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OZET

Yiiksek Lisans Tezi
Subkronik Tiner Inhalasyonunun Ratlarda DNA Hasar1, Protein Oksidasyonu, Lipid
Peroksidasyonu ile Bazi Biyokimyasal Parametrelerdeki Degisimleri ve Bunlara a-Lipoik

Asitin Etkisinin Arastirilmasi

Tugba SAHIN
Afyon Kocatepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Muhsin KONUK

Ucucu maddelerin endiistriyel amaglar disinda keyif verici ve uyarici olarak kotiiye kullanimi
onemli boyutlardadir. Endiistriyel amacgla yaygin kullanilan tiner ve benzeri ¢oziiciilerin
inhalasyonu ROS’inin asir1 liretilmesine neden oldugu ve DNA, proteinler ve lipidlere etki
ederek hiicre hasarina ve yaslanmaya neden oldugu bilinmektedir. Organizma ise serbest
radikallerin zararl etkilerini enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlarin aktivasyonu ile
dengeleyip uzaklastirmaktadir. Calismamiz, subkronik tiner inhalasyonunun oksidan-
antioksidan denge iizerine etkilerini ve toksisitenin oksidatif stresle iliskili olup olmadigini
belirlemek ve o-lipoik asitin subkronik tiner toksikasyonuna karsi koruyucu etkilerini
aragtirmak amaciyla gergeklestirilmistir. Calismada, kontrol grubu (K), zeytin yag (Z), a-
lipoik asit (LA), tiner (T) ve tiner + a-lipoik asit (LAT) olmak iizere, her grupta 15 Sprague-
Dawley cinsi rat igeren 5 grup olusturulmustur. Deneme siiresi olan 8 hafta sonra deneklerden
alinan kan orneklerinde; MDA, GSH, MetHb, Toluol ve Mononuklear Lokosit DNA hasar
diizeyleri, protein oksidasyonu, NOx metabolitleri, TAK, Glikoz, Total Kolestrol, Trigliserid,
HDL Kolestrol, LDL Kolesterol, AST ve ALT diizeyleri tespit edildi. Elde edilen veriler
SPSS paket programi kullanilarak Anova ve Duncan testleri ile analiz edilmis, p<0.05 anlamli
degeri kabul edilmistir. Sonug¢ olarak, calismadan elde ettigimiz veriler subkronik tiner
inhalasyonuna maruz kalmis ratlarda artmis oksidatif stresin olumsuz etkilerinin
tamponlamasinda ve komplikasyonlarin Onlenmesi veya hafifletilmesinde a-lipoik asitin
koruyucu olabilecegini ortaya koymaktadir.

2008, 98 sayfa

Anahtar Kelimeler: Tiner, Oksidatif Stres, Lipit peroksidayonu, a-Lipoik Asit
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ABSTRACT

M. SC Thesis
Determination of Effect a-Lipoic Acid on
DNA Damage, Protein Oxidation, Lipid Peroxidation and Some Biochemical Paramets

at Subchronic Thinner Inhalated Rats.

Tugba SAHIN
Afyon Kocatepe Universty Graduate School of Naturel and Applied Sciences
Department of Biyology
Supervisor: Prof. Dr. Muhsin KONUK

The misusage of volatile chemicals for pleasure rather than industrial purposes has been
increasing for a long time. Some of the well known side effects of thinner and thinner like
compounds are: causing the increase of ROS, damage to cellular components e.g. DNA,
proteins, lipids and cellular aging. Living organisms defend and tolerate themselves against to
their harms. The present study was carried out to determine both the effects of sub-chronic
thinner inhalation on oxidant-antioxidant balance, and relation between toxicity and oxidative
stress and possible protective effect of a-lipoic acid against to thinner toxication in rats. In the
study, rats, Sprague-Dawley, were divided into 5 groups as follow: Control (K), Olive oil (Z),
a-lipoic acid (LA), Thinner (T), and a-lipoic acid+thinner (LAT). Each group was composed
of 15 rats and study lasted 8 weeks. After completing the animal studies, MDA, GSH, MetHb,
Toluol, and mononuclear leucocyte damage levels, protein oxidation, NOy metabolites, TAC,
Glucose, Total Cholesterol, triglyceride, HDL-Cholesterol, LDL-Cholesterol, AST and ALT
levels were determined in the blood specimen of the rats employed. The data obtained from
the study were analysed statistically by using SPSS package software and both Anova and
Duncan tests were performed. p<0.05 level was accepted as statistically significant level. The
results indicated that a-Lipoic acid has protective and balancing effect against to
complications occured by thinner inhalation in rats.

2008, 98 page

Key words: Thinner, Oxidative Stress, Lipid peroxidation, a-Lipoic Acid
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1.GIRiS

Sanayide yaygin olarak kullanilmalar1 nedeniyle imalattan giinlik yasama, bir¢ok asamada
insanlar ugucu ¢oziiclilere inhalasyon, deri ve oral yol ile maruz kalmaktadirlar (Vural 1996).
Son yillarda bu maddelerin 6zellikle de tinerin uyusturucu amacglh kullanilmast s6z konusu
olmustur. Diger uyusturucu maddelerin pahali, temininin zor ve kullaniminin yasak olmasi
nedeniyle, daha c¢ok sosyoekonomik diizeyi diisiik ve ailevi problemleri olan gengler
tarafindan tiner tercih edilmektedir. Tinerin uyusturucu amacl kotiiye kullanimi tilkemizde de
saglik acisindan ve sosyal acidan giderek onemli bir sorun haline gelmektedir. Bu ylizden
tinerin kotilye kullanilmasinin saglik {izerindeki etkilerinin belirlenmesi; bu ¢ocuklarin,
ailelerinin ve toplumun bu konuda bilgilendirilmesi ve egitilmesi gereklidir. Bakirkdy Ruh ve
Sinir Hastaliklar1 Hastanesi Alkol ve Madde Bagimlilar1 Arastirma ve Tedavi Merkezi'nin
(AMATEM) kayith verilerine gore, tiner bagimliligi nedeniyle tedavi icin basvuran ¢ocuk
sayis1 1995 yili igine 529 olmustur. ingiltere'de ise narkotik amagla kullanilan ugucu bilesik

inhalasyonunun yilda yaklasik 100 6liime yol actig1 bildirilmektedir (Flanagan et al. 1990).

Cevresel ve kimyasal ajanlara maruz kalma, hiicrelerde radikal olusumu ve reaksiyonlarini
arttirarak oksidatif strese yol agmaktadir. Oksidatif strese neden olan tehlikeli reaktif oksijen
tirleri, cesitli biyolojik makromolekiillerle (DNA, RNA, lipoproteinler) kolaylikla
etkilesebilmektedir. Bir organik ¢oziicii olan tinerin toksik etkisi reaktif oksijen bilesikleri
(ROS) olugmast seklinde ortaya ¢ikmakta ve serbest radikallerin asir1 iiretimi veya yetersiz
notralisazyonu proteinler, lipitler ve DNA’da hasara yol agmaktadir. Birgok ucucu bilesik
ve/veya karisimlarin uzun siireli olarak kullaniminin akciger ve karacigerde kalict hasarlara
yol actig1 gosterilmistir (Al-Alousi 1989, Marjot and McLeod 1989). Organik solventlerin
hiicre hasarindaki toksik etkilerini reaktif oksijen {iriinleri (ROS) olusumu yolu ile
gosterdikleri de bildirilmistir (Mattia et al. 1991). Siiperoksid anyonu, ferril ve hidroksil
iyonlar1 gibi reaktif oksijen iirlinlerinin lipid peroksidasyonlarin1 baslattigir bilinmektedir.
Geleneksel olarak dokularda ROS'un yaptigi hasar lipid peroksidasyonlarinin Slglimii ile
belirlenmektedir. Biyolojik membranlarda lipid peroksidasyonlarina yol agan ROS olusumu
membran fonksiyonlarinin bozulmasina bdylece akiskanligin azalmasina, membrana bagl
proteinlerin inaktivasyonuna, hiicre-i¢ci Ca*" diizeyi artis1 ve Ca’" Mg®" ATP-az aktivitesi
artiglarina neden olmaktadir (Lebel and Schatz 1990, Mattia et al. 1991). Bazi organik
solventlerin ve toluenin pulmoner alveoler makrofajlarda ve akciger mikrozomlarinda lipid

peroksidasyonlarini baslattigi (Suleiman 1987, Stickny 1989), karacigerde ise ileri ROS



olusumunu hizlandirdigina ait deneysel ¢calismalar mevcuttur (Mattia et al. 1993). Peroksidatif
hasarlarda artma ve antioksidan kapasitelerde ise azalmalar, yiiksek doz tiner inhalasyonunun
dogurdugu 6nemli komplikasyonlardir. Ancak solventlerin karisim halinde bulunduklarinda
cok diisiik konsantrasyonlarda bile olsalar, birbirleriyle sinerjik etki gosterdiklerini ve hatta

birbirlerinin toksik etkilerini arttirabildiklerini de gz 6niinde bulundurmalidir.

Lipoik asit bilinen ¢ok yonlii antioksidanlardan biridir. Lipoik asit sitrik asit dongiisiinde
asetil CoA sentezinden sorumlu olan piriivat dehidrogenaz (PDH) enzim komplekslerinin
aktivitesinde ¢ok Onemli role sahiptir (Perham 1991). Yag ve suda fonksiyon gosterebilen
lipoik asit; serbest oksijen, siliperoksit, peroksit ve hidroksil radikalleri, hipoklorit ve
peroksinitrit gibi genis bir yelpazedeki serbest radikallerin ndtralizasyonunu basarabilir
(Biewenga ve ark. 1997). En iyi antioksidan olarak kabul edilen lipoik asit, Mn2+, Cu2+, Zn2+,
ve Pb”" gibi gecis metallerle stabil kompleksler yaparak biyolojik sistemlerdeki agir metalleri

de etkisizlestirebilmektedir.

Bu tez calismasinda organik solventlerden seliilozik tinerin organizmada olusturacagi
oksidatif stres ve buna bagli olarak olusan hiicre hasarina karsi lipoik asitin koruyucu
etkisinin arastirilmasi ile hem endiistriyel boyutta isci sagliginin korunmasinda hem de ugucu
maddeleri kullanan bagimlilarin tedavilerinde yeni modulasyonlarin gelistirilmesine katki

saglanmas1 hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

Organik ¢oziiciiler gerek giinliikk yasantimizda evlerde, gerekse endiistride bir¢ok is yerinde
yaygin olarak kullanilan sivi maddelerdir. Sayilari her gegen giin artmaktadir. 1880’lerde
yirmi kadar ¢oziicii bilinirken, bugiin sayilar1 binleri ge¢gmektedir. Bunlardan en az {i¢ yiiz
tanesi yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu ¢oziiciiler baslica; inceltici olarak boyalarda,
cilalarda, yapistiricilarda, daktilo  diizelticilerinde, kuru temizleme sivilarinda
bulunmaktadirlar (Ramsey et al. 1989, Flanagan et al. 1990). Tinerin endiistriyel amagh

kullaniminin yani sira son yillarda uyusturucu amagli kullanimi da s6z konusu olmustur.

KULLANILAN MADDE TURU (%)

67.7

TINER BALLY UYUSTURUCU VE
HAP

Sekil 2.1. Cocukluk ¢aginda kullanilan uyusturucu maddeler (int.Kyn.1).

Tiner temini kolay, ucuz ve kullanilmasi yasak olmadigi i¢in 6zellikle de sosyoekonomik
diizeyi diistik ve ailevi problemleri olan gengler tarafindan uyusturucu madde olarak suistimal
edilmektedir (Flanagan et al. 1990, Mattia et al. 1991). Kotii amacgh organik ¢oziici
inhalasyonu en ¢ok yirmi yasin altindaki genclerde goriiliir. Fakat bes yasin altinda ve altmis
yasin iizerinde bildirilen vakalar da mevcuttur (Cross et al. 1987). Ingiltere'de 19841986
yillarinda addlesan okul ¢ocuklari arasinda rapor edilen ugucu madde suistimalinin prevalansi
%5-9'dur (Flanagan et al. 1990, Mattia et al. 1991). Ulkemizde ise 1990 yilinda istanbul’da
tiniversite ogrencilerinde yapilan bagka bir arastirmada sedatif hipnotik kullanim oran1 %15,
uyarici ilag kullananlar %2,6 ve esrar kullanimi olanlar %6 olarak bulunmustur (Yiiksel ve
Dereboy 1994). 1995 yilinda Saglik bakanliginin 7 ilde yaptig1 bir ¢alismada alkol dig1t madde

kullanim oran1 %3,5 olarak bulunmustur.



2.1. Seliilozik Tiner

Seliilozik ve sentetik olmak iizere iki ¢esit tiner bulunmaktadir. Ulkemizde bulunan tiner
genellikle boya tineri olarak adlandirilmaktadir. Calismamizda seliilozik tiner kullanilmistir.
Seliilozik tiner; biinyesinde hidrokarbonlar, esterler, glikol eterler, ketonlar ile alkoller
bulunduran ve nitro-seliiloz esasli her tiirlii boyalarin, verniklerin vizkozitelerini diistirerek
uygulama kolaylig1 saglamak i¢in kullanilan ¢6ziicii karisimdir (Tiner 1992). Boya tineri,
kimyasal yapisindan dolay1 saf bir madde olarak tanimlanamaz, gaz kromatografik analizinde
200’den fazla aromatik ve alifatik maddenin karigimindan olustugu ortaya ¢ikmistir (Carabez

et al. 1998).

Ulkemizde kullanilan tinerin fiziksel ve kimyasal 6zelikleri Tiirk Standartlar1 Enstitiisii (TSE)
tarafindan belirlenir. Buna gore seliilozik tinerin asetik asit oran1 en ¢ok % 0.03, toplam
hidrokarbon miktar1 en ¢ok % 56, aromatik hidrokarbon orami en az % 30, alifatik
hidrokarbon oran1 en ¢ok % 25 ve alkoller, esterler, ketonlar, glikol eterlerin orani ise en az %
44 olmalidir. Benzen ve klorlu hidrokarbonlar bulunmamalidir. Toluenle seyrelme orani en az
%1 olmalidir (Tiner 1992). Istanbul Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Kimya Boliimii
tarafindan tlkemizdeki seliilozik tinerin igerigini gaz kromatografisi metodu ile analiz
edilmistir. Sonuglara gore lilkemizdeki tinerler, yaklasik olarak % 63 oraninda toluen, % 13

aseton, % 10 izobutil asetat, % 7,5 izobutanol, % 6,5 butilglikol icermektedir.

Toluen: Toluen, benzen halkasina metil grubu eklenmesi ile elde edilen aromatik bir
hidrokarbondur (Ellenharn et al. 1988). Toluen yanici ve patlayicidir (Ramsey et al. 1989,
Allen et al. 1992). Naftenden zengin petrol iirlinlerinden ve koémiirden hidroformasyon ile
tiretilir (Allen et al. 1992). Renksizdir ve karakteristik bir kokusu vardir. Endiistride boya,
vernik, zamk, cila ve laklarda ¢oziicii olarak sik bir sekilde kullanilir. (Ellenharn et al. 1988,
Ramsey et al. 1989, Vural 1996). Toluen inhalasyon ve deri yolu ile absorbe edilir. Daha ¢ok
yagda ¢oziiniir oldugundan 6zelikle yagdan zengin olan sinir sistemi gibi dokularda yiiksek
konsantrasyonlara ulagir (Ellenharn et al. 1988, Flanagan et al. 1990, Vural 1996). Inhale
edilen miktarin %50’si absorbe edilir. Kullanim miktar1 idrardaki hippurik asit miktar ile
monitdrize edilebilir (Ellovaara et al. 1979, Ellenharn et al. 1988). Toluenin karsinojenik
etkisi yoktur. Mutajenik etki olarak kromatid kiriklar1 yapar. Teratojenik, embriyotoksik
oldugu ve plasentadan gectigi bilinmektedir. Impotans ve sperm hiicre anomalileri yaptig

gosterilmistir (Allen et al. 1992).



Aseton: Genel olarak izopropil alkoliin dehidrojenasyonu sonucu elde edilir (Allen et al.
1992). Ucucu, yanicidir ve tipik bir kokusu vardir (Ellenharn et al. 1988). Kimyasal ve
farmakolojik  islemlerde, tekstilde, tinerde, miirekkepte, yapiskanlarda, temizlik
malzemelerinde ve laboratuvarda yaygin olarak kullanilir (Allen et al. 1992). Hafif
intoksikasyonda uyusukluk, bas agrisi, bulanti, kusma, konusmada bozulma, ciddi
intoksikasyonda ise koma gozlenebilir. Karsinojenik ve mutajenik etkisi gozlenmemistir

(Ellenharn et al. 1988, Allen et al. 1992).

izobutil-asetat: Izobutil asetat, izobutil alkol ve asetik asitten elde edilir. Oksitleyici
maddelerin varliginda veya orta derece 1sitildiginda yanici olup, buhari patlayicidir. Organik
maddelerde ¢oziicli ve tatlandiric1 olarak veya bir¢ok karisimda butil asetat ve metil izobutil
keton yerine kullanilabilir. Toksikasyonunda siddetli ise bas agrisi, bulanti, kusma, bas
donmesi, depresyon hali ve biling kayb1 gozlenir. izobutil asetatin karsinojen veya mutajen

olmasina dair bir bilgi yoktur (Allen et al. 1992).

Izobutanol: Butiraldehidin alkole indirgenmesinde izobutanol meydana gelmektedir.
izobutanol yanici bir maddedir. Cilalarda, nitro selliilloz yapiminda butil asetatla birlikte veya
yaglarda, reginelerde, verniklerde, formaldehid kopiigiinde ¢o6ziicii olarak kullanilir.
Antibiyotiklerin, hormonlarin ve vitaminlerin farmakolojik sentezinde de kullanilmaktadir.

Inhalasyonu ve deri emilimi fazla toksik degildir (Allen et al. 1992).

2.2. Tinerin Farmakokinetigi ve Metabolizmasi

Inhalan maddelerin en toksiklerinden biri olan tiner, viicuda solunum yoluyla alindiktan 10
saniye sonra bronglardan kana karigmaktadir. Kan yoluyla tiim viicuda yayilmakta; adipoz
dokuda, yiiksek yag igceren dokularda ve vaskiiler dokularda birikmektedir. Uzun siireli tiner
kullaniminin akciger, karaciger ve beyin dokularinda kalici hasarlara yol agtig1 gosterilmistir
(Mattia et al. 1991, Ulakoglu et al. 1998a, Baydas et al. 2003). Toluen, kan yoluyla dokulara
ulastiktan sonra, cesitli enzimatik etkilesimlerle diger bilesiklere doniismektedir. Viicuda
giren toluen; ilk olarak karacigerde bulunan sitokrom P-450 (CYP-450) enzimleri ile
etkileserek yan zinciri hidroksillemekte ve benzil alkole doniismektedir. Daha sonra alkol
dehidrogenaz enzimi ile oksitlenerek, benzaldehide ve aldehid dehidrogenaz etkisi ile benzoik

aside transforme olmaktadir. Olusan bu benzoik asidin, idrar yoluyla viicuttan atilmasi i¢in bir



dontisiime daha ihtiyaci vardir. Benzoik asit glisin ile birleserek temel idrar metaboliti olan
hipptirik asidi olusturur. Viicuda giren toluenin %60-70°1 24 saat iginde hippiirik aside
doniistiiriilerek idrar yoluyla viicuttan atilmakta, %10-20’si de solunum ve terleme ile deriden

atilmaktadir (Eisenberg 2003). Yar1 6mrii 0,5-3 gilindiir (Filley 2004).

Yagda ¢oziinen organik maddelerden olusan ugucu maddelerin hepsi kan-beyin bariyerini
rahatlikla gecerek, biling diizeyini etkiler. Inhalanlarin merkezi sinir sistemindeki
farmakolojik etki mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Ancak; alkole benzer bicimde,
néronal hiicre membranmin akiskanligini ve beyin gama aminobiitirik asit (GABA)
diizeylerini arttirarak etki gosterebilecegi one siiriilmiistiir. Etkileri birka¢ dakikadan birkag
saate kadar devam edebilir. Idrarda hippurat/ kreatinin oraninin 1gr/gr’1n {istiinde olmast tiner
kullaniminm1 disiindiirebilir; ancak, benzoik asit gibi gida koruyucularin yanlis pozitif

sonuglara yol acabilecegi de unutulmamalidir (Filley et al. 2004, Altindag ve ark. 2001).

2.3. Tinerin Dagilim ve Etkileri

Tinerin akut etkileri keyif verici olup; ofori, zindelik, ajitasyonu takiben gevseme, bas
donmesi, gorsel ve isitsel halusinasyonlar, yorgunluk ve uyku hali seklinde gézlenir. Ayrica
kullanim sirasinda Oksiirme, tiikiiriik miktarinda artis, deride kizarma, bulanti, kusma,
fotofobi, uyum bozuklugu, diplopi, ataksi, konusmada bozulma, reflekslerde azalma ve
nistagmus ortaya ¢ikar (Meadows 1996). Kronik kullanimi sonrast asir1 kilo kayb1, yorgunluk,
hir¢in davraniglarin yani sira santral sinir sisteminde, kalpte, karacigerde, akcigerlerde ve
bobreklerde kalici hasarlar olusur (Flanagan 1990, Meadows 1996, Ulakoglu 1998a). Tiner,
inhalasyonundan sonra, lipid yoniinden zengin olan santral sinir sisteminde daha fazla

toplanarak hasar olusturur (Filley et al. 2004).

Bir calismada, altmis giin inhalasyon sonrasi periferik miyelinli sinir liflerinin boyut ve
kalinliklarinda degisiklikler tespit edilmis, miyelin kilifta 6dem, aksonlarda incelme
gozlenmistir. Doksan giin sonrasinda ise sinir liflerinde atrofi saptanmistir (Carabez 1998,

Filley et al. 2004).



2.4. Serbest Radikaller ve Antioksidan Savunma Sistemleri

Son on yi1l i¢inde diinyanin ¢esitli yerlerindeki aragtirmacilar yeni, iki yonli bir insan sagligi
modeli ortaya koymuslardir. Bu modelin ilk kismi serbest radikallerle ilgilidir. Ikinci kismi
ise serbest radikalleri; dnleme yonelik, bilince dayali dogal bir saglik sistemi yoluyla etkili bir

sekilde kontrol altina alinmasiyla ilgilidir.

2.4.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller i¢in birgok tanim yapilmasina ragmen otoritelerin {izerinde birlestigi tanim;
bir serbest radikalin molekiiler ya da atomik yoriingesinde bulunan ve genelde ¢ok reaktif
olan c¢iftlesmemis elektron bulunduran bir kimyasal iirlin oldugu seklindedir (Akkus 1995).
Atomlar, notron ve protondan olusan bir ¢ekirdek ve bu ¢ekirdegin cevresinde donen
elektronlardan olusurlar. Atom ¢ekirdeginin ¢evresindeki, elektronlarin bulundugu bosluga da
orbital denir. Her bir orbitalde spinleri birbirine zit (1)) olan iki elektron bulunur. Bu

elektronlara eslenmis veya ortaklanmis elektronlar denir (Halliwell 1987).

Atom veya molekiiller, yoriingelerindeki elektronlar eslesmis ve ters pozisyonda yer
aldiklarinda kararli bir yap1 gosterirler. Bu kararli yap1 eslesmemis elektron
bulundurduklarinda bozulur. Serbest radikaller, dis orbitallerinde bir veya daha fazla
eslesmemis elektrona sahip, kisa Omiirlii, kararsiz, molekiil agirligi diisiik ve cok etkin
molekiiller olarak tanimlanir. Baska bir ifadeyle serbest radikaller, negatif yiklii elektron
sayisinin, pozitif yiiklii proton sayis1 ile esit olmadigi molekiillerdir (Halliwell 1987,
Cheeseman 1993). Kimyasal ve biyokimyasal tepkimeler daima atomlarin dis orbitallerindeki
elektronlar seviyesinde gerceklesir. Dis orbitallerde paylasilmamis elektron bulunmasi séz
konusu kimyasal tiiriin reaktivitesini olaganiistii arttirdig1 i¢in, radikaller reaktivitesi ¢ok

yiiksek olan kimyasal tiirlerdir.
Bir serbest radikal 3 yolla ortaya ¢ikabilir (Halliwell 2001).
1- Kovalent bag tasiyan normal bir molekiiliin homolitik yikim1 sonucu olusurlar (Boliinme

sonrasi her bir parcada ortak elektronlardan biri kalir):

A:B—A"+B’



2- Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybr ya da bir molekiiliin heterolitik olarak
boliinmesi ile olusurlar. Heterolitik bolinmede kovalent bagi olusturan her iki elektron,
atomlardan birisinde kalir.

A:B—>A~+B"

3- Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile olusurlar.

A+e —A

Serbest radikaller, pozitif yiiklii, negatif yiiklii ya da notral olabilirler. Biyolojik sistemlerde
en fazla elektron transferi ile olusurlar (Akkus 1995).

Viicutta {iretilen radikaller her zaman tehlikeli ve zararli maddeler olarak
degerlendirilmemelidirler. Zararl etkilerinin yaninda viicut i¢in gerekli bir¢ok fonksiyonun
gerceklesmesinde de Onemli rol oynarlar. Molekiiler oksijenin biyokimyasal tepkimelerde
kullanilabilmesi i¢in reaktif formlara ¢evrilmesi zorunludur. Hiicre farklilagsmasi ve apoptoziz,
mikroorganizmalara karsi savunma, steroid yapida cok sayidaki bilesigin {retimi,
eikozanoidler gibi biyolojik aktif molekiillerin sentezi, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu,
cok sayida oksidaz ve hidroksilaz enzimlerinin etkileri ve sitotoksik etkilere sahip hiicrelerin
fonksiyonlar1 i¢in, serbest radikal yapimi olmazsa olmaz bir kosuldur (Cheeseman 1993,

Bergendi 1999).

2.4.1.1. Oksijen ve Oksijen Radikalleri

Molekiiler oksijen dis orbitallerinde paylasilmams iki elektron igerir. Bu elektronlar, spinleri
ayn1 yonde ve farkli orbitallerde iken minimum enerji seviyesindedirler. Radikal tanimina
gore oksijen diradikal yapiya sahip bir molekiildiir. Fakat oksijenin reaktivitesi beklenenin
aksine ¢ok diisiiktiir. Diradikal yapiya sahip olan oksijenin herhangi bir molekiille tepkimeye
girebilmesi i¢in, tepkimeye girecegi molekiiliin de farkli orbitallerde spinleri ayni yonde
elektron igcermesi gerekir. Oysa basta organik molekiiller olmak iizere, atom ve molekiiller
orbitallerinde elektronlar1 antiparalel ve eslesmis olarak igerirler veya paylasilmamis

elektronlar kovalent baglara katilmislardir. Bu nedenle, oksijenin diger molekiillere olan



reaktivitesi son derece kisitlanmistir. Bu kisitlama spin kisitlamasi olarak adlandirilir.
Oksijenin enzimatik olarak viicutta kullanimi sirasinda, igerdikleri metal iyonlarinin yardimi
ile, spin kisitlamasi asilir. Dis orbital elektronlarinin mevcut durumunun degistirilmesi onu
reaktif hale getirir ve kullanimina olanak saglar. Bu amacla spin kisitlamasi iki yolla asilabilir

(Kiling and Kiling 2002).

a. Oksijene elektron transferi: Serbest metal iyonlari, ¢ok daha etkili olmak iizere ise,
proteinlere bagli metal iyonlar1 araciligi ile oksijene bir veya iki elektron aktarimi
katalizlenebilir. Oksijene tek elektron transferi ile siiperoksit radikali olusur. Spin kisitlamasi
kalktig1 icin siiperoksit, oksijene gore cok daha reaktiftir. Iki elektron transferi ile de peroksi

anyonu olusur. Bu tiir ortamdan aldig1 iki proton ile H,O; olusturur.

b. Enerji absorpsiyonu: Bu mekanizma ile oksijenin iki uyarilmis formu olusur. Singlet
oksijen ('0,) diye adlandirilan oksijenin bu formlarinda dis orbital paylasiimamis
elektronlarindan birisinin spini degismistir. Delta formunda zit spinli elektronlar ayni
orbitalde veya sigma formunda ise ayr1 ayri orbitallerde bulunabilirler. Her iki formun
reaktivitesi ¢ok yiiksektir. Oksijenin spin kisitlamas: asilmis formlar1 Sekil 2.2°de

goriilmektedir.
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Sekil 2.2. Molekiiler Oksijenin Farklt Formlarinin 2p Orbital

Elektronlarinin Konfigiirasyonu (Kiling and Kiling 2002).



Oksijen bulunan bir ortamda oksijenin metabolize edildigi aerobik canlilarda daima radikal
tiretimi gerceklesir. Hiicresel kosullarda olusabilen oksijen radikalleri ile oksijen i¢eren reaktif

tiirlerin 6nemli olanlar1 Cizelge 2.1°de goriilmektedir (Diindar ve Aslan 2000).

Cizelge 2.1. Sik Karsilagilan Radikaller, Simgeler ve Kimlikleri (Diindar ve Aslan 2000).

Radikal Simge Tanimlama
Hidrojen H° Bilinen en basit radikal
Siiperoksit 0,” Oksijen metabolizmasinin ilk ara {iriinii
Hidroksil OH’* En toksik (reaktif) oksijen metaboliti
Hidrojen peroksit H,0, | Reaktivitesi ¢ok diisiik, molekiiler hasar yetenegi zayif
Singlet oksijen 003 Yarilanma 6mrii hizli, giiclii oksidatif etkili

Perhidroksi radikal HO," | Lipidlerde hizli ¢éziinerek lipid peroksidasyonunu artirir

Peroksil radikal ROO" | Perhidroksile oranla daha zayif etkili, lipidlere lokalize olur
Triklorometil CCly CCl, metabolizmas: {iriinii karacigerde iiretilen bir radikal
Thyl radikali RS® Siilfiirli ve ciftlenmemis elektron iceren tiirlerin genel adi
Alkoksil RO’ Organik peroksitlerin yikimui ile {iretilen oksijen metaboliti
Nitrojen oksit NO L- arjinin amino asitinden in vivo iiretilir.

Nitrojen dioksit NO, NO’in oksijen ile reaksiyonundan firetilir.

Canli organizmada olusabilen radikallerin sayis1 yiizlerle ifade edilse de, bu radikaller
arasinda stiperoksit, hidrojen peroksit, nitrik oksit ve hidroksil radikalinin 6zel yerleri vardir.
Hatta bu radikaller icinde siiperoksit ve nitrik oksit temel radikaller sayilabilir. Cilinki
stiperoksit ve nitrik oksit enzimatik mekanizmalarla, devamli olarak ve 6nemli derisimde
iiretilen radikallerdir. Ayrica bu iki radikal, biyolojik sistemlerde tanidigimiz diger biitiin
onemli radikaller ile radikal yapida olmayan reaktif tiirlerin olusumunu baslatabilecek

ozelliktedirler (Kiling ve Kiling 2002).

1.Siiperoksit Radikali: Hem cevresel etkenler, hem de organizmalardaki enzimatik ve
enzimatik olmayan tepkimelerle en ¢ok ve en kolay olusan oksijen radikali, O, dir. O,
kimyasal olarak oksijen molekiiliine bir elektronun eklenmesi ile olusur (Halliwell 1984,
1992).

Oxte- —» 027
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Bu reaksiyon, elektronlarin mitokondride solunum zincirlerindeki tasiyicilardan sizmasi ve
direkt olarak oksijene geg¢mesi ile meydana gelebilir. O, in en Onemli kaynagi
polimorfoniiveli 16kositler (PMNL) dir. PMNL’lerdeki {iretim, membrana bagl rediikte
NADPH oksidaz santi veya heksoz monofosfat santinin bir sonucudur (Halliwell 1984,
1991).

2. Hidrojen Peroksit: H,O,, O, ’in dismutasyonundan sonra NADPH oksidaz santindan
PMNL’ler tarafindan iretilir. Biyolojik sistemlerde H,O,’nin esas {iretimi; O, ’in
dismutasyonu ile olup, iki O,.- yapilarina iki hidrojen atomu alarak H,O, ve O, olustururlar.
Bu reaksiyon siiperoksit dismutaz (SOD) adi verilen enzim tarafindan Kkatalizlenir
(Cheeseman 1993). H,0,, bircok fizyolojik fonksiyonu olan zayif bir oksidandir. Hiicre
membranlar: arasinda serbest olarak difiize olabilme yetenegi mevcuttur. H>O,, fizyolojik pH
ve 1s1da, metal iyonlar1 yoklugunda oldukga istikrarli olmasi yaninda, 6zellikle proteinlerdeki
““hem’” grubunda bulunan demir ile tepkimeye girerek, yiiksek oksidasyon diizeyindeki
reaktif demir formlarini olusturur (Halliwell 1984, 1991). Bu formdaki demir ¢ok giicli
oksitleyici 6zelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda LPO gibi radikal tepkimeleri baslatabilir.

Bu reaksiyona Fenton Reaksiyonu ad1 verilir (Halliwell 1992).
O2e—+ O2e—+2H — 3 H202+ O2

3. Hidroksil Radikali (OH-): Bilinen en reaktif oksidandir. Yarilanma omrii ¢ok kisadir.
Haber-Weiss reaksiyonu ile veya Fenton reaksiyonu ile H,O, "ten meydana gelir (Halliwell
1992).

F62+’Cul+
02—+ H202 ——» OH + OH-+0O2

Demir iyonlar katalizorliglinde “Fenton” tepkimesi gerceklesir ve reaksiyon ortalama 4000

kez hizlanir (Diindar ve Aslan 2000).

Fe + 02 ——» Fe’*+ OH'+ OH™
4. Singlet Oksijen: 'O, gergek bir radikal degildir ve eslesmemis elektron igermez. Diger

reaktif oksijen tiirleri ile karsilastirildiginda oldukca zararsizdir. 'O,, oksijen elektronlarindan

birinin disaridan enerji almasi sonucu kendi doniis yoniinden ters yonde olan farkli bir
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yorlingeye yer degistirmesi ile olusabilecegi gibi, O, ™" nin dismutasyonu ve H,O,’in HOCI

ile reaksiyonu sonucunda da meydana gelebilir (Foote 1984).

2.4.1.2. Azot Radikalleri

NO, bagisiklik sisteminin diizenlenmesi, diiz kaslarin gevsemesi, vazodilatasyon ve
norotransmisyonu iceren ¢esitli fizyolojik siireclerde gorev alan 6nemli bir pro-oksidatif ve
antioksidatif sinyal molekiili olmasi yaninda, ¢ok reaktif bir radikaldir (Archer 1993,
Alderton 2001). Reaktif nitrojen tiirleri lipofilik 6zellikte olup, oksijensiz ortamda oldukca
stabildir. Diisiik konsantrasyonlarda iken, ortamda oksijen varliginda dahi stabilitesini
koruyabilen NO® bilinen en diisiik molekiil agirlikli, biyoaktif memeli hiicresi sekresyon
triiniidiir. Diger radikallerden farkli olarak diisiik dozlarda toksik degildir ve ¢ok Onemli
fizyolojik islevleri gerceklestirir. Nitrik oksit bir atom azot ile bir atom oksijenin ¢iftlesmemis
elektron vererek birlesmesinden meydana gelmistir ve bu yiizden radikal tanimina
uymaktadir. Bu lipofilik serbest radikal damar endotel hiicrelerinde Nitrik Oksit Sentaz
(NOS) enzimi araciligiyla L-arjininden sentezlenir. NO.’in yar1t omrii 10-20 saniyedir.
Kolayca diiz kasa gegerek Guanilat Siklaz enziminin “hem” demirine baglanir ve cGMP

sentezini uyarip damar gevsemesini saglar (Moncada 1991, Reiter 1991, Lancaster1996). NO
metabolize olurken molekiiler oksijen ile baglanip nitrojen dioksidi (NO,) olusturur (Reiter
1991).

2NO+0O; ——— 2NO,

NO’in radikal oksijen tiirleri ile reaksiyona girerek giiclii bir oksidan olan peroksinitriti
(ONOOH) olusturdugu ve bunun da ileri dekompozisyonla OH® radikalinin olusumuna yol
actig1 ifade edilmektedir:

NO+O; ———» ONOO'

ONOO"——» ONOOH

ONOOH — NOHO’

1. Peroksinitrit (ONQOO-) :

ONOO-, NO’nun O, ile in vivo reaksiyonu sonucunda olusan sitotoksik bir tiirevdir. NO ve

0, 7’in ONOO-"e gore nispeten daha dayanikli olmalarina karsilik, ONOO- daha reaktiftir.
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ONOO-, konjugati olan ONOOH ile bir denge halindedir. ONOOH, bir saniyeden az olan
yarilanma omrii ile anstabildir ve hizla OH- benzeri reaktiviteye sahip bir tlir olusturmak igin

parcalanir (Radi 1995).

G + NO' — ONOO «—H"+ (ONOOH) —— OH'+ NO,

ONOO-, eslenmemis elektron icermemesi nedeniyle serbest radikal degildir. Cok giiclii
oksidan olmast; dekompozisyonuyla OH- benzeri iiriin olusmasi ve nitrokarbonat anyonu gibi
cesitli reaktif tlirlere kaynak olusturmasiyla agiklanabilir. ONOO- direkt olarak oksidatif
DNA hasarina yol agmaktadir. LPO’yu baslatmasi, tiyoller, siilfidler, askorbat, proteinler ve
karbohidratlar1 okside etmesi, gli¢lii oksidan oldugunun kanitidir (Radi 1995, Kayali 2004).

2.4.2. Bashca Serbest Radikal Uretim Kaynaklar

Serbest radikaller organizmada normal olarak meydana gelen oksidasyon ve rediiksiyon
reaksiyonlart sirasinda olustugu gibi cesitli dis kaynakli etkilerin etkisiyle de olusabilir
(Freeman et al. 1982, Halliwell 1984, Cheeseman et al. 1993, Gutteridge 1995). Bdylece

serbest radikal olusturan kaynaklar endojen ve ekzojen olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir

2.4.2.1. Endojen Kaynaklar

Normal olarak metabolizmada, bazi biyokimyasal olaylarin g¢esitli basamaklarinda serbest
radikaller olugsmaktadir. Her ne kadar serbest radikal yapisina sahip maddelerin organizmaya
zarar verme potansiyelleri varsa da, bazi metabolik olaylarin ilerleyebilmesi i¢in bunlarin
olugmasi kacinilmazdir. Serbest radikallerin en fazla iiretildigi metabolik islem, mitokondriyal

elektron transport zinciridir.

Elektron Tasima Zinciri (ETZ): Mitokondrinin hiicre i¢in 6nemi biiyiiktiir; ¢iinkii enerji

tiretimini ve hiicresel solunumu saglar. Fizyolojik sartlarda ETZ ye giren oksijenin %1-3’i
02 déniismektedir (Valko 2006). Mitokondri i¢ zarinda 02"’ nin dismutasyonu ile hidrojen
peroksid (H,O;) olusumu ilk kez 1971 yilinda Loschen ve Flohe (Loschen 1971) tarafindan

gosterilmigtir.
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Mitokondrideki enerji metabolizmasi sirasinda oksijen kullanilirken, tiikketilen oksijenin %1-5
kadar1 siliperoksit yapimi ile sonlanir. Buradaki radikal olusmasinin nedeni NADH
dehidrogenaz ve koenzim Q gibi elektron tasiyicilardan oksijene elektron kagaginin olmasidir.
Fizyolojik kosullar altinda mitokondriyal elektron transport sistemi serbest radikal {iretiminin

en onemli kismini olugturmaktadir (Sies 1991, Canbas 1994).

Sitokrom P-450 (CYP 450): Endoplazmik retikulumda bulunan bir enzim sistemidir.
Endoplazmik retikulum ve niiklear membranda, membrana iliskin sitokrom P-450 ve b5 gibi
sitokromlarin yag asitleri ile ksenobiyotiklerin oksidasyonu ve dioksijenin rediiksiyonu ile

serbest radikaller olusur. Bu sistem, molekiilleri indirgeyerek veya oksitleyerek serbest

radikal olusturur (Pal 1994, Celik 2005).

Ksenobiyotikler: Ksenobiyotiklerden serbest radikal olusumu sadece mikrozomal
reaksiyonlarla olmamaktadir. Metiadion, parakuat, dikuat, nitrofurantoin gibi bilesikler
alternatif bir redoks siklusuna girerler. Bu ajanlardan olusan radikaller, tekrar ana bilesige
dontismek icin kolayca oksijenle oksitlenir ve siiperoksit radikalini olustururlar (Halliwel
1991). Olusan ksenobiyotik ve siiperoksit radikalleri intra selliiler renitin depolarindan demiri
serbest hale getirirler. Sitozole salinan demir, serbest radikaller arasinda en reaktif olan ve
dolayistyla daha yikict olan hidroksil radikali gibi ikincil radikallerin olustugu Fenton
reaksiyonunda katalitik rol oynar (Brent et al. 1993).

Arakidonik asit metabolizmasi: Mikrozomal ve plazma membrani tarafindan radikal
tiretiminin 6nemli enzimleri olan lipooksijenaz ve siklooksijenaz (arakidonik asit
metabolizmasi) aktivitesi, serbest oksijen metabolitlerinin énemli bir kaynagidir. Fagositik
hiicrelerin uyarilmasi, fosfolipaz ve protein kinazin aktivasyonuna ve plazma membraninda
arakidonik asit salinimina yol agar (Akkus 1995). Ote yandan lipooksijenaz lipit peroksitleri
tizerinden 16kotrienlerin olusumunu katalize eder. Ayn1 zamanda baz1 ksenobiyotiklerden bu
esnada reaktif ara tirlinler olusmaktadir. Bu ara iirlinler hedef yapilarla etkileserek toksik etki

gosterirler (Akkus 1995, Celik 2005).
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Ksantin Oksidaz (XO): Cok yonlii ve hemen hemen biitiin canli tiirlerinde bulunan XO,
piirinlerin hidroksilasyonunu katalizleyen bir enzimdir. Hipoksantin, oksijen varliginda XO
ile ksantine oksitlenir; ksantin ise ayn1 enzimle tekrar oksitlenerek {irik asidi olusturur. Her iki

adimda da O, ve H,O; radikalleri olusur (Borges 2002).

0, 0 O Oy
N N

Hipoksantin —XQ > Ksantin —2Q» (Jrik Asit

NADPH oksidaz: Ozellikle fagosit ve lenfositlerde bulunan bu enzim mikroorganizmalara
kars1 onemli bir savunma elemanidir ve plazma membraninin dis yiizeyinde yerlesmistir. Bir
mikroorganizma ile karsilasildiginda nétrofiller aktive olarak lizozomal igeriklerini disariya
vermeye baslarlar. SOR olusumu ile birlikte mitokondri disindaki oksijenin tiiketiminde bir
patlama gosterirler ve mikroorganizma yok edilir. Bu olaya “solunum patlamasi” adi1 verilir

ve bu olaydan sorumlu olan enzim NADPH oksidazdir (Cross 1987, Halliwell 1987).

202 + NAD(P)H NADPH oksidaz 20.2_ + NADPt+ H*

Peroksizomlar: Ozellikle karacigerde bulunmakla beraber diger biitiin organlarda da
mevcuttur. Yiikksek miktarda oksidaz igerdiklerinden dolayi, ¢ok Onemli hiicre i¢i H,O,-
kaynagidirlar. Ancak peroksizomlarda katalaz aktivitesi de ¢ok yliksek oldugu i¢in H,O,-’in
zararl etkisi kismen ortadan kaldirilir (Freeman 1982, Halliwell 1987).

2.4.2.2. Ekzojen Kaynaklar

Cevresel kimyasal ajanlara maruz kalma gibi eksojen nedenler, hiicrelerde radikal olusumu ve
serbest radikal reaksiyonlarini artirarak oksidatif strese yol agmaktadir (Stevenson et al. 1994,
Diindar ve ark. 2000). Organizmadaki serbest radikal reaksiyonlarini arttiran ekzojen
kaynaklar; diyetsel, ¢evresel ve ilaclar olmak iizere {ic ana baslik altinda toplanabilir.
Doymamis yas asitleri, dayanikli olmayip kolayca otooksidasyona ugramaktadirlar. Yiiksek
kalorili diyet 6zellikle mitokondri kaynakli serbest radikal olusumunu arttirmaktadir (Cross

1987, Halliwell 1987, Valko 2006). Diyetsel Fe ve Cu igerigindeki artis, Haber-Weiss ve
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Fenton reaksiyonlarini hizlandirmaktadir. Gidalarin uygun olmayan kosullarda hazirlanmasi
ve saklanmasi da radikal reaksiyonlar i¢in uygun ortam yaratmaktadir (Halliwell 1984). Fazla
miktarda ve uzun siire alkol alimi, sigaranin gerek dumani gerekse katrani ¢esitli radikallerin
olusmasina neden olmakta ve organizmanin antioksidan kapasitesini azaltmaktadir. Ozon,
azot dioksit, kiikiirt dioksit, hidrokarbonlar ayrica asbest ile ksenobiyotikler, dnemli birer

cevre sorunu ve radikal kaynagi olabilmektedirler (Cross 1987, Valko 2006).

2.4.3. Oksidatif Stres

Aerobik yasam, reaktif oksijen tiirlerinin devamli olarak iiretilmesi ve bunlarin benzer bir
hizla antioksidanlar tarafindan ortadan kaldirilmasi ile karakterizedir. Organizmada serbest
radikallerin olusum hiz1 ile bunlarin ortadan kaldirilma hiz1 bir denge igerisindedir ve bu
durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif denge saglandigi siirece organizma,
serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan
kaldirilma hizinda bir diigme bu dengenin bozulmasina neden olur. ‘Oksidatif stres’ olarak
adlandirilan bu durum 6zetle: Serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi
arasindaki ciddi dengesizligi gostermekte olup, sonugta doku hasarina yol a¢maktadir

(Serafini 2004).

OKSIDATIF
STRES

ANTIOK SIDAN
SAVURNMA

|HUCP\E OLUMU \ TYASAMT

Sekil 2.3. Oksidatif Stres ve Antioksidan Sistemin Denge Hiicrenin
Kaderini Belirler (Serafini 2004).

Biyolojik sistemlerdeki reaktif oksijen tiirleri (ROS), siiperoksit anyonu (20, ), hidroksil
radikali (HO"), nitrik oksit (NO°), peroksil radikali (ROO’), ve radikal olmayan hidrojen

peroksit (H,O,) gibi serbest radikaller oksidatif stresin en Onemli nedenlerinden birini
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olustururlar (Babior 2000). Serbest radikal zincir reaksiyonlar1 genellikle, molekiillerden
H’nin uzaklastirilmasiyla baglar. Mitokondriyal elektron transport zincirinde oksijenin
tamamlanmamis rediiksiyonu, sigara i¢imi, radyasyon gibi cesitli faktorler oksidatif strese

neden olabilirler (Kuyvenhoven 1999).

Oksidatif stresin, serbest oksijen radikallerinin neden oldugu hiicre hasariyla bir¢ok kronik
hastaligin ~ komplikasyonlarina  katkida  bulundugu  diisiiniilmektedir. ~ Aterogenez,
amfizem/bronsit, Parkinson hastaligi, Duchenne tipi muskiiler distrofi, gebelik preeklampsisi,
serviks kanseri, alkolik karaciger hastaligi, hemodiyaliz hastalari, diabetes mellitus, akut renal
yetmezlik, Down sendromu, yaslanma, retrolental fibroplazi, serebrovaskiiler bozukluklar,
iskemi/reperfiizyon injiirisi gibi durumlarin patogenezinde oksidatif stresin roliinden soz

edilmektedir.

2.4.3.1. Tiner ve Oksidatif Stres

Organik solventlerin hiicre hasarindaki toksik etkilerini, CYP-450’ye bagli monooksijenazi
arttirmak suretiyle, SOR olusumu yolu ile gosterdikleri de bildirilmistir. Olusan siiperoksit
anyonu, ferril ve hidroksil iyonlar1 gibi SOR’nin LPO’nu baglattigt bilinmektedir.
Membranlarda LPO olusmasi; membran fonksiyonlarinin bozulmasina neden olmaktadir.
Peroksidatif hasarlarda artma, antioksidan kapasitede ise azalma tiner inhalasyonunun

dogurdugu 6nemli komplikasyonlardandir (Lebel et al. 1990, Mattia et al. 1993a, b).

Toluen, kan yoluyla dokulara ulastiktan sonra, cesitli enzimatik etkilesimlerle diger
bilesiklere doniismektedir. Viicuda giren toluen; ilk olarak karacigerde bulunan sitokrom P-
450 (CYP-450) enzimleri ile etkileserek yan zinciri hidroksillenmekte ve benzil alkole
dontigmektedir. Daha sonra alkol dehidrogenaz enzimi ile oksitlenerek, benzaldehide ve
aldehid dehidrogenaz etkisi ile benzoik aside transforme olmaktadir. Olusan bu benzoik
asidin, idrar yoluyla viicuttan atilmasi i¢in bir doniisiime daha ihtiyaci vardir. Benzoik asit
glisin ile birleserek temel idrar metaboliti olan hippiirik asidi olusturur. Viicuda giren toluenin
%60-70’1 24 saat i¢inde hippiirik aside doniistiiriilerek idrar yoluyla viicuttan atilmakta, %10-
20’si de solunum ve terleme ile deriden atilmaktadir (Eisenberg 2003). Yar1 omrii 0,5-3

giindiir (Filley et al. 2004). Tiner inhalasyonu sonucu viicutta olusan toksik maddeler, CYP-
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450 ile zararsiz hale getirilmektedir. Ancak yiliksek doz ve uzun siire kullanim, CYP-450’ye
bagli monooksijenazi arttirarak ve SOR olusumunu aktive ederek, enzim indiiksiyon sinirini
asinca viicutta biriken toksik metabolitler hiicreye zarar verirler. Viicutta meydana getirdigi

diger etkileri de hipoksi, asidoz ve asir1 glutamat birikimidir (Igbal 2001).

Tiner inhalasyonun belli bir doz {izerinde uzun siire alinmasi1 hem in vivo hem de in vitro
olarak beyinde birka¢ bolgede, bobrekte, bagirsaklarda, karacigerde cesitli bozukluklara
neden olur. Bu etkilerin bir kismi biyokimyasal olarak lipid peroksidasyonu ve ROU
aktivasyonu ile ortaya ¢ikar. Hiicre membrani diizeyinde etkileri ile organizmalarda 6dem,
ates, sislik vb. olusturarak enflamasyondan nekroza kadar gidebilecek bir tabloya neden
olabilirler (Reiter 1998). Tinerin 6grenme ve hafiza iizerine olan olumsuz etkilerinde bu temel

reaksiyonlarin aktive olmasi etkili olmustur.

2.4.4. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller Sekil 2.4’de goriildiigii gibi hiicrede lipit, protein, DNA ve karbonhidrat
gibi 6nemli hiicresel yap1 ve bilesiklere etkilidir (Celik 2005).
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Sekil 2.4. Reaktif Oksijen ve Nitrojen Tiirlerinin Viicuttaki Etkileri (Celik 2005).

Membrani olusturan fosfolipitler, glikolipitler, gliseritler gibi doymamis yag asitleri ile

membran proteinleri radikaller i¢in olduk¢a cekici hedeflerdir. Radikaller yogun olarak
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tiretildiklerinde, aerobik solunumu ve kapillar permeabiliteyi bozarak, hiicresel potasyum

kaybini ve kapillar trombosit agregasyonunu hizlandirir (Diindar 2000, Celik 2005).

2.4.4.1. Lipitlerde Oksidatif Hasar

Lipid peroksidasyonu serbest radikal zincir reaksiyonu i¢in iyi bir ornektir (doymamis yag
asitlerinin hiicre membranlarinda ve lipoproteinlerdeki oksidasyonu) (Kuyvenhoven 1999).
Tiim biyolojik zarlar; poliansatiire yag asitleri ile amfipatik lipidler ve zar proteinlerinin
birlesmesinden olusur. LPO, hiicre membraninda bulunan fosfolipid, glikolipid, gliserid ve
sterol yapisindaki poliansatiire yag asitlerinin, serbest oksijen radikalleri tarafindan peroksit,
alkol, aldehid, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi ¢esitli zararli {irlinlere doniismesidir.
Yani LPO, doymamis yag asitlerinin serbest radikallere ve oksijene bagimli hasaridir (Valko
2006). Oksidasyona ugrayan lipidler de, serbest radikal olusturarak hiicresel
makromolekiillere hasar verebilmektedir. Membranin integral veya periferal proteinlerine ve
DNA’ya ¢ok yakin mesafede bulunan lipidlerden olusan lipid alkoksil (LO¢) ve lipid peroksil
(LOOQOe) radikalleri, hiicrenin kritik 6nem tasiyan molekiillerine OHe radikalinden daha etkin
olarak hasar yapabilmektedir. OHe radikaline gére daha diisiik reaktiviteye sahip olduklari
icin hiicreler ve dokular arasinda tasinabilecek kadar uzun yari Omiirlii olan lipid
hidroperoksidler ve karbonil bilesikleri, baslamis olan serbest radikal reaksiyonlarini ilerlet-
me ve oksidatif stresi hiicre/dokuda yayginlastirma potansiyeline sahiptirler. Lipid
oksidasyonunun neden oldugu oksidatif DNA hasarinda metaller kritik rol oynamaktadir.
LOOH etkisi ile DNA’da tek dal kingi olusumunda Fe*" ve Fe’" iyonlarmm katalitik etki
yaptig1 ve Fe*’nin, Fe’"den daha etkin oldugu 6ne siiriilmiistiir (Yang 1996). LPO hiicresel
komponentlere en c¢ok zarar veren reaksiyonlardan biridir. Reaksiyon sonucunda olusan
tiriinlerden en 6nemlileri; malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksinonenal (4-HNE)’dir (Baydas
2003, Gutteridge 1995).

2.4.4.2. Proteinlerde Oksidatif Hasar

Proteinler hiicrenin yap1 tasidir, ayrica dnemli biyokimyasal reaksiyonlarda gorevli enzimlerin
yapi tasidir. Proteinler yaklagik yirmi amino asitten olugmustur. Serbest oksijen radikalleri,

proteinlerde de yapisal degisiklikler meydana getirebilir. Ancak serbest radikallere karsi
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lipidlerden daha az hassastir. Etkilenme dereceleri icerdikleri aminoasit kompozisyonuna
baglidir. Doymamis bag ve siilfliir igeren amino asitlerden (triptofan, tirozin, fenil alanin,
histidin, metiyonin, sistein gibi) meydana gelmis proteinler, serbest radikallerden kolaylikla
etkilenirler. Karbon merkezli radikaller ve siilfiir radikalleri meydana gelir. Bu karbon
merkezli radikallerden karbonillerin 6lgiilmesi ile proteinlerin oksidatif hasar1 6lgiilebilir.
Serbest radikallerin olusturdugu hasar sonucunda; proteinlerde fragmantasyon, ¢apraz
baglanmalar ve proteinlerin agregasyonu meydana gelir. Yapilari bozulan proteinler normal
fonksiyonlarin1 meydana getiremezler. Enzimler protein yapisinda olduklarindan, enzim

aktivitelerinde degisiklikler ortaya ¢ikar (Akkus 1995, Wu 2003).

2.4.4.3. Karbonhidratlarda Oksidatif Hasar

Serbest radikallerin karbohidratlar {izerine de Onemli etkileri vardir. Glukoz, mannoz ve
deoksi sekerler, fizyolojik sartlarda otooksidasyona ugrayarak, O,” ve H,0O,’i meydana
getirirler. Okside olan glukoz, proteinlerle reaksiyona girerek glikozilasyon ve glikasyon
tiriinlerini olusturur (Halliwell 1984). Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen
peroksit, peroksitler ve okzoaldehitler meydana gelir. Bunlar diyabet ve sigara kullanimi ile

gelisen kronik hastaliklar da 6nemli rol oynarlar (Reznick 1992).

2.4.4.4. DNA’da Oksidatif Hasar

DNA; hiicrenin genetik materyalidir. Ayrica proteinleri kodlayan DNA’nin fonksiyon
bozuklugu veya inaktivasyonu, kodladig1 proteinleri etkiler (Wu 2003). Insan bedeninin her
hiicresindeki DNA, giinde 10.000 kez serbest radikal saldirisina maruz kalmaktadir. Olusan
hasar DNA onarim sistemleri tarafindan onarilmakla birlikte, hasarin ¢ok fazla oldugu veya
onarim sistemlerinin yetersiz kaldigir durumlarda DNA {izerinde olusan hasar hiicre 6liimiine
veya mutasyona neden olur. DNA hasarinin ¢esitli hastaliklarin etyolojisinde ve yaslanmada
onemli rol oynadigi ileri stiriilmektedir (Ames et al. 1992, Halliwell et al. 1992, Andican et al.
2004, Celik 2005). Serbest radikaller DNA yapisindaki deoksiriboz fosfat iskeletinde hasara,
purin ve pirimidin bazlarin spesifik modifikasyonuna ve DNA-protein ¢apraz baglanmalarina
neden olur (Dizdaroglu 1991, Shigenara et al. 1991). Deoksiriboz iskeletinin oksidasyonu baz

saliimini ve DNA zincir kiriklarini indiiklerken oksidatif baz modifikasyonlari mutasyonlara
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yol agabilmektedir (Kuchino et al. 1987, Cheng et al. 1992). Farkli radikal metabolitlerinin
DNA hasarlarina neden olus mekanizmalarida farklidir (Dizdaroglu 1993). DNA’da oksidatif
hasar ile ilk olusan lezyon dal kiriklaridir. Zincir kiriklar1t DNA onarimi sirasinda nukleaz
aktivitesi ile de olusabileceginden her zaman oksidatif DNA hasarin1 géstermemektedir. Tek
dal kiriklarinda, diger daldaki bilgi dogru okunarak ‘hasarli dal onarici enzimlerle’

onarilabildiginden ¢ift dal kiriklar1 daha dnemlidir (Evans 2004).

Son yillarda gelisen “Single Cell Gel Electrophoresis” (SCGE) teknigi DNA sarmal
kiriklarinin tespiti i¢in hassas, hizli ve ucuz bir yontemdir. SCGE teknigi “Comet Assay” ya
da “Microgel Electrophoretic Technique” olarak da adlandirilmaktadir (Fairbain ve ark,
1995). Insan hiicrelerinde DNA tek sarmal kiriklarmin tespiti ilk kez Rydenberg ve Johanson
tarafindan gergeklestirilmistir. Notral teknik olarak adlandirilan bu yontemle DNA’nin
ayrilmasina izin veren hafif alkali sartlar altinda lam iizerindeki agarozda gdmiilmiis olan
hiicreleri pargalayarak hiicreleri proteinlerinden ayirmiglardir. Daha sonra noétralize edip
akridin oranj ile DNA’y1 boyamis ve kirmizi flérosana yesilin orani hesaplamislardir. Kirmizi
florasans tek sarmali, yesil florasans ise ¢ift sarmali gostermistir. Fakat bu teknik ¢ok yaygin

kullanilmamustir (Fairbain et al. 1995).
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Sekil 2.5. Serbest radikal aracili ile oksidatif DNA hasar1 (Int.Kyn.2).

Ostling ve Johanson 1984 yilinda nétral teknigi modifiye ederek, hiicredeki DNA hasarinin
direkt gosterilmesinde “Microgel Electrophoretic Technique” olarak sunmuglardir. Ostling ve
Johanson agarozda siispanse edilen radyasyona maruz kalmis hiicreleri lam iizerine yayarak,
yiiksek tuz ve deterjanla lizis islemine tabi tutmuslar ve ardindan elektroforez uygulanarak
akridin oranj gibi DNA baglayic1 floresan boyasiyla boyamislar ve floresan mikroskopta
degerlendirmislerdir. Degerlendirme sonucunda gevsemis ve kirilmis DNA pargalar1 nedeni
ile elektrik yiik kazanmis olan DNA, ¢ekirdekten anoda dogru go¢ ederek kuyruklu yildiz
gOrinimiinii vermis, bu nedenle hasarli hiicreler comet olarak adlandirilmistir. Kuyruk
uzunlugu DNA hasarini saptamak i¢in 6l¢iilmiis ve kuyruk uzunlugunun c¢alismada kullanilan
oksidatif ajan dozunun fonksiyonu oldugu gézlemlemislerdir (Ertiirk 2001). Ancak, DNA c¢ift
sarmal kiriklarinin tespitine izin veren nétral sartlar, tek sarmal kiriklarinin belirlenmesine
izin vermemektedir. Oysa DNA da hasar olusturan ¢ogu ajan DNA ¢ift sarmalindan ¢ok DNA
tek sarmalinda hasar meydana getirmektedir. Bunun yaninda nétral sartlarda proteinler tam

olarak uzaklastirlamamaktadir (Unal 1998). Bu nedenle Singh ve ark. 1988 yilinda alkalin
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comet metodunu tanimlamislardir. Boylece “ tek sarmal kiriklar:” denilen ve sadece alkali
teknikle ortaya cikarilabilen DNA tek sarmal kiriklarmi tanimlama imkani dogmustur.
Kullanilan daha gii¢lii lizis kosullar1 proteinlerin % 95 inden fazlasini yok edebilmekte,
boylelikle SCGE teknigin yeni dizayni bireysel hiicrelerde DNA hasar biiyiikliigiiniin direkt
olarak tespitini saglamaktadir (Ostling et al. 1984, Singh et al. 1988, Tice et al. 2000).

2.4.5. Antioksidan Savunma Sistemleri, Antioksidanlar

Serbest radikallerin zararli etkilerini engellemek iizere organizmada antioksidan savunma
sistemleri veya kisaca antioksidanlar olarak adlandirilan cesitli savunma mekanizmalari
geligsmistir. Serbest radikallerin ve antioksidanlarin diizeyleri arasindaki hassas denge
korunamadig1 takdirde, hiicre hasarmma kadar giden birgok patolojik degisiklik ortaya
cikmaktadir. Antioksidanlarin ilk belirlenen etkileri, zar yapisinda bulunan lipidlerin
peroksidasyona karsi korunmasi olmustur. Bunun sonucu olarak, baglangicta antioksidanlar
lipid peroksidasyonunu engelleyen molekiiller olarak tanimlanmislardir. Giinlimiizde ise
antioksidanlarin tanimi lipidlerin yan1 sira proteinler, niikleik asidler ve karbonhidratlar gibi
diger hedef molekiilleri koruyucu etkilerini de igerecek sekilde genisletilmistir. Boylece,
antioksidanlar hedef molekiillerdeki oksidan hasari engelleyen veya geciktiren maddeler
olarak tanimlanmakta ve bu tanimla baglantili olarak antioksidanlarin etkileri farkli sekillerde

olabilmektedir (Rangan 1993, Yalcin 1998).

Baslica antioksidan etki ¢esitleri;

1. Reaktif oksijen tiirlerinin enzim reaksiyonlar1 aracilifiyla veya dogrudan
temizlenmesi,

2. Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunun baskilama yoluyla engellenmesi,

3. Metal iyonlarin baglanmast ve boylece radikal olusum reaksiyonlarinin
engellenmesi,

4. Hedef molekiillerin hasar sonrasi tamiri veya temizlenmesidir.

Antioksidan molekiiller endojen ve eksojen kaynakli yapilar olup, olusan oksidan

molekiillerin neden oldugu hasar1 hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 savunma ile etkisiz hale
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getirilirler. Hiicre dis1 savunma, alblimin, bilirubin, transferin, seruloplazmin, iirik asit gibi
cesitli molekiilleri icermektedir. Hiicre i¢i serbest radikal toplayici enzimler asil antioksidan
savunmay1 saglamaktadir. Bu enzimler siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon-S-transferaz,
glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, katalaz ve sitokrom oksidazdir. Bakir, ¢inko ve

selenyum gibi eser elementler ise bu enzimlerin fonksiyonlar1 i¢in gereklidir (Halliwell 1995).

2.4.5.1. Hiicre ici Savunmada Gorev Alan Antioksidanlar

Siiperoksit Dizmutaz (SOD) : SOD'm fizyolojik fonksiyonu oksijeni metabolize eden
hiicreleri siiperoksit serbest radikalinin (O,-—) lipid peroksidasyonu gibi zararl etkilerine kars1
korumaktir. Iki serbest oksijen radikalini, radikal olmayan molekiillere déniistiirdiigiinden,

antioksidan sisteminin en énemli 6gelerinden biri olarak bilinir (Bergendi 1999).

202+ 2H+ ———» H202+ O2

Glutatyon peroksidaz: Sitozolde yerlesik bir enzim olan GSH-Px tetramer yapidadir. Dort
selenyum atomu igerir. GSH-Px asagidaki reaksiyonlar1 katalizleyerek, hidrojen peroksidin ve

organik hidroperoksitlerin (ROOH) indirgenmesini saglar:

H202+2GSH ———— 3 GSSG +2 H20

ROOH +2 GSH — GSSG + ROH + H20

Glutatyon S-Transferazlar (GST) Glutatyon S-transferazlar (GST), basta arakidonik asit ve
lineolat hidroperoksitleri olmak tizere lipid peroksitlerine karsi selenyum-bagimsiz GSH-Px
aktivitesi gostererek bir antioksidan savunma mekanizmasi olustururlar. GST' lar, karacigerde
sitokrom P-450 enzim sistemi tarafindan reaktif ara iirlinlere doniistiiriilen yabanci maddelerin

daha az reaktif konjugatlara doniistimiinii katalizlerler.

R-X+GSHGS — R +HX
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Glutatyon rediiktaz: Glutatyon rediiktaz, GSH-Px wvasitastyla hidroperoksitlerin
indirgenmesi sonucu olusan okside glutatyonun (GSSG) tekrar indirgenmis glutatyona (GSH)

doniisiimiinii katalize eder.

Katalaz (CAT) : Katalaz enzimi H202’yi, oksijen ve suya pargalayan reaksiyonu katalizler,
bir radikal olmamasina ragmen, reaktivitesi en fazla olan reaktif oksijen tiiri olan OH 1n
onciislidiir ve bu nedenle bir¢ok reaktif oksijen tiirlinden daha fazla oksidatif neden olur.

CAT, solunum yapan tiim organizmalarda bulunan ve iki fonksiyon gdsteren bir enzimdir

(Halliwell 1990, Frei 1994).

2H02 — 5 HXO+0O2

Sitokrom oksidaz Sitokrom oksidaz, mitokondrial ETZ’nin son pargasidir ve elektronlarin
son alic1 olan oksijene transferinden sorumludur. Bu bolgede taginmis olan elektronlar, O, ve
serbest protonlar H,O olusturmak icin bir araya gelirler. (Akkus 1995). Bu reaksiyon
fizyolojik sartlarda siirekli cereyan eden normal bir reaksiyondur, bu yolla yakit maddelerinin
oksidasyonu tamamlanir ve bol miktarda enerji tiretimi (ATP) saglanir. Ancak ¢ogu zaman
stiperoksit (O,-—) liretimi mitokondriyal sitokrom oksidaz enziminin kapasitesini asar ve bu
durumda diger antioksidan enzimler devreye girerek siiperoksidin (O,-—) zararli etkilerine
engel olurlar.

402--+4H++4e — » 2H20

2.4.5.2. Hiicre Dis1 Savunmada Gorev Alan Antioksidanlar

Albumin: Yapisinda bulunan ¢ok sayidaki siilfidril grubu araciligiyla bakir iyonlarini baglar
ve lipid peroksidasyonunun baglamasini engeller. Bakir iyonlarinin baglanmasiyla protein
yapisinda hasar ortaya ¢ikar. Ancak albumin yar1 6mrii oldukga kisa bir protein oldugundan
kolaylikla yenilenebilmektedir. Bdylece bakir iyonlarmin diger proteinlerdeki siilfidril
gruplarina baglanmasi ve bu proteinleri hasara ugratmasi engellenmis olur. Albumin kanda

serbest yag asidlerinin ve bilirubinin tasiyicisidir (Yu 1994, Yalgin 1998).
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Bilirubin: Bilirubinin lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi ve siiperoksit ve hidroksil

radikallerinin toplayicist oldugu bildirilmistir (Yu 1994, Yalgin 1998).

Urik asid: Normal plazma konsantrasyonlarinda antioksidan etki gdsteren bir molekiildiir.
Antioksidan etkiyi ¢esitli yollarla gosterir:
a)Demir ve bakir iyonlarini baglayarak etkisizlestirir.

b)Singlet oksijen, HOCI, "OH, O, ve LOO" gibi reaktif oksijen tiirlerini temizler
Transferrin: Dolasimdaki serbest demirin baglanmasi gorev almaktadir.

Seruloplazmin: Seruloplazmin muhtemelen SOD'a benzer mekanizmayla etki gosterir. Ferro
demiri (Fe*") ferri demire (Fe’") yikseltgeyerek Fenton reaksiyonunu ve bdylece hidroksil

radikali olusumunu inhibe eder.

2.4.6 . a-Lipoik Asit

Lipoik asit; enerji tiretimi ve metabolizmada yer alan mitokondriyal enzimlerde bir kofaktor
olarak gorev yapan, dogal olarak meydana gelen bir bilesiktir (Cadenas 2001). Pek cok
prokaryotik ve okaryotik hiicre tiplerinde bulunur. Lipoik asit (LA) viicutta dogal olarak
iiretilmesine ragmen arastiricilar 1930 yilina kadar varliginin farkinda degillerdi. 1937 yilinda
Lactobasillus’un gelisimi i¢in gerekli olan, growth faktor denen patates ekstresinin bir
bileseni olarak bulunmustur (Bullock 1954). 1951 yilinda Reed ve arkadaglar1 100 kg
karacigerden 30 miligram lipoik asit piirifiye etmislerdir (Morris 1995). Takip eden yillarda
molekiiler yapis1 acgiga kavusmusturulmus ve 1,2 ditiyolen-3 pantotenik asit olarak
adlandirilmistir (Streeper1997, Cadenas 2001). Mitokondriyal kompleksleri bol olan hayvan
ve bitki dokularinda bol miktarda bulunur. Bitkiler icinde en fazla lipoik asit igerenler
sirasiyla 1spanak, brokoli ve domatesdir. Hayvan dokular1 igerisinde en fazla bobrek, kalp ve

karacigerde bulunur (Kramer 2001).
Insanlarda lipoik asit enerji olusumunu iceren gesitli 2-oksoasit dehidrogenazlarin pargasidir

(Kramer 2001). Sekiz karbonlu bir bilesiktir ve ditiyolen halka yapisinda iki siilfiir atomu
igerir (Aalt 2002).
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Sekil 2.6. Alfa Lipoik Asit (Cremer et al. 2006).

Iki formu bulunmaktadir:

1-Okside lipoik asitte 6. ve 8. pozisyonlarda bulunan kiikiirtler kapali bir halka meydana
getirir.

2-Lipoik asidin rediikte sekli agik zincir seklinde olup 6. ve 8. pozisyonda bulunan kiikiirtler
stilfidril grubu halinde bulunmaktadir. Lipoik asidin rediikte sekline dihidrolipoik asit(DHLA)
ad1 verilmektedir (Goziikara 1989).
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Sekil 2.7. Lipoik Asit ve Dihidrolipoik Asidin Kimyasal Yapilar1 (Kramer, 2001).

Lipoik asidin bu iki formu oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlari ile birbirine doniisebilmektedir
(Goziikara 1989). Lipid ve sulu ortamda ¢oziiniir olduklart i¢in kolayca emilir ve hiicrelere
tasinarak, DHLA’ya indirgenir. Hem rediikte hem de okside formlar biyolojik aktivite
gostermesine ragmen dihidrolipoik asit biyolojik olarak daha aktif form olarak kabul
edilmektedir (Bullock et al. 1954).

Alfa lipoik asid sitrik asit siklusundaki multienzim dehidrogenaz kompleksinin (piruvat
dehidrogenaz ve o ketoglutarat dehidrogenaz) kofaktoriidiir. Alfa lipoik asidin iki ayri
izomerik konfiglirasyonu vardir. R formu dogal, S formu ise sentetiktir (Goralska 2003). Hem
R hem de S formlar1 izomerdir (Streegeer et al. 1997). R-enantiyomer S-enantiyomerden 28

defa daha hizlidir (Aalt et al. 2002).
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Sekil 2.8. Alfa Lipoik Asidin R ve S formlarinin Kimyasal Yapilar1 (Cadenas 2001).

Rediikte DHLA ve okside a-LA formlarimin her ikisi de *OH’i, HOCI ve 102 dogrudan
temizler, H,O, ise rediikler. Alfa lipoik asid ve DHLA dogal olarak fizyolojik sistemlerde
bulunduklarindan ideal terapotik antioksidan oldugu diisliniilebilir. Dihidrolipoik asidin
antioksidan etkisi kanitlanmig olmasina ragmen O6zellikle demirin varliginda prooksidan etki
gosterebilir. Dihidrolipoik asid in vitro hem ferrik hem ferr6z demir ile selat olusturur. Bu
nedenle demirin oksidatif hasarim 6nler. Ancak ferritinden demirin ayrilmasim ve Fe™’tin
Fe™’ye doniisiimiinii azaltarak oksidatif hasari arttirabilir (Goralska 2003). Alfa lipoik asid ve
DHLA’in antioksidan ve prooksidan olarak fonksiyon gosterme yetenegi oksidan stresin tipi
ve fizyolojik sartlar tarafindan belirlenmektedir. Tiyol bilesikleri tarafindan olusturulan

prooksidan etkilerin ¢ogu O2 ™, H,O, ve *OH olusmasina baglanmaktadir (Cakatay 2006).

Lipoik asit bakteriden insana kadar olan tiim organizmalarda sentezlenir. insanlarda sentez
yeri karaciger ve diger dokulardir (Biewenga 1997). Okaryotlarda lipoik asitin biyosentez
yolu mitokondride bulunur. Bununla beraber bitkilerde biyosentez yolunun plastidlerde de

bulundugu hipotezi vardir (Yasuno 2002).

Lipoik asit oral verildiginde % 93’ den fazlasi bagirsaktan emilir, karacigerde metabolizmayla
% 20-30 ilk gecis etkisine ugrar. o-LA emilmesini takiben 1,2 ditiyolen halkasinin
indirgenmesiyle DHLA formuna indirgenir, sonradan S-metilasyona ugrayabilir. a-LA ve
DHLA her ikisi de ayn1 zamanda B- oksidasyona ugrarlar. Hem ratlarda hem de insanlarda a-
LA idrarla atilir, ana metaboliti 4,6 bismetilmerkaptoheksanoik asittir. Ratlarda oral verilen

radyoaktif a-LA’nin yaklasik % 80’1 idrarda bulunmustur (Cremer 2006).
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Yiyeceklerdeki ve biyolojik lipoik asidin tespit edilmesinde gaz kromatografisi (GC), gaz
kromatografisi kiitle spektrometresi (GC-MS) ve yiiksek performans sivi kromatografisi
(HPLC) olduk¢a yaygin kullanilmaktadir. Bunlardan GC ve GC-MS metodlar1 yiiksek
derecede spesifiktir (Kramer 2001).

Lester Packer’ in ‘Mucize Antioksidan’ adli lipoik asit hakkindaki kitabinda, insanlar i¢in
diizenli olarak 100 mg/giin lipoik asit alinmas1 dnerilmektedir. Tedavi edici ajan olarak daha
yiiksek dozlarda kullanilabilir. Bazilar1 saglik problemlerinde lipoik asit miktarinin giinliik

400-600 mg’a kadar ¢ikilabilecegini tespit etmistir (David 2000).

Klinik aragtirmalar lipoik asidin kullanilmasi ile karsinojenik etkilerin olmadigini
gostermistir. Yiiksek dozlarda bile ciddi yan etkiler gozlenmemistir. Minor yan etkiler deri
reaksiyonlarin1 ve bulanti—kusma gibi gastrointestinal etkileri icerir. Bununla beraber bu
etkiler yalniz intravendz inflizyonla hergiin 1200 mg veya daha yiiksek dozda alanlarin kiiciik
bir yiizdesinde goézlenmistir. LDsy Ratlarda LDsy yaklasik 400-500 mg/kg® dir (Packer
1994).

2.4.6.1. Lipoik Asidin Etki Mekanizmasi

Arastiricilar son yillarda lipoik asidin serbest radikal hasarimi uzaklastiran vitamin E ve
vitamin C’yi geri doOniistiirdiigiinii  gostermislerdir.  Antioksidan dongiisiiniin  ana
bilesenlerinden biri vitamin E’ dir. Bu vitamin membranlar ve yag dokusundaki yiiksek
serbest radikal reaktivasyonunu durdurmak i¢in ¢alisir (Liu 2002). Lipoik asit ayn1 zamanda
vitamin E’ yi rejenere eden vitamin C ve glutatyon ile birbirlerini etkileyerek membranlari
korur. (Packer 1995). Lipid peroksit ve lipid alkoksil gibi yagl serbest radikalleri yok etme
islemi sirasinda vitamin E’ nin kendisi de serbest radikal haline gelir. Vitamin E radikali
vitamin C ile rejenere olur. Bu ise bir radikalden tekrar bir antioksidan meydana gelmesiyle
sonuglanir. Fakat bu islemin sonunda vitamin C’nin istikrarli olmayan formu olan yeni bir
semikarbon radikali meydana gelir. Vitamin C tekrar glutatyon ile g¢evrilebilir. Bu noktada
vitamin E, vitamin C ve glutatyon hiicresel hasar1 6nleme ve serbest radikal kontrolii i¢in
birlikte uyum i¢inde calisirlar. Bu aym1 zamanda, antioksidan rejenerasyon dongiisiinde
sinirlandirict bir faktor olarak kaydedilen glutatyonun elde edilmesinde 6nemli bir basamaktir

(Liu 2002).
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Sekil 2.9. Antioksidan rejenerasyon yolu. R-lipoik asit vitamin E, vitamin C ve onun rediikte

formlarinda geri doniisiim yaparken dihidrolipoik asit mitokondri i¢inde giiglii antioksidan

olarak aktivite gosterir (Kramer 2001).

2.4.6.2. Lipoik Asidin Antioksidan Aktivitesi

Mitokondriyal dehidrogenaz reaksiyonlarinda onemli bir rol oynayan lipoik asit son

zamanlarda 6nemli bir antioksidan olarak dikkat ¢ekmektedir. Lipoat veya onun rediikte

formu dihidrolipoat; siiperoksit radikalleri, hidroksil radikalleri, peroksil radikalleri ve singlet

oksijen gibi reaktif oksijen bilesikleri ile reaktive olur (Packer 1995). Lipoik asit antioksidan

molekiiller arasinda tektir, ¢linkii hem rediikte hem de okside formlarinda koruyucu etkilere

sahiptir. Bununla beraber DHLA antioksidan fonksiyonlar1 yerine getirmekte daha etkindir.

I Vitamin E | [ Dinidrolipoik asit |
Uhisemikinon
Ubikinol
Semidehidroaskorhat
Askorbat i:)
HADPH
GSGG
GSH
| Vitamin E - [ R-Lipoik sit |

Sekil 2.10. R-Lipoik asit ve dihidrolipoik asidin antioksidan etkisi (Kramer 2001)).
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Lipoik asit ve onun rediikte formu DHLA dokularda serbest halde bulunur. DHLA gii¢lii bir
rediiktandir ve boylece okside antioksidanlari rejenere edebilir. Antioksidanlar, radikalleri
uzaklastirdiklar1 zaman kendileri radikal hale gelirler. DHLA direkt ve indirekt olarak
askorbat, glutatyon, koenzim Q10 ve vitamin E’yi rejenere edebilir (Kramer 2001). DHLA
biitlin antioksidanlar1 rediikte edebilir ve lipoamid rediiktaz, glutatyon rediiktaz ve
tiyoredoksin rediiktaz enzimlerini rejenere edebilir. Boylece lipoik asit ve DHLA antioksidan
agda merkezi bir gorev alir. Lipoik asit suda ¢oziinen ve membranda ¢dziinen 6zelliklerin
ikisine de sahip oldugundan lipid/su fazlar1 arasindaki okside antioksidanlarin indirgenmesini

olanakli kilar (Busse 1992, Podda 1994, Han 1997, Sen 1997, 1999).

LA’in rediiksiyonu ile olusan DHLA, LA’den daha ¢ok antioksidan 6zellige sahiptir. Yalniz
DHLA endojen antioksidanlar1 rejenere eder ve oksidatif hasari tamir ederken hem DHLA
hem de LA metal kelasyonu ve ROS (serbest oksijen iiriinleri)’ni uzaklastirabilme
kapasitesine sahiptir. LA Fe™ ve Cu™ kelasyonu ile antioksidan aktivite gdsterirken, DHLA

Cd"* kelasyonu da yapabilir (Biewenga 1997).

2.4.6.3. Lipoik Asidin Etkileri

1. Serbest Radikalleri Uzaklastirmak: Lipoik asit bilinen ¢ok yonlii antioksidanlardan
biridir. Yag ve suda fonksiyon gdsterebilen lipoik asit serbest oksijen, siiperoksit, peroksit ve
hidroksil radikalleri, hipoklorit ve peroksinitrik gibi genis bir yelpazedeki serbest radikallerin

noétralizasyonunu basarabilir (Biewenga et al. 1997).

2. Metal Kelasyon: Viicudumuz i¢in en tehlikeli seylerden biri toksik metallerdir. Toksik
metaller yillar boyunca dokularimiza yerlesir ve siirekli viicudumuza zarar verir. Bir sag
analizi kadmiyum, bakir ve aliiminyum gibi toksik metallerin yiiksek diizeylerine sahip
oldugumuzu gosterir. Lipoik asit toksik metalleri yakalar, baglar, onlar1 nétralize eder ve

viicuttan kolayca atilabilecekleri bir sekile getirir (Sumathi et al. 1996).
3. Antioksidan Rejenerasyon: Serbest radikal ile nétralize edilen bir antioksidan 6zelligini

yitirir. Bununla beraber canli sistemlerde antioksidanlar siklikla diger antioksidanlarin

yardimiyla rejenere olabilirler. Ornegin glutatyon vitamin C’yi rejenere edebilir. Vitamin C

31



vitamin E’yi rejenere hale dondiirebilir. Cok yonli yapist sayesinde lipoik asit glutatyonu,
vitamin C, E ve mitokondriyal antioksidan koenzim Q’ yu rejenere edebilir (Packer et al.

1997).

4. Molekiiler Hasar Onarimi: Serbest radikal aktivite DNA, lipid ve proteinler gibi
fizyolojik maddelerde hasar meydana getirir. Canli organizmalar bu hasarlarin bazilarini tamir
edecek bir ka¢ mekanizma gelistirmistir. Lipoik asit okside olmus molekiiler hasarin

tamirinde rol oynar (Kok et al. 1996).

5. Lipoik Asit ile Glikasyondan Yaslanmanin Azalmasi: Glikasyon protein molekiilleri ve
glukoz arasinda kimyasal baglarin olusumudur. Bu islem yaslanmanin ve 6zellikle diyabet ile
birlikte olan bir ¢ok hastaligin etkilerine katkida bulunur ve proteinlerin fizyolojik
fonksiyonlarini bozar. Aragtiricilar albiimine nonkovalent baglarla baglanan lipoik asidin
glikasyona kars1 proteinleri korudugunu bulmuslardir. Boylece lipoik asit hem antioksidan

ozellikler hem de antiglikasyon 6zellikleri ile bir antiaging gibi davranir (Packer 1998).

6. Lipoik Asit Dogal Enerji Verici: Lipoik asit hiicrenin enerji yapim yeri olan mitokondri
i¢in yakit hazirlamaya yardim eder. Viicut lipoik asit olmaksizin enerji i¢in sekeri kullanamaz
ve lipoik asit viicudun ilk dogal enerji yoludur. Lipoik asit ayn1 zamanda yorgunlugun ana

nedeni olan serbest radikallerin nétralizasyonu ile viicuda enerji verir (Shih 1983).

2.4.6.4. Lipoik Asidin Klinikte Kullanim

Lipoik asidin antioksidan etkilerinin genis olmasi onu tedavi edici uygulamalar i¢in gii¢cli bir
aday yapar. Hayvan ve insan caligmalar1 klinik kullanimlar1 6nermektedir (Maitro et al.

1995).

1. Ateroskleroza Kars1 Koruyucu Etkisi: Ateroskleroz; hayvanlarda arterlerde plaklarin
olusumu ile karakterizedir. Serbest radikaller arteriyel kolesterol plaklarinda LDL(diisiik
dansiteli lipoproteinler) birikiminin oksidasyonu ile ateroskleroz meydana getirir. Lipoik asit
vitamin E’nin rejenarasyon dongiisiinii destekler ve boylece vitamin E daha yiiksek

konsantrasyonlarda LDL’de etki gosterir (Packer et al. 1997).
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2. Katarakta Kars1 Koruyucu Etkisi: Go6ziin i¢i akdz bir ortamdir, vitamin E, betakaroten
gibi yagda c¢oziinen antioksidanlar fazla koruyucu degillerdir (Packer et al. 1997). Hayvan
calismalar1 lipoik asidin katarakt olusumuna karsi da giicli bir koruyucu oldugunu
gostermistir. Katarakt goziin lensinde antioksidan aktivitenin azalmasiyla beraberdir ve lipoik
asidin en 6nemli lens oksidani olan glutatyonu rejenere ettigi bilinmektedir (Korkina et al.
1993). Californiya Universitesi’nin bir rat calismasinin sonuglar lipoik asidin 5 mg/kg dozda

% 60 katarakt olusumundan korudugunu gostermistir (Korkina et al. 1993).

3. Radyasyona Kars1 Koruyucu Etkisi: Lipoik asidin radyasyona maruz kalma ile meydana
gelen serbest radikal hasar1 azalttigin1 gosteren Cernobil radyasyon kurbanlarini igeren Rus
calismasi cok ilgingtir. 16 ¢ocuklu bir gruba 28 giin boyunca giinde 400 mg lipoik asit
verilmig, 12 cocuklu kontrol grubuyla karsilastirildiginda radyoaktif izotoplarin idrarla
atilmasi ve beyaz kan hiicrelerinde serbest radikal aktivitesinde azalmalar goriilmistiir (Fuchs

et al. 1993).

4. AIDS Tedavisindeki Etkisi: Bilim adamlari lipoik asidin HIV-1’in ve DNA’ya direk
baglanan diger viriislerin replikasyonunu engelleyebildigini bulmuslardir (Packer et al. 1997).
Dr.Lester Packer ve Chandan K. Sen (1995) lipoik asidin, immiin sistem goriiniimiini
ozellikle T lenfositleri diizelttigini tespit etmislerdir. Dr. Packer test tiip deneylerinde lipoik
asidin AIDS (kazanilmis immiin yetmezlik sendromu) virlisiiniin replikasyonunu saglayan
genin aktivasyonunu tamamen engelledigini bulmustur (Packer et al. 1997). Bir ¢alismada
AIDS’li 12 kisiye lipoik asit verilmis, glutatyon diizeyleri % 100, vitamin C diizeyleri % 90,
T4 hiicreleri % 66 artmustir ve oksidatif stres katilanlarin % 70’ inde azalmistir (Packer et al.

1997).

5. Hafiza ve Beyin Fonksiyonlarima Etkisi: Alman arastiricilar lipoik asidin yaslh farelerde
uzun donemli hafizada pozitif etkileri oldugunu bulmuslardir. Rochester Universitesi medikal
merkezindeki arastiricilar Parkinson ve Huntington hastaligi gibi kronik ve akut nérolojik

bozukluklarin tedavisinde olas1 bir role sahip oldugunu bildirmislerdir (Packer et al. 1997).
6. inme ve Kalp Krizinde Etkileri: Serbest radikallerin fazla miktarlar1 iskemi veya travma

ile yaralanan dokular yaratir. Kan pihtisi, diisiik oksijen seviyeleri ile iskemi meydana gelir

(Packer 1998). Lipoik asidin; inme ve kalp krizlerinde yetersiz oksijen saglanmasina bagh
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hasardan dokular1 korudugu gosterilmistir. Bilim adamlar1 lipoik asit ile tedavi edilen
hayvanlarda 6liim hizinin lipoik asit ile tedavi edilmeyenlerin yalnizca 1/3 kadar oldugunu

bulmuglardir. (Packer et al. 1997).

7. Diyabet ve Diyabetik Noropatinin Tedavisindeki Etkileri: Lipoik asit son zamanlarda
diyabetin tedavisi ve katarakt, maskular dejenerasyon ve agrili periferal sinir dejenerasyonu
olan noéropatiyi iceren diyabet komplikasyonlarini 6nlemede Avrupa’da kullanilmaktadir
(Packer et al. 1997). Calismalar lipoik asidin bu sinir disfonksiyon semptomlarinin
azalmasina yardim edebildigini gdstermektedir (Jacob et al. 1996). Almanya’da yliriitiilen ¢ift
kor, plasebo kontrollii, randomize, ¢ok merkezli bir ¢alismada 63 periferal noropatili Tip II
diyabet hastasinin % 85’ inde intravendz giinliilk 600 mg lipoik asit inflize edildikten 3 hafta

sonra semptomlarinda belirgin azalma olmustur (Jacob et al. 1996).

8. Kansere Karsi Koruyucu Etkileri: Serbest radikaller ile hasarlanan DNA hiicrenin
normal yapisint degistirir. Serbest radikallere maruz kalan hiicreler mutasyona ugrar,
kontrolsiiz ¢ogalir hiicre membranlarini, organlarini ve bagisiklik fonksiyonunu bozar boylece
kanser meydana gelir. Lipoik asit antioksidan ozellikleri ile kanser gelisiminin hizin1 azaltan
bir rol oynayabilir. Lipoik asit ayn1 zamanda kanser baglamadan 6nce bir giin kanser meydana
getirecek genetik programa sahip hiicreleri durdurma potansiyeline de sahiptir (Shih 1983).
Ratta karaciger tiimor olusumunda karsinojen metabolizma boyunca oksidatif stresin etkili
oldugu bilinmektedir. Lipid peroksidasyon diizeyleri N-dietilnitrozamin verilmesinden 3 ile

24 saat sonra ylikselmektedir (David 2000).
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3. MATEYAL ve METOD

3.1. Arac ve Gerecler

Bu tez ¢aligmasinda Afyon Kocatepe Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii ve
Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dalinda bulunan ve asagida ozellikleri verilen
cihazlar/ labratuvar malzemelerinden yararlanilmistir.

= Elektroforez diizenegi

e 20x20 yatay elektroforez tanki (Thermo Labsystem)
e Gii¢ kaynag1 (Power Station 200. Labnet)

= Floresan mikroskop (Olympus CX-41)

= [s1k mikroskobu (Olympus)

= Spektrofotometre (Shimadzu. UV-1601)

= Kiiltiir plagt okuyucusu (Multiscan Spectrum. Thermo Labsystem.)

= Buz Dolabi/Derin Dondurucu (Siemens)

= Sogutmal1 santrifiij (Niive. NF 1000 R.)

= Vorteks (Niive. NM 110)

» Hassas terazi (Precisa. 205 ASC. 0,0001 g’a duyarl)

= Su banyosu (Niive. BM 402)

= [sitic1 tabla (Niive. HP 221)

= Shaker (Niive. SC 350)

= Dijital pH metre (Inolab)

= Degisik hacimlerde otomatik pipet (Ependorf, Scorex)

= Farkli boyutlarda deney tiipii, balon joje ve beher glas (Isolab)

= Ependorf tiipii (0,5-1,5 ve 2 ml’lik, Roth)

*» Lam (Ozel yapim buzlu lam)

= Lamel (24 x 60 mm , 24 x 50 mm, Isolab)

= Lam / lamel pensi (Roth)

= Mikro Plate (96 kuyucuklu, Roth)

= Cerrahi makas, pens, doku tutucular

= Cerrahi eldiven

= Polietilen enjektor (2,5, 5, 10 ml, Ayset)

» insulin enjektorii

= Lityum-Heparinli tiip
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3.2. Kimyasal Maddeler

1. Comet analiz i¢in:
» Histopaque 1077 (Sigma)
»  PBS tablet (Mg+2 — Ca+2 free) (Sigma)
»  NaCl (Merck)
» EDTA-Na, (Merck)
»  Tris-HCI (Sigma)
» Trisma base (Sigma)
= Triton X100 (Sigma)
* DMSO (Sigma)
* NaOH (Merck)
= Ethidum bromide (Sigma)
»  Diisiik kaynama dereceli agaroz (LMP-37 °C) (Sigma)
»  Normal kaynama dereceli agaroz (HMP-65 °C) (Sigma)
2. Lipid peroksidasyonu (MDA tayini) i¢in:
= Thiobarbitiiric asit (TBA) (Merck)
= Trichloroacetic asit (TCA) (Merck)
3. Protein Oksidasyonu (PO) i¢in:
= HCI (Merck)
= 2,4 dinitrophenlyhydrazine (DNPH) (Fluka)
= Ethanol (Sigma)
= Etil asetat (Sigma)
» Guanidin HCI (Sigma)
» Trichloroacetic asit (TCA) (Merck)
4. Total Antioksidan Kapasite i¢in:
= Antioxidant Assay Kit (Cayman Chemical Kat. No:709001)
5. NOx icin;
» Vanadium kloriir (VCls, Merck)
= Siilfanilamit (Merck)
= N-(1-naphthyl)ethylenediamin (NEDD) (Merck)
6. Glikoz i¢in:

» Glucose Oxidase Liq. Reagent Set (Teco Diagnostic Kat.No:G520-480)
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7. Total Kolestrol igin:
» Kolestrol FL Kit (Chema Diagnostica Kat. No:CTF400CH)
8. Trigliserid i¢in:
» Globe Diagnostic (Kat. No:AD018AF)
9. HDL igin:
» HDL Cholestrol (Drict. Enzimatic colormetric) Kit (Spinreact Kat.No166-T)
10. LDL igin:
» LDL Cholestrol (Enzimatic colormetric. Liquid ) Kit (Spinreact Kat.No:LIQ-
398)

3.3. Deney Hayvanlar

Aragtirma, Afyon Kocatepe Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boéliimii ve
Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dallart aragtirma laboratuvarlar1 ile Deney
Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama Merkezinde gergeklestirilmistir. Afyon Kocatepe
Universitesi Hayvan Etik Kurulunun 3307 referans no ve 085 sayili izni ile hayvan

denemelerine baglanmustir.

Calismada ortalama 3 aylik ve 260-310 gr olan 75 adet Sprague-Dawley cinsi erkek rat
kullanilmistir. Hayvanlarin se¢iminde saglik durumlarinin iyi olmasina ve daha dnce herhangi
bir deneyde kullanilmamis olmalarina 6zen gosterilmistir. Arastirmadan 10 giin 6nce gozlem

altina alinan deneklerin deney ortamina adaptasyonu saglanmistir (Resim 3.1).

Resim 3.1 Deney Hayvanlari
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Denekler 12 saat karanlik, 12 saat aydinlikta kalacak sekilde ve her bir kafeste 3 rat olmak
tizere ayrilmiglardir. Caligma siiresince tiim denekler esit c¢evresel kosullar altinda
tutulmustur. Deneklere ¢alisma siiresince standart rat yemi ve su ad libitum olarak verilmis,

yemleme giin i¢inde saat 09.00 ile 19.00 da olmak iizere iki kez yapilmistir.

Deneye baslamadan once ¢ikabilecek aksakliklarin en aza indirilmesi amaciyla, laboratuvar
sartlarinda seliilozik tiner inhalasyonunun uygulamasina bagli olusabilecek komplikasyonlar

icin toksikasyon siddeti izlenerek bir 6n ¢alisma gerceklestirilmistir.

3.4. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

3.4.1. Deneysel Gruplar ve Deneme Protokolii

Sekiz haftalik bir deney uygulamasi i¢in denekler 5 gruba ayrilmaistir.
1. Grup: Kontrol Grubu (K) (n=15)
2. Grup: Subkronik tiner inhalasyonu Grubu (T) (n=15)
3. Grup: Subkronik tiner inhalasyonu +o-lipoik asit Grubu (LAT) (n=15)
4. Grup: o-lipoik asit Grubu (L) (n=15)
5. Grup: Zeytinyag: Grubu (Z) (n=15)

Kontrol Grubu (K): Saglikli kontrol grubu olarak 15 adet denek, standart rat yemi ile 8 hafta

boyunca beslenmislerdir. Deneme siiresince viicut agirliklar tartilarak kaydedilmistir.

Subkronik tiner inhalasyonu Grubu (T): Deneklere 8 hafta boyunca giinde 2 kez olmak
tizere belli bir hacimde iginde NaOH tabletleri bulunan hayvanlarin disaridan gozlenebildigi
ve disaridan hava ile izolasyonu saglandig1 diizenek i¢inde, 5 ml seliilozik tiner inhalasyon
icin konulmus ve hayvanlarin %50’sinin ayakta durma refleksleri kayboldugunda uygulama
sonlandirilmistir. Ratlar standart rat yemi ile 8 hafta boyunca beslenmislerdir. Deneme

stiresince viicut agirliklar: tartilarak kaydedilmistir.

Subkronik tiner inhalasyonu +a-lipoik asit Grubu (LAT): Bu gruptaki ratlara T grubundaki
uygulamay1 takiben hemen her bir hayvan i¢in 100 mg/kg/giin dozda a-lipoik asit 2 cc

38



zeytinyaginda ¢oziindiiriilerek gastrik gavaj yoluyla verilmistir. Ratlar standart rat yemi ile 8

hafta boyunca beslenmislerdir. Deneme siiresince viicut agirliklar tartilarak kaydedilmistir.

a-lipoik asit Grubu (L): Bu gruptaki ratlara her bir hayvan i¢in 100 mg/kg/giin dozda a-lipoik
asit 2 cc zeytinyaginda ¢dziindiiriilerek gastrik gavaj yoluyla uygulanmistir. Ratlar standart rat
yemi ile 8 hafta boyunca beslenmislerdir. Deneme siiresince viicut agirliklari tartilarak

kaydedilmistir.

Zeytinyag1 Grubu (Z): Bu gruptaki her bir hayvan i¢in 2 cc zeytinyag1 gastrik gavaj yoluyla
uygulanmistir. Ratlar standart rat yemi ile 8 hafta boyunca beslenmislerdir. Deneme siiresince

viicut agirliklar tartilarak kaydedilmistir.

3.5. Kan Orneklerinin Alinmasi

8 haftalik deneme siiresi sonunda, bir gece dncesinden yem verilmeyen hayvanlarin canli
agirlik olciimleri kaydedilmistir. Denekler 10 mg/kg Xylazine HCI ve 50 mg/kg Ketamin HCl
enjeksiyonu ile anestezi altina alinmistir. Daha sonra teknigine uygun olarak gogiis kafesleri
acilmistir. Calisir durumda iken kalpten 5ml’lik heparinli enjektorlerle, ortalama 6-9 ml kan
alinarak heparinli tiiplere aktarilmig ve tlipler soguk zincir altinda zaman kaybetmeden

laboratuvara getirilmistir.

Alinan tam kan Orneklerinden 2 ser ml’si Mononiiklear 16kositlerin seperasyonu, MDA,
methemoglobin (MetHDb) ve rediikte glutatyon (GSH) tayininde kullanilmak {izere ayrilmistir.
Geriye kalan kan ornekleri Niive NF 1000 R model santrifiij cihazi ile 3500 rpm’de 10 dk.
santrifiij edilerek plazmalar1 ayrilmistir. Plazmalar 1.5 ml’lik ependorf tiiplere alinarak,
biyokimyasal parametreler inceleninceye kadar derin dondurucuda korunmustur (-30°C).
Omneklerde protein oksidasyonu, total antioksidan kapasite, nikrit oksit metabolitleri (NOy),

glikoz, kolestrol, trigliserid, HDL, LDL, AST ve ALT miktarlarinin analizleri yapilmustir.
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3.6. Mononiiklear Lokositlerin Ayristirilmasi

Yéntem tam kan Srneginin Histopaque 1077® ile santrifiij edilmesinden sonra tiipte olusan
gradient farki nedeniyle Mononiiklear 16kositlerin tiipte belli bir alanda toplanmalar1 esasina
dayanir (Int.Kyn.3). Mononiiklear 15kositlerin seperasyonu igin, temiz cam deney tiiplerine
konan 1 ml Histopaque 1077 {izerine heparinize taze kan sizdirma seklinde ilave edilmis ve
tabaka olugmasi saglanmigtir. Daha sonra tiipler 2100 rpm’de 25 °C de 30 dk. santrifiij
edilmistir. Orta tabakada biriken mononiiklear 16kositler pipet yardimiyla dikkatlice alinip 1
ml tuzlu fosfat tamponu (pH:7,4) ile karnistirildiktan sonra 1600 rpm’de 25 °C de 10 dk.
santrifiij edilmistir. Siipernatant atilip pelet tuzlu fosfat tamponu ile (pH:7,4) mm’ de 10°
Mononiiklear 16kosit olacak sekilde diliie edilmistir (Kogyigit ve ark. 2005).

3.7. Comet Assay Yontemi ile DNA Hasar Tayini

Prensip:

Comet assay yontemi, alkali pH’da farkli molekiil agirliklarina ve farkli elektrik yiike sahip
DNA molekiillerinin elektriksel alanda farkli sekilde go¢ etmeleri esasina dayanir. Tek
hiicreler veya cekirdekgikler Sekil. 3.1 de goriildiigli gibi agaroza gdmiiliir; yliksek tuz ve
deterjan iceren lizis solusyonunda hiicrelerin lize olmalar1 saglanir, daha sonra DNA’larin
elektroforez de yliriitiilmeleri esnasinda hasarsiz DNA’lar biitiinliigiinii kaybetmeden yiiriir
yani kuyruk (comet) olusturmaz, oysa hasarli DNA’larin fragmentleri olugsan hasardan dolay1
farkli molekiiler agirliklara ve farkli elektrik yiiklerine sahip olduklarindan elektriksel alanda
farkli hizda hareket eder ve kuyruk seklinde bir goriintii olustururlar, sonug olarak elde edilen
DNA migrasyon goriintiileri degerlendirilerek bir kani olusturulur (Ostling and Johanson

1984, Singh et al. 1988, Horoz ve ark. 2006).
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Yontemin Uygulanisi:

1. Slaytlarin hazirlanmasi

PBS igerisinde hazirlanan % 1’lik NMP agaroz jelden 80 pl alinarak buzlanmis lam iizerine
damlatilmis ve lam tizeri lamel ile kapatilarak 2-4 °C’de 5 dk bekletildikten sonra lameller
kaldirilmis ve birinci agaroz tabakasi hazirlanmistir. Hazirlanan lamlar nemli kutularda 2. ve
3. agaroz katlar1 dokiilene kadar saklanabilir (Ostling and Johanson 1984, Singh et al. 1988,
Horoz ve ark. 2006). PBS ile mm’ te10° hiicre olacak sekilde siispanse edilmis Mononiiklear
1okositlerden 10 ul alinarak 80 pl %0.5’lik LMP agaroz ile (37 °C) karistirilarak birinci
agaroz kat lizerine tabakalandirilmis ve tekrar lamel ile kapatilarak buzdolabinda donmasi i¢in
5 dk bekletilmistir. Ugiincii asamada aym konsantrasyonda LMP agaroz jel hazirlanarak ikinci
tabakanin iizerine ince bir kat halinde tabakalandirilarak slaytlarin hazirlanmasi

tamamlanmistir.

2. Lizis Asamasi

Lizis soliisyonu hiicre ve ¢ekirdek zarini lize edip DNA sarmallarinin agaroz iginde serbest
kalmasini saglamak amaciyla kullanilir (Ostling and Johanson 1984, Singh et al. 1988, Horoz
ve ark. 2006). Bu amagla, hiicreler lam iizerinde agaroz jele gomiildiikten sonra, slaytlar
yaklagik 1 saat siire ile yiiksek konsantrasyonda tuz ve deterjan iceren soguk lizis
sollisyonunda bekletilmistir.
Lizis soliisyonunun hazirlanmast,
o Stok lizis soliisyonu:
= 100mM EDTA-Na,
= 2.5M NaCl
* 10 mM Trizma base’den olusan stok lizis soliisyonu distile su igerisinde
hazirlanir.
o Calisma Soliisyonu:
» Lizisten bir saat 6nce hazirlanir. % 1 oraninda triton X-100 ve % 10 DMSO
bolon jojeye alinir.
= Ugzeri stok lizis soliisyonu ile 100 ml ye tamamlanir ve pH’ s1 10°a ayarlanr.

» (Calisma soliisyonu bekletilmeden buzdolabina alinarak sogutulur.
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3. Elektroforez Tamponu

Alkali elektroforez ¢ozeltisi, 1 mM EDTA-Na, ve 300 mM NaOH’in distile su igerisinde
¢ozdiiriilmesi ile hazirlanir (Ostling and Johanson 1984, Singh et al. 1988, Horoz ve ark.
2006). Tampon hazirlandiktan sonra buzdolabinda sogutularak kullanilir (pH>13).
Elektroforezde yiiriitmeden dnce DNA zincirlerinin ayrilmasi i¢in slaytlar alkali elektoforez

tamponunda 20-30 arasinda inkiibasyona birakilmistir.

4. Elektroforezde Yiiriitme

Alkali elektroforez tamponunda inkiibasyon tamamlandiktan sonra DNA’lar bu tampon
¢Ozelti igerisinde 300 mA 20 volt® luk elektriksel alanda 5-25 °C’de 30 dk (Ostling and
Johanson 1984, Singh et al. 1988, Horoz ve ark. 2006) yiirtitilmiistiir.

5. Notralizasyon

Elektroforezde yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra alkali tampon ¢ozeltisini slaytlardan
uzaklagtirmak icin slaytlar 3 dk ve 3 kez 5 ml/slayt 0.4 M Tris HCI pH 7.5 noétralizasyon
tamponu ile yitkanmistir (Ostling and Johanson 1984, Singh et al. 1988, Horoz ve ark. 2006).

6. Boyama

Notralizasyon tamamlandiktan sonra slaytlar, floresan boya olan Ethidium bromid boyasi
(5pg/ml) kullanilarak DNA’lar boyanmis ve dort saat iginde degerlendirilmistir (Kogyigit ve
ark. 2005).

7. Degerlendirme

Ethidium bromid ile boyanan slaytlarin iizerine lamel kapatilarak 20 biiylitmeli floresan
mikroskop (Olympus CX-41) ile 100 adet DNA goriintiisii degerlendirilmistir. Degerlendirme
gorsel skorlama yontemiyle gergeklestirilmistir (Kobayashi et al. 1995). Migrasyon uzunlugu
fargmentlerin miktarina, DNA zincir kirilmalarina ve alkali-labil bolgelerin seviyesine bagl

olarak degisiklik gosterdiginden, olusan hasarin derecesine gore DNA goriintiileri 5 alt
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kategoride siniflandirilarak puanlandirilmistir. Sekil 3.2°de goriildiigii gibi hi¢ hasar
bulunmayan DNA’lar 0, hasar olan DNA’lar hasarin derecesine gore 1 den 4’e kadar

puanlandirilmistir ve sonuclar arbitrary unit (AU) olarak degerlendirilmistir (Collins 2004).

0. Kategori 1. Kategori

2. Kategori 3. Kategori

4. Kategori

Sekil 3.2. Comet Analiz Tekniginde Kullanilan Puanlandirma Cetveli.

3.8. MDA Tayini

Prensip:

Serbest radikaller sonucu olusan peroksidasyon {irlinlerinden MDA tayini, Draper ve
Hadley’in (1990) ¢ift kaynatma yontemi kullanilarak belirlenmistir. Metot, yag asitlerinin
peroksidasyonunda bir son iiriin olan MDA (malondialdehit)’in, TBA ile reaksiyona girerek
532 nm dalga boyunda spektrofotometrik 6l¢limde maksimum absorbans vermesi prensibine

dayanmaktadir.
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Realktifler:

= %10’luk TCA ¢ozeltisi: 10 gr. TCA distile su ile 100 ml.’ye tamamlanarak
hazirlanir.
= 9% 67’lik TBA ¢ozeltisi: 100 ml. 0.05 N NaOH c¢ozeltisinde 0.67 gr. TBA

¢Ozdiiriilerek hazirlanir.

Yontemin uygulanisi:

Tam kan 6rneklerinden alinan 0.5 ml numune, 2.5 ml %10’luk TCA ile temiz vida kapakl
deney tiiptinde karistirilarak 95 °C’de 15 dk kaynatilmistir. Daha sonra hemen sogutularak 4
°C’de 5000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilmistir. Olusan siipernatandan 1 ml alinmis ve {izerine
% 67’lik TBA’dan 0.5 ml eklenerek 15 dk kaynatilmis ve hemen sogutulmustur. Sogutmay1
takiben en ge¢ 45 dk igerisinde, Shimadzu UV-1601 marka spektrofotometrede, 532 nm dalga
boyunda distile suya karsi absorbans degeri okunarak, elde edilen degerler dilusyon katsayisi

ile carpilmis ve nmol/ml biriminde MDA miktar1 belirlenmistir.

3.9. Methemoglobin Diizey Tayini

Methemoglobin miktarinin tayini i¢in EDTA’ 11 tiiplere alinan kandan 75 pl alinarak, hemen
hemoliz edilebilmesi amaciyla i¢inde 5 ml fosfat buffer bulunan tiiplere aktarildi (Schalm et
al. 1975, Harrison and Jollow 1986). Daha sonra bu hemolize soliisyon dort esit pargaya
ayrilarak 1, 2, 3, 4 olmak iizere numaralandirildi. % 10’luk KCN’ den birer damla 2 ve 4 nolu
tiiplere, % 20’lik K3Fe(CN)s’dan birer damla ise 3 ve 4 nolu tiiplere konuldu. Vortekste
karistirildiktan sonra spektrofotometrede 635 nm dalga boyunda distile suya karsi okundu.

Sonuglar asagida gosterilen formiil yardimiyla hesaplandi.

# Methamealabin X 1
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3.10. Protein Oksidasyonu

Prensip

Levine ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen bir metot olup proteinlerin oksidasyonu sonucu
olusan karbonil gruplar ile 2,4-dinitrofenilhidrazinin reaksiyona girmesi ile olusan hydrozone
bilesiklerinin renginin spektrofotometrik olarak 6l¢timiine dayanan bir yontemdir (Levin et al.

1990, Ceylan ve ark. 2006)

Realktifler:

= DNPH ¢ozeltisi; 10 mM 2,4-dinitrofeneilhidrazin 2 M’lik HCI i¢inde ¢oziilerek
hazirlanir.

= % 10 TCA ¢ozeltisi; 10 gr. TCA distile su ile 100 ml.’ye tamamlanarak hazirlanir.

* Guanidin HCI ¢ozeltisi; 6 M guanidin HCI, 20 mM potasyum fosfat tamponu
(pH:2,3) i¢inde ¢oziilerek hazirlanir.

= Etanol:Etil asetat ¢oOzeltisi; 1:1 oraninda etanol ve etil asetat karistirilarak

hazirlanir.

Yontemin uygulanisi:

15 ul plazma, 0.5 ml DNPH c¢ozeltisi ile karistirilarak oda 1sisinda 1 saat inkiibasyona
birakilmistir. Daha sonra iizerine 0.5 ml TCA ¢ozeltisi eklenerek vortekslenmis ve 15000
rpm’de 3 dk santrifiij edilmistir. Siipernatan atilarak pelet 2 kez 1:1 oraninda karistirilmis
etanol:etil asetat ile yikanmistir. Kalan pelet iizerine 0.6 ml Guanidin HCIl ¢ozeltisi ilave
edilip 15 dk 37 °C’de inkiibasyona birakilarak peletin ¢oziilmesi saglanmis ve Shimadzu UV-
1601 marka spektrofotometrede 365 nm’de absorbanslar1 okunmustur. Elde edilen abzorbans
degerleri, absorbsiyon katsayist (€1,x=22000/M/cm) ile carpilarak sonuglari nmol/mg protein

seklinde hesaplanmustir.

3.11. Total Antioksidan Kapasite

Total antioksidan kapasite, Cayman Chemical (Kat. No: 709001) “Antioxidant Assay” kiti
kullanilarak, Multiscan Spectrum (Thermo) kiiltiir plagi okuyucusunda tayin edilmistir.

Sonuglar mM olarak verilmistir.
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3.12. Rediikte Glutatyon Tayini

Prensip:

EDTA’l1 kanin distile su ile hazirlanan hemolizinde, siilfidril (SH) tasimayan tiim proteinler
coktiiriici (presipitasyon) ¢ozelti ile ¢oktiiriildii. GSH, elde edilen berrak sivida stlfidril
gruplarimin DTNB [5,5’-(2-ditiobis nitrobenzoik asit)] ile reaksiyonu sonucu sari rengin
olusumu ile 6lgiildii. EDTA’I1 kanlarda GSH konsantrasyonunun tayini, 24 saat igerisinde,

spektrofotometrede 412 nm’de gerceklestirildi.

Realktifler :

1. Coktiirlicii ¢ozelti: 1.67 g metafosforik asit, 0.2 g EDTA (disodyum etilen diamin
tetraasetik asit), 30 g NaCl 100 ml’ye distile suda eritilerek tamamlandi.

2. Fosfat ¢ozeltisi: 0.3 M disodyum fosfat distile su ile hazirlandi.

3. DTNB (Ellman’s ayiract): 40 mg DTNB [5,5’ditiobis-(2-nitrobenzoik asit)] % 1 sodyum

sitrat, 100 ml’ye distile su ile tamamlandi.

Yontemin uygulanisi:

EDTA’l1 tiim kandan 200 pl alind1. Uzerine 1.8 ml distile su eklendi, hemoliz gergeklestirildi.
3 ml ¢oktiiriicli ¢ozelti ile hemolizat karistirildi. 5 dakika bekleme sonrasi, karistm Whatman
siizgec kagidindan (N.42) siiziildii. Ornek numuneden elde edilen siipernatantin 2 ml’si bagka
tiipe aktarildi. Uzerine 8 ml fosfat ¢ozeltisi, 1 ml DTNB ayiract eklendi. Blank igin 2 ml
¢oktiiriicli ¢ozelti (3 kisim ¢oktiirlicii ¢ozelti+ 2 kisim distile su), 8 ml fosfat ¢ozeltisi ve 1 ml
DTNB ayiract tiipe alinarak hazirlandi. Standart icin, 40 mg GSH c¢ozeltisi taze olarak
hazirlandi. Spektrofotometrede 412 nm’de blanka kars1 standart numunelerin optik dansiteleri

okundu. Sonuglar mg/dl tiim kan olarak hesaplandi (Beutler et al. 1963).

3.13. NOx

NO yart émrii ¢cok kisa olan bir madde olup oksidasyon ile stabil metabolitleri olan nitrat ve
nitrite doniisilir. Bu yiizden NO seviyesi genellikle bu metabolitlerin tespiti ile degerlendirilir

(Inan ve ark. 2005). Bu nedenle, plazma 6rneklerinde nitrik oksit miktar1 Miranda ve ark
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(2001)’nin “Vanadium kloriir (1) - Gries Reaksiyonu” yontemi ile belirlenmistir (Miranda et
al. 2001, Biilbiil 2003).

Prensip:

Vanadium kloriir’iin 37°C’de ortamdaki nitrat1 nitrite doniistiirmesi ve Griess reaksiyonu
olarak adlandirlan, nitritin asitik ortamda primer bir aromatik amin olan siilfanilamit ile
diazotizasyonu ve N-(1-naphthyl) ethylenediamin (NEDD) ile renkli bir azo tiirevi

olusturmasi esasina dayanir.

Realktifler:

*  Vanadium kloriir (VCls) ¢ozeltisi: 50 ml hidroklorik asitte 400 mg Vanadium
kloriir ¢ozdiiriilmesiyle hazirlanir.

= Siilfanilamit ¢ozeltisi: 2 g siilfanilamitin % 2’lik hidroklorik asit ile 100 ml’ye
tamamlanmasi ile hazirlanir.

=  NEDD c¢ozeltisi: Distile su ile hazirlanmis % 0.1°’lik NEDD ¢6zeltisidir.

Yontemin uygulanisi:

Plazmadan alman 100 pl 6rnek iizerine, 100 pl Vanadium kloriir ¢ozeltisinden eklenmis,
bunun iizerine seri halde 50 pl siilfanilamit ve 50 pl NEDD c¢ozeltileri ilave edilmistir.
Ornekler 37°C’de 30 dk. inkiibasyona birakildiktan sonra Multiscan Spectrum (Thermo)
kiiltiir plag1 okuyucusuna yerlestirilerek 550 nm’de absorbans degerleri okunmustur. Sonuglar
Sekil 3.3’de goriilen daha 6nce degisik konsantrasyonlardaki sodyum nitratin absorbans

degerlerine gore hazirlanan kalibrasyon egrisi kullanilarak degerlendirilmistir.
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Sekil 3.3. Sodyum Nitrat Kalibrasyon Egrisi

3.14. Glikoz, Total Kolestrol, Trigliserid, HDL Kolestrol, LDL Kolesterol AST, ALT ve

Toluol diizeyleri Tayinleri

Glikoz, Total Kolestrol, Trigliserid, HDL Kolestrol, LDL Kolesterol gibi parametreler, klasik
yontemlerle markas1 belirtilen ticari kitler kullanilarak, Shimadzu UV-1601 marka
spektrofotometrede tayin edilmistir. AST ve ALT diizeyleri ise Roche firmasina ait Cobas
Integra 400 otoanalizoriinde Roche firmasina ait kitler kullanilarak calisilmistir. Tam kan
Toluol diizeyleri Acibadem Labmed Merkez Laboratuvarinda (Istanbul, Tiirkiye) GS-MS

kullanilarak tayin edilmistir.

3.15. istatistik Analizler

Yapilan calismalar sonucunda elde edilen veriler SPSS 13.0 istatistik programi kullanilarak
degerlendirilmistir. Verilerin ortalamalar1 + standart hatalariyla ifade edilmistir. Elde edilen
verilerin normallik testleri yapilmis ve gruplar arasindaki istatistiksel farklar1 saptamak i¢in
ANOVA testi, post-test olarak Duncan testi uygulanmistir. Istatistiksel anlamlilik i¢in p<0.05,
0.01 ve 0.001 degerleri secilmistir (Ozdamar 2003). Parametrelerin arasindaki iliskiyi

degerlendirmek i¢in ise korelasyon analizi yapilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Beden Agirhg: Profilleri
Gruplarin beden agirlik parametresine gore degerlendirilmesinde; Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1°de

gorildiigh gibi tiner uygulanan tiim gruplarda beden agirligi profillerinin, kontrol grubuna

gore, Ozellikle deneme siiresinin 45. giiniinden sonra anlamli olarak azalmistir (p<0.01).

Cizelge 4.1. Gruplarda Gozlenen Beden Agirligi Degisimi

Olgiim K V4 L LAT T
Zamani X+SE X+SE X+SE X+SE X+SE

2. Hafta |{302.71+5.02 [269.87+10.96 |302.66+11.49 [285.28+11.43 [282.15+11.80
4 Hafta |317.28+12.62 |292.88£14.00 |316.75£9.07 |281.92+12.32 |280.53+12.78
6.Hafta |333.57+8.70° [301.77+13.64*" [332.08+14.98" | 289.50+11.56" |281.15+12.52°
8.Hafta |350.71+14.18|292.44+12.81*" |321.41+10.5*" | 305.78+11.29° |283.30+9.69"

a,b: Ayni satirda farkly harf tasiyan gruplar arasi farklilik 6nemlidir. (p<0.01)

Deneme siiresi olan 8 hafta sonunda elde edilen veriler, lipoik asitin subkronik tiner

inhalasyonunun neden oldugu canli agirlik kaybina karsi ratlari koruyamadigini ortaya

koymaktadir.

370

350
330 - —K
2 a7
4
= 310 ——L
D LAT
< 290 |

*— * S T
270 —
250
2.Hafta 4. Hafta 6.Hafta 8.Hafta
Olgiim Zamani

Sekil 4.1. Beden Agirlig1 Profilleri
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4.2. Biyokimyasal Parametrelerdeki Degisimler

Calismada olusturulan bes deneme grubundan, alinan kan Orneklerinde glikoz, kolesterol,
HDL-kolesterol, LDL-kolesterol, trigliserid, ALT, AST, metHb, MDA, mononuklear 16kosit
DNA hasari, protein oksidasyonu, total antioksidan kapasite, GSH ve nitrik oksit metabolit
(NOy) diizeyleri tayin edilmistir. Bu gostergelerin 8 haftalik aragtirma siiresi sonundaki

diizeylerine ait bulgularin istatistiksel degerleri ve karsilastirmasi Cizelge 4.2°de sunulmustur.
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Cizelge 4.2. Olgiilen Parametrelere Ait Bulgularm Aritmetik Ortalama, Standart Hata ve Anlamlilik Diizeyleri

Kontrol Z L LAT T
Parametre _ _ _ _ _
X +SE X +SE X +SE X +SE X +SE
Glikoz (mg/dl) 142.00+£6.9*° 201.25+15.53 **° 252.50438.52% 220.62+16.57* 196.25+17.9%*°
T-Kolesterol (mg/dl) 87.62+2.68 95.00+3.75 94.00+4.10 101.37+9.12 86.75+2.19
Trigliserid (mg/dl) 524142 24%# 79.62+3.54%* 54.62+9.88** 53.254+3.22%*P 51.87+2.66%*"

LDL-kolesterol (mg/dl)

HDL- kolesterol (mg/dl)

AST (U

ALT (UN)

MetHb (%)

MDA (nmol/ml)

Mononuklear Lokosit DNA Hasar1 (AU)
Protein Oksidasyonu (nmol/mg)
Total Antioksidan Kapasite(mM)
GSH (mg/dl)

NO, (nmol/l)

Toluol (ng/ml)

18.90+4.50%*
42.50+3.73
64.62+5.96*°
90.12+2.34
1.76+0.08***
6.89+0,12%#*P
70.14+2.96% %%
1.78+0.10%*°
3.20+0.21 %%
95.69+4.62%*"*

5.52+0.28

31.82+4.58%#>¢
52.25+3.46
62.75+6.05*°
91.37+2.85
1.7720.17%#%
6.82+0.15%**P
75.28+8.69% ¢
1.76+0.09%*°
3.710.39%*
102.44:4 28*+0

5.554+0.32

41.07+6.65%**°
42.00+5.65
71.87+2.82%°
86.75+4.50
1.40+0.08%**
6.98+0.19%**P
79.14+3 56% %%
1.69+0.08*+*"
3.7240.33%%2
112.04+6.09%**

4.56+0.23

51.6+8.78%*
39.12+2.15
78.62+6.00%*°
98.62+561
4.13+0.4] #%*P
7.37+0.2] %%
179.85+7.39%#+>
1.84+0.08**"
2.86+0.23%+P
88.57+1.83%*¢
5.13+0.40

1.42 +£0.09

39.62+4.69 **°
36.75+2.96
88.00+£474*
100.62+3.22
6.92:+0.85% ¥
9.14:+0.28% %
202.71:46.70%%*
2.31:0.12%*
2.31+0.20%*°
87.67+2.56%*
5.95+0.38

1.41+0.17

a,b,c: Ayni satirda farkli harf tastyan gruplar arasi farklilik 6nemlidir. ***: p<0.001, **: p<0.01, *: p<0.05
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4.2.1. Plazma Glikoz Diizeyleri

Gruplarin glikoz parametresine gore degerlendirilmesinde, Sekil 4.2 ve Cizelge
4.2°de gorildiigi gibi Z, L, T ve LAT gruplarimin glikoz diizeyleri kontrol
grubuna oranla anlamli olarak yiiksek (p<0.05) bulunmustur. Ayrica L ve LAT
gruplarinin glikoz seviyelerinin Z ve T gruplarindan anlamli olarak ytiksek oldugu

(»<0.05) gorilmiistiir.

400,00 —

300,00

200,00~

Glikoz (mg/dl)

|
|

H

100,00

000

T T T T T
Kontrol Zeytin Y ag Lipoik asit Tiner + Lipoik asit Tiner

Grup

Sekil 4.2. Plazma Glikoz Diizeyleri

4.2.2. Kolesterol ve Trigliserid Diizeyleri

Gruplarin kolesterol ve trigliserid parametresine gore degerlendirilmesinde; Sekil
4.3, Sekil 4.4 ve Cizelge 4.2°de gorildiigii gibi plazma kolestrol diizeyleri Z, L ve
LAT gruplarinda kontrol grubuna oranla artmis T grubunda ise azalmistir ancak
bu degisimler istatistiksel olarak anlamlilik gostermemistir. Trigliserid diizeyleri

ise Z grubunda diger tiim deneme gruplarina oranla anlamli olarak artmigtir

(p<0.01).
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4.2.3. LDL-Kolesterol ve HDL-Kolesterol Diizeyleri

Gruplarin LDL-kolesterol parametresine gore degerlendirilmesinde; Sekil 4.5 ve
Cizelge 4.2°de goriildiigii gibi tim deneme gruplarinda kontrol grubuna gore
anlamli olarak artig dikkati ¢ekmektedir (p<0.01), bununla beraber LAT grubu
LDL diizeyi L ve T gruplarina oranla artmis (p<0.01), T ve L gruplar arasinda ise
anlamli bir degisim izlenmemistir. HDL-kolesterol parametresine gore
degerlendirilmesinde ise; Sekil 4.6 ve Cizelge 4.2°de goriildiigii gibi L, LAT ve T
gruplarindaki ratlarin HDL-kolesterol diizeyleri kontrol grubuna oranla azalmis, Z
grubunda ise artis gostermistir, ancak bu degigsimler istatistiksel olarak anlamlilik

gostermemistir.

30,00—

60,00—

LDL (mg/dl)

40,00

20,004

0.00 T T T T T
Kontrol Zeytin Yad Lipoik asit Tiner + Lipoilk asit Tiner

Grup

Sekil 4.5. Plazma LDL-kolesterol Diizeyleri
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Sekil 4.6. Plazma HDL-kolesterol Diizeyleri

4.2.4. AST ve ALT Diizeyleri

Gruplarin AST ve ALT parametresine gore degerlendirilmesinde; Sekil 4.7, Sekil
4.8 ve Cizelge 4.2°de goriildiigii gibi LAT ve T gruplarindaki ratlarda AST
diizeylerinin kontrol, Z ve L gruplarini olusturan ratlarin AST seviyelerine oranla
anlamli olarak arttigi (p<0.05), diger yandan LAT grubu AST diizeylerinin, T
grubuna gore istatistiksel onemlilikte azaldig1 (p<<0.05) ve lipoik asitin subkronik
tiner inhalasyonunun AST diizeyindeki artigsa karsit koruyucu ozellik gosterdigi
gozlenmektedir. ALT diizeylerindeki degisim ise; LAT ve T gruplarindaki
ratlarda ALT diizeyleri kontrol grubuna oranla artmig, L grubunda ise azalmistir,

fakat bu degisimler istatistiksel olarak anlamlilik géstermemistir.
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4.2.5. MDA Diizeyleri

Gruplarin MDA parametresine gore degerlendirilmesinde; Sekil 4.9 ve Cizelge
4.2’de goriildiigli gibi T grubunda kontrol grubuna oranla anlamli olarak
(p<0.001) artis dikkati ¢ekmektedir. Diger yandan LAT grubunda MDA
diizeyinin, T grubuna oranla anlamli olarak azaldigi (p<0.001) ve kontrol grubu

diizeylerine geriledigi gdzlenmistir.
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Sekil 4.9. MDA Diizeyleri

4.2.6. Mononiiklear Lokosit DNA Hasar Diizeyleri

Gruplarin mononiiklear 16kosit DNA hasar diizeyleri incelendiginde; Sekil 4.10 ve
Cizelge 4.2 ’de goriildiigi gibi T ve LAT grubundaki ratlarda DNA hasar
diizeyinin, kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak yiiksek oldugu (p<0.001), LAT
grubu DNA hasar diizeylerinin ise T grubuna gore anlamli olarak azaldigi
(p<0.001) goriilmiistiir. Z ve L grubundaki ratlarin mononuklear 16kosit DNA
hasar diizeyleri ise kontrol grubu degerlerine yakin diizeyde olup, istatistiksel bir

degisim gdstermemistir.
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Sekil 4.10. Deney Gruplardaki Ratlarin Mononukleer Lokosit

DNA Hasar Diizeyleri

4.2.7. Protein Oksidasyonu

Gruplarin protein oksidasyon parametresine gore degerlendirilmesinde; Sekil 4.11
ve Cizelge 4.2 ’de gorildiigii gibi T grubunda protein oksidasyonun kontrol
grubuna oranla anlamli olarak (p<0.01) arttig1 gézlenmistir. Bununla birlikte LAT
grubunda protein oksidasyonunun, T grubuna oranla anlamli olarak azaldig:

(p<0.01) ve kontrol grubu diizeylerine geriledigi dikkati ¢cekmektedir.
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Sekil 4.11. Gruplardaki Protein Oksidasyonu Diizeyleri

4.2.8.Total Antioksidan Kapasite Diizeyleri

Gruplarin total antioksidan kapasite diizeyleri degerlendirilmesinde; Sekil 4.12 ve
Cizelge 4.2°de goriildiigi gibi LAT ve T gruplart TAK diizeyleri, kontrol grubuna
oranla diisiik bulunmustur (p<0.01). Diger yandan LAT grubunda TAK diizeyleri,
T grubuna oranla anlamli olarak artmistir (p<<0.01) ve kontrol grubu diizeylerine
geriledigi gozlenmistir. Z ve L gruplart TAK diizeylerinde ise kontrol grubuna

oranla istatistiksel anlami olmayan bir artig gergeklesmistir.
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Sekil 4.12. Total Antioksidan Kapasite Diizeyleri
4.2.9. GSH Diizeyleri

Gruplarin GSH parametresine gore degerlendirilmesinde; Sekil 4.13 ve Cizelge
4.2°de gorildiigii gibi Z ve L gruplart GSH diizeyleri kontrol grubuna gore
anlamli olarak artmistir (p<0.01). LAT ve T gruplarinda GSH diizeyleri ise diger

gruplara gore istatistiksel onemlilikte (p<0.01) azalmistir.
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Sekil 4.13. Kan GSH Diizeyleri
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4.2.10. NO Diizeyleri

Gruplarin nitrik oksit parametresine gore degerlendirilmesinde; Sekil 4.14 ve
Cizelge 4.2°de gorildiigii gibi Z ve T gruplarinda kontrol grubuna gore yiiksek, L
ve LAT gruplarinda ise kontrol grubuna oranla diisik bulunmus, fakat bu

degisimler istatistiksel olarak anlamlilik géstermemistir.
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Sekil 4.14. Gruplardaki NOx Diizeyleri

4.2.11. MetHb Diizeyleri

Gruplarin MetHb parametresine gore degerlendirilmesinde; Sekil 4.15 ve Cizelge
4.2 ’de goriildiigii gibi T grubu MetHb diizeyinin diger tiim deneme gruplara
oranla anlamli olarak (p<0.001) artis gbzlenmistir. Diger yandan LAT grubunda
MetHb diizeyinin, T grubuna oranla anlamli olarak azaldigi (p<0.001), L ve Z

gruplarinda ise kontrol grubuyla karsilastirildiginda isatistiksel O6nemde bir
degisimin gerceklesmedigi dikkati cekmektedir.
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Sekil 4.15. Gruplardaki MetHb Diizeyleri

T
Tinwr = Ligsoik aed

Ton

Tiner uygulanan gruplarin toluol diizeylerinin bazi1 parametrelerle iligkisi

degerlendirildiginde; Cizelge 4.3’te goriildiigii gibi Toluol seviyeleri ile MetHb,

mononiiklear 16kosit DNA hasar1 ve MDA seviyeleri ile pozitif, GSH ve total

antioksidan kapasite seviyeleri ile negatif bir iliksi izlenmektedir. MetHb,

seviyeleri ile MDA ve mononiiklear 16kosit DNA hasar1 seviyeleri arasinda

pozitif, total antioksidan kapasite seviyeleri ile de negatif bir iliski bulunmustur.

Kan MDA seviyeleri ile protein oksidasyonu arasinda pozitif, GSH ve total

antioksidan kapasite seviyeleri arasinda ise negatif bir iliski vardir. Protein

oksidasyonu ile GSH ve total antioksidan kapasite seviyeleri arasinda negatif bir

iligski gozlenmektedir.
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Cizelge 4.3. Kan Toluol diizeyi ile DNA hasar1 ve bazi Oksidan/Antioksidan parametreler

arasindaki iliski diizeyleri

Mononiiklear
Toluol MetHb Lokosit DNA MDA PO GSH TAK NOx
Hasan

0.745 0.851 0885 0.691 0.495

Toluol 0869 0.703
<0.05 <0.05 <0.01 NS NS

<0.01 NS
0.891 0715 0640 0120

MetHb | 0635 0917
<0.01 <0.05 NS NS

NS <0.01
Mononiiklear - - _

0871 0.563
Lokosit DNA 1 0764 0837 0.124
<0.05 NS

Hasan <0.05 <0.05 NS
0779 C0.634

MDA 1 0.895 0.851
<0.05 NS

<0.01 <0.01
] 0453

PO 1 0524 0734
NS

NS <0.05
0694
GSH 1 0.537

NS
NS
TAK 1 0303
NS
NOx 1
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5. TARTISMA VE SONUC

Calismamizda tiner, ratlara fiziksel temas olmaksizin giinde iki kez inhale
ettirilmis, tiner inhalasyonu siiresince, Once; ratlarin hareketlerinde yavaslama,
yiirlimede zorluk, derin soluk alig verisleri ve ¢alismanin sonuna dogru ratlarin
agresiflestigi gozlenmistir. Calisma boyunca elde edilen veriler, tiner uygulanan
tiim gruplarda beden agirlig1 profillerinin, kontrol grubuna gore, 6zellikle deneme
stiresinin 45. giiniinden sonra anlamli olarak azaldigini1 gostermistir. Konu ile ilgili
yapilan bir ¢alismada, Yamada et al. (1993) 7 giin boyunca giinde iki kez tiner
inhale ettirilen siganlarda kilo artisinin belirgin sekilde azaldigini bildirmistir.
Yine Boliikbasi’nin (2005) bildirdigine gore, haftada 5 giin, glinde 8 saat siire ile
toluen inhale ettirilen bir ¢alismada, 15 adet sicanin baslangigtaki ortalama
agirlig1 olan 252 gr’dan, 6 hafta sonunda 321 gr’a ¢iktig1 ve bu artigin istatistiksel
olarak anlam tagimadigi tespit edilmistir (Jenkins et al. 1970, Boliikkbas1 2005).
Kuzugiiden (2007) ise ratlarda 30 giin boyunca giinde 1 saat 3000 ppm tiner
buhar1 uyguladiklar ¢alismada ratlarin agirliklarinin belli araliklarla dl¢tildiiglinde
sadece kontrol grubu ratlarda agirlik artis1 oldugunu, tiner verilen grupta ratlarin
giderek zayifladigini bildirmistir. Cremer et al. (2006); 2 yil siiren ¢alismalarinda
ratlara oral yolla 20, 60, 180 mg/kg/giin a- Lipoik asit vermisler, 20 veya 60
mg/kg/giin a- LA verdikleri ratlarla kontrol grubundaki ratlar arasinda viicut
agirhigr bakimindan farklilik olmadigi halde, 180 mg/kg/giin dozunda a-LA
verilen ratlarda yiyecek aliminda azalma ve viicut agirliklarinda diisme oldugunu
bildirmislerdir. a-Lipoik asidin 180 mg/kg/gilin gibi yiiksek dozda verilmesinin
prooksidan aktivite meydana getirebilecegini, bu nedenle viicut agirhiginda
azalmalar meydana gelebilecegini diisiinmiislerdir. Yine arastiricilar a-Lipoik
asidin hipotalamik ATP’nin aktive ettigi protein kinazi (AMPK) baskiladigini
gostermislerdir. Hipotalamik AMPK enerji harcanmasi ve yiyecek aliminin
diizenlenmesinde 6nemlidir. AMPK’nin baskilanmasi yiyecek aliminda azalmaya
ve ayn1 zamanda enerji harcanmasini artirmaktadir. Uzmanlar bu ¢aligmada leptin
sinyal yolundan bagimsiz etki gozlediklerini belirtmislerdir (Cremer et al. 2006,
Karaca 2007). Calismadan elde ettigimiz beden agirlik degisimleri literatiir

bilgilerle uyumluluk gdstermektedir. Ancak deneme siiresi sonunda elde edilen
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veriler, lipoik asitin subkronik tiner inhalasyonunun neden oldugu canli agirlik

kaybina karsi ratlar1 koruyamadigini ortaya koymaktadir.

Calisma sonunda, rutin biyokimyasal parametrelerin degerlendirilmesi sonucu
elde ettigimiz veriler, kan Orneklerinde glikoz diizeylerinin, Z, L, T ve LAT
gruplarinda kontrol grubuna oranla arttigini, bununla beraber L ve LAT
gruplarinda glikoz diizeylerinin diger gruplardan istatistiksel dnemde yiiksek
oldugunu gostermistir. Daha Once yapilan ¢alismalar, a- LA’ agir metallerle
olusan zehirlenmelerde detoksifikasyon ajani olarak kullanildigini, antioksidan
ozelligi kendisinin dihidrolipoik aside indirgenirken, serbest radikalleri
temizlemesinden ve de metal iyonlariyla selat yapmasindan kaynaklandigini
bildirmekte ayrica hiicrelerin glikoz kullanimini artirdig1 i¢in diyabet tedavisinde
de yaygin olarak kullanildigint belirtmektedirler. (Rudich et al. 1999,
Thirunavukkarasu  2005). Calismamizdan elde ettigimiz veriler tiner
uygulamasinin  glikoz  diizeyini artirmasinin  yaninda subkronik tiner
inhalasyonuna karsi ratlara koruyucu amagla verilen a- LA’in kan glikoz diizeyini
hem tinerli hemde saglikli kontrol grubunda dahada arttirdigini ortaya koymustur.
Bu bulgumuz daha Once yapilan calismalarla tezat teskil etmekte ve bu
mekanizmanin sebeplerinin daha acik bir sekilde ortaya konmasi i¢in konu

tizerinde daha detayli calismalarin yapilmasi gerekliligini ortaya koymaktadir.

Celik ve ark. (2005), meslekleri geregi organik solventlere maruz kalan isgilerde
serum total kolesterol, trigliserid, LDL ve HDL diizeylerini arastirdiklar
calismada; total kolesterol diizeylerinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli sekilde yiiksek, trigliserid, HDL ve LDL diizeyleri arasinda ise 6nemli bir
degisimin olmadigini, ayrica solventlere maruz kalan obez bireylerde total
kolesterol, LDL, VLDL ve trigliserit, diizeyleri obez olmayan bireylere gore
anlamli sekilde yiiksek bulundugunu, HDL diizeylerinin ise istatistiksel olarak
diisiik oldugunu bildirmislerdir. Calismamizda LDL-kolesterol diizeyi degisimine
bakildiginda, tiim deneme gruplarinda kontrol grubuna gére anlamli olarak artmus,
ayni zamanda LAT grubu LDL diizeyinin de L ve T gruplarina oranla artist

gozlenmistir. HDL-kolesterol —diizeyleri ise gruplar arasinda farklilik
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gostermemistir. Plazma kolesterol diizeylerinde ise ¢alisma gruplarinda farklilik
goriilmemesine ragmen, trigliserit diizeyleri ac¢isindan Z grubunda diger gruplara
oranla artis kaydedilmistir. Maritim et al. (2003) streptozotosinle diyabet
olusturulan ratlarda 10 ve 50 mg/kg/giin dozunda a-Lipoik asidi ip olarak 14 giin
vermigler, AST diizeylerinde 10 mg/kg/giin dozunun etkisi olmadigini, buna
karsin 50 mg/kg/giin dozunda belirgin azalma oldugunu tespit etmislerdir.
Guzelian et al. (1988) 289 matbaa is¢isinde yaptigi calismada giinde 8 saat 200
ppm den daha az toluene maruziyetin karaciger hasarinin gostergesi olan ALT ve
AST diizeylerinde artisa neden oldugunu ortaya koymustur. Ayrica bu
calismalarda yapilan karaciger biyopsilerinde hafif peri santral yag degisimi
dikkati c¢ekmistir. Pari and Murugavel (2004) yaptiklar1 calismada klorokinin
meydana getirdigi karaciger toksisitesinde a- Lipoik asidin 10, 30 ve 100
mg/kg/giin verilmesiyle, artmis olan AST, ALT ve ALP diizeylerinde azalmalar
oldugunu, a- Lipoik asidin 100 mg/kg/glin dozunda 10 ve 30 mg/kg/giin dozuna
gore daha etkili oldugunu bildirmislerdir. Fornazzari et al. (1983) toluene maruz
kalmanin karaciger hasarina neden oldugunu. Boewer et al. (1988) ise toluen
maruziyeti ile karaciger hasarinin indikatorii olan (serum aspartat aminotransferaz
(AST), alanin aminotransferaz (ALT) ve y-glutamiltransferaz (GGT) diizeyleri
arasinda pozitif koreldsyonun oldugunu bildirmistir (Fornazzari 1988).
Calismamizda da tiner inhalasyonunun, karaciger hasarinin  G6nemli
gostergelerinden olan AST ve ALT diizeylerinde degisiklik gozlenmistir. LAT ve
T gruplarindaki ratlarda AST diizeyleri kontrol, Z ve L gruplarina oranla anlamli
olarak artmis, diger yandan LAT grubu AST diizeylerinin, T grubuna gore dnemli
diizeyde azalmistir. LAT grubu AST diizeylerinin, T grubuna gore Onemli
diizeyde azalmasi ve lipoik asitin subkronik tiner inhalasyonunun neden AST
diizeyindeki artisa karsi koruyucu 6zellik gosterdigi anlagilmaktadir. Buna karsilik
ALT diizeylerinde gruplar arasinda farklilik gézlenmemesi dikkat ¢ekici ve yeni

arastirilmalarla nedenin ortaya konmasi gerektigi diistiniilmektedir.
Serbest radikallerin lipitler iizerine yaptig1 etki lipid peroksidasyonu (LP) olarak

adlandirilir. LP doymamig yag asitlerinin serbest radikallerle etkilesmesi sonucu

doymamis yag asidindeki metilen grubundan bir hidrojen atomunun
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uzaklagtirllmasi ile baglamaktadir. Hidrojen atomunun koparilmasiyla olusan
serbest yag asiti radikali, molekiiler oksijen ile reaksiyona girerek peroksit
radikalini olusturur. Olusan peroksit radikali bagka bir yag asidi molekiilii ile yeni
bir hidroperoksit ve yeni bir yag asiti radikali olusturacak sekilde hizla reaksiyona
girer. Olusan bu yag asidi radikali yeniden oksijen ile birlesir bir hidrojen
atomunun daha ayrilmasini saglar. Baglayan bu zincir reaksiyonlar1 olusan yeni
radikallerin etkisiyle artarak devam eder. Lipit peroksidasyonu sonucu, hiicre zar1
akiskanlig1 ve permabilitesi zayiflar ve hiicre biitlinliigli bozulabilir. Lizozomal
membranlanin yikimlanmasi hidrolitik enzimlerin salinmasina ve intraselliiler
sindirime neden olur. Lipid peroksidasyonu bir¢cok nedenin yani sira, hem yaygin
vaskiiler  inflamasyon  sonucu  aktiflesen  lipooksijenaz  yolu ile
prostoglandinlerden, hem de serbest radikaller ve gecis metallerinin etkisi ile
endotelyal ve fagositik hiicrelerin membranlarinda bulunan lipidlerden,
nonenzimatik yollarla da olusur. Daha sonra bu irilinler, karsilikli olarak
birbirlerini aktive ederek, lipid peroksidasyonunu artirir (Fidan 2007). Karadzler
ve ark. (2002) uzun siire ¢oziicii etkisine maruz kalan boyacilarin kaninda MDA
ve sitokin diizeylerini inceleyerek belirgin bir sekilde artis oldugunu
gozlemlemislerdir. Halifeoglu ve ark. (1999) c¢alismalarinda da tiner ile ¢alisan
isgilerde tinerin lipid peroksidasyonuna ve antioksidan enzimlere etkisini
arastirmislardir. Yapilan bu ¢alismada oksidatif hasar gostergesi olarak plazma
MDA diizeylerini dlgerek numune grubunu kontrol grubu ile kiyasladiklarinda;
tiner ile c¢alisanlarin MDA diizeylerinde belirgin bir artis oldugunu
gozlemlemislerdir. Ulakoglu ve ark. (1998) yapmis olduklari ¢aligmada ratlar1 bes
hafta boyunca tinere maruz birakmislar ve tiner teneffiisii siiresince lipid
peroksidasyon iiriinlerinde (MDA ve 4-DHA) anlamli artislar gézlemlemislerdir.
Diindaroz ve ark. (2003) tiner soluyan ¢ocuklarda tinerin lipid peroksidasyonuna
etkisini belirlemeye ¢alismislardir. Bu ¢alismada tiner soluyan ¢ocuklarin eritrosit
ve plazma MDA diizeyleri kontrol grubuna gore daha yiiksek bulunmustur. Bozic
et al. (2003) 3, 7 ve 11 giin toluen uyguladiktan sonra ratlarin eritrositlerini
incelemigler ve sonug¢ olarak toluenin oksidatif stresi ve MDA olusumunu
indiikledigini bildirmislerdir. Cesitli calismalarda serbest oksijen radikallerinin

olusumunu engellemek veya oksidan/antioksidan dengeyi saglamak icin
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antioksidan molekiil olarak nitelendirilen birgok madde kullanilmistir.
Caligmamizda antioksidan molekiil olarak kullanilan o-LA ile yapilan
arastirmalarda, Hagen et al. (1999) diyetle a-LA uygulamasinin ratlarin
karacigerinde yaslanmaya bagli olarak artan MDA diizeylerinde azalmaya yol
actigint bildirmislerdir. Arsenik toksisitesi gelistirilmis ratlarda da o-LA
uygulamasinin karaciger ve bobrekte MDA olusumunu azalttigr bildirilmistir
(Kokilavani et al. 2005). Arivazhagan et al. (1999) ise yash ratlarda antioksidanlar
ve lipid peroksidasyonu iizerinde a- Lipoik asidi 100 mg/kg/giin dozunda ip.
olarak 7 ve 14 giin vermisler, lipid peroksit diizeylerinin yasla birlikte arttigini ve
a- Lipoik asit verilmesiyle azaldigini tespit etmislerdir. Tiner inhalasyonu sonucu
viicutta olusan toksik maddeler, CYP-450 ile zararsiz hale getirilmektedir. Ancak
yiiksek doz ve uzun siire kullanim, CYP-450’ye bagli monooksijenazi arttirarak
ve serbest radikal olusumunu aktive ederek, enzim indiiksiyon sinirint asinca
viicutta biriken toksik metabolitler hiicreye zarar verirler. Bununla beraber
Doksorubisin ile miyokard toksisitesi gelistirilmis ratlarda o-LA uygulamasinin
kalp dokusundaki MDA olusumunu azalttigt bulunmustur. Doksorubisin
metabolitlerinin Fe *’i ferritinden ayirdig1 ve ferréz iyonlarin elektron transferi ile
H,0, ve *OH olusturarak lipid peroksidasyonuna yol actig1 bildirilmistir. a-Lipoik
asidin metal selasyonu yapma ve *OH radikali gibi serbest radikalleri temizleme
yetenegine sahip gii¢lii bir antioksidant oldugu ileri siiriilmektedir (Al-Majed et al.
2002). Calismamizda lipid peroksidasyonu gostergelerinden MDA, T grubunda
kontrol grubuna oranla anlamli olarak artmistir. Diger yandan LAT grubunda
MDA diizeyleri, T grubuna oranla anlamli olarak azaldigi ve kontrol grubu
diizeylerine geriledigi goézlenmistir. T Grubunda Kontrol Grubuna goére LP
tiriinlerindeki artis hemen hemen tiim calismalarda ayn1 netliktedir. Cizelge 4.3°te
goriildiigli gibi Toluol seviyeleri MDA seviyeleri arasinda pozif bir iliskinin
bulunmasi LP deki artisin artan kan toluol diizeyinin bir sonucu olabilecegini
diistindiirmektedir. Ayrica, LAT Grubunda MDA diizeylerinin T Grubu’na gore
anlamli olarak azalmasi, a- Lipoik asitin oksidasyon reaksiyonlarinin yikimlayici
etkilerine karsi koruyucu etki sagladigini gostermektedir. Yine L ve LAT

Gruplarindaki MDA seviyelerinin Kontrol Grubu verilerine yaklagmis olmasi, o-
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Lipoik asit’in lipid peroksidasyonunu 6nlemede giiglii bir antioksidan potansiyele

sahip oldugunu diistindiirtmektedir.

Hemoglobinin oksijene baglanmasi ve saliverilmesi sirasinda hemoglobin
yapisindaki iki degerlikli demirin {i¢ degerlikli demire yiikseltgenmesi ile
methemoglobin olusur; NADH, methemoglobin yapisindaki ti¢ degerlikli demirin
yeniden kullanilmak {izere iki degerlikli demire indirgenmesinde gorevli enzimler
icin gereklidir. Methemoglobin konsantrasyonu, normal hemoglobinin %10 una
ulastiginda klinik olarak siyanozise ve daha yiiksek konsantrasyonda ise asfeksiye
neden olabilmektedir (Noyan 2004, Durmaz ve ark. 2007). Biyolojik sistemlerde
oksihemoglobin ve oksimyoglobin gibi hemoproteinler reaktif oksijen tiirlerinin
anlamli ve 6nemli diger bir kaynagidir. Bunlarin otooksidasyonunun onlarin
demir iceriklerinden oksijene elektronun transferi vasitasiyla siiperoksit radikali
meydana getirdikleri gosterilmistir (Celik 2005). Calismamizda MetHb 6l¢iim
sonuclari, T grubunda diger tiim deneme gruplarina oranla anlamli olarak
artmistir. Diger yandan LAT grubunda MetHb diizeyinin, T grubuna oranla
anlamli olarak azaldigi, L ve Z gruplarinda ise kontrol grubuyla
karsgilastirildiginda  isatistiksel Onemde bir degisimin  gerceklesmedigi
gozlenmistir. Cizelge 4.3 te gorildiigii gibi MetHb ile Toluol ve MDA arasinda
pozitif bir iliski vardir. Artan Toluol miktar1 ve oksidatif stres ile MetHb arasinda
pozitif bir iligkinin bulunmasi subkronik tiner inhalasyonunda olusan
methemoglobinemi ve artan oksidatif stresin inhale olunan toluoliin bir sonucu

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismamizda diisiik diizeydeki DNA hasar diizeylerini hassas bir sekilde
gosterebilmesi, az sayida hiicre ile analizin gerceklestirilebilmesi, ekonomik
olmasi, sonuglarin birkag saat icinde elde edilebilmesi ve degerlendirilmesi gibi
nedenlerden dolayr DNA hasar tespitinde giderek yayginlagan Comet Analiz
yontemi kullanilmistir. DNA kolay zarar gorebilen bir molekiildiir. Insan
bedeninin her hiicresindeki DNA, giinde yaklasik 10.000 kez serbest radikal
saldirisina maruz kalmakta ve DNA hedefli serbest radikal ataklari, mutasyonlara

ve hiicre oOliimlerine yol a¢maktadir. Hidroksil radikali daha ¢ok bazlar ve
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deoksiribozla reaksiyona girerken, hidrojen peroksit membranlardan gegerek
cekirdek DNA'sina ulasip ve hiicre disfonksiyonuna hatta Oliimiine neden
olabilmektedir (Weitberg 1985, Arouma 1989, Dizdaroglu 1992, Halliwell 1992
Fidan 2007). Alfaro et al. (2005) tiner inhalasyonunun DNA {izerine etkilerini
yapmis olduklari ¢aligmada tiner inhalasyonuna bagli olarak DNA hasarinin
arttigi ayrica DNA hasari, artmis MDA diizeyi ve azalmis glutatyon diizeyleri
arasinda korelasyon oldugunu saptamislardir. Yapilan baska bir ¢alismada 104—
1170 ppm toluene maruz kalan 104 iscide lenfositlerinde kromozom kiriklarinin
olustugu bildirilmistir Metrekiipte 26420 mg toluen igeren fabrikada caligan
is¢ilerde kontrol grubuna gore kromozom hasarinin arttigi bildirilmistir (WHO
1986). Cesitli calismalarda lipid peroksidasyon fiiriinlerinin DNA hasarina sebep
olabilecegi rapor edilmistir. Lipid hidroperoksitleri direk olarak DNA’da zincir
kopmalarina ve lipid peroksil ve alkoksil radikalleri ise DNA’da baz
oksidasyonuna sebep olabilmektedir. Biyolojik sistemlerde metHb olusumu
esnasinda olusan serbest radikallerin potansiyel biyolojik hedeflerinden biri
DNA’dir. Sitotoksik ve mutajenik lezyonlar1 da igeren DNA hasari kanser
olusumunun baslangi¢ sathasinda gosterilmistir. DNA ile etkilesime giren oksijen
kaynakli radikaller baz artiklar1 ve eksilmeleri, iplik kirtlmalari, cati kaymalar1 ve
DNA-protein ¢apraz baglart olusturur. Bu olusan DNA lezyonlarinin tamirinin
bozulmast mutasyonlar, transkripsiyon ve replikasyonun baskilanmasi ve
kromozomal kiriklar gibi kalict genetik degisikliklere yol agar (Celik 2005).
Calismamizda DNA hasar1 gostergesi olarak degerlendirdigimiz mononuklear
16kosit DNA hasar sonuglart T ve LAT gruplarinda kontrol grubuna oranla
anlamli olarak artmistir. Diger yandan LAT grubunda T grubuna oranla anlamli
olarak azaldigi ve geriledigi gozlenmistir. T Grubunda Kontrol Grubuna gore
DNA hasar diizeyindeki artis diger calismalarla ayni netliktedir. Cizelge 4.3°te
goriildiigli gibi artan oksidatif stres ile DNA hasar1 arasinda pozitif bir iliskinin
bulunmas tiner inhalasyonuna bagli olarak DNA hasarinin artan oksidatif stresin
bir sonucu olabilecegini diisiindiirmektedir. Yine LAT grubundaki DNA hasar
seviyelerinin T grubuna oranla anlamli olarak azalmasi, a- Lipoik asit nin DNA

hasarin1 6nlemede giliclii bir antioksidan potansiyele sahip oldugunu ve tiner
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inhalasyonuna bagli olarak gelisen DNA hasarinin baskilanmasinda koruyucu

olarak kullanabilecegini ortaya koymaktadir.

Protein oksidasyonu, proteinlerin reaktif oksijen tiirevleri veya oksidatif stres
tirtinleri ile kovalent modifikasyonu sonucu meydana gelir. Protein molekiilleri
tizerindeki siilfhidril veya amino gruplariyla serbest radikallerin etkilesmesi
sonucu proteinlerde amino asitlerin modifikasyonu, proteinlerin fragmantasyonu
ve proteinlerin agregasyonu veya capraz baglanmalar iceren yapisal degisiklikler
meydana gelir (Ripine et al. 1997). Protein oksidasyonu esas olarak hidroksil
radikali (OH") ile baslar. Diger taraftan oksidasyon siirecinde O, ile birlikte,
stiperoksit anyon radikali (O%) ve siiperoksit radikalinin protonlanmis formu olan
hidroperoksilin varligt da gereklidir. Proteinin temel yapisindaki degisme,
antijenitesindeki degismeye ve proteolize hassasiyete yol acabilir. Radikaller,
membran proteinleri ile reaksiyona girebilirler ve enzim, ndrotransmitter ve
reseptor proteinlerinin fonksiyonlarinin bozulmasina neden olabilirler. Serbest
radikaller etkisiyle IgG ve alblimin gibi fazla sayida disiilfit bagi bulunduran
proteinlerin {i¢ boyutlu yapilari bozulur. Boylece normal fonksiyonlarini yerine
getiremezler. “Hem” proteinleri de serbest radikallerden Onemli oranda zarar
goriirler.  Ozellikle oksihemoglobinin O, veya H,0, ile reaksiyonu
methemoglobin olusumuna sebep olur (Reznick et al 1992, Mccord 1993, Akkus
1995, Berlett and Stadtman 1997, Stadtman and Levine 2003, Celik 2005).
Yaptigimiz ¢aligmada tiner inhalasyonu protein oksidasyonunu indiiklemistir.
Protein oksidasyonu T grubunda kontrol grubuna oranla artmistir. Lipoik asit
uygulamasinin protein oksidasyonunu azalttifi goézlenmistir. Serbest radikallerin
proteinlere etkisi proteinlerin aminoasit igerigine gore degisir. Ayni1 zamanda
Cizelge 4.3’te goriildiigii gibi kan MDA seviyeleri ile protein oksidasyonu
arasinda da pozitif bir iligkinin varligini1 ortaya koymaktadir. Bu pozif iligki artan
kan toluol diizeyinin bir sonucu olarak LP deki artisin olusturdugu zincirleme
reaksiyonlarin protein oksidasyonunun onemli sebeplerinden biri olabilecegini
diistindiirmektedir. Diger yandan Sethumadhavan and Chinnakannu (2006) geng,
orta yash ve yash ratlarda gelisen protein oksidasyonunun lipoik asit tarafindan

diizeltilebildigini bildirmektedirler. Ayr bir calismada Cakatay ve ark. (2000)
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lipoik asitin diabete bagli gelisen protein oksidasyonunu azaltti§ini ortaya
konmustur. LAT grubundaki protein oksidasyon seviyelerinin T grubuna oranla
anlamli olarak azalmasi, a- Lipoik asit’in protein oksidasyonunu 6nlemede giiclii

bir antioksidan potansiyele sahip oldugunu gostermektedir.

Serbest oksijen radikallerinin zararli etkilerini ortadan kaldirmak igin serum,
eritrosit ve dokularinda genel olarak antioksidanlar diye adlandirilan bir defans
mekanizmas1 mevcuttur. Antioksidanlar hem endojen serbest radikalleri inaktive
etmek hemde antioksidanlarla DNA hasarinin ve lipid peroksidasyonunun
azaltilmasi, bu makromolekiillerle serbest radikal ve reaktif oksijen tiirlerinin
etkilesiminin azaltilmas1 yoluyla olabilir. Antioksidanlar, bu doku hasar
reaksiyonlarini onlemek i¢in direkt olarak etki edebildikleri gibi indirgenmis
glutatyon ve enzimlerin formasyonunun arttirilmasi yoluyla indirekt olarak da etki
edebilirler. Serbest radikallerin uyardigi oksidatif strese karsi antioksidan
savunma sistemi bir biitiin olarak miicadele eder. Tiim viicuttaki antioksidan
durumu degerlendirmek i¢in total antioksidan kapasite 6lgiimleri yapilmaktadir.
Total antioksidan kapasiteye major katki, plazmadaki antioksidan molekiillerden
gelmektedir. Albumin, iirik asit ve askorbik asit insan plazmasindaki total
antioksidan durumun %@85’inden fazlasini olusturmaktadir (Celik 2005).
Glutatyonun (GSH) hiicre, doku ve organ sistemlerinin biitiinliiglinlin yapisal ve
fonksiyonel olarak korunmasinda antioksidan bir molekiil olarak énemi biiyliktiir
(Aksoy 2002). Glutatyon viicutta rediikte ve okside olmak ftizere iki formda
bulunur. Biitiin dokularda bulunmasina ragmen karacigerde oldukca aktif bir
sekilde sentezlenmektedir. Hiicrelerde —SH grubu iceren ana molekiildiir. Siilfidril
grubu serbest radikaller ile direk etkilesime girerek enzimatik olmayan
antioksidan sistemin dnemli bir parcasini olusturur. Serbest oksijen radikalleri ve
yabanct maddelerin enzimatik detoksifikasyonunda da kofaktor olarak gorev
alabilir. Boylece hiicreleri oksidatif hasara kars1 korur. Detoksifikasyon sirasinda
yiikseltgenmis endojen antioksidanlar1 indirgeyerek rejenerasyonlarini saglar. Bu
esnada kendiside yiikseltgenmis olur. Glutatyon rediiktaz NADPH varliginda
GSSG’ yi GSH’a doniistiirtir (Yalgin 1998, Valko et al 2006). Halifeoglu ve ark.
(2000), tiner ile g¢alisan iscilerde artmis SOD, azalmis GSH-Px aktivitelerinin
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ortaya ¢iktigini, Baydas ve ark. (2003) ise tiner uyguladiklar ratlarda beyinde
antioksidan enzimlerden olan SOD aktiviteleri ve glutatyon diizeylerinin
azaldigin tespit etmislerdir. Ilgazli ve ark’da (2004) giinde 2 kez birer saat tiner
inhale ettirdikleri ratlarda kandal2 hafta boyunca degisimleri incelemisler; ancak
SOD aktivitelerinde artis ve glutatyon seviyelerinde azalma olmakla birlikte
anlamli degisiklik saptayamamislardir. Ulakoglu ve ark. (1998) kronik tiner
inhalasyonunda ratlarin akciger ve karaciger dokularindaki GSH seviyeleri

arastirilmis ve her iki dokuda da GSH degerlerinin azaldig: tespit edilmistir.

Lipoik asit agizdan alindiginda hizla emilir, hiicreye alinir ve ortamda serbest
olarak bulunan dihidrolipoik asit (DHLA)’e rediikte olur. Daha sonra DHLA
sistini sisteine indirger, hiicre sisteini sistinden 10 kat hizli alir ve GSH’1n
biyosentezi hizla meydana gelir. Bu yolda DHLA’in indirekt antioksidan
aktivitesi gozlenmistir. Bu durum rat karaciger mikrozomlar1 kullanilarak
aciklanmistir. Elangovan ve ark. (2006) yaptiklar1 ¢calismada, siklofosfamidin rat
spermlerinde meydana getirdigi degisikliklerde a- Lipoik asidin 35 mg/kg/giin
dozunda ip. verildiginde GSH diizeylerini yiikselttigini bulmuslardir. Sahin ve
ark. (2006) kronik stres durumunda rat periferal organlarinda a- Lipoik asidin 100
mg/kg/giin dozunda antioksidan enzim aktivitesinde etkili oldugunu bulmuslardir.
Amudha et al. (2006) ratlarda siklosporin A ile olusturduklar1 oksidatif streste a-
Lipoik asidin 20 mg/kg/glin dozunda oral yolla 21 giinde GSH seviyelerini
yiikselttigini bildirmisglerdir. Maritim ve ark. (2003) streptozotosinle diyabet
olusturduklart ratlarda ip. olarak ve 14 giin verdikleri a- Lipoik asidin 10
mg/kg/giin dozunda GSH seviyelerini degistiremedigini, 50 mg/kg/glin dozunda
ise GSH seviyelerini diislirdiigiinii gostermislerdir. Calismamizda gruplarin
antioksidan direncinin gostergesi olarak Olcililen total antioksidan kapasite
diizeyleri LAT ve T gruplarinda kontrol grubuna oranla diisiik bulunmustur. Diger
yandan LAT grubunda TAK diizeyleri, T grubuna oranla anlamli olarak artmaistir.
Diger yandan GSH diizeyleri Z ve L gruplarinda kontrol grubuna goére anlamli
olarak artarken, LAT ve T gruplarinda GSH diizeyleri diger gruplara gore
istatistiksel onemlilikte azalmistir. Bu bulgularmiz literatiir bilgilerle uyumludur.

Cizelge 4.3’te goriildiigii gibi Toluol seviyeleri ile GSH ve total antioksidan
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kapasite seviyeleri ile negatif bir iliski, MetHb ile total antioksidan kapasite
arasinda negatif bir iligki bulunmustur. Yine kan MDA ve Protein oksidasyonu
seviyeleri ile GSH ve total antioksidan kapasite seviyeleri arasinda negatif bir
iliski gozlenmektedir. Artan Toluol miktari, LP, MetHb diizeyi ve protein
oksidasyonu ile GSH ve total antioksidan kapasite seviyeleri arasindaki negatif
iliski subkronik tiner inhalasyonuna bagli GSH ve TAK diizeylerindeki diisiisiin,
artmis toluol diizeyi, methemoglobinemi ve artan oksidatif stresin sonucu
olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak calismamizda deneme siiresi olan 8§ hafta
sonunda elde edilen veriler, lipoik asitin subkronik tiner inhalasyonunun neden

oldugu GSH diizeyindeki azaligin1 engelleyemedigini ortaya koymaktadir.

NO’nun lipid peroksidasyonu, DNA hasar1 ve enzim fonksiyonlarinin bozulmasi
gibi zararli etkilerinin yan1 sira antioksidan ve oksidatif hasari azaltma gibi
koruyucu ve diizenleme etkilerinin de bulundugu bildirilmektedir (Matthew et al.
1999). Diger radikallerden farkli olarak diisiik dozlarda toksik degildir ve ¢ok
onemli fizyolojik islevleri gerceklestirir. NO bir atom azot ile bir atom oksijenin
ciftlesmemis elektron vererek birlesmesinden meydana gelmistir ve bu yiizden
radikal tanimina uymaktadir. Bu lipofilik serbest radikal damar endotel
hiicrelerinde Nitrik Oksid Sentaz (NOS) enzimi araciligryla L-arjininden
sentezlenir. NOS’1n bir¢ok izoformu tanimlanmistir. NO.’in yar1 omrii 10-20
saniyedir. Kolayca diiz kasa gecerek Guanilat Siklaz (GC) enziminin “hem”
demirine baglanir ve ¢cGMP sentezini uyarip damar gevsemesini uyarir (Celik
2005). Maniscalco et al. (2004), bu ¢alismada toluen, ksilen ve metil-etil keton
gibi organik coziiciileri teneffiis eden ayakkabi ve deri is¢ilerinin kaninda NO
diizeyini Olgmiislerdir. Her iki is¢i grubunda da NO konsantrasyonu kontrol
grubuna kiyasla daha fazla ¢ikmistir. Calismamizda deneme gruplarini olusturan
ratlarda nitrik oksit metabolitlerinin Z ve T gruplarinda kontrol grubuna gore
yiiksek, L ve LAT gruplarinda ise kontrol grubuna oranla diisiik bulunmus, fakat

bu degisimler istatistiksel olarak anlamlilik gdstermemistir
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SONUC

Subkronik tiner inhalasyonunun ratlarda DNA hasar1, protein oksidasyonu, lipid

peroksidasyonu ile bazi biyokimyasal parametrelerdeki degisimleri ve bunlara o-

lipoikasitin etkisinin arastirildig1 bu ¢alismada;

Deneme siiresi olan 8 hafta sonunda lipoik asitin subkronik tiner
inhalasyonunun neden oldugu canli agirlik kaybma karsi ratlan
koruyamadigini,

Subkronik tiner inhalasyonunun glikoz diizeyini artirmasinin yaninda o-
LA’in kan glikoz diizeyini hem tinerli hemde saglikli kontrol grubunda
dahada arttirdigini,

Tiim deneme gruplarinda LDL-kolesterol diizeyinin ayrica LAT grubunda
LDL diizeyi L ve T gruplarina gére anlamli olarak artig1,

Subkronik tiner inhalasyonunun AST diizeylerini artirdigi, ancak o- LA’in
subkronik tiner inhalasyonunun neden AST diizeyindeki artisa karsi
koruyucu ozellik gosterdigi ancak ALT diizeylerinde gruplar arasinda
farklilik gézlenmedigi ortaya konulmustur.

Subkronik tiner inhalasyonunun lipid peroksidasyonu gostergelerinden
MDA, anlamli olarak artirip, Lipoik asitin oksidasyon reaksiyonlarinin
yikimlayici etkilerine karsi koruyucu etki sagladigini ve o- Lipoik asit’in
lipid peroksidasyonunu Onlemede giiglii bir antioksidan potansiyele sahip
oldugunu,

Subkronik tiner inhalasyonuna bagli gelisen methemoglobinemi ve artan
oksidatif stresin inhale olunan toluoliin bir sonucu olabilecegini,

Subkronik tiner inhalasyonunda bagli gelisen mononuklear 16kosit DNA
hasarin1 6nlemede a- Lipoik asitin gii¢lii bir potansiyele sahip oldugu ve
tiner inhalasyonuna bagl olarak gelisen DNA hasarinin baskilanmasinda
koruyucu olarak kullanabilecegini

Subkronik tiner inhalasyonunun neden oldugu protein oksidasyonuna karsi

a- Lipoik asitin giiglii bir antioksidan potansiyele sahip oldugunu,

76



o Subkronik tiner inhalasyonunda bagli artan toluol seviyeleri ile GSH ve
total antioksidan kapasite seviyeleri ile negatif bir iligki yine MetHb ile total
antioksidan kapasite arasinda negatif bir iliksi oldugunu, subkronik tiner
inhalasyonuna bagli GSH ve TAK diizeylerindeki diisiisiin, artmis toluol
diizeyi, methemoglobinemi ve artan oksidatif stresin sonucu olabilecegini
diistindiirmektedir. Ancak deneme siiresi olan 8 hafta sonunda elde edilen
verilerin, lipoik asitin subkronik tiner inhalasyonunun neden oldugu GSH
diizeyindeki azalisin1 engelliyemedigini,

o Subkronik tiner inhalasyonunun ve koruyucu olarak uygulanan lipoik asitin
NO diizeyleri arasinda anlamli bir degisime neden olmadigini ortaya

koymaktadir.

Elde ettigimiz veriler dikkate alindiginda, tiner inhalasyonunun; hem meslekleri
geregi maruz kalanlarda hem de uyusturucu amacl kullanimda sagligi olumsuz
yonde etkileyebilecegini ortaya koymustur. Yaptigimiz calismada, lipoik asitin
subkronik tiner inhalasyonuna maruz kalan ratlarda gerek metabolik
parametrelerin gerekse artmis oksidatif stresin diizenlenmesinde klasik tedavilere
destek olarak kullanilabilecegini, ayrica tartisma boliimiinde degindimiz bazi
parametreler lizerine daha fazla c¢alisma yapilmasinin gerekliligini ortaya
koymaktadir. Sonug olarak, lipoik asitin tiner maruziyetine bagli olarak artan
oksidatif stresin olumsuz etkilerinin tamponlamasi, komplikasyonlarinin

onlenmesi veya hafifletilmesinde etkili oldugu goriilmektedir.
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