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OZET

YiGIiT A, Kursun Asetat Maruziyeti Sonucu Olusan Nefrotoksisiteye Kars1 Mirisetin, Kaemferol,
Fisetin ve Galanginin Koruyucu Roliiniin Arastirllmasi, Van Y.Y.U. Saghk Bilimleri Enstitiisii,
Temel Eczaciik Anabilim Dah, Biyokimya Bilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi, Van, 2021. Calismada;
deneysel olarak kursun asetat (LA) indiiksiyonu olusturulmus siganlarda, antioksidan ve antienflamatuvar
etkileri bilinen mirisetin, kaemferol, fisetin ve galangin uygulamasinin bobrek dokusundaki oksidatif stres
ve enflamatuvar yaniti ne dlgiide engelleyebilecegi ortaya konulmaya calisildi. Calismada 70 adet sigan
kullamldi. Siganlar rastgele segilerek 10 gruba ayrildi. Bu gruplar sirasiyla; kontrol, LA (100 mg/kg),
LA+MYC100 (100 mg/kg), LA+MYC200 (200 mg/kg), LA+KMP100 (100 mg/kg), LA+KMP200 (200
mg/kg), LA+FST100 (100 mg/kg), LA+FST200 (200 mg/kg), LA+GLG100 (100 mg/kg) ve LA+GLG200
(200 mg/kg) gruplardir. Calismada kullanilan tiim maddeler 28 giin boyunca her giin gavaj yoluyla verildi.
Caligmanin sonunda tiim hayvanlar anestezi altinda, kardiak punction ile alinan kanlarindan serum elde
edildi, bobrek dokular1 ise ¢ikartildi. Serum orneklerinde iire, kreatinin ve kan {ire azotu miktarlari
otoanalizorde ticari kit kullanilarak bakildi. Bobrek dokularinda ise lipid peroksidasyonunu belirlemek i¢in
malondialdehit (MDA) diizeyi, protein oksidasyonunu belirlemek igin protein karbonil, toplam ve serbest
tiyol diizeyleri, DNA oksidasyonunu belirlemek igin 8-hidroksi deoksi guanozin (8-OH dG) diizeyi,
antioksidan durumu belirlemek igin siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz
(GSH-Px), glutatyon rediiktaz (GSH-Rx), paraoksonaz (PON), aril esteraz (ARE) aktiviteleri ile rediikte
glutatyon (GSH) diizeyi, inflamatuvar yanitin gdzlenmesi i¢in ise nitrik oksit (NOx) ve prostaglandin E;
(PGEy) diizeyleri 6l¢iildii. Calismanin istatistik analizi SPSS v16.0 istatistik program kullanilarak yapildi.
Elde edilen veriler ortalamatstandart sapma seklinde ifade edildi ve p degeri 0.05 ve daha kiigiik olan
veriler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Biyokimyasal parametrelerin degerlendirilmesinde tek
yonlil varyans analizi (ANOVA) ve Tukey testi kullanildi. Kursun uygulasinin bobrek fonksiyon testlerini
bozdugu, bobrek dokusundaki lipid peroksidasyonunu, protein ve DNA oksidasyonunu ve enflamatuvar
yaniti arttirdigi, antioksidan savunma sistemini ise zayiflattigi goriildii (p<0.05). Mirisetin ve fisetin
uygulamasinin ise bobrek dokusundaki oksidatif stresi ve enflamasyonu onledigi gézlemlendi (p<0.05).
Sonug olarak 6zellikle yiliksek dozdaki miristein ve fisetin uygulamalarinin olusabilecek nefrotoksisitenin
Oniine gegebilecegi, kaemferol ve galanginin ise istenildigi kadar koruyucu bir etkiye sahip olmadigi
goriildii. Ancak yine de kursun kullanimi miimkiin oldugunca sinirlandirilmali, sayet kullanilacaksa azami
Olglide gerekli 6nlemler alinarak g¢evreye olan asir1 yayilimi asgari diizeye indirilmelidir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Flavonoidler, Kursun Asetat, Nefrotoksisite, Oksidatif Stres.



ABSTRACT

YiGiT A, Investigation of the Protective Role of Myricetin, Kaempferol, Fisetin and Galangin
Against Nephrotoxicity Caused by Lead Acetate Exposure, Van Y.Y.U. Institute of Health Sciences,
Department of Basic Pharmaceutical Sciences, Biochemistry Science, Master Thesis, Van, 2021. In
this study, it was tried to reveal to what extent the administration of myricetin, kaemferol, fisetin and
galangin, which are known to have antioxidant and anti-inflammatory effects, can prevent oxidative stress
and inflammatory response in the kidney tissue in rats with experimental lead acetate (LA) induction. 70
rats were used in the study. Rats were randomly selected and divided into 10 groups. These groups are
respectively; control, LA (100 mg/kg), LA+MYC100 (100 mg/kg), LA+MYC200 (200 mg/kg),
LA+KMP100 (100 mg/kg), LA+KMP200 (200 mg/kg), LA+FST100 (100 mg/kg), LA+FST200 (200
mg/kg), LA+GLG100 (100 mg/kg) and LA+GLG200 (200 mg/kg) groups. All substances used in the study
were given by gavage every day for 28 days. At the end of the study, serum was obtained from the blood
of all animals taken by cardiac puncture under anesthesia, and kidney tissues were removed. The amounts
of urea, creatinine and blood urea nitrogen in serum samples were measured in an autoanalyzer using a
commercial kit. In kidney tissues, malondialdehyde (MDA) level to determine lipid peroxidation, protein
carbonyl, total and free thiol levels to determine protein oxidation, 8-hydroxy deoxy guanosine (8-OH dG)
level to determine DNA oxidation, superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase
(GSH-Px), glutathione reductase (GSH-Rx), paraoxonase (PON), aryl esterase (ARE) activities and
reduced glutathione (GSH) level, and nitric oxide for observing the inflammatory response. (NOx) and
prostaglandin E, (PGE->) levels were measured. Statistical analysis of the study was performed using SPSS
v16.0 statistical program. Obtained data were expressed as meantstandard deviation, and data with a p
value of 0.05 or less were considered statistically significant. One-way analysis of variance (ANOVA) and
Tukey test were used to evaluate biochemical parameters. It was observed that lead administration impaired
kidney function tests, increased lipid peroxidation, protein and DNA oxidation and inflammatory response
in kidney tissue, and weakened the antioxidant defense system (p<0.05). It was observed that myricetin and
fisetin administration prevented oxidative stress and inflammation in kidney tissue (p<0.05). As a result, it
was observed that especially high-dose myristein and fisetin applications could prevent nephrotoxicity,
while kaemferol and galangin did not have a protective effect as desired. However, the use of lead should
be limited as much as possible, and if it is to be used, necessary precautions should be taken to the maximum
extent and its excessive release to the environment should be minimized.

Key Words: Antioxidant, Flavonoids, Lead Acetate, Nephrotoxicity, Oxidative Stress.
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1. GIRIS

Kursun, yerkabugunun en yaygin besinci elementi olup dogal olarak
olusmaktadir. Oldukca zehirli bir agir metaldir. Ayrica bitki, hayvan, su, hava ve toprakta
hem serbest hem de bilesik halinde yer alir. Kursunun birgok fiziksel 6zelligi, endiistriyel
Olcekte kullanim alanini artirmaktadir. Gegmiste ve giiniimiizde, kursunun diger kullanim
alanlar1 kursunlu benzin, boya, seramik, su borulari, lehim, kozmetik, sa¢ boyalari, ¢iftlik
ekipmanlar ile ugak, rontgen makineleri ve binada kullanilan korozyon ve asit direncli
malzemelerin liretimini i¢ine alir. Boya ve benzinde kullanimi artik yasak olmasina
ragmen, toprakta kisa slirede yikimlanmamasi nedeniyle 6zellikle yakitlardan ileri gelen
kursuna canlilarin maruziyeti hala devam etmektedir. Kursun kaynakli toksisite genel
olarak kursunla kontamine i¢gme suyu, gida, boya, bitkisel ilaclar, benzin katki maddeleri,
icme suyu borulari, halk saglig: ilaclar1 vb. bilesiklere maruziyet sonucu ortaya ¢ikar

(Hermes-Lima ve ark., 1991).

Kursuna maruziyet, baslica agiz ve solunum yoluyla ger¢eklesmektedir. Emilen
kursun, viicutta kanla 6zellikle dokulara ve kalsiyumunkine benzer bir mekanizma ile
kemige girer. Ayrica merkezi sinir sistemi, bobrekler, karaciger ve kalbi de etkiler.
Emilen kursun karacigerde konjuge forma doniisiir ardindan bobreklere gegerek diisiik
oranda atilir. Yiiksek oranda ise gesitli organlarda birikim 6zelligi gosterir (Hermes-Lima
ve ark., 1991).

Kursun, proteinlerin siilfidril gruplarina baglanarak merkezi ve ¢evresel sinir
sistemi ile bobrek ve vaskiiler sistemi de etkiler. Organlara yonelik ¢oklu etkilerinin yani
sira ayni zamanda oksidatif strese de yol agmaktadir. Oksidatif stres olusturma
mekanizmalari, hiicre zarina kursunun dogrudan etkisi, kursun-hemoglobin etkilesimi,
gama-aminolevulinik asitin yol agtig1 serbest radikal iiretimi ve hiicresel antioksidan
savunma sistemine miidahalesi seklinde Ozetlenebilir. Ayn1 zamanda, glutasyonla da
birleserek oksidatif strese sebep olur. Ek olarak, stilfidril igeren enzimleri inhibe eder ve
enzim aktivitelerinde rol alan metallerle etkilesime girer. Biitiin bu reaksiyonlar, lipid
oksidasyonuna yol acar; zar akiskanligini ve yag asit kompozisyonunu degistirir (Rogers

ve ark., 1971; Calderon-Salinas ve ark., 1993; Gurer ve Ercal, 2000).



Literatiirde gerek kursuna gerekse diger agir metallere maruziyet sonucunda
ortaya cikan oksidatif stresin Onlenebilmesi icin ¢esitli flavonoidler ve flavonoidlerce
zengin bitki ekstraktlar1 denenmis ve bunlardan bazilarindan olumlu sonuglar alinmastir.
Ancak kursun asetat intoksikasyonu sonucunda olusan oksidatif strese karsi giiclii
antioksidan Ozellikleri oldugu bilinen mirisetin, kaemferol, fisetin ve galanginin

koruyucu etkileri arastirilmamustir.

Mirisetin, flavonol grubu bir molekiildiir. Bu molekiiliin hiicreleri serbest
radikallerle olusan hiicre hasarindan korudugu ¢esitli arastirmalarda ortaya konmustur.
Mirisetin’in antioksidan Ozeliginin yani sira, anti-kanser, anti-diyabetik ve benzeri
terapotik olabilecek Ozellikleri oldugu da bildirilmektedir (Ong ve Khoo, 1997).
Kaemferol, brokoli, lahana, fasulye, hindiba, pirasa, domates, ¢ilek, liziim ve cay gibi
rutin gidalarla alinan bir¢ok bitkinin i¢inde bol miktarda bulunan bir flavonoidtir (Dabeek
ve Marra 2019). Fisetin, benzersiz bir flavanoid tiirevi olup 6zellikle ¢ilek, mango, elma,
liziim, sogan ve salatalik olmak tizere pek c¢ok meyve ve sebzede az miktarda
bulunmaktadir. Fisetinin antikanser, anjiogenez inhibisyonu ve antiallerjik olmak {izere
bir¢ok farmakolojik 6zelligi tespit edilmistir. Ayn1 zamanda hem glikojenolizisi hem de
glukoneogenezi baskilayarak antidiyabetik potansiyeli oldugu in vitro gosterilmistir.
Fisetin iskemi ve oksidatif stres gibi toksik uyarilardan sinir hiicre kiltiirlerini
korumaktadir. Direkt antioksidan kapasitesinin yanisira major intraseliiler antioksidan
olan glutatyon seviyesini de artirmaktadir (Lu ve ark., 2005; Bhat ve ark., 2012; Goh ve
ark., 2012). Galangin en etkili antioksidatif flavonoidlerden birisi olup birgok biyolojik
aktivide rol almaktadir. Cesitli in vitro ve in vivo calismalarda galanginin g¢esitli
mutajenlerin DNA’ya baglanmasini veya DNA’y1 metillemesini azaltarak antigenotoksik
etki gosterdigi belirtilmistir (Heo ve ark., 2001).

Yapilan bu calismada deneysel olarak kursun asetat indiiksiyonu olusturulmusg
sicanlarda, antioksidan ve antienflamatuvar etkileri bilinen mirisetin, kaemferol, fisetin
ve galanginin uygulamalarinin bébrek dokusundaki oksidatif stres ve enflamatuvar yaniti

ne Ol¢iide engelleyebilecegi ortaya konulmaya calisilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Agir Metaller

Agir metal terimi genel olarak kirletici ve yiiksek oranda toksikolojik veya
ekotoksikolojik potansiyele sahip metalleri ve yar1 metalleri (metaloid) i¢ine alan bir
grup metal i¢in kullanilmaktadir. Bu kapsamdan dolay1 agir metal olarak kabul edilen
elementler s6z konusu oldugunda, gergekte birbirlerinden oldukga farkli 6zellikleri olan

elementler toplulugu anlatilmak istenmektedir (Buha ve ark., 2021).

Literatiirdeki agir metal tanimlar1 incelendigi zaman yogunluk, atom agirligi,
atom numarast ve diger kimyasal Ozelliklere gore cesitli agir metal tanimlari
bulunmaktadir. Yogunluga gore yapilan tamimlarda; en diisiik 3.5 g/cm® den baslamak
lizere 7 g/cm?® ve iizeri yogunluga sahip elementlerin agir metal oldugunu belirten pek
cok farkli agir metal tanimi bulunmaktadir. Atom agirli§ina gore yapilan tanimlarda ise;
“atom agirlig1 sodyumdan biiylik olanlar” veya “atom agirhigi 40’dan biiyiikk olan
metaller agir metaldir” seklinde tanimlar bulunmaktadir. Eger atom agirligi sodyumdan
fazla olan metaller agir metal olarak kabul edilirse, agir metaller magnezyum
elementinden itibaren baslamakta, atom agirligi 40’dan fazla olan elementler agir metal
olarak kabul edilirse, agir metaller skandiyum elementinden itibaren baslamaktadir.
Atom numarasina gore yapilan tanimlarda ise; “atom numarasi kalsiyumdan fazla olan
metaller”, “atom numarasi1 20 den fazla olan metaller” ve ‘“atom numaras1 21
(skandiyum) ila 92 (uranyum) arasinda olan metaller agir metal olarak kabul
edilmektedir” seklinde tanimlar bulunmaktadir. Agir metallerin skandiyumdan
itibarennbagladigini belirten tanimlar kabul edildiginde ise, bu durumda yogunlugu 3
g/cm3’iin altinda olan elementler de agir metal kategorisine girmektedir (Buha ve ark.,
2021).

Literatiirde pek ¢ok agir metal tanim1 olmasina karsin, giiniimiizde agir metaller
icin herkes tarafindan kabul edilmis ve fikir birligine varilmis tek bir tanim
bulunmamaktadir (Balali-Mood ve ark., 2021). Duffus agir metal terimini yanlis
kullanilan ve anlamsiz bir terim olarak kabul etmekte ve bu nedenle periyodik tablo
temelli olarak yeni bir metal siiflandirilma yapilmasi gerektigini bildirmektedir (Buha
ve ark., 2021).



Agir metaller yer kabugunun dogal bilesenleri olup bozunmayan ve yok
edilmeyen bilesiklerdir (Rahman ve ark., 2019; Wu ve ark., 2019; Sall ve ark., 2020).
Agir metallerin genellikle yer kabugunun derinliklerinde bulunmalarindan dolay,
dogal yollar ile canlilara gegme olasiligi azdir. Ancak insan faktorii nedeni ile bu
durum giiniimiizde tamamen ortadan kalkmig ve agir metaller ekosistemin her
tarafinda bulunur hale gelmistir (Wu ve ark., 2019; Sall ve ark., 2020). Son yiiz yil
icerisinde  madencilik faaliyetlerinin siirlandirilmamis olmasi, fosil yakitlarin
kullanilmasi, sanayi Ve endiistriyel faaliyetlerin artmasi, bu faaliyetlerde agir metallerin
kullanilmasi ve agir metal i¢eren atiklarin dogrudan veya islem gordiikten sonra dogaya
verilmesi gibi insan faktoriinden kaynaklanan nedenlerle biyosferde biiyiik oranda agir
metal kirliligi gergeklesmektedir. Bugiiniin endiistri toplumunda toksik kimyasallara ve
agir metallere maruz kalma kaginilmaz hale gelmistir. Agir metallerin yasama olan
tehditleri her gegen giin artmaktadir. Ciinkii her yil c¢evreye eklenen agir metal
kirliliginin toksisite toplami, tiim organik ve radyoaktif atiklarin birlesiminin toksisite
toplamin1 gegmektedir (Pan ve ark., 2018; Fu ve ark., 2020). Atmosfere giren agir
metaller uzak mesafelere tasinabilmekte ve bazi formlari canlilarin yasamini tehdit
etmektedir (Rahman ve ark., 2019; Wu ve ark., 2019; Sall ve ark., 2020).

Bazi agir metalleri de igine alan gesitli elementler canlilarin yagamlarin1 devam
ettirilmesi icin mutlaka gereklidirler (Pan ve ark., 2018; Fu ve ark., 2020). iz element
olarak ta adlandirilan bu metaller/elementler veya bazi formlar1 sebze, meyve, gida
maddeleri ve ticari olarak satilan multi-vitamin iiriinlerinde bulunmaktadir (Bjerklund
ve ark., 2019; Fu ve ark., 2020). iz elementlere 6rnek olarak demir, ¢inko ve bakir
verilebilir. Cinko pek ¢ok enzim icin kofaktor olarak goérev alirken, demir de
aneminin onlenmesinde rol oynamaktadir. Normal sartlarda bu metaller canlilarda
diisik miktarlarda bulunurlar (Cao ve ark., 2015). Bununla birlikte yiiksek
konsantrasyonlarda canlilar igin toksik olabilirler (Amadi ve ark., 2019). Kursun,
kadmiyum ve civa gibi agir metaller ise herhangi bir biyolojik rolii olmayan ve
diisiik konsantrasyonlarda bile canlilar i¢in toksik olan metallerdir (Cao ve ark., 2015;
Bjerklund ve ark., 2019; Fu ve ark., 2020).

Agir metaller yer kabugunun dogal bilesenleri olup bozunmayan ve yok

edilmeyen bilesiklerdir (Wu ve ark., 2019; Sall ve ark., 2020). Agir metallerin genellikle



yer kabugunun derinliklerinde bulunmalarindan dolayi, dogal yollar ile canlilara
gegme olasiligi azdir. Ancak insan faktorii nedeni ile bu durum giiniimiizde tamamen
ortadan kalkmis ve agir metaller ekosistemin her tarafinda bulunur hale gelmistir
(Rahman ve ark., 2019; Wu ve ark., 2019; Sall ve ark., 2020). Son yiiz yil igerisinde
madencilik faaliyetlerinin sinirlandirilmamis olmasi, fosil yakitlarin kullanilmasi, sanayi
ve endiistriyel faaliyetlerin artmasi, bu faaliyetlerde agir metallerin kullanilmasi ve agir
metal igeren atiklarin dogrudan veya islem gordiikten sonra dogaya verilmesi gibi insan
faktoriinden kaynaklanan nedenlerle biyosferde biiyiik oranda agir metal kirliligi
gerceklesmektedir. Bugiiniin endiistri toplumunda toksik kimyasallara ve agir metallere
maruz kalma kaginilmaz hale gelmistir. Agir metallerin yasama olan tehditleri her gegen
giin artmaktadir. Ciinkii her yil gevreye eklenen agir metal kirliliginin toksisite toplami,
tim organik ve radyoaktif atiklarin birlesiminin toksisite toplamini gegmektedir
(Bjerklund ve ark., 2019; Fu ve ark., 2020). Atmosfere giren agir metaller uzak
mesafelere taginabilmekte ve bazi formlart canlilarin  yasamini tehdit etmektedir
(Rahman ve ark., 2019; Sall ve ark., 2020).

Baz1 agir metalleri de igine alan gesitli elementler canlilarin yasamlarini devam
ettirilmesi icin mutlaka gereklidirler (Bjorklund ve ark., 2019; Fu ve ark., 2020). iz
element olarak ta adlandirilan bu metaller/elementler veya bazi formlar1 sebze,
meyve, gida maddeleri ve ticari olarak satilan multi-vitamin iirtinlerinde bulunmaktadir
[9]. iz elementlere 6rnek olarak demir, ¢inko ve bakir verilebilir. Cinko pek ¢ok
enzim i¢in kofaktor olarak goérev alirken, demir de aneminin 6nlenmesinde rol
oynamaktadir. Normal sartlarda bu metaller canlilarda diisiik miktarlarda bulunurlar.
Bununla birlikte yiiksek konsantrasyonlarda canlilar i¢in toksik olabilirler (Rahman ve
ark., 2019; Sall ve ark., 2020). Kursun, kadmiyum ve civa gibi agir metaller ise
herhangi bir biyolojik rolii olmayan ve diisiik konsantrasyonlarda bile canlilar igin
toksik olan metallerdir (Bjerklund ve ark., 2019).

Agir metaller metabolize edilemedikleri ve biyobirikim egilimleri olduklari igin
tehlikelidirler (Bjerklund ve ark., 2019; Fu ve ark., 2020). Biyobirikim terimi zamanla
bir  organizmada bir kimyasal konsantrasyonunun, kimyasalin dogadaki
konsantrasyonuyla karsilagtirildiginda artmasi olarak ifade edilmektedir. Biyobirikimin

nedeni bilesigin organizmaya alinmasmnin ve depolanmasinin, metabolize edilmesi



veya atilmasindan daha hizli olmasindan kaynaklanmaktadir (Bjerklund ve ark., 2019).
Meslekleri geregi agir metallere maruz kalan insanlar harig, canlilarin ve insanlarin
agir metallere maruz kalmalarindaki ana yol kontamine olmus su ve besinlerin alinmasi
yani besin zinciridir (Mathew ve ark., 2016; Wu ve ark., 2016; Mishra ve ark., 2017).
Agir metaller ayrica solunum ve deri yolu ile de organizmaya gegebilmektedirler (Wu
ve ark., 2016; Mishra ve ark., 2017).

Agir metallere maruz kalma bir c¢evresel stres faktorii olarak ta
degerlendirilebilir. Agir metal stresi ve toksisitesi hemen hemen tim fizyolojik
mekanizmalar iizerine ¢oklu dogrudan ve dolayli etkilere sahiptir (Mathew ve ark.,
2016; Wu ve ark., 2016). Agir metal toksisitelerinin patofizyolojisi genel olarak
benzerdir (Shahid ve ark., 2014). Toksik metaller tarafindan olusan hasarin ¢ogu sebep
olduklar1 oksidatif serbest radikallerin artisindan kaynaklanmaktadir (Shahid ve ark.,
2014; Mirkov ve ark., 2020). Bu hasarlar artan lipit peroksidasyonunu, DNA hasarini
ve protein siilfidril gruplarinin oksidasyonunu igermektedir (Shahid ve ark., 2014).
Agir metaller pro- oksidan/antioksidan dengesini degistirmekte ve proteinlerin
stilfidril gruplarina karsi yiiksek affinite gostermektedirler. Siilfidril gruplarmna
baglanmalar1 sonucu agir metaller glutatyon metabolizmasinin, ¢esitli enzimlerin ve
hormonlarin fonksiyonlarimin inhibisyonuna yol agarlar (Shahid ve ark., 2014; Mirkov
ve ark., 2020).

Genel olarak agir metaller norotoksik, nefrotoksik, fetotoksik ve teratojenik
etkileri olan sistemik toksinlerdir (Bjerklund ve ark., 2019; Fu ve ark., 2020). Hemen
hemen biitiin organlar agir metal toksisitesinden etkilenmektedir. Ancak, genel olarak
merkezi sinir sistemi (MSS), ¢evresel sinir sistemi (CSS), hematopoietik, bobrek, mide
barsak kanali, kardiovaskiiler sistem daha biiyiikk oranda etkilenirken, iskelet-kas
sistemi ve tlireme sistemi daha az oranda etkilenmektedir. Organlarin bu toksisiteden
etkilenme dereceleri metalin tiiriine, bireyin yasma ve maruz kalinan doza gore
degismektedir (Sall ve ark., 2020). Agir metaller metabolik mekanizmalar1 degistirerek,
ndrotransmitter iiretimi ve kullanimini etkileyerek, mental ve ndrolojik fonksiyonlar
zayiflatarak, davranig yapisint dogrudan etkileyebilirler. Toksik metaller alerjik
reaksiyonlar1 artirabilir, genetik mutasyonlara neden olabilir, biyokimyasal

reaksiyonlar i¢in gerekli olan faydali iz elementleri ile yarisabilir ve antibiyotik



olarak rol alip faydali bakterileri 6ldiirebilirler. Agir metallerin biyolojik yar1 omiirleri
oldukga uzundur ve bazi agir metaller karsinojenik etkiye sahiptirler. Pek cok agir
metal, plasentaya ve anne siitiine gegebilir ve dolayis1 ile ¢ocuklarda da ciddi
davranig, entelektiiel ve gelisim bozukluklarina yol agabilirler (Shahid ve ark., 2014;
Mirkov ve ark., 2020). Cocuklar agir metallerin toksisitesine daha duyarlidir.
Inorganik kursun tuzlari viicuda besin veya solunum yolu ile girmektedir.
Yetiskinlerde besin ile alinan kursunun yaklasik % 10’u absorbe edilirken, ¢ocuklarda
bu oran % 50 olabilmektedir (Bjerklund ve ark., 2019; Fu ve ark., 2020).

Endiistriyel faaliyetlere ilaveten alasim, lehim, pestisit spreyleri, bakir borular,
pisirme kaplari, sigara dumani, dis dolgulari, lateks boyalar, piller, elektrokaplama,
celik imalat1 ve kozmetikler agir metal kaynagidirlar. Agir metal zehirlenmelerinde ilk
belirtiler bulantidir. Bulant1 ile birlikte bas agrisi, yorgunluk, kas agrisi, hazimsizlik,
titreme, kabizlik, anemi, beniz sariligi, bas donmesi ve koordinasyon bozuklugu agir
metal zehirlenmesindeki erken belirtilerdir. Toksisite artik¢a belirtilerin siddeti de
artmaktadir (Shahid ve ark., 2014; Bjerklund ve ark., 2019; Mirkov ve ark., 2020).
Deneysel calismalar agir metallerin ¢esitli immiin sistem parametrelerini etkiledigi
ve enfeksiyonlara, otoimmiin hastaliklara ve alerjik cevaplara karsi duyarliliga neden
oldugunu gostermektedir (Shahid ve ark., 2014; Mirkov ve ark., 2020).

2.2. Kursun

Kursun yer kabugunda dogal olarak bulunan mavimsi gri renkte agir bir metaldir.
Dogada nadiren metal halinde bulunan kursun, daha ¢ok iki ya da daha fazla elementle
biraraya gelerek kursun bilesiklerini olusturur. Genellikle ¢inko, giimiis ve bakir
madenlerinde bulunur ve bu metallerle birlikte ¢ikarilir. Cikarilmasi ve islenmesi kolay
oldugundan, dogada yaygin olarak bulundugundan ve g¢esitli alasimlar meydana
getirebilme 6zelliginden dolay1 tarihte bilinen ve kullanilan en eski metallerden biridir.
Bununla birlikte korozyon direnci, yogunlugu, diisiik erime sicakligi, kursun ve kursun
bilesiklerinin kolay sekillendirilebilir olmas1 nedeniyle modern endiistride de 6nemli bir
yeri vardir (Willers ve ark., 1988; Morisi ve ark., 1992; Mulware ve ark., 2013; Panchal
ve ark., 2021).

Kursunun atomik agirligi 207.19°dur. 1 pg kursun 0.004826 umol’dur (Baxter ve
ark., 1915). Kursunun dogada dort adet kararli izotopu bulunur; 24Pb, 2°%Pb, 207Ph ve



208pp, Kursun izotoplarndan sadece bir tanesi (***Pb) radyoaktif bozunma sonucu
olusmaz. Diger kursun izotoplari ise radyoaktif bozunma sonucu olusur. Uranyum serisi
bozunmanin son iiriinii 2°°Pb, toryum serisi bozunmanmn son {iriinii 2°®Pb ve aktinyum
serisi bozunmanm son iiriinii 2°’Pb’dur. Farkli kursun 6rneklerinde bu dort kararl
izotopun bolluk oranlart degismektedir. Bu nedenle kursunun farkli izotoplari arasinda
sabit bir oran yoktur. Bu oran kursun 6rneginin hangi jeolojik kaynaktan alindigina bagh
olarak degismektedir. Kursunun yogunlugu 11.3 g/cm?, kaynama noktas1 1740°C, erime
noktasi ise 327.5°C’dir. Metalik kursunun suda ¢6ziinmesi zordur ancak nitrik asit ve
konsantre siilfiirik asitte ¢oziiniir (Osman ve ark., 1998; Cheema ve ark., 2020).

Kursun periyodik tablonun IVA grubunda yer alir (Osman ve ark., 1998).
Kursunun goriiniimii bilesiginin fiziksel yapisina gore degisiklik gosterir. Kursun +2
ya da +4 degerlikli olarak bulunur. Inorganik kursun bilesikleri genellikle +2 degerlikli
kursun igerir. +2 degerlikli kursunun kimyasal 6zellikleri grup 2 metallerine (berilyum,

magnezyum, kalsiyum, stronsiyum ve baryum) benzemektedir (Sun ve ark., 2002).
2.2.1. Kursun Uretimi

Inorganik Kursun Uretimi

Diinya madenlerinde yilda yaklasik 3 milyon ton kursun iiretilmektedir.
Madenlerden ¢ikarilan kursunun ficte ikisinden fazlasi Cin, Avusturalya, Birlesik
Devletler ve Peru’da iiretilmektedir (Sun ve ark., 2002). Kursunun geri dontistiirildigii
de diisiiniiliirse diinyada kursun tiiketiminin ¢ok fazla oldugu goriilecektir. 2001 ve 2004
yillart arasinda toplam kursun tiiketimi 6.5 milyon tondan 7.0 milyon tona gikmistir
(Flora vev ark., 2012).

Siilfiir minerali galen (PbS), onun oksitlenmis tirtinleri olan seriisit (PbCO3) ve
anglezit (PbSO4) kursunun en sik rastlanan cevherleridir. Bu minerallerden en 6nemlisi

ise galendir (Mudipalli ve ark., 2007).
Organik Kursun Uretimi

Endiistriyel 6nemi olan organik kursun bilesikleri sadece tetra metil kursun
(Me4Pb) ve tetra etil kursun (EtaPb)’dur. Her iki bilesigin de suda ¢oziiniirligi disiiktiir
ve her iki bilesik de oldukca lipofiliktir. Tetra metil kursunun yogunlugu 1,99 g/cm?,
erime noktasi -28°C, kaynama noktas1 110°C, buharlasma basinci ise 0.03 kPa’dir. Tetra

etil kursunun yogunlugu 1,66 g/cm?, erime noktas1 -137°C, kaynama noktas1 198°C,



buharlagsma basinci ise 0.03 kPa’dir (Hirsch ve ark., 2010).

Birgok iilkede MesPb ve tetra EtsPb’un benzinde katki maddesi olarak kullanimi
biiyiikk Ol¢iide azalmistir ancak Afrika gibi bazi iilkelerde kursun igeren benzinin
kullanimi devam etmektedir. 1970°li yillarin baslarinda sadece Amerika Birlesik
Devletleri’nde yilda benzine yaklagik 250000 ton kursun eklenmistir (Needleman,
2004).

2.2.2. Kursun Maruziyetinin Kaynaklari

Gizli ve kalict bir toksik metal olan kursun dogada yok edilememektedir.
Kursun 6nemli ve yaygin bir gevresel kirleticidir. Bu nedenlerle kursunun neden

oldugu Kirlilik populasyonu genis olgiide etkilemektedir (Chandran ve Cataldo, 2010).

Kursun ¢evreye madenlerden ve fabrikalardan yayilabilmektedir. Ozellikle islek
oto yollarmn, eski evlerin, madenlerin, kursun arsenatin pestisit olarak kullanildig: eski
meyve bahgelerinin, endiistri bolgelerinin, elektrik santrallerinin, ¢op firmlarinin ve
zararli atiklarin bulundugu bolgelerin yakinlarinda toprakta yaygin olarak kursun
bulunur. Kursun bir kez topraga diistiikten sonra toprak zerrelerine sikica yapisir ve
topragin st yilizeyinde kalir. Bu nedenle ge¢mis tarihlerde benzin, ev boyalar1 ve
pestisitlerde kullanilan kursun, toprakta bulunan kursun miktarini 6nemli OGlgiide
etkilemektedir (Rosin, 2009).

Toprak yagmur sular ile tasindiginda, az miktarda da olsa kursun nehirlere ve
gollere karisabilir. Insanlar soluduklar1 hava, ictikleri su, yedikleri yiyecekler veya
yuttuklar1 toz ve kir zerrecikleri ile kursuna maruz kalabilmektedir (Kumar ve Scott
Clark, 2009).

Bazi mesleklerde ¢alisan isgiler yiiksek dozda kursuna maruz kalir. Cephane, pil,
levha, lehim, baz1 bronz ve pring su tesisatlari, seramik cila, astar, radyasyon zirhi,
devre levhasi, akii, tel ve kablo, jet tribiin motorlari, askeri izleme sistemleri gibi
ekipmanlar, damar igi pompalari, bazi ameliyat malzemeleri ve yap1 kaplamalari
iiretiminde ¢alisan isciler kursuna maruz kalmaktadir. Insaat iscilerinin de yiiksek
oranda kursuna maruz kalma risklerinin oldugu bilinmektedir (Gottesfeld ve Pokhrel,
2011).



Kursun igeren boyalar ¢ocuklar igin kursuna maruziyetin ana kaynagidir
(Rusyniak ve ark., 2010). Bu boyalar bozulduk¢a kursun havada tasinmaya baslar,
topraga ve tozlara bulasir (Rusyniak ve ark., 2010; Gottesfeld ve Pokhrel, 2011).
Cocuklar i¢in, kursun iceren topraga ve ev tozlarina maruziyet de 6nemli Olgiide
zararlidir. Cocuklar kursun igeren topraga ve ev tozlarina sindirim yoluyla maruz
kalirlar. Kan kursun diizeyleri agik alandan g¢ok kapali alanda toza maruziyet ile
yakindan iligkilidir (Rusyniak ve ark., 2010).

Bir populasyon c¢alismasina gore, yakin zamanda yenilenme veya onarim
yapilan evlerde yasayan ¢ocuklarin yiiksek kan kursun diizeyine sahip olma olasiligi
boyle bir uygulama yapilmayan evlerde yasayan ¢ocuklara gore 1.3 kat daha fazladir
(Rusyniak ve ark., 2010; Gottesfeld ve Pokhrel, 2011). Bu olasilik 1s1 tabancasi ile boya
cikarilan evlerde yasayan ¢ocuklar i¢in daha da fazladir (Kumar ve Scott Clark, 2009;
Rusyniak ve ark., 2010; Gottesfeld ve Pokhrel, 2011).

feme suyu da 6nemli bir kursuna maruziyet kaynagidir. Evlerde kursun borular
kullaniliyorsa 6zellikle igme suyu asidik oldugunda kursun igerebilmektedir (Rusyniak
ve ark., 2010; Gottesfeld ve Pokhrel, 2011).

Kursunla sirlanmig seramiklerde de kursun bulunur. Kursun bazli boyalar ile
boyanmis veya kursun igeren sirla kaplanmis kaplarda yenen ya da saklanan yemekler
onemli Ol¢iide kursun igerir. Bir ¢alisma kursun igeren sirla kaplanmis kaplarda
saklanan yemegin tiiketilmesinin yiiksek kan kursun diizeyi ile baglantili oldugunu
gostermistir (Kumar ve Scott Clark, 2009; Rusyniak ve ark., 2010; Gottesfeld ve Pokhrel,
2011).

Sigara dumani, kursunla lehimlenmis konserve kutularinda bulunan yemekler,

oyuncaklar, beslenme kaplari, ¢ocuklarin kullandig1 siis esyalar1 da onemli 6lgiide
kursun icermektedir (Rusyniak ve ark., 2010; Gottesfeld ve Pokhrel, 2011).

Hindistan, Cin ve Asya’nin bazi bdlgelerinden getirilen bitkisel ilaglar
potansiyel kursun kaynagi olabilmektedir. Asya’nin giineyinde iiretilen bazi bitkisel
tirtinlerin  5-37 000 pg/g kursun icerdigi gosterilmistir (Rosin, 2009). 1978 ile 1979

yillar1 arsinda, Amerika Birlesik Devletleri ve diger iilkelerde 55 tane akut kursun
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zehirlenme vakasi ayurvedik ilaglarin sindirim yoluyla alinmas: ile dogrudan
baglantilidir (Gracia ve Snodgrass, 2007; Rosin, 2009). Bazi sa¢ boyalari, kozmetik
rtinler de kursun igermektedir (Gracia ve Snodgrass, 2007; Rosin, 2009; Jomova ve
Valko, 2011).

2.2.3. Kursunun Toksikokinetigi

Emilim: Inorganik kursun esas olarak akcigerler ve gastrointestinal sistem tarafindan
emilen birikici bir bilesiktir; organik kursun disinda deriden emilim oldukga diisiik
diizeydedir. Boyada bulunanlar gibi inorganik kursun bilesikleri cilde uygulandiginda
az miktarda deriden gecis vardir. Aksine, benzinde bulunan organik (tetraetil) kursun,
deri yoluyla emilebilir. Solunum yolu endiistrilerde ¢alisanlarin maruz kalmasina yol
acan en énemli yoldur ve inhale edilen kursunun %4-50’si kan dolasimina geger.
Solunum yoluyla emilmede oOncelikle partikiil biyiikligii o6nemlidir. Partikiil
biytikliigi kiiglikse oran %100’e yaklasir. Alinan kursunun yaklagik %30-40’1 kan
dolasimina geger. Diyetle alinanin yaklasik % 10’u emilir (Sakai, 2000; Sanborn ve
ark., 2002; Papanikolaou ve ark., 2005; Patrick, 2006). Kursunun mide-barsak emilimi
yavrularda erginlere gore daha yiiksektir. Mide-barsak emilimi ve tutulma
gastrointestinal boslugun yapis1 ve kompozisyonu, yas ile diyetteki demir igerigine
(kisinin beslenme durumu) ve ortamin kimyasma bagli olarak degisir. Bazi diyet
bilesenleri (askorbik asit, amino asitler, D vitamini, protein, yag ve laktoz gibi)
kursunun ¢oziiniirligiini boylece emilimini arttirir.  Ayrica bagirsaktan emilimde
demir, kalsiyum, fosfor veya ¢inko alimmin diisiik oldugu durumlarda artis goriiliir.
Kursunun toplam viicut igeriginin emilimini smirlandiran bir mekanizmasi1 yoktur

(Papanikolaou ve ark., 2005; Furst, 2002; Ros ve Mwanri, 2003; Alissa ve Ferns, 2011).

Dagilim: Emiliminden sonra kursun kanda eritrositlerde toplanir, plazmada ise % 1’den
daha az konsantrasyonlarda bulunur. Eritrositlerdeki bu yiiksek kursun yiizdesi albumin
icin yiiksek kursun afinitesi ile agiklanabilir. Bu protein i¢in ¢inkodan 20 kat daha
yiiksek duyarhiliga sahiptir. Sonug¢ olarak, albiimininde ¢inkonun yerini alabilir ve
islevini engelleyebilir. d-aminolevulinik asit dehidrataz (ALAD), eritrosit kursununun
yaklasik % 80’ini baglasa da aktivitesi siirhidir ve eritrositlerdeki kursun seviyeleri
yiikselmeye devam ederse bu metale yiliksek duyarlilik gosteren pirimidin 5'-

niikleotidaza yani baska bir yapiya baglanir (Bergdahl ve Skerfving, 2008; Gonick,
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2011). Toksik ajanlarin gogunlugunun aksine kan sadece kursun tagima yolagi degil ayni
zamanda zehirliligin degerlendirilmesi i¢in kritik yapiyr temsil eder. Birgok organa
dagilir ve bobrekler ile viicut yiikiiniin %90’ nindan fazlasini olusturan kemiklerde
birikir. Beyin ve bdbreklerde, sitoplazmik kursun baglayici protein 5 kDa agirliginda
tiyosin 4 bulunur (Gonick, 2011; Matovic ve ark., 2015). Bu sebeple tam kanda 6l¢iilen
kursun diizeyi, maruziyetinin ana belirtegleri degildir. Kan kursun diizeyi toplam viicut
yiikiintin % 1-5’ini olusturur ancak viicutta cogu zaman kemik ve diger kalsifiye
dokularda birikir. Siire kemik i¢in 30 yil ve trabekiiler kemik i¢in on yila yakindir.
flerleyen dénemlerde kemikten salinir ve bu kan kursun kaynagi olarak gorev yapar ve
kardiyovaskiiler sisteme, noral dokulara ve bobreklere gegisinde rol alir (Rosin, 2009;
Lamas ve ark., 2016). Plazma kursun konsantrasyonu hedef organlardan (yani beyin,
akcigerler, dalak, renal korteks, dis ve kemiklerdekinden) daha diisiiktiir. Kandan
yumusak dokulara kursun ge¢is kinetigi uzundur ve yaklasik 4 ila 6 hafta siirer. Stirekli
maruziyet durumunda kandaki kursun 35 giinde yumusak dokuda, 40 giinde ise
kemiklerde yiiksek yogunluga ulasir (Miller ve ark., 1983; Papanikolaou ve ark., 2005).

Metabolizma ve Atilim: Konsantrasyonu oldukga diisiik olmasina ragmen plazmadaki
kursunun, viicut kursun yikiiniin aktif merkezi oldugu ve kursun metabolizmasinda
onemli bir rol aldig: bilinmektedir. Serumdakinin yari 6mrii maruz kalma siiresine bagl
olarak degisir ancak genellikle 30 giindiir ve idrar/safra i¢inde atilir. Kan kursun diizeyi
sadece maruz kalma belirtecidir ve mutlak doku hasarini yansitmaz. Kan
seviyelerindeki azalmalar kismen dokulara gecis ve kemige yeniden dagilimdan
kaynaklanir. Yumusak dokularda yaklasik 40 giinliik bir yar1 6mre sahiptir. Yetiskinler
akut maruziyetin ardindan birka¢ hafta i¢inde ¢ogunlugunu salgilarlar, ancak gencler
daha uzun bir siire daha kursun atilabilir. Keratinize dokularla (6rnegin tirnaklarla)
da atilmakla birlikte bu yollarin pratik 6nemi yoktur. Sonugta viicuttan son derece
yavag bir sekilde atilir bu da viicutta birikimini kolaylastirir (Papanikolaou ve ark.,
2005; Patrick, 2006).

2.2.4. Kursun Maruziyetinin Patogenezi

Kursuna maruziyet hedef organ/sistemleri etkiler. Bu metal/metaloid oksidatif
stres gelisimi, siilfidril gruplar ile reaksiyon ve temel metallerle etkilesim dahil olmak

lizere toksisitenin altinda yatan birkag ortak mekanizmay: harekete gecirir. Ozellikle
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siilfidril gruplart bulunan enzimlere baglanir ve oksidan/antioksidan dengede bozulmaya
sebep olur. Spesifik siilfidril igeren enzimlerden ALAD ve glutatyon rediiktaz aktivitesini
inhibe eder. Glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon-S-transferazin
aktivasyonunu etkiler (Ercal ve ark., 2001; Sanders ve ark., 2009). Glutatyon, siilfidril
gruplari igin yiiksek afiniteye sahip olan toksik metallere de dogrudan baglanir (Patrick,
2006). Kursun toksisitesinin iyonik mekanizmasi, esas olarak, kursun metal iyonlarinin
Ca*2, Mg*, Fe'? ve Na* gibi tek degerlikli katyonlarin yerini alma kabiliyetinden
kaynaklanir. Kursun, néral eksitasyon ve norotoksisite mekanizmasinda oksidatif stres,
membran biyofizik degisiklikleri, hiicre sinyallemesinin degisimi ve kursun
ndrotoksisitesinde rol oynayan noral gecisin bozulmasi bulunmaktadir (Cory-Slechta ve
ark., 1997). Kursun astroglial hiicrelerde (kursun baglayici proteinler i¢eren) birikir.
Etkileri kursun baglayici proteinlere sahip olmayan olgunlasmamis astroglial hiicrelerde
(gelisen sinir sistemi) daha belirgindir ve miyelin kilif olusumunu engeller. Kursun
asetatla, gama aminobiitirik asit (GABA) ve dopamin ve histidinin K (+)-
depolarizasyona bagli saliminda bir diisiise yol acar. Ayrica, hiicre-hiicre iletisimi
amaciyla eksitator dokularda aksiyon potansiyeli olusturma, nérotransmiterlerin (kolin,
dopamin ve GABA) alinmas1 ve regiilasyon gibi canli biyolojik aktivitelerden sorumlu
sodyum iyonu konsantrasyonunu ve Kkalsiyum tutulumu etkiler (Struzynska ve
Rafatowska, 1994).

Akut kursun maruziyeti kardiyak fonksiyonlar1 etkiler ve kronik kursun
maruziyeti Kkalbin elektriksel ve mekanik aktivitesi ile diiz kas fonksiyonunu
degistirir. Reaktif oksijen tiirlerinin tiretimini tesvik ederek hedef dokularda oksidatif
stres ve inflamasyon dongiisiinti tetikler. Kursun maruziyetinin hipertansif etkisi de
vardir. Bunun bobrek fonksiyonunda kursunun yol agtigi hasarla iliskili oldugu

diistiniilmektedir (Fioresi ve ark., 2013).
2.2.5. Kursunun Toksik Etkileri

Kursun hematopoetik sistemi, merkezi periferal sinir sistemini, bobrek
fonksiyonlarin1 ve vaskiiler sistemi etkiler. Kursunun toksik etkileri ¢ok g¢esitlidir.
Omegin diisiik diizeyde maruziyette norokognitif fonksiyonlarda belli belirsiz bir
degisiklik goriilebilirken, akut kursun zehirlenmesinde 6liimciil ensefalopati goriilebilir

(Needleman, 2004). Bununla birlikte kursun bagisiklik sistemini ve iireme Sistemini de
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olumsuz yonde etkilemektedir (Wozniak ve Blasiak, 2003; Chia ve ark., 2006). Cocuklar
kursun toksisitesine yetiskinlerden daha yatkindir, ¢linkii sindirim yoluyla kursunu

daha fazla absorbe ederler ve kan beyin bariyerleri gegirgendir (Jarup, 2003).
Kursunun Merkezi Sinir Sistemi Uzerindeki Etkisi

Kursun norotoksisitesinin yetiskin ve c¢ocuklarda ilk belirtileri basagrisi,
sinirlilik, dikkat siiresinde azalma, hafiza kaybi1 ve diisiik diizeyde kavrama
bozuklugudur. Cocuklarda maruziyet arttik¢a davramigssal bozukluklar, siralama ve
yonleri takip etmede basarisizlik, oyun aktivitesinde azalma, IQ’da diisiis ve dikkatte
azalma gorilir (Smith ve ark., 1995; Papanikolaou ve ark., 2005). Yetiskinlerde
kursun toksisitesinin en sik goriilen norolojik belirtileri ekstensér kas gruplarimi

ilgilendiren periferal néropatidir.

Radial ve peroneal sinirler sz konusu oldugunda bilek ve ayakta noéropati
goriiliir (Philip ve Gerson, 1994). Kursunun norotoksik etkilerinin en biiyiik nedeni
kalsiyumun hareketlerini taklit etmesi ve onunla yarismasidir (Needleman, 2004).
Cok diistik konsantrasyonlarda (pikomolar) kursun serebellumda fosfokinaz C’nin
baglanma bolgeleri igin yarisir. Bu kalsiyumun hiicrelere girmesini, noron
fonksiyonlarin1 etkiler, mitokondri yapisini degistirerek hiicresel solunumu engeller ve
kalsiyuma bagli reaksiyonlar ile noronlarda sinyal iletimini degistirir (Barry, 1975;
Bressler ve Goldstein, 1991). Bu es zamanli ndrotransmiter saliniminin artmasi ile
sonuglanir (Needleman, 2004). Bu toksisite 6zellikle gelismekte olan ceninin sinir
sistemine zarar verir. Ceninde normal sartlarda kursunu izole ederek elimine eden
olgun astrosit hiicrelerinde bulunan kursun baglayan proteinler eksiktir. Kursun
olgunlasmamis astrositler icin toksiktir ve miyelin olusumunu engeller. Kan beyin
bariyerinin olusumunda astrositler ve miyelin gereklidir. Altinc1 aya kadar tam olarak
gelismeyen kan beyin bariyerindeki bu bozulma ceninde ve yeni doganda daha ¢ok
kursun toksisitesi ile sonuglanir. Bariyer bozuldugunda albumin gibi proteinler merkezi
sinir siteminin dokularina girer ve 6dem, kafa i¢i basincinda artis ve ensefalopati ile
sonuglanir (Holtzman ve ark., 1984). Cocuklar kursun norotoksisitesine yetigkinlerden
daha yatkindir, ¢linkii kursunu daha fazla absorbe ederler, farklilasmakta ve
gelismekte olan hiicre sistemleri inhibisyona ve hasara karsi daha korumasizdir

(Needleman, 2004). Kursun toksisitesi gelismekte olan insanin toksik maddelere karsi
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hassasiyetini kanitlayan en giizel ve iizerinde en ¢ok ¢alisilmis Grneklerden biridir.
Kursun noral gelisim asamalarin1 etkiledigi igin beyin  fonksiyonunda kalici
degisikliklere neden olabilmektedir (Krigman, 1978; Holtzman ve ark., 1984).

Kursuna maruziyet bebeklerde ve c¢ocuklarda okuma yetersizligi, motor
fonksiyonlarda bozukluk, okuma hizinda diisiiklik, liseden mezun olamama ve
ortalama 18.7 yasmna kadar sinavlardan diisiik not alma ile dogrudan baglantilidir.
Kursunun 10-15 pg/dL’de norolojik davramislarda bozukluklara neden olabildigi
bulunmustur. Kursun maruziyetinin beyindeki tiim noérotransmiterleri (dopaminerjik,
kolinerjik ve glutaminerjik sistemler) etkiledigi gosterilmistir (Davis, 1990).
Siganlarla yapilan c¢aligmalara gore kursunun neden oldugu 6grenme bozukluklari bu

sistemlerdeki bozukluklar araciligi ile olmaktadir (Cory-Slechta, 1997).
Kursunun Bosaltim Sistemi Uzerindeki EtKkisi

Kursun nefropatisi mesleki maruziyeti olan iscilerde ¢alisilmistir. Proksimal
tiiplerde hasar, glomeriiler skleroz ve interstisyel fibroz olarak kendini agikca gosterir.
Belirtiler proteiniiri, glukoz ve organik anyonlarmn tasinmasinda bozukluk ile

glomerular filtrasyon hizinda diisiistiir (Gracia ve Snodgrass, 2007).

Akut kursun toksisitesinde bobrek yetmezligi goriilir ve bu kursun koligi
denilen karm agrisi, biling bozukluklari, periferal noropati, basofilik noktalanma ile
birlikte anemi, arthralgias, dislerde ve damakta kursun ¢izgisi ve kanda 80 pg/dL’den
fazla kursun diizeyi ile birlikte goriiliir (Marsden, 2003). Ancak populasyon genelinde
cok daha diisiik maruziyette bobrek hasarmnin goriildiigii kanitlanmistir (Muntner ve
ark., 2003). Bu calismalarda kan kursun diizeyi ve serum kreatinini arasinda kuvvetli
bir baglanti bulunmaktadir; kan kursun diizeyindeki her 10 katlik artis igin serum
kreatinini miktar1 0.14 mg/dL artmustir. Ancak bu calismalarda smnirlamalar vardir
clinkii hipertansiyon, anjiotensini doniistiiren enzimlerin kullanimi veya {iriner protein

atilimi gibi faktorler gézardi edilmistir (Pollock ve Ibels, 1988).
Kursunun Kardiovaskiiler Sistem Uzerindeki Etkisi
Yiiksek kan kursun diizeyi (20-29 pg/dL) dolasim ve kardiovaskiiler oliimler

ile  baglantilidir (Adikwu ve ark.,, 2013). Kursun maruziyeti hipertansiyon,
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serebrovaskiiler hastaliklar ve kardiovaskiiler hastaliklarin goriillme sikliklart ile de
baglantilidir (Fanning, 1988). Uzun siireli disiik diizeyde kursuna maruziyetin
hayvanlarda ve insanda hipertansiyona neden olabilecegi gosterilmistir (Sokas ve ark.,
1997).

Kursun Maruziyetinin Diger Etkileri

Fabrikalarda kursuna maruz kalan iscilerde 6lii dogum, diisiik, sperm sayisinda
ve hareketliliginde azalma, dogurganlikta diisiis, hipospermi, teratospermi oraninda artig
ve libidoda diistis goriilmektedir (Levin ve Goldberg, 2000). Esleri kursuna maruz
kalan kadinlarda diisiik orani artmigtir (Anttila ve Sallmen, 1995). Kursuna maruz
kalan iscilerin ¢ocuklarinda kongenital epilepsi ve kardiovaskiiler hastalik goriilme
oranlar1 artmaktadir (Hu ve ark., 1992). Kursun maruziyeti mide, akciger ve safra kesesi
kanseri yaninda tiim kanserlerin goriilme sikligindaki artig ile baglantihidir (Fu ve
Boffetta, 1995). Yiiksek tibial kemik kursun seviyesine sahip erkeklerde yasa bagli
katarakt goriilme riski distik tibial kemik kursun seviyesine sahip erkeklere gore 2.5
kat daha fazladir (Schaumberg ve ark., 2004).

2.3. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres
2.3.1. Serbest Radikaller

En dis yoriingesinde eslesmemis elektron bulunduran kararsiz yapidaki oldukca
reaktif olan atom veya molekiillere serbest radikaller denir. Y asam i¢in vazge¢ilmez bir
element olan oksijenin belirli durumlarda insan viicudu iizerinde zararli etkileri
olabilmektedir. Hiicrede metabolizma siireglerinde ortaya ¢ikan serbest oksijen
radikallerine genel olarak ROS veya nitrojen radikallerine ise reaktif nitrojen tiirleri
(RNS) denilmektedir. Oksijen disinda azot, karbon ve kiikiirt merkezli radikaller de
olugmaktadir (Lobo ve ark., 2010) (Sekil 1). Serbest radikaller, ROS ve RNS, endojen
veya eksojen kaynakli olarak iiretilir. Endojen olarak iiretilen serbest radikaller, immiin
hiicre aktivasyonu, enflamasyon, stres, asir1 egzersiz, iskemi, enfeksiyon, kanser ve
yaslanmadan kaynaklidir. Ekzojen olarak iiretilen serbest radikaller ise, hava ve su
kirliligi, sigara, alkol, agir metaller, bazi ilaglar (siklosporin, takrolimus), endiistriyel

¢oziicliler, pisirme ve radyasyondan kaynaklanmaktadir (Lobo ve ark., 2010; Kabel,
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2014).

Sekil 1. Oksijen ve azot kaynakli aktif bilesikler (Lobo ve ark., 2010)

Radikaller Radikal Olmayanlar
Hidroksil HO Hidrojen peroksit H:0;
Alkoksil RO Singlet oksijen 10))
Peroksil ROO | Ozon O3
Stiperoksit O;- Hipoklorid asit HOCI
Nitrik oksit NO- Lipit hidroperoksit LOOH
Azot dioksit NO,- | Peroksinitrit ONOO-

Mitokondride adenozin trifosfat (ATP) tiretimi siirecinde serbest radikaller ortaya
cikar. Bu reaktif iirlinler hem toksik hem de faydali bilesikler olarak ikili bir rol oynarlar.
Diisiik veya orta seviyelerde ROS, hiicresel tepkiler ve bagisiklik fonksiyonu iizerinde
faydali etkiler gosterirken yiiksek konsantrasyonlarda, biyomolekiiler yapilara zarar
verebilecek zararl bir siire¢ olan oksidatif stresin ortaya ¢ikmasina neden olur (Kabel,

2014).

Serbest radikaller yiiksek reaktiviteleri nedeniyle, kararlilik kazanabilmek i¢in
diger bilesiklerden elektron koparabilirler. Boylece saldirtya ugrayan molekiil
elektronunu kaybeder, serbest radikal haline gelir ve sonunda canli hiicreye zarar veren
bir zincir reaksiyonu kaskadini baglatmis olur (Phaniendra ve Babu, 2015). Reaktif
ozelliklerinden dolayr lipidlerden DNA’ya kadar birgok yerde oksidatif hasar
olusturabilen ROS ve diger oksijen icermeyen serbest radikallerin énemli fizyolojik
fonksiyonlar1 da vardir. ROS hiicreler arasi sinyal mekanizmalarinda gorev alir. Ornegin
ROS’den biri olan nitrik oksit, transkripsiyon faktor aktivitelerinde ve gen
ekspresyonunun diizenlenmesinde bir sinyal molekiilii olarak gérev yapar. Nitrik oksit
gibi bazi radikaller de sitokinler, biiylime faktorleri ve ndrotransmitter maddelerin hiicre
i¢1 sinyal mekanizmalarinda ikincil haberci olarak rol alirlar (Nordberg ve Arner, 2001;

Kopéni ve ark., 2006).
2.3.2. Serbest Radikallerin Membran Lipitlerine Etkileri

Serbest radikaller, hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi

biitiin 6nemli biyomolekiilleri tizerinde etkili olurlar. Bunlar arasinda serbest radikallerin
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olumsuz etkilerine en acik olan biyokimyasal molekiiller lipidlerdir. Hiicre zarindaki
kolesterol ve doymamis yag asitlerinin ¢ift baglari, radikallerle kolayca reaksiyona
girerek peroksidasyon {riinleri olustururlar (Halliwell, 2007; Song ve ark., 2013;

Phaniendra ve Babu, 2015).

Reaktif oksijen radikalleri ile hiicre membran fosfolipidlerinin yapisini olusturan
poliansatiire yag asitleri reaksiyona girerek ve radikal zincir reaksiyonu ile ilerleyerek
lipid hidroperoksitlerini olusturur. Bu olaya lipid peroksidasyonu denir. Lipid
peroksidasyonundan dolay: alkanlar, malondialdehit ve izoprostanlar gibi birgok bilesik
olusur. Bu bilesikler norojeneratif hastaliklar, iskemik reperfiizyon hasar1 ve diyabet gibi
birgok hastalikta lipid peroksidasyonu markir1 olarak kullanilmaktadir (Lovell ve ark.,
1995; Lobo ve ark., 2010).

Lipid peroksidasyonu, membran islevinin kaybina, akiskanliginin bozulmasina,
zara bagli enzimlerin ve reseptorlerin etkisizlesmesine neden olur (Phaniendra ve Babu,
2015). Lipid peroksidasyonu sonucu olusan iiriinlerden etan ve pentan hidrokarbonlart
solunum sirasinda viicuttan atilirlar. Olusan tiriinlerden en toksik olan1 ise aldehitlerdir.
Lipid peroksidasyonu sonucunda, peroksidasyonun derecesiyle en uygun korelasyonu
ifade eden molekiil malondialdehit (MDA)’tir (Rahal ve ark., 2014; Nimse ve Pal, 2015).
Malondialdehit genellikle tiobarbiturik asitle reaksiyona sokularak olgiiliir. Bu reaksiyon
sonucunda tiobarbirutik asit reaktif maddeleri (TBARS) olusur. TBARS 6l¢iim yontemi
MDA’ya 6zel olmasa da TBARS terimi lipid peroksidasyonunun genel belirteci olarak
kabul edilen MDA ile esanlamli olarak kullanilmaktadir (Nimse ve Pal, 2015).

2.3.3. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Amino asitler de serbest radikallerin hedef molekiillerindendir. Protein
oksidasyonu, singlet oksijen (O27), hidroksil (OH"), peroksil (RO2), alkoksil,
hidroperoksil gibi radikal tiirlerin yani sira, hidrojen peroksit (H202), ozon (Os),
hipoklordz asit (HOCI), Oz, peroksinitrit (OONO") gibi radikal olmayan tiirler tarafindan
indiiklenebilir. ROS, proteinlerde bulunan farkli amino asitleri okside eder, protein-
protein ¢apraz baglarin olusumuna neden olur, proteinlerin denatiire ve kaybina, enzim
aktivitesinin kaybina ve reseptorlerin fonksiyon kaybina neden olur (Phaniendra ve Babu,
2015).
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Proteinlerin oksidatif hasara ugramasi sonucu, enzimlerin, reseptdrlerin ve
membran transportunun aktivitesi etkilenebilir. Oksidatif olarak hasar gdrmis protein
tirtinleri, membrane ve bir¢ok hiicresel fonksiyona zarar verebilecek ¢ok reaktif gruplar
igerebilir. Peroksil radikalinin proteinlerin oksidasyonu i¢in serbest radikal tiir oldugu
diistiniilmektedir. Proteindeki metiyonin, sistein, arginin ve histidin gibi amino asitler,
oksidasyona en savunmasiz bolgeler olarak goriilmektedir. Sistein ve metiyonin
kalintilart, hemen hemen tiim ROS formlar1 tarafindan oksidasyona karsi Ozellikle
duyarhdir. Diisiik ROS seviyelerinde bile sistein kalintilar1 disiilfitlere ve metiyonin

kalintilar1 metiyonin siilfoksit kalintilarina doniistiiriiliir (Berlett ve Stadtman, 1997).

Protein oksidasyonu, sinyal iletim mekanizmasinin, enzim aktivitesinin, 1s1
stabilitesinin ve yaglanmaya neden olan proteoliz duyarliliginin degismesine neden olur
(Lobo ve ark., 2010). Proteinlerdeki karbonil gruplarmmin varligi, ROS aracili protein
oksidasyonunun isareti olarak diistiniilmiistiir. Protein karbonil seviyelerindeki bu artis,
alzheimer, parkinson, kas distrofisi, kataraktogenez, romatoid artrit, diyabet gibi patolojik

durumlarda gdzlenir (Chevion ve ark., 2000).
2.3.4. Serbest Radikallerin DNA’ya Etkileri

Serbest oksijen radikallerinin 6nemli bir diger hedefi de DNA molekiiliidiir.
Serbest radikallerin etkisiyle niikleik asit bazlarinda modifikasyon ve DNA zincirinde
kirilmalar ortaya ¢ikar. DNA’nin yapisinda bulunan timin ve sitozin bazlari hidroksil

radikalinin meydana getirdigi etkiye en duyarli olanlaridir (Gupta ve ark., 2014).

Serbest radikaller, DNA iizerine etki ederek hiicrede mutasyona ve 6liime yol
acarlar. Hidrojen peroksit membranlardan kolaylikla gecer ve ¢ekirdege ulasir. Ardindan
DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre 6liimiine yol acabilir (Nimse ve Pal,
2015). ROS, niikleik asitlere oksidatif olarak zarar verebilir. Mitokondriyal DNA, ROS
saldirisina niikleer DNA'dan daha savunmasizdir. Mitokondriyal DNA, reaktif oksijen
tirlerine yakinligi, koruyucu histon eksikligi ve smirli onarim kapasitesi nedeniyle
niikleer DNA'dan daha kolay okside olabilir. DNA'nin oksidasyonu iplik kopmalarina,
DNA-DNA ve DNA-protein c¢apraz baglanmasina, transkripsiyon ve protein
translasyonunda degisikliklere yol agabilecek DNA baz modifikasyonuna neden olur
(Markesbery ve Lovell, 2007). Hidroksil radikali, DNA molekiilii hasarma neden olan en
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onemli radikallerden birisidir. Hidroksil radikali, purin ve pirimidin bazlari, deoksiriboz
omurgast gibi tiim DNA bilesenleriyle dogrudan reaksiyona girer ve DNA'daki tek ve ¢ift
sarmalli kopmalar dahil olmak tizere bir dizi degisiklige neden olur. Bu oksidatif hasar
sonucunda meydana gelen genetik materyaldeki kalici degisiklikler mutagenezis,
karsinogenezis ve yaslanmanin ilk agamalarini temsil etmektedir (Phaniendra ve Babu,

2015).
2.3.5. Oksidatif Stres

Oksijenli solunum yapan tiim organizmalarda normal fizyolojik kosullarda,
endojen oksidanlar ile enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemi
arasinda bir denge bulunur. Serbest radikallerin olusum hizinda artis veya serbest
radikallerin yok edilme hizinda azalma ile dengenin bozulmasi oksidatif stres olarak
tanimlanir. Meydana gelen dengesizlik sonucu, radikaller DNA'ya hasar verir ve bu da
yaslanma, tiimor olusumlari ve diger dejeneratif hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olur

(Tablo 1) (Kopani ve ark., 2006; Halliwell, 2007; Lobo ve ark., 2010).

Tablo 1. Serbest radikallerle iligkili bazi patolojik durumlar (Kopani ve ark., 2006;
Halliwell, 2007; Lobo ve ark., 2010)

Ateroskleroz Radyasyon hasari

Kanser Enflamasyon
Iskemi-reperfiizyon hasari Diabetes mellitus

Romatoid artrit Merkezi sinir sistemi hastaliklari
Otoimmiin hastaliklar Bobrek bozukluklar:

Akciger hastaliklari Go6z bozukluklari

Kas hastaliklar Cilt bozukluklari

Karaciger bozukluklari Gastrointestinal bozukluklar
Kan hastaliklari Beslenme yetersizlikleri

Enfeksiyon, asir1 egzersiz, hipertrofi, toksinlere maruz kalma gibi nedenlerle
meydana gelen oksidatif stres sonucu dokular yaralanabilir. Bu hasar géren dokular,
ksantin oksidaz, lipogenaz gibi radikal {ireten enzimlerin artmasi, fagositlerin
aktivasyonu, demir ve bakir gibi bazi iyonlarinin serbest birakilmasi veya oksidatif

fosforilasyonun elektron transport zincirlerinde meydana gelen bozulmayla asir1 ROS
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iretir. Kanser tedavisinde uygulanan radyoterapi ve kemoterapinin yan etkileri sonucu
asir1 iretilen ROS de, antioksidan savunma sistemi ile oksidanlar arasindaki dengeyi
bozabilmektedir (Rao ve ark., 2007).

Oksidatif stres, kanserden otoimmiin hastaliklara, kardiyovaskiiler hastaliklardan
norodejeneratif hastaliklara kadar bir ¢ok hastaligin gelisiminde 6nemli bir rol oynar.
Insan viicudu, dogal olarak iiretilen veya harici olarak gidalar ya da takviyeler yoluyla
tedarik edilen antioksidanlar ile meydana gelen oksidatif stresin etkilerini azaltmak igin
cesitli mekanizmalara sahiptir. Endojen ve eksojen antioksidanlar, ROS’nin neden oldugu
zararlar1 6nleyerek ve onararak serbest radikal temizleyiciler olarak islev goriirler (Valko

ve ark.,2007; Lobo ve ark., 2010; Kabel, 2014).
2.3.6. Malondialdehit

Reaktif oksijen tiirleri, membranin lipit katmanlarinda ¢oklu doymamis yag
asitlerinin oksidasyonuna ve nihayetinde oksidatif stresin toksik habercileri olarak kabul
edilen ayni zamanda oksidatif hasar1 daha da ilerlemesine neden olan aldehitlerin
olusumuna yol agar. Bu aldehitlerin basinda MDA ve 4-hidroksi-2-nonenal (4-HNE)
gelmektedir (Barrera ve ark., 2018). MDA, farkli mekanizmalar tarafindan tiretilebilen
tic karbonlu, disik molekiiler agirhikli bir aldehittir. MDA membran lipit
peroksidasyonunun son iiriinlerinden biridir (Grotto ve ark., 2009). Ug ve daha fazla cift
bag igceren doymamis yag asitlerinin peroksidasyonunda meydana gelen MDA lipid
peroksidasyonunun baglica {iriinii ve peroksidasyonun derecesi ile korelasyon gosteren,
yiiksek reaktivitesi ile hiicre i¢i ve disindaki protein, niikleik asit gibi bir¢ok
biyomolekiile etki ederek geri doniisiimii miimkiin olmayan hasarlara yol agan bir

molekuldur.

MDA hiicre zarmin gegirgenligini arttirlpp, membranin iyon alig verisini
etkileyerek hiicre i¢indeki iyon dengesini olumsuz yonde etkiler ve enzim aktivitelerinde
bozukluklara, DNA’da ise kirilmalara neden olur. MDA seviyesindeki artis serbest
radikal tUretimini arttirarak ve antioksidan aktiviteyi azaltarak serbest radikal ve
antioksidan aktivitesindeki dengesizligin sonucu olusan oksidatif strese neden olur (Er¢in
ve ark., 2019). Ayrica membran akiciliginin azalmasina, membrane reseptor ve

enzimlerinin inaktive olmasina, membran fonksiyonlarinin yavaslamasina neden olur
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(Del Rio ve ark., 2005).
2.3.7. 8-Hidroksi-2-Deoksiguanozin

Genetik bilgi tasiyicist olarak DNA'nin kimyasal biitlinliigiini korumak, yasam
icin ¢ok dnemlidir. DNA da lipidler, karbohidratlar ve proteinler gibi oksidatif hasara
ugrayabilen bir molekiildiir. Oksidatif hasara karst DNA’nin tamir sistemleri olsa da ROS
miktarindaki artis ile beraber antioksidan diizeylerindeki azalma veya DNA onarim
sistemlerinin disfonksiyonu oksidatif DNA hasarinda artisa sebep olmaktadir. Oksidatif
hasar sonucu DNA’da, tek ve ¢ift dal kiriklar1 meydana gelirken DNA ile protein arasinda
capraz baglanma ve baz modifikasyonlar1 gibi istenmeyen durumlar ortaya

cikabilmektedir (Lobo ve ark., 2010; Valavanidis ve Vlachogianni, 2017).

DNA sarmali, adenin, tiamin, sitozin ve guaninden olusan dort farkh
niikleobazdan olusur. Guanin bazi en diisiik iyonlagsma potansiyeline sahip oldugundan
en sik rastlanan hasar guanozin biriminde gergeklesir (Kroese ve Scheffer, 2014). Yani
guanozin, bazlar igerisinde en diisiik iyonizasyon potansiyeline sahip bilesik oldugu icin
ROS’un baslica hedefidir (Valko ve ark., 2006). Normal sartlar altinda, ROS’un bir¢ok
geni diizenleyen hiicre i¢i sinyal molekiilleri olarak 6nemli bir rolii vardir. Bununla
birlikte, enflamatuvar kosullar altinda, artan ROS {iretimi, DNA oksidasyonu gibi hiicre
molekiilii hasarma yol acar. ROS tarafindan oksidatif DNA modifikasyonlarinin en
belirgin iriinii  8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OH dG)'dir. Mitokondriler ROS
olusumunun ana kaynagi olmasindan dolayr mitokondriyal DNA'da 8-OH dG oldukca
yiiksek diizeylerdedir (Phaniendra ve Babu, 2015). Bu okside baz, siklikla kan, idrar,
beyin omurilik sivist ve tiikiiriik olmak tizere farkli numunelerde 6l¢iilmiistiir (Wu ve
ark., 2004; Kroese ve Scheffer, 2014; Valavanidis ve Vlachogianni, 2017). Mutasyona
yol agan deoksiguanozinin oksidasyonu ile iiretilen ve oksidatif DNA hasarinin biyolojik
markiri olarak kabul edilen 8-OH dG, mutajenez, karsinojenez ve yaslanma ile iligkilidir
(Barja, 2000; Phaniendra ve Babu, 2015). Sigara dumani, asbestozis, x-1sinlar1, okside
olmus doymamis yag asitleri, gama 1s1n1, toksik kimyasallar, ultraviyole 1sinlar, kisaca
oksijen radikalleri iireten tiim ajanlar 8-OH dG miktarinda artisa neden olabilirler
(Valavanidis ve Vlachogianni, 2017). 8-OH dG, yiiksek performansli s1vi kromatografisi
(HPLC), gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi (GC-MS), immiinohistokimyasal

yontemler ve tek hiicreli jel elektroforezi ile yiiksek hassasiyetle tespit edilmektedir
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(Valavanidis ve Vlachogianni, 2017).
2.4. Enflamasyon

Enflamasyon, dogustan gelen adaptif bagisiklik sisteminin hiicrelerinin
hareketini, gdciinii ve aktivasyonunu igeren eski ve gelismis bir siiregtir. Immiinolojik
acidan enflamasyon patojenlere kars1 savunmada, doku onariminda, rejenarasyonunda ve
yeniden sekillenmesinde, 6zetle doku homeostazisinde Onemi biiyiiktiir (Greten ve
Grivennikov, 2019). Kimyasal medyatorlerin bir arada veya sirayla etki etmesi ile
enflamatuvar yanit olusur. Enflamasyonun kimyasal medyatorleri arasinda histamin,
serotonin, kininler, prostaglandinler, l6kotrienler, sitokinler ve nitrik oksit bulunur

(Lordan ve ark., 2019).
2.4.1. Enflamasyon Biyobelirtecleri
Nitrik Oksit

Endotel kaynakli gevseme faktorii olarak bilinen nitric oksit (NOx), ana
damarlarda enflamasyonu ve adhezyonu baskilayarak trombozu inhibe eder ve kan akisini
hizlandirir. Mikro ve kilcal damarlarda biiylime faktorleri ile birlikte anjiyogenez adi
verilen yeni damar olusumunu destekler (Ghimire ve ark., 2017). NOx birgok farkli
dokulardaki gesitli sinyal yollarin1 diizenler ve ¢esitli fizyolojik rollere sahiptir. NOX'in
en 1yi bilinen fonksiyonlari, bagisiklik, kardiyovaskiiler ve néronal sistemdeki rolleri ile
ilgilidir. NOx, basta makrofajlar olmak tizere farkli bagisiklik hiicreleri tarafindan tiretilir.
Bagisiklik ve iltithaplanmanin 6nemli bir diizenleyicisidir. Bulasici hastaliklarda,
bagisiklik hiicreleri tarafindan salinan NOx'in sitotoksik antimikrobiyal aktiviteleri
vardir. Bunun yaninda NOx, apoptozu destekleyip, sitokin ve kemokin {liretimini inhibe
ederek T hiicre proliferasyonunu ve aktivitesini sinirlayan immiinosiipresif bir ajan olarak

islev gortir (Keshet ve Erez, 2018).

L-arginin‘den nitrik oksit sentaz (NOS)’in farkli izoenzimleri araciligi ile
sentezlenen NOx, cesitli hastalik siireclerinde hiicresel ve vaskiiler seviyelerde hem
zararli hem de faydali etkileri olan sepsis patogenezinde anahtar rol oynayan bir
molekiildiir. NOx'in agir1 iretimi, asir1 vazodilatasyona, vaskiiler gecirgenlikte

degisikliklere ve noradrenerjik sinir iletiminin inhibisyonuna ve sonugta septik soka
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neden olmaktadir (Victor ve ark., 2005).

Onemli bir hiicresel redoks regiilatorii olan NOx, vaskiiler diiz kas tonusu
kontrolorii olarak bilinir. NOx proteinleri nitrozile ederek enzimatik aktiviteyi
diizenleyen, kan basinci regiilasyonu, trombosit aktivasyonu, apoptoz, diiz kas gevsemesi,
ndrotransmisyon, savunma mekanizmalar1 ve immiin regiilasyon gibi birgok biyolojik
faaliyette rol alan bir molekiildiir (Phaniendra ve Babu, 2015). Bilinen en kiigiik sinyal
molekiilii olan NOx’in sentezini saglayan NOS’1n, noronal nitrik oksit sentaz (nNOS),
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ve endotel nitrik oksit sentaz (eNOS) olmak
tizere 3 izoformu vardir (Keshet ve Erez, 2018). Yar1 esansiyel aminoasitlerden olan L-
arjinini NOS’1n substrat olarak kullanmasi sonucunda NOx ve L-sitriilin olusmaktadir.
NOx olustuktan sonar methemoglobin, nitrite (NO2") ve nitrata (NO3") doniiserek inaktive
olmaktadir. NOx, O~ ile birlesereck ONOO™ doniisiir. Peroksinitrit, OH" ve tirozinle
birleserek nitrotirozini olustururlar. NOx, guanil siklaz aktivasyonu ile 3',5'-siklik
guanozin monofosfat (cGMP) diizeyini artirarak diiz kas gevsemesine neden olmaktadir

(Forstermann ve Sessa, 2012).
Prostaglandinler

Prostaglandinler aktif siklik yag asidi tlirevleri olup, ilk olarak Ulf von Euler tarafindan
1930’larda prostat sivisindan izole edilerek elde edilmistir. Prostat bezinden elde edildigi
icin prostaglandin ismini almislardir. Fosfolipidler fosfolipaz A2 enzimi etkisi ile
arasidonik aside doniisiir. Arasidonik asit ise lipooksijenaz enzimi etkisi ile 16kotrienlere,
siklooksijenaz  enzimietkisi ile prostaglandinlere doniisiir (Kayaalp, 2012).
Prostaglandinlerin bulunmasindan sonra prostasiklinler, lipoksinler, tromboksanlar ve
l6kotrienler bulunmustur. Bu maddeler arasidonik asit metabolitleri olarak eikozanoidler
ad1 altinda toplanmistir. Eikozanoidler (“eikoza” kelimesi yunanca 20 demektir), 20
karbonlu yag asitlerinden tiireyen ve giiglii biyolojik etkileri olan endojen maddelerdir.
Prostaglandinlerin ~ enflamasyon,  bronko-dilatasyon/konstriiksiyon,  vazodilator,
trombosit agregasyonu, uterus fonksiyonu (oksitosik) gibi gorevleri vardir (Ricciotti ve
Fitzgerald, 2011; Kayaalp, 2012).
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2.5. Antioksidan Sistem

Antioksidanlar, viicudu serbest radikallerin neden oldugu kimyasal
reaksiyonlardan kaynaklanan hasara kars1 koruyan fizyolojik maddelerdir (Lobo ve ark.,
2010). Bir antioksidan, oksitlenebilir, oksidasyonu geciktirebilir veya Onleyebilir.
Viicuttaki karbonhidratlar, yaglar, proteinler ve DNA oksitlenebilir. Antioksidanlar,
serbest radikalleri, onlarla birlesmesi muhtemel olan molekiillerden uzaklastiran
maddelerdir (Kerr ve ark., 1996; Lobo ve ark., 2010). Antioksidanlar serbest radikallerin
neden oldugu zincirleme reaksiyonu durdurarak, serbest oksijen radikalleri ile reaksiyona
girerek, olusumlarini onleyerek ve hiicre yapisinda olusturduklar1 hasar1 onararak etki
gosterirler. Halen klinik ¢alismalarda kullanilan cesitli tiplerde antioksidanlar vardir:
Viicutta dogal olarak meydana gelenler (alfa-tokoferol, rediikte glutatyon veya siiperoksit
dismutaz), demir bagimli serbest radikal baglayanlar (probucol) veya diger klinik
uygulamalarda kullanilan antioksidan 6zelliklere sahip farmakolojik ajanlar (Kerr ve ark.,
1996).

Gegis metal iyonlarmin varliginda H20g, siiperoksit ile hidroksil radikallerine
indirgenebilir. Siiperoksit ve H2O2, OH'den ¢ok daha az reaktifdir ve bu iki reaktifi lireten
bir hiicre, yiiksek derecede reaktif hidroksil radikallerinin olusmasina neden olabilir.
Bilinen bir hidroksil radikal temizleyicisi olmadigi i¢in, bu radikaller sebebiyle olusan
oksidatif hasar1 dnlemenin tek yolu, hidroksil radikali olusumuna yol agan reaksiyonlari
kontrol etmektir. Bu nedenle, hiicrelerde siiperoksit, H20. ile Fe ve Cu gibi gegcis
metallerinin yogunluklarini kontrol altina almak gerekir (Apel ve Hirt, 2004). Enzimatik
antioksidan savunma sistemleri arasinda siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), glutatyon rediiktaz (GSH-RXx), glutatyon S-transferaz (GST),
tiyoredoksin rediiktaz, katalaz, hemoksijenaz, peroksiredoksin (Prx) ve paraoksonaz 1
sayilabilir. Enzimatik olmayan antioksidanlar; askorbik asit (C vitamini), a-tokoferol (E
vitamini), rediikte glutatyon (GSH), karotenoidler, flavonoidler, transferrin, albiimin,
bilirubin ve iirik asit ile temsil edilir (Sekil 2). Normal kosullar altinda, bu molekiiller,
hiicrelerde optimum etkinlik ve yogunluk gosterdiklerinde hiicre i¢i redoks dengesini

korurlar. Bu denge hiicrelerin hayatta kalmasi i¢in esastir (Sanchez-Valle ve ark., 2012).
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Sekil 2. Organizmada antioksidan sistem elemanlar1 (Sanchez-Valle ve ark., 2012)

Enzimler Suda Céziinen | Yagda Coziinen Metal fyonlarim
Radikal Radikal Baglayan
Tutuculan Tutuculan Proteinler

Stiperoksit dismutaz Glutatyon Vitamin E Ferritin

Katalaz Vitamin C B-Karoten Transferrin

Glutatyon peroksidaz | Urik asit Bilirubin Haptoglobin

Glutatyon rediiktaz Glikoz Ubikinol Seruloplazmin

Glutatyon transferaz Sistein Flavonoidler Albumin

2.5.1. Siiperoksit Dismutaz

fIk olarak 1969'da kesfedilen SOD, viicutta hiicresel sitoplazmada bulunan
bakir/¢cinko SOD (SOD1), mitokondride yerlesmis manganez Mn-SOD (SOD?2) ve hiicre
yiizeyinde ve ekstraselliiler matrikste bulunan ekstraselliiler SOD - (SOD3) olmak {izere
ti¢ formda iretilir. Her ti¢ SOD formunun antioksidan Ozellikleri, dokunun iskemi
periyodlar sirasinda iiretilen oksijen kaynakli serbest radikallerden zarar gérmesini 6nler.
SOD, siiperoksit radikalini, H2O, haline doniistiiren bir enzimdir (Kerr ve ark., 1996;

Sanchez-Valle ve ark., 2012; Jung, 2014).
2.5.2. Katalaz

Katalaz demir igeren antioksidan bir enzim olup Oncelikle peroksizomlarda
bulunur. iki H,O2 molekiilii arasindaki bir reaksiyonu katalize ederek H,02’yi detoksifiye

eder. Reaksiyon su ve oksijen tiretimi ile sonuglanir (Sanchez-Valle ve ark., 2012).
2.5.3. Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidaz, H.O-'yi detoksifiye eden, bunun i¢cin GSH’1 organik ve lipit
hidroperoksitlerini indirgeyici bir ajan olarak kullanan ve bu sekilde oksidatif strese kars1
yardimci koruma saglayan antioksidan bir enzimdir. Glutatyon peroksidaz, her biri aktif
bolgesinde selenyum igeren dort protein alt biriminden olusur. Glutatyon peroksidaz,
H2O,'yi GSH’m oksidasyonu ile uzaklastirir. Ozellikle mitokondri, endoplazmik
retikulum veya sitozolik CuZn SOD kaynakli ortaya ¢ikan H20:’nin bertarafinda GSH-
Px etkilidir (Kiihn ve Borchert, 2002).
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2.5.4. Rediikte Glutatyon

GSH, sirasiyla y-glutamil sistein sentetaz ve glutatyon sentetaz enzimleri ile
katalize edilen ardisik iki reaksiyonla glutamat, sistein ve glisin ad1 verilen {i¢ prekiirsor
amino asitten sentezlenen bir antioksidandir. GSH, GSH-Px ile peroksitlerin
detoksifikasyonunda serbest radikallerle reaksiyona girerek bir electron dondorii olarak
davranir. Bu reaksiyon sonucunda GSH, okside glutatyon (GSSG)’a doniisiirken,
indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH) sayesinde GSH-RXx
tarafindan tekrar GSH’a doniistiiriilir. GSH, hiicre disina salindiginda ise kendisini

olusturan aminoasitlere metabolize edilir (Morris ve ark., 2013; Carvalho ve ark., 2014).

GSH, protein yapilarinin stabilizasyonu, katlanmasi, DNA transkripsiyon
faktoriiniin baglanmasi ve redoks reaksiyonlar1 sonucu olusan H2O2 nin temizlenmesinde
gorev alir. Hiicresel GSH'nin ¢ogu (% 85-90) sitozolde bulunur. GSH redoks dongiisiinde
yer alan GSH-Px ve GST igin birincil bir substrattir (Ithayaraja, 2011). Bir tripeptit tiyol
olan GSH, sayisiz biyolojik fonksiyona sahip siilfhidril bilesigidir. Bu tiyol, eksojen ve
endojen bilesiklerin detoksifikasyonunda ve hiicre i¢i redoks durumunu korumada énemli
bir rol oynar. Karacigerde sentezlenen ve baslica gorevi hemoglobinin oksitlenerek
methemoglobine doniisiimiinii engellemek olan GSH, proteinlerdeki siilthidril gruplarini
indirgenmis halde tutarak bu gruplar1 oksidasyona kars1 korur. Bu sayede proteinlerin ve
enzimlerin inaktivasyonunu engeller (Kerksick ve Willoughby, 2005). Hayvansal
dokularda, selenyum igeren antioksidan bir enzim olan GSH-Px, GSH’1 GSSG'ye
doniistiirerek hidrojen peroksit ve lipit peroksitlerin indirgenmesine aracilik eder. Buna
karsilik, GSSG, esas olarak pentoz fosfat yolunda iiretilen NADPH varliginda GSH-RX
ile azaltilir (Adeoye ve ark., 2018).

GSH c¢ok sayida hiicresel siiregte Onemli bir rol oynar ve eksikligi,
kardiyovaskiiler, bagisiklik, yaslanma hastaliklar1 ve diyabet dahil olmak iizere bir dizi
hastaligin etiyolojisi ve ilerlemesinde rol oynar. GSH, oksijen radikallerinin ve ilaglarin
detoksifikasyonunda rol oynayan bir¢cok enzimin substratidir. GSH eksikligi, insiilin
direnci ve diyabet de dahil olmak iizere kronik hastaliklarin ilerlemesinde etkilidir (Jain
ve Micinski, 2013). Cekirdekteki GSH, DNA onarim1 ve ekspresyonu i¢in gerekli olan
kritik protein siilfidrillerin redoks durumunu korur. Oksitlenmis glutatyon, hiicrelerin

icinde biriktirilir ve GSH/GSSG orani, bir organizmanin oksidatif stresinin iyi bir
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Olciisiidiir. Cok yiiksek GSSG konsantrasyonu oksidatif olarak bir¢ok enzime zarar verir

(Valko ve ark., 2007).
2.5.5. Paraoksonaz ve Arilesteraz

Paraoksonaz enzimi, karacigerden sentezlenen parationun aktif metaboliti
paraoksonu hidroliz etme yetenegine sahip yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL) ile iliskili
kalsiyuma bagimli bir serum esteraz proteinidir. Paraoksonaz (PON), PON1, PON2 ve
PON3'ii igeren tli¢ genli bir ailedir. PON1 ve PON3 oOncelikle karacigerde sentezlenir ve
bir kisim yiiksek yogunluklu lipoproteinler ile iliskili olduklar1 plazmada salgilanir.
PON1 ve PON3'iin diisiik seviyeleri, basta epitel olmak iizere bircok bagka dokularda
eksprese edilir. Buna karsilik, PON2, beyin de dahil olmak iizere ¢ogu doku ve organda
eksprese edilen bir hiicre i¢i enzimdir (Costa ve ark., 2017). PONL1, paraokson gibi
organofosfat bilesiklerini detoksifiye etme kabiliyetinden dolay1 paraoksonaz aktivitesine
sahiptir. PON2, bakteriyel viriilans1 azalttigi gosterilen belirgin laktonaz aktivitesi
uygular. Bu sekilde PON2, konuk¢u savunma yanitinda 6nemli bir rol oynayabilir. PON3
paraoksonaz ve esteraz aktivitelerine sahiptir, ancak bunlar PON1'e kiyasla 6nemli dl¢iide
azdir. PON'lar i¢in spesifik fizyolojik substratlar acik¢a tanimlanmamistir, ancak
muhtemelen aragidonik asit ve dokosaheksaenoik asitin oksidasyon firiinlerini igerirler
(White ve Anantharamaiah, 2017). PON ve arilesteraz (ARE) ¢ogunlukla iki ayr1 enzim
olarak algilansa da yapilan arastirmalarda insan serumunda tek gen iirlinii olan olan
enzimin hem arilesteraz hem de paraoksonaz aktivitesine sahip oldugu gosterilmistir.
Plazma PON1 ve ARE aktiviteleri patolojik sartlarda 6zellikle malign hastaliklarda ve
kronik sistemik hastaliklarda azalmis olarak bulunmustur. Ayrica PONI’in, serbest
radikallerin neden oldugu lipit peroksidasyonuna karsi antioksidan etki gosterdigi

kanitlanmistir (Costa ve ark., 2017; Kili¢ ve Yonar, 2017).

2.6. Kursun Maruziyetinin Oksidatif Strese Etkileri

Yapilan son calismalar kursun zehirlenmesinin biyokimyasal basamaklarinin
bilinmesi kursunun hiicrelerin antioksidan komponentlerine etki ederek, prooksidan/
oksidan oraninda bozulma ile oksidatif zedelenme olusturdugunu diisiindiirmektedir.
Kursun nedenli oksidatif stresin mekanizmalar1 arasinda kursunun hiicre membranlarina

etkisi, DNA hasar1 ve hiicrelerdeki sulfidrilli antioksidan savunma sistemlerinin
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tiiketilmesi basrolii oynamaktadir (Gurer ve Ercal, 2000; Ercal ve ark., 2001).
2.6.1. Kursunun Hiicre Membranlarina Etkisi

Kursunun membran yapisi ve fonksiyonlari iizerine olan etkilerinin arastirilmasi
icin en cok eritrositler kullanilmistir. Eritrositler {izerine olan etkileri, kursuna bu
hiicrelerin yiiksek afinite ile baglanmalar1 ve kan dolagimi esnasinda daha fazla maruz
kalmalar1 sonucu olusmaktadir. Eritrositlerin membranlarindaki ozmotik mekanik
gecirgenlik, kursun toksikasyonunu arttirmakta; boylece deformite orani artmakta ve
proteinlerin kompozisyonu ile membrana bagli enzimlerin aktiviteleri de degismektedir.
Kursun, ROS ve membranlar iizerinde oksidatif stres sonucu direk bozucu etkileri

arttirmaktadir (Levander ve ark., 1977).

Biyolojik membranlarin ana komponentleri lipid ve proteinlerdir. Lipid
molekiilleri membranlarda yag asitlerinin hidrofobik yan zincirlerinde bulunur. Ilk zincir
reaksiyonu, membranlar ya da doymamis yag asitlerinin peroksidasyonunda ilk
basamaktir. Bunu yag asitlerinin bir metilen grubundan H* atomu ¢ikarilmasi izler. Yag
asitlerindeki ¢ift bagmn varligi, komsu -CH baglarim1 zayiflatarak, H* atomunun
ayrilmasmi kolaylastirir. Bu nedenle cift bag icermeyen veya tek c¢ift bag iceren yag
asitleri oksidatif strese iki ¢ift bagdan fazla ¢oklu doymamis yag asidi icerenlere gore

daha direnglidir (Lawton ve Donaldson, 1991; Gurer ve Ercal, 2000; Ercal ve ark., 2001).

Kursunun membranlar iizerine olan toksik etkilerine yonelik bir¢ok arastirma
yapilmis ve bu etkiler ile kursunla artmis oksidatif hasar arasinda bir korelasyon
belirlenmistir. Kursun; linoleik, linolenik ve arasidonik asit gibi ¢coklu doymamis yag
asitleri ile inkiibe edilmis ve MDA konsantrasyonunun yag asitlerinin ¢ift bag sayisi ile
dogru orantili arttif1 gosterilmistir. Yag asitlerinin zincir uzunluguna ve doymamisligina

bagli olarak membranlarin peroksidasyonunda kursuna bagl artis meydana gelmektedir
(Yiin ve Lin, 1995).

Diger yandan kursunun in vitro deneylerde fosfatidilkolin iceren membranlara
kuvvetli bir sekilde baglandigi da ortaya konulmus ve eritrosit membran
fosfolipidlerinden fosfotidilkolin miktarinda bir azalmaya neden oldugu bulunmustur.

Ayrica kursuna maruz kalan ratlarin beyinlerinde fosfolipid ve lipid peroksidasyonu
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oraninda yiikselme de tespit edilmistir (Shafig-Ur-Rehman, 1984; Gurer ve Ercal, 2000;
Ercal ve ark., 2001).

2.6.2. Kursunun DNA Uzerine EtKisi

Kursun hem sentezinde 5-aminolevulinik asit (ALA) sentaz, ferroselataz ve ALAD
enzimlerinin aktivitesini engellemekte ve boylece Hem sentezini baskilamaktadir. Hem
sentezinin baskilanmasi ise ALA {iretiminin yilikselmesine ve 2 ALA molekiiliiniin
birleserek porfobilinojene doniisiimiiniin baskilanmasina; bdylece kan dolasimindaki ve
idrardaki ALA miktarinin yiikselmesine neden olur (Gurer ve Ercal, 2000; Ercal ve ark.,
2001).

ALA’nin ROS olusumunu indiiklemesi tizerine birgok arastirma yapilmigtir. ALA,
pH 7.0-8.0’de enolizasyona ve otooksidasyona ugrar. Keto-ALA formun enol forma
doniisiimii, otooksidasyon reaksiyonlari i¢in gereklidir. Fakat ALA’nin amino grubunun
enolizasyonunun oksidasyon reaksiyonlarinda aktif olmadig1 goriilmiistiir. Enolize ALA,
daha sonra otookside olmakta ve ferrisitokrom C’nin indirgenmesi ile birlikte siiperoksit
anyonu olusturarak; ayni zamanda  elektron  yoriingesi  kaybetmektedir.
ALA/oksihemoglobin  (oksiHb) ¢iftinin ise oksidasyonu, ROS olusumu ile
sonu¢lanmaktadir. Buradaki basamaklarda sirasiyla tautoizomerizasyonu takiben enol
formu olusur; ALA, molekiiler oksijene elektron vererek oksiHb’in metHb’e doniisiimiine
ve ALA radikali olusumuna yol agar. ALA ve ALA/oksiHb otooksidasyon c¢ifti
etkileserek, ROS bilesikleri iginde en yiiksek reaksiyon kabiliyetine sahip OH™ ve Oz ile
H202’1 olustururlar. Bu bilgiyi SOD, katalaz ve mannitolin ALA/oksiHb c¢iftinin
oksidasyonunu oOnlemesi sonucunda yukaridaki radikallerin ortaya ¢ikmamasi da
desteklemektedir (Hermes-Lima ve ark., 1991; Costa ve ark., 1997; Gurer ve Ercal, 2000;
Ercal ve ark., 2001).

Sonug¢ olarak, kursun zehirlenmesinin patofizyolojisinde kabul edildigi gibi
ALA birikiminin ROS olusumu ve oksidatif hasarin kaynagi oldugu goriisiine
vartlmistir. Buna ek olarak, ALA’nin bir oksidasyon iiriinii olan 4,5-diokzovalerik
asidin  hem niikleozidde hemde izole edilmis DNA igerisinde guanozini etkili bir
sekilde alkilleyen ajan oldugu gosterilmistir. Ayrica kronik olarak ALA verilmis
ratlarin DNA’larinda; ALA’nin indiikledigi DNA hasarina yol agan OH' olusumu
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sonucunda 8-okzo-7,8- dihidro-29-deoksiguanozin ve 5-hidroksi-29-deoksisistidin
diizeylerinin yiikseldigi de rapor edilmistir. Bu bulgular ayni zamanda ALA’nin

genotoksik etkilerini de gostermektedir (Hermes-Lima ve ark., 1991).
2.6.3. Kursunun Hiicresel Antioksidan Enzim Sistemlerine Etkileri

Kursun, civa ve kadmiyum gibi metaller; amino asitlerin az stabil yan zincirlerine,
merkaptit, siilfidril gruplarina ve sisteinin -SH grubuna ytiksek afinite ile baglanmaktadir.
Kursun, birgok enzimin -SH grubuna baglanarak onlar1 inhibe etmektedir. Yapilan
calismalarda kursunla karsilasmaya birakilmis siganlarda ve insanlarda ALAD, glukoz—
6-fosfat dehidrojenaz (G6PD), GSH, GSH-Rx, GST, GSH-Px, katalaz ve SOD gibi bazi

v

enzimlerin antioksidan aktivitelerinin degistigi gézlenmistir (Costa ve ark., 1997).

G6PD, glukoz—6-fosfati NADPH iizerinden okside ederek 6-fosfoglukonata
doniistliren ve pentoz fosfat yolunun ilk basamak enzimidir. G6PD, hiicrenin mitokondri
dis1 reaksiyonlarmin en 6nemli NADPH kaynagidir. Bu NADPH, GSSG’u, GSH’a
indirgeyen GSH-Rx tarafindan kullanilir. Lanchant ve ark. (1984), kursunla inkiibe
etmeden 6nce G6PD’nin aktivitesini, GSH ve merkaptoetanol gibi bazi tiyol bilesikleri
ile ortadan kaldirarak, kursunun -SH ve GSH ile etkilesimlerini incelemislerdir. G6PD
icin, glukoz—6-fosfat ve NADP ile kursunun kinetik c¢alismalari sonucunda
nonkompetetif inhibisyon ile yaristiklarini ortaya koymuslardir. Arastirmacilar, pentoz
fosfat yolunun inhibisyonunun kursunla olusan oksidatif hasara kars1 eritrositleri daha da
hassaslastirdig1 sonucuna varmiglardir. Fakat in vivo ¢alismalar kursunun G6PD {izerine
etkilerinin daha karmasik oldugunu gostermistir. Viicuttaki pentoz fosfat yolu kritik
NADPH diizeyini saglamak i¢in yiiksek depo kapasitesine sahiptir. NADP/NADPH
oraninin diizenlenmesinde oksidatif stres sartlarinda durum okside form lehinedir. Bu
sartlar altinda normalde fosforile glukozun pentoz fosfat yoluna girmesi %11 iken; oran
%92’ya kadar ¢ikabilmektedir (Lanchant ve ark., 1984). Kursuna maruz kalmis rat,
hayvan ve insanlardaki eritrositlerde G6PD’nin artmasiyla ilgili yukaridaki uyum
mekanizmasi son ¢alismalarla gosterilmistir. Fakat Calderon-Salinas ve ark. (1993),
aksine G6PD seviyesinin diistiigiinii, Rogers ve ark. (1971) ise kursuna maruz kalmayi
takiben eritrositlerdeki G6PD aktivitesinin degismedigini gostermistir. Ozetle G6PD
seviyesi; kursuna maruziyet, alinan konsantrasyon, maruz kalma siiresi ve oksidatif

stresin hiicrelerin i¢ine ulagsmasina gore artmakta veya azalmaktadir (Gurer ve Ercal,
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2000).

GSH, glutamik asit, sistein ve glisin amino asitlerinden meydana gelmis bir
tripeptittir ve viicuttaki dokulara bagli olmayan siilfiiriin %90'11 saglamaktadir. Bundan
dolay1r GSH hiicreleri oksidatif strese kars1 korumada hayati bir rol oynar. Bunu ya -SH
gruplar sayesinde ROS ile iligkiye girerek enzimatik olmayan antioksidan etkiyle ya da
ROS'un detoksifikasyonunda koenzim veya kofaktor olarak enzimatik yolla
gerceklestirir. GSH, OH™ ve singlet Oz gibi ROS'larin temizleyicisidir. Metalleri
baglayacak bir amino grubu, bir stilfidril grubu, iki adet peptit bagi ile karboksilik asit
gruplari tagimaktadir. Kursun, -SH grubuna baglanarak, GSH'nin antioksidan aktivitesini

ve diizeyini diistirmektedir (Gurer ve Ercal, 2000).

Diger yandan; GSH-PX, katalaz ve SOD ise metalloproteinler olup, antioksidan
etkilerini sirasiyla peroksitler, HO2 ve O2”’yi enzimatik olarak detoksifiye ederek
gosterirler. Buraya kadar anlatilan enzimler aktiviteleri i¢in eser elementlere ihtiyag
gostermekte; bu da kursun toksisitesi i¢in onlarin duyarliliklarini arttirmaktadir (Gurer

ve Ercal, 2000).

GSH-Px tarafindan H20, ve diger lipid peroksitlerin rediiksiyonu sirasinda
GSH'nin GSSG’a oksidasyonunu katalize eder; bu arada H2O2’de suya doniistiiriilerek
detoksifiye edilmis olur. Hayvanlar iizerinde yapilan c¢alismalar sonucunda kursunun
GSH-Px diizeylerini arttirdigi; bir ¢alismada ise azalttig1 belirlenmistir (Mousa ve ark.,
2002; Sivaprasad ve ark., 2004).

SOD, siiperoksidi hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene ¢eviren reaksiyonu
katalizleyen bir metalloenzimdir. Oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit
radikalinin zararli etkisine kars1 koruyan SOD enzimi, ayrica fagosite edilmis bakterilerin
intraseliiler dldiiriilmesinde de rol oynamaktadir. Oksijen kullanimmin yiiksek oldugu
dokularda enzimin aktivitesi yiiksek iken; hiicre dist alanda enzim aktivitesi oldukca
diisiiktiir (Monteiro ve ark., 1985; Kasperczyk ve ark., 2004; Caylak ve Halifeoglu,
2007).

Katalaz, peroksizomlarda lokalize olmus ve her birinin yapisinda hem grubu ile

bir molekiil NADPH bulunan dort alt tiniteden meydana gelmis bir antioksidan enzimdir.
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Karaciger ve eritrositlerde en yiiksek aktiviteye sahiptir. SOD araciligiyla olusmus olan
H202, OH" radikalinin Onciisii olmasi nedeniyle viicudun antioksidan savunma sistemi
icin 6nemli bir tehdittir. Bu nedenle bir¢ok ROS'dan daha fazla oksidatif hasara neden
olur. Katalaz ortamda yiiksek konsantrasyonlarda H>O> bulundugunda (Km’si milimolar
degerlerdedir), onu iki asamada su ve molekiiler oksijene parcalar (Monteiro ve ark.,
1985; Kasperczyk ve ark., 2004; Caylak ve Halifeoglu, 2007).

2.7. Kursun Maruziyetinin Tanisi

Aciklanamayan hipertansiyon, ensefalopati, periferik motor noropati, gastrik
kolit ve bobrek yetmezligi kursun zehirlenmesi siiphesi uyandirir. Yiiksek kan kursun
diizeylerini tespit etmek igin gesitli yontemler kullanilir. Mikroskop altinda goriilebilen
kan hiicrelerindeki degisikliklerin varligi veya X 1smm altinda kemik yogunluklarinin
izlenmesi  kullanilan yontemlerdendir. Kronik kursun maruziyeti kemik rontgen
floresans teknolojisi kullanilarak 6lgiilebilir. Bulgular bizmut, fosfat ve floriir toksisitesi
ile karigtirilabilir. Zehirlenme kan o6rneklerinde eritrosit protoporfirin diizeyi olgiilerek
de degerlendirilebilir. Kandaki kursun miktarinin yiiksek oldugu durumlarda eritrosit
protoporfirin  seviyesi yiikselir. Ayrica, kan ve idrar kursun diizeyi de
degerlendirilmelidir (Kasperczyk ve ark., 2004; Kutlu ve ark., 2005; Szostak ve Szostak
Wegierek, 2006).

2.8. Kursun Maruziyetinin Tedavisi

Metal zehirlenmesi akut, subakut veya kronik olabilir. Genellikle akut
zehirlenmelerin teshisi hizla konur ve acil tibbi miidahale gerektirir. Bununla birlikte
kronik toksisitelerin teshisi daha zordur ve bunlar geri doniistimlii veya doniisiimsiiz
olabilir. Zehirlenmelerin sagaltiminda izlenen yollar; sistemik dolasima daha fazla
metal gegisinin 6nlenmesi, metalin dolasimdan elimine edilmesi ve sistemdeki metalin
inaktivasyonu seklindedir. Kana metal ge¢isinin 6nlenmesinde birincil yol maruziyettin
kesilmesidir. Toksik metallerin alinmas1 durumunda akut vakalarda, dort saat icinde
mide yikanmasina/bosaltilmasina veya mide bosalmasinin miimkiin olmadigi
durumlarda midede metal inaktivasyonuna ihtiyag duyulur. Aktif metaller icin siit,
yumurta aki, sodyum bikarbonat, sodyum veya magnezyum siilfat kullanilabilir
(Szostak ve Szostak Wegierek, 2006; Vazquez ve ark., 2008).
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Kelasyon tedavisi yiiksek kan kursun diizeyini etkili bir sekilde diistiriir ancak
diisiik kursun seviyeleri ile iligkili kursunla indiiklenen bozukluklar1 onleyemeyebilir.
Bu dokulardaki kursunun yeterince arindirilamamasi veya 6nceden varolan doku
hasarimin tersine ¢evrilemesinden kaynaklanabilir. Dimerkaprol, kalsiyum disodyum
etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) ve siiksimer kelatlama igin primer olarak
kullanilan {i¢ ajandir. Kelasyon tedavisinin ilk birka¢ giinli i¢inde kan kursun
seviyelerinde hizli bir diistis olur. Dimerkaprol, ensefalopati olgularinda veya hizli
tedavi igin tercih edilen kelatordiir. Dimerkaprol- metal kelat ayrismasini miiteakip,
kursun geri emilimini Onlemeye yardimci olmak i¢in tedavi boyunca idrarin
alkalilestirilmesi gerekir. Bu ilaglarin ¢ogu doza bagli ve gecici olarak mide bulantisi,
kusma, bas agrisi, hipertansiyon, tagikardi, hiperpireksi ve hafif- orta dereceli l6kopeniye
neden olur. Kalsiyum disodyum EDTA (CaNa2EDTA) etkili kursunu c¢ozer.
Ekstraseliiler kursunu kuvvetli bir sekilde baglar ve metali hizla idrarla uzaklastirir.
Idrarda kadmiyum ve civa atiliminin artis1 da CaNa;EDTA tedavisinden kaynaklanir. Bu
kelator metabolize edilmez ve c¢ogunlukla hiicre disi sivida dagilir. Kursun
zehirlenmesinin tedavisi sirasinda gozlenen CaNa;EDTA nin yan etkileri arasinda bag
agrisi, miyalji, mide bulantis1 ve kusma yer alir. EDTA, dimerkaptosiiksinik asit
(DMSA) ve 2,3 dimerkaptopropan 1-siilfonat (DMPS)’dan daha fazla temel mineral
kaybina (¢inko, demir, kalsiyum ve magnezyum) neden olur. EDTA kelasyonunun
bilinen diger yan etkileri arasinda glukoziiri, hipotansiyon, lakrimasyon, burun
tikaniklig1 ve mukokiitan6z lezyonlardir (Mitre ve ark., 2005; Vazquez ve ark., 2008).
DMSA, hafif veya asemptomatik kursun toksisitesi vakalari igin tercih edilen
kelatlayicidir ve sadece oral kapsiil formiilasyonu mevcuttur. British Anti-Lewisite
(BAL), kursun zehirlenmesinin tedavisinde kullanilan en eski ajanlardan biridir. Kan-
beyin bariyerini hizla gegme yetenegi yiiksektir. Ikiye boliinmiis dozda giinde 2.5 mg/kg
miktarinda kas i¢i uygulanir. Tedavi siiresi en az ii¢ giindiir. BAL idrarla ¢inko atilimini
hizlandirir. D-  penisilamin rediiktif bir kelatordiir. Kursun veya bakir katyonlarinin
proteinlere baglanma oranini diigiiriir ve nihayetinde idrarda atilimini uyarir. D-
penisilamin, Wilson hastaliginin tedavisi igin tercih edilen ilagtir. Bununla birlikte,
renal veya kemik iligi disfonksiyonu (16kopeni ve trombositopeniye yol agan) ve
dermatolojik komplikasyonlar gibi yasami tehdit eden yan etkilerinden dolayi, kursun

zehirlenmesinin tedavisinde figiinciil ilag olarak kabul edilir. DMSA esas olarak
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bobreklerdeki kursunu kelatlar. Hafif ve asemptomatik kursun zehirlenmesinin
tedavisinde ilk tercihtir. Kursun seviyesini hizla diisiiriir ve siilfidril bagimli enzimleri
aktive eder. Genellikle iyi tolere edilir, ancak bazen Klinik olarak 6énemli olumsuz
etkilere neden olabilir. En sik goriilen yan etkiler abdominal agr1, gecici deri dokiintiisi,
artmis hepatoselliiler enzim seviyesi ve notropenidir. DMSA, 6zellikle, oral bir antidotun
tercih edilmesi durumunda CaNa;EDTA’nin bir alternatifi olarak diisiiniilebilir (Cave,
1991; Hasle ve Rose, 1991).

2.8.1. Kursun Maruziyetinin Tedavisinde Antioksidanlarin Kullanimi

Kursuna maruz kalan dokularda ROS olusumu artmakta ne hiicredeki antioksidan
mekanizmalarinin tiikketilmesi ile prooksidan-antioksidan denge bozulmakta ve hiicredeki
kritik molekiillerin oksidatif hasra ugramasi ile de doku zedelenmesi olusmaktadir.
Kursun zehirlenmesinde kullanilan antioksidanlar kursunun baglandig bilesiklerde onun
yerine baglanarak, dokulardan kursunu uzaklastirirlar ya da viicutta endojen olarak
kursunun olusturdugu oksidatif hasara karst koyarlar. Tim bunlarin 15181 altinda
antioksidan etkili baz1 molekiillerin koruyucu ve tedavi edici olarak tek baslarina ya da
selator maddelerle birlikte kullanilmasi iizerine hayvanlarda deneysel ¢aligmalar

yapilmustir (Ercal ve ark., 2000; Gurer ve Ercal, 2000; Ercal ve ark., 2001).

Vitamin B6 (Tiamin): Vitamin Bg 'nin kursun intoksikasyonunda verilmesinin ALAD
aktivitesi inhibisyonunu ve c¢inko-protoporfirin diizeyini azalttigin1 gosterilmistir.
Ayrica kan, bobrek ve karaciger kursun diizeylerinin diistigii; beyin kursun diizeyinde
ise bir azalmanin olmadigi gorilmiistiir. Bu etkilerini vitaminin pirimidin halkasindaki
nitrojen atomu ile amino grubu ya da tiyazol halkasindaki siilfiir atomu ve yan zincirdeki
hidroksil grubunun kursun ile selat olusturmasi yoluyla veya kursunun emilimini
azaltarak yaptig1 ileri striilmiistiir. Vitamin Bg ile yetersiz beslenen ve kursunla
karsilasmaya birakilmis siganlarda kontrole gore GSH diizeyleri daha diisiik
bulunmusgtur. Vitamin Begnin bu durumu GSH metabolizmasindaki transsiilfiirasyon
yolunda kofaktdr olmastyla agiklanmistir. GSH 'nin prekiirsorii olan sisteinin ¢ogu, diyetle
alinan metiyoninden sentezlenmektedir. Bundan dolayr vitamin Bg alimindaki bir
eksiklik metiyonine bagimli sisteinden GSH sentezini 6nlemektedir. Bu sonug¢ kursunla
karsilagsan sicanlarda maruz vitamin Be'nin GSH sentezini arttirarak dolayli olarak

antioksidan bir rol oynadigini ortaya ¢ikarmistir. CaNa2EDTA ile birlikte tiamin verilmesi
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beyinin de arasinda bulundugu dokulardan kursunun ayrilarak, idrarla daha fazla
atilmasma ve kursunun olusturdugu biyokimyasal parametrelerde diizelmeye neden
olmustur. Bu esnada tiaminin dokulardan kursunu ayirip, atilabilir bilesikler
olusturarak etkisini gosterdigi de diisiiniilmektedir (Tandon ve ark., 1987; McGowan,
1989).

Cinko: Kursun in vivo olarak aktif bolgelere baglanmada cinko ile yarigmaktadir.
Deneysel olarak kursunla birlikte ¢inko verilmesi, ALAD gibi c¢inkoya bagiml
enzimlerin aktivitesini geri dondiirmekte ve idrarla ALA atilimim1 da azaltmaktadir.
Diisiik dozda alindiginda kursun zehirlenmesine karst koruyucudur ve etkisini
gastrointestinal kanaldan kursun emilimini 6nleyerek gostermektedir. Ayrica bobrek ve
karacigerde metallotiyoninleri arttirarak da kursunun etkilerini azaltmaktadir. Cinkonun
sicanlarda kursun zehirlenmesinin tedavisi ve dnlenmesinde tek basina ya da metiyonin
veya ¢inko ile birlikte kullaniminin yararl oldugu gosterilmistir. Cinko, metiyonin, ¢inko
ile metiyonin birlikte verilerek yapilan sigan caligmasinda GSH 'nin prekiirsorii olan
metiyoninin tek basina ya da c¢inko ile birlikte karaciger GSH diizeyini korudugu
belirlenmistir. Cinkonun antioksidan etkisini; oksidasyona karsi siilthidril gruplarini
koruyarak ve gegis metalleri ile ROS (OH ve O2’) olusumunu Onleyerek gosterdigi

belirtilmistir (Bray ve Bettger, 1990).

Selenyum: Hiicrelerin antioksidan savunma sistemlerinde anahtar bir rol alan GSH-Px,
selenyuma kofaktor olarak ihtiyag duyar. Selenyum ile kursun arasinda bir antagonizma
vardir ve azalan selenyum alimi GSH-Px aktivitesini de diisiirmektedir. Selenyumun
kursuna maruz kalma oncesi enjeksiyonu ile SOD, GSH-Rx aktivitesi ve GSH
miktarin1 arttirarak  kursuna karsi ratlari korudugu gosterilmistir. Selenyum bu
koruyucu etkisini; inaktif selenyum-kursun bilesigi olusturarak, siiperoksit radikalinin
temizlenmesinde gorevli SOD'u stimiile ederek ve yeterli miktarda GSH
bulundugunda glutatyon rediiktazin antioksidan etkisini indirek olarak arttirarak
gergeklestirmektedir (Othman Al ve El Missiry, 1998).

Vitamin E (Alfa takoferol): Yagda eriyen vitamin oldugu ig¢in hem selliiler hem de
subselliler membranlarda ve  lipoproteinlerde bulunan E  vitamini lipid
peroksidasyonunu engelleyen esas antioksidandir. Hidrofobik kisminda —OH grubu

olmasi1 nedeni ile lipid peroksidasyonu sirasinda olusan peroksil ve alfoksil radikalleri
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yag asidi yerine alfa takoferol ile birlesir ve bdoylece lipid peroksidasyonu zincir
reaksiyonu kirilmis olur. Yapilan ¢aligmalarda vitamin E bakimindan eksik beslenen
ratlarda eritrositlerin filtrasyon siiresi ile lipid peroksidasyonu arasinda giiglii bir
korelasyon bulunmustur. Bu sonuglar insanlarda kursun maruziyetinde yiiksek dozda
vitamin E alinmasmim eritrositlerin deformite ve oksidatif hasara karsi dayanikliligini

arttiracagini gostermistir (Chao ve ark., 2002; Singh ve Jialal, 2004).

Vitamin C (Askorbik asit): Organizmada bir¢ok hidroksilasyon reaksiyonlarinda
indirgeyici ajan olarak gorev yapar. Stiperoksid ve hidroksil radilkalleriyle reaksiyona
girip onlar1 temizleyen bir antioksidandir. Kursuna kars1 yararl etkisini onunla bilesik
olusturmasi sayesinde gostermektedir. Kursuna maruz kalmis ratlarda askorbik asidin tek
basina veya tiaminle birlikte verilmesi kursunun idrarla eliminasyonunu arttirmakta,
karaciger ve bobrekte kursun diizeyini azaltmakta ve kan ALAD aktivitesinin
inhibisyonunu 6nlemektedir. Askorbik asidin kursunla bilesik olusturabilmesi, bu yararl
etkisini agiklamaktadir (Chao ve ark., 2002; Kutlu ve ark., 2005).

Etoksikuin: Hayvan yemlerinde kullanilan koruyucu bir madde olan etoksikuininin
kursunun sistemik etkilerini ve lipid peroksidasyonunu normale ¢evirdigi bildirilmistir.
Kursun toksisitesindeki peroksidatif olaylari etoksiquinin giiglii bir sekilde inhibe ederek
bunu gerceklestirdigi ifade edilmistir (Donaldson, 1991).

S-adenozil-L-metiyonin (SAM): S-adenozil-L-metiyonin (SAM) metiyoninin bir
metaboliti ve 6nemli bir metil vericisidir. Metiyonin gibi viicudun siilfiir gerektiren
bircok metabolik yolunda gereklidir. SAM, membranlarin akiciligini saglayan membran
fosfolipidlerinin sentezindeki transmetilasyon reaksiyonunda metil vericisi olarak ana
bir role sahiptir. SAM igeren diger bir metabolik yol ise molekiilden transsiilfiirasyonla
bir metil grubunun ayrilmas: ile S-adenozil-homosistein olusmasidir. Bu bilesik
homosisteine ve sonra glutatyonun onciilii olan sisteine doniigiir. GSH’ nin prekiirsori
olan SAM’in kursun-etanol verilen ratlardaki yarar1 Flora ve ark. tarafindan
arastirllmistir. SAM ’in beyin, kan ve karacigerin kursunt+etanol maruziyeti siiresince
baz1 biyokimyasal parametreleri (kan ALAD, GSH, beyin ve karacigerdeki lipid
peroksidasyonu olgiitleri, GSH miktar1) korudugu goriilmistir. Bundan dolay1
SAM’in, beyin ve karacigerin kursuntetanolle indiikklenen oksidatif hasarin selasyon

tedavisinde, selator ilaglarin adjuvantt olarak kullanilmasmin yararli olabilecegi
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bildirilmistir (Flora ve Seth, 1999; Atmaca, 2004).

N-asetilsistein (NAC): Siilfiir iceren amino asitlerden sisteinin glutatyona doniisiimiinde
bir ara trtin olan NAC sistein gibi serbest radikalleri siilfidril grubuyla baglar. NAC,
yapisindaki tiyol bilesigi tasiyan bir antioksidan olmasindan dolayr kursunun yaptigi
oksidatif strese kars1 viicudu korumaktadir (Parcell, 2002; Atmaca, 2004).

Metiyonin: Protein sentezinde metiyonin 6nemli bir metil vericisidir. Biyolojik
sistemlerdeki dinamik dengenin devamliligi, 6zellikle de metiyonin rezidiisiiniin
oksidasyon ve rediiksiyon dengesi, proteinlerin regiilasyonunda 6nemlidir. Metiyonin
rezidiileri oksidatif stres altindaki proteinlerin oksidasyondan korunmasi i¢in son sans
antioksidan savunma sistemi olarak davranirlar. Her ne kadar kursun zehirlenmesindeki
koruyucu etkisi in vivo olarak reaktif oksijen tiirevlerini azaltan GSH sentezi i¢in gerekli
sisteine doniismesi olsa da tam olarak etki mekanizmasi bilinmemektedir. Metiyoninin
yapisinda siilfiir grubu tasimasi nedeniyle kursun ile selat olusturabilme yetenegi de
bulunmaktadir (Parcell, 2002; Atmaca, 2004). Patra ve ark.’nin (2001), sicanlarda dort
hafta boyunca kursun asetat vermis ve izleyen besinci hafta boyunca oral yolla metiyonin
vermisler; kan kursun ve karaciger, bobrek ve beyin MDA diizeylerini distirdiigiini
tespit etmislerdir (Patra ve ark., 2001). Caylak ve arkadaslarinin siganlara oral yolla bes
hafta siiresince 2000 ppm kursun asetat ile birlikte koruyucu etki igin verdikleri metiyonin
(oral 100 mg/kg/giin), kursunla uyarilan oksidatif strese bagli artmis serum MDA,
eritrosit SOD ve GSH-Px ile karaciger, bobrek ve beyin dokularma ait katalaz diizeylerini
diisirmiis; kursuna bagh azalan plazma vitamin A ve E diizeyleri ile bobrek ve beyin

total antioksidan kapasitesini ise yiikseltmistir (Caylak ve ark., 2008).

Taurin: Taurin, yapisindaki serbest siilthidril grubu ile ROS temizlenmesinde dogrudan
etkili ve oksidatif zedelenmeler kaynaklanan membran gecirgenliginin 6nlenmesinde ise
dolayl etkili bir antioksidandir. Taurin kursunla indiiklenen oksidatif zedelenme iizerine
olan etkilerini lipid peroksidasyonunu azaltarak gostermektedir. Igme sularina bes hafta
boyunca 2000 ppm kursun verilerek olusturulan oksidatif hasar sonrasi, siganlara bir
hafta 1.1 gr/kg/giin taurin verilmesi GSH miktarin1 arttirmakta; kursunla artmig CAT,
G6PD aktiviteleri ile MDA diizeylerini ise diisiirmektedir (Giirer ve ark., 2001).

Alfa Lipoik Asit (Tiyoktik Asit): Mitokondride enerji ile ilgili piriivat ve a-
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ketoglutarat dehidrojenaz multienzim komplekslerinde kofaktor olarak rol alir. Terapotik
olarak serbest radikallerin hiicrelere verecegi zararlarin Snlenmesinde, antioksidan
etkisiyle oksidatif stresin azaltilmasinda ve Kkan sekerinin  disiiriilmesinde
yararlanilmaktadir. Antioksidan etkisi ile alfa lipoik asit, kursunun baz1 toksik etkilerini
azaltmaktadir. Indirgenmis formu olan dihidrolipoik asit iki adet serbest siilfidril grubu
icermektedir. Alfa lipoik asit ve dihidrolipoik asitin ikisi de bazi ROS’lar1 temizleyebilir;
vitamin E, vitamin C, GSH gibi bazi antioksidanlar1 radikal ya da inaktif formundan

yeniden olusturur ve agir metallerle selat yapabilir (Packer ve ark., 1995).

Bu antioksidanlarin yanisira ¢esitli flavonoidler ve bitki ekstraktari, endojen
antioksidan artis1 ile oksidatif stresi azaltarak ve endojen antioksidan savunma sistemini
indiikleyerek, ¢inko, selenyum, demir ve kalsiyum ayrica emilimi azaltip kursun yiikiinii

diistirerek etkili olurlar (Pugliese ve ark., 1998).
2.9. Mirisetin

Mirisetin flavonoller alt grubuna ait bir flavonoiddir. Molekiiler yapis1 Sekil 3’de
gosterilen mirisetin dogada hem besin olarak tiiketilen hem de alternatif tipta kullanilan
cesitli bitkilerin yapisinda degisik oranlarda bulunur. Mirisetin ve diger bazi flavanoidler
(Kersetin, kamferol, apigenin vb.) cesitli bitkilerde farkli konsatrasyonlarda tespit
edilmistir. Gliney Asya kaynakli, belli basl bazi tropikal bitkilerin (tibbi ve besin)
flavonoid igeriklerinin incelendigi bir ¢alismada semambu bitkisinin yapraklari ve
sarimsak, ¢alisilan bitkiler arasinda en yiiksek mirisetin oranina (Sirasiyla 853 mg/kg ve
693 mg/kg) sahip bitkiler olarak tespit edilmistir (Miean ve Mohamed, 2001). Bu
calismada tespit edilen diger bir mirisetin kaynagi da 303 mg/kg ile siyah caydir.
Hollanda’da yapilan bir baska calismada da, toplumda tiiketilen mirisetin gibi bazi
flavonoidlerin ana kaynaginin ¢ay ve sogan oldugu tespit edilmistir. Yapilan ¢aligmalarin
ortaya ¢ikardiglr sonuca gore besinler yoluyla aldigimiz mirisetin’in ana kaynaklari;
sogan, sarimsak, ¢ay, lahana, elma, kiraz, {iztim, kirmizi sarap gibi besinlerdir. Mirisetin
bitkilerde ¢ogunlukla glikozid yapisinda bulunur, aglikon formu daha nadirdir (Canada
ve ark., 1990).
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Sekil 3. Mirisetin’in molekiiler yapis1 (Ong ve Khoo, 1997)

Mirisetin metabolizmas1 ile ilgili olarak literatiirde insanlarla yapilmis bir
calismaya rastlanilmamistir. Ancak siganlarla oral mirisetin verilerek idrar ve fegeste
mirisetin metabolitlerinin arastirildig1 bir calismada mirisetin’in ana metabolitinin idrarla
atilan 3-5-dihidroksifenil asetik asit oldugu tespit edilmistir. Ayrica neomisin uygulanan
sicanlarda mirisetin metabolitlerinin tamamen kaybolmasiyla mirisetin’in barsak

bakterileri tarafinda metabolize edildigi sonucuna varilmistir (Griffiths ve Smith, 1972).

Mirisetin, 1950’lerden beri ¢esitli biyolojik 6zellikleri arastirilan bir molekiildiir.
Insan sagligma degisik acilardan faydali olabilecegi teorisi cesitli arastirmacilar
tarafindan ispatlanmaya c¢alisilmistir. Saglikli ve hastalik tasiyan insan ve hayvan
hiicrelerinde Mirisetin’in pek ¢ok etkisi aragtirllmistir ve arastirilmaktadir. Antioksidan,
antikarsinojen, antidiyabetik, antiviral ve bazi saglifa yararli olabilecek ozellikleri
bulundugu savunulan mirisetin’in  DNA hasarlayici, prooksidan, DNA tamirini
engelleyici etkilerinin oldugunu da savunan g¢alismalar da vardir (Griffiths ve Smith,
1972).

Mirisetin’in hem enzimatik hem de enzimatik olmayan sistemler yoluyla
antioksidan etki gosterdigi bildirilmistir. Mirisetin’in A ve B halkalarindaki OH ekleri,
cift baglar1 ve 3-OH degisimlerinden dolay: antioksidan 6zelliginin oldugu gosterilmistir
(Mustafa ve ark., 2010). Insan lenfositleri ile yapilan bir ¢alismada, lenfositler 30 dk. ve
18 saat ¢esitli mirisetin konsantrasyonlar1 ve ardindan 5 dk H20; ile muamele edilmis ve
Komet yontemi ile incelenmistir. 30 dk mirisetin uygulamasinin 100 pM
konsantrasyonda H:02’nin olusturdugu DNA hasarin1 engelledigi tespit edilmistir
(Duthie ve ark., 1997). Cin Hamsteri akciger fibroblastlarinda yapilan bir ¢alismada da

mirisetin’le muamele edilmis hiicreler H2O; ile oksidatif hasara maruz birakilmig ve 24
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saat sonar radikal temizleme aktivitesi, antioksidan enzimlerin ekspresyonu {izerine
etkisi, hiicresel DNA hasari, lipid peroksidasyonu dl¢iilmiistiir. Sonugta mirisetin’in 10
pg/ml  konsantrasyonda ortamdaki radikallerin % 73’ini temizledigi, H2O> ile
ekspresyonlar1 azalan bakir-¢inko SOD (CuZn SOD), manganez SOD (MnSOD), GSH-
Px ve katalaz aktivitelerinin mirisetin uygulamasiyla yiiksek oranda geri dondiigii tespit
edilmigtir. Komet deneyi ile yapilan degerlendirmede ve lipid peroksidayon
degerlendirmesinde de mirisetin’in oksidasyon hasarindan koruyucu etkisi ortaya

konmustur (Wang ve ark., 2010).

Primer sican hepatositleri ile yapilan bir calismada DNA oksidasyonu i¢in demir
selati (Fe-NTA", ferik nitrilo triasetat) kullanilmistir. 100 puM konsantrasyonda
mirisetin’in lipid peroksidasyonu ve oksitlenmis DNA f{iriinlerini anlamli derecede
azalttig1 tespit edilmistir (Abalea ve ark., 1999). Caco ve Hep-G2 hiicreleri ile yapilan bir
calismada;24 saatlik 200 uM mirisetinle inkiibasyonu ve ardindan H>O> hasar1 yapilmis
hiicreler Komet ile degerlendirildikten sonra mirisetin’in bu hiicre serilerinde anlamli
derecede koruyucu oldugu bildirilmistir (O’Brien ve ark., 2000). Oksidatif hasar1 6nleyici
etkisini aragtiran bu calismalarin sonuclarina gore, mirisetin, hiicrede farkli etmenlerle

ortaya ¢ikan oksidatif hasar1 6nlemede etkili bir ajan olarak goriinmektedir.

Mirisetin’in kanserli ya da islevi bozulmus hiicre ve dokulardaki etkilerini
inceleyen ¢alismalar da bulunmaktadir. Primer ve metastatik pankreas kanseri hiicre
serilerinde yapilan bir ¢alismada da fosfatidil inositol-3 kinaz (P13 kinaz) inhibisyonu
yoluyla her iki hiicre serisinde de apoptozu indiikledigi saptanmistir (Phillips ve ark.,

2011).

Mirisetin ve mesane kanseri hiicre serisi T24 ile calisilan bir arastirmada ise,
mirisetin’in bu hiicrelerin ¢gogalmasini inhibe ettigi, hiicreleri G2/M fazini geciktirerek
apoptoza stirtikledigi kanisina varilmistir. Bu ¢caligmada ayrica T24 inokiilasyonu yapilan
ciplak farelerde mirisetin verilen grupta (5 mg/giin) timor gelisiminin yavas oldugu ve

yasam siiresinin daha uzun oldugu tespit edilmistir (Sun ve ark., 2012).

Mirisetin’in 16semi (HL-60) ve hepatoma (Hep-G2) hiicrelerinde segici apoptotik
etkisinin incelendigi bir calismada mirisetin’in bu kanser hiicrelerinden HL-60 serisinde

apoptozu doza ve zamana bagl olarak indiikledigi, ancak Hep-G2 hiicrelerinde boyle bir
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etki gostermedigi tespit edilmistir (Morales ve Haza, 2012). Mirisetin’in 6limsiiz
hiicreleri apoptoza sevkettigine dair bir diger bulgu da HaCat hiicreleri ile yapilan bir
calismada ortaya konmustur. Diisiik doz, tamir edilebilecek diizeyde Ultraviyole-B’ye
(UV-B) maruz brrakilan bu hiicrelerde, mirisetin’in Akt ve Bad molekiillerinin
aktivitesini diislirerek mitokondriyal apoptotik molekiillerin salinimint arttirdigi ve
hiicreyi p53°ten bagimsiz bir yolaktan apoptoza stiriikledigi gosterilmistir (Kim ve ark.,

2010).

Mirisetin diabet tedavisi ya da korunmasi i¢in de aday bir molekiil olarak
diistiniilmektedir. Sicanlarla yapilan bir ¢alismada, streptozotosin (STZ) ile diyabet
yapilmis hayvanlarda 10 giinliik bir mirisetin (6 mg/giin, ip) uygulamasini takiben yapilan
tetkiklerde Mirisetin’in oksitleyici ayn1 zamanda nitratlayici bir ajan olan peroksinitrin
olusturdugu DNA hasarindan hiicreyi korudugu bildirilmektedir (Chen ve ark., 2011).
Sican astrositleri ve plazmid DNA’siyla yapilan bu deneylerde mirisetin’in radikal
temizleyici etkisi sayesinde bu korumay gergeklestirdigi diisiiniilmektedir. Zelus ve ark.
tarafindan yapilan bir ¢alismada, mirisetin’in adacik hiicrelerini (PC12) dldiirerek tip 11
diabete neden oldugu disiiniilen Islet Amiloid Polipeptid-Amilin agregasyonunu
engelledigi Tioflavin T (ThT) baglanma testi ile gosterilmistir (Zelus ve ark., 2012).
Mirisetin’in anti-diabetik etkisini arastirmak i¢in yapilan bir hayvan g¢aligmasinda,
streptozotosin ile diabetik yapilan hayvanlarda 6 mg/giin dozunda verilen mirisetin’in
glomerulosklerozu azalttigi, kreatinin klirensini diisiirdligli, {ireyi dislirdigi ve

antioksidan enzim aktivitelerini iyilestirdigi tespit edilmistir (Ozcan ve ark., 2012).
2.10. Kaemferol

Kaemferol (3,5,7-trihidroksi-2-(4-hidroksifenil)-4H-1-benzopiran-4-on), bir¢ok
yenilebilir bitki (brokoli, lahana, fasulye, pirasa, sogan, domates, cilek ve {liziim) ve
geleneksel tipta yaygin olarak kullanilan bitkilerde (Ginkgo biloba, Aloe vera, Equisetum
arvense, Moringa oleifer ve Sophora japonica) bulunan bir flavonoiddir (Sekil 4)
(Calderén-Montaiio ve ark., 2011; Alam ve ark., 2020).
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Sekil 4. Kaemferolun molekiiler yapisi (Alam ve ark., 2020)

Kaemferol difenil propan yapisina (Cs-C3-Cs) sahiptir ve 4-koumaroil-CoA (Ce-
C3) 'un iic malonil-CoA (Ce) molekiilii ile yogunlastirilmasiyla sentezlenir (Winkel-
Shirley, 2002). Diisiik molekiil agirlikli (MA: 286.23 g/mol) ve sar1 renkli bir bilesiktir
(Calderon-Montafio ve ark., 2011). Dogada ¢ogunlukla glikozitleri seklinde bulunan
bilesige glikoz, ramnoz, galaktoz ve rutinoz gibi sekerler genellikle glikozitler olusturmak
lizere baglanir. Kaemferoliin yliksek glikozit polaritesi, emilimini engeller, ancak
aglikonlarin ara polaritesi emilimi kolaylagtirir. Kaemferol esas olarak ince bagirsakta
emilir. Kaemferoliin lipofilikligi, pasif difiizyonla emilimini kolaylastirir, ancak yapilan
calismalar diflizyon ya da aktif tasimayla da absorbe olabilecegini gostermektedir
(Crespy ve ark., 2003). Kaemferol, konjugasyon enzimleriyle ince bagirsakta metabolize
edilebilir. Kolon mikroflorasi tarafindan da yogun sekilde metabolize edilir. Kolonik
bakteriler hem glikozitleri hem aglikonlara hidrolize edebilir. Emiliminden sonra,
kaemferol, glukuronidasyon, siilfatlama veya metilasyona ugrayarak metabolize edilir
(Oliveira ve Watson, 2000; Crespy ve ark., 2003).

Kaemferoliin giivenligi ile ilgili c¢eligkili raporlar vardir. Bazi calismalar
kaemferoliin antimutajenik aktiviteyi indiikledigini gdstermis olmasina ragmen diger
calismalar da bu flavonoidin genotoksik etkileri indiikleyebilecegini ortaya koymustur
(Francis ve ark., 1989; Silva ve ark., 1996; Edenharder ve Tang, 1997; Niering ve ark.,
2005). Flavonoidler antioksidanlar olarak bilinmesine ragmen, bu bilesikler ayrica
spesifik kosullar altinda pro-oksidan ajanlar olarak da hareket edebilirler. Kaemferoliin
de pro-oksidan aktivitesi genotoksik etkilerinin goriilmesinde dnemli bir rol oynayabilir
(Mira ve ark., 2002). Cok sayida in vitro ¢alisma kaemferoliin genotoksik ve kanserojen
olabilecegini gosterilmesine ragmen bu etkiler in vivo ¢alismalarda gosterilmemistir

(Calderon-Montafio ve ark., 2011).

43



Cok sayida preklinik c¢alisma, kaemferoliin antioksidan, antikanser,
antienflamatuar, antimikrobiyal, noroprotektif, kardiyoprotektif, antidiyabetik,
antiosteoporotik ve Ostrojenik/antiestrojenik etki gosterdigini ispatlamistir (Calderén-

Montafio ve ark., 2011).

Flavonoidlerin antioksidan 6zellikleri yaygin olarak kabul edilmektedir. Cok
sayida calismada kaemferol, bazi kaemferol glikozitleri ve birka¢ kaemferol igeren
bitkilerin sadece in vitro degil, in vivo olarak antioksidan aktiviteye sahip oldugunu
gosterilmistir (Niering ve ark., 2005). Bazi ¢alismalar, C4'te bir okso grubuyla birlikte Co-
Cs'te bir ¢ift bag mevcudiyetinin ve Cs, Cs ve Cs'de hidroksil gruplarmin varliginin,
kaemferoliin antioksidan aktivitesinde yer alan onemli yapisal 6zellikler oldugunu
gostermistir. Kaemferol, ksantin oksidaz enzimi gibi ROB fireten enzimlerin aktivitesini
inhibe edebilir (Ozyiirek ve ark., 2009). Diger flavonoidler gibi kaemferolde, Fenton
reaksiyonu ile demir veya bakir iyonlarin1 selatlayarak hidroksil radikal olusumunu
azaltabilir (Calderon-Montafio ve ark., 2011). Kaemferol ayrica, SOD ve katalaz gibi
antioksidan enzimlerin ekspresyonunu veya aktivitesini artirarak antioksidan etkilerin
goriilmesini saglayabilir (Doronicheva ve ark., 2007). Kaemferoliin antioksidan aktivitesi
birgok in vivo calismada gdzlenmistir. Ornegin, kaemferoliin hiicre ici ROS birikimini
azalttig1 ve Caenorhabditis elegans'in sag kalimimi arttirdigr bulunmustur (Kampkotter
ve ark., 2007). Kaemferol tiirevleri igeren Capparis spinosa ekstresi, saglikli goniilliilerde
topikal olarak uygulandiginda 6nemli antioksidan aktivite gostermistir (Bonina ve ark.,
2002).

Epidemiyolojik kanitlar (vaka kontrol ve kohort c¢aligmalar1), kaemferol
bakimindan zengin gidalarin tiiketiminin mide, akciger, yumurtalik ve pankreas kanseri
de dahil olmak {izere bazi kanser tiirlerinin gelisme riskini azaltabilecegini gostermistir.
Her ne kadar az sayida ¢alisma kaemferoliin in vivo hayvan modellerinde anti-kanserojen
aktivitesini degerlendirmis olsa da bir¢ok preklinik ¢alisma bu flavonoidin kanseri
Onleyici ve tedavi edici 6zelliklere sahip oldugunu bildirmistir (Calderon-Montafio ve
ark., 2011). Baz1 calismalar, diisiik kaemferol konsantrasyonlarinin DNA'y1 farkli
kanserojenlerin neden oldugu hasardan koruyabilecegini 6ne stirmektedir (Anderson ve

ark., 1997).
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2.11. Fisetin

Fisetin (3,3°,4°,7-tetrahydroxyflavone) flavonoidlerin bir alt grubu olan
flavonol bilesiklerindendir ve 2 ila 160 pg/g konsantrasyonlarinda cilek, elma, Japon
hurmasi, {iziim, sogan, salatalik gibi sebze ve meyve tiirlerinde bulunmaktadir.
Fisetinin molekiil formiilii C15H1006.XH,0 ve molekiil agiligi 286,24 g/mol’ diir (Sekil
5) (Lu ve ark., 2005).

Sekil 5. Fisetinin molekiiler yapis1 (Lu ve ark., 2005)

Fisetinin antikanser, anjiogenez inhibisyonu ve antiallerjik olmak {izere bircok
farmakolojik 6zelligi tespit edilmistir (Bhat ve ark., 2012; Goh ve ark., 2012). Ayn
zamanda hem glikojenolizisi hem de glukoneogenezi baskilayarak antidiyabetik
potansiyeli oldugu in vitro gosterilmistir (Prasath ve Subramanian, 2011). Fisetin iskemi
ve oksidatif stres gibi toksik uyarilardan sinir hiicre kiiltlirlerini korumaktadir. Direkt
antioksidan kapasitesinin yanisira major intraseliiler antioksidan olan GSH seviyesini de
artirmaktadir. Diyabetik komplikasyonlardan makromolekiillerin reaktif dicarbonyl ve
a-oxoaldehyde metilglioksal (MG) ile glukasyona ugramasi sorumludur. Glutatyon
MG’nin uzaklastirilmasinda hiz kisitlayict enzim olan glyoxolase 1 i¢in gerekli
kofaktordiir (Maher ve ark., 2011). Fisetin ayni zamanda GSH metabolizmasinin
upregiilasyonundan sorumlu ve sinirlerin toksik stresten korunmalar1 ile iligkili olan
transkripsiyon faktér Nrf2’yi harekete gegirmektedir. Bunun &tesinde fisetin lipid
peroksidasyonunu inhibe etmede ve demir selasyonunda oldukga etkilidir (van Acker ve
ark., 2011). Fisetin ayn1 zamanda yaglanma ile seviyesi artan ve sinir hiicre hasarlanmasi
ile iliskli peroksinitrit iliskili glutatyon azalmasini da engellemektedir (Burdo ve ark.,
2008).

Kemirgen ve insan kanser hiicre hatlariyla yapilan in vitro calismalarda
fisetinin zamana ve doza bagh olarak karaciger (Constantin ve ark., 2011), akciger
(Touil ve ark., 2011), serviks (Ying ve ark., 2011), prostat (Haddad ve ark., 2010),
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mesane (Li ve ark., 2010), 16semi (Kim ve ark., 2010), bobrek (Lee ve ark., 2008) gibi
cesitli kanser hiicre dizileri lizerinde farkli dozlarda sitotoksik etki gosterdigi
belirlenmistir. Yapilan ¢alismalarda fisetin’in farkli konsantrasyonlar da gesitli tiimor
hiicrelerinde genel olarak hiicre dongiistinti durdurarak ve/veya degisik sinyal yolaklari
lizerinden apoptoz mekanizmasmi tetikleyerek hiicre ¢ogalmasimi baskiladigi
gosterilmistir (Chen ve ark., 2002; Lu ve ark., 2005).

2.12. Galangin

B halkasinda hi¢ hidroksil tasimayan ve en fazla lipofilik 6zellik gOsteren
galangin (3.5.7-trihidroksiflavon) flavonol grubunda yer alir (Sekil 6). Galangin birgok
sebze ve meyvede bulunmasina ragmen 6zellikle bal, bal arilarinin agag reginelerinden
yaptig1 propolis (1 gr propolis te 13 mg galangin vardir), kestane, zencefil ve hem
baharat hem de ¢esitli hastaliklarin tedavisinda kullanilan Alpinia officinarum (havlican)
ekstratinin %10’u galanginden olusur- oldukga fazla oldugu belirtilmektedir (Heo ve
ark., 2001).

HO

OH O
Sekil 6. Galanginin molekiiler yapisi (Heo ve ark., 2001)

Galangin en etkili antioksidatif flavonoidlerden biridir ve birgok biyolojik
aktivide rol almaktadir (Heo ve ark., 2001). Cesitli in vitro ve in vivo ¢alismalarda
galanginin c¢esitli mutajenlerin DNA’ya baglanmasim1 veya DNA’y1 metillemesini
azaltarak antigenotoksik etki gosterdigi belirtilmistir (Dambros ve ark., 2005).
Galanginin, menopoz sonrasi disilerde Gstrojen seviyesini modifiye ettigi ve Ostrojen-
reseptor pozitif insan gogiis kanseri hiirelerinin ¢ogalmasini Gstrojen reseptoriine
baglanarak engelledigi belirtilmektedir (So ve ark., 1997). Ayrica gesitli kanser tiirlerine
neden olan polisiklikhidrokarbon ve heterosiklik amin gibi maddelerin aktivasyonunda
temel rolii olan sitokrom P450 enzimlerini inhibe ettigi belirtilmektedir (Guengerich,

1988). Galangin bakir iyonlar1 yardimiyla ger¢eklesen LDL)oksidasyonunun etkili bir
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inhibitoriidiir (Myara ve ark., 1993). Ayrica NADPH varliginda siiperoksit anyon
radikallerinin olusumunu engelledigi belirtilmistir (Imamura ve ark., 2000). Yapilan
caligmalar galanginin antioksidatif ve serbest radikal siipiiriicii etkileriyle enzim
aktivitelerini diizenleme ve kimyasallarin genotoksik etkilerini baskilama gibi 6zellikler

gosterdigini ortaya koymaktadir (Heo ve ark., 2001).
2.13. Calismanin Amaci

Literatiirde gerek kursuna gerekse diger agir metallere maruziyet sonucunda
ortaya ¢ikan oksidatif stresin 6nlenebilmesi igin gesitli flavonoidler ve flavonoidlerce
zengin bitki ekstraktlar1 denenmis ve bunlardan bazilarindan olumlu sonuglar alinmastir.
Ancak kursun asetat intoksikasyonu sonucunda olusan oksidatif strese karsi giiclii
antioksidan oOzellikleri oldugu bilinen mirisetin, kaemferol, fisetin ve galanginin
koruyucu etkileri arastirilmamistir. Yaptigimiz ¢alismada bu flavonoidlerin kursun
asetat intoksikasyonu sonucu olusan nefrotoksisiteye karsi koruyucu rolleri

arastirilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg¢

3.1.1. Deney Hayvanlari

Calismamiz, 25/06/2020 tarih ve 2020/06-03 karar sayili Van Yiiziinci Yil
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu alindiktan sonra, Nisan 2021°de Van
Yiiziincii Y11 Universitesi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkez Miidiirliigi’nde
gerceklestirildi. Calismamizda Van Yiiziincii Y1l Universitesi Deneysel Uygulama ve
Arastirma Merkez Miidiirliigii’'nden temin edilen 6-8 haftalik Wistar Albino cinsi, 70 adet
erkek sigan (250-300 g) kullanildi. Siganlar, her grup ayr1 kafeslerde yer alacak sekilde,
0zel kafesler i¢inde bakild: ve standart sigan yemi ile ad libitum olarak beslendi. Siganlar
12 saat 1gik/karanlik periyodunda ve 18-22°C’de muamele edildi. Si¢anlar uygulama
yapilmadan 10 giin 6nce adaptasyon amaciyla karantina altina alindi. Deney siiresince

giin asir1 igme sular1 degistirildi ve kafes temizligi yapildi.

3.1.2. Analizlerde Kullanilan Kimyasallar

1-Butanol Riedel de Haen
2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH) Sigma

5, 57 dithio-bis-2-nitrobenzoic acid (DTNB) Sigma

8-OH dG ELISA Kiti Lifespan Biosciences
Amonyum Siilfat Sigma

Asetik Asit Merck

Bakir Klortir Sigma

Bakir Siilfat Pentahidrat Merck

Bisturi Ribbel
Biyokimyasal Analiz Kitleri Roche Diagnostics
Bovin Serum Albumin (BSA) Sigma

Disodyum Hidrojen Fosfat Merck

Distile Su Polifarma
Enjektor (1-2-10 mL) Ayset

Etil Alkol (Etanol) Merck

Etil asetat Merck
Etilendiamintetraasetikasit (EDTA) Merck

Fenil asetat Fluka
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Fenol

Fisetin

Folin Ciocalteu's Fenol Reagent
Formaldehit

Galangin

Glutatyon Rediiktaz
Guanidin HCI

Hidrojen Peroksit

Kalsiyum kloriir

Ketamin (Ketalar)

Ksalazin (Rompun)

Ksantin Oksidaz

Ksantin

Kuersetin

Kursun asetat

Laboratuvar Tiipleri
Metafosforik asit

Metanol

Mikropipet Seti

Mirisetin

N-(1-Naftil) etilendiamin dihidrokloriir (NEDD)
Nitroblue Tetrazolium Kloriir (NBT)
Non-Steril Eldiven
Numune Kaplari

GSSG

Paraokson

PGE; ELISA Kiti

Piridin

P-nitrofenol

Potasyum Dihidrojen Fosfat
Potasyum Sodyum Tartarat
Rediikte L-Glutatyon
Rediikte B-NADPH
Sodyum Azid

Sodyum Borhidriir (NaHB4)
Sodyum Dodesil Stilfat
Sodyum Hidroksit

49

Merck

Xi'an Natural Field
Sigma

Merck

Xi'an Natural Field
Sigma

Sigma

Merck

Merck

Pfizer

Bayer

Sigma

Sigma

Xi'an Natural Field
Sigma

BD Vacutainer
Sigma

Merck

Gilson

Xi'an Natural Field
Sigma

Sigma

Beybi

Ayset

Sigma

Fluka

Lifespan Biosciences
Riedel de Haen
Fluka

Merck

Merck

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Merck



Sodyum Karbonat Merck
Sodyum Kloriir Merck
Stilfanilamit Sigma
Tetrametoksipropan Aldrich
Tiobarbitiirik Asit (TBA) Merck
Trikloroasetik Asit (TCA) Merck
Tris Baz Sigma
Tris-HCI Sigma
Vanadium kloriir Merck
3.1.3. Kullamilan Cihazlar
Buzdolab1 Regal
Ceker Ocak Biolab
Derin Dondurucu (-20 °C) Vestel
Derin dondurucu (-80 °C) Elcold
Distile Su Cihazi Millipore
ELISA mikroplate okuyucu VersaMax
Etiiv Binder
Hassas Terazi Mettler Toledo
Homojenizator IKA
Isiticili Manyetik Karistirict Wisd
Mini santrifiij Eppendorf

Otoanalizator Cobas Integra 800
pH Metre Mettler Toledo
Sogutmali Mikrosantrifuj Sigma,2-16K
Spektrofotometre Analytikjena

Su Banyosu GFL-Wasserbad
Ultrasonik Su Banyosu Wisd

Vorteks REAX

3.2. Yontem

3.2.1. Hayvanlara Uygulanan Maddelerin Hazirlanmasi

Yapilan literatiir taramasinda oral yolla uygulanan kursun asetatin 100 mg/kg/giin
dozunun ¢alisgmamizda kullanilmasina karar verilmistir. Yapilan ¢alismalarda bu dozdaki

kursun asetat uygulamalarinin sicanlarda kayda deger miktarda 6liimlere yol agmadig:
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Ote yandan istenilen 6l¢iide organ ve doku hasari olusturabildigi goriilmiistiir (Mokhtari
ve Zanboori, 2011). Calismada kullanilacak olan kursun asetat (LA), mirisetin (MYC)
(Lai ve ark., 2020), kaemferol (KMP) (Al-Numair ve ark., 2015), fisetin (FST) (Kandhare
ve ark., 2011) ve galangin (GLG) (Tomar ve ark., 2017) distile su igerisinde
coziindiiriilerek hazirlanmistir. Kursun asetat ve tiim fitokimyasallar 28 giin boyunca ve

oral yolla uygulanmis olup ikinci uygulama birinciden en az 2 saat sonra yapilmustir.
3.2.2. Hayvan Gruplarinin Olusturulmasi

Sicanlar rastgele segilerek 10 gruba ayrildi. Gruplarin kendi i¢inde homojen
olmasina ve gruplardaki siganlarin agirlik toplamlarinin yaklagik ayni degerde olmasina
dikkat edilerek gruplar olusturuldu. Toplam 10 deney grubu su sekilde olusturulmustur;
Kontrol grubu (n=7): Herhangi bir ilag uygulanmadan sadece 2 mL distile su gavaj
yoluyla 28 giin boyunca uygulanmstir.

LA grubu (n=7): Bu gruptaki siganlara 28 giin boyunca 1 mL kursun asetat (100 mg/kg/
giin) ve 1 mL distile su gavaj yoluyla uygulanmustir.

LA+MYC100 grubu (n=7): Bu gruptaki siganlara 28 giin boyunca 1 mL kursun asetat
(100 mg/kg/ giin) ve 1 mL MYC (100 mg/kg) oral yolla uygulanmastir.

LA+MYC200 grubu (n=7): Bu gruptaki sicanlara 28 giin boyunca 1 mL kursun asetat
(100 mg/kg/ giin) ve 1 mL MYC (200 mg/kg) oral yolla uygulanmstir.

LA+KMP100 grubu (n=7): Bu gruptaki si¢anlara 28 giin boyunca 1 mL kursun asetat
(100 mg/kg/ giin) ve 1 mL KMP (100 mg/kg) oral yolla uygulanmustir.

LA+KMP200 grubu (n=7): Bu gruptaki siganlara 28 giin boyunca 1 mL kursun asetat
(100 mg/kg/ giin) ve 1 mL KMP (200 mg/kg) oral yolla uygulanmstir.

LA+FST100 grubu (n=7): Bu gruptaki si¢anlara 28 giin boyunca 1 mL kursun asetat
(100 mg/kg/ giin) ve 1 mL FST (100 mg/kg) oral yolla uygulanmstir.

LA+FST200 grubu (n=7): Bu gruptaki siganlara 28 giin boyunca 1 mL kursun asetat
(100 mg/kg/ giin) ve 1 mL FST (200 mg/kg) oral yolla uygulanmistir.

LA+GLG100 grubu (n=7): Bu gruptaki sicanlara 28 giin boyunca 1 mL kursun asetat
(100 mg/kg/ giin) ve 1 mL GLG (100 mg/kg) oral yolla uygulanmastir.

LA+GLG200 grubu (n=7): Bu gruptaki sicanlara 28 giin boyunca 1 mL kursun asetat
(100 mg/kg/ giin) ve 1 mL GLG (200 mg/kg) oral yolla uygulanmistir.
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3.2.3. Hayvanlarin Anesteziye Ahnmasi, Kan ve Doku Orneklerinin Ahnmasi

Calismanin 29. giinii, 10 mg/kg/i.p. ksilazin (Rompun, Bayer, Tiirkiye) ve 50
mg/kg/i.p. ketamin (Ketalar, Eczacibasi, Tiirkiye) anestezisi altinda siganlarin kardiak
punction ile kanlar1 alinarak, bobrek dokular1 ¢ikartildi. Alinan kanlar vakit gegirilmeden
santrifiij edilerek serum elde edildi. Calisma giinli serumlar dogrudan veya diliie edilerek
kullanildi. Bobrek dokulari ise 6nce % 0.9’luk sodium kloriir (NaCl) ile yikanarak
tizerindeki kanlarin gitmesi saglandi, daha sonra kurutma kagidi ile 1slaklig1 giderilerek

caligma gliniine kadar -20°C’de saklandi.

3.2.4. Bobrek Dokularinin Homojenizasyonu

Derin dondurucuda (-20°C) bekletilen siganlarin bobrek dokulari oda sicakligina
gelinceye kadar kademeli olarak buz lizerinde ¢oziinmeleri saglandi. Ekstraksiyon i¢in 1
mmol/L EDTA ve 50 mM Potasyum Dihidrojen Fosfat (KH2POg4) (pH 7.4) iceren tampon
kullanildi (Dogan ve ark., 2018). 500 mg doku iizerine 5 mL soguk tampon eklendi ve
dokular cam bagetle iyice ezildi. Buz doldurulmus plastik kap igerisine yerlestirilen cam
tipteki doku 16000 devir/dakika hizda 3 dakika siire ile mekanik homojenizator
yardimiyla homojenize edildi. Elde edilen homojenizat vakit gegirilmeden +4°C’de 30
dakika 10000 rpm’de santriflij edildi. Bobrek dokusundan elde edilen siipernatantta

oksidatif stres ve enflamatuvar parametrelerine bakildu.

3.2.5. Serum Analizleri

Serum orneklerinin iire, kreatinin ve kan iire azotu diizeyleri Cobas Integra 800
otoanalizoriinde (Roche Diagnostics GmbH, Manheim, Germany) ticari kit kullanilarak

enzimatik metodla 6lgtildi.

3.2.6. Bobrek Dokusu Analizleri

Bobrek dokularinda lipid peroksidasyon belirteci olarak MDA diizeyine, protein
oksidasyon belirteci olarak protein karbonil grubu, toplam ve serbest tiyol diizeylerine,
DNA oksidasyon belirteci olarak 8-OH dG diizeyine, antioksidan durumun
belirlenebilmesi i¢in SOD, katalaz, GSH-Px, GSH-Rx, PON, ARE aktiviteleri ile GSH
diizeyine, enflamatuvar yanitin gézlenmesi igin ise NOx ve Prostaglandin E> (PGE>)

diizeylerine bakildi.
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3.2.7. Malondialdehit Diizeyi Tayini

Deneyin Prensibi

Lipit peroksidasyon firiinlerinden en stabili olan MDA nin tiobarbiitirik asit ile

reaksiyonu sonucu olusan pembe kirmizi rengin absorbansi spektrofotometrik olarak

degerlendirilmesi esasina dayanmaktadir (Ohkawa ve ark., 1979).

Kullanilan Cozeltiler

1)
2)

3)

4)

5)

6)

Stok tetrametoksipropan cozeltisi: 0.92 gr tetrametoksipropan 1 mL’de ¢6ziiliir.
Giinliik tetrametoksipropan cozeltisi: 10 mL’lik stok ¢6zelti 100 mL’ye distile su
ile tamamlanir. Calisma sirasinda giinliik ¢ozelti tekrar 1/10 oraninda seyreltilir.
SDS c¢ozeltisi: 8.1 gr sodyum dodesil siilfat (SDS) tartilip 100 mL’ye distile su ile
tamamlanir ve ¢oziiliir.

Asetik Asit ¢ozeltisi: 20 mL asetik asit distile su ile 100 mL’ye tamamlanir ve pH’s1
3.5’ e ayarlanir.

TBA c¢ozeltisi: 0.8 gr TBA tartilip 100 mL’ye distile su ile tamamlanir ve 1sitilarak
¢Oziiliir.

N-butanol-piridin ¢ozeltisi (15:1): Stok piridinin 1 mL’si 15 mL n-butanol ile

Karistirilir.

Deneyin Yapihisi

2).

Kor, standart ve 0rnek tiiplerine asagidaki tabloya gore pipetleme yapilir (Tablo

Tablo 2. MDA diizeyinin tayininde yapilan pipetleme

Kor Standart Ornek
Standart (uL) - 50 -
Homojenizat (uL) - - 50
SDS ¢oz. (uL) 100 100 100
Asetik Asit ¢6z. (uL) 750 750 750
TBA ¢6z. (uL) 750 750 750
Distile su (uL) 400 350 350

Tiipler 95 °C’de 30 dakika siire ile inkiibe edilir. Musluk suyunda sogutulur. 500

uL distile su eklenir. 2.5 mL n-biitanol-piridin karisimi eklenip tiipilin kapag: kapatilarak
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karisimlar beyazlasincaya kadar vortekslenir. 4000 rpm’de 15 dakika santrifiijlenir.
Stipernatant fazdan 1 mL alinip 532 nm’de kore karsi spektrofotometrik olarak olgtiliir

(Ohkawa ve ark., 1979).

3.2.8. Protein Karbonil Diizeyi Tayini

Deneyin Prensibi

Levine ve ark. (1990) tarafindan gelistirilen bir metot olup proteinlerin
oksidasyonu sonucu olusan karbonil gruplar ile 2,4-dinitrofenilhidrazinin reaksiyona
girmesi ile olusan hydrozone bilesiklerinin renginin spektrofotometrik olarak dlgiimiine

dayanan bir yontemdir.

Kullanilan Cozeltiler

1) DNPH cozeltisi: 10 mM 2 4-dinitrofencilhidrazin 2 M’lik HCI iginde ¢o6ziilerek
hazirlanir.

2) % 10 TCA cozeltisi: 10 gr. TCA distile su ile 100 mL’ye tamamlanarak hazirlanir.

3) Guanidin HCI c¢ozeltisi: 6 M guanidin HCI, 20 mM potasyum fosfat tamponu
(pH:2.3) i¢inde ¢oziilerek hazirlanir.

4) Etanol: Etil asetat ¢ozeltisi: 1:1 oraninda etanol ve etil asetat karistirilarak hazirlanir.

Yontemin uygulanisi

15 pL serum, 0.5 mL DNPH c¢ozeltisi ile karigtirilarak oda 1sisinda 1 saat
inkiibasyona birakilmigtir. Daha sonra iizerine 0.5 mL TCA c¢ozeltisi eklenerek
vortekslenmis ve 15000 rpm’de 3 dk. santrifiij edilmistir. Siipernatan atilarak pelet 2 kez
1:1 oraninda karistirilmis etanol: etil asetat ile yikanmigtir. Kalan pelet iizerine 0.6 mL
Guanidin HCI c¢ozeltisi ilave edilip 15 dk. 37°C’de inkiibasyona birakilarak peletin
¢Oziilmesi saglanmis ve spektrofotometrede 365 nm’de absorbanslart okunmustur. Elde
edilen absorbans degerleri, absorbsiyon katsayisi (emax=22000/M/cm) ile ¢arpilarak

sonuglari nmol/mg protein seklinde hesaplanmistir (Levine ve ark., 1990).
3.2.9. Toplam ve Serbest Tiyol Diizeylerinin Tayini

Deneyin Prensibi
Indirgenebilir disiilfit baglari, ilk 6nce serbest fonksiyonel tiyol gruplari

olusturmak tizere indirgendi. Kullanilmayan indirgeyici sodyum borohidriir tiiketilip
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formaldehitle uzaklastirildi. Indirgenmis ve serbest olanlar1 igeren tiim tiyol gruplari,

DTNB kullanilarak reaksiyon sonrasinda tespit edildi (Forster ve ark., 2000).

Toplam Tiyol
Kullanilan Cozeltiler
1) R1: NaBH4 + 10 mM metanol- su soliisyonu, 50 v/v

2) R2:6.715 mM formaldehit + 10 mM EDTA-Tris Buffer, 100 mM (pH: 8.2)
3) R3: 10 mM metanol igerisinde DTNB

Yontem

R1’den 10 pL konuldu. Uzerine 10 uL doku homojenizati ilavesinden sonra 110
uL R2 ve 10 uL R3'ten ilave edildi. Absorbanslar 412 nm dalga boyunda okundu. Ilk
absorbans R2 ve R3 karistirillmadan 6nce alindi. Son absorbans ise reaksiyon izi plato
¢izdiginde okundu ve zamana gore absorbans degisimi (AOD) degerleri hesaplandi. GSH
standardi1 kullanilarak elde edilen standart egri grafiginden yararlanilarak toplam tiyol

miktar1 hesaplandi.

Serbest Tiyol

Kullanilan Cozeltiler

1) R1: NaCl + 10 mM metanol- su soliisyonu, 50 v/v

2) R2:6.715 mM formaldehit + 10 mM EDTA-Tris Buffer, 100 mM (pH: 8.2)
3) R3: 10 mM metanol igerisinde DTNB

Yontem

R1°den 10 pL konuldu. Uzerine 10 uL doku homojenizati ilavesinden sonra 110
uL R2 ve 10 pL R3'ten ilave edildi. Absorbanslar 412 nm dalga boyunda okundu. ilk
absorbans R2 ve R3 karigtirllmadan 6nce alindi. Son absorbans ise reaksiyon izi plato
c¢izdiginde okundu ve AOD degerleri hesaplandi. GSH standard1 kullanilarak elde edilen
standart egri grafiginden yararlanilarak toplam tiyol miktar1 hesaplandi.

3.2.10. 8-Hidroksi Deoksi Guanozin Diizeyi Tayini

Reaktiflerin hazirlanmasi
1) 8-OH dG standardi: 50000 pg/mL 8-OH dG standart soliisyonu oda 1sisina

getirildi. 1’den 7’ye kadar numaralandirilmis yedi cam tiip hazirlandi. 1. tiibe 1
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2)
3)

mL, 2-7. tiiplere de 500 pL standart diliient konuldu (deney tamponu veya doku
kiiltiiri medyumu). 1. tiipten 50 pL diliient alindi ve yerine 50 pL 50000
pg/mL’lik 8-OH dG standart soliisyonundan eklendi. Tiip vortekslendi ve 1.
tiipten 500 pL alinarak 2. tiibe eklendi ve vortekslendi. 2. tiipten 500 puL alinarak
3. tiibe eklendi ve vorteklendi ve bu islem 7. tiibe gelene kadar tekrarlandi.
8-OH dG konjugati: Konjugat -20°C’den oda 1s1sina getirildi.

Yikama soliisyonu: Deneye baglamadan 6nce 5 mL konsantre yikama soliisyonu,

95 mL distile su ile sulandirildi ve oda 1sisinda muhafaza edildi.

Deneyin Yapihisi

1)
2)

3)
4)
5)
6)

7)
8)

9)

Deney diizeni tablosu hazirlandi ve deney kagidina isaretlendi.

Spesifik olmayan baglanma (NSB) ve maksimum baglanma (Bo) kuyucuklarina
100 pL standart diliient koyuldu

Standart 1-7 isaretlenen kuyucuklara koyuldu.

Her bir serum 6rneginden 100 pL isaretlenen kuyucuklara koyuldu.

NSB kuyucuguna 50 uL deney tamponu koyuldu.

Toplam aktivite (TA) ve kor kuyucuklar: harig diger biitiin kuyucuklara 50 pL
konjugat koyuldu.

TA, NSB ve bos kuyucuklar hari¢ diger biitiin kuyucuklara antikor eklendi.
Kuyucuklarin {izeri yapiskan koruyucu ile kaplandi ve 2 saat calkalayicida ~500
rpm’de inkiibe edildi.

Kuyucuklar bosaltildiktan sonra yikama soliisyonu ile 3 kez yikandi.

10) Son yikamadan sonra kuyucuklarin i¢indeki biitiin yikama soliisyonu aspire edildi

ve hi¢ sollisyon kalmadigindan emin olmak i¢in temiz bir kurutma kagidinin

lizerine ters ¢evrildi.

11) TA kuyucuguna 5 pL konjugat koyuldu.

12)Her kuyucuga pNpp susbstratt koyulduktan sonra oda isisinda 45 dakika

bekletildi.

13) Her kuyucuga 50 pL reaksiyon durdurma soliisyonu eklendi ve kuyucuklar

bosaltildi.

14) Kuyucuklarin absorbanslar1 405 nm’de okutuldu.

3.2.11. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi Tayini

Deneyin Prensibi

Oksidatif yolla enerji liretimi sirasinda olusan endojen ve eksojen kaynakli toksik

56



stiperoksit radikellerinin suya ve molekiiler oksijene dismutasyonunu hizlandiran SOD
enzim aktivitesinin 0l¢iim prensibi, ksantin varliginda ksantin oksidazin agiga ¢ikardigi
stiperoksit radikallerinin NBT ile 560 nm’de absorblanan rengin Sl¢iilmesine dayanir

(Sun ve ark., 1988).

Kullanilan Cozeltiler

1) Sodyum Hidroksid Cozeltisi (0.1 N): 0.4 g NaOH bidistile suda ¢oziilerck 100
mL’ye tamamlandi.

2) Stok Ksantin Cozeltisi (3 mM): 4.6 mg ksantin tartilip, 1 mL 0.1 N NaOH
¢oOzeltisinde hafif 1s1 uygulamasi ile ¢oziilerek bidistile su ile 10 mL’ye tamamlandi.
Cozelti +4 °C’de bir hafta dayaniklidir.

3) Ksantin Cozeltisi (0.3 mM): Stok ksantin ¢6zeltisinden 1 mL alinarak bidistile su ile
10 mL’ye tamamlandi. Her deney giinii taze olarak hazirlandu.

4) Etilendiamintetraasetik Asid Cozeltisi (0.6 mM): 22.32 mg Na;EDTA.2H;0O
bidistile suda ¢oziilerek 100 mL’ye tamamlandi.

5) Sodyum Karbonat Cozeltisi (400 mM): 4.24 g Na>CO3 bidistile suda ¢oziilerek 100
mL’ye tamamlandi.

6) BSA Cozeltisi (1 g/L): 10 mg BSA bidistile suda ¢oziilerek 10 mL’ye tamamlandi.

7) NBT Cozeltisi (0.15 mM): 1.226 mg NBT bidistile suda ¢oziilerek 10 mL ye
tamamlandi. Her deney giinii taze olarak hazirlandi.

8) SOD Calisma Reaktifi: 10 mL 0.3 mM ksantin, 5 mL 0.6 mM Na;EDTA, 3 mL 400
mM NaCOsz, 1.5 mL 1 g/L BSA, 5 mL 0.15 mM NBT Karistirilarak her deney giinii
taze olarak hazirlandi.

9) Amonyum Siilfat Cozeltisi (2 M): 26.428 g (NH4)2SO4 bidistile suda ¢oziilerek 100
mL’ye tamamlandi.

10) Ksantin Oksidaz Cozeltisi (167 U/L): 2 mg ksantin oksidaz sogutulmus (NH4)2SO4
¢ozeltisinde ¢oziilerek 1 mL’ye tamamlandi.

11) Bakir Kloriir Cozeltisi (0.8 mM): 13.64 mg CuCl2.2H20 bidistile suda ¢6ziilerek

100 mL’ye tamamlandi.

Deneyin Yapilisi

2.85 mL SOD reaktifi rnek tiipiine ve kér tiipiine aktarildi. Ornek tiipiine 100 pL
slipernatant ilave edildi ve her iki tiipe de 50 pL ksantin oksidaz eklendi. Tiipler 25 °C’de
20 dakika inkiibe edildikten sonra tiiplere 100 uL. CuCl; ¢6zeltisi eklendi. En son asama
olarak da kor tiiptine 100 pL siipernatant eklenerek karistirildi. Kor tiipliniin ve 6rnek

tiipliniin 560 nm’de absorbanslart ayr1 ayr1 6l¢iiliip SOD aktivitesi tespit edildi. Spesifik
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aktivite U/mg protein cinsinden ifade edildi (Sun ve ark., 1988).

3.2.12. Katalaz Aktivitesi Tayini
Deneyin Prensibi

Katalaz aktivitesi tayini Aebi (1984) tarafindan tarif edilen yonteme gore yapildi.
Yontemin esasi, H2Oz substratinin katalaz ile enzimatik yikilmasinin 240 nm de
izlenmesidir.

Kullanilan Cozeltiler

1) Potasyum Dihidrojen Fosfat Cozeltisi (A) : 0.681 g KH2POs bidistile suda
coziilerek 100 mL’ye tamamlandi.

2) Disodyum Hidrojen Fosfat Cozeltisi (B): 2.77 g Na2HPO4.12H>0 bidistile suda
coziilerek 155 mL’ye tamamlandi.

3) Fosfat Tamponu (50 mM pH 7,0): A/B oran1 1/1.55 olacak sekilde karistirilarak
hazirlandi ve pH 7.0’ye ayarlandi.

4) Hidrojen Peroksid Cozeltisi (30 mM): 34 pL %30 luk H20, 10 mL’ye fosfat

tamponu ile tamamlandi.

Deneyin Yapihsi:

Kuvarz spektrofotometre kiivetlerine 10 uL 10000 g silipernatant fraksiyonu ve
tizerlerine 1990 uL fosfat tamponu ilave edildi. Ornek kiivetine 1 mL 30 mM H2O; ilave
edildi ve hemen karstirilarak 6rnegin absorbansindaki azalma kore karsi 1 dakika

boyunca 240 nm’de izlendi. Spesifik aktivitesi iinite/mg protein cinsinden hesaplandi
(Aebi, 1984).

3.2.13. Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi Tayini

Deneyin Prensibi

GSH-Px tarafindan katalizlenen reaksiyonda GSH’nin H20: ile oksidasyonu
sonucu olusan GSSG’nin GSH-RX kataliziyle tekrar GSH’a doniismesi sirasinda tiiketilen
NADPH konsantrasyonu iizerinden 340 nm’de olusan absorbans azalmasinin 4 dakika

boyunca izlenmesi prensibine dayanir (Paglia ve Valentine, 1967).

Kullanilan Cozeltiler

1) Fosfat tamponu: 0.05 M (pH 6.8) (5SmM EDTA igerir)
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2) Rediikte L-Glutatyon ¢ozeltisi: 0.15 M

3) NADPH cozeltisi: 7.2 mM

4) Glutatyon Rediiktaz ¢ozeltisi: 100 U/mg protein/mL
5) Sodyum Azid ¢ozeltisi: 2 M

6) Hidrojen Peroksit ¢ozeltisi: 30 mM

Deneyin Yapilisi

Hazirlanan ¢6zeltiler Tablo 3’de gore pipetlendi.

Tablo 3. GSH-Px aktivitesinin tayininde yapilan pipetleme

Cozeltiler Miktar (mL)
Fosfat tamponu 2.65 mL
GSH cozeltisi 0.1 mL
NADPH c¢ozeltisi 0.1 mL
Glutatyon rediiktaz cozeltisi 0.01 mL
Sodyum azid cozeltisi 0.01 mL
Doku homojenizati 0.1 mL
Hidrojen peroksit ¢ozeltisi 0.1 mL

Hazirlanan c¢ozelti 25 °C’de 2 dakika inkiibe edildikten sonra 340 nm’deki
absorbansi 0l¢iildii ve bu degere kars1 spektrofotometre sifirlandi. Bu ¢ozelti lizerine 0.1
mL H.O> ¢ozeltisi eklenerek 2 dakika boyunca enzim aktivitesindeki diisiis gdzlendi.

Her numune ve kontrol tiipii i¢in, 2. ve 4. dakikalarda zamana gére AOD degerleri
kullanilarak, AOD/dk degerleri hesaplandi. Daha sonra numune AOD/dk degerlerinden
kontrol degerleri ¢ikarilarak net AOD/dk degerleri elde edildi. Doku GSH-Px aktivitesi,
miligram protein basina (U/mg protein) spesifik aktivite cinsinden verildi (Paglia ve
Valentine, 1967).

3.2.14. Glutatyon Rediiktaz Aktivitesi Tayini

Glutatyon rediiktaz aktivitesinin belirlenmesi i¢in Goldberg ve ark.’nin (1979)

gelistirildigi tayin yontemi kullanildi.

Kullanilan Cozeltiler

1) Stok Fosfat Tampon: pH’s1 8.0 olan, 100 mM Na;HPO4 tamponu hazirlandi. 7.1 g
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NaxHPOj4, 400 mL bidistile su icerisinde eritildi, lizerine birkag damla 1N NaOH ilave
edildi, pH 8.0’e ayarlandi tekrar kalan 100 mL bidistile su ile toplam hacim 500
mL’ye tamamlandi.

2) Giinliik Tampon: 0.12 mM NADPH ve 1 mM GSSG’nin tampon igerisinde

¢Oziilmesi ile hazirlandi.

Deneyin Yapihsi

1) Kor tiipiine 100 uL saf su ve 900 pL giinliik tampon konuldu.

2) Ornek tiipiine ise, 900 pL giinliik tampon ve 100 pL serum eklendi ve tiipler
vortekslendi.

3) Tipler, 37°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

4) 340 nm’de kore kars1 0. ve 5. dakikalarda absorbanslar okundu.

Hesaplama:

Aktivite (U/mL) = (AOD / 6.22) x (Vt/ V&)

AOD= Zamana gore absorbans degisimi

Vt= Toplam hacim

V&= Ornek hacmi

6,22=1 nmol NADPH’1n 1 cm’lik 151k yolunda verdigi OD degeri

3.2.15. Paraoksonaz Aktivitesi Tayini

Deneyin Prensibi

PON enziminin paraoksonaz aktivitesi Olglimiinde paraokson substrat olarak
kullanmilmistir.  PON enzimi asagidaki reaksiyonu katalizlemektedir. Reaksiyon
sonucunda olusan p-nitrofenol 405 nm de goriiniir bolgede absorbans vermektedir. Bu

tirtiniin absorbsiyonu 6lgiilerek enzimin aktivitesine bakilmistir (Eckerson, 1983).

Kullanilan Cozeltiler

1) Tris-HCI tamponu (pH:8.0, 20 mM)
2) CaCl: ¢ozeltisi (1 mM)

3) Paraokson g¢ozeltisi (1 mM)

4) p-nitrofenol ¢ozeltisi (0.1 mM)
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Deneyin Yapilisi

0.1 mM p-nitrofenolden 0,5-50 puM final konsantrasyonu verecek sekilde
hazirlanan standart ¢ozeltilerin optik dansiteleri okunarak grafik elde edilmis ve grafigin
egimi paraoksonaz aktivitelerinin hesaplanmasinda kullanilmistir. Toplam 1 mL
reaksiyon karigiminda 20 mM tris-HCI (pH:8.0), 1 mM CaCl, ve 1 mM paraokson
varliginda 10 pL suparnatan drneginin aktivitesi 6l¢iilmiistiir. ilk 6l¢iim 10. dk’ da, ikinci
olgiim 25. dk> da yapilmistir. Ilk &lgiim hesaplamalarda kér olarak kullanilmistir.

Sonuglar bir dakikada olusan tiriin miktar1 olarak hesaplanmistir (Eckerson, 1983).

Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi

Enzim Aktivitesi (mlU/mL) = (OD2 — OD1) / 0.0103 x 100 / 15
OD; : 25. dakika sonundaki optik dansite
OD; : 10. dakika sonundaki optik dansite
0.0103 : Standart egrisinin egimi
100 : Seyreltme faktorii
15 : Zaman aralig1 (dk)

3.2.16. Aril Esteraz Aktivitesi Tayini

Deneyin Prensibi
Aril esteraz aktivitesinin 6l¢iimii i¢in fenil asetat substrat olarak kullanilmistir.
Deneyin prensibi aril esterazin fenil asetat1 fenol ve asetik aside parcalamasiyla olusan

fenoliin 270 nm de absorbansinin 6l¢iilmesine dayanmaktadir (Eckerson, 1983).

Kullanilan Cozeltiler
1) Tris-HCI tamponu (pH:8.0, 20 mM)
2) CaCl: gozeltisi (1 mM)
3) Fenil asetat gozeltisi (1 mM)
4) Fenol ¢ozeltisi (0.1 mM)

Deneyin Yapihisi

Aril esteraz aktivitesi i¢in kalibrasyon egrisi 1 mM fenol stogundan 3-900 uM son
konsantrasyon olacak sekilde 10 degisik konsantrasyonda hazirlanan standart ¢ozeltiler
kullanilmistir. Elde edilen optik dansitelerin konsantrasyona gore grafigi ¢izilerek
grafigin egimi bulunmus ve enzim aktivitesini hesaplamak i¢in kullanilmistir. Reaksiyon
toplam 3 mL hacimde 20 mM Tris-HCI (pH:8.0), 1 mM CaClz ve 1 mM fenil asetat

varliginda gergeklesmistir. 10 uL suparnatan reaksiyon tiipiine eklendikten 15 saniye
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sonra 1. optik dansite dl¢limii, 75. saniyede ikinci okuma yapilmistir. Birinci optik dansite
hesaplamalarda kor olarak kullanilmistir. Okumalar quartz kiivetlerde yapilmistir

(Eckerson, 1983).

Aril Esteraz Aktivitesinin Hesaplanmasi

Enzim Aktivitesi (IU/mL) = (OD2 — OD;) / 0.0016 x 300/ 1000
OD; : 75. saniye sonundaki optik dansite
OD; : 15. saniye sonundaki optik dansite
0,0016 : Standart egrisinin egimi
300 : Seyreltme faktorii
1000 : 1 mL deki tiriin miktar1 (umol)

3.2.17. Rediikte Glutatyon Diizeyi Tayini

Deneyin Prensibi

GSH analizi, Beutler ve ark.’nin (1963) bildirdigi yonteme gore yapilmistir. Bu
yontemde homojenizatta -SH gruplarinin 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoic asit (DTNB) ile
olusturdugu sar1 renkli kompleks, 412 nm dalga boyunda kolorimetrik olarak

Olclilmektedir.

Kullanilan Cozeltiler

1) Prespitasyon ¢ozeltisi (3 hafta dayanikli): 1.67 g Metafosforik asit + 0.2 g EDTA +
30 g NaCl 100 mL’ye distile su ile tamamlanir.

2) Fosfat tamponu (1 yil dayanikli): 26.7 g Disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4) 500
mL’ye distile suyla tamamlanir.

3) DTNB cozeltisi (Ellman’s reaktifi) (13 hafta dayanikli): 40 mg DTNB %1 sodyum
sitrat ¢ozeltisi ile 100 mL’ye tamamlanr.

4) GSH standard (taze hazirlanir): 40 mg GSH 100 mL’ye distile su ile tamamlanir.

Deneyin Yapihis

1) Kor: 2 mL distile su + 3 mL prespitasyon ¢ozeltisi

2) Standart: 0.2 mL GSH Standardi + 1.8 mL distile su + 3 mL prespitasyon ¢ozeltisi
lyice karistirilir, 5 dk beklenir. Daha sonra adi siizge¢ kagidindan siiziiliir ve 1 mL

siipernatant alinarak bagka bir tiipe konur. Bu tiipe 4 mL fosfat ¢ozeltisi ve 0.5 mL
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DTNB ayiract katilir ve iyice karistirildiktan sonra distile suya karst 412 nm dalga
boyunda 10 dk i¢inde okunur.

3) Numune 0.2 mL EDTA’l1 tam kan alinir. 1.8 mL distile su katilir ve karistirilir 3 mL
¢Oktiiriicii katilir, karistirilir ve 5 dk beklenir. Bundan sonraki islemler standarttaki

gibidir (Beutler ve ark., 1963).

GSH Diizeyinin Hesaplanmasi
Num. Absorbansi x 40 mg
GSH diizeyi (% mg) =
mg/dl kan St. Absorbansi

3.2.18. Nitrik Oksit Diizeyi Tayini

Nitrik oksit (azot monoksit), yart 6mrii ¢ok kisa olan bir madde olup oksidasyon
ile stabil metabolitleri olan nitrat ve nitrite doniigiir. Bu mekanizma, NOX seviyesinin
dolayli olarak dlciilmesine imkan saglar ve genellikle bu metabolitlerin tespiti ile NOX
diizeyi degerlendirilir. Bu baglamda NOx miktar1 Miranda ve ark.’nin (2001)

“Vanadium-3-kloriir-Gries Reaksiyonu” yontemi ile belirlenmistir.

Deneyin Prensibi

Olgiim, Vanadium kloriir’iin, 37°C’lik ortamda nitrat1 nitrite doniistiirmesi ve
Gries Reaksiyonu olarak tanimlanan, nitritin asidik ortamda primer bir aromatik amin
olan siilfanilamit ile diazotizasyonu ve N-(1-Naftil) etilendiamin dihidrokloriir (NEDD)

ile renkli bir azo tiirevi olusturmasi esasina dayanir.

Kullanilan Cozeltiler

1) Vanadium Kkloriir (VCls) cozeltisi: 50 mL % 2’lik Hidroklorik asitte, 400 mg
Vanadium kloriir ¢ozdiiriilmesiyle hazirlanir.

2) Siilfanilamit ¢ozeltisi: 2 g Siilfanilamitin, % 2’lik Hidroklorik asit ile 100 mL’ye
tamamlanmasi ile hazirlanir.

3) NEDD cozeltisi: Distile su ile hazirlanmis % 0.1°lik NEDD ¢6zeltisidir.

Deneyin Yapihisi

Doku homojenizatindan alinan 100 pL 6rnek tizerine, 100 uL Vanadium kloriir
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cozeltisinden eklenmis, bunun {izerine seri halde 50 pL siilfanilamit ve 50 uL NEDD
cozeltileri ilave edilmistir. Ornekler, 37°C’de 30 dk inkiibe edildikten sonra 550 nm’de
absorbans degerleri okunmustur. Sonuglar, daha once degisik konsantrasyonlardaki
sodyum nitratin absorbans degerlerine gore hazirlanmis olan Kkalibrasyon egrisi

kullanilarak degerlendirilmistir (Miranda ve ark., 2001).

3.2.19. Prostaglandin E2 Diizeyi Tayini
Kullanilan Cozeltiler

1) PGE:2 standardi: 50000 pg/mL PGE:> standart soliisyonu oda 1sisina getirildi. 1’den
7’ye kadar numaralandirilmis yedi cam tiip hazirland1. 1. tiibe 1 mL, 2-7. tiiplere de
500 pL standart diliient konuldu (deney tamponu veya doku kiiltiirii medyumu). 1.
tipten 50 pL diliient alindi ve yerine 50 uL 50000 pg/mL’lik PGE> standart
sollisyonundan eklendi. Tiip vortekslendi ve 1. tiipten 500 uL alinarak 2. tiibe eklendi
ve vortekslendi. 2. tiipten 500 pL alinarak 3. tiibe eklendi ve vorteklendi ve bu islem
7. tiibe gelene kadar tekrarlandi.

2) PGE:2 konjugati: Konjugat -20°C’den oda 1sisina getirildi.

3) Yikama soliisyonu: Deneye baslamadan dnce 5 mL konsantre yikama soliisyonu, 95

mL distile su ile sulandirildi ve oda 1sisinda muhafaza edildi.

Deneyin Yapihisi

1) Deney diizeni tablosu hazirlandi ve deney kagidina isaretlendi.

2) NSB ve Bo kuyucuklarina 100 pL standart diliient koyuldu

3) Standart 1-7 isaretlenen kuyucuklara koyuldu.

4) Her bir serum 6rneginden 100 pL isaretlenen kuyucuklara koyuldu.

5) NSB kuyucuguna 50 pL deney tamponu koyuldu.

6) TA ve kor kuyucuklari harig diger biitiin kuyucuklara 50 pL konjugat koyuldu.

7) TA, NSB ve bos kuyucuklar hari¢ diger biitiin kuyucuklara antikor eklendi.

8) Kuyucuklarin iizeri yapiskan koruyucu ile kaplandi ve 2 saat calkalayicida ~500
rpm’de inkiibe edildi.

9) Kuyucuklar bosaltildiktan sonra yikama soliisyonu ile 3 kez yikandi.

10) Son yikamadan sonra kuyucuklarin i¢indeki biitiin yikama soliisyonu aspire edildi ve
hig soliisyon kalmadigindan emin olmak i¢in temiz bir kurutma kagidinin iizerine ters
cevrildi.

11) TA kuyucuguna 5 pL konjugat koyuldu.

12) Her kuyucuga pNpp susbstrati koyulduktan sonra oda 1sisinda 45 dakika bekletildi.
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13) Her kuyucuga 50 pL reaksiyon durdurma soliisyonu eklendi ve kuyucuklar bosaltildi.
14) Kuyucuklarin absorbanslar1 405 nm’de okutuldu.

3.2.20. Doku Protein Diizeyi Tayini
Deneyin Prensibi

Alkali ¢ozeltide bakir-protein  kompleksi olusmaktadir. Bu kompleks
fosfomolibdatfosfotungstat reaktifini (Folin-Ciocalteus-Phenol Reaktifi) rediiklemekte
ve koyu mavi bir renk olusmaktadir (Lowry ve ark., 1951). Burada rengin koyulugu
ortamdaki protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

Kullanilan Cozeltiler

A Reaktifi: 0.1 N NaOH ¢ozeltisi kullanilarak %2’lik Na2CO3 ¢6zeltisi hazirlanir.

B1 Reaktifi: %1°lik CuSO4.5H20 ¢ozeltisi hazirlanir.

B2 Reaktifi: %2’lik Na-K-Tartarat ¢ozeltisi hazirlanir.

B Reaktifi: By ve B> esit hacimde karistirilir.

C Reaktifi: 50 mL B reaktifine ImL A reaktifi eklendi. Reaktif taze hazirlanmali ve
bekletilmeden kullanilmalidir.

D Reaktifi: 1 mL Folin-Ciocalteus-Phenol Reaktifi, 5 mL distile su ile karistirlir.
Protein standardi: 250 mg/100 mL. bovin serum albiimin (BSA) 20, 40, 80, 160, 320,
640 pg/mL. protein igerecek sekilde diliie edilerek ¢alisma standartlart hazirlandi.

Deneyin Yapihisi
Kor, numune ve standart tiiplerine asagidaki tabloya gore pipetleme yapilir (Tablo
4).
Tablo 4. Doku protein diizeyinin tayininde yapilan pipetleme
Kor tiipii Numune tiipii Standart
Homojenizat (uL) - 300 -
Distile su (uL) 300 - -
Standart (uL) - - 300
C reaktifi (uL) 3000 3000 3000
Karistirilarak 15 dakika beklendi.
D reaktifi(uL) 300 300 300

Tiipler  vortekslenerek  20-30  dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.

Spektrofotometrede 750 nm’de numunenin ve standardin absorbansi kore karsi okundu.
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Her bir 6rnek i¢in protein miktari, BSA standart ¢6zeltileri ile hazirlanan standart egrisine
gore ve dillisyon faktoriiyle carpilarak hesaplandi. %10’luk doku homojenatlarinda ve

10.000 g siipernatant fraksiyonlarinda protein miktari mg olarak bulundu (Lowry ve ark.,
1951).

3.3. istatistik Analiz

Calisma sonunda elde edilen gruplara ait tiim veriler SPSS (versiyon 16.0)
istatistik paket programi kullanilarak yapildi. Gruplar arasi karsilastirmalar tekrarlanan
Olgtimlii varyans analizi (ANOVA) kullanilarak gerceklestirildi. Varyans analizini
takiben farkli gruplar1 belirlemede Tukey coklu karsilagtirma testi kullanildi. Tiim
analizlerden elde edilen ham degerler, gruplarin ortalamasi + standart hata seklinde

sunuldu. Hesaplamalarda istatistik anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak alindu.
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4. BULGULAR

4.1. Serum Ure Diizeyi Sonuglari

Tiim gruplarin serum tire diizeyleri Sekil 7°de gosterilmistir. Grup 2’nin serum
tire diizeyi, Grup 1’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiliksek bulunmustur
(p<0.05). Grup 3, Grup 4, Grup 5, Grup 6, Grup 7 ve Grup 8’in serum iire diizeyleri ise
Grup 2’ye kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0.05).

Serum Ure Diizeyi (mg/dL)
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Sekil 7. Serum fire diizeyleri (mg/dL) (n=7). Grup 1: Kontrol grubu; Grup 2: LA grubu;
Grup 3: LA+MYC100 grubu; Grup 4: LA+MYC200 grubu; Grup 5: LA+KMP100 grubu;
Grup 6: LA+KMP200 grubu; Grup 7: LA+FST100 grubu; Grup 8: LA+FST200 grubu;
Grup 9: LA+GLG100 grubu, Grup 10: LA+GLG200 grubu (LA: Kursun asetat; MYC:
Mirisetin; KMP: Kaemferol; FST: Fisetin; GLG: Galangin)

*Grup 1’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli dlgiide yiiksek bulunmustur (p<0.05)
**Grup 2’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide diisiik bulunmustur (p<0.05)
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4.2. Kan Ure Azotu Diizeyi Sonuclar

Tiim gruplarin kan iire azotu diizeyleri Sekil 8’de gosterilmistir. Grup 2’nin kan
iire azotu diizeyi, Grup 1’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulunmustur (p<0.05). Grup 3, Grup 4, Grup 5, Grup 6, Grup 7 ve Grup 8’in kan iire
azotu diizeyleri ise Grup 2’ye kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik

bulunmustur (p<0.05).

Kan Ure Azotu Diizeyi (mg/dL)
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Sekil 8. Kan iire azotu diizeyleri (mg/dL) (n=7). Grup 1: Kontrol grubu; Grup 2: LA
grubu; Grup 3: LA+MYC100 grubu; Grup 4: LA+MYC200 grubu; Grup 5: LA+KMP100
grubu; Grup 6: LA+KMP200 grubu; Grup 7: LA+FST100 grubu; Grup 8: LA+FST200
grubu; Grup 9: LA+GLG100 grubu, Grup 10: LA+GLG200 grubu (LA: Kursun asetat;
MY C: Mirisetin; KMP: Kaemferol; FST: Fisetin; GLG: Galangin)

*Grup 1’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6lgiide yiiksek bulunmustur (p<0.05)
**Grup 2’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide diisiik bulunmustur (p<0.05)
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4.3. Serum Kreatinin Diizeyi Sonug¢lar:

Tim gruplarin serum kreatinin diizeyleri Sekil 9’da gosterilmistir. Grup 2’nin
serum kreatinin diizeyi, Grup 1’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulunmustur (p<0.05). Grup 3, Grup 4, Grup 5, Grup 6, Grup 7 ve Grup 8’in serum {ire
diizeyleri ise Grup 2’ye kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmustur

(p<0.05).

Serum Kreatinin Diizeyi (mg/dL)
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Sekil 9. Serum kreatinin diizeyleri (mg/dL) (n=7). Grup 1: Kontrol grubu; Grup 2: LA
grubu; Grup 3: LA+MYC100 grubu; Grup 4: LA+MYC200 grubu; Grup 5: LA+KMP100
grubu; Grup 6: LA+KMP200 grubu; Grup 7: LA+FST100 grubu; Grup 8: LA+FST200
grubu; Grup 9: LA+GLG100 grubu, Grup 10: LA+GLG200 grubu (LA: Kursun asetat;
MY C: Mirisetin; KMP: Kaemferol; FST: Fisetin; GLG: Galangin)

*Grup 1’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6lgiide yiiksek bulunmustur (p<0.05)
**Grup 2’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide diisiik bulunmustur (p<0.05)

69



4.4. Bobrek Dokusu MDA Diizeyi Sonug¢lar:

Tim gruplarin bobrek dokusu MDA diizeyleri Sekil 10°da gosterilmistir. Grup
2’nin MDA diizeyi, Grup 1’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulunmustur (p<0.05). Grup 3, Grup 4 ve Grup 8’in MDA diizeyleri ise Grup 2’ye kiyasla

istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0.05).

MDA Diizeyi (nmol/mg prt.)

35

25

15

0,5

1 2 S 4 5 6 T 8 9 10

GRUPLAR

Sekil 10. Bobrek dokusu MDA diizeyleri (nmol/mg prt.) (n=7). Grup 1: Kontrol grubu;
Grup 2: LA grubu; Grup 3: LA+MYC100 grubu; Grup 4: LA+MYC200 grubu; Grup 5:
LA+KMP100 grubu; Grup 6: LA+KMP200 grubu; Grup 7: LA+FST2100 grubu; Grup 8:
LA+FST200 grubu; Grup 9: LA+GLG100 grubu, Grup 10: LA+GLG200 grubu (MDA:
Malondialdehit; LA: Kursun asetat; MYC: Mirisetin; KMP: Kaemferol; FST: Fisetin;
GLG: Galangin)

*Grup 1’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6lgiide yiiksek bulunmustur (p<0.05)
**Grup 2’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide diisiik bulunmustur (p<0.05)
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4.5. Bobrek Dokusu Protein Karbonil Diizeyi Sonug¢lari

Tim gruplarin bobrek dokusu protein karbonil diizeyleri Sekil 11°de
gosterilmistir. Grup 2’nin protein karbonil diizeyi, Grup 1’e kiyasla istatistiksel olarak
anlaml1 derecede yiiksek bulunmustur (p<0.05). Grup 3, Grup 4, Grup 5, Grup 6, Grup 7
ve Grup 8’in protein karbonil diizeyleri ise Grup 2’ye kiyasla istatistiksel olarak anlamli

derecede diigiik bulunmustur (p<0.05).

Protein Karbonil Diizeyi (nmol/mg prt.)

40

35

30

25

20

15

10

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

GRUPLAR

Sekil 11. Bobrek dokusu protein karbonil diizeyleri (nmol/mg prt.) (n=7). Grup 1: Kontrol
grubu; Grup 2: LA grubu; Grup 3: LA+MYC100 grubu; Grup 4: LA+MYC200 grubu;
Grup 5: LA+KMP100 grubu; Grup 6: LA+KMP200 grubu; Grup 7: LA+FST100 grubu;
Grup 8: LA+FST200 grubu; Grup 9: LA+GLG100 grubu, Grup 10: LA+GLG200 grubu
(LA: Kursun asetat; MYC: Mirisetin; KMP: Kaemferol; FST: Fisetin; GLG: Galangin)

*Grup 1’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6lgtide yiiksek bulunmustur (p<0.05)
**Grup 2’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6l¢tide diisiik bulunmustur (p<0.05)
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4.6. Bobrek Dokusu Toplam Tiyol Diizeyi Sonuclari

Tiim gruplarin bobrek dokusu toplam tiyol diizeyleri Sekil 12°de gosterilmistir.

Gruplar arasinda herhangi bir istatistiksel fark bulunamamistir (p>0.05).

Toplam Tiyol Diizeyi (nmol/mg prt.)
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Sekil 12. Bobrek dokusu toplam tiyol diizeyleri (nmol/mg prt.) (n=7). Grup 1: Kontrol
grubu; Grup 2: LA grubu; Grup 3: LA+MYC100 grubu; Grup 4: LA+MYC200 grubu;
Grup 5: LA+KMP100 grubu; Grup 6: LA+KMP200 grubu; Grup 7: LA+FST100 grubu;
Grup 8: LA+FST200 grubu; Grup 9: LA+GLG100 grubu, Grup 10: LA+GLG200 grubu
(LA: Kursun asetat; MYC: Mirisetin; KMP: Kaemferol; FST: Fisetin; GLG: Galangin)
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4.7. Bobrek Dokusu Serbest Tiyol Diizeyi Sonu¢lar:

Tiim gruplarin bobrek dokusu serbest tiyol diizeyleri Sekil 13’de gdsterilmistir.

Gruplar arasinda herhangi bir istatistiksel fark bulunamamistir (p>0.05).

Serbest Tiyol Diizeyi (nmol/mg prt.)
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Sekil 13. Bobrek dokusu serbest tiyol diizeyleri (nmol/mg prt.) (n=7). Grup 1: Kontrol
grubu; Grup 2: LA grubu; Grup 3: LA+MYC100 grubu; Grup 4: LA+MYC200 grubu;
Grup 5: LA+KMP100 grubu; Grup 6: LA+KMP200 grubu; Grup 7: LA+FST100 grubu;
Grup 8: LA+FST200 grubu; Grup 9: LA+GLG100 grubu, Grup 10: LA+GLG200 grubu
(LA: Kursun asetat; MYC: Mirisetin; KMP: Kaemferol; FST: Fisetin; GLG: Galangin)
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4.8. Bobrek Dokusu 8-OH dG Diizeyi Sonug¢lari

Tiim gruplarin bobrek dokusu 8-OH dG diizeyleri Sekil 14°de gdsterilmistir. Grup
2’nin 8-OH dG diizeyi, Grup 1’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yliksek
bulunmustur (p<0.05). Grup 3, Grup 4 ve Grup 8’in 8-OH dG diizeyleri ise Grup 2’ye
kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0.05).

8-OH dG Diizeyi (ng/mg prt.)
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Sekil 14. Bobrek dokusu 8-OH dG diizeyleri (ng/mg prt.) (n=7). Grup 1: Kontrol grubu;
Grup 2: LA grubu; Grup 3: LA+MYC100 grubu; Grup 4: LA+MYC200 grubu; Grup 5:
LA+KMP100 grubu; Grup 6: LA+KMP200 grubu; Grup 7: LA+FST100 grubu; Grup 8:
LA+FST200 grubu; Grup 9: LA+GLG100 grubu, Grup 10: LA+GLG200 grubu (8-OH
dG: 8-hidroksi deoksiguanozin; LA: Kursun asetat; MY C: Mirisetin; KMP: Kaemferol;
FST: Fisetin; GLG: Galangin)

*Grup 1’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6l¢tide yiiksek bulunmustur (p<0.05)
**Grup 2’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide diisiik bulunmustur (p<0.05)
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4.9. Bobrek Dokusu SOD Aktivitesi Sonu¢lar:

Tiim gruplarin bobrek dokusu SOD aktiviteleri Sekil 15°de gosterilmistir. Grup
2’nin SOD aktivitesi, Grup 1’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik
bulunmustur (p<0.05). Grup 3, Grup 4 ve Grup 8’in SOD aktiviteleri ise Grup 2’ye
kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0.05).

SOD Aktivitesi (U/mg prt.)
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Sekil 15. Bobrek dokusu SOD aktiviteleri (U/mg prt.) (n=7). Grup 1: Kontrol grubu; Grup
2: LA grubu; Grup 3: LA+MYC100 grubu; Grup 4: LA+MYC200 grubu; Grup 5:
LA+KMP100 grubu; Grup 6: LA+KMP200 grubu; Grup 7: LA+FST100 grubu; Grup 8:
LA+FST200 grubu; Grup 9: LA+GLG100 grubu, Grup 10: LA+GLG200 grubu (SOD:
Siiperoksit dismutaz; LA: Kursun asetat; MYC: Mirisetin; KMP: Kaemferol; FST:
Fisetin; GLG: Galangin)

*Grup 1’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6l¢lide diisiitk bulunmustur (p<0.05)
**Grup 2’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6l¢lide yiiksek bulunmustur (p<0.05)
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4.10. Bobrek Dokusu Katalaz Aktivitesi Sonuclari

Tiim gruplarin bobrek dokusu katalaz aktiviteleri Sekil 16’da gosterilmistir. Grup
2’nin katalaz aktivitesi, Grup 1’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik
bulunmustur (p<0.05). Grup 3, Grup 4, Grup 5, Grup 6, Grup 7 ve Grup 8’in katalaz
aktiviteleri ise Grup 2’ye kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 derecede yiiksek bulunmustur

(p<0.05).

Katalaz Aktivitesi (U/mg prt.)
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Sekil 16. Bobrek dokusu katalaz aktiviteleri (U/mg prt.) (n=7). Grup 1: Kontrol grubu;
Grup 2: LA grubu; Grup 3: LA+MYC100 grubu; Grup 4: LA+MYC200 grubu; Grup 5:
LA+KMP100 grubu; Grup 6: LA+KMP200 grubu; Grup 7: LA+FST100 grubu; Grup 8:
LA+FST200 grubu; Grup 9: LA+GLG100 grubu, Grup 10: LA+GLG200 grubu (LA:
Kursun asetat; MY C: Mirisetin; KMP: Kaemferol; FST: Fisetin; GLG: Galangin)

*Grup 1’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6l¢lide diisiik bulunmustur (p<0.05)
**Grup 2’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide yiiksek bulunmustur (p<0.05)
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4.11. Bobrek Dokusu GSH-Px Aktivitesi Sonuclari

Tim gruplarin bobrek dokusu GSH-Px aktiviteleri Sekil 17°de gdsterilmistir.
Grup 2’nin GSH-Px aktivitesi, Grup 1’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede
diisiik bulunmustur (p<0.05). Grup 3 ve Grup 4’iin GSH-Px aktiviteleri ise Grup 2’ye
kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0.05).

GSH-Px Aktivitesi (U/mg prt.)
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Sekil 17. Bobrek dokusu GSH-Px aktiviteleri (U/mg prt.) (n=7). Grup 1: Kontrol grubu;
Grup 2: LA grubu; Grup 3: LA+MYC100 grubu; Grup 4: LA+MYC200 grubu; Grup 5:
LA+KMP100 grubu; Grup 6: LA+KMP200 grubu; Grup 7: LA+FST100 grubu; Grup 8:
LA+FST200 grubu; Grup 9: LA+GLG100 grubu, Grup 10: LA+GLG200 grubu (GSH-
Px: Glutatyon peroksidaz; LA: Kursun asetat; MY C: Mirisetin; KMP: Kaemferol; FST:
Fisetin; GLG: Galangin)

*Grup 1’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide diisiik bulunmugtur (p<0.05)
**Grup 2’e kiyasla istatistiksel olarak anlaml 6l¢lide yiiksek bulunmugtur (p<0.05)
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4.12. Bobrek Dokusu GSH-Rx AKktivitesi Sonuclari

Tim gruplarin bobrek dokusu GSH-Rx aktiviteleri Sekil 18’de gdsterilmistir.

Gruplar arasinda herhangi bir istatistiksel fark bulunamamistir (p>0.05).

GSH-Rx Aktivitesi (nmol/mg prt.)
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Sekil 18. Bobrek dokusu GSH-Rx aktiviteleri (nmol/mg prt.) (n=7). Grup 1: Kontrol
grubu; Grup 2: LA grubu; Grup 3: LA+MYC100 grubu; Grup 4: LA+MYC200 grubu;
Grup 5: LA+KMP100 grubu; Grup 6: LA+KMP200 grubu; Grup 7: LA+FST100 grubu;
Grup 8: LA+FST200 grubu; Grup 9: LA+GLG100 grubu, Grup 10: LA+GLG200 grubu
(GSH-Rx: Glutatyon rediiktaz; LA: Kursun asetat; MYC: Mirisetin; KMP: Kaemferol;
FST: Fisetin; GLG: Galangin)

78



4.13. Bobrek Dokusu PON Aktivitesi Sonuclari

Tiim gruplarin bobrek dokusu PON aktiviteleri Sekil 19°da gosterilmistir. Gruplar

arasinda herhangi bir istatistiksel fark bulunamamistir (p>0.05).

PON Aktivitesi (U/mg prt.)
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Sekil 19. Bobrek dokusu PON aktiviteleri (U/mg prt.) (n=7). Grup 1: Kontrol grubu; Grup
2: LA grubu; Grup 3: LA+MYC100 grubu; Grup 4. LA+MYC200 grubu; Grup 5:
LA+KMP100 grubu; Grup 6: LA+KMP200 grubu; Grup 7: LA+FST100 grubu; Grup 8:
LA+FST200 grubu; Grup 9: LA+GLG100 grubu, Grup 10: LA+GLG200 grubu (PON:
Paraoksonaz; LA: Kursun asetat; MYC: Mirisetin, KMP: Kaemferol; FST: Fisetin;
GLG: Galangin)

*Grup 1’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6lgiide yiiksek bulunmustur (p<0.05)
**Grup 2’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6l¢tide diisiik bulunmustur (p<0.05)
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4.14. Bobrek Dokusu ARE Aktivitesi Sonuclari

Tiim gruplarin bobrek dokusu ARE aktiviteleri Sekil 20°de gosterilmistir. Gruplar

arasinda herhangi bir istatistiksel fark bulunamamistir (p>0.05).

ARE Aktivitesi (U/mg prt.)
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Sekil 20. Bobrek dokusu ARE aktiviteleri (U/mg prt.) (n=7). Grup 1: Kontrol grubu; Grup
2: LA grubu; Grup 3: LA+MYC100 grubu; Grup 4. LA+MYC200 grubu; Grup 5:
LA+KMP100 grubu; Grup 6: LA+KMP200 grubu; Grup 7: LA+FST100 grubu; Grup 8:
LA+FST200 grubu; Grup 9: LA+GLG100 grubu, Grup 10: LA+GLG200 grubu (ARE:
Arilesteraz; LA: Kursun asetat; MY C: Mirisetin; KMP: Kaemferol; FST: Fisetin; GLG:
Galangin) ()

*Grup 1’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6lgiide yiiksek bulunmustur (p<0.05)
**Grup 2’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6l¢tide diisiik bulunmustur (p<0.05)
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4.15. Bobrek Dokusu GSH Diizeyi Sonug¢lari

Tim gruplarin bobrek dokusu GSH diizeyleri Sekil 21°de gosterilmistir. Grup
2’nin GSH diizeyi, Grup 1’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik
bulunmustur (p<0.05). Grup 3, Grup 4, Grup 7 ve Grup 8’in GSH diizeyi ise Grup 2’ye
kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0.05).
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Sekil 21. Bobrek dokusu GSH diizeyleri (hmol/mg prt.) (n=7). Grup 1: Kontrol grubu;
Grup 2: LA grubu; Grup 3: LA+MYC100 grubu; Grup 4: LA+MYC200 grubu; Grup 5:
LA+KMP100 grubu; Grup 6: LA+KMP200 grubu; Grup 7: LA+FST100 grubu; Grup 8:
LA+FST200 grubu; Grup 9: LA+GLG100 grubu, Grup 10: LA+GLG200 grubu (GSH:
Rediikte glutatyon; LA: Kursun asetat; MYC: Mirisetin, KMP: Kaemferol; FST:
Fisetin; GLG: Galangin) ()

*Grup 1’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6lgiide diisiik bulunmustur (p<0.05)
**Grup 2’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6lgiide yiiksek bulunmustur (p<0.05)
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4.16. Bobrek Dokusu NOx Diizeyi Sonuclar:

Tiim gruplarin bobrek dokusu NOx diizeyleri Sekil 22°de gosterilmistir. Grup
2’nin NOx diizeyi, Grup 1’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulunmustur (p<0.05). Grup 3, Grup 4, Grup 7 ve Grup 8’in NOx diizeyleri ise Grup 2’ye

kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0.05).
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Sekil 22. Bobrek dokusu NOXx diizeyleri (nmol/mg prt.) (n=7). Grup 1: Kontrol grubu;
Grup 2: LA grubu; Grup 3: LA+MYC100 grubu; Grup 4: LA+MYC200 grubu; Grup 5:
LA+KMP100 grubu; Grup 6: LA+KMP200 grubu; Grup 7: LA+FST100 grubu; Grup 8:
LA+FST200 grubu; Grup 9: LA+GLG100 grubu, Grup 10: LA+GLG200 grubu (NOx:
Nitrik oksit; LA: Kursun asetat; MYC: Mirisetin; KMP: Kaemferol; FST: Fisetin;
GLG: Galangin)

*Grup 1’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6lgiide yiiksek bulunmustur (p<0.05)
**Grup 2’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide diisiik bulunmustur (p<0.05)
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4.17. Bobrek Dokusu PGE: Diizeyi Sonug¢lari

Tim gruplarin bobrek dokusu PGE> diizeyleri Sekil 23’de gdsterilmistir. Grup
2’nin PGE; diizeyi, Grup 1’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulunmustur (p<0.05). Grup 3, Grup 4 ve Grup 8’in PGE; diizeyleri ise Grup 2’ye kiyasla

istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0.05).
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Sekil 23. Bobrek dokusu PGE: diizeyleri (ng/g prt.) (n=7). Grup 1: Kontrol grubu; Grup
2: LA grubu; Grup 3: LA+MYC100 grubu; Grup 4: LA+MYC200 grubu; Grup 5:
LA+KMP100 grubu; Grup 6: LA+KMP200 grubu; Grup 7: LA+FST100 grubu; Grup 8:
LA+FST200 grubu; Grup 9: LA+GLG100 grubu, Grup 10: LA+GLG200 grubu (PGE::
Prostaglandin E2; LA: Kursun asetat; MYC: Mirisetin; KMP: Kaemferol; FST: Fisetin;
GLG: Galangin)

*Grup 1’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6lgiide yiiksek bulunmustur (p<0.05)
**Grup 2’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide diisiik bulunmustur (p<0.05)

83



5. TARTISMA VE SONUC

Son ylizyilda artan niifus artisi ve bunun neticesinde toprak, hava ve suda
meydana gelen kirlilik ekolojik sistemimizi olumsuz ydnde etkilemekte ve c¢evre
kirliligine neden olmaktadir. Insanoglunun gesitli gereksinimleri ile endiistriyel gelisimin
artmasi ile bu kirlilik diizeyi daha ¢ok artmaktadir. Agir metaller, ¢evre kirliliginin
artmasina neden olan etkenler icerinde en Onemlisidir. Teknolojik faaliyetler, sanayi
faaliyetleri, giibre ve ilag sektorii, kentsel atiklar, egzoz dumani ve madencilik gibi bir¢cok
faaliyet neticesinde agir metaller ¢cevremizi kirletmektedir (Metryka ve ark., 2018).
Kursun, insanlar tarafindan en ¢ok kullanilan metallerden biri olmas1 sebebiyle en fazla
maruz kalinan agir metallerin basinda geldigi ifade edilmistir (Ahmad ve Liu, 2020).
Kursunun kullanim alanlari; kozmetik, boya sanayi, seramik, porselen, boru yapiminda

ve benzin katki maddesi olarak kullanilmaktadir.

Kursunun benzine katki maddesi olarak kullanilmasi neticesinde egzoz gazlari ile
havaya kursun bilesiklerinin salinimi meydana geldigi vurgulanmistir. Kursun kaplh su
depolar1 ve borularinda igme suyunun saklanilmasi sonucu sulara kursun gegebildigi
gozlemlenmistir (Li ve ark., 2020). Kursun viicuda, solunum, deri ve sindirim yolu ile
absorbe olmaktadir (Shakir ve ark., 2017). Kursun kisa siire igerisinde kana gegtikten
sonra diger organlara yayildig: tespit edilmistir. Viicuda alinan kursun atilim hizinin
yavas olmas1 sebebiyle dmiir boyunca viicutta birikir (Li ve ark., 2020). Boyalarda ve
seramiklerde kursun kullanildigi bilinmektedir. Bu boyalar ile boyanan saklama
kaplarinda ki yiyeceklerin tiiketilmesi ile de kandaki kursunun arttigr gozlenmistir
(Scammell ve ark., 2019). Is hayatindaki insanlar da siklikla kursuna maruz kalmaktadir.
Pil {iretimi, silah sanayi, bazi cerrahi {iriinler, levha yapimi, ucak yapimi gibi bir¢ok

sektorde rastlanmaktadir (Obeng-Gyasi ve ark., 2019).

Kursunun patogenez etkisi, enzimlerin aktivitesini dogrudan engelledigi, 6nemli
eser minerallerin emilimini rekabetc¢i bir sekilde inhibe ettigi, siilfidril proteinlerine
baglandig1, kalsiyum homeostazisini degistirdigi ve antioksidan siilfidril rezervlerinin
seviyesini diislirdiigi i¢in multifaktoryeldir (Balali-Mood ve ark., 2021). Kursun
toksisitesinin iki ayr1 yolla serbest radikal hasarina neden oldugu ortaya cikmustir;

hidroperoksitler, tekli oksijen ve hidrojen peroksit dahil olmak {izere ROS {tiretimi ve
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antioksidan rezervlerinin dogrudan tilkenmesi (Paithankar ve ark., 2021). Kursun,
biyosentezdeki enzimlerin siilfidril gruplariyla yarisir ve bu enzimleri inhibe ederek
biyokimyasal degisikliklere yol acar (Bjerklund ve ark., 2019). Ayrica, kalsiyumu taklit
ederek hiicre i¢i ve hiicrelerarasi sinyal iletimini zayiflatir ve kaslarin aktivitesinde

degisikliklere yol agar (Paithankar ve ark., 2021).

Kursun maruziyeti sonucu, doza ve maruziyet siiresine bagli olarak siklikla bag
agrisi, uyusukluk, abdominal agr1 ve kramp, kabizlik, anemi, davranig bozukluklari,
bobrek hasari, 6zellikle ¢ocuklarda okul basarisinda diisme ve zeka seviyesinde azalma
meydana gelir (Santa Maria ve ark., 2019). Giiniimiizde kursunun, kiicliik miktarlarinin
bile insan ve diger organizmalara zararli oldugu, kanser dahil olmak iizere genis bir
yelpazede davranigsal, biyokimyasal ve fizyolojik bozukluklara neden oldugu kabul

edilmektedir (Rehman ve ark., 2018).

Kiigtik miktarlardaki kursunun bile insanlara ve diger organizmalara zararli
oldugu yaygin olarak kabul edilmektedir (Obeng-Gyasi ve ark., 2019). Kursun
zehirlenmesi, ¢oklu organ sistemlerinin yapisal ve fonksiyonel anormalliklerinde yer alir
(Rehman ve ark., 2018). Kursunun hepatotoksik, norotoksik, nefrotoksik, hematotoksik,
immiinolojik, kardiyotoksik, ayrica solunum ve lireme sistemi iizerine etkileri oldugu iyi
bilinmektedir (Singh ve ark., 2018). Kursun asetat memelilerde fizyolojik, biyokimyasal
ve davranigsal bozukluklara yol agarak toksik etkiye neden olmaktadir (Santa Maria ve

ark., 2019).

Kursun asetatin en fazla zarar verdigi dokularin basinda karaciger ve bobrek
gelmektedir (Mazandaran ve Khodarahmi, 2021). Cilinkii kursunun genel olarak atilim
yeri bobreklerdir. Bobrekler endotel harabiyet ve intravaskiiler volum degisikliklerinde
diger organlara gore daha hassas olmalarindan dolayr kursun asetat intoksikasyonu
sonucunda olumsuz etkilenen organlarin basinda yer almaktadir (Bhattacharjee ve ark.,
2021). Bobreklerin yiiksek oksijen tiikketimi, metabolik aktivitesi ve tiim bunlara ek olarak
infiltretif hiicreler ile tiibiilin hiicrelerininde reaktif oksijen tiirleri bobregin kendi
antioksidan koruma mekanizmasini agsmasina neden olmakta ve buna bagl olarak doku
hasar1 meydana gelmektedir. Yapilan bir¢cok ¢alismada da ROS’larin iskemik, toksisite
ve immiinolojik kaynakli bobrek hasarina yol actig1 belirtilmistir (Genchi ve ark., 2020).

Bu nedenle yaptigimiz ¢alismada kursun asetatin bobrek dokusunda meydana getirdigi
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biyokimyasal degisimleri ve koruyucu olarak uygulanan mirisetin, kaemferol, fisetin ve
galanginin etkilerini gdzlemlemeyi hedefledik. Bu calismada mirisetin (Lai ve ark.,
2020), kaemferol (Al-Numair ve ark., 2015), fisetin (Kandhare ve ark., 2011) ve
galangin’in (Tomar ve ark., 2017) 100 ve 200 mg/kg olmak flizere iki farkli dozu
kullanilmistir. Kursun asetatin sigan i¢in oral LD50 dozu 4665 mg/kg/giin’diir (Akande
ve ark., 2014). Bu tez calismasinda, kursun asetatin LD50 dozunun yaklasik 1/50’si olan
100 mg/kg/gilin dozu 28 giin boyunca erkek siganlara oral olarak gavaj yoluyla verilmistir
(Barkaoui ve ark., 2020). Uygulama siiresince sicanlarin hic¢birinde 6lim meydana

gelmemistir.

Ure, kan iire azotu ve kreatinin miktarlar1 bobreklerin fonksiyonlar1 hakkinda bilgi
veren Onemli parametrelerdir. Yapilan pek c¢ok arastirma, kan iire ve kreatinin
seviyelerinde yiikselmenin renal disfonksiyonun bir kaniti oldugunu gostermistir (El-
Demerdash ve ark., 2004; Husain ve ark., 2004; Morel ve ark., 2005). Al-Majed ve ark.
(2002), yaptiklar1 bir calismada nefrotoksisitenin bir kanit1 olarak glomerular filtrasyonda
azalmay1 gostermislerdir. Bunun da serum {ire ve kreatinin seviyelerindeki artisla tespit
edildigini belirtmislerdir. Serum kreatinin ve kan iire azotu diizeylerindeki artiglarin
glomerular filtrasyonun iyi birer gostergeleri olmasiyla birlikte, nefronlarda asir1 hasarin
gostergeleri oldugu ifade edilmistir (Maden ve Aslan, 1999). Serum iire ve kreatininin
artis1 nefrotoksisiteyi gostermektedir. Kandaki iire miktarindaki artisin nedenlerinden biri
de doku yikimina bagli olarak gelismektedir (Senthilkumar ve ark., 2006). Kreatinin ise
iskelet kasinda kreatinden enzimatik dehidrasyon ile olugsmaktadir. Normal kisilerde
serum kreatinin diizeyleri ve idrar ile kreatinin atilimi kas kiitlesinin bir gdstergesidir.
Glomerullerde filtre olan kreatinin, bobrek tiibiillerinde geri emilime ugramaktadir. Son
idrarda bulunan az miktardaki kreatinin tiibiiler sekresyondan kaynaklanmaktadir (Maden
ve Aslan, 1999). Ancak tiibiillerde meydana gelen herhangi bir dejenerasyon serum
kreatinin miktarinda artisa neden olmaktadir. Yaptigimiz ¢alismada kursun asetat
intoksikasyonu sonucunda serum iire, kreatinin ve kan iire azotu diizeylerinde goriilen
artisin, bobrek dokusunda meydana gelen hasara bagli olarak gelistigini sdylemek
miimkiindiir. Mirisetin, kaemferol ve fisetin uygulamalar ise kursun asetat uygulanan
siganlarin serum iire, kreatinin ve kan iire azotu degerlerini azaltmaktaydi. Bu sonug her
tic fitokimyasalin da bobrek fonksiyonu iizerindeki olumlu etkisini gostermektedir.

Galangin uygulamas1 ise serum iire, kreatinin ve kan iire azotu degerleri iizerinde

86



herhangi bir degisiklige neden olmamis olup galanginin bobrek fonksiyon testlerinde
belirgin bir degisiklige yol agabilmesi i¢in daha uzun bir siireyle ve/veya daha yiiksek

konsantrasyonda uygulanmasi gerekebilecegini diisiinmekteyiz.

Serbest radikaller, zincir reaksiyonlari ile yeni iirlinler olusturabilen oldukga
reaktif ve stabil olmayan maddelerdir. Serbest radikallerin viicutta normal metabolik
stiregler esnasinda olusan reaktif kimyasal {iriinler oldugu, viicutta ROT iiretilmesinin ve
yok edilmesinin, oksidan ve antioksidan sistemler denge halinde oldugu siirece kontrol
altinda oldugu bilinmektedir. Oksidan ve antioksidan sistemler arasindaki var olan denge
artan reaktif oksijen tiirlerine bagl olarak veya antioksidanlarin azalmasiyla ilgili olarak
bozulabilmekte ve sonugta oksidatif hasar gézlenmektedir. Reaktif oksijen iirlinlerinin
oksidatif hasara yol agma mekanizmalarinin basinda poliansatiire yag asitlerinin
fosfolipid zincirlerinin lipid peroksidasyonu gelmektedir (Lawton ve Donaldson, 1991).
Biyolojik sistemlerde lipid peroksidasyonunun bir iiriinli olan MDA seviyesi bir
biyomarker olarak bilinmektedir. Serbest radikaller tarafindan baglatilan ve zar
yapisindaki ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu igeren kimyasal olay lipid
peroksidasyonu olarak tanimlanmaktadir. Zincir reaksiyonunda kirict bir etki veya iki
lipid peroksidinin birbiriyle etkilesmesi olmadik¢a giderek artan bir sekilde lipid
peroksidasyonu devam etmektedir. Lipid peroksidasyonu, direkt hasarini membran
yapisinda degisikliklere sebeb olarak, indirekt hasarini da reaktif aldehidler olusumuna
yol acarak goOstermektedir. Membran yapisindaki  degisiklikler, membran
permeabilitesinde artig, transmembran iyonik gradient ve membran sekretuar
fonksiyonlarinda bozukluklara neden olmaktadir (Levander ve ark., 1977; Shafig-Ur-
Rehman, 1984). MDA gibi, olusan reaktif aldehidler membran bilesenlerinde c¢apraz
baglanmalar ve polimerizasyona neden olmaktadir. Sonugta bu durum membran
yapisinda bozulma, iyon transportu ve enzim aktivitesi gibi membran islevlerinde
degisikliklere yol agmaktadir (Maleeka ve ark., 2001). MDA, nonenzimatik oksidatif
lipid peroksitlerinin par¢alanmasi sonucu olusan toksik etkili son tiriinlerden biridir (Ercal
ve ark., 2001). MDA lipid peroksidasyonun derecesi ile iyi uyum gosterir ve oksidatif
stresi belirlemede lipid oksidasyonunu yansitmaktadir (Yiin ve Lin, 1995; Yu ve ark.,
2016).

Kursun maruziyeti sonucu gozlenen etkilerin kursunun indiikledigi oksidatif

hasarla iliskili oldugu bildirilmektedir (Flora ve ark., 2004; Liu ve ark., 2010). Kursun
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maruziyetine bagl olarak reaktif oksijen tiirlerinin artigi, buna bagl olarak hiicrelerin
antioksidan salimiminin artmasi ve sonrasinda tliikenmesi, ayrica kursunun ozellikle
bircok G6PD, GSH, GSH-Px, SOD ve katalaz gibi bazi1 antioksidan enzimlerin tiyol
grubuna baglanarak onlar1 inhibe etmesi sonucunda prooksidan/antioksidan oraninda
bozulma olmakta ve oksidatif hasar gozlenmekte ve oksidatif hasara bagli olarak da doku
zedelenmesi olugmaktadir (Kim ve ark., 2019). Kursun kaynakli oksidatif hasarin
belirlenmesinde de SOD, katalaz, GSH-Px gibi ¢esitli antioksidan enzimler ve GSH gibi
molekiillerin  analizlerinden yararlanilmaktadir (Legget, 1993). Kursunun lipid
peroksidasyon olusturucu etkilerinin aminoasitler ve proteinlerin tiyol gruplarina
baglanmasi, buralarda oksidatif hasar olusturmasi, reaktif oksijen tiirleri iiretimini
arttirmast ve sonucta hiicre membranm biitiinliigiinde bozulma ile iligkili oldugu
bildirilmektedir (Gurer ve Ercal, 2000; Ercal ve ark., 2001). Yapilan son g¢alismalar
kursun, kadmiyum, civa, arsenik ve bakir gibi agir metallerin serbest radikal iireterek
membranlarda lipid peroksidasyonuna neden oldugunu gostermislerdir (Kim ve ark.,
2019).

Serbest radikal olusumlarini veya olusan {irlinleri ve zararh etkilerini 6nleyen
sistem antioksidan savunma sistemi olarak tanimlanmaktadir. Baslica antioksidan
enzimler; siiperoksidin hidrojen perokside doniisiimiinii katalizleyen ve oksiradikallere
karst primer koruyucu olan siiperoksid dismutazdir. Siiperoksid dismutazdan bagka,
glutasyon peroksidaz ve katalaz oksiradikallere karsi defans sisteminde rol alan
enzimlerdir. GSH-Px ve katalaz, SOD tarafindan olusturulan hidrojen peroksidi
dokulardan uzaklastiran reaksiyonlarda rol alirlar. Bu nedenle antioksidan defansta
onemli role sahiptirler. Ozetle SOD enzimin fizyolojik fonksiyonu; oksijeni metabolize
eden hiicreleri siiperoksit radikallerinin zararli etkilerine karsi korumaktir. Bdylece
lipidlerin peroksidasyonunu inhibe eder. Normal kosullarda hiicrelerde bulunan H202’in
detoksifikasyonundan sorumlu olan GSH-Px, lipid peroksidasyonunun baslamasi ve
gelismesini engelleyici bir enzimdir. Ancak yiiksek konsantrasyonlardaki H2O.’in
detoksifikasyonunu esas olarak katalaz iistlenmektedir (Hsu ve Guo, 2002; Patil ve ark.,
2006; Hamed ve ark., 2010; Koskenkorva-Frank ve ark., 2013; Fan ve ark., 2020).

Yaptigimiz calismada kursun asetat uygulamasinin sicanlarin  bobrek
dokularindaki MDA diizeyini arttirdigi, SOD, katalaz, GSH ve GSH-Px diizeylerini

azalttigl, GSH-Rx diizeylerini ise degistirmedigi goriilmiistiir. Bu sonuglar, kursun asetat

88



intoksikasyonunun serbest radikal olusumunu arttirarak ve antioksidan savunma

mekanizmasini baskilayarak oksidatif stresi indiikledigini gostermektedir.

Ratlara uygulanan kusun stilfatin rat akcigerinde toksisite olusturdugu akciger
alveollerinde patolojik degisikler meydana getirip, lipid peroksidasyonu son iiriinii olan
MDA seviyesinde artisa yol actig1 belirtilmistir (Li ve ark., 2013). Baska bir ¢caligmada
ise yine ratlara uygulanan kursunun rat bobreklerinde biyokimyasal parametrelerde
bozulmalara yol agtig1, bobrek dokusunda dejenarasyona yol actigi ve MDA seviyesinde
yiikselmeye neden olarak renal hasar olusturdugu ifade edilmistir (Wang ve ark., 2013).
Kursun kadmiyum karisiminin ratlara uygulandigi bir ¢calismada, ratlarin beyin dokularinda
oksidatif stres meydana geldigi ve histopatolojik degisiklikler gbzlemlendigi belirtilmistir.
Calismada antioksidan diizeylerinin diistiigii, lipid peroksidasyonu gostergesi olan MDA nin
seviyesinin arttig1 ve sitokinlerin anti inflamatuar yanitinda yiikselme oldugu vurgulanmigtir
(Anyanwu ve ark., 2020).

Yapilan baska bir ¢alismada disi sigirlara uygulanan kursun asetatin antioksidan
aktivitelerde azalmaya yol agtigi, lipit peroksit diizeylerinde ise artis meydana getirdigi tespit
edilmistir. Kursun asetatin ayni zamanda eritrositlerde toksik etki yarattigi, gorilmiistiir
(Patra ve Swarup, 2000). Kadmiyumun ratlara uygulandigi bir ¢alismada, kadmiyumun beyin
dokusunda toksisite meydana getirdigi belirtilmistir. Asetilkolinesterazin inhibe oldugu,
serbest radikal diizeyinde artis meydana geldigi, antioksidan aktivitesinde azalma ve ATPaz
diizeyinde diigme oldugu ifade edilmistir (Pari ve Murugavel, 2007). Ratlara uygulanan
kadmiyumun, rat beyninde biyokimyasal degisikliklere yol agtig1 belirtilmistir. Kadmiyumun
lipid peroksidasyonunu arttirdigi, SOD, katalaz ve GST enzim diizeylerinde azalmaya yol
actig1 ayni sekilde asetilkolinesterazin inhibe olmasina neden olarak asetilkolinin diizeyinde
birikme olusturdugu ve rat beyin dokusunda noérodejeneratif bozukluklar meydana getirdigi
belirtilmistir (Alnahdi ve Sharaf, 2019). Mousa ve ark. (2002), disi kegilere iki hafta
boyunca agizdan 5.46 mg kursun verdikleri g¢aligmalarinda 7. gilinde eritrosit SOD,
katalaz ve toplam tiyol miktarinda azalma, 14. giinde ise tim parametrelerde azalma
ve MDA diizeyinde zamana paralel olarak yiikselme oldugunu, bu veriler 1g1ginda
kegilerde kursun zehirlenmesinin patogenezinde serbest radikal olusumunun onemli
oldugu kanaatine varmiglardir (Mousa ve ark., 2002).

Chiba ve ark.’nin (1996) kursuna maruz kalmuis iscileri kan konsantrasyonlari 10
ug/100 mL’nin altinda, 10 ila 20 ug/100 mL arasinda ve 20 pg/100 mL’nin {izerinde
seklinde gruplandirdiklar1 ¢alismalarinda, CAT aktivitesinin en son grupta ilk gruba
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nazaran anlamli derecede yiiksek oldugunu bildirmislerdir (Chiba ve ark., 1996). Giirer-
Orhan ve ark. (2004) ise kursuna maruz kalmis akii fabrikas isgileri ile saglikli bireyler
arasinda yaptiklar1 analizlerde kursuna maruz kalan iscilerde eritrosit CAT
aktivitelerinde 6nemli yiikselme oldugunu; bu yiikselmeyi kursuna bagli olarak artmis
H.O, diizeylerine karsi eritrositlerin gostermis oldugu bir savunma mekanizmasi
oldugunu agiklamiglardir (Giirer-Orhan ve ark., 2004). Hermes-Lima ve ark. (1991)
tarafindan yapilan bir ¢alismada da kursun zehirlenmesinde ALA’nin metal katalizli
aerobik oksidasyonu ile artan reaktif oksijen tiirleri nedeniyle wuyarilmis lipid
peroksidasyon sonucu yiikselmis eritrosit SOD ve GSH-Px diizeyleri arasinda

korelasyon tespit edilmistir (Hermes-Lima ve ark., 1991).

Yapilan ¢alismalarda kursun intoksikasyonu sonucunda meydana gelen organ
hasarlarina karsi ¢esitli koruyucu maddeler denenmis ve bir kisminda olumlu sunuglar
alimmstir (Caylak, 2010). Son zamanlarda yapilan calismalarda, kursun toksikasyonunda
ROS olusumunun artmasinin ve hiicredeki antiosidan maddelerin azalmasinin tespit
edilmesini takiben, kursun ile indiiklenen oksidatif hasara karsi antioksidanlarin
kullanilmast Onerilmistir (Wang ve ark., 2016). Kursun toksikasyonunda kullanilan
antioksidanlar, kursunun baglandig1 bilesiklerde onun yerine baglanarak, dokulardan
kursunu uzaklastirirlar ya da viicutta endojen olarak kursunun olusturdugu oksidatif
hasara karsi koyarlar. Kursunun olusturdugu oksidatif stresin azaltilmasinda

antioksidanlar tek baglarina veya selatorlerele birlikte kullanilabilirler (Caylak, 2010).

Kursun toksikasyonuna bagli olarak eritrositlerde MDA seviyesinin ve G6PDH
aktivitesinin artarken, GSH seviyesinin diistiigii, koruyucu olarak N-asetilsistein ve
siiksimer (Giirer ve ark., 1998), lipoik asit (Giirer ve ark., 1999) ve taurin (Gtirer ve ark.,
2001) verilmesi ile birlikte artan MDA seviyesinin ve G6PDH aktivitesinin istatistik
olarak anlam gosterecek sekilde diistligii, GSH seviyesinin ise arttig1 tespit edilmistir.
Lipoik asit ve taurin amino asidinin bir selatdr ile birlikte, kusun zehirlenmesinde

terapotik miidahale i¢in 1yi bir aday olabilecegi belirtilmistir (Giirer ve ark., 2001).

Ratlarda olusturulan kursun toksikasyonuna bagli olarak serum MDA seviyesinin
ve eritrosit GSH-Px aktivitesinin arttigi, metiyonin, a-lipoik asit, N-asetilsistein ve
homosistein verilmesi ile birlikte bu yiikselisin anlamli sekilde diistiigii tespit edilmistir

(Caylak ve ark., 2008). Lee ve ark. (2005), Eucommia ulmoides Oliv. bitki ekstraktinin
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kursun toksikasyonu lizerine etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, toksikasyona bagl
olarak eritrositlede lipid peroksidasyonu seviyesinin arttigini, bununla birlikte GSH
diizeyi ve GSH-PX aktivitesinin diistiiglinii, bitki ektratinin kursun ile birlikte verilmesi
ile antioksidan savunma sisteminin arttigin1 ve lipid peroksidasyonu seviyesinin

distiigiini bulmuslardir.

Kursun yarattig1 oksidatif stres sonucu GSH ve total antioksidan kapasite (TAC)
seviyesinin diistiigli, bununla birlikte lipid peroksidasyonunun arttigi, yesil c¢ayin
verilmesi ile birlikte GSH ve TAC seviyesinin kontrol grubuna yaklastigi, lipid
peroksidasyonunun azaldigi tespit edilerek, sonug olarak yesil ¢ayin oksidatif strese karsi
eritrositleri koruyabilecegi bildirilmistir (Hamed ve ark., 2010). Likopen ve katesin’in
kursun toksikasyonuna kars1 etkinliginin arastirildigi calismada, toksikasyon ile birlikte
artan MDA seviyesinin diistligii, azalan GSH seviyesinin ise yiikseldigi, likopen ve
katesin’in birlikte verilmesi ile bu etkinligin arttigi, MDA ve GSH seviyesinin kontrol
grubuna yaklastigi tespit edilmistir (Komousani ve Moselhy, 2011). Subkronik olarak
gelistirilen kursun toksikasyonuna mango cekirdeginden elde edilen mangiferinin, farkl
dozlarda koruyucu etkisinin ¢alisildig1 bir aragtirmada, kursun toksikasyonu sonucu artan
plazma MDA seviyesinin azaldigi, azalan GSH seviyesi, GSH-Rx ve GSH-Px
aktivitelerinin mangiferinin kullanilan dozuna paralel olarak arttig1 tespit edilmistir (Li

ve ark., 2013).

Yalniz kursun verilen grup ile kursun ile birlikte vitamin C verilen gruplarin
eritrositlerinde, kontrol grubu ile kasilagtirildiginda GSH-Px ve GSH-Rx aktivitelerinin
onem gosterecek sekilde azaldig tepit edilmistir. Sonug olarak kursunun vitamin C’nin
metabolizmasini degistirebilecegi belirtilerek, zehirlenme durumlarinda vitamin C
uygulanmasinin bazi antioksidan enzimlerin aktivitelerinde faydali olabilecegi
belirtilmistir (Eshginia ve Marjani, 2013). Kursuna maruz kalan ratlardan izole edilen
eritrositlerde, GSH miktarinda dereceli olarak bir azalma, TBARS olusumunda artis
meydana geldigi, garlic ekstratinin verilmesi ile bu degisimlerin diizeldigi belirlenmistir

(Sarkar ve ark., 2015).

Heidarian ve Rafieian-Kopaei (2013), alti hafta boyunca ad libitium kursun
verilen ratlarda, serum MDA sevisinin arttigini, kursun ile birlikte Cynara scolymus

yaprak ekstraktinin oral olarak verilmesi ile MDA seviyesinin anlaml sekilde diistliglinii
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bulmuslardir. Flora ve ark. (2004), yaptiklar1 arastirmalarda melatonin, N-asetilsistein ve
DMSA’in kursun ile indiiklenen oksidatif streste, selat olusturarak, artan MDA diizeyini
disiirdigiinii rapor etmislerdir. Kursuna karsi Ganoderma lucidum tiirii mantar
ekstraktinin koruyucu olarak verildigi baska bir ¢alismada, kursun toksikasyonu ile
eritrosit lipit peroksidasyonunun arttigi ve GSH seviyesinin azaldigi, oral Ganoderma
lucidum uygulamasi ile bu paramatrelerin seviyelerinin diizeldigi, GSH seviyesinin

kontrol grubundan daha yiiksek ¢iktig1 bildirilmistir (Hossain ve ark., 2015).

Yaptigimiz calismada, kursun asetat uygulanan siganlarin bobrek dokularindaki
MDA diizeylerinin mirisetin ve yiiksek doz fisetin uygulanmasiyla birlikte azaldigi, SOD
aktivitesinin mirisetin ve yiiksek doz fisetin varliginda arttigi, katalaz aktivitesinin
mirisetin, kaemferol ve fisetinin her iki dozunun da uygulanmasiyla birlikte arttigi, GSH-
Px aktivitesinin sadece mirisetin uygulamasiyla birlikte arttigi, GSH diizeyinin ise
mirisetin ve fisetinin her iki dozunun da uygulanmasi sonucunda arttigi, GSH-RX
aktivitesinin ise hi¢ bir fitokimyasal uygulamasindan etkilenmedigi goriilmiistir. Bu
sonuglar 6zellikle mirisetinin ve fisetinin kursun asetat intoksikasyonu sonucu olusan

oksidatif stresi azaltabilecegini gostermektedir.

PON1, hidoralazlar enzim ailesine ait, karaciger tarafindan sentezlenen, plazmada
aromatik karboksilik asit esterlerini ve organofosfatlar1 hidroliz edebilme kapasitesine
sahip bir enzimdir. PON1 enziminin paraoksonaz ve arilesteraz olmak {izere iki 6nemli
aktivitesi klinik ve deneysel caligmalarda kullanilmaktadir. Ayrica PON1 enziminin
laktonaz aktivitesi de gosterilmistir. PON1’in laktonaz aktivesi, homosistein tiyolaktonun
toksisitesine karst korudugu bildirilmistir. PON1’in ilk olarak PON aktivitesi
bulunmustur. PON’1n insektisit zehirlenmesinde paraoksonun hidrolizini katalizledigi
bildirilmistir. Bdylece ksenobiyotik toksisitesine karst koruyucu rol oynadigi
gozlenmistir (Costa ve ark., 2005). PON’1n en 6nemli gérevi organofosfat bilesiklerini ve
sinir gazlarim hidrolize ederek bu bilesiklerin toksik etkilerinin azalmasinda etkin rol
oynamasidir. Organofosfat zehirlenmelerinde serum PON’in kontrol grubuna kiyasla
anlamli olarak diistiigii belirtilmistir. Diisiik serum PON’1n ise ROS seviyesinde artiga
neden olabilecegi belirtilmistir (S6zmen ve ark., 2002). ARE ise fenil asetatin hidrolizini
katalizleyen enzimdir. Kardiyak sendromu olan hastalarda serum ARE’1in PON ile birlikte
oksidatif strese karsi koruyucu enzim oldugu bildirilmistir (Gur ve ark., 2007).

Yaptigimiz ¢aligsma kursun asetat uygulamasinin sigan bobrek dokusundaki PON ve ARE
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aktivitelerini degistirmedigini, bunun yani sira uygulanan fitokimyasallarin da hi¢ bir
konsantrasyonun bobrek PON ve ARE aktivitelerini degistirmedigi goriilmiistiir. Bu
sonu¢ bize kursun asetat toksisitesi sonucunda bobrek dokusunun PON ve ARE

aktivitelerindeki degisimin daha uzun bir siirede meydana gelebilecegini gostermektedir.

Bazi aragtirmacilar, kimyasallarin in vitro sitotoksik etkilerinin DNA ¢ift sarmal
kiriklarinin olusumundan sorumlu oldugunu bildirmislerdir (Opal ve Huber, 2002). Giri
ve ark. (1978), kromozomal anormalliklerin, kimyasallarin alkillenme 6zelliklerinden
ortaya ciktigir ve bu alkillenmenin DNA hasarina sebep oldugunu raporlamislardir.
Kimyasal maddelerin mutajenik aktivitesinin, molekiiler yapilarinda alkil ve fosforil
gruplarimi tastyan elektrofilik kismin niikleofilik boliimiine baglanma kabiliyetlerinden
dolay1 olabilecegi belirtilmistir (Cohen, 1999). Serbest radikaller, DNA yapisindaki
deoksiriboz fosfat iskeletine, piirin ve pirimidin bazlarinin spesifik modifikasyonuna ve
DNA-protein ¢apraz baglanmasina zarar vermektedir (Shigenaga ve Ames, 1991).
Deoksiriboz iskeletinin oksidasyonu, baz salinimint ve DNA zinciri kirilmalarin
indiiklerken oksidatif baz modifikasyonlart mutasyonlara yol agabilmektedir (Cheng ve
ark., 1992). Yaptigiz calismada DNA oksidasyonunu gosteren en dnemli parametrelerden
birisi olan 8-OH dG diizeyine siganlarin bobrek dokusunda baktik. Bobrek dokusundaki
8-OH dG diizeyinin kursun asetat uygulanmasi sonucunda arttigini, mirisetin ve yiiksek
doz fisetin varhiginda ise diistiiglinii tespit ettik. Bu sonug, mirisetin ve fisetinin kursun
asetat uygulamasi sonucunda olusabilecek olan DNA hasarmmi1 Onleyebilecegini

gostermektedir.

Proteinlerin oksidatif modifikasyonlari, direkt olarak reaktif oksijen tiirleri ile
olusturulabildigi gibi, indirekt olarak oksidatif stres reaksiyonlarinin ikincil {riinleri
olarak da olusabilir (Berlett ve Stadman, 1997). Sistein ve metionin, hemen hemen biitiin
reaktif oksijen tiirleri tarafindan oksidatif hasar olusturulmasina egilimli yapilardir.
Protein modifikasyonlari, hem lizin, arginin, prolin ve treonin iizerinden olusabilir hem
de reaktif karbonil gruplar ile sistein, histidin ve lizinin ikincil reaksiyonlar1 tizerinden
olusabilir ki, bu durumda aldehid veya keton gibi protein karbonil tiirevleri olusabilir. Bu
nedenle protein karbonil ve serbest ve toplam tiyol miktarlarinin, protein oksidasyonunun
belirlenmesinde en 6nemli parametreler oldugu sdylenebilir (Beal, 2002). Yaptigimiz
calismada kursun asetat uygulamasinin sigan bobreklerindeki protein karbonil diizeyini

arttirdigi, serbest ve toplam tiyol diizeylerini ise degistirmedigi goriilmistiir. Mirisetin,
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kaemferol ve fisetinin her iki konsantrasyonu da bobrek dokusundaki protein karbonil
diizeylerinin diismesini saglarken, toplam ve serbest tiyol diizeylerinde ise herhangi bir
degisiklige neden olmamistir. Bu sonug, kursun asetat intoksikasyonunun bdbrek
dokusundaki protein oksidasyonunu arttigini, mirisetin, kaemferol ve fisetin profilaksisi
sayesinde bunun engellenebilecegini gostermektedir. Her iki tiyol diizeyinde de
degisiklik meydana gelmemesinin sebebi ise protein oksidasyonuna karsi koyan savunma
mekanizmasimnin daha ge¢ bir donemde bu durumdan etkileniyor olmasindan

kaynaklaniyor olabilir.

NOX metabolizmasinin, hem oksidatif stres kaynakli hipertansiyon hem de kursun
kaynakl1 hipertansiyonun patogenezinde merkezi bir rol oynadigi gosterilmistir (Vaziri
ve Sica, 2004). Endotel bagimli vazodilatasyon, diiz kas hiicre proliferasyonunun
inhibisyonu, trombosit agregasyonu ve monosit adezyonu i¢in nitrik oksit seviyelerinin
yeterli olmas1 gerekmektedir (Boger ve Ron, 2005). Endotel gevsetici faktor olarak da
bilinen NOx, ROS tarafindan etkili bir sekilde inaktive edilir (Vaziri ve Sica, 2004).
ROS'un, vaskiiler endotel hiicrelerinde nitrik oksidi oksitledigi, bir nitrik oksit eksikligi
yaratti81, lipitlere ve DNA'ya zarar verebilecek oldukca aktif bir ROS olan peroksinitriti
irettigi gosterilmistir (Imam ve ark., 2001). Glutatyon tilkenmesi ve kursun maruziyetinin
bagimsiz olarak nitrik oksidi baskiladigi ve hayvan modellerinde hipertansiyona neden
oldugu gosterilmistir (Vaziri ve Sica, 2004). Attri ve ark. (2003), ratlara verdikleri
kursunun kan basincini, plazma lipid peroksidasyonu gostergesi olan MDA seviyelerini
onemli derecede arttirdigini, NOX metabolitlerini ise 6nemli derecede azalttigini tespit
etmislerdir. Ayrica kursun ile birlikte verdikleri vitamin C’nin ROS inaktivasyonu ile
lipid peroksidasyonunu azalttigini, NOX salinimmi ve bdylece NOX’in etkisiyle artan
hipertansiyonu ise normale ¢evirdigini gozlemlemislerdir (Atrri ve ark., 2003). Kiigiikler
ve ark. (2021), kursun uygulamasinin siganlarin bobrek niikleer faktor kappa-B (NF-xB),
interlokin-33 (IL-33), PGE», timoér nekroz faktor-alfa (TNF-a) ve p53 diizeyleri ile
siklooksijenaz-2 (COX-2) ve INOS aktivitelerini arttirarak inflamasyona yol agtigini
gostermislerdir. Yaptigimiz ¢alismada kursun asetat uygulamasinin hem NOx hem de
PGE; diizeylerinde artisa neden oldugu goriilmiistir. NOx ve PGE: seviyelerindeki
artigin her iki dozdaki mirisetin profilaksisi sonucunda azaldig1 goriilmiistiir. Fisetinin ise
her iki konsantrasyonun da NOx seviyesinde azalmaya neden oldugu, ancak sadece

yiiksek dozunun PGE: diizeyini azalttigi anlagilmistir.  Bu sonug, mirisetin ve fisetin
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profilaksisinin ~ kursun asetat intoksikasyonu sonucu olusan enflamasyonu

baskilayabilecegini gostermektedir.

Sonug olarak, dort hafta boyunca kursun uyguladigimiz siganlarin bdbrek
dokularinda oksidatif stresin ve enflamatuvar yanitin arttigi, bobrek fonksiyonlarinin ise
bozuldugu goriilmiistiir. Yapilan calismada ayrica mirisetin, kaemferol, fisetin ve
galangin profilaksisinin olusan bu bobrek hasarim1 ne 0Olglide engelleyebilecegi
arastirlmustir. Ozellikle miristein ve yiiksek dozdaki fisetin uygulamalarinin olusabilecek
nefrotoksisitenin oniine gecebilecegi, kaemferol ve galanginin ise istenildigi kadar
koruyucu bir etkiye sahip olmadigi goriilmiistiir. Ancak yine de kursun kullanimi
miimkiin oldugunca sinirlandirilmali, sayet kullanilacaksa azami Slgiide gerekli onlemler

alinarak ¢evreye olan asir1 yayilimi asgari diizeye indirilmelidir.
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