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1. GIRIS

1. 1. Serbest Radikaller

Oksijen insan yasami i¢in ¢ok gerekli olmasina ragmen, normal metabolizma
sirasinda tretilen bazi reaktif oksijen tiirleri (ROS) viicuda zarar verebilir (Diplock,
1998). Cogunu serbest radikallerin olusturdugu reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
normal oksijen molekiilleriyle kiyaslandiginda kimyasal reaktivitesi daha yiiksektir
(Nawar, 1996). ROS’nin zararlarina karsilik viicuttaki dogal savunma sistemleri
serbest radikalleri kontrol altinda tutar. Bu sistemler birbirlerini tamamlayici

niteliktedir (Diplock, 1998).

Serbest radikaller dis orbitallerinde bir veya daha fazla ortaklanmamais elektron
bulunduran atom veya molekiillerdir (Mercan, 2004). Serbest radikallerin baslica ii¢

yolla meydana geldigi kabul edilmektedir;

1. Kovalent bagl normal bir molekiiliin her bir par¢asinda ortak elektronlardan biri
kalacak sekilde homolitik boéliinmesi.

XY ——>X+Y

2. Normal bir molekiiliin bir elektronunu kaybetmesi.

A-e —>A +e

3. Normal bir molekiiliin bir elektron almasi.

A+te —SA”

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu
olusur (Halliwell ve Gutteridge, 1999). Serbest radikaller; ROS, reaktif nitrojen
tiirleri ve diger reaktifler olarak ii¢ gruba ayrilir (Sorg, 2004). Biyolojik sistemlerdeki

en Onemli serbest radikaller oksijenden olusan serbest radikallerdir (Mates, 2000).



Reaktif oksijen tiirleri arasinda siiperoksit (O,”), hidroksil (OH), peroksil
(ROO), lipit peroksil (LOO") ve alkoksil (RO") radikalleri sayilabilir. Reaktif nitrojen
tirlerini ise nitrik oksit (NO’) ve nitrojen dioksit (NO;) olusturur. ROS ve reaktif
nitrojen tiirleri diger nonradikal reaktif tiirlere kolay bir sekilde doniisebilir.
Genellikle oksidanlar olarak adlandirilan hidrojen peroksit (H20,), ozon (O3), singlet
oksijen (*0,), hipoklordz asit (HOCI), nitrik asit (HNO,), peroksinitrit (ONOO"),
dinitrojen trioksit (N,O3) ve lipit peroksit (LOOH) ise serbest radikaller arasinda
gosterilmezler (Fang ve ark., 2002; Halliwell ve Gutteridge, 1999; Pham-Huy ve
ark., 2008; Valko ve ark., 2007).

Tablo 1. 1. Reaktif Oksijen Tiirleri (Karabulut ve Giilay, 2016)

Radikaller Nonradikaller

Siiperoksit 0O, Hidrojen peroksit H,0,
Hidroksil OH Hipokloroz asit HOCI
Peroksil ROO Hipobromdz asit HOBr
Alkoksil RO Singlet oksijen o,
Hidroperoksil HO, Ozon (OR
Lipit peroksil LOO

Tablo 1. 2. Reaktif Nitrojen Tiirleri (Karabulut ve Giilay, 2016)

Radikaller Nonradikaller

Nitrik oksit NO Nitrik asit HNO,

Nitrojen dioksit NO, Nitrosil katyonu NO"
Nitroksil anyonu NO
Dinitrojen tetroksid N,O0,
Dinitrojen trioksid N,0,
Peroksinitrit ONOO
Peroksinitrik asit ONOOH
Nitronyum katyonu NO,"
Nitril klorid NO,CI
AlKkil peroksinitrit ROONO




Normal metabolizma olaylar1 sirasinda meydana gelen serbest radikallerin
organizmaya zarar verme potansiyelleri bulunsa da baz1 metabolik olaylarin devami
icin olusumlar1 zorunludur (Freeman ve Cropa, 1982). Serbest radikaller diisiik
yogunlukta oldugu zaman yararli etkilerinden s6z edilebilmektedir. Diisiik
yogunluktaki serbest radikaller enfeksiyonlara karsi savunma, kanser hiicrelerinin
oldiirilmesi ve ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu gibi savunma fonksiyonlariyla
birlikte intraselliiler depolardan kalsiyum salinimi, tirozin aminoasidinifosfatlama
aktivasyonu ve biiylime faktorii sinyallerinin aktivasyonu gibi hiicresel sinyallerin

aktivasyonunda rol oynamaktadir (Karabulut ve Giilay, 2016).

Serbest radikal olusturan baslica endojen kaynaklar; mitokondriyal elektron
tagima zinciri, mikrozomal membran elektron tagima zinciri, oksidan enzimlerin
reaksiyonu, ksantin oksidaz, lipooksijenaz, normal stimulasyonla fagositik hiicre
aktivasyonu, notrofil, monosit ve makrofajlar, eozinofiller, endotelyal hiicreler ve
otooksidasyon reaksiyonlaridir. Eksojen kaynaklardan bazilar1 ise redoks dongiisii
maddeleri, ila¢ oksidasyonlari, iyonize radyasyon, giines 15181 ve sigara i¢imidir

(Kargin ve Fidanci, 1997).

1. 2. Reaktif Oksijen Tiirleri

Baslica ROS’lar siiperoksit radikali (Oy ), hidroksil radikali (OHe ) ve hidrojen
peroksit (H,O,) ‘dir. Bunlardan ilk ikisi serbest radikal olup hidrojen peroksit ise

prooksidan’dir (Navarro ve Boveris, 2004).

1. 2. 1. Siiperoksit Radikali

Molekiiler oksijenin dig orbitalinde paylasilmamis iki elektron bulunmaktadir. Bu
elektronlar paylasilmadiginda, spinleri ayni1 yonde fakat farkli orbitallerde

bulunduklarinda en diisiik enerji seviyesindedirler. Bu dis orbitallerin her biri birer



elektron daha alabilir (Fridovich, 1975). Aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin (O2)
bir elektron alarak indirgenmesi sonucunda siiperoksit radikalleri olugur. Stiperoksit
grubu cok etkilidir ve hiicre hasarina yol agmaktadir. Bu indirgenmede siiperoksit
grubuna, bazi1 demir-kiikiirt igeren yiikseltgenme-indirgenme enzimleri ve
flavoproteinler etki etmektedir (Mercan, 2004). Ozellikle elektronca zengin bir ortam
olan i¢ mitokondri zarinda ve ksantin oksidaz gibi flavoenzimler tarafindan endojen

olarak olusturulurlar.

HO,— H ™+ O,

Ayrica indirgenmis gegis metallerinin otooksidasyonu da siiperoksit radikali
meydana getirebilir (Valko ve ark., 2005).

Fe?* + 0, — Fe** +0,~

1. 2. 2. Hidrojen Peroksit (H,0,)

Molekiiler oksijenin enzimatik olarak elektron ¢ifti almast ya da siiperoksidin bir
elektron almasi sonucunda peroksit meydana gelir. Peroksit molekiilii iki hidrojen

atomu ile birleserek hidrojen peroksiti (H,0,) olusturur (Akkus, 1995).

O,+e +2H" — S H,0,

07, +2¢ +2H" ——> H,0,

Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksitin {iretimi siiperoksitin  (O7)
dismutasyonu ile gerceklesir. Bu reaksiyonda iki siiperoksit molekiilii iki proton
alarak hidrojen peroksit ve molekiiler oksijen meydana getirir. Siiperoksit dizmutaz
enzimi bu reaksiyonu katalizler veya reaksiyon spontan olarak gergeklesir (Miao ve
Clair, 2009).

Siiperoksit Dismutaz-Spontan
0,+0*+2H" — 5 H,0,+ 0



Hidrojen peroksit serbest radikal olmadigi halde reaktif oksijen tiirleri sinifina
girer ve serbest radikal olusumunda 6nemli rol oynar. Hiicresel kompartimanlarda
bulunan iirat oksidaz, glikoz oksidaz ve D-aminoasit oksidaz gibi bir¢ok enzim
aracilhigiyla iki elektronun oksijene transferi ile direkt olarak hidrojen peroksit
olusturulur. Fe? (ferro) veya diger gecis metallerinin (Fenton reaksiyonu) ve
stiperoksit radikalinin (O; ) varliginda (Haber-Weiss reaksiyonu) en giiglii radikal

olan hidroksil radikalini (OH¢) olusturur.

Fenton Reaksiyonu;

Fe?* + 0O > Fe*'+ 0O,

Fe** + H;0; > Fe** + OH +OH’

Haber-Weiss Reaksiyonu;

H,0,+ O —> OH +OH + O,

Hidrojen peroksit, siiperoksit radikalinden farkli olarak yagda ¢oziiniir 6zelliktedir ve
olustugu yerden uzakta olan ve Fe?* igeren hiicresel membranlarda da hasar

olusturabilir (Mocada ve ark., 1991, Jomova ve ark., 2011).

1. 2. 3. Hidroksil Radikali (OH")

Son derece gii¢lii oksidanlardir, yarilanma 6mrii 9-10 saniye olup oldukg¢a kisadir ve
ROS’un en gii¢liisiidiirler (Ayala ve ark., 2014). Hidroksil radikali, ge¢is metallerinin
varliginda Fenton reaksiyonu ve siiperoksit radikali ile Haber-Weiss reaksiyonu
sonucu hidrojen peroksitten veya suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona
maruz kalmasi sonucunda meydana gelir (Cheesman ve Slater, 1993; Halliwell,
1999; Song, 2004).



Lipidler, niikleik asitler ve proteinler gibi neredeyse tiim biyolojik molekiilleri
okside edebilir (Fantel, 1996). Bu sebeple diger reaktif oksijen tiirleriyle
kiyaslandiginda biyolojik sistemlerde daha fazla hasar meydana getirir (Betteridge,
2000). Hidroksil radikalinin baslica tepkimeleri elektron transfer tepkimeleri ve bunu
takiben katilma tepkimeleridir. Hidroksilin sectigi baslica hedef noktalar elektronca
zengin bilesiklerdir. Biyolojik molekiillerle baslatilan tepkimelerde binlerce farkli ara

tirlin olugabilir (Akkus, 1995., Kiling, 2002).

1. 3. Oksidatif Stres

Serbest radikaller hiicrelerde endojen ve ekzojen kaynakli etmenlere bagli olarak
olusurlar. Ekzojen kaynakli etmenler arasinda parakuat, alloksan gibi kimyasallarin
etkisi altinda kalma, karbontetrakloriir, parasetamol gibi ilag toksikasyonlari, iyonize
ve ultraviyole radyasyon, hava kirliligi yapan fitokimyasal maddeler, sigara dumani,
solventler gibi c¢evresel faktorler, nitrofurantoin, bleomisin, doksorubisin ve
adriamisin gibi antineoplastik ajanlar, alkol ve uyusturucular gibi aligkanlik yapici
maddeler bulunmasi nedeniyle serbest radikaller toksikolojik a¢idan da onemlidir

(Mercan, 2004).

Reaktif tiirlerin zararlarina karsi viicuttaki cesitli dogal savunma sistemleri
serbest radikalleri kontrol altinda tutarlar. Bu sistemler farkli hiicrelerde ve farklh
serbest radikaller lizerinde rol oynadiklari i¢in birbirlerini tamamlayici niteliktedir

(Diplock, 1998).

Serbest radikallerin neden oldugu oksidasyonlar1 dnleyen, serbest radikalleri
yakalama ve stabilize etme yetenegine sahip maddelere antioksidanlar adi verilir
(Elliot, 1999). Organizmada serbest radikallerin olusum hiz1 ile ortadan kaldirilma
hiz1 bir denge i¢indedir ve oksidan-antioksidan denge olarak isimlendirilir. Oksidatif
denge saglandig1 siirece organizma serbest radikallerden etkilenmez. Bu radikallerin
olusum hizinda bir artma veya ortadan kaldirilma hizinda bir diisme bu dengenin

bozulmasina neden olur ve oksidatif stres olarak isimlendirilir (Altan ve ark., 2006).



Antioksidanlar

Serbest Radikaller

Doku Hasan Oksidatif Hasar .
Inflamasyon
b oy ' 4
Lipitler Proteinler MNikleik Asitler

Sekil 1. 1. Oksidatif stres olusumu

Oksidatif strese karst organizmanm savunma mekanizmalar1 (antioksidan
mekanizmalar) yetersiz kaldiginda, hiicrelerde oksidatif hasar gelisir vehiicre
fonksiyonlar: énemli oranda aksar. Bir¢ok hastaligin patogenezinde oksidatif stres
kritik bir 6neme sahip oldugundan hastaligin siddeti artar. Bu mekanizmanin,
yaslanma siireci ve kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, sepsis, dejeneratif norolojik
hastaliklar, bobrek yetmezligi, infertilite, kas ve karaciger hastaliklar1 gibi pek ¢ok
hastaligin etiyolojisinden sorumlu oldugu soéylenebilir (Ercan, 2012., Gutteridge,
1993).

1. 4. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller hiicrenin lipit, DNA (deoksiriboniikleikasit), karbonhidrat, protein

gibi tiim 6nemli bilesiklerine etki ederler ve de yapilarinda bozulmaya neden olurlar
(Altan ve ark., 2006).



1. 4. 1. Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkileri

Hidroksil gibi serbest radikallerin karbonhidratlar ile reaksiyonu sonucu karbon
atomlarinin birinden bir hidrojen atomu c¢ikarirlar ve karbon merkezli radikal
tiretirler. Bu radikaller hyaluronik asit gibi 6nemli molekiillerde zincir kirilmalarina

yol agar (Devasagayam ve ark., 2004).

Serbest radikallerin etkisiyle, monosakkaritler otooksidasyona ugrar ve bunun
sonucu olarak hidrojen peroksit, peroksit ve okzoaldehid yapisinda iiriinler meydana
gelir. Okzoaldehidler, DNA, RNA(riboniikleikasit) ve proteinlere baglanabilme
ozelligindedir ve bundan dolay1 antimitotik etki gosterirler. Bu sebeple kanser ve
yaslanma gibi olaylarda etkili olduklar1 diigiiniilmektedir (Thornaley ve Vasak,
1985).

1. 4. 2. Serbest Radikallerin Lipitlere Etkileri

Lipitler serbest radikal hasarina kars1 en hassas molekiillerdir (Aydilek ve Aksakal,
2003). Coklu doymamis yag asitleri (PUFA) ve fosfolipitler otooksidasyona
egilimlidirler (Porter, 1985). PUFA’nin oksidatif hasar1 zincirleme bir reaksiyondur
ve irreversibl membran hasariyla sonuglanir. Hiicre membraninda bulunan glukoz-6-
fosfat dehidrogenaz ve Na'K" - ATPaz gibi enzimler ve hormon akseptorleri lipit
peroksidasyonu sirasinda inaktive olur ve hiicrelerde dejeneratif, mutajenik ve
karsinojenik bozukluklar meydana gelir (Aydilek ve Aksakal, 2003). Lipit
peroksidasyonu bir metilen grubundan (-CH) hidrojen atomu kopartabilecek
reaktiviteye sahip herhangi bir reaktif oksijen tiiriniin lipit molekiiliine saldirisiyla
baslar (Halliwell ve Chirico, 1993). Hidrojen atomu tek elektron icerdigi i¢in metilen
gruptan bir elektron koparilmasi karbon iizerinde eslesmemis bir elektron kalmasiyla
sonuclanir ("C"). Yag asidinde bulunan ¢ift bag, bitisigindeki karbon ve hidrojen

arasindaki bag1 zayiflatir ve hidrojenin koparilmasi kolaylasir (Ozcan ve ark., 2015).



Karbon radikalleri cesitli reaksiyonlara ugrayabilir. Ornegin iki tanesinin
membran i¢inde karsilasmasi yag asitleri yan zincirleriyle ¢apraz baglar yapmasina

neden olur (Halliwell ve Chirico, 1993).

Hidrojen kaybeden yag asidinin molekiiler olarak yeniden diizenlenmesi
sonucu konjuge dien yapist olusur ve bu yapr oksijenle birleserek lipit peroksil
radikallerine doniisiir. Bu peroksil radikalleri membran yapisindaki diger coklu
doymamis yag asitlerini etkileyerek yeni lipit radikallerinin olusumuna neden olur ve
aci1ga c¢ikan hidrojen atomlarin1 baglayarak lipit hidroperoksitlere doniisiirler (Girotti,
1998). Uretilen hidroperoksitler daha fazla radikali yikarak lipit peroksit, etan ve
pentan gibi ugucu gazlar1 olusturur (Halliwell ve Chirico, 1993). Lipit
hidroperoksitlerin yikimi ile olusan ve biyolojik olarak aktif olan aldehitler hiicre
yiizeyinde metabolize olur veya baslangictaki alanlarina diffiize olarak hiicrenin

diger kisimlarina hasar1 yayarak sekonder bozukluklara neden olur (Mercan, 2004).

Lipit  peroksidasyonu sonucu olusan aldehitlerden en  Onemlisi
malondialdehittir (MDA) (Halliwell, 1991). Olusan MDA, hiicre membraninda iyon
aligverisine etki edip membran bilesiklerinin ¢apraz baglanmasina neden olur ve iyon

gecirgenliginde, enzim aktivitesinde olumsuz sonuglar dogurur (Mercan, 2004).
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Sekil 1. 2. Coklu doymamus yag asidinin non-enzimatik lipid peroksidasyonu (Landau ve ark., 2013)

Hydroperoxide

1. 4. 3. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Serbest radikaller proteinleri direk etkiler fakat proteinlerin etkilenme derecesiamino
asit iceriklerine gore degisir. Doymamis bag ve siilfiir i¢eren aminoasitlerden
meydana gelen proteinler serbest radikaller ile daha yiiksek reaktiviteye sahip
oldugundan triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metionin ve sistein gibi amino
asitler iceren proteinler serbest radikallerden kolayca etkilenir (Devasagayam ve ark.,
2003).

Aktivitesi bu aminoasitlere bagli olan gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz gibi
enzimler, serbest radikal reaksiyonlar1 sonucu inhibe olurlar. Son derece reaktif olan
hidroksil radikalleri, peptid ve aminoasitlerde hidroksilasyona neden olarak yap1 ve

fonksiyonlarini bozar (Akpoyraz ve Durak, 1995).
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Ayrica protein tiyol gruplarinin oksidasyonu enzim fonksiyonunda kayiplarin
yant sira membran iyon ve metabolit transportunda aksama ve kontraktil

fonksiyonlarda bozulmaya sebep olur (Shacter, 2000).

Serbest radikallerin proteinler tizerinde neden oldugu baslica degisiklikler;
aminoasitlerin ~ modifikasyonu,  proteinlerin  fragmantasyonu,  proteinlerin

agregasyonu ve ¢apraz baglanmalardir (Erenel ve ark., 1992).

Oksidatif stres sonucu meydana gelen protein karbonil deriveleri (PCO) protein
oksidasyonunun belirlenmesinde kullanilan en yaygin belirte¢ olup hastaliklar
sonucunda olusan oksidatif stresi degerlendirmede kullanilir. Protein karbonil
derivelerinin oksidatif hasar belirteci olarak kullanilmalar1 yar1 6mrii dakikalarla

siirh olan lipit peroksidasyon iriinlerine gore daha avantajlidir (Dalle-Donne ve

ark., 2003; Levine ve ark., 1990).

1. 4. 4. Serbest Radikallerin Niikleik Asitlere EtKileri

Stabil bir molekiil olan DNA da lipitler, karbonhidrat ve proteinler gibi spontan
kimyasal oksidatif hasara ugrayabilir. Viicudun her hiicresinde DNA giinde 10° defa
oksidatif hasara ugrar (Burgak ve Andican, 2004).

DNA hasari, hiicrenin yagami boyunca yaygin olarak goriilen ve mutasyon,
kanser, yaslanma ve sonugcta hiicre 6liimiine yol acabilen bir olaydir. DNA, yasam
boyunca hiicresel metabolitler ve ekzojen ajanlar tarafindan siirekli olarak
degisimlere maruz kalir. Bu degisimler sonugta tek hiicreli organizmalarda hiicresel

6liime veya cok hiicreli organizmalarda dejenerasyon ve yaslanmaya sebep olabilir

(Sancar ve ark., 2004; Rupp, 2006).
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Oksidatif hasar sonucu DNA’da tek ve ¢ift dal kiriklari, abazik alanlar, baz
modifikasyonlari, seker hasar1 meydana gelebilir veya DNA ile protein arasinda

capraz baglanma olusabilir (Burg¢ak ve Andican, 2004).

DNA baz modifikasyonlar1 igerisinde en sik Kkarsilasilan1 8-hidroksi-2'-
deoksiguanozin (8-OHdG) ‘dir. Hidroksil radikalleri, guanin molekiiliinde 8.
pozisyonda etkileserek oksidasyona sebep olur. Degisiklige ugrayan DNA yapisinin
oksidatif hasart sonucunda 8-OHdG meydana gelir. Bunun yanindabakir (Cu+2)
iyonlariDNA’nin 6zellikle guanin bazlarina yiiksek afinite ile baglanip H,O, ile
etkilesime reaksiyon gostererek DNA hasarina katkida bulunurlar. 8-OHdG formu
DNA hasarinin miktarinin belirlenmesinde kullanilir (Helbock ve ark., 1999).

Hidroksil radikalleri DNA iizerindeki seker kalitlarindan hidrojen atomu
koparip seker modifikasyonlarina ve zincir kirilmalarina da sebep olur. Sonugta
hiicrelerin  H,O, veya diger oksidan maddelere maruziyeti replikasyon ve
transkripsiyon lizerine etki eder ve aym1 zamanda DNA tamir mekanizmalarini

baskilayip DNA hasarini artirir (Hu ve ark., 1995).
Hiicrede DNA hasar1 meydana geldiginde olusan yanitlar;

1- DNA hasar kontrol noktalarinin aktivasyonu aracilifiyla hiicre dongiisiiniin
ilerlemesinin durdurulmasi, bu sayede hasarli genetik materyalin onarimina imkan
saglanmasi ve hasarli kromozomlarin genetik aktariminin engellenmesi,

2- Hasarli DNA’nin ¢ikarilmasinin ardindan DNA ¢ift zincirinin yeniden
yapilandirilmas: (DNA tamiri),

3- Hiicredeki bazi genlerin transkripsiyon diizeylerinin hiicrenin lehine degismesi
(transkripsiyonel cevap),

4- Yogun hasar gérmiis hiicrelerin 6liimii (programli hiicre 6liimii, apoptoz).

Bu yanitlardan herhangi birinin olugmamas1 hiicre bazinda genomik

kararsizlikla, organizma bazinda genetik hastaliklar, kanser veya yaslanma ile
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sonuclanir (Kulaksiz ve Sancar, 2007; Zhang ve ark., 2009; Norbury ve Hickson,
2001).

1. 5. Parakuat (PQ)

Kiiltiir bitkisi yetistirilen tlim alanlarda yabanci otlar sorun yaratir. Bu yabanci otlarla
miicadelede kullanilan ¢esitli yontemler mevcuttur; fakat bunlarin i¢inde en yaygin
kullanilan1 kimyasal miicadeledir. Herbisitler bitkileri 6ldiirebilen veya gelisimlerini
engelleyen kimyasal ilaclara verilen genel isimdir. Kimyasal miicadelede kullanilan
herbisitler yararlar1 yaninda bir¢ok yan etkiye de neden olabilirler (Bagsaran ve Serim,

2009).

Parakuat (PQ), saglik standartlarina uymadigr i¢in 2007’den beri Avrupa
Birligi (AB) iilkelerinde yasaklanmasina ragmen diinyada en fazla kullanilan
herbisitlerden biridir. Baz1 Asya iilkelerinde % 60-70 6liim orani gdsteren, tahmini
yillik 2000 kisi civarinda toksik alimi yapilan PQ intoksikasyonu ciddi bir halk
saglig1 problemidir. PQ gelismis iilkelerde kolay ulasilabilirligi, diisiik toksik dozu
ve ucuz olmasina bagl olarak siklikla bir intihar ajani olarak kullanilmaktadir (Gil ve

ark., 2014).

Toprak parcaciklarina ve organik materyale adsorbsiyon konusunda giiglii
afinite, herbisit olarak PQ’1in kullanilmasi konusunda en biiyiik avantajlardan biridir;
clinkii bu 6zellikler bitki ve mikroorganizmalarin biyoyararlanimini kisitlar. Ustelik
PQ ¢ogunlukla toprakta hareketli degildir ve toprak bakterileri tarafindan toksik
olmayan tiriinlere doniistiiriilebilir. Bu sayede yeralt1 suyu kontaminasyonu agisindan
yiksek bir risk olusturmaz. Ultraviyole 151k, giines 15181 ve toprak
mikroorganizmalar1 PQ’1 ana bilesikten daha az toksik triinlere indirgeyebilir (Pasi,

1978).
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Parakuatin meslek dolayisiyla maruziyeti hem akut hem kronik zehirlenmeyle
sonuclanabilir. PQ’1in metabolizasyonu zayiftir ve genellikle idrarda degismeden
kalir (Ayala ve ark., 2014). PQ oral yoldan alindiginda yiiksek toksisite gosterir ve
spesifik bir tedavisi olmamasi sebebiyle mortalite orant % 90’ iizerindedir.
Oliimciil dozu 1-3 g olarak bildirilmistir (Yushen ve ark., 2015).

Parakuat maruziyetinin en sik karsilasilan sekilleri hayvanlarda ve insanlarda
kazayla veya isteyerek PQ’in yutulmasi veya dogrudan cilt temasidir. Yutuldugu
takdirde PQ agizda ve bogazda bir yanma hissi olusturur ve sonrasinda
gastrointestinal irritasyon, abdominal agri, istah kaybi, bulanti, kusma ve diyare
goriiliir (Pasi, 1978). PQ soliisyonlariyla direk temas cilt yaniklarina ve dermatite
neden olabilir (Spiewak, 2001).

Gozlere sigrayan PQ tahris edebilir, yakabilir, kornea hasarina ve gozlerin
yaralanmasina neden olabilir. Diisiik buhar basinci ve biiyiik damlaciklarin olusumu
nedeniyle, agik ortamda kullanilan PQ spreyinin solunmasinin herhangi bir 6nemli
sistemik toksisiteye neden oldugu gosterilmemistir; bununla birlikte, bir sera gibi
sinirli alanlarda PQ’in solunmasimin 6liimciil akciger hastaligi ile iliskili oldugu

bilinmektedir (Pasi, 1978).

Parakuat pnomotoksikan olarak belirlenmis, tiim hayvan ve insanlar iizerinde
yiiksek toksisite gosteren oksidatif stres indiikleyici bir herbisittir (Brooks, 1971).
Serbest radikal olusumunu saglar ve miyokardiyal kaslar, akciger, karacier ve
bobrekler iizerinde nekrotik hasara neden olan multiorgan toksisitesi yaratir. PQ
ayrica viicudun tamaminda yaygin hemorajik olaylar1 indiikler ve sonugta 6liim
ortaya ¢ikar (Adachi ve ark., 2000). PQ toksisitesine maruz kalan ana hedef organlar
akcigerler ve daha az oranda bobreklerdir. Akcigerler PQ’1n, poliamin tasiyicilar
sayesinde bu organa hizlica almip biriktirilmesiyle tercihen hedeflenir. PQ
konsantrasyonu PQ alimindan sonraki ilk birkag¢ saat icinde plazmada azalmasina
ragmen, akcigerde artis gosterir. Baz1 bilim adamlar1 bu fenomeni PQ‘in alveoler

hiicrelere olan yiiksek afinitesine dayandirir (Gill ve ark., 2014).
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Agir PQ zehirlenmesi; yetiskin respiratuvar distres sendromu, pulmoner hiper
tansiyon, 0dem ve ilerleyen akciger fibrozisine neden olur. Serbest radikaller PQ’in
indiikledigi akciger toksisitesinde ¢ok kritik rol oynar. Toksisitenin sirastyla ROS
olusumu ve bir demir-PQ complexinin redoks dongiisii ile iligkili oldugu rapor
edilmistir. Ayrica PQ’mn sirasiyla hidrojen peroksit ve akciger hasarina neden olan
hidroksil radikallerine doniisen siiperoksit olusumunda bir elektron dondrii oldugu
bildirilmistir (Ayala ve ark., 2014).

Parakuatin memeli sistemlerine verdigi primer yaralanma, Clara hiicrelerinde
ve alveoler tip | ve II epitel hiicrelerinde aktiftransport yoluyla biriktigi akcigerde
meydana gelir. Parakuatin neden oldugu akciger hasari, alveoler tip I ve tip II epitel
hiicrelerinin hasar gordiigii erken yikici bir faz; ve alveolit, akciger 6demi ve

enflamatuar hiicrelerin infiltrasyonu ile tanimlanan ikinci bir proliferatif fazdir

(Suntres, 2002).

Alveoler hiicre tahribati ve sonrasinda meydana gelen pulmoner kapillerdeki
yirtiklar intra-alveoler hemoraji ve pulmoner enfeksiyona neden olur. Sonugta
alveoler ekstraseliiler matriks i¢indeki pulmoner hiicrelerin etrafinda fibrozis

meydana gelir ve bu durum “PQ akciger” olarak bilinir (Sun ve Chen., 2016).

Beyin oksidatif hasara en duyarli bolgedir. Serbest radikaller santral sinir
sistemi patolojilerinde dogrudan doku hasarit meydana getirirler (Mercan, 2004). PQ
genellikle L-valin tagiyan noral bir aminoasit transport sistemi araciligiyla kan-beyin
bariyerini geger ve beyne ulagir. PQ uzun zaman boyunca beyinde varligini siirdiiriir

ve farkli beyin dokularinda birikir (Ayala ve ark., 2014).

PQ intoksikasyonunda akut bobrek hasarinin goriilme sikligr % 50 oranindadir.
Intoksikasyondan sonra kalici renal fonksiyon kaybina dair bildiri yoktur; fakat renal

bozuklugu olan hastalarda 6liim oran1 belirgin sekilde yiiksektir (Gil ve ark., 2014).
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Parakuat maruziyetini takiben gozlenen yiiksek mortalite oran1 zehrin toksik
etkilerini diizeltecek antidot veya etkili bir tedavinin olmayis1 ile ilgilidir. PQ’mn
toksik etkilerini temel olarak oksidatif stresin indiikledigi mekanizmalar araciligiyla
gosterdigi belirlenmis, arastirmacilar ve klinisyenler parakuat toksisitesinin tedavi

yontemi olarak antioksidanlarin kullanimina 6nemli yer vermislerdir (Suntres, 2002).

1. 6. Parakuatin Hiicresel Toksisitesi

Parakuat herbisidal aktivitesini intraselliiler elektron transport fotosistemlerini,
oksidize  NADP (Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate)’nin fotosentez
sirasinda NADPHa rediiksiyonunu inhibe ederek gdsterir. PQ iyonu (PQ*") spontan
olarak oksijenle reaksiyona girebilen ve bdylece siiperoksit anyon (O7), singlet
oksijen (*Oy), hidroksil (OH’) ve peroksil radikalleri (ROO") gibi reaktif oksijen
tiirlerinin olusumuna neden olan PQ monokatyon radikaline (PQ™) rediiklenir. Bu
reaktif oksijen tiirleri bitki hiicre membranlariyla reaksiyona girerek lipid

peroksidasyonuna ve hiicre 6liimiine neden olabilir (Vicente ve ark. 2001).

Parakuat toksik etkilerini kendi redoks dongiisii ile gosterir. Hiicre i¢inde PQ
sitozolik seviyede bir redoks dongiisii bilesigi gibi davranir ve indirekt mitokondriyal
toksisiteye neden olur (Mayhew, 1978). PQ®*" (PQ iyonu) redoks ddngiisiinii
baslatabilenler mikrozomal membranda ve plazma membraninda bulunan enzimler
ve baz1 sitozolik bilesiklerdir. Bunlar; NADPH oksidaz, nitrik oksit sentaz ve
NADH-sitokrom P450 enzimleri olabilir (Cocheme, 2009., Cristovao, 2009).
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Sekil 1. 3. Parakuat redoks dongiisii (Ayala-Blanco ve ark., 2014).

Sitozolik boliimde parakuat toksisitesinin, parakuatin NADPH-sitokrom P450
rediiktaz enzimi araciligiyla PO™ (monokatyon radikali)ne déniismesiyle
sekillendigi gosterilmistir (Sekil 1.3) (Franco ve ark., 2010). Bu radikaller stiperoksit
anyon (O;") radikallerini olusturmak iizere molekiiler oksijene ekstra elektron
aktarirlar ve yeni bir elektron almaya hazir kaynak bilesik olustururlar (Gragus,
1996., Koppus, 1986). Siperoksit radikali SOD enzimi ile hidrojen peroksite
doniisiir, ardindan hidroksil radikallerine doniisiir veya glutatyon (GSH) varliginda
katalaz (CAT) ya da glutatyon peroksidaz (GPx) tarafindan okside glutatyon
(GSSG) ve suyu olusturmak iizere detoksifiye edilirler (Gragus ve Klaassen 1996).

Bu reaktif oksijen tiirleri 6zellikle hidroksil radikalleri, hidroperoksitleri
olusturmak iizere ¢oklu doymamis yag asitleriyle reaksiyona girer. Bu olay,
membran akigkanligi, gecirgenligi ve biitlinliiglinde kayba sebep olan hiicresel
oksidatif hasar1 indiikleyen lipid radikal zincir reaksiyonunu baslatir. Bunun yani sira
hiicresel oksidatif hasarin sonucu olarak mitokondri ve sarkoplazmik retikulumun
disfonksiyonu ve artmis kalsiyum hemostazi sekillenebilir (Berisha ve ark., 1994).
Parakuatin hiicre 6limiine sebep olmasi ile ilgili anahtar komponent mitokondridir.
Bulgular parakuat ve mitokondriyal elektron transport sistemi komponentleri

arasinda direkt bir iliski oldugunu dogrulamaktadir (Cocheme ve ark., 2009).
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PQ mitokondriyal lipid peroksidasyonunu ve mitokondriyal ROS miktarini
artirabilir. Ayrica mitokondride oksijen tiiketimi, elektron transport zincirinde
kompleks 1, I, IV aktivitesini ve membran potansiyelini etkileyebilir ve ATP
(adenozin trifosfat) sentaz hizi ve ADP (adenozin difosfat)/O oraninda diismeye
bagli olarak ATPaz aktivitesini inhibe edebilir (Ayala ve ark., 2014).

Parakuatin elektron transport zinciri ve mitokondri iizerindeki etkilerinin
belirlenmesi amaciyla parakuat zehirlenmesi gelistiren akut modellerde katekolamin
miktarlari, komplex-1 aktivitesi ve lipid peroksidasyonu gibi parametreler
degerlendirilmistir. PQ’in beyin, akciger ve karacigerde komplex-I aktivitesini
diislirdiigii belirlenmistir. Ayrica PQ dozunun artirilmasi beyin ve akcigerlerde lipid
peroksidasyonunu da artirmistir. Ayni ¢alismada rat beyin striatumunda dopamin
miktarinin PQ grubunda diisiik oldugu bildirilmis ve bunun nedeni PQ alimindan

sonra PQ’1n kan-beyin bariyerini gegebilmesine baglanmistir (Tawara ve ark., 1996).

Parakuat i¢in bilinen herhangi bir farmakolojik antagonist olmadigindan ve
parakuati kanda veya diger dokularda baglayabilen selatlama ajanlari
bulunmadigindan, parakuat zehirlenmesi ile ilgili stratejiler, ya bu zehirli maddenin
toksikokinetiginin  degistirilmesi veya emiliminin azaltilmasi Yyada ortadan
kaldirilmasinin  arttirllmas: {izerinedir (Suntres, 2002). Bu tiir yaklagimlarin
dokularda parakuat birikmesini 6nleme amaci vardir ve indiiklenmis kusma veya
ishal, gastrik lavaj, oral emetiklerin uygulanmasi, hemodiyaliz ve hemoperfiizyon
gibi prosediirleri icerir (Suntres, 2002). Bununla birlikte, tiim bu tedavi yontemleri

hayal kiriklig1 yaratmistir ve 6liim oran1 halen yiiksektir.

Chen ve ark. (2013) fare modelinde PQ kaynakli akut akciger hasarina ve
pulmoner fibrozise karsi, antioksidan 6zelligi bilinen naringinin koruyucu etkinligini
aragtirmiglardir. Bu ¢alismada naringin 6n tedavisinin, doza baglh bir sekilde, PQ
grubunda gozlemlenen toplam I6kosit ve notrofiller de dahil olmak iizere
inflamatuvar belirteglerin yiizdelerini azalttigi ve ayrica makrofaj seviyelerindeki

azalmayr Onledigi gosterilmistir. Ayrica naringin, PQ zehirlenmesinin ardindan
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akciger dokularinda SOD ve GPx gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerinde
meydana gelen azalmay1 da onlemistir. Ote yandan, naringin fibrozis gelismesine
dogrudan dahil olan enzimlerin ekspresyonunu azaltarak PQ ile indiiklenen fibrozise
karst koruyucu etkiler gostermistir. Bu sonuclar naringinin, oksidatif stresi
baskilayarak ve antioksidan enzimlerin regiilasyonunu saglayarak PQ ile indiiklenen
akut akciger hasari, pulmoner fibrosis ve pulmoner inflamasyona karst koruyucu
olabilecegini ve PQ zehirlenmesinin yoOnetimi i¢in potansiyel bir terapotik

olabilecegini diistindlirmiistiir.

Silimarin meyvelerden izole edilmis bir polifenolik flavanoiddir. Podder ve
ark. (2012) insan A549 adenokarsinom hiicre hattinda PQ ile indiiklenen toksisite
lizerine silimarinin koruyucu etkisini incelemislerdir. Reaktif oksijen tiirleri
miktarmin silimarinle muamele edilen grupta belirgin sekilde diistiigiiniin
gosterilmesi, silimarinin PQ zehirlenmesini hafifletme potansiyeli olan bir

antioksidan madde olabilecegini ortaya koymustur.

Zhi ve ark. (2011) rat akciger dokusunda ve bronsiyal lavaj sivisinda PQ
tarafindan indiiklenen pulmoner fibrozis ve akciger hasarina karsi yeni bir antidot
bulmak igin yaptiklar1 ¢aligmada, oksidatif stres ve inflamatuvar reaksiyonlardaki
degisiklikleri test etmisler ve akciger hasarina kars1 edaravonun muhtemel koruyucu
etkisini arastirmiglardir. Calismanin sonuglari edaravonun reaktif oksijen tiirleri
miktarini azaltarak, enzim ve sitokin seviyelerini degistirerek PQ toksisitesine karsi
koruyucu etki gosterdigini, pulmoner fibrozis ve akciger hasarint azalttigini

gostermistir.

Reaktif oksijen tiirlerine karsi korunmak icin birgok dogal antioksidan sistem
arasinda GPx, GSH'nin GSSG'ye oksidasyonunu katalize ederek onemli bir rol
oynar. GPx'in aktivitesinin ise esas olarak selenyumun mevcudiyeti tarafindan
diizenlendigi bilinmektedir. Kim ve ark. (2012) yaptiklar1 ¢aligmada PQ’a maruz

kalan farelerde diisen GPx enzim aktivitelerinin selenyum verilmesiyle yiikseldigini
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ve oksidatif hasarin daha az oldugunu gostermislerdir. Selenyum tarafindan

artirllmig GPx aktivitesinin PQ zehirlenmesinde yararli olabilecegini bildirmislerdir.

Kuarsetin giiclii antioksidan 6zellikler gosteren, meyve ve sebzelerde bulunan
en yaygin flavonoidlerden biridir. Park ve ark. (2010) tarafindan yapilan bir
calismada, kuarsetinin siganlarda muhtemelen antioksidan aktivitesi ile PQ kaynakli
akciger hasarina kars1 koruyucu rolii oldugu gosterilmistir. Zerin ve arkadaglarinin
caligmasinda (2013) ise kuarsetin, MTT analizleri ile degerlendirilen A549
hiicrelerinde PQ ile indiiklenen sitotoksisiteyi azaltmistir. Parakuata maruz kalan
hiicreler kuarsetin ile tedavi edildiginde ROS seviyelerinde dikkate deger bir azalma
ve toplam hiicresel GSH seviyesinde bir artis meydana gelmistir. Bulgular,
kuarsetinin parakuat zehirlenmesinde ROS olusumunu engelleyerek oksidatif stresi

azaltmak veya en aza indirmek i¢in kullanilabilecegini diistindiirmiistiir .

C vitamininin antioksidan potansiyeli; OHe, nitrik oksit radikalleri, oksisilfiir
radikalleri, siiperoksit anyon radikalleri gibi serbest radikalleri yakalama ve
tokoferol, GSH ve p-karoten gibi diger kiigiik molekiillii antioksidanlarin
yenilenmesi seklindedir. Moon ve Chun (2011) parakuat zehirlenmesi olan
hastalarda yiiksek dozda C vitamininin antiinflamatuvar ve immiinosupresif tedavi
ile birlikte etkinliginin degerlendirildigi retrospektif bir ¢aligma ylriitmiistiir.
Yiiksek doz C vitamininin parakuat zehirlenmesi lizerindeki etkinligini belirlemek
icin akut bobrek hasari, hepatit ve hipoksiyli ayirt eden parametrelerin
degerlendirildigi calismada, yliksek doz C vitamini tedavisinin PQ zehirlenmesi olan
hastalarin hayatta kalma oraninda artisa neden oldugunu bildirmislerdir. Awadalla
(2012) 1se C vitamininin deney hayvanlarimin karaciger ve bobreginde parakuat

tarafindan indiiklenen morfolojik hasarlar1 azalttigin1 kanitlamistir.

Gilintimiizde PQ toksisitesi ve bunu izleyen hiicre 6liimii hakkindaki ¢alismalar
biiyiik ilerlemeler gostermistir, ancak PQ zehirlenmesine karsi etkili bir tedavi
mevcut degildir. Antioksidanlar, lipit peroksidasyonunun baskilanmasi araciligiyla

reaktif oksijen tiirlerinin azaltilmasi, antioksidan enzim seviyelerinin azalmasinin
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veya tiikenmesinin engellenmesi ve fibrosiste yer alan proteinlerin miktarindaki
artigin engellenmesi gibi koruma mekanizmalarina sahiptir (Ayala-Blanco ve ark.,
2014). Bu sebeple kafeik asit fenetil ester gibi ¢esitli antioksidanlarin PQ

zehirlenmesi tedavisinde kullanilabilmesi i¢in ¢alismalarin artirilmasi gerekmektedir.

1. 7. Antioksidanlar

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve serbest radikallerin meydana getirdigi hasari
onlemek ve detoksifikasyonu saglamak amaciyla gorev yapan sistemlere
‘antioksidan savunma sistemleri’ denir (Karabulut ve Giilay, 2016). Tim

antioksidanlar baglica dort farkl sekilde etki ederler:

1. Toplayici etki: Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari tiim tutma
veya daha zayif yeni molekiile ¢evirme toplayict etkidir. Antioksidan enzimler,

trakeobronsiyal mukus ve kiiclik molekiiller bu tiir etki gosterirler.

2. Bastiric1 etki: Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen
aktararak aktivitelerini azaltma veya inaktif sekle doniistiirme bastiric1 etkidir.

Vitaminler, flavanoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler.

3. Zincir karicr etki: Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip
fonksiyonlarini engelleyici etki zincir kiricr etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve

mineraller zincir kirict etki gosterirler.

4. Onarict etki: Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi onarici

etkidir (https://www.mustafaaltinisik.org.uk/21-adsem-01b.pdf).

Pestisitlerin neden oldugu oksidatif stres sonucunda en fazla etkilenen
sistemlerden biri de antioksidan sistemdir. Antioksidanlar dogrudan ve dolayli olarak
ksenobiyotiklerin, ilaglarin, karsinojenlerin ve toksik radikal reaksiyonlarin

istenmeyen etkilerine kars1 hiicreleri koruyan maddelerdir (Deveci ve ark., 2015).


https://www.mustafaaltinisik.org.uk/21-adsem-01b.pdf

22

Antioksidanlar; dogal ve sentetik antioksidanlar olarak iki ana sinifa ayrilabilir.
Dogal antioksidanlar ise kendi igerisinde enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlar olarak siniflandirilabilir (Karabulut ve Giilay, 2016). Enzimatik dogal
antioksidanlar;  siiperoksitdismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz
(GSH-Px), glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon-s-transferazlar (GST), mitokondriyal

sitokrom oksidaz sistemi ve hidroperoksidazdir.

Enzimatik olmayan dogal antioksidanlardan endojen olanlar; melatonin,
seruloplazmin, transferrin, miyoglobin, hemoglobin, ferritin, bilirubin, glutatyon,
sistein, metiyonin, iirat, laktoferrin ve aloumindir. Eksojen olanlar ise; askorbik asit,

tokoferoller, karotenoidler ve polifenollerdir (Yavager, 2011).

1. 7. 1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz enzimi ilk olarak 1968 yilinda oksijenli solunum yapan
canlilarda belirlenmistir. Bu enzim; siiperoksitin, hidrojen peroksit ve molekiiler
oksijene doniisiimiinii katalizler. Ardindan, hidrojen peroksit; GSH-Px ve katalaz
enzimi aracihi@ ile etkisiz hale getirilir. Hiicre boliinmelerindeki siliperoksit
diizeylerinin kontroliinde rol oynar (Kurt, 2008). Bu reaksiyonda SOD enziminin

aktif bolgesini olusturan ¢inko (Zn) 6nemli bir mineraldir.

0%,+0 — > H,0,+0,;
SOD

Bu reaksiyon enzim katalizi olmasa bile normal fizyolojik pH degerlerinde
olduk¢a hizli yiirimektedir. Bununla birlikte, gercekte tiim aerobik organizmalarin
SOD igerdigi belirlenmistir ve SOD enzimi reaksiyon hizini artirmak icin giiglii bir
katalisttir. Aerobik hiicrelerde bulunan SOD, fizyolojik pH’ da siiperoksit radikalinin
hidrojen peroksite ve molekiiler oksijene reaksiyonunu, spontan dismutasyonla,
katalizsiz reaksiyona gore 10.000 kez daha hizli katalizler (Bekerecioglu ve ark
1998).
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Kofaktor olarak igerdigi metal iyonu tipine gére SOD enziminin ii¢ g¢esidi
vardir. Bunlardan biri sitozolde bulunan bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) igeren izomer Cu-
Zn SOD’dir. Bu izomerin her bir alt tinitesinde bir Cu atomu, bir Zn atomu, bir zincir
i¢i disiilfiir kopriisii, bir siilfidril grubu ve bir asetillenmis terminal amino grubu
bulunur (Freeman ve Crapo, 1982). Diger bir izomer de mitokondride bulunan
manganez (Mn) igeren izomerdir (Mn-SOD). Farkliliklara ragmen iki izomer ayni

reaksiyonu katalizler (Karabulut ve Giilay, 2016).

Son izomer olan ekstraseliiler SOD (EC-SOD) 1982 yilinda tanimlanmus,
glikoprotein yapisinda olan bir molekiildiir. Molekiil agirligr 135.000 dalton’dur. 4
Cu ve 4 Zn atomu tasimaktadir. EC-SOD ve Cu-Zn SOD’in prostetik metalleri
benzemesine ragmen aminoasit dizilisi, antijenik 6zellikleri ve kromozal
yerlesimlerinde farkliliklar mevcuttur (Cakar, 2005). Ekstraselliiler diizeyde enzima-
tik olarak O, radikallerini etkisizlestirebilen tek antioksidandir ve oksidan hasar,
yangi1 ve fibrozis gibi bir ¢ok akciger hastaliklarindan korunmada ¢ok 6nemli bir rol

oynar (Gao ve ark., 2008).

1.7.2. Katalaz (CAT)

Katalaz, 4 hem grubu igeren bir hemoproteindir. Her subiinitte bir hem grubu ve
NADPH molekiilii bulunur. Bir¢ok katalazda NADPH molekiilii ylizeye yakin ve
sikica baglhidir. NADPH, peroksitin oksijene doniisiimiinde katalazin aktivasyonunu
korur ve etkisini arttirir (Zamocky ve Koller, 1999). Enzim, oksijenli solunum yapan
tiim hiicrelerde bulunur. Karaciger, bobrek, miyokard, ¢izgili kaslar ve eritrositlerde
aktivitesi yiiksektir. Hidrojen peroksidi suya ve oksijene parcalar. Peroksidaz
aktivitesinin yaninda, bir molekiil hidrojen peroksidi elektron vericisi, digerini de

elektron alicisi olarak kullanabilir (Akkus, 1995).

2H-0, —> ?2H,0+ 0,
CAT
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Katalaz c¢ogunlukla peroksizomlarda, daha az miktarda ise mitokondri ve
endoplazmik retikulumda bulunur. SOD araciligiyla siiperoksit radikalinden ortaya
c¢ikan H»O, bir radikal degildir ve biyolojik 6neme sahip molekiillerin coguyla
reaksiyona girmez. Fakat Fe ve Cu iyonlarimin katalizorliigiinde gergeklesen fenton
reaksiyonu sonucu ortaya ¢ikan hidroksil (OH) radikali olusumunda bir 6n madde

olarak rol oynar (Karabulut ve Giilay, 2016).

1. 7. 3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Enzimatik reaksiyonlar araciligiyla ve serbest radikalleri yakalayarak gorev yapan
hiicresel antioksidanlar olan tiyol gruplarini igeren GSH, serbest radikal etkilerini
azaltan bircok enzimin substrati olarak gérev yapar. Glutatyonun goérevi biyolojik
membranlart lipid peroksidasyonundan korumaktir. Bu korumay1 enzimatik olarak
gerceklestirir. GSH-PX enzimi glutatyonun indirgenmis formunu (GSH), oksitlenmis

forma (GSSG) doniistiiriir (Di Mascio ve ark., 1991).

Glutatyon peroksidaz enzimi, lipitleri peroksidasyondan koruyan énemli bir
enzimdir. GPX, rediikte glutatyonu (GSH) yiikseltgerken H,O,’i de suya gevirir ve
boylece membran lipitlerini vehemoglobini oksidatif strese karsi korur

(Memisogullari, 2005).

H,O, +2 GSH ——>GSSG +2 H,0
GPx
GPx’m aktivitesinin devam etmesi i¢in glutatyon’un belirli bir seviyede
bulunmasi1 gerekir. NADPH’e bagimli glutatyon rediiktazin katalizledigi bir
reaksiyonla, Glutatyon disiilfit (GSSG), tekrar iki molekiil GSH’a doniisiir (Akkus
1995).

Glutatyon peroksidaz enziminin selenyum bagimli ve selenyum bagimsiz
olarak iki tipi vardir. Selenyum bagimli GPx hidrojen peroksitin de i¢inde bulundugu
tim organik hidroperoksitler lizerinde etkiliyken (Mulder ve ark., 1995), selenyum
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bagimsiz GPx hidrojen peroksit haricindeki hidroperoksitlere etki eder (Lawrence ve
Burk, 1976) .

Bunun disinda GPx yapisal ve enzimatik olarak birbirinden farkli dort gruba
ayrilmistir. Bunlar; seliiler GPx (cGPx), gastrointestinal GPx (GIGPx), ekstraseliiler
GPx (eGPx) ve fosfolipid hidrojen peroksid GPx (PHGPx) ‘dir. cGPx, GPx ailesinin
tanimlanan ilk liyesidir ve her yere dagilmis halde bulunur. GIGPx de hiicre i¢i bir
enzimdir ama yalniz gastrointestinal sistem epitelinde lipid hidroperoksidlere karsi
ilk savunma hatt1 olarak ortaya ¢ikar. eGPx baslica kan dolasimina saliverildigi
bobreklerde ortaya cikar. GPx ailesinde eGPx plazma gibi ekstraseliiler sivilarda
bulunan tek enzimdir. PHGPx membranlarda veya diisiik dansiteli lipoprotein
yapisindaki hidroperoksi lipidleri gibi hidroperoksidleri indirger (Takebe ve ark.,
2002).

1. 7. 4. Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon peroksidaz enziminin katalizledigi reaksiyonlardan hidroperoksitlerin
detoksifikasyonu ve bazi bilesiklerin indirgenmesi sonucu glutatyon disiilfid (GSSG)
ortaya c¢ikmaktadir. Glutatyon rediiktaz (GR) enzimi hiicre i¢i glutatyonun
indirgenme/yiikseltgenme reaksiyonlar1 i¢in merkezi bir role sahiptir. GSSG’nin
GSH’a indirgenmesi mitokondrial matriks ve sitosolde yer alan glutatyon rediiktaz
enzimi tarafindan Katalizlenir. GR, GSH/GSSG oranm yiikseltir (Toribio ve ark.,
1996). Bu oranin diigmesi eritrositlerde hemolize neden olur (Keha ve Kiifrevioglu,
2010). GR, aktivitesi i¢in kofaktdr olarak pentoz fosfat yolunda tiretilen NADPH’a
ithtiyac duyar (Mates ve ark., 1999).
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Stperoksit Fe*“* Fe™
dismutaz \ i
o2H* 0. o 2GSH NADP*
Ch Glutatyon Glutatyon
Katalaz peroksidaz rediktaz
GSSG NADPH®*
H*
2H,0 + O, 2H,0

Sekil 1. 4. Glutatyon dongiisii (https://www.mustafaaltinisik.org.uk/21-adsem-01b.pdf.)

1. 7. 5. Indirgenmis Glutatyon (GSH)

Glutatyon dokularda birbiriyle denge halinde olan iki farkli sekilde bulunur; bunlar
okside glutatyon (GSSG) ve indirgenmis glutatyon (GSH)’dur. GSH, GSH
peroksidaz enzimi tarafindan GSSG’ye dontstiiriiliir (Reed, 2000). Hiicresel GSH
diizeyleri oksidatif strese karsi cok duyarlidir ve reaktif oksijen tiirleri varliginda
hizla azalirlar. Bu nedenle GSH’1in GSSG’ye oksidasyonu oksidatif stresin erken
belirtisi olarak degerlendirilir (Kasap, 2010). Glutatyon; hidrojen peroksit, diger
peroksitler ve serbest radikallerin detoksifikasyonunda gorevlidir (Pastorea ve ark.,
2003). Hiicrede ¢esitli sekillerde ortaya ¢ikan H,O,, GSH varliginda, GPx ile suya
rediiklenmektedir ve birgok organik hidroperoksidi (ROOH) alkollere indirgeyerek
hiicreleri bu molekiillerin oksidatif hasarina kars1 korumaktadir (Kumaragrupan ve

ark., 2002).

GSH hiicrelerin oksidatif strese karsi korunmasi mekanizmasinda 6nemli bir
role sahiptir. Bunu iki sekilde yapar; hiicrede biriken serbest radikaller veya
peroksitleri enzimatik olmayan bir yolla azaltir ve indirgen bir ortam yarattig1 igin
intraselliiler proteinlerin tiyol gruplarinin oksitlenerek disiilfit baglar1 olusturmasini
engeller. Ikinci olarak da glutatyon-s-transferaz enzimiyle beraber lipid oksidasyonu
sonucu ortaya c¢ikan yag asidi peroksitlerinin ve zarar goérmiis DNA’nin
detoksifikasyonunda gorevlidir. GSH ayrica intraselliiler bakir transportunda goérev
alir ve bakir iyonlari ile selatlar olusturarak bu iyonlarin serbest radikal olusturmasini

engeller (Kasap, 2010).


https://www.mustafaaltinisik.org.uk/21-adsem-01b.pdf
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1.7.6. Askorbik Asit (C Vitamini)

Askorbik asit suda ¢O6ziinebilen, ¢ok diisiikk konsantrasyonlarda bile hidroksil,
alkoksil, peroksil, sliperoksit anyon, hidroperoksil radikalleri gibi fazla miktarda
reaktif oksijen tiiriinii ve nitrojen dioksit, peroksinitrit gibi reaktif nitrojen tiirlerini
notralize edebilen bir antioksidandir. Hem in vivo hem de in vitro kosullarda giiclii
etki gosterir. Oksijen radikallerini hizlica elimine eder ve oksidatif prosesi engeller.
a- tokoferolle sinerjik ¢alisarak radikallere karsi lipitlerin oksidasyonunu engellerken
lipit peroksit radikallerinin eliminasyonunu saglar. Askorbik asit ayrica a—tokoferol,
tirat ve B-karoten gibi diger bazi antioksidanlarin radikal tiirlerinden yeniden radikal
katyonlar tretebilir. o-tokoferol radikalini o-tokoferole gevirerek bir ko-oksidan

gorevi gortir (Pavlovic ve ark., 2005).

1.7.7. Tokoferoller

Vitaminler, hiicre bilesenlerini oksidatif reaksiyonlar sirasinda {iretilen reaktif
oksijen radikallerinin saldirisindan direkt olarak korurlar veya SOD/glutatyon
peroksidaz sistemi tarafindan bu radikallerin eliminasyonunu arttirici etki gosterirler.
Gilinlimiizde E vitamininin molekiiler ve hiicresel etkileri; spesifik olarak reaktif
oksijen tiirlerini ve nitrikoksiti temizleyerek zarlara veya proteinlere zarar
vermelerini Onlemek, antioksidan olarak etki etmek ya da spesifik enzimler ve
transkripsiyon faktorlerini  diizenleyerek hiicresel yapilar1 korumak olarak

acgiklanmaktadir (Altiner ve ark., 2017).

a, B, v, 0 olmak tizere dort farkli tokoferol formu bulunur. Biyolojik olarak en
yaygin ve en aktif E vitamini sekli olan d-a-tokoferoldiir. Yagda ¢o6ziinen bu
bilesikler oksijen bulunmayan ortamlarda asit ve sicakliga dayaniklidir (Antmen,
2005). E vitamini biiylime, lireme, cesitli hastaliklarin 6nlenmesi ve dokularin
biitiinliigliniin korunmasi gibi viicut fonksiyonlar1 i¢in gereklidir. E vitamini ile
yapilan arastirmalar, serbest radikal kaynakli doku hasarin1 ve bazi dejeneratif ve

yangisal hastaliklarin gelisimini Onleyebilen E vitamininin giiclii bir antioksidan
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oldugunu gostermistir (Altiner ve ark., 2017). E vitamini, eslesmemis elektronlarla
reaksiyona giren ve indirgeyebilen hidroksil grubu igerir. Radikal reaksiyonlari
sirasinda zincir kirici etkiye sahiptir. Glutatyon ve askorbik asit ile antioksidan etkisi
artar (Antmen, 2005). Apoptoza neden olan reaktif oksijen tiirlerinin fazla tiretiminin
E vitamini tarafindan inhibisyonu bu prosesi yavaslatmaktadir. E vitamini, dokularda
lipoperoksitlerin sentezi ve birikimine kargi korunmada onemli bir bilesenidir ve
demir birikimi nedeniyle meydana gelebilecek doku patolojisini de azaltir (Altiner ve
ark., 2017).

1. 7. 8. Karotenoidler

Karotenoidler, insan ve hayvanlar tarafindan sentezlenemezken, bitkiler ve
mikroorganizmalar tarafindan sentezlenir. Memelilerde % 10°dan az bir kismi
provitamin A olarak islev goriir ve retinole metabolize edilir. Pigment bilesikleri
ailesine aittir ve bitkilerde fotosentez sirasinda hiicreleri 15181 zararli etkilerinden
korudugu bildirilmektedir. Meyve ve sebzeler onemli karotenoid kaynaklaridir,
bunlarda 6zellikle sar1 ve/veya kirmizi renkte mikrobilesikler halinde bulunur. Bir
provitamin A olmasmin yaninda antioksidan olarak kalp-damar hastaliklari, kanser

ve diger kronik hastaliklarin engellenmesinde etkilidir (Y1lmaz, 2010).

Konjuge yapida reaktif ¢ift bag igermeleri, bu pigmentlere serbest radikallere
etki eden antioksidan 6zelligi kazandirmaktadir. Karotenoidlerin uyarilmis (singlet)
oksijeni baski altina almasi, yag dokularmma zarar veren peroksitlerin olusumunu
engeller. Karotenoidler, pek ¢ok etki mekanizmasi ile kanseri Onleme yetenegi
gosterebilirler. Bu mekanizmalardan biri antioksidan aktivitesidir. Hayvanlar
lizerinde yapilan ¢alismalar sonucu antioksidanlarim, DNA’ya zarar veren ve
kanserin baglangi¢c asamasinda etkili olan serbest radikallerin etkisini yok ettigi

anlasilmistir (Otles ve Atli., 1997).
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1. 7. 9. Polifenoller

Polifenoller suda ¢oziiniir halde veya organellerde seliiloza bagli olarak bulunan,
bitki hiicresinde fotosentez sonucu endoplazmik retikulumda sentezlenen
maddelerdir. Bitkilerin ikincil metabolizmas: sonucu sentezlenir, bir ve daha fazla
polimerize fenollerden ve fenol halkasina bagli hidroksil (-OH) ve diger fonksiyonel

gruplardan olusur ve bitkiyi dis etkenlere kars1 koruma 6zelligi tagir (Fatih, 2010).

Polifenoller insan ve bitki diyetinde biiyiik oranda bulunmaktadir. Bitki
kaynakli polifenoller gii¢lii antioksidan etkileriyle insan sagligina oldukca
yararhidirlar. Kalp {izerinde koruyucu etkisi, vitamin C biyolojik aktivitesini
desteklemesi, erken yaslanmay1 6nlemesi ve viriis-bakteri baglanmasini engellemesi
en Onemli yararlarindandir (Somer ve Siit¢ii., 2017). Bitkisel kaynakli bir¢ok gida
fenolik fitokimyasallar1 icermekte ve oksidatif zararlara kars1 da viicut savunmasina
katkida bulunmaktadir. Bu bilesikler gidalar1 bozulmalara karst korur ve aym
zamanda tiiketilmeleri sonucu da viicudumuza antioksidan madde saglar (Giilesci ve

Aygiil., 2016).

Bitkisel gidalardaki fenolik maddeler; lignanlar, fenolik asitler, stilbenler ve
flavonoidler gibi alt gruplara ayrilmaktadir. Bunlardan antioksidan olarak &nem
tasiyanlar, fenolik asitler ve flavonoidlerdir. Antioksidan 06zelliginden dolay:
flavonoidler, diyetteki en 6nemli antikarsinojenlerden biridir (Giilesci ve Aygiil.,
2016). Polifenollerin (Ferulik asit, p-koumarik asit, kafeik asit, quercetin
,kaempferol, luteolin, naringenin, delphinidin, malvidin, cyanidin) antioksidan

kapasitesi vitaminlerden daha yiiksektir (Pellegrini ve ark., 1999).

1.7. 10. Kafeik Asit Fenetil Ester (KAFE)

Kimyasal ad1 2-feniletil (2E)-3-(3,4-dihidroksifenil)akrilattir. Ayn1 zamanda feniletil

kafeat veya fenetil kafeat olarak da isimlendirilir. Molekiiler formiilii C17H1604 “tiir.

[k defa Grunberger ve arkadaslari (1988) tarafindan tanimlanmistir. Bu fenolik ester
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ayrica kafeik asidin fenetil alkollerle reaksiyonundan da sentezlenebilir (Murtaza ve
ark., 2014).

Propolis, ¢esitli bitkilerden bal arilar tarafindan toplanan regineli bir maddenin
genel ismidir. Yapilan ¢alismalarda propolisin i¢inde 300’den fazla bilesen tespit
edilmistir (Akyol ve ark., 2011). Propolis ortalama olarak % 50 recineli bilesik ve
balsam, % 30 balmumu, % 10 aromatik yaglar ve % 5 ar1 poleni igerir. Geriye kalan
% 5’lik kismini flavonoidler, aminoasitler ve vitaminler olusturur. Propolis i¢indeki
farmakolojik olarak en etkili bilesikler flavonoid grubu ile ¢esitli fenolik ve aromatik
maddelerdir (Yiicel ve ark., 2014). Bu aktif bilesenlerin yapilan g¢aligmalarda
antimikrobiyal, antiinflamatuvar, immiinmodiilator, antioksidan ve antiproliferatif
ozelliklere sahip oldugu bulunmustur (Akyol ve ark., 2011). Propolisin bazi
antibiyotiklerle de sinerjik etki gosterdigi gozlenmistir. Propolis dogal antibiyotik
olarak tanimlanir ve 21 bakteri, 9 mantar ve ¢ok sayida viriis tizerinde inhibitor

etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.

Calismalar propolisin solunum sistemi enfeksiyonlari, deri hastaliklar, dis ve
dis eti hastaliklari, sindirim sistemi hastaliklari, kadin hastaliklar1 ve tiriner sistem

hastaliklarina kars1 olumlu etkisi oldugunu gostermistir (Yiicel ve ark., 2014).

Kafeik asit fenetil ester (KAFE), kirmizi renkli meyvelerde, Echinacea cinsi
bitkilerde, aycekirdegi tohumlarinda ve turpgillere ait sebzelerde bulunan bir
polifenoldiir. KAFE, meyve ve sebzelerin disinda, bal arilarinin {irettigi propolisin de
etken maddesidir (Sarag, 2010). Etkileri gesitli ¢alismalarla ortaya konmus olan
propolisin bu etkilerinin ¢ogunun igerigindeki maddelerinden biri olan KAFE’ye

bagl oldugu gosterilmistir (Giilsen, 2011).

KAFE’nin bu etkinligi membranlar1 rahatlikla gegmesini saglayan fenil ve
polihidrokarbon zinciri ile birlikte tasidigi iki adet hidroksil grubuna baglhidir
(Sekil.1). Bu iki —OH grubu molekiile kuvvetli antioksidan 6zellik kazandirmaktadir.
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Kafeik Asit Fenetil Ester
[K.AFE)

Sekil 1. 5. Kafeik asit ve kafeik asit fenetil esterin molekiil yapisi (Akyol ve ark., 2011).

Sentetik bir madde olan KAFE ile ilgili ¢ok ¢esitli in vivo ve in vitro ¢aligmalar
bulunmaktadir. Organizmada c¢esitli sekillerde ortaya c¢ikan serbest radikaller ile
antioksidan savunma sistemi arasindaki dengenin serbest radikaller tarafina kaymasi
oksidatif stresin varligini gosterir. Yapilan ¢alismalar KAFE’ nin insan nétrofillerinde
ksantin/ksantin oksidaz sisteminde reaktif oksijen tiirleri iiretimini durdurarak

antioksidan etki olusturdugunu gostermistir (Hepsen ve ark., 1996).

Literatiirde KAFE’nin biyolojik o6zellikleriyle ilgili kapsamli arastirmalar
mecvuttur. Bu arastirmalar KAFE’yi enfeksiyon, oksidatif stres, inflamasyon, kanser,
diyabet, norodejenerasyon ve anksiyete gibi cesitli patolojilere karsi etkili bir
molekiil olarak tanimlamislardir (Kumazawa ve ark., 2010; Chen ve ark., 2011; Chen
ve ark., 2010; Kurata ve ark., 2010; Wang ve ark., 2006). KAFE’nin antimikrobiyal
aktivitesinde birgok virlis tlirline karst RNA, DNA ve hiicresel proteinlerin
KAFE’nin hedefi oldugunu gosteren pek ¢ok c¢alisma vardir (Kishimoto ve ark.,
2005; Velazquez ve ark., 2007; Kujumgiev ve ark., 1993; Serkedjieva ve ark., 1992).
Bu sayede KAFE’nin diyetle alimmin bogaz agrisi, soguk alginligi ve yara
tedavisinde de faydali oldugu gosterilmistir. KAFE’nin antiinflamatuvar aktivitesi

hiicre zarindan arasidonik asit saliniminin inhibe edilmesini igerir.

KAFE’nin antiproliferasyon aktivitesini agiklayan pek c¢ok caligma vardir.
Normal hiicresel proliferasyon igin yeterli seviyelerde niikleer faktér (NF-kB)

aktivitesi siirdiiriilmelidir. Baz1 kanser tiirlerinde NF-kB aktivasyonunun yiiksek
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oldugu goriilmiis, bu aktivasyonu engellemek icin kullanilan KAFE’nin etkili bir
kemopreventif ajan oldugu kanitlanmistir (Natarajan ve ark., 1996; Zhang ve ark.,
2014; Ho ve ark., 2011; Dorai veAggarwal, 2004; Bharti ve Aggarwal, 2002).
KAFE’nin ayrica normal hiicrelerde sitotoksisiteye neden olmadigi i¢in antitimor
ozellik sagladigi bildirilmistir (Komericki ve Kranke, 2009). KAFE’nin antitimor
aktivitesi; anjiyogenez, timdr istilasi ve metastaz dahil olmak tizere kanser gelisimi

tizerindeki etkisini ortaya ¢ikarmaktadir.

Yapilan c¢aligmalar KAFE’nin noroprotektif aktiviteye sahip oldugunu
gdstermistir (Akyol ve ark., 2011; Wei ve ark., 2008; Altug ve ark., 2008; Ozyurt ve
ark., 2006). KAFE, serebellar graniil hiicrelerinde apoptozu durdurabilir (Amodio ve
ark., 2003) iskemi/reperfiizyonla tetiklenen serebral hasar1 (Cagh ve ark., 2005) ve

omurilik iskemi reperfiizyon hasarini (Gremy ve ark., 2006) azaltabilir.

Biray ve arkadaslar1 (2006) yaptiklar ¢aligmada akut lenfoblastik 16semi hiicre
dizisinde KAFE’nin 6nemli diizeyde sitotoksik etki gosterdigini ve timor geligimini
durdurdugunu belirlemislerdir. KAFE’ nin ndrolojik hastaliklarda da kullanilabilecegi
belirtilmistir (Aksoy ve ark., 2011).

Sigara dumaninin olusturdugu hasara karst KAFE’nin koruyucu etkinliginin
AS549 alveolar epitelyal hiicreleri iizerinde arastirildigi ¢alismada, bu maddenin
sigara i¢imiyle iliskili dejeneratif akciger hastaliklarina karst koruyucu etkiye sahip

oldugu kanitlanmistir (Barlas ve Erdogan, 2015).

Ratlarda streptozosinin  olusturdugu oksidatif hasar sonrasi ratlarin
karacigerinde KAFE’nin olusan oksidatif hasar1 6nledigi belirlenmistir (Yilmaz ve
ark., 2004). Rat eritrositlerinde izoniazid ile ortaya ¢ikan oksidatif hasara karsi
KAFE’nin koruyucu etkisinin arastirildigi ¢alismada ise KAFE’nin antioksidan
enzim miktarlarini regiile ederek ve ksantin oksidaz enzimi inhibisyonuyolu ile
ROS’u temizleyerek oksidatif hasar1 engelleyebilecegi belirtilmistir (Gokalp ve ark.,
2006).
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Galangin ve KAFE’nin antioksidan etkisinin karsilastirildigi ¢alismada her
ikisinin de ortamdaki O, radikallerini ve ksantin oksidaz sistemi tarafindan tiretilen
ROS’u temizledigi gosterilmis, ayrica KAFE’nin ortamdaki malondialdehit (MDA)

seviyesini diisiirdigii kanitlanmistir (Russo ve ark., 2002).

Deneysel gentamisin nefrotoksisitesinde oksidatif hasarin 6nemli bir
mekanizma oldugu gosterilmistir. Bu c¢alismada KAFE’nin uygulanmasiyla
gentamisinin neden oldugu oksidatif hasarin biyokimyasal parametrelerinde (MDA,
SOD, CAT ve GSH-Px) ve histopatolojik bulgularda iyilesme gortilmiistiir (Aygiin,
2010).

Streptozotosin  (STZ) tarafindan indiiklenen diyabetli sicanlarin kalp
dokularindaki oksidasyonu inceleyen Okutan ve ark. (2005) CAFE’nin diyabetik
sican kalbinde lipid peroksidasyonu iizerinde biiyiik bir etkiye sahip oldugunu ve

antioksidan aktivitesinin gii¢lii oldugunu gostermislerdir.

1. 8. A549 Hiicre Hatt1

Ab549 hiicreleri adenokarsinomik insan alveolar bazal epitelyal hiicrelerdir. 1lk defa
1972de D. J. Giard ve arkadaglan tarafindan 58 yasinda Kafkas bir erkek hastanin
kanserli akciger dokusunun kiiltiire alinmasiyla hiicre hatt1 gelistirilmistir (Giard ve

ark., 1973).

Pulmoner epitelyum Tip I ve Tip II olarak iki major hiicre tipine sahiptir. Tip I
hiicreler pulmoner epitelin yiizey alanmin yaklasik % 96’sin1 kaplar ve bdliinme
yetenegine sahip degildir (Ryan ve ark., 1994). Tip II hiicreler alveollerde daha az
yiizey alan1 kaplasalar da ¢ok daha fazla ve belirgin fonksiyonlara sahiptirler. A549
hiicre hatt1 lameller cisimcikler igeren pulmoner epitelin Tip II hiicrelerin
karakteristik 6zelliklerine sahiptir (Lieber ve ark., 1976). Bu sebeple sadece akciger

kanserinde model olarak (Wang ve ark., 2009; Shin ve ark., 2009) degil ayni
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zamanda in vitro insan primer alveolar epitel hiicre modeli olarak da kullanilirlar

(T1an ve ark., 2009; Mazzarella ve ark., 2007).

A549 hiicre hatt1 in vitro kiiltiire edilebilir ve ylizeylere tutunan epitelyal
tabaka olusturur. Bu hiicre katmani ylizeyden tripsin muamelesi ile ayrilabilir. Bu
hiicreler ayrica lesitin salgilama 6zelligine sahiptir ve membran fosfolipidlerini
olusturmak tiizere yiiksek miktarda doymamis yag asitleri igerirler (Wu ve ark.,

2017).

AS549 hiicreleri akcigerlerden tiiretilen bir hiicre hatt1 oldugu i¢in akcigerlerle
ilgili hastaliklarin molekiiler ve hiicresel mekanizmalarin1 arastirmak i¢in yaygin

olarak kullanilmaktadir (Podder ve ark., 2013).

1. 9. Tezin Amaci ve Kurulan Hipotezler

Parakuat genis spektrumlu herbisit olarak yaygin sekilde kullanilan bir kuarterner
amonyum bipiridril bilesigidir. Bu ajanin sistematik maruziyetinin akcigerlerde
dejeneratif etki gdstermesi ve potansiyel olarak oliimcil lezyonlara sebep olmasi
parakuatin memeli toksisitesinin son yillarda arastirmalarin odagi olmasma neden

olmustur (Bus ve Gibson., 1984).

Yiiksek reaktif oksijen ve nitrit tiirlerinin olusumu bir¢ok organda toksisiteyle
sonuclanir fakat akcigerlerde bir konsantrasyon gradiyentine karsi bir PQ alimi
oldugundan toksisite akcigerlerde 6zellikle siddetlidir. Akcigerlerde toksisitenin ana

hedefi alveoler epiteldir (Gawarammana ve Buckley., 2011).

AS549 hiicreleri akcigerlerden tiiretilen bir hiicre hatt1 oldugu i¢in akcigerlerle
ilgili hastaliklarin molekiiler ve hiicresel mekanizmalarin1 aragtirmak i¢in yaygin

olarak kullanilmaktadir (Podder ve ark., 2013).
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Bu sebeple caligmamizda A549 akciger epitel hiicre hatti kullanildi. A549
akciger epitel hiicrelerinde PQ’in sitotoksik etkisinin belirlenmesi i¢in hiicre
gruplarindan birine 24 saat siiresince sadece 400 uM PQ uygulamasi yapildi. Bu
grubun hiicre canlilik diizeyleri ve total oksidan/antioksidan kapasite diizeyleri
Olgiilerek kontrol grubuyla kiyaslanip PQ’mn sitotoksik ve oksidatif etkilerinin

belirlenmesi amag¢lanmustir.

PQ toksisitesinde ana mekanizma olarak oksidatif stresin dikkate alindigi
calismalar antioksidan uygulamasinin alternatif bir tedavi olabilecegini
gostermektedir. Bu antioksidanlarin  koruyucu etkileri oksidatif stres ve
inflamasyonun azaltilmasim1 icerir (Ayala ve ark., 2014). Propolisin aktif
bilesenlerinden biri olan KAFE’nin, hidroksil radikali, serbest oksijen radikalleri,
peroksil radikali ve siiperoksit anyonun toksik etkilerini dnleme yetenegine sahip,
serbest radikal giderici bir ajan oldugu bildirilmistir. Antioksidan aktivite gosteren
KAFE, ¢ekirdek DNA’s1, membran lipitleri ve sitosolik proteinleri oksidatif hasara
kars1 korumada oldukga etkilidir (Ates ve ark., 2006). PQ’1n neden oldugu oksidatif
hasara karst KAFE’nin olast koruyucu veya tedavi edici etkisinin belirlenmesi
amaciyla 24 saat siiresince 400 uM PQ uygulanan hiicrelere ayni zamanda farkli

dozlarda (1; 2,5; 5 ug/ml) KAFE uygulandi.

KAFE farkli konsantrasyonlarda hiicre proliferasyonu ve aktiviteleri tizerinde
farkli etkilere sahiptir. 24 saat veya daha uzun siireli KAFE uygulamasinin sitotoksik
etkileri oldugu, bu silireden sonra hiicre proliferasyonu ve hiicre dongiisiiniin
devamliliginin baskilandig: bildirilmistir (Chen ve ark., 2004; Wang ve ark., 2006;
Avci ve ark., 2011). Ayrica yapilan ¢aligmalarda KAFE nin yiiksek dozlarinin A549
hiicreleri lizerinde apoptotik veya sitotoksik etki gdsterdigi bildirilmistir (Barlas ve
Erdogan., 2015; Kiiclikgiil ve Erdogan., 2016). Bu sebeple calismamizda KAFE’ nin
farkli dozlar1 kullanilarak antioksidatif etkisinin maksimum goriildiigii miktarin

belirlenmesi amacglanmustir.
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Calismamizda A549 hiicrelerinin PQ ve KAFE ile 24 saatlik inkiibasyonun
ardindan PQ uygulanan hiicrelerin  hiicre canlilik oranlart  ve total
oksidan/antioksidan diizeyleri ile PQ-+farkli dozlarda (1; 2,5; 5 ug/ml) KAFE
uygulanan hiicrelerdeki ayni parametreler karsilastirilarak, antioksidan oOzelligi
bilinen KAFE’nin PQ’1n neden oldugu oksidatif ve sitotoksik hasar iizerindeki tedavi

edici etkisinin belirlenmesi amag¢lanmustir.

HIiPOTEZ 1

KAFE, PQ ile indiiklenen oksidatif stresi azaltarak etki gosteriyor olabilir. Hiicre
lizatlarinda toplam oksidan kapasite ve toplam antioksidan kapasite analizleri
yapildi. Bu hipotezi olusturmamiza neden olan ¢ikis noktasi PQ’in oksidatif hasar

olusturmasi1 ve KAFE’nin antioksidan etki gostermesidir.

HiPOTEZ 2

PQ’mn olusturdugu sitotoksisitenin azaltilmast agisindan KAFE, koruyucu etki

gostererek hiicre 6liim oranini diisiiriiyor olabilir.
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2. MATERYAL VE METOD

2. 1. Materyal

Calismada Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dalinda ve Afyon Kocatepe Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Anabilim
Dalinda mevcut olan laboratuvar ekipmanlart kullanilmistir. Afyon Kocatepe
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun verdigi 18. 05. 2016 tarih ve
49533702/69 sayil karar geregi calismamizda etik kurul onay1 gerekmemistir.

2. 1. 1. Kullamilan Sarf Malzemeler

Hiicre kiiltiir plaklar1 (96 kuyucuklu)

1.5 ml Mikrosantrifiij tiipleri (Eppendorf)

Steril Filtreli Pipet Ucu 0,5-10 ul (Axygen, TF-300-R-S)
Steril Filtreli Pipet Ucu 2-100 ul (Axygen, TF-100-R-S)
Steril Filtreli Pipet Ucu 50-1000 ul (Axygen, TF-1000-R-S)
15 ml ve 50 ml steril falkon

25 ml ve 15 ml tek kullanimlik steril pipetler

2. 1. 2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Dimetilsiilfoksit (DMSO) (Sigma, D2650)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medyum (Sigma, D5671)
Fotal Buzagi Serumu (FBS) (Sigma, F9665)

HEPES Tampon (Sigma, H0887)

L-Glutamin (Sigma, G7513)

Penisilin-Streptomisin (Sigma, P4333)

Triton X-100 (Sigma, T8787)
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Tripsin-EDTA (Sigma, T3924)

Dulbecco's Phosphate Buffered Saline (dPBS) (Sigma)
Proteaz inhibitor kokteyli (Sigma, P8340)

Paraquat dicloryde (Sigma, 36541)

Kafeik Asit Fenetil Ester (Sigma, C8221)

MTT Powder (Biomatik, A3338)

2. 1. 3. Kullanilan Cihazlar

Buzdolab1 (Argelik-Tiirkiye)

Buz makinesi (Hoshizaki FM-70GE)

Derin dondurucu (Beko-Tiirkiye)

Elisa Reader (Biotech Trnity)

Hassas terazi (Precisa-XB220A)

Inverted mikroskop (Nikon Eclipse-TS100)

Karbondioksitli etiiv (Thermo Scientific)

Mikropipet Seti

Spektrofotometre (Epond UVWin 5.0)

Sonikator (Q125-Sonica)

Inkiibator (Thermo Scientific- Forma Direct Heat CO, Inkubator)
Sogutmali santrifiij (Niive-NF800R)

Spin vorteks (Biosan Multi Vortex V-32)

Steril Giivenlik Kabini (Sinif 2) (Thermo Scientific MSC-Advantage)
Su banyosu (Niive ST30)

2. 1. 4. Kullanilan Kitler

Toplam Antioksidan Kapasite Ol¢iim Kiti (Rel Assay Diagnostics-Tiirkiye)
Toplam Oksidan Kapasite Olgiim Kiti (Rel Assay Diagnostics-Tiirkiye)
Total Protein Olgiim Kiti (Supelco- 51254)
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2. 1. 5. Kullamilan Hiicre Materyali

Aragtirmada kullanilan insan akciger alveoler bazal epitel hiicreleri (A549)
Afyonkarahisar Saglik Bilimleri Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali
Ogretim Uyesi Prof. Dr. Sefa Celik ‘den temin edilmistir.

2. 2. Metod

2.2.1. A549 Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Hiicre kiiltiirii i¢in 440 ml Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM) i¢ine 50
ml (%10 oraninda) FBS, 5 ml (%]1) Penisilin - Streptomisin, 5 ml (%1) Glutamin

eklenerek medyum hazirlandi.

A549 hiicre hatt1 liquid nitrojen tanki icerisinde Afyon Kocatepe Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Histoloji Embriyoloji Laboratuvarina getirildi. Hiicreler
¢ozdiiriildiikten sonra hiicre kiiltiiri medyumu igerisinde % 5 CO, ve 37 °C’de

kiiltiire edilerek cogaltildi.

2. 2. 2. Hiicrelerin SubKkiiltiiri

Cogalmakta olan hiicreler 75 cm?lik flask yiizeyinde % 80 yogunluga ulastiginda
yiizeyden kaldirilarak hiicrelerin subkiiltiirleri yapildi;

- Flasklarda bulunan kiiltiir medyumu uzaklagstirildi.

- Hiicrelerin iizerine 4,5 ml Ca-Mg Free Dulbecco's Phosphate Buffered Saline
(dPBS) eklenip flask tabaninda yayilmasi saglanarak hiicreler yikandi.

- PBS uzaklastirildiktan sonra 4,5 ml tripsin EDTA soliisyonu (0.5 g porcine
trypsin and 0.2 g EDTA < 4Na per liter of Hanks’ Balanced Salt Solution)
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eklenerek flask i¢ine yayilmasi saglandiktan sonra zeminde yapisik halde bulunan
hiicrelerin kalkmasi i¢in hafif¢e flaskin yan duvarina elimizle vuruldu.

Tripsin EDTA nin aktivitesi i¢in flasklar 37 °C’ de 5 dk. inkiibasyona birakildi.
Stire sonunda invert mikroskop altinda hiicrelerin zeminden ayrilip ayrilmadig
kontrol edildi.

Tripsin aktivitesinin inhibisyonu i¢in flask igine tripsinle ayni miktarda FBS
iceren DMEM eklendi ve silispansiyon steril kapakli falkona alinarak 250 g’de 10
dk. santrifiij edildi.

Santrifiijiin ardindan siipernatant dikkatlice falkondan uzaklastirildi.

Falkon dibindeki hiicre peleti tizerine 6 ml DMEM eklendi. Yavasca yapilan gek-
birak islemi ile hiicreler DMEM iginde siispanse edildi.

Olusan siispansiyon 2’ser ml alinarak 3 adet 75 cm?lik flasklara pasajland1 (1:3
pasajlama) ve her birinin lizerine 10’ar ml daha DMEM eklenerek 12 ml’ye
tamamlandi.

Pasajlanan hiicreler 37 °C’de % 5 CO; ortaminda inkiibasyona birakild1.

Calisma igin yeterli sayitya ulasan flasklar her grupta 3 6rnek olacak sekilde 5
gruba ayrildi.

2. 2. 3. Deney Gruplarimin Hazirlanmasi

Gruplar asagidaki tabloda (Tablo 2.1) gosterildigi sekilde olusturuldu.

Tablo 2. 1. Deney gruplari ve yapilan uygulamalar

Deney Gruplarn Yapilan Uygulamalar
Grupl (n=4) Kontrol Grubu

Grup 2 (n=14) PQ Grubu (400 uM)

Grup3 (n=4) 400 uM PQ + 1 ug/ml KAFE
Grup4 (n=4) 400 uM PQ + 2,5ug/ml KAFE
Grup5 (n=4) 400 pM PQ + 5 pg/ml KAFE
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Kontrol grubunda bulunan hiicreler hari¢ tiim hiicre gruplarina 400 puM PQ
uygulandi. PQ uygulamasinin hemen ardindan 3 numarali hiicre grubuna 1 ug/ml
KAFE, 4 numarali hiicre grubuna 2,5 ug/ml KAFE ve 5 numarali hiicre grubuna 5
ug/ml KAFE uygulamasi yapildi.

2. 2. 4. Hiicresel Sitotoksisite Analizi (MTT Yontemi)

Hiicre proliferasyonunu degerlendirmek i¢cin MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir] testi kullanildi. Bu yontem canli hiicrelerin mitokondriyal
dehidrogenaz enzimleri tarafindan bir tetrazolyum tuzunun bir formazan iirliniine
cevrilmesi ve ortaya ¢ikan bu iiriiniin miktarinin spektrofotometrede kolorimetrik
olarak Olgiilmesi esasina dayanmaktadir. Mitokondri fonksiyonu bozulmamis
hiicreler mor renkte boyanirken mitokondri fonksiyonu bozulanlar boyanmamis 6l
hiicrelerdir. Mor formazan kristallerinin yogunlugu ortamdaki hiicre canliligi ve

aktivitesini gostermektedir (Mosmann, 1983).

Etken madde uygulanmasindan bir giin 6nce 96’lik plak igerisinde her
kuyucuga 100000 hiicre gelecek sekilde 100 ul kiiltiir medyumu ile hiicrelerin ekimi
yapildi. Mikroplak 24 saat 37 °C ve %5 CO, ortaminda inkiibasyona birakilarak
hiicrelerin yiizeye yapismalari saglandi. Inkiibasyonun ardindan diliisyon halinde
hazirlanan etken maddeler mikroplaklar igerisine her bir kuyucukta toplam hacim

200 pl olacak sekilde uyguland: ve tekrar 24 saatlik inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon siiresinin sonunda mikroplaklarda bulunan  soliisyonlar
uzaklagtirildi ve mikroplaklara 100’er pul MTT soliisyonu eklenip 4 saat
inkiibasyonun ardindan mikroplak okuyucu spektrofotometre ile 540 nm absorbans
degerinde Olciimleri 3 tekrarli olarak yapildi. Kontrol grubundaki hiicre canlilig
%100 olarak kabul edilerek deney gruplarindaki hiicrelerin canlilik oranlar1 % olarak

ifade edildi. Hesaplamalar i¢in (6rnek abs./kontrol abs.)*100 formiilii uygulandi.
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2. 2. 5. Hiicre Lizatlarinin Hazirlanmasi

Ekilen hiicreler %80-90 konfluente ulastiginda etken maddelerle 24 saatlik
inkiibasyonun ardindan flasklardan medyumlar uzaklastirildi. dPBS ile yikama
yapildiktan sonra flasklara tripsin eklenerek hafif ¢irpma hareketleri ile hiicreler
serbest birakildi. Stispansiyonlar 15 ml’lik falkonlara alinip 250 g’de 10 dk. santrifiij
edildi. Siipernatant yavasca dokiildiikten sonra tekrar dPBS eklenerek yikama
yapildi. Tiim gruplar hazir olana kadar falkonlar 37 OC “lik su banyosunda bekletildi.
Numuneler tek tek etiketlenerek toplam antioksidan kapasite (TAK) ve toplam
oksidan kapasite (TOK) analizleri i¢in soguk zincirde (max. +4 - min. -20) A K.U.
Kimya Boliimii Laboratuvarina gotiiriildii. Burada her falkon igerisindeki pelet
tizerine 500’er pl lizis tampon eklendi. Lizis tampon; hepes buffer, Triton-X, PBS ve
proteaz inhibitor kokteylinden (AEBSF, Aprotinin, Bestatin, E-64, Leupeptin,
Pepstatin A) hazirlandi. Lizis tampon eklenen oOrneklerde dagilimi saglamak igin
yavag¢a ¢ek-birak isleminin ardindan sonikatorde 5’er dakika parcalama islemi

yapildi.

2. 2. 6. Toplam Antioksidan Kapasite (TAK) Ol¢iim Yéntemi

Orneklerin TAK degerleri Erel (2004) tarafindan gelistirilen Rel Assay ticari kitler
kullanilarak olgiildii. Prensip olarak numunede bulunan antioksidan maddelerin,
kullanilan ayiraclardaki koyu yesil renkli ABTS® (2,2°- azinobis - 3 -
etilbenzotiazolin - 6 - siilfonik asit) radikal katyonunu indirgeyerek ABTS
molekiiliine doniistiirmesi esasina dayanir. Numunede bulunan antioksidan miktarina
bagl olarak koyu renk acilmaya baglar ve spektrofotometrede 660 nm’de okunan
absorbans degerleri degisimi numunede bulunan total antioksidan diizeyleri ile
iliskilendirilir. Ol¢iim TAK analizlerinde kullanilan bir E vitamini analogu olan
Trolox Equivalent olarak isimlendirilen standart antioksidan soliisyonu kullanilarak

kalibre edilir, 6l¢lilen TAK degerleri mmol Trolox Equivalent/L olarak okunur.
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Kit igerigindeki kalibrasyon standart soliisyonu deiyonize suyla diliie edilerek
yiikksek konsantrasyondan diisilk konsantrasyona dogru standartlar hazirlandi.
Mikropleytin dikey sirasindaki birinci ve ikinci kuyucuklara kalibrasyon standart
soliisyonu eklendi. Coklu kanal pipetle her bir kanal 250 ul olacak sekilde ayarlanip
Reagent 1 c¢ekildi ve mikropleytteki standart soliisyonunun da dahil oldugu biitiin
kuyucuklara bosaltildi. Uzerlerine ¢alisma gruplarma uygun sekilde 15’er pl numune
eklendi. Kuyucuklardaki sivilar birbirine karismayacak sekilde ¢alkalanan
mikropleytin 30 sn. sonra 660 nm’de 37 °C ortam sicakliginda absorbans degeri
o6l¢iildii ve bu deger A; olarak kaydedildi. Sonrasinda 38 ‘er ml Reagent 2 eklenerek
37 °C “de 5 dakika inkiibasyonun ardindan tekrar 660 nm’de 6l¢lim yapilarak A;
degerleri kaydedildi.

A,-A;= Standart veya numunenin A Abs degeri olmak tizere;

Numune TAK (mmol/L) = [(AAbsH,0) — (AAbs numune)] / [(AAbs H,0) — (AAbs
standart)]

Doku orneklerinde tayin edilen TAK, yukarda verilen formiile gére hesaplandi
(mmol/L). TAK degerleri, doku protein diizeyleri (mg/ml)’ne bdliinerek mmol
Trolox equivalent/g protein olarak verildi.

2.2.7. Toplam Oksidan Kapasite (TOK) Ol¢iim Yéntemi

Orneklerin toplam oksidan kapasite diizeyi Erel (2005) tarafindan gelistirilen Rel
Assay ticari kitler kullanilarak olciildii. Metodun esasi, numunede bulunan
oksidanlarin analizde kullanilan ayiragtaki ferrous (Fe*?) iyon komplekslerini ferrik
(Fe+3) forma okside ederek doniistiirmesidir. Asidik ortamda gergeklesen bu
reaksiyon sonucu miktar1 artan ferrik iyonlar kromojen maddeyle birleserek renkli
bir kompleks olustururlar. Renk yogunluguna gore absorbans Olgiilerek
numunelerdeki oksidan madde konsantrasyonu belirlenir. Kit igeriginde H,SO4

(stilfirik asit) tampon ¢o6zeltisi(25 mM, pH 1,75), H,SO, substrat ¢ozeltisi —
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prokromojen soliisyonu (H,SO4 25 mM, pH 1,75, Fe*? iyonu 5 mM, O-dianisidine,
10 mM), stok stabilize edilmis standart soliisyonve deiyonize su vardir. Kit dlgiim
metoduna gore, kalibrasyon H,O, ile yapildigi i¢in, sonuglar pumol H,O, eq/L

cinsinden bulunur.

Mikropleyt kuyucuklarina 200°er pl Reagent 1 ve iizerlerine 30’ar pl standart
veya numune eklenerek 530 nm’de okuma yapildi ve bu deger A; olarak kaydedildi.
Ardindan kuyucuklara 10’ar ul Reagent 2 eklenmis ve 37 °C’de 5 dakikahk

inkiibasyonun ardindan 530 nm’de A, 6l¢lilmiistiir.

A2-Al= Standart veya numunenin AAbs degeridir.

Numune TOK(mmol/L) = [(AAbs numune)/(AAbs standart)] X standart

konsantrasyonu

Orneklerde tayin edilen TOK, yukarida verilen formiile gore hesaplandi. TOK
degerleri, protein diizeyleri (mg/mL)’ne boliinerek, umol H,O, eq/g protein olarak

verildi.

2. 2. 8. Total Protein Analizi

Total protein analizinde uygulanan Bradford (1976) metodu herhangi bir 6rnek
icindeki protein miktarmin kantitatif olarak belirlenmesi amaciyla kullanilir. Bu
yontemde, proteinlerdeki pozitif yiike baglanan negatif yiiklii Commassie Brillant
Blue G-250 boyasi kullanilmaktadir. Asidik ¢ozeltilerde bu boyanin proteinlere
baglanmasi sonucu, boyanin maksimum absorbanst 465 nm(kirmizi)’den 595
nm(mavi)’ye kayar. Calismamizda protein miktar tayini i¢in Supelco Protein
Quantification Kit-Rapid kullanilmistir. Orneklerin total protein degerleri TAK ve

TOK analiz sonug¢larininin hesaplanmasinda kullanilmastir.
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2. 2. 9. Oksidatif Stres Indeksinin (OSI) Hesaplanmasi

Oksidan ve antioksidan dengeye iliskin yorum yapilmasimi saglayan oksidatif stres
indeksi (OSI) kit (Rel Assay Diagnostics-Tiirkiye) katalogunda belirtilen formiile

gore hesaplanmistir.

OSI = [(TOK, umol H,0, Equiv/g protein) / (TAK, (mmol TroloxEquiv/g protein) x
100]

2. 2. 10. istatistiksel Yontemler

Verilerin analizi, SPSS 20.0 paket programi kullanilarak yapildi. Degiskenlerin
normal dagilima uygun dagilim gosterip gostermedigi Shapiro-Wilk normalite
testiyle arastirildi. Parametrik veriler ortalama =+ standart sapma (SD) seklinde,
parametrik-olmayan veriler ortalama + standart hata (SEM) olarak gosterildi. Normal
dagilim gosteren gruplar arasindaki farkin 6nemliligi ANOVA, ¢oklu karsilastirmalar
ise post-hoc Duncan testi ile degerlendirildi. Normal dagilim gdstermeyen gruplar
arasindaki farkin onemliligi igin ise Kruskal Wallis Testi ile degerlendirme yapildi.

p<0,05 i¢in sonuglar anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

3. 1. Hiicre Canhlik Bulgular:

A549 akciger epitel hiicrelerine 400 uM parakuat ve hemen ardindan farkli
konsantrasyonlarda (1; 2,5; 5 ng/ml) kafeik asit fenetil ester uygulanarak 24 saat
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda MTT canlilik testleri yapildi. Herhangi bir
uygulama yapilmayan kontrol grubundaki hiicre canliligt %100 olarak kabul edildi
ve diger gruplarin canlilik oranlar1 % olarak belirlendi. Buna gore tiim gruplarin
canlilik degerleri Sekil 3. 1 ‘de gosterildi. Gruplarin canlilik yiizdeleri ise Tablo 3. 1
‘de ifade edilmistir.
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Sekil 3. 1. A549 akciger epitel hiicreleri {izerine 400 uM PQ ve farkli dozlarda (1; 2,5; 5 pg/ml)
KAFE uygulamasinin hiicre canliligi lizerine etkisi.
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Tablo 3. 1. Gruplardaki canlilik oranlar1 ve anlamliliklar1 (p<0,05)

Gruplar Ortalama * SH Ortalama *SH p

Kontrol - PQ 100 81,41 +1,42 <0,0001 ok
Kontrol - PQ+1 KAFE 100 87,73 +£1,95 <0,0001 *hk
Kontrol - PQ+2,5 KAFE 100 90,44+1,59 | <0 0001 ok
Kontrol - PQ+5 KAFE 100 84,59 + 1,35 <0,0001 ok
PQ - PQ+1 KAFE 81,41 % 1,42 87,73+1,95 | 00042 ok
PQ - PQ+2,5 KAFE 81,41 +1,42 90,44 £ 1,59 0,0005 *kk
PQ - PQ+5 KAFE 81,41 +£1,42 84,59 +1,35 0,0698 Ns
PQ+1 KAFE - PQ+2,5 KAFE | 87,73 +1,95 90,44 + 1,59 0,834 Ns
PQ+1 KAFE - PQ+5 KAFE 87,73 +1,95 84,59 +£1,35 0,399 Ns
PQ+2,5 KAFE - PQ+5 KAFE | 90,44 £ 1,59 84,59 +£1,35 0,0009 ko

Parakuat grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda PQ grubunun hiicre canliliginda
anlamli bir azalma (p<0,001) tespit edildi (Sekil 3. 2). ns: Onem yok; * p<0,05, **

p<0,01, *** p<0,001.
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Sekil 3. 2. PQ ve kontrol gruplarinin hiicre canliliklari.

PQ+1 pg/ml KAFE grubunda hiicre canliliginda parakuat grubuna gére anlamli bir

artis gozlenirken (p<0,01), kontrol grubuna gore ise azalma (p<0,001) gdzlenmistir

(Sekil 3. 3).
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Sekil 3. 3. PQ, kontrol ve PQ+1 pg/ml KAFE gruplar hiicre canliliklar.

Parakuat grubuna gére PQ+2,5 ng/ml KAFE grubunda hiicre canliliginda anlamli bir
artis gozlenirken (p<0,001) (Sekil 3. 4), PQ ve PQ+5 pg/ml KAFE gruplari arasinda
herhangi bir fark tespit edilmedi (Sekil 3. 5). Ayn1 zamanda hem PQ+2,5 ug/mi
KAFE (p<0,001) hemde PQ+5 pg/ml KAFE grubunda (p<0,001) hiicre canlilig

kontrol grubuna kiyasla diisiik bulundu.
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Sekil 3. 4. PQ, kontrol ve PQ+2,5 ng/ml KAFE gruplart hiicre canliliklari.
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Sekil 3. 5. PQ, kontrol ve PQ+5 ug/ml KAFE gruplar hiicre canliliklar.

Parakuatla beraber KAFE nin farkli dozlarinin uygulandigi gruplar arasinda yalnizca
PQ+2,5 ug/ml KAFE grubu ile PQ+5 ug/ml KAFE grubu arasinda hiicre canliliginda
anlaml1 (p<0,001) fark g6ézlenmistir.
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3. 2. TOK Diizeyleri

Toplam Oksidan Kapasite diizeyleri incelendiginde PQ grubunda ve PQ + 5 ug/ml
KAFE verilen gruplarda oksidan kapasitenin kontrol grubuna gore anlamli sekilde

(p<0,05) yiikseldigi goriilmiistiir (Tablo 3. 2).
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Sekil 3. 6. Toplam Oksidan Kapasite Degerleri (ort=(SEM), n=25, *: p<0,05 kontrole gore)

Parakuat verilen grupta yiiksek olan toplam oksidan kapasite degerleri,
parakuatla beraber 2,5 ug/ml KAFE verilen grupta daha diisiik bulunmustur ve
istatistiksel olarak sinirdadir (0,06). 5 ug/ml KAFE verilen grupta ise TOK degerleri
2,5 pg/ml KAFE verilen gruba gore daha yiiksektir ve istatistiksel olarak smnirdadir
(0,052).
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Tablo 3. 2. Gruplarin TOK ortalamalar1 ve gruplar arasi anlamlilik degerleri. Sonuglar ortalama +
standart hata olarak verilmistir. *PQ ve PQ +5 ug/ml KAFE grubu kontrol grubuyla

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmaktadir (p<0,05).

Test detaylar Ortalama 1 Ortalama 2 Ortalama nl | n2 P
farki

Kontrol - PQ 7,968 + 0,792 11,766 + 0,731 3,798 5 |5 | 0,003
Kontrol - PQ+1 KAFE 7,968 £ 0,792 10,107 £ 2,554 2,139 5 5 0,392
Kontrol - PQ+2,5 KAFE 7,968 + 0,792 9,130 + 0,866 1,162 5 |5 | 1,000
Kontrol - PQ+5 KAFE 7,968 £ 0,792 11,764 + 2,031 3,796 5 5 0,002*
PQ - PQ+1 KAFE 11,766 £ 0,731 | 10,107 £ 2,554 1,659 5 5 1,000
PQ - PQ+2,5 KAFE 11,766 + 0,731 9,130 + 0,866 2,636 5 |5 |006
PQ - PQ+5 KAFE 11,766 £ 0,731 | 11,764 £ 2,031 0,002 5 5 1,000
PQ+1KAFE-PQ+2,5KAFE | 10,107 + 2,554 | 9,130 + 0,866 0,977 5 5 1,000
PQ+1KAFE-PQ+5 KAFE 10,107 £ 2,554 | 11,764 £ 2,031 1,657 5 5 1,000
PQ+2,5KAFE-PQ+5KAFE | 9,130 * 0,866 11,764 £ 2,031 2,134 5 |5 | 0052

3.3. TAK Diizeyleri

Toplam antioksidan kapasite diizeyleri incelendiginde PQ grubunda ve PQ + 5 ug/ml
KAFE verilen gruplarda antioksidan statii degerlerinin kontrol grubuna gére anlamli
sekilde (p<0,05) diistiigii gorillmiistiir. PQ + 2,5 ug/ml KAFE verilen grupta TAK
diizeylerinin yalniz PQ verilen gruba gore belirgin sekilde yiikseldigi (p<0,05)
gortilmistir (Tablo 3. 3). PQ + 1 ug/ml KAFE verilen grupta ise kontrol grubuna

gore anlaml fark gézlenmemistir.
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Sekil 3. 7. Toplam Antioksidan Kapasite Degerleri. Sonuglar ortalama + standart hata olarak
verilmistir. *PQ ve PQ +5 ug/ml KAFE grubu kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel

olarak anlamh fark bulunmaktadir (p<0,05). **PQ +2,5 ug/ml KAFE ve PQ grubu
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmaktadir (p<0,05).

PQ + 2,5 ug/ml KAFE grubunda TAK degerleri 5 pg/ml KAFE kullanilan gruba

gore ylksek olsa da istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir.

Tablo 3. 3. Gruplarin TAK ortalamalar1 ve gruplar arasi anlamlilik degerleri.*PQ ve PQ +5 ug/ml
KAFE grubu kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmaktadir
(p<0,05). *PQ +2,5 pg/ml KAFE ve PQ grubu karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmaktadir (p<0,05).

Test detaylan Ortalama 1 Ortalama 2 Ortalama nl | n2 P
farki
Kontrol - PQ 1,337 £0,173 | 0,867 £ 0,112 0,470 5 5 0,002*
Kontrol - PQ+1KAFE 1,337 +£0,173 | 1,163 £ 0,098 0,174 5 |5 |0,532
Kontrol - PQ+2.5KAFE 1,337 £0,173 | 1,289 £ 0,250 0,048 5 5 1,000
Kontrol - PQ+5KAFE 1,337 +£0,173 | 0,908 + 0,269 0,429 5 |5 | 0,007
PQ - PQ+1KAFE 0,867 £0,112 | 1,163 + 0,098 0,296 5 5 0,781
PQ - PQ+2.5KAFE 0,867 £0,112 | 1,289 + 0,250 0,422 5 5 0,023*
PQ - PQ+5KAFE 0,867 £0,112 | 0,908 * 0,269 0,041 5 5 1,000
PQ+1KAFE - PQ+2.5KAFE | 1,163 + 0,098 | 1,289 + 0,250 0,126 5 5 1,000
PQ+1KAFE - PQ+5KAFE 1,163 + 0,098 | 0,908 + 0,269 0,255 5 |5 | 1,000
PQ+2.5KAFE - PQ+5KAFE | 1,289 + 0,250 | 0,908 + 0,269 0,381 5 |5 | 0,060
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Parakuatla beraber 1ug/ml KAFE verilen grupta total antioksidan kapasite diizeyleri
kontrol grubuna gore diisiik bulunmustur fakat istatistiksel olarak sinirdadir
(p<0,053). Aym sekilde 2,5 pg/ml KAFE verilen grupta da 5 ug/ml KAFE verilen
gruba gore TAK degerleri yiiksek fakat istatistiksel olarak sinirdadir (p<0,06).
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3. 4. Oksidatif Stres indeksi (OSI)

Parakuat ve PQ + 5 ug/ml KAFE gruplarinda kontrol grubuna kiyasla oksidatif stres
indeksleri belirgin sekilde (p<0,05) yiiksek bulunmustur.
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Sekil 3. 8. Oksidatif Stres Indeksi Degerleri (ort+std hata, n=25, *: p<0,05 kontrole gore, **: p<0,05
parakuata gore)

Parakuatla beraber 2,5 ug/ml KAFE verilen grupta oksidatif stres indeksi yalniz
parakuat verilen gruba gore disiiktiir (p<0,05).

Tablo 3. 4. Gruplarin OSiortalamalar1 ve gruplar arasi anlamlilik degerleri (*: p<0,05 kontrole gore,
**: p<0,05 parakuata gore)

Test detaylan Ortalama 1 Ortalama 2 Ortalama | n1 | n2 | P degeri
farki

Kontrol - PQ 604,156 1366,422 762,266 5 5 0,001*
Kontrol - PQ+1KAFE 604,156 868,277 264,121 5 5 0,353
Kontrol - PQ+2,5KAFE 604,156 707,858 103,702 |5 |5 | 1,000
Kontrol - PQ+5KAFE 604,156 1296,007 691,851 5 5 | 0,003*
PQ - PQ+1KAFE 1366,422 868,277 498,145 5 5 0,857
PQ - PQ+2,5KAFE 1366,422 707,858 658,564 5 5 | 0,046**
PQ - PQ+5KAFE 1366,422 1296,007 70,415 5 5 1,000
PQ+1KAFE-PQ+2,5KAFE | 868,277 707,858 160,419 5 5 1,000
PQ+1KAFE-PQ+5KAFE 868,277 1296,007 427,730 5 5 1,000
PQ+2,5KAFE-PQ+5KAFE | 707,858 1296,007 588,149 5 5 | 0,088
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4. TARTISMA

Parakuat diklorid yabanci otlara karsi uygun sekilde kullanildiginda giivenirligi
kanmitlanmis sik¢a kullanilan etkili bir herbisittir. Bununla birlikte son yillarda
cogunlukla yanlislikla veya gonillii alimin neden oldugu sayisiz 6liim meydana
gelmistir. PQ zehirlenmesi, suana kadar gézlemlenen yiliksek morbidite ve mortalite
nedeniyle ve insanlarda kullanilan etkili tedavilerin bulunmamasindan dolay: klinik
olarak zor bir durum ortaya ¢ikarir. PQ kandaki seviyeleri diismeye basladiginda bile
akcigerlerde birikir (Akciger konsantrasyonu plazma konsantrasyonundan 6 ila 10
kat daha yiiksek olabilir). Pulmoner etkiler; alveoler hiicrelerden tip 1-2 ve Clara
hiicrelerinin zarinda bol miktarda eksprese edilen poliamin tagima sisteminin PQ
tasinmasinda kullanilmasiyla agiklanabilir. Toksikodinamik seviyede ise PQ
toksisitesinin ana molekiiler mekanizmasi redoks dongiisiine ve oksidatif stres

olugsmasina dayanir (Dinis-Oliveira ve ark., 2008).

Parakuat toksik etkilerini esas olarak redoks dongiisiinden dolay1
organizmalardaki siiperoksit anyonlarmin fretilmesi yoluyla gosterir, bdylece
hiicrenin redoks durumunda dengesizlige neden olur. Sonunda oksidatif hasar ve

hiicre 6liimii gergeklesir (Ayala ve ark., 2014).

Parakuat akciger ve diger organlarla etkilesimi ile ¢ok biiyiik miktarlarda ROS
(reaktif oksijen tiirleri) iiretebilir. Bu ROS membran lipitlerini oksitleyebilir ve lipit
peroksidasyonunu indiikler. ROS {iretimi glutatyon gibi rediikleyici molekiillerin
tilketimi sonucu akcigerler ve diger organlara zarar verir. PQ, alimindan sonra
dolasimla akcigerlere ulasir ve alveollerde birikir. Alveollerdeki mevcut oksijen
rediiktazlar tarafindan (NADPH gibi) PQ" (PQ iyonu) iiretimine yol agar ve
siiperoksit anyon (O,) ve PQ* olusumuna neden olur ve sonunda O, diger
pulmoner rediiktazlarla hidrojen peroksit ve hidroksil radikallerine doniisebilir. Bu
giiclii oksidatif tiirler alveoler hiicre hasar1 ile sonuglanacak sekilde alveoler

lipitlerden kolayca H atomlar: alabilirler (Sun ve Chen; 2016).
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Akciger PQ zehirlenmesinin birincil hedefidir ve PQ kaynakli akciger
toksisitesi; pulmoner 6demin gelismesine, inflamatuvar hiicrelerin infiltrasyonuna ve
agir fibrosize yol agabilecek sekilde alveoler epitelin hasar gormesine neden olur
(Ghio, 2009). Birlesik prosediirler yani antioksidanlarla veya immiin baskilayicilarla
hemoperfiizyon PQ tedavisinde kullanilir ancak bu tedaviler ¢ok etkili degildir.
Dogal antioksidanlarin bu kullanimi zehirlenen hastalar i¢in imit verici bir tedavi
secenegi olabilir ve bu tiir tedavilerin etkinligi daha once gosterilmistir (Suntres,
2002). Antioksidan aktivite veya serbest radikal temizleme aktivitesi PQ kaynakli

pulmoner toksisiteye karsi korunmada 6nemlidir.

Reaktif oksijen tiirleri iiretiminin yan1 sira oksijen tiiketimindeki azalma, bazi
solunum sistemi komplekslerinin aktivitesindeki artisin da dahil oldugu mitokondrial
disfonksiyonun katkisi, PQ’ 1n hiicre 6liimiinii indiikledigi mekanizmalarda anahtar
bir bilesen olarak ortaya c¢ikmaktadir. Heniiz parakuat zehirlenmesi igin tedavi
yoktur, bununla birlikte, PQ kaynakli toksisitenin ana mekanizmas1 olarak oksidatif
stresi dikkate alan ¢alismalar uygulanabilir bir alternatif olarak antioksidan tedavi
onerilmektedir. Bu antioksidanlarin koruyucu etkisine dahil olan ana mekanizmalar,
oksidatif stres ve inflamasyonun azaltilmasin1i ve antioksidan savunulmalarin

uyarilmasini igerir (Ayala ve ark., 2014).

Oksidatif stres sonucu ortaya ¢ikan serbest radikaller DNA, protein ve hiicre
fosfolipidlerindeki ¢oklu doymamis yag asitleri gibi pek ¢ok organik ve inorganik
bilesiklerle reaksiyona girebilir. Bu etkiler sonucu ortaya ¢ikan oksidatif hasara bagh
olarak hiicrelerde lipid peroksidasyonu, DNA hasar1 ve protein yapilarinda
degisiklikler ortaya c¢ikmaktadir. Antioksidan molekiiller, peroksidasyon zincir
reaksiyonunu engelleyerek veya reaktif oksijen tiirlerini toplayarak lipid

peroksidasyonunu inhibe edebilir (Deveci ve ark., 2015).

Kafeik asit fenetil ester bal propolisinde bulunan fenolik bir bilesiktir (Mehta
ve ark., 2018). Biri iki hidroksil grubuna sahip iki siklik yap1 igerir. Bu tiir hidroksil

gruplar1 aktif olarak redoks reaksiyonlarda rol oynar ve antioksidan Ozellikler



57

gosterirler  (Mohammadzadeh ve ark., 2007). KAFE’nin anti-timor,
immunomodiilatér, anti-HIV, antioksidan ve antiinflamatuvar etkileri bir ¢ok
calismada bildirilmistir (Mehta ve ark., 2018). KAFE, lipid peroksidasyonunun yani
sira lipoksijenaz ve siklooksijenaz enzimleri {izerinde inhibitor etkilere sahiptir

(Mohammadzadeh ve ark., 2007).

Farkli bolgelerde bulunan propolislerin kimyasal icerikleri ve KAFE miktarlar
farklidir ve KAFE igeren propolisin KAFE icermeyenlere gore cok daha giicli
antioksidan etkisi vardir. KAFE giiclii bir antioksidan olan katekol i¢ermektedir.
Propolis ekstraktinin farelerde akut bobrek hasari iizerine antioksidan etkisinin
arastirlldigr calismada ekstraksiyonun antioksidan aktivitesinin yiiksek oldugu ve

temel komponentlerden birinin KAFE oldugu gésterilmistir (Ozyurt ve ark., 2006).

A549 hiicreleri kanser aragtirmalari i¢in bir arag olarak gelistirilmesine ragmen,
bu hiicre hatt1 insan akcigerlerinin Alveolar Tip II pnomositlerini temsil etmektedir
ve bu nedenle uzun zamandir solunum arastirmalarinda kullanilmaktadir (Cooper,
2012). Ayrica PQ kaynakli hiicre 6liimiiniin altinda yatan mekanizmalar1 incelemek

icin de yaygin olarak kullanilmistir (Podder ve ark., 2013).

Farkli doku ve organlardan koken alan hiicrelerin metabolizma hizlari,
detoksifikasyon yetenekleri, oksidatif strese direngleri ve yasam siireleri birbirinden
farkli oldugundan dolay:1 farkli hiicre hatlarinda ayni kimyasal maddenin lethal
dozlar1 farklilik gostermektedir (Kismal1 ve Sel, 2012).

Nakamura ve Liptan (2007)’1n ndroblastoma (SK-N-SH) hiicreleri kullanarak
PQ etkinligini arastirdiklart ¢aligmada IC50 degeri olarak 200 uM konsantrasyon
belirlemis, Fabisiak ve arkadagslar1 (1998) fare miyeloid hiicre hattinda parakuatin
apoptotik etkilerinin incelendigi ¢alismalarinda IC50 degeri olarak 400 uM parakuat
konsantrasyonunda %30 6liim orani, Cappelletti ve ark. (1998) ise A549 kullanarak

parakuat toksisitesi ve antioksidanlarin bu toksisite iizerine koruyucu etkilerini
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inceledikleri ¢alismada 160 uM parakuat ile 24 saat inkubasyon sonunda apoptozisin

indiiklendigini belirlemislerdir.

Parakuatin A549 hiicreleri {izerindeki oksidasyonuna karsi ellajik asitin
antioksidan oOzelliginin arastirildigi ¢alismada PQ doz (50-200 uM) ve zaman
bagimli (12-96 saat) olarak A549 hiicreleri lizerine sitotoksisite gostermistir (Kim ve

ark., 2013).

Kanno ve arkadaslar1 (2019) A549 ve BEAS-2B akciger epitelyal hiicre
hatlarint kullanarak PQ’1n hiicre i¢i birikimini, reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu
ve mitokondriyal hasar1 arastirdiklar1 calismada 16 saatlik PQ maruziyetinden sonra
PQ’mn hiicresel birikimine bagli olarak mitokondriyal disfonksiyonun, akciger
hiicrelerinde ROS olusumundan daha fazla, PQ tarafindan tetiklenen toksisiteye

katkida bulunabilecegi belirtilmistir.

Parakuat zehirlenmesinde baslica 6liim nedeni oksidatif stres sonucu meydana
gelen alveolar epitelyal hasarin neden oldugu solunum yetmezligidir. PQ kaynakli bu
redoks dongii akcigerlerdeki oksijen ve elektronlarin varligiyla stirdiiriilmektedir ve
akcigerleri PQ toksisitesinde en savunmasiz organ haline getirmektedir (Smith,

1987).

MTT, hiicre canlilig1 analizlerinde siklikla kullanilan, MTT nin mitokondrial
dehidrogenazlarla formazon kristallerine dontisiimiine dayanan bir analizdir (Kim ve
ark., 2013). Parakuat toksisitesinin arastirildig1 pek ¢ok ¢alismada MTT teknigi ile

sitotoksisite belirlenmistir.

Hipoksinin hiicreleri PQ’1n toksisitesinden korudugunun gosterildigi calismada
MTT analiziyle 1 mM PQ’in 24. ve 48. saatlerde hiicre canliligini sirasiyla %60 ve
%80 oranlarinda azalttig1 saptanmistir. Bu ¢alismanin sonuglari parakuatin endojen
antioksidan savunma sisteminde ve oksidatif hasar tizerinde lipid peroksidasyonu

gibi belirgin degisiklikler meydana getirdigini gostermis, ROS seviyelerindeki artis
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ile beraber PQ’in A549 hiicrelerinde serbest radikal olusumunu indiikledigi

belirlenmistir (Kim ve ark., 2011).

Naringeninin PQ’in BEAS-2B hiicreleri iizerinde indiikledigi sitotoksisiteye
kars1 sitoprotektif etkisinin arastirildigi ¢alismada, PQ’1in 48. ve 72. saatlerde hiicre
canliliginda %30 ve %70’lik dramatik bir azalmaya neden oldugu gosterilmistir

(Podder, 2014).

Yapilan bu calismada A549 hiicrelerinde PQ’mn hiicre canliligini belirgin
sekilde azalttig1 tespit edildi. Bunun nedeni PQ tarafindan indiiklenen oksidatif hasar

ve mitokondriyal disfonksiyona bagli gelisen apoptozis olabilir.

Kafeik asit fenetil esterin ratlarda PQ’in sebep oldugu doza bagiml
intoksikasyona karsi koruyucu ozelliginin arastirildign ¢alismada KAFE’nin PQ
intoksikasyonunun akut etkilerini engellemede kullanilabilecegi belirtilmistir
(Silfeler ve ark., 2015). Silfeler ve ark. (2015)’nin bulgularina paralel olarak
calisgmamizda KAFE’nin 1 pg/ml ve 2,5 pg/ml dozlarinda PQ tarafindan indiiklenen

hiicre 6liimiini durdurdugu saptanmustir.

Wang ve ark. (2018)’nin A549 hiicreleri kullanarak endoplazmik retikulum
stresini azaltic1 bir ajan olan salubrinal’in PQ’1n indiikledigi akciger hiicre hasari
tizerindeki koruyucu etkisi ile ilgili yaptiklar1 ¢aligmada, PQ’1n 24 saat inkiibasyonda
hiicre canliligin1 azalttigi, hiicre morfolojisini degistirdigi ve hiicre apoptozunu

indiikledigi gosterilmistir.

Buldugumuz sonuglarla ve literatiirde verilen sonuglarla uyumlu olarak Xu ve
Wang (2015) da yaptiklar1 ¢alismada PQ’mn alveolar tip II (A549) hiicrelerinde

toksisiteye neden olarak hiicre canlilik oranini diistirdiigiini gostermislerdir.
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Parakuatin indiikledigi hiicre 6liimiinden A549 hiicrelerini korumak i¢in deniz
igdesi ekstraktinin kullanildigi calismada 200 uM PQ’mn hiicre canliligini kontrol
grubuna gore belirgin sekilde azalttigt ve ROS olusumunu %355 oraninda artirdig

tespit edilmistir (Podder ve ark., 2013).

Parakuata dogrudan maruz kalmak gozler ve cilt tizerinde ciddi tahrise neden
olurken konsantre iirlinlerin yutulmasi 6dem, kanama ve ilerlemis fibrozis nedeniyle
akcigerlerde ve diger organlarda Oliimciil yaralanmalara sebep olabilir. Kiigiik
miktarlari ise bilinen tedavilere direnglidir ve geri doniisiimsiiz sistemik hasara neden

olur.

Akicilar ve ark. (2015) yaptiklari ¢alismada parakuata maruz kalan ratlarda
serum TAK seviyeleri diger tiim gruplardan daha disik bulunmustur. TOK
seviyeleri ise diger gruplardan yiiksektir fakat anlamli degildir. OSI seviyeleri ise PQ
grubunda diger gruplardan yiiksektir.

Serbest radikallerin neden oldugu oksidatif stres doku hasarinin birincil nedeni
olabilir ve inflamasyon gelisebilir (Thomson ve ark., 1998). ROS ve antioksidan
savunma sistemi arasindaki dengesizlik, akut ve kronik akciger hasarinin patogenezi
ile yakindan baglantili oksidatif stres ile sonuglanir. Artan ROS seviyeleri dogrudan
doku yaralanmasina neden olabilir ve akcigerlerdeki cesitli pro-inflamatuvar
mediatdrlerin diizenlenmesi yoluyla inflamatuvar cevaplari tesvik edebilir (Tasaka ve
ark., 2008). Inflamatuar reaksiyonlar hastalarda PQ zehirlenmesindeki akciger

hasarinda 6nemli rol oynar (Akicilar ve ark., 2015).

Propolis bal arilarinin yaptig1 ve binlerce yil ilag olarak kullanilmis dogal bir
maddedir ve aminoasitler, fenolik asitler, fenolik asit esterler, flavonoidler ve kafeik
asit icerir. Propolisin antilipoperoksidatif ve serbest radikal siipiiriicii etkileri vardir.
Antioksidan etkisinde oOzellikle kafeik asit fenetil esterin onemli rolii oldugu
bildirilmistir (Russo ve ark., 2002).
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Kafeik asit fenetil ester farkli konsantrasyonlarda hiicre proliferasyonu ve
aktiviteleri lizerinde farkli etkilere sahiptir. 24 saat veya daha uzun siireli KAFE
uygulamasinin sitotoksik etkileri vardir, bu siireden sonra hiicre proliferasyonu ve
hiicre dongiistiniin devamlilig1 baskilanir (Chen ve ark., 2004; Wang ve ark., 2006;
Avcr ve ark., 2011). Bu durum KAFE’nin yiiksek dozlarinin, dnemli miktarlarda
mitokondriyal membran potansiyeli kaybi yoluyla, apoptozun indiikledigi hiicre
Oliimiine yol agan proliferatif hiicre niiklear antijeninin (PCNA) ekspresyonunun

kademeli olarak azalmasina neden olmasi ile agiklanabilir.

A549 hiicrelerinde sigara dumaninin indiikledigi inflamasyon ve oksidatif
stresin  KAFE tarafindan inhibisyonunun arastirildigi c¢alismada Kiigiikgiil ve
Erdogan (2016), KAFE’nin farkli dozlarim1 denemis ve 2,5 uM’in {iizerindeki
dozlarda sitotoksik etki belirlemisler ve yiiksek dozlarin apoptotik veya sitotoksik
oldugunu bildirmislerdir (Kiiclikgiil ve Erdogan., 2016).

Barlas ve Erdogan (2015) akciger alveoler epitel hiicreleri iizerinde KAFE’ nin
oksidatif ve inflamatuvar strese karsi koruyucu etkisini arastirdiklarr ¢alismada 2,5
png’m lizerindeki KAFE konsantrasyonunun sitotoksik etki gosterdigini tespit

etmislerdir.

Calismada 2,5 pg/ml KAFE verilen grupta hiicre canliligt 5 pg/ml verilen
gruba gore yiiksek diizeyde bulunmustur. PQ grubu ile PQ + 5 ug/ml KAFE verilen
gruplar arasinda hiicre canlilig1 agisindan anlamli fark bulunmamasi KAFE’nin bu
dozunun diger c¢alismalarla uyumlu olarak sitotoksik etki gosterdigini

kanitlamaktadir.

Alveolar epitel hiicre hasar1 ve onarimi, oksidan kaynakli akciger hasar1 ve
cesitli ajanlarin neden oldugu fibrozisin patogenezinde onemlidir. Oksidatif strese
cevap olarak veya hiicresel metabolizmanin yan iriinleri olarak reaktif oksijen ve
azot tlirlerinin olusmast; enzim inhibisyonu, protein, DNA ve lipid hasarina neden

olarak akciger hasarini indiikler (MacNee, 2001; Sugiura ve Ichinose, 2011; Zhao ve
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ark., 2012). Kendini koruma mekanizmasi olarak hiicreler ve dokular bu tiirlerin
hiicre i¢inde ve disinda konsantrasyonlarinin diizenlenmesi i¢in ¢esitli enzimatik ve
non-enzimatik sistemler gelistirmislerdir (MacNee, 2001). Enzimatik antioksidan
savunma sistemleri katalaz, SOD, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktazi igerir
(Finkel, 2003; Reddy, 2008).

Toplam oksidan kapasite , toplam antioksidan kapasite, paraoxonase-1 (PON-
1) ve OSI (oksidatif stres indeksi) genellikle hasarli dokulardaki toksisite
seviyelerinin belirlenmesi amaciyla 6lgiiliir (Oguz ve ark., 2015). TAK ve TOK
analizleri tim antioksidan ve oksidan parametrelerinin birlikte degerlendirilerek
Ol¢iilmesini saglayan analizlerdir. TAK/TOK orani, bir bagka deyisle OSI, oksidatif
stres derecesinin bir gdstergesidir ve antioksidasyon ve oksidasyon redoks dengesini
gosterir (Torun ve ark., 2014). OSI 6l¢limleri hassas bir oksidatif stres indeksi saglar

ve hem oksidatif hem de antioksidan parametreleri yansitabilir (Uzar ve ark., 2012).

Kafeik asit fenetil esterin hepatotoksisiteye karsi antioksidan etkisinin TAK,
TOK, OSI gibi parametrelerle gosterildigi caligmada ratlarda floksetin verilen grupta
yikselen TOK ve OSI degerlerinin KAFE etkisiyle diistiigli, azalan TAK
degerlerinin ise yiikseldigi gosterilmistir (Y1ilmaz ve ark., 2016).

Propolis bilesenlerinden olan galangin ve KAFE’nin antioksidan etkilerinin
karsilastirildigi calismada her ikisinin de ortamdaki siiperoksit anyon radikallerini ve

ROS’u temizledigi ve MDA miktarlarmi diistirdiigii gortilmustiir (Russo ve ark.,
2002).

Kiigtikgiil ve Erdogan (2014) KAFE’nin, A549 akciger alveolar epitelyal
hiicrelerde H,O,’in indiikledigi inflamasyon ve oksidatif stres sonucu gelisen hiicre
olimiini engellediginin gosterildigi ¢alismalarinda, azalan GSH ve katalaz enzim
degerlerinin yiikseldigini ve KAFE’nin H,O, varliginda dahi toplam antioksidan

kapasite degerlerini artirdigini belirlemislerdir.
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Deveci ve ark. (2015)’nin fareler iizerinde yaptigi bir calismada akut
Klorprifos-etil zehirlenmesinin neden oldugu yiiksek TOK ve OSI degerlerinin KAFE
verilen gruplarda distiigii, TAK verilerinin ise yiikseldigi saptanmistir (Deveci ve

ark., 2015).

Rifaioglu ve ark. (2015) ratlarda PQ ile indiiklenen hasar tizerine KAFE’nin
koruyucu etkisini arastirdiklart calismada PQ verilen grupta TOK degerlerinin diger
gruplarla kiyaslandiginda belirgin sekilde yiikseldigi, TAK degerlerinin ise belirgin
sekilde dustiigii gozlenmistir. KAFE verilen gruplarda ise degerler PQ grubuna gore

tam tersi sekilde bulunmustur.

Calismada yalniz PQ verilen grupta TOK seviyelerinin yiikselmesi, PQ’n
indiikledigi oksidatif hasarin gostergesidir. 2,5 ug/ml KAFE verilen grupta
istatistiksel olarak sinirda olmasma ragmen TOK diizeylerinin diisiisii KAFE’nin
antioksidan aktivitesine baglanabilir. Bu aktivitenin bir diger gostergesi parakuat ile
2,5 ug/ml KAFE verilen grupta TAK diizeylerinin PQ grubuna kiyasla anlamli
sekilde yiiksek bulunmasidir. Parakuatin neden oldugu TOK diizeyindeki yiikselme,
TAK diizeyindeki azalma ve sonugta OSI’ deki artis, PQ’m oksidatif hasari
indiikledigini gostermektedir. KAFE nin yiiksek dozda uygulandigi grupta (5 pg/ml)
TOK degerlerinin PQ uygulanan gruba benzer, daha diisik konsantrasyonda
uygulandiglr gruptan ise yiiksek miktarda olmasi literatiire uyumlu olarak doza

bagimli oksidatif etki gdsterebilecegi anlamina gelmektedir.

Parakuat tarafindan indiiklenen karaciger hasarinda salep ekstraktinin etkisinin
ratlar iizerinde incelendigi c¢alismada kontrol grubuna gore PQ grubunda TOK

yiikselmis, TAK ise diismiistiir (Atashpour ve ark., 2017).

Parakuat, redoks dongiisiiniin modiilasyonu, serbest radikallerin jenerasyonu ve
endojen antioksidanlarin azalmasi yoluyla oksidatif strese neden olur. PQ

toksisitesinde oksidatif stres mekanizmasinin rolii ve etkili bir antidot olmamasi,
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arastirmacilarin  PQ  zehirlenmesinin  tedavisinde antioksidanlarin = 6nemine

yogunlagmalarini saglamistir (Atashpour ve ark., 2017).

Kafeik asit fenetil esterin antioksidan roliinii degerlendirmek igin birgok
arastirma yapilmistir. Sonuglar, KAFE’nin serbest radikalleri temizleyebilen ve
hiicre zarmni lipid peroksidasyonuna karsi koruyabilen giiclii bir antioksidan oldugunu

gostermektedir.

Yaptigimiz c¢alismanin sonuglar1 literatiirle uyum gostermistir ve PQ
zehirlenmesinde alternatif bir tedavi olarak KAFE’nin degerlendirilebilecegini ortaya

koymustur.
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5. SONUC

Bu c¢alismada insan A549 hiicre hatlarina 24 saat siireyle parakuat (400 uM) ve
kafeik asit fenetil ester (1; 2,5; 5 ug/ml) uygulamasi sonucu elde edilen bulgular su

sekilde 6zetlenebilir;

e Parakuat uygulamasi ile hiicre canlilig1 azalmis, buna karsin kafeik asit fenetil

ester uygulamasi hiicre canliligini artirmisgtir.

e Parakuat uygulamasi sonucunda hiicrelerde TOK seviyeleri yiikselmis, KAFE

uygulamasi PQ ile indiiklenen bu degerleri tersine ¢evirmistir.

e Parakuat uygulamasi ile azalan TAK degerleri KAFE uygulamast ile yiikselmistir.

e OSI PQ uygulanan hiicrelerde yiikselmis, KAFE uygulamasi bu parametre

tizerinde baskilayici etki gostermistir.

e Parakuat uygulamasi ile artan TOK ve OSI seviyeleri ile azalan TAK seviyeleri,
KAFE uygulanan en yiiksek dozu (Spg/ml) ile herhangi bir degisime

ugramamistir.

Ozellikle antioksidan etkileri nedeniyle koruyucu ve tedavi edici amagla diinya
genelinde yaygin olarak tercih edilen propolis aktif bileseni KAFE’ nin PQ’1n neden
olabilecegi hiicresel toksisite ve oksidan-antioksidan statii iizerine etkilerinin
degerlendirildigi bu c¢alismada, genel olarak PQ maruziyeti sonucunda A549
hiicrelerinde artan oksidan statii ve azalan antioksidan kapasitenin KAFE
uygulamasiyla normale yakin degerlere dondiigii ifade edilebilir. Bu sonucun elde

edilmesinde KAFE’nin, tedavide olumlu sonuglara ulasilabilmesi agisindan 6nemi
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ortadadir. Elde edilen bu sonuglar yapilacak diger benzer ¢alismalara kaynak teskil
edebilir.
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OZET

Parakuat Kullanilarak Deneysel Oksidatif Stres Olusturulan A549 Akciger
Epitel Hiicreleri Uzerine Farkh Dozlarda Uygulanan Kafeik Asit Fenetil Esterin
Biyokimyasal Etkisinin Arastirilmasi

Parakuat (PQ) yiiksek toksisiteye sahip, kuarterner nitrojen bir herbisittir. Fiyatinin
ucuzlugu, hizli etki gostermesi ve cevresel karakteristikleri sayesinde diinyada kullanimi
yaygindir. Kazayla veya bilerek gerceklesen parakuat maruziyeti sonrasi etkilenen ana hedef
organ akcigerlerdir. Parakuat toksisitesinde reaktif oksijen tiirlerinin olusumunun
indiiklenmesi 6nemli yer tutar. Bu sebeple, indiiklenen reaktif oksijen tiirleri olusumuna
kars1 antioksidanlarin kullanimu alternatif bir tedavi yontemi olarak goriilmektedir.

Kafeik asit fenetil ester (KAFE) bazi bitkilerde bulunan ayni zamanda bal arilart
tarafindan iretilen propolisin aktif bilesenlerinden biri olan bir polifenoldiir. KAFE,
enfeksiyon, oksidatif stres, inflamasyon, kanser, diyabet, ndrodejenerasyon, anksiyeteye
kars1 etkili bir molekiildiir.

Bu tez calismasinda, A549 akciger epitel hiicrelerinde parakuat ile olusturulan
oksidatif streste kafeik asit fenetil esterin etkisini belirlemek amaciyla hiicre canlilik testi
(MTT), toplam oksidan kapasite (TOK) analizi, toplam antioksidan kapasite (TAK) tayini ve
oksidatif stres indeksi (OSI) hesaplamas1 yapildi. Bu amagla A549 hiicre hatlarina 24 saat
stiresince 400 uM parakuat ve 1; 2,5 ve 5 ug/ml KAFE uygulandi. Uygulama sonunda
yapilan analizlerde parakuatin hiicre canliligini 6nemli derecede azalttigi, TOK degerlerini
artirdig1 ve TAK degerlerini ise diistirdiigii belirlendi. Parakuatla beraber KAFE nin 1 ug/ml
ve 2, 5 pg/ml dozlarinin uygulandigi hiicre gruplarinda hiicre canliliklarmin yalniz parakuat
uygulanan gruplara gore yiikseldigi, 5 pg/ml KAFE uygulamasinin ise hiicre canliligi
tizerinde iyilestirici etkisinin olmadigi saptandi. KAFE’nin 2, 5 pg/ml dozda uygulandig
grupta TOK degerleri PQ grubuna gore diisitk bulunmus, fakat istatistiksel olarak sinirda
anlamlilik diizeyinde kalmistir. Parakuat grubunda azalan TAK degerleri 2, 5 ug/ml KAFE
uygulamasiyla belirgin sekilde artis gosterirken, 5 pg/ml KAFE uygulamasi TAK degerlerini
kontrol grubuna kiyasla diigtirmiistiir. 1 ug/ml KAFE verilen grupta ise TAK degerleri PQ
grubuna yiiksektir fakat istatistiksel olarak sinirda anlamhilik diizeyinde bir fark
bulunmustur. OSI degerleri PQ ve PQ+5 ug/ml KAFE gruplarinda kontrol grubuna goére
yiiksek, PQ+2,5 ng/ml CAFE grubunda ise PQ grubuna gore diisiik bulunmustur.

Bu bulgulardan hareketle, kafeik asit fenetil esterin doza bagimli olarak, parakuatin
indiikledigi oksidatif stres hasarina karsi koruyucu veya tedavi edici 6zellige sahip oldugu
sOylenebilir.

Anahtar Sozciikler: A549, Antioksidan, Kafeik Asit Fenetil Ester, Oksidatif Stres, Parakuat
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SUMMARY

Investigation Of Dose Dependent Biochemical Effect Of Caffeic Acid Phenethyl
Ester On Experimental Oxidative Stress Generated By Using Paraquat In A549
Lung Epithelial Cell Line

Paraquat (PQ) is a high toxic, quarternary nitrogen herbicide. It is widely used in the world
due to its low price, rapid effect and safe. The main target organs affected by accidental or
intentional PQ exposure are the lungs. In PQ toxicity, induction of reactive oxygen species
takes an important place. Therefore, the use of antioxidants against the formation of induced
reactive oxygen species is seen as an alternative treatment method.Caffeicacidphenethyl
ester (CAPE) is a polyphenol found in some plants, which is also one of the active
components of propolis produced by honeybees. CAPE is an effective molecule against
infection, oxidative stress, inflammation, cancer, diabetes, neurodegeneration, and anxiety.

In this thesis study, cell viability test (MTT), total oxidant capacity (TOC) analysis,
total antioxidant capacity (TAC) determination and oxidative stress index (OSI) were
calculated in order to determine the effect of caffeic acid phenethyl ester on oxidative stress
induced by PQ in A549 lung epithelial cells. For this purpose, 400 uM paraquat and 1; 2, 5
and 5 pug/ml CAPE were applied to A549 cell lines for 24 hours. At the end of the
application, it was determined that PQ significantly decreased cell viability, increased TOC
values and decreased TAC values. It was found that cell viability was increased in the groups
of 1 pug and 2, 5ug/ml of CAPE together with paraquat compared to the groups treated with
paraquat alone, whereas 5 ug/ml CAPE had no curative effect on cell viability. TOC values
were found to be lower in CAPE group compared to PQ group, but remained a slighty
statistical difference. In the PQ group, decreasing TAC values increased significantly with 2,
5ug/ml CAPE application, while 5 ng/ml CAPE application reduced TAC values compared
to the control group. In the 1 ug/ml CAPE group, the TAC values were higher than the PQ
group but showed a slighty statistical difference. OSI values were higher in the PQ and PQ +
5 ng/ml CAPE groups than in the control group and lower in the PQ + 2.5 ug/ml CAPE
group than the PQ group.

Based on these findings, it can be said that caffeic acid phenethyl ester is dose-

dependent and has protective or therapeutic properties against paraquat induced oxidative
stress damage.

Keywords: A549, Antioxidant, Caffeic acid phenethyl ester, Oxidative stress, Paraquat.
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