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I1. OZET

IYONIZE RADYASYON UYGULANAN SICANLARDA BEYIN
DOKUSUNDAKI OKSIDAN/ANTIOKSIDAN SiSTEM UZERINE PROPOLIS
VE KAFEIiK ASIT FENETIL ESTERININ ETKILERI

Dr. Hilal Alkis
Uzmanlik Tezi, Radyasyon Onkolojisi Anabilim Dal
Tez Danismani: Do¢.Dr. Ahmet Dirier
Aralik 2012, 42 sayfa

Propolis ve onun biyolojik olarak aktif komponenti olan kafeik asit fenetil esteri
(CAPE), antibakteriyal, antiinflamatuvar, antifungal amaglarla c¢esitli hastaliklarin
tedavisinde kullanilmistir. Propolisin oksijen radikallerini temizleyerek etki ettigi,
CAPE’nin lipid peroksidasyonunu onleyerek antioksidan aktivite gdsterdigi ve ornitin
dekarboksilaz, protein tirozin kinaz ve lipooksijenaz aktivitelerini inhibe ettigi rapor
edilmistir. Bu ¢alismada amag, tiim kranyum isinlamasi yapilan sicanlarda beyinde
olusan oksidatif stres iizerine propolis ve CAPE’nin antioksidan etkisini arastirmakti.

Calisma gruplari; standart kontrol grubu (SC), CAPE i¢in kontrol grubu (CC),
propolis i¢in kontrol grubu (PC), 1sinlanan grup (R), CAPE+isinlanan grup (C+R) ve
propolist+iginlanan grup (P+R) olmak iizere toplam 6 gruptan olusturuldu. Kontrol
gruplart disindaki gruplarin hepsine tiim kranyuma ilk giin 5 Gy tek doz iyonize
radyasyon uygulandi. Propolis, ilk dozu 1sinlamadan 1 saat 6nce olmak iizere 10 giin
boyunca siganlara gavaj yoluyla verildi. CAPE’nin ise ilk dozu i1ginlamadan 30 dk. dnce
olmak tizere 10 giin boyunca intraperitonal olarak verildi. Calisma sonunda hayvanlar
sakrifiye edilerek beyin dokusu oOrnekleri alindi. Aliman doku Orneklerinden
malondialdehit (MDA) diizeyi, siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) enzim aktiviteleri gibi oksidan/antioksidan parametreler c¢alisildi. R
grubundaki beyin dokusu MDA diizeylerinin, SC grubu, P+R ve C+R gruplariyla
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli yiliksek oldugu tespit edildi. Bunun yani
sira, R grubundaki SOD enzim aktivitesinin, PC ve C+R gruplariyla karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli disiik oldugu tespit edildi. GSH-Px enzim aktivitesi
acisindan ise gruplar arasinda fark gézlenmedi.

Sonug olarak; biyokimyasal agidan baktigimizda oksidan parametrelerin 1sinlanan
grupta diger gruplardan daha yiiksek ve antioksidan parametrelerin daha diisiik ¢ikmasi
radyasyonun radikal aracilifiyla yaptigi hasar1 gostermektedir. Buna karsilik ise
propolis ve CAPE’nin antioksidan etkisinin oldugu biyokimyasal parametrelerle
anlagilmistir. Radyasyona bagli beyinde olusabilecek hasara karsi propolis ve CAPE’nin
radyoprotektif ajan olarak kullanilabilmesi i¢in farmakolojik ve toksikolojik ¢alismalara
ithtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Radyasyon, Beyin, Antioksidan, Propolis, Kafeik asit fenetil esteri.



IV. ABSTRACT

EFFECTS OF PROPOLIS AND CAFFEIC ACID PHENETHYL ESTER
ON THE OXIDATIVE/ANTIOXIDATIVE STATUS IN RAT BRAIN
EXPOSED TO IONISING RADIATION

Dr. Hilal Alkas
Department of Radiation Oncology
Mentor: Dr. Ahmet Dirier, Associate Professor
December 2012, 42 pages

Propolis and its active component, caffeic asid phenethyl ester (CAPE), were used
as antibacterial, antiinflammatory and antifungal for treatment of several diseases.
Oxygen radical scavanging effects of propolis and antioxidant effects of CAPE by
protecting from lipid peroxidation, and inhibiting ornitine decarboxilase, protein
thyrosine kinase, lipooxygenase activities were reported. The purpose of this study was
to search antioxidant effects of propolis and CAPE on the oxidative stress in rat brain
exposed to total cranium irradiation.

In this study, rats were divided into 6 groups: standart control (SC), control group
of CAPE (CC), control group of propolis (PC), irradiated group (R), CAPE plus
irradiation (C+R) and propolis plus irradiation (P+R) groups. Rats in control groups
were unirradiated. Rats in R, C+R and P+R groups were exposed to total cranium
irradiation of 5 Gy by single fraction. Propolis was administrated to the rats orally for
ten days and first dose was given 1 hour before irradiation. CAPE was administrated to
the rats intraperitoneally for ten days and first dose was given 30 minutes before
irradiation. Rats were sacrified after 10 days and oxidant/antioxidant parameters such as
malondialdehyde (MDA) concentrations, glutathione peroxidase (GSH-Px) and
superoxide dismutase (SOD) activities in rat brain tissues were determined. MDA levels
in the R group were found to be higher than SC, P+R and C+R groups and were
statistically significiant. SOD levels in R group were found to be lower than PC and
C+R group and were statistically significiant. No difference was found between groups
for GSH-Px activities.

As results were evaluated biochemically, compared to the other groups increased
oxidant and decreased antioxidant parameters in the irradiated group indicated damage
of radiation by radicals. In addition, biochemical parameters showed antioxidant effects
of propolis and CAPE. However, pharmocologic and toxicologic researches are needed
for using propolis and CAPE as radioprotective agents against radiation-induced
damage in brain.

Keywords: Radiation, Brain, Antioxidant, Propolis, Caffeic acid phenethyl ester.
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1. GIRIS VE AMAC

Radyoterapi, kanser tedavisinde kullanilan yontemlerden biridir. Radyoterapide
kullanilan radyasyon partikiiler ve elektromanyetik radyasyon olarak ikiye
ayrilmaktadir. Radyasyonunun etkileri direk ve indirek etkiler olarak siniflandirilabilir.
Direk etki DNA’da iyonizasyonla ve indirek etki de ortamdaki suyun iyonizasyonuyla
olusan kimyasal radikallerle meydana gelir (1,2). Radyasyona bagli hiicresel oksidatif
durumdaki degisiklikler proliferasyon, differansiyasyon ve irreversibl hiicre hasarinin
baglamasi ile sonuglanir (3). Oksidatif stres, reaktif oksijen tirleri (ROT) ile
antioksidatif islemlerdeki dengenin ROT olusumu lehine etkilenmesi sonucu meydana
gelir. ROT’a bagl olusan protein modifikasyonu, lipid peroksidasyonu ve DNA zincir
kiriklart gibi hasarlar1 6nlemek igin ROT’u yok edecek ve ROT olusumunu
engelleyecek mekanizmalar ortaya ¢ikar (4,5). Bu koruma mekanizmalar1 Katalaz,
superoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz gibi enzimatik mekanizmalar olabildigi
gibi GSH, tioredoksin ve Vitamin C ve E gibi non-enzimatik mekanizmalarla da
savunma meydana gelebilir (6).

Radyasyon, timor hiicrelerine de saglikli dokulara da toksik oldugundan radyasyon
dozu arttikga normal doku hasari1 da artabilmektedir. Bu nedenle saglikli hiicrelerin
radyasyona olan tepkileri kanser hastalarinda ciddi yan etkilere neden olabilmekte ve
tedavide dozu sinirlayabilmektedir. Normal dokuda radyasyona bagli hasari azaltmak
icin radyoprotektif ajanlarin kullanimi giindeme gelmistir (7-9). Radyoprotektorler,
canlty1 radyasyona karsi koruyan ve daha direngli hale getiren maddelerdir.
Radyoprotektif etki ile serbest radikal iiriinleri etkisiz hale getirilmeye ¢aligilir (10-13).

Propolis, bal arilarinin bitkilerden topladigi re¢ine maddesinin adidir ve ¢ok eski
yillardan beri halk hekimleri tarafindan antibakteriyal, antiinflamatuvar, antifungal
amaglarla ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir.  Propolis; polifenoller,
flavanoid aglikonlar, fenolik asit ve esterleri, fenolik aldehitler ve ketonlar, terpenler,
steroller, vitaminler, seker, mineral elementlerden ve aminoasitlerin karisimindan

meydana gelen zengin biyokimyasal 6gelerden olusur. En fazla flavanoidler, kafeik asit



ve esterleri bulunur ve propolisin biyolojik aktif bilesenleridir. Kafeik asit fenetil ester
(CAPE) propolisin aktif antiinflamatuar komponenti olan fenolik bir antioksidandir.
Propolisin  oksijen radikallerini  temizleyerek etki ettigi, CAPE’nin lipid
peroksidasyonunu onleyerek antioksidan aktivite gosterdigi ve ornitin dekarboksilaz,
protein tirozin kinaz ve lipooksijenaz aktivitelerini inhibe ettigi rapor edilmistir (14-24).

Bu c¢alismanin amaci, siganlarda iyonize radyasyona bagli beyin dokusunda
olusabilecek muhtemel oksidatif hasar ve bu hasarin 6nlenmesinde propolis ve CAPE’

nin antioksidan etkisini arastirmaktir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Radyasyon

Radyasyon bir kaynaktan g¢evreye enerji tasinimidir. Yiiksek enerjili radyasyon,
iyonize radyasyon olarak da tanimlanir ve atomdan elektron koparabilen dolayisiyla
atomu iyonize edebilen radyasyon tiiriidiir. Iyonize radyasyonun biyolojik etkileri
bliylik miktarda DNA hasartyla sonuglanir. Bu etkiler, ya direk olarak DNA
molekiiliinde iyonizasyonla veya indirek olarak ortamdaki suyun iyonizasyonuyla
olusan kimyasal radikallerle meydana gelir (2,25,26).

Radyasyonun direk etkilerinde, hedef dokudaki DNA molekiilleri radyasyon
tarafindan direk etkilenir. Fotoelektrik ve Compton etkilesimleri ile enerjinin
absorbsiyonu sonucu DNA molekiiliindeki atomlar direk iyonize olurlar. Molekiildeki
elektronu uzaklastirmak icin yeterli miktarda enerji absorbe edilmisse bag kiriklari
olusur. Tek veya cift bag kirig1 olmak iizere iki tiir bag kirig1 olusabilir. Tek bag
kiriklar: genellikle hiicre tarafindan tamir edilebilir, ancak c¢ift bag kiriklar1 ¢cogunlukla
hiicrenin 6liimiine neden olur (1).

Indirek etkide ise radyasyona bagli enerji transferi sonucu serbest radikallerin
olusmas1 ve bu serbest radikallerin DNA’y1 etkilemesi sonucu molekiiliin hasari
meydana gelir. Bu etki biiyiik ihtimalle su molekiilleri tizerinden olmaktadir (1).

Radyasyon baslica ti¢ kademede etki gosterir (27).

e Fiziksel Kademe

e Kimyasal Kademe

¢ Biyolojik Kademe

Fiziksel kademe: Canli dokulardaki atom ve molekiiller ile iyonize radyasyon
arasindaki ilk etkilesimdir. Radyasyon enerjisi ile maddenin molekiillerinde uyarilma ya
da iyonlasma meydana gelir. Iyonlasma ile meydana gelen serbest elektronlar diger
komsu atomlarda da iyonlagsmaya neden olur ve bu sekilde zincirleme bir reaksiyon
olusur. Ancak bu ilk reaksiyonlar ile ortaya c¢ikan iirlinler son derece kararsiz

oldugundan kisa siirede sekonder reaksiyonlarin olusmasina yol agarlar (27-29).



Kimyasal kademe: Hasar goren atom ve molekiiller reaksiyona girer ve serbest
radikaller olusur. Bu serbest radikaller ¢ok reaktiftirler, hem kendileri ile hem de
ortamdaki diger molekiillerle reaksiyona girerler (27-29).

Viicuttaki su orani fazla oldugundan, iyonize radyasyondan en ¢ok su molekiilleri
etkilenir. Radyasyon etkisi ile su molekiillerinin uyarilmasi sonucu pozitif yiiklii bir
iyon ve bir serbest elektron olusur (11,28,30). Serbest elektron kisa siirede birgok
sekonder iyonlasma olayina yol agarak enerjisini kaybeder, sonunda da ortamdaki su
molekiilleri tarafindan sarilarak hidrat elektron haline doniisiir. Pozitif yiiklii iyon ise,

hidroksil (OH™) ve hidrojen radikali (H") * ni olusturur.

H,O — H,O" + ¢
e — €aq

H,O" — H" + OH™
g+ H' — H

OH™ ve H radikalleri sadece suyun iyonlasmasi ile gerceklesen reaksiyonlar
sonucunda degil ayn1 zamanda su molekiillerinin uyarilmasi ve uyarilmis molekiiliin
ayrilmasi ile de olusabilirler. Cok reaktif olan OH™ ve H" radikallerinin aralarinda
radikal-radikal reaksiyonlart meydana gelir. Sonugta hidrojen peroksit (H.0,)

molekiilleri olusur.

H + H — Ha
OH" + OH™ — H,0,
H + OH™ — H,O

Olusan serbest radikaller diger su molekiilleri ile de reaksiyona girebilirler. Bunun
yanisira kendi aralarindaki reaksiyonlar sonucunda ortaya ¢ikan iiriinlerle de tekrar

reaksiyona girebilirler.

HO+H  —  Hp+OH"
H0,+ OH™ —  H,0+OH"™



Radyasyonun canlidaki etkinlik derecesi 1sinlama sirasindaki ortamdaki oksijen ile
de artar, bunun nedeni ise serbest radikallerin oksijen molekiilleri ile reaksiyona girerek
H,0, olusturmasidir (28,30,31).

O, + €aq - Oy
0, + H* — HO,’
O, + H — HOZ.
2HO,’ — H>0, + O,

Biyolojik kademe: Bu kademede olusan enzim reaksiyonlart DNA molekiiliinde
hasarlar olusturur. Bu hasarlarin bir kismi onarilabilir ancak bir kismi da onarilamaz ve
hiicrenin 6liimiine yol agar. Isinlanmis hiicrelerdeki asil hedef DNA’dir ve hiicre,
ozellikle boliinme sirasinda radyasyona en duyarl evrededir (10,28,30,32,33).

2.1.1 Radyasyon Hasarini Degistiren Faktorler

Radyasyonun biyolojik etkisi ve yaptigi hasar, radyasyonun tiiriine, fraksiyon
dozuna, hiicre ve biyolojik sistemin tiirline, 1siya, PH degisikligine, oksijen
konsantrasyonuna ve hedef molekiil konsantrasyonuna gore degisir. Bunlarin yani sira
radyoprotektif ve radyoduyarlilastici ilaglar da radyasyon hasarini etkileyebilirler (34).

2.1.2 Radyasyonun Normal Dokular Uzerine Olan Etkileri

Dokular kendini yenileyebilme yeteneklerine gore ikiye ayrilir:

Hizli Turnovera sahip (Tip-H) Dokular: Bu tiir dokularda radyasyon sonrasi
olgun hiicre kayb1 hizli olur, bundan dolay1 radyasyona erken cevap verirler. Bu da
radyasyonun akut yan etkilerinin ortaya ¢ikmasina neden olur. Bu tip dokulara 6rnek
olarak hematopoetik hiicreler, derinin epidermisi, gastrointestinal sistem mukozas1 ve
testis epiteli verilebilir (35).

Yavas Turnovera Sahip (Tip-F) Dokular: Bu tiir dokularda radyasyonun ge¢ yan
etkileri goriiliir. Ornek olarak karaciger, bdbrek, akciger, bag doku, vaskiiler endotel,
mezotel, glial doku, kalp ve endokrin bezler 6rnek olarak verilebilir (35).

2.1.3 Radyasyona Bagh Normal Doku Hasar1

Radyasyona bagli ROT iiretimindeki artisin yaygin doku hasarma yol acgabilecegi

gosterilmistir.  Bununla birlikte radyasyona bagli ge¢ etkilerin olusmasinda ve



ilerlemesinde akut ve kronik oksidatif stresin kismen de olsa etkili oldugunu gosteren
deliller gittik¢e artmaktadir (36-38).

Radyasyona bagli normal doku hasar1 li¢ grupta ele alinir; akut, subakut ve geg
etkiler (39).

Akut etkiler: Birkag saat ile birkag giin igerisinde goriilebilir. En belirgin sekilde
bu etkilerin goriildiigii dokular, kemik iligi, oral mukoza, gastrointestinal sistem
mukozasi, larenks, deri, arterioller ve Kkapillerler, tiikriik bezleri, lenf nodlari, mesane
mukozasi, over, testis olarak sayilabilir (34).

Subakut etkiler: Klinik olarak radyaoterapiden birkag hafta sonra goriiliir. Subakut
hasardan etkilenen dokular; akciger, karaciger, bobrek, kalp, medulla spinalis, beyin
olarak sayilabilir (34,39).

Gec etkiler: Yeterli dozda radyasyon verildiginde tiim dokularda goriilebilir.
Ancak baz1 dokularda ¢ok diisiik radyasyon dozuna ragmen ge¢ etkiler goriilebilir. Bu
dokulara 6rnek olarak, tiroid, meme, hipofiz, kemik, lenf damarlari, endokrin pankreas
gosterilebilir (34).

2.2. Beyin ve Radyasyonun Beyne Olan Etkileri

Beyin, merkezi sinir sisteminin (MSS) 6nemli bir pargasidir ve hem yapisal hem de
biyokimyasal farkliliklara sahip kompleks bir organdir. MSS’nin fonksiyonlarini normal
bir sekilde siirdiirebilmesi i¢in kararli bir fizyolojik ortama ihtiyact vardir. Bu sebeple,
beyin omurilik sivisiyla kan ve kanla sinir sistemi arasinda segici bariyer mekanizmalari
vardir. Su, gazlar, glikoz, elektrolitler ve aminoasitler kandan beyne serbest olarak
gecebilirken, albumin kan beyin bariyerinden gegememektedir (40-42).

Birgok kanser ig¢in uygulanan radyoterapide MSS doz smirlayici faktor olarak
onemli bir yere sahiptir. Ozellikle MSS orjinli primer beyin tiimérlerinin tedavisinde
radyasyonun yan etkileri ve normal beyin dokusunda yol agtigi hasar tedaviyi
giiclestirmektedir (43).

Yeni bulgular radyasyona bagli beyin hasarinin olusumunda kronik oksidatif
stres/inflamasyon ve reaktif oksijen/nitrojen tiirlerinin primer rolii oldugunu
gostermektedir (44).

Beyin diger organlarla karsilastirildiginda ROT olusumu ve detoksifikasyonu

acisindan bazi dezavantajlara sahiptir. Bunun nedenleri su sekilde siralanabilir:



-Beyin viicut agirliginin % 2 sini olusturmasina ragmen, beyin hiicrelerinin tiikettigi
oksijen tiim viicudun harcadiginin % 20 si kadardir, bu da beyindeki oksidatif
fosforilasyon boyunca yiiksek miktarda ROT olusma potansiyelini gosterir.

-Beynin bazi bolgelerinin yiiksek miktarda demir igerdigi bildirilmistir, bu da ROT
olusumunu katalizleyebilir.

-Beyin doymamis yag asitleri iceren lipidden zengindir ve lipid peroksidasyonu i¢in
hedef olusturmaktadir.

-Beyin, karaciger ve bobrekle kiyaslandiginda diisiik-orta derecede SOD, GSH-Px,
katalaz aktivitesine sahiptir (45-49).

2.3. Serbest Radikaller

D1s yoriingelerinde bir veya birden fazla paylasilmamis elektron igeren molekiillere
serbest radikaller denir. Serbest radikallerin temel kaynagi oksijendir (50). Serbest
radikaller baska molekiiller ile ¢cok kolayca elektron aligverisine girerler ve oksidan
molekiiller olarak tanmimlanirlar (51,52). Oksidan molekiiller; reaktif oksijen tiirleri
(ROT), reaktif nitrojen tiirleri (RNT), siilfiir merkezli radikaller olarak sayilabilir (53).
Reaktif oksijen tiirlerinin olusum siirecinde solunum, iskemi/reperfiizyon, yag
asitlerinin oksidasyonu gibi metabolik islemler rol oynayabilir. Biiyiikk oranda
toksiktirler ve DNA, lipid ve enzimleri hasara ugratirlar. Hiicrelerin hiperoksi,
kimyasallar, radyasyon ve lokal doku inflamasyonuna maruz kalmasi intraselliiler ve
ektraselliiler bosluklarda asir1 ROT iiretimiyle sonuglanir. Bu da prooksidan-antioksidan
dengesizligine yol acarak oksidatif strese neden olur. ROT olusumu hiicresel
antioksidan kapasiteyi astiginda hiicre hasar1 veya 6liimii meydana gelebilir (54,55).

Reaktif oksijen tiirleri, siiperoksit (O;"), hidroksil radikali (HO™), alkoksil radikali
(RO™) ve peroksil radikali (ROQO™) gibi oksijen merkezli radikaller ile hidrojen peroksit
(H,0,) ve singlet oksijenden (*O,) olusan oksijen merkezli non-radikaller olmak iizere
iki grupta siniflandirilabilir (56, 57). Reaktif nitrojen tiirleri ise nitrik oksit (NO"), nitrik
dioksit (NO") ve peroksinitrit (OONQ") tiirevlerinden olusmaktadir (4).

Viicutta tretilen radikallerin her zaman tehlikeli kimyasal tiirler olarak
degerlendirilmemesi gerekir. Ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu, steroid yapidaki ¢ok
sayidaki bilesiklerin ve eikozanoidler gibi biyolojik aktif molekiillerin sentezi igin
radikal yapimi sarttir. Biyolojik ihtiyacin ilizerinde tretilen radikaller toksik etkilere

neden olurlar. Cevresel faktorler, ¢esitli kimyasal bilesikler, ¢esitli enfeksiyonlar, doku



travmalart ve bircok diger patolojik durumlar viicutta radikal yapiminda artisa neden
olurlar (58,59).

Serbest radikal kaynaklari baslica endojen ve eksojen kaynaklar olarak
siiflandirilabilir:

-Endojen  kaynaklar; mitokondrial elektron transport zinciri, endoplazmik
retikulum, redoks dongiisii, arasidonik asit metabolizmasi, fagositik hiicreler (monosit
ve makrofajlar vs.) ve endotel hiicrelerdeki oksidatif reaksiyonlar, ksantin oksidaz,
NADPH oksidaz vb.enzimler, otooksidasyon reaksiyonlari olarak sayilabilir.

-Ekzojen kaynaklar ise diyet faktorleri, ¢evresel faktorler, ilaglar, ksenobiyotikler
ve ultraviole ile X-1g1n1 seklinde sayilabilir (60).

2.3.1. Siiperoksit Radikali (O;")

Oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu olusur. Hidrojen peroksit
kaynagr ve gecis metalleri iyonlarinin indirgeyicisidir (52,58). Ayrica siiperoksit
anyonu, hidrojen peroksit, hidroksil radikali veya singlet oksijen gibi diger reaktif
oksijen tiirlerinin olusmasinda 6nemlidir (56). Superoksit, ortamin pH’na bagli olarak
protonlanarak katyon seklinde doniisebilir ve perhidroksi radikali (HO,") ismini alir
(61). Bu radikal de ¢ok reaktiftir ve hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonunu baslatabilir
(58).

2.3.2. Hidrojen Peroksit (H,05)

Hidrojen peroksit molekiilii eslesmemis bir elektron tasimaz ve bu nedenle radikal
bir tiir degildir. Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksitin asil iiretimi siiperoksidin
dismutasyonu ile olur (52, 62).

SOD
20, +2H" > H0,+ 0O,

Hidrojen peroksit; siiperoksit anyonu, hipokloréz asit (HOCI) veya kloraminlerle
reaksiyona girerek singlet oksijen tiretebilir (63).

2.3.3. Hidroksil Radikali (OH™)

Hidroksil radikali canlilarda iki mekanizma ile olusabilir. Bunlardan birisi suyun
yiikksek enerjili iyonize radyasyona maruz kalmasi sonucu ve digeri de hidrojen
peroksitin ge¢is metalleriyle indirgenmesi ile meydana gelir (58).

Hidroksil radikalleri; lipid, polipeptidler, proteinler, DNA ve &zellikle Tiamin ve

Guanozin ile reaksiyona girer. Hidroksil radikali (OH™)” in sebep oldugu en



karakteristik biyolojik hasar lipid peroksidasyonudur. OH™ ‘in baslica hedefi yag
asitleridir. Hiicre zar1 lipidlerinin peroksidasyonu ile zarin yapisini bozar. Hiicre zarinin
gecirgenligini arttirmasi sonucu hiicre 6liimiine neden olabilir. Hidroksil radikali DNA
molekiiliiniin tiim bilesenleriyle tepkimeye girebilir. Hem piirin ve pirimidin bazlarina,
hem de deoksiriboz temeline zarar verebilir. (4,56,58,62).

2.3.4. Singlet Oksijen (*O,)

Singlet oksijen bir non radikaldir. Diger reaktif oksijen tiirlerine kiyasla daha az
toksiktir. Singlet oksijen molekiilii yapisinda iki adet ¢iftlenmemis elektron tasir ve
hiicre membranindaki poliansatiire yag asidleriyle dogrudan reaksiyona girerek lipid
peroksitlerin olusumuna yol agar (56,63-66).

2.3.5. Reaktif Nitrojen Tiirleri (NO', NO;, NO") (RNT)

Nitrik oksit (NO"), tek bir eslenmemis elektronu olan bir serbest radikaldir. Nitrik
oksit, L-arjininden NO sentaz yardimiyla meydana gelir. Sinir iletimi, kan basinci
diizenlenmesi, savunma mekanizmasi, kas gevsemesi ve bagisiklik diizenlenmesi gibi
cesitli fizyolojik siireglerde Onemli bir oksidatif biyolojik sinyal molekiilii olarak
hareket eden bir radikaldir. Nitrik oksit, hem sulu hem de yagh ortamda ¢oziilebilir
oldugu igin sitoplazma ve plazma zarlarindan kolayca gecebilir (61,62,67). Bazi
durumlarda da NO* bir antioksidan gibi davranir ve lipid peroksidasyonundan korur.
Ancak stiperoksid diizeylerinin arttigi durumlarda stiperoksidle reaksiyona girer ve bir
prooksidan olan peroksinitriti olusturur (58).

2.3.6. Peroksinitrit (OONQO")

Peroksinitrit, ¢ok kisa yar1 dmiirlii olmasina ragmen oksidatif doku hasarina neden
olan son derece reaktif bir molekiildiir. DNA boliinmesi ve lipid oksidasyonuna neden
olabilen oksitleyici serbest bir radikaldir (62,68).

2.3.7 Serbest Radikallerin Viicuttaki Etkileri

2.3.7.1. Serbest Radikallerin Lipidlere Etkileri

Serbest radikallere en hassas olan biyomolekiiller lipidlerdir. Poliunsature yag
asitlerinin serbest radikal oksidasyonu, lipid peroksidasyonu (LPO) olarak bilinir. Lipid
peroksidasyonu, c¢oklu doymamis yag asitlerinin radikaller ile oksidasyonu sonucu
baslar ve otokatalitik zincir reaksiyonlar: seklinde uzar. LPO ile olusan membran hasari

geri doniisiimsiizdiir. LPO, OH" radikali ile olusabilir. Hidroksil radikali fosfolipaz
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A2’yi uyararak arasidonik asit salinimina neden olmaktadir ve aragidonik asitten de bir
hidrojen atomu ¢ikararak lipid peroksidasyonunu baslatabilmektedir (4,52,60,64).

Lipid yikim iriinleri de DNA veya proteinlerle reaksiyona girebilir ve
mutajeniktirler. Bunula birlikte, membran bilesenlerinin polimerizasyonuna ve ¢apraz
baglanmasma neden olabilirler. U¢ veya daha fazla ¢ift baga sahip yag asitlerinin
peroksidasyonuyla malondialdehit (MDA) meydana gelir ve MDA tiyobarbutirik asit ile
olgiilebilir. Bu, lipid peroksid seviyelerin dl¢iilmesinde siklikla kullanilan bir metottur.
MDA, yag asidi oksidasyonunun spesifik yada kantitatif bir indikatorii degildir, ancak
lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon gosterir (61).

2.3.7.2. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Proteinlerin,  serbest radikal hasarinda etkilenme derecesi aminoasit
kompozisyonlarina baglidir. Serbest radikallerle etkilesim, doymamis bag ve siilfiir
iceren molekiillerde daha yiiksektir (4). Serbest radikallerin etkisiyle proteinlerin
agregasyonu ile proteinlerde fragmantasyon ve capraz baglanmalar meydana gelir.
Temel yapidaki degisimse proteinin antijenitesindeki degismeye ve proteolize yol
acabilir (52).

2.3.7.3. Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkileri

Serbest radikallerin etkileri sonucu monosakkaritlerin otooksidasyonu ile hidrojen
peroksid ve okzoaldehitler meydana gelirler. Okzoaldehidler de DNA, RNA ve
proteinlere baglanabilme ve aralarinda capraz baglar olusturabilme 6zelligine sahiptir,
dolayisiyla antimitotik etki gosteririler. Boylelikle, kanser ve yaslanma olaylarinda rol
oynarlar (52).

2.3.7.4. Serbest Radikallerin DNA’ya Etkileri

Serbest radikaller DNA’ya etkilerini mutasyona ve hiicre 6liimiine yol agarak
olustururlar. Farkli ROT, DNA hasarlarina farkli yollarla neden olurlar. OH™ radikalleri
DNA’da hasar olusturur. O,” ve H,0, direk DNA hasar1 yapmazlar. OH"™ radikalinin
reaktivitiesi yiiksek oldugundan hiicre iginde diffiize olarak niikleusa ge¢me ihtimali
azdir. OH" radikalinin DNA’ya etki edebilmesi i¢cin ya DNA’da veya ¢ok yakininda
olusmasi1 gerekmektedir. Muhtemel mekanizma membrani kolayca gegebilen H,0,’in
nukleusta Fe-Cu iyonlar ile reaksiyona girerek (Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonlar)
hidroksil radikallerini olusturmasidir. Singlet oksijen ise guanine spesifik olarak

baglanarak hasar meydana getirir. Oksidatif DNA hasarin1 belirlemek i¢in 8-
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hidroksiguanin ve 8-hidroksi—2-deoksiguanozin Ol¢iimii siklikla kullanilmaktadir
(52,56,59,69,70).

2.4. Antioksidan Savunma Sistemleri

Antioksidanlar, lipit peroksidasyonunu, peroksidasyon zincir reaksiyonunu
engelleyerek veya reaktif oksijen tiirlerini toplayarak inhibe ederler. Enzimatik
antioksidanlar siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve katalaz
gibi enzimlerdir. Enzimatik olmayanlar ise tokoferol, b karoten, askorbik asit, iirat,
sistein, seruloplazmin, transferin, bilirubin, melatonin ve albumindir (4,52).

2.4.1. Enzimatik Antioksidanlar

2.4.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

SOD siiperoksit radikalinin H;O,’ye doniisiimiinii katalizler ve siiperoksit
radikalinin zararli etkilerine karsi hiicreyi korur. Ayrica lipid peroksidasyonunu da
inhibe eder (52, 71, 72).

20,2 +2HY 22 L H,0,+ O,

SOD enzimi esas olarak hiicre i¢i yerlesimlidir, %10 kadar1 hiicre disinda bulunur
(4).

SOD iige ayrilir:

e Bakir ve ginko igeren (Cu-Zn SOD) dismutazlar (sitozolik SOD)

e Mitokondride bulunan manganez iceren (Mn-SOD) dismutazlar (mitokondrial

SOD)

e Ekstraselliiler SOD (EC-SOD) (52, 71, 72).

SOD, Fe igeren bir izomere daha sahiptir (Fe-SOD) ve bu da prokaryotlarda
bulunur (4). Mn-SOD enziminin endojen O,¢ radikallerine karsi, Fe-SOD enziminin ise
eksojen radikallere karsi koruyucu etki gosterdigi literatiirlerde ifade edilmektedir
(52,73,74).

2.4.1.2. Katalaz (CAT)

Katalaz, 4 tane hem grubu iceren bir hemoproteindir. Peroksizom olarak
adlandirilan bir hiicre organelinde yer alir ve hidrojen peroksidin su ve molekiiler

oksijene doniisiimiinii etkili sekilde saglar (52,62).
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2.4.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), iki substratindan biri olan H,O, suya, diger
substrat1 organik hidroperoksit alkole indirgenir ve bu sirada da koenzim olan rediikte
glulatyon (GSH) yiikseltgenir. Yiikseltgenmis glulatyon (GSSG), glutatyon rediiktaz
enziminin katalizledigi bir baska reaksiyon ile tekrar indirgenmis glutatyona doniisiir
(75). Bununla birlikte GSH-Px, substrat: olan H,O; i¢in katalazla rekabet eder ve diisiik
derecedeki oksidatif strese kars1 korumada énemlidir (62).

2.4.1.4. Glutatyon -S-Transferaz (GST)

GST’ler toksinlerin biotransformasyonunda dnemli rol oynamaktadirlar (76).

Basta arasidonik asit ve lineolathidroperoksitleri olmak iizere lipid peroksidlerine karsi
GST’lar savunma mekanizmasi olustururlar (52).

2.5. Radyoprotektorler

Radyoterapi tiimor hiicrelerine de saglikli dokulara da toksik oldugundan radyasyon
dozu arttikga normal doku hasar1 da artabilmektedir. Bu nedenle saglikli hiicrelerin
radyoterapiye tepkileri kanser hastalarinda ciddi yan etkilere neden olabilmekte ve
tedavide dozu sinirlayabilmektedir. Normal dokuda radyasyona bagl hasari azaltmak
icin radyoprotektif ajanlarin kullanim1 glindeme gelmistir (7-9).

Radyoprotektdrler, canliyr radyasyona karsi koruyan ve daha direngli hale getiren
maddelerdir. Radyoprotektif etki ile serbest radikal iirlinleri etkisiz hale getirilmeye
caligilir. Bu siiregte bazi eksojen ya da endojen ajanlarin okside edilerek diger hiicre igi
yapilarla etkilesime girmesi engellenir ve kararli bilesikler olusturulur. Serbest radikale
hidrojen atomu baglanmasi da diger bir radyoprotektif etki mekanizmasidir. Radyasyon
etkisiyle R-H seklinde sembolize edilen bir molekiil radikal R metabolitine doniisiir.
Koruyucu etkili ajan ise R radikalinin yapisina bir hidrojen atomu ekleyerek kararli
yapidaki R-H formunun yeniden olusmasini saglar. Karigik disiilfid bilesiklerin
olugsmasi, hiicre bdoliinmesinin yavaglatilmast ve dokularda hipoksi gelisiminin
uyarilmasi ise diger mekanizmalardir. Bununla birlikte, yapilan ¢aligmalarda, ortamin
hipoksik hale getirilmesinin radyoprotektif etkili olabilecegi, tiyol bilesikleri gibi
ajanlarin koruyucu etkilerine fayda saglayabilecegi gosterilmistir (10-13,30,77,78).

Ideal bir radyoprotektif ajanin birtakim 6zellikleri olmalidir; radyasyonun etkilerine
kars1 anlamli bir etki saglamalidir, timorii korumamalidir (normal dokuyu segici olarak

korumalidir), organlarin ¢ogunda genel bir koruma saglamalidir, kabul edilebilir bir
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toksisite profili sergilemelidir ve kabul edilebilir bir uygulama yoluna sahip olmalidir
(oral/intramuskuler) (8,79,80)

Radyoprotektif ajanlar 4 grupta incelenir:

Tiyol bilesikleri (amifostin),

Stilthidril igeren bilesikler,

Analjezikler ve tranklizanlar gibi farmakolojik ajanlar

Diger radyoprotektif etkili bilesikler (WR-1065, vitamin C ve E ve glutatyon gibi)
(11,30).

2.6. Propolis

Propolis, bal arilarinin gesitli bitkilerden topladigi regine maddesinin jenerik
ismidir. Bu madde arilar tarafindan peteklerindeki bosluklar1 kapatmak, i¢ duvarlari
diizeltmek ve igeri girisi engellemek igin kullanilir. Polifenoller, flavanoid aglikonlar,
fenolik asit ve esterleri ile fenolik aldehitler ve ketonlar, terpenler, steroller, vitaminler,
aminoasitlerin karisimindan olusan zengin biyokimyasal 6gelerden olusur. Propolis ve
onun aktif maddelerinin sitostatik, antikarsinojenik ve antitiimdral etkisi hem ‘in vitro’
hem de ‘in vivo’ olarak ispatlanmistir. Propolisin immunomodulator etkileri de
gosterilmistir (81-91). Propolisin lipid peroksidasyonu {izerine olan inhibitdr etkileri ve
radikal temizleyici aktiviteleri antiinflamatuar aktiviteye sahip oldugunu gdstermektedir
(92,93). Son zamanlarda propolisin siklooksijenaz aktivitesini inhibe ettigini, kokainle
benzer etkiye sahip oldugunu ve biyolojik dokularda rejeneratif etki gosterip kanser
hiicrelerine kars1 da antineoplastik aktivitesi oldugunu gdsteren ¢aligmalar mevcuttur
(94-97).

2.7. Kafeik Asit Fenetil Esteri (CAPE)

Kafeik asit fenetil esteri (CAPE) halk arasinda tiiketilen ve yillardan beri saglik i¢in
faydali oldugu bilinen bir bilesiktir. CAPE, propolisin aktif antiinflamatuar komponenti
olan fenolik bir antioksidandir (98,99). Yapilan ¢alismalarda CAPE nin antiinflamatuar,
immunomodulator ve antioksidan etkisinin oldugu gosterilmistir (100-102). CAPE’nin
kanserden koruyucu etkileri oldugu ‘in vitro’ ve ‘in vivo’ olarak gosterilmistir
(99,103,104). Ayrica CAPE’nin renal dokuda, spinal kord ve beyinde iskemi-
reperfiizyona bagli lipid peroksidasyonunu onledigi gosterilmistir (105).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Gaziantep Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun
18.05.2010 tarih ve 05.2010-25 numarali onay1 alindiktan sonra Gaziantep Universitesi
Hayvan Laboratuvari, Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali, Tibbi Biyokimya ve
Klinik Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvari ve Radyasyon Onkolojisi
Anabilimdali’nda yapildu.

3.1. Calisma Tasarimu:

Bu caligmada ortalama agirliklar1 220 + 25 g arasinda olan 54 adet albino cinsi
erkek sigan kullanildi. Standart kontrol ve diger kontrol gruplarinda 8’er, diger
gruplarda 10’ar adet sigandan olusan toplam 6 grup olusturuldu.

1) Standart Kontrol Grubu (SC): Bu gruptaki sicanlar 10 giin boyunca sadece
standart yem ve su ile beslendi.

2) 1. Kontrol Grubu (CC): Bu kontrol grubu kafeik asit fenetil esteri (CAPE)
verilen grubun kontrol grubu olarak kabul edildi ve bu gruptaki siganlara 10 giin
boyunca 0.25 ml dimetil siilfoksit (DMSO) intraperitoneal (i.p) olarak enjekte edildi. 10
giin boyunca normal yem ve su verildi.

3) Il. Kontrol Grubu (PC): Bu kontrol grubu propolis verilen gruplarin kontrol
grubu olarak kabul edildi. Bu gruptaki sicanlara 10 giin boyunca 0.25 ml serum
fizyolojik gavaj yolu ile verildi. 10 giin boyunca normal yem ve su ile beslendi.

4) Isinlama Grubu (R): Bu gruptaki siganlara 1. giin 5 Gray (Gy) tek doz 1sinlama
ile birlikte 10 giin siire ile ve ilk dozu 1s1nlamadan 30 dakika once olmak {izere 0.25 ml
serum fizyolojik i.p yapildi.

5) Kafeik Asit Fenetil Esteri + Isinlama Grubu (C+R): Kafeik Asit Fenetil Esteri
DMSO’da ¢ozdiiriildiikten sonra bu gruptaki siganlara 1. giin 5 Gy tek doz 1sinlama ile
birlikte 10 giin siire ile ve ilk dozu i1sinlamadan 30 dakika once olmak iizere 10

umol/kg/glin CAPE i.p olarak verildi.
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6) Propolis + Isinlama Grubu (P+R): Propolis DMSO’da ¢ozdiiriildiikten sonra
bu gruptaki si¢anlara 1. giin 5 Gy tek doz 1sinlama ile birlikte 10 giin siire ile ve ilk dozu
1sinlamadan 1 saat dnce olmak tizere 80 mg/kg/glin propolis gavaj yolu ile verildi.

3.2. Hayvanlar ve Bakim

Sicanlar 1ginlamadan en az bir hafta 6nce karantinaya alindi. Calismaya alinan
hayvanlar 21°C sicaklikta, 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik sikliisii olan bir ortamda
tutuldu. Hayvanlarin agirligi 220 + 25 g arasinda olup standart sican yemi ile beslendi.
Calismaya baslamadan Once yapilan muayenede saglik durumu elverisli olmayan
siganlar ¢calismanin disinda birakildi.

3.3. Radyasyonun Uygulanmasi

Kontrol grubundaki siganlar hari¢ diger gruptakilere 50 mg/kg i.p ketamin ile
anestezi uygulandi ve siganlar ylizlistii pozisyonda 1gimnlama diizenegi iizerine Resim 1’

de gorildiigii sekilde yerlestitirildi.

Resim 1. Si¢anlari 1sinlama diizenegi

Siganlarin kafa bolgesine Theratron Equinox marka 1000 model Co 60 teleterapi

cihazi ile tek fraksiyonda 5 Gy isinlama yapildi (Resim 2).
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Resim 2. Siganlarin Co 60 cihazinda 1isilanmasi

3.4. Beyin Dokularmin Elde Edilmesi ve Siipernatantin Hazirlanmasi

Sicanlara 11. giinde 50 mg/kg i.p ketamin ile anestezi yapildi. Toraks agilarak
kalpten kan 6rnegi alindi. Sakrifiye edilen siganlarin beyinleri ¢ikarildi.

1 gr beyin dokusu tartildi ve iizerine 9 hacim %0.9 NaCl ilave ederek 1:10
sulandirild1 (w/v) ve homojenizatér yardimiyla doku 1 dakika boyunca buz igerisinde
homojenize edildi. Daha sonra +4 °C’de 10.000 g’de 60 dakika santrifiij edildi.
Hazirlanan siipernatant bagka bir tiipe alindi. Biyokimyasal degerlendirmenin yapilacagi
zamana kadar -80 °C’de derin dondurucuda saklandi. Oksidan/Antioksidan
parametreleri (MDA, SOD, GSH-Px) hazirlanan bu siipernatanttan spektrofotometre ile
calisild.

3.5. Protein Tayini

Beyin dokusu igin protein tayini Bradford yontemiyle yapildi (106). Standart egri
icin si@ir serum albumini ihtiva eden 25-300 pg’lik seri ¢ozeltiler hazirlandi. 0.1 ml
¢ozelti, 5 ml Coomassie Blue boya reaktifine katildi. 5 dk sonra 595 nm’de absorbansi
Olctildii. Hesaplamalar standart egriye gore yapildi.

5 ml Coomassie Blue boya reaktifi

100 mg Coomassie Blue G alindi, 50 ml %95’lik etil alkol i¢inde ¢6ziildii. Bu
soliisyona 100 ml (%85°lik) fosforik asit (H3POy,) ilave edildi ve toplam hacim distile su

1000 ml’ye tamamlandi.
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3.6. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivite Tayini

Kullanilan Reaktifler

1. 0.3 mmoL/L ksantin: 9.13 mg ksantin bir miktar distile suda ¢oziildiikten sonra
son hacim 200 mL'ye tamamlandi.

2. 0.6 mmoL/L etilendiamin tetraasetik asit—2 Na tuzu (EDTA): 25 mg EDTA bir
miktar distile suda ¢6ziildii ve sonra son hacim 100 mL’ye tamamlandi.

3. 150 umoL/L nitrobluetetrazolyum (NBT): 12.3 mg NBT bir miktar distile suda
¢Oziildii ve sonra son hacim 100 mL’ye tamamlandi.

4. 400 mmoL/L Na2CO3: 2.54 gr Na2CO3 bir miktar distile suda ¢oziildii ve sonra
son hacim 60 mL’ye tamamlandi.

5. 1 gr/L bovin serum albumin (BSA): 30 mg BSA {izerine yaklasik 15 mL distile
su ilave edildi. Kopiirtmeden alt st edilerek karistirildi. Son hacim distile su ile 30
mL’ye tamamlandi. Isik gecirmeyen sisede +4° C' de saklandi. Ilk bes ¢dzeltinin
yukarda belirlenen miktarlari karistirtlarak 6lglim reaktifi hazirlandi. Koyu renkli sisede,
+4 °C' de saklandu.

6. 2 mol/L (NH4)2S04: 2.64 gr (NH4)2S04 alinip 10 mLdistile suda ¢6ziildii.

7. 167 U/L ksantin oksidaz (XO): Enzim ¢ozeltisi ¢alisma esnasinda hazirlandi.
Bunun i¢inden 10 pL XO alinip lizerine, 2 mol/L'lik (NH4)2SO4 ¢ozeltisinden 1 mL
eklendi. Tiip birkag kez altiist edilerek karistirildi.

Testin prensibi: SOD aktivitesi, Sun ve ark. (107) tarafindan tanimlanan NBT
indirgenmesi yontemiyle ¢aligildi. Reaktif icerisinde bulunan ksantin, ksantin oksidaz
tarafindan hipoksantine oksitlenirken ortaya ¢ikan siiperoksit radikali numunede mevcut
SOD igin substrat gorevi goriir. Ortamda bulunan siiperoksit radikali NBT'yi
indirgeyerek mavi renkli formazan olusur. Olusan bu formazanin 560 nm’de absorbansi

olgiildii. SOD ¢aligsma semasi Tablo 1’ de gosterilmistir.
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Tablo 1. SOD ¢aligma semasi

Koér (mL) Numune (mL)
Substrat soliisyonu 2.45 2.45
Stipernatant 0.5
Distile su 0.5
X0 0.05 0.05

Tiipler oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edilir

SOD aktivitesinin hesaplanmasi
Bir SOD Unitesi; NBT rediiksiyonunu %350 oraninda inhibe eden enzim
aktivitesidir.
% inhibisyon = [(Akor - Anumune) / Akdr | x100
Akor: Koriin absorbansi
Anumune: Numunenin absorbansi
Aktivite (U/mL) = [ (% inhibisyon/50 x0,5) x Diliisyon Faktorii |
Spesifik Aktivite (U/mg protein) = [(U/mL) / (mg/mL protein)]
SOD aktivitesi (U /mg Hb) = [SOD aktivitesi (U /mL) / Hb degeri (mg/mL)]
3.7. Malondialdehid (MDA) Miktar Tayini
Ohkawa ve ark. (108) tarafindan tanimlanan metoda gore ¢alisilmistir. Bu metot,
MDA’nin tiyobarbitiirik asitle (TBA) reaksiyona girerek 532 nm dalga boyunda
maksimum absorbans vermesi prensibine dayanir.
Kullanilan Reaktifler
1. %8.1°1ik SDS: Sodyum dodesil siilfat (SDS) 8.1 gr tartilip, distile su ile 100 ml’ye

tamamlandi.
2. %20’1lik Asetik asit: Asetik asit 20 ml alinip, distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.
3. %0.8’lik TBA: Tiyobarbitlirik asit 0.8 gr gr tartilip, distile su ile 100 mL’ye
tamamlandi. Doymus NaOH ile pH: 3.5’e ayarlandu.
4. n-biitanol / pridin (nB / Pri ) Cozeltisi (v/v; 15/1)
MDA ¢alisma semas1 Tablo 2’ de gosterilmistir.
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Tablo 2. MDA ¢alisma semasi

Cozelti Tiipler (ml)
Doku homojenati 0.2
Sodyum dodesil siilfat 0.2
Asetik asit 15
Tiyobarbitiirik asit 15

Bu reaksiyon karisimi distile su ile 4 mL’ye tamanlandi. 95 °C’de 60 dk inkiibe
edildi. Tiipler sogutuldu ve her tiipe 1 ml distile su ilave edildi. Her tiipe 5 ml butanol-
pridin ¢ozeltisi kondu. Karisim vortekslendi ve 3000 g’de 10 dk santrifiij yapilarak
tiiptin iist kisminda bulunan siipernatant spektrofometrik 6l¢iim i¢in kullanildi. Kor tiip
icin doku homojenat1 yerine su ilave edildi. Her 6rnegin absorbansi 532 nm dalga
boyunda 6l¢iildii.

Hesaplama

Elde edilen absorbans degerleri molar ekstinksiyon katsayisi (1.56x10° cm™M™)
kullanilarak hesaplandi. Degerler nmol/mg protein cinsinden ifade edildi.

3.8. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktivite Tayini

Testin Prensibi: GSH-Px, Paglia ve Valentina metoduna uygun olarak ol¢iildi
(109). Bu metotta, ortamda bulunan GSH-Px enziminin kataliziyle H,O,’nin H,O ve
O’e ¢evrilmesi ve bunun da rediikte GSH’1 okside GSH’a (GSSQ) ¢evirmesi prensibine
dayanmaktadir. GSSG’nin olusum hizi deney ortamindaki NADPH’im NADP’ye
yiikseltgenmesi ile absorbansta meydana gelen azalmanin 340 nm’de takibiyle
hesaplanir.

Enzim tnitesi: Birim zamanda okside olan NADPH’1n mikromol miktaridir.

GSH-Px Tayininde Kullanilan Cozeltiler
1. GSH (150 mM): 50 mg GSH 1 ml tamponda ¢oziildii.

2. NaN3 (1 mM): 65 mg NaN3 1ml tamponda ¢oziildii.

3. NADPH (3 mM): 5 mg NADPH alindi, Iml tamponda ¢6ziildii.

4. GR (100/ml): 30 mg enzim 1 ml 3.2 M (NH,4),SOz ile ¢oziilerek kullanildi.
5. H,07 (50 mM): 15uL Hy0O; alinip, 5 ml tampona konuldu.

6. Tampon (pH 7.50 mM fosfat tamponu ):

A: Na;HPO4:50 mM, 7.1 gr/L B: KH,P0O4:50 mM, 6.8 gr/L



600 ml A + 400 ml B + 2.08 gr Na;EDTA seklinde hazirlandi.
GSH-Px ¢aligma semasi Tablo 3’ de gosterilmistir.

Tablo 3. GSH-Px calisma semasi

Reaktifler Tiipler (mL)
Fosfat Tamponu 2.65

Rediikte GSH 0.1

NADPH 0.1

GRD 0.01

NaN3; 0.01

Numune 0.02
Karistirilip 37 °C sicaklikta 30 dk inkiibe edildi.
H20, 0.1

20

5 dk boyunca 340 nm’de meydana gelen absorbans azalmasi takip edilerek kaydedildi.

Hesaplama
1 Unite: Bir dakikada okside edilen NADPH'in mikromol cinsinden miktaridir.

A/txVtx 10°
U/L( mikromol/dk/L) = x Df
ExVsxL
E = NADPH'in ekstinksiyon sabiti (6.22x 10° L. mol™.cm ™)
Vt = Total reaksiyon hacmi (ml)

Vs = Total reaksiyon i¢indeki numune hacmi (ml)
L=Kiivet ¢ap1 cm

A/t = Dakikadaki absorbans degisimi

10° = Moliin mikromole ¢evrim sabiti

Df=diliisyon faktorii

Spesifik aktivite (U /gr protein) = (U /L) / (gr/L protein)
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3.9. Istatistiksel Analiz

Stirekli degiskenlerin normal dagilima uygunluk kontroliinde Kolmogorov Smirnov
testi kullanilmistir. Normal dagilima sahip degiskenlerin grup karsilastirilmasinda one
way ANOVA testi kullanilmistir. Gruplar arasindaki analizler i¢in Post Hoc Bonferroni
testi kullanilmistir. Tanitict istatistik olarak frekans, yiizde ve ortalamatstd. sapma
degerleri verilmistir. Istatistiksel analizler i¢in SPSS for Windows version 11.5 paket

programi kullanilmis ve p<0.05 istatistiksel olarak anlaml1 kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Calismaya alinan 6 grubun ortalama SOD, GSH-Px ve MDA degerleri Tablo 4’ de
verilmigtir.

Tablo 4. Gruplarin ortalama SOD, GSH-Px ve MDA degerleri

SOD GSH-Px MDA
mean+SD mean+SD mean+SD
(U/mg (U/mg (uMol/mg
protein) protein) protein)
1. Grup (SC) 691.26+149.78 | 990.05+85.96 9.13+1.11
2. Grup (CC) 579.12+105.69 | 1099.05+335.85 | 10.49+1.78
3. Grup (PC) 705.54+147.44 | 910.86+94.55 11.03+0.60
4. Grup (R) 504.93+115.76 | 929.69+192.68 | 12.60+1.25
5. Grup (C+R) 720.70+142.01 | 956.51+149.31 | 8.24+2.28
6. Grup (P+R) 659.98+137.27 | 871.47+130.56 | 8.61+1.80

SOD enzim aktivitesi ac¢isindan yapilan Kkarsilastirmalarda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark vardi (p=0.006). Isinlanan (R) gruptaki siganlarda diger
gruplarla kiyaslandiginda ortalama SOD enzim aktivitesi en disiiktii. R grubu ile PC
(p=0.04) ve C+R (p=0.01) gruplar1 arasinda istatistiksel anlamli fark vardi. Diger
gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark yoktu (p>0.05). Beyin dokusu SOD

diizeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil 1°de gosterilmistir.



23

800

700 4

600 -

ortalama SOD

500 «

400 |

3 4 5 6
GRUPLAR

Sekil 1. Gruplarin beyin dokusu SOD diizeyleri

MDA diizeyi agisindan karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark vardi (p<0.0001). Isinlanan (R) grupta MDA diizeyi en yiiksekti. R grubu
ile SC (p=0.001), C+R (p<0.0001) ve P+R (p<0.0001) gruplari arasinda anlaml fark
vardi. PC grubu ile C+R (p=0.009) ve P+R (p=0.039) gruplar1 arasinda anlamli fark
vardi. PC grubunda MDA diizeyi C+R ve P+R gruplarindan daha yiiksekti. Diger
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p>0.05). Beyin dokusu MDA

diizeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil 2°de gosterilmistir.
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Sekil 2. Gruplarin beyin dokusu MDA diizeyleri
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GSH-Px enzim aktivitesi agisindan gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark

yoktu (p=0.17). Beyin dokusu GSH-Px diizeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil 3’ de

gosterilmistir.
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Sekil 3. Gruplarmn beyin dokusu GSH-Px diizeyleri.
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5. TARTISMA

Radyoterapi, kanser tedavisinde kullanilan 6nemli tedavi yontemlerinden biridir ve
kanser hastalarinin yaridan fazlasina radyoterapi uygulanmaktadir. Radyasyon tedavisi
ile etkin doza c¢ikarken radyoterapi sahasi igerisinde kalan saglam dokular da
etkilenebilmektedir. Normal dokuda meydana gelen hasar o dokunun radyasyona olan
duyarliligina gore degistiginden radyasyonun biyolojik sistem ve organlara olan
etkilerini bilmek 6nemlidir. Bu nedenle iyonize radyasyonun dokular ve hiicreler
tizerine akut ve geg etkilerinin arastirilmasi 6nemlidir (29,30).

Radyasyona bagli oksidatif stres olusumu ve bunun neticesinde meydana gelen
serbest radikal olusumuna antioksidanlarin etkileri lizerine yapilan ¢alismalar 6nemlidir.
ROT un hiicre i¢i seviyesininin yiikselmesinin hiicresel yapilari hasarlayabilecegi ve bu
hasarin da birgok hastaliklara yol agabilecegi bildirilmistir (110,111). Radyasyonun
hiicreye verdigi hasar tiplerinden biri olan lipid peroksidasyonu ile hiicre zarinin lipid
yapisinda degisiklikler meydana gelir. Sonugta zarmn islevinin bozulmasiyla olusan
serbest radikallerin hiicre hasarina yol a¢tig1 diisiiniilmektedir. Olusan bu serbest oksijen
radikali tiirlerinin dogrudan Ol¢iilmesi degisken yapilari nedeniyle ¢ok giictiir. Esas
olarak, c¢alismalarda okside triinlerin olusumundaki artiglar1 gosteren Olgiimler
kullanilmaktadir. Ornegin MDA miktar1 TBA testi ile dlgiilmekte ve bu yontem lipid
peroksit diizeylerinin belirlenmesinde siklikla kullanilmaktadir (10).

Radyasyona maruz kalma anindaki oksidatif hasarin biyiikligli hiicredeki
antioksidan savunma sistemi ile ROT arasindaki dengeye dayanir. Dengenin ROT
tarafina kaydirilmasi demek hasarin artmasi demektir (112). Temel antioksidanlar
nonenzimatik ve enzimatik olmak tizere iki ana gruba ayrilirlar. Enzimatik olanlar SOD,
GSH-Px, GST, GR, CAT ve nonenzimatik olanlar GSH, C vitamini, E vitamini,
karotenler olarak orneklendirilebilir (6). Santral sinir sisteminde endojen antioksidan
miktart nispeten diisiik seviyede oldugundan oksidatif hasara kars1 hassastir (113,114).
Beyindeki major serbest radikal temizleyici enzimler SOD ve GSH-Px dir. Siiperoksit

dismutaz O;i, H,0,’e doniistiiriir. Glutatyon peroksidaz ise H,O,’yi H,O ve O;’ye
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doniistiiriir ve detoksifiye eder. SOD’un serbest radikallere bagli hasardan hiicreleri
koruyabildigi bildirilmistir (115, 116). Ayrica SOD’un, hiicre kiiltiirlerinde iyonize
radyasyon, timor nekroz faktor ve interlokinl’in olusturdugu serbest radikallere karsi
koruyucu oldugu gosterilmistir (117).

Beyinde radyasyona bagli olusan oksidasyon durumunda degisen parametreleri
aragtiran birgok calisma vardir (118-122). Tiim viicut radyoterapisinin farkli yas
grubundaki ratlarda beyin dokusu lipid peroksidasyonu ve antioksidan sistem
parametreleri {izerine etkilerini arastiran bir ¢alismada 1 haftalik, 4 haftalik, 12 haftalik
ve 1 yasindaki ratlara radyoterapi uygulanmis. Bu yaklagim, 1 haftalik ratlarin,
insanlarda yenidogana, 4 haftalik ratlarin ergene, 12 haftalik ratlarin erigskine ve 1
yasindaki ratlarin yasliya tekabiil edebilecegi varsayimina dayandirilmis. Radyoterapi
verilen eriskin (12 haftalik) ratlarda beyin dokusunda, kontrol gruplariyla
karsilagtirildiginda, SOD, GSH-Px ve CAT enzim aktivitelerinde ve MDA
diizeyinlerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik olmadigi rapor edilmis (118).

Collins-Underwood ve ark. (122) tarafindan yapilan ¢alismada molekiiler oksijeni
superoksit anyonuna doniistiiren bir enzim olan NADPH-oksidaz’in beyin 1simlamasi
yapilan ratlarin ‘in vitro’ kiltiirlerinde azaldigi gosterilmis. Isinlama 6ncesi NADPH
oksidaz inhibitdrleriyle tedavi edilen ratlarda radyasyonla indiiklenen hiicre i¢ci ROT
artisinin 6nemli 6l¢iide engellendigi rapor edilmis.

Kojima ve ark. (119) tarafindan yapilmis olan bir ¢alismada, diisiik doz (50 cGy)
gamma-isini ile 1s1nlamanin fare beynindeki endojen antioksidan potansiyeli indiikledigi
gosterilmis. Bu nedenle diisiik doz i1sinlamanim ROT’lara bagli olusan Parkinson ve
Alzheimer hastaligi gibi birgok norodejeneratif hastaliklardan korumada veya
tedavisinde etkili olabilecegi rapor edilmis.

Aragtirmalarda, beyin dokusunda lipid peroksidasyonunun gostergesi olarak MDA
diizeyi, antioksidan etkinligi belirlemede ise SOD, GSH-Px, CAT ve XO enzim
aktiviteleri O6l¢ii olarak alinmistir. Calismamizda, iyonize radyasyona bagli beyin
dokusunda SOD, GSH-Px enzim aktiviteleri ve MDA diizeyindeki degisiklikler
oOlgiilerek oksidan/antioksidan sistem degerlendirildi ve sicanlara verilen propolis ile
CAPE’nin antioksidan etkinliginin olup olmadig: arastirildu.

Beyin dokusunda, radyasyona bagli olusabilecek oksidatif hasara karsi

radyoprotektif etkinligi degerlendirmek igin amifostin (123), edaravone (124),
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melatonin (125), NO (126) gibi maddelerle yapilmis birgok ¢alismaya literatiirde
rastlamak miimk{indiir.

Neonatal ratlarda yapilmis bir calismada amifostinin, ROT temizleyici etki
gosterdigi ve radyasyona bagli hasar1 onledigi gosterilmis, dolayisiyla ROT olusumu
nedeniyle olusan beyin hasarlarinda kullanilabilecegi rapor edilmis (123). Bir diger
calisgmada da tim viicut 1sinlamasi yapilan ratlara i1sinlama Oncesi benzer sekilde
amifostin uygulanmis ve beyin gri ve beyaz cevherindeki degisiklikler FTIRM and SR-
FTIRM kullanilarak degerlendirilmis. Sonugta beynin her iki bolgesinde de radyasyona
bagli hasardan amifostinin 6nemli 6lgiide koruyucu etki gosterdigi rapor edilmis (127).

flhan ve ark. (128) tarafindan tavsanlar {izerinde yapilan galismada spinal kordda
CAPE ve metil prednizolonun iyonize radyasyon hasarina karsi koruyucu etkisi
arastirtlmis. Spinal kordda MDA seviyeleri, SOD, CAT enzim aktiviteleri ve
histopatolojik degisiklikler degerlendirilmis. MDA seviyelerinin CAPE verilen grupta
metil prednizolon grubuna gore belirgin olarak diisiik oldugu ve doku hasarinin CAPE
grubunda kontrol grubuyla kiyaslandiginda goriilmedigi rapor edilmis.

Yilmaz ve ark. (129) tarafindan CAPE ile yapilan bir ¢alismada streptozosinle
diabetik olan siganlarin karacigerinde MDA seviyeleri, SOD ve CAT enzim aktiviteleri
aragtirtlmis. Karacigerdeki MDA seviyelerinin, diabetik siganlarda kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda artmis oldugu ve CAPE verilen grupta kontrol grubunun diizeyinde
kaldigi rapor edilmis. CAPE verilen siganlarda SOD ve CAT aktivitelerinin azaldigi
tespit edilmis. Bunun nedeni ise CAPE’nin serbest oksijen radikallerini temizleyici
etkisinden dolayr diabetik sican karacigerinde SOD ve CAT aktivitelerinde artisi
engellemesi olarak agiklanmus.

Literatlirde, iyonize radyasyon uygulanan sicanlarda beyin dokusundaki
oksidan/antioksidan sistem tizerine propolis ve CAPE’nin etkilerinini arastiran bir
calismaya rastlanmamaistir.

Calismamizda, beyin dokusunda 1sinlamaya bagli SOD, GSH-Px enzim aktiviteleri
ve MDA diizeylerindeki degisime propolis ve CAPE’nin etkisinin olup olmadigini
arastirdik.

Malondialdehit, lipid peroksidasyonunun son {irtiniidiir ve oksidatif stresin
degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan 6nemli markirlardandir. Oksidatif stresin

neden oldugu lipid peroksidasyonu sonucu MDA diizeylerini arttiracagini destekleyen
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literatiirde ¢ok sayida galismaya rastlanabilir (130-133). Bizim ¢alismamizda, 1sinlama
yapilan siganlarda (R), beyin dokusu MDA diizeyi kontrol grubundaki siganlarla
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir artis gosterdi (p<0.05). Isinlama yapilan
siganlarda (R) olgiilen MDA diizeyi, CAPE+isinlama (C+R) ve propolis+isinlama
(P+R) yapilan gruplarla karsilagtirildiginda anlamli diizeyde yiiksekti (p<0.05). R
grubunda yiikselen MDA diizeyinin, P+R ve C+R gruplarinda anlaml sekilde diismesi
propolis ve CAPE’nin antioksidan 6zelligini desteklemektedir. P+R ve C+R gruplarinda
MDA diizeyi kontrol gruplariyla karsilastirildiklarinda istatistiksel olarak anlamli bir
azalma gostermistir, bu durum da propolis ve CAPE’nin antioksidan ozelligini
desteklemektedir.

Iyonize radyasyon nedeniyle olusan serbest oksijen radikallerinin dismutasyonu
SOD enzimi tarafindan yapilirken bir taraftan da bu radikalller SOD enziminin protein
yapist tzerinde hasarlar olusturmaktadir. Zamanla bu hasarlar enzimin {i¢ boyutlu
yapisinda degisimlere neden olabilir ve enzimi aktivite kaybma ugratabilirler. SOD
enziminin aktivite kaybi1 organizma tarafindan gen diizeyinde up-regulasyon
mekanizmas: ile kompanse edilebilir (134,135). Calismamizda, SOD enzim aktivitesi
bakimindan karsilastirildiginda, 1sinlanan siganlarda (R) SOD enzim aktivitesi, propolis
kontrol grubu (PC) ve CAPE+isinlama grubuna (C+R) gore istatistiksel olarak anlaml
derecede diisiik bulundu (p<0.05). R grubunda azalan SOD enzim aktivitesinin, C+R
grubunda anlamli  gsekilde yiikselmesi CAPE’nin  antioksidan  6zelligini
desteklemektedir.

GSH-Px enzim aktivitesi agisindan degerlendirildiginde ise gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamigtir. Bu durumda iyonize radyasyon
maruziyeti sonrast GSH-Px i¢in ya hasarlanan proteinler tamir edilmistir ya da aktivite

kayb1 enzim sentezinin arttirilmasi yoluyla yerine konmustur diyebiliriz.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu caligmamizda, sicanlarda radyasyona bagli beyinde olusabilecek oksidatif
hasara karst propolis ve CAPE’nin antioksidan etksinin oldugu biyokimyasal
parametrelerle gosterildi. Yaptigimiz ¢alisma, propolis ve CAPE’nin radyoprotektif ajan

olarak etkisinin olabilecegini diisiindiirmektedir ve destekleyici farmakolojik ve

toksikolojik caligsmalara ihtiyag¢ vardir.
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