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OZELLIKLERININ INCELENMESI

Zeliha Selamoglu

xi+102 Sayfa

2005
Danmisman: Dog. Dr. Ismet Yilmaz

Oksidatif stres; hiicresel antioksidan diizeyinin, reaktif oksijen diizeylerine kars1
yetersiz kalmasi sonucu, toksik bir etkinin baslamasi olarak tarif edilir. Bu durum ya
antioksidan savunmalarin yetersizligi, ya reaktif oksijen tiirlerinin asir1 iiretimi, ya da
her ikisinden dolay1 olmaktadir. ROT iiretiminin asir1 artmasi veya antioksidan
savunmanin azalmasindan dolayr her iki sistemin dengesizligi oksidatif strese yol
acmaktadir. DNA’da zincir kirilmalar1 ve lipit peroksidasyonuna yol agan hiicresel
oksidatif hasar1 iceren peroksitler, hidroksil radikalleri ve siiperoksit anyon radikali gibi
reaktif oksijen tiirlerinin tretilmesinde ve karsinogenezisde ciddi bir rol oynayan
DMBA’nin, sican karaciger dokusunda lipid peroksidasyon diizeylerinde artis ve
oksidatif hasarlara yol agtig1 bilinmektedir. Cevresel ve hiicresel faktorlerin etkisiyle
olusturulan reaktif oksijen tiirlerinin detoksifiye edilmesinde, ekzojen olarak alinan
yada fizyolojik olarak yapilan antioksidanlar gérev almaktadir.

Temel eser bir element olan selenyum, immiin sistemin normal fonksiyonunda
ve antioksidan mekanizmada gorev yapan enzimlerin bir parcast olarak, savunma
sisteminde yer almaktadir. Yasamin uzamasi ve hastaliklar1 6nlemede, inorganik ve
organik selenyum bilesiklerinin gosterdigi kimyasal koruyucu etkilere benzer etkiler
gosteren, laboratuvarlarda hayvan c¢alismalarinda karsinogenezis iizerine calisilmis
onemli sentetik organoselenyum bilesikleri mevcuttur. Selenyum iceren molekiillerin
klasik antioksidanlardan daha 1iyi antioksidan oOzellik gOstermesi, sentetik
organoselenyum bilesiklerinin olusturulmasina yol agmistir. Selenyumun indiiklenmis
hiicresel hasarlara karsi korunmada etkili olmasindan dolayi, laboratuvarlarimizda
sentezlenmis olan organoselenyum bilesiklerinin ( Se I ve Se 11 ) DMBA ile kimyasal
olarak indiiklenmis sican kan ve karaciger dokularinda, hiicresel hasarlara karsi
koruyucu 6zelliklerinin arastirilmasi sonucu, endojen antioksidan enzim aktivitelerinde
meydana gelen degisimler ve lipid peroksidasyonuna karsi in vivo olarak oksidatif
zarar1 Onleme yetenekleri dikkat ¢ekmistir. Elde edilen bulgular, karaciger dokusunda
meydana gelen degisimlerin histopatolojik olarak incelenmesiyle ve ayrica in vitro
calismalarla da desteklenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Antioksidan, DMBA, Eritrosit, Histoloji, Karaciger, MDA,
Oksidatif  Stres, ROT, Sentetik Organoselenyum
Bilesikleri, Sigan
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Oxidative stress is described as the formation of toxic effect due to the
deficiency of cellular antioxidative level toward the level of reactive oxygen species.
This phenomenon is either described as the deficiency of antioxidative defense system,
or the excess production of oxygen species enhances the stress, or else both are
responsible for this. The excess production of ROS or the decrease in the antioxidative
defense system could be the cause for oxidative stress. The peroxides that cause DNA
chain breaking and lipid peroxidation, the reactive oxygen species such as hydroxyl
radicals and super oxide radical etc. and carcinogenesis are the results of DMBA that is
known to be the major cause the increment in lipid peroxidation level and the oxidative
damage in the rat liver. The antioxidant formed either physiologically or taken as an
exogen is responsible for the detoxification of reactive oxygen species that might be
formed as a result of environmental and cellular factors.

As a fundamental trace elements, selenium as a part of antioxidative defense
system is responsible for the immune system as part of enzymes in defense system.
Organoselenium compounds present in the laboratories that were prepared synthetically
that show the anti carcinogenesis effect in the animal studies, thus these compounds
show the similar trend for the preventing illness, preservative effect, and the extension
of life period. Due to the fact that organoselenium compounds show better
antioxidative effect than classical selenium made a new era of preparing novel synthetic
selenium compounds. Because the selenium has an antioxidative properties toward the
damaged induced cells, organoselenium compounds prepared in our laboratories, Se I
and Se II, have tested for DMBA and chemically induced rat blood and liver tissues,
and the results showed that endogen antioxidant enzymatic activity change and the
preventing of oxidative damage in lipid peroxidation are important findings in vivo of
this research. The results are also rationalized with pathological in vitro studies in liver
tissues.

KEY WORDS: Antioksidant, DMBA, Erythrocyte, Histology, Liver, MDA, Oxidative
Stress, Rat, ROS, Synthetic Organoselenium Compounds.

ii



TESEKKUR

Oncelikle c¢aliymanin her asamasinda destegini esirgemeyen Saygideger
Danisman Hocam Dog. Dr. Ismet Yilmaz’a tesekkiir ederim.

Her tiirlii bilimsel destekleri icin Prof. Dr. Bekir Cetinkaya, Prof. Dr. Esref
Yiiksel, Prof. Dr. Turgay Seckin ve Yrd. Dog. Dr. Tiirkdn Kutlu’ya tesekkiirlerimi
sunarim.

Deneysel ¢alismalarimdaki yardimlari i¢in Dr. Ilknur Ozdemir, Dr. Yetkin Gok,
Ars. Grv. Burhan Ates ve Ars. Grv. M. Serdar Koksal’a, Istatistiksel analizler
konusunda yardimci olan Yrd. Dog. Dr. Ibrahim Oriin’e, In vitro calismalar
konusundaki desteklerinden dolayr Ars. Grv. Gokhan Durmaz’a, Histolojik analizlerde
yardimci olan Dr. Mehmet Giil ve Dr. Kenan Erdogan’a, metot konusunda bilgilerine
miiracaat etti§im Dog. Dr. Yusuf Tiirk6z, Yrd. Dog¢. Dr. Engin Sahna ve Dr. Nihayet
Bayraktar’a, Grafik c¢izimlerindeki yardimlarindan dolayr Ogr. Grv. Yusuf Ugar’a,
Dizgideki katkilarindan dolay1 Dr. Murat Kiitiik’e ve ayrica her zamanki manevi destegi
icin Egim Dr. Mustafa Talas’a tesekkiir ederim.

Bu c¢alismayr TBAG-2259(102T185) no’lu proje ile destekleyen
TUBITAK ’a tesekkiirlerimi sunarim.

il



ICINDEKILER

Sayfa No
OZET ..ottt i
ABSTRACT ...ttt ettt ettt ettt sate bt et e s et e nbeentesaeenee il
TESEKKUR ..ottt s s en e iii
TCINDEKILER. ...ttt ettt et e e eeenen iv
SEKILLER DIZINT ..ot viii
CIZELGELER DIZINI. ... X
SIMGELER VE KISALTMALAR........cootiitirieeineieeieeenesissiesesessesssesesessssssessesenes xi
L GIRIS ettt 1
2. KAYNAK OZETLERIL....iuuiiiiiiiiiieiieiinieisesee et 4
2.1. DMBA VE TOKSISIEESI.cuveeueetienieriienieeieeiienieeie sttt ettt sttt et sttt saee e enee s 4
2.2. Oksidatif Stres Ve EtKIleri......cciiiiiiiiiiiiiieiee e 6
2.3. Antioksidan Savunma SiStemMIETT.......c..eeiuieiiiiiiiiiiiiieeee e 15
2.3.1. Enzimatik Savunma Sistemleri ve OzelliKIETi.............cocvvevrverererreeeeeereeeeeenne, 16
2.3.1.1. Siiperoksit Dismiitaz (SOD) ......cceeviieiiierieeiieie ettt 16
2.3.1.2. KAtalazZ (CAT) oottt et sttt ettt et s sae e 17
2.3.1.3. Glutatyon Rediiktaz (GR) ........cooviiiiiiieieeee et 17
2.3.1.4. Glutatyon Peroksidaz (GSH-PX) .......cccceoiiiiiiiiiiiieeceeee e 17
2.3.2. Enzimatik Olmayan Savunma Sistemleri ve Ozellikleri.............cccocovrvevrennnee. 18
2.3.2. 1. VIBAIMINIET ..ottt ettt st e 18
2 B € 1 311 o) o DTSR 20
2.3.2.3. Baz1 Eser elementler ve Mineraller...........coccoviiiiiiniiiiiiiniiiieeeeeeeee e 21
2.4. Selenyum ve Selenyum Bilesiklerinin Biyolojik OzelliKleri................coccoevevevnnnn.. 22
2.4.1. Inorganik Selenyum Bilesikleri ve Biyolojik Ozellikleri...............cccccevevevevevnnnee. 30
2.4.2. Organik Selenyum Bilesikleri ve Biyolojik 6zellikleri............cccveevveeniiieennnnnn. 33
2.4.3. Sentetik Organoselenyum Bilesikleri ve Biyolojik Ozellikleri........................... 36
2.5. Karacigerin Yap1 ve FONKSIYONIart.........cccoovieiiiiiieniiieieeie et 38
3. MATERYAL VE METODLAR.....ccceititiitee ettt 45
R T8 B Y 1 7<) 1 EO RSP U PR 45
3.1.1. Yeni organoselenyum Bilesikleri (Se I ve Se II)'nin Sentezlenmesi ve Yapist....45
3.1.1.1. 1-izopropil-3-metilbenzimidazol-2-selenon (Se I) *un Sentezi ve Yapisi.......... 46
3.1.1.2. 1,3-di-p-metoksibenzilpirimidin-2-selenon (Se IT)’un Sentezi ve Yapisi.......... 48
3.1.2.  Deneylerde Kullanilan Kimyasal Malzemeler..............cccceeevveeriieinieennieeeneen. 50

v



3.1.3.  Deneylerde Kullanilan Aletler..........ccccoocuiieiiiieiiiieiieeeeeee e 50

3.1.4. Sicanlarin Temini ve Deneysel Gruplarin Hazirlanisi...........ccocoeeeneiienicnenne. 51
3.2 MEEOAIAT ...t ettt ettt 51
3.2.1. Diseksiyon Islemi ve Doku Numunelerinin Hazirlanmasi.............c..ccoevveennnee. 51
3.2.2. Kalpten Kan Alinmasi ve Eritrositlerin Saflagtirilmast..........ccccoveeevveieieeenennn. 52
3.2.3. Hemoglobin Miktar TayiNi........ccceroeeriiieriiiiiieiieeieesiie ettt s 52
3.2.4. Histopatolojik Calisma i¢cin Numune Hazirlanmast.............cooceevieniiienienieennnnn, 52
3.2.5. Protein TAYINI....ccoierieeiieeiieeieenieeeteeete et siee et eetee et e stteesbeeseaeeseessaeenseessseeseans 53
3.2.5.1. Kullanilan ReaKtifler. ........ccueiuiriiriiiieieeieeeee e 53
3.2.5.2. DENEYIN YaAPIISTatiiiiuiiiiiiieeiieeeiieeeite ettt ettt e e tee e s e e sseeeesreeesaeeennseeennes 53
3.2.5.3. Protein miktarinin Hesaplanmast.............coooueeiieriiiiiiiiiiiieicee e, 54
3.2.6. Siiperoksit Dismiitaz (SOD) Aktivite Tayini ve Numunelerin Hazirlanisi........... 54
3.2.6.1. Kullanilan ReaKtifler.........cccueruiiiiiiiiieieieeeese e 54
3.2.6.2. DENEYIN YaAPIISTatiiiiuiiiiiiieeiieeeiieeeiee ettt e sve e tee e eee e s e e s nbeeesnseeeeaeeennaeeennes 55
3.2.6.3. SOD Aktivitesinin Hesaplanmasi..........c.coceeveriineriiiniinennicnicieeiceecsieeienene 55
3.2.7. Katalaz (CAT) Aktivite Tayini ve Numunelerin Hazirlanist...........c.cccoeeeennene. 55
3.2.7.1. Kullanilan ReaKtifler.........cccueiuiiiirieiieieeieeeee e 55
3.2.7.2. DENEYIN YaAPIISTutiiiiuiiiiiiieeiiieeieeeeiee ettt et tee e e eee e st e e b e essreeesseeeneseeennns 56
3.2.7.3. CAT Aktivitesinin Hesaplanmasi..........ccccoceeveriineriiiniineniicnienieciceecsieeienene 56
3.2.8. Glutatyon Rediiktaz (GR) Aktivite Tayini ve Numunelerin Hazirlanist............. 56
3.3.8.1. Kullanilan ReaKtifler.........cccueruiriiiriiiieieieeeeee e 56
3.2.8.2. DENEYIN YaPIISTauiiiiuiiiiiiieeiieeeiie ettt ettt tee et e e s e e e e eeaeeeeaeeenes 57
3.2.8.3. G R Aktivitesinin Hesaplanmasi.........c..ccceeviirieniniiiniininiinienenceceeeceene 57
3.2.9. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktivite Tayini ve Numunelerin Hazirlanisi...57
3.2.9.1. Kullanilan ReaKtifler.........cccueriiiiirieieieiieeeee e 57
3.2.9.2. DENEYIN YaPIISTatiiiiuiiiiiiiieiieeeiieeeiteestee ettt e et tae e s e s nreeesnreeeeaeeenaseeennns 58
3.2.9.3. GSH-Px Aktivitesinin Hesaplanmasi..........cccceceeverviiriinieiienienenicnecieeeeneenne 58
3.2.10. Total Glutatyon (GSH) Analizi ve Numunelerin Hazirlanmasi......................... 58
3.2.10.1. Kullanilan Reaktifler..........cooiiiirieiiiiiiieieeeee e 58
3.2.10.2. Deneyin YapiliSl..ooeeeoiieeiieeeiie ettt et e e e e e e 59
3.2.10.3. Total GSH Miktarinin Hesaplanmasi.........c.cceceeveniriiinieniniiiniinenicneenieenns 59
3.2.11. Lipid Peroksidasyonunun Belirlenmesi ve Numunelerin Hazirlanmasi.............. 59
3.2.11.1. Kullanilan Reaktifler..........cooiriiiiiiiiiiiieeecee e 59
3.2.11.2. Deneyin YapiliSl..oueeeoiieeieieeiie ettt ettt e e 60



3.2.11.3. MDA Diizeyinin Hesaplanmasi...........ccccueeeouiieiiiieniieeriee e 60

3.2.12. Karaciger Dokusunun Histopatolojik Analizi...........cceceeviiniiiinieniinnienieeene 60
3.2.13. Selenyum Bilesiklerinin in vitro Ozelliklerinin Analizi.............c....cccoevrverrnnsne. 61
3.2.13.1. Radikal siipiirme giicli (RSG) O1GUML.......c.eevvreriieriieiieeieeiie e 61
3.2.13.2. B-Karoten bleaching metoduyla antioksidan aktivite Slgimii...........ccceeeneen. 61
3.2.13.3. Indirgeme il GIGHMIL.........c.coovieieeeeeeeeeeeeeeee e, 62
3.2.14. IStatiStIKSEl ANALIZ..........cveveieivieieeicecee e 62
4. ARASTIRMA BULGULARIL.....coiiiiiiiieeeeete et 63

4.1. Calisma Gruplarmin Karaciger Dokusunda Olgiilen
Stiperoksit Dismiitaz (SOD) AKtIVItEleri........cocvieruiiriieiieeieeieeie et 63
4.2. Calisma Gruplarmin Karaciger Dokusunda Olgiilen Katalaz (CAT) Aktiviteleri...64

4.3. Calisma Gruplarinin Karaciger Dokusunda Olgiilen

Glutatyon Rediiktaz (GR) AKtIVItEIETT...c.eiriieiieiiieiieeieeeece e 65
4.4. Calisma Gruplarinin Karaciger Dokusunda Olgiilen

Glutatyon Peroksidaz (GSH-PX) AKtiViteleri.........ccvueeeviiiieciieeiiieeie e 66
4.5.Caligma Gruplarinin Karaciger Dokusunda Olgiilen Total GSH Diizeyleri............. 67
4.6. Calisma Gruplarmin Karaciger Dokusunda Olgiilen

Malondialdehit (MDA) DUZEYICTL.......cccueevuiiiiieiieiieeieecie ettt 68
4.7. Calisma Gruplarinin Karaciger Dokularinin Histopatolojik Sonuglart.................... 69

4.8. Calisma Gruplarinin Kan Dokusunda Olgiilen

Stiperoksit Dismiitaz (SOD) AKtiVIteleri........ccveviieriiiiiiinieeiiee e 72

4.9. Calisma Gruplarmin Kan Dokusunda Olgiilen Katalaz (CAT) Aktiviteleri............. 73
4.10. Calisma Gruplarmin Kan Dokusunda Olgiilen

Glutatyon Rediiktaz (GR) AKtIVIteleri....cueeiuiiriiiiieiieeiiee e 74
4.11. Calisma Gruplarmin Kan Dokusunda Olgiilen

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) AKtiviteleri........cccevieeiienieiiieieeieeiie e 75

4.12. Calisma Gruplarmin Kan Dokusunda Olgiilen Total GSH Diizeyleri.................... 76

4.13. Calisma Gruplarmin Kan Dokusunda Olgiilen
Malondialdehit (MDA) DUZEYIET1.......cccueiiiieiiieiieiie ettt 77

4.14. Yeni Sentetik Organoselenyum Bilesikleri (Se I ve Se II)’ nin

In Vitro OzelliKlerinin SOMUGIATL. ..........o.o.eeeeeeeeeeeeeeee e 78
4.14.1. Radikal stiplirme giicli (RSG) dUZEY1.....c.covueriiriiiiniiniieieiicreeecieeceeene 78

vi



4.14.2. B-Karoten bleaching metoduyla antioksidan aktiviteleri...........ccceevvverueennnennnen. 78

4.14.3. Indirgeme GUCT dUZEYi..........oeeeeeeieeieeeieeeeeeececeeeeeee s sese e 79
5. TARTISMA VE SONUC ... ...ttt e e e eetvae e e e e e e e e straaeaeaaeeeas 80
6. KAYNAKLAR . ...t e e e e e taaa e e e e e e e 87
OZ GECMIS . .o, 102

vii



SEKILLER DiZiNi

Sayfa No
Sekil 2.1. DMBA NN YAPIST..eieiiiiiiiieeriieeriiieesiteeeiiteeeiteestreesseeeseseesssseeessseesnsseesnsseesnseees 4
Sekil 2.2. ROT iiretiminin ve antioksidatif sistemlerin dengesi...........cccceevveeriverirenenne. 8
Sekil 2.3. ROT olusumu ve antioksidan savunma mekanizmasi...........cccceevveeveeneeennnnnne. 9
Sekil 2.4. Selenit’in Metabolik YOIU.......coooiiiiiiiiiiieeeeceeeee e 32
Sekil 2.5. Selenosistin’in Metabolik YOIU......c.coooiiieiiiieiiiccieeceece e 34
Sekil 2.6. Selenometiyonin’in Metabolik Yolu........cccooeeviiiiiniininiiniiiiicceceene, 35
Sekil 2.7. Karaciger detoksifikasyon yollart.........c.cccccueeeeieeiiiiiiiiieeieecee e 40

Sekil 3.1.Selenyum I (Se I) ve Selenyum II (Se II) Bilesiklerinin Kimyasal Yapilari...45
Sekil 3.2. 1-izopropil-3-metilbenzimidazol-2-selenon (Sel) "un sentezi.............c..c...... 46
Sekil 3.3. 1,3-di-p-metoksibenzilpirimidin-2-selenon (Sell)’un sentezi..........c..c..c...... 48
Sekil 4.1. Kontrol, misir yagi, DMBA, DMBA+Se I ve DMBA+Se II grubu

karaciger SOD aKtiVIteleTi.....c..ieeuiieriieeiiecieeee e 63
Sekil 4.2. Kontrol, misir yagi, DMBA, DMBA+Se | ve DMBA+Se II grubu

karaciger CAT aKtiVIteleTi . ...cviuieriieeiieiie ettt 64
Sekil 4.3. Kontrol, misir yagi, DMBA, DMBA+Se I ve DMBA+Se II grubu

karaciger GR aKtiVItEleIi.....cccuuiieiiieeieeeiieeee e 65

Sekil 4.4. Kontrol, misir yagi, DMBA, DMBA+Se | ve DMBA+Se II grubu
karaciger GSH-PX aktiviteleri.........cccoevieriieiieniieiieeieciiecie e 66

Sekil 4.5. Kontrol, misir yagi, DMBA, DMBA+Se I ve DMBA+Se II grubu
karaciZer GSH dUZEYICTi......ccviiiieiieeiieeiieecie et 67

Sekil 4.6. Kontrol, misir yagi, DMBA, DMBA+Se [ ve DMBA+Se II grubu

karaciger MDA dUZEYIETi......cc.oovuiiiiiiiiieiieiecie et 68
Sekil 4.7. Kontrol grubu karaciger dokusunun histopatolojik goriiniimii;

normal hepatositler (H-E X 20). .....cccooiiiiiiiiieieeeeeeeeeee e 69
Sekil 4.8. Misir yagi uygulama grubuna ait karaciger doku kesitlerinde

normal histopatolojik goriniim (H-E X 20). ....cocevviiniiiiiiiniiiicceceieee 69

viii



Sekil 4.9. DMBA grubu karaciger doku kesitlerinde hepatosit dejenerasyonu ve

sinuzoidlerde dilatasyon ile parankimada yer alan lenfositlerler (H-E x 20)...70
Sekil 4.10. DMBA grubu karaciger doku kesitlerinde portal alanlarda yogun

lenfosit infiltrasyonu ile damar ve kanal yapilarinda bozulmalar (H-E x 20)..70
Sekil 4.11. DMBA+Se I bilesigi uygulama grubuna ait karaciger doku kesitlerinde

normal histolojik yapida kontrol grubundakine benzer sekilde birer arter,

ven, safra kanali ve lenf damarlart (H-E X 20).......ccccoeeiiiviiiiniiiiiieeieeee, 71
Sekil 4.12. DMBA+Se II bilesigi uygulama grubundaki karaciger doku kesitlerinde

normal karaciger parankimasi ve portal alanlarda safra kanali proliferasyonu

ile hafif lenfosit infiltrasyonu (H-E X 20)......ccccccooiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee 71
Sekil 4.13. Kontrol, misir yagi, DMBA, DMBA+Se I ve DMBA+Se II grubu

eritrosit SOD aKtiVItEITL .. ccuviruieiiiiiriiiieiies e 72
Sekil 4.14. Kontrol, misir yagi, DMBA, DMBA+Se [ ve DMBA+Se II grubu

eritrosit CAT aKtivIteleri . ....ooueiiiiiiiiiiiee e 73

Sekil 4.15. Kontrol, misir yagi, DMBA, DMBA+Se I ve DMBA+Se II grubu

ErItroSit GR AKEIVITELIETT. . .vviviiiiiiiiiceieiieee et 74
Sekil 4.16. Kontrol, misir yagi, DMBA, DMBA+Se [ ve DMBA+Se II grubu
ST RN E N 5 B & Q21 8 A4 1151 (<) & F 75

Sekil 4.17. Kontrol, misir yagi, DMBA, DMBA+Se I ve DMBA+Se II grubu

eritroSit GSH dUZEYIET1......cciuiiiiiiiieeiieie et 76
Sekil 4.18. Kontrol, misir yagi, DMBA, DMBA+Se [ ve DMBA+Se II grubu

eritrosit MDA dUZEYICTI.......covuiiieiiieeiieeee e 77
Sekil 4.19. Se I ve Se II bilesiklerinin antiradikal aktiviteleri...........ccccceeveercieeecreennneen. 78
Sekil 4.20. Se I ve Se II bilesiklerinin antilipid peroksidatif etkileri...............cccceeueennee. 79
Sekil 4.21. Se I ve Se I bilesiklerinin indirgeme giicli dlizeyleri.........ccceeveevurerrrennennne. 79

X



CIZELGELER DiZIiNi

Sayfa No
Cizelge 2.1. Biyolojik Sistemlerde Bulunan Baglica Selenyum Tiirlerinin
Kimyasal FOrMUIIETL........coeiiieiiiieeiecceeee et e 23
Cizelge 2.2. Besinlerdeki Selenyum MiKtarlari.........cococeveeveeniniinnicninienicenienene 24
Cizelge 2.3. Canli Organizmalardaki Selenyum TUrleri........coeeverviireineriinicienicnene 28
Cizelge 4.1. Gruplarin Karaciger Dokusunda Olgiilen SOD Aktivitesi.......................... 63
Cizelge 4.2. Gruplarm Karaciger Dokusunda Olgiilen CAT AKtivitesi............c.coceve...... 64
Cizelge 4.3. Gruplarin Karaciger Dokusunda Olgiilen GR AKtivitesi.............ococevevenee... 65
Cizelge 4.4. Gruplarin Karaciger Dokusunda Olgiilen GSH-Px Aktivitesi.................... 66
Cizelge 4.5. Gruplarin Karaciger Dokusunda Olgiilen GSH Diizeyleri.......................... 67
Cizelge 4.6. Gruplarm Karaciger Dokusunda Olgiilen MDA Diizeyleri......................... 68
Cizelge 4.7. Gruplarin Eritrositlerinde Olgiilen SOD AKHVIteSi..........coveveveveveverirenennnee. 72
Cizelge 4.8. Gruplarin Eritrositlerinde Olgiilen CAT AKtVIteSi.........oovveververeieererrenaes 73
Cizelge 4.9. Gruplarin Eritrositlerinde Olgiilen GR AKGVIteSi............cccvuevveevevereereennes 74
Cizelge 4.10. Gruplarin Eritrositlerinde Olgiilen GSH-Px AKtivitesi...........c.ccevevene.e. 75
Cizelge 4.11. Gruplarin Eritrositlerinde Olgiilen GSH Diizeyleti...........cococevvevevevennnnee. 76
Cizelge 4.12. Gruplarin Eritrositlerinde Olgiilen MDA Diizeyleri............ccocvvuevennn... 77



SIMGELER VE KISALTMALAR
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SOD Stiperoksit dismiitaz

TNF-a Tiimor Nekrozis Faktor alfa

TGF-p Ttransforming Growth Factor beta
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1. GIRIS

Giliniimiiz diinyasinda, g¢evre kirleticileri ve toksik ajanlar, Oniline gegilemeyen
bir problem halini almigtir. Giincel hayata giren bu kirleticiler, beraberinde pek c¢ok
¢Oziim bekleyen problemleri de ortaya ¢ikarmistir. Higbir sekilde ihmale gelmeyecek
olan bu kirleticilerin toksik, mutajenik ve karsinogenik o6zelliklerinin oldugu
bilinmektedir. Bu toksik ajanlara maruz kalma sonucunda ortaya ¢ikan yaglanma ve
kanser gibi bir takim olumsuzluklarin temelinde, oksidatif hasarlar yer almaktadir. Hava
ve gevre kirliligine yol agan ¢evresel ajanlar, oksidatif strese yol agan baslica faktorler
arasindadir. Bu toksik maddeler, hiicrede serbest oksijen radikallerinin iiretimini
arttirarak, hiicresel diizeyde oksidatif hasara yol agmaktadirlar. Canli hiicrede kompleks
kimyasal reaksiyonlarin baglamasina yol acan serbest radikal kimyas, iirettikleri radikal
metabolitlerle ve c¢esitli toksik ajanlarla kimyasal toksikolojide Onemli rol
oynamaktadirlar. Bu biyokimyasal siire¢ i¢inde, potansiyel hasar etkeni {iriinler olarak
siniflandirilan toksik ajanlar, hiicre ve dokularda hasara yol agabilen reaktif oksijen
tiirleri (ROT)’nin olusumuna yol agmaktadirlar [1].

Diinyadaki yasam paradokslarindan biri olarak diisiiniilebilecek olan oksijen,
sadece enerji metabolizmasi ve solunum i¢in temel gereksinim kaynagi degil, ayni
zamanda pek cok hastalifa ve elverissiz durumlara da yol agabilen bir unsurdur. Bizi
canli ve aktif kilan oksijenin kismi indirgenmesi sonucu, serbest oksijen radikalleri
olarak bilinen iiriinler agiga ¢ikmaktadir. Bu iirtinler, viicut i¢in enfektif olan ajanlarin
yok edilmesinde kullanilirken, aym1 zamanda doku ve hiicrelerde oksidatif hasarlar
olusturmaktadir. Hiicrelerin proteinlerini ve yaglarii bozarak, hiicre membran
yapilarinda hasarlara yol agip, genetik kodlarimi bozarak, hiicre oliimlerine yol
acmaktadirlar [2].

Reaktif oksijen tiirleri, biyolojik sistemlerde yaygin bir sekilde tiretilmektedir.
Eger bu reaktif oksijen tiirlerinin olusumu biyolojik sistemlerde kontrol edilmezse, bu
stireg, membran fonksiyonlarinda bozulma, protein inaktivasyonu ve DNA hasariyla
sonuclanabilir. Kronik oksidatif stres yaglanma, kanser, aterosklerozis ve
norodejeneratif dilizensizlikleri iceren c¢esitli dejeneratif hastaliklarda ana faktor
olabilmektedir [3].

Kimyasal olarak serbest radikal, eksik bir elektronu olan ve herhangi bir diger
molekiilden bir elektron yakalamaya calisan tek molekiildiir. Serbest radikallerin,

elektronlarindan birini veren bilesikler olan antioksidanlar tarafindan ndétralize



edilmesiyle, hiicresel hasar olusturmalar1 engellenebilmektedir. Antioksidanlar olarak
isimlendirilen enzimler ve diger kimyasal bilesiklerden olusturulan bu savunma
depolarinin varligiyla viicut, serbest radikallerin yogun saldirilarina kolayca boyun
egmemektedir [2].

Besinlerle viicuda alinan bazi mineraller, normal oksijen metabolizmasi boyunca
iretilen serbest radikallerin etkilerine karsi hiicreleri koruyan antioksidan enzimlerin
onemli bir pargasidir. Viicut, bazi kronik hastaliklarin gelisimine katkida bulunan ve
hiicre hasarma yol agabilen serbest radikallerin seviyelerini kontrol edebilmek igin
boyle antioksidan savunmalar gelistirmektedir. Temel eser bir element olan selenyum
da, immiin sistemin normal fonksiyonunda ve antioksidan mekanizmada gorev yapan
enzimlerin bir pargasi olarak, savunma sisteminde yer almaktadir [4].

Giinliik olarak tiiketilen besinlerde, dogal olarak bulunan ajanlarin ve optimal
diyetlerin arastirilmasi, kanser gelisiminin onlenmesinde ve kontroliinde ¢igir agici
yaklasimlar saglamaktadir. Insanlar igin yapilan klinik uygulamalarda, mikrobesin
selenyumun kullanimi smirhdir, fakat bu arastirmalar selenyumun 6nemli ajanlar
arasinda yer aldigin1 ve biyolojik sistemlerde ¢ok sayida fonksiyonlari oldugunu
gostermektedir [5].

Yasamin uzamasi ve hastaliklar1 6nlemede, inorganik ve organik selenyum
bilesiklerinin gosterdigi kimyasal koruyucu etkilere benzer etkiler gosteren,
laboratuvarlarda  hayvan  calismalarinda  karsinogenezis  lizerine  calisilmis
benziltiyosiyanat, benzilselenosiyanat, metoksifenol, metoksibenzenselenol gibi 6nemli
sentetik organoselenyum bilesikleri mevcuttur [6].

Bitkisel ve hayvansal besinlerde topragin igerigine bagli olarak degisik
miktarlarda selenyum bulunmaktadir. Hayvansal organizmada en yiiksek oranda
karaciger, kas, bobrek, pankreas ve hipofiz gibi organ ve dokularda yiiksek
miktarlardadir. Metabolik olarak besinsel kaynaklardan selenyumun eldesi ve yapimi
imkansiz oldugu i¢in, organik selenyumun ek bir besin olarak disardan alinmasi
gerekmektedir [7].

Selenyuma, karacigerin detoksifikasyon (sitokrom Pys ) sistemlerinin fonksiyon
gormesi i¢in gereksinim duyuldugu ve selenyumun karacigeri toksinlerden, serbest
radikal hasarindan koruyarak, karaciger fonksiyonlarinin normal islemesini saglamak
icin yardimer oldugu da bilinmektedir. Ayrica azalan plazma selenyum
konsantrasyonlarinin, karaciger kanseri riskinin artisinda onemli rol oynadigi rapor

edilmistir [8].



Viicudu savunan sistemler toksik oksidatif hasarlardan hiicreleri korumada ve
reaktif oksijen radikallerini temizlemede etkili olmasina ragmen, bu sistemler bazi
durumlarda yetersiz olabilmektedirler. Bu durumda defektif antioksidan sistemler, ilag
toksisitesi ve karsinogenlere karst hassasiyeti arttirmaktadir. Bdylece besinsel
antioksidan bilesikler veya  mikrobesinler gibi uygun bitiinleyiciler, ROT ile
indiiklenmis hiicresel hasarlara kars1 korunmada gerekli olabilmektedir [3].

Bizim c¢aligmamizda, sican kan ve karaciger dokularinda, 7,12 dimetil
benzantrasen (DMBA) ile kimyasal olarak indiiklenmis sitotoksisitede, endojen
antioksidan enzim aktiviteleri ve lipit peroksidasyonunun arastirilmasinin yani sira,
indiiklenmis hiicresel hasarlara karsi sentetik organoselenyum bilesiklerinin antioksidan
olarak koruyucu etkilerinin in vivo ve in vitro olarak arastirilmasi planlanmistir. Ayrica
bu uygulamalarin, karaciger dokusunda meydana getirdigi etkilerin, histopatolojik

verilerle de desteklenmesi hedeflenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. DMBA ve Toksisitesi

DMBA, siganlarda meme tiimdrlerinin olusmasina yol a¢tig1 bilinen, dokularda
DNA hasarinin, mutagenezisin ve karsinogenezisin olugsmasinda biiyiik rol oynayan,
DNA’ya baglanabilme o6zelliginde, kimyasal karsinogenler sinifinda yer alan bir
polisiklik aromatik hidrokarbon (PAH)’dur (Sekil 2.1.) [3, 4, 9-12]. Petrol ve petrol
tirevi olan PAH’lar, kullanim esnasindaki hatalar ve ihmaller sonucunda, petrol
dokiilmesi ve fosil yakitlarin tamamen yanmadan atilmalariyla ¢evreye bulasan, yaygin

organik kirleticilerdir [13].

Mutasyon ve kanser aragtirmalarinda prototip bir ajan olarak c¢ok yaygin bir
sekilde kullanilan ve sentetik bir PAH olan DMBA’nin temel hedef yerleri deri ve
meme bezleridir. Uzun yillardan beri gosterildigi gibi, tek bir DMBA dozu, kisa bir
gecikme periyodundan sonra meme ve karaciger hiicrelerinde DNA adduct’larinin

olusumu ve molekiiler lezyonlar sonucu yliksek oranda tiimorlerin olusumuyla
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sonuclanir [14].

Sekil 2.1. DMBA nin yapis1 [12]

Sucul ve karasal ekosistemlerde uzun siire kalabilen ve c¢evresel bilesikler
simifinda yer alan PAH’lar, ¢evreye dokiiliip, birikmeleri sonucu ¢evre kirlenmelerine

yol agarak, biyolojik dengeyi 6nemli dlgiide etkilemektedirler [13].

DMBA gibi PAH’larin serbest radikal olusturdugu ve bu bilesiklerin
karsinogenezisde ciddi bir rol oynadig1 gosterilmistir. Bu rol, DNA’da zincir kirilmalari
ve lipit peroksidasyonuna yol agan hiicresel oksidatif hasari igeren peroksitler, hidroksil
radikalleri ve siliperoksit anyon radikali gibi reaktif oksijen tiirlerinin {iiretilmesi ile

birlikte olmaktadir.



Bir PAH olan DMBA, ortamda radikal katyonu olusturan bir elektron
oksidasyonunu katalize eden sitokrom P45y ve bay-region diol epoksitleri {iireten
monooksijenasyon seklinde iki biiyiikk metabolik yolla metabolize olur. PAH 1n diol
epoksitlerinin DNA’ya kovalent baglanmasinin, tiimdr baglangici i¢in bir 6n gereksinim
oldugu bilinmektedir [3, 5, 15, 16]. DMBA, mitokondriyal DNA’dakinin yani sira
niiklear DNA’da da tek ve ¢ift zincir kirtlmalarini indiikler ve mininiikleazlar olarak
etki gosterir. Bu durumda, diol epoksitleri detoksifiye eden Glutatyon- S-Transferazlar,
katalize ettikleri hiicresel reaksiyonlarla, tiimor olusma riskini azaltmada 6nemli bir yer

tutmaktadirlar [3].

Disi siganlarda meme dokusunda DMBA-DNA adduct’larin in vivo olusumu
ve DMBA ile indiiklenmis, sican meme bezlerinde DNA hasarlar1 ve timor
olusumlariyla birlikte, meme adenokarsinomlarinin olusumuna ve karsinogenezisin
baslamasina yol actigi bir c¢ok ¢alismada rapor edilmistir [5, 17, 18]. DNA
adduct’larinin olugmasinin yani sira, DMBA gibi mutajenlerin metabolize olmasiyla
tiretilen oksidatif iirlinler, membranlarin lipit ve proteinlerinde hasarlar olusturarak,
yasamsal hiicre fonksiyonlarmin bozulmasina da yol agmaktadirlar [3]. DMBA ile
indiikleme sonucu, hedef doku olan meme dokusunda meydana gelen tiimoérlerin [19,
20] ve DNA adduct’larinin yani sira, deri, kolon, akciger ve karaciger gibi bir ¢cok doku
ve organda da oksidatif stresin etkisiyle kanser olusumu ve gelisimi s6z konusudur.
DMBA ile indiiklemeye bir cevap olarak tiimoér olusumunun temelinde yine, reaktif

oksijen tiirlerinin saldirist ve oksidatif stres yatmaktadir [14, 16, 21-23].

Doku lezyonlarin1 indiikleme yeteneginde olan DMBA, karsinogen etkisini
olusturmak icin metabolik aktivasyonlara gereksinim duyar. CyplAl ve CyplBl,
DMBA’nin metabolizmast i¢in temel olarak sorumlu olan Cyt Pyso ailesinin iki
enzimidir., DMBA, DNA ile adduct olusturan, karsinogen 1,2-epoksit-3,4-diol
DMBA’y1 olusturmak i¢in metabolize olur. Bu adductlar tiimdrlerin gelismesi igin bir
On gereksinim olan mutasyonlara yol acar. Bu tiir timd6r olusumuna yol acan maddeler
(timdr promotorleri), polimorfoniiklear 16kositler, makrofajlar ve non-fagositik hiicreler
tarafindan reaktif oksijen tiirleri (ROT)’nin iiretimini uyarir. ROT’ nin mutagenezis ve
karsinogenezisde, Ozellikle de tiimor ilerlemesinde O©nemli bir rol oynadigi

bilinmektedir [24].



DMBA ile indiiklenen sigan karaciger dokusunda genotoksisite ve oksidatif stres
ile birlikte lipit peroksidasyon diizeylerinde artis ve genetik hasarlar gdzlenmektedir

[25, 26].

2.2. Oksidatif Stres Ve Etkileri

Oksijen aerobik yasam i¢in hem gereklidir, hem de reaktif oksijen tiirlerinin

olusumundan dolay1 biitiin canlilar i¢in ytliksek oranda tehlikelidir [27].

%21 1in istiindeki atmosferik oksijen (O,) miktari, insanlar i¢in toksiktir. O,’in
hasar verici etkisi serbest oksijen radikallerinden dolayidir. Serbest radikal, eslenmemis
en az bir elektrona sahip molekiil ya da atomdur. Serbest radikaller; katyonik, anyonik

ya da notral yapida olabilir ve asir1 derecede reaktiftirler [28].

ROT, serbest radikaller yaninda hidrojen peroksit (H,O,), hipoklor6z asit ve
tekil oksijen gibi bir veya daha fazla eslenmemis elektron igcermeyen, fakat ekstra ve
intraseliiler ortamda serbest radikal olusturma kapasitesine sahip molekiilleri de
icerecek sekildedirler [29, 30]. Oksijenin bir elektron (e) alarak indirgenmesi ile

stiperoksit anyon radikali ( O, ") olusur.
0, + e — 0,°

Stiperoksit, hidroksil radikaline oranla reaktivitesi daha zayiftir, membranlar
gecemez ve az sayida hiicresel hedeflere hasar verir. Spontan olarak sulu ortamda
hidrojen peroksit ve tekil oksijene dismute olur ve hiicre hasar1 olusturur. Ayrica
stiperoksitin ortamdan uzaklastirilmasi siiperoksit dismutaz (SOD) ile ¢ok daha hizl bir

sekilde H,O,’e dismutasyonuyla ger¢ceklesmektedir [28, 29].
Oz._ + 02._ + 2H+ — H202 + 102

Olusan tekil oksijen ('O,), serbest radikal olmamasina karsin kuvvetli okside
edici ajandir ve bir¢gok molekiille etkilesir. Membran lipitlerine etki ederek peroksitleri

olusturur [31].



Hidrojen peroksit, serbest radikal degildir ve nispeten reaktiftir. H,O,, biyolojik
membranlar1 gecerek, intraseliiler olarak fosfolipitler, karbonhidratlar, metalloproteinler

ve DNA ile reaksiyona girerek hasara sebep olmaktadir [28].

Stiperoksitin  dismutasyonuyla olusan hidrojen peroksit, bir¢ok fizyolojik
fonksiyona sahiptir. Bazi enzimler (ksantin oksidaz gibi) direkt olarak hidrojen peroksit
olusturlar [29]. SOD tarafindan olusturulan hidrojen peroksit daha ¢ok intraseliiler

ortamda bulunan katalaz enzimi ile suya ve oksijene doniistiiriiliir.
2H202—>2H20 + 02

Ekstraseliiler ortamda katalazin gorevini daha ¢ok selenyum bagimli enzim olan

glutatyon (GSH) peroksidaz tistlenir [32].
2GSH +H,0, — GSSG + 2H,0

O," ™, biyolojik materyallerde onemli indirgeyici reaksiyonlari indiikler; 6rnegin
ferritin gibi metalloproteinlerde ferrik formdaki demir (Fe™)y’i ferrus form (Fe™)’a

indirgeyebilir.
Fe+3 + Oz'_ i Fe+2 + 02

Demir bagli proteinin indirgenmesi, biyolojik materyallerde onemli bir
reaksiyondur. Ciinkii o, ¢ok yiiksek oranda reaktif olan hidroksil radikali (OH" ~)’ne

dontistimii saglayacaktir.

Hidroksil radikali en reaktif okside edici radikaldir ve in vivo kosullarda yiiksek
bir reaksiyon hiziyla hemen hemen her molekiile saldirir. Hidroksil radikali lipit

peroksidasyon olarak bilinen klasik serbest radikal zincir reaksiyonunu baslatabilir.

Membran fosfolipitlerin yakininda hidroksil radikali olustugu zaman, peroksil
radikali, lipit hidroperoksitler —gibi radikaller olusturur. Hidroperoksitlerin
akiimiilasyonu membran fonksiyonunu bozabilir ve sitotoksik aldehitler olusturabilir

[32].
Fe? + H,0, — OH + Fe® + OH'"

Oksidatif stres; hiicresel antioksidan diizeyinin, reaktif oksijen diizeylerine kars1

yetersiz kalmasi sonucu, toksik bir etkinin baslamasi olarak tarif edilir. Bu durum ya



antioksidan savunmalarin yetersizligi, ya reaktif oksijen tiirlerinin asir1 tiretimi, ya da
her ikisinden dolayr olmaktadir. ROT iiretiminin asir1 artmasi veya antioksidan
savunmanin azalmasindan dolay1r her iki sistemin dengesizligi oksidatif strese yol

acmaktadir (Sekil 2.2.) [33-35].

Oksidatif Stres < »  Antioksidan Savunma

(0% SOD

H,0, CAT

OH~ GSH-Px

MDA a-tokoferol

4HNE askorbik asit

NO~ GSH

GSSG GR

Hiicre oliimii Yasam

Sekil 2.2. ROT iiretiminin ve antioksidatif sistemlerin dengesi [36].

Oksidanlar, iyonize radyasyon, U.V. 15181, kimyasal reaksiyonlar, enzimatik
olarak metal iyonlarin serbest gegisini kapsayan redoks katalizleriyle veya enzimlere
metal iyonlarmin baglanmasi gibi bir¢ok yolla tretilmektedirler. Oksidanlar, siilfiir
merkezli radikaller, reaktif nitrojen tiirleri ve reaktif oksijen radikallerini kapsamaktadir.
Eslenmemis bir veya daha ¢ok elektronlu molekiiller gibi olan reaktif tiirlerin hepsi
radikal degildir, fakat birgok durumda, oksidasyonla biyomolekiillerin hasarlanmasi
sonucu olusan reaktif non-radikal tiirler, radikaller gibi davranirlar. Bu sekilde
reaksiyonlar1 ¢ogaltarak, radikallerin kendi kendine oksidasyon {iriinlerini olusturmasi,

asir1 hasara yol agan, en tehlikeli reaksiyon tipidir [28, 33].

Reaktif oksijen tiirleri, lipitlere, proteinlere, niikleik asitlere hasar verebilen ve
insan karsinogenezisinde rol oynayan oksidatif metabolizmanin kaginilamayan bir yan

{irliniidiir (Sekil 2.3.) [35, 37-39].
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Sekil 2.3. ROT olusumu ve antioksidan savunma mekanizmasi [40].

Aktive oksijen, bir ¢ok kompleks kimyasal reaksiyonlarin gerceklestigi
metabolizmanin bir komponenti olarak sik sik olusur, fakat cevresel veya kimyasal
streslerin sebep oldugu metabolizmadaki karisik durumlarin bir sonucu olarak, elektron
transport sistemleri veya enzimlerin disfonksiyonuyla, en basta mitokondri olmak {izere
endoplazmik retikulum, plazma membranlari, kloroplastlar, mikrobadiler ve hiicre
duvarlarinda olusturulur. Aktive edilmis oksijenin organik substratlarla reaksiyonlari,
homojen ¢ozeltilerde, in vitro sartlar altinda komplekstir, fakat biyolojik sistemlerde
membran yiizey 6zellikleri, elektriksel yiikii, makromolekiillerin baglayic1 6zellikleri,

enzim, substrat ve katalizorlerin kompartmanlagsmasindan dolay1 ¢ok daha komplekstir.

Boylece tek bir hiicre iginde bile ¢esitli bolgelerde oksijenli reaksiyonlarin

kapsami1 ve dogasi farklidir [41].

Oksidatif stresin énemli hiicresel kaynagi; mitokondrilerde solunum zincirinde,
oksijenin tamamen indirgenmemesi ile reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve hipoklorik
asitin olusumuna yol agan miyeloperoksidaz ve siiperoksit radikali iireten NADPH
oksidaz araciligiyla oksidatif yanmay1 igeren savunma sistemleridir. Bir diger énemli

molekiil ise, anreaktif olarak L-arjinini NO" ve L-sitruline doniistliren, nitrik oksit

Vitamin E



sentazlar olarak isimlendirilen bir grup enzim ile sentezlenen, nitrik oksittir. Oksijen
veya siiperoksit varliginda NO", nitrojen dioksit ve peroksinitrit olan daha reaktif tiirlere

dontstiiriliir.

Biyolojik sistemlerde, oksidatif stresle olusturulan reaktif tiirler, genel olarak
radikaller olarak diisiiniiliir. Bunlar biyomolekiiller i¢in genellikle yiiksek oranda reaktif
olan bir veya daha ¢ok eslenmemis elektronlu molekiillerdir. Ozellikle hidrojen peroksit
gibi radikal olmayan, oksijenden tiiretilmis diger reaktif molekiiller de vardir.
Eslenmemis iki elektronunun antiparalel spiniyle karakterize olan tekil oksijen ('AO,),
normal triplet oksijenle karsilastirldiginda (*AO»), yiiksek oranda reaktiftir. Prensipte,

her iki tiirde oksijen olmasina ragmen, radikaldir [33].

Aerobik organizmalarda, mitokondri tarafindan oksijenin kullanilmasi sonucu,
stiperoksit (O," 7), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil radikali (HO" 7) gibi birkag
reaktif radikal iiretilmektedir. Ayrica nitrik oksit (NO) de mitokondri tarafindan tiretilir
ve yaslanma ile olusturulan birka¢ hastalikla birlikte yaslanma siireglerini de
kapsayabilir. Oksidan iiriinlerin bir diger potent kaynagi fagositlerdir ve onlar
stiperoksit (O, "), hidrojen peroksit (H,O,), hidroksil radikali (HO" "), nitrik oksit (NO")
ve hipoklorik asit (HOCI) tretirler. HOCI, nitrit varliginda nitrojen dioksit (NO,") ve
nitril kloriir (NO,CI) gibi diger reaktif metabolitleri olusturabilen bir inflamasyon araci

ve gliclii bir oksidan olan klorlu bilesiklerdir.

Potansiyel olarak zararli bilesiklerin olugmasina 6nemli bir sekilde katkida
bulunabilen nitriti, NO,CI ve NO," ’ye doniistiiren, aktive edilmis insan polimorfoniilear

notrofillerinin varligida s6z konusudur.

Peroksinitrit (ONOOQO’), aktive olmus makrofajlar ve endotelyal hiicrelerde
kesfedilmis olan nitratlayict ve giiclii bir okside edici ajandir. Makrofajlar ve nétrofiller
gibi farkli hiicre tiplerinin bir¢ogunda ortaya ¢ikarilmig olan nitrik oksit ve siiperoksitin
reaksiyonu sonucu Tlretilen peroksinitritin, DNA’da zincir kirilmalar1 ve yapi
modifikasyonlar1 gibi DNA hasari, iskemi-reperflizyon hasar1 ve aterosklerozis gibi

doku hasar1 ve oksidatif stresle baglantili oldugu gosterilmektedir [42].

Basit bir sekilde oksidan veya radikal olarak tanimlanan reaktif oksijen, reaktif
nitrojen ve klorlanmis tiirlerin potansiyel olarak agiga cikarilmis etkileri, yaslanma

surecinde etkili olabilir.
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Aerobik organizmalar, kompleks antioksidan savunma sistemleri tarafindan
oksidatif saldirilara karsi iyi bir sekilde korunmaktadir. Oksidatif stres olarak
tanimlanan, oksidanlar ve antioksidanlar arasinda meydana gelen bir dengesizlik,
yaslanma siireci boyunca gozlenmektedir. Oksidan tiirler tarafindan indiiklenmis
oksidatif stres, antioksidan savunmalarin tiiketildigi ya da radikal reaksiyonlarin,
antioksidan savunma mekanizmalarindan daha biiyilik oldugu durumlarda meydana gelir

[43].

Biz immiin sistemde 6nemli pozitif rol oynayan oksidanlarin iiretimine katkida
bulunan, oksijence zengin bir ¢evrede yastyoruz ve besinlerden enerji elde etmek igin
oksijeni kullantyoruz. Bunun sonucu olarak salinan oksijen radikallerinin kontrolii ve

iretimi hayat siirecinin bir parcasi haline gelmektedir [34].

Oksijen, oksijenden tiiretilmis serbest radikalleri olusturmak i¢in, diger
molekiillerden elektronlar1 kolay bir sekilde alir. Oksijenin hiicreler i¢in toksik olmasi,
bu oOzelliginden dolayidir. Solunum dahil bir ¢ok hiicre i¢i reaksiyonlarda oksijen,
stiperoksit (O," ) veya hidrojen peroksit (H,O;)’e indirgenir. Bu molekiiller, diger
biyolojik molekiiller ile sadece orta derecede reaktiftir, fakat onlar biyolojik sistemlerde
reaktif oksijen tiirlerinden olusturulan oksidatif hasarin en ¢ogu i¢in dogrudan sorumlu

olabilen ve en yiiksek miktarda reaktif olan hidroksil radikalini olusturabilir [40].

Aerobik hiicreler reaktif oksijen tiirlerinin hasar etkilerini dnlemek i¢in, oksidatif
kusatmanin devam ettigi durumlarda gozlenen genis bir savunma mekanizmasina
sahiptirler ve bu hiicrelerin hayatta kalmasi, antioksidanlar ve ROT arasinda bir

dengeye baglhidir [40].

Canlilarin hayatlar1 boyunca etkilendigi reaktif oksijen tiirleri, oksidatif hasarlara
yol agmaktadir. Kiimiilatif ve potansiyel olarak artan miktardaki hasar, yaslanmadaki
fonksiyonel ve patolojik bozukluklara yol a¢maktadir. Serbest radikallerin DNA,
proteinler ve lipitlerde hasarlara yol actig1 bir ¢ok arastirici tarafindan ¢alismalarla

bildirilmistir [44-50].

Oksidatif stres, oksijen serbest radikallerinin olusumu ve antioksidan savunma
sistemleri tarafindan bu tiirlerin inaktivasyonu arasindaki dengesizligin bir sonucu

olarak da meydana gelmektedir [51].
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ROT’leri, mutagenezis, karsinogenezis ve tiimor ilerlemesine sebep olan
faktorler olarak Onerilmekte ve bir¢cok insan hastaliklarinin patofizyolojisini ve
sebeplerini ortaya ¢ikarmaktadir. ROT’leri DNA’da zincir kirilmalarimi ve ayni
zamanda mutagenik ve karsinogenik etkilere yol agan DNA yapisinin oksidatif

modifikasyonlarini da indiikler [24].

ROT’leri normalde kisa yarilanma Omriine sahip olmasina ragmen DNA,
proteinler ve doymamis yag asitleri ile reaksiyona girebilirler. Bu durum DNA’da zincir
kirilmalar1 ve oksidatif hasar, protein-protein ve protein-DNA ¢apraz baglanmalar ile
sonuglanir. Lipitlerin oksidasyonu, hiicrede ¢ok daha uzun reaksiyonlar ile devam eden
lipit peroksitleriyle sonuglanir. Onlar radikal zincir reaksiyonlarin1 baglatir ve bdylece

sebep olduklar oksidatif hasar artar [52, 53].

Biitlin membran lipitleri polidoymamis yag asitleri (PUFA)’ni igerir ve serbest
radikal hasarina kargs1 hassastirlar. PUFA’lar C=C gibi ¢ift bagl karakteristik bir yapiya
sahiptir. Bu yapi, peroksit {riinlerini olusturan, dien konjugatlarima kars1 ve
molekiillerden hidrojen atomlarinin ¢ikarilmasina yol agan hidroksil radikaline karsi

hassastir.

Reaktif oksijen tiirleri ya da diger reaktif maddeler proteinleri oksitleyerek,
onlarin oksidatif modifikasyonlarinda rol oynayabilirler. Aromatik aminoasitlere,
sisteine ve disiilfit baglar1 (S-S)’na saldirirlar. Bu durum immiinoglobulinler, albumin
ve kollojeni kapsayan ¢esitli ekstraseliiler proteinlerin konformasyonel biitlinliigiinii
ciddi olarak etkilemektedir ve sonugta bir ¢cok fizyolojik bozukluk ve hastaliklarin
sebebi veya gelisiminden sorumlu olmaktadirlar. Proteinlere serbest radikal saldirisinin
karakteristik bir 6zelligi, otoflorescens olusumudur. Bu florescent protein degisimleri,

kataraktl lenslerde ortaya ¢ikmaktadir [54].

Serbest radikaller karsinogenezis i¢in de bir aracidir. Bu mekanizma, DNA’da
tek ve ¢ift zincir kirilmalarina, mutagenezise ve hiicre 6liimlerine yol agar. Hidrojen
peroksit’in metal iyonlar1 (Fe ve Cu) ile DNA’da etkilestigi 6zel bir bolgede, hidroksil

radikalinin hasarina yol acar.

DNA ile interselat olusturabilen ve baglanabilen sigara dumanindaki

semikinonlar normal olarak, siiperoksit radikali ve hidrojen peroksit tretirler. Aktif
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oksijen tiirleri, radyasyonla indiiklenmis karsinogenezisde biitin DNA zincir

kirilmalarimin %70’inden sorumludur.

Glukoz, mannoz ve deoksi sekerler gibi sekerler, hidrojen peroksit liretmek i¢in
okside olurlar. Monosakkaritlerin otooksidasyonuyla iiretilen okzoaldehitler, diyabet,
kanser ve sigara icimiyle ilgili hastaliklarin bir gostergesi olarak ortaya c¢ikmaktadir.
Diyabet hastalarinin serumlarinda bulunan florescent albumin kompleksleri ve
florescent I1gG kompleksleri, oksijen serbest radikalleri tarafindan iiretilmektedir.
Fizyolojik sartlar altinda otooksidize olabilen basit sekerler; diabetes mellitus’ta
mikroanjiyopatik komplikasyonlarda ortaya ¢ikan, c¢esitli proteinlerin ¢apraz

baglanmasini ve oksidasyonunu arttirabilen siiperoksit radikalini {iretirler.

Oksijen radikalleri, yiiksek vizkozitede kalmak i¢in, sinoviyal sivida bulunan
hiyalunorik asit gibi karbonhidrat polimerlerinin pargalanmasina da sebep
olmaktadirlar. Romatoid artirit’te karbonhidrat polimerleri, oksijen radikalleri

tarafindan olusturulan uyarilmis bir etki ile depolimerize olmustur [28].

Oksijen, organik molekiillerin oksidasyonuyla enerji elde etmek icin kurulmus
metabolik reaksiyonlarda primer oksidandir. Oksijen kullanilan metabolik reaksiyonlar,
oksidatif stresle sonuclanir ve bu biitiin hiicrelerde prooksidan /antioksidan denge
durumunda bir bozulma olarak tanimlanir. Oksidatif stresin bu taniminda hiicreler,
normal aerobik metabolizma boyunca devamli bir sekilde {iretilen ve detoksifiye edilen
oksidanlarin tamamini kapsayan prooksidan /antioksidan sistemlere sahiptir. Ek
oksidatif olaylar meydana geldiginde, prooksidan sistemler antioksidanlarin dengesini
bozar ve potansiyel olarak lipitler, proteinler, karbonhidratlar ve niikleik asitler igin
oksidatif hasar {iretir, son olarak asir1 oksidatif stres hiicre 6liimiine yol acar. Hafif ve
kronik oksidatif stres, bu sistemlere katilan proteinlerin indiiklenmesi veya
baskilanmasiyla ve glutatyon, E vitamini gibi hiicresel antioksidan depolarinin

titkenmesiyle antioksidan sistemleri degistirebilir.

Prooksidan/antioksidan sistemler arasinda bir bozukluk, radyasyon, ¢evre
kirleticileri ve verilen ilaglar (ksenobiyotikler, yabanci maddeler)’in metabolizmasi ve
hastalik veya enfeksiyonlara immiin sistemin cevabini igeren durumlar farkli oksidatif
saldirilarla sonuglanir. Radikal; oksijen veya nitrik oksit gibi kii¢iik bir gaz molekiilii
olabilir veya protein, karbonhidrat, lipit veya niikleik asit gibi biiyiik bir biyomolekiiliin
bir parcasi da olabilir [55].
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Reaktif oksijen tiirleri, mitokondriyal ve mikrozomal enzimatik reaksiyonlarda,
aerobik metabolizmanin normal bir {iriinii olarak olusturulmaktadir. Fakat, reaktif

oksijen tiirleri patofizyolojik sartlarda yiiksek oranda tiretilmektedir [56].

Membrana bagli mikrozomal monooksijenaz (MMO) sistem c¢ogu hayvan
dokularinin endoplazmik retikulumunda lokalize olmustur. MMO bilesikleri karaciger
hiicrelerinde bulunmasina ragmen, bu sistem akciger, bobrek, beyin, lenfositler,
vaskiiler diiz kaslar, burun, intestinal epitel ve nazal mukozada da mevcuttur. Cok
sayida eksojen ve endojen bilesiklerin oksijenasyonunu katalize eden MMO sistemi,
terminal oksidazlar olarak hem-tiyol protein olan P4so sitokromlardan olusmaktadir.
MMO’nun temel fonksiyonu, bazi endojen substratlarin yanisira ekzojen bilesliklerin
(ilaglar, karsinogenler ve ksenobiyotikler) oksijenasyonu olarak ortaya c¢ikmaktadir.
Monooksijenaz reaksiyonlari, flavoprotein NADPH-Pysy rediiktaz ile P4so-ye aktarilan
iki elektronun girisine ihtiya¢ duyar. Psso i¢in elektron girisi, oksijen aktive etmek ve
sonunda bir oksijen atomunu substrat molekiiliine yerlestirmek i¢in gereklidir. MMO
sistemi reaktif oksijen tiirlerinin {iretiminde rol oynayarak hiicrelerde oksidatif stresin
kaynagi olarak da yer almaktadir. Okaryotik monooksijenazlarda, aktive edilmis
oksijenin 6nemli bir kism1 herhangi bir substrat modifikasyonu olmaksizin enzimden
salinir. Pek ¢ok hiicrede MMO, mitokondri tarafindan liretilen seviyelere benzer olarak
ROT’un fizyolojik olarak 6nemli seviyelerini iiretir. ROT, Pyso katalitik dongiisiiniin
ayrismasi ile primer olarak tretilir. ROT lipit peroksidasyonu, protein disfonksiyonu,
niikleik asit oksidasyonu, hiicre 6liimii ve kanseri iceren gesitli toksik etkilere yol acan

hiicresel makromolekiilleri dogrudan modifiye edebilir [57].

Reaktif oksijen tiirleri, membran fonksiyon kaybina, membran akiskanliginin ve
sonugta membran yapisinin bozulmasma yol acan lipit peroksitlerinin olusumunda,
membran fosfolipitleriyle zincir reaksiyona neden olan yiiksek derecede toksik

oksidanlardir [58].

Viicutta ¢ok sayida biyokimyasal reaksiyon, hiicresel hasara sebep olabilen
eslesmemis elektronlu molekiilleri, serbest radikalleri ve yiiksek oranda reaktif oksijen

igeren molekiilleri tiretirler [58].

Reaktif oksijen tiirleri ve serbest radikallerin ¢evresel kaynaklari; kirleticiler,

organik ¢oziiciiler, pestisitler, sigara dumani, anestetikler, hiperoksiya ve belirli
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ilaglardan olusur. Ayrica asir1 egzersiz ve iskemi de serbest radikal iiretimine yol agar

[28, 58].

Eslenmemis bir elektron, stabil degildir ve yiiksek oranda reaktiftir. Eslenmemis
elektronun stabil duruma donilismesi i¢in, bir diger elektronla ciftlesmesi gerekir.
Serbest radikaller, ihtiya¢ duyulan elektronu yakalamak i¢in girisimde bulunan diger

bilesiklerle hizli bir sekilde reaksiyona girer.

Genel olarak serbest radikaller, viicutta en yakinindaki stabil molekiile kolayca
saldirarak bir elektronu kagirir. Bir elektronun kaybiyla, stabil molekiiliin kendisi bir

serbest radikal olur ve bir zincir reaksiyonu baslar.

Antioksidanlar, kendi elektronlarindan birini vererek serbest radikalleri notralize

eder, boylece elektron kagiran reaksiyonlar sonlanir.

Serbest radikaller gittikleri her yerde hasara sebep olan kasirga gibidir. Onlar,
yaygin olarak hiicre membranlarinda doymamis yag asitleri ve lipoproteinlere
saldirarak, lipit peroksidasyonu olarak isimlendirilen zincir reaksiyonlarini baglatirlar.
Kontrol edilmeyen lipit peroksidasyonu, hiicre yapilarina hasar verir ve onlarin
fonksiyonlarini bozar. Serbest radikaller ayn1 zamanda proteinler ve DNA’ya da hasar
verir. Onii almamayan serbest radikallerin olusumu ve beraberinde olusturdugu hasarin
her ikisi birden oksidatif stres olarak isimlendirilir. Bu stres kanser, artrit, katarakt,
inme, yangi, otoimmiin hastaliklar, nérodejeneratif hastaliklar ve kalp hastalig1 gibi
hastaliklarin gelisimini ve yaslanma siirecini kapsamaktadir [34, 56]. Arastirmacilar,
oksidatif stresle viicudun savagina besinsel antioksidanlarin yardim ettigini ifade

etmektedirler [58].

2.3. Antioksidan Savunma Sistemleri

Oksijen radikalleri (sliperoksit anyon radikali, hidroksil radikali ve peroksi
radikaller), hidrojen peroksit ve tekil oksijen gibi reaktif non-radikal oksijen tiirler,
karbon, nitrojen ve siilfiir radikalleri gibi cesitli reaktif molekiillerin hiicresel ve
cevresel olusumu oksidatif strese yol agmaktadir [58].

Serbest oksijen radikallerinin meydana getirdigi etkilerin giderilmesi i¢in viicut

savunma sistemi gelistirmistir. Antioksidan savunma sistemi adi verilen savunma
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sistemi, fizyolojik veya ¢evresel olarak meydana getirilen serbest oksijen radikallerini

ortadan kaldirmaktadir.

Antioksidan savunma sistemi, siiperoksit dismiitaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon rediiktaz (GR) gibi antioksidan enzimleri
ve glutatyon, vitaminler (A, C, E), melatonin ve baz1 eser elementleri kapsayan enzim

olmayan antioksidanlar1 icermektedir [30, 37, 59, 60].

Cevresel ve hiicresel faktorlerin etkisiyle olusturulan reaktif oksijen tiirlerinin
detoksifiye edilmesinde, ekzojen olarak alinan ya da fizyolojik olarak yapilan
antioksidanlar gorev almaktadir.

Biitlin aerobik hiicreler, oksidanlarin olusturdugu hasara kars1 hiicreleri korumak

icin ¢ok sayida detoksifikasyon ve tamir mekanizmalari gelistirmistir [27].

2.3.1. Enzimatik Savunma Sistemleri ve Ozellikleri

2.3.1.1. Siiperoksit Dismiitaz (SOD)

SOD, siiperoksit anyon radikali (O," 7)’nin, daha az reaktif olan H,O,’e
indirgenmesini katalize eder.

20, "+ 2H" — H,0, + O,

Bir radikal iizerine direkt olarak hareket eden tek enzimdir. Hidrojen iyonu
kullanir ve oksijen iiretir. Toksik ve reaktif olan O," ~’ni siipiirerek hiicreleri korur.
Kesin ozgiilliige sahip olan bu enzim kofaktor olarak Cu, Zn, Mn ve Fe’1 kullanur.

Intraseliiler olarak; prokaryotlarda, matrikste Mn-SOD olarak, periplazmik
boslukta Fe-SOD olarak, dkaryotlarda ise, Cu-Zn SOD olarak sitozol ve niikleusta yer
alir. Mitokondriyal matriks ve niikleusta ise Mn-SOD olarak bulunur.

SOD aktivitesindeki herhangi bir artis, SOD f{iriinii olan H,O;’in iiretimini de
arttirdigr i¢in beraberinde, katalaz ve GSH-Px aktivitesinde de artiglara yol
acabilmektedir. Eger SOD aktivitesi, H,O, siipiiriictilerinin aktivitesini asarsa, H,O»
birikiminden dolayi, siiperoksit toksisitesinde artislar ortaya ¢ikabilmektedir [28, 52, 61,
62].
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2.3.1.2. Katalaz (CAT)

H,0,’1 suya ve oksijene doniistiirerek siipiiren bir diger enzim katalazdir.

2H,0, — 2H,O0 + O,

Tetramerik yapida olan katalaz, dort tane ferri hem grubu igermektedir. En
yiiksek oranda karaciger ve eritrositlerin peroksizomlarinda lokalize olmustur.
Peroksitleri ortadan kaldirarak, lipit peroksidasyonuna karst da koruyucu rol

oynamaktadir [28, 52, 58, 63].

2.3.1.3. Glutatyon Rediiktaz (GR)

Dimer yapili bir enzim olan GR, hiicrede indirgenmis bir durumda glutatyon
havuzu olusturmak icin, okside glutatyonu rediikte glutatyona NADPH’a bagimli olarak
katalizleyen bir flavoproteindir [55, 62].

GSSG + NADPH + H" — 2GSH + NADP"

Bu enzim varliginda, H,O,’in arttigi durumlarda, glutatyon havuzu indirgeme
olayinda ¢ok etkili olmaktadir. H,O,’i suya indirgemek i¢in de NADPH’1 kullanur. Iki

elektron gerektiren bir siire¢ olan bu dongiiniin net sonucu asagidadir :

H,O, + 2GSH — GSSG + H,0O
GSSG + NADPH — 2GSH + NADP" + H'

H,0, + NADPH — NADP" + H' + H,O

2.3.1.4. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Selenyum (Se) bagimli glutatyon peroksidaz enzimi, hidrojen peroksit (H,O,) ve
lipit peroksitlerine karsi aktiftir [64]. Enzimin aktivitesi, enzim i¢in tek hidrojen veren
glutatyon (GSH)’un bol miktar1 ve enzimin dort subiinitesinin her birindeki Se varligina

baghdir.
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Se eksikligi GSH-Px aktivitesinde azalmaya ve lipit peroksidasyonunda artislara
yol agmaktadir [50]. GSH-Px, rediikte glutatyon (GSH)’u okside glutatyon (GSSG)’a
doniistiirerek, hidrojen peroksiti ortadan kaldirir [64].

H,O, + 2GSH — GSSG + 2H,0

Okside glutatyonun rejenerasyonu, NADPH- bagimli glutatyon rediiktaz ile
olmaktadir [28].

NADPH—NADP
GSSH > 2GSH

GSH-Px, organik peroksitleri ise alkole indirger.

ROOH + 2GSH — ROH + H,O + GSSG

Selenyum bagimsiz GSH-Px ise, sadece lipit hidroperoksitlerine etki eder [62].

2.3.2. Enzimatik Olmayan Savunma Sistemleri ve Ozellikleri

a-tokoferol (E vitamini), B-karoten (A vitamini), askorbat (C vitamini) gibi
vitaminler antioksidan savunma sisteminde yaygin bir sekilde yer alan vitamin
grubudur.

Vitaminlerin yani sira glutatyon ve Cu, Zn, Fe, Mn, Se gibi mineraller de non-

enzimatik antioksidan savunma sisteminin bir parcasidir [30, 57, 60].

2.3.2.1. Vitaminler

E vitamini nonpolar izoprenoid yan zincirler ve polar hidroksile olmug aromatik
halkalara sahip, tokoferol bilesiklerine ait olan antioksidan ailenin bir iyesidir.
Tokoferol, bir geranil zincirine sahip olan tokotrienol analogudur ve bir fitil zincirine

sahip olan dort tokol’ii kapsayan tam bir antioksidandir [41, 55].
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Membran yapisinin stabilizasyonunda ve lipit peroksidasyonuna karsi korumada
rol oynayan E vitamini, ¢ok bol bulunan, yagda c¢oziinen bir antioksidandir ve
oksidanlara kars1 viicudun ilkin savunucularindan biridir. E vitamininin absorbe
edilmesi i¢in besinsel yaga ihtiya¢ duyulur. LDL ile plazma lipoproteinlerinin lipit
komponenti seklinde kanda tasinir. Plazmada lipoprotein lipitlerini korur ve lipit
peroksitleri (LOO") siipiiriir. En etkili zincir kirici antioksidan olan E vitamini lipit
peroksidasyonuna karsi zincir reaksiyonunu etkili bir sekilde kirarak, polidoymamis
yaglari serbest radikal hasarindan korur [28, 58].

Tokoferoller, spesifik olarak a-tokoferol (E vitamini), serbest oksijen radikalleri,
lipit peroksi radikalleri ve tekil oksijen siipiiriicii olan ¢ok yonlii antioksidanlardir ve
membran dengeleyiciler olarak, memeli arastirmalarinda ¢ok calisilmistir. Bu rol, onun
tamamen benzokinon halkasinin yakininda bulunmasi, hiicre membranlarinda yer
almasi ve indirgenmis fitil zinciri ile iligkilidir [42, 65].

Hiicre membraninda internal ve eksternal olarak tretilen oksidatif stresler
sonucu meydana getirilen hasarlarin en etkili bir sekilde onlenmesi E vitamininin
hidroksil ve peroksil radikalleri ile reaksiyona girmesi ile olmaktadir [55].

Askorbik asit, primatlar (insan dahil) hari¢ bir ¢ok hayvan tarafindan sentezlenir.
Suda ¢6ziinen bu vitaminin temel gereksinimi, besinsel alim ile karsilanir. Ekstraseliiler
stvida islev goren C vitamini ¢ok bol bulunan bir antioksidandir. Serbest radikallerin
stiplirilmesinde rol oynayan C vitamini, ayni zamanda E vitamininin yeniden
yapilanmasinda ve aktif forma doniistimiinde de gorev almaktadir [28, 58].

Insan diyetinde 6nemli bir vitamin olan C vitaminiyle ilgili epidemiyolojik
calismalar, mide, pankreas, agiz, 6zofagus kanserleri gibi kanser risklerinin olusumu ve
C vitamininin diigiik alinimu ile arasinda bir iligski oldugunu gostermistir [28].

Askorbat, oksidatif stres tarafindan olusturulan hasar1 azaltir ve bir¢ok serbest
radikal i¢in indirgen olarak fonksiyon goriir. Askorbat direkt olarak enzim katalisti
olmaksizin serbest radikalleri siipiirebilir ve tokoferolleri yeniden indirgenmis forma
doniistiirerek de, serbest radikalleri indirekt olarak siipiirebilir [41].

Karotenoidler, renkli meyve ve sebzelerle, bitkilerde bulunan molekiillerin bir
sinifidir. Insan hayati icin temel degildir. 600’den fazla karotenoid bilinir ve yaklasik
50’s1 yagda ¢oziinen A vitamininin Onciilii (retinol olarak isimlendirilir) olarak ¢alisir.
A vitaminine 6zellikle géz retinasiin fonksiyonu i¢in ihtiya¢ duyulur. A vitamininin

eksikligi diinyada, ¢ocuklarda korliik ile sonuglanir.
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Besinsel bir antikarsinogen olan B-karoten, peroksi radikallerin siipiiriilmesinde
a- tokoferollerin etkisini arttirir ve kalp hastaligina kars1 da koruyucu etki gosterir.

Bitkilerde bulunan bu antioksidan bilesikler, klorofil ile 151gin interaksiyonu
sonucu olusan tekil oksijeni siipliriir ve ayrica hidroksil radikalini siipiirerek lipit

peroksidasyonunu inhibe eder [28, 41, 65, 66].

2.3.2.2. Glutatyon

Glutatyon (GSH), mitokondri, niikleus ve sitoplazmada bol bulunan ve bu hiicre
kompartmanlarinda ¢oziinebilen biiyiik bir antioksidandir. GSH, Se-GSH-Px’in H,O,’1
ortadan kaldirmasi ile disiilfit’e (GSSG) okside olur. Diger enzimler oksidan olan
H,O,’den daha cok lipit peroksitleri kullanarak da glutatyonu okside edebilirler.
Boylece GSH, hem ¢oziinebilir hem de lipit peroksitleri detoksifiye edebilir. GSSG,
daha sonra indirgen olarak NADPH’1 kullanarak glutatyon rediiktaz tarafindan
indirgenir. Bir¢ok peroksitin detoksifiye edilmesinde indirgeyici giic kaynagi saglayan
NADPH, pentoz fosfat yolu ve diger sitoplazmik kaynaklarla indirgenir [55].

GSH, hiicresel antioksidan savunma sisteminde yer alan merkezi ajanlardan
biridir. GSH, insan plazmasinda mikromolar seviyelerde, intraseliiler olarak milimolar
konsantrasyonlarda bulunur. GSH, disiilfit’e (GSSG) okside olarak bir antioksidan gibi
davranir ve bu oran dokuda oksidatif stresi tanimlamak i¢in kullanilir. GSH/GSSG oran
degerleri, egzersiz, alzheimer hastaligi, tiimor biiylime sartlar1 ve yaslanma gibi gesitli
durumlarda oksidatif stresle baglantili olmustur [33].

Hiicresel GSH konsantrasyonu, onun antioksidan fonksiyonu iizerinde biiyiik bir
etkiye sahiptir. Oksidatif sartlar altinda GSH konsantrasyonu, oksidatif stresten
etkilenen hiicrelerden glutatyon disiilfit (GSSG) ve glutatyon konjugatlarinin salinimi
ile 6nemli oranda azalabilmektedir [55].

GSH, birgok durumda antioksidan olarak fonksiyon gosterebilir. GSH, tekil
oksijen, stiperoksit ve hidroksil radikalleri ile kimyasal olarak reaksiyona girebilir ve
bdylece direkt olarak, serbest radikal siipiiriicii gibi fonksiyon gosterebilir. GSH, lipit
peroksidasyon reaksiyonlar1 ile olusan agil peroksitleri ortadan kaldirarak membran
yapisini kararli hale getirebilir. Se-GSH-Px enzimi ile H,O,’i GSSG’a doniiserek
indirger ve boylece GSH, aktive oksijenin detoksifiye olmasinda alternatif bir yol olarak

gorev alir [41].
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2.3.2.3. Bazi Eser elementler ve Mineraller

1- Manganez: Mangan oncelikle SOD aktivitesine sahip oldugu bilinen bir
elementtir. Bunun yami sira, katalitik olarak, hidrojen peroksiti oksijene doniistliren
katalaz aktivitesine de sahip oldugu rapor edilmistir. Diisiik molekiiler agirliga sahip
olan Mn, E vitamini gibi nonkatalitik ROT siipliriiciilerin etkilerini arttirarak, sliperoksit
anyon radikali, hidrojen peroksit ve diger potansiyel ROT’lar1 ortadan kaldirma
yetenegi ile cesitli hastalik durumlarinda dokularin korunmasina yardimci olmaktadir
[67].

Mn-SOD, mitokondride siiperoksite karsi yer alan baslica enzimatik savunma
mekanizmalarindandir [28, 67].

2- Demir: Demir, katalazi igeren bir¢ok enzimin, sitokromlarin aktivitesi ve
memelilerde hemoglobin tarafindan oksijenin tasinmasini kapsayan temel bir metaldir.
Redoks dongiisli, demir igeren gecis metallerinin bir karakteristigidir [28, 67]. Eksikligi
ve fazlaligi, insanlarda patolojik sartlarda sirast ile, mikrositik anemi ve
hemokromatozisi indiikler [2, 67].

Hem’de demir varligi, demir-siilfiir gruplar1 veya proteinlerle yakin bir sekilde
yer almasi, oksijen transportu, enerji metabolizmasi, elektron transportu ve H,O;
seviyesinin ayarlanmasi gibi temel hiicresel fonksiyonlarda dnemli bir rol oynar [67].

3- Bakiar: Radikal siipiiriicii antioksidanlar, oksidatif strese karsi in vivo total
savunma sisteminde onemli rol oynamaktadirlar. Serbest radikallerin yol ac¢tig1 lipit
peroksidasyonu, zincir sonlanmasinin hizlanmasi ya da zincir reaksiyonlarinin
baslamasinin baskilanmastyla inhibe edilebilir. Zincir baslamasina yol agan aktif serbest
radikallerin olusumu, bakir gibi metal iyonlarinin ise karigmasi ile inhibe edilebilir.

Bakair siiperoksit radikallerinin indirgenmesinde ve ortamdan uzaklastiriimasinda
rol oynayan Cu-Zn-SOD gibi enzimlerin fonksiyonu i¢in temel olan bir elementtir [28,
67].

4- Cinko: Cinko immiin sistemin fonksiyonu i¢in temel bir maddedir. Genel bir
antioksidan olan Cu-Zn- SOD’in yapisinda yer alan ¢inkonun bir antioksidan olarak
fonksiyon goérmesi ile yaslanmaya karsi kiiresel bir koruma saglar. Cinko eksikligi,
viicutta hasar verici serbest radikallerin artmasina ve hiicrelere saldirmasina, genel bir

tahribata ve yaslanmaya yol agmaktadir [2, 28].

21



5- Selenyum: Antioksidan sistemin bir parcasi olan glutatyon peroksidaz
enziminin olusumu i¢in temel olan selenyum, tiroid’in fonksiyonu i¢in de 6nemli bir

eser elementtir [2, 28].

2.4. Selenyum ve Selenyum Bilesiklerinin Biyolojik Ozellikleri

Temel eser bir mineral olan selenyum, kii¢iik miktarlarda serbest radikal
hasarindan hiicreleri ve dokulart koruyan vitamin E ve C gibi ¢ok Onemli bir
antioksidan, fakat daha biiyiik miktarlarda toksik olabilen bir mineraldir. Selenyum,
periyodik cetvelde siilfiir gibi kimyasal ve fiziksel karakterleri benzeyen elementlerin
altinda yer almaktadir. 1295°de Marco Polo tarafindan hayvanlarda selenyum eksikligi
ilk olarak rapor edilmistir. 1930’larda ciftlik hayvanlarinda alkali hastaliklara sebep
oldugu gosterilmistir ve 1957°de hayvanlar i¢in temel oldugu saptanmistir. 1969’da
hayvanlarda selenyum yetersizligi ilk olarak tanimlanmistir. 1973°’de Glutatyon
Peroksidaz (GSH—Px) enziminin kofaktorii olarak kesfedilmistir. 1979’da insan sagligi
icin Oneminin ilk raporlart gdzlenmistir. Selenyum, Berzelius tarafindan 1817°de
tanimlandiktan sonra Ay Tanrigasi Selen’den esinlenerek bu isim verilmistir [68-70].
Bitkilerde ve hayvanlarda dogal olarak, selenosistein, selenometionin ve diger benzer
stilfiir aminoasit yapilarinda bulunan selenyumun, organik ve inorganik olarak iki formu
bulunmaktadir [70]. Biyolojik sistemlerde bulunan baglica selenyum tiirlerinin kimyasal

formiilleri asagida Cizelge 2.1.’de gosterilmektedir.
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Cizelge 2.1. Biyolojik Sistemlerde Bulunan Baslica Selenyum Tiirlerinin Kimyasal

Formiilleri [71]

SEIENIt ... (Se057?)

SElENAL.........ceeeeeeeeeeeeeeee (Se04?)

Trimetil selenonyum iyonu............. Me;Se”

Dimetil selenit.........coooevveveeeiiiininnin. Me,Se

Monometil selenol.......................... (CH3)SeH
Selenosistein............................H;N"-CH(COO")-CH,-SeH
Selenosistin........ccceeveeeeveeecreeecneens H;N"-CH(COO)-CH,-Se-Se -CH,- CH(COO")-NH;"
Selenometiyonin...........cceeceeveeeneenne H;N"-CH(COO)-CH,- CH,-Se-Me

Se- metilselenosistein.................... H;N"-CH(COO)-CH,-Se-Me

Glutamil-Se-metilselenosistein. . ...H3N+—CH(COO')—CHz—CHz—CO—NH—CH(COO")—CHZ—Se Me

Selenosistatyonin...............c.......... H;N"-CH(COO)-CH,- CH,-Se-CH,- CH(COO")-NH;"
Selenohomosistein............oe....... H;N"-CH(COO)-CH,- CH,-Se-H
Selenosistamin............ceeeeeeeeeeenn... H,N- CH,-CH,-Se-Se- CH,-CH,-NH,

Se-Adenozilselenohomosistein....NH,CH(COOH)CH,CH,SeCH,C,H;03CsN4,NH,

Bitkisel ve hayvansal besinlerde topragin igerigine bagli olarak degisik
miktarlarda selenyum bulunmaktadir. Hayvansal organizmada en yliksek oranda bobrek
korteksi, karaciger, pankreas ve hipofiz gibi organ ve dokularda yiiksek miktardadir ve
birikime ugradig1 saptanmistir. En yiiksek selenyum seviyesi kaslarda gozlenmistir.
Hemen hemen biitiin hiicrelere yayilmis olan selenyum, iskelet kasina gore kalp kasinda
daha yiiksektir, akciger ve beyinde diigiik miktarlarda bulunmaktadir [7, 72].

Besinsel olarak bulundugu en iyi kaynaklar; organ etleri (sakatat), deniz
besinleri, selenyumca zengin topraklarda yetisen besinler, sarmisak, sogan, maya ve
brokoli olarak siniflandirilabilir [73, 74]. Asagida Cizelge 2.2.”de besinlerdeki selenyum
miktarlar1 pg olarak verilmistir.

Selenyum ¢ok potent antikarsinojen ve antimutajen bir eser elementtir. Asiri
derecede diisiik mikrogram dozlarda koroner hastaliklarin riskini 6nemli oranda
diisiirmektedir. Antiinflamatuar 6zelliginden dolay1 giinliik 100-150 pg’1 romatoid artrit
olaylarinin %40-45’inde olumlu klinik etkiler gézlenmektedir [75].
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Cizelge 2.2. Besinlerdeki Selenyum Miktarlar1 [76]

BESIN SERVIS SEKLI SELENYUM (pg)
Brezilya findig1 28.4 gram (6-8 tane) 839
Karides 85 gram (10-12) 34
Yengeg eti 85 gram 40
Som Balig1 85 gram 40
Kalkan Balig1 85 gram 40
Sehriye (zenginlestirilmis) 1 kase (pisirilmis) 35
Piring (kahverengi) 1 kase (pisirilmis) 19
Tavuk (beyaz et) 85 gram 20
Domuz eti 85 gram 33
Sig1r eti 85 gram 48
Bugday Ekmegi 2 Dilim 15
Stut 85 gram veya 1 fincan 5
Ceviz 28.4 gram (kabugu ¢ikarilmig) |5
Cig yumurta 1 tane (biiytik) 15
Dana karacigeri 85 gram 48
Ton baligi (suyu alinmis,|100 gram 78
yagda konserve)
Morina (pisirilmis) 85 gram 40

Prokaryotlarda formik dehidrogenaz ve 6karyotlarda glutatyon peroksidaz’in bir
bileseni olan selenyum, hiicre kiiltiirlerinde hiicrelerin biiyiimesi ve in vivo olarak
normal biiylime ve gelisme i¢in gereklidir. En yaygin formlari selenit ve selenat olan
selenyum, hayvanlarda  selenosistein,  bitkilerde selenometiyonin  seklinde
bulunmaktadir. Insanin selenyuma maruz kalmasi, sebze, tahil ve tohumlarda yer alan
organik form olan selenometiyoninin sindirimi ile meydana gelmektedir. Yetersiz
selenyum alimi ve bir ¢ok kanser tiirli riskinin artig1 arasinda bir iligki oldugunu yapilan
epidemiyolojik c¢aligmalar One siirmektedir [77]. Metabolik olarak,  besinsel

kaynaklardan selenyumun eldesi ve yapimi hemen hemen imkansizdir. Vitamin E ile
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sinerjistik etki gosteren maya bagimli organik selenyumun ek bir besin olarak digardan
alinmasi1 gerekmektedir [72].

Temel olarak viicuttan atilimi {iriner sistemle olmakta ve ¢cok az olarak da feges
ve solunumla kayb1 s6z konusudur.

Selenyumun absorbsiyonu ise %80 oraninda ince barsaklarda ger¢eklesmektedir.
Selenyumun selenometiyonin formunun viicut igine %90 kadar1 absorbe edilir. Diger bir
cok formu ise %50-100 araliginda absorbe edilmektedir [78].

Glutatyon seviyesini korumada en temel iki besin, selenyum ve sistein amino
asitidir. Viicutta en yaygin selenyum formu, glutatyon peroksidaz yapisinda bulunan
selenosisteindir. Memelilerde toplam viicut selenyumunun % 40’1 selenoenzim
formundadir.

Selenyumun, mitokondrilerde ATP sentezinde, koenzimlerin biyosentezinde ve
bazi immiinolojik olaylarda énemli oldugu gosterilmistir. 3 aminoasitlik bir peptit olan
glutatyonun yiikseltgenme ve indirgenmesini saglayan sistemin bir pargasi olan
glutatyon peroksidazin her molekiilii dort atom selenyum igermektedir. Glutatyon
peroksidaz enziminin selenyuma bagimli ve bagimsiz iki izomeri vardir. Selenyum
bagimli glutatyon peroksidaz enziminin aktif merkezinde enzime kovalent bir sekilde
bagli selenosistein formunda selenyum bulunmaktadir. Bu enzim substrat olarak
hidrojen peroksiti hem de organik peroksitleri (Kiimene hidroperoksit) kullanabilir.
Buna karsilik, selenyum bagimsiz formu sadece lipit hidroperoksitlerini (kiimene)
substrat olarak kullanabilir. GSH-Px’in selenolat formu (E-Se) peroksit substratini
alkole indirgerken, kendisi de okside selenik asite doniisiir (E-Se-OH). Glutatyon bu
evrede reaksiyona katilarak selenosiilfit’i (E-Se-S-G) olusturur. Ikinci bir glutatyonun
selenosiilfite baglanmasi ile enzim, aktif formu olan selenolat formuna donerken,
glutatyon okside hale doniisiir. Serbest radikalleri notralize etmede kullanilan glutatyon
bilesiklerinin seviyesinin intraseliiler olarak yiikseltilmesinde, ilave edilen glutatyon
etkili degildir. Bu koruyucu bilesiklerin diizeylerinin arttirilmasinda en etkili faktorler ;
prosistein, N-asetilsistein ve selenyum’dur [79-82].

Selenyumun yag agcil peroksitleri ile hidrojen peroksitin yikilmasinda roliiniin
bulundugu ve antioksidan bir etken olan E vitamininin de, selenyumun bu etkisini
destekledigi diislinlilmektedir. Serbest radikal siipiiriicli olarak rol oynayan selenyum, E
vitamini ile birlikte calisir ve oksidatif hasardan lipitleri koruyarak, hiicre membran

biitiinliiglinlin korunmasina yardim eder.
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Temel eser bir element olan selenyum, kardiyovaskiiler sistemde koruyucu
etkiler gostererek, lipit peroksidasyonu ile olusturulan arter endotelyum hasarini
onlemekte ve trombosit agregasyonunu da engellemektedir. Hayvan c¢alisma
modellerinde karaciger nekrozlar1 ve pankreatik atrofi, selenyum eksikligi veya diisiik
selenyum seviyeleri ile iliskilendirilmistir [83].

Selenyuma karacigerin detoksifikasyon (sitokrom P4s0) sistemlerinin fonksiyon
gérmesi ic¢in gereksinim duyulur. Karacigeri toksinlerden, serbest radikal hasarindan
korur ve karaciger fonksiyonlarinin normal islemesini saglar.

Niikleik asit metabolizmasina karst da koruyucu rol oynayan selenyum,
antikarsinogen 6zellige de sahiptir.

Oksijen yetersizligine karsit hiicreleri koruyarak, serbest radikal hasarini
engelleyen ve mitokondrinin fonksiyonunu diizenleyen selenyum, kan basincini diisiiren
prostaglandinlerin yapimina da yardim eder ve daha az yapigkan plak olusumunu saglar.
Dokularin  inflamasyonunda ve  artritlerde  faydali  olan  antiinflamatuar
prostaglandinlerin {iretilmesiyle de selenyum ilgilidir.

Dokudaki daha yiiksek selenyum, biitiin kardiyovaskiiler hastalik olusumlarinin
azaltilmasi ile iligkili olup, selenyum eksikliginin yol actig1 konjestif kalp yetmezligini
de (Keshan Hastalig1) 6nlemektedir [7].

Selenyum; civa, kadmiyum, giimiis, arsenik ve kursunun zararli etkilerine ve
agir metal toksisitesine karsi korur ve bobrekler araciligiyla viicuttan sodyumun ve
suyun uzaklastirilmasina da yardim eder.

Selenyum vitamin E ile birlikte immiin sistemin koruyucu fonksiyonunu 20-30
kat daha fazla diizenler ve birlikte sinerjistik etki gosterirler. Selenyum immiin
baskilatict prostaglandinlerin iiretimini inhibe eder. Ayrica makrofajlar gibi bagisiklik
hiicrelerinin, bakterileri 6ldiirmek icin trettikleri serbest radikallere karsit da hiicreleri
koruyabilir [84-87].

Pankreas, karaciger ve immiin sistemin metabolizmasinda gerekli olan
selenyum, yaslanmanin temeli olan baslica mekanizmalarin biitiiniinii inhibe eder ve
hayvanlarda yasam stiresini uzatir.

Selenyum kas =zayiflamasi ve sistik fibrozis gibi akciger hastaliklarinin
diizenlenmesinde de kullanilmaktadir ( vitamin E ile ). Sa¢ (keratin proteini) ve deri
elastikiyetinin korunmasinda aktif olan selenyum, deri kanseri riskini de azaltmaktadir.

Yiiksek kan basinci, inme, kalp ataklari ve hipertansif bobrek hasarinin

gelismesine kars1 korudugu gozlenmistir.
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Detoksifiye antibadilerin artisinda ve dolayisiyla hastaliklara kars1 direngte
kullanilmaktadir.

Radyasyonun yol agtig1 hasarlara karsi korumada kullanilmaktadir ve doku
kiiltiirlerinde  kromozom kirilmalarin1  Onler. Protein yetersizligi hastaliginin
(kwashiorkorlar) tedavisinde, proteinlerle birlikte kullanilir.

Cok diisiik miktarlarda tiroid hormonunun biyolojik olarak aktif bir sekilde
bezlerden salinimini saglar, biiylik miktarlarda ise troid hormonu inaktif hale geger.
Yani troid hormonunun diizenlenmesinde rol oynar. Cok fazla biyolojik fonksiyonu
olan selenyumun, antioksidan besinlerle iliskileri de ¢ok onemlidir. Ozellikle siilfiir
iceren besinlerle, vitamin A, C ve E ile baglantili besinlerle sinerjistik etkisi
gbzlenmistir.

Metiyonin amino asitinin eksikligi de selenyum potansiyelini diisiirmektedir.
Selenometiyonin viicutta bulunan selenyumun dogal bir formudur. Eger metiyonin
yeterli miktarda bulunmazsa selenometiyonin protein yapiminda kullanilamaz.

Selenometiyonin, temel metiyonin aminoasitine benzer, fakat siilfiir atomunun
yerine, selenyum atomu gecmistir. Viicudun kullanabildigi selenometiyonin formu; L-
selenometiyonin’dir. L-selenometiyonin, bilinen diger herhangi bir selenyum formuna
gore, viicut komponentlerine daha iyi katiir ve daha 1iyi absorbe edilir. D-
selenometiyonin, inorganik selenyum formuna indirgenir ve viicudu inorganik selenyum
havuzuna doniistiiriir. DL-selenometiyonin ise, inorganik selenyum gibi ¢ok fazla etkili
degildir. Canli viicudundaki selenyum tiirleri Cizelge 2.3.°de gosterildigi gibi

gruplandirilabilir.
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Cizelge 2.3. Canli organizmalardaki selenyum tiirleri [71]

Proteinlerdeki selenyum

Selenoproteinler .........ccceceeeeeniriienienennen. selenosisteinil rezidiilleri

Selenyum igeren proteinler......................... selenometiyonil rezidiilleri

Non-protein selenyum tiirleri

Inorganik selenyum..............cococovevvnnns.n selenit (SeO5), selenat (SeO4™)

Metile selenyum.........c.cccceeeeveenveenieennnnns monometilselenol, dimetilselenit,
trimetilselenonyum iyonlar1

Selenoamino asitler.................cccevveeeennnee. selenosistin, selenometiyonin,

Se-metilselenosistein, selenoglutatyon

Bu selenyum tiirleri kendi i¢cinde enzim iiriinleri ve gen {irlinleri olarak iki
kategoriye ayrilmaktadir. Enzim diriinleri, selenoaminoasit sentezine yol acgan
reaksiyonlar ve metilasyon, rediiksiyon gibi enzimatik reaksiyonlarin {iriinii olarak
bulunurlar. Selenyum, selenosisteinil rezidiillerini kodlayan UGA kodonuna gdre gen
tiriinlerini  kapsar. Selenoproteinler, selenosisteinil rezidiilleri formunda selenyum
igerirler [71].

UGA kodonu, selenosisteinil rezidiillerini kodlayarak, selenofosfat ve
selenosisteinil tRNA’sina dontistiiriildiikten sonra, biiyiik bir protein olan selenoprotein
P, bir ¢cok glutatyon peroksidazlar gibi selenoenzimler, tipl- iyodotironin deiyodinaz
(DI) ve tiyoredoksin rediiktaz (TR) gibi oksidatif streslere cevap vermede ¢ok dnemli
olan selenoenzimler olarak, selenoproteinler olusturulur [71].

Selenoproteinler 4 ayr1 grupta ele alinmigtir. Bunlar:

1-Se iyonlu spesifik selenoproteinler

2-Selenometiyonin spesifik selenoproteinler

3-Selenosistein spesifik selenoproteinler

4-Selenyum bagimli proteinler

Selenometiyonin, selenyumun gerekli biitiin 4 formunu saglayabilir. Halbuki,

inorganik selenyum, selenosistein ve selenometiyonine doniistiiriilmek zorundadir.
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Selenyumun hayat i¢in temel olusunun nedeni; glutatyon peroksidaz,
tiyoredoksin rediiktaz ve diger selenoenzimlerin aktif merkezinde bulunan selenol (-
SeH) gruplarinin yer almasindan kaynaklanmaktadir [88, 89].

Birka¢ enzimatik sistemde bir kofaktor olan selenyum, canlilarda viicudu oksijen
kokenli serbest radikallerden korumak ig¢in etkilidir ve hiicresel membranlarin lipit
peroksidasyonuna kars1 korunmasinda rol oynamaktadir [90, 91].

Selenyum iceren enzimler antioksidan olarak, koruyucu  0zellik
gostermektedirler. Kalp hastaliklarinin olusumuna yol acan hasarlara karsi, kolesterol
tagiyan lipoproteinleri ve arterleri korumaktadirlar.

Selenyum, tiroid hormonu trityodotronin’i (T3) iiretmek i¢in ihtiya¢ duyulan
enzimin bir komponentidir. Prohormon olan tiroksin (T4)’1 hormonun aktif formu olan
T3’e doniistiiren iyodotronin deiyodinaz enziminin yapisinda selenyum yer almaktadir.
Dolayisiyla selenyum eksikligi, tiroid hormon fonksiyonunu zayiflatir ve hipotiroidizm
ortaya c¢ikar bu da bir ¢ok viicut fonksiyonunu etkiler [92-95].

Yillar boyu kanser ve beslenmede diisiik selenyum miktar1 arasinda baglanti
bulunmustur. Insan klinik calismalari, kanser Sliimleri ve hastaliklarin1 selenyumun
%350 civarinda indirgedigini aciklamaktadir. Toprakta selenyum kaybi ile hastaliklarin
olusumu arasinda ilgi bulunmaktadir.

Kuzey Amerika’da 6zellikle son buz ¢agi boyunca, agir buzullarla kapli genis
yayillim gosteren toprak yetersizliginden kaynaklanan eksiklik ve toprak eksikligini
takip eden besinsel selenyum eksiklikleri gozlenmistir.

Erken oliim, gormede kayiplar, sinirsel diizensizlikler, zihinsel yavaslamalar,
sinir hiicrelerinde lipit birikimi, kas agrilari, Kashin —Beck hastaliginda eklemlere ve
kikirdaklara etkileri, Keshan hastaligi- kalp kasinda harabiyet, kardiyovaskiiler
olaylarda ve kanser gibi semptomlarda selenyumun azhig: ile ilgili giiclii iligkiler vardir
[75].

Besinsel kas zayiflamasi, kisirlik, kansizlik, katarakt olusumu gibi erken
yaslanmanin isaretlerini igeren semptomlar da, selenyum eksikligi ile beraber
gozlenmektedir. Bunun yani sira, hayvanlarda sag¢, kil kaybi, biliylimede yavaglama,
tiremede basarisizlik, pankreatik atrofi, miyopati, nefrozis, karaciger dejenerasyonu gibi
durumlar da sayilabilir.

Yiiksek dozlarda alindiginda toksik bir element olan selenyum, kiikdirtlii
proteinlerin yapisindaki kiikiirt ile yer degistirerek hatali yapisal olusumlara yol agtig1

icin solunum enzimlerinin inhibisyonuna neden olmaktadir. Inorganik selenyum,
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selenotrisiilfitler formunda siilfidril gruplan ile kendiliginden reaksiyon verir. Bu da
proteinlerin yapilarim siddetle bozabilir. Inorganik selenyum, serbest selenit ve
selenopersiilfit seklinde, glutatyonun siilfidril gruplari ile reaksiyon verir. Inorganik
selenyum, serbest radikal ilerleten oksidatif dogasindan dolayi, mutajeniktir ve farelerde
yiiksek dozlarda kataraktlara sebep olur [88]. Inorganik selenyumun aksine, selenyum
icerikli aminoasitler kararhidir, daha az toksiktir ve oksidasyon veya mutajenik
aktiviteye sahip degildir.

Cok daha biiyiik dozlarda inorganik selenyum, istenilmeyen lipofuskin tiretimini
arttirarak, oksidatif bir etkiye sahip olur. Inorganik selenit’te ki selenyum da ¢ok
oksidatif durumdadir [96]. Selenyum O6l¢lim miktar1 mikrogram birimiyle ifade edilir.
Optimum ortalama aralik tam olarak heniiz tayin edilmis degildir. Giinliik ortalama 400-
1000 pg arasinda fertlerin optimum gereksinimi, her bir ferdin durumu i¢in tayin
edilmesi gerekmektedir. Erkekler i¢cin minimum giinliik gereksinim 70 pg, kadmnlar igin
55 ng olarak kabul edilmistir (US. RDA). Genel olarak 50-200 pg/giin arasinda gesitli
alimlar Onerilmistir [97, 98]. Selenyum toksisitesi, maksimum tavsiye edilen dozun
tizerine ¢ikildiginda gozlenmektedir. Maksimum tavsiye edilen doz giinde 500 pg’dir.
Gilnliik inorganik olarak 1000 pg, organik olarak 2000 ile 3000 pg selenyumun
tirnaklarda ve sagta kayba ve gerilemeye yol actig1 saptanmustir [99].

Cilt ve deride selenyum intoksikasyonunun varligi, selenyumun keratini
olusturan proteinlerin veya keratinde siilfliriin yerine ge¢mesi ile aciklanmistir [100-
103].

Toksik selenyum seviyesi ile, flor metabolizmasina miidahale ve dis
clirlimelerinde artig olmaktadir. Sinir sisteminde bozulma sirasiyla ellerde ve ayaklarda
duyu kaybi, karincalanma gozlenmektedir. Deride kirmizimtirak dokiintiiler, bas
donmesi, kirginlik, mide-barsak bozukluklari, istah kesilmesi ve kilo kaybi selenyum
toksisitesine bagli olarak ortaya c¢ikmaktadir. Ayrica bilesiminde selenyum siilfit
bulunan sampuanlarin deri tarafindan emilmesi de selenyum zehirlenmelerine yol

acmaktadir. Selenyum siilfit, selenite oranla daha az toksiktir [101, 102, 104-107].
2.4.1. inorganik Selenyum Bilesikleri ve Biyolojik dzellikleri
Bitkisel kaynakli olan ve toprakta da bol miktarda bulunan inorganik

selenyumun, hayvan biiyiime c¢alismalarinda normal gelismeyi devam ettirmek igin

yiiksek miktarlarda bulundugu gosterilmistir. Bitkisel kaynaklardan absorbsiyon % 60-
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90, hayvansal kaynakli selenyum icin ise % 25 olarak karsilastirilmustir. Inorganik
selenyum tuzlarindan en Onemlileri olan sodyum selenat ve sodyum selenit igme
sularinda da yer almaktadir [108]. Biyolojik sistemlerde, sayilamayacak kadar c¢ok
fonksiyonu olan selenyumun inorganik formu olan selenit metabolizmas1 Sekil 2.4.’de

kisaca Ozetlenmistir.

Selenit viicutta, GSH tarafindan H,Se’e metabolize olur. Bu arada sirasiyla;
selenodiglutatyon ve glutatyonilselenol ara iirlinleri olusur. Selenat’ta ayni sekilde
metabolize olur.

Hidrojen selenit’in metilasyonu ile dimetil selenit olusur ve onu takip eden
trimetilselenonyum iyonunu olusturmak i¢in, o da metile edilir. Trimetilselenonyum
iyonu, inorganik selenyum metabolizmasinin son iiriiniidiir ve selenosistein ile muamele

edilmis si¢anlarin idrarlarinda da bulunmustur [109].
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Selenat

l
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l GSH

Selenodiglutatyon

GSH Rediiktaz
GSH

Glutatyonilselenol

GSH Rediiktaz
GSH

H,Se (Hidrojen Selenit)

S-Adenozil metiyonin (SAM)

Monometil Selenol

Tiyol-S-transferaz
SAM

Dimetil selenit

Tiyoleter-S-metil transferaz
SAM

Trimetil Selenonyum iyonu

Sekil 2.4. Selenit’in metabolik yolu [109].
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2.4.2. Organik Selenyum Bilesikleri ve Biyolojik ozellikleri

Selenyumun farkli kimyasal formlari, kanserden korumada degisik dereceler
gostermektedir. 11k olarak selenyumun ilave ya da besinsel formu, selenat ve selenit gibi
selenyum tuzlar1 ve metilselenosistein gibi aminoasit tiirevleri, selenometionin ve
selenosistein aminoasitlerinin herbiri farkli noktalarda, selenyumun metabolik yoluna
girerek farkli metabolik zenginlikler olustururlar. Bu farkli selenyum formlarindan
dolayi, selenyumun korumada da farkli dereceleri olusur. Metilselenol’e kolayca
doniisen selenyum formu, agik olarak karsinogenezise karsi 6n koruma gosterir. Ciinkii
metilselenosistein in vivo olarak direkt metilselenole doniistiiriilebilir ve o da kimyasal
koruyucu bir ajan olarak bilimsel dikkatleri cekmektedir [110].

Organik selenyum formlari; selenosistein, selenometiyonin, dimetilselenit gibi
aminoasitlere bagli metile formlardir. Cogunlukla kanser Onleme c¢aligmalarinda
kullanilan selenyum formlari, selenometiyonin ve inorganik selenyum tuzu olan
sodyum selenit’tir. Organik selenyum bilesikleri agir metallerle baglanir ve onlarin
viicuttan atilmasina yardim eder [111, 112]. Organoselenyum bilesiklerinin
hidroperoksitlerle ve son zamanlarda daha ¢ok peroksinitritlerle ¢cok etkili bir sekilde
reaksiyon gosterdigi, ayrica hiicresel metabolizmada {iretilen bir ¢cok reaktif oksidize
edici tiirlere kars1 da savunmada koruyucu bir rol oynayabildigi gosterilmektedir [42].

Selenyum, serbest radikaller tarafindan indiiklenen lipit peroksidasyonu sonucu
hiicresel membranlarin doymamis yag asitlerinde olusabilecek hasara karst koruma
saglayabilir. Bu durum, eser element selenyumun oksidatif hasar1 azaltmasi ile kimyasal
koruyucu ve direng gosterici etkilere sahip olduguna isaret eder. Selenyum bilesikleri,
bircok karsinogenler tarafindan in vivo olarak iiretilen serbest radikalleri ortadan
kaldirabilir ve onlar1 daha kararl bilesikler haline doniistiirebilir [113, 114].

Organik selenyum formlarindan selonosistin’in (Cy Se Se Cy) metabolik yolu
asagida Sekil 2.5.’de gosterilmektedir.

Ince barsaklarda GSH ve selenosistin arasindaki reaksiyonla, ilk adimda
selenosistein igeren metabolitler ve selenosistein-glutatyon selenil siilfit (CySeSG)
olusur. Ikinci adimda, CySeSG nonenzimatik olarak karacigerde GSH varligiyla CySeH
(selenosistein)’e dontigiir. Glutatyon selenil siilfit (CySeSG)’in enzimatik olarak da,
NADPH varliginda glutatyon rediiktaz tarafindan selenosistein’e doniistiigii kabul
edilmektedir. Ugiincii adimda, selenosistein, selenosistein B-liyaz tarafindan, hidrojen

selenit’e ayristirilir [109].
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Nonenzimatik

Karaciger

Selenosistein Selenosistein

Selenosistein B-liyaz

v
H,Se (Hidrojen Selenit)

Sekil 2.5. Selenosistin’in metabolik yolu [109].

Selenyum ve glutatyon sistemi, prooksidanlara karsi savunma olayinda anahtar
fonksiyon gostermektedir. Glutatyonun Onemli rolleri, antioksidanlarin okside
formlarinin  indirgenmeleri  gibi  prooksidanlarin  dogrudan  engellenmelerini
icermektedir. Ayrica glutatyon, oksidanlara karsi savunmayi ayarlayabilen protein
interaksiyonu, hiicre sinyal iletimi ve metabolizma gibi yardimci fonksiyonlara sahiptir.
Memeli hiicrelerinde selenyum tarafindan saglanan koruma, selenosistein veya
selenometiyonin gibi selenol aminoasitleri tarafindan ayarlanmaktadir. Potent haldeki
GSH-Px’in aktif bolgesi selenosistein rezidiillerini igerir. Ayrica selenoprotein P ve
tiyoredoksin rediiktaz gibi selenoproteinlerin de antioksidan 6zelliklere sahip oldugu
gosterilmektedir [115, 116].

Selenoenzimler olarak tanmimlanan selenyum formlari, en az dort farkli
selenoenzim igeren glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ailesi, tip I, II ve III deiyodinaz’

iceren iyodotronin deiyodinaz ailesi, tiyoredoksin rediiktaz ve selenofosfat sentetaz
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seklinde bulunmaktadir. GSH-Px enzimlerinin bazilar1 multimerik proteinler olmasina
ragmen, bu selenoenzimlerin tamami, her polipeptit zincirinde bir Se atomu
igermektedir [117].

Hidrojen selenit, selenit metabolizmasinda oldugu gibi, ayn1 metilasyon yoluyla,
enzimatik olarak metile selenyum metabolitlerine doniistiirtiliir [109].

Selenometiyonin, karacigerde y- liyaz tarafindan ayrisir ve selenohomosistein ve
selenosistein vasitasiyla, metiyonine benzer bir metabolizmayla, hidrojen selenit’e
metabolize olur. Ayrica y- liyaz enzimi ile direkt olarak da, diger selenyum formlarinin
metabolik yolunda oldugu gibi, selenyumun metile formlarina doniistir [109].

Selenometiyonin’in metabolik yolu Sekil 2.6.’da gosterilmektedir.

Selenometiyonin  y- Liyaz Monometilselenol(MMSe)
v- Liyaz
Selenohomosistein Dimetilselenol( DMSe)

. Selenosistein B-liyaz

Selenosistein Trimetilselenol

v

H,Se (Hidrojen Selenit)

Sekil 2.6. Selenometiyonin’in metabolik yolu [109].
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2.4.3. Sentetik Organoselenyum Bilesikleri ve Biyolojik ozellikleri

Yapay ve dogal olarak meydana gelen antioksidanlarin, membran ve dokularda
serbest radikaller tarafindan indiiklenen peroksidatif hasarin diizeltilmesinde temel
olarak rol oynadigi kaydedilmistir. Kardiyovaskiiler hastaliklar, karsinogenezis ve
yaslanma siirecinin yonetiminde bu antioksidanlarin 6nemi iyi bir sekilde belgelenmistir

[118].

Epidemiyolojik calismalar, kanseri de igeren belirli hastalik risklerinin yetersiz
selenyum alimi ile ilgili oldugunu 6ne siirmektedir. Klinik ¢alismalar kanser gelisimi
karsisinda selenyumun koruyucu roliinii desteklemektedirler. On klinik incelemeler,
genis boyutlu arastirmalarla deger kazanan, dnemli kanser koruyucu ajan grubu olarak
selenyum bilesiklerinin sistematik olarak ¢aligilmasina yol a¢maktadir. Gegmiste
kullanilmis olan inorganik selenyum formlarimi da igeren bazi selenyum bilesiklerinin
toksisitesi, yeni sentetik organoselenyum bilesiklerinin takdimine kadar daha sonraki
calismalar1 engellemistir. Bu yeni sentetik bilesikler birka¢ hayvan modellerinde
kimyasal koruyucu olarak ¢alisilmistir ve gegmiste kullanilan diger bilesiklerden ¢ok
daha miikemmel olarak bulunmustur. Kullanilan yeni sentetik bilesiklerin
antikarsinogenik etkileri i¢in multi-organ duyarhliklar1 bazi1 arastirma gruplari

tarafindan 6n klinik ¢alismalarla gosterilmistir [119].

Kanser onleme; dogal olarak meydana gelen veya sentetik ajanlarin verilmesi ile
karsinogenezis siirecinin tersine donmesi, baskilanmasi veya inhibisyonu ile kanser
kontrolii ve 6nlenmesinin arastirilmasi seklinde calisilmaktadir. Kanser 6nlemedeki bu
ilerleme; uzun yillar karsinogenlere maruz kalmay: takiben meydana gelen birkag
molekiiler ve hiicresel olaylarin ve multifaktoriyel sebeplere sahip olan insan
kanserlerinin taninmasi lizerine temellendirilmistir. Son yillarda, birgok inorganik ve
organik selenyum formlari muhtemel kanser Onleyici ajanlar olarak biiylik oranda
dikkat cekmektedir. Bu bilesiklerin, hayvanlarin farkli dokularinda DMBA gibi
kimyasal karsinogenler tarafindan indiiklenen karsinogenezis siirecini geciktirdigi veya
inhibe ettigi bulunmustur. Epidemiyolojik calismalar, selenyum alimi ve plazmadaki
selenyum seviyesi ile kanserden Oliimler arasinda zit bir iliski bulundugunu ve
selenyum aliminin nispeten yiiksek oldugu bolgelerde daha diisiik kanser olusumlarini
ortaya c¢ikarmistir. Selenyum, karsinogenezis siirecinin biitiin basamaklar1 (baslama,

gelisme ve ilerleme) iizerinde koruyucu etkilerini kullanmaktadir. Artan kanser 6nleme
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caligmalar1 ve azaltilan toksisite ile yeni sentezlenen selenyum bilesiklerini gelistirmek
icin, ¢esitli laboratuvarlarda bir ¢ok girisimler yapilmaktadir [24].

Inorganik ve organik selenyum bilesiklerinin gdsterdigi kimyasal koruyucu
etkilere benzer etkiler gosteren, laboratuvarlarda hayvan caligmalarinda karsinogenezis
lizerine caligilmis benziltiyosiyanat, benzilselenosiyanat, metoksifenol,
metoksibenzenselenol gibi 6nemli sentetik organoselenyum bilesikleri de mevcuttur [6].
Bunlarin yani sira ebselen gibi sentetik organoselenyum bilesiklerinin de, oksidatif
stresten dolay1r gerceklesen doku hasarlarinda in vivo modellerde farmakolojik
antioksidan olarak islev gordigii bir ¢ok calismada gosterilmektedir [115, 120-126].

Selenyum igeren molekiillerin klasik antioksidanlardan daha iyi antioksidan
ozellik gostermesi, sentetik organoselenyum bilesiklerinin olusturulmasina yol agmustir.
Selenyumun redoks dongiisiinde, dogal enzimler gibi giivenilir oldugu ve GSH-Px’i
taklit eden bilesiklerinin bulundugu birgok calismada rapor edilmistir [127]. Boyle
bilesiklerin ilk 6rnegi, iskemi ve inmelere karsi koruyucu bir roliiniin oldugu gdésterilen
ebselendir [127].

Fizyolojik antioksidan 6zellikleri olan selenoaminoasitler ve tiirevleri seklinde
olan bilesiklere benzeyen organoselenyum bilesikleri, besinlerdeki selenyumun
kimyasal formlarindan biridir. Baz1 selenoaminoasit tiirevlerinin sahip oldugu antitiimor
ozelliklere sahip olan ebselen ve basit diorganil kalkojenidler gibi bazi organoselenyum
bilesiklerinin de anti-inflamatuar 6zelliklere ve GSH-Px’a benzer aktivitelere sahip
oldugu gosterilmistir. Ayrica bu tiir bilesiklerin dogrudan peroksidaz aktivitesiyle ilgili
olmayan antioksidan oOzellikleri de wvardir. Serbest radikallerin asir1 {iretimi ile
olusturulan hastaliklarin tedavisinde 06zellikle Onemli olan ebselen’in, iskemi ve
oksidatif hasara karst noroprotektif Ozelliklere sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica
insanlar iizerinde yapilan klinik denemeler, beyin kanamasi ve beyin felci gibi patolojik
durumlarda ebselen’in faydali etkilerini gostermektedir [128].

GSH-Px, selenoprotein P, tip I iyodotronin 5’-deiyodinaz ve tiyoredoksin
rediiktaz hayvanlarda ve insanlarda tanimlanmistir. Tanimlanan selenoproteinlerin
yaklagik yarisinin antioksidan fonksiyonlara sahip oldugu dikkati ¢ekmistir. Boylece
selenyum eksikligi ile olusan insan hastaliklarinin artan riskleri, redoks’ta olusan
degisimler ve artan oksidatif strese atfolunur. Selenyum eksikligi, bir ferdin ilaglar
metabolize etme yetenegini etkiler ve bazi ilaglarin toksisitesinin artmasi ve bazilarinin
da etkisinin azalmasiyla da iliskilendirilebilir. Cesitli populasyonlarda kanser olusum

orani arasindaki farklar, selenyum alimi ile iligkili olabilir. Sentetik organoselenyum
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bilesikleri, toksik yan etkileri azaltmak ve daha biiyiik koruyucu etkileri basarmak i¢in
dizayn edilmislerdir.  Sentetik  organoselenyum bilesiklerinin DMBA-DNA
adduct’lariin olusumunu baskilayarak, baslama sathasindaki DMBA ile indiiklenmis
meme karsinogenezisini inhibe ettigi gosterilmistir. Selenyumun endojen antioksidatif
sistemlere takviye olarak ilave edilmesi, bazi insan patolojileri i¢in yardimci bir tedavi

olarak faydali olabilmektedir [129].

2.5. Karacigerin Yapi ve Fonksiyonlari

Karaciger, viicudun hemen hemen biitiin sistemleriyle iliskisi bulunan ve son
derece karmasik ve Onemli fonksiyonlar1 olan bir organdir. Karacigerin,
karbonhidratlarin depolanmasi ve metabolizmanin kontrolii, safra yapimi, keton
bilesiklerinin yapimi, plazma proteinlerinin sentezi, ¢esitli ilag ve zehirlerin
detoksifikasyonu, iire yapimi, baz1 hormonlarin inaktivasyonu, yag metabolizmasi gibi

fonksiyonlart vardir [130, 131].

Karaciger kan temizleyici ve siiziicii 6zelligi ile hayati oneme sahip olup,
anahtar fonksiyonlarindan biri transformasyon veya ilag metabolizmasidir. ilaglar veya
ksenobiyotikler canli bir organizmaya ya da dokuya verildiginde, onlar ilag
metabolizmas1 veya biyotransformasyon olarak bilinen islemlerle (biyo) kimyasal
olarak degistirilebilirler. Cesitli kimyasal yapilara sahip olan ¢ok sayida terapdtik
ajanlarin, endiistriyel kimyasallarin ve cevresel kirleticilerin karacigerde peroksizom
proliferasyonuna sebep oldugu bilinmektedir. Bu grup kimyasallar, peroksizom
proliferasyonu olarak miisterek bir sekilde etkilerini gostermektedirler. Peroksizom
sayisindaki artiglara ilave olarak, bu kimyasallar peroksizomal enzimlerin aktivitelerini
indiikler ve hepatomegaliye sebep olurlar. Bu etkiler muhakkak olarak bir arada
bulunmayabilir, fakat bunlar doza, zamana, dokuya ve tiire bagli olarak etkilerini
gosterebilirler. Siganlar ve fareler, peroksizom proliferasyonunun etkilerine asir1 bir
sekilde duyarl iken, gine domuzlar1 degildirler ve hamsterler orta siddette bir duyarlilik

gostermektedirler [132-137].

Viicut her zaman ¢ok sayida yabanci kimyasallara maruz kalmaktadir. Bunlarin
cogu bizim besin, hava ve suyumuzun son iiriinii seklinde olan kimyasallar ya da ilag

formunda alinanlardir. Karaciger detoksifikasyonu kapsayan, viicuttaki en Onemli
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organdir. Ilaglar, alkol ve gevresel toksinler gibi toksik maddelerin yer aldig1 karaciger
dokusunda meydana gelen detoksifikasyon islemi, bu toksik maddelerin viicuttan
atilmasin1  kolaylagtirmaya yardim eden ve daha az zararli forma doniistiiren,

biyotransformasyon olarak isimlendirilen bir siireci icermektedir.

Karaciger detoksifikasyon islemi, Faz I ve Faz II seklinde iki genel asamaya
boliinen pek ¢ok enzimatik sistemleri kapsamaktadir. Faz I, sitokrom Pgso karisik
fonksiyonlu oksidazlar olarak tamimlanan bir dizi enzim aktivasyonlarindan
olugmaktadir. Faz II enzimleri, Faz I’den biyotransforme edilmis, viicuttan kolaylikla
atilan ya da elimine edilen suda ¢oziinlir ve daha az toksik maddelere donligmesine
yardim eden konjuge reaksiyonlar1 yiiriitmektedir. Bir bireyin toksin yiikii arttiginda,
karacigeri daha biiyiik oksidatif strese maruz birakabilen, sitokrom Pasy aktivitesi de
artmaktadir. Bu durumda yeterli diizeyde antioksidan girisi, karacigeri serbest radikal
hasarina kars1 korumaktadir. Yeterli diizeyde antioksidan alimi, hem Faz I hem de Faz
IT detoksifikasyonunun ger¢ek fonksiyonunu gerceklestirmeye ve detoksifikasyon
stirecinde iiretilen serbest radikal hasarinin riskini azaltmaya yardimer olmaktadir (Sekil

2.7.) [137, 138].
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DETOKSIFIKASYON YOLLARI

Toksinker FAZI i FAZII - Atk Triinl
b "3 e i, er
(Yagda =" e 2 (Suda Ciziinen)
Cidziinen)  Gerekli Besinler Gerekli Besinler
B Witaminleri Amino Asitler {'_l;
Folik Asit Clutamin r
Glutatyon Glisin Viicuttan
Antinksidanlar Sistein Eliminasyonu
Karotenoidler Sulfurlenmig '
E Vitamini Fitokimyasallar Il:
C Vitatnini .
fatau hafra Kesesi
Toksin Listesi lm Réhrekle
Metabolik son dranler, mikroorganizmalar, . Obrefcer
kontaminantlar, kirleticiler, inseltisitler, Saft:a |
pestisitler, gida katky maddeler, ilaclar, alkol l .
Dhiska fdrar

KARACIGER DETOKSIFIKASYON YOLU

Sekil 2.7. Karaciger detoksifikasyon yollar1 [136]

Serbest radikaller yogun metabolik aktivitenin oldugu organlarda fizyolojik
kosullarda da ortaya ¢ikmaktadir. Karaciger viicudumuzun en biiylik organlarindan olup
yogun metabolik aktiviteye sahiptir. Karacigerde bes tiirde hiicre bulunmaktadir:
hepatositler, endotel hiicreleri, kuppfer hiicreleri, stellat hiicreler ve safra kanali epitel
hiicreleri. Tiim hiicrelerin %80’ini hepatositler teskil etmektedir. Bu bes hiicre tiiriiniin

hepsi oksidatif stresle iligkili hiicrelerdir.

1-Hepatosit: Bu hiicreler, organizmada yag metabolizmasinin merkezi
konumundadirlar. Intestinal liimenden hepatositlerin olusturduklar1 safra tuzlarinin
teskil ettigi miceller sayesinde absorbe olan yag asitleri, karacigere gelerek metabolize

olmakta veya kahverengi yag dokusunda trigliserit olarak depolanmaktadirlar.

Karaciger, yag asitlerinin beta-oksidasyonunu gergeklestiren mitokondrice
oldukca zengin bir organdir. Mitokondri’de i¢ ve dis olmak {iizere iki membran

bulunmaktadir ve yag asitlerinin oksidasyonu i¢ membrana yakin bir bolgede yer
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almaktadir. Bilindigi gibi organizmada enerji aciga cikmasini saglayan prosesler
metabolik siireclerde ortaya c¢ikan serbest elektronlarin bir sistemden digerine
aktarilmasinin sonucudur. Bu elektronlar son olarak sitokrom sisteminde oksijene
aktarilmakta ve su olusturulmaktadir. Her iki H;O molekiilii olusumu i¢in oksijene 4
elektron aktarilmaktadir. Iste heniiz elektron sayisini tamamlayarak notral hale
gelmemis ve tek elektron ihtiva eden oksijen molekiilii (O;' ), serbestlesmesi tehlikeli
bir yapidir ve sitokrom-c sistemi icinde elektronlar1 tamamlanincaya kadar siki bir
sekilde tutulmaktadir. Serbestlestigi takdirde bu radikal bulabildigi her sistemden
elektron koparmaya calismakta ve Ozellikle mitokondri ve hiicre membranina lipit
peroksidasyonu yoluyla hasar vermektedir. Ancak, daha once de belirtildigi gibi,
fizyolojik kosullarda da az miktarda serbestlesen oksijen radikallerini fizyolojik
antioksidan savunma sistemi, ciddi bir hasar olusmadan nétralize edebilmektedir.

Hepatositteki serbest oksijen radikallerinin tek kaynagi mitokondri degildir.
Sitozolde bulunan P4sop; (CYP2EI) mikrozomal oksidasyon sistemi de ozellikle fazla
miktarda alkol aliminda ve ilag metabolizmasi1 esnasindaki indiiksiyonla 6nemli bir
ROT kaynagt haline gelebilmektedir. Sitokrom P4so enzimleri bitkiler ve hayvanlar
aleminde yer alan monooksijenaz enzimlerinin biiylik bir ailesidir. Biiylik bir
monooksijenasyon kapasitesine sahip olan bu enzimler ¢evre kirliligine yol acan
polisiklik aromatik bilesikler ve ksenobiyotiklerle birlikte, endojen bilesiklerin
biyotransformasyonunda dnemli bir rol oynar [139, 140].

Hepatositin ¢esitli nedenlerle strese maruz kalmasi (alkol, ilag, hipoksi, viral
enfeksiyon, immunolojik hasar) halinde serbetlesen oksijen radikalleri, antioksidan
savunma sisteminin koruma kapasitesini astiklarinda hiicre hasar1 ve Oliimiine yol
acabilmektedirler. Bunun nedeni oksidatif potansiyelin ¢ok giiclii olmas1 olabilecegi
gibi, antioksidan sistemin zay1flig1 da olabilir [141].

2- Endotel hiicreleri: Karaciger oldukga vaskiiler bir organ oldugundan endotel
hiicrelerince zengindir. Karaciger, vaskiiler yapisi agisindan 6zgiin bir organdir, ¢iinkii
arteryel sistem yaninda, aym1 zamanda, vendz bir sistemden (portal ven) de
kanlanmaktadir. Portal ven intestinal sistemle, sistemik dolagim arasinda ¢ok komplike
bir giris kapist olan karacigere karbonhidrat, yag ve protein tabiatindaki yapitaslarini
getirmektedir. Karaciger aym1 zamanda barsaklardan gelen ve organizmaya zararh
olabilecek cesitli kimyasal maddeler (ksenobiyotikler) ve mikroorganizmalar i¢in de
kompleks bir filtre gérevi yapmaktadir. Endotel hiicreleri de oksidatif hasardan ciddi
sekilde etkilenmektedirler [141].
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Aslinda fizyolojik dozlardaki bazi1 serbest radikaller karaciger sirkiilasyonunun
optimal olarak gergeklesmesinde yararlidirlar ve bunlarin basinda NO (nitrik oksit)
gelmektedir. Endotel hiicrelerinde eNOS (endotelyal nitrik oksit sentetaz) ve kuppfer
hiicresinde iNOS (inducible nitrik oksit sentetaz) tarafindan iiretilen NO karaciger
mikrosirkiilasyonun siirdiiriilmesine hem gerektiginde vazodilatasyon saglayarak, hem
de kanin sekilli elemanlarinin endotel duvarina adezyonunu engelleyerek yararh
olmaktadir. Ancak serbest oksijen radikallerinin suprafizyolojik dozlara g¢ikmasiyla
kuppfer hiicrelerinden fazla miktarda serbestlesen ICAM gibi adezyon molekiilii
yapisindaki sitokinler, kanin sekilli elmanlarinin endotel hiicrelerine adezyonuna yol
acarak mikrosirkiilasyonu tikayabilmektedirler. Bu, hepatositlerde iki yonlii zarara yol
acmaktadir: Bir yandan hepatositler hipoksiye maruz kalirken, diger taraftan da endotel
hiicrelerinin tahrip olmasiyla Onlerindeki bariyerden mahrum kalmalar1 dolayisiyla
immiin hiicrelerin atagina karsi agik hale gelmektedirler. Alkole bagl karaciger
hasarinda lipit peroksidasyonunun iiriinii olan olan malondialdehit (MDA) ve 4-
hidroksinonenal gibi iiriinler, alkol metabolizmasi {iriinii olan asetaldehit ile kompleks
yapilar olusturmakta ve bu antijenik yapilar CYP2E1 sistemine baglanip hiicre
yiizeyinde eksprese olarak, T lenfositlerini uyarmaktadirlar. Benzer antijenik yapilarin
ilag toksisitesi esnasinda da olustugu bilinmektedir [141].

3- Kuppfer hiicreleri: Kuppfer hiicreleri perisiniisoidal alanda yer alan lokal
makrofajlardir. Karacigeri, barsak ve sistemik sirkiilasyon arasinda kompleks bir kap1
olarak kabul edersek, kuppfer hiicreleri de bu kapinin davranis tarzi bazen tuhaf olabilen
bekeileri olarak tanimlanabilirler. Aslinda Kuppfer hiicreleri sagkalim faktorii de
denilen NFxb sisteminin lokalize oldugu yerdir ve fizyolojik kosullarda bu sistemin
aktive ettigi kaskad ile olusan sitokinler hepatosite, cesitli zararli etkenlere karsi
savunma sansi saglamaktadirlar. Ancak bu sitokinler asir1 miktarlarda ve siirekli
salgilanmalar1 halinde, hepatositlerde bizzat hasar nedeni de olabilmektedirler. Bu
sitokinlerin basinda TNF-a gelmektedir ve hepatositde (mitokondri veya CYP2E1’de)
olusan ROT kuppfer hiicresini uyararak TNF-a olusumuna sebep olmaktadir.

Yine oksidatif strese yanit olarak kuppfer hiicresi fazla miktarda NO ve TGF-3
da iretmektedir. NO bir bakima oksidatif stresin zararmmin siirlanmasina katkida
bulunmaktadir, ¢linkii serbest oksijen radikallerini baglamaktadir. Ancak bu baglanma
esnasinda olusan peroksinitrat siiratle dispose edilemedigi taktirde nitrosative strese yol
acmakta ve lipit peroksidasyonu ile sonuglanmaktadir. Deneysel olarak karaciger

toksisitesi olusturulmadan once NO olusumunu bloke eden L-NAME gibi ajanlar

42



kullanilmas1 halinde karaciger hasarinin sinirlanabilmesine karsilik, hasar basladiktan
sonra uygulama yapildig1 taktirde tablo agirlagmaktadir. TGF- ise fibroza yol
acmaktadir. Hedef hiicresi stellat hiicredir. Kuppfer hiicreleri bunun yaninda antijen
sunan hiicre olarak da gorev yapmaktadirlar ve hiicresel immiiniteyi aktive
etmektedirler [141].

4- Stellat hiicreler: Bir deniz yildiz1 goriiniimiinde olan bu hiicreler, siniizoid
duvarinda bulunmakta ve yiiksek miktarda retinol icermektedirler. Dogrusu
organizmadaki retinol deposunun ¢ok dnemli bir kismi stellat hiicrelerde bulunmaktadir.
Fizyolojik kosullarda inaktif haldedirler. Yukarida bahsedildigi gibi kuppfer
hiicrelerinin, 6rnegin oksidatif stres ile uyarilmalariyla ortaya c¢ikan TGF-f, stellat
hiicrelerini aktif hale getirmekte ve bu hiicreler retinol kaybetmektedirler. Aktif stellat
hiicre disse mesafesine kollajen salgilamaya baslamaktadir. iste bu durum, fibrozun
baslangicidir, ancak doniisiimsiiz degildir [141].

5- Safra kanah epitel hiicresi: Safra kanallar1 baglangi¢ noktalarmi iki
hepatosit arasindaki safra kanalcigindan almakta ve gitgide birleserek biiyiik safra
kanallarini olusturmaktadirlar. Sonunda ana safra kanalini tegkil ederek, duodenum’un
ikinci kisminda sonlanmaktadirlar. Hepatositler tarafindan g¢evrili olan safra
kanalciklarini, safra kanali epitel hiicreleri ile ¢evrili kanallara birlestiren yapilara
Herring kanali denilmektedir ve bu bolge stratejik bir 6neme sahiptir. Cilinkii hepatosit
kok hiicrelerine ev sahipligi yapmaktadir. Safra kanali epitel hiicrelerinin tahribatiyla
karakterize immiinolojik hasara ©6rnek hastaliklardan birisi olan primer sklerozan
kolanjit’de ROT hasarmin da rol oynadigi1 bilinmektedir. Goriildiigi gibi ROT hasari

karacigerde yer alan tiim hiicreleri etkisi altina almaktadir [141].

Kronik hepatitlerde ve karaciger fibrozunun patogenezinde oksidatif degisimler
etkin bir rol oynamaktadir [142]. Kronik hepatitlerde ve sirozda karacigerde
prooksidan-antioksidan sistemde degisiklikler oldugu insanlarda [143-145] ve deney
hayvanlarinda [146-149] yapilan ¢alismalarla gosterilmistir. Bu degisikliklerin plazma
ve eritrositleri [143-145, 150] de etkiledigi bildirilmistir. Buna dayanarak, prooksidan-
antioksidan sistemdeki degisimleri plazma ve eritrositlerde inceleyerek karaciger

hasarindaki gelisimin izlenebilecegi ileri stirtilmiistiir [150].

Oksidatif stres, hepatik siniizoidlerde yaslanma ve hastalikla olusturulan
patogeneziste ortaya ¢ikmaktadir. Ornegin; karaciger doku nakillerinde meydana gelen

disfonksiyonlar, asir1 akut ve kronik etanol alimi ile meydana gelen karaciger hasari,
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reaktif oksijen tiirlerinin iiretimini arttirmak i¢in katkida bulunur. Yaslanma ile
mitokondride oksidatif hasar ve reaktif oksijen tiirleri artar. Karaciger, portal ven
tarafindan gonderilen ve sindirim sonucu olusturulan toksinlere maruz kalmasindan
dolay1, patolojik olmayan durumlarda bile oksidatif stresin bolgesidir. Ozellikle hepatik
siniizoidal endotelyum, bodyle oksidatif stresler igin biiylik bir hedef olarak uygun
olmaktadir. Siniizoidal endotelyum, “karaciger siizgeci” olarak ifade edilen tek bir
yapiya sahiptir. Siizge¢ olarak isimlendirilen ve kiimeler halinde, ige dogru porlarla
delinmis ince bir yapidir. Siniizoidal endotelyum, proteinler ve diger besinlerin, kan ve
karaciger hiicreleri (hepatosit) arasinda serbest degisimi i¢in stratejik bir yapi ve
konumdadir. Siniizoidal endotelyum, ayrica silomikronlar ve virlisler gibi koloitler,

trombositler ve bir ¢ok kan hiicrelerinden hepatositleri korur [151].
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3. MATERYAL VE METODLAR

3.1. Materyal

3.1.1. Yeni organoselenyum Bilesikleri (Se I ve Se II)'nin Sentezlenmesi ve Yapisi

Yeni sentetik organoselenyum bilesikleri (Se I ve Se II) Inénii Universitesi Fen-
Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii Organik Kimya Arastirma Laboratuvarinda literatiire
gore sentezlendi (Sekil 3.1.) [152-154]. Yeni sentetik organoselenyum bilesikleri (Se I
ve Se II)’nin sentez asamalar1 Sekil 3.2. ve Sekil 3.3.’de gosterilmektedir.

Sentezlenen yeni bilesiklerin yapisi, mikroanalizler ve spektroskopik teknikler

(1H-NMR (300 MHz), 13C-NMR (75.5 MHz), FT-IR) kullanilarak aydinlatild:.

Se I Bilesigi Se II Bilesigi
H3C\ /CH3 MCOO(EHZ
?H N
N (CH2)3 Se

>:Se \N
|
ITI MeO@CHZ

1-izopropil-3-metilbenzimidazol-2-selenon (Se I) 1,3-di-p-metoksibenzilpirimidin-2-selenon (Se II)

CH;

Sekil 3.1. Selenyum I (Se I) ve Selenyum II (Se II) bilesiklerinin kimyasal yapilar1
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3.1.1.1. 1-izopropil-3-metilbenzimidazol-2-selenon (Se I) un Sentezi ve Yapisi

HiC_ CH; HiC. CH;

chi \$f{
N : N
O e 2= Ol
N i
1

CH,

l( ii)

CH, HyC. CH;
C

AN
ch  cHs ¢
N N (iii) N
H —_— >:Se
Y Y y
CHy  CH CH;
H,C  CH;
2

HiC_

3

Sekil 3.2. 1-izopropil-3-metilbenzimidazol-2-selenon (Se 1) ’un sentezi. Reaksiyon

sartlari: (i) CHs-I, toluen, 25°C; (ii) NaH, THF, 250C; (ii1) Se, toluene, 110°C.

1-izopropil-3-metilbenzimidazolyum iyodiir (1) Sentezi: 1-izopropilbenzimidazol
(5.20 g;32.50 mmol) toluende (20 mL) ¢ozildii. Cozelti lizerine damla damla metil
iyodiir (3 mL; 48.18 mmol) ilave edildi. Oda sicakliginda 12 saat karistirildi. Bu siire
sonunda kuru dietil eter ilave edilerek siiziildii ve vakumda kurutuldu. Verim: 9 g; %92;
en: 195-196°C. Anal. Found For: C, 43.75, H, 5.02, N, 9.30. Cald.: C, 43.70, H, 4.96,
N, 9.27. '"H NMR (CDCl3) &: 1.85 (d, 6H, J= 6.7 Hz, CH(CHs),), 4.25 (s, 3H, CH3),
5.09 (hep., 1H, J= 6.7 Hz, CH(CHs),), 7.78-7.79 (m, 4H, Ar-H), 9.45 (s, 1H, 2-CH). *C
NMR (CDCls) 6: 18.2 (CH(CHz3),), 30.4 (CH(CHj3),), 49.1 (CH3), 110; 110.3; 110.4;
113.1; 116; 125 (Ar-C), 135.7 (2-CH).
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Bis-[(1-izopropil-3-metil)benzimidozolidin-2-iliden] (2) Sentezi: 1-izopropil-3-
metilbenzimidazolyum iyodiiriin (8 g; 26.49 mmol) thf’deki (30 mL) siispansiyonuna,
parafinden arindirilmis NaH (1.10 g; 45.83 mmol) yavas yavas eklendi. Tepkime
karisimi1 oda sicakliginda 12 saat karigtirildi. Daha sonra thf vakumda ¢ekildi. Kuru
toluen (30 mL) ilave edilerek Nal siiziildii. Toluenin hacmi yariya indirilerek kuru n-
hekzan (15 mL) ilave edilerek kristallendirildi. Bununla birlikte elde edilen olefin
havaya hassas oldugu i¢in element analizi ve NMR spektroskopisi ile yapi

aydinlatilmadan kullanildi.

1-izopropil-3-metilbenzimidazol-2-selenon  (3)  Sentezi:  Bis-[(1-izopropil-3-
metil)benzimidozolidin-2-iliden] (0.5 g; 1.33 mmol) kurutulmus toluende (15 mL)
¢oziildii ve tizerine selenyum (0.25 g; 3.16 mmol) ilave edilerek karisim iki saat
karistirildi. Sonra karisim oda sicakligina kadar sogutuldu, toluenin hacmi vakumda
yartya indirildi. Selenyumun fazlas: siiziilerek uzaklastirildi. Verim: 0.42 g; %61; e.n:
96-97°C. Anal. Found For: C, 51.86, H, 5.44, N, 11.12. Cald.: C, 51.96, H, 5.55, N,
11.02. IR, v: 1408 (C=Se). 'H NMR (CDCl3) &: 1.61 (d, 6H, J= 7 Hz, CH(CHs),), 3.91
(s, 3H, CH;), 5.70 (hep., 1H, J= 7 Hz, CH(CHs),), 7.23-7.50 (m, 4H, Ar-H). °C NMR
(CDCl3) &: 20 (CH(CHs)2), 33.5 (CH(CHs),), 51.6 (CHs), 109.7; 111.2; 122.8; 123;
131.2; 134.2 (Ar-C), 167.3 (C=Se).
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3.1.1.2. 1,3-di-p-metoksibenzilpirimidin-2-selenon (Se II)’un Sentezi ve Yapisi

HEA@*OMEB
NH .
/2 Q) N
3(H2Cg + OHC OMe —> 3(H2C2
NH, N

l@
wiOrng g Qpow 1O
NH
(iii) /
(HZC) >=< (CHy); - 3(H2C3
NH
2

l(iV)

MeO@ HC
N
/
3(H2C) >:S€
\N

|
MeO H,C

Sekil 3.3. 1,3-di-p-metoksibenzilpirimidin-2-selenon (Se II)’un sentezi. Reaksiyon
sartlari: (i) EtOH, 76°C; (ii) Pd/C(5%), Hy; (iii) CH(OMe),NMe,, 100-130°C; (iv) Se,
toluene, 110°C.
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1,3-bis(p-metoksibenzilidenamino) propan (1) Sentezi: 1,3-Diaminopropan (1.0
mmol) p-metoksibenzaldehitin (2.0 mmol) alkoldeki ¢ozeltisi lizerine damla damla ilave
edildi. Bir saat refluks edildikten sonra oda sicakligina sogutuldu. Olusan krem renkli
kristaller siiziildii ve dietil eter (3x20 mL) ile yikandi. % 80; e.n: 76-78°C. '"H NMR
(CDCl3) o: 2.18 (quin., 2H, J= 6 Hz, NCH,CH,CH)N), 3.74 (t, 4H, J= 6 Hz,
NCH,CH,CH,N), 3.90 (s, 6H, OCH3), 7.02 ve 7.80 (d, 8H, J= 8 Hz, Ar-H) 8.35 (s, 2H,
N=CH).

1,3-bis(p-metoksibenzilamino) propan 2) Sentezi: 1,3-bis(p-
metoksibenzilidenamino) propan’in (5.5 g) metanoldeki (50 mL) ¢oOzeltisine kisim
kisim sodyum borhidriir ilave edildi. Bir gece oda sicaklifinda karistirildi. Metanol
uzaklastirildiktan sonra su ilave edildi ve once der. HCI ile sonra NaOH ile muamele
edildikten sonra Diklormetan ile iirlin ekstrakte edildi. MgSO, iizerinde kurutuldu.
Vakumda ¢6zgen uzaklastirildi. Verim: 3 g; % 65; k.n: 160-165 (0.3 mmHg). '"H NMR
(CDCl3) &: 1.30 (s, 2H, NH), 1.59 (quin., 2H, J= 6 Hz, NCH,CH,CH:N), 2.56 (t, 4H, J=
6 Hz, NCH,CH,CH;N), 3.56 (s, 2H, NCH,), 3.67 (s, 6H, OCH3), 6.68 ve 7.10 (d, 8H,
J= 8 Hz, Ar-H).

Bis[(1,3-di-p-metoksibenzil)-1,3-pirimidin-2-iliden] A3) Sentezi: 1,3-bis(p-
metoksibenzilamino) propan ve N,N-dimetilformamid dimetil asetalin kuru toluendeki
cozeltisi 3 saat 90°C’de, argon atmosferinde 1sitildi. Daha sonra reaksiyon karisimi
120°C’de 1 saat yan iriin metanol ve dimetilaminin uzaklagsmasina izin verilecek
sekilde, distillenme sartlar1 altinda 1sitildi. Beyaz kat1 toluen (5 mL) ve n-hekzan (10
mL) karisiminda kristallendirildi. Bununla birlikte elde edilen olefin havaya hassas

oldugu i¢in element analizi ve NMR spektroskopisi ile yap1 aydinlatilmadan kullanildi.

1,3-di-p-metoksibenzilpirimidin-2-selenon’un “4) Sentezi: Bis[(1,3-di-p-
metoksibenzil)-1,3-pirimidin-2-iliden] (1.2 g; 1.92 mmol) kurutulmus toluende (15 mL)
¢Oziildii ve {lizerine selenyum (0.3 g; 3.79 mmol) ilave edilerek karisim iki saat
karistirildi. Sonra karisim oda sicakligina kadar sogutuldu, toluenin hacmi vakumda
yartya indirildi. Selenyumun fazlas: siiziilerek uzaklastirildi. Verim: 1.19 g; % 79; e.n:
164-165°C. Anal. Found For: C, 59.39, H, 6.18, N, 6.99. Cald.: C, 59.42, H, 6.37, N,
7.17. IR, v: 1511 (C=Se). '"H NMR (CDCl;) &: 1.74 (quin., 2H, J= 5.9 Hz
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NCH,CH,CH:N), 3.12 (t, 4H, J= 5.9 Hz, NCH,CH,CH>N), 3.70 (s, 6H, OCHs), 5.34 (s,
4H, NCH,), 6.79 ve 7.28 (d, 8H, J= 8.8 Hz, Ar-H). >C NMR (CDCly) &: 21.2; 46
(NCH,CH,CH,N), 55.7 (OCH3), 114.4; 129.4; 129.5; 159.6 (Ar-C), 180.8 (C=Se).

3.1.2. Deneylerde Kullamilan Kimyasal Malzemeler

Deneysel ¢alismalarda, analitik saflikta olan sitokrom — ¢ (Merck), ksantin
(Sigma), ksantin oksidaz (Sigma), GSH (rediikte glutatyon) (Sigma), GSSG (okside
glutatyon) (Sigma), BSA (Bovine serum albumin) (Sigma), GSSG Rediiktaz (Sigma),
SOD (Siiperoksit dismutaz) (Sigma), EDTA (Etilen diamintetraasetik asit) (Sigma),
Folin fenol reagent (sigma), NADPH (B-Nikotinamid adenin dintikleotid fosfat
(rediikte)) (Merck), dihidronikotinamid adenin dintikleotid fosfat (Merck), NaNj
(Sodyum azid) (Merck), Na,COs (Merck), CuSO, (Merck), Na, K-Tartarat (Merck),
NaOH (Merck), KH,PO4 (Merck), K;HPO4 (Merck), Na,HPO, (Merck), NaH,PO4
(Merck), H,O, (Merck), HCI (Merck), NaCI (Merck), TBA(2-tiyobarbiitrik asit)
(Merck), TCA (Trikloroasetik asit) (Merck), DTNB (5,5’-ditiyobis-2 nitrobenzoik asit)
(Sigma), NBT(nitro blue tetrazolyum klorid) (Merck), KCl (potasyum kloriir) (Merck),
H,SOq, (siilfiirik asit) (Merck), DPPH (difenil pikril hidrazil) (Sigma), Etanol (Merck),
Metanol (Merck), Tween 20 (merck), DMBA (Sigma), potasyum ferri siyaniir (Sigma),
Trikloro asetik asit (Merck), FeCl;.6H,O (Sigma), linoleik asit (Sigma), Trans-beta-
karoten (Sigma), kloroform (Merck) kullanilmigtir.

3.1.3. Deneylerde Kullanilan Aletler

Deneysel calismalar boyunca, otomatik pipetler, vortex, terazi, sogutmali
santrifiij (NF-800-R), spektrofotometre (Shimadzu UV-1601-UV visible), manyetik
karistirici, pH metre (PH 1000, masa tipi), homojenizator (Ultra- Turrax T 25), derin
dondurucu, su banyosu (Clifton), Olympus BH2 arastirma mikroskopu ve evaporator

kullanilmastir.
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3.1.4. Sicanlarin Temini ve Deneysel Gruplarin Hazirlanisi

Bu calismada, agirliklar1 150-200 gram arasinda degisen 35 adet, dort aylik
saglikli disi albino Wistar sicanlart kullamldi. Bu siganlar inénii Universitesi Tip
Fakiiltesi Hayvan Arastirma Merkezinden temin edildi. Siganlar ¢alisma boyunca oda
sicakliginda tutulup, su ve sican yemi verilerek beslenmistir. Her biri 6 ile 8 adet
hayvan iceren bes gruba ayrilan si¢anlar, calisma baslangicindan Once tartildi. Bes
gruba ayrilan hayvanlardan, birinci grup kontrol grubu olarak kullanild. Tkinci gruptaki
hayvanlara Se I, Se II ve DMBA bilesiklerimizi ¢ozdiigiimiiz misir yagi belli hacimde
iki giinde bir olacak sekilde 4 hafta boyunca uygulandi. Ugiincii gruptaki hayvanlara 50
mg/kg DMBA tek doz olarak uygulandi ve dort hafta sonra sakrifiye edildi. Dordiincii
gruptaki hayvanlara DMBA iigiincii gruptaki gibi uygulandi ve DMBA uygulamasindan
6 saat sonra Se I bilesigi 25 umol/kg olacak sekilde 4 hafta boyunca iki giinde bir
uygulandi (DMBA+Se I). Besinci gruptaki hayvanlara ise, Se I bilesigi yerine Se Il
bilesiginin kullanilmas1 disinda, dordiincii gruptaki hayvanlara uygulanan islemler

yapildi (DMBA+Se II).

3.2. Metodlar

3.2.1. Diseksiyon Islemi ve Doku Numunelerinin Hazirlanmasi

Biitiin hayvanlar 75 mg/kg sodium pentobarbital ile bayiltildiktan sonra basarili
bir sekilde sakrifiye edildi. Bu uygulamalardan sonra siganlarin kalplerinden sag
ventrikiile girilerek 4 mL kan alind1 ve heparinize edildi.

Sicanlarin karaciger dokulari, serum fizyolojik ile perfiize edilip tamamen
kanindan temizlendikten sonra, sivi azotta dondurulup, biyokimyasal analizler
yapilincaya kadar —80 °C’de derin dondurucuda saklandi.

Enzim (SOD, CAT, GR, GSH-Px) aktivite tayini, total protein tayini ve total
GSH tayini yapacagimiz dokunun homojenizasyonunda, dncelikle doku tartildi ve 1/5
w/v oraninda PBS tamponu (pH 7.4) eklenerek buz izolasyonu altinda homojenizator ile
tiim doku parcalanincaya kadar homojenize edildi. Homojenizasyon isleminin ardindan
17.000 g’ de +4 °C’ de 15 dakika mikrosantrifiij aletiyle santrifiij islemi yapildi.

Boylece enzim aktiviteleri ve protein tayinin yapilacagi siipernatan elde edildi.
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Stipernatan Ornekleri ol¢im islemleri yapilincaya kadar — 80 °C ’de derin
dondurucuda saklandi.

Lipit peroksidasyonunu belirleyecegimiz dokunun homojenizasyonu ise %
1,15’1ik KCI ile 1/10 w/v oraninda eklenerek homojenize edildi. Homojenat analiz

yapilincaya kadar yine —80 °C’ de derin dondurucuda sakland.

3.2.2. Kalpten Kan Alinmasi ve Eritrositlerin Saflastirilmasi

Sicanlarin kalplerinden sag ventrikiiliine girilip 4 mL kan alinarak heparinize
edildi ve bu kanlar zaman gegirilmeden 3000 g’de 5 dk. santriflij edilerek, istteki
plazma kismu ayrildi. Alttaki korpiiskiil kisimlar1 ise izotonik sodyum kloriir ¢ozeltisi
eklenerek, orijinal hacme (tam kandaki gibi) tamamlanip 1000 g’de 10 dk. santrifiij
edildi ve siipernatan uzaklastirildi. Ustte olusan ‘buffy coat’ tabakasi aspire edilerek
uzaklagtirildi. Bu iglemler ti¢ kez tekrarlanarak eritrositler iyice saflagtirildi [155]. Daha
sonra 1.5 mL saf eritrosit 6rnekleri alinarak dlgtimler yapilana kadar derin dondurucuda

saklandi.

3.2.3. Hemoglobin Miktar Tayini

1.5 mL eritrosit paketi bulunan 6rnekler oda sicakliginda ¢éziinmeye birakildi ve
bir miktar hemolizi saglandi. Eritrosit drneklerine 0°C ’de sogutulmus 1.5 mL bidistile
su eklenerek 1dk. boyunca vorteksle karistirildi ve eritrositlerin tam olarak lizisi
saglandi. Lizise ugrayan numuneler, 5000 g’de 20 dk. santrifiij edilerek hiicresel
partikiiller ¢oktiiriildii. Sonra {stteki silipernatan, igerik olarak normal kandaki
konsantrasyonlarina ¢ok yakin degerlere geldi ( normal kan korpiiskiilii= kan plazmasi)
ve hemoglobin miktar ol¢limii ile eritrosit i¢i enzim aktiviteleri i¢in kullanildi. Elde

edilen slipernatanda Drabkin yontemiyle [156] hemoglobin diizeyleri 6l¢iildii.
3.2.4. Histopatolojik Calisma icin Numune Hazirlanmasi

Zedelenmeden ¢ikarilan sican karaciger dokularinin bir pargasi, %10’luk notral
tamponlanmis formalin (NTF) soliisyonunda 24 saat (+4°C’de) boyunca bekletilerek

fikse edildi. Fikse edildikten sonra dokular, 3-4 mm’lik daha kiigiik parcalara ayrilip,

plastik doku takip kasetleri igerisine konuldular.
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3.2.5. Protein Tayini

Lipit peroksidasyonu ve enzim aktivitesi Ol¢limleri yapilmadan 6nce, protein
tayininde kullanilacak olan karaciger doku siipernatanlarindan 1 mL siipernatandaki
protein miktarini belirlemek i¢in  Lowry yontemi kullamildi [157]. Bu yontemde

kullanilan ¢ozeltiler ve bunlarin hazirlanislar1 asagida yer almaktadir :
3.2.5.1. Kullamlan Reaktifler

A cozeltisi:

- % 2’lik Na,COs3’1n 0.1 N NaOH’ teki ¢ozeltisi : 100 hacim

- % 2’lik Na,K- Tartarat ¢ozeltisi : 1 hacim

- % 1’lik CuSOq4 ¢ozeltisi : 1 hacim

A c¢ozeltisi, yukarida belirtilen {i¢ ¢6zeltinin hazirlanip deneye baslamadan 6nce

belirtilen hacim oranlariyla karigtirilmastyla hazirlandi.
B cozeltisi :
- Folin Fenol Belirteci : 1 hacim
- Bidistile su : 1 hacim
B ¢ozeltisi, belirtilen hacim oranlarinda karistirilarak hazirlandi.
BSA c¢ozeltisi :
Standart protein c¢ozeltisi olan BSA (Bovine Serum Albumin) Img/mL
konsantrasyonunda stok ¢ozelti olarak hazirlandi. Orneklerin galisma araligina gore 10,
20, 30, 40, 50,. pg/mL’lik ¢ozeltileri hazirlanip kullanildi.

3.2.5.2. Deneyin Yapihisi

1) Her deney i¢in 2 kor, 6rnegin ¢alisma araligina gore degisik konsantrasyonlarda

BSA’lar ve ornek tiipleri hazirlanip, biitiin tliplere A ¢ozeltisinden 2.5 mL kondu.
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2) BSA tiiplerine belirtilen hacimlerde BSA ¢6zeltilerinden 6rnek tiiplerine ise deney
sartlarma gore 5, 10, puL’lik 6rnek c¢ozeltileri tiiplin duvarlarina damlaciklar

seklinde birakildi.

3) Vorteksle iki defa karistirilan tiipler 10 dk. bekletildi.
4) 1:1 oraninda hazirlanmis olan Folin-fenol belirtecinden (B ¢6zeltisi) tiim tiiplere 250
pL ilave edilip, vorteksle iki defa tekrar karistirilan tiipler, renk olusumu icin

karanlikta 45 dk. bekletildi.

5) Bu siirenin bitiminde 6rnekler karanlik ortamdan c¢ikarilip, spektrofotometre ile

orneklerin 695 nm’deki absorbans degisimi okundu.

3.2.5.3. Protein Miktarimin Hesaplanmasi

Ornek tiipiindeki siipernatanin 1 mL’ sindeki protein miktari, standart BSA

cozeltileri ile hazirlanan kalibrasyon grafigi kullanilarak hesaplandi.

3.2.6. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivite Tayini ve Numunelerin Hazirlanisi

Stiperoksit radikallerinin dismutasyonunda gorevli olan SOD enziminin aktivite
tayini McCord J.M, Fridovich I [158] yOntemiyle yapilmistir. Bu yontem, ksantin-
ksantin oksidaz sisteminde {iretilen siiperoksit radikallerinin  sitokrom-c’yi

indirgemesinin SOD tarafindan inhibisyonu temeline dayanmaktadir.

3.2.6.1. Kullanilan Reaktifler

A cozeltisi:
5 pmol ksantinin 0.001 N NaOH’ daki ¢ozeltisi : 10 hacim.
2 pmol sitokrom-c’nin 50 mM pH 7.8 ve 0.1 mM EDTA igeren fosfat tamponundaki

¢oOzeltisi : 100 hacim.

Yukarida verilen hacim oranlarinda karistirilarak hazirlanan A ¢ozeltisi, +4 °C ° de 3

giin kararhdir.
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B cozeltisi:
Deneyden oOnce taze olarak hazirlanan ksantin oksidazin 0.1 mM EDTA daki

¢ozeltisi 0.2 U/mL seklindedir.

3.2.6.2. Deneyin Yapilisi

1) A ¢ozeltisi 3 mL’lik spektrofotometre kiivetine 2.9 mL olarak eklendi.
2) 50 pL numune eklendi.

3) Tepkime 50 uL B ¢ozeltisinin ilavesiyle baslatildu.

4) 550 nm deki absorbans degisimi (1dk.) spektrofotometre ile okundu.

5) Kor okumasi esnasinda numune yerine 50 pL bidistile su ilave edildi.

6) Kalibrasyon grafigi olusturmada, 5.10” M konsantrasyondaki SOD ¢zeltisinin 5 pL,
10 uL ve 15 pL deki bilinen degerlerine karsilik elde edilen % inhibisyon degerleri
grafik olarak ¢izildi.

3.2.6.3. SOD Aktivitesinin Hesaplanmasi

Asagidaki formiile gére drneklerin % inhibisyon degerleri hesaplandi.

A OD (Ornek)
A OD (Koér)

C= X 100

3.2.7. Katalaz (CAT) Aktivite Tayini ve Numunelerin Hazirlanisi

Luck H [159] yontemine gore katalaz aktivite tayini yapildi.

3.2.7.1. Kullanilan Reaktifler

1/15 M konsantrasyonlu Na, K-fosfat tamponu ( Na,HPO4- KH,PO, ) pH: 7
Derisik H,O, ¢ozeltisi.
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3.2.7.2. Deneyin Yapilisi

160 pL H,O, c¢ozeltisi Na, K-fosfat tampon ¢dzeltisine 100 mL’sine ilave
edilerek hazirlanan bu ¢ozeltiden 1000 pL alind1 ve kér olarak kullanildi. Orneklerin
katalaz igerigini belirlemek i¢in, bu karigimdan 1000 pL alinip kiivete kondu ve tlizerine
calisma araligina bagli olarak 30 pL baslayarak gittikge artan konsantrasyonlarda
siipernatan ilave edildi. Bir defa karistirilarak spektrofotometrede 240 nm dalga

boyunda 30 sn. siireyle absorbans degisimleri elde edildi.

3.2.7.3. CAT Aktivitesinin Hesaplanmasi

Elde edilen optik dansite farkindan mL’deki enzim iinite sayis1 asagidaki

formiile gére hesaplandi.

C= A OD x 1dk x 1000

0.036 x pL siipernatan

3.2.8. Glutatyon Rediiktaz (GR) Aktivite Tayini ve Numunelerin Hazirlanmsi

NADPH’a bagl olarak okside glutatyonun (GSSG) rediikte glutatyona (GSH)
doniislimiinii katalizleyen bir enzim olan glutatyon rediiktazin aktivite tayini ise

Carlberg . yontemi [160] kullanilarak yapilmustir.
3.2.8.1. Kullanilan Reaktifler
0.2 mM Fosfat tamponu — 2 uM EDTA
pH =7.2 Tris-HCI tamponu

2mM pH =7.2 NADPH/ Tris-HCI ¢ozeltisi
20 mM GSSG ¢ozeltisi
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3.2.8.2. Deneyin Yapilhisi

Fosfat tamponu 30°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibe edilmis fosfat
tamponundan 0.5 mL alinip, lizerine 50 pL NADPH ve GSSG eklendi. Toplam hacim
ImL olacak sekilde hazirlanan numunelerin, 340 nm’de 60 saniye siire ile

spektrofotometrik olarak okumalar1 yapildi.

3.2.8.3. GR Aktivitesinin Hesaplanmasi

Okunan bu optik dansite farkindan 1mL numunedeki enzimin aktivite tayini

asagidaki formiille hesaplandi.

AOD x Toplam hacim (mL)

€= 6,22 x Numune hacmi (mL)

3.2.9. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktivite Tayini ve Numunelerin Hazirlanisi

Lawrance R.A, Burk R.F yontemi kullanilarak [161] Se-bagimli GSH-Px

enziminin aktivite tayini yapilmistir.
3.2.9.1. Kullanilan Reaktifler

Tampon Cozelti: 50 mM KH,PO4 + Ko;HPO4 + 5 mM EDTA iceren pH:7

seklinde hazirlanmstir.

NaNj3 ( Sodyum azid ) : 1 mM
H,O, : 0.25mM
NADPH : 0.2 mM
GSH ( Rediikte glutatyon ) : 2 mM
GSSG Rediiktaz :1.2U/mL
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3.2.9.2. Deneyin Yapilist

Belirtilen derisimlerde hazirlanan ¢ozeltilerle, 6nce kor ardindan da numune
deneyleri yapilmistir. Spekrofotometre kiivetine kor i¢in 1 mL tampon, 10 uL NADPH,
10 uL GSH, 10 pL NaNj ve 2 uL GSSG rediiktaz ¢ozeltileri ilave edildi. 37°C de 5 dk
siire 1ile inkiibasyona tabi tutulan c¢ozelti karnisitmma 10 puL HyO, eklerek,
spektrofotometrede 340 nm deki absorbans degisimi (1 dk.) elde edildi. Ornek deneyleri
icin ise belirli miktarlarda siipernatan eklendikten sonra 37°C de 5 dk. sire ile
inkiibasyona tabi tutularak kor denemedeki gibi 340 nm deki absorbans degisimi

saptandi.
3.2.9.3. GSH-Px Aktivitesinin Hesaplanmasi

GSH-Px aktivitesinin tayini asagidaki formiile gére hesaplandi.

AOD
6220/mL

A OD: Optik Dansite Farki
3.2.10. Total Glutatyon (GSH) Analizi ve Numunelerin Hazirlanmasi

Bir o-glutamil-sistein-glisin olan ve aerobik yasamin zararli yan {riinlerinden
hidrojen peroksit ve organik peroksitler ile tepkimeye girerek detoksifikasyonda 6nemli

bir rol oynayan glutatyon miktar tayini Theodorus P. yontemine [162] gore yapildi.
3.2.10.1. Kullanilan Reaktifler

0.1M, pH=7 potasyum fosfat tamponu

DTNB (5,5’-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit)): 1.5 mg/ml DTNB, stok tampon ¢ozeltisiyle
giinliik olarak hazirlandi.

GSSG Rediiktaz: Enzim konsantrasyonu 6 U/mL olacak sekilde stok tampon
cozeltisiyle glinliik olarak hazirlandi.

NADPH: 4 mg/mL olacak sekilde stok tampon ¢ozeltisiyle hazirlandi.
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3.2.10.2. Deneyin Yapihisi

Total glutatyon (GSH+GSSG) miktar tayininde hesaplanan hacimlerde tampon
¢ozelti, DTNB ve NADPH tiiplere kondu. Spektrofotometre kiivetine alinan karigima
glutatyon rediiktaz ve siipernatan eklenmesiyle spektrofotometrede 412 nm de 1
dakikadaki absorbans degisimine karsilik gelen total glutatyon degerleri, standart
grafikten okundu.

3.2.10.3. Total GSH Miktarinin Hesaplanmasi

2GSH + DTNB —  GSSG +2TNB
GSSG +NADPH+H — 2GSH +NADP"
NADPH +H"+DTNB — 2TNB + NADP"
Total glutatyon miktari, reaksiyonlar sonucu olusan TNB miktar1 412 nm’de
spektrofotometrik olarak okundu. Okunan absorbans degerlerine karsilik gelen total

glutatyon miktar1: nmol / protein (Lowry) olarak kaydedildi.

3.2.11. Lipit Peroksidasyonunun Belirlenmesi ve Numunelerin Hazirlanmasi

Hiicre zarinda bulunan lipitlere serbest radikallerin saldirilar1 sonucu olusan lipit
peroksidasyonu, son lriin olan malondialdehit (MDA) miktarinin Beuge J.A [163]

yontemiyle belirlenmesiyle bulundu.

3.2.11.1. Kullanilan Reaktifler

- % 15 ‘lik TCA ¢ozeltisi : 1 hacim
- % 0.375 ‘lik TBA ¢ozeltisi : 1 hacim
- 0.25 N ‘lik HCI ¢ozeltisi  : 1 hacim
Bu {i¢ ¢Ozeltinin hassas bir sckilde hazirlanarak, belirtilen hacimlerde

karistirilmasiyla bir soliisyon hazirlandi.
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3.2.11.2. Deneyin Yapihisi

1-10 mL’ lik santifiij tiiplerine hazirladigimiz soliisyondan 4 mL ilave edildi.
2- Kor tiipleri harig, 6rnek tiiplerine 1 mL homojenat eklendi.

3- Bir defa siddetli bir sekilde karistirildi.

4- Kaynar suda ( 95-100 °C °de ) 15 dk. beklemeye birakildi.

5- Sonra tiipler sogutularak, 3500 rpm’ de 10 dk. santrifiij yapildu.

6- Elde edilen siipernatanin spektrofotometre ile 535 nm’deki absorbansi okundu.

3.2.11.3. MDA Diizeyinin Hesaplanmasi

Malondialdehit miktar1 asagidaki formiile gére hesaplandi.

MDA-TBA kompleksi i¢in molar absorbans katsayist: € : 1.56 x 10° M'em’

OD Total Hacim

1.56x10° Numune hacmi

3.2.12. Karaciger Dokusunun Histopatolojik Analizi

NTF’de fiksasyon islemleri tamamlanmis olan doku numuneleri 24 saat boyunca
akan ¢esme suyunda yikandiktan sonra % 70’den absoliiye kadar dereceli etil alkol
serilerinden gegirilerek dehidrate edildiler. Tiim 6rnekler dehidratasyonu takiben toplam
1.5 saat siire ile ksilolde seffaflandirilarak 60°C’de erimis olan parafine konuldular. 6
saat siire ile erimis haldeki parafinde bekletilen dokular, parafin icerisine gomiilerek
bloklandi. Parafin bloklardan Lipshaw marka rotary mikrotom ile 5-6 um kalinliginda
kesitler alindi. Alinan kesitlere genel histolojik yapiyr goézlemlemek amaciyla
Hematoksilen-eosin (H-E) boyama yontemi uygulandi [164, 165]. Hazirlanan

preparatlar aragtirma mikroskopu ile incelenerek fotograflar ¢ekildi.
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3.2.13. Selenyum Bilesiklerinin in vitro Ozelliklerinin Analizi
3.2.13.1. Radikal Siipiirme Giicii (RSG) Ol¢iimii

Difenil Pikril Hidrazil (DPPH) sentetik radikali kullanilarak selenyum bilesikleri
(Se I ve Se II)’nin RSG degerinin 6l¢iimii [166-169]’a gore ve deney sartlarinin
gerektirdigi bazi degisiklikler yapilarak gergeklestirilmistir.

DPPH ¢ozeltisi, her deney igin giinliik hazirlanmis olup, 0.025 g.L™' 'lik DPPH
¢ozeltisi i¢in 2.5 mg DPPH radikali 100 mL metanol i¢inde ¢6ziilmiis ve kullanilincaya
kadar agz1 kapali bir kapta derin dondurucuda saklanmistir. Spektrofotometre
kiivetlerine (2.5 mL-disposable) 50, 100, 200, 300 ve 500 uL Se I ve Se II ¢ozeltisi
konulmus ve metanolle 500 pul.’ye tamamlanmis, kér numune i¢in kiivete 500 ul saf
metanol konmustur. Boylece sentetik organoselenyum bilesikleri (Se I ve Se II)’nin
farkli konsantrasyonlar1 elde edilmistir. Her bir kiivete 2 mL DPPH c¢ozeltisi
pipetlenmis ve kiivetler birka¢ kez ters-diiz edildikten sonra karanlik bir yerde, oda
sicakliginda inkiibasyona birakilmigtir. 15 dakika sonra kiivetlerin 517 nm'deki
absorbans1 saf metanole karst okunmus, RSG degerleri asagidaki formiille

hesaplanmistir;

A.
RSG = [1- =915 1% 100

K15

Apas: Omegin 15. dakikadaki absorbansi, Ax.is: Kontroliin 15. dakikadaki absorbansi
3.2.13.2. B-Karoten Bleaching Metoduyla Antioksidan Aktivite Olciimii

Antioksidan aktivite 6l¢iimii, [170]’e gore ve deney sartlarinin gerektirdigi bazi
degisiklikler yapilarak uygulanmistir. 2 mg kristal Trans-beta-karoten, 10 mL kloroform
icinde ¢oziilerek stok beta-karoten ¢ozeltisi hazirlanmistir. 250 mL’lik yuvarlak tabanl
bir balona; 40 pL linoleik asit ve emiilgator olarak 500 pL tween-20 konularak iizerine
beta-karoten ¢ozeltisinden 1 mL eklenip ve hizla karigtirilarak balon igeriginin homojen

bir sekilde ¢oziinmesi saglanmustir. Kloroform rotary evaporatorde 40 °C’de vakum
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altinda 5 dakika uzaklastirilmis, balona 100 mL distile su, yavas¢a konularak ve
kuvvetlice calkalanarak tam bir emiilsiyon olusmasi saglanmistir. Bu emiilsiyon 1siktan
ve havadan etkilenmeyecegi soguk bir yerde kullanilincaya kadar saklanmistir. Deney
tiplerine 10 puL yeni sentetik organoselenyum bilesikleri (Se I ve Se II) konularak
etanolle 0.1 mL’ye tamamlanmis, kontrolde 6rnek yerine saf etanol kullanilmistir. Her
bir tiipe 4.9 mL B-karoten emiilsiyonu konulup tiipler iyice ¢alkalanip derhal 470 nm’de
absorbans okunmustur. Spektrofotometreyi sifirlamak igin [B-karoten igermeyen
emiilsiyon kullanilmistir (Bu amagla baska bir balona yalnizca linoleik asit ve tween-20
konulmus ve distile su eklenerek bir emiilsiyon olusturulmustur). Daha sonra tiipler 50
%C’de su banyosuna konulmus, 90 dakika boyunca her 10 dakikada bir 6l¢iim alinarak

grafige gecirilmistir.

3.2.13.3. indirgeme Giicii Ol¢iimii

Indirgeme giicii Olgiimiinde [171]’un kullandig1 yéntemler degistirilerek
uygulanmistir. Cam tiiplere 10, 25, 50 uL yeni sentetik organoselenyum bilesikleri (Se I
ve Se II) konularak etanol ile 0.1 mL’ye tamamlanmis, kontrolde 6rnek yerine etanol
kullanilmistir. Her tiipe 2.5 mL 0.2 M fosfat tamponu (pH: 6.6) ve 2.5 mL % 1’lik
potasyum ferri siyaniir ilave edilerek karigim su banyosunda 50 °C’de 20 dk.
inkiibasyona birakilmistir. Su banyosundan alan tiiplerin iizerine 2.5 mL % 10'luk
Trikloro asetik asit eklenip tiipler ¢alkalanmis daha sonra santrifiij cihazinin tiiplerine
alinan ornekler, 4000 dev/dak’da 10 dk santrifiij islemine tabii tutulmustur. Santrifiij
sonucu ayrilan serumdan 2.5 mL alinarak {izerine 2.5 mL distile su ve 0.5 mL % 0.1'lik
FeCl;.6H,O ¢ozeltisi ilave edilmis renklenen ¢ozeltinin 700 nm’deki absorbansi distile

suya kars1 okunmustur.

3.2.14. istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatiksel hesaplamalar1 SPSS paket programi kullanilarak

tek yonlii varyans analizinde Duncan’s modeline gore yapilmustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Cahsma Gruplariin Karaciger Dokusunda Olgiilen Siiperoksit Dismiitaz

(SOD) Aktiviteleri

Calisilan karaciger dokusunda SOD aktivitesi, kontrol grubuna gére DMBA
grubunda istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmistir (P>0.05). DMBA+Se [ ve
DMBA+Se II gruplarinda ise SOD aktivitesi DMBA grubuna gore anlamli bir sekilde
artmistir (P<0.05). Bu artis ile DMBA+Se I ve DMBA+Se 11 gruplarindaki degerler
kontrol grubu degerlerine yaklagmustir (Cizelge 4.1. ve Sekil 4.1.).

Cizelge 4.1. Gruplarin Karaciger Dokusunda Olgiilen SOD Aktivitesi

GRUPLAR SOD (ng/mg protein)

Kontrol 1.13+0.12°

Misir Yagi 0.37+0.01¢

DMBA 0.53+0.03%

DMBA+Se | 0.74+0.02°

DMBA+Se 11 0.69+0.005"

P P<0.05
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=1 0,8 - B Misir Yagi
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2 06 - - CODMBA+Se |
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Sekil 4.1. Kontrol, misir yagi, DMBA, DMBA+Se I ve DMBA+Se II grubu karaciger

SOD aktiviteleri
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4.2. Cahsma Gruplarmin Karaciger Dokusunda Olgiilen Katalaz (CAT)
Aktiviteleri

Calisilan karaciger dokusunda katalaz aktivitesi, kontrol grubuna gére DMBA
grubunda istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmistir (P>0.05). DMBA+Se I ve
DMBA+Se II gruplarinda ise katalaz aktivitesi DMBA grubuna gére anlaml bir sekilde
artmistir (P<0.05). Bu artis ile DMBA+Se I ve DMBA+Se Il gruplarindaki degerler
kontrol grubu degerlerine yaklasmistir (Cizelge 4.2. ve Sekil 4.2.).

Cizelge 4.2. Gruplarin Karaciger Dokusunda Olgiilen CAT Aktivitesi

GRUPLAR CAT (umol/mgprotein)

Kontrol 129.00+18*
Misir Yag 83.33+2.29™
DMBA 78.48+6.43¢
DMBA-+Se 115.004+9.72%
DMBA-+Se II 96.98+4.08
P P<0.05

160 -
_ 1o
<
S 120 - l T
@]
= L OKontrol
o 100 - 5
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S 80 - I ODMBA
E. DDMBA+Se |
N EDMBA+Se I
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Sekil 4.2. Kontrol, misir yagi, DMBA, DMBA+Se 1 ve DMBA+Se II grubu karaciger
CAT aktiviteleri
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4.3. Calisma Gruplarimin Karaciger Dokusunda Olgiilen Glutatyon Rediiktaz (GR)
Aktiviteleri

Caligilan karaciger dokusunda glutatyon rediiktaz aktivitesi, kontrol grubuna
gore DMBA grubunda istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmistir (P>0.05).
DMBA+Se I ve DMBA+Se II gruplarinda ise glutatyon rediiktaz aktivitesi kontrol ve
DMBA grubuna goére anlamli bir sekilde artmistir (P<0.05) (Cizelge 4.3. ve Sekil 4.3.).

Cizelge 4.3. Gruplarin Karaciger Dokusunda Olgiilen GR Aktivitesi

GRUPLAR GR (pumol/mgprotein)

Kontrol 1.83+0.08°
Misir Yagi 1.56+0.12
DMBA 1.36+0.07¢
DMBA+Se I 2.79+0.15%
DMBA+Se II 2.24+0.17°
P P<0.05

3,5
'% 3 T
o T
a 2,5
g O Kontrol
% 2 - B Misir Yagi
E e ODMBA
— 1.5 T ODMBA+Se |
3 1] B DMBA+Se Il
o
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Sekil 4.3. Kontrol, misir yagi, DMBA, DMBA+Se I ve DMBA+Se II grubu karaciger
GR aktiviteleri
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4.4. Calisma Gruplarmin Karaciger Dokusunda Olgiilen Glutatyon Peroksidaz

(GSH-Px) Aktiviteleri

Caligilan karaciger dokusunda glutatyon peroksidaz aktivitesi, kontrol grubuna
gore DMBA grubunda istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmistir (P>0.05).
DMBA+Se I ve DMBA+Se 1I gruplarinda ise glutatyon peroksidaz aktivitesi DMBA
grubuna goére anlamhi bir sekilde artmistir (P<0.05). Bu artis ile DMBA+Se 1 ve
DMBA+Se II gruplarindaki degerler kontrol grubu degerlerine yaklagmistir (Cizelge
4.4. ve Sekil 4.4.).

Cizelge 4.4. Gruplarin Karaciger Dokusunda Olgiilen GSH-Px Aktivitesi

GRUPLAR GSH-Px (nmol/mg protein)
Kontrol 4.54+0.92%
Misir Yagi 2.00+0.49°
DMBA 1.91+0.38°
DMBA+Se | 2.62+0.20°
DMBA+Se 11 4.16+1.18"
P P<0.05
< 61
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Sekil 4.4. Kontrol, misir yagi, DMBA, DMBA+Se 1 ve DMBA+Se II grubu karaciger
GSH-Px aktiviteleri
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4.5. Cahsma Gruplarimin Karaciger Dokusunda Olciilen Total GSH Diizeyleri

Calisilan karaciger dokusu GSH seviyesinde, kontrol grubuna gére DMBA
grubunda meydana gelen azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (P>0.05).
DMBA+Se I ve DMBA+Se II gruplarinda ise GSH seviyesi kontrol ve DMBA grubuna
gbre anlamli bir sekilde artmistir (P<0.05) (Cizelge 4.5.ve Sekil 4.5.).

Cizelge 4.5. Gruplarin Karaciger Dokusunda Olgiilen Total GSH Diizeyleri

GRUPLAR GSH (nmol/mg protein)
Kontrol 2.38+0.57°
Misir Yagi 3.52+0.27°
DMBA 2.14+0.16°
DMBA+Se 1 8.34+1.28%
DMBA+Se 11 6.68+0.63%
P P<0.05
12 -
10 -
S |
°© 8 l O Kontrol
g B Misir Yagi
£ 6- O DMBA
g ODMBA+Se |
% 4 - B DMBA+Se ||
0
T
© 2 mE =
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Sekil 4.5. Kontrol, misir yagi, DMBA, DMBA+Se I ve DMBA+Se II grubu karaciger
total GSH diizeyleri
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4.6. Calisma Gruplarinin Karaciger Dokusunda Olgiilen Malondialdehit (MDA)

Diizeyleri

Caligilan karaciger dokusunda MDA seviyesi kontrole gore DMBA grubunda
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmistir (P<0.05). DMBA+Se I ve DMBA+Se 11
gruplarinda ise MDA seviyesi DMBA grubuna gore anlamli bir sekilde azalmistir
(P<0.05). Bu azalma ile DMBA+Se I ve DMBA+Se II gruplarindaki degerler kontrol
grubu degerlerine yaklasmistir (Cizelge 4.6. ve Sekil 4.6.).

Cizelge 4.6. Gruplarin Karaciger Dokusunda Olgiilen MDA Diizeyleri

GRUPLAR MDA (nmol/mg protein)
Kontrol 0.11+0.016"
Misir Yag 0.13+0.009*
DMBA 0.154+0.002%
DMBA+Se 1 0.12+0.004*
DMBA-+Se II 0.10:£0.004°
P P<0.05
0,16 -
0,14 - B
g o012 T
o O Kontrol
S 01 - l
o B Misir Yagi
£
S 0,08 | ODBMA
E 0,06 ODMBA+Se |
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Sekil 4.6. Kontrol, misir yagr, DMBA, DMBA+Se I ve DMBA+Se II grubu karaciger
MDA diizeyleri
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4.7. Calisma Gruplarmnin Karaciger Dokularimin Histopatolojik Sonuclar:

Hematoksilen-Eosin (HE) ile boyanan kontrol grubu karaciger doku kesitleri
incelendiginde, eozinofilik boyanmis poligonal sekilli hepatositlerin genellikle tek, yer
yer okromatik niikleus icerdigi, santral ven (ok) cevresinde 1sinsal tarzda diizenlenerek
hepatosit kordonlar1 olusturdugu gozlendi. Bu hepatosit kordonlar1 arasinda sinuzoidler
mevcuttu. Portal alanlarda bag dokusu ile ¢evrelenmis genellikle birer adet arter, ven ve
safra kanal1 kesitleri goriildii. Genel histolojik goriiniim normal karaciger histolojisi ile

uyumlu idi (Sekil 4.7.).

Sekil 4.7. Kontrol grubu karaciger dokusunun histopatolojik goriiniimii; normal

hepatositler (H-E x 20)

Misir yagr uygulama grubuna ait karaciger doku kesitlerinde, hepatositler
poligonal sekilli, tek ve ¢ift 6kromatik niikleus iceren, eozinofilik boyanmis normal
goriinlimde izlendi. Hepatosit kordonlar1 ve sinuzoidler vena sentralis (ok) ¢evresinde
1sinsal tarzda diizenlenmisti. Genel goriiniim klasik karaciger lobiiliinii temsil etmekte

idi (Sekil 4.8.).

Sekil 4.8. Misir yagi uygulama grubuna ait karaciger doku kesitlerinde normal

histopatolojik goriintim (H-E x 20)
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DMBA uygulama grubuna ait deneklerin karaciger doku kesitleri
incelendiginde, karaciger parankimasinda genis alanlar tarzinda hepatosit dejenerasyonu
(kalin ok) ve sinuzoidlerde dilatasyon saptandi. Parankima iginde seyrek olarak
lenfositler izlendi (ince ok) (Sekil 4.9.). Portal alanlarda yogun lenfosit infiltrasyonunun
(y1ldiz) oldugu ve portal alandaki normal damar ve kanal yapilarinin yer yer bozuldugu

(ok) gozlendi (Sekil 4.10.).

Sekil 4.9. DMBA grubu karaciger doku kesitlerinde hepatosit dejenerasyonu ve

sinuzoidlerde dilatasyon ile parankimada yer alan lenfositler (H-E x 20)

Sekil 4.10. DMBA grubu karaciger doku kesitlerinde portal alanlarda yogun lenfosit

infiltrasyonu ile damar ve kanal yapilarinda bozulmalar (H-E x 20)
DMBA+Se I bilesigi uygulama grubuna ait karaciger kesitleri incelendiginde,

hepatositlerin normal morfolojide olduklar1 goriildii. Parankimal yapinin ve portal

alanlarin normal histolojik yapida kontrol grubundakine benzer sekilde birer arter (ince
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ok), ven (kalin ok), safra kanali (ok basi) ve lenf damar (y1ldiz) i¢erdigi saptandi (Sekil
4.11.).

Sekil 4.11. DMBA+Se 1 bilesigi uygulama grubuna ait karaciger doku kesitlerinde

normal histolojik yapida birer arter, ven, safra kanali ve lenf damarlar1 (H-E x 20)

DMBA-+Se II bilesigi uygulama grubundaki karaciger kesitlerinde ise, poligonal
sekilli, yuvarlak Okromatik niikleuslu, eozinofilik boyanmis hepatositler normal
histolojik goriinlim sergilemekteydi. Hepatosit kordonlarinin dizilimi ve aralarindaki
sinuzoidal yapilar 1s1nsal tarzda olup, normal karaciger parankimasi 6zelliklerini temsil
etmekteydi (yildiz). Ancak portal alanlardaki yogun safra kanali proliferasyonu ve yer
yer bu portal alanlardaki hafif lenfosit infiltrasyonu dikkati ¢ekti (ok) (Sekil 4.12.).

Sekil 4.12. DMBA+Se II bilesigi uygulama grubundaki karaciger doku kesitlerinde
normal karaciger parankimasi ve portal alanlarda safra kanali proliferasyonu ile hafif

lenfosit infiltrasyonu (H-E x 20)
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4.8. Calisma Gruplarimin Kan Dokusunda Olgiilen Siiperoksit Dismiitaz (SOD)
Aktiviteleri

Eritrosit SOD aktivitesinde, kontrol grubuna gére DMBA grubunda meydana
gelen azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (P>0.05). DMBA+Se I ve
DMBA+Se II gruplarinda ise SOD aktivitesi kontrol ve DMBA grubuna gore anlaml
bir sekilde artmistir (P<0.05) (Cizelge 4.7. ve Sekil 4.13.).

Cizelge 4.7. Gruplarm Eritrositlerinde Olgiilen SOD Aktivitesi

GRUPLAR SOD (ng/mgHb)
Kontrol 37.85+5.86°
Mistr Yagi 61.92+10.05"
DMBA 36.62+3.95¢
DMBA+Se I 68.87+12.87°
DMBA+Se 11 128.75+31.19%
P P<0.05
180 -
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Sekil 4.13. Kontrol, misir yagi, DMBA, DMBA+Se I ve DMBA+Se II grubu eritrosit
SOD aktiviteleri
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4.9. Calisma Gruplarimin Kan Dokusunda Olgiilen Katalaz (CAT) Aktiviteleri

Eritrosit katalaz aktivitesinde kontrol grubuna gére DMBA grubunda meydana
gelen azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0.05). DMBA+Se 1 ve
DMBA+Se II gruplarinda ise katalaz aktivitesi kontrol ve DMBA grubuna gore anlaml
bir sekilde artmistir (P<0.05) (Cizelge 4.8. ve Sekil 4.14.).

Cizelge 4.8. Gruplarin Eritrositlerinde Olgiilen CAT Aktivitesi

GRUPLAR CAT (umol/mg Hb)

Kontrol 127.87+3.25%
Misir Yagi 129.02+5.74™
DMBA 120.78+3.47°
DMBA+Se I 135.43+2.27a
DMBA+Se 11 140.80+3.97%
P P<0.05
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Sekil 4.14. Kontrol, misir yagi, DMBA, DMBA+Se I ve DMBA+Se II grubu eritrosit
CAT aktiviteleri
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4.10. Calisma Gruplarimin Kan Dokusunda Olgiilen Glutatyon Rediiktaz (GR)
Aktiviteleri

Eritrosit glutatyon rediiktaz aktivitesinde, kontrol grubuna gére DMBA
grubunda meydana gelen azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0.05).
DMBA+Se I ve DMBA+Se 1II gruplarinda ise glutatyon rediiktaz aktivitesi, kontrol ve
DMBA grubuna goére anlamli bir sekilde artmistir (P<0,05) (Cizelge 4.9. ve Sekil 4.15.).

Cizelge 4.9. Gruplarm Eritrositlerinde Olgiilen GR Aktivitesi

GRUPLAR GR (umol/mgHb)
Kontrol 10.05+1.34"
Misir Yagi 8.09+0.96°
DMBA 7.83+1.29°
DMBA-+Se I 15.66+3.53%
DMBA+Se 11 20.16+4.64°
p P<0.05
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Sekil 4.15. Kontrol, misir yagi, DMBA, DMBA+Se [ ve DMBA+Se 1I grubu eritrosit
GR aktiviteleri
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4.11. Calisma Gruplarinin Kan Dokusunda Olciilen Glutatyon Peroksidaz (GSH-
Px) Aktiviteleri

Eritrosit glutatyon peroksidaz aktivitesinde, kontrol grubuna goére DMBA
grubunda meydana gelen azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0.05).
DMBA+Se I ve DMBA+Se II gruplarinda ise glutatyon peroksidaz aktivitesi DMBA
grubuna goére anlamhi bir sekilde artmistir (P<0.05). Bu artis ile DMBA+Se 1 ve
DMBA+Se II gruplarindaki degerler kontrol grubu degerlerine yaklagmistir (Cizelge
4.10. ve Sekil 4.16.).

Cizelge 4.10. Gruplarin Eritrositlerinde Olgiilen GSH-Px Aktivitesi

GRUPLAR GSH-Px (nmol/mgHb)

Kontrol 6.74+0.64°
Misir Yagi 4.93+0.74"™
DMBA 3.68+0.51°¢
DMBA+Se I 5.94+0.54"
DMBA+Se II 5.33+0.47%
P P<0,05
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Sekil 4.16. Kontrol, misir yagi, DMBA, DMBA+Se I ve DMBA+Se II grubu eritrosit
GSH-Px aktiviteleri
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4.12. Calisma Gruplarimin Kan Dokusunda Olgiilen Total GSH Diizeyleri

Eritrosit GSH seviyesinde, kontrol grubuna gére DMBA grubunda meydana
gelen azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0.05). DMBA+Se 1 ve
DMBA+Se II gruplarinda ise GSH seviyesi DMBA grubuna gore anlamli bir sekilde
artmistir (P<0.05). Kontrol grubuna gore ise DMBA+Se I grubunda meydana gelen artis
anlamli bulunurken (P<0,05) DMBA+Se II grubunda meydana gelen artis anlamli

bulunmamaistir (P>0.05) (Cizelge 4.11. ve Sekil 4.17.).

Cizelge 4.11. Gruplarin Eritrositlerinde Olgiilen Total GSH Diizeyleri

GRUPLAR GSH (nmol/mgHb)
Kontrol 2.42+0.22%
Mistr Yagi 2.2140.16™
DMBA 2.02:+0.20°
DMBA+Se | 2.80+0.27°
DMBA+Se 11 2.65+0.04%
P P<0,05
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Sekil 4.17. Kontrol, misir yagi, DMBA, DMBA+Se I ve DMBA+Se II grubu eritrosit

total GSH diizeyleri

76

OKontrol

B Misir Yagi
ODMBA
ODMBA+Se |
EDMBA+Se Il




4.13. Cahsma Gruplarimn Kan Dokusunda Olgiilen Malondialdehit (MDA)

Diizeyleri

Eritrosit MDA seviyesi kontrole géore DMBA grubunda istatistiksel olarak
anlaml bir gsekilde artmistir (P<0.05). DMBA+Se 1 ve DMBA+Se II gruplarinda ise
MDA seviyesi DMBA grubuna gore anlamli bir sekilde azalmistir (P<0.05). Bu azalma
ile DMBA+Se 1 ve DMBA+Se II gruplarindaki degerler kontrol grubu degerlerine
yaklagmistir (Cizelge 4.12. ve Sekil 4.18.).

Cizelge 4.12. Gruplarin Eritrositlerinde Olgiilen MDA Diizeyleri

GRUPLAR MDA (nmol/mgHb)
Kontrol 199.60+43.16°
Misir Yagi 420.25+40.98"
DMBA 1273.14+55.63%
DMBA+Se I 324.65+34.18"
DMBA+Se 11 320.07+47.79%
P P<0,05
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Sekil 4.18. Kontrol, misir yagi, DMBA, DMBA+Se I ve DMBA+Se II grubu eritrosit
MDA diizeyleri
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4.14. Yeni Sentetik Organoselenyum Bilesikleri (Se I ve Se II)’ nin In Vitro

Ozelliklerinin Sonuclar

4.14.1. Radikal Siipiirme Giicii (RSG) Diizeyi

DPPH sentetik radikali in vitro antiradikal aktivite Ol¢iimlerinde siklikla
kullanilan sentetik bir radikaldir. Bu bilesigin etanol veya metanol ¢ozeltisinin 517
nm’de sahip oldugu menekse-mor renk, ortamdaki H" donérlerinin konsantrasyonu ve
giicli oraninda kaybolmaktadir. Bu renk kaybi spektrofotometrik olarak olgililerek
antiradikal aktivite belirlenmektedir. Bu Ol¢iimler sonucunda, renk kaybinin Se I
bilesigine gore Se II bilesiginde daha yiiksek oldugu ve Se II bilesiginin Se I bilesigine
gore daha fazla antiradikal giice sahip oldugu gozlenmistir (Sekil 4.19.).
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Sekil 4.19. Se I ve Se II bilesiklerinin antiradikal aktiviteleri

4.14.2. B-Karoten Bleaching Metoduyla Antioksidan Aktiviteleri

B-karoten bleaching (beyazlatma) metodunda ortamda olusturulan “in vitro” lipit
peroksidasyonunu test bilesiklerimizin engelleme kapasiteleri belirlenmistir. [-
karoten’in 470 nm’de Olciilebilen karakteristik renginin muhafazas1 ile antilipit

peroksidatif etki arasinda lineer bir iliski vardir. Bu temele dayanarak Se I’in relatif
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olarak Se II’den daha yiiksek anti-lipit peroksidatif etkiye sahip oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.20.).
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Sekil 4.20. Se I ve Se II bilesiklerinin antilipit peroksidatif etkileri

4.14.3. indirgeme Giicii Diizeyi

Indirgeme giicii &rneklerin H™ veya elektron verme yetenekleriyle ilgili bir
Ozelliktir ve antioksidan aktivite ile baglantili bir parametredir. Deney sonuglarina gore
10 pl hacimde organoselenyum bilesikleri (Se I ve Se II) arasinda herhangi bir fark
goriilmezken, artan konsantrasyonlarda (25, 50 ul) Se I’in daha yiiksek indirgeme giicii

gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.21.).
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Sekil 4.21. Se I ve Se II bilesiklerinin indirgeme giicti diizeyleri
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5. TARTISMA VE SONUC

Cevresel toksik ajanlar tarafindan indiiklenen oksidatif stres ve organizmaya
kars1 zararli etkilerinin olusumu ROT ile meydana gelmektedir. ROT membran lipitleri,
proteinler, niikleik asitler ve karbonhidratlar1 etkileyerek bircok doku ve molekiilde
oksidatif hasara yol agmaktadir. Olusturulan bu hasarlar hiicresel antioksidan savunma
sistemi tarafindan kontrol edilmektedir. Hava ve ¢evre kirliligine yol agan cevresel
toksik ajanlarin zararl etkilerinin ¢ogu, memeli organizmalarda biyotransformasyonlari
esnasinda olusan reaktif iiriinlerden kaynaklanmaktadir.

Serbest radikal kokenli hasar, ¢ogu patolojik ve toksikolojik olayda 6nemli bir
faktordiir. Bazi kimyasal maddeler serbest radikal olusumuna yol agmaktadir ve bu
kimyasallardan biri olan DMBA gibi mutajenlerin metabolize olmasiyla iiretilen
oksidatif tirlinler, membranlarin lipit ve proteinlerinde hasarlar olusturarak, yasamsal
hiicre fonksiyonlarinin bozulmasina da yol agmaktadirlar [3].

DMBA ile indiiklemeye bir cevap olarak tiimor olusumunun temelinde yine,

reaktif oksijen tiirlerinin saldiris1 ve oksidatif stres yatmaktadir [14, 16, 21-23].

DMBA gibi PAH’larin serbest radikal olusturdugu ve bu bilesiklerin
karsinogenezisde ciddi bir rol oynadig1 gosterilmistir. Bu rol, DNA’da zincir kirilmalar1
ve lipit peroksidasyonuna yol agan hiicresel oksidatif hasari igeren peroksitler, hidroksil

radikalleri ve siliperoksit anyon radikali gibi reaktif oksijen tiirlerinin {iiretilmesi ile

birlikte olmaktadir [3, 5, 15, 16].

Canli organizmalarda toksik {iriinleri ve metabolitleri tutan ve inaktif hale
getiren koruyucu savunma sistemleri yer almaktadir. Bu sistemler sayesinde hiicre ve
dokularda bu metabolitlerin  birikimi ve dolayisiyla toksik etkileri de
engellenebilmektedir.

Cevresel ve hiicresel faktorlerin etkisiyle olusturulan reaktif oksijen tiirlerinin
detoksifiye edilmesinde, ekzojen olarak alman ya da fizyolojik olarak yapilan
antioksidanlar gorev almaktadir. Biitlin aerobik hiicreler, oksidanlarin olusturdugu
hasara kars1 hiicreleri korumak icin ¢ok sayida detoksifikasyon ve tamir mekanizmalari
gelistirmistir [27]. Antioksidan savunma sistemi ad1 verilen savunma sistemi, fizyolojik
veya c¢evresel olarak meydana getirilen serbest oksijen radikallerini ortadan

kaldirmaktadir.
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Antioksidan savunma sistemi, SOD, CAT, GSH-Px ve GR gibi antioksidan
enzimler ile glutatyon ve bazi eser elementleri kapsayan enzim olmayan antioksidanlari

igermektedir [30, 37, 59, 60] .

Viicudu savunan sistemler toksik oksidatif hasarlardan hiicreleri korumada ve
reaktif oksijen radikallerini temizlemede etkili olmasina ragmen, bu sistemler sik sik
yetersiz olabilmektedirler. Bu durumda defektif antioksidan sistemler, ilag toksisitesi ve
karsinogenlere karsi hassasiyeti arttirmaktadir. Boylece besinsel antioksidan bilesikler
veya mikrobesinler gibi uygun biitiinleyiciler, ROT ile indiiklenmis hiicresel hasarlara
kars1 korunmada gerekli olabilmektedir [3].

Besinlerle viicuda alinan bazi mineraller, normal oksijen metabolizmasi boyunca
iretilen serbest radikallerin etkilerine karsi hiicreleri koruyan antioksidan enzimlerin
Oonemli bir parcasidir. Viicut, bazi kronik hastaliklarin gelisimine katkida bulunan ve
hiicre hasara yol agabilen serbest radikallerin seviyelerini kontrol edebilmek igin
boyle antioksidan savunmalar gelistirmektedir. Temel eser bir element olan selenyum
da, immiin sistemin normal fonksiyonunda ve antioksidan mekanizmada goérev yapan
enzimlerin bir pargasi olarak, savunma sisteminde yer almaktadir [4].

Giinliik olarak tiiketilen besinlerde, dogal olarak bulunan ajanlarin ve optimal
diyetlerin aragtirilmasi, kanser gelisiminin 6nlenmesinde ve kontroliinde ¢igir agici
yaklagimlar saglamaktadir. Insanlar icin yapilan klinik uygulamalarda, mikrobesin
selenyumun kullanimi smirhidir, fakat bu arastirmalar selenyumun Onemli ajanlar
arasinda yer aldigmi ve biyolojik sistemlerde ¢ok sayida fonksiyonlar1 oldugunu
gostermektedir [5].

Bu calismada, eriskin disi Wistar cinsi si¢anlara uygulanan DMBA ve yeni
sentezlenmis oraganoselenyum bilesikleri (Se I ve Se II)’nin sigan karaciger dokusu ve
eritrositlerinde SOD, CAT, GR ve GSH-Px aktiviteleri ile MDA seviyeleri ve GSH
miktarinda meydana gelen degisimlerin ve karaciger dokusu histolojik preparatlarin
gbzlenmesi sonucu, sicanlarda organoselenyum bilesiklerinin, DMBA tarafindan
olusturulan oksidatif zarar1 6nleme yetenekleri dikkat cekmistir.

Karaciger dokusunda DMBA uygulanmasi sonucu, SOD, CAT, GR ve GSH-Px
aktiviteleri, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmistir (P>0.05).

Karaciger dokusu DMBA grubu GSH seviyesinde, kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli olmayan azalmalar meydana gelmistir (P>0.05). DMBA’nin

antioksidan sistem tizerindeki olumsuz etkileri GSH miktarini azaltmasi ile de kendini
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gostermektedir. DMBA’nin, hiicrelerin metabolizmalar1 esnasinda, oksidatif stresi
arttiran, DNA ile reaksiyon veren kimyasallar iirettigi bilinmektedir. Bunun yanisira,
DMBA gibi mutajenlerin metabolizmasindan kaynaklanan oksidatif iiriinler olan ve
DNA’ya baglanan kimyasallarin olusumu, proteinlere ve lipit membranlara zarar
vererek canli hiicre fonksiyonlarimi sekteye wugrattigi bilinmektedir. Bizim
calismalarimizda gozledigimiz, antioksidan enzim aktivitelerinde meydana gelen
azalmalarin, DMBA’nin oksidatif stresi indiikleyici ve doku hasarlarina yol agacak
oksidatif ajanlar olugturmasindan kaynaklanabilecegi fikrini akla getirmektedir [25, 26].
DMBA+Se I ve DMBA+Se II gruplarinda ise SOD, CAT, GR ve GSH-Px
aktiviteleri DMBA grubuna gore anlamli bir sekilde artmistir (P<0.05). DMBA+Se I ve
DMBA+Se II gruplarinda, GSH diizeyi kontrol ve DMBA grubuna gdre anlamli bir
sekilde artmistir (P<0.05). Meydana gelen bu artislar ile sentetik organoselenyum
bilesiklerinin antioksidan sistem iizerinde olumlu etkiler yapabildigi 6ngoriilmektedir.
Antioksidan sistem {izerine sentetik organoselenyum bilesiklerinin, inorganik ve
organik selenyum bilesiklerinin gosterdigi etkilere benzer bir sekilde, in vivo olarak,
hedef organda, DMBA-DNA birlesimini engelleyerek, karsinogenezisin baglangic
sathasini engelledigi ve dokularda olusacak oksidatif hasarlara kars1 kimyasal koruyucu
etkiler gosterdigi bir ¢ok laboratuvarlarda hayvan calismalarinda gosterilmistir [6].
Laboratuvarlarimizda sentezlenmis olan organoselenyum bilesikleri (Se I ve Se
IT)’nin antioksidan enzim aktivitelerinde ve total GSH miktarlarinda artiglara yol acarak
antioksidan sistem tizerinde koruyucu etkiler gosterdigi calismalarimiz sonucunda
gozlenmistir. Bu calismada sican karacigerinde DMBA’nin olusturdugu toksisiteye
kars1 laboratuvarimizda yeni sentezlenen organoselenyum bilesikleri (Se I ve Se II)’nin
literatiirde de yer aldig1 gibi koruyucu etkilerinin bulundugu arastirmalar sonucu
saptanmistir. Yagamin uzamasi ve hastaliklar1 nlemede, inorganik ve organik selenyum
bilesiklerinin  gosterdigi kimyasal koruyucu etkilere benzer etkiler gosteren,
laboratuvarlarda  hayvan  calismalarinda  karsinogenezis  ilizerine  c¢alisilmis
benziltiyosiyanat, benzilselenosiyanat, metoksifenol, metoksibenzenselenol gibi 6nemli

sentetik organoselenyum bilesikleri de mevcuttur [6].

Karaciger dokusu MDA seviyesinde kontrole gére DMBA grubunda istatistiksel
olarak anlamli olarak artiglar gozlenmistir (P<0.05). DMBA uygulamasi sonucu
dokularda olusan oksidatif hasarlarin ve lipit peroksidasyonunun bir gostergesi olarak

MDA diizeylerinde artiglar meydana gelmistir. DMBA ile indiiklenen si¢an karaciger
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dokusunda hasarlarda, genotoksisite de ve oksidatif stres ile birlikte lipit peroksidasyon
diizeylerinde artis ve genetik hasarlarin oldugu bir ¢ok calismada da gozlenmektedir
[25, 26]. Se I ve Se II bilesiklerinin uygulandig1 gruplarda karaciger dokusu MDA
seviyesi, DMBA grubuna gore anlamli bir sekilde azalmistir (P<0.05). Bu azalma ile Se
I ve Se II gruplarindaki degerler kontrol grubu degerlerine yaklasmistir.
Organoselenyum bilesiklerinin oksidatif stres sonucu olusan doku hasarlarinin
giderilmesinde antioksidan bir ajan olarak fonksiyon gosterdigi ¢alismalarimiz sonucu
elde edilen bulgularla da saptanmistir. Sentetik organoselenyum bilesiklerinin oksidatif
stresten dolayr gergeklesen doku hasarlarinin in vivo modellerde farmakolojik

antioksidan olarak islev gordiigii bir ¢ok calismada da gosterilmektedir [115, 120-126].

DMBA uygulama grubuna ait Hematoksilen-Eosin (HE) ile boyanan sigan
karaciger doku kesitleri incelendiginde, karaciger parankimasinda hepatosit
dejenerasyonu ve siniizoidlerde dilatasyonlarin varligi gézlenmistir. Parankima iginde
lenfositler yer almaktaydi. Portal alanlarda yogun lenfosit infiltrasyonunun oldugu ve
portal alandaki normal damar ve kanal yapilarinin bozuldugu saptanmistir. Cevresel bir
toksik ajan olan DMBA’nin karaciger dokusunda da histolojik olarak hasarlara yol
actig1 izlenmistir. Cesitli kimyasal yapilara sahip olan ¢ok sayida terapotik ajanlarin,
endiistriyel kimyasallarin ve c¢evresel kirleticilerin karacigerde peroksizom
proliferasyonuna sebep oldugu bilinmektedir. Bu grup kimyasallar, peroksizom
proliferasyonu olarak miisterek bir sekilde etkilerini gostermektedirler [133-137].

DMBA+Se 1 bilesigi uygulama grubuna ait karaciger doku kesitleri
incelendiginde, hepatositlerin normal morfolojide olduklar1 gozlendi. Parankimal
yapinin ve portal alanlarin normal histolojik yapida kontrol grubundakine benzer olarak
birer arter, ven, safra kanali ve lenf damari icerdigi saptanda.

DMBA+Se 1II bilesigi uygulama grubundaki karaciger doku kesitlerinde ise,
poligonal sekilli, yuvarlak Okromatik niikleuslu, eozinofilik boyanmis hepatositler
normal histolojik goriiniim sergilemekteydi. Hepatosit kordonlarmin dizilimi ve
aralarindaki siniizoidal yapilar 1smsal tarzda olup, normal karaciger parankimasi
ozelliklerini temsil etmekteydi.

Temel eser bir element olan selenyumun hayvan ¢alisma modellerinde karaciger
nekrozlar1 ve pankreatik atrofi, selenyum eksikligi veya diisiik selenyum seviyeleri ile

iligkilendirilmektedir ~ [83].  Laboratuvarimizda  sentezlenen  organoselenyum
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bilesiklerinin histolojik incelemeler sonucunda da, oksidatif doku hasarlanmalarina ve
hepatosit dejenerasyonuna kars1 koruma sagladigi tespit edilmistir.

Calismamizda, sican karacigerinde DMBA 'nin olusturdugu toksik etkilere kars1
yeni sentezlenen organoselenyum bilesiklerinin antioksidan Ozellik gosterdigi
saptanmistir.

Selenyuma karacigerin detoksifikasyon (sitokrom Pyso) sistemlerinin fonksiyon
gormesi i¢in de gereksinim duyulmaktadir. Selenyumun; karacigeri toksinlerden,
serbest radikal hasarindan korudugu ve karaciger fonksiyonlarinin normal islemesini
sagladig1 gosterilmistir [7].

Viicut her zaman ¢ok sayida kimyasallara maruz kalmaktadir. Bunlarin ¢ogu
besin, hava ve suyun son {riinii seklinde olan kimyasallar ya da ilag formunda
alinmaktadir. Karaciger detoksifikasyonu kapsayan, viicuttaki en Onemli organdir.
Viicudun toksin yiikii arttig1 zaman, karaciger daha biiyiik oranda oksidatif strese maruz
kalmakta ve sitokrom Pgso aktivitesi de artmaktadir. Bu durumda yeterli diizeyde
antioksidan girisi, karacigeri serbest radikal hasarma karsi korumaktadir. Yeterli
diizeyde antioksidan alimi, hem Faz I hem de Faz II detoksifikasyonunun gergek
fonksiyonunu gerceklestirmeye ve detoksifikasyon siirecinde {liretilen serbest radikal
hasarinin riskini azaltmaya yardimci olmaktadir [138].

Bu calismada, yeni sentetik organoselenyum bilesiklerinin, DMBA tarafindan
olusturulan sigan eritrositlerindeki oksidatif hasara kars1 koruyucu etkileri SOD, CAT,
GR, GSH-Px aktiviteleri, GSH ve MDA diizeylerindeki degisimlerin Ol¢iilmesiyle de
belirlenmistir.

DMBA uygulanan sican eritrositlerinde SOD, CAT, GR ve GSH-Px
aktivitelerinde, kontrol grubuna gore azalmalar meydana gelmistir. Eritrosit GSH
seviyesinde, kontrol grubuna gére DMBA grubunda meydana gelen azalma istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (P<0.05). Karaciger dokusunda oldugu gibi, DMBA’nin
antioksidan sistem lizerindeki olumsuz etkileri, eritrositler iizerinde de goézlenmistir.

Bizim ¢alismamizda, sigan kan ve karaciger dokularinda, DMBA ile kimyasal
olarak indiiklenmis sitotoksisitede, endojen antioksidan enzim aktivitelerinin azalmasi,
indiiklenmis hiicresel hasarlarin meydana gelmis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Se I ve Se II bilesiklerinin uygulandig: si¢an eritrositlerinde, SOD, CAT, GR
ve GSH-Px aktivitelerinde, artislar gézlenmistir. Ayn1 sekilde, Se I ve Se II gruplarinda
total GSH miktarinda da artiglar tespit edilmistir. Sican eritrosit MDA seviyeleri

incelendiginde, DMBA uygulama grubunda, kontrole gore istatistiksel olarak anlamli
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bir sekilde artis gozlenmistir (P<0.05). Se I ve Se II gruplarinda ise MDA seviyesi
DMBA grubuna gore anlamli bir sekilde azalmigtir (P<0.05). Bu azalma ile Se I ve Se II
gruplarindaki degerler kontrol grubu degerlerine yaklagmustir.

Bizim c¢alismamizda, si¢an eritrositlerinde, DMBA ile kimyasal olarak
indiiklenmis sitotoksisitede, lipit peroksidasyonuna ve bununla birlikte olusan
indiiklenmis hiicresel hasarlara kars1 sentetik organoselenyum bilesiklerinin antioksidan
olarak koruyucu etkilerinin oldugu in vivo olarak yapilan arastirmalarla saptanmistir.

Selenyum fizyolojik olarak antioksidan Ozelliklere sahip esansiyel eser bir
elementtir. Selenyumun organik formlart muhtemel antioksidan ajan olarak
diistintilmektedir [115, 120-126].

Se I ve Se II tamamiyla veya kismi olarak enzim inhibisyonunu etkilemektedir.
Lipit peroksidasyonu da Se I ve Se II uygulanmis gruplarda azalmaktadir. Yeni sentetik
organoselenyum bilesikleri (Se I ve Sell)’nin, antioksidatif sistemde koruyucu 6zellikler
gosterdigi caligmalar sonucunda gozlenmistir. Lipit peroksidasyonuna karsi koruma,
yeni sentezlenmis organoselenyum bilesiklerinin uygulandig: Se I ve Se II gruplarinda,
MDA seviyesinin 6l¢limii ile belirlendi. Hem Se I hem de Se II, sigan eritrositlerinde
DMBA tarafindan olusturulan oksidatif hasara karsi kimyasal koruma sagladi.

Saglik problemlerinin bir¢ogu cevresel kirleticiler tarafindan olusturuldugundan
dolay1, cok sayida caligma selenyum ve sentetik organoselenyum bilesiklerinin bagil
antioksidan potansiyelini degerlendirme lizerine odaklanmaktadir.

Calismalarimizda yaptigimiz in vivo arastirmalart desteklemesi agisindan yeni
sentezlenmis organoselenyum bilesiklerinin antioksidan kapasiteleri in  vitro
calismalarla da saptanmistir. Bu calismalar 1s181inda, sentetik bir radikal olan DPPH’a
kars1 in vitro olarak antiradikal aktivite gosteren Se I ve Se II bilesiklerinin antiradikal
aktiviteleri belirlenmistir. Spektrofotometrik olarak Olciilen aktivite sonucunda her iki
bilesigimizin de antiradikal aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Bilesiklerimizi kendi
icinde karsilastirirsak; Se I bilesigine gore Se II bilesiginde daha yiiksek aktivite oldugu
ve Se II bilesiginin Se I bilesigine gore daha fazla antiradikal gilice sahip oldugu
sOylenebilir. Ayrica sentetik organoselenyum bilesiklerimiz igin bir baska in vitro test
olarak uyguladigimiz B-karoten bleaching (beyazlatma) metodunda ise bilesiklerimizin

(Se I ve Se II) “in vitro” lipit peroksidasyonunu engelleme kapasiteleri belirlenmistir.

Arastirma sonucunda her iki bilesigimizin de anti-lipit peroksidatif etkiye sahip

oldugu gozlenmistir. Bu c¢aligma sonucunda da, Se I’in relatif olarak Se II’den daha
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yiiksek anti-lipit peroksidatif etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Ugiincii bir in vitro test
olarak calistigimiz indirgeme giicii kapasitesinin belirlenmesi sonucu, organoselenyum
biesiklerimizin (Se I ve Se IT) H™ veya elektron verme yetenekleri tespit edilerek
antioksidan aktiviteleri belirlenmistir. Deney sonucunda, her iki bilesigimizin (Se I ve
Se II) indirgeme giicii kapasiteleri karsilastirildiginda; 10 pl hacimde organoselenyum
bilesikleri (Se I ve Se II) arasinda herhangi bir fark goriilmezken, artan
konsantrasyonlarda (25, 50 pl) Se I’in daha yiiksek indirgeme giiciine sahip oldugu

saptanmuigtir.

Uzun yillar sadece yiiksek toksik ve karsinogen 6zelligiyle bilinen selenyum,
yapilan calismalar sonucunda biyolojik sistemler i¢in 6nemli ve faydali bir element
olarak degerlendirilmistir. 1957 yilinda selenyumun hayvanlar i¢in 6nemli bir eser
element oldugunun anlagilmasinin ardindan, deneysel olarak olusturulan karaciger
timorlerinin insidansinda selenyum uygulayarak % 50 oraninda bir azalma oldugu
goriilmiistlir. Ayrica selenyumun, lipit metabolizmasi sonucu olusan peroksitlerin neden
oldugu oksidatif hasarlardan hiicre membraninin korunmasinda etkili oldugu tespit
edilmistir. Ozellikle spesifik organoselenyum bilesiklerinin antikarsinogenik ve
antioksidatif karaktere sahip olmalar1 son yillarda bilim diinyasinda son derece ilgi

uyandirmistir.

Bu calisma kapsaminda elde edilen bulgular, bu tiir sentetik bilesiklerle ilgili
gelismelere ve bilesiklerin diger 6zelliklerinin arastirilmasi dogrultusunda yapilacak
olan daha sonraki calismalara temel teskil edebilecek niteliktedir. Ayn1 zamanda bu tiir
bilesiklerle yapilacak olan calismalarin, {ilke ve diinya literatiiriine 6nemli katkilar

saglayacagi diistinilmektedir.
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