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OZET

Arastirmada bireysel olarak barmdirilan 28 adet erkek Sprague-Dawley rat
kullanild1 ve Kontrol, Beta glukan (BG, 50 mg/kg canli agirlik (CA)/giin BG,
gavaj), Kursun (Kursun; 15 mg/kg CA, ip kursun asetat), Kursun + BG grubu
(Kursun + BG; 15 mg/kg CA ip kursun asetat ve 50 mg/kg CA BG, gavaj) olarak
dort gruba ayrildi. Yem tiiketimi Kursun grubuyla karsilastirildiginda, Kursun +
BG grubunda 6nemli oranda artt1 (P<0.001). Kursun toksisitesi, oksidatif stresin
gostergesi olan karaciger malondialdehiti (MDA) 6nemli oranda artird1 (P<0.001).
Beta glukan uygulamasi karacigerde 6nemli oranda MDA diizeyini azaltt1 ve GSH-
Px aktivitesini artird1 (P<0.001). Kursun uygulamasi proapoptotik protein Bax’in
salmimii artirdi, antiapoptotik protein Bcl-2’nin salinimini azaltti1 ve Bax/Bcl-2
oraninit énemli oranda artirdi (P<0.01). Ayn1 zamanda spermatogenezisi bozdu.
Kursun kaynakli toksisite iizerine beta glukan uygulamasi ise oksidatif stresi,

spermatogenezisi, apoptotik yolaklarin aktivasyonunu kismen korudu.

Anahtar Kelimeler: Kursun toksisitesi, beta glukan, yem tiiketimi, canli

agwrlik degisimi, antioksidan durum.
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ABSTRACT

THE EFFECTS OF BETA GLUCAN ON TOXICITY INDUCED LEAD iN

RATS

Twenty-eight Sprague Dawley male rats were housed in individual cages
and randomly divided into four groups; Control; Beta glucan (BG; 50 mg/kg body
weight (BW)/day of BG, gavage; Lead (Lead; 15 mg/kg BW/day of lead acetate,
ip), Lead + BG (Lead+ BG; 15 mg/kg BW/day of lead acetate, ip and 50 mg/kg
BWr/day of BG, gavage). Feed intake in the Lead+ BG group significantly increased
in comparison with that of Lead group (P<0.001). Lead toxicity significantly
increased MDA indicating oxidative stress. Beta glucan administration
significantly decreased MDA levels, and increased the GSH-Px activity in the liver
tissue (P<0.001). Lead administration increased expression of pro-apoptotic protein
Bax, decreased the expression of the antiapoptotic protein Bcl-2 and increased ratio
of Bax/Bcl-2 (P<0.01). It also impaired spermatogenesis (P<0.05). Treatment with
Beta glucan on the Lead induced toxicity partially preserved suppressed oxidative

stress, the activation of apoptotic pathways and spermatogenesis.

Key words: Lead toxicity, beta glucan, feed intake, body weight change,

antioxidant status.

XIII



1. GIRIS

Kursun toksikasyonu giiniimiizde kentlerde, kursun kullanilan endiistride ve
kursun ihtiva eden materyallerle olugsmaktadir. Kursun kullanimindaki yayginlik
nedeniyle su ve besinler yoluyla kirsal bdlgedekiler bile giinliik birkag yiiz
mikrogram kadar kursuna maruz kalmaktadir. Kentlerde ozellikle endiistriyel
atiklar ve motorlu araclarin egzoz gazlar1 yiiziinden bulagsma artmaktadir. Kursun
zehirlenmesi akut veya kronik olabilmektedir (1). Kursun bilesikleri; proteinler
iizerinde stilfidril, fosfat ya da karboksil koklerine baglanarak enzimleri etkisiz hale
getirir, ayrica demir, kalsiyum ve ¢inko ile etkilesim halindedir. Sonugta hiicre
membranlarin1  etkilemek suretiyle sinirsel iletimi bozararak, hiicrenin
oksidorediiksiyon olaylarini etkiler ve niikleotid yapim-yikim olaylarmi bozup

coklu sistem tahribat1 olusturur (2).

Antibiyotikler, hayvan beslemede yemden yararlanmanimn artirilmasi ve
biiylime tizerinde 6nemli etkileri oldugu i¢in uzun yillar boyunca kullanilmistir.
Fakat yemlerde antibiyotik kullanimi antimikrobiyal dirence sebep oldugu ve
hayvanlarda kalint1 birakarak insan saghigmi tehlikeye atabilecegi endisesi ile 1
Ocak 2006 tarihinde Avrupa Birligi’nde tamamen yasaklanmistir. Bu yasaklanma
ile birlikte yeni dogal katki maddeleri arayisina girilmistir. Bu alternatiflerden biri
beta glukandir. Beta glukan; gastrointestinal mikrobiyatayr koruyarak, enterik
mikrobiyal hastaliklarin kontrol altina alinmasi ve hayvanlarin immun sisteminin

giiclendirilmesi amaciyla antibiyotiklere alternatif olarak kullanilmaya baglanmistir

(3).



1.1. Kursun

Kursun, periyodik tabloda 4A grubunda yer alan en metalik elementtir.
Kursunun atom numarasi 82, atom kiitlesi ise 207,19 g/mol’diir. Simgesi “Pb” olan
kursun; mavi-giimiis karisimi renge sahip bir metaldir. Erime noktas1 327,5 °C,
kaynama noktas1 1740 °C’dir. Kursun elementinin kiitle numaralar1 208, 206, 207
ve 204 olmak {izere 4 izotopu vardir. En yaygin goriilen izotopu 207°dir. Kursunun
son katmanmda 4 acik elektron olmasina ragmen, genellikle bilesiklerinde +4
yerine +2 degerlik alir. Kursun canli yasaminda higbir rolii olmayan bir madde
olmasina karsin madenlerin ¢ikarilmasi ve islenmesi neticesinde biyosfere yayilmis

ve organizmada anlamli diizeyde artmaya baslamistir (4, 5, 6).

Kursun ve bilesikleri, gerek dogada gerek de endiistride, giinliik yasamda ve
sagaltim alaninda siklikla maruz kalimnan maddelerdir. Kursunun organik ve
inorganik bilesiklerinin; boya iiretimi, akiimiilator imalat1 ve yenilestirmesi, sehir
suyu sebekesi, seramik¢ilik ve kaucuk {iretimi, matbaacilik, pestisit ve
antihelmintik, avcilik ve petrol endiistrisi, ¢esitli gida materyallerinin tath hale
getirilmesi gibi ¢ok genis kullanimlar1 mevcuttur. Kursun ve bilesiklerinin 8000
yila agkin siiredir bu amagclar i¢in kullanildig1 ve canli yasamu ile siirekli temas

halinde oldugu goz ardi edilemeyecek bir gercektir (6, 7).

1.1.1. Kursunun Organizmaya Giris Yollar

Yogunlugu nedeniyle agir metal olarak siniflandirilan kursun, canli
organizmaya; hava, su, toprak ve gidalar yoluyla giris yapar. Kursunun

organizmaya giris yollarinda en 6nemlisi hava yoludur. Kursunun ¢ikarilmasi ve



islenmesi sonucu ortaya ¢ikan tozlar ve kursun bazli yakitlarin ¢ikardigi duman en
onemli hava yayilim yollaridir. Havadaki yogunlugunun yiiksek olmasina karsin
herhangi bir duyu orgami ile algilanamadigmdan kursun solumak, canlilar
tarafindan fark edilebilen bir durum degildir. Kursunun partikiil yapisinin ¢ok
kii¢iik olmasi1 ve alveolar bariyerlere takilmadan kolayca akcigerlere ulagabilmesi
nedeniyle hava yoluyla organizmaya girmesi oldukc¢a kolaydir. Kursun elementinin
bir diger organizmaya giris yolu ise sindirim sistemidir. Kursun diisiik oranlarda da
olsa sindirim sistemince degerlendirilerek kan araciligiyla dokulara iletilir.
Ozellikle cocuklarda kursun iceren boya ve/ya da maddeler ihtiva eden
oyuncaklarmm agza gotiiriilmesi ile kursun alinmasi s6z konusudur. Kursunun
organizmaya giris yollarindan bir digeri de deriden emilimidir. Bu durum daha ¢ok
organik kursun bilesikleri i¢cin gecerli olsa da yapilan bazi arastirmalar 6zellikle
boya endiistrisinde c¢alisan iscilerin inorganik kursun bilesiklerini deri yoluyla

alabildiklerini ortaya koymustur (4, 6, 8, 9).

1.1.2. Kursunun Bashca Kontaminasyon Kaynaklari

Kursunun organizmaya zararlari, hiicresel olaylar1 baskilamasi ve hayati
organlara zarar vermesi nedeniyle gerceklesmektedir. Endiistriyel alanlardaki bir
takim yasal smirlandirmalar ve kursunsuz petrol kullaniminin yayginlagmas: ile
maruz kalma oranlar1 azalmis olsa da hala tam olarak kontrol altma alinabilmis
degildir. Kursunun baslica kontaminasyon nedeni endiistriyel kullanimindan
kaynaklanmaktadir. Arastirmalar kuzey yarim kiirede hava yoluyla 1000 ton kursun

sirkiilasyonunu oldugunu gostermektedir. Ayrica otomobil yakitlari, kursun igceren



boyalar, oyuncaklar, vinil giineslikler, sirli porselenler, bazi cam {iriinleri, kursun-
asit piller ve bataryalar bu kontaminasyonun 6nemli nedenleri arasindadir. Gida
endiistrisinde ise kursun lehimli ambalajlardaki konserve yiyecekler, kursunla
kontamine sulama alanlarinda yetistirilen sebzeler, meyveler ve yem bitkileri de en
onemli kontaminasyon kaynaklarindan birisidir. Kursunun bir diger 6nemli kaynagi
ise tagitlardir. Ozellikle trafigin az yogun oldugu yerlerdeki topraklarda yapilan
incelemelerde kursun 3,75 kg/dekar ¢ikarken, sehir trafigine yakin topraklarda bu
oran 250 kg/dekar c¢ikmaktadir. 1960’dan Onceki yillarda sular kursun borular
icerisinde tagmmaktaydi. Bu sular Diinya Saghk Orgiitii’niin belirledigi 0,01
mg/I’'nin ¢ok lizerinde kursun igermekteydi. 1960’lardan itibaren bu borular
degistirilerek bakir alasimli borular kullanilmaya baslanmistir. Fakat bu borularin
baglant1 noktalarinda kullanilan kursun lehimler nedeniyle su kaynakh

toksikasyonlar hala tam olarak engellenebilmis degildir (6, 10).

1.1.3. Kursun Toksikasyonu

Insanlar giinliik olarak 20-400 mg arasinda kursun almaktadir. Birlesmis
Milletler’e bagl Gida ve Tarmm Orgiitii (FAO) ve Diinya Saghk Orgiitii’niin (WHO)
birlikte olusturduklar1 uzmanlar komitesi, kursunun gegici olarak alinmasi sonucu
tahammiil edilebilen haftalik alim dozunu (Provisional Tolerable Weekly Intake:
PTWI) 3000 mg olarak belirlemistir. Saglikli ruminantlarin karaciger ve
bobreklerinde 0,5-1,5 ppm, kemiklerinde ise 3-12 ppm arasinda kursun bulunurken,

zehirlenme hallerinde bu miktar yiizlerce katina ¢ikabilir (7, 11).



Kursunu klinik olarak onemli kilan; kan ve sinir hiicrelerinde kronik bir
takim degisiklikler olusturmasindandir. Kursun organizmada homojen bir sekilde
dagilmamaktadir. Kursun intoksikasyonunun en énemli nedeni yiliksek dozlarda ve
uzun siire maruziyettir. Kursunun Onemli emilim yollar1 sindirim kanali ve
pulmoner sistemdir. Sindirim kanalindaki emilim yasa gore degismekte olup,
eriskinlerde ag1z yoluyla alinan kursunun %10°u emilirken, diisiik yaslarda bu oran
%40’a kadar yiikselmektedir. Viicuda giren kursunun %85-90’1lik bir boliimii kanda
eritrosit zarina baglanarak, %1°1 serbest, geri kalani ise albiimine bagli olarak
tasinmaktadir. Hava yoluyla aliman kursun partikiillerinin %90°1 emilmektedir.
Viicuttan atilma hizi oldukga yavas olan kursun elementi; kanda 30 giin, kemiklerde
27 yilda atilir. Uzun siire kursun maruziyeti halinde ise viicutta depolanmaktadir.
Kursun; ilk olarak yumusak dokularda ve parankimal organlarda dagilim gosterir.
Asil yerlesim yeri kemik ve dislerdir. Yetigskinlerde birikmis olan kursunun yaklagik
%941 disler ve kemiklerde bulunur. Ayrica kalsiyum elementi ile kursun elementi
iyonik olarak birbirlerine ¢ok benzer. Kursun iyonlari, kalsiyum iyonlar1 gibi
kalsiyum tasiyicilar1 araciligi ile tasmir. Diyetteki kalsiyum iceriginin azhigi,
kursunun tasinma mekanizmasi ile kalsiyumun taginma mekanizmasi yaristigi i¢in
kursunun emilimini artirir. Yani kursun ile kalsiyum emilimi birbirine ters
orantihidir. Kursun ile kalsiyum arasindaki yarig; presinaptik reseptorde
gerceklestiginde, asetilkolin saliniminit uyaran kalsiyumun etkisini baskilar.
Kursunun membran baglanma bdlgelerinde kalsiyum ile yarigmasi, sinir dokusunda
mitokondrial solunumun ve normal islevlerin bozulmasinin temel nedenidir (6, 11,

12).



Kursunun siilfidril gruplara baglanma kapasitesi, divalan bir katyon oldugu
icin olduke¢a yiiksektir. Kursun maruziyeti sonucu olusan {iriinler enzim ve
proteinleri inhibe eder. Kursun ayni zamanda pirimidin 5’-niikleotidaz aktivitesini
bozmakta olup, eritrositlerin i¢indeki pirimidin niikleotidlerini arttirmaktadir. Bu
etki eritrosit elementlerinin olgunlagsmasmi dnlemek suretiyle, eritrosit sayisinda
diismeye ve anemi ile sonuglanan klinik bir tabloya neden olmaktadir. Bu durum
kursunun en bilinen toksik etkilerinden birisidir. Kan ve idrarda “hem” onctillerinde
normal olmayan oranlar ortaya ¢ikar. Kursun; “hem” biyosentezinin iki anahtar
enzimi olan “d-aminoleviilinik asidin (ALA)— porfobilinojen” asamasini
katalizleyen 6-aminolevulinik asit dehidrataz enzimi ile “protoporfirin IX — hem”
asamasini katalizleyen ferroselataz enzimini inhibe etmektedir. 6-aminolevulinik
asit dehidrataz enzimi (ALA dehidrataz) inhibisyonu dolasimdaki ALA diizeyinin
artmasma neden olmakta ve merkezi sinir sisteminden y-Amino Biitirik Asit
(GABA) salinimin1 azaltmaktadir. Tam kanda kursun diizeyi 20 pg/dl’yi gectiginde
ALA dehidrataz aktivitesi %50 oraninda inhibe olur. Kursun; Na+/K+-ATPaz
pompasini ve eritrositlerin zar yapismi bozarak, eritrositlerin yasam stirelerini
kisaltmaktadir. Bu durumun sonucunda hizla bobrek ve karacigerde biriken kursun
daha sonralar1 iskelet sisteminde birikmekte olup doza ve bulagma siiresine bagli

olarak s6z konusu organlarin fonksiyonlarini olumsuz etkileyecektir (11, 13).

Kursunun insanlarda ve ratlarda; bobrek ve sinir sistemi iizerinde
nefrotoksik, ndrotoksik ve nefrokarsinojenik etkiler gosterdigi, farelerde ise daha
cok norotoksik etkisinden kaynakli davranig bozukluklar1 gosterdigi bildirilmistir.
Icme suyu yoluyla %0,25°lik kursun-asetat ¢ozeltisi verilen ratlarm davranis ve

sosyal iligkilerinin bozuldugu, biiyiime ve gelismenin yavasladigi gozlenmistir.



I¢me suyu ile 1000 ppm kursun alan ratlarmn ise davranislar1 incelenmis, bu ratlarin
O0grenme kapasitelerinin degismedigi Iokomotor aktivitenin arttigi saptanmistir (13,

14).

Kursunun olumsuz etkileri karin organlar1 veya kanla smirli degildir.
Kursun derisimi fazla olan erkeklerde, spermde kromatin yapis1 bozulmaktadir.
Sperm sayis1, motilite ve spermin normal morfolojisinde bozulma, testikiiler atrofi,
eklenti bezlerinin agirliklarinda degisimler ve hipotalamus - testis - hipofiz
aksisinde bozulmalar olugsmaktadir. Disilerde ise spontan abortlar ve ndyral tiip
defektleri ile karakterize sorunlar gbze carpar. Deneysel olarak gebe disi ratlara,
laktasyonun 21. giiniine kadar olan siirecte toplam 120 giin igme suyu yoluyla
kursun asetat verilmis ve bu disilerden dogan erkek yavrularda testis hacmi ve
agirhigi, siminifer tubiil caplar1 ve germinal epitelyum yiiksekliginde azalma
goriilmiistiir. Ayrica dogan bu erkek ratlarin ergenlige ulastiklar1 donemde yapilan
Olciimlerinde ortalama sperm yogunlugu ve testosteron seviyesinde azalma
belirlenmistir. Kursunun tavuk embriyolarindaki etkileri de arastirilmis ve LD50

degeri 30 pg/yumurta civar1 bulunmustur (15).

1.1.3.1. Kursun Toksikasyonunda Klinik Tablo

Klinik olarak degerlendirildiginde hafif kursun toksikasyonu olgularinda
deride solgunluk diginda bir belirti goriilmez. Tan1 sadece kan analizleri yoluyla
koyulabilir. Ileri olgularda ise istah kaybi, sindirim sisteminde bir takim
bozulmalar, kabizlik, bazen agrili yutma gibi bozukluklar ortaya ¢ikabilmektedir.

Tiim anemik tablolarda goriilen tasikardi, efor sonucu olusan soluk almada giicliik,



bas donmesi, kulak ¢inlamasi, halsizlik ve ¢gabuk yorulma belirtileri goriilebilir. D1s
bakida deri ve mukozalarda solgunluk, dilde kizariklik, kabarcik ve kiiclik ¢atlaklar
gortilebilir. Siddetli gastrointestinal kolik, dis etlerinde mavi renk, kaslarda
zayiflama dikkati ¢eken bulgulardandir. Muhtemel diger belirtiler ise; diare, istah
kaybi, kronik yorgunluk, konviilziyon, ndbet, gut, gelismede gecikme, agirlasmis
refleks siirecidir. Cok agir olgularda agzin kenarlarinda ¢atlamalar, dalakta biiylime
ve toprak yeme gibi belirtiler goriilmektedir. Kan analizleri incelendiginde depo
demir diizeylerini gésteren serum ferritin diizeyinin diistiigli gézlenir. Total demir
baglama kapasitesinde artis géze carpar. Eritrositlerde mikrositer hipokrom yani

kii¢iik boyut ve solgun renk gozlenir (6, 16).

Kursun toksikasyonuna karsi en duyarl hayvanlar sigir ve koyunlardir. Bu
hayvanlarin kursunu aldig1 en 6nemli kaynak agiz yoluyla sindirim kanalidir.
Sigirlarin bobrek, karaciger ve rumen igeriklerinde 0-5 ppm'den az, kaslarinda 0-
3,4 ppm ve kanlarinda da 0-0.24 ppm arasinda kursun bulunabilir. Karacigerde 10
ppm, bobrek korteksinde 15 ppm ve kemikte de 60 ppm'in iizerinde kursun
bulunmasi bu maddeyle zehirlenmeye isaret eder. Laboratuvar hayvanlarinda ise
kursunun viicuda giris yollar1 ve viicuttaki dagilimi {izerine yapilan ¢aligmalar
incelendiginde, viicuda alinan kursunun; kemik iliginde, akcigerlerde, karacigerde

ve bobreklerde belirli diizeylere ulastig1 gézlenmektedir (7, 17).

1.2. Lipit Peroksidasyon

Hiicre membraninda bulunan (fosfolipit, glikolipit, trigliserit ve steroliin

iceriginden bulunan) ¢oklu doymamis yag asitlerinin, serbest oksijen radikalleri



araciligiyla bir takim farkli tirtinlere doniiserek membranda tahribat olugturmasina
lipit peroksidasyon denmektedir. Bu olay sonucu olusan iiriinler alkol, aldehit,
hidroksi yag asidi, etan ve pentan gibi irlinledir. Hayati fonksiyonlarin idame
edilmesi i¢in 6nemli olan oksijen, serbest oksijen gruplar1 araciligryla bu sekilde
toksik bir takim etkilerde olusturmakta olup bir¢ok toksikasyonun temelinde yer

almaktadir (18, 19, 20).

1.3. Malondialdehidin (MDA) Olusumu

MDA, lipit peroksidasyonu olayinin 6nemli gostergelerinden birisi olup li¢
veya daha fazla yag asidinin peroksidasyona ugramasiyla olusan tiyobarbiitirik
asitle Olgiiliir (18). Membranda iyon degisiminde bir takim degigsmelere neden
olmas1 sonucu membran bilesiklerinin ¢apraz baglanmasina ve sonug olarak da iyon
gecirgenliklerine ve enzim etkinliklerinde degismelere neden olur. Bu nedenle de
DNA’da ki nitrojenler ile reaksiyon olusturmakta olup mutajenik, hiicre kiiltiirleri
acisindan ise genotoksik ve karsinojeniktir (21). MDA yag asitlerinin oksidasyonu
ile dogrudan baglantili olmasa bile lipit peroksidasyon olay1 ile fazlaca baglantilidir

(18).

1.4. Serbest Radikaller

Alman besinlerin oksijen araciligtyla enerjiye doniistiiriilmesi esnasinda
ortaya ¢ikan bir ya da daha fazla baglanmamis elektronlar1 olan atom molekiillerine

serbest radikal ad1 verilir. Hiicrenin hayati olaylarinin gerceklesmesi i¢in oksijen



vazgecilmezdir. Oksijen metabolizma esnasinda serbest radikallerin temeli olarak
taninan ve dnemli derecede reaktif, sabit olmayan, reaktif oksijen tiirlerine (ROS)
doniigiir. ROS’lar, karbonhidrat, lipit, protein ve DNA gibi 6nemli hiicre

yapilarinda hasara neden olur (22, 23, 24).

Serbest radikallerin olusturduklar1 reaksiyonlar ¢cogunlukla, molekiillerde
H’m uzaklagmasi ile baslar. Bu radikaller pozitif, negatif yiikle yiiklii ve ya notr
olabilir. Ug farkli yolla hiicrelere zarar verebilmektedir. Ilki, membrandaki stabil
yapiy1 yok edip hiicre ve dokularda bozulmaya yol agmak suretiyle, ikinci olarak
dilstilfit bag olusturarar, liciincii ise hidroksil radikali, peroksinitrit ve nitrojen oksit

gibi nitrojen tiirleri ile DNA hasar1 olusturarak bu etkiyi yaparlar (25).

Kursun toksisitesinin lipit peroksidasyonu iizerine etkisi iki mekanizma ile
ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir. Ilk olarak, kursunun peroksidatif aktivitesi O-
aminoleviilinik asidin (& -ALA) uyardig1 reaktif oksijen tiirleri (ROS) nin etkisine
baglanmustir. Kursunun hem sentezinde yer alan d-aminoleviilinik asit dehidrataz
(0-ALAD) enziminin aktivitesini Onleyerek, peroksidatif aktiviteyi ve ROS
{iretimini arttirdi1 yaygm olarak bilinmektedir (26, 27). Ikinci olarak ise, indirekt
aktivite ile kursun hiicre membranlarinin komponentlerine baglanarak, hiicrelerin
ROS duyarhiligin1 ya da antioksidan savunma sitemini degistirebilmektedir (28).

Kursun karaciger ve bobrekte en yiiksek oranda depo edilirken, kalp, akciger, beyin,

dalak, kas ve kemiklerde dagildig1 bildirilmistir (14).

10



1.5. Antioksidan Savunma Sistemleri

Antioksidan sistem; singlet oksijen, siliperoksit, peroksil radikalleri,
hidroksil radikalleri ve peroksinitrit gibi ROS’larin zararl etkilerine kars1 hiicreleri
koruyan bilesiklerdir (29). Bu bilesiklerin kendilerine 6zel mekanizmalar ile
antioksidan kapasitesini artirmasi s6z konusudur. Bu etki iki sekilde olmaktadir.
[1ki hidrojen peroksit gibi baslatici reaktiflerin ve serbest demir gibi reaksiyonlar1
katalizleyen metallerin uzaklastirilmasi ve oksijen yogunlugunun azaltilmasi gibi
onleyici sekildedir. Ikincisi ise serbest haldeki radikalleri bir araya getirme ve
onlara proton eklemek suretiyle aktivitelerini baskilama sonugta da radikal
antioksidanlarin yenilenmesi, diizeltilmesi veya oto-oksidasyonu kirma gibi
dogrudan etkilerini igerir (30). Medikal agindan faydalarinda baska antioksidanlar
besinlere katilmak suretiyle hava, 1sik, 1s1 gibi etkenlerin sonucu olusabilecek
serbest radikal olusumu kaynakli oksidasyonu onlemekte veya geciktirmektedir.
Son zamanlarda antioksidanlar yapay olarak iretilmektedir. Sentetik olan bu
antioksidanlarin dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bunlardan en Onemlisi; in vivo
olarak alindiklarinda bir takim komplikasyonlar1 olmasidir. Dogal antioksidanlarin
icerisinde enzimler [siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon
peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz, sitokron-C-oksidaz, hidroksiperoksidaz],
makromolekiiller (seruloplazmin, transferrin, ferritin, miyoglobin, haptoglobilin)
ve mikromolekiiller (B-karoten, A-vitamini, C-vitamini, E-vitamini, tokoferoller,
tiyol icerenler, glutatyon, metiyonin) sayilabilir. Ek olarak dogal antioksidanlara
flavonoid ve fenolik asit igeren fenolik bilesikler, tibbi ve baharat bitkilerindeki

ucucu yag bilesikleri ilave edilebilir (27, 31, 32, 33, 34).
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Antioksidan savunma sistemlerinde GSH 6nemli rol almaktadir. GSH non
enzimatik bir antioksidandir. Onemli fizyolojik ve metabolik fonksiyonlar1 olan,
serbest radikalleri, metalleri ve diger elektrofilik bilesikleri detoksifiye edebilen bir
antioksidandir. Non enzimatik reaksiyonlar yoluyla kursun, bakir, selenyum, krom
ve ¢inko gibi metalleri baglayabilme 6zelligine sahiptir (31, 35, 36). Oksidatif stres
durumunda diger antioksidan enzimler gibi GSH tiikketiminin fazla olmasindan
dolayr GSH aktivitesinde diisme meydana gelir (37, 38, 39). Yine GSH-Px de
oksidatif stres metabolizmasinda O6nemli bir role sahiptir. Nitekim GSH-Px
eksikliginde hidrojen peroksit ve lipit peroksitler detoksifiye edilmezler ve
hidroksil ile lipit peroksil radikallerine doniisiirler (40). Katalaz prostetik grup
olarak hem igeren tetramerik bir enzim olup hidrojen peroksidin su ve oksijene
yikimini katalize eden 6nemli bir antioksidan savunma sistemi enzimidir (14).
Ayni1 zamanda CAT koenzim olarak demir protoporfirin (hemin) igerir. Kursun

toksisitesinde CAT 6nemli bir antioksidan enzimdir.

1.6. Apoptozis

Apopotozis, organizmanm kendi 6z kaynaklari1 araciligiyla yaslanmas,
istenmeyen veya zararli hiicreleri herhangi bir kalint1 birakmadan o6ldiirmesi
islemidir. Planlanmis hiicre Olimii olarak da adlandirilan apoptozis islemi

organizmanin normal fizyolojik islevlerinden biridir (41).

Apopototik hiicre dliimleri birka¢ asamadan olusmaktadir. Oncelikle islemi
baglatacak ve genetik mekanizmalar1 harekete gecirecek bir sinyalin gelmesi

gerekmektedir. Bir takim sitokinler bu islemi gerceklestirmek maksadiyla hiicrelere
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baglanarak gereken sinyali gonderir. Bu sinyaller i¢ ve dig sinyaller olarak
ayrilmaktadir. Bu sinyaller sonucu hiicre i¢inde bir grup proteaz aktive olmaktadir,
bunlara kaspaz denmektedir. Kaspazlar baslatici ve sonlandirici olarak ikiye
ayrilmaktadir. Hiicrenin yok olmasini saglayan reseptorler, uyarlayici proteinler
yoluyla mitokondrileri uyararak baslatic1 kaspazlari, sonrasinda ise bu kaspazlar
diger kaspazlar1 uyarirlar. Gelen sinyaller mitokondrinin dis zarinda gegirgenlik
artigina sebep olur. Mitokondrilerin dis zarinda gecirgenligi bir takim proteinler
diizenlemektedir. Bu proteinlerden en 6nemlisi de Bcl-2°dir. Bcel-2 her ne kadar
apoptozis olayini baskiliyor olsa da hiicrelerde bulunan ve Bcl-2 ile iliskili bir takim
proteinler planli hiicre 6liimlerini desteklemektedir. Bu proteinlerden birisi Bax’dir.
Bazi Bcl-2 iiyeleri mitorkondriyal biitiinliigli bozarken bazilari ise biitiinliigii bozar.
Bu etki sonucu sitokrom C gibi mitokondriyal proteinlerin sitozole gegisi kontrol
altina alinir. Normal hiicrelerde sitokrom C mitokondriyal zarlar arasinda bulunmak
suretiyle sitozele gecerek apoptozis islemini baslatir. Bcl-2 bu gegisi engellerken,
Bax bu gecise katki sunar. Memeli hiicrelerinde Bcl-2 baglantili 6 protein anti-

apoptotik iken, 9 protein pro-apoptotiktir (41, 42).

Hiicrenin gorevlerini yerine getirmesini saglayan etkenlerin ortamda
olmamas1 ayrica hiicre i¢inde serbest radikallerin birikmesi, stres gibi faktorler
nedeniyle ¢oziinebilir bir apoptozis destekleyici olan Bad, mitorkondriyal dis zarda
bulunan Bcl2/Bcl-xI'ye baglanir. Bu baglanma Bcl2/Bcl-x1 ile pro-apoptotik
Bax’m iliskisini engeller. Bunun sonucu olarak mitokondriyal dis zarda kanal
olusturan Bax hemosideri veya Bcl-2/Bax hemosideri bazi iyonlarin mitokondriye
gecisine izin verir. Bu olay mitokondrinin yapisim1 degistirerek sitokrom C’nin

sitozole birakilmasima sebep olur. Apoptozise sebep olan olaylar zinciri baglamis
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olur. Sonug olarak bir hiicredeki Bcl-2/Bax orani apoptozis agisindan olduk¢a 6nem
arz etmektedir. Zira hiicrenin planl bir hiicre 6liimiine gidip gitmeyecegi bu orana
bagl olarak degismektedir. Sayet hiicrede Bax orani fazla ise hiicre Olimii

gerceklesecek, Bcl-2 fazla ise hiicre 6liimii inhibe olacaktir (41, 42).

1.7. Beta Glukan

Hayvan beslemede uzun yillar boyunca yem katki maddesi olarak
antibiyotikler kullanilmistir. Yemlere eklenen bu antibiyotikler, biiyiime
performansi ve yemden yararlanmayi artirmak, bunun yani sira hastaliklarin tedavi
edilmesi ve profilaksi amaciyla kullanilmistir. Antibiyoti kullanimi zamanla
hayvanlarda kalint1 birakarak bakteriyel dirence sebep olmus ve bunun neticesinde
hayvansal iirlinleri tiiketen insanlarda sagligi olumsuz etkilemeye baglamistir.
Avrupa Birligi uyum yasalar1 geregi hayvansal gidalarda farmakolojik aktif madde
kalmtilarmin Maksimum Kalint1 Limiti olarak belirlenen degerler altinda olmasi
gerektigine karar verilmistir. Bu dogrultuda yasal diizenlemeler ile 1 Ocak 2006
itibariyle antibiyotiklerin hayvan beslemede kullanimi1 yasaklanmistir. Bu nedenle
hayvan beslemede kullanilan antibiyotiklere alternatif olarak kullanilabilecek katk1

maddeleri arastirilmaya baglanmigstir (43, 44).

Beta glukan, antibiyotiklere alternatif olabilecek en 6nemli dogal katki
maddelerinden birisidir. Glukan, Saccharomyces cerevisiae‘nin ¢eperinden elde
edilen dogal polisakkarid yapisinda bir maddedir. Bitkilerin hiicre ¢eperinde, tahil

tohumlarinda, bazi fungus, mantar ve bakterilerde bulunmaktadir. Tahillar
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arasindan en ¢ok arpada (2-20 g/100g) ve yulafta (3-8 g/100g) bulunmaktadir (45,

46).

1.7.1. Beta Glukanin Metabolik Etkileri

Beta glukanlar, B-glukozidik baglarla birbirlerine baglanmis D glukoz
monomerlerinden olugan nisasta olmayan polisakkaritlerdir. ~ Glukanin
makrofajlarin yiizeyinde bulunan spesifik reseptorlere etki ettigi 1980’1 yillarin
sonlarinda tanimlanmistir. Makrofajlarin beta glukan reseptorleri oldugu ve bu
reseptorlere baglanmanin makrofaj aktivasyonuna neden oldugu bildirilmistir.
Glukanin immun sistem tlizerindeki temel aktiviteleri; konagin viral, bakteriyel,
fungal ve parazitik enfeksiyonlara karsi direncini artirmasi ve retikiiloendotelyal
sistemin fagositik ve proliferatif aktivitesini yiikseltmesini kapsamaktadir.
Arastirmalar beta glukanin, enfeksiyonlara karsi konagin immiin sistemini stimiile
etmek suretiyle hiimoral ve hiicresel immiiniteyi degistirdigini gostermistir. Beta
glukan araciligiyla dogal oldiiriicti hiicreler, makrofaj, monosit ve nétrofillerin
aktiflestigi, total Iokosit sayisinin arttig1, Interlokin-1 (IL-1), Tiimdr Nekroz Faktor
Alfa (TNF- o) ve prostaglandin E2 {iretiminin de uyarildig: bildirilmistir (45, 47,

48).

Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ila¢ Dairesi (United States Food and
Drug Association: FDA) 1997 yilinda gida iirlinlerinin paketleri lizerinde ‘¢0ziiniir
posa ve tam yulaf¢a (yulaf kepegi, yulaf ezmesi ve yulaf unu) zengin, doymus yag
ve kolesterolii diisiik gidalar kalp hastali1 riskini azaltabilir’ ifadesinin yazilmasini

onaylamig olup, 2005 yilinda ise arpay1 (tam bugday ve bazi kuru 6giitiilmiis arpa
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iirlinleri) ¢oziiniir posa kaynagi olarak saglik beyanina eklemistir. Son zamanlarda
Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (European Food Safety Authority: EFSA) yulaf
beta glukani igeren besinler icin “yulaf beta glukanin diizenli tiikketimi etkin bir
sekilde serum diisiik dansiteli lipoprotein kolesterol ve total kolesterolii azaltir”

iddiasina olumlu goriis vermistir (46).

Beta glukanin immun sistemin giliclendirici etkisinin yaninda yara
tyilesmesini hizlandirdigi, barsak anostomozlarinin iyilesmesine olumlu etkilerinin

oldugu ve peritonitte sag kalimi arttirdig1 yapilan arastirmalarda gorilmiistiir (47).

Yapilan bir caligmada; yulaf beta glukani (5 g) iceren ve molekiil agirlig
70000 Dalton (Da) olan bir igecegin, arpa beta glukani (5 g) iceren ve molekiil
agirligr 40000 Da olan bir icecege gore daha diisiik tokluk kan sekeri ve insulin
seviyesi sagladig1 goriilmiistiir. Viskoz bir yap1 gosteren ve ¢dziinebilir bir posa
olan beta glukan; Hemoglobin Alc, tokluk kan sekeri, instilin salinimi ve kalp
hastaliklar1 riskinde azalmaya neden olarak, akut ve uzun donemde metabolik

tyilesmeler géstermistir (46).

Yapilan bir arastrma, beta glukanin; ratlarda aortik iskemi-
reperflizyonunun indiikledigi bobrek hasar1 ilizerine koruyucu etkisi oldugunu

gostermistir (49).

Tikanma sarili1 olan ratlarda; beta glukanin; fagositer ve antioksidatif etki
iizerinde artirdig1 ayrica hepatik hasar1 ve oksidatif stresi azalttigi gozlenmistir.
(50). Bir baska ¢alismada ise, metotreksat yani folik asit antimetaboliti olarak etki
gosteren antineoplastik ila¢ kaynakli karaciger hasar1 {izerinde beta glukanin benzer

etkiler gosterdigi belirtilmistir (51).
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ileri diizeyde saflastirilmis beta glukanin, fibroblast, niikleer faktor-1 (NF-
1) niikleer baglanma aktivitesini, prokollajen gen ekspresyonunu ve kollajen

biyosentezini uyardigi gdzlenmistir (45).

Yapilan bir arastirmada; Streptococcaceae pneumoniae kaynakli, bilhassa
splenektomili olgularda ortaya ¢ikan coklu organ hasari ile seyreden sepsisin
sagaltiminda antibakteriyel ilaglara karsi direncin hizla gelismesi nedeniyle
sagaltim ve profilakside uygulanabilecek yeni yontemler arastirilmistir. Bu calisma
sonucunda hem antioksidan hem de immiinomodiilator 6zelliklere sahip olan Beta-
D-glukanm, antibakteriyel ilaglarin kullanimina gére ciddi organ hasarlarina bagl

organ yetmezliklerinin hafifletilmesinde 6nemli katkilar1 olacagi bildirilmistir (52).

Ratlar iizerinde yapilan bir diger calismada, kolesterol ile zenginlestirilmis
rasyona beta glukan ilavesi yapilarak serum lipitleri ve performans indeksleri
incelenmistir. Calisma sonunda canli agirlik artigi, yem tiiketimi, serum total
kolesterol ve LDL kolesterol seviyelerinin yagli ve beta glukan ilaveli grupta ciddi

manada diisiik bulundugunu belirtmislerdir (53).

B-1,3/1,6-glukan ilaveli rasyonla beslenen etlik pili¢lerin performans ve
immiinolojik parametreler lizerindeki etkilerinin arastirildigi bir calismada; azami
biiyiime performansinin 50 mg/kg beta glukan eklenmis yemi tiikketen grupta oldugu

rapor edilmistir (50).

Beta glukan iizerine yapilan arastirmalar géz Oniine alindiginda birgok
hastaligin tedavisi ve profilaksisinde kullanilabilecegi goriilmiistiir. Bu agidan
bakildigindan insan ve hayvan saghgmi tehdit eden kursun toksisitesinin olumsuz

etkilerinin beta glukanla iyilestirilmesi halk sagligi agisimdan 6nemli bir etki
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olusturacaktir. Bu ¢alisma, kursunla toksisite olusturulan ratlarda beta glukanin;
yem tiikketimi, canli agirhik degisimi, antioksidan parametreleri, apoptik yolak
proteinleri olan Bcl-2 ve Bax seviyeleri ve ayrica testis, epididimis, vezikula
seminalis ve ventral prostat gibi lireme organ agirliklar1 ve epididimal spermadaki
sperma parametreleri (sperm yogunlugu, motilitesi ve anormal sperm orani) iizerine
etkilerini belirlemek amaciyla planlanmistir. Kursun intoksikasyonu iizerinde beta
glukanin beklenilen etkiyi ortaya ¢ikarmasi halinde, alternatif olarak beta glukanin
klinik kullanimina altyap1 olusturmasi ¢aligmanin temel hedefleri arasinda yer

almigtir.
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2. GEREC VE YONTEM

Bu ¢ahisma Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun;
11.07.2018 tarih, 131 karar ve 2018/67 protokol nolu etik kurul onay1 ile

gerceklestirilmigtir.

Calismada Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Birimi’nden (FUDAM)
temin edilmis 6-8 haftalik 200-300 gram agirliginda 28 adet erkek rat kullanilmistir.
Deneysel uygulamalar boyunca laboratuvar hayvanlari bakim ve kullanim
sartlarma (12 saat aydinhk: 12 saat karanlik ve 2443 °C) uygun olarak 0zel
kafeslerde bakilmistir. Beslenmelerinde standart rat pelet yemi kullanilmis ve su
ad-libitum saglanmistir. Ratlar her grupta 7 hayvan olacak sekilde 4 gruba ayrilmis
ve uygulama 21 giin siirmiistiir. Ratlar yem tiiketimi tespiti icin ayr1 ayri kafeslerde

barmdirilmstir.

Denemede kullanilan standart rat pelet yemi FUDAM’dan temin edilmistir.
Yem ve su, hayvanlara ad-libitum olarak verilmistir. Kullanilan yemin besin madde

bilesimi Tablo 1°de sunulmustur.

Arastirmada kullanilan beta glukan ticari bir firmadan (PureBulk Inc
Roseburg, OR, USA) temin edilmistir. Igerigi; Beta Glukan Ic,c3/lc,c6
(Saccharomyces cerevisiae) (%80 oraninda Blc,c3/B1lc,c6 glukan igerir)’dan

olusmaktadir.

Aragtrmada  kullanilan kursun dozu Thangarajan et al (54)’in
aragtirmasindan, beta glukanin dozu ise Alp ve ark (55) nin yaptiklar1 arastirmadan

baz almarak belirlenmistir.

19



Arastirmada kullanilan kursun asetat ticari bir firmadan (Merck
Manufacturer) temin edilmistir. Kursun asetat icerigi; Blei(II)-Acetat-Trihydrat

Reinst (DAB 6 BPC, FU (CH3COO),Pb, 3H,0)’den olusmaktadir.

Tablo 1: Ratlara verilen rasyonun bilesimi ve besin maddesi degerleri.

Besin maddeleri %0
Misir 31.80
Arpa 14.00
Soya fasulyesi kiispesi 35.00
Tam yagli soya 6.00
Bugday kepegi 7.00
Yonca unu 5.00
DL-Metiyonin 0.3
Dikalsiyum fosfat 0.4
Tuz 0.1
Vitamin-Mineral Premiksi* 0.4

Kimyasal Kompozisyon

Ham protein, % 24.00
Metabolik enerji (kcal/kg)** 2650
Ham Yag, % 3.21
Ham seliiloz, % 6.15
Kiil, % 6.48
Kalsiyum, % 0.89
Fosfor, % 0.98

*Vitamin-mineral karigiminin kilogrami; 1.8 mg tiim-frans retinil asetat (A vitamini), 0.025
mg kolekalsiferol (D Vitamini), 12.5 mg tiim rac-alfa-tokoferol asetat (E vitamini), 1.1 mg
menadion sodyum bisulfit (K3 Vitamini), 1.1 mg tiyamin (Vitamin B1), 4.4 mg ribolavin
(Vitamin B2), 35 mg niasin (Vitamin B3), 10 mg kalsiyum pantotenat (B5 vitamini), 2.2 mg
Vitamin B6, 0.02 Vitamin B12, 0.55 mg folik asit, 0.1 mg d-biyotin, 40 mg Mn (MnO), 12.5
mg Fe (FeSOy), 25 mg Zn (ZnO), 3.5 mg Cu (CuSOy), 0.3 mg I (KI), 0.15 mg Se (Na»Se03),
175 mg kolin klorit (CsH;4CINO).

**Hesaplama yolu ile tespit edilmistir.
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2.1. Deneme Dizaym

Arastirma gruplar1 asagidaki gibi olusturulmustur:

1. Grup: Kontrol grubu; Kursun ve beta glukan uygulamasi yapilmamis, sadece
serum fizyolojik intraperitonal olarak 1 ml/kg CA dozunda 21 giin boyunca

verilmistir.

2. Grup: Kursun kontrol grubu; kursun asetat serum fizyolojikte 15 mg/kg CA

dozunda ¢ozdiiriilerek 21 giin boyunca intraperitonal olarak uygulanmistir.

3. Grup: Beta glukan grubu; beta glukan serum fizyolojikte 50 mg/kg CA dozunda

¢Ozdiirtilerek 21 giin boyunca gavajla uygulanmistir.

4. Grup: Kursun+Beta glukan grubu; kursun asetat serum fizyolojikte 15 mg/kg CA
dozunda ¢o6zdiiriilerek 21 glin boyunca intraperitonal olarak uygulanmig + beta
glukan serum fizyolojikte 50 mg/kg CA dozunda ¢ozdiiriilerek 21 giin boyunca

gavajla uygulanmistir.

Denemenin 1. giliniinde baslangi¢ canli agirliklar1 olgiilerek ve denemenin
7, 14 ve 21. giinlerinde yem tiiketimi ve canli agirlik degisimleri belirlenmistir. 21.

giiniin sonunda ratlarin karaciger ve testis dokular1 alinmistir.

2.2. Doku Analizleri

2.2.1. Homojenatlarin Hazirlanmasi

Derin dondurucudan (-20 Ugur Derin Dondurucu) ¢ikarilan dokular tartilip

sogukluklar1 korunarak cam tiiplere aktarilmistir. Dokularin iizerine 1/10 oraninda
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Tris Tamponu (pH 7,4) ilave edilmistir. Dokularin sogukluklari muhafaza edilerek
homojenizatorde homojenize edilmistir. Hazirlanan bu homojenat, +4 °C sogutmali
santrifiijde (Niive NF 800R) 45 dakika siire ile 3500 rpm’de santrifiij edilerek
stipernatant elde edilmistir. Ayrilan bu siipernatantlardan malondialdehit (MDA),
katalaz (CAT), glutatyon (GSH) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) diizeyleri

belirlenmistir.

2.2.2. Doku MDA Diizeylerinin Ol¢iimii

Dokuda lipit peroksit tayini (MDA) Placer ve ark.’nin (56) tanimladigi
spektrofotometrik (Shimadzu UV-1700) yonteme gore belirlenmistir. Aerobik
sartlar altinda ve pH 3.5°te doku homojenatinin kaynar su banyosunda inkiibasyonu
sonucu lipit peroksidasyonunun sekonder tiriinii olan MDA ’nin tiyobarbitiirik asit
ile olusturdugu pembe renkli kompleks 532 nm’de spektrofotometrik olarak

Olclilmiistiir.

2.2.3. Doku CAT Aktivitesi Ol¢iimii

Dokuda CAT aktivitesi Goth’un (57) tanimladigi yOnteme gore
belirlenmigtir. Doku, hidrojen peroksit (H20>) igeren substrat ile inkiibe edilmistir.
H>O» katalaz aktivitesi ile H2O ve O2’ye parcalanmistir. Ortama ilave edilen
amonyum molibdat H>O; ile birleserek reaksiyon sonlandirilmistir. Bu siire
icerisinde meydana gelen renk degisimi 405 nm’de kore karsi spektrofotometrik

olarak belirlenmistir.
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2.2.4. Doku GSH Diizeylerinin Olgiimii

GSH diizeyi Sedlak ve Lindsay’in (58) belirttigi metoda gore tayin
edilmigtir.  5,5’-ditiyo-bis(2-nitrobenzoikasit) (DTNB), siilfidril bilesikleri
tarafindan rediikte edilmis bir disiilfid bilesigidir. Ornek ile DTNB’nin olusturdugu
sart renkli kompleksin renk siddeti ortamdaki GSH konsantrasyonu ile dogru
orantilidir, 412 nm’de spektrofotometrik (Shimadzu UV-1700) olarak

degerlendirilmistir.

2.2.5. Doku GSH-Px Diizeylerinin Ol¢iimii

Dokuda GSH-Px aktivitesi diizeyi Lawrence ve ark.’mn (59) tanimladig:
sekilde belirlenmistir. Dokulardaki GSH-Px, GSH Cumenehidroperoksit (CHPO4)
ile oksidasyona ugratir. Renk ajani1 olarak 5,5- ditiyo-bis (2- nitrobenzoik asit:
DTNB) soliisyonu ile karistirilmasi sonucu hem kor hem de 6rneklerde meydana
gelen sar1 renk kompleksinin spektrofotometrede 412 nm’de okunmasi sonucu

GSH-Px aktivitesi diizeyi belirlenmistir.

2.2.6. Doku Protein Tayini

Dokuda total protein tayini Lowry metodu kullanilarak yapilmistir.
Fosfomolibdik/fosfotungstik asit ¢ozeltisinin (Folin-Ciocalteau reaktifi) alkali
durumda proteinlerdeki fenolik amino asitlerle tepkimeye girmistir. Alkali ortamda
bakir iyonu (Cu*?) proteinlerdeki peptid baglar ile bir kompleks olusturmustur ve

Cu*""e indirgenmistir. Indirgenmis bakir ve proteinlerin yan zincirinde yer alan Tyr,
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Trp ve Cys aminoasitleri Folin-Fenol reaktifini indirgeyerek renk olugumunu
saglamigtir. Rengin siddeti protein konsantrasyonu ile dogru orant1 gosterdigi i¢in,
660 nm’de spektrofotometrik (Shimadzu UV-1700) olarak dl¢iilerek protein tayini

yapilmstir (60).

2.2.7. Western Blot Analizi

Dokular RIPA lizis buffer (santacruz sc24948A) ile homojenize edildikten
sonra Orneklerdeki total protein miktarlari, BCA (Thermofisher 23227) (61)
metoduna gore spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Her kuyucuga esit
miktarlarda protein (60 pg) staking jel (%4), seperating jel (%12,5) olmak {izere
poliakrilamid jele yiiklenerek elektroforetik olarak yiiriitiilmiistiir (62) ve SDS-
PAGE’in ardindan spesifik proteinler western blotlama teknigi ile poliviniliden
diflorit (PVDF) membrana aktarilmistir (63). Bu islemin ardindan PVDF
membranlar, nonspesifik baglanmalar1 engellemek i¢in, bloklama soliisyonu
(%5’lik blotting grade yagsiz siit tozu) ile 1 saat muamele edilmistir. TBS-T ile 5’er
dk 3 kez yikanmistir. Bloklamanin ardindan membranlar Bel-2 (santacruz sc7382;
1/1000), Bax (santacruz sc7480; 1/1000) ve beta aktin (santacruz sc 47778; 1/1000)
primer antikorlariyla bir gece inkiibasyona birakilmistir. TBS-T ile 5’er dk 3 kez
tekrar membranlar yikanmistir. Ardindan uygun sekonder antikorla (santacruz
s¢516102) muamele edilen membranlarda kemiliiminesan konjugat (ECL; Biorad
1705060) kullanilarak elde edilen bantlar kemiliiminesans goriintiileme sisteminde
(Biorad ChemiDoc™ XRS+) goriintiilenmistir. Elde edilen goriintiilerdeki bant

yogunluklart uygun analiz sistemi (Biorad Image LabTM Software version
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5.2.1,Biorad Laboratories, Inc, USA) ile dl¢lilmiistiir. Protein ekspresyon diizeyleri
internal kontrol olarak kullanilan beta aktine gore normalize edilmistir. Sonuglar

kontroliin yiizdesi seklinde ifade edilmistir (64, 65).

2.3. Spermatolojik Analizler

2.3.1. Sperm Motilitesi

Motilite tayini, sol kauda epididimisten kesit yapilarak alinan
spermatozoonlarin Tris buffer soliisyonu [Tris (hidroksimetil) aminometan 3.63 g,
glukoz 0.50 g, sitrik asit 1.99 g ve distile su 100 ml] ile sulandirilmasindan sonra
tayin edilmistir. Sicaklig1 37 °C’ye ayarlanmis mikroskobun 1sitma tablasina temiz
bir lam yerlestirilerek 1sitilip sonra lam {izerine 0.5 ml tris sulandiricisi ve {izerinde
3ul taze sperma konularak sulandirilmistir. Faz-kontrast mikroskop altinda
10x40’lik biiylitmede en az 3 farkli sahada motilite oranlarmin ortalamasi alinip

9%0-100 arasinda deger verilerek kaydedilmistir (66).

2.3.2. Sperm Yogunlugu

Sag kauda epididimis alinip tartildiktan sonra bir petri kutusu igerisindeki 1
ml fizyolojik tuzlu suda (%0.9’luk NaCl) bistiiri ve makas yardimiyla iyice
pargalanmistir. Epididimal dokudaki biitiin spermatozoonlarin siviya gegmesi igin
oda sicakliginda 4 saat inkubasyona birakilmistir. Bekleme siiresi sonunda eritrosit
pipetinin 0.5 ¢izgisine kadar spermatozoon ihtiva eden siipernatant, 101 ¢izgisine

kadar da igerisinde 5 g sodyum bikarbonat, 1 ml formalin, 25 mg eozin ve 100 ml
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distile su iceren soliisyondan g¢ekilmistir. Bunun sonucunda siipernatant 1:200
oraninda sulandirilmistir. Yaklasik 10 pl sulandirilmis siipernatant 6nceden lamel
yapistirilmig Thoma laminin her iki sayim (toplam 400 kiigiik kare, 0.1 mm3 hacim)
alanina pipetin ucu degdirilerek damlatilmistir. Thoma lami 151k mikroskobuna
brrakilip 5 dakika beklenerek soliisyon icerisindeki spermlerin tiim alana homojen
bir sekilde dagilmasi saglanmistir. Her iki sayim alanindaki tiim karelere diisen
spermler 151k mikroskobunun 200’Lik biiyiitmesinde sayilmistir. Sonucta kauda

epididimal dokudaki sperm yogunlugu hesaplanmistir (67).

2.3.3. Anormal Sperm Orani

Temiz, kuru ve 6nceden 1sitilmis (37 °C) bir lama birkag damla Tris buffer
soliisyonu damlatildiktilir. Sonra iizerine sol kauda epididimisten alman kiiciik bir
damla sperm siispansiyonu ve birka¢ damla Eozin-Nigrozin (1.67 g eozin, 10 g
nigrozin ve 2.9 g sodyum sitrat 100 ml distile su i¢in) boyasi damlatilarak bir lam
yardimiyla karistirilip homojen hale getirilmistir. Daha sonra bu Tris-sperm
slispansiyonu-boya karisimindan ince frotiler c¢ekilerek havayla kurumasi
saglanmistir. Kuruyan frotiler 151k mikroskobunun 400’lik biiylitmesinde
incelenmistir. Bir frotide toplam 200 sperm incelenip bas, kuyruk ve toplam

anormal sperm orani yilizde olarak ifade edilmistir (67).

2.4. Verilerin Istatistiki Analizi
[statistiki degerlendirmeler SPSS paket programi (SPSS 11.5 for Windows,

Chicago, IL, USA) One-Way Anova testi ile; gruplar aras1 dnemlilik ise Duncan
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coklu degerlendirme testi ile belirlenmistir (68). Sonuclarin istatistiksel olarak
degerlendirmesinde dnemlilik, P<0.05 esasma gore ele alindi. Dokularda Western
Blot analizlerinde hedef proteinler beta-aktine gore normalize edilmis,
normalizasyon sonucunda elde edilen degerlerin normal dagilip gosterip
gostermedikleri Shapiro-Wilk normallik analizi ile belirlenmis ve Shapiro-
Wilknormallik analizi sonucunda verilerin normal dagilim gosterdigi tespit

edilmistir.
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3. BULGULAR
3.1. Katkilarin Canh Agirhk, Canh Agirhk Degisimleri Ve Yem Tiiketimi

Uzerine Etkileri

Deneme gruplarinin canlt agirlik, canli agirlik degisimleri ve yem tiiketimi

Tablo 2’de verilmistir.

Elde edilen veriler incelendiginde canli agirlik degerleri bakimindan yapilan
Ol¢limlerin tamaminda gruplar arasinda 14 (P<0.01) ve 21. (P<0.001) giinlerde
kursun gruplarinda 6nemli oranda diisiisler oldugu, ilk hafta hari¢ geri kalan 2 hafta
boyunca kursun grubundaki ratlarin canli agirlik degisimi miktar1 diger gruplardan
Oonemli oranda daha diisiik oldugu tespit edildi (P<0.05).

Arastirmanin yem tiiketimi (YT) degerleri incelendiginde, denemenin her
doneminde kursun grubunun YT nin diger gruplarin YT nden istatistiksel olarak
distiigii goriildii. 1-21. giinlerde Kontrol grubunda (29.34 g) en yiiksek YT nin ve

en distik YT nin ise kursun grubunda (21.62 g) oldugu belirlendi (P<0.001).
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Tablo 2: Katkilarin canli agirlik, canli agirlik degisimleri ve yem tiiketimi iizerine

etkileri (X+SE)
Kursun + Beta
Kontrol Kursun Beta Glukan P
Glukan
Baslangic 350.29+15.56 350.71+ 14.81 349.14+19.50 351.43+ 14.05 OD
Canh Agirhk 7. giin 392.86+13.19 352.57+10.67 385.00+ 18.47 353.50+ 14.18 OD
(g/hyv)

14. giin 416.29+12.97* 346.43+ 8.99° 396.00+ 16.07* 350.00+ 13.56° P<0.01
21. giin 447.79+ 14.732 360.57+9.68P 428.17+16.37* 369.50+ 13.03° P<0.001

1-7 6.08+1.03 0.26+3.33 5.12+5.06 0.35+1.95 OD
Canh Agirhk 8-14 3.35+0.502 -0.88+0.38¢ 1.57+0.49° -0.46+0.40¢ P<0.001

Degisimi
15-21 4.50+0.64* 2.02+0.42° 4.45+0.82¢ 2.79+0.64® P<0.05
(g/hyv/giin)
1-21 4.64+0.51 0.47+1.020 3.50+1.48* 0.87+0.63" P<0.05
1-7 31.00+ 0.992 22.71£0.71¢ 31.41£0.852 27.42+1.53b P<0.001
Yem 8-14 29.56+1.382 21.64+0.45 29.37+0.77* 23.64+0.91" P<0.001
Tiiketimi
15-21 27.47+1.46* 20.50+0.45° 27.03+0.42¢ 22.20+0.39% P<0.001
(g/hyv/giin)

1-21 29.34+1.16* 21.62+0.40¢ 29.27+0.64* 24.07+0.82b P<0.001

Veriler ortalama + S.E olarak ifade edilmistir.

ab.c. Ayn satirda farkli harfler tagtyan degerler birbirinden farkli bulunmustur.

OD: Istatistiki olarak énemli degil
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3.2. Karaciger Dokusu MDA, GSH, GSH-Px, Katalaz Degerleri

Tablo 3’°de karaciger MDA diizeyleri ile GSH, GSH-Px ve CAT aktiviteleri

gosterilmistir. Kursun verilen grupta goriilen degisim incelendiginde karacigerin en

yiikksek MDA ( P<0.01) diizeyleri ve en diisitk GSH ( P<0.05), GSH-Px ( P<0.05)

ve CAT ( P<0.01) aktiviteleri kursun uygulanan grupta oldugu ve kontrol grubuyla

karsilastirildiginda bunun istatistiksel olarak énemli oldugu goriilmiistiir.

Beta Glukan katkisinin (Pb + BG), karaciger MDA diizeyini kursun grubuna

kiyasla 6nemli oranda diisiiriirken (P<0,01), GSH-Px oranmi ise 6nemli oranda

yiikselttigi (P<0,005) goriilmiistiir. Karaciger GSH ve CAT aktiviteleri ise beta

glukan katkis: ile istatistiksel olarak dnemli oranda etkilenmedi.

Tablo 3: Karaciger dokusu MDA, GSH, GSH-Px, katalaz degerleri (X+SE)

Kursun + Beta
Kontrol Kursun Beta glukan glukan |

MDA (nmol/g) 20.70+1.91¢ 31.26+1.20° 22.16+0.96" 25.66+1.36" | P<0.01
GSH (nmol/g) 3.48+0.222 2.78+0.16° 3.18+0.10%® 2.94+0.19% P<0.05
GSH-Px

5.46+0.282 4.47+0.15° 5.77+£0.312 5.35+0.292 P<0.05
(IU/g protein)
CAT

2.65+0.19® 1.64+0.20¢ 3.31+£0.36% 2.1940.42* | P<0.01
(kU/g protein)

Veriler ortalama + S.E olarak ifade edilmistir.

ab.¢. Ayni satirda farkls harfler tastyan degerler birbirinden farkli bulunmustur.
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3.3. Gruplarin Karaciger Dokusu Western Blot Analizi

Kursun verilen grupta Bax-protein ekspresyonu kontrol grubuna kiyasla
Oonemli oranda artarken, Bcl-2 protein eksprasyonu Onemli oranda diigmiistiir.
Bax/Bcl-2 orani ise yiliksek (P<0.01) bulunmustur. Kursun toksikasyonlu ratlarda;
beta glukan katkis1 Bax/Bcl-2 oranini kontrol grubu kadar diigsiirmese de kursun

verilen gruba kiyasla 6nemli oranda diisiirdiigii (P<0.01) tespit edilmistir (Sekil 1,

2 & 3).

150,00~
> 100,00

50,00

Bax Protein Ekspresyon Diizeyi
(Kontroliin Yiizdesi )

0,00
Kontrol Kursun Betaglukan Kursun+Betaglukan
Sekil 1: Bax-protein ekspresyon diizeyi (Kontroliin ylizdesi)

& b Giitunlarda farkhi harfler tagtyan de@erler birbirinden istatistiki olarak 6nemli

bulunmustur (P<0.01).
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Bel-2 Protein Ekspresyon Diizeyi
(Kontroliin Yiizdesi)

Bax/Bcl-2 Oram

150,00

3
§

0,00-

Kontrol Kursun Betaglukan Kursun+Betaglukan

Sekil 2: Bcl-2 protein ekspresyon diizeyi (Kontroliin Yiizdesi)
& b ¢ Siitunlarda farkli harfler tasiyan degerler birbirinden istatistiki olarak &nemli

bulunmustur (P<0.01).

2,50

2,00

1,50

1,00

0,50

0,00

Betaglukan

Kontrol Kursun
Sekil 3: Bax/Bcl-2 orani

ab.¢: Siitunlarda farkl harfler tagtyan degerler birbirinden istatistiki olarak énemli

bulunmustur (P<0.01).
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3.4. Sperma Parametreleri

Kursun uygulamasinin epididimal sperm konsantrasyonu, sperm motilitesi,
anormal sperm orani ve bazi lireme organi agirliklar1 tizerindeki etkileri Tablo 4'de
sunulmustur. Kursun uygulamasi, kontrol grubu ile karsilastirildiginda sperm
motilitesi (P<0.001) ve sperm konsantrasyonunu (P<0.05) o6nemli olglide
azaltirken, sperm kuyruklarinda ve toplam sperm anormalliklerinde artisa neden
olmustur (P<0.05). Kursun + beta glukan uygulanan grupta, kursun uygulanan grup
ile karsilastirildiginda sperm motilitesi artarken, sperm kuyruklar1 ve toplam sperm

anormallikleri azalmis, bununla birlikte sperm konsantrasyonu degismemistir.
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Tablo 4: Sperma parametreleri

P
+
Sperma Parametreleri Kontrol Kursun Beta Glukan Bgzl;s}lllll:kan
Sperm Motilitesi (%)
64.28+2.022 43.33+3.33P 63.33+3.33? 62.0+3.74% 0.001
Sperm Konsantrasyonu
(Milyon/Sag Cauda 272.0+£20.81* | 190.66+11.75° | 294.0+£34.06 | 227.60+21.2%® 0.05
Epididimis)
Bas
4.33+0.92 4.0+0.73 4.33+0.92 2.40+0.24 OD
Kuyruk
Anormal 5.0£0.63° 2.66+£0.66* 5.0+0.63Y 3.0+£0.312 0.05
Sperm Oram
(%)
Total
9.33+1.23 6.66+0.84% 9.33+1.23Y 5.4+0.512 0.05
Sag
1.47+0.16° 1.94+0.082 1.47+0.16° 1.80+0.06% 0.05
AT,eS:lf Sol
srhgt 1.56:0.16° 1.9240.08* 1.5620.160 1.80+£0.03% | 0.05
Sag
0.49+0.03b 0.63+0.042 0.49+0.03° 0.58+0.02% 0.05
Epididimi
pididinis | —;
srhgt 0.49+0.03" 0.64+0.04° 0.49+0.03 0.58+£0.03® | 0.05
Sag Cauda Epididimis |, ,c, 4 0.18£0.01° 0.25+0.01% 0.24+0.01* | 0.05
Agirh (g)
Seminal Vezikiiller 1.18+0.04 0.99+0.11 1.15+0.04 1.0£0.09 OD
Agirlik (g)
Prostat Agirhg (g) 0.56+£0.04 0.41+0.04 0.48+0.04 0.44+0.06 OD

Veriler ortalama + S.E cinsinden ifade edilmistir.

a5 Ayni satirda farkls harfler tasiyan degerler birbirinden farkli bulunmustur.

OD: Istatistiki olarak énemli degil
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4. TARTISMA

Kursun toksisitesi olusturulan ratlarda, beta glukan katkisinin, yem
tiikketimi, canli agirlik degisimi, lipid peroksidasyon, antioksidan sistem, Bcl-2, Bax
proteinleri ve sperma parametreleri tizerine etkisini belirlemek amaciyla bu ¢aligma
yapilmaistir.

Bu ¢alismada, 1-21 giinliik periyotta kursun grubunun canh agirlik, canl
agirhik degisimleri (P<0.05) ve yem tiliketimleri (P<0.001) kontrol grubu ile
karsilastirildiginda (Tablo 2) s6z konusu parametrelerin énemli oranda azaldigi
goriilmiistiir. Bu durum ratlarin kursuna maruz kalmasindan dolayi toksik etkinin
baslamasina ve bu nedenle yem tiikketimi ve canli agirligi olumsuz etkilemesine
baglanmigtir. Nitekim tavsanlarda kursun asetat toksisitesi olusturulan bir
calismada (69) 50 ve 70 mg/kg canli agirlik dozunda oral olarak kursun asetat
soliisyonu kullanilmistir. Bizim ¢aligma sonuglariyla uyumlu olarak her iki dozda
yem tiiketiminin, canli agirhigin ve canli agirlik artisinin kontrol grubuna kiyasla
onemli oranda distiigii bildirilmistir (69). Bu durum kursunun sindirim ve
absorbsiyonu azaltarak sindirim sistemi lizerindeki dogrudan etkisine baglanmustir.
Sindirim ve absorbsiyon tlizerindeki etkisi 6zellikle istah ve bazi minerallerin (Zn,
Ca, Se, Cu ve Mg) kaybina neden oldugu ve ayrica T3 ve T4 hormonlarindaki
azalmayla iliskili oldugu rapor edilmistir. Bazi c¢aligmalarda ise kursun
maruziyetinin hayvanlarda viicut agirhg iizerinde bir etkisinin olmadigi
yoniindedir. Ancak bizim ¢aligma sonuglarimiz yem tiiketimini ve canli agirhigi

diisiirdiigiinii bildiren caligmalarla uyumludur (70, 71).

Calismada beta glukan katkis1 (kursunt+beta glukan grubu) ise 1-21 giinliik

periyotta yalniz kursun verilen grupla kiyaslandigmda canli agirhiktaki diistisii
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onemli oranda yiikseltmedigi belirlenmistir. Ancak beta glukan katkis1
(kursuntbeta glukan grubu) yem tiiketimini kursun grubu ile kiyaslandiginda
onemli oranda artirmustir (P<0.001). Beta glukanin sindirim sistemi tizerine etkileri
iiretim kaynagina bagli olabilir. Maya ve mantar orijinli beta glukanlarin tiretim
performansini olumsuz etkilemeden bagisiklik sistemini giiclendirmeleri nedeniyle
ideal immiinomodiilatorler olabilecegi, ancak arpa kaynakli beta glukanlarin
ozellikle kanatlilarda beta glukanaz enzimi yetersizligi ve bdylece bagirsak
iceriginin viskozitesindeki artistan kaynaklanan olumsuz etkisi nedeniyle hayvanin
performansi ve sagligi lizerinde pozitif bir etkiye sahip olmadig1 bildirilmistir (18).
Yine Escherichia coli lipopolisakkaritleri (10 mg/kg, haftada iki kez iv uygulama
yapilarak) kullanarak enterit olusturulan ratlarda beta glukanm (yulaf kaynakli
ekstraksiyon ve 69,700 g/mol diyete katilarak) yem tiiketimi ve canli agirlik
degisimi tizerine etkisinin incelendigi bir caligmada (72) beta glukanin yem
tiiketimi ve canli agirlikta anlamli bir iyilesmeye neden olmadigi bildirilmistir. Beta
glukanin plazma kolesterol diizeylerinde azalmaya ve agirlik kaybmna neden
oldugu, diyabet ve obezite yonetiminde etkili oldugu bildirilmistir (73). Bu
calismada ve bazi literatiir (72, 74) bildirislerinde beta glukan katkisinin canli
agirlik degisimi lizerine anlaml bir etkisinin olmayis1 canli agirlik iizerine etkili
olmadig1 kanisini ortaya ¢ikarmistir. Kursun toksisitesinde beta glukan katkisinin
yem tiikketimini artirmasinin nedeni ise metabolizmada daha ¢ok immun sistem
modiilatorii olarak gorev yapmasina ve antioksidan 6zeliklerinden dolay oksidatif
stresi diisiirerek yem tiiketiminde iyilesmeye neden olmasina baglanmistir (73).
Ancak bu c¢aligmada kursun toksisitesinde beta glukanin yem tiiketimi iizerine

olumlu etkisi canli agirliga yansimamustur.
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Bu c¢alismada kursunun karaciger dokusu iizerindeki lipit peroksidasyona
etkisini belirlemek amaciyla MDA diizeyi 6l¢iilmiis ve kursunun MDA diizeyini
onemli 6l¢iide artirdig1 belirlenmistir (Tablo 3, P<0.01 ). Nitekim kursun ile yapilan
bir ¢aligmada bu ¢alismadaki sonuglarla benzer sonuglar alinmistir (75). Broylerler
iizerinde yapilan bu ¢alismada kursun toksisitesini gidermek amaciyla askorbik asit
kullanmislardir. Kontrol, askorbik asit, kursun ve kursun + askorbik asit’ten olusan
calisma gruplarinda plazma MDA diizeyi sirasiyla 4.95, 5.79, 26.05 ve 8.81 TU/1
olarak belirlenmis, kursunla verilen askorbik asitin plazma MDA diizeyini 6nemli
oranda diistirdiigii bildirilmistir (P<0.001) (75). Yine farkl bir ¢alismada (76) ise
ratlara 4 hafta boyunca 1 mg/kg periton i¢i kursun asetat verdiklerinde karaciger ve
beyin MDA seviyelerinde 6nemli (P<0.05); bobrekte ise hafif bir ylikselmeye
(P>0.05) neden oldugu tespit edilmistir. Kursun toksisitesi olusturulan ratlarda beta
glukan katkisinin (kursun +beta glukan grubu) lipit peroksidasyon tizerine etkisi
arastirilan bu calismada MDA diizeyinin beta glukan katkisiyla istatistiki olarak
onemli oranda diistiigii belirlenmistir (Tablo 3). Beta glukanin serbest radikal
temizleyicisi olarak hareket ettigi bildirilmis ve bu etkisi hidrojen transferi
yapmastyla iliskilendirilmistir. Serbest radikalleri temizleme 6zelligi MDA’ nin
diismesine sebep olarak gosterilebilir (31, 72, 77). Nitekim Escherichia coli
lipopolysaccharides ile enfekte edilen ratlarda yapilan bir ¢alismada (72), beta
glukan katkisinin (yulaf kaynakli ekstraksiyon ve 69,700 g/mol diyete katilarak)
lipit peroksidasyonu diisiirdiigii bildirilmis, beta glukanin serbest radikaller i¢in
hidrojen transferi yaparak serbest radikalleri elimine ettigi, bunun yaninda bagirsak
mukozasi iizerine beta glukanm vizkoz jel olusturdugu bdylece barsak mukozasi

lizerinde olusan tahrigin beta glukan sayesinde dnlendigi vurgulanmistir. Diyabet
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olusturulan ratlar tizerinde yapilan farkl bir calismada ise (55); kontrol, diyabet ve
diyabet + beta glukan grubunda beyin MDA diizeyleri sirasiyla 259.9, 454.7 ve
329.3 nmol/g protein olarak tespit edilmistir. Diyabet ve diyabet + beta glukan
gruplart arasinda istatistiki olarak dnemli bir fark ortaya ¢iktigi belirlenmistir
(P<0.002).

Bu calismada karaciger dokusunda GSH (P<0.05), GSH-Px (P<0.05) ve
CAT (P<0.01) aktivitelerinde kursun grubunda kontrol grubuna kiyasla dnemli
oranda diisme tespit edilmistir. Kursunun antioksidan savunma sistemi iizerine bu
olumsuz etkisi lipit peroksidasyon iizerine etkilerinden kaynaklanmaktadir (26, 27,
28). Ayrica kursunun antioksidan savunma sistemi lizerine etki sekillerinden biri
stilfidril gruplarina kars1 affinitesi ve kompleks yapilar olusturmalariyla alakalidir.
Nitekim antioksidan enzimlerden SOD, CAT, GSH-Px ve glukoz 6 fosfat
dehidrojenaz gibi enzimlerde siilfidril gruplar1 mevcuttur ve kursun silfidril
gruplariyla kompleksler olusturup enzimlerin aktivitelerini inhibe ederek etkilerini
gostermektedirler (78). Bu calismada karaciger GSH degerleri incelendiginde
kursun grubunda GSH aktivitesinin kontrol grubu ile kiyaslandiginda 6nemli
oranda diistiigli goriilmiistiir (P<0.05). Kursun muamelesiyle birlikte beta glukan
katkisinin (kursunt+beta glukan grubu) karaciger GSH diizeyini yiikselttigi ancak
bu yiikseligin istatistiki olarak 6nemli oranda olmadig: tespit edilmistir. Sitotoksik
ve ayni zamanda kemoterapotik bir ila¢ olan metotreksat toksikasyonu (tek doz
20mg/kg, ip) olusturulan ratlarda beta glukanin (50 mg/kg, oral verilmis,
Saccharomyces cerevisiae’den elde edilmistir) etkisi arastirilan bir calismada (79),
karaciger GSH aktivitesi kontrol grubuna kiyasla metotreksat etkisiyle dnemli

oranda yiikselmis ve beta glukan katkisi1 ise GSH aktivitesini onemli oranda
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distirmistir (P<0.01). Yine basing iilseri (dekiibit iilser) olusturulan ratlarda
yapilan bir ¢calismada (80) Saccharomyces cerevisiae’den elde edilen beta glukan
(1,3-1,6 beta —D-Glukan; 50 mg/kg oral) kullanilmistir. Caligmada karaciger
dokusundaki GSH diizeyleri incelenmis ve kontrol grubu, dekiibit iilser grubu,
dekiibit iilser + oral beta glukan uygulanan gruplarda GSH degerleri sirasiyla 2.1,
1.5 ve 1.8 umol/g olarak tespit edilmistir. Bizim ¢galigmamizla benzer olarak sadece
kontrol grubuyla dekiibit {ilser grubu arasinda istatistiki olarak 6nemli bir fark
ortaya ¢ikmistir (P<0.05). Beta glukanin oral uygulamasi karaciger dokusunda
GSH diizeyini artrmig ancak istatistiksel olarak ©Onemli bir fark ortaya
¢cikarmamistir.

Kursun GSH-Px’in kofaktorii olan ve aktif merkezinde yer alan selenyum
ile yer degistirerek veya enzimin siilfidril grubuna geriye doniistimsiiz baglanarak

GSH-Px’in inaktivasyonuna yol ag¢tig1 bildirilmektedir (14). Enteritis olusturulan

ratlarda yapilan bir calismada (72), beta gukanin ( yulaf kaynakli ekstraksiyon ve

69,700 g/mol diyete katllarak) dalak dokusunda antioksidan enzimlerden GSH-Px

iizerine etkisi incelenmis ve enteriris olusturulan ratlarda beta glukan katkisinin
dalak dokusunun GSH-Px aktivitesini énemli oranda diisiirdiigii bildirilmistir
(P<0.05). Beta glukanin bu olumlu etkisini bagirsak mukoza zarinin iyilesmesi i¢in
elverisli bir ortam olusturarak oksidatif stresi azaltmasina ve serbest radikallerden
hidrojeni transfer edebilme yetenegine sahip olmasmna baglamislardir. Beta
glukanin yalniz kullanildig1 grubun GSH-Px aktivitesinin kontrol grubuyla benzer
olmasi yukarida bahsedilen beta glukanin oksidatif stresi azaltmasi ile ilgili pozitif

ozelliklerini teyit etmektedir (Tablo 3).
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Bu c¢aligmada kursun grubunun karaciger CAT aktivitesi incelenmis ve
kontrol grubuna kiyasla onemli oranda azalma saptanmistir (P<0.01). Kursun
toksisitesi ile ilgili kalp, akciger ve kas dokusunda CAT aktivitesinin incelendigi
farkli calismalarda ise (14, 81), bu calisma ile benzer olarak CAT aktivitesinde
onemli oranda azalmalar tespit edilmistir. Kursunun CAT aktivitesi lizerine etkisi
hem sentezini inhibe etmesine baglanmis ve bunun sonucu olarak CAT iiretiminin
azaldig1 ve diisiik aktiviteye sebep oldugu rapor edilmistir (82). Ayrica kursunun
CAT aktivitesini diisirmesi, kursunun gastro-intestinal kanaldan demirin
absorbsiyonunu azaltmasiyla da iliskilendirilmistir (83). Beta glukanin antioksidan
savunma sisteminde etkin bir rolii oldugu bilinmektedir. Diyabetik ratlar {izerinde
beta glukanin (tahildan iiretilen, 80 mg/kg, 4 hafta) etkisinin arastirildigi bir
calismada (84), karaciger ve bobrek dokusunda CAT aktivitelerinin kontrol
grubuna gore onemli oranda yilikseldigi goriilmiistiir (P<0.05). Bu ¢alismada ise
kontrol, kursun ve kursun + beta glukan grubunun karaciger dokusunda CAT
aktiviteleri 2.65, 1.64 ve 2.19 kU/g protein olarak belirlenmis ve kursun grubu ile
kontrol grubu arasinda 6nemli fark oldugu tespit edilirken kursun + beta glukan
grubunun kontrol ve kursun grubu ile benzer oldugu belirlenmistir. Beta glukanin
antioksidan savunma sisteminde iyilestirici yonde etkisi oldugu ancak bu etkinin
uygulanan doza baghh oldugu disiiniilerek kursun toksikasyonunda CAT
aktivitesinde olan diislisli tam olarak diizeltemedigi belirlenmistir. Ancak kursun

+beta glukan grubunun kontrol grubuyla benzer bulunmas iyilestirici etkisinin

oldugu kanaatini ortaya koymustur. Nitekim Mihailovi¢ ve ark.’nin (84), diyabetli

ratlarda yaptig1 calisma sonuglarinda beta glukan katkismin diyabetli ratlarda

karaciger ve bobrekteki SOD diizeyini 6nemli ve belirgin dl¢lide etkilerken CAT
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aktivitesindeki etkinin daha az oldugunu ve CAT’m daha direngli oldugunu
vurgulamiglardir. Ancak genel olarak degerlendirildiginde diger calismalarla
uyumlu olarak beta glukan katkisinin oksidatif stres durumunda antioksidan
etkisinden dolay1 savunma sistemini harekete gecirdigi ve olumlu yonde etki
gosterdigi kanisi ortaya ¢cikmistir (72, 84).

Bu calismada ayni1 zamanda gruplarm apoptozis parametreleri (Bax, Bcl-2
ve Bax/Bcl-2 ) ilizerine etkilerine bakilmistir. Kursun grubunu inceledigimizde Bax
protein diizeyinin kontrol grubundan yiiksek oldugu, Bcl-2 diizeyinin ise 6nemli
oranda diisiik oldugu, Bax/Bcl-2 oranmin ise kursun grubunda 6nemli oranda
kontrol grubuna kiyasla yiiksek oldugu belirlenmistir (P<0.01). Bax, Bcl-2 ve
Bax/Bcl-2 bantlarimin da bu sonuglarla paralel oldugu Sekil 1, 2 ve 3’te
gosterilmistir. Kursun grubundaki Bax’mm 6nemli oranda artmasi, Bcl-2’nin
azalmas1 ve Bax/Bcl-2’nin artmasit kursun uygulamasinin apoptozise neden
oldugunun gostergesidir. Nitekim bu ¢alisma bulgulariyla uyumlu olarak erkek
ratlarda kursun toksikasyonu (20 mg/kg CA kursun asetat ip olarak, 14 giin
uygulama ) yapilan bir ¢alismada (54), kursunun Bax/Bcl-2 oranimi artirdigi ve
apoptozise neden oldugu bildirilmistir. Yine benzer olarak ratlarda 7 giin 15 mg/kg
giinliik dozda kursun asetat intraperitonal olarak kullanildig1 farkl bir ¢aligmada
(85), rat beyninde apoptozis incelenmis ve Bax/Bcl-2 orani aragtirilmistir. Kursun
grubunun kontrol grubuna kiyasla Bax/Bcl-2 oraninin 6nemli oranda yiikseldigi ve
kursunun apoptozise sebep oldugu bildirilmistir.

Bu c¢alismada Bcl-2 ekpresyonu beta glukanin yalniz kullanildigi grupta
kontrol grubuyla benzer bulunmustur. Kursun + beta glukan grubunda ise beta

glukan katkisinim yalniz kursun verilen gruba kiyasla ytikseldigi ancak buna ragmen
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kontrol grubundan 6nemli oranda diisiik oldugu (P<0.01) ve yiikselmenin kursun
grubuna kiyasla istatistiki olarak dnemli olmadigi tespit edilmistir. Beta glukan
katkismin kursun toksikasyonlu ratlarda Bcl-2 diizeyinde 6nemli oranda bir etki
goriilmedigi belirlenmistir. Bax ekspresyonunda ise beta glukan katkis1 daha etkili
bulunmustur. Beta glukanm yalniz verildigi grubun Bax ekspresyonu kursun
grubundan 6nemli oranda diistiktii (P<0.01). Kursun + beta glukan grubunun Bax
ekpresyonunda ise kursun ve beta glukanin yalniz verilen gruplariyla
kiyaslandiginda istatistiki olarak benzer sonuclar elde edildi. Beta glukan katkis1
Bax ekspresyonunu kursun toksikasyonlu ratlarda diisiirdiigli ve Bcl-2’nin
ylikselmesine gore daha etkili oldugu goriildii. Bu etki 6nemli parametrelerden biri
olan Bax/Bcl-2 oranina yansidi. Beta glukan katkis1 kursun toksikasyonlu ratlarda
onemli oranda Bax/Bcl-2 oranini kontrol grubu kadar diisiirmese de yalniz kursun
verilen grupla kiyaslandiginda 6nemli oranda diisiirdiigii tespit edildi (P<0.01). Bu
durum beta glukanin apoptozis ile iliskili Bax ve Bcl-2 ekspresyonlar: {izerine
apoptozisi onlemede tam olarak kontrol diizeylerine getirmese de pozitif yonde
katkilar sagladigini gostermistir. Kursun toksikasyonu (20 mg/kg CA kursun asetat
ip olarak, 14 giin uygulama) yapilan ratlarda beta glukan ile benzer 6zelliklere sahip
(antioksidan ve antiinflamatuvar etkili) olan biyoflavanoid yapisinda olan ve
Moraceae ailesi bitkilerinden ekstrakte edilen morinin kullanildig1 bir ¢alismada
(76) beyin dokusunda Bcl-2, Bax ve Bax/Bcl-2 orani incelenmis elde edilen bant
goriintiilerinde kontrol grubunda Bcl-2 nin bariz sekilde yiiksek oldugu ancak
kursun ve kursuntmorin grubunun bantlariin benzer boyutta oldugu,
kursun+morin grubunda hafif bir yiikselme oldugu goriilmiistiir. Bax oraninda ise

kursunt+morin grubunun kursun grubuna kiyasla belirgin bir diisme oldugu
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bantlarin boyutlarindan goriilebilmektedir. Bu calismada beta glukan katkisinin
Thangarajan ve ark (54)’nin ¢aligmasiyla benzer sonuglar verdigi goriilmektedir.
Kursun toksikasyonunda morin katkisinin (kursun +morin grubu), beyin
dokusundaki Bax/Bcl-2 orani kursun grubuyla kiyaslandiginda istatistiki olarak
kursun ve kontrol grubuyla benzer bulunmustur. Bu durum morin katkisinin kursun
toksikasyonunda tam olarak iyilestirmese de pozitif yonde etkili oldugunu
gostermistir. Bu ¢alismada Bcl-2 ve Bax ekpresyonlarinda apopotozisi Onleyici
yonde etkiler pozitif yonde goriilmiis, morin katkili ¢alismadan farkli olarak bu
calismada Bax/Bcl-2 oranmmin beta glukan katkisiyla kursun toksikasyonu
olusturulan ratlarda énemli oranda pozitif yonde etkili oldugu belirlenmistir. Bu
durum beta glukanin apoptozis ilizerine onarici etkilerinin daha giiclii olmasina
baglanmistir. Ancak beta glukanin tiimor hiicrelerinde apoptozisi artirdigi rapor
edilmistir (86). Nitekim Mo et al (86)’m asites tiimorii olusturduklarigaligmada
Saccharomyces cerevisiae’den elde edilen beta glukanim (1,3- beta —D-Glukan; 50,
100, 200 mg/kg, gavaj, 16 giin siireyle) tiimor hiicrelerinin voliimiinii ve agirligini
diisiirdiigii ve bu durumun sadece beta glukanin immuno sitiimiilasyon etkisinden
degil ayn1 zamanda tiimor hiicreleri lizerine apoptotik etkisinden kaynaklandigi
vurgulanmistir. Ayni c¢alismada tiimor hiicrelerinde Bcl-2’nin diistiigii, Bax’in
artt1ig1 ve Bax/ Bcl-2 oraninin her 3 dozda da 6nemli oranda yiiksek oldugu ve doza
bagli olarak bu orandaki artigin linear bir artis gosterdigi tespit edilmistir (P<0.01).
Beta glukanin tiimdr hiicreleri lizerindeki bu etkisi polisakkarit yapilarmma ve
polisakkarritlerin antiproliferatif etkilerine baglanmistir (85). Beta glukanin
toksikasyonlarda apoptozisi azaltmasi ve tiimor olgularinda apoptozisi artirmasi

immuno modiilator etkisiyle iligkilendirilmistir.
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Kursun toksisitesine maruz kalan hayvanlarda sperm sayisi, motilitesi ve
morfolojik anormalliklerin arttig1 bilinmektedir (87, 88). Bu calisma ve diger
benzer calismalarda kursun toksisitesinin lipit peroksidasyonunu artirdigi ve
antioksidan savunma sistemini negatif yonde etkiledigi (Tablo 3) belirlenmistir (14,
81). Lipit peroksidasyonun artmasi sonucunda olusan relatif oksijen tiirlerinin
sperm motilitesini diigiirdiigli bildirilmektedir. Nitekim Hsu ve arkadaslar1 (89),
kursunun ratlarda (intra gastrik uygulanan kursunun dozu 10 mg/kg CA olacak
sekilde haftada bir, 6-9 haftalik deneme siirecinde) spermatozoa iizerine siddetli
toksik etkiler olusturdugu goriilmiistiir. Bu etkinin lipit peroksidasyona neden olan
kursunun reaktif oksijen tiirlerinin {iretimini artirarak gostermesine baglamislardir.
Yine ayni calismada sperm motilitesi iizerine bu negatif etkilerin antioksidan
ozellikteki Vitamin C ve Vitamin E katkilartyla 6nlenebildigi bildirilmistir (89).

Bu c¢alismada kursun toksisitesi olusturulan grubun sperm parametreleri
kontrol grubuyla karsilastirildiginda kursun verilen grubun incelenen parametreler
yoniinden (Tablo 4) istatistiksel olarak 6nemli oranda diistiigii tespit edilmistir. Bu
durum literatiir bildirisleriyle uyumlu olarak kursunun sperm parametreleri {izerine
toksik etkiler olusturdugunu teyit etmektedir (87, 88). Kursun toksisitesinde beta
glukan katkist ise sperm parametrelerini olumlu etkilemistir. Sperm motilitesi
(P<0.001), total (bas ve kuyruk) anormal sperm orani (P<0.05) ve sag kauda
epididimis agirlig1 (P<0.05) yalniz kursun verilen gruba gore 6nemli oranda ytiksek
tespit edilmis ve kontrol grubuyla benzer bulunmustur. Diger incelenen sperm
parametrelerinde ise beta glukan katkisinin yalniz kursun verilen grup ile
karsilastirildiginda 6nemli bir fark oldugu goriilmektedir. Beta glukan grubunun

kontrol grubuyla benzer olmasi beta glukanin pozitif yonde etki ettigi kanaatini
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dogurmustur. Metotreksat verilerek testis iizerine toksik etki olusturulan ratlarda
beta glukan katkisinin arastirildigi bir ¢aligmada (90), beta glukan katkisinin testis
agirhgmi etkilemedigi bildirilmistir.  Infertil insanlarda beta glukanin sperm
motilitesi iizerine etkisinin incelendigi bir ¢alismada (91) beta glukanin serbest
radikal temizleyici 6zelliginden dolay1r sperm yapisint koruyucu o6zellige sahip
oldugu bildirilmistir. Kisith yemleme yapilan ratlarda (%40 daha az kalori) beta
glukan katkismin sperm parametreleri lizerine etkisinin belirlendigi bir ¢aligmada
ise (92), kontrol, kisith yemleme, kisitl yemleme + beta glukan (20 mg/kg gavaj;
14 giin), beta glukandan (20 mg/kg gavaj; 14 giin) olusan 4 grubun spermatolojik
ozellikleri incelenmistir. Gruplarda sirasiyla sperm motilitesi %49.87, 64.38, 67.50
ve 74 olarak belirlenmistir (P<0.05). Beta glukanin sperm motilitesini énemli
oranda artirmasini antioksidan oOzelligi ile iliskilendirmislerdir. Diyette g¢oklu
doymamis yag asitlerinin yiiksekligi plazma zarini etkileyerek zarm yapisini
bozdugu ve spermatozoa’yr ROS’a kars1 savunmasiz hale getirdigini bildirilmistir.
Yine bu ¢alismada testis agirliklar1 kisitlt diyet grubunda diismiistiir. Yaptigimiz
calismada kursun grubunda testis, epididimis ve sag kauda epididimis agirliklarinin
kontrol grubuna kiyasla 6nemli oranda diistiigli goriilmektedir (P<0.05). Ak Sonat
ve ark (92)’nmn yapti31 ¢alismada kisithh diyet verilen grupta testis ve vesikula
seminalis agirliklarinin diismesini testesteron ve luteinize hormon diizeylerinin
diismesine baglamiglardir. Bizim calismamizda da kursun toksisitesinde testis,
epididimis ve sag kauda epididimis agirliklarinin diigmesinin sebebi de bu hormon
diizeylerinin azalmasi olabilir. Nitekim oksidatif stres durumlarinda lipit
peroksidasyon artigina ve antioksidan aktivitenin diismesine bagl olarak Leydig

hiicrelerinde testesteron sentezi bozulmaktadir (93). Bu calismada beta glukan
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katkisinin oksidatif stresi azaltic1 etkisiyle kursun toksisitesinin olusturdugu
reproduktif organ agirhik diislislerini 6nledigi ve kursunun olumsuz etkilerini

iyilestirdigi sonucuna ulasilmistir.
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5. SONUC

Bu c¢aligma ile ratlarda kursun toksikasyonunun canli agirhigi diistirdiigti ve
dokulardaki oksidatif stresi arttirdig1 gézlenmistir. Kursunun olusturdugu karaciger
toksitilerinde olusan oksidatif stresin rolii oldukca biiyiiktiir. Calismada beta glukan
katkisnin  kursun toksitesine karst kismen koruyucu potansiyeli oldugu
goriilmiistiir. Beta glukan uygulamasi, karaciger dokusundaki lipid peroksidasyonu
engelleyerek etkisini gostermis ve soz konusu dokuda GSH, GSH-Px ve CAT
aktivitelerinin kismen muhafaza edilmesini saglamistir. Kursun toksisitesinde beta
glukan katkisinin yem tiiketimini iyilestirdigi, canli agirhigr etkilemedigi, serbest
radikalleri temizleyerek antioksidan etkinligi artirdig1, toksisite kaynakl apoptozisi
azalttig1 ve sperm parametrelerini kismen diizelttigi goriildii. Beta glukan, kursun
toksisitesinde 50 mg/kg dozda pozitif yonde etkiler gostermistir. Ayrica bu calisma
sonuglart dogrultusunda kursun toksisitesinde beta glukanin farkli dozlarda

kullanilarak daha etkin doz smirlarinin belirlenmesi tavsiye edilmektedir.
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