gdsterilmistir.

Tablo 4: Kanser olusumunda oksidatif stres

Oksidatif Stres (S.0.Radikalleri)

ﬂ

DNA hasari Gen eksprasyonunda degisme (PKC) DNA hasan
000 . o 00 0000
Inisiasyon 00 Promosyon 08 Progresyon 0000
_—> % -_— e
Normal hicre Kanser
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2.9. Askorbik Asit (Vitamin C, Antiskorbit Vitamin)

1790 yillanindan beri bilinen AA, 1933 yilinda C. Glen King
tarafindan izole edilmistir. izole edilmesinden hemen sonra kimyasal
yapisi da agiklanmistir. AA, molekiler agirhd 176 olan basit bir

monosakkarit tirevidir 8.

Yagda ve organik eriticilerde erimeyen AA , beyaz
kristaller halinde, kati yapida ve suda erir ézelliktedir %" 8 AA yapisi
glikozun okside formu seklindedir. pH‘inin artmasi ile birlikte giimis
ve bakir iyonlari tarafindan AA’ nin oksidatif  pargalanmasi hizlanr.

Dehidrate formu indirgenmis formundan daha dayanikhdir &'

Insanlarda AA’ nin disanidan alinmasi zorunlu iken, bazi
memeliler ve sicanlar gulukoz UGzerinden AA sentezleyecek enzim
sistemlerine sahiptirler. insanda AA sentezinin olmayisi L-gulono-gama-

lakton oksidaz enzim eksikligine baghdir 8

. Primatlar, kobaylar,
yarasalar ve gesitli tirdeki kuslari kapsayan diger hayvanlar, AA’ yi
sentezleyemezler . AA memelilerde karacigerde, kuslarda, kurbaga ve
sUringenlerde ise bobreklerde sentez edilir. En 6nemli AA kaynaklar yesil

sebzeler, meyvalar, domates ve turuncggillerdir ®

. Oksidasyona karsi
oldukga duyarh olan AA pisirme ve depolama sirasinda , iglemin niteligine
gore kayba ugrar. AA’ nin bagirsaklardan emilmesi monosakkaritler gibidir.
Vitamin hicreye girmeden Dehidro Askorbik Asit (DHAA) seklindedir,

hiicreye girdikten sonra AA seklini alir &',

AA’ nin emilimi daha ¢ok dehidro sekline gevrildigi yer olan
midede olmaktadir. Ylkslz olan DHAA fizyolojik pH da hicre
membranlarini mono anyonik L-askorbattan daha kolay gecerler. Lékosit
ve eritrosit gibi hucreler, AA’ nin blyik ¢oguniugunu basit diflizyonla

gegcirirler, fakat bazi hlcre ve dokularda aktif transport s6z konusudur &',
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AA cogu dokuda, hipofiz, adrenal korteks, korpus luteum ve
timus gibi bezlerde plazmadaki dizeyinden 20-30 kat daha fazladir.
Insanlarda normal olarak 100 ml kanda 1.0 mg AA bulunur. AA’ nin yari
omri 16 glindur. Fare ve kobaylarda ise radyoaktif AA’ nin yari émrii 3-4

giin olarak bulunmustur &',

Yetigkin insanlarda gUnlik olarak 70 mg, sit emen
cocuklarda ise 30 mg AA’ ya ihtiyag vardir. Bu miktarlar gebelik ve

laktasyonda artar ®'.

insanda AA atim formlar absorbat-2-silfat, liksonik asit,
ksilonik asit ve ksilozdur. Az miktarda AA (%2) karbondioksite metabolize
olur ve solunum ile uzaklastinlir . AA’ nin fazlasi idrarla atilir 8, AA’ nin

oksidatif metabolizmasi hemosiderozlu hastalarda yiiksektir .

2.9.1. Askorbik Asit’ in Fonksiyonlari

Plazmada bulunan antioksidan olarak gdrev yapan endojen

AA, sivi ortamlarda oksidazlari tutarak fonksiyonunu strdarir 81

AA glglh bir antioksidan olup, bir ya da iki elektron verir,
monodihidroaskorbik asit yoluyla dehidroaskorbata okside olur. Bu ara
arin vicudun antioksidan savunmasinda reaktif oksijen ve serbest
radikallere karsi doku tahribatini dnler. AA’nin antioksidan hareketi diger
indirgen ajanlarin varliginda (GSH ve NAD gibi), daha gicludir. Meydana
gelen radikaller, lipidlere, enzimlere, proteinlere ve DNA’ ya baglanarak
patolojik bozukluklart ve kanseri ortaya cikarir. Noradrenalin sentezi igin
de AA gereklidir. Adrenalin fizyolojik sartlar altinda okside olmaya
egilimlidir. Fakat bu oksidasyonu AA 6nler. ATP den cAMP olusumunu
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adenil siklaz aktive eder. AA cAMP’ yi 5’-cAMP’ ye fosfodiesteraz enzimini
inhibe ederek indirger. Béylece AA cAMP’ nin doku dlzeyini onun

sentezini uyararak ve parcalanmasini azaltarak arttirir &',

AA, vertebralilarin kollegen ve bag dokularindaki prolin’ in
enzimatik olarak hidroksilasyonla, 4-hidroksiprolin’ e doénlsmesinde
etkilidir. Hidroksiprolin artiklari  yalnizca kollegen dokuda bulunur.
Dolayisiyla AA evrimlesmis hayvanlarin bag dokularinin sekillenmesine
etki eder. Son calismalardan, tokoferol ve AA’ niin antioksidan etki

gbsterdikleri bilinmektedir ®'.

AA, guiglu bir indirgeyici ajan olmasindan dolayi nitrit toplar.
Nitritin  kaynag! gidalardaki nitrattir. Nitrat emildikten sonra bukkal
kavitedeki mikroorganizmalar tarafindan nitrite gevrilir, mideye gelerek
amin veya amidlerle nitros bilesiklerini olusturur . AA nitrosaminlerin
olusumunu 6nleyen gugli bir ajandir. Clnki nitritle aminlerden daha hizlh
reaksiyona girer. Béylece nitriti indirger, kendisi de okside DHAA (Dehidro

Askorbik Asit) olur ve amin olusumu énlenir .

Tetrahidrofolik asit sentezi AA’nin varligina baghdir. AA
yetersizliginde tetrahidrofolik asit sentezinin yetersizligi de s6z konusudur .
Kapiller damarlarin hiicre arasi maddesi, interstisiyel madde, dentin ve
osteolit dokularin normal tesekkil etmesi icin AA’ ya ihtiyac vardir 8",
insanlarda AA eksikliginin klasik sendromu skorbittir 4.

Bu hastalarda kollegen metabolizmasindaki aksakliga bagli
olarak, kemiklerde bozukluk ve gelisme yetersizligi gorilir. Deri altinda,
dis etlerinde, kaslarda, yag dokusunda ve i¢ organlarda kanamalar
meydana gelir. Ayrica deride sertlik ve sismeler olusur. Bu bozukluklar
uzun slre AA’ dan yetersiz beslenmede gérilir. AA’ nin normal depolari

skorblite ait isaretlerin belirmesinden énce 3 - 4 ay yetecek diizeydedir 8,
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Cok hafif goérilen AA vyetersizliklerinde, bazi enfeksiydz hastaliklara
yakalanma kabiliyeti artar, bunun da teshisi icin en iyi yol kandaki AA

diizeyinin tesbit edilmesidir ®'.

Yukarnda sayilan bozukluklarin disinda AA yetersizliginde
gortlen en énemli bozukluklar okuler hemoraji, tikirik ve gbzyasi bezi
kurulugudur. AA, gozleri fotooksidatif ve serbest radikal zararlarina kargi
korur. AA postabsorbtif durumda bakirin emilmesine etki ettigi icin AA

eksikligi sonunda bakir yetersizligi de gorilebilir &'

AA folik asidin aktif forma doénlsmesinde ve demirin
emilmesindeki fonksiyonundan dolayr yetersizligi halinde sekonder

megaloblastik anemi ve hipokromik anemi gelismektedir .

Eder ylksek dozda ve uzun siire AA alinirsa AA’ nin
yikilmasi sonucu olusan okzalik asit idrar yollarinda tas olusturur . AA’
nin yuksek dozda alinmasi, 6zellikle dehidroaskorbati askorbata tekrar
okside eden enzim sisteminde eksiklik olan kisilerde DHAA birikimine yol
agabilir. Bu nedenle AA’ nin okside olmus sekli DHAA toksiktir. Ancak akut

olarak AA toksisitesi gdzlenmemistir &.

2.9.2. Askorbik Asit _ile Kanser ve Serbest Radikallerin iliskisi

Yapilan aragtirmalar AA ile kanser arasinda énemli bir iligki
bulundugunu ortaya koymustur . AA, diger antioksidanlar gibi énemli
antikanser etkilere sahip olabilir. Epidemiyolojik ¢alismalarda AA’ nin ¢ok
onemli koruyucu etkilere sahip oldugu bulunmustur. Bu mekanizmanin
serbest radikallerden olusan hasarin o6nlenmesi ile lgili olmasi

muhtemeldir " 1282,
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AA, kanserin tabii kimyasal &nleyici ajanlarinin basinda

gelmektedir ™°

. Kanser gelisimi ile ilgili 6énemli bir mekanizma, AA
tarafindan N-nitrozamin olugsumunun inhibisyonudur '® ® . Nitrozaminler,
gucll kanserojen maddeler olup nitritlerle cesitli bilesiklerin reaksiyona
girmesi sonucu meydana gelirler '© 8 88,89

Nitrit, nitratin bakteriyel rediksiyonu yolu ile ve aktive
makrofajlar ve endotelyal hiicreler tarafindan olusabilmektedir. Sindirilen
sekonder aminler ve nitrit arasindaki reaksiyonunun in vivo ortamda
olusabildigi ve laboratuvar hayvanlarinda karsinojenik nitrozaminleri
meydana getirebildigi gdsterilmistir. Endojen nitroze edici ajanlarin iki olasi
kaynagi, diyet nitrata ilaveten atmosferik nitrojen oksitler ve hicreler
tarafindan andojen olarak Uretilen nitrik oksittir. Sigara maruziyetin 6nemli

bir kaynagidir; sigara igimi 1000 ppm. kadar nitrojen oksit kapsamaktadir
89

AA’ nin insan midesinde karsinojenik N-nitrozo bilesiklerinin
olusumunu inhibe etme yeteneginden dolay, gastrik kanserin
onlenmesinde potansiyel olarak koruyucu bir etkiye sahip olabilecegi ileri
sUriimistir 12909192,

Schorah ve Sobala’ nin elde ettidi bulgular, AA’ nin gastrik
limene sekrete edildigini gostermigtir. Gastrik patoloji ve Helicobakter
pylori ile ilgili kronik gastritin varliginda bu sekresyon bozulmaktadir % 9"
92,93 AA’ nin baz triptofan metabolitlerinin, sigaranin, ultraviyole iginlarinin
ve virGslerin kanserojen etkilerini 6nemli Olglide engelledigdi, invitro
calismalarda da karsinojenik hidrokarbonlara karsi organizmayi korudugu

saptanmistir '°.

Derideki UV-radyasyon hasarinin nedeni, reaktif oksijen
tarleridir. Topikal AA’ nin reduktan bir kofaktor olarak deriyi korumada etkili

oldugu ileri stiriilmektedir %4 %%
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Bilindigi gibi malign invazyonun en énemli unsurlarnindan biri,
malign hicreler tarafindan salgilanan lizozomal enzimlerdir. Bunlarin
basinda hyaluronidaz, kollejenaz ve nétral proteazlar gelir ' . Lizozomal
enzimler, organ ve dokularda matriksin yapisini bozarak c¢oéziime ve
depolimerizasyona yol agar. Bu nedenle timér hicrelerinin salgiladigi
enzimleri inhibe edicek bir sistem, sadece malign invazyonu &nlemekle
kalmaz, ayni zamanda timér hicrelerinin beslanmesini de bir 6lclide
engellemis olur. Yapilan calismalar serumda bulunan “Fizyolojik
Hyaluronidaz inhibitéri” (PIH) isimli dzel bir proteinin infeksiyon, kanser,
yara iyilesmesi ve romatoid artrit olaylarinda oldukga ylksek saviyelere
ulagtigini géstermistir. Ayrica kanserli hastalardan alinan serumun in vitro
calismalarda hyaluronidazi inhibe ettigi bulunmustur. PIH sentezinde yapi
benzerliginden dolayr AA’ ya ihtiya¢ oldugu dislnUlmektedir. Bu bilgilere
dayanarak AA’ nin primer fonksiyonunun, bltiin hlcrelerin aslinda var
olan proliferatif kapasitesini dizenli ve birbirinden farkli bir davranis
bigcimine sokmak seklinde olabilecegi ileri sUrlimustir. AA — DHAA
sisteminin adrenal ve pituiter hormonlarin sentez ve salgilanmasinda da
onemli bir rol oynadidi distindlmektedir. Bu hormon degisikliklerine bagl

olarak kansere kars! hasta direncini etkileyebilecegi bildirilmistir *°.

Vitamin, birlikte kullanildi§i bazi sartlarda, kemoteropétiklerin
timor 6ldurici etkilerini artirmak ve uygulanan doz ihtiyacini azaltmak
suretiyle tedavide blyik 6lcl de faydali olmaktadir. Bu kombinasyonda
muhtemelen hastanin immiin sistemi daha az zarar gérmektedir > %.
Benzer sekilde kanser vakalarinda iyonize radyasyonla AA kombine

edildiginde yasam siiresinin arttigi bildirilmektedir ' 8.

34



2.10. Vitamin E

Vitamin E tokoferol yapisina sahiptir. Dogal olarak alfa, beta,
gama, delta, eta ve zeta gibi cgesitli tokoferoller bulunmaktadir. D-alfa-
tokoferol en genig dogal dagiimi ve en blyik biyolojik aktiviteyi gosterir.
Antioksidan aktivitesi en yliksek olan a-tokoferoldiir ve dokularda degisik

konsantrasyonlarda bulunur °” %,

Yadda c¢ozinen a-tokoferol, dokuda organik peroksil

radikalleri ile reaksiyona girerek, radikal kaynakli lipid peroksidasyonunu
engelleyebilmektedir ve bu 6zellik molekllin antioksidan aktivitesini

yansitmaktadir 8" 98 %,

E vitamini bitkiler tarafindan sentezlenir. Oksijen yoklugunda
asit ve sicaga dayanikhdir, fakat alkali sollisyonlarda oksijen ve ultraviole

Isi§ina karsi dayaniksizdir 1% 101,

Besinle alinan E vitamini safra varliginda ince bagirsaktan
emilir. Tokoferollerin gogu kan dolagimina lenf yolu ile girer ve dokulara
tasinir. En gogu yagd dokusunda olmak lizere, birgok dokularda depolanitr.
Bir kismi da hicre zarlarinda lipoproteinlerle birlikte depolanir. Fizyolojik

miktarlarda verildiginde c¢ok az bir kismi idrarda gorilir. Plazma

liporoteinleri ve eritrosit zar arasinda hizl bir tokoferol degisimi vardir &',

E vitamini budday, aygicegi tohumu, misir, soya fasilyesi
yaglarinda bulunur. Pigirme ve dondurma islemleri sirasinda kolayca

harabiyete ugrayabilir *%.
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2.10.1. Vitamin E’ nin Fonksivonlari

En vylksek vitamin E konsantrasyonu mitokondri ve
mikrozomlar gibi membranlardan zengin hiicre kisimlarinda bulunur.
Dolayisiyla lipit peroksidasyonunun erken asamalarinda serbest radikal
toplayici 6zelligi ile hiicre membran fosfolipitlerinin ¢coklu doymamis yagd
asitlerini serbest radikal etkisinden koruyarak, lipit peroksidasyonuna karsi
ilk savunma hattini olusturur. Vitamin E, lipit peroksit radikallerini
parcalayarak lipit peroksit zincir reaksiyonlarini sonlandirir 37 98 99101,

E vitamini antioksidan 6zelligi nedeniyle, vyaglarin
oksitlenerek bozulmasini énler. Bu sebeple, gidalara koruyucu katki

maddesi olarak katilir. Hicre yenileyici etkisi vardir ®. E vitamininin
6zelikle fagositik ve diger hiicre membranlarinin korunmasi icin de gerekli

oldugu da belirtilmektedir '%2.

Eritrositlerde  tokoferolun timi hicre membranlarinda
lokalize olmustur ve membranin stabilizasyonunda o6nemli bir gorev

Ustlendigi belirtilmistir 1%,

E vitamininin serumda yetersiz olmasi eritrositlerin yasam
sUresini kisaltarak hemolitik anemiye neden olmaktadir. In vivo ve in vitro

sartlarda E vitamini ilavesinin eritrosit hemolizini azaltti§i belirtiimektedir
103, 104

Ayrica E vitamininin trombositlerin agregasyonunu uyarici ve
I6kositlerin, periton ve alveolar makrofajlarin fagositik aktivitesini artirici

yoénde etkileri oldugu da bildirilmistir %% 1%,
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2.10.2. Vitamin E ile Kanser ve Serbest Radikallerin iliskisi

Dogal antioksidanlarin iginde en etkili olan E vitaminidir. Bu
nedenle koruyucu etkisini géstermek amaci ile tek basina veya diger

antioksidanlar ile birlikte verilerek pek ¢ok galisma yapiimistir 1.

E vitamini ortamlardaki serbest radikal tirlerini baglayarak
zar fosfolipidlerindeki ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidatif strese karsi

korunmasini saglar '%.

Notrofillerde hlicre membranlarinda bulunan a-tokoferol

oksidasyonu en engeller '%. Enfeksiyon ve doku yikimlari sirasinda yang|
reaksiyonu ve hipoksi gibi durumlarda, dokularda lipid peroksidasyonu ve
serbest radikaller artmaktadir. Hiicrelerin aktivitesi ile lipit peroksidasyonu
arasinda iligki vardir. Nétrofillerin aktivite degisikligine bagl olarak endotel
hicrelerde meydana gelen yangiya karsi E vitamini koruyucudur. Benzer

sekilde eritrositleri de hemolizden ve oksidatif hasardan korur '’
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3. GEREC VE YONTEM
3. 1. Kullanilan Gerecler, Maddeler ve Denekler

3. 1.1. Deney Hayvanlari

Calismamizda, 2,5-3 ayllik Swiss-Albino erkek fareler
kullanildi. DenekKler, Ankara Universitesi Laboratuvar Hayvanlari
Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar Merkezi’ nden temin edildi. Bu
calisma, Gazi Universitesi Deney Hayvanlar Etik Kurulu’ nun 27.12.2007
tarinli ve 07.067 nolu karari ile kabul edildi (karar érnegi ek-2’ dedir) ve
Deney Hayvanlari  Aragtirma  Merkezi (GUDAM)  biinyesinde
gerceklestirildi.

3. 1. 2. Laboratuvar Kosullari

Deneyler ortalama sicakhidi 22 + 2°C, ortalama nisbi nem
%50+5 olan laboratuarda, 12 saat aydinhk 12 saat karanlk sartlarinda
yapidi. Deneklere icme suyu olarak ¢esme suyu verildi ve standart fare

yemi ile sinirsiz beslenmeleri saglandi.

3. 1. 3. Kullanilan Laboratuvar Cihazlari ve Kimyasal Maddeler

Laboratuvar Cihazlari

o Spektrofotometre ( UV-1208 Shimadzu )
e Homojenizator ( Hiedolph Diax 900 )

e Sogutmali santrifij ( MPW - 350 )

e Elektronik tarti ( Sartorius basic )

e Su banyosu ( Guft DBS 12734 )

o Vorteks (Nive NM 110-02488)
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e Mikropipet (10-100 Transferpette 01 Z 2517, 100-1000 Genex Beta

CR 59389)
o ELx 800 Bioelisa Reader
e Derin dondurucu (Sanyo CFC Free Japan)
e Santrifdj (Hermle Z 380 K)

Kimyasal Maddeler

o Triklorasetik asit ( TCA, Sigma T-9759 )

o Butilhidroksitoluen ( BHT, Sigma B-1378)

o Tiyobarbitirik asit ( TBA, Sigma T- 5500 )

e Di tiyobis nitro benzoik asit (DTNB ) ( Sigma D-8130)
e NaH-PO,

e Kloroform

e Etanol

e Stok ksantin: mmol/l,6-7 damla 2.5 N NaOH eklenir.
e EDTA: 0.6 mmol/l

e NBT: 150 ymol/l

e NayCOjz: 400 mmol/l

e BSA:1gr/l

e CuCly: 0.8 mmol/l

e Ksantin Oksidaz: 16.66 U/ml'lik aktiviteye sahip ¢ozeltiden 20y

alinir, Gzerine 2ml,2M (NH4)2S04 eklenir.
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3.2. Deney Hayvanlarinin Hazirlanmasi

Denek gruplart Tablo 5 de gosterildigi gibi dort gruba ayrildt,

her bir farenin uygulama éncesi baslangi¢ agirligi tespit edildi.

Tablo 5: Denek Gruplari

No Gruplar Uygulama Denek Sayisi
1 Kontrol (timérit) | Serum Fizyolojik 9

2 Deney (timorli) Askorbik Asit 9

3 Deney (timorli) | Alfa-Tokoferol 9

Askorbik Asit +

4 Deney (timorld) | A2 Tokoferol °

Dondr farenin periton sivisindaki EAT hUcreleri enjektér
yardimiyla alindi. EAT hicre slspansiyonundan tiim deneklerin sirt
bolgesine deri altina (SC) 0.5 ml olacak sekilde enjekte edilerek solid
timor gelisimi saglandi. Bu yontemle her fareye yaklasik 1.5 x 10° timér

hiicresi transplante edildi ve uygulama giinii 0. giin olarak kabul edildi.

1. Grup Kontrol (Timoér + SF grubu) : Deneklere SC EAT
enjeksiyonu yapildiktan sonra 1. giinden itibaren 10 gin slreyle periton

icine (iP) 0.5 ml serum fizyolojik (SF) enjekte edildi.

2. Grup (Tumoér + AA grubu) : Bu gruptaki farelere EAT
uygulamalarindan sonra 10 gln slreyle 0.5 ml, 200 mg/kg/gin AA iP

olarak enjekte edildi %8,
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3. Grup (Timodr + Alfa-Tokoferol grubu) : EAT enjekte edilen
deneklere 10 giin sureyle IP olarak 40 mg/kg/giin Alfa-Tokoferol

109

uygulandi

4. Grup (Timor + AA + Alfa-Tokoferol grubu) : Bu gruptakilere EAT
uygulamasindan sonra 1. gliinden itibaren 10 giin stireyle 200 mg/kg/giin
AA ile birlikte 40 mg/kg/gln Alfa-Tokoferol IP olarak enjekte edildi.

Tam gruplardaki fareler son uygulamadan 24 saat sonra (11.
gin) kas igine (IM) Xylazin + Ketamin (10+75-100mg/kg) anestezisi
verilerek feda edildi. Deneklerin uygulama sonrasi viicut agirliklari,
karaciger dokusu ve timér kitlesi agirhiklar 6lctidi. Ayrica karaciger
dokular SF’ de yikandi ve aliminyum folyo icinde sivi azotta donduruldu,
deney parametreleri g¢alisilincaya kadar —80°C de saklandi. Bu dokuda
MDA (Malondialdehit), Glutatyon (GSH) dizeylerine ve SOD (Siiperoksit
Dismutaz) aktivitesine bakildi. Aktivitelerin standart olarak gr. protein

basina hesaplanabilmesi icin Lowry metodu ile protein tayini yapildi.

3. 3. Tayin Yontemleri

3. 3. 1 Dokuda MDA Tayin Yéntemi

Karaciger dokusundaki MDA dlizeyleri tiyobarbitiirik asit reaktif madde

olugumu ydntemiyle calisiidr '™°.

Kullanilan Solisyonlar:
e %10luk TCA
e %71lik BHT ( %95’lik alkol icinde )
e %0.67’lik TBA
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Tartilan doku &rnekleri, buzlu ortamda soguk TCA (1 gr
doku + 9 ml %10luk TCA ) icinde homojenize edildi. Daha sonra
homojenat 15 dk sire ile 4000 rpm’de, +4°C de ayristinildi ve siipernatan
alinarak 4000 rpm’de 8 dk tekrar santriflij edildi. Stpernatandan 750 ul
alinarak Uzerine ayni hacimde %67’lik TBA ve 10 ul %71’lik BHT eklendi.
Vorteksle iyice karistinlarak kaynayan su banyosunda 15 dk bekletilen
karigim daha sonra oda isisina kadar sogutuldu ve 4000 rpm’ de santrif(j
edildi. Ust fazdan alinan numunelerin optik dansitesi ELISA okuyucusunda
540 nm’ de, kére karsi okundu. Lipid peroksit seviyeleri 1,56x10° mol™ cm™
! katsayisi ile carpilarak MDA ekivalan/nmol olarak gr doku basina

hesaplandi.

3. 3. 2. Dokuda Glutatyon Tayin Yontemi

Karaciger dokusunda GSH tayini icin modifiye Ellman

ydntemi kullanildi "'

Kullanilan soliisyonlar:
(] 0,3 M NaH2P04
e DTNB (0,4 mg/ ml %71’lik sodyum sitrat)

Karacijer doku o&rnekleri TBARS yontemindeki gibi
homojenize edilip santriflij edildikten sonra 2 hacim slipernatan, 8 hacim
NaH2PO4 ve 1 hacim DTNB c¢ozeltisi ile kanstinidi. Oda isisinda 5-10 dk
bekletildikten sonra karigimin absorbansi ELISA okuyucusunda 405 nm
dalga boyunda kére karsi okundu. GSH dizeyleri 13,600 mol' cm™

katsayisi kullanilarak pmol / gr doku olarak ifade edildi.
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3. 3. 3. Dokuda Siperoksit Dismutaz Aktivitesinin Tayin Ydntemi

Karaciger dokusundaki SOD aktivitesinin 6lgiminde, Sun’
un yéntemi kullanildi "2, Yéntemin prensibi, ksantin’ in, ksantin oksidaz ile
reaksiyona girip oksijen olusturmasi, olusan oksijenin NBT ile renkli bir
bilegik meydana getirmesi ve bu rengin spektrofotometrik olarak élglimiine
dayanmaktadir. Dokuda SOD aktivitesi ne kadar ¢ok ise SOD dokudan o
oranda oksijni ortadan kaldirir. Bu nedenle numune tlplndeki SOD ne

kadar fazla ise tlipte olusan renk o oranda acik olur.

Kullanilan sollsyonlar:

e Kloroform

e FEtanol

e Stok ksantin: mmol/l,6-7 damla 2.5 N NaOH eklenir.

e EDTA: 0.6 mmol/l

e NBT: 150 umol/l

e NaxCOs: 400 mmol/l

e BSA:1gr/l

e CuCly: 0.8 mmol/l

» Ksantin Oksidaz: 16.66 U/mllik aktiviteye sahip g¢dzeltiden 20u
alinir, Gzerine 2ml,2M (NH,4).SO4 eklenir.

e Reaktif Karnisimi: 4ml ksantin + 36 ml distile su,20 ml EDTA,20 m|
NBT,12 ml Na,CO3 ve 6 ml BSA.

Bu ybntemde karaciger dokulari 1/10 oraninda distile su ile
soduk su banyosunda homojenize edildi. Homojenat 5000 g (7000 rpm)
de,+4 °C’de 30 dakika santrifj edildi. Alinan silpernatan 1/1
(hacim/hacim) olacak sekilde kloroform/etanol [3/5(v/v)] karigimiyla
seyreltilerek tekrar 5000 g de +4 °C’de 2 saat santrifllj edildi. Her bir

numune taptne 2900 ml reaktif karnsimi, 50 yl numune, 50 pl ksantin
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oksidaz eklendi. Kér olarak kullanilan tipe 2900 ml reaktif karisimi,50 pl
distile su ve 50 pl ksantin oksidaz eklendi. Tupler 25°C'de 20 dakika
inkiibe edildikten sonra her bir tipe 1 ml CuCl, eklendi ve 560 nm’de

distile suya karsi absorbans ol¢tldU.

Karaciger Dokusu Superoksit Dismutaz Aktivitesinin Hesaplanmasi:
% inhibisyon:[(K&r absorbansi-Numune absorbansi) / Kér absorbansi] x
100

1 Onitelik aktivitenin %50 inhibisyon yaptidi varsayilarak
hesaplama yapildi. Aktivite Lowry yontemiyle elde edilen protein miktari

tzerinden Unite/mg protein olarak hesaplandi.

3.3.4. Protein Tavini:

Karaciger dokusunun protein diizeyleri, sigir serum albumini

(BSA)’ nin standart olarak kullanildigi Lowry yéntemi ile élgildi "2,

Kullanilan solUsyonlar:
o BSA (sigir serum albumini): 1 mg/ ml
o Alkalen reaktif: 0,1 N NaOH icinde % 2’lik Na,CQj3: 32 kisim
e NaKtartarat: % 2: 1 kisim
e CuS0O45H20: % 1: 1 kisim

e Folin Ciocalteu fenol reaktifi:1/ 1 oraninda distile su ile seyreltilir.

Her bir numune tupiine 20 ul slpernatan, 80 pl distile su, 2
ml alkalen reaktif eklenip, kanstirildi. Tapler oda isisinda, karanhkta 15 dk.
inkGibe edildikten sonra, 0,2 ml Folin Ciocalteu’s fenol reaktifi eklenip,
kanstinldi. Thpler oda isisinda, karanlikta 1 saat inkibe edildi. 750 nm’de
kére karsl absorbans olglldi. BSA’ nin olgiilen absorbansi, standart

olarak kullanilds.
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Protein Miktarinin Hesaplanmasi:

Protein Miktart (mg/ml) = (Numune absorbansi/Standart absorbansi) x

Standart Konsantrasyonu

3. 4. istatistiksel Degerlendirme

Deneylerden elde edilen veriler bilgisayarda SPSS istatistik
paket programi kullanilarak analiz edildi. Gruplar arasi karsilastirmalarda
ANOVA varyans analizi kullanild. Ikili kargilagtirmalar icin denek sayisinin
az olmasi nedeniyle non parametrik “Mann Whitney U” testi kullanildi.

Tam degerler ortalama + Standart Hata (SH) olarak verildi.

P < 0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Vicut Agirtiklari:

Deneklerin deney baslangicindaki ve bitimindeki agirlik farki
olguldi. Degisiklikler baglangictaki agirhiginin %’ si olarak hesaplandi.
Gruplarin tablo 5’ de goésterilen ortalama % vicut agirigi degisiklikleri

istatistiksel olarak karsilastirildi ve fark anlamsiz bulundu (P>0.05).

Tumor Adgirliklan:

Gruplarin ¢ikarilan doku kitlelerinin ortalama agirlhiklan

arasinda fark bulunamadi (P>0.05).

Karacider Adirliklari:

Gruplarin karaciger agirliklan arasinda fark bulunamadi
(P>0.05).

Galismamizda, Ehrlich asit timoérQ enjekte edilmis farelerde,
AA ve a-tokoferol uygulamalarindan sonra karaciger dokusunda oksidan
stresin gostergesi olarak MDA diizeyleri, SOD aktivitesi ve antioksidan

fonksiyon gostergesi olarak da GSH diizeyleri incelendi.

4.1. Karaciger Dokusu Malondialdehit (MIDA) Diizeyleri:

Ug farkli tedavi gubunun karaciger MDA dlzeyleri ile timorll
kontrol grubu (1. Grup ) ayn ayn karsilastinldiginda farklarin anlamli

oldugu saptandi (p<0.001).
Her ¢ tedavide de MDA diizeylerinin kontrollerle kiyasla

azalmis oldugu géruldi. Uygulamalar arasindaki farklar belirlemek
amaciyla yapilan ikili kargilagtirmalarda ise; AA uygulanan grup (2. Grup)
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ile a-tokoferol uygulanan grup (3. Grup) arasinda doku MDA dizeylerinin
anlamli bir fark géstermedigi anlasildi (p=0.6).

Tek basina AA uygulananlara kiyasla (2. Grup) AA + a-
tokoferol ikili tedavisinin (4. Grup) doku MDA diizeylerini anlamli olarak
azalttigi bulundu. (p=0.0012).

Alfa -tokoferol verilenlerle (3. Grup), AA + a-tokoferol
uygulanan grup (4. Grup) karsilastinldiginda da doku MDA diizeylerinin

ikili uygulama vyapilanlarda anlaml sekilde disik oldugu goérildi
(p<0.001).

KARACIGER DOKUSU MDA DUZEYLERI
35 4 a
30 - T
3 25 - b c
S 204 I T d
o T
B 15 4
£
c 10 i
5 l
O T T T
1-G 2-G 3-G 4-G
CALISMA GRUPLARI

Grafik 1: Doku MDA diizeyleri

T: 1. Grup, T+VitC: 2. Grup, T+VitE: 3. Grup, T+VitC+VitE: 4. Grup
Sonuclar Mann-Whitney U testi ile dederlendirildi.

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak verildi.

P< 0.001: a-b, a-c, a-d, b-d, c-d

P> 0.05: b-c
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4.2. Karaciger Dokusu Glutatyon (GSH) Diizeyleri:

Kontrol grubu (1. Grup) ile AA uygulanan grup (2. Grup)
karsilastinldiginda doku GSH diizeyleri arasinda fark istatistiksel olarak

anlamli bulundu (p<0.001).

Kontrol grubu (1. Grup) ile a-tokoferol uygulanan grubun (3.
Grup) ve kontrol grubu (1. Grup) ile AA + a-tokoferol (4. Grup) uygulanan
deneklerin bulgularn karsilastinidiginda, kontrollerdeki GSH diizeylerinin

anlamli gekilde disik oldugu gérlldi (p<0.001).

Sadece AA tedavisi yapilanlarla (2. Grup) tek basina a-
tokoferol uygulananlarin (3. Grup) karsilastirildiginda doku GSH dlizeyleri
kargilagtiriidiginda aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig

saptandi (p=0.19).

AA’ nin tek bagina (2. Grup) veya a-tokoferol ile birlikte
uygulanmasinin (4. Grup), doku GSH dizeylerinde anlaml bir degisiklik
yapmadigi goruldi (p=0.16).

AA + a-tokoferol ikilisine kiyasla (4. Grup) a-tokoferol’ tin tek

basina verildigi grupta (3. Grup) doku GSH diizeylerinin anlamli olarak
dusik oldudu bulundu (p<0.05).
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KARACIGER DOKUSU GSH DUZEYLERI
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Grafik 2: Doku GSH diizeyleri

T: 1. Grup, T+VitC: 2. Grup, T+VitE: 3. Grup, T+VitC+VitE: 4. Grup
Sonuglar Mann-Whitney U testi ile dederlendirildi.

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak verildi.

P< 0.001: a-b, a-c, a-d

P< 0.05: c-d

P> 0.05: b-c, b-d
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4.3. Karaciger Dokusu Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi:

Deneklerin  karaciger dokularinda olgllen SOD degerleri

gruplar arasi farkin saptanmasi amaciyla karsilastirildi. Uygulamalarin
doku SOD dizeylerine etkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmadi

(p>0.05).

KARACIGER DOKUSU SOD DUZEYLERI
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Grafik 3: Doku SOD aktivitesi

T: 1. Grup, T+VitC: 2. Grup, T+VitE: 3. Grup, T+VitC+VitE: 4. Grup
Sonuglar Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi.

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak verildi.

P> 0.05: a-b, a-c, a-d, b-c, b-d, c-d
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5. TARTISMA

Kanser ¢alismalarinda genellikle toksik ajanlar veya ajanlarin
toksik dozlan kullaniimaktadir ve ana hedef bu ajanlarla en iyi tedavi
sonuglarinin alinabilmesidir ''*. Tedavide ise hedeflenen invazyonun,
metastazin engellenmesi ve yasam periyodunun uzamasidir. Béyle bir
ajanin  arasgtinlmasinda akla gelebilecek ik kaynak dogal olarak
besinlerimiz ve onlarin igerikleridir. Olumlu bulgulann elde edildigi
galigmalar arasinda vitamin uygulamalari da bulunmaktadir. Ozellikle

o-tokoferol ve AA bunlarin en 6nde gelenlerindendir. Bu nedenle

calismamizda vitamin C ve E tedavisi yapilan EAT’ li deneklerin karaciger

dokularindaki MDA, GSH ve SOD degisikliklerini incelemesi amaclandi.

Bilindigi gibi kanser, hicre c¢ogalmasinin kontrolsiiz ve
normal digi blyimesi olarak tanimlanir. Fakat kanserin en bilinen
Ozelliklerinden birisi hizli kilo kaybidir. Bu nedenle arastirmanin bitiminde
gruplarin  vicut agirliklant ile timér kitlesi ve karaciger agirliklan
karsilagtirildi. GUnkd timoér dokusundan salgilanan bazi faktérlerin diger
organlarda infiltrasyon veya invazyon olmaksizin bllylimeye neden oldugu

bilinen bir bulgudur '*®.

Galigmada deneklerin % agirlk artislar karsilastirildiginda
E vitamini verilenlerde en yiiksek kilo alinimi oldugu gérildi. Literatiirde E
vitamininin Leptin salinimini azaltugi gésterilmistir ''®. Bu hormon gida
alinimini azaltici, vicut agirhigini azaltici ve enerji kullanimini uyarici bir
etkiye sahiptir. Bizim E vitamini verilen grubumuzda da muhtemelen bu
hormon saliniminin azalmasina bagl olarak gida alinimi artmis ve enerj
kullanimi énlenmis olabilir. En distk kilo artisi %8.8’ lik oranla C vitamini
uygulanan grubumuzda gérlldid. Bu sonucg literatirde AA’ nin
retroperitoneal ve subkutan yad depolanni azaltici etkisi oldugunu

gosteren calismalara uygunluk gdstermektedir ''7. AA’ nin glukokortikoit
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metabolizmasi, adipogenezis ve pentozfosfat yolu veya TCA siklusu ile
ilgili metabolik olaylarda yer alan gen ekspresyonlarinda da rolii oldugu ve
ozellikle yag igerigi yiksek gida ile beslenmede, birikimi &nleyici oldugu

gosterilmistir.

Deneylerimizde her iki vitaminin birlikte uygulandidi grupta
vicut agirigr degisikligi E vitamini grubundakilerle benzerdi. Bu bulgu
muhtemelen bizim deney sartlarimizda E vitamininin gida alinimin arttirici
etkisinin, C vitamininin adipogenezi o6nleyici etkisinden daha baskin
oldugunun  gbstergesidir. Bu konunun aydinlatimasi igin ilgili

parametrelerin incelenmesi gerekmektedir.

Deney sonunda ¢ikartilan timor kitlesinin grup ortalama
agirliklart ve/veya vicut agirhigina % orani birbirine yakin bulundu.
Karaciger agirlik ortalamasinin ise tedavi edilmemis timérlii grubunda en
yuksek olmasi, dijer 3 grupta ise ayni seviyelerde ve daha dusik
agirliklarda  bulunmasi, kullanilan vitaminlerin  karaciger dokusunu
koruyucu etkisi ile ilgili bir gosterge olarak diisiiniildii. Mazumderi ve
arkadaslarinin bulgularina gore saglikllara kiyasla EAT lilerin karaciger

dokusunda lipid peroksidasyonu % 48.9 oraninda artmaktadir '8,

Oksidan stres’ in incelendigi galismamizda biri lipofilik digeri
hidrofilik olan iki vitaminin ayri ayn uygulandigi sartlarda doku MDA
dlzeylerinin azaldidi, birlikte uygulandigi sartlarda ise diisiisiin daha da
onemli oldugu gérildi. ki vitaminin birlikte verilmesi etkinin gliglenmesini
saglamis olabilir. Obajimia ve arkadaslari insan lenfoma U937 hiicreleri ile
yaptiklari bir galismada ''° antioksidan kombinasyonlarinin monoterapétik
tedaviden daha etkili olabilecedini gostermislerdir. Bu arastinicilar, a-
tokoferoliin Arakidonik asit salinimini azaltarak, AA’ nin ise Arakidonik
Asit  in hicre igine alinimimi baskilayarak birbirinin  etkilerini

desteklediklerini gostermislerdir. Arastiricilar bunun sonucunda da PLA,’
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nin katalizledigi Arakidonik Asit’ e bagimli sinyal mekanizmalar araciligi ile
ortaya gikmasi beklenen hiicresel fonksiyon bozukluklar ve élimi '2° gibi

olaylarin engelendigini ileri sirmUslerdir.

Genelde kanser hiicresinde apopitozis’ in tetiklenmesinde
ROS aracidir. Clnki ROS artigi sitokrom-C salinimini tetikleyerek hiicre

21 Tedavide kullanilan bazi ajanlarin kanser

oliminG  baslatir
hicrelerinin apopitozisini indikleme yetenegi, kanser hiicrelerinde ROS
cikisini arttirma yetenegine baglidir 2. Bu nedenle kemoterapétik ilaglarin
bir kismi malign hicreler kadar normal hiicreler icin de sitotoksik

olabilmektedir.

Omegin antimetabolit  ve alkilleyici ajanlar gibi bazi
kemoterapétik ilaglann, malign hiicreler kadar normal proliferasyon
gosteren hiicreler igin de sitotoksik oldugu gosterilmistir 2. Vitamin
kombinasyonu uygulandiginda ise timor hicrelerinin mitotik aktivitesini
inhibe edebilen dozlarin, selektif etkili oldugu, normal hiicreleri

etkilemedigi gosterilmistir 24,

Gerek mitokondrial apopitotik aktivitenin  kontroliinde
gerekse ROS drlnlerinin yikici etkilerine karsi savunmada GSH énemili rol
oynar '®. GSH hepatositlerde hiicre proteinlerinin  sdlfidril  gruplarinin
redoks dengesini saglar. GSH eksikliginde mitokondri membranlarinin
gegirgenligindeki artisa bagl olarak apopitotik faktor salinimi olur ve hiicre

6limu tetiklenir.

GCalismamizda vitamin tedavisinin  EAT i farelerin
karacigerinde GSH duzeylerini anlaml sekilde arttirdi§i saptandi. E veya
C vitaminin GSH duzeylerine etkileri arasinda ise fark bulunamadi. Fakat
vitaminlerin birlikte uygulanmasi, E vitamininin tek basina verilmesinden

daha etkili bulundu. Tek basina C vitamini uygulananlarin kombine
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verilenlerden veya E vitamini ile tedavi edilenlerden fakli bir GSH diizeyi
saglamadigi gérildi. Literatirde Glutatyon eksikligi yapilan, H,O5' vye
duyarll HL-60 hicrelerinde dehidroksiasetik asidin reaktif oksijenleri
azalttigi, prooksidan oldugu gdsterilmisir '25. Baska bir calismada AA’ nin
FOS ve JUN siperfamilyasinin icerdigi AP-1 (Activating protein-1)

kompleksini reglle ederek hiicre fonksiyonlarini etkiledigi bildirilmistir 7.

Bu galismalar C vitamininin oksidatif olaylardaki koruyucu
etkisinde GSH' in tek araci olmadigini akla getirmektedir. Fakat C
vitaminini hiicre iginde dihidroaskorbik formundan redilkkte AA’ ya
donlismesinde GSH’' ya gereksinim vardir ', Yukarida belirtildigi gibi

EAT li deneklerimizden AA uygulananlarla a-tokoferol verilenlerin

karaciger GSH duzeyleri arasinda onemli bir fark saptanmamistir fakat
MDA’ da AA lehine azalma gbézlenmistir. MDA’ nin, C vitamininin tek
bagina verildigi deneklerde kombine verilenlere kiyasla anlamli sekilde
ylksek olmasina karsilik, GSH’ in iki grup arasinda farkinin bulunmamasi
dikkati ¢ekmistir. Bu bulgular muhtemelen C vitamininin GSH' dan
bagimsiz etkisine ve/veya vitamin E ve C’ nin organizmada birbirlerini
129

destekleyerek gbrev yapmasina baglidir '*°. Bilindigi gibi antioksidan

reaksiyonlari sirasinda olusan a-tokoferol radikali, C vitamini tarafindan a-
tokoferol’ e dénusturtlur. Buna kargilik vitamin E' de C’ nin oksidatif
hasarini  6nler. ki vitaminin birlikte kullanildigi sartlarda endojen
antioksidan olugsumunda artis olmamasina ragmen ROS iriinlerinde

anlamli azaligin olmasi muhtemelen yukarida belirtilen iliskilere baglidir.

Literatirde EAT olusumunda karacijer CAT ve SOD
aktivitelerinin azaldigi bildirimigtir '*°.  Sun ve ark. EAT ile ilgili
caligmalarinda  karacigerdeki total SOD  aktivitesinin  saglkli
kontrollerdekinden daha disiik oldugunu ve bunun karacigerdeki total
mitokondri kaybi ile ilgili oldugunu bildirmiglerdir. Calismamizda vitamin

tedavisinin etkilerini incelemek amaclandigindan, saglikli kontrol grubu
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kullanilmadi. Fakat deneylerimizde kontrol grubu ile tedavi gruplarinin
karaciger SOD aktivitelerinde farklilik bulunmamasi, a-tokoferol ve AA’ nin

bu enzim sistemini etkilememis oldugunu dislndlrmektedir.

Sonug olarak galismamizda a-tokoferol ve AA tedavisi

uygulanan EAT’ Ii deneklerin karacigerlerinde ROS Urini MDA’ nin
azaldigi, GSH duzeylerinin artti§i, SOD dizeylerinin ise degismedigi
gorulmastir. Bu vitaminlerin uygulanmasinin timér gelisiminde ROS
artisina bagll olarak hayati organlarda goérillen etkilerin yani sira timor
hicrelerinin adesive ve invaziv davraniglarinin da etkilenebilecegini

dustindurmektedir.
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6. SONUC

Bu calismada EAT olusturulmus farelerin karaciger
dokularinda vitamin C ve E’ nin, koruma ve/veya tedavi amacli etkileri
aragtirildi.  Degisikliklerin  saptanmasi icin karaciger dokusundaki
malondialdehit (MDA), glutatyon (GSH) ve siliperoksit dismutaz (SOD)

dlzeyleri incelendi.

Calisma da 36 adet 2,5-3 aylik Swiss Albino erkek fareler
kullanildi. Denekler 4 gruba aynldi: 1. grup; timoérlii kontrol, 2. grup;
tmorla vitamin C, 3. grup; timérla vitamin E , 4. grup; timorl( vitamin C

ve E grubu.

Ug farkh tedavi grubunun karaciger MDA dizeylerinin
kontrollere kiyasla distk oldugu goérildi (p<0.05). Vitamin tedavisinin
EAT li farelerin karacigerinde GSH dizeylerini anlamli sekilde arttirdig
saptandi (p<0.05). Deneklerin karaciger dokularinda olgllen SOD

degisiklikleri istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05).

Sonug olarak calismamizda a-tokoferol ve AA tedavisi
uygulanan  EAT’ |i deneklerin karacigerlerinde ROS 0riinii MDA’ nin
azaldigi, GSH duzeylerinin arttigi, SOD duzeylerinin ise degismedigi
gorulmastar.  TUmér  olustrulan  deneklere  vitamin  uygulamasinin
antioksidan ~ mekanizmayr  arttirdi§i,  oksidan  stresi  azalttig

gb6zlemlenmisgtir.
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7. 0ZET

Ehrlich Asit Tiimérii implante Edilen Deneklerde Oksidan Stresin

incelenmesi

Bu calismada EAT olusturuimus farelerin karaciger
dokularinda vitamin C ve E’ nin, koruma ve/veya tedavi amagclh etkileri
arastinldi.  Degisikliklerin  saptanmasi icin karaciger dokusundaki
malondialdehit (MDA), glutatyon (GSH) ve siperoksit dismutaz (SOD)

dlzeyleri incelendi.

Calisma da 36 adet 2,5-3 aylik Swiss Albino erkek fareler
kullanildi. Denekler 4 gruba ayrildi ve gruplara asagidaki uygulamalar 10
gun stre ile IP olarak yapildi: 1. grup; timérli kontrol (SF), 2. grup;
timorld  vitamin  C (200 mg/kg/gln), 3. grup; tOmorlh  vitamin E
(40mg/kg/giin), 4. grup; timana vitamin C ve E (200 mg/kg/giin C vitamini
ve 40mg/kg/gin E vitamini) grubu.

Deneklerin ortalama % vucut agirhgr  degisiklikleri
hesaplandi ve istatistiksel olarak karsilastirildi, fark anlamsiz bulundu
(p>0.05). Deneklerin ortalama tumoér dokusu agirhgli ve Kkaraciger
agirhiklar yapilan gruplar arasi karsilastirmalarda 6nemsiz bulundu
(p>0.05).

Ug farkhh tedavi grubunun karaciger MDA dlzeylerinin
kontrollerle kiyasla dustk oldudu gérlldi (p<0.05). Vitamin tedavisinin
EAT li farelerin karacigerinde GSH dizeylerini anlamli sekilde arttirdig
saptandi (p<0.05). Deneklerin karaciger dokularinda Olgiilen SOD

degisiklikleri istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05).
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Sonug olarak cgalismamizda a-tokoferol ve AA tedavisi
uygulanan EAT’ li deneklerin karacigerlerinde ROS Grini MDA’ nin
azaldigi, GSH dizeylerinin arttigi, SOD diizeylerinin ise degismedigi
gorulmdstar. Bu vitaminlerin uygulanmasinin timér gelisiminde ROS
artigsina bagh olarak hayati organlarda goérilen etkilerin yani sira timér
hlcrelerinin adesive ve invaziv davranislarinin da etkilenebilecegini

diusindirmektedir.

Anahtar kelimeler: Vitamin C, vitamin E, serbest radikaller, antioksidanlar,

oksidatif stres.

58



8. SUMMARY

Examination of oxidant Stress on Ehrlich Ascites Carcinoma

Implanted Subjects

In this study we researcged the effects of vitamin C and
vitamin E in erlich ascites tumor implanted mouse liver tissues for both
protection and treatement purposes. In order to determine changes in liver
tissues of the mouses the levels of Malondialdehyde (MDA), Glutathione
(GSH) and Super Oxide Dismutase (SOD) were analyzed.

36 Swiss Albino male mouses (2.5-3 months old) were
utilized in the study. Mouses are grouped randomly as follows: Group I:
Control Group tumor (SF) , Group ll: Vitamin C tumor (200 mg/kg/day C
vitamin), Group IlI: Vitamin E tumor (40mg/kg/day E vitamin), Group IV:
Vitamin C and Vitamin E tumor (200 mg/kg/day C vitamin and
40mg/kg/day E vitamin). The applications were done as IP for 10 days.

The average body weight % changes of the subjects were
calculated and compared between each groups statistically, the
differences were found insignificant (p>0.05). The average tumor and liver

tissue weight of the subjects were found statistically insignificant (p>0.05).

Liver MDA levels of three different treatment groups were
lower than control group (p<0.05). It was seen that vitamin treatments
increased GSH level in erlich acid tumor implanted mouse livers (p<0.05).
SOD levels in liver tissue of the subjects were found insignificant
(p>0.05).

As a result we observed that MDA, the product of ROS,

decreased and GSH increased significanﬂy in erlich acid tumor implanted
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subjects that are cured with d-tokoferol and AA. No statistically differences
were found in terms of SOD levels. We think that he applications of
vitamin C and vitamin E may effect the adhesive and invasive behaviour of
tumors in addition to the effects seen in vital organs due to ROS increase

in tumor development.

Keywords: Vitamin C, vitamin E, free radicals, antioxidants, oxidative

stres.
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