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1. GIRIS

Kanser, normal dokularin gelisimini asan, normal dokulara
uyum gostermeyen ve kendisini meydana getiren uyarinin yok olmasi
durumunda bile asir seyrinde devam eden bir doku kitlesi olarak
tanimlanmaktadir *.

Kanser, icerisinde bulundugumuz modern cagin en ciddi
hastalgi olup, insan élimlerine yol agan nedenler arasinda énemli bir yere
sahiptir. Gelismis toplumlarda kanserden kaynaklanan élimler ilk sirada
yer alirken geligsmekte olan Ulkelerde ise giderek artmaktadir. Ginimuzde
kanser ile mucadele ¢ok ciddi ¢abalar ve inanilmaz miktarlarda batgeler
harcanmaktadir. Buna ragmen kanser, insan sagligini tehdit eden ilk fakt6r
olma 6zelligini muhafaza etmektedir 2.

Buglin kanseri ©6nlemede en umut verici strateji,
kemoterapidir. Kemoterapi, insanda kanser gelisimini 6nleyici sentetik
veya dogal maddelerin (yalniz basina veya kombinasyonu) kullanimi
olarak tarif edilir. Halk tarafindan kullanilan bitkiler, sebzeler ve sifali otlar,
kanser kemoterapisinin kesfedilmesinin ve gelisiminin ana kaynagdi
olmustur °.

Bitki kaynakli dogal UrUnlerden bazilar, antitimér ve
antioksidan aktiviteleri iceren gesitli farmakolojik 6zelliklerinden dolayi
yillardir ilgiyi izerinde toplamaktadir *°. Bitki kaynaklarindan antikanser
ajan aramada en iyi yaklagimlardan biri; modern bilimin isiginda, etkinligi
ve givenilirligi test edilmis bitkilerin segimidir °.

Aromatik bitkilerin antioksidan aktivitesi yapilarindaki fenolik
bilesiklerle iligkilidir ’. Fenolik bilesiklerin antioksidan etkisi, serbest
radikalleri temizleme, metal iyonlarla bilesik olusturma (metal selatlama)
ve singlet (tekli) oksijen olusumunu engelleme veya azaltma gibi
ozelliklerinden kaynaklanmaktadir ®°. Bu bilesikler, lipitlerin ve diger
biyomolekdillerin (protein, karbonhidrat, nukleik asitler) serbest radikallerce
okside olmalarini engellemek igin aromatik halkalarindaki hidroksil
gruplarda bulunan hidrojeni verebilmektedir .

Aromatik bitkilerin kimyasal bilesimi bircok etmene bagl
olarak farklilik gdésterdiginden, antioksidan etkileri de degisebilmektedir
12 Tirkiye’ de vyetistirilen aromatik bitkiler arasinda kekigin gclii
antioksidan etkiye sahip oldugu belirtiimistir .

Uzerinde en fazla arastirma yapilan aromatik bitki kekiktir.
Ulkemizde ticareti yapilan ve yaygin olarak kullanilan cinsler; Origanum,
Thymbra, Coridothymus, Satureja ve Thymus’ dur. Bunlardan en fazla
ihracati yapilan tdrlerin ortak 0zelligi, yUksek dizeyde ugucu yag



icermeleri ve ugucu yagin ana bilesenlerinin timol ve/veya karvakrol
olmasidir. Bu maddeler kekige kendine 06zgl kokusunu veren ve
antioksidan 6zellik kazandiran fenolik bilesiklerdir . Bu bilesikler ucucu
yaglarin %78-82’ sini olusturmaktadir **.

Taurin; organizmada metionin, sistein gibi sUIfir iceren
amino asitlerin metabolizmasindan agiga gikar '>'®. Organizmadaki taurin
havuzu di;/etle alinan kukdrtli amino asitlerin endojen metabolizmasi ile
I108elirlenir1 . Taurin esas olarak beyin ve karacigerde sentezlenmektedir

Bugln taurinin pek c¢ok &nemli islevlerinin  oldugu
saptanmigtir. Safra asidi sentezinde sinirlayici, osmoregulatdr, enerji verici
ve santral sinir sisteminde néroinhibitdr etkili oldugu gésterilmistir ™°.

Literatirde taurinin in vivo ve/veya in vitro sartlarda
antioksidan olarak davrandigini gésteren galismalar bulunmaktadir '®2%21,
Ornegin, CCl4 ile indiklenmis karaciger ve karaciger mikrozomlarinda
taurinin malondialdehit (MDA) yapimini azalttigi, pnémotoksik maddelere
bagh sekonder olarak akcigerde gelisen lipit peroksidasyonunu azalttigdi
bildirilmistir 2. Ayrica taurin, doksorubisin gibi antikanser ilaclarin kalpte
lipit peroksidasyonunu artirici etkilerini dnlemektedir 22 Yine bu amino
asidin koroner arter greftlerinde serbest radikal stpartcu 6zelligi nedeniyle
reperflzyon sirasinda hicre hasarini ve lipit peroksidasyonunu belirgin
sekilde azalttig gdsterilmistir 2°.

Bu gercekler 1s1dinda, bu ¢alismada; Swiss Albino faresinde,
Erhlich Ascites Carcinom (EAC) a karsi, Tymus Sipyleus kekik tiru
bitkisinin etanol ekstraktinin ve taurinin bébrek dokusunda meydana
getirdigi antioksidan durumu degerlendirildi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kanser

Kanser, hucrelerin kontrolsiz (otonom), normal disi
biylimesi olarak tarif edilebilir 2*. Kansere neden olan maddelere
“Karsinojen” adi verilir. Karsinojen madde, radyasyon gibi fiziksel, polisiklik
hidrokarbon gibi kimyasal veya viriis gibi biyolojik ajan olabilir 2*.

GUndm0zan en 6nemli 6lum nedenlerinden olmasi sebebiyle
kanser olusumunun &nlenmesi, Uzerinde en ¢ok calisilan konulardan
biridir 2.

Karsinojenaz ¢ farkh asamada incelenir. Bu asamalar
baslangi¢ evresi (initiation), gelisim evresi (promotion) ve ilerleme evresi
(progression) olarak adlandirilir 2.

Baslangic evresi geri donisumsidz bir olaydir. Normal
dokuda yer alan hlcrenin karsinojenle karsilagsmasi sonucu genomik DNA
hasari olusur. Olusan hasarin tamiri s6z konusu degildir. Somatik
mutasyona yol acan genotoksik hasar, mitoz sirasinda mutasyonlu htcre
koloni olusmasina yol acar 2°.

Gelisme evresi kisaca  premalign  timér  hilcre
popilasyonunun aktif cogalmasini saglamak Uzere hasarli hicrelerin
blylmesi olarak tanimlanabilir. ilerleme evresi ise geri dénlisimsiiz bir
mekanizmadir. Yeni bir tamdr hicre klonu meydana getirir, bunun sonucu
proliferatif kapasite ve invazyon artarak metastatik potansiyel gelisir 2°.

Kanserojen etkenler ya dogrudan DNA hasari yaparak
(genotoksik etki) ya hlcre proliferasyonunu artirarak ya da her ikisine
birden neden olarak kanser riskini arttinirlar #’. Bugline dek insanda
kanserog'en oldugu tanimlanan eksojen etkenlerin biyuk kismi genotoksik
etkilidir “. Genotoksik veya DNA reaktif karsinojenlerin olusturdugu reaktif
elektrofilik tirevler ve serbest radikaller dogrudan DNA hasari yaparlar. Bu
lezyonlarin DNA onarim enzimleri tarafindan uzaklastiriimasi ve tamiri s6z
konusudur. Ancak onarim mekanizmasi tamamlanmadan hdcrenin
bélinmesi DNA hasarinin kalici hale gelmesine ve mutasyona neden olur
2829 Kritik genlerde olusan mutasyonlar kanser gelisimine yol agarlar.
Ornegin, insanda goérllen timérlerin yaridan fazlasinda timor supressér
gen p-53' de mutasyonlarin oldugu saptanmistir %°.

Normal hicrelerin proliferasyonu onkojenler ile regile edilir
ve timoér supresdr genler ile dengelenir. Kanser gelisiminde onkojenin
etkisinin aktivasyona sebep oldugu veya bir timdr stpresér geninin
kaybininda inaktivasyona sebep oldugu ya da her ikisininde bir arada



gorilduga ileri strilmektedir *°. Kanser gesitlerinden en cok akciger

kanseri, bunu sira ile kolorektal kanserler, meme kanseri, prostat kanseri,
mesane kanseri, non-hodgkin lenfoma, uterus kanseri, farinks ve oral
kavite kanserleri, pankreas kanseri, |6semi, maling melanoma, bdbrek,
mide over, beyin ve sinir sistemi, serviks, karaciger, larinks ve tiroid bezi
kanseri, multbl myeloma, 6zefagus kanseri, hodgkin lenfoma ve testis
kanseri izler. Geligen teknoloji ile insanlarin kanser yapici maddelere daha
¢ok maruz kalmalarn da kanser sikligini etkilemektedir. Gérllme sikhgi ve
yuksek 6lim oranina ilave olarak kanser tedavisinin pahalligi da
sosyoekonomik bazi sorunlari ortaya ¢ikarmaktadir %. Erken tani tedavi ile
kanserli hastalarda énemli oranda iyilesme mUmkuin olabilmektedir. Erken
teshis edilen kanser potansiyel olarak tedavi edilebilir. Amag tiUmorin
cerrahi olarak tamamen uzaklastirilabilecek kadar kig¢ik oldugu zaman
teshis etmektir. Maalesef pek ¢ok durumda teghis edildigi ddnemde tiumér
ya cerrahi olarak uzaklastirilabilecek kadar kuguk degildir, ya da kanser
diger dokulara metastaz yapmis durumdadir. Medikal onkolog ve cerrahi
onkologlar tedavide kimyasal toksinleri veya radyasyonu kullanirlar. Bunlar
pek ¢ok timdr hicresine karsi etkili olmalarina ragmen genellikle tedavi
edici degildirler. Clnkl arta kalan timoér hicreleri prolifere olup nlks
gelistirebilirler ve hatta hastay dldirebilirler 2.

Kanser Uzerine yapilan arastirmalar yaklasik 14. ylzyildan
bu yana devam etmektedir. S6z konusu dénem icinde kanser ilaglarinin
arastiriilma ve gelistiriime calismalarinda her zaman deneysel calismalara
gereksinim duyulmus ve cesitli modeller kullaniimistir 2. Diger butin
tedaviye ybnelik denemelerde oldugu gibi kanser arastirmalarinda da
deneysel modelleri kullanmak zorunlulugu vardir. Deneysel kanser
arastirmalarinin yapildigi yizlerce yillik dénemde kimyasal karsinojenler
veya transplante edilebilen timérlerin kullaniimasi 6n plana ¢ikmaktadir *'.

Mutajenezde kritik faktér hiicre bélinmesi oldugu gibi, hlcre
proliferasyonu da mutasyon olasihigini arttiran ve hatta bizzat kendisi
mutajeneze neden olan faktérdir. Bunun nedenleri arasinda normalden
hizli replike olan hicrelerin DNA onarimi yapamamasi; S fazindaki
hucrelerin DNA hasari yapici etkenlere daha duyarli olmasi; hicre
bdélinmesinin mitotik rekombinasyonlari ve gen déntsimleri tetikleyip
kromozomal degisikliklere neden olmasi; gen duplikasyonlara neden olup
onkogen ekspresyonunu arttirmasi; 6zellikle sitotoksik ajanlara bagh hicre
proliferasyonunda fazla miktarda serbest oksijen radikallerinin olugsmasi ve
bunlarin DNA hasari yapmasi sayilabilir. Béglece, hidcre bélinmesindeki
artis her tiir genetik hata riskini arttirmaktadir 2>%%2°,

Kemopreventif ajanlar, onleyiciler ve baskilayicilar olarak iki
ayri grupta siniflandirilirlar. Onleyici ajanlar karsinojenezin baslangig
evresini Onlerler. Baskilayici kemopreventifler ise daha ileri basamaklara



etkileyerek htcre proliferasyonunu engeller. Pek c¢ok kemopreventif
madde her iki tip aktivitede de rol almaktadir 2’.

Onleyici ajanlar reaktif oksijen riinlerinin ¢dpciligi ve ilag
metabolizma  yollarinin  aktivasyonuyla  kemopreventif  etkilerini
gOstermektedirler. Tumor olugsumunu baskilayici kemopreventifler ise
sinyal ileti yollarinin modulasyonu, gen ekspresyonunun dizenlenmesi,
apopitoz veya hiicre siklus aresti mekanizmalariyla etki etmektedirler .

2.2. Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Ttirleri

Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamis
elektron ihtiva eden atom veya molekdllerdir. Orbitali doldurup stabil hale
gelmek icin bagka elekirona ihtiyag duydudundan ortaklanmamig
elektronlar serbest radikalleri oldukga reaktif hale getirir . Bu bilesikler
organizmada normal metabolik yollarin igleyisi sirasinda olustugu gibi,
cesitli dis etkenlerin etkisiyle de olusmaktadir. Yasam sureleri cok kisa
olmasina ragmen, yapilarindaki dengesizlik nedeniyle ¢ok aktif yapida
olan serbest radikaller tim hlcre bilesenleri ile etkilesebilme 6zelligine
sahiptirler. Aerobik metabolizmasi olan memelilerde serbest radikaller
baslica oksijenden tiiremektedir .

Tablo 1. Reaktif oksijen partikiilleri *.

Radikaller Radikal olmayanlar
Superoksid anyon radikali (Oz ") Hidrojen peroksid (H20>)
Hidroksil (HO) Singlet oksijen (*O,)
Peroksil (ROO -) Ozon (Og3)

Alkoksil (RO -) Hipoklordz asit (HOCI)

Nitrik oksit (NO -) Lipit hidroperoksid (LOOH)
Semikinon radikali (HQ -) Peroksinitrit (ONOQO’)
Hemoproteine bagli serbest radikaller | Azot dioksit (NOy)

Organik radikaller (R -) N-halojenli aminler (R-NH-X)

Organik peroksid radikali (RCOO -) Hipohaléz asid (HOX)

Bilindigi gibi, oksijen canlilarin yasamlarini strdidrmeleri i¢in
mutlak gerekli bir elementtir. Hiicre iginde gesitli reaksiyonlardan gecerek
su haline doénismektedir. Bu sirada hicre kendisi i¢in gerekli enerjiyi
saglamaktadir. Fakat bu slrecte oksijenin %1-3' O tam olarak suya
dénlisemez, siiperoksit anyonu ve hidroksil radikali olusur 3¢,



Serbest radikaller G¢ farkh sekilde olusur :

1- Normal bir molekdlin kovalent bir baginin her kisminda bir
ortaklanmamisg bir elektron kalacak sekilde homolitik parcalanmasi

2- Normal bir molekilin tek bir elektronunu kaybetmesi
3- Normal bir molekiile tek bir elekiron ilavesi

Serbest radikaller pozitif yikli veya elektriksel olarak nétral olabilirler.

Elektron transferi ile radikal olugumu: A+e —» A
Homolitik fizyonla radikal olugsumu: X:Y — X' +Y
Heterolitik flizyonla radikal olusumu: X:Y — X:+Y'

Biyolojik sistemirde elekiron transferi ile radikal olusumu
homolitik flzyondan daha yaygindir. Homolitik flzyon; yuUksek sicaklik,
ultraviyole 151§1 veya iyonize radyasyondan elde edilecek enerjiye ihtiyac
duymaktadir. Heterolitik flzyonda ise serbest radikaller olugsmamakta ve
{riin olarak sadece yuklii gruplar meydana gelmektedir °.

Serbest radikallerin zararh etkilerini engellemek Uzere
organizmada antioksidan savunma sistemleri veya kisaca antioksidanlar
olarak adlandirilan ¢esitli savunma mekanizmalar gelismistir. Serbest
radikallerin ve antioksidanlarin dizeyleri arasinda denge korunamadigi
taktirde hicre hasarina kadar giden bir ¢cok patolojik degisiklik ortaya
cikmaktadir .

2.2.1. Serbest Radikal Olusumunu Artiran Fakiorler

A. Eksojen Fakitorler

1. Diyetsel faktérler : Gok doymamis yag asitlerince beslenme, alkol, fazla
kalorili beslenme (obesite), hayvansal proteinlerce zengin beslenme, az
sebze ve meyve yenmesi, yiyeceklerin uygun olmayan ortam ve
kosullarda hazirlanmasi.

2. Cevresel faktorler : Sigara dumani, hava Kkirliligi (O3, NO,, SO.,
Hidrokarbonlar), radyasyon diger kirleticiler (asbest, pestisitler, vs.)

3. ilaglar : Antikanser ilaglar, glutatyon tilketen ilaglar.



B. Endojen Faktorler

1. Fiziksel egzersiz / sedanter yagsam
2. Stres
3. Yashlik

4. Doku hasari ve kronik hastaliklar (Ateroskleroz, kanser, kronik
inflamasyon, iskemi-reperflizyon hasari gibi)

5. Diyetsel antioksidan alinimini etkileyen kosullar (istahsizlik,
malabsorbsiyon, kolestaz) *°.

2.2.2. Superoksid Radikali (05")

Zayif reaktif bir serbest radikal olan siperoksid anyonu
molekuler oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu meydana gelir.
Superoksid olusumu 6zellikle mitokondri i¢ zarindaki solunum zincirinde
elektrondan zengin aerobik ortamda spontan olarak meydana gelir.
Superoksid radikali ksantin oksidaz ve bir grup flovoenzimler tarafindan
olusturulmaktadir. Diger sUperoksit Ureten enzimler lipooksijenaz ve
siklooksijenazdir. Fagositik hicrelerin NADPH bagimli oksidaz enzim
kompleksi fazla miktarda siiperoksit radikali olusturmaktadir. iki molekl
sUperoksit moleklll stiperoksid dismutaz (SOD) tarafindan hizla hidrojen
peroksit ve molekiiler oksijene dénusir 8.

Ortamda biriken sliperoksid radikallerinin girebilecegdi baslica
tepkimeler asagidaki gibi 6zetlenebilir % :

1. Ortamdan bir proton alarak perhidroksi radikali (HO2") olusturabilir.

2. HO; ile tepkimeye girerek hidroksil radikali (OH") ve singlet oksijen
('0y) olusturabilir.

O% + HHO, —— 'O, + OH + OH

3. Hidroksil radikali ile tepkimeye girerek singlet oksijen yapimina neden
olur.

0_2 + OH . 102 + OH_

Serbest radikallere karsi organizmanin uzun sireli korumasiz
kalmasi bu maddelerin disik konsantrasyonlarinin bile biyolojik agidan
6nemli molekdllerin tahribati ile sonuglanir ve sonugta DNA' da
mutasyona, doku tahribatina ve hastaliklara yol acar.



SOD

20,7+ 2H" —— > H,0: + O;

2.2.3. Hidrojen Peroksid

Hidrojen peroksit iki yol ile olusur.
1. Oksijenin iki elektronla indirgenmesi sonucu HxO; ortaya ¢ikar.
02'_ + e + 2H* _— H202

2. Biyolojik sistemlerde sikhkla goértlen superoksidin dretimi yoluyla
olusmaktadir ve bdylece iki stperoksid anyon radikali birbiriyle, hidrojen
peroksit ve oksijeni verecek sekilde reaksiyona girerler *°.

20, "+ 2H" —— » H,0, + O,

SUperoksit  radikallerinin  temizlendigi bu tepkimeye
dismutasyon tepkimesi denir. Bu reaksiyon SOD tarafindan veya spontan
olarak olusabilir.

H.O. bir serbest radikal degildir, fakat biolojik membranlara
kolaylikla  girebilmesinden  dolayr  oldukgca  Onemlidir.  Notrofil
fagozomlarinda bulunan myeloperoksidaz enzimiyle ¢ok reaktif serbest
oksijen radikali olan HOCI olusumuna sebep olur.

H*+ CI' + HLO, —— > HOCI + HO

H2O2 gecis metallrinin varliginda en énemli serbest oksijen
radikali (ROS) olan OH" radikalinin olusumunu saglar. H>O2' nin diger
6nemli bir gbrevide intraselller signal molekdll olarak rol almasidir. H2O,
olustuktan sonra katalaz, glutatyon peroksidaz ve peroksiredoksinler
adinda {i¢ enzim sistemi tarafindan uzaklastirilir .

2.2.4. Hidroksil Radikali (‘'OH)

("OH) biyolojik sistemlere diger ROS' lardan daha fazla hasar
veren, biyomolekilllerle reaksiyona girebilen giicli bir radikaldir *.
Olusmasi icin ortamda gecis metalleri gereklidir. 3 yolla olusabilir.

1. Radyasyon-Su

H.O — radyasyon ——» H.,O" + €

H.O* + HbO —» OH" + H30O*



2. Fe — katalizli - Haber Weiss reaksiyonu (Fenton Reaksiyonu)
Fe*? + H.O, ———> Fe**+ OH + OH"

Katalize olmayan Haber Weiss reaksiyonunda ise,
superoksidin direk olarak hidrojen peroksitle reaksiyona girmesidir.

02" + HHO, — OH + OH + O3
3. Hidrojen peroksidin fotolizi ile,

H>0, —— OH"* + OH
Fotoliz

OH’ radikali canli hucrelerde bulunan butin molekdllerle
reaksiyona girebilmektedir *°. Lipit peroksidasyonunu baslatabilir, DNA
iplik¢iklerinde kirllmalara neden olabilir ve hemen her organik molekdld,
ayrim yapmadan okside edebilir *°.

2.2.5. Singlet Oksijen

Enerji absorbsiyonu ile oksijenin paylasiimamig dig
elektronlarini degistirerek ayni veya farkli orbitale yerlesebilirler. Uyariimig
haldeki bu oksijene singlet oksijen denir. Reaktif olmayan ancak reaktif
oksijen radikallerinden biri olan singlet oksijenin sigma ve delta diye iki tipi
vardir . Sigma formu cok enerjik oldugundan yari émrii kisadir, hizlica
bozunarak delta formuna dénisir 2.

Singlet oksijen radyasyon sonucu olusabilecegi gibi invivo
olarak sitokrom P-450, prostaglandin endoperoksit sentetaz ve
miyeloproksidaz reaksiyonlariyla da olusabilmektedir. Karotenler, bilirubin,
histidin, methionin, 2-5-difenilfuran, 1,4-diazbisikloalefan, singlet oksijeni
temizlerler 4.

Singlet oksijen, DNA, RNA, proteinler, lipitler ve sterolleri

kapsayan c¢ok sayida bi}/olojiK hedeflerle reaksiyona girerek hucrede
zararl etkilere sebep olur *.

2.2.6. Serbest Radikallerin Biyolojik Hedefleri

Serbest radikaller hiicre ve dokularda bircok zarara yol
acmaktadir. Bu zararlar s6yle siralanabilir:



a) DNA' nin tahrip olmasi,

b) NUkleotit yapil koenzimlerin yikimi,

c) Lipit peroksidasyonu zar yapisi ve fonksiyonunun degismesi,
d) Enzim aktivitelerinde ve lipit metabolizmasindaki degisiklikler,
e) Protein ve lipitlerle kovalan baglantilar yapmasi,

f) Zar proteinlerinin tahribi, tagima sistemlerinin bozulmasi,

g) Seroid ve yas pigmenti denilen bazi maddelerin birikimi

h) Proteinlerin tahrip olmasi ve protein “turnover” nin artmasi

i) Tiollere bagimli enzimlrin yapi ve fonksiyonlarinin bozulmasi, hicre
ortaminin tiol/distlfit oraninin degismesi

j) Kollogen ve elastin gibi uzun dmurlt proteinlerdeki oksido-rediksiyon
olaylarinin bozularak kapillerlerde aterofibrotik degisikliklerin olusmasi

k) Mukopolisakkaritlerin yikimi seklinde dzetlenebilir 33

2.2.6.1. Serbest Radikallerin Membran Lipitlerine Etkileri

Biyomembranlar ve hicre i¢i organeller (mitokondri,
endoplazmik retikulum), membran fosfolipitlerindeki doymamis yag
asitlerinin  varligi  dolayisiyla oksidatif ataklara duyarhdirlar
Membrandaki kolesterol ve yagd asitlerinin doymamis bagdlari, serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon drunleri olustururlar.
Poliansature yag asitlerinin oksidatif yikimi, lipit peroksidasyonu olarak
bilinir ve olduk¢a zarahdir. GUnkl kendi kendini devam ettiren zincir
reaksiyonu seklinde ilerler. Lipit peroksidasyonu ile meydana gelen
membran hasar geri déntisimsizdur.

Lipit peroksidasyonu, organizmada olusan bir serbest radikal
etkisi sonucu membran yapisinda bulunan poliansature yag asidi
zincirindeki a-metilen gruplarindan hidrojen atomunun uzaklagtirilmasi ile
baglar **. Biyolojik sistemlerde bu serbest radikalin siiperoksit anyonu ve
hidroksil radikali oldugu kabul edilmektedir. Lipit peroksidasyonunda asil
etkili radikalin (OH") oldugu benimsenmektedir.

Yag asidi zincirinden hidrojen atomunun uzaklasmasi, bu yag

asidi zincirinin radikal niteligi kazanmasina neden olmaktadir. Olusan lipit
radikali (L) dayaniksiz bir bilesik olup bir dizi degisiklige ugramaktadir.
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Oncelikle, molekill ici cift bag aktarimasi ile dien konjugatlari
olusmaktadir. Daha sonra lipit radikalin oksijen ile reaksiyonlasmasi ile lipit
peroksit radikali (LOO’) meydana gelir. Bu radikalde zardaki poliansature
yag asitlerini etkileyerek yeni lipit radikallerinin olusumunu saglamakta ve
kendileride agida ¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipit hidroperoksitlerine
dénlismektedir. Boylece olay kendi kendini katalizleyerek devam eder 3344,

Lipit peroksidasyonu, lipit hidroperoksitlerinin aldehit ve diger
karbonil bilesiklere dénismesi ile sona ermektedir. Bu bilesiklerden biri
olan malondialdehit (MDA) miktari, tiyobarbitlrik asit testi ile dlciimekte ve
bu ybéntem lipit peroksit dlzeylerinin  saptanmasinda  siklikla
kullaniimaktadir. Peroksidasyon sirasinda olusan dien konjugatlarinin
6lcimd de, in vivo lipit peroksitlerinin dlzeyini yansitmasi agisindan
giderek dnem kazanmaktadir. Lipit hidroperoksitlerinin parcalanmasi ile

olusan etan, bitan ve pentan gibi gazlarin tayini de, son yillarda lipit
peroksidasyon gdstergesi olarak degerlendiriimektedir *°.

LH A\=\=\=/ Doymamis yag asidi
l -H* (hidrojen kopariimasi)

L AN/ Lipid alkil radikal (izole gift bag formu)
l (Molekiiler diizenleme)

L Af\:‘/\:‘:‘/ Lipid alkol radikali (konjuge dien formu)

}/ 0, qirisi
00\ PA=/
Lipid peroksil radikali

NNl =P

Dogmamis yag asidi L
LH Lipid alkil radikali

—\ — / LOOH

Lipidhidro peroksid

Sekil 1. Lipit peroksidasyonu



Organizmadaki etkileri;

a) Lipit peroksidasyonu sonucu membran akigkanligi azalir ve normalde
hicre icine gecemeyen maddelerin hlcre icine girigleri artar.

b) Lipit peroksitler ve alkoksil radikaller, triptofan ve sistein gibi protein
kisimlarina ataklar yaparak protein yapisini bozar ve hasar meydana
getirirler.

c) Lipit peroksidasyonu sirasinda aktiviteleri i¢in salfidril ve amino grubuna
gereksinim duyan, 6zellikle hormonal uyarilara hicrenin cevap verme
imkani saglayan yuzey reseptorlerini inhibe ederler (G6P-az ve Na-K ATP-
az gibi)

d) Hdcre membranina yakin yerlesimdeki DNA molekulleri de lipit
peroksidasyonundan hasar goérirler ve bazen DNA' nin replikasyonu
yapilamaz.

e) Bazi aldehitler biyolojik sivilarda kemotaktik etki gésterirler.

f) MDA gibi aldehitler, LDL" yi modifiye ederek metabolik yolu
degistirebilirler 3.

2.2.6.2. Serbest Radikallerin Proteinler Uzerine Etkileri

Serbest radikaller bazi aminoasitlerle reaksiyona girerek
enzimlerin aktivitelerini ortadan kaldirarak modifiye, fonksiyon gérmeyen
proteinlerin olusmasina sebep olmaktadir. En ¢ok sorumlu tutulan
aminoasitler siilfir icerenlerdir *®. Triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin gibi
halkali amino asidler oksidasyonu en fazla maruz kalmaktadirlar.
Oksidasyon sonucu proteinlerin sekonder ve tersiyer yapilarinda olusan
degisiklikler  fonksiyonlarini  etkilemektedir. Enzim veya reseptor
fonksiyonuna sahip membran proteinleri, &zellikle serbest radikallerin
modifikasyonuna duyarli olduklari icin protein oksidasyonu ile &énemli
hucresel ve membran fonksiyonlar bozulmaktadir. Protein yapisindaki
hasarin gdsterilmesi icin, protein karbonillerinin belirlenmesi yaygin olarak
kullanilan bir gdstergedir **.

2.2.6.2.1. ileri Oksidasyon Protein Uriinlerinin Olusumu

Protein oksidasyonunun yeni bir belirteci olan ileri
oksidasyon protein Uriinleri (Advanced Oxidation Protein Products-AOPP)
ditirozin iceren capraz bagl protein trlnleri olarak tanimlanmaktadir 8
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AOPP dulzeyleri, protein oksidasyonunun gdéstergesi olan
ditirozin ve ileri glikasyon son @rin0 olan pentozidin dizeyleri ile
kolerasyon gosterdigi fakat lipit peroksidasyon belirtecleri ile kolerasyon
gostermedigi belirtilmistir *’.

Bununla birlikte protein-protein ¢apraz baglanmalari
proteinlerin oksidatif degisiminin bir belirteci olmakla birlikte birka¢ farkl
reaksiyonla gerceklesmektedir. Bu reaksiyonlar; (a) karbon merkezli iki
radikalin direkt reaksiyonu sonucu, (b) iki tirozin radikali arasinda etkilesim
sonucu, (c) iki sistein-tiil radikalinin reaksiyonu sonucu, (d) karbonil grubu
iceren proteinlerin ayni veya farkli protein yan zincirindaki lizin bakiyeleri
ile reaksiyonu sonucu, (e) reaktif aldehitlerin ayni veya farkli protein
molekullerinin  lizin  bakiyeleri arasindaki reaksiyon sonrasi, (f)
glikasyon/glioksidasyon reaksiyonlari sonucu karbonil grubuna sahip
proteinlerin ayni veya farkli proteinlerin lizin veya arjinin bakiyeleri ile
reaksiyonu sonrasi, (g) Michael reaksiyonu ile lipit peroksidasyon
belirteclerinin, proteinlere eklenmesi sonucu olusan protein aldehitlerin,
ayni veya farkl proteinlerdeki lizin bakiyeleri ile reaksiyonu olarak
siralanabilir *°.

2.2.6.3. Serbest Radikallerin DNA Uzerine Etkileri

Serbest radikaller DNA' nin kimyasal modifikasyonu ile
mutagenik etkilerini gbstermektedir. Ozellikle OH" radikali, serbest
radikallerin sebep oldugu bir takim degisimlere (DNA ayriimasi, DNA-
protein ¢apraz baglanimi, pdrinlerin oksidasyonu gibi) sebep olmaktadir.
DNA onarim sistemi hemen DNA' yi1 rejenere etmezse replikasyon
sirasindaki yanlis baz c¢ifti mutasyonla sonuglanacaktir. Bu mekanizma
oksidatif strese maruz kalmis kisilerdeki artmis kanser prevelansini
aciklamaktadir. Serbest radikal vasitasiyla olusan apoaptozis bazi
vakalarda serbest radikale bagl DNA hasarinin bir pargasidir .

2.3. Antioksidanlar

Vicutta serbest radikaller meydana geldiginde organizmayi
oksidatif stresden korumak icin antioksidan sistem devreye girer. Birinci
defans hattini, peroksidaz ve metal baglayan proteinlerin stpresyonu ile
serbest radikallerin meydana gelmesini dnleyen antioksidanlar olusturur.
ikinci defans hattini, vitamin C ve vitamin E gibi radikal temizleyici
antioksidanlarin  zincir oksidasyonunun baslamasini inhibe etmesi ve
zincirleme reaksiyonlarin yayihmini énlemesi olusturmaktadir. Uclncu
olarakta hasari onarma ve eski haline getirmeye calisan onarici ve
yeniden yapilandirict enzimler (lipazlar, proteazlar, DNA onarici enzimler
ve transferazlar gibi) defansta rol alirlar *.

13



ONLEYICT RADIKAL TOPLAYICT ONARICT FTKILT
ANTIOKSIDANLAR ETKILI ANTIOKSIDANLAR ANTIOKSIDANLAR

! ! ! !

+S0D Vit O VitE + Lipaz

«GPX Jlrat + Ubiquinol + Proteaz

« Metal + Allmin + Karotenidler « DA onane1 enzimler

baglayica + Flavonoidler « Transferazlar

protein
Radikal Zincir Kuik zineir Hasar onarum
olusumunun baslangiemm yayth/zineir Dokularm yeniden
supresyonu baslalanmast sonlanmast yapilanmasi

)
i

. /
BASLATICTe—cd) SFRBEST Vs, LIPID INCR =2y HASAR oody HASTALIK
RADIKAL RADIKALI OKSIDASYONU

€] = == == -]

Sekil 2. Antioksidan gruplar ve gorevleri *.

2.3.1. Antioksidan Enzimlerin Siniflandiriimasi

Antioksidanlar cesitli kriterlere gbre gruplandirilabilirler *’:

1. Yapilarina gore
a. Enzim karakterli antioksidanlar
b. Enzim karakterli olmayan, kiicik molekuller

2. Kaynaklarina gore
a. Organizmaya ait olanlar (endojen antioksidanlar)
b. Disardan alinanlar (eksojen antioksidanlar)

3. G6zundrltklerine gére
a. Suda ¢dzlinenler
b. Lipitlerle ¢bztnenler

4. Yerlesimlerine gére

a. Hucre iginde bulunanlar
b. Plazma ve diger ekstraselller sivilarda bulunanlar
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2.3.2. Enzim Karakterli Antioksidanlar

2.3.2.1. SUperoksid Dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1.)

Oksijeni metabolize eden butin hicrelerde bulunan SOD,
stiperoksidin H202 dismutasyonunu katalizleyen bir metalloenzimdir °.

20, + 2H* ——> H0, + Oy

SOD' in diger bir gérevi de serbest radikalleri inaktive ederek
dehidratazlari korumasidir.

Dort gesit SOD tanimlanmistir.

1. Mangan iceren dismutaz (Mn SOD): Homotetramer yapidadir.
Mitokondrideki solunum zinciri ve oksijen radikalinin major kaynagidir. Mn-
SOD superoksit radikalini uzaklastiran primer antioksidan enzimdir. Fe-
SOD ile homologtur.

2. Bakir ve ginko iceren dismutaz (Cu/Zn SOD): 32 kDa agirhginda dimerik
yapidadir. Sitoplazmada bulunur.

3. Ekstraselliller dismutaz (EC-SOD): intertisyel alanda ve plazma, lenf ve
sinovial sivilarda bulunan tetramerik yapida bakir ve g¢inko iceren bir
enzimdir.

4. Nikel iceren dismutaz (Ni-SOD): Streptomyces sp ve Streptomyces
coelicolor' un sitozolik fraksiyonundan saflastiriimistir.  Aminoasit
kompozisyonu diger SOD' lardan farklidir. Siyanid ile inhibe olmaktadir *°.

2.3.2.2. Katalaz (EC, 1.11.1.6.)

Katalaz 60 kDa agiriginda 4 ayni yapida tetrahedral
subunitler iceren hem-enzimidir. 240 kDa molekdl agirhginda her
molekulde 4 adet ferriprotoporfirin igerir. Katalaz, hidrojen peroksidi
oksijen ve suya parcalayan reaksiyonu katalizler *°.

Katalaz
2H202 _— 2H20 + 02

Katalaz, peroksizomlarda yerlesmis olup kan, kemik iligi,

mikoz membranlar, karaciger ve bobrekte ylUksek miktarlarda
bulunmaktadir.
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Katalaz dusik hizlarda hidrojen peroksitin  olustugu
durumlarda veya ortamda yUksek miktarda elektron alicisi bulundugunda
peroksidatif tepkime ile,

HoO, + AHb ——»  2H,O + A

Hidrojen peroksid olusum hizinin yiksek oldugu durumlarda
ise katalitik tepkimeyle hidrojen peroksidi suya ddnustirerek ortamdan
uzaklastirmaktadir *.

H-O> + H. O, ——» 2H,0 + O»

2.3.2.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px, EC 1.11.1.9.) ve Glutatyon
Redlkiaz

Glutatyon peroksidaz, glutatyon tarafindan hidroperoksitlerin
(ROOH ve H20,) indirgenmesini saglayarak, memeli hiicrelerini oksidatif
hasara karsi koruyan selenyum igeren bir enzimdir *°. Glutatyon
peroksidaz enziminin selenyuma bagl be bagimsiz 2 izomeri mevcuttur.
Selenyuma bagh izoenzimi selenosistein formunda bulunmaktadir. Bu
enzim hem hidrojen peroksiti hem de organik peroksitleri (6rnegin, kimen
hidroperoksit) kullanabilir. Selenyumdan bagimsiz GSH-Px ise, hilcrenin
mitokondri (%30) ve sitozol (%70) fraksiyonlarinda lokalize olup, yalnizca
lipit hidroperoksitlerini metabolize edebilmektedir *°.

Serhest H;0,
Radikaller
Siiperoksit G35G .
Dismutaz OKSIDE FORM
Glutatyon
Peroksidaz
H,0 NADP
Glutatyon
Rediiktaz
REDUKTE FORM GSH Hiicresel
Enerji
NADPH

Sekil 3. Glutatyon donguisui.
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H2O,, suya indirgenirken glutatyon (GSH), glutatyon disilfide
(GSSG) ylkseltgenir. Antioksidan defans sistemini normal isleyisi
sirasinda indirgenmis GSH, hidrojen perksidi GSH-Px ile detoksifiye eder.
Ayrica Glutatyon rediiktazda, hidrojen peroksiti GSH' a doéndstirerek
hidrojen peroksitin detoksifikasyonuna katkida bulunmasindan dolayi
6nemlidir. Glutatyon redlktaz oksitlenmis NADPH' n elektronunu
kullanarak GSSG' yi GSH' ye cevirir. H,O,' nin detoksifikasyonunun
devami igin NADPH' in saglanmasi gereklidir °'.

2.3.3. Enzimatik olmayan Antioksidanlar

2.3.3.1. Antioksidan Vitaminler

Yagda ¢6zUnen vitaminler icersinde &6nemli yere sahip
vitamin E, 6zellikle membran ve lipoproteinlerin bilesenleri Gzerinde zincir-
kirici antioksidan etkiye sahiptir. a-Tokoferol vitamin E tlrevleri i¢cersinde
en aktif bilesik olup, zincir reaksiyonlari ile iligkili peroksil radikalini
temizleyerek lipit peroksidasyonunu engeller *2.

Yapisindaki fenolik hidroksil grubuna sahip aromatik halka
bu molekille antioksidan 6zellik kazandirir >, Bununla birlikte a-Tokoferol
singlet oksijen, alkoksil radikali, peroksinitrit, nitrojen dioksit, ozon ve
stiperoksit radikalleri ile de tepkimeye girer >*. Lipit radikalleri ile tepkimesi
sonucu olusan aT radikalinin, peroksil radikaline gére membranlarin yag
asidi zincirlerine karg! reaktivitesi cok dusik olup, askorbik asit basta
olmak Uzere diger molekill veya mekanizmalar tarafindan a-tokoferol'e
doéndstardlr.

Askorbik asit veya vitamin C glikoz metabolizmasindan
gelen, suda ¢dzlnen vitaminler grubundandir. Prolin, lizin ve dopamin 3-
hidroksilaz ~ enzimlerinin  kofaktéri  olup, bu amino asitlerin
hidroksilasyonunda ve kollojen fibrillerin sentezinde gereklidir. Askorbik
asit’ in (Vitamin C) bir elektron oksidasyonu sonucu monodehidro askorbil
radikali olusurken, reaksiyona gqirdigi radikali de etkisiz hale getirerek
serbest radikallerin organizmaya verdigi zarari engeller. Askorbik asidin
radikalik formu ise glutatyon sistemi tarafindan askorbik aside yeniden
dénustaralar *°.

2.3.3.2. Karotenoidler

Karotenoidler (B-karoten, Likopen, Zeaksantin, Lutein,
Violaksantin), genelde sari ve turuncu renkli bilesikler olup bazi bakteriler
ve alglerde, cogu zaman ise bitkilerde bulunan pigmentlerdir. insan ve
hayvanlar karotenoid biyosentezini gerceklestiremedikleri icin bu bilesikleri
diyetle alirlar. Karotenoidler organizmada, triplet uyaricilarin zararh
etkilerini baskilama, singlet oksijeni baskilama ve bazi oksijen radikallerini
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temizleme gibi koruyucu etkilere sahiptir. Bununla birlikte karotenoidler,
lipit membranlara lokalize olarak membranlarin oksidatif strese karsi
hassasiyetini azaltir >°.

2.3.3.3. Glutatyon ( GSH)

Glutatyon, glutamik asit, sistein ve glisinden olusan bir
tripeptit olup antioksidan ve indirgeyici bir ajandir. Organizmada temel
olarak; peroksidaz aracili peroksitlerin katabolize edilmesi, hicresel tiyol
ve redoks potansiyelinin dizenlenmesi, bir nérétransmiter veya
immunofarmakolojik tiyol gorevi Ustlenerek endokrin ve immuin sistem
arasindaki interaksiyonu saglamasi, redoksa duyarli transkripsiyon
faktérlerinin eksgiresyonunu artirarak  strese cevabin aktivasyonu gibi
gbrevler Ustlenir >°,

2.3.3.4. Urik asit ( Urat )

Urik asit, Ksantin oksidazin  oksiplriinleri (ksantin,
hipoksantin gibi) oksitlemesi ile olusur. insan ve gelismis primatlarda piirin
metablozmasinin son Uranadur. Urat, fizyolojik kosullarda singlet oksijen,
hipoklorit ve hidroksil radikali gibi reaktif bilesikleri baskilar fakat stiperoksit
radikali ile dogrudan reaksiyona girmez, peroksit kaynakli lipit
peroksidasyonuna kargi korur, bu da urik asidin antioksidan etkilerinin
oldugunun gdstergesidir .

2.3.3.5. Bilirubin

Hem katabolizmasinin son 0rind olan bilirubin ayni
zamanda singlet oksijen, peroksinitrit ve hipoklordz asit gibi reaktif oksijen
ve nitrojen tlrevlerini, baskilarken bununla birlikte peroksil radikallerine
karg! hidrojen dondri olarak davranarak lipit peroksidasyonunun zincir
devam ettirici radikalini de etkisiz hale getirir. Bu arada biliverdin ise
bilirubine gére daha etkili bigimde peroksil radikallerini baskilar °'.

2.3.3.6. Melatonin

Pineal bezde triptofandan sentezlenir. Goérevi tam olarak
bilinmese de sirkadiyen ritmi dizenledigi bilinmektedir. Bununla birlikte
hidroksil radikali, hidrojen peroksit, peroksil radikali, singlet oksijen, nitrik
oksit ve peroksinitrit anyonu gibi reaktif tlrlerin temizlenmesinde veya
baskilanmasinda etkilidir. Melatonin reseptérinden bagimsiz olarak
membran lipitlerini, stozol proteinlerini, ¢cekirdek ve mitokondride nukleik
asitleri serbest radikallerin zararl etkilerine karsi korur 2.
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2.3.3.7. Stobadin ( STB )

Reaktif oksijen tdrevlerinin olusumunu énlemek veya zararl
etkilerini azaltabilmek igin, farkl etki mekanizmalarina sahip antioksidanlar
veya diger kimyasal molekdller strekli olarak geligtiriimektedir. Bunlar
arasinda heterosiklik indol tirevlerinden bir pridoindol olan stobadin
Uzerinde halen ginimizde de devam etmekte olan birgok calisma
yapilmistir. Pridoindol tlrevi stobadin’in klinik, toksikolojik, farmokodinamik
ozelllikleri ve kimyasal yapisi belirlenmistir ¢,

2.4. Total Antioksidan Durum

Antioksidan kapasite biyolojik sistemlerdeki 4 genel
antioksidan kaynagi acik¢a ortaya koymaktadir.

1. Enzimler: (6rnegin, SOD, GPx ve katalaz)
2. Buyuk molekdaller: (albumin, seruloplazmin, ferritin ve diger proteinler)

3. Kuicuk molekdller: (askorbik asit, glutatyon, Urk asit, tokoferol,
karotenoidler, polifenoller)

4. Bazi hormonlar: (8strojen, anjiotensin, melatonin vs.) %,

Antioksidan kapasite (AC) 6lcimi plazma ve vicut
sivilarinda  bulunan  bitin  antioksidanlarin ~ kimdulatif  etkisini
yansitmaktadir. Boylece Olgllebilen antioksidanlarin ayri ayri toplamindan
daha batun bir degerdir. Bilinen ve bilinmeyen antioksidan kapasiteyi ve
sinerjik etkilesimi 6l¢tiglinden dolayi invivo oksidanlar ve antioksidanlar
arasindaki hassas dengeyi kavramayl saglar. Plazma AC &lcimu
insanlarda fizyolojik, cevresel ve beslenme faktorlerinin redoks durumunu
degerlendirmeye yardim eder. Plazma AC' nin tespiti invivo oksidatif
durumun degistigi durumlarn ayirtetmeye yarar (ROS' a maruz kalma ve
antioksidan alimi). Bitkisel antioksidan alimi veya antioksidandan zengin
yiyeceklerin alimindan sonra plazma AC' deki degisiklikler besinsel
bilegsimlerin biyoyararlanimi ve absorpsiyonu hakkinda bilgi saglayabilir.
Hucrelerin AC' si baglica enzim sistemini yansitirken plazma ise dietsel
orjinli kigik molekal agirlikh antioksidanlari yansitir. Plazma AC hem
radikal fazla yuklenimini hem de dietsel antioksidan alimini dizenler ve tek
secilmis antioksidan konsantrasyonuna gore invivo oksidasyon urlnleri ve
antioksidanlar arasindaki dengeyi daha fazla temsil ettigi kabul
edilmektedir ®°.

Geleneksel antioksidan kapasite olcimleri primer olarak
plazmadaki ak6z kompartmanin antioksidan kapasitesini 6lgmektedir. Bu
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nedenle baslica askorbik asit, Urik asit ve protein tiolleri gibi suda ¢6zinen
antioksidanlar bu élcimu etkilemektedir. Fakat tokoferol ve karetenoidler
gibi yagda ¢6zunen antioksidanlar kiguk bir role sahiptir. Ancak plazmanin
hidrofilik ve lipofilik kompartmanlarinda lokalize olmus antioksidanlar
arasinda etkilesim vardir. Lipit kompartmaninin sebep oldugu radikalleri ve
proteinin etkilerinin maskelenmesini dnlemek icin lipit peroksidasyonunu
izlemek ve lipolik antioksidanlar ile aktif olarak etkilesen yagda ¢6ziinen
antioksidanlara ek olarak suda ¢6zunen antioksidanlarida agiga ¢ikarmak
icin yeni yaklasimlar gelistirilmistir ¢°.

2.5. Serbest Oksijen Radikallerinin Kanserle iligkisi

Serbest oksijen radikallerinin (ROS) fazla olusumu veya
antioksidan korunma ve onarim mekanizmalarinin yetersizligi sonucunda
oksidatif stres gelisebilir. Bunu geriye dénlsimli veya doéntsimld
olmayan hicre hasar izler. Oksidatif stres DNA' da mutajenik
degisikliklere neden olmussa hiicre malign 6zellikler kazanir. Son yillarda
yapillan bircok calismada ROS' un gergekien karsinojen oldugu
gOsterilmistir. Kanser baglama ve gelismesi basit olarak Uc¢ evrede
incelenmistir ¢7%.

1. Baglama (Initition)

2. Gelisme (Promotion)

3. ilerleme (Progression)

Serbest radikallerin karsinogenezin her ¢ evresinde de etkili
oldugu ancak ilerleme safhasinda daha belirgin oldugu gdésterilmistir.
Baslama evresi tek basina kansere neden olamaz. Promatérler uyarimis

hucreyi stimile ederek kanser hlcresine gevirebilirler ve bu etkinin revrsibl
oldugu diigiiniilmektedir ®.

2.5.1. Oksidatif Stresin Timoér Baslamasindaki Roll

Oksidatif strese bagli kanser olusumunun ilk basamagidir.
OH’ radikali DNA hasari yoluyla modifiye pirin ve pirimidin bazlari
olusumuna sebep olur. Hergiin insanlardaki normal hicrelerdeki her DNA
molekdlinin 106 bazinin oksidatif darbeye maruz kaldigi tahmin
edilmektedir. Serbest radikallerle olusan endojen DNA hasari yasa bagli
kanser olusumuna neden olmaktadir *.

DNA modifikasyonlari: Oksidatif DNA hasari kimyasal veya
yapisal olabilir. Kimyasal modifikasyondan her zaman yapisal degisiklige
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neden olur. Bunlar DNA baz modifikasyonlari ve DNA heliks degisikleri
olarak gorulebilir .

DNA baz modifikasyonlari: Cesitli kanser tlrlerinde ROS
artisina baghh DNA modifikasyonlari bulunmustur. Ornegin OH" radikali
DNA' nin batin komponentleri ile deoksiriboz iskeleti, plrin ve pirimidin
bazlari ile reaksiyona girebilir. Adenin ve guanine etkisi sonucu halkada
aclima, replikasyonda blok olusmasi ve sonug olarak nokta mutasyonuna
yol acar %

DNA' da en sik rastlanan oksidatif baz modifikasyonu 8-
hidroksi-2'deoksiguanozin (8-OHdG) dir. Oksidatif stres icin glvenilir bir
belirte¢ oldugu distnilmektedir. Serbest radikallerle olusan DNA hasar
drbnlerinden 5-hidroksimetilurasil, 8-OHdG ve DNA oksidasyon Urunleri
cesitli calismalarda &lgilmustir *.

Hlcre boélinmesini bloke eden p53 timér supresdr genindeki
mutasyon, kanser gelisiminde 6énemli bir faktérddr. P53 geni inaktive
oldugunda hiicre siklusuna hasarli DNA ile girer *. Bunun sonucunda
ROS ilgili nokta mutasyonlari sonucu onkogenlerin aktivasyonu ile
karsinogenezdeki ilk adim baglar. Bunlar ayni zamanda son safha olan
ilerleme déneminde de etkilidirler.

DNA heliks degisiklikleri: DNA heliksindeki degisiklikler
heliksin kivrilmasi, tek veya cift iplik kirllmasi, iplikler arasi ¢apraz baglar
ve kromozomal degisiklikler sayilabilir %. Tek veya cift iplik kirilmasi
serbest radikal etkisiyle olusabildigi gibi ROS ile ilgili enzimatik DNA
bdliinmesinin uyarisi ile de olabilir %.

2.5.2. Oksidatif Stresin Tiumoér Gelismesindeki Rolli

Serbest oksijen radikallerinin neden oldugu mutasyon,
kanserin bagslama ve ilerlemesine neden oldugu gibi, oksidatif stres mutant
hucre klonlarinin yayilmasina ve proliferasyonuna ve hucre élimine de
nden olur. Son caligmalar, ROS' nin bening timd&rleri malign timdrleri
déniistiriirken kanserin evresini de ilerlettigini gdstermistir *°.

Ca?** aracihgl ile timér gelismesi (Promotion): Kalsiyum
homeostazinin  serbest radikaller  tarafindan bozulmasi da
karsinogeneziste 6nemli rol oynar. Hlcre zarinin normal yapisinin serbest
radikal etkisi sonucu bozulmasi hlcre i¢i kalsiyum miktarinin artmasina
sebep olur .

Oksidanlar Ca** bagli epigenetik yolu uyarirlar. Bunu

polipeptid blUylme faktorlerini  ve hormonlar  kullanarak hucre
replikasyonunu uyarmakla saglarlar. Protoonkogenlerin aktivasyonu olur,
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6rnegin protoonkogen C-FOS' un disik doz ROS ile indiksiyonunun
sitolitik Ca®* aracihgi ile gelistigi gdsterilmistir ”'. Kalsiyum-kalmodulin
etkilesimi birgok protein kinaz enzimini aktive eder. Protein kinazlar da S6
kinazi aktive ederler. Hem protein kinaz hem de S6 kinazlar cesitli
fosforilasyon yollariyla transkripsiyon faktérlerinin aktivitelerini  regule
ederler ve bu sekilde ROS' nin hiicre proliferasyonuna olan etkilerinin
baslatmasina araci olurlar 48,

TUmodr gelismesinde diger mekanizmalar:

Cok sayida genin aktivitesi redoks reaksiyonlari ile kontrol
edilir. Serbest radikaller de redoks reaksiyonlarini baslattiklarindan dolayi
oksidatif stres, bazi genlrin aktiflesmesine sebep olur. Bdylece serbest
radikaller onkogenleri aktive ederek hicre ¢odalmasini arttirirlar. Nitekim
hiucre ¢ogalmasi ve farklilasmasinda rol alan transkripsiyon faktorlerini
kodlayan c-fos, c-myc, c-jun ve b-aktin genleri ile bir transkripsiyon faktori
olan NF«B geni serbest radikaller tarafindan aktiflestirilirler .

Oksidanlarin kanser olusturma 6zelligi hiicre replikasyonunu
ve DNA sentezini artirabilme vyeteneklerine bagli gibi goriimektedir.
Oksidatif strese bagli timorogenezin gelismesinin hirenin antioksidan
kapasitesinin artiriimasiyla durdurabilecedi ileri siirilmektedir 2.

2.5.3. Oksidatif Stresin Timor ilerlemesindeki Rolii

Tamoér hicrelerinde ROS olusumunun artmasi, oksidatif
stresin kalici ve devamli olmasini saglayarak genomik stabil olmayan
durumu arttinir 2. ROS ile genomik instabilitede sonucu olusan TP-53
genindeki mutasyon insan kanserlerinde en sik rastlanandir. P53' (in esas
fonksiyonu karsinogenezde ROS' a karg! koruyucu olmasidir. P53 proteini
onkogen (riinlerini baglayarak bazi timérlerin olusumunu geciktirebilir ”>.
Oksidatif stres, yUksek invaziv ve metastatik kanser hdcrelerinin
proliferasyon ve apoptozisinin devamini saglar. Bu hUcreler, kanser
hucrelerinin devamhliginda sinyal molekili olan hidrojen peroksitin blyUk
miktarlarda olugsumunu saglar. Antioksidanlar, hidrojen peroksit sinyal
molekiliini ve kanser hiicre proliferasyonunu suprese ederler 7.

2.6. Bobrek Dokusu ve Serbest Radikaller

Bobrekler aerobik metabolizmanin belirgin  bir sekilde
gbraldigu, canlilar icin énemli bir organdir. Vicut sivi elektrolit dengesini
muhafaza etmek igin, bdbrekler total vOcut agiriginin %1’ ini
olusturmasina ragmen, butin vicut oksijen tiketiminin %10’ undan
sorumludur ">’®. Kardiak outputun %20’ sine de maruz kalan siizme
organi bobrekler, bu 6zelliklerinden dolay! dolagimdaki polimorfonukleer
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I6kositlerin (PMN) ve monositlerin glomerdllere ve interS|s¥aI dokuya
infiltrasyonu sonucunda ek bir oksidan strese maruz kalirlar "®7":78:7°,

Bobrekler, yiksek O, tlketimi ve metabolik aktiviteye ek
olarak, infiltratif hiicreler ve kendi yerlesik hlicrelerinden de reaktif O,
tdrleri olusmasi nedeniyle zaman zaman, kendi total antioksidan korunma
mekanizmasini asan oksidan stresle karsilasmakta ve bdbreklerde reakiif
O, tlrlerine bagl doku hasarlari olusmaktadir 7¢77:78:8081

Reaktif oksijen tirlerinin iskemik, toksik, immunolojik kaynakl
bdbrek harablg/etmde rol oynadidi bir c¢ok arastirmaci tarafindan
gosterilmistir 7

Deneysel boébrek iskemisinde, elektron transport zinciri,
ksantin oksidaz gibi oksidan enzimler, fagositler, epinefrinin oto
oksidasyonu ve aragidonik asit metabolitleri, reaktif oksijen tlrlerinin
(ROT) kaynaklarini olusturmaktadir 7677788082

ROT, hiicre ve organel membranlarinda lipit peroksidasyona
neden olarak ve Ozellikle proksimal tibul segmentlerinde, tlbdl yapisini,
Qsﬂgc‘:‘re transport kapasitesini ve enerji Uretimini bozarak etkilerini gosterirler

Deneysel immin glomerilonefritte ROT, PMN ve monositler
gibi kan kaynakli infiltratif hiicrelerden olusurlar ve glomerdl hicrelerine ve
Ozellikle mezensial hicrelere yerlesirler. Bunlarin olugmasi, morfolojik
lezyonlarin  meydana gelmesine, proteazlarin aktive olmasina,
proteoglikan sentezinin dismesine ve bunlara bagll olarak €Protemlere
kars! glomeriiler permabilite artisinin gérillmesine neden olur "

ROT’ lar prostoglandin, tromboksan, trombosit aktivite edici
faktér gibi vazokonstriktdr bioaktif lipitleri serbestlestirerek ve vazodilatér
olan nitrik oksiti inaktive ederek glomeril kan akiminin ve glomerl
filtrasyon hizinin diismesini indiiklerler 7887,

Proksimal, distal ve toplayici segmentlerdeki bdbrek tibdler
hiicrelerinin ROT’ lari Uretebildikleri bildiriimistir 7:78:80.83:84

ROT’ un bdbrek hasarindaki rolii glomertlonefrit, nefrotik
sendrom, akut boébrek yetmezligi, transplantasyon, toksik hasar,
enfeksiyon, obstriktif nefropati ve kronik bobrek yetmezligi gibi patol Aller
deneysel modellerle invivo hayvan deneyleriyle gdsterilmistir 76598
(Tablo 2).
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Tablo 2. Reaktif oksijen tiirlerinin sorumlu tutuldugu bobrek hastaliklarinda
gelistirilen deneysel modeller ™.

insan Hastaliklari Olusturulan Deneysel Model

GlomerUlonefrit Anti-GBM antikoru
Pasif Heyman nefriti
Katyonize gamma globulin
Forbol miristat asetat
Kobra venom faktori
Nefrotik sendrom Puromisin aminonikleosid
Hidrojen peroksit
iskemi-reperflizyon / akut bdbrek | Ototransplantasyon

yetmezligi Renal arter baglanmasi
Hemorajik sok

Kronik bébrek yetmezligi 5/6 Nefroktomi

Toksik nefropati Gentamisin, adriamisin,

Merkdri klorid, sefalosporin
Radyokonstrast boya, glyserol, ezme
hasari

Obstruktif nefropati Bilateral  Uretral obstriksiyon /
probukol

2.6.1. Glomerll Hasar

GlomerUlonefritin invivo hayvan modellerinde, glomeriler
kapillerinde immun kompleks formasyonun ve kompliman aktivasyonunun
PMN, monosit ve makrofajlari icine alan kemikiligi kaynakli inflamatuar
hicrelerinin infiltrasyonunu takiben olustugu bildirilmistir. Bu hUcreler,
glomerller hemodinamik yapiyl degistirerek ve proteindri gelismesini
saglayarak glomertler hasari indiklerler. Bu patolojik gelismeler ROT ile
aciklanmaktadir. Bunlardan radikallerin sorumlu tutulmasinin en énemli
nedenlerinden biri, doku hasarinin oldugu bdélgede Oz, H.0O, ve HO- gibi
ROT’ larin gdsterilmesidir 77:78:80-886.88

Yine son yillardaki bir ¢ok calisma PMN, monosit ve
makrofajlarin glomerullerde meydana gelen ROT’ un kaynagi oldugunu
ortaya  koymustur. Ancak membrandéz  nefritteki  proteindrinin
patogenezinden, kan kaynakli hlicrelerin sorumlu olmamasi, glomerdllerde
glomerll hacrelerinin  kendilerinin ROT (retiminde potansiyel kaynak
olabileceklerini dustndirmektedir. Bu hipotez kultird yapilmig glomerdl
hiicrelerinde insan kaynakli mezensimal hicrelerin ROT {retmeleriyle
kanitlanmigtir 798586,
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2.6.2. Nefrotoksik Hasar

Gentamisin, adriamisin, merkUri kloid radyokontrast madde,
sefalosporin, glyserol gibi nefrotoksik ajanlar, serbest radikalleri veya
reaktif O, molekdllerini uyararak veya kendi antioksidan savunma
mekanizmasini baskilayarak bébrek hasari olustururlar 76828,

Gentamisinin, bbbreklerde Ozellikle mitokondrilerde
malondialdehit (MDA) miktarini arttirdigr ve bu etkisinin OH- tutucular ve
desferoksamin ile geri ddndurilebildigi gosterilmistir. Merkdri klorid,
radyokontrast maddeler ve sefalosporinin de lipit peroksidasyonunu
arttirdign bildirilmistir 76828,

2.6.3. iskemi-Reperfiizyon Hasari

iskemi-reperflizyon hasari bébrek dokusuna spesifik olmasa
da iki 6Bnemli bdbrek hastaliginin patogenezinde yer alir °. Bunlar;

a. Akut bobrek yetmezligi,
b. Bobrek transplantasyonudur.

2.6.3.1. Akut Bdbrek Yetmezligi (iskemi-Perflizyon Hasari)

iskemik akut bébrek yetmezligi bbbreklerde
vazokonstriksiyon, glomerller filtrasyon hizinda ani ddsme, tabdl
tikanikhdi ve glomertler filtratin tdbdllere geri sizmasiyla karakterize
kompleks bir sendrom olarak tanimlanir %',

Deneysel invivo hayvan modellerinde, bébrek arterlerinin
baglanmasiyla veya intrarenal norepinefrinin infuzyonuyla, ayrica izole
proksimal tlbul segmentlerinde ve epitelyal hicrelerin kdlttrlerinin de
hipoksi ve reoksijenasyona maruz birakilmasiyla yapilan invitro
calismalarda, serbest O, radikallerinin bu tir lezyonlarin patogenezinde rol
oynayabilecegi bildirilmistir 8.

Akut bobrek yetmezliginin en sik medeni akut tubuler
nekrozdur (ATN). ATN morfolojik olarak tubudl epitelyal hicrelerinin yikimi
ve Kklinik olarak bdébrek islevlerinin akut olarak baskilanmasiyla
karakterizedir. ATN ¢esitli klinik durumlarda ortaya ¢ikan, geriye dénebilen
bir bébrek lezyonudur. Siddetli travmadan, akut pankreatit ve septisemiye
kadar degisebilen bu klinik durumlara genellikle belirgin hipotansiyon ve
sokun eglik ettigi periferik organlara yetersiz kan akimi dénemi vardir.
Olayr ortaya cikaran faktérlerin ¢oklugu nedeniyle ATN sik olarak
gelismektedir. Bundan baska geriye doOnebilir olmasi ayri bir 6nem
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tagimaktadir, cinkd uygun tedavi tam iyilesme ile kesin 6lim arasindaki
fark demektir .

Postiskemik, bdbrek hasari iki basamakta olusur. Birincisi;
akiminin bozulmasi ve yetersiz kan akimi sonucunda ATP’ nin azalmasi
yani iskemik dénem, ikincisi ise; iskemiyi takiben reoksijenasyon safhasi
olarak bilinen reperfizyon doénemidir. Bu bifazik hasarin en 6nemli
gbstergeleri, reperflizyon ddneminden Once yapilan histolojik doku
calismalarinda minimal hasar tespit edilmesi ve reperflizyonun erken
déneminde uyggulanan tedavilerden ve girigsimlerden sonug alinip, korunma
saglanmasidir %%,

Her ne kadar olusan bu doku hasarina bakis ginimuize
kadar genelde iskemi Uzerinde yogunlagssa da, son c¢alismalar degisken
oranlarda olmakla birlikte, bu hasarin 6nemli bir kisminin O
metabolitlerince  reperfizyon  safhasinda  olusturuldugunu ortaya
koymustur .

O; radikallerinin kisa dmurlt ve bébrek dokusunun kompleks
bir yapiya sahip olmasindan dolayi O, radikallerini direkt tespit etmek zor
olmaktadir "®. Ancak bir cok calismada varliklari, serbest O, kaynakli lipit
peroksidasyonun dlgiilmesiyle indirekt olarak gdsterilmistir °:96:97:98.99.100
Paller ve arkadaslarinin °' yaptiklari calismalar bu konuda
yapilan caligsmalara temel olusturmasi bakimindan biylk 6nem
tasimaktadir. Paller ve arkadaslar °'' sicanlarda 60 dakikalik bébrek
arteri oklizyonunu takiben, 15 dakikalik reperflizyon déneminden sonra,
bdbreklerde MDA olusumunu ve lokal olarak olusan etanin da kanla
transportunun saglanarak akcigerlerden disari atildigini géstermislerdir.

Proksimal tibul epitelyal hicrelerinin O, radikalini, H2O5' i
ve OH- radikalini normoksemik durumlarda Uretebilecegi, in vitro
calismalarda gOsterilmistir ve hipoksi ve reoksijenasyon boyunca bu
drbnlerin Uretiminin daha da arttigi ve lipit peroksidasyona neden olduklari
kanitlanmistir &,

TUbul epitelyal hiicreleri arasinda proksimal tibul hicreleri,
oksidan hasara karsi distal tlbul hiicrelerinden daha fazla hassastirlar ve
daha fazla etkilenirler. HuUcre hasari ilkin adenin ntkleotidlerinin
harcanmasi, ATP seviyelerinin dismesi ve son olarak da hucre lizisi ile
karakterizedir 2.

Postiskemik  bdbrek  hasarinin, O, radikallerinden
kaynaklandigini destekleyen  gorusler, deneysel calismalarda
antioksidanlarin kullaniimasi ve olumlu sonuglarinin alinmasiyla daha da
artmistir &.
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iskemiden 6nce ve reperflizyon safhasinda SOD
inflzyonunun glomerdl filtrasyon hizindaki dismeyi dnleyerek fonksiyonel,
hicresel nekrozisi ve tubul obstriksiyonunu azaltarak histolojik koruma
sagladigr gosterilmistir #1%2. Bu calismalar iskemi-reperfiizyon modelinde
O2"" radikalinin 6nemini géstermesi acisindan énemlidir. Birikimi hem SOD
enziminin azalmasiyla hem de KO enziminin artmasiyla aciklanabilir "®.

O."" radikal kaynagi olarak KO enziminin énemli bir faktér
oldugu, patent inhibitérleri allopurinol ve tungsten muamelesi ile korunma
saglanarak, O, radikalinin olusumunun inhibe edilmesinin gésterilmesiyle

82,91,103,104,105,106
ortaya konmustur .

2.6.3.2. Bobrek Transplantasyonu

Organ transplantasyonu ginimulzde kronik  bdbrek
yetmezliginin standart tedavisi haline gelmis ve bu tedavide %80 basari
oranlarina ¢ikilmistir %,

imminolojik faktérler iyi bir sekilde kontrol edildikten sonra
tedavide, transplantasyonun kullaniimasindaki en 6énemli engel, uzun
sureli iskemik korunma sonucu bekleyen bdbreklerin aliciya transplante
edildikten sonra, iskemi-reperfizyon hasarinin olusmasiyla kullanim disi

kalmasidir %4195,

iskemi-reperflizyon  hasarindan  primer olarak O
radikallerinin sorumlu tutulmasi, hayvan modellerinden bir ¢ok organin
transplantasyon hasarindan korunmasinda radikal etkili prensiplerin
kullanilabilecegini ortaya koymustur 4%,

Deneysel ve klinik c¢aligmalar, SOD enziminin ve
allopurinolliin, kadavrada yapilan bdbrek transplantasyonlarinda,
radikallere etkili olarak 6nemli derecede kullanilabilir organ sayisini
arttirdigini gdstermistir %197,

iskemi-reperflizyon doku hasarinda total hasarin bir kismi
iskemik dénemden, bir kismi reperfizyon déneminden kaynaklanmakta ve
antioksidan tedavinin etkisi doz bagimli olmaktansa zaman bagimli olarak
kendini gdstermektedir. Iskemi-reperfliizyon modelinde antioksidan
tedavisinin etkili oldugu zaman araligina terOpatik pencere denmektedir
107,108 (Sekil 4).
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Sekil 4. iskemi-reperfiizyon hasarinin mekanizmasi **'°"'%,

Transplantasyon icin bekleyen organlarda hipoperfiizyon
sonucu olusan total hasar, iki ana kisma ayrilir; iskemik hasar ve O,
radikallerinin olusturdugu reperfizyon hasari (Sekil 4) her iki komponentte
iskeminin baglamasiyla etkisini gbstermeye baslar. Baslangigta iki
komponentte Olcllebilecek derecede hasar olusturamaz. Bu sebepten
dolayr bu dénemdeki tedavilerden belirgin bir sonug¢ alinamaz. iskemi
ilerledikge reperflizyon, ilkin dominant olarak etki gdsterir ve olusan total
hasarin 2/3’ inden sorumlu olur. Bu dénemde uygulanacak tedavi iskemiyi
takiben belli bir sire sonra baglayan terépatik pencere dbéneminde
uygulandiginda etkili olur. Terépatik pencere aralidinin sinirlari iginde yer
alan iskemik dénemlerde de, radikallere etkili tedavi yapilarak gerekli
yararlar saglanabilmektedir. Ancak zaman zaman, iskemik hasar canhligi
tehdit edecek dizeyde c¢ok fazla olabilmekte ve reperfizyon hasarini
baskilayabilmektedir. Bu durumlarda uygulanacak tedaviden sonug
alinamaz. Bu mekanizmalar sekil 4’ de gésterilmektedir 4197198,

Organlarin iskemiye toleranslari, terfpatik pencerenin
genisligi ve slresinin her organa gére degisiklikler gbstermesinden dolayi,
baylk farklihklar icermektedir. Bu faktdér serbest radikallerin
uzaklastirimasinda antioksidanlarin dozu ve tlriinden daha etkili ve daha
6nemli bir unsur olarak dustnltlmektedir. Terdpatik pencere organlara
spesifiktir ve tedavi maniiplasyonlariyla degistirilememektedir %1%,
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2.6.4. Bobrek Iskemi-Reperfiizyon Hasarinda Serbest Oksijen Radikal
Kaynaklari ve Serbest Oksijen Radikallerince Bodbreklerde Olusturulan
Hasar Mekanizmalari

2.6.4.1. Ksantin Oksidaz Sistemi

KO enziminin, reperflizyon sirasinda aciga cikan O,
radikallerinin tretiminde rolii olabilecedi ilk kez Granger ve arkadaslari '%°
tarafindan ortaya atilmistir. Bu konudaki diger gelismelerde Granger ve
arkadaslarinin ortaya koydugu bu c¢ati altinda gelismektedir. Bu
arastincilar, iskemi sirasinda KO enziminin KD’ ye dénudstigint ve ATP’
nin de hipoksantine katabolize oldugunu gdstermigler ve reperflizyon
déneminde KO enziminin, hipoksantinin  ksantine ddnusumuini
katalizlerken elektron alicisi olarak NAD* yerine O’ yi kullanarak, O2™
radikalini olusturdugunu ortaya koymuslardir (Sekil 5).

ATP MIKROVASKULER YARALANMA
i Y OKSIDANLAR NONOKSIDATIF
s \/TOKSiNLER
K NOTROFILLER
Bl 1 ;
IEI ADENOZIN LOOH
I KSANTIN r LH
X DEHIDROGENAZ
.0g
iNozZiN r
Y . Feq»s
KSANTIN
: OKSIiDAZ / \
HBIPOKSANTIN 7«—‘- ﬁRAT+OT2+H202
REPERFUZYON

Sekil 5. Ksantin oksidaz sisteminin radikal olusturma mekanizmasi "°.
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Mc Cord ' postiskemik dokularda, doku harabiyetini
olusturan en dnemli; faktérin KO enziminden kaynaklanan O, radikalini
oldugunu ve bu hasar sonucu gelisen fonksiyonel bozukluklarin organdan
organa farkhlik gésterdigini bildirmigtir.
Paller ve arkadaslarinin ®' vyaptiklari calisma, iskemi-
reperflizyon hasarinin bdbreklerde KO kaynakli mekanizmayi géstermesi
acisindan blytk 6nem tagimaktadir.

Arastiricilar  siganlarda 60  dakikallk  bdbrek arteri
okllizyonunu takiben, 15 dakikalik reperflizyon safhasinda, bébreklerde
lipit peroksidasyon artisini géstermisler ve bu toksik olusumun allopurinol
veriimesiyle azaldigini, organ fonksiyonlarinin korunmasinin saglandigini
ortaya koymuslardir *'.

Mc Cord "', KD—KO déniisimiinin bdbreklerde 30
dakikalik iskemi suresini gerektirdigini ve bu strenin O, radikali olusumu
icin yeterli oldugunu bildirmigtir.

Linas ve arkadaslari "' kisa sireli iskemi olusturulan bébrek
dokusunda tekrar oksijenlenme dénemindeki reperflizyon hasarindan O,
metabolitlerini sorumlu tutmustur. Kisa sireli iskeminin siresini 30 dakika
olarak belirlemisler ve bu slrenin U(zerindeki iskemik hasarin O
metabolitlerinden bagimsiz, hicresel olaylarla agiklanabilecegini iddia
etmislerdir. Yine ayni arastiricilar farkli bir calismada, bébrek dokusundaki
KO enziminin ditoerythreito (DTE) gibi tiyol redikleyici ajanlarla muamele
edilmesinden sonra, geriye donidsimunun olup olmamasi esasina bagli
olarak, geriye dénasumld (reversible) ve geriye déntstmsiz (irreversible)
oksidazlar olarak ikiye ayirmigtir. Tiol redikleyici ajanlarin varliginda
geriye dénisimli KO—KD’ a ddnisebildigi halde, geriye dénisimsiz
KO in KD’ a doénisemedigini gostermislerdir. iskemik bobreklerde,
KO—KD doéndsim mekanizmasinin enzimatik veya kimyasal siilfidril
modifikasyonu oldugunu  gdstererek geri  dénlsUmlIli  oldugunu
bildirmislerdir.

Bu calismalarinda, 45 dakikanin altindaki iskemi sirelerinde,
iskemi-reperflizyon hasarinda KO sisteminin énemli bir oksidan kaynak
oldugunu ve bdébrek dokusunda KD—KO dénisimu igin 45 dakikanin
altindaki iskemi siirelerinin yeterli oldugunu bildirmislerdir '°°.

KD—KOQO’ a geri dénlsimstz cevrilmesi kismi proteoliziz ile
tripsin, kimotripsin, papain, subtilisin qibi proteinler ve N-ethylmaleimiden
gibi kimyasal maddelerle saglanabilir "'

Mc Kelves ve arkadaslari '™ karaciger ve bdbrekte bu
proteoliziz mekanizmasinin gegerli olmadigini  iddia etmislerdir. Bu

30



arastiricilara gbre bdbrekte, ilkin 1 saatin altindaki iskemi sdrelerinde KD’
dan geriye déntsimli KO olugsmakta, daha sonra 1,5 saatlik bir lag fazi
sUresini takiben olusan geriye déntisimli KO’ dan geriye dénisimsiz KO
olusmaktadir (Sekil 6). Geriye dénisimli KO’ in invivo olarak proteoliziz
yoluyla geriye dénlstimstiz KO’ a cevrildigi ve geriye donistimli KO’ in
geriye déntstmstiz KO’ a cevrilmesi icin KD’ dan daha iyi bir substrat
oldugunu ayni arastiricilar tarafindan gésterilmigtir.

Stitfidril Kismi
medifikasyonu proteoliziz
Ksantin Dehidrogenaz ———————>  Geriye ddnlsimli —> Geriye déniigiimslz
Ksantin oksidaz, Ksantin oksidaz

Direkt proteoliziz

Sekil 6. Bobreklerde ksantin dehidrogenazin ksantin oksidaza doéniisiim modeli '

Greene ve Paller '™ Dbabreklerde iskemi-reperfiizyon
modelinde bdébrek epitelyal hicrelerinin O, serbest radikal olusumundan
primer yer oldugunu ve bu radikallerce olusturulan hasarin morfolojik
yerinin ise proksimal tlbuller oldugunu ortaya koymuslardir.

2.6.4.2. Notrofiller

KD — KO dénugumli postiskemik radikal olusumunun en
6nemli mekanizmasi olarak kabul edilmektedir. Ayni mekanizma iginde
mikrovaskdiler reperfizyon hasarinin olugmasinda nétrofillerin de rol
oynadigini Hernandez ve arkadaslari ''* géstermistir. Bu arastiricilar anti-
notrofil serum kullanarak ve endotel hiicre ylzeyine nétrofil adezyonunu
monoklonal antikorlarla bloke ederek, notrofillerin ortamdan
uzaklastiriimasiyla, bu hasarin énemli derecede 06nlenebildigini ortaya
koymusglardir.

PMN kaynakh reperflizyon dokusu hasari, PMN I6kositlerin
mikrovaskiler alana kemotaktik birikimi ve dolagimdaki PMN’ lerin
mikrovaskiiler endotelyuma adezyonuyla karakterizedir "> PMN’ ler,
6nemli O," radikali kaynadi olmakla kalmazlar, ayrica potansiyel doku
hasari olugturma etkilerini hidrolitik enzimlerin, proteazlarin ve elastazlarin
saliverilmesi ve degraniilasyonu yoluyla olustururlar 11>,

Granger ve arkadaslarinin "' ortaya koydugu gibi,
postiskemik reperflizyon déneminde ylksek derecede aktif sitotoksik
radikaller, hicre membranlarinin lipit peroksidasyonu, PMN'’ lere saldiran
ve aktivite kazanmasini saglayan bazi maddelerin salinmasini
indUkleyerek ve PMN'’ lerin mikrovaskller endotelyuma adezyonunu
arttirarak yapar.

31



2.6.4.3. Endotel Hiicre Tetikleme Mekanizmasi

Her ne kadar reperfizyon hasarinin, nétrofillerce NADPH
oksidaz orjinli O, radikali tarafindan, primer olarak olusturabilecegi
bildirilmis olsa da, nétrofillerin ilk tetikleyici faktér olmadigi ve nétrofillerin
ikincil bir mekanizma olarak tetikleyici mekanizmay! yulkseltici etki
gosterdigi iddia edilmektedir 8496107108

Pankreas ve akciger gibi bazi organlarda reperflizyon hasari
SOD ve katalazla &nlenebildigi halde, nétrofillerin  ortamdan
uzaklastiriimasinin hasarin énlenmesine etkili olmadigi gésterilmistir '%’.

iskemi sonrasi nétrofillerin  birikmesi ve 6lgiilebilecek
miktarlarda KO enzimi tagimayan dokularda iskemi-reperflizyon hasarinin,
KO enzim inhibitéri allopurinol ile &nlenmesi, NADPH oksidazin
allopurinol ile inhibe edilemeyeceginden, tetikleyici ve primer
mekanizmanin KO kaynakh O, radikali oldugu, nétrofillerin ise ikincil

olarak reperflzyon hasarina katilarak, 10e7n1((j)80’[el hicrelerde harabiyet

olusturdugunu distndirmektedir (Sekil 7)

P

KAN AKIMI {

P@RANKIMALﬁ
HUCRELER

Sekil 7. Endotel hiicre tetikleme mekanizmasi '

Bazi organlarda endotel tetikleme mekanizmasi olarak
bilinen bu mekanizma nétrofiller olmaksizin hasar olustursada, bazi
organlarda ise bu mekanizma dolasimdaki notrofilleri aktivite ederek
olusan hasari arttirmaktadir °*''7. Biliyime mekanizmasi olarak
adlandirilan bu olusumun, Linans ve arkadaslari ''® tarafindan, iskemi
sonrasl! sigan bobreklerinde olusan doku hasarinda etkili bir faktdr oldugu
bildirilmigtir.
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2.6.4.4. Hiicre ici Kalsiyum (Ca*?) Artisi

*2 un konsantrasyonu hiicre ici Ca*?

Hicre disi sivida Ca
konsantrasyonlarina gére daha fazladir ve normal hiicrenin Ca*® a
gecirgen olmamasi Ca*? gradiyentinin saglanmasina olanak tanir '*°.

Bébrek tiibiler epitelinde, Ca*® un hiicre disina ¢tkmasina
yol acan iki 6nemli mekanizma mevcuttur; birinci mekanizma; Ca" -
ATPaz mekanizmasi, ATP bagimhdir ve Ca*? hiicre disina tasinir. ikinci
Na/Ca degisim mekanzimasi, indirekt olarak ATP bagimlidir. Na/K-ATP az
aktivitesi primer hicresel sodyumun (Na*) regilasyonunu saglar. Na*
gradiyenti sayesinde Ca* hiicre disina cikarilir, hiicre icindeki
konsatrasyonun diisik tutulmasi saglanir '*°.

Bazal hiicre Ca*® hemostazinin sagdlanmasinda iki énemli
organel hlcre icinde gbérev alir. Herhangi bir patolojik olay sonucunda
Ca*™® un hiicre iginde artmasiyla mitokondriler ve endoplazmik retikulum,
artan Ca™ un Ca**-ATP az mekanizmasiyla geri alimini arttirarak hiicre
icinde hemostazini saglarlar. Ca*® un endoplazmik retikuluma ve
mitokondrilere alinmasi ATP gerektiren bir olaydir ve O, veya ATP’ nin
yeterli diizeyde oldugu kosullarda gerceklesir ''°. Bobrek tibdler epitel
hiicresinde Ca*? regiilasyonun mekanizmasi sekil 8’ de gdsterilmektedir.

Bazolateral

3 Na
- « membran

|

ER

ATP

] %
I -
| i
- Cattme SENSEAN “Brush border”
membran

Sekil 8. Bobrek tiibiiler epitel hiicresinde Ca*’ regiilasyonu
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Bdbrek iskemisi sonucunda ortaya cikan ATP vyetersizligi
iyonlarin transportunu kontrol eden Ca**-ATP az ve Na/K-ATPaz
mekanizmalarinin ve pompalarin iglevlerini yapamamasina neden olur.
Bunun sonucunda iyon akiminin yéni konsantrasyon gradiyentlerince
belirlenir ve bozulan Na*? gradiyenti 3Na*/2Ca*? artar ''°.

iskemi sonucu olusan vaskiiler hasar sarkolemma hasarina
yol acar ve Ca*™® a karsi gecirgenligi arttirir. Hiicre igine Ca*? akisi, Ca*-
kalmodulin kompleksinin aktivasyonuna ve bununda miyozin hafif zincir
kinazlari aktive etmesiyle bir dizi patolojik olay olugturarak, akut bdbrek
yetmezligine kadar varacak iskemi kaynakli vaskiiler hasari olugturur '
(Sekil 9).

ISKEMI

l

Sarkolemmal Ca* gegirgenliginin T

Miyozin hafif zincir kinazlarinin Ca*? kalmodulin aktivasyonuT

Vaskduler hasar Epitelyal hasar
4 N2

Renal vazokonstriksiyon Hucre nekrozut

NE NA
Glomertiler filtrasyon basincinind  Luminal artik (debris) T

N2 N2
Glomertiler filtrasyon hizinind Tuabdler tikaniklik

Akut bobrek yetmezligi

Sekil 9. iskemik bébrek vaskiiler hasar mekanizmasinin basamaklari e,
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iskemi  sonucunda “proksimal tiibil brush border”
membranlarinda geriye dénusli hasar olusmakta ve bu da reperflizyon
dénemide Ca*? gegirgenliginin artisina bagh olarak hiicre ici Ca*? artisina
sebep olmaktadir. Hiicre ici Ca*? artmasg/la mitokondrial hasar ve bdbrek
epitelinde hiicre 6limi gérilmektedir 93119120,

Hlcre hacim regulasyonunun kaybina bagli olarak olusan
hiicre sismesi, plazma membranin Ca'® a karsi gecirgenligini
arttirmaktadir. Ca*® un membran fosfolipaz aktivitesini ve serbest yag
asitlerini arttirarak iskemik hasar olusturdugu ve hicre membranlarinda
degisiklikler yaparak, bu hasari siddetlendirdigi gosterilmistir ''%'2",

Mc Cord "', O, radikallerinin membran hasarindaki rollerini
invitro ve invivo calismalarla ortaya koymustur. iskemi sonucu olusan
KD—KO enzimatik déniisiminde, Ca™® un énemli bir faktér oldugunu
bildirmistir (Sekil 10).

Reperfizyon dbénemindeki, hicresel asit-baz dengesindeki
degisiklikler ve yeniden oksijenlenmesinin hiicre ici Ca*® u arttirdigi ortaya
konmustur. iskemik dénemdeki diisiik pH seviyelerinin, dokuyu iskemik
hasardan korudugu bdbrek gibi bircok organda goésterilmigstir. Asidozun,
anokside artan Ca™ un geri emilimini inhibe ederek, dokuyu hasardan
korumasi ve buna zit olarak reperflizyon déneminde pH yuikselmesiyle
hiicre ici Ca*™® un artmasi, hicre ici pH degerlerinin Ca*® a bagimli doku

hasarinin olusumunda énemli bir faktér oldugunu disiindirmektedir ''°.

iskemi sonucunda ATP diizeylerinin diismesi, endoplazmik
retikulum ve mitokondrinin ATP bagimli Ca*® un sitozolik regiilasyonunu
olusturmasina engel olur. iskemi-reperfiizyon déneminde, sitoplazmik Ca*?
reguilasyonunun saglanamamasi ve hasarll membranlarda Ca*
gecirgenliginin - artmasi, fazla Ca™ yikine maruz kalan bdbrek
korteksindeki mitokondrilerde, oksidatif fosforilasyon islevinin bozulmasina
neden olur. Mitokondrial solunum yerine getirlemez ve artan Ca*?
miktariyla islev bozuklugu dogru orantilidir. Bébrek tlbdller epitelindeki
iskemi-reperflizyon modelinde bu mekanizmalarin herbiri birbiriyle siki
iliskidedir ve kisir bir déngl olusturarak akut bobrek yetmezligini
olustururlar ''*'2° (Sekil 10).
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Sekil 10. iskemi-reperfiizyon medelinde tiibiiler epitelde Ca*> un rolii ve hasar

olusturucu mekanizmalan '*°.

iskemi-reperfiizyon hasarinda, Ca*?-antogonistlerinin de
yararl etkilerinin tespit edilmesi, iskemi-reperfiizyon modelinde Ca*?
artisinin doku hasari olugsmasinda 6nemli bir faktdér oldugunu ortaya
koymaktadir 119120121,

2.6.4.5. Arasidonik Asit Metabolizmasi

Grower ve arkadaslarinca '?* oksidan stres olusturulmus

tavsan bdbreklerinde, siklooksijenaz inhibitdérli indometasin verilerek lipit
peroksidasyonun azaltiimasi, Greene ve Paller in % postiskemik bdbrek
tibller hicrelerinde O, radikalinin  olusumunda arasidonik asit
metabolitlerinin  sorumlu olabileceginin bildirmesi ve 5-lipooksijenaz
artnlerinin artmis seviyelerinin postiskemik organlardaki tespiti, arasidonik
asit metabolizmasinin bdbrek-iskemi reperflizyon doku hasarinda énemli
bir faktdr olabilecegini  disindirmektedir 2.  Arasidonik  asit
metabolizmasi hem radikal olusumunda kaynak olmasi, hem de
radikallerce aktive edilmesinden dolay! radikal kaynakli doku hasarinda
onemli bir mekanizmadir '%.
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Membran Ca**-ATP az enziminin cesitli faktérlerle inhibe
edilmesi ve hiicre ici Ca*? depolarinin hasara ugramasiyla, hiicre ici Ca*
miktari artar ''°. Hiicre ici Ca*?’ un artmasi, fosfolipaz aktivitesini arttirarak,
serbest arasidonik asit seviyesini  ylUkseltir.  Arasidonik  asidin
siklooksijenaz ve lipooksijenazla metabolizmasi sonucu, ikincil serbest
radikaller, toksik lipit peroksitler ve bunlarin yaninda prostoglandin ve
I6kotrienler olugur 98119124 (Sekil 11).

Hidroperoksitler siklooksijenaz aktivitesini arttirarak ve
prostosiklin olusumunu inhibe ederek, vazokonstriktér olan tromboksanin
aktivite kazanmasina sebep olurlar. Lipooksijenaz yoluyla olusan
I6kotrienler de vazokonstriksiyona sebep olur ve kapiller permabiliteyi
arttinirlar. Lokositlerin kemotaksisi de I6kotrienlerce arttirimaktadir. Bu
mekanizmalarin tim0U endotel doku hasarina yol acgarak bdbreklerde
fonksiyonel bozukluklara neden olur ',

ARASIDONIK ASIT
=W L} QOH
R A AN @
) /_.r/ >
Zingir yaythmt
¥ e AN = e oy coon \ Zincir yayllimt
C’}\\l_:m === AN e
Zincir yayiiir

Zincir yayihimt

W o m A AN e A ¥

- Zincir yayilimi

~ A
===t e

Voo /1IN

Lokotrien HETE PGI; PGE, PGD, PGFy; Tud,
——AMWA——= - | ipid peroksidasyon.

---4"-~p= - Potansiyel serbest radikal
zincir yayihm basamaklan

@ ~ Lipid hidro veya endoperoksitieri

Sekil 11. Arasidonik asit metabolizmasi ve radikal olusumu ",
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2.6.4.6. Mikrovaskller Yapinin Bozulmasi ve “Re-flow Paradoks
Fenomeni“

O, radikallerinin ve PMN etkilerinin yaninda, mikrovaskuler
yap! Ozelliklede mikrovaskuiler endotel iskemi-reperfizyon hasarinin
olusmasinda 6nemli rol oynar. Mikrovaskiler hasar, hiposi sonucu ener;ji
yetersizliginin  olusmasiyla endotel bariyerinin  bozulmasi, PMN
aktivasyonu, radikal olusumu, proteazlarin ve hidrolitik enzimler gibi
yeniden akima bagh c¢esitli faktorlerin intravaskiler boglukta olusturduklar
doku hasariyla karakterizedir. Kompleks olaylar iceren iskemi kaynakili
mikrovaskdler hasar, iki patofizyolojik mekanizmay icerir. Bunlar; iskemik
dénem igindeki doku hasarini ortaya koyan “no-reflow® fenomeni ve
¥1e5niden akima bagl olusan “re-flow paradoks® mekanizmasini olusturur

“No-reflow*

Eger iskeminin siresi, postiskemik hiperemik cevabi
Onleyecek sekilde doku spesifik toleransini asarsa, mikrovaskuiler doku
perfizyon bozuklugu ©6nemli bir fenomen olarak karsimiza cikar.
Postiskemik mikrovaskiler degisikliklerin  tavsan beyninde dénisu
olmayan nokta kavraminin ortaya konularak gdosterilmesi, yeni bir kavram
olan “no-reflow* fenomeninin ortaya ¢tkmasina neden olmustur '™,

Postiskemik reperflizyon slresince slresince mikrovaskuler
yetmezlik, adrenal, bobrek, ¢izgili kas ve myokard gibi doku ve organlarda
gOsterilmistir.  “No-flow” ve “no-reflow” fenomenlerinin hicresel ve

mikrovaskiiler hasardaki mekanizmalari sekil 12’ de gésterilmektedir '*°.

“Re-flow paradoks*

iskemiyi takiben hipoksinin uzamasi ve kapiller perfiizyon
yoklugu “no-reflow” mekanizmasinin olusmasini saglar.

Reperfuzyon hasarinda “reflom paradoks” mekanizmasini O,
radikalleri, 16kotrien ve reperflize damarlardaki tromboksan gibi reakitif
mediatdrlerin  olusturduklari ortaya konmustur ''° (Sekil 13). Bu
mediatérlerin - kemoatraktif hareketleri sonucunda, reperflize kiguk
damarlarda fazla miktarlarda aktive olmus PMN I6kositlerin birikimi ve bu
hicrelerin gecici veya devamli olarak mikrovaskuller endotelle iligkileri
gOsterilmistir.
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Sekil 12. Mikrovaskiiler ve hiicresel hasarin iskemi ve postiskemik reperfiizyon
dénemlerindeki patomekanizmasi '*°.

iskemi-reperfiizyon déneminde hiicre-hiicre etkilesimi kiiciik
damarlardaki akim durumunu, 6zellikle de endotel butinliGguni bozabilir.
Birgok organda endotel yapinin bozulmasi mikrovaskuler permabilite
artisi, makromolekdiler sizinti ve intersisyal 6demle birliktedir ''°.

Mikrovaskdler dolagimdaki tG¢ 6nemli faktér; O, radikalleri,
kemaatraktanlar, ve PMN endotel iligkisi bir dairesel déngl olusturacak
sekilde "re-flow paradoks" fenomenini olusturur (Sekil 13). Ancak bu
dénglide hangi basamagin daha énemli oldugu belirsizdir '°.
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Sekil 13. “Re-flow paradoks” dénemindeki hilicresel ve mikrovaskiiler hasarin
patomekanizmasi ''®

Granger ve arkadaslari ''° iskemi-reperfiizyon hasarinin O,

radikallerinin olusumuyla tetiklendigini, bunu hicre membranlarinin lipit
peroksidasyonunun takip ettigi, daha sonra kemoatraktanlarin
salinmasinin ve son olarakta mikrovaskiler endotele PMN adezyonu
oldugunu gdstermiglerdir.

Menger ve arkadaslan '™ son calismalarinda,
kemoatraktanlarin "re-flow paradoks" fenomeninde primer mediator
oldugunu, PMN adezyonunun O, radikalinin salinimini ve bazi
proteazlan aktive ederek doku hasari yapabileceklerini iddia etmislerdir.

Bu gorUsler her nekadar "re-flow paradoks" fenomeninde
tetikleyici mekanizma olan O- radikallerinin rolind ortadan kaldirmasa da,
kemoatraktanlarin da &énemli bir mekanizma olabilecegini ortaya
koymaktadir. Bu mekanizmalarin timi de besleyici mikrovaskdler
perflizyonunu bozarak, iskemi-reperfliizyonu takiben gelisen doku canlilik
kaybina neden olur '°.
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2.6.4.7. Eritrosit Tuzadi

Bobreklerde iskemi-reperfliizyon sonrasi KO kaynakli
radikaller bobrek damarlarinda kapiller membranin glukozaminoglikan
yapisini bozarak plazma proteinlerinin damar digina sizmasina neden
olurlar '?°.

Proteinlerin  bdbrek intersisyumuna sizmasi sonucunda
transkapiller kolloid ozmatik basing farki azalir ve proteinler de dahil olmak
Uzere sivi sizmasi ve intrakapiller hematokrit artigi gbézlenir. Zona
kortekste bulunan kisa kapillerlerde kapillerin distal kisimlarinda bu
mekanizmayla eritrositlerin - konjesyonu olusu (Sekil 14). Bobrek
medullasinin uzun kapillerlerinde plazmanin timuyle damar digina kagigi
g6zlenir.  Kirmizi hdcreler  birbiri  ardina  paket olusturur ve
kuatrohekzogonal kirmizi hdcre birikimi goézlenir (Sekil 15). Buradaki
olusum kisa kapillerlerde goérilen konjesyondan 6te eritrosit tuzagdi
(trapping) olarak adlandiriimakta ilerleyen safhalarda tika¢ olusumu ve kan
akiminin engellenmesiyle birlikte gériilmektedir '2°.

Sekil 15. Uzun kapillerde kuatronekzogonal eritrosit paket birikiminin gériinim 125

Tam kapillerin paket halinde kirmizi hicrelerle tikanmasi ve
medullar kirmizi  hicre hacminin artmasi, damarlarin tam olarak
tikanmasiyla sonuglanir '®°. Eritrosit tuzagi mekanizmasi sekil 16' da
gOsterilimektedir.
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Sekil 16. Eritrosit tuzagi olusma mekanizmasi '%

Bu kapiller membran hasarinin 6nlenmesinde SOD ve
allopurinoliin ¢ok etkili oldugunun gdsterilmesi ve bu patofizyolojik olayin
oksijen radikallerince olusturuldugunu diistindirmektedir '2°.

2.6.4.8. Lokosit Yapismasi ve Lokosit Tikacl

Lokosit yapismasi (leukocyte sticking) kapiller damarlarin
PMN I6kositlerle invazyonu sonucu olusan patofizyolojik bir olaydir. Bilinen
en o6nemli olusma mekanizmasi, iskemi-reperfizyon kaynakh O,
radikallerinin kemotaktik faktdrleri aktive etmesidir ' (Sekil 17).
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Sekil 17. Lokosit yapismasinin hasar olusturma mekanizmasi 1268,

Radikallerce granulosit birikiminin tetiklenip, hasarli dokuya
PMN lbékositlerin adezyonu ve ileri safhada tam bir tika¢ olusumuyla mikro
dolasimin  bozularak reperfuzyon dbéneminde endotel hasarinin
olusmaslyla karakterizedir 4112126,
Schiller ve arkadaslari ' iskemi-reperfiizyon sonucunda,
membran biitinliigiiniin bozulup hiicre ici Ca*® un artmasi ve fosfolipaz
aktivasyonuyla artan I6kotrienlerin ve tromboksanin vazokonstriksiyon ve
kemotaksise neden olarak I6kosit yapismasini olusturabilecegini
bildirmislerdir (Sekil 17).

Gower ve arkadaslar ' da ayni mekanizmayi bébreklerde
I6kotrienlerin kemotaksisi ve kapiller gecirgenligini arttirdigini gostererek
ortaya koymuslardir.

2.6.5. Bobreklerde Antioksidan Sistem

Bobreklerde intrensek antioksidan enzimlerin fonksiyonu
gbsterilmistir. SOD (manganez ve ginko-bakir bagimli formlan) katalaz,
glutatyon peroksidaz (GSHPx) ve hem oksijenaz gibi antioksidan
enzimlerinin hepsi bdbreklerde tanimlanmustir *°.
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GSHPx aktivitesi icin gerekli bir metal olan selenyumun
diyetle ainmamasinin, sican bdbreklerinde yapisal ve fonksiyonel hasara
yol acmasi bobrek hastaliklarinda antioksidan enzimlerin énemini

gdstermesi agisindan iyi bir deneysel model olmustur '®.

Nath ve Paller ' iskemi-reperflizyon modelinde selenyum
ve vitamin E diyetinden yoksun birakilan deney hayvanlarinda, yapisal ve
fonksiyonel bdbrek hasarini gdstermis ayrica bu hayvanlarda yiksek MDA
seviyeleri tespit ederek, kontrollerde %0 olan mortalitenin diyetten yoksun
birakilan siganlarda %50 seviyelerine ¢iktigini ortaya koymuslardir.

Dietilkarbomat ve dietilmalat kullanilarak SOD ve GSHPx
dretiminin bloke edilmesi bdbreklerde proteiniri ve bébrek fonksiyon kaybi
olusturarak doku hasari meydana getirmistir. Oksidan strese maruz kalan
bdbreklerde vazokonstriksiyon sik karsilasilan bir bulgudur. Vazodilator
olan nitrik oksit oksidan stres sonucu olugan O, radikallerince yikilr.
SOD enziminin O2~ radikalininin dismutasyona ugratarak indirekt olarak
nitrikoksit yikilimini énlemesi, SOD enziminin bdbreklerde 6nemli bir
antioksidan enzim oldugunu distindtrmektedir '#’.

Diger hicreler gibi bébrek hicreleride, reaktif O, metabolitleri
gibi biyolojik situmuluslara endojen antioksidan enzimlerini arttirarak cevap
verir.

Sican glomerller mezansial hucreleri H>O. ile inklbe

edildiklerinde Mn-SOD aktivitesinde artis tespit edilmistir. Sigcanlarda izole
edilen glomerdler hucreler iskemi-reperfizyona maruz birakildiklarinda
total SOD, Mn-SOD, GSHPx ve katalaz gibi antioksidan enzimlerin
timandn arttig gdsterilmistir 2.
Singh ve arkadaslari '® bobrek dokusunda iskemi-
reperflzyon gibi oksidan stres olusturan durumlarda, transkriptsiyonel ve
translasyonal seviyelerde regile edilebilen antioksidan enzimlerin,
aktivitelerinin azalarak "down regulasyona" ugradiklarini gdéstermistir.
Glukokortikoidlerin 6zellikle metil prednizolon uygulaniminin bdbreklerde
tim antioksidan enzimleri arttirarak antioksidan sistem Uzerine "up
regiilasyon" sagladigi bildirilmistir '’

Arastirmacilar bdbrek dokusundaki antioksidan savunma
sistemini ve Onemini antioksidan enzimlerin endojen ve eksojen
uyarimlarla dretimlerinin arttirilmasiyla ve eksikliklerinde gesitli patolojilerin
gosteriimesiyle ortaya koymuslardir 7680127,
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2.7. Kekik ve Genel Ozellikleri
2.7.1. Kekik

Kekik 6nemli ihra¢ Grlnlerimizden biridir. Tarkdye dinya

kekik ticaretinin yaklasik %70" ini elinde tutmaktadir '%°.

Turkiye' de “kekik” olarak tanimlanan Lamiaceae familyasina
ait pek ¢ok hos kokulu bitki tirt bulunmasina ragmen, 6zellikle u%ucu yag!
karvakrol ve timol iceren tiirler “kekik” olarak kabul edilmektedir '°. Ayrica
Borneol, Cymol, Pimen, Tanen ve flavonlar icerdigi bilinmektedir "*°. Bu
tdrler arasinda Thymus, Origanum, Satureja, Thymbra ve Coridothymus
cinsleri hem 9yay|I|§ olarak hem de ekonomik olarak blylk &énem
tasimaktadir '%°.

Dlnya ticaretinde “Oregano” veya “Origanum” adi altinda
Origanum tlrlerinden baska bazi Lippia ve Thymus tlrleri de
bulunmaktadir. Avrupa ve Amerika’ da ekonomik 6neme sahip fenolik
thrler: TUrk kekigi (Origanum onites L.), Yunan kekigi (Origanum vulgare L.
spp. viridi (Boiss)Hayak), ispanyol kekigi (Coridothymus capitatus L.
Hoffmann ve Link) ve Meksika kekigi (Lippia graveolens HBK) dir. Ancak

hicbir zaman Origanum onites L. tiir(i tek basina ihrac edilmemektedir '#°.

Tirkiye’den ihra¢c edilen Origanum tlrlerinin basinda ise
Origanum onites L, Origanum minutiflorum Schwrd et Davis, Origanum
majorana L., Origanum syriacum var. bevanii (Holmes) letswaart,
Origanum vulgare ssp. hirtum (Link) lestwaart’in geldigi belirtiimektedir.
Turkiye'den ihrac edilen kekik tirleri icerisinde izmir kekigi (Origanum
onites L.) en biiyiik paya sahiptir '?°.

Ege ve Akdeniz Bélgesinden toplanan kekik turleri arasinda
Origanum onites (izmir kekigi), Origanum majorana (beyaz kekik),
Origanum minutiflorum (SdtcUler kekigi, endemik bir tdr), Origanum
syriacum var. bevanii, Thymbra spicata veya T. sintenisii (Zahter, Kara
kekik, Sivri kekik), Satureja cuneifolia ve Coridathymus capitatus (Ispanyol
kekidi ) yer almaktadir '%°.

Bircok arastiriciya gére “Oregano” adi bir tirden ¢ok, tipik bir
yaprak baharat aromasini nitelemede kullaniimalidir #°.

izmir kekiginin dzellikle Akdeniz Bélgesini kapsayan genis bir
yayilma alani vardir. Daha ¢ok Yunanistan, Adalar ve Gliney-Bati Anadolu
esas yayllma alanidir. Deniz seviyesinden 1400 m. yiukseklige kadar dogal
olarak yayilis gdstermektedir. Origanum onites L. de ¢ok enteresan olan
mevsimsel dimorfismus bulunmaktadir. Bu, bitkinin adaptasyon
yetenegdinin bdlge kosullarina gére degismesi olarak tanimlanmaktadir.
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Ornegin; asin kurak yaz dénemini gegcirebilmek icin iki esas yaprak tipi
olusmaktadir. Yazin kurak aylarda kiguk, kisa yapraklar olusurken, sicak
aylarin disinda olusan esas yapraklar cok daha byuktir .

2.7.2. Kekigin Etkileri ve Kullanim Alanlari

Oncelikle baharat olarak kullanilir. Yagl ve adir yemeklerin
tadini zenginlestirir, sindirimi kolaylastirir. Sifali bitki olarak kekik; éncelikle
kramp ¢6zlcl, dezenfekte edici ve balgam soéktlrici olarak kullanihr.
Akciger ve bronglar, mide ve bagirsaklar, kekigin baglica kullanim
alanlaridir. Bitkinin édnemli etken maddesi olan eterli ugucu yaglar kana
karisip, bronsiyal kaslari etkileyerek, kramplari ¢ézebilir. Ayni zamanda o
bélgelerde bakteri olusumunu o6nler. Oksurik ve Ust solunum yollari
iltihabinda ¢ay icimi ve gargara bigiminde kullanilabilir. Kekik istah agar ve
sindirim sistemini uyarir. Sindirim sisteminde gérilen eksimeler ve krampli
agnlar bir bardak kekik cayi ile gegistirilebilir, kdtu kokulu ve yumusak
digki normallesir. Bogmaca ve 6ksurik, sinir sistemi zafiyeti, romatizma ve
badirsak hastaliklarina kargi, ¢ay igiminin yanisira, kekik banyolari da gok
yararhdir. Gulgsliz, zayif ve solgun cocuklara da kekik banyosu
yaptirilabilir. Kekik cayi ile ayrica adet kanamalari dengelenebilir, adet
zamanlarindaki  krampli  agrilar  gegigstirilebilir, ergenlik  sivilceleri
iyilegtirilebilir. Kekik c¢ay! igimi ve kekikle karnigtiriimig bal yenmesiyle
organizma guglendirilebilir ve dengeye kavusturulabilir. Kekik tenttrQ
friksiyonlar ile (ovarak sirme) romatizmal agrilar, sinirsel rahatsizliklar ve
organ titreklikleri tedavi edilebilir. Sicak kekik yastiklari agrili bélgenin
ustine konularak buytk rahatliklar saglanabilir. Bu kigUk bitki yastiklarini
herkes hazirlayabilir. Kekik, 6ksirik ve mide rahatsizliklarina kargi baska
bitkilerle karigtirilarak daha da basarili bigimde kullanilabilir '°'.

Kekik, icerdigi maddelerle hlcrelerden salgilanan serbest
radikalleri baglayarak saglik acgisindan birgok fayda olusturmaktadir.
Kekik, icerigindeki maddelerle vicutta hicre koruma sistemlerini
gelistirmesiyle  antioksidan,  kanser  olusumunu  engellemesiyle
antikanserojen, diyabet hastaligini engellemesiyle antidiyabetik ve
vUcuttaki kolestrol oranini ayarlamasiyla antikolestremik &zellikler
tasimaktadir. Bu Ozellikleri ile kekik, yaslihdi geciktirmekte, tumor
olusumunu engellemekte, seker hastaligina iyi gelmekte ve gidalarin
bozulmasini dogal yollarla engellemektedir "2,
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2.8. Taurin

2.8.1. Taurinin Genel Ozellikleri

Taurin; renksiz, suda ereyebilme 6zelligine sahip, m_oIek[]I
agirhgr 125 dalton olan nonesansi;/el bir B amino asittir 133134135136 j|k kez
okiiz safrasindan elde edilmistir **’.

Taurinin amin grubu (-NHp), 2. veya B karbon halkasina
oturmustur '®. Taurin yiiksek asidite tasir ve fizyolojik pH sinirinda tam
olarak iyonize halde bulunur. Tersine karboksilik gruplar bu araliklarda
noniyonize durumdadir. Taurinin “es” iyonik &zelligi ona distk lipofilik
6zellik kazandirir. Bu nedenle taurin igin lipofilik membranlardan difiizyon
yavastir. Taurinin biyolojik membranlarda permeabilitesinin olmamasi, bu
membranlardan gegmek igin yliksek konsantrasyon gradiyenti saglanmasi
zorunlulugunu getirir .Ornegin retina igin bu konsantrasyon gradiyenti 400 /
1, beyin igin 500/ 1°dir. Taurinin hiicreye transportu Na* iyonu ile birlikte
olup her taurin molekdili transport edildiginde 1-3 Na* hiicre igine tasinir
ve bu Na+, Na+-K+ ATPaz ile geri pompalanir ',

Taurin; organizmada metionin, sistein gibi s0Ifir igeren
amino asitlerin metabolizmasindan elde edilir **'3". Organizmadaki taurin
havuzu diyetle alinan kikurtli amino asitlerin endojen metabolizmasi ile
belirlenir "**. Taurin esas olarak beyin ve karacigerde sentez edilmektedir
(Sekil 18) 137138,

Taurin ylUksek konsantrasyonlarda beyin gelisimi igin
dnemlidir. Ortalama 70 kg’ lik bir insanda 70 gr taurin bulunur "%,

Taurin ilk defa Jacobsen ve Smith (1968) tarafindan
tanimlanmigtir. Safra asit sentezinde sinirlayici, osmoregulator, ener;ji
verici ve santral sinir sisteminde ndroinhibitdr etkili oldugu gdsterilmistir '°.
Bu%iin taurinin pek ¢ok 6nemli fonksiyonlarinin oldugu saptanmigtir (Tablo
3) .

47



H>N.CH.CH,SH

COzH
Sistein

Sistein dioksijenaz
dioksijenaz

HoNCH>CH,SH
Sisteamin

l

H2N.CH.CH>SO-H

COzH
Sistein silfinik asit

Sistein sUlfinat
dehidrojenaz

H>N.CH.CH,SO3H

COqH
Sisteik asit

CSA
Dekarboksilaz

CSA
Dekarboksilaz

Sekil 18. Taurin Biyosentez Yolu

Safra asit konjugasyonu i¢in disik miktarlarda taurine ihtiyag
vardir. Taurinin verilis dozu artinca idrarla atihmi da artar. Diyetteki taurin
artisl, kas harabiyeti, radyasyon ve kortikosteroitler hipertaurinemiye
neden olan etkenlerdir. Taurinin idrarla atilimi artsa bile kas, beyin,

v

Sisteamin

—

HoN.CH>CH,SO3H
Hipotaurin

HoN.CH>CH-SO3H
Taurin

karaciger, kalp gibi dokularda taurin miktari degismemektedir '*2.

Taurinin, kalpte insdlin reseptérleri ile etkileserek glikoz ve
glikojen metabolizmasini degistirdigi gdsterilmistir

137,139




Tablo 3. Taurinin cesitli sistemlere etkisi

Kardiyovaskiler
sistem

Beyin

Retina

Karaciger
Ureme sistemi
Kas

Genel

-Antiaritmik

-Diisik Ca*? diizeylerinde pozitif inotropik
-Yilksek Ca*® diizeylerinde negatif inotropik
-Dijital pozitif inotropisinin gug¢lendirilmesi
-Kalsiyum paradoksunun antagonizmasi
-Hipotansif etki (merkezi ve periferal)

-Asir Ca*? yiki kardiyomyopatisinde koruyucu
-Agrege trombosit direncini artirma

-Antikonvilzan

-N6ronal uyarilabilirligin korunmasi
-Serebellar fonksiyonlarin korunmasi
-Kimyasal uyaranlara kargi savunma
-Termoregulasyon

-Antiagresif etki

-Kardiorespiratuar cevaplarin merkezi diizenlenmesi
-Ogrenme

-Motor davranis degisikligi

-Uyku siresini degistirme
-Antitremor etki

-Yeme ve icmenin baskilanmasi
-Anoksi ve hipoksiye direng

-Fotoreseptér dis segment ve tapetum lusidumun
yap! ve fonksiyonlarinin korunmasi

-Safra tuzu sentezi
-Sperm motilite faktorl
-Membran stabilizasyonu

-Norotransmitter ve hormon saliniminin
dizenlenmesi

-Ozmoregulasyon

-Glikoliz ve glikoneogenezin stimulasyonu
-Hiperkolesteroleminin azaltiimasi

-Hucre proliferasyonu ve yasayabilirligi

-Antioksidan

-Fosforilasyonun diizenlenmesi

-Ksenobiotiklerin konjugasyonu

Taurin ayni zamanda insanlar igin tek Uriner aminoasittir.
CGunkl sulfonik amino asitlerin % 99'u geri emilirken, taurinin % 90-95’i

geri emilmemektedir

138
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Taurinin yarilanma émrl serbest diyetle, visseral organlarda
8.7+ 2 giin, taurinden zengin diyetle 4.8 + 2 giin, rat icin 12- 13 giindiir ',

Yapilan arastirmalara gére anne sitinU de icine alan birkag
vicut sivisinda taurin énemli miktarlarda bulunmaktadir. Tersine bazi
hazir besinlerde, inek siitiinde cok az ya da hig yoktur '¥'.

Okisidanlarin siklikla olustugu bir doku olan retina da taurin
bol miktarda bulunmaktadir '*°. Retinal rod dis segmentlerinin
membranlari doymamis yag asitlerinden zengin ve peroksidatif hasara
kargi korumasizdir. Taurin rod dig segmentlerinin fonksiyonlari Gzerine
koruyucu etki gdsterir "',

Taurin; trombositlerde, sekretuar vyapilarda, &zellikle
uyarilabilen dokularda ve siklikla oksidatif hasara maruz kalan dokularda
yUksek konsantrasyonlarda bulunur. Ancak plazma disik miktarlarda
taurin icermektedir (Tablo 4) '*8. Ayrica yenidogan sicanlarda kalbin taurin
icerigi yliksektir ve yasamin ilk bes giiniinde hizla azalir ',

Tablo 4. Cesitli dokulardaki taurin konsantrasyonu (mM/kg doku).

Kalp 30 Mide 9
Akciger 13 Timus 11
Karaciger 2 Serebellum 3
Bobrek 11 Pons 4
Dalak 16 Orta beyin 3
Incebarsak 15 Frontal korteks 6
Kalinbarsak 12 Spinal kord 4
Kas 15
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2.8.2. Taurinin Genel Efkileri

2.8.2.1. Taurinin Membran Stabilize Edici Fonksiyonu

Taurinin membran stabilize edici fonksiyonu asagidaki alti
ornekte incelenebilir:

1) Hayes ve ark. taurin eksikligi olan kedilerde fotoreseptdr hlcrelerinde
bozukluklar oldugunu gdstermislerdir.

2) Kurbaga retinasinda oksidanlara karsi koruyucu oldugu bildirilmektedir.

3) Tavsan spermatozoalarinda lipit peroksidasyonunu &nleyerek
antioksidan 6zellik gosterir.

4) Karbontetraklorire karsi karaciger hticrelerini koruyucu etkisi vardir.

5) Taurinin iskelet kasi harabiyetine kargi eksternal koruyucu bir ajan
oldugu ileri strtlmektedir.

6) Taurinin membran stabilize edici fonksiyonu lenfoblastik hicre
kultarlerinde calisilmis ve bu hlcreleri demir-askorbat ile olusturulan
hasardan korudugu gdsterilmistir '3,

Taurin membran stabilize edici fonksiyonunu; amin grubu ile
zararl ajanlarla reaksiyona girip, bunlari detoksifiye ederek ve hicresel
harabiyet ve 6lime neden olan iyon ve su gecirgenliginin direkt etkilerini
dnleyerek gergeklestirir 33134,

2.8.2.2. Taurinin Hiicre Ca*®> Homeostasizi Uzerine Etkisi

Taurin Ca*® modilatér etkisini, Ca'® a hassas olan
sistemlere Ca* saglanmasindaki degisimlerle veya Ca™ a olan
hassasiyeti degistirerek gdsterir. Sinyal siddeti degistikce sitozolik Ca*?
miktarinda da degisiklikler olusur. Cevabin siddetinin degisikligi ise Ca*?
baglayan troponin, kalmodulin, Ca*? baglayan miyozin ATPaz ve diger
Ca*™® bagimli ATPaz'larin afinitesinin degismesine neden olur '°'. Taurin,
sarkoplazmik retikulum, mitokondri ve diger organellerin Ca*® depolama
kapasitesini arttiri ve Ca*® a bagimli ATPaz pompalarinin pompalama
hizini stimule ederek Ca™® un vezikillere depolanma kapasitesini ve

pompanin turnover hizini artirir 34,

Taurinin iskelet kasinda da Ca*? akisinin regiilasyonunda rol

oynadigi bildirilmistir '**. Bu membran stabilize edici etkisi, sarkoplazmik
retikulumu denervasyona bagli hasardan korur ve sarkoplazmik
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retikulumun Ca*®-ATPaz aktivitesini hizlandirarak, Ca*? transport kaybi
hizini azaltir 13142,

2.8.2.3. Taurinin Lipit Metabolizmasi Uzerine Etkisi

Taurinin  6nemli  fizyolojik  rollerinden  biri  fosfolipit
metabolizmasi Uzerindeki modulatér etkisidir.Sebring ve Huxtable (1986)
taurinin primer etkilesiminin nétral fosfolipitlerle oldugunu bildirmislerdir *.

Taurinin, protein kinaz C aktivasyonu i¢in gerekli diagilgliserol
miktarini etkileyerek; bu reaksiyonun diger Grind olan IP3 ve intrasellller

Ca*2 salinimini kontrol edebildigi de bildiriimektedir *°.

Taurinin etkiledigi diger bir fosfolipit metabolizmasi ise
fosfatidiletanolaminin metilasyonu reaksiyonudur. Taurin kimyasal yapisi
itibariyle, fosfatidiletanolaminin yUkli bas gruplarina benzer ve bundan
dolayr segilen katabolik bdlgeye baglanabilir. Bu da metilasyon
reaksiyonunu  kompetitif  inhibisyonla  sonuclandirir.  Yani  taurin
sarkolemmal fosfolipit metiltransferaz enzim aktivitesini inhibe eder.
Fosfatidiletanolamini, fosfotidilkoline geviren bu enzim Na*-Ca*? alis veris
sisteminden etkilenir. BOylece taurin, bu metilasyon reaksiyonunu inhibe
ederek Na*-Ca'® alis veris sisteminin aktivitesini korur 33144,
Fosfotidiletanolamin membrana Ca*? baglanmasinda etkili fosfolipitlerden
biridir. Taurinin azalmasi halinde bu fosfolipitin de azalmasi ile néronal

membranda destabilizasyon meydana gelebilecedi ileri siiriilmektedir *°.

2.8.2.4. Taurinin Antiosidan Ozelligi

Taurinin in vivo ve/veya in vitro sartlarda antioksidan olarak
davrandigini gdsteren calismalar bulunmaktadir '33141:146,

Taurin ve 6ncullerinin ézellikle oksidatif hasara maruz kalan
dokularda bol bulundugu dikkat cekicidir. Taurin ve hipotaurin disilerde
folliktller ve uterusta, erkek Ureme sisteminde ise spermatozoa, 6zellikle
semen sivisi ve prostatta yilksek konsantrasyonlarda bulunur '#7:148:149,
Memeli spermi glutatyon rediktaz ve katalazdan yoksundur. Oysa
spermde taurin ve hipotaurin olduk¢a ylUksek dlizeydedir. Bilindigi gibi
sUperoksit sperm icin oldukga toksiktir, lipit peroksidasyonuna ve motilite
azalmasina yol agar. BOylece taurin ve hipotaurin araciligiyla sperm
motilitesi korunmus olmaktadir. Hatta taurin ve hipotaurin farelerde “sperm
motilize edici faktér” olarak kabul edilmektedir '*'. Diger taraftan taurin
insan akrozomlarinda bulunan majér amino asitlerden biridir '#"47,

Taurinin, retina rod dig segmentlerini aydinlatma yolu ile
olusan oksidanlara karsi korudugu tespit edilmistir '3*'°C.
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GUcli bir oksidan olan hipokloréz asit (HOCI), nétrofillerin
aktiviteleri  sirasinda  salgiladiklari myeloperoksidaz ~ enziminin

katalizlemesiyle, klor iyonu (CI) ve HxO2'den olusmaktadir 3313410 HOCI
ise karbohidratlar, amino asitler, nukleik asitler, peptit zincirleri gibi
biyolojik olarak énemli substratlar direkt okside edebilme &zelligindedir.
HOCI, primer aminlerle reaksiyona girerek kloraminleri olusturur. Bu reaktif
aminlerden biri de taurindir. 1 mol HOCI anyonu ile 1 mol taurin reaksiyona

girerek, taurinin amin grubunun 1 veya 2 CI” iyonu kazanmasiyla, N-
klorotaurini olusturur. Bu bilesigin yarilanma émrii 2.5 giindir 13313,

HOCI 6zellikle aminlerle (-NH.) ve sulfir igeren (R-SH)
molekullerle ¢ok hizli reaksiyona girmektedir. HOCI'in hedef hicre
membranindaki zararli etkisi; membranin —SH veya —NH, gruplarina
hicum etmesi ile ortaya c¢ikmakta, sonucta bu olayr membranin
denatlrasyonu izlemektedir. Thomas ve ark. (1984) N-Klorotaurinin
ekstrasellller ortamdan anyon transport sistemi ile eritrosit igine transport
edildigini gostermiglerdir. N-Klorotaurin eritrosit icinde glutatyon ile
indirgenir %11,

Taurinin - HOCI  ile  olusturulan  korneal  hasarin
iyilestiriimesinde etkili oldugu bilinmektedir. Bu bilgiler taurinin biyolojik
sistemlerde HOCI temizleyicisi oldugunu desteklemektedir '341°',

Taurinin, hipoksi ve reoksijenasyonda serbest radikallere
karsi kalp kasini ve beyni korudugu ileri stiriilmektedir '°2. Bu etki taurinin
intrasellller rollerinden biri olarak, membran lipit peroksidasyonunu
engellemesi ile ortaya cikar '°*'>*, Hipoksi ve reperfiizyonda beyinde, tiyol
iceren amino asitlerin ve sistein ve sisteamin gibi aminlerin artigI sonucu
taurinin de arttigi gésterilmektedir. Reperflizyondan sonra bu maddelerin
oksijenden tlreyen serbest radikallerle okside olarak taurinin olusturdugu
tespit edilmistir '°°. Taurin, postiskemik dokuda sadece serbest radikal
dizeylerini azaltmakla kalmayip; ayni zamanda hicreye Ca*? girigini
engelleyerek, lipit peroksidasyon olusumunu ve membran fonksiyonlarinin

bozulmasini da engellemektedir 3%,

Taurinin  CCly ile indiklenmis karaciger ve karaciger
mikrozomlarindaki MDA yapimini azalttigi, pndmotoksik maddelere bagli
sekonder olarak akcigerde gelisen lipit peroksidasyonunu azalttigi
bildirilmistir . Ayrica taurin, doksorubisin gibi antikanser ilaglarin kalpte
lipit peroksidasyonunu artirici etkilerini dnlemektedir *°°.

Ayrica taurinin yanisira onun metabolik dnculleri olan sisteik

asit, sistein sulfinik asit ve sisteaminin de in vivo antioksidan olarak rol
aldigi ve oksijen radikal tiirlerini inaktive ettigi gdsterilmistir 7.

53



Sonu¢ olarak; taurinin  biyolojik sistemler (zerindeki
antioksidan ve membran stabilizator etkisi asagidaki gibi 6zetlenebilir:

1) Taurin HOCI ile reaksi(}/ona girerek HOCI'i temizler. Béylece membran
denatiirasyonunu dnler '*°.

2) Membran stabilize edici etkisi ile membrani permeabilite ve transport
degisikliklerine karsi korur '°%1%8,

3) Direkt antioksidan etkisi ile, membran fosfolipitleri ile etkileserek, lipit
peroksidasyonunu engeller ™. Lipit peroksidasyonunun son driinii ve
gdstergesi olan MDA diizeyini azaltir '3*138:159,

4) Taurinin ayni zamanda sulfonik asit grubuyla, serbest metal iyonlari ve

oksidan metallerle baglanarak indirekt bir antioksidan etki de yaratabildigi
bildirilmektedir '>°.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Gerecler

3.1.1. Deney Hayvanlari

Calismamizda erkek, 2,5-3 ayllk Swiss albino erkek fareler
kullanildi. Galisma grubunu olusturan tim fareler, Gazi Universitesi Deney
Hayvanlari Arastirma Merkezi (GUDAM) binyesinde, normal musluk suyu
ve standart fare yemi ile serbest olarak beslendi. Bu calisma Gazi
Universitesi Deney Hayvanlar Etik Kurulu’nun 12.12.2006 tarihli ve 06.075
nolu karari ile kabul edilmistir. Karar érnegi ektedir.

3.1.2. Kullanilan Aletler

e Homojenizator (Virtis-Virtishear, The virtis Company, INC. USA)
e Hassas terazi (Schimadzu, Libror AEG 220)

e Santrifij (Damon IEC, B-20A Hermle Z 323 K, sogutmali Germany)
e Spektrofotometre ( Schimadzu UV 1601)

e Vortex ( Heidolph Reax 2000)

e Benmari (Heto Maxi-Shake)

e Derin dondurucu (Sanyo CFC Free Japan)

e pH-metre (Nel Elektronik) (Nel)

e Santrif(lj (Hermle Z 380 K)

e Evaporatér

e Soxhlet Apereyi

3.1.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Hidroklorik asit, asetik asit, fosforik asit, amonyum siilfat
KH2PO4, KoHPO4, NaOH, EDTA, etanol, metafosforik asit, n- butanol,
KHCO3;, KOH, TBA (Tiyobarbittrik asit), KCl, tetraetoksipropan, kloroform,
ksantin, ksantin oksidaz, NBT, Na,COs;, BSA, CuCl,, DTNB, KI, Na-K
tartarat, CuSO4, Folin ciocalteu.

Kullanilan kekik tard (Thymus sipyleus Boiss. subsp. sipyleus

var. sipyleus) ciceklenme déneminde, Ankara Ayas Karayollari mevkiinden
toplanmistir.
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3.2. Uygulanan Yoéntemler

3.2.1. Deney Hayvanlarinin Hazirlanmasi

Fareler, Tablo 5’ de gosterildigi sekilde alti gruba ayrildi.

Tablo 5. Calisma gruplarn ve 6zellikleri

No. Grup Uygulama Denek Sayisi
1 Kontrol (saglikl) Serum Fizyolojik 6
2 Kontrol (timarl) Serum Fizyolojik 6
3 Deney (tUmorl() Kekik (Koruma) 6
4 Deney (timorli) Kekik (Tedavi) 6
5 Deney (timorli) Taurin (Koruma) 6
6 Deney (timorli) Taurin (Tedavi) 6

Enjektoér yardimiyla dénor farenin periton boslugundan, Erlich
ascites tumort hdcrelerinin bulundugu asit sivisi alinarak, deney grubu
farelerine subkutan yolla 0,5 ml enjekte edildi ve kati timdr olusumu
saglandi. Bir fareye yaklasik olarak 1,5 x 10° timér hiicresi transplante
edildi.

Thymus sipyleus Boiss. subsp. sipyleus var. sipyleus (kekik
tiri) metanol ekstrakti, Soxhlet apareyi ekstraksiyonu (sicakta) ile
hazirlandi. Hazirlanan ekstraktin metanoli evaporatér ile ucurularak
uygulamaya hazir hale getirildi.

Grup 1 (Kontrol grubu) : Kanser olusturuimayan ve sadece bazal diyetle
beslenen grup. Serum fizyolojik farelere, 0,5 ml olarak 1. glinden itibaren
17 gun sdreyle intraperitonal olarak enjekte edildi. Grup 18. gin feda
edildi.

Grup 2 (Tamér - Kontrol grubu) : Subkutan bdlgeden 0,5 ml Ehrlich
ascites tumori enjeksiyonu yapildi ve 1. glnden itibaren 17 gin sireyle
farelere 0,5 ml serum fizyolojik intraperitonal olarak enjekte edildi.
Denekler, 18. giin feda edildiler.

Grup 3 (Kekik — Koruma grubu) : Ehrlich ascites timoéri ile subkutan
bdlgeden enjeksiyon yapildi ve 1. gliinden itibaren 17 gin sireyle farelere
200 mg / kg / gun kekik ekstraktl intraperitonal olarak enjekte edildi.
Denekler, 18. gun feda edildiler.
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Grup 4 (Kekik — Tedavi grubu) : Erlich asit timori ile subkutan bdlgeden
enjeksiyon yapildi ve timor gelisimiyle birlikte 11. glnden itibaren 7 gin
sureyle farelere 200 mg / kg / gun kekik ekstrakti intraperitonal olarak
enjekte edildi. Denekler, 18. giin feda edildiler.

Grup 5 (Taurin — Koruma grubu) : Erlich asit timori ile subkutan
bdlgeden enjeksiyon yapildi ve 1. gliinden itibaren 17 gin slreyle farelere
200 mg / kg / gun taurin 0,5 ml serum fizyolojik ile ¢6zUlerek, intraperitonal
olarak enjekte edildi. Denekler, 18. giin feda edildiler.

Grup 6 (Taurin Tedavi grubu) : Erlich asit timéri ile subkutan bdlgeden
enjeksiyon yapildi ve timér geligimiyle birlikte 11. ginden itibaren 7 gln
sureyle farelere 200 mg / kg / gun taurin 0,5 ml serum fizyolojik ile
¢bzilerek, intraperitonal olarak enjekte edildi. Denekler, 18. glin feda
edildiler.

Bdbrek dokulari ¢ikartildi, serum fizyolojik icinde yikandi ve
aliminyum folyolara sarilarak, sivi azotta dondurulup analiz slresine
kadar -80°C’ de sakland.

3.2.2. Metodlarin Uygulanmasi

3.2.2.1. Bobrek Dokusu MDA Diizeyinin Olclilmesi

Uchiyama ve Mihara’nin MDA calisma ydntemi esas
alinarak uygulandi '®°. Bu ydntem lipit peroksidasyon driinlerinden
malondialdehidin TBA ile olusturdugu kompleksin spektrofotometrik olarak
520 ve 535 nm’de tespiti esasina dayanan bir yéntemdir.

Reaktifler

e Homojenizasyon ¢ozeltisi: % 1,15 KCI ¢ozeltisi
e Tiyobarbiturik asit (TBA) ¢ozeltisi: % 0,6 (w/v)
® % 1’ lik fosforik asit ¢ozeltisi

e n-Butanol

e Standart: Tetraetoksipropan

Deneyin Yapilisi

Homojenat c¢dzeltisi olarak hazirlanan % 1,15 lik KCI
kullanilarak buzlu su banyosu iginde % 10’ luk doku homojenatlari
hazirlandi. Bu homojenatin 0,5 ml’ si santrifQj tiptne alindi. Uzerine 3 ml
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%1’ lik fosforik asit ve % 0,6’ ik TBA c¢ozeltisi ilave edildi. Karistirlmanin
ardindan kaynamakta olan su banyosunda 45 dakika bekletildi. Sogutma
isleminden sonra 4 ml n-butanol ilave edilerek santrifljj yoluyla ayrilan
butanol fazin 520 ve 535 nm’ de absorbans degerleri elde edildi. Standart
olarak tetraetoksipropan kullanildi.

Hesaplama

Optik dansite farki esas alinarak sonuglar, nmol/g doku olarak hesaplandi.

3.2.2.2. Bobrek Dokusu SOD Aktivitesinin Olciilmesi

Doku SOD aktivitesinin 6élgimunde, Sun’ In ydntemi
kullanilmistir '®'. Yéntemin temeli, ksantinin, ksantin oksidaz ile reaksiyona
girip oksijen olusturmasi, olusan oksijenin NBT ile renkli bir bilesik
meydana getirmesi ve bu rengin spektrofotometrik olarak 6élgimuine
dayanir. Dokuda, SOD aktivitesi ne kadar ¢ok ise SOD dokudan o oranda
oksijeni ortadan kaldirir. Bu agidan numune tipindeki SOD ne kadar fazla
ise, tUpte olugsan renk o oranda agik olur.

Reaktifler

e Kloroform

e Etanol

e Ksantin: 3 mmol/l, 6-7 damla 2,5 N NaOH eklenir.
e EDTA: 0,6 mmol/l

e NBT: 150 pumol/l

e NaCOg3: 400 mmol/l

e BSA: 1g/I

e CuCly: 0,8 mmol/l

e Ksantin Oksidaz: 16,66 U/ml’ lik aktiviteye sahip ¢ozeltiden 20u alinir,
tzerine 2 ml, 2M (NH4)>SO4 eklenir.

e Reaktif Karisimi : 4 ml ksantin + 36 ml distile su, 20 ml EDTA, 20 mi
NBT, 12 ml Na,CO3 ve 6 ml BSA.
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Deneyin Yapllisi :

Doku 6rnekleri, 900 ml distile su ile eklenerek homojenize
edilmistir. Homojenat 5000 g (7000 rpm)’ de, +4 °C’ de, 30 dakika santrifij
edilmistir. Alinan sutpernatan, 1/1 (hacim/hacim) olacak sekilde,
kloroform/etanol karigimi ile seyreltilerek, tekrar 5000 g’ de, +4 °C’ de, 2
saat santriflj edilmistir. Her bir numune taplane, 2900 ml reaktif karigimi,
50 pl ksantin oksidaz eklenmigstir. Tlpler benmaride 25 °C’ de 20 dakika
inkUbe edildikten sonra, her bir tipe 1 ml CuCl, eklenmig, 560 nm’ de
distile suya karsi absorbans él¢ctimustar.

Hesaplama :

% inhibisyon = [(K&r Absorbansi — Numune Absorbanst) /
Kér Absorbansi] x 100

Hesaplama, 1 0Onitelik aktivitenin, % 50 inhibisyon yaptigi
disundlerek yapiimigtir. Aktivite, Lowry ydntemiyle elde edilen proteine
gbre Unite / mg protein olarak hesaplanmistir.

3.2.2.3. Bobrek Dokusu Glutatyon Diizeyinin Olclilmesi

Doku glutatyonunun 8lgtimi, Ellman’in ydntemiyle yapildi "2,

Bu yontem, hafif alkali ortamda, 5,5’ ditiyobis 2-nitrobenzoik asidin (DTNB,
Ellman reaktifi), dokudaki alifatik tiyol bilesikleriyle reaksiyonu sonucu her
molekdl tiyol basina olusan, p-nitrofenol anyonunun miktarinin
spektrofotometrik olarak dlctlmesi esasina dayanmaktadir.

Reaktifler
e Metafosforik asit: 0,5 M
e Fosfat tamponu: 1M, pH: 8,0

eEllman reaktifi: DTNB: 160 yM ve KHCOgs: 319 uM, pH: 8,0 olacak
sekilde KOH ile ayarlandi.

Deneyin Yapilisi

Bobrek o6rnekleri, 1/5 agirhk/hacim (w/v) olacak sekilde
metafosforik asitle seyreltilip, homojenize edildi. Homojenatlar, 3500 rpm’
de, 10 dakika santrifdj edildi. Her bir numune tipine, 0,2 ml sUpernatan,
0,1 ml distile su, 0,3 ml fosfat tamponu, 2,4 ml Ellman reaktifi konularak
karisgtirildi, 410 nm’ de kér tipUne karsi, absorbans él¢ulda.
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Hesaplama

AA= % x Ac x | esitliginde, p-nitro fenolat igin ¥= 13.600 M
cm™ degeri ve Lowry yéntemi ile bulunan mg protein degeri kullanilarak,
glutatyon miktari pmol GSH/mg protein olarak hesaplandi.

3.2.2.4. Bobrek Dokusu AOPP Diizeyinin Olclilmesi

Doku AOPP (Advanced oxidation protein products) dizeyleri
Witko-Sarsat '® ve arkadaslarinin tarif ettigi yénteme gére tayin edildi.

Bébrek doku érneklerinde AOPP dlzeyleri 6lgllecedi zaman
dokular derin dondurucudan c¢ikartildi ve 1/5 oraninda 20 mM Tris-HCI
(pH=7,4) tamponda, buz iginde, sogukta homojenize edildi. Homojenatlar
sogutmall santrifijde 5000 g° de 10 dakika +4°C’ de santrif(jj edildi.
SlUpernatant 1/5 oraninda 20 mM (pH=7,4) fosfat tamponu ile
sulandiridiktan sonra deneyde kullanildi.

Alinan 400 pl homojenata, 1600 pl fosfat tamponu, 100 pl
potasyum iyodir konarak 2 dakika oda isisinda bekletildi. Kér olarak da
2000 pl fosfat tamponu tzerine 100 pl potasyum iyodir konarak bekletildi.
Son olarak 200 ul asetik asit eklenerek kére karsi 340 nm de okundu.

Kullanilan Reaktifler :

e 20 mM Fosfat tampon (KH2PO4/ Ko;HPO4; pH= 7,4).
e 1,16 M Potasyum iyodur (KIl); distile su icerisinde hazirlandi.
o Asetik asit (AA)

Hesaplama :

AOPP icin 340 nm’ de molar absorbsiyon katsayisi 261 M
cm’' olarak hesaplanmistir. Doku protein tayini Lowry metodu '®® ile BSA
standardi kullanilarak tayin edildi.

AOPP (nmol/mg protein) = [(Abs/261)x(2,3/0,4)] / protein (mg/ml)

3.2.2.5. Lowry Protein Tayini

Doku protein dlzeyleri, sigir serum albumini (BSA)’ nin
standart olarak kullanildigi Lowry ydntemine gdre dlgild 184 Deney alkali
ortamda bivalent bakirin (Cu®*), peptit bag tarafindan, Cu'* forma
dénistirilmesi, Cu'™, tirozin, sistein ve triptofan radikallerinin fenolik folin
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reaktifi ile kompleks olusturarak, stabil olmayan indirgenmis
molibdenum/tungsten mavisini olugturmasi prensibine dayanir.

Reaktifler

® % 2’ lik NaxCOs iginde 0,1 N’ lik NaOH (A)
® %2’ lik Na-K tartarat (B1)

e %1’ lik CuSOq4 (B2)

e Folin ciocalteu’s fenol reaktifi

C Reaktifi=33 ml (A) + 1 ml (B1) + 1 ml (B2) karisimi olarak hazirland..
Standart olarak 1 mg/ml sigir serum albumini (BSA) kullanildi

Deneyin Yapilisi

Her bir numune tapline 10 pl stpernatan, 90 pl distile su, 2
ml alkalen reaktifi eklenip, karistirildi. Tlpler oda isisinda, karanhkta 15
dakika inklbe edildikien sonra, 0,2 ml Folin Ciocalteu’s fenol reaktifi
eklenip, karistirildi. TUpler oda isisinda, karanlikta 1 saat inkibe edildi.
750 nm’ de kore karg! absorbans Olgildi. BSA’ nin élglilen absorbansi,
standart olarak kullanildi.

Hesaplama
Protein Miktari = (Numune abs. / Standart abs.) x Standart Konsant.
Sonugclar mg/ml cinsinden verilir.

3.2.2.6. Sonuclarin Analizi

Verilerin istatistiksel degerlendiriimesi “SPSS for Windows
10.0” (Statistical Program for Social Sciences) paket programi kullanildi.
Bitin sonuglar aritmetik ortalama * standart sapma seklinde ifade edildi.
Degerlendirmede Kruskal-Wallis varyans analizi ve Mann-Whitney U testi
kullanilmigtir. istatistiksel olarak p<0,05 anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

oksidasyonunun belirteci olarak da AOPP diizeyleri incelendi.

Calismamizda, Ehrlich asit timoérl enjekte edilmis farelerde,
koruma - tedavi amagcli olarak kekik ve taurin uygulamalarindan sonra
bdbrek dokusunda oksidan stresin gdstergesi olarak MDA dtizeyleri, SOD
aktivitesi, antioksidan fonksiyon gdstergesi olarak GSH dlizeyleri, protein

Tudm gruplara ait malondialdehit diizeyi (MDA) nmol / g doku,
sUperoksit dismutaz aktivitesi (SOD) Unite / mg protein, glutatyon dizeyi
(GSH) pmol GSH / mg protein, doku ileri protein oksidasyon dlzeyleri
(AOPP) nmol / mg protein olarak hesaplanmistir.

Tablo 6. Tiim gruplara ait istatistiksel sonuclar (ortalama * standart sapma)

Gruplar

Saghkh
Kontrol

TUumor
Kontrol
Kekik
(koruma)
Kekik
(tedavi)
Taurin
(koruma)
Taurin

(tedavi)

MDA . SOoD GSH AOPP
(nmol/q doku) (U/mg protein) (umolGSH/mq) (nmol/mq pro.)
33,50+11,42 10,59+0,94 0,012+0,004 187,67+28,82
34,17+13,09 8,83%+1,76 0,011+0,004 203,06+25,98
22,00+7,52 11,04+3,82 0,009+0,004 204,55+60,94
34,20+£16,16 8,71+£1,92 0,011+0,003 | 205,67%+23,66

16,17+5,91 19,13+2,11 0,009+0,008 181,73x37,25
35,20+21,97 59,44+10,91 0,011+0,004 245,15+33,85

Tablo 7. Tim gruplara ait agirlik istatistikleri

Gruplar
Saghikhi Kontrol

Timor Kontrol

Kekik Koruma

Kekik Tedavi

Taurin Koruma

Taurin Tedavi

Baslangic
39,28 + 3,07
42,08 £ 1,25
42,76 + 3,97
33,84 £ 2,07
38,43 £ 6,07
38,56 + 2,56

Kesim
39,05 + 2,37
47,55 + 3,81
46,04 +9,15
42,18 +7,89
41,70 + 5,49
41,32+2,34
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8 Baslangic O Kesim
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Taurin

Saglikh  Tamér Kekik Kekik
Kontrol Kontrol Koruma Tedavi

Grafik 1. Tiim gruplara ait agirlik istatistikleri

Tam grup agirhiklar, calisma o&ncesi ve calisma sonrasi
olarak degerlendirildiginde, saglikli kontrol haricinde, her grup igerisinde
belirgin bir artig gorildi. istatistiksel degerlendirme yapildiginda da, timor
kontrol ve kekik tedavi gruplarinda anlamli bir artis bulundu (p<0,05).

4.1. Bébrek Dokusu MDA Sonuclari

Taurin Taurin
Tedavi

Grafik 2. Tiim gruplara ait bébrek dokusu MDA ortalamalari (nmol/g doku)
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Saglikh  ve timér kontrol gruplart MDA  duzeyleri
karsilagtirildiginda belirgin bir degisiklik goérdlmemistir. Taurin koruma
(p=0,006) ve kekik koruma gruplari (p=0,045), timoér kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda, bébrek MDA duzeyleri arasinda anlamli bir azalma
bulundu (p<0,05). Taurin tedavi grubu (p=0,855) ve kekik tedavi grubu
(p=0,714), tGmdr kontrol grubu ile karsilastinildiginda ise bdbrek MDA
dlzeyleri arasinda anlamh bir fark bulunamadi (p>0,05).

4.2. Bébrek Dokusu SOD Aktivitesi Sonuclari

Grafik 3. Tiim gruplara ait bobrek dokusu SOD ortalamalari (linite/mg protein)

Saglikh  ve timdér kontrol gruplant SOD  aktiviteleri
karsilastinldiginda, timér kontrol grubunun SOD aktivitesinin, anlamli
olmasada (p=0,078), saglikh kontrol grubuna kiyasla dislk oldugu
g6rulmuastdr (p>0,05). Taurin koruma (p=0,004) ve tedavi gruplarinin
(p=0,006), timor kontrol grubu ile karsilastirildiginda, bébrek SOD aktivite
dlzeyleri arasinda anlamli bir artis bulundu (p<0,05). Kekik tedavi
(p=0,715) ve koruma gruplarinin (p=0,273), timér kontrol grubu ile
karsilastirildiginda ise bobrek SOD aktivite diizeyleri arasinda anlamli bir
fark bulunamadi (p>0,05).
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4.3. Bobrek Dokusu Glutatyon Sonuglari

Kekik
Koruma

Grafik 4. Tiim gruplara ait bobrek dokusu GSH ortalamalari (umol / mg protein)

Saglikh kontrol ve timér kontrol gruplarinin GSH duzeyleri
karsilastirildiginda, anlamli olmasada (p>0,05), timér kontrol grubu GSH
dizeyinde belirgin bir azalma géralmustir (p=0,337). Tum deney gruplari,
kontrol gruplarnyla karsilastinidiginda GSH dlizeyleri arasinda anlamli bir
fark bulunamadi (p>0,05). Ancak Taurin tedavi grubu ve kekik tedavi
gruplarinin  GSH duzeylerinin saglikli kontrol grubu GSH dizeyleri
seviyesinde oldugu gérulda.

4.4.Bobrek Dokusu AOPP Sonuclari

Grafik 5. Tim gruplara ait bébrek dokusu AOPP ortalamalari (nhmol/mg protein)
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Saglikh  kontrol ve timér kontrol AOPP seviyeleri
karsilastirildiginda (p>0,05), timdr kontrol grubu AOPP dlizeyinin belirgin
bir sekilde arttigi goraldi (p=0,262). Taurin tedavi grubunun (p=0,045)
kontrol gruplari ile karsilastirildiginda, bébrek AOPP dizeyleri arasinda
anlaml bir artis bulundu (p<0,05). Taurin koruma grubunun (p=0,522),
timoér kontrol grubu ile karsilastirildiginda ise anlamh bir azalma
olmamasina karsin belirgin bir fark géralda.
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5. TARTISMA

Kanser nedenleri arasinda lipit peroksidasyonunun
disindlmeye baslanmasi; calismalari cesitli besinsel antioksidanlarin
kanser olusumu (zerine etkilerini arastirmaya ydneltmistir .
Antioksidanlarin karsinojenezin baglama ve gelisme ddnemini inhibe

ettikleri, hiicre 8lim ve transformasyonunu &nledikleri bulunmustur '¢®.

Sebze, meyve ve sifali bitkiler, antioksidan etkiye sahip
fenolik bilesikler (fenolikasit, flavonoidler, kumarinler vs.), nitrojen bilesikler
(alkaloidler, aminler vs.) vitaminler, terpenoidler gibi bircok serbest radikal
temizleyiciyi icerirler. Dogal antioksidanlarin alimi kanser, kardiovaskuler
hastaliklar, diabet ve vyasa bagll diger hastaliklari azalttig
savunulmaktadir. Ancak bu alanda hala celiskili distnceler vardir. Halen
bircok kanserin tedavisini saglayacak cok sayida ilag mevcut degildir,
ustelik, cogu kanserin tedavisi de oldukg¢a pahalidir. Yillardir bitkilerin
antitimor aktiviteleri arastiriimakta ve sifali bitkilerden izole edilen bircok
dogal bilesim yeni antikanser ilaglarin kaynagi olarak kullaniimaktadir '®”.
Deneysel caligsmalar gibi klinik ve epidemiyolojik ¢alismalarda da singlet
oksijen (O.'), sliperoksit anyonu (O."), hidrojen peroksit (H20,) ve
hidroksil radikali (-OH) gibi reaktif oksijen metabolitlerinin kanser
etyolojisinindeki roliini destekledigi gdsterilmistir. ROS’'un mutagenez,
sitotoksisite ve gen ekspresyonundaki degisiklikler ile sonucglanacak ¢ok
miktarda hiicresel ve molekler etkileri mevcuttur ',

Coklu doymamis yag asitlerinin serbest radikaller ile
reaksiyonu sonucu ortaya ¢ikan lipit peroksidasyonunun son trint mutlak
bir aldehit olan MDA, lipitler, proteinler ve nuUkleik asitler ile capraz
baglanmaya neden olmaktadir '®®. Lipit peroksidasyonu; kanser,
ateroskleroz, romatoid artrit, inflamasyon, reperfizyon hasari, diabetus
mellitus ve lupus gibi bir grup hastaligin olusumuna sebep olur ''. Lipit
peroksidasyonunun ikincil Grin0d olan MDA, doku zincir reaksiyonlarinin
hiz belirleyicisidir. Lipit peroksidasyon drtnlerinin DNA hasarina yol agtigi
belirlenmistir. Lipit hidroperoksitler direkt olarak DNA zincir kirlimasini yol
acarken, lipit peroksil ve alkoksil radikalleri DNA’ da baz oksidasyonuna
neden olur. in vivo olarak peroksit ve hidroperoksitlerin timor ilerletici etki
gosterdikleri ispatlanmistir. Ayrica lipit peroksidasyonunun
prokarsinojenleri son karsinojene c¢evirmede indirekt rol alabilecegi
gbsterilmistir. Portakal ve ark. '’? yaptiklari calismada meme kanserli
dokunun MDA dulzeylerini, ¢evre normal dokuya goére ylUksek olarak
bulmuslar ve bu yuksekliginde nekroz varlidinda yetersiz kanlanma
sonucunda ortaya ciktigini disanmasglerdir.

Dogdal meydana gelmis bazi antioksidanlar, antioksidan

enzimleri etkiler ve serbest radikallerin neden oldugu zarara karsi koruma
saglar. Taurin, intraselUler énemli bir serbest B-amino asittir ki bir
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antioksidan ve bir zar-stabilize ajani olarak bilinir. Taurinin  memeli
hicrelerin, 6zellikle beyincik, retina ve bdbrek hicrelerinin gelisimi ve
hayatta kalmasi icin gerekli oldugu gorllmustir. Son calismalar
gbstermistir ki taurin ve taurin tasiyici bébrek gelisimde énemli bir rol
oynar 3% Taurin, patolojik durumlari akla getiren cesitli serbest
radikallerden korumada umut vaat etmistir >, Taurin, ilaglarin neden
oldugu zararlara karsi koruyucu bir etkiye sahip olabilir denilmistir 7.
Taurin, nefrotoksiklige neden olan antikanser ilaclarini hafiflettigi ve

’5E7Jé)1ij7lger atropi ve apoptozisden renal tibdler hiicreleri korudugu bildirilmistir

Biyolojik sistemlerde antioksidan olarak rol alan taurin, bu
etkisini iyon membranlarini stabilize ederek, reaktif oksijen tdrlerini
engelleyerek ve membrandaki doymamis yag asitlerinin peroksidasyonunu
azaltarak gdsterir '®2. Diyete taurin eklenmesi kan sekeri diizeylerini
dustrerek hiperinsiilinemiyi ve lipit peroksidasyonunu azaltir %,

Taurinin diger dokularda ve iskelet kasinda fonksiyonu ve
etki mekanizmasi benzer olup membran stabilizasyonu ve Ca*
modilasyonu yaparak; dolayisiyla hiicresel zarlarin Ca*®* a karsi
gecirgenligini  sinirlayarak; sitozolik Ca™ un sarkoplazmik retikuluma
pompalanma kapasitesini artirarak etki yapar 2"'7*'9 " Taurin bu
ozelliklerinden dolay artmis Ca*® a bag lipit peroksidasyon sentezinin ve

dolayisiyla oksijen radikallerinin sinirlanmasinda da bir antioksidan olarak
gorev yapar 153:151:155.158.184.185.186

Taurinin  peroksidatif hasara maruz kalan dokularda
antioksidan 6zellik gdsterip, lipit peroksidasyonunu azalttigi bilinmektedir
187 Taurin eksikliginde belirgin MDA artisi meydana geldigi gosterilmistir 22

Yaptigimiz galismada grup 1 (saglkli kontrol grubu), grup 2
(ttmor kontrol grubu), grup 3 (koruma amagli kekik verilen grup) ve grup 4
(tedavi amaglh kekik verilen grup), grup 5 (koruma amagli taurin verilen
grup), grup 6 (tedavi amagcli taurin verilen grup) arasinda MDA
dlzeylerindeki degisimlere baktik. Kontrolli gruplar arasinda belirgin bir
degisiklik gérulmezken, grup 3 ve grup 5 MDA duzeylerinin timdér kontrol
grubuna gbére anlamli olarak disuk oldugunu tespit ettik (p<0.05). Grup 4
ve grup 6’ nin MDA dizeyleri tumér kontrol grubu MDA dizeylerine ¢ok
yakin bulundu. Tdmoér kontrol grubuna gére, grup 3 te MDA
dizeylerindeki anlamh bir azalma, kekigin etkin bir sekilde lipit
peroksidasyonunu O6nledigi seklinde yorumlanabilir. Grup 5 MDA
dizeylerinin timor kontrol grubu degerlerinden daha disik olmasi taurinin
etkisiyle oksidatif stresin azalmasindan dolayidir. Koruma amagl verilen
kekik ve taurin calismamizda bdbrek MDA dizeyine etkinligi acikca
gbralmaustar.
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Heena ve ark. '®', gdgiis kanseri tedavisinde kullanilan bir
ilag olan Tamoxifen (TAM) in nefrotoksik etkisi sonucu, enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidanlarin tiketilmesine kargi, taurinin hafifletici
etkisini arastirmiglardir. TAM tedavisinin, kontrol grubuna kiyasla bdbrek
doku MDA’ larinda belirgin bir artisa neden oldugunu, ayrica taurin édncu-
tedavisinin, TAM verilen grupla kiyaslandiginda, bdbreklerde MDA
dizeylerinde belirgin bir azalma oldugunu tespit ettiler. Taurin-6ncl
tedavisinin bobrek MDA dizeylerindeki azalmaya etkisi ¢alismamizdaki
sonucu desteklemektedir.

Bébrek dokusu, asir oksijen metabolitlerin olusturdugu zarari
6nleyen antioksidanlara sahiptir. Bu antioksidanlar, hem peroksitleri
ayristirma ile hem de serbest radikalleri yakalama ile harekete geger.
SOD, hiicreleri siiperoksit radikallerinin toksik etkisine karsi korur 8%,

SOD superoksit anyon radikalini hidrojen peroksit ve
molekller oksijene dbénlsimini katalize eden antioksidan bir
metalloproteinazdir. Mn-SOD mitokondri matriksinde lokalizedir. Mn-SOD,
hicresel metabolizmanin Griind olan ve yiksek reaktif bir oksidan olan O,
‘in hicresel konsantrasyonunun dizenlenmesinde ve oksidatif hlcre
hasarina karsi korumada rol alir. Birgok timér hicresinde Mn-SOD
ekspresyonunun distk oldugu gdésterilmistir. Mn-SOD’ In insan melanoma
hicrelerinde meme kanser hicrelerinde ve glioma hicrelerindeki
overekspresyonu, timoér olusumunu baskilayan timér slOpresér gen
olabilecegini diistindirmastir .

Yaptigimiz galismada grup 1 (saghkli kontrol grubu), grup 2
(ttmor kontrol grubu), grup 3 (koruma amagli kekik verilen grup) ve grup 4
(tedavi amagl kekik verilen grup), grup 5 (koruma amagli taurin verilen
grup), grup 6 (tedavi amacgh taurin verilen grup) arasinda SOD
aktivitesindeki degisimlere baktik. Saglikli kontrol ve timér kontrol
karsilastiriimasinda beklendigi gibi, timér kontrol grubunda belirgin bir
aktivite kaybi gértlmustar. Grup 5 ve grup 6 nin SOD aktivitelerinin
kontrol gruplarina gére anlamh olarak ylksek oldugunu tespit ettik
(p<0.05). Grup 3 ve grup 4’ in SOD aktivitelerinde, kontrol gruplarinin
SOD aktivitelerine kiyasla anlamh bir artis bulunamadi (p>0,05). Buna
gére kekigin bobrek SOD aktivasyonunda herhangi etkinligine
rastlaniimadi.

Heena ve ark. '®', yaptiklari calismada Tamoxifen (TAM)’ in
verilmesi, fare bébreginde SOD’ un asiri kullanimina neden olmus oksijen
radikalini cok genis miktarlarda UGreterek mitokondri zarlarini etkilemigtir.
Hucre icindeki ROS (027, H2O2)’ un asin hizli déniisiml, meydana gelen
tarleri tespit etmeyi zorlastirabilmektedir. Mitokondriyel solunum zinciri,
stiperoksit radikallerinin Uretimi icin esas yerdir "% TAM tedavili
hayvanlarda renal dokuda azaltilmig SOD ve CAT aktivitesinin nedeni
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olarak, artmis olan oksidatif strese karsi, bu enzimlerin agiri tiketiminin bir
sonucu olarak gésterilebilir. Yaptigimiz calisma ile karsilastirildiginda da,
bébrek SOD aktivasyonundaki artis, taurin koruma ve tedavi gruplarinda
anlamli olarak gorulmektedir.

Pushpakiran ve ark., siganlar Uzerinde yaptiklari bir
calismada, taurinin etanol ile artan oksidatif strese kargl koruyucu etkisi
oldugunu gbéstermiglerdir. Sonug¢ olarak, 28 giin boyunca verilen taurinin
karaciger, plazma, beyin, bdbrek ve kalp dokusunda TBARS dulzeylerini
disUrdiaginu ve kontrol degerlerine yaklastirdigini saptamislardir. Buna
karsihk etanole bagh olarak azalan antioksidan SOD, CAT ve GPx
aktivitelerini ise artirdigini tespit etmislerdir '°.

Hlcrelerde GSH ylUksek konsantrasyonlarda bulunur, reaktif
oksijen Udrlnlerine ve toksinlere karsi koruyucudur. Hucrelerin redoks
durumu glutatyonun rediikte halde korunmasina baghdir 69170198,

GSH, hlcrelerde en ¢ok bulunan enzimatik olmayan
antioksidandir ki hlicre yaralanmasinin neden oldugu oksidatif strese karsi
savunmada kritik bir rol oynar. GSH seviyesinin azalmasi, hastalk
gelisimine etki edebilir '®8. GSH’ in bitirilmesi, hiicreleri oksidatif strese
daha fazla maruz birakan GPx’ in inhibe edilmesine neden olur. GSH,
ROS’ a karsi hiicreleri koruyan énemli bir antioksidandir. Ayni zamanda
hicrelerin detoksifikasyonunu saglayan cok énemli bir unsurdur.

Yaptigimiz galismada grup 1 (saghkli kontrol grubu), grup 2
(ttmor kontrol grubu), grup 3 (koruma amagli kekik verilen grup) ve grup 4
(tedavi amach kekik verilen grup), grup 5 (koruma amagh taurin verilen
grup), grup 6 (tedavi amacglh taurin verilen grup) arasinda GSH
seviyelerindeki degisimlere baktik. Gruplar arasinda anlamh farklar
gbrilmesede, timoér kontrol grubu GSH dizeyinde bir azalma goéralda.
Grup 4 ve grup 6 GSH seviyeleri kontrol gruplarina gére anlamh olarak
yiksek olmamasina karsin, ayni seviyelerde kaldigi géraldi. Buna gére
kekik ve taurinin tedavi amagh kullaniminin anlamh olmasada, GSH
dlzeyini yiksek tutmaya calistigi s6ylenebilir.

Heena ve ark. '®, yaptiklar galismada, TAM tedavisinin,
bébrekteki GSH (p<0,001) ve T-SH (p<0,01) iceriginde belirgin bir
azalmaya neden oldugunu saptadilar. Taurin+TAM tedavili grubun, TAM
tedavili grupla kiyaslandiginda, bdébrekteki GSH (p<0,01) ve T-SH
(p<0,05) aktivitelerinde belirgin bir artis oldugu goértldi. Taurin tedavili
grupta, kontrol grubu ile kiyaslandiginda enzimatik olmayan
antioksidanlarin degerlerinde belirgin bir fark gézlenmedi. Taurin tedavili
grupta da, kontrol grubuyla kiyaslandiginda belirgin bir fark gézlenmedi.
Taurin + TAM tedavili grup, TAM tedavili grupla kiyaslandiginda bébrekteki
GST (p<0,01), GPx (p<0,01), GR (p<0,001) aktivitelerinde belirgin bir artis
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gOsterdi. Taurin tedavisi, oksidatif yaralanmaya karsi koruma saglarken
TAM tedavisi, oksidatif doku zararina sebep olur. Bu zarar, bdbrekte
azaltilmis GSH ve T-SH seviyeleriyle tespit edilir. Hicrelerin ROS’ a karsi
daha hassas olabilecegi 6nerilirken, TAM tarafindan desteklenen GSH
seviyelerindeki belirgin azalma, hicresel redoks durumunda bir degisikligi
isaret eder ve antioksidan enzim savunma sisteminin etkinliginin
azalmasina yol acar. TAM’ a maruz birakma glutatyon redoks sistemine
zarar verir. Glutatyon redoks sistemi bir cephe hatti gibi hiicresel savunma
sistemi oldugundan, GSH’ 1 metabolize eden enzimlerin aktivitesindeki
herhangi bir degisiklik, htcrelerin butinlGglinin ve onlarin cesitli
elemanlarinin bozulmasina yol acar '*’. Yaptigimiz calismada Ehrlich asit
timord ile bdbrekte olusan hasar sonucu GSH dizeyindeki azalma, bu
calismadaki TAM' In neden oldugu GSH dizeyindeki azalmaya kiyasla
daha distk seviyede kalmistir. Buna gbre de taurin tedavisinin bu
calismadaki etkinligi, bébrek GSH seviyesinde belirgin olarak anlamli
bulunmustur. TAM’ In etkin olarak stres olusturdugu bilinmektedir.

Azaltilmig taurin ile 6éncu-tedavi uygulanmasi ve PC icerigi,
tikenmis enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlari onarir. Bu
sonuglar acikca oksidatif stresin rolind gdsterir ve farede TAM’ In neden
oldugu nefrotoksiklige karsi taurinin koruyucu bir etkisini gdsterir '®'.

Taurin ile protein oksidasyonu araciligiyla oksidatif zararin
hafifletiimesi, bdbrekte hicresel proteinlerin yikimini ve zar gegirgenlik
kaybini énler 8.

Yaptigimiz galismada grup 1 (saghkli kontrol grubu), grup 2
(ttmor kontrol grubu), grup 3 (koruma amagli kekik verilen grup) ve grup 4
(tedavi amaglh kekik verilen grup), grup 5 (koruma amagli taurin verilen
grup), grup 6 (tedavi amagh taurin verilen grup) arasinda AOPP
seviyelerindeki degisimlere baktik. Tumoér kontrol grubunda beklendigi gibi,
saglikh kontrol grubuna kiyasla AOPP seviyesi artmis bulundu. Diger tim
deney gruplarinda anlamh bir sonu¢ bulunamadi.

Heena ve Ark. ' TAM’ in kontrol grubuna gére farenin
bébregindeki PC igerigini belirgin bir sekilde (p<0,001) artirdigini tespit
ettiler. Taurin (100 mg/kg vicut agirligi) tedavisinin, kontrol grubu ile
kiyaslandiginda PC igerigini degistirmedigi gérilmus. Taurin ile beraber
TAM verilmis farede, PC icgeriginin, sadece TAM verilmis fareye goére
belirgin bir sekilde (p<0,05) daha dusik oldugu tespit edilmigtir.
Galismamizda Ehrlich asit timoérinin meydana getirdigi protein
oksidasyonuna kekik ve taurinin etkinligi gérilmedi. Bu ¢alismada TAM' in
meydana getirdigi protein hasarina kargin taurin tedavisi anlamli olarak
protein hasarini azaltici yénde etki etmistir. ClnklG TAM, belirgin bir
sekilde protein oksidasyonunu azaltmigtir ve taurin etkisi anlamli
bulunmustur.
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Gelisen timoér boyutlarina baktigimizda; gruplar arasinda
belirgin farkliliklar gérilmemekle birlikte, kekik uygulanan gruplarda, timor
kontrol grubuna kiyasla kigllme gértlmustir. Gruplardaki agirliklarin,
baslangi¢ agirliklarina gore artis sebebinin, tim&r boyutuyla iligkili oldugu
belirlenmigtir.
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6. SONUC

Sonug olarak bu ¢alismadan elde edilen bulgular géstermistir
ki; bébrek dokusunda MDA diizeyindeki azalma ve SOD aktivitesindeki
artis, koruma amagli verilen taurin grubunda anlamli olarak géraimustar.
Tedavi amach verilen taurin de SOD aktivitesinde anlamh bir artis
meydana getirmistir. AOPP dlizeyi taurin ve kekik grubunda degisiklik
olusturmasada kontrol seviyesinde kalmistir. GSH dizeyi, gruplarda
herhangi bir farklilikta ortaya ¢cikmamistir. Calismada kullanilan kekigin
ancak koruma amagcl kullanildiginda, MDA dlzeyini azaltmakta etkili
olabilecegi disinilmektedir.
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7. OZET

Farelerde Ehrlich Asit Solid Tumoér Modelinde Thymus Sipyleus ve
Taurinin, Boébrek MDA, Glutatyon, AOPP dizeylerine ve SOD
Aktivitesine Etkileri

Bu calismada kekik ve taurinin, koruma ve tedavi amagli
olusturulmus fare gruplarinda, bobrek malondialdehit (MDA), stperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon (GSH) ve oksidatif protein hasari (AOPP)
Uzerindeki etkisinin arastirilmasi amaclanmistir

Calisma igin, 2,5-3 aylik Swiss albino erkek fareler segilerek,
her grupta 6 fare olacak sekilde 6 gruba aynldi. Grup-1; saghkli kontrol,
grup-2; timor kontrol, grup-3; kekik koruma, grup-4; kekik tedavi, grup-5;
taurin koruma, grup-6; taurin tedavi grubu olarak ayrilmigstir.

Kekik ve taurin koruma gruplari ile kontrol gruplar arasinda,
bébrek MDA duzeyleri bakimindan anlamli farklar bulundu (p<0,05). Buna
karsin butlin gruplarin GSH dizeyleri arasinda anlamli fark bulunmadi
(p>0,05). SOD aktivasyonu, yalnizca taurin tedavisi uygulanan gruplarda
etkin iken (p<0,05), kekik tedavisi uygulanan gruplarda herhangi bir etki
g6rilmedi (p>0,05). AOPP dlzeyi tim gruplar icerisinde anlamli bir disis
gbstermezken, sadece taurin koruma grubunda azalma meydana
gelmigtir.

Sonu¢ olarak timér olusturulan farelerde oksidatif stres
artmis, bobrek dokusunda serbest radikaller artarken antioksidan
savunmanin azaldigi gbézlemlenmigtir. Eksojen olarak taurin verilmesinin
serbest radikal artisini 6nlerken, antioksidan savunmayi da artirdigi
gb6zlemlenmistir. Eksojen taurinin MDA dlzeyini anlamli olarak distrdiga,
SOD aktivitesini anlamli olarak artirdigi belirlenmistir. Kekik tedavisinin de
bdbrek dokusunda yalnizca MDA dizeyine etkin oldugu gértlmustar.

Anahtar kelimeler: Taurin, kekik, serbest radikaller, antioksidanlar,
oksidatif stres.
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8. SUMMARY

The Effects of Thymus Sipyleus and Taurine on Kidney MDA,
Glutathione, AOPP Levels and SOD Activity in Mice Ehrlich Ascites
Solid Tumor Model

The present study was aimed to investigate the effects of
taurine and thyme on kidney malondialdehyde (MDA) superoxide
dismutase (SOD), glutathione (GSH) and advanced oxidation protein
products (AOPP) in tumor injected mice constituted with the purpose of
protection and treatment.

Study was conducted in Swiss albino male mice 2,5-3
months old. Animals were divided into 6 groups and each group consisted
of 6 animals. Group-1 as healthy control group, group-2 as tumor control
group, group-3 as thyme protective group, group-4 as thyme treatment
group, group-5 as taurine protective group, group-6 as taurine treatment

group.

There were significant differences on kidney MDA levels
between the control groups and the taurine protective as well as the thyme
protective groups (p<0,05). However, there was not any significant
difference between GSH levels among all the groups (p>0,05). While SOD
activity was effective only in the taurine-treatment group (p<0,05), no
influence was observed in the thyme treatment groups (p>0,05). While
AOPP levels did not show any significant decrease among all the groups,
but a significant decrease was observed only in the taurine protective

group.

In conclusion, a decrease in the antioxidant defenses was
observed in kidney tissue of tumor-exposed animals, while the free
radicals were increased. The exogenously administered taurine inhibited
free radical increase, therefore it reinforced antioxidant defenses. It was
determined that exogenously administered taurine significantly decreased
MDA levels and significantly increased SOD activity. It was observed that
thyme treatment was effective only on MDA levels in the kidney tissue.

Key words : Taurine, thyme, free radicals, antioxidants, oxidative stress.
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