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OZET

Testis kanseri 15-44 yaaras| erkeklerde ¢ok yaygindir. Bleomisin tesgkul
germ hucre timoriune sahip hastalarda kemoterapvitgdde kullanilir. Bleomisin
oksijen radikalleri meydana getirerek kanser higenetle DNA zincirinin oksidatif
olarak kirilmasini gdar. Yapisal olarak blytk miktarda tekli doymartMUFA) ve
¢coklu doymamy (PUFA) ya& asitlerinden meydana gelen hiicre membranlari
oksidatif atga kagl oldukca hassastir. Hiicre membranina zarar verelians ya
asidi izomerleri hiicre membraninda bulunag waidlerinin serbest radikal sureci
sonucu izomerizasyonu ile glur. Antioksidanlar sglikta ve hastaliktasari serbest
radikal olsumunu ve reaksiyonlarini 6nlemek icin besinsel aalgrin icerisinde
siklikla kullanilan katki maddeleridir. Literatirdgdeomisin ve/veya N-Asetil-L-
Sistein (NAC)’in testis germ hicre timoérlerinde nieem lipid profili ve oksidatif
stres Uzerine etkisini agiaran bir calgma bulunmamaktadir.

Yag asidi analizi icin 24 saat Bleomisin, NAC, BleomieNAC ile inkibe
edilmis NTera-2 testis kanser hiicrelerinde membran lipadasyonu, ekstraksiyon,
metil esterlerine tireviendirme ve gaz kromatogmafacilgl ile karakterizasyon
basamaklari sirasi ile uygulandi. NTera-2 hicnedritiyobarbutirik asid reaktif
maddesi (TBARS), 8-izoprostan ve lipid hidroperokseviyelerini belirleyerek
Bleomisin'in Urettgi oksidatif stres Gizerine NAC’in etkisini atadik.

Bleomisin membranin doymuwag asidi (SFA) yuzdesini arttirirken, MUFA
ve PUFA ylzdesinin azalmasina neden oldu. Bleonuksik asid ve aradonik asid
trans lipid izomerlerinin anlamli diizeyde artmasmnealen oldu. Bleomisin NTera-2
hicrelerinde TBARS, 8-izoprostan ve lipid hidrogesid seviyelerinin artmasina
neden oldu. Bleomisin’in NAC ile birlikte inkibasyo ise Bleomisin’in artmasini
saladigl trans yg asidi ve oksidatif stresi azaltti.

Bulgularimiza dayanarak testis kanser hastalariBl@amisin’in NAC ile
birlikte kullaniimasindan kac¢inilmali ya da en aan tedavisi sirasinda dikkatle
izlenmelidir. Lipidom analizi sonuclari Bleomisin’iindikledgi yag asidi yeniden
dizenlenmesinin roli ve membranin énemini ortaygakicen hiicre cevabinin ve
testikiler germ htcre tumdrleri gibi hastaliklaetkilenmesine yonelik lipid-tabanli
stratejilerin  potansiyelini gostermektedir. Bunuronscunda testikiler kanser
hiicrelerinde ya asidi profili calsmalari hastalik ve hastgin ilerlemesi ile ilgkili
lipid biyo-belirteclerinin tanimlanmasi i¢in kulldabilir.

Anahtar kelimeler: Bleomisin, Membran Lipid Profili, N-Asetil-L-Sistej
Testikller germ hicre timora.



ABSTRACT

Effects of Bleomycin and N-acetyl-L-cysteine on tedty Acid Profile in Testicular
Cancer Cell Membranes

Testicular cancer is a very common cancer in malgsd 15-44 years.
Bleomycin is used in chemotherapy regimens in tkatment of patients having
testicular germ-cell tumor. Bleomycin generateggen radicals, induces oxidative
cleavage of DNA strand in cancer cells. Cell membésa which are structurally
made up of large amounts of mono (MUFA) and polyKR) unsaturated fatty acids
are highly susceptible to oxidative attack. Traa$yfacid isomers which are able to
perturb cell membrane arrangement are formed bysthmerization of fatty acids in
cell membranes due to an endogenous free radioaéps. Antioxidants are widely
used as ingredients in dietary supplements in Ineaitd disease to prevent excess
free radical formation and reactions. There is tunl\sin the literature investigating
the effects of Bleomycin and/or N-Acetyl-L-CysteifAC) on membrane lipid
profile and oxidative stress in testicular germ tehors.

Fatty acid analysis was performed in the NTera<idelar cancer cells
incubated for 24h with Bleomycin, NAC, Bleomycin AR applying ordinary steps
of membrane lipid isolation, extraction, derivatiaza to methyl esters and
characterization by gas chromatography. We studiéetts of NAC on oxidative
stress produced by Bleomycin by determining thiblaric acid reactive substances
(TBARS), 8-isoprostane and lipid hydroperoxide lsva NTera-2 cells.

Bleomycin increased the saturated fatty acid (Sp&tentage of membrane
lipids, whereas decreased the percentage of MURARUWFA. Bleomycin led to a
significant increase in trans lipid isomers of oland arachidonic acids. Bleomycin
increased 8-isoprostane, TBARS and lipid hydropelxevels in NTera-2 cells.
Co-incubation with NAC significantly decreased sdatty acid and oxidative stress
levels increased by Bleomycin.

On the basis of our findings, we may propose tlaicarrent use of NAC
with Bleomycin should be avoided, or at least fotbal carefully during conventional
treatment of testicular cancer patients. The refliipidome analysis highlight the
role of the Bleomycin induced fatty acid remodelimgembrane asset and suggest
the potential of lipid-based strategies for inflogry cell response and fate in human
diseases, such as testicular germ cell tumors.,T3tudy of fatty acid profiles in
testicular cancer cells may be used to define lipaimarkers associated to disease
and progression.

Key words: Bleomycin, Membrane lipid profile, N-Acetyl-L-Cyshe, Testicular
cancer cell.
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GIRIS

Yasam bilimlerinde lipid argtirmalarinin ¢ekicilgi son yirmi yilda artrgtir.
Kimyasal, analitik ve biyolojik cagmalar beslenme ile lipid metabolizmasi ilgklli
salik durumu arasinda 6nemli #gantilar kurulmasini ggamistir. Lipidomik;
lipidlerin kimyasal ve metabolik kaderini atman bir disiplin olarak lipid
argtirmalarina bgarili bir yenilik getirerek biyolojinin bu bélimunénlamada
ihtiyac duyulan bilimsel cevap olmwe lipid deisimleri ile iliskili calismalari bir
araya getiren kapsamli ve dinamik bir platform ojtau Trigliseritler, fosfolipidler
ve kolesteril esterleri gibi ¥a asidi iceren yapilar bircok 6nemli rol ve
fonksiyonlarinin yani sira yapisal ve biyolojik iakeleri bulunmaktadir. Lipidler
artik sadece hicre aktivitesi icinsiacl ya da plazmada dgkn molekuller dgil
reaktiviteleri ve transformasyonlari biyoloji, @& ve hastaliklarda kritik role sahip
olan molekdllerdir [1]. Y& asidlerinin yapisi doyngu(sature) ya da doymasni
(unsature) (6 cift bga kadar) halde olabilen uzun hidrokarbon zincir(@é C'a
kadar) bgh karboksilik asitten meydana gelir. Bal olarak olgan ya& asidi iceren
lipidlerdeki cift balarin geometrisi 6zellikle cis konfigirasyonundadirs geometri
homeoviskoz adaptasyonda kilit 6zelliktir. CinkUimigan homeostazisi doymue
cis doymany yapilar arasindaki hassas denge ile surduruliangtgel olgundan
dolayi cis geometri tekli doymamyag asidi (monu-unsature gaasidi, MUFA) ve
¢coklu doymamy yag asidi (poli-unsature yaasidi, PUFA) biyosentezi sirasinda
bolgeye-spesifik ve stereo-selektif enzimatik akdivile sikica kontrol edilir [2].
Kimyasal noktadan bakilginda doymami yag asidleri metabolik fonksiyonlar ve
sinyal aktivitesi sirasinda da ean oksidatif stres ve serbest radikal sireci ile
ili skilidir. Peroksidasyon sieminden kaynaklanan transformasyongalo lipidler
Uzerine gercekken en kritik olay olarak gorulngtir. MUFA ve PUFA’lar kimyasal
ve biyokimyasal olarak etkilenmekte ve sinyal ceyapaslanma ve sgik
bozukluklari gorilmektedir [3]. Son on yilda MUFA& YUFA cis cift ba geometrisi
dikkat cekmgtir. Termodinamik olarak daha az stabil olan cisnier yapisi dgal
lipidlerde en ¢ok gorilmektedir. Bu yapinin elektio serbest radikal reaktivitesi
izomerizasyonu dgstirebilir ve balangictaki dgal geometrinin kaybina neden
olabilir [4] [5]. Lipid geometrisi biyomimetik kgullar altinda kimyasal ve
mekanistik cakmalari biyofizik, biyokimya, biyoloji ve tip acisdan bir araya
getiren disiplinler arasi bir agarma alanidir. Trans lipidler (TFA) gbk Uzerine
etkileri iyi bilinen endustriyel trans gaasidleri gibi eksojen kaynaklardan viicuda
girebildikleri [6] gibi ruminantlarin midelerindeegceklgen ve gunluk drtnler ve
ette y& asidi izomerlerinin olsgumuna neden olan mikrobiyal biyohidrojenasyon [7]
ile de alinabilirler. Farkh lipid molekullerininesbest radikal reaktivitesi sonucu da
trans izomer olgumu gerceklgebilir. Biyolojik membranlar farkli uzunlukta karbo
ve farkll sayida cift ba iceren ceitli yag asidlerine sahiptir. Biyofiziksel
Ozelliklerinin biyolojik cevap ile igkili olmasi sebebiyle kritik 6neme sahiptirler.
Membranlarin biyolojik fonksiyonlari temel fizik e@nsiplerine gore kontrol
edilmektedir. Cakmalar 6zellikle dgal kaynaklarda en bol bulunan MUFA sinifi



oleik asidin trans izomerleri Uzerine yapilmaktadarime noktalarindaki buyuk
farkhliktan (cis izomer icin 13.4 °C ve trans mer i¢in 44 °C, doymuyag asidi
olan stearik asid C18:0 icin 72 °C) dolayl bu getmk dezisim sonucu meydana
gelen trans konfigurasyonunun cis ve doymyapilar ile kagilastirildiginda
fosfolipid cift tabakasinin akkanligi Gzerine olan tamamen farkl etkisinin
nedenlerini anlamak kolaydir [8]. Fosfatidiletamolalerde bir cis acil zincirinin
trans y& asidi ile yer dgistirilmesi lipid molekulindeki dier acil zincirlerinin
yapisina bgl olarak transisyon sicalni 18-31 °C arttirir. Cis doymamiyag
asidlerinin trans konfigirasyona glgmi membran akkanliginin énemli dizeyde
azalmasina yol agar ancak cis’lerin dognyag asidleri ile dgisiminden daha azdir.
Serbest radikallerin etkisi ile ¢ift pm izomerizasyonu sonucu meydana gelen trans
izomerler organizmada cis geometride bulunan doymaag asidlerinin biyolojik
aktivitesinin  kaybina neden olurlar. Serbest radikgirleri yas asidi
kompozisyonunca en zengin hicre kompartmani olanehinembranini direk olarak
etkiler. Fosfolipidler biyolojik membranlarin yapisuniteleri olmalarinin yaninda
membran fonksiyonunda anahtar role sahiptirler. Dayns yag asidleri
fosfolipidlerin temel bilgenidirler. Doymanmy yag asidleri bir ya da daha fazla cift
bag sahiptirler. Cift b& olusturan karbon atomlari cis ya da trans konfigtirasyan
sahip olabilir. Hicre membraninin fonksiyonlarireripe getirebilmesi igin cift
baglarin cis konfigirasyonunda olmasi gerekmektedirogdd olmayan trans
konfigirasyonuna sahip lipidler 6karyot organizmagaafindan sentezlenemezler ve
hicre membranina zarar verebilirler. Hicre memindanibulunan ya asidleri
serbest radikal Uretimine gla olarak trans izomerlerine doggbilmektedir. Kanser
tedavisi sirasinda kullanilan bazi kemoterapétiklge radyasyon terapisinin reaktif
oksijen tarleri olgturdusu bilinmektedir [9] [10] [11] [12]. Serbest radikea,
Ozellikle reaktif oksijen turleri (ROS) hucre 6lumiin yaygin mediatorleri olarak
One surulmétdr.

Bleomisin ROS olgturarak DNA hasarina ve hiicre 6lumune yol acamiir
kanser ajandir. Ofan reaktif oksijen turleri lipidlerin oksidatif degdasyonuna yol
acabilir. Meydana gelen serbest radikaller hicrembranini meydana getiren
lipidlerden elektron calarak hicre hasarina yolbdgeektedir. Sonucta serbest
radikal zincir reaksiyon mekanizmasi sonucu meydgelan lipid radikalleri dier
lipidler, proteinler ve nikleik asidlere elektroktararak substratlarin oksidasyonuna
yol acabilir. Buyluk miktarda PUFA yaasidlerinden yapilrgiolan hiicre membrani
oksidatif atga kagl cok hassastir. Meydana gelergidemler membran gecirgerdi
ve akskanliginin degsismesine ve hucresel metabolik fonksiyon bozgkha yol
acabilir. Ya asidlerinin doymamngi kisimlari yapisal ve fonksiyonel fdlarin
surdurdlmesi acisindan cis izomerik konfigurasysaiaiptir.

Calismamizda yuksek miktarda ROS meydana getirerektamibral etkinlik
gosteren Bleomisin’in testis kanseri hicreleriniamiran lipid profili Gzerine olan
etkisi ile gucli bir antioksidan olan N-asetil-Is&in (NAC)’in membran lipid profili
Uzerinde vyarattn desisim kasllastiriimis ve Bleomisin ve NAC'In birlikte
uygulanmasinin sonuclari anaulmistir. Lipid profilinin belirlenmesinde en etkili
metod gaz kromotografisidir. aasidleri metil ester tlrevlerine cevrilererek gaz
kromotografisi ile belirlenebilmektedir. Cstnamizda testis kanseri hicrelerine ait
membran lipid profili gaz kromatografik analiz ilbelirlenmi ve bu analiz



neticesinde membranda bulunarg yesitleri spesifik olarak tanimlangnwve cis-trans
izomerleri yuzdeleri ile birlikte gOsterilebilgtir. Literattirde Bleomisin ve NAC'In
membran lipid profili Gzerine etkisinin atarilldigi herhangi bir c¢ajma
bulunmamaktadir. Bu anlamda gatamiz literattiresik tutacak niteliktedir. Ayrica
Bleomisin ve NAC inkiibasyonu sonucu testis kankédrelerinde meydana gelen
oksidatif stres d#simleri de 8isoprostan, Lipid Hidroperoksid ve TBARS tayini

yapilarak belirlennstir.



GENEL BIiLGILER

2.1.Testis Kanseri

Testis kanseri 15-35 yaarasi genc¢ erkeklerde en yaygin gorilen kanser
tipidir ve erkeklerde gorilen timoérlerin %21'ini turmaktadir [13]. Testis
kanserinin %95'ini germ hucreli timorler eturmaktadir [14]. Testikuler kanserler
Uc gruba ayrilabilir [15]. Tip | testikiler germ ¢r@ timorleri (TGCTs) b#aica
neonatal erkeklerde ve genc cocuklarda gorilureregm teratomalar ve malin yolk
sac tumorleri icerir [16] . Tip Il TGCT spermattki seminomlar olarak da
adlandirtir, 50 ysn UGzerindeki erkekleri etkiler ve yayvablylyen tip B
spermatogonyanin yaylmasindan tarer [17]. Tip BATs en c¢ok 20-40 ya
arasindaki erkekleri etkiler ancak bu timor tipikikeni fotal gekim sirasinda daha
erken evrededir [18]. Tum Tip Il TGCTs karsinomasitu (CIS) adl pre-invaziv
lezyondan gefir. CIS disfonksiyonel fétal germ hicre olarak tatanir [19].
Gelisen dunyada tip Il TGCT insidansi son yluzyllda agtwe 20-40 ya arasl
erkeklerde en sik goérilen kanser tipi haline ggim[20] [21] [22]. Tip Il TGCT
seminoma ve nonseminoma olmak Uzershta iki alt gruba ayrilmaktadir.
Seminoma germ huicre tumorlerinin %50’sini gluwmaktadir ve siklikla 40l
yaslarda gorulmektedir. Germ hicre timdrlerinin katanmonsemimatoz histoloji
(embriyonal karsinom, yolk sac tumoérl, koryokarsmo ve teratoma)
olusturmaktadir ve siklikla 30’lu wtarda gorulmektedir [23]. Yapilan csinalar
testis kanserinde cevresel faktorlerin tumor sgeii Uzerine etkisinin olabilegni
ileri stirmektedir [24]. Buna ek olarak bircok gekehutasyonun hem sporadik hem
de ailesel TGCT vakalarinda TGCT oranlarini oluydade etkiledii kesfedilmistir
[25]. TGCT olgumu icin en 6nemli risk faktorleri icerisinde krgpgidizim, ailede
TGCT oykusu, Klinefelter Sendromu, spermatik vetikéider disgenezi, testikuler
atrofi, kasik fitg1 ve hidrosel yer almaktadir [26] [27]. Daha 6nestis kanseri tanisi
konmu bir hastanin ger testisinde ikinci bir kanser gghe riski, %2-3'dur [28].
Hastalarin yaklgk %?2’si testis kanseri olan bir aile Uyesine s#hipfGCT ile
infertilite arasindaki b#lanti tip Il tumorli hastalarda azalgmifertilite ile
kanitlanmgtir. Gortlen lezyonlar erkek Uremegh@inda azalma ve artan fertilite
problemlerinin gostergeleridir [29] [30]. Tip Il TGI'nin fonksiyonel olmayan
gonositlerin  seminifer tubulde yesgleni sonucu gelitigi bilinmektedir [31].
TGCT'ye zemin hazirlayan risk faktorleri erkek fiogelisiminde aktiftir [15]. Son
50 yilda testis kanserinin insidansi giderek artmdk [14]. Testis kanser
hastalarinin %80’'i, kemoterapi ve cerrahi ile tedesiimektedir. Erken evredeki
hastalarda ise tedavi orani %100’esolaktadir. Fakat 6zellikle gecstes edilen
%20 lik dilimdeki hastalar, ginimuzde hala tedadileanemektedir [32]. Son
yillarda testis timorinde mortalitenin azalmasimedenleri ilerlemi evredeki
hastalarda tedavi edici kemoterapinin bulugnaimasi, erken evrede hasgah
yakalanmasindaki asti ve nonseminomlara gore seminomlarin daha fazla
gorulmesidir. Testis kanseri yiuksek oranda tedakiebilir olmasina rgmen bu
kanserin tim gamalarda uygun tedavinin uygulanmasi 6nemini kokiathr.



Yerinde olmayan uygulamalar morbidite, mortalitetedavi yukiunu arttirmaktadir
[23]. Testis kanseri tedawekli timorin tipine ve evresine #alir. Cerrahi,
radyoterapi ve kemoterapi olmak Uzere ¢ temelviegi@ntemi vardir. Cerrahi
yontem ile kanserli testisler vicuttan uzakialir. Radyoterapi ile kanser
hicrelerinin  hasar gomesi ve buydmesinin durduralmasg&lanmaktadir.
Seminomalar radyasyona c¢ok duyarhdirlar ve cisiplan’a dayali kemoterapi
ilaclarina da duyarliliklari bulunmaktadir [18]. rBi@omali hastalarin cerrahi
tedavileri sonrasinda abdominal lenf nodlari i@dyoterapi uygulanir. Ancak non-
seminomalar radyasyona duyarl olmadiklarindan ipukanserlerin tedavisinde
kemoterapi kullanilir [33]. Anti-kanser ilaclar, mglikle hastakgin vicudun bgka
kisimlarina metastaz yapmasi durumlarinda terdiirled Bu ilaclar bazen timaorin
cerrahi girsim oncesine kadar kuculmesinigkamak amaciyla da kullanilabilirler
[33]. Bleomisin, etoposid, ve Cisplatin (BEP) komdmyonu, metastatik non-
seminomatotz testis tumorlerinde tercih edilen édiligedavi kuradar. Bleomisin,
etoposit, ve cis-platinum’un beraberce kullaniimaisilesme ylzdesini tedavi
edilebilen hastalarda, %90’lara cekimi Tedavi edilen testis kanserli hastalarin,
tedavi sonrasi beklenen gh&li yasam sireleri, oldukca uzundur [34]. Kanser
hicreleri, kontrolstiz hiicre gghni ve farklilasmasini devam ettirebilmek icin,
yuksek dizeyde ATP’ye ihtiya¢ duyarlar. Bu yiksetem ihtiyaci mitokondrial
solunum zincirinin, ROS okwmunu arttirmasina sebep olur [35]. Malnutrisyona
bagli enerji metabolizmasinin damesi, pro-inflamatuar sitokinleringau Gretimi,
anti-neoplastik ilaclarin kullanimi gibi bircokgd#ir mekanizma, kanser hastalarinda
oksidatif strese yol acar [36]. Kanser hicrelerindksidatif stresin, hucre
proliferasyonunun stimilasyonunun, mutasyonlaringeeetik instabilitenin axf,
antikanser ilaclarina kar hiicresel duyarlignn desismesi gibi belirgin sonuclari
olabilir. Diger taraftan, oksidatif stresin gt kanser hicrelerini 6ldirmek igin bir
firsat sglayabilir.

2.2.Bleomisin

Bleomisin (BLM), 1699 da Umezewa tarafindan antidimozelligi
kesfedilmis glikopeptid yapisinda bir antibiyotiktir. Bleomsi orijinal olarak
Streptomyces verticillumantarindan izole edilstir [37]. Bleomisin, germ hucreli
tumorler, lenfomalar, kaposi sarkoma, servikal kesles, ba ve boyun squamous
hiicreli kanserlerinin tedavisinde kullanilangdb bir ilactir [38]. Derialtina, kasa
veya kana kolayca verilebilmektedir. Kas icine &mjgondan sonra, pik kan
deserleri 30-60 dakika icinde gorulmektedir. Benzeeajtarin kana enjeksiyonu ile
en yuksek pik konsantrasyonlari elde edilmekteté&cin yari 6mri yakkak 2,5
saattir [39]. Bleomisin’in eliminasyonu ieca bobreklerle olur. Bleomisin’in
alinmasindan 24 saat sonra, ilacin ygkla60’I desistiriimemis olarak atilir.
Bleomisin, Bleomisin hidrolaz adli bir enzimle dé@ak edilir. Bu enzim bgica
karacger, dalak, kemik iffi ve bairsakta bulunur. Bleomisin uygulanmasi bazen
olumcll yan etkiler meydana getirebilmektedir. Bfesin’i inaktive eden enzim
olan Bleomisin hidrolazin eksiginden dolay! Bleomisin toksisitesi, §§&ca akcger
ve deride meydana gelir. Bleomisin’in alimindanrscate ve bazen de hipotansiyon
gorulebilmektedir [37]. Pulmoner toksisite, Bleomiscin doz sinirlayici bir yan
etkidir ve bu yan etki genellikle kendini fizik myenede Oksurik, dispne, kuru
inspiratuvar raller ve rontgende toraks infiltrasla olarak gosterir. 400 Uniteden
daha fazla doz alanlarda ve Bleomisin tedavisi $inceediastinal ya da @gés



bblgesine radyoterapi uygulargniolanlarda, pulmoner yan etkilerin gortlme
insidansi daha yuksektir. Nadir de olsa bazi olgialgpulmoner toksisite 6ldurtci
olabilmektedir. Bleomisin, akgerde pulmoner fibrozisi olumsuz etkiler, cunki
Bleomisin'i inaktive eden hidrolaz akgrde yok denecek kadar azdir. Bu yuzden
farelerde Bleomisin indUkli pulmonar fibrozis mddedzellikle oksijen serbest
radikallerinin indikledii fibroz olusum mekanizmasinin incelenmesi igin yardimci
bir aractir [40]. Orta dereceli atelokalize g@ls arisi ve gastrointestinal sistem
sikayetleri gibi yan etkilere yol acan Bleomisingpta bglugunda sinirli emilimi
nedeniyle hastalarda az oranda sistemik toksisgeyacar [41].

Bleomisin grubu ilaclar 200’Gn Uzerinde yakingkili bilesik icerirken,
Bleomisin’in uygulanan formu olan Blenoxane shea A2 ve B2 formlarini
icermektedir [42]. Bleomisin ailesi terminal amirskinin birbirinden farkli olmasi
ile ayrilir [43]. Demir bakir ve kobalt gibi bircoknetalin, Bleomisin indukli DNA
kirlmasini destekledi gdsterilmitir. Fakat demirinin vivo olarak etki gosteren
baslica metal oldguna inanilmaktadir [44]. Bleomisin’'in kimyasal yapSekil
2.1'de gosterilmektedir. Bleomisin’in yapisinin faa bolgeden okiugu tespit
edilmistir.  N-terminal birim: Bu birim metal kdanmasindan, oksijen
aktivasyonundan ve alan selektif DNA kirilmasindsorumludur. Metilvalerat-
treonin grubu. C-terminal birim. DNA’ya Bnma afinitesini gdayan fonksiyonel
bir bitiyazol grubu icerir. Glukoz ve manneekerlerini iceren bir disakkarit grubu.
Disakkarit grubunun metal iyon glanmasi, hicre yuzeyinin taninmasi ve bazi
hicrelerde Bleomisin’in  selektif birikimi  Uzerindeetkisinin  olabilecgi
disinulmektedir [42].

Bleomisin’ler, katyonik molekullerdir ve hiicre memhindan Bleomisin
baglayici protein ile zayif¢ca Eanarak hicre icine alinirlar. Alinan Bleomisin ya
nikleusa transloke olur, ya da Bleomisin hidrolamfindan parcalanir. Bleomisin
hidrolaz normal ve malign htcrelerde bulunan kstesn proteazdir. Fakat aker ve
deride ¢cok az bulunmaktadir. Bleomisin, DNA'ya #irdaslanarak ve tek ve cift
zincir kirllmalarina yol acarak, buyidyen hicrelea®ptozisi tetikler. Bu aktivite
oksijen ve ferr6z iyonuna Badir [45].

Bleomisin’in  antineoplastik etkisinin mekanizmasiBleomisin-demir
kompleksinin, molekuler oksijeni, superoksid ve rbisil radikaline rediklemesi
esasina dayanmaktadir. Bleomisin, stiperoksid x@ Igibi reaktif oksijen turlerini
uretir. Ayrica Bleomisin, mitokondrilerin elektrotransport sisteminde (ETS),
elektron transportu sirasinda yiuksek dizeyde ROSuUperoksit radikali okiurur
[9]. Olusan bu radikaller DNA'ya atak yaparak zincir kirillaana yol agmaktadir ve
bu da DNA-RNA-protein sentezinde (trankripsiyon translasyon basamaklari)
hasara sebep olarak anti-neoplastik etki gosté@y}. [Artmis hiicresel oksidatif stres,
hiicrenin redoks durumunu @gtirir ve bircok reaksiyonu tetikler [47]. Oksidatif
stres, gecici biyume durmasi, adaptasyon, gen knipag/onu, sinyal iletim
yollarinin balamasi ve hasarli DNA'nin onarilmasi gibi, bircoksgik biyolojik
cevabi indukleyebilir [48] [49]. Oksijen serbestdilallerinin roll, superoksid
dismutaz’in, Bleomisin indiukli DNA hasarini Onlgidi gosteren cagmalarla
desteklennytir. Kanser htcrelerinin  oksidatif strese hicreselvabl, hlcrenin
genetik gecngine, icerdgi ROS tipine, oksidatif stresin ganluguna ve stlresine



baghdir [35] [50]. YlUksek oksidatif stresin hicreyararl oldgu bildirilmistir,
ancak dgiuk oksidatif stres duzeyleri hicresel proliferagyoartirabilir. Bu da
hiicresel cevabin ROS’un dozunglbaldugunu gostermektedir [47].

Metal ba glayici birim Bleomisin A2
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Sekil 2.1. Bleomisin'in Yapisi [51]

Bleomisin’in olwturdusu desisimler sonucu ortama goc¢ eden inflamatuar
hicrelerden birgok oksijen metabolitinin salgidve DNA kiriklari dahil bir gok
yap! fonksiyonlarinin ortaya cigt da son zamanlarda Bleomisin’in toksisitesi
hakkinda bildirilen gefimelerdir. Bltin bu calmalara rgmen hasarin tam
mekanizmasi tam olarak aciklanabgndezildir. Bleomisin, ayni zamanda hucre
siklusunu etkileyen spesifik bir ilactir ve hicmhehticre siklusunun G2 fazinda
birikimine neden olur [40]. DNA kirilmasi icin, DNAle Bleomisin’in metal
baglayici birimi ve bitiyazol kisminin etkifgmini gerektiren bir mekanizma
Onerilmistir. Labil Fe(Il)-BLM-O, kompleksinin, aktive edilmi Bleomisin’e
donisumu, DNA'y1 hasara gratir. Antikanser ilaglarinin hemen tumu, DNA sente
Uzerinden etki gosterir. Bu ilacglar, hicreler bdahedikleri strece, dinlenme
halindeki hucreleri oldurmezler. Kemoterapide kuailan antikanser ilaclarinin
etkinliginde kisitlayici faktor, aktif olarak bélinen hiéraksiyonudur [52].



Antikanser ilaclar, hicreler hizla prolifere oldakhda etkin olduklari igin,
hicre buyumesini yagltan ya da durduran oksidatif stres, kemoterapinin
etkinligine engel olabilir. Bu da yayailerleyen kanser tirlerinin, kemoterapiye
neden cevap vermegni aciklamaktadir.  Bunun yaninda son gaklarda,
Bleomisin’in RNA’nin alsilmams 3 boyutlu yapisini yik#ini gosterilmgtir [43].
Deneysel cajmalar, Bleomisin hassasiyetinin birgok nedeni dédggini
gostermgtir. DNA tamir mekanizmasindaki bozukluklar, cifinzir kirilmalarinin
tamirinde gerekli olan genlerdeki mutasyonlarlgkilidir. Bu mutasyonlar gri
hassasiyete yol acarlar. Cift zincir tamirine kd&bulunan bir gen olan RAD21'in
inhibisyonu, htcrelerin Bleomisin’e hassasiyetimantmasina yol acar. Yapilan
calismalarda, Bleomisin direncinin bircok nedeni ortaykariimstir. Bu nedenler,
Bleomisin hidrolaz aktivitesindeki agfi tasiyici yetersiziginden dolayi ilacin
hiicreye alinmasindaki azalma, agmbDNA tamir kapasitesi ya da serbest
radikallerin artmy detoksifikasyonu olabilir [53]. Bleomisin'in meyda getirdgi
reaktif oksijen turleri lipid peroksidasyonuna dal ya¢cmaktadir [54]. GUnumuzde
Bleomisin, ¢eitli kanser tiplerinin (bglica testis kanseri, lenfoma ve yassi hicreli
kanser) tedavisinde, yaygin olarak kullaniimaktaddzellikle testis kanserinin
tedavisinde, Bleomisin, kemoterapinin indiksiyonairidillanilan en énemli temel
ilactir.

2.3. N-Asetil Sistein

N-asetil-L-sistein (NAC), dgal bir aminoasit olan L-sisteinin N-asetillerymi
turevidir. Sistein antioksidan etkisi olan birkagniaoasitten biridir. NAC
karacgerde metabolize olur ve yarilanma 6mriu 2-6 saaffiyol iceren bir
antioksidan olan NAC, glutatyon sentezi icin sistekaynaidir. NAC canl
organizmalardan uretilginden ve dgal sulfir iceren amino asit tlrevi olglundan
gucli bir antioksidan olarak kabul edilmektedir [[5Bndojen olarak yapilabilen ve
besinlerde bulunan NAC, serbest radikalleri tenyekelen sulfidril gruplarina sahip
olmasindan dolay! antioksidan olarek vivo ve in vitro olarak yaygin bir sekilde
kullaniimaktadir. Detoksifikasyonda rol oynadiklagibi, oksidatif strese kar
hicreyi ve komponentlerini korurlar. Non-enzimagkdojen antioksidanlarin en
onemlilerinden biri glutatyon (GSH)’dur [56]. Gluy@n, sistein iceren bir tripeptid
olup glutamat, sistein ve glisinden sentezleniut&lyon hicrelerde en ¢ok bulunan
protein dg1 endojen tiyoldir. Oksidasyon-rediiksiyon reaksligaonda disulfid ve
sulfidril gruplari arasindaki katikli donistmler, hiicresel hasara neden olmadan
once hucreden #,'yi yok etmek igin kullanihr. Bu kanlikli dondsuler, sulfur
iceren bilgik GSH’I redikte ve okside ederekgkmir. Doku GSH dizeyi sadece
senteze katilan enzimler tarafindan dizenlenmeml ticeren aminoasitlerin
yeterince olmasi da olduk¢a o6nemlidir [57] [58]. ®AhUcresel redikte GSH
konsantrasyonunu arttirarak g antioksidan savunmayi guclendirir. NAC,
detoksifikasyonda ar metaller, asetaminofen iceren ilacglar, herlasjtiCCl, ve
Urethane iceren cevresel temizleyiciler, aflatok&maren organizmalar), akigr
hastaliklarinin tedavisinde mukolitik ve antioksidézelliginden dolayi, kanser
tedavisinde, AIDS tedavisinde ve kardiyovaskileandl lipoprotein a dizeyinin
azaltiimasinda kullanilabilir [56]. N-Asetil-L-s&n’in kanser tedavisindeki yararli
etkilerinin vurgulandil bircok yayin bulunmaktadir. Ancak buna zit olardlAC’
nin Cisplatin ve Doxorubicin ile kullaniminin kamse&davisi sirasinda negatif
etkileri olduyzu bildirilmistir [59] [60] [61]. NAC; uyariimg insan T hucrelerinde



membran TNF alfa ve TNF-R ekspresyonunu arttirdON TNF-alfa ve TNF-RII
ekspresyonunu hem transkripsiyon éncesi hem dskrigasiyon sonrasi seviyelerini
ayarlar. NAC hemin vivo hem dein vitro ortamda T hicrelerinin antitimor
aktivitesini arttirir. Bu 0Ozelliklerinden dolayr N& TNF alfa duyarh kanser
hicrelerine uygulanmasiyla antitimér potansiyelirsahiptir [62]. Kanser
hastalarinda antioksidan aliniminin uygun olrgadurumlar olabilir, fakat bu konu
oldukca komplekstir. Bircok kemoterapotik ila¢c sesbradikal olgturur, ancak bu
ilaglarin, antikanser etkileri sadece serbest ik Gzerinden dgldir.
Antioksidanlarin, kemoterapoétik ajanlarin etkisamtirdgina ve toksik yan etkilerini
azalttgina dair pek ¢ok yayin mevcuttur [63] [64] [65] [d67]. Antikanser ilacglar
uygulandginda, olgan ROS’'un tedavinin etkirdini azaltabilecgi iddia
edilmektedir [9] [64] [68]. Oksidatif stres, antm@astik ajanlarin, kanser hucreleri
Uzerinde optimal sitotoksik etkilerini gdstermegiini gerekli hiicresel sirecle
etkilesebilir. Orta duzeydeki oksidatif stresin, antikanséclarinin sitotoksik
etkilerini azalttgl gosterilmgtir [9] [64]. Antineoplastik ajanlarin olturdusu yan
etkilerin, antioksidanlarca Onler@li goOsterilmitir.  Antioksidan uygulamasi,
kemoterapinin yan etkileri azaltabilir ve terapiyaevabl guclendirebilir [9].
Antioksidanlarin, kanser tedavisindeki etkilerimaguran klinik calsmalar sinirli
olmasina rgamen, bazi deneysel gahalarda antioksidan vitaminlerin, sadece kanser
hiicrelerinde selektif olarak apoptozisi indikfgdi anjiogenez ve metastatik
yaylimayi onledikleri bildirilmgtir. Bu bulgular, antioksidanlarin kanser terapisin
yardimci (adjuvant) rol oynayabilegiai dusundirmektedir [52]. Antioksidanlarin
kanser tedavisindeki etkigii kullanilan ilaca bghdir. Butin tedavilerde,
kemoterapdtik ilaclarin etki mekanizmasi serbegtikedlere bgli olmasa bile,
antioksidanlar normal hicreleri korumaktadir. Aksimlanlar, kanser hastalarinda
serbest radikal okliuran sitokinlerin toksik etkilerinden normal do&ul korurlar
[52]. NAC, toksisiteyi azalti icin birkagc kemoterapi ajaniyla da uygulagtm[69].
Iki ayri in vitro calsmasinda, NAC cisplatinin sitotoksik aktivitesi ibki etmitir
[70] [71]. Kotu huylu glioma insan hicrelerinde yiap bir calsmada antioksidanlar
Cisplatin’li hicre kalturlerinde keskin sitotoksike kolojenik hticre 6liumanu
Oonlemgtir [70]. Yapilanin vitro calsmalarda antioksidan tedavisi ile Bleomisin’e
bagli DNA ve hicre hasarinin inhibe olgiwm gosterilmgtir [72] [73]. Lipid
membranlar, ROS hasarina fahassastirlar. Bleomisin toksisitesi, otokataliik
mekanizma ile hicresel membranlarin hasarina yah dipid peroksidasyonu ile
ili skilidir ve membran yikimi toksik, reaktif metabdditin Gretimi ve hicre 6limune
yol acabilir. Yapilan ¢cagmalarda Bleomisin’in bir antioksidan olan vitaminilge
farkli dokularda kombine uygulamalarinin lipid pes@asyonu argini 6nemli
oranda azalt@n literatirde mevcuttur [74]. Bir ger calsmada ise Bleomisin’in
neden oldgu akciger hasarinda ROS ve nitrojen turlerinigklsi bilindiginden beri
Ambroksol ve NAC gibi antioksidanlar Bleomisin'imdikledgi akciger hasarini
onlemek icin kullaniimgtir [40] [75] [76].

Ratlarda Bleomisin induklu akger hasarinda, NAC uygulanmasinin, nétrofil
birikiminin 6nlenmesinde ve inflamatuar olaylarimsikilanmasinda rol oyndgli
bildirilmi stir [77] [78]. Farelerde, Bleomisin’in induklegli akciger hasarinda, NAC
uygulanmasinin, kemokin ve lipid hidroperoksid soltnunu baskilayarak akut
pulmoner inflamasyonu baskil@dive akcger fibrozosini onledii gozlenmitir.
Bleomisin’in uygulandili rat modellerinde, NAC pulmoner lezyonlari ve msiku



hipersekresyonunu azaltghr [79]. Yapilan bir bgka calsmada erdostein ve
NAC’In benzer antioksidan 6zelliklere sahip atduve Bleomisin indukliu akger
fibrozisini onledgi vurgulanmstir [80]. Oral NAC'In, kolon kanser hiicrelerinde
oxaliplatin kemoterapisinin indukleglinéropati insidansini gardigt bildirilmistir
[81]. Bach ve arkadgari NAC’in farelerde kolorektal kanser ksenografthda, 5-
fluorourasil (5-FU) aktivitesini arttirdini bulmylardir [82]. NAC, 0Ozafagusun
squamoz hicre kanserinde kullanilan Cisplatin testteim yol actgl akut renal
yetmezIgi duzeltmitir [83]. NAC, NFkB inhibe ederek prostat kanser hiicrelerinde,
Cisplatin ve etopozidin etkisini arttirgtr [84]. NAC’nin sistemik ve mukozal
toksisitesinin dglik oldusu ve kitme noronlari ile sa¢ hiicrelerini, Cisplatin’inksik
etkisinden korudgu Dbildirilmistir [85]. Ozben ve grubu tarafindan yapilan
calismalarda, doksorubisin ve vinkristin uygulanan insambryonik bdbrek
(HEK293) hucrelerinde ve bu hicrelerin MRHRe enfekte edilmi olanlarinda
(293MRP), NAC'in ilaglara direnci ve dolayisi ilet¢re canlilgini arttirdg
gosterilmitir.  NAC, bu etkisini, GSH duzeylerini arttiraragdstermgtir. GSH
sentezinin, L-butionin-(s,R)-sulfoksimin (BSO) taralan inhibisyonunu takiben her
iki hicrede, Doksorubisin ve Vinkristin direnci Kstmuwtur [86] [11].
Calismamizda guclu bir antioksidan olan NAC’In yuksekktaida reaktif oksijen
turleri meydana getirerek anti-timoral etkinlik tgien Bleomisin’in membran lipid
profili Gzerinde meydana getiggdidegisimler Uzerine etkileri arduriimistir.

2.4. Y& Asidleri

Yag asidleri (Fatty asid, FA) alifatik monokarboksilikasidleri
tanimlamaktadir. Yaasidleri yglardan hidroliz ile serbest kalabilir [87] [88]. ¥a
asidleri enerji Uretimi, membran yapisi, immun l&icregilasyonu, hicre
sinyalizasyonu, gen ekspresyonu ve regulasyonucgiboiyonli ve esansiyel hiicresel
role sahiptir [89] [90] [91] [92]. Cift baicermeyen ya asidleri “doymy”, “sature”
(SFA) (6r. palmitik asid 16:0, ajidik asid 20:0), cift ba iceren y& asidleri
“‘doymams”, “unsature” olarak isimlendirilir [93] [92]. Zincde bir cift ba
bulundgunda tekli doymamiyag asidi (monoansature §aasidi, MUFA) birden
fazla cift b& bulund@gunda coklu doymamiyag asidi (poliunsature ya asidi,
PUFA) olarak adlandirlir. MUFA ve PUFA o6rneklerniapisi ortak isimleri, cift
bagin pozisyon ve geometrisini (0r. 9cis ya da Otraias)mlayan kisaltmalari ile
karbon zincirinin uzunlgu ve doymany baslarin toplam sayisi (C18:Rekil 2.2’de
gosterilmitir.
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Sekil 2.2. Doymus, Tekli Doymamyg ve Coklu Doymanyi Yag Asidi Ornekleri

MUFA ¢ssitli hayvan ve bitki y&larinda dgal olarak bulunur ve SFA
biyotransformasyonu ile elde edilebilir [94]. MUFgxubu omega 9uf9 ya da n-9)
ailesinden oleik asid (18:1) ile temsil edilir. k8bon ve 9. pozisyondakakaA9; -
COOH karboksilik grubw-karbon’dan itibaren ¢ift i@ en yakin karbon atomunun
numarasini gostermektedir) cis konfigirasyonundabgigin zincir oluturmasi ile
meydana gelir. PUFA grubu ise 2 ana gruba ay(lljromega-3: linolenic asid 18:3,
EPA 20:5 ya da DHA 22:6 (2) omega-6 linoleik asi&i2lya da aradonik asid 20:4.
Isimlendirme karboksil grubundangenarak omega-3 icin 3 ya da omega-6 icin 6
karbon uzakliktaki ¢ift bga gore yapilir. Linolenik asid ve linoleik asid amar igin
esansiyeldir, sentezlenemez, SFA ve MUFA biyotramsésyonu ile meydana
getirlemezler. Bu nedenle tercihen 1/5 oranindabzekerden alinmalar
gerekmektedir. Baarili zincir uzama (elongasyon) ve desattrasyoitgaPUFA’lar
uzun doymany yag asidi zincirlerine cevrilebilir (6r. linolenik ai 18:3 EPA
20:5'ya, EPA da DHA 22:6’ya cevrilebilir). Doymagnbir yag asidini yazmak icin
biyokimya, kimya ve fizyolojiye adapte bircok youlonmaktadir [95] [96]. Kimya
terminolojisinde karbon atomlari karboksil grubund&éCOOH) itibaren sayilir.
Karboksil grubuna yakin olan c¢ift pavurgulanir (gosterimgekli-A) [95]. Ancak
1964 yilinda Holman RT tarafindan doymanyag asidlerinin biyokimya ve
fizyoloji terminolojisinde adlandiriimalari icin dmega nomenklatir” adli yeni bir
numaralandirma sistemi one suriktiii. Bu numaralandirma sisteminde karbon
atomlari metil karbonundan (-GHitibaren sayilir.cx (6r. w3) ya da n-x (n total
karbon sayisi, x distal cift Ban pozisyonu) [96]. Orngn linoleik asid @ka cis-9,
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cis-12-oktadekadienoik asid) 18:2 9c, 12c; 189 12 ya da 18:2 (n-6) ya da 18:2
w-6 olarak yazilabilir [93].

2.5. Membran Lipidleri

Plazma membrani ya da sitozolik membran olarak daeb hicre
membrani; hicre ici ile gliortami ayiran biyolojik bir membrandir [97]. Hucre
membrani gomuli proteinler ile birlikte fosfolipidift tabakasindan ofur. Bu
tabaka butin membranlarin temel yapisal birimigiosfolipidler amfipatiktirler,
suda c¢ozinen hidrofilik Bagruplari intraselller ve ekstraseluler yizey ligkili
iken hidrofobik kuyruk kisimlari kendilerini ¢ceveslen polar sividan izole edilgni
haldedir. Bu yapi kiresel lipid cift tabakasinilglger) meydana getirir. Van der
Waals, elektrostatik, hidrojen @ari ve nonkovalent etkifgmler lipid cift
tabakasinin okumuna katkida bulunur. Hidrofobik etkglenler lipid cift tabakasinin
olusumunda en blylk glce sahiptir. Lipidler suda c¢ozyen yapiya sahip
molekdllerdir. Bu molekiillerin yapisal, fonksiyona sinyal iletiminde ¢ok 6nemili
biyolojik rolleri bulunmaktadir [98]. Ygayan organizmalarda lipidlerin dinamik
olduklarinin gozlenmesi sadece yapisal ve fonkglaalleri olmadgini, bunlarin
disinda in vivo transformasyonlar ve modifikasyonlargradiklarini ve bunun
biyolojik sonugclarini da gostermektedir [99]. Lipgift tabakasi genellikle iyon ve
polar molekillere gecirgen gidir. Lipid cift tabakasinin hidrofilik bg ve
hidrofobik kuyruk dizenlenmesi ¢ozinggolar maddelerin (amino asitler, nikleik
asitler, karbohidratlar, proteinler ve iyonlar) maan boyunca difiize olmasini
engellerken hidrofobik molekullerin pasif difizyarau izin verir. Hucre; porlar,
kanallar ve kapilar gibi transmembran protein kagkpleri aracifii ile bu
maddelerin hareketini kontrol eder. Hiicre membfasfolipidler, glikolipidler ve
sterollerden olgan G¢ sinif amfipatik lipidi icerir. Her birinin rkiiari hicre tipine
bagli olmakla beraber en bol olani fosfolipidlerdir O]. Fosfolipidlerdeki ve
glikolipidlerdeki ya zincirleri genellikle 16 ve 20 arasinda karbonnatoicerirler.
16 ve 18 karbonlu yaasidleri en fazladir.

Yag asidlerinin uzunlgu ve doymangiik derecesi membran akanliginda
derin etkiye sahiptir [101] [102]. Uzun zincirli gimus yag asidleri membranlarin jel
fazdan sivi faza gegerime sicakfiini yukseltirken, kisa zincirli ya da cis-doymami
yag asidleri erime noktasini gdiirmektedir. Y& asidlerinin membran lipid yapisinda
neden oldgu hasar membran akanliginda, faz davraginda, permabilitede,
membran flizyonunda, lateral basing ve flip-flop atimklerinde meydana gelen
desisimlere balidir.

Doymams lipidler bukilme noktalarina sahip olduklari igpag asidlerinin
sikica paketlenmesini Onlerler bu da erime noktasghkmesine ve membran
akiskanliginin artmasina neden olur. Bazi organizmalar lig@mpozisyonlarni
degistirerek hiicre membranlarinin gkanlgini diizenleyebilir buna “homeoviscous
adaptasyon” adi verilir. Membran butupiii hidrofobik kuyruklarin non-kovalent
etkilesimleri aracilgl ile bir arada tutulur. Ancak yapi rijidce sabiegddir.
Fizyolojik kosullarda hicre membraninda fosfolipid molekdllerkidi kristal
durumdadir. Bu da lipid molekullerinin hizla difuzsabildigini ve bulunduklari
tabaka boyunca lateral diftizyon yapabildiklerinisggimektedir. Ancak membran
cift tabakasi Uzerinde fosfolipid molekullerinin dré ici ve hicre di arasinda
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desisimi dakikalar alan bir surectir. Yaasidlerinin membranlar icerisine yedil@i
yaklasik 3 dakika strmektedir [103]. Lipid raftlar ve @ola hiicre membraninda
kolesterolden zengin mikrodomain 6rnekleridir.

Yag asidlerinin insan @ gl ile olan iliskileri buyuk ilgi cekmektedir. Son
yillarda negatif kardiyovaskuler etkilerinden dalapymu ve trans yg asidi alimi
azaltilirken kardiyo-koruyucu etkilerinden dolayit UAA ve PUFA arttiriimasi
beslenme Onerilerinde yer almaktadir [104]. Oleikida(OA) kan basincinin
diUsUrdlmesi ve dgiik hipertansiyon insidansi ile gkili iken, dokosaheksaenoik asid
(DHA) ve eikasopentaenoik asid (EPA) kardiyovaskiilastalik ve kansere kar
koruyucudur. Omega-6 PUFA, gama linolenik asydNA) ise anti-inflamatuar
Ozelliklere sahip olmasi ile bilinir. PFesen serbest yaasidi seviyeleri patolojik
durum, obezite, hipertansiyon, diabet, koroner kedptalgl, ateroskleroz ve kanser
ile iligkilidir. Doymus yag asidlerinin yiksek seviyeleri ile giik PUFA miktarinin
hastaliklar ile ilkili oldugu gozlenmtir.

2.6. Trans Y& Asidlerinin Tanimlanmasi ve Ozellikleri

Dogal olarak meydana gelen a asidleri genelde cis
konfigirasyonundadirlar. Bazi §dlar altinda (parsiyal katalitik hidrojenasyon ga
enzimatik hidrojenasyon) gaasidlerinde bulunan cift kiar cis (Z)'den trans (E)
konfigirasyonuna dgsebilir (geometrik izomerizasyon) ya da karbon zimcle
diger pozisyonlara yer dgestirebilir [93] . Cis konfiglirasyonunda iki hidrojeatomu
cift bagin bulund@gu karbon zincirinin ayni tarafindadir. Trans kofifigsyonunda
ise iki hidrojen atomu birbirlerine diagonal olara&rs taraftadirlar ve karbon
zincirinin duzlemesine neden olur. Oleik asid (18:1) hem geometaks izomeri
elaidik asid (18:1 9t) ya da pozisyonal trans izomakkenik asid (18:1 11t) olarak
bulunabilir Sekil 2.3).

\/\/\/\R/\/\/\J\
e OH

oleik asid 18:1-9 cis

B i
9
OH

elaidik asid 18:1-9 trans

(o)
c 1
OH

vakkenik asid 18:1-11 trans

Sekil 2.3. Oleik asid ékacisA9-Oktadekenoik asid, H340, ya da 18:1-9c) izomerleri
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Elaidik asid (18:1 9t) parsiyal olarak hidrojenlegririinlerde (margarin gibi
endustriyel drtnler) bolca bulunur. Vakkenik asi@:(l 11t) biyohidrojenlenmgi
gunlik drunlerde (sut gibi @al yaz Grdnleri) gorulir [105]. PUFA'lar cift
baglarinin trans ya da cis/trans konfigurasyonundaitathiimesinden dolayr daha
komplekstirler. Linoleik asid (18:2-9c, 12c¢) cisrfmirasyonundan ¢ muhtemel
geometrik izomeri olan 18:2 9c, 12t; 18:2 9t, 12cda 18:2 9t, 12t dogébilecei
gibi iki olasi pozisyonel izomeri olan 18:2 9c, 1yat da 18:2 9c, 11t halinde de
bulunabilir [105] Sekil 2.4).

A = _9\/\/\/\)-L
[P W W S X OH

Linoleik asid (LA) 18:2 9¢,12¢

_9
\/\/E/\/—\/\/\/\/LLOH C o 0
\/\/\/\/__\/\/\/\)J\m

CLA 18:2 9¢,12t 4
0 CLA 18:2 9¢,11t

/\/\/\N/\/\/\/\/‘Lm 9 2
%9 W
LA 18:2 9t 12t 3 o

o

12 /W\A)L CLA 18:289c,13t
b e WL o B oH

9
CLA18:29t12c

Sekil 2.4. Linoleik Asid izomerleri @kacis-A9, cis-D12- Oktadekenoik asidd8l3,0,, 18:2-9¢, 12¢)

Dogal konjuge linoleik asid (CLA), konjuge oktadekauék geometrik ve
pozisyonel izomerlerinin ortak adidir. 18:2 9c, 1litoleik asid’in mikrobiyal
biyohidrojenasyonu sirasinda meydana gelen anaembmEndustriyel tretimde 9c,
11t ve 10t, 12c izomerleri ana komponentlerdir. Chi#cok Uriinde dgal olarak
disik dizeyde meydana gelebilir. Ggwgetirenlerin et ve gunlik Grinlerinde en
yuksek total yain %0.5'i kadardir. CLA; endustride linoleik asid{r. aygicei
yagindan) alkalin izomerizasyonu ile de Uretilebili ticari CLA olarak bahsedilir
[106]. CLA makul dozlarda ghga olan pozitif katkilarindan dolay! alinmina dikkat
edilmesi gereken bir yaasididir [106]. Y& asidlerinin fiziksel-kimyasal 6zellikleri
salik ve endustriyel uygulamalarda (endustriyeglgain hazirlanmasi) daha ileri
sonuclara sahiptir. Daha rijit karbon (acil) zimeg sahip olmalarinin yani sira
TFA’ler cis yg asidlerinden polariteleri ve daha yiksek erime talaki ile de
ayrilirlar [107]. Oleik asid 18:1 9c 4%@e erirken trans izomerleri olan elaidik asid
18:1 9t 42-44 €ve vakkenik asid 18:1 11t 44-4%'@e erir [107].
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2.7. Trans yg asidlerinin kaynagi

TFA'ler farkli kaynaklardan gelebilir: d@l olan (biyohidrojenasyon),
endustiyel olan (katalitik hidrojenasyon) ve telojd/domestik air1 Isi
uygulamalar ve serbest radikallerin etkileri ileydana gelen izomerler.

2.7.1. Biyohidrojenasyon

Cis yg asidlerin TFA'lere dongiimi hayvanlarin (6rinek, kegi) rimeninde
bulunan bakteriyel  flora aka microbiome) tarafindan  enzimatik
transformasyonundan kaynaklanir [108]. Ayni zamanaamelilerde meme\9-
desaturase aktivitesi aragilile de Uretilebilir [109] [110] [111]. Dgal TFA'ler et,
sut ve sutten Uretilen tereyia peynir vb. Urlinlerde farkli miktarlarda (totadgyn
%10’una kadar) bulunabilir [108] [112]lgili TFA izomerlerinin miktari 18:1'in
%30-50'si arakkinda vakkenik asid (18:1 11t) olarak belirtilir @O Bu kantitatif
varyasyon hiz, laktasyon derecesis y& memelilerin (6r. geyigetirenler) sezona
bagli beslenmelerine [ghdir [113] [114].

2.7.2. Parsiyal Katalitik Hidrojenasyon

Hidrojenasyonun kimyasi 19. yUzyilin sonlarinda dlaidilli Paul Sabatier
ve Alman kimyager Wilhelm Normann tarafindan glimistir. Bu endustriyel
surec bitkisel yglan katilagtirmak, oksidasyona hassasiyetlerini azaltmak tartal
arttirmak icin FA’lerin rediksiyonu ile ansatlirasyma neden olur [115] [116].
Bitkisel yaglar; margarin ve “shortenings” adi verilen yemekirmede, cikolata,
kek ve pizza [117] [118] gibi Grtnlerin Uretimin@allanilan anhidroz y&aurunlerini
dretmek icin sikhkla zirai-endUstrilerde [119] [2[121] isleme tabi tutulur.
Margarinlerdeki TFA miktari total yan %1-2'sinden (yuksek kalitede margarin)
%60'1na (diguk kalitede margarin) kadar g#ilik gosterir [117]. Endustriyel
TFA’ler Ozellikle oleik asid 18:1 izomerleri olan81L 9t (elaidik asid) ve 18:1
10tdan meydana gelir ve 18:1'in %85-95'ini glururlar [119]. “Shortenings”
dretimi icin transesterifikasyon gibi bazi endigtiislemlerin kullanimi bu trtnler
ve turevlerinde TFA seviyelerinin ginesine katkida bulunur [55, 57, 58]. Ancak
bazi kismen hidrojenlengbitkisel yaglarda TFA seviyeleri yine de ¢ok yuksektir

[6].

2.7.3. A1 Is1 Uygulamalari

Teknolojik 1sil uygulamalari (yarafinerisi sirasinda deodorizasyon) ve evde
yapilan glemler (kizartma, barbekl ya da yiksek sicakligianusireli pjirme) TFA
izomerlerinin olgmasina yol acabilir [122] [123]. Cok yuksek sickldra maruz
kalan yalarda yiksek miktarda gama linoleik asid (18:2 B2¢) ve alfa-linolenik
asid (18:3 9c, 12c, 15c) trans izomerlerisallkken diguk miktarda da oleik asid (18:1
9c) trans izomerlerinin obwmu gozlenir [123]. Isiya I3 olarak olgan TFA
izomerlerinin miktari ve dgasi sicakiiin derecesine, uygulama siresine ve urdndn
kendisine (0r. sut, et, ya balidir. Gama-linoleik asid (18:2 9t 12t) trans izaime
drunlerin yiksek sicaklikta i1sitiimasi (206'd2 15 dak) ya da tekrar kullaniimasi
sonucunda bitkisel ygharda (or. fistik, ayciga yagi) siklikla bulunurken sitte az
miktarda bulunur [123]. Okan izomerler dgilk sicakliklarda 24 haftaya kadar
stabilken (4-20 €), gama-linoleik asid izomerizasyona alfa-linolerigitten 12-14
kat daha az hassastir [124]. Aslinda 22@€termal uygulamalardan kaynaklanan
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TFA’lerin total FA’lerin %1,3’Un0U olgturabilecgi tahmin edilmg fakat siklikla
kullanilan 180 &de TFA'lerin %0,2 oldgu gosterilmitir [125].

2.7.4. Serbest Radikaller

Molekullerin ds yoringelerinde biri gierine zit yonde hareket eden elektron
ciftleri bulunmaktadir. Bu elektron ciftleri, molékin kararli kalmasini géar. Dis
yorungelerinde en az bir adeteamemsk elektron iceren atom veya molekile serbest
radikal denir [126] [127] [128]. Serbest radikalleretabolizmanin yan drdnleri
olarak veya belli bir amaca yodnelik olarak (6r: dagoz) hicre icerisinde strekli
uretilirler. Yuksek enerjili elektromanyetik dalgal ve yuksek sicaklik kimyasal
baglarin kirllmasina neden olur boylelikle kovalentgiva homolitik ayrilmasi ile
radikal oliumu gerceklgr. Kirilma sirasinda ayapisindaki iki elektronun her biri
ayri ayrl atomlar Gzerinde kaliyorsa, bu tir kiayra homolitik kirllma denir ve her
iki atom Uzerinde deseesmems elektron kalir. Bir molekdl elektron kaybederek di
orbitalinde paylslmams elektron kalmasi sonucu radikal formu @lu Radikal
Ozelligi tasimayan molekile bir elektron transferi iles dorbitalinde glesmems
elektron olguyorsa bu tir indirgeme radikal eumuna neden olur [129]. Bir
radikal, radikal olmayan bir molekille reaksiyoneegse, bgka bir serbest radikal
olusur. Bu 0Ozellik serbest radikallerin zincirleme reglonlara girebilmelerine
olanak sglar [129]. Reaktif oksijen turleri Lipidler, DNA, dbohidratlar ve
proteinler gibi biyolojik makro molekullere hasaerebilme yetengne sahiptir. Bu
oksijen metabolitleri ya hidroksil radikali (Ofiperoksil radikali (ROQ gibi radikal
ya da singlet oksijen, ONOQ@a da Hidrojen peroksid @g&@,) gibi reaktif radikal
olmayan bileiklerdir [130]. Superoksit hicre igerisinde moleil oksijenin
reduksiyonu ile olgan balica serbest radikaldir [131].

O,+e6 —— o
Superoksit anyonu elektron fazlasini birska elektron alicisina vererek
tekrar molekiler oksijene @poksitlenebilir. Ya da bir elektron daha alarakgbesil
anyonunu (&) olusturur, bu da ortamdan iki proton alarak"{HH,0O, olusumuna
neden olur [132].
02.- + e. @._
0% +2H —  HO,
Indirgenmj geci metallerinin otooksidasyonu,Omeydana getirebilir.
FE2+ O, «—— F3+ 0O
CU+ O «—» Ca+0O
Geck metalleri iyonlarinin  oksijenle reaksiyonlari gemléngimlu
reaksiyonlardir. Stperoksit radikal anyonunun onai@ydana gelen ger reaktif ara
ardnlerin olyumunda merkezi rol oynagigorultr [133]. Superoksit anyonu, hiicre

membranlarindan kolay gecemgdicin kendisi d@rudan zarar vermemektedir
[134]. Superoksitin asil 6nemi, gegnetal iyonlarinin indirgeyicisi ve 1D, kaynas
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olmasidir. HO, uretimi SOD tarafindan katalizlenen ;'O dismutasyonu ile
olmaktadir.
20, +2H —2L2_»  HO,+ O,

H,O, distuk elektriksel yiukiu ve noniyonize 6zelliklerinderolalyr hicre
membranlarindan hizli bygekilde gecer. Gegigrubu metal iyonlarinin vaginda
yuksek derecede reaktif serbest radikallesud134] [135]. Ds cevre de 1si, UV
Isik, terapotik ilaglar vey- ve y- radyasyon gibi birgcok kaynaktan ROS Uretebilir
[136]. Demir katalizli Haber-weiss reaksiyonu,© askorbat, tiyoller ve der
rediktanlar F&U Fe?ye, H,O,'yi etkili bir oksidan olan ve lipid oksidasyonuna
neden olan OFa indirgerler [131].

H,O, + Q" = OH + OH + O, (Haber-weiss reaksiyonu)

Haber-Weiss reaksiyonu genellikle fizyolojik durarda yavstir. Fakat
geck metalleri, metakelatorler veya hemoproteinlerin vainda bu reaksiyon hizh
olusur. Bu durum Fenton reaksiyonu olarak tanimlaniyoB®jik sistemlerde demir
benzeri gegi metalleri, demir iceren maddeler (transferrin téddrrin, hemoglobin)
mevcuttur. Stiperoksit radikali ferrik (B¢ demiri, ferréz (F&) demire indirger. Bu
sirada HO,, OH’a dénisur [137].

Oy +Fe® —— Fé+0;
Fe™?+ H,0, —> F&+ OH +OH (Fenton reaksiyonu)

Hidroksil radikali en reaktif oksijen tdrevidir. Buradikal yuksek
reaktivitesinden dolayr oftugu yerde cevredeki hedef molekiller ile derhal
reaksiyona girer. Hidroksil radikali ajtugu yerde tiyoller ve yaasidleri gibi c¢sitli
molekdillerden bir proton kopararak tiyil radikalléRS), karbon merkezli organik
radikaller (R), organik peroksitler (RCOD gibi yeni radikallerin olgmasina ve
sonucta buylk hasara neden olur.

R-SH + OH— > RS+ H,0
-CHy + OH —— -CH + H,0

Peroksil radikalleri, PUFA'dan hidrojen atomunurkagiimasi ile bglatilan
lipid peroksidasyonu sirasinda meydana getirilelili38]. Peroksil radikalleri
biyolojik sistemlerde 6énemli diftizyon kabiliyetireahip ve olduk¢a uzun omurli
trevlerdir. Ayrica lipid peroksidasyonunda gda Uriinler aldehitlerdir [139]. Lipid
peroksidasyonu £ ve HO, tarafindan bgatilmadginda OH, alkoksi radikalleri
(RO) ve ROQO lipid peroksidasyonunun klamasina yol acar [140]. Lipid peroksil
radikalleri dier liptler, proteinler ve nikleik asidler ile reaksna girer boylece
elektronlarin transferinin artmasina ve substratlaksidasyonuna sebep olur. Hiicre
membranlari yapisal olarak oksidatif saldiriya &lghu hassas olan ¢ok miktarda
PUFA’dan olymustur ve PUFA’da meydana gelen 6nemligdéklikler; degismis
membran akkanligl, gecirgenligi ve hiicresel metabolik disfonksiyon ile sonuclanir
[141].
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Dokularda, oksidatif hasara karenzimatik ve nonenzimatik antioksidan
mekanizmalar vardir. Peroksitler icin detoksifiyéstesmi Katalaz (CAT) ve
Glutatyon (GSH) dur. CAT bir katalizor olarak demiwvarliginda yiuksek derecede
bir reaktif OH (hidroksil radikali) olgturarak HO,'i yok edebilen antioksidan bir
enzimdir. Glutatyon redoks siklusuna katilarak @lybn peroksidaz (GSH-Px) ile
birlikte GSH, HO, ve lipid peroksitleri toksik olmayan Urlinlere détiiitr. Bu
yuzden ROS sipuriuct etkiye sahip maddelerin tdetigsiyonlarini dizeltmesi
muhtemeldir [142].

Superoksit radikalinin NGQ/a karsi afinitesi yuksektir. Nitrik oksit ve ©
arasindaki reaksiyon peroksinitrit (ONOQdli yeni bir molekili meydana getirir
[143]. Peroksinitrit oldukca reaktif bir molekildiwe protein, lipid ve 0Ozellikle
DNA’da yogun hasara neden olabilir. Tiyol gruplarinin oksiaasi yoluyla direkt
sitotoksik etki gosteren ONOQgssitli nitrojen oksit radikallerini ve OHolusturarak
dekompoze olabilir [143]. Nitrik oksitin metallogeanler, protein sulfidriller ve
oksijenden tureyen serbest radikaller ile reaksiyorilamasyon ve oksidatif strese
aracilik etmesini ggar [144]. Peroksinitritin konjuge asidi peroksindiz asid
(ONOOH) iki vyolla reaksiyon verir.ilk yol gucli oksidan ara urtnler
olusturmaksizin nitrat (N@) Uretmesidirlkinci yol ise gucli bir oksidan olan, ya
asidi oksidasyonunu ve amino asid nitrasyonurglababilen OHve nitrojen dioksit
(NO,) olusturmasi [143]. Peroksinitrit reaktivitesi reaktiitnoezoperoksokarbonat
(ONOOCQ) ara urtnunun okwmu nedeni ile C@den etkilenir. Sonug olarak, GO
hem ONOOi azalisini uyarir hem de molekuillerin ONO@racili nitrasyonunu 2
kata kadar arttirir [LA58€kil 2.5).

NG, +CO,~ NO, +CO,

\ /

ONOOCO,, nitrozoperoksokarbonat

co,

NO + O,7 ————— oNOO-  peroksinitrit

i

ONOOH peroksinitroz asit

e

NO," +OH:

Sekil 2.5. Peroksinitrit Olyumu ve Yikilimi
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2.8. Serbest Radikallerin Lipidler Uzerine Olan Etksi

Oksidatif stres sirasinda uretilen ROS lipidlertmerg hiicresel membran
lipidleri hem de dolgmda bulunan lipoprotein molekdlleri) peroksidasyon
induikler ve oldukca reaktif aldehitleri meydana iget[139]. Ozellikle ¢oklu
doymams yag asidlerinde bulunan cift gear ROS atgr sonucu gesien lipid
peroksidasyonuna karhassastirlar. Ofan son urtinler malondialdehit (MDA) ya da
4-hidroksinanenal (4-HNE) oksidatif streste pat@lopolekiler sirecte iyi bilinen
markirlardir [146]. 4-hidroksinanenal; konjuge @glara bir hidrojen atomu (OH
HO,) cikarip, cift bg (O,) ekleyebilen rektif tirler icin kolay bir hedefaw linoleik
ve argidonik asid gibi w6 PUFA’dan turer [147]. Lipid peoksidasyonu MDA
seviyelerinin tiyobarbutirik asid reaktif maddesin(TBARS) kantitatif olarak
Olcimua ile belirlenmesine gamen TBARS, tiyobarbitirik asidin lipid olmayan
parcalar ile reaksiyonundan dolayl membran lipidoksidasyonunun spesifik
olmayan bir markiri olarak gunulmektedir [148]. Bircok yolak ONOQe nitrojen
dioksiti (NOy) iceren reaktif nitrojen turleri (RNS) tarafindépid oksidasyonu ve
nitrasyonunu arttirir. Ansatiire yaasidleri ve RNS arasindaki reaksiyonlar lipid
oksidasyon ve nitrasyon trin spektrumu meydanargjdi49].

Cift baglarin serbest radikallere karolan reaktivitesi iyi bilinmektedir. Alil
grubu H2C=CH-CHZ2R yapisina sahip bir substituentMietilen kdprtsine (-CH2-)
bagli vinil grubundan (-CH=CH2) meydana gelir. Doygrkarbon atomu tzerindeki
kisim "alilik pozisyon" olarak adlandirihr. Allki C-H balarn normal C-H
baglarindan %15 daha zayif ve reaktiftir. Bis-allildozisyonda; cift bgar her iki
yapida da bulunur. 2 vinil grubunaghaCH, grubuna bis-allilik (cift-allilik) ismi
verilir. Cift allilik merkez Gzerindeki C-H anin b& disosiasyon enerijisi allilik C-
H basindan %10 daha azdir. Bu tir C=C-CH2-C=Glaatis! iceren bilgkler or.
linoleik asit tirevleri otooksidasyona meyillidiS€kil 2.6). Lipid peroksidasyonu
bis-allylic pozisyonda gerceldie. Hidrojen atomunun uzakjariimasi reaksiyon
mekanizmasinin  B&ngic basammadir. Bu klem sureci serbest radikal
izomerizasyonu olarak adlandirilir. Unsatlre sabst®0:20 trans:cis oranina
ulastiginda izomerik saflik kaybolur. Lipid peroksidasyomom biyolojik ve medikal
sonuclarl bulunmaktadir. Serbest radikaller cisgraift b& izomerizasyonuna
neden olmaktadir.

Okaryot organizmalarda doymagmyag asidleri cis konfigurasyonundadir.
Arastirmalar, radikal stres sonucunda trans izomegushwnun gercekkebildigini
gostermgtir. Serbest radikaller cis-trans izomerizasyonw@ agmakta ve bu
izomerizasyon da biyolojik aktivite kaybina nedetmaktadir. Yapilan bircok
calismada, serbest radikaller tarafindan membrag gsidlerinin izomerizasyonu,
lipozomlar kullanilarak yapilan model gahalari ile aydinlatilmaya calimistir
[150].
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bis-allilik hidrojen atomlari

oleik asid, 9c¢is-C18:1

0
0
/\/\/_\/_\/\/\/\)km

linoleik asid, 9cis, 12c¢is-C18:2

Sekil 2.6. Bis-allilik Pozisyon

Serbest radikaller cift Igdara kasi reaktivite goOstererek cis ve trans
pozisyonundaki ¢ift bgarin radikal Grinler olgturmasina neden olabilmektedir. Bu
sureg icerisinde cift ian geometrisi dgismekte ve termodinamik acidan daha stabil
olan trans izomer olumu goOzlenmektedir. Serbest radikal izomerizasyadu
verilen bu olay kimyasal ve organik sentezlerdd&ualé&aniimaktadir. Tiyil radikalleri
(RS) nedeni ile olgan cis-trans izomerizasyonu etkili bgtemdir (Sekil 2.7).

— X M
. SN L H
X" * R, R n

- X'+ —
HH‘ Rz Ft(_/

Sekil 2.7.cis-transizomerizasyonu Reaksiyon Mekanizmasi

Fakat NQ tarafindan meydana getirilen cis-trans izomerizagyizomerize
olan turler bakimindan etkili gédir ve biyolojik ortamda bir rol oynamazy-6
PUFA’lar olan metil-linoleat,y-linolenat ve argidonatin RStarafindan cis-trans
izomerizasyonu daha Once edimistir. Izomerizasyon birbirini takip eden
basamaklagseklinde gerceklgr. Mono-trans olgumunu di-trans okumu takip eder
ve izomerik kompozisyon termodinamik stabilite ikgtle edilir. Yapilan lipozom
calismalart membranin polar kismina yakin ciftglaaun difize olan tiyil radikal
atazina kagl en fazla reaktiviteye sahip olduklarini gostetini[4]. Ornesin
vezikullerde bulunan sahip olgu 4 cift bain 5 ve 8. pozisyonlarda bulunan 2 ift
bagl transformasyon icin tercih edilen gidonik asid birimleri oleik ve linoleik
asitten daha reaktifdir. Membran fosfolipidlerinbelunan argidonik asid birimleri
radikal surec¢ aracgl ile olusan endojen trans izomerlerinin diyetle alinan e&soj
trans izomerlerden ayrilmasinda 6nemli bir goswirg¢l51]. Sentezde O6ncul
linoleik asitten argidonik asid biyosentezinde cift pa&zomerizasyonunda eksojen ve
endojen yolaklarin etkimi Sekil 2.8'de gosterilmitir. 11 ve 14. pozisyondaki iki
cift bag (gidaya bali olarak cis ya da trans olabilir) diyetle alintamoleik asitten
sailanirken 5 ve 8. pozisyonlardaki iki cift pasecici olarak cis pozisyonunda
unsattrasyon olturan desaturaz enzimlerince meydana getirilir.

Arasidonik asidin 5 ve 8. pozisyonlarinda bulunan ¢#slar membran
fosfolipidlerinde saklanir ve membranlarda difuzébden tiyil radikallerince
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izomerizasyonagramadikca sadece cis konfiglirasyonuna sahip alaBuiw-6 yag
asidlerinin goruntilenmesi diyetle alinan trans (dlecinin hiicre membranlarina
yerlesen trans ya asidlerinin belirlendii beslenme ¢agmalarinda da 6nemlidir.

0]
9 12
HO T T
l desaturase A6
9 12
HO g =
0]
} elongase
8 1 14
HO = — —
0]
J desaturase Ab
0]
5 8 ih! 14
HO T T T T

Sekil 2.8. Enzimatik Y& asidi Transformasyonlari

Iyi oksijenlenen bir dokuda bulunandan c¢ok az yikséén 0.2 mM
molekiler oksijen var@n tiyil radikalleri aracili geometrik izomerizasyom
etkinligini etkilenmez. Tiyil radikallerinin geri dégamli olarak oksijene katilgh
ve sulfonil radikali meydana getigdiiyi bilinmektedir Sekil 2.9) [152]. Dguk C-H
bagl disosiasyon entalpisine sahip bis-allilik pozisgicsahip ya asidlerinin RSe ile
reaksiyonlari gucli eksotermik reaksiyonlardir.t&is ve glutatyon cgtli hasar
yolaklar1 tarafindan okiurulan karbon-merkezli radikaller icin etkili hmen
vericileridir ve sisteinil (CySe) ve glutatyonil &) radikallerini verirler. Bu iki
radikal bis-allilik pozisyonlar ile reaksiyona gifd.53].

RS™ + Og RS—0—0°

Sekil 2.9. Molekuler Oksijen Varliinda Tiyil Radikalleri

Tiyil radikallerinin %50’sinin bis-allilik hidrojenkopardgi geri kalan RSe’in
ise radikal Urun olgturmak Gzere cift bga hidrojen ekledi gosterilmitir ve
molekiler oksijen bulundiu zaman etkili birsekilde karbon merkezli radikallerin
temizlenmesini samaktadir. Linoleik asid metil ester (9cis,12ci$82; LAME)
ile yapilan camalar mono-trans ve di-trans izomerlerininsoionu ve kaybolmasi
bu reaksiyonlarin basamaklar halinde @alou gosternsiir (Sekil 2.10) [154]. Yan
reaksiyonlarin meydana geddive konjuge dienleri iceren yan urtnlerin meydana
geldigi gosterilmgtir.  Bu  Granler tiyil radikallerini  yakalayarak ctsans
izomerizasyonunda inhibitér gibi davranir. Bisdétli pozisyonlardan hidrojen
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yarismall yolaklardan dolayi reaksiyona giren reaktanldtonsantrasyonu sonuc

acisindan buyik 6nemstenaktadir.

trans,cis RS*
RS'// \

i W S (H RLWRQ
Ry Ro "JI% O
cis,cis / trans, trans
\ RS*
R
R;
cis,trans

Sekil 2.10.Tiyil Radikallerinin Katalizledgi PUFA cis-transizomerizasyonu

Trigliseridlerde bulunan doymamiyag asidi birimlerinin geometrik trans
izomerlerine c¢evrilmesi trigliseride yeni karakstik Ozellikler kazandirir.
Fosfatidilkolin (PC) en yaygin bulunan fosfolipiddU¢ karbonlu gliserol koprisiine
bagl iki yag asidi zinciri ile fosforil kolin birimi icerirIki yag asidi birimi gliseroliin
sn-1 ve sn-2 pozisyonlarinda ghaiken sn-3 pozisyonunda polar so@ruplari
bazlidir. Organizmada O6nemli role sahip olan PC’'dd bifslar cis geometrisine
sahiptir. Cift b&in geometrik 6zelfiinin dezismesi molekuiler ve biyolojik sonuclari
olan 6nemli bir olaydir. Tiyoller hidrojen atomu reeek ve radikal ara Urdnleri
yakalayarak etkili bigekilde radikal kaskadini durdurabilirler. Ancak lagen atomu
vermeleri sirasinda tiyoller tiyil radikallerine $®) doénigerek substratlarina
saldirabilirler. Membranda sistein iceren protainkilunmaktadir. Fakat serbest
sistein ve glutatyon membranda bulunmaz. Radikakstracifii ile Uretilen difiize
olabilen tiyil radikallerinin  membran doymagni lipidlerinin  cis-trans
izomerizasyonundan sorumlu olduklarisdidtlmektedir. Ayrica radikal hasarinin
nihayi gerceklgtigi bolge radikal atainin ilk baladigi bolgeden uzak olabilir.
Hidrojen stilfit (H:S)'den tireyen radikaller (HSe) ve anyonlar (SHSS¢™ ve
HSSHe) da cis-trans izomerizasyonuna neden olabilid&o0].

2.9.8-izoprostan

Izoprostanlar; oksijen radikalleri ile doku fosfadlferinin oksidasyonu
sonucu meydana gelen non-enzimatik orjinli eikozdiece ait bir ailedir $ekil
2.11). Plazma ve Uurede normal skbbarda gozlenebilirken oksidatif stres ile
artabilirler. 8-izoprostanin (8o Prostaglandin f5) biyolojik aktivitesinin oldgu
gosterilmitir. Gucli bir pulmoner ve renal vazokonstriktoérfiii5] ve hepatorenal
sendrom ve pulmoner oksijen toksisitesi nedeni ofaediatordir [156]. 8-
Isoprostan antioksidan eksiklive oksidatif stres markeri olarak tanimlasgtmi
[157]. 8-izoprostan seviyeleri ayrica serum, plazwea hlicre orneklerinin sahip
oldugu lipid iceriginin de gostergesidir [158]. §lakli gonullilerden alinan plazma
orneklerinde ygla birlikte 8-izoprostan miktarinin (40-100 pg/miarttig
gosterilmitir [159].
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Sekil 2.11.8-izoprostan Olgumu

2.10.TBARS

Malondialdehit (MDA) lipid peroksidasyonunun gha dranadar. Lipid
peroksidasyonu hiicre ve dokularda oksidatif stredikatort olarak kullanilan
hiicresel hasarin iyi tanimlargrivir mekanizmasidir [160] [161]. Lipid proksidler
PUFA’lardan tureyen stabil olmayan ve kagnkabilesen serileri olgturmak tzere
parcalanan bilkgklerdir. Bu bilesenler MDA gibi reaktif karbonil bilgenlerini icerir.
Insan plateletlerinde tromboksan sentaz PGH2'nirlLlofanlarinda tromboksan A2,
12(S)-HHTrE ve MDA'ya dongimunu katalizler [162]. Tiyobarbutirik asid reaktif
maddelerinin 6lgtlmesi lipid peroksidasyonunun tamasi ve gorunttilenmesinde iyi
bir metottur. Bircok argirmaci tarafindan insan, hayvan dokulari, sivilaglar ve
gida orneklerinde dlcim yapmak amaci ile TBARS igé ait modifikasyonlar
yapiimstir [163] [164] [165] [166] [167]. Literatirde MDAdisindaki dger
bilesenlere kayi TBARS spesifitesi ile ilgili cefkiler bulunsa da lipid
peroksidasyonunun belirlenmesinde en yaygin ol&dkanilan 6lcim metodudur.
Oncelikle 6rnekten lipoprotein fraksiyonlari asidergipitasyonu ile ayrilirsa
interferans minimize edilir ve test lipid perokssganuna daha spesifik hale gelir.
Daha doymamsi lipidler daha yiksek TBARS derleri gosterir. MDA-TBA Urinu
MDA ve TBA'nin yiksek sicaklikta (90-100%Cve asidik keullarda reaksiyona
girmesi sonucu okur ve 530-540 nm de kolorimetrik olarak olcul§ekil 2.12).
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Sekil 2.12.MDA-TBA Uruniiniin Olgumu

2.11.Lipid Hidroperoksid

Lipid peroksidasyonunun belirlenmesi patofizyoldfigzukluklarda oksidatif
hasarin élcilmesinde énemlidir [168] [169]. Lipidrpksidasyonu hem doymbem
de doymamy lipidlerde blyilk oranda reaktif ve stabil olmayaidroperoksidlerin
olusumu ile sonuclanir. Geleneksel lipid peroksidasyomlondialdehit (MDA) ve
PUFA hidroperoksidlerin yikim trnleri olan 4-hiéisdnanenol (4-HNE) olculerek
belirlenmektedir [170]. Hassas kolorimetrik dlcimbddehitleri tayin etmek Uzere
gelistirilmistir [139]. Ancak bu olcimler non-spesifiktir ve gdlikle lipid
peroksidasyonunun yiksek olarak olctilmesine yolr.agdu drtnlerin lipid
peroksidasyonunun indikatéri olarak kullaniimasirideemli ek bazi problemler
bulunmaktadir. Bu Urinlerin gyumu buyik oranda verimsizdir ve ogwe icerdigi
geck metal iyon icegiine gore dgisim gosterir. Yalnizca PUFA’lardan tureyen
hidroperoxid bu drunler ile artar. Ogtie 4-HNE w-6 PUFA hidroperoksidlerden
turer ve ferrdz gibi gegimetal iyonlari ile katalizlenir [170]. Kolestergk oleik
asid gibi bolca bulunan hucresel lipidlerden turepdroperoksidlerin parcalanmasi
MDA ve 4-HNE dretmez. Bu faktorler lipid peroksigasiunun dgik olarak
belirlenmesine yol acar. MDA ayni zamanda plateleimi olan tromboxan sentaz
tarafindan kan pihtifaast ve platelet aktivasyonu sirasinda ng/ml
konsantrasyonlarinda uretilir. Bu da lipid peroksigonun girn yiksek bulunmasina
neden olur. Kullanilan metoda @aolarak lipid peroksidasyonu seviyesi 0.3430
aralgindaki seviyededir. Ancak direk metod ile normadan plazmasinda seviyenin
yaklasik 0.5 uM oldugu belirtilmistir [171] [172]. Kullandgimiz metod ferroz
iyonlari ile redox reaksiyonlarini kullanarak higevoksidleri direk olarak olcer
[173]. Stabil olmayan hidroperoksidlerin, ferrdomnjarla reaksiyona girerek ferrik
iyonlari olwturmasi prensibine dayanarak g@o ferrik iyonlar tiyosiyonat
(kromojen olarak) kullanilarak belirleni§ékil 2.13).

ROOH +Fe* —> RO +FE
RO +Fe®*+H* —> ROH + Fe*

Fe** + SSCN° ——>  Fe(SCN).»

At 500 nm

“max”

g 16,667 Mlcm™

Sekil 2.13.Rediksiyon/Oksidasyon Reaksiyonlari

Bu metod reaksiyon sirasinda dretilen ferrik iyomadlcimiine dayangi
icin ornek icerisinde bulunan ferrik iyonlar potgmed hata kayngdirlar. Ayrica
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bircok biyolojik 6rnek ferroz iyonlari ile reaksiga girerek lipid hidroperoksidlerin
yuksek Olgculmesine neden olan®4 icerir. Bu problemler 6lgimun kloroform
icerisinde yapilmasi ile dnlenir. Lipid hidroperaieri kloroform icerisine ekstrakte
etmek ve bu ekstrakti direk olarak 6lgimde kullakng@n kantitatif ekstraksiyon
metodu gelitirilmistir. Bu prosedir ornek icerisindeki,8, ya da endojen ferrik
iyonlarinin  neden oldtu herhangi bir interferansi elimine ederek lipid
peroksidasyonu icin hassas ve guvenilir dl¢irglasa Peroksidazlari iceren birgok
hiicre etkili bir sekilde endojen lipid hidroperoksidleri ilgili alkekine indirger.
Peroksidaz aktivitesi hidroperoksid konsantrasyoniaesiri distik ve belirlenemez
seviyelere kadar indirir. Oksidatif stres skdlarinda bile Lipid hidroperoksid
konsantrasyonunda tespit edilebilir bir sgerceklemeden once serbest radikaller
aracilgl ile hidroperoksid Uretimi peroksidaz defansinirdduulmahdir. Lipid
hidroperoksidlerinin 6l¢ctilmesi 6lgcim sirasinda dipperoksidasyon seviyelerinin
anlik olarak goruntilenmesinigar.

2.12.Gaz kromatografik analiz

Trans izomerleri belirlenmesinde en etkili metod geomotografisidir (GC).
GC ya asidi analizinde en kolay ve en hizli teknikti7f] [175]. GC halen farkli
yag asidlerinin pozisyonel ve geometrik izomerlerigirabilen tek tekniktir [176].
Ozellikle kompleks kagimlarda (6r. cis, trans ve konjugegyasidi iceren hiicre
membranlari) yaniltici piklerin ofmasi olasidir. GC analizi gaasidi iceren
lipidlerin metil ester (FAME) ya da ger ester turevleri gibi daha ucgucu ttrevlerine
cevrilmesini gerektirir [177] [178] [179]. FAME’lem Uretimi basittir ve farkh
reaksiyon keullar tartsilarak rapor edilmitir [174] [175]. Fosfolipidler,
trigliseritler ve kolesterol esterleri baz-katalikbsullarda FAME’lere dongtirmek
icin etkili metodlar bulunmaktadir. Baz vegdr reaksiyon parametreleri kantitatif
sonugclara sahip olmak icin uygun olarak secilmeli@ik¢a kullanilmasina gaen
asidik transesterifikasyon okside tiurevler ve kulvasid ve yuksek sicaklik
kullanildiginda pozisyonel izomer gibi Urlinler meydana getiireb[177].
Transesterifikasyon protokollerinin toplanip tafthigi baka calsmalar da
bulunmaktadir [178]. Kitle spektrometrik analizde én sik kullanilan ya asidi
turevleri FAME’ler ve nitrojen iceren esterlerdiir( 3-pyridylcarbinol (“picolinyl”)
esterleri, 4,4-dimethyloxazoline tirevleri ve pyimler) [180]. Trans-oktadekenoik
asidler insan diyetinde ruminant@dari ve parsiyal hidrojenlenmbitkisel yalardan
gelen kantitatif ve besinsel olarak en 6nemli trgagsasidi grubunu olgturur [179].

Karisimdaki butin FAME komponentlerini ayirmak igin krotagrafik
kolonun ve tayici gazin secimi kritik rol oynar. aasidi izomerlerinin GC analizi
icin 60-100 m uzunlgunda buylk oranda polar “cyanopolysiloxane” sabitlif
cesitli polar subtitiientler iceren silika kapiler kaollar kullaniimalidir. Bu kolonlar
yag asidi turevlerini artan karbon atomu zinciri (@hkonma zamani: C14 < C16 <
C18 < C20 < C22) ve cift Fasayisina (6r. 0 < 1 < 2...)gore ayirir. C20-C22
PUFA’lar dsinda trans izomerler daima cis izomerlerden 6ncéee edilir. Tam
tersine nonpolar ya da daha az polar faz ile k&g kolonlar tamamen farkl bir
ayrim trendi gosterir [181] [182]. PUFA izomer tatimasi icin referans kitiphane
kullaniimasi kuvvetle ©nerilmektedir. Bu yakian ticari olarak bulunmayan
izomerlerin gektiriimesi icin sentetik metodlar icerir. Bu strptde EPA Metil
Ester (EPA-ME) kiUtiphanesi ve mono-trans izomergiistirilmi stir ve ellsyon
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17trans < l4trans < 5trans = all-cis < 8trans <all olarak devam etmektedir
[183]. Hidrojenin taiyiyci gaz olarak kullanilgs bir omega-3 FAME eliisyonu GC
bdlgeleri 6rnek olarakekil 2.14’daegdsterilngtir. TUm cis omega-3 yaasidlerinin
saf referanslarn ticari olarak bulunmaktadir. Rikbei referanslara gore alingar
[183].
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: A : .l

| 4 | i

| ) il

i || ,u

| | |I| |
w o . ", Ll

| : ! "

: : : f
I . :

14 15 Retention Time (min)

Sekil 2.14. FAME Elusyonu Ciky Zamani GC Bolgeleri. C20:5 (11, pik d), C20:4 (Idik c), ve
C20:3 (V, pik a) ve EPA'nin 17 trans izomeri (IMkb)

Helyum ve hidrojen gaz kromatografideitaci gaz olarak kullaniimaktadir.
Farkli ya asidlerinin ve cis trans izomerlerinin ayrimindanber performansa sahip
olmasina rgmen hidrojen bazi avantajlar sunmaktadir. Helyummsaran GC oOl¢gim
zamani daha kisa ve pikler daha keskindir [184B:Cle C18:3-C20:1 bdlgesinde
piklerin rezolisyonu daha iyidir bu nedenle rutitkisel ve hayvansal yaanalizinde
hidrojen kullanilir [185] [176]. EPA-ME'yi 17tranEPA izomeri ve C20:3%-3'den
en iyi ayirim talyici olarak hidrojen kullanilarak yapilir. Deiodizuna yé! ile
beslenmenin ardindan rat kagge mitokondri membranlarina giren trans
izomerlerin varlginin tespitinde kullaniingtir [183]. Ozellikle geometrik izomerlein
elde edilmesi icin trans MUFA ve PUFA yaasidi standartlarinin hazirlanmasi
serbest radikal sentetik metodlari ile gercgkigmektedir. Mono-trans akadonat
izomerleri bu yaklgmin ilk ornesidir. insan tre ve platelet 6rneklerinin nitrojen
dioksit (NG*) [186] ile kimyasal reaksiyonu mono-trans @aanat olgumuna yol
acar [187] [188] [189]. Serbest radikal metodoiojis kullanilarak GC analitik
kosullarini  iyilestirmeye  yonelik argtirmalar argidonat izomerlerinin
tanimlanmasina olanak vewtii [181]. Bu izomerlerin insan kan plazmasinda
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tanimlanmasina yoénelik catnalar farkli  GC  keullart  kasilastirilarak
gerceklatirilmistir [182]. Geometrik mono-trans grdonat izomerlerinin tayin
edilmesi yapida bulunan dort ciftga geometrisi ve pozisyonu ile glantilidir. Bu
izomerler radikal stres kallarindain vivo izomerizasyon biyomarkirlari olarak
onemlidirler. 5. ve 8. pozisyon mono-transsadanat izomerleri fosfolipid yapisinda
gerceklgen serbest radikal izomerizasyon surecinin en aylaittnleridir. 11 ve 14
pozisyonlarindaki trans izomerler ise diyette alimadustriyel olarak izomeris
yaglardan gelmektedir. Desattiraz enzimlerinin kemo-bike-spesifik mekanizma
ile calstigint ve lipid biyosentezi sirasinda gaasidi zincirinin  spesifik
pozisyonlarinda 6zellikle cis geometri gluruldusunu gostermektedir. Bu nedenle 5
trans ve 8 trans izomerlerinin gumunun sadece endojen radikal stresin aktivitesi
ile dogal olarak olgmus cis geometrinin donimu ile meydana gelgini isaret
etmektedir. Biyolojik orneklerde aidonat izomerlerinin belirlenmesinin dnemi
yuksektir. GC/MS ya asidi analizinde altin standart teknik olarak gdziine
alinabilir. Gergekte lipidomik analiz i¢cin guclirkarac olan kutle spektrometri cis ve
trans geometrik izomerleri ayirt edebilme Ozgfle sahip dgildir. GC ile
birlestirildi ginde balangi¢ pik ayrimini takip eden molekilexiduk tanimlamasina
olanak tanir [190]. Geometrik izomerlerde sinitaykonu tanimlama spesifik
iyonlarin goreceli daliminin kasilastiriimasina dayanirken iyon paternlerinin
benzer karakteristik gostermesidir. Bu analiz d&lellgeometrik izomer sayisi 2 olan
monoenler ve 4 olan dienler icin kullanilabilir.cft bagdan fazlasina sahip olan
PUFA'lar icin analiz yiksek sayida olasi geometr&merlerin bulunabilmesinden
dolayi bazi engellere sahiptir. Bakteriyel lipidheanalizi MUFA’larin pozisyonel ve
geometrik izomerlerinin c¢aflmasi icin tureviendirme prosedirinin  kulkdni
oldugunu gosternstir [191]. Bu proseddir iki basmaktan einaktadir (i) cift bglara
iki CH3S ekleyen dimetil disulfid (DMDS) ile reaksiyon,i)(ifragmentasyon
paterninin MS ile analizi. Boylelikle DMDS urunleayrilabilir ve iki fragmenin
lokalizasyonu belirlenebilir fakat cift Gen orijinal pozisyonu hakkinda vecap
verilemez sorular ortaya ¢ikar.

2.13.Amaclar

Bleomisinin kanser hucrelerinde meydana geiirdiasarinin mekanizmasi
tam olarak agiklanabilmidezildir. Literatirde Bleomisin'in kanser hiicre memira
lipid profili Gzerine etkileri ile ilgili yapilmg herhangi bir ¢cagma bulunmamaktadir.
Bleomisin aracifil ile meydana gelen reaktif oksijen turleri doyndoymamg ve
poliansature lipid daliminda dgisikli ge neden olabile@e gibi fosfolipidlere bl
yag asitlerinde cis-trans izomerizasyonuna da yol #icabCalismamizda
Bleomisin’in NTera-2 testis kanser hiicre membrantta meydana getirgli lipid
profili degisimlerini analiz etmeyi amacladik. Ayrica gicli kantioksidan olan
NAC’In tek baina ve Bleomisin ile birlikte inkilbasyonunun meydagetirecgi
lipidom degisiklerini yalnizca Bleomisin ile inkibe edilen hicrgrubu ile
karsilastirarak Bleomisin'in  meydana getigdi farklihklarin NAC tarafindan
baskilanip baskilanmagni yani dolayl olarak kemoterapi sirasinda argidén
kullaniminin etkilerini belirlemeyi amacladik. Aga calsmamizda 6zellikle lipidler
ile iliskili oksidatif stres belirtecleri olan 8-izoprostdipid hidroperoksid ve TBARS
duzeylerini belirleyerek Bleomisin, NAC ve birlikiakiibasyonlar tarafindan hiicre
lipidlerinde meydana gelen oksidasyon seviyeleriaigtirmaylr amacladik.
Calismamiz bircok yunua ile orijinal nitelik tamakta ve Bleomisin aracili hiicre
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o6lumund molekiler duzeyde ve lipidomik olarak agydrak kanser hicrelerinin
spesifik olarak yok edilmesine yonelik yeni stragejgelistiril smesine gik tutacak
niteliktedir.
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MATERYAL ve METOD

3.1. Hucre Kultart ve Kullanilan Cozeltiler

A)Testis kanser hicreleri: Malign puliripotent efybnal karsinoma hucreleri olan
NTera-2 hucreleri ATCC firmasindan temin edildi.

B)DMEM: ATCC’den alindi. Kullanilaga zaman 50 ml steril, inaktive edilgmi
Fetal sgir serumu ve 5 ml steril penisilin-streptomisin efiisi eklendi ve +4C'de
saklandi.

C)FBS (Fetal Sir Serumu): 500 ml Sigma’dan inaktive edifnalarak temin edildi.
10'ser ml'lik tuplere boliinerek —3C'de saklandi.

D)Penisilin streptomisin: Biological Industries’ded®0 ml alindi. Kullaniimagh
siirece -268C’de saklandi.

E)DMSO (Dimetil Sulfoksit): Sigma’dan 100 ml alinddda 1sisinda saklandi.
F)Hucre dondurma c¢ozeltisi: % 5 dimetil stlfoksMSO) iceren medyum steril bir
tupte hazirlandi ve hicre pelleti tzerine 1 ml e#dle Bu solusyon hucreler
dondurulacgl zaman taze olarak hazirlandi.

G)Tripan Blue c¢ozeltisi (%0.5'lik): Biological Indgries’den hazir olarak alindi. Oda
Isisinda saklandi.

H)Tripsin-EDTA: Biological Industries’den hazir obk alindi. Cozulerek kisimlara
ayrildi ve -26C’de sakland.

3.2. Hucrelerin Cagaltiimasi

Testis kanser hicreleri %10 FBS ve %1 penisilieggtymisin ¢ozeltisi
iceren, steril besiyerinde, +37de, %5 CQ ve %95 nemlendirilngi hava iceren
karbondioksit inkUibatoériinde kiltir edilerekgedtildi. Hicreler cok ygunlastiklar
zaman, yaptiklari flasktan kaldirlarak yeni flasklara pasatli. Pasajlama
isleminde kaziyici (scraper) kullanildik olarak medyum flaskdan uzaktailarak
atildi, taze medyum eklenerek ve hucreler kaziyamdimiyla flasktan kazinarak
kaldirithp yeni flasklara datildi. Hucreler, +37C'de, %5 CO2 ve %95
nemlendiriimg hava iceren karbondioksit inktbatoriinde, medyumdg inkibe
edilerek Uretildi.

3.3. Hucrelerin Dondurulmasi
Daha sonraki ¢cajmalarda kullaniimak tzere hucrelerin bir kismi &ok.

Bunun icin hicreler uygursekilde donduruldu. Hucreler, flasktan kazinarak
kaldirildi ve medyum eklenerek 150 x g'de 5-7 dakdantriflij edildi. Stpernatan
atildi ve kalan pellet, %95 tam hicre medyumu veDBFEBSO’dan olgan dondurma
medyumu icerisinde tekrar suspanse edildi. Hicrepanisiyonlari, cryo tuplere
dagitildi ve kademeli dondurma yapmak icin izoprogkah iceren dondurma kabi
(freezing container) icinde 4 saat —80’de tutuldu. Daha sonra cryo tupler sivi
nitrojen tankina transfer edildi.
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3.4. Hucrelerin Cozulmesi

Dondurulan bu htcreler deneylerde kullanilmak tzékereye ihtiyag
oldugunda c¢ozuldl. Hucreleri iceren vial ‘€7 su banyosunda hafifce sallanarak
¢cbzlldi. Kontaminasyon olagini azaltmak icin suyun vyizeyinde tutuldu.
Cozdiurme glemi hizli bir sekilde yapildi. (Yaklak 2 dakika). icerigi ¢ozullr
c6zlilmez vial su banyosundan uzakladi ve %70'lik alkolle temizlendi. Bu
asamadan sonrakislemler siki aseptik kallar altinda yapildi. Vial icegi tlupe
bosaltilip Gzerine damla damla medyum eklendi. 150de ¢ dakika santrifij edildi
ve supernatan atildi. Hucre iceren pellet medyuekaar siispanse edildi ve kualtur
flasklarina dgitildi. Hicreler, 37C’de ve %5'lik CQ ve %95 nemlendirilngi hava
iceren karbondioksit inktbatorinde inktbe edileieitildi.

3.5. Deney Gruplari

A) Sitotoksisite Analizi Deney Gruplari

Grup 1. Kontrol grubu. Sadece medyum ile inkibe ediimtestis kanseri
hicrelerinin canhfii %100 olarak kabul edildi.

Grup 2. Bleomisin grubu. Bleomisin ile inkiibe edilngitestis kanseri hicrelerinde
Bleomisin’in neden oldgu sitotoksisite kontrol grubu ile katastirilarak belirlendi.
Grup 3. NAC grubu. NAC ile inktibe edilm testis kanseri hicrelerinde NAC'nin
neden oldgu sitotoksisite kontrol grubu ile kalastirilarak belirlendi.

Grup 4. Bleomisin ve NAC grubu.Bleomisin ve NAC ile kombine inkiibe edilgni
testis kanseri hiicrelerinde Bleomisin ve NAC’nirdee oldgu sitotoksisite kontrol
grubu ile kagilastirilarak belirlendi.

B) Gaz kromatografik Analiz Deney Gruplari

Grup 1. Kontrol grubu. Sadece medyum ile inkibe ediimtestis kanseri
hiicrelerinin - membran lipidlerinin izolasyonu, safialmasi ve metil ester
turevlerine ¢evrilmesi ve gaz kromatografik anajiapildi.

Grup 2. Bleomisin grubu. Bleomisin ile inkiibe edilngitestis kanseri hicrelerinin
membran lipidlerinin izolasyonu, sajtallmasi ve metil ester turevlerine cevrilmesi
ve gaz kromatografik analizi yapildi.

Grup 3. NAC grubu. NAC ile inkiibe edilmy testis kanseri hicrelerinin membran
lipidlerinin izolasyonu, safidiriimasi ve metil ester tirevlerine cevrilmesi gaz
kromatografik analizi yapildi.

Grup 4. Bleomisin ve NAC grubu.Bleomisin ve NAC ile kombine inkiibe edilgni
testis kanseri hicrelerinin membran lipidlerinimlasyonu, saflgiriimasi ve metil
ester tlrevlerine ¢evrilmesi ve gaz kromatografiklei yapildi.

C) Oksidatif Stres Calsmalari Deney Gruplari

Grup 1. Kontrol grubu. Sadece medyum ile inkibe ediimtestis kanseri
hiicrelerinde 8-isoprostan, lipid hidroperoksid, VBARS dizeylerinin olcimu
yapildi.

Grup 2. Bleomisin grubu. Bleomisin ile inkiibe edilmgitestis kanseri hiicrelerinde
8-isoprostan, lipid hidroperoksid, ve TBARS diuzeylm 6lcimu yapildi.

Grup 3. NAC grubu. NAC ile inkibe edilmj testis kanseri hicrelerinde 8-
isoprostan, lipid hidroperoksid, ve TBARS duzeyieridlcimu yapildi.
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Grup 4. Bleomisin ve NAC grubu.Bleomisin ve NAC ile kombine inkiibe edilgni
testis kanseri hicrelerinde 8-isoprostan, lipiddperoksid, ve TBARS duzeylerinin
Olcimu yapildi.

Grup 5. H;O, grubu. HyO, ile inkiibe edilmg testis kanseri hiicrelerinde 8-
isoprostan, lipid hidroperoksid, ve TBARS duzeyieriolcimua yapildi.

Grup 6. H,0, ve NAC grubu. H,O, ve NAC ile kombine inklbe edilmitestis
kanseri hucrelerinde 8-isoprostan, lipid hidropsidk ve TBARS dizeylerinin
Olcimu yapildi.

3.6. Sitotoksisite Olgumleri

Bleomisin ve NAC'in hicrelerin %50'sine sitotoksidan konsantrasyonu
(ICs0 dozu) MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difenitetrasodyum bromid) testi
ile belirlendi. MTT, canh hicreler tarafindan palanarak koyu mavi renkte
formazan kristaline domturalir. Olwan mavi rengin ygunlugu htcre canliiinin
bir olcutudur. Sitotoksisite deneyleri 5 gin surmeelkr. Deneylerin birinci gunt
hiicreler kaziyici ile kaldinldi, medyum eklenerg&0 x g'de 7 dakika santrif(j
edildi. Pellet 1 ml medyum ile tekrar siispansededHilicre sispansiyonundan fiD
alinarak hicreler inverted mikroskop altinda hetoasetrede sayildi. 50 000 hucre /
kuyu olacaksekilde ayarlanarak hucreler kuyulara 400 ekildi. 15 g Bleomisin 1
ml steril distile su ile ¢ozuldi ve 20-7Q08y/ml dozlarinda, NAC ise 1-10 mM
dozlarinda hesaplandi. Hucrelerin kuyulara ekilmésn 24 saat sonra medyum
atilarak, belirlenen dozlardaki Bleomisin ve NACenen medyum kuyulara
uygulandi. Hucreler inkibasyon siresince °3de, %5 CQ ve %95
nemlendiriimg hava iceren karbondioksit inkibatorinde inkubeldedve sure
sonunda her kuyuga 0.01 mL MTT eklenerek 4 saat inkiibasyon strecinin
sonunda, canh hucre iceren kuyularda MTT'densauMTT formazan, kuyunun
dibinde siyah, ince kristaller olarak goriindd. il 0.04 N HCI iceren isopropanol
her kuyuya eklendi ve pipetaj yapilarak karildi. Absorbans 6lcimi 570 nm’de
ELISA plak okuyucusunda yapildi. Kontrol grubunumsarbans deerlerinin ilacla
inkiibe edilen hucrelerin absorbanszeideri ile kasllastirilmasiyla yaayan hicre
yuzdesi hesaplanarak sonuclar % canlilik olaraltdrer

3.7. Membran izolasyonu, Lipidlerin Saflastiriimasi ve Metil Ester Turevlerine
Cevrilmesi

Bir guin sire ile yagmalari beklenilen hiicreler 24 saat slresince Blsomi
NAC veya Bleomisin-NAC kombinasyonu ile inkiibe edgr. Bunu takiben
hiicreler kazindi ve 1 ml Fosfat tamponu (PBS) spedie toplanip restispanse edildi.
Bir ml PBS igerisinde resuspanse halde bulunanehgicrl ml saf su eklenerek
vorteks aracifil ile karstirildi ve 14,000xg de 15 dak +4°C de santrifiijlereik
membran peletleri elde edildi. Fosfolipid saflalmasi ise Bligh ve Dyer metoduna
[192] uygun olarak gercelderildi. Cam tiplerdeki numunelere 2:1 kloroform-
metanol (1 ml) eklenerek vortex yardimi ile iyicarkmalarl sglandi. Bunun
ardindan kastma 500ul distile su eklenerek altta kalan kloroform metaksmi
cam pastor pipeti aragil ile temiz tipe aktarildi. Numunelere sodyum dilfa
tuzunun eklendi ve pamuk yardimi ile filtrasyon ydp Cam pastor pipeti
kullanilarak aktarilan numune nitrojen gazlignde kapakh 4 mllik viallere
aktarldi ve evoporatére alindi. Oda i1sisinda Xkdak evoporasyonla tim sivi faz
uzaklgtinldi. Elde edilen fosfolipid rezidist 1 ml 0.5 KOH/MeOH eklenerek 10
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dak calkalayicida inkiibasyona birakildi. Boylelilgbg asidi metil esterleri (FAME)
meydana getirildi. FAME ektraksiyonu icin 2 mtheksan ve 50Ql su eklendi.
Altta kalan su kismi uzaldarildi. Heksan kismi Uzerine sodyum silfat tuzu
eklenerek pamuk yardimi ile suznyemi gerceklgtirildi. Alinan stzuntt 4 ml'lik
viallere aktarillarak 5 dakikalik evaporasyon argcilsivi faz ucuruldu. Gaz
kromatografik Olcim gamasina ge¢cmek amaci ile 30 ul heksan eklenerek tip
ceperleri ve tabaninin iyice temasglsadi ve numuneler gaz kromatografi cihazinda
analiz edildi.

3.8. Gaz Kromatografik Analiz

Gaz Kromatografik (GC) analiz icin Varian CP-380@l&nildi. Cihaz alev
iyonizasyon dedektorii ve a Ritx- 2330 kolon (90% cyasopropyl-10%
phenylcyanopropyl polysiloxane kapiller kolon; 6Q @25 mm i.d., 0.20-mm film
kalinhg1) ekipmanlarina sahiptir. Isi uygulamasina 160 35° dak ile bgandi,
dakikada 5 C° anlile 195 C°’de 10 dak tutuldu ve dakikada 10 Cts&t250 C°’'ye
getirildi. Sabit basing 29 psi olarak uygulandiagdonik asid izomerleri igin ise
alev iyonizasyon dedektori ve HP-5 kolon (capradili®o phenylsilicone kapiller
kolon; 30 m, 0.25 mm i.d., 0.25-mm film kali@l ekipmanlarina sahip Agilent 5860
GC cihazi kullanildi. Isi 150 ®@en balatildi 1 dak sonra dakikada &° @rtisla
250C"ye kadar isitildi. Sabit basing modu 13 psi olasakildi [151]. Bitin ya
asitleri ve izomerleri Gaz Kromotografi analizi ileelirlendi ve referanslar ile
karsilastirma yapilarak dgrulama yapildi. Tiyil-radikal katalizli reaksiyorosucu
elde edilen MUFA ve PUFA trans izomerler referateak kullanildi [193]. Hicre
membranlarina ait herbir gaasidi icergi total ygz asidine yizde orani seklinde
verildi.

3.9. Oksidatif Stres Analizleri

3.9.1. 8isoprostan Tayini

Kullandigimiz 6lcim metodu 8-izoprostan ile 8-izoprostartitks#inesteraz
(AChE) konjugati (8-izoprostan belirteci) arasingimirli sayidaki 8-izoprostan-
spesifik tagan antiserum l@anma bdolgesi icin yagma prensibine dayanmaktadir.
8-izoprostan seviyeleri @esiklik gosterirken 8-izoprostan belirteci konsanyrasu
sabit tutuldu. Tasan antiserumuna BEnabilecek 8-izoprostan belirte¢c miktari
kuyucuk icerisinde bulunan 8-izoprostan konsantvaayile ters orantiliydi. Tgen
antiserum-8-izoprostan kompleksi (hem serbest hentracer) daha 6nce kuyuya
yapstiriimis olan tagan 1gG fare monoklonal antikoruna ghandi. Plak
baglanmayan reaktiflerin uzalgariimasi icin yikandi ve kuyulara AChE iceren
Ellman’s Reaktifi eklendigekil 3.1).
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Sekil 3.1.8-izoprostan Olgiingemasi

Bu reraktif asetiltiyokolin ve 5,5-ditiydpis-(2-nitrobenzoik  asid)
icermekteydi. AChE aracgi ile asetiltiyokolin hidrolizi sonucunda tiyokolin
meydana geldi. Tiyokolinin 5,5'-ditiydyis-(2-nitrobenzoik asid) ile non-enzimatik
reaksiyonu sonucu 5-tiyo-2-nitrobenzoik asid tdeti$ekil 3.2).
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Sekil 3.2.5-tiyo-2-Nitrobenzoik Asid Olgumunun Mekanizmasi
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Bu enzimatik reaksiyonun drlini sari renge sahiptidl2 nm de gucli
absorbans verebilmekteydi. Spektrofotometrik oldrakrlenen bu rengin yunlugu
kuyuya bglanan 8-izoprostan belirte¢ miktari ile ga, inkibasyon siresince
kuyuda bulunan serbest 8-izoprostan miktari ile teantil idi.

Absorband] [Baglanan 8-izoprostan belirte¢] 1/ [8-izoprostan]

Tampon hazirlanmasi

EIA Tamponu: 10X tampon i¢ei 90 ml saf suda ¢ozuldi.

Yikama Tamponu: 2.5 ml “polysorbat 20" 5 litre safda dilie edilerek kullanildi.

Standartlarin hazirlanmasi: 100l 8-izoprostan standardi 9Q0 medyum ile dilie
edildi. Hazirlanan bu soliisyonun konsantrasyonugbnhidi. 8 adet tip S1-S8
arasinda numaralandirildi. S2-S8 numarall 7 tip@ 48 medyum eklendi. S1
tiptne 900pl medyum ve 5 ng/mllik solisyondan 10@ eklendi ve iyice
karstirildi. S1 tipu standart konsantrasyonu 500 pgidui. S1 tiipinden alinan 500
pl S2 thplne aktarildi ve iyice kanrildi. Ardindan S2 tipinden alinan %053
tipuine aktarilarak bglem S8 tipune kadar her tip icin yapilgekil 3.3).

s1 S2 S3 S4 S5 56 57 S8

Final

900 i s00pl 750 pl 750l 750l 750 pl 750 pl 750 l 750 pl
[':;y‘. UltraPure EIA ElA EIA ElA EIA EIA HA EIA
— { HO ‘
500 32 5.1 20 08

50 ng/ml 5 ng/ml 2 80 128 5 X
Standard Standard pg/ml pg/ml pg/mli pg/ml pg/ml pg/mi pg/mi pg/ml

Sekil 3.3.8-izoprostan Standartlarinin Hazirlanmasi

96 kuyulu plak tzerinde 2 kuyu kor, 2 kuyu non-sjdebaglanma ve 2 kuyu
maksimum bglanma icin ayrildi. Non-spesifik Blanma ve maksimum knma
kuyularina 50 pl medyum eklendi. Ayrica non-sp&sifaslanma kuyularina 50 pl
tampon eklendi. Her bir standart kuyusuna 50 ahd#rt ve her bir numune
kuyusuna 50 ul 6rnek eklendi. Kor ve total aktiwteyulari dsindaki her kuyuya 50
ul 8-izoprostan AChE belirte¢ eklendi. Total akigyinon-spesifik banma ve kor
kuyulari dsindaki tim kuyulara ise 50 pl antiserum eklenerelk 18 saat 4 &de
inkibasyona birakildinkiibasyon siresi sonunda kuyulasdioldi ve 5 kez yikama
tamponu ile yikandi. Ardindan her kuyuya 200 phah’s reaktifi eklendi. Total
aktivite kuyularina ise 5 pl belirte¢c eklendi vesaat oda isisinda inkiibasyona
birakildi. Stre sonunda 405 nm’de okuma yapildi.

Hesaplama: Non-spesifik bglanma kuyularinin absorbans ortalamalar alindi.
Maksimum bglanma kuyularinin absorbans ortalamalari alindi.n-Npesifik
baglanma kuyularinin absorbans ortalamasi Maksimunglapaa kuyularinin
absorbans ortalamasindan cikarildi ve elde edigerddgrulanmg absorbansi
verdi. Numune ve standartlarin absorbangedaden de non-spesifik panma
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absorbans ortalamasi cikarildi ve her bigeted@rulanmg absorbansa bolinda.
Bulunan dgerin logaritmasi alindi ve konsantrasyonun logaagma kaglik
standart grafik cizildi. Standart graé ait denklemden yararlanarak érneklere ait 8-
izoprostan dgeri pg/ml cinsinden belirlendBgkil 3.4).

120 120
100 = - 100
80 = - 80
-
o
Q 60 60 (>.J
; 2
40 - L 40
20 - = 20
1 10 100 1,000

8-1zoprostan (pg/ml)
Sekil 3.4.8-izoprostan Standart Grafi
3.9.2. TBARS Tayini

Kulanilan Reaktifler:

Tiyobarbuitirik Asid

TBA Asetik Asid: 40 ml TBA Asetik Asid 160 ml satisle karstirilarak kullanildi.
TBA Sodyum Hidroksit (10X): 20 ml NaOH 180 ml safi sle dilie edilerek
kullanildi.

TBA Malondialdehit Standardi: 506M malondialdehit icermekteydi.

TBA SDS Soliisyonu: Sodyum dodesistilfat solisyoruigkteydi.

Renk Reaktifi: 530 mg TBA ve 50 ml dilie ediknifBA sodyum hidroksit ile
cbziinme gercekiene kadar kagtirildi.

Bleomisin, NAC veya Bleomisin-NAC kombinasyonu ilekiibe edilen hicreler
sayllarak her numunede 2x “16lacak sekilde ayrildi. Buz (izerinde sonikasyon
gerceklatirildi. Kalttir medyumu koér olarak kullanildi.

Standartlarin hazirlanmasi: 250 ul MDA standardi 75Qul su ile kargtirllarak 125

UM stok sollsyonu elde edildi. Tabloda belirtilenktarlarda stok soliisyon su ile
karstirildr.
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Tablo 3.1 TBARS Stok Solliisyon Hazirlanmasi

Tdp | MDA (ul) | Su () | MDA konsantrasyonup(M)
A 0 1.000 0

B 5 995 0.625

C 10 990 1.25

D 20 980 2.5

E 40 960 5

F 80 920 10

G 200 800 25

H 400 600 50

Standart ve oOrneklerden 100 ul alinarak 100 pl SHdisyonu ile kastirildi.
Ardindan her tipe 4 ml renk reaktifi eklendi. Ardam tUpler 1 saat boyunca
kaynamaya birakildi. 1 saatin sonunda reaksiyomduwimak icin tlpler buz tzerine
alindi ve 10 dakika buz Uzerinde bekletildi. Bekéemstiresi sonunda tupler
1,600xg’de +4C’de 10 dakika santrifiij edildi. Ardindan herhipten alinan 150 pl
ornek pl&a pipetlenerek absorbanslar 530-540 nm’de okundu.

Hesaplama: Hem standart hem de Orneklere ait ortalama abssrib@saplandi.
Standart A (OuM)’ya ait ortalama absorbans kendisinden v@geditum standart ve
orneklerden c¢ikartildi. Standartlara ait gddanms absorbans derleri MDA
konsantrasyonuna kamoktalar olaraksaretlenerek standart grafik elde edilgekil
3.5).

0.120

0900 - y = 0.0022x +0.0005
r? = 0.9999

0.080

3

0.040

Absorbans (532 nm)

%

0.000

MDA (uM)

Sekil 3.5. TBARS Standart Grafi
Orneklerin TBARS dgerleri standart ginin lineer regresyon séli ginden

yararlanarak hesaplandi.
TBARS (M)= [(dogrulanmg Absorbans- y-kesim)/egim]
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3.9.3. Lipid Hidroperoksid Tayini

Hucrelerin Bleomisin, NAC ve Bleomisin-NAC kombiryasiu ile inkibe
edilmesinin ardindan kiiltiir ortamindan toplananréligc 1,000-2,000xg’de $&’de
10 dakika santrifij edilerek elde edilen pellet HRsaflginda su iginde sonike
edildi. Lipid hidroperoksidlerin kantitatif ekstralyonunun gercekitiriimesi amaci
ile proteinlerin uzaklgtirilmasi proseduri lipid hidroperoksidlerin ek&sgonu ile
birlestirildi. Bu ekstraksiyon basama neredeyse tim interferansa neden olan
maddelerin 6rnekten uzaktailmasini sgladi.
Kulanilan Reaktifler:
FTS Reaktifi 1: 0.2 M hidroklorik asid icerisindes4mM ferr0z sulfat icermekteydi.
FTS Reaktifi 2: Amonyum tiyosiyanatin %3 metanadisyonu icermekteydi.
Lipid hidroperoksid standardi: 50M 13-HpODE (13-hidroperoksi oktadekadienoik
asid) etanolik solisyonu icermekteydi.
Ekstrakt R: Kristal yapida 100 mg solid tartilaregdst tipline aktarildi ve 15 ml
metanol eklenerek hazirlandi.
Trifenilfosfin: Kristal yapida trifenilfosfin icermkteydi. 2.6 mg trifenilfosfin
tartilarak 1 ml kloroform-metanol icerisinde ¢Oziélle 10 mM soltusyon hazirlandi.
Ekstraksiyon prosedirinde: 500 pl numune cam Ilpe t@linarak metanol icinde
hazirlandi ekstrat R eklenerek vortekslendi. Ardmdl ml sguk kloroform
eklenerek hemen vortekste kamldi ve 1,500xg’de #C'de 5 dakika santrifiij edildi.
Ust kisim su tabakasi, orta kisim protein tabakaskisim ise kloroform tabakasi
seklinde idi. Kloroform tabakasindan 7@ pastor pipeti aracg ile dikkatlice ayri
bir tipe alinarak buz tzerinde tutuldu.

Tablo 3.2 Hidroperoksid Standartlarinin hazirlanmasi

Tup Hidroperoksid| Kloroform- Final
standardifl) | Metanol konsantrasyon
karisimi (ul) (nmol)

A 0 950 0

B 10 940 0.5

C 20 930 1.0

D 30 920 1.5

E 40 910 2.0

F 60 890 3.0

G 80 870 4.0

H 100 850 5.0

Olciimun yapilmasi: Her bir numuneden 500 pl kloroform ekstrakti carpeti
aktanldi ve 450 pl kloroform-metanol kami ilave edildi. it hacimde FTS
Reaktifi 1 ve FTS Reaktifi 2 test tiplnde karilarak kromojen hazirlandi. Her bir
tipe hazirlanan kromojenden 50 pl eklendi ve vartdék iyice kargtirildi ve azi
kapatilarak 5 dak oda isisinda bekletildi. Herttpten 300’erul 96 kuyulu plak
Uzerinde iki kuyuya aktarilarak dublike gaha yapildi. Buharkamanin dnlenmesi
amaci ile plak aliminyum folyo ile kaplandi. 500 'dmspektrometrik 6lciim yapildi
ve hesaplamaya gecildi.
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Hesaplama: Hem standart hem de 6rneklere ait ortalama abssrbasaplandi.
Standart A'ya ait ortalama absorbans kendisinden diger tim standart ve
orneklerden cikartildi. Standartlara aigddanmg absorbans gerleri standartlarin
final hacimlerine kan noktalar olaraksaretlenerek standart grafik elde edil§ekil
3.6).

0.20

y = 0.037x - 0.001
r2=0.999

o

-

(]
L

0.10

0.05 4

Absorbans (500 nm

Lipid Hidroperoksid (nmol)
Sekil 3.6. Lipid Hidroperoksid Standart Grafi

Orneklerin  hidroperoksid gerleri standart @inin lineer regresyon
esitli ginden yararlanarak hesaplandi.
Hidroperoksid (HPST) (nmol)= 6rnek absorbansi-yiieg/egim
Orijinal numune hidroperoksid konsantrasyonunurapksnasi ise:
Olcum icin kullanilan ekstrakt hacmi = VE (ml)
Ekstraksiyon icin kullanilan orijinal 6rnek hacmiS¥ (ml)
Numune hidroperoksid konsantrasyopiij= HPST/VE x 1 ml/SV

3.10.istatistiksel Analiz

Elde Sonuclar ortalama *= Standart sapma (Meanz$ikjinde verildi
Istatistiksel analiz SPSS Version 10 paket progriutlanilarak yapildi. p<0.05
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Deneyleer grup icin 6 tekrarli olarak
yapildi. Gruplar arasinda non-parametrik verildwamilastirilmasi Mann-Whitney U
testi kullanilarak yapildi.
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BULGULAR

4.1. NTera-2 Hucrelerinde Bleomisin’in Sitotoksisiési

NTera-2 hicrelerinde Bleomisin’in 20-7Q@/ml arasinda dgsen dozlari ile
24, 48 ve 72 siresince inkube edildi. Hicrelerinlibg MTT deneyi ile saptandi.
NTera-2 hicrelerinde 6 pansiz MTT deneyi yapildi ve yapilan tim deneylerin
ortalamasi alindi. Elde edilen gilerle cizilen grafikten 165 deserleri her (c¢
inkiibasyon suresi i¢in hesaplandi. 24 saat Bleomilsi inkiibe edilen hucrelerde
ICso degeri 400 pg/ml, 48 saainkiibe edilen hiicrelerd#00 pg/ml, 72 saainkibe
edilen hiicrelerde0 pg/ml (p<0,01) olarak bulund(ekil 4.1).

‘ —4@— 72 Hours —— 48 Hours —&— 24 Hours

100

~
w

% Hucre Canlili g1
w
o

25

0

0 40 80 120 160 200 240 280 320 360 400 440 480 520 560 600 640 680 720
Bleomisin ( pg/ml)

Sekil 4.1. Farkli dozlardaki Bleomisin ile 24,48 ve 72 sadltiibe edilen NTera-2 hicrelerinde %
canlilik. n=6; ortalama SD
* p<0,05 400ug/ml ve 600ug/ml Bleomisin dozu ile 24 saat slresince inkiibgead

hicreler 10Qug/ml, 150 ug/ml, 200ug/ml Bleomisin dozlarinda 24 saat suresince inkiibe
edilen hicreler ile kadastirildiginda.

£ p<0,05 400ug/ml Bleomisin dozu ile 48 saat siiresince inkibéeadhicreler 100

pg/ml, 150ug/ml, 200ug/ml ve 600ug/ml Bleomisin dozlarinda 48 saat suresince inkibe
edilen hicreler ile kadastirildiginda.

% p<0,05 600ug/ml Bleomisin dozu ile 48 saat siiresince inkub#eadhicreler 100

pg/ml, 150 ug/ml, 200 pug/ml, 40Qug/ml Bleomisin dozlarinda 48 saat siresince inkibe
edilen hicreler ile kadastirildiginda.
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? p<0,005 200pg/ml Bleomisin dozu ile 72 saat siresince inkib#eadhicreler 100

pug/ml ve 150ug/ml Bleomisin dozlarinda 72 saat siresince inkétiden hicreler ile
karsilastirildiginda.

+ p<0,005 400ug/ml ve 600ug/ml Bleomisin dozu ile 72 saat siresince inkiibi#ead

hicreler 10Qug/ml, 150ug/ml, 200ug/ml Bleomisin dozlarinda 72 saat stiresince inkibe
edilen hicreler ile kadastirildiginda.

4.2. NTera-2 Hucrelerinde NAC Varlginda Bleomisin’in Sitotoksisitesi

NTera-2 hicreleri, sabit bleomisin konsantrasyoruf@00ug/ml) 24, 48 ve
72 saat suresince, NAC'In geen dozlan (0.5, 1, 1.5, 3, 5, 10 mM) ile inkibe
edildi. NAC'In desisen dozlari ile 24 saat sure inkube edilen hiicrelesadece 5
mM NAC ve 400ug/ml Bleomisin ile inkibe edilen hicrelerin cargijiyalnizca
Bleomisin ile inklibe edilen gruba gore belirginralaytksekti p <0.01).48 saat ve
72 saat siuresince 4Q@/ml Bleomisin ile birlikte 5 mM NAC inkibasyonu lyazca
Bleomisin uygulanan grup ile kalastirildiginda anlamh dizeydep (<0.0) hiicre

canliliginin artmasina sebep oldu. Bu sonuclara dayanatgkn@mizda 5 mM NAC
dozu kullandik $ekil 4.2).

125 -
m 24 Hours
@ 48 Hours
100 - 2 72 Hours
o)
< 75
]
O
o
)
]
I 50 -
X
25 -
O -
Control BLM 400 0,5 1 1,5 3 5 10
ug/ml Sabit 400 ug/ml Bleomisin vs. de  gisen dozlarda NAC mM

Sekil 4.2.  Sabit Bleomisin konsantrasyonunda (40§'ml) desisen dozlardaki NAC ile inkibe
edilen NTera-2 hiucrelerinde % canlilik. n=6; omadat SD
* p <0.01 24 saat 5 mM NAC ve 408y/ml Bleomisin ile inkiibe edilen hiicrelerin
canhligl, 24 saat sadece 4@@/ml Bleomisin ile inkiibe edilen hucrelerin cargilile
karsilastirildiginda.
** p <0.01 48 saat 5 mM NAC ve 40@0g/ml Bleomisin ile inkiibe edilen hicrelerin

canliligl, 48 saat sadece 40@/ml Bleomisin ile inkiibe edilen hicrelerin cargilile
karsilastirildiginda.
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# p <0.01 72 saat 5 mM NAC + 4Q@/ml Bleomisin ile inkiibe edilen hicrelerin
canliligl, 72 saat sadece 4@@/ml Bleomisin ile inkiibe edilen hicrelerin cargilile
karsilastirildiginda.

4.3. Gaz Kromotografik Analiz

4.3.1 Yg Asidi Standartlarinin Gaz Kromotografik Analizi

Kromatografik veriler y-aksiste dedektor cevabi raka x-aksiste ise
retensiyon (¢ikg) grafigi seklinde sunuldu ve bu grafik kromatogram olarak
isimlendirildi. Bu sekilde numunede bulunan ve farkli zamanlarda elae analit
piklerinin spektrumu s#andi. Retensiyon zamani metodsulbari sabit oldgu
surece analitlerin tanimlanmasi icin kullanildk Paternleri ise sabit kallar altinda
stabildi ve analitlerin kompleks kamnmlarinin tanimlanmasinda kullanildi. Piklerin
altinda kalan alan kromatogramda bulunan analitanikle orantiliydi. Matematik
fonksiyonlarinin kullaniimasi ile piklerin alani seplanarak orijinal 6érnekteki analit
konsantrasyonu hesaplandi. Testis kanseri huamglemembran ya asidi lipid
profillerinin belirlenmesi amaci ile 6ncelikle start olarak her bir ya asidinin
bireysel olarak c¢iki zamani gaz kromotografi cihazinda belirlendi. Hbar yag
asidinin kromatogramda ilk ¢cginin bglama ve bitg zamani, pik alanlari, yikseklik,
genglik sayisal dgerleri belirlendi ve Tablo 4.1'de verildi. Kromat@gnlara ait
grafikler iseSekil 4.3'de gosterildi.

Tablo 4.1.Yag Asidi Standart Piklerinin Sayisal Berleri

Ret. zamam Alan(pA*s) yiikseklik genislik baglama bitis alan %

14:0 6,864 333,51 180,08 0,028 6,814 6014 100
16:0 9117 234774 468,56 0,0644 9,003 9311 100
16:1¢6 9,56 1161,54 300,79 0,0520 9,501 960 100
16:1 ¢9 9,728 710,629 217,16 0,0471 9,624 gg1g 100
16119 9437 892,588 261,90 0,0487 9,324 9528 100
18:0 1325 980383 584,20 0,279 12,65 1325 100
1810 1328 653,124 132,20 0,0685 13,13 1342 100
18:1 co 13,705 257881 297,20 0,1082 13,39 1393 100
181 cll 13,761 612,808 125,30 0,0680 13,60 1380 100
18:2 trans 15,066 976,521 166,15 0,0805 14,87 1522 100
182 w6 14,875 286888 79964 0,0568 14,80 1497 100
20:0 18,67 422201 234,07 02164 18,06 1915 100
20:1 1934 113783 124,04 0,1160 19,02 1058 100
203 w6 22,612 709,116 94,291 0,0987 2237 2281 100
20:4 w6 23,553 139597 152,29 0,1139 2323 2379 100
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Sekil 4.3.Yag asidi standartlarinin ¢ik(retensiyon) zamanlarina ait kromatogramlar
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Ayrica Arasidonik asid izomerlerine ait ilk cikibaslama ve bity zamani, pik
alanlari, yukseklik, geslik degerleri Tablo 4.2’de ve kromatogram §ekil 4.4'de
ayrintili olarak verildi.

2% J 22.53-20:3w6
45—3

40

a0

2] 23.26-20:4c6

: -
1:: j/ ] l \/m \.,/Aﬂ\_/“{r\_?\?s trans20:4

s e e e e s B S p E—— — T —
57 A 723 RN 74 24 F min

Sekil 4.4. Arasidonik Asidizomerlerine Ait Ciky Spektrumu

Tablo 4.2.Arasidonik Asid izomerler Piklerinin Sayisal [@erleri

Ret. zamam Alan (pA*s) Yiikseklik Genislik Baglama Btis Alan %
20:3 w6 22,531 262,157 44,948 0,0780 22,369 22,688 4582
22,823 70,7432 14,840 0,0696 22,717 22,907 1236
22,984 15,5297 3,3606 0,0699 22,907 23,094 2,714
20:4 w6 23,263 109,908 18317 0,0790 23,094 23332 19.21
23,402 854515 13,529 0,0811 23,332 23,528 14,93
23,782 16,3872 3,8008 0,0602 23,730 23,881 2,864
trans 20:4 23,932 11,9725 2,9341 0,0616 23,881 24,081 2,002
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4.3.2. Kontrol Grubu NTera-2 Hucrelerinin Gaz Kromotografik Analizi

Membran izolasyonu, lipidlerin saffariimasi ve metil ester tlrevlerine
cevriimesi aamalarinin ardindan NTera-2 hicrelerine ait membgagi asidi
kompozisyonunu belirlemek amaci ile gaz kromatagranalizleri gerceklgtirildi.
Hicbir ila¢ ile muamele edilmemi24 saat suresince medyumda bekletilen kontrol
grubunu temsil eden bir numuneye ait retensiyonaranik c¢ikisin bglama ve bit
zamani, pik alanlari, yikseklik, gslk degerleri Tablo 4.3'de ayrintili olarak
verildi. Sekil 4.5'de isekontrol grubunu temsilen bir numunenin membrandlipi
profilinin kromatogrami verildi.

Tablo 4.3.Kontrol Grubu Y& Asidi Piklerinin Sayisal Dgerleri

Koniral Rel. zarmam Alan (pA*®s) Yitkseklik  Genislik  Baslama Bl Alan %
11:0 6,86 30,59 1696 0,03 6,83 6,91 2,08
16:0 9.11 407,39 147,37 0.4 9.03 9.19 27,68
16:1 t9 9.38 1,93 0,69 0,05 031 0.43 0,13
14:1 co 9.57 27,07 1084 0,04 9.51 9.64 1,84
16:1 c2 9,70 12,63 518 0.04 9.64 957 0.86
18:0 12,88 683,21 131,99 0,07 12,72 13,02 4542
18:1 t¢ 13.20 1.56 0.51 0,05 13.11 1325 0,11
18:1 ¢c9 13,56 165,18 43,03 0,06 1343 1367 11,22
18:1 ¢cll 13,74 4331 1329 0,05 13.68 13.83 2,94
18:2 trans 14,54 1,39 0,37 0,06 1448 14,59 0,09
18:2 trans 14,80 1.4 0,37 0.05 14,73 14.84 0.07
18:2 we 15,00 3,15 1,51 0,06 141,92 15,07 0,37
20):0) 18,29 1729 413 0,07 18,21 1841 117
20:1 19,28 13,10 3,22 0,07 19,19 1940 0,89
20:3 wé 22,53 6,48 1,41 0,08 2241 22.64 044
204 wé 2341 5328 11,01 0,07 23,30 23,54 3,62
trang 20:4 2387 0,93 0,15 011 23,76 2398 0,06
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4.3.3. Bleomisin ileinkilbe Edilen NTera-2 Hiicrelerinin Gaz Kromotografik
Analizi
24 saat siresince 4Q@/ml Bleomisin ile inkiibe edilen hiicre grubuna ait
numuneler arasindan secilen bir @aaeit retensiyon zamani, ilk ¢cskm baglama ve
bitis zamani, pik alanlari, yikseklik, gelk degerleri Tablo 4.4'de ayrintili olarak
verildi. Sekil 4.6’da ise Bleomisin grubunu temsil eden nuenin membran lipid
profili kromatogrami verildi.

Tablo 4.4.BleomisinGrubu Y& Asidi Piklerinin Sayisal Dgerleri

Bleomisin i:li;am Alan (pA*s) Yiikseklik  Genislik  Baslama Btis Alan %
14:0 6,81 32,03 1798 0,03 5,81 6,90 1,25
16:0 9.n9 682.82 214,95 0,05 8,99 9.18 25,82
16:1 8 940 12.73 372 0,06 9,28 945 0,48
16:1 c6 9,53 20,51 8,06 0,0 218 9,60 0,78
16:1 ¢9 9,58 1287 5.4 0,04 9.61 973 0,49
18:0 12,88 1321.07 195.05 0,09 12,64 13.06 49,96
18:1t9 1336 5944 14,51 0,06 13,2 1340 2,25
18:1 ¢ 13,51 169,66 4440 0,06 1340 1361 542
18:1 ¢l1 13,59 52,56 1577 0,05 13,62 13,78 1,99
18:2 trans 1448 1,23 0.34 0,06 1440 14,55 0,05
18:2 trans 11,73 1,03 0,33 0,05 11,66 11,78 2,04
18:2 wé 1494 1030 3.02 0,08 14.86 1503 039
20:0 1822 3449 825 0,07 18,13 1834 1.30
20:1 19,21 85,61 13,14 0,00 19,04 19,39 3,24
203 wé 22,78 5622 8.67 0,09 22,63 2204 2,13
204 weé 2331 8847 17.97 0,08 23,20 2344 3.35
trans 20:4 23,76 24 027 0,15 23,62 24,00 0,09
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4.3.4. NAC ileinkuibe Edilen NTera-2 Hiicrelerinin Gaz Kromotografik Analizi

24 saat suresince 5mM NAC ile inkube edilen NTer&icrelerinin
retensiyon zamani, ilk cin balama ve bitg zamani, pik alanlari, yikseklik,
genglik degerleri gagidaki Tablo 4.5'de verildiSekil 4.7°de ise NAC grubunu
temsil eden numunenin membran lipid profili krongaami verildi.

Tablo 4.5.NAC Grubu Y& Asidi Piklerinin Sayisal Dgerleri

NAC Ret. zamam Alan (pA*s) Yiikseklik  Genisik  Baglama Btis Alan %
14:0 6,84 7,46 4,21 0,03 6,80 6,89 142
16:0 9.4 142,51 59.87 0,04 8,98 9,11 27,13
16:1t9 9,34 1.38 0,44 0,05 9,27 940 0,26
16:1 c6 .51 4.84 1,99 0,04 9,46 957 0,92
16:1¢9 9.64 3.04 1,28 0,04 9,59 9,69 0,58
18:0 12,75 270,13 70,29 0,06 12,64 12.85 5143
18:1t9 1329 391 1,34 0,05 13,19 1333 0,74
18:1 ¢o 1345 3301 10,57 0,05 1338 13,53 6,46
18:1 cl11 13,64 1028 3,21 0,05 13,57 13,72 1,96
18:2 trans 1445 0,44 0,11 0,07 1436 14,53 0,08
18:2 trans 14,69 0,29 0,09 0,05 14,61 14,74 0,05
182 wg 1490 2,87 0,85 0,08 14,83 14,98 0,33
20:0 18,18 6,98 1,69 0,07 18,05 1827 1,33
2011 19,10 1211 2,28 0,09 18,96 1922 2,31
20:3 w6 22,65 8,30 1,65 0,08 2249 22,76 1,58
204 wo 2325 1644 342 0,07 2316 2337 313
trans 20:4 23,72 0,35 0,07 0,08 23,63 23,77 0,07

3 3 3
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Sekil 4.7.NAC ile inklibe edilen Ntera-2 hiicrelerinin membligid profili kromatogrami.
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4.3.5. Bleomisin ve NAC ileinkiibe Edilen NTera-2 Hucrelerinin Gaz
Kromotografik Analizi
24 saat suresince 4Qdy/ml Bleomisin ve 5 mM NAC ile inkiibe edilen
Bleomisin+NAC grubunu temsil eden bir numuneye r@tensiyon zamani, ilk
cikisin bglama ve bity zamani, pik alanlari, yikseklik, gelik degerleri Tablo
4.6’da gosterildiSekil 4.8'de ise Bleomisin+tNAC grubunu temsil edaimmnenin
membran lipid profili kromatogrami verildi.

Tablo 4.6.Bleomisin+NAC Grubu Yg Asidi Piklerinin Sayisal Dgerleri

Bleomisin+-NAC Ret. zamam Alan {(pA¥*s) Yiikseklik Geniglik Baglama Btig Alan %
14:0 0,84 5,03 2,86 0,03 6,80 6,89 1,10
16:0 9,04 130,27 5517 0,04 8.99 811 2835
1ol 9 9,34 1,01 0,33 0,03 9,28 9,38 0,22
16:1 c6 9,51 2,94 1,22 0,04 9.45 9,56 0,64
16:1¢9 9,64 1.93 0,82 0,04 8.59 2,68 0,42
180 12,75 243,06 63,99 0,06 12,64 12,85 52,89
18:1t9 1329 2,85 0,98 0,03 13,21 13,35 0,62
18:1 c9 1345 23,66 7.33 0,03 1338 13.54 513
18:1¢cll 13,04 7.16 2,23 0,05 1358 13,73 1.56
18:2 trans 1445 044 0,12 0,06 14,39 14,51 0,10
18:2 trans 14,70 0,29 0,08 0,06 14,64 14,73 0,06
182 w6 14,90 4.25 1,25 0,06 14,83 14,97 0,93
20:0 1818 6,39 1.53 0.07 18,05 18.26 1.39
20:1 19,09 8,56 1.65 0,09 1397 1922 1.86
203 wo 22,64 5,86 1,18 0,08 2251 22,75 1,28
2014 wo 2320 15,50 3,29 0,07 23,17 2337 337
trans 20:4 2351 0.33 0,05 0,12 2342 23,02 0,07
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Sekil 4.8. Bleomisin ve NAC ile inkibe edilen Ntera-2 hiucralen membran lipid profili
kromatogrami.
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4.4. NTera-2 Hucrelerinin Membran Fosfolipidlerindeki Yag Asidleri

Bleomisin, NAC veya Bleomisin+NAC ile 24 saat simes inkiube edilen
NTera-2 hicrelerinin membran fosfolipid gyasidleri ila¢ inkiibasyonu olmaksizin
ayni kaullarda buyutulen kontrol hicreleri ile kaestirildi. Kontrol olarak 24 saat
medyum icinde kiltire edilen hicrelerin her big yasidi icin %Alan verilerinin
ortalamasi verildi. Dgerler GC analizinde belirlenen totalgyasidi pik alaninin %’si
olarak verildi. n 6rnek sayisini gosterirkengeider ortalama SD olarak belirtildi?
FAME total lipid ekstraksiyonu, tiurevliendirmesi &C analizi sonucu elde edildi.
Her bir grubaait numunelerin ya& asidi piklerinin tanimlanmasi standartlar argcil
ile yapildi. Tanimlanan pikler total piklerin %98& tekabul etmekteydi (Tablo 4.7).

Tablo 4.7.NTera-2 Hucreleri Memran YgAsidlerinin %Alan Verileri

FAME®

14:0

16:0

9t-16:1

6e-16:1

9e-16:1

18:0

9t-18:1

9e-18:1

11c-18:1

9¢, 12¢-18:2
18:2 wob cis

20:0

20:1

8¢, 11¢, 1de- 203
Se, 8¢, 11¢, 14e-20:4
trans-20:4

% trans MUFA
% trans PUFA
% TOTAL trans

% trans/cis 18:2
% trans/cis 20:4
SFA

MUFA

PUFA
SFA/MUFA

Kontrol®
n=8
2.3x0.4
274415
0.03£0.0
1.620.2
1.18+0.2
3852430
0.11+0.0
147725
3.99+0.7
0.02+0.0
0.65+0.3
0.95+0.1
1.06+0.3
0.46+0.1
5.87£2.2
0.03+0.0
0.14+0.0
0.05+0.0
0.19+0.0

3.66+0.2
0.61+0.2
T022+1 8
2261423
6.98+£0.6
3.10+£1.8

Bleomisin®
n=6
1.33+0.1*
25.94+0.2
04540,
0.80+0.0%
0.51+0.0%
50.38+0.6*
2,450, 3%%*
6.85+0.6%
2.004+0.1%
0.290. 0%
0.43£0.1%
1.11+0.0
2.37+1.2
1.3£0.9*
3.440.1%
0.09=0.0
2,940 204
0.38£0. 0
32840 ks

68.62£8.3 4
2.06£0.1*
78.76£0.9%
12.63+0.4*
5.32+0.8%
6.2440.3%

NAChH
n=>6
2.01+0.5
26.73+2.2
0.13+0.0*
1.6040.8
1.17+0.6
41.22+2.8
0.37+0.1
13.34£7.1
3.5+1.6
0.14+0.0*
0.51£0.1%
0.974+0.2
2.07+0.7
1.25+0.8
4.87+1.6
0.05+0.0
0.50=0.1
0.19+0.0*
0.69+0.1

28.64£9.34*
1.15+0.7%
70.94+3.3
21.73+44
6,641
3.26+2.2

Bleo+NAC?
n=6
1.10£0. 0
2832+0.2
0.240.0*
0.57+0.1 %+
0.30+0.0%
547841 2%
0.48+0.2
4.86+E0.3 1%
1.52+40.0%%
0.13=0.0*
0.29+0.0%
1.37+0.0%
1.46+0.6
1.28+0.1
3.18+0.2%
0.07=0.0
0.68+0.2
0.20+0.0*
0.884+0.3#

45.04£17.1%*
2,381
85.57+1.3*
8.81+0.9*
4.75+0.1*
9.7141.2%

*Ilag ile inktibe edilmenikontrol grubundan p<0.05 anlamli diizeyde farkli.
** [lag ile inkiibe edilmenikontrol grubundan p<0.01 anlamli diizeyde farkli
**+* lag ile inklibe edilmengikontrol grubundan p<0.001 anlamli diizeyde farkli
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24 saat Bleomisin ve NAC ile inkiibe edilen NTeraikrelerinin membran
yag asidi kompozisyonu Tablo 4.7'de gosterildi. Nt@rahlcrelerinde 24 saat
suresince sadece Bleomisin ve Bleomisin ile NAGhkUbasyonu miristik asidi
(14:0) anlamli duzeyde azaltti. Total dowryag asidi miktari (14:0, 16:0,18:0 ve
20:0) Bleomisin ve BleomisintNAC kombinasyonu ilenkilbasyonda artti.
Bleomisin ve onun NAC kombinasyonu palmitoleik agfitis-16:1) seviyelerini
kontrol ile kasllastirildiginda anlamli diizeyde gliirdi (p<0.05). 9t-16:1 seviyeleri
ise kontrol ile kagilastirildiginda Bleomisin inkibasyonu ile anlamli dizeyde
(p<0.001) artti. Bleomisin ve Bleomisin+NAC inkllgagu 6c-16:1 ya asidi
seviyelerinde kontrol ile kaastirildiginda anlamh dgiise yol agti (p<0.05). Tekili
doymams yag asidleri olan 6c¢-16:1, 9¢-16:1, 9¢-18:1 (oleik),c418:1 (vakkenik)
Bleomisin ve Bleomisin+NAC inkiibasyonu ile anlamlizeyde azaldSgkil 4.9).

B SFA
120 ~ O MUFA

100 | m PUFA
5 80
60 |
40
20
o1

Kontrol Bleomisin Bleo+NAC

Membran ya g asidi kompozisyonu
(kontrole gore %)

Sekil 4.9. Bleomisin, NAC ve Bleomisin+NAC inkiibasyonundsanra doyms tekli (MUFA) ve
¢oklu (PUFA) doymamiyag asidleri diuizeylerindeki ggsimler. *p<0.05kontrol grubuna
gore anlamli duzeyde farkli.

Arasidonik asid (20:4) seviyeleri kontrol ile kiyaslapohda Bleomisin
inkiibasyonu ile anlaml dizeyde azaldi. Omega-6agyotia araidonik asid
prekusorleri olan linoleik (18:2) ve eikosatrienoiR0:3) asidlerin seviyeleri
Bleomisin inklibasyonu ile artti. Omega-6 ailesiléyieolan 18:2 w-6 ve asadonik
asid 20:4 w-6 seviyeleri ise Bleomisin etkisi ilzafll (p<0.05). Buna katt olarak
Bleomisin omega-6 ya asidi ailesinin dier Gyesi 20:3 w-6 seviyelerini arttirdi
(p<0.05). Bleomisin ve Bleomisin+tNAC SFA/MUFA oradia anlamli arga yol
actl. Yalnizca NAC inkibasyonu ise SFA/MUFA orandegistirmedi. Bleomisin
testis kanseri hiicre membranlarinda SFA konsardrasyda Onemli bir aga,
MUFA ve PUFA konsantrasyonunda ise gozle goriliir ddalmaya neden oldu.
Bleomisin SFA, MUFA ve PUFA (zerinde buyukgigmlere sebep olurken, tek
basina NAC anlamh bir dgsiklige yol acmadi. Bleomisin ve NAC’in birlikte
inkiibasyonu NAC’in Bleomisin'in meydana getigdidegisimleri baskilamadiini
gosterdi.

Yaptigimiz kromatografik ayrim sirasinda oleik asid trameri (9t-18:1)

(Sekil 4.10) ve argidonik asid geometrik mono-trans izomerini (trafts4) Sekil
4.11) goruntileyerek trans gasidlerinin varlgini da kontrol ettik.
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*%

9t-18:1
(Kat arti s1)
=
6]

Kontrol Bleomisin NAC Bleo+NAC

Sekil 4.10.  Bleomisin, NAC ve BleomisintNAC ile inkibe edilerNTera-2 hiicre
membranlarinin oleik asid trans izomeri (9t-18:&3igimleri. Herbir dger ortalama
+ SD olarak gosterildi.
* p<0.05 kontrol grubundan anlamli diizeyde farkli,
** n<0.001 kontrol grubundan anlamli diizeyde fdrgligosterir.

Trans 20:4
(Kat arti s1)

Kontrol Bleomisin NAC Bleo+NAC

Sekil 4.11. Bleomisin, NAC ve Bleomisin+tNAC ile inkiibe edileiNTera-2 hicre
membranlarinin agédonik asid trans izomeri (trans-20:4) gigmleri. Herbir
deger ortalama + SD olarak gosterildi.

Bleomisin grubunda 9t-18:1 trans-oleik asid sewyielkontrol grubu ile
karsilastirildiginda 22 kat, Bleomisin+NAC ile inklibe edilen hierekontrol grubu
ile kamilastinldiginda 4 kat arf gosterdi $ekil 4.10). Trans 20:4 ag@onik asid
seviyeleri Bleomisin ve onun NAC kombinasyonundasagdsterdi. Bleomisin ile
inkiibe edilen NTera-2 hiicrelerinde artan trans asidleri serbest radikal stresini ve
direk olarak lipid remodeling ile f#kili dogal cis igerginin geometrik
transformasyonunu  gosterdi. NTera-2 hicre membmanlayag  asidi
kompozisyonunda meydana gelen angigi@ler Bleomisin ve Bleomisin+NAC ile
inkiibe edilen hiicre gruplarinda meydana geldi. Ri&lrasid (16:0) seviyeleri tim
gruplarda benzer dizeydeydi. Bleomisin ve BleomiSiAC ile inkiibe edilen
hiicrelerde stearik asid (18:0) asid saristatistiksel olarak anlaml dizeyde idi.
Arasidonik asid (20:4) icegi kontrol grubu ile kaplastirildiginda Bleomisin (42%)
ve Bleomisin+NAC (%46) grubunda anlamh duzeydgi#tiolarak gozlendi. 9¢c-18:1
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oleik asid seviyesi Bleomisin ve onun NAC kombinasy ile 6nemli dizeyde azaldi
(Sekil 4.12).

150 ~ **
* ] £16:0
-
c 018:0
o
& @ 9c-18:1
N © .
g_fu 100 4 e = MW 20:4 w6 cis
s el — T o
Es i i P i
< ° ) Yy e, e
<2 i3 P P R
o o uaty anta Fanta TR *
s ] * ! !
c E‘ W "y n * (fgn s, ri]
oty g g T
© o 50 e e ek B *k
a8< 2 i i g
= T p o e
0 i3 P R G
= Fy) T R 2
ant on®, (R Pt
s g g m
0 T e B s
Kontrol Bleomisin NAC Bleo+NAC

Sekil 4.12. Bleomisin, NAC ve Bleomisin+tNAC ile inkibe edilerNTera-2 hicre
membranlarinin Palmitik asid (16:0), Stearik asi®:Q), Oleik asid (9c-18:1) ve
Arasidonik asid dizeyleri.
*p<0.05 kontrol grubundan anlamli diizeyde farkli,
**p<0.01 kontrol grubundan anlamli dizeyde farkli.
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4.5. 8isoprostan Analizi Sonuclari

NTera-2 hucrelerinde NAC, Bleomisin, Bleomisin+NACH,O, ve
H,O,+NAC inkiibasyonunu takiben hicresel 8-isoP&F&2eviyeleri 6lculdi.
Bleomisin ve HO, 8-isoprostan seviyelerini kontrol ve yalnizca NA@gulanan
grup ile kagllastirildiginda anlamli diizeyde arttirdi. Bleomisin+NAC vgO#NAC
inkuibasyonlarinda 8-isoprostan seviyeleri yalniBé@omisin ve yalnizca $D; ile
inkiibe edilen gruplar ile kaitastirildiginda anlamli diizeyde azaldekil 4.13).

60 -

. 50 -

E

g 40

8 30 -

%]

(o]

& 20 -

(o]

k%)

& 10 | .

0
Kontrol BLM+NAC H202  H202+NAC

Sekil 4.13. NAC, Bleomisin (BLM), BLM+NAC, HO, ve H,O,+NAC ile inkiibe edilen NTera-2
hicrelerindeki 8-isoprostan seviyeleri.
* p<0.02 bleomycin, KO, H,O,+NAC ile inkiibe edilen NTera-2 hiicreleri kontrol ve
NAC grubu ile kagilastinidiginda,
** p=0.03 bleomycin+NAC ile inkibe edilen NTera-2idreleri Bleomisin grubu ile
karsilastirildiginda,
*** p=0.03 H,O,+NAC ile inkiibe edilen NTera-2 hicreleri ,6, grubu ile
karsilastirildiginda.
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4.6. TBARS Analiz Sonuglari

NTera-2 hucrelerinde NAC, Bleomisin, Bleomisin+NACH,O, ve
H,O,+NAC inktbasyonunu takiben TBARS seviyeleri dl¢culd@leomisin ve HO,
ile inkiibe edilen hicrelerde TBARS seviyeleri kohigrubu ile kagilastirildiginda
anlamlh duzeyde artti. NAC ile inklibbasyon TBARSigelerinde dgise neden oldu.
NAC’in Bleomisin ve HO, ile kombine olarak kullanimi TBARS duzeylerini
yalnizca Bleomisin ve yalnizca,6, ile kiyaslandginda anlamlgekilde azaltti $ekil
4.14).

0 ' ' I ' I '

Kontrol BLM+NAC H202 H202+NAC

N
L

TBARS (nmoi/ml)
N

Sekil 4.14. Bleomycin (BLM), BLM+NAC, HO, ve HO,+NAC ile inkiibe edilen NTera-2
hiicrelerinde TBARS seviyeleri
* p<0.04 NAC, Bleomisin, KO, ile inkibe edilen hiicreler kontrol hucreleri ile
kiyaslandginda,
** n<0.03 Bleomisin+NAC ile inklibe edilen hicrelgalnizca Bleomisin uygulanan
hicreler ile kiyaslanginda,
*** n<0.01 H,O,+NAC ile inkiibe edilen hiicreler yalnizca®} uygulanan hiicreler
ile kiyaslandginda.
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4.7. Lipid Hidroperoksid Analiz Sonuclari

NAC inkubasyonu lipid hidroperoksid seviyelerini kool grubuna gore
anlamli dizeyde azaltti. Bleomisin ve®4 lipid hidroperoksid diizeylerini kontrole
gore anlamli duzeyde arttirdi. Bleomisin veGdin NAC ile kombinasyonu lipid
hidroperoksid seviyelerini Bleomisin ve,&,’'in tek balarina uygulandy gruplar ile
karsilastirildiginda 6nemli diizeyde azalt§ekil 4.15).

N . . I I I l
0

Kontrol BLM+NAC H202 H202+NAC

w B )]

o o o

o o o
| | ]

Lipid Hidroperoksid (nM)
N
o
o

Sekil 4.15. Bleomycin (BLM), BLM+NAC, HO, ve HO,+NAC ile inkilbe edilen NTera-2
hiicrelerinde Lipid hidroperoksid seviyeleri
* p<0.03 NAC, Bleomisin, Bleomisin+NAC, 1®,, H,O,+NAC uygulanan NTera-2
hicreleri kontrol grubu ile kaastinldiginda,
** n<0.03 Bleomisin+NAC grubu NTera-2 hiicreleri yatca Bleomisin uygulanan
hicreler ile kiyaslanginda,
*** n<0.03 H,O.+NAC ile inklibe edilen NTera-2 hicreleri yalnizdd,O,
uygulanan hcreler ile kiyaslagehda,
# p<0.03 Bleomisin+NAC, bD,+NAC uygulanan NTera-2 hicreleri yalnizca NAC
uygulanan hticreler ile kiyaslagehda.
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TARTI SMA

Daha ©Once yapmi oldusumuz calgmalarda testis kanser hicrelerinde
Bleomisin aracili apoptotik etkileri agtarmis ve sonuclarimizi yayinlagtik [194]
[195] [196]. Bu camamizda testis kanser hicre membranlarinda lipidom
durumlarini argtirdik. NTera-2 hicrelerini 24, 48 ve 72 saat sies Bleomisin'in
20-700 pg/ml aralginda dgisen dozlari ile inkibe ederek Bleomisin’in sfC
konsantrasyonunu 24 saat icin 40§'ml, 48 saat icin 10Qg/ml ve 72 saat icin 20
ug/ml olarak bulduk. 24 saat 4Q@/ml Bleomisin ile beraber inkiibe edilen NAC’In
degisen dozlar arasinda 5 mM NAC yalnizca Bleomisinirlkiibe edilen grup ile
karsilastirildiginda hiicre canlginin en yiksek diizeyde surdirtlmesiniladi. Bu
nedenle de ¢calmamizda 5 mM NAC dozu kullandik. Caghamizda Bleomisin’in
testis hiicre membranlarinda lipidler acgisindan agdbilecgi degisimleri ve bu
degisim Uzerinde guclu bir antioksidan olan NAC'in etihi analiz etmeyi
hedefledik. Bu amacgla 5 mM NAC vatinda ve yoklgunda 400ug/ml Bleomisin
ile inkiibe edilen NTera-2 hicrelerinde membrarg yesidi kompozisyonunu ve
oksidatif stres ile ikkili belirtecler olan 8-izoprostan, TBARS ve Lipid
hidroperoksid seviyelerini belirledik.

Hucre membran lipid profilinin tanimlanmasi kandsicrelerinin hayatta
kalabilme mekanizmalarinin belirlenebilmesinde derilidir. Gerceklgtirdigimiz
analizler 6zellikle membran fosfolipidlerinin gaasidi birimlerinin seviyelerini ve
onlarin dgal geometrisini ortaya cikardi. ¥asitlerinin geometrik trans izomerleri
cift baga gore ayni tarafta iki zincir igerir. Trans izomeerhiicre, hayvan ve insan
modellerinde stres sirasinda izomerize edici sérlvadikal tirleri tarafindan
olusturulur [193]. Trans ya asidleri kanser tedavisinde yeni hedef olarak
gorulmektedirler. Trans ya asidlerinin  yapilarinin  ve fonksiyonlarinin
tanimlanmasinin yani sira cis ve trans lipid geasiein biyokimyasal dnemini
anlamay! amaglayan multidisipliner gahalar yuriatilmektedir. Yaasidlerinin cis-
trans geometrisinin  @gémesi, membran fonksiyonu ve sinyalizasyonunda
degisimlere yol acarak hicresel cevabi uyarir ve biyklsjstemi hasaraguatabilir.
Bleomisin etkisi sonucu ortaya ¢ikan membran lipidfili degisikleri daha 6nce hig
calsiimamstir. Bu nedenle calmamizda Bleomisin'in meydana getirebilgce
membran dgsikliklerini analiz etmeyi hedefledik.

Calismamizda hucre kaltlrt icin standart bir protokddipaettik. Tum hiicre
gruplari ayni keullar altinda hazirlandi. Membran fosfolipid yapda iki ya asidi
kuyrugunun bulunmasindan dolay! bir asidi seviyesindeki ggsim diger yas
asidi rezidusu ile korelasyon gosterebilir. Hucreenmbranlarinin y@&a asidi
kompozisyonunda meydana gelen gidenler membran akkanligi ve
gecirgenlginde degisimlere sebep olur. Bleomisin inkiibasyonundan someanbran
yag asidi kompozisyonunda ¢ok dnemli modifikasyonldizlgndi. Cakmamizda
membran ya asidi kompozisyonu analizi ile Bleomisinin NTePa-hicre
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membranlarinda SFA yuzdesini arttirirken, MUFA VEHA yilzdesini azaltgini
belirledik (Sekil 4.9). Araidonik asid hucrelerin lipid yapimi ve fonksiyonuna
katkida bulunan, membran lipidomundaki en temeésbeiidir [197]. Bleomisin,
omega-6 ya asidi ailesi Uyeleri olan linoleik asid (18:2 w8 araidonik asid (20:4
w-6) seviyelerinin dnemli dizeyde €P,05) azalmasina yol acti. Coklu doymami
yag asidi ailesi Uyelerinin (18:2 ve 20:4) azalmasedhisin’in meydana getirgi
oksidatif hasardan kaynaklanabilir. Ail@donik asidin (20:4) oncdlleri olan linoleik
(9¢,12c 18:2) ve eikosatrienoik (20:3) asid isedBiesin inklilbasyonu sonucu arttl.
Bleomisin argidonik asid trans izomeri (trans 20:4) seviyesiddertsa neden oldu.
Calismamizda insan testikiler kanser hiicre membrankariBomisin spesifik
olarak elaidik asid (9t-18:1) agtna da neden oldu. Bunun nedeni, Bleomisin’in
membranda oleik asitten zengin bir bélgeye yenkesi ve bu bélgede tiyil radikalleri
olusturmasindan kaynaklanmaktadir. Bizim bulgularimiz@nzer sekilde meme
kanser hicrelerinde SFA olan palmitatin apoptoaisiirdigi, MUFA sinifi oleik
asidin ise proliferasyonu arttigdi ve palmitat aracili apoptozise katkoruyucu
oldugu rapor edilmgtir [198]. Eksojen olarak alinan F@arin aksine kanser
hiicrelerince endojen olarak uretilengyasidlerinin malign ve agresif fenotip ile
iliskili olduklari bildirilmistir [199]. Calsmamizda Bleomisin’e maruz kalan
hicrelerin membran yaasidi kompozisyonunda meydana gelen ana etkéetan
trans yg asidi Uretimi ve aradonik asitteki anlamli azalma, yuksek SFA vesitki
MUFA ve PUFA icergi olarak bulduk. Bleomisin’in NAC ile birlikte kudinimi
SFA, MUFA ve PUFA seviyelerini kontrol dizeyine eskedi. Bleomisin ve
BleomisintNAC SFA/MUFA oraninda anlamli adi yol acti. Yalnizca NAC
inkiibasyonu ise SFA/MUFA oranini glgtirmedi. Bleomisin SFA, MUFA ve PUFA
Uzerinde blyuk dgsimlere sebep olurken, tek paa NAC anlamlh bir d&sikli ge
yol agcmadi. Bleomisin vel/veya NAC inkubasyonlarintssi yapilan lipidom
analizleri NTera-2 hicre membranlarinda settanik asidin kritik rolini ortaya
koydu. Bleomisin’in NAC ile kombine inkibasyonu, miran argidonik asid
seviyelerinin azalmasina neden oldu. NAC Bleomisirafindan olgturulan trans
lipid izomerlerini (9t-18:1 ve trans-20:4) azalgtm. NAC'In bu etkileri onun
antioksidatif ve antiapoptotik etkileri ile gkili olabilir. Elde ettigimiz sonuclar
Bleomisin ve NAC’in insan testikiler kanser hicrelde membran lipid profilinin
dizenlenmesinde 6nemli roll ofglitnu gosterdi. Daha dnce yapilan hicbir gahda
kemoterapi sonrasi testis kanser hicrelerinde nmeydglen ya asidi degisimleri
arastirlimamstir.

Membran lipidom profilinin belirlenmesi hicre biggsi deneylerinde
hicrelerin  karakterizasyonunun  belirlenmesi ve nramb ya& asidi
organizasyonunun yenilerggi durumlarin belirlenmesinde gugclu bir aractir.
Calismamizin sonuglari Bleomisin’in trans lipid izomentén olusum yolaklarina
aracihk ettgini ve kemoterapotiklerin bu yolaklar aragiliile hicre 6lumand
uyarabilecgine dair gucli kanitlar vermektedir. Ayrica ¢alamiz sonucu
buldusumuz, hicre membrani fosfolipidlerindeki trans dipiolusumu ileriki
calismalar icin ilham kayng@ olabilir. Calsmamizin sonuglari daha etkili kanser
tedavi stratejilerinin tasarlanmasinda da kulldmiia

DNA sarmali kiriklari, ¢gtli uzunluktaki zincirlere ait nukleotid bazlarev
oligonukleotidler ile d&ik molekuler girlktaki bilesikler tiyobarbuitirik asid ile
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reaksiyona girer ve salinir [200]. Antioksidanlarcbk anti-kanser ilacin etkisini
azaltabilir ya da oOnleyebilir. Bazi antioksidanlagn bu koruyucu etki onlarin
antioksidan 0ozelliklerinden bka aktivitelerinden kaynaklanmaktadir. Kanser
hastalarinin antioksidan seviyeleri onlarin kenegigre cevabinda 6nemli rol
oynayabilir. Ancak kemoterapi sirasinda antioksidiarle destekleyici besinsel
terapi lipid peroksidlerin okumunu azaltarak oksidatif stresin bluytumeyi inhideie
etkilerini yenebilir. Bu nedenle kemoterapi sirasnantioksidan kullaniimasi
dikkatle digunalmelidir [64]. Oksidatif stres ile gkili bircok hastalikta terapotik
olarak kullanilan NAC'In kanser kemoterapisi sings kullaniimasi ve
kemoterapotik ilacin hassasiyetini nasil etkigedsice argtiriimaldir.

Lipid peroksidasyonunun belirlenmesi kanserde ak#id hasarin
deserlendiriimesinde 6nemlidir. Bleomisin’in etkisieil olisan akcger hasarinda
NAC’in lipid peroksidasyonunu azaltici etkisi yaml ©nceki cadmalarda
gosterilmitir [201] [40]. Yayinlamg oldugumuz dnceki ¢agmalarimizda énemli bir
antioksidan olan curcuminin testis kanser hicnretkri Bleomisin indukla lipid
peroksidasyonunu baskilgh gosterdik [54]. Ciftci ve arkadliari tarafindan
yapilan bir caymada NAC’In semen parametreleri Gzerindeki etkisgtailmistir.
NAC uygulanmasi total antioksidan kapasiteyi arttgrve total peroksid ve oksidatif
stres indeksini azalttir [202]. NAC'in Bleomisin’in neden oldiu akcger hasarini
azalttgl daha once yapilan cgialarda gosterilngtir [201] [203]. Daha 6nceki
calismalarimizda testis kanser hucrelerinde NAC ile bdgyonun Bleomisin ve
H.O, aracili oksidatif stresi onemli dizeyde azgith gosterdik ve NAC'In
Bleomisin'in indukledgi apoptozisi azaltgini bulduk [194]. Bizim bulgularimiza
benzersekilde Zachwieja ve arkaglar kultire edilmg T lenfositlerinde oksidatif
stresin  NAC tarafindan inhibisyonunu bildiggerdir [204]. Quadrilatero ve
arkadalari farelerde NAC injeksiyonunun htcre ici glutatly seviyelerinin
surdurdlmesini gdadigini, fosfatidilserin eksternalizasyonunu ve mito#oal
membran depolarizasyonunu Onlgdi gostermglerdir [205]. NAC’in oksidatif
strese kan iyilestirici etkileri bulunmaktadir. Ancak NAC antikansejan olan
doksorubisin ile kullanilggnda prooksidan ve antioksidan mekanizmalar agacié
hiicre ici glutatyon-redoks dengesindgidienlere neden oldgu bildirilmistir [206].
NAC Cisplatin ile kombine edildinde ise norotoksisiteyi ve kanser hucre
apoptozisini inhibe etngiir [207].

8-izoprostan guvenilir bir oksidatif stres belitdic. Calismamizda Bleomisin
NTera-2 testis kanser hicrelerinde 8-izoprostaregérzini anlamli diizeyde arttirdi.
Testis kanser hicrelerinde Bleomisin vgOpl aktivitesi sonucu 8-isoPGEZeviyesi
artisini ilk kez biz bulup ortaya cikardik. NAC ile ink&isyon Bleomisin’in neden
oldugu artmg 8-izoprostan seviyelerini azaltti.

Lipid peroksidasyonunun belirlenmesinde TBARS o6l§iyaygin kullanilan bir
metoddur. Calismamizda ayrica Bleomisin ve,®; ile inkibe edilen hicrelerde
kontrol grubu ile kanlastinldiginda TBARS seviyelerinin arttirghni gozlemledik.
Calismamizda NAC inkibasyonunun TBARS seviyelerini kohite kiyaslandiinda
anlaml duzeyde azalgini saptadik. Bleomisin ve B, TBARS duzeylerinde anlaml
artisa neden olurken, NAC ile birlikte inkiibe edildiklele (BLM+NAC ya da HO,
+NAC) TBARS duzeylerinin tek Barina inkiibasyon ile kiyaslariginda azalmasina
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yol actilar. Benzegekilde Kelly ve arkadgdari pulmoner hasarda Bleomisin'in TBARS
dizeylerini arttirdtini ve NAC ile birlikte Bleomisin uygulamasinin TS dizeylerini
azalttgini rapor etmilerdir [201]. Calsmamizda NAC ile inkibasyonun TBARS ve
lipid hidroperoksid dizeylerini azalitni gosterdik. Sonuclarimiz Bleomisin ve®4
inkiibasyonunun lipid peroksidasyonu, 8-izoprostatifini, lipid hidroperoksid olsumu
aracilgl ile oksidatif stres parametrelerinde anlamlisartieden oldgunu gosterdi.

Daha 6nce yapmiolduwsumuz @lismalarimizda Bleomisin ve J@.'in 8-
isoprostan, protein karbonil, TBARS ve Lipid hidespksid dizeylerini anlaml
dizeyde arttirirken antioksidan kapasite ve GSHegézini onemli dizeyde
azalttgini bildirmistik. Yapilan dnceki ¢cagmalarda Bleomisin'in ROS ofjumunu
katalizledgini ve nihayi olarak lipid peroksidasyonuna yoliggti rapor edilmgtir
[208]. Bu etkiler Bleomisin aracili serbest radik#etimini takip eden ikincil
olaylardir. Serbest radikaller amino asit yan ziecini karbonil birimlerine
donistirmektedir. Onceki yayinlarimizda 8-izoprostan VBARS olcumlerine
ilaveten protein oksidasyonunun genel bir gostergkes protein karbonil icegini
belirledik. Calsmamizda Bleomisin ve ¥, aracili oksidatif protein hasarini 2,4-
DNPH ile isaretleme metodu kullanarak belirledik. Testis kankécrelerinde
Bleomisin ve HO2nin protein karbonil icegi arttirmasi, hicre 6limine olan
yatkinhigi arttirdiklarini gosterdi [54] [209].

Antholine ve arkadgar Fe(Il)BLM varliginda tiyollerin DNA kiriklarinin
oranini arttirdtini rapor etmglerdir [210]. Bu reaksiyonun sistein aragil ile
arttinlmasi Fe(lll)BLM ‘in Fe(I)BLM’e indirgeme &biliyetinden kaynaklanabilir.
Ancak GSH'In zincir kirllma reaksiyonunu arttirabé yetengi bu mekanizmaya
dayandirilamaz. Cunku zincir kirilmasi igin birgelektrona ihtiya¢ vardir. GSH BLM-
demir kompleksine b rediikte oksijen ara Uriiniine bir elektroglagabilir. Bu yolla
elektronlar direk olarak Fe(ll)BLM ‘e verilmedenneir kiriklari arttinlabilir. Bunun
icin GSH Fe(ll)BLM-DNA kompleksine khdanmalidir. NAC hucre icinde GSH
sentezinin oncusi olan kuvvetli bir antioksidarf@t1]. ROS bir¢ok hiicre ici oksidaz
enzimleri ve mitokondriyal respirasyon ile sureldlarak dretilir. H,O, Fenton
reaksiyonlari ile Gretilen hidroksil radikalininrimicil 6nctusudtr. Hidroksil radikali
DNA, lipidler ve proteinler gibi hiicresel makromkigler icin yiksek dizeyde
reaktiftir. Maheshwari ve arkaglari NAC'e maruz kalan rat testikiler germ
hicreleri HO, ile muamele edilginde apoptozis ylzdesinin 6nemli dizeyde
azaldgini rapor etmtir [212].

Total antioksidan kapasitesi serbest radikal Ureirm 6nlenmesinde ve
oksidatif hasarin onarilmasinda tim total koruyaatioksidan mekanizmalarin bir
gostergesidir [213]. Caimalarimizda Bleomisin ve 4@, total antioksidan
kapasitenin ve GSH seviyelerinin tikenmesine nediemken NAC ile kombine
olarak kullanildiklarinda NAC total antioksidan kesite dizeylerini arttirdi [209].
NTera-2 hicrelerinde NAC total antioksidan kapaséeiyelerinin artmasi Uzerinde
etkilidir.

Antioksidanlarin geleneksel tedavilerin etkgnhi arttirdigl ve radyasyon ve
kemoterapinin bazi ciddi yan etkilerini azathi gosteren veriler oldukca fazladir
[61]. Bircok kemoterapdtik ilacin ROS glumunu indiklemesine gaen onlarin
antikanser etkileri sadece serbest radikallerigohuna bgaimh degildir. Kanser
hicrelerinde @ri ROS hicre blyumesini yaglatir ya da durdurur. Hcre
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blylumesinin yaydamasi ya da durmasi hiicre proliferasyonu hizin ik&in olan
antikanser ilaglarinin etkirgini azaltir. Bu nedenle kemoterapi sirasinda asta#n
takviyesi oksidatif stresin bulylimeyi inhibe edicikikerini yenebilir ve anti-
neoplastik ajanlara cevabin siurdirtulmesinglesabilir [61]. Boylece antioksidan
takviyesi kemoterapinin pozitif etkilerinin inhilEtmeden serbest radikal aracili yan
etkilerin Onlenmesine yardimci olabilir ve kanseremnoterapisine cevabin
arttinlmasinda givenli ve etkili imkan @ar. Antioksidanlarin etkilerinin
kemoterapi ve radyasyon ile sinerjistik [195] aldudurumlarda hastalar standart
tedaviyi daha iyi tolere eder, daha az kilo kaylbedaha iyi yagam kalitesine sahip
olur ve ek katki maddesi almayan hastalara gore dedun ygam siresine sahip
olurlar. Ucg antioksidanin geleneksel kanser temaijpis etkinligini azalttg
gOsterilmitir. Bu antioksidanlardan biri Cisplatin ve Doksbisin ile kullanilan
NAC’dir [61]. Calismamizda testis germ tumor hicrelerinde NAC’in Blesamve
H.O2nin neden oldgu oksidatif stresi azalgini gosterdik. Bulgularimiza
dayanarak NAC’in Bleomisin ile birlikte kullanimiad kacinilmasinin ya da en
azindan testis kanser hastalarinin tedavisi sdasuikkatle takip edilmelerinin
gerektgi sonucu cikarilabilir. Antioksidan takviyesinin rgali, zararli ya da notral
olmasi antioksidanin 0Ozelliklerine ve dozuna, kullan kemoterapi ilacina, tedavi
edilen kanser tipine ve hastanin tukgttliyete bglidir. Bu alanda yapilan Klinik
randomize cajmalar az sayidadir. Tek bir antioksidanin ve asicdén
kombinasyonlarinin geleneksel kanser tedavisindiddierinin tamamen aciklanmasi
icin iyi dizenlenmy randomize kontrolli caimalara ihtiyag vardir.

63



SONUCLAR

Buldugumuz deneysel verilere gore sonuclarinuzgekilde 6zetleyebiliriz:

1.

2.

Bleomisin testis kanser hiicre membranlarinda dgyyag asidi ve
yag asidi trans izomerlerinin artmasina neden oldu.

Bleomisin testis kanser hiicre membranlarinda teldi coklu
doymams yag asidlerinin azalmasina neden oldu.

N-asetil sistein testis kanser hiicre membranlariBéomisin’in
neden oldgu artan trans yaasidi izomerlerinin azalmasina neden
oldu.

. Bleomisin testis kanser hiicrelerinde oksidatifstelirtecleri olan 8-

izoprostan, TBARS ve Lipid Hidroperoksid dizeyl@mirartmasina
neden oldu.

N-asetil sistein testis kanser hicrelerinde Blearirs neden oldgu
8-izoprostan, TBARS ve Lipid Hidroperoksid anu baskiladi.
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