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OZET

Fotal Donemde Nikotine Maruz Kalan Sicanlarda Olusan Bobrek Hasarimin

Engellenmesinde Ellagic Asitin Koruyucu Etkilerinin incelenmesi

Amagc: Bu c¢alismada, fotal donemde nikotine maruz birakilan siganlarda olusan

bobrek hasarinin engellenmesinde ellagic asitin koruyucu etkisi incelendi.

Materyal ve metot: Bu caligmada yetiskin 20 adet disi rat kullanildi. Ratlar her
grupta 5 adet olacak sekilde Kontrol, Nikotin, Ellagic asit, Nikotin + Ellagic asit olarak 4
gruba ayrildi. Her kafese 1 adet erkek rat birakilarak ratlarin gebe kalmasi saglandi. Nikotin
ve Ellagic asit uygulamas1 gebelik boyunca ve dogumu izleyen 15. giine kadar devam
ettirildi. Onbesinci giinlin sonunda biitiin gruplardaki yavrular eter anestezisi altinda Gtenazi

edilerek bobrek dokular1 biyokimyasal ve histopatolojik incelemeler igin alindi.

Bulgular: Yapilan degerlendirmelerde kontrol grubu ile karsilastirildiginda nikotin
uygulanan annelere ait yavrularin viicut agirhgi, (GSH), (GSH-Px) ve (SOD) enzim
diizeylerinde azalma, (MDA) ve (NO) diizeylerinde ise artig goriildii. Ayrica histokimyasal

incelemelerde bobrek gelisiminin yavasladigi’da tespit edildi.

Diger taraftan Nikotin + Ellagic asit verilen gruba ait yavrulardaki bu degerler
sadece nikotin verilen grup ile karsilastirildiginda degerlerin kontrol grubuna yakin oldugu

goriildil.

Sonug: Sonug¢ olarak, nikotin uygulanan gebe ratlarin yavrularma ait bobrek
dokularindaki hasarin varlig1 hem biyokimyasal olarak (kontrol grubuna gére MDA ve NO
diizeylerinde artis, GSH, GSH-Px ve SOD gibi antioksidan enzim diizeylerinde ise diisiis
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hem de immunhistokimyasal olarak tespit edilmistir. Ellagic asit uygulamasi ile nikotinin
bobrekte olusturdugu oksidatif stres ve histolojik degisikliklerin azaltilabilecegi
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Bébrek , Ellagic asit, Fotiis, Nikotin
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ABSTRACT

Investigation Of The Protective Effects Of Ellagic Acid In The Prevention Of The
Kidneys Damage Occurring In Rats Exposed To Nicotine In Fetal Period

Aim: In this study, the protective effects of ellagic acid in the prevention of the
kidneys damage occurring in rats exposed to nicotine in fetal period were investigated

Materials and method: In this study, 20 admit female rats were used.The rats were
divided into 4 groups as 5 rats were in one group. The group were Control, Nicotine,
Ellagic acid, Nicotine + Ellagic acid. A male rat was put into each cage (group) so that the
female rats can pregnant. Nicotine and ellagic acid treatments continued throughout the
pregnant period and also for 15 days after deliver. At the end of 15 th day all neonatal rats
were killed under ether anaesthesia and their kidneys were taken for biochemically and

histopathologically examinations.

Results: Lower body weight, total glutathione (GSH) level, the activities of glutathione
peroxidase (GSH-Px) and superoxide dismutase (SOD), and higher levels of
malaondialdehyde (MDA) and nitric oxide (NO) were found in neonatal rats of female
mothers which were exposed to nicotine, compared with the control group. In addition,
attenuation of the development of the kidneys was determined. On the other hand these
values were similar to control group when the values of nicotine+ ellagic acid group were
compared with nicotine group.

Conclusion: As a result, the existence of kidney damage in neonatal rats of the
nicotine treated pregnant rats was confirmed by both biochemical (increased MDA and NO

levels and decreased GSH, GSH-Px and SOD levels compared with control group) and
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immunohistochemical. It was detected that by means of ellagic acid application of

histological changes and oxidative stress occurring by nicotine would be reduced.

Key Words: Kidney, Ellagic acid, Fetus, Nicotine

VIII



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZIiNi

KAVRAM KISALTMA
Adenozin trifosfat ATP
Alfa o
Asetik asit CH;COOH
Asetil kolin ACh
Beta B
Bikarbonat HCO;3
Bovine serum albumin BSA
Cinko siilfat ZnSOy,
Dithio 2 nitrobenzoik asit DTNB
Epsilon €

Etilen diamintetraasetik, di sodyum tuzu EDTA
Flavin adenin diniikleotit FAD
Gama Y
Glutatyon GSH
Glutatyon peroksidaz GSH-Px
Glutatyon rediiktaz GR
Glutatyon S-transferaz GST
Hidrojen fosfat H,PO4
Hidrojen peroksit H,0,
Hikroksil radikali OH
Hipokloroz asit HOCI
Kalsiyum Ca™
Karbon tetra kloriir CCly
Katalaz CAT
Lipid peroksil radikali LOO
Malondialdehid MDA
Merkezi sinir sistemi MSS
Mililitre ml / mL
Milimolar mM
Muskarinik asetilkolin reseptorii mAChR
Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat NADPH
Nikotinik asetilkolin reseptdrii nAChR
Nitrik oksit NO
Nitroblue tetrazolium NBT
Potasyum K"’
Potasyum nitrat KNO;
Reaktif oksijen tiirleri ROS
Sigma )
Singlet oksijen '0,
Sodyum Na"
Sodyum dodesil siilfat SDS
Sodyum hidrojen fosfat di hidrat NaHPO42H,0O

IX



Sodyum karbonat Na,CO;
Sodyum kloriir NaCl
Sodyum nitrat NaNO;
Sodyum nitrit NaNO,
Siilfat N
Siiperoksit anyonu 0,
Stiperoksit dismutaz SOD
Tiyobarbiturik asit TBA




Sekil 2.1.
Sekil 2.2.
Sekil 2.3.
Sekil 2.4.
Sekil 2.5.
Sekil 2.6.
Sekil 2.7.
Sekil 2.8.
Sekil 2.9.

Sekil 2.10.
Sekil 2.11.
Sekil 2.12.
Sekil 3.13.
Sekil 4.14.
Sekil 4.15.
Sekil 4.16.
Sekil 4.17.
Sekil 4.18.
Sekil 4.19.
Sekil 4.20.
Sekil 4.21.

SEKIL DIZINi

Bobregin embriyonal gelisimi

Bobregin genel sekli

Bobregin enine kesiti

Bobrekte (6n ve arkadan) segmenter yapi

Insan bobreginin arter ve vendz sistemi

Nefronun anatomik yapisi

Nikotinin yapist

Asetilkolinin kimyasal yapis1

Kolinerjik sinaps boyunca néral iletimi

Ellagic asitin kimyasal yapis1

Temel flavonoid yapist

Ellagitaninlerin hidrolizasyonu

Aragtirmada kullanilan Sprague Dawley cinsi rat
Ortalama viicut agirliklar

Malondialdehidin gruplar arasindaki dagilimi
Total glutatyonun gruplar arasindaki dagilimi
Glutatyon peroksidazin gruplar arasindaki dagilimi
Siiper oksit dismutazin gruplar arasindaki dagilimi
Nitrik oksitin gruplar arasindaki dagilimi

Gruplara ait bobrek dokularinin histolojik yapis1
Gruplara ait bobrek dokularinda apoptotik (Bax) ve antiapoptotik
(Bcl-2) aktivite

10
11
14
19
20
22
65
68
71
74
89
90
92
93
94
95
98
99

XI



Tablo.3.1.
Tablo.3.1.1
Tablo.3.2.
Tablo.3.3.
Tablo.3.4.
Tablo.3.5.
Tablo.3.6.
Tablo.3.7.
Tablo.3.8.
Tablo.4.1.
Tablo.4.2.
Tablo.4.3.
Tablo.4.4
Tablo.4.5.
Tablo.4.6.
Tablo.4.7.
Tablo.4.8.

TABLOLAR DIiZIiNi

Malondialdehid aktivitesi i¢in kullanilan reaktif miktar1
Malondialdehid aktivitesi i¢in kullanilan pipetleme miktar1

Total glutatyon aktivitesi i¢in kullanilan reaktif miktari

Glutatyon peroksidaz aktivitesi i¢in kullanilan reaktif miktar
Stiperoksit dismutaz aktivitesi i¢in kullanilan reaktif miktar1
Nitrik oksit aktivitesi i¢in kullanilan reaktif miktar1

Protein tayini i¢in kullanilan reaktif miktar

Kullanilan kimyasallar ve bu kimyasallarin temin edildigi firmalar
Kullanilan cihaz ve bu cihazlarin temin edildigi firmalar

Ortalama viicut ve bobrek agirliklari

Gruplar arasindaki malondialdehid degerleri

Gruplar arasindaki total glutatyon degerleri

Gruplar arasindaki glutatyon peroksidaz degerleri

Gruplar arasindaki siiperoksit dismutaz degerleri

Gruplar arasindaki nitrik oksit degerleri

Biitiin gruplara ait biyokimyasal analiz sonuglari

Bobreklerde apoptotik Bax ve antiapoptotik Bcl-2  immunopozitif
alanlarin semikantitatif degerlendirilmesi

77
78
79
80
82
83
84
84
85
88
90
91
93
94
95
96
97

XII



1. GIRIS

Giiniimiizde sigara tiikketimi artmakla birlikte bayanlar arasinda gebelikte kullanimi
da gittik¢e artmaktadir. Bu durum beraberinde sigaranin fotus lizerine olumsuz etkilerini
arastirmay1 giindeme getirmistir. Fotal bliylime ve gelismeyi etkileyen baslica faktorler
fotal genetik yapi, uteroplasental fonksiyon ve maternal g¢evredir. Biitiin bu faktorlerin
uygun oldugu kosullarda, saglikli bir fotus intrauterin bilytimesini tamamlar.'” Gebelikte
sigara i¢iminin baslica etkileri; fotusta biiyiime geriligi, yiiksek diistik riski, erken membran
rliptiirii, prematiire veya olii dogum, plasenta yirtiklari, dogum sonrasi ani bebek 6liimii ve
¢ocukluk dénemi etkileridir.*” Sigara, vazodilatér aminleri azaltarak dokularda hipoksiye
ve beslenme azligna, organlarda foksiyon bozukluklarina yol agtig1 iyi bilinmektedir.”
Sigara dumaninda 4000’den fazla kimyasal bilesen vardir. Bu kimyasallardan hangisinin
gelismekte olan bebege zararli oldugu kesin olarak bilinmemekle birlikte, 6zellikle

nikotinin ve karbonmonoksidin gebelik sonuglarini olumsuz etkiledigine inanilmaktadir.”"

Nikotin, tiitliniin aktif alkaloidi olup yagda ¢dziiniir. Agiz, farenks ve akcigerlerden
kolaylikla absorbe olur. Yar1 omrii 1-2 saat olan nikotin, primer olarak karacigerde
metabolize edilerek bobreklerden atilir. Kimyasal yapist bakimindan asetilkoline yakin bir
benzerlik gostermemesine ragmen asetilkolin gibi otonom sinir sistemi ganglionlarinda
uyarinin iletimini dnce uyarir, arkasindan bloke eder. Nikotinin metaboliti olan “cotinine”in
hem amniyon sivisinda hem de kordon kaninda tespiti ile plasenta bariyerini gegtigi
kanitlanmistir. Ancak, fotus {izerine olan olumsuz etkilerinin hangi mekanizmayla
gergeklestigi tam olarak bilinmemektedir. Uterus arterlerinde vazokonstriksiyon, direkt

toksik etki veya plasental hasara bagh olabilecegi yoniinde goriisler mevcuttur.'"'



Baz1 vitaminler, mineraller, fenoller ve karotenoidler antioksidan 6zellige sahip
olup ilaglarin ve ksenobiotiklerin olusturduklar1 oksidatif hasarlara kars1 koruyucu etkilere
sahiptirler. Karotenoidlerin ve fenollerin oksidatif stres iizerine etkisine dair pek cok
arastirma yapilmustir.® Bir fenolik bilesik olan ellagic asit yumusak ve sert kabuklu ¢ogu
meyvede bulunmaktadir. Ayrica ellagic asit ile yapilan in vitro ve in vivo galismalarda
yiksek antioksidan oOzellikte oldugu ve bu sayede antibakteriyel, antihistaminik ve
antikanser etkisinin bulundugu bildirilmektedir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda nikotin
uygulamalarinin mide mukozasinda iskemiye ve karacigerde hasara neden oldugu
bildirilmektedir. Ancak, nikotine fotal donemde maruz kalma sonucu meydana gelen
hasarlar ve bunun engellenmesine yonelik antioksidan maddelerin kullanilmasi ile ilgili
yeterli ¢alisma bulunmamaktadir. Bildirilen giiclii antioksidan 6zelliklerinden yola ¢ikarak
bu c¢alismada, kronik nikotin uygulanan gebe si¢anlarda nikotinin yavrularda meydana

getirecegi bobrek hasarinin engellenmesinde ellagic asitin koruyucu etkileri incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bobregin Embriyolojik Gelisimi

Insanlarda intrauterine yasam boyunca kranialden kaudale dogru, birbirinden farkl
tic bobrek sistemi pespese ve kismen de iist iiste binecek sekilde olusur: pronefroz,
mezonefroz ve metanefroz. Bu sistemlerden birincisi, rudimenter ve islevsizdir. Ikinci
sistem intrauterin yasamin erken déneminde kisa bir siire fonksiyon gosterebilir. Ugiincii
sistemden ise kalici bobrekler meydana gelir.' Uriner sistemin gelismesinde klasik
yaklasim daha fazla kabul géormektedir. Pronefroz en ilkel bobrek tipi olup asagr smif
ve amphioxus’da fonksiyoneldir. Pronefrozun dejenerasyonu ile daha kaudal’de gelisen
mezonefroz kurbagada ve mezonefrozun dejenerasyonu ile kaudal’de gelisen metanefroz

kanatli, memeli hayvan ve insanda fonksiyoneldir."

2.1.1. Pronefroz

Bu gecici, fonksiyonel olmayan yapilar insan embriyosunda ilk olarak dordiincii
haftanin baslangicinda ortaya ¢ikarlar. Pronefrozlar, emriyonun boyun bolgesinde az sayida
hiicre kiimesi ve kivrilmig tiibiiler yapilar ile temsil edilirler. Pronefrik duktus, kaudal
olarak uzanir ve kloaka’ya acilir.'® Evcil hayvanlarda pronefrik kanal foksiyonel degildir.
Sadece koyunda pronefrik tiipciikler iyi gelismistir ve pronefrik kanal ile baglanti
kurmuslardir.”® Bir kag adet (7-8) borucuktan ibaret olan pronefroz, kanatlilarda, memeli
hayvanlarda ve insanda kisa siire gérev yapar sonra korelir; fakat kanal varligin siirdiirerek

mezonefroz i¢in bosaltici kanal olarak hizmet eder."’



2.1.2. Mezonefroz

Mezonefroz 4. hafta sonlarinda, rudimenter pronefroz’un kaudalinde biiyiik bir
organ olarak dikkati ¢eker. Mezonefroz, kalici bobrekler ya da metanefroz olusuncaya
kadar ara bobrekler olarak islev goriir. Mezonefroz sistem gelisirken, aramezodermin
segmentsiz olan asag1 torasik ve lumbai bolgesinde 2-3 ya da daha fazla sayida mezonefroz
tiibiilleri gelisir. Kisa silirede uzayarak, S-seklinde kivrilirlar. Medial uglar1 glomerulus ve
Bowman kapsiil’ii kazanir ve ilk bobrek cisimcigi olusur. Mezonefroz tiibiillerinin lateral
uclari, pronefroz kokenli bir ¢ift mezonefro’za ya da Wolff kanal’larina agilir. Bu kanallar
onceleri kloakaya daha sonra da urogenital sinus’a acilir.'® Memeli hayvanlarda ve insanda
mesonefroz’un cranial boliimii korelerek kaybolur, kaudal boliimii ise erkekte testisin
bosalma yollarindan duktuli efferentes’i, mesonefroz kanali’da duktus epididimidis ve
duktus deferens’i meydana getirir. Diside ise, kalinti halindeki epoophoron ve gartner
kanalciklarini yapar. Kurbaga ve baliklarda mesonefros daimi bobrek gorevini yapar.'”

2.1.3. Metanefroz

Ucgiincii iiriner organ olan metanefroz veya kalict bobrek, 5. haftada belirir. Iki
yerden koken alarak gelisir. Ureter dali ya da metanefrik diverticulum, metanefrik blastem
ya da metanefrik mezoderm. Metanefrik blastem yakinindan dorsal tomurcuk olarak ¢ikar.
Metanefrik blastem dokusundan, kalic1 bobregin islev gdéren birimi olan nefron, iireter
dalindan ise toplayici kanallar gelismektedir. Metanefrozun bu her iki taslagr da
mezodermal kokenlidir.'*'® Metanefroz tip bobrek, metanefrogenezisi i¢in metanefrik
mezensim ve metanefrik divertikiilimiin karsilikli etkilesimine ihtiya¢ duyar. Metanefrik

mezensimin olmamast durumunda {ireter tomurcugu dallanmaz, {ireter tomurcugunun



olmamasi1 halinde de metanefrik mezensimal hiicreler epiteliyal tubul hiicrelerine

degismez" (Sekil 2.1)."°
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Sekil 2.1. Bobregin embriyonal gelisimi

2.2. Bobrek Anatomisi

Bobrekler, karin boslugunun iist boliimiinde, kolumna vertebralisin saginda ve
solunda birer tane olarak bulunan organlardir."” Insanlarda sag bobrek, sol bobrege gore
1-2 cm daha asagidadir.”® Tavsanlarda ise midenin genis ve egri yapisindan dolay1 sag
bobrek sol bobrege gore daha iistte (basa yakin) yer almaktadir.”’ Kanatl bdbreginin dis
goriiniimii diizensiz, yass1 ve 3 par¢adan olusan bir goriiniime sahipdir.* Bobreklerin rengi,
kapsadigt kana ve hayvan tiliriine baglh olarak kahverengimsi kirmizidan, mavimsi
kirmiziya kadar degisir. Equide ve carnivor’da parlak mavimsi kirmizi, domuz ve
ruminantlar’da koyu kahverengidir.” Sekil bakimindan fasulyeye benzeyen bobreklerin 6n
(dorsal) ve arka (ventral) iki yiizii, dis ve i¢ iki kenar1 (margo lateralis, margo medialis) ,
{ist (extremitas cranialis) ve alt (extremitas caudalis) iki ucu vardir.”* Bobregin dis kenar1

disbiikeydir ve i¢ kenardan daha kalin, i¢ kenar1 i¢biikey olup, dis kenardan daha kisadir.
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Orta boliimiinde bir yarik ya da c¢okiintii bulunur, buna Hilus renalis denir. Hilus
renalis’den A. renalis ve sinirler organa girer, V. renalis, lenf damarlar ve iireter ise
organdan ¢ikar. Hilus, aym1 zamanda bobregin ortasinda yer alan ve i¢ yiizii bdbrek
kapsiilasinin devamu bir kapsiil ile 6rtiilii olan ve sinus renalis denilen bosluga acilir."
Insanlarda her bir bobrek yaklasik 12 cm uzunlugunda, 4 cm kalmhigmda, 6 cm
genisligindedir.”® Agirligi erkeklerde 150 gram, kadinlarda 135 gram kadardir.”> Kadinlarda
bobrekler genellikle daha kisa ve daha hafifdir. Sag bobrek sola nisbeten biraz daha kiigiik
ve daha hafiftir.?® Bobregi icten disa dogru Kapsula fibrosa, kapsula adipoza ve fasiva
renalis olmak tizere ii¢ kilif sarar.”’ Kapsula fibrosa, bbregi distan saran, ince fakat saglam
fibroz bir kiliftir. Bobrek hilusuna geldiginde iki yapraga ayrilir. Bu yapraklardan birisi,
bobrek hilus’unda bulunan yapilarin {izerine gegerek, onlarin adventitias1 olarak devam
eder. Diger yaprak ise hilum renale’den igeri girer ve papillalar hari¢ olmak {izere, sinus
renalis’in i¢ yliziinii dé')ser.28

Kapsula adipoza, fibroz kapsiiliin dis tarafinda bulunan yag tabakasidir.'* Bu kapsiil
daha ziyade bobregin arka yliziinde kalin olup sinus renalis igindeki yagl gozeli doku ile
uzanir.”” Fasiya renalis, karin duvarindaki fasiya subseroza’nmn kapsula adipozay1 distan
saran bolimiine denir. Periton ile fasiya endoabdominalis arasinda bulunan fasiya
subseroza, bobregin dis kenar1 yakininda yogunlasir ve iki yapraga ayrilir. Bu yapraklardan
birisi bobregin on, digeri ise arka tarafindan gecerek mediale dogru uzanir. Fasiya
prerenalis de denilen 6n yaprak, medialde bobrek damarlari, v.kava inferior ve aorta’nin
ontlinden gecerek karsi tarafin ayni yapragi ile birlesir. Fasiya retrorenalis de denilen arka
yaprak, on yapraktan daha kalindir. Arka yaprak M. psoas major’un fasiysi ve fasiya

prevertebralis ile kaynasir®®(Sekil 2.2).%



Aa.suprarenales superiores

Margo superior

Gl.suprarenalis,Hilum__

¥ —A.renalis

"~ ~V.renalis

Sekil 2.2. Bobregin genel sekli

2.2.1. Bobregin Yapisi

Taze bir bobregi kenarlarindan gecen bir kesitle ikiye ayirarak kesit ylizeyini
inceledigimizde, renk ve fonksiyon bakimindan farkli iki bolimden olustugunu goriiriiz.
Daha acik renkli (kirmizi) olan dis kismina kortex renalis, daha koyu renkli (kahverengi-
kirmizi) ve ¢izgili goriiniimlii olan i¢ kismina ise medulla renalis denir. Orta kisminda
bulunan bobrek seklindeki bosluga da siniis renalis denilir.’’

2.2.1.1. Sinus Renalis

Bobrek, her iki kenarindan gegecek sekilde On-arka yarilarina ayrildiginda, hilus
renalenin bobrek i¢inde bir boglukla devam ettigi goriiliir. Bobrek seklinde olan bu bosluga
sinus renalis denir. Sinus renalisde pelvis renalisin iist boliimii, kalix renalisler, bobrek

damarlari (4. segmentalis’ler) ve bunlar arasindaki boslukta da yag dokusu bulunur.’’



2.2.1.2. Medulla Renalis (Medulla)

Soluk renkli, ¢izgili, konik sekilli boliimdiir. Konik olusumlara piramides renales
(Malpighi piramitleri) denir. Piramitlerin tabani (basis pyramidis) kortex renise, uglari
sinus renalise dogrudur. U¢ kisimlar1 kaliks renalis minor’larin igine dogru uzanan
papillalart (papillae renales) yaparlar. Papillalarin sayis1 yaklasik 5-11 kadardir. Bu
papillaya acilan ductus uriniferilerin (ductus papillaris veya bellini kanallarinin) sayisi
116-776 arasi degisir.*

2.2.1.3. Korteks Renalis

Kapsula fibrosanin altinda bulunan kisimdir. Idrari yapan olusumlari bulundugu
kesimdir. Bobrek cisimciklerinin varligi nedeniyle esmer kirmizi renkte goriiliir. Bu
cisimcikler taze kadavralarda daginik tarzda, kiigiik kirmizi benekler ya da noktalar halinde
gortliir. Bu beneklerin ya da noktalarin timii corpuscula renis’dir (Malpighi cisimcikleri).
Korteks renis 'te ayrica pyramides renales (Malpighi piramitleri) arasinda, korteksin en dis
kesiminden itibaren sinus renalis’e kadar uzanan siitun seklindeki olusumlar goriiliir. Bu
olusumlara kolumna renales ad1 verilir. Ayrica, pyramides renales’in taban kesimlerinden
bobregin dis yiiziine dogru 1sinsal tarzda uzantilar bulunur. Bobregin medullar kesiminden

elen bu uzantilara medulla uzantilar1 veya ferrein uzantilari denir'® Sekil 2.3 30
g Yy
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Sekil 2.3. Bobregin enine kesiti

2.2.2. Bobregin Segmentleri

Bobrek, kan damarlarinin dagilim sahasina gore 5 segmente ayrilir. Bunlardan birisi
iist kutupta (segmentum superius) , birisi alt kutupta (segmentum inferius) , ikisi 6n yiiziin
orta kisminda (segmentum anterius superius, segmentum anterius inferius) , birisi de arka

yiiziin orta kisminda (segmentum posterius) bulunur’'**(Sekil 2.4).%
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Sekil 2.4. Bobrekte (6n ve arkadan) segmenter yap1

2.2.3. Bobregin Lenf Drenaji

Lenf damarlan ti¢ pleksus olusturur. Bunlardan birincisi tubulus renalis’lerin
cevresinde, ikincisi fasiya renalis’in altinda, {i¢iinciisii de corpus adiposum pararenale’de
bulunur. Birinci pleksustaki damarlar birleserek 3-4 ana dal olusturur. Hilum renale’den
cikarken diger iki pleksus’un damarlar1 ile birlesir. Bobrekten c¢ikan lenf damarlar V.
renalis i takip ederek aortanin yan tarafindaki nodi lymphatici lumbales (aortici laterales)’e
ag:111rlar.28

2.2.4. Bobregin Damarlari

A. renalis 1.ve 2. lumbal omur diizeyinde aorta abdominalis’ten ayrilir. Sag A.
renalis, sol A. renalis daha uzundur. Hilus renalis’ten bobrege giren A. renalis, hilus i¢inde
segmenta renalia adi verilen dallara ayrilir. Bu dallar ilk olarak A. lobaris’e ayrilir. A.

lobaris’de aa. interlobares renis’e ayrilir. Aa. interlobares renis’in her biri korteks renis
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ile medulla renis smir1 lizerinde aa. arcuateae’ya ayrilir. Aa. arcuatae’lardan da aa.
interlobulares denilen ve korteks renis’e yonelen dallar baslangic alir.'’ 4.
interlobularis’lerden yan taraflara uzanan ince dallara arteriola glomerularis afferens
denir. Bunlar kapsula glomerularis’in (Bowman kapsiilii) damar kutbundan girerek iceride
rete capillare glomerulare denilen kilcal damar yumagini olustururlar. Bu kilcal damar
yumagi, tekrar birleserek arteriola glomerularis efferens’i olusturur. Bu da arterin girdigi
kutupdan ¢ikarak V. interlobularis’e agilir. V. interlobularis’de arterleri takip ederek
sirastyla V. arcuata, V. interlobularis, V. segmentalis ve sonugta V. renalis olarak V. kava
inferior’a agilir.®' Arteriola glomerularis efferens, kortikal bdlgeye gelince tekrar kilcal
dallara ayrilir. Bu kilcal damarlar kdkenini nefrogen dokudan alan idrar kanalciklarinin
etrafinda rete kapillare peritubulare korticale denilen bir ag olustururlar. Bu agdaki kan,
konsantre olup yavas seyreder. Idrar kanallarindaki ise fazla suludur. Bu nedenle kan, idrar
toplama kanalindaki suyu tekrar emer. Bu sekilde glomerulustan siiziilerek Bowman
kapsiiliine gecen suyun biiyiik bir kismi, bu ag vasitasiyla tekrar emilmis olur. Bu emilme

esnasinda bir takim maddeler de kan dolasimina geri doner™( Sekil 2.5).*
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Sekil 2.5. Insan bobreginin arter ve vendz sistemi
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2.2.5. Bobregin Sinirleri

Plexus renalis, ganglion coeliacum, plexus coelicus, ganglion aorticorenale, n.
splanchnicus minor, n. splanchnicus lumbalis 1 ve pleksus aorticus’tan gelen liflerden
olusmus bir sinir agidir. Agin biiyiik bir bolimii A. remnalis baslangicinin arkasinda
bulunur. Bobrek iginde A. renalis’in dallar1 ¢evresinde devam ederek damarlari,
glomeruluslar1 ve tubuluslari 6zellikle korteks tubuluslarini innerve eder.™

2.3. Bobreklerin Gorevleri

Canl1 bedeninde i¢ ortamin degismez tutulmasi (homeostasis) normal yasam i¢in
cok onemlidir. I¢ ortamin degismez tutulmasinda akcigerler ve bobrekler etkin gdrevlere
sahiptir. Kimyasal dengelemede akcigerler oksijen ve karbondioksit miktarint belirli
diizeyde tutma isini basarir.>* Bazi ilaglar, toksinler ve zararh olabilecek kimyasal
maddeler, viicut disina ¢ikarihr.”® Hidrojen ve bikarbonat iyonlarimin idrarla kaybim
diizenleyerek kanin PH’sinin dengelenmesine katkida bulunur. Azotlu artik {irlinler olan
tire ve lirik asidin atilmasini saglar. Ayrica (eritrosit yapimin stiimiile eden) eritropoetin
hormonunu iretir. *°

2.4. Bobreklerin Fizyolojisi

Bobrekler gorevini ii¢ temel olay sayesinde gergeklestirir.”

1- Filtrasyon: Kanin siiziilmesi olayidir. Kan afferent arteriollerden glomerulusa
dogru akarken yliksek basingtan dolay1r plazma, kan hiicreleri ve biiyiik proteinler harig¢
glomeruler kapsiile gecer. Hiicreler ve biiylikk proteinler endotelial membrandan
gecemeyecek kadar biiyiik olduklari i¢in glomerulusda kalirlar. Bu olaya glomeruler

filtrasyon, siiziillen siviya da filtrat adi verilir.*
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2- Geri emilme (Reabsorpsiyon): Glomerulus’ta siiziilen ve nefronun cesitli
boliimlerine giren siiziintiideki bir takim maddeler organizma ig¢in gereklidir ve bunlarin
tekrar kana geri emilmesi gerekir. Basta su, sodyum, potasyum, klor ve glikoz gibi

maddeler tekrar geri emilir.**

3- Sekresyon: Viicut i¢in yararsiz veya zararli olan artik ve yabanci maddelerin

. . . 4. 36
kandan alinip tubiil s1visina verilmesidir.

2.5. Bobregin Histolojisi

Bobrek dista korteks ve igte medulla olmak iizere iki bdliime ayrilabilir. Insanda
bobrek medullast 10-18 adet konik ya da piramidal sekilli yapilar olan mediiller
piramitlerden olusur. Her bir medullar piramidin tabanindan kortekse uzanan birbirine
paralel tiibiil demetleri olan, medullar uzantilar ¢ikar.”’

Nefron bobregin idrar olusumunu gergeklestiren fonksiyonel birimidir. Her bir
bobrekte yaklasik 1-1,2 milyon kadar nefron vardir.”> Bu sayi tiirlere gore degisir,
kopeklerde yaklasik 400.000 , kedilerde 200.000’dir. Carnivor ve domuz nefronunun
olusumu, dogumu takiben birkag¢ hafta siirer. Erigkin bobrek yapisi tamamlandiktan sonra,
artik yeni nefronlar sekillenmez. Nefronlar, korteks icinde (superfisiyal, midkortikal veya
yukstamedullar) yerlesimlerine gore, ya da nefron tubulunun uzunluguna gore (kisa ve
uzun) siniflandirilirlar. Kisa tubullu nefronlar dis medulladan geri donerler, uzun tubullu
nefronlar ise i¢ medullaya kadar inerler. Bazi tiirlerde (kedi ve kopek gibi) yalniz uzun
nefronlar varken, bazilarinda (kunduz) sadece kisa tubullu nefronlar vardir.*® Her nefron
genislemis bir bolim olan malpighi cisimeigi, proksimal tubul, henle kulpu, distal tubul ve

toplayici kanallardan olusmaktadir’’(Sekil 2.6).%
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Sekil 2.6. Nefronun anatomik yapisi

Kortekste bulunan malpighi cisimcigi nefronun ilk boliimiinii olusturur. Kanin filtre
edilmesi burada olur. malpighi cisimcigi kiiresel sekilde olup, blyiikligi tiirlere gore
degisir.”® Her bobrek cisimciginin ¢ap1 yaklasik 200 um’ dir ve kapiller bir yumak olan
glomertilden olusmustur. Bu yumak Bowman kapsiilii olarak adlandirilan iki tabakali
epitelden bir kapsiille sarilmistir.”” Glomerulus kapillerine kan afferent arteriyol ile gelir,
efferent arteriyol ile ¢ikar. Bowman kapsiiliiniin pariyetal tabakasi bazal membrana
yaslanmis tek sira yassi epitel hiicrelerelerinden olusur. Glomerulun iizerini saran visseral
yapragin hiicreleri ise yildiz sekilli uzun uzantilart bulunan podositlerdir.* Her bir primer
uzant1 ayakcik (pedisel) denilen glomeriiliin kapilerlerini saran ¢ok sayida ikincil uzanti
olusturur. Ikincil uzantilar, 25 nm’lik sabit bir mesafede, bazal lamina ile dogrudan temas
halindedir. Ancak podositlerin hiicre goévdeleri ve birincil uzantilar1 bazal laminaya
degmez. Podositlerin sekonder uzantilar1 birbirleriyle aralarinda 25 nm’lik aralik olacak

sekilde kenetlenirler. Bu araliklar, siiziilme ya da filtrasyon yariklarini olusturur.®’
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Proksimal tubul bowman kapsulun’den sonraki kisim olup, buradaki epitel hiicreleri
mikrovilluslara sahiptirler ve bu hiicrelerde firga kenar denilen yapiyr olusturular. Bu
hiicreler sayesinde glomerulusta kandan filtre edilen sividan su, iire, elektrolitler, glukoz ve
bazi aminoasitler ile polipeptidlerin geri emildikleri yerdir. Bu kanalda su ve sodyum ¢ok
biiyiik oranda geri emilmesinin yani sira kalsiyum (Ca'™) ile potasyum (K') gibi
elektrolitler, iire, lirik asit askorbik asit, glukoz, keton cisimleri, hidrojenfosfat (H,PO,),
klor (CIM), siilfat (SO4?) ve bikarbonat (HCO3); penisilin, histamin, organik asitler ve

organik bazlarin biiyiikk cogunlugu geri emilir.*

Henle kulpu proksimal tubuliise yapica ¢ok benzemekle birlikte birer adet, ince ve
kalin inici-gikici kollardan olusan U seklinde yapidir. Kalin ¢ikan kol yapica distal kivrimli
tubule ¢ok benzer. Medullanin dis kisminda, dis ¢cap1 60 pum olan kalin inen kol birdenbire
12 um ye kadar daralarak inen kolun ince boliimii olarak devam eder. Nefronun bu
boliimiiniin limeni genistir ¢iinkli duvar epitelinin ¢ekirdekleri yalnizca ¢ok hafif sekilde
lumene dogru ¢ikint1 yapan yassi epitel hiicrelerinden olusmustur. Biitiin nefronlarin yedide
biri (1/7) kortikomediiller sinirin yakininda bulunur, bu yiizden bunlara jukstamediiller

nefron adi verilir. Diger nefronlara ise kortikal nefronlar denir.”’

Distal tubulus henle kulpunun kalin kismi kortekse girdiginde distal tubuller baslar.
Distal tubuller, genellikle korteks bolgesinde bulunur ve proksimal tubuller ile karmagik
aglar olusturular. Distal tubuller proksimal tubullere benzese’de bazi yonleriyle bunlardan
ayrilirlar. Distal tiibiillerde fircamsi kisimlar adeta yok gibidir. Lumen ise daha genistir.

Distal tubiiliisii olusturan hiicreler i¢inde organeller az oldugu icin stoplazma boyalarina
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kars1 duyarliliklar1 daha azdir. Ayrica distal tubiiliislerin boylar1 proksimal tubiillerden ¢ok

daha kisadir.>*

Toplayict kanallar distal tubullerin devami olan kanallar olup korteks medulla
siirinda goriilmeye baslar. Proksimalden distale gidildik¢e toplama kanallarinin epiteli tek
katli kiibiik epitelden, tek katli prizmatik epitele doniisiir. Soluk boyanan epitel
hiicrelerinde fircams1 kenar ve bazal cizgilenme goriilmez. Toplama kanallarn kaliks
renalise yaklastikca birleserek yiiksek boylu prizmatik epitel ile doseli daha biiyiik kanallar

olusturur.*’

2.6. Nikotin ve Nikotinin Yapisi

1512 yilinda Portekiz’e getirilen tiitlin bitkisinin 6giitiilerek enfiye seklinde migren
bas agrilarinda kullanimi, 1559 yilina kadar Avrupa’ya yayilmadan bu iilkede sinirl kaldi.
1560 yilinda Jean Nicot isimli bir kisi tarafindan kraliyet ailesine diigiin hediyesi olarak
Paris’e gotiiriilmesinin ardindan 1570 yilinda tiitiin bitkisi i¢in Nicotiana tabacum ismi
kullanilmaya baslanmustir.*' Nicotiana tabacum, yani tiitiin bitkisi Solanaceae ailesinin bir
iiyesidir.** Buna dayanarak Nikotin piridin ve pirolidin halkasindan olusan nikotin alkaloid
olup canlida bagimhilik olusmasina yol agar.”* Solanaceae ailesinden olan patates,
domates, patlican ve biber gibi sebzeler diisiik miktarda nikotin igermektedir. Bu
familyadan olmayan karnabahar ve ¢ayda’da nikotin tesbit edilmistir.**

Alkaloidler ikincil bitki metabolitleri sinifindan olup genellikle halka yapilar
icerisinde bir ya da daha fazla azot atomu igeren ve bitki metabolizmasinda aminoasitlerden
tiireyen bazik dogal organik tiriinler olarak bilinirler.* Alkaloidler, bitkilerde en fazla yer

alan toksik bilesiklerdir ve suda az, organik cozciilerde ise daha fazla ¢oziniirler.*

16



Bitkilerde hiicre 6z suyunda erimis olarak bulunan alkaloidler bitki organlarinda daginik
olarak yer almaz genellikle belli bir organda (kok, kabuk, meyve, tohum vb.) daha ytiksek
oranda bulunurlar.*” Alkaloidler genellikle yapilarinda azot atomu ile birlikte bir yada daha
fazla fenol yada indol halkasi igerirler. Karbon halkasi icerisindeki azotun yeri bitkinin ve
alkaloidin tiiriine gore degisir. Alkaloidler yliksek bitkilerde bol miktarda bulunur. Yiiksek
bitki familyalarinin %20’sini alkaloidlerin olusturdugu tahmin edilmektedir.*® Yapilarmdan
yola cikarak alkaloidler, sekil ve orjinlerine gére 3 ana gruba ayrilirlar. Bunlar a) Gergek
alkaloidler, b) protoalkaloidler ve c) yalanci alkaloidlerdir.

a-Gercek Alkaloidler

Gergek alkaloidler, aminoasitten koken alirlar ve heterosiklik halkalarini bir azotla
ortaklasa kullanirlar. Gergek alkaloidlerin dnciilleri, L-ornitin, L-lizin, L-tirozin, L-triptofan
ve L-histidin aminoasitleridir. Diislik dozlarda bile etkili biyolojik aktivitelere neden olan
oldukga yiiksek reaktif molekiillerdir. Gergek alkaloidler aci bir tada sahiptir ve kahverengi
bir s1v1 olan nikotinin disinda hepsi beyaz ve katidirlar. Suda ¢6ziinebilir tuzlar1 olusturan
alkaloidlerin pek cogu, bu tuzlar1 olusturabilmek i¢in asitlerle birlesen kristal maddelerdir.
Bitkilerde serbest durumda, tuz olarak ve N-oksit olarak bulunurlar. *°

b-Protoalkaloidler

Protoalkaloidler, aminoasitlerden tlirevlenirler ancak, heterosiklik halkanin bir
parcast degildirler. Bu tip alkaloidler L-tirozin ve L-triptofandan olusan bilesikleri olup

halkasal yapiya sahiptirler. Hordenin ve meskalin bu tip alkaloidlere 6rnektirler.*’
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c-Yalanc1 Alkaloidler

Yalanci alkaloidler, aminoasitlerden kok almayan temel karbon iskeletine sahip
bilesiklerdir. Bunlar aminoasitlerin 0Onciil veya postkiirsorlerinden olusmaktadirlar.
Kapseisin ve kafein bu gruba érnek olarak verilebilir.*’

Bitkilerde hiicre 6z suyunda erimis olarak yer alan alkaloidler genellikle belirli bir
organda (kok, kabuk, yaprak, meyve ve tohum gibi) daha yiiksek oranda bulunurlar.
Alkaloidlerin ¢ogu bir tiire ya da yakin tiirlere 6zeldir. Bir kism1 ise bir familyaya hastir. Bu
nedenle bitkilerde nadiren bir tek alkaloid vardir.*® Cogu kez kiigiik farklarla ayni yapiya
sahip bir grup alkaloid bir arada bulunabilir.*’ Bunlardan biri digerinden daha fazla ya da
daha aktiftir. Alkaloidler canlilar ve insanlar {izerinde 6nemli fizyolojik etkilere sahiptirler.
Diisiik dozlarda ¢ok giiglii etki gdsteren bilesiklerdir.48 Alkaloidlerin canlilar {izerinde
gosterdigi antibiyotik, antiviral, antitimor, antisitosidal, ve antidepresif etkileri nedeni ile
biiytik ilgi uyandirirlar. Alkaloid alimryla birlikte hayvanlarda beyin, omurilik, sinir sistemi
bozukluklart meydana gelir ve ani dliimler gozlenebilir.*’

B vitamini yada niasin olarak bilinen nikotinik asitten tliremekte olan nikotin
1828’de izole edilmis, 1904 yilinda da laboratuar ortaminda sentezlenmistir. Nikotin
162.23 kDa molekiiler agirliga sahiptir ve agik kimyasal adi 3- (1-Metil-2-pirolidinil)
piridin’dir.*' Nikotin suda fazla ¢dziiniir. Kiiciik molekiillii ve lipofilik bir madde olmast
nedeniyle deri ve mukozalardan kolayca ve hizla emilir.”® Cok diisiik miktarlarda bile
uyarict etkisi olan nikotinin saf formu ise yiiksek derecede zehirleyicidir ve insektisid

olarak kullaniimaktadir*’ (Sekil 2.7).51
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Sekil 2.7. Nikotinin yapisi

2.7. Nikotinin Farmakokinetik Ozellikleri

Nikotin, piridin ve pirolidin halkalarindan ibaret yar1 omrii 1-2 saat olan bir
amindir. Ufak molekiillii ve lipofilik bir madde olmasi nedeniyle cilt ve mukozalardan
kolayca absorbe edilir. Viicuda giren nikotinin kolayca biyolojik membranlar1 ve kan beyin
bariyerini gectigi gosterilmistir.”>> Sigara dumamindaki nikotin katran damlaciklari
icerisinde alveollere kadar ulastiktan sonra burada, fizyolojik olarak pH seviyesi
emilebilecek duruma gelme imkani bulur ve siiratle emilir. Emildikten sonra dolasima
karisir ve ¢esitli dokulara tasinir. Nikotinin beyine ulagmasi i¢in 10-19 saniye yeterlidir.
Arteriyel kanda bulunan nikotinin vendz kandakinden 6 misli fazla olmasindan dolay1
beyinde yiiksek konsantrasyona ulasir.”*

Nikotin polar bir bilesik olmasi nedeniyle yag dokusunda az depolanir. Ozellikle
beyin, kalp, karaciger ve kaslarda birikir.”® Karacigerde ve bir kismui da bu dokularda
oksitlenerek asit metabolitler seklinde bobreklerden atilir. Nikotin, esas olarak pirolidin
halkasinin C ve N atomlarinin oksitlenmesiyle % 70-80 oraninda kotinine ve % 4 oraninda
ise nikotin N’- oksite doniisiir. Bu maddelerin farmakolojik etkinlikleri nikotininkine goére

daha diisiiktiir. Biitiin bu metabolitler idrarla atilirlar.”
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Nikotinin ¢ogu zararl etkisi, damar endotelinde hasar olusturarak kolayca dokulara
gecebilmesinden kaynaklanmaktadir.”> Damar endotelinde morfolojik degisiklikler yaparak
damar yataginda hasara yol acar. Yapilan caligmalarda damar endotel hiicresinde DNA
sentezini uyardig1 ve vaskiiler proliferasyona yol agtig1 gosterilmistir.®

2.8. Nikotinin Etki Mekanizmasi

Disaridan alinan etken maddeler, viicuttaki etkilerini viicutta dogal olarak bulunan
maddeleri taklit ederek veya viicutta devam eden bir takim islemleri engelleyerek
gosterirler. Nikotinin hedef hiicrelerde etkisini nikotinik tipteki asetilkolin reseptorlerini
aktive ederek olusturdugu bilinmektedir.””*® Asetil kolin (ACh) omurgali ve omurgasiz
tiirlerinin her ikisinde uyarici bir nérotransmitterdir.(Sekil 2.8).” Asetil kolinin iki tip
reseptorii vardir. Bunlar; muskarinik (mAChR) ve nikotinik (nAChR) asetilkolin
reseptorleridir. Muskarinik reseptorler, hem merkezi hem de periferal sinir sistemi
noronlarinda ve otonom sinir sistemi tarafindan kontrol edilen kalp, solunum sistemi ve
gastrointestinal sistemde, iiriner yollarda, goz ve ekzokrin bezlerde bulunur. Bu reseptorler

pek ¢ok temel fizyolojik islevleri diizenlemeye aracilik eder. *%
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CH;— C — O— CH, — CH,
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Sekil 2.8. Asetilkolinin kimyasal yapisi

Nikotinik reseptorler ise; ndromiiskiiler kavsak, otonomik gangliyonlar, adrenal

medullanin hiicreleri, duyusal sinir uglari, merkezi sinir sistemi néronlarin da bulunur.*
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Bazal 6n beyin, kolinerjik sistem, dikkat, biligssel performans, bellek, beyin kan akimi,
serebral glukoz kullanimi ve EEG aktivitesi gibi birtakim islevleri kordine
eder/diizenlerler.®' Nikotinik reseptérler, merkezi bir por etrafina simetrik olarak dizilmis
bes alt tiiniteden olusan ve molekiiler agirligi yaklasik olarak 280 kDa olan
glikoproteinlerdir. Alfa (a), beta (B), gama (y), sigma (3), epsilon (g) alt birimleri katyon
kanallar ile direkt olarak kenetlenmis durumdadir. a reseptor alt biriminin en az sekiz, 3
reseptor alt biriminin ise en az ii¢ izoformu oldugu gosterilmistir.®* Her bir alt iinite M1,
M2, M3 ve M4 ile adlandirilan protein yapida dort trasmembran segmente sahiptir. M2 alt
tinitesi iyon kanalinin liimenini astarlar ve iyon kanal blokerleri i¢in baglanma bdlgelerini
icerir. Giiniimiizde kassal tipte ve noronal tipte olarak 17 nAChR alt iinitesi belirlenmistir.
Kassal tipte nAChR’leri iki a, bir B, bir y ve bir ¢ alt iinitesinden olugsmustur. Noronal
nAChR’leri tek bir alt iinite tipine sahip homomerik reseptorler ve farkli alt {inite tiplerinin
olusturdugu heteromerik reseptérler olmak iizere iki gruba ayrilirlar.”

Nikotinik reseptorler Na™u, az derecede Ca™ ve K™ u geciren kanallardir. Bu
kanallarm agilmasi hiicrelerin depolarizasyonuna neden olur.> Nikotinik asetilkolin ve
diger norotransmiter kapili iyon kanallari, sinir sistemi boyunca sinaptik iletide anahtar rol
oynarlar. Genel olarak sinaptik iletim nikotinik kolinerjik sinaps boyunca iki adimda
yiiriitiiliir. Once ACh ekzositoz yoluyla presinaptik membrandan salmir ve nAChR/iyon
kanal kompleksinin ekstraselliiler alanindaki baglanma bdlgesi ile birlesir. Sonra olusan
reseptor-molekiil kompleksindeki yapisal sekil degisikligi iyon kanalinin agilmasina neden
olur ve hiicre icindeki Na"un hiicre icine, hiicre i¢indeki K nin ise hiicre disma akisini
saglayarak membran potansiyelindeki esitligi bozar. Nikotinik asetilkolin reseptorleri bocek
ve omurgali sinir sisteminde sinaptik iletimi saglamakla birlikte dagilimlar1 ve yapilari
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farklilik gosterir. Omurgalilarda nAChR’leri néromuskiiler kavsaga, Merkezi sinir
sistemine, periferal sinir sistemine ve bazi mekanosensor hiicreler lizerinde dagilis

gostermektedirler (Sekil 2.9).%
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Sekil 2.9. Kolinerjik sinaps boyunca noral iletimi

Merkezi sinir sistemine hakim olan reseptorler o4 ve [4 izoformlaridir. Sican
beyninde yiiksek affiniteli nikotin baglanma yerlerinin % 90’1 bu nitelikte oldugu
saptanmistir ve nikotinin kronik uygulamasinda yiiksek affiniteli reseptdr sayisinin arttigi
belirlenmistir.** Nikotinik asetilkolin sinir sisteminde yaygin bir sekilde bulunur. Merkezi
sinir sisteminde nAChR yoluyla iletilen kolinerjik innervasyon, uyaniklik, uyku, yorgunluk,
anksiyete, agr1 duyusunun merkezi olarak islenmesi, gida alimi ve ¢ok sayida biligsel islev
gibi fizyolojik olaylarmn diizenlenmesinde gérev alir.* Nikotinik reseptérler aktive olmast
sonucu voltaj bagimli kalsiyum kanallarinin agildigi, dopamin, serotonin (5-HT), ve

52,62

norepinefrin, arttigt  gosterilmistir. Preklinik  c¢aligmalar nikotinin, dopamin,

norepinefrinin, serotonin (5-HT), glutamat, aminobutirik asit ve endojen opioid peptidler
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gibi ¢ok sayida merkezi ndrotransmitter sistemlerinin iglevlerini degistirdigini
gostermislerdir.*

2.9. Nikotinin Etkileri

Nikotin  dogrudan ve dolayli olarak MSS’inde fizyolojik, biyokimyasal ve
davranigsal olaylar1 etkiler. Beyinde diisiik dozda uyarici, yiliksek dozda ise inhibe edici
etkiler olusturur.® Farkli doz ve siirelerde nikotine maruz birakilan laboratuar hayvanlari ve
insanlarda nikotinin lokomotor aktiviteyi arttirdig1 viicut sicakhigini degistirdigi, dikkat ve
kavramay arttirdig1 ve antidepresif etkili oldugu bilinmektedir.®**” Akut olarak uygulanan
nikotin, nAChR fonksiyonlarini etkiler. Nikotinin kronik uygulamalarinda ise nikotine
bagli olarak farkli veya ilave etkiler de ortaya ¢ikar. Kronik nikotin uygulamasi, beyinde
nikotine duyarli nAChR fonksiyonunun hizli ve siirekli olarak kaybolmasma neden
olmaktadir. Gangliyonik a384 nAChR’leri veya kassal tipteki alf1yd nAChR lerinin de
kronik nikotin alimiyla hizli ve siirekli olarak kayboldugu rapor edilmistir. Bu nedenle
nikotinin nAChR fonksiyonlarinin azalmasina neden olabilecegi diisiiniilmektedir.*®

Nikotinin, periferik ve MSS’de reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimini uyararak
oksidatif stresin olusumuna yol agtig1 kabul edilmektedir. Nikotinin mitokondrial solunum
zincirini kirarak siliperoksit anyonunu (O -) ve hidrojen peroksit (H,O;) olusumunu
arttirdigr  belirlenmistir. Ayrica nikotinin sitokrom P450’nin monooksijenazlarinca
yonlendirilen metabolizmasi oksijene ihtiya¢ duyar. Yiiksek doz nikotin ve enantiomerlerin
hiicre i¢i metabolizmasi sirasinda sitokrom P450 enzimlerinin aktivitesi artarak serbest
radikal olusumuna neden olabilir.”” Nikotin, sitokrom P450 sistemi iizerinde pirolidin

halkasindaki C ve N atomlarmin oksitlenmesiyle kotinine donistiiriiliir. Kotinin
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nefronlarda 10 kat konsantre olduktan sonra bdobreklerden atilir. Kotininin idrar ve tiikriik
bezi konsantrasyonlar1 nikotine maruziyetin belirlenmesindeki en degerli belirtectir.*

Nikotinin, vazokonstriksiyon ve doku hipoksisi gibi mikrovaskiiler dolagima direkt
ve indirekt etkileri mevcuttur. Kan viskozitesini artirir, eritrosit deformasyonu ve trombosit
adezyonuna neden olur ve trombus olugmasini kolaylastirir. Nikotinin sempatik sinir
sistemini’de uyardig diisiiniilmektedir.”® Sempatik sinir sisteminin aktivasyonu ile plazma
trigliserid ve ¢ok diisik dansiteli lipoprotein (VLDL) seviyesinde yiikselme yapar.”' Bu
uyarmin etkilerinden biri’de tiikiirigii azaltmasidir. Tikiirik azliginin neden oldugu agiz
kurulugu dis ve dis etleri iizerinde bakteri plaklarinin tesekkiiliinii kolaylastirir. Nikotinin
damarlar1 daraltict etkisine bagl olarak disetinde kan akimi azalir. Disetine yeterli oksijen
ve kan hiicrelerinin ulagmasina engel olur. Bu durum disetinin kendini koruyucu ve tamir
edici 6zelligini zayiflatir.”""

Nikotinin kardiovaskiiler sistem iizerine olan etkisi, artan katekolaminlerin yol
actig1 sempatik noral uyarilma ile olmaktadir. Merkez sinir sistemi ile periferik
kemoreseptorler, 6zellikle karotiddeki kemoreseptorleri dogrudan etki ile beyin sap1 ve
omurilik aktive olur. Periferik mekanizmalar ile adrenal medulladan ve damarlardaki sinir
uclarindan ketakolamine salmimi artar. Bu etkiler kalp atim sayisimi arttirir, kan basinci
yiikseltir, cilt ve koroner damarlar ile ¢izgili kas damarlarinda ise genislemeye neden olur.”

Nikotin parasempatik ganglion stimulasyonuyla gastrointestinal sistemde ise;
peristaltik hareketleri hizlandirir ve tonusunu arttirir, midenin bosalma siiresi kisalir, asit
salgist artar.”® Nikotinin uzun siireli intramuskuler verilmesi histamine bagh gastrik
tilserlerin artmasina neden olur. Uzun siire agizdan verilmesi durumunda ise kanayan mide

iilserlerine sebep olmakta ve gastrik mukozal hasari arttirmaktadir.”
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Nikotinin iist ve alt solunum yolu enfeksiyonlar1 basta olmak {izere birgok
enfeksiyona zemin hazirlamasi, immun sistem {izerine de ciddi etkilerinin oldugunu
gostermektedir. Bunun yani sira, basta akciger kanseri olmak {izere diger organ
kanserlerinin, alerjik hastaliklarin ve aterosklerozun gelisiminde, hiicresel ve humoral
immun sistem {izerine yaptig1 degisiklikler oldukca etkili olmaktadir. Kanda serum
immunoglobulin, lizozim ve CD16 dogal dldiiriicii hiicre sayisinda diisiikliik alveolar
markofajlarin yap1 ve fonksiyonlarinda azalma olusur.™

Nikotinin iirogenital sistem tizerine’de dnemli toksik etkileri bulunmaktadir. Nikotin
renal arter vasitasyla verildiginde, siirrenal medulladan katekolaminlerin salinimini
arttirarak glomertiler filtrasyon hizini arttirmakta, bunun sonucunda da saliiiretik ve ditiretik
etkinlik gdstermektedir.”® Nikotine maruz kalma ile nefrotoksite ve nefropati arasinda
pozitif bir iliski kurulmustur. Renal fonksiyon iizerine kontaminant etkisi ise
arastirilmaktadir.” Nikotinin sistemik verilmesiyle kan basincinda artma, total renal kan
akiminda azalma, korteksin i¢ ve dis kisminda kan akiminda belirgin olarak azalma
goriiliir.”® Nikotin verilmesiyle bobrekten Na ve Cl atiliminda, glomeriiler filitrasyon
hizinda ve total soliit atiliminda artma gozlenirken, K atiliminda ve fraksiyonel Na
atilmunda pek degisiklik gézlenmemistir.”’ Nikotin mesanede akut dénemde asetilkolin
salinimiyla kontraksiyona neden olurken, kronik veriliminde ise mesane epitelinde
metaplazi, displazi, ve uzun donemde kanser gelisimine neden olmaktadir. Nikotinin testis
izerine olan etkilerine bakildiginda, seminifer tubuluslara minimal etkilidir. Sperm sayisi,
morfolojisi ve hareketliligi lizerine pek fazla etkili olmayip, fertilite {izerine ise etkisiz

kabul edilmektedir.?
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Annenin daha Once ve gebelik sirasinda ¢ok sigara igmesinin, diisiiklere, Oli
dogumlara ve yeni dogan yavrunun oliinme neden oldugu bilinmektedir. Alinan nikotin
miktarina bagl olarak, Placenta previa (plasentanin uterus agzinda olusmasi) ve Abruptio
placenta (plasentanin yerlesme yerinden aniden ayrilmasi) goriiliir. Nikotin biiyliyen
dokulara direkt etki edebilecegi gibi plasentadaki kan damarlarinin daralmasina da sebep
olabilir. Nikotinin etkisi ile uterustan plesentaya dogru olan kan akimi azalarak iskemiye
bagli nekrozlar olusur. Yine nikotinin etkilerine bagli olarak erken dogum, diisiik, dogum
agirhginda azalma ve fotiisiin kol ve bacaklarinda hareket geriligi tesbit edilmistir.”®
Kemiricilerde, hamilelik doneminde deneysel olarak uygulanan nikotinin fotiislerde
gelisme geriligine, dogum agirligimin diismesine, kol ve bacaklarda gelisme geriligine ve
dogum sonrasi dliimlerde artisa neden oldugu bilinmektedir.”

Nikotin, endotel tabaka iizerinde de olumsuz etkiler yapar. Endotel tabaka vaskiiler
tonusu devam ettiren kan akiminin diizenlenmesinde rol alan oldukga aktif bir yapidir.
Endotel, damar duvarmin liimen tarafinda trombosit ve l6kosit aktivasyonunu Onler.
Nikotin myokardin oksijen ihtiyaci ile koroner kalp akimi arasindaki orani bozarak etkisini
gosterir. Sistolik kan basincini yiikselterek ve kalp hizini arttirarak myokardial oksijen
ihtiyacini arttirir. Endotel hasar sonucu monosit ve markofajlar damar duvarina yapisirlar
ve lipoproteinler doku sivisina gegerler.”” Serumda kolesterol, fosfolipid, trigliserid ve
trigliseritten zengin lipoprotein sentezini artirarak ateroskleroza yol actig1 bilinmektedir.”

Nikotin solunum merkezini diisiik dozlarda uyararak tasipne yapar. Bu olay diisiik
dozda nikotin verildiginde aortik ve karotik glomuslardaki kemoreseptorlerin
uyarilmasindan dogan indirekt bir etkiye baghdir. Doz arttirildiginda ise solunum
merkezini direkt uyarir. Daha yiiksek dozlara c¢ikildiginda solunum merkezinin asiri
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uyarimi veya periferik etkisine bagh olarak solunum kaslarinda felg gelisebilir.”® Kandaki
epinefrin seviyesini arttirarak nabzi hizlandirir ve periferal vazokonstriiksiyona sebep
olarak deri 1s1s1n1 dﬁsﬁrﬁr.72 Nikotin oldukca toksik bir madde olup 60 mg’1 bir eriskini
solunum felci sonucu oldiirebilir. Diisiik dozlarda alinan nikotin bulanti, kusma, salivasyon,
periferal vasokonstriiksiiyona bagl deride solukluk, gii¢siizlilk, peristaltizmin artmasina
bagl karin agrisi, ishal, bas donmesi, kan basincinda artma, tasikardi, tremor ve soguk
terlemedir. Nikotin toksisitesi sonucunda ortaya c¢ikan diger bazi durumlar ise
konsantrasyon gii¢liigii, konfiizyon, duyusal algi bozuklugu REM uykusunda azalmaya yol
acar.®

2.10. Serbest Radikaller

Serbest radikaller dis yoriingelerinde bir ya da daha fazla eslenmemis elektron
iceren hem organik hem de anorganik molekiiller halinde bulunan maddelerdir.”

Ortaklanmamis elektronlarindan dolay1r oldukga reaktif olup, c¢evrelerindeki atom ve

molekiillere adeta saldirirlar. Serbest radikaller ortaklanmamis elektronun belirtilmesi

amaciyla iist kisimlarina yazilan bir nokta (X') ile gosterilirler. Bu elektronlar orbital denen

bolgelerde donerler. Her orbital normal sartlarda birbirine zit yonde donen iki elektron

ihtiva eder.

2.10.1. Serbest Radikallerin Olusumu
Icinde bulundugumuz ¢evrede cesitli fiziksel etkenler ve kimyasal olaylar nedeniyle
devamli bir radikal yapimi vardir. Hiicre icerisinde de ciddi miktar ve ¢esitlilikte radikal

iiretilmektedir. Radikaller, baslica 3 temel mekanizma ile olusur:

27



1. Yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar ve yiiksek sicaklik, kimyasal baglarin
kirilmasina neden olur. Kirilma sirasinda bag yapisindaki iki elektronun her biri ayri ayri
atomlar iizerinde kaliyorsa, bu tiir kirilmaya homolitik kirilma denir.** Molekiillerdeki
baglarin homolitik olarak pargalanmasi sonucu elektronlardan her biri farkli atomlar

. 82
tzerinde kalir.

2. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi1 veya molekiiliin heterolitik
boliinmesi. Heterolitik bdliinmede kovalent bagi olusturan her iki elektron atomlarin
birinde kalir.* Ornegin askorbik asit, glutatyon ve tokoferoller gibi hiicresel antioksidanlar,
radikal tiirlere tek elektron verip radikalleri indirgerken, kendilerinin radikal formu

83
olusur.

3. Radikal 6zelligi tasimayan normal bir molekiile tek bir elektron transferi ile dis
orbitalinde paylasilmamis elektron olusturuyorsa bu tiir indirgenme radikal olusumuna
neden olabilir. Ornegin molekiiler oksijenin tek elektron ile indirgenmesi, radikal formu
olan siiperoksidin olusumuna neden olur. Bu mekanizma ile radikal yapimi biyolojik
sistemlerde yaygin olarak gerceklestiginden canlilar igin nemlidir.*

Serbest radikallerdeki ciftlenmemis elektronlar kararli duruma geg¢mek ister ve
kararli halde bulunan bir bilesikten elektron alarak bu bilesigi yeni bir serbest radikal haline
dontistiiriir. Kisa dmiirlii olmalarina karsin radikal olmayan maddeler ile reaksiyona girip
onlar1 da radikal yapmalar1 ve bir dizi zincir reaksiyonu baslatip bir¢cok radikal
olusturmalarindan dolay1 olduk¢a tehlikelidirler. Serbest radikallerin baslattigi bu

zincirleme tepkimeler dizisi antioksidanlar tarafindan durduruluncaya kadar devam eder.*
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2.10.2. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Normal sartlarda oksijen kararli, kokusuz, tatsiz, renksiz, sudaki ¢oziiniirligli sinirl
olan bir gazdir.*” Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller oksijen kaynaklidir.*®
Oksijen atomunun dis yoriingesini olusturan p orbitalinde iki elektronun eksik olmasindan
dolay ‘diradikal’ olarak degerlendirilir. Bu 6zelligi onun diger serbest radikallerle kolayca
tepkimeye girmesini saglar. Radikal olmayan maddelerle ise daha yavas tepkime verir.**

Memeliler ATP iiretiminin biiylik bir kismin1 mitokondrial elektron transport
zincirinde oksijenin tamamlanmis rediiksiyonuyla elde ederler.*” Molekiiler oksijen
elektron transferiyle suya kadar indirgenir. Bu yol dort elektron gerektirir ve bu yolda
reaktif ara molekiiller olusur ki bunlar siiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil
radikalleridir. Bunlar dnemli oksidatif stres ajanlar1 olup ROS olarak adlandirilirlar. Reaktif
oksijen tiirleri, maruz kalinan miktar ve siireye bagl olarak hiicre fonksiyonlarini bozarlar
ve biyolojik molekiilleri hasara ugratirlar.**®

Oksijenin indirgenmesi sonucu dnce Oy, daha sonra H,O,, singlet oksijen (‘0,),
hidroksil radikali (OH) ve nétrofillerden saliverilen myeloperoksidaz enziminin
katalizledigi reaksiyon sonucu hipoklordz asit (HOCI) olusur. Iskemik dokularm
reperfiizyonu sirasinda ksantin oksidaz enzimi de siiperoksit radikali i¢in kaynak
olusturabilir. Yine markofajlarda nitrik oksit (NO') radikali olusur. Nitrik oksit ve
stiperoksit radikalinin reaksiyonu sonucu oldukca giiglii olan peroksi nitrit (ONOO)
olusabilir.”® Serbest oksijen radikalleri hiicrelerde bulunan lipid; DNA, protein ve
karbohidrat metabolizmalarinda oksidatif hasara sebep olurlar.*! Bu oksidatif hasarlarda
hiicrenin 6liimiine neden olarak yaslanma, diyabet, kanser gibi kronik hastaliklar
baslatirlar.”
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2.10.2.1. Siiperoksit Radikali (O, *)

Stiperoksit radikali hemen hemen tiim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin (O3)
bir elektron alarak indirgenmesi ya da oksijene tek bir elektron transferi sonucu olusur.”*

Stiperoksit radikali hem cevresel etmenler hem de organizmadaki enzimatik ve enzimatik

olmayan tepkimelerle en ¢cok ve en kolay olusan oksijen radikalidir.

02 + e > 02 :

Stiperoksitin in vivo olusmasina yol agcan mekanizmalarin baginda mitokondrinin i¢
mebraninda oksijenin suya rediiksiyonunu saglayan elektron—trasport zinciri gelir.”® Basta
cesitli dehidrogenazlar ve oksidazlar olmak {izere yiizlerce enzimin katalitik etkisi sirasinda
O, bir iiriin olarak olusabilir.*> Hiicre membramindaki siklooksijenaz ve lipooksijenaz
enzimleri, 16kosit mebranindaki NADH oksidaz enzimi, triptofan dehidrogenaz enzimleri
ksantin oksidaz gibi oksidan enzimler O, - {iretimine neden olurlar. Invivo iskemi ve
hipoksi, ksantin oksidazi, dehidrogenez formundan oksidaz formuna doniistiirerek O, -
olusumuna yol agar.”” Aym zamanda adrenalin, flavin niikleotidleri, tiyol bilesikleri ve
glikoz gibi molekiiller, oksijenli ortamda okside olarak siiperoksit olustururlar.”® Ayrica

indirgenmis gec¢is metallerinin otooksidasyonuyla da O, - meydana gelmektedir.

v

Fe," + O, Fe;7 + 0O

Cu" + O » Cuy’ + 0,

30



Markofajlarin ~ fagasitozu esnasinda ve bazi hiicrelerin {liremesinde ve
farkhilasmasmin regiile edilmesi esnasinda da O, - iretilir.””> Aktive edilen fagositik
l6kositler bol miktarda O, - {ireterek fagozom igine ve bulunduklari ortama verirler.
Antibakteriyel etki icin gerekli olan bu radikal yapimi daha reaktif tiirlerin olusumunu da
baslatlr.85 Stiperoksit radikalinin kendisi direkt zarar vermez. Bu radikalin asil 6nemi H,O,
kaynagi olmasi ve gegis metalleri iyonlarmin indirgeyicisi olmasidir.** Siiperoksit radikali
diisiik pH degerlerinde daha reaktiftir. Oksidan perhidroksi radikalini olusturmak iizere

4
protonlanir.®

Asidik kosullarda O, "ile H' reaksiyonundan perhidroksil radikali olusabilir. Daha

sonra perhidroksil radikali hidrojen peroksit olusturur.”®

HO,” + 0O, + H' » O, + HO,

Stiperoksit radikali ¢esitli ¢evresel etkilerle de olusabilmektedir. Yiiksek enerjili
elektromanyetik dalgalar (alfa, beta, gamma) oksijenden O, - olusumuna neden olurlar.
Ayrica organik molekiillerin bulundugu ortamda O, - olusumu iki kat artar.
Katekolaminlerin, tiyollerin, ferrodoksinin ve hemoglobinin otooksidasyonu gibi enzimatik

veya enzimatik olmayan reaksiyonlar ile de O, - meydana gelir.”’

2.10.2.2. Hidrojen Peroksit (H;0,)
Stiperoksit radikaline bir elektron eklenmesiyle ya da O, c¢evresindeki

molekiillerden iki elektron almasi sonucu giiclii bir oksidan olan H,O, olusur.98
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v

20, + e + 2H" H,O, + 0,

v

0O, + 2¢ + 2H H,0,

Hidrojen peroksitin asil iiretimi siiperoksitin dismutasyonu ile olur. Bu reaksiyon
radikal olmayan triinler meydana getirdiginden dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir, ya
spontan gerceklesir ya da siiperoksit dismutaz enzimi tarafindan katalizlenir. Enzimatik

dismutasyon nétr ve alkali pH’da daha belirgindir.”’

Hidrojen peroksit olduk¢a mobil olup membranlari kolayca gegebilir. Cok giiglii bir
sitotoksindir ve Ozellikle endotel hiicrelerine hasar verir. Kendisi bir serbest radikal
olmayip OH olusturarak toksisitesini gosterir. Hidrojen peroksit zayif oksijen baglariyla
gevsek olarak baglanir ve kolayca koparak her biri, bir eslenmemis elektron i¢eren bir OH

ve bir de hidroksil iyonu olusturur.”

2.10.2.3. Hidroksil Radikali (OH’)

Canlilarda iiretilen OH' baslica iki mekanizma ile olusabilir.

1) Iyonlastirict radyasyonun etkisi ile sulu ortamda su molekiillerinin iyonlagmasi
gerceklesir. Uyarilmis su molekiilii (H,0") homolitik yikim ile; H,O" ise bir su molekiilii
ile tepkimeye girerek hidroksil radikali olustururlar. Bu tepkimeler ¢ok kisa siirede
gerceklesir ve tretilen OH’, radyasyonun canlilardaki toksik etkisinden sorumlu baglica

kimyasal tiirdiir.*
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2) Hidrojen peroksitin eksik indirgenmesi ile OH yapimi, viicutta bu radikalin en
onemli kaynagidir. Hidrojen peroksitin iki elektron ile indirgenmesi ile su olusurken, tek

elektron ile indirgenmesi OH’ yapimna neden olur.*

Hidroksil radikali, H,O, gecis metalleri 6zellikle Fe™ varliginda indirgenmesi ile
Fenton Reaksiyonu sonucunda ya da H,0,, O, - varliginda Haber-Weiss Reaksiyonu
sonucunda olusur. Bu reaksiyon katalizorsiiz oldukca yavasken, Fe™ katalizérliigiinde

olduk¢a hizli gergeklesir.'*'"!

v

Fe”? + H,0, Fe” + OH + OH

OH + OH + 0,

v

Oz.- + H,0O,

Serbest radikaller icinde OH" biyokimyadaki en reaktif molekiil olup yar1 6mrii ¢ok
kisa olup diger kimyasal tiirlerle siklikla reaksiyona girer ve yar1 dmiirleri daha uzun olan
radikaller olusturur.”® Bir OH" yiizlerce yag asidini ve yan zincirlerini lipid hidroperokside
cevirebilir, bu olusan hidroperoksitler birikerek membran biitlinliigiinii bozar. Ayrica,

hiicrenin karbohidrat, aminoasit, DNA vb. metabolizmasina da zarar verir.”®

Biyolojik sistemlerin tanidig1 en reaktif tiir olan OH' su dahil ortamda rastladig: her
biyomolekiille difiizyon limiti hiz1 ile tepkimeye girer. Bu nedenle 10~ saniyeden daha kisa

bir 6mre sahiptir. Hidroksil radikalinin tepkimeleri bashica; *°

a) Elektron transfer tepkimeleri,
b) Hidrojen ¢ikarma tepkimeleri,

c¢) Katilma tepkimeleridir.
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Biitiin bu tepkimeler, OH’in paylasilmamis elektron igeren dis orbitaline elektron

alma ilgisinden kaynaklanir. Katilma tepkimeleri, 6zellikle elektronca zengin molekiillerle
(piirin ve primidin bazlari, aromatik amino asitler gibi) gerceklesir. Hidroksil radikalinin
organik molekiillerden hidrojen atomu alarak suya indirgendigi tepkime, hidrojen ¢ikarma
tepkimesi olarak bilinir. Bir radikalin katilma tepkimesinde ise biyomolekiil oksitlenir ve

tepkimede sonlanr.®

Her tiir biyolojik molekiill OH’1in bir hedefi ise de ozellikle elektronca zengin
bilesikler tercihli hedeflerdir. Niikleik asitler, proteinler ve lipidlerde baslatilan radikalik

tepkimelerde binlerce farkli ara iiriinler olusabilir.

2.10.2.4. Singlet Oksijen (‘O5)

Singlet oksijen, oksijenin yiiksek enerjili mutajenik bir formudur.'® Yapisinda
eslenmemis elektronu bulunmamasi nedeniyle serbest radikal olmadigi halde serbest
oksijen radikalleri arasinda yer almasi bu reaksiyonlarin baslamasina sebep olmasi
acisindan onemlidir.

Oksijenin enerjetik olarak uyarilan bu formunda spin kisitlamasinin kaldirilmig
olmasi nedeniyle reaktivitesi ¢ok yiiksektir. Aldig1 enerjiyi ¢cevreye dalga enerjisi seklinde
verip oksijene geri dénebildiginden olusumu kemiliiminesans 6l¢iimii ile izlenebilir.*

Baslica su mekanizmalarla viicutta olusabilir:
a) Hidroperoksitlerin metaller varligindaki yikim tepkimelerinde,

b) Kendiliginden dismutasyon tepkimeleri sirasinda,
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c) Pigmentlerin (6rnegin flavin igeren niikleotidler, retinal, bilirubin) oksijenli

ortamda 15181 absorblamasiyla,

d) Prostaglandin  endoperoksit  sentaz, sitokrom  p450  tepkimeleri,

myelo/kloro/laktoperoksidaz enzimlerinin etkileri sirasinda.*

Oksijenin bu enerjetik reaksiyonu sonucunda iki tip 'O, iiretilir. Bunlar, sigma
singlet oksijen ve delta singlet oksijendir. Sigma singlet oksijenin enerjisi daha fazladir ve
cok kisa omiirliidiir. Delta singlet oksijen ise daha uzun Omiirliidiir ve gdzlenen kimyasal

reaksiyonlardan esas sorumlu form oldugu kabul edilmektedir.'”

Singlet oksijen diger molekiillerle etkilestiginde ya igerdigi enerjiyi transfer eder, ya
da kovalent tepkimelere girer. Ozellikle karbon-karbon cift baglar1 singlet oksijenin
tepkimeye girdigi baglardir. Doymamis yag asitleri ile de dogrudan tepkimeye girerek
peroksi radikalini olusturur ve OH' kadar etkin bir sekilde lipid peroksidasyonunu

baslatabilir.®

Bitkilerde de oOzellikle yapraklardaki klorofilin biiyiikk bir kismi tilakoid
membranlarda en ¢ok bulunan protein tutucu kompleks II’ye baglanir ve bu nedenle stres
kosullar1 altinda bu klorofil-protein kompleksinde biiyiikk miktarlarda 'O, iiretilebilecegi

di'l@l'ini'11rn1'i$‘[1'ir.104
2.10.2.5. Hipokloroz Asit (HOCI)

Hipoklordz asit enzimatik olarak notrofiller tarafindan iireten giiclii bir oksidandir.
Notrofiller, markofajlar ve eozinofiller O, - iiretirler. Ozellikle nétrofiller icerdikleri
myeloperoksidaz enzimi araciligiyla iretilen siiperoksitin dismutasyonuyla olusan H,O,

kloriir iyonuyla birlestirerek giiclii bir antibakteriyel ajan olan HOCI’e doniistiiriirler.'®
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H,O0, + CI » HOClI + OH

Notrofiller aktive oldugunda oksijenin O, - doniisiimii 20 kat artar ki buda
oksijenin tiiketiminin artmasini ifade ettigi i¢in solunum patlamasi olarak adlandirilir. Artan
metabolizma sonucu olugsan H,O; yaklasik % 40 kadart HOCI geri kalani ise OH' d6nﬁsﬁr.9o
Fagositik hiicrelerce bakterilerin 6ldiiriilmesinde énemli rol oynar. Son zamanlarda hiicre
lizislerine ve dolayisiyla Sliime yol agabilmektedir.'”® Ayrica DNA’daki purin bazlarmi da

kolay bir sekilde klorlayarak hasara sebep olur.
2.10.2.6. Nitrik Oksit Radikali (NO)

Nitrik oksit, fizyolojik siireglerde dnemli bir role sahip serbest radikaldir. Nitrik
oksit vaskiiler endoteliyal hiicrelerde olusturulan 6nemli bir vazodilatordiir. Nitrik oksit
sentezinin insanda vaskiiler tonusun diizenlenmesinde 6nemli rol oynadigi, boylece kan
basincr’nin kontroliinde 6nemli bir role sahip oldugu bilinmektedir.'”’” Viicudumuzda nitrik
oksit sentezini saglayan mekanizmalar son derece kisithdir. Viicuda giren nitro
bilesiklerinin metabolize edilmesi sirasinda olusan NO bir tarafa birakilacak olursa,
endojen NO olusturan tek kaynak nitrik oksit sentaz (NOS) enzimleridir.*> Bu enzimler
tarafindan tiretilen ¢ok diisiik derisimlerdeki NO sinir sistemi ve diiz kaslarda hiicre igi ve

hiicreler aras1 haberci molekiil olarak kullanilir.*®

Asir1 NO iiretiminin, kronik enflamasyon, kalp ¢arpintis1 ve septik sok, diyabet gibi
durumlara sebep oldugu One siiriilmiistiir. Biyolojik sistemlerde {iretilen yliksek
konsantrasyonlardaki NO’nun zararl: etkileri ii¢ mekanizma ile gergeklesir. Bunlardan ilki;
NO’nun oksijene benzer sekilde hiicre i¢ine gegerek paylasilmamis elektronu bulunan bir

molekiil oldugu icin hiicre i¢inde proteinlerin yapisinda bulunan demir gibi gecis
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metallerine baglanmasi ve ortama serbest demir salimmina neden olmasidir. Ikincisi;
otooksidasyon ile N-nitroso bilesiklerini olusturarak DNA’ya zarar veren azot ii¢ oksit
(N20s3) olusturmasidir. Son olarak da; nitrik oksit oksijen radikalleriyle reaksiyona girerek
DNA, proteinler ve hiicre membran lipidlerini okside eden peroksinitrit iiretir.'® Olusan
ONOO proteinlerin ve DNA’nin oksidatif hasarina sebep olmaktadir. Nitrik oksit hiicre
fonksiyonlarinin regiilasyonunda ve dokularin yasam ile ilgili 6zelliklerinde etkili bir

sekilde kullanilir."”

Peroksinitritin, nitrik oksite bagli bir toksisiteye de sahip oldugu tahmin
edilmektedir. Nitrik oksit Fe-S proteinlerinden demiri ¢ikararak yerine kendisi baglanir.
Boylece fenton reaksiyonunu stimiile eder ve bu mekanizma ile karsinogeneziste rol oynar.
Peroksinitrit, nitrik oksit toksisitesinin baglica sorumlusudur. Peroksinitritin proteinlere
dogrudan zararl etkileri vardir ve azot dioksit (NO,), OH, nitronyum iyonu gibi toksik
iirinlere doniisiir.""® Peroksinitrit, nitrit (NO,) ve nitrat (NO3) olusturmak iizere

metabolize edilir.

NO + 0, » ONOO
ONOO™ + H >  ONOOH
ONOOH » NO, + OH

2.10.2.7. Lipid Peroksil Radikali (LOO)

Oksijen radikalleri ¢oklu doymamis yag asitlerine etkiyerek lipid peroksidasyonuna

! Reaktif serbest radikalleri ve metabolitler membrandan bir hidrojen

yol acar."
uzaklastirarak lipid peroksidasyonunu baslatirlar. Olusan lipid radikali oksijenle reaksiyona

girerek LOO' olusturur.
37



L + O LOO

v

v

LOO + LH LOOH + L

Lipid peroksil radikali baska bir lipidden hidrojen atomu uzaklastirir ve lipid
hidroperoksit ile bagka bir lipid radikali olusturur. Bu zincir reaksiyonunun NO’nun lipid

peroksil radikali ile etkileserek inhibe ettigi gosterilmistir.”’
LOO + NO — LOONO —»LONO,

Bunlarin yani sira serbest oksijen radikallerinin etkisi sonucu karbon merkezli
radikaller (R-), alkoksil radikalleri (RO-), tiyol radikalleri (RS-) gibi onemli serbest
radikallerde mevcuttur. Bunlardan 6zellikle poliansature yag asitlerinden meydana gelen
peroksil radikali yar1 6mrii uzun olan bir radikaldir. Tiyol radikalleri ise oksijenle tekrar
tepkimeye girip siilfenil (RSO-) veya Thiyl peroksil (RSO;") gibi radikalleri meydana

getirirler.** ''?

2.10.3. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Kaynaklar

Serbest radikallerin baslica kaynagi molekiiler oksijendir.'"® Serbest radikaller genel
olarak; aktive olmus fagositler, antineoplastik ajanlar, kii¢iik molekiillerin otooksidasyonu,
enzimler ve proteinler, mitokondrial elektron transport sistemleri, peroksizomlar, plazma
membrani, endoplazmik retikulum ve niikleer membran transport sistemleri tarafindan

. ey 4.11
iiretilirler.®*!'"

Hiicrelerde normal metabolik yollardaki enzimatik reaksiyonlarda
enzimlerin aktif yerinde ara iirlinler olarak devamli sekilde serbest radikaller olusabilir.

Bazen bu serbest radikal ara iirlinler enzimlerin aktif yerinden sizarlar, molekiiler oksijenle

etkilesirler ve sonugta serbest radikaller olusur.'"”

38



Hiicrelerde en biiylik serbest oksijen radikali kaynagi mitokondriyal elektron
transport zincirinden sizintidir. I¢ mitokondrial membranda lokalize oksidatif fosforilasyon
zinciri komponentleri biiyiik oranda indirgendigi zaman siiperoksit radikalinin agiga ¢ikisi
artar. Bu durum mitokondrial radikal yapimimi etkileyen endojen faktorlerin solunumu
regiile eden maddeler oldugunu diisiindiiriir. Solunumu regiile eden maddeler kullanima
hazir NAD’ye bagh substratlar, siiksinat, adenozin difosfat ve oksijendir. Eger oksijen
sitokrom oksidaz tarafindan suya rediiksiyonu sinirli olacak miktarda bulunursa artan
solunum zinciri rediiksiyonu ve hiicre icinde rediikte kofaktorlerin birikimi radikal
yapimuni arttirir, '

Bir¢ok enzimin katalitik sikluslari sirasinda serbest radikaller ortaya ¢ikar. Sitokrom
p450, ksantin oksidaz ve NADPH oksidaz enzimlerinin katalizledigi reaksiyonlarda serbest
radikaller olusur.''" Bu enzimlerden en énemlisi ksantin oksidaz’dir. Ksantin oksidaz
enzimi oksidorediiktazlar smifina giren ve molibden (Mo) iceren bir flavoproteindir.'>''®
Ksantin oksidaz enzimi hipoksantinin ksantine, ksantinin ise {iirik aside yiikseltgenmesi
reaksiyonunu katalizler.''® Ksantin oksidaz hasarlanmis dokularda bir dehidrojenaz olarak
vardir. Piirinlerin yikim yolunda hipoksantinden ksantin ve ksantinden {irik asit olusum
basamaklarinda elektron alicis1 olarak molekiiler oksijenden daha cok NAD" kullanilir.
Oksijensizlige bagli olarak ADP’nin ATP’ye fosrofilasyonunun azaldigi durumlarda
(iskemi gibi) ADP yikilir ve piirin bazi, ksantin oksidazin bir oksidaz olarak etkili
olmasiyla hipoksantine doniistiiriiliir. Ksantin oksidazin aktivite gostermesi durumunda

hipoksantin ksantine ve ksantin {irik aside doniisiirken molekiiler oksijen kullaniimakta,

molekiiler oksijen hidrojen perokside indirgenmektedir. Iskemi durumlarinda oksijen
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seviyesi diisiik oldugundan 6nemli hasar olmaz. Ancak oksijen seviyesi normale doniince

XO etkisiyle fazla miktarda H,O, ve O, - olusur.110

Peroksizomlarda hiicre i¢i 6nemli bir radikal olan H,0, kaynagidirlar.''” Bu
organeldeki D-aminoasit oksidaz, lirat oksidaz, L-hidroksil asid oksidaz ve yag asidi agil
CoA oksidaz gibi oksidazlar siiperoksit iiretmeden bol miktarda H,0, liretimine sebep

84
olurlar.

Fagositik hiicre membraninin NADPH oksidaza bagli serbest radikal iiretimi serbest
radikallerin 6nemli bir kaynagidir. Fagositik hiicrelerin uyarilmasi1 fosfolipaz ve protein
kinazin aktivasyonuna ve plazma membraninda arasidonik asidin salinimina yol acar.
Arasidonik asidin enzimatik oksidasyonuyla da gesitli serbest radikal ara iiriinler meydana
gelebilir. Mikrozomal ve plazma membrani tarafindan radikal iiretiminin 6nemli enzimleri

olan lipoksijenaz ve siklooksijenaz aktivitesi, serbest radikaller i¢in 6nemli bir kaynaktir.''®

Bazi yabanci toksik maddeler hiicrede serbest radikal iiretimini arttirirlar. Bu
maddeler ya dogrudan serbest radikal {iretirler yada serbest radikallerin ortadan
kaldirilmasin1 saglayan antioksidan aktiviteyi distiriirler. Bu tip maddeler dort grupta

toplanabilir.' '’

1) Toksinin kendisi bir serbest radikaldir. Ornegin; kirli havanin koyu rengini veren azot

dioksit gaz1 bdyle bir maddedir. Azot dioksit etkili bir lipid peroksidasyonu baslaticisidir.

2) Toksin bir serbest radikale metabolize olur. Ornegin kuru temizlemelerde kullanilan
toksik bir madde olan karbon tetra kloriir (CCly), karacigerde sitokrom p450 tarafindan
triklorometil serbest radikaline (CCls) donstiiriiliir. Triklorometil serbest radikalide

molekiiler oksijenle etkileserek peroksil serbest radikali olusturur.
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3) Toksinin metabolizmasi sonucu serbest oksijen radikali meydana gelir. Karacigerde
biriken paraquat bir serbest radikale indirgendikten sonra tekrar ylikseltgenerek rejenere

edilirken oksijen indirgenir ve boylece bol miktarda siiperoksit radikali {iretilmis olur.

4) Toksin antioksidan aktiviteyi diigiir. Ornegin; parasetamol karacigerde sitokrom p450
tarafindan, glutatyonla reaksiyona giren bir {iriin olusturarak sonucta glutatyonun miktarini

azaltir.

Organizmanin dogasindan kaynaklanmayan sadece dis etkenlerin varliginda olusan
reaksiyonlar sonucunda da serbest radikaller aciga cikabilir. Bunlar serbest radikallerin

eksojen kaynaklari olarakta bilinir.*®

Ilaglar; Aminotriazol, asetaminofen, hiperbarik oksijen, klonazin, 3,4-

metilendioksimetafetamin, nitrofurantion, siklosporin, trisiklik antidepresanlar,

troglitazon.
- Radyasyon; Ultraviyole 151k, x-ray, gama 1sinlar1
- Aliskanlik yapan maddeler; Alkol ve uyusturucular

- Cevresel ajanlar; hava kirliligi yapan fotokimyasal maddeler; mineral tozlar, ozon,

toksinler, solventler, yangin, kiikiirt dioksit, asbest lifleri karbon monoksit.
- Metal iyonlart; Demir, bakir, kadmiyum, nikel, krom, civa

- Stres; Streste katekolamin diizeyi artar ve oksidasyon ile serbest radikaller miktari

83,88, 119
artar.

41



2.10.4. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikallerin biyolojik sistemlerdeki zararl etkileri ¢esitlidir. Oksidatif ataga
meyilli olan niikleik asitler, proteinler, karbonhidratlar ve lipidler gibi biitiin hiicre
elemanlarinda hasara yol ac;alrlar.111 Serbest radikaller hiicrelerin dncelikle; DNA, protein,
karbohidrat, enzimler ve hiicre fosfolipidlerinin ¢oklu doymamis yag asitleri olmak {izere
organik ve inorganik bilesiklerle reaksiyona girerler. Ozellikle DNA’ya saldiran serbest

radikaller 6nemli zararlara neden olurlar.'** "'

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu enflamasyon, radyasyon, yaslanma, kimyasal
maddeler ve ilaglar gibi bazi uyarilarin etkisiyle artar. Siiperoksit radikali ve OH
stoplazma, mitokondri, niikleus ve endoplazmik retikulum membranlarinda lipid
peroksidasyonunu baglatirlar. Membranlarda lipid peroksidasyonu meydana gelmesi
sonucu membran permeabilitesi artar. Serbest radikallerin etkisiyle proteinlerdeki sistein,
stlthidril gruplart ve diger aminoasit kalintilar1 okside olarak yikilir, niikleer ve
mitokondriyal DNA okside olur.'"

Serbest oksijen radikallerinin tim bu etkilerinin sonucunda hiicre hasar1 olusur.'"”

Hiicrede reaktif oksijen tiirlerinin ve serbest radikallerin artis1 hiicre hasarinin énemli bir
nedenidir. Serbest oksijen radikallerinin neden oldugu hiicre hasarinin bir¢cok kronik
hastaligin komplikasyonlarina katkida bulundugu diigniilmektedir. Diabet mellitus, kanser,
yaslanma, sigara i¢imi ile ilgili kronik hastaliklarda rol oynadiklari, yara iyilesmesi,
graniilasyon dokusu, kollajen ve kikirdak doku iizerinde olumsuz etkilerinin oldugu

bilinmektedir.'?
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2.10.4.1. Proteinlere Etkileri
Serbest radikallerin atagi sonucu proteinlerde olusan yapisal degisiklikler tice
ayrilabilir.'"!

1. Aminoasitlerin modifikasyonu,
2. Proteinlerin fragmantasyonu,
3. Proteinlerin agregasyonu veya ¢apraz baglanmalaridir.

Proteinlerin, reaktif oksijen tlirevleri ile kovalent modifikasyonu sonucu protein
oksidasyonu meydana gelir. Arastirmacilar protein oksidasyonuna yol acan ana
mekanizmalarin polipeptit omurgasindaki c¢esitli aminoasitlerin o-karbon atomlarindan
hidroksil radikalinin etkisiyle hidrojen atomunun ¢ikarilmas1 sonucunda basladigini

saptamiglardir. Protein oksidasyonu esas olarak hidroksil radikali ile baslar. Diger taraftan

oksidasyon siiresince O, ile birlikte O,” ve onun protonlanmis formu olan HO, ’nin

varligi’da gereklidir. Adi gegcen bu reaktif oksijen bilesikleri aminoasitlerin yan
zincirlerinin oksidasyonuna, protein-protein ¢apraz baglarinin olusumuna ve protein
omurgasinin oksidasyonu yolu ile proteinin par¢alanmasma neden olur.'*'** Ozellikle
kiikiirt iceren aminoasitler ve doymamis aminoasitlerin (triptofan, tyrozin, fenilalanin,
metiyonin, sistein, histidin) serbest radikallerle reaksiyonlar1 sonucu kimyasal degisiklikler

ortaya ¢ikar.'>

X ve gama 1sinlariyla suyun radyolizinden veya hidrojen peroksitin metal katalizli
yikimindan aciga ¢ikan hidroksil radikali polipeptit omurgasindaki a-karbon atomundan
hidrojen atomunun c¢ikarilmasina neden olur. Peptid zincirindeki o-hidrojen atomunu

kaybetmis olan aminoasit kalintis1 karbon merkezli radikal haline doniisiir. Olusan karbon
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merkezli radikal molekiiller, oksijen ile hizli bir sekilde reaksiyona girer ve daha sonra
alkilperoksidi verecek olan alkilperoksil radikal ara {irtiniinii olusturlar. Alkilperoksit,
alkoksil radikali tizerinden hidroksi protein tiirevini verir. Reaksiyon basamaklarmin pek
cogunda Fe™ ve Cu” varliginda hidrojen peroksit ile etkilesim dnem tasir. Bu metabolik
yolda olusan alkil, alkilperoksil ve alkoksil radikal ara iiriinleri ayn1 veya farkli protein
molekiiliindeki aminoasitlerin R yan zincirleri ile etkileserek yeni karbon merkezli
radikallerin olusumuna yol ag:ar.lz“’126 Olusan karbon merkezli radikaller diger bir karbon

merkezli radikal ile etkileserek protein-protein ¢apraz baglarinin olusumuna yol agar.
2.10.4.2. Niikleik Asitler ve DNA’ya Etkileri

Her tiirlii radyasyon (UV, goriiniir 151k, 151, X 1sinlar1 vb.) hiicrelerde iyonlarin,
serbest radikallerin ve enerji kazanmis molekiillerin olusumuna neden olur. Hidroksil
radikalleri; DNA’daki heterosiklik bazlarla ve deoksiriboz-fosfatlarla reaksiyon verirler.

Reaksiyon sonucu, DNA bazlarin1 modifiye eder ve riboz- fosfat zincirinin kirilmasina yol
acar. In vitro olarak sulu ¢dzeltilerle yapilan ¢alismalarda OH' radikalinin deoksiriboz ve
tetrasiklik bazlarla kolaylikla reaksiyon verdigi gozlenmistir. Fakat ¢ift zincirli DNA
molekiilinde heterosiklik bazlar OH" radikallerine kars1 sterik olarak ¢ok iyi

korunmuslardir. Ayrica enzimatik radikal yakalayicilar Oncli hidroksil radikallerinin

konsantrasyonunu diisiirerek DNA’y1 korurlar.'*

Ayrica aktive olmus nétrofillerden kaynaklanan hidrojen peroksit, membranlardan
kolayca gegerek ve hiicre ¢ekirdegine ulasarak DNA hasarina hiicre disfonksiyonuna ve

hatta hiicre 6liimiine yol agabilir.
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2.10.4.3. Karbonhidratlara Etkileri

Serbest radikallerin karbonhidratlar iizerine etkisiyle cesitli {irlinler meydana gelir
ve bunlar gesitli patolojik siireglerde 6nemli rol oynarlar.'' Glikoz, mannoz ve deoksi
sekerler fizyolojik sartlarda otooksidasyona ugrayarak siiperoksit ve hidrojen peroksiti
meydana getirirler. Monosakkaritlerin  otooksidasyonu sonucu; hidrojen peroksit,
peroksitler ve okzoaldehitler meydana gelir. Bag dokunun 6nemli bir mukopolisakkariti
olan hiyaluronik asidin inflamatuar eklem hastaliklarinda sinovial sivida artmis olan H,O,

ve O, - ile parcalanabildigi gosterilmistir.'*’

Okzoaldehitler DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda ¢apraz baglar

olusturma 6zelliklerinden dolay1 cesitli hastaliklarin patolojisinde dnemli rol oynarlar.'*®

Glikozaminoglikan olan ve sinovyal sivinin viskozitesinde onemli rol oynayan
hyaliironik asitin reaktif oksijen tiirleri ile etkilenmesi ile bag dokusu stabilitesi bozulur.
Bag dokusunun dayanikliliginin saglanmasinda etkin rol oynayan hyaliironik asit 6zellikle
siiperoksit grubundan etkilenerek bag dokuda bozulmalara ve bag doku sivisinin

akiskanligiim kaybolmasia neden olur.'*

Bu etkilerinden dolay1 serbest radikaller ¢esitli hastaliklarin olusumunda 6énemli rol
oynarlar. Diabet ve diabet komplikasyonlarinin gelisimi, Behget hastaligi, kroner kalp
hastalig1, romatoid artrit, hipertansiyon, cesitli kas ve goz hastaliklari, kanser ve yaslilik

gibi birgok hastalikta serbest radikal iiretiminin arttig1 belirlenmistir.''’
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2.10.4.4. Membran Lipidlerine Etkileri (Lipid Peroksidasyon)

Serbest radikaller savunma mekanizmalarimin kapasitesini asacak oranlarda
olustuklar1 zaman organizmada g¢esitli bozukluklara yol agarlar. Biyomolekiillerin tiim

biiyiik siniflari serbest radikaller tarafindan etkilenirler fakat lipidler en hassas olanlaridir.®*

Lipid peroksidasyonu membranlarda bulunan (fosfolipid, glikolipid, gliserid ve
sterol yapisinda yer alan) coklu doymamis yag asitlerinin serbest oksijen radikalleri
tarafindan peroksitler, alkoller, aldehitler, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi ¢esitli
diriinlere yikilmasi reaksiyonudur. Lipid hidroperoksitlerinin yikimi ile olusan ve biyolojik
olarak aktif olan aldehitler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler, veya baslangictaki etki
alanlarindan  difize olup hiicrenin diger bdliimlerine hasari yayarlar.®® Lipid
peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerledigi icin

oldukga zararlidir.

Lipid peroksidasyonu organizmada olusan kuvvetli bir radikal etkisi ile membran
yapisinda bulunan konjuge olmayan c¢oklu doymamis yag asidi zincirindeki metilen
gruplarindan, bir hidrojen atomunun uzaklagmasi ile baslamaktadir. Bu olay yag asidi

zincirinin radikallesmesine neden olur. Yani yag asidi zinciri bir lipid radikali niteligi
kazanir.** Olusan lipid radikali (L") dayaniksizdir ve bir dizi spontan degisiklige ugrar.

Lipid radikalinin molekiiler oksijenle tepkimeye girmesi sonucu lipid peroksit radikali

meydana gelmektedir. Lipid peroksil radikalleri zincir reaksiyonlarinin baslaticisidir. Bu
radikallerde membran yapisindaki diger ¢ok doymamis yag asitlerini etkileyerek yeni L

olusumunu saglamakta kendileri ise ag¢iga c¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipid
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hidroperoksitlere (LOOH) doniismektedirler.''” Boylece olay kendi kendine katalizlenerek

11
devam eder.'"’

Lipid peroksidasyonuyla meydana gelen membran hasari geri doniistimsiizdiir.
Genellikle membrana yakin bolgelerde ortaya ¢ikan OH' membran fosfolipidlerinin yag

. g .. . 4
asidi yan zicirlerine saldirmastyla olusur.®

Tepkimenin ilk basamagi temel olaylarin meydana geldigi baslangi¢ asamasidir. Bu
basamakta ¢ok zincirli doymamis yag asitlerine RH yada oksi kdklerinin girmesiyle yada

molekiilden ¢ikmasiyla L meydana gelir.'*

HO- + LH > H,O + L.

Gelisme asamas1 olarak isimlendirilen ikinci basamakta ise meydana gelen lipid

grubu molekiiler oksijen ile birleserek hizla LOO" grubuna déniisiir.'”

v

L+ O, LOO-

LOO- + LH » LOOH + L-

Ugiincii asama yikim asamasidir.'” Bu safha tek elektron iizerinden yeniden
yapilanma lipidin par¢alanmasi ile sonuglanir. Lipid peroksidasyonu sonucu olusan LOOH
yikimi gecis metalleri iyon katalizini gerektirir. Plazma membrani ve subselliiler organel
lipid peroksidasyonu, serbest radikal kaynaklarinin hepsiyle uyarilabilir ve gecis
metallerinin varligiyla artar. Lokal olarak hidrojen peroksitten fenton reaksiyonu sonucu

hidroksil radikali olugmasi zincir reaksiyonunu baslatabilir.' 10

Lipid hidroperoksitleri yikildiginda c¢ogu biyolojik olarak aktif olan aldehitler

olusur. U¢ veya daha fazla cift bag ihtiva eden yag asitlerinin peroksidasyonunda
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tiobarbiitirik asitle 6l¢iilebilen malondialdehit meydana gelir. Bu metod LOO seviyelerinin

Slgiilmesinde siklikla kullanilir. ! Kiiciik bir molekiil olan malondialdehit kolay
difiizlendigi icin DNA bazlar ile rahatlikla reaksiyona girer. Biitiin bu olumsuz etkiler,
malondialdehite mutajenik genotoksik ve kanserojenik bir 6zellik verir.'?

Lipid peroksidasyon genel olarak iki tiptir:'"’

1. Non-enzimatik lipid peroksidasyon: herhangi bir radikalin ¢oklu doymamis yag
asidindeki metilen karbonundan hidrojen atomunun uzaklastirilmas: reaksiyonlarini
kapsar.

2. Enzimatik lipid peroksidasyon: Siklooksijenaz ve lipooksijenaz reaksiyonlari
sonucunda olusan hidroperoksid ve endoperoksidler enzimatik reaksiyon tiriinleridir.

Olusan LOOH membranlarda birikimi sonucu membran fonksiyonlar1 bozulur ve

hiicre kollabe olur. Lipid radikallerinin hidrofobik yapida olmasi nedeniyle reaksiyonlarin
cogu membrana bagli molekiillerde meydana gelir. Peroksil radikalleri ve aldehitler
membran komponentlerinin ¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna neden olur.** Lipid
peroksidasyon {iriinleri DNA hasarina ve Na/K ATPaz ve glutamat tasiyicilart gibi
proteinlerin inhibisyonuna neden olur. Artan lipid peroksidasyonu ve azalan antioksidan
korumalar sonucu epoksitler olusur. Bunlar hiicre i¢inde niikleofilik merkez ile spontan
olarak reaksiyona girip DNA, RNA ve proteinlere kovalent olarak baglanir. Boyle bir

reaksiyon sitotoksisiteye, alerjiye, mutajeniteye ve kansinojenezise neden olabilir. '**
2.11. Serbest Radikallere Karsi1 Antioksidan Savunma

Organizmada serbest oksijen radikallerinin hasar olusturucu etkilerine karsi

koruyucu antioksidan savunma sistemleri geligsmistir. Bu sistemlerin bir kismi radikal
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olusumunu, bir kismida radikallerin zararli etkilerini nlerler.”® Organizmanm  pro-
oksidan/antioksidan dengesi saglikli bir yasam siirdiirebilmek igin ¢ok 6nemlidir.'** Canh
hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbohidrat ve DNA gibi okside olabilecek maddelerin
oksidasyonunu Onleyen veya geciktirebilen maddelere antioksidanlar ve bu olaya

S . 134
antioksidan savunma denir.

Etkilerini; lokal oksijen konsantrasyonunu azaltarak, hidroksil radikallerini
temizleyip lipid peroksidasyonun baglamasimi onleyerek, gecis metal iyonlarin1 baglayip
etkisizlestirerek, peroksitlerin alkol gibi nonradikal {iriinlere doniismesinde etkin rol
oynayarak ve zincir reaksiyonlarina neden olan tiim radikallerle reaksiyona girip zinciri
kirarak gosteren antioksidanlar; intraselliiler ve ekstraselliiler ya da endojen ve eksojen
antioksidanlar olmak {izere iki grupta incelenirler. En belirgin 6zellikleri okside olan
substratlara oranla ¢ok daha az konsantrasyonlarda bile substratin oksidasyonunu

geciktirmeleri ve inhibe etmeleridir.* '*°

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve meydana getirdikleri hasart O6nlemek ve
detoksifikasyonu saglamak lizere organizmayi koruyan antioksidan savunma sistemi dort

yolla etki gostermektedir.'*

1. Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari tutma veya ¢ok daha zayif yeni bir
molekiile ¢evirme islemine toparlayici etki denir. Antioksidan enzimler, trakeobronsial

mukus ve kiiciik molekiiller bu tip bir etki gosterirler.®

2. Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarin
engelleyici etki zincir kirict etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kirici

etki gosterirler.'>

49



3. Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini
azaltan veya inaktif hale doniistiiren olaya bastirict etki adi verilir. Vitaminler,
flavanoidler, trimetazidin ve antosiyanoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler.*®

4. Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi seklinde onaric1 etki

. . 1
gosterirler.'

Hiicrelerin saglikli bir sekilde fonksiyonlarini yerine getirebilmeleri oksidan ve
antioksidan maddeler arasindaki dengeye baglhidir. Antioksidanlar, gerek hiicresel
komponentler veya plazma bilesenleri olarak, gerekse yiyecek katkisi olarak ¢ok 6nemli rol
oynamaktadirlar. Antioksidanlarin oksidatif hasara kars1 dokular1 veya hiicreleri koruyucu
ozellikleri goz Oniine alindiginda yaslanmaya, doku hasarina ve toksik ajanlar ile

zehirlenmeye kars1 koruyucu ajanlar olarak gosterilmektedir.'*®
2.12. Endojen Antioksidanlar

Dogal (endojen) antioksidanlar enzim ve enzim olmayan antioksidanlar olarak iki

sekilde incelenirler.'”
2.12.1. Enzimatik Antioksidanlar

Bilinen en 6nemli enzimatik antioksidanlar; siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon
peroksidaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon S-transferaz ve mitokondriyal sitokrom
oksidazdir. Enzimatik antioksidanlar serbest radikallerin ortadan kaldirilmas: ve

baskilanmasinda dnemli bir role sahiptir. *’
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2.12.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Siiperoksit dismutaz siiperoksit radikalinin dismutasyonunu saglayan, yani O,”

,H,0O, ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizleyen antioksidan bir enzimdir."*% 1%

. . D
0 + 05 + 2H 50 . H0, + O

Insanda siiperoksit dismutazin {i¢ formu bulunmaktadir. Bunlar sitosolik Cu/Zn
SOD, mitokondriyal Mn SOD ve extraselliiller SOD’dir."*® Yine cesitli hayvan tiirlerinde
tic formuna (Cu/Zn-SOD, Mn-SOD ve Fe-SOD) rastlanmistir. Cu/Zn SOD hayvansal
hiicrelerin sitosoliinde yer alan enzimin molekiil agirlig1 yaklasik olarak 32 kDa’dur.
Birbirinin ayni olan iki alt {initeden meydana gelir. Her altiinite’de bir Cu atomu, bir Zn
atomu, bir zincir i¢i disiilfit kopriisii, bir siilthidril grubu ve asetillenmis bir terminal
amino grubu bulundugu tesbit edilmistir. Mn-SOD prokaryotik hiicrelerde molekiil agirligi
40 kD olan iki alt birimden olusan ve enzimin alt birimi basina birer atom Mn bagl olan
bir dismutaz igerirler. Hiicresel Mn-SOD igerigi kalp, beyin, karaciger, bobrek gibi yliksek
metabolik aktivitesi olan dokularda daha fazladir.”*'*° Bazi bakterilerde ve hayvan
tiirlerinde bulunan demir igeren Fe-SOD’nin ¢evreden gelen radikallere karsi koruyucu

fonksiyon gordiigii kabul edilmektedir.'"!

Stiperoksit dismutazin fizyolojik fonksiyonu oksijeni metabolize eden hiicreleri
stiperoksit serbest radikalinin lipid peroksidasyonu gibi zararh etkilerine kars1 korumaktir.

Stiperoksit dismutaz fagosite edilmis bakterilerin intraselliiler 61diiriilmesinde rol oynar.
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2.12.1.2. Katalaz (CAT)

Katalaz bitkilerde en 6nemli H,O, gidericisi ve peroksizomlarin ise yap1 bilesenidir,

hidrojen peroksitin suya déniisiimiinii enzimatik olarak katalizler.'** '*’

2,0, CAT s JML,O0 + O,

Yapisinda Fe™ bulunduran dért hem grubundan olusmus bir hemoproteindir.
Peroksizomlarda lokalize olur."**'* Aerobik mikroorganizmalarin tiimiinde, omurgali ve
omurgasiz hayvanlarda bitkilerde ve mantarlarda mevcut olan bu enzim, yiliksek bir
turnover sayisina sahiptir. Bitkisel kaynaklardan elde edilen katalazlar hem grubu igeren ve
alt tinite basma 54-59 kDa molekiil agirligma sahip dért alt {initeden olusur.'”® Ornegin;
kabakta 55 kDa, mercimekte 54 kDa, salatalikta 54.5 kDa, pamukta ise 55 kDa’dir.'** Bu
enzim yalnizca hidrojen peroksit, metil yada etil hidroperoksitler gibi kiiciik molekiilleri
azaltmay1 icerir, biiyiikk molekiiler peroksidazlari metabolize edemez, Ornegin,lipit

hidroperoksidaz.'*®

Katalaz, normal fotosentetik gelismede de 6nemli bir role sahiptir. Yapilan bir¢ok
calisma dis etkilerden dolay1r meydana gelen strese karsi, katalazin savunma mekanizmasi
icin ¢ok dnemli bir komponent oldugunu ortaya koymustur. Bununla beraber katalazin

bitkilerdeki biyogenesisi hala tamamen anlasilms degildir."*’
2.12.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz hiicrelerde olusan hidroperoksitlerin uzaklastirilmasindan
sorumlu sitosolik bir enzimdir."**'** Molekiil agirhigi yaklasik olarak 80 kDa’dur.

Birbirinin ayn1 dort subiiniteden olusan tetramerik bir enzimdir. Her subiinite bir selenyum
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atomu icerir. Bu nedenle hiicreleri oksidatif hasara karsi koruyan, savunma sistemi ig¢in

gerekli bir enzimdir.'* Glutatyon peroksidaz asagidaki reaksiyonlari katalizler.

GSH-Px

H,O, + 2GSH GSSG + H,O

v

ROOH + 2GSH

GSSG + ROH + H)O

v

Enzim aktivitesinin % 60-75’1 okaryot hiicrelerin stoplazmasinda, % 25-401 ise
mitokondride bulunur. Enzim aktivitesinin en fazla oldugu dokular ise eritrositler ve
karacigerdir. Fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PLGSH-Px) adi verilen bir
enzim monomerik yapidadir ve esas olarak membran fosfolipid hidroperoksitlerini alkollere
indirger. Bu enzim’de selenyum atomu igeren sitosolik bir enzimdir. Membrana bagl
vitamin E’nin yetersiz oldugu durumlarda PLGSH-Px membranin peroksidasyona karsi

1. 138
korunmasini saglar.

Glutatyon peroksidazin fagositik hiicrelerde de dnemli fonksiyonlar1 vardir. Diger
antioksidanlarla birlikte glutatyon peroksidaz solunum patlamasi sirasinda serbest radikal
peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin zarar gormesini Onler. Glutatyon peroksidaz

eritrositlerde oksidatif strese karsi en etkili antioksidandir. '
2.12.1.4. Glutatyon S-Transferaz (GST)

Glutatyon S-Transferazlar her biri iki alt birimden olugmus kompleks bir enzim
ailesidir." Toksik metabolitlerle GSH’mn konjugasyonunu katalizleyen GST enzimi toksik
metabolitlerin detoksifikasyonuna yol agan bir enzimdir.** Oncelikle arasidonik asit ve
lineolat hidroperoksitleri olmak tizere lipid peroksitlerine kars1 selenyum (Se) bagimsiz

GSH peroksidaz gibi aktivite gostererek antioksidan etki gosterir.®
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Glutatyon S-Transferaz dimerik yapida olup sitosolde bulunmaktadir. Yabanci
maddelerin biyotransformasyonunda rolleri olan GST ¢esitli endojen ve eksojen bilesiklerin
glutatyon ile konjugasyonunu katalize eder.'*® Glutatyon S- Transferazlar katalitik ve
katalitik olmayan c¢ok sayida fonksiyona sahiptirler. Bunlar hem detoksifikasyon yaparlar
hem de hiicre i¢i baglayici ve tasiyici rolleri vardir. Glutatyon S-Transferazlar karacigerde
sitokrom P450 enzim sistemi tarafindan reaktif ara {iriinlere doniistiiriilen yabanci

maddelerin daha az reaktif konjugatlara doniisiimiinii katalize eder.''”
2.12.1.5. Glutatyon Rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz bir pridin niikleotid iceren flavo enzimdir."”' Okside glutatyon

(GSSG) NADPH bagli GR tarafindan rediikte formuna indirgenir. >

GSSG + NADPH + H GR ,2GSH + NADP"’

Glutatyon rediiktaz hiicrelerde indirgenmis glutatyonun yiiksek seviyelerde
tutulmas: i¢in onemlidir.”® NADPH’tan bir elektronun okside glutatyonun disiilfit
baglarina aktarilmasini katalizler. Bu nedenle NADPH serbest radikal hasarma karsi

gereklidir ve major kaynagi pentoz fosfat yoludur.

2.12.1.6. Mitokondriyal Sitokrom Oksidaz

Solunum zincirinin son enzimi olan sitokrom oksidaz, O, detoksifiye eder. Bu

reaksiyon fizyolojik sartlarda siirekli cereyan eden bir reaksiyon olup bu yolla yakit

. . . e . o 84
maddelerinin oksidasyonu tamamlanir ve bol miktarda enerji iiretimi saglanir.
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2.12.2. Enzim Olmayan Antioksidanlar

Endojen antioksidanlar igerisinde yer alan enzim olmayan antioksidanlarin en
bilinenleri olarakta; glutatyon, iirat, melatonin, sistein, seruloplazmin, hemoglobin vs.
sayilabilir.'*?

2.12.2.1. Glutatyon (GSH)

Viicutta enzimatik olmayan 6nemli bir antioksidan olan rediikte glutatyon, serbest
radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karsi korur.
Rediikte glutatyon; glutamik asit, sistein ve glisin igeren bir tripeptit olup, aktif siilfidril
(-SH) grubuna sahiptir. En Onemli gorevi enzim ve proteinlerin -SH gruplarinin
indirgenmesi ile rediikte formlarmin yeterli diizeylerde kontroliinii saglamaktadir. Boylece
fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller.****

Ayrica glutatyon, yabanci bilesiklerin detoksifikasyonunu ve aminoasitlerin

o111
membranlardan transportunu saglar.''’

2.12.2.2. Urat

Piirin metabolizmasinda son liriin olarak olusan iirik asit, insan dokularinda iirat
oksidaz bulunmadig1 icin birikir. Urik asit '0,, ROO-, ozon ve HOCI icin giiclii bir
temizleyicidir ve endojen bir antioksidan olarak kabul edilir.'*?

2.12.2.3. Seruloplazmin

Bakir iyonlarim baglamak sureti ile metal Kkatalizli reaksiyonlar: smurlar.'”’

Seruloplazmin olasilikla SOD benzer bir mekanizmayla etki gosterir. Ferro demiri, ferri

demire yiikseltgeyerek fenton reaksiyonunu ve béylece OH olusumunu inhibe eder.'"
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2.12.2.4. Bilirubin

Bilirubinin bliylik bir kismi Omriinii dolduran eritrositlerin parcalanmasindan
kaynaklanir ve dolasimdan karaciger tarafindan alinir ve biyotransformasyona ugrar. Safra
ve idrarla atilir. Bilirubin peroksi radikalini siipiirmede alfa-tokoferol kadar etkilidir. Lipit
peroksidasyonuyla ilgili en iyi antioksidandir. Serbest bilirubin olmasina ragmen plazma
memranlarinda ve mikrozomlarda etkileriri gosterir. Muhtemelen biliiribinin fizolojik
fonksiyonlarindan biri’de membranlarda zincir kiric1 antioksidan olmasidir."** Siiperoksit,
hidroksil ve cogunlukla mikromolar konsantrasyonlarda hiicre disi peroksil radikalleri
toplayicisidir.

2.12.2.5. Melatonin

Melatonin yaslanma karsiti, kimyasal karsinogenlere kars1t DNA’y1 koruyucu etkisi
olan ve pineal bezden salgilanan bir hormondur. Antioksidan aktivitesi reaktif serbest
radikallere karsi direkt kovucu etkisinden daha ¢ok antioksidatif enzimleri sitiimiile etme
yetenegi ile ortaya ¢ikmaktadir.'*

Melatonin giiglii bir radikal siipriiclisii oldugu gibi radikaller iizerine dolayli
etkilere’de sahiptir. Melatonin hidroperoksitleri metabolize eden GSH-Px enzimini aktive
ederek, O, -, H,0, katalizleyen SOD aktivitesini arttirarak, oksidatif stres sirasinda katalaz
aktivitesindeki azalmay1 6nleyerek antioksidan etki gostermektedir.'”

2.12.2.6. Sistein

Sistein, serbest radikal ve hipoklorit toparlayicisidir. '*°

2.12.2.7. Transferin

Transferrin metal katalizli lipid peroksidasyonuna yol agan demir iyonlarimi
7

baglayarak serbest demir olusumunu énler."!
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2.12.2.8. Elbesen

Selenyumlu bir bilesik olup iyi bir antioksidandir. Glutatyon peroksidaz aktivitesini
giiclendirir. Ayrica lipoksijenaz yolunu inhibe eder.®

2.12.2.9. Demir Selatorleri

Demir selatorleri hiicre igine girerek serbest demiri baglamak suretiyle onu
etkisizlestirirler, boylece Fenton reaksiyonunu ve sonugta OH' olusumunu inhibe ederler.
Bu 6zelliklerinden dolay: reperfiizyonda kullanilmalarinin faydali oldugu kaydedilmistir.'*

2.12.2.10. Albumin

Son ¢alismalar albuminin antioksidan 6zellikleri oldugunu ortaya koymuslardir."’
Plazmanin zincir kiric1 antioksidan aktivitesine yol agan plazma siilthidril gruplarinin major
komponentidir. Gegis metallerini baglar, HOCI ve LOOH toparlaylclsldlr.156

2.12.2.11. Sitokinler

Sitokinler hiicresel diizenleyici proteinlerdir. Cesitli uyarilara karsi cevap olarak
0zel hiicreler tarafindan salgilanir ve hedeflenen hiicrelerin davranislarini etkilerler. Belli
bir sitokin ¢esitli hiicreler tarafindan farkli dokularda salgilanir fakat ayni biyolojik etkiyi
gosterir. Sitokinlerin etkileri sistematik veya lokalizedir. Viicudun farkli dokularinda
cesitli hiicreler tarafindan belli uyaricilara karsi salgilanip pek c¢ok farkli biyolojik
fonksiyonlar1 kontrol eden sitokinlerin hiicre béliinmesi iizerine de etkileri vardir.'”® Basta
katalaz olmak iizere antioksidan enzimleri aktive eder. Ancak bu faydali etkileri yaninda

proteolitik enzimleri aktive ettiklerinden dolay1 zararl da olabilirler.**
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2.12.2.12. Mannitol

Serbest radikalleri temizler. Iskemi sirasinda nétrofillerin kapiller damarlarda
olusturduklar tikaglar1 ¢ozer ve kan akimini diizenler. Hidroksil radikali toparlayici etki
gosterir.* 1%

2.12.2.13. Deferoksamin

Ortamda Fe™ ve Fe™ gibi metal iyonlarmm bulunmasi ile iskemi-reperfiizyon
hasarinda sitotoksik etkisi olan hidroksil radikallerinin olusmasi hizlanir. Deferoksamin Fe
baglayici bir selatordiir.'®

2.12.2.14. Allopurinol

Allopurinol ve oksipurinol gibi ajanlar iskemi- reperfiizyon hasarinda iiretilen
serbest radikallerin iiretiminde katalizor rolii oynayan ksantin oksidazin aktivitesini inhibe
eder. Allopurinol iskemi-refiizyon hasarinda artan vaskiiler permeabiliteyi diizenleyici etki
gostererek ve noétrofillerin ortama gelmesini saglayan maddeleri uzaklastirarak hasari
onler.'®

2.13.Eksojen Antioksidanlar

Bu grupta; vitamin olan antioksidanlar, ila¢ ve sentetik antioksidanlar yer alir.

2.13.1.Vitamin Olan Antioksidanlar

2.13.1.1. p-Karoten

Karotenoidler bitkilerde ve hayvansal dokularda bulunan kirmizi-sar1 pigmentlerdir.
Gidalarda bulunan karotenoidler sekiz tane bes karbonlu izoprenoid biriminin bir araya
gelmesiyle olugan 40 karbonlu polienlerdir. Dogada 670’den fazla karotenoid bulunmakta
ve bunlarin ¢ogu antioksidan aktivite gostermektedir. Bunlardan en onemli karotenoid [3-
karotendir.'®!
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f—karoten yagda ¢oziinen giiclii bir antioksidandir. Metabolizmada zamanla
bagirsak mukozasinda ve karacigerde enzimatik reaksiyonlarla A vitaminine dontstiiriiliir.
B-karotenden iki molekiil retinal olusur. Daha sonra retinal rediiktaz enzimi vasitasiyla
retinole (Vitamin A) c¢evrilir. A vitamini yapisindaki ¢ift baglar nedeniyle ¢ok kolay
oksitlenebilir. Atmosferik oksijen ve UV 1sik, molekiilii oksitleyerek inaktive eder.'®
Vitamin A, epitel dokunun olgunlagmasi ve farklilagmasi i¢in gereklidir. Yapisindaki -
karotenden dolay1 gorme olayinda da rol oynar. B-karotenin kanser ve kalp hastaliklarinda
olumlu etkisinin oldugu ayrica bagisiklik sistemini’de gii¢lendirdigi saptanmistir.'®
Vitamin A’nin 6n maddesi olan B-karotenin singlet oksijeni bastirabildigi, stiperoksit
radikalini temizledigi ve peroksit radikalleriyle direkt olarak etkileserek antioksidan gorev
yaptig1 saptanmustir.'' Yiyeceklerde yaygimn olarak bulunan sari sebzeler, domates, kayisi,
portakal, yumurta sarisi, pilig, tereyagi, alabalik, sar1 misir temel karotenoid
kaynaklaridir.'®

2.13.1.2. Askorbik Asit (Vitamin C)

Askorbik asit bir ketolaktondur. Indirgeyici ekivalantlarin vericisi olarak
davrandiginda dehidroaskorbik asite oksitlenir ve buda bir vitaminin bir kaynagi olarak
davranabilir. Askorbik asit molekiiler oksijen, nitrat ve sitokrom a ve c gibi bilesiklerin
indirgenmesine olanak saglayan + 0.08 V’luk bir hidrojen potansiyeline sahip indirgeyici
ajan olup, bu indirgeyici aktivitesinden dolay: da giiglii bir antioksidandir.'®® Organizmada
bir¢ok hidroksilasyon reaksiyonunda indirgeyici ajan olarak gorev yapar.

Limon suyundan 1932 yilinda kristalize olarak izole edilen askorbik asit alti
karbonlu basit bir yapiya sahiptir. Bir enodiol lakton halkas1 igerir. Asit 6zelligi tiglincii
karbonundaki enolik hidrojenin kolaylikla verilmesinden ileri gelir. Askorbik asit insanlar
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ve diger primatlar, kobaylar, baliklar, kuslar vs. i¢in diyetle alinmasi gereken bir

162

vitamindir. °~ Askorbik asitin fizyolojik roliiniin tersinir olarak indirgenip ylikseltgenmesi

ile ilgili oldugu bilinmektedir. En iyi bilinen fonksiyonlar1 prolinden hidroksi prolin ve
lizinden hidroksil lizin sentezindeki gorevidir.'%* '°

Tirozinden epinefrin sentezinin dopamin [-hidroksilaz basamaginda gorev alir.
Tirozin yikiminda p-hidroksi fenil piriivatin oksidasyonunda rol alir. Safra asitlerinin
sentezinde baslangic basamaginda rol alir.''® Askorbik asit demir ve oksijenle beraber
kollajen dokunun sentezi sirasinda lizin ve prolinin hidrolizasyonu i¢in gereklidir. Askorbik
asit eksikliginde kollajen demetler anstabl ve kolay degrage olduklarindan derinin
gerginligi ve kapiler frajilite azalir.'®

Askorbik asit diger bir 0Ozelligi antioksidan etkisi yaninda oksidan etki’de
gdstermesidir. Ciinkii askorbik asit, Fe™ 1, Fe indirgeyen stiperoksit radikali disindaki tek
seliiler ajandir. Bu yolla askorbat proteine bagh Fe'? uzaklastirarak ya da dogrudan Fe™
indirgeyerek fenton reaksiyonunda hidrojen peroksit ile etkilesmeye uygun olan Fe'

doniistiiriir. Bu 6zelliginden dolay1 askorbik asit serbest radikal reaksiyonlarinin énemli bir

katalisti veya bir pro-oksidan olarak degerlendirilir.*

Fe™ + ascorbate > Fe™ + ascorbate

Fe” + H0, » OH + OH + Fe”

Askorbik asit membran i¢indeki ve ekstraselliiler sivilardaki lipid peroksidasyonunu
onler, genis dozaj limiti icerisinde toksik etkiye sahip degildir.'®” Askorbik asit giiclii
antioksidan 6zelliginden dolay1 OH’, O, -, nitrojen dioksit gibi serbest radikaller ile ozon,

'0,, ONOO gibi nonradikal iiriinleri yakalayarak, proteinler, lipid va DNA gibi biyolojik
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olarak onemli makromolekiilleri oksidatif hasardan korur. Yine LOO baslatic1 radikalleri
temizleyerek membran lipidlerini oksidan hasara kars korur. '®*'%
2.13.1.3. a- Tokoferol (Vitamin E)

' a- tokoferol

En iyi bilinen ve en genis kapsamh kullanilan antioksidanlardir.'®
hidrolitik kesilmeyle hidrokinonlara dontisebilen ve reverzibl olarak kinonlara
oksitlenebilen yapilardir. Bu durum onlarin antioksidan 6zelliklerini ve doymamis yag
asitlerinin oksidasyonunu engelleme etkisini aciklar. Yapilari birbirine benzeyen ¢ok sayida

tokoferol bilesigi bulunmaktadir.'”

Bu bilesikler molekiiliin kromonal halkasindaki metil
gruplarinin say1 ve pozisyonuna gore o, B, y ve o tokoferoller olarak adlandirilir. Bunlar
icerisinde a-tokoferol en genis dogal dagilima ve en yiiksek antioksidan aktiviteye
sahip‘[ir.171 Yapisinda bulunan fenolik hidroksil grubuna ait aromatik halka, vitaminin
kimyasal olarak aktif kismini olusturur ve antioksidan 6zelligi bu gruptan kaynaklanir.

a-Tokoferol dokularda degisik konsantrasyonlarda bulunur. o- tokoferol emilimi
canlinin emilim diizeyi ile dogrudan ilgilidir. a- tokoferol, besinlerden lipidlerle birlikte
ince bagirsaklardan safra asitlerinin yardimiyla emilir. Daha sonra lipoprotein ve
silomikronlarla baglanarak lenf sivisiyla plazmaya tasinir. Boylece tiim organizmaya
tasinir.'”> En yiiksek o- tokoferol —konsantrasyonlart mitokondri ve mikrozomlar gibi
membrandan zengin hiicre fraksiyonlarinda bulunur. a- tokoferol, O, - ve OH' serbest
radikallerini, 'O,, LOO" ve diger radikal 6rneklerini indirger.

a-tokoferol’ii molekiiler oksijene maruz birakilan doymamis yag asitlerinin
oksidasyonunu azalttig1 belirlenmistir. Bu gibi oksidasyonlar doymamis yag asitlerinin
polimerlesmesine sebep olur.'”> Doymamus yag asitleri ¢ift baglara sahip olduklari i¢in

oksijen ile hizli bir sekilde reaksiyona girerek mitokondri, mikrozom ve hiicre i¢i zarlarin
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yapisini ve metabolizmasini bozan peroksit ve hidroperoksitleri doyurarak peroksit
radikallerinin etkinligini azaltirlar. Bdylece peroksit olusumu dnlenmis olur.'”"

a-tokoferol yagda coziinebilen giiclii antioksidan aktiviteye sahip biyolojik bir
antioksidandir.'” Bu 6zelliklerinden dolay1 yag asitlerinin otooksidasyonunu onler ve
hiicre zar1 fosfolipidlerinde bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerini serbest radikallerin
etkisinden koruyarak ilk savunma hattini olusturur, yani lipid peroksidasyonuna kars1 ilk
siradaki koruma mekanizmasidir.'”!

Glutatyon peroksidaz ile a-tokoferol serbest radikallere karsi birbirini tamamlayict
etki gosterir. Enzim tesekkiil etmis olan peroksitleri ortadan kaldirirken, o-tokoferol
peroksitlerin sentezini engeller. a-tokoferol selenyum metabolizmasinda da 6nemli rol
oynar. o-tokoferol selenyumun organizmadan kaybii Onleyerek veya onu aktif sekilde
tutarak selenyum ihtiyacini azaltir.''’ Kabuklu yemisler (badem, yerfistigi, aycicegi
cekirdegi), tohumlar ve sebze yaglari alfa tokoferol zengin gidalara drnek verilebilir.'™

2.13.2. ilac¢ Olan Antioksidanlar

Ilag olarak kullanilan antioksidanlar arasinda; NADPH oksidaz inhibitdrleri
(adenozin, lokal anestezikler, antiinflamatuvar ilaglar), Trolox-C, rekombinant siiperoksit
dismutaz, nonenzimatik serbest radikal toparlayicilar (mannitol, albumin), demir redoks
dongiisii inhibitorleri, notrofil adezyon inhibitorleri,  ksantin oksidaz inhibitorleri
(allopurinol, oksipurinol, pterin aldehit), endojen antioksidan aktiviteyi arttiranlar (GSH-Px
aktivitesini arttiran elbesen ve asetilsistein), sitokinler, barbitiiratlar ve demir selatorleri

sayilabilir.*®
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2.13.3. Sentetik Antioksidanlar

Gidalarda en fazla kullanilan sentetik antioksidanlar; BHA (Butillenmis hidroksi
anisol) , BHT (Butillenmis hidroksi toluen), PG (Propil galat) ve TBHQ (Tersiyer butil
hidrokinon)’dir. Gidalarda sentetik antioksidanlarin kullanimi yaklasik 60 yil 6nceye
dayanmaktadir. Sentetik antioksidanlar dogal antioksidanlardan daha ucuz olmalari, yiiksek
stabilite ve yiiksek etkinlik 6zellikleri nedeniyle yaygin kullanim alanlarina sahiptir. '

2.14. Oksidatif Stres

Serbest oksijen radikalleri organizmada enerjetik, reaktif ve metabolik olmak {izere
iic ana mekanizmayla olusmakta metabolik reaksiyonlar en Onemli serbest oksijen
radikalleri kaynagi olarak karsimiza ¢ikmakta, olusan serbest oksijen radikalleri yiiksek
derecede reaktif olmalarindan dolayr da hiicrelerde zararli etkiler meydana
getirmektedirler.'”®  Fizyolojik sartlarda olusan reaktif oksijen iiriinleri ile antioksidan
defans bir denge halindedir. Yogun serbest radikal {iretimi ya da antioksidan defansin
azalmasi biyomolekiillerde yapisal ve fonksiyonel modifikasyonlara yol acarak oksidatif
strese neden olur.'”” Oksidatif stres; reaktif oksijen tiirleri tarafindan meydana getirilen ve
hiicresel yikima yol agan biyomolekiillerin uygunsuz oksidasyonudur.'”® Ya da oksidanlara
kars1 antioksidan kapasitenin azalmas: veya oksidanlarin artmasi olarak tarif edilir.'”
Oksidan maddeler; hiicre disi matriksin yapisini, biyolojik membranlari, DNA hasari
yaparak hiicrenin genetik yapisini ve siliyer fonksiyonunu bozar, enzimatik olaylari etkiler,
stirfaktan aktivitesini azaltir, mukus yapimi ve proteazlarin etkinligini arttirarak oksidatif
strese sebep olurlar.!”

Oksidatif yikim farkli yollarla ortaya ¢ikabilir. DNA’y1 etkileyebilir ve niikleotid
oksidasyonu ve dimerizasyonuna yol agarak replikasyon siireci sirasinda mutasyonlara
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neden olabilir. Protein fonksiyonlarini tersiyer yapiyr degistirerek ya da enzim
fonksiyonlarin1  degistirerek bozabilir. Yapisal proteinlere zarar verebilir. Normal
kosullarda hiicreler hem fizyolojik olarak hem de anormal faktorlerin etkisiyle patolojik
olarak ortaya c¢ikan serbest radikal {iriinleri ve peroksitler gibi molekiillerin neden
olabilecegi oksidatif hasara karsi, antioksidan savunma sisitemleri tarafindan korunurlar.
Enzimatik antioksidanlarin en 6nemlileri arasinda SOD, sitokrom oksidaz, CAT, GSH-Px
sayilabilir. Siiperoksid dismutaz, O, -, H,0, ve O, ¢eviren reaksiyonu katalizler. Bu nedenle
oksidatif strese kars1 ilk savunma enzimi olarak adlandirilir. Cilinkii O, - zincirleme radikal
reaksiyonlarinin giiglii bir tetikleyicisidir.'”®

Oksidatif stres ve onu izleyen doku hasar1 sonucunda kronik hastaliklar ve hiicre
oliimii meydana gelmektedir.'® Néronlar yani sinir/ beyin hiicrelerindeki oksidatif stres
kendini ndro-dejeneratif hastaliklar olarak gostermektedir (Alzheimer hastaligi, Parkinson
hastalig1). Damar endotelinde oksidatif hasara yol agarak, damar sertligi gelisiminde rol
oynamakta, dolayisiyla kalp-damar, beyin-damar ve diger damar hastaliklarina neden
olmaktadir.'®" Oksidatif stresin diyabet ve diyabetin daha sonraki komplikasyonlarinin
patogenezinde Onemli rol oynadigi bilinmektedir. Enzimatik olmayan glikozilasyon,
otooksidatif glikozilasyon, sorbitol yolu aktivitesi, antioksidan savunma sistemindeki bazi
degisiklikler, diyabette oksidatif stresi arttiran mekanizmalar olarak bilinirler."®® Artan
oksidatif stres sonucu goriilen olaylardan biri’de lipid peroksidasyonunun artmasidir.
Yapilan in vitro ve in vivo c¢alismalar eritrositlerin fonksiyonlarina ait ¢esitli parametreler
ve membran biitlinliigiiniin, lipid peroksidasyonundaki artistan olumsuz yonde etkilendigini
gostermistir. Oksidatif stresteki artis nedeniyle meydana gelen lipid peroksidasyonu sonucu
aciga cikan iriinler membran permeabilitesini ve mikroviskozitesini onemli oOlgiide
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etkileyerek eritrositlerin deformabilite yeteneginde ve yasam siiresinde azalmaya yol
acmaktadirlar.' 82

Oksidatif stresin, serbest oksijen radikallerinin neden oldugu hiicre hasariyla birgok
hastaligin komplikasyonlarina katkida bulundugu da disiiniilmektedir.”® Artan oksidatif
stresin, kanser, ateroskleroz, amiloidoz, yasa bagh bagisiklik yetmezligi, senil demans ve
hipertansiyon gibi ¢esitli hastaliklar ile iliskili oldugu ve biyolojik yaslanma siiresince rol
oynadig bilinmektedir.'®

2.15. Ellagic Asit

Ellagic asit (2,3,7,8-tetrahidroksil [1] benzapiranol [5,4,3-cde] [1] benzopiran-5, 10-
dione) nar, ahududu, g¢ilek, liziim gibi pek ¢ok taneli meyvelerde ve cevizde bulunan
bitkisel polifenol tiirevi bir maddedir."**'® Ellagic asit,  molekiller agirhig ile
hekzahidroksidifenik asidin dilaktonudur. Ellagic asit hidrofilik kismi temsil eden dort
fenolik ve iki lakton gruplar1 ( hidrojen bag vericisi ve alicis1 olarak rol oynayabilir) ve
lipofilik alami temsil eden dort halka ile termodinamik olarak oldukc¢a kararli bir
molekiildiir. Lipofilik iistiinliik gosteren molekiiliin dort halkas1 nedeniyle ellagic asit 1s1ya
olduk¢a dayaniklidir. Ellagic asit suda az, metanol ve etanolde iyi ¢Oziinen, bitkilerde

serbest ve ellagitanen halinde bulunan bir polifenoliktir'*® (Sekil 2.10).'*’

Sekil 2.10. Ellagic asitin kimyasal yapist
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T1bbi bitkiler ve gidalardaki fenolik bilesikler, polifenoller veya polihidroksifenoller
adiyla bilinmektedir. Molekiil formiillerinde en az 6 karbon atomu ve en az bir OH grubu
icermektedirler. Polifenoller kolayca okside olabilme o6zelligi dolayisiyla antioksidan
aktiviteye sahiptirler. Yapay antioksidanlara ilgi giderek azalmakta iken, dogal kaynakli
antioksidanlara ilgi, son zamanlarda oldukca artis gostermekte ve bunlarin bitkisel
materyallerden elde edilmesi 6nem arz etmektedir.'®™ Fenol bilesikleri ya da polifenoller
bitkiler aleminde en yaygin bulunan maddeler grubunu olusturmaktadir. Bu bilesikler
bitkilerin ikincil metabolizma iirlinleri olarak tanimlanmakta ve giiniimiizde 8000’den fazla
fenol bilesigi yapisi bilinmektedir.'® Bitkilere 6zgii bir bilesik grubu olan, gidadan gidaya
miktar1 ve kompozisyonu degisen polifenoller, meyve ve sebzelerin kendine 6zgii buruk
tadim1 vermektedir. Polifenoller aroma olusumundaki etkileri, renk olusumuna ve
degisimine katilmalari, antimikrobiyal ve antioksidatif etki gdstermeleri, enzim
inhibisyonuna neden olmalari, baz1 gidalarda saflik kriteri olmalar1 gibi bir¢ok bakimdan
oldukga onemlidir.'”

Polifenoller, serbest radikalleri siirlayici antioksidatif etki gosteren giiglii
antioksidanlar olarak bilinmektedir ve lipid peroksidasyonunu katalizleme yeteneginde olan
metallere kars1 selat 6zelligindedirler. Fenolik igerigi yiiksek olan diyetler, kardiyovaskiiler
ve kanser gibi birtakim hastaliklarin oranini azaltmada etkili oldugu ortaya konmustur."’
Ayrica kolesterol diisiiriicii eikosonoid sentezini diizenleyici, diisiikk yogunluklu lipoprotein
olusumunu inhibe edici, hipertansiyonu Onleyici, antimutajenik ve antikanserojenik etki
gostermeleri nedeniyle saglik agisindan da oldukga yararli bilesikler oldugu

belirtilmektedir.'*°
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Polifenoller, ROS ve lipid baglarim1 kiran radikalleri (ROO7), metal iyonlarinin
yaptig1 selatlar gibi baglanarak siipiiriirler. Fenollerin emiliminde, molekiil boyutu,
lipofilikligi, ¢Oziiniirliigii, selat olusumu, gidanin karigimi (protein, yag, karbonhidrat)
uygulanan parcalanma ve pisirme islemi, pKa gibi fizikokimyasal faktorler, midede kalis ve
bagirsaklardan gegis siiresi, lumenin pH’s1, bagirsak membranlarinin gegirgenligi ilk gecis
etkisi ve karacigerdeki biyotransformasyon ya da konjugasyon, safra salgilari, ince ve kalin
bagirsaktaki mikroflora enzimlerinden ileri gelebilecek yikici etkilesimler, igerigin
duodenum ve ileuma bosalma hizi, ileumda emilim i¢in gegen siire gibi, biyolojik faktorler
tarafindan degisebilecegine dikkat cekilmektedir.'”®

Bitkilerde aromatik aminoasit metabolizmasi sirasinda sentezlenen yan bilesiklerden
olusan ikincil metabolitler olduklar1 varsayilan fenolik bilesikler, fenolik asitler ve flavonid
tirevleri olmak tizere baglica iki gruba ayrilmaktadir. Fenolik asitler, hidroksisinnamik
asitler ve hidroksibenzoik asitler seklinde iki gruba ayrilirlar. Polifenoller i¢inde en 6nemli
ve genis grubu olusturan flavonoidler ise antosiyanidinler, flavon ve flavononlar, katesin ve
16koantosiyanidinler, proantosiyanidinler olmak iizere bes gruba ayrilmaktadir.'”

1-Fenolik Asitler

Fenolik asitler kendi iglerinde sinnamik asitler ve benzoik asitler olmak tizere iki
grupta toplanirlar. Bunlardan sinnamik asitler C¢-Cs karbon yapisina sahip olup bitkilerde
en fazla bulunan sinnamik asitlere 6rnek olarak p-kumarik asit, 5-hidroksiferulik asit,
kafeik asit, ferulik asit ve sinapik asit verilebilir. Sinnamik asitler, bitkilerde serbest
durumda goriilmeyip genellikle tartarik asit, kuinik asit ve sikimik asitin esterleri veya
seker esteri halinde bulunurlar. Sinnamik asit ve tiirevlerinin yan zincirlerindeki ¢ift bag, bu
bilesiklerin cis ve trans izomerleri halinde bulunmasina neden olurlar.'”
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Benzoik asitler ise Co-C; karbon yapisina sahip olup en yaygin olanlar1 p-hidroksi
benzoik asit, protokatesik asit, vanilik asit, ellagic asit ve gallik asittir. Renksiz bilesikler
olan benzoik asit tiirevleri sinnamik asit tiirevlerine oranla nadir bulunmaktadirlar.

2-Flavonoidler

Flavonoidler biyolojik aktiviteleri olan polifenol yapilar1 igerisinde, en 6nemli ve
yaygin olan yapilardir.'”® Flavonoidler iki benzen halkasindan olusur ve bu iki benzen

halkasi arasinda oksijen iceren pyren halkasi baglanmistir'(Sekil 2.11)."*

Sekil 2.11. Temel flavonoid yapisi

Flavonoidler C halkasinin C-3 pozisyonunda hidroksil grubu bulunduran
flavonoidler 3-hidroksi flavonoidler olarak siniflandirilirlar (flavonollar, antosiyanidinler,
katesinler). Eger flavonoidlerin C halkasinin C-3 pozisyonunda hidroksil grubu yoksa
bunlar 3- desoksiflavonoidler olarak siniflandirilirlar (flavanon, flavonlar).'”?

Flavonoidler biiyiik ¢ogunlugu bitkiler tarafindan iiretilen 4000°den fazla bilesigi

iceren genis bir ailedir. Flavonoidler bitkilerde renk verici pigmentlere sahiptirler. Bu

bilesikler bitkinin biliylime ve gelismesini etkiledikleri gibi hastalik etmenlerine karsi
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savunma sistemininde bir pargasini olustururlar. Ayrica farmakolojik antimikrobiyal
antioksidan antikanserojen 6zelliklerininde oldugu bilinmektedir.'**

Flavonoidler kendi igerisinde bes gruba ayrilmaktadirlar. Bunlar, flavon ve
flavononlar, katesinler, antosiyanidinler, l6koantosiyanidinler ve proantosiyanidinler
seklinde siiflandirilirlar.'®

Flavonlar, Flavonollar ve Flavanonlar

Bitkilere beyaz, agik sar1 rengini veren maddelerdir. Sebzelerden patates,
karnabahar, patlican ve kereviz, meyvelerden elma, armut ve seftalide renklenmede etkiye
sahip pigmentlerdir.'”’

Luteolin, Apigenin, Tangeritin flavonlara, Quercetin, Kaempferol, Myricetin
flavonollara, Hesperetin, Naringenin, Eriodictyol ise flavanonlara ornek olarak
verilebilir.'” Flavonollar i¢inde katesin, epikatesin ile bunlarin polimerleri ve glikozla ester
formlar1 yer almaktadir. Bunlar enzimatik renk kararmalarinda etkili olan renksiz
bilesiklerdir. Flavonoller icerdikleri hidrojen atomlar1 hidroksil ve metoksil kokleri
nedeniyle birbirlerinden farklilik gostermektedir.

Katesin

Katesinler genellikle aglukanlar veya gallik asitte esterlesmis halde bulunurlar.
Kanserli dokularin gelisiminde ve biiyiimesinde etkin islevi olan {irokinaz enzimini tutarak
anti-kanserojenik bir etki gostererek kanseri dnlemekte, kolesterolii diisiirmektedir. Ayrica
anti- mikrobiyel bir madde oldugundan viicuda giren mikroplarida 6ldiirme ozelligine

sahiptir.'”°
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Antosiyanidinler

Antosiyaninler glikozit yapida bilesiklerdir. Yani baz1 sekerlerle, seker olmayan
baska bir maddenin birlesmesi sonucu olusmuslardir. Glikozitlerde sekerler disinda kalan
kisma genel olarak aglikon denilmektedir. Aglikon, fenolik maddelerde antosiyanidinlerden
olusmaktadir. Antosiyanidinler, fenolik bilesiklerin Cs — C; — Cg seklinde temel yapi
gosteren flavonoid grubu maddelerin bir alt grubunda yer alir. Antosiyanidinler, 3., 5. ve
nadiren 7. karbona bagli bulunan azalan miktarlarda glikoz, galaktoz, ksiloz ve arabinoz
gibi sekerlere sahiptirler.'®’

Antosiyanidinler, kilcal damarlari, serbest radikal saldirisindan koruyarak onlarin
kuvvetlenmesine hizmet ederken ayni zamanda saglikli bag doku ve yeni kilcal damar
olusumuna da katkida bulunmaktadir. Antosiyanidinler, platelet egregasyonu ve
arteroskleroz (damar sertligi) riskini azaltmakta, bioflavanoidler gibi tiim viicutta normal
bag dokusu olusumunu arttirmakta, retinadaki rodopsin iiretimini hizlandirmakta ve genel
olarak tiim viicuttaki kapiler olarakta bilinen, kilcal damarlar giiclendirmektedir. '*®

Lokoantosiyanidinler

Lokoantosiyanidinlerin en 6nemli 6zelliklerinden biri asidik ortamda 1sitilmasiyla
antosiyanidinlere ¢evrilme Ozelligine sahip bilesikler smifina dahil olmasidir.
Lokoantosiyanidinler 2, 3 ve 4 nolu karbon atomlar1 asimetriktir, ii¢ asimetrik merkez
iceren bu molekiiliin 8 izomer yap1 ihtimali mevcuttur. Ancak bu sekiz izomerin ayr1 ayri
rasemik karisimlarda sayillamamis farkli  karekteristik  Ozelliklerinin  incelendigi

bildirilmistir.'®
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Proantosiyanidinler

Proantosiyaninler, damarlar1 korumakta, cildi gen¢ ve saglikli tutmakta, eklem, kas
ve damar duvarlar1 icin ¢ok Onemli olan destek bag dokusunun iki kritik proteini olan
kollagen ve elastinin giiclenmesine destek saglamaktadir.'®

Ellagic asit, kuvvetli bir antioksidan, antikanserojen etkiye sahip bir fenolik asit
olup, antinflamatuar ve antimutagenik etkisinin de oldugu belirtilmistir."” Bu maddenin
bitkilerde dogal sekilde bulundugu diistiniilmemektedir. Ellagitaninlerin bazi kimyasal
islemler gecirmesi sonucunda ellagic asit olugsmaktadir. Ellagic asitin bir hiicre tarafindan
algilanmasi ve kullanilabilmesi i¢in uygun bir formda bulunmasi gereklidir. Bu form seker
molekiilleri ile birlesmesi sonucunda saglanmaktadir. Biitiin meyve ve sebzeler icerisinde
en fazla kirmizi ve siyah ahudutda bulunan ellagic asit viicutta kansere neden olan

kimyasallar1 inaktif hale getirerek bir antikanserojen etki gostermektedir **(Sekil 2.12).2"!

ELLAJITANEN HHDP ELL ASIT
HO OH HO O HO OHHO OM
o oen o1
(0= 0 0=
0 0 HO OH
v\
Glukoz + Glukoz

Sekil 2.12. Ellagitaninlerin hidrolizasyonu

Ellagic asitin antikanserojen etkileri konusunda bir¢ok ¢alisma mevcuttur. Yapilan
caligmalarda Ozellikle kirmizi ahudutlarindan elde edilen ellagic asitin bazi kanser
tiplerinde kanserli hiicrelerin gelismesini engelledigi belirtilmektedir.*”® Yine ¢alismalarin
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birinde ellagic asit ile DNA arasinda kovalent baglar saptanmis olup bu nedenle DNA’nin
maskalenerek kanserojen madde ile baglanmasinin engellendigi belirtilmistir.'”* Bir diger
caligmada ise ellagic asitin serbest oksijen radikallerinin ve kanserojenlerin metabolitlerini
siipiirerek kanser baslangicim engelledigi belirlenmistir.*** Ellagic asitin DNA’da oksidatif
hasarin biiyiik bir boliimiinii engelleyerek kanser gelisimini biiyiik 6l¢iide durdurdugu
yoniindeki bu bilgiler artmaktadir. Laboratuar ¢alismalarina gére ellagic asit;**

1. Serumda kansere sebep olan kimyasallarin temizlenmesini saglar.

2. Hiicresel DNA’da kanserojenlerin baglanmasini dnler.

3. Yiiksek oranda yikict serbest oksijen radikallerini temizler veya baglar boylece
antioksidan gorevi goriir.

4. Kanser hiicrelerini yok eder

5. Yikici kanser hiicrelerine karst immun sistemi uyarir.

Ellagic asitin, farelerin kemik iligi hiicrelerinde, radyasyon, H,O, ve mitomisin
C’nin neden oldugu sitogenetik hasar1 azalttigi belirlenmistir. Yine rat karaciger
DNA’sinda 2-nitropropan tarafindan 8-hidroksi guanozin olusumunun ellagic asit
tarafindan inhibe edildigi bildirilmistir.'®

Ellagic asitin, insanlarda diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) oksidasyonu {izerine
etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada, kuersetin, kafeik asit, katesin ve siyanidin
kullanilmigtir. Calisma sonucunda ellagic asitin 6nemli antioksidan aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir.'®” Hatta oksidatif strese kars1 ellagic asitin vitamin E’den daha iyi korudugu
rapor edilmistir.'®

Aliiminyum ile oksidatif strese maruz birakilan siganlarin, karacigerinde olusan
oksidatif hasara karsi ellagic asitin koruyucu etki potansiyeline sahip oldugu
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kaydedilmistir.'"® Bunun yani sira ellagic asitin yaslanmay1 geciktirici etkiside
belirlenmistir.”” Ellagic asitin, DNA replikasyonunda, kopyalama, rekombinasyon, hiicre
cogalmas1 ve farklilagmasinda ©nemli olan enzimlerin calismasini Onleyerek tiimor

hiicresinin gelisimini engelledigi bildirilmistir.**
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3. MATERYAL VE METOT

Bu calismanin tiim deneysel icerikli uygulamalar1 ve islem basamaklar1 Atatiirk
Universitesi Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi, Atatiirk Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali ve Histoloji Embriyoloji  Anabilim Dali

laboratuarlarinda gergeklestirildi.

3.1. Kullamlan Deney Hayvanlar1 ve Gruplari
Bu caligma, Atatiirk Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Etik Kurulu’nun
27.04.2011 tarih ve B.30.2.ATA.0.A1./285 sayil1 yazisinda belirtilen Etik Kurul Raporunun

2011.2.1/18 nolu karar ile deneysel uygulamalara baglanildi.

Arastirmada, Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Arastirma Merkezinden temin
edilen, yaklagik 200-250 gr agirliginda, 20 adet yetiskin, Sprague-Dawley cinsi disi ratlar

kullanildi (Sekil 3.13).

Sekil 3.13. Arastirmada kullanilan Sprague Dawley cinsi rat
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Uygulamalar siiresince etik kurul sartlarinin saglanmasina 6zen gosterildi. Siganlar
aragtirma merkezinde 21+2 °C’ deki {iretim kafeslerinde barindirild1 ve standart pellet tipi
yemle ad libitum olarak beslendi.

Calismada kullanilan 20 rat her grupta 5 adet olmak iizere toplam 4 gruba ayrildi.

Kisaca deney gruplar1 ve uygulamalar su sekilde olusturuldu.

Kontrol: Bu gruptaki gebe hayvanlara gebelik boyunca ve dogum sonrasi 15. giine
kadar 0,5 ml intraperitoneal (i.p.) izotonik serum uygulandi ve ¢aligmanin sonunda

karsilagtirmada kullanilmak iizere yavrularinin bobrek dokulari alind.

Nikotin: Bu gruptaki gebe hayvanlara gebelik boyunca ve dogum sonrasi 15. giine

kadar i.p. nikotin (5 mg/kg) uygulamasi yapildi.

Ellagic asit: Bu gruptaki gebe hayvanlara gebelik ve dogum sonras1 15. giine kadar

1.p. yol ile 60 mg/kg konsantrasyonda ellagic asit uygulamasi yapildi.

Nikotin + Ellagic asit: Bu gruptaki gebe hayvanlara gebelik ve dogum sonras1 15.
giine kadar i.p. ile (5 mg / kg) nikotin ile birlikte (60 mg/kg) konsantrasyonda ellagic asit

uygulamasi yapildi.

Ratlar deneysel uygulamalara baglamadan Once bireysel kafeslere alinarak 7 giin
boyunca ortama aligmalar1 saglandi. Yedinci giiniin sonunda nikotin gruplarindaki ratlara
nikotin uygulamalarina baslandi. Nikotin uygulamasinin 30. Giiniinde ratlarin gebe kalmasi
icin her kafese 1 adet erkek rat birakildi. Her giin ratlara ¢iftlesme kontrolii yapilarak
vaginal tikagin goriildiigii glin gebeligin birinci gilinli kabul edildi. Deney protokoliinde

belirlenen uygulama dogrultusunda dogumu takip eden 15.giinliin sonunda biitiin
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gruplardaki yavrular eter anestezisi altinda &tenazi edilerek bobrek dokulart alindi.
Bébregin birisi biyokimyasal analizler i¢in alinarak -80 °C’de donduruldu. Diger bobrek ise

histopatolojik incelemeler i¢in % 10 tamponlu formaldehit solusyona alindi.

3.2. Biyokimsayal Analizler

Alinan bobrek dokusu once izotonik ¢ozeltide yikandi kurutuldu ve hassas terazide
tartilarak analizler igin -80 %C’de saklandi. Daha sonra dondurucudan ¢ikarilan doku
ornekleri tiipe kondu ve tizerine tartilan agirligin 10 kat1 kadar Tris tamponu (50 Mm, 5
nM pH = 7,8 6,057 gr Tris + 500 ml distile su) eklenerek homojenizatérde parcalandi.
Daha sonra +4 °C buzdolabina konuldu. Vorteksleme yapildiktan sonra ultrasanikatorde 10
sn araliklarla 30 sn’de ses dalgalariyla hiicre membrani parcalandi ve slipernatanti alinarak
ependorf tiiplerine konuldu. Daha sonra, 16000 devirde 30 dk santifiiriij yapildi ve 5000 pl
mikropipetle tekrar silipernatanti alinarak kiiciik ependoforlara konuldu. Bdbrek
dokusundan elde edilen siipernatanlarda (MDA), (GSH), (GSH-Px), siiperoksit dismutaz

(SOD) ve (NO) tayinleri yapildi.

3.2.1. Malondialdehid (MDA) Analizi

Lipit peroksidasyon {iriinii olan MDA, oksidatif stresin bir gostergesi olarak
kullanilmaktadir. Olgiimiin prensibi, MDA ile tiyobarbutirik asidin etkilesimi sonucu
olusan pembe renkli bilesigin 532 nm’de absorbansinin Olgiilmesi  esasina

dayanmaktadir.”*
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Kullanilan Reaktifler:

1. Sodyum dodesil siilfat (SDS) (% 8.1°lik ¢ozeltisi) = 8.1 gr SDS bir miktar saf
suda ¢6ziiniir ve hacim 100 mL’ye tamamlanur.

2. % 20’lik asetik asit ¢ozeltisi = 100 mL %100°liik asetik asitten alinarak iizerine
400 mL distile su katilir ve iyice karigtirilir.

3. % 0.9’luk tiyobarbitiirik asit (TBA) = 4,5 gr TBA alinarak 500 mL distile suda
¢oziiniir. (Caligma gilinii taze olarak hazirlanmalidir.)

4. 1/15 piridin/1-biitanol karistmi = 15 mL 1-biitanole 1 mL piridin eklenerek
hazirlanir.

5. 200 uM’lik stok standart ¢ozeltisi = 1,1,3,3-tetractoksipropandan 25 pL alinip
500 mL saf suda karstirilarak ¢oziinlir. Taze hazirlanmalidir. Seri diliisyonla stok
standarttan 200 (direkt stogun kendisi kullanilir), 100, 50, 25, 12,6, 3 ve 1,5 uM’lik
standartlar hazirlanir.

Deneyin yapilisi: Malondialdehid’in aktivitesi, Ohkawa ve ark. (1979)’1n tarif ettigi
metod modifiye edilerek tayin edildi.**

Tablo 3.1. Malondialdehid aktivitesi i¢in kullanilan reaktif miktari

Numune tiipii Standart tiipii Kor tiipii
SDS 200 pL 200 puL 200 puL
Asetik asit 1500 uLL 1500 pL 1500 pLL
TBA 1500 pL 1500 pL 1500 pL
Numune 200 pL - -
Standart - 200 uL -
Distile su 700 uL 700 uL 900 uL

Vorteksle karigtirdiktan sonra, sicakligi 95 °C’olan su banyosunda 1 saat boyunca
inkiibe edildi. inkiibasyon bittikten sonra tiipler, fazlar karistirilmadan, ¢esme suyu altinda
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sogutuldu. Her bir tiipiin iiste kalan pembe renkli siipernatanindan 600 pL alinarak karsilik

gelen ependorfa aktarildi. Her bir ependorfa asagidaki pipetlemeler yapildi.

Tablo 3.1.1. Malondialdehid aktivitesi i¢in kullanilan pipetleme miktari

Numune tiipii | Standart tiipii Kor tiipii
Saf su 150 uL 150 uL 150 uL
Piridin / n-biitanol 750 uL 750 uL 750 uL

Ependorf icerigi iyice vortekslendi, 4000 devirde 10 dakika santrifiijlendi. Fazlar
karistirilmadan iist fazdan 200 pL alinarak mikroplate okuyucuda 532 nm’de standart ve
numunelerin absorbansi okundu ve standartlara karsi numunelerin konsantrasyonlari

kaydedildi. Konsantrasyon pmol/L olarak ifade edildi.

3.2.2. Total Glutatyon (GSH) Analizi
Kullanilan Reaktifler:
A- ImM 5-5’Dithio 2 Nitrobenzoik asit (DTNB) (M.A = 396,3 gr/mol) = 0,011 gr

DTNB alarak 28 mL distile suda ¢oziildii.

B- 1 mM NADPH = 0,0082 gr NADPH tartilarak 10 mL distile suda ¢o6ziildii.

C- 100 mM Na-Fosfat tamponu (pH = 7,5) = 0,213 gr NaH,P04.2H,0 + 1,563 gr
Na,HPO4.2H,0 + 0,038 gr EDTA disodyum tuzu alarak bir miktar suda ¢oziildii sonra

hacmi 100 mL’ye tamamlanda.

D- GSH stok = 0,0306 gr okside GSH alinarak 1Lt de ¢oziildii.

E- % 5’lik metafosforik asit = 5 gr metafosforik asit alinarak bir miktar distile su

icinde ¢oziilerek hacmi 100 mL’ye tamamlanir.
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Karisim: A’dan 2,8 ml, B’den 3,75 ml, C’den 5,85 ml alinarak iizerine 1 kutu

glutatyon rediiktaz eklenir.

Deneyin yapilisi: Total Glutatyon’in aktivitesi, Tieztz (1969) ve Fairbans ve
ark.(1999) nin tarif ettigi metod modifiye edilerek tayin edildi.”’**°” Stok standarttan 0, 0.5,
1, 2, 4, 8, 12, 16 um konsantrasyonlarda hazirlandi. Numuneler esit hacimde % 5’lik
metafosforik asitle mumamele edilip, santrifiij edildi. Mikroplate asagidaki pipetlemeler
yapildi.

Tablo 3.2. Total glutatyon aktivitesi i¢in kullanilan reaktif miktar1

Numune Standart Kor
Stipernatant 25uL - -
Standart - 25 ulL -
GSH kokteyl 125 uL 125 uL 125 uL
Distile su - - 25 ul

Numunelere ait siipernatantlar analizde kullanildi. Numunelere ait mikroplate 405
nm’de 2 dk okutuldu. Standart grafige karsi elde edilen numune konsatrasyonlari

kaydedildi.

3.2.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Analizi

Glutatyon peroksidaz, H,O, varliginda rediikte ( GSH ) okside glutatyona ( GSSG )
doniistimiinii katalizler. Bu reaksiyon ile olusan ( GSSG ) , NADPH’ 1n indirgeyici substrat
olarak kullanildig1 GR reaksiyonu ile tekrar GSH’a doniislir. Bu reaksiyonlar esnasinda
NADPH’mm NADP’ye yiikseltgenmesi ile olusan absorbans azalist Mikroplate Reader’de

340 nm’de 6 okutma yapilarak GSH-Px aktivitesi hesapland:.””®
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Kullanilan Reaktifler:

1- Fosfat tamponu (50 mM, pH = 7) = 0,988 gr Na,HPO4.2H,0 + 0,379 gr KH,PO4
+ 0,062 gr EDTA + 0,011 gr NaNO; tartilarak karistm 90 mL distile su’da ¢oziildi,
hacmi 100 mL’ ye tamamlandi ve pH = 7’ye ayarlandi.

2- Kosubstrat = 0,008 gr NADPH + 0,016 gr GSH rediiktaz + 100 pL GSH (rediikte
glutatyon) alinarak 10 mL distile suda ¢oziildii.

3- %30°luk H,O, c¢ozeltisi = 50 uL H,O, alip 5 mL distile suda ¢o6ziildii ve bu
cozeltiden de 50 pL alindi. 5 mL GSH-Px tamponla karistirilarak 5 dk inkiibasyona
birakildi.

Deneyin yapilisi: Glutatyon peroksidaz’in aktivitesi, Paglia ve ark. (1967) nin tarif
209

ettigi metod modifiye edilerek tayin edildi.

Tablo 3.3. Glutatyon peroksidaz aktivitesi i¢in kullanilan reaktif miktar1

Kor tiip Numune tiipii
Modifiye GSH-Px tamponu 150 uL 150 uL
Ko-Substrat 50 uL 50 uL
Numune - 25 uL
Distile su 25 uL -
5 dk 37 °C’de inkiibasyon
H,0, 2 mM ) \ 25 uL \ 25 uL

Hesaplamalar:
GSH-Px (IU/L) = (AAbs/dk) x 10/6,22.10

Spesifik aktivite (IU/gr Hb) = [(AAbs/dk) x 10 x 51/6,22. 107]/(gr/dL Hb)

3.2.4. Superoksit Dismutaz (SOD) Analizi
Xanthine oksidaz araciliiyla {iretilen O, radikalinin reaksiyon ortaminda nitroblue
tetrazolium (NBT) indirgenmesinin numunede bulunan SOD enzimi tarafindan
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engellenmesi prensibine dayanir.””® NBT’nin indirgenmesi ile 560 nm dalga boyunda
maksimum absorbans veren mor renkli formazan olusur. Superoksit dismutaz aktivitesinin
bliyiikligli olusan formazanin absorbansiyla ters orantilir.

Kullanilan Reaktifler:

A) Assay reaktifi:

1. Xanthine (0,3mM) = 0,00913 gr xanthine 200 mL distile suda ¢oziiliir. IM’lik
NaOH’dan bir damla ¢6zmek igin kullanilir.

2. EDTA (0,6 mM) = 0,023 gr EDTA di sodyum tuzu 100 mL distile suda ¢oziiliir.

3. Nitroblue tetrazolium = 0,0123 gr NBT 100 mL distile suda ¢oziiliir. Renkli
sisede saklanir.

4. NayCOs (0,4 M) = 2,544 gr Na,CO3; 60 mL distile suda ¢oziiliir. Giinliik taze
hazirlanmalidir.

5. Bovine serum albumin (BSA) (1 gr/L)= 0,030 gr Bovine serum albumin 30 mL
distile suda ¢oziiliir.

Hazirlanan bu bes reaktif +4 °C’de saklamr. Deneyden hemen once renkli bir
sisede 20 mL Xanthine + 10 mL EDTA + 10 mL NBT + 6 mL Na,COs + 3 mL BSA bu bes
reaktif birlestirilir ve iyice karistirilir.

B) Xanthine oksidaz (167 U/L) = 50 pL xanthine oksidaz alip 600 uL 2M
(NH4)>SOyq ile diliie edilmeli ve taze hazirlanmalidir.

C) (NH4)2S04 (2M) = 2,643 gr (NH4)>SO4 10 mL distile suda ¢oziiliir.

Deneyin yapilisi: Superoksit dismutaz aktivitesi, Sun ve ark. (1988)’nin tarif ettigi

metod modifiye edilerek tayin edildi.*"

81



Tablo 3.4. Siiperoksit dismutaz aktivitesi i¢in kullanilan reaktif miktar

Numune Kor tiipii
Distile su 40 mL 50 mL
Numune 10 mL -
Xanthine oksidaz 10 mL 10 mL
Assay reakitifi 200 pL 200 uL
Vorteksle 25 °C’de 20 dk inkiibe edildi.

Enzimi 1 dk arayla tiiplere katip 20 dk sonunda olusan renkli kompleksin
absorbanslari elisa mikroplate readerde 560 nm de havaya kars1 okutuldu.

Hesaplama : 1U = % 50’lik NBT inhibisyonu

% inhibisyon = % (Akor - ANumune) / AKOR

SOD (U/mL) = % inhibisyon / (50 x 0,01)

3.2.5. Nitrik Oksit (NO) Analizi

Kisa 6miirlii olan NO radikali hizla NO, ve NO; ’e okside olmaktadir. Bu nedenle
NO miktar belirlenirken NO, ve NO; miktarlar1 belirlenmektedir. NO, *nin Griess reaktifi
ile etkilesmesi sonucu olusan rengin absorbansinin belirlenmesi oldukg¢a yaygin bir sekilde

kullanilmaktadir. Nitrat, nitrat rediiktazla NO, ’ye indirgendikten sonra 6l¢iilmektedir.”*®

Kullanilan Reaktifler:

1. ZnSO4 = 30 gr tartilarak bir miktar distile suda ¢dziilerek hacmi 100 mL ye

tamamlanir.

2. Griess reaktifi = 0,5 gr siilfanilamid + 12,5 gr meta-fosforik asit + 0,050 gr N-1

Napthyletilendiamin bir miktar distile suda ¢oziilerek son hacim 500 mL ye tamamlanir.

3. 0,008 gr NADPH + 0,001 gr FADH + 1 kutu nitrat rediiktaz karigimi 100 mL
distile su i¢inde ¢oziildii.
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4. Meta-fosforik asit = 25 gr tartilip hacmi 1 L’ ye tamamlanir.

5. 0,69 gr NaNO; tartilarak hacmi 50 mL distile su ile tamamlanir. Bu ¢ozeltiden

20 pl alarak 9980 pl distile su ilave edilir. Bunun konsantrasyonu 200 mM dir.

Deneyin yapihisi: Nitrik oksit’in aktivitesi, Moshage ve ark. (1995) ve Bories ve

ark. (1995)’in tarif ettigi metod modifiye edilerek tayin edildi.”''*'*

Tablo 3.5. Nitrik oksit aktivitesi i¢in kullanilan reaktif miktar1

Numune Tiipii
Numune 100 pL
Distile su 400 uL
NADPH+FADH+1 kutu nitrat rediiktaz 500 uL
Karanlikta 37 °C’de 20 dk inkiibe edildi.
Cinko stilfat ‘ 50 pL
1000 devirde 15 dk santrifiij edildi.
Numune Numune Korii Standart
Standart - - 125 uL
Siipernatant 125 uL 125 pL -
Gries reaktifi 125 uL - 125 pL
Metafosforik asit - 125 uL -
10 dk oda sicakliginda inkiibe edildi
540 nm okutuldu.

Standart, numune ve numune korlerinin absorbansi okundu, standart grafige karsi
numune ve numune korlerinin konsantrasyonu kaydedildi. Numune ve numune korii

arasindaki fark nitrik oksit aktivitesinde kullanildi.

3.2.6. Protein Tayini

Kullanilan Reaktifler:

A- Renk reaktifi (Commassie blue brilant G-250) = 50 mL mutlak etanolde 100 gr
Commassie blue brilant G-250 ¢oziiniir. Buna % 85°lik 100 ml ortafosforik asit ilave

edilir. Hacim distile su ile 1000 mL’ye tamamlanir.
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B- Stok standart = 1 mL de 1 mg olacak sekilde hazirlanir. Bunun i¢in 10 mg BSA

10 mL suda ¢6ziiniir.

Deneyin yapilisi : Protein tayini, Bradford ve ark. (1976)’nin tarif ettigi metoda

gore tayin edildi.*”> Numuneler distile su ile 10 kat seyreltildi. Stok standarttan 20, 40,

80, 100, 120, 140, 160, 180 ve 200 mg/mL konsantrasyonlarda standart diliisyonlar

hazirlandi. Numune, standart ve korden 200 pl alinarak mikroplate pipetlendi. 595 nm

dalga boyunda absorbanslar okunarak standart grafige karsi konsantrasyonlar kaydedildi.

Tablo 3.6. Protein tayini i¢in kullanilan reaktif miktar1

Numune Standart Kor
Diliie numune 100 pl - -
Standart - 100 pl -
Distile su - - 100 pl
Renk reaktifi 5000 pl 5000 pl 5000 pl
10 dk inkiibasyon

3.3. Kullamilan Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallar ve bu kimyasallarin temin edildigi firmalar Tablo

1’de gosterilmistir.

Tablo 3.7. Kullanilan kimyasallar ve bu kimyasallarin temin edildigi firmalar

Kimyasal madde Firma
Nikotin Sigma
Ellagic Asit Sigma
Eter AK Kimya A.S
Glutatyon, rediikte form Sigma-Aldrich
Glutatyon, okside form Sigma
Glutatyon rediiktaz Sigma
NADPH, tetrasodyum salt, rediikte form Sigma
Etilen diamintetraasetik, di sodyum tuzu Sigma
Meta-fosforik asit Sigma
Bovine serum albumin Sigma
Xanthine Sigma
Tiyobarbitiirik asit Sigma
Xanthine oksidaz Sigma
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Commassie blue brilant G-250 Merck
Nitroblue tetrazolium Sigma
5,5 Dithio 2 Nitrobenzoik asit Fluka
Siilfanil amid Merck
Cinko stilfat Merck
Hidrojen peroksit Merck
Tris tamponu Merck
Sodyum nitrit Merck
Sodyum hidrojen fosfat di hidrat Merck
Potasyum di hidrojen fosfat Merck
Sodyum nitrat Merck
Sodyum dodesil siilfat Merck
Asetik asit Sigma-Aldrich
Flavin adenin diniikleotit Sigma
N-1 Napthtyletilendamin Merck
Potasyum nitrat Sigma
1,1,3,3-tetraetoksi-propan Sigma
Sodyum kloriir Merck
Sodyum karbonat Merck
Piridin Merck
Ortho-Phosphorsaure % 85’lik reints Merck
1-Biitanol Sigma-Aldrich

3.4. Kullanilan Cihaz ve Ekipmanlar

Calismada kullanilan cihaz ve bu cihazlarin temin edildigi firmalar (Tablo 2 )

gosterilmistir.

Tablo 3.8. Kullanilan cihaz ve bu cihazlarin temin edildigi firmalar

Cihaz veya alet Firma ve/veya iilke
Makas Stainless steel Olusum 11-346
Pens Stainless
Erlen (1000 mL) Bomex
pH metre Istek 730 P, Korea
Mikropipet Fischer
Santrifiij Hettich Zentrifiigen Rotofix 32, Germany; MSE
Mikro centaur Sanyo, U.K.
Mikrosantrifiij Sanyo, UK
Hassas terazi Sartorius AG, Germany
Mikroplate okuyucu Bio-tek PowerWave XS, The USA
Manyetik karistirict 1. Fisher, USA
2. Yellowline MSH basic, Germany
Su banyosu 1 Kotterman, Germany
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Vorteks Heidolph Reax Top, Germany

Homojenizator Castaloy-R

Saf su cihazi Mes mp minipure Su Aritma Sistemleri, Tiirkiye

Derin dondurucular 1. Sanyo Ultra Low Temperature Freezer MDF-
U281, Japan 2. Ugur USS 374 DTKL, Tiirkiye

Ultrasanikator Misonix

Otomatik pipet (¢esitli tiir ve hacim) | Multikanall1 finnpipette Labsystems; Tranferpette
brand, Germany; Ependorf research physio Care
concept; Exelpette, elkay; medispec-plus

3.5. Histolojik Calismalar

Bobreklerden alinan doku Ornekleri histokimyasal ve immunohistokimyasal
degerlendirmeler i¢in %10’luk tamponlu formaldehit solusyonunda 48 saat siireyle tespit
edildi. Bu dokular dereceli alkol ve ksilol serilerinden gecirildikten sonra paraplastla
bloklandi. Organin histolojik yapisin1 ve olusan histopatolojik degisiklikleri belirlemek i¢in
bloklardan alinan 5-6 mikronluk seri kesitlere Crossman tarafindan modifiye edilen
Mallory’nin {iglii boyamasi yapildi. Bobrek dokusundaki apoptotik ve antiapoptotik enzim
aktivitesini belirlemek i¢in ise streptavidin biotin peroksidaz immunohistokimyasal

yéntemi uygulandi. 2™

Immunohistokimyasal boyamalar icin deparafinize edilen kesitler suya kadar
getirilerek %3’liik H,O, (70 cc metanol, 27 cc PBS, 3 cc H;0,) ile endojen peroksidazlar
bloke edildi. PBS ile yikandiktan sonra nonspesifik reaksiyonlarin engellenmesi i¢in bovine
serum albumin uygulandi. Bu kesitler, apoptotik immunoreaksiyonlar i¢in Bax (Abcam,
ab7977, sulandirma:1/50), antiapoptotik immunoreaksiyonlar ic¢in ise Bcl-2 (Abbiotec
250555, sulandirma:1/100) primer antikorlartyla 1’er saat inkube edilerek PBS ile yikandi.
Daha sonra, LSAB (DAKO) kit icerisinde bulunan biotinlenmis sekonder antikor ile 30
dakika inkubasyon ve PBS ile yikama islemini takiben Streptavidin-HRP ile 30 dakika

muamele edildi. Bu dokulardaki antikor kalintilar1 PBS ile 3-5 kez yikanarak giderildikten
86



sonra antijent+antikor kompleksinin goriiniir hale getirilmesi igin 3,3'-diaminobenzidine
tetrahydrochloride (DAB) kromojen maddesi (1 tablet + 30 cc tris + 10 ul H,O, ) ile 10
dakika boyanarak PBS ile tekrar yikama islemi yapildi. Dokunun zemin goriintiisiiniin elde
edilmesi icin Harris’in hematoksileni ile ¢ekirdek boyamalar1 3-4 dakika siireyle
uygulanarak takiben PBS ile yikama islemi yapildi. Bu asamadan sonra 96 ve absol
alkolden gegcirilen dokular ksilolde bekletilerek parlaklasmasi saglandi ve entellan ile
yapistirma islemi gergeklestirildi. Isik mikroskobik incelemelerde kahverengi reaksiyon
veren alanlar pozitif olarak degerlendirildi. Bu alanlarin degerlendirmelerinde
immunopozitif hiicrelere rastlanilmamis ise - ; az ise +; orta derecede ise ++; ¢ok yogun

ise +++ ile skorlama islemi belirlendi.”"’

3.6.1statistiksel Analiz

Calismamiz sonucunda elde edilen bulgular istatistiksel olarak degerlendirildi. Elde
edilen sonuclar ortalama (X) ve standart sapma (SD) seklinde verildi. Verilerin istatistiksel
degerlendirmesi, SPSS 17 istatistik programin’da anlamlilik sinir1 p<0,05 alinarak yapildi.

Verilerin degerlendirilmesinde Varyans analizi Duncan testi kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1.Viicut Agirhg: ve Makroskobik Bulgular

Sunulan ¢aliymada genel olarak gruplardaki ratlarin gebe birakilma siirelerine
bakildiginda nikotin grubundaki disi ratlarda gebelik olusturma siiresi dikkat ¢ekici bir
sekilde diger gruplara oranla olduk¢a uzun bir zamana yayildi.

Bobrekler, karin boslugunda ve bel omurlarina yakin, anatomik olarak olmasi
gereken yerlerdeydi. Bobreklerin rengi ve kivami normaldi. Cevre dokulara yapigsma veya
lizerinde tlimor benzeri herhangi bir patolojik durum goriilmedi.

Dogum sonrasi yavrularin ortalama viicut agirliklarina  bakildiginda, nikotin
verilen gruba ait yavrularin ortalama viicut agirliklarinin kontrol grubuna oranla diisiik
oldugu belirlendi (p<0,05). Ellagic asit verilen gruba ait yavrularin ortalama viicut
agirliginin kontrol grubuna benzer oldugu gozlendi. Nikotin+Ellagic asit verilen gruba ait
yavrularin viicut agirh@ina bakildiginda ise degerlerde bir iyilesme oldugu goriilse’de hem
nikotin hem’de kontrol grubundan istatistiksel olarak farkli oldugu gorildi (p<0,05).
(Tablo 4.1 ve Sekil 14).

Biitlin gruplara ait yavrularin bobrek agirliklarina bakildiginda ise gruplar arasinda
onemli bir farkliligin olmadig1 goriildi (p>0,05). (Tablo 4.1 ve Sekil 14).

Tablo 4.1. Ortalama viicut ve bobrek agirliklar

Gruplar Bobrek Sayisi Bobrek Agirhg: Viicut Agirhg:
(X£SD) (X£SD)
Kontrol 18 0,70+0,10 10,53+1,0
Nikotin 18 0,60+0,08 7,89+0,90"
Ellagic asit 18 0,68+0,10 9,79+0,75
Nikotin + Ellagic asit 18 0,65+0,10 8,25+0,50"
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Sekil 4.14. Ortalama viicut agirliklar

a: Kontrol ile Nikotin, b: Kontrol ile Nikotin + Ellagic asit, c: Nikotin ile Nikotin +
Ellagic asit gruplarina ait yavrularin ortalama viicut agirliklarinin kontrol grubuna oranla

istatistiksel olarak farkli oldugu goriildii (p<0,05).

4.2. Biyokimyasal Bulgular

4.2.1. Malondialdehid (MDA)

Sunulan calismada Kontrol, Nikotin, Ellagic asit ve Nikotin + Ellagic asit
gruplarina ait MDA degerleri sirastyla 2,40 + 0,32, 5,25 + 0,21, 2,63 + 0,30 ve 3,35+ 0,15
olarak tespit edildi (Tablo 4.2 ve Sekil 4.15).

Nikotin ve Nikotin + Ellagic asit gruplarina ait MDA degerleri kontrol grubuyla
karsilastirildiklarinda yiiksek oldugu ve bu yiikselmenin istatistiksel olarak énemli oldugu

tespit edildi (p<0,05).
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Nikotin ile Nikotin + Ellagic asit grubuna ait MDA degerleri karsilastirildiginda
Nikotin + Ellagic asit grubunda bir azalmanin oldugu ve bu azalmanin istatistiksel olarak
onemli oldugu tespit edildi (p<0,05).

Tablo 4.2. Gruplar arasindaki malondialdehid degerleri

Gruplar n MDA (nmol/mg protein)
Kontrol 9 2,40+0,32

Nikotin 9 525+0,21°

Ellagic asit 9 2,63 +0,30

Nikotin + Ellagic asit 9 335+0,15%

Lt

MDA (nmol/ mg protein)

i

5
4
0 ' ' I

Kontrol Ellagic Asit  Nikotin +Ellagic Asit
Gruplar

Sekil 4.15. Malondialdehidin gruplar arasindaki dagilim

a: Kontrol ile Nikotin, b: Kontrol ile Nikotin + Ellagic asit, c: Nikotin ile Nikotin +
Ellagic asit gruplarina ait MDA degerleri arasindaki farklilik istatistiksel olarak dnemlidir

(p<0,05).
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4.2.2. Total glutatyon (GSH)

Sunulan ¢aligmada Kontrol, Nikotin, Ellagic asit ve Nikotin + FEllagic asit
gruplarina ait GSH degerleri sirasiyla 3,00 + 0,50, 1,50 £ 0,50, 2,60 + 0,43, ve 2,10 £
0,58 olarak tespit edildi (Tablo 4.3 ve Sekil 4.16).

Nikotin ve Nikotin + Ellagic asit gruplaria ait GSH degerleri kontrol grubuna ait
GSH degerleriyle karsilagtirildiginda GSH diizeyinde bir azalmanin oldugu ve bu

azalmanin istatistiksel olarak 6nemli oldugu tespit edildi (p<0,05).

Nikotin ile Nikotin + Ellagic asit gruplarina ait GSH diizeyleri karsilastirildiginda
ise GSH diizeyinde bir artisin oldugu ve bu artisin istatistiksel olarak dnemli oldugu tespit
edildi (p<0,05).

Tablo 4.3. Gruplar arasindaki total glutatyon degerleri

Gruplar n GSH (pmol/mg protein)
Kontrol 9 3,00 £ 0,50
Nikotin 9 1,50 + 0,50°
Ellagic asit 9 2,60+ 0,43
Nikotin + Ellagic asit 9 2,10 + 0,58
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Sekil 4.16. Total glutatyonun gruplar arasindaki dagilimi
a: Kontrol ile Nikotin, b: Kontrol ile Nikotin + Ellagic asit, c: Nikotin ile Nikotin +
Ellagic asit gruplar1 arasindaki farklilik istatistiksel olarak dnemlidir (p<0,05).

4.2.3. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Sunulan ¢alismada Kontrol, Nikotin, Ellagic asit ve Nikotin+Ellagic asit gruplarina
ait GSH-Px degerleri sirasiyla 2,95 + 0,30, 1,80 + 0,31, 2,60 + 0,20 ve 2,34 + 1,10 olarak
tespit edildi (Tablo 4.4 ve Sekil 4.17).

Nikotin ve Nikotin + Ellagic asit gruplarina ait GSH-Px degerleri kontrol grubuna
ait GSH-Px degeriyle karsilastirildigin’da GSH-Px diizeylerinin 6nemli oranda azaldig1 ve
bu azalmanin istatistiksel olarak énemli oldugu tespit edildi (p<0,05).

Nikotin ile Nikotin + Ellagic asit gruplarina ait GSH-Px diizeyleri
karsilastirildiginda, GSH-Px diizeylerinde 6nemli bir artis oldugu ve bunun istatistiksel

olarak 6nemli oldugu tespit edildi (p<0,05).
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Tablo 4.4. Gruplar arasindaki glutatyon peroksidaz degerleri

Gruplar n GSH-Px (mikroU/mg protein)
Kontrol 9 2,95+0,30
Nikotin 9 1,80 +0,31°
Ellagic asit 9 2,60+ 0,20
Nikotin + Ellagic asit 9 2,34 +0,10%
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Sekil 4.17. Glutatyon peroksidazin gruplar arasindaki dagilimi

a: Kontrol ile Nikotin, b: Kontrol ile Nikotin + Ellagic asit, c: Nikotin ve Nikotin +
Ellagic asit gruplar1 arasinda farklilik istatistiksel olarak onemlidir (p<0,05).

4.2 4. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Sunulan ¢alismada Kontrol, Nikotin, Ellagic asit ve Nikotin + Ellagic asit
gruplarina ait SOD degerleri sirasiyla 4,68 + 0,41, 3,25 + 0,20, 4,15 + 0,40 ve 3,88 = 0,31

olarak tespit edildi (Tablo 4.5 ve Sekil 4.18).
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Nikotin ve Nikotin + Ellagic asit gruplarina ait SOD degerleri kontrol gruplarina ait
SOD degerleriyle karsilastirildiginda SOD diizeylerinin 6nemli oranda azaldigi ve bu
azalmanin istatistiksel olarak 6nemli oldugu tespit edildi (p<0,05).

Nikotin ile Nikotin + Ellagic asit gruplarina ait SOD diizeyleri karsilastirildiginda
SOD diizeylerinde 6nemli bir artis oldugu ve bunun yine istatistiksel olarak énemli oldugu
tespit edildi (p<0,05).

Tablo 4.5. Gruplar arasindaki siiperoksit dismutaz degerleri

Gruplar n SOD (mikroU/mg protein)
Kontrol 9 4,68 +0,41
Nikotin 9 3,25 +0,20°
Ellagic asit 9 4,15+£0,40
Nikotin + Ellagic asit 9 3,88 +£0,31™
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Sekil 4.18. Siiperoksit dismutazin gruplar arasindaki dagilimi
a: Kontrol ile Nikotin, b: Kontrol ile Nikotin + Ellagic asit, c: Nikotin +
Nikotin + Ellagic asit grubu arasindaki farklilik istatistiksel olarak Onemlidir

(p<0,05).
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4.2.5. Nitrik oksit (NO)

Sunulan ¢aligmada Kotrol, Nikotin, Ellagic asit ve Nikotin + Ellagic asit gruplarina
ait NO degeleri sirasiyla 3,68 + 0,40, 4,85 + 0,50° , 4,53 + 0,51 ve 4,10 = 0,60 olarak
tespit edildi (Tablo 4.6 ve Sekil 4.19).

Nitrik oksit diizeyleri acisindan gruplar arasinda istatistiksel bir farkliligin sadece

kontrol ve nikotin gruplari arasinda oldugu tesbit edildi (p<0.05).

Tablo 4.6. Gruplar arasindaki nitrik oksit degerleri

Gruplar n NO (nmol/ mg protein)
Kontrol 9 3,68 £0,40
Nikotin 9 4,85 +0,50*
Ellagic asit 9 4,53 +0,51
Nikotin + Ellagic asit 9 4,10+ 0,60
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Sekil 4.19. Nitrik oksitin gruplar arasindaki dagilimi

a: Kontrol ile Nikotin gruplar1 arasindaki farklilik istatistiksel olarak

onemlidir (p<0.05).
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Tablo.4.7. Biitiin gruplara ait biyokimyasal analiz sonuc¢lari

Gruplar n | MDA GSH GSH-Px SOD NO
(nmol/mg (umol/mg (mikroU/mg | (mikroU/mg | (nmol/mg
protein) protein) protein) protein) protein)

Kontrol 9 12,40+0,32 3,00£0,50 |2,95+0,30 4,68 0,41 3,68 £0,40

Nikotin 9 1525+0,21° 1,50 £0,50* | 1,80+0,31" |3,25+0,20"° |4,85+0,50"

Ellagic asit 9 12,63+£0,30 2,60+0,43 |2,60+0,20 4,15+ 0,40 4,53 +£0,51

Nikotin+Ellagic asit | 9 | 3,35+0,15™ |[2,10+0,58" | 2,34 +0,10* | 3,88 +0,31> |4,10+ 0,60
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4.3. Histopatolojik Bulgular

Calismamizda, nikotinin histopatolojik etkilerine kars1 ellagic asitin koruyucu rolii
histokimyasal ve immunohistokimyasal metotlarla [apoptotik (Bax) (Sekil 20 A-D) ve
antiapoptotik (Bcl-x1)](Sekil 21 E-H) belirlendi. Histokimyasal incelemelerde, kontrol ve
ellagic asit grubuna ait bobrek dokularinin korteks ve medullasinda bulunan histolojik
yapilarin normal gelisim seyrinde olduklari belirlendi. Kortekste, gelisimini hemen hemen
tamamlamis glomeruluslarin, proksimal ve distal tubullerin (Sekil 20 A, C), medulla

bolgesinde ise toplayict borucuklarin belirgin bir sekilde ayirt edildigi tespit edildi.

Tablo 4.8. Bobreklerde apoptotik Bax ve antiapoptotik Bcl-2 immunopozitif

alanlarin semikantitatif degerlendirilmesi

Gruplar Bax Bcl-2
Kontrol + T
Nikotin ++ -+
Ellagic asit + +++
Nikotin + Ellagic asit + ++

Immunhistokimyasal boyamalarda, kontrol (Sekil 21 A) ve ellagic asit (Sekil 21 C)
grubunda apoptotik Bax pozitif alanlarin nadiren goriildiigii, antiapoptotik Bcl-xp
reaksiyonunun ise kontrol grubunda orta derecede (Sekil 21 E), ellagic asit grubunda ise
cok yogun olarak boyandigi belirlendi (Sekil 21 G). Nikotin uygulanan gruba ait bobrek
dokusu incelendiginde ise glomerulus ve bowman kapsiili gelisiminin heniiz
tamamlanmadig1, proksimal tubul yogunlugunun kontrol grubuna gore az sayida oldugu,
tubuler araliklarda mezensimal yildiz sekilli hiicrelerin varligi gozlemlendi (Sekil 20 B).
Immunhistokimyasal boyamalarda ise apoptotik Bax pozitif alanlarin (Sekil 21 B) ve

antiapoptotik Bcl-x;, reaksiyonunun orta derecede goriildiigii belirlendi (Sekil 21 F). Ellagic
97



asit uygulamasi yapilan nikotinli gruplarda, O6zellikle proksimal tubul ve glomerulus
yapilariin belirgin bir sekilde olustugu tespit edildi. Diger yandan bu gruptaki hayvanlarin
bobreklerinde az da olsa heniiz gelisimini tamamlamamis mezensimal hiicrelerinin varlig
da saptand1 (Sekil 20 D). Immunohistokimyasal boyamalarda apoptotik Bax pozitif

alanlarin nadiren goriildiigii (Sekil 21 D), antiapoptotik Bcel-x; reaksiyonunun ise yogun

derecede boyandigi belirlendi (Sekil 21 H).

Sekil 4.20. A: Kontrol grubu, B: Nikotin grubu, C: Ellagic asit grubu, D: Nikotin +

ellagic asit grubu. Mallory’nin Uglii boyamasi.
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Sekil 4.21. A, E: Kontrol grubu, B, F: Nikotin grubu, C,G: Ellagic asit grubu, D,H:

Nikotin + ellagic asit grubu. Bax (A, B, C, D) ve Bel-xp (E, F, G, H) icin Streptavidin-

biotin peroksidaz boyama.
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5. TARTISMA
Gerek sagliksiz gidalar ile beslenme ve gerekse cevresel faktorler, organizmada
hiicrelerin yaslanmasina, kanserli hiicrelerde artisa ve mutasyonlara neden olan serbest
oksijen radikallerini olusturmaktadir.*®® Bilindigi gibi serbest radikaller organizmada
enerjetik, reaktif ve metabolik olmak tizere {i¢ ana mekanizmayla olusmaktadir. Bunlardan
metabolik reaksiyonlar sonucu olusan serbest oksijen radikalleri yiiksek derecede bir
reaktiviteye sahip olmalarindan dolay1 hiicreler oldukca siddetli bir hasar meydana

76 Organizmada serbest oksijen radikallerinin bu zararh etkilerine karsi

getirmektedirler."
koruyucu olarak antioksidan savunma sistemleri bulunmaktadir.*® Hiicrede intrinsik
oksidasyon ve antioksidanlar arasindaki dengenin fizyolojik sinirlarda tutulmasi, organ ve
dokularn siirdiirtilebilir fonksiyonlar1 i¢in 6nemlidir. Organizmada antioksidan kapasitenin
yetersiz kalmasi,  metabolik reaksiyonlar, hiicreler i¢in zararli kilmakta ve sonugta
yaslanma, diyabet, koroner damar hastaliklari, Alzheimer, Parkinson ve cesitli kanser
tiirlerinin olusumuna zemin hazirlamaktadir.'”®

Reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu ve organizmada patalojik olaylar tetikleyen,
oksidatif strese katkida bulunan Onemli faktorlerden birisinin sigara i¢imi oldugu
vurgulanmaktadir.”” Son verilere gore diinyada yaklasik 1.3 milyar kisi sigara igmektedir.
Sigara ¢ok yaygin ve oldiirlicii toplumsal toksikolojik bir olay olup sonuclar1 uzun siire
sonra ve indirekt bir sekilde ortaya ¢ikmaktadir.’ 0 Sigara dumani birgok oksidan ve
prooksidan madde igermektedir. Bu maddeler aracilifiyla in vivo oksidatif stresi arttirabilir.
Ornegin; cevresel sigara dumani 43 bilinen kansinojen maddelerden baska binlerce zararli
kimyasal madde igerir. Sigara dumanimin, en nemli major toksik bileseni ise nikotindir. *

Bir¢ok aragtirmaci farkli dokularda (myokard 6zefagus, pankreas, beyin, ak¢iger, karaciger)
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yaptiklar1 ¢alismalarda gostermislerdir ki sigarada bulunan, oksidatif hasarlanma ve reaktif
oksijen radikallerinin olusumundan sorumlu olan birincil ajan nikotindir. Sigaranin énemli
bileseni olan nikotin, genellikle caligmalarda, sigaraya bagli hasarin olusturulmasi igin
kullanilmaktadir.

Sigara ve nikotinin santral, periferik sinir sistemi, kardiyovaskiiler sistem, endokrin
sistem iizerine toksik etkileri bilinir.> Sigaranin antioksidan sistemi etkileyerek dokularda
yapisal hasarlar meydana getirdigi bir¢ok ¢aligmada gosterilmistir. Sigara kullanilmasinin
karaciger, akciger ve bobrek dokularinda lipid peroksidasyonuna neden oldugu ve bu
organlarda olusan serbest oksijen radikallerinin zararli etkisine kars1 antioksidan enzimlerin
seviyesinin yiikseldigi saptanmistir. Yine sigara inhalasyonu sonucu karacigerde MDA ve
vitamin A diizeyi ile GSH ve GSH-Px enzim aktivitelerinin artti§i, SOD ve katalaz (CAT)
aktiviteleri ile vitamin E ve Vitamin C diizeylerinin azaldig1 tespit edilmistir.”” Yine uzun
stireli sigara i¢ciminin endotele bagli koroner arterlerin vazodilasyonunda bozulmalara yol
actig1 saptanmlstlr.216 Yapilan bir bagka calismada kronik sigara igicilerinin 6n kol
damarlarinda endotelium bagimli vazodilatasyonun saglikli gruba gore azaldigi tesbit
edilmistir. *"

Nikotinle etkilenmenin selliiler oksidan-antioksidan sistemi degistirerek hasar
yaptigiyla ilgili kanitlar da giderek artmaktadir. Nikotin, ratlarda yapilan deneylerde lipid
peroksidasyonundaki artigla aterogenez olusumu arasindaki baglantiyr gostermektedir.
Literatiirde nikotine bagli organ hasarinin patofizyolojisinden lipid peroksidasyonunu
sorumlu oldugunu gosteren ¢ok sayida calisma bildirilmistir.'® Memelilerde yapilan
caligmalarda nikotinin indiikledigi maksimum oksidatif stres, sigan beyninde mitokondride

bulunmustur. Nikotinin mitokondriyal solunum zincirini kirarak siiperoksit ve hidrojen
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peroksit olusumunu arttirdigi saptanmustir.** Nikotine maruz birakilan siganlarin, beyin
frontal korteksi incelenmis, beyin frontal bdlgelerinde sinir hiicresi stoplazmasinda
mitokondriyalar, genislemis ve diizensiz graniillii endoplazmik retikulumu, mikrovillus
olusumlari ve yiizey diizensizlikleri gibi dejeneratif yapisal degisiklikler gézlemlenmistir.”
Bununla birlikte nikotinin beyinde kavrama agisindan onemli oldugu varsayilan beyin
bolgelerinde reaktif oksijen tiirleri ve lipid peroksidasyonu iizerine herhangi bir etkisinin
olmadig1 saptanmistir .**

Sigara ve onun en biiyiik komponenti olan nikotinin gebelik ve bebek iizerine olan
etkileri de oldukg¢a fazladir. Giiniimiizde sigara i¢en kadin sayisinin fazla olmasi ve bunu
gebelik ve emzirme doneminde de devam ettiriyor olmalar1 nedeniyle gebelikte sigara
iciminin bebekte olusturacagi hasarlar1 arastirmaya yonelik calismalar hiz kazanmstir.
Sigara kullanmak, yalnizca annenin sagligina zarar vermekle kalmaz, ayn1 zamanda gebelik
ile ilgili komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasina ve yeni doganda ciddi saglik problemlerine
yol acar.”” Sigara kullanan gebe kadinlarda, sigara akcigerleri daraltarak akcigerlere daha
az hava girmesine neden olur, damarlar daraldig: i¢in yiiksek tansiyon ve nabiz fazlaligi
goriiliir, bulanti ve kusmalar dahada artar, tat ve koku alma duyusu azalir, istahsizlik
artar.”"”” Annede gdzlemlenen bu durum bebegi de olumsuz etkiler. Bebek plesenta ve
kordon kani araciliiyla beslenmektedir. Sigara igen gebelerde yeterince beslenememekte
ve gelisememektedir.”” Sigaranin etkili maddesi olan nikotin, hem yagda hem de suda
¢oOziinebildigi icin plesentadan fetiise kolaylikla gecer. Nikotinin plasenta damarlarinda
yaptig1 vazokonstriikksiyon da fetal oksijenlenmenin azalmasina sebeb olur. Bunun
sonucunda fetiise gecen besin maddeleride azaldig icin fetiiste intra uterin bliylime geriligi
goriiliir. Anne ne kadar ¢ok sigara igiyorsa intrauterin biiyiime geriligi o kadar fazla olur.**
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Sigara anne siitinde bulunan Vitamin C’yi de azaltmaktadir. Gebelikte sigara i¢iminin
perinatal mortalite ve morbiditeyi iki kat arttirdigr bildirilmistir. Gobek kordonu ve
plasentada degisiklikler, ablasyo plasenta, plasenta previa, abruptio plasenta gibi plasenta
anormallikleri, dis gebelik, bebekte gelisme geriligi, dogum Oncesi ve sonrasi ani oliimler
sigaranin etkileri arasindadir. Genel olarak sigara i¢cen annelerin bebekleri, 100-250 gram
daha diisik agirhkta ve 1 cm daha kisa dogmaktadirlar.”” Yine gebelikteki sigara
kullaniminin ¢ocuklarda zeka geriligine yol agtigi’da bilinmektedir. **°

Serbest oksijen radikallerinin ortadan kaldrilmasinda endojen antioksidan enzimler
(Glutatyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz, katalaz vb.) ve bazi vitaminler (Vitamin C,
Vitamin E vb.) islevsel olabildikleri gibi eksojen antioksidanlara (Likopen, resveretrol vb.)
gerek duyulmaktadir.'’® Tedavi amagli kullanilan antioksidanlar, birgok hastaligin
onlenmesinde, geciktirilmesinde ya da iyilestirilmesinde yararli olmaktadir.

Meyve ve sebzelerde bol miktarda bulunan fenolik bilesikler serbest radikalleri
sinirlayic1 antioksidatif etki gosteren giiglii antioksidanlar olarak bilinmektedir. Fenolik
icerigi yiiksek sebze ve meyvelere dayali diyetlerin, kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser
gibi birtakim olaylarm goriilme sikligini azaltmada etkili oldugu ortaya konulmustur.'’
Bunlar igerisinde en Onemlilerinden birisi hayvanlar iizerinde yapilan deneysel timor
gelisimini  engelledigi  belirlenen ellagic asittir.  Ellagic asit, kuvvetli  bir
antikanserojen/antimutajenik etkiye sahip bir fenolik asit olup, antibakteriyel ve antiviral
etkilere sahiptir. Ayrica yaslanmayi gegiktirici etkisininde oldugu belirlenmistir.”” Yapilan
caligmalarda, ellagic asidin lipid peroksidasyonunda, E vitamininden daha fazla antioksidan
etki gosterdigi saptanmistir. Yine Ellagic asidin, DNA’da oksidatif hasarin biiyiik
boliimiinii engelledigi belirtilmigtir.'® Yapilan bir baska calismada Yiice ve arkadaslari
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yiiksek oranda ellagic asit igceren nar suyunun saglikli ratlarin karaciger ve testis
dokularindaki antioksidan aktivite iizerine etkilerini arastirmislardir. Calisma sonucunda
degerler kontrol grubuyla karsilastirildiginda, ratlarin dokularina ait lipid peroksidasyon
diizeylerinde azalma gozlenirken, GSH, GSH-Px ve CAT aktivitelerinde belirgin bir artig

tespit edilmistir."’

Yine Alp ve ark., akut malathion toksikasyonuna maruz kalan ratlarin
akciger, karaciger ve bobrek dokularinda olusan oksidatif strese ve doku hasarina karsi
ellagic asitin énemli bir koruyucu etki gosterdigini bildirmektedir.”*' Iste birka¢ drnekte
goriildiigii gibi son zamanlarda ellagic asit iizerine olan ¢alismalar giderek artmaktadir. Bu
yiizden bizde ¢alismamizda kronik olarak nikotine maruz kalan gebe ratlarin yavrularinda
nikotinin olusturacagi bobrek hasarinin engellenmesinde, ellagic asidin koruyucu etkilerini
incelemeyi amacladik.

Calismamizda oncelikle, nikotin verilen gruptaki disi ratlarin gebe birakilma
stirelerinin olduk¢a uzun bir zamana yayildig1 gézlemlenmis, hatta bazi ratlarda ise gebelik
olusturulamamistir. Bunun nedenine bakildiginda literatiirlerde iic 6nemli neden goze
carpmaktadir; (i) Nikotinin merkezi sinir sitemini etkileyerek tireme lizerinde kilit rol
oynayan GnRH hormonunun etkinligini azalttig1, (ii) Ozellikle herhangi bir maddenin
yanmast sonucu olusan hidrokarbonlarin iiremeyle ilgili hormonlarin {iretimini diizenleyen
enzimlerin sentez ve yapisini bozarak bu tiir bir etki gosterebilecegi, (iii) Yine sigaranin
icindeki bilesenlerin yumurtaliktaki hiicrelerin Ostrojen iretimini engelledigi ve bu
durumun yumurtalar1 genetik anomalilere kars1 dayaniksiz hale getirerek yumurta kalitesini
bozdugu ve sonugta dollenmeyi giiclestirdigi bildirilmektedir. Ayrica, sigara kullanimi
dogal yoldan gebe kalmay1 zorlastirdigi, diisiikleri hizlandirdigi ve muhtemel dis gebelik
222

olusumunu da artirdigida literatiirlerde ileri siiriilen diger teorilerdir
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Gebelik donemi boyunca nikotine maruz kalmis ratlarin yeni dogan yavrularinin
viicut agirliklarinda farkliliklar tespit edilmistir. Fotal donemde sadece nikotine maruz
kalan grubua ait yavrularin ortalama viicut agirliklarinda, kontrol grubuna gore anlamli
diisiisler saptanmistir. Kontrol grubundaki yavrularin ortalama viicut agirligi 10,53 gr iken,
nikotin grubunda ortalama agirligin 7,89 gr oldugu goézlemlenmistir. Ellagic asit + nikotin
verilen grupta ise ortalama viicut agirliginin, 8,25 gr ile nikotin grubuna gore bir iyilesme
gosterdigi, sadece ellagic asit verilen grupta ise ortalama viicut agirhiginin kontrol grubuna
yakin oldugu belirlenmistir.

Insanlar {izerinde yapilan arastirmalarda nikotinin viicut agirliklarinda azalmaya
neden olmasi ii¢ nedene baglanmaktadir.*® Bunlar; (i) Birgok literatiirde sigaranin enerji
tiiketimini ve metabolizma hizini arttirdigi, (ii) Sigara igenlerde karbonhidrath yiyeceklere
kars1 ilginin az olmasi ve bu tip kilo aldiric1 gidalarin sigara igenlerce tiiketiminin az
oldugu, (iii) Sigara i¢enlerde istahin azaldigi ve buna bagli olarak gida aliminin diistigi
gozlemlenmistir. Schwartz ve ark., nikotinin hipotalamustaki nikotinik asetilkolin reseptor
(nAchR)’leri dogrudan, presinaptik reseptorleri ise dolayli yolla aktive ederek yiyecek
alim ve enerji harcammini kontrol ettigini bildirmektedir. >

Sunulan ¢aligmamizda da literatiirlere paralel olarak nikotin verilmeye
baslanmasiyla, nikotin verilen anne ratlarda giinlik yem tiiketiminde azalma
gozlemlenmistir. Buda yavrularin normalden daha diisiik agirlikta olmalarina sebebiyet
vermis olabilir. Ernst ve ark., nikotinin annedeki periferal nAChR uyararak katesolamin
salmimina yol agtig1 ve boylece vazokonstriiksiyon ve plasental kan akiminda azalmaya
neden oldugu, ayrica yine Hussein ve ark., anne ve fotiis arasinda diisiik oksijen ve besin
taginmasina neden olarak fotal hipoksi ve sonugta biiylime geriligi meydana getirdigini ileri
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siiriilmektedir. 2** 2%

Marakoglu ve Sezer, gebeligin herhangi bir doneminde sigaraya
maruz kalan gebeler iizerinde yaptiklari bir calismada diisiik dogum agirlikli bebek
dogurma oraninin gebelikte sigara igenlerde, gebelikte sigara icmeyenlere oranla daha

yiiksek oldugunu bulmuslardir. 2

Huang ve ark., postnatal donemde 7 giin siireyle
entiibasyon ile yiiksek doz nikotin (6 mg/kg) uyguladiklari ratlarin viicut agirligin1 kontrole
oranla daha diisiik tespit etmislerdir.”*’ Caligmamizda anne ratlarin istahlarinda ve yem
tilketiminde meydana gelen bu azalma ve yavrularda goézlemledigimiz diistik viicut agirlig
literatiirlerle uyumludur. Nikotinin dogum agirligina etkisinin olmadigini ileri siiren
¢alismalarda bulunmaktadir.””® **° Ornegin Murrin ve ark., yaptig1 bir ¢alismada nikotin,
deney hayvanlarina 1,5, 4,5 ve 13,5 mg/kg dozlarda olmak iizere gebeligin 2. ve 22. giinleri
arasinda verilmistir. Arastirict 1,5 ve 4,5 mg/kg/giin dozlarda dogan ratlarin dogum ve

postnatal agirliklar1 arasinda anlaml bir farklilik bulamamustir.”!

Diisiik dozda nikotinin
uterus, plasenta ve gdobek kordonunda kan akimini azalttigina dair sinirli sayida kanit
oldugu ve bunlarin cogunun kanitlanamadig: bildirilmistir.”** Zaten 6rneklerde goriildiigii
gibi nikotinin postnatal dogum agirligina etkileriyle ilgili sonuglar birbirleriyle
celismektedir.

Sastry ve ark, anne siitiindeki nikotin diizeyinin plazmadan 2-3 kat daha fazla
oldugunu bildirmekte ve bunun sebebinin de anne siitliniin yiiksek olan yag iceriginden ve
asiditesinden kaynaklamiyor olabilecegini ileri siirmektedirler.*® Bir haftaliktan itibaren 16
hafta boyunca sigara dumanina maruz birakilan ratlarla yapilan bir calismada, ratlarin canli
agirlik, boy ve kuyruk uzunliklar1 6lgiimleri yaninda, pelvisin morfolojik O6l¢iimleri
almmustir. Bu degerlerin sigara dumanina maruz kalmis ratlarda olumsuz etkilendigi tespit

edilmistir. Sigaraya maruz kalan erkek ratlarda bu etkilerin disi ratlara oranla daha fazla
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oldugu gérﬁlmﬁstﬁr.234 Yine yapilan ¢esitli calismalarda; maternal sigara igiminin ¢ocugun
postnatal donemdeki fiziksel gelisimini olumsuz yonde etkiledigi belirtilmistir. Yine sigara
icen annelerden dogan ¢ocuklar, sigara igmeyen annelerin  ¢ocuklartyla
karsilastirildiklarinda, sigara i¢enlerin cocuklarinda 7 yasinda okuma yeteneginin daha geri,
11 yasinda genel yeteneklerin 8 ay, okuma anlama yeteneginin 9 ay, matematik testleri
yeteneginin 8 ay daha geri oldugu saptanmistir. Bu calisma insanlarda okuma, zihinsel
faaliyetler ve problem ¢ozme gibi karmasik islevlerin yapilmasin1 ve koordinasyonunu
saglayan beyin ve dolayisiyla sinirsel gelisimi olumsuz etkiledigini gostermektedir.”
Zaten bizde ¢aligmamizda nikotine maruz kalan yavru ratlarin, ortalama bobrek agirliklarini
(0,60 gr) kontrol grubuna oranla (0,70 gr) daha diisiik olarak tespit ettik. Ellagic asit
verilen grupta ise bu degerin (0,65 gr) kontrol grubundaki degere yaklastig1 gorilmistiir.
Buna neden olarak nikotinin uterus ile plasenta arasindaki kan akisindaki ve doku
oksijenlenmesindeki azalmaya neden olmasi gibi birtakim olumsuz etkilerinin ellagic asit
tarafindan engellenmis olabilecegini diisiiniiyoruz.

Gebelik sirasinda bir taraftan viicudun metabolik ihtiyaclari artarken diger taraftan
dokularin oksijen acig1 da giderek artmaktadir. Dolayisiyla dokularda oksijen ihtiyacinin

artmasi oksidatif stres ve lipid peroksidasyonunu da artirmaktadir.>?

Biyolojik
membranlarda ¢oklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu siklikla reaktif oksijen
tiirlerine maruz kalma sonucunda olusur ve hiicresel fonksiyon degisimi veya hiicre 6liimii
ile sonuclanabilir.”*® Lipid peroksidasyon dokularda serbest radikal veya reaktif oksijen
tirleri (ROS) olarak adlandirilan molekiillerin, hiicrelerdeki fosfolipidlerin yapisinda
bulunan poliansatiire yag asitleriyle etkilesime girmesi sonucu ortaya ¢ikan bir dizi

reaksiyondur. Hiicre membranlarindaki bu dejeneratif reaksiyonlar sonucunda ortaya ¢ikan
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yan triinler lipid peroksidasyon iiriinleri olarak adlandirilmaktadir. MDA dokularda lipid
peroksidasyon sonucu agiga c¢ikan ve lipid peroksidasyon diizeyinin tespitinde siklikla
kullanilan bir parametredir.”*” Nitrik oksit ise fizyolojik ve patolojik birgok olayda gesitli
etkilere sahip aktif bir molekiil olup, siiperoksit radikali ile reaksiyona girerek peroksi nitrit
radikalinin olusumuna ve sonugta oksidatif strese neden olmaktadir. ***

Sunulan bu ¢aligmada lipid peroksidasyon, hiicre membranndaki yapilarin serbest
radikal hasar1 sonucu ortaya ¢ikan MDA ve NO o6l¢limii ile takip edildi. Calismamizda
nikotine maruz birakilan gruptaki yavrularin bobrek MDA diizeyi (5,25 + 0,21 nmol/mg
protein) kontrol grubu (2,40 + 0,32 nmol/mg protein) ile kiyaslandiginda nikotinin MDA
diizeyinde 6nemli bir artisa neden oldugu gozlemlenmistir (Tablo 4.2, Sekil 4.15). Bobrek
dokusundaki MDA diizeyinin kontrol grubuna gore artis gdstermesi, nikotine bagli bobrek
hasarinin  gelisiminde lipid peroksidasyonunun roliiniin  bulundugu  goriisiinii
desteklemektedir. Nikotin + Ellajik asit verilen grupta ise olglilen MDA degerinin (3,35 +
0,15 nmol/mg protein) nikotin verilen gruba gore azaldig: tespit edilmistir. Bu azalmanin
muhtemel nedeni, ellajik asidin nikotinin neden oldugu serbest oksijen radikalleri stipiiriicii
etkisi olabilir. Nikotin uygulanan gruba ait bobrek NO degerindeki (4,85 + 0,50 nmol/mg
protein) yiikselme kontrol (3,68 = 0,10 nmol/mg protein) grubuyla karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamliydi. Calismamizda nikotin ile birlikte ellagic asit verilen gruba
ait yavrularinin bobrek dokularinda belirlemis oldugumuz NO diizeyi (4,10 + 0,60 nmol/mg
protein) sadece nikotin alan grupla (3,68 = 0,40 nmol/mg protein) karsilastirildiginda
degerlerde rakamsal bir azalma olsa da bunun istatistiksel olarak Onemli olmadig1

goriilmistiir (p>0,05). Bunun muhtemel nedeni olarak NO’in bobrek dokusunda sentezinde
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rol alan indiikleyici nitrik oksit sentaz (iNOS)’in ellagic asit tarafindan engellenemedigi
disliniilmektedir.
Nikotinin direk veya indirek yollarla oksijen kaynakli serbest radikal olusumuna

239 2o . . . . . e
Oncelikle nikotin, mitokondrial solunum zincirini bozarak

yol agtig1 diisiiniilmektedir.
siiperoksit ve hidrojen peroksit olusumunu arttirir.”*® Ayrica, nikotin metabolizmasi
sirasinda sitokrom P450 monooksijenazlar oksijene ihtiya¢c duymaktadirlar. Yine yiiksek
doz nikotinin hiicre i¢i metabolizmasi sirasinda sitokrom P450 enzim aktivitesi artmakta ve
sonugta serbest radikaller meydana gelmektedir.”® Calismalarin ¢ogu oksidatif strese bagh
bobrek hasarinda lipid peroksidasyonun son iiriinii olan MDA ve NO’in artigini
vurgulamaktadirlar. Gentamisin ile yapilan nefrotoksite caligmalarinda Vardi ve ark.,
kaffeik asit fenil esterler (CAPE)’i, Karahan ve ark.’da lycopen’i MDA artisinin
engellenmesinde basarili bir sekilde kullanmiglardir. Nakas-Icindic ve ark., gentamisin ile
akut tubiiler nekroz olusturduklar: ratlarda kontrol grubuna oranla plazma NO seviyesi ve
bobrek hasarmni istatistiksel olarak yiiksek bulmuslardir.**'?* Yine doksorubusin ile
olusturulan nefrotoksitenin engellenmesinde CAPE’nin lipit peroksidasyonu engelleme
giiclinli Yagmurca ve ark., degerlendirmisler, doksorubisin uygulanan ratlarin bobrek
dokusunda NO ve MDA diizeylerini yiiksek bulmuslardir.*** Amrinonun koruyucu etkisini
Celik ve ark., vankomisin ile olusturulan nefrotoksisitede degerlendirmisler ve vankomisin
uygulanan grupta MDA degerlerinin arttigim gozlemlemislerdir.* Yine vankomisinle ilgili
benzer sonu¢ Cetin ve ark., yaptiklar1 bir bagka ¢alismada da gézlemlenmistir. 246

Nikotin uygulamasi ile yapilan pek c¢ok calismada, MDA diizeylerinde artis,
antioksidan enzimlerden SOD ve CAT aktivitelerinde ise azalma bildirilmistir.**’*** Sigara

icenler ve igmeyenlerde lipid peroksidasyon diizeylerinin arastirildig: bir ¢aligmada, sigara
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icenlerde plazma MDA diizeylerinin yiiksek oldugu tespit edilmistir. Narin ve ark., gebelik
ve laktasyon siiresinde toplam 11 hafta nikotin uygulanan ratlarda MDA ile doku NO
degerlerinde artma, miyokardiyal GSH-Px ve SOD degerlerinde azalma ve histopatalojik
olarak miyokard liflerinde kalinlagsma, interstisyel 6dem, disorganizasyon ve nekrozdan
olusan agir kardiyomiyopati tesbit etmislerdir.”'® Gallo ve ark., plasenta villuslarini in vitro
olarak nikotine maruz birakmislar ve buna bagli olarak MDA diizeylerinde anlamli bir

23 Ancak, mizrak prenatal dsnemden itibaren postnatal

artisin oldugunu goézlemlemislerdir.
12. aya kadar devam eden oral yolla nikotin aliminin hemolizat MDA diizeyleri ile SOD ve
CAT gibi antioksidan enzim aktivitelerinde herhangi bir degisim meydana getirmedigini
bildirmistir.”>* Literatiirler aras1 sonuglarda gériilen bu degisiklikler nikotinin verilis bigimi,
dozu ve siiresi ile iliskili farkliliklardan kaynaklantyor olabilir.

Daha oOncede belirttigimiz gibi endojen antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik
olmayanlar olarak ikiye ayrilmaktadir.'”> SOD ve GSH-Px gibi enzimler, oksijenin
metabolize edildigi tiim hiicrelerde serbest oksijen radikallerinin neden olacagi oksidan
hasara karsi hiicrenin en dnemli endojen enzimatik savunma mekanizmalarini olusturur.
SOD, 0O,-. H,0,’ye indirger. Hidrojen peroksit birikiminin en biiylik tehlikesi organizmada
savunma sistemi olmayan olduk¢a reaktif olan OH radikali olusumuna sebep olmasidir.
Glutatyon peroksidaz, (GSSG) olusumunda GSH enzimi araciligiyla ortamda biriken H,O,
gibi etkin radikallerin indirgenmesini saglar.

Antioksidan savunma sisteminin en gii¢lii enzimatik olmayan iiyelerinden birisi olan
GSH, tripeptid yapida, karaciger hiicrelerinin sitoplazmasinda sentezlenen enzimatik
olmayan antioksidan bir maddedir. GSH eksikliginde organizma oksidan saldirilara karsi

duyarli hale gelir. Ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda hiicrelerde serbest radikaller
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sonucu olusan oksidatif strese karst GSH Onemli bir savunma mekanizmasini
olusturmaktadir. Bu etkilerini dogrudan oksidanlara karsi hidrojen transfer ederek veya
(GSH-Px) enzimi araciligiyla (H,O;) suya ve oksijene doniisiimiinde koenzim olarak
yapmaktadir. GSH diizeyindeki azalma, hiicrelerde serbest radikal hasarina karsi
hassasiyeti arttirmaktadir.”®® Bu enzimlerin aktiviteleri ksenobiyotiklere hafif derecede
maruz kalindiginda artmakta, maruziyet yliksek diizeylerde ise enzim aktivitelerinde
inhibisyonlar olusabilmektedir 5 Sunulan caligmada, bobrek dokusundaki SOD ve GSH-
Px enzim aktiviteleri ile GSH diizeyleri olgiilerek yavrularin oksidatif stresten ne diizeyde
etkilendigi aragtirtlmistir. Yavrularin bobrek dokusunda dlgiilen SOD aktivitesinin kontrol
grubuna (4,68 + 0,41 mikroU/mg protein) oranla sadece nikotin verilen grupta (3,25 + 0,20
mikroU/mg protein) oldukg¢a azaldigi ve bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli (p<0,05)
oldugu goriildii. Nikotin ile birlikte ellagic asit verilen ratlarin bobrek dokusundaki SOD
enzim aktivitesi (3,88 £+ 0,31 mikroU/mg protein) ise sadece nikotin alan grupla
karsilastirildiginda ise daha ytiksek olarak tespit edilmistir.

Bobrek dokusunda GSH-Px aktivitesinin de SOD diizeylerine paralel bir sekilde
arttigl ya da azaldigi tespit edilmistir. Cilinkii, 6lgiilen GSH-Px aktivitesi kontrol grubu
(2,95 £ 0,30 mikroU/mg protein) ile karsilastirildiginda nikotinin tek basma verildigi
grupta (1,80 + 0,31 mikroU/gr protein) 6nemli oranda azaldigi, ancak bu azalmanin ellagic
asit ile birlikte nikotin verilen grupta (2,34 + 0,01 mikroU/mg protein) daha az oldugu
tespit edilmistir.

GSH sonuglar1 degerlendirildiginde ise nikotin uygulanan grupta (1,50 + 0,50
umol/mg protein), kontrol grubuna gore (3,00 £+ 0,58 umol/mg protein) GSH degerlerindeki
azalma net olarak goriilmektedir. Buda bobrek dokusunda nikotine karsi olusan
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hassasiyetin bir gostergesidir. Ellagic asit + Nikotin grubunun bobrek dokusundaki GSH
degerinde (2,1 + 0,58 pmol/mg protein) gézlemledigimiz artig, nikotinin meydana getirmis
oldugu hassasiyete kars1 ellagic asidin olumlu bir etkisinin oldugunu diisiindiirmektedir.

Antioksidan enzimlere ait sonuglara bakildiginda annelerin nikotine maruz kalmasi
yavru ratlarin bobrek dokusundaki antioksidan enzimlerin 6nemli derecede azalmasina
neden olmaktadir. Ancak, nikotin alan gruplara ellagic asitin ilave edilmesiyle nikotinin
neden oldugu antioksidan diizeylerdeki bu azalmanin siddetini baskiladig1 goriilmiistiir. Bu
durum, ellagic asitin antioksidan giiciine baglanmaktadir. Nitekim ellagic asitle yapilan pek
cok oksidasyon ¢alisma onun antioksidan giiciine isaret etmektedir.

Atessahin ve ark., yaptigi calismada kemoterapotik bir madde olan cisplatinin
bobrek dokusunda meydana getirecegi hasarin engellenmesinde ellagic asitin koruyucu rolii
incelenmistir. Buna gore cisplatin verilen grupta bobrek dokusunda MDA konsatrasyonu
artarken, GSH-Px ve CAT enzim aktiviteleri ise azalmistir. Ellajik asit + Cisplatin
grubunda ise bu MDA diizeyi azalirken antioksidan enzim diizeylerinde bir artis oldugu ve
bdylece ellagic asitin nefrotoksite ve oksidatif strese karst koruyucu etki gosterdigini
belirlemislerdir. **°

Yiice ve ark., ellagic asitin oksidatif hasardan koruyucu etkilerini incelemistir.
Bunun i¢in cyclosporine uygulanmig ratlarin bobrek, kalp ve karaciger dokularinda MDA
aktivitesinin arttigini, GSH, GSH-Px ve CAT enzim aktivitelerinin ise azaldigi
gozlenmistir. Cyclosporine uygulanmasi oncesinde ellagic asit verildiginde ise s6z konusu
dokularda MDA artislarinin daha az oldugu, GSH,GSH-Px,CAT enzim aktivitelerinin ise
daha az diistigii gorillmiistir.”>’ Aym arastirict ve arkadaglarimin yaptigi bir diger
calismada ise yine cisplatin verilerek oksidatif stres olusturulan ratlarin karaciger ve kalp
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dokularinda MDA aktivitesi artarken GSH, GSH-Px ve CAT enzim aktivitelerinin azaldigi,
Ellajik asit+Cisplatin uygulamasinda ise MDA diizeyinde azalma, antioksidan diizeylerinde
ise bir artig gézlenmistir.258

Bohn ve ark., cocaine ve oksijen verilen ratlarda ellagic asitin etkilerini
gozlemlemislerdir. Cocain verilen ratlarda GSH aktivitesinin diistiigli, sadece Cocain +
Oksijen verilen grupta GSH seviyesinin degismedigi, Cocain+Ellagic asit verilen grupta ise
ellagic asitin cocainin neden oldugu bu zararh etkiyi 6nledigi gézlemlenmistir.”>

Hassoun ve ark., yaptigi calismaya gore 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin
(TCDD) uygulanmis ratlarda  Ellagic asit ve E vitamininin  koruycucu etkileri
incelenmigstir. Sonu¢ olarak TCDD ile beraber vitamin E ve ellajik asit uygumalari
sonucunda beynin farkli bolgelerinden alinan dokularda GSH, GSH-Px SOD ve CAT gibi
antioksidan enzim diizelerinin arttigi goriilmiis olup bu durum ellagic asitin vitamin E
kadar etkili bir antioksidan koruma giiciine sahip oldugunu gostermektedir.”*

Ellagic asitle ilgili yukarida verilen ¢alismalarin disinda nikotinin ¢esitli dokularda
lipit peroksidasyon diizeylerinde olusturdugu artig, antioksidan parametrelerde ise azalma
ve bunlarin engellenmesine yonelik olarak cesitli antioksidan maddelerle yapilmis pek¢ok
caligmalar da bulunmaktadir.

El-Sokkkary ve ark., yaptig1 bir calismada kronik nikotin uygulanan ratlarin akciger
ve karaciger dokularinda melatoninin koruyucu etkileri incelenmistir. Nikotin uygulanan
ratlarda (LPO)’un arttigi, GSH diizeyi ile SOD aktivitesinin azaldigi, nikotinle beraber
melatonin uygulanan grupta ise LPO’nun azaldigi, GSH diizeyi ve SOD aktivitesinin ise

normale dondiigii gozlenmistir. >*°
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Stileyman ve ark., nikotin verilen ratlarda hippophae rhamnoides L. bitkisinin
etkilerini incelemek amaciyla yapmis olduklar1 ¢alismada nikotin grubuna bitki ekstresi ve
E vitamini verildiginde MDA seviseyinin arttig1, nikotin grubuna bitki verildiginde SOD
aktivitesinin distiigli, nikotin grubuna E vitamini verildiginde ise GSH-px aktivitesi arttig1
belirlenmistir. Yine ratlarda eritrosit GSH-Px ve SOD enzim aktivitelerinin nikotin
uygulanmasina bagli olarak azaldigi ve bu azalmanin vitamn E ile engellendigini
bildirilmistir. '

Guimiistekin ve ark., nikotin uygulanan ratlarin beyin dokusunda MDA diizeyinin
arttigin1 bu artisin vitamin E tarafindan engellendigini ancak Hippophea rhamnoides
bitkisinin engelleyemedigini bildirmektedir. Ayni ¢alismada GST ve GSH-Px enzim
aktivite diizeylerini nikotin uygulanan gruplarda diisiik olarak bulunurken, SOD
aktivitesinde herhangi bir degisim tespit edilememistir. Antioksidan enzimlerdeki diismenin
yagda eridigi ve bu ylizden beyin dokusuna rahat¢a ge¢cmesinden dolayir vitamin E
uygulanmastyla azaldig1 tespit edilmistir.”®® Yine Giimiistekin ve ark., yaptigi bir diger
calismada ise nikotinin kalp kasinda MDA diizeyini artirdigi, SOD ve GSH-Px
diizeylerinde ise azaldigini tespit etmislerdir. Ayn bitki ekstraktinin kalp kasindaki MDA
diizeyindeki artiglar1 baskilarken, diger antioksidan enzi diizeylerini ise yiikselttigi tespit
edilmistir. 2

Erat ve ark., yaptiklar1 bir ¢alismada ratlara i.p. olarak 0.5 mg/kg/glin dozunda
nikotin uygulamislar ve ¢esitli dokulardaki GR enzim aktivite diizeylerine vitamin E nin
etkilerini hem in vivo hem’de in vitro olarak incelemislerdir. Glutatyon rediiktazin in vivo
aktivitesi nikotin tarafindan karacigerde % 61.5, akcigerde % 65, kalpte %70.5, mide
%72.5, bobrekte % 64, testiste % 71.5 ve beyinde %11.8 oraninda engelledigi
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gozlemlenirken, kaslar1 etkilemedigi gozlemlenmistir. Vitamin E uygulamasi ile nikotinin
neden oldugu bu enzim diisiislerinin oniine gegilirken, testis dokusundaki diisiise herhangi
bir etkisinin olmadigi gérﬁldﬁ.264 Bu ¢alismadan elde edilen in vitro sonuglarda in vivo
sonuglar1 destekler nitelikteydi.

Sener ve ark., yaptig1 bir ¢calismada kronik nikotin uygulanan ratlarin bobrek ve
mesanelerinde B-glukanin koruyucu etkisi incelenmistir. Kronik nikotin uygulanan
gruplarin bobrek ve mesane dokularinda GSH aktivitesinin diistiigii, MDA aktivitesinin ise
arttigi gozlemlenmistir. B-Glukan verildiginde ise GSH seviyesinin kontrol grubuna
yaklastigi ve MDA aktivitesininde azaldig1 gozlemlenmisitir. 2%

Nikotinin neden oldugu fotal bobrek hasari ile ilgili su ana kadar yapilmis bir kag
adet calisma bulunmaktadir. Bu ¢aligmalarda bobrek tubul hiicrelerinde vakuolizasyon,
tubuler dilatasyon, nekroz alanlari, hiicreler arast kanama gibi bulgular rapor
edilmistir. ***?° Nikotin uygulamalarinin yetiskin ratlarda meydana getirdigi hasarla ilgili
olarak yapilan ¢alismalarda da yine benzer histolojik bulgular kaydedilmektedir.**® 266 - 268
Bizim histolojik verilerimiz bu ¢alismalarda elde edilen bulgulardan farkli olarak korteks
ve medullada gelisim yetersizligi ve heniiz farklilasmamis mezensimal hiicre topluluklar
tespit edilmistir.

Nikotin 1ile olusturulan bobrek hasarlarinin  engellenmesinde, Andrographis

271 272 < L 23 .
272 ye sogan yag1 *” gibi bazi

paniculata Nee, **° beta glukan, *** hesperidin *”° taurin
antioksidan maddeler kullanilmis, koruyucu ve iyilestirici rolii oldugu bildirilmistir. Bu
calismada da nikotin ile birlikte ellgic asit uygulanan gruba ait bobreklere yapilan histolojik
incelemede gelisimin nikotin uygulanan gruba gore daha ileri asamada oldugu, 6zellikle

glomerulus ve proksimal tubullerin belirgin bir sekilde olustugu tespit edilmistir.

115



Fizyolojik hiicre oliimii olarak tarif edilen apoptozis, hem c¢ekirdek hem de
sitoplazma ile ilgilidir. Morfolojik olarak hem sitoplazmanin hem de kromatinlerin
yogunlasmas1 seklinde karakterize edilir. Apoptozis, apoptotik aktivator faktér, BAX,
BAD, BID faktorleri aracilifiyla yasam Onciil proteinlerinden adaptor proteinleri
uzaklastiran mekanizmalarla aktive edilir. Apoptozise ugrayan hiicreler biiziiliir hacminin
1/3’inii kaybeder, plazma zarinda tomurcuklanmalar olusur ve hiicre sitoplazma ile
cevrilmis kromatin parcalarindan olusan apoptotik cisimciklere parcalanir.’’**"> Apoptotik
mekanizmalarda, kaspazlar (Cas-3, 8, 9 gibi), BAX ve Bcl-2 enzimleri onemli etkiye
sahiptirler. BAX enzimi mitokondriyon membran gegirgenligini artirarak sitokrom C gibi
kaspaz aktivatorlerinin sitoplazmada artisina neden olurlar. Sonugta, mitokondriyal
disfonksiyon, hiicre membran yapisindaki fosfolipidlerin yer degistirmesi, apoptotik
sitoplazma bogumlanmalari, kromatin yogunlagmalar1 sonucunda hiicre Olimii
ger¢eklesmektedir. Diger yandan, Bcl-2 ise hem antiapoptotik (Bcl-xp, mitokondriden
sitokrom c salinimin1 engelleyerek apoptotik aktiviteyi onler) hem de proapoptotik (Bcl-xs)

etkili bir rol oynamaktadir.

6 271 8

Nikotinin in vivo bobrek ve sidik kesesi,>* karaciger,27 kalp, akciger,27
uterus,””’ pankreas,”® dokularinda, in vitro olarak Leydig,”®' damar endotel,”* akyuvar**’
ve akciger A549 epitel hiicrelerinde *** apoptosize neden olduguyla ilgili olarak pek ¢ok
calisma bulunmaktadir. Ancak bazi ¢alismalarda ise nikotinin apoptozisi engelledigi ya da
diizenledigi de bildirilmektedir. Bu tutarsizligin nedeni nikotinin etki mekanizmasinin
caligilan ilgili dokularda veya yetiskinlerde farkli bir mekanizmayla etki gdstermesine

229 Nikotin, hiicrede bes alt iinitesi olan nikotinik asetilkolin

baglanilmaktadir.
reseptorleri araciliiyla hiicre zarinda bulunan ligand kapili Ca kanallarim aktive eder **°
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Yiiksek Ca diizeyi hiicre i¢i haberlesmenin bozulmasi ve organellerde hasar gibi apoptotik
etkilerin ortaya ¢ikmasina neden olur.””' Ayrica, nikotin serbest oksijen radikallerinin asir1

292

tiretilmesiyle oksidatif stresin meydana gelmesine de sebep olmaktadir.”” Apoptotik hiicre

Slimiiniin en énemli nedenlerinden birisinin oksidatif stres oldugu ileri siiriilmektedir.”
Zhao ve Reece’in yaptiklar arastirmaya gore, nikotinin embriyonel donemde organlarda
meydana getirdigi hasarlarin ¢ogu hiicre i¢i kalsiyum artig1 sonucu olusan oksidatif strese

ve devaminda apoptosize baglanmaktadir.”**

Sunulan calismada, apoptotik aktiviteyi
6lemek i¢in yapilan BAX immun boyamalarinda gruplar arasinda énemli bir fark olmadigi
belirlendi. Elde edilen bu sonuglara goére nikotinin apoptotik etkisinin BAX yoluyla
olmayabilecegi diisiiniildii. Diger yandan, sadece ellagic asit ve nikotin + ellagic asit
uygulanan gruplara ait bobrek kesitlerindeki Bcl-x; immun reaksiyonlarmin nikotin
grubuna gore ¢ok yogun boya aldig1 belirlendi. Elde edilen bu verilere gore ellagic asitin

antiapoptatotik etkili Bcl-xp protein sentezinde artisa neden oldugunu ve bu sayede

nikotinin bobrek dokusunda olusturdugu apoptozisi azaltmis olabilecegi diisiiniildii.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, nikotin alan annelerden dogan yavru ratlarda meydana gelen
nefrotoksisite mekanizmalarindan birisi oksidatif hasardir. Ciinkii nikotin uygulanan gebe
ratlarin yavrularima ait bobrek dokularindaki hasarin varligit hem biyokimyasal olarak
(kontrol grubuna goére MDA ve NO diizeylerinde artis, GSH, GSH-Px ve SOD gibi
antioksidan enzim diizeylerinde ise diisiis) hem de immunohistokimyasal olarak tespit
edilmistir. Ancak, ellagic asit uygulamasi ile nikotinin bdbrekte olusturdugu bu oksidatif
stres ve histolojik degisiklikler engellenmistir. Elde edilen bu sonuglar ile ellagic asit igeren
dogal fenolik icerikli meyve ve sebzelerin gebelik sirasinda alinmasinin sadece nikotin alan
annelerde degil aynm1 zamanda gebeligin ilerlemesiyle yiikselen oksidatif stresin
azaltilmasinda veya viicuttaki antioksidan enzim diizeylerinin artirilmasinda 6nemli bir roli

olabilecegini diisiinmekteyiz.
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