GIRIS

Metabolizma i¢in gerekli esansiyel bir eser element olan cinkonun, insan sagligi
bakimindan Sneminin anlasilmasi ancak son yillarda olmustur.'”® Cinko, 300°den fazla
enzimin biyolojik fonksiyonlar1 icin gereklidir. Cinko, DNA sentezinde, normal
biiylimede, beyin gelisiminde, davranigsal cevapta, iiremede, fetal gelisimde, membran
stabilitesinde, kemik formasyonunda ve yara iyilesmesinde gorevli enzimlerin
katalizlenmesinde gereklidir. *'*

Serbest radikallerle ilgili yapilan pek cok calisma ¢inkonun antioksidan ve tedavi
edici ajan olarak 6nemini vurgulamaktadir. Cinkonun antioksidan etkisini indirek yolla;
hiicre membran yapisin1 koruyarak, siiperoksit dismutaz (SOD) enziminin yapisina
katilarak, metallotiyoneinin doku konsantrasyonlarini arttirarak, tiol grubu iceren
proteinlerin oksidasyonunu engelleyerek ayrica kritik bolgelerde demir ve bakir gibi
redoks reaktif metallerin yerine gecerek gerceklestirdigi bilinmektedir.''*"*

Cinkonun oksidatif stres yoklugunda roliiniin ne olacagi yoniinde fazla calisma
bulunmamaktadir. Yakin zamanda yapilan bir c¢alismada c¢inkonun saglam beyin
hiicrelerinde oksidatif stresi uyardigina yonelik kanitlar elde edilmistir. Bu nedenle saglikli
ratlarda ¢inko ilavesinin oksidan-antioksidan sistemi nasil etkileyecegini arastirmayi
hedefledik. Cinkonun oksidatif stres yoklugunda doza bagli olarak farkli dokularda
oksidan-antioksidan sisteme etkilerini arastirirken lipit peroksidasyon belirteci olarak
MDA (Malondialdehit) diizeylerini, protein oksidasyon belirteci olarak AOPP (ileri diizey
okside protein iiriinleri) diizeylerini, antioksidan parametreler olarak SOD, glutatyon-S-
transferaz (GST), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon rediiktaz (GR), aktivitelerini

inceledik. Farkli dozlardaki ¢inkonun etkilerini de histolojik bulgularla desteklemeye

calistik.



GENEL BILGILER

Biitiin canli dokularda bulunan, eksikliginde tiire gore farklilik gostermeksizin ayni
bozukluklarin meydana geldigi ve eksikliginin giderilmesiyle de bu bozukluklarin ortadan
kalktig1 elementler esansiyel element olarak tanimlanir. Dogada bulunan 96 elementten biri
olan cinko da esansiyel bir elementtir.'?’

Cinko, atom numaras1 30, atom agirligit 65,409 g/mol olan bir elementtir ve
yeryliziinde en sik goriilen elementler icinde yirmi besinci sirayr almaktadir. Cinko
biyolojik sistemlerde yalnizca 2 degerlikli olarak bulunur. ZnO, ZnCO, ve ZnSiO, gibi
bilesimler halindedir. Cinkonun ilk tanimlanmas1 1509 yilinda Erasmus Ebener tarafindan
yapilmigtir. Canlida c¢inkonun onemi 1869’da Raulin’in Aspergillus Niger adli siyah
ekmek mantarinda biiyiime i¢in gerekli oldugunu gostermesiyle anlagilmistir. 1926’da daha
yiiksek bitkilerin ve 1934’de sicanlarin gelismesi icin ¢inkonun gerekliligi ortaya
konulmustur. 1940 yilinda Keilin ve Mann tarafindan karbonik anhidrazin %0,3 ¢inko
iceren bir ¢inko metalloenzimi oldugu gosterilerek ilk spesifik biyolojik fonksiyonu
tanimlanmistir.  1956’da  Vallee ve ark.’lar1 sirozlu hastalarda c¢inko eksikligini
bildirmislerdir.®® 1943 yilinda Tirk hekimi Tayan¢ ciicelik, hipogonadizm,
hepatosplenomegali, kuru cilt, toprak yeme ve demir eksikligi anemisi ile karakterize bir
sendrom tanimlamis, daha sonra Prasad ve ark.’lar1 bunun sebebinin diyetteki cinko
eksikligi olabilecegini agiklamustir.'®® 1963 yilinda Misir’da benzer bulgulari tasiyan
cocuklarda ilk defa kanda ¢inko olciimleri yapilarak bu elementin eksik oldugu saptanmis
ve sonrasinda bu klinik tablo ‘Prasad Sendromu’ olarak literatiire gecmistir. 1974’de
Amerika’daki Ulusal Bilimsel Akademi’nin Beslenme Boliimii tarafindan ¢inkonun
esansiyel bir besin maddesi oldugu aciklanmis ve total parenteral nutrisyon sivilarinda

bulunmasi zorunlu kilinmistir.



2.1. Cinko ve Fonksiyonlari

Bugiin artik ¢inkonun 300’den fazla enzimatik reaksiyonda ve gen ekspresyonunda
rolii olan 2000°den fazla proteinin yapisinda bulundugu bilinmektedir.'> Cinkonun
metabolik olaylarda, protein, karbonhidrat, enerji, niikleik asit, lipit ve hem sentezinde,
homeostaziste, gen ekspresyonunda, immiin sistem maturasyonunda, doku sentezinde,
embriyogenezisde, oksidatif streste, apopitoziste ve yaslanmada onemli roller iistlendigi
bircok calismada kanitlanmustir.

Cinko katalitik, yapisal ve diizenleyici iyon olarak ¢ok onemlidir. Tiim hiicrelerin
proliferasyonu ve diferansiyasyonu i¢in gereklidir. Dogal olarak ¢cok onemli proteinlerin
yapisina girer, enzimlerin aktif bolgelerinde yer alir veya molekiiler etkilesimlerle
intraselliiler proteinler icin yapisal bir destek vazifesi goriir. Ozellikle metabolik
enzimlerin, transkripsiyon faktorlerinin ve hiicresel sinyal iletim proteinlerinin yapisinda
bulunur. Cinkonun hiicresel sinyal iletiminin tiim diizeylerinde direkt olarak sinyal iletim
fonksiyonu olduguna dair kamitlar artmaktadir.'> Biyolojik membranlarin ve iyon
kanallarinin stabilitesini ve biitiinliigiinii korur. Niikleik asit veya diger gen diizenleyici
proteinlerde yapisal element olarak rol oynar. Redoks aktivitesinin olmamasi nedeniyle
baglandig1 proteini dayanikli hale getirir. Steroid hormonlarin reseptorlerinin yapisinda,

enzimlerin katalitik bolgelerinde anahtar rol oynar (Tablo 1).



Tablo 1. Cinko Iceren Baz1 Metalloenzimler ve Fonksiyonlar

Metalloenzim Fonksiyon
Karbonik Anhidraz CO, ve HCO; metabolizmasi
Timidin Kinaz Niikleik asit ve protein sentezi
DNA Polimeraz Niikleik asit ve protein sentezi
RNA Polimeraz Niikleik asit ve protein sentezi
Delta Aminoleviinilik Asit Dehidrataz Porfirin sentezi
Glutamat Dehidrogenaz Amino asit deaminasyonu ve iire siklusu
Ornitin Transkarbomoilaz Amino asit deaminasyonu ve iire siklusu
Gliseraldehit-3-fosfat Dehidrogenaz Glukoz ve glukoneogenez
Laktat Dehidrogenaz Glukoz
Alkol ve Retinol Dehidrogenaz Alkol-retinaldehit doniisiimii
Karboksipeptidaz Protein sindirimi, folat emilimi
Aminopeptidaz Protein sindirimi, folat emilimi
Superoksit Dismutaz Superoksitlerin O, ve H,O,’e doniisiimii
Alkalen Fosfataz Intestinal faktor

Cinko divalent bir katyondur ve D kabugu 10 d elektronlar: ile tam doldurulmustur.

Bu elektron konfigiirasyonu ¢inkoya dort 6nemli 6zellik kazandirir:
1) D kabugu elektronlarla tamamen dolu bir vaziyette oldugu i¢in herhangi bir
stabilizasyonu saglayacak bir liganta gerek kalmamaktadir. Boylece cinko esnek bir metal
olarak proteine baglandigt zaman onun cesitli geometrik sekillerine kolayca uyum

saglayabilir.



2) Cinko atomu sinirda asit oldugu i¢in, bazi ligantlarla kuvvetli interaksiyona
girer. Bunlar arasinda; sisteinin siilfiirii, histidinin nitrojeni, glutamatin oksijeni sayilabilir.
Bu sekilde protein, steroid ve niikleik asit konformasyonunu biyolojik olarak stabilize
halde tutar.

3) Cinko tek oksidasyon durumunda, divalant bir katyondur. Divalant c¢inko
redoks aktivite gdstermez. Yani ne potansiyel okside formu (Zn**) ne de potansiyel rediikte
formu fizyolojik sartlarda mevcuttur. Bu 6zelligi sayesinde stabiliteyi temin eder, hidroliz
ve transfer soz konusu olmaz. Bakir ve demir gibi redoks aktif metaller ise RNA ve
DNA’ya kilitlenerek radikal reaksiyonlar1 baslatir ve bu reaksiyonlar niikleik asidin hasara
ugramasina neden olur.

4) Cinko kinetik acgidan relatif olarak labildir ve hizli bir sekilde ligant
degistirmeleri meydana gelir.>'7**!1¢

Cinko; serbest radikal olusumunu 6nlemede, biyolojik yapilar1 zararh etkilerden
korumada ve immiin fonksiyonlar1 diizeltmekte onemli bir elementtir. Cinko, T-hiicre
matiirasyonu ve farklilasmasi icin gerekli olan timiilin olarak adlandirilan ¢inko bagimli
timik hormon yoluyla timik fonksiyonlar icin esansiyeldir.'*

Cinko eksikliginde eritrosit membranlarinda osmotik frajilite, mitokondriyal ve
mikrozomal mebranlarda lipit peroksidasyonu artmaktadir. Cinko eksikligi ayrica platelet
agregasyonunda bozulmaya, T-hiicre sayisinda azalmaya ve T-lenfositlerin mitojenlere
cevabinda azalmaya neden olarak homeostazisin bozulmasma sebep olur.**'* Cinko
eksikliginde; biiylime geriligi, anoreksiya, seksiiel matiirasyonda gecikme, demir eksikligi

anemisi ve tat almada degisiklik meydana gelir.®



2.1.1. Cinkonun Metabolizmasi (Emilimi, Tasinmasi, Doku Dagilimi ve Atilimi)

Cinko her yerde bulunan eser elementtir. Hiicrelerin proliferasyonu, replikasyonu ve
farklilagmasi i¢in aminoasitlere, glukoza, yag asitlerine, vitaminlere ve minerallere ihtiyag
vardir. Cinko, tiim doku ve viicut sivilarinda demirden sonra en yaygin olarak bulunan
esansiyel bir eser elementtir. Cinko viicutta depolanmaz. 70 kilogramlik (kg) bir eriskin
viicudunda toplam 1,4-2,3 gram (g) oraninda ¢inko bulunurken, term bir yenidoganda 60
mg kadardir.”! En fazla kasta (~%60) olmak iizere kemikte (~%30), deri ve sacta (~%S3),
karacigerde (~%S5), gastrointestinal sistem ve pankreasta (~%3) bulunur. Diger organ
sistemlerinde ¢inko miktar1 %1’den azdir. Canli dokulardaki en yiiksek konsantrasyon
goziin koroid ve retina tabakalar ile prostatta bulunur. Seminal s1vida, deri, sa¢ ve tirnakta
da yiiksek orandadir.'”’ Insanlarda eser elementlerden demir ¢ok fazla bulunmaktadir.
Fakat demir, hemoglobine bagli bulundugundan en fazla gecici metal iyonu cinkodur.'’
Genel olarak giinliik diyetteki ¢cinko gereksinimi 15 mg/giin ve tolere edilebilir iist sinir 25
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mg/giin’ diir (Tablo 2). Cok hiicreli organizmalarda intraselliiler ¢inkonun %40’1

niikleusta, %50’si stoplazmada ve organellerde, geriye kalani hiicre membraninda yer

almaktadir.'*

Cinkonun genler iizerindeki potansiyel 6nemi, invitro olarak niikleusun
icerisinde 6nemli miktarda cinko icermesi ve rat karacigerinde biiyiik oranlarda cinko
bulunmas: ile fark edilmistir.”> Cinko; DNA ve RNA polimeraz ile transkripsiyon
faktorlerinin aktivitesi yoluyla DNA replikasyonunda, RNA transkripsiyonunda ve

kromatin yapisinda bulunmasiyla genetik stabilitede ve gen ekspresyonunda gereklidir.

Ayrica cinko DNA tamirinde ve programli hiicre dliimiinde de rol oynar.>



Tablo 2. Cinko gereksinimi

Yas mg / giin
0-12 aylar 3-5
1-10 yas 10
11 yas Ustii 15
Gebe kadin 20-25

Diyetle alinan cinko, 15 dakika sonra kan dolagimina girer. En fazla ve hizli sekilde
karaciger, pankreas, bobrek ve dalak tarafindan tutulur. Bu organlarda c¢inkonun degisimi
de hizhidir. Kemik, deri, kas, santral sinir sistemi, eritrositler ve sagtaki ¢inko yavas
mobilize olan kismi olusturur.>'*

Cinkonun emilimi ve endojen atilimi hayvanlarda direk olarak olciilemediginden
diyetle alinan cinkonun %?20-40’nin emildigi tahmin edilmektedir. Cinkonun %601
duodenumdan, %30’u ileumdan, %10’u da proksimal jejunumdan aktif olarak ve spesifik
cinko transport ligantlar1 tarafindan kolaylastirilarak absorbe edilir.”” Cinko bagirsaklardan
enterositlere gecerken serbest iyonlar seklinde gecer. Absorbe edilen cinko yaklasik 5
mg/dl.’dir. Gastrointestinal sistem (GIS) ¢inkonun metabolizmasinda énemli rol oynar ve
GIS’ten ¢inko atilmi cinko dengesinin saglanmasinda en onemli etkendir.®® Ratlarin
bagirsak mukozalarindan izole edilen metallotiyoneinin (MT) ve diisiik molekiiler agirlikli
(8,6 kDa) sisteinden zengin bir intestinal proteinin (CRIP) cinkonun gastrointestinal

emiliminden sorumlu oldugu gésterilmistir.”3

Doymamis durumdaki metallotiyonein
intestinal limende diyetle alinan ¢inkoyu baglayip emilimini kolaylagtirmaktadir.'® Cinko,

intestinal mukozal hiicrelerde, karacigerde, pankreasta, bobrekte ve akcigerlerde



metallotiyonein iiretimini arttirmaktadir. Ince bagirsakta metallotiyonein, cinkoya
baglanarak fazla miktarda cinkonun viicuda emilimini de engellemektedir.'” Ratlarda
besinsel ¢inko alimiyla ¢inkonun mukozal metallotiyoneine baglanimi arasinda direkt bir
korelasyon gozlenmistir. Fakir ¢inko diyeti (30 mg/kg) ile fazla miktarda cinko CRIP’ye
(%40) az miktarda ise metallotiyoneine (%4) baglanirken, zengin ¢inko diyeti (900 mg/kg)
ile daha az miktarda CRIP’ye (%14) daha fazla oranda metallotiyoneine (%52)
baglanmaktadir.”"?

Cinko emilimi, ¢inko ile beslenme durumuna, alinan ¢inkonun durumuna, diyetin
kimyasal ve fiziksel karakteristigine gore degisir. Bazi besinler, vitaminler ve mineraller
cinko emilimini etkileyerek ¢inko eksikligi veya fazlaligina neden olabilirler. Fitatlar,
fosfatlar, lifli besinler, kalsiyum, okzalat, bakir, kadmiyum, inorganik demir, kursun,
kalay, kobalt, folik asit, kepekli ekmek, diisiik proteinli diyet, yliksek demir iceren diyet,
kil ve toprak cinko emilimini azaltirken; proteinler, metiyonin, lizin, glisin, histidin,
sistein, sitrik asit, pikolinik asit, askorbik asit, gida pH’sinin diisiik olmasi1 , laktoz, sarap,
EDTA, D vitamini, B¢ vitamini, yiiksek proteinli diyet, diisiik demir iceren diyet ve D-
penisilamin emilimini arttirir.'?’

Cinkonun serbest iyonlar gibi enterositlere taginabilmesinde liimen i¢i gecisin
oldugu farz edilir. ZnT-1 (Zinc trasporter-Cinko tasiyicisi), -2, -3, -4 ve Divalan Katyon
Tasiyicisi-1 (DCT-1) (Nramp 2) (cinko tasima yetenegi gosteren bir iyon tasiyicisi) ¢inko
tagiyicilaridir. ZnT-1; 507 amino asitten olusan, selasyon ve asidifikasyon ile iliskili
olusumlarda rol almasinda 6nemli olan glisin ve histidinden zengin proteindir. ZnT-1 ¢ok
cesitli dokularda dagilim gosterir. Fakat, intestinal lamina propria ile goblet ve bobrek
hiicrelerinde tespit edilebilecek miktarlarda degildir. ZnT-1 proteininin diizenlenmesinde,

diyetle alinan ¢inko miktarinin etki etmedigi anlasilmistir. ZnT-1 ekspresyonunun artmasi,



iskemik hiicrelerden saglam beyin bolgelerine dogru cinko gecisinin artmasi ile olusan
cinko ile iliskili ndronal hasarin gecikmesi bir defans mekanizmasi olabilir.”’ ZnT-2 ve
ZnT-3, dokuya spesifik vezikiiler ¢cinko tasiyicilaridir. ZnT-2"nin doku dagilimi1 oncelikle
bagirsak, bobrek ve testislerken ZnT-3’iin dagilim1 beyin ve testisler ile sinirlidir. Sinaptik
sinyal iletiminde ¢inkonun vezikiiler paketlenmesi néron fonksiyonlari i¢in ¢ok 6nemlidir.
ZnT-3, norodejeneratif fonksiyonlarda ve hastaliklarda ayrica spermatogenezisde rol
oynayabilir. ZnT-4 meme bezinde bol miktarda bulunmaktadir. ZnT-4’de tek nokta
mutasyonu oldugunda siite sekrete olan c¢inko miktarinda azalma meydana geldigi
gosterilmigtir.  DCT-1; demir emilimi i¢in temeldir ve up-regiilasyonu, demirin
diisiikliigiine cevaben meydana gelir. DCT-1, ZnT ailesinden farklidir ve ¢inko tagima
yetenegine sahiptir. Bu nedenle diisiik demir aliminda, ¢inko tasiyicilar1 plazma membran
tizerine yerleserek cinkonun intestinal emilimini arttirmistir. Bazi ¢inko tastyicilarinin
ekspresyonu fizyolojik ve beslenme durumlart ile iliskilidir.'*

Plazmadaki ¢inko konsantrasyonu 15 pmol/L’dir ve bunun %84’ albiimine, %151
ap-makroglobuline ve %1°i transferin, haptoglobulin, seruloplazmin, Ig G, serbest amino
asitler (baslica histidin ve sistein) ve metalloenzimlere bagli olarak tasinir. Kandaki
cinkonun %80’1 eritrositlerdeki karbonik anhidraz enzimi igerisinde, %3’ii 16kositlerde ve
az miktarda da trombositler igerisindedir. Organizmada iyonik formda bulunmayan
cinkonun albiimine ve aminoasitlere bagli olan kompartmani plasentadan fetusa ¢inko
degisimine, ap-makroglobuline bagli olan kismi ise hiicre i¢i ya da hiicre yiizeyinde ¢inko
degisimine aracilik etmektedir.” Plazma ¢inko konsantrasyonu diyetle alim ile iliskilidir ve
hormonal kontrol (glukokortikoidler, glukagon, epinefrin) ve stres durumlarina
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duyarhdir. Cinko eksikliginin fizyolojik isaretleri ve doku konsantrasyonundaki

degisiklikler, plazma ¢inko konsantrasyonunda bir degisme olmaksizin meydana gelmez.*
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GIS, cinko homeostazisin regiilasyonunda major bolgedir. Cinko alimi diisiik
oldugunda emilim, primer olarak tasiyict aracilikli meydana gelir. Siddetli c¢inko
eksikliginde kayip tiim dokularda esit degildir. Cinko konsantrasyonlari; sag, deri, kalp ve
iskelet kasinda sabit kalirken, plazma, karaciger, kemik, ve testis ¢cinko konsantrasyonlari
onemli oranda diisiiktiir. Cinkonun ekstraselliiler fraksiyonu plazma albiimini, salgilanan
sindirim enzimleri ya da keratin gibi filamentoz yapilarla iligkilidir. Plazma
konsantrasyonlarindaki degisiklik, ¢inko alimindaki degisiklik ile ¢ok yavas meydana
gelmektedir. Romatoid artiritli hastalarda hepatik metallotiyoneinin arttig1, ¢inkonun
albiimine affinitesinin  azaldigi gdzlemlenmistir.® Plazma ¢inko degisiklikleri
metallotiyonein sentezi iizerindeki inflamatuar hastaliklarin etkilerinden dolayi olabilir.
Ayrica iyonun intestinal transportunun azalmasi, albiiminin kiitlesinin kii¢iilmesi ve ¢inko
baglama kapasitesi ile iliskili olabilir. Eritrositlerdeki cinko icerigi ~1 mg/10°,
16kositlerdeki ise ~6 mg/10° ‘dir. Cinko iyonlar1 hidrofiliktir ve pasif diffiizyon ile hiicre
membranlarim1 gecemez. Genellikle transportu ¢inko konsantrasyona bagli olarak doymus
ya da doymamis komponentler seklinde tanimlanmistir. Hiicrelerin c¢inko aliminin iki
mekanizmasi vardir:

1) Transsitotik vezikiillerde doyurulabilir reseptor aracilikli ¢inko-albiimin
kotransportu,

2) Hiicreler arasi baglantilar yoluyla doyurulamayan ligant (¢cogunlukla albiimin
ve histidin) aracilikli kotransportu.'®

Cinkonun atilim1 esas olarak feces (%70) ile olmaktadir. GiS’ten atilimi1 2,5-5.5
mg/giin olarak hesaplanmustir.'** Pankreas ve safra sekresyonlari ile bagirsaga gelen ¢inko
yeniden emilime ugrar. Diyetle alinan emilmemis c¢inko, ekzokrin pankreas

sekresyonlarindaki endojen c¢inko, safra, o©lii hiicreler, mukus ve mukozal cinko



11

sekresyonlar1 fekal cinkonun kaynagmi olusturur.'*' Fekal cinko atilimi emilen ¢inko
miktaria baghdir.'® Cinko ihtiyacimin artug laktasyon doéneminde bu iliski degisme
egilimindedir.”® Alim azaldig1 zaman fekal ¢inko atilimi da azalir. Fazla alim sirasinda da
emilimi azalir ve atilimi artar. Cinkonun atilimi metallotiyonein gibi endojen ligandlarin
baglanmasina ihtiyac duyar.”” Renal atilim ise tubuler sekresyon ile sabit miktarda olup;
300-700 pg/giin’diir.*® Yenidoganda renal atihm eriskindekinden 5 kat daha fazladir.
Alkolizm, obesite, bobrek hastaliklari, porfiria, travma, yaniklar, orak hiicreli anemi,
talasemi, siroz, hiperkatabolik durum ve bazi ilaclarin kullanimi sirasinda idrarla ¢inko
atilimi artar. Bobrekten kayip insulin ile inhibe olup, glukagon ile artmaktadir.'* Cinko
emilimi, hem aktif hem de pasif mekanizma ile gerceklesmektedir.

Taylor ve ark.’nin ¢alismasinda diyetteki ¢inko alimi 15 giin siire ile giinde 85
mmol’den 12 mmol’e diisiiriildiigiinde idrarla ve digk: ile ¢inko atiliminin da azaldig,
intestinal ¢inko emiliminin de %38’den %93’e ¢iktigini gostermislerdir.'*" Bu durum 6
aydan uzun siirdiigiinde c¢inko homeostazinin korunmasi miimkiin degildir. Intestinal
mukoza hiicrelerinin tamiri bozulmakta ve etkili emilim olusmamaktadir.

Metabolizmasinda baglica karaciger rol oynar. Emilim sonrasi ilk olarak karacigere
tasinan cinko buradan tim viicuda yayilr.'” Viicuttaki ¢inkonun yaklastk %10°u
metabolik olarak aktiftir ve karaciger aktif havuzda major role sahiptir. Glukokortikoid
hormonlar, bakteriyel endotoksinler ve interlokinler plazma ¢inko diizeyini azaltirlar.
Cinko karacigerde yeniden diizenlenir.”® Sisteinden zengin, bir akut faz proteini olan
metallotiyonein ¢inkoya baglanir. Kiiltiirdeki hepatositlerde kortikosteroidler ve
interlokinlere karsi cinko birikiminin arttign gosterilmistir.'”® Karaciger hizli degisen ve
yavas degisen olmak iizere iki ¢inko havuzu icermektedir. Karaciger ¢inko diizeyindeki

azalma karaciger hiicrelerinin hem iyilesmesini hem de rejenerasyonunu engeller.'*?
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2.1.2. Cinko ve Metallotiyoneinler

Metallotiyoneinler (MT), diisiik molekiiler agirlikta, aromatik amino asitleri
icermeyip sisteinden zengin olan 61 aminoasitten meydana gelen, hiicre i¢ci metal baglayan
protein ailesindendir ve tiim yasayan organizmalarda bulunur. Metallotiyoneinler
metallerle iligkili hiicre homeostazisinde anahtar rol oynar. Ciinkii metallotiyoneinlerin
ozellikle cinko ve bakira yiiksek affinitesi vardir.'®'®'*7 insan metallotiyoneinleri 16.
kromozom iizerine yerlesmis olan multigen ailesi tarafindan kodlanr.'*

Metallotiyoneinleri Cd, Hg, Co, Au, Bi gibi toksik metaller ya da Zn ve Cu gibi
esansiyel elementler, oksidatif stres, IL-1, interferon, iyonize radyasyon, hormonlar
(glukokortikoidler), sitotoksik ve inflamatuar ajanlar, stres durumlari, organik c¢oziiciiler
(etanol, hekzan) ve antikanser ajanlar gibi uyarilarla ekspresyonlar1 artar. Cinko baslica
fizyolojik uyaranidir.”® Metallotiyoneinlerin cinko aliminda, dagiliminda, depolanmasinda,
ve salinmasinda diizenleyici olarak énemli rolleri vardir.’ Metallotiyoneinler, ¢ok cesitli
tastyici proteinler ile yarisarak cinkonun emiliminde rol oynayabilir.'*’

MT-I, MT-II, MT-IIT ve MT-IV olmak iizere dort fonksiyonel metallotiyonein
bulunmaktadir. Insanlarda 12 izoformu tespit edilmistir. MT-I ve MT-II hemen hemen her
dokuda eksprese olurlar. Potansiyel homeostatik mekanizmalarinin; agir metallerin
detoksifikasyonu, cinko ve bakir homeostazisinin diizenlenmesi, immiin sistem
regiilasyonu ve oksidatif hasarmn smirlandinlmasi  oldugu  diisiiniilmektedir.'”
Metallotiyoneinlerin en onemli roliiniin toksik non-esansiyel metallere 6érnegin kadmiyuma
kars1t dokular1 korumak oldugu rapor edilmistir. Metallotiyoneinler 6zellikle indirgenmis
oksijene karsi hiicresel defans mekanizmalarinin komponenti gibi rol oynarlar. MT-III,
sadece beyinde eksprese edilen, glutaminerjik noronlarda bulunan ve norolojik

hastaliklarda gosterilen bir izoformudur. MT-III, noron proliferasyonunu ve noérotropik
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aktiviteyi inhibe eder bu nedenle biiyiimeyi Onleyici faktor (GIF) olarak adlandirilir.
Yapisinda 3 ¢inko ve 4 bakir icermektedir. Ancak nonspesifik olarak tiim hiicrelerin
proliferasyonunu inhibe ettigi diisiiniillmektedir. MT-III eksikligi olan farelerin, kainik asit
ile uyarilmis inmeye ve postsinaptik néron hasarina duyarliliklar1 yiiksekken, fazla MT-III
genine sahip fareler inmelere ve postsinaptik néron hasarina direnclidir. MT-IV cok katl
yass1 epitelin diferansiyasyonunu indiikleyen bir proteindir. Spesifik olarak dil, oral
mukoza, 6zafagus, midenin iist tarafi ve deri gibi epitelyal hiicrelerde eksprese edilir.'*”'*

Bazal karaciger metallotiyonein diizeyi 700 pg/g’dir. Diizeyleri, yasa ve doku
tipine gore degismekte olup, nutrisyonel ve fizyolojik faktorlerden etkilenmektedir.
Metallotiyoneinler kanda ve hiicre diizeyinde baslica stoplazmada, daha az olarak niikleus
ve lizozomlarda bulunur. Insanlarda niikleer metallotiyoneinler fetal karacigerde bulunup
yetigkin karacigerinde bulunmamaktadir. Parsiyel hepatektomiden sonra karaciger
rejenerasyonunda metallotiyoneinler stoplazmadan niikleusa yer degistirir.'** Niikleer
yerlesimli metallotiyoneinler, ¢inko ihtiyaci ve hiicre siklusu sirasindaki niikleer olusumlar
ile iliskilidir.”” Stres durumlarinda karacigerdeki metallotiyonein genlerinin ekspresyonu
IL-1 ile iliskilidir."® Non-steroid anti-inflamatuvar ilaclar karacigerde metallotiyonein
diizeylerini arttirir, ¢cinkonun dokulara dagilimini degistirir.'*®

Metallotiyonein/tiyonein (apo-MT) (MT/T) sistemi cinko ile korunur ve hizli
ulasilabilir ¢inko konsantrasyonunu kontrol altina almakta rol oynar. MT/T sisteminin iki
fonksiyonu vardir; cinkoyu muhafaza etmek ve ihtiya¢ duyuldugunda salmaktir '** (Sekil

1). Metallotiyonein kiime yapilarinin biyolojik 6nemi, bagli olan ¢inkonun salinimi ile

birlikte olan, indirgenen ve yiikseltgenen sisteinin siilfiir baglari ile iliskili olabilir. *°
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Thionein (T)
Low Zn+

Metallothionein (MT)

Sekil 1. Metallotionein ile cinko iliskisi '°

Metallotiyoneinler cinkoyu diger cinko proteinlerinden daha siki baglar ve
metallotiyoneinlere bagli bulunan ¢inko, insan hepatositlerindeki total ¢inkonun % 5-10’nu
olusturur.”” Bakir ya da c¢inkoya baglh metallotiyonein farkli oranlarda bulunur.
Metallotiyoneinlerin indirgenme orani, proteine bagli metal atomlarinin belirlenmesiyle ve
metallerin yar1 6mrii ile tespit edilir. Boylece ¢inko proteinden hizlica ayrilir ve hiicresel
fonksiyonlara katilir, metallotiyonein sentezini uyarir. Ancak ¢inkonun koruyucu etkileri
metallotiyoneinlerden bagimsizdir.”

Metallotiyoneinler sadece metal baglayan protein degillerdir. Metallotiyoneinler
trimerkaptid baglartyla sekillenen kadmiyum, civa, bakir ve c¢inko igeren agir metal
temizleyicisidirler. Kimyasal uyaranlar tarafindan uyarilan metallotiyoneinlerin, reaktif
oksijen tiirlerini ve zararlh agir metalleri detoksifiye ettigi géjsterilmistir.88
Metallotiyoneinlerin, baslica reaktif oksijen tiirlerinin toksisitesinden sorumlu hidroksil
radikalini yakalama ozelligi gosterilmistir. Bu 6zelligi sitozolde fazla miktarda bulunan,
antioksidan etkili glutatyondan 300 kat daha fazladir.'™ Béylece metallotiyoneinler
oksidatif hasardan DNA’y1 ve biyolojik yapilar1 korumaktadir. Cinko hizlica hiicre i¢i ve
hiicreler arast1 degisime ugradiginda, metallotiyoneinin doku konsantrasyonlari

korunmaktadir.***** Uzun donem cinko eksikligi oldugunda organizma, oksidatif stresin
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uyardigi hasara daha duyarli hale gelmektedir.'*® Bu duruma 6nemli bir kamt, Alzheimer
hastaligi ve diger nérodejeneratif hastaliklarda ¢inko metabolizmasinin degismesidir.°
Alzheimer hastalig1 beyin dokular1 ekstrakte edildiginde MT-III eksikligi bulunmustur.
Farelerde MT-III gen yoklugunda hipokampusda ¢inko Kkonsantrasyonlar1 diisiik
bulunmaktadir.*’ Metallotiyoneinler, nérotransmisyonu diizenledikleri gibi noronlar da
oksidatif stresten koruyabilir.*>'*’

Metallotiyoneinler, toksik metaller, radikallere maruziyet, enfeksiyon, inflamasyon
ve diisiik cinko ile beslenme gibi stres durumlarina karsi koruyucudurlar.” Timiilin’den
daha yiiksek affinite ile ¢inkoyu baglarlar.'® Metallotiyoneinler, ¢inkonun immiin sistem
izerine etkilerinden dolay1 anahtar rol oynamaktadir. Metallotiyoneinler yaslanmada artar
ve ileri yaslarda ¢inkoya baglanmayi, gen¢ yaslarda bakira baglanmay: tercih eder.®®'*
Yiiksek metallotiyonein diizeyleri, Trizomi 16 farelerinin beyinlerinde, H,O,
maruziyetinden sonra antioksidan cevaplari engellemistir.> Down Sendromu’ndaki
oksidatif hasar ve immiin cevaplardaki bozukluk c¢inko verilmesi ile diizeltilmistir.”* Bu
nedenle metallotiyoneinlerin yaslanma sirasindaki ve yaslanma ile iligkili hastaliklardaki
antioksidatif ve immiin yanitlarda 6nemli rolleri vardir.'®

Transgenik fareler iizerinde yapilan caligmalar, cinko metabolizmasinda MT-I ve
MT-II izoformlarinin rol aldigin1 gostermistir. 1 mol metallotiyonein 7 tane ¢inko atomu
baglamaktadir. Bu sonuglar, Zn;-MT {iretiminin hiicreyi yiiksek cinko diizeylerinden
korudugunu gostermektedir.'*

inflamasyon sirasinda, karacigerde Zn-MT iiretimi uyarilmaktadir.'®® Karaciger
cinkonun regiilasyonunda dnemlidir. Ayrica ince bagirsak ***’ ve pankreasta da *'** MT

sentezi uyarilir. Ince bagirsak cinkonun atiliminda major rol oynadigi icin ¢inkonun

kaybini 6nler.”
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Kalitsal olarak bakir birikimi ve toksisitesinin oldugu Wilson Hastaligi olan
hastalarin uzun donem tedavilerinde, metallotiyonein iiretimi i¢in diyete ¢inko asetat

eklenmesi (25-50 mg, giinde ii¢ defa) dnerilmistir.'"®

Cinko intestinal metallotiyoneini
uyarir ve mukozal hiicrelerdeki bakirin ayrilip sirkiilasyona gecisini onler. Intestinal
hiicreler 6 giinde bir degisime ugrar. Boylelikle diskida bakira bagli olan metallotiyonein
kalmaktadir. Toksik olmayan bakira bagli metallotiyoneinden dolay1 hepatik
metallotiyonein gecici olarak artmaktadir. Fakat normal karaciger fonksiyonlari varliginda,
uzun donem (18 aydan daha fazla) cinko tedavisi alindifinda hepatik bakir
konsantrasyonlar1 ayni diizeyde veya tedavi oncesi diizeyinden daha diisiik seviyelerdedir.

3 Oral ¢inko alimi sirasinda intestinal metallotiyonein icerigi 2 hafta sonra 5 kat artmis ve

cinko alimindan sonra 5 haftada normal seviyesine ulagmustir.'*'

2.1.3. Cinkonun Antioksidan Ozellikleri

Serbest radikal, bir veya daha fazla ¢ift olmayan (eslesmemis) elektron iceren
molekiildiir.

Serbest radikal olusumu ve oksidatif stresten koruyucu rolii bulunan ¢inkonun,
oksidatif hasarin neden oldugu alkole bagl karaciger sirozu, kardiyovaskiiler hastaliklar,
kiitan6z ve romatolojik inflamatuvar hastaliklar gibi pek cok hastaligin patogenezinde rol
aldigi bilinmektedir.’

Oksidan tiirlerle direkt olarak temasa gecip, bir serbest radikal reaksiyonunu
engelleyen bilesikler antioksidan olarak tanimlanmaktadir.'® Bu tanima uymayan ¢inko;
serbest radikal reaksiyonuna direkt olarak engel olmaz ve antioksidan etkilerini indirekt

olarak;
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v Hiicre membran yapisini Koruyarak, stabilize ederek,'"1?

v Siiperoksit dismutaz enziminin yapisina katilarak,*’

v' Serbest radikallerden koruyan, siilfidrilden zengin proteinler olan
metallotiyoneinlerin yeterli doku konsantrasyonunu koruyarak ve sentezini
indiikleyerek,156

v’ Siilfidril iceren proteinlerin oksidasyonunu engelleyerek,'>""##3%7

v" Redoks stabil ozelligi ile kritik ekstraselliiler bolgelerde demir ve bakir gibi
redoks reaktif metallerin yerine gecerek,'’ >

v’ Tioller i¢in koruyucu ajan olarak,

v Serbest radikalleri olusturan demir ile kimyasal gruplar arasindaki iliskiyi
onleyerek gerceklestirmektedir.

Genel olarak antioksidan mekanizma akut ve kronik etkiler olarak ayrilmaktadir.
Kronik etkiler organizmanin uzun déonem ¢inkoya maruziyeti sonucu metallotionein gibi
bazi maddelerin uyarilmasi sonucu olusmaktadir. Kronik ¢inko eksikligi bazi1 oksidatif
streslere duyarliligi arttirmakla sonuglanir. Fakat bunun mekanizmasi halen agik degildir.
Bir¢ok calismada kronik ¢inko aliminin karaciger, bobrek, bagirsak gibi ¢esitli organlarda
metallotioneinleri uyardigi  gosterilmistir. Metallotioneinlerin  antioksidan etkiler
gostermesi, hiicresel redoks durumu ile hiicresel ¢inko arasinda baglanti saglamasi ile
aciklanmistir. Cinkonun akut antioksidan etkileri, kisa donemde ¢inko diizeylerinin artmasi
sonucunda olusmaktadir. iki temel mekanizma ile aciklanmaktadir.

1) Protein siilfidrillerinin korunmasi
2) Redoks reaktif gecis metallerinin antagonizmasi araciligi ile siiperoksiti ve

H,0;,’den ‘OH olusumunu indirgemesi.
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Cinko koruyucu etkisini, azalmis siilfidril reaktivitesine sekonder olarak siilfidril
gruplarim1 koruyarak gostermektedir. Cinko tarafindan korunan siilfidril i¢ceren proteinlere;
Dihidroorataz, ¢inko parmaklar (DNA cinko-baglayan proteinler), tiibiilin, alanil t RNA
sentetaz, E. coli DNA topoizomeraz I, protein farsenil transferaz, Clas I tRNA sentetaz
ornek verilebilir.'*

Siilfidril gruplarinin stabilizasyonu;

1) Siilfidril grubuna direk olarak cinkonun baglanmasi,

2) Siilfidril grubuna yakin protein iizerindeki bolgelere baglanmasi,

3) Protein yapisinda konformasyonel degisiklik meydana getirmesi ile
saglanabilmektedir (Sekil 2). 6-aminoleviilinat dehidrataz, siilfidril bagimlidir ve enzim
aktivasyonu ile tiol oksidasyon durumu arasinda saglam bir iliski vardir. Cinko, o-
aminoleviilinat dehidrataz’1 oksijen aracili inaktivasyondan korur. Boylelikle enzimin tiol
oksidasyonunu ve disiilfit formasyonunu onlemektedir. Cinkonun ortadan kalkmasiyla
siilfidril reaktivasyonu artar ve enzim aktivitesinin kaybi ile sonuclanir.”® Cinko, tiol

bagiml enzimleri ve tiol gruplari iceren proteinleri korumaktadir.''®

] S
S
S
ZnTE Direct Binding to Thiol I
H-drminolevulinic Acid
Dehydratase Monomer
S Sev . S
——
1 in M
Frte Zn Steric Hindrance of Thiol 1
I S

| 1|
Conformational Change

Sekil 2. Cinko tarafindan d-aminoleviilinat dehidrataz siilfidrillerinin korunma

mekanizmas1 '
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Cinko, Fenton reaksiyonu araciligi ile siiperoksit ve H,O,’den "OH olusumunu
saglayan redoks aktif metallerden demir ve bakirin katalitik 6zelliklerini antagonize eden
sistemlerde gosterilmistir (Sekil 3). Hiicre icinde serbest demir; niikleotidler, sitrat, glisin
ve glukoz gibi diisiik molekiiler agirlikli ligandlarla birlesme egilimindeyken, bakir; DNA,

karbonhidratlar, enzimler ve proteinler gibi makromolekiiler yapilarla kompleks olusturma

egilimindedir.
1. Washed out of cell
/ 2. Redistributles
42
7n*2 Cu -
l »
*
u*?

: \
C o Zn*? H%. Cu*? Cu*?
2 #’ C “OH
.
: /
*

Modifications:
a. praling, lysine & arginine
— carbanyl groups
b. tyrosine —edityrosine
c. byrosine—enitrotyrosine
d. phanylalaning —=
0=, m--{yrosine

*
Recyches, rasults in repetitive oxidative
atfacks on amino acids adjacent o
metal binding site,
{ Site-Specific Oxidation )

Sekil 3. Cinkonun bélge spesifik protein oksidasyonunu inhibe etme mekanizmasi ''°

Siiperoksitlerin metal aracili katalizlenmis olusumlar1 destriiktif islemleri
baglatabilir. Bakir ve demir, lipit peroksidasyonunun baslamasinda ve ilerlemesinde 6nemli
rol oynar. Cinko, redoks aktif metaller olan bakir ve demirin spesifik baglanma bolgeleri

icin yarigarak, fenton reaksiyonlar1 yoluyla radikal olusturmalarini engeller (Tablo 3).



20

Tablo 3. Cinko tarafindan serbest radikal olusumunun antagonize edilme mekanizmalari:

v" Cu ve Fe / askorbat ile uyarilan DNA kiriklarini azaltmasi

v’ Eritrositlerde Fe™-askorbatin uyardifi methemoglobin  olusumunu
azaltmasi

v" "0, , ‘'OH ve hipoklorit olusumunu saglayan sistemleri antagonize etmesi

v" Ksantin oksidaz ve NADPH oksidaz yoluyla iiretilen ‘O, ve ‘OH olusumunu
azaltmasi

v" Forbol-12-miristat-13-asetat tarafindan stimiile edilen 16kositlerde ‘O,
iretimini azaltmasi

v" PC-12 hiicrelerinden forbol ester tarafindan uyarilan laktat dehidrogenaz
salinimini azaltmast

v’ FEritrosit membranlarinda ksantin oksidaz aracili ¢apraz baglanma
olusumunu azaltmasi

v' Cu"™ aracili kemiliiminesansi, benzoat hidroksilasyonu ve askorbat

oksidasyonu azaltmasi '’

Cinko DNA’nin stabilizasyonu icin de 6nemlidir ve diger hiicre kompartmanlarina
gore niikleusta daha uzun siire kalmaktadir. Buna gore, hiicre ici ¢inko diizeyi
yiikseldiginde fazla demir niikleoproteinlerden yer degistirecek ve "OH tiirevleri araciligi
ile olan DNA hasarinda azalmaya neden olacak.

Cinko isoproterenoliin uyardig1 oksidatif kardiyak hasar lizerine inhibitor etkilidir.
Cinkonun pM konsantrasyonlarda iskemik hasari diizeltmesi, redoks aktif metaller ile

iliskili oksidatif hasarin inhibisyonu ile iligkilidir. Cinko, kalpten bakirin atilimini arttirir.

115
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2.2. Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller

Oksidatif stres, pro-oksidan (reaktif oksijen tiirleri ve reaktif nitrojen tiirleri) ile
antioksidan savunma sistemi arasindaki hassas dengenin, prooksidan ve oksidan
maddelerin lehine kaymasi olarak tanimlanmaktadir. '*> Oksidatif stresin bircok hastaligin
patolojisinin baglamasinda ve ilerlemesinde 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir.

Oksidatif stres dogal bir siirectir, oksijene ihtiya¢ duyan tiim canli sistemlerde,
cesitli basamaklarda olugsmaktadir. Biyolojik sistemler, bu stresi kontrol altinda tutan,
spesifik mekanizmalar icermektedir. Kontrol mekanizmalarinin yetersiz oldugu

durumlarda oksidatif hasar meydana gelmektedir >° (Sekil 4).

Oksidatif Stres

.‘NFEB J - v LS
g / ’ -
= u
3
D
“( lipugreteln peteaifalien Amiihn
Melecules

\%ﬂ -0 3% /§ \ﬂ

Sekil 4. Oksidatif Stres (www.woongbee.com)
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Serbest radikal, orbitalinde bir veya birden fazla eslesmemis elektron
bulunduran atom veya atom gruplaridir.”> Bu eslesmemis elektron, serbest radikali
kararsiz bir konuma getirir. Serbest radikalin kararli, stabil bir yapiyr tekrar
kazanmas1 amaciyla elektronunu bir bagka elektronla eslestirmesi gerektiginden bu
durum serbest radikale kimyasal olarak biiyiik bir aktivite kazandirir.”

Bir¢ok sistem ve metabolizma iizerine etkili olan serbest radikaller, normal
metabolik olaylar sirasinda ortaya ¢ikabildikleri gibi ¢ok ¢esitli dis etkenlere bagli olarak
da olusabilirler.”**® Ekzojen kaynaklar; hava kirleticiler, dogal zararli gazlar (ozon, oksijen
ve hiperbarik oksijenin yiiksek konsantrasyonlari), iyonize ve non-iyonize radyasyon,
ilaclar, alkol, patojenik bakteri ve viriisler.'"* Endojen kaynaklar ise mitokondrial
elektron transport sistemi, endoplazmik retikulum, aragidonik asit metabolizmasi, redoks
dongiisii, fagositik hiicreler (monosit ve makrofajlar, notrofil, eozinofil) ve endotelyal
hiicreler gibi hiicrelerdeki oksidatif reaksiyonlar, ksantin oksidaz, NADPH oksidaz,
indolamin dioksijenaz, triptofan dioksijenaz, galaktoz oksidaz, siklooksijenaz,
lipooksijenaz, monoamin oksidaz gibi oksidan enzimler ve otooksidasyon reaksiyonlaridir.
3 Organizmanin yapisinda bulunan proteinler, serbest amino asitler, DNA, lipitler ve
niikleik asitler gibi makro molekiiller, bu sistemler tarafindan iiretilen reaktif oksijen
tiirlerinin  etkilerine maruz kaldiklarinda hasara ugramaktadirlar.'® Oksidatif hasar
olusturan tiirler (reaktif oksijen tiirleri, nitrojen ve klorin tiirleri); metabolizma {iriinleri,
fizyolojik mediyatorler ve sinyal molekiilleri olarak ortaya cikarlar.

Aerobik organizmalar i¢cin O, esansiyel bir molekiildiir. Ayn1 zamanda O, oksidan
bir ajandir. Normal kosullar altinda molekiiler oksijenin ¢ogu sitokrom sistemi gibi hiicre
ici sistemler i¢inde tetravalan rediiksiyona ugramaktadir. Bununla birlikte %1-2 oraninda

bu yoldan sizan oksijenin biyolojik yapilarda univalan rediiksiyonu sonucu serbest oksijen
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radikalleri olarak adlandirilan bir ¢cok reakif iiriin ortaya cikar. Aerobik organizmalarda
radikaller daha cok oksijen radikalleri seklinde bulunmaktadur.’

Fizyolojik kosullarda O;’nin %98’i mitokondride bulunan sitokrom oksidaz
tarafindan indirgenmekte ve 4 elektron alarak suya doniigsmektedir.

0, + 4H" + 4¢ — 2H,0

Serbest oksijen radikallerinin olusum basamaklarinda Oncelikle tek elektron
transferi ile molekiiler oksijen siiperoksit radikaline doniismektedir. Siiperokside iki
elektronun eklenmesi ile hidrojen peroksit olusmaktadir. Hidrojen peroksit radikal
olmamasina karsin elektron almasiyla son derece toksik olan hidroksil radikalini

olusturmaktadir. Hidroksil radikali de univalan rediiksiyon ile suya doniismektedir.

2.2.1. Serbest Radikal Tiirevleri

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ve reaktif nitrojen tiirlerinin (RNS) olusumu i¢in
oksijen gereklidir. Serbest oksijen radikallerine siiperoksit: O,", hidroksil radikali: OH",
alkoksil radikali: RO", peroksil radikali: ROO" ve hidroperoksil radikali: OOH" 6rnek
verilebilir.

Nitrik oksit: NO’, nitrojen dioksit: NO," radikalleri de RNS’ yi olusturur. Oksijen
ve nitrojen serbest radikalleri, hidrojen peroksit: H,O, , peroksinitrit: ONOO~, hipoklorik

asit: HOCI, hipobroméz asit: HOBr, gibi diger reaktiflere doniisebilir (Sekil 5).
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0, Arginine
NADH + H* Xanthine NADPH + H*
(FADH,) P-450 )
Mitochondrial ETS / or )éa?:’h'“e BH, [ NO Synthase
NAD+ H202 IR Xiaase
. - : +
(FAD) Uric acid Cit NADP
Y
o NADPH Oxidase »0., % NO Synthase
27N o 2~ ArgorBH,¥ *NO <— NO donors

NADPH +H*  NADP*

MPO
HOCI W H,0,
\Fe2+

Hzo H*+ CI- or Oxidized
cw  VitC  VitC

0, +OH: v / 'NC% Gly + CH,0

> ‘OH < H % Sarcosine
ONOOH LH Fe?* or Cu* 20, Sar Oxidase

"OH + NO;

ONOO-

H LOH Acetyl CoA Oxidase
Autoxi- 05

Uric Acid Oxidase
WKLOOH-»LO- dation D-AA Oxidase
Monamines
0,+H,0 & 0.+ H,0

Hemoglobin

Sekil 5. Memeli hiicrelerinde reaktif oksijen ve reaktif nitrojen tiirlerinin meydana
gelisi (IR: lIyonize radyasyon, Sit: Sitriillin, D-AA: D-Amino asit, BH4:
Tetrahidrobiopterin, Gly: Glisin, L": Lipit radikali, SOD: Siiperoksit dismutaz, MPO:

Myeloperoksidaz) **

Siiperoksit Radikali (O;") :
Oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu kararsiz bir yap1 olan siiperoksit
radikal anyonu meydana gelir.
O, +e —» O
Mitokondriyal elektron transport zinciri sirasinda O, nin otooksidasyonu sonucu
olusur. Siiperoksit radikali O, varliginda ksantin oksidaz’in ksantini veya hipoksantini
indirgemesiyle, NADPH’nin NADPH oksidaz ile oksidasyonuyla, mitokondriyal elektron

transport sistemi ile NADH, ve FADH; nin NAD ve FAD’ye doniisiimii sirasinda, O, nin
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iyonize radyasyonla, sit p450 ile ve arginin veya tetrahidrobiopterin eksikliginde nitrik
oksit sentazla indirgenmesiyle olusur.®**® Makrofajlar ve polimorf niiveli 15kositler
tarafindan gerceklestirilen fagositoz sirasinda O, tiiketimi artar ve bu durumda plazma
membraninda bulunan NADPH oksidaz tarafindan O, olusumunu tetikler.

20, + NADPH —— NADP + 20,” + H'

0O, dioksijen rediiksiyonunun, biyotik ve abiyotik sistemde en sik rastlanan ara
tirindiir. O, ’nin fazla iiretimi ya da enzimatik korumanin azalmasi, biiyiimenin
yavaslamasi, mutagenez ve hiicre 6liimii ile sonug¢lanir.

O, ’nin kimyasal davranmisi nerede ¢oziindiigiine gore degismektedir. Suda ¢ok
reaktif degildir. Bazen bir elektron alarak, okside edici ajan olarak davranabilir. Ornegin
askorbik asidi okside etmektedir.*®

Askorbik Asit + O, ——»  Askorbik asit radikali + H,O,

Organik solventlerde daha reaktif ve tehlikelidir. Biyolojik membranlarda
olustugunda oldukca fazla hasar meydana getirmektedir.

0O, ¢esitli organik ya da inorganik bilesiklerle de reaksiyona girebilir. Nitrik oksit
ile reaksiyona girebilir. Nitrik asit ile reaksiyona girip peroksinitriti olusturmasi énemlidir.
112

Hidroksil Radikali (OH") :

Yarilanma omrii kisa ve oldukga giiclii bir serbest radikal olan hidroksil radikali
kuvvetli hasar olusturur. Tiim biyolojik substratlarla reaksiyona girebilme oOzelligine
sahiptir. Olusan hasar ii¢ sekilde meyadana gelir: 1) Protein ve lipitler arasi capraz baglar
olusturarak, 2) Proton ¢ikararak, 3) Elektron transferi yaparak.

Toksik OH" olusumunda demir, bakir gibi bazi1 metal iyonlar1 da rol oynar. Asil

olarak Fe*? molekiiliinin de katildign Fenton reaksiyonu ile olusur.' Fe*iin O, ile
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indirgenmesi ile olusan Fe*?, H,0, ile reaksiyona girerek OH" radikalini meydana getirir.
Bu reaksiyon ’Fenton Reaksiyonu’ olarak adlandirilir.
Fe” + 0,7 — Fe” + O,
Fe” + H,0, ——» Fe™ + OH' + OH
Ayrica demirin katalizledigi Haber-Weiss reaksiyonuyla da OH' olusur.”
Fet?
0" + HO, ——— O, + OH + OH’
fyonize radyasyon etkisi ile de OH" olusur.™
HO ————> H' +OH

Hidrojen Peroksit (H>O;) :

Oksijen molekiiliiniin iki elektron alarak indirgenmesi veya yapiya iki hidrojen
atomunun eklenmesiyle olusur.”> Siiperoksit radikalinin yapisina bir elektron katilmasiyla
da meydana gelmektedir. Biyolojik sistemlerde daha sik olarak iki siiperoksit molekiilii, iki
protonla birleserek hidrojen peroksit ve oksijen olusturur.

O,+ 2 +2H — 5 HO,
0,  +e+2H — 3 HO,
0" + 07 + 2H" ——» H,0, + O,
H,0O, bir serbest radikal olmamasina karsin yiiksiiz bir molekiil oldugundan hiicre
icerisine kolaylikla girebilir.

H,0,, O, den iki elektronun sit p450, yag-acil KoA oksidaz, asetil KoA oksidaz,
tirik asit oksidaz, a-hidroksiasit oksidaz veya D-amino asit oksidaz ile rediiksiyonu,
monoaminler (dopamin,epinefrin, norepinefrin), hemoglobinin otooksidasyonu ve glisin

sentezinde de olusur.”® Fe** veya Cu* varliginda giiclii bir radikal olan OH e indirgenir.”*
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Peroksizomlar fazla miktarda oksidaz icerdiklerinden hiicresel H,O, i¢in potansiyel
kaynaktir.
H,0,; 6zellikle Fe ve Cu gibi gecis metal iyonlarinin varliginda kolaylikla yikilir. Bu
yikim sonucu en reaktif radikal olan OH" olusur.
Hipoklorik Asit (HOCI) :
Notrofiller, stoplazmada bulunan myeloperoksidaz (MPO) enziminin katalizledigi
reaksiyonla giiclii oksidatif bir yap1 olan hipokloridi olusturur.”

MPO

H,O, + C1° > HOCI + OH®

Singlet oksijen ('0,) :

Yapisinda ortaklanmamis elektron bulundurmamasi sebebiyle serbest oksijen
radikali olmayip reaktif oksijen tiirleri grubunda yer alan bir molekiildiir. Singlet oksijen
serbest radikal reaksiyonlarinin baglamasina neden olmasi acisindan 6énem tasimaktadir.
'0,, oksijen elektronlarimn disardan enerji almasi sonucu kendi doniis yoniiniin ters
yoniindeki farklt bir yoriingeye gecmesi ile olusabilecegi gibi, O,  radikalinin
dismutasyonu ve MPO’nun katalizledigi H,O, nin HOCI ile reaksiyonu sonucunda da
olusabilir.** DNA, proteinler ve lipitlerle reaksiyona girebilir.”

Perhidroksil radikali (OOH’) :

O;" radikali asidik ortamda daha reaktif olup protonlanarak kendisinden daha
kuvvetli bir oksidan olan OOH" radikalini olusturur.”

pH{

Oy + HT >  OOH
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Peroksil radikali (ROO") :

R’ radikalleri hizli bir sekilde oksijen ile reaksiyona girerek ROO"yi olustururlar.”
ROO’, lipit peroksidasyonunu baglatan radikal olup ¢ok uzun émiirliidiir.

R"+ O, —» ROO’

Nitrik Oksit (NO’) :

Memeli hiicrelerinde NO baslica NOS’un (NO-Sentaz) aktivitesi sonucu
sentezlenir. NOS, oksijeni kullanarak L-arjinin amino asitinden sitriilin ve NO’yu
olusturur. Bu olay, nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH), flavin mononiikleotit
(FMN), flavin adenin diniikleotit (FAD), tetrahidrobiopterin (BH4) ve kofaktor olarak

bir tiyol donériine ihtiyac duyar.”®

0O, NO’

N2

Arginin » Sitriilin + H,O

a >

NADPH + H* NADP

Eslesmemis elektronu nedeniyle bir serbest radikal tiirii olarak bazi memeli
hiicre tiplerince iiretilen NO; damar toniisiiniin kontroliinde, platelet agregasyonunda,
16kosit adezyonunda, hiicre aracili immiin sitotoksisitesinde, sinaptik gecirgenlikte sinyal
molekiilii olarak onem tagimaktadir.”®

Peroksinitrit (ONOO") :

Siiperoksit radikali veya hidrojen peroksitin NO" ile reaksiyona girmesi ile olusur.''

0, + NO© — ONOO’

H,O0, + NO°© —* ONOO’
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Olusan peroksinitrit radikalinin oksidatif potansiyeli O," ve H,0;’ye gore daha
yiiksektir.”*

Oksidatif stresle analog olmak iizere NO’nun ve NO’dan tiireyen reaktif nitrojen
tiirlerinin artan miktarlar1 organizmada nitrozatif stresi meydana getirir.”’ Nitrozatif stres
ile inflamasyon olaylari, norotoksisite ve iskemi gibi patolojik olaylarla baglantil

bulunmustur.”® Her iki stresi ortaya cikaran reaktif tiirler birbirleriyle etkilesim halindedir

% (Sekil 6).
H,0, H,0
D >==0 -
Hipolklorik asit Singlet oksijen
MPO
0, 0, Fe‘t Fe? H*

P BEERE D o

Hidrojen percksit. H_() Hidroksil radilcali

CD

Nitrojen
dioksit radilali

NQ =———) (JONO =— HOONO

Nitrik olzsit Perolsmitrit anyonu Perolsinitrilz asit

Sekil 6. ROS ve RNS’nin birbirleriyle etkilesimi

2.2.2. Serbest Radikallerle Olusan Lipit Peroksidasyonu
Serbest radikallerin biyolojik etkilerini genelllemek, organizmanin yasam siirecinde
karsilastigi radikal tiirlerin ¢esitli olmasi nedeniyle zordur. Olusan serbest radikaller,

ortamdan uzaklastirllamadigi takdirde pek cok yolla konsantrasyonlarina bagli olarak,
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metabolik bozukluklara, hiicre hasarina ve hatta 6liime yol ag:arlar.16 Serbest radikaller,
kimyasal modifikasyonlarla protein, lipit, karbonhidrat ve DNA’da hasar olustururlar.
Lipitler; biyolojik molekiiler i¢inde reaktif oksijen tiirlerinin yikici etkilerine en
fazla maruz kalan molekiillerdir. Hiicre membranmi1 serbest oksijen radikalleri ile hizla
reaksiyona girebilen ¢oklu doymamis yag asitlerinden olduk¢a zengindir. Bu yag
asitlerinin doymamis baglar1 serbest radikallerle reaksiyona girip peroksidasyona neden
olur (Sekil 7). Membran akiskanli§i, membran lipitlerinin yan zincirlerinde bulunan
doymamis yag asitleri ile saglanir. Doymamis yag asitlerinin hasari, membran akiskanligini

azaltic1 etki gosterir.

flerleme
Baslama Fe*2
Fe*?
Q;
00" LOOH Fo'?

CulFe*2+ H,0,

* Fe*?

-H -OH

LH—TP L
H,0
LO
LH
LH+ R-CH,
ALKYL
R-CH, RADICAL H-C-LOOH

ALKANE o
ACID ALDEHYDE

Sekil 7. Metallerin katalizledigi lipit peroksidasyonu ''°

Lipit peroksidasyonu, reaktivitesi oksijen serbest radikalleri tarafindan tetiklenen
oksidatif stresin en Onemli organik gostergelerinden birisidir. Lipit peroksidasyonu
sirasinda olusan MDA (Malondialdehit), biyolojik orneklerde kolaylikla olciilebilen ve

peroksidatif hasari gosteren nispeten dayanikli bir tiriindiir.** Biyolojik sistemlerdeki
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oksidatif stresin Ol¢iilmesinde giiniimiizde en yaygin metod MDA ol¢iimiidiir. MDA,
proteinlerin lizin rezidiileriyle ve fosfolipitlerin amin gruplariyla reaksiyona girer.'*®
MDA, kolaylikla difiize olabildiginden, DNA bazlariyla da reaksiyona girerek hasara
neden olabilir.

Peroksidasyon sonucu olusan reaktif aldehitler serbest radikallere gore daha
stabildirler ve hiicre icinde veya hiicreden disariya ¢ikarak daha uzaktaki bolgelerdeki
proteinlerin serbest amino gruplari, fosfolipitler ve niikleik asitlerle reaksiyona girebilir.

Bunun sonucunda molekiil i¢i ve molekiiller aras1 1-amino-3-imino propen (AIP) kopriileri

kurabilir ve biyolojik molekiillerde yapisal modifikasyonlar olusturabilir (Sekil 8).

2-Alkalenler 4-Hidroksialkalenler Ketoaldehitler
S AR R R
= ~ T s
5| | 7YYo R o
OH o

>
e - WYMG DMCI
O OH

Akrolein 4-Hidroksi-2-nonenal Malondialdehit

(HNE) (MDA)

Sekil 8. Lipit peroksidasyonu ile olusan aldehitler '*°

Ug: karbonlu bir ketoaldehit olan MDA, normal metabolik sartlarda, once asetat
veya malonata kadar okside olur, daha sonra krebs siklusu ile CO;’e indirgenerek atilir.

Fakat asir1 lipit peroksidasyonunda MDA konsantrasyonu artar ve dokulara hasar verir.'®’
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MDA ol¢iimiiniin en yaygin metodu; 2-tiyobarbitiirik asit (TBA) reaksiyonuna
dayanan spektrofotometrik Sl¢iimiidiir."* Fakat TBA, biyolojik numunelerde bulunabilecek
diger bilesiklerle reaksiyona girebildiginden, bu metodla Ol¢iim sonrasi MDA ifade
edilirken MDA ifadesi yerine tiyobarbitiirik asit reaktif bilesikleri (TBARS) olarak ifade
edilmektedir.*®* MDA’mn 6lciimiinde spesifitenin artirilmasi icin yiiksek basingli sivi
kromatografisinin (HPLC) kullanilmas: yaygindir.”® HPLC analizleri, diger yontemlerde
interferans veren bilesiklerin Ol¢timiinii ortadan kaldirirlar. Spesifik olmalari yaninda,
hassas ve daha basit olmalar1 nedeniyle MDA-TBA komplekslerinin HPLC ile analizine
yonelik yontemler daha giivenilirdir.”> UV veya florometrik dedektorlii, HPLC kullanimi
bu metodun segiciligini gelistirmis ve hassasiyetini arttirmustr.’

MDA tayini icin, diger bir metod, aldehitler ve ketonlarin diisik pH’da 2,4-
dinitrofenilhidrazinle (DNPH) reaksiyonuna dayanir ve DNPH derivelerinden olusur ki bu
deriveler 300-380nm olan bolgede gii¢lii bir absorbans verirler. Bu metod plazmadaki,
idrardaki ve diger biyolojik orneklerdeki MDA ve diger aldehitler ve ketonlarin Sl¢iimii

icin kullanilmstir.'

2.2.3. Serbest Radikallerle Olusan Protein Oksidasyonu

Protein oksidasyonu; hem ROS ile direkt hem de oksidatif stresin sekonder ara
tirinlerinin  reaksiyonlariyla indiiklenen proteinlerin kovalent modifikasyonu olarak
tanimlanmaktadir. Proteinlerde in vivo olarak meydana gelen oksidatif degisiklikler,
proteinlerin rol oynadigi cesitli hiicresel fonksiyonlar etkiler. Reseptorlerin, sinyal ileti
mekanizmalarinin, yapisal proteinlerin, transport sistemlerinin ve enzimlerin rol oynadigi

hiicresel olaylar oksidatif protein hasarindan etkilenir.'**
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Protein oksidasyonu, bir ¢ok mekanizmayla gerceklesebildigi ve amino agil yan
zincirlerinin hepsi oksidatif olarak modifiye olabildigi icin ¢ok farkli tipte oksidatif protein
modifikasyonlar1 vardir.'>* Oksidatif protein modifikasyonlarinin biyokimyasal sonuglari;
yan zincir gruplarinin oksidasyonu, omurganin fragmentasyonu, c¢apraz baglanmalar,
yanlig katlanmalar, konformasyon ve hidrofobik yapida degisiklikler ve proteolitik

enzimlerde aktivite kaybi olarak siralanabilir & (Sekil 9).

H\.

-

-\.-,D

» -
Wodilicalions:
a. preling, Ivgine & arginine

Recycles, réesults in repatitive oxidalive T =catbomyl groups
gltacks on amino acids adjacent ta b tyresing —=dilyrosine
melal binding 5iie G byrosina—enitrolyrosine
{Gite-Specific Oxidatian | d. phenylalaning —e

a-, m--lyrpsing

Sekil 9. Metallerin katalizledigi bolge spesifik protein oksidasyonu He

ROS’un proteinlerle etkilesimi sonucunda histidin, prolin, arjinin, ve lizin gibi ¢cok
sayida aminoasit kalintisinda ve/veya peptid omurgasinda meydana gelen hasar sonucunda
protein karbonilleri (PCO) iiriinleri meydana gelir. Protein oksidasyonunun en yaygin
olarak Olciilen iirlinii protein karbonilleridir. PCO diizeylerinin saptanmasi, oksidatif
protein hasarini belirlemede duyarli bir yontem olmasina ragmen belirli bir aminoasit i¢in
spesifik degildir.”'

Son yillarda, yeni bir protein oksidasyon belirteci olan AOPP (ileri diizey okside
protein iriinleri) tespit edilmistir. AOPP, ditrozin iceren ¢apraz bagli protein {iriinleri
olarak tanimlanir ve protein hasarinin saptanmasinda giivenilir bir belirte¢ oldugu

diisiiniilmektedir.4’38
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AOPP ilk defa 1996’da Witko-Sarsat ve ark. tarafindan iiremik hastalarda
tammlanmlstlr.154 Oksidatif stres sirasinda, aktive fagositik hiicrelerde MPO tarafindan
olusturulan hipoklorik asit (HOCI) ve kloramin gibi kloronize oksidanlar ile konakg1
savunmasi saglanir. Olusan bu potent sitotoksin (HOCI) bakteri, viriis ve tiimor hiicrelerine
kars1 konak¢1 savunmasinda 6nemli rol oynarken normal dokularda hasara ve proteinlerin
oksidasyonuna neden olur.”>">' AOPP viicutta olusan kloronize oksidanlarin proteinlerle
aktivasyonu ile olugmaktadir.

HOCI en sik amin gruplariyla reaksiyona girer ve olusan kloronize iiriin de reaktif
bir oksidandir. Proteinlerin tirozin rezidiileriyle reaksiyona girerek stabil yapidaki 3-
klorotirozin ve 3-5 diklorotirozin olusumuna, proteinler arasi capraz baglara ve
parcalanmaya neden olur. Yiiksek HOCI diizeyleri 3-klorotirozinin 3-5 diklorotirozine
doniistimiinii artirir. Kloronize a-aminoasitler kendiliginden aldehitlere yikilarak, amonyak
ve CO, olarak atilir, !

AOPP olusumunda kloronize oksidanlarin kritik onemi vardir. MPO enzimine sahip
fagositik hiicreler kloronize oksidan olusturabilme kapasitesine sahiptir."® Aktive
fagositler, konak¢1 savunmasinda temel rol oynar ve reaktif oksidanlarin esas kaynagini
olustururlar.”* Aktive polimorfoniikleer nétrofiller (PMN) reaktif oksijen tiirlerini NADPH
oksidaz kompleksi ile olustururlar. Bununla birlikte aktive monositlerin, PMN’lere gore
daha az oranda olmakla birlikte bu radikalleri serbestlestirmesi potent pro-inflamatuar
sitokinlerin (IL-1, TNF-q, IL-6) iiretimine neden olur.'>

AOPP’nin oksidanlarin zararli aktiviteleri konusunda yeni bir molekiiler temel
olusturdugu ve oksidatif streste proinflamatuar etkili bir medyator gibi davrandigl ve

immundisregiilasyona katkisi oldugu diisiiniilmektedir."**'**
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2.3. Antioksidan Sistem

Antioksidan molekiiller; endojen (organizma tarafindan sentezlenen) veya eksojen
(disaridan besinlerle alinan) kaynakli yapilar olup, olusan oksidan molekiillerin hiicreye
hasar vermesini engellemektedirler. Hiicre disinda ve hiicrede farkli organellerde
yerleserek savunma mekanizmasinda rol alan biyomolekiiller enzimatik yapida
olabilecekleri gibi non-enzimatik yapida da olabilirler.”” Hiicre dis1 savunma; albiimin,
bilirubin, seruloplazmin, iirik asit gibi ¢esitli molekiilleri icermektedir. Hiicre i¢i serbest
radikal toplayic1 enzimler asil antioksidan savunmayi saglamaktadir. Bu enzimler
siiperoksit dismutaz, glutatyon-S-transferaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz,
katalaz ve sitokrom oksidazdir. Bakir, ¢cinko ve selenyum gibi eser elementler ise bu

enzimlerin fonksiyonlari icin gereklidir ® (Sekil 10).

RSP Glukoz
s Besinlerin icerdigi
GSH
NADPH + H* NADP*
GSH kenjugatlan
Dig kaynakh
o oo, O
GS-5G = V/f \ 2GSH 4—~<
s NO»NO;
I¢ kaynakl
N GSH
- GSNO ™7 \_ ADP + Pi
Hem.NO i
Hzo +LOH vite: / GSH sentaz
: Gly N atp
ikl emiclyiciler 1-Glu-CySH
z?:liliill.a;ﬁi?icﬁg:%.Gas|ra‘|il::or:tt?|:\r0;‘ Vit E' N VItE ', ADP + Pi
Cit, Gly, Tau, Hiz, Karn,BH4 r‘r-'Glu-CySH
- sertaz
— 'OH Sistein / ATP
f soD | Glutamat
2H* + 20, —T> H,0, LOOH NH,*
Cyt Cl 0, Cati PG
H,0
0, H0+0, Glutamin ?

Sekil 10. Memeli hiicrelerinde antioksidan sistem >*
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Organizmada, oksidan ve prooksidan yapilar arasinda denge s6z konusudur. Bu

dengenin oksidanlarin lehine kaymasi, degisik diizeylerde hiicresel hasarlara neden

olmaktadir.

Antioksidanlar, oksidatif su prensipler dogrultusunda koruma saglarlar:'*

v

v

v

v

Enzim aktivitesi {izerinden veya dogrudan kimyasal reaksiyonlar yoluyla,
Oksijenden tiireyen molekiillerin olusumunu en az diizeye indirerek,
Radikallerle dogrudan kimyasal yolla temasa gecerek,

Reaktif metabolitlerin temizlenmesini veya bu radikallerin daha az aktif ve
toksik olmayan iiriinlere doniisiimiinii saglayarak,

Zayif reaktif tiirlerin daha zararli tiirlere doniisiimii i¢in gereksinim
duyulan metal iyonlarin1 baglayarak,

Hedef molekiilde olusan hasar1 onarma yoluyla,

Hasarin c¢ok biiyiik oldugunda, hasara ugramis molekiilii uzaklastirarak.

Antioksidan  ajanlar, oksidan molekiillere kars1 etkilerini dort yolla

géstermektedirler: '°

1) Siipiiriicii etki gosterenler: Olusturduklart etki ile yeni radikal olusumunu

engeller ve olusmus olan radikalleri daha az zararli hale getirirler. Siiperoksit dismutaz,

glutatyon peroksidaz, ferritin, seriiloplazmin ve metallotiyonein gibi metal baglayici

proteinler bu tiir etkiye ornektir.

2) Giderici etki gosterenler: Oksidanlarla etkilesip onlara bir hidrojen aktararak

aktivitelerini inhibe eden bilesiklerdir. B-karoten, vitamin C ve vitamin E bu tiir etkiye

ornektir.
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3) Zincir kirict etki gosterenler: Zincirleme olarak devam eden reaksiyonlari
belli yerlerinden kirarak, oksidan etkiyi durdururlar. Bunlara 6rnek olarak, bazi vitaminler,
mineraller, hemoglobin, iirik asit, bilirubin ve albiimin verilebilir.

4) Onaric1 etki gosterenler: Bu grupta DNA tamir enzimleri ve metiyonin

siilfoksit rediiktaz 6rnek gosterilmektedir.

2.3.1. Nonenzimatik Yapida Olan Antioksidanlar:
Ekzojen Kaynakli Nonenzimatik Antioksidanlar: B-karoten, vitamin C ve vitamin E
Endojen Kaynakli Nonenzimatik Antioksidanlar: Hemoglobin, ferritin, miyoglobin,

tirik asit, bilirubin, laktoferrin, transferrin, melatonin, askorbik asit, albiimin ve glutatyon

2.3.1.1. Glutatyon (GSH)

Glutatyon (y-glutamilsisteinilglisin), organizmada tiyol grubu iceren, diisiik molekiil
agirhikli 6nemli bir tripeptiddir. DNA ve protein sentezleri, enzim aktivitelerinin
diizenlenmesi, hiicre i¢i ve dis1 transportlar gibi hiicresel fonksiyonlar1 disinda baslica
antioksidan olarak hiicre savunmasinda da oénemli rolii vardir.'” GSH’a antioksidan
Ozelligini sisteinin tiyol grubu kazandirir. Serbest radikal ve peroksitlerle reaksiyona
girerek hiicreleri oksidatif hasara kars1t korur. GSH bir¢ok enzimin kofaktoriidiir (6rnegin
HMGCoA rediiktaz). Tiroid hormon sentezinde rol oynar. Bunun disinda proteinlerdeki —
SH gruplarin rediikte halde tutar ve bu gruplar1 oksidasyona kars1 muhafaza eder. Demirin
Fe*? halde tutulmasim saglar. Boylece, protein ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller
hatta rejenere olmalarim1 saglar. Karaciger viicut GSH igeriginin en onemli kaynagini

olusturmaktadir. Ekstraselliiler mesafede cok diisiik konsantrasyonlarda bulunur.
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GSH, tiim memeli hiicrelerinde bol miktarda (0.5-10 mM) sentezlenir. Bu sentez iki
basamakta gerceklesir. Birinci basamakta, y-glutamilsistein sentetaz isimli enzim GSH'in
prekiirsor amino asidleri olan glutamat ve sisteinden, y-glutamilsisteinin olusumunu
katalizler. Ikinci basamakta ise, glutatyon sentetaz, glisin ve y-glutamil-sisteinden
glutatyonu olusturur. GSH negatif feed-back ile glutamilsistein olusum hizin1 ve boylelikle
kendi sentezini de denetler. Bu sentezde bir molekiil GSH icin 2 molekiill ATP'nin hidrolizi

gerekir.*

2.3.2. Enzimatik Yapida Olan Antioksidanlar:

2.3.2.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1)
SOD, siiperoksit anyonunu hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene dismute eden bir
metalloenzimdir.

SOD

0" + Oy” » HO, + O
Bu reaksiyon, siiperoksit zincirleme radikal reaksiyonlarinin gii¢lii bir baslaticisi
oldugundan oksidatif strese karsi ’ilk savunma’ olarak degerlendirilir.
Memelilerde ii¢ cesit SOD bulunmaktadir *:

1) Sitozolik SOD (Cu-ZnSOD, SOD1): Genellikle sitozolde ve lizozomal
fraksiyonlarda yer alir, fakat mitokondriyal boslukta da bulunmaktadir. Iki alt birimden
olusmaktadir. Kofaktorleri ¢cinko ve bakirdir. Enzimin aktivitesinden bakir, stabilitesinden
cinko sorumludur.

2) Mitokondrial SOD (Mn-SOD, SOD?2): Mitokondride bulunur ve tetramerik

yapidadir. Kofaktorii mangandir.
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3) Ekstraselliiler SOD (EC-SOD, SOD3): Tetramerik yapidadir ve ekstraselliiler
boliimlere salgilanir. Kofaktorleri ¢inko ve bakirdir. Ayrica bazi bakterilerde Fe-SOD da
saptanmistir.

SOD tiplerini poliakrilamid jel elektroforezi ile tanimlamak miimkiindiir.

SOD tayini i¢in direk ve indirek yontemler bulunmaktadir. Direk 6l¢iim yontemleri;
pulse radiolizis ve stopped flow olup mevcut tekniklerin en iyisi olarak kabul edilmektedir.
Ancak bu metodlar igin donamm her zaman bulunmamaktadir. Indirek olciim
yontemlerinde kullanilan yaygin yaklasim SOD varliginda siiperoksit iireten bir sistem
kullanilmasidir (6rnegin ksantin-ksantin oksidaz reaksiyonu). Bu yaklasim sitokrom ¢ veya
nitrotetrazolium (NBT) gibi optik¢e hassas bir bilesigin indirgenmesinin 6l¢iimiidiir. Diger

yontemler ise siilfit veya epinefrin kullanan otooksidasyon teknikleridir.'"”

2.3.2.2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px; EC.1.11.1.9) ve Glutatyon Rediiktaz
(GR; EC.1.64.2)

GSH-Px, lipit peroksitlerini daha az toksik yag asitlerine indirger. Kofaktor olarak
glutatyonu (GSH) kullanmaktadir.

GSH-Px

ROOH + 2GSH » ROH + GSSG + H,O
GSH-Px, hiicrede HO,’nin temizlenmesinden sorumlu iki enzimden biri olup diger
enzim ise katalazdir. Glutatyon-GSH-Px sistemi H;O;’nin H,;O’ya indirgenmesini
katalizlerken organik hidroperoksitleri de parcalamaktadir.’
Genel olarak GSH-Px’in H;O,’e karst en belirgin savunma sistemi oldugu

diistiniilmektedir. Tetramerik yapida olan enzim en cok karaciger ve eritrositte aktif olarak
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bulunmaktadir. Kalp, akciger ve beyinde orta kasta ise diisiik aktivitede bulunur. %60-75’1
stoplazmada, %?25-40’1 mitokondride yer alir.

Selenyuma bagimli ve bagimsiz iki tipi mevcuttur. Selenyuma bagimli olan GSH-Px
(Se-GSH-Px) sitozol ve mitokondride bulunmaktadir ve hem H;O, hem de lipit
hidroperoksitleri metabolize eder. Selenyumdan bagimsiz olan GSH-Px (non-Se GSH-Px)
ise sadece lipit hidroperoksitleri metabolize eder. Bu fonksiyonu ile lipit
peroksidasyonunun baslamasim ve ilerlemesini 6nlemektedir.'’

GR; hiicresel GSH redox siklusundan sorumlu olup endojen peroksitlerin
detoksifikasyonu icin énemlidir.*®

GSH-Px peroksitleri temizlemek icin hidrojen donorii olarak GSH’a ihtiyag
duymaktadir. Okside formu olan GSSG, glutatyon rediiktaz ile yeniden glutatyona

doniismektedir. Gerekli olan NADPH pentoz fosfat yolundan saglanmaktadir.®®

2.3.2.3. Glutatyon-S-Transferaz (GST; EC 2.5.1.8)

Glutatyon-S-transferazlar, hiicresel detoksifikasyon ve transporttan sorumlu iki
protein alt birimden olusan multifonksiyonel protein ailesidir. Genel olarak ii¢ sitozolik ve
bir de mikrozomal olmak iizere dort ana gruba ayrilir. GST ailesi hepatositlerdeki baslica
detoksifiye edici sistemdir."** Ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda onemli rol
oynamaktadirlar. Basta arasidonik asit ve linoleat hidroperoksitleri olmak iizere lipit

hidroperoksitlere karst GST’ler, selenyumdan bagimsiz GSH-Px aktivitesi gosterirler.

GST

ROOH + 2 GSH > GSSG + ROH + H,0
GST’ler, glutatyonun reaktif —metabolitlerle konjugasyonunu saglayarak

organizmadan uzaklasmasim saglamaktadir.’’
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Antioksidan aktivitelerine ilaveten ¢ok onemli bagka biyokimyasal fonksiyonlara da
sahip olup hem, bilirubin ve bazi kortikosteroidler gibi endojen maddeleri reversibl olarak
baglayarak bunlarin hiicre i¢inde transportunda gorev alirlar. Bazi giiclii alkilleyici ajanlara
dogrudan kovalent baglanarak, hiicresel proteinler ve makromolekiilleri bu ajanlarin

etkisinden korurlar. GST ler LTB4 ve prostaglandin sentezinde de rol oynarlar.
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MATERYAL ve YONTEM
Bu calisma; Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
Aragtirma Laboratuari’'nda ve Gazi Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi’nde
(GUDAM) gerceklestirilmistir. GUDAM’da hayvan deneyi calismasi ve MDA 6lciimii

yapilmustir.

3.1. Kullanilan Gerecler

3.1.1 Deney Gruplari
Deney hayvanlari Gazi Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi’nden
saglanmistir. Arastirma icin, Gazi Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan izin

alinmistir. Calismada toplam 39 adet Wistar cinsi disi rat (ortalama 150 gr) kullanilmastir.

3.1.2. Kullamlan aletler
v" Homojenizator (Virtis-Virtisheur)
v" Vorteks (Heidolf Reax 200)
v" Hassas terazi (Schimadzu, Libror, AEG 220)
v" pH metre (Jenway)
v’ Santrifiij (Hermle Z 380K)
v" Sogutmali santrifiij (Damon IEC, B-20A sogutmali, Hermle Z 323 K)
v Spektrofotometre (Schimadzu, UV1601)
v" HPLC (Agilent HP 1100 serisi)

v' 0,20 um’lik filtreler
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Ayrica arastirma laboratuarinda biyokimyasal analizler icin gerekli olan malzemeler

kullanilmustir.

3.1.3. Kullamlan Kimyasallar

EDTA, nitrobluetetrazolium (NBT), 1,1,3,3-tetractoksipropan (TEP), 2,4-
dinitrofenilhidrazin (DNPH), bovine serum albumin (BSA), folin ciocalteu’s fenol, okside
glutatyon (GSSG), rediikte glutatyon (GSH), glutatyon rediiktaz, tris-HCl, NADPH
(Sigma), ksantin oksidaz (XO), sodyum karbonat (Na,COs), kloroform, etanol, metanol,
amonyum siilfat, trikloroasetikasit (TCA), bakir kloriir (CuCl,), sodyum hidroksit (NaOH)
sodyum tetra borat, dipotasyum fosfat (K,HPO,), monopotasyum fosfat (KH,POy),
sodyum potasyum tartarat (Na-K tartarat), bakir siilfat (CuSQy), etil asetat, tiobarbitiirik
asit (TBA), asetik asit, sodyum azid (NaN3), n-biitanol, metanol (HPLC grade), asetonitril
(HPLC grade), perklorik asit, potasyum iyodiir (KI), kloramin T (Merck), ¢inko siilfat
(ZnS04.7H,0) (Pancreac) kullanilmastir.

Alfamine (Ketamin Hidrokloriir, %10, Egevet Hag), Alfazyne (Xylazin HCI, %2,

Egevet ilac) kullanilmistir.

3.2. Uygulanan Yontemler

3.2.1. Deney Hayvanlarimin Hazirlanmasi

Kontrol grubu: Ratlara 13 giin boyunca standart rat diyeti verilmistir.

Grup I- Diisiik Doz Grup: Ratlara 13 giin boyunca giinde bir kez (sabah 09:00-
09:30) oral yolla 3 mg/kg viicut agirhig oraninda elementel ¢inko olacak sekilde 0,2 ml

distile su icerisinde hazirlanan ¢inko siilfat (ZnSO4.7H,0) verilmistir.
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Grup II- Orta Doz Grup: Ratlara 13 giin boyunca giinde bir kez (sabah 09:00-
09:30) oral yolla 12 mg/kg viicut agirligi oraninda elementel ¢inko olacak sekilde 0,2 ml
distile su icerisinde hazirlanan ¢inko siilfat (ZnSO4.7H,0) verilmistir.

Grup III- Yiiksek Doz Grup: Ratlara 13 giin boyunca giinde bir kez (sabah 09:00-
09:30) oral yolla 25 mg/kg viicut agirligi oraninda elementel ¢inko olacak sekilde 0,2 ml

distile su icerisinde hazirlanan ¢inko siilfat (ZnSO,4.7H,0) verilmistir (Sekil 11).

Sekil 11. Oral ¢inko siilfat uygulamasi

Som uygulamadan 24 saat sonra yiiksek doz anestezik (40 mg/kg, Alfamin ve 2,5
mg/kg Alfazyne karistirilarak, intramiiskiiler uygulanmistir) ile hayvanlar feda edildi.
Batin ve kafatas1 acilarak hizla karaciger, bobrek ve beyin dokulart ¢ikarildi (Sekil 12).
Dokular %0,9’luk NaCl ile yikand1 ve biyokimyasal inceleme icin aliiminyum folyoya

sarilarak s1vi azotta dondurularak analiz siiresine kadar -80 °C’de saklandi.
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Sekil 12. Rat dokularinin ¢ikartilmasi

3.2.2. Yontemlerin Uygulanmasi

3.2.2.1. Rat Dokularinda SOD Aktivitesinin Olciimii

Doku SOD aktivitesi, Yi-Sun’un tanimladigi, ksantinin ksantin oksidaz ile O,
olusturmasi ve bunun da NBT ile renkli bir bilesik olusturarak bu renk siddetinin
spektrofotometrik olarak Ol¢iilmesi esasina dayanir. Ortamdaki SOD aktivitesi ne kadar
fazla ise O, "“yi ortadan kaldiracag i¢in olusan rengin siddeti o kadar az olacaktir.'”

ksantin oksidaz

Ksantin » O,
0,” + NBT »  Renkli Bilesik
Reaktifler:

v PBS (fosfat tampon soliisyonu, pH:7,4)
v’ Stok ksantin: 3 mmol/L
v" NBT: 150 umol/L

v Na,COj3: 400 mmol/L
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v BSA: 1g/L

v" CuCly: 0,8 mmol/L

Ksantin oksidaz (XO) enzim cozeltisi: 1/100 (v/v) 2 M’lik amonyum siilfat
cozeltisi ile diliie edilir.

Kloroform/etanol: 3/5 (v/v)

Reaktif karistmi: 40 ml 10 kat diliie edilmis stok ksantin ¢ozeltisi + 20 ml NBT
+ 12 ml Na,CO3 + 6 ml BSA karistirilir.

Deneyin Yapihisi:

100 mg doku 1/10 oraninda (w/v) PBS tamponunda buzlu su banyosu i¢inde teflon
metal u¢lu homojenizator ile homojenize edildi. 5000 x g’de +4°C’de 30 dakika santrifiij
edildi. Stipernatan, kloroform/etanol karigimi ile 1/1 (v/v) oraninda karistirildi. 5000 x g’de
+4°C’de 2 saat santrifiij edildi. Enzim aktivitesi tayini ve protein tayini bu siipernatandan

yapildi. Protein miktarlar1 Lowry metodu ile olciildii.

Kor Numune
Reaktif Karisimi 2.9 ml 2.9 ml
Numune -- 50ul
Distile su 50ul --
XO cozeltisi S0ul S0ul

25 °C’de 20 dakika inkiibasyondan sonra tiiplere 0,8 mM CuCl,’den 1 ml eklenip ve
560 nm’de distile suya kars1 okundu.
Hesaplama:

% inhibisyon = (Kor abs - Numune abs ) x 100

Kor abs
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% 50 inhibisyonu 1 U aktivitenin sagladig diisiiniilerek hesap yapildi. SOD enzim
tayini sonucu elde edilen sonuglar protein miktarlarina boliinerek U/mg protein olarak

verildi.

3.2.2.2. Rat Dokularinda MDA Diizeyinin Olciimii
Doku MDA diizeyleri; Pilz ve ark.’nmin, numunenin oda sicakliginda 2,4
dinitrofenilhidrazin (DNPH) ile tiirevlendirmesi ile olusturulan MDA hidrazonunun,
HPLC’de kromatografik olarak ayristirilmasi metodununun bir modifikasyonu ile tayin
edilmigtir.'"
Reaktifler:
v" 0,25 M Tris-HCI, pH:7,4
v 6 M NaOH
v 5 mM DNPH
v" %35 Perklorik asit
v %] Siilfirik asit
1 mM Stok standart: 25 ul 1,1,3,3-tetraetoksipropan (TEP) 100 ml’ye distile su
ile tamamlandi.
Deneyin Yapihisi:
0,2 g rat dokusu 0,25 M Tris-HCI (w/v) ile buz banyosunda homojenize edildi.
10000 x g’de +4°C’de 30 dk santrifiij edildi ve siipernatan ayrildi. Standart olarak ise stok
standarttan 1,25 mM, 2,5 mM, 5 mM, 10 mM TEP hazirland:.
Numunenin hidrolizi i¢in; ependorf tiipii i¢erisinde, 250 ul siipernatan 50 ul NaOH
eklenerek vortekslendi ve agzi sikica kapatildi. 60°C* de 30 dk inkiibe edildi. Hidroliz

olmus numunelere, esit hacimde perklorik asit eklenerek vortekslendi ve proteinler
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coktiirtildii. 2800 x g’de +4°C’de 10 dk santrifiij edildi ve siipernatan ayrildi. Ependorf
tiipiin tist kismindaki berrak siipernatandan 250 ul alinarak yeni bir ependorf tiipe aktarildi.
Numunelerin iizerine 25 ul DNPH eklenerek 30 dk oda 1sisinda karanlikta tiirevlendirildi.
Tiirevlendirilen numuneler 0,20 pum’lik filtreden gecirilerek 50 ul’lik kissm HPLC’ye
enjekte edildi.
HPLC Analiz Sartlar::
v" Mobil faz: (38:62, v/v) Asetonitril/Asetik asit
. Kolon: Hypersil ODS Cjs, reverz faz kolon, 5 uM, 125 x 4 mm
v" Dedektor: 310 nm, UV dedektor
v' Akis Hizi: 1 ml/dakika
v" Kolon 1sist: 37°
Hesaplama:

Numunelerdeki MDA degerleri standart egri iizerinden hesaplanarak Lowry protein

miktarlarina boliinerek nmol MDA/mg protein olarak ifade edildi (Sekil 13, 14, 15).

MDA Standart Egrisi
100 4 y=8,9113x-1,6217
2_
80 _ R==0,9992
e 60+
K]
< 40 -
20 -
0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
Konsantrasyon

Sekil 13. MDA standart egrisi
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3.2.2.3. Doku Protein Tayini
Doku protein diizeyleri Lowry yontemi ile calistlmistir.””
Reaktifler:
v" %2’1ik Na,COj icinde 0,1 N’lik NaOH (A)
v" %1’lik CuSOy4 (B,)
v %?2’1lik Na-K tartarat (B;)
v" Folin ciocalteu’s fenol
Standart olarak 1 mg/ml bovine serum albumin (BSA) kullanildi.
C soliisyonu: 0,5 ml B;+ 0,5 ml B, + 16,5 ml A

Folin c¢ekolte (F.c): 1 hacim F.c. + 1 hacim distile su

Deneyin Yapihisi:

BSA Numune Distile su C soliisyonu
Kor - - 100 pl 2 ml
Standart 1 20 ul - 80 ul 2 ml
Standart 2 40 ul - 60 ul 2 ml
Standart 3 80 ul - 20 ul 2 ml
Numune - 20 ul 80 ul 2 ml

Deney tiipleri vortekslendikten sonra, 15 dakika bekletilir. Daha sonra deney
tiiplerine 200 ul folin ¢ekolte eklenerek iyice vortekslenir ve 1 saat karanlikta bekletilir.

Tiipler 750 nm’de kore karsi okunur.
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Hesaplama:
Protein miktar1 : Numune Abs x  standart konsantrasyonu
Standart Abs

Sonuglar mg/ml olarak verilir.

3.2.2.4. Rat Dokularinda AOPP Diizeyinin Olciimii:

Doku AOPP diizeyleri Witko-Sarsat ve ark. ile Cakatay U. ve ark.’nin tanimladigi
spektrofotometrik yontem ile dl¢iilmiistiir.**'>*

Reaktifler:

v" PBS ( fosfat tampon soliisyonu, pH:7,4)

v" 1,16 M KI (Potasyum iyodiir)

v Asetik asit %100

v" Kloramin T (0-100 uM arasindaki konsantrasyonlarda standart olarak
hazirlandi.)

v Tris-HCI, 20 mM, pH:7,4

Deneyin Yapihisi:

100 mg doku, 1/10 oraninda (w/v) 20 mM, pH:7,4 Tris-HCI tamponunda buzlu su
banyosu icinde teflon uclu homojenizator ile homojenize edildi. Elde edilen homojenat +4
°C’de 5000 x g’de 10 dakika santrifiijlendi. Siipernatandan AOPP o6l¢iimii yapildi. 200 pl
siipernatan 1:5 oraninda fosfat tampon soliisyonu ile diliie edildi. Uzerine 10 pl KI ve 20 pl
asetik asit eklenerek numuneler vortekslendi ve 340 nm absorbansta PBS’e karsi
spektrofotometrik olarak ol¢ctim yapildi. 0-100 UM Kloramin T standartlart numune gibi
calisildi. Sonuglar standart egriden hesaplanarak, mmol/mg protein olacak sekilde ifade

edildi (Sekil 16).
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Ansorbans

AOPP Standart Egrisi

045 y=0,0042x-0,0046

] R?=0,9989

0,4 -
0,35 -

0,3 -
0,25 -

0,2 -
0,15 -

0,1 -
0,05 -

0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
Konsantrasyon

Sekil 16. AOPP standart egrisi

3.2.2.5. Rat Dokularinda Glutatyon-Peroksidaz Aktivitesinin Olciimii:

Glutatyon peroksidaz aktivitesi Paglia ve Valentina’nin c¢ift enzim metodunun bir

modifikasyonu ile tayin edildi. Bu metotda GSSG olusum hizi 340 nm dalga boyunda,

NADPH’in NADP’ye donmesi sonucu karisimin optik dansitesinde azalma ile tayin

edilmektedir.

108

Reaktifler:

v

v

v

v

v

v

50 mM KPO, tamponu, pH:7,0
0,3 mM NADPH

3,6 mM NaNj

0,25 mM H,0,

5 mM GSH

Glutatyon Rediiktaz (200 U/mg protein)
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Deneyin Yapihisi:

100 mg doku, 1/10 oraninda (w/v) 20 mM, pH:7,4 Tris-HCI tamponunda buzlu su
banyosu i¢inde teflon u¢lu homojenizator ile homojenize edildi. Elde edilen homojenat +
4°C’de 5000 x g’de 10 dakika santrifiijlendi. Siipernatandan GPx aktivitesi ol¢iildii.

3,6 mM NaN3z, 5 mM GSH ve 0,3 mM NADPH 50 mM KPO4 tamponu icinde
coziilerek reaktif karisimi hazirlandi. 1 ml reaktif karisimi icine 1/5 diliie numune, 10 ml
glutatyon rediiktaz eklenerek 5 dakika boyunca oda 1sisinda inkiibe edildi. Karisima 25 pl
H,0, ilave edilerek reaksiyon baglatildi. 5 dakika boyunca 340 nm dalga boyunda
spektrofotometrik 6l¢iim yapildi.

NADPH i¢in molar absorbsiyon katsayist 6,22 x 10° M cm™ kullanilarak AA= a,,
AC.1 formiiliine gore dakika basina okside olan nmol NADPH hesaplandi.

Siipernatandan da Lowry metodu ile protein tayini yapilarak glutatyon peroksidaz

aktivitesi nmol okside olan NADPH/dakika/mg protein olarak verildi.

3.2.2.6. Rat Dokularinda Glutatyon Rediiktaz Aktivitesinin Olciimii
Glutatyon rediiktaz aktivitesi, Riley ve ark.’larinin NADPH’in 340 nm’de
oksidasyonunun izlenmesine bagli spektrofotometrik yontemle calisildi.'*

Glutatyon Rediiktaz

NADPH + H"+ GSSG » NADP" + 2GSH

Reaktifler:
v" 2 mM EDTA igeren 0,2 M KPO, tamponu, (pH:7,0)
v" 10 mM Tris-HCl icerisinde 2 mM NADPH

v' 20 mM GSSG
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Deneyin Yapihisi:

100 mg doku, 1/10 oraninda (w/v) 20 mM, pH:7,4 Tris-HCI tamponunda buzlu su
banyosu icinde teflon u¢lu homojenizator ile homojenize edildi. Elde edilen homojenat +
4°C’de 5000 x g’de 10 dakika santrifiijlendi. Siipernatandan GR aktivitesi ol¢iildii.

2 mM EDTA iceren 0,2 M KPO4 tamponu, (pH:7,0) iizerine 50 ul NADPH, 50 pl
GSSG, 10 pl numune eklenerek reaksiyon baslatildi ve 30°C’de 340 nm’de absorbans
diisiisii 5 dakika izlendi.

NADPH i¢in molar absorbsiyon katsayist 6,22 x 10° M'em™ kullanilarak AA= a,,
AC.1 formiiliine gore dakika basina okside olan pmol NADPH hesaplandi.

1 Unite glutatyon rediiktaz aktivitesi dakikada 1 umol NADPH’1 NADP’ye
oksitleyen enzim miktar1 olarak tamimlandi. Siipernatandan Lowry metodu ile protein

tayini yapilarak glutatyon rediiktaz aktivitesi mU/mg protein olarak verildi.

3.2.2.7. Rat Dokularinda Glutatyon-S-Transferaz Aktivitesinin Olciimii
Glutatyon-S-transferaz aktivitesi, Habig ve arkadaslarinin, GSH ile 1-kloro-2,4-
dinitrobenzen (CDNB)’nin 340 nm’de absorbans artisi ile izlenebilen bir konjugasyonla

tioeter bagi olusturmasina dayanan metot ile calisildi.*

T
ON 1+ GSH B » ON G+ HCl

\ NOQ \ NDZ
(CDNB)
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Reaktifler:

v Tris-HCI Tamponu (homojenizasyon tamponu): 0,1 M, pH:7,2
v 1 mM CDNB: 202,6 g/mol

v" 1 mM GSH: 335,4 g/mol

v' 0,IM KPO,, pH:6,5

Deneyin Yapihisi:

Dokular tartilarak 1/10 oraninda (w/v) 0,1 M Tris-HCI (pH:7,2) tamponunda buzlu
su banyosu i¢inde teflon u¢lu homojenizator ile homojenize edildi. Elde edilen homojenat
+4°C’de 5000 rpm’de 20 dakika santrifiijlendi. Siipernatandan GST aktivitesi calisildi. 20
ul stipernatan iizerine, 2 ml 1 mM CDNB ve 1 mM GSH igeren 0,1 M KPO,4 tamponu ilave
edilerek reaksiyon baslatildi. Absorbans artis1 kore kars1 25°C’de 3 dakika boyunca 18
saniye araliklarla 6lciildii. CDNB icin molar absorbsiyon katsayisi olan € = 9,6 mM'cm™
kullanilarak hesap yapildi.

1 Unite GST aktivitesi 25°C’de ve pH:6,5’de dakikada 1 pmol iiriin olusturan
enzim miktar1 olarak tanimlandi. Siipernatanda Lowry yontemi ile protein tayini yapildi.

Sonuglar Unite/mg protein olarak verildi.

3.2.2.8. Histolojik inceleme

Biitiin dokular elektron mikroskobik takip yontemine gore, 1 mm™lik parcalara
ayrildiktan sonra %2,5‘luk glutaraldehit on tesbit soliisyonunda 72 saat bekletildi. Daha
sonra 1/1 oraninda fosfat tamponu ve OSO; icinde 1 saat bekletilerek ikinci kez tesbit
edildi ve boyandi. Ornekler, fosfat tamponunda yikandiktan sonra sirasiyla dereceleri artan
alkol serilerinden gecirilerek dehidrate edildi. Bu dokular %80’lik etil alkol i¢inde uranil

asetat soliisyonunda 30 dakika bekletildi. 10 dakika propilen oksitte bekletildi. 2 saat
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Araldit CY212+dodesil siiksinik anhidrat (DDSA) ve benzil dimetil amin (BDMA)
karistmi gomme materyaline gomiildii. Elde edilen bloklar 24 saat 90°C’de ve 48 saat
60°C’lik etiivde polimerize edildi. Alinan kalin kesitler toluidin mavi ile boyanarak,

Olympus BH; foto mikroskopta degerlendirildi.

3.3. istatistiksel Degerlendirme:

Istatistiksel hesaplamalar ve grafiklerin cizimi, istatistik paket programi SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences Program, for windows 10.01) ile Microsoft
Excel (for windows XP) programlar1 ile yapilmistir. Degerlendirmede Kruskal-Wallis
varyans analizi ve gruplar arasindaki farkliligi tespit etmek i¢cin Mann-Whitney U testi

kullanilmistir. p<0.05 istatiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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BULGULAR
Tiim gruplara ait karaciger, bobrek ve beyin AOPP ve MDA diizeyleri ile SOD,
GSH-Px, GR ve GST enzim aktivitelerinin istatistiksel sonuglar1 tablo 4-9 sunulmustur.

Histolojik bulgular sekil 17-25 arasinda verilmistir.

4.1. Biyokimyasal Bulgular

Tablo 4. Karaciger dokusu AOPP ve MDA diizeyleri (ortalamatstandart hata)

Biyokimyasal Gruplar
Parametreler

Kontrol Grup I Grup I1 Grup 111
AOPP 0,122+0,007 0,050+0,003*  0,063+0,009°  0,041+0,002*>*
(mmol/mg pro)
MDA 42,88+6,29 114+10,11° 51+3,75" 64,4+4,31*0¢

(nmol/mg pro)

Tablo 5. Karaciger dokusu SOD, GSH-Px, GR, GST aktiviteleri (ortalama+standart hata)

Biyokimyasal Gruplar
Parametreler

Kontrol Grup I Grup II Grup II1
SOD 32,97+0,89 35,75+0,7° 49,51+0,86"° 47,274+0,58%¢
(U/mg pro)
GSH-Px 1,23+2,15 4,0+1,06" 4,67+1,49* 6,02+1,48%"¢
(nmol oks. NADPH/dk/mg pro)
GR 5,89+1,55 5,7242,36 6,56+1,46"" 6,26+1,13"
(mU/mg pro)
GST 0,199+0,004 0,188+0,002% 0,175+0,004*° 0,15420,002%5¢
(U/mg pro)

a: p<0,05 Kontrol grubu ile kiyaslandiginda
b: p<0,05 Grup I ile kiyaslandiginda

c: p<0,05 Grup II ile kiyaslandiginda
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Tablo 6. Bobrek dokusu AOPP ve MDA diizeyleri (ortalamaztstandart hata)

Biyokimyasal Gruplar
Parametreler

Kontrol Grup I Grup I1 Grup 111
AOPP 0,023+0,001 0,017+0,001*°  0,028+0,003" 0,032+0,002*°
(mmol/mg pro)
MDA 130,45+16,88 121,43+9,29 123,95+16,08 136,61+13,04

(nmol/mg pro)

Tablo 7. Bobrek dokusu SOD, GSH-Px, GR, GST aktiviteleri (ortalamazstandart hata)

Biyokimyasal Gruplar
Parametreler

Kontrol Grup 1 Grup II Gruplll
SOD 28,05+0,69 26,63+0,72 24,15+0,75*° 22,45+0,70*"
(U/mg pro)
GSH-Px 7,05+2,72 6,41+2,37 4,97+1,71 5,05+1,7
(nmol oks. NADPH/dk/mg pro)
GR 0,12+2,74 0,13+1,65* 0,14+1,41° 0,14+2,80*
(mU/mg pro)
GST 0,041+0,001 0,038+0,001 0,038+0,001 0,039+0,001
(U/mg pro)

a: p<0,05 Kontrol grubu ile kiyaslandiginda
b: p<0,05 Grup I ile kiyaslandiginda

c: p<0,05 Grup II ile kiyaslandiginda
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Tablo 8. Beyin dokusu AOPP ve MDA diizeyleri (ortalamatstandart hata)

Biyokimyasal Gruplar
Parametreler

Kontrol Grup I Grup I1 Grup I11
AOPP 0,100+0,009 0,070+0,006" 0,069+0,006" 0,059+0,002°
(mmol/mg pro)
MDA 221,07+38,9 190,67+15,2 144,45+15,8 147,28+23.,4

(nmol/mg pro)

Tablo 9. Beyin dokusu SOD, GSH-Px, GR, GST aktiviteleri (ortalama+standart hata)

Biyokimyasal Gruplar
Parametreler

Kontrol Grup 1 Grup 11 Grup II1
SOD 69,4+2.08 66,8+4,23 80,08+3,17*° 76,8+3,59
(U/mg pro)
GSH-Px 2,76+1,68 1,83+1,06 1,23+1,01*° 1,2241,03*"
(nmol oks. NADPH/dk/mg pro)
GR 4,02+1,16 3,2442,52° 2,93+2,38*° 2,84+2.35*°
(mU/mg pro)
GST 0,104+0,002 0,093+0,004* 0,099+0,005 0,104+0,002°
(U/mg pro)

a: p<0,05 Kontrol grubu ile kiyaslandiginda
b: p<0,05 Grup I ile kiyaslandiginda

c¢: p<0,05 Grup II ile kiyaslandiginda
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4.2. Histolojik Bulgular

4.2.1. Karaciger Dokusu

GrupI

Diisiik doz c¢inko uygulamasi yapilan gruba ait karaciger yari ince kesitlerinde,
hepatositler normal cekirdek ve ¢ekirdekcikleriyle ve sitoplazmik igerikleriyle ayirt edildi.
Baz1 hiicrelerde, yer yer vakuollerin sekillendigi belirlendi. Siniizoidlerin yer yer normal
yapida olduklar1 yer yer dilate olduklar1 gozlendi. Siniizoid damar endotel hiicreleri,

normal yapida gozlendi. Hepatosit cevresinde minimal diizeyde fibrozis goriildii (Sekil 17).

Sekil 17. Diisiik doz ¢inko uygulanan gruba ait karaciger doku kesiti
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Grup 11

Orta doz ¢inko uygulamasi yapilan gruba ait yar1 ince kesitlerde, hepatosit yapisi
normal olarak izlenirken en belirgin degisikligin, endotel hiicrelerindeki elektron yogun
goriiniim oldugu belirlendi. Siniizoidlerde cok belirgin dilatasyon saptandi. Ayrica dilate
sinuzoidlerde hiyalinizasyon belirgindi. Safra kanalinin bir grubunda cok yaygin dilatasyon
saptandi. Bu grupta koyu renk sitoplazma, piknotik c¢ekirdek ve c¢ekirdek
invaginasyonlarina sahip ileri derecede dejenerasyon gosteren hiicreler oldugu da saptandi.
Yer yer fibrotik alanlar belirlendi. Bu alanlarda safra kanalikiillerindeki dilatasyon da

belirgindi (Sekil 18).

Sekil 18. Orta doz c¢inko uygulanan gruba ait karaciger doku kesiti
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Grup IIT

Yiiksek doz cinko uygulamasi yapilan grup, orta doz cinko uygulamasi yapilan
gruba benzerlik gostermekle birlikte, hepatositlerin sitoplazmada yogun glikojen
birikimine bagl olarak ¢ok daha acik renk boyanmalar1 dikkati ¢ekti. Endotel hiicrelerinin
sitoplazmalarinda yer yer intrasitoplazmik ddem belirlendi. Bir grup endotel hiicresinin ise

hipertrofik oldugu dikkati ¢ekti. Kapillerlerde ise hiyalinizasyon gozlendi (Sekil 19).

Sekil 19. Yiiksek doz ¢inko uygulanan gruba ait karaciger doku kesiti

4.2.2. Bobrek Dokusu

GrupI

Diisiik doz cinko uygulamas1 yapilan grupta, bobrege ait yari ince kesitlerde, bazi
glomeriillerde yer yer idrar boslugunun dilate oldugu saptandi. Glomeriiler kapillerlerde
dilatasyon izlendi. Baz1 glomeriillerin ise normal yapida oldugu gozlendi. Ozellikle

proksimal tiibiil epitel hiicrelerinde lizozomlarin son derece artti1 ve apikal sitoplazmada
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belirgin vakualizasyon oldugu dikkati cekti. Peritiibiiler kapillerler normal yapidaydi.

Distal tiibiillerde ise yapisal bozukluk izlenmedi (Sekil 20).

Sekil 20. Diisiik doz ¢inko uygulanan gruba ait bobrek doku kesiti

Grup II

Orta doz c¢inko uygulamasi yapilan gruba ait yar1 ince kesitlerde, bazi
glomeriillerde sklerotik degisiklikler buna bagl idrar boslugunda ¢ok yogun dilatasyon ve
hiyalinizasyon ilgiyi cekti. Ozellikle proksimal tiibiil epitel hiicrelerinde, cok belirgin
vakualizasyon dikkati cekti. Yer yer, bu tiibiillere ait epitel hiicrelerinin apikal
sitoplazmasinda kopmalar belirlendi. Baz1 proksimal tiibiillerde lizozomlar belirgindi ve bu
alanlarda peritiibiiller dilatasyon ilgiyi cekti. Distal tiibiiller incelendiginde, ¢ogu tiibiiliin
ozellikle bazal cizgilenmesinde bozulmalar, sitoplazmalarinda yer yer acilmalar ve bazi
tiibiil liimenlerinde hiyalinizasyon saptandi. Bazi proksimal tiibiillerde fircamsi kenar
mikrovilluslarinin liimeni tamamen doldurdugu, buna kars1 tiibiilde tek tek hiicre

Oliimlerinin belirgin oldugu saptand: (Sekil 21).
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Sekil 21. Orta doz ¢inko uygulanan gruba ait bobrek doku kesiti

Grup IIT

Yiiksek doz ¢inko uygulamasi yapilan grupta glomeriillerdeki dejenerasyon, orta
doz uygulamasi yapilan gruptakine Ozdesti. Glomeriiler skleroz ve genislemis idrar
boslugunda hyalinizasyon dikkati ¢ekti. Bu grupta tiim tiibiillerde tiibiil epitel hiicrelerinin
hepsinin parcalandigi goézlendi. Bu yikimin distal tiibiilde oldugu, proksimal tiibiiliin,
vakuoler degisim gosteren hiicreler icermekle birlikte dejenerasyonun daha az olmas ilgi
cekti. Normal goriinlimdeki proksimal tiibiillerde cok iri lizozomlar ve apikal sitoplazmada

belirgin vakuoller saptand1 (Sekil 22).
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Sekil 22. Yiiksek doz ¢inko uygulanan gruba ait bobrek doku kesiti

4.2.3. Beyin Dokusu

GrupI

Diisiik doz cinko uygulamasi yapilan grupta, beyin yari ince kesitlerinde agik ve
koyu renk sitoplazmaya sahip noronlar izlendi. Yogun boyanan noronlarin ¢ekirdek ve
cekirdek icerikleri tamamen izlenemedi ve bu hiicrelerin minumum diizeyde ekstraselliiler
O0deme sahip oldugu belirlendi. Bu bilgiler 1s1ginda koyu renk hiicrelerin apoptozise
gittikleri kanisina varildi. Acik renk sitoplazma ve normal cekirdek yapisiyla izlenen
hiicrelerin de bir grubunda sitoplazmik vakuollerin sekillendigi dikkati ¢ekti. Genel olarak
tiim noronlarda, ¢ok az sayida Nissl cisimcigi gozlemlendi. Kapillerlerde de perikapiller
0dem belirgindi. Aksonlarda da genel olarak intrasitoplazmik 6dem dikkati ¢ekti (Sekil

23).
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Sekil 23. Diisiik doz ¢inko uygulanan gruba ait beyin doku kesiti

Grup II

Orta doz c¢inko uygulamasi yapilan grupta, Nissl cisimciklerinin yokluguna bagh
olarak acik renk gozlenen noronlarin sayisi oldukca azdi. Cok sayida bazofilik noronlar,
degisik biiyiikliiklerde izlendi. Bazofilik boyanan noronlarda sitoplazmada az sayida
vakuoller gozlendi. Diger gruplarda gozlenen ekstraselliiler 6dem, bu grupta da gozlendi.
Perikapiller 6demin bazi kapillerlerde olmadigi, bazi kapillerlerde ise diger gruptan daha
yogun oldugu dikkati c¢ekti. Diger grupla benzer olarak bu grupta da cekirdek
invaginasyonlar1 ve hiicre biiziilmesiyle karekterize apoptotik noronlar dikkati cekti.
Noronlara komsu astrositler, normal ¢ekirdek ve sitoplazmalariyla izlenirken, daha uzak

lokalizasyondaki astrositlerde intrasitoplazmik 6dem belirgindi (Sekil 24).
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Sekil 24. Orta doz ¢inko uygulanan gruba ait beyin doku kesiti

Grup IIT

Yiiksek doz ¢inko uygulamasi yapilan grupta, cekirdek invaginasyonlari olan ve
heterokromatik goriintiileriyle ¢ok sayida noron dikkati c¢ekti. Bazi hiicrelerin
cekirdeklerini tamamen yitirdikleri ve desidual hiicre haline doniistiikleri belirlendi.
Apoptozisin son evrelerinde olan hiicrelerin ekstraselliiler 6demleri dikkat cekiciydi. Bir
grup noronun sitoplazmasinda ise oldukca iri ve c¢ok sayida vakuoller ilgiyi cekti. Bu
grupta perikapiller 6demin ¢ok belirgin ve yaygin oldugu dikkati ¢ekti. Astrositlerin bir
grubu normal yapida izlenirken, biiyiik bir grubunda ¢ok belirgin intraselliiler 6dem dikkati
cekti. Az sayidaki gliya hiicrelerinde de apoptozis belirgindi. Bu grupta Nissl
cisimciklerinden yoksun ag¢ik renk boyanan néronlarin diger gruplara gore daha az sayida

oldugu izlendi (Sekil 25).
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Sekil 25. Yiiksek doz ¢inko uygulanan gruba ait beyin doku kesiti
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TARTISMA ve SONUC

Metabolizma icin gerekli esansiyel bir eser element olan ¢inkonun, insan sagligi
bakimindan Sneminin anlasilmasi ancak son yillarda olmustur.'”® Cinko, 300°den fazla
enzimin biyolojik fonksiyonlar1 icin gereklidir. Cinko, DNA sentezinde, normal
biiylimede, beyin gelisiminde, davranigsal cevapta, iiremede, fetal gelisimde, membran
stabilitesinde, kemik formasyonunda ve yara iyilesmesinde gorevli enzimlerin
katalizlenmesinde gereklidir.>'*

Oksidatif stres; serbest radikallerin ve reaktif oksijen iiriinlerinin artmasi ile olusur
ve biyolojik makromolekiillerde siddetli hasar olusturarak metabolizma ve fizyolojide
bozukluklar meydana getirir. Oksidatif stres, ateroskleroz ve iligkili vaskiiler hastaliklar,
kanser, norodejenerasyon, immiinolojik hastaliklar, yaslanma siireci gibi bircok kronik
durumlara eslik eden 6nemli bir faktordiir. ROS olarak bilinen O, °, H;O, , OH" aerobik
sartlarda siirekli iiretilir. ROS’un en O6nemli kaynaklari; mitokondrial solunum zinciri
enzimleri, mikrozomal sitokrom p450 enzimleri, peroksizomal yag asit metabolizmasidir.**

Oksidatif stresin modulasyonunda ¢inkonun rolii son yillarda kabul gormiistiir.
Cinko, NADPH Oksidaz’in inhibitorii olup SOD‘un yapisinda bulunur. OHi iyi
temizleyen ve sisteinden zengin olan metallotioneinin sentezini uyarir. Hiicre membranina
baglanmada demir ve bakir iyonlari ile yarisarak OH' iiretimini azaltir.'" Proteinlerin
stilfidril gruplarimi oksidatif hasardan korur, mebran yapilarini stabilize eder. Vitamin E
tilketimine ve apopitozise karsi hiicreyi korur, hiicre proliferasyonunu uyarir.”* Bircok
caligmada oksidatif stresin tedavisinde antioksidan olarak cinkonun kullanimi
arastirilmistir.

Cinko eksikligi; kanser, siroz, koroner arter hastalifi, diyabet ve bazi deri

hastaliklar1 gibi oksidatif hasar ile iligkili bir¢ok hastalikla da iliskilidir. Cinko eksikliginin
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oksidatif stresin indiikledigi hasari, lipit peroksidasyonunu artirarak gerceklestirdigi pek
cok calismada rapor edilmistir. Cinko eksikliginin oksidatif stresi uyarmasinin kisa ve uzun
donem mekanizmalar1 vardir. Kisa donemde, c¢inko eksikligi meydana gelen hiicrede
NADPH oksidaz igceriyor olmasina ragmen hiicresel ROS’un hizli bir sekilde artmasinin
nedeni bilinmemektedir. Uzun donemde ise; 1) Fizyolojik antioksidan olarak c¢inkoya
ihtiya¢c duyulmasi 2) ROS olusumundan dolayr degisen mitokondriyal fonksiyonlar,
ozellikle solunum zinciri bilesenlerinin ekspresyonunun bozulmast 3) ROS/RNS
metabolizmasini igeren enzimlerin aktivitelerinin ve ekspresyonunun degisimi sonucu
oksidatif stresi uyarmaktadir. Cinkonun antioksidan sistemde yer alarak hiicreleri oksidatif
stresten korudugu pek ¢ok in vitro ve in vivo deney modelinde 6nemle vurgulanmugtir.”'?>
Son yillarda saglikli bireyler arasinda da c¢inko preparatlarinin  kullanimi
yayginlagsmistir. Ancak asir1 ¢inko kullanimi bazi kisilerde bakir eksikligi gibi 6nemli yan
etkiler olusturmustur. Cinkonun saglikli bireylerde toksik dozunun belirlenmesine yonelik
literatiirde fikir birligi bulunmamaktadir. Cinkonun cesitli dokularda oksidan hasar
sonrasinda meydana gelen degisiklikleri iyilestirdigi yoniinde calismalar ne kadar fazla
olsa da yakin zamanda yapilan bir calismada c¢inkonun saglam beyin hiicrelerinde
oksidatif stresi uyardigina yonelik kanitlar elde edilmistir.'* Cinkonun oksidatif stres
yoklugunda roliiniin ne olacagi yoniinde de fazla calisma bulunmamaktadir. Cinkonun
oksidatif stres yoklugunda uygun dozunun belirlenmesine ve oksidan-antioksidan sisteme
etkilerinin nasil olduguna yonelik calismamizda, saglikli ratlara 13 giin boyunca ii¢ farkl
dozda c¢inko uyguladik. Cinkonun farkli dozlarda karaciger, bobrek ve beyin dokulari
tizerine etkilerini arastirmay1 amagladik. Bu amagla, lipit peroksidasyon belirteci olarak
MDA diizeylerini, protein oksidasyon belirteci olarak AOPP diizeylerini, antioksidan

parametreler olarak SOD, GSH-Px, GR, GST aktivitelerini inceledik. Inceledigimiz
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dokularda, farkli dozlardaki c¢inkonun etkilerini histolojik bulgularla desteklemeyi
amacladik.

Calismamizda antioksidan sistemler iizerine karaciger dokusunda farkli dozlarda
cinkonun genel olarak antioksidan enzim aktivitelerini arttirdi§i goriilmektedir.
Calismamizda karaciger dokusunda kontrol grubuna gore ¢inko uygulanan tiim gruplarda
anlaml olarak artan SOD aktiviteleri izlenmistir. Bu artis orta doz cinko uygulanan
ratlarda en yiiksek diizeydedir. Diyetteki cinko seviyesinin artmasi ile karaciger SOD
enzim aktivitesinin artmasi, bu enzimin kofaktorii olmasindan dolay1 diyetten etkilendigini
gostermektedir. Calismamizda saglikli ratlarda ¢inko uygulamasinin gii¢lii bir antioksidan
enzim olan SOD’un aktivitesini arttirdigin1 gérmekteyiz.

Karaciger dokusunda kontrol grubuna gore ¢inko uygulanan tiim gruplarda anlamli
olarak artan GSH-Px aktivitesi goriilmektedir. Antioksidan enzim aktivitesindeki bu artis
uygulanan c¢inko dozu ile paralellik gostermektedir. GR aktivitesi cinko uygulana
gruplarda kontrol grubuna gore artis gostermektedir. Bu artis orta doz ¢inko uygulanan
grupta istatistiksel olarak anlamlidir. GSH-Px, GSH’a ihtiya¢ duymaktadir. Okside formu
olan GSSG, GR ile yeniden GSH’a doniismektedir. Bizim caligmamizda da ¢inko
uygulanan gruplarda GSH-Px ile GR aktivite artiglar1 paralellik gostermektedir. Cinkonun
antioksidan etkisini, GSH-Px ve GR enzimlerinin aktivitesini arttirarak gosterdigini
diisiinmekteyiz. Fakat ¢cinko aliminin artmasi ile GST aktivitesinde anlamli olarak azalma
meydana gelmistir. GST aktivitesinin ¢inko dozu arttik¢a azalmasi, ¢inkonun bu enzimi
direkt inhibe edebilecegini diisiindiirtmektedir. Bunun sonucunda da enzimin substrati olan
GSH birikecek ve baslica antioksidan enzim olan GSH-Px tarafindan kullanilarak, GSH’1n

hiicresel antioksidan savunmada daha etkin olabilecegini diisiinmekteyiz.
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Pathak ve ark.’nin caligmasinda saglikl ratlara 2, 4 ve 8 hafta siireyle igme suyuna
222 mg/L ¢inko siilfat uygulandiginda SOD ve GPx aktivitelerinde kontrol grubuna gore
anlaml bir degisiklik gozlenmemistir.''® Goel ve ark. nin calismasinda da 8 hafta siireyle
icme suyuna 227 mg/L cinko siilfat uygulandiginda karaciger dokusunda GSH
diizeylerinde, SOD, GR, GST ve GPx aktivitelerinde ve histolojik olarak kontrol grubuna
gore anlamli  bir degisiklik gozlenmemistir.®” Bu calismalarla  sonuclarimiz
karsilastirildiginda doz ve siireye bagli olarak ¢inkonun farkli etkilerde bulunabilecegini
sOyleyebiliriz.

Yeni bir protein oksidasyon belirteci olan AOPP ile ilgili caligmalar son yillarda
artmistir. Fakat c¢inko alimi ile AOPP diizeyleri arasindaki iliskiyi bildiren herhangi bir
caligmaya literatiirde rastlanmamistir. Bizim caligmamizda karaciger dokusunda, ¢inko
uygulanan tiim gruplarda AOPP diizeyleri kontrol grubuna gore anlamhi olarak azalmistir.
Bu azalma yiiksek doz cinko uygulanan grupta daha belirgin olmaktadir. Cinko akut
antioksidan  etkisini, siilfidril iceren proteinlerin  oksidasyonunu engelleyerek
gostermesinden dolayr AOPP diizeylerinde diisiikliie neden olmaktadir. Calismamizda
cinkonun, karaciger dokusunda protein oksidasyonunu karsi koruyucu etki gosterdigini
gormekteyiz. Ancak artan antioksidan enzim aktiviteleri ve azalan protein oksidasyonuna
ragmen karaciger dokusunda kontrol grubuna gore c¢inko uygulanan tiim gruplarda MDA
diizeylerinde artis gozlenmistir. Bu artig diisiik ve yliksek doz gruplarinda istatistiksel
olarak anlamli bulunmaktadir. Calisma sonuglarimiz saglikli ratlarda kisa zamanda
uygulanan c¢inkonun, lipit peroksidasyonunu arttirarak oksidatif stresi arttirict yonde
davrandigin1 gostermektedir. Cinko belirtilen dozlarda peroksidasyona karsi koruma

saglayamamistir. Histolojik olarak karaciger endotel hiicrelerinin hipertrofik olmasi ve
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sitoplazmalarinda intrasitoplazmik 6dem bulgularimizin da biyokimyasal olarak MDA
artisini destekledigini gormekteyiz..

Cinkonun antioksidan roliiniin arastirildig1 ¢calismalarda lipozomlarda fosfolipitlerin
negativitesini degistiren demir ve bakirin baglanmasinmi1 6nleyerek lipitlerin oksidasyonunu
inhibe edebilecegi soylenmektedir. Ancak Piao ve ark.’min yaptigi calismada da
gosterildigi gibi, saglikli ratlara uygulanan 8 mg/kg dozda ¢inko asetatin hemapoetik
sistemi, endokrin sistemi iceren cesitli doku ve organlar iizerine toksik etkilerinin oldugu
biyokimyasal ve sitogenetik verilerle rapor edilmistir.''' Biz de karaciger dokusunda
verdigimiz dozlarda cinkonun lipit peroksidasyonunu arttirarak toksik olabilecegini
sOyleyebiliriz. Yapilan bir calismada da ¢inkonun saglam astrositlerde hiicre i¢ci ROS
tiretimine, oksidatif strese ve hiicre oliimiine yol a¢tigi kanitlanmistir. Cinko ile uyarilmis
ROS iiretiminin, ¢inko ile ilgili genel antioksidan etkilerin tam zitt1 olarak birkag
potansiyel kaynagi belirtilmistir. Bunlar;

1) Hiicre membranlar1 iizerindeki siilfidril gruplarinin otooksidasyonu,

2) Mitokondriyal membran potansiyelinin disregiilasyonu,

3) Tiyoredoksin rediiktazin ve tiyol oksidorediiktazin inhibisyonu,

4) NADPH oksidaz aktivitesinin artmast.'* Bizim calismamizda da cinkonun
karacigerde lipit peroksidasyonunu arttirmasinin belki de artan ROS iiretimi sonucunda
meydana geldigini sOyleyebiliriz.

Literatiirde saglikli ratlara cinko uygulamasinin bobrek dokusu iizerindeki
etkilerine yonelik ¢alisma bulunmamaktadir. Bizim ¢alismamizda bobrek dokusunda MDA
diizeylerinde tiim gruplarda kontrolle kiyaslandiginda anlamli bir degisiklik
gozlenmemistir. Calismamizda bobrek dokusunda diisiik doz ¢inko uygulanan grubun

AOPP diizeyleri kontrole gore anlamli olarak azalmistir. Orta doz ¢inko uygulanan grupta
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AOPP diizeyi kontrol grubu seviyesine ¢ikmistir. Yiiksek doz ¢inko uygulanan grupta ise
kontrol grubuna gore anlamli artis vardir. Bu sonuglar ¢cinkonun bobrek dokusunda lipitler
tizerine etkide bulunmayip proteinler iizerinde farkli etkiler gostermesinin doz bagiml
oldugunu gostermektedir. Cinkonun proteinler iizerindeki oksidan etkisini histolojik olarak
da tiibiil epitel hiicrelerinde lizozomlarin artis1 ve hatta hiicre 6liimleri ile gormekteyiz.

Calismamizda bobrek dokusunda SOD aktivitesinin kontrol ile kiyaslandiginda
orta ve yiikksek doz gruplarinda anlamli bir sekilde azaldigir goriilmektedir. Cinko SOD
enziminin yapisal kompanenti olmakla beraber doz arttik¢ca enzim aktivitesinde azalmaya
neden olmustur. Okside glutatyonun rediiksiyonunda gorevli GR aktivitesinde tiim
gruplarda kontrol ile kiyaslandiginda anlamli olarak artis goriilmektedir. Bobrek
dokusunda artan ¢inko dozu ile artmis protein oksidasyonu diisiiniildiigiinde, bir tripeptid
olan glutatyonun da oksidasyonunun artabilecegi, bunun da artan GR aktivitesi ile
kompanse edilmeye calisilabilecegini  sOyleyebiliriz. Bobrek dokusunda lipit
peroksidasyonu farkli dozlarda cinko uygulanmimi ile degismez iken ozellikle lipit
peroksitlerin detoksifikasyonunda gorevli GSH-Px ile GST aktivitelerinde de kontrole gore
anlaml bir degisiklik gozlenmemistir.

Cinko beyinde ozellikle hipokampus bolgesinde yiiksek konsantrasyonlarda
bulunmaktadir. Ekstraselliiler sivida cinkonun fazlaligt norotoksik etkiler ortaya
cikarabilir. Brocardo ve ark., saglikli ratlarda beyin dokusunda ¢inkonun akut etkilerini
incelemek ic¢in bir giin 5 mg/kg intraperitoneal olarak tek doz ¢inko klorid
uygulamislardir.”” Bunun sonucunda cinko uygulamasmnin; hipokampus bdlgesinde
TBARS diizeylerinin artmasina, serebral kortekste GR ve GST aktivitelerinin azalmasina
sebep oldugu goriilmiistiir. Serebral kortekste GPx ve G6PDH aktiviteleri, hipokampus

bolgesinde GR, GST, GPx ve G6PDH aktiviteleri c¢inko uygulamasindan
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etkilenmemislerdir. Bu durum ¢inkonun bilinmeyen bir mekanizma ile serbest radikallerin
tiretimini arttirmasi ile iliskilendirilmistir. Cinkonun beyin boélgelerinin duyarhiliklarinina
gore farkl etkiler gosterdigi ve sonugta hipokampus bolgesinde pro-oksidatif etkilerinin
oldugu belirtilmistir."

Bizim ¢alismamizda beyin rat dokusunda MDA diizeylerinde ¢inko uygulamasiyla
azalma meydana geldigi fakat bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
goriilmektedir. Cinko lipitler {izerine antiperoksidatif etkisini, demir ve bakir gibi redoks
aktif metalleri antagonize ederek membran yapilarini stabilize etmesiyle gostermektedir.
Bizim ¢alismamizda lipitler yoniinden ¢ok zengin olan beyinde koruyucu etki gosterse de
bu sonuglar anlamli degildir. Ancak cinko dozu arttikca AOPP diizeylerindeki kontrol
grubuna gore anlamli olan azalma ¢inkonun beyin dokusunda protein oksidasyonu {izerine
koruyucu etkisini gostermektedir. Bu etkisini proteinlerin siilfidril gruplarimi stabilize
ederek gostermektedir. Beyin dokusunda ¢inko verilen gruplarla kontrol grubu
kiyaslandiginda orta doz ¢inko uygulamasi SOD aktivitesini arttirmistir. Bu da ¢inkonun
SOD’un stabilitesini arttirarak antioksidan savunmayi arttirdigini diisiindiirtmektedir.

Cinkonun, beyin homojenatlarinda GSH metabolizmasi ile iligkili enzimlerin
aktivitesini Ozellikle de GR’yi inhibe ettigi daha ©Onceki caligmalarda kanitlanmistir.
Bishop ve ark.’nin yaptig1 calismada saglam astrositlerde hem cinkonun hem de GR
inhibitorii olan Karmustin’in GR aktivitesini inhibe ettigi, ama sadece ¢inkonun hiicrelere
toksik oldugu, toksisitesinden inhibisyonun sorumlu oldugu ve oksidatif stresi uyardigi
gosterilmistir.'* Bizim calismamizda da bu calismayla uyumlu olarak beyin dokusunda
kontrol ile kiyaslandiginda ¢inko uygulanan gruplarda GR aktivitesinde anlamli bir diisme
goriilmektedir. GR inhibisyonu, ¢inkonun etkisiyle meydana gelmekte ve sonucunda GSH

azalmasina GSSG birikimine sebep olmaktadir. GR aktivitesindeki azalmaya paralel
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olarak, c¢inko dozu arttikca azalan GSH-Px aktivite degisikligi meydana gelmistir.
Calismamizda GST aktivitesindeki azalma diisiik doz uygulanan ¢inko grubunda kontrol
grubuyla kiyaslandiginda goriilmektedir. Sonucta GST i¢in substrat gorevi goren GSH, GR
inhibisyonundan dolay1 ortamda yeterli miktarda bulunmadigindan enzim aktivitesinin
azalmasina neden olmaktadir. Mahboob M. ve ark.’nin yaptig1 calisma sonucunda, beyin,
bobrek ve akciger dokularindaki GST inhibisyonu ile GSH azalmasi arasinda pozitif
korelesyon bulunmus ve GSH azalmasindan dolay1 GST inhibisyonunun meydana geldigi
belirtilmistir.”*

Sonug olarak, calismamizin biyokimyasal ve histolojik bulgulari ¢inkonun oksidatif
stres yoklugunda karaciger, bobrek ve beyin dokulari {izerine farkli etkilerde bulundugunu
gostermektedir. Cinko uyguladigimiz dozlarda karaciger dokusunda daha c¢ok lipitler
tizerinden etki ederek peroksidasyonu arttirmistir. Beklide peroksidasyon sonucunda
antioksidan enzim aktivitelerini artmis olarak gormekteyiz. Bobrek dokusunda da
proteinler iizerinden etki gostererek oksidasyonu arttirmistir. Beyin dokusunda ise ne
lipitler ne de proteinler iizerinden etkide bulunmakta, daha cok antioksidan enzim
aktivitelerini degistirerek etki gostermektedir. Bu farkli etkiler c¢inkonun uygulama
dozundan ve doku dagilimindan kaynaklaniyor olabilir. Sonugta bizim ¢alismamiz saglikli
ratlar iizerinde gerceklestirilmis olup daha kesin sonuclar icin saglikli insan ¢alismalarina
ihtiya¢ vardir. Sonuglarimiza gore kisa siirede ¢inko uygulamasinin hem antioksidan hem
de oksidan etkileri nedeniyle ve bu etkilerin dokudan dokuya degisebilmesinden dolay1
cinko preparatlarinin  saglikli insanlarda daha dikkatli kullanilmasi gerektigini

diisiinmekteyiz.
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OZET

Bugiin artik ¢cinkonun 300’den fazla enzimatik reaksiyonda ve gen ekspresyonunda
rolii olan 2000°den fazla proteinin yapisinda bulundugu bilinmektedir. Cinkonun metabolik
olaylarda, protein, karbonhidrat, enerji, niikleik asit, lipit ve hem sentezinde,
homeostaziste, gen ekspresyonunda, immiin sistem maturasyonunda, doku sentezinde,
embriyogenezisde, oksidatif streste, apopitoziste ve yaslanmada onemli roller iistlendigi
bircok calismada kanitlanmustir.

Oksidatif stresin modulasyonunda ¢inkonun rolii son yillarda kabul gérmiistiir.
Cinko, NADPH Oksidaz’in inhibitorii olup SOD‘un yapisinda bulunur. OHi iyi
temizleyen ve sisteinden zengin olan metallotioneinin sentezini uyarir. Hiicre membranina
baglanmada demir ve bakir iyonlar1 ile yarisarak OH" iiretimini azaltir. Proteinlerin
stilfidril gruplarim oksidatif hasardan korur, mebmran yapilarini stabilize eder. Vitamin E
tilketimine ve apopitozise karsi hiicreyi korur, hiicre proliferasyonunu uyarir.

Calismamizda ¢inkonun oksidatif stres yoklugunda doza bagli olarak rat karaciger,
bobrek ve beyin dokularinda oksidan-antioksidan sistem {iizerine etkilerini ve histolojik
bulgulari inceledik.

Karaciger dokusunda kontrolle karsilastirildiginda diisiik ve yiliksek doz cinko
uygulamasinda MDA diizeyi artmis, ¢inko uygulanan tiim gruplarda AOPP diizeyi azalmis,
SOD ile GSH-Px aktiviteleri artmig, GST aktivitesi azalmis ve orta doz cinko
uygulamasinda GR aktivitesi artmig olarak bulunmustur (p<0,05).

Bobrek dokusunda kontrolle karsilastirildiginda diisiik ¢inko uygulamasinda AOPP
diizeyi azalmis, yiiksek doz c¢inko uygulamasinda artmis, orta ve yiiksek doz ¢inko

uygulamasinda SOD aktivitesi azalmig, ¢inko uygulanan tiim gruplarda GR aktivitesi
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artmis olarak bulunmustur (p<0,05). MDA diizeyi ile GSH-Px ve GST aktiviteleri ¢inko
uygulanan tiim gruplarda kontrole gore anlaml1 degisiklik gostermemistir.

Beyin dokusunda kontrolle karsilastirildiginda ¢inko uygulanan tiim gruplarda
AOPP diizeyi ile GSH-Px ve GR aktiviteleri azalmis, orta doz ¢inko uygulamasinda SOD
aktivitesi artmis, diisik doz cinko uygulamasinda GST azalmis olarak bulunmustur
(p<0,05). MDA diizeyi ¢inko uygulanan tiim gruplarda kontrole gore anlamli degisiklik
gostermemistir.

Cinko uygulamasi sonucu karaciger dokusunda endotel hiicrelerinde
intrasitoplazmik 6dem oldugu, endotel hiicrelerinin hipertrofik oldugu, siniizoidlerde ¢ok
belirgin dilatasyon ve hiyalinizasyon oldugu yer yer fibrotik alanlarin oldugu saptanmistir.
Bobrek dokusunda bazi glomeriillerde sklerotik degisiklikler, buna bagl idrar boslugunda
cok yogun dilatasyon ve hiyalinizasyon, distal tiibiillerde tiibiil epitel hiicrelerinin
parcalandig1 goriilmiistiir. Beyin dokusunda tiim noronlarda Nissl cisimcigi, kapillerlerde
perikapiller 6dem, aksonlarda intrasitoplazmik 6dem ve apoptotik noronlar saptanmistir.

Calismamizin biyokimyasal ve histolojik bulgularina gore ¢inko; oksidatif stres
yoklugunda karaciger, bobrek ve beyin dokular1 iizerine farkli etkilerde bulunmaktadir.
Bunun nedeni ¢inkonun uygulama dozundan ve doku dagilimindan kaynaklaniyor olabilir.
Bizim sonuclarimiza gore, kisa siirede cinko uygulamasinin hem antioksidan hem de
oksidan etkileri nedeniyle ve bu etkilerin dokudan dokuya degisebilmesinden dolay1 ¢inko

preparatlarinin saglikli insanlarda daha dikkatli kullanilmas1 gerektigini diisiinmekteyiz.
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