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OZET

TOTAL KAFA ISINLAMASI YAPILAN SICANLARIN BEYiN DOKUSUNDA
OKSIDAN/ANTIOKSIDAN SiSTEM UZERINE KAFEIK ASIT FENETIL ESTERININ ETKIiSiNIN
ARASTIRILMASI

Nesrin KHAYYO
Yiiksek Lisans Tezi, Tibbi Biyokimya Anabilim Dal1
Tez danigsmani: Prof.Dr. Seyithan TAYSI
Haziran 2017, 59 sayfa

Bu calismada kafeik asit fenetil esterinin (KAFE) iyonize radyasyon hasarii onleyici
etkileri olabilecegini diisiinerek, siganlara uygulanan y radyasyonun, beyin dokusunda
meydana getirdigi hasarda koruyucu etkisinin olup olmadigin1 degerlendirmekti. Bu
amagla, calismamizda 36 adet Wistar-Albino cinsi erkek sican kullanilmistir. Calisma
gruplarimiz 2 tane kontrol, radyoterapi (R), KAFE+R olmak iizere 4 alt gruptan olustu.
Kontrol gruplar1 disindaki gruplarin hepsine ilk giin 5 Gray’lik tek doz radyoterapi
uygulandi. 11. giinde biitiin si¢anlarin beyin dokular1 ¢ikarildi ve fosfat tamponu
icerisinde homojenize edildi ve KAFE’nin koruyucu etkilerinin olup olmadigini tespit
etmek icin beyin dokusunda total antioksidan status (TAS), total oksidan status (TOS),
oksidatif stres indeksi (OSI), paraoksanaz (PON), arilesteraz (ARE), seruloplazmin
(SER) ve total siilfidril (SH) parametreleri dl¢iildii. Sonug olarak ARE, PON aktiviteleri
ve total SH seviyeleri R grubu ile karsilastirildiginda, tiim gruplarda istatistiksel olarak
anlamli diizeyde artis oldugu ve ayrica LOOH, TOS ve OSI seviyeleri ise anlaml
olarak diistiigii gozlendi. Elde ettigimiz bulgular sicanlarda radyasyona bagli beyinde
olusabilecek oksidatif hasara karst1 KAFE’nin antioksidan etkisinin oldugunu
gostermektedir. Ancak, bu bulgularin dogrulanmasi igin destekleyici farmakolojik ve
toksikolojik calismalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Arilesteraz, kafeik asit fenetil ester, paraoksanaz, radyoterapi,

ceruloplazmin, total SH.



ABSTRACT
INVESTIGATION OF THE EFFECT OF CAFFEINE ACID
PHENETHYL ESTER ON OXIDANT / ANTIOXIDANT SYSTEM IN
THE BRAIN OF TOTAL HEAD IRRADIATED RATS

Nesrin KHAYYO
Master Thesis, Department of Medical Biochemistry
Supervisor: Prof. Dr. Seyithan TAYSI
June 2017, 59 pages

In this study, we evaluated if caffeic acid phenethyl ester (CAFE) has protective effect
on the damage in brain tissue induced by gamma radiation applied to rats, considering
that may have inhibitory effects on ionizing radiation damage. To this end, 36 Male
Wistar-Albino rats were used in our study. Our study groups are consisted of 4
subgroups: 2 control, radiotherapy (R), and KAFE + R. All of the groups except the
control received a single dose of 5 Gy of radiotherapy on the first day. On day 11, brain
tissues of all rats were removed and homogenized in phosphate buffer, and Total
antioxidant status (TAS), total oxidant status (TOS), oxidative stress index (OSI),
paraoxanase (PON), arylesterase (ARE), ceruloplasmin (SER) and total sulthydryl (SH)
parameters were measured to determine if CAFE has protective effect. In conclusion,
ARE, PON activities and total SH levels were statistically increased compared to the
group R and LOOH, TOS and OSI levels significantly decreased. Our findings show
that CAFE might be having antioxidative effects to oxidative damage induced by
radiation in brain of rats. However, to be confirmed these findings, it is needed to be
supported by Pharmacological and toxicological studies.

Keywords: Arylesterase, caffeic acid phenethyl ester, paraoxanase, radiotherapy,

ceruloplasmin, total SH.



1. GIRiS VE AMAC

Beyin tiimérleri bilinen en malign tiimorlerden biridir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO)
raporuna gore derece IV diffiiz tipte timorler olup yiliksek mortalite oranina sahiptir
(1,2). Buna karsin, yiritiilen tedavi yaklasimlart oldukg¢a sinirli olup; radikal cerrahi,

radyoterapi ve kemoterapiden ibarettir.

Tiimoral gliomlar beyin dokusu lenf akim sistemine infiltre olarak tiim beyine
yayilabilmektedir. Tiim beyinde etkili olan radyoterapi, gliomalar gibi diffiiz timorlerde
daha cok tercih edilmektedir (3,4). Buna karsin, kan beyin bariyerinin (KBB) secici
gecirgen yapida olmasi, kematerapotik ajanlarin tiim beyine diffiize olan tiimoral

hiicrelere yeterince ulagsmasini engeller.

Radyoterapi, kanserin tedavi ve kontroliinde ilk bagvurulan yontemlerinden biri olup,
biitlin kanser tiirlerinde kullanilabilmektedir. Klinige basvuran hastalarin yaklasik
2/3’1linde radyoterapi kullanimi tercih edilmektedir. Bununla birlikte, kanser hiicrelerine
kars1 etkin kontrol saglamak icin gereken radyoterapi dozu normalden fazla olup,
uygulandiginda, normal dokularda hasara yol ag¢maktadir. Normal dokularda
radyoterapiye bagli gelisen hasar dokunun radyasyon duyarliligina baghh olarak
degismekle birlikte, tiim viicut 1sinlamasi yapilan calismalarda kanser riskinde sekiz

kata varan artis oldugu bildirilmektedir.

Bas-boyun, beyin ya da goze yerlesmis tiimdrlere radyoterapi uygulandiginda, diger
yakin dokularda radyoterapiye bagli yikici etkiler goézlenmektedir. Radyoterapiyle
birlikte kendini gosteren bu yikici etkilere biriken serbest oksijen radikallerinin (SOR)
ve DNA’da meydana gelen kiriklarin yol agtigi bilinmektedir. Biriken SOR’lar
endoplazmik retikulum (ER) ve mitokondri zarinda yikima neden olarak yakin
dokulardaki radyoterapiye bagl gelisen hasar1 arttirmaktadir. Reaktif oksijen ve nitrojen
tiirevlerinin pek c¢ok hastaligin patogenezinde rol oynadigi literatiirlerde ifade
edilmektedir (5-7). Yine arastirmalarda radyoterapi sonucu olusan serbest radikallerin

sistemik dolasimla diger doku ve organlara da zarar verdigi gosterilmistir (8).

Calismamizda antioksidan etki gostermesi beklenen kafeik asit fenetil ester (KAFE)
kullanilmistir. Beyin dokusuna uygulanan lokal radyoterapinin Wistar- Albino cinsi

siganlarda neden oldugu oksidatif hasara karst KAFE’nin koruyucu etkisinin



belirlenmesi  hedeflenmistir. Bu kapsamda, lokal wuygulanan radyoterapinin
oksidan/antioksidan sistem {iizerindeki etkisini dnlemede antitiimoral, antiinflamatuar,
antioksidan etkileri olan KAFE’ nin koruyucu etkilerinin olup olmadigini tespit etmek
icin beyin dokusunda total antioksidan status (TAS), total oksidan status (TOS),
oksidatif stres indeksi (OSI), paraoksanaz (PON), arilesteraz (ARE), seruloplazmin

(SER) ve siilfidril (SH) parametreleri ol¢iilerek arastirmayr amaglamaktayiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Radyasyon

Insanoglu var olusundan bu yana siirekli olarak radyasyona maruz kalmaktadir. Giiniin
her saatinde radyasyon seli diinya ve iizerindeki canlilar1 yikamaktadir. Radyasyonun
varlig1 bilimsel olarak 1800’lerin sonlarinda gosterilmistir ve bu konuda giliniimiize
kadar radyasyon ve radyoaktivite lizerine bir¢cok kullanim alani gelistirilmistir. Basta
fizik olmak tizere bir¢ok bilim dalinin ilgisini ¢ekmeyi bagaran radyasyonun niifuz edici
Ozelliginden yararlanan ilk bilim dallarindan biri de Tip bilimi olmustur. Siiphesiz,
niifuz edici 6zelligi sayesinde radyasyonun hastaliklarin tani ve tedavisinde kullanilmasi
Tip biliminde 6nemli bir kilometre tagi olmustur. Ancak, radyasyonla ilgili yapilan daha
ilk calismalarda dahi radyasyonun beraberinde bazi riskleri de barindirdig1 anlasilmis ve
insanlarin radyasyonun zararh etkilerine karsi korunmasi gerektigine karar verilmistir.
Bu zararlt etkiler 1895 yilinda X 1sinlarinin kesfinden hemen sonra tespit edilmistir.
Daha sonraki yillarda yiiriitiilen goézlemsel calismalarda uzun siire X 1sinlarina maruz
kalan insanlarin derilerinde cesitli reaksiyonlar olustugu gozlenmis ve bdylelikle
radyasyonun zararli etkileri oldugu dogrulanmistir. Ancak, dokuda X 1sinlartyla birebir
ayn1 hasara neden olan radyasyonun zararli etkileri uzun yillar dikkat ¢ekmemistir (9).
Bununla birlikte, giiniimiizde her gegen giin radyasyonun etkilerini arastiran
calismalarin sayis1 artmaktadir ve bu ¢alismalardaki birincil hedef radyasyonun neden

oldugu fayda ve risklerin dengelenmesi olmustur (10,11).

Radyasyon; bir kaynaktan “elektromanyetik dalgalar” ve/veya “elektron parcaciklari”
seklinde uzayda ve maddede enerji yayilmidir (12) ve etki ettigi dokuda birim kiitle
basina diisen enerji miktarinda absorbe olur. Absorbe olan dozun birimi Joule’dir.

Bunun i¢in Gy (gray) terimi kullanilmaktadir.

Absorbe olan radyasyon yeterli enerjiye sahip ise etkilesime girdigi atomlardaki ilgili
elektronu yerinden ¢ikarabilir ve bdylelikle atomu yiiklii (iyonize) hale getirir (11). Bu
tiir radyasyona ‘“iyonize radyasyon” denmektedir. Bunun aksine, etkilesime girdigi
atomdan elektron koparacak yeterli enerjiye sahip olmayan radyasyona iyonize olmayan
radyasyonlar denir. Radyasyonun canli hiicresinde neden oldugu hasarin iyonize hale
gelmis atomlardan kaynaklandigi gdsterilmistir (11). Iyonlastirict radyasyonun

hiicrelere penetre olma 6zelligi, atomlar arasinda enerjinin random olarak birikimini
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sagladig1 icin biyolojik harabiyete neden olan serbest radikaller ve hidrojen peroksit
(H,0>) gibi toksik materyal birikimine yol acabilmektedir (13). Iyonizan radyasyonun
etkisi altinda kalan dokudaki en onemli hedef ise DNA’dir. Sarmal harabiyeti énemli
etkiler olusturmaktadir (13). DNA sarmalinda hasar iki sekilde olusur; radyasyon direk
DNA molekiiliinii iyonize ederek ya da hiicre c¢ekirdegi ve sitoplazmadaki suyun

iyonizasyonuyla ortamda serbest radikaller olusturarak (14,15).
Radyasyonun hiicreyle olan etkilesimi {i¢ basamakta 6zetlenebilir:
o Fiziksel Etkilesim
e Kimyasal Etkilesim
¢ Biyolojik Etkilesim

2.2. Fiziksel Etkilesim

Iyonize radyasyonun canli dokularla ilk etkilesimi fizikseldir. Radyasyonun enerjisi
dokuya aktarildiginda etkilesime girdigi molekiillerde uyarilma meydana gelir.
Fotoelektrik ve compton etkilesimleri ile buradaki atomlar iyonize olurlar ve
radyasyonla absorbe edilen enerjinin biiyiikliigline géore DNA’da tek veya cift bag
kiriklar1 olusur. Iyonlasma ile hiicre icinde olusan serbest elektronlar diger atomlarda da

iyonlasmaya neden olurlar ve zincirleme bir kaskat baslatirlar (16,17).

2.3. Kimyasal Etkilesim

Fiziksel etkilesimi atlatan hiicrede kimyasal degisikliklerin gerceklestigi kimyasal
kademe baslar. Bu asamada, fiziksel kademede etkilenen, hasar goren atom ve
molekiillerin reaksiyona girerek reaktif serbest radikaller olusturdugu goriiliir (16,17).
Kimyasal etkilesime viicutta en fazla bulunan su molekiilleri maruz kalmaktadir.
Kisaca, iyonize radyasyon su molekiilii ile etkilesime girip, onu uyardiginda bir pozitif
yiiklii iyon bir de negatif yiiklii serbest elektron salinir (18,19). Bunlardan pozitif yiiklii
iyon ayrilarak hidrojen (H*) ve hidroksil radikali (OH") olusturuken, serbest elektron
hiicre i¢inde birgok reaksiyona girerek sekonder iyonlagmaya neden olarak enerjisini
kaybeder ve nihayet bir su molekiiliiyle birlesip hidrat elektron formunu olusturur.
Diger taraftan pozitif yiiklii iyon oldukg¢a reaktif olan H* ve OH' olusturur. Olusan
SOR’lar diger su molekiilleriyle ve oksijen molekiilleriyle reaksiyona girerek hiicre
icerisinde asir1 hidrojen peroksit (H>O) birikimi ile sonuglanan kaskat baslatirlar

(16,18,20).



2.4. Biyolojik Etkilesim

Radyasyonla baglayan hiicre i¢indeki SOR birikimi bu asamada DNA molekiiliinde
hasar olusturur. Oldukga etkili olan DNA tamir mekanizmalart SOR’un neden oldugu
hasarlar1 engellemeye c¢alismaktadir. Ancak, hiicre ozellikle boliinme evresinde (S
evresi) meydana gelebilecek her tiirlii hasara karsi oldukc¢a duyarli olup radyasyonla
baslatilan DNA kiriklar1 onarilamaz ve programli hiicre 6liimii baslatilir (16,18,21,22).
Radyasyonun neden oldugu bu hasarin boyutu maruz kalinan radysayonun tiiriine ve
fraksiyon dozuna, ilgili dokudaki oksijen konsantrasyonuna, radyasyonun neden oldugu
pH ve 1s1 degisikligine gore degismektedir. Ayrica, bu etkiler radyasyon uygulamasi
sirasinda  kullanilan koruyucu ya da duyarlilagtirici ilaglarin  varligina gore

degisebilmektedir (23).

2.5. Radyasyonun Normal Doku ve Organ Sistemleri ile Etkilesimi

Radyasyonun neden olabilecegi hasarlar akut, subakut ve ge¢ olmak iizere ii¢ grupta ele
almabilir (24). Bu etkilerin olusumunda radyasyonla birlikte SOR iiretimindeki artisin
ve akut ve kronik oksidatif stresin etkili oldugunu gosteren literatiir ¢aligmalar1 gittikce
artmaktadir (25-27).Hiicreler radyasyona maruz kaldiktan birkag saat sonra akut etkiler
goriilmeye baslar. Bu etkiler maruz kalan biitiin dokularda goriilmekle birlikte en
belirgin sekilde goriildiigi dokular, oral mukoza, kemik iligi, larenks, gastrointestinal
sistem mukozasi, mesane mukozasi, over, tiikkriikk bezleri, lenf nodlari, testis olarak
sayilabilir (23). Radyoterapiden birkag¢ hafta sonra ise Subakut hasar goriilmeye baslar.
Subakut hasar cogunlukla merkezi sinir sistemi (MSS), karaciger, akciger ve kalp doku
ve organ sistemlerini etkiler (23). Uygulanan radyasyonun dozuna bagli olarak, subakut
hasar1 ge¢ etkiler izler. Geg etkiler yeterli dozda radyasyon uygulandiginda biitiin
dokularda goriilebilir, ancak bazi dokularda ge¢ hasarin ortaya c¢ikmast icin

uygulanmasi gereken radysayon duyarlilik esigi daha duisiiktiir (23).

SOR’un hiicrede neden oldugu hasarlar sdyle siralanabilir;

DNA kariklari

Protein ve Lipitlere giiglii kovalent baglarla baglanmasi

Niikleotit tabiattaki koenzim yikimi

Lipit metabolizmasinda degisiklikler



e Hiicre ortamindaki Tiyol/Disiilfit oraninda degisime neden olarak tiyol bagiml

enzimlerde fonksiyon kaybi.
e Protein yikimi1
e Mukopolisakkarit yikim1

e Kollajen ve elastin proteinlerindeki bozukluga bagli olarak aterofibratik

degisikliklerin olusmasi

e Hiicre zar1 proteinlerindeki tahribat, ve dolayisiyla tasima sistemi bozuklugu

(28).

2.6. Radyasyonun Zararlarindan Korunma Yollari

Radyasyonun neden oldugu zararli etkilerden korunmak icin radyoaktif ortam ile
maksimum izolasyon saglanmali. Bu kapsamda, radyasyonlu ortamin duvar beton
kalinlig1 ve kursun alagimi yeterli olmalidir. Ayrica, bu ortamlarda kursun 6nliik, kursun
eldiven, kursun enjektér ve kursun cam kullanimi saglanmalidir. Radyoaktif
kaynaklardan miimkiin oldugunca uzak mesafede yasam alani olusturulmalidir ¢ilinkii

maruz kalinan doz, radyoaktif kaynaga olan uzakligin karesiyle ters orantilidir (29).

2.7. Merkezi Sinir Sistemi ve Radyasyon

Merkesi sinir sistemi (MSS) kanser metastazlariin en sik goriildiigii sistemlerden
biridir. Biitlin  kanser vakalarimin  yaklasik  %25-35’inde  MSS  metastazi
raporlanmaktadir. Ozellikle intrakranial metastazlar yasam kalitesini ve siiresini en alt
diizeye indiren tipte metastazlar olup, tedavi agisindan en sorunlu metastazlardan biridir
(30). Baz1 kanser tiplerinde tiimorlii dokuda tek bir metastaz goriiliirken, bazilarinda
birden fazla metastaz gozlenebilmektedir. Kanser dokusunun primer histolojik tipi ve
metastazin yerlestigi anatomik bolge dikkate alinarak, tek metastazlarda cerrahi tercih
edilirken, ¢oklu metastazlarda klinik durum degerlendirilip radyoterapi ve kemoterapi

tercih edilmektedir.

Serebral metastazlar tiimoral hiicrelerin kan yoluyla tasinimi sonucunda gelisir,
dolayisiyla visseral organ (karaciger, akciger) metastazlarindan sonra goézlenir. Bu
metastazlardaki klintk semptomlar, hemostatik mekanizmalarin bozulmasiyla

goriilmeye baglar. Baglica fizyopatolojik degisiklikler; artmis intrakranial basing ile



azalmis kan akimi, vazojenik 6dem olugumu, herniasyon ve azalan kan akimina bagh

mekanik bozukluklardir (30).

Basta beyin olmak tlizere MSS ve Periferik Sinir Sistemi (PSS) organlar1 fonksiyonlarini
devam ettirebilmeleri i¢in hemostatik bir ortama ihtiya¢ duyarlar. Bu sebeple, beyin
omurilik s1vis1 (BOS) ve sinir sitemi viicudun geri kalan1 ve dolasim sistemiyle segici
gecirgen zarlar yardimiyla izole edilmistir. Albumin gibi bazi proteinler ve kandaki

ilaclar KBB gegememektedir (31-33).

Kemoterapi i¢in doz sinirlayici faktor olan KBB’ye ek olarak, MSS, tiikettigi yiliksek
oksijen miktariyla yiiksek SOR olusturma potensiyeliyle (total oksijenin %20’si)
radyasyon i¢in de doz smirlayicidir. Ozellikle MSS orjinli tiimérlerde radyasyon ciddi
yan etkilere neden oldugundan tedavi i¢in sinirlayicidir (34). Son yillarda yiiriitiilen
caligmalarda, radyasyonun sinir hiicrelerinde kronik oksidatif stres baglatarak
inflamasyona neden oldugu ifade edilmektedir. Ayrica nitrojen ve reaktif oksijen
tiirlerinin de bu siirecte rol aldigr gosterilmistir (35). Beyin dokusunun SOR iiretim
potansiyeli diger organlara gore daha fazladir. Bunun nedenlerinin, beyin dokusunda
yiilksek miktarda demir bulunmasi, yapisinin doymamis yag asitleri igeren lipitten
zengin olmasi ve ¢ok miktarda oksijen tiiketimine sahip olmast oldugu diisiintilmektedir

(36,37).

2.8. Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest radikaller dis yoriingesinde, bir veya birden fazla ciftlenmemis elektron
bulunduran organik ya da inorganik molekiillerdir. Bu molekiiller yiliksek derecede
kararsizlik ve reaktiflik gostermeleriyle karakterizedir. Yakininda bulunan herhangi bir
molekiil ile reaksiyona girerek yapisini bozarlar (38). Viicuttaki en 6nemli serbest
radikal kaynagi dig yoriingesinde 2 tane eslesmemis elektron bulunduran oksijendir.
Ayrica, oksijen ile reaksiyona giren diger molekiillerde biyolojik sistemlerde yikici

etkileri olan serbest radikaller olusturmaktadir (39) (Tablo 1).



Tablo 1: Serbest Reaktif Oksijen Tiirleri.

Radikaller Radikal Olmayanlar
Peroksil Radikali (ROO") Hidrojen Peroksit (H20-)
Hidroksil Radikali (OH") Ozon (03)
Alkoksil Radikali (RO") Hipokloroz asit (HOCI)
Hemoproteine Bagli Serbest Radikaller Azot dioksit (NO2)
Organik Radikaller (R") N-halojenli aminler (R-NH-X)
Organik Peroksit Radikali (RCOQO") Hipohal6z asit (HOX)
Stiperoksit Anyon Radikali (O2™) Singlet oksijen (102)
Semikinon Radikali (HQ") Lipit Hidroperoksit (LOOH)

SOR’lar niikleik asitlerde, proteinlerde, yaglarda ve karbohidratlarda hasara yol acabilir
ve hiicresel enzimlerin yapisini1 bozup islevsiz birakabilirler (40). Caligmalarda, olusan
bu hasarin yasa bagli immiin yetmezlik, Parkinson, Diabet, Romatoit artrit ve
hipertansiyon gibi cesitli hastaliklara neden oldugu ifade edilmektedir. Hatta
giiniimiizde hemen her hastaligin bir dereceye kadar oksidatif strese bagli oldugu kabul
edilmektedir (40). Ciinkii hiicre icinde biriken serbest radikaller organellere ve
membranlara saldirir, reaksiyon baglatir ve tahrip eder. Boylelikle, hiicre igerisinde
kontrol edilemeyen zincirleme bir reaksiyon baglar. Biriken SOR’lar hiicre zarindaki
yaglar ile reaksiyona girdiginde, yag molekiillerinin yapisi degismeye baslar ve oksijen
su ve atik tasinimi durur. Tahribatin devaminda hiicre zarinin yapisinda bulunan yaglar
parcalanir, membran yirtilir ve hiicre bilesenleri dagilir. Bu olay “oksidatif hasar”
olarak adlandirilir (41,42). Bununla birlikte, viicutta iiretilen SOR’lar her zaman
tehlikeli degildir.  Eikozanoid ve stereoid yapidaki bilesiklerin molekiil sentezi

yapimina katilirlar ve ayrica ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda aktif rol oynarlar.

Doku travmalar1 ve enfeksiyonlar1 gibi ¢evresel faktorler ve c¢esitli kimyasallar SOR
yapimini artirmaktadir. Artan SOR biyolojik ihtiya¢ seviyesinin iizerine ¢ikarsa toksik
etkiler goriilmeye baglar (43,44). Cevresel faktorlere ek olarak, metabolizma endojen
olarak da SOR f{iretebilir. Endojen radikal iireten kaynaklarin basinda ER, redoks
dongiisii, arasidonik asit metabolizmasi, mitokondrial elektron transport zinciri,

16kositler ve makrofajlar ve NADPH ve ksantin oksidaz gibi enzimler gelmektedir (45).
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2.8.1. Siiperoksit Anyon Radikali

Molekiiler oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucunda zayif bir reaktif olan
stiperoksit anyonu (O2") olusturur. Bu indirgenme reaksiyonu 6zellikle mitokondri i¢
zarindaki solunum zincirinde spontan olarak meydana gelir. Olugum sirasinda aktif rol
oynayan enzimler lipooksijenaz ve siklooksijenazdir. Fagositik hiicrelerin NADPH
bagimli oksidaz enzim kompleksi fazla miktarda siiperoksit radikali olusturmaktadir. iki
0> molekiilii siiperoksid dismutaz tarafindan hizla H>O> ve molekiiler oksijene

doniisiir (46).

Olusum iki reaksiyon basamagindan ibarettir;

0y, H,0; ile tepkimeye girer ve OH’ ile singlet oksijen ('O,) olusturur.
0"+ HHO, ———» OH + OH + 'O,

Serbest radikallere karsi organizmanin uzun siireli korumasiz kalmasi bu maddelerin
diisiik konsantrasyonlar1 bile onemli molekiilleri tahrip edebilir ve sonugta DNA’da

mutasyon ve doku tahribatt meydana gelir.
2.8.2. Singlet Oksijen

Oksijen molekiiliiniin dis orbitasindaki elektron enerji absorbe ettiginde, yer
degistirerek farkli bir yoriingeye gecer. Boylelikle oksijen uyarilir ve bu oksijene singlet
(102) denir. '02, DNA, RNA, lipit, sterol ve proteinleri kapsayan ¢ok sayida biyolojik

hedeflerle reaksiyona girererek hiicrede zararl etkilere sebep olur (47,48).
2.8.3. Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit molekiilii eslesmemis elektron tasimaz ve bu yiizden de radikal
degildir. H>O> oksijen molekiiliiniin baska bir molekiilden iki elektron alarak peroksit
olusturmasindan ve peroksit molekiiliiniin de iki hidrojen molekiilii ile birlesmesiyle
olusur ancak Biyolojik sistemlerde H>O: asil tiretimi O>" radikallerinin superoksit
dismutaz (SOD) enzimi yardimiyla H2O>’ta dismutasyonu ile olur. Iki O, iki proton

alarak H>O» ve molekiiler oksijeni olusur.

SOD

202"+ 2H" > HxO02+ Oz
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Hidrojen peroksit notrofil fagozomlarinda bulunan myeloperoksidaz enzimiyle ¢ok

reaktif serbest oksijen radikali olan HOCI olusumuna sebep olur.

Hidrojen peroksit ge¢is metallerinin varliginda en énemli SOR olan OH’ radikalinin
olusumunu saglar. H>O2'nin diger 6nemli bir gorevi de hiicre i¢i sinyal molekiilii olarak
rol almasidir. H>O» olustuktan sonra katalaz, glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve

peroksiredoksinler adinda {i¢ enzim sistemi tarafindan uzaklastirilir (49).
2.8.4. Hidroksil Radikali

Hidroksil (OH") radikali, diger SOR’den daha gii¢lii bir radikal olup, biyomolekiillerle
reaksiyona girerek hiicreye daha fazla hasar verir. Hiicre i¢cinde birikmesi i¢in ortamda
demir (Fe) gibi gecis metalleri olmasi gerekmektedir (49). Biyolojik ve kimyasal

sistemlerde tiretebilen OH" canlilarda iki mekanizma ile olusabilir
1- Suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda olusur.
2- Hidrojen peroksitin gecis metallerinin varliginda indirgenmesiyle meydana gelir.

Hidroksil radikali, lipit, polipeptid, protein, DNA ve diger molekiillerle reaksiyona
girer. Ozellikle niikleik asitlerdeki timin ve guanin bazlariyla reaksiyona girerek baska
radikaller olusturmaktadir. OH" lipit peroksidasyonunu baslatabilir, DNA iplik¢iklerinde
kirilmalara neden olabilir ve hemen her organik molekiilii, ayrim yapmadan okside

edebilir (46,50).
2.8.5. Reaktif Nitrojen Tiirleri

Nitrik oksit (NO®), tek bir eslenmemis elektrona sahip serbest radikaldir. Hiicre
icerisindeki NO® kaynagi L-arjinin olup, nitrik oksit sentazin (NOS) katalizlemesiyle
olusur. Hiicrede katildig1 fizyolojik siiregler; sinir iletimi, savunma mekanizmasi, kan
basinci diizenlenmesi, bagisikligin diizenlenmesi ve kas gevsemesidir. NO °, hem sulu
hem de yagli ortamda ¢6ziilebilir oldugu i¢in sitoplazma ve plazma zarlarindan kolayca
gecebilen ender radikallerden biridir (51-53). Hiicre igerisindeki oksidan seviyesine
bagli olarak, bir antioksidan gibi davranabilir ve lipid peroksidasyonunda koruyucu rol
oynar. Ancak, O>" diizeylerinin arttifi durumlarda O>" ile reaksiyona girer ve bir

prooksidan olan peroksinitriti (ONOQO") olusturur (54).
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2.8.6. Peroksinitrit

Peroksinitrit diger SOR’lar ile kiyaslandiginda olduk¢a kisa yarilanma Omrii vardir.
Hiicre igerisinde birikmeye basladiginda DNA boliinmesini ve lipid oksidasyonunu

baslatir ve son derece reaktiftir (53).

2.9. Serbest Radikallerin Biyolojik Etkileri
SOR’lar hiicre igerisinde bircok hasara neden olup, dort baslik altinda toplamak

muimkiindiir.
2.9.1. Membran Lipidlerine Etkileri

Hiicre igerisinde biriken SOR hiicre membran fosfolipidlerindeki poliansatiire yag asidi
(PAYA) ile reaksiyona girerek lipit hidroperoksitlerini olusturur. Bu peroksidasyonun

siddeti lipidlerin doymamislik derecesi ile orantilidir.

PAYA' larin oksitlenmesi ile yag asidi radikali olusur. Buna oksijenin eklenmesi ile
lipid peroksi radikali olusur. Peroksi radikali zincir reaksiyonunun tastyicisidir. Eger E
vitamini ve/veya erdostein gibi bir antioksidan tarafindan 6nlenmezse komsu PAYA
molekiillerini okside eder (55).
Lipid peroksidasyonu membran yapisina ve diger hiicre bilesenlerine zarar verir.
Membran gecirgenligi ve membran akiskanhifi ciddi sekilde etkilenir. Lipidler
yikildiginda hiicre icerisinde biriken bilesiklerden birisi de malondialdehittir (MDA).
MDA fosfolipid ve proteinlerle capraz baglar olusturarak yapilarini bozar. Bunun
disinda, iyon transportunu, enzim aktivitelerini ve hiicre yiizey bilesenlerinin
agregasyonu gibi intrensek membran o6zelliklerini bozar. Hiicrenin her tarafina
dagilarak, 6zellikle siilfidril (SH) iceren enzimlerin yapisini bozarak inaktive eder. Son
olarak, genetik sifrede mutasyona yol acar (56).
Ozetle hiicre icerisinde biriken SOR’lar membran lipidlerini perokside ederek:

e Membrandaki tasima sistemlerini bozar,

e Hiicre ici ve hiicre dis1 iyon dengesini bozar,

e Hiicre ici proteazlar aktive ederek hiicreyi apoptoza yonlendirir.
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2.9.2. Karbohidratlara Etkileri

Tiiketilen karbohidratlardan o6zellikle monosakkaritler viicutta okside olduklarinda,
H>0, ve okzoaldehit gibi DNA ve RNA igin oksidatif 6zellik gosteren bilesikler
tiretirler. Glikozil karbohidrat oksidasyonuyla olusan bir okzoaldehit olup, DNA ve
RNA arasinda ¢apraz bag olusturur. Bu 6zelligiyle antimitotik etki eder. Bunun disinda,
karbohidratla birlikte olusan oksidatif bilesiklerin in vitro ortamda Onemli kikirdak

bilesiklerinden olan hyaluronik asidi par¢aladiklar1 raporlanmistir (57).

2.9.3. Proteinlere Etkileri

Hiicre igerisindeki SOR’lar proteinlerde hasara neden olur. Bu hasarin derecesi protein
yapisinda bulunan aminoasit kompozisyonlarina baglidir. Doymamis bag ve siilfiir
iceren molekiiller serbest radikallerle kolay reaksiyona girerler. Bu nedenle, triptofan,
tirozin, fenilalanin, histidin, sistein gibi aminoasitler kolaylikla etkilenirler. Bu
etkilesimler proteinlerin spesifik bolgeleri lizerinde yogunlagmigsa hiicrenin canliligini

olumsuz yonde etkileyebilir.

2.9.4. Niikleik Asit ve DNA'ya Etkileri

Radyasyon terapisinde hiicre i¢erisinde biriken SOR DNA’da mutasyona neden olabilir.
DNA yapisinda bulunan OH’, deoksiriboz ve diger bazlar SOR’lardan kolayca
etkilenebilir (46).

2.9.5. Viicuttaki Antioksidan Savunma Mekanizmalari

Viicutta birgok savunma sistemi olup, oksidatif sistem i¢in 6nemli olanlardan biri de
SOR’larin oksidatif 6zelliklerine karsi koruyan antioksidan savunma sistemleridir.
Antioksidan mekanizma iki sekilde ¢alisir; radikalleri kendilerine baglayip reaksiyon
zincirini kirarak SOR olusumunu engeller ve olusan SOR’larin hiicre i¢i zararh

etkilerinden etkilenen hiicresel yapilar1 onararak (46). (Tablo 2.)
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Tablo 2: Viicutta Etki Gosteren Antioksidan Sistemler.

Antioksidan Enzimler

Enzimatik Olamayan Antioksidanlar

Stiperoksit Dismutaz
Glutatyon Peroksidaz
Glutatyon Transferaz
Katalaz
NADPH Kinon Oksido Rediiktaz
Glutatyon S Transferaz
Epoksithidrolaz
Glukronil Transferaz
Sulfonil Transferaz
Glutatyon Rediiktaz
Glutatyon-6- Fosfat Dehidrogenaz
Okside Glutatyon ve Konjuge Tastyicilar
Izositrat Dehidrogenaz

6- Fosfoglukonat Dehidrogenaz

Flavonoidler
Vitamin E
Vitamin C

Biitillenmis Hidroksianizol
Biitillenmis Hidroksitoluen
Ebselen
P Karoten
Urat
Seruloplazmin
Albumin
Ubikinon
Likopen
Heptoglobin

Melatonin

2.10. Enzimatik Antioksidanlar
2.10.1. Siiperoksid Dismutaz
igerisinde

Stiperoksid dismutaz, hiicre

biriken siiperoksit radikalinin H2O2’ye

dontlistimiini katalizleyerek, hiicreyi O™ zararh etkilerine karsi hiicreyi korur. Ayrica

lipid peroksidasyonunu da inhibe eder (58).

Stiperoksid dismutaz enzimi ¢ogunlukla hiicre icerisinde bulunurken, %10 kadar1 hiicre

disina salinir (53).

Hiicre igerisinde i tip sliperoksid dismutaz bulunur:

e Mitokondride bulunan manganez igeren (Mn- siiperoksid dismutaz) dismutaz

e Ekstraselliiler siiperoksid dismutaz (EC- siiperoksid dismutaz) (58).

e Bakir ve ¢inko i¢eren (Cu-Zn siiperoksid dismutaz) dismutaz.
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2.10.2. Katalaz

Katalaz (CAT), 4 tane hem grubu iceren bir hemoproteindir. Hiicre igerisinde
peroksizom olarak adlandirilan bir hiicre organelinde bulunur ve H>O> su ve molekiiler

oksijene doniisiinde rol oynar (44,53).

2.10.3. Glutatyon peroksidaz

Glutatyon peroksidaz, diisiik derecede oksidatif hasara kars1 koruma saglar. Bu enzimin
iki subsrat1 vardir, bunlardan biri H>O» suya, diger substrat1 organik hidroperoksit alkole
indirgenir. Bu enzim reaksionu sirasinda koenzim olan rediikte glulatyon (GSH)
yiikseltgenir. Yiikseltgenmis glulatyonu (GSSG), glutatyon rediiktaz enzimi tekrar

indirger ve glutatyona doniistiiriir (59).

2.10.4. Glutatyon -S-transferaz

Glutatyon —S- transferazlar (GST) toksinlerin biotransformasyonu katalizler (59).
GST’ler ozellikle lipid peroksitlere karst koruma mekanizmasi olustururlar. Lineolat

hidroperoksitlerin neden oldugu hasar1 6nlemede etkilidirler.

2.10.5. Paraoksanaz/Arilesteraz

Paraoksonaz-1 (PON1), 354 aminoasitli glikoprotein yapisinda ve paraoksonaz,
arilesteraz ve diazoksonaz olmak iizere ¢ farkli aktiviteye bir enzimdir (60). PON1,
serum enzimi olup Yiksek Dansiteli Lipoproteinler (HDL) ile iliskilidir, ayrica
antioksidan fonksiyona sahip oldugu raporlanmistir. Paraoksonaz gen ailesi PONI,
PON2 ve PON3’den olusmaktadir. Bu aileden PON2 ve PON3 105. pozisyonda lizin
rezidlistine sahip olmadigindan paraoksonu hidroliz edemezler (61). Literatiir
caligmalarinda paraoksonaz ve arilesteraz her ne kadar iki ayr1 enzim olarak ele alinsa
da, yapilan ileri molekiiler calismalar insan serumundaki paraoksonaz enziminin hem
arilesteraz, hem de paraoksonaz aktiviteye sahip oldugunu gostermistir (62). Bu iki
enzim oksidan birikintilere karst rol oynayan enzimatik anatioksidan sistemin

bilesenleridir.
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2.11. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
2.11.1. Seriiloplazmin

Seruloplazmin’in etki mekanizmasi siiperoksid dismutaza benzemektedir. Organizmada
meydana getirdigi en énemli fizyolojik gorev Ferro demiri (Fe**), Ferri demire (Fe*")
yiikseltgemektir. Bu sayede hiicre igerisinde Fenton reaksiyonunu durdurarak hidroksil

radikali olusumunu engeller (63).

2.12. Radyoprotektorler
Radyoterapinin dozu arttikca nomral doku hasar1 artar. Bu nedenle artan radyoterapi
dozu normal dokularda ciddi yan etkilere yol acar ve bu tedavide dozu
sinirlayabilmekedir. Giinlimiizde radyoterapi sirasinda normal dokuda meydana gelen
bu hasarin Oniline ge¢mek icin radyoprotektif ajanlar kullanilmaktadir (64,65).
Radyoprotektorler, canliyr radyasyona karsi koruyan ve daha direngli hale getiren
maddelerdir. Radyoprotektif etki ile serbest radikal iiriinleri etkisiz hale getirilmeye
calisilir.
Genel olarak radyoprotektif ajanlar 4 grupta incelenir:

e SH iceren bilesikler,

e Analjezikler ve tranklizanlar gibi farmakolojik ajanlar,

e Tiyol bilesikleri (amifostin),

e Diger radyoprotektif etkili bilesikler (WR-1065, vitamin C ve E ve glutatyon

gibi) (66).

2.13. Kafeik Asit Fenetil Ester

Kafeik Asit Fenetil Esteri (KAFE) uzun yillar Anadoluda tiiketilmekte olan sifali
bitkidir ve fenolik bir antioksidandir (67). Giinlimiizde ise ¢esitli hastaliklarin
tedavisinde halk hekimleri tarafindan kullanilagelen alternatif tip ilaglarindan biri
durumundadir. KAFE ile ilgili literatiirde birgok ¢alisma bulunmaktadir. Bu
caligmalarda, KAFE’nin antiinflamatuar, immunomodulatdr, antioksidan ve antitumoral
etkisinin oldugu raporlanmistir. Bunun yaninda, renal dokuda, spinal kord ve beyinde
iskemi/reperflizyona bagli gelisen lipid peroksidasyonunu 6nledigi gosterilmistir (68).
KAFE, ar1 kovanlarindan elde edilen propolisin aktif bilesenlerinden biridir. Propolis,

cesitli bitkilerin yaprak, gévde ve tomurcuklarindan arilar tarafindan toplanip kovanda
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biriktirilen 6ziite verilen isimdir. Farkli bdlgelerden toplanan propolis orneklerinde
160’tan fazla bilesik tanimlanmistir. Bunlar arasinda 6nemli olanlar kisaca; fenolik
aldehitler, polifenoller (flavonoid aglikonlar, fenolik asitler) ve onlarin esterleri, alkoller
ve ketonlar, kumarinler, stereoidler, seskuiterpen kinonlar, ve ¢esitli aminoasitler ve
inorganik bilesiklerdir.

Propolisin igerigi, arilar tarafindan toplanan bitki tiirline gore degigsmektedir. Arilar
propolisi, kovan’in dezenfeksiyonunda, mikroorganizmalardan korunmada ve yariklarin
kapatilmasinda kullanirlar (69). Yine arilarin beslendigi bitki tiiriine goére, Propolis’in
iceriginde KAFE bulunabildigi gibi bulunmama durumu da olabilir.

Son donemlerde yapilan ¢aligmalar KAFE’nin, e kromozom saglamlig: {izerinde etkili
oldugunu gdostermistir (70). Kromozom saglamligi en onemli kanser belirteglerinden
biri olup, en sik goriilen patolojidir. Bu nedenle kromozom saglamligini arttiracak
ilaglar ve/veya aktif bilesikler kanser tedavisinde ¢ok biiylik bir 6neme sahiptir.
KAFE’nin kromozom saglamligint arttirdigi birgok c¢alisma ile dogrulansa dahi, bu

etkinin genetik ve molekiiler seyivedeki etki mekanizmasi heniiz aydinlatilamamastir.
2.13.1. Yap1 ve Kimyasal Ozellikleri

Kafeik Asit Fenetil Ester, propolisin aktif maddesi olup yapica flavonoidlere benzeyen
ve iki halkasal yap1 iceren aktif kimyasal bir bilesendir. Halkalardan bir tanesi daha
aktiftir ve iki adet -OH grubu tasir. Bu 6zelligiyle hemen hemen molekiiliin biitiin
kimyasal 6zelliklerini gosterir. Digeri ise nibeten daha pasiftir (Sekil 1). Aktif halkadaki
s06z konusu hidroksil gruplari, elektron alip vererek oksitleyici ve rediikleyici 6zellik

gosterir.

O
AN

H
OH

Sekil 1. Kafeik asit fenetil ester'in molekiiler yapist (71).
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Bunun yaninda, KAFE ¢ok uzun aromatik ve alifatik 6zellik gosteren C gruplar
tasimaktadir, bu nedenle lipofilik 6zellik gosterip hiicre zarlarini kolaylikla gecebilir.
Calismalar, KAFE’nin zardan gecis katsayisinin 13,82 oldugu raporlanmistir. Bu
nedenle, ilgili hiicre veya viicut bolgesine ulagiminin kolay oldugu savunulmaktadir ve

bdylece deney hayvani aragtirmalarinda her tiirlii yoldan kolaylikla verilebilmektedir.

2.13.2. Kafeik asit fenetil ester’in islevsel 6zellikleri

Gecmis yillarda propolis halk tibbi cergevesinde antioksidan, enflamasyon giderici,
antimutajenik, bagisiklik sistemi diizenleyici ve antimikrobik gibi bir¢ok sebeple tedavi
amagclh olarak kullanilmas, iyilestirici roliiniin oldugu gdsterilmistir (72,73).

KAFE, hasar mekanizmalarinit 6nlemek i¢in kullanilabilecek giiclii bir antiinflamatuvar
bilesiktir. Ayrica, Ornitin karboksilaz 5-alfa rediiktaz, proteaz, lipooksigenaz, human
immunodeficiency viriis-1 integraz gibi bazi enzimlerin potansiyel engelleyicisidir.
Bunun yaninda, niikleer transkripsiyon faktorii olan Niikleer Faktor Kappa-B (NF-KB)'
nin aktivasyonunu inhibe eden etkili ve spesifik bir inhibitdér oldugundan oksidatif

hasarla meydana gelen nekrozu engeller ve hiicreleri 6liimden korur.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu caligmada ortalama viicut agirliklar1 200+20gr arasinda olan 36 adet Wistar-Albino
cinsi erkek sican kullanilmistir. Sicanlar; Negatif kontrol (n=8), Pozitif Kontrol (n=8),
Radyoterapi (n=10), ve Radyoterapi+ KAFE (n=10) olmak iizere 4 gruba ayrildi. Deney
protokolii boyunca biitiin cerrahi islemler dncesinde kontrol gruplarindaki si¢anlar harig
diger gruplardakilere 50 mg/kg/ip ketamin uygulandi ve radyoterapi uygulamasina
gecildi. Radyoterapi uygulamast 1. giinde Co 60 teleterapi cihazi ile sicanlarin bas
bolgesine SSD 80 cm olacak sekilde 5x5 cm’lik bir alana 5 Gy’lik fraksiyonda tek doz
uygulandi. Kontrol grubundaki siganlara radyoterapi uygulamasi yerine, esit voliimde
serum fizyolojik verildi. 11. glinde biitiin sicanlar 50 mg/kg/ip. ketamin ile anestezi
uygulandi. Daha sonra beyin dokular1 cikarildi ve fosfat tamponu (bir hacim doku
ornegi ile 9 hacim buz gibi soguk fosfat tamponu) igerisinde homojenize edildi.
Homejenizasyon sonrasinda elde edilen siipernatant 5 adet ependorf tiipe alind1 ve olasi
deformasyonlardan korumak i¢in biyokimyasal degerlendirmenin yapilacagi zamana
kadar -80 °C’de saklandi. Bu calismada KAFE’nin antioksidan etkinligini
degerlendirmek icin segilen TAS, TOS, OSI, LOOH, PON, ARE, SER ve total SH gibi

biyokimyasal parametreler spektrofotometrik yontemlerle analiz edildi.

Grup bilgileri agagidaki gibidir;

1. Grup (Negatif Kontrol Grubu (NK)): Bu kontrol grubuna higbir cerrahi
ve/veya ila¢ uygulamasi yapilmadi. 10 giin boyunca hayvanlara normal yem ve su
verildi.

2. Grup (Pozitif Kontrol Grubu (PK)): Bu kontrol grubu 4. grubun pozitif
kontrolu olup bu gruptaki siganlara intraperitonal (IP) yolla 10 giin boyunca 0.25 ml
dimetil siilfoksit (DMSO) enjekte edildi. Bu siire boyunca hayvanlar normal yem ve su
ile beslendi.

3. Grup (Radyoterapi Grubu (R)): Bu gruptaki sicanlarin bas bolgelerine 1. giin
5 Gray (Gy) tek doz radyoterapi uygulandi. Bu uygulamadan 30 dakika dnce ve takip
eden 10 giin boyunca, 0.25 ml serum fizyolojik IP yolu ile sicanlara verildi ve normal
yem ve su ile beslendi.

4. Grup (Kafeik Asit Fenetil Esteri + Radyoterapi Grubu (KAFE+R): Bu
gruptaki sicanlara 1. giin 5 Gy tek doz radyoterapi uygulandi. Bu uygulamadan 30
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dakika once ve bunu takip eden 10 giin boyunca DMSO’da ¢ozdiiriilmiis, 10
umol/kg/glin KAFE IP yolla siganlara verildi. Siganlar 10 giin boyunca normal yem ve
su ile beslendi. Deney sonunda tiim gruplar dekapite edildi ve tiim gruplarin beyin
dokular ¢ikarilarak biyokimyasal analizlerde kullanildi.

Bu calisma Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulundan
onay alindiktan sonra, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvarinda gergeklestirildi
(Etik kurul numarasi: 2017/2).

3.1. Antioksidan Parametrelerin Olciimii
3.1.1. Total antioksidan status diizeyi 6l¢iimii

Orneklerin TAS diizeyi ol¢iim yontemi su sekildedir; &rnekteki tiim antioksidan
molekiilleri renkli ABTS* katyonik radikalini rediiklemesiyle bu molekiil dekolorize
olur. Dekolorizasyonun siddeti antioksidan molekiillerinin toplam konsantrasyonuyla
orantilidir (74). Bu islem sirasinda kalibrator olarak E vitamininin suda ¢oziiniir bir
analogu olan Trolox kullanildi. Sonu¢lar mmol Trolox equivalent/ gr protein olarak

ifade edildi.
3.1.2. Total tiyol olciimii

Orneklerdeki total tiyol grubu &lgiiliirken, SH gruplarinin toplam miktar1 olarak 6lgiildii.
Bu &lgiimiin temel prensibi su sekildedir; Ol¢iim sirasinda —SH grubunun Ellman
reaktifi 5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoate) (DTNB) kullanilir ve olusan renkli iiriiniin

absorbansi 412 nm de 6l¢iiliir (75). Sonuglar mmol/gr protein olarak ifade edildi.
3.1.3. Paraoksonaz Enzim Aktivitesi Ol¢iimii

Paraoksonaz HDL-Kolesterole bagli lipofilik, hidrofobik yapili antioksidan bir
enzimdir. Bu enzimin aktivitesi Rel Assay marka kit kullanilarak 6l¢iildi. Kisaca bu
yontemde, PON enzimi paraoxon (O, O-diethyl-O-pnitrophenylphosphate), substrati ile
reaksiyona girerek hidroliz eder. Bu hidrolizleme islemi sonucunda renkli p-nitrophenol
tirlinii olusur. Olusan iriinlin absorbansi 412 nm de kinetik modda izlenerek enzim

aktivitesi U/g protein olarak ifade edilir (76).
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3.1.4. Arilesteraz Aktivitesi Olciimii

Antioksidan bir enzim olan PON enziminin ARE aktivitesi de ticari Rel Assay marka
kit kullanilarak olg¢iildii. Bu testin ¢alisma yontemi su sekildedir; ol¢iim yapilacak
ornegin icerdigi enzim, kullanilan kitteki fenilasetat substratiyla enzimatik bir reaksiyon
baslatir ve boylelikle fenol olusur. Olusan fenol kolorimetrik olarak dlgiiliir ve aktivite
tayini yapilir (6). Sonuglar enzim aktivitesi ¢ok yiiksek diizeylerde oldugu i¢in U/g

protein olarak ifade edilir.
3.1.5. Seruloplazmin Diizeyinin Ol¢iimii

Seruloplazmin diizeyi Erel (74) tarafindan belirtilen metoda gore yapildi. Bu metot
kolorimetrik bir metot olup, Ferro demirin (Fe®*), Ferri demire (Fe**) enzimatik

oksidasyonu 0Olger. Sonuglar enzim aktivitesi U/ gr protein olarak ifade edilir.

3.2. Oksidan Parametrelerin Ol¢iimii
3.2.1. Lipit Hidroperoksit Diizeyi Ol¢iimii

Lipit hidroperoksit seviyesi, modifiye FOX2 Assay yontemi kullanilarak ol¢tildii (76).
Bu yontemde, reaksiyon ortaminda bulunan ferrdz iyonlari lipid hidroperoksitler
tarafindan ferrik iyona oksitlenirler. Olusan ferik iyon kromojenleri xylenol orange,
ferrik iyonla renkli mega kompleks molekiil olustururlar ve olusan bu renkli molekiiliin
absorbans1 560 nm’de end point modda o6lg¢iiliir. Bu 6l¢iim sirasinda kalibrator olarak
taze hazirlanmis #-butylhydroperoxide standardi kullanilir. Sonuglar pmol/gr protein

olarak ifade edildi.
3.2.2. Total oksidan status diizeyi o6l¢iimii

Orneklerin TOS diizeylerini 6lcerken, icerdikleri oksidan molekiillerinin ferroz iyonunu
ferrik 1yona oksitlemesiyle meydana gelen renk degisimini degerlendirildi. Bu yontem
daha once literatiire kabul gérmiis kolorimetrik TOS 6l¢iim yontemidir (77). Sonuglar

umol H2O: equivalent/gr protein olarak ifade edildi.
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3.2.3. Oksidatif Stres indeksi Hesaplanmasi

Orneklerin OSI hesaplanmasi i¢in 6ncelikle TOS ve TAS’in birimleri umol seklinde
hesaplandi. Daha sonra, OSI (AU)= [(TOS pumol/L)/(TAS pumol/L)]x100 formiiliine
gore OSI hesaplandi.

3.3. Protein Tayini

Bu calismada gerceklestirilen protein tayini sirasinda Bradford yontemi kullanildi (78).
Standart egri i¢in si@ir serum albumini ihtiva eden 25-300 pg’lik seri cozeltiler
hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltiden 0.1 ml alinarak 5 ml Coomassie Blue boya reaktifine
ilave edildi. Karisim olusturulduktan 5 dakika sonra, 595 nm’de absorbansi ol¢iildii.

Hesaplamalar standart egriye gore yapildi.
5 ml Coomassie Blue boya reaktifi

5 ml’lik boya reaktifi hazirlanirken, 50 ml %95°’lik etil alkol igerisinde 100 mg
Coomassie Blue G eklendi ve ¢oziildii. Bu karisima, 100 ml (%85°lik) fosforik asit

(H3POg4) ilave edildi ve toplam hacim distile su 1000 ml’ye tamamlandi.

3.4. istatistiksel Analiz

Normal dagilima uygunluk kontroliinde Kolmogorov Smirnov testi kullanilmistir.
Normal dagilima sahip degiskenlerin 3 bagimsiz grup karsilastirilmasinda ANOVA ve
LSD coklu karsilastirma testleri kullanildi. Degiskenler arasindaki iliskiler Pearson
korelasyon analizi ile test edildi. Degerler ortalama + Standart Sapma olarak verildi.
Istatistiksel analizler i¢in SPSS for Windows version 22 paket programi kullanildi ve

p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
Calismaya alinan 4 grubun ortalama TAS, TOS, OSI, LOOH, PON, ARE, SER ve total
SH degerleri Tablo 3 ve Tablo 4’de verilmistir.

Tablo 3: Gruplarin ortalama TAS, TOS, OSI ve LOOH degerleri.

TOS (umol H20: LOOH (umol/gr
. . OSI .
equivalent/gr protein) protein)

1.Grup (NK)

25.33+2.76 7.92+2.47 1.31+0.076
2.Grup (PK)

28.16 £ 3.69 7.42 +£2.43 1.27 +£0.043
3.Grup (R)

35.16+3.84 11.97 £3.54 1.46 £0.093
4.Grup (KAFE+R)

27.39+2.35 7.24+1.14 1.17+0.169

Tablo 4: Gruplarin ortalama TAS, PON, ARE, SER ve Total SH degerleri.

TAS (mmol Trolox PON ARE SER Total -SH
equivalent/ gr (mmol/gr
protein) (U/g protein) (U/g protein) (Ul gr protein) protein)
1.Grup (NK)
0.35+0.09 0.571 £0.09 10.30 = 0.46 56.91 £3.32 0.067 £+ 0.003
2.Grup (PK)
0.36+0.078 0.921 +£0.28 10.59 +0.69 57.28 +£3.99 0.066 +0.002
3.Grup (R)
0.32+0.103 0.351 £0.06 9.48 £ 0.74 53.37+£7.48 0.060 £ 0.008
4.Grup (KAFE+R)
0.38 £0.043 0.551 £0.06 10.68 £0.65 58.61 £5.77 0.071 £ 0.005

Gruplar TAS seviyeleri agisindan degerlendirildiginde, higbir grupta kontrol gruplarina

gore anlamli bir degisiklik gozlenmedi (p>0.05).

gruplara gore dagilimi Sekil 2°de gosterilmistir.

Beyin dokusu TAS diizeylerinin
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Sekil 2. Gruplarin beyin dokusu TAS diizeyleri.

Gruplar TOS seviyeleri agisindan degerlendirildiginde, istatistiksel olarak anlamli
degisiklikler saptandi. Grup 3’tin TOS seviyesi diger biitiin gruplar ile kiyaslandiginda
ileri diizeyde anlamli bir artis oldugu gozlendi (p<0.0001). Beyin dokusu TOS

diizeylerinin gruplara gore dagilimi Sekil 3’de gosterilmistir.
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Grup 1 (NK) Grup 2 (PK) Grup 3 (R) Grup 4 (KAFE+4R)
Gruplar

Sekil 3. Gruplarin beyin dokusu TOS diizeyleri.
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Gruplar OSI seviyeleri acisindan degerlendirildiginde, istatistiksel farkliliklar saptandi.
Grup 3’deki OSI seviyesi Grup 1, Grup 2 ve Grup 4’e gore anlamli derecede artmig
bulundu (p<0.05). Bununla birlikte, Grup 1, Grup 2 ve Grup 4 arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilhik goriilmedi (p>0.05). Beyin dokusu OSI diizeylerinin gruplara
gore dagilimi Sekil 4°de gosterilmistir.
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Sekil 4. Gruplarin beyin dokusu OSI diizeyleri.

Gruplar LOOH seviyeleri acisindan degerlendirildiginde, istatistiksel olarak anlamli
farkliliklar gézlendi. Grup 3’iin LOOH seviyesinde Grup 4 ve Grup 2’ye gore anlamli
artis kaydedildi (p<0.05). Bununla birlikte Grup 3 ve Grup 1 arasindaki degisiklik
istatistiksel olarak anlamli degildi. Beyin dokusu LOOH diizeylerinin gruplara gore
dagilimi Sekil 5°de gosterilmistir.
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Sekil 5. Gruplarin beyin dokusu LOOH diizeyleri.
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Gruplar PON seviyleri ac¢isindan degerlendirildiginde, istatistiksel olarak anlamli
farkliliklar gozlendi. Grup 2’nin PON seviye ile Grup 1’in PON aktivitesi arasinda
anlaml bir farklilik olup, Grup 2’de daha yiiksektir (p<0.05). Grup 2’deki bu artis
yalnizca Grup 1 ile anlamli degisiklik gostermeyip, diger biitiin gruplara gére anlaml
derecede artmistir (p>0.001). Bununla birlikte, Grup 3’de PON aktivitesi Grup 1’e gore
anlamli olarak azalmistir (p<0.05). Beyin dokusu PON aktivitesi gruplara gore dagilimi

Sekil 6’de gosterilmistir.
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Sekil 6. Gruplarin beyin dokusu PON aktiviteleri.

Gruplar ARE aktivitesi agisindan degerlendirildiginde, istatistiksel olarak anlamli
farkliliklar gozlendi. Grup 3’deki Arilesteraz seviyesi anlamli olarak Grup 2 ve Grup
4’e gore diisiik bulundu (p<0.05). Bununla birlikte, Grup 3 ile Grup 1 arasinda anlamli
degisiklik saptanmadi (p>0.05). Beyin dokusu ARE aktivitesi gruplara gore dagilimi
Sekil 7°de gosterilmistir.
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Sekil 7. Gruplarin beyin dokusu ARE aktiviteleri.
Gruplar SER seviyleri agisindan degerlendirildiginde, istatistiksel olarak anlamli
farkliliklar gozlenmedi (p>0.05). Beyin dokusu SER diizeylerinin gruplara gore
dagilimi Sekil 8’de gosterilmistir.

SER (U/ gr protein)

Grup 1 (NK) Grup 2 (PK)
Gruplar

Sekil 8. Gruplarin beyin dokusu SER diizeyleri.
Gruplar total SH seviyleri agisindan degerlendirildiginde, istatistiksel olarak anlaml
farkliliklar gozlendi (p<0.05). Grup 4’deki total SH seviyesi, Grup 3’e gore anlamli
derecede yiiksek bulundu (p<0.05). Beyin dokusu SH diizeylerinin gruplara gore
dagilimi Sekil 9°de gosterilmistir.
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Sekil 9. Gruplarin beyin dokusu Total SH diizeyleri.
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Grup 4 (KAFE+4R)
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5. TARTISMA

Iyonize radyasyon, o&zellikle radyoloji, radyoterapi ve niikleer tip boliimlerinde
calisanlar i¢in Oonemli bir risk faktoriidiir. Bu riskin kaynagi ise dogal radyoaktif
maddeler olan radyum, uranyum ve toryumun kullanilan radyoaktif izotoplaridir (79).
Radyasyonun bu zararli etkilerinin yaninda, radyoterapi, kanser tedavisinde kullanilan
onemli derecede etkinlik gosteren tedavi yontemlerinden birisidir. Bu nedenle hemen
hemen kanser hastalarinin yaridan fazlasinin tedavisi radyoterapi kullanimi ile
olmaktadir. Radyasyon tedavisi sirasinda, kanser hiicreleri lizerindeki toksisiteyi en tist
diizeye ¢ikarmak icin etkin doz belirlenir, ancak etkin doz radyoterapi uygulama sahasi
icerisinde kalan saglam dokular {izerinde de toksik etki gosterebilmektedir. Her
dokunun radyasyona duyarlilig1 esit seviyede degildir. Bu nedenle radyasyona maruz
kalmis bir dokuda meydana gelen hasar o dokunun radyasyona olan duyarliligina gore
degismektedir. Biitiin bu nedenler iyonize radyasyonun dokular ve hiicreler lizerine akut
ve gee etkilerinin aragtirilmasinin 6nemini arttirmaktadir (17,18). Bu kapsamda yapilan
radyoterapi calismalarindan, radyasyona bagli oksidatif stres olusumunu ve bunun
neticesinde meydana gelen serbest radikal olusumunu arastiran ve ayrica
antioksidanlarin bu oksidatif mekanizma ile etkilesimini aydinlatan c¢alismalar onem
arzetmektedir.

Hiicre igerisinde biriken ROT’un hiicre bilesenlerini hasarladigi ve boylece bir¢ok
hastaliga davetiye ¢ikardigi rapolanmistir (80,81). Radyoterapinin hiicrede olusturdugu
hasarlardan biri de lipid peroksidasyonu ve dolayisiyla hiicre zar1 lipid yapisinda
bozulmadir. Zar yapisi ve islevi bozulmasi serbest radikallerin kontrolsiiz hiicre
igerisine girip ¢ikmasina ve hiicre hasarina yol agar.

Hiicre ve doku radyasyona maruz kaldiginda, hiicre i¢inde oksidatif hasar baslar. Bu
hasarin biiyiikliigii hiicredeki antioksidan savunma sistemi ile ROT seviyesi arasindaki
dengeye gore degismektedir. S6z konusu denge ROT tarafina kaydiginda hiicre
icerisinde hasar artar (82). Hiicre igerisindeki temel antioksidanlar etki tiplerine gore
nonenzimatik ve enzimatik olarak iki ana gruba ayrilirlar. Enzimatik olan antioksidanlar
hiicre icerisindeki enzimleri aktive ederek etki gosterirler. Bunlar kisaca siiperoksid
dismutaz, GSH-Px, GST ve GR olarak 0Ozetlenebilir. Bununla birlikte nonenzimatik
olanlar ROT iiretimini engelleyerek etki gosterirler, bunlar GSH, C vitamini, E vitamini,

karotenler olarak 6rneklendirilebilir (83).
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Merkezi sinir sisteminde endojen antioksidan miktar1 diger dokulara gore nispeten daha
diisiiktiir, bu nedenle sinir hiicreleri artabilecek oksidatif hasarlara karsi daha hassastir
(84). Bununla birlikte, biitiin doku tiplerinde oldugu gibi beyinde de SOR temizleyici
enzimler bulunmaktadir. Bunlar arasindaki en énemli enzimler siiperoksid dismutaz ve
GSH-Px dir. siiperoksid dismutaz, hiicre igerisinde biriken 02’1 H2O2’e doniistiiriir.
GSH-Px ve CAT ise bir diger énemli enzimatik antioksidanlar olup, H>O>’yi H2O ve
07’ye doniistiirerek zararsizlastirir.

Literatiir ¢alismalar stiperoksid dismutazin hiicreyi icerisinde biriken SOR’larin neden
oldugu hasardan koruyabildigini raporlamaktadir (85,86). Ayrica yapilan hiicre kiiltiirii
calismalar siiperoksid dismutazin, hiicrelerde tiimor nekroz faktor ve interlokinl’in, ve
iyonize radyasyonun neden oldugu SOR’lara karsi koruyucu etki gosterdigi
bilinmektedir (87). Birgok ¢aligmada radyasyonun beyin dokusunda olusturtugu hasari
gosteren parametreler incelemistir (88-91). Bu ¢aligmalar arasinda 6nemli kilometre tasi
olan c¢aligmalardan biri de Kojima ve ark. tarafindan yiiriitiilen ¢calisma olmustur (91).
S6z konusu ¢alismada farkli yas grubundaki siganlar (1 haftalik, 4 haftalik, 12 haftalik
ve 1 yasinda) tiim viicut radyoterapisi uygulanmis ve bu uygulamanin sigan beyin
dokusundaki lipid peroksidasyonu iizerine etkisi arastirilmistir. Bu yaklasimla 1 haftalik
siganlar, insanlarda yenidogana, 4 haftalik siganlar ergene, 12 haftalik sicanlar erigkine
ve 1 yasindaki si¢anlar yaglilara denk kabul edilmistir. Sonu¢ olarak ise radyoterapi
verilen eriskin (12 haftalik) siganlarin beyin dokusunda, kontrol gruplartyla
karsilastirildiginda, siiperoksid dismutaz, GSH-Px ve CAT enzim aktivitelerinde ve
MDA diizeyinlerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik olmadig: rapor edilmistir
(92,93).

Bir diger 6nemli ¢calisma Collins-Underwood ve ark. (88) tarafindan yiiriitiilmiistiir. Bu
calismada sicanlarda beyin 1sinlamasi yapilip, beyin dokusundan primer noron kiiltiir
ekilmistir. Kiltiirdeki hiicreler yeterli sayiya ulastiginda, molekiiler oksijeni oksidatif
bir tiir olan siliperoksit anyona doniistiiren NADPH-oksidaz’in seviyesi c¢alisilmis ve
bunun sonunda bir azalma oldugu gériilmiistiir. Bu bulguyu dogrulamak i¢in 1s1nlama
oncesinde sicanlara i.p. yolla NADPH oksidaz inhibitorii verildiginde radyasyonla
indiiklenen hiicre igerisindeki ROT artisinin 6nemli olgiide engellendigi gdsterilmis.
Bununla birlikte, Kojima ve ark. (91) fare beyinlerini diisiik dozda (50 cGy) gama-isin1
ile 1s1nlamanin endojen antioksidan potansiyeli indiikledigini gostermistir. Bu bulgu

dogrultusunda, diisiik dozda i1simnlama yapmanin sinir hiicrelerinde biriken ROT ile

31



indliklenen  norodejeneratif — hastaliklarin ~ tedavisinde  kullanilabilecegi  de
diisiiniilmektedir. Bu konu yeni bir arastirma sorusu olarak durmaktadir.

Literatiir calismalarinda beyin dokusundaki oksidatif diizeyi ve lipid peroksidasyonunu
degerlendirmek icin bazi parametreler belirlenmistir. Bunlardan lipid peroksidasyonu
icin MDA diizeyi Olgliliirken, oksidatif hasar degerlendirilmesinde ise siiperoksid
dismutaz ve GSH-Px enzim aktiviteleri gecerli parametre olarak kabul edilmistir. Bu
kapsamda, caligmamizda lokal uygulanan radyoterapinin oksidan/antioksidan sistem
tzerindeki etkisini Onlemede antitiimoral, antiinflamatuar, antioksidan etkileri olan
KAFE’nin koruyucu etkilerinin olup olmadigini tespit etmek i¢in beyin dokusunda
TAS, TOS, OSI, PON, ARE, SER ve SH parametreleri ol¢iilerek degerlendirildi.

[lhan ve ark. (94) tavsanlarda gerceklestirdikleri bir calismada, KAFE’ nin ve metil
prednizolonun 1smmlama yapilan omurilikteki koruyucu etkisini arastirdilar. Bu
kapsamda c¢alismada 1sinlama sonrasi omurilik MDA seviyesi, SOD, CAT enzim
aktiviteleri ve histopatoloik degisklikler degerlendirilmistir. MDA seviyelerinin KAFE
verilen grupta metil prednizolon grubuna gore belirgin olarak diisiik oldugu ve doku
hasarinin KAFE grubunda kontrol grubuyla kiyaslandiginda goériilmedigi rapor edilmis.
KAFE’nin etkisini arastiran bir diger c¢alisma Yilmaz ve ark. (95) tarafindan
yiriitilmiistiir. Bu ¢alismada, streptozotosinle indiiklenen sigan diabet modelinde
karacigerdeki MDA seviyeleri, siiperoksid dismutaz ve CAT enzim aktiviteleri
arastirilmis. Bu arastirmanin sonucunda ise MDA seviyelerinin, diabetik sicanlarda
kontrol grubuyla karsilastirildiginda artmis oldugu ve KAFE verilen grupta kontrol
grubunun diizeyinde kaldig1 yani anlamli bir degisiklik gozlenmedigi rapor edilmistir.
Bunun yaninda, KAFE’nin bu siganlarda siiperoksid dismutaz ve CAT aktivitelerini
azaldig1 tespit edilmis. Bunun nedeni ise KAFE’nin SOR’lar1 temizleyip siiperoksid
dismutaz ve CAT aktivitesini baskilamasina baglanmistir.

Bizim bilgimize gore, iyonize radyasyon uygulanan sicanlardaki beyin dokusunda TAS,
TOS, OSI, PON, ARE, SER, LOOH ve SH parametrelerini arastiran bir calisma
bulunmamaktadir.

Bu parametrelerin total kafa 1sinlamasi yapilan sicanlarda ilk kez degerlendirildigi bu
caligmada, sican gruplar1 arasinda TAS seviyeleri agisindan anlamli bir farklilik
gozlenmedi (p>0.05). Mevcut literatiir ile ayni dogrultuda radyoterapinin beyin
dokusundaki antioksidatif mekanizmay1 etkilemedigi dogrulandi. Bunun yaninda,
radyoterapi uygulanan sican grubunda radyoterapinin oksidatif hasar olusturdugu TOS

seviyesindeki anlamli artis ile dogrulandi (p<0.05).
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Serbest oksijen radikaleri dokulara yonelik olarak meydana getirecekleri hasar ve
bunlarin en 6nemli sonuglarindan biri lipid peroksidasyonudur. Lipid peroksidasyonu
son yillarda tizerinde durulan énemli bir konu olmustur. Lipid peroksidasyon olaymin
zincir agsamasinda ortaya ¢ikan LOOH’ler son derece dayaniksiz iiriinlerdir ve 6zellikle
zincirde kirilma ve agilma meydana gelerek aldehitler, ketonlar, karboksilik asitler,
alkanlar, alkenler ve ¢esitli polimerizasyon iiriinleri olustururlar. Bu reaksiyon
neticesinde MDA gibi iiriinler ortaya ¢ikar ve peoksidasyonun siddetini belirlerler (96).
Calisma gruplarimizi LOOH seviyleri acisindan degerlendirildiginde, KAFE verilen
Grup 4 ile radyoterapi uygulanan Grup 3 arasinda LOOH seviyesi a¢isindan anlamli
farklilik saptandi (p<0.05). Grup 4’deki LOOH diizeyi daha disiiktii. Elde ettigimiz bu
bulgu KAFE’nin total kafa isinlamasi yapilan sicanlarda radyoterapiyle indiiklenen
oksidatif hasara kars1 koruyucu rol oynadigini gostermektedir. Grup 3’de yiikselen
MDA diizeyinin, KAFE+R ve grubunda anlamli sekilde diismesi KAFE’nin antioksidan
ozelligini desteklemektedir.

PON, serum enzimi olup HDL ile iliskilidir, ayrica antioksidan fonksiyona sahip oldugu
raporlanmistir (61). Literatlir calismalarinda paraoksonaz ve arilesteraz her ne kadar iki
ayrt enzim olarak ele alinsa da, yapilan ileri molekiiler ¢alismalar insan serumundaki
PON enziminin hem ARE, hem de PON aktiviteye sahip oldugunu gostermistir (62). Bu
iki enzim oksidan birikintilere karsi rol oynayan enzimatik anatioksidan sistemin
bilesenleridir. Dolayisiyla oksidatif hasar arttiginda yani denge SOR yoniinde hareket
ettiginde PON ve ARE aktivitelerinde diisme beklenmektedir. Biz calismamizda
KAFE’nin koruyucu etkisi olup olmadigini KAFE+R grubunda, R grubuna gore anlaml
artis olup olmadigin1 degerlendirerek saptamay1 hedefledik. Bu kapsamda Sekil 6 ve 7
incelendiginde, PON aktivitesinin Grup 3’te kontrol grubuna gore (Grup 1) anlamli bir
sekilde distligli goriilmektedir. Beklenenin aksine, her ne kadar KAFE+R grubunda
dramatik artig goriilsede, KAFE+R ve R gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak
anlamli degildir. Bununla birlikte gruplar ARE aktivitesi acisindan degerlendirildiginde,
R grubundaki ARE aktivitesi PK grubuna gore anlamli olarak azalirken (p<0.05),
KAFE+R grubundaki ARE aktivitesi grup 3’e gore anlamli derecede yliksek
bulunmustur (p<0.05). ARE bulgusu KAFE’nin radyoterapiyle indiiklenen SOR’ne
kars1 koruyucu oldugunu gostermektedir.

Son olarak, KAFE’nin total kafa isinlamasi ile indiiklenen SOR birikimi karsisinda
koruyucu olup olmadigini incelemek i¢in SER ve total SH seviyeleri ¢alisildi. SER

onemli bir antioksidan olup, etki mekanizmasi bakimindan siiperoksid dismutaz'a
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benzemektedir. Ozetle organizmada meydana getirdigi en énemli fizyolojik gorev Ferro
demiri (Fe?*), Ferri demire (Fe*) yiikseltgemektir. Bu sayede hiicre icerisinde Fenton
reaksiyonunu durdurarak hidroksil radikali olusumunu engeller (63). Bu nedenle, SER
seviyesinde azalma, serbest OH salinimini arttirir. Bu ¢aligmada gruplar arasnda SER
bakimindan anlamli bir degisilik saptanamazken, KAFE+R grubundaki total SH
seviyesi, R grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0.05).

Normal dokuda iyonize radyasyonun hiicresel toksisitesini azaltan bir¢cok ajan beyin,
kalp, mesane ve bobrek gibi organlarda iyonize radyasyonun olusturdugu erken ve gec
donem komplikasyonlarin1i dnlemek i¢in uygulamadan once kullanilmistir (97). Bu
calismalarda iyonize radyasyona bagli beyin dokusunda serbest radikallerin iiretiminin
bir sonucu olarak enzimatik ve non enzimatik antioksidanlarin azaldigini rapor
edilmistir. Bu nedenle radyoterapi alan hastalarda gozlenen oksidatif stres artiginin
Onlenmesi i¢in, iyonize radyasyon alan doku veya organlarin antioksidan aktivitesini
artirmak amaciyla tedaviye ya antioksidan ilave edilmesinin ya da antioksidan enzim
aktivitesini artiran ajanlarin kullanilmasi ¢aligmalarda 6nerilmektedir (98).
Radyoterapide doku ya da organ hasarini Onleyici ya da azaltici rolii olabilecegi
diisiiniilen bir¢cok antioksidan madde ile galismalar yapilmistir. KAFE’nin doku ve
organ hasar gelisimini Onleyici rolu antioksidan etkisinden olabilir. KAFE’nin beyin
dokusunda iyonize radyasyonla olusturulan hasarda koruyucu etki mekanizmasin1 daha
iyi aciklayabilmek icin oksidatif DNA hasar1 ve molekiiler diizeyde daha ileri

arastirmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, KAFE’nin koruyucu etkilerinin olup olmadigini tespit etmek i¢in beyin
dokusunda TAS, TOS, OSI, PON, ARE, SER ve SH parametreleri 6l¢iilerek arastirmayi
amagladik. Olgiilen parametrelerden ARE, PON aktiviteleri ve total SH seviyeleri
KAFE+R grubunda, R grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artis oldugu ve ayrica
LOOH, TOS ve OSI seviyeleri ise KAFE+R grubundan anlamli olarak diistiigii tespit
edildi. Elde ettigimiz bulgular siganlarda radyasyona bagli beyinde olusabilecek
oksidatif hasara karst KAFE’nin antioksidan etksinin oldugunu gostermektedir.
Yaptigimiz calisma, KAFE’nin radyoprotektif ajan olarak etkisinin olabilecegini
diisiindiirmektedir, ancak bu bulgularin dogrulanmas: i¢in destekleyici farmakolojik ve

toksikolojik caligmalara ihtiya¢ vardir.
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