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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

KURSUN ASETAT ILE OKSIDATIF STRESE MARUZ KALAN SICAN
DOKULARINDA BAZI BIYOKIMYASAL PARAMETRELER UZERINE
NARINGENIN ETKIiSI

Uzeyir DAG

Adiyaman Universitesi

Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dali
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Ahmet OZKAYA

2012, Sayfa: 45

Bu aragtirmada kursun asetat ile oksidatif strese maruz birakilan siganlar {izerine
verilen naringenin’ in koruyucu etkileri arastirildi. Calismada MDA, enzimler (katalaz,
glutatyon peroksidaz), GSH, total lipit, vitamin A, vitamin E, total kolesterol, total
gliserit, AST ve ALT diizeyleri olciildii. Bu amagla naringenin, kursun asetat ve
kombinasyonlu gruplar1 kullanilda.

Deneysel sonuglara gore; kursun asetat grubu MDA diizeyleri kontrol gruplarina
gore artt1 (p<0.001). Naringenin etkisiyle kombinasyonlu gruplarda MDA diizeyleri
kursun gruplarina goére azaldi (p<0.05, p<0.01, p<0.001). Kas ve plazmada katalaz
enzim aktiviteleri kontrol gruplarina gore kursun gruplarinda artt1 (p<0.001). Karaciger
ve kas dokularinda GSH diizeyleri kursun gruplarinda kontrol grubu gore azaldi
(p<0.001, p<0.05). Naringenin etkisiyle kombinasyonlu gruplarin GSH-Px enzim
aktiviteleri kursun grubuna gore art1 (p<0.001). Plazmada kursun grubuna gore GSH-Px
enzim aktivite diizeyleri karsilastirildigina en yiiksek diizey kontrol grubunda gézlendi
(p<0.001). Ayrica kursun grubunun AST diizeyleri kontrol grubuna gore artt1 (p<0.05).

Sonu¢ olarak kursun asetata maruz kalan plazma ve beyin, kas, karaciger
dokularmin bircok biyokimyasal parametreleri iizerine naringeninin koruyucu etkileri
gozlendi.

Anahtar Kelimeler: Naringenin, antioksidan, kursun, MDA, katalaz, glutatyon,
glutatyon peroksidaz, oksidatif stres, serbest radikal, flavonoid



ABSTRACT
Master Thesis

THE EFFECT OF NARINGENIN ON SOME BIOCHEMICAL PARAMETERS IN
LEAD ACETATE INDUCED OXIDATIVE STRESS IN RATS
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Adiyaman University
Institute of Science
Department of Chemistry
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Ahmet OZKAYA
2012, Page: 45

In this research, we investigated the protective effects of naringenin against lead
acetate induced oxidative stress on rats. MDA, enzymes (catalase, glutathione
peroxidase), GSH, total lipid, vitamin A, vitamin E, total cholesterol, total glyceride,
AST and ALT levels were measured. For this purpose Naringenin, lead acetate and their
combinated groups were used.

According to the results of the experiments, the MDA content in the groups of
lead acetate increased when compared to the control group (p<0.001). By the effects of
naringenin the MDA levels in the combination groups decreased when compared to the
lead acetate group (p<0.05, p<0.01,p<0.001). The catalase enzyme activites of muscle
and plasma of lead acetate groups decreased when compared to the control group
(p<0.001). In the liver and muscle tissues the GSH levels of lead acetate group
decreased when compared to the control group (p<0.001, p<0.05). By the effects of
naringenin the GSH-Px enzyme activities of combination group of all tissues increased
when compared to the lead acetate group (p<0.001). In the plasma the GSH-Px activites
levels of control group observed highest value when compared to the lead acetate group
(p<0.001). In additional, the AST levels of lead acetate groups increased when
compared to the control groups (p<0.05).

In conclusion; it was observed that the protective effect of administrated
naringenin on the some biochemical parameters of brain, muscle, liver tissues and
plasma induced lead acetate.

Key Words: Naringenin, antioxidant, lead, MDA, catalase, glutathione, glutathione
peroxidase, oxidative stress, free radical, flavonoid



TESEKKUR

Calismalarima katkilarindan dolay1r Kimya Boéliim Baskanimiz Prof. Dr. Murat
KOCA hocamiza, projenin hazirlanis1 ve tamamlanma siireci boyunca bilgi ve
tecriibelerini paylasan danigman hocam Yrd. Dog. Dr. Ahmet OZKAYA’ ya ve projeyi
ekonomik olarak destekleyen ADYUBAP kurumu ve ¢alisanlarina ¢ok tesekkiir ederim.
Calismalarim sirasinda bana destek veren Yrd. Dog. Dr. Hasan KARADAG, Dog. Dr.
Fulya BENZER ve tiim Kimya Boliimii hocalarimiza ayrica Emine DOGAN, Kader
UZUN, Melek TURAN’ a tesekkiir ederim.

Uzeyir DAG



ICINDEKILER

Sayfa
OZET ... ettt et ettt sat e ettt e bt e st e eabe e e et i
ABSTRACT ... ettt ettt e il
TESEKKUR .......coooomimiiiiieeee oot iii
SIMGELER DIZINI .........ocoooiiiiioeeeeeeeeeeeeee e vi
SEKILLER DIZINI ........o.ocoooiii e, vii
TABLOLAR DIZINI .........oooooiiiieeeeeeeeeee e vii
Lo GIRIS .o 1
2.GENEL BILGILER .............cocoooiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e, 3
2.1, OKSIAALE SIES..ccnueitiiiiiie ettt ettt e et e ettt e st eeebireeeens 4
2.2. Serbest RadiKaller ........c..eeiiiiiiiiiiiiiiii ettt e 4
2.3 KUISUN .ttt e e e e e ettt e e e e e s abbebeeeseesasnsssbaeeaesesnnnnnes 6
2.4, ANtIOKSIAANIAT . ....eiiiiiiie et et 9
2.5, POBTENOIIET «....eeeiiiiiieiie et ettt e ee e 13
2.6. FIaVOnOIaIEr .....cooiiiiiiiiiiieiitc ettt ettt 15
2.6.1. FLAVONOIIET ....cooiuiiiiiiiiie ittt ettt ettt e ee st s 17
2.6.2. FlAVANONIAT ...ccouiiiiiiiiiiiiite ettt ettt et ee st s 17
T T N (511 111155 SR URPPPUPRP 17
2.6.4. FLAVONIAT ......eeiiiiiiiiiie ettt ettt ettt e e st es 18
2.6.5. ANtOSTYANIAINIET ....ceiiiiiiiiiiiiii ittt 18
2.6.6.1Z0fIaVONOIAIET .........covvveesieiee ettt 19
2.7 NATIZEII .eevteiiiiiiieeeiiee ettt ettt e s ettt e ettt e sttt e e eabbteeeebtbeeseeabeae e sabaeeesabbaeeas 19
2.8. GSH, GSH-Px ve Katalaz ENzimIEri .........ccouuviiiiimiiiiiiiieeeeieeeeeeeeeee e 21
2.9 MDA e ettt ettt et tbee s 23
2.10. CalISMANTIN AINACT ..eeeuiiieieriiiiee ettt ettt ettt ettt e ettt e e e bttt e s eeabe e esabaeeesabbaee s 23
3. MATERYAL VE METOD ......cooooiiiiiiiiiiiiieiiee ettt et 24
3.1. Kimyasal Maddeler ve Organik COZUCUIET ........cceeevriiiiimiiiiiiiiiiiiiiiieen e 24
3.2. Inceleme Materyali ..........ccccooveveueueuieieiiieieeeeee ettt 24
3.3. Kullanilan Yardimei Aletler ve Cihazlar...........cocceeeviiiiiiiiiiiiiiniici e 24



3.4.Deney HayVanlart ..........coiiiieiiiiieiiiiiie ettt ettt 24

3.5. Lipidlerin EKStrakSIYONU .......ccococueiiiiiiiiiiiiiiii ittt et 26
3.6.Total Lipit ANALIZI...ccoouuiiiiiiiiiiiiieieeiite ettt e s e ee e 26
3.7. Lipid Peroksidasyon TayiNi........cccceeeruuieiiniiieeiniiiieen ittt et e eiee e 27
3.8. Doku ve Plazma Katalaz Enzim Aktivitesi Tayini ........ccccoecuveeieniiierinniieeninieeennns 28
3.9. Doku ve Plazma GSH-Px Enzim Aktivitesi Tayini........ccccoeceeiiniiierinniieeninieeennns 28
3.10. Doku ve Plazma GSH Tayini.......cccocouueiiiniiieeiniiieen ittt 29
3.11 IStatistikSel ANALZ ........coovviviierereeieceieieteiee ettt 29
4. BULGULAR. ..ottt ettt ettt et ettt 30
S. TARTISMA . ... ettt ettt ettt e sate e et aeetbee e 36
KAYNAKLAR ...ttt et ettt 40
OZGECMIS ... 45



SIMGELER DiZiNi

BAE
CAT
GSH
GSH-Px
GSSGR
GST

HO
H,O,
P

LPO

MDA

OH"’
OH

SOD
RNT
ROT
TET

Uv

Bag Ayrisma Enerjisi
Katalaz

Glutatyon

Glutatyon Peroksidaz
Glutatyon Rediiktaz
Glutatyon S-transferaz

Hem Oksijenaz

Hidrojen Peroksit
Iyonizasyon Potansiyeli
Lipit Peroksitler

Malondialdehit

Stiperoksit Anyon

Hidroksi Radikali
Hidroksi

Siiperoksit Dismutaz
Reaktif Azot Tiirleri
Reaktif Oksijen Tiirleri
Tek Elektron Transferi

Ultraviyole

vi



SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1 Serbest radikallerin baglica kaynaklar1 ve serbest radikal hasari...................... 5
Sekil 2.2 Kursunun GSH’ taki —SH grubuna baglanmasi............cccoecceeeiniiiieinniieerinnnee. 8
Sekil 2.3 Kursun etkili oksidatif stres ve hiicre Slmii..........ccccoeveeiviiviiieieininiiiieeeeee 9
Sekil 2.4 Antioksidan aktivitesi mekanizmalari..........cccoeeeevviveeiieniiniiiiie e 15
Sekil 3.1 Total lipid kalibrasyon €8riSi........cceeveeeeriiieeirniiiereniiieenieieesieee e 27
TABLOLAR DIiZiNi

Tablo 2.1 Antioksidanlarin stniflandirilmast........cc.eeeeriieeiniiiiiiiniiier e, 12
Tablo 2.2 Flavonoidlerin heterohalkadaki / - C; - / yapisina gore siniflandirilmast ...... 16
Tablo 4.1 Karaciger dokusu biyokimyasal parametreler ...........c.occueeevnviieeniiieeennnnee.. 30
Tablo 4.2 Beyin dokusu biyokimyasal parametreler .............cccceeviieiiiniiieininieeennnnee.. 31
Tablo 4.3 Kas dokusu biyokimyasal parametreler ...........cccocvveeirniieiriniieieeninieeennenneee. 33
Tablo 4.4 Plazma biyokimyasal parametreler ...........cooovueeeriiiiiinniiieriniiieinieeeeeeen 34

vii



1. GIRIS

Kursun havada, bircok yiyecekte, icme suyunda ve topraktaki yaygin
dagilimindan dolay:r insan viicudunda da bulunan ikincil derecedeki bir elementtir.
Insanlarin kursuna maruz kaldigi birgok yol vardir. Bu maruziyet hava, igme suyu,
yiyecek ve kirlenmis toprak gibi etkilerden ileri gelir. Viicutta kursun diizeylerinin
artmasi, cesitli fizyolojik prosesleri engeller ve kardiyovaskiiler, hematopoietik sistemin
toksisitesiyle sonuglanir. Ozellikle diisiik diizeyli kursun maruziyetinin kan basincinin
artmasina sebebiyet verdigi hem insanlarda hem de hayvanlarda gosterilmistir. Kursun
toksisitesi, belirli dokularda birikmesi ve bir¢ok fizyolojik proseste dnemli role sahip
biyoelementlerle etkilesmesiyle yakindan ilgilidir. Norolojik, davranigsal, immiinolojik,
renal, hepatik ve 6zellikle hematolojik fonksiyon bozuklugu gibi bir¢ok istenmeyen
etkiye sahiptir. Kursun zehirlenmesi hemoglobin sentezini inhibe eder, hematopoietik
sistemi ve ani kirmizi kan hiicresinin yikimi yoluyla anemiyi etkiler. Kursun
toksisitesinin biyokimyasal ve molekiiler mekanizmalar1 tam olarak anlagilamamistir.
Son zamanlarda kursun toksisitesi ile ilgili ileri siiriilen muhtemel mekanizma oksidatif
strestir. Bircok arastirmaciya gore, hiicrelerdeki prooksidan ve antioksidan dengesinin
bozulmasindan ileri gelme olasilig1 vardir. Kursun maruziyetinden sonra hidroksi (OH),
hidrojen peroksit (H,0,), siiperoksit anyon (O ;) ve lipid peroksitler (LPO) gibi reaktif
oksijen tiirlerinin iiretildigi bildirilmistir (Annabi Berrahal 2007, Park 2010). Kursun

oksidatif stresin diizeyini arttirarak hiicresel bilesenlere zarar verir (Jomova 2011).

Serbest radikaller dig yoriingelerinde bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron
icerirler (Machlin 1980). Hem organik hem de anorganik molekiiller halinde bulunurlar.
Serbest radikaller, hiicredeki doymamis yag asitleri, DNA molekiilleri ve protein
molekiillerindeki siilfhidril baglariyla reaksiyona girerek hiicre ve dokulara zarar
verirler (Machlin 1987). Radikallerin aktif olma ozelligi difiizyon mesafesi ile
iligkilidir. Hidroksi radikali son derece aktif Ozellikte oldugundan, meydana geldigi
hiicre bolimiinden daha uzaga difiizyona gerek kalmadan derhal olustugu yerde

reaksiyona girer. Hidrojen peroksit ise mitokondriyal membranlar, peroksizomal



membranlar ve plazma membranlarindan kolayca difiize olarak toksik etkisini ac¢iga

ciktig1 noktadan daha uzak hiicre boliimlerinde gosterebilir (Yu 1994).

Viicudumuzu olusturan her hiicrede radikallere karsi, siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon rediiktaz (GSSGR)
vb. enzimlerden olusan radikal siipiiriici enzim sistemi dedigimiz bir savunma
mekanizmasi ile A, E, C, lipoik asit gibi antioksidan vitaminlerden olusan yardimci

savunma mekanizmast mevcuttur (Dergel 1992).

Flavonoidler polifenolik bilesikler olup bitki orijinli yapilardir. Giiniimiize kadar
4000 farkli flavonoid tanimlanmistir. Flavonoidler, flavonollar, flavonlar, katesinler,
flavanonlar, antosiyanidinler ve isoflavonoidler olarak gruplandirilmistir. Flavonoidler,
hiicre sistemi icerisinde c¢esitli biyolojik etkilere sahiptir (Hollmann 1997).
Flavonoidlerin antimikrobiyal, antiviral, antiiilserojenik, sitotoksik, antineoplastik,
antimutajenik, anti-inflamatuar, antioksidan, antiplatelet aktivitelerinin varoldugu
belirtilmistir (Formica 1995). Flavanonlar grubunda taxifolin, naringenin, hesperidin
bulunmaktadir (Rousseff 1987). Flavonoidlerin antioksidan etkinlikleri, lipid
peroksidasyonunu  durdurmalar1 ile agiklanmaktadir. Flavonoidlerin in  vivo
antikanserojenligi ile ilgili kesin bir kanmit bulunmamasina ragmen, ames testlerinde
mutajenligi kanitlanmig ¢aligmalarda flavonoid bilesiklerin cesitli denek hayvanlarinda
timor gelisimini durdurdugu tespit edilmistir (Robards 1997). Polifenol tiirevli
maddeler serbest radikallerin ve fenoksi radikallerin olusturdugu oksidatif strese karsi
kritik onem tasimaktadir (Formica 1995). Bozunmamis hiicre yapis1 veya dokularin
oksidatif strese karsi korunmasit MDA (Malondialdehit)’ nmin 6lciilmesi ile anlasilir ki
doymamis yag asitlerinin peroksidasyonuna isaret eder (Kagan 1998). En cok bilinen
flavonoidlerden naringin, metal selati, antioksidan ve serbest radikal yok edici
ozelligindedir (Jung 1983). Literatiirde flavonoidlerin mutajenlere karsi ve lipit

peroksidasyonuna kars1 etkileri oldugu bildirilmistir (Chen 1990, Bear 2000).



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) iiretimi ile biyolojik sistemin
reaktif ara iirlinleri detoksifiye etmesi ve hasarin sonuclarini temizlemesi arasindaki

dengesizlik olarak tanimlanabilir (Freinbichler 2011).

Hiicresel oksidatif hasar baglica serbest radikaller ve ROT tarafindan meydana
gelir (Huang 1999). Oksidatif stres, ndrodejeneratif hastaliklar, iskemi, travmatik beyin
yaralanmalari, kanser, diyabet, karaciger hasari, AIDS, down sendromu, amyotrofik
lateral skleroz gibi bir¢ok hastalikla iliskilendirilmektedir (Niki 2010, Freinbichler
2011). Oksidatif stresin serbest radikal iiretimini arttirmak ve hedef hiicrelerdeki veya
dokulardaki antioksidan diizeyini diisiirmek yoluyla kanser olusumunda dnemli bir rol
oynadigi ileri siiriilmiistiir (Huang 1999). Ayrica alzheimer ve parkinson hastaliklarinin
baslangici direk olarak beyindeki oksidatif stres artisi ile ilgilidir. MDA 6lciimii siklikla
dokudaki oksidatif stresin bir Olciisii olarak kullamilir. Oksidatif stresle ilgili yapilan
calismalarin ¢ogu DNA, lipid ve protein hasarim belirlemeye yoneliktir (Freinbichler
2011). Okside olmus DNA iiriinleri ve GSH (Glutatyon) diizeyi oksidatif stresin
belirtecidirler (Jomova 2011). Oksidatif stresin altinda yatan mekanizmay1 aydinlatmak
icin substrat olarak kiiltir hiicreleri siklikla kullamilir. Yiikseltgenen/indirgenen
yapilarin orani, diizeyleri ve antioksidanlarin yiikseltgenmis iiriinleri oksidatif stresin
belirtegleri olarak kullanilir. Oksidatif stresin artisiyla GSH ve Koenzim Q gibi
antioksidanlarin ylikseltgenmis/indirgenmis yapilarinin oraminda artiy goriilmiistiir.
Vitamin E' nin oksidasyon {iriinii tocopherylquinone ve 5-nitro-Y'-tocopherol de belirte¢

olarak kullanilabilir (Niki 2010).

Metaller, ROT artis1 yoluyla oksidatif strese neden olurlar (Koivula 2010). Metal

kaynakli oksidatif stres kismen antioksidan mekanizmalarin azalmalarindan meydana



gelir. Bagirsaklarin maruz kaldigi demir etkili oksidatif stresin, gelismis ve yiiksek
oranda et tiiketilen iilkelerde kalin bagirsak kanserinin anahtar faktorii olabilecegi ileri
siriilmiistiir. Icme suyundaki kadmiyuma maruz kalan ratlarin kardiyak dokusunda
oksidatif stresin belirte¢leri olan lipoperoksitler ve MDA' da artis, SOD ve GSH-Px’ te
azalma gozlenirken CAT aktivitesinde degisme gozlenmemistir. Cinko eksikliginde
lipid, protein ve DNA oksidasyonu ve oksidatif hasar diizeyi artmaktadir. Hayvan
calismalar1 bir canlinin uzun siireli veya kronik cinko yoklugunda oksidatif stres
kaynakli hasara daha cok ugradigim dogrulamistir. Cinko aliminin oksidatif stres
belirtegleri tizerine faydal etkileri oldugu belirtilmektedir. SOD hiicreyi oksidatif hasara
kars1 korumaktadir. Bakir azalmasi hiicrenin SOD iiretimini azaltmakta ve bodylece
oksidatif hasara kars1 dayaniksizligini arttrmaktadir. Arsenik, kadmiyum ve civa gibi
toksik metallerin yanisira kursun da oksidatif stresin diizeyini artirarak hiicresel

bilesenlere zarar verir (Jomova 2011).

2.2. Serbest Radikaller

Bir serbest radikal dis yoriingesinde ortaklanmamisg bir veya daha fazla elektron
iceren molekiil olarak tanimlanir (Clarkson 2000). Bir ¢ok radikal oldukca reaktiftir ve
diger molekiillere bir elektron verebilir ya da onlardan elektron alabilir. Bu nedenle
birer yiikseltgen veya indirgen gibi davranirlar. Yiiksek aktifliklerinin bir sonucu olarak
biyolojik sistemlerde radikallerin cogu kisa yarilanma Omiirlerine sahiptirler
(10 *saniye veya daha az). Radikal olusumu viicutta genel bicimde endojen ve ekzojen

etkenler olmak {izere farkli mekanizmalar tarafindan gerceklesir (Sekil 2.1).



Endojen kaynaklar Serbest radikal iiretimi Cevresel kaynaklar
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Doku hasar1

Sekil 2.1 Serbest radikallerin bashca kaynaklar ve serbest radikal hasari

Serbest radikal iiretimi biitiin hiicrelerde normal hiicresel fonksiyonun bir parcasi
olarak siirekli meydana gelmektedir. Ancak i¢ ve dis kaynakli asir1 serbest radikal
tiretimi bir ¢ok hastalikta rol oynayabilir (I S Young 2001). Ayrica serbest radikaller,
normal hiicresel bilesenlere baglanma yetenegine sahiptirler; membran lipidlerinin
doymamis baglariyla tepkime verirler, proteinleri denatiire ederler ve niikleik asitlere
saldirirlar  (Huang 1999). Serbest radikaller, artrit, hemorajik sok, ateroskleroz,
yaslanma, iskemi, bir¢cok organin reperfiizyon yaralanmasi, alzheimer, parkinson,
gastrointestinal fonksiyon bozuklugu, tiimér ilerlemesi, kanser olusumu ve AIDS gibi

bir ¢ok hastalikla iliskilendirilmektedir (Bagchi 2000).



2.3. Kursun

Son zamanlarda agir metallerin sebep oldugu cevresel kirlilik nedeniyle insan
saglhigina verdigi zararda bir artiy olmustur. Cevre kirleticileri olan agir metallerin
arasinda kursunun en zararhilarindan biri oldugu uzun siireden beri bilinmektedir.
Giiniimiizde kursun, endiistrideki 6nemli roliinden dolay1 her yerde bulunan cevresel bir
atiktir. Hem mesleki hem de cevresel olarak kursun maruziyeti, gelismekte olan ve
endiistrilesen iilkelerde bir¢ok ciddi problem olusturmaktadir. Kursun havada, bir¢ok
yiyecekte, icme suyunda ve topraktaki yaygin dagilimindan dolay: insan viicudunda da
bulunan ikincil derecedeki elementtir. Viicutta kursun diizeyinin artmasi, cesitli
fizyolojik prosesleri engeller ve kardiyovaskiiler, hematopoietik sistemin toksisitesiyle
sonuclanir. Ozellikle diisiik diizeyli kursun maruziyetinin kan basincinin artmasina
sebebiyet verdigi hem insanlarda hem de hayvanlarda gosterilmistir. Kursun toksisitesi,
belirli dokularda birikmesi ve bir¢ok fizyolojik proseste ©Onemli role sahip
biyoelementlerle etkilesmesiyle yakindan ilgilidir. Norolojik, davranigsal, immiinolojik,
renal, hepatik ve 6zellikle hematolojik fonksiyon bozuklugu gibi bir¢ok istenmeyen
etkiye sahiptir. Kursun zehirlenmesi hemoglobin sentezini inhibe eder, hematopoietik
sistemi ve ani kirmizi kan hiicresinin yikimi yoluyla anemiyi etkiler. Kursun
toksisitesinin biyokimyasal ve molekiiler mekanizmalar1 tam olarak anlagilamamistir.
Son zamanlarda kursun toksisitesi ile ilgili ileri siiriilen muhtemel mekanizma oksidatif
strestir. Bircok arastirmaciya gore, kursun hiicrelerdeki prooksidan ve antioksidan

dengesinin bozulmasina neden olur. Kursun maruziyetinden sonra OH, H,O,, O ve

LPO gibi ROT’ un iiretildigi bildirilmistir (Annabi Berrahal 2007, Park 2010).

Kronik olarak diisiik diizeyli kursuna maruz kalan hayvanlarda biling eksikligi
goriilmiistiir. Epidemolojik analizler, diisiik diizeylerde kursun maruziyetine ugramis
cocuklarin 6grenme ve hafiza bozukluklarina karsi yiiksek risk altinda olduklarina isaret
etmektedir. Genis captaki ¢alismalarda, beslenmelerinde demir, kalsiyum, vitamin C
veya cinko eksikligi bulunan cocuklarin c¢evresel kursunun zararlarina daha elverisli

oldugu bulunmustur. Demir bakimindan zengin igerikli beslenmeye sahip olan okul



oncesi sehirli ¢cocuklarin ise kanlarinda diisiik diizeyde kursun bulunmustur. Bu nedenle
diyet uygulamalari, kursun etkili toksisitenin 6zellikle 6grenme ve hafizaya etkisini

azaltma yOniine odaklanmistir (Zhang 2010).

Kursunun gastrointestinal sistemden emilimi diyetin iceriginden, bireyin
beslenme durumundan ve metalin kimyasal yapisindan etkilenir. Yetiskinlerde diyetle
alman kursunun yaklasik % 10’ u absorbe edilir. Bu oran uzun siireli a¢likta daha da
yiiksektir. Bebeklerde ve genglerdeki emilim oram ise % 50 diizeyindedir (WHO 1995).
Cocuklarda viicuttaki kursunun ¢cogu (>%70) kemiklerde bulunur. Ciinkii kursun nitelik
bakimindan kalsiyumun biyolojik analogudur. Alim1 ve kemiklerden yayilmasi_kismen
kemik gelisimi ve turnoverini etkileyen prosesler tarafindan kontrol edilir.
Yetiskinlerde, kemikteki kursun (> %90) uzun siireli olarak kortikalde (yar1 6mrii 5-10
yil) ve trabekiilerde (yar1 omrii 1 yil) bulunur. Yumusak dokularda kiiciik miktarlardaki
kursun, hizli bir sekilde hiicrelerarasi sivi ve plazma ile etkilesime gecer. Disaridan
cesitli kaynaklardan alinan kursunun metabolizmasi i¢in 3 kismi goriis ileri siiriilmiistiir;
toplam kan kursunu, yumusak dokularda (kollajen ve keratin) birikmis kursun ve
kalsiyum-magnezyumla rekabet ettigi kemiklerdeki kursun. Birikmenin derecesi, kanin
dokuyu besleme miktar1 ve dokunun afinitesine baghdir (kursun belli baz1 proteinler
tarafindan baglanir). Sabit orandaki siirekli kursun maruziyetinde, depolanan ve

uzaklastirilan kursun miktar1 arasinda bir denge durumu vardir.

Kursunu sistemden uzaklastirmak igin kullanilan selat ajanlar1 6zellikle
cocuklarda yan etkilere neden olmaktadir. Eliminasyon proseslerini arttiracak yeni
bilesikler iizerinde calismak 6nem arzetmektedir. Ozellikle cocuklarda kandaki kursun
konsantrasyonunun 10 pg/dL’ nin altinda olmast 6nemlidir. Ciinkii calismalar bu esik
degerinin altinda da kursunun norotoksik aktivite gosterdigini bildirmislerdir

(Baranowska-Bosiacka 2008).

Perinatal olarak diisiik dozlarda kursun maruziyetinin davranigsal ve

norokimyasal degisimlerle iliskileri hem yetiskin hem de emzirme donemindeki ratlarda



ortaya ¢ikarilmigtir (Wang 2006). Kursun oksidatif stresin diizeyini artirarak hiicresel
bilesenlere zarar verir. Kursunun patojenik etkisi, enzimlerin aktivitesini direk
durdurdugu, onemli eser elementlerin absorbsiyonunu yarigmali olarak inhibe ettigi,

antioksidan siilfhidril havuzlarimi deaktive ettigi icin ¢ok faktorliidiir (Jomova 2011).

SH H
O (8] I O
“W\T 3}
+
NH; o o
glutamat sistein glisin

Sekil 2.2 Kursunun GSH’ taki —SH grubuna baglanmasi



ROS iiretimi

Antioksidan Savunma

{B

Oksidatif Stres

{9

Hiicre Olimdi

Sekil 2.3 Kursun etkili oksidatif stres ve hiicre oliimii

2.4. Antioksidanlar

Bir antioksidan, maddenin oksidasyona ugramasini onemli oranda geciktiren
veya Onleyen bir madde olarak tanimlanabilir. Bu tanimin belirttigi gibi antioksidanlarin
fizyolojik rolii, serbest radikallerin kimyasal reaksiyonlarinin bir sonucu olan hiicresel
bilesenlerin hasarini engellemektir. Antioksidanlar serbest radikal olusumunu engelleme
ve serbest radikalleri siipiirme yoluyla sebep olduklar1 doku hasarini engellerler (Young
2011). Antioksidan, hedef molekiildeki oksidatif hasar1 Onleyen veya geciktiren
herhangi bir substrattir. Antioksidanlar, SOD, CAT ve peroksiredoksinle veya daha
basit olan iirik asit ve GSH gibi molekiillerle kompleks olusturabilir (Gutteridge 2010).



Antioksidanlar, direk serbest radikallerle tepkimeye girme, dolayli olarak
aktivitelerini inhibe etme, serbest radikal iireten enzimleri etkileme veya hiicre ici
antioksidan enzimleri ve etkilerini arttirma gibi yontemlerle oksidatif hasar1 azaltabilir

(Lii 2010).

Viicut serbest radikallerin sebep oldugu hasardan korunmak icin Onemli
antioksidan savunma sistemleri olusturmustur. Endojen antioksidanlar g¢ogunlukla
diisik molekiil agirhikhdirlar. Bunlar, oksidatif hasarin baslamasin1 engelleyen,
yayllmasi sinirlandiran ve ROT ile RNT (Reaktif azot tiirleri)’ yi doniistiiren ve
detoksifiye eden enzimlerdir. Hiicresel redoks (indirgenme-yiikseltgenme) dengesi
normal kosullarda siki kontrol altindadir. Fakat ROT ve RNT antioksidan savunma
sistemi tarafindan yok edilemeyecek diizeylerde iiretildiginde oksidatif stres denilen
dengesizlik gerceklesir. Bu durum lipidlerin, proteinlerin, karbonhidratlarin ve niikleik
asitlerin hasarina yol agabilir. Karaciger hiicreleri yiiksek konsantrasyonda hiicre ig¢i
GSH, SOD, CAT ve yagda ¢Oziiniir antioksidan tasidigindan ROT ve RNT tarafindan
olusturulan hasara diren¢ gosterirler. Antioksidan savunmalarinin bilesimi dokudan
dokuya hiicreden hiicreye farklilik gosterir. Fakat yine de antioksidanlar dengeli ve

koordineli ¢aligirlar ve her biri digerinin etkilerine bagimlidir.

Antioksidanlar heterojen bir molekiil ailesidir. Bir¢ok sekilde siiflandirilmasi
yapilmistir; kaynagina gore (dogal veya sentetik), yapisina gore (enzimatik veya
nonenzimatik), 6zelliklerine gore (hidrofilik veya lipofilik), mekanizmalarina gore
(katalitik veya metal selatlama, siipiirme ile ROS uzaklastirma), etki merkezine gore
(hiicre ici; zar ve hiicre dig1). Hiicre i¢i antioksidan savunma SOD, CAT, GSH-Px ve
GSSGR enzimleri, tripeptit glutatyon, polipeptit tioredoksin, HO (hem oksijenaz)

enzimi ve peroksiredoksin ailesinden peroksidazlardan olusmaktadir.

SOD, siiperoksit' in HyO» ve Oy’ ye parcalanmasini saglar:

205 +2H" 2 5H,0, +0,
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CAT, H,O,' nin O, ve H,O’ ya parcalanmasim saglar.

2H,0, - 0, +2H,0

Glutatyon GSH' in GSSG' ye oksidasyonuyla H,O,’ yi uzaklastirir.

2GSH+H,0, — GSSG +2H, 0

Baglica hiicre dis1 antioksidan savunma, metal baglayic1 proteinlerden
olusmaktadir. Serbest metaller olan demir ve bakir lipid peroksidasyonunu hizlandirarak
ve hidroksil radikali olusumunu katalizleyerek serbest radikal hasarmi arttirabilir.
Viicut, metal baglayan proteinlerle bu metalleri nonreaktif durumda tutarak karsit

etkilerinden korunur.

In vivo olarak sentezlenen cesitli diisik molekiil agirlikli molekiiller de
antioksidan ozelliklere sahiptirler. Bunlardan en dénemlileri bilirubin, melatonin, lipoik

asit, koenzim Q, iirik asit ve melaminlerdir.

Cok sayida besin bileseni in vivo olarak antioksidan etki gosterir. En onemlileri
insan antioksidan sistemi icin Onemli olan hidrofilik askorbik asit (vitamin C) ve
lipofilik alfa tokoferol' dur. Karotenoidler antioksidan etkilerini serbest radikal siipiiriicii
olarak gosteren, bitkilerde bulunan renkli pigmentler grubudur. Bagka bir antioksidan
grup ise bitkisel fenollerdir. Bitkiler cok sayida fenol igermektedir: Tokoferoller,
tokotrienoller, flavonoidler, antosiyanidinler ve fenilpropanoidler gibi. Bunlar peroksil
zincir kiric1 ve radikal siipiiriicii etkiyle peroksidasyonu inhibe ederler. Ayrica OH ™,
ONOO~ ve hipoklordz asit gibi ROT ve RNT' yi siipiiriip metal selatorleri gibi

davranirlar (Glantzounis 2005).
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\ ANTIOKSIDANLAR \

|

ENZIMATIK
ANTIOKSIDANLAR

SOD, Katalaz, GSH-Px, ]
Glutatyon Rediiktaz Mineraler

Ginko, Selenyum

Vitaminler
Vitamin A, Vitamin C,
Vitamin E, Vitamin K

Diisiik Molekiiler
Agirlikh Antioksidanlar
Glutatyon, Urik Asit,

-

l

ENZIMATIK OLMAYAN
ANTIOKSIDANLAR

-« Organosiilfiir Bilegikleri

Allium, Allil Silfit, indoller

— Karotenoidler

Beta-Karoten, Likopen,
Lutein

<| , Antioksidan

Kofaktorler
Koenzim Q,,

POLIFENOLLER <

Flavonoidler >
Flavanonlar Flavonlar isoflavanoidler
Hesperitin Krisin Genistein,
Flavanollar
Flavonollar

Antosiyanidinler

Siyanidin, Pelagonidin "esiM EGCG,

Quercetin, Kaempferol

Fenolik Asitler

Hidroksi-benzoik Asit
Gallik Asit, Ellagik Asit

Hidroksi-sinnamik asit
Ferolik, p-kumarik

Tablo 2.1 Antioksidanlarin simniflandirilmasi
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2.5. Polifenoller

Polifenoller, diyetimizde en ¢ok bulunan antioksidanlardir. Meyve, sebze, tahil,
zeytin, kuru baklagil, cikolata ve cay, kahve, sarap gibi iceceklerdeki yaygin
bilesenlerdir. Polifenollerin baglica gruplari; flavonoidler, fenolik asitler, fenolik
alkoller, stilbenler ve lignanlardir (D'Archivio 2007). Polifenolik bilesikler soya, meyve,
sebze ve findik gibi insan diyetinde bulunan fitokimyasallarin farkli bir grubunu
olusturmaktadir. Bitkisel polifenoller ¢esitli simiflara ayrilirlar. Hidroksibenzoik asitler,
hidroksisinamik asitler, antosiyaninler, proantosiyanidinler, flavonolllar, flavonlar,

flavanollar, flavanonlar, izoflavonlar, stilbenler ve lignanlar gibi (Liu 2007).

Polifenoller serbest radikalleri siipiiriirler ve inaktif hale getirmek i¢in ROT ile
tepkimeye girerler. Polifenollerin antioksidan 6zelligi iic ana mekanizmaya gore kabul
edilmektedir. Serbest radikallerle direk reaksiyona girmesi, serbest metallerle selatlama
yapmasi ve en son Uriin olarak serbest radikal iiretilen reaksiyonlarla ilgili olanidir.
Baglica antioksidanlar olarak polifenoller, hidrojen atomu transferi (1) ve tek elektron
transferi (TET) (2) mekanizmalarina gore serbest radikalleri inaktive ederler. 1.

mekanizmada antioksidan ArOH, O-H baginin homolitik kopmasi yoluyla serbest

radikale (R*) hidrojen atomu transfer eder ve onunla tepkime verir.

ArOH+R" — ArO" + RH (1)

Reaksiyonun iiriinleri zararli RH tiirleri ve yiikseltgenmis ArO" radikalidir. Her
ne kadar reaksiyon bir bagka radikalin olusumuna yol acgiyorsa bile R® radikaline

kiyasla daha az reaktiftir ve ¢esitli faktorler tarafindan stabilize edilmistir.
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TET mekanizmasinda (2) R* radikaline bir elektron verilir.

ArfOH+R" — ArOH " + R~ )

R™ anyonu bir ¢ift elektronu ile enerji olarak stabildir ve ArOH ™ radikali de
bu durumda daha az aktif radikal tiiriidiir. Ozellikle, serbest radikallerle tepkimeler

sonucu olusan ve molekiiliin tamamina yayilip radikal stabilizasyonu ile sonuclanan

ArO~ ve ArOH " tek elektron ile aromatik yapidadirlar.

Onceki mekanizmada fenolik O-H bagimn ayrigma entalpisi (BAE) antioksidan
etkiyi 6lgmek icin Onemli bir parametredir. Daha diisik BAE degeri, fenolik O-H
baginin daha kolay ayrigmasim ve serbest radikallerle daha kolay tepkimeye girmesini
saglar. TET mekanizmasinda iyonizasyon potansiyeli (IP), siipiirme etkisini 6lgmek icin
en 6nemli parametredir. Daha diisiik IP, elektronun daha kolay ayrilmasmi saglayip

serbest radikallerle daha kolay tepkimeye girmesini saglar.

Baska bir antioksidan mekanizma ise tranzisyon metal selatlamadir. Tranzisyon
metal iyonlar1 polifenoller tarafindan selatlanarak stabil kompleks bilesikler meydana
getirilir. Metal iyonlarimin serbest radikal iireten tepkimelere katilmasimi engellemis
olurlar. Ashinda diisiik oksidasyon durumlarinda bazi metaller (bashica Fe*"), ROT' un

cok tehlikeli bir cesidi olan OH® radikalinin iiretildigi fenton reaksiyonunda gorev

alabilirler (Leopoldini 2011).

(n+1)+

H,0,+M" -5 HO +HO' +M
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1. Hidrojen Atomu Transferi

-
SN0

H =y Homolitik kopma
Re + | RH =
—» + |
o 7
Ar Ar

2. Tek Elektron Transferi

R H/O B HOMO'dan elektron
i |

.0
+ aynlmasi R H
= - *
A
d Ar

3. Gegis Metali Selatlamasi

Metal baglanmasi

Mmm
—

Sekil 2.4 Antioksidan aktivitesi mekanizmalar:

2.6. Flavonoidler

Flavonoidler, biyolojik membrandaki lipid oksidasyonunu inhibe edebilen dogal

antioksidanlarin en yaygin ve en ¢ok sayida olan grubudur. Meyvelerde, sebzelerde,
kuru yemislerde, tohumlarda, tahillarda, bitki kabuklarinda, ciceklerde ve cayda
bulunurlar (Renugadevi 2009, Yi 2010). Flavonoidlerin biyolojik aktivitelerinin genis
bir aralikta oldugu literatiirde bildirilmektedir. Bunlar; antiinflamatuar, antibakteriyel,

antiviral, antialerjik, sitotoksik, antitiimor, norodejeneratif hastaliklara karsi kullanimi,

lipid peroksidasyon inhibisyonu gibi etkilerdir (Leopoldini 2011).
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Flavonoid Simflar: /-C,-/Yapist Ornekler A ve B halka hidroksillerinin
pozisyonlari
Flavonlar M Apigenin 57,4
0 Luteolin 57,3,4
=
o
Flavonoller Quercetin 57,3
OH
o
Myricetin 517,3,4
0
Flavanonlar Mg Naringenin 57,4
0
/
o]
Flavanonoller = Fussin 7,3,4
OH
o}
i
Antosiyanidinler ji’j\\ Cyanidin 517,3,4,5
OH

Tablo 2.2 Flavonoidlerin heterohalkadaki/ - C -/ yapisina gore siniflandirilmasi
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2.6.1. Flavonoller

Flavonoller, flavonoidlerin bitkilerde en cok rastlanan ve yap1 cesidi en fazla
olan sinifidir. Flavonoller, kristalsi veya amorf 6zellikli olup, flavonlar gibi acik sar1
veya sar1 renklidirler. Bu bilesikler genellikle oksijenli ortamda, flavonlara gére daha
dayaniksizdirlar. Flavonolun farkli pozisyonlarda hidroksil ve/veya metoksil gruplari
iceren tiirevleri bitki aleminde daha yaygindir (Bilaloglu ve Harmandar 2000). Cesitli
sebze ve meyvelerde bulunurlar. Besinlerin igerisinde en yaygin bulunan flavonol
quercetin’ dir (Erlund 2004). Quercetin aglikon seklinde bulunmaz, sadece konjuge
yapida bulunur. Yaklasik olarak % 20-40 arasinda quercetin 3’- pozisyonunda

metillenerek isorhamnetin’ e doniisiir (Liu 2007).

2.6.2. Flavanonlar

Flavanonlarin ¢ekirdek yapisini dayaniksiz dihidro-Y-piron halkas1 olusturur. Bu
nedenle flavanonlar baz veya asit etkisiyle kolayca parcalanarak uygun halkonlara
doniisiirler. Flavanonlarin bitki aleminde en yaygin 6rnekleri, dzellikle ii¢ aglikonun;
naringenin, eriodictyol ve hesperetin’ in 7- mono- ve diglikozitleridir. Greyfurt
kabuklarinda naringenin’ in 7- ramnoglukoziti (naringin), portakal ve mandalina
kabuklarinda ise hesperetin -7- ramnoglukozit (hesperidin) bulunur (Bilaloglu ve

Harmandar 2000).

2.6.3. Katesinler

Katesinler cogunlukla aglikon veya gallik asitle esterlesmis halde bulunurlar. (+)
— Katesin ve (-) epikatesin elma, armut, iiziim ve seftali gibi ¢esitli meyve ve sebzelerde

bulunurlar. En yiiksek miktarda ¢ayda bulunurlar (Erlund 2004).
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2.6.4. Flavonlar

Flavonlar, flavonoidlerin bitki aleminde yaygin olarak rastlanan bir sinifidir.
Bitkilerde hem serbest (aglikon), hem de glikozitleri halinde bulunurlar. Flavonlarin
basit liyeleri, aromatik halkalarda hidroksil ve/veya metoksil gruplar i¢eren tiirevleridir.
Yapilarinda yalmz oksijen fonksiyonu (hidroksi ve/veya metoksil gruplarn)
icermelerinden dolay1 bu grup bilesiklere oksijenli veya O-substitue flavonlar da denir
(Bilaloglu ve Harmandar 2000). Diyet’ te bulunan baglica flavonlar apigenin ve
luteolin’ dir. Diyet olarak alimimin oldukga diisiik seviyede olmasinin nedeni ¢ok az
yaygin olan bitkilerde bulunmasidir. En 6nemli kaynaklar1 kirmizi biber ve kerevizdir

(Erlund 2004).

2.6.5. Antosiyanidinler

Antosiyanidinler dogada yaygin degildir. Buna ragmen, antosiyanidinlerin
glikozitleri (antosiyaninler) bitki aleminde ¢ok yaygindir. Antosiyaninler meyve, sebze,
cicek ve bagka bitki dokularinin cesitli renklerinden (kirmizi, turuncu, lacivert vb.)
sorumlu olan suda ¢oziinen dogal pigmentlerdir. Bunlar, boyar madde olarak, besin
endiistrisinde, eczacilikta ve baska alanlarda genis kullanima sahiptirler (Bilaloglu ve
Harmandar 2000). Antosiyaninler siyah lizimde ve patlicanda bulunur. Goniilliilere
verilen 150 mg — 2 g doz antosiyanin, plazmada 10-50 nmol/L gibi ¢ok diisiik bir
diizeyde bulunmustur (Liu 2007). En yaygin antosiyanidinler pelargonidin, siyanidin,

delphinidin ve malvinidin’dir (Erlund 2004).
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2.6.6. izoflavonoidler

Baslica baklagillerde bulunan genistein ve daidzein en sik rastlanan
izoflavonoidlerdir. En yiiksek konsantrasyonda fasulyede ve soya iiriinlerinde

bulunurlar (Erlund 2004).

2.7. Naringenin

Naringin’ in bir aglikonu ve dogal bir flavonoid olan naringenin (4’,5,7-
trihidroksi-flavanon-7-ramnoglukozit), turunggil meyvelerde, domateste, ¢ilekte,
greyfurtta ve kakaoda yaygin olarak bulunmaktadir. Naringenin antitiimor,
antiinflamatuar ve hepatoprotektif gibi farmakolojik 6zellikleri bakimindan genis olarak
incelenmigstir. Naringenin’ in silymarin ve quercetinle yapisal benzerligi naringenin’ in
arsenik toksisitesine karsi antioksidan ve selat ajani olarak kullaniminmi arttirmaktadir
(Kannappan 2010, Jain 2011). Naringenin farmakolojik olarak potansiyel bir
antioksidan kabul edilmis, antikanserojen, antiaterojenik, hepatoprotektif, nefroprotektif
ve antimutajenik aktiviteleri ol¢tilmiistiir (Renugadevi 2009). Naringenin antioksidan,
antiiilser, antiproliferatif (hiicre ¢ogalmasini 6nleyen) 6zelliklere sahiptir (Ekambaram

2008).

Naringenin, demir-bagimli Fenton reaksiyonunu inhibe ederek demir iyonlariyla
selat yapabilir ve boylece hidroksil radikali olusumunu azaltabilir. Halkasindaki 4’-OH
grubunun elektron verici ve radikal baglayic1 6zelliginden dolay1 naringenin’ in etkili
bir sekilde serbest radikal giderdigi kanitlanmistir. Bu 6zelligi, hiicreyi serbest radikal
saldirilarina kars1 korur ve boylece lipid peroksidasyonunu inhibe eder. Naringenin’ in
lipofilik dogasi, lipid bilayere (ikili lipit tabakasi) baglanmasini kolaylastirarak serbest
radikal olusumunu indirgeyebilir ve boylece hiicre zarin1 korur. Naringenin’ in ¢esitli
ksenobiyotiklerin sebep oldugu bobrek hasarinda, ortamdaki oksidanlari azalttig

kanitlanmistir. Naringenin’ in kadmiyuma maruz kalmis ratlarda SOD, CAT, GPx ve
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GST (Glutatyon S-transferaz) aktivitelerini arttirdig1 ve antioksidan yapisi araciligiyla
ortamdaki ROT’ a kars1 hiicre 6limiinii engelledigi bildirilmistir (Renugadevi 2009).
Deney hayvanlarina naringenin verilmesi hastaliklara karst1 koruyucu ozellik
saglamaktadir. Ornegin, naringenin’ in inflamasyon, trombozis, tumorogenesis,
aterosklerozis ve hiperkolesterolemia’ ya karst koruyucu oOzellik gosterdigi
kaydedilmistir. Son zamanlardaki caligsmalar, naringenin’ in bagirsaklardaki
karbonhidrat absorbsiyonuna etki ederek antidiyabetik etki meydana getirdigini
gostermektedir. Dolayisiyla yemek sonrasi kan glukoz diizeyi artigin1 da azaltmistir.
Ayrica naringenin, yiiksek yag diyetiyle beslenmis hayvanlarda hepatik steatozisi onler
ve insiilin hassasiyetini arttirir. Naringenin hidroksil radikalleri, hidrojen peroksit ve
peroksinitrit ile tepkime verebilecek ii¢ fenolik ve bir de keto grubuna sahip oldugundan
dolayi, hem oksidatif hem de nitrozatif reaksiyonlar1 inhibe edebilir. Potansiyel bir
antioksidan olarak naringenin fruktozla beslenen ratlarda thiobarbiturik asit reaktif
maddelerinin diizeylerini ve lipid hidroperoksitlerini azaltmig ve antioksidan
aktivitelerini de arttirmistir. Naringenin, yiiksek kolesterolle beslenen ratlarda hem
sirkiilasyonu hem de hepatik olan tiyobarbiturik asit reaktif maddelerini azaltmus,
enzimatik antioksidanlarin aktivitelerini ise arttirmustir. /n vitro olarak naringenin’ in
serbest radikal siipiirme etkisini tanimlayan cok sayida calisma vardir. Bunlardan
bazilar1, Fe** etkili linoleat peroksidasyonu, enzimatik olmayan lipid peroksidasyonu,
askorbik asit etkili MDA olusumu ve nitrit etkili methemoglobin olusumu gibi olaylarda
naringenin inhibe edebilme 6zelligini gostermektedir. Naringenin fosfolipidlerin polar
kismina baglanmasi1 veya lipofilik 6zelliginden dolayr lipid bilayere niifuz etmesi,

biyohiicre zarlarina anti-lipidperoksidatif aktiflik verebilir (Kannappan 2010).

Turunggillerin kabugundan ekstrakte edilen naringenin’ in ratlarda kan-beyin
bariyerini gectigi dogrulanmistir. Boylece naringenin merkezi sinir sistemini etkilemek
icin kullanilabilir (Yi 2010). Naringenin karaciger hiicre sizmasini, lipid
peroksidasyonunu ve protein oksidasyonunu inhibe etmis, enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidanlarin diizeyini arttirmis, DNA hasarini inhibe etmistir (Kannappan

2010).
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2.8. GSH, GSH-Px ve Katalaz Enzimleri

Aerobik reaksiyonlar hiicreler acisindan toksik olabilen reaktif oksijen tiirlerinin
birikmesine yol acar. Biyotik ve abiyotik stresler hiicresel ortamda O,, OH' radikalleri

ve H,O, gibi ROT’ un artisina yol acabilir. Bu baglamda aerobik organizmalar bu
bilesikleri notralize etmek icin cesitli enzimatik ve enzimatik olmayan sistemler
gelistirmislerdir. Enzimatik sistem SOD, CAT, askorbat peroksidaz ve GSH-Px gibi bir
takimdan olusmaktadir (Margis 2008).

GSH, +y-glutamin-sistein-glisin’ den olusan, endojen olarak ¢ok miktarda
bulunan ve protein olmayan tiyol seklindeki bir tripeptittir. Serbest radikallerin ve
peroksitlerin  detoksifikasyonu, hiicre biiyiimesinin ve protein fonksiyonunun
diizenlenmesi, bagisiklik fonksiyonunun onarimi gibi iglevleri vardir. GSH,
ksenobiyotikler ve ROT un detoksifikasyonundaki tepkimeleri katalizleyen glutatyon
transferaz ve peroksidaz enzimleri icin bir substrattir. GSH, oksijen radikal patolojisine
kars1 savunma i¢in anahtar oneme sahiptir (Parcell 2002). GSH serbest radikal ve
peroksitlerle tepkimeye girerek hiicreleri oksidatif hasara kars1 korur. Kaslarda, beyinde,
bobreklerde, eritrositlerde ve gézde bulunur. Ancak karaciger ve g6z dokusunda yiiksek
oranda bulunur (Culhaoglu 2009). Glutatyonun indirgenmis glutatyon ve yiikseltgenmis
glutatyon olmak iizere iki formu vardir. Aerobik kosullarda normal biiyiimenin ve
metabolizmanin sonucunda olusan toksik peroksitler uzaklastirilirken eritrositlerdeki
glutatyon (GSH) okside formuna (GSSG) cevrilir. Bu tepkimeyi selenyum atomu iceren
GSH-Px katalizler.

H,0, + 2GSH —% , GSSG+2H,0
RCOOH + 2GSH —S%¥=2* y GSSG+ROH +H,0
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GSH serbest radikallere karsi organizmayr koruyan endojen bir antioksidandir.
GSH, hiicrelerdeki serbest radikaller ile tepkimeye girerek GSSG’ye doniisiir. Boylece
hiicreyi serbest radikallerin zararli etkilerine kars1 korur. Hiicrede ¢esitli sebeplerle
olusan serbest radikaller arttigt zaman GSH konsantrasyonu azalirken GSSG
konsantrasyonu artmaktadir. Bu nedenle hiicrelerde GSH konsantrasyonu azalip, GSSG

konsantrasyonu artmasi cesitli hastaliklarin habercisi olabilmektedir (Culhaoglu 2009).

GSH-Px, GSH’ 1 elektron verici olarak kullanarak H,0, ‘yi, organik
hidroperoksitleri veya uygun alkolleri suya indirgemeyi katalizleyen cesitli izozim

ailesinin genel adidir (Margis 2008).

H,0, +2GSH — GS-SG +2H,0

Selenyum minerali GSH-Px’ in temel bir bilesenidir. GSH-Px ve diger
antioksidan enzimler (SOD, CAT ve glutatyon rediiktaz gibi) lipid peroksidasyonunu
diistiriirler (Clarkson 2000). GSH-Px, hem sitozolde hem de mitokondride bulunur
(Rodriguez 2004).

CAT, bitki, hayvan ve aerobik bakteri hiicrelerinde bulunan bir enzimdir.
Peroksizomlarda bulunmaktadir. H,O,” nin H,O ve molekiiler oksijene doniisiimiinde
cok etkilidir. CAT, enzimler igerisinde en yiiksek doniisiim oranmna (iiriine doniisebilen
substrat oram) sahiptir. Bir molekiil CAT dakikada 6 milyon molekiil H,O," yi, H>O ve
0O, ye doniistiirebilir (Valko 2006).

katalaz

2H,0,————> 2H,0 + O,
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2.9. MDA

Lipit peroksidasyonu, membrandaki doymamis yag asitlerinin serbest oksijen
radikalleri tarafindan alkoller, aldehitler, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi gesitli
iriinlere yikilmasi reaksiyonudur. Serbest radikaller o6zellikleri nedeniyle, lipitler,
proteinler ve niikleik asitler ile etkileserek hiicreye zarar verirler. Cesitli patolojik
durumlar swrasinda bircok hiicre tipinde O, ‘nin rediiksiyonundan olusan tiirlerin
tiretimiyle oksidatif stres meydana gelir. Bunun sonucunda hiicre yapisindaki lipitlerde

bozulmalar olur (Nordberg 2001).

MDA, biyolojik sistemde lipitlerin oksidasyonu sonucunda olusmaktadir.
Radikaller hiicre membranina zarar vererek oksidatif stres olustururlar. Radikallerin

hiicrede olusturdugu lipit oksidasyonu sonucunda da hiicrede MDA olusmaktadir
(Vattem 2005).

2.10. Calismanin Amaci

Sunulan caligmada kursun asetat verilen si¢anlarin plazma, beyin, karaciger ve
kas dokularinda olusturulan oksidatif strese bagli hasarlarin giderilmesi ve yikimin
geciktirilmesinde polifenol tiirevi maddelerden naringenin’ in etkisi arastirildi. Bu
zararll etkileri gideren antioksidan etkiye sahip bazi enzimlerin aktivite degismeleri,
dokulardaki vitamin E, MDA seviyelerindeki degismeler, total kolesterol ve plazma

lipid bilesenlerinin diizeyleri incelenmistir.

Sonuclar 15181nda, naringenin' in oksidatif strese karsi etkinligi incelenmistir.
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3.MATERYAL ve METOD

3.1. Kimyasal Maddeler ve Organik Coziiciiler

Asetonitril, metanol, n-hekzan, izopropanol, etil alkol, sodyum kloriir, potasyum
bikarbonat, siilfiirik asit, hidroklorik asit, tiyobarbiturik asit, trikloroasetik asit (TCA),
H,0,, fosfat tamponu, EDTA-Na,, rediikte GSH, Tris-EDTA tamponu, 5,5’-dithio-bis-

2-nitrobenzoik asit, naringenin, kursun asetat, fizyolojik su.

3.2. Inceleme Materyali

Deneysel uygulama, agirliklar1 birbirine yakin erkek wistar albino sigcanlarin

karaciger, kas, beyin dokular1 ve plazmalari.

3.3. Kullanilan Yardimc Aletler ve Cihazlar

Santrifiij, homojenizatér, gaz kromatografi, UV spektrofotometre, vorteks,
otomatik pipetler, derin dondurucu (-50 °C), vida kapakli deney tiipleri ve santrifiij

tiipleri.

3.4. Deney Hayvanlan

Deneysel calismada kullamlan erkek wistar albino cinsi siganlar, Firat Universitesi
Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma Merkezi (FUTDAM) nden temin edildi ve aym

yerde deneysel uygulama gerceklestirildi. Sicanlar havalandirma sistemi bulunan bir
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ortamda Ozel olarak hazirlanmis ve her giin altlar1 temizlenen kafeslerde beslendi.
Yemler 6zel ¢elik kaplarda ve su ise paslanmaz celik bilyeli biberonlarda normal ¢esme
suyu olarak verildi. Deney hayvanlar1 Elazig Yem Fabrikasinda 6zel olarak hazirlanan
pelletler halindeki sican yemleriyle beslendi. Sicanlarin deneysel uygulama yapilacak

sathaya kadar bakimlarina bu sekilde devam edildi.

Deneysel c¢aligmalara baslamadan ©nce cikabilecek aksakliklarin asgariye
indirilmesi amaciyla on calisma yapildi. Deney hayvanlarinin bulunduklar1 ortamin
sicakhigr 22 - 25 °C arasinda sabit tutuldu. Hayvanlar 12 saat 151k altinda ve 12 saat te
karanlikta takip edildi. Deneysel calismalarda ortalama agirliklar1 240 gr (240 +40 gr)
olan toplam 28 adet 4 aylik wistar albino cinsi erkek si¢anlar kullanildi. Sicanlar dort
gruba ayrildi. Bu gruplar ve gruplara verilen madde konsantrasyonlar1 asagida
belirtilmigtir. Arastirmada 28 adet yetiskin, 200-250 gr agirhiginda erkek Wistar albino
sican kullanilda.

Calismada dort grup olusturuldu:
1. Kontrol grubu (K)
2. Naringenin grubu (N)
3. Kursun asetat grubu (P)

4. Kursun asetat + Naringenin grubu (PN)

Naringenin 50 mg/kg dozda olacak sekilde sivi yagda hazirlanarak orogastrik
sonda ile uygulandi. Kursun asetat ise giinliik 500 ppm olacak sekilde icme suyuna
karistirild1 (Bennet 2007). Kursun asetat distile suda ¢oziildii ve ¢cokelmeyi 6nlemek i¢in
birka¢c damla (0,5 ml) asetik asit eklendi. Kontrol grubundaki sicanlarin icme suyuna
ayni asetat miktarim saglayacak dozda sodyum asetat ilave edildi. Dort hafta sonunda

sicanlar dekapite edilerek dokular1 ¢ikarildi.
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3.5. Lipidlerin Ekstraksiyonu

Doku orneklerinden lipidlerin ekstraksiyonu 3:2 (v/v) hekzan izopropanol
karigimin kullanildigr Hara ve Radin metoduyla yapildi (Hara 1978). Bunun icin; 0.5-1
gr doku 6rnegi 3:2 (v/v) oraninda 5 ml hekzan-izopropanol karisimi i¢inde 30 sn siireyle
homojenize edildi. Homojenizasyon kabi1 2 ml parcalama c¢ozeltisi ile yikandi ve
santrifiij tiiplerine alind1. Daha sonra 4500 rpm’ de 10 dk siireyle santrifiij edilen doku

orneklerinden siipernatant kisim alinarak agzi kapakli deney tiiplerine konuldu.

3.6. Total Lipit Analizi

Gerekli Reaktifler:

1. Stok Standart: 200 mg zeytinyagi 100 ml kloroformda hazirlandi. 20°C'de saklanda.

2. Renk Ayiract (H3PO4 - Vanilin) : 500 ml' lik meziirde 1 gr vanilin 160 ml saf suda

coziilerek ve fosforik asitle 500 ml' ye tamamlandi. Bu karigim kahverenkli siselerde 6

ay kadar saklanabilir.

3. Konsantre Siilfiirik Asit: Dokulardan ekstrakte edilen lipid ekstratlar1 i¢indeki total
lipid miktar1 Frings ve ark. tarafindan belirtilen fosfo vanilin metoduna gore bulundu
(Frings 1972). Bu metod, doku ¢érneklerinden lipidlerin ekstraksiyonu 3:2 (v/v) hekzan
izopropanol karisimin kullanildigi Hara ve Radin metoduyla yapildi (Hara 1978). Her
bir lipid ekstrakt1 10ul’ lik deney tiiplerine alinarak 0,5 ml (500 pl) konsantre siilfiirik
asit ile muamele edilmis, vorteksle karigimlar1 saglanarak kaynar su banyosunda 10
dakika 1sitilmistir. Sogutulduktan sonra 10 ml fosfo anilin reaktifi eklenmis, vorteksle
karigimlar1 saglanmig ve bu karisim 37 °C' deki su banyosunda 15 dakika inkiibe

edilmigtir. Sogutulduktan sonra 540 nm' de biitiin 6rnekler okunmustur. Standart olarak
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saf zeytinyagt kullanilmistir. Sekil 3.1 'deki kalibrasyon egrisine gore hesaplamalar

yapilmustir.
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Konsantrasyon

Sekil 3.1 Total lipid kalibrasyon egrisi

3.7. Lipit Peroksidasyon Tayini

Lipit Peroksidasyon miktari, tiyobarbiturik asit reaktif tiirlerinin konsantrasyonuna
gore Olciildii (Placer 1966). MDA miktari, lipit peroksidasyonunun gostergesi olarak
belirtilmektedir. Ornek numuneden bir hacim ve stok ¢ozeltiden iki hacim (0,25 N HCl
icerisinde % 0,375 thiobarbiturik asit ve % 15 trikloroasetik asit) santrifiij tiipiinde
karistirildi. Cozelti 15 dakika kaynar suda 1sitild1 ve daha sonra sogutuldu. Cokelti 2500
rpm’ de 10 dakika santrifiijlenerek ayirim saglandi. Sonra 532 nm’ de test ornekleri
okundu. Lipit peroksidasyon miktar1 nmol/gr olarak belirtilmektedir. Deneysel

calismada Perkin Elmer Precisely, Lambda 25, UV/VIS Spectrometer cihazi kullanild1.
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3.8. Doku ve Plazma Katalaz Enzim Aktivitesi Tayini

Katalaz enzim aktivitesi Aebi, H. (1974) tarafindan Onerilen Lartillot, S. ve
arkadaslar1 (1988) tarafindan gelistirilmis metoda gore yapildi (Aebi 1974). Enzimatik
aktivite tayini, H,O,’ in 240 nm’ deki absorbansinin enzim ile etkilesmesinden sonra
zamanla azalmasina baglh olarak yapildi. H>O; i¢in molar ekstinksiyon katsayis1 0,0396
cmz/umol’ dur. Yontemde 50 mmol/L test edilecek enzim c¢ozeltisi iizerine 2,5 ml
substrat ¢ozeltisi eklenir ve 37 °C’ de 2 dakika bekletilir. Reaksiyonu durdurmak icin
ortama 0,5 ml 1M HCI c¢ozeltisi ilave edilir. 240 nm’ deki absorbansi Olciiliir. Kor
olarak 2,5 ml 50 mmol/L fosfat tamponu (pH=6,8) ve 0,5 ml 1M HCI iceren ¢ozelti
kullanilir. H,O;* nin baglangigtaki absorbansini belirlemek i¢in 2,5 ml substrat ve 0,5 ml
IM HCI iceren c¢ozeltinin absorbansi Olgiiliir. Proteinin neden olacagi absorbansi
belirlemek i¢in 20 pL enzim ¢ozeltisi, 2,5 ml fosfat tamponu ve 0,5 ml 1 M HCI iceren
cozeltinin absorbans1 6lciiliir. Deneysel caligmada Perkin Elmer Precisely, Lambda 25,

UV/VIS Spectrometer cihazi kullanildi.

3.9. Doku ve Plazma GSH-Px Enzim Aktivitesi Tayini

GSH-Px enzim aktivitesi Ol¢iimii Lawrence ve Burk metoduna gore yapildi
(Lawrence 1976). Reaksiyon karisimi 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH=7,6), 1
mM EDTA, 1 mM sodyum azide, 0,2 mM rediikte NADPH, 1 EU/ml GSSG, 1 mM
GSH, 0,2 mM H,0, icermektedir. Enzim kaynagindan 0,1 ml alinarak 0,8 ml yukaridaki
karisimdan ilave edildi. Bu ilave karisima 0,1 mL peroksit soliisyonu ilave edilerek
reaksiyon baslatilmadan once 25 °C’ de inkiibe edildi. 5 dakika icerisinde 340 nm’ de
absorbanslar1 Olciilerek alindi. Sonuglar U/mg protein olarak ifade edildi. Protein
miktar1 da Lowry metoduna gore ol¢iildii (Lowry 1951). Deneysel calismada Perkin
Elmer Precisely, Lambda 25, UV/VIS Spectrometer cihazi kullanilda.
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3.10. Doku ve Plazma GSH Tayini

Ornek GSH miktar1 Sedlak ve Lindsay metodu kullamlarak 412 nm’ de 6lgiimii
yapild1 (Sedlak 1968). Ornekler % 50 TCA ile ¢oktiiriildii ve 5 dakika 1000xg’ de
santrifiij edildi. Coktiiriilen 6rnegin iist fazindan 0,5 ml alinarak 2 ml Tris-EDTA
tamponu (0,2 M, pH=8,9) ve 0,1 ml 0,01 M 5,5’-dithio-bis-2-nitrobenzoik asit ilave
edildi. Bu karisim oda sicakliginda 5 dakika bekletildi ve spektrofotometre’ de 412 nm’
de absorbanslar1 dlgiilerek alindi. Deneysel ¢alismada Perkin Elmer Precisely, Lambda

25, UV/VIS Spectrometer cihazi kullanilda.

3.11. istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirme SPSS 10,0 programi ile yapildi. Gruplar arasindaki
karsilastirma Varyans analizi (ANOVA) yapilarak ve gruplar arasindaki farkliliklar

LSD testinin uygulanmasi ile bulundu. Standart sapma olarak standart error alindi.
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4. BULGULAR

Tablo 4.1 Karaciger dokusu biyokimyasal parametreler

MDA GSH GSH-Px KATALAZ Total Lipit
Gruplar nmol/gr pmol/gr U/mg IU/ml mg/gr
protein
K 78,15+4.43" | 638,50+40,19* | 1,77+0,21* | 712,66+31,98" | 47,60+2,41
N 75,33+1,17" | 664,50+38,89" | 2,52+0,24% | 737,66+25,03" | 64,93+1,87¢
p 125,00+3,81¢ | 382,50+22,47" | 1,2620,17* | 1049,16+54,57" | 63,23+0,65°
PN 86,00+1,09" | 371,00+34,07¢ | 3,36+0,34" | 789,33+35,99" | 56,31+2,59

K grubuna gore diger gruplarin istatistiksel farkliliklar1 a: p>0.05, b: p<0.05, c¢: p<0.01, d: p<0.001
P grubuna gore diger gruplarin istatistiksel farkliliklar1 y: p<0.05, z: p<0.01, t: p<0.001

Karaciger dokusu MDA diizeyleri incelendiginde; K grubu MDA diizeyi ile N
ve PN gruplar1 arasinda istatistiksel fark olmadigi saptanirken (p>0.01), P grubunun
MDA diizeyinin 6nemli derecede arttifi tespit edildi (p<0.001). P grubu MDA
diizeyinin N ve PN gruplarindan oldukga yiiksek ¢iktig1 saptandi (p<0.001). Karaciger
dokusu GSH diizeyi incelendiginde; K grubu GSH diizeyi ile N arasinda istatistiksel
fark olmadig saptandi (p>0.05). Ancak K grubuna gore P ve PN gruplarinda oldukca
diisiik ¢iktig1 gozlendi (p<0.001). Karaciger dokusu GSH-Px enzim aktivite diizeyleri
incelendiginde; K grubu GSH-Px enzim aktivite diizeyi ile P arasinda istatistiksel fark
olmadig1 gozlenmesine ragmen nisbi bir azalis goriilmiistir (p>0.05). N ve PN
gruplarmin GSH-Px enzim aktivite diizeylerinin K grubuna gore yiiksek ¢iktigi saptandi
(p<0.05, p<0.001). Karaciger dokusu katalaz enzim aktivite diizeyleri incelendiginde; K
grubu katalaz enzim aktivite seviyesi ile N ve PN gruplar1 arasinda istatistiksel fark
olmadig1 gozlendi. Ancak K grubuna gore P grubu katalaz enzim aktivite seviyesinin

oldukg¢a yiiksek ciktigi saptandi (p<0.001). Karaciger dokusu total lipit seviyeleri
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incelendiginde; K grubu total lipit seviyesinin diger gruplardan diisiik ¢iktigi saptandi

(p<0.001, p<0.01).

Tablo 4.2 Beyin dokusu biyokimyasal parametreler

Gruplar
Parametreler
K N P PN

MDA
nmol/gr 99,50+5,24* 102,33+3,54* 126,83+4,43¢ 110,50+4,25%
GSH
pmol/gr 145,02+2,89* 139,05+1,60" 147,33+4,77* 144,07+3,33*
GSH-Px
U/mg protein | 27,66%0,88 23,16+1,01™ 13,16+1,07° 23,50+1,62"
Katalaz
[U/ml 60,17+1,82* 65,41+1,62% 58,66+1,05 66,33+1,87%
Total Lipit
mg/gr 62,33+0,70* 56,16+2,86" 62,08+0,42* 54,13+1,31¥
Vitamin A

a ay ay
pgr/gr 58,41+1,85 62,00+3,36 47.0042,00° 58,20+2,20
Vitamin E
pgr/gr 47,89+1,68 63,40+6,31% 38,28+4,47° 44,66+1,68"

K grubuna gore diger gruplarin istatistiksel farkliliklar1 a: p>0.05, b: p<0.05, c¢: p<0.01, d: p<0.001

P grubuna gore diger gruplarin istatistiksel farkliliklar1 y: p<0.05, z: p<0.01, t: p<0.001

Beyin dokusu MDA diizeyleri incelendiginde; K grubu MDA diizeyi ile N ve
PN gruplar1 arasinda istatistiksel fark olmadigr gozlendi (p>0.05). K grubu MDA
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diizeyine gore P grubunun yiiksek ciktigi tespit edildi (p<0.001). P grubu MDA
diizeyinin N ve PN gruplarina gore yiiksek ciktifi gozlendi (p<0.01, p<0.05). Beyin
dokusu GSH diizeyleri incelendiginde; tiim gruplar arasinda istatistiksel fark olmadigi
saptand1 (p<0.05). Beyin dokusu GSH-Px enzim aktivite diizeyleri incelendiginde; K
grubu GSH-Px enzim aktivite diizeyine gore N, P ve PN gruplariin diisiik ¢iktig tespit
edildi (p<0.05, p<0.001). P grubu GSH-Px enzim aktivite diizeyinin PN grubuna gore
diisik c¢ciktign gozlendi (p<0.001). Beyin dokusu katalaz enzim aktivite diizeyleri
incelendiginde; K grubu katalaz enzim aktivite diizeyi ile P grubu arasinda istatistiksel
fark olmadig1 saptanirken (p>0.05), K grubuna gére N ve PN gruplar katalaz enzim
aktivite diizeylerinin yliksek ¢iktigi tespit edildi (p<0.05). P grubu katalaz enzim
aktivite diizeyinin N ve PN gruplarina gore diisiik ciktig1 gozlendi (p<0.05). Beyin
dokusu total lipit diizeyleri incelendiginde; K grubu total lipit diizeyi ile N ve P gruplar1
arasinda istatistiksel fark olmadig1 gézlendi (p>0.05). K grubu total lipit seviyesine gore
PN grubu seviyesinin diisiik ¢iktig1 saptandi (p<0.05). P grubu total lipit diizeyinin PN
grubuna gore yiiksek c¢iktigr gozlendi (p<0.05). Beyin dokusu Vit E diizeyi
incelendiginde K grubu Vit E diizeyinin N grubundan diisiik ciktigr tespit edildi
(p<0,05). K grubu Vit E diizeyine gore P grubunda nispi bir azalis tespit edildi (p>0,05).
Kombinasyon grubun Vit E diizeyinde naringenin etkisiyle P grubuna gére nispi bir
artis belirlendi (p>0,05). Beyin dokusu Vit A diizeyi incelendiginde K grubunun P
grubuna gore yiiksek ciktigr saptandi (p<0,01). K grubu ile N ve kombinasyonlu grup
arasinda istatistiksel fark gozlenmedi (p>0,05). P grubu Vit A diizeyinin N grubuna
gore diisiik ¢iktig1 saptandi (p<0,05). Ayn1 sekilde naringenin etkisiyle kombinasyonlu
grupta P grubuna gére kombinasyonlu grupta artis tespit edildi (p<0,05).
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Tablo 4.3 Kas dokusu biyokimyasal parametreler

MDA GSH GSH-Px Katalaz
Gruplar nmol/gr pmol/gr U/mg protein 1U/ml
K 95,56+2,87* 97,66x1,37* 9,59+0,21° 181,51+12,82"
N 82,78+2,46 98,75+1,86™ 7,35+0,38" 156,61+8,16%
P 127,85+3,46° 92,43+1,03° 7,03+0,58° 113,33+9,83¢
PN 93,96+2,88" 98,65+2,10™ 10,16+0,88" 143,41+5,16%

K grubuna gore diger gruplarin istatistiksel farkliliklar1 a: p>0.05, b: p<0.05, c: p<0.01, d: p<0.001
P grubuna gore diger gruplarin istatistiksel farkliliklar y: p<0.05, z: p<0.01, t: p<0.001

Kas dokusu MDA diizeyleri incelendiginde; K grubu ve PN grubu MDA
diizeyleri arasinda istatistiksel fark olmadig1 saptanirken (p>0.05), K grubuna gére N
grubu MDA diizeyinin azaldig1 (p<0.01), P grubu MDA diizeyinin ise oldukg¢a arttig1
gozlendi (p<0.001). P grubu MDA diizeyinin PN ve N gruplarina gore yiiksek ¢iktigi
saptand1 (p<0.01, p<0.001). Kas dokusu GSH seviyeleri incelendiginde; K grubu GSH
diizeyi ile N ve PN gruplar arasinda istatistiksel fark olmadigi saptandi (p>0.05). K
grubu GSH diizeyine gore P grubunun azaldigi gézlendi (p<0.05). P grubu GSH
diizeyine gore N ve PN gruplarmin daha yiiksek c¢iktig1 saptandi (p<0.01). Kas dokusu
GSH-Px enzim aktivite diizeyleri incelendiginde; K grubu GSH-Px enzim aktivite
diizeyi ile PN grubu arasinda istatistiksel fark gézlenmezken (p>0.05), K grubuna gore
N ve P gruplarinda azalmalar gozlendi (p<0.05, p<0.01). Ayrica PN grubu GSH-Px
enzim aktivite diizeyinin P grubundan yiiksek c¢iktig1 saptandi (p<0.01). Kas dokusu
katalaz enzim aktivite diizeyleri incelendiginde; K grubu katalaz enzim aktivite diizeyi
ile N grubu arasinda istatistiksel fark olmadigi saptandi (p>0.05). Ancak K grubu
katalaz enzim aktivite seviyesine gore P ve PN grubu diisiikk ¢ikmistir (p<0.001,
p<0.01).
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Tablo 4.4 Plazma biyokimyasal parametreler

Gruplar
Parametreler
K N P PN
MDA 9,70+0,15" 6,60+0,82 9,83+0,41° 8,32+0,31%
nmol/gr
GSH 131,33+5,66" 139,16+4,81% 123,1243 49" 136,3145,77"
pmol/gr
GSH-Px 1,63+0,11° 1,46+0,07* 1,76+0,05 3,45+0,224
U/mg protein
Katalaz 195,51+11,76 193,83+23,08" | 86,50+6,43¢ 98,59+2,71¢
U/ml
AST
IU/L 23020£1131 | 177.47+16.80" | 274.40£10,64° | 187,22+13 48"
ALT
Iu/L 80,40+1,72° 67.60+4,26 74.20%5,06° 65.25+4,95
Total Kolesterol | 24,80+0.96 27,61+0,67° 29,42+1,02° 29,82+0,58°
mg/dL
Total Gliserit | 43,80+3,82° 60,61+5,60° 52,55+1,92° 51,61+6,14*
mg/dL

K grubuna gore diger gruplarin istatistiksel farkliliklar1 a: p>0.05, b: p<0.05, c: p<0.01, d: p<0.001
P grubuna gore diger gruplarin istatistiksel farkliliklar y: p<0.05, z: p<0.01, t: p<0.001

Plazma MDA diizeyi incelendiginde; K grubuna gére N grubunun azaldigi
(p<0.001), P ve PN gruplarinin istatistiksel fark vermedigi gozlendi (p>0.05). Ancak P
grubu MDA diizeyinin N ve ve PN gruplarina gore yiiksek ¢iktig1 gozlendi (p<0.001,
p<0.05). Plazma GSH diizeyi incelendiginde; K grubu GSH diizeyi ile N, P ve PN

gruplart arasinda istatistiksel fark olmadig1 saptandi ( p>0.05). P grubu ile PN arasinda
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istatistiksel fark olmadig1 gozlenirken (p>0.05), N grubunun P grubundan yiiksek ¢iktig
saptand1 (p<0.05). Plazma GSH-Px enzim aktivite diizeyleri incelendiginde; K grubu
GSH-Px enzim aktivite diizeyi ile N ve P arasinda istatistiksel fark olmadigi
gozlenirken (p>0.05), PN grubunda K grubuna gore artis gdzlenmistir (p<0.001). P
grubu ile K ve N gruplar1 arasinda istatistiksel fark olmadig saptandi (p>0.05). Ancak
PN grubunda P grubuna gore artis saptandi (p<0.001). Plazma katalaz enzim aktivite
diizeyleri incelendiginde; K grubu katalaz enzim aktivite diizeyi ile N grubu arasinda
istatistiksel fark olmadig1 saptandi (p>0.05). Ancak K grubu katalaz enzim aktivite
diizeyine gore P ve PN gruplarnn katalaz enzim aktivite diizeyi diisiik cikmigtir
(p<0.001). P grubuna gore PN grubu istatistiksel fark vermezken (p>0.05), N grubu
yiiksek ¢cikmistir (p<0.001). Plazma AST diizeyleri incelendiginde; K grubuna gore N
ve PN gruplarinin diisiik ¢iktig1 gbzlenirken (p<0.05), P grubunun ise yiiksek ¢iktig
saptand1 (p<0.05). P grubuna gore N ve PN gruplarimin diisilk oldugu gozlendi
(p<0.001). Plazma ALT diizeyleri incelendiginde; K grubu ile P arasinda istatistiksel
fark gozlenmezken (p>0.05), N ve PN gruplarinin K grubuna gore diisiik ciktig
saptand1 (p<0.05). Plazma total kolesterol diizeyleri incelendiginde; K grubuna gore N,
P ve PN gruplarinin artis gosterdigi saptandi (p<0.05, p<0.01). Plazma total gliserit
diizeyleri incelendiginde; K grubuna gore N grubunun yiiksek ¢iktigi saptandi (p<0.05).
P ve PN gruplarinin K grubuna gore istatistiksel fark vermedigi gézlendi (p>0.05).
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S.TARTISMA

Bu calismada kursun asetat verilmis sicanlarda flavonoid tiirevi maddelerden
naringenin’ in kas, karaciger, beyin ve plazma’ da MDA, GSH, GSH-Px, katalaz, total

lipit diizeylerine etkisi incelendi.

Incelenen tiim dokularda kontrol grubu MDA diizeylerine gore kursun grubunda
istatistiksel farklar tespit edildi. Ozellikle kas, karaciger ve beyin dokularmda kursun
verilen ratlarda MDA diizeylerinde artiglar oldu. Plazmada ise anlamsal fark
gbzlenmemesine ragmen nispi bir artis gézlendi. Kontrol grubu MDA diizeylerine gore
plazma ve kas dokusunda naringenin verilen ratlarin MDA diizeyinin diisiik ¢iktigi
saptanirken; karaciger ve beyin dokularinda kontrol grubu ile naringenin grubu MDA
diizeyleri arasinda fark gozlenmedi. Naringenin maddesinin etkisiyle tiim dokularin
kombinasyonlu gruplarinda MDA diizeylerinin kursun grubuna gére azaldigi saptandi.
Biyokimyasal parametrelerden MDA sonuclarimizda, naringenin’ in antioksidan
etkisini kursuna maruz kalan ratlar iizerinde agik¢a gdrmekteyiz. Yapilan calismalarda
21 giin boyunca 1000 ppm, 2000 ppm kursun verilen rat beyin dokularinda noral
hasarlarin, 150 ppm verilen rat beyin dokularina gore daha fazla oldugu tespit edilmis.
Ayrica 500 ppm kursun verilen rat beyin dokularinda 6nemli oranda lipit peroksidasyon

iiriinlerinin ve oksidatif stresin artis1 gozlenmistir (Bennet 2007).

In vitro ve in vivo olarak yapilan bir¢ok calismada kursunun oksidatif stres
iriinleri olan hidroperoksitler, singlet oksijen, hidrojen peroksit ve siiperoksit
radikallerinin artisina neden oldugu belirtilmistir. MDA Onemli bir oksidatif stres
belirtecidir. Bir¢ok c¢aligmada kursunun hiicre membran yapisindaki yag asitlerinin
bilesimlerini degistirdigi belirtilmistir. Ayrica karacigerdeki MDA diizeyini arttirdigi
aciklanmistir. Kursun verilen rat karaciger dokularinda bir flavonoid tiirevi madde olan

puerarin’ in radikal iiretimi ve MDA diizeylerini azalttig1 aciklanmistir (Liu 2011).
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Yaptigimiz ¢calismada plazma GSH diizeyleri arasinda fark olmadigi bulunurken,
kontrol grubuna gore kursun asetat grubunda nispi bir azalis gézlendi. Kas ve karaciger
dokusunda ise kursun asetat grubu GSH diizeyi kontrol grubuna gore anlaml olarak
azalig gosterdi. Beyin dokusunda kontrol ve kursun asetat grubu GSH diizeylerinin
birbirine yakin degerlerde ¢iktig1 tespit edildi. Ozellikle kas dokusunda naringenin’ in
etkisiyle kombinasyonlu grubun GSH diizeyinin kontrol grubu seviyesine ¢iktigi
saptandi. Ayrica plazmada kursun grubundaki nispi azalisin naringenin etkisiyle

kombinasyonlu grupta arttig1 tespit edildi.

Tiim dokularda kontrol grubu GSH diizeyi ile naringenin grubu arasinda
farklarin olmadigr bulunmasina ragmen naringenin grubu GSH diizeyinin tiim
dokularda nispi olarak attigi gozlendi. Kombinasyonlu gruplarda ise naringenin
etkisiyle kursun grubuna gore nispi artiglarin ve ozellikle kas dokusunda anlamsal
artisin oldugu saptandi. GSH yapisinda bulunan -SH grubu ile oksidatif stres iiriinleri
arasinda reaksiyon gergekleserek radikal kaynaginin etkinligi azalmaktadir. Kursun ile
GSH yapisinda bulunan -SH grubunun baglanarak GSH’in antioksidan aktivitesini
azalttig1 literatiirlerde belirtilmistir. Ayrica ratlara verilen kursun grubu karaciger
dokularinda GSH diizeyinin Onemli oranda diistiigi belirtilmistir (Liu 2011). Ayn1
calismada kursuna karsi verilen flavonoid tiirevi puerarin maddesinin GSH diizeyini
onemli oranda arttirdig1 belirtilmistir. Yaptigimiz ¢alismada ise flavonoid tiirevi
naringenin’ in dokularda nispi ve anlamli olarak GSH diizeylerini arttirdigini
gozlemekteyiz. Bu sonucglarimiz yukarida agiklanan literatiirlerle uyusmaktadir.
Naringenin verilen rat dokularinda antioksidan etki ile GSH diizeyinin kontrol

seviyesinde, kombinasyonlu grupta ise artislarin oldugu goriilmektedir.

Yaptigimiz ¢alismada beyin ve kas dokularinda GSH-Px aktivitesinin kontrol
grubuna gore kursun grubunda azaldigi tespit edildi. Karaciger dokusunda ise nispi bir
azalis gozlendi. Naringenin verilen gruplarda, 6zellikle karaciger dokusunda kontrol

grubuna gore naringenin grubunda artis gdzlendi. Beyin ve kas dokusunda ise anlamsal
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olarak GSH-Px enzim aktivite diizeyinde kontrol grubuna gore naringenin grubunda

azalis saptandi. Ayni1 sekilde plazmada da nispi bir azalig belirlendi.

Ozellikle kombinasyonlu grupta naringenin’ in etkisiyle kursun grubuna gore
GSH-Px enzim aktivite diizeylerinde kas, beyin, karaciger dokularinda ve plazmada

artiglar oldugu tespit edildi.

Katalaz enzim aktivite diizeyleri incelendiginde; plazma ve kas dokusunda
kontrol grubuna gore kursun grubunda anlamsal olarak azaliglar saptanirken, beyin
dokusunda ise nispi bir azalis gozlendi. Tam tersine karaciger dokusunda ise kontrol
grubuna gore kursun grubunda enzim aktivitesi artis1 belirlendi. Naringenin verilen
grupta kontrol grubuna gore katalaz enzim aktivitesi beyin dokusunda artis gdzlenirken
karaciger, kas ve plazmada istatistiksel farklarin olmadigi belirlendi. Ancak
kombinasyonlu grupta naringenin etkisiyle beyin ve kas dokularinda katalaz enzim
aktivitelerinin kursun grubuna gére kombinasyonlu grupta arttigi gézlendi. Plazmada
ise nispi bir artis saptandi. Karaciger dokusunda kontrol grubuna goére kombinasyonlu
grupta nispi bir artig tespit edildi. Bu sonuclardan naringenin’ in metabolizmadaki
dokularda genel olarak GSH-Px ve katalaz enzim aktivitelerinde artiglar sagladigini
kursun etkisiyle de bu enzim aktivitelerinin azalma egiliminde oldugunu

diistinmekteyiz.

Iki hafta boyunca kursun asetat verilmis kecilerde 7. giiniin sonunda eritrositlerin
hemolizatlarindaki GSH-Px, SOD, katalaz diizeylerinde artma, 14. giiniin sonunda ise
biitiin parametrelerde onemli oranda azalma gozlenmistir. Bu azalma, 14. giine kadar
olan lipit peroksit diizeylerinin artisina baglanmistir (Mousa vd. 2002). Baska bir
calismada 28 giin boyunca disi sigirlara icme suyu ile kursun asetat verilmis ve kursun
verilen grupta SOD ve katalaz diizeylerinin azaldigi, lipit peroksit seviyelerinin ise
arttigr gdzlenmistir. Kursun maruziyeti sonucu eritrositlerin antioksidan savunmasinin

azaldig1 gozlenmistir (Patra ve Swarup 2000).
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Literatiirde kadmiyum ile oksidatif stres olusturulmus rat karacierinde ve
serumunda naringenin’ in etkisi arastirilmistir. 4 hafta beslenen ratlarda, kadmiyumun
etkisiyle serum AST, ALT ve MDA diizeylerinin arttig1 naringenin etkisiyle bu
diizeylerin kontrol seviyesine indigi belirtilmistir. Kadmiyum verilen rat karacigerinde
MDA diizeyi yiiksek cikarken, GSH, SOD, katalaz, GSHP-x, GSH, Vitamin E ve
Vitamin C diizeylerinin diisiik c¢iktif1 belirtilmistir. Naringenin etkisiyle bu
parametrelerin kontrol grubu seviyesine indigi ag¢iklanmistir (Renugadevi 2009).
Naringenin karaciger hiicre sizmasini, lipid peroksidasyonunu ve protein oksidasyonunu
inhibe etmis, enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlarin diizeyini arttirmis, DNA

hasarin1 inhibe etmistir (Kannappan 2010).

Sonu¢ olarak kursun asetat verilen ratlarda oksidatif stres parametresi olan
MDA’ mn artisim antioksidan etkileri olan naringenin’ in azalttifi gOriilmiistiir.
Kursunun sebep oldugu oksidatif stresin ana nedeni hiicrelerin prooksidan/oksidan
dengelerini bozmasidir. GSH, GSH-Px ve katalaz diizeylerindeki olumsuzluklar {izerine

naringenin’ in diizeltici etkileri oldugunu diisiinmekteyiz.

Sonraki c¢aligmalar icin naringenin’ in toksik maddelere karsi etkinliginin

incelenmesinde bu ¢alismanin 6nemli bir yer tutacagini diisiinmekteyiz.
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