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Bu calismada siganlarda kursun asetat ile olusturulan oksidatif strese karsi
geranioliin koruyucu etkisini aragtirmak amacglandi. Calisma i¢in, kontrol grubu (K),
kursun asetat (KA) grubu, geraniol (G) grubu ve kursun asetat + geraniol (KA+G)
grubu olmak iizere dort farkli grup olusturuldu. Siganlarin karacigerinde MDA, rediikte
GSH ve gesitli minerallerin diizeyleri ile AChE, GST, CAE aktiviteleri belirlendi. Elde
edilen sonuglara gére KA uygulama grubunda malondialdehit (MDA) diizeyi K grubuna
gore 6nemli diizeyde artarken (p<0.001), geranioliin etkisiyle KA+G grubunda MDA
diizeyi KA grubuna gore onemli diizeyde azaldi (p<0.01). KA grubunda rediikte GSH
diizeyinde K grubuna goére nisbi bir azalma gdzlenmesine ragmen, biitiin uygulama
gruplarinin reditkte GSH diizeylerinde K grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli bir
fark gozlenmedi. AChE, GST ve CAE enzim aktivitelerinin ise KA grubunda, K
grubuna gore onemli diizeyde azaldigi belirlendi (p<0.01; p<0.001). Ayrica, kursun
diizeyinin KA grubunda K grubuna gore onemli diizeyde arttigi, KA+G grubunda ise
KA grubuna gére 6nemli diizeyde azaldig1 belirlendi (p<0.001). Sonug olarak, kursun
asetat ile olusturulan oksidatif strese karsi geraniol lin antioksidan olarak olumlu bir etki
gosterdigi ve secilen biyokimyasal belirteglerin de bu tiir caligmalar i¢in kullanigh
oldugu sonucuna vartlmstir.

Anahtar Kelimeler: Kursun, geraniol, enzim, element, si¢an, karaciger
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In this study, it was aimed to investigate the protective effect of geraniol against
oxidative stress produced by lead acetate in rats. For the study, four different groups as
control group (C), lead acetate (LA) group, geraniol (G) group and lead acetate +
geraniol (LA + G) group were formed. MDA, reduced GSH and various minerals levels
and AChE, GST, CAE activities were determined in the liver of rats. According to the
results, MDA level was significantly increased in LA group compared with C group
(p<0.001) whereas MDA level was significantly decreased in LA+G group compared
with LA group due to effect of geraniol (p<0.01). There was no statistically significant
difference in the reduced-GSH levels of all treatment groups compared to the C group,
although a relative decrease in the GSH level of the LA group compared to the C group
was observed. AChE, GST and CAE enzyme activities were significantly decreased in
the LA group compared to the C group (p<0.01; p<0.001). It was also determined that
the lead level was significantly increased in the LA group compared to the C group and
significantly decreased in the LA + G group compared to the LA group (p<0.001). Asa
result, it has been concluded that geraniol as an antioxidant against oxidative stress
induced by lead acetate has a positive effect and selected biochemical markers are
useful for such studies.

Key Words: Lead, geraniol, enzyme, element, rat, liver
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1. GIRIS

Kursun endiistride yaygin olarak kullanilan bir metaldir. Cevresel toksin olarak
da bilinen kursun bilesiklerinin canlilar iizerinde bir¢ok zararli etkilerinin oldugu
bilinmektedir. Kursun oksidatif hasara neden oldugundan dolayr membran lipitlerinin
ve proteinlerinin yapisint bozmaktadir. Ayrica hiicrenin enerji metabolizmasindaki
cesitli biyokimyasal olaylar iizerine de olumsuz etkileri vardir (Ahamed ve Siddiqui
2007, Amudha ve Pari 2011, Aykin-Burns ve vd. 2003, Benlhabib ve vd. 2004).

Antioksidant etkisi olan biyokimyasal molekiiller serbest radikallerin
olusturdugu oksidatif stresi azaltmaktadir (Marcello ve vd. 1993). Geraniol (3,7-dimetil-
2,6 oktodien-1-ol) ozellikle limon ve giil bitkilerinin yapisinda bulunan monoterpen
tirevli bir maddedir. Geranioliin antioksidant, antiinflamatuar, antikanser ve
antiatherojenik etkileri vardir (Ibrahim ve vd. 2015).

Bu tez ¢alismasinda kursun asetat ile oksidatif stres olusturulan ratlarin karaciger

dokularinda geranioliin biyokimyasal parametreler iizerine koruyucu etkisi arastirildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kursun

Metaller insanlari ve yabanil hayati tehdit eden en 6nemli gevresel kirleticilerden
biridir (Senbel ve vd. 2016). Endiistriyel faaliyetlerin artis1 ile birlikte metaller, organik
hidrokarbonlar ve pestisitler gibi toksik ajanlarin c¢evredeki miktarlar1 da artmistir
(Gascon ve vd. 2013). Metaller ¢ok diisiik konsantrasyonlarda dahi insanlar, hayvanlar
ve bitkilerde olumsuz etkilere veya oOliime neden olabilirler (Jarup 2003). Metal
toksisitesi oksidatif strese, sinir sistemi fonksiyonlarinda bozulmaya, glukoz ve
kalsiyum metabolizmasinda degisimlere neden olur (Shinkai ve Kaji 2012). Bunun yani
sira metaller kan, bobrek, karaciger, lireme sistemi elemanlar1 gibi bir¢ok farkli organ
yada doku tizerinde olumsuz etkilere neden olabilir (Caserta ve vd. 2013).

Kursun c¢evrede dogal olarak bulunan ve giinlilk hayatta yaygin olarak
karsilastigimiz toksik bir elementtir. Kursun periyodik tablonun IVA grubunda “Pb”
sembolii ile belirtilen atom numarasi 82, atom agirlig1 207.2 g/mol olan bir elementtir
(ANONIM 2017, ATSDR 2007). Kursun giiniimiizde hem antropojenik hem de dogal
kaynaklardan devamli olarak cevreye giren onemli bir kirleticidir. Her yil biiyiik
miktarlarda cevreye girmekte ve canlilar i¢in 6nemli bir tehdit olusturmaktadir. Ayni
zamanda kursun, ¢evremizde ve bir¢ok {iriinde yillardir kullanilan toksik bir metal olup
davranigsal problemler, fel¢ ve 6liim gibi bircok saglik sorununa neden olabilmektedir

(USEPA 2017).

2.2. Geraniol

Geraniol (GE) zencefil, limon, limon otu, kisnis, hindistancevizi, lavanta gibi
cesitli baharatlarin ve aromatik bitkilerin esansiyel yaglarinda bulunan asiklik bir
monoterpendir. GE, ¢esitli temizlik iiriinlerinde, parfiimlerde ve kozmetik {irlinlerinde
yaygin bir sekilde kullanilir. Ayrica, tatlandirici olarak bircok yiyecek ve igecek de
kullanilir.  GE, antioksidant, anti-inflamatuar, antiapoptotik ve antikarsinojenik
Ozelliklere sahiptir. Sicanlardaki son g¢alismalar, oral gida takviyesi olarak verilen

geranioliin demir nitrilotriasetat ile indiiklenen renal oksidatif stresi, timor olusumunu



ve hepatokarsinojenezisi etkili bir sekilde baskiladigini gostermistir (Prasad 2014,
Jayachandran ve vd. 2015).

2.3. Biyokimyasal Belirtecler

2.3.1. Enzimler

Asetilkolinesteraz (AChE) (E.C. 3.1.1.7), asetilkolin bagimli nérotransmisyonda
O6nemli bir rol oynayan 0zgiil bir esterazdir ve noral transmisyonu sonlandirmadaki
onemli fizyolojik fonksiyonlari nedeniyle AChE cesitli kolinerjik toksinler i¢in bir
hedeftir (Bukowska ve Hutnik 2006).Asetilkolin merkezi sinir sisteminde, birka¢ rolii
olan klasik bir norotransmitterdir. Asetilkolin serbest kaldiktan sonra, tip B
karboksilesterazlar ailesine dahil olan ve asetilkolini, kolin ve asetik asite hidrolizleyen
asetilkolinesteraz tarafindan sinaptik bosluktan hizli bir sekilde uzaklagtirilir. Tam
olarak bazi dokulardaki AChE’mn fizyolojik fonksiyonlar1 acgikliga kavusturulmamis
olsa da, memeli eritrositlerinde ve diger organlarda da bunabilirler (Bukowska ve
Hutnik 2006, Senger ve vd. 2006).

Glutatyon-S-Transferaz (GST) (E.C. 2.5.1.18), tripeptid glutatyonun tiyol grubu
ile reaktif bir elektrofilik merkeze sahip organik molekiillerin konjugasyonunu
katalizleyen sitozolik bir enzim grubudur. Faz Il enzimidir ve organizmalarda
detoksifikasyon sisteminin onemli bir pargasidir. Reaktif oksijen metabolizmasina karsi
hiicrelerin  korunmasindan sorumludur. Cogu ksenobiyotigin toksisitesi GST
indiiksiyonu ile belirlenebilir. GST nin, prostaglandinlerin ve l6kotrienlerin biyosentezi
ve hiicre i¢i tasimadaki 6nemli fonksiyonlarinin disinda, oksidatif zarara, DNA’nin ve
lipitlerin peroksidatif tiriinlerine kars1 savunmada da kritik bir rolii vardir (Van der Oost
2003).

Karboksilesteraz (CaE) (E.C. 3. 1. 1. 1), esterlerin, amidlerin ve tioesterlerin
hidrolizini katalizleyen esterazlarin serin hidrolazlar siiper ailesinin iiyesidirler (R0SS ve
vd. 2006). CaE’lar, esterleri benzer karboksilik asit ve hidroksillenmis {iriinlere
dontistiirebilme  kapasitesine sahip enzimlerin biiylik bir grubudur. Memeli
karboksilesterazlari, bir¢cok dokuda hiicrenin endoplazmik retikulumunda lokalize

olmuglardir. Hayvanlarin ¢esitli dokular1 arasinda, en yliksek substrat hidroliz aktivitesi



tipik olarak karacigerde bulunmustur. Fakat testis, bobrek ve plazma gibi bazi1 dokularda
da aktivite gozlenmistir. Onemli miktardaki ilaglar CaE tarafindan metabolize edildigi
igin, bu enzimlerin her bir dokuda degisen aktiviteleri klinik agidan da énemlidir (RoSS
ve vd. 2006, Satoh 2005).

Glutatyon rediiktaz (GR) (E.C. 1.6.4.2), hiicrede okside glutatyonu (GSSG)
rediikte glutatyona (GSH), NADPH’a bagimli olarak katalizleyen bir flavoproteindir
(Ermler ve vd. 1991). GSH, cevredeki oksidan molekiillerin etkisini kendi iizerine
cekerek hiicrenin fonksiyonel proteinlerinin oksidasyonunu engellemektedir. Ayni
zamanda oksijen radikallerinin biyolojik molekiillere saldirmasi sonucunda meydan
gelen peroksitleri ortadan kaldirmak igin bazi peroksidaz enzimler tarafindan da
kofaktor olarak kullanilmaktadir. GR, oksidasyon/ rediiksiyon tepkimelerinde dnemli
bir rediiktant role sahip olan GSH’in hiicre i¢i diizeyi azalinca aktive olmakta ve
organizmadaki smirli olan GSH deposunu tamamlanmaktadir (Sekil 2.1) (Yan ve vd.
1997). Organizmalarda GR aktivitesinin saptanmasinin oksidatif stresin iyi bir belirteci
olabilecegi diisiiniilmektedir, ancak bu enzim siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz
(CAT) enzimleri gibi antioksidan savunma sisteminde dogrudan yer almaz (Machala ve
vd. 1998, Peixoto ve vd. 2006).

o MO 6556 NADPH
Y Y

(lutatyon (lutatyon
Peroksida Rediktaz

Dizmutaz
\» H,n::g.—)\ et FANADF'

Sekil 2.1. GSH-GSSG Dongtisii

Stiperoksit



2.3.2. Malondialdehit (MDA)

MDA, c¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna yol agan biliyiik zincir
dagilimi reaksiyonu iirliniidiir olup bu sayede oksidatif stresin glivenilir bir gostergesi

olarak gorev yapar (Ceylan ve vd. 2010).

2.3.3. Glutatyon (GSH, y-L-glutamil-L-sistein-glisin)

Glutatyon, glutamik asit, sistein ve glisin aminoasitlerinden olusan tripeptittir
(Sekil 2.2). Yapisindaki sisteinin tiyol grubu GSH’a antioksidan 6zelligini vermektedir.
Rediikte glutatyon (GSH) ve okside glutatyon (GSSG veya glutatyon disiilfit) olmak
tizere iki formu bulunan GSH, reaktif oksijen tiirlerine (ROT), ksenobiyotik zarara
karsi, hiicresel savunmada ve ilaglarin detoksifikasyonunda 6nemli bir rol oynayan

genellikle hiicre i¢i bir antioksidandir (De Quiroga 1991).

vy-Glutamil — sisteinil - glisin

H3N—CH—CHQCH2—£ —N—C';—é:—l&-é—&—o‘
= Ho

SH

GSEH
Sekil 2.2. Glutatyonun agik formiilii

Sahip oldugu siilfidril (-SH) grubundan dolay1 kolay elektron verme kapasitesine
sahip olan glutatyon, H202’nin ve lipit peroksitlerinin temizlenmesinde goérev yapan
GPx ve GST enzimlerine elektron saglayan bir kofaktor olarak gorev yapmaktadir.
Boylece reaktif oksijen tiirlerin detoksifikasyonuna alternatif bir yol olmustur (Griffith
1999). GSH, E ve C vitamini gibi antioksidanlar ve diger serbest radikal

slipiiriiciilerinin ¢alismasint da 6nemli oranda desteklemektedir (Scott 1991).



2.4. Mineraller

Mineral; hayvan metabolizmasinin islevselligi yoniinden ¢ok 6nemlidir. Eksikligi
ve fazlali§i metabolizmada c¢ok ciddi hastaliklara neden oldugu bilinmektedir.
Mineraller yapisal olarak ve vitaminler gibi metabolizmada 6nemli rolleri vardir.
Metabolik rolleri; mineral tiirline gore degismekle beraber bazi maddelerle bilesik
yaparak organik yapilar olustururlar ve genel olarak aktivator, diizenleyici, transmitter
olarak islev goriirler. Viicutta asit-baz dengesini, osmotik basinci, membran ge¢isini

saglarlar. Sinir ve kas sisteminin islevleri i¢in gereklidirler (Aksoy 2008).

2.5. Calismanin Amaci

Bu ¢alismada kursun asetat verilen Wistar albino cinsi erkek siganlarin karaciger
dokularinda olusturulan oksidatif stresin neden oldugu zararlarin azaltilmasi amaciyla
monoterpen tiirevli maddelerden geraniol’iin etkileri arastirildi. Oksidatif stres sonucu
olusan olumsuz etiklerin belirlenmesi i¢in GST, AChE ile GR enzim aktivitelerindeki

degisimler, dokudaki kursun, MDA ve GSH seviyelerindeki degisimler aragtirilmistir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlan

Deneysel siirecte Wistar albino cinsi erkek siganlar kullanildi. Siganlar Firat
Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma Merkezi (FUTDAM)’ nden temin
edilerek uygulamalar1 yapildi. Deneysel siirecten dnce etik kurul karart FUTDAM dan
04.11.2015/181 karar numarasi ile alindi. Deney hayvanlar etik kurul geregi beslenme
sartlarinda barindirilarak deneysel uygulamalara baslandi. Deneyde her grupta 7 sigan
olacak sekilde dort grup olusturuldu. Siganlarin ortalama agirligr 240 gr (240 +40 gr)
dir. Olusturulan gruplar; Kontrol grubu (K), Geraniol grubu (G), Kursun asetat grubu
(KA) ve Kursun asetat + Geraniol grubu (KA+G) olarak siniflandirildi.  Orogastrik
yontemle geraniol 50 mg/kg dozda musir 6zii yaginda hazirlanarak siganlara verildi
(Vieria ve vd. 2011). Geraniol uygulamasi giin asir1 yapildi. Kursun asetat ise 500 ppm
konsantrasyonunda igme suyunda hazirland1 (Bennet ve vd. 2007). Deneysel siireg 30
giin siirdii. Siire¢ sonunda siganlar rompun/ketamin kombinasyonuyla anestezi altina
alindi ve dekapitasyonu yapildiktan sonra karaciger dokulari alindi. Dokular derin

dondurucuda -50°C de muhafaza edildi.

3.2. Kimyasal Maddeler

Fizyolojik su, siilfirik asit, potasyum bikarbonat, etil alkol, izopropil alkol, n-
hekzan, metanol, sodyum kloriir. 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB), 5,5'-dithio-bis(2-
nitrobenzoik asit (DTNB), p-nitrofenil asetat (PNPA), asetilthiokolin iyodid (ACTI),
rediikte glutatyon (GSH), bovine serum albumin (BSA) ve Bradford ayiraci.

3.3. Kullanilan Yardimci Aletler ve Cihazlar
Homojenizator, Santrifiij, mikroplaka okuyuculu spektrofotometre, gaz

kromatografisi (GC), Induktiflenmis plazma atomik emisyon spektrofotometre (ICP-

OES), vorteks, otomatik pipetler, derin dondurucu (-50°C), deney tiipleri ve su banyosu.



3.4. Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Biitiin enzim aktivitesi ve toplam protein miktar1 Slgiim islemleri, dokularin
homojenizasyonu ve santrifiij isleminden hemen sonra, Ornekler bekletilmeksizin
mikroplaka okuyucu sistem (Thermo™ Varioskan Flash ) kullanilarak yapildi. Enzim
aktivitesi ve toplam protein miktar1 Ol¢limlerinde, her bir 6rnek icin ii¢c tekrarl
absorbans okumasi yapildi. Ayn1 6rnek i¢in elde edilen degerler arasinda % 10’dan daha
bliyiik korelasyon farki bulundugunda, okuma islemi yinelendi. Biitiin enzimlerin
aktiviteleri, orneklerdeki toplam protein diizeyleri 6lgiildiikten sonra spesifik aktivite

(nmol/dk/mg protein) olarak ifade edildi.

3.5. Homojenizasyon ve Santrifiij Islemleri

Homojenizasyon toplam doku agirligimin 4 katt hacminde (w/v) sogutulmus
homojenizasyon tamponu (0.1 M, pH 7.4 potasyum fosfat tamponu icinde; 0.15 M KCl,
1 mM EDTA, 1 mM DTT) i¢inde yapildi. Dokular politron homojenizatér kullanilarak,
2000 rpm’de 30 saniye siireyle parcalandi. Homojenizasyon sonrast homojenatlar
ependorf tliplerine aktarildi. Homojenat 16,000 xg devirde 4°C’de 20 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonras: slipernatant kismi alinarak sitozolik enzim aktiviteleri 6l¢iildii.

Calismalarin tiim agamalarinda 6rnekler buz igerisinde korundu.

3.6. Glutatyon S-transferaz Aktivitesi

GST aktivitesi Habig ve arkadaslari (1974) tarafindan kullanilan yontem,
mikroplaka okuyucu sisteme uyarlanarak spektrofotometrik olarak belirlendi.
Reaksiyonda %96’lik etanol iginde hazirlanan 20 mM 1-kloro-2,4- dinitrobenzen
(CDNB) substrat olarak, rediikte glutatyon ise kofaktér olarak kullanildi. On pL
stipernatant, 0.1 M, pH 6.5 100 pL fosfat tamponu ve 0.002 M 100 uL. GSH karigimu,
10 uL CDNB mikroplaka kuyucuklarina sirasi ile pipetlendi. Pipetleme isleminin
hemen ardindan karigim 15 sn karistirildi ve 2 dakika siire ile 25 °C’de 344 nm’de
absorbans degisimi kaydedildi.



3.7. Glutatyon Rediiktaz Aktivitesi

GR aktivitesi tayini Cribb vd. (1989) tarafindan kullanilan mikroplaka sistemi ile
Ol¢lim yontemine gore yapildi. Reaksiyon karigimi 0.1 mM, 150 ul 5,5’-dithiobis (2-
nitrobenzoik asit) (DTNB), 1.2 mM, 20 pl NADPH ve 20 pl 6rnek icermektedir. Yirmi
ul, 3.25 mM GSSG’nin ilavesi ile reaksiyon bagslatildi. Biitiin ¢ozeltiler, | mM EDTA
iceren, 0.1 M potasyum fosfat tamponunda (pH 7.5) hazirlandi. Reaksiyon ilerledikce
GSSG’den GSH olusumu nedeniyle azalan DTNB miktar1 oda sicakliginda 3 dakika

sure ile 405 nm’de izlendi.

3.8. Karboksilesteraz Aktivitesi

CaE aktivitesi onerilen spektrofotometrik yontem mikroplaka okuyucu sisteme
uyarlandi ve 2 dakika siireyle 405 nm’de absorbans okumasi yapildi (Nousiainen ve
Torronen 1984, Santhoshkumar ve Shivanandappa 1999). Substrat olarak, 26 mM
%96’lik etanol i¢inde hazirlanan p-nitrofenol asetat (PNPA) kullanildi. Reaksiyon
solisyonu, 5 uL o6rnek ve 250 pL, 0.05 M trizma pH 7.4 tamponu i¢ermektedir.
Reaksiyon karisimi 3 dakika 25°C’de on inkiibasyona birakildi. Son olarak, son
konsantrasyon 0.5 mM olacak sekilde 5 uL. PNPA ilave edildikten sonra absorbans
degisimi kaydedildi.

3.9. Asetilkolinesteraz Aktivitesi

AChE aktivitesi tayini i¢in Ellman wvd. (1961) tarafindan kullanilan
spektrofotometrik yontemin, Ozmen vd. (1998) tarafindan modifiye edilmis ve
mikroplaka okuyucu sistemine uyarlanmis sekli kullanildi. Enzim aktivitesi 6l¢limiinde
asetilkolin iodid (ACTTI) substrat olarak kullanildi ve renk degisimine bagl olarak {iriin
olusumu saptandi. 10 pl siipernatant mikroplaka kuyucuklarina pipetlendi.
Siipernatantin {izerine son reaksiyon karigiminda 0.701 mM ACTI ve 0.136 mM DTNB
olacak sekilde, 0.1 M trizma pH 8.0 tamponu igerisinde hazirlanmis karisgtmdan 200 pl
eklendi. Karisim mikroplaka okuyucuya yerlestirildikten sonra 10 saniye ¢alkalandi.

25°C’de 1 dakika siire ile 412 nm dalga boyunda absorbans degisimi kaydedildi.



3.10. Malondialdehit Tayini

Lipit peroksidasyon iiriinii olan MDA diizeyi metabolizmada 6nemli bir
parametredir. MDA diizeyi Placer (1966) tarafindan onerilen yonteme gére mikroplaka
okuyucu sisteme uyarlanarak belirlendi. Yontemde reaktif olarak 0,25 N HCI igerisinde
%0,375 thiobarbiturik asit ve %15 trikloroasetik asit kullanildi. Orneklerin 532 nm’de

absorbans okumasi yapildi. MDA miktari nmol/gr doku olarak belirtildi.

3.11. Rediikte Glutatyon Tayini

Rediikte glutatyon miktar1 Moron ve vd. (1979) tarafindan gelistirilen yonteme
gore, mikroplaka okuyucu sisteme uyarlanarak Olgiildii. 5 pl siipernatant mikroplaka
kuyucuklarina pipetlendi ve tizerine 120 pl 0.5 mM pH 6.8 DTNB ¢o6zeltisi eklendi.
Reaksiyon karisiminin 25°C’de renk degisimine bagli olarak 412 nm dalga boyunda
absorbans degeri olgiildii. GSH standart egrisi kullanilarak elde edilen absorbans
degerlerinden 6rneklerdeki GSH miktarlari belirlendi. GSH miktart nmol/gr doku olarak
ifade edildi.

3.12. Toplam Protein Miktar1 Tayini

Doku homojenatlarinda toplam protein miktarlar1 Bradford (1976) tarafindan
gelistirilen yonteme gore, mikroplaka okuyucu sisteme uyarlanarak tespit edildi.
Stipernatant Ornekleri 1:4 oraninda sulandirildiktan sonra, bu Orneklerden 5 pl
mikroplaka kuyucuklarina pipetlendi ve iizerine 250 ul Bradford ayiract eklendi.
Reaksiyon karigimi Karanlik bir ortamda oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi. Renk
degisimine bagl olarak, 595 nm dalga boyunda absorbans degeri 6l¢iildii.
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4. ISTATISTIKSEL ANALIZ
[statistiksel degerlendirme SPSS 20,0 programi ile yapilmis olup gruplar

arasindaki karsilagtirma i¢in varyans analizi (ANOVA) yapildi. Gruplar arasindaki
farkliliklar Tukey testi kullanilarak belirlendi.
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5. BULGULAR

Cizelge 5.1. Karaciger dokusundaki ¢esitli biyokimyasal parametreler

MDA GSH AChE GST CAE
Grup (nmol/gr (nmol/gr (nmol/dk/mg (nmol/dk/mg (nmol/dk/mg
doku) doku) protein) protein) protein)
K 57,17+£3,00 4,16+0,49 90,57+6,15 246,00+10,29 6606,29+327,53
G 58,52+4,52° 4,58+0,38 77,71+£1,94 196,00+4,23%Y  3085,86+174,51°"
KA 90,29+4,30° 3,80+0,30 67,57+3,32" 154,43+5,74° 4095,29+179,46°
KA+G 67,56£1,75* 5,47+0,19% 77,00£4,79 175,71£5,92° 2941,71+250,76%*

Kursun et grbuma stn Karlarina . p<0.05, ¢ B0 01, 2 pe0.001

Karaciger dokusundaki ¢esitli biyokimyasal parametrelerdeki degisimler ¢izelge
5.1’de verilmistir. Karaciger dokusu MDA diizeyi incelendiginde K grubuna gore KA
grubunda onemli bir artis gézlendi (p<<0.001). Geranioliin etkisiyle KA grubuna gore
kombinasyonlu grupta (KA+G) MDA diizeyi azaldi (p<0.001). KA+G grubu GSH
diizeyi KA grubuna gore artis tespit edildi (p<0.05). Kontrol grubuna gére AChE
aktivitesinin KA grubunda azaldig: saptandi (p<0.01). Kontrol grubuna gore GST ve
CAE aktivitelerinde 6nemli azalislar belirlendi (p<0.001).
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Cizelge 5.2. Karaciger dokusu element diizeyleri

Element K G KA KA+G
Pb
31,0+£9,95 26,0+8,69 843,67+111,0°¢ 574,24+58,03 %Y
(ppb)
Zn
31125,2+1749,3 35706,1+1470,6 * 30639,2+257,3 36138,8+410,8 *
(ppb)
Mg
280791,8+4717,3 273766,1+6699,3 278842,2+3666,1 293493 2+84473
(ppb)
Fe b
144388,5+9564.,6 162068,7+4688 4 170731,1+6425,5 159305,1+14820,2
(ppb)
Cu
3692,1x120,6 4062,5+150,4 3661,9+6,9 4099,2+131,2
(ppb)
Mn
3014,2+191,7 3108,9+256,1 2951,2+125,9 2926,1+187,9
(ppb)
Ca
56417,3+525,8 52402,5+2275,2 50682,84+2838,3 62768,7+334,8
(ppb)
Na
687,9+20,7 661,5+36,1 709,8+51,1 806,7+52.9
(Ppm)
K
4305,7+67,5 4265,5+80,7 4095,9+63,1 4414,2+100,1
(ppm)

Kontrol grubuna gore karsilastirma; a: p<0.05, b: p<0.01, c: p<0.001

Kursun asetat grubuna gore karsilagtirma; x: p<0.05, y: p<0.01, z: p<0.001

Karaciger dokusu element diizeyleri ¢izelge 5.2°de verilmistir. Karaciger dokusu

element diizeyleri incelendiginde, K grubu Pb diizeyine gére KA grubunda onemli artig

gozlendi (p<0.001). Kombinasyonlu grubun Pb diizeyi KA grubuna goére azaldi

(p<0.05). K grubuna gore G ve KA+G grubu Zn diizeyi artis gozlenirken (p<0.05), KA

grubunda nispi azalis tespit edildi (p>0.05). K grubunun Fe diizeyine gére KA grubunda

artis saptand1 (p<0.01). Diger elementlerin gruplar arasinda istatiksel farklar olmadig
gozlendi (p>0.05).
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6. TARTISMA

Bu calismada kursun asetat ile oksidatif stres olusturulmus rat karaciger
dokularinda, bir monoterpen olan geranioliin bazi biyokimyasal belirtegler iizerine
etkileri arastirildu.

Rat karaciger dokusu MDA diizeyinde kontrol grubuna gore kursun asetat
grubunda istatistiksel olarak artis belirlendi. Bunun yani sira, geranioliin etkisiyle
kursun asetatin olusturdugu yiiksek MDA diizeyinde bir azalis gézlendi. Wang ve
arkadaglar1 (2012) 8 hafta boyunca Sprugue-Dawley ratlara 500 ppm diizeyinde kursun
asetat uygulamasindan sonra karaciger ve bobrek dokusu MDA diizeylerini
incelemislerdir. Arastirma sonucglari, MDA diizeyinin kontrol grubuna goére kursun
asetat grubunda onemli diizeyde arttigin1 ve kursun asetatin neden oldugu yiiksek lipit
peroksidasyonunu antioksidant 6zellik gosteren flavonoid tiirevli naringenin maddesinin
azalttig1 gostermistir. Benzer sekilde Ozkaya ve vd. (2016) yaptiklar1 ¢alismada ise 4
hafta siiresince 500 ppm kursun asetat uygulamasi yapilan erkek Wistar albino ratlarin
karaciger MDA diizeyinin kontrol grubuna gore 6nemli diizeyde arttig1 rapor edilmistir.
Ayrica, aragtirmacilar kursun asetatin karacigerdeki toksik etkilerini histopatolojik
olarak da degerlendirmis ve kursunun olumsuz etkilerini vurgulamislardir. Yapilan
bircok ¢alismada kursunun diisiik, orta ve yiiksek dozlarda karaciger dokusunda ciddi
hasarlara neden oldugu belirtilmistir. Kursunun karacigerde oksidatif stresi arttirdigi ve
bunun sonucunda da reaktif oksijen tiirlerinden olan hidroperoksitleri, singlet oksijeni,
hidrojen peroksiti ve siiperoksit radikallerini arttirdigi bildirilmistir (Liu ve vd. 2011,
2012). Bunun sonucu olarak hiicrede DNA, protein, lipit ve amino asitlerin ciddi
anlamda hasar gordiigi rapor edilmistir. 7,12-dimetil benz[a]antrosen (DMBA)
kansorejen bir maddedir. DMBA uygulanmis farelerin plazma, elektrosit ve deri
dokularindaki yiiksek lipid peroksidasyon diizeyini geranioliin diislirdiigli tespit
edilmistir ( Manoharon ve Selvan 2012). Kahn ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada da
12-0-tetradekanolforbol-13-asetat (TPA) ile oksidatif stres olusturulmus farelerin deri
dokusunda yiiksek MDA diizeyini geranioliin azalttigini rapor etmislerdir (Khan ve vd.
2013). Bagka bir calismada hidrojen peroksit ile oksidatif stres olusturulmus si¢anlarin
karaciger dokusunda yiiksek MDA diizeyini geranioliin azalttig1 bildirilmistir (Ozkaya
ve vd. 2017).
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Calismamizda, kontrol grubu GSH diizeyi ile diger gruplarin GSH diizeyleri
arasinda istatistiksel fark bulunmamasina ragmen, kursun asetat grubunda nisbi diizeyde
azaldig tespit edildi. Kontrol grubuna gére G ve KA+G gruplarinda ise nisbi artiglar
gozlendi. Geraniol’tin antioksidan etkisiyle G ve KA+G gruplarinda GSH diizeyinin
artigin1  diistinmekteyiz. Kursunun GSH’nun yapisinda bulunan —-SH grubuna
baglanarak GSH diizeyini azalttig1 bilinmektedir. Liu ve ark., yaptiklar1 ¢aligmada,
kursuna maruz birakilmis sigan karaciger dokusunda GSH diizeyini 6nemli oranda
azalttigini, antioksidan olarak kullanilan naringeninin ise GSH diizeyini 6énemli oranda
yiikselttigini bildirmislerdir (Liu ve vd. 2011).

Wang ve vd. (2012) kursun maruziyetine birakilmis rat karaciger ve bobrek
dokularinda GSH diizeyinin kontrol grubuna gore azaldigini ve antioksidant olarak
kullanilan naringeninin GSH diizeyini arttirdigimi bildirmislerdir. Ozkaya ve arkadaslart
(2016) yaptiklar1 ¢alismada kursuna maruz birakilan ratlarin karaciger dokusunda GSH
diizeyinin 6nemli diizeyde azaldigini rapor etmislerdir. Ozkaya ve arkadaslar1 (2017)
tarafindan yapilan bagka bir ¢aligmada ise H,0; ile oksidatif stres olusturulmus ratlarin
karaciger dokularinda GSH diizeyinin 6nemli diizeyde azaldigini, antioksidant olarak
kullanilan geranioliin etkisiyle GSH diizeyinin arttigini bildirmiglerdir.

Monoharon ve vd. (2012) yaptiklar1 ¢alismada DMBA ile deri kanseri
olusturulmus farelerin karaciger, deri ve elektrositlerinde kontrol grubuna gére DMBA
grubunda GSH diizeyinin 6nemli diizeyde azaldigini bildirirken geranioliin etkisiyle
azalan GSH diizeyinin tekrar arttigini1 rapor etmislerdir. Ayrica bu c¢alismada SOD,
CAD ve GPx enzim aktivitelerini azaltan DMBA ya kars1 geranioliin arttirdigini da
bildirmiglerdir. Benzer bir ¢alismada Khan ve vd. (2013), TPA ile oksidatif stres
olusturulmus farelerin deri dokusunda SOD, CAD, GPx, GR, G6PD enzim
aktivitelerindeki azalmay1 geranioliin diizeltici yonde artirdig1 belirtilmistir.

Yaptigimiz ¢alismada AChE, GST ve CAE enzim aktivitelerinin kursun asetat
grubunda istatistiksel olarak azaldigi belirlenmistir. Buna karsin geranioliin etkisiyle
AChE ve GST enzim aktivitelerinde kursun grubuna gére KA+G grubunda nisbi artiglar
gozlenmistir. GSH antioksidant sistemi reaktif serbest radikallere ve diger oksidan
tirlere kars1 hiicresel savunmada 6nemli bir rol oynar. Bu sistem GSH ve onunla
islevsel olarak iliskili olan, hidrojen peroksit ve diger organik hidroperoksitlerin

ayrismasinda GSH ile birlikte ¢alisan GPx, GST, GCL ve GR enzimlerinden olusur
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(McConnachie ve vd. 2007, Chen et al.,2009). Liu ve arkadaslar1 (2011) tarafindan
yapilan bir caligmada kursun uygulanan sican karacigerlerinde GPx, GST ve GR
aktivitelerinin 6nemli Ol¢iide azaldigi rapor edilmistir. Enzim aktivitelerinde ki bu
azaliglarin, ROS ve TBARS diizeyindeki bir artisin yansimasi olarak hepatik dokudaki
oksidatif stress ve kursun ile indiikklenen hepatotoksisite arasindaki iliskiyi
destekledigini belirtmislerdir. Ancak, kursun tarafindan indiiklenen hiicre i¢ci GPx, GST
ve GR aktivitelerindeki azalmanin, kursun ile birlikte puerarin uygulamasi ile
bastirildigini bildirmislerdir.

Calismamizda kursun asetat verilen ratlarin karaciger dokusu kursun
diizeylerinde Onemli oranda artiglar gozlendi. Geraniol’iin etkisiyle kombinasyonlu
grupta kursun diizeyinde azalma tespit edildi. Kursun metabolizmada gerek kan gerekse
dokularda birikerek toksik etkiye neden olmaktadir (Moniuszko-Jakoniuk ve vd.2003).
Geraniol’tin birgok pozitif etkileri vardir. Bu etkileri ile oksidatif stresi, timor
olusumunu ve hepatokarsinojenezisi etkili bir sekilde baskiladigin1 gostermistir (Prasad
2014, Jayachandran ve vd. 2015). Ayrica DMBA, TPA ve H,0, ile oksidatif stres
olusturulan hayvan dokularinda geranioliin antioksidan etki gostererek yiiksek lipit
peroksidatif etkiyi azalttigi rapor edilmistir. Bu ¢aligmalarda antioksidan enzim
parametrelerinde geraniol’iin pozitif etki gosterdigi bildirilmistir (Monoharon ve vd.
2012, Khan ve vd. 2013, Ozkaya ve vd. 2016). Kursun asetat verilerek oksidatif stres
olusturulan rat karaciger dokularinda antioksidan 6zellik gosteren naringeninin kursun
diizeyini 6nemli oranda azalttigi rapor edilmistir (Ozkaya ve vd. 2016). Birgok
calismada benzer sekilde kursun asetata maruz birakilmis hayvanlarin kan, bobrek ve
beyin dokularinda Pb diizeyinin anlamli sekilde arttigr bildirilmistir (Xia ve vd. 2010,
Mehana ve vd. 2012). Pb diizeyinin gesitli dokularda antioksidant 6zellikli maddeler
tarafindan azaltilmasi bu maddelerin selat baglama 6zelliginden dolayr oldugu rapor
edilmistir (Amudha ve Pari 2011, Pari ve Amudha 2011). Yapilan bir ¢aligmada
geranioliin antioksidant, antikanser, antinflamatuar ve antiatherojenik etkiler gosterdigi
bildirilmigtir (Ibrahim ve vd. 2015). Calismamizda da geranioliin Pb diizeyini
azaltmasini bu maddenin antioksidant 6zelliginden dolayr oldugunu sdyleyebiliriz.
Ayrica, literatiir de geranioliin kursun gibi toksik maddeler iizerine etkisinin incelendigi
cok fazla arastirmanin olmamasinin g¢aligmamizin 6nemini artirdigini geraniol’iin

kursun diizeyini azaltarak pozitif etki gosterdigini diisiinmekteyiz.
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Calismamizda c¢inko diizeyinde geraniol ve kombinasyonlu grupta anlamli
degisimler gozlendi. Cinko karaciger fonksiyonlari igin gerekli bir mineraldir ve
eksikliginde birgok patojenik duruma neden olur (Stamoulis ve vd. 2007). Yaptigimiz
calismada Zn diizeyinde kursun asetat uygulanan grupta nisbi bir azalis olurken geraniol
verilen grupta anlamli artis gézlendi. Bu durumu geraniol’{in antioksidan etksinin bir
sonucu oldugunu sdyleyebiliriz.

Sonug olarak, yaptigimiz ¢alismada kursun asetat ile oksidatif stres olusturulan
rat karaciger dokularinda geranioliin yiiksek lipit peroksidasyon diizeyini ve kursun
diizeyini azalttigi, GSH diizeyini ise arttirdigi tespit edilmistir. Ayrica karigim
uygulanan grupta GST ve AChE enzim aktiviteleri iizerine geranioliin antogonistik etki
gosterdigi  sonucunu  ¢ikarabiliriz.  Sonuglarimiza gdre segilen biyokimyasal
belirteglerden ozellikle GST, AChE, MDA ve GSH’mm bu amagla kullanish
biyokimyasal belirtegler oldugunu ve ¢alismamizin geranioliin toksik maddeler {izerine

etkisi ile ilgili yapilacak olan ¢alismalara 6nemli katkilar saglayacagini diisiinmekteyiz.
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