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OZET

Bu ¢alisma kursun asetat (PbA) kaynakli karaciger hasari lizerine chrysinin (CH)
etkilerinin arastirilmasi amaciyla yapildi. Calismada 35 adet Sprague Dawley cinsi erkek
rat, her grupta 7 rat olacak sekilde 5 gruba ayrildi. 1. Grup (Kontrol): Oral yolla serum
fizyolojik verildi. 2. Grup (CH grubu): CH (50 mg kg agirlik giin) 7 giin boyunca oral
olarak ratlara verildi. 3. Grup (PbA grubu): PbA (30 mg kg?) 7 giin boyunca 30 mg kg*
PbA oral yolla ratlara verildi. 4. Grup (PbA+CH 25 grubu): 7 giin boyunca 25 mg/kg CH
uygulamasindan 30 dakika sonra 30 mg kg PbA ratlara oral yoldan verildi. 5. Grup (PbA
+CH 50 grubu): 7 giin siireyle 50 mg/kg CH uygulamasindan 30 dakika sonra 30 mg kg™
PbA ratlara oral yoldan verildi. Son uygulamadan 24 saat sonra
(8.giinde) ratlar hafif sevofloran anestezisi altinda Gtenazileri yapilarak, doku ve kan
ornekleri alindi. Serumda Aspartat Aminotransferaz (AST), Alanin Aminotransferaz
(ALT) ve Alkalin Fosfataz (ALP) diizeylerine, karaciger dokusunda Malondialdehit
(MDA), Glutatyon (GSH) ve Nitrik Oksit (NO-) diizeyleri ile Siiperoksid Dismutaz (SOD),
Katalaz (CAT), Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) ve Arginaz enzim aktivitelerine bakildi.
Kontrol ile kiyaslandigr zaman serum ALT, AST ve ALP diizeyleri PbA verilen grupta
artt, bu artis CH ile kismen diizeltildi. Karaciger MDA ve NO- diizeyleri PbA verilen
gruplarda artarken, antioksidan enzim aktiviteleri ile GSH diizeyi azaldi. CH uygulanmast;
artan MDA ve NO' diizeylerini azaltti, azalan antioksidan enzim aktiviteleri ile GSH
diizeylerini ise artirdi. Histolojik olarak bakildiginda ise, kontrol ve CH gruplarindaki
ratlarin karaciger dokulari normal histolojik goriinimdeydi. Tek basina PbA uygulanan
grup ratlarinin karacigerlerinde hepatositlerde siddetli diizeyde nekrotik degisiklikler ve
hidropik dejenerasyonlar goriildi. PbA+CH 25 grubundaki ratlarin karacigerlerinde
hepatositlerde orta diizeyde nekrotik degisiklikler ve hidropik dejenerasyonlar goriildii. Bu
gruplarda ayrica yer yer periportal ve perivaskiiler alanlarda mononiikleer hiicre
infiltrasyonlarina rastlandi. PbA ile birlikte CH 50 uygulanan gruptaki ratlarin
karacigerlerinde ise nekroz, hidropik dejenerasyonlar ve mononiikleer hiicre
infiltrasyonlarinin azaldigi belirlendi. Sonug olarak karacigerde PbA kaynakli hasarlarini
azaltmada CH etkili olmustur.

Anahtar Kelimeler: Antioksidanlar, Chrysin, Kursun Asetat, Karaciger, Rat, Serbest
Radikal Hasar1



ABSTRACT

Investigation of Chrysin Effects On Lead Asetat-Induced Liver Damage in Rats

This study was conducted to investigate the effects of chrysin (CH) on lead acetate
(PbA) inducing liver injury. In this study, 35 male Sprague Dawley rats were divided into
5 groups as 7 rats in each group. Group 1 (Control): Saline was given orally. Group 2 (CH
group): CH (50 mg kg weight day™) were orally given rats for 7 days. Group 3 (PbA
group): PbA (30 mg kg?) was orally given to rats at 30 mg kg PbA for 7 days. Group 4
(PbA +CH 25 group): 25 mg/kg CH was orally given to rats for 7 days. In addition, 30 mg
kg PbA was given orally to rats for 7 days after 30 minutes of the application of the CH.
Group 5 (PbA+CH 50 group): 50 mg kg CH was orally given to rats for 7 days.
Furthermore, 30 mg kg™ PbA was given orally to rats for 7 days after 30 minutes of the
application of the CH. The rats were euthanized under mild sevoflurane anesthesia and
tissue and blood samples were taken 24 hours after the last application (8 day). Serum
Aspartate  Aminotransferase (AST), Alanine Aminotransferase (ALT) and Alkaline
Phosphatase (ALP) levels, Malondialdehyde (MDA), Glutathione (GSH) and Nitric Oxide
(NO) levels in liver tissue and Siiperoxide Dismutase (SOD), Catalase (CAT), Glutathione
Peroxidase (GSH-Px) and arginase enzyme activities were examined. Serum ALT, AST
and ALP levels increased in the PbA group when compared with the control, and this
increase was partially corrected with CH. Liver MDA and NO- levels increased in the PbA
administered groups while antioxidant enzyme activities and GSH levels decreased.
Although, CH administration decreased the increased MDA and NO- levels, it increased
the decreased antioxidant enzyme activities and GSH levels. Histologically, the liver
tissues of control and CH groups were in normal histological appearance. Severe necrotic
changes and hydropic degeneration were observed in hepatocytes in the group of rats
treated with PbA alone. However, medium-level necrotic changes and hydropic
degeneration were observed in hepatocyte in the group of rats treated with PbA+CH 25. In
these groups, mononuclear cell infiltrations were also occasionally observed in the
periportal and perivascular areas. Besides, noxious, hydropic degeneration and
mononuclear cell infiltrations were decreased in the livers of the rats treated with PbA and
CH 50. As a result, CH is effective in the reducing PbA damages in the liver.

Key Words: Antioxidants, Chrysin, Lead Asetate, Liver, Rat, Free Radical Damage
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1. GIRIS

Insanlarin ¢evre yoluyla agir metallere maruz kalmalar fizyolojik, biyokimyasal ve
histolojik bozukluklara neden olabilir. Bu metaller kirli hava, su, toprak ve gida da dabhil
olmak {iizere ¢ok farkli sekillerde bulunabilir. Ozellikle gegis metal iyonlar1 canlidaki
serbest radikallerin neden oldugu hasar1 hizlandirir. Bu metallerin yiiksek dozlarina maruz
kalmak nadiren meydana gelse de kronik olarak diisitk dozda maruz kalma onemli bir
saglik sorunu ve kiiresel bir sorun olarak goriilebilir (Wang ve Fowler, 2008). Kursun (Pb)
insan sagligini tehdit eden en 6nemli agir metallerdendir (Matovi¢ ve ark., 2015).

Serbest radikaller dis yoriingelerinde eslenmemis elektron bulundurmalar
nedeniyle diger bilesiklerden farklidirlar. Bu eslenmemis elektron nedeniyle kararsiz
yapida bulunan serbest radikal molekiilii, kararli hale gecebilmek icin elektronunu baska
bir elektron ile eslestirmesi gerekmektedir. Bu nedenle de serbest radikaller oldukca aktif
molekiillerdir (Phaniendra ve ark., 2015).

Reaktif oksijen ve reaktif nitrojen tiirlerinden kaynaklanan bu radikaller farkli
fizikokimyasal ve patofizyolojik durumlara maruz kalma sonucu endojen sistemler
tarafindan viicutta tiretilmektedirler (Kumar, 2011).

Serbest radikaller ve diger reaktif tiirler normal metabolik islemler sirasinda
olusabilecegi gibi x-1ginlari, 0zon, sigara igiciligi, hava kirleticileri, endiistriyel kimyasallar
gibi dis nedenlerden de kaynaklanabilir. Serbest radikaller insan sagligina ¢ok zararl olup,
diyabet, kanser, ateroskleroz, hipertansiyon vb. c¢esitli dejeneratif hastaliklara neden
olabilmektedir (Kumar, 2011).

Antioksidanlar, serbest radikal reaksiyonlarini inhibe ederek ya da sondiirerek
hiicresel hasar1 geciktiren veya inhibe eden molekiillerdir (Young ve Woodside, 2001).
ABD Gida ve Ilag Idaresime (FDA) gore, antioksidanlar, oksidasyondan kaynaklanan
bozulmalari, tekstiir veya renk bozukluklarini geciktirerek gidalar1 korumak i¢in kullanilan
maddeler olarak tanimlanmaktadir (Halliwell ve Gutteridge, 1990).

Hem enzimatik hem de enzimatik olmayan reaksiyonlar1 geciktiren antioksidanlar
viicudu oksidatif hasara kars1 korur. Lipit oksidasyonunu 6nlemek icin gidaya enzimatik
olmayan antioksidanlar siklikla eklenir. Baz1 lipid antioksidanlari, belirli kosullar altinda
diger molekiile kars1 pro-oksidan etki gosterebilir, bu nedenle gida ve terapotik kullanim

icin antioksidanlar dikkatli bir sekilde tanimlanmalidir (Kumar, 2011).
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Karaciger bir¢ok fizyolojik siire¢ igin Kritik bir merkezdir. Bu fizyolojik siireglere
makro besin metabolizmasi, kan hacminin diizenlenmesi, bagisiklik sistemi destegi,
bliylime sinyal yollarmin endokrin kontrolii, lipid ve kolesterol homeostazi ve mevcut
birgok ila¢ dahil olmak tizere ksenobiyotik bilesiklerin pargalanmasi dahildir (Trefts ve
ark., 2017).

Dogal bir flavonoid olan Chrysin (5,7-dihidroksi flavon, CH), cesitli ¢igeklerin
bitki 6ziitlerinde, balda, propoliste ve ugucu yaglarda bol miktarda bulunur (Jaganathan ve
Mandal, 2009). Antioksidan, anti-enflamatuar, anti-apoptotik ve anti-kanserojenik
ozellikleri nedeniyle, CH son zamanlarda sik¢a kullanilmaktadir (Mantawy ve ark., 2014).
Antioksidan savunma sistemini giiclendirdigi saptanan CH'in karaciger hasarina karsi
ozellikle etkili oldugu ve oksidatif stresi azalttig1 bildirilmistir (Pushpavalli ve ark., 2010).
Bu c¢alisma ratlarda PbA kaynakli karaciger hasarina karsi oral yoldan verilen CH'in

etkileri arastirmak amaciyla yapilmistir.

1.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller normal hiicresel metabolizmanin iirlinleridir. Bir serbest radikal
dis yoriingesinde bir veya daha fazla eslenmemis elektron igeren bir atom veya molekiil
olarak tanimlanabilir ve bagimsiz olarak var olma yetenegine sahiptir. Serbest radikallerin
tek elektronu onu dengesiz, kisa omiirlii ve yiiksek oranda reaktif hale getirir. Yiiksek
reaktiviteleri nedeniyle, stabilite elde etmek icin diger bilesiklerden -elektronlari
calabilirler. Boylece saldiriya ugrayan molekiil elektronunu kaybeder ve serbest radikal
haline gelir ve sonunda canli hiicreye zarar veren bir zincir reaksiyonu akisini baslatir.
(Phaniendra ve ark., 2015).

Hem reaktif oksijen tiirleri (ROS) hem de reaktif nitrojen tiirleri (RNS) toplu olarak
serbest radikalleri ve diger radikal olmayan reaktif tiirleri olusturur (Pham-Huy ve ark.,
2008). ROS / RNS, yasam sisteminde hem faydali hem de toksik bilesikler olarak iki yonlii
bir rol oynamaktadir. Orta veya diisiik seviyelerde ROS/RNS vyararli etkilere sahiptir ve
immiin fonksiyonlarda (yani patojenik mikroorganizmalara kars1 savunma), ¢esitli hiicresel
sinyal vyollarinda, mitojenik cevap ve redoks diizenlemesi gibi ¢esitli fizyolojik

fonksiyonlarda rol alirlar. Fakat daha yiiksek konsantrasyonda hem ROS hem de RNS,



sirasiyla oksidatif stres ve nitrosatif stres olusturur, bu da biyomolekiillerde potansiyel
hasara neden olur. Oksidatif stres ve nitrosatif stres bir tarafta asir1t ROS / RNS iiretimi ve
diger tarafta enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar eksikligi oldugunda gelisir. En
onemlisi, asir1 ROS, lipitler (Yla-Herttuala, 1999), proteinler (Stadtman ve Levine, 2000)
ve DNA (Marnett, 2000) dahil olmak {iizere gesitli biyomolekiillerin biitiinliigline zarar
verebilir, solunum hastaliklar1 yani sira yaslanma siirecinde, kardiyovaskiiler hastaliklar,
seker hastaligi, noérodejeneratif hastaliklar, romatoid artrit, katarakt gibi ¢esitli hastaliklarda

oksidatif strese yol agabilir.

Tablo 1.1. Reaktif oksijen tiirleri (ROS)

Radikaller Radikal olmayanlar
Hidroksil HO Singlet oksijen *O»
Alkoksil RO Ozon O3

Peroksil ROOr Hipoklorit asit HOCI
Stiperoksit Oz~ Lipit hidroperoksit LOOH
Nitrikoksit NO Hidrojen peroksit H2O>

Azot dioksit NO»

Tablo 1.2. Reaktif nitrojen tiirleri (RNS)

Radikaller Radikal olmayanlar
Nitrojen dioksit NO>" Nitrik asit HNO3
Nitrik oksit NO Nitrosil katyonu NO*

Nitroksil anyonu NO*
Dinitrojen tetroksid N2O4
Peroksinitrit ONOO"




MPO
G l H,0, H,0
HOCT LA. v+ CI
DXP)E 1dases co
ONOO' e 3 ONOOC Oy ey

Sekil 1.1. Farkl yollardan serbest radikallerin iretimi (Kunwar ve KI , 2011).

1.1.1.Serbest Radikal Kaynaklari

Serbest radikaller, g¢evresel faktorlerden, fizyolojik siireglerden veya endojen
kaynaklardan dolay1 meydana gelebilir (Sultan, 2014).

Endojen kaynaklar, bunlar serbest radikallerin kaynagi olarak goérev yapan
enzimatik reaksiyonlar olabilir. Solunum zincirinde, fagositozda, prostaglandin sentezinde
ve sitokrom P450 sisteminde yer alan reaksiyonlari igerirler. Serbest radikallerin bazi ig
tiretim kaynaklar1 mitokondri, ksantin oksidaz, fagositler, demir ve diger gec¢is metallerini
igeren reaksiyonlar, peroksizomlar, arasidonat yollari, egzersiz, iskemi/reperfiizyon ve
yangisal reaksiyonlardir (Tegeli ve ark., 2014).

Eksojen kaynaklar, bunlar oksijenin organik bilesiklerle enzimatik olmayan
reaksiyonlarim1  igerir. Serbest radikaller, iyonlastirici radyasyonlarla baglatilan
reaksiyonlarda da ortaya ¢ikabilir. Bazi serbest radikal kaynaklar1 sigara dumani, gevresel
kirletici maddeler, radyasyonlar, ultraviyole 151k, ozon, bazi ilaglar, bdcek ilaglari,
anestezikler ve endiistriyel ¢oziiciilerdir. (Engwa, 2018).

Fizyolojik Faktorler, stres, duygu vb. ruhsal durum ve hastalik kosullar da serbest

radikallerin olusumundan sorumludur (Fiorentino ve ark., 2013).



1.1.2. Serbest Radikal Cesitleri
1.1.2.1. Hidroperoksil Radikali

Perhidroksil kokii olarak da adlandirilan hidroperoksil kokii, HO» kimyasal
formiilii ile gosterilmekte olup, siiperoksitin protonlanmis bigimidir. Hidroperoksil, bir
protonun bir oksijen atomuna transferi yoluyla olusturulur. HO2' bir takim biyokimyasal
reaksiyonlarda c¢ift katmanli lipid tabakasindaki doymamis yag asitlerinden ve
tokoferolden hidrojen atomlarini uzaklastirmak suretiyle oksidant gibi davranabilir. Bu

nedenle, lipit peroksidasyonunun 6nemli bir baslaticisi olabilir (Kumar, 2011).

1.1.2.2.Superoksit

Superoksit anyon radikali, enzimatik reaksiyon, otooksidasyon reaksiyonu ve
molekiiler oksijene bir elektronun transfer edildigi enzimatik olmayan elektron transfer
reaksiyonlar1 sirasinda olusan en yaygin reaktif oksijen tiiriidiir. Cogunlukla mitokondri
icinde iretilir ve biyomolekiillerle reaktivitesi diisiiktiir. Siiperoksit iiretebilen enzimler
arasinda ksantin oksidaz (Kuppusamy ve Zweier, 1989), lipoksijenaz, siklooksijenaz
(Kontos ve ark., 1985; Mclntyre ve ark., 1999) ve NADPH' ye bagl oksidaz bulunur.
Oksidan veya rediiktan olarak hareket edebilen Siiperoksit radikali, kiikiirt, askorbik asit
veya NADPH'yi okside edebilirken, Sitokrom C ve metal iyonlarini ise rediikte edebilir.
(Gebiki ve Bielski, 1981).

1.1.2.3. Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit, siiperoksit dismutaz (SOD) tarafindan katalize edilen bir
dismutasyon reaksiyonuyla in vivo olarak olusturulur. Kendisi serbest radikal degildir,
ancak nispeten diisiik konsantrasyonda (10 puM) hiicreye zarar verebilir. Daha yliksek
konsantrasyonlarda gliseraldehid-3-fosfat dehidrojenaz gibi hiicresel enerji tireten enzimler
inaktive edilir. Biyolojik zarlara kolayca niifuz edebilir. H202'in DNA iizerinde dogrudan

bir etkisi yoktur ancak gecis metali iyonlar1 varliginda hidroksil radikalini (OH") iireterek



DNA'ya zarar verebilir. H2O2'i ortadan kaldirabilen baglica antioksidan enzimler CAT,
GSH-Px ve peroksiredoksinlerdir. (Phaniendra ve ark., 2015).

1.1.2.4. Singlet Oksijen

Serbest bir radikal degildir, ancak bazi radikal reaksiyonlar1 esnasinda olusabilir ve
diger reaksiyonlar tetikleyebilir. Bu hidrojen peroksit molekiillerinden kaynaklanmaktadir.
Ayrismada singlet oksijen, siiperoksit ve hidroksil radikallerini olusturur (Tegeli ve ark.,
2014). Notrofillerin (Hampton ve ark., 1998) ve eozinofillerin (Kanovasky, 1989)
aktivasyonu ile in vivo olarak dretilir. Ayn1 zamanda, lipoksijenazlar (Chan 1971),
dioksijenazlar (Hayaishi ve Nozaki 1969) ve laktoperoksidaz (Kanofsky, 1983) gibi
enzimler tarafindan katalize edilen bazi enzimatik reaksiyonlar sirasinda da olusur. DNA
hasar1 (Sies ve Menck, 1992) ve doku hasarina neden olabilen oldukga giiglii bir oksitleyici

ajandir.

1.1.2.5. Uclii Oksijen

Uglii oksijen, genellikle oksitleri olusturmak icin elementler ve iyonlarla reaksiyona
girebilir, tekli halde bulunan organik bilesiklerle reaksiyona girmez. Ancak ii¢lii oksijen,
diger aktif radikallerin, radyasyonlarin, ultraviyole 1518in ve 1sinin etkisiyle veya oksijenle
birleserek olusan kompleks molekiiller ve gecis metali tarafindan iiretilen serbest radikal
molekiilleriyle kolayca reaksiyona girip aktif peroksit radikalleri ve doymamis yag

asitlerini olusturur. (Kumar, 2011).

1.1.2.6. Nitrik Oksit

Nitrik oksit (NO), diger bir adiyla azot monoksit olarak bilinir. Atmosferdeki
bakteriler, asit yagmurlari, baca gazlari, jetler, egzoz gazlan ile sigara dumanlart NO' ve
diger reaktif oksijen tiirlerini iireterek hava kirliligine neden olur. Havadaki NO- oksijenle
birleserek ¢ok kisa siirede NO2™ (nitrit) ve NOsz™ (nitrat) olusturur. NO** in agik formiiliinde

olan ¢iftlenmemis elektronu, azot ve oksijen atomlar: iizerinde yer degistirerek ‘'rezonans



stabilitesi' saglar, reseptorden bagimsiz olarak membranlardan kolayca diffiize olur
(Lowenstein ve ark., 1994; Yallampalli ve ark., 1994). Tiim bu 6zellikleri NO e ideal bir
haberci molekiil olma 6zelligi kazandirmaktadir (Lowenstein ve ark., 1994). Ayrica su ve
oksijen varliginda, 3-20 saniye gibi ¢ok kisa bir yar1 6mre sahiptir ve kolayca oksitlenir
(Marletta, 1987; Yallampalli ve ark., 1994).

L-argimn ———# N mitnk oksit

l

'0, » ONOO" * ONOOH
Singlet peroksimtrit peroksinitroz
oksijen anyonu asit

O, sliperoksit
anyon radikali \
-0OH

0, l H.0, hidrojen peroksit™® hidroksil radikali
\‘ HO,
hidroperoksil radikali

Sekil 1.2. Molekiiler oksijenden serbest radikal olusumu ve NO- iliskisi (Reiter, 1995).

1.2. Serbest Radikallerin Neden Oldugu Hasarlar

Serbest radikaller inaktive edilmezse, kimyasal reaktiviteleri proteinler,
karbonhidratlar, lipitler ve niikleik asitler dahil olmak iizere tiim hiicresel
makromolekiillere zarar verebilir. Protein {izerindeki yikici etkileri, katarakt gibi
hastaliklara neden olmada rol oynayabilir. DNA'ya serbest radikal hasari, kanserin neden
oldugu ve bunun da LDL kolesterol iizerindeki etkisinin kalp hastaligindan biiyiik
olasilikla sorumlu oldugu anlamina gelir. Serbest radikaller yaslanmadan da sorumludur
(Bagchi ve Puri, 1998).



1.2.1. Proteinlere Oksidatif Hasarlar

Protein oksidasyonu, 02+, OHe, peroksil, alkoksil, hidroperoksil gibi radikal tiirlerin
yani sira, H2O2, O3z, HOCI, singlet oksijen, OONO" gibi nonradikal tiirler tarafindan da
uyarilabilir (Dean ve ark., 1997).

Proteinlere oksidatif atak, bolgeye 6zgii amino asit modifikasyonu, peptid zincirinin
pargalanmasi, ¢apraz bagli reaksiyon tiiriinlerinin toplanmasi, elektrik yiiklerinin degismesi

ve proteolize karsi artan duyarlilik ile sonuglanir (Farr ve Kogoma, 1991).

1.2.2. DNA'ya Oksidatif Hasar

Aktive edilmis oksijen ve iyonize radyasyon tarafindan iretilen ajanlar, DNA'da
silinme, mutasyon ve diger 6ldiiriicii genetik etkilere yol agan ¢ok sayida lezyonlara neden
olurlar. DNA’daki bu hasarin karakterizasyonu, seker ve baz kisimlarinin her ikisinin de
oksidasyona duyarli oldugunu ve bu oksidasyon sonucunda baz yapisinda bozulmalar, tek
iplik kopmalar ile proteinlerde capraz baglanmalar olusabilecegini gostermektedir (Imlay
ve Linn, 1988).

ROS / RNS, her ikisi de nikleik asitlere oksidatif olarak zarar verebilir.
Mitokondriyal DNA, ROS saldirisina niikleer DNA'dan daha savunmasizdir, ¢linkii ROS
tarafindan tiretilen yere yakin bir yerde bulunur. ROS, en 6nemlisi, OH' radikali, purin ve
pirimidin bazlari, deoksiriboz seker omurgasi gibi tiim DNA bilesenleriyle dogrudan
reaksiyona girer ve DNA'daki tek ve ¢ift sarmalli kopmalar dahil olmak {izere bir dizi

degisiklige neden olur. (Phaniendra ve ark., 2015).

1.2.3. Lipidlere Oksidatif Hasar

Serbest radikaller, hiicre zar1 kolesterolii ve yag asitlerinin doymamis baglar ile
reaksiyona girerek, peroksidasyonu baglatirlar. Radikallerin reaksiyonu sonucu, lipit
peroksitler, lipit alkoller ve aldehit yapisinda yan iiriinler olusur. U¢ veya daha fazla cift
bag igeren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucunda malondialdehit olusur (Senturkler ve
Dizdaroglu, 1999).



1.3. Serbest Radikaller ve Hastaliklar

Serbest radikaller, ateroskleroz, diyabet, iskemi/reperfiizyon (I/R) yaralanmasi,
enflamatuar hastaliklar (romatoid artrit, iltihapli bagirsak hastaliklar1 ve pankreatit),
kanser, norolojik hastaliklar gibi insanlarda fizyolojik fonksiyonlarini etkileyen pek ¢ok
dejeneratif hastaliklara neden olurlar (Cui ve ark., 2004). Ancak serbest radikaller her
zaman zararlt degildirler, bazen insan viicudunda faydali bir amaca hizmet ederler. Canli
sistemdeki oksijen radikalleri muhtemelen hiicresel yapinin olgunlagma siirecinde gerekli
olan bilesiklerdir. Beyaz kan hiicreleri, hastaliklara kars1 viicut savunma mekanizmasinin
bir pargasi olarak istilaci patojen mikroorganizmalari yok etmek icin serbest radikal
salgilarlar. Dolayisiyla, bu radikallerin tamamen ortadan kaldirilmasi sadece imkansiz

degil, ayn1 zamanda zararli da olacaktir (Bagchi ve Puri, 1998).
1.4. Serbest Radikallerin Olusum Mekanizmasi
1) Normal molekiiliin kovalent bagmin homolitik béliinmesiyle, her bir parca

eslestirilmis elektronlardan birini korur.

XY X +Y "

2) Normal molekiilden tek elektron kaybiyla

XY X +Y -

3) Normal molekiile tek elektron ilavesiyle

X+ef » X-

Bir radikal eslenmemis elektronunu baska bir molekiile bagislayabilir. Eslesmek
icin diger molekiillerden elektron alabilir veya molekiile basit bir sekilde baglanabilir.

(Halliwell ve Gutteridge, 1984).



1.5. Antioksidanlar

Antioksidanlar, nispeten kii¢iik konsantrasyonlarda bile oksidasyon siirecinin bir
inhibitori olup farkli fizyolojik reaksiyonlarda rol oynarlar. Bitki materyalinin antioksidan
bilesenleri, radikal temizleyicileri gorevi goriir ve radikallerin daha az reaktif tiire
donlismesine yardimer olur. Meyve, sebze ve ¢ay gibi diyet kaynaklarinda gesitli serbest
radikal temizleyici antioksidanlar bulunmaktadir (Mandal ve ark., 2009).

Antioksidanlar oksitlenebilir substratlarin diisiik konsantrasyonlariyla Kkarsilastiklari
zaman, bu maddelerin oksidasyonunu oOnemli O&lglide geciktiren veya engelleyen
maddelerdir (Tegeli ve ark., 2014).

1.5.1. Antioksidanlarin Etki Sekli

Genel olarak, antioksidanlar asagidaki yollarla hareket eder.

I.  Zincir kirma reaksiyonu; serbest radikalleri yakalamak igin lipit fazinda etkili

olurlar, orn. Tokoferol
Il.  Reaktif oksijen tiirlerinin konsantrasyonunu azaltma; 6rn. Glutatyon

1. Bagslatici radikalleri temizleyerek; siiperoksit serbest radikallerini yakalamak i¢in

lipit fazinda etki olan siiperoksit dismutaz gibi.

IV.  Gegis metal katalizoriinii selatlamak suretiyle; bu sekilde, laktoferrin ve ferritin
demir kaynakli oksidan stresin kontrol altinda tutulmasini saglarken, seruloplazmin

ile albiimin bakir tutucular olarak gorev alir (Tegeli ve ark., 2014).
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Glutatyon
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Glutatyon
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GSH o

NADPH Oksidaz ~ SOD Katalag
Elektron > 0 >H:0; HO
Transport ( Fe'
Zinciri C
0 N OH

/"o~oo ‘ >
NO Myeloperfksidaz Cu+?
/ 0-0:

NO Sentaz
Sekil 1.3. Serbest radikallerin olusumu ve enzimatik detoksifikasyonu (Vincent, 2004).

1.5.2. Antioksidanlarin Simiflandirilmasi
1.5.2.1.Enzimatik Antioksidanlar

Enzimatik antioksidanlar arasinda SOD, CAT, GR ve GSH-Px bulunur.

1.5.2.1.1. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

GSH-PX, esas olarak bobreklerde sentezlenen ve karacigerde ¢ok fazla bulunmasina
ragmen hemen hemen tiim dokularda bulunan bir enzimdir (Roxborough ve ark., 1999).
Subseliiler yerlesimi genellikle sitozol ve mitokondridir. Enzimin aktif bélgesinde bulunan
Selenyum, kofaktor olarak gorev yapar ve selenyum eksikligi, enzimin aktivitesini biiyiik
Olgiide etkiler (Nakane ve ark., 1998). GSH-Px, hidrojen peroksit veya diger lipit
hidroperoksitler gibi tiirlerin par¢alanmasini saglarken indirgenmis glutatyonun (GSH)
oksidasyonunu katalize eder: GSH-Px poliansature yag asitlerinin (PUFA) oksidasyonu
sonucu sekillenen lipid peroksitleri (ROOH) toksik olmayan, stabil hidroksil yag asidi
formuna (ROH) indirger (Tegeli ve ark., 2014).

ROOH + 2GSH — GSSG + H20 + ROH
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GSH-Px'in ayrica lipid hidroperoksitlere de etki etmesi, lipit peroksidasyonundan

kaynaklanan hiicresel hasarlarin tamirinde rol oynayabilecegini gostermektedir (Gibson ve
ark., 1985).

1.5.2.1.2. Katalaz (CAT)

Katalaz, karakterize edilen ilk antioksidan enzimdir. Cogunlukla hidrojen

peroksit iiretebilen hiicrelerin peroksizomlari iginde bulunur. Her biri bir hem grubu ve bir

NADPH molekiilii igeren dort protein alt biriminden olusur (Kirkman ve ark., 1987). CAT

cogunlukla Karacigerde ve eritrositlerde en fazla aktiviteyi gosterir fakat diger dokularda

da bulunur (Engwa, 2018). Hidrojen peroksitin su ve oksijene doniisiimiinii iki asamada

katalizler:

2H:0, ________, 2H20+0: (Katalitik aktivite)
ROOH+AH, — 5 H>O+ROH+A (Reoksidatif aktivite)

1.5.2.1.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

SOD, memeli dokularinda ii¢ sekilde var olan ve kofaktorleri, subseliiler

yerlesimleri ve doku dagilimlar1 bakimindan farkli olan enzimatik bir antioksidandr.

Bakir ¢inko siiperoksit dismutaz (CuZnSOD) sitoplazmada ve hemen hemen tiim
memeli hiicrelerinin organellerinde bulunur (Liou ve ark., 1993). Bu enzim, her biri
katalitik olarak aktif bir bakir ve ¢inko atomu igeren iki protein alt birimine sahip
yaklagik 32.000 kDa'lik bir molekiiler kiitleye sahiptir (Engwa, 2018).

Manganez siiperoksit dismutaz (MnSOD), 40.000 kDa'lik bir molekiiler kiitleye
sahiptir ve hemen hemen tiim hiicrelerin mitokondrisinde bulunur (Weisiger ve
Fridovich, 1973). Her biri tek bir manganez atomu iceren dort protein alt
biriminden olusur.

Ekstraseliiler siiperoksit dismutaz (ECSOD), CuZnSOD'dan farkli bir enzimdir
(Marklund, 1982). Sadece fibroblastlarda ve endotel hiicrelerinde sentezlenir ve
heparan siilfatlara baglandigi hiicre yiizeyinde eksprese edilir. Heparinden

salinmasinin ardindan, hiicre dis1 sivilara salinir ve dolasima girer.
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Superoksit dismutaz, stiperoksitin hidrojen peroksite dismutasyonunu katalize eder:

O +02 +2H* — H02 + O

Hidrojen peroksit daha sonra katalaz veya GSH-Px ile giderilebilir (Engwa, 2018).

1.5.2.1.4. Glutatyon Rediiktaz (GR)

GR, bir flavin niikleotid bagimli enzimdir ve GSH-Px ile benzer bir doku
dagilimina sahiptir (Gibson ve ark., 1985). GR' in gorevi, okside glutatyonun rediikte
glutatyona oranini artirmak i¢gin NADPH’1 kullanarak GSSG’den GSH {iretmektir.

GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP * .

GR’nin glutatyon doniisiimiinii yapabilmek i¢in ihtiyag duydugu NADPH, pentoz fosfat
yolundaki Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G-6-PD) tarafindan saglanir. (Engwa, 2018).

1.5.2.2. Nonenzimatik Antioksidanlar

1.5.2.2.1. E Vitamini(a-tocopherol)

E Vitamini, hiicre zarlarinda ve diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) dahil olmak
tizere ¢esitli lipid partikiillerinde lipid peroksidasyonu sirasinda etkili bir "zincir kiricr"
olarak islev goren, yagda ¢Oziiniir bir antioksidandir. Rolii lipid peroksil radikallerini
temizlemek (LOO) ve lipid peroksidasyon zinciri reaksiyonlarini sonlandirmaktir (Herrera
ve Barbas, 2001).

LOO ¢ + a — tocopherol-OH — LOOH + a — tocopherol- O ¢
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1.3.2.2.2. C Vitamini (Askorbik Asit)

Askorbik asit, suda ¢oziiniir bir antioksidandir. Ayrica, lipid peroksidasyon zincir
reaksiyonunu sonlandirmak igin bir zincir kirici olarak da islev goriir. Bu reaksiyonda,
askorbik asit lipit radikaline (LOO) bir elektron bagislayarak askorbat radikaline doniisiir.
Iki molekiil askorbat radikali hizl1 bir sekilde reaksiyona girerek bir molekiil askorbat ve
bir molekiil radikal giderici aktiviteye sahip olmayan dehidroaskorbat iiretir.
Dehidroaskorbat, oksidorediiktaz tarafindan katalize edilen iki elektron ilavesiyle
askorbata doniistiiriilebilir. Daha ¢ok askorbat, hiicre zarlarinda E vitaminini yeniden

islevsel hale getirebilmek igin GSH ile reaksiyona girebilir (Oh ve ark., 2010).

_JOH
o jﬁ' 4
o "
HO OH

Sekil 1.4. Vitamin C (Tegeli ve ark., 2014).

1.5.2.2.3. A Vitamini

Tam olarak anlagilmamasina ragmen, A vitamini, insanlarin LDL'y1 bakir kaynakl
oksidasyona kars1 6nleyen hayati bir antioksidan olarak kabul edilir (Livrea e ark., 1995).
Monaghan ve Schmitt (1932), A vitamininin antioksidan potansiyelini ilk olarak ortaya

¢ikarmiglardir ve A vitaminin lipitleri acilasmaya karsi koruyabildigini de gostermislerdir.

1.5.2.2.4. Bioflavonoidler

Bioflavonoidler meyve ve sebzelerde yaygin olarak dagilmis bir dogal benzo-y-
piran tiirevleri grubudur. Serbest radikalleri temizlemede gii¢lii antioksidan aktivitelere
sahip olduklar tespit edilen en bol polifenollerdir. Genel olarak hidroksil radikalinin
olusturdugu DNA hasarina kars1 koruma sagladiklar1 bildirilmistir (Russo ve ark., 2000).
Ayrica, biyoflavonoidler bakir veya demir gibi metal iyonlarmi selatlayabilmekte ve

boylece ROS olusumunu engelleyebilmektedir (De Souza ve de Giovani, 2004). Bu
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biyoflavonoidler arasinda flavonol, flavonlar, flavonololler, flavan-3-oller, flavonon,

antosiyanidin, izoflavon, vb. bulunmaktadir (Engwa, 2018).

1.5.2.2.5. Karotenoidler

Karotenoidler, fitoenden sentezlenen, lipitte ¢Oziiniir yaygin fito-besinler
arasindadir. Bunlar arasinda en bol olarak bulunanlar xanthophyll (zeaksantin, lutein) ve
karotinlerdir (likopen, b-karoten). Karotenoidlerin genel olarak hiicre zarmm lipid
peroksidasyonu islemi sirasinda iiretilen peroksil radikallerini temizledigi bilinmektedir.

Bu nedenle, peroksil radikallerinin temizlenmesi, hiicresel lipitleri ve membran hasarlarin
onler (Engwa, 2018). Karotenoidlerin oldukca lipofilik olduklar1 ve peroksil radikal

temizleme aktiviteleri nedeniyle hiicresel membranlarin ve lipoproteinlerin ROS'a karsi

korunmasinda 6nemli bir rol oynadiklar1 bilinmektedir (Stahl ve Sies, 2003).

1.5.2.2.6. Flavonoidler

Flavonoidler, biyolojik 6zelliklerinden dolayi insan sagligina fayda saglayan, biiyiik
miktarda diisiik molekiiler agirlikli polifenolik Dbilesikler igeren bitkilerin ikincil
metabolitleridir. Bugiine kadar yaklasik 5000 ¢esit flavonoid tanimlanmistir (Pietta, 2000).
Flavonoidler, antiallerjen ve antibiyotik 6zellikte olmalari, enzim aktivitelerini diizenleyici,
hiicre ¢gogalmasini inhibe edici, lilser, ishal ve iltihab1 dnleyici ilag gibi gorev almalarindan
dolay1 6nem tagimaktadirlar (Robards ve Antolovich, 1997; Coskun, 2005). Diyetisyenler,
normal bir diyetle insanlar tarafindan yaklasik ortalama flavonoid alimini 1 g/ giin olacak
sekilde hesaplarlar (De Vries ve ark., 1997). Flavonoidler, dogal olarak ortaya g¢ikan
polifenoller olup bunlar, flaksonlar, antosiyanidinler, flavonoller, flavonlar, katesinler
(veya flavanollar), izoflavonlar, dihidroflavonoller ve kalkonlardir (Hodnick ve ark., 1988;
Beecher, 2003), (Sekil 1.5).

Flavonoid (OH) + R ¢ — flavonoid ( O * ) + RH (Engwa, 2018).
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r
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& 0
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Flavonols Flavones Flavanones Anthocyanidins
Galangin: 5,7 = OH Chrysin: 5.7 = OH Naringenin: 5,7,4' = OH Cyanidin: §,73'4' = OH
Fisetin: 7,3' 4’ = OH B,i;_kimsﬁj -OH Eriodyctiol: 5,73 4' = OH Flavanols
% Apigenin: 5,7,4' = OH Hesperetin: 5,73" = OH; 4' = OCH, Epicatechin: 5,73'4'= OH; R=H
Luteolin: §,73'4' = OH Homoeriodyctiol: §,7,4'= OH; 3'= OCH;  Epicatechin-3-gallate: §,7,3',4' = OH; R = gallate
Quercetin: 5,7,3' 4" =OH Acacetin: 5,7=OH; 4' = OcH, soflavones Epigallocatechin-3-gallate:
Myricetin: 5,73'4",5' = OH Diosmetin: 5,7,3'= OH; 4'= Daidzein: 7.4’ = OH 5,73'4'5'=0H; R=gallate
Isorhamnetin: 5,7,3'= OH; 4' = OCHs oy, Genistein: 5,7,4' = OH Chalcones: Xanthohumol: 4,2' 4" = OH; 6' =
Tamarixetin:5,74' = OH; 3'= OCH;  Tangeretin: 5,6,7,8,4'= O,  BiochaninA: §.7 = OH; 4'= OCH; OCH;; 3" = Prenyl

Nobiletin: 5,6,7,8,4',5' = OCH;

Sekil 1.5. Flavonoidlerin simiflandirilmasi (Mani ve Natesan, 2018).

1.5.2.2.7. Chrysin

Genel olarak, CH, (5,7-dihidroksiflavon) antioksidan, antienflamatuar, antikanser
ve antiviral aktiviteler dahil olmak iizere bir¢ok biyolojik aktivite ve farmakolojik etkiler
sergileyen bir flavondur. Bir dizi in vitro ve in vivo ¢alisma, CH’ in g¢esitli hastaliklara
kars1 tedavi edici etkilerini ortaya koymustur. Dogada yaygin olarak bulunan 15 karbonlu
flavon omurgasina sahip CH, farkli meyvelerin, sebzelerin ve hatta mantarlarin en énemli
biyoaktif bilesenlerinden biridir. CH, C halkasimin ikinci pozisyonuna baglanmis iki A
kaynasik halkasi, A ve C ve bir fenil halkast B'den olusan ortak bir kimyasal yapiya
sahiptir (Mani ve Natesan, 2018).

1.5.2.2.7.1. Chrysinin Yapisi

A halkasimin 5. ve 7. pozisyonlarinda ek bir hidroksil grubu ile ortak flavon yapisini
paylasir (Sekil 1.6). CH, amino asit fenilalaninden donistiiriiliir. Fenilpropanoidler, bitkiler
tarafindan amino asitler fenilalanin ve tirozinden sentezlenen ¢esitli organik bilesikler
ailesidir. Isimleri, alt1 karbonlu aromatik fenil grubundan ve sinamik asidin fenilpropanoid

biyosentezinin ilk basamaginda fenilalaninden sentezlenen threarbon propen ucundan
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tiretilmistir. Diger flavonoidlerle karsilagtirildiginda, CH, spektroskopik tekniklerle en az
caligilan flavonoiddir (Pusz ve ark., 2000; Munoz ve ark., 2016).

Sekil 1.6. Chrysinin yapisi

1.5.2.2.7.2. Chrysin Kaynaklar

CH, propolis, mavi tutku cicegi (Passiflora caerulea) ve bal gibi ekonomik degeri
yiksek ve tibbi etkisi olan bir¢ok bitki 6ziinde bol miktarda bulunan bir diyet
fitokimyasalidir. Passiflora cinsi, yaklagik 500 tiirle kiyaslandiginda, Passifloraceae
familyasinin en bliyligiidiir. (Anesini ve Perez, 1993). Bu cinsin tiirleri, yeni diinyanin
tropik ve sicak iliman bolgelerinde dagilmistir; Asya, Avustralya ve tropikal Afrika'da

daha nadir gortiliirler.

1.5.2.2.7.3. Chrysin'in Farmakolojik Aktiviteleri

CH, cesitli insan ve sican hiicre tiplerinde apoptozun indiiklenmesi yoluyla
antienflamatuar (Cho ve ark., 2004), antioksidan (Woodman ve Chan, 2004) ve kanser
kemopreventif aktivitesi gostermektedir. CH, ayni zamanda noroprotektif, antibakteriyel,
antiastmatik ve antidiyabetik etkiler de gosterir. Oksidatif hasari inhibe eder, tiimor nekroz
faktorii a (TNF-a) ve IL-b ile etkilesime girer ve kaspaz ve bcl-2 ile iligkilidir, bu nedenle
motor ve duyusal fonksiyonlar gelistirir (Kandhare ve ark., 2014). CH, azalmis trigliserit
seviyeleri, serbest yag asitleri, toplam kolesterol, fosfolipitler, diisiik yogunluklu
lipoprotein-C ve ¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein-C seviyeleri ve yiiksek yogunluklu
lipoprotein seviyeleri ile kanitlanan umut verici hepatoprotektif ve antihiperlipidemik

etkileri gostermektedir (Pushpavalli ve ark., 2010).
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1.5.2.2.7.4. Biyoyararlanim

Farmakokinetik c¢alismalar, yeni terapdtik bilesiklerin in vivo farmakolojik ve
toksikolojik etkilerini daha iyi anlamak i¢in ¢ok onemlidir. Bununla birlikte, terapotik
potansiyeline ragmen, insanlarda chrysin ve muhtemelen diger flavonoidlerin
biyoyararlanimi, temel olarak zayif emilim, hizli metabolizma ve hizli sistemik
eliminasyon nedeniyle son derece disiiktiir. Diger diyet biyoflavonoidleri gibi, CH
metabolizmast  hepatik ve bagirsak hiicrelerinde  oksidasyondan ziyade hem
glukuronidasyon hem de siilfatlama dahil konjugasyon yollari ile katalize edilir (Mani ve
Natesan, 2018).

1.6. Kursun Asetat

Insan saghgm tehdit eden en 6nemli agir metallerden biridir (Ozbolat ve Tuli,
2016). PbA neden oldugu toksik etkiler, oksidatif stres ve serbest radikal iretimi ile
meydana gelmektedir. Endistriyel olarak yaygin bigimde kullanilan PbA, organik ve
inorganik formda bulunur. Inorganik PbA, atmosferde partikiiller halinde bulunurken
organik PbA ugucu olup, ¢ogunlukla gida maddeleri ve igme suyuna karigsmaktadir. Bu
sebeple organik PbA inorganik PbA’a gore canli yasamini daha fazla etkilemektedir.
Endiistriyel kullanimdaki yaygilig: ile ¢evresel 6gelerdeki yayginligi, PbA’1, ¢evresel ve
mesleksel yonden dnemli bir maruz kalma etkeni haline getirmektedir (Giil¢in ve ark.,
2002; Pionelli, 2002).

PbA’nin, laboratuvar hayvanlarinda ve insanlarda, merkezi ve periferik sinir
sistemi, hematopoetik sistem, kardiyovaskiiler sistem, bobrek, karaciger ve iireme sistemi
de dahil olmak fiizere, genis bir yelpazede fizyolojik, biyokimyasal ve davranissal islev
bozuklugu yarattig1 bilinmektedir (ATSDR, 2007).

Bu tez caligmasi, atmosferde yaygin olarak bulunan PbA’nin karaciger de
meydana getirdigi hasarin gostergelerinden serum ALT, AST, ALP diizeyleri ile karaciger
dokusu MDA, GSH ve NO' diizeyleriyle beraber SOD, CAT, GSH-Px ile arginaz

aktiviteleri tizerine CH’in koruyucu etkisini arastirmak amaciyla yapilmistir.
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2. MATERYAL VE METOT
2.1. Materyal

2.1.1. Kullamilan Kimyasallar

Pb asetat: Sigma-Aldrich Chemical Company (Dorset, UK)

CH: Sigma-Aldrich Chemical Company (St. Louis, MO)
CH ve Pb analitik saflikta kullanildi ve doz ayarlamalar sirasiyla Eldutar ve ark., 2017;
Ozkaya ve ark., 2018 makalelerine gére yapildi.

2.1.2. Kullanilan Deney Hayvanlari

Calismada Atatiirk Universitesi Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezinde
(ATADEM) yetistirilen 250-270 g agirligindaki 35 adet Sprague Dawley cinsi erkek rat
kullanildi. Deneyde kullanilacak olan ratlar uygulamadan 7 giin Once gruplar arasi
istatistiki fark olmayacak sekilde tartilarak segildi ve ortamlarina uyumlart saglandi.
Hayvanlar 24-25 °C sabit sicaklik ve onikiser saatlik karanlik aydinlik sikliisii saglanarak
kafeslerde tutuldu. Deneysel siiregte ratlara standart rat yemi ve su ad libitum olarak
verildi. Calisma, Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Bagkanliginin
tarihli (09.11.2017) ve karar No: 13/155 izni ile belgelendirildi.

2.1.3. Kullanilan Cihazlar

UV-visible Spektrofotometre: BIO-TEK EPOCH, GEN 5 Yazilimh
Sogutmali Santrifiij: Hettich Rotina 38 R

pH Metre: METTLER TOLEDO (Seven Compact)

Etiiv: MMM Group, Ecocell 55

Vorteks: IKA MS-2

Otomatik Pipetler: BRAND transferpette ®

Saf Su Cihazi: GFL 2001/2

Buzdolabi: Vestel Nofrost
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Hassas Terazi: SHIMADZU ATX224
Calkalamali Su Banyosu: GFL 1083

Homojenizator: TissueLyser I, Qiagen
Trackman: GILSON®

2.1.4. Deneysel Uygulamalar

Caligmada 35 adet Sprague Dawley cinsi erkek rat, her grupta 7 rat olacak sekilde

5 gruba ayrildu.

1.
2.

Grup (Kontrol): Oral yolla serum fizyolojik verildi.

Grup (CH grubu): CH(50 mg kg! agirlik-giin) 7 giin boyunca oral
olarak ratlara verildi.

Grup (PbA grubu): PbA (30 mg kg?) 7 giin boyunca 30 mg/kg PbA oral yolla
ratlara verildi.

Grup (PbA+CH 25 grubu): 7 giin boyunca 25 mg/kg CH uygulamasindan 30 dakika
sonra 30 mg/kg PbA ratlara oral yoldan verildi.

Grup (PbA+CH 50 grubu): 7 giin siireyle 50 mg/kg CH uygulamasindan 30 dakika
sonra 30 mg/kg PbA ratlara oral yoldan verildi.

2.1.5. Deney Sonunda Numunelerin Alinmasi

Deneysel uygulamalardan 24 saat sonra ratlar hafif sevofloran anestezisi altinda

Otenazileri yapilarak, doku ve kan Ornekleri alindi. Kan 6rnekleri serum enzim analizleri

icin antikoagulantsiz tiiplere aktarildi, +4 °C’de 3000 devirde, 10 dakika santrifiij edilerek

serumlart ayrildi. Karaciger dokular1 ile serum ornekleri biyokimyasal analizler

yapilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edildi. Deneyleri yapmaya baslamadan 6nce sivi

azot kullanarak TissueLyser Il (Qiagen) ile 5 mikron ¢apa kadar ogiitillen karaciger

dokularindan gerekli miktarlar tartilarak analizlere uygun olan tamponlarla sulandirildi.
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2.2. Metot
2.2.1. ALT Aktivitesinin Tayini

ALT tayini prensibi agagidaki denklemde yer almaktadir (Matsuda ve ark., 2012).

ALT

a-Ketoglutarat+ L-Alanin ———  L-Glutamat+Piriivat

LDH
NADH+H"+Piriivat —— NAD"+L-Laktat

Analizde Kullanilan Reaktifler

Reaktif 1: Tris buffer (pH 7.5): 110 mmol L, L-Alanin: 600 mmol L!, LDH>1500 U L
Reaktif 2: a-Ketoglutarat: 16 mmol L, NADH: 0.24 mmol L
Calisma Reaktifi (R¢): Reaktif 1°den 4 hacim, Reaktif 2’den 1 hacim alinip karistirilir.

Deneyin Yapilisi

e (alisma reaktifinden 1 mL alind1

e 100 pL 6rnek eklendi.

e Vorteksle karistirildi.

e Ornek 37 °C’ de 1 dakika inkiibator de bekletildi.

e 340 nm’de 3 dakika boyunca dakika basina degisen
absorbans spektrofotometrik olarak okundu.

e Dakika basma degisen optik yogunluk 6lciildii. Sonug U L olarak verildi.

Hesaplama
340 nm: AOD dakika™ x 1746
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2.2.2. AST Aktivitesinin Tayini
AST tayini prensibi asagidaki denklemde yer almaktadir (Matsuda ve ark., 2012).

AST

a-Ketoglutarat+L-Aspartat ——» L-Glutamat+Okzaloasetat

MDH
Okzaloasetat+tNADH+H* ———» | -Malat+NAD*

Analizde Kullanilan Reaktifler

Reaktif 1: Tris buffer (pH 7.8): 88 mmol L, L-Aspartat: 260 mmol L, LDH >1500 U L
', MDH>900 U L*

Reaktif 2: a-Ketoglutarat: 12 mmol Lt, NADH: 0.24 mmol L™

Calisma Reaktifi (R¢): Reaktif 1’den 4 hacim, Reaktif 2’den 1 hacim alinip karistirilir.

Deneyin vyapilisi

e (alisma reaktifinden ImL alindi.

e 100 pL 6rnek eklendi.

e Vorteks ile karistirildi.

e Ornek 37 °C’de 1 dakika inkiibator de bekletildi.

340 nm’de 3 dakika boyunca dakika basina degisen
absorbans spektrofotometrik olarak okundu.

e Dakika basina degisen optik yogunluk 6l¢iildii. Sonug U L* olarak verildi.

Hesaplama
340 nm: AOD dakika™ x 1746

2.2.3. ALP Aktivitesinin Tayini

ALP tayini prensibi asagidaki denklemde yer almaktadir (Matsuda ve ark., 2012).
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ALP

Para-Nitrofenil Fosfat+H.O —— > Para-Nitrofenol+inorganik Fosfat

Analizde Kullanilan Reaktifler

Reaktif 1: Diethanolamin tamponu  (pH 10.2):1.25mol L%, Magnezyum Kloriir:
0.625 mmol L*

Reaktif 2: Para-Nitrofenil Fosfat: 50 mmol L

Calisma Reaktifi (R¢): Reaktif 1’den 4 hacim Reaktif 2’den 1 hacim alinip karistirilir.

Deneyin vyapilisi

e (Caligma reaktifinden 1mL alindi.

e 20 pL 6rnek eklendi.

e Vorteksle karistirildi.

e Ornek 37 °C’de 1 dakika inkiibatorde bekletildi.

405 nm’de 3 dakika boyunca dakika basina degisen
absorbans spektrofotometrik olarak okundu.

Dakika basina degisen optik yogunluk 6lgiildii. Sonug U L olarak verildi.

Hesaplama
405 nm: AOD dakika™ x 2750

2.2.4.1. MDA, GSH, GSHPx, SOD, CAT ve Protein Tayini Icin Karaciger

Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

TissueLyser II kullanilarak toz haline getirilmis olan karaciger dokulart MDA,
GSH, GPx ve protein analizleri i¢in %]1.15’lik KCI ile sulandirilarak homojenize edildi.
Elde edilen homojenatlar MDA ve protein igin 3500 rpm’de 15 dakika GSH ve GPx i¢in
11000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilerek siipernatant kisim analizlerde kullanildi. SOD
aktivite tayini i¢in karaciger ve bobrek dokular1 i¢in Tris-HCI Tamponu (pH 7.4) ile
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sulandirilarak homojenize edilmis ve 7000 rpm’de 60 dakika santrifiij edilerek siipernatant
kisim analizde kullanildi. CAT aktivite tayininde ise dokular Triton-x-100 ile
sulandirilarak homojenize edildi ve 3500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant

kisim analiz i¢in hazir hale getirildi.

2.2.5. Biyokimyasal Analizler (MDA, GSH, GSHPx, SOD, CAT ve Protein
Tayini)

2.2.5.1. MDA Tayini

Hazirlanan homojenatta MDA diizeyinin 6l¢iimii Placer ve ark., (1966) bildirdigi
metoda gore yapildi. Bu metot’ta MDA bir lipid peroksidasyon aldehit iirtintidiir ve bu
yonteme gore tiyobarbitiirik asit (TBA) ile analiz sirasinda pembe renkli olan bir yap1
olusumu gozlenir. Analiz sonrasi olusan bu ¢o6zeltinin absorbanst ELISA okuyucusunda

532 nm dalga boyunda 6l¢tiliir ve standart grafige gore hesaplanir.

Analizde Kullanilan Reaktifler

Tiyobarbitiirik Asit (TBA) Soliisyonu: 0.67 g tiyobarbitiirik asit %10’ luk 80 mL
perklorik asit i¢inde ¢ozdiiriiliip toplam hacim 100 mL’ye distile suyla tamamlandi.
Trikloroasetik asit (TCA) Soliisyonu: % 10’luk (100 mL’de 10 g TCA olacak
sekilde) hazirlanan ¢ozelti 151k almayacak sekilde kahverengi cam siselerde +4 °C
muhafaza edildi.
Renk Ayiraci: 3 birim TCA ile 1 birim TBA’nin karistirilmasiyla elde edilir ve

analizde kullanilmak {izere deneyden hemen 6nce hazirlandi.

Deneyin Yapilisi

Tablo.2.1. MDA Diizeyinin Olgiimii

Kor (mL)  Standart (mL) Ornek (mL)
Ornek - - 0.25

%00.9 NaCl 0.25 - -
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Renk Ayiraci 2.25 2.25 2.25
Standart - 0.25

e Vida kapakli cam tiiplerin kapaklari kapatild1 ve vortekste 5 dakika karigtirildi.

e Su banyosu 100 °C’ye ayarlandi tiipler su banyosunda 20 dakika kaynatildi
ardindan sogutuldu.

e Sogutulan tiipler 2500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek siipernatant alindu.

e Pleyte yiiklenen numuneler kore kars1 532 nm dalga boyunda okundu.

Karaciger Dokularinda MDA Diizeyinin Hesaplanmasi: Dokulardaki MDA
diizeyleri, 1,1,3,3-tetracthoxypropane (TEP) kullanilarak hazirlanmis standart grafikten

yararlanarak hesaplanmis olup sonuglar nmol g* doku olarak verildi.

MDA Standart Grafigi

R*=0,9994

Absorbans (532 nm)

T T T T T T 1
0 20 40 60 30 100 120 140

MDA konsantrasyvonu (nM)

Sekil 2.1. MDA standart grafigi

2.2.5.2. GSH Tayini

Hazirlanan homojenatta GSH diizeyinin 6l¢iimii Sedlak ve Lindsay’in (1968)
bildirdigi metoda gore yapildi. Bu metoda gore DTNB [5,5’-Ditiyobis (2-nitrobenzoik)
asit], siilfidril gruplu bilesikler tarafindan indirgenir ve meydana gelen sar1 renk

spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda 6lgiiliir.

Analizde Kullanilan Reaktifler
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e %10’ luk TCA
e Tris (hidroksimetil) aminometan: 48.46 gr alinarak distile suda ¢6zdiiriiliip

toplam hacim 1000 ml distile su ile tamamlandi ve pH: 8.9’a ayarlandi.
e 5,5°-Ditiyobis  (2-nitrobenzoik) asit’”den (DTNB) 0.099 g alindi 25

mL metanol’de ¢oziildii.

Deneyin vyapilisi

Hesaplama

0.5 mL doku homojenat1 alinarak deney tiipiine aktarildi. Deney tiipiiniin
tizerine 2 mL TCA eklendi 20 saniye vortekste karigtirildi.

2500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilip siipernatanttan 0.5 mL alindi.

Uzerine 2 mL Tris Tamponu eklendi, sonrasinda 0.1 mL DTNB soliisyonu

eklendi.
Karigtirillan ~ tiipler 5  dakika  bekletildikden sonra 412 nm dalga

boyunda distile suya kars1 okundu.

Sonuglar GSH standart grafiginden hesaplandi. Sonuglar nmol g™ doku olarak verildi.

GSH Standart Grafigi

R* =0,9996

Absorbans (412 nm)

T T T T T
0 0.3 1 1.5 2 25 3 3.3

G5SH Konsantrasyonu (nM)

Sekil 2.2. GSH standart grafigi
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2.2.5.3. SOD Tayini

Hazirlanan homojenatta SOD aktivitesinin 6l¢timii Sun ve ark. (1988) yontemine

gore Olciildii.

SOD aktivitesinin 6l¢iildiigii bu deney ksantin-ksantin oksidaz sistemiyle tiretilen
stiperoksit radikalinin NBT u indirgemesiyle olusan renk esasina dayanmaktadir. Olusan
bu renkli ¢ozelti 560 nm’de mavi renkli formazon olusumuyla maksimum absorbans verir.
Enzimin olmadig1 ortamda indirgenme maksimum oldugu i¢in koyu mavi renk olusumu
gozlenir. SOD bulundugu ortamda ise enzim, siiperoksit anyonunu H202’e doniistiirerek
NBT indirgenmesini azaltmakta ve renk degisimi gézlenmektedir. Formazonun olusumu
enzim konsantrasyonu ile ters orantilidir. Formazonun 560 nm’de vermis oldugu absorbans

ile SOD aktivitesi hesaplanmis olur.

Analizde Kullanilan Reaktifler

SOD Olciim Karisimi

e 0.6 mmol L! Na,EDTA: 23 mg Na;EDTA tartilip distile suda ¢ozdiiriiliip
toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.

e 400 mmol L? NaCOs: 2.54 g Na,COs: 2.54 g Na,COs3 tartilip distile suda
¢Ozdiirtiliip toplam hacim 60 mL’ye tamamlandi.

e 0.3 mmol L Ksantin: 9.13 mg Ksantin tartilarak distile suda ¢ozdiiriildii ve
toplam hacim 200 mL’ye tamamlandi.

e 150 umol L Nitroblue tetrazolyum (NBT): 12.3 mg NBT tartilarak distile
suda ¢ozdiiriildii ve toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.

e 1 g L?! Bovine Serum Albumin (BSA): 30 mg BSA tartilarak distile suda
¢ozdiirtildi ve toplam hacim 30 mL’ye tamamlandi.

Ksantin oksidaz (167 U L1); Mililitresinde 0.167 U olacak sekilde (NH4)SO4

icinde ¢ozduriildi.

2M (NH4)SOg4; 2.64 g amonyum siilfat tartilarak distile suyla 10 mL’ye distile

suyla tamamlandi

27



0.08 mmol L CuCly; 13.6 mg CuCl; tartilarak distile suda ¢ozdiiriildii ve
toplam hacim distile suyla 100 mL’ye tamamlandi.

Deneyin Yapilisi

Tablo 2.2. SOD aktivitesinin l¢timii

Kor (mL) Ornek (mL)
Reaksiyon ¢ozeltisi 2.85 2.85
Siipernatant - 0.10
Distile su 0.10 -
Ksantin oksidaz 0.05 0.05

20 dakika oda 1sisinda inkiibasyondan sonra tiiplerin hepsine 1 mL CuClzilave edildi ve
reaksiyon durduruldu. 560 nm’de okundu.

Hesaplama
U g protein = Kér (0.D) — Ornek (0.D)
Kér (0.D)

2.2.5.4. CAT Tayini

Karaciger dokularinda CAT aktivitesi Aebi’nin (1983) metoduna gore Sl¢ildii.
CAT, H202 yikimini katalize eder. CAT tarafindan H202’in yikim hizi, H202” in 240

nm’de 15181 absorbe etmesinden yararlanilarak spektrofotometrik olarak ol¢tildii.

Analizde Kullanilan Reaktifler

e 50 mM fosfat tamponu (pH: 7.0)
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e 30mMH20.: 034 mL %30’luk H2O,fosfat tampon ile 100 mL’ye

tamamlanir.

Deneyin Yapilisi

Tablo 2.3. CAT aktivitesinin 6l¢timi

Kor (mL) Ornek (ML)
Fosfat tampon 1 -
Hidrojen peroksit - 1
Homojenat 2 2

Kor ile 240 nm’de numunelerin kinetik Olgtimi ile 0. (Absl) ve 30.

(Abs2) saniyelerdeki absorbans farki 6l¢iilmesiyle CAT aktivitesi hesaplanir.

Hesaplama
k = (2.3/30) x (log A1/A2) x Diliisyon

Doku icin spesifik aktivite: k g™ protein olarak verildi.

2.2.5.5. GSH-Px Tayini

Hazirlanan homojenatta GSH-Px diizeyinin 6l¢iimii Matkovics ve ark., (1988)

yontemine gore Olciildii.

Analizde Kullanilan Reaktifler

e Tampon A: Tris-HCI tamponu (50 mM, pH: 7.6): 6.057 g tris hidroksimetil
aminometan, 0.372 g Na2EDTA tartildi ve 3.90 mL HCI balon jojeye alinarak

hacim distile su ile 1000 mL’ye tamamland.
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e Tampon B: Tris Tamponu (0.4 M pH:8.9): 48.46 g tris hidroksimetil aminometan
alind1 ve hacim distile su ile 1000 mL’ye tamamlandi pH’s1 8.9’a ayarlandi.

e Trikloroasetik asit ¢ozeltisi (TCA): 10 g TCA tartild1 distile su ile 100 mL’ye
tamamlandi (%10’luk, w/v).

eRed GSH cozeltisi: 6 mg Red GSH alinarak Tampon A ile hacim 10 mL’ye
tamamlandi.

¢ Cumen Hidrojen Peroksit (CHPO) ¢6zeltisi: CHPO 5uL alinarak Tampon A ile 10
mL’ye tamamlandi ve renkli sisede +4 °C’de sakland.

¢ 5-5-Dithio-bis, 2-nitrobenzoik asid (DTNB) soliisyonu: 0.099 g DTNB alind1 ve
hacim absolut metanol ile 25 mL’ye tamamlandi ve renkli sisede +4 °C’de

saklandi.

Deneyin Yapilisi

Tablo 2.4. GSH-Px Aktivitesinin Ol¢iimii

Kontrol (mL)  Ornek (mL)

Siipernatant 0.5 0.5
Tampon 0.3 0.3
CHPO - 0.1
Red GSH 0.1 0.1
37 °C’ de 10 dakika bekleme + +

TCA 1 1

Tiipler karistirildiktan sonra;
e 2500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
e Santrifiij sonrasinda elde edilen silipernatant’dan 1 mL alinarak hazirlanan yeni
tiiplere konuldu.
e Tiiplere 2 mL tampon B eklendi.
e 0.1 mL DTNB ilave edildi.
e Oda sicakliginda 5 dakika bekletilerek 412 nm’de distile suya kars1 okundu.

e Sonuglar U g protein olarak verildi.
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Hesaplama
[Abs(kontrol)- Abs(6rnek)]*0.76989 g* protein

2.2.5.6. Arginaz Tayini

Arginaz aktivitesi; Tiyosemikarbazid-Diasetil Monoksim Ure (TDMU) ydntemi
esas alinarak ol¢iilmiistiir (Geyer ve Dabich, 1971) Diasetilmonoksim, asitli ortamda 1sinin
etkisiyle diasetil ve hidroksilamine hidroliz olur. Diasetil, asitli ortamda iire ile birleserek
sar1 renkli diazin’i olusturur. Olusan sar1 rengi kararli hale getirmek i¢in Tiyosemikarbazid

ve Fe?* iyonlar1 kullanilir (Pesce ve Kaplan, 1987).

Analizde Kullanilan Reaktifler

e 10 mM MnCl; Cozeltisi;

e 10 mM MnCls. 4H20 (Molekiil Agirhigi: 197.9 g mol™?) tartilarak distile su da
¢oOziildii ve distile su ile 500 mL’ye tamamlanarak +4 °C’de saklandi. Calisma
i¢cin kullanilacak olan bu ¢o6zeltiden sulandirilarak istenilen konsantrasyon da
kullanildi.

e Ure Standart1 (0.1 pmol iire mL™?); 3 mg iire (Mol. Ag. 60.06 g mol™t), 100 mL
0.016 M Benzoik asit i¢inde ¢oziildii. Hazirlanan bu ¢o6zelti, deney de 1/5
oraninda sulandirildiktan sonra 0.1 pmol iire mI? (0.6 mg dL ) ’lik iire standart:
elde edildi.

e Renk Ayiraci; 0.0036 M Tiyosemikarbazid (TSC, Mol. Ag. 91.14 g mol™) ve
0.0617 M Diasetilmonoksim (DAM, Mol. Ag. 101.1 g mol™)’den olusur. 6.23 g
DAM ve 0.328 g TCS distile su da ¢ozildii ve 1000 mL’ye tamamlanarak koyu
renkli reaktif sisesinde, oda 1sisinda saklandi.

e Karbonat Tampon Cozeltisi (200 mM NaHCO3/Na2COg);

e 1.68 g NaHCO3 (Mol. Ag. 84.01 g mol™?) alind: ve distile suda ¢dzdiiriilerek 100

mL’ye tamamlandi.
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e 2.12 g Na,COs (Mol. Ag. 105.99 g mol™?) alind: ve distile suda ¢oziilerek 100
mL’ye tamamlandi.

e Karbonat Tamponu hazirlanirken 200 mM’lik NaHCO3 ¢ozeltisi bir behere
konulur Na;COs ile pH’ s1 9.5’e ayarlanir ve +4 °C’de saklanr.

120 mM L-Arginin Cozeltisi;2.52 g L- arginin monohidroklorit (Mol. Ag. 210.66 g

mol™?) alind1 ve distile suyla 100 mL tamamlanarak pH’s1 9.5’e ayarlandu.

Asit Karisimi,
e 0.120 M FeCls/ %56.7 HsPO4, 3.24 g FeCls (Mol. Ag. 270.3 g mol™) distile su
ile ¢ozdiiriildii ardindan 66.7 mL % 85’lik H3PO4’den (d=1.71, Mol. Ag. 98.0
g mol ™) eklendi ve distile suyla 100 mL’ye tamamlanip oda 1s1sinda muhafaza
edildi.
e 999 ml %20 (v/v)’lik H,SO4 (d=1.84, Mol. Ag. 98.08 g mol™?) alinarak iizerine
1.0 mL dstte hazirlanan 0.120 M FeCls / % 56.7 H3POa ¢6zeltisinden eklenerek

oda 1s1sinda muhafaza edilir.

Deneyin Yapilisi

Ogiitiiliip hazirlanan karaciger doku érneklerinden 0.050 mg tartild: ve {izerine 250
ulL distile su eklendi. (sulandirma 1/6). Ornekler Tissuelyser II’de homojenize edildi. Elde
edilen homojenat +4 °C’de 12000 rpm’de 14 dakika santrifiij edildi. Bu islemden sonra
orneklerin siipernatantlar1 ve peletleri (¢coken kisim) birbirinden ayrildi, siipernatant kisim
enzim kaynagi olarak kullanildi. Her bir arginaz aktivitesi 2 6rnek 2 zero tiipii kullanilarak
calisildi. Ornekler daha sonra 2 mM MnCl; ¢dzeltisiyle 1/50 oraninda sulandirilarak 58
°C’de 13 dakika su banyosunda tutuldu ve preinkiibasyon islemi saglandi.

Preinkiibasyondan sonra 6rnekler enzim kaynagi olarak kullanildi.

Tiip icerisindeki enzimatik karistm 1 mL olup 120 mM’lik L-arginin’den 0.3 mL
200 mM’ lik karbonat tamponundan 0.4 ml icerecek sekilde diizenlendi. Tiiplere dnce L-
arginin sonra karbonat tamponu sonra da lizerine preinkiibasyona tabii tutulan enzim
kaynagindan 0.3 mL eklenerek 37 °C’de 10 dakika su banyosunda tutularak enzimatik

tepkime baslatildi. Su banyosundan ¢ikarilan tiiplere 3 mL asit karisimi eklenerek
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enzimatik tepkime durduruldu. Asit eklenmesinin sonrasinda tiiplere 2’ser mL renk ayiraci
eklenmis ve tiipler vorteksle karigtirildiktan sonra 10 dakika kaynar su banyosunda tutulup

renk olusumu saglandi.

Kaynar su banyosundan c¢ikarilan tiipler sogutma islemine tabi tutulduktan sonra

520 nm dalga boyunda okundu.

Calismada, 1 tnite enzim: 1 saatte 37 °C’de L-argininden 1 pmol iire olusturan

enzim miktar1 olup, spesifik aktivite umol iire/ saat / g protein olarak ifade edildi.

Sonuglar U g* protein olarak verildi.

Tablo 2.5. Karaciger dokusunda arginaz aktivitesi 6l¢iimii

Ornek (mL) Zero(mL) Standart(mL) Kor (mL)

L-Arginin 0.3 0.3 - -
Karbonat 0.4 0.4 - -
Tamponu

Enzim Kaynag 0.3 0.3 - -
Ure Std. Sol. - - 1 -
Distile Su - - - 1
37°C’de 10 dk + - - -
Asit Karisim 3 3 3 3
Renk Ayiraci 2 2 2 2

2.2.5.7. Nitrik Oksit (NO) Seviyesinin Olciilmesi
Karaciger Dokusu Nitrik Oksit (NO) diizeyleri ticari kit (Enzo Life Sciences,
(ELS) AG, Industriestrasse 17 CH-4415 Lausen-isvigre) kullanilarak 6l¢iildii.
Kit Icerigi;
e Mikrotiter Plakasi
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¢ Nitrat Rediiktaz

¢ Nitrat Rediiktaz Depolama Tamponu

e NADH

e Nitrat Standard (1.000 umol L*’de bir sodyum nitrat ¢dzeltisi)

e Reaksiyon Tampon

e Griess Reaktifi I, (2M hidroklorik asitte bir siilfanilamid ¢ozeltisi)

e Griess Reaktifi II, (M hidroklorik asit i¢inde bir N-(1-Naphthyl) etilendiamin

¢ozeltisi)

Deneyin Yapilisi

Tiim reaktifler agilmadan dnce en az 30 dakika oda sicakligina getirildi.

Tablo 2.6. NO- diizeyinin dl¢timil

Kor (nL) Zero (nL) Standart (uL) Ornek (nL)

Reaksiyon Tamponu 200 50 - -
Standart - - 50 -
Ornek - - - 50
NADH - 25 25 25
Nitrat Rediiktaz - 25 25 25

37°C de 30 dk inkiibasyon

Griess Reaktifi | - 50 50 50
Griess Reaktifi 11 - 50 50 50

10 Dakika oda 1sisinda bekletilir ve 540-570 nm’ de okunur.

Sonuglar standart grafikten hesapland: ve n mol g'* doku olarak verildi.
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NO Standart Grafigi
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Sekil 2.3. NO: standart grafigi

2.2.5.8. Protein Tayini

Karaciger dokularinda protein tayini modifiye Lowry (1951) metoduna gore
belirlendi. Alkali bakir tartarat ayiraci peptit baglari ile kompleks olusturur. Fenol ayiraci,
bakir ile isleme tabi tutulmus karnisima eklendiginde mor-mavi renk olusumu

gozlenmektedir. Olusan bu renk 650 nm dalga boyunda okundu.

Analizde Kullanilan Reaktifler
Protein Standarti; 50 ug BSA/mL

Alkali Bakir Ayraci; 10 g NaxCOs, 0.1 g Potasyum tartarat ve 0.05 g bakir
stilfat, 0.5 N NaOH i¢inde ¢ozdiiriiliir ve 100 mL’ye tamamlanir. Bu ¢dzelti oda 1sisinda

renkli sise de 30 giin dayaniklidir.

Fenol Ayiraci; 2 N Folin-Ciocalteu-Fenol ayiracindan 3.75 mL alind1 ve distile su
ile 67.5 mL’ye tamamlandi. Fenol aywraci ¢alismanin 6rnek sayisina gore hesaplanip

giinliik olarak hazirlanmalidir.

Ornek: Analizi yapilmak istenen serum, plazma veya siipernatant.

Deneyin Yapilisi
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Tablo 2.7. Protein 6l¢timii

Kor (mL) Standart (mL)  Ornek (mL)
Alkali Bakar 1.0 1.0 1.0
Ayiraci
Protein Standarti - 1.0 -
Ornek - - 1.0
Distile su 1.0 - -

e Tipler karistirilir ve 10 dakika oda 1sisinda bekletildi.
e Fenol ayraci tiim tiiplere 4 mL eklendi.
e Tiipler karistirilir ve su banyosunda 5 dakika 55 °C’ de bekletildi.

e Inkiibasyon sonras tiipler sogutulur ve 650 nm’de kor tiipiine kars: okundu.

Hesaplama
ng protein mL™ = (Ornek Abs./ Std. Abs.) x Std. Konsantrasyonu

2.2.5.9. Histopatolojik inceleme

Ratlara, Otenazi sonrasi Yyapilan nekropsi sonucu histopatolojik degerlendirme
amaciyla alinan doku 6rnekleri  %10’luk formalin soliisyonunda 48 saat tespit edildi. Rutin
doku takip islemleri sonucu parafin bloklara gomiildii. Her bloktan 4 pum kalinliginda
kesitler alinid1. Histopatolojik inceleme i¢in hazirlanan preparatlar hematoksilen-eozin (HE)
ile boyanip 1s1k mikroskobu ile incelendi (Leica DM 1000, Germany). Kesitler immun
pozitifliklerine gore yok (-), hafif (+), orta (++) ve siddetli (+++) olarak degerlendirildi

2.2.5.10. istatistiksel Analiz

Bu c¢alismanin biyokimyasal parametreleri i¢in istatistiksel analizleri
SPSS 20.0 yazilim  programi  kullanilarak  yapildi. Istatistiksel analiz ~ yontemi

uygulanmadan Once verilere normal dagilim testi uygulandi. Biitiin 6l¢iimlerde istatistiksel
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farkliliklar ve 6nem seviyeleri “One-way Analysis of Variance (One- way MANOVA)”
testi ile belirlendi ve istatistiksel farkliliklarin hangi gruplar arasinda gerceklestigini

belirlemek amaciyla Tukey testi uyguland: (p<0.05).

Histopatolojik incelemede semikantitatif olarak elde edilen verilerin gruplar
arasindaki farkliliklarin analizi ig¢in nonparametrik testlerden Kruskal-Wallis testi, ikili
gruplarin mukayesesi i¢gin Mann Whitney U testi kullanildi (p<0.05). Bu istatistik analizleri

icin SPSS 13.0 paket programi kullanildu.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

ALT
90

80
70
60
50
40
30
20
10

uLt

KONTROL CHRYSIN KURSUN KURSUN+CH25  KURSUN+CHS50
u Std. Hata 0.7533 0.8026 1.8604 2.2791 2.0801

= Ortalama 43.3399 44.8128 86.6871 73.8200 63.0299

Sekil 3.1. Serum ALT aktivitesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey coklu karsilagtirma testine  gore
istatistiksel bir farklilik gostermektedir).

AST
120
100
<
- 80
o
60
d
40
20
KONTROL CHRYSIN KURSUN KURSUN+CH25  KURSUN+CHS50
= Std. Hata 1.0784 0.8973 2.5628 1.9842 1.4505
© Ortalama 52.9642 55.0885 103.2571 81.5114 68.1499

Sekil 3.2. Serum AST aktivitesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu karsilagtirma testine gore
istatistiksel bir farklilik géstermektedir).
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ALP
120
100
<
- 80
>
60
d
40
20
KONTROL CHRYSIN KURSUN KURSUN+CH25  KURSUN+CH50
= Std. Hata 0.9353 1.2090 3.2922 1.1881 1.6657
u Ortalama 64.6700 63.7371 106.3128 90.0628 82.5100

Sekil 3.3. Serum ALP aktivitesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey goklu karsilastirma testine gore
istatistiksel bir farklilik gostermektedir).

MDA
80

70
60
50
40 d

nmol g doku

30
20
10

KONTROL CHRYSIN KURSUN KURSUN+CH25 KURSUN+CHS50
m Std. Hata 0.7266 0.8693 0.7561 0.6395 1.3250

= Ortalama 43.0443 42.9229 73.8029 65.8157 56.5743

Sekil 3.4. Karaciger MDA diizeyi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu karsilastirma testine gore
istatistiksel bir farklilik géstermektedir).
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GSH

nmol g doku

KONTROL CHRYSIN KURSUN KURSUN+CH25 ~ KURSUN+CH50
= Std. Hata 0.1400 0.0840 0.0880 0.1011 0.1718

= Ortalama 6.7571 6.8629 4.1529 4.8514 5.3743

Sekil 3.5. Karaciger GSH diizeyi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu karsilastirma testine gére
istatistiksel bir farklilik gostermektedir).

SOD

45
40
35
30
25
20

U g1 protein

10

KONTROL CHRYSIN KURSUN KURSUN+CH25  KURSUN+CH50
m Std. Hata 0.7069 0.6563 0.6063 0.5138 0.4863

= Ortalama 43.5214 43.0657 29.9114 32.8914 36.6071

Sekil 3.6. Karaciger SOD aktivitesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu karsilastirma testine gore
istatistiksel bir farklilik géstermektedir).
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CAT
70

60

50

40

k g protein

30

20

10

KONTROL CHRYSIN KURSUN KURSUN+CH25  KURSUN-+CH50
u Std. Hata 1.0651 0.9485 0.7927 0.7503 0.6894

= Ortalama 66.1471 64.4543 45.1514 51.5414 54.3971

Sekil 3.7. Karaciger CAT aktivitesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu karsilastirma testine gore
istatistiksel bir farklilik gostermektedir).

GSHPx
40

35
30
25
20
15
10

U g protein

KONTROL CHRYSIN KURSUN KURSUN+CH25  KURSUN-+CH50
m Std. Hata 0.6691 0.7011 0.5689 0.4700 0.9365

i Ortalama 35.9200 36.3600 24.6114 27.9414 30.9428

Sekil 3.8. Karaciger GSH-Px aktivitesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey c¢oklu karsilastirma testine

gore istatistiksel bir farklilik gostermektedir).

41



ARGINAZ

18
16
14
£
i) 12
o
o 10
i
(@]
S 8
6 a
4
2
KONTROL CHRYSIN KURSUN KURSUN-+CH25 KURSUN+CHS50
m Std. Hata 0.4763 0.3982 0.8966 0.2791 0.4117
= Ortalama 17.1114 17.2285 10.1114 12.5028 13.9442

Sekil 3.9. Karaciger arginaz aktivitesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey c¢oklu karsilagtirma testine
gore istatistiksel bir farklilik gostermektedir).

NO

16

14
L 12
X
S 10
An
(@)
s d
c 6

4

2

KONTROL CHRYSIN KURSUN KURSUN+CH25  KURSUN-+CH50

m Std. Hata 0.2820 0.2107 0.5396 0.3814 0.2743
= Ortalama 7.8628 7.6414 14.6057 11.6928 10.4957

Sekil 3.10. Karaciger NO- diizeyi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu karsilagtirma testine gore
istatistiksel bir farklilik géstermektedir).
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Histopatolojik Bulgular

1. Grup (Kontrol); Bu grupta bulunan ratlarin karaciger dokular1 incelendiginde,
serozanin ve paransim dokunun normal histolojik goriiniimde oldugu belirlendi (Sekil

3.11).

2. Grup (CH 50); Bu grupta bulunan ratlarin karaciger dokular1 incelendiginde normal

histolojk yapida oldugu gozlendi (Sekil 3.12).

3. Grup (PbA); Bu grupta, hepatositlerde ¢ok siddetli diizeyde hidropik dejenerasyon ve
nekroz, 6zellikle portal bolgede yogun mononiikleer hiicre infiltrasyonlari, kupfer hiicre

proliferasyonu ve damarlarda siddetli hiperemi gozlendi (Sekil 3.13).

4. Grup (PbA+CH 25); Bu grupta, hepatositlerde orta siddette hidropik dejenerasyon ve
portal ve siniizoidal araliklarda mononiikleer hiicre infiltrasyonlari, damarlarda hiperemi ve

kupfer hiicre proliferasyonlar1 gozlendi ( Sekil 3.14).

5. Grup (PbA+CH 50); Bu grupta bulunan ratlarin karaciger dokular1 incelendiginde,
hepatositlerde hafif diizeyde hidropik dejenerasyon, damarlarda hiperemi ve hafif diizeyde
kupfer hiicre infiltrasyonu ve mononiikleer hiicre infiltrasyonu belirlendi (Sekil 3.15).

Histopatolojik bulgular tablo 3.1 de 6zetlendi.

Tablo.3.1. Histopatolojik bulgular

kontrol | CH 50 PbA PbA+CH 25 | PbA+CH 50

Hepatositlerde - - +++ ++ +

hidropik dejenerasyon

Mononiikleer  hiicre - - +4++ ++ n

infiltrasyonu

Damarlarda hiperemi - - +++ + —

Kupfer  hiicrelerinde - - +++ ++ +

proliferasyon
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Sekil 3.11; Kontrol Grup, Karaciger dokusu, normal histolojik gériiniimii, H&E, Bar:20pum

Sekil 3.12. CH 50 Grup, Karaciger dokusu, normal histolojik goriiniimii, H&E, Bar:20pum.
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Sekil 3.13. PbA Grup, Karaciger dokusu, hepatositlerde siddetli hidropik dejenerasyon (okbaslari),
kupfer hiicrelerinde proliferasyon (oklar), siddetli diizeyde mononiikleer hiicre infiltrasyonu (yildiz),

damarlarda hiperemi H&E, Bar:20um.

Sekil 3.14.; PbA+CH 25 Grup, Karaciger dokusu, hepatositlerde hidropik dejenerasyon
(okbaslar), kupfer hiicrelerinde proliferasyon (oklar), orta diizeyde mononiikleer hiicre infiltrasyonu

(yildiz), H&E, Bar:20um
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Sekil 3.15. PbA+CH 50 Grup, Karaciger dokusu, hepatositlerde hafif diizeyde hidropik
dejenerasyon (okbaslari), kupfer hiicrelerinde proliferasyon (oklar), H&E, Bar:20um

Yapilan Korelasyon analiz sonucuna gore;

Calismamizda MDA ile GSH, SOD, CAT, GSH-Px ve Arginaz arasinda negatif,
MDA ile ALT, AST, ALP ve NO' arasinda ise pozitif bir korelasyon oldugu gorilmiistiir.
GSH ile SOD, CAT, GSH-Px ve Arginaz arasinda pozitif, GSH ile ALT, AST, ALP ve
NO: arasinda ise negatif bir korelasyon goriilmiistiir. ALT ile AST, ALP ve NO- arasinda
pozitif, ALT ile arginaz arasinda ise negatif bir korelasyon goriilmiistiir.

Onemli bir cevre kirliligi nedeni olan ve dzellikle egzos gazlarindan kaynaklanan
Pb’un yagmur yagmasiyla birlikte su kaynaklarina karismasi sonucunda canlilar, bu
elementi daha ¢ok igme suyu yoluyla viicutlarina almaktadirlar (Bilgili, ve Sanli, 1997). Pb
zehirlenmesi eski zamanlardan beri bilinmektedir ve Pb ile zehirlenme sorunu, 18.
yiizyillda bu metalin nitelikleri nedeniyle en ¢ok kullanilan endiistriyel metallerden biri
olmaya basladig1 sanayi devriminden gliniimiize kadar devam etmektedir. O zamandan beri
tim diinyada Pb maruziyetine kars1 6nlem olarak kursunlu benzin, kursunlu boyalar ve

kursun pigmentlerinin yasaklanmasi seklinde tedbirler alinmaya baslanmistir. Bu 6nlemler
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sonucunda Avrupa ve diger Tllkelerdeki insan popiilasyonun kaninda Pb
konsantrasyonlarinda azalmalar oldugu gozlenmistir. Pb' ye kazara maruz kalan ¢ocuklar
arasindan rastgele alinan kan 6rneklerinden yapilan analizler sonucu, Pb kan seviyeleri ile
oksidatif stresin biyokimyasal gostergeleri arasinda giiclii bir iliski oldugu gézlenmistir.
Cocuklarin  kanindaki Pb diizeyindeki artisa MDA seviyesindeki artis ve GSH
seviyesindeki azalma eslik etmistir. Bununla birlikte kandaki Pb varliginda artmis olan
H20: seviyeleri nedeniyle CAT aktivitesinde de bir artis gozlenmistir. (Ahamed ve ark.,
2005). Pb toksisitesi, ¢ocuklarin bu toksik metale kars1 asir1 derecede savunmasiz olmalari
nedeniyle 6zel bir ilgiyi hak etmektedir (Matovi¢ ve ark., 2015).

Karaciger, viicut homeostazinin korunmasinda birinci derecede rol oynayan ¢ok
islevli hayati bir organdir.  Karaciger, vitaminlerin ve besin maddelerinin kan
dolagimindan alinmasindan, dagitilmasindan ve depolanmasindan sorumlu olmasinin yani
sira, ¢ok diigiik dansiteli lipoprotein (VLDL) seviyelerini ve kan glukoz diizeylerini
korumakla da gorevlidir. Karaciger plazma proteinleri iiretmesi ve sagilamasinin yanisira,
cok sayida toksik maddeleri baglar ve indirger, fakat asirt miktardaki toksik maddeler
tarafindan harap edilebilir. Yapilan caligmalar karaciger hastaliklarinin patogenezisinde
niikleer faktor-kappa B (NF-kB) sinyal yollarinin (Sun ve Karin, 2008; Lee ve ark., 2010)
ve oksidatif stresin (Caraglia ve ark., 2011; Tanaka ve ark., 2013) roliiniin oldugunu ve bu
hastaliklarin iyilestirilmesinde gida kaynakli antioksidanlarin etkili oldugunu gdstermistir
(Bishayee ve ark., 2010).

CH’in ve diger dogal olarak olusan fitokimyasallarin faydali etkileri, biyolojik
kullanilabilirlikleri ve ¢6ziiniirliiliiklerine baghdir. Bir dizi in vitro ve in vivo galismalar,
CH’nin ¢esitli hastaliklara karsi tedavi edici etkilerini ortaya koymustur. Genel olarak CH,
antioksidan, antienflamatuar, antikanser ve antiviral aktiviteler dahil olmak iizere bir¢ok
biyolojik aktivite ve farmakolojik etkiler sergilemektedir ( Mani ve Natesan, 2018).

CH’in histamin salimimimi ve proinflamatuar sitokin ekspresyonunu bloke etmek suretiyle
anti-enflamatuar etki gosteren aktif bir flavonoid oldugu ispatlanmistir (Bae ve ark., 2011).
Glinliik beslenmemizdeki diisiik flavonoid dozlar1 insan tiiketiminde giivenli olsa da, daha
yiiksek dozlarda alim yapilmasi toksisiteye neden olabilir. CH’e bagli sitotoksisite, CH’in
hepatositlerdeki peroksidaz benzeri aktivitenin varligina bagli olarak, toksik Tiriinler
olusturmak tizere CH’in oksidasyonuna yol agmasiyla iligskilendirilmistir (Tsuji ve Walle,

2008). CH’in 6nerilen giinliikk dozu 0,5-3 g’dir (Mani ve Natesan, 2018).
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CH ratlarda hepatoprotektif ve antihiperlipidemik etkilerini trigliseritler, serbest
yag asitleri, toplam kolesterol, fosfolipitler, diisiikk yogunluklu lipoprotein-C, ¢ok diisiik
yogunluklu lipoprotein-C seviyelerindeki azalmalara ilaveten plazmadaki yiiksek
yogunluklu lipoprotein-C seviyelerindeki artiglarla gostermektedir (Pushpavalli ve ark.
2010).

Hiicresel hasar, enzim kacagi ile iyi bir korelasyon gostermektedir (Sehrawat ve
Sultana, 2006). Serum AST, ALT, LDH (Lactate Dehydrogenase), BUN (Blood Urea
Nitrogen) ve kreatinin karaciger ve bdbrek hasarmin tanisinda kullanilan en hassas
belirte¢lerdendir (Sallie ve ark. 1991). Karaciger, Pb toksisitesi i¢in ana hedef organ olarak
kabul edilir. ALT ve AST aktivitesi, akut hepatik nekrozun hassas gostergeleridir
(Modesto ve ark., 2013). Lombardi ve ark. (2008), plazmadaki AST ve ALT
aktivitelerinin, hiicre sizintisinin ve karacigerdeki hiicre zarinin islevsel biitiinliigiiniin
kaybina igaret ettigini bildirmistir.

Eldutar ve ark. (2017) tarafindan ratlarda karaciger hasari tizerine CH’in etkilerinin
arastirlldigr calismada, serumda AST, ALT, ALP degerlerinde ve karaciger MDA
diizeyinde karaciger hasarina bagl olarak bir artig oldugu, antioksidan enzim diizeylerinde
ise azalma oldugu goriilmiistiir. CH uygulamasi serum AST, ALT, ALP ile karaciger MDA
diizeyindeki artis1 diisiirmiis, buna karsilik azalan antioksidan enzim diizeylerinde ise artisa
neden olmustur.

Yapmis oldugumuz calismada karaciger hasarinin belirteglerinden olan serum ALT
(Sekil 3.1), AST (Sekil 3.2) ve ALP (Sekil 3.3) aktiviteleri incelendiginde her ii¢ grafikte
de kontrol ve CH gruplarinin en disiik diizeylerde oldugu ve bu iki grup arasinda
istatistiksel olarak bir fark olmadig1 goriilmistiir. Pb uygulanan ratlarda her ii¢ parametrede
de kontrole ve CH grubuna kiyasla bir artis meydana geldigi gézlenmistir. Karaciger doku
hasarmma bagli olarak meydana gelen bu serum enzim aktivitelerindeki artiglar iizerine
CH’in 6nleyici etkisi oldugu goriilmiistiir. Serum AST, ALT ve ALP degerleri lizerine CH
25 etkili olurken, ti¢ grupta da CH 50 daha etkili olmustur. Her ii¢ sekilde de CH
uygulanmasinin PbA hasarina bagli olarak meydana gelen enzim aktivitelerini kontrol
diizeyine getiremedigi gorilmiistiir.

Serbest radikaller, yapilarinda eslenmemis elektron bulunduran ve yar1 omiirleri
cok kisa olan, oldukga reaktif bir ara kimyasal varlik siifini1 temsil etmektedirler (Cui ve

ark., 2004). Pb’un oksidatif strese sebep olma yetenegi ve antioksidan savunma sisteminin
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enzimatik ya da non enzimatik bilesenleri lizerine etkisi birgok epidemiyolojik ve
hayvansal ¢aligmalarla gosterilmistir. Pb’un kanda oksidatif strese neden olma
yeteneginden sorumlu olabilecek birkag mekanizma mevcuttur. Pb, diger bir¢ok toksik
metal gibi, Aminolevulinat dehidrataz (ALAD) ve GR gibi enzimlerin fonksiyonel -SH
gruplarina baglanarak bu enzimlerin aktivitelerini baskilar ve onlar islevsiz kilar
(Ahamed ve ark., 2005; Gurer-Orhan ve ark., 2004). ALAD' nin inhibisyonu, H202, O>™ ve
OH:' iretimine yol acan Aminolevulinat (ALA) seviyelerini arttirirken (Bechara, 1996),
GR inhibisyonu ise GSH seviyelerinde es zamanli olarak azalmaya yol agmaktadir. Pb
intoksikasyonu sonucu artmis olan ROS, oksihemoglobin ile Pb’un oksidasyona
ugramasini tetikleyebilir (Giirer ve Ercal, 2000).

Okside glutatyon (GSSG), pentoz fosfat yolu tarafindan saglanan NADPH' yi
kullanan GR enzimi ile rediikte glutatyona (GSH) indirgenir (Blankenberg ve ark., 2003).
Pb, GSH-Px i¢in ortak bir kofaktér olan selenyumun yerini alarak onu etkisiz hale
getirmekte, bunun sonucunda H2O2'nin detoksifiye edilememesine bagli olarak serbest
radikallerin miktarinda artma meydana gelmektedir. Bu durum GSH-Px’in selenyum
iceren bir enzim olmasi gergeginden kaynaklanmaktadir. GSH serbest radikal ve diger
oksidan tiirlerine kars1 temel bir rol oynayan hiicre i¢i antioksidan savunma sistemi olarak
bilinmektedir. GSH sistemi, GSH ile birlikte ¢alisan GSH-PX, glutation-s-transferaz (GST)
ile GR’dan olusur ve bunlar GSH ile birlikte H202 ve diger organik hidroperoksitlerin
yikimin saglarlar (Chen ve ark., 2009). Pb sadece GSH seviyelerini azaltan ve GSH' nin
antioksidan aktivitesine miidahale edebilen -SH grubuna baglanabilir (Saxena ve ark.,
2005).

Karacigerdeki Pb' un neden oldugu oksidatif stresin en 6nemli sonucu, membran
biitiinligiinlin ve yag asidi bilesiminin (Lawton ve Donaldson, 1991) degismesine neden
olan ve MDA seviyesindeki artigla iligkili (Jurczuk ve ark., 2007; Liu ve ark., 2012; Xu ve
ark., 2008) olan lipid peroksidasyonudur (Flora ve ark., 2003; Omobowale ve ark., 2014;
Valverde ve ark, 2001). Hepatosit hiicre zarlarmin Pb'a belirgin hassasiyeti, Pb’un
aragidonik asit gibi ¢coklu doymamis yag asitleri lizerindeki etkisiyle agiklanabilir (Lawton
ve Donaldson, 1991).

Yapmis oldugumuz c¢alismada serbest radikal hasarmin en iyi gostergelerinden biri
olan MDA diizeyleri PbA verilen grupta kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

bir sekilde artmistir. CH uygulanmasinin PbA’a bagli doku hasarini azalttigi ancak bu
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hasar1 azaltmada CH’in yiiksek dozunun (CH 50) daha da etkili oldugu goriilmiistiir (Sekil
3.4).

Ratlarda 9 hafta boyunca igme suyuna 2000 ppm Pb katilarak yapilan ¢alismada,
eritrosit, lenfosit ve kan CAT aktivitelerinin belirgin derecede arttigi goézlenmistir. Bu
subkronik maruz kalma ayni zamanda kan MDA seviyesini artirirken, GSH seviyesinde ise
azalmaya sebep olmustur (Tandon ve ark., 2002). Emiliminden sonra kana gegen Pb,
eritrositlerde birikir. Pb bir¢cok organa dagilir, tercihen karaciger ve bobreklere ve viicut
yiikiintin % 90' indan fazlasini olusturan kemiklerde birikir (Matovi¢ ve ark., 2015). Pb’un
kandaki antioksidan SOD ve CAT enzimlerinin diizeylerini bu toksik metale maruz kalma
stire ve seviyesine bagli olarak artirdig1 ya da azalttig1 gosterilmistir. Yiiksek seviyede Pb’a
maruz kalma, artan ROS {iretiminin bir sonucu olarak bu enzimlerin aktivitesinde artiglara
neden olabilirken, bu enzim aktivtelerinin baskilanmasi ise Pb’un, bu enzimlerin onemli
ko-faktorleri olarak gorev yapan biyolojik elementler ile yer degistirme kabiliyetleriyle
aciklanmaktadir (Flora ve ark., 2012).

Pb' un kanda oksidatif strese neden olma yeteneginin, Pb ile iligkili patolojilerin
altinda yatan molekiiler mekanizma ile ilgili oldugu ileri siiriilmektedir. Ratlarda Pb
kaynakli hipertansiyonun etiyolojisini aragtirmak amaciyla yapilan caligmalarda Pb’un
serbest radikal {retimine neden oldugu ve diisiik antioksidan rezervlerinin
vazokontriksiyonla direkt iligkili olarak hipertansiyona yol actigi1 bildirilmistir (Vaziri ve
ark., 1999). Pb’a maruz kalan ratlarda meydana gelen hipertansiyonun ROS tarafindan
oksitlenen NO' diizeyindeki azalma, yani endotel gevsetici faktordeki bir azalmayla ilgili
olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Patrick, 2006). Hematolojik sistem, bu toksik etkiler igin
Onerilen mekanizmalardan biri olan oksidatif stres indiiksiyonlu Pb toksisitesinin énemli
bir hedefidir. Gergekten de, Pb maruziyeti ile indiiklenen eritrosit hemolizi kismen eritrosit
membranlarindaki lipid peroksidasyonunun bir sonucu olabilir (Lawton ve Donaldson,
1991).

Pb antioksidan enzimlerden SOD, GPx, CAT ve G6PD’a baglanma yetenegine
sahiptir (Patra ve ark., 2011). Sivaprasad ve ark. (2004) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, 5
hafta siireyle icme suyuyla % 0.2 oraninda Pb verilen ratlarin karacigerinde bakilan tiim
enzimlerin (CAT, SOD, GSH-Px, GR, G6PD ve GST) aktivitesinde ve GSH diizeyinde
azalma oldugu gozlenmistir. Omobowale ve ark. (2014) tarafindan yapilan c¢alismada

ratlara 6 hafta silireyle Pb verilerek karaciger ve kan parametrelerine bakilmistir. Ratlarin
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Pb'a maruz kalmasi karaciger ve eritrosit GSH-Px, GST, CAT, SOD ve GSH igeriginde
belirgin bir sekilde diisiise yol agarken, MDA ve H20> konsantrasyonlarinda ise belirgin bir
sekilde artisa sebep olmustur. Ayrica, daha once yapilan diger ¢alismalar CAT ve SOD
aktivitelerinin Pb verilen siganlarda belirgin sekilde azaldigini gostermistir (Liu ve ark.,
2010). SOD, siiperoksit anyonunun hidrojen peroksite donilisiimiinii katalize eden bir
enzimler grubudur. Birkag SOD tipinin fonksiyonel gruplar1 bakir / ¢inko, manganez ve
demir gibi gecis metallerinden olusur. SOD, H202 olusumunu siiperoksit radikallerinden ve
hidrojen iyonlarindan Kkatalize eder. GSH-Px'in inhibisyonunda oldugu gibi, Pb varligi
bakir SOD'un aktivitesini diistirmesine neden olur.

Yapmis oldugumuz ¢aligmada, antioksidan savunma sistemlerinden GSH diizeyleri
(Sekil 3.5) ile SOD (Sekil 3.6), CAT (Sekil 3.7), GSH-Px (Sekil 3.8) aktivitelerinde PbA
uygulamasi sonucu meydana gelen diisiisler PbA’in antioksidan sistemi zayiflattigi
seklinde yorumlanabilir. PbA’a baglh olarak meydana gelen bu diisiisler tizerine CH’in her
iki dozunun da artirict yonde etki gosterdigi ve yiiksek dozun daha etkili oldugu
goriilmiistiir. Ancak uygulanan bu dozlarim her ikisi de kontrol grubundaki diizeye
getirmek i¢in yeterli olamamustir.

Bununla birlikte, ratlarin daha diisiik seviyelerde (igme suyunda % 0.1 Pb) daha
uzun siireyle (3 ay) Pb’a maruz kalmalari, karaciger GSH seviyesi ile CAT aktivitesinde
belirgin bir sekilde azaliy, GSH-Px aktivitesinde ise artisa neden olmustur. GSH-Px
aktivitesindeki bu artisin GSH-Px reaksiyonu yoluyla lipid peroksitlerin uzaklastiriimasiyla
ilgili olabilecegi diistiniilmustiir (Flora ve ark, 2003).

GSH-Px, SOD ve CAT, ozellikle metal, ¢inko, bakir ve selenyum gibi eser
metallerin varligina bagli oldugu i¢in toksisiteye karsi 6zellikle hassastir. Hsu ve Guo
(2002) tarafindan, Pb’un bu enzimlerin siilfhidril grubuna geri doniisiimsiiz olarak
baglanabildigi ve bu durumun enzim fonksiyonlarinda aktivite kaybia sebep oldugu
bildirilmistir. CAT hem grubu igeren tetramerik yapiya sahip bir enzim olup, Pb’dan
olumsuz etkilenmektedir. Pb hem sentezinin bir inhibitdrii oldugu i¢in CAT aktivitesini ve
tiretimini diistirmektedir (Patil ve ark., 2006). Pb’un kronik olarak alinmasi, karaciger GSH
seviyelerinde onemli bir azalmaya neden olur (Wang ve ark., 2007).

Ratlar tizerinde yapilan deneyde, Pb 4 hafta boyunca 10, 50 ve 100 mg/canli agirlik
olarak verilmesi sonucunda karacigerde ROS ve MDA seviyelerinin kademeli olarak arttig

DNA hasar1 ve apoptozis sayesinde izlenmistir (Xu ve ark., 2008).
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Liu ve ark., (2012), 75 giin boyunca igme suyu yoluyla 500 mg /L Pb ¢ozeltisi ile
ratlari muamele etmis ve ROS diizeyleriyle iliskili olarak 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-
OHdG) seviyelerinin, Pb ile muamele edilmis siganlarin karacigerinde belirgin bir sekilde
artmis oldugunu goérmiisler ve bunun da DNA'nin karacigerde ROS kaynakli hasarin bir
gostergesi oldugunu diisiinmiislerdir. Pb kaynaklt DNA hasari ve azalmis karaciger RNA
icerigi karacigerde protein sentezi oraninin azaldigini isaret etmektedir (Shalana ve ark.,
2005). Pb ile muamele edilmis ratlarda GSH-Px, GST ve GR aktivitelerindeki diistisler
daha onceki calismalart desteklemektedir, Pb kaynakli hepatotoksisite karacigerde ROS
artistyla kendisini gosteren oksidatif stresle ilgilidir. Zn ve Pb iiretim tesislerinde Pb’a
maruz kalan popiilasyonlar iizerine yapilan bir ¢alismada, Pb seviyesi ile eritrosit ve
l1okosit MDA diizeyleri arasinda pozitif korelasyon oldugu goriilmiistiir (Kasperczyk ve
ark., 2014).

Yapmis oldugumuz calismada, PbA kullanimina bagli olarak ratlarin karaciger
dokusunda MDA diizeyinde artig, enzimatik ve non enzimatik enzim aktivitesinde ise
azalmalar oldugu gorilmustir. Artan MDA ve azalan antioksidan enzim aktiviteleri
tizerine CH’in olumlu etki yaptigi, ancak CH’in her iki dozunun da meydana gelen bu
degisimleri kontrol seviyesine getiremedigi gorilmiistiir.

L-arginin arginaz ve NOS tarafindan ortaklasa kullanilan bir amino asittir. Arginaz
enzimi L-arginini iire ve L-ornitin gevirirken, nitrik oksit sentaz (NOS) ise L-sitriilin ve
NO~’e donistiriir. Renksiz ve son derece zehirli bir gaz olan NO- serbest radikal
olmasindan dolayr yari dmrii ¢ok kisa olup lipofilik 6zellik gostermektedir. Oksijensiz
ortamda oldukga stabildir ve suda erir (Moncada ve ark., 1989; Palmer ve Moncada, 1989).
Disiik konsantrasyonlarda bile, ortamda oksijen varliginda stabilitesini koruyabilen NO-
bilinen en diisiik molekiil agirlikli, reaktif (biyoaktif) memeli hiicresi sekresyon iirtiniidiir
(Grisham, 1997). Diisiik konsantrasyonlarda iken NO: toksik degildir ve ¢ok Onemli
fizyolojik islevlerin gergeklesmesinde rol oynar.

Arginaz karacigerde ¢ok miktarda bulunur, bir dereceye kadar eritrositlerde ve ince
bagirsaklarda ve ¢ok az miktarda bobrek ve beyinde de bulunur. Insan arginazinin
neredeyse sadece karacigerde mevcut olmasi nedeniyle, dolasimdaki karaciger tipi
arginazin, karaciger hasari i¢in daha spesifik bir belirte¢ olarak hizmet etmesi beklenir.
Arginaz enzimi hepatoseliiler hasarin miikemmel bir gostergesidir ve ayni zamanda,

karaciger fonksiyon testlerinden daha iyi bir sekilde prognostik tan1 gostergesidir (Ikemoto
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ve ark., 1989). Ure disinda arginaz, prolin, glutamat ve poliaminler i¢in bir ana bilesik olan
ornitinin biyosentezinde yer alir. Birgok Onemli biyokimyasal yola dahil oldugundan,
arginaz cesitli patolojik siireclerin gelisiminde anahtar rol oynayabilir (Chrzanowska ve
ark., 2009).

Arginaz enziminin kinetik 6zellikleri iizerine yapilan arastirmalarda Pb’un enzim
aktivitesini inhibe ettigi bildirilmistir (Colombo ve Konarska, 1984; Kandemir ve Ozdemir,
2008; Demir ve ark., 2015).

Mevcut caligmada, tire dongiisii enzimlerinden olan arginaz enzim aktivitesinin
kontrol grubu ile CH grubunda aymi diizeyde oldugu gorilmistiir. PbA uygulamasi
arginaz aktivitesinin kontrole oranla diistirmiis ve PbA ile birlikte uygulanan CH’in her iki
dozunun da arginaz aktivitesini artirdigi goriilmistiir. Ancak bu artis kontrol seviyesine
getirmeye yeterli olamamistir (Sekil 3.9) .

Nitrik oksit metabolizmasinin, hem oksidatif stres kaynakli hipertansiyon hem de
Pb kaynakli hipertansiyonun patogenezinde merkezi bir rol oynadig1 gosterilmistir (Vaziri
ve Sica, 2004). Endotel bagimli vazodilatasyon, diiz kas hiicre proliferasyonunun
inhibisyonu, trombosit agregasyonu ve monosit adezyonu igin nitrik oksit seviyelerinin
yeterli olmas1 gerekmektedir (Boger ve Ron, 2005). Endotel gevsetici faktor olarak da
bilinen NO:, ROS tarafindan etkili bir sekilde inaktive edilir (Vaziri ve ark., 1998).
ROS'un, vaskiiler endotel hiicrelerinde nitrik oksidi oksitledigi, bir nitrik oksit eksikligi
yarattig1, lipitlere ve DNA'ya zarar verebilecek oldukga aktif bir ROS olan peroksinitriti
rettigi gosterilmistir (Halliwell, 1997). Glutatyon tiikkenmesi ve Pb maruziyetinin
bagimsiz olarak nitrik oksidi baskiladigi ve hayvan modellerinde hipertansiyona neden
oldugu gosterilmistir (Vaziri ve ark., 2000; Vaziri ve ark., 1997).

Mevcut caligmada karaciger NO- diizeylerinin kontrol ve CH grubunda ayn1 oldugu,
PbA uygulamasinin NO- diizeyini kontrole gore artirdig1 ve bu artis1 azaltmada CH’in her
iki dozunun da etkili oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.10). Calismada arginaz aktivitesinin
diismiis, NO seviyesinin artmis olmasi L-arginini ortak substrat olarak kullanan arginaz ve
NOS arasindaki dengenin NOS tarafina kaydig1 seklinde yorumlanabilir.

Histopatolojik olarak incelendiginde kontrol ve CH gruplarindaki ratlarin karaciger
dokular1 normal histolojik goriiniimdeydi (Sekil 3.11, Sekil 3.12). PbA grubunda
hepatositlerde siddetli diizeyde nekrotik degisiklikler, hidropik dejenerasyon ve
mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 gozlendi (Sekil 3.13). PbA+CH 25 grubunda da
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hepatositlerde siddetli diizeyde nekrotik degisiklikler, hidropik dejenerasyon ve
mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 goriildii (Sekil 3.14). Fakat PbA+CH 50 grubunda
goriilen hepatositlerde goriilen nekrotik degisiklikler ve hidropik dejenerasyonlarin PbA ve
PbA+CH 25 grubuna gore daha hafif diizeyde oldugu belirlendi (Sekil 3.15).

Ratlarda subkronik zehirlenme ile karaciger hasar1 olusturulan bir ¢alismada (Cay,
2012) toksik grubun karaciger doku kesitlerinde apoptotik hiicreler oldugu, hepatositlerin
degisime ugradigi, Kupffer hiicre sayisinda artis oldugu ve histopatolojik hasarlarin
meydana geldigi tespit edilmistir. CH uygulamasinin Kupffer hiicre sayisinda azalma ve
histopatolojik degisikliklerde diizelmeye neden oldugu goriilmiistiir.

Calismamizda PbA’in sebep oldugu histopatolojik degisimlerin yiiksek doz CH
uygulamasi ile (PbA+CH 50) hafiflemeye basladigi tespit edilmistir.
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4. SONUC VE ONERILER

Yapilan ¢alismada, PbA ile karaciger hasar1 olusturulan ratlarda, CH’in antioksidan

etkileri arastirilmistir. Calismada elde edilen sonuclar kisaca asagida belirtilmistir.

1. Calisma sonucunda PbA uygulanan ratlarda karaciger hasarinin gostergesi olarak
serum AST, ALT diizeyleri artmistir. Ayrica serum ALP diizeyi de PbA kullanimina
bagli olarak artis gostermistir. Serbest radikal hasarinin gostergesi olarak karaciger
dokusunda MDA diizeyinde artis ile enzimatik ve non enzimatik antioksidanlarda
azalma gozlenmistir.

2. PbA kaynakli hasar1 gidermek igin verilen CH dozlarinin (25 ve 50 mg kg'*) MDA
seviyesinde azalmaya, CAT, SOD, GSH-Px aktivitelerinde ve GSH seviyelerinde
artisa neden oldugu, boylece CH’in antioksidan 6zellik gosterdigi belirlenmistir.

3. PbA kullanimina bagli olarak NO: diizeyinde artis, arginaz enzim aktivitesinde ise bir
azalma gozlenmistir. CH kullanimina bagl olarak NO:- diizeyinde azalma, arginaz
aktivitesindeki artts CH’in hasara bagli degisiklikleri diizeltmede basarili oldugu
gorilmiistiir.

4. CH’in PbA’m meydana getirdigi karaciger hasarlarin1 azaltmada faydali olabilecegi

kanaatine varilmistir.
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