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1.GIRIS

Bir piirin alkaloit olan kafein dogal olarak kahvede, ¢ayda, guarana'da ve
az miktarda kakao i¢inde bulunur. Kafeinin, 6zellikle merkezi sinir sistemine etki
ederek, beyine giden ve beyinden gelen mesajlar1 hizlandirdigi; bdylece kisinin
daha uyanik ve aktif olmasin1 saglayan bir uyarict oldugu bildirilmektedir. Asirt
tiketimi halinde ise kiside uyku bozuklugu, sinirlilik, endise ve kaygi hallerine
sebep olabilmektedir (1-2).

Bir¢ok giivenilir kaynakta isaret edilen temel farmakolojik 6zelliklerinden;
merkezi sinir sisteminde psikotropik etki gdstermesi, solunum sisteminde
bronkodilatasyona neden olmasi, kalp hizini artirict (pozitif inotropik) etkisi,
lokomotor aktiviteyi artirmast ve hafif ditiretik etkisinin bulunmasi en 6nde
gelenlerdir (2-4). Bu gibi etkilerinden dolay1 giinlimiizde medikal tedavilerde ilag
olarak yerini almistir (5-6).

Calismamizin konusu olan kafein, karaciger metabolizmasi iizerine olan
etkileri ve antioksidan 6zellik gdstermesi nedeniyle bugiin birgok arastiricinin
dikkatini ¢cekmektedir.

Kafeinin karacigere etkisi lizerine yapilan calismalarda radyasyon ve diger
ajanlar tarafindan artirilmis hasara karsi kafein 6nemli derecede koruma sagladigi,
lipit peroksidasyonunu azaltti§i ve antioksidan olarak reaktif oksijen tiirleri
tarafindan olusturulmus hasara karst membranlar1 korudugu belirtilmistir (6,7).
ROS (Reaktif oksijen tiirleri) ve peroksil radikallerini temizledigi 6ne stiriilmiistiir

(8). Moutaery ve arkadaglar1 (9) deneysel kafa travmasi olusturulan ratlara



intraperitonel yliksek doz (100-150 mg/kg) kafein uygulamasinin, kortekste doza
bagimli olarak, lipit peroksidasyonunu artirdigini ve oksidatif strese neden
oldugunu agiklamislardir. Karas ve arkadaslarinin (10) yaptiklart bir ¢aligmada,
allil-alkol ile diisiik hepatotoksisite olusturulan ratlara kafein (150 mg/kg, oral)
verilmesinin karacigerde MDA diizeylerini ytikselttigini bildirmislerdir.

Biz calismamizin temel hedefi olarak, kisa siireli (14 giin) oral kafein
alimiin rat karacigerinde olas1 antioksidan etkilerini 30 mg/kg ve 100 mg/kg
olmak tizere iki farkli dozda arastirmaya calistik.

Kafein verilen ratlarin karaciger dokularinda lipit peroksidasyon iiriinii
olan malondialdehit (MDA) diizeylerini Olgtilk. Bunun yaninda kafeinin
antioksidan 6zelligini incelemek i¢in, enzimatik ve non enzimatik antioksidan
sistem tlizerinde arastirmalar yaptik. Karaciger dokularinda siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon S transferaz (GST)

aktivitelerini ve glutatyon (GSH) diizeylerini ol¢tiik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kafein

Hale

Sekil 1. Kafeinin Kimyasal Yapis1'

Kafein (1,3,7 trimetilksantin) bir piirin alkoloit olarak bir¢ok yiyecek ve
iceceklerin igeriginde bulunur (1). Kafein giiniimiizde her giin diizenli olarak
tilketilen bir maddedir, kahve, cay, c¢ikolata, kola ve baz1 gazli igecekler kafein
ihtiva eder (11-12). Cay ve kahve beslenmemizdeki ana kafein kaynaklaridir.
Kafein uyaric1 etkileri nedeniyle yiizyillardir kullanilan bir maddedir. Kafein
bronkodilatator etkisi (13-14), bazi analjeziklerin igeriginde bulunmasi (5,6) ve
yeni dogan apnea tedavisine olan etkisi (12) gibi sebeplerle tedavi amacglh da

kullanilmaktadir.

Kafeinin insan sagligi iizerindeki etkileri 1900’ li yillarin baglarinda
incelenmeye baglanmistir. Kafeinin; ditliretik, kas ve sinirleri uyarici, mide
salgisini uyarict ve metabolik hizi artirici etki yaptigi, orta diizeyde alinan
kafeinin (200-300mg) istah artirici, uyusukluk ve zihin yorgunlugunu giderici

etkisi bildirilmistir. Kafeinin insanda pekistirici oldugu, tolerans ve fiziksel



bagimlilik olusturabildigi, bu olgularda kafeinin kesilmesinin, kendini disfori,
basagrisi, irritabilite, zihinsel konsantrasyonun azalmasi ve anksiyete ile belli

eden hafif bir yoksunluk sendromuna neden oldugu goriilmiistiir (3,12).

Kahvenin yiiksek miktarlarda tanen de (katesin analogu) i¢erdigi, tanenin
antioksidan, anti-mutajenik, anjiogenetik, antibiyotik, anti-hiperkolesterolemik,

antihipertansif ve anti-inflamatuvar etkisi oldugu agiklanmaktadir (4).

Teobromin (3,7 dimetilksantin) ve ksantin, kafeinin katabolik tirtinleridir.
Bu iirlinlerin antioksidan ve de prooksidan 6zellikte olduklari, antioksidan olan

iirik asit ile yapisal benzerlik gosterdikleri tespit edilmistir (15).

2.1.1. Kafein Metabolizmasi

Kafeinin oral alimindan sonra, %99 ‘u gastrointestinal sistemden emilerek
30-120 dakika icinde plazmada en yiiksek konsantrasyona ulasir. Hidrofobik
ozelliginden dolay biitiin biyolojik membranlardan kolayca gegebilme yetenegine
sahiptir. Kafeinin % 5’den daha azi metabolize olmadan idrarla atilir. Kafein
plazmada en yiiksek konsantrasyona ulastiktan sonra, beyinde en az bir saat
konsantrasyonu degismeden kalir (16). Insanda normal plazma seviyesi kafein

icin 5-20 uM olarak belirtilmistir (2,17,18).



Hidrofobik o6zelliginden dolayr kafein kan-beyin bariyeri ve plasental
bariyeri de kolaylikla gecebildigi, agir kafein tiiketen hamile bayanlarin yeni
dogan bebeklerinde yiiksek seviyelerde kafein tespit edildigi goriilmiistiir.
Insanlarda kafeinin yar1 émrii 2,5-6 saat arasinda degismekle birlikte, fare ve
siganlarda bu siirenin 0,7-1,2 saat oldugu, fetus ve yeni dogan doneminde kafeinin
yar1 Omriiniin, kafeinin demetilasyonu i¢in gerekli enzimlerin noksan olmasi

nedeniyle yaklasik 32-149 saate uzadig1 sdylenmektedir (2,17).

Insanda kafein, hepatik sitokrom P4501A, (CYP1A,) enzimi ile
demetilasyon sonucu paraksantine (1,7 dimetilksantin) doniisiir. Kafein
metabolizmasinin %72-80’1 bu demetilasyon basamagi ile olur. Daha az olarak da
teobromine (3,7 dimetilksantin) ve teofiline (1,3 dimetilksantin) cevrilir. Ayni
enzim tarafindan 1,7 dimetilksantinin demetilasyonuyla dnce 1-metilksantin sonra

da 1-metiliirik asit olusturulur (8).

Kafein, oncelikli olarak CYP1A2 tarafindan metabolize edilir, fakat N-
asetiltransferaz (NAT-2) ve ksantin oksidazin da substratidir (19). Teofilin ve
paraksantin kafeinin biyolojik aktivitesi olan metabolitleridir. Teofilin,

paraksantinden daha giiglii etki gosterir (2).
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2.1.2. Kafeinin Organizmaya Etkileri

Kafein ve teofilin gibi metiksantinler diyetle alindiktan sonra, olusturduklari
belli bash fizyolojik etkiler sdyle siralanmaktadir (20) ;

Santral Sinir Sistemine Etkileri:

* Adenozin reseptdrlerine antogonistik etki

(A1 reseptorlerini kompetitif olarak bloke edip adenozinin ndronlar1 deprese

etmesini engeller)

* Beyin sapindaki solunum merkezini giiglii sekilde uyarma.

* Solunum merkezinin karbondiokside duyarliligin1 artirma.

* Psikostimiilan etki.

Vijilansi (zihinsel ¢evikligi), dikkati artirir, yorgunlugu azaltir.

* Yiiksek dozda anksiyojenik etki.

Periferik Etkileri:

+ Iskelet kaslarinin uyarilmasi sonucu lokomotor aktivitede artis

* Anti- inflamatuar etki

* Analjezik etki

*  Glukoz metabolizmasinda artma

+ Insulinin lipogenetik etkisinin azaltilmasi

(yag hiicrelerinde norepinefrin artisiyla indiiklenen lipoliz sonucu doku yag

seviyelerini ve viicut yag depolarini azaltir)

* Hiicre i¢ci cAMP diizeylerinin artirilmasi

 Sitozolde Ca' seviyelerinin yiikseltilmesi



Kafein ve diger metilksantinler, fosfodiesterazi inhibe ederler ve hiicre igi
kalsiyum konsantrasyonunu artirir, adenozin reseptorlerine antagonist  etki
gosterirler. Biitiin bunlar NO {iretimini artirict etki yaparak, hiicrede siklik
adenozin monofosfat (cAMP) diizeylerini yiikseltir (20). cAMP’nin hiicresel
seviyeleri adenilat siklaz ve fosfodiesteraz aktivitelerine baglidir. cAMP; bir ¢ok
hormonun (ACTH, katekolaminler, glukagon, tiroksin gibi) ikincil habercisidir
(21). Fosfodiesterazlar, cAMP ve siklik guanozin monofosfat: (¢cGMP) hidrolize
ederler. cAMP ve cGMP, vazoaktif intestinal peptit (VIP) ve nitrik oksit hiicre i¢i

ikincil habercilerdir (22-24).

Metilksantinler, iirik asit, adenin, guanin, hipoksantin gibi piirinlerin
kimyasal yapisi ile benzerlik gostermektedir. Bu piirin molekiilleriyle ksantinlerin
kimyasal benzerligi, biyokimyasal diizenleyici cAMP ile etkilesime girmeleri

bakimindan 6nem tasimaktadir (21).

Kronik kafein tiiketimi hamilelik sirasinda fetal gelisimi etkilemesine
ragmen, embriyogenesis iizerine kafeinin etkisi tam olarak anlasilamamistir.
Yiiksek doz kafeinin, gen ekspresyonunu degistirebildigi, diisiik dogum agirlikli
bebeklere, infertiliteye, diisiikk riskine ve intrauterin gelisme geriligine neden
olabildigi savunulmaktadir. Diisiik dogum agirlig1 ve intrauterin gelisme geriligi
ile doganlarda yetigkin donemde hipertansiyon ve kronik kalp yetmezligi riski
bulunmaktadir.  Anjiotensin  II, fetoplasental dolasimda  gii¢lii  bir

vazokonstriiktordiir, AT, ve AT, reseptorleri ile etki gosterir. Hayvan



modellerinde kafein ile birlikte AT, reseptor ekspresyonunun arttigir goriilmiistiir

(25).

Kafein; akut ve kronik olarak growth hormon (GH), tiroksin (T.) ve tiroid
uyarict hormon (TSH) seviyelerini arttirabilir. Yapilan g¢alismalarda kafein
tiketiminin benign veya malign tiroid neoplazisine kars1 koruyucu rol
oynayabilecegi goriisii vardir. Gegmisteki ¢alismalarda uzun siire igme suyuna
kafein eklenen ratlarda, neoplazinin artmadig1 goriilmiistiir. Kafeinin tek basina T,
seviyelerini azalttigi TSH seviyelerini ise yiikselttigi belirtilmigtir. Ancak 1500
ppm (yaklasik 140 mg/kg/giin; yiiksek doz) kafein ile tiroid folikiiler hiicre

poliferasyonu ve karaciger hipertrofisi tespit edilmistir (11).

Insanda uzun siire kafein kullanimi plazma renin aktivitesini ve
katekolamin seviyelerini yiikseltip, renal fonksiyonlarin bozulmasima yol acarak
renin konsantrasyonlarint arttirdigi sdylenmektedir. Bunun sonucu olarak
Kreatinin klirensi diiger, {iriner protein atilimi artar. Kafein renal ven plazma
norepinefrin  konsantrasyonlarmin artmasina neden olur (26-27). Yiiksek
konsantrasyonlarda ve kronik olarak tiiketiminde myokardi uyarip, kalp hizini
arttirarak, kardiyak performans bozudugu, myokard infarkti riskini yiikselttigi

belirtilmistir (4,28).

Kafein, histamin sekresyonunu diistiriir. Yapilan arastirmalarda kafeinin 5-

20 mM dozlarda, rat peritonal mast hiicrelerinden histaminin salinmasini 6nemli



derecede inhibe ettigi gosterilmistir. Kafeinin in vitro ve in vivo olarak alerjik

reaksiyonlar1 mast hiicrelerini etkileyerek inhibe ettigi belirtilmistir (29).

Kafein insanda, C- reaktif protein (CRP) artisina neden olabilir (30).

Asiri kafein tiiketimi, bobrekte kalsiyum oksalat tasi olusumunu artirabilir (31).

Kafein, diabetik ratlarda glukoz homeostazini iyilestirmis, glukoziiriyi
diisirmiis ve oral glukoz toleransini iyilestirmistir (32). Tip 2 diabet riskinin

kahve tiiketimi ile diistiigli belirtilmektedir (33).

Alkol tiiketimiyle, viral hepatitle, kilo artis1 ve glukoz metabolizmasinin
zayiflamastyla olusabilecek karaciger hasari riski, 6zellikle kafein (giinde 2 kupa

kahve) ile azaldig1 belirtilmistir (34).

Ratlarda uzun siire kafein uygulamasi (2-12 hafta) karaciger glukojen

depolarini azaltmis, viicut yag agirligini ve serum leptin seviyelerini diistirmiistiir

(35).

Ratlarda kafein, bazal lipolizi arttirdig1 (36), notrofil aktivitesini arttirarak,

superoksit Uretimine etkisi olmadan myeloperoksidaz (MPO) enziminin

salinmasini stimule ettigi diistiniilmektedir (37).
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Insanda ve ratlarda yiiksek doz kafein alinimi kan basmcim yiikseltmis,
epinefrin salinmasini arttirmistir. Bu durum yetiskin populasyonda koroner kalp

hastalig1 riskini arttirmaktadir (38-40).

10-20 mg/kg kafein, ratlarda dalakta ve timusta adenozin deaminaz (ADA)
aktivitesinde artmaya sebep olmustur. Doz yiikseldik¢e aktivite de artmistir.
Kafeinin dalak ve timusta ADA’y1 yiikseltmesi immiinitede rol oynadigini

distindiirmektedir (41).

2.2. Karaciger Anatomisi ve Fizyolojisi

Karaciger; viicudun deriden sonra en biiyiik organ1 ve en biiyiik bezidir.
Yaklasik 1,5 kg agirhiginda olan karaciger, diyafragmanin altinda abdominal
boslukta yerlesmistir (42). Sag ve sol olmak lizere iki anatomik loba ayrilmistir.
Sag lobun arka yiizeyinde caudate lob ve alt ylizeyinde quadrate lob denilen iki
kiigiik lob daha bulunmaktadir. Karaciger; hepatik arter ve portal venin sag ve sol
kollar1 tarafindan beslenmektedir. Hepatik arter karacigere genel dolasimdan bol
oksijenli kani tasirken; portal ven sindirim sisteminin kapiller yatagindan besin
maddelerince zengin kani tasir. Vendz drenaj hepatik venler i¢ine; biliyer drenaj
ise sag ve sol hepatik kanallar i¢inedir. Ince bir bag dokusu olan Glisson kapsiilii
karacigerin biitiin yiizeyini kaplamaktadir. Glisson kapsiilii; damar ve sinir
kollariyla karaciger parankimi i¢in destekleyici bir yap1 saglamakta ve parankimi

ikiye ayirmaktadir (43).
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Karaciger ¢ok sayida lobiillerden olusmaktadir. Klasik karaciger lobiilii;
vaskiiler, biliyer damarlar ve bag dokusuyla ayrilmis polihedral bir yapidir.
Santral ven lobiiliin merkezindedir. Parankimal epitel hiicrelere ait tek hiicre
tabakalar1 santral venden ¢ikarak yayilirlar. Sinuzoidler; karaciger hiicre
tabakalarinin her iki tarafina kan tasiyan vaskiiler kanallardir. Bunlar santral ven
yakinlarinda zengin intralobiiler, vaskiiler bir ag olustururlar. Sinuzoidleri
kaplayan hiicreler ya endotelyal hiicrelerdir ya da Kupffer hiicreleridir. Endotelyal
hiicreler ile hepatositler arasindaki doku aralig1 Disse aralig1 olup; besin maddeleri
ile kan ve karacigerden artik Uriinlerin transferini saglayan interstisyel siviy1 igerir

(43).

Karaciger hiicreleri (hepatositler); 20-30 mikron capinda, poligonal
hiicrelerdir. Hematoksilen eozinle (H.E) boyanmis kesitlerde; ¢ok sayida
mitokondri ve bir miktar diiz endoplazmik retikulumun bulunmasi nedeniyle,
hepatositin sitoplazmasi eozinofiliktir. Her bir hepatositin yiizeyi; diger
hepatositlerin yiizeyi ve Disse araligi boyunca siniizoidlerin duvariyla temas
halindedir. iki hepatositin bitisik oldugu her yerde, hiicrelerin arasinda safra
kanalikiili olarak bilinen tiibiiler bir aralik bulunur. Safra kanalikiilleri; safra
kanal sisteminin ilk kisimlaridir. Safra kanalikiilleri karaciger lobiiliiniin plaklar
boyunca anastomoz yapan karmasik bir ag olustururlar ve portal alanlarda
sonlanirlar. Bu nedenle safra kanin ters yoniinde, yani lobiiliin merkezinden
cevresine dogru ilerleyerek, kiibik hiicrelerden olugsmus safra kanalciklar1 ya da
Hering kanallarina girer. Kanalciklar kisa bir mesafe katettikten sonra portal

alanlardaki safra kanallarinda sonlanirlar. Safra kanallari; kiibik ya da prizmatik
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epitel ile ortiliidiir ve belirgin bir bag dokusu kilifina sahiptir. Safra kanallari; sag

ve sol hepatik kanallar1 olusturarak karacigeri terk ederler (42).

Hepatosit; bol miktarda kaba ve diiz endoplazmik retikuluma sahiptir.
Hepatositte kaba endoplazmik retikulum; sitoplazma igine sacilmis kiimeler
olusturur, bunlar bazofilik cisimler olarak isimlendirilir. Bu yapilardaki
poliribozomlarda birka¢ tip protein (kan albumini, fibrinojen) sentezi yapilir.
Sitoplazma icinde yaygin olarak dagilmis diiz endoplazmik retikulum; cesitli
maddelerin viicuttan atilmadan 6nce etkisizlestirilmesi i¢cin gerekli oksidasyon,

metilasyon ve konjugasyon islemlerinden sorumludur (42).

Hepatositte bulunan diger bir organel de lizozomlardir. Hepatosit
lizozomlar1; hiicre i¢i organellerin yikimi ve doniisimi i¢in Onemlidir.
Peroksizomlar da; lizozomlar gibi enzim igeren ve hepatositlerde bol miktarda
bulunan organellerdir. Peroksizomlarin islevlerinden bazilari; yag asitlerinin
oksidasyonu ve bu oksidasyon sonucunda olusan H,O,’ in katalaz aktivitesi
yoluyla yikilmasi, piirinlerin (AMP, GMP) fazlasinin iirik asite yikilmasi,
kolesterol, safra asitleri ve miyelin yapiminda kullanilan bazi lipidlerin sentezine

katilmaktir (42).

Hepatositte golgi kompleksleri de bol miktardadir. Bu organelin islevleri
arasinda; lizozomlarin olusturulmasit ve plazma proteinlerinin (6rn. albumin,
kompleman sisteminin proteinleri), glikoproteinlerin (6rn. transferrin) ve
lipoproteinlerin (6rn. ¢ok diisiik dansiteli lipoproteinler; VLDL) salgilanmasi

vardir (42).
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Karaciger; yasam icin gerekli birgok farkli fonksiyona sahiptir.
Aminoasitleri, karbonhidratlari, lipidleri, vitaminleri, mineralleri alir, isler ve
depolar. Albumin, a ve B globulinler, pihtilagsma faktorleri ve transport proteinleri
dahil olmak tizere bircok plazma proteini karaciger tarafindan sentezlenmektedir.
Karaciger; ilaglar ve toksinler gibi ekzojen bilesiklerin detoksifikasyonunda
primer organdir. Karacigerin diger O6nemli bir fonksiyonu da bilirubinin
glukuronik asitle konjugasyonudur. Karaciger; safra asitlerinin kolesterolden
sentezi ve safraya sekresyonu; boylece kolesterol metabolizmasinin diizenlenmesi
ve diyetsel yaglarin absorbsiyonunun kolaylastirilmasindan da sorumludur.
Karaciger; tiroid, steroid ve diger hormonlarin baglica katabolizma yeridir ve

plazma hormon diizeylerinin diizenlenmesinde rol oynamaktadir (42).

2.2. Oksidatif stres ve Serbest Radikaller

Oksijen canlilar i¢in hayati énemi olan bir molekiildiir ve hiicrede enerji
liretim basamaklarinda kullanilir. Serbest oksijen radikalleri enerji iiretim
stireclerinin dogal bir yan iriinii olup ¢ok reaktif ve potansiyel olarak zararli

maddelerdir (44).

Serbest radikalin en yaygin tanimi1 molekiiler ya da atomik yoriingesinde
cok reaktif olan c¢iftlesmemis elektron bulunduran bir kimyasal iiriin oldugu

seklindedir (45).
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Bu eslesmemis elektron, serbest radikali karasiz bir konuma getirir.
Serbest radikalin kararli, stabil bir yapiy: tekrar kazanmas1 amaciyla elektronunu
bir bagka elektronla eglestirmesi gerektiginden bu durum serbest radikale

kimyasal olarak biiyiik bir aktivite kazandirir (46-47).

Serbest radikaller hiicrelerimizde DNA’ya, proteinlere ve lipidlere
saldirarak zarar verir. Serbest radikallerin zararli etkilerinden korunmak ig¢in
hiicrelerde antioksidan sistemler bulunur. Serbest radikallerin olusum hiz1 ve
bunlarin antioksidanlar tarafindan noétralize edilme hizi arasinda bir denge
olmalidir. Eger bu denge serbest radikaller lehine bozulursa, yani yapimdan daha
yavas noétralize edilirlerse, hiicrede serbest radikaller artar. Serbest radikallerin
hiicrede artis1 ve hiicre fonksiyonlar: lizerinde yaptiklari olumsuz etkiye (oksidatif
hasara) ‘oksidatif stres’ denir. Dengenin prooksidan ve oksidan maddelerin lehine

kaymasi olarak tanimlanmaktadir (44).
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Sekil 3: Oksidatif Stres (www.woongbee.com)

2. 3. 1. Serbest Radikal Kaynaklar1

Serbest radikaller ii¢ temel mekanizmayla olusmaktadir (48):

a) Kovalent baglarin homolitik kirilmas1 ile: Yiiksek enerjili

elektromanyetik dalgalar ve yiiksek sicaklik kimyasal baglarin kirilmasina neden

olur. Kirllma sirasinda bag yapisindaki iki elektronun her biri ayr1 ayr1 atomlar

iizerinde kalir ise; her iki atom iizerinde paylagilmamis elektron kalir ve iki adet

serbest radikal olusur.

X:Y —p X +Y"
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b) Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi veya heterolitik boliinmesi
ile: Radikal 6zelligi bulunmayan bir molekiilden elektron kaybi sirasinda dis
orbitalinde paylasilmamis elektron kaliyorsa radikal formu olusur. Askorbik asit,
glutatyon (GSH) ve tokoferoller gibi hiicresel antioksidanlar radikal tiirlere tek
elektron verip radikalleri indirgerken; kendilerinin radikal formu olusur. Bu
tipteki boliinmede kovalen bagi olusturan her iki elektron; atomlarin birinde kalir

ve serbest radikal degil iyonlar meydana gelir.

X:Y —Pp X:+Y"

c) Normal bir molekiile elektron transferi ile: Radikal 6zelligi tagimayan
bir molekiile tek elektron transferi ile dis orbitalinde paylasilmamis elektron
olusuyorsa bu tiir indirgenme radikal olusumuna sebep olabilir. Molekiiler
oksijenin tek elektron ile indirgenmesi radikal formu olan superoksidin

olusumuna neden olur.

X+e —p X~

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu
meydana gelir ve serbest radikallerin ¢ogu oksijenin indirgenmesi ile olusur.
Serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif yiiklii veya elektriksel olarak notral,
organik veya inorganik molekiiller seklinde olabilirler. Cu 2, Fe *, Mn™, Mo™

gibi baz1 gecis metalleri de serbest radikal olusumunda 6nemli rol oynarlar (49).

Serbest radikaller; normal metabolik olaylar sirasinda meydana gelebildikleri

gibi cok cesitli dis etkenlere bagli olarak da olusabilirler (50-51). Ekzojen
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kaynaklar; hava kirleticiler, dogal zararli gazlar (ozon, oksijen ve hiperbarik
oksijenin yliksek konsantrasyonlar1), iyonize ve non-iyonize radyasyon, ilaglar,
alkol, patojenik bakteri ve viriislerdir (52). Endojen kaynaklar ise; mitokondriyal
elektron transport sistemi, endoplazmik retikulum, aragidonik asit metabolizmasi,
redoks dongiisii, fagositik hiicreler (monosit ve makrofajlar, nétrofil, eozinofil) ve
endotelyal hiicreler gibi hiicrelerdeki oksidatif reaksiyonlar, ksantin oksidaz,
NADPH oksidaz, indolamin dioksijenaz, triptofan dioksijenaz, galaktoz oksidaz,
siklooksijenaz, lipooksijenaz, monoamin oksidaz gibi oksidan enzimler ve
otooksidasyon reaksiyonlaridir (45). Organizmanin yapisinda bulunan proteinler,
serbest aminoasitler, DNA, lipidler ve niikleik asitler gibi makro molekiiller bu
sistemler tarafindan iretilen reaktif oksijen tiirlerinin etkilerine maruz
kaldiklarinda hasara ugramaktadirlar (53). Oksidatif hasar olusturan tiirler (reaktif
oksijen tiirleri, nitrojen ve klorin tiirleri); metabolizma iriinleri, fizyolojik
mediyatorler ve sinyal molekiilleri olarak ortaya cikabilirler. Serbest radikaller
kalsiyum metabolizmasina etki ederek hiicre i¢i kalsiyumun kontrolsiiz
ylikselmesine, dolayisiyla hiicrenin zarar goérmesine ya da Olmesine neden
olmaktadirlar (54). Aerobik organizmalar i¢in O, esansiyel bir molekiildiir. Ayni1
zamanda O; oksidan bir ajandir. Normal kosullar altinda molekiiler oksijenin ¢ogu
sitokrom sistemi gibi hiicre i¢i sistemler icinde tetravalan rediiksiyona
ugramaktadir. Bununla birlikte %1-2 oraninda bu yoldan sizan oksijenin biyolojik
yapilarda univalan rediiksiyonu sonucu serbest oksijen radikalleri olarak
adlandirilan bir ¢ok reakif {iriin ortaya cikar. Aerobik organizmalarda radikaller

daha ¢ok oksijen radikalleri seklinde bulunmaktadir (55).
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Fizyolojik kosullarda O>’nin %98’1 mitokondride bulunan sitokrom oksidaz

tarafindan indirgenmekte ve 4 elektron alarak suya doniismektedir.

O0,+4H +4¢ —p 2H,0

Serbest oksijen radikallerinin olusum basamaklarinda Oncelikle tek
elektron transferi ile molekiiler oksijen siiperoksit radikaline doniismektedir.
Stiperoksite iki elektronun eklenmesi ile hidrojen peroksit olugsmaktadir. Hidrojen
peroksit; radikal olmamasina karsin elektron almasiyla son derece toksik olan
hidroksil radikalini olusturmaktadir. Hidroksil radikali de univalan rediiksiyon ile
suya doniismektedir. Viicutta lretilen radikaller her zaman tehlikeli ve zararh
maddeler olarak degerlendirilmemelidir. Zararl etkilerinin yaninda viicut igin
gerekli bir ¢ok fonksiyonun gerceklestirilmesinde onemli rol oynarlar (56).
Steroid yapidaki ¢ok sayida bilesigin iiretimi, eikozanoidler gibi biyolojik aktif
molekiillerin sentezi, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu, ¢cok sayida oksidaz ve
hidroksilaz enzimlerinin etkileri ve sitotoksik etkilere sahip hiicrelerin
fonksiyonlar i¢in serbest radikal yapimi olmazsa olmaz bir kosuldur (57). Serbest
radikallerin en iyi bilinen zararli etkileri; hiicre membrani, yag asitleri ve
lipoproteinlere saldirarak lipid peroksidasyonu olarak bilinen bir zincir
reaksiyonunu baglatmalaridir. Lipid peroksidasyonunun iiriinleri ileri asamalarda
membran proteinlerinde de hasara yol acarak yapisal ve fonksiyonel

bozukluklarin ortaya ¢ikmasina neden olurlar (48).
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2.3.2. Serbest Radikal Tiirevleri:

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ve reaktif nitrojen tiirlerinin (RNS)
olusumu i¢in oksijen gereklidir. Serbest oksijen radikallerine siiperoksit (O."),
hidroksil radikali (OH"), alkoksil radikali (RO"), peroksil radikali (ROO") ve

hidroperoksil radikali(OOH") 6rnek verilebilir.

Nitrik oksit (NO") ve nitrojen dioksit (NO,") radikalleri de RNS’ yi olusturur.
Oksijen ve nitrojen serbest radikalleri, hidrojen peroksit (H,O,), peroksinitrit

(ONOO), hipoklorik asit (HOCI), hipobromoz asit (HOBr) gibi diger reaktiflere
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doniisebilir(Sekil4).

0, Arginine
N();«:I:I;; I)-I" Xanthine NADPH + H*
2 P-450 .
Mitochondrial ETS or Xanthine BH,[ NO Synthase
H.0 IR Oxidase
NAD* 2¥2 . . ; +
(FAD) Uric acid Cit NADP
\J
o NADPH Oxidase >0, % NO Synthase o
2 soD 2 Arg or BH, ¥ *‘NO <— NO donors
NADPH + H* NADP* \
HOCI ‘7MP°T H202\ ba
2+
H.O H*+ CI- Fgr Oxidized ONOO-
2 / cu* Vitc  VitC
0, +OH- v K / ‘NO Gly + CH,0
ONOOH LH’ ‘OH = —— H,0,—= Sar Oxidocs Sarcosine
‘OH + NO; .
H LOH ' _ Acetyl CoA Oxidase
Autoxi- 02 Uric Acid Oxidase
LOOH—>LQ+  dation D-AA Oxidase
Monamines 0,+H.,0
0, +H,0 & 2772
Hemoglobin

Sekil 4. Memeli hiicrelerinde reaktif oksijen ve reaktif nitrojen tiirlerinin meydana gelisi
(iR:1yonize radyasyon, Sit: Sitriillin, D-AA: D-Amino asit, BH,: Tetrahidrobiopterin,

Gly: Glisin, L": Lipit radikali, SOD: Siiperoksit dismutaz, MPO: Myeloperoksidaz)

(50)

2.3.2.1. Siiperoksit Radikali (O,™)
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Oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu kararsiz bir yapi olan

stiperoksit radikal anyonu meydana gelir.

O,+te —p O

Mitokondriyal elektron transport zinciri sirasinda O nin otooksidasyonu
sonucu olusur. Siiperoksit radikali O, varliginda; ksantin oksidaz’in ksantini veya
hipoksantini indirgemesiyle, NADPH’nin NADPH oksidaz ile oksidasyonuyla,
mitokondriyal elektron transport sistemi ile NADH, ve FADH,nin NAD ve
FAD’ye doniigiimii sirasinda, O,’nin iyonize radyasyonla, sit Puso ile ve arginin
veya tetrahidrobiopterin eksikliginde nitrik oksit sentazla indirgenmesiyle olusur
(58-59). Makrofajlar ve polimorf niiveli 16kositler tarafindan gerceklestirilen
fagositoz sirasinda O, tiiketimi artar ve bu durumda plazma membraninda bulunan

NADPH oksidaz tarafindan O, olusumu tetiklenir.

20,+NADPH —3P NADP+20,"+H"'

O, ’nin kimyasal davranis1 nerede ¢oziindiigiine gore degismektedir. Suda
cok reaktif degildir. Bazen bir elektron alarak, okside edici ajan olarak

davranabilir. Ornegin askorbik asidi okside etmektedir (52).

Askorbik Asit + O,"”” ——Pp» Askorbik asit radikali + H,O,

Organik solventlerde daha reaktif ve tehlikelidir. Biyolojik membranlarda

olustugunda oldukca fazla hasar meydana getirmektedir.
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0O," ¢esitli organik ya da inorganik bilesiklerle de reaksiyona girebilir.
Nitrik oksit ile reaksiyona girebilir. Nitrik asit ile reaksiyona girip peroksinitriti

olusturmasi énemlidir (60).

2.3.2.2. Hidroksil Radikali (OH")

Yarilanma 0mrii kisa ve giiclii bir serbest radikal olan hidroksil radikali;
kuvvetli hasar olusturur. Tiim biyolojik substratlarla reaksiyona girebilme

ozelligine sahiptir. Olusan hasar {i¢ sekilde meyadana gelir.

1) Protein ve lipidler aras1 ¢capraz baglar olusturarak,

2) Proton ¢ikararak,

3) Elektron transferi yaparak.

Toksik OH" olusumunda demir, bakir gibi bazi metal iyonlar1 da rol
oynar. Asil olarak Fe* molekiiliiniin de katildig1 Fenton reaksiyonu ile olusur
(61). Fe™lin O, ile indirgenmesi sonucu olusan Fe™, H,O; ile reaksiyona girerek
OH" radikalini meydana getirir. Bu reaksiyon ’Fenton Reaksiyonu’ olarak

adlandirilir.

Fe” + Oz'- 4’ Fe+2+ 02

Fe”?+H,0, —p Fe”+OH +OH"

Ayrica demirin katalizledigi Haber-Weiss reaksiyonuyla da OH" olusur

(62).
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F e+2

0O, + H,0, 4’ 0O, +OH+ OH"

Iyonize radyasyon etkisi ile de OH" olusur (50).

H,0 —» H+oH

2.3.2.3. Hidrojen Peroksit (H,O,)

Oksijen molekiiliiniin iki elektron alarak indirgenmesi veya yapiya iki
hidrojen atomunun eklenmesiyle olusur (63). Siiperoksit radikalinin yapisina bir
elektron katilmasiyla da meydana gelmektedir. Biyolojik sistemlerde daha sik
olarak iki siiperoksit molekiilii, iki protonla birleserek hidrojen peroksit ve oksijen

olusturur.

Oz +2¢ +2H" 4’ HzOz

0,"+e+2H —p H,0,

0,"+0,"+2H" ——p H,0,+ O,

H,O, bir serbest radikal olmamasina karsin yiiksiiz bir molekiil

oldugundan hiicre igerisine kolaylikla girebilir.

H,0,, O; “ den iki elektronun sit p450, yag-acil KoA oksidaz, asetil KoA
oksidaz, lirik asit oksidaz, a-hidroksiasit oksidaz veya D-amino asit oksidaz ile

rediiksiyonu ile olusabilir. Ayrica monoaminler (dopamin, epinefrin,
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norepinefrin), hemoglobinin otooksidasyonu ve glisin sentezinde de H,O, olusur

(64).

Peroksizomlar fazla miktarda oksidaz igerdiklerinden hiicresel H,O, icin
potansiyel kaynaktir. H,O, ozellikle Fe ve Cu gibi gecis metal iyonlariin
varliginda kolaylikla yikilir. Bu yikim sonucu en reaktif radikal olan OH" olusur

(50).

2.3.2.4. Hipoklorik Asit (HOCI)

Notrofiller, sitoplazmada bulunan myeloperoksidaz (MPO) enziminin
katalizledigi reaksiyonla giiclii oksidatif bir yap1 olan hipokloridi olustururlar

(65).

MPO

H,O,+ Cl- \) HOCI+ OH -

2.3.2.5. Singlet oksijen (‘O,)

Yapisinda ortaklanmamis elektron bulundurmamasi sebebiyle serbest
oksijen radikali olmayip reaktif oksijen tiirleri grubunda yer alan bir molekiildiir.
Singlet oksijen serbest radikal reaksiyonlarinin baslamasina neden olmasi
agisindan Oonem tagimaktadir. 'O,, oksijen elektronlarinin disardan enerji almasi

sonucu kendi donilis yoniiniin ters yoniindeki farkli bir yoriingeye ge¢mesi ile
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olusabilecegi gibi, O," radikalinin dismutasyonu ve MPO’nun katalizledigi

H,0,’nin HOCl ile reaksiyonu sonucunda da olusabilir (66).

2.3.2.6. Perhidroksil radikali (OOH")

O, radikali asidik ortamda daha reaktif olup protonlanarak kendisinden

daha kuvvetli bir oksidan olan OOH" radikalini olusturur (63).

pH!

O0,;+H" —— P OOH"

2.3.2.7. Peroksil radikali (ROO")

R’ radikalleri hizli bir sekilde oksijen ile reaksiyona girerek ROO"yi
olustururlar (63). ROO", lipid peroksidasyonunu baslatan radikal olup ¢ok uzun

Omurlidur.

R+ 0, — ROO’

2.3.2.8. Nitrik Oksit

Memeli hiicrelerinde NO baslica Nitrik Oksit Sentaz (NOS)’1in aktivitesi
sonucu sentezlenir. NOS, oksijeni kullanarak L-arjinin amino asitinden; sitriilin ve
NO’yu olusturur. Bu olay, nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH), flavin
mononiikleotid (FMN), flavin adenin diniikleotid (FAD), tetrahidrobiopterin

(BH4) ve kofaktor olarak bir tiyol donériine ihtiyag duyar (66).
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Arginin + O,+ NADPH + H', Sitriilin + NO*+ NADP + H,O

\ W

Eslesmemis elektronu nedeniyle bir serbest radikal tiirii olarak bazi
memeli hiicre tiplerince iretilen NO; damar tonusunun kontroliinde, platelet
agregasyonunda, 16kosit adezyonunda, hiicre aracili immiin sitotoksisitesinde,

sinaptik gegirgenlikte sinyal molekiilii olarak 6nem tagimaktadir (67).
2.3.2.9.Peroksinitrit (ONOO )

Stiperoksit radikali veya hidrojen peroksitin NO" ile reaksiyona girmesi ile

olusur (68).
0, +NO° ——3p» ONOO°
H,0,+NO* — ONOO"

Olusan peroksinitrit radikalinin oksidatif potansiyeli O, ve H,O,’ye gore daha

yiiksektir (50).
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H,0, H,0

=0 -

Hipoklorik asit Singlet oksijen

MPO N !
0~ 0, Fe!' Fe H*

{] l-b®“\{flll % @5—. “E{}

Hidvojen peroksit. H_{) Hidrelksj radikali

CD

Nitrojen

NO » OONO- HOONO dioksit radilali

Nitrilk olssit Peroksinitrit amyonn Peroksinitiik asit

Sekil 5. ROS ve RNS’nin birbirleriyle etkilesimi (44)

2.3.3. Serbest Radikallerle Olusan Lipid Peroksidasyonu

Organizmanin yasam siirecinde karsilastig1 radikal tiirlerinin ¢esitli olmast
nedeniyle, serbest radikallerin biyolojik etkilerini genellemek zordur. Olusan
serbest radikaller, ortamdan uzaklastirilamadig: takdirde metabolik bozukluklara,
hiicre hasarina ve hatta Oliime yol acarlar (69). Serbest radikaller, kimyasal

modifikasyonlarla protein, lipit, karbonhidrat ve DNA’da hasar olustururlar.

Lipitler; reaktif oksijen tiirlerinin yikici etkilerine en fazla maruz
kalan biyolojik molekiillerdir. Hiicre membrani serbest oksijen radikalleri ile hizla
reaksiyona girebilen ¢coklu doymamis yag asitlerinden oldukga zengindir. Bu yag

asitlerinin doymamis baglar1 serbest radikallerle reaksiyona girip peroksidasyona
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neden olur (Sekil 6). Membran akiskanlii, membran lipitlerinin yan zincirlerinde
bulunan doymamis yag asitleri ile saglanir. Doymamis yag asitlerinin hasari,

membran akiskanligini azaltic1 etki gosterir.

Ilerleme
Baslama Fe*2
/N Fe
0z
Loo! LOOH Fot
CutliFe*? + HyO,
l’ Fa'?
LH —H  OH -
H,O
LO
LH

LH + R-CH,
ALKYL
RADICAL H-C-LOOH

o
ACID ALDEHYDE

R-CH,
ALKANE

Sekil 6. Metallerin katalizledigi lipid peroksidasyonu (70)

Lipit peroksidasyonu, oksijen tiirevi serbest radikaller tarafindan
tetiklenen oksidatif stresin en ©nemli organik gostergelerinden birisidir. Ug
karbonlu bir ketoaldehid olan Malondialdehit normal metabolik sartlarda, once
asetat veya malonata kadar okside olur, daha sonra krebs siklusu ile CO,’e
indirgenerek atilir. Fakat asir1 lipid peroksidasyonunda MDA konsantrasyonu

artar ve dokulara hasar verir (71).

Biyolojik sistemlerdeki oksidatif stresin Olclilmesinde gilinlimiizde en

yaygin metod MDA Odl¢iimidir. MDA, proteinlerin lizin rezidiileriyle ve

29



fosfolipidlerin amin gruplariyla reaksiyona girer (72). MDA, kolaylikla diffiize

olabildiginden, DNA bazlariyla da reaksiyona girerek hasara neden olabilir.

ok Doymamis Yag Asidi \_/\\_/\—/

l& -

Lipad Radikali \_ /\_/\ _/

Dien konjugat \_/\/ /\_/
H lf"oz

tpdpercietmaiatn N\ N N/

= 0-0 5§
)/

NN
HOO H \ 1/\ /\_/

Hidroperoksid . l

2) Endoperoksid

O O
Malondialdehid

Sekil 7: Lipit Peroksidasyonunun kimyasal yolu

Peroksidasyon sonucu olusan reaktif aldehidler; serbest radikallere gore
daha stabildirler. Hiicre i¢inde veya hiicreden disariya ¢ikarak daha uzak
bolgelerdeki proteinlerin serbest amino gruplari, fosfolipitler ve niikleik asitlerle
reaksiyona girebilirler. Bunun sonucunda molekiil i¢i ve molekiiller arasi 1-
amino-3-imino propen (AIP) kdpriileri kurabilir ve biyolojik molekiillerde yapisal

modifikasyonlar olusturabilirler (Sekil 8).
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4-Hidroksi-2-nonenal
(HNE)

Sekil 8. Lipid peroksidasyonu ile olugan aldehidler (72)

2.4. Antioksidan Sistem

Cc

Ketoaldehitler

Mo

Malondialdehit
(MDA)

Antioksidan molekiiller; endojen (organizma tarafindan sentezlenen) veya

eksojen (disaridan besinlerle alinan) kaynakli yapilar olup, olusan oksidan

molekiillerin hiicreye hasar vermesini engellemektedirler. Hiicre disinda ve

hiicrede farkli organellerde yerleserek savunma mekanizmasinda rol alan

biyomolekiiller enzimatik yapida olabilecekleri gibi non-enzimatik yapida da

olabilirler (73). Hiicre dis1 savunma; albiimin, bilirubin, seruloplazmin, tirik asit

gibi ¢esitli molekiilleri icermektedir. Hiicre i¢i serbest radikal toplayict enzimler

asil antioksidan savunmayi saglamaktadir. Bu enzimler SOD, GST, GPx,

glutatyon rediiktaz, katalaz ve sitokrom oksidazdir (Sekil 9) (74).
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R5P Glukoz

pCc Besinlerin icerdigi
GSH
NADPH + H* NADP* l
G5H konjugatlan
Dis kaynakh
GSHR R
GS-5G = '/,_ \ 2GSH
R R ‘NO%>NO;
I¢ kaynakh
Hom GSH
- GSNO ADP + Pi
Hem-NO
H20 +LOH Ve o GSH sentaz
V7N atp
Radikal tomileyiiler ( +Glu-CySH
ﬁﬂi'ii‘l.aé'nfniﬁi"rﬁﬁ!'n.Gifa'nfori.erﬁf;' Vit E* N VItE ADP +Pi
Cit, Gly, Tau, His, Karn,BH4 1Glu-CySH
. sertaz
— "OH Sistein ATP
f oD \ Glutamat
2H*+20; —Tb H,0, NH,*
LOOH
CytC l 0, Catl PG
H,0
0, H0 +0, Glutamin ’

Sekil 9. Memeli Hiicrelerinde Antioksidan Sistem (50)

Organizmada, oksidan ve prooksidan yapilar arasinda denge s6z
konusudur. Bu dengenin oksidanlarin lehine kaymasi, degisik diizeylerde hiicresel
hasarlara neden olmaktadir.

Antioksidanlar, su prensipler dogrultusunda koruma saglarlar (75):
v' Enzim aktivitesi lizerinden veya dogrudan kimyasal reaksiyonlar
yoluyla,
v Oksijenden tlireyen molekillerin olusumunu en az diizeye
indirerek,

v’ Radikallerle dogrudan kimyasal yolla temasa gegerek,
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v" Reaktif metabolitlerin temizlenmesini veya bu radikallerin daha az
aktif ve toksik olmayan iiriinlere doniigiimiinii saglayarak,

v’ Zayif reaktif tlirlerin daha zararl tiirlere doniistimii i¢in gereksinim
duyulan metal iyonlarin1 baglayarak,

v Hedef molekiilde olusan hasari onarma yoluyla,

v’ Hasarin ¢ok biyiik oldugunda, hasara ugramis molekiilii

uzaklastirarak.

Antioksidan ajanlar, oksidan molekiillere karsi etkilerini dort yolla
gostermektedirler (69):

1) Sipiiriicii etki gosterenler: Olusturduklar: etki ile yeni radikal

olusumunu engeller ve olugsmus olan radikalleri daha az zararli hale getirirler.
SOD, GPx, ferritin, seriiloplazmin ve metallotiyonein gibi metal baglayici
proteinler bu tiir etkiye 6rnektir.

2) Giderici etki gosterenler: Oksidanlarla etkilesip onlara bir hidrojen

aktararak aktivitelerini inhibe eden bilesiklerdir. B-karoten, vitamin C ve vitamin

E bu tiir etkiye ornektir.

3) Zincir kirici etki gésterenler: Zincirleme olarak devam eden
reaksiyonlar1 belli yerlerinden kirarak, oksidan etkiyi durdururlar. Bunlara 6rnek
olarak, bazi vitaminler, mineraller, hemoglobin, iirik asit, bilirubin ve albiimin
verilebilir.

4) Onarici etki gosterenler: Bu grupta DNA tamir enzimleri ve

metiyonin siilfoksit rediiktaz 6rnek gosterilmektedir.
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2.4.1. Nonenzimatik Yapida Olan Antioksidanlar:

Ekzojen Kaynakli Nonenzimatik Antioksidanlar: B-karoten, vitamin C ve
vitamin E.

Endojen Kaynakli Nonenzimatik Antioksidanlar: Hemoglobin, ferritin,

miyoglobin, iirik asit, bilirubin, laktoferrin, transferrin, melatonin, askorbik asit,

albiimin ve glutatyon.

2.4.1.1. Glutatyon (GSH)

Glutatyon (y-glutamilsisteinilglisin), organizmada tiyol grubu igeren, diisiik
molekiil agirlikli 6nemli bir tripeptiddir. DNA ve protein sentezleri, enzim
aktivitelerinin diizenlenmesi, hiicre i¢i ve dis1 transportlar gibi hiicresel
fonksiyonlar1 disinda baslica antioksidan olarak hiicre savunmasinda da 6nemli
rolii vardir (76). GSH’a antioksidan 6zelligini sisteinin tiyol grubu kazandirir.
Serbest radikal ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karsi
korur. GSH bir¢ok enzimin kofaktoriidiir (6rnegin HMG CoA rediiktaz). Tiroid
hormon sentezinde rol oynar. Bunun disinda proteinlerdeki —SH gruplarini
rediikte halde tutar ve bu gruplar1 oksidasyona karsi muhafaza eder. Demirin +2
halde tutulmasini saglar. Boylece, protein ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller
hatta rejenere olmalarini saglar. Karaciger viicut GSH igeriginin en Onemli
kaynagini olusturmaktadir. Ekstraselliiler mesafede ¢ok diisiik konsantrasyonlarda

bulunur.
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GSH, tiim memeli hiicrelerinde bol miktarda (0.5-10 mM) sentezlenir. Bu
sentez 1ki basamakta ger¢eklesir. Birinci basamakta, y-glutamilsistein sentetaz
isimli enzim GSH'in prekiirsér amino asidleri olan glutamat ve sisteinden, y-
glutamilsisteinin olusumunu katalizler. Ikinci basamakta ise, glutatyon sentetaz,
glisin ve y-glutamil-sisteinden glutatyonu olusturur. GSH negatif feed-back ile
glutamilsistein olusum hizin1t ve bdylelikle kendi sentezini de denetler. Bu

sentezde bir molekiil GSH i¢in 2 molekiil ATP'nin hidrolizi gerekir (77).

2.4.2. Enzimatik Yapida Olan Antioksidanlar:

2.4.2.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1)

SOD, siiperoksit anyonunu hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene ¢eviren
bir metalloenzimdir.
SOD
0" + Oy~ —P» H0, + O,
Bu reaksiyon, siiperoksit zincirleme radikal reaksiyonlarmin gii¢li bir
baslaticis1 oldugundan oksidatif strese kars1 ’ilk savunma’ olarak degerlendirilir.
Memelilerde ii¢ ¢esit SOD bulunmaktadir (78):

1) Sitozolik SOD (Cu-ZnSOD, SODI): Genellikle sitozolde ve

lizozomal fraksiyonlarda yer alir, fakat mitokondriyal boslukta da bulunmaktadir.
Iki alt birimden olusmaktadir. Kofaktdrleri ¢inko ve bakirdir. Enzimin

aktivitesinden bakir, stabilitesinden ¢inko sorumludur.
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2) Mitokondrial SOD (Mn-SOD, SOD2): Mitokondride bulunur ve

tetramerik yapidadir. Kofaktorii mangandir.

3) Ekstraselliiler SOD (EC-SOD, SOD3): Tetramerik yapidadir ve

ekstraselliiler boliimlere salgilanir. Kofaktorleri ¢inko ve bakirdir. Ayrica bazi

bakterilerde Fe-SOD da saptanmustir (79).

2.4.2.2. Glutatyon Peroksidaz (GPx; EC.1.11.1.9) ve Glutatyon

Rediiktaz (GR; EC.1.6.4.2)

GPx, lipit peroksitlerini daha az toksik yag asitlerine indirger. Kofaktor
olarak glutatyonu (GSH) kullanmaktadir.
GPx
ROOH + 2GSH —  » ROH + GSSG + H,0
GPx, hiicrede H>O,’nin temizlenmesinden sorumlu iki enzimden biri olup
diger enzim ise katalazdir. Glutatyon-GPx sistemi H,O,’nin  H,O’ya

indirgenmesini katalizlerken organik hidroperoksitleri de par¢alamaktadir (55).

Genel olarak GPx’in H,O,’e kars1 en belirgin savunma sistemi oldugu
distintilmektedir. Tetramerik yapida olan enzim en c¢ok karaciger ve eritrositte
aktif olarak bulunmaktadir. Kalp, akciger ve beyinde orta, kasta ise disiik

aktivitede bulunur. %60-75’1 stoplazmada, %25-40’1 mitokondride yer alir.
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Selenyuma bagimli ve bagimsiz iki tipi mevcuttur. Selenyuma bagimli
olan GPx (Se-GPx) sitozol ve mitokondride bulunmaktadir ve hem H,O, hem de
lipit hidroperoksitleri metabolize eder. Selenyumdan bagimsiz olan GPx (non-Se
GPx) ise sadece lipit hidroperoksitleri metabolize eder. Bu fonksiyonu ile lipit

peroksidasyonunun baglamasini ve ilerlemesini 6nlemektedir (80).

GR; hiicresel GSH redox siklusundan sorumlu olup endojen peroksitlerin
detoksifikasyonu i¢in 6nemlidir (81). GPx peroksitleri temizlemek i¢in hidrojen
dondrii olarak GSH’a ihtiya¢ duymaktadir. Okside formu olan GSSG, glutatyon
rediiktaz ile yeniden glutatyona dontismektedir. Gerekli olan NADPH pentoz

fosfat yolundan saglanmaktadir (52).

2 GSH
NADP* ROOH veya H,0,
Glutatyon rediiktaz Glutatyon peroksidaz
NADPH + H" ROH veya H,O

T GSSG

Glukoz 6-fosfat

Glukoz 6-fosfat
dehidrogenaz

Glukoz
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Sekil 10. Glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktazin katalizledigi reaksiyon

2.4.2.3. Glutatyon-S-Transferaz (GST; EC 2.5.1.8)

Glutatyon-S-transferazlar, hiicresel detoksifikasyon ve transporttan
sorumlu iki protein alt birimden olusan multifonksiyonel protein ailesidir. Genel
olarak {i¢ sitozolik ve bir de mikrozomal olmak iizere dort ana gruba ayrilir. GST
ailesi hepatositlerdeki baglica detoksifiye edici sistemdir (82). Ksenobiyotiklerin
biyotransformasyonunda Onemli rol oynamaktadirlar. Basta arasidonik asit ve
linoleat hidroperoksitleri olmak {tizere lipit hidroperoksitlere karsi GST’ler,

selenyumdan bagimsiz GSH-Px aktivitesi gosterirler.

GST

ROOH + 2 GSH > GSSG + ROH + H,0
GST’ler, glutatyonun reaktif metabolitlerle konjugasyonunu saglayarak

organizmadan uzaklagmasini saglamaktadir (83).

Antioksidan aktivitelerine ilaveten ¢ok Onemli baska biyokimyasal
fonksiyonlara da sahip olup hem, bilirubin ve baz1 kortikosteroidler gibi endojen
maddeleri reversibl olarak baglayarak bunlarin hiicre i¢inde transportunda gorev
alirlar. Bazi giicli alkilleyici ajanlara dogrudan kovalent baglanarak, hiicresel
proteinler ve makromolekiilleri bu ajanlarin etkisinden korurlar. GST’ler LTB, ve

prostaglandin sentezinde de rol oynarlar.
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2.4.2.4. Katalaz (CAT EC 1.11.1.6)

Peroksizomlarda lokalize, dort tane hem grubu bulunan hemoproteindir.
Karaciger, bobrek ve eritrositlerde aktivitesi yiiksektir. H,O, ‘i oksijen ve suya

parcalar (84).

Katalaz

Ayn1 zamanda fenol ve alkollerin de detoksifikasyonunu saglayan katalaz;
hidrojen peroksitin fenton reaksiyonlart ile demir ve bakir iyonlari tarafindan

reaktif hidroksil radikaline doniisiimiinii engeller (85).
2.4.2.5. Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz (G6PDH, EC 1.1.1.49)

Pentoz fosfat (heksoz monofosfat) yolunun oksidatif faz hiz kisitlayici
enzimidir. ATP {iretilmeyen bu yolun; indirgeyici reaksiyonlar (yag asiti ve
steroid biyosentezi gibi) i¢cin NADPH iiretmek ve niikleik asit biyosentezi i¢in 5
karbonlu iiniteleri saglamak gibi iki 6dnemli iglevi vardir. Bu islevlerinden dolay1
hiicresel metabolizma ve oksidatif stres arasinda anahtar bir role sahiptir. Glukoz
tilketimindeki ana yollar glikoliz ve pentoz fosfat yoludur. Pentoz fosfat yolu;
karaciger, bobrek, eritrosit, adrenal korteks, yag dokusu ve laktasyondaki meme
bezinde aktiftir. Eritrositlerdeki pentoz fosfat yolunda iiretilen NADPH; okside

olmus glutatyonun; FAD igeren flavoprotein enzimi olan glutatyon rediiktaz ile
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indirgenmis glutatyona cevrilmesini saglar. Daha sonra indirgenmis glutatyon;
glutatyon peroksidaz enzimi tarafindan katalizlenen bir tepkimeyle H.O,’1
eritrositlerden uzaklastirir. NADPH; thioredoksin rediiktaz reaksiyonundaki
indirgeyici ekivalanlar1 saglamakla birlikte katalaz aktivitesi i¢in de gereklidir.
G6PDH eksikligi; oksidan ajanlarin detoksifiye edilememesi sonucu olusan
hemolitik anemi ile karakterize X’e bagl ressesif bir hastaliktir. insanlarda

hastaliga neden olan en sik goriilen enzim anomalisidir (86).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu ¢alisma; Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim

Dal1 Arastirma Laboratuvarinda gerceklestirilmistir.

3.1. Deney Gruplan

Bu c¢alisma Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
tarafindan 01/2007-86 proje numarasi ile desteklenmistir. Bilimsel arastirma igin
Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Hayvan Etik Kurul’undan izin almmistir
(G.U.E.T.-07.031). Deney hayvanlar1 Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi hayvan

laboratuvar: (GUDAM)’ndan temin edilmistir.

Calismada 30 adet ortalama 250 gr agirhiginda Wistar cinsi disi rat
kullanilmigtir. Ratlara 14 gilin boyunca oral yolla kafein verilmis ve deney
sonunda ratlar intramuskuler ketamin (60 mg/kg) ve xylazine (10 mg/kg)
anestezisi altinda sakrifiye edilmistir. Karaciger dokular1 ¢ikartilarak hemen sivi
azota konulup dondurulup, deney giiniine kadar -80°C de saklanmustir. Karaciger
dokularinda MDA ve GSH diizeyleri, SOD, katalaz, GPx ve GST aktiviteleri

Olctlmiistiir.
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Sekil 11. Oral kafein uygulamasi

Calismada hayvanlar 3 esit gruba ayrilmistir
Grup I -Kontrol grubu (n=10)

Grup II-Hayvanlara 14 giin boyunca oral yolla 30mg/kg kafein 1 ml distile suya

karigtirllmig ve giinliik doz ikiye boliinerek verilmistir. (n=10)

Grup III-Hayvanlara 14 giin boyunca oral yolla 100mg/kg kafein 1 ml distile

suya karistirillmig ve giinliik doz ikiye boliinerek kafein verilmistir. (n=10)

Son oral kafein uygulamadan 24 saat sonra ratlar feda edilip, karaciger
dokulart ¢ikartilmistir. Dokular, serum fizyolojik ile yikandiktan sonra derhal sivi
azot icinde dondurulmustur. Karaciger dokular1 calisma giintine kadar -80°C’ de

saklanmustir.
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Sekil 12. Rat dokulariin ¢ikartilmasi

3.2.Kullanilan Aletler

Hassas terazi ( Schimadzu, Libror, AEG 220 )

Homojenizator (Virtis-Virtisheur)

Vorteks (Heidolf Reax 200)

Benmari (Heto)

Santrifuj (Hermle Z 380K )

Sogutmali santrifuj(Damon IEC,B-20A sogutmali,Hermle Z 323K
Spektrofotometre (Schimadzu, UV1601 )

Tecan Eliza okuyucu ve yikayici

pH metre (Jenway)
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3.3.Yontemlerin Uygulanmasi

Karaciger Doku Orneklerinin Homojenize Edilmesi

Karaciger doku oOrnekleri 1/10 oraninda 50 mM Tris-HCI (pH=7.4)
tamponda, buz i¢inde, sogukta homojenize edilmistir. Homojenatlar sogutmali
santrifiijde 15.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilip, siipernatantlardan katalaz,
glutatyon S transferaz aktiviteleri, doku malondialdehit, doku protein ve doku

glutatyon diizeyi tayini yapilmistir (87).

Kalan siipernatan, kloroform/etanol karisimi ile 1/1 (v/v) oraninda
muamele edilip, 5000 x g’de +4°C’de 30 dakika santrifiij edilmistir.
Siipernatandan siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi tayini
ve protein tayini yapilmistir. Protein miktarlar1 Lowry metodu ile Slgiilmiistiir

(88).
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3.3.1. Lowry Protein Tayini (Doku protein tayini)

Kullanilan Reaktifler:

A reaktifi : % 2’lik Na2CO3 i¢inde 0,1 N’lik NaOH

B1 reaktifi : %2’lik Na-K tartarat

B2 reaktifi: %1°lik CuSO,

Folin ciocalteu’s fenol

Standart: 1 mg/ml bovine serum albumin (BSA) kullanilmistir.

C soliisyonu: 1 ml B;+ 1 ml B>+ 33 ml A soliisyonu

Folin reaktifi ; 1 hacim Folin ciocalteu’s fenol + 1 hacim distile su

Deneyin yapilist : (tablo1)

Tablo 1. Doku Protein Tayini

Tiipler BSA Numune
Kor - -
Standart-1 10 pl -
Standart-2 20 ul -
Standart-3 40 pl -
Numune - 10 pl

Distile su
100 pl
90 ul
80 ul
60 pl

90 ul

C soliisyonu
2 ml

2 ml
2 ml
2 ml

2 ml

45



Deney tiipleri vortekslendikten sonra, 15 dakika bekletilmistir. Daha sonra

deney tiiplerine 200 pl folin reaktifi eklenerek iyice vortekslenip ve 1 saat

karanlikta bekletilmistir. Tiipler 750 nm’de kore kars1 okunmustur.

04
0,35
0,3
0,25
0,2

Absorbans

0,15
0,1
0,05

Doku Protein Standart Grafigi
y =0,0083x + 0,008
R? =0,9999

~

/

/

P

/

K

10 20 30 40

Protein (mg/ml)

50

Grafik1: Doku Protein Standart Grafigi

Hesaplama:

Protein miktar: :

. Numune Abs
Standart Abs

Sonuglar mg/ml olarak hesaplanmustir.

x standart konsantrasyonu.
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3.3.2. Karaciger Dokusu Malondialdehit (MDA) Analizi

Doku MDA diizeyleri Ohkawa ve arkadaslarinin (89) yontemine gore
Ol¢iilmiistiir. Bu yontemin ilkesi; homojenattaki proteinlerin sodyum dodesil
siilfat (SDS) ile baglanmasiyla, ornekte bulunan MDA’nin tiobarbitiirik asit
(TBA) ile ortam pH’s1 3,5 oldugu sartlarda olusturdugu komplekse bagl kirmizi

rengin spektrofotometrik 6l¢limiine dayanir.

Kullanilan Reaktifler:

% 8,1 Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) : Distile su i¢inde hazirlanmistir
% 0.8 Tiobarbitiirik asit (TBA) : Distile su i¢inde hazirlanmistir

% 20 Asetik asit : Distile su i¢inde hazirlanmistir (NaOH ile pH=3,5"a

ayarlanmistir)

n-butanol/ piridin : (15:1, v/v)
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Tablo 2. Doku MDA Tayini

Numune
Standart -
Distile su 150 pl
Numune 50 ul
SDS 50 ul
TBA 375 ul
Asetik asit 375 ul

Standart 1
50 ul
150 ul
50 ul
375 ul
375 ul

Standart 2
25 ul
175 ul
50 pl
375 ul
375 ul

Standart 3
12,5 pl
187,5 ul

50 pl
375 ul
375 ul

Tiipler 60 dakika, 95 °C’de su banyosunda kaynatilmistir.

Bundan hemen sonra 6rnekler sogutularak ,

Distile su 250
n-

1250
butanol/piridin

250

1250

250

1250

250

1250

Daha sonra 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilip iist faz 532 nm.’de n-

butanole kars1 okunmustur.

MDA standart olarak 1,1°,3,3” tetraetoksi propan kullanilarak standart

grafik elde edilmis (grafik 2) ve Orneklerin absorbans degerlerinin nmol/ml

cinsinden MDA miktar1 saptanmaistir.

48




Doku MDA standart Grafigi
y =0,0058x +0,0125

0,14 R = 0,9985

0,12 A
01 /

0,08 /

0,06 /

0,02

Absorbans

0 5 10 15 20 25
[MDA] nmol/ml

Grafik 2: Doku MDA Standart Grafigi

Sonuglar ‘nmol/g yas doku’ cinsinden belirlenmistir.

3.3.3.Karaciger Dokusunda Glutatyon Diizeyi Tayini :

Sigma Fluorometric Glutathione Assay Kit ( Catalog No:CS1020 ) ile
Olciilmiistiir. Bu kit plazma membranini kolayca gegebilen serbest formda diisiik
floresans veren, ancak rediikte glutatyona baglandiginda GST ile katalizlenen
reaksiyonda giiclii floresans olusturan monoklorobiman (monochlorobimane)

kullanmaktadir.

Dokular tartilarak 1/10 oraminda (w/v) 0,05 M Tris-HCl (pH:7,4)
tamponunda buzlu su banyosu iginde teflon uglu homojenizator ile homojenize
edilmistir. Elde edilen homojenat +4°C’de 15000 rpm’de 15 dakika

santrifiijlenmistir. Siipernatandan rediikte glutatyon c¢alisilmistir. 1mM Rediikte
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Glutatyon (GSH) standardi assay buffer ile hazirlanip, stok standart olarak

kullanilmustir.

Tablo 3. Doku Glutatyon (GSH) Tayini

Kor

1,3 nmol
GSH std

2,5 nmol
GSH std

5 nmol GSH
std

10 nmol
GSH std

Numune

1ImM
GSH std (ul)

1,3

2,5

10

Serum

(ub)

20

Assay Buffer
(u)

92,5
91
90

87,5

82,5

72,5

GST

(ub)

Substrat
(uD)

2,5
2,5
2,5
2,5
2,5

2,5

Florometre eksitasyon dalga boyu 390 nm, emisyon dalga boyu 478 nm

olacak sekilde ayarlanmustir.
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Doku Glutatyon Standart Grafigi y =7475,5x + 5420
R? = 0,9969

90000
80000

70000 4’/””
60000

50000 4’////,

40000 //

30000

20000 4"{//'

10000

Floresar

o 2 4 6 8 10 12

Konsantrasyon (nmolGSH)

Grafik 3: Doku Glutatyon Standart Grafigi

Sonuglar standart grafige gore (grafik 3) hesaplanmistir. Doku proteinine

boliinerek nmol GSH / mg protein cinsinden verilmistir.

3.3.4. Karaciger Dokusunda Siiperoksid Dismutaz (SOD) Analizi

Doku SOD aktivitesi, Yi-Sun’un tanimladigi (90), ksantinin ksantin
oksidaz ile O,"" olusturmasi ve bunun da NBT ile renkli bir bilesik olusturarak bu
renk siddetinin spektrofotometrik olarak Olgiilmesi esasina dayanir. Ortamdaki
SOD aktivitesi ne kadar fazla ise O, ‘yi ortadan kaldiracagi i¢in olusan rengin

siddeti o kadar az olacaktir.
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ksantin oksidaz

Ksantin > 0,”
O, + NBT > Renkli Bilesik
Kullanilan Reaktifler :

Tris-HCI :0,05 M pH=7.4

Stok ksantin: 3 mmol/L

NBT: 150 pmol/L
Na,COs: 400 mmol/L
BSA: Img/mL
CuCl;: 0,8 mmol/L
EDTA:0,6 mmol/L

Ksantin oksidaz (XO) enzim cézeltisi: 25 U ‘lik enzim 1/100 (v/v) 2 M’k

amonyum siilfat ¢ozeltisi ile diliie edilir.
Kloroform/etanol: 3/5 (v/v)

Reaktif karisimi: 80 ml 10 kat diliie edilmis stok ksantin ¢ozeltisi + 40 ml EDTA

+ 40 ml NBT + 24 ml Na,CO; + 12 ml BSA karistirilir.
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Deneyin Yapilisi:

100 mg doku 1/10 oraninda (w/v) 0,05 M Tris-HCI (pH:7,4) tamponunda
buzlu su banyosu icinde teflon metal uglu homojenizatér ile homojenize
edilmistir. 15000 x g’de +4°C’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatan,
kloroform/etanol karigimi ile 1/1 (v/v) oraninda karistirilmig, 5000 x g’de +4°C’de
30 dakika santrifiij edilmistir. Enzim aktivitesi tayini (tablo 4) ve protein tayini bu

stipernatandan yapilmis olup protein miktarlar1 Lowry metodu ile 6l¢tilmiistiir.

Tablo 4. Doku SOD Tayini

Numune Kor
Reaktif Karisimi 2900ul 2,850 ul
Numune -- 100ul
Distile su 50ul --
XO ¢ozeltisi 50ul 50ul
20 dakika oda 1si1sinda inkiibasyon
CuCl, 1000 pl 1000 pl

560 nm’de distile suya kars1 okunmustur.
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Hesaplama:

% inhibisyon = (Ko&r abs - Numune abs ) x 100

Kor abs
% 50 inhibisyonu 1 U aktivitenin sagladig1 diisiiniilerek hesap yapilmistir.
SOD enzim tayini sonucu elde edilen sonuclar protein miktarlarina boliinerek U/

mg protein olarak verilmistir.

3.3.5. Karaciger Dokusunda Glutatyon Peroksidaz (GPx) Analizi :

Glutatyon peroksidaz aktivitesi Paglia DE, Valentina ve arkadaslarinin (91)
metoduna gore tayin edilmistir. Bu metotda GSSG olusum hizi 340 nm dalga
boyunda, NADPH’in NADP’ye donmesi sonucu karigimin optik dansitesinde

azalma ile tayin edilmektedir.

Kullanilan Reaktifler :

Tris-HCI1 : 0,05 M pH=7.4

Fosfat tamponu : 50 mM pH:7,0 Na,HPO./KH,PO, (5mM EDTA igeren)
NADPH : 3 mM tampon ile hazirlanir.

NaN;:2M

H:0; : % 30 luk stoktan 100 mM olarak, tamponda hazirlanir.

GSH : 150 mM olacak sekilde tamponda hazirlanir.

Glutatyon Rediiktaz : (200 U/mg protein) IN (NH,,SO; ile 10 kat seyreltilerek

kullanilir.
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Deneyin Yapilisi:

100 mg doku 1/10 oraninda (w/v) 0,05 M Tris-HCl (pH=7.4)
tamponunda buzlu su banyosu i¢inde teflon metal uc¢lu homojenizator ile
homojenize edilmistir. 15000 x g’de +4°C’de 15 dakika santrifiij edilip,
siipernatan, kloroform/etanol karisimi ile 1/1 (v/v) oraninda karistirtlmistir. 5000
x g’de +4°C’de 30 dakika santriflij edilmis, enzim aktivitesi tayini (tablo 5) ve
protein tayini bu slipernatandan yapilmistir. Protein miktarlar1 Lowry metodu ile

Olctlmiistiir.

Spektrofotometre 340 nm © ye ayarlanip, distile suya kars1 sifirlanmastir.

Tablo 5. Doku GPx Tayini

Numune
Fosfat tamponu + SmM EDTA 2635 pl
NaN; 30 ul
GSH 100 pl
NADPH 100 pl
Glutatyon Rediiktaz 10 pl
Numune 25ul
H,0, 100ul

H,0, ilave edilerek reaksiyon baglatilmis, 5 dakika boyunca 340 nm dalga
boyunda numune absorbansi azalmasi izlenmistir. Dakikadaki absorbans degisimi

hesaplanmistir. NADPH i¢in molar absorbsiyon katsayisi olan
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€ =6,22 x 10* M! ecm™ kullanilarak AA= a,, .AC.1 formiiliine gore dakika basina
okside olan NADPH hesaplanmistir. Stipernatandan da Lowry metodu ile protein

tayini yapilarak glutatyon peroksidaz aktivitesi IU/mg protein olarak verilmistir.

3.3.6.Rat Dokularinda Glutatyon-S-Transferaz Aktivitesinin Ol¢iimii
Glutatyon-S-transferaz aktivitesi, Habig ve arkadaslarinin (92), GSH ile 1-
kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB)’nin 340 nm’de absorbans artis1 ile izlenebilen

bir konjugasyonla tioeter bagi olusturmasina dayanan metodu ile ¢alisilmustir.

Kullanilan Reaktifler:

Tris-HCI Tamponu (homojenizasyon tamponu): 0,05 M pH:7,4
CDNB: 25 mM (saf etanolde ¢6ziiliir)
GSH: 25 mM (tamponda ¢oziiliir)

Fosfat Tamponu : 100 mM pH:6 Na,HPO./KH,PO,

Deneyin Yapilisi:
Dokular tartilarak 1/10 oraninda (w/v) 0,05 M Tris-HCl (pH:7,4)

tamponunda buzlu su banyosu i¢inde teflon uclu homojenizator ile homojenize
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edilmis, elde edilen homojenat +4°C’de 15000 rpm’de 15 dakika santrifiijlenip.

siipernatandan GST aktivitesi ¢alisiimistir (tablo 6).

Tablo 6. Doku GST Tayini

Numune

Fosfat Tamponu 1850 pl
CDNB 50 pl
GSH 50 pl
Numune 50 pl

Spektrofotometre distile su ile sifirlanmistir. Absorbans artis1 kore karsi
25°C’de 5 dakika boyunca izlenmistir. CDNB i¢in molar absorbsiyon katsayisi

1

olan ¢ = 9,6 mM'cm™” kullanilarak hesap yapilmigtir. Siipernatanda Lowry

yontemi ile protein tayini yapilmstir.

Sonuglar nmol/dakika/mg protein olarak verilmistir.

3.3.7.Karaciger Dokusunda Katalaz Aktivitesi Tayini :

Doku katalaz aktivitesi Aebi ve arkadaslarimin (93) metoduna gore

calisilmustir.
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Kullanilan Reaktifler:

Fosfat Tamponu : 50 mM pH:7 Na,HPO./KH,PO,
H,0; Cozeltisi : %30 luk H,O,

Tamponlanmis H,O, Cozeltisi : 50 mM pH:7 fosfat tamponunun i¢ine ¢ozelti

absorbans1 ortalama 0,500 olacak sekilde %30 luk H,O, katilarak hazirlanir.

Deneyin Yapilisi:

Dokular tartilarak 1/10 oraminda (w/v) 0,05 M Tris-HCl (pH:7,4)
tamponunda buzlu su banyosu i¢inde teflon uclu homojenizator ile homojenize
edilip. Elde edilen homojenat +4°C’de 15000 rpm’de 15 dakika santrifiijlenmis,

siipernatandan katalaz aktivitesi ¢alisilmistir (tablo 7).

Tablo 7. Doku Katalaz Tayini

Numune
Tamponlanmis H,O, Cozeltisi 2995 ul
Numune Sul

Kor olarak, i¢inde H,O,olmayan fosfat tamponu kullanilir.

Numune eklenir eklenmez kiivet alt st edilip absorbans degisimi 240 nm
de 5 dk takip edilir. Dakikadaki absorbans azalmasi hesaplanir. H,O, i¢in molar

absorbsiyon katsayis1 olan & = 0,040 mM'cm™ kullanilarak hesap yapilmstir.
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Stipernatandan da Lowry metodu ile protein tayini yapilarak sonuclar 1U/

mg protein olarak verilmistir.

3.3. Istatistiksel Degerlendirme:

Istatistiksel hesaplamalar, istatistik paket programi SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences Program, for windows 11.5) ve Microsoft Excel
(for windows XP) programlari ile yapilmistir. Degerlendirmede Kruskal-Wallis
varyans analizi ve gruplar arasindaki farklilig: tespit etmek i¢in Mann-Whitney U
testi kullanmilmistir. Ayrica gruplar spearman korelasyon analizine tabi

tutulmustur. p<0.05 istatiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

4.BULGULAR

Sonuglar tiim tablo ve grafiklerde ortalama + standart hata olarak

verilmistir.
*  p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
a : Grup 1 (Kontrol) ile diger gruplarin karsilastirilmasi
b : Grup 2 ile Grup 3’{in karsilastirilmast

4.1.Karaciger Dokusu MDA Diizeyleri

Karaciger dokusu MDA diizeyleri doza bagl olarak kafeinli gruplarda

kontrole gore azalmis bulunmustur (grafik 4).
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Karaciger dokusu MDA diizeyleri i¢in kontrol grubu (grup 1) ile 30 mg/kg
doz kafein grubu (grup 2) karsilastirildiginda MDA diizeylerinde diisme
goriilmekle birlikte aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir

(p=0,427).

Kontrol grubunu 100 mg/kg doz kafein grubu (grup 3) ile
karsilagtirdigimizda aralarinda (p=0,000; p<0,005) istatistiksel olarak 6nemli fark

bulunmustur .

Grup 2 ile grup 3 arasinda da anlaml istatistiksel fark tespit edilmistir

(p=0,003; p<0,05) .

Karaciger MDA Diizeyi
(nmol/g doku)

140 -
120 -
100 - I
80 +
60 - =
40 -
20 ~

0 - ‘ ‘ ‘

kontrol kafein(30mg/kg) kafein(100mg/kg)

Grafik4: Karaciger MDA diizeyleri (Ortalama = Standart Hata)
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Tablo 8: Karaciger MDA diizeyleri (Ortalama + Standart Hata)

MDA
(nmol/g doku)

a : p=0,000 (Grup 1 ile Grup

e)) =
115,78+5,01 n=10 3%iin karsilastiriimast)

Kontrol

@ _ |
Kafein(30 mg/kg) | 103572779 | 0=10 | b p=0,003 (Grup 2 ile Grup

3’iin karsilagtirilmasi)

A ab _
Kafein(100mg/kg) | 47748%2-56 n=10

4.2 Karaciger Dokusu Glutatyon Diizeyleri

Karaciger dokusu glutatyon diizeyleri karsilastirildiginda kontrol grubuna

gore kafeinli gruplarda hafif artis tespit edilmistir, ancak gruplararasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0,005) ,(grafik 5).

Kontrol grubu (grup 1) ile 30mg/kg doz kafein grubu (grup 2)

karsilastirildiginda p=0,151
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Kontrol grubunu 100mg/kg doz kafein grubu (grup 3) ile karsilastirdiginda

p=0,226

Grup 2 ile grup 3 karsilastirdiginda p=0,762

Karaciger Glutatyon Diizeyleri
(nmol GSH/mg protein)

0,16 -
0,14 - i
0,12 -
0,1 -
0,08 ~
0,06 -
0,04 -
0,02 -
0 ‘ ‘ |
kontrol kafein(30mg/kg) kafein(100mg/kg)

HH

Grafik 5: Karaciger Glutatyon diizeyleri (Ortalama + Standart Hata)

Tablo 9: Karaciger Glutatyon diizeyleri (Ortalama + Standart Hata)

Glutatyon
(nmol GSH/mg protein)
(1) _
Kontrol 0,111+0,008 n=10
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(2) Kafein(30mg/

ke) 0,137+0,014 n=10
(3) 0,129+0,013 n=10
Kafein(100mg/kg) | >

4.3.Karaciger Dokusu SOD Aktivitesi

Karaciger dokusu SOD aktivitesi kafeinli gruplarda kontrole gore artmis

olarak bulunmus, artisin dozla ilgisi goriilmemistir (grafik 6).

Karaciger dokusu SOD aktivitesi i¢in kontrol grubu (grup 1) ile 30mg/kg

doz kafein grubu (grup 2) karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak onemli

fark bulunmustur (p=0,001 ; p<0,005).

Kontrol

grubunu

100mg/kg doz kafein grubu (grup 3)

ile

karsilastirdigimizda aralarinda (p=0,001; p<0,005) 6nemli istatistiksel olarak fark

bulunmustur.
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Grup 2 ile grup 3 arasinda da anlaml istatistiksel fark tespit edilmemistir

(p=0,326; p>0,005).

Karaciger SOD Aktivitesi
(IU/mg protein)

HH

O T 1
kontrol kafein(30mg/kg)  kafein(100mg/kg)

Grafik 6: Karaciger SOD Aktivitesi (Ortalama + Standart Hata)

Tablo 10: Karaciger SOD Aktivitesi (Ortalama + Standart Hata)

SOD
(IU/mg protein)

() _
Kontrol 7,82+0,43 n=10

a : p=0,001 (Grup 1 ile Grup
2’nin karsilagtirilmasi)

2 a
Kafeingo mafkgy | 1520£065" | 1510 | 4 p=0.001 (Grup 1 e Grup
3) 3’lin karsilagtirilmast)

Kafein(100mg/kg) rm =y
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4.4.Karaciger Dokusu Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi

Karaciger dokusu GPx aktivitesi kafeinli gruplarda kontrole gore artmis
olarak bulunmus ancak sadece yiiksek doz kafeinli grupdaki aktivite artisinin

anlamli oldugu goriilmiistiir, (grafik 7).

Karaciger dokusu GPx aktivitesi i¢in kontrol grubu (grup 1) ile 30mg/kg
doz kafein grubu (grup 2) karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli

fark bulunmamistir (p=0,940).

Kontrol grubunu 100mg/kg doz kafein grubu (grup 3) ile
karsilagtirdigimizda aralarinda (p=0,010; p<0,05) istatistiksel olarak fark

bulunmustur.

Grup 2 ile grup 3 arasinda da onemli istatistiksel fark tespit edilmistir

(p=0,001; p<0,005).
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(IU/mg protein)

HH

Karaciger GPx Aktivitesi

kontrol

kafein(30mg/kg) kafein(100mg/kg)

Grafik 7: Karaciger Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi (Ortalama + Standart Hata)

Tablo 11: Karaciger Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi (Ortalama + Standart Hata)

Glutatyon Peroksidaz
(IU/mg protein)
(1) _
Kontrol 4,82+0,83 n=10
(2) 4,69+0,37 n=10
Kafein(30mg/kg) ’ ’
(3) a,b —
Kafein(100mg/kg) | 304053 Y

a : p=0,010 (Grup 1 ile Grup
3’{in karsilagtirilmasi)

b : p=0,001 (Grup 2 ile Grup
3’iin karsilagtirilmasi)
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4.5.Karaciger Dokusu Glutatyon S Transferaz Aktivitesi

Karaciger dokusu GST aktivitesi kafeinli gruplarda kontrole gore artmis

bulunmus ve bu artisin dozla iligkili oldugu gozlenmistir,(grafik 8).

Karaciger dokusu GST aktivitesi i¢in kontrol grubu (grup 1) ile 30mg/kg
doz kafein grubu (grup 2) karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli

fark bulunmamistir (p=0,151).

Kontrol grubunu 100mg/kg doz kafein grubu (grup 3) ile
karsilagtirdigimizda aralarinda (p=0,002; p<0,005) 6nemli istatistiksel olarak fark

bulunmustur.

Grup 2 ile grup 3 arasinda da anlamli istatistiksel fark tespit edilmistir

(p=0,013; p<0,05).
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Karaciger GST Aktivitesi
(nmol/dk/mg protein)

kontrol

kafein(30mg/kg) kafein(100mg/kg)

Grafik 8: Karaciger Glutatyon S Transferaz Aktivitesi (Ortalama + Standart Hata)

Tablo 12: Karaciger Glutatyon S Transferaz Aktivitesi (Ortalama + Standart Hata)

Glutatyon S Transferaz
(nmol/dk/mg protein)
1) _
Kontrol 48,58+7,5 n=10
(2)
Kafein(30 61,47+5,4 n=10
mg/kg)
3
Kafein(100mg/k | 86,37+5,7*" n=10
2)

4.6.Karaciger Dokusu Katalaz Aktivitesi

a : p=0,002 (Grup 1 ile Grup3’iin
kargilastirilmasi)

b : p=0,013 (Grup 2 ile Grup 3’iin
karsilagtiriimasi)
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Karaciger dokusu katalaz aktivitesi kafeinli gruplarda kontrole gore artmis
olarak bulunmus ancak sadece yiiksek doz kafeinli grupdaki aktivite artisinin

anlamli oldugu goriilmiistiir, (grafik 9).

Karaciger dokusu Katalaz aktivitesi i¢in kontrol grubu (grup 1) ile
30mg/kg doz kafein grubu (grup 2) karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel

olarak anlamli fark bulunmamistir (p=0,545).

Kontrol grubunu 100mg/kg doz kafein grubu (grup 3) ile
karsilagtirdigimizda aralarinda (p=0,007; p<0,05) anlaml istatistiksel olarak fark

bulunmustur.

Grup 2 ile grup 3 arasinda da anlamli istatistiksel fark tespit edilmistir

(p=0,005; p<0,005).

Karaciger Katalaz Aktivitesi
(IU/mg protein)

400 -

350 +

300 - = T

250 -

200 ~

150 -

100 -

50 -
0 ‘ ‘

kontrol kafein(30mg/kg) kafein(100mg/kg)
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Grafik 9: Karaciger Katalaz Aktivitesi (Ortalama + Standart Hata)

Tablo 13: Karaciger Katalaz Aktivitesi (Ortalama + Standart Hata)

Katalaz
(IU/mg protein)
1
K(fnzrol 277,33+7,15 n=10 | a:p=0,007 (Grup 1 ile Grup
) 3’lin karsilagtirilmasi)
. 2 1+11,64 =1
Kafein(30mg/kg) | 280011164 1 =101 ) 005 (Grup 2 e Grup
A3) 342,49+16,46™" P 3’{in karsilagtirilmast)
Kafein(100mg/kg) n=

4.7.Spearman Korelasyon Analizi

Parametreler arasindaki korelasyonu incelemek amaciyla yaptigimiz spearman

korelasyon analizi tablo 7°de gosterilmistir.

** giiclii korelasyon

*  zayif korelasyon

Tablo 14: Spearman korelasyon analizi sonuglar
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MDA GSH GPx GST KATALAZ | SOD
r=-0,255 | r=-0,561 r=-0,361 r=-0,266 r=-0,396
MDA -
p=0,174 | p=0,001** | p=0,050* p=0,155 p=0,030*
r=-0,255 r=-0,133 r=0,276 r=-0,230 r=0,008
GSH -
p=0,174 p=0,483 p=0,140 p=0,221 p=0,967
r=-0,561 | r=-0,133 r=0,261 r=0,268 r=0,360
GPx -
p=0,001** | p=0,483 p=0,164 p=0,152 p=0,051
r=-0,361 r=0,276 r=0,261 r=0,502 r=0,265
GST -
p=0,050* | p=0,140 p=0,164 p=0,005** p=0,158
r=-0,266 | r=-0,230 r=0,268 r=0,502 r=0,223
KATALAZ -
p=0,155 p=0,221 p=0,152 | p=0,005** p=0,237
r=-0,396 | r=0,008 r=0,360 r=0,265 r=0,223
SOD -
p=0,030* | p=0,967 p=0,051 p=0,158 p=0,237

Spearman korelasyon analizi sonuglarina gore :

* Doku MDA ile doku GPx aktivitesi arasinda giiclii negatif korelasyon
bulunmustur (grafik 10). Doku MDA diizeyi azalirken GPx aktivitesi

artmistir. r=-0,561 p=0,001**
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Grafik 10: Doku MDA Diizeyleri ile Doku GPx Aktivitesi arasindaki korelasyon

*  Doku MDA ile doku GST aktivitesi arasinda negatif korelasyon bulunmustur

(grafik 11). Doku MDA diizeyi azalirken GST aktivitesi artmistir. r=-0,361

p=0,05*
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Grafik 11: Doku MDA Diizeyleri ile Doku GST Aktivitesi arasindaki korelasyon

*  Doku MDA ile doku SOD aktivitesi arasinda negatif korelasyon bulunmustur
(grafik 12). Doku MDA diizeyi azalirken SOD aktivitesi artmistir. r=-0,396

p=0,03*
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Grafik 12: Doku MDA Diizeyleri ile Doku SOD Aktivitesi arasindaki korelasyon

* Doku GST aktivitesi ile doku katalaz aktivitesi arasinda giliglii pozitif

korelasyon bulunmustur (grafik 13). r=0,502 p=0,005**
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Grafik 13: Doku Katalaz Aktivitesi ile Doku GST Aktivitesi arasindaki korelasyon

5. TARTISMA
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Kafein (1,3,7 trimetilksantin) bir piirin alkoloid olarak birgok yiyecek ve
iceceklerin igeriginde bulunur (1). Kafein giiniimiizde her giin diizenli olarak
tilkketilen bir maddedir, merkezi sinir sistemini uyardig1 ve kahve, cay, cikolata,

kola ve baz1 gazli iceceklerin kafein ihtiva ettigi bilinmektedir (11-12).

Kafeinin baglica etkileri :

lokomotor aktiviteyi arttirmasi, yag hiicrelerinde norepinefrin artisiyla indiiklenen
lipoliz sonucu doku yag seviyelerini ve viicut yag depolarmi azaltmasi, kas
kiitlesini arttirmasi (94), hiicresel cAMP diizeylerini arttirmasi, beyinde adenozin
reseptorlerinin - antogonistik etki gdstermesi, sitozolik Ca™ seviyelerinin
ylikseltmesi olarak siralanmaktadir (20), ayrica kardiyak kasi uyardigi, ditiretik

dzellikli oldugu belirtilir (4).

Diisiik doz etanol ve kafein (10mg/kg) bilesiminin (kafeinol), ratlarda
distal fokal iskemiden sonra olusan hasara karsi, beynin kortikal bdlgelerini
korudugu belirtilmistir. Etanoliin tek basina felci daha kotii etkilemesine karsin,

kafein ile birlikte kortikal noronlara koruma sagladigi bildirilmistir (95-96).

Kronik diisiik doz (10 mg/kg) kafein tedavisinin ratlarda iskemik beyin
hasarm1 ve global iskemiyi azalttigi belirtilmistir. Kronik kafeinin bu
noroprotektif etkisinin nedeni; onun adenozin reseptor yolundaki inhibitor etkisi
ve adapte etme yetenegi oldugu diisiiniilmektedir. Akut disiik doz teofilin

ratlarda, serebral hipoksi-iskemiden sonraki beyin hasarini azaltir. Kafein ve onun
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metabolitlerinin iskemi tedavisinde doza ve uygulamaya, iskeminin modeline

bagh olarak farkl etkileri olabilecegi gosterilmistir (97).

Teobromin (3,7 dimetilksantin) ve ksantin, kafeinin katabolik tirtinleridir.
hem antioksidan hem de prooksidan 6zellige sahip olduklari, antioksidan olan tirik

asit ile yapisal benzerlik gosterdikleri soylenmektedir (15).

Ratlarla yapilan arastirmalarda, radyasyon ve diger ajanlar tarafindan
arttirnlmis hasara kars1 kafein onemli derecede koruma sagladigi, 2 mM kafeinin
radyasyon Oncesi ya da radyasyon sonrast hemen hemen tamamen hiicrelerde
radyasyonla  indiiklenen  apoptosisi  Onledigi  belirtilmistir. ~ Milimolar
konsantrasyonlarda bile kafeinin rat karacier mikrozomlarinda lipid
peroksidasyonunu azaltti1 ve antioksidan olarak reaktif oksijen tiirleri tarafindan

olusturulmus hasara karsi membranlar1 korudugu belirtilmistir (6-7).

Farelerde, oral alinan kafeinin tiimor baskilayici genleri (pS53 dahil)
diizenledigi gosterilmistir. Ayrica kafeinin, mutasyonu hem baskilayict hem de
arttiric1 etkisi de belirtilmistir. Kafein ve katabolik iirlinleri olan teobromin ve
ksantinin yiiksek bakir konsantrasyonlarinda, bakir iyonlarma baglanip, Cu(Il)
‘nin Cu(I)’e doniismesini azaltarak, prooksidan ozellik de gosterir ve oksijen
radikallerine onciiliik ettigi diisliniilmektedir. Ayrica antioksidan olarak, DNA

kiriklarini ve hidroksil radikallerini inhibe ettigi bildirilmistir (15).
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Kafeinin hidroksil radikallerini ve singlet oksijeni temizledigi, lipid
peroksidasyonunu inhibe ettigi, LDL oksidasyonunu diisiirdiigii, ayrica protein
oksidasyonuyla olusan protein karbonillerinin seviyelerini de azaltabildigi

belirtilir. Bu etkileriyle kafein, kardiyoprotektif olarak diistiniilmektedir (98-99).

Farelerin igme suyuna akut dozlarda (5-15 mg/kg) kafein eklenmis ve
kemik iliginde gama 1sinlariyla indiiklenen kromozomal hasarin 6nemli derecede
ve hizli bir sekilde distiigii saptanmistir. Kafein, ROS (Reaktif oksijen tiirleri) ve
peroksil radikallerini temizledigi goriisti desteklenmektedir. Giinde iki kupa kahve
igmenin bazi kanserli vakalarda ciddi gecikmis radyasyonla indiiklenen toksisiteyi
azalttig1 belirtilmistir. Ayrica kafeinin biyokimyasal etkilerinden, kimyasal ve

UVB indiiklii karsinogenezden korumasinin alt1 ¢izilmistir (8).

Farelerde 20 mg/kg 30giin siireyle kafein uygulamasi sonrasinda hepatik
katalaz ve SOD aktiviteleri yiikseldigi, MDA diizeyinin ise diistiigli gésterilmistir

(100).

Kafein, karaciger metabolizmas: iizerine olan etkileri ve antioksidan
ozellik gostermesi nedeniyle bugiin bir¢ok arastirmanin konusu olmustur. Biz
calismamizin temel hedefi olarak, kafeinin karacigerde olas1 antioksidan etkilerini

arastirmaya calistik.
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Kafein verilen ratlarin karaciger dokularinda lipid peroksidasyon iiriinti
olan MDA diizeylerini Olgtiikk. Bunun yaninda enzimatik ve non enzimatik
antioksidan sistem tizerinde; rat karaciger dokusunda SOD, katalaz, GPx, GST

aktivitelerini ve GSH diizeylerini arastirdik.

Ksenobiyotiklerin  detoksifikasyonundan  baslica  sorumlu  organ
karacigerdir. Ksenobiyotiklerin yikimi burada olmaktadir. Bu ylizden kafein
tiketiminde Oncelikle etkilenecek doku yine karaciger olur. Serbest radikaller
fizyolojik olaylarda da olustugu bilinmektedir. Bizim calismamiz fizyolojik
olaylarda olusan serbest radikallere, kisa siireli (14 giin) oral kafein aliminin, rat

karacigerinde etkilerini 30 mg/kg ve 100 mg/kg iki degisik dozda arastirmaktadir.

Lipid peroksidasyonu serbest radikallere bagli hiicre hasarindaki en 6nemli
mekanizmalardan biridir. Lipid peroksidasyonu son iirlinlerinden MDA oldukca
zararl bir madde olup hiicre membranlarindan iyon aligverisine etki ederek, iyon
gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin bozulmasi1 ve DNA bazlariyla reaksiyona
girerek mutajenik karakter kazanmasi gibi pek cok olumsuz etkiye sebep olur

(101).

Aragtirmamizda karaciger dokusu MDA diizeyleri i¢in kontrol grubu (grup
1) ile 30 mg/kg doz kafein grubu (grup 2) karsilastirildiginda kontrole gore grup 2

MDA diizeylerinde diisme goriilmekle birlikte aralarinda istatistiksel olarak
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anlamli fark bulunmamistir (p=0,427). Kontrol grubunu 100 mg/kg doz kafein
grubu (grup 3) ile karsilastirdigimizda aralarinda (p=0,000; p<0,005) istatistiksel
olarak onemli fark bulunmustur. Grup 2 ile grup 3 arasinda da anlaml istatistiksel

fark tespit edilmistir (p=0,003; p<0,05).

Nikolic ve ark. (21) kafeinin beyinde L-arginin metabolizmasini
etkiledigini aciklamislardir. Calismada ratlara igme suyuna (3 giin, 2mg/ml)
kafein eklenmis ve sonrasinda ise doz arttirilarak (7 giin, 4mg/ml) igme suyuna
kafein eklenmistir. Kafeinin, beyinde arginaz aktivitesini ve MDA seviyelerini

diisiirdiigiinii belirtmislerdir.

Kafein ve lipid peroksidasyonu arasindaki iliskiyi arastiran ¢aligmalarin bir
kisminda, kafein uygulamasiyla serum, karaciger, kalp, beyin, bobrek gibi degisik
dokularda MDA’in 6nemli derecede diistiigii (6,8,98,100) belirtilmis, fakat
yapilan ¢alismalarm bir kisminda ise 6zellikle beyin dokusu ve karacigerde

yiikseldigi belirtilmistir (9-10).

Lee ve ark. (8) kafeinin, fenton reaksiyonuyla (Fe™/ H,O, ) olusan
hidroksil radikallerini temizledigini belirtmislerdir. Buna ek olarak kafeinin
milimolar  konsantrasyonlarda, = rat  karaciger = mikrozomlarinda  lipid
hidroperoksitleri azaltarak, lipid perksidasyonunu inhibe ettigini ve kafeinin
mikrozomal lipid peroksidasyonuna karst olan bu koruyucu o6zelliginin, ayn

milimolar konsantrasyondaki askorbik asidin etkisinden daha giiclii oldugunu
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aciklamislardir. Ayni aragtirmacilar ayrica farelerin igme suyuna (5-15 mg/kg)
kafein eklenmesinin, kemik iliginde gama isinlariyla indiiklenen kromozomal

hasar1 6nemli derecede diisiirdiigiinii rapor etmislerdir.

Devasagayam ve ark. (6) da yayimnladiklar1 bir makalenin 6zetinde; doz,
verilis yolu ve siiresi belirtilmemekle birlikte milimolar konsantrasyonlarda bile
kafeinin rat karaciger mikrozomlarinda lipid peroksidasyonunu diisiirdiiglinii ve
antioksidan olarak reaktif oksijen tiirleri tarafindan olusturulmus hasara karsi

membranlar1 korudugunu belirtmislerdir.

Yukawa ve ark. (102) insanda, 7 giin boyunca giinde 3 kez ve 150 ml (8 g
Arabik kahve) kahve tiiketiminin, serum total kolesterol, LDL kolesterol, MDA
seviyelerini diisiirdiigiinii, Lp(a), HDL kolesterol ve trigliserid seviyelerini ise

degistirmedigini agiklamiglardir.

Karas ve ark. (10) yaptiklar1 bir ¢alismada, allil-alkol ile diisiik
hepatotoksisite olusturulan ratlara kafein (150 mg/kg, oral) verilmesinin

karacigerde MDA diizeylerini yiikselttigini bildirmiglerdir.

Karaciger dokusu SOD aktivitesi i¢in kontrol grubu (grup 1) ile 30mg/kg
doz kafein grubu (grup 2) karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak 6nemli
artis bulunmus (p=0,001 ; p<0,005), kontrol grubunu 100mg/kg doz kafein grubu

(grup 3) ile karsilagtirdigimizda da iki grup arasinda  Onemli yiikselme
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bulunmustur(p=0,001; p<0,005). Grup 2 ile grup 3 arasinda da anlamh

istatistiksel fark tespit edilmemistir (p=0,326; p>0,005).

Karaciger dokusu katalaz aktivitesi i¢in kontrol grubu (grup 1) ile 30mg/kg
doz kafein grubu (grup 2) karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmadi (p=0,545). Kontrol grubunu 100mg/kg doz kafein grubu (grup 3)
ile karsilastirdigimizda aralarinda (p=0,007; p<0,05) anlaml istatistiksel olarak
fark bulundu. Grup 2 ile grup 3 arasinda da anlaml istatistiksel fark tespit edildi

(p=0,005; p<0,005).

Mukhopadhyay ve ark. (100) farelerde (30 giin, 20 mg/kg,) kafein
uygulamasi sonrasinda hepatik katalaz ve SOD aktivitelerinin yiikseldigini, MDA

seviyelerinin ise azaldigini agiklamiglardir.

Birkner ve ark (103) i¢cme suyuna NaF ile birlikte kafein (50
giin,3mg/kg/gun) eklenen ratlarin bobrek dokusunda, kontrol grubuna gore ve
igme sularina yalniz NaF eklenen ratlara gore total SOD aktivitesinde istatistiksel
fark bulunmadigini, katalaz aktivitesinin diistiiglinii, GPx aktivitesinin ise

yiikseldigini belirtmislerdir.

Rossowska ve ark. (104), diyetlerine kafein (20mg/kg) eklenen iki grup

ratin (22 giin ve 30 giin), karaciger ve kalp dokularinda total SOD, GPx ve katalaz
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aktivitelerinde kontrol grubuna gore istatistiksel fark bulunmadigini

belirtmislerdir.

Karaciger dokusu GPx aktivitesi i¢in kontrol grubu (grup 1) ile 30mg/kg
doz kafein grubu (grup 2) karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmamustir (p=0,940). Kontrol grubunu 100mg/kg doz kafein grubu (grup
3) ile karsilastirdigimizda aralarinda (p=0,010; p<0,05) istatistiksel olarak
anlamli artis oldugu goriilmistir. Grup 2 ile grup 3 arasinda da Onemli

istatistiksel fark tespit edilmistir (p=0,001; p<0,005).

SOD siiperoksit radikallerinin en onemli temizleyicisidir. Ancak bunun
sonucunda hidrojen peroksid (H»O,) olustugu bilinmektedir. H,O, bir radikal
olarak kabul edilmese de organizmada hidroksil radikalinin en 6nemli kaynagidir.
GPx ve katalaz H,O,‘'nin katalizinde Onemli olan iki enzimdir. Bizim
calismamizda kontrol grubuna gore kafeinli gruplarda SOD, GPx ve katalaz

aktivitesinde artig saptanmustir.

Karaciger dokusu GST aktivitesi i¢in kontrol grubu (grup 1) ile 30mg/kg
doz kafein grubu (grup 2) karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmadi (p=0,151). Kontrol grubunu 100mg/kg doz kafein grubu (grup 3)
ile karsilagtirdigimizda aralarinda (p=0,002; p<0,005) 6nemli istatistiksel olarak
fark bulundu. Grup 2 ile grup 3 arasinda da anlaml istatistiksel fark tespit edildi

(p=0,013; p<0,05).
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Karaciger dokusu glutatyon diizeyleri karsilastirildiginda kontrol grubuna
gore kafeinli gruplarda hafif artig tespit edilmis, ancak gruplararasinda istatistiksel

olarak anlaml fark bulunmamustir.

Abraham ve ark. (105), gavaj ile 10 giin, 10ml/kg olacak sekilde kafein
verilen (2,25 mg/kg, 4,5 mg/kg, 9 mg/kg) 3 grup farenin karaciger dokularinda
GST aktivitesinde, kontrol grubuna gore anlamli bir fark bulunmadigini tespit
etmisler, ayni calismada igme sularina da kafein eklenen (2 hafta,70mg/100ml)
farelerin karaciger dokularinda GST aktivitesinde ve siilfidril (-SH) seviyelerinde

kontrol grubuna gore yine istatistiksel fark bulunmadigini belirtmislerdir.

Glutatyon organizmada tiyol grubu igeren, diisiik molekiil agirlikli 6nemli
bir tripeptitdir. DNA ve protein sentezleri, enzim aktivitesi diizenlenmesi, hiicre
i¢ci ve dis1 transportlar gibi hiicresel islevlerin disinda baslica antioksidan olarak
hiicre savunmasinda da rolii vardir. Indirgenmis glutatyon icerdigi, tiyol grubu
araciligi ile hiicre icinde redoks potansiyeli yliksek bir ortam saglayarak oksidatif

hasarlardan hiicreyi korudugu bilinmektedir (106-108).

Kafeinle yapilan calismalarda deney modellerindeki cesitlilik, kafeinin
uygulanis tarzi, doz ve siiresinin farkli olusu ve antioksidan sistemin dokuya

spesifik olmasi nedeniyle arastirmalarin farkli sonuglandigini diistinmekteyiz.
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Fizyolojik sartlarda da organizmada radikaller olustugu bilinmektedir.
Oksijen tiirevi radikaller; siiperoksit radikali ve hidroksil radikaline kaynak
saglayan hidrojen peroksitin artisina neden olmaktadir. Bunlara bagli lipid
peroksidasyonunun gostergesi olan MDA da artis beklenir. Calismamizda kontrol
grubuna gore kafeinli gruplardaki MDA seviyelerinin azalmasi1 ve SOD, GPx,
GST ve katalaz enzim aktivitelerinin anlamli derecede armasi; kafeinin ratlarda bu
dozlarda radikal iiretimini azalttigin1 ve antioksidan enzimler {izerinde olumlu

etkisinin oldugu goriisiinii desteklemektedir.

6. SONUC

Calismamizin sonuglari, kisa siireli (14 giin) diisiik doz (30mg/kg) ve

toksik olmayan yiiksek doz (100mg/kg) oral kafein uygulamasinin karacigerde
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lipit peroksidasyonunun gostergesi olan MDA’y1 azalttigimi gostermektedir.
Kafein alimiyla rat karaciger dokusunda SOD, katalaz, GPx ve GST gibi
antioksidan enzim aktivitelerinde ise artis saptanmistir. Karaciger dokusu
glutatyon diizeyleri karsilastirildiginda kontrol grubuna gore kafeinli gruplarda
hafif artis tespit edilmis, ancak gruplararasinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmamustir.

Kafeinin bu dozlarda; lipit peroksidasyonunu azaltmasi, antioksidan enzim
aktivitelerini artirmasi ile oksidatif stresi iyilestirmesi, yapilan arastirmalarinda
1s1g¢inda antioksidan olabilece8i goriisiinii desteklemektedir. Kafeinin uygulanis
tarzi, dozu, siiresi ve deney modellerindeki cesitlilik yaninda antioksidan sistemin
dokuya 0Ozel olmasi nedeniyle oOnceki arastirmalarda farkli sonuglar elde
edilmistir. Kafeinin antioksidan olarak uygun dozunun belirlenmesinde, etki
mekanizmalarinin agiga kavusturulmasinda ileri hayvan ve insan ¢aligmalarinin

gerekli oldugunu diisiinmekteyiz.

7. KAYNAKLAR
1. Kolayli S, Ocak M, Kucuk M, Abbasoglu R. Does caffeine bind to metal

ions? Food Chemistry 2004; 84: 383-8.

86



. Fredholm BB, Battig K, Holmen J,Nehling A, Zvartau EE. Actions of
Caffeine in the Brain with Special Reference to Factors That Contribute to
Its Widespread Use. Pharmacological Rev 1999; 51: No. 1, 84-125.

. Nehlig A, Boyet S. Dose-response study of caffeine effects on cerebral
functional activity with a specific focus on dependence. Brain Res 2000;
858: 71-7.

Sakamoto W, Nishihira J, Fujie K, lizuka T, Handa H, Ozaki M, Yukawa S.
Effect of Coffee Consumption on Bone Metabolism. Bone 2001; 28: No. 3,
332-6.

. Deeb SA, Moutaery KA, Arshaduddin M, Biary N, Tariq M. Effect of acute
caffeine on severity of harmaline induced tremor in rats. Neurosci Lett 2002;
325:216-8.

. Devasagayam TP, Kamat JP, Mohan H, Kesavan PC. Caffeine as an
antioxidant; inhibition of lipid peroxidation induced by ROS. Biochim et
Biophys Acta 1996; 1282 (1): 63-70.

. George KC, Hebbar SA, Kale SP, Kesavan PC. Caffeine protects mice
against whole-body lethal dose of y —irradiation. J Radiol Prot 1999; 19: No:
2, 171-6.

. Lee C. Antioxidant ability of caffeine and its metabolites based on the study
of oxygen radical absorbing capacity and inhibition of LDL peroxidation.

Clin Chim Acta 2000; 295:141-54.

87



9. Al Moutaery K, Al Deeb S, Ahmad Khan H, Tariq M. Caffeine impairs

10.

11.

12.

13.

14.

15.

short-term neurological outcome after concussive head injury in rats.

Neurosurgery 2003; 53(3): 704-11.

Karas M, Chakrabarti SK. Influence of caffeine on allyl alcohol-induced

hepatotoxicity in rats. In vivo study. J Environ Pathol Toxicol Oncol 2001;

20(2): 141-54.

Son HY, Nishikawa A, Kanki K, Okazaki K, Kitamura Y, Lee KY,
Umemura T, Hirose M. Synergistic interaction between excess caffeine
and deficient iodine on the promotion of thyroid carcinogenesis in rats
pretreated with N-bis(2-hydroxypropyl)nitrosamine. Cancer Sci 2003; 94:
No. 4, 334-7.

Concas A, Porcu P, Sogliano C, Serra M, Purdy PH, Biggio G. Caffeine-
Induced Increases in the Brain and Plasma Concentrations of Neuroactive
Steroids in the Rat. Pharmacol Biochem Behavior 2000; 66: No. 1, 39-45.
Ferrer I, Costell M, Grisolia S. Lesch-Nyhan Syndrome-Like Behavior in
rats from caffeine ingestion, Changes in HGPRTase activity, urea and
some nitrogen metabolism enzymes. FEBS Letters 1982; 141: No: 2, 275-
8.

Cauli O, Morelli M. Caffeine and the dopaminergic system. Behavioural
Pharmacol 2005; 16: No: 2, 63-77.

Azam S, Hadi N, Khan NU, Hadi SM. Antioxidant and prooxidant
properties of caffeine, theobromine and xanthine. Med Sci Monit 2003;

9(9). 330-5.

88


javascript:AL_get%5C(this,%20'jour',%20'J%20Environ%20Pathol%20Toxicol%20Oncol.'%5C);
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Chakrabarti+SK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Karas+M%22%5BAuthor%5D

16.

17.

18.

Dager SR, Layton ME, Strauss W, Richards TL, Heide A, Friedman SD,
Artru AA, Hayes CE, Posse S. Human Brain Metabolic Response to
Caffeine and the Effects of Tolerance. Am J Psychiatry 1999; 156: 229—
37.

Tanda G, Goldberg SR. Alteration of the Behavioral Effects of Nicotine
by Chronic Caffeine Exposure. Pharmacol Biochem Behavior 2000; 66:
No. 1, 47-64.

Lorist MM, Tops M. Cafteine, fatigue, and cognition. Brain and Cognition

2003; 53: 82-94.

19.

20.

21.

22.

23.

Benowitz NL, Peng M, Jacob P. Effects of cigarette smoking and carbon
monoxide on chlorzoxazone and caffeine metabolism. Clin Pharmacol &
Therapeutics 2003; 74: No:5,468-74.

Foukas LC, Daniele N, Ktori C, Anderson KE, Jensen J, Shepherd PR.
Direct Effects of Caffeine and Theophylline on pl10 and Other
Phosphoinositide 3-Kinases. Differantial Effects On Lipid Kinase and
Protein Kinase Activities. J Biol Chem 2002; 277: No:40, 37124-30.
Nikolic J, Bjelakovic G, Stojanovic I. Effect of caffeine on metabolism of
L-arginine in the brain. Mol Cell Biochem 2003; 244: 125-8.

Bruce C,Yates DH,Thomas PS. Caffeine decreases exhaled nitric oxide.
Thorax 2002; 57: 361-3.

Lindaman BA, Hinkhouse MM, Conklin JL,Cullen JJ. The Effect of
Phosphodiesterase Inhibition on Gallbladder Motility in Vitro. J Surg Res

2002; 105: 102-8.

89



24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Hashiguchi W, Nagatomo I, Akasaki Y, Uchida M, Tominaga M,
Takigawa M. Influences of caffeine to nitric oxide production and
zonisamide concentration in the brain of seizuresusceptible EL mice.
Psychiatry Clin Neurosci 2001; 55 (4): 319-24.

Tanuma A, Saito S, Ide I, Sasahara H, Yazdani M, Gottschalk S,
Nakamoto T, Abiko Y. Caffeine Enhances the Expression of the
Angiotensin II Type 2 Receptor mRNA in BeWo Cell Culture and in the
Rat Placenta. Placenta 2003; 24: 638-47.

Tofovic SP, Kusaka H, Rominski B, Jackson EK. Caffeine increases renal
renin secretion in a rat model of genetic heart failure. J Cardiovasc
Pharmacol 1999; 33 (3): 440-50.

Tofovic SP, Kusaka H, Jackson EK, Bastacky SI. Renal and metabolic
effects of caffeine in obese (fa/fa(cp), diabetic, hypertensive ZSF1 rats.
Ren Fail 2001; 23(2): 159-73.

Berry NM, Rickards CA, Newman DG. The effect of caffeine on the
cardiovascular responses to head-up tilt. Aviat Space Environ Med 2003;
74(7): 725-30.

Shin HY, Lee CS, Chae HJ, Kim HR, Baeck SH, An NH, Kim MH.
Inhibitory effect of anaphylactic shock by caffeine in rats. Int J
Immunopharmacol 2000; 22(6): 411-8.

Ganapathi MK, Mackiewicz A, Samols D, Brabenec A, Kushner I, Schultz
D, Hu SI. Induction of C-reactive protein by cytokines in human hepatoma

cell lines is potentiated by caffeine. Biochem J 1990; 269(1): 41-6.

90



31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Massey LK, Sutton RA. Acute caffeine effects on urine composition and
calcium kidney stone risk in calcium stone formers. J Urol 2004;
172(2):555-8.
Tofovic SP, Kost CK, Jackson EK, Bastacky SI. Long-term caffeine
consumption exacerbates renal failure in obese, diabetic, ZSF1 (fa-fa®)
rats. Kidney Int 2000; 61(4): 1433-44.

Van Dam RM, Feskens EJM. Coffee consumption and risk of type 2
diabetes mellitus. Lancet 2002; 360:1477-78.
Ruhl CE, Everhart JE. Coffee and caffeine consumption reduce the risk of
elevated serum alanine aminotransferase activity in the United States.
Gastroenterology 2005; 128(1): 24-32.
Martin JV, Nolan B, Wagner GC, Fisher H. Effects of dietary caffeine and
alcohol on liver carbohydrate and fat metabolism in rats. Med Sci Monit
2004; 10(12): 455-61.
Han LK, Kai F, Okuda H. Effects of long-term administration of caffeine
on fat storage in ovariectomized rats. Yakugaku Zasshi 2004; 124(11):
841-6.
Sullivan GW, Luong LS, Carper HT, Barnes RC, Mandell GL.
Methylxanthines with adenosine alter TNF alpha-primed PMN activation.
Immunopharmacology 1995; 31(1): 19-29.
Khalil RH, Soliman MRI. Diazepam Alters caffeine-induced effects on p-

endorphin levels in specific rat brain regions. Life Sci 1997; 61: 2485-90.

91



39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

Lane JD, Pieper CF, Phillips-Bute BG, Bryant JE, Kuhn CM. Caffeine
affects cardiovascular and neuroendocrine activation at work and home.
Psychosom Med 2002; 64(4): 595-603.

Sondermeijer HP, Van Marle AGJ, Kamen P, Krum H. Acute Effects of
Caffeine on Heart Rate Variability. Am J Cardiol 2002; 90: 906-7.
Bandyopadhyay BC, Poddar MK. Caffeine-induced increase of adenosine
deaminase activity in mammalian lymphoid organs. Methods Find Exp
Clin Pharmacol 1994; 16(10): 731-3.

Aytekin Y,Solakoglu S. Temel Histoloji 2006; 332-47.

Aslan Diler, Tietz,’Klinik Kimyada Temel ilkeler’’. Besinci Baskidan
Ceviri, Palme Yayincilik,748-60, 2005.

Haddad JJ. Oxygen sensing and oxidant/redox-related pathways. Biochem
Biophys Res Commun 2004; 316: 969-77.

Akkus 1. Serbest Radikaller ve Fizyopatolojik Etkileri. 1.Baski, Mimoza
Yayinlari, Konya 1995; 13-9.

Halliwell B. Antioxidants in human health and disease. Annu Rev Nutr
1996; 16: 33-50.

Harris E.D. Regulation of antioxidant enzyrnes. Faseb. J 1992; 6: 2675-83.
Yao T, Esposti SD, Huang L, Amon R, Spangenberger A, and Zern MA.
Inhibition of carbon tetrachloride induced liver injury by liposomes
containing Vitamin E. Am J Physiol 1994; 30: 476-84.

Halliwell B,Gutteridge JMC. Role of free radicals and catalytic metal ions

in human disease, An overview. Methods Enzymol 1990; 186:1-85.

92



50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

38.

59.

Fang Y.Z, Yang S, Wu G. Free radicals, antioxidants and nutrition.
Nutrition 2002; 18: 872-9.

Kaneda H, Taguchi J, Ogasawara K, Aizawa T, Ohno M. Increased level
of advanced oxidation protein products in patients with coronary artery
disease. Atherosclerosis 2002; 162: 221-5.

Halliwell B, Gutteridge J. Free Radical in Biology and Medicine. Third ed,
Oxford University Press, Oxford 2000; 160-5.

Beckman K.B, Ames B.N. The free radical theory of aging matures.
Physiol Rev 1998; 78: 547-81.

Mccormick M, Denning G.M, Reszka GM, Bilski P, Buettners GR,
Rasmussen GT, Railsback MA, Britigan BE. Biological effects of
menadione photochemistry: effects of menadione on biological systems
may not involve classical oxidant production. Biochem J 2000; 350: 797-
804.

Basaga HS, Biochemical aspects of free radicals. Biochem Cell Biol 1990;
68: 989-98.

Sodergen E. Lipid peroxidation in vivo, Uppsala University, Uppsala,
2000.

Nishiyama Y, Ikeda, H, Haramaki N. Oxidative stress is related to exercise
intolerance in patients with heart failure. Am Heart J 1998; 135:115.
Gilbert DL. Fifty years of radical ideas. Ann NY Acad Sci 2000; 899: 1.
Freidovich I. Fundamental aspects of reactive oxygen species or what’s

the matter with oxygen? Ann NY Acad Sci 1999; 893:13.

93



60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

Pieper GM, Siebeneich W, More-Hilton M, Roza AM. Reversal by L-
Arginin of a dysfunctional arginine/nitric oxide pathway in the
endothelium of the genetic diabetic rat. Diabetologia 1997; 40: 910-5.
Agarwal R, Chase SD. Rapid fluorimetric-liquid chromatographic
determination of malonaldehyde in biological samples. J Chromatogr B
2002; 775:121-6.

Chen S, Schopfer P. Hydroxyl-radical production in physiological
reactions a novel function of peroxidase. Eur J Biochem 1999; 260:726-
35.

Cheeseman KH, Slater TF. An introduction to free radical biochemistry.
Brit Med Bulletin 1993; 149: 481-93.

Evans P, Halliwell B, Micronutrients: Oxidant/antioxidant status. Br J
Nutr 2001; 85:67.

Hawkins CL, Pattison DI, Davies MJ. Hypochlorite-induced oxidation of
amino acids, peptides and proteins. Amino Acids 2003; 25: 259-74.
Gutteridge JM. Lipid peroxidation and antioxidants as biomarkers of tissue
damage. Clin Chem 1995; 41: 1819-28.

Mayne PD. Clinical Chemistry in Diagnosis and Teratment. Oxford
University Press, New York, 1992.

Berlett BS, Stadtman ER. Protein oxidation in aging, disease and oxidative
stres. J Biol Chem 1997; 272: 213-6.

Boyunaga H, Celik C. Serbest radikaller ve hiicresel denge. Bilim Teknik

Dergisi 1996 347: 98-100.

94



70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

Powell SR. The antioxidant properties of zinc. J Nutr 2000; 130:1447- 54.
Ulusu NN, Sahilli M, Avci A, Canbolat O, Ozansoy G, Ari N, Bali M,
Stefek M, Stolc S, Gajdosik A, Karasu C. Pentose phosphate pathway,
glutathione-dependent enzymes and antioxidant defense during oxidative
stress in diabetic rodent brain and peripheral organs: effects of stobadine
and vitamin E. Neurochem Res Jun 2003; 28 (6): 815-23.

Uchida K, 4-Hydroxy-2-Nonenal. A product and mediator of oxidative
stres. Progr Lip Res 2003; 569:1-26.

Jerry P, Liu L, Zeng M, Stamler JS, An apoptotic model for nitrosative
stress. Biochemistry 2000; 39: 1040-47.

Halliwell B. Antioxidant characterization: Methodology and mechanism,
Biochem Pharmacol 1995; 49: 134-48.

Splettstoesser WD, Werner SP. Oxidative stress in phagocytes ‘The
Enemy Within’. Microscopy Research And Technique 2002; 57: 44-55.
Meister A. Glutathione, ascorbate and cellular protection. Cancer Res
Suppl 1994; 954:1969-75.

Cochrane CG. Cellular injury by oxidants. Am J Med 1991; 23-30.

Lai CC, Huang W, Askari A, Wang Y. Differantial regulation of
superoxide dismutase in copper deficient rat organs. Free Radic Biol Med
1994; 16: 613-20.

Powers SK, Leeuwenburgh C. Exercise training-induced alterations in
skeletal muscle antioxidant capacity. Med Sci Sports Exerc 1999; 31: 987-

97.

95



80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

Michiels C, Raes M, Toussaint O, Remacle J. Importance of Se-
glutathione peroxidase, catalase, Cu-Zn superoxide dismutase for cell
survival against oxidative stress. Free Radic Biol Med 1994; 17: 235-48.
Dringen R, Pawlowski PG, Hirrlinger J. Peroxide detoxification by brain
cells. J Neurosci Res 2005; 79:157-65.

Shidhu P. Protective role of zinc in nickel induced hepatotoxicity in rats.
Chemico-Biol Interact 2004; 150:199-209.

Liebert J, Matlawska I, Bylka W, Murias M. Protective effect of aquilegia
vulgaris on APAP induced oxidative stress in rats. J Ethnopharm 2005;
97:351-8.

Guemori L, Arthur Y, Herbeth B, Jeandel C, Cunny G, Siest G. Biological
variability of sliperoxide dismutase, glutathione peroxidase and catalase in
blood. Clin Chem 1991; 37:1932-7.

Nordberg J, Arner ES. Reactive oxygen species; antioxidants and the
mammalian thioredoxin system. Free Radic Biol Med 2001; Dec 1, 31
(11): 1287-312

Felix K, Rockwood LD, Pretsch W,Nair J, Bartsch H,Bornkamm GV,Janz
S. Moderate G6PD deficiency increases mutation rates in the brain on
mice. Free Radic Biol Med 2002; 32(7): 663-73.

Ilhan A, Akyol O, Gurel A, Armutcu F, Iraz M, Oztas E. Protective effects
of caffeic acid phenethyl ester against experimental allergic
encephalomyelitis induced oxidative stress in rats. Free Radic Biol Med

2004; 37: No:3, 386-94.

96



88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

Lowry OH, Rosebrough NJ, Farr AL, Randall RJ. Protein measurements
with the folin phenol reagent. J Biol Chem 1951; 193: 265-75.

Ohkawa H, Ohishi N, Yagi K. Assay for lipid peroxides in animal tissues
by thiobarbituric acid reaction. Anal Biochem 1979; 95, 351-8.

Yi-Sun S, Oberly LW, Li Y. A simple method for clinical assay of
superoxide dismutase. Clin Chem 1988; 34:497-500.

Paglia DE, Valentina WN. Studies on quantitative and qualitative
characterization of erytrocte glutathione peroxidase. J Lab Clin Med 1967;
70:158-69.

Habig WH, Pabst MJ, Jakoby WB, Glutathione-S-transferases: The first
enzymatic step in mercapturic acid formation. J Biol Chem 1974;
249(22):7130-39.

Aebi H. Catalase, In: H.U.Bergmeyer, (Ed): Methods of Enzymatic
Analysis, Academic Press, New York and London 1974; pp: 673-7.
Michna L, Lu YP, Lou YR, Wagner GC, Conney AH. Stimulatory effect
of oral administration of green tea and caffeine on locomotor activity in
SKH-1 mice. Life Sci 2003; 73: 1383-92.

Belayev L, Khoutorova L, Zhang Y, Belayev A, Zhao W, Busto R,
Ginsberg MD. Caffeinol confers cortical but not subcortical
neuroprotection after transient focal cerebral ischemia in rats. Brain Res
2004; 1008: 278-83.

Aronowski J, Strong R, Shirzadi A, Grotta JC. Ethanol plus caffeine

(caffeinol) for treatment of ischemic stroke. Stroke 2003; 34: 1246.

97



97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

Strong R, Grotta JC, Aronowski J. Combination of low dose ethanol and
caffeine protects brain from damage produced by focal ischemia in rats.
Neuropharmacology 2000; 39, 515-22.

Yukawa GS, Mune M, Otanil H, Tone Y, Liang M, Iwahashi H,
Sakamoto W. Effects of Coffee Consumption on Oxidative Susceptibility
of Low-Density Lipoproteins and Serum Lipid Levels in Humans.
Biochemistry (Moscow) 2004; 69: No:1, 70-4.

Kamat JP, Boloor KK, Devasagayam TPA, Jayashree B, Kesavan PC.
Differential modification by caffeine of oxygen-dependent and
independent effects of y-irradiation on rat liver mitochondria. Int J Radiat
Biol 2000; 76: No: 9, 1281-8.

Mukhopadhyay S, Mondal A, Poddar MK. Chronic administration of
caffeine: effect on the activities of hepatic antioxidant enzymes of Ehrlich
ascites tumor-bearing mice. Indian J Exp Biol 2003; 41(4):283-9.

Moslen MT. Reactive Oxygen Species in Normal Physiology: Cell Injury
and Phagocytosis, Free Radicals in “Diagnostic Medicine” , (Armstrong
D., ed), 1-15, Plenum Press 1994; New York.

Yukawa GS, Mune M, Otanil H, Tone Y, Liang M, Iwahashi H,
Sakamoto W. Effects of Coffee Consumption on Oxidative Susceptibility
of Low-Density Lipoproteins and Serum Lipid Levels in Humans.
Biochemistry (Moscow) 2004; 69:No:1, 70-4.

Birkner E, Grucka-Mamczar E, Zwirska-Korczala K, Zalejska-Fiolka J,

Stawiarska-Pieta B, Kasperczyk S, Kasperczyk A. Influence of sodium

98



fluoride and caffeine on the kidney function and free-radical processes in
that organ in adult rats. Biol Trace Elem Res 2006; 109(1): 35-48.

104. Rossowska MJ, Nakamoto T. Effects of chronic caffeine feeding on the
activities of oxygen free radical defense enzymes in the growing rat heart
and liver. Experientia 1994; 50(5), 465-8.

105. Abraham SK,Singh SP. Anti-genotoxicity and glutathione S-transferase
activity in mice pretreated with caffeinated and decaffeinated coffee. Food
Chem Toxicol 1999; 37,733-9.

106. Rose WC. New aspects of glutathione biochemistry and transport selective
alteration of glutathione metabolism. Nutrition Rev 1984; (42) 12: 397-
410.

107. Goziikara EM. Biyokimya I.U. Yaymlar1 Malatya; 1989.

108. Meister A. Selective moification of glutathione metabolism. Science 1983;

220,472-7.

8. TURKCE OZET

KAFEININ RAT KARACIGERINDE OKSIDAN-ANTIOKSIDAN
MEKANIZMALARA ETKIiSi
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Kafein (1,3,7 trimetilksantin) bir piirin alkoloit olarak bir¢ok yiyecek ve
iceceklerin iceriginde bulunur. Kafein giinlimiizde her giin diizenli olarak
tilkketilen bir maddedir, kahve, cay, cikolata, kola ve baz1 gazli igcecekler kafein
ihtiva eder. Biz calismamizin temel hedefi olarak, kisa siireli oral kafein aliminin
rat karacigerinde olas1 antioksidan etkilerini iki farkli dozda arastirmaya calistik.
Kafein verilen ratlarin karaciger dokularinda lipit peroksidasyon iiriinii olan MDA
diizeylerini dlgtiilk. Bunun yaninda kafeinin antioksidan 6zelligini incelemek igin,
enzimatik ve non enzimatik antioksidan sistem {izerinde arastirmalar yaptik.
Karaciger dokularinda SOD, katalaz, GPx, GST aktivitelerini ve GSH diizeylerini
Olctiik. Calismamizda 30 adet (ortalama 250 gr agirliginda) Wistar cinsi disi rat
kullanildi. Ratlar {i¢ esit gruba ayrildi. Grupl :Kontrol grubuydu. Grupll ‘ye
30mg/kg, gruplll e 100mg/kg ( nontoksik yiiksek doz) kafein 14 giin boyunca
(kisa siireli) oral yolla verildi. Calismamizin sonuglari, 14 giin diisiik doz (30mg/
kg) ve toksik olmayan yiiksek doz (100mg/kg) kafein uygulamasinin, karacigerde
lipit peroksidasyonununu azalttigin1 gostermektedir. Kafein alimiyla rat karaciger
dokusunda SOD, katalaz, GPx ve GST gibi antioksidan enzim aktivitelerinde ise
istatistiksel olarak anlamli artis saptanmustir. Karaciger dokusu glutatyon
diizeyleri karsilastirildiginda kontrol grubuna gore kafeinli gruplarda hafif artis
tespit edilmis, ancak gruplararasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamistir. Spearman korelasyon analizi sonuglarina gore doku MDA diizeyi
azalirken, GPx, GST, SOD aktivitesi artmis ve giiclii negatif korelasyon
gorilmiistir. Doku GST aktivitesi ile doku katalaz aktivitesi arasinda giiglii

pozitif korelasyon bulunmustur. Kafeinin bu dozlarda; lipit peroksidasyonunu
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azaltmasi, antioksidan enzim aktivitelerini artirmasi ile oksidatif stresi
tyilestirmesi, yapilan arastirmalarinda 1s1ginda antioksidan olabilecegi goriisiinii
desteklemektedir. Kafeinin antioksidan olarak uygun dozunun belirlenmesinde,
etki mekanizmalarinin agiga kavusturulmasinda ileri hayvan ve insan

caligmalarinin gerekli oldugunu diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: kafein, MDA, antioksidan enzim

9. INGILIiZCE OZET

EFFECTS OF CAFFEINE ON OXIDANT-ANTIOXIDANT MECHANISMS
IN THE RAT LIVER
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Caffeine (1,3,7-trimethylxanthine) is a purine alkaloid which exists in a
variety of foods and drinks. Today caffeine is an everyday regularly consumed
substance, coffee, tea, chocolate, coke and some soft drinks contain caffeine. The
main aim of our study was to compare potential antioxidant effects in rat liver at 2
different doses of short time period oral caffeine intake. We measured MDA
levels, which is a product of lipid peroxidation, in rats’ livers that caffeine is
given. In addition, to evaluate antioxidant properties of caffeine we investigated
enzymatic and non-enzymatic antioxidant systems. We measured SOD, catalase,
GPx and GST activities and GSH levels in liver. In our study we used 30 female
Wister rats with a mean weight of 250 grams. Rats are equally divided into 3
groups. Group 1 was control. Group 2 received 30mg/kg of caffeine and group 3
received 100mg/kg caffeine (non-toxic high dose) for 14 days (short time period)
orally. Our results show that 14-day low dose (30mg/kg) and non-toxic dose
(100mg/kg) caffeine usage decreased lipid peroxidation in liver. Antioxidant
enzyme activities in rat liver like SOD, catalase, GPx and GST showed
statistically significant increase with caffeine intake. Liver glutathione level
comparison to control group showed a slight increase but this was not statistically
significant. Results from the Spearman analysis showed a strong negative
correlation and while tissue MDA levels decreased; GPx, GST and SOD activities
increased. Tissue GST activity and tissue catalase activity showed a strong
positive correlation. Decreased lipid peroxidation and increased antioxidant
enzyme activities which improve oxidative stress show that these doses of

caffeine may be an antioxidant under the influence of these studies. In our
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opinion, determining mechanism and antioxidant effect of caffeine at suitable

dose requires advanced animal and human studies.

Keywords: Caffeine, MDA, Antioxidant enzymes
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