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ALUMINYUM TOKSISITESININ NEDEN OLDUGU
OKSIDATIF DNA HASARININ ONLENMESINDE
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Seyda UCARCAN

Anadolu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal

Damsman: Yard. Dog¢ Dr. Volkan KILIC
2015, 43 sayfa

Bu ¢aligmada, aliminyum (Al) toksisitesi ile indiiklenen oksidatif stres ve
DNA hasarmin 6nlenmesinde, Olea europea L.’dan elde edilen giiglii bir
antioksidan ve metal selatlayict madde olan hidroksitirozol (HT)’lin etkileri
aragtirtlmistir. Swiss albino cinsi farelerin beyin dokusunda Grup | (Kontrol: %
0.9’luk NaCl); Grup I (AICls. bir kez 25mg/kg); Grup Il (HT: bir kez 100
mg/kg); Grup IV (AICIz+HT: sirasiyla bir kez 25 mg/kg ve bir kez 100 mg/kg);
Grup V (HT: 10 mg/kg/giin-7 giin); Grup VI (AICIz+HT: sirastyla 25 mg/kg bir
kez ve 10 mg/kg/glin-7 giin) olmak iizere toplam 6 grup iizerinde (n=6)
calistlmistir. Tiim wuygulamalar intraperitonal olarak gergeklestirilmistir.
Siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon S-transferaz ve
asetilkolinesteraz  enzim aktiviteleri, toplam glutatyon diizeyi ve lipid
peroksidasyonu  biyokimyasal olarak  Olglilmiistir. Dokudaki  patolojik
degisiklikler 151k mikroskobunda incelenmistir. DNA hasar1 tek hiicre jel
elektroforezi (SCGE) yontemi ile belirlenmistir. Elde edilen bulgulara gore, HT
Al toksisitesinin olusturdugu oksidatif stresi azaltmakta, lipid peroksidasyonu ve
patolojik degisiklikleri engellemektedir. Buna bagli olarak, olusan DNA hasar1 da
Onlenebilmektedir. Bu etkilerin gerceklesmesinde, HT’iin hem Al’'u hem de
olusan Al kaynakli radikal molekiilleri baglayip etkisizlestirerek, islev gordiigi

diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Aliiminyum, hidroksitirozol, norotoksisite, oksidatif stres,
DNA hasari
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Master Thesis

THE ROLE of HYDROXYTHYROSOL in PREVENTION of OXIDATIVE
DNA DAMAGE RESULTED FROM ALUMINIUM TOXICITY
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Graduate School of Sciences
Biology Department

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Volkan KILIC
2015, 43 pages

The present study investigated the effects of hydroxythyrosol (HT), a powerful
antioxidant and metal chelator which is obtained from Olea europea L., in the
prevention of oxidative stress and DNA damage resulted from aluminium (Al)
toxicity. On the brain tissue of swiss albino mice, total number of 6 groups (n=6)
of animals were studied as: Group | (control: 0.9 % NaCl); Group Il (AICl3. at one
time, 25mg/kg); Group Il (HT: at one time, 100 mg/kg); Grup IV (AICI;+HT: at
one time, 25 mg/kg and 100 mg/kg respectively); Grup V (HT: 10 mg/kg/day-7
days); Grup VI (AICI;+HT: 25 mg/kg and 10 mg/kg/day-7 days respectively). All
applications were carried out intraperitoneally. Superoxide dismutase, catalase,
glutathione S-transferase and acetylcholine esterase activities, total glutathione
level and lipid peroxidation were measured biochemically. Pathological changes
were investigated under a light microscope. DNA damage was determined by
single cell electrophoresis (SCGE) method. According to the findings, HT
reduced oxidative stress, lipid peroxidation and histopathological changes resulted
from Al toxicity. In parallel, DNA damage was prevented. It is thought that HT
acted by binding and neutralising either Al or Al-derived radicals while fulfilling

those effects.

Keywords: Aluminium, hydroxythyrosol, neurotoxicity, oxidative stress, DNA
damage
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1. GIRIS

Altiminyum (Al) yerkiirede yaygin olarak bulunan ve giinliik yasantimizda
mutfak geregleri, besin katki maddeleri, asilar, ilaglar, ¢esitli tibbi uygulamalar,
kozmetik riinler ve deodorantlar gibi kaynaklardan siklikla maruz kalinan bir
metaldir. Insan viicuduna deri, sindirim ve solunum sistemleri yoluyla giris
yapmaktadir. insanlarda ¢esitli kaynaklardan alinan giinliik Al miktarmin yaklasik
olarak 10-20 mg oldugu tahmin edilmektedir (Bihaqi ve ark., 2009).

Al yasamsal islemler icin temel bir element olmamakla birlikte yiliksek
miktarlarda alindiginda beyin, kemik, bobrekler ve kani iceren birgok organ igin
toksiktiktir. Beyindeki Al birikiminin alzheimer, bunama, parkinson, amilotropik
lateral skleroz (ALS) gibi ndrolojik hastaliklarin patofizyolojisinde etkili oldugu
diisiiniilmektedir. Al toksisitesi reaktif oksijen tiirevleri (ROS) olusumu ve
oksidatif stres (OS) ile iliskilendirilmektedir. Al tuzlarinin biyolojik dokularda
direkt olarak bir pro-oksidan ozelligi bulunmamakla birlikte, demir tuzlarinin
reaktif oksijen tiirevi olusumunu indiikleyici etkisini arttirmak yoluyla oksidatif
stresin artmasina neden olabilmektedir (Yuan ve ark., 2012; S.N.Harsha ve ark.,
2013).

Son yillarda o6zellikle Akdeniz iilkeleri basta olmak iizere, kronik
hastaliklardaki 6liim oranlari ile antioksidan igerikli sebze-meyve alimi arasindaki
ters iligkiye dikkat ¢eken cok sayida epidemiyolojik caligma bulunmaktadir.
Akdeniz diyetinin 6nemli bir komponenti olan zeytinyaginin 6zellikle antioksidan
iceriginin bu iligkideki roliine dikkat cekilmektedir. Zeytinyagindaki fenolik
bilesiklerden hidroksitirozol (HT), katekol (2-hidroksifenol) yapisinda olup, bu
grubu igeren bilesiklerin antioksidan aktivite gosterdigini kanitlayan ¢alismalar
bulunmaktadir. Bu katekolik gruplar, molekiiller arasi hidrojen baglar1 olusturarak
serbest radikalleri stabilize etmektedir. Serbest radikalleri temizleyen ve giiglii
antioksidan olarak kabul edilen bu fenol bilesigi de, metaller iizerine giicli
selatlayici etkiye sahip oldugundan reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu azalttig

da bildirilmistir (Kotronoulas ve ark., 2013).



Akut seviyede maruz kalman Al toksisitesinin neden oldugu
norodejeneratif hasarin  Onlenmesinde HT’iin etkilerinin belirlenmesi bu
calismanin konusunu olusturmaktadir.

HT, zeytinyagi, zeytin agaci yapraklarina, zeytinde dogal olarak bulunan
bir fenolik bilesiktir. Polifenoller igerisinde yiiksek antioksidan kapasitesine
sahiptir. HT’lin antioksidan aktivitesinin iki mekanizma ile oldugu
diistiniilmektedir. Bunlar, oksidatif stress sirasinda reaktif oksijenleri temizleyerek
yada farkli hiicre sinyal yollarimi aktif hale getirerek organizmanin oksidatif
strese kars1 savunmasini artiraraktir. (Kotronoulas ve ark., 2013)

Serbest radikaller somatik hiicrelere ve bagisiklik sistemine saldiran
molekiillerdir. Ortaklanmamis (eslesmemis) elektron igceren atom, atom grubu
veya molekiiller serbest radikaller olarak tanimlanirlar. Antioksidanlar da bu
serbest radikallerin etkilerini yok ederek, kanser, kalp hastaliklar1 ve erken
yaslanmaya neden olan zincir reaksiyonlarini 6nleyen molekiillerdir. Reaktif
oksijen tiirleri (ROS), molekiiler oksijenin peroksidaz, siiperoksit, hidroksil
radikali ve singlet oksijeni gibi reaktif molekiillerini icerir (Akkus, 1995).
Organizmada hiicresel savunma mekanizmasi araciligiyla yok edilenden daha
fazla reaktif oksijen tiirlerinin meydana gelmesi oksidatif stres olarak tanimlanir.
Oksidatif stresin serbest oksijen radikallerinin sebep oldugu hiicre hasarlariyla
birgok kronik hastaligin komplikasyonlarimin ortaya ¢ikmasmna etken oldugu
diistiniilmektedir. Endiistriyel ve evsel kimyasallar, pesitisidler, suni giibreler, agir
metaller ve 1yonize radyasyon gibi ¢evresel kirliligine yol acan maddeler oksidatif

stresin etkenleri arasindadir. (Casalino ve ark., 2002)

1.1. Aliiminyum Metalinin Genel Ozellikleri

Al yer kabugunda en fazla bulunan 3. elementtir. Dogada ¢ok fazla yayilis
gosteren bir metal olup yer kabugunun yaklasik % 8’ ini olusturmaktadir.
Periyodik cetvelde 3-A grubunda bulunan Al’un atom numarasi 13, atom agirlig
26.98, yogunlugu 2.70gr/cm?, erime noktasi 660.32°C ve kaynama noktasi 2519
°C’dir (Gogtepe, 2010). Dogada kararli kombinasyonlarla diger materyallerle

birlikte bulunur. Hava kirliligi stonucunda olusan asit neminin, topraga ya da gol

2



yataklarina inmis aliiminyum ile tepkimeye girmesi sonucunda normal kosullar
altinda suda ¢oziinmeyen Al, suda ¢oziinebilme Ozelligi kazanmaktadir. Bir¢ok
metal gibi Al’'un da ¢oziinebilir formlar1 hedef organlarda daha iyi emilim
gosterip, daha iyi dagilmaktadir. Al’un tiim Kimyasal formlarinda toksikokinetik
ve toksikodinamik etkileri biyiiktiir. Aliiminyum siilfat, aliminyum hidroksit,
aliminyum florid, monomerik organik ve inorganik formlarda goriilebilmekle
birlikte aliiminyum klorid suda en fazla ¢6ziinebilen ve en yiiksek toksik etki
gosteren formudur. Igme suyu ya da besin zinciri yoluyla bitki, hayvan ve
insanlara ulasarak toksik etkiler yaratmaktadir (Sjogren ve ark. 2007, Pastaci ve

ark. 2010).

1.2. Aliiminyumun Kaynaklari ve Biyolojik Etkileri

Islenmis gidalar, pisirme ve saklama kaplari, gesitli tibbi uygulamalar ve
mesleki  maruziyet insanlardaki Al  birikiminin = 6nemli nedenlerini
olusturmaktadir.

Al’u en fazla iceren gidalar; islem goérmiis peynirler, kabartma tozlari,
hazir kek karisimlari, dondurulmus hamurlar gibi, gida katki maddelerini yiiksek
oranda igerenlerdir. Ayrica pisirme kaplarinda gergeklesen metal salinimi, Al
iceren kutularda uzun siireli olarak saklanan gidalar ve igme sular1 oral yolla
maruz kalinan diger kaynaklardir (Lankoff ve ark. 2006., Kaizer ve ark., 2010,
Celik ve ark. 2012). Al ilaglara ve suyun aritilma islemlerine eklenmektedir.
Sehir sular1 yiiksek oranda Al iyonlar1 bulunmaktadir (Bhadauria, 2012). Tipta
paranteral ve diyaliz soliisyonlarinin hazirlanmasi i¢in kullanilan su ve
hammaddeler, diyaliz ve paranteral soliisyonlar i¢in kullanilan ambalaj
materyalleri, hiperfosfatemi ve peptik iilser tedavisinde kullanilan aliiminyum
igeren oral antiasitler ve diger hastaliklarda uygulanan Al igerikli farmasotik dozaj
sekilleri de viicutta Al birikiminin nedenlerindendir. Bu birikim siklikla 6liimciil
olan diyaliz ensefatopatilerine sebep olmaktadir. Al tozlarina maruziyet pulmoner
fibrozisle sonug¢lanmaktadir. Astim, kanser, koroner kalp hastaligi aliminyum ile
iretim yapan isciler arasinda izlenen hastaliklardir. Ancak aliiminyumun bu

hastaliklara tek bagina sebep oldugu sdylenemez (Uysal ve ark. 1990; Sjogren ve
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ark. 2007; Pastact ve ark. 2010). Asilarda adjuvan olarak aliiminyum hidroksit
(Al(OH)3) ile aliminyum fosfat (Al(PO),) tuzlar1 yaygin olarak kullanilmaktadir
(Yurdakok ve ince, 2008).

Al gastrointestinal sistemden ve akcigerlerden absorbe edilir. Atilimi ise
bobrekler lizerinden aliiminyum sitrat seklindedir. Al, memelilerin beyin, bobrek,
karaciger, kalp, kan, kemik gibi dokularinda birikim gdstermektedir (Bhadauria,
2012). Cesitli biyomolekiillere Al, Ca ve Mg gibi biyolojik katyonlarin baglanma
bolgelerinden baglanabildigi i¢in her metabolik yol Al’un antagonist etkisinden
dolay1 potansiyel bir hedeftir. Al tuzlari biyolojik dokularda direkt olarak OS
olusturmamaktadir. Fakat ROS olusumunu yiikseltmede araci olarak etki
gostermektedir. Al’'un yaglarin ve proteinlerin peroksidatif hasarlarini artirdig1 ve

antioksidan kapasiteyi azalttig1 bilinmektedir. (Harsha ve Anilakumar, 2013).
1.3. Aliiminyum ile Indiiklenen Oksidatif Stres, DNA Hasar1 ve Norotoksisite

Beyin dokusu, noronlarin bolinememe 6zelligi, yiiksek oksijen tiiketim
orant (%20), hiicre zarinda c¢oklu doymamis yag asitlerini yliksek diizeyde
bulundurmasi, yiiksek demir (Fe) igerigi ve diisikk anti-oksidan kapasitesi
nedeniyle Al toksisitesinin olusturdugu OS’e kars1 oldukca hassas bir organdir. Al
kan beyin bariyerini asarak sinir ve glial hiicrelerde birikebilir (Kumar ve ark.,
2002;Yuan ve ark., 2012).

Al, diger metallere gore daha diisiik oksidasyon rediiksyon kapasitesine
sahip olmakla birlikte, oksidatif hasar1 ¢esitli mekanizmalar1 harekete gecirerek
tetikleyebilmektedir. Coklu doymamis yag asitlerini i¢eren negatif yiikli beyin
fosfolipidlerine baglanabilir. Bu sayede O, H,0, OH, ve OH" gibi reaktif
oksijen tiirevleri (ROS) i¢in bir baglanma hedefi haline gelebilir. Al, Fenton
reaksiyonunda demir ile kontrol edilen ve ROS iiretimine neden olan olaylarla
lipid peroksidasyonunu stimiile eder. Siiperoksit (O,7) Al*® tarafindan Al-Oy”
kompleksi olusturmak {izere notralize olur. Bu sayede O, ’nin oksidatif kapasitesi
artar (Exley, 2007).

Al nitikleik asitler, ATP’nin fosfat grubu, fosforillenmis proteinler ve

karboksilik gruplar gibi yapilara baglanabilir. Hiicrede cogunlukla cekirdekte
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lokalize olur. Bu nedenle etkisinin DNA hasar1 ile iliskili oldugu
diistiniilmektedir. Al insan  periferal kan lenfositlerinde10pg/ml’lik
konsantrasyonda DNA hasarini indiiklemektedir. Bu konsantrasyonda, DNA’daki
okside bazlarin miktarinda artis meydana geldigi tespit edilmistir (Lankoff ve ark.,
2006). Bu durum, DNA hasarinin oksidatif stres ile de iligkisi olabilecegini
gostermektedir. Alzheimer gibi ¢esitli nérodejeneratif hastaliklarin patogenezinde
Al toksisitesi ile indiiklenen ROS olusumu ve OS merkezi bir rol oynamaktadir.
ROS olusumu lipitlere, proteinlere ve DNA’ya hasar vermektedir. Serbest
radikallerin etkileri ile ortaya ¢ikan DNA hasar1 mitokondriyal DNA ve ¢ekirdek
DNA’s1 iizerinde hasar olusturur. Bununla birlikte Al’un, DNA onarimu ile iligkili

enzimleri inhibe ettigi bilinmektedir (Bharathi ve ark., 2008).
1.4. Hidroksitirozol

Kalp hastaliklar1 ve kanser gibi hastaliklardan 6lim oraninda Akdeniz
iilkelerinin  diisiik rakamlarla aniliyor olmasi, bu {ilkelerdeki beslenme
aliskanliklariyla iliskilendirilmektedir. Karakteristik Akdeniz diyetinin temelini
zeytinyagi tiiketimi olusturmaktadir. Zeytin agacinin (Olea europea L.)
meyvesinde bulunan bu yag basing altinda veya kimyasal yontemlerle elde
edildiginde farkli tat, asidite ve kimyasal igerikte iriinler elde edilmektedir. Ancak
basing altinda elde edilen zeytinyagi yiiksek hidroksitirozol (2-(3,4-
dihydroxyphenylethanol) (HT) igerigi a¢isindan dikkat ¢ekmektedir. HT bir tiir
fenolik bilesik olan feniletanoid yapisindadir. Ekstra saf zeytinyaginin igeriginin
kiigiik bir boliimiinii olusturan gili¢lii bir antioksidandir. Bu 6zelligi nedeniyle,
cesitli patolojilerin Onlenmesi ve tedavisi ile iliskili ilgi c¢ekici ozellikleri

bulunmaktadir.

OH

OH

Sekil 1.1. Hidroksitirozol’tin kimyasal yapis1 (wikipedia)
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Saf zeytinyaginda, HT’iin ortalama miktart 9-21 mg/kg arasinda
degismektedir (Godoy-Caballero ve ark., .2012). HT oleuropein’in hidrolizi
sonucu olusur. Bu kimyasal islem, zeytinin olgunlasmasi, yagin saklanmasi ve
islenmesi asamalarinda ger¢eklesmektedir.

Zeytin agacinin yapraklari da ates ve parazitik hastaliklarin tedavisinde
antioksidan, hipoglisemik, antihipertensif, antimikrobiyal, antiaterosklerotik ve
antiviral etkileri nedeniyle kullanilmistir. Gliniimiizde, antitiimor etkileri de rapor
edilmistir. Bu 6rneklerde HT iin ortalama konsantrasyonu 10-17 mg/g arasindadir.
Bir siiredir, Akdeniz diyetinin sarap gibi diger bilesenlerinde de HT oranlar
arastirilmaktadir. Kirmiz1 sarapta, ortalama 1.8-3.1 mg/L olarak degismektedir.

Beyaz saraptaki konsantrasyonu ise yaklasik olarak bu miktarin yaris1 kadardir

(Fernandez_Mar ve ark., 2012).

Cizelge 1.1. Farkli iiriinlerin igeriginde bulunan hidroksitirozol miktarlari

Uriin HT icerigi
Beyaz sarap 1.5-2.70 mg/L
Kirmizi sarap 2-3.9 mg/L
Eski sarap 25 mg/L

Saf zeytinyag1 9-21 mg/kg
Zeytin yapragi 10-17 mg/g

HT’iin yiiksek antioksidan kapasitesine bagli olarak, antimikrobiyal
aktivitesi, UV etkisine karst koruyucu 6zellikleri, kalp damar saglig: iizerindeki
koruyucu etkileri bilinmektedir. Kanserle iliskili etkileri {izerinde ¢alisilmaktadir.
Bu ozelliklerinin yanisira HT etkili bir metal selatlayicisidir. Bu yolla ¢esitli
metallerinin toksisitesinin Onlenmesinde ve metal toksisitesi kaynakli ROS
olusumunun engellenmesinde etkili olmaktadir. Ozellikle demir katyonlarinin
selatlanmasinda 6nemli bir rol oynuyor olmasi, ¢esitli metallerin metabolik demir
ile iliskili olarak gerceklesen toksisitesinin ve Fenton reaksiyonu ile iligkili ROS

olusumunda 6nleyici bir potansiyel tasimaktadir (Ramirez Tortose ve ark.,2015 ).



1.5. Serbest Radikaller ve Lipid Peroksidasyonu

Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron iceren (" ile
sembolize edilir) atom veya molekiillerdir. Bu tip maddeler, ortaklanmamis
elektronlarindan dolay1 olduk¢a reaktiftirler. Serbest radikaller pozitif
yiklii(katyon), negatif yiikli (anyon) veya nétral olabilirler. Biyolojik
sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir.
Oksijenin elektronlarinin iki tanesi eslenmemis oldugu i¢in, oksijen bazen
“diradikal” olarak degerlendirilir. Oksijenin bu 6zelligi diger serbest radikallerle
kolayca reaksiyona girmesini saglar. Canli hiicrelerdeki oksijen metabolizmasi,
radyasyon, pestisitler, ¢esitli tibbi tedavi yollar1 ve kontamine sular gibi etmenler
serbest radikallerin olusumuna sebep olmaktadir. Bu radikallerin basglicalar;
stiperoksit anyonu radikali (O;"), H,O,, hidroksil radikali (HO"), hidroklorik asit
(HOCI), nitrik oksit (NO") ve peroksinitrit (ONOQ") gibi oksijen igeren hidrojenli,
klorlu ve azotlu bilesikleri temsil eder. O,”, HO" ve NO gibi bazilar1 serbest
radikallerdir (Tomasi, 2003).

Serbest radikaller biyomembranlardaki doymamus lipidler, proteinler ve
niikleik asitler gibi hiicresel bilesenlerle reaksiyona girerek oksidatif hasara neden
olabilirler. Hidroksil radikali (HO") bilinen en reaktif radikaldir. H,O, , HOCI ve
ONOOQO" gibi endojen prooksidanlarda HO® olusumu ile sonuglanan par¢alanma
reaksiyonlaria girebildiklerinden dolay1 canli hiicreler i¢in potansiyel olarak
zararli sayilabilecek molekiillerdir. H,0,, H20O’ya detoksifiye edilmezse demir ile
katalize olan Haber-Weiss ya da Fenton reaksiyonlari sonucunda HO" meydana
gelebilir. HO son derece reaktif ve kisa 6miirlii bir molekiil oldugundan, biyolojik
membranlarda lipid peroksidasyonunu baslatma potansiyeline sahiptir (Aydogan
Kilig, 2010).



Haber Weiss reaksiyonu
\3+ - 2
Fe™" +0, " —— Fe’* + 0,
Fe?* + H,0, ——> Fe’* + OH™ + OH’ (Fenton reaksiyonu)
Net reaksiyon: O, "+ H,0, ——> OH™ + OH" + O,

Sekil 1.2. Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonlar1

Lipid peroksidasyonunun zincir reaksiyonlarinda, HO® membran
fosfolipidlerindeki ¢oklu doymamis yag asiti (PUFA) zincirindeki karbon
atomlarinin birinden hidrojen ¢ikararak su olusturur. Meydana gelen alkil radikali
oksijenle birleserek peroksil radikalini meydana getirir. Peroksil radikali diger
PUFA alkillerinden hidrojen koparir. Olusan peroksil radikali hidrojeni yapisina
katarak lipid hidroperoksitlerini olusturur. Ayrica yeni bir lipid alkil radikali
meydana gelir. Olusan lipid alkil radikali olduk¢a kararsiz bir molekiildiir.
Pargalanarak PUFA ile reaksiyona girebilecek ve lipid-karbon merkezli radikali
yeniden olusturabilecek ikincil bir lipid alkoksil radikali meydana getirir. Bu
yikim reaksiyonu sonucunda malondialdehit ve 4-hidroksinoneal gibi ¢ok sayida
sitotoksik {iriin olusur.Lipid peroksidasyonu metallerin varliginda da artig gosterir.
Bu metaller redoks katalizorii olarak goérev yaparlar. Siiperoksitin ve hidrojen
peroksitin daha giiclii oksidanlara donlisiimiine aracilik ederler. Lipid
peroksidasyonu, toplayici reaksiyonlarla sonlandirilamazsa, otokatalitik yayilma
reaksiyonlartyla devam etmektedir. Stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimleri gibi antioksidan enzimler de, hidroksil
radikalinin hiicrelerdeki birikimini dnleyerek serbest radikal olusumuna bagli lipid

peroksidasyonunu 6nleyebilmektedirler (Tomasi 2003; Aydogan Kili¢ 2010).



3 H,0 R
/ 4+ "OH L / Lipid radikali
H Baslangi¢ .
Doymamis Lipid 0,
Yayilim

R R
/ / +
OOH H 00"

Lipid peroksit Lipid peroksil radikali

Sekil 1.3. Lipid peroksidasyonu zincir reaksiyonlar1 (wikipedia)

1.6. Antioksidan Savunma Sistemleri

Antioksidanlar, viicutta serbest radikallerin konsantrasyonunu azaltan,
metalleri selatlayan, lipit peroksidasyonunu Onleyen, oksidasyonu oOnleyen
molekiillerdir. Bu 06zelliklere sahip yiyecekler, serbest radikalleri yakalama
ozelliginden dolayr Kkalp-damar hastaliklarini, kanser, katarakt, diyabet gibi
hastaliklarin 6nlenmesine yardimer olur.( Almeida Bezerra 2015) Antioksidan
savunma sistemlerinin  oksidatif stresi ortadan kaldirma potensiyelleri
bulunmaktadir. Endojen antioksidanlar enzim ve enzim olmayan olarak ikiye
ayrilmaktadir. Enzim olanlardan 6nemlilerine 6rnek olarak Siiperoksiti (O2")
detoksifiye eden SOD, hidrojen peroksiti par¢alayan CAT, hidrojen peroksit ve
glutatyona bagimli organik peroksiti indirgeyen GSH-Px ve GR verilebilir.
(Danabas ve ark 2015)



1.6.1. Glutatyon

Glutatyon (GSH) bir¢ok biyolojik sistemde yaygin olarak bulunan bir
molekiildiir. Yaslilikda, metabolizmada ve ¢esitli hastaliklardaki roliinden dolay1
GSH’un antioksidan 0Ozelligi ele alinmaktadir. GSH’un indirgenmis formu
glutamik asit, sistein ve glisin aminoaitlerinden olusan tripeptid bir yapiya
sahiptir. Bircok hastaligin patofizyolojisinde énemli rol oynamaktadir. Ornegin,
GSH’un GSSG indirgenme diizeyi, noropsikiyatrik ve norodejeneratif
hastaliklarin bazilarmin baslangi¢ ve ilerlemesi sirasinda 6nemlidir (Lee ve ark
2015).Biyolojik dokularda Glutatyon’un temel olarak rediikte formda (GSH)
bulunmaktadir. Okside glutatyon (GSSG), glutatyon rediiktaz (GR) enzimi
sayesinde kolaylikla GSH’a doniisebilir (Hissin ve Hilf 1976). Hiicre i¢indeki
disik molekiil agirlikli protein olmayan tiollerin en az %9011 GSH

olusturmaktadir. (Plaa ve Hewitt 1998).

NH2

Sekil 1.4. Glutatyon’un kimyasal yapist

Glutatyon, canlilarda ¢esitli kimyasallarin biyoaktivasyonu sonucu ortaya
¢ikan veya molekiiler oksijenin metabolize edilmesiyle olusan hiicresel hasarlarin
Oonlenmesinde rol alan baslica koruma sistemidir. Cesitli bilesiklerin ve
metabolitlerinin elektrofilik merkezlerini enzimatik ve kimyasal mekanizmalar
yoluyla tioeter baglarina ¢evirirken ayni zamanda da hidroperoksitlerin glutatyon
peroksidaz bagimli yikiminda kofaktor olarak gérev yapmaktadir. GSH serbest
radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karsi
korur. Proteinlerdeki —SH guruplarini rediikte halde tutarak oksidasyonunu onler.
Boylece fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller. % 15-

20 oranmindaki bir GSH eksikligi, toksik etkilere karsi hiicreleri savunmasiz
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birakarak hiicre hasar1 ve 6liimiine neden olabilir (Akkus 1996; Pompella 2002;
Aydogan Kilig, 2010).

1.6.2. Siiperoksit Dismutaz

Stiperoksit dismutaz (SOD; ECI1.15.1.1) enzimi siiperoksit (O;7)’e karsi,
viicuttaki temel enzimatik koruyucudur. O," in hidrojen peroksit ve molekiiler

oksijene doniisiimiinii katalizlemektedir.

SoD
20" +2H" — H,0,+0;

SOD’1mn 4 farkli izoformu bulunmaktadir. Cu/Zn SOD o&karyotlarda sitozol
ve nukleusta bulunmaktadir. Fe-SOD ve Mn-SOD hem prokaryot hem de
okaryotlarda mitokondrilerde bulunmaktadir. EC-SOD de hem prokaryot hemde
Okaryotlada ekstraseliiler matrikste bulunmaktadir (Whitaker 2002).

Cu/Zn-SOD hiicrelerde en fazla bulunan izomer formudur. Yaklasik
15.600 -16.500 D molekiiler agirhgindaki alt iinitelerden olusan bir dimerdir. Cu*?
iyonu, SOD enzim aktivitesi i¢in sarttir. Zn*? ise Cu*? ile birlikte enzim

stabilitesinin saglanmasinda gorevlidir (Akkus 1996).
1.6.3. Katalaz

Canl1 metabolizma hiicrelerinde hidrojen peroksitin molekiiler oksijen ve
suya parcalanmasini saglar boylece hiicreler i¢in zararli olan hidroksil radikalinin
olusumunu engeller. Enzim hiicre i¢inde peroksizomlarda yerlesmistir ve bir
hemoproteindir. Dort tane hem grubu igerir. Ayrica, katalaz enzimi peroksidatif
reaksiyonlarin olusturdugu alkoller, formaldehit, formik asit ve fenoller gibi

toksik bilesiklerin etkilerini azaltmada da rol oynar.

CAT
2H202 _— 2H20 + Oz
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Bu reaksiyon H,O; konsantrasyonlar1 yiikseldiginde 6nem kazanirken
diisiik H2O, konsantrasyonlarinda diger peroksidazlar H,O,‘lerin daha az reaktif
olan alkollere ve suya parcalanmasini katalizler. Kanda, bobrek ve karacigerde
ayrica mukoz membranlarda bulunur. Graniilomatoz hiicreleri solunumsal

patlamaya kars1 korur (Ozyurt, 2014, Geter, 2014).

1.6.4. Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px; EC 1.11.1.9) biyomembranlar1 ve diger
hiicresel bilesenleri oksidatif hasara kars1 koruyan bir selenoenzimdir. Yaklasik
85.000 D molekiil agirliginda tetramerik yapidadir. Sitozolde bulunur ve 4 adet

selenyum atomu igerir. GSH-Px asagidaki reaksiyonlar katalizler.

GSH-Px

H,0, +2 GSH — GSSG +2 H,0

GSH-Px

ROOH +2 GSH — GSSG +2 H,O

ROOH, H,0O, gibi bir hidroperoksit, tert-biitil hidroperoksit, kiimene
hidroperoksit gibi hidroperoksitlerdir. GSH-Px’in farkli izoformlar1 hiicresel
glutatyon peroksidaz (cGSH-Px), fosfolipid hidrojenperoksit glutatyon peroksidaz
(PHGSH-Px), plazma glutatyon peroksidaz (pGSG-Px), gastrointestinal glutatyon
peroksidaz  (gi-GSH-Px)’dir. H,O, disindaki organik hidroperoksitlerin
indirgenme reaksiyonlarmi katalizleyen selenyum bagimsiz bir izoformu daha
mevcuttur. Hidroperoksitlerin rediikte olmasi ile meydana gelen GSSG, glutatyon

rediiktaz (GR) enziminin katalizledigi reaksiyonla tekrar GSH’a doniisir.

GR
GSSG + NADPH +H* — 2 GSH + NADP"
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Fagositlerde bulunan GSH-Px diger antioksidanlarla birlikte, solunum
patlamas1 sirasinda olusan serbest radikallerin neden oldugu peroksidasyondan
hiicreleri  korur. GSH-Px eritrositlerdeki oksidan strese karsi en etkili
antioksidandir (Akkus 1996; Whitaker 2002).

1.6.5. Glutatyon S Transferaz

Glutatyon S transferaz (GST) iki alt birimden olusan dimerik yapidan
olusan bir enzimdir. GST’lar arasidonik asit ve lineolat hidroperoksitleri olmak
tizere lipid peroksitlerine kars1 selenyum-bagimsiz GSH-Px aktivitesi ile birlikte

antioksidan savunma mekanizmasi olustururlar.(Akkus 1996)

GST
ROOH +2GSH — GSSG + ROH + H,0

GST’lar katalatik ve katalitik olmayan bir ¢ok fonksiyona sahiptirler.
Detoksifikasyon yaptiklar1 gibi hiicre i¢i baglayici ve tastyicilik rolleride
bulunmaktadir. Katalitik olarak, yabanci maddelerin elektrofilik bolgelerini
ndtralize eder ve bu sayede iirlinlin suda daha fazla ¢ziiniir hale gelmesine neden
olur. Lipofilik- hidrofobik bir ¢ok bilesigi baglayarak bu enzimlerin hiicre iginde
sinirlt ¢oziintirliige sahip molekiiller i¢in depo ve tasima rolii iistlenir. (Akkus
1996)

1.7. Asetilkolin esteraz

Asetilkolinesteraz (AChE) sinir sisteminin saglikli ¢caligmasi i¢in 6nemli
bir enzimdir. AChE sinir ve kas dokusu basta olmak iizere merkezi ve periferal
bir¢ok dokuda bulunur. Bu enzim asetilkolini hidroliz ederek sinir iletimini
sonlandirmaktadir. 70-80 kDa araliginda kiitleye sahip bir glikoproteindir. AChE
fonksiyonunu yerine getiremediginde, sinaptik araliklarda asetil kolinin
birikmesine ve kas paralize, nobete ve asfiksiye bagli olarak 6liimiin meydana

gelmesine neden olur. (Kiigtikkiling,2014)
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1.8. Oksidatif Strese Bagh Olarak Meydana Gelen Hiicresel Degisiklikler

OS’e bagli olarak gerceklesen olaylar ve oksidan maddelerin tiretimindeki
artis GSH seviyesinin yiikseltgenmesine, NAD kaybina, DNA kirilmalarina, ATP
kaybina ve hiicre i¢i serbest Ca®" seviyesinde artisa neden olmaktadir. Hiicrelerde
meydana gelen sisme, hiicre zarinda balonlagsma gibi degisiklikler, hasarli ve
Olime gitmekte olan hiicrelerin ilk belirtileridir. Hiicre zarindaki balonlagma,
hiicre i¢i GSH diizeyi ve Ca®* homeostasisindeki degisiklige bagli olarak hiicre
iskeletinin organizasyonunun bozulmasinin bir sonucudur. Buna, mitokondri ve
diger organellerdeki sisme eslik eder. Sitozolik Ca®* seviyesindeki artis, agir
metaller, organik siilthidril reaktifleri ve oksidanlarin varlifinda mitokondri
zarlarinin  gecirgenliginde bozulmaya yol acar. Mitokondri zarlarinin
gecirgenligindeki bu bozukluk mitokondriden sitoplazmaya kontrolsiiz olarak
Ca®* iyonlar1 ve diger iyonlarin salimmina yol a¢maktadir. Sitoplazmadan
mitokondri i¢ine su girisi gerceklesir ve bu durum mitokondrilerde sisme ile
sonuglanir (Duchen 2000; Plaa ve Hewitt 1998).

Hiicreler, cesitli fiziksel ve patolojik uyaranlara maruz kaldiklarinda
adaptasyonla viicuttaki metabolik islemlere ve enerji ihtiyaglarina cevap
olustururlar. Adaptasyon; hiicrelerin fonksiyonunda veya morfolojisinde cevre
kosullarinin etkisiyle olusan degisiklikleri geri dontisiimlii olarak ayarlayan bir
mekanizmadir. Eger uyarilar ortadan kalkarsa, hiicreler normal durumlarina geri
donerler. Karsinojenik kimyasallarla uzun siire uyarilma gibi belirli durumlarda,
geri doniisiimlii hiicresel degisiklikler geri doniisiimsiiz hale gelebilir. Eger dis
uyart hiicrenin uyum kapasitesini asarsa geri doniisiimsiiz hiicre hasarlar
meydana gelir ve sonunda hiicre 6liimleri olusur. Oksidatif strese maruz kalan bir
hiicre 6liime gidebilir (Aydogan Kilig, 2010).

Hiicre 6liimii ile sonuglanan iki farkli mekanizma “Nekroz” ve “Apoptoz”
olaylaridir. Oksidatif stres bu iki olaym ortaya c¢ikisinda onemli bir rol
oynamaktadir. Apoptotik hiicre morfolojik olarak 6zgiin bir yapiya sahiptir. Hiicre
kiigiilirken, hiicre membran1 da bitlinliigiinii  korumaktadir. ‘Apoptotik

cisimcikler’ veya ‘tomurcuk’ adi verilen yapilar meydana gelir. Apoptotik
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cisimcikler membranla kaplidir. Farkli miktarlarda nukleus veya hiicre ici yapilar
icermektedir. Apoptotik hiicreler ve cisimcikler, komsu hiicreler veya makrofajlar
tarafindan fagosite edilirler. Bu nedenle inflamasyon meydana gelmez. Apoptotik
hiicre DNA’s1 interniikleozomal bolgelerden yaklasik 180-200 baz ¢ifti boyutunda
pargalar olusturacak sekilde parcalanir. Nekrotik hiicrede ise hiicre igine sivi girisi
olur. Hiicreler siser ve membran biitiinliigiinii kaybeder. Bunun sonucunda hiicre
igerigi dis ortama salinir ve inflamasyon olusur. Lizozomal enzimlerin hiicre
disina salinimi sonucunda komsu hiicreler zarar gorebilir. Nekrotik hiicre DNA’s1
diizensiz olarak pargalanir. (Aldirmaz 2004; Halliwell ve Gutteridge 2007).

Geri doniistimlii hiicre hasarinin belirtileri ise hiicrelerde sisme (hidrofobik
sisme ve dejenerasyon olara da adlandirilir), yagli degisiklik ve hiicre ylizeyindeki
balonlagmalardir. Hiicre sismesi sitoplazmadaki su igeriginin artmasinin bir
sonucudur. Hiicre biiyiik, soluk renkli bir sitoplazmaya ve normal olarak lokalize
olmus bir ¢ekirdege sahiptir. Bu degisiklik hiicre zarindaki hasara bagli olarak
iyonik ve ozmotik dengelerin bozulmasi sonucunda meydana gelmektedir
(Haschek ve Rousseaux 1998). Sekil’de apoptotik ve nekrotik hiicreler arasindaki

farkliliklar sematik olarak gosterilmektedir.

Cekirdek

"\ Normal hiicre
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Organeller -,7_[:
Tomurcuk iR ___ Tomurcuk
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olusumu ‘\\ r o~ LG olusumu
~ NS

Gekirdek dagilmaya
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Tomurcuklar biitlinliigii bozulmus,
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Hiicre pargalanmus,
Hiicre zar yirtilmis, Y 2 » her bir tomurcuk
hiicre icerigi digari ( birer kiirecigi andiran
yayilmis, organeller apoptotik cisimcik olarak
Islevlerini yitirmis. ayrilmig, organeller halen
Islevsel.

Nekroz Apoptoz

Sekil 1.5. Apoptotik ve nekrotik hiicreler arasindaki farkliliklar (Wikipedia)
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2.MATERYAL ve YONTEM

2.1. Deney Hayvanlarinin Temini ve Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Calismada uygulanacak tiim deneylerde A.U. Deney Hayvanlari Etik
Kurulu’nun yonergeleri takip edilmistir. (karar no:2014-15) Deneylerde swiss
albino cinsi fareler kullanilmis ve asagida ozellikleri agiklanan toplam 6 deney
grubu tizerinde c¢alisilmistir. AlICIl3 ve ticari olarak aliman HT(sigma-aldrich)

uygulamalar: intraperitonal (i.p.) olarak gerceklestirilmistir.

Fareler A.U. Deney Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde 19-
25 °C sicaklikta ve giinde 12 saat aydinlatmali ortamda, pelet yem ile beslenerek 1

hafta siire ile laboratuvar kosullarina alistirilmistir.

Grup I (Kontrol: %0.9’luk NaCl)

Grup 11 (AICl3. bir kez 25mg/kQg)

Grup 1 (HT: bir kez 100 mg/kg)

Grup IV (AICI3+HT: sirastyla bir kez 25 mg/kg ve bir kez 100 mg/kg)
Grup V (HT: 10 mg/kg/giin-7 giin)

Grup VI (AICI3+HT: sirastyla 25 mg/kg bir kez ve 10 mg/kg/giin-7 giin)

Fareler 80 mg/kg ketamin anestezisinin ardindan diseksiyona alinmus,
cikarilan beyin serebral korteks dokusu SCGE veya histolojik doku takibi i¢in
isleme alinmis ya da biyokimyasal analizlerde kullanilmak {izere sivi azotta

dondurularak —86 °C de saklanmistir (Green ve ark., 1981).

2.2. Biyokimyasal Analizler
2.2.1.Siiperoksit Dismutaz (SOD)

SOD enzim aktivitesinin belirlenmesinde Sun ve ark., (1988) metoduna

dayal ticari kit kullanilmistir.
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Prensip:

xanthine

0, 20, WST-1 formazan
HzOz 202" WST-1
uric acid |

0, + H,0,

I SOy
N
@N, Y@l

0,N

Sekil 2.1. Siiperoksit Dismutaz reaksiyon zinciri

Prensip : WST-1 (2-(4-lodophenyl)- 3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)- 2H
tetrazolium, siiperoksit anyonu ile indirgendiginde suda ¢oziinebilen bir formazan
boya olusturur. Oy’nin siiperoksite indirgenme oran1 ksantin oksidaz (XO)
aktivitesi ile dogru orantilidir ve SOD aktivitesi ile inhibe olur. Sekil’de
gosterildigi gibi, SOD’1n aktivitesindeki % inhibisyon oran1 formazan boyanin

Olclimiiyle belirlenmektedir.

1 iinite enzim: 37 °C sicaklikta ve pH 8.8’de 1 mikromol 5,6,6a,11b-tetrahidro-
3,9,10,-trihidroksibenzo  [c]  floren’in  (BXT-01050) 1  dakikadaki

otooksidasyonunu saglayan enzim aktivitesidir.

2.2.2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi Lawrence ve Burk (1976)’ya gore

belirlenmistir.

Prensip: GSH-Px ortamdaki H,O, varliginda rediikte glutatyonun (GSH)
oksidasyonunu katalizler. NADPH ve glutatyon rediiktaz bu reaksiyonda olusan

okside glutatyon (GSSG)’u rediikte forma ¢evrirken, rediikte formdaki NADPH,
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okside forma (NADP") déniisiir. GSH-Px enzim aktivitesi NADPH’ i 340 nm
dalga boyunda absorbansta olusturdugu azalma 6lgiilerek belirlenmistir.

1 iinite enzim: 25 °C sicaklikta ve pH 7°de H,O; katalizorliigiinde, 1 mikromol

rediikte glutatyonu okside forma doniistiiren enzim aktivitesidir.

2.2.3. Glutatyon-S-transferaz (GST)

Glutatyon-S-transferaz Enzim Aktivitesi Xie ve ark. (2001) ydntemine

dayal1 ticari kit kullanilarak belirlenmistir.

Prensip: 1 Kkloro-2,4-dinitro benzen (CDNB) ve GSH reaksiyona girerek
kromojenik bir bilesik olusturur. Bu bilesik spektrofotometrede 340 nm dalga
buyunda 0lgiilerek GST aktivitesi belirlenmigtir

1 iinite enzim: 1 mikromol CDNB-GSH konjugatinin 25 °C sicaklikta 1 dakika

igerisindeki olusumunu katalizleyen enzim aktivitesidir.

2.2.4. Toplam Glutatyon (GSH)

GSH oranlar1 Tietze (1969) Metoduna dayali ticari kit kullanilarak

belirlenmistir.

Prensip: Glutatyon rediiktaz tarafindan rediikte hale doniistiiriilen glutatyonun
DTNB ile reaksiyona girerek olusturdugu bilesik, spektrofotometrede 412 nm
dalga boyunda 6lctilerek toplam GSH diizeyi belirlenmistir.

2.2.5. Katalaz (CAT) Aktivitesi Ol¢iimii

Katalaz aktivitesi oOlglimii Beers and Sizer (1952) metoduna gore

gergeklestirilmistir.
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Prensip: Hidrojen peroksitin 240 nm (De240nm = 40M™* cm™) deki
dekompozisyonu takip edilerek CAT aktivitesi belirlenmistir.

2.2.6. Malondialdehit (MDA) Ol¢iimii

MDA tayini Ohkawa ve Ohishi (1979) metoduna gore belirlenmistir.

Prensip: 3 veya daha fazla ¢ift bag igeren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu
tiobarbitiirik  asitle  Olgiilebilen =~ Malondialdehit meydana  gelmektedir.
Tiobarbitiirik asitle malondialdehit spektrofotometrede 532 nm’de Olgiilebilen

pembe renkli bilesigi meydana getirmektedir.

2.2.7. Asetilkolin Esteraz (AChE) Aktivitesi Ol¢iimii
AChE aktivitesi Ellman ve ark. (1961) metoduna gore belirlenmistir.

Prensib: AChE aktivitesi, tiyokolin ile DTNB arasindaki reaksiyonun sonucunda
olusan 5-tiyo-2-nitrobenzoik asitin verdigi sar1 rengin yogunlugunun, 412 nm

dalga boyunda spektrofotometrede 6l¢iilmesi ile belirlenmektedir.
2.3. Tek Hiicre Jel Elektroforezi (SCGE) Yontemi

SCGE igin; 0.1 gr beyin dokusu Merchant-EDTA tamponuyla beraber cam tiip
igerisinde plastik havan ile ezilmistir. Ezilen Ornekler comet testi icin
kullanilmigtir. Daha sonra lamlar %1’lik normal agaroz jel ile kaplanarak ve
donmasi beklenmistir. Daha sonra 8ul 6rnek ile 73 pl % 0.1°lik disiik erime
sicakliginda agaroz ile karistirip, iizeri agaroz ile kapli lamin iistiine bosaltip
dikkatli bir sekilde lamel kapatilmistir. Ornekler 5 dakika +4 °C’de bekletildi.
Daha sonra lamel cikarildi ve 6rnekler +4 °C’de liziz tamponu (2.5M NaCl, 100
mM EDTA, 10mM Tris, 1% Triton X-100, pH 10) igerisinde 1 saat bekletilmistir.
Ornekler alkali tampon (1 mM EDTA, 300 mM NaOH, pH 13) igerisine alind1 ve

+4 °C’de 40 dakika bekletilmistir. Sonra tiim &rnekler 30 dakika 25 V ve 300
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mA’de elektroforezde yiiriitiilmiistiir. Elektroforezden sonra 3 kez 5’er dakika
notralizasyon islemi yapilmistir. Islem sonunda tiim ornekler distile su ile
yikandiktan sonra kurumalar1 beklenmistir. Daha sonra tiim preparatlar sybr green
ile boyanmistir. Incelemeler Leica 6000DM  floresan  mikroskopta
gerceklestirilmistir. Her preparattan ortalama 50 hiicre sayilmis, comet analizi igin

BS 200 ProP, BAB Goriintiileme Sistemi kullanilmustir.

2.4. Histopatolojik Incelemeler

2.4.1. Doku takibi

Diseksiyonla alman beyin (serebral korteks) dokusu % 4.5’luk
glutaraldehit (pH 7.2-7.3) igeren tespit soliisyonuna alinmustir. 1mm®lik
pargalara boliinen dokular tespit sollisyonu (%4 likk glutaraldehit) icerisinde 24
saat boyunca ve + 4 °C sicaklikta bekletilmistir.. Materyal 0.1 M’lik sodyum-
fosfat tamponu (pH 7.4) ile yikanmistir. Dokular, suyun uzaklastiriimasi amaciyla
dereceli alkol serilerinden geg¢irilmistir. LR white/alkol (%2100) (2/1) (v:v)
karisiminda bekletilmistir. Dokular 1 gece boyunca saf LR White ile muamele
edilmistir. Gomme isleminin ardindan olusturulan bloklardan ultramikrotom
kullanilarak 700 nm kalinkiginda kesitler alinmistir. Toluidin mavisi ile boyama
islemlerinden gegirilen 6rnekler Leice DM 6000B 151k mikroskobu altinda 63X ve
100X’lik biiyiitmelerde histopatolojik olarak incelenmistir.

2.5. istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler igin, SPSS Statistics 20 programi kullanilmustir.
Normallik testleri yapildiktan sonra veriler One Way ANOVA testi ile
degerlendirildi. Verilerin ileri analizleri i¢cin Post Hoc testlerinden Dunnett T3
testi uygulanarak gerceklestirilmistir. p<0,05 oldugunda gruplar arasindaki

farkliliklarin istatistiksel agidan anlamli oldugu kabul edilmistir.
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3.BULGULAR

3.1. Biyokimyasal incelemeler Sonucunda Elde Edilen Bulgular

3.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) enzim aktivitesi

100 -
80 4 .
60

40 -

SOD Aktivitesi U/mg prt

20 A

Grup| Grup Il Grup Il GruplV ~ GrupV Grup VI
Deney Gruplari

Sekil 3.1. SOD enzim aktivite grafigi. Levene skoruna gore p:0.436

Cizelge 3.1. SOD aktivitesi sonuglari

Deney Gruplari SOD Aktivitesi (U/mg prt)
Grup | 74.57+2.02
Grup Il 74.76+2.79
Grup I 69.53+1.96
Grup IV 80.68+2.81
Grup V 77.66+1.96
Grup VI 71.40+2.24

Calismamizda elde edilen bulgulara gore, SOD aktivitesi agisindan kontrol
ve deney gruplart arasinda istatistiksel olarak anlamli  bir farklilik

bulunmamaktadir.
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3.1.2. Katalaz (CAT) aktivitesi

Calismamizda elde edilen bulgulara gére, CAT aktivitesi agisindan kontrol

ve deney gruplari

bulunmamaktadir.

CAT Aktivitesi U/mg prt
° “ 5 ]
¢ \_
: _
: _
! _—

arasinda  istatist

iksel olarak anlamli bir farklilik

sssss

Deney Gruplari

sssss

Sekil 3.2. Cat enzim aktivitesi. Levene skoruna goére p:0.499

Cizelge 3.2. Cat aktivitesi sonuglari

Deney Gruplari

CAT Aktivitesi (U/mg prt)

Grup | 12.86+0.86
Grup Il 13.31+1.12
Grup I 11.95+0.92
Grup IV 10.97+0.72
Grup V 12.12+1.03
Grup VI 11.76+0.73
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3.1.3. Toplam Glutatyon (GSH) diizeyi

Toplam GSH, Grup II’de Grup I’e gore anlaml diizeyde ve dikkat gekici
sekilde azalmistir. Grup II ve Grup IV disindaki gruplarda ise Grup I’e gore
anlamli bir farkliik bulunmamaktadir. Grup IV ve VI kendi aralarinda
karsilastirildiginda  Grup IV’daki GSH diizeyinin daha diisiik oldugu

gorilmektedir.

b,cd b.d

a

|

Grup | Grup Il Grup Il Grup IV Grup V Grup Vi

Toplam GSH Dizeyi umol/g doku

Deney Gruplari

Sekil 3.3. Toplam GSH diizey grafigi: Toplam GSH diizeyi. a. Grup I’e gore; b. Grupll’ye gore;
c.. Grup IIl’e gore; d. Grup IV’e gore istatatistiksel agidan anlamli (P<0.05) farkliluklar1 ifade

etmektedir. Levene skoruna gore p:0.946

Cizelge 3.3. Toplam GSH diizeyi

Deney Gruplari Toplam Glutatyon (umol/g doku)
Grup | 2.96+0.14
Grup Il 1.09+0.16
Grup 11l 2.67+0.14
Grup IV 2.57+0.13
Grup V 3.10+0.17
Grup VI 2.99+0.18
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3.1.4. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) aktivitesi

30

25 4 b b
=

= T
; —I_ b,c ab,c
2. 257 — ST
= a
8 -
3 15
=
E"4
<
x
a 10
I
7]
O]

3

0 T T T T T "

Grup | Grup Il Grup Il Grup IV Grup V Grup M

Deney Gruplari

Sekil 3.4. GSH-Px aktivite grafigi a. Grup I’e gore; b. Grupll’ye gore; c.. Grup III’e gore
istatatistiksel agidan anlamli (P<0.05) farkliluklar1 ifade etmektedir. Levene skoruna gére p:0,972

Cizelge 3.4. GSH-Px aktivite sonuglari

Deney Gruplari Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi (U/mg
pro)

Grup | 22.5+0.84

Grup Il 16.0+0.74

Grup I 23.0+0.95

Grup IV 21.70+0.84

Grup V 20.90+0.90

Grup VI 20.10+0.99

GSH-Px aktivitesi Grup II’de Grup I’e ve diger deney gruplarina gore
anlamli diizeyde azalmistir. Diger deney gruplarinda Grup I’e gére anlamli bir

farklilik bulunmamaktadir.
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3.1.5. Glutatyon S-transferaz (GST) aktivitesi

500

400
&
o L b,d
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Gi Grup Il Grup Il Gi w Grup V G v
Deney Gruplari

Sekil 3.5. GST aktivite grafigi. a. Grup I’e gore; b. Grupll’ye gore; c.. Grup [II’e gore; d. Grup
IV’e gore; e. grup V’e gore istatatistiksel agidan anlamli (P<0.05) farkliluklar: ifade etmektedir.

Levene skoruna gore p:0.384

Cizelge 3.5. GST aktivite sonuglari

Deney Gruplari GST Aktivitesi (U/mg prt)
Grup | 350.00+11.46

Grup Il 150.00+6.85

Grup I 300.00+10.93

Grup IV 250.00+6.49

Grup V 320.00+9.18

Grup VI 225.00+8.94

GST aktivitesi Grup II, IV ve VI’da Grup I’e gore anlamli diizeyde
azalmistir. Ancak Grup IV ve VI’'nin GST aktivitesinin Grup II’ye gore anlamli
diizeyde artmis oldugu goriilmektedir. Grup II ve Grup V’de ise Grup I ile
karsilastirildiginda anlamli bir degisiklik goriilmemektedir.
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3.1.6. Lipid Peroksidasyonu

MDA diizeyi Grup II’ de diger gruplarin tiimiine gore anlaml diizeyde
artmistir. Grup IV ve Grup VI’da ise Grup II’ye gore azalmistir. Grup IV ve VI
kendi aralarinda karsilastirildiginda Grup VI’daki MDA diizeyinin daha diisiik

oldugu goriilmektedir.
6 -
5 4
a
ab,c
44
5 b,c.e
g
? a,b
34
C I a,b,d
<
o
=
2
1
0 A T - T v T K
Grup | Grup Il Grup Il Grup IV Grup V Grup V1

Deney Gruplari

Sekil 3.6. MDA diizey grafigi. a. Grup I’e gore; b. Grupll’ye gore; c.. Grup III’e gore; d. Grup
IV’e gore; e. grup V’e gore istatatistiksel acidan anlamli (P<0.05) farkliluklar ifade etmektedir.

Levene skoruna gore p:0.125
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Cizelge 3.6. MDA diizey sonuglari

Deney Gruplari MDA (nmol/mg prt)
Grup | 3.41+0.20
Grup Il 4.45+0.17
Grup I 2.91+0.11
Grup IV 3.80+0.22
Grup V 2.59+0.09
Grup VI 3.43+0.16

3.1.7. Asetilkolin Esteraz (AchE) aktivitesi

AchE Aktivitesi umol/min/ma ort

Grup| Grup Il Grup il Grup IV GrupV Grup

Deney Gruplar

Sekil 3.7. AchE aktivite grafigi. a. Grup I’e gore; b. Grupll’ye gore istatatistiksel agidan anlamh
(P<0.05) farkliliklar1 ifade etmektedir. Levene skoruna gore p:0.846
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Cizelge 3.7. AchE aktivite sonuglart

Deney Gruplari AchE Aktivitesi (U/mg prt)
Grup | 1.30+£0.095
Grup Il 0.98+0.110
Grup I 1.42+0.107
Grup IV 1.34+0.091
Grup V 1.37+0.109
Grup VI 1.33+0.123

AchE Aktivitesi Grup II’de Grup I’e ve tiim diger deney gruplarina gore
azalmistir. Grup IV ve VI da ise Grup I ile ayn1 diizeyde oldugu goriilmektedir.

3.2. Tek Hiicre Jel Elektroforezi (SCGE) Bulgular

Sekil. 3.8. SCGE Bulgular1 A) Grup I B) Grup IIC) Grup III D) Grup 1V E) Grup V F) Grup V
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Sekil 3.9. SCGE analiz sonug grafigi: A) Grup | B) Grup IIC) Grup Il D) Grup IV E) Grup V F)
Grup VI a. Grup I’e gore; b. Grupll’ye gore; c.. Grup III’e gore; d. Grup IV’e gore; e. grup V’e
gore istatatistiksel agidan anlamli (P<0.05) farkliluklari ifade etmektedir. Levene skoruna gore

p:0.000

Cizelge 3.8. SCGE analiz sonuglari

Deney Gruplar1 Tail Moment
Grup | 2.38+0.27
Grup Il 15.26+3.50
Grup I 2.22+0.31
Grup IV 4.97+1.10
Grup V 2.12+0.61
Grup VI 3.76x1.07

SCGE bulgularina gére, DNA hasar1 Grup II Grup I e gore istastistiksel
acidan anlamli ve dikkate deger seviyede artis gostermistir. Grup IV ve Grup
VI’in, Grup I’e oranla anlaml seviyede yiiksek, Grup II’ye oranla ise oldukga

diisiik olmas1 dikkati ¢eken bir diger bulgudur. SCGE bulgularina gore, Al yiiksek
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diizeyde DNA hasar1 olusturmaktadir. HT ise bu hasarin azaltilmasinda Grup IV

ve Grup VI farelerinin tamaminda etkilidir.

3.3. Histopatolojik incelemeler Sonucunda Elde Edilen Bulgular

Histopatolojik incelemeler sonucunda Grup II hayvanlarinda néron ve glia
hiicrelerinde sisme ve vakuolizasyon, hiicre membraninda parcalanmalar ve
hiicresel dejenerasyon goriilmiistiir. Grup IV hayvanlarma hafif bir patoloji
gozlenirken, hiicrelerde sisme ve az sayidaki vakuoller gbze carpmaktadir. Diger

gruplarin histolojisinde Grup I’e gore bir farklilik gézlenmemistir.

Sekil 3.10. Grup | beyin (serebral korteks) dokusu (63x): Matriks, néronlar ve glial hiicrelerin

normal gorinimi
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Sekil 3.11. Grup II beyin (serebral korteks) dokusu (63x): Noronlar ve glial hiicrelerde sisme ve

vakuolizasyon, membran hasar1 ve hiicresel dejenerasyon

Sekil. 3.12. Grup Il beyin (serebral korteks) dokusu (63x): Matriks, ndronlar ve glial hiicrelerde

herhangi bir patoloji gériilmemektedir.
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Sekil 3.13. Grup IV beyin (serebral korteks) dokusu (63x): Noronlar ve glial hiicrelerde hafif

diizeyde sisme ve vakuolizasyon

Sekil 3.14. Grup V beyin (serebral korteks) dokusu (63x): Matriks, noronlar ve glial hiicrelerde

herhangi bir patoloji gériilmemektedir.
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Sekil 3.15. Grup VI beyin (serebral korteks) dokusu (63x): Matriks, noronlar ve glial hiicrelerde

herhangi bir patoloji gériilmemektedir.
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4. TARTISMA, SONUC ve ONERILER

Al, sinir sistemi ve diger doku hiicrelerinin i¢inde bir takim siireglere engel
olabilen noérotoksik bir ajandir. Sinir sistemi lizerindeki agik¢a goézlenebilen
etkileri; Al’a maruz kalan hayvanlarin motor ve bilissel davranislarindaki
bozukluklar, yiiksek diizeyde Al birikimi olan bireylerin norodejeneratif
hastaliklara yakalanmaya olan yatkinliklar1 ve Al’un yiiksek diizeyde bulundugu
cevrelerde yasayan bireylerde goriilen sinir sistemi hastaliklarindaki siklik ile
aciklanabilir. Al’'un fazlaligt bazi enzimlerin aktivitesini engelleyebilir, lipid,
protein ve niikleik asitlerin oksidatif hasarma sebep olabilir (Berihu ve ark.,
2015).

Daha 6nce yapilmis olan ¢alismalarda Al’un antioksidan sistemler ve LP
tizerindeki etkileri basta beyin olmak iizere cesitli organ ve dokularda ortaya
koyulmustur. El-Sayed ve ark. (2011) farelerde tek doz akut hepatotoksisite
caligmiglar ve olusan OS’i 6nlemek igin taurine kullanmiglardir. Al karacigerdeki
biyokimyasal enzimlerden GST ve GPx’in aktivitelerini azaltmistir. Ayni
zamanda hepatositlerde nekroza neden olmustur. Al toksisitesi ile ilgili yapilan
caligmada Celik ve arkadaslar1 (2012) plasmadaki Al igeriginin, lenfositlerdeki
DNA hasari, plasma protein karbonil igerigi, MDA ve toplam antioksidan kapasite
lizerindeki in vivo etkilerini arastirmislardir. In vivo olarak Al’a maruz kalan ve
kalmayan periferal kan ornekleri toplanarak olglim yapilmistir. Lenfostilerdeki
DNA hasarinda, plasma MDA ve protein karbonil seviyelerinde Al’a maruz kalan
hiicrelerde 6nemli oOlgiide yiiksek degerler gozlenmistir. Toplam antioksidan
kapasitenin ise kontrol grubuna gore azaldig: rapor edilmistir.

Calismamizda Al toksisitesine maruz birakilan Grup Il (AICls. bir kez
25mg/kg) hayvanlarinda; toplam GSH diizeyinin Onemli oOlgiide azaldigi
goriilmistiir. Bununla birlikte, GSH-PX, GST ve AchE aktivitelerinin de Grup |
(Kontrol: % 0.9’luk NaCl)’e goére azaldigi goriilmektedir. SOD ve CAT
aktivitelerinde kontrol grubuna gore degisiklik olmadig1 dikkati ¢ekmektedir. Bu
grupta LP’da, DNA hasarinda ve beyin dokusundaki patolojik bulgularda ise artig
goriilmiistiir. Calismamizda Al toksisitesi ile birlikte HT uygulamasina maruz
birakilan Grup IV ve Grup VI farelerinde Al toksisitesinin etkilerinin 6nlenebilir

oldugu goriilmistiir. Bu gruplardaki deney hayvanlarinda toplam GSH diizeyi,
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GSH-Px aktivitesi, GST aktivitesi, LP ve AchE aktivitesi, Grup II’ye gore anlaml
bir artig gostermistir. Bununla birlikte, 7 giin stire ile diisik doz HT uygulanan
Grup VI fareleri Grup 1V ile karsilastirildiginda, toplam GSH diizeyi artmis, LP
ve DNA hasar1 azalmistir. Dokularda patolojik bulguya ise her iki grupta da
rastlanmamistir. Bu bulgular, HT’iin diisiik dozda ve uzun siireli olarak (10
mg/kg/giin-7 giin) uygulandiginda, tek seferdeki yiiksek doz (bir kez 100 mg/kg)
uygulamaya gore, Al toksisitesinden kaynaklanan norotoksik etkilerin
Oonlenmesinde daha etkili oldugunu ortaya koymaktadir.

Toplam GSH diizeyinin Grup II’de dikate deger olgiide azalmis olmasi,
Grup IV ve Grup VI'da ise tekrar yiikselerek Grup I ile yaklasik olarak ayni
seviyede gozlenmesi, HT’liin Al toksisitesinin Onlenmesindeki anahtar
fonksiyonunun metal selatlayic1 6zelligi olabilecegini ortaya koymaktadir. GSH
metal iyonlari ile iliskiye gegebilecek olan, sisteinin siilfhidril gruplari, glutamil
amino, glisil, glutamil karboksil gruplar1 ve iki peptid bag1 gibi, toplam alt1 farkli
baglanma bdlgesine sahiptir. Bu gruplar arasinda siilfhidril gruplari, metal
katyonlarina olan yiiksek ilgisi nedeniyle 6nem tagir. GSH- metal kompleksleri
spontan olarak olusur ve kismi stabiliteye bilesiklerdir (Lushchak., 2012). Bu
nedenle GSH dokudaki aktif Al iyonlarmin miktarin1 azaltirken atilimim
hizlandirabilir. Calismamizda yiiksek dozda Al uygulanan Grup II hayvanlarinda,
GSH-Al kompleksindeki ani artiga bagli olarak GSH seviyesi azalmistir. Grup IV
ve VI da ise HT uygulamasi ile HT-Al komplekslerinin olustugu ve HT uygulanan
gruplardaki GSH diizeyinin artarak, kontrol grubundakine yakin seviyelerde ifade
edildigi gorilmektedir. Bu durumun HTin Al'u selatlayict 6zelliginden
kaynaklandig1 ve Al’'un HT e kars1 olan affinitesinin GSH’a oranla daha yiiksek
oldugu diisiiniilmektedir. Hiicrelerdeki DNA hasar1 da HT uygulamasina bagh
olarak Grup IV ve Grup VI’ da Grup II’ye oranlla azalmistir. Bununla birlikte,
bulgular bir biitiin olarak goz Oniine alindiginda, HT’iin Fe ile katalizlenen
sekonder ROS olusumlarinin ve AlO,?* bilesiklerinin reaktif etkilerinin
azaltilmasinda da rol oynadig1 goriilmektedir.

Hiicrelerde Al toksisitesine bagli olarak gerceklesen OS’de o6zel bir
mekanizma rol oynamaktadir. Al’un kendisi red-oks aktif bir metal olmamakla

birlikte, in vivo ve in vitro preperasyonlarda prooksidan 6zellik gostermektedir.
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Al Oy radikali ile etkilesime girerek biyolojik dokular i¢in daha reaktif bir
radikal molekiil olan AlO,?* yi olusturmaktadir. Bu durum, O;" radikalinin SOD
ile katalizlenen H,0,’¢ doniisiim reaksiyonunu engellemektedir. Elde ettigimiz
bulgularda Al toksisitesine maruz birakilan gruplarda SOD ve CAT
aktivitelerinde degisiklik olmamasi, ancak LP’da anlamli bir artigla birlikte
dokularda patolojik bulgulara ve DNA hasarina rastlanmis olmasi bu durumla
baglantili olarak gerceklesmistir. Bununla birlikte Al, Fe ile baglatilan
reaksiyonlarla LP’nu arttirici etki gostermekte, Fe™ ve ROS olusumunu
indiiklemektedir. Biyolojik sistemlerde Mg, Ca, Fe gibi fizyolojik fonksiyonu olan
metallerle yer degistirerek hiicre membranindaki fosfat gruplarina, DNA ve
ATP’ye baglanabilmektedir.

Dikkate deger bir baska bulgu, Al’'un GST enzim aktivitesini azaltmis
oldugu yoniindedir. GST aktivitesi ile ilgili sonuglara bakildiginda Grup II, Grup
IV ve Grup VI farelerinin tamaminda GST aktivitesinin Grup I’e gore azalmis
oldugu goriilmektedir. Ancak HT uygulamasi bu inhibisyonu azaltmaktadir. Bu
durum Al’'un GST’in aktif merkezi ile iliskiye gegerek ve fonksiyonel yapisini
degistirerek toksik etki gosterdigini diistindiirmektedir. HT {in bu inhibisyonu
azaltict etkisi antioksidan Ozelligi ile degil, metal selatlayici fonksiyonu ile
iliskilendirilebilir.

Cesitli calismalarda vitamin E, selenyum, taurin, L-theanine gibi
antioksidan Ozellikli maddelerin Al toksisitesinin etkilerini azaltabildigine dair
bulgular rapor edilmistir. EI-Demerdash’in yaptigi aragtirmada (2004), 30 giin
siire ile sicanlara diisiik dozda AlCl; uygulanmis ve Al’un olusturdugu oksidatif
stresin Onlenmesi i¢in vitamin E ve selenyum kullanmistir. Deney sonunda beyin,
karaciger, testis ve bobreklerdeki LP, enzim aktiviteleri ve biyokimyasal
parametreler incelenmistir. Calismadan elde edilen bulgulara gore, GST
aktivitesini azalmig, SH gruplarmin seviyesini disiirmistiir. EI-Sayed ve ark.
(2011) farelerde tek doz akut hepatotoksisite calismiglar ve ortaya ¢ikan OS’i
onlemek i¢in taurine kullanmislardir. Bu ¢alismada da Al’un karaciger GST, GPx
ve Kkatalaz aktivitelerini azaltttigi ortaya koyulmustur. Ayni zamanda
hepatositlerde nekroz goriilmiistiir. Bununla birliktei taurin’in bu etkileri azalttig

rapor edilmistir.
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HT’iin biyolojik sistemlerdeki etkileri de daha oOnce yapilmis farkli
calismalara konu olmustur. Ancak beyin dokusundaki Al toksisitesi iizerinde
HT’iin etkilerini OS ve DNA hasan ile iliskilendirilerek arastiran bir baska
calismaya literatiirde rastlanmamustir. Beyinde AchE aktivitesi de Onemli
derecede azalmistir. Drira ve ark. (2011) c¢alismalarinda adiposit hiicrelerinin
farklilagsmasi lizerine hidroksitirosol ve oleuropeinin etkilerini arastirmiglardir.
Hiicreler, oranlar1 0-150 pmol/L arasinda degisen hidroksitirosol ve oleuropein ile
8 glin boyunca muamele edilmistir. Hiicrelerin yasayabilirligi etkilenmeksizin
¢ogu adiposit hiicresinin farklilasmasi iizerinde HT ve oleuropein’in inhibe edici
etkileri goriilmiis, trigliserit birkimini azalttigi, GPDH enzim akvitesini inhibe
ettigi belirtilmistir. Pereira-Caro ve ark. (2013) g¢alismalarinda hidroksitirosol
(HT) ve hidroksitirosol etil eter (HT-Et) in bagirsaktaki antikanserojen etkilerini
karsilastirilmislardir. Her iki maddeninde Kkontrolsiiz hiicre ¢ogalmasini
baskiladigini, HTy-Et’nin HT’den daha giiglii etki ettigi rapor etmislerdir (Pereira-
Caro G ,2013).

D’Angelo ve ark. (2005) calismalarinda ultraviyole radyasyona maruz
birakilmis melonom hiicrelerinde HT iin OS ve protein hasarini 6nleyici etkilerini
incelemislerdir. 365 nmde 7.5 J/cm? UV isinlarina maruz kalan M14 (insan
melonom hiicreleri) hiicreleri HT iin farkli dozlar1 ile muamele edildiginde, UV
hiicre i¢i proteinlerde OS sonucu meydana gelen hasari 6nlemede HT’nin 400
uM’lik konsantrasyonda uygulandiginda oldugu goriilmiistiir.

Calismamizin bulgular bir biitlin olarak ele alindiginda; HT iin hem tek
seferde ve100 mg/kg’lik dozda hem de 7 giin siire ile vel0 mg/kg’lik dozda 1i.p.
olarak uygulandiginda, swiss albino cinsi farelerin beyin serebral korteks
dokusunda Al toksisitesi nedeniyle ortaya ¢ikan OS ve DNA hasarini 6nlenmede
etkili oldugu goriilmiistiir. HT’lin bu etkisi, agirlikli olarak metal selatlayici
ozelliginden kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte Fe katalizorliiglinde ortaya
¢ikan ROS olusumlarini etkisiz hale getirdigi ve AlO,** "in radikal dzelligini de
baskilayarak hiicrede Al toksisitesi nedeniyle meydana gelen LP ve DNA hasari
gibi olaylar1 onleyici etki gosterdigi de ortaya koyulmustur. 7 giin siire ile 10
mg/kg dozunda yapilan HT uygulamasi Al’un toksik etkilerini 6nlemede seferde

yapilan 100 mg/kg dozundaki uygulamaya gore daha giiglii etki gostermistir.
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HT’iin Al toksisitesi lizerindeki etki mekanizmalarmin kimyasinin daha detayli
olarak aydinlatilabilmesi i¢in, gelecekte gesitli analitik tekniklerle yapilabilecek in

vitro ¢alismalar, bu ¢alismanin bulgularina katki saglayacaktir.
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