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EFFECTS OF THE FLAVONOIDS ON THE LEAD INDUCED TISSUE
DAMAGE

ABSTRACT

Oxidative stress refers to the undue oxidation of biomolecules leading to cellular
damage, and it is carried out by reactive oxygen species (ROS). Oxidative damage
contributes deleterious effects; it may affect the DNA, which can lead to nucleotide
oxidation and dimerization and it may alter structural protein function or change the
tertiary structure of enzymes. The ratio between generation and detoxification of
ROS requires keeping fixed and there have been several defense systems in
metabolism via function different mechanisms for this balance. Nevertheless,
endogenous and exogenous triggers may cause the overproduction of ROS or the
impairment of these antioxidant defense systems, therefore leading to oxidative

stress.

In this study, the roles of flavonoids, the delay of destruction and the removal of
oxidative stress which will take place in the rats liver with the toxicity of Pb were
investigated. In these inactivation mechanisms, superoxide dismutase, catalase,
glutahtione peroxidase enzyme activities alterations which have antioxidative effects
via removing of deleterious effects of free radicals and lipid peroxidation levels were

determined.

In conclusion, it can be said that Pb at the treatment and over doses can lead to
oxidative liver damage via trigering free radical production. Impaired
oxidant/antioxidant balance can be partially responsible for the toxic effects of lead.
Restoration of the cell antioxidant capacity appears to provide a partial remedy
against lead-induced oxidative stress. Curcimin and tannic acid can abate the
oxidative insult by restoring the altered lead sensitive biochemical variables. So, the
results from our study suggest that treated flavonoids can be effective on
prevention/elimination of radicalic damage and that eating up flavonoids riched diets
can be useful to minimize toxicities of the metal. Further studies should be done to

explain mechanisms of beneficial effects of these flavonoids.
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KURSUN ARACILI DOKU HASARINDA FLAVONOIDLERIN ROLU

0z

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) biyomolekiillerdeki asir1
oksidasyonu sonucu, niikleotid oksidasyonu veya dimerizasyonuyla DNA’ da
mutasyonlara ve yapisal proteinlerin fonksiyonlarinin ya da enzimlerin kuaterner
yapilarinin degisimi sonucu hasara neden olan bir siiregtir. ROS’ larmn iiretimi ve
detoksifikasyonu arasindaki oranin siirekli sabit kalmasi gerekmektedir ve bu orani
koruyabilmek lizere metabolizmada farkli mekanizmalarla calisan cesitli savunma
sistemleri gelismistir. Ancak, endojen ve ekzojen tetikleyiciler ya ROS larin asiri
iiretimine ya da bu antioksidan savunma sisteminin bozulmasina yol acarak
prooksidan/antioksidan dengesinin bozulmasina ve dolayisiyla oksidatif strese neden

olurlar.

Bu c¢alismada, kursun aracili olarak farelerin karaciger dokularinda olusturulan
oksidatif stresin giderilmesinde veya yikimin geciktirilmesinde flavonoidlerin rolleri
arastirllmistir. Bu etkisizlestirme mekanizmalarinda; serbest radikallerin zararl
etkilerini gideren antioksidan etkiye sahip siliperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon
peroksidaz enzimlerinin aktivite degisimleri ile lipit peroksidasyonu diizeylerindeki

degisimler incelenmistir.

Sonug olarak, kursunun uygulanan doz ve dolayisiyla tizerindeki dozlarda, serbest
radikal olusumunu tetikleyerek oksidatif karaciger hasarina yol agabilecegini
sOyleyebiliriz. Bozulan oksidan/antioksidan denge, kursunun toksik etkilerinden
kismen sorumlu tutulabilir. Hiicrelerin antioksidan kapasitesinin restorasyonu,
kursun aracili oksidatif strese karsi kismi bir ¢6ziim tiretebilir. Kiirkimin ve tannik
asit kursun duyarli biyokimyasal degiskenleri restore ederek oksidatif hasari
azaltabilir. Dolayisiyla, bu ¢alismanin 15181nda, uygulanan flavonoidlerin radikalik
hasar1 6nleme/gidermede etkin olabilecegini ve bu nedenle de s6z konusu metallerin
toksisitesini azaltmak i¢in flavonoidlerce zengin besinlerin tiiketilmesinin faydali
olabilecegini  sOyleyebiliriz. Ancak bu flavonoidlerin  faydali etkilerinin

mekanizmalarinin aydinlatilmasi i¢in ilave ¢aligmalar yapilmalidir.
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Anahtar Sozciikler: Serbest Radikal, Antioksidan Enzim, Lipid Peroksidasyonu,

Kursun, Flavonoid.
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BOLUM BiR
GIRIS

1.1 Oksidatif Stres

Oksidasyon yani yiikseltgenme, bir atom ya da molekiiliin bir aliciya elektron
verme prosesidir. Viicudumuzdaki ve besinlerdeki lipidler, karbonhidratlar,
proteinler, niikleik asitlerde oksidasyona ugrayabilmekte ve canli organizma i¢in
zararl olabilecek oksidasyon iiriinleri olusturabilmektedir. Bu durum yaygin olarak
oksidadif stres seklinde ifade edilmektedir. Oksidatif stres, serbest radikal tiretimi ve
hiicrelerin serbest radikallerin yikici etkilerine karsit koyabilme yetileri arasindaki
sitopatolojik zincirleri ifade eder (Simonian ve Coyle, 1996). Reaktif oksijen
bilesiklerinin herhangi bir nedenle asir1 olusumu veya antioksidan savunma sistemi
ve onarim sistemlerindeki yetersizlikler sonucu oksidatif stres gelisir (Kdkoglu,
1998). Oksidatif stres, serbest radikaller iiretildiginde artar, serbest radikallerin
temizlenmesiyle veya oksidatif modifiye molekiillerin onarimiyla azalir. Oksidatif
stresin kroniklesmesi, hiicrelerde prooksidan-antioksidan dengenin bozulmasina ve
oksidatif hasarin baglamasina neden olur. Bu dengesizlik, hiicresel disfonksiyona ve
hiicre 6liimiine neden olabilen oksidatif modifiye molekiillerin yapilanmasiyla
sonuclanir (Reiter, 1998). Oksidatif etki genelde proteinlerin modifikasyonu,
mitokondrial fonksiyon bozuklugu, lipid peroksidasyonunun ve DNA’daki hasarin

artmasi seklinde gézlenmektedir.

Zararl siireclerin bazilari, ¢ogu canlinin yasadigi ¢evresel sartlarin kaginilmaz
sonucudur. %20 oksijen (O,-dioksijen) igeren atmosfer, bu ve ilgili molekiillerin
oksitleme potansiyellerinden dolay1 olduk¢a zararhidir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS)
veya ara Uriinleri olarak karakterize edilen bu molekiiller, gerekli molekiilleri yikima
zorlar (Beckman ve Ames, 1997). Hiicre ic¢i serbest radikal kaynaklari olan
mitokondriyal oksidatif metabolizma, nitrik oksit, fosfolipid metabolizmasi ve
proteolitik gecis yollari, oksidatif strese katkida bulunur. Cogu canli tiiriiniin yagadigi

oksidatif ¢cevrede yasamin siirdiiriilmesi i¢in, bu canli tiirlerinin, oksijence zengin



cevrenin zararli etkileri ile miicadele edebilecek molekiiler araclarla donatilmasi

gerekir.

Organizmalar, oksidasyona kars1 direng saglayan antioksidan olarak ifade edilen
molekiillere sahiptirler (Sies 1993; Sies ve Stahl 1995). Antioksidatif savunma
sistemi diye adlandirilan bu kompleks siire¢, gen¢ organizmalardaki ¢oklu oksidatif
reaksiyonlarda dengeyi saglamak i¢in az veya cok elverislidir; ancak, yas ilerledikce
veya organizmalar toksin ve/veya serbest radikal iireten reaktiflere maruz
kaldiklarinda, antioksidatif savunmalar islevlerini yapamazlar ve sonug olarak, ilgili
hastaliklar ve yaslanma belirtileri ortaya c¢ikar (Bourg, 2001). Bu nedenle, serbest
radikal baglantili hastaliklara karsi koyabilmenin sirr1, organizmalarin yasam
boyunca oksidatif siire¢lerin bir sonucu olarak olusan molekiiler bozunmaya karsi
koyabilme yeteneklerine baglidir (Atlante ve ark. 2001; Reiter ve ark. 1996; Touitou
2001).

1.2 Serbest Radikaller

Molekiillerin ¢ogu ¢ift elektronlu, az sayidaki molekiil ise tek elektronludur.
Atom veya molekiiller, yoriingelerindeki elektronlar eslesmis ve ters pozisyonda yer
aldiklarinda kararli bir yap1 gosterirler. Bu kararli yap1 eslesmemis elektron
bulundurduklarinda bozulur (Halliwell 1987; Basaga 1990; Di Mascio ve ark. 1991;
Firat, 1997). Tek, yani eslesmemis elektronlu olan bu molekiiller, bulabilecekleri
herhangi bir molekiil ile etkilesime girerler. Bu eslesmemis elektronlu molekiillere
"serbest radikaller", "oksidan molekiiller" ya da "reaktif oksijen tiirleri" denir
(Halliwell ve Chirico, 1993). Kisaca serbest radikaller; bu sekilde atomik veya
molekiiler yoriingesinde bir veya daha fazla sayida eslesmemis “elektron”
bulunduran basit bir molekiil, atom veya iyondur. (Yanbeyi, 1999). Serbest radikaller
bu ortaklanmamis elektronlarindan dolay1 oldukea reaktif olup, g¢evrelerindeki atom
ve molekiillere adeta saldirirlar. Cok kisa omiirlii olmalarina karsin, radikal olmayan
maddeler ile reaksiyona girip onlar1 da radikal yapmalar1 ve bir dizi zincir reaksiyonu

baslatip, bir¢ok radikal olusturmalarindan dolay1 oldukga tehlikelidirler.



Biyolojik sistemler i¢in oldukca reaktif ve toksik maddeler olan serbest radikaller,
oksijenin toksik etkisinin gercek nedenini olustururlar. Serbest radikal, eslesmemis
tek elektronunu bir baska molekiile vererek onu indirgeyebilir ya da bir baska
molekiilden elektron alip onu ylikseltgeyerek yapisinda yeni bir elektron ¢ifti
olusturabilir. Iki serbest radikalin tepkimesi sonucunda radikal dzellik ortadan kalkar.
Ancak bir radikal, radikal olmayan bir molekiille tepkimeye girerse baska bir radikal
olusur. Bu 6zellik, radikallerin zincir tepkimelerde rol oynamasina neden olur. ROS,
ozellikle OH ve ONOO, lipid, protein ve DNA’da fonksiyonel degisikliklere neden
olabilir. Poli doymamis yag asitlerinde molekiiler oksijen, OH , H,O,, peroksil ve
alkoksil radikallerini igceren ROS’ un olustugu bir zincir reaksiyonunu baslatir. Lipid
peroksidasyonu olarak adlandirilan oksidatif lipid hasari, membran akiskanliginda
ileri derecede kayba neden olur, membran potansiyelini indirger ve Ca®" gibi

iyonlarin gegirgenligini arttirir. Sonugta hiicre 6liimii gergeklesir (Reiter, 1998).

1.2.1 Serbest Radikallerin Olusumu

Serbest radikaller ii¢ sekilde olusabilir (Cheeseman ve Slater, 1993 ; Akkus, 1995;
Bast ve ark. 1997).

1- Kovalent bagi olusturan elektronlardan birinin bag atomlarindan birinde, digerinin

otekisinde kalmasiyla sonu¢lanan homolitik bag kirilmasiyla

R—X —» R +X
2- Bir molekiilden bir elektronun ayrilmasiyla

X — > X te
3- Bir molekiile bir elektronun katilmasiyla

X+e ~—> X

Radikaller aerobik hiicrelerin tiim fraksiyonlarinda, metabolizma sirasinda
veya patolojik durumlarda birer yan iirlin olarak meydana gelebilir ve hiicrelerde
tersinir ya da tersinmez degisikliklere neden olabilirler. Bu degisiklikler oksidasyon,
fragmantasyon, kopriilesme (disiilfit baglantisi, protein-protein baglantisi, protein-

lipid baglantis1), protein sarmalinda kesilme, floresans seklinde olur. Bunun



sonucunda ciddi hiicre, doku ve/veya organ hasar1 meydana gelebilir (Ames ve ark,

1993; Yanbeyi, 1999).

Hiicrelerde en biiyiik serbest radikal kaynagi, elektron transport zincirinden
elektron sizintisidir. Mitokondri i¢ zarinda yerlesmis oksidatif fosforilasyon zinciri
bilesenleri biiyiik oranda indirgendigi zaman mitokondrial siiperoksit radikali tiretimi
artar. Insan hiicrelerine giren oksijenin %90 nindan fazlasi, mitokondrial sitokrom
oksidaz tarafindan enerji iiretimi i¢in kullanilir; iki su molekiiliiniin olusumu ile

sonuglanan bu iglemler siiresinde, her bir oksijen molekiilii 4 ¢ ilavesiyle indirgenir.

O, +4H +4e __, 2H,0

Ancak, hiicre igine alinan oksijenin tahminen %1-4’tiniin kismen indirgenmis
oksijen tiirlerine yani reaktif oksijen tiirlerine (ROS) dontistiigii bilinmektedir (Floyd,
1999). Elektron transport zincirinden kaynaklanan bu elektron kacaginin yaninda
peroksizomlarda lokalize olan flavin oksidaz gibi bir dizi enzim de siiperoksit
anyonu ya da hidrojen peroksit olusturabilir. Hayvan hiicrelerinde siiperoksidin bir
diger kaynagi da askorbik asit, tiyoller, adrenalin ve flavin koenzimleri gibi
molekiillerin otooksidasyonudur. (Luza ve Speisky, 1996; Halliwell ve Gutteridge,
1989).

1.2.2 Oksijen Radikalleri

Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller oksijenden olusmus
radikallerdir (Cheeseman ve Slater, 1993; Akkus, 1995). Molekiiler oksijen, bir
radikal olarak nitelendirilir, her biri farkli orbitallerde yer alan fakat ayni spin
kuantum sayilarina sahip olan iki eslesmemis elektron icerir. Bu paralel spinli
eslesmemis elektronlardan dolayi, molekiiler oksijeninin reaktif diger radikallere
kiyasla aktifligi diisiik, stabilitesi yiiksektir (Fridovich, 1997; Reiter, 1998). Oksijen
hem tek hem de dort elektron alarak indirgenmeye ugrayabilir. Oksijenin tek
elektronlu indirgenmesi ve oksijenin suya doniisiimii esnasinda bircok serbest radikal

iriinli ve oldukga reaktif tiirler olusur (McCord, 1974; Cheeseman ve Slater, 1993).



Anaerobik canlilar da dahil olmak iizere her canlida toksik etkili olan dogrudan

molekiiler oksijen degil, oksijenin tam olmayan indirgenmesi ile olusturulan bu

oksijen radikalleridir.

D2

.
Katalaz f

HyO ~-—— H303

x-ray Y

O™

Arjinin
HO -
Superoksit
dismutar
L
OH OO -
H+
r
-OH + NO5-

O //—__\
LOO - -w——— L- Y

Sekil 1.1 Serbest oksijen radikallerinin olusumu (S ahl ve ark., 2002).

Tablo 1.1 Reaktif oksijen tiirleri (Yanbeyi, 1999)

LH

Radikal olmayanlar

Radikaller
Stiperoksit radikal (O, ) Hidrojen peroksit (H,0,)

. . . - Lipid hidroperoksit (LOOH)
Hidroksil radikal (OH ') Hipohaloz asit (HOX)
Peroksil radikal (ROO) N-Halojenli aminler (R-NH-X)

. . : 1
Alkoksil radikal (RO) Singlet Oksijen ( 02)
Semikinon radikal (HQ)
Hemoproteine bagli serbest radikaller O%OH §O3)
Azotdioksit (NO 2)

1.3 Reaktif Oksijen Turleri

1.3.1 Siiperoksit Anyon Radikali ( 02-.)

Molekiiler oksijen dis orbitallerinden her biri birer elektron kabul edebilir. Bu

orbitallerin tek elektron almasi ile siiperoksit anyonu (siiperoksit radikali, Oz_' ), iki




2-.
elektron almasi ile de peroksi anyonu (O2 ) olusur (Fridovich, 1975; Cakir, 1997).

Stiperoksit anyon radikali, aerobik biyolojik sistemlerdeki enzimatik ve enzimatik
olmayan oksidasyonlar siiresince olusturulur (Donnely, 1989). Bu radikalin ana
kaynagi, mitokondrideki elektron transport zinciridir (Reiter, 1998). Diger
radikallerle kiyaslandiginda siiperoksit anyon radikalinin reaktivitesi ¢ok diistiktiir.
Ancak bu radikal, olusumuna neden oldugu diger radikallerle birlikte organizmada
genel bir oksitleyici gibi davranmaktadir. Ayn1 zamanda O, nin, hem yiikseltgen
hem de indirgen 6zelligi vardir. Siiperoksit anyonlarindan birisi yiikseltgen, digeri
indirgen olarak davranarak spontan dismutasyon reaksiyonuna ugrayabilir. Bu
durumda, bir O, digeriyle reaksiyona girerek H,O, ve molekiiler oksijen olusturur.
Stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan katalizlenen bu dismutasyon
reaksiyonu , negatif yiiklii radikaller arasindaki elektrostatik itmelerle olusur ve

reaksiyon hizi oldukga yavastir. ( Donnely, 1989).

SOD

O, + O + 2H' —> H,0, + O,

Mitokondriyal elektron transport zincirinden elektron iki yerde sizar. Birincisi,
NADH-dehidrogenaz basamagi, ikincisi ise koenzim Q ya da ubikinon basamagidir.

En son basamakta elektronlarin 02’e taginmasindan sorumlu olan sitokrom oksidaz

enzimi oksijenin % 97-99’unu harcayarak suya indirger. Fakat, Oz’nin % 1-3’linden,
transport zincirinden sizan elektronlarla Ozl- olusur. Bu da yaklasik olarak insan

viicudunda her yil iki kilogramdan fazla 02'- yapildig1r anlamina gelir (Mc Cord,

1984; Firat, 1997; Dikici, 1999).

Stiperoksit radikali diisiikk pH’ larda daha etkili bir radikal olan HOZ' (perhidroksil)

radikali meydana getirir. Fizyolojik pH’ larda ise sadece % 1 kadar1 protonlanmis

haldedir (Cheeseman ve Slater, 1993; Dikici, 1999).



02'- ile HOZI reaksiyona girince, biri okside olurken digeri indirgenir. Bu dismutasyon

reaksiyonunda O2 ve HZO2 meydana gelir. 02'_ ayrica gecis metallerinin

otooksidasyonu sonucunda da meydana gelebilir. Bu reaksiyonlar redoks

reaksiyonlar1 oldugu i¢in tersine de donebilir.

+2 +3

Fe +0 o Fe +Q: ............................................................ (I)

+ +2 -
CU 40 CU H+0 oo (II)

Stiperoksit radikalinin fizyolojik bir serbest radikal olan nitrik oksit (NO) ile
birlesmesi sonucu bir reaktif oksijen tiirii olan peroksinitrit (ONOO ) meydana gelir.

Peroksinitrit, nitrit (NO, ) ve nitrat (NO, ) olusturmak tizere metabolize edilir.
. . =+
Peroksinitrit, azot dioksit (NO, ), hidroksil radikali (OH ), nitronyum iyonu (NO, )

gibi toksik {irtinlere doniigebilir ki nitrik oksitin (NO) zararli etkilerinden

peroksinitrit sorumludur. (Akkus,1995)

1.3.2 Hidrojen Peroksit (HZO 2)

Hidrojen peroksit, oksijen araciligi ile doku hasarinda rol oynayan oksijen
metabolitlerinden biridir. Hidrojen peroksit, siiperoksit anyonlarinin dismutasyonu
sirasinda,  ksantin-ksantin  oksidaz reaksiyonunda, mitokondriyal elektron
transportunda ve notrofillerde tretilir (Chance ve ark. 1979; Halliwell ve Chirico
1993). Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi veya
stiperoksidin bir elektron almasi sonucu peroksit meydana gelir. H,O,, kiigiik ve
yiiksiizdiir; kolaylikla hiicre membranindan difiize olur ve bu nedenle iiretildiginden

uzak bolgelere de yayilabilir. H2O2 membranlardan gegebilen uzun Omiirlii

oksidandir. Hidrojen peroksit, gergek bir serbest radikal olmamasina ragmen,

hidroksil radikali olusumuna yol acabildiginden onemli bir oksidandir. Gegis



metallerinin varliginda  Haber-Weiss veya Fenton reaksiyonlar1 ile hidroksil

radikaline (OH) indirgenir ( Reiter 1998).
HO +0 . OH+OH+O,

Bu reaksiyona Haber- Weiss reaksiyonu adi verilir. “Haber- Weiss” reaksiyonu

katalizorlii veya katalizorsiiz olusabilir. Fakat, katalizorsiiz reaksiyon oldukca yavas
ilerler. Katalizor olmayinca ortamdaki HZO2 ve 02'_ antioksidanlar tarafindan kolayca

kaldirilir (Unal, 1999; Dikici, 1999). Demir gibi gegis metalleri ile katalizlenen ikinci
sekli ise ¢ok hizlidir (Akkus, 1995; Firat, 1997; Yanbeyi, 1999). Bu reaksiyonda

+3 +2
once ferri demir (Fe ), siiperoksit tarafindan ferro demire (Fe ) indirgenir. Sonra bu

ferro demir kullanilarak “Fenton Reaksiyonu” ile hidrojen peroksitten OH ve OH
iretilir. Reaksiyon mekanizmasi asagidaki gibidir.

- +3 +2
O2 + Fe - 5 O2 + Fe

+2 +3 . -
Fe +H202 —_— Fe + OH+ OH

(Akkus, 1995; Bast ve ark., 1997; Firat, 1997; Yanbeyi, 1999).

HZO2 iiretimi, bircok bakteri tiirlinde, fagositik hiicrelerde, spermatozooda oldugu

gibi hiicrelerde de mitokondride, mikrozomlarda ve kloroplastlarda olur.
Mitokondride H,O, bol miktarda bulunur. Ayni1 zamanda metal iyonlar1 da ¢oktur ve
dolayistyla ¢ok fazla hidroksil radikali iiretimi s6z konusudur. Bu metal katyonlari,
DNA veya hiicre zarlarina baglanirsa bu bolgelerde hidroksil radikali olusumuna yol
acabilir. Ayn1 zamanda H,O;, hem gruplarin1 yikarak demir agiga ¢ikarabilir (Reiter,
1998). Hiicrelerin ¢ogunda H,0,, iki onemli antioksidan enzimin fonksiyonuyla
zararsiz lUrilinlere donistiiriilebilir. Bunlar, katalaz (CAT) ve selenyum bagiml
glutatyon peroksidazdir (GSH-Px). GSH-Px, katalazin merkezi sinir sisteminin

birgok bolgesindeki diigiik aktivitesinden dolay1 beyin i¢in daha dnemlidir



(Jain ve ark. 1991). GSH-Px, indirgenmis glutatyonun (GSH) distilfidine (GSSG)
dontistimii siiresince hidrojen peroksit ve hidroperoksitleri substrat olarak kullanir

(Guemouri ve ark. 1991).

CAT

2H202 > 2H20 + 02

GSH-Px
GSH + H,0, »GSSG + H,

[ ¥

v
Dopamin oksidasyonu \\‘

Makrofajlar
Mitakondrival elektron - -
S1Zintis| l e

Ksantin oksidaz N!']. -
Nﬁ[l’{)ﬁ"ﬁl‘ 07— ONOO™ —# ONO Q= Ny
+ «0OH

'0;

SODl
Fenton Reaksiyvonu

Hy Oy i .
Glutatyon T FeroH +e0H
peroksidaz —+
Katalaz Hemoglobin
Ferritin

Hi0 + ¢ .
"™ Transferin

Sekil 1.2 Oksijenin kismi indirgenmesiyle olusan toksik tiirler.

1.3.3 Hidroksil Radikali (OH )

Hidroksil radikali, kimyada en aktif radikal olarak bilinir. Bu nedenle in vivo

olusan bir OH radikali hemen her molekiile saldirir ve olustugu yerde de biiyiik
hasara neden olur. Nonradikal biyolojik molekiillerle zincirleme reaksiyonlari
baslatir (Halliwell, 1987; Cheeseman ve Slater, 1993; Jialal ve Fuller, 1993; Akkus,
1995; Yanbeyi, 1999). Hidroksil radikali, hidrojen peroksitin gecis metalleri
varliginda indirgenmesi ile (Fenton reaksiyonu) olusan son derece reaktif bir
radikaldir. Ayrica hidrojen peroksitin siiperoksit radikali ile reaksiyonu sonucunda da

(Haber-Weiss reaksiyonu) meydana gelir. Bu reaksiyon katalizorsiiz ¢ok yavas
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+3
oldugu halde Fe katalizorliiglinde ¢ok hizli olusur (Cheeseman ve Slater, 1993;

Akkus, 1995; Dikici,1999).

- +3 +2
O2 + Fe > O2 + Fe i, @D
+2 +3 . -
Fe + H202 » Fe + OH + OH (Fenton reaksiyonu) ......(II)
HO + 02" »OH + OH + O, (Haber-Weiss reaksiyonu) (I1I)

Hidroksil radikali olusur olugmaz iiretildigi yerin birkag A° uzaklhigindaki
herhangi bir molekiille reaksiyona girer. Yiiksek reaktifliginden dolayi, 37°C’da
beklenen yarilanma Omrii 1x10® sn’dir. ‘OH, niikleer ve mitokondrial DNA’ya,
membran lipidlerine ve karbonhidratlara zarar verir. Memeli hiicrelerinde OH

tiretildiginde, DNA {iriinlerine zarar vererek ayrilir (Karbownik ve Reiter, 2000).

DNA hasarmin gergeklestigi en az iki yol vardir. H,O, DNA yakinindaki
molekiillere bagli olan Fe*" veya Cu" ile reaksiyona girdigi i¢in bozulmus DNA
olusabilir; bu nedenle toksik OH radikali olustugunda, onun ilk hedefi komsu
niikleik asitlerdir (Arouma ve Halliwell, 1987). Bu yari-indirgenmis oksijen tiiri,
lipid peroksidasyonunu baglatmak {izere membran lipitleriyle etkilesir. Bu etkilesim,
‘OH’nin PUFA dan allelik bir H"y1 uzaklastirmastyla gerceklesir ve bir radikalik
zincir reaksiyonuyla sonuglanir. Depo proteinlerden saliverilen demir lipid
hidroperoksitlerle reaksiyona girdiginde, onlar1 peroksil ve alkil radikallerine
doniistiirlir ve bunun sonucunda lipid yikimi gerceklesir (Reiter, 1998). Bir hidroksil
radikali, yiizlerce yag asidini ve yan zincirini lipid hidroperokside cevirebilir. Bu

olusan hidroperoksitler birikerek membran biitiinliigiinii bozarlar.

1
1.3.4 Singlet Oksijen ( O 2)

Singlet oksijen, ortaklanmamis elektronu olmadigi i¢in radikal olmayan reaktif
oksijen molekiiliidiir. Oksijenin yiliksek enerjili ve mutajenik formudur (Yanbeyi,
1999). Oksijenin eslesmemis elektronlardan birinin verilen enerji sonucu bulundugu

orbitalden baska bir orbitale veya kendi spininin ters yoniinde yer degistirmesiyle
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olusur (Cross ve Halliwell, 1987; Ames ve ark., 1993; Firat, 1997; Yanbeyi, 1999;

Dikici, 1999). Singlet oksijen in vivo ortamda sitokrom P450, endoperoksit sentetaz

ve myelo peroksidaz reaksiyonlartyla olustugu gibi iyonize radyasyonla da olusabilir.
Serbest radikal reaksiyonlar1 sonucu meydana geldigi gibi serbest radikal
reaksiyonlarinin baslamasina da sebep olur (Di Mascio ve ark., 1991; Kuzuya ve
ark., 1993; Akkus, 1995; Yanbeyi, 1999). Singlet oksijen, serbest radikal
olmamasina ragmen ¢ok reaktif olmasi ve liretimi sirasinda bazi radikalik tepkimeler

olugmasi nedeniyle ayn1 aileden sayilmaktadir (Halliwell ve Gutteridge, 1989).
1.4 Serbest Radikallerin Kaynaklari

Biyolojik sistemlerde serbest radikal olusumu, normal metabolik olaylarin seyri
sirasinda gelebildigi gibi, organizmada bazi1 yabanci maddelerin (ksenobiyotikler)
metabolize edilmesi sirasinda ve organizmanin radyasyon gibi dis etkenlere maruz
birakilmasiyla da meydana gelebilir (Yanbeyi, 1999). Bu nedenle serbest radikal
olusturan mekanizmalar endojen ve ekzojen olarak ikiye ayrilmaktadir (Firat, 1997;

Yanbeyi, 1999)

Tablo 1.2 Hiicredeki serbest oksijen radikali kaynaklari (Cross ve ark.,1987)

Endojen Kaynaklar Eksojen Kaynaklar

Mitokondriyal elektron transport | Ilag oksidasyonlar1 (Or. Parasetamol,
zinciri CCl 4)

Kloroplast elektron transport zinciri fyonize radyasyon

Oksidan enzimler: Ksantin oksidaz Giines 15181

Indolamin dioksijenaz

X- 1s1nlart
Triptofan dioksijenez UV- 1sinlar1
Galaktoz oksidaz Is1 soku
Siklooksijenaz Glutatyonu okside eden maddeler
Lipooksijenaz Sigara dumani
Mono aminooksidaz Ozon
Fagositik hiicreler Kiikiirtdioksit

Notrofiller, monosit ve makrofajlar

Egzos gazlari
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Son yillarda yapilan ¢alismalar, nemli endiistriyel ve ¢evresel kirleticilerden olan Pb
ve Al gibi esansiyel olmayan toksik agir metallerin oksidatif hasarda etkin rol

oynadiginmi gostermektedir.

Tablo 1.3 Farkli sanayi kuruluslarindan kaynaklanan metal kirlilikleri

Endustri Cd Cr Cu Hg Pb Ni Sn zZn Al
O Kagit Endiistrisi - + + + 4+ o+ - -+
O Petrokimya + + - 4+ 4+ -+ o+ -
O Klor-alkali Uretimi + + - 4+ + -+ + -
O Glibre Sanayi + + o+ + + o+ - o+ o+
O Metal Sanayi + o+ o+ + + o+ + + o+
@) Enerji Uretimi (Termik) + + + + + + + + -
@) Gida + - + + o+ - -+ +

Cok eski caglardan beri kullanilan metaller, organizmanin fonksiyonlarini yerine
getirmeye calisir. Bunlara esansiyel metaller denir. (Co, Zn, Fe, Mn, Cu). Esansiyel
metallerin bir kismi enzim, hormon, hiicre zar1 gegirgenligi ve su dengesini

diizenlerler.

Bircok metal igme sulariyla alinir. Bazi metaller ise kirliliklerle ve gidalarla
almabilir. Yeralt1 sulart mineral yataklarindan gegerken metaller suda ¢oziiniir ve
zararh hale gelirler. Agir metaller konsantrasyon siirini astiklar1 zaman toksik etki
gosterirler. Agir metallerin, elektron paylasim afinitesi yiiksektir ve kovalent bag
yapma yetenegine sahiptirler. Bu bag, agir metallerle stilfidril bag1 igeren proteinler

arasinda olusur. Metallerin toksik etkilerinin asil nedeni de budur.

Her metale gore toksik etki degisir. Her metalin bir hedef organi vardir. Ornegin
Pb hematopoetik sistemi etkiler. Bobrekler ve karaciger de diger hedef organlardir.
Metallerin toksisitesine az ¢ok etki eden bir diger faktdrde sudaki ¢oziiniirliikleridir.
Suda coziinebilen metaller daha fazla toksik etkiye sahiptir. Bazi metal iyonlar

organizmada anyonlarla etkilesip ¢6ziinmez tuzlar olustururlar. Cok fazla besinsel
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fosfat alinmasi, Pb tuzlarinin suda ¢6ziinmez Pb-fosfat olusumu nedeniyle kursunun

gastro sistemden atilimini engeller.

Kursun (Pb), insan ve laboratuar hayvanlari lizerinde fizyolojik, biyokimyasal ve
davranissal bozukluklara neden olan gevresel bir kirleticidir. Endiistrideki kullanim
nedeniyle biyosferde yogun olarak bulunmaktadir. Ozellikle kuzey yarim kiirede
havada 1000 ton civarinda kursun sirkiilasyonu s6z konusudur (Diindar ve Aslan,
2005). Yasadigimiz ortamda kursunun c¢ok fazla bulunmasi, kursun toksisitesinin
halk saglig1 ile birincil dereceden ilgili olmasina neden olmaktadir. Kursun, mavimsi
gri renkte olup cok eskiden beri kullanilmaktadir. Baglica boya, akiimiilator, seramik,
porsenel, vulkanize kauguk endiistrisinde de, metal alanlarinda, matbaa dizgilerinde
kullanim alanlar1 mevcuttur. Ayrica kursun vuruntuyu azaltmak icin benzine alkil
kursun bilesikleri olarak katilir. Tetra etil kursun ya da tetra metil kursun en énemli
kursun kaynaklarindandir. Et, balik ve yumurtada da belli oranlarda kursun bulunur.
Kursun baslica sindirim ve inhalasyon ile alinir. Genel olarak yetigkinlerde oral yolla
alman kursunun %10’u, ¢ocuklarda ise %40°’1 gastrointestinal yoldan absorbe olur.
Kursunun gastrointestinal yoldan absorbsiyonunda ¢esitli faktorler etkilidir. Giinliik
oral yolla alinan kursun miktar1 300 ile 500 mg arasindadir, inhalasyon ile alinan
miktar havadaki partikiil biiytlikliigi ve kimyasal yapiya bagl olarak degisir.
Organizmada kursun bilesiklerinin deri yolu ile absorbsiyonu da Onemlidir.
Absorblanmis kursunun atilimi1 da oldukga yavastir. Bu nedenle hayat boyu viicutta
birikir. Absorbe olan kursun kana gecerek dengeye ulasir ve dolasim yolu ile tim
viicuda dagilir. Geng ve orta yaslarda kursun yumusak dokuda, daha ileri yaslarda
kemikte toplanir. Kemikler diginda bobrek ve karaciger kursun birikimi agisindan
onemlidir. Bobrek ve bazi dokularda kursunun proteinlere baglanmasiyla yogun ve

kursunca zengin hiicre i¢i cisimcikleri olugur.

Diistik seviyedeki kursunun bile, 6grenme ve duymada kayiplara neden oldugu
bilinmektedir. Calismalar Pb aracili toksisitede ¢ok cesitli mekanizmalarin yer
aldigin1 gostermektedir. Pb, oksidatif, genetik, metabolik, ve enzimatik hasar
olusturarak viicudun tiim yasamsal organlarina zarar verebilir (Bagchi ve Preuss,

2005). Son yillardaki caligmalar, oksidatif stresin Pb’ nun temel toksik etki
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mekanizmalarindan biri  oldugunu ileri slirmektedir. Kursuna maruz kalma
sonrasinda hidroksil (OH’), hidrojen peroksit (H,O;), sliperoksit anyon (O, ) ve
lipid peroksit (LPO’) gibi reaktif oksijen tiirlerinin iiretiminin arttigr ¢esitli
calismalarda rapor edilmistir. Bu ¢aligmalarda Pb’a maruz birakilan ratlarin karaciger
ve bobrek dokularinda lipid peroksidasyonunun bir indikatérii olan MDA
konsantrasyonunun arttig1 ve antioksidan enzim aktivitelerinde de diizensizliklerin
gbzlendigi belirtilmektedir (Adonaylo ve Oteiza, 1999; Thurman ve ark., 1999;
Husain ve ark., 2001; Patra ve ark., 2001; Tandon ve ark., 2002). Pb direkt olarak
serbest radikal olusturamaz, ancak dolayl olarak koruyucu antioksidan bariyerlere
zarar vererek lipid peroksidasyonunu uyarir (Gurer ve ark., 1999; Patra ve ark.,
2001; Gordon ve ark., 2002). Kadmiyum (Cd) ve civa (Hg) gibi Pb da aminoasitlerin
tiyol gruplarina yiiksek bir afinite gosterir. Pb, sliperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve glukoz-6-fosfat dehidrataz (G6PD) gibi
enzimlerin -SH gruplarini inhibe ederek antioksidan bariyere zarar verebilmekte,

glutatyon (GSH) konsantrasyonunu azaltmaktadir.

Pb, insanlar iizerinde toksisiteye yol agabilecek iic 6nemli biyokimyasal 6zellige
sahiptir. Birincisi, kursun, siilfidril gruplarina yiiksek afinite gosteren elektropozitif
bir metaldir ve bu nedenle siilfidril iceren enzimleri inhibe eder. ikincisi, divalent
kursun kalsiyum gibi davranir ve kalsiyum ile yarisarak mitokondriyal fosforilasyon
gibi 6nemli mekanizmalarda onun yerini alir. Kursun, normalde kalsiyum tarafindan
diizenlenen hiicre ici ileti sistemini bozar ve bdylece endokrin ve noronal
fonksiyonlara zarar verir. Son olarak kursun, niikleik asite bagli proteinlerle
etkileserek DNA’nin genetik transkripsiyonunu ve dolayisiyla gen regiilasyonunu

bozabilmektedir ( Gordon ve ark., 2002).
1.5 Vicudun Antioksidan Savunma Mekanizmalari

Serbest radikallerin zararl etkilerine kars1 organizmada koruyucu mekanizmalar
vardir. Bu mekanizmalardan bir kismu serbest radikal olusumunu, bir kismi ise
olusmus serbest radikallerin zararli etkilerini Onler. Bu islevleri yapan maddelerin
tiimiine birden genel olarak antioksidanlar denir (Ames ve ark., 1993; Frei, 1994;

Akkus, 1995; Bast ve ark., 1997; Yanbeyi, 1999; Dikici, 1999). Antioksidanlar;
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intraselliiler ve ekstraselliiler olmak {izere iki grupta incelendikleri gibi ayrica

enzimetik ve non-enzimatik olarakta siniflandirilabilirler.

Tablo 1.4 Biyolojik sistemlerde antioksidan savunma sistemi (Yanbeyi, 1999; Dikici, 1999)

Enzimatik Nonenzimatik
Stiperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon (GSH) Alblimin
Katalaz (KAT) a-Tokoferol (vit E) | Seruloplazmin
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) Askorbat (vit C) Transferrin
Fosfolipid hidroperoksit glutatyon B-Karoten Ferritin
Peroksidaz (PLGSH-Px) Flavonoidler Laktoferrin
Glutatyon S-transferaz (GST) Urat Melatonin
Glutatyon rediiktaz (GSSG-R) Bilirubin Sistein

Antioksidanlar etkilerini, simdiye kadar tespit edilebilen alt1 degisik mekanizma
ile gosterirler (Cross ve Halliwell, 1987; Gueumori ve ark., 1991; Ames ve ark.,
1993; Yanbeyi, 1999). Bu mekanizmalar, birbirinden bagimsiz veya bir arada

isleyebilmektedirler.

1. Oksijen ile reaksiyona girerek ya da onun yerini alarak lokal oksijen

konsantrasyonunu azaltabilirler.

2. Hidroksil (OH) radikali yapisinda yer alan hidrojen atomlar1 bag
olusturabilecek yapidaki iriinleri temizleyerek peroksidasyonun baglamasini
Onleyebilirler.

3. Membran lipidlerine direkt etkiyerek peroksit olusturabilen singlet oksijeni

1
( 02) baskilayabilir ya da temizleyebilirler (Yanbeyi, 1999).

4. Metal iyonlarim1 baglamak yoluyla reaktif gruplarin (OH', ferril ya da
+2 +3
Fe /Fe /O2 kompleksleri gibi) ve /veya lipid peroksitlerden peroksil ve alkoksil

radikallerinin olusumunu Onleyebilirler. Membranlarda LPO’nun baslamasina hangi
reaktif {irlinlerin neden oldugu tartisiimaktadir, ancak hem baslangic i¢in ve hem de
olusan lipid peroksitlerinin dekompozisyonu icin transisyonel metal iyonlarina

ihtiyac oldugu konusunda genel bir kan1 vardir.
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5. Peroksitleri, alkol gibi nonradikal iiriinlere ¢evirebilirler. Ornegin; GSH-
Px, peroksitleri bu yolla temizleyen bir antioksidandir.

6. Zinciri kirabilirler yani; zincir olusumuna neden olabilen serbest
radikallerle reaksiyona girebilirler ve yag asidi zincirlerinden siirekli hidrojen iyonu
salinimint Onleyebilirler. Zincir kirici antioksidanlar i¢in de fenoller, aromatik
aminler ve en yaygin olani a-tokoferol yer almaktadir (Halliwell, 1990; Yanbeyi,

1999).

Bir oksidatif zincirde antioksidanlar, farkli basamaklarda etki gosterirler. Lipit
peroksidasyonunu yukaridaki mekanizmalardan ilk dort tanesi ile Onleyenler
“Koruyucu Antioksidanlar” olarak kabul edilmektedir. Dordiincii mekanizma ile etki
edenler reaksiyon sirasinda tiiketilemezler. Besinci mekanizma ile etki eden
antioksidanlar ise koruyucu olmakla birlikte reaksiyon sirasinda kimyasal
karakterlerine gore, tliketilebilir ya da tiiketilemezler. Altinc1 mekanizma ile etki
eden zincir kirici antioksidanlar ise zincir uzama reaksiyonlarina neden olan
radikallerle kompleks yaptiklarindan kirma reaksiyonu siirecinde tiiketilirler.
Antioksidanlarin pek cogunun tek bir mekanizma iizerinden etki etmedigi, birden
fazla mekanizma ile asil etkisini olusturdugu farkli aragtirmacilar tarafindan ifade
edilmektedir (Craig ve ark., 1986; Halliwell, 1987; Halliwell ve Gutteridge, 1990;
Jialal ve Fuller, 1993; Halliwell, 1994; Akkus, 1995; Yanbeyi, 1999). Bu
mekanizmalar normal biyokimyasal olaylar sirasinda az miktarda olusan radikalleri
notralize edebilirler. Ancak hiperoksi, iskemiden sonra reperflizyon, dokularda
reaktif oksijen radikalleri olusturan ksenobiyotiklere maruz kalma ve bu radikalleri
bol miktarda olusturan aktive edilmis noétrofillerle diger fagositlerin dokuda
toplanmas1 gibi durumlar, oksidan/antioksidan dengesinin bozulmasina, antioksidan
mekanizmalarin tiikenmesine (deplesyon) ve sonugta sitotoksik radikal etkinliginin

artmasina bagli olarak hiicre zedelenmesine ve dliimiine yol acar (Yanbeyi, 1999).



17

1.5.1 Enzimatik Antioksidanlar

1.5.1.1.Siiperoksit Dismutaz

Stiperoksit dismutaz (SOD, E C. 1.15.1.1), siiperoksit anyon radikalinin hidrojen
peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizler (Mc Cord ve Fridovich, 1969;
Beauchamp ve Fridovich, 1971; Fridovich, 1997; Heikkila ve Cabbat, 1976;
Shimuzu ve ark., 1984; Reddy ve Venkaiah, 1988).

SOD

20, + 2H" _ 0, + H,O,

SOD’un fizyolojik fonksiyonu oksijeni metobolize eden hiicreleri siiperoksit
serbest radikalinin lipid peroksidasyonu gibi zararl etkilerine kars1 korumaktir. SOD
aktivitesi, yiiksek oksijen kullanimi1 fazla olan dokularda fazladir. SOD enzimi
kofaktor olarak i¢erdigi metal iyonu tipine gore ii¢ sinifta toplanir (Fridovich, 1975;
Asada, 1976; Asada ve ark., 1980; Allen ve ark., 1984; Rousseau, 1990; Smirnoff ve
Palanca, 1995; Cakir; 1997; Yanbeyi, 1999).

Insanda SOD’nin iki tipi bulunmaktadir; sitozolde bulunan, dimerik, Cu ve Zn
iceren izomer (Cu-Zn SOD) ile mitokondride bulunan tetramerik Mn igeren
izomerdir (Mn-SOD). Cu,Zn-SOD, beyin hasar1 ve noronal oliime karsi hem hiicre
ici hem de hiicre dis1 koruyucu 6zellik gosterir. Prokaryotlarda bulunan ve Fe i¢eren
bir izomeri daha vardir (Fe-SOD). Ayrica 1982 yilinda glikoprotein yapisinda olan
ekstraselliiler SOD (EC-SOD) tanimlanmistir (Marklund, 1984; Dikici, 1999). Cu-Zn
SOD; ilk kez 1969 yilinda Mc Cord ve Fridovich tarafindan tanimlanmistir. Cu-Zn
SOD, hayvansal hiicrelerin sitozoliinde yer alan enzimin molekiil agirhig: yaklasik
olarak 32000 Daltondur. Birbirinin aym olan iki alt iiniteden meydana gelir. Her
subiinitede bir Cu atomu, bir Zn atomu atomu, bir zincir i¢i disiilfiir kopriisii, bir
stilfidril grubu ve bir asetilenmis terminal amino grubu bulundugu tesbit edilmistir
(Freeman ve Crapo, 1982; Firat, 1997). Mn-SOD; prokaryotik hiicreler molekiil

agirlig1 40000 olan, birbirinin ayni olan iki alt birimden olusan ve enzimin alt birimi
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basina birer atom Mn bagli olan bir dismutaz igerirler. Mitokondri dismutazi da diger
prokaryotik hiicrelerdeki dismutaza benzer, ancak 80000 molekiil agirliginda
tetramer yapidadir. Mitokondri ve diger prokaryotlarin dismutazlarinin pek ¢ok ortak
0zelligi primer yapilar1 da birbirine ¢ok benzer. Mitokondri dismutazinin bu 6zelligi,
mitokondrinin prokaryotik orjinli olup, dkaryotik hiicre i¢ine girerek simbiyotik bir
yasam olusturduguna kanit olarak kabul edilir. Aym tepkimeyi katalizlemeleri
disinda Mn-SOD ile Cu-Zn SOD arasinda higbir ortak yapisal ozellik yoktur
(Halliwell, 1990; Yanbeyi, 1999).

Fe-SOD; bazi bakteriler birden fazla SOD igerirler. Bunlardan biri biitiin
prokaryotlarda bulunan Mn-SOD olup, hiicre sitoplazmasinda bulunur. Bazi
bakteriler periplazmik bolgelerinde demir igeren bir SOD bulundururlar (Cakaur,
1997). Bu dismutaz kofaktorii disinda Mn-SOD’a  benzer. Bu tip

mikroorganizmalarda matriks enziminin (Mn-SOD) endojen 02- radikallerine karsi

demir iceren dismutazin ise ¢evreden gelen radikallere karsi koruyucu fonksiyon
gordiigii kabul edilmektedir (Kiling, 1985; Cakir, 1997). Mn-SOD ve Fe-SOD
enzimlerinin biri ya da her ikisi birden prokaryotlarda bulunur (Cakir, 1997).

1.5.1.2 Katalaz

Katalaz (CAT; EC 1. 1. 1. 6), hidrojen peroksidin oksijen ve suya doniistimiinii
katalizler (Shimuzu ve ark.,1984).

CAT + H,0, — = CAT- H,O, (kompleks I)
CAT- H,O, + H,0, — - CAT + 2H,O + O, (katalaz aktivitesi)
CAT

2 H,O, —_— 2H,0 +0,
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Katalaz (CAT), tiim hiicre tiplerinde degisik konsantrasyonlarda bulunan dort tane
hem grubu ig¢eren bir hemoproteindir. Molekiil agirligi 248,000 Dalton’dur. Hidrojen
peroksidin molekiiler oksijen ve suya doniigiimiinii katalizler (Tudhope, 1967;

Akkus, 1995; Yanbeyi, 1999; Dikici; 1999).

Daha ¢ok peroksizomlarda lokalizedir. CAT 1n indirgeyici aktivitesi, hidrojen
peroksit ile metil, etil hidroperoksitleri gibi kii¢iik molekiillere karsidir. Biiylik
molekiillii lipid hidroperoksitlerine etki etmez. Kan, kemik iligi, mukoz membranlar,
karaciger ve bobreklerde yiiksek miktarda bulunmaktadir (Tudhope, 1967; Gonzales
ve ark., 1984; Rice-Evans ve ark., 1991; Rachmilewitz ve ark., 1994; Akkus, 1995;
Bast ve ark., 1997; Yanbeyi, 1999; Dikici, 1999).

1.5.1.3 Glutatyon Peroksidaz

Hiicrelerde olusan hidroperoksitlerin uzaklastirilmasindan sorumlu olan bir
enzimdir. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px; EC. 1.11.1.9), hem hidrojen peroksidi
detoksifiye eder hem de lipid hidroperoksitlerin toksik olmayan alkollere

indirgenmesini katalizler (Wheeler ve Salzman., 1990; Guemouri ve ark., 1991).

GSH-Px

ROOH + 2GSH —— ROH + GSSG + H,O ..... ()
GSH-Px

H,O0, + 2GSH —- GSSG + 2Hy0 .evvviiien, (D)

GSH-Px aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksidin artmasina ve siddetli hiicre

hasarina yol agar.

Molekiil agirligr yaklasik olarak 85,000 Dalton’dur. Birbirinin ayni dort alt
birimden olusan tetramerik bir enzimdir. Her alt birim bir selenyum atomu igerir. Bu
nedenle hiicreleri cesitli hasarlara karsi koruyan bir selenoenzim oldugu diistiniiliir
(Paglia ve Valentine, 1967; Mannervik, 1985; McMillan ve Stell, 1993; Akkus,
1995; Mungan, 1996; Firat, 1997; Yanbeyi, 1999; Dikici, 1999). Enzim aktivitesinin
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en fazla oldugu dokular ise eritrositler ve karacigerdir (Firat, 1997).
Hidroperoksitlerin rediikte olmasi ile meydana gelen GSSG, glutatyon rediiktazi

(GSSG-R) katalizledigi reaksiyon ile tekrar GSH’a doniisiir.

GSSG-R

GSSG+NADPH+H"® — ==  2GSH+NADP .................. (111

GSH-Px’1n, hiicredeki dagilimi, GSSG-R’a bagimlidir. Her iki enzim de sitozolde en
yliksek konsantrasyonlarda bulunur (Yanbeyi, 1999).

superaxide Fa®! Fe=*

dismutase s
oy 3 H -0 OH=

2GSH NADP?

glutathicna glutathione

peroxadase reductase
GSSG NADFH"

2H*

Sekil 1.3 Glutatyon Rediiktazin metabolizmadaki gérevinin gosterimi.

1.5.1.4 Glutatyon S-Transferaz

“Selenyuma bagli olmayan GSH-Px” olarak adlandirilir. Glutatyon-S-transferaz
(GST; EC 2. 5. 1. 18 ), antioksidan 6zelligi olan bir diger enzimdir. Glutatyon-S-
transferaz, her biri iki alt birimden olusan bir dimerik enzimdir ve basta arasidonik
asit ve lineolat hidroperoksitleri olmak tiizere lipid peroksidlerine kars1 bir savunma

mekanizmasi olusturur (Ceballos-Picot ve ark., 1992).

Glutatyon S-transferazlar (GST) katalitik ve katalitik olmayan c¢ok sayida
fonksiyona sahiptirler. Bunlar hem detoksifikasyon yaparlar hem de hiicre ici
baglayict ve tasiyict rolleri vardir. GST' lar, karacigerde sitokrom P450 enzim
sistemi tarafindan reaktif ara iriinlere doniistiiriilen yabanci maddelerin daha az
reaktif konjugatlara doniistimiinii katalizlerler.

GST

ROOH + 2GSH ——=== GSSG + ROH + H,O
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1.5.1.5 Mitokondriyal Sitokrom Oksidaz

Solunum zincirinin son enzimi olan sitokrom oksidaz, asagidaki reaksiyonla

stiperoksidi detoksifiye eden enzimdir.
- + -
4O2 + 4H + 4e¢ ——== 2H20

Bu reaksiyon, fizyolojik sartlarda siirekli cereyan eden normal bir reaksiyon olup,
bu yolla yakit maddelerinin oksidasyonu tamamlanir ve bol miktarda enerji iiretimi
saglanir (Frei, 1994; Halliwell, 1994; Akkus, 1995; Smirnoff ve Palanca, 1995; Bast
ve ark., 1997; Yanbeyi, 1999; Dikici, 1999). Ancak ¢ogu zaman siiperoksit (O, )
tiretimi mitokondriyal sitokrom oksidaz enziminin kapasitesini agsar ve bu durumda
diger antioksidan enzimler devreye girerek siiperoksidin (O, ™) zararli etkilerine

engel olurlar.
1.5.2 Nonenzimatik Antioksidanlar
1.5.2.1 Glutatyon

Karacigerde genetik bilgiye gereksinim olmadan sentezlenebilen ve bir tripeptid
olan glutatyon (y-Glu-Cys-Gly; GSH), hem indirgenmis (stilfidril) hem de
yiikseltgenmis (disiilfid) formda bulunabilir. Ancak, glutatyon rediiktaz (GR)
enziminin fonksiyonu nedeniyle in vivoda baskin olarak indirgenmis formda
bulunur. (Beutler ve Duron, 1963; Akkus, 1995; Firat, 1997; Champe ve Harvey,
1997; Dikici, 1999; Yanbeyi, 1999).

GR
GSSG + NADPH + H' —_— 2GSH + NADP®

v -glutamil sistein sentetaz
L-glutamat + L-sistein +ATP ——== y-glutamil sistein + ADP + Pi ...... (I)
Glutatyon sentetaz

y-glutamil sistein + Glisin + ATP  ——== GSH+ADP+Pi........... (I1)
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v-Glutamil sistein sentaz, GSH sentezinde yer alan ilk ve hiz sinirlayici enzimdir.
Enzim, ATP varliginda, L-glutamat ve L-sisteinden L-glutamil-L-sistein ara
iriinliniin olusumunu katalizler. Glutatyon sentetaz da, y-glutamil sistein ve glisinden

GSH olusumunu katalizler (Peuchen ve ark. 1997).

Viicutta enzimatik olmayan 6nemli bir antioksidan olan GSH, serbest radikaller
ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara kars1 korur (Beutler ve
Duron, 1963; Akkus, 1995; Firat, 1997; Dikici, 1999; Yanbeyi, 1999). Ayrica hem
niikleofilik hem de indirgen 6zellik gostermesi nedeniyle, elektrofilik ve oksitleyici
molekiillerle reaksiyona girerek niikleik asit ve proteinleri radikal hasarma karsi
korur (Bump ve Brown 1990, Cereser ve ark. 2001). Proteinlerdeki —SH gruplarini
indirgenmis formda tutarak fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu
engeller. GSH, yabanci bilesiklerin detoksifikasyonunu ve amino asitlerin
membrandan transportunu saglar. Hemoglobinin yliikseltgenerek methemoglobine
doniismesini 6nlemede 6nemli roli vardir. Glutatyon ayrica, eritrositleri, 16kositleri
ve goz lenslerini oksidatif strese karsi korumada hayati 6neme sahiptir. Eritrosit
zarmi  hidrojen peroksitten, lokositleri fagositozda kullanilan yiikseltgen
maddelerden, lens proteinlerini de radikal hasarindan korur (Akkus, 1995). En
onemli gorevi, enzim ve proteinlerin tiyol gruplarinin (-SH) indirgenmesi ile rediikte
formlarinin yeterli diizeylerde kontroliinii saglamaktir. Tiyol grubuna sahip bir¢ok

enzim diisik hizda fakat okside olarak ya da Oz’nin direkt etkisiyle hizla

aktivitelerini yitirirler. GSH kendisi okside olup tiyol gruplarini tekrar indirgeyerek

bunlarin aktivasyonunu saglar. Ozellikle HzOz’nin elimine edilmesinde de GSH’1n

oksitlenebilirliginden faydalanilir (Carlberg ve Mannervik, 1985; Akkus, 1995;
Yanbeyi, 1999).

GSH + Prot S-S-Prot ~——= GSS-Prot+ Prot-SH ................ll. (I1D)
GSSG + Prot-SH ——==  GSS-Prot+GSH ... (Iv)
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1.5.2.2 Vitamin E (a-Tokoferol)

E vitamini “Tokoferoller” ve “Tokotrienoller” olarak iki ana grupta toplanabilen,
6 kromonal tiirevleri olan 8 dogal bilesigi icerir. Bu bilesikler molekiiliin kromonal
halkasindaki metil gruplarinin say1 ve pozisyonuna gore a, B, y ve O tokoferoller
olarak adlandirilir (Fritsma ve ark., 1983; Yanbeyi, 1999). Yapisinda bulunan fenolik
hidroksil grubuna ait aromatik halka, vitaminin kimyasal olarak aktif kismini
olusturur ve antioksidan 6zelligi bu gruptan kaynaklanir. o —Tokoferol dokularda
degisik konsantrasyonlarda bulunur. En yiiksek vitamin E konsantrasyonlari,
mitokondri ve mikrozomlar gibi membrandan zengin hiicre fraksiyonlarinda bulunur.
E vitaminini, siiperoksit ve hidroksil radikallerini, singlet oksijeni, lipid peroksi
radikallerini ve diger radikal 6rneklerini indirger (Rice—Evans ve ark., 1991; Akkus,

1995; Tanakol, 1998; Dikici, 1999; Yanbeyi, 1999).

E vitamini dokularda en 6nemli zincir kirici antioksidandir. Alfa tekoferoliin
hidrofobik kismi1 hidrojen atomunun kolayca ayirabilecegi bir hidroksil grubudur. Bu
nedenle peroksil radikali ve alkoksil radikalleri oncelikli olarak E vitamini ile
birlesirler. Cok giiclii bir antioksidan olan E vitamini, hiicre membran
fosfolipidlerinde bulunan polidoymamis yag asitlerini serbest radikal hasarindan
koruyan ilk savunma hattin1 olusturur. (Horwitt, 1986; Ames ve ark., 1993; Akkus,
1995; Cakir, 1997; Yanbeyi, 1999).

L + Vit.E — = LH + Vit.E

VitE + L —— LH + Vit.E ox

Glutatyon peroksidaz ile E vitamini serbest radikallere karsi birbirlerine
tamamlayict etki gosterirler. Enzim, olusan peroksitleri ortadan kaldirirken E
vitamini peroksitlerin sentezini engeller (Fritsma ve ark., 1983; Halliwell, 1987;
Firat, 1997; Yanbeyi, 1999). Vitamin E, selenyum metabolizmasinda da énemli rol
oynar. Vitamin E selenyumun organizmadan kaybini1 Onleyerek veya onu aktif
sekilde tutarak selenyum ihtiyacin1 azaltir. Serbest radikallerin kanserin

baslamasinda rol aldig1 ve vitamin E ile diger antioksidanlarin antikanserojen etki
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gostererek kanserin yayilmasini ve tiimoriin biiyliimesini 6nledigi kaydedilmistir.
Vitamin E eksikligine bagh hiicresel hasarlara, lipid peroksidasyonunun yol agtigi
kabul edilmektedir (Halliwell ve Gutteridge, 1984; Riemersma ve ark., 1991;
Yanbeyi, 1999).

1.5.2.3 Vitamin A

A vitamini, 6n maddesi [-karoten olan lipofilik bir antioksidandir. Singlet
oksijeni ve peroksil radikalini tutar. Beta karotenin bu antioksidan aktivitesi
rezonansla stabilize karbon merkezli radikal olusumuna dayanir ve membranin lipid

peroksidasyonundan korunmasina yardimci olur.

1.5.2.4 Vitamin C

Suda eriyen vitaminlerden olan C vitamini (askorbik asit), kapali formiilii CcHgOg
olan bir ketolaktondur. Hiicre dis1 ortamin en énemli antioksidani olan C vitamini,
biyolojik ortamlarda askorbat olarak bulunur. Askorbat etkili olarak hidrojen
peroksit, siiperoksit, hidroksil ve peroksil radikallerini tutar. Antiproteazlarin oksidan
maddeler ile inaktive olmasmi engeller, tokoferoksil radikalinin a-tokoferole
indirgenmesini saglar. L-askorbik asit ve L-dehidroaskorbik asit gibi iki aktif formu
olan askorbik asit iyi bir rediiktan maddedir. Bununla birlikte, askorbik asit; serbest
radikal kaynag1 gibi hareket edebilen gesitli islevli bir bilesimdir (Yanbeyi, 1999).
Ferri demiri, ferro demire indirgeyen siiperoksit anyon radikali digindaki tek hiicresel
ajandir. Askorbat, proteine bagl olan ferri demiri uzaklastirarak veya dogrudan ferri
demiri indirgeyerek ferro demire doniistiiriir. Boylece Fenton reaksiyonunu tetikler
ve hidroksil radikali olusturur. Bu 6zelliginden dolayr C vitamini, serbest radikal
reaksiyonlarinin 6nemli bir katalizorili veya pro-oksidan olarak degerlendirilir

( Akkus, 1995).

Askorbik asit + Fe’-protein ——= DHA + Fe*"-protein

Bunlarin disinda, C vitamininin yiikseltgenmesiyle dogrudan H,0O, meydana

gelebilir.
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VitC + O, e DHA + Hy0O;

Boylece C vitamini, hem H,O, olusumuyla hem de Fenton reaksiyonu yoluyla
radikal olusumuna katkida bulunur. Ancak bu olumsuz etkisi, sadece diisiik

konsantrasyonlarda ( < 0,2 mM) gecerlidir.

1.5.2.5 Flavonoidler

Lipidlerde ¢oziinen antioksidanlar smifindan olan flavonoidler bitkilerdeki
kirmizi, mavi ve sar1 renk pigmentlerini olusturan polifenollerdir. ki fenil halkasinin
propan zinciri ile birlesmesinden olusan difenil propan yapisindaki fenolik
bilesiklerdir. Baslica besinsel kaynaklari elma, portakal, limon gibi meyveler ile
patates, karnabahar gibi sebzelerdir. Sarap, liziim suyu ve c¢ay gibi bitkisel kaynakli
iceceklerde de bulunurlar (Dikici, 1999). Flavonoidler, 3’-4’ dihidroksi
konfigiirasyonu ile antioksidan aktiviteye sahiptir. Flavonoidler ve diger bitki
fenoliklerinin stiperoksit (O;™), lipid alkoksil (RO-) ve peroksil (ROO-) ile nitrik
oksit (NO') radikallerini soniimleme oOzellikleri s6z konusudur. Ayrica bakir
iyonlartyla kompleks olusturabilirler; bu durum antioksidan etkilerine baglanabilir

(Feredioon ve ark., 1992; Avci, 2001).

Giliniimiizde sentetik kokenli maddelerin yan etkilerinin daha fazla olmasi,
ozellikle antimikrobiyal olarak kullanilan sentetik ilaglara karsi bu organizmalarin
direng olusturmalar1 gibi sebepler, dogal bitkisel kaynaklarin ve bu maddeleri tasiyan
tibbi bitkilerin 6nemini daha da artirmistir. Flavonoidler disinda hi¢bir bitki bilesik
grubu farmasotik bakimdan bu kadar genis spektrumlu bir potansiyel
olusturmamustir. Flavonoidler, bir¢ok radikal tiiriinii iceren giicli serbest radikal
soniimleyicilerdir ve yiikseltgenme—indirgenme reaksiyonlari, karbonil reaksiyonu,
serbest radikal reaksiyonlari, metal iyonlartyla kompleks olusum reaksiyonlari,
hidrofobik etkilesimler, tautomeri ve izomerizasyon gibi ¢esitli organik
reaksiyonlarda yer alirlar. Bir¢ok flavonoid metal selatorler oOzellik tasir.

Flavonoidler, hiicre membranlariyla etkilesir ve akiskanligini artirir. Boylece onlari
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lipid peroksidasyonundan korurlar (Blaylock, 1998). Ayrica flavonoidler, anti-
alerjik, anti-karsinojik, anti-hipertensif, anti-artirik aktiviteler gibi ¢esitli fizyolojik
aktiviteler gosterirler. Flavonoidler, kan-damar etkilesimi ve gecirgenligi, timorlerin
hiicrede yayilim1 ve antiviral etkiler gibi bir ¢ok kronik hastaligin ilerlemesini

engelleyen terapotik etkilere sahiptirler (Das, 1994).

Flavonoidleri antioksidan olarak kullamishh kilan iki Ozellik vardir. Birincisi,
singlet oksijen, siiperoksit, peroksil, hidroksil ve peroksinitrit gibi bir¢ok radikal
tirine karst soniimleyici 0Ozellik gostermeleridir. Flavonoidlerin serbest radikal
soniimleme yetileri, elektron transferi i¢in gerekli olan enerji ve yiikseltgenme-
indirgenme potansiyeline baglidir (Bent, 2002). Bir¢ok flavonoid bitkide glikozidler
halinde bulunur. Barsaklarda bu birimler flavonoidlerin aglikanlarina dondsiirler.
Biyoloijk sistemlerde giiclii antioksidan aktivite gosteren bu aglikan formlaridir.
Ikincisi ise, olduk¢a etkin metal selatdrleri olmalaridir (Blaylock, 1998). Bazi
calismalarda, flavonoidlerin selator aktivitelerinin DNA i¢in toksik olabilecegi ifade
edilmis (Sahu ve Gray, 1993; 1994); ancak bir¢ok calismada (tliim biyolojik
sistemleri igiren) albuminin fenolik bilesiklerin pro-oksidan fonksiyonunu onledigi
gosterilmistir (Smith ve ark., 1992). Flavonoidlerin diger bir 6nemli 6zelligi, kilcal
damarlarin dayanikliligini artirmalar1 ve boylece serebral damarlar1 kronik serbest

radikal hasarindan korumalaridir.

1.5.2.5.1 Kiirkimin. Kirkimin (1,7-bis(4-hidroksi-3metoksifenil)-1,6-heptadien-
3,5-dion), zerdecal bitkisinin sar1 pigmentlerinden izole edilen ve dogal olarak
bulunan fenolik bir bilesiktir (Sekil 1.6). Ac¢ik sar1 renkli ve pudra bi¢imindedir. Bu
parlak renginden dolay1 besin boyasi olarak da ticari kullanimi vardir. Kiirkimin
(diferuloilmetan), diisiik molekiiler agirlikli bir polifenoldiir ve aktif yapisinin
cogunu zerdecal igerigine bor¢ludur. Bu bilesik antioksidatif, anti-inflamatuar,
antikarsinojenik, antidiabetik, anti-HIV gibi ¢esitli biyolojik ve farmakolojik
ozelliklere sahiptir. Kiirkiminin kanser onleyici veya diger terapdtik ozelliklerinin,
antioksidan etkinligine bagli oldugu diisiiniilmektedir, antioksidant o6zelligi de
fenolik yapisindan ileri gelir. Kiirkimin, siiperoksit anyon, hidroksil ve nitrik oksit

radikallerini ~ soniimleyebilmektedir. Kiirkimin quinolinik  asit-aracili  lipid
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peroksidasyon ve CN-aracili siiperoksit anyon radikali {iretiminin inhibisyonunu
saglamaktadir. Boylelikle noro korumada yeni bir rol saglamaktadir. Kiirkimin,
beyindeki beta amiloid plaka olusumunu engellediginden dolay1r Alzheimer
hastaliginda da tedavi edici bir rol oynar. Ayrica kiirkimin, biiylimesi inhibe edilmis
hiicreleri restore ederek apaptozisisi engeller. Kiirkiminin toksik metallerle olasi
etkilesimi, demir-indiiklii oksidatif doku hasarina kars1 koruyucu etkisi ile ilgilidir
(Ebyl ve ark., 2004; Wei ve ark., 2006). Bu nedenle son yillarda kiirkiminin
antioksidan oOzellikleri lizerine caligmalar yogunlagsmaktadir. Kiirkimin, bis-a.,f3-
doymamis B-diketondur ve enol tautomer dengesinde bulunur. Bis-keto formu
asidik, notral cozeltilerde ve hiicre membraninda baskindir. pH 3-7 araliginda
kiirkimin, sira dis1 olarak potansiyel proton alicisidir. Bu nedenle, kiirkiminin keto
formu aktif karbon atomu iceren iki metoksifenol halkasi arasindaki heptadienon
koprisiinii igerir ve bu karbondaki komsu oksijendeki eslesmemis elektonlarin
delokalizasyonu nedeniyle C-H bag1 ¢ok zayiftir. pH 8’in lizerinde ise heptadienol
zincirinin enolat formu baskin olup bu 6zellik kiirkiminin fenolik antioksidan
aktivitesini saglayan elektron alicisi olarak rol oynamasina neden olur (Sharma ve

ark., 2005).

MeO OMe

HO OH

5[ OMe

HO

Sekil 1.6 Fizyoljik sartlar altinda kurkiminin tautomerisi.
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1.5.2.5.2 Tannik Asit. Tannik asitler (tanninler), molekiil agirliklar1 500 ile 3000
Da arasinda degisen cogu bitkide olan suda ¢oziilebilir polifenollerdir (Sekil 1.7).
Fenol gruplarindan dolay1 zayif asidik bir 6zellik gosterirler. Tannik asit, maun,
ceviz ve mese agacinda bulunan ve tahtaya rengini veren bilesimdir. Tannik asit
genelde demir ve alliminyumla kombine olarak bulunur. Sar1 renkli pudra
seklindedir. Coziintirligii 0,35 ml suda 1g’dir. Antimutajenik ve antikansirojenik
aktivitelerine karsin hepatotoksisite ve kanser olusumlarinda yer alabilmektedirler.
Tanninlerin antimikrobiyal aktiviteleri ¢ok iyi bilinmektedir. Tanninler mikrobiyal
enfeksiyonlara karsi dogal bir savunma mekanizmasi gosterirler. Aeromona
hydrophila, A. sobria, E. tarda, E. coli ve P. fluorescens mikroorganizmalari
tanninlerce kolaylikla inhibe edilir (Chung ve ark.,1993; 1995). Tanninlerin de diger
flovanoidler gibi oksidatif hasar1 Onleyebildigi, serbest radikalleri soniimleyici
antioksidan oOzellik gosterebildigi bilinmektedir. Bazi tanninlerin stres uygulanmis
baliklarin eritrositlerindeki oksidatif stresi azaltmada pozitif rol oynadigi
belirlenmistir (Fedeli ve ark., 2004). Tannik asitlerin, lipit peroksidayonunda E
vitaminine gore daha gii¢lii inhibitor etkileri bulunur. Yapilan ¢aligmalarda tannik
asidin bazi antioksidan enzim aktivitelerini de arttirdig1 belirtilmektedir (Park ve
ark., 2002). Polimerik tanninler, katesin, kuercetin ve kampferol gibi kiiciik

molekiillii polifenollere gore radikallere karsi daha giigliidiirler. (Ono ve ark., 2004).
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Sekil 1.7 Tannik Asidin Molekiil Yapis1
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Sunulan ¢alismada, Pb stresine maruz birakilan ratlarin karaciger dokularinda
olusabilecek oksidatif strese bagli hasarin giderilmesinde veya yikimin
geciktirilmesinde kiirkimin ve tannik asidin etki mekanizmalarinin aragtirilmasi
amaglanmistir. Bu etkisizlestirme mekanizmalarinda; serbest radikallerin zararl
etkilerini gideren antioksidan etkiye sahip siliperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon
peroksidaz enzimlerinin aktivite degisimleri ile membran hasarinin gostergesi olan

LPO seviyelerindeki degisimler tayin edilmistir.



BOLUM IKi
MATERYAL VE METOD
2.1 Materyal

2.1.1 Deney hayvanlarinin gruplandirilmasi:

Literatiirde farklt metal ve flavonoid derisimleri ile yapilan ¢alismalar mevcuttur
(Adonaylo ve Oteiza, 1999; Wang ve ark., 2002; Eybl ve ark., 2004; Fedeli ve ark.,
2004). Calismada, metallerin oksidan/antioksidan denge {izerindeki etkileri ile
flavonoidlerin  koruyucu/6nleyici  6zelliklerinin  karsilastirilmasi  amaciyla es
derigimlerle ¢alisilmistir. Bunun {izerine Wistar Albino tiirii ratlar (2-3 aylik, erkek,

disi) asagidaki sekilde gruplandirilmis ve dngoriilen hayvan modeli uygulanmustir:

1.  Grup: Kontrol grubu (Standart diyet ve distile su ile beslenen)

2.  Grup: Pb toksisite grubu (Standart diyet ve 1000 ppm Pb ¢ozeltisi ile beslenen)
3. (PT)Grup: Pb + tannik asit grubu (Standart diyet ve 1000 ppm Pb ¢ozeltisi ile
beslenen ve 50 mg/kg/giin olacak sekilde nazogastrik sonda ile tannik asit (1
mL/100g rat) uygulanan)

4 . (PK)Grup: Pb + kurkimin grubu (Standart diyet ve 1000 ppm Pb ¢ozeltisi ile
beslenen ve 50 mg/kg/giin olacak sekilde nazogastrik sonda ile kurkimin (1 mL/100g

rat) uygulanan)
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Tim gruplar ortalama 8’ er rat igermektedir. Kurkimin ve tannik asidin nazo
gastrik sonda ile uygulamasi haftada 2 kez yapilmistir. Nazogastrik sonda ile
uygulama icin kurkimin findik yaginda ve tannik asit tamponda (pH=7.4)

¢Ozlilmiistiir.

Sekil.2.1 a) Nazogastrik sonda uygulamasi.

Sekil.2.1 b) Hayvan modelinin uygulanmasi
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Sekil.2.1 ¢) Ratlarin goriiniimii

2.1.2 Doku numunelerinin hazirlanmasi

Ratlarin karaciger dokulari, doku agirliklarinin yaklasik 5 kat oraninda 50 mM
fosfat tamponu (pH= 7,4) ile soguk zincire uygun bir sekilde Ultra Turrax (8000
devir/dk’devir hizinda) homojenizatdr kullanilarak 1 dakika siireyle homojenize
edilmistir. Homojenizasyondan sonra +4°C’da 15 dakika siireyle sogutmali 15000
rpm de santrifiijlemenin ardindan stipernatan kismi olgiimlere kadar —80°C’da
muhafaza edilmistir (CAT i¢in 3000 rpm, SOD i¢in 2500 rpm devir hizinda).
Dokularin protein icerigi, Bradford yontemiyle belirlenmistir (Bradford, 1976).
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2.1.3 Kullanilan malzeme ve cihazlar:

Tablo 2.1 Deneylerde kullanilan cihazlar

Malzeme/Cihaz Markasi
UV-Visible Shimadzu 1601
Spektrofotometre

Hassas terazi Scaltec SBC21

Manyetik karistirici | Niive

Santrifiij Niive, Eppendorf, Hereaus

Sogutmalr santriftij |Hettich 32 R

Vorteks Heidolph

Mikropipet Eppendorf, Biohit, Gilson
Derin dondurucu Ugur, Facis, Snijders Scientific
pH- metre Hanna

Homojenizator IKA

Magnetik karistirict | Heidolph

2.1.4 Kullanilan kimyasal maddeler:

Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler analitik saflikta olup kullanildiklart

yonteme gore gruplandirilarak asagidaki tablolarda gosterilmistir.

Tablo 2.2 SOD tayini i¢in kullanilan kimyasal maddeler

Adi Markasi

6-Hidroksidopamin Chemicadam

Pirogallol ¢ozeltisi Sigma




Tablo 2.3 GSH-Px tayininde kullanilan kimyasal maddeler

Adi Formuli Markasl
Glutatyon CioH17N306S Slgma
Glutatyon rediiktaz GR Sigma
B-Nikotinamid adenin C21Ha6N7017P3Nay | Sigma
diniikleotid fosfat (3-NADPH)

Kdmen hidroperoksit CoH 120, Sigma
Potasyum siyanur KCN Sigma
Potasyum ferrisiyaniir K;3Fe(CN)g Sigma
Potasyum bikarbonat NaHCO; Sigma
Tablo2.4 CAT tayininde kullanilan kimyasal maddeler

Adi Formiili Markasi
Hidrojen peroksit H,0, Sigma
Potasyum KH,PO4 Merck
dihidrojenfosfat

Disodyum Na,HPO, Merck
hidrojenfosfat

Tablo 2.5 LPO tayininde kullanilan kimyasallar maddeler

Adi Formiili Markasi
Trikloroasetik asit C,HC1;50, Merck
Tiyobarbitiirik asit C4H40,N,S Sigma

2.1.5 Kullanilan ¢ozeltiler

35

H,0, ¢ozeltisi (10,5 mM): % 30’luk H,O, ¢ozeltisinden 107 pL alinir ve hacmi 50

mM fosfat tamponu (pH= 7,00) ile 100 mL’ye tamamlanir.
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Kumen hidroperoksit ¢ozeltisi (0,18 mM): Kiimen hidroperoksit standardindan 10

uL almir, 10 mL bidistile su ile seyreltilir. Cozelti, giinliik hazirlanir.

Glutatyon cozeltisi (4mM): 0,307 g glutatyon tartilir ve hacmi 50 mM fosfat
tamponu (pH=7,2 olan ve 4,3 mM EDTA igeren) ile 250 mL’ye tamamlanir.

Glutatyon redtktaz (0,5 U/L): 3,4 uL glutatyon rediiktaz standardindan alinir, 50
mM fosfat tamponu (4,3 mM EDTA iceren ve pH=7,2 olan) ile 1L’ye seyreltilir.

Cozelti, giinliik hazirlanir.

B-NADPH c¢ozeltisi (0,28mM): 0,058g B-NADPH tartilip hacmi 50 mM fosfat
tamponu (pH=7,2 olan ve 4,3 mM EDTA igeren) ile 250 mL’ye tamamlanir.

Drabkin c¢ozeltisi (Double Drabkin): 50 mg potasyum siyaniir, 1 g sodyum
bikarbonat ve 200 mg potasyum ferrisiyaniir tartilir, bir miktar bidistile suda ¢oziiliir

ve son hacim 500 mL olacak sekilde bidistile suyla tamamlanir.

Fosfat tamponu (50 mM): 6,81g KH,P04 ve 7,1 g Na,HPO4 tartilip bir miktar

bidistile suda ¢oziilerek son hacim bir litreye tamamlanir ve pH 7,00'ye ayarlanir.

Fosfat tamponu (10 mM): 1,362 g KH,P04 ve 1,42 g Na,HPO, tartilip bir miktar
bidistile suda c¢oziildiikkten sonra hacim bir litreye tamamlanir ve pH 7,00'ye

ayarlanir.

TCA cozeltisi (%30): 30 g TCA tartilip bir miktar bidistile suda ¢oziiliir ve son
hacim 100 mL’ye tamamlanur.
TBA c¢ozeltisi (% 0,67): 0,67 g TBA tartilip bir miktar bidistile suda ¢6ziildiikten

sonra hacim 100 mL’ye tamamlanur.
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2.2 Method

2.2.1 Superoksit Dismutaz Aktivite Olctimii:

Stiperoksit dismutaz aktivitesi 6-Hidroksidopamin (6-OHDA) yoOntemiyle
Olctilmiistiir (Crosti ve ark., 1987). 6-OHDA’ nin stok ¢6zeltisi ImM KCI pH 2.0 de
hazirlanmistir. Cozeltideki oksijen, progallol c¢ozeltinden saf N, gazi gecirilerek
uzaklagtirllmigtir. Denemeler siiresince stok cozelti +4°C de N, gaz ortaminda

korunarak kullanilmis ve stok ¢ozeltiler denemeden once taze olarak hazirlanmistir.

Hava-O, (8.2 mg L) ile doyurulan 0.1M fosfat tamponu pH 7.4 deki 6-OHDA
(4x10*M) 1n otooksidasyon hizi 20°C de 15 s. araliklarla 3 dakika 490nm de
gozlenen absorbans degisimleriyle saptanmistir. SOD aktivite 6l¢timleri toplam 1ml
lik reaksiyon hacminde standart kosullar altinda 90. sn deki absorbans degisimi
izlenerek gerceklestirildi. IU; 6-OHDA otooksidasyonunu %50 inhibe eden SOD
miktar1 olarak tanimlanir. SOD aktiviteleri, seyrelme faktorleri de kullanilarak U mL"
1

olarak hesaplanmis ve takiben asagidaki bagmti ile U mg™ protein olarak ifade

edilmistir.

SOD U mL™!

SOD U mg™' protein =
mg protein dL™!

2.2.2 Glutatyon Peroksidaz Aktivite Olguimu:

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesi, Paglia ve Valentine metoduna dayali
olarak tayin edilmistir (Paglia ve Valentine, 1967). Glutatyon peroksidaz, kiimen
hidroperoksitin glutatyon (GSH) varhiginda indirgenmesini katalizler. Kiimen
hidroperoksidin indirgenmesiyle olusan glutatyonun yiikseltgenmis formu (GSSG),
glutatyon redilktaz (GR) ve NADPH varliginda NADPH’mm NADPye
yiikseltgenmesiyle indirgenir. Enzim aktivitesi, 340 nm’de absorbanstaki degisim

izlenerek tayin edilir.
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GSH-Px

2GSH + ROOH ———» ROH + GSSG + H,O

GR
GSSG + NADPH + H* ___ | NADP' +2GSH

Doku GSH-Px aktivitelerinin tayini amaciyla, 0.050 mL homojenata 1.000 mL
seyreltici reaktiften ilave edilmistir. 5 dakikalik inkiibasyon sonrasinda ortama 1.000
mL Double Drabkin ¢ozeltisinden ilave edilip karisim vortekslenmistir. Ayri bir
deney tiipiinde 1.000 mL glutatyon (4mM), glutatyon rediiktaz (0.5U L) ve B-
NADPH (0.28mM) cozeltilerini igeren reaktif ile 0.020 mL numune karistirilip
6lciimden hemen o6nce 0.040 mL kiimen hidroperoksit (0.18mM) ilave edilmistir.
Enzim aktivitesi, 340 nm’deki absorbans degisimi ve seyrelme faktorleri kullanilarak
U L™ olarak hesaplanmistir ve asagidaki baginti kullanilarak U mg™ protein seklinde

ifade edilmistir.

GSH-Px U L’!

GSH-Px U/mg protein =
10 x mg protein dL™!
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2.2.3 Katalaz Aktivite Olguimu:

Katalaz tayini, kinetik 6l¢iime dayali Aebi metoduna dayanmaktadir (Aebi, 1974).
Katalaz, hidrojen peroksidin (H»O,), su ve molekiiler oksijen vermek iizere

bozunmasini katalizler.

katalaz

2H,0, —_— 2H,O + O,

Calismada, katalaz aktivitesi, H,O, konsantrasyonunda birim zamandaki azalmanin
240 nm'de spektrofotometrik olarak izlenmesiyle tayin edilmistir. Doku katalaz
aktivitesinin tayini amaciyla, daha Once hazirlanan homojenizatlar, 50 mM fosfat
tamponu (pH=7.00) ile 1:10 oraninda seyreltilmistir. 2.00 mL 0,005mL homojenizat
tizerine 1.00 mL H,0O, c¢ozeltisi (30 mM) ilave edilip 240 nm’deki absorbans
degisimleri 15’ser saniye araliklarla kaydedilmistir. Benzer islemler, kor denemeyle
de tekrarlanip enzim aktivitesi, absorbans degisimi ve seyrelme faktorleri
kullanilarak U L™ olarak hesaplanmus ve elde edilen sonucun protein miktarina
boliinmesi ile U mg” protein seklinde ifade edilmistir (1 IU, mg enzim tarafindan

doniigiime ugratilan H,O, miktar1 olarak tanimlanmustir.).

2.2.4 Lipid Peroksidasyonunun (MDA Konsantrasyonunun) Belirlenmesi:

Lipid peroksidasyon iiriinlerinden olan malondialdehit (MDA) tayini,
tiyobarbitiirik asit metodu kullanilarak gerceklestirilmistir. Deneyin prensibi, Draper
ve Hadley yontemine dayanmaktadir (Draper ve Hadley, 1990). MDA, lipid
peroksidasyonun giivenilir bir indikatoriidiir. MDA, biyolojik materyallerde farkli
kovalent baglh formlarda ve bir dereceye kadar da serbest halde bulunur. Asit veya
bazla sicakta muamele ile kovalent yapidan ayrilmasi saglanir.Polidoymamis yag
asidi (PUFA) peroksidasyonunun son iiriini olan MDA’nin tayini, TBA ile

reaksiyona girerek olusturdugu renkli kompleksin spektrofotometrik olarak
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izlenmesine dayanir. Caligmada 0,5 mL homojenat iizerine 2,5 mL %10'luk TCA
eklenip, tiipler vortekste karistirilmistir. 15 dakika siireyle kaynar suda bekletilip
derhal sogutulmus ve 5000 devir/dakika'da 10 dakika santrifiijlemenin ardindan her
bir siipernatandan 2'ser mL baska bir tiipe aktarilmistir. Uzerine 1 mL  %0,67'lik
TBA eklenip vortekste karigtirllmigtir. Numuneler tekrar 15 dakika siireyle kaynar
suda bekletilip hemen sogutulduktan sonra 532 nm’deki absorbanslari
kaydedilmistir. MDA miktar1, olusan MDA-TBA kompleksine 6zgii 532 nm’deki

absorbans degerlerinden (g=1.56 x 10°cm™M™") yararlanilarak hesaplannustir.

A=exlxc=>c=A/kxl

A
c= = nmol /mg protein
e x 1
A : Absorbans 1 : 151k yolu, cm
¢ : Molar sogurma katsayisi ¢ : konsantrasyon

Sonuglar, Bonferonni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile SPSS paket program
kullanilarak istatistiki olarak degerlendirilmistir.



BOLUM UC
DENEY SONUCLARI

Pb stresine maruz birakilan ratlarin karaciger dokularindaki oksidatif strese bagl
membran hasarinin gostergesi olan LPO diizeyleri ile serbest radikallerin zararh
etkilerini gideren antioksidan etkiye sahip SOD, CAT ve GSH-Px enzimlerinin
aktivite degisimleri materyal-metotta belirtilen kosullarda tayin edilmistir. Sekil

3.1°da lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan MDA diizeyleri verilmistir.

35
30
25 1
20
LPO (nmol/mg)
15
10 A

5 m

0 i

Kontrol Pb PK PT

Sekil 3.1 Pb stresi ile flavonoid yiiklemesinin lipid peroksiyonuna etkisi.

Sekil 3.1°den goriilecegi iizere, lipid peroksidasyonu, Pb stresi uygulanan ratlarin
karaciger dokularinda kontrole kiyasla anlamli diizeyde (p=0.000) artarken, Pb
stresinin yani sira hem tannik asit, hem de kiirkimin uygulanan 6rneklerde lipid
peroksidasyonu, sadece Pb stresi uygulanan gruba kiyasla anlamli diizeyde (p

degerleri sirastyla 0.000 ve 0.000) azalmustir.
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Sekil 3.2 ve 3.3’de antiperoksidatif enzim sinifinda yer alan katalaz ve

glutatyon peroksidaz aktiviteleri verilmistir.

80 1

70

60

50

CAT (IU/mgi0
30

20

10

0

kontrol Pb PK PT

Sekil 3.2 Pb stresi ile flavonoid yiiklemesinin CAT aktivitesine etkisi.
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0,1 1

0,05 -1
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kontrol Pb PK PT

Sekil 3.3 Pb stresi ile flavonoid yiiklemesinin GSH-Px aktivitesine etkisi

Sekil 3.2°de goriildiigii gibi, Pb stresi uygulanan ratlarin karaciger dokularindaki
katalaz aktivitesi anlamli diizeyde ( p=0.000) diismiis, Pb stresinin yani sira hem
tannik asit, hem de kiirkimin uygulanan 6rneklerde CAT aktivitesi, sadece Pb stresi

uygulanan gruba kiyasla anlamli diizeyde (p degerleri sirasiyla 0.000 ve 0.038)
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artmistir, ancak tannik asit yiliklemesi CAT aktivitesini kontrol diizeyinde
koruyamamustir. Sekil 3.3.’den goriilecegi ilizere Pb stresi uygulanan ratlarin
karaciger dokularindaki glutatyon peroksidaz aktivitesi anlamli diizeyde (p=0.000)
diismiis, Pb stresinin yanisira kiirkimin uygulanan 6rneklerde hem kontrole hem de
Pb stresi uygulanan gruba kiyasla glutatyon peroksidaz aktivitesi anlamli diizeyde (p
degerleri sirasiyla 0.048 ve 0.000) yiikselmistir. Oysa, Pb stresinin yanisira tannik
asit uygulanan grupta, sadece Pb stresi uygulanan gruba kiyasla glutatyon peroksidaz

aktivitesi anlaml diizeyde (p=0.000) yiikselmistir.

Sekil 3.4’de siiperoksit anyon radikalinin soniimleyicisi olan siiperoksit dismutaz

enzim aktivitesi yer almaktadir.

300 -
250 A
200 A
SOD (IlU/mg) 150 A
100 H

50 A

0 i

kontrol Pb PK PT

Sekil 3.4 Pb stresi ile flavonoid yiiklemesinin SOD aktivitesine etkisi.

Sekilden de goriilecegi lizere SOD aktivitesi, Pb stresi uygulanan ratlarin
karaciger dokularinda kontrole kiyasla anlamli diizeyde (p=0.000) diismiis, metal
stresinin yanisira kiirkimin uygulanan Orneklerde ise Pb stresi uygulanan gruba
kiyasla SOD aktivitesi anlamli diizeyde (p=0.040) yiikselmis, ancak metal stresinin
yani sira tannik asit yiiklemesinin SOD aktivitesine olumlu yodnde bir katkisi

olmamustir.



BOLUM DORT
TARTISMA

Kursun, faydali biyolojik bir role sahip olmayan, yayilim gosteren gevresel ve
endiistriyel kirleticidir. Bu biyotoksik metale kronik olarak maruz kalmak organlarda
birikim ve hasara yol agar. Kursun aracili toksisite ic¢in c¢esitli mekanizmalar
onerilmesine ragmen, higbir mekanizma tam anlamiyla aydinlatilamamistir. Son
caligsmalar, oksidatif stresin kursun toksisitesindeki 6nemli mekanizmalardan biri
oldugunu 6ne siirmektedir (Ercal ve ark., 1996; Gurer ve ark., 1998). Oksidatif
stresin karaciger, bobrek, beyin ve diger organlardaki kursun aracili doku hasarina
katkida bulundugu da literatiirde ifade edilmektedir ( Halliwell, 1994; Adonaylo ve
Oteiza, 1999).

Redoks diizensizliginin, ROS olusumu araciligiyla viicut sistemini negatif yonde
etkiledigi bilinmektedir. Karaciger, kursun birikimi dolayisiyla kursun toksisitesi
acisindan hedef organlardan biridir. Kursunun lipit peroksidasyonunu arttirarak
karacigerde oksidatif hasar olusturdugu bilinmektedir. Lipit peroksidasyonunun
biitiin iirlinleri, yiilseltgenme veya radikal zincir reaksiyonlar1 araciligiyla oksidatif
stres olusturarak hiicre bilesenlerini inaktive eder ve bu durum, membran
biitiinliigiiniin bozulmasina yol acar. Kursun maruziyeti sonras1 LPO’ da goézlenen
artis, serbest radikal olusumuna ve antioksidanlarin tiikkenmesine bagli olabilir.
Ancak, kursun yiikseltgenme-indirgenme dongiisiine girmediginden kursunun lipit
peroksidasyonu iizerindeki etkisi direk degildir. Bu degisiklikler, kursunun serbest
radikal sonlimleyici enzimler ve GSH diizeyleri lizerindeki dolayli etkisine bagl
olabilir. Literatlirde flavonoidlerin metal iyonlariyla selat olusturdugu ve bdylece
ROS’ larca bagslatilan lipit peroksidasyonunu inhibe ettigi ifade edilmektedir
(Blaylock, 1998). Sunulan c¢alismada, lipid peroksidasyonu, Pb stresi uygulanan
ratlarin karaciger dokularinda kontrole kiyasla anlaml diizeyde (p=0.000) artarken,
Pb stresinin yan1 sira hem tannik asit, hem de kiirkimin uygulanan 6rneklerde lipid
peroksidasyonu, sadece Pb stresi uygulanan gruba kiyasla anlamli diizeyde (p
degerleri sirasiyla 0.000 ve 0.000) azalmistir. Lipid peroksidasyonu, oksidatif hasarin

temel gostergelerinden biridir ve bir¢ok ksenobiyotigin toksisitesinde dnemli rol
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oynar. Calismada anlamli olarak artan MDA diizeyleri, uygulanan dozda kursunun

serbest radikal aracili oksidatif doku hasarina neden olabilecegini gostermektedir.

Calismada, metal stresi uygulanan gruba kiyasla, gerek kiirkimin gerek tannik asit
uygulanan gruplardaki (PbK ve PbT) MDA diizeylerinin anlamli bir diisiis
gbstermesi, s6z konusu flavonoidlerin metal selatér 6zellik gostererek Fe®-aracili
Fenton reaksiyonunu 6nledigini ve boylece “OH radikali olusumunu inhibe ederek

lipid peroksidasyonunu azalttigini diisiindiirmektedir.

CAT, SOD ve GPx gibi antioksidan enzimler ROS’ lara kars1 ilk savunma hattini
olustururlar ve dokulardaki yikimi azaltirlar. CAT prostetik grup olarak hem igeren
temel antioksidan enzimdir ve hidrojen peroksidi hizla su ve molekiiler oksijene
doniistiirerek biyolojik sistemleri reaktif oksijen tiirlerine karst korur. Ancak kursuna
maruz birakilan hayvanlarda CAT 1n aktivitesinde doz ve islem siiresine bagli olarak
azalma (Chaurasia ve Kar,1997; Mahaffey,1991), artma (Gurer ve Ercan, 2000;
Masso ve ark., 2007), ya da sabit kalma (Patra ve ark., 2001) gibi farkli yanitlar
gbozlenmistir. Bu c¢alismada, 4 hafta silireyle uygulanan sub-kronik kursun
maruziyetinin katalaz aktivitesinde anlamli bir diisiise (p=0.000) neden oldugu
belirlenmistir. Kursunun gastrointestinal sistemde demir absorpsiyonunu indirgedigi
ve hem biyosentezini inhibe ettigi bilinmektedir (Sivaprasad ve ark., 2004). Kursuna
maruz kalan hayvanlarda gozlenen diisiik CAT aktivitesi, kursunun yukarida
belirtilen her iki siirece de etki ettigini gdstermektedir (Sanghir ve Gill, 1995).
Oksidatif stres sitiresince CAT aktivitesi azalir, hidrojen peroksit birikir ve bu
nedenle lipit peroksidasyonu istemli hale gelir. Pb stresinin yani sira hem tannik asit,
hem de kiirkimin uygulanan 6rneklerde CAT aktivitesi, sadece Pb stresi uygulanan
gruba kiyasla anlaml diizeyde (p degerleri sirasiyla 0.000 ve 0.038) artmistir, ancak
tannik asit yliklemesi CAT aktivitesini kontrol diizeyinde koruyamamistir. Bu
durumda, flavonoidlerin metal ile selat olusturarak onerilen etkinligi giderdigi ve s6z

konusu gruplarda gézlenen CAT aktivitesi artiginin buna bagli oldugu sdylenebilir.
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SOD, siiperoksit radikalinin dismutasyon reaksiyonunu katalizleyerek toksik
etkilerini 6nlemede 6nemli bir role sahiptir. Bu ¢alismada, 4 hafta siireyle kursuna
maruz birakilan ratlarda aktivitesi i¢in bakir ve ¢inkoya gereksinim duyan SOD’nin
kontrole kiyasla anlamli o6lgiide (p=0.000) azaldigir belirlenmistir. Mylorie ve
arkadaglar1 (1986) bu durumun kursun aracili bakir eksikligine bagl olabilecegini
one stirmiislerdir (Mylorie ve ark., 1986). Sivaprasad ve grubu, metaller tarafindan
olusturulan oksidatif stresin siiperoksit anyon radikali iiretiminde artisa neden
oldugunu gostermislerdir (Sivaprasad ve ark., 2004). Oksidatif stres durumunda
SOD, iki farkli yol izleyebilir. ilk olarak stres hafifletildiginde hiicreler SOD’ yi
baskilar ancak stres uzun siire devam ederse, ROS iiretiminde artis tetiklenir; enzim
tilkketilir ve konsantrasyonu azalir (Berrahal ve ark., 2007). Calismada belirlenen
azalan SOD aktivitesi, asir1 siiperoksit anyon radikali tiretimiyle agiklanabilir.
Ayrica, disik SOD aktivitesinin DNA hasar1 nedeniyle olusan enzim
inaktivasyonuna bagli olabilecegini de one siirmektedir (Berrahal ve ark., 2007).
Metal stresinin yani sira kiirkimin uygulanan 6rneklerde ise Pb stresi uygulanan
gruba kiyasla SOD aktivitesi anlamli diizeyde (p=0.040) yiikselmis, ancak metal
stresinin yan1 sira tannik asit yiiklemesinin SOD aktivitesine olumlu yonde bir katkis1
olmamustir. Kiirkimin, siliperoksit anyon, hidroksil ve nitrik oksit radikallerini
sonlimleyebilmektedir. Kursun yami sira kiirkimin uygulanan gruplarda SOD
aktivitesinin artmasi, demir-indiiklii oksidatif doku hasarina kars1 koruyucu etkisi ile

ilgili olabilir.

Hidroperoksit indirgeyici bir enzim olan ve aktivitesi i¢in selenyuma gereksinim
duyan GPx, kursun uygulanan ratlarda azalmistir. Pb stresi uygulanan ratlarin
karaciger dokularindaki glutatyon peroksidaz aktivitesi anlamli diizeyde (p=0.000)
diismiis, Pb stresinin yani sira kiirkimin uygulanan 6rneklerde hem kontrole hem de
Pb stresi uygulanan gruba kiyasla glutatyon peroksidaz aktivitesi anlamli diizeyde (p
degerleri sirastyla 0.048 ve 0.000) yiikselmistir. Oysa, Pb stresinin yani sira tannik
asit uygulanan grupta, sadece Pb stresi uygulanan gruba kiyasla glutatyon peroksidaz
aktivitesi anlamh diizeyde (p=0.000) yiikselmistir. Schrauzer tarafindan onerildigi
gibi, GPx aktivitesindeki kayip, kursun ve selenyum arasindaki antagonistik etkilere

bagl olabilir (Sivaprasad ve ark., 2004). Kiirkimin uygulanan grupta (PbK) enzim
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aktivitesinin artmasi, bu flavonoidin metal selator ozellik gostererek Fe?'-aracili
Fenton reaksiyonunu onledigini ve boylece *OH radikali olusumunu inhibe ederek

hidroperoksit olusumunu azalttigini diisiindiirmektedir.

Sonug olarak, kursunun uygulanan doz ve dolayisiyla tizerindeki dozlarda, serbest
radikal olusumunu tetikleyerek oksidatif karaciger hasarina yol agabilecegini
sOyleyebiliriz. Bozulan oksidan/antioksidan denge, kursunun toksik etkilerinden
kismen sorumlu tutulabilir. Hiicrelerin antioksidan kapasitesinin restorasyonu,
kursun aracili oksidatif strese karsi kismi bir ¢oziim iiretebilir. Kiirkimin ve tannik
asit kursun duyarli biyokimyasal degiskenleri restore ederek oksidatif hasari
azaltabilir. Dolayisiyla, bu ¢alismanin 1518inda, uygulanan flavonoidlerin radikalik
hasar1 6nleme/gidermede etkin olabilecegini ve bu nedenle de s6z konusu metallerin
toksisitesini azaltmak i¢in flavonoidlerce zengin besinlerin tiiketilmesinin faydali
olabilecegini  sOyleyebiliriz.  Ancak bu flavonoidlerin  faydali etkilerinin

mekanizmalarinin aydinlatilmasi igin ilave ¢aligsmalar yapilmalidir.
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