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2015, 54 sayfa

Bu g¢alismada, Sprague Dawley cinsi ratlarda aliminyum (Al)
toksisitesinin neden oldugu nérotoksisite, oksidatif stres, lipid peroksidasyonu,
patolojik degisiklikler ve DNA hasarinin 6nlenmesinde modifiye sitrus pektin
(MCP)’in antioksidan ve metal selatlayici 6zellikleri aragtirilmistir. Bir kontrol ve
ic deney grubu (n=6) olmak iizere toplam 24 rat iizerinde ¢alisilmis, deneylerdeki
tiim uygulamalar otuz giin siire ile ve oral yolla gerceklestirilmistir. Grup I’e
(kontrol) fizyolojik salin (% 0.9); Grup II’'ye AICI> (34 mg/kg/gilin); grup III’e
MCP (50 mg/kg/giin); grup IV’e ise sirasiyla ve 2 saat ara ile AlCl2 (34
mg/kg/giin) ve MCP (50 mg/kg/giin) uygulanmistir. Calisma siiresinin sonunda
beyin serebral korteks dokusu c¢ikarilmis ve biyokimyasal olglimler (siiperoksit
dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon S-transferaz, asetilkolin esteraz
aktiviteleri, toplam glutatyon diizeyi ve lipid peroksidasyonu) ve histopatolojik
incelemeler gerceklestirilmistir. DNA hasar1 ‘tek hiicre jel elektroforezi (SCGE)’
yontemi ile belirlenmistir. Elde edilen bulgular MCP’in 6zellikle metal selatlayici
ozelligine bagli olarak, rat beyin dokusunda Al toksisitesinin neden oldugu
oksidatif stresi, lipid peroksidasyonuna eslik eden doku hasarin1 ve ndronal sinyal
iletimdeki fonksiyonel bozukluklar1 azaltabilecegini ortaya koymaktadir. Bununla
birlikte, MCP uygulamas1 ile DNA hasar1 da azaltilabilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Aliiminyum, Modifiye sitrus pektin, norotoksisite, oksidatif
stres, DNA hasari
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EFFECTS of MODIFIED CITRUS PECTIN as an ANTIOXIDANT CHELATOR
in PREVENTION of ALUMINIUM TOXICITY

Zeynep ELDEM

Anadolu University
Graduate School of Sciences
Biology Department

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Volkan KILIC
2015, 54 pages

The present study investigated antioxidant and metal chelating properties
of modified citrus pectin (MCP) in prevention of neurotoxicity, oxidative stress,
lipid peroxidation, histopathological changes and DNA damage resulted from
aluminium (Al) toxicity on Sprague Dawley rats. The study was conducted on a
control and three experimental groups with a total number of 24 rats. All
applications were carried out orally in a period of 30 days. Group | (control) was
administered physiological salin (% 0.9); group Il was administered AICI, (34
mg/kg/day); group Il was administered MCP (50 mg/kg/day); group IV was
administered AICI, (34 mg/kg/day) and MCP (50 mg/kg/day) with 2 hour
intervals respectively. At the end of the working period, brain cerebral cortex
tissue was excised and used in the biochemical measurements (superoxide
dismutase, catalase, glutathione peroxidase, glutathione S-transferase and
acetylcholin esterase activities, total glutathione level and lipid peroxidation) and
histopathological investigations. DNA damage was measured by single cell gel
electrophoresis (SCGE) method. The findings manifested that, particularly with
its metal chelating effects, MCP can decrease oxidative stress, tissue damage
accompanying lipid peroxidation and functional defects in neuronal signaling
resulted from Al toxicity. Besides, DNA damage can also be decreased with the
application of MCP.

Keywords: Aluminium, modified citrus pectin, neurotoxicity, oxidative stress
DNA damage
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1. GIRIS

Cevre kirliligi, dogal ¢evreyi tehdit eden en 6nemli unsurlarin basinda yer
almaktadir. Bu kirliligin nedenlerinin basinda ise hava, su, toprak ve dolayisiyla
da flora ve fauna kirliligine yol agan agir metaller gelmektedir (Yilmaz, 2013).
Gliniimiizde ¢ok sayida 6zellikle de sanayi alaninda kullanilan metaller ¢evrede
kirlilige neden olmaktadir. Bu kirlilikte insan sagligimi ciddi bir sekilde tehdit
etmektedir (Gogtepe, 2010).

Aliminyum (Al) yeryiiziinde en ¢ok bulunan agir metallerden biridir ve
yer kabugunun %8’ini olusturmaktadir. Dogal olarak gidada toprakta ve suda
bulunur (Silva ve ark. 2014, Kaizer ve ark. 2010). Dogal olarak bulunmakla
birlikte Al, {retilmis gidalarda ve igme suyunun saflastirilmasinda da
kullanilmaktadir. Canlinin giinliik olarak aldigi Al’un yaklasik % 20’si Al igeren
pisirme kaplarindan kaynaklanmaktadir. Cesitli yerlerden alinarak insan
viicudunda biriken toplam Al’un ortalama miktar1 30-50 mg arasinda degisiklik
gostermektedir (Celik ve ark. 2012).

Al yasamsal olaylar i¢in temel bir element olmamakla birlikte, beyin,
kemikler, bobrekler ve kan igeren birgok organ igin toksiktir. Al kan-beyin
bariyerini agarak sinir ve bag dokusu hiicrelerinde birikebilir (Harsha ve
Anilakumar 2013). Yiiksek diizeylerdeki Al’'un mikrositik anemi ve kemik
bozukluklar1 gibi patojenik hastaliklar ile alzheimer hastalig1 gibi ndrodejeneratif
hastaliklarin  artisinda  baglantili  oldugu diisiiniilmektedir. Ancak bir¢ok
genotoksik ve sitotoksik ¢aligmalar yapilmis olmasina ragmen etki mekanizmasi
hala tam olarak aydinlatilamamistir (Kaizer ve ark. 2010; Celik ve ark. 2012).

Al’un viicut dokularinda birikmesinin hedef organlarda hasara yol agtigi
cesitli caligmalarla gosterilmistir. Sirasiyla karaciger, bobrek, beyin, kalp, kan ve
kemik dokularinda depolandigi goriilmiistiir. Al ¢esitli dokularda serbest radikal
tiretimi ve lipid peroksidasyonu yoluyla oksidatif strese (OS) yol agmaktadir
(Sarikaya, 2011). Daha once yapilmis ¢esitli ¢alismalarda Al’un ndrotoksik
etkileri iizerine ¢ok sayida bulgular mevcuttur (Stacchiotti ve ark., 2007; El-
Demerdash, 2004; Flora ve ark., 2003).



Son yillarda arastirmacilar yapmis olduklari c¢alismalarda meyvelerin
ozellikle narenciye ve elma familyalarinin igerdigi bol vitamin, ¢éziinebilir seker,
organik asit, potasyum tuzlari, flavonoid, polifenol ve pektin igeriklerini
kesfederek bunlarin saglik agisindan olumlu olduklarimi belirlemislerdir (Salman
ve ark., 2008).

Sitrus pektin dogada pek c¢ok narenciye meyvesinde oOzellikle limon,
greyfurt, portakal, elma gibi meyvelerin kabuk ve etli kisminda bulunur.
Narenciye meyvelerinin kabuk ve etli kisimlarindan alinan sitrus pektin molekiilii,
laboratuvar ortaminda pH ve sicaklik ayarlarimin degistirilmesi ile kii¢iik-kisa
zincirli ve suda ¢oziinebilen polisakkaritlere doniistiiriilerek modifiye sitrus pektin
(MCP) elde edilir. MCP, kisa, dallanmamis ve galaktozca zengin karbonhidrat
zincirleri olduklari i¢in uzun zincirli pektinlere gore bagisiklik sistemi tarafindan
kolaylikla emilirler ve viicut tarafindan kullanilirlar (Eliaz ve ark. 2008; Guess ve
ark. 2003; Glinsky ve ark. 2009; Easa ve ark. 2010).

Pektin ve MCP ile yapilan ¢aligmalarin sonucunda bunlarin herhangi bir
toksisite ve diger ciddi yan etkileri olmaksizin kanser metastasini ve ¢ogalmasini
engelleyerek, antimutajenik aktivite gosterdigi (Liang, ve ark., 2006)
belirlenmekle beraber bagisiklik sistemini uyarict etkileri de gozlemlenmistir.
MCP, kanser gelisimini 6nleyici etkilerinin yan1 sira etkili bir antioksidan ve agir
metal selatlayicisidir (Kang ve ark. 2009; Eliaz ve ark. 2008; Easa ve ark., 2010;
Glinsky ve ark., 2009).

Bu ¢aligsmada; subkronik olarak ve diisiik dozda aliiminyum kloriir (AICl5)
verilen si¢anlarin beyin hiicrelerinde olusturdugu oksidatif stres ve DNA hasarmin
ticari olarak satin alinan ve Citrus limon’dan elde edilen MCP’ nin antioksidan ve
agir metal selatlayici 6zelliginden yararlanarak iyilestirici 6zelliginin arastiriimasi

amaclanmustir.



1.1. Genel Bilgiler

1.1.1. Metaller, toksisite ve oksidatif stres

Metaller; elektrik iletkenlikleri, katyon formlar1 ve temel oksitleri bulunan
elementlerdir. Fiziksel 6zellik bakimindan yogunlugu 5 g/cm®’ten daha fazla olan
metaller i¢in agir metal terimi kullanilmaktadir. Agir metaller yeryiiziinde dogal
olarak bulunurlar. Bunlar biyokiitlenin her bir parcasinda diisiik konsantrasyonda
olsa bile yer alirlar (Yilmaz 2013; Akman ve ark., 2011). Metallerin organizmalar
tarafindan alinmast agiz, solunum ve deri yolu ile gerceklesmektedir.
Organizmaya alinma sekilleri birikim gosterecekleri dokunun tiiriinii etkilemekte
ve dolayisiyla da toksik etkilerinin yol actifi fizyolojik etkileri de
yonlendirmektedir. Agir metallerin canlida neden olduklari toksisiteler; kimyasal
reaksiyonlar, tagima sistemleri ve yapi taslar lizerine etkiler, alerjen, kanserojen,
mutajen ve spesifik etkiler olarak siralanabilir (Yilmaz, 2013).

Insan ve hayvanlar igin toksik etki gosteren (El-Sayed, ve ark., 2011) Al
elementine maruz kalinma sonucunda ortaya ¢ikan toksik ve karsinojenik etkiler
yapilan bir¢ok calismada tanimlanmistir. Bununla birlikte, ¢inko, demir, bakair,
kobalt, magnezyum ve mangan gibi bircok metalin gesitli metabolik yollarda ve
sinyal iletim mekanizmalarinda gérev yaptigi bilinmektedir. Metallerin zengin
koordinasyon kimyalart ve oksidasyon-rediiksyon (red-oks) o&zellikleri, bu
elementlerin homeostasisi, tasinimi, kompartmanlasmasi ve dokusal-hiicresel
bilesenlerle etkilesimlerini etkilemektedir. Bu mekanizmalarin herhangi birinde
ortaya c¢ikan aksakliklar metallerin farkli proteinlere baglanmalarini ve dogal
baglanma boélgelerinin diginda bulunmalarini etkiler. Metallerle iliskili olarak
ortaya ¢ikan serbest radikaller DNA bazlarinda modifikasyonlara, artan lipid
peroksidasyonuna, degisen kalsiyum ve siilfidril homeostasisine neden olur.
Membran fosfolipidlerinin ¢oklu doymamis yag asitleri ile etkilesen lipid
peroksitleri, red-oks metalleri ile iliskiye gegerek toksik ve Kkarsinojenik
Ozellikteki malondialdehit, 4-hidroksinoneal ve diger ekzosiklik DNA reaktif
bilesenleri olusturur (Valko ve ark., 2007).



1.1.2. Aliiminyum

Al elementi periyodik cetvelde 3-A grubunda igerisinde yer alir. Bu
elementin atom numaras1 13, atom agirhg 26.98, yogunlugu 2.70gr/cm?, erime
noktas1 660.32°C ve kaynama noktas1 2519 °C’dir (Goégtepe, 2010). Al, diinya
yiizeyinde genis bir alanda yayilis gostermektedir. Dogada saf halde bulunmayan
bu elementin saf hali suda ¢6ziinmemektedir. Suda ¢bziinen formlar1 olan Al
tuzlar1 da aliiminyum hidroksit ve karbonat seklinde c¢oktiigli veya absorbe
edildiginden dolayr akarsularla bulunduklar1 yerlerden daha uzaklara
tasinmamiglardir. Aliiminyum kloriir (AICI3) ise suda kolayca ¢oziinebilmekte ve
kuvvetli asidik korrozif bir 6zellik gostermektedir (Colak, 2008).

Al bitkiler gibi dogal kaynaklardan elde edilebilecegi gibi, ¢esitli amaglar
dogrultusunda deneysel yollarla da olusturulabilmektedir. Yogun olarak gida
tirlinleri ve igme suyunda bulunmaktadir. Al’un en yaygin kullanildigi alanlarin
basinda gida katki maddeleri ve dis macunlar1 gelir. Ayrica misir, kasar peyniri,
baharatlar, otlar, ¢ay ve kozmetik liriinler Al’'un yer aldigi ortamlardir. Tip
alaninda ise Al bilesiklerinden asit notralize edici, aspirin tamponu, fosfat
baglayici, bobrek rahatsizlii olan hastalarda plazmadaki fosfor oranini diisiiriicii
olarak yararlanilmaktadir. (Sarikaya, 2011). Asilarda adjuvan olarak yaygin
sekilde kullanilan aliiminyum tuzlari ise aliiminyum hidroksit (Al(OH)3) ve
aliminyum fosfat (AI(PO)s) tuzlaridir (Yurdakék ve Ince, 2008). Bunlarla
birlikte, kozmetik sanayisi ile toksoid ve alerjenlerin hazirlanmasinda da Al
siklikla kullanilmaktadir (Colak, 2008).

Al bilesikleri hafifligi ve 1s1y1 iyi iletmesinden dolay1 ugak, otomobil ve
elektrik sanayinde kullanilmaktadir. Ayrica ¢abuk soguyarak 1s1y1 emen bir metal
olmasindan dolay1 sogutma sanayinde onemli bir yere sahiptir. Bunlarin disinda
Al spot 1siklarda, mutfak arag ve gereclerinin yapiminda, ambalaj ve cam
endiistrisinde, sehir sebeke sularinin aritilmasinda foliikiilasyon ajani olarak,
cesitli farmosdtik preparatlarin bilesiminde kullanilmaktadir (Sekil 1.1), (Lione,
1985).
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Sekil 1.1: Aliiminyumun kullanim alanlar1 (Akman ve ark., 2011)

Al absorbsiyonu iki yolla gergeklesir. Bunlardan ilki solunum yolu ile
gerceklesen emilimdir. Al elementinin  kuvvetli bir radyoaktif izotopu
bulunmadigindan dolay:r viicuda solunum yolu ile alinmasi ayrintili olarak
calistimamistir. Solunum yolu ile alinan Al disinda viicuda alinan Al’un en 6nemli
kaynagini igme sular1 ve gidalar olusturmaktadir. (Gogtepe, 2010).

Al’un absorbsiyonun ikinci yolu ise farkli formlarinin gastrointestinal
emilimdir. AICIz, aliiminyum sitrat ve Al(OH)z ile yapilan ¢alismalarda bunlarin
sican mide, ince bagirsak ve kolon dokusunda az miktarda bulunabilecegi
gdzlemlenmistir. Ozellikle aliiminyum siilfat ince bagirsak dokularinda yiiksek
absorbsiyon yeteneginden dolayr hayvan deneylerinde yaygmn bir sekilde
kullanilmaktadir (Sarikaya, 2011).

Al, insan sagligint olumsuz olarak etkilemektedir. ATSDR (Toksik
Maddeler ve Hastaliklart Ajansi, 2008)’nin agiklamasma gore Al insanlar i¢in
potansiyel bir toksik maddedir. Beyin, karaciger, bobrek, testis, mide, paratroid,
bagirsak ve kan dokusu gibi ¢esitli doku ve organlarda Al’un toksik etkiye sebep
oldugu belirtilmistir. Ayrica bir norotoksin olan Al, ensefalopati ve Alzheimer
hastalig1 gibi pek cok sinirsel bozukluklara da yol agmaktadir. Mekanizmas1 tam

olarak aydinlatilamamakla birlikte Al toksisitesini Alzheimer hastalig1 ile



iligkilendiren pek ¢ok ¢aligma bulunmaktadir. Besinlerle birlikte diisiik diizeylerde
de olsa kronik olarak Al alinmasi, insan viicudunun dogal yapisina fazla
gelebilmektedir ve kronik olarak Al alinimi kemikte fosfor ve kalsiyum
bozukluklarina ve osteomalasi olarak adlandirilan kemik yumusamasi hastaligina
yol agmaktadir. Ayrica, Al’un Ostrojen gibi 6nemli hormonlarin yapisini bozdugu
ve kanser olusumuna yol agtig1 bilinmektedir (Sarikaya, 2011; Lankoff ve ark.,
2006; El-Sayed, ve ark., 2011).

1.1.3. Pektin

Pektin, cesitli sayida metil ester gruplart igeren galakturonik asit

polimeridir. Kimyasal yapis1 Sekil 1.2°de gosterilmistir.

o 00CH, <€
_ 0 0 0—
0 0 \
0 0 LOJ 0

COOH— COOH =

Sekil 1.2. Pektin polisakkaritinin kimyasal yapisi (Chien-Ho ve ark., 2006)

Pektinler dogal yiiksek molekiiller yapili bilesikler olup biitiin yliksek
yapili bitkilerin hiicre duvarlarinda ve hiicre aralarinda bulunurlar (Wang, ve ark.,
2014). Pektin bitkisel kaynakli bir stabilizator olup, her meyve ve sebzede farkli
nitelik ve miktarlarda (% 0.5 - % 1.0 diizeyinde) bulunur (Cizelgel.1 ve Cizelge
1.2) (Yener, 2007; Kar, 1998).



Cizelge 1.1. Bazi meyvelerdeki pektik madde oranlari (Yilmaz-Celik, 2007)

Meyve Doku Pektik Madde (%)
Elma Taze 05-16

Muz Taze 0.7-1.2

Seftali Taze 0.1 -0.9

Cilek Taze 0.6-0.7

Kiraz Taze 0.2 0.5

Armut Taze 09-14

Portakal Kuru madde 12.4-28.0

Cizelge 1.2. Bazi sebzelerdeki pektik madde oranlar (Yilmaz-Celik, 2007)

Sebze Doku Pektik Madde (%0)
Patates Kuru madde 1.8-3.3

Domates Kuru madde 2.4-4.8

Seker pancart Kuru madde 10.0-30.0

Pektinler alternatif selatlayici potansiyeli gostermektedirler ve sindirim
sisteminde toksik metalleri baglayarak bu metallerin biyolojik birikimini ve
emilimini azaltirlar (Eliaz ve ark., 2006). Anyonik 6zellige sahip olan sitrus pektin
polisakkariti (CP) ise, omurgadaki bu anyonik yapisindan dolay1 yiiksek
jellestirici etkiye sahiptir Bu etkisi nedeniyle CP, gida endiistrisinde jellestirici
olarak tercih edilmektedir (Ataol, 2014).

CP, laboratuvar ortaminda pH ve sicaklik ayarlarimin degistirilmesi ile
kiigiik-kisa zincirli ve suda c¢oziinebilen polisakkaritlere doniistiiriilebilir. Bu
molekiil ‘modifiye sitrus pektin® (MCP) olarak adlandirilir. Dogada pek ¢ok
narenciye meyvesinde 6zellikle limon, greyfurt, portakal, elma vb. meyvelerin
kabuk ve etli kismindan elde edilebilen MCP, damitilmis pektin olarak da bilinir
(Alternative Medicine Review, Vol. 5, Num. 6, 2000). MCP, galaktoz kalintilar

bakimindan olduk¢a zengindir. In vitro ve in vivo g¢alismalarinin ikisinde de



MCP’nin bu bol galaktoz kalintilar1 sayesinde ¢esitli kanser hastaliklar1 (prostat,
kolon, meme, melanoma, ¢oklu miyelom kanserleri vb.) tizerinde iyilestirici
etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Glinsky, 2008).

MCP’nin, hiicre zarinda yer alan karbonhidratlar1 baglayan proteinlere
(lektin) tiimor hiicrelerini yapistirarak, tiimor hiicrelerinin normal hiicrelere
yapismasini engelledigine inanilmaktadir (Liang, 2006). Kanser hiicreleri
tizerindeki etkilerinin disinda, kolestorol degerinin diisiirtilmesi, sindirim ve
bagisiklik sisteminin uyarilmasi lizerinde de olumlu etkileri vardir. MCP’nin en
onemli rollerinden biri de, giivenli ve etkili bir agir metal (arsenik, civa vb.)

selatlayict olmasidir (Eliaz ve ark., 2006).

1.2. Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Serbest radikaller en dis orbitallerinde eslesmemis elektron tasidiklarindan
dolay1 elektron aligverisi yapabilen (Kumbul, 2007), bir¢ok fizyolojik ve patolojik
siiregte olusturulabilen, diisik molekiiler agirlikli, kisa Omiirlli, kararsiz ve
oldukga aktif atom ya da molekiiller olup organik ve inorganik formlarda
bulunurlar (Demirci, 2010). Serbest radikaller molekiiliin kimyasal simgesinin sag
tist kosesine konan nokta ile ifade edilirler (R"). Serbest radikaller bir ya da daha
fazla ortaklasmamis elektrona sahip olmalarindan dolayr manyetik bir alana
gekilirler. Bu yolla reaktif forma gecerek son yoriingesindeki ortaklanmamis
elektronu esleyebilmek i¢in diger molekiiller ile reaksiyona girme egiliminde
olurlar. Stabil forma gegmeden ¢ok kisa bir siire durabilirler (107 °, 107 2 sn)
(Giirler, 2012). Aslinda serbest radikal denince anlatilmak istenen reaktif oksijen
tirleri (ROT)’dir. Canlilar igin biliylik dnemi bulunan, viicuttaki tiim hiicrelere
rahatlikla girebilen ve viicut tarafindan en fazla kullanilma 6zelligi bulunan
Oksijen (O2) yapis1 geregi oldukga reaktiftir.

Biyolojik sistemlerdeki en dnemli serbest radikaller O2‘den meydana gelen
radikallerdir. Canlilarda toksik etki gosteren molekiiler oksijenin kendisi olmayip
Ozin tam olmayan indirgenmesi (kismi indirgenme) ile meydana gelen oksijen
radikalleri toksisiteyi olusturmaktadirlar.

Viicuttaki sistemler igerisinde oksidatif hasara daha duyarli olan sistem

Santral Sinir Sistemidir. Bunun nedenleri su sekilde 6zetlenebilir:



1. Viicuttaki oksijenin %20 sini beyin tarafindan kullanmaktadir. Oksijen
tirtinleri de toksik etki gosterdiklerinden dolayr noéral dokular diger organlara
kiyasla oksidatif hasara daha agiktir.

2. Oksidatif metabolik aktivite hiz1 beyinde olduk¢a yliksektir.

3. Beyinde antioksidan enzim seviyelerinin diigilk olmasindan dolay1
oksidatif hasara kars1 koyma yetenegi kisitlidir.

4. Noral membran fosfolipidleri, linoleik asit ve arasidonik asit gibi
poliansatiire yag asitlerini yiiksek konsantrasyonlarda igerirler. Bu yag asitleri de
kolayca okside olabilmektedirler. (Karakus, 2011; Demirci, 2010).

Serbest radikaller {i¢ farkli sekilde olusur:

1. Normal bir molekiile tek bir elektron ilavesi,

2. Normal bir molekiiliin kovalent bir baginin her kisminda bir

ortaklanmamis bir elektron kalacak sekilde homolitik pargalanmast,

3. Normal bir molekiiliin tek bir elektronunu kaybetmesi (Akkus, 1996).

Bu reaksiyonlardan herhangi biri oldugunda, radikal olmayan tiirler radikal
forma gecerler. Serbest radikaller ile serbest radikal olmayan molekiillerin
reaksiyona girmeleri sonucunda radikal olmayan formlar serbest radikallere
dontisiir ve bunlar hasar zincirini ilerleterek yayilirlar.(Karakus, 2011).

Serbest radikaller mitokondriyal solunum zinciri gibi aerobik enerji
metabolizmas1 ile meydana gelebilecekleri gibi sitoplazmik, lizozomal
peroksizomal gibi hiicresel olaylar sonucu da meydana gelebilirler. Serbest
radikaller endojen kaynakli olusabildikleri gibi alkol, hava kirliligi, agir
egzersizler, radyasyon, antibiyotikler, sigara dumani, uyusturucu maddeler,
pestisidler, anestezikler ve stres gibi dis faktorlerin etkisiyle de olusabilirler (Sekil
1.3). Al gibi toksik metallerin etkisiyle meydana gelen serbest radikaller,
hiicrelerin protein, DNA, lipid, karbohidrat ve enzim gibi tim Onemli
bilesenlerine etki ederler. Bunlar iginde en onemli etkiyi ise lipidler iizerinde

gostermektedirler (Sarikaya, 2011).
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Sekil 1.3. Serbest radikal olusumuna etki eden dis faktorler (Sarikaya, 2011)

Organizmadaki serbest radikallerin 6nemli ve biiyliik kismi1 Oz kaynakli
serbest radikallerdir. Normal kosullarda biyolojik sistemlerde bulunan O2’nin
biiyiik bir ¢ogunlugu aerobik glikoliz ile adenozin trifosfat (ATP) iretmek
amaciyla bir dizi reaksiyonla beraber suya indirgenir; ama bu indirgenme
islemleri Sirasinda aerobik metabolizmayla O, serbest oksijen radikali formuna
dontigiir. O2’in kismi indirgenmesiyle beraber, ROT igerisinde yer alan hidroksil
(OH") ve siiperoksit (O2 -) radikalleri meydana gelmektedir. Hidrojen peroksit
(H20,) ve singlet oksijen (*02) molekiilleri de radikal olmayan ROT dir (Demirci,
2010; Karakus, 2011).

1.2.1. Siiperoksit radikali

Genel olarak tiim aerobik organizmalarda O2’nin bir elektron alarak
indirgenmesi sonucunda Siiperoksit radikali (O27) olusur (Demirci, 2010). Ayrica
O2" indirgenmis gegis metallerinin otooksidasyonu ile de meydana
gelebilmektedir. Organizmada farkli etmenlerle en rahat ve en fazla olusan oksijen
radikali siiperoksit radikalidir (Kaya, 2010). Oz ‘nin diger radikallere gore

reaktivitesi daha azdir ve olusumlarina sebep oldugu diger serbest radikallerle
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beraber organizmada indiikleyici gibi davranirlar (Karakus, 2011). Siiperoksit
grubu radikaller asidik pH’da katyon, alkali ve nétral pH’da ise anyon formunda
bulunur. Bu nedenle, Oz viicut sivilarinda stiperoksit anyon grubu seklindedir
(Kaya, 2010).

1.2.2. Singlet oksijen

Singlet oksijen, ortaklanmamis elektronu bulunmadigindan dolay: radikal
olmayan reaktif oksijen molekiiliidiir. Bu oksijen molekilii serbest radikal
reaksiyonlar1 sirasinda olustugundan dolayr serbest radikal reaksiyonlarinin
baslamasina yol agarlar (Akkus, 1995). O2’nin enerji almasiyla meydana gelen ve
O2’den daha reaktif bir tiir olan singlet oksijenin yari omrii olduk¢a kisadir
(Karakus, 2011).

Stiperoksit gruplarinin  meydana getirdigi singlet oksijen, hiicre
membranindaki yapilarla etkilesime gecerek alkol, aldehit, peroksit hidroksi yag
asitleri, etan ve pentan gibi ¢esitli lipid peroksidasyon molekiillerini olustururlar
(Kaya, 2010).

1.2.3. Hidrojen peroksit

Hidrojen peroksit radikali (H20.), hiicre zarindan rahatlikla gegebilen uzun
omiirli bir oksidandir. Bu radikal enzimatik yollarla O2’in iki elektron alarak
indirgenmesiyle veya Oz~ radikallerinin enzimatik veya enzimatik olmayan
dismutasyonu sonucunda olusmaktadir.

H202, serbest radikal igermediginden dolayr gercek bir radikal
sayllmamaktadir; ama bununla birlikte ROT igerisinde iginde yer alir. Bu radikal
serbest radikal biyokimyasinda hidroksil radikalini (OH") olusturdugu i¢in ¢ok
onemli bir yere sahiptir. H2O,, Fe*? veya diger gecis metallerinin araciligryla
Fenton reaksiyonunu; Oz"'nin yardimiyla da Haber-Weiss reaksiyonunu
gergeklestirerek en reaktif ve ciddi diizeyde hasar olusumuna yol agan OH® i
olusturur (Kaya, 2010; Demirci, 2010; Akkus,1995).

Hiicreye ¢esitli yollardan giren H202, Adenosin trifosfati (ATP) oranini

azaltir ve hiicre membrani, DNA, kalsiyum depolar1 ve mitokondri gibi hedef
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yapilarin hasarlarina yol agar. Bu radikalin yiiksek konsantrasyonlari ise hiicrenin

pargalanmasina sebep olur (Karakus, 2011).

1.2.4. Hidroksil radikali

Hidroksil radikali (OH’), H202’in ge¢is metallerinin  varliginda
indirgenmesiyle (Fenton Reaksiyonu) olusmaktadir (Akkus,1995). Radikal
reaktivitesinin oldukga yiiksek olmasindan dolayr hemen hemen biitiin biyolojik
molekiillerle tepkimeye girebilir. Yarilanma omrii ¢ok kisa oldugundan dolayi
tepkimeye girmeden 6nce hiicreye difiizyonu olduk¢a zordur. Buna ragmen bu
radikalin ¢ok az miktarlar1 bile iretildigi dokularda ¢ok biiylik hasarlara yol
olusturabilmektedir (Karakus, 2011).

Fenton/Haber-Weiss reaksiyonlar
Peroksinitréz asit pargalanmasi Suyun

homolitik parcalanmasi _Slperoksit
ve HOCI etkilesimi

[ Karbonhidratlar

l Ara déniigiim
Kiigiik —_— Hidrolasyon
Molekiiller OH-

RNA

Yarilanma Omrii 10% D

/ Baz eklenmesi, Seker
Lipitler T eklenmesi
Aldehitler Dien DNA
kenjugatlar
Hidrokarbonlar Aminoasitler/ Baz eklenmesi, seker
Oksisteroller Proteinler eklenmesi, DNA-protein
PUFA ¢apraz baglanmasi, zincir
peroksitler ayrilmasi

Protein konforfasyonu
Aromatik hidroksilasyon
Di-tirozin

Salfir

aminoasitleri

Sekil 1.4. Hidroksil radikali ve hiicredeki ¢esitli molekiillere etkileri (Yilmaz, 2006)
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1.2.5. Nitrik oksit

Nitrik oksit, bir nitrojen ve bir oksijen atomu igeren, eslesmemis elektronu
bulunan, bir¢ok biyokimyasal reaksiyonu etkileyen ve zayif bir oksidan veya
indirgeyici bir bilesen olarak gorev yapan bir serbest radikaldir. Bu radikal
reseptore bagimli olmadan rahatlikla diffiize olabilen, renksiz, gaz formunda

bulunan inorganik bir molekiildiir (Nergiz, 2011).

NADPH+ NADP
o NOS N
L-Arginin L-Sitralin
0 FMN
. FAD NG
BH,
Ca“/CaM

Sekil 1.5. NOS aracili NO olugumu (Demirci, 2010)

NO canli organizmanin beyin yapisinda nérotransmitter madde olarak etki
gosteren bir molekiildiir. Bu molekiiliin 6grenme, bellek, gorme, koklama,
sinaptik plastisite ve agri1 algilanmasinda ¢ok Onemli bir rolii vardir. Asiri
miktarlarda NO sentezlenirse sinir hiicrelerinde hasar olustururlar. O2.*nin NO
molekiilii ile reaksiyonu sonucunda olusan peroksinitrit anyonu (ONOO),

NO‘dan kaynaklanan toksisitenin nedeni olabilir (Pasaoglu, 2011).
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Cizelge 1.3. Serbest radikallerin, hiicresel molekiiller iizerine etkileri (Akpoyraz ve Durak, 1995)

ETKILENEN BILESIK SONUCLAR
Doymamis amino asitler ve kiikiirt a) Protein denaturasyonu
iceren amino asitler b) Capraz baglanma
¢) Enzim inhibitasyonu
d) Organ ve hiicre gegirgenliginde
degismeler
Niikleik asit bazlar1 a) Hiicre gelisiminde degismeler
b) Mutasyon
Karbonhidratlar a) Hiicre yiizey reseptorlerinde
degisim
Doymamus lipidler a) Kolesterol ve yag asitlerinin
oksidasyonu
Kofaktorler a) Nikotinamit ve flavin igeren
kofaktorlerin aktifliginde
azalma
b) Askorbat ve porfirin
oksidasyon
Antioksidanlar a) A-tokoferol ve B-karoten gibi
antioksidanlarin aktifliginin
azalmasi
Proteinler a) Denaturasyon
b) Peptit zincirinde kirilmalar
DNA a) Baz modifikasyonlari
b) Zincirde kirilmalar
Hyaluronik asit a) Synovial sivinin vizkozitesinde

degisim
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1.2.6. Serbest radikallerin hiicreler iizerindeki etkileri

Serbest oksijen radikalleri canlida bir¢ok enzimatik reaksiyon ve biyolojik
fonksiyonlar i¢in gereklidir. Organizmada serbest radikallerin ortaya ¢ikmasi ve
bunlarin ortadan kaldirilmasi bir denge (oksidatif denge) durumundadir. Bu
dengenin (prooksidan/antioksidan denge) prooksidanlar (lipid, protein ve niikleik
asit gibi hiicrenin 6nemli komponentleri iizerinde oksidatif hasara yol acan ve bu
hasardan dolay1r da gesitli hastaliklara ve patolojik olaylara neden olan toksik
maddeler) yoniinde kaymasi sonucu olusan oksidatif stres, hiicresel hasara neden
olur (Ozyurt, 2014).

Serbest radikallerin hiicre ve dokularda olusturdugu zararlardan bazilari su
sekilde siralanabilir;

v" DNA hasari,
Niikleotit yapili koenzimlerin yikima,
Protein ve lipitlerle yeni kovalent baglar olusmasi,
Tiyollere bagimli enzimlerin yap1 ve fonksiyonlarinin bozulmast,
Proteinlerin hasar gérmesi ve protein yikiminin artmasi,
Enzim aktivitelerinde ve lipit metabolizmasindaki degisiklikler,
Mukopolisakkaritlerin yikimi,

Steroid ve yaglilik pigmenti denilen baz1 maddelerin birikimi,

N N N N N R

Kollajen ve elastin gibi uzun 6miirlii proteinlerdeki bozulma.

Canlida normal kosullarda serbest radikaller, bagisiklik sistemi hiicreleri
(notrofil, makrofaj gibi) tarafindan viicudu savunmak amaciyla kullanilsa da,
bunlarin asir1 miktarda iiretimi doku hasarina ve hiicre 6liimiine neden olmaktadir
(Kartal, 2013). Bunlarin meydana gelmesi durumunda, membran lipit ve
proteinleri yok olur, hiicre zar1 sertlesir ve hiicre fonksiyonlari engellenir;
¢ekirdek zarmin bozulmasi sonucu niikleustaki DNA’da kirilmalar olur ve DNA

mutasyonlara agik hale gelerek hiicreler 6liime gider ( Sekil 1.7.) (Giirler, 2012).
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Sekil 1.6. Serbest radikallerin hiicre tizerindeki etkileri (Giirler, 2012)

1.2.6.1. Membran lipidlerine etkileri

Hiicre membran1 serbest radikaller i¢in ¢ok 6nemli bir bariyerdir, ¢iinkii

serbest radikallerin hiicre komponentleri ile etkilesime gegebilmeleri igin

oncelikle bu bariyerin asilmasi gerekir (Demirci, 2010). Lipid peroksidasyonu,

hiicre zarinda yer alan poliansatiire yag asitlerinin, serbest oksijen radikalleri

aracilifiyla peroksitler, alkoller, hidroksi yag asitleri, aldehidler, etan ve pentan

gibi ¢esitli lrtinlere yikilma reaksiyonudur (Karakus, 2011). Serbest radikallerin

neden oldugu lipit peroksidasyona ‘nonenzimatik lipid peroksidasyonu’’
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denmektedir. Lipid peroksidasyonu membranda lokalize olan yag asitlerinin

konjuge ¢ift baglarindan hidrojen atomlarinin uzaklastirilmasi sonucu olusan lipid

radikali ile baslamaktadir. Membran yag asitlerinin peroksidasyonundan sonra

ortamda kisa zincirli yag asitlerinin varligr zar gecirgenligini ve akiskanligini

onemli derecede etkileyebilir (Kaya, 2010). Lipid peroksidasyonu lipid hidroksi

peroksitlerinin aldehit ve diger karbonil iriinlere doniistimiiyle sonlanir.

Malonildialdehit ve hidroksinonenal bu urinlerin en Onemlileridir ve bunlar,

proteinlere ve DNA’ya baglanarak kalici degisiklikler meydana getirirler. Lipid

peroksidasyonu sonucunda ortaya ¢ikan bilesiklerden biri olan MDA ’nin 6l¢iimi

doku hasarinin iyi bir gostergesi olarak kabul gormektedir (Demirci, 2010).

R——CH CH CH,
R CH CH C'H
R—— CH CH |CH
o
|
o-
R CH CH CH
L
|
OH
H CH CH; CH
[ I
0 o

I. Coklu doymamis yag asidi

1. Lipid serbest radikali

Il. Lipid peroksil radikali

IV. Lipid hidroperoksit

V. Malondialdehit

Sekil 1.7. Coklu doymamis yag asitlerinden malondialdehit olusumu (Grotto, 2009)

Lipid peroksidasyonunun organizmadaki etkileri;

a) Lipid peroksidasyonu sonucu hiicre zarmin akiskanlhigi azalir ve

normalde hiicre igine giremeyen maddelerin hiicre i¢ine girigleri artar.
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b) Lipid peroksitler ve alkoksil radikaller, triptofan ve sistein gibi protein
kisimlarina saldirarak onlarin protein yapilarin1 bozar ve bunlarda hasar
meydana getirirler.

c) Lipid peroksidasyonu sirasinda aktiviteleri igin siilfidril ve amino
grubuna ihtiyag duyan, 6zellikle de hormonal uyarilara hiicrenin cevap
verebilmesini saglayan yiizey reseptorlerini inhibe ederler (G6P-az ve Na-
K ATPaz gibi).

d) Hiicre zarina yakin konumda bulunan DNA molekiilleri de lipit
peroksidasyonu sonucunda hasar goriirler ve bundan dolayr zaman zaman
DNA'nin replikasyonu yapilamaz.

e) Bazi aldehitler biyolojik sivilarda kemotaktik etki gosterirler.

f) MDA gibi aldehitler, diisiik yogunluklu lipoproteinleri (LDL) modifiye
ederek metabolik yolu degistirebilirler (Akkus,1995).

1.2.6.2. Proteinlere etkileri

Protein oksidasyonu, ROT ile direkt olarak veya oksidatif stresin sekonder
tirlinleri ile reaksiyona girmesi sonucunda indirek olarak indiiklenen, proteinlerin
kovalent modifikasyonu olarak nitelendirilmektedir ROT’nin iiretimine Sebep
olan tiim reaksiyonlar ve ajanlar protein oksidasyonuna da neden olabilmektedir
(Dogan, 2012; Giirler, 2012).

Aminoasit kompozisyonuna bagli olarak serbest radikaller proteinleri
onemli derece etkilerler. Doymamis ve siilfiir igeren molekiillerin serbest
radikallere duyarliligi olduk¢a fazladir. Bununla birlikte sistin, sistein, histidin,
metiyonin, triptofan ve trozin igeren proteinler ise oksidanlara karsi en duyarli
olanlaridir (Yilmaz, 2006). Serbest radikaller immiinoglobiilin G (IgG) ve
alblimin gibi yapilarinda fazlaca disiilfit bagi bulunan proteinlere etki ederek
onlarin tersiyer yapilart bozarlar. Bdylece hiicreler faaliyetlerini yerine
getiremezler. Prolin ve lizin aminoasitleri ROT ireten reaksiyonlara maruz
kaldiklart zaman enzimatik olmayan hidroksilasyona ugrayabilirler. Hemoglobin
gibi hem proteinleri de serbest radikallerden 6nemli oranda zarar goriirler

(Altmisik, 2000).
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Serbest Radikaller
a“ \-»

/ \ DNA hasar)

Karbonhidrat hasari Protein hasarn

Lipid peroksidasyonu

++
Hlcre igi Ca  artigi

/ ¢

ATP sentezinin azalmasi

Poli(ADP)riboz
NAD(H) ylkimi g Sentetaz aktivasyonu

Zar poroksidasyonu vo hasari

v
DNA, protein ve lipidierde Dokularda metal iyonlarinin serbestiegmesi
hasann artig: ve yakin hicrelerde hasar

Sekil 1.8. Serbest radikallerin hasar olugturma mekanizmalar1 (Geter, 2014)

1.2.6.3. Karbonhidratlara etkileri

ROT’lar  karbonhidratlar {izerine toksik etki  goOstermektedirler.
Otooksidasyon araciligiyla glukoz, mannoz ve deoksi sekerler H.O2 ve O2°
radikallerini olustururlar. Monosakkarit otooksidasyonu, pek c¢ok hastaligin
patogenezinde ¢ok onemli bir yere sahiptir. Karbohidratlarda oksidanlarin neden
oldugu hasarin Olgiilmesi i¢in gelistirilen yontemde deoksiriboz sekerinde

meydana gelen oksidatif hasar 6l¢iilebilmektedir (Tekkes, 2006; Dogan, 2012).

1.2.6.4. Niikleik asitler ve DNA’ya etkileri

Iyonize radyasyon, cesitli kimyasallar gibi birgok faktér DNA yapisinda
oksidatif hasara neden olmaktadir. Bu faktorler araciligiyla olusan serbest
radikaller fazla miktarlarda tiretildiginde direkt olarak DNA zincirinde kopmalara,
bazlarda ve deoksiribozlarda kirilmalara ve hasara (Karakus, 2011) yol
acmaktadirlar. Serbest radikallerin direkt etkilerinin yan1 sira DNA’da tamir

defektleri olusturarak da hasara yol acabilirler (Demirci, 2010). Iyonize edici
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radyasyon araciligiyla olusan bu serbest radikaller, DNA'y1 etkileme yoluyla
hiicrede mutasyona ve hatta 6liime sebep olmaktadirlar. Sitotoksisite, genellikle
niikleik asit-baz modifikasyonlarina bagli kromozom degisikliklerine veya

DNA'daki diger bozukluklara baglidir (Karakus, 2011).

1.3. Antioksidan Savunma Sistemleri

Serbest radikallerin canlidaki zararli etkilerini Onleyebilmek i¢in
organizmada antioksidan savunma sistemleri (antioksidanlar) gelistirilmistir.
Serbest radikaller ve antioksidanlar arasindaki denge bozuldugu zaman hiicre
hasarina kadar giden birgok patolojik degisiklik olusabilmektedir (Akkus, 1996).

Antioksidanlar, prooksidan tiretimini ve lipid oksidasyonunu engelleyen
veya geciktiren, onlarin toksik olmayan triinlere doniistiiriilmesini saglayan, hem
viicut hiicreleri tarafindan iretilebilen hem de gidalarla alinabilen bir grup

kimyasal maddelerdir (Ozyurt, 2014).

& serbest radikal
Kararh molekal T —

. G

<« ©
\.
s g
antioksidan \ ’
™A &~

Sekil 1.9. Antioksidanlarin serbest radikallere etkisi ( Sarikaya, 2011)

Kararh molekaller

Antioksidanlar etkilerini iki sekilde gosterirler (Cizelge 1.4.).
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Cizelge 1.4. Antioksidanlarin etki sekilleri (Alu(;, 2013; Yilmaz, 2006; Karakus, 2011)

1.Serbest radikal olusumunun

engellenmesi

2. Olusan serbest radikallerin etkisiz hale

getirilmesi

a) Reaksiyonu baslatic1 reaktif
tiirevlerinin uzaklastirilmast

b) Oksijenin uzaklastirilmasi
veya konsantrasyonunun
azaltilmasi

c) Katalitik metal iyonlarinin
uzaklastirilmasi

a) Stipiiriicii etki (scavenging):
Antioksidanlarin serbest oksijen radikallerini
etkileyerek onlar1 tutma veya daha zayif bir
molekiille  doniistiirerek  toplayict  etki
gostermesidir.  Antioksidan enzimler bu

sekilde etki gosterirler.

b) Bastirici etki (quencher): Antioksidanlarin
serbest oksijen radikalleriyle etkilesime
girerek onlara bir hidrojen atomu aktarip
aktivitelerini azaltma veya inaktif forma
doniistiirerek etki gostermesidir. Vitaminler,

flavanoidler bu sekilde bir etkiye sahiptirler.

¢) Zincir kirict etki (chain breaking):
Antioksidanlarin serbest oksijen radikallerini
baglayarak  zincirlerini  kirip  onlarin
fonksiyonlarini engelleyici etki gostermesidir.
Hemoglobin, seruplazmin ve mineraller zincir

kiric1 etki gosterirler.

d) Onarict etki (repair): Antioksidanlarin
serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin

onarilmasi seklinde gosterdikleri etkidir
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RADIKAL RADIKALI OKSIDASYONU

Sekil 1.10. Antioksidan gruplar ve gorevleri (Akkus,1995)

Antioksidanlar, (dogal) kaynaklt ve eksojen kaynakli

antioksidanlar diye ikiye ayrilir (Cizelge 1.5.) (Akkus,1995).

endojen
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Cizelge 1.5. Antioksidanlarin siniflandirilmasi (Akkus,1995)

A) Endojen Antioksidanlar

B) Ekzojen Antioksidanlar

1. Enzimler:
v' Siiperoksit dismutaz

v Katalaz

v Glutatyon-S-transferaz

v

Glutatyon peroksidaz

Inhibitorleri:

folik

Oksidaz
aldehit,

1. Ksantin
Allopiirinol, asit,

oksipiirinol, pterin, tungsten

2. Enzim Olmayanlar:
v' Lipid fazda bulunanlar: o-
tokoferol, B- karoten
Sivi fazda (hiicre sitozoliinde veya
kan bulunanlar:
Askorbik

laktoferrin,

plazmasinda)

asit,  glutatyon, liirat,

bilirubin, sistein,

seruloplazmin, albumin, transferin,

miyoglobin, hemoglobin, ferritin

2. Soya Fasiilyesi Inhibitorleri: Ksantin
dehidrogenazin proteolitik etki sonucu
ksantin oksidaza doniisiimiinii inhibe

ederler.

3. Inhibitorleri:

Adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum

NADPH Oksidaz

kanal blokerleri, non-steroid

antiinflamatuar ilaglar

Canlida herhangi bir prooksidan ile karsilasildiginda ilk ve temel olarak

enzimatik antioksidan savunma sistemi devreye girer. En Onemli enzimatik

antioksidanlarin siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px),

glutatyon rediiktaz (GR) ve katalaz (CAT) oldugu bilinmektedir. Bunlardan

sonraki savunma ise ekstraselliiler enzimatik olmayan antioksidanlar tarafindan

gerceklestirilir (Sarikaya, 2011).
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1.3.1. Enzimatik antioksidanlar

1.3.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz enzimi ilk olarak 1968 yilinda Mccord ve Fridovich
tarafindan tanimlanmistir. Bu enzim antioksidan savunmanin ilk basamagini
olusturur. Siiperoksit radikalinin H202’e ve O»’ne dismutasyonunu katalizleyen
bir enzimidir.

SOD

20;7+2H" ——> H,0,+ 0O,

SOD enziminin katalizledigi reaksiyonun hizi, hiicrede kendiliginden
gergeklesen reaksiyonun yaklasik 4000 katidir. SOD aktivitesi O, kullanimimin

fazla oldugu dokularda daha g¢oktur. Canlidaki normal metabolizma faaliyetleri
sirasinda hiicreler tarafindan yiiksek oranda olusturulan O = SOD enzimi
yardimiyla hiicre i¢i konsantrasyonu diisiiriilerek denge saglanir. SOD enzimin
hiicre dis1 aktivitesi ise oldukga diisiiktiir (Akkus, 1995).

SOD enzimi hiicreleri radikallere karsi koruyan ilk antioksidan savunma
mekanizmasidir. Bu enzimin katalizledigi tepkimeler sonucunda olusan iiriinlerin
birikimi ise katalaz enzimi tarafindan engellenmektedir. Normal kosullarda
metabolik faaliyetler sirasinda Oz radikalinin olusumu oldukg¢a fazladir. SOD
enzimi Oz ~‘nin hiicre i¢i yogunlugunu diisiik seviyelerde tutarak Oz seviyelerinin
kontroliinii saglayip hiicreleri O2 ~‘nin etkilerinden korur. Boylece hiicrelerdeki
lipid peroksidasyonu da engellenmis olur (Demirci, 2010).

SOD enziminin katalizledigi reaksiyon sonucunda O ~ daha stabil olan
H202’e doniisiir. Bu da SOD enziminin bir prooksidan 6zellik kazanmasina neden
olur; ¢linkii H202 etkin bir sekilde hiicreden temizlenmez ise, daha reaktif bir
radikal olan OH" doniisiir. H202’in etkili bir sekilde ortadan kaldirilmasi, katalaz
ve Glutatyon Peroksidaz enzimlerinin H202’i zararsiz bir {irin olan suya

dontistirmesiyle gerceklesir. Katalaz enzimi katalizledigi reaksiyonda substrat
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olarak sadece H>O>’i kullanir. Glutatyon Peroksidaz enzimi ise H2O> ‘den baska
peroksitleri de substrat olarak kullanabilir (Giirler, 2012).

1.3.1.2. Katalaz

Katalaz enzimi canli metabolizma hiicrelerinde H2O2’nin Oz ve suya
parcalanmasini kataliz eder. Bu sayede hiicreler igin olduk¢a zararli olan OH"
olusumu engellenir. Dort tane hem grubu igeren ve bir hemoprotein olan bu enzim
hiicrenin peroksizomlarinda lokalizedir. Katalaz enzimi H2O> reaksiyonunu
kataliz etmenin disinda peroksidatif reaksiyonlarin meydana getirdigi alkoller,
formik asit, formaldehit, ve fenoller gibi toksik bilesiklerin zararli etkilerinin

azaltilmasinda da rol oynar.

CAT

2H202 —_— 2H20 + 02

Bu reaksiyon H2O: konsantrasyonlari hiicrede arttigt zaman Onem
kazanirken diisiik H2O2 konsantrasyonlarinda diger peroksidazlar H,O>‘lerin daha
az reaktif olan alkollere ve suya pargalanmasini kataliz ederler. CAT, kanda,
bobrekde karacigerde ve mukoz membranlarda bulunur. Ayrica graniilomatoz

hiicrelerini solunumsal patlamalara kars1 korur (Ozyurt, 2014; Geter, 2014).

1.3.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px), pek ¢ok hiicrenin sitoplazma ve
mitokondrilerinde bulunan ve hiicrelerde olusan H2O2’ nin uzaklastirilmasinda rol
oynayan onemli bir enzimdir. Enzim yaklasik olarak 85000 Dalton molekiiler
agirhi@a sahiptir. GSH-Px enzimi, enzimatik bir reaksiyonu kataliz edebilmek i¢in
selenyum elementine Kofaktor olarak ihtiyag duyar. Peroksitlerin indirgenmesini
katalizleyen GSH-Px hiicredeki indirgenmis glutatyonu (GSH) yiikseltgenmis
glutatyona (GSSG) doniistiirmektedir. Glutatyon peroksidaz glutatyonu hidrojen

donor olarak kullanarak H202 elimine etmektedir. Bu reaksiyonlar, canli
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organizmada oksidatif stresin zararli etkilerinden hiicresel membranlari korumaya
yarar (Akkus,1995; Geter, 2014; Gilingér, 2014).
GSH-Px
2GSH + H, O, —> GSSG + 2H0

1.3.1.4. Glutatyon Rediiktaz (GR)

H>O, indirgenmesi esnasinda GSH oksitlenir. Glutatyon peroksidazin
fonksiyonunun devamliligi icin okside glutatyon tekrar indirgenmelidir.
Reaksiyon GSH rediiktaz tarafindan katalizlenir. Enzim NADPH bagmli bir
flavoproteindir (Geter, 2014).

GR
GSSG + NADPH+ H* — > 2 GSH + NADP

1.3.1.5. Glutatyon S Transferaz (GST)

Endojen ve ekzojen kaynakli olan Glutatyon S-transferazlar (GST), Faz Il
detoksifikasyonu enzim ailesinin bir iiyesidir. GST’ler elektrofilik ve hidrofobik
bilesiklerin glutatyon ile baglanmasini saglayarak bu bilesikleri suda ¢oziilebilir
forma doniistiirip viicuttan daha kolay atilimin1 ve daha az toksik metabolitlere

dontistimiinii kataliz ederler (Akkus, 1995).

1.3.2. Enzimatik olmayan endojen ve baz1 eksojen antioksidanlar

1.3.2.1. Glutatyon

Glutatyon; diisiik molekil agirlikli bir tripeptidtir. Bu antioksidan suda
coziilebilir olup karacigerde genetik bilgiye ihtiya¢ duymadan glutamat, sistein ve
glisin amino asitlerinden dogal olarak sentezlenen ama protein olmayan bir tiyol
bilesigidir. Hiicrede en ¢ok bulunan bilesiktir. Tiim hayvan hiicrelerinde bulunan
GSH, indirgenmis formda sitozolde sentezlenir, ancak mitokondri ve niikleusta da
az miktarda bulunmaktadir. GSH sentezinde kullanilan sisteinin kaynagi N-
asetilsisteindir. GSH’dan kaynaklanan glutatiyon radikali (GS") bir prooksidandir.
Ancak iki GS™ birleserek okside glutatiyonu (GSSG) olustururlar bu da GSH
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rediiktaz tarafindan GSH’ya indirgenir. Dogrudan veya dolayli yollarla reaktif
oksijen tiirlerini temizler. Hiicresel oksidasyon-rediiksiyon dengesinin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan tiyol proteinleriyle etkilesime girer

(Sarikaya, 2011; Kibrishioglu, 2013; Geter, 2014; Dogan, 2014).

lipid peroksit

! Ho02 NADP glukoz-6 fosfat

GSH

/“glutatyon™

/ 'g'lid-tatybﬁz' N

vy (G -6P -D) HMP yolu
\peroksidaz B

lipid-OH NADPH 6 fosfoglukonat

H20

Sekil 1.11. Glutatyon sistemi (Rahman ve MacNee, 1999)

1.3.2.2. Vitaminler

E vitamini yagda ¢6ziinebilen vitaminler grubunun 6nemli bir tiyesi olup,
tokoferol ve tokotrienol tiirevlerini igeren bir vitamindir. Dokularda mitokondri ve
mikrozom gibi hiicresel yapilarda bulunur. Oldukga giiglii bir antioksidandir. E
vitamini hiicre zarinda lokalize olan fosfolipitlerin ¢oklu doymamis yag asitlerini
serbest radikal saldirilarina karsi korur, olusan radikalleri temizler, lipid
peroksidasyonunu inhibe eder. a- Tokoferol vitamin E tiirevleri i¢erisinde en aktif
bilesik olup, yapisindaki fenolik hidroksil grubuna sahip aromatik halka bu
molekiile antioksidan 6zellik kazandirir (Akkus, 1995; Geter, 2014; Alug, 2013).

Organizmanin en ¢ok gereksinim duydugu vitamin olan C vitamini (sekil
1.12.) suda ¢oziinebilen, bitkilerin kloroplastlarinda ve hayvanlarin karaciger veya
bobreklerinde glikozdan sentezlenen giiclii bir antioksidan kaynagidir. Askorbik
asit tiirevleri metabolizma icin énemlidir. Insan, glukozu C vitaminine déniistiiren
enzimden yoksundur. Birgok meyve ve sebzede bol miktarda bulunur
(Kibrishioglu, 2013; Giingor, 2014).
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Sekil 1.12. C vitaminin kimyasal yapis1 (Giingér, 2014)

Askorbik asit, lipid peroksidasyonunun zincir reaksiyonunu elektron
vererek durdurur ve serbest radikalleri hiicre membranina varmadan etkisiz hale
getirir. Siiperoksit, hidroperoksit radikalleri ve singlet oksijen ile peroksinitrit,
nitrojen dioksit ve nitroksit radikallerini toplayabilme o&zelligine sahiptir.
Paradoksik olarak C vitamini in vitro kosullarda bir prooksidan gibi davranabilir.
C vitamininin demir ve bakir ile birlikteligi lipidlerin, proteinlerin ve DNA’nin
oksidatif modifikasyonunu indiiklemek igin kullanilmaktadir (Geter, 2014;
Giingor, 2014).

1.3.2.3. p Karotenoid
A vitaminin metabolik bir 6n maddesi olan ve yagda c¢oziinen bir
antioksidan olan beta karoten son derece giiglii bir oksijen temizleyicisidir.

Serbest radikalleri dogrudan yakalayabilir. Ayrica, bu antioksidan zincir kirict bir

etkiye sahip olup de peroksit radikallerini olusumunu engellerler (Geter, 2014).

28



2. MATERYAL ve METOD

2.1. Deney Hayvanlari ve Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Calismada uygulanacak tiim deneylerde A.U. Deney Hayvanlar1 Etik
Kurulu’nun yonergeleri takip edilmistir (Karar no:2014-14). Calismada 1 kontrol
ve 3 deney grubu (n=6) bulunmaktadir.

Grup I: Kontrol; Grup II: AICI3; Grup I11: MCP; Grup IV: AICIz+MCP

Sprague Dawley cinsi ratlar A.U. Deney Hayvanlari 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
alistirlmistir. Aliiminyum kloriir 34 mg/kg olarak 2 ve 4. Gruplara 30 giin
boyunca oral olarak uygulanmistir (Tirkez, ve ark., 2010; Sarikaya, 2011;
Bommavaram ve ark.,, 2013, Harsha ve Anilakumar, 2013; Colak, 2008).
Aliminyum uygulanmasiyla beraber oral olarak ticari olarak satin alinan ve Citrus
limon ‘dan elde edilen Modifiye Sitrus Pektin (50 mg/kg/giin) (Khramova ve ark.,
2009) 30 giin uygulanmugtir.

30 giinlin sonunda sicanlar 80 mg/kg ketamin anestezisinin ardindan
diseksiyona alinarak, diseksiyonla alinan beyin 6rneklerinin bir kism1 SCGE veya
histolojik doku takibi iglemleri igin kullanildi. Kalan kisimlar ise biyokimyasal
analizlerde kullanilmak tizere sivi azotta dondurularak —86 °C de saklanmistir
(Green ve ark., 1981). Analizlerin degerlendirilmesi i¢in SPSS Dunnett-T3 testi

uygulanmigtir.

2.2. Biyokimyasal Olciimler

2.2.1. Toplam protein diizeylerinin belirlenmesi

Toplam protein diizeyleri Lowry (1951) metoduna gore belirlenmistir.
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2.2.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD) enzim aktivitesinin belirlenmesi

SOD enzim aktivitesi Nebot ve ark., (1993) metoduna dayali ticari kit
kullanilarak yapilmastir.
Prensip: SOD 525 metodu, 5,6,6a,11b-tetrahidro-3,9,10,-trihidroksibenzo [c]
floren’in (BXT-01050) sulu alkali soliisyondaki Siiperoksit Dismutaz (SOD)
enzimine bagimli otooksidasyon oranin, reaksiyon sonucunda ortaya ¢ikan
kromofora  bagli  Olglimiine  dayanmaktadir.  1-metil-2-vinilpiridinyum
triflorometansiilfonat (BXT 03077) merkaptanlara bagh safsizliklarin giderilmesi
amaciyla reaksiyon karisiminda bulunmaktadir. Reaksiyon pH 8.8 de ve 37 °C’de,
3 mM borik asit ve 0,1 M dietilentriaminpentaasetik asit iceren 50mM 2 amino-
2-metil-1,3-propandiol tampon igerisinde gergeklesir. 525 nm’ deki absorbans
degisiminin kinetik olglimii  5,6,6a,11b-tetrahidro-3,9,10,-trihidroksibenzo[c]

floren’in 37 °C’ deki reaksiyon karisimina eklenmesinden sonra gergeklesir.

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.

2.2.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) enzim aktivitesinin belirlenmesi

Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi Lawrence ve Burk (1976)’ya gore
belirlenmistir.
Prensip: GSH-Px ortamdaki H>O> varliginda rediikte glutatyonun (GSH)
oksidasyonunu katalizler. Reaksiyon ortamimnda NADPH ve glutatyon rediiktaz
enzimi bulunmasit durumunda bir 6nceki reaksiyonda olusan okside glutatyon
(GSSG) rediikte forma gevrilirken, beraberinde rediikte formdaki NADPH, okside
forma (NADP") doniisir. NADPH’in 340 nm dalga boyunda olusturdugu
absorbanstaki azalma 6l¢iilerek GSH-Px enziminin aktivitesi belirlenir.
1 iinite enzim: 25 °C sicaklikta ve pH 7’de H20: katalizorliigiinde, 1 mikromol

rediikte glutatyonu okside forma doniistiiren enzim aktivitesidir.
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2.2.4. Katalaz (CAT) aktivitesi ol¢iimii

Katalaz aktivitesi Olglimii Beers and Sizer (1952) metoduna gore
gergeklestirilmistir.
Prensip: Hidrojen peroksitin 240 nm (De240nm = 40M*' cm™) deki
dekompozisyonu takip edilmektedir.

2.2.5. Malondialdehit (MDA) tayini ile dokulardaki lipid

peroksidasyonunun belirlenmesi

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

2.2.6. Toplam Glutatyon seviyelerinin él¢iimii

GSH oranlar1 Tietze (1969) Metoduna dayali Cayman ticari Kiti
kullanilarak yapilmistir.
Prensip: Glutatyon rediiktaz tarafindan rediikte hale dondistiiriilen glutatyon
DTNB ile reaksiyona girerek spektrofotometrede 412 nm de o6lgiilebilen bilesigi

olusturur.

2.2.7. Asetilkolin Esteraz (AChE) aktivitesi ol¢iimii

AChE aktivitesi Ellman ve ark. (1961) metoduna gore belirlenmistir. Bu
enzim, asetiltiyokolinin tiyokolin ve asetata pargalanma reaksiyonunu
katalizlemektedir.

Prensip: 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.
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2.3. Histopatolojik Incelemeler

2.3.1. Doku orneklerinin tespiti

Dokulardan diseksiyonla aliman 6rnekler hayvandan c¢ikarildiktan hemen
sonra otolize ugramamalari igin % 4’liik paraformaldehit (fosfat tampon i¢inde pH

7.2-7.3) igeren tespit soliisyonuna alinmaistir.
2.3.2. Doku takip islemleri

1mm®lik parcalara bolinen dokular tespit soliisyonu (%4 lik
paraformaldehit) igerisinde 24 saat boyunca ve + 4 °C sicaklikta bekletilmistir.
Materyal 0.1 M’lik sodyum-fosfat tamponu (pH 7.4) ile yikanip dokulardan suyun
uzaklastirilmasi amaciyla alkol serilerinden gegirilmistir. Resinin hiicre igerisine
niifiiz etmesini saglamak amaciyla dokular (2:1) LR White/alkol karisiminda 2
saat bekletilmistir. Daha sonra 6rnekler 1 gece LR White igerisinde bekletilmistir.

Gomme isleminin ardindan olusturulan bloklardan kesitler alinmstur.

2.4. Molekiiler Olgiimler
2.4.1. Tek hiicre jel elektroforezi (SCGE) yontemi

Ratlardan ¢ikarilan beyin 6rnekleri 0.1 gr olacak sekilde kesildikten sonra
2 ml Merchant-EDTA tamponu igerisinde ezilerek pargalanmistir. Daha sonra
%1°lik normal erime sicakligina sahip agaroz jel hazirlanmis ve lamlar agaroz jel
ile kaplanmistir. Hazirlanan orneklerden 8 ul alip 73 pl %1°lik diigiik erime
sicakligina sahip agaroz jel ile karistirdiktan sonra karigim lama aktarilmis ve
tizeri lamel kapatilmistir. 5 dakika sonra lamel ¢ikarilip preparatlar 1 saat liziz
tamponu (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, %1 Triton X-100, pH 10)
icerisinde bekletilmistir. Ornekler alkali tamponda (300mM NaOH, 1 mM EDTA,
pH 13) 40 dakika bekletilmistir. Siire sonunda 6rnekler ayni alkali tampon
icerisinde elektroforezde yiiriitiilmiistiir. Uygulanan akim 30 dakika boyunca 25 V
ve 300 mA’dir. Elektroforez uygulamasindan sonra ornekler ndtralizasyon

tamponunda 5’er dakikadan 3 kez bekletilmistir (Islemler +4 °C’de
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gergeklestirilmistir). Notralizasyon isleminden sonra preparatlar distile su ile
yikanarak kurutulduktan sonra sybr green boyast ile boyanmustir. Ornekler Leica
6000DM floresan mikroskobunda fotograflanmis ve analiz islemi i¢in BS 200
ProP, BAB Goriintiileme Sistemi kullanilmistir. Her preparattan 50 hiicre

sayilmistir.

2.5. istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler igin, SPSS Statistics 20 programi kullanilmistir.
Normallik testleri yapildiktan sonra veriler One Way ANOVA testi ile
degerlendirildi Verilerin ileri analizleri Post Hock 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 4
80
60 4
40

20 1

SOD Enzim Aktivitesi U/mg prt

Grup Il I Grup Il
Deney Gruplari

Sekil 3.1. SOD aktivitesi sonuglar1 grafigi. Levene skoruna gore p:0.037

Cizelge 3.1. SOD aktivitesi sonuglari

Deney Gruplari SOD Aktivitesi (U/mg prt)
Grup | 61.48+3.76
Grup Il 53.7243.09
Grup 11 59.55+£2.29
Grup IV 65.27+5.44

SOD aktivitesi agisindan deney gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik

bulunmamaktadir.
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3.1.2. Katalaz (CAT) enzim aktivitesi

CAT Aktivitesi U/mg prt

Grup | Grup li Grup lii Grup vV

Deney Gruplari

Sekil 3.2. Cat aktivitesi sonuglari grafigi. Levene skoruna gore p:0.434

Cizelge 3.2. Cat aktivitesi sonuglari

Deney Gruplari CAT Aktivitesi (U/mg prt)
Grup | 11.42+1.4

Grup 1l 12.35+1.34

Grup 1l 10.98+1.59

Grup IV 11.87+0.95

CAT aktivitesi acisindan deney gruplari arasinda anlamli bir farklilik

bulunmamaktadir.
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3.1.3. Toplam Glutatyon (GSH) diizeyi

Toplam Glutatyon umol/q doku

Deney Gruplari

Sekil 3.3. Toplam GSH diizeyi sonuglar1 grafigi. a. Grup I’e gore; b. Grup II’ye gore;
c. Grup III’e gore; istatistiksel acidan anlamli (p<0.05) farkliliklar: ifade

etmektedir. Levene skoruna gore p:0.766

Cizelge 3.3. Toplam GSH diizeyi

Deney Gruplari Toplam Glutatyon (umol/g doku)
Grup | 3.11+0.128
Grup Il 2.01+0.118
Grup 11 2.86+0.151
Grup IV 2.20+0.132

Toplam GSH diizeyinin grup Il ve grup IV’de, grup I’e gore anlamli
diizeyde azalmis olmasi nedeniyle Al toksisitesinin etkileri deney gruplarinda
acik¢a goriilebilmektedir. Grup III’de ise toplam GSH diizeyi grup I ile yaklasik
olarak ayni seviyededir. Bununla birlikte grup II ve grup IV arasinda anlamli bir

farklilik bulunmamaktadir.
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3.1.4. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) aktivitesi

100 -

GSH-Px Akfivitesi
" :

40 4

Grup Il
Deney Gruplari

Sekil 3.4. GSH-Px aktivitesi sonuglar1 grafigi a. Grup I’e gore; b. Grup II’ye gore istatistiksel

acidan anlamli (p<0.05) farkliliklar1 ifade etmektedir. Levene skoruna gore p:0.870

Cizelge 3.4. GSH-Px aktivitesi

Deney Gruplari Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi (U/mg
prt)

Grup | 24.80+1.34

Grup Il 17.50+1.4

Grup 11 23.60+1.46

Grup IV 22.80+1.26

Toplam GSH diizeyinin grup II ve grup IV’de, grup I’e gore anlamh

diizeyde azalmis olmasi nedeniyle Al toksisitesinin etkileri deney gruplarinda

acike¢a goriilebilmektedir.
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3.1.5. Glutatyon S-transferaz (GST) aktivitesi

GST Enzim Aktivitesi U/mg prt

Grup | Grup Il Grup Il Grup IV
Deney Gruplari

Sekil 3.5. GST aktivitesi sonuglar1 grafigi. a. Grup I’e gore; b. Grup II’ye gore istatistiksel
acidan anlamli (p<0.05) farkliliklar1 ifade etmektedir. Levene skoruna gore

p:0.086

Cizelge 3.5. GST aktivitesi

Deney Gruplari GST Aktivitesi (U/mg prt)
Grup | 580.13+20.82
Grup Il 453.69+17.96
Grup 11 590.62+31.43
Grup IV 576.92+27.47

GST aktivitesi grup II’de, grup I’e gore anlamli diizeyde azalmistir. Grup
IIT ve grup IV’de ise GST enzim aktivitesinin grup I ile ayni seviyede oldugu

bununla birlikte grup II’ye gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
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3.1.6. Lipid Peroksidasyonu aktivitesi

MDA nmol/mg prt

Sekil 3.6. Lipid peroksidasyonu sonug grafigi. a. Grup I’e gore; b. Grup II’ye gore; c. Grup
[II’e gore; istatistiksel agidan anlamli (p<0.05) farkliliklar ifade etmektedir.

Grup Il Grup Il Grup IV

Deney Gruplari

Levene skoruna gore p:0.000

Cizelge 3.6. Lipid peroksidasyonu

Deney Gruplari MDA (nmol/mg prt)
Grup | 4.57+0.23

Grup 1l 6.46+0.4

Grup 1l 3.43+0.121

Grup IV 4.44+0.32

MDA seviyelerine bagl lipid peroksidasyonu kontrol ve deney gruplar
arasinda karsilastirildiginda, grup II’de grup I’e gore anlamli seviyede artmus,
grup III’de ise grup I’e gore anlamli seviyede azalmis oldugu goriilmektedir.

Bununla birlikte lipid peroksidasyonu grup IV’de grup II’ye oranla daha diisiik,

grup III’e oranla ise daha yiiksek seviyededir.
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3.1.7. Asetilkolin Esteraz (AChE) aktivitesi
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Sekil 3.7. AChE aktivitesi a. Grup I’e gore; b. Grup II’ye gore; istatistiksel agidan anlaml

(p<0.05) farkliliklar1 ifade etmektedir. Levene skoruna gore p:0.685

Cizelge 3.7. AChE aktivitesi

Deney Gruplari AChE Aktivitesi (U/mg prt)
Grup | 2.33+0.10

Grup Il 1.69+0.123

Grup 11 2.52+0.13

Grup IV 2.29+0.13

AChE aktivitesi grup II’de grup I ’e oranla azalmistir. Grup III ve IV
AChE enzim aktivitesinin grup II’ye oranla istatistiksel olarak anlamli diizeyde
daha yiiksek oldugu goriliirken, grup 1 ile de aym seviyede olduklari

goriilmektedir.
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3.2. Molekiiler Olgiimler

3.2.1. Tek hiicre jel elektroforezi (SCGE) yontemi
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ekil 3.8. SCGE analizi sonuglar1 grafigi a. Grup I’e gore; b. Grup II’ye gore; c¢. Grup III’e
gratg pleg p ll'ye g p
gore; istatistiksel ag¢idan anlamli (p<0.05) farkliliklart ifade etmektedir. Levene

skoruna gore p:0.000

Cizelge 3.8. SCGE analizi sonuglari

Deney Gruplari Tail Moment
Grup | 2.32+0.38
Grup Il 14.35+1.46
Grup 11 2.65+0.51
Grup IV 5.07+0.56
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Sekil 3.9. SCGE yontemi sonucunda DNA molekiiliinde tespit edilen hasarin florosan

mikroskobik goriintiisii (40x) A) Grup | (Kontrol) B) Grup Il (AICI3) C) Grup 1

MCP) D) Grup IV (AICI;+MCP)

42



3.3. Histopatolojik Bulgular

Sekil 3.10. Serebral korteks yari ince kesitlerinde patolojik degisiklikler (63x). A) Grup

(Kontrol) B) Grup Il (AICI3) C) Grup 11l (MCP) D) Grup IV (AICIs+MCP)
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Sekil 3.11. Serebral korteks yar1 ince kesitlerinde patolojik degisiklikler (100x) A) Grup |

(Kontrol) B) Grup Il (AICI3) C) Grup 1l (MCP) D) Grup IV (AICIz+MCP)

Histopatolojik bulgular, Al toksisitesine maruz birakilan Grup III
hayvanlarinin beyin hiicrelerinde kismi dejenerasyon ve az sayida hiicrede nekroz
ile karakterizedir. Diger gruplarda (Grup II ve Grup IV) patolojik bir bulguya

rastlanmamuistir.
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4. TARTISMA, SONUC ve ONERILER

Al dejenerasyona ugramig ndron hiicrelerinde yiiksek diizeyde
bulunmaktadir. Al’'un kan-beyin bariyerinden gecebilme kabiliyeti ve beyinden
eleminasyonunun nispeten diisiik bir hizda gerceklesmesi, bir neurotoksikolojik
risk olusturmasima neden olmaktadir (Sanchez-Iglesias ve ark. 2007). Cok
sayidaki biyolojik molekiile olan affinitesi nedeniyle Al, diger biyolojik
katyonlara (Ca ve Mg gibi) baglanabilmektedir. Bu nedenle bir¢ok metabolik yol
Al toksisitesi i¢in potansiyel bir hedef olusturmaktadir. Al tuzlarinin DNA ve
RNA’ya baglandiklari, birgok enzimin aktivitesini inhibe edebildigi, ozellikle
beyinde OS’e neden olarak hiicrelerin antioksidan kapasitesini azalttigi ve LP’u
arttirdi@1 bilinmektedir (Sumathi ve ark., 2015).

Calismamizin bulgulart Al’un daha oOnceki c¢aligmalarda deginilen toksik
etkilerini dogrularken, MCP’in bu etkilerin azaltilmasinda rol oynayabilecegini
ortaya koymaktadir (EI-Demerdash ve ark., 2004, Rodella ve ark. 2008; Sanchez-
Iglesias ve ark. 2007 ). Bu bulgulara gére Al, SOD ve CAT enzimlerinin
aktiviteleri {lizerinde Olgiilebilir bir etki gostermemistir. Bu durum Al’un
olusturdugu OS’in siradist bir mekanizma ile ortaya ¢ikmasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Al, O>" radikali ile etkilesime girerek biyolojik dokular i¢in
daha reaktif bir radikal molekiil olan AlQ2?*’ yi olusturmaktadir. AlO2>%* |, SOD
ile reaksiyona giremez (O2~ nin H202’e doniisiimii bu sebeple engellendiginden,
CAT enzimi i¢in bir substrat olugsmamaktadir. Elde ettigimiz bu bulgular Serra ve
ark.’mm in vitro ortamda Al ve antioksidan enzimler arasindaki etkilesimleri
inceledikleri c¢alismalar1 ile desteklenmektedir (Serra ve ark., 1991). Al
toksisitesinin toplam GSH diizeyleri iizerindeki etkisine bakildiginda Grup II
(Al)’deki toplam GSH diizeyinin Grup I (Kontrol)’ e gore anlamli olarak azaldigi
goriilmektedir. Bununla birlikte, Grup IV’iin toplam GSH diizeyi Grup II ile ayn1
seviyededir. Bu durum Al’un selatlanmasinda GSH’un MCP’ye gore daha etkin
bir rol oynadigim1 ve GSH’in Al’a kars1t MCP’ye oranla daha yiiksek affinite
gosterdigini diisiindiirmektedir.

GSH metal iyonlar ile iliskiye gecebilecek olan, sisteinin siilthidril gruplari,
glutamil amino, glisil, glutamil karboksil gruplar1 ve iki peptid bag1 gibi, toplam

alt1 farkli baglanma bdlgesine sahiptir. Bu gruplar arasinda siilfhidril gruplari,
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metal katyonlarina olan yiiksek ilgisi nedeniyle Onem tasir. GSH- metal
kompleksleri spontan olarak olusur ve kismi stabiliteye sahip bilesiklerdir. Bu
nedenle GSH dokudaki aktif Al iyonlarmin miktarim1 azaltirken atilimim
hizlandirabilir (Mierzynski ve Hutsaylyuk, 2012).

Calismamizdan elde edilen bulgulara gore Al, GSH-Px, GST ve AChE
aktivitelerini inhibe edici bir etki gostermektedir. Bu bulguyu destekleyici
nitelikteki bulgular daha 6nce yapilmis ¢alismalarda mevcuttur (El-Demerdash,
2004; El-sayed, 2011). Bununla birlikte Grup IV hayvanlarina Al, MCP ile
birlikte uygulandiginda her ii¢ enzimin de aktivitesinin Grup I (Kontrol) ile ayni
diizeyde oldugu goriilmektedir. Bu durum, MCP’nin bir metal selatlayict olarak
GSH’dan sonra sekonder bir etki ile Al’'u selatlayict ozellik gosterdigini
diisiindiirmektedir. Bu sayede Al etkisizlestirilerek enzimlerin aktif merkezine
baglanmasi ve bu enzimlerin inhibisyonu azaltilabilir. MCP’nin c¢esitli metaller
icin selatlayict etkisi Onceki caligmalarada da ortaya koyulmustur. Eliaz ve
arkadaslar1 (2008) ¢alismalarinda canlida biriken total civa oraninin azalmasinda
MCP’nin etkili olabilecegi ortaya koyulmustur (Eliaz ve ark 2008).

LP ile ilgili bulgular Al'un LP’nu arttirdi@int gostermektedir. Bununla
birlikte yalnizca MCP uygulanan Grup II hayvanlarinda LP Grup I (Kontrol)’e
gore azalmis; Al ile birlikte MCP uygulanan Grup IV hayvanlarinda ise Grup |
(Kontrol) ile ayn1 seviyede oldugu goriilmektedir. Bu sonuca gore MCP’nin Al
kaynakli LP’nu Onledigi agikg¢a goriilmektedir. Calismamizin histopatolojik
bulgular1 da bu sonucu desteklemektedir. Al uygulanan Grup II hayvanlarindaki
sinir hiicrelerinde kismi bir dejenerasyon ve bazi hiicrelerde nekrotik bulgular
izlenirken, diger gruplarda bu bulgulara rastlanmamustir.

Calisgmamizda SCGE bulgular1 Al’un beyin hiicrelerinde DNA hasarini
indiikledigini gostermektedir. Bununla birlikte Al ile birlikte MCP uygulanan
Grup IV hayvanlarinda DNA hasarinin azaldigi goriilmektedir. Buna ragmen
Grup IV i¢in olgiilen DNA hasarmin seviyesi Grup I (Kontrol)’e gore yliksek
diizeydedir. Celik ve arkadaglar1 (2012) periferal kan hiicreleri lizerinde Al’'un
etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda, Al’un lenfositlerde DNA hasarina, plasma
MDA ve protein karbonil seviyelerinde 6nemli Ol¢iide artisa neden oldugunu

belirtmislerdir (Celik ve ark., 2012).
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Tim bulgular; Sprague Dawley cinsi siganlarda oral yolla ve 30 giin siire
ile gerceklesen Al toksisitesinin (34 mg/kg/giin) sinir hiicreleri {izerinde
olusturdugu hasarin azaltilmasinda, oral yolla ve 30 giin siire ile (50 mg/kg/giin)
uygulanan MCP’nin etkili olabilecegini ortaya koymaktadir. Konu ile ilgili olarak
gelecekte yapilacak calismalarda, MCP’nin Al toksisitesini Onleyici etki
mekanizmasinin molekiiler detaylarinin agiklanmasina yonelik aragtirmalar katki

saglayacaktir.
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