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Bu tez calismasinda, ratlara Bisfenol A (BFA) ile olusturulan oksidatif strese
kars1 Naringenin’in (N) diizeltici etkileri arastirildi. Calismada dort grup vardir. Bu
gruplar; Kontrol grubu (K), BFA grubu (B), Naringenin grubu (N) ve BFA+N (BN)
grubudur. BFA 25 mg/kg giin ve Naringenin 50 mg/kg giin olarak uygulandi.
Ratlarin karaciger ve beyin dokularinda MDA, GSH, AChE, GST, Ces, mineral ve
yag asit diizeyleri arastirildi. Karaciger dokusunda B grubu Fe ve Ca diizeyr K
grubuna gore artt1. Ayrica, B grubu MDA ve Ces diizeyi K grubuna gore artarken, B
grubu GSH ve GST diizeyi K grubuna gore azaldi. BN grubu MDA ve Ces diizeyi B
grubuna gore azalirken, BN grubu GSH diizeyi B grubuna gore artti. Karaciger
dokusunda, B grubu 16:0 yag asidi diizeyi K grubuna gore artarken, B grubu 18:1n9c
ve 18:2n6¢ yag asit diizeyi K grubuna gore azaldi. Beyin dokusunda, B grubu MDA
diizeyi K grubuna gore artarken, BN grubu MDA diizeyi B grubuna gore azaldi. B
grubu AChE ve Ces enzim aktiviteleri K grubuna gore azalirken, B grubu GSH ve
GST enzim aktivite diizeyleri nispi diizeyde azaldi. BN grubu GST enzim aktivite
diizeyi B grubuna gore artti.

Sonug olarak, BFA’ nin olusturdugu oksidatif strese karst Naringenin’in
antioksidan olarak koruyucu etkileri vardir.

Anahtar Kelimeler: Bisfenol A; Naringenin; MDA; Enzim Aktivitesi; Mineral; Yag
Asitleri
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In this thesis study, the protective effects of Naringenin (N) against
Bisphenol A (BFA) induced oxidative stress in rats was investigated. There are four
groups in the present study. These groups are Control group (K), BFA group (B),
Naringenin group (N) and BFA+N (BN) group. BFA was administered as 25 mg/kg
day and Naringenin as 50 mg/kg day. The MDA, GSH, AChE, GST, Ces, mineral
and fatty acid levels were investigated in liver and brain tissues of rats. In liver
tissue, Fe and Ca levels increased in B group compared to K group. In addition,
MDA and Ces levels increased whereas GSH and GST levels decreased in B group
group compared to K group. While the MDA and Ces levels of the BN group
decreased compared to the B group, the GSH level of the BN group increased
compared to the B group. In liver tissue, 16:0 fatty acid level of B group increased
compared to K group while 18:1n9c and 18:2n6c¢c fatty acid levels of B group
decreased compared to K group. In brain tissue, MDA level of B group increased
compared to group K while MDA level of BN group decreased compared to B group.
While AChE and Ces enzyme activities in B group B decreased compared to K
group, enzyme activity levels of GSH and GST in B group decreased relatively. GST
enzyme activity level in BN group increased compared to B group.

As a result, Naringenin has protective effects as an antioxidant against the
oxidative stress induced by BFA.

Keywords: Bisphenol A; Naringenin; MDA; Enzyme Activity, Mineral; Fatty Acids
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1. GIRIS

Cevre kirliligi ve tehlikeli kimyasallar insanlarin, hayvanlarin ve bitkilerin
yasamlarini olumsuz etkilemektedir. Toksik maddeler, canli metabolizmasinda
reaktif oksijen tiirleri (ROT) tiretimine yol agar. Bu sitotoksik ajanlar hiicre 6liimiinii
indiiklemektedir [1]. Bisfenol A (BFA) potansiyel bir endokrin bozucu kimyasaldir.
BFA plastik biberonlarda, su siselerinde, yiyecek ve icecek kaplarinda
kullanilmaktadir. Insanlarn BFA’ya maruz kalma olasilifi oldukca yiiksektir.
BFA’nin konserve gidalarin kat1 ve sivi franksiyonlarinda tespiti yapilmistir. BFA ile
ilgili aragtirmalarda bu kimyasalin insan viicudunda tespiti belirlenmistir [2-6].

Naringenin flavonoid tiirevi bir molekiildiir. Ozelllikle turunggillerde ve
lizim besinlerinde yaygin olarak bulunmaktadir. Naringenin dogal bir antioksidandir.
Naringenin’in hiperglisemi, hiperlipidemi ve kardiyovaskiiler sistemler {izerine
yararl etkileri bilinmektedir. Naringenin’in hem in vitro hemde in vivo olarak
antidiyabetik etkileri belirtilmistir [7-10].

Bu tez c¢alismasinda BFA ile oksidatif strese maruz kalan rat karaciger ve
beyin dokular iizerine Naringenin’in koruyucu etkileri arastirildi. Arastirmamizda,
ratlarin karaciger ve beyin dokularinda malondialdehit (MDA), rediikte Glutatyon
(GSH) diizeyleri ile Glutatyon-S-transferaz (GST), Asetilkolinesteraz (AChE),
Karboksilesteraz (Ces) enzim aktiviteleri Ol¢timleri yapildi. Ayrica, karaciger
dokularinda demir (Fe), ¢cinko (Zn), magnezyum (Mg), kalsiyum (Ca), mangan (Mn)

ve bakir (Cu) mineralleri ile yag asit diizeyleri incelendi.
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2. GENEL BIiLGIiLER
2.1. Bisfenol A

BFA 2,2-bis (4-hidroksifenil) propan olarak adlandirilan organik sentetik bir
bilesiktir. Yapisinda iki metil grubu, iki fenol halkast ve bu halkaya bagli iki
hidroksil grubu vardir [11].

CHs

CHs3
Sekil 2.1 BFA'nin molekiiler yapis1 [11].

Beyaz ve kristalli yapida kat1 bir madde olan BFA bilesiginin molekiil agirlig
228,29 g/ mol, erime noktas1 156 °C ve kaynama noktas1 220 °C dir [12,13]. BFA,
diisiik buhar basincina ve yliksek erime noktasina sahip olup, organik ¢oziiciilerde
(etanol, aseton, dimetilsiilfoksit) iyi ¢oOziinen, fakat su da c¢ok az ¢odziinen bir
maddedir [14]. Suda kismen ¢oziinen BFA’nin pKa’st 9,6 ile 11,3 arasindadir.
Biyolojik olarak parcalanabilen bir madde olan BFA 28 giinde % 81-93 oraninda
karbondioksite mineralize olur.

Yapilan bir calismada BFA’nin nehirdeki bozulma yar1 dmriiniin 0,5-3 giin

oldugu ol¢iilmiistiir [11]. Bisfenol A’nin birgok tiirevi bulunmaktadir [15].
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Cizelge 2.1 Bisfenol A ve tiirevleri

Isim I_<lsa Kimyasal Ismi Dogrusal Formiilii Moleki

Ismi Agirlig

Bisfenol A BFA 2,2-bis(4-hydroxyphenyl)propane 4-(HO)CsH4] 2C(CHa): 228.29
Bisfenol S BFS 2,2-bis [4- hydroxyphenol]sulfone 4-(HO)CsH4]2SO: 250.27
Bisfenol F BFF 2,2-bis [4-hydroxyphenol] methane CH5(CsH4OH), 200.23
Bisfenol AP BFAP | 4,4’-(1-phenylethylidene) bisphenol CH3C(CeHs)(CsH4OH), 290.36
Bisfenol Z BFZ 4,4'—(cyclohexane-1,1-diyl)diphenol C1sH200; 268.350
Bisfenol AF BFAF | 4,4-hexafluoroisopropylidene]diphenol | (CF3).C(CsH4OH)2 336.23
Bisfenol B BFB 2,2-bis(4-hydroxyphenyl)butane C16H1502 242.32

HiC. CHy

HO OH
0 1030
HO OH ﬁ

Bisphenol-A (BPA)

0
Bisphenol-S (BPS)

CH,
0 ") )"

Bisphenol-AP (BPAP)

J

OH

CFs
|
Ho@—c OH HO
[
O CFs

Bisphenol-Z (BPZ) Bisphenol-AF (BPAF)

Sekil 2.2 Bisfenol A ve tiirevlerinin yapis1 [15].

HO OH

Bisphenol-F (BPF)

|

C OH
|

CHs

Bisphenol-B (BPB)
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Arastirmacilar 1990’11 yillarda sulardaki BFA miktarini tespit etmeye
baslamislardir [16]. Siire¢ igerisinde gesitli gevresel orneklerdeki BFA diizeyleri de
tespit edilmistir [17]. Son yillarda yapilan ¢alismalarda, yiizey sularinda BFA tespiti
yapilmistir. Diinyanin degisik yerlerindeki nehir sularindan alinan su 6rneklerinde
BFA tespiti yapilarak ¢evresel kirlilige dikkat ¢ekilmistir.

Brezilya’nin degisik nehir havzalarindan Sinos nehri havzasinda (0-517 ng/L)
[18], Rio das Velhas nehri havzasinda (8,6-168,3 ng/L) [19], Iguassu nehri
havzasinda (0.62-12.61 ng/L) [20], BFA diizeyleri tespit edilmistir. Almanya’da
yiizey sularinda (0,0005-0.41 pg/L) [21], Hollanda’nin farkli yerlerinden elde edilen
yiizey sularinda 330 ng/L’ye kadar BFA tespit edilmistir [22]. Malezya’nin Langat
Nehri havzasmin yiizey suyunda tespit edilen BFA seviyesi 215 ng/L [23],
Portekiz’in farkli nehirlerinden toplanan yiizey suyu numunelerinde ise bu oran 0.07-
4 ng/L olarak belirlenmistir [23,24]. Suudi Arabistan’in Riyad sehrinde depolanmig
sularda elde edilen su siselerinde BFA (7,5 ng/L) [25], Malezya’ da ise (3,3 ng/L)
[23] olarak tespit edildigi rapor edilmistir.

Sanayi bolgelerindeki yiizey sularinda BFA konsantrasyonunun yaklagik 10
kat daha yiiksek oldugu yapilan arastirmalarda tespit edilmistir [26]. Belediye atik su
sahas1 si1zintistyla kirlenmis su orneklerinde ise yaklasik 200 kat daha yiliksek BFA
seviyesi tespit edilmistir [27].

BFA’nin bir¢ok degisik kimyasal formu bulunmaktadir. BFA nin alternatif
kullanim1 olarak kullanilan BFAP Cin ve Amerika Birlesik Devletleri’'ndeki gida
tirlinlerinde tespiti yapilmistir [28]. Cin’deki gidalarda BFAP degerinin ABD’
dekinden yaklasik 12 kat daha yiiksek oldugu bildirilmistir [29]. BFAP ayrica dis
macunu, losyonlar, makyaj malzemeleri ve ev tozu gibi {irlinlerde de tespit edilmistir
[30]. Cin’deki kanalizasyon atiklarinda BFA (4.69 ng / g), BFF (3.84 ng / g) ve BFS
(3.02 ng / g) olarak rapor edilmistir [31].

BFA’ya insanlar her dénemde maruz kalmaktadir. insanlarin plesentas: [32],
kordon kani [33], amitotik siv1 [34], fetal karaciger [35] ve anne siitiinde [36] BFA
tespit edilmistir. BFA meme kanseri ve prostata neden olmaktadir [37,38]. BFA’nin
inflamatuar etkisinin yaninda hepatikte mitokondriyal apoptaza neden olan etkiside

bulunmaktadir [39,40]. BFA’nin erkek fare yavrularinda sperm iiretimini azalttigi

4
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bildirilmistir [41,42]. BFA disiik dozlarda dahi oksidatif strese neden olmaktadir
[43].

2.2 Naringenin

Naringenin ilk defa Power ve Tutin tarafindan kesfedilmistir. Dean tarafindan
formiilasyonu 1963 yilinda yapildi. Naringenin molekiil formiilii CisH1205 ve
molekiil agirhigr 272,3 g/mol olarak bilinmektedir. Yapisal olarak flavonon glikozit
yapisina sahiptir. Bu molekiil, greyfurt ve limon gibi turunggillerde olduk¢a zengin
olarak bulunmaktadir. Kuhnau tarafindan yapilan bir ¢alismada insanlarin flavonoid

alimi 1 g/ giin olarak tespit edilmistir [44,45].

Sekil 2.3 Naringenin kimyasal yapis1 [44,45].

Akdeniz diyeti meyve ve sebze agirliklidir ve Naringenin bu diyetlerde
bulunmaktadir [46]. Yapilan deneysel calismalarda Naringenin’in sahip oldugu
birgok Ozellik agiklanmistir.  Naringenin’in  antitrombotik, antiateroskleroz,
antidiyabetik, antihipertansiyon, antiinflamatuar, antihiperlipidemik ve antioksidan
etkileri vardir [47-55]. Diyabet hastaliginda Naringenin‘in plazmadaki glikoz
diizeyini azalttig1 bildirilmistir [56]. Ayrica bazi hayvan c¢alismalarinda bu maddenin
diyabet komplikasyonlar1 iizerinde etkisinin yaninda antihiperglisemik bir ajan
oldugu da kanitlanmistir [50,51]. Naringenin, glikoz metabolizmasini iyilestirerek
pankreastaki insiiliin salinimmi uyarmaktadir [57]. Naringenin’in antihiperglisemik
etkisinin yaninda diabetes mellitus tedavisinde oksidatif stres giderici olarakta
kullanildig1 bildirilmistir. Kronik hipergliseminin en 6nemli parametrelerinden biri

MDA seviyelerindeki artiglardir. Bu alanda yapilan ¢alismada, Naringenin’in

5
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diyabetteki lipit peroksidasyonunu azaltarak antioksidan bir ajan olarak hareket ettigi
rapor edilmistir [55]. Ayrica, bu etkinin plazmada smirli kalmadigi ve karaciger,
pankreas ve bobrek gibi dokularda da gosterdigi bildirilmistir [53,52]. Tip 1
diyabetik sicanlarda Naringenin’in diyabetik nefropatiyi iyilestirdigi ve hiicre
apoptozunu azalttig1 bildirilmistir [58]. Alloxan ile indiiklenen hayvan ¢aligmasinda,
Naringenin ve Quersetin birlikte diyabetteki artan oksidatif stresi sinirladigi, diyabete
maruz kalan hayvanlarin bobrek ve karaciger DNA hasarlarimi diizelttigi rapor
edilmistir [59].

Alzheimer, Parkinson, Huntington ve Amyotrofik Lateral Skleroz gibi kronik
dejeneratif hastaliklar en yaygmn beyin hastaliklar1 arasindadir. Bu hastaliklarin
bircok nedeni olmasina ragmen, en yaygin goriis oksidatif stresin mitokondriyal
mutasyonlara neden oldugu ve bunun sonucu olarakta ndéronal 6liim ile birlikte ndrol
disfonksiyon kayiplarina yol actigi bildirilmistir [60]. Naringenin antioksidan ve
inflamatuar mekanizmalar1 etkisiyle ndrodejenerasyonu engeller. Siganlarda
olusturulan Alzheimer modeline kars1 Naringenin’in koruyucu etkileri arastirilmistir.
Bu caligmada Naringenin’in lipit peroksidasyonunu ve apoptozu azalttigi, 6grenme
yetenekleri ve hafizadaki gelismeleri arttirdigi rapor edilmistir [61].

Naringenin en biiyiik 6zelliklerinden biride antikolinesteraz etkisinin olmasidir.
Ayrica, diyabette hafiza bozuklugunu iyilestirici etkisi rapor edilmistir [62].
Parkinson ve Alzheimer hastaliklarinda kolinerjik kayiplar ve kolinerjik kusurlar
bulunmaktadir [63]. Naringenin, her iki hastaligin tedavisinde potansiyel olarak
noroprotektif ajan olarak kullanilabilir. Ayrica, Naringenin’in intraserebroventrikiiler
streptozotosinin neden oldugu ndronal ve bilissel eksikligi onledigi ileri stirtilmiistiir
[64]. Sigan modellerinde olusturulan Parkinson hastaliginda Naringenin’in beyin
dokusundaki artan MDA diizeyini azalttig1 ve azalan GSH diizeyini arttirdig1 rapor
edilmistir [65]. Belirtilen bu ¢alismalarda Naringenin’in antioksidan aktivitesi ile
potansiyel bir néroprotektif ajan olarak kabul edilebilecegi bildirilmistir [66].

Ekzojen kirleticilerden hava kirliligi, sigara dumani ve g¢evre kirliligi astim ve
kronik obstriiktif akciger hastaligina neden olmaktadir. Ayrica, serbest radikaller,
bakteriler, virlisler ve mantarlar solunum yollarina endojen olarak etki gosterir.

Serbest radikallere maruz kalma miktar1 ve siiresine bagli olarak dokular zarar goriir.
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Bu radikaller solunum sistemini, bagisikligi ve inflamatuar hiicrelerini olumsuz
etkiler [67]. Naringenin, astimli hayvan modellerinde mukus iiretimini azaltarak etki
gosterir. Aym1i  zamanda, oksidatif streste mukus iiretimi ve iltihaplanmay1
siddetlendirmekten sorumlu olan interlokinde azalmaya neden olur [68]. Naringenin,
hesperitin gibi diger flavonoidlerle sinerjik etkiye sahiptir ve hava yoluyla
inflamatuar hiicrelerin infiltrasyonunu ve mukus tikaci olusumunu 6nemli Slgiide
azaltir [69]. Kanserojen ajanlar hem evsel hem de endiistriyel bolgelerde yaygin
olarak bulunmaktadir. Bu ajanlara uzun siire maruz kalindig1 i¢in yash insanlarda
kanser riskinin arttigi gozlemlenmistir [70]. Kanserojen kosullar altinda hem
mutasyona ugramis hiicreler artmakta hem de serbest radikallerin diizeyi artmaktadir.
Kanser hiicrelerinin artmasi apoptozu, anjiyogenezi ve metastazi tesvik eder [71].
Ayrica, DNA hasara yol agarak karsinogenezin artmasina neden olur [70,72].
Kolon, mesane, mide, prostat, karaciger, pankreas, rahim 16semi kanserlerine karsi
Naringenin antiproliferatif etki gostermektedir [73-76]. Ayni zamanda, Naringenin

timor biiylimesini inhibe etmektedir [72].

2.3. Rediikte Glutatyon

GSH glutamik asit, glisin ve sisteinden olusan, diisiik molekiil agirligina
sahip bir tripeptittir. Viicuttaki birgok hiicrede sentezlenen, intraseliiler
konsantrasyonu yiiksek olan ve non-protein tiyol yapisinda olan bir antioksidandir
[77]. GSH hiicreleri endojen ve ekzojen kaynakli antioksidanlarin zararl etkilerinden
koruyan glutatyon, 6nemli bir non-enzimatik antioksidan ve indirgen ajandir [78].
GSH diizeyi viicudun hastaliklara kars1t korunmasi ve bagisiklik diizeyi i¢in oldukca
onemlidir. GSH diizeyinin diisiik olmasi, hipertansiyon kardiyovaskiiler hastaliklar
ve diyabet gibi ¢esitli hastaliklara karsi risk olusturmaktadir. Glutatyon memelilerin
biitiin dokularinda ozelliklede karacigerde sentezlenir [79]. Yetiskin bir insanda
ginlik GSH iretimi yaklasik 10 gr civarinda oldugu tahmin edilmektedir [80].
Viicutta bulunan GSH konsantrasyonunun biiyiik ¢cogunlugu (%90) hiicre sitozolunda

bulunur. Cok az bir miktarda mitokondri ve diger organellerde bulunur. Safra
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asidinin salgist sirasinda GSH konsantrasyonunda 6nemli bir artis meydana gelir.
Buna karsin ekstraselliiler sivida bu oran diismektedir. Sistemde bulunan siilfitril
aktif grubu rediiksiyon ve konjugasyon reaksiyonlara katilmaktadir. Bu reaksiyonlar
sonucu ksenobiyotiklerin zararli etkilerinin ve peroksi dozlarin yok edilmesi saglanir
[81]. Protein mutasyonlari ve enzim stabilitesinin bozulmasi sonucu insanlarda
glutatyon sentetaz eksikligi meydana gelir. Bu enzim geninin tamamen yok olmasi
Oliimlere yol agabilir [82]. Hiicre ig¢inde Onemli bir antioksidan olan gliitatyon
ksenobiyotiklerin zararli etkilerinin yok edilmeside, aminoasitlerin taginmasinda,
proteinlerdeki siilthidril gruplarinin rediikte formda tutulmasinda ve bazi enzimatik
reaksiyonlarda koenzim olarak gorev yapmasi gibi bir etkiye sahiptir. Tiyol gurubu
iceren onemli bir tripeptit olan glutatyon, hiicredeki dnemli fonksiyonlarinin (DNA,
protein sentezi, enzim aktivitesi regiilasyonu) yaninda antioksidan olarakta gorev
yapmaktadir. Memeli hiicrelerde milimolar diizeyde bulunan glutatyonun biyiik
boliimii karacigerde bulunur. Glutatyon gibi tiyollerin oksidasyonu sonucu tiyol ve
oksijen radikalleri olusur. Olusan peroksitlere ve oksidotif strese kargi serbest
radikallerle reaksiyona girerek olusacak hasarlara karsi koruma saglar [83]. GSH bir
enzim degildir ancak antioksidatif Ozellik gosterir. DNA sentezinde, aminoasit
tasinmasinda, perroksit metabolizmasinda ve bircok enzim aktivitelerinin
diizenlenmesinden sorumludur [84]. Bir sistein deposu olan GSH protein olmayan
tek tiyoldur. Hiicre disinda kararsiz olan sistein hizlica okside olup sistine doniisiir
[85]. GSH serbest radikallere kars1 direk savunma yapabildigi gibi sitozolik GSH
redoks dongiisiinde substrat olarak goérev alabilir [86]. GSH dokularda indirgenmis
glutatyon GSH ve okside glutatyon GSSG olmak iizere birbiriyle dengede olan iki
tirti bulunur [87]. Bitki hiicrelerinde kloroplast, mitokondri ve plazma membraninda
ROT meydana gelmektedir. Normal metabolizma siirecinde ise peroksizomlarda
stiperoksit radikalleri olusur. Olusan bu ROT ve radikaller Siiperoksit dismutaz
(SOD) ve Glutatyon rediiktaz (GR) gibi antioksidanlar tarafindan etkisiz hale getirilir
[88].



2. GENEL BIiLGILER Mehmet KARAKUS

2.4. Glutatyon-S-Transferaz

Gulutatyon-S-Transferazlar (GST), endojen ve ekzojen kaynakli elektrofilik
ve hidrofilik bilesiklerin glutatyon ile etkilesimini saglayarak daha kolay atilabilen
ve toksik etkisi daha diisik olan metabolitlere dontigiimiinii saglayan Faz Il
detoksifikasyon enzim ailesinin bir liyesidir [89]. GST enzimlerinin molekiil agirlig
24-29 kilodalton ve her bir alt birimi ise yaklasgitk 210 aminoasitten meydana
gelmistir [90]. GST’nin hem detoksifikasyon hem de hiicre i¢i baglayici ve tasiyici
rolii vardir. Katalitik olarak GSH’daki sistein SH grubu ile yabanci maddeleri
baglayarak elektrofilik bolgeyi notralize ederler. Olusan GSH konjugatlarinin sudaki
¢ozinlirliigl artar ve metabolizmadan atilmas1 daha kolay olur. GSH‘dan glutamat ve
glisin koparilarak, sisteinin serbest amino grubu merkapturik asitlere dondisiir.
Ksenobiotik klasik atilim iiriinlerinden merkapturik asitler olan N-asetil sistenin, S-
alkile olmus tiirevleri safra ile atilir. Hidrofobik ve lipofilik bilesikleri baglayan
GST’nin kanserojen ve mutajen maddelerin detoksifikasyonunda 6énemli rolii vardir
[91].

Organizmaya  zarar  veren endobiyotik  ve ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonunda GST enzimleri énemli rol oynar [92]. GST’ler konjugasyon ve
indirgenme reaksiyonlarinda rol oynarlar. Elektofilik merkez igeren hidrofabik
ksenobiyotiklerin GSH ile konjugasyonunu katalizlerler. Ayrica katalitik olmayan
yolla bazi endojen ve ekzojen kaynakli maddeleri baglayarak hiicre igine tasinmasini
saglar. Boylelikle endojenlerin iletiminde rol oynarlar [93]. GST enzimlerinin en
temel gorevlerinden biri oksidatif stresin sebep oldugu zararlara karsi hiicreyi
korumaktir. GSH, Faz 1 enzimleri tarafindan olusturulan metabolitler ile
konjugasyona girereck DNA, RNA ve protein ile baglanmasimni 6nleyerek hiicre
hasarin1 engeller. GSH noksanliginda; Ksenobiyotiklerin metabolitleri proteinlere
baglanarak onlar1 degisime ugratip antijenik Ozelliklerini degistirebilirler. Bunun
sonucunda antikor sentezini uyarmayan bir molekiil gibi davranir ve antikorla
birleserek hiicre hasarina sebebiyet verebilir [94]. GST enzimleri ile ilag direng
proteinlerinin ekspresyonlarindaki artis ilag direncine neden olusturabilir. GSH hiicre

icinde en fazla bulunan ve tiyol grubu iceren bir tripeptittir [95]. Antikanser ajaninin
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hiicre igine girmesiyle hiicrede GSH diizeyinde ve GST enziminin ekspresyonunda
artts olmaktadir [96]. Enzim, GSH’in ksenobiyotikler ile konjugasyonunu kataliz
ederek cesitli pompalar araciligi ile disar1 atilmasina neden olur. Sonug olarak GST
enzim etkinligi ile ilacin hiicre iginde uzun siire kalmasi zorlasir [97]. GST ler dogal
koruyucu sistemler olarakta kabul edilirler. Ozellikle pestisit, herbisit, kanserojenler
ve antikanser ilaclar gibi elektrofilik ozellik gosteren ksenobiyotiklerin

detoksifikasyonunda 6nemli rol oynamaktadir [98].

2.5. Karboksilesteraz Enzimi

Karboksilesteraz (Ces, E.C. 3.1.1.1) ester, amid ve tiyoester baglari igeren
substratlarin hidrolizini katalize eden serin hidrolazlarin bir simifidir [99]. Ces’ler,
multi gen ailesi {iriinleri olup, cogu memeli dokusunun mikrozomal fonksiyonlarinda
bulunur [100]. Ces, genel olarak karacigerde yiiksek diizeyde bulunan bir enzimdir.
Ayrica, farkli konsantrasyonlarda beyin, merkezi sinir sistemi, testis, yag dokusu, kas
ve l10kasitlerde bulunur. Karacigerde sentezlenen Ces, ¢oziinmiis formda bulundugu
plazmaya salgilanir. Zararli kimyasal maddelerin izlenmesinde, biyobelirtegler
arasinda Ces’ler kirliligin izlenmesi i¢in uygun enzimlerdir [101]. Ces’lerin aktivite
Olcimii tarimsel kimyasallarin ekosistem tizerindeki etkisini onceden belirlemede
onemlidir [102]. Ces’ler, endojen molekiilleri, yani kolestrol esterlerinin
doniistimiinde rol oynarlar [103]. Ayrica, ksenobiyotik kimyasallarin
metabolizmasinda, kisisel bakim firiinleri ve pestisitlerde yer alirlar [104]. Ces’ler
organafosforlu pestisitlere olan yiiksek affinitelerinden dolayi, pestisitlere ve diger

kimyasal esterlere karsi yararli biyobelirtegler olarak kabul edilirler [105].

2.6. Asetilkolinesteraz Enzimi

Asetilkolinesteraz (AChE) (E.C. 3.1.1.7), norotransmitter bir madde olan
asetilkolinin, kolin ve asetik aside hidolizini katalize eden bir enzimdir [106]. En

onemli substrat1 asetilkolin olan ve agirlikli olarak kolin esterlerini hidrolize eden
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AChE olduke¢a yiiksek bir aktiviteye sahiptir. Her bir molekiil enzim saniyede
yaklagik 25000 asetilkolin (ACh) parcalamaktadir. Olusan iiriin asetat ve kolin’dir
[107]. Asetilkolin esteraz enzimi baslica beyin, sinir hiicreleri, kirmizi kan hiicreleri
kaslarda ve eritrositlerde yiiksek konsantrasyonlarda bulunurken karaciger, pankreas
ve kan serumunda daha az miktarda bulunur [108]. AChE’nin aktivitesinde meydana
gelen azalma sinir sistemi hastaliklarina ve 6liime neden olur [109]. AChE’ nin ilk
saflastirilma iglemi 1938 yilinda elektrik baliginin elektrik organindan extraksyon
yoluyla yapilmistir [110]. Elektrik baligmin elektrik organi en zengin AChE
kaynaklarindan biridir [111]. Asetilkolin ilk tanimlanan ve en ¢ok bilinen
norotransmitter olup asetik asit ve kolinin esteridir. Asetilkolin giiniimiizde
Alzheimer ve Parkinson hastaliklarinin teshisinde ve tedavisinde Onemli rol
oynamaktadir [112]. Norotransmitter bir madde olan asetilkolinin goérevi, sinirsel

uyarilari kaslara ve ilgili dokulara ulagtirmaktir.

2.7. Malondialdehit

MDA lipit peroksidasyonunun 6nemli bir iriiniidiir. Coklu bag iceren yag
asitlerinin peroksidasyonu sonucu olusur. Hiicre membramlarinin iyon degisimine
etki ederek, iyon gegirgenligine ve enzim aktivitesine olumsuz etki eder [113]. Lipit
peroksidasyonu sirasinda peroksidatif hasarin belirteci olan MDA ayni zamanda
biyolojik yapilarda kolayca tespit edilebilir [114]. MDA ¢ogunlukla oksidatif stresin
bir belirteci olarak kullanilir. Serbest oksijen radikallerinin etkisiyle lipit
peroksidasyonunun artmast MDA’ ’nin yiikselmesine sebep olur. Organik yapilar ve
membran fonksiyonlar1 iizerine zararli etkileri olan lipit peroksidasyonu hiicre
Oliimlerine sebep olabilir [115]. Hiicre membramlarinda bulunan doymamis yag
asitleri, serbest radikallerle ¢ok kolay tepkimeye girer ve lipit oksidasyonuna sebep
olurlar [116]. MDA’ ’nin metabolize olmasi enzimatik olarak miimkiindiir. Arganin,
histidin ve lisin gibi aminoasitler, elektrofilik 6zelliginden dolayr MDA’ya karsi
hassasiyet gosteririler [117]. Lipit peroksidasyonunun en onemli gostergelerinden

olan MDA olusumu, membram kompenentlere biiyiik hasar vererek bozulmasina,
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ayrica iyon nakli ve enzim aktivitesi gibi membram o&zelliklerinde bozulmasina
neden olur. Burada en fazla degisim basta karaciger olmak iizere beyin, bobrek ve
kalp dokularinda meydana gelir [118]. MDA miktar1 arasidonik asit (20:4n6) ve
linoleik asit (18:2n6c¢) gibi ikiden fazla ¢ift baga sahip yag asitlerinin oksidasyonu
sirasinda biiyiik oranda artmaktadir [119]. Lipit peroksidayonunun sonlandirilmasi
hidroperoksidin aldehitlere ve diger karbonil bilesiklere doniisiimii ile olmaktadir
[120].

2.8. Yag asitleri

Yag asitlerinin biiyiik ¢cogunlugu lipitlerin temel yapitaglarini olustururlar.
Hayvan ve bitki organizmalarinin lipitlerinde ylizden fazla yag asidi izole edilmistir.
Lipitlerin en 6nemli sinifin1 olusturan yag asitleri 4-24 karbon atomu arasinda zincir
uzunluklarina sahip organik asitlerdir. En sik rastlanilan yag asitleri 14-22 karbon
atomlu olanlaridir. Yag asitlerinin kimyasal yapisinda bir ugta metil (CHz) grubu ve
diger ucta karboksil (COOH) grubu bulunmaktadir. Burada metil grubu hidrofobik,
karboksil grubu ise hidrofilik 6zellik gosterir. Yag asitleri doymus ve doymamis yag
asitleri olmak tizere iki sinifa ayrilir. Hidrokarbon zincirinde karbonlar arasinda tekli
bag varsa doymus yag asitleri bir ve birden fazla ¢ift bag varsa doymamis yag asitleri
olarak adlandirilir. Yapilarinda bir tane ¢ift bag varsa monoansature (MUFA), birden
fazla ¢ift bag varsa poliansature (PUFA) yag asitleri olarak adlandirilir. Memelilerde
en cok bulunan yag asitleri palmitat (16:0), stereat (18:0) ve oleat (18:1) yag
asitleridir. Memeliler sature yag asitlerini sentezleyebilirler. Fakat polisature yag
asitleri sentezlenememekte olup mutlaka diyet yoluyla alinmalidir. Memelilerin
sentezleyemedigi, linoleat (18:2) bitkisel yaglarda, linolenat (18:3) balik yaginda bol
bulunur ve organizmalarinda sentezlenemedigi i¢in mutlaka disaridan alinmasi
gereklidir. Memeli canlilar linoleat ve linolenat1 alirlarsa poliansature yag asitlerini

sentezleyebilirler [121].
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2.9. Mineraller

Insan ve hayvan organizmalar1 genel olarak organik ve inorganik
maddelerden meydana gelmektedir. Organik maddelerin yapisinm1 karbonhidrat, lipit
protein ve hormon olustururken, inorganik maddelerin yapisini su ve mineraller
olusturmaktadir. Organik bilesiklerin tam olarak oksidasyona ugradiktan sonra geriye
kalan kiil kismina mineral ad1 verilmektedir. Canlilar yasamlarini devam ettirebilme,
bliylime ve tiireme gibi fonksiyonlarmi siirdiirebilmek i¢in beslenme yoluyla
karbonhidrat, lipit, protein ve vitaminlerin yaninda inorganik maddelere de ihtiyag
duymaktadirlar. Mineraller yapisal olarak metabolizmada 6nemli rol oynarlar.
Minerallerin metabolik rolleri, tiiriine gore degisiklik gosterebilmektedir. Bazi
maddelerle bilesik olusturup, organik yapilar meydana getirmek suretiyle aktivator,
diizenleyici ve transmitter olarak islev goriirler. Asit — baz dengesini, osmatik
basinci, membran gecisini saglayan minareller ayrica sinir ve kas sisteminin
fonksiyonlart i¢inde gereklidirler. Dokularda gram diizeyinde bulunan ve organizma
tarafidan gereksinimi fazla olan Ca, P, Mg, K, CI, Na ve S gibi elementlere makro
elementler denilmektedir. Viicuttaki Ca, P ve Mg gibi minarellerin biiyiik ¢ogunlugu
kemiklerde yer almakta, kemiklerin yapisini ve dansitesini saglamaktadirlar. Ayrica
makro elementlerin birgogunun hormonlarda, kan dokusunda ve sinir sisteminde
fonksiyonlar1 bulunmaktadir. Giinliik ihtiyaclar1 dokularda miligram diizeyinde olan
Fe, Cu, Zn, Mn, Mo, Co, Cr, Se, F ve | gibi elementlerede mikro elementler
denilmektedir. Mikro elementlere olan giinliik ihtiyag makro elementlere gore ¢ok
diisiik olmasina ragmen hepsi yasam i¢in ¢ok Onemlidirler. Bu mineraller kendi
baslarina ve enzimlerle kofaktér veya viicut sivilarinda elektrolit olarak, transport
sistemde oksijen baglayarak, enzimatik olmayan molekiillerde yapisal kompanent
olarak gorev yapmaktadirlar [122].

Ca viicutta en fazla bulunan minerallerdendir. Yetiskin bir insanda yaklasik 1
kilogram civarinda Ca bulunmaktadir. Viicutta bulunan toplam Ca’un %99’u kemik
yapisinda bulunurken %1°1 de yumusak doku ve ekstraseliiler sivida bulunmaktadir.
Ca alblimin {izerindeki negatif yiiklii bolgelere baglandigindan, pH degisimleri

baglanmay1 etkilemektedir. Alkali baglanmada, baglanma artar ve serbest Ca
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azalirken, asidik baglanmada, baglanma azalir ve serbest Ca diizeyinde artma
meydana gelir. Ca sinir impulslarinin iletimi i¢inde gereklidir. Noromiiskiiler
bolgelerde bulunan ekstraseliiler sivida bulunan Ca iyonlari, iletisimi harekete
geciren asetil kolinin sinir ucu membranlarindan ayrilmasina sebep olarak kas
fibrillerini harekete gecirirler. Ca bir kisim enzim aktiviteleri icinde gerekli bir
minareldir. Kas kontraksiyonunda enerji salinimi saglayan adenozin trifosfataz
(ATPaz), yaglarin par¢alanmasini saglayan lipaz, kolestrol esterlerini hidrolize eden
kolin esteraz ve protein sindiriminde gorev alan proteolitik enzimlerin aktivitelerinde
gereklidir. Fazla miktarda Ca alinmasi, Fe emilimini bozar, ayrica kemiklerde ve
yumusak dokularda kalsifikasyona neden olur. Yas ilerledik¢e kemiklerde mineral
miktar1 diismektedir. Orta yastan sonra mineral kaybmin sebebi; Ostrojen-androjen
hormon oraninin degismesi, fiziksel aktivitenin azalmasi ve beslenme ile mineral
alimiin diismesinden kaynaklanmaktadir [122].

Cu bitki ve hayvan dokular1 ile suda dogal olarak bulunan bir mineraldir.
Canli organizmalarda Cu*? ve Cu* degerlikli olarak bulunur. Nétral sulu ortamda Cu
iyonu hidroksit (OH") yapisinda bulunur. Cu depolama yeri karacigerdir. Kalp, beyin
ve bobreklerde yiiksek konsantrasyonda, kas ve kemiklerde ise diisiik
konsantrasyonda bulunur. Cu, Fe metabolizmasinda énemli rol oynar. Cu eksikligi
Fe absorbsiyonunu bozarak anemiye sebep olur. insanlarda Cu metabolizmasinin en
onemli bozuklugu Cu’in karacigerde birikmesi sonucu olusan Wilson hastalig
(hepatolentikiiler dejenerasyon)’dir. Ostrojenler hepatik seriiloplazmin sentezini
arttirarak serumdaki Cu konsantrasyonu artirmaktadirlar. Cu minerali igeren ve giiclii
bir antioksidan olan enzimlerden biri SOD enzimidir. Biitin SOD’lar siiperoksit
anyonlarin peroksitlere diiniisiimiinii katalize ederler. Insanlarda serum kolestrol ve
Cu diizeyleri arasinda ters bir oranti vardir. Diisik Cu tiketiminin
hiperkolesterolemiye ve hiperglisemiye dolayisiyla ateroskleroz riskini artiracagi
belirtilmektedir. Akut ve kronik enfeksiyonlarda karaciger hastaliklarinda ve
pellegrad serumda Cu diizeyi yiiksektir. Cu basta hayvansal iiriinlerde olmak iizere
biitiin yiyeceklerde bulunan bir mineraldir [122].

Fe yeryiiziilde ¢ok bulunan bir elemenettir. Kaya ve toprakta ferrit (Fe*®)

bulunur ve ¢ogu biyolojik sistemler icin kullamish degildir. Serbest (Fe*?) demir,
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molekiiler oksijen ve hidrojen iyonlardan kaynaklanan serbest radikal reaksiyonlarini
katalizleyerek serbest radikallerin toksitisitesini azaltmak i¢in ¢esitli proteinlere
baglanirlar. Canli organizmada Fe’in oksidatif giicli ve zararl reaktivitesi Fe tagiyan
proteinin baglanmasi ile engellenmektedir. Fe normal immiin sistem islemleri i¢in
gereklidir. Mineralin hem noksanligi hemde fazlali§i immiin sistemi etkiler. Kan
hiicrelerinden eritrositlerin yapisinda bulunan hemoglabin molekiiliiniin ¢ekirdegini
olusturan Fe kan olusumunda onemli bir mineraldir. Fe iceren enzimlerden NADH-
dehidrogenez ve siiksinat dehidrogenez enerji metabolizmasinda yer alir ve elektron
tepkimesi yaparlar. Hidrojen peroksidaz ise reaktif molekiilii olarak oksijen
metabolizmasinda yer alir. Katalaz ve peroksidaz enzimleri H2O2’yi su ve oksijene
gevirirler. Bunun sonucu olarak hidrojen peroksit (H2O2) birikmesi Onlenir ve
biyolojik aktif molekiillerin zarar gormesi engellenmis olur. Fe eksikliginde
eritrositlerde lipit peroksidasyonu artmaktadir. Enfeksiyon hastaliklarinda Fe’in
serumdaki konsantrasyonu ve intestinalden emilimi azalmaktadir. Bunun sebebi,
bakteriyel enfeksiyonlarda bakterilerin minerali kullanmasidir. Serumda ferritin
miktarmin artmasi ¢esitli enfeksiyonlar, karaciger hastaliklar1 ve kanserle iligkilidir
[122].

Mg organizmadaki biitiin hiicrelere dagilmis halde oldugundan dolay1 bir¢ok
metabolik islevde yer almaktadir. Bu nedenle yetersiz olmas1 durumunda ¢ok ciddi
biyokimyasal semptomatik degisikliklere yol agabilir. Mg’un enzim tepkimelerinde
genellikle ATP ile yapmis oldugu bilesik kullanilir. Mg minerali, karbonhidrat, yag
ve protein metabolizmasi i¢in ayrica Mg*? iyonu da proteinlerin, karbonhidratlarin ve
niikleik asitlerin sentezi i¢in gereklidir. Mg*? iyonu karbonhidrat metabolizmasinda
bircok enzim igin aktivator islevi gdrmektedir. Mg*? iyonu protein metabolizmasinda
da hiicre ribozomlarinda protein sentezi i¢in ko-enzimdir. Viiciit sivilarinda bulunan
mineral osmatik basinci ve asit-baz dengesini saglar. Kemik ve dislerin yapisinm1 Ca
ve P ile beraber saglar [122].

Mn biyolojik sistemler i¢in kritik durumda olan bir mineraldir. Yetiskin bir
viicutta toplam 20 mg Mn vardir. Bunun biiyiik miktar1 karaciger, kemik, pankreas,
tiikiirik bezleri ve midede bulunur. Mn bir¢ok besin metabolizmasini metal-enzim

bilesigi olarak katalize eder. Beyinde yiiksek oranda bulunan glutamin sentetaz
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enzimini Mn aktive etmektedir. Mn lipoprotein lipaz enzimini aktive ederek
serumdaki yag1 temizleme Ozelligi gosterir. Ayrica uzun zincirli yag asidi ve
kolestrol sentezlerinde ko-faktér olarak gorev yapar. Mn igeren Onemli enzimler
arginaz, piruvat karboksilaz ve mitokondriumda SOD’dur [122].

Zn, Fe elementinden sonra viicutta en fazla bulunan minerallerden biridir.
Vitamin mineral desteklerinde Fe: Zn oraninin 3:1°den biiyiik olmasi Zn emilimini
inhibe etmektedir. Fazla miktarda alinan Zn’da Cu emilimini olumsuz
etkilemektedir. Zn tasiyan Onemli metalloenzimlerden karbonil anhidraz, alkalin
fosfataz, RNA ve DNA polimeraz, timidin kinaz, karboksipeptidaz, alkol
dehidrogenaz, siiperoksit dismutaz gibi enzimlerin integral bir kompenentidir. Zn
igeren enzimler karbonhidrat, lipit ve niikleik asit metabolizmasinda ve protein
sentezinde Oonemli fonksiyonlara sahiptirler. Zn erkek ilireme islevi spermatojenez
icin gereklidir ve testosteron aktif dihidrotestesterona doéniisiimiinde yer alir. Zn’nin
deri ve bag dokusu metabolizmasindaki rolii protein ve kollajen sentezine girmesidir.

Bu durumun yaralarim iyilesme siirecine olumlu katkisi olmaktadir [122].

2.10. Calismanin Amaci

BFA insan metabolizmasina su, hava, toprak ve yiyecekler yoluyla
gecmektedir. Ozellikle yiyecek ve igecek kaplarindan gegen BFA, kaplarin
bulundugu ortamdaki sartlara gore daha da artmaktadir. Ayrica, plastik su siselerinin
yapisinda bulunan BFA’ nin belli oranda suya karistig1 tespit edilmistir. BFA’ nin
canli metabolizmasina bir¢ok zararlar1 tespit edilmistir. Meme kanseri, timor
olusumu ve ilireme sistemi iizerine olumsuz etkileri bilinmektedir. BFA’ nin en
onemli 6zelligi hiicrede oksidatif stresi arttirmasidir. Naringenin bir¢cok meyve ve
sebzede bulunan dogal bir antioksidandir. Naringenin’ in antitlimor, antiinflamatuar,
hepatoprotektif ve antioksidan 6zellikleri bilinmektedir. BFA’nin toksik ve endokrin
bozucu etkilerine bagli olarak fizyolojik fonksiyonlardaki bozulmanin tekrar
diizeltilmesine yonelik yeni maddelerin veya dogal iirlinlerin kesfedilmesi 6nem arz

etmektedir. Bu nedenlerden dolay1r bu ¢alismada, BFA’ nin olusturdugu oksidatif
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stres ve toksik etkilerin azaltilmasina yonelik dogal bir antioksidan olan Naringenin
uygulamasi ratlara yapildi. Rat karaciger ve beyin dokularinda birgok biyokimyasal

parametrelerin diizeyleri incelendi.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kimyasal Maddeler ve Coziiciiler

Etil alkol, izopropil alkol, metil alkol, n-hekzan, EDTA-Naz, Tris-EDTA
tamponu, H2SO04, HCI, HNOs3, H20,, KHCO3, KCI, NaCl, thiobarbiturik asit (TBA),
trikloroasetik asit (TCA), fosfat tamponu, rediikte GSH, DTNB, ultra saf su,

fizyolojik su, yag asitleri standardi ve mineral standartlar1 kullanildu.

3.2. Inceleme Materyali

Bu deneysel uygulamada 11-12 haftalik ve 200-250 gr ortalama agirliklarina
sahip Wistar Albino cinsi erkek ratlar kullanildu.

3.3. Kullanilan Cihazlar ve Yardimc1 Aletler

Derin dondurucu (-80 °C), Gaz Kromotografisi (GC-FID), indiiktif Eslesmis
Plazma-Kiitle Spektrometresi (ICP-MS), mikrodalga yakma cihazi, mikroplate
atagmanli spektrofotometre (UV/VIS), hassas terazi, gelik baslikli homojenizator,
teflon baslikli homojenizator, Santrifiij, Santrifiij tlpleri, su banyosu, otomatik

pipetler ve vorteks.

3.4. Deney Hayvanlar

Yapilan deneysel ¢alismada, Wistar Albino cinsi erkek ratlar kullanildi. Ratlar,

Adiyaman Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim Uygulama ve Arastirma Merkezi

(ADYU DEHAM)’nden temin edildi. Deneysel uygulamalar burada gerceklestirildi.

Deneysel calismanin etik kurulu da yine bu kurumdan alindi (Etik Kurul No:
18
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2020/11). Havalandirma sistemi bulunan bir ortamda tutulan ratlarin temizlik ve
bakimlart gilinlik diizenli olarak yapildi. Tel kapakli, sert ve seffaf plastikten
yapilmis polikarbonat kafeslerde pellet yem, su ve ad libitum olarak beslemesi
yapildi. Beslenme yemleri 6zel ¢elik kaplarda ve sular1 da paslanmaz ¢elik kaplardan
yapilmis olan 6zel biberonlarda verildi. Deney c¢alismasinda kullanilacak olan
ratlarin bulundu oda sicakligi ortalama 21°C de sabit tutuldu. Hayvanlar 12 saat 11kl
ve 12 saat karanlik ortamda takip edildi. Calisma 30 giin siirdii ve her grupta 7 rat
kullanarak gerceklestirildi. Arastirmada 28 adet yetiskin, 200-250 gr agirliginda
erkek Wistar albino rat kullanildi Deneysel ¢alisma dort gruptan olugmaktadir.

e Kontrol grubu (K)

e Bisfenol A grubu (B)

e Naringenin grubu (N)

e Bisfenol A +Naringenin grubu (BN)

Kontrol grubuna 0,5 ml zeytinyag1 orogastrik olarak uygulamasi yapildi. Naringenin
50 mg/kg giin dozda olacak sekilde zeytinyaginda hazirlanarak orogastrik sonda ile
uygulamasi yapildi [123]. BFA 25 mg/kg giin olacak sekilde zeytinyaginda ¢oziilerek
orogastrik sonda ile verildi [124]. Kombinasyonlu grubunda (BN), BFA sabah 9:00
saatinde, Naringenin ise 6gle sonu saat 16:00 da uygulamalar1 ratlara yapildi.
Deneysel uygulama sonucunda siganlara 30. giinde Ketamin/Xylazine anestezisi
uygulandiktan sonra sakrifiye edildi. Biyokimyasal degerlendirme i¢in karaciger ve

beyin doku &rnekleri alinarak -80 °C saklandi.

3.5. Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Enzimlerin aktiviteleri ile ilgili ¢alisma Thermo-3001 mikroplate atagmanl
spektrofotometre (UV/VIS) cihazi kullanilarak gergeklestirildi. Biitiin numuneler
cihazda {i¢ tekrarli olarak okutuldu. Enzim aktivitelerinin 6l¢iimii yapilirken spesifik

aktivite (nmol/dk/mg protein) olarak ifade edildi.
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3.6. Homojenizasyon islemleri

Karaciger doku numunelerinin pargalama isleminde ¢elik u¢lu homojenizator,
beyin dokusu numunelerinin par¢alama isleminde ise teflon baslikli homojenizator
kullanildi. Doku numueleri 45 saniye boyunca 2200 rpm’de pargalandi. Dokularin
pargalama islemi, doku agirhiginin hacimce 4 katina denk gelecek sekilde (w/v)
sogutulmus homojenizasyon tamponu (pH: 7,4 olan 0.1M potasyum fosfat tamponu
icinde; 1 mM DTT, 1 mM EDTA ve 0.15 M KCI) igerisinde yapildi. Pargalanmis
olan doku 6rnekleri 2 ml’lik ependorf tiiplerin icerisine aktarilip 20 dakika siire ile 4
°C sicaklik ve 16000 xg devirde santrifiij edildi. Santrifiij isleminden elde edilen

stipernatant kismui ile enzim aktivitelerinin 6l¢timii yapilda.

3.7. GSH Analizi

Beyin ve karaciger doku numuneleri GSH analizi mikroplate atagmanl
UVI/VIS spektrofotometre cihazinda yapildi. Glutatyon analizi Sedlak ve Lindsay
metodu kullanirak yapildi. Homojenize edilen doku pargalari %50 TCA ile
coktoriildii. 10 dakika 12000 xg de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi olusan
stipernatant kisimdan 0,5 ml alind1 ve tizerine 0,2 M pH:8,9 olan Tris-EDTA
tamponundan 2 ml, 0.01 M DTNB ¢o6zeltisinden 0,1 ml ilave edildi. Bu karisim oda
sicakliginda 5 dakika inkiibasyona birakildi. inkiibasyondan sonra 412 nm dalga
boyunda spekrofotometre cihazinda absorbans Ol¢iimleri yapildi [125]. GSH analiz

sonuglari nmol/mg protein olarak hesaplandi.
3.8. GST Aktivite Analizi
Doku numunelerinde GST enzim aktivitesini belirmek i¢in mikroplate

atagmanli UV/VIS spektrofotometre cihazi kullanildi. Calisma 1974 yilinda Habig ve
arkadaglarinin gelistirdigi yonteme gore yapildi. 344 nm dalga boyunda okunan
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absorbansin spektrofotometrede olgiilmesi esasina dayanir. 20 mM 1-kloro-2,4-
dinitrobenzen (CDNB) %96’ lik etil alkol i¢inde hazirlanarak substrat olarak
kullanildi. 0.002 M rediikte glutatyon kofaktér olarak kullanildi. Mikroplaka
kuyucuklarma sirasi ile 10 ul siipernatant, 0,1 M ve pH: 6,5 olan 100 pl fosfat
tamponu, 100 ul GSH c¢ozeltisi ve son olarak 10 pul CDNB ¢ozeltisinden
multipipetlerle 96’lik mikroplaka kuyucuklarina pipetleme islemi yapildi. Karigim 15
sn siireyle karistirilarak spektrofotometre cihazinda okuma islemi yapildi ve sonug

datalar1 kaydedildi. GST aktivitesi nmol/dk/mg protein olarak kaydedildi [126-125].

3.9. MDA Analizi

Doku orneklerindeki Malondialdehit analizi mikroplate atagmanli UV/VIS
spekrofotometre cihazinda yapildi. Yontem TBA ile MDA’nin asidik ve sicak
ortamda tepkimesi sonucu olusan pembe renkli pigmentin spektrofotometrede
okunmasi esasina dayanir. MDA analizi Placer vd. (1996) tarafindan kullanilan
yontem ile yapildi [127]. Reaksiyon karigimi olarak %15 TCA, %0.375 TBA, 0.25 N
HCI kimyasallarindan olusan ¢6zelti kullanildi. Analiz i¢in 500 ul doku homojenati
ve 1,5 ml reaksiyon karisimi agz1 kapakli tiip icerisine konulur 100 °C’ de kaynar su
banyosu i¢inde 30 dakika boyunca inkiibasyona birakilir. Sonra oda sicakligina
sogutma yapilir. 16000 rpm de 10 dakika santrifiijjasyon yapilir. Santrifiij sonrasi
olusan siipernatant kismindan 250 pl almarak pipet yardimiyla mikroplakara
pipetlenir. Cihazda 532 nm dalga boyunda kore karsi okuma islemi yapildi. Sonuglar
3 tekrarl olarak okutuldu. MDA diizeyleri nmol/mg protein olarak hesaplandi.

3.10. Ces Aktivite Analizi

Ces enzim aktivitesinin 6lgiimii i¢in %96°1ik etil alkol i¢inde hazirlanmis olan
26 MM PNPA substrat olarak kullanildi [128,129]. 5 ul 6rnek ¢ozeltisi ve pH: 7,4
olan 0.05 M trizma c¢ozeltisinden 250 pl alinarak kuyucuklu mikroplakalara
pipetleme islemi yapildi. Karisim 3 dakika siire ve 25 °C de inkiibasyona birakildi.
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Son iglem olarak, son konsantrasyonu 0,5 mM olacak sekilde 5 pl p-
nitrofenol asetat mikroplaklara eklendi ve 405 nm dalga boyunda 2 dakika siire ile
absorbans degerleri 6l¢iildii. Ces enzim aktivitesi Thermo-3001 mikroplate atagmanl
UV/VIS spektrofotometre cihazinda yapildi. Sonuglar nmol/dk/mg protein olarak
hesaplandi.

3.11. AChE Aktivite Analizi

AChE enzim aktivitesi 0Olgimii mikroplate atagmanli  UV/VIS
spektrofotometre cihazinda yapildi. Bu analiz i¢in Ellman (1961) tarafindan
kullanilan yéntemin, Ozmen vd. (1998) tarafindan modifiye edilmis sekli kullanildi
[130,131]. Asetiltiyokolin iodit (ATCI) substrat olarak kullanildi. Mikroplaka
kuyucuklarmin icerisine 10 pl dokulardan elde edilen siipernatant konuldu. Bunun
tizerine 0.701 mM ATCI ve pH:8 olan 0,1 M trizma tamponunda hazirlanmis olan
0.136 mM DTNB c¢ozeltisinden 200 pl eklendi. Mikroplaka igerisine konulan
karigimlarin 25 °C’ de 412 nm dalga boyunda absorbans degisimleri 6lgiildii. AChE

aktivite sonuglari nmol/dk/mg protein olarak hesaplandi.

3.12. Toplam Protein Analizi

Toplam protein miktar1 1976 yilinda Bradford tarafindan gelistirilen yonteme
gore yapildi. Yontem alkali ortamda peptit baglarinin Cu ile kompleks olusturmasi
esasina dayanir. Reaksiyon sonucu mavi-mor renkli kompleks olusmaktadir. Calisma
mikroplate atagmanli UV/VIS spektrofotometre cihazinda yapildi. Homejenize
edilmis doku orneklerinden alinan siipernatant kisim 1/4 oraninda seyreltildi ve
tizerine 250 ul Bradford ¢6zeltisinden eklendi. Karisim oda sicakliginda 15 dakika
siireyle inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonucu olusan renk degisimine bagl
olarak 595 nm dalga boyunda spektrofotometrede absorbans oOl¢iimleri yapildi.
Sonuglar mg protein olarak spesifik aktivite degerlerinin hesaplanmasinda kullanildi
[132].
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3.13. Lipitlerin Ekstraksiyonu

Hara ve Radin metodu kullanilarak karaciger dokularinda lipit ekstraksiyonu
yapildi [133]. Celik u¢lu homojenizator yardimiyla karaciger dokulari pargalandi.
Homojenizasyon tiipliniin igerisine karaciger doku orneklerinden 0,5 ¢ alindi.
Uzerine 3:2 (V/v) oraninda hazirlanmis hekzan- izopropil alkol karisimindan 6 ml
eklendi. Doku 6rnekleri 30 sn boyunca homojenizator yardimiyla homojenize edildi.
Homojenizatoriin parlayict kismi 2 ml hekzan-izopropil alkol ¢ozeltisi ile yikandi.
Homojenize edilmis olan numuneler santrifiij tiiplerinin igerisine alindi ve 10 dk
stireyle 4500 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra doku Orneklerinin
siipernatant kismi alinarak, metillestirme islemi icin agz1 kapakli deney tiiplerine

alindi.

3.14. Yag Asidi Metil Esterlerinin Hazirlanmasi

Lipitler iginde bulunan yag asitlerinin gaz kromatografik analizinin
yapilabilmesi i¢in polar olmayan ugucu ve kararli yapiya sahip metil esterlerine
dontstiiriilmesi gerekir [134]. Metil esteri hazirlamak i¢in hekzan/izopropil alkol fazi
igindeki lipit ekstrakti sizdirma yapmayan deney tiiplerine alindi. Uzerine %2’lik
CH30H-H2SO4 karisimindan 5 ml ilave edildi, vorteks ile iyice karigmalar1 saglandi.
15 saat, 50 °C lik su banyosunda ¢eker ocak igerisinde metillesmeye birakildi. Sonra,
tipler sogutuldu ve tizerine 5 ml %5 lik NaCl c¢ozeltisi ilave edilerek iyice
karistirildi. Olusan yag asidi metil esterleri 5 ml hegzan ile ekstrakte edildi. Faz
ayirimi i¢in bir siire bekletildi. Olusan {ist faz otomatik pipetle alindi ve tizerine 5 ml
%2 lik KHCO3 ¢ozeltisi ilave edildi. Fazlarin birbirnden ayrilmasi i¢in 4 saat
bekletildi. Ayrilan hegzan fazi cam deney tiipiine alind1 ve hegzan fazi uzaklastirildi.
Hegzan faz1 uzaklastirildiktan sonra yag asit metillerinin tizerine 2 ml hegzan ilave
edildi. Bu karigim 0.22 um PTFE siringa ucu filtreden siiziildii. 2 ml lik agz1 kapakh

viallerin i¢ine alinan ve yag asitlerini igeren hegzan fazindaki numune Shimadzu QP
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2010 Ultra Gaz Kromotografisi cihazinda ve Teknokroma TR-CN100 100m x
0.25mm x 0.20um kolonunda analizi yapildi. 37°1ik yag asit standardi &rneklerin
analizine baslamadan 6nce GC-FID’de okunarak her bir yag asidinin gelis dakikasi

tespit edildi. Kolon sicaklik programi Cizelge 3.1° de verilmistir.

Cizelge 3.1 GC-FID kolon sicaklik programi

Artis Sicakhig °C/dk Sicaklik °C Bekleme Siiresi (dk)
140 6
3 240 20

3.15. Element Analizi

Element analizleri i¢in karaciger doku orneklerinin sindirim islemi Berghof
marka MSW-4 mikrodalga yakma cihazinda yapildi. Bunun i¢in analizi yapilacak
olan doku numunesinden 250 mg tartildi ve cihazin hem asit ve yiiksek basinca
dayanikli olan teflon kaplarin igerisine konuldu. Doku numunelerinin i¢inde oldugu
teflon kaplarin {izerine geker ocak igerisinde %65’lik nitrik asitten 5 ml eklendi ve
kanigtirildi. Ceker ocak igerisinde 15-20 dk bekletilen numuneler kapaklari
kapatilarak cihaza yerlestirildi. Mikrodalga yakma cihaz1 ¢alisma sartlar1 Cizelge
3.2°deki gibi uygulandu.

Cizelge 3.2 Mikrodalga cihazi ¢aligma sartlari

Step 1 2
T (°C) 160 190
P (bar) 40 40
Power (%) 80 90
Ta (min) 5 1
Time (min) 5 15

Mikrodalga yakma isleminin ardindan Sivi hale gelmis olan doku ornekleri Perkin

Elmer marka NexION 350X model ICP-MS cihazinda gerekli seyreltmeler yapilarak
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okutuldu. Mn ve Cu igin 1-2-5-10-25 ppb; Fe, Zn, Mg, Ca igin 25-50-100-250-500
ppb’lik kalibrasyon standartlar1 cihaza verildi. Okunan degerler Cizelge 3.3 ve 3.4°de

verilmistir.

Cizelge 3.3 ICP-MS Cihazinda standart minerallerin kalibrasyon degerleri-1

(ppb) Fe Zn Mg Ca
25 25,000 25,000 25,000 25,000
50 50,603 50,573 50,502 50,749
100 100,571 100,314 100,449 99,997

250 251,208 249,743 250,661 250,701
500 512,808 494,136 497,288 497,183

Cizelge 3.4 ICP-MS Cihazinda standart minerallerin kalibrasyon degerleri-2

(ppb) Mn Cu
1 1,000 1,000
2 2,027 1,999
5 5,001 4,988
10 10,034 9,968
25 25,066 24,953
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4. ISTATISTIKSEL ANALIZ

[statistiksel degerlendirme programi olarak SPSS 20 kullanildi. Grup
karsilastirmalarinda Varyans analizi ANOVA yapildi ve gruplar arasindaki
farkliliklarin tespiti igin Tukey testi uygulandi. Standart sapma olarak standart error
(SE) alindu.
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Cizelge 5.1 Karaciger dokusu mineral diizeyleri (ppm)

Mineraller | K N B BN
Fe 69,764£1,616 73,569+2,615 87,365+1,366° 82,728+3,7712
Zn 20,324+0,148 20,325+0,450 20,591+0,419 20,661+0,573
Mg 214,423+5,510 217,574+6,132 216,277+2,938 211,567+4,654
Ca 26,501+0,255 26,048+0,289* 30,026+0,358° 29,564+0,397°¢
Mn 2,685+0,095 2,695+0,055 2,846+0,047 2,68340,088
Cu 3,864+0,052 3,761+0,129 4,151+0,117 3,846+0,125

K grubuna gore karsilagtirma. a: p <0.05, b: p <0.01, c: p <0.001
B grubuna gore karsilagtirma. x: p <0.05, y: p <0.01, z: p <0.001

K grubu Fe diizeyine gore B ve BN gruplarinda artis saptandi (p<0.01,
p<0.001, p<0.05). K ve N gruplar1 Ca diizeyleri arasinda istatistiksel fark
gozlenmezken (p>0.05), K grubu Ca diizeyine gore B ve BN gruplarinda artis tespit
edildi (p<0.001). Tim gruplarin Zn ve Mg diizeyleri arasinda istatistiksel fark
olmadig1 goézlendi (p>0.05). B grubu Mn ve Cu diizeyleri K grubuna goére nispi
diizeyde arttig1 tespit edildi (p>0.05).
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Cizelge 5.2 Karaciger dokusu MDA ve enzim aktivite diizeyleri

Parametreler K N B BN

MDA 0,130+0,012 0,141+0,015 0.209+0,020°¢ 0,151+0,014*
GSH 0,22+0,03 0,21+0,02 0,17+ 0,012 0,22+0,02%

Ces 1965,98+30,83 2330,13+£184,94 | 2752,894+110,93Y | 2171,19+104,85*
AChE 7,23+0,56 5,30+0,142 6,02+0,44 6,77+0,42

GST 95,15+3,81 89,33+2,86 80,18+2.,4082 91,33+3,64

K grubuna gore karsilastirma. a: p<0.05, b: p<0.01, c: p<0.001
B grubuna gore karsilasgtirma. x: p<0.05, y: p<0.01, z: p<0.001

Karaciger dokusu MDA ve enzim aktivite diizeyleri Cizelge 5.2°de
gosterilmistir. K grubu MDA diizeyine goére B grubunda artis gozlendi (p<0.001).
BN grubu MDA diizeyi B grubuna gore azaldig: tespit edildi (p<0.001). K ve BN
gruplart GSH diizeyine gore B grubunda azalma saptandi (p<0.05). K grubu Ces
enzim aktivite diizeyine gore B ve BN gruplarinda artis gozlendi (p<0.01, p<0.05). B
grubu Ces enzim aktive diizeyine gore BN grubunda azalma tespit edildi (p<0.05). K
grubu AChE enzim aktivite diizeyine gore N grubunda azalma gozlenirken (p<0.05),
K, B ve BN gruplari arasinda istatistiksel fark olmadig: tespit edildi (p>0.05). K, N
ve BN gruplar1 GST enzim aktiviteleri arasinda istatistiksel fark tespit edilemezken

(p>0.05), B grubu GST enzim aktivite diizeyi K grubuna gore azald1 (p<0.05).
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Cizelge 5.3 Karaciger dokusu yag asit diizeyi (%)
Yag asitleri K N B BN
14:0 0,139+0,004 0,148+0,003* 0,179+0,010° 0,149+0,006*
15:0 0,335+0,006 0,341+0,017*% 0,391+0,0042 0,273+0,012b2
16:0 14,788+0,463 15,461+0,204* 17,059+0,427° 16,260+0,2382
170 1,077+0,055 1,084+0,039 1,177+0,055 0,869:+0,030%
18:0 25,110+0,790 24,898+0,360 25,086+0,351 24,334+0,504
20:0 0,181+0,006 0,161+0,003* 0,128+0,009° 0,149+0,0052
290 0,213+0,008 0,214+0,005 0,206::0,009 0,216+0,016
24:0 0,240+0,012 0,23140,005 0,22240,009 0,22440,015
YSFA 42,083+0,915 42,538+0,872 44,448+0,998 42,474+0,718
16:1 0,359+0,020 0,317+0,019¢ 0,508+0,036° 0,300+0,014%
18:1n9t 0,039:£0,003 0,043+0,003 0,037+0,001 0,039::0,001
18:1n9c¢ 7,104+0,302 6,542+0,215 6,067+0,072 7,411+0,282Y
20:1n9 0,130+0,008 0,126+0,007 0,113+0,002 0,135+0,004
241 0,085+0,004 0,079:0,006 0,091+0,004 0,093+0,007
TMUFA 7,717+0,417 7,107+0,385 6,816+0,518 7,978+0,572
18:2n6¢ 13,875+0,502 13,116+0,356 11,804+0,249 12,525+0,4742
18:3n6 0,338+0,008 0,330+0,013 0,352+0,012 0,348+0,011
18:3n3 0,376+0,018 0,309+0,0102 0,269+0,015° 0,282+0,018°
20:2n6 0,685+0,035 0,699+0,022 0,699+0,024 0,590+0,032
20:3n6 0,551+0,038 0,596=+0,043 0,564+0,011 0,602+0,042
20-4n6 28,722+0,232 29,715+0,184 28,677+0,060 29,453+0,256
20:5n3 0,060+0,004 0,057+0,007 0,063+0,009 0,061+0,012
29:6Nn3 5,593+0,465 5,533+0,285 6,308+0,116 5,687-+0,288
SPUEA 50,200+1,212 50,355+1,515 48,736+1,418 49,548+1,207
S USFA 57,917+1,618 57,462+1,917 55,552+1,898 57,526+1,765

K grubuna gore karsilastirma. a: p<0.05, b: p<0.01, c: p<0.001

B grubuna gore karsilastirma. x: p<0.05, y: p<0.01, z: p<0.001

Karaciger dokusu yag asitleri tablosu Cizelge 5.3° de gosterilmistir. B grubu
14:0, 15:0 ve 16:0 yag asitleri diizeyi K grubuna gore arttigi tespit edildi (p<0.01,
p<0.05). BN grubu 14:0 ve 15:0 yag asitleri diizeyleri B grubuna goére azalirken
(p<0.05, p<0.001), 16:0 yag asitleri diizeyi ise nispi oranda azalmistir (p>0.05).
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B grubu 17:0 yag asit diizeyi K ve N gruplarina gore nispi oranda artarken (p>0.05),
BN grubu 17:0 yag asit diizeyi K ve B gruplarina gére azalmistir (p<0.05, p<0.001).

B grubu 16:1 yag asit diizeyi K, N ve BN gruplarina gore yiiksek ¢iktigi tespit
edildi (p<0.01, p<0.001). B grubu 18:1n9c¢ yag asit diizeyi K ve BN gruplarina gore
azaldig1 gozlendi (p<0.05, p<0.01). B grubu 18:2n6¢ yag asit diizeyi K grubuna gore
azaldig1 saptandi (p<0.05). BN grubu 18:2n6c¢ yag asit diizeyi B grubuna gore nispi
oranda arttig1 tespit edildi (p>0.05). K grubu 18:3n3 yag asit diizeyine gore N, B ve
BN gruplarinda azalma goézlendi (p<0.05, p<0.001, p<0.01). K grubu Y SFA
diizeyine gore B grubunda nispi oranda artis tespit edildi (p>0.05). K, N ve BN
gruplar1 > SFA diizeyleri birbirlerine yakin degerde sonug elde edildi (p>0.05). B
grubu Y MUFA diizeyi diger gruplara gore nispi oranda azaldigi gozlendi (p>0.05). B
grubu Y PUFA ve Y USFA diizeyleri diger gruplara gore nispi oranda azaldig tespit
edildi (p>0.05).

Cizelge 5.4 Beyin dokusu MDA ve enzim aktivite diizeyleri

Parametreler K N B BN

MDA 0,085+0.007 0,091+0,009 0,148+0,012° 0,112+0,010%
GSH 0,172+0,017 0,185+0,006 0,165+0,011 0,217+0,025

Ces 668,751+20,456 546,293+53,192% 405,518+18,495¢ 474,828+34,519P
AChE 38,115+2,413 31,433+1,649 29,282+1,4718 33,653+2,228
GST 49,286=+1,031 48,490+2,419 45,614+2,868 58,043+1,969%

K grubuna gore karsilastirma. a: p<0.05, b: p<0.01, c: p<0.001
B grubuna gore karsilastirma. x: p<0.05, y: p<0.01, z: p<0.001

Beyin dokusu MDA ve enzim aktivite diizeyleri Cizelge 5.4’ te gdsterilmistir.
Kontrol grubu MDA diizeyine gére B ve BN gruplarinda artis gézlenmistir (p<0.001,
p<0.05). B grubu MDA diizeyini Naringenin etkisiyle BN grubunda azaldig: tespit
edildi (p<0.01). K grubu GSH diizeyine gére N ve BN gruplarinda nispi oranda artis
saptanirken, B grubunda nispi azalma tespit edildi. K grubu Ces enzim aktivite

diizeyine gore B grubunda 6nemli diizeyde azaldigi gézlendi (p<0.001).
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Ayni sekilde, K grubuna gore BN grubunda da azalma tespit edildi (p<0.01). B grubu
Ces enzim aktivite diizeyi N grubuna gore azaldig1 gézlendi (p<0.05). Beyin dokusu
icin en Onemli enzimlerden olan AChE enzim aktivitesidir. K grubu AChE enzim
aktivitesine gore B grubunda azalma tespit edildi (p<0.05). Ayrica K grubu AChE
enzim aktivitesine gére N ve BN gruplarinda da nispi oranda azalma goézlendi. B
grubu AChE enzim aktivite diizeyine gére BN grubunda nispi oranda artis gozlendi.
K grubu GST enzim aktivite diizeyine gore B grubunda nispi oranda azalma tespit
edilirken, K grubu GST enzim aktivite diizeyine gére BN grubunda artig saptandi
(p<0.05). Ayrica, B grubu GST enzim aktivite diizeyine gére BN grubunda artis
gozlendi (p<0.01).
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6.TARTISMA

BFA‘nin endiistride kullanimi olduk¢a yaygin oldugu goriilmektedir.
Polikarbonat plastikleri, epoksi regineleri, boyalar ve dis malzemeleri gibi birgok
endiistriyel malzemenin yapisinda bulunan BFA, ¢evresel bir kirletici olarak da 6ne
cikmaktadir. Ozellikle yiyecek ve icecek kaplarmin yapisindaki BFA, gida zinciri
yoluyla insan metabolizmasina genis Ol¢iide girmektedir. BFA yiiksek diizeyde
toksititeye sahip oldugu icin dokularda ciddi diizeyde zarar olusturmaktadir.
Naringenin ise dogal bir antioksidandir ve bir¢ok meyve ve sebzede bulunur. Bu tez
calismasinda BFA’ya maruz birakilan rat karaciger ve beyin dokulari iizerine
Naringenin’in antioksidan etkileri arastirildi. Calismada, dokulardaki enzim
aktiviteri, yag asit ve mineral diizeyleri incelendi.

Calismamizda; BFA verilen rat karaciger dokularinin MDA diizeyinde artis
gozlendi. Ayrica, BFA grubu GSH diizeyi ile GST enzim aktivite diizeylerinde
azalma tespit edildi. Karaciger dokusundaki en 6nemli enzimlerden olan Ces enzim
aktivitesinin BFA grubunda ¢ok onemli diizeyde arttig1 gézlendi. MDA, GSH, GST
ve Ces oksidatif hasarin en 6nemli biyoparometreleridir. Lipit peroksit iriiniiniin
gostergesi MDA ’dir. BFA’ya maruz kalan rat karaciger dokularinda MDA diizeyi ile
Ces enzim aktivitelerinin artmasi, GSH ve GST enzim aktivitesinin azalmasi bu
maddenin toksititesini isaret etmektedir. Yapilan bir arastirmada 70 giin siiresince 40
mg/kg BFA uygulanan rat karaciger ve bobrek dokularinda lipit peroksidasyon iiriinii
olan TBARS diizeyinin arttigi, glutatyon peroksidaz (GPx) ve SOD enzim
aktivitelerinin azaldig1 rapor edilmistir [135]. Ayn1 ¢alismada, BFA’ya kars1 Ginkgo
biloba yaprak ekstrakti (100 mg/kg) ve melatonin (10 mg/kg) uygulamasi ratlara
yapilmistir. Rat karaciger dokularinda Ginkgo biloba yaprak ekstraktinin ve
melatonin’in lipit peroksidasyon ile GSH diizeylerini ve SOD ve GPx enzim
aktivitelerini diizelttigi agiklanmigtir [135].

GSH molekiilii GPx, glutatyon rediiktaz (GR) ve GST gibi birgok antioksidan
enzimin Katalitik dongiilerine katilan hiicre i¢i 6nemli bir antioksidandir [136,137].

Yapilan baska bir c¢alismada, BFA (0,5 ve 50 mg/kg) uygulanan rat karaciger
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dokularinda antioksidan enzimlerde SOD, katalaz (CAT) ve GPx ve total antioksidan
kapasite diizeyleri azalirken, oksidatif stres belirteci olan nitrik oksit (NO) ve MDA
diizeylerinde 6nemli diizeyde arttig1 rapor edilmistir [138]. BFA ile yapilan bir¢ok
calismada bu maddenin Kkaracigerde antioksidan-oksidan dengesini bozdugu
belirtilmistir. BFA oksidatif stresi ve ROT’u arttirarak karaciger hasart ve
mitokondriyal disfonksiyonu olusturdugu rapor edilmistir [139,140]. Ayrica,
BFA’nin  MDA’nin hepatotoksisiteyi indiikledigi, koruyucu enzimleri inhibe
edebilecegi ve karsinojenik bir ajan olduguda bildirilmistir [141].

Calismamizda, karaciger dokusu Ces enzim aktivitesi BFA grubunda yiiksek
ciktig1 tespit edildi. Ces enzimi karacigerde yogun olarak bulunmaktadir ve
detoksifikasyon 6zelligine sahiptir. Calismamizda uygulanan BFA’nin toksititesini
azaltmak igin Ces enzim aktivitesinin 6nemli diizeyde arttigin1 diisiinmekteyiz. insan
viicudunda biyolojik fonksiyonlar1 farklilik gdsteren esteraz grubu enzimler vardir.
Bu enzimler birgok dokuda tespit edilmistir. Asetilkolin esteraz, butilkolin esteraz,
karboksil esteraz, kolesterol esteraz gibi bircok esteraz enzim dokularimizda
mevcuttur. Bu enzimler tarafindan {iretilen metabolitlerdeki artislar Alzheimer
hastalig1, beyin kanseri, hiper kolesterolemi, koroner arter hastaligi gibi patolojik
durumlara yol acar. Bu nedenle arastirmacilar c¢esitli esteraz inhibitdrleri lizerine
odaklanmustir. Ces enzimi esterlerin, amidlerin ve tiyoesterin hidrolizini katalize
etmektedir. Bir¢ok ilag ve ksenobiyotikler Ces enzimleri iizerine etkiye sahiptir [142-
145].

Calismamizin diger 6nemli sonuglarindan biride, BFA’ya maruz kalan rat
karaciger dokularinda GST enzim aktivitelerinin kontrol grubuna gore azalmasidir.
GST enzimi, hiicrede en Onemli detoksifikasyon gorevini yapan enzimidir. En
onemli gorevlerinden biride hiicrede reaktif oksijen tiirlerini temizlemesidir
[145,146]. Ratlara oragastrik yontemle uygulanan degisik konsantrasyonlardaki
BFA’'nin (0,2, 2 ve 20 mg/kg) dokularda birgok enzim aktivitesini azalttig
bildirilmistir. BFA’nin konsantrasyonu arttikca CAT, GR, GPx ve SOD enzim
aktivitelerinde azalma oldugu rapor edilmistir. Ayrica lipit peroksidasyon diizeyinin

konsantrasyona bagli olarak attig1 belirtilmistir [43].
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BFA uygulanan rat karaciger ve bobrek dokulart {izerine Asparagus
officinalis ekstratinin etkisi ¢alismasinda, BFA grubu serum AST, ALT, ALP, Ure,
keratin ve bilirubin seviyelerinin arttigi rapor edilmistir. BFA uygulanan rat
karaciger dokularinda MDA seviyesinin arttigi, GSH ve total antioksidan kapasite
seviyelerinin distiigii rapor edilmistir. BFA’nin toksitisini Asparagus officinalis
ekstratinin azalttig1 bildirilmistir [147].

Calismamizda, Naringenin BFA’nin olusturdugu yiiksek lipit peroksidasyon
diizeyini 6nemli diizeyde azalttig1 tespit edilmistir. BFA’nin azalttigt GSH diizeyi ve
GST enzim aktivite diizeyini kontrol grubu seviyelerine arttirdigi gézlendi. Ayrica,
BFA’ nin Ces enzim aktivite diizeyini karaciger dokusunda arttirdig: tespit edildi. Bu
artis1 naringenin kontrol grubu seviyesine kadar azalttig1 gézlendi.

Arsenik toksitesine karsi silymarin ve naringenin uygulanan rat karaciger
dokularina etkileri ¢alismalarinda, arsenigin GSH, SOD ve CAT enzim aktivitelerini
azaltirken, GST ve TBARS seviyelerini arttirdig1 bildirilmistir. Ancak, Naringenin’in
antioksidan etkisiyle GSH diizeyini, CAT, SOD, GST ve GPx diizeylerini arttirarak
arsenigin olusturdugu toksititeyi azalttig1 belirtilmistir. Ayrica, arsenign olusturdugu
yiiksek lipit peroksidasyon diizeyini Naringenin’in azalttigi da agiklanmigtir [123].
Yapilan bagka bir calismada, diyabet olusturulmus rat karaciger dokularinda
Naringenin’in, yiiksek lipit peroksidasyonunu disiirdiigii, SOD, CAT ve GPx enzim
aktivitelerini arttirarak diizelttigi rapor edilmistir [52].

Kadmiyuma maruz kalan rat karaciger dokularinda Naringenin’in etkisi
calismast yapilmistir. Kadmiyumun neden oldugu karaciger hasar1 tespitinde
kullanilan serum biyokimya belirteclerinden AST, ALT, ALP, GGT ve serum total
bilirubin (TB) ve lipit peroksidasyon diizeylerinin arttig1 bildirilmistir. Ayrica
kadmiyumun diistirdiigii antioksidan enzimlerden SOD, CAT, GPx, GST, GR, GSH,
vitamin C ve vitamin E diizeylerini Naringenin’in diizelttigi rapor edilmistir [148].
Calismamizda, BFA’nin beyin dokusunda MDA diizeyini arttirdigi, AChE ve Ces
enzim aktivitelerini azalttig1 gézlendi. Ayrica, BFA ve GSH diizeyi ile GST enzim
aktivitelerini nispi oranda azalttig: tespit edildi. Naringenin ise BFA’nin olusturdugu
toksik etkiyi MDA ve GST diizeyini istatiksel olarak diizeltirken, GSH, Ces ve

AChE diizeylerinde ise nispi oranda diizelttigi saptandi. Yapilan Onemli bir
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calismada, rat beyin dokularinda BFA’nin AChE enzim aktivitelerini onemli
diizeyde disiirdiigii ve flovonoid tiirevi curcumin’in (50 mg/kg ve 100 mg/kg)
uygulamalarinda diizeltici etkileri rapor edilmistir. Ayrica ¢alismalarinda BFA’ nin
toksik etkilerinden dolayr beyin dokusundaki antioksidan enzimlerden SOD ve
CAT’1n 6nemli diizeyde azaldigi, bu azalmayi curcumin’in diizelttigi bildirilmistir
[149]. BFA’nin toksititesine karsi Naringenin’in beyin dokusundaki koruyucu
etkileri ¢aligmasi aragtirmamiz i¢in Onemli oldugu diisiincesindeyiz. Yapilan bir
calisgmada BFA 50 mg/kg, naringenin ise 40, 80 ve 160 mg/kg diizeylerinde ratlara
uygulamasinin bir ay siiresince yapildigi belirtilmistir. Kontrol grubuna gére BFA
uygulanan rat beyin dokularinda MDA ve ROT diizeylerinin 6nemli diizeyde arttigi,
GSH, CAT, SOD ve GSH-Px diizeylerinin azaldig1 rapor edilmistir. BFA’ya karsi
Naringenin uygulanan rat beyin dokularinda ise MDA, ROT diizeylerinde azalis
GSH, CAT, SOD ve GPx enzim aktivitelerinde artis bildirilmistir. Rapor edilen bu
calismada, Naringenin BFA’ nin olusturdugu oksidatif hasar1 ve biligsel bozulmalara
kars1 terapotik potansiyeli oldugu belirtilmistir [150].

Calismamizda, BFA uygulanan rat karaciger dokularinda Fe ve Ca
diizeylerinin kontrol grubuna gore arttigi tespit edildi. Ayrica, BFA grubu Cu
diizeyinin diger gruplara gore nispi oranda arttigi gozlendi. Yapilan bir ¢alismada,
diisiik doz BFA (10 mg/kg giin) ve yliksek doz BFA (25 mg/kg giinliik) uygulanan
rat akciger dokularinda Fe, Zn ve Cu diizeyleri arastinlmigtir. Arastirma
sonuglarinda, diisiik ve yiiksek doz uygulanan rat akciger dokularinda Fe diizeyinin
nispi oranda arttig1, Cu diizeylerinin énemli diizeyde artarken, Zn diizeylerinde ise
BFA grubunda 6nemli diizeyde azaldigi rapor edilmistir [151]. Cu lysyl oksidaz,
cytochrome C oksidaz gibi birgok enzimin kofaktoriidiir. Fe, cesitli biyokimyasal
yollarda yer alir ve katalaz gibi enzimlerin prostetik grubudur. Fe alimi kontrolii
bozuldugunda 6zellikle timor hiicrelerinin bitylimesinde 6nemli bir faktordiir [151].
Hiicre icinde artan Fe peroksidasyona neden olup mebran lipitlerinin yapisini
bozmaktadir [152]. Hiicre igerisinde artan Fe ve Cu gibi metal iyonlar1 OH radikalini
olusturur. H20. proteinlerin hem gruplarinda bulunan Fe ile reaksiyona girerek
reaktif Fe’leri olusturur. Radikalik reaksiyonlar sonucunda H2O; siiperoksit radikali

ile reaksiyona girerek en zararli radikal olan OH radikali olusmaktadir. Haber-Weiss
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+2 <

reaksiyonu olarak bilinen bu reaksiyonda, Fe* siiperoksit tarafindan Fe*? ‘ye
indirgenir. Fe*? Fenton reaksiyonu ile H2O2’den OH' radikali iiretir [91]. Birgok
toksikolojik c¢alismada toksik maddelerin Fe ve Ca diizeylerini arttirdigi rapor
edilmistir [153-155].

Polifenolik fitokimyasallarin antioksidan ozelliklerinin yani sira en Onemli
ozelliklerinden biride iyi bir selatdr olmasidir. Bu fitokimyasallar iyonlar ile selat
yaparak toksik etkilerini azaltmaktadir. Calismamizda dogal bir antioksidan ve
polifenolik bir bilesik olan Naringenin Cu, Fe ve Ca diizeylerinde nispi oranda etki
gostermistir. Sonuglarimiz birgok litaretiirle benzerlik gostermistir [156,157].

Karaciger dokusu yag asit diizeyleri incelendiginde, BFA’nin Y SFA diizeyini
artirrkken, > MUFA, >PUFA ve ) USFA diizeylerinde azalisa neden oldugu
gdzlendi. Ozellikle bireysel yag asitlerinden 16:0 yag asit diizeyini énemli diizeyde
arttirdig tespit edildi. Ayrica, doymamis yag asitlerinden 18:1 n9c, 18:2 n6¢ ve 18:3
n3 yag diizeylerini azalttig1 tespit edildi. BFA uygulanan erkek sigan yavrularinin
karaciger dokularinda 16:0 artarken, 18:2n6 diizeyinin azaldig: bildirilmistir. Ayrica,
18:3n3, 20:5n3 ve 22:6n3 diizeylerini nispi diizeyde azalttigi rapor edilmistir [158].
Calismamizin onemli sonuglarindan biride BFA grubunun kilo artis diizeyinde
gozlendi. BFA grubu ratlarin kilo artis diizeyi diger gruplara gore yliksek ciktigi
tespit edildi. Naringenin verilen kombinasyonlu grupta ise bu kilo artigini
engelleyerek azalttigi gozlendi. BFA’nin obezite ile ilgili olarak literatdrlerde
oldukca yaygin bilgi verildigi gozlenmistir. BFA’nin obeziteye sebeplerinin bir¢ok
farkli mekanizmayla baglantili oldugu agiklanmistir. BFA’nin insiiliin rezistansi ve
yag olusumuna etkileri rapor edilmistir [159]. BFA’nin metabolik degisikliklere yol
acarak yag hiicresi olusumunu artirdig1 ve lipit birikimine sebep oldugu bildirilmistir
[160]. Farelere diisiik ve yiiksek doz uygulanan BFA’nin yag hiicreleri ile pankreas
B-hiicrelerindeki Ostrojen reseptorleri araciligiyla obeziteye neden olmaktadir [161].
Ratlarin gebelik doneminde verilmeye baslanan BFA’nin dogum sonrasi siit
kesimine kadar devam eden calismada, erkek yavrularda kilo artis1 gozlenmistir
[162].

Sonug¢ olarak, BFA uygulanan rat dokulari1 iizerine antioksidan oOzellik

gosteren Naringenin’in birgok biyokimyasal parametreler iizerine pozitif etkileri
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tespit edilmistir. BFA’nin olumsuz olarak etkiledigi Fe, Cu, MDA, GSH, Ces, GST,
AChE {iizerinde Naringenin pozitif etkileri oldugu gozlendi. Ayrica, doymamis yag
asitleri diizeyinindeki olumsuz etkileri Naringeninin diizelttigi saptandi. Ozellikle,
BFA’nin doymus yag asit diizeylerindeki artis1 Naringenin azalttig1 tespit edilirken,
BFA’nin doymamis yag asitleri diizeylerindeki olumsuz etkiyi diizelttigi gozlendi.

Bu tez ¢alismasinin ileriki yapilacak ¢alismalara 1s1k tutabilecegini diisiinmekteyiz.
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