T.C
ERCIYES UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
VETERINER FARMAKOLOJIi-TOKSIiKOLOJI ANABILIM DALI

RATLARDA PENTAKLOROFENOL ZEHIRLENMESINDE
NAR CEKIRDEGI YAGININ LiPiD PEROKSIDASYONU VE
BAZI BIYOKIMYASAL PARAMETRELERE
ETKILERI

Hazirlayan
Zeynep SOYER SARICA

Danmisman
Prof. Dr. Bilal Cem LIMAN

Doktora Tezi

Ocak 2012
KAYSERI



-
T.C
ERCIYES UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTIiTUSU
VETERINER FARMAKOLOJI-TOKSIKOLOJi ANABILIM DALI

RATLARDA PENTAKLOROFENOL ZEHIRLENMESINDE
NAR CEKIiRDEGI YAGININ LiPiD PEROKSIDASYONU VE
BAZI BiYOKIMYASAL PARAMETRELERE
ETKILERI

Hazirlayan
Zeynep SOYER SARICA

Danisman
Prof. Dr. Bilal Cem LIMAN

Doktora Tezi

Bu ¢calisma Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan
TSD-09-758 nolu proje ile desteklenmistir.

Ocak 2012
KAYSERI



fDr.Bilal Cem LIMAN damismanhiginda Zeynep SOYER SARICA tarafindan
rlanan “Ratlarda Pentaklorofenol Zehirlenmesinde Nar Cekirdegi Yagmmn Lipid

eroksidasyonu ve Bazi Biyokimyasal Parametrelere Etkileri ” adli bu galigma jiirimiz
indan Erciyes Universitesi Saglik Bilimler Enstitiisii Veteriner Farmakoloji —Toksikoloji
bilim Dalinda Doktora tezi olarak kabul edilmistir..

05/01/2012.

sman Prof.Dr. Bilal Cem LIMAN (Veteriner Farmakoloji-Toksikoloji ABD) M

e Prof.i)r. Sezai KAYA (Veteriner Farmakoloji-Toksikoloji ABD) | 4—

e Dog. Dr Meryem EREN  (Veteriner Biyokimya ABD)

e Dog. Dr. Gokhan ERASLAN (Veteriner Farmakoloji- Tokmkoloy ABD) fW
3 Dog. Dr. Murat KANBUR (Veteriner Farmakoloji-Toksikoloji ABD) %\/‘/‘

INAY:

say1l1 karari ile onaylanm1$t1r




V-

ToLDr.Bilal Cem LIMAN danismanlifinda Zeynep SOY.
azrlanan “Ratlarda Pentaklorofenol Zehirlenmesinde Nar (
‘roksidasyonu ve Baz1 Biyokimyasal Parametrelere Etkileri
rafindan Erciyes Universitesi Saglik Bilimler Enstitiisii Veteriner
inabilim Dalinda Doktora tezi olarak kabul edilmistir.-

ye

ye

INAY:

Prof.Dr. Bilal Cem LIMAN (Veteriner Farmakoloji-]
Proﬁbr. Sezai KAYA (Veteriner Farmakoloji-Toksik
Dog. Dr Meryem EREN  (Veteriner Biyokimya ABL
Dog. Dr. Gokhan ERASLAN (Veteriner Farmakoloji:

Dog. Dr. Murat KANBUR (Veteriner Farmakoloji-Tc

Bu tezin kabulii Enstitii Yénetim Kurulule 9§““"”2.Ug
sayil1 karari ile onaylanmugtir.



BiLIMSEL ETiGE UYGUNLUK

Bu calismadaki tiim bilgilerin, akademik ve etik kurallara uygun bir sekilde elde edildigini beyan
ederim. Ayni zamanda bu kural ve davranislarin gerektirdigi gibi, bu calismanin 6ziinde olmayan tiim

materyal ve sonuglari tam olarak aktardigimi ve referans gésterdigimi belirtirim.

Adi-Soyadi: Zeynep SOYER SARICA

imza:



MI-

YONERGEYE UYGUNLUK ONAYI

“Ratlarda Pentaklorofenol Zehirlenmesinde Nar Cekirdegi Yaginin Lipid Peroksidasyonu ve Bazi
Biyokimyasal Parametrelere Etkileri” adli Doktora Tezi, Erciyes Universitesi Lisansiistii Tez Onerisi ve

Tez Yazma Yonergesi’ne uygun olarak hazirlanmistir.

Tezi Hazirlayan Danisman

Zeynep SOYER SARICA Prof. Dr. Bilal Cem LIMAN

Anabilim Dali Bagkani
Prof. Dr. Bilal Cem LIMAN



Mt

Prof. Dr. Bilal Cem LIMAN damgsmanliginda Zeynep SOYER SARICA tarafindan
hazirlanan “Ratlarda Pentaklorofenol Zehirlenmesinde Nar Cekirdegi Yaginin Lipid
Peroksidasyonu ve Bazi Biyokimyasal Parametrelere Etkileri” adli bu calisma, jiirimiz
tarafindan Erciyes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Veteriner Farmakoloji-
Toksikoloji Anabilim Dalinda Doktora Tezi olarak kabul edilmistir.

05/01/2012

JURI Imza
Danisman : Prof. Dr. Bilal Cem LIMAN

Uye : Dog. Dr. Murat KANBUR

Uye : Dog. Dr. Meryem EREN

Uye : Prof. Dr. Sezai KAYA

Uye : Dog. Dr. Gokhan ERASLAN



VIl

ONAY

Bu tezin kabulii Enstitii Yonetim Kurulunun .................... tarith ve.............. sayil1 karari
ile onaylanmustir.

Prof.Dr. Saim OZDAMAR
Enstita Miduru

TESEKKUR

Bana tez ¢alismalarimda yardimci olan degerli hocam Prof. Dr. Bilal Cem LIMAN’a tesekkiir ederim.
Ayrica tez calismam boyunca yardimlarini esirgemeyen Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Farmakoloji-Toksikoloji Anabilim Dali Ogretim Uyeleri Dog. Dr. Murat KANBUR ve Dog. Dr. Gékhan
ERASLAN’a, Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali Ogretim Uyeleri Prof.

Dr. Abdullah iNCi ve Dog. Dr. Alparslan YILDIRIM’a tesekkiir ederim.

Ayrica tez ¢alismam siiresince sonsuz sabri ile manevi ve teknik destegini hig eksik etmeyen sevgili

esim Melih SARICA’ya ve aileme tesekkiir ederim.

RATLARDA PENTAKLOROFENOL ZEHIRLENMESINDE NAR CEKIRDEGi YAGININ LiPiD PEROKSIDASYONU
VE BAZI BiYOKiIiMYASAL PARAMETRELERE



_|}(_
ETKILERI

Zeynep SOYER SARICA
Erciyes Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii
Doktora Tezi, Ocak 2012
Danisman: Prof. Dr. Bilal Cem LIMAN
KISA OZET

Bu calisma ile ratlarda pentaklorofenolle (PCP) olusturulan lipid peroksidasyonuna karsi nar gekirdegi
yaginin (NCY) lipid peroksidasyonu ve bazi biyokimyasal parametreler (izerine koruyucu etkinliginin

degerlendirilmesi amaglandi.

Calismada 4-5 aylik, 40 adet Sprague-Dawley irki erkek sigan kullanildi ve dért grup olusturuldu. ilk grup
kontrol olarak belirlendi ve gruptaki siganlara herhangi bir uygulama yapilmadi. ikinci gruba 0,15 ml/kg
dozunda NCY, Uglncl gruba 40 mg/kg dozunda PCP ve dordiinci gruba 40 mg/kg dozunda PCP+ 0,15
ml/kg dozunda NCY uygulandi. Uygulamalar 28 giin boyunca gavaj ile yapildi. Deneme sonunda eritrositte
hemoglobin, katalaz ve glutasyon peroksidaz, nitrik oksit, malondialdehit, stperoksit dismutaz

parametreleri; serumda 8-hidroksi-2-deoksi guanosin ve biyokimyasal parametreleri incelendi.

Pentaklorofenol verilen grupta (grup 3) kontrol grubuna gore (grup 1) MDA, NO, SOD degerlerinde artis,
CAT ve GSH-Px degerlerinde ise disis oldugu goriildi. PCP verilen gruba (grup 3) gére PCP+NCY (grup 4)
verilen grupta MDA, NO ve SOD diizeylerinde azalma; CAT ve GSH-Px dlzeylerinde artis oldugu belirlendi.
Pentaklorofenol verilen grubun (grup 3) kontrol grubuna gore (grup 1) ALT, AST ve ALP enzim aktiviteleri
ile BUN, glukoz, kolesterol, LDL, kreatinin, trigliserit ve Urik asit diizeylerinde artisa sebep oldugu goéruldi.
Total protein, HDL ve alblimin degerlerinde ise diists goriildi. Pentaklorofenol verilen gruba (grup 3) gore
PCP+NCY (grup 4) verilen grubun ALT, AST ve ALP enzim aktiviteleri ile BUN, glukoz, kolesterol, LDL,
kreatinin, trigliserid ve Urik asit dizeylerinde anlamli oranda disis, total protein, HDL ve alblimin
degerlerinde ise yikselme gozlemlendi. Kontrol (grup 1) ve PCP+NCY (grup 4) verilen grubun degerleri
karsilastirildiginda ise grup 4 ALT, AST ve ALP aktiviteleri ile glukoz, kreatinin, LDL degerlerinde anlamh bir
yikselme meydana gelirken; BUN, kolesterol, trigliserid, Urik asit, total protein ve albiimin degerlerinde

anlaml bir degisme olmadigi gozlemlendi.

Sonug olarak, bu calismada sicanlara oral yoldan gavaj ile 40 mg/kg (ca) uygulanan PCP’nin karaciger
hasarina, lipid peroksidasyonuna ve antioksidan enzim etkinliklerinde azalmaya yol actigi; 15 ml/kg ca
dozunda 28 giin boyunca verilen NCY’'nin ratlarda protein, yag ve karbonhidrat metabolizmasi lzerine
istenmeyen etkilerinin olmadigi, karaciger Uzerinde toksik etkilere yol acmadigi, lipid peroksidasyonu
olusturucu etkilerinin bulunmadigi; NCY'nin PCP'nin istenmeyen etkileri zerine koruyucu rolli oldugu

belirlenmistir.
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ABSTRACT

In this study, it was aimed to evaluate the effects of pomegranate seed oil against pentachlorophenol

induced lipid peroxidation in rats.

In the study, 4-5 months old, 40 Sprague-Dawley male rats were used and four groups were formed. The
first group was held as the control group. The second group was given 0,15 ml/kg PSO, the third group
was given40 mg/kg PCP, the forth group was given 40 mg/kg PCP +0,15 ml/kg PSO during 28 days as
specified. This material was applied by gavage. At the end of the experiment, erythrocyte haemoglobin,
catalase, glutathione peroxidase, nitric oxide, blood serum 8-OH-dG and biochemical parameters were

analysed.

When the pentachlorophenol treated group (group 3) was compared to control group (group 1) an
increase in MDA, NO and SOD levels and decrease in CAT and GSH-Px level were seen. According to the
pentachlorophenol group (group 3) in the PCP+PSO treated group (group 4), reduce in MDA, NO and SOD
levels; and increase in CAT and GSH-Px levels were explored. BUN, glucose, cholesterol, LDL, creatinin,
triglyceride, uric acid levels and AST, ALP, ALT activity were increased in Group 3, which was given PCP.
Compared to control group (group 1) HDL, total protein and albumin levels were decreased. Group 3,
which was given PCP, compared to Group 4, PCP+PSO, BUN, glucose, cholesterol, LDL, creatinin,
triglyceride, uric acid levels, AST, ALT and ALP activity were decreased at significant levels and HDL, total
protein and albumin levels were increased. When control group (group 1) and PCP+PSO were compared,
it was seen that ALT, AST, and ALP activity and glucose, creatinin, LDL, levels were increased, but there
were no significant change in the levels of BUN, HDL, cholesterol, triglyceride, uric acid, total protein and

albumin.

As as result, 40mg/kg (ca) PCP applied by gavage, cause liver damage, lipid peroxidation and decrease in
anti-oxidant enzyme activity and 15mg/kg (ca) PSO applied for 28 days, has no negative effect on protein,
oil and carbonhidrate metabolism, has no toxic effect on liver and has no effect on lipid peroxidation.

Overall, it’s determined that PSO protects against the negative effects of the PSP.

Keywords: Pentachlorophenol, Lipid Peroxidation, Pomegranate Seed Qil, Rat
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KISALTMALAR

ADP : Adenozin difosfat

ALT : Alanin amino transferaz
ALP : Alkalen fosfataz

AST : Aspartat amino transferaz
ATP : Adenozin trifosfat

TCHQ :Tetraklorohidrokinon
BUN : Kan Ure nitrojen

HDL : High density lipoprotein
LDL : Low density lipoprotein
8-0OH-dG : 8-hidroksideoksiguanozin
CAT : Katalaz

GR : Glutatyon rediktaz

GSH : Redikte glutatyon

GSH-Px : Glutasyon peroksidaz

H202 : Hidrojen peroksit

L : Lipid radikali

L-00~ : Lipid peroksi radikali
MDA : Malondialdehit

NO : Nitrik oksit

OH : Hidrojen peroksit
PCP : Pentaklorofenol
SOD : stiperoksit dismutaz
SOR : Serbest oksijen radikali
TBA : Tiyobarbdtirik asit
TCA :Trikloroasetik asit
X0 : Ksantin oksidaz

0 : Oksijen

Na : Sodyum

OD50 : Oldiirticti doz 50



1.GIRiS VE AMAC

Organizmada ilag, ksenobiyotik ve diger kimyasal maddelere maruz kalma sonucunda hidroksil,
sUperoksit, nitrik oksit ve lipid peroksitler gibi etkin oksijen gruplari olusur. Canl organizmada serbest
radikaller tarafindan DNA, proteinler, hiicre zari gibi yapilarda sekillenen hasar, oksidatif stres olarak

tanimlanir.

Glnlmuzde serbest radikallerin zararl etkilerine karsi c¢esitli antioksidanlar yaygin olarak
kullanilmaktadir. Nar meyvesi esas olarak Hindistan, ispanya, israil gibi Akdeniz Ulkelerinde ve
Amerika’nin Kaliforniya bolgesinde yetisen bir bitkidir. Genelde taze meyvesi ya da suyu gibi Grunleri
tuketilebilen bir meyvedir. Saglk agisindan yararl etkileri oldugu antik ¢aglardan bu yana
savunulmaktadir. Ginimiuzde icerdigi saglk acisindan faydali biyoaktif bilesenlerden dolayi 90’dan
fazla tiretilmis patentli nar GriinG mevcuttur (1). Nar c¢ekirdegi yagi da narin, bilinen antioksidan
etkisi basta olmak Uzere, ¢ok yonli biyolojik etkileri olan énemli bir maddedir. Son dénemlerde
yapilan arastirmalar nar ¢ekirdegi yaginin hem in vivo hem de in vitro modellerde serbest radikallere
karsi etkili bir koruma sagladigini ve oksidatif stresin organlarda olusturdugu zararli etkileri

diistrdiGgini ortaya cikarmistir.

Pentaklorofenol uzun yillardir insektisit, fungisid, bakterisid, herbisid, molluskisid gibi etkilerinden
yararlanmak amaciyla agac ve agacg Urtnleri, kagit, deri, tekstil boya ve tutkal, plastik, fotografcilik,
iplik, naylon gibi sanayi alanlari ile genis tarim alanlarinin ilaglamasinda fazla miktarlarda
kullanilmaktadir. Dinyadaki yillik Gretiminin 50-90 bin ton oldugu bildirilmektedir (2,3). Turkiye'de

Uretim ve kullanim alanlariyla ilgili kesin bir bilgi mevcut degildir.

Bu calismada pentaklorfenoliin ratlarda olusturdugu lipid peroksidasyonu ve bazi biyokimyasal

parametrelere etkisi ile nar ¢ekirdegi yaginin olasi antioksidan etkinliginin belirlenmesi amaglandi.
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2. GENEL BILGILER

2.1. PENTAKLOROFENOL

Ozellikle agac endiistrisinde fungusid olarak kullanilan klorfenollerin en énemli liyeleri triklorofenol,
pentaklorofenol, sodyum pentaklorofenattir. Pentaklorofenol (PCP) yabani ot ve karinca kontroliinde
de kullanilir (2). Bu maddelerin tirevleri niteligindeki trtnler de ¢esitli endistri dallarinda yan Urin

olarak elde edilir (3).

Pentaklorofenol gecmiste fungusid, bakterisid, herbisid, molluskisid, algesid ve insektisit olarak
yaygin olarak kullanilmis bir maddedir. Glinimizde daha cok agac¢ endistrisinde koruyucu olarak
kullanilmaktadir. Agag¢ koruyucu olarak kullanilmasi 1930’lu yillarda baslamistir. Sadece Amerika’da
1947’de yaklasik 3200 ton (retildigi rapor edilmistir. Aga¢ endistrisi disinda kullanimi 1987’de
yasaklanip kullanimina kisitlama getirilerek herbisid, defoliant ve dezenfektan olarak kullaniimasina
izin verilmistir. Pestisid olarak PCP’nin satisi da kisith olup sadece kullanim sertifikasi olan kisilerce

uygulanmasina izin verilmektedir. Aga¢ endistrisinde % 5’lik soliisyonlar halinde kullanilmaktadir (4).

2.1.1. Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

Renksiz, kristalize bir madde olan PCP (2,3,4,5,6- pentaklorofenol) suda az, etanol, metanol, dietil
eter gibi organik ¢ozicilerde genellikle iyi ¢6ziinen yanici olmayan fenol tiirevi bir maddedir. PCP’nin

sodyum tuzunun suda ¢6zUniirlGgi biraz daha fazladir (5).

Molekil agirligr 266.34, 20 °C de yogunlugu 1.978 g/ml, pH’si 4.99, kaynama noktasi 309 °C'dir (2, 4,
6).
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Sekil 2.1. Pentaklorofenol’ Gin kimyasal yapisi
2.1.2. Cevre Dayanikhhig

Toprakta orta derecede kalici olan PCP’nin parcalanma yari é6mri 45 giin kadar olmakla birlikte
topraktaki organik madde zenginligi, oksijen noksanlgi ve isinin yiikselmesi par¢calanmayi hizlandirir.
Notral ve alkali ortamlarda topraga cok az tutunur; bu sebeple topraktaki hareketi kolaydir ve su
kirliligine sebep olur. Sudaki parcalanma yari 6mri birkac saatle bir glin arasinda degisir. Ancak sulu
ortamlarda ve suda, askidaki maddelere tutunur (2,3). Cevrede orta derecede kalici olan bir
maddedir. Parcalanma yari-6mri 45 gin kadardir. Topragin organik madde yéniinden zenginligi,
oksijen bulunmayisi ve isi arsti pargalanmasini hizlandirir. Sudaki pargalanma yari-6mri birkag saatle

24 saat arasinda degisir (2).
2.1.3. Etki Sekli

Klorofenoller metabolizma zehiri olarak etki gosterirler. Bu maddeler mitokondrilerde elektron
tasima zincirini etkilemeden ATP Uretimini azaltir. Boylece oksidatif fosforilasyon kenedini kirarak
elektron tasima zincirinden olusan enerji, metabolizma yerine vicut isisinda kullanilir. Vicut 1sis
ylkseldikce 1s1 dagitim mekanizmalari yenilir, 1s1 giderek artar, metabolizma hizlanir ve hiicrelerde
ADP yogunlugu artar. Artan yogunluktaki ADP ile elektron tasima zinciri uyarilir. Elektron tasima
zincirine daha ¢ok oksijen girerek ATP Uretimi artar ve enerji agiga ¢ikar ki olusan enerjinin ¢ogu sl
Uretiminde kullanilir. Bu donginin sonucunda vicut isisinda asiri bir yikselme ortaya cikar.
Pentaklorofenol, ticari formu icinde bulunan dioksinler, dibenzonitrofuranlar gibi kirleticilerden
dolayi, 6zellikle glia hiicrelerinde sliperoksit dismutazin (SOD) etkinligini artirirken glutasyon miktarini

azaltir (2, 7, 8).
2.1.4. Zehirliligi

Pentaklorofenol hayvanlar icin zehirli (sinif 1b) bir maddedir. OD50 dozu siganlarda agizdan 25-210
mg/kg, farelerde 74-130 mg/kg, tavsanlarda 70-300 mg/kg’dir (Tablo 2.1). Solunum yolundan maruz

kalindiginda orta dereceli zehirlidir. Su kirliligine sebep oldugu icin su canlilari agisindan oldukga
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onemli bir zehirdir. Balik, yosun, omurgasizlar gibi canlilarin viicudunda suya gore 10000 kat

miktarda birikebilir (2). ButUn turler icin diyetle akut zehirlenme igin belirlenen doz 30 mg/kg/gtin,

kronik zehirlenme igin belirlenen doz 1,5 mg/kg/gln olarak bildirilmistir (4).

Tablo 2.1. Pentaklorfenoliin zehirliligi (4).

Zehirlenme Tipi Sonuglar Zehirlilik Kategorisi

LD50= 155mg/kg(erkek)
Akut Oral Zehirlenme Il
LD50= 137 mg/kg(disi)

Akut Dermal Zehirlenme LD50> 3980 mg/kg v

Akut Solunum Yoluyla Zehirlenme |

e Damlatma sonrasi 7. Gunde korneal
Birincil Goz Irritasyonu . Il
baglanma

. . Uygulamadan 72 saat sonra orta
Birincil Dermal Hassasiyet . o i
siddetli irritasyon

Pentaklorofenol maruziyetinde hedef organlar karaciger, bobrek ve kemik iligidir (6). Madde hasar
gérmemis deri ve akcigerlerden de emilebilir; deri ve mukozalar igin irritan bir maddedir (8).
Kemirgenlerde en 6énemli hedef organ karacigerdir. Karacigerde maruz kalinan doza bagl olarak
biyokimyasal (porfiri, hepatik P450 enzim aktiviteleri, serum karaciger enzim aktiviteleri ve glikojen
diizeyi) parametreler ve canli agirlikta azalma ile birlikte karaciger mikroskobisinde bazi degisiklikler
(hiperpilazi, fibrozis, pigmentasyon, dejenerasyon, karaciger hicrelerinde genisleme ve nekroz)
goralur. Kemirgenlerde akut zehirlenme durumlarinda oksidatif fosforilasyon zincirinin kiriimasi
nedeniyle hipertermi, kaslarda tremor, spazm ve refleks kaybi ile solunum felci sonrasinda 6lim
gozlenir. Akut zehirlenme belirtileri hemen hemen bitin hayvanlarda aynidir. Kronik
zehirlenmelerde ise canli agirlik kaybi, karaciger yaglanmasi ve nekrozu goézlenir. Pentaklorofenole
maruz kalmis rende talasin altlik olarak kullanildigl etci piliclerde istahsizlik, civcivlerde immun

sistemde baskilanma, yaban domuzlarinda fertilite kaybi gérlebilir (6, 8).

Hayvan c¢alismalari PCP’nin bobrekte ikinci derecede etkiler olusturdugunu aciga cikarmistir.
Rodentlerde siklikla rapor edilen diger bir zehirlenme belirtisi bobrek agirhginda artistir. Yemlerine
PCP katilan sit veren ineklerde bobreklerde bliyiime ve interstisiyel nefrit, hiperemi, glomeruler
atrofi gibi mikroskopik degismeler gorilmustir. Zehirlenme vakalarinda kanda da degisimler ortaya
¢ikmaktadir. Maddenin ineklerde anemiye yol actigl, sicanlarda eritrosit sayisinda, hemoglobin

konsantrasyonunda ve hematokrit degerlerinde azalmaya neden oldugu ortaya konulmustur (6).
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Agac sektorlerde calisan insanlarda da PCP’ye bagli deri dokiintileri, merkezi sinir sistemi ve

solunum sistemi bozukluklari ile birlikte cok yiksek ates gorilir. Kan tablosunda ise aplastik anemi,
hematokrit seviyesinde dislis ve hematdiri gorulir (4,6). pentaklorofenoliin fetotoksik oldugu ancak
teratojenik olmadigi kabul edilirken, erkek fertilizasyonu Uizerine etkisi olmadigi dislinilmektedir

(4,6).
2.1.5. Toksikokinetik

Pentaklorofenol sindirim kanali, deri ve solunum yollarindan hizli ve iyi emilir. Karacigerde metabolize
olur. Sicanlarda metabolizasyonu oksidasyon yoluyla olmaktadir. Deklorinasyonu ise mikrozomal
enzimler araciliyla olmaktadir. Pek ¢ok calisma PCP’nin sitokrom P450 enzimleri yoluyla metabolize

edildigini gbstermektedir (6,9).

Plazma proteinlerine yliksek oranda baglanir ve tim vicuda dagilir. Kismen yag doku, karaciger ve
bobrekte biriken PCP’nin hedef organlari karaciger, bobrek ve kemik iligidir. Sicanlarda PCP’nin esas
hedef organi ise karacigerdir. Atilimi yiksek oranda boébrek (yaklasik % 90), disik oranda ise
barsaklarla (yaklasik % 3’ U fecesle) olur. Diger metabolitleri ile birlikte rodentlerde %62- %83
oraninda baslica idrarla atilir. Sican ve farelere tek doz uygulanan PCP 6-27 saat arasinda bir
yarilanma émriine sahiptir. Ancak ikinci doz daha yavas bir eliminasyon fazi gegirerek 33- 374 saatlik
bir yarilanma émri gosterir. Maymunlardaki yarilanma 6mri siganlardan daha uzundur (41-92 saat)
(6).

2.1.6. Gevre Kirliligi

Endistride kullanilan PCP’nin cevresel akibeti ve tasinmasi kimyasal yapisi ile fiziksel ozelliklerine
bagh olarak toprak ve su araciligiyla olur. pH 4-9 arasindaki ortamlarda hidrolitik (suda parcalanma)
ozellik gosterir. Ozellikle ylizey sularinda giin 1siginin da etkisiyle hizla indirgenir. Bu indirgenme
yliksek pH da daha hizli olur. Toprak kirliligi ise; buharlasma, yikama, uygulama yoluna bagh olarak
(basing ya da termal yoldan uygulama gibi) uygulama havuzundan disariya temas edebilir. Bu sekilde

cesitli yollarla PCP topraga goc edebilir (5).

Gidalarda kirletici olarak bulunup bulunmadigi Amerikan Gida ilag Dairesi tarafindan 1991 yilina kadar
takip edilmistir. 1992 yilinda gidalarda tespit edilebilir bir kalinti olmadigl sonucuna varilarak bu
takipler sonlandirilmistir. Agag endistrisinde koruyucu amagli kullanilmaya baslanmasindan bu yana
genel tiketime yonelik satisi yapilmayan PCP’nin ¢ocuklarin kullandigl sosyal alanlarda ve konutlarda
risk olusturmadigl belirlenmistir. Ancak suda ¢o6ziinebilmesi ve toprak yoluyla yilizey sularina
tasinmasi nedeniyle igme suyunda en fazla bulunmasina misaade edilen deger yetiskinlerde 10,465
ppm, 1-6 yas arasi ¢cocuklarda 2,990 ppm’dir (4). Aga¢ ham maddesi isleyen fabrikalardan cevreye
PCP atik su tahliyesi esnasinda veya golet ya da baraj gibi birikintilere tasmasiyla kirlilik olusturabilir.

Bunun disinda PCP ile muamele edilen agaclarin siizdirlerek kurutulmasi, buharlastiriimasi ya da
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yikanarak durulanmasi esnasinda cevre kirlilig§i  olusabilir. Amerika’da 2008 yili itibariyle 36

milyon adet PCP havuzu oldugu tahmin edilmektedir. Ayrica her yil yaklasik 1 milyon havuzun bu
amagla kullanim igin yapilmaktadir. Amerika Cevre Koruma Ajansinin tahminine gére bu havuzlarda
374 kg PCP ve metabolitlerine esdeger toksin yikama ve buharlagsma yoluyla ¢evreye karismaktadir.

Bu atiklar kalitsal zehirlenmeye ve dogada uzun siireli kalicilik ve kirlenmeye sebep olmaktadir (5).

2.2. NAR VE NAR CEKIRDEGIi YAGI

Nar (Punica granatum) dinyada 6zellikle Akdeniz ve Asya Ulkelerinin cogunda yaygin olarak yetisen
bir bitkidir. Ulkemizde Kuzey Anadolu’da yabani olarak yetistigi gibi Akdeniz Bolgesinde meyvesi icin
de yetistirilir (10-13).

Nar agaci boyu 4,5-5 m olan olduk¢a uzun slire yasayan, cali seklinde bir agactir. Cicekleri biyik,
kirmizi, beyaz ya da bazen karisik renkli ve sonunda meyve yapisina donen tiip seklinde bir koni
yapisina sahiptir. Olgun meyvelerin ¢api 12-13 cm, koyu kirmizi, tzeri deri benzeri kizil-sari renkli bir
kabukla kapli, kire seklinde ve tepesinde canak seklinde bir ta¢ yapisina sahiptir. Taneleri beyaz bir

cekirdek yapisina sahiptir ve lizeri zar yapisiyla kaplidir (13).

Nar tanesi Ug¢ kisimdan olusur: Cekirdek kismi meyvenin yaklasik % 3’linii olusturur ki bunun da

yaklasik % 20’sini yag olusturur. Su kismi meyve agirliginin yaklasik % 30’unu olusturur (12).

Narin meyvesi disinda, agacinin kabugu, meyve kabugu, cicegi, meyve suyu ve c¢ekirdeginden de

faydalanilan bir bitkidir (10).
2.2.1. Kimyasal Yapisi

Son on yil boyunca farmakolojik etki mekanizmalari 6nemli 6l¢lide ortaya konulmus olan narin bu
etkilerinden, icerigindeki cesitli kimyasal bilesenlerinin sorumlu oldugu anlasiimistir Nar bitkisinin
farkli bolimiine ait ekstraksyonlarinin ayri bir tedavi edici etkinligi oldugu bildirilmistir (11). Nar

bitkisinin cesitli kisimlari ve kimyasal icerikleri tablo 2.2’de gosterilmistir.
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Tablo 2.2. Nar bitkisinin gesitli kisimlari ve kimyasal yapisi (11)

Bitki Bilegeni Kimyasal Bilesenler

Antosiyaninler, glikoz, askorbik asit, ellagik asit,katesin,
Nar suyu . . . . . .
kuersetin, rutin, ¢ok sayida mineral, demir, amino asitler

Nar cekirdegi yagi % 95 punisik asit, yag asitleri, steroller, ellagik asit

e . Fenolik maddeler, gallik asit ve diger yag asitleri, katesin,
Nar meyve ortiisii (kabuk ve ig zarlar) ) ; .
kuersetin, rutin, antosiyanidler, flavanoller

Nar yapragi Taninler (punikalin ve punikafolin), flavon glikozidleri,

L Gallik asit, ursolik asit, tritepenoidler, diger
Nar cicegi .. .. S
isimlendirilememis bilesikler

Nar kabuk ve koki Ellagitaninler, cok sayida piperidin alkaloidleri

Nar cekirdeginin temel bilesenleri monoasilgliseroller, gliseridler ve steroller, ek olarak proteinler,
pektin ve sekerdir (14). iceriginde kampesterol, y- tokoferol ve 17-a- 6stradiol gibi bilesenler
bulunmaktadir (15). Nar ¢ekirdegi yagi (NCY) konjuge yag asitleri bakimindan (linoleik ve linolenik yag
asitleri) oldukc¢a zengindir. Konjuge linolenik asit (%,11t,13c-CLNA); punisik asit pek ¢ok bitkisel yagda
az miktarda bulunan bir bilesendir. Ancak NCY’de konjuge linolenik asit % 40-80 oraninda
bulunmaktadir (16). NCY’de yaklasik % 64-95 oraninda bulunan punisik asit (trikosanik asit) uzun
zincirli w-5 doymamis yag asitidir. Bu maddenin narin antikanserojen etkileri ile ilgili oldugu
bilinmektedir (11,17,18). Bitkisel steroller de (6rnegin beta-sitosterol, kampesterol, stigmasterol)

NCY’de yiksek miktarda (4089-6205 mg/kg) bulunur (16).

Nar meyvesinden elde edilen urinlerde piperidin alkaloidleri, piperidin tiirevi ikincil aminoketonlar,
tanen, gallik asit, ugucu yag, recineli maddeler ve triterpenik asitler de bulunmaktadir. Alkaloid

yogunlugu % 0,28-0,48 arasindadir ve tannik asitli tuzlar seklinde bulunurlar (10,13).
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Sekil 2.2. Narin bilesiminde bulunan kimyasal maddeler ve yapilari (15).

Ellagik asit narda yogun olarak bulunan, antikarsinojen ve antioksidan 6zellige sahip bir maddedir ki
¢ogu ticari nar ekstraktinda en az % 40 diizeyinde bulunmasi istenir (11). NCY toplam c¢ekirdek
agirhginin yaklasik % 12-20’sini olusturmaktadir. Yagin yaklasik % 80’i oktadekatrienoik yag asiti, %
7’si ise linoleik asitten olusur. Yag asiti bilesiminin % 95’ini ise triasilgliseroller olusturur. Cekirdek
matriksi ise antioksidan etkili lignin tirevleri ve hidroksisinamik asitten olusur. Nar suyu gigli

antioksidan etkileri olan antosiyaninler ve flavonoidlere bagh olarak parlak bir renge sahiptir. Narin su
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ve cekirdek kisminda demir, kalsiyum, klor, kobalt, krom, bakir, potasyum, magnezyum,

molibden, sodyum, selenyum, ¢inko, sezyum, rubidyum gibi mineraller bulunmaktadir (12).
2.2.2. Etkileri

Narin antikarsinojenik, antioksidan ve antienflamatuar etkileri disinda pek ¢ok farmakolojik etkileri

bulunmaktadir:
2.2.2.1. Antioksidan Etkileri

E vitamini icerigi oldukca ylksek olan nar ¢ekirdegi yagi antioksidan polifenoller agisindan da oldukga
zengindir. NCY konjuge yag asitlerini blinyesinde bulunduran ender maddelerden biridir (11). Nar
suyu ve cekirdeginin ektraksiyonlari (zerine yapilan dort ayirici test sonucunda antioksidan
kapasitesinin kirmizi sarap ve yesil caya gore 2-3 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir. Rosenblat ve
ark. yaptigi calismada yagl diyetle 4 ay boyunca beslenen ve ateroskleroz gelistirilen farelere nar
meyvesinin iceriginde bulunan gallik asiti 17 ve 51,5 pg equv/kg/glin dozunda uygulamislar ve
sonuglari  degerlendirmislerdir. Calisma sonucunda gallik asit verilen farelerde peritonal
makrofajlarda oksidatif stres belirteclerinde disis gozlemlediklerini belirtmislerdir. Sadece su verilen
grup verileri ile gallik asit uygulanan grup verilerini kiyasladiklarinda hiicresel lipid peroksidasyonda
% 42 oraninda dusls, redikte glutasyon seviyesinde % 50 oraninda artis oldugunu belirlemisleridir
(19). Gil ve ark. nar suyunun antioksidan aktivitesini dort farkli metodla 6lgerek elde edilen sonuglari
kirmizi sarap ve yesil cayin antioksidan aktivitelerine kiyasla degerlendirmislerdir. Bu ¢alismaya goére
nar suyunun aktivitesi kirmizi sarap ve yesil caya gore (g kat daha fazla ¢ikmistir (20). Schubert ve ark.
fermente nar suyu ektraksiyonu ve soguk pres nar cekirdegi yagi ile yaptiklari in vitro ¢alismada, nar
Uranlerinin kuvvetli antioksidan kapasitelerinin kirmizi saraba gore yilksek, yesil cay ektratina gore
benzer oranda ciktigini bildirmislerdir. Nar cekirdegi yagindan ektrakte edilen flavanoidler koyun
siklooksijenaz enzimlerini %31-44 oraninda, soya lipoksijenaz enzimlerini ise %69-81 oraninda inhibe
ettgini belirtmislerdir. Narin fermente suyundan elde edilen flavanoidlerin ise soya lipoksijenaz
enzimlerini %21-30 oraninda inhibe ederken, koyun siklooksijenaz enzimini inhibe etmedigini tespit
etmislerdir (21). Murthy ve ark. yaptigi calismada kurutulmus nar kabuklarini metanol ile ekstrakte
ederek bir grup rati bu ekstraksiyonla beslemisler, diger gruba ise karbon tetrakloriir (CCl4)
uygulamislardir. Daha sonra iki grubun karaciger katalaz (CAT), SOD ve glutasyon peroksidaz (GSH-Px)
aktivitelerini kiyaslamislardir. Tek doz (2 g/kg/ca) CCl4 uygulanan grubun CAT, SOD ve peroksidaz
seviyeleri sirayla % 81, 49 ve 89 oraninda diislis meydana getirirken lipid peroksidasyon degerlerinin
3 kat artis gosterdigini belirtmislerdir. Nar kabugu ekstraktinin 14 giin siiresinde uygulanan ve son
gin ilave olarak CCla uygulamasi yapilan grubun CAT, SOD, peroksidaz seviyeleri kontrol grubuyla

kiyaslandiginda lipid peroksidasyon degerlerinin % 54 oraninda geriledigini belirtmislerdir (22).

2.2.2.2. Antikarsinojen Etkileri
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Flavanoidler ve taninler kanser hiicrelerinin bliyiimesini in vivo ve in vitro c¢alismalarda

konjuge linoleik asit olarak bilinen yag asitleri Gzerinden baskilar (15). Malik ve ark. yaptigi iki farkl
calismada g seri prostat kanser hiicresinde in vitro uygulanan cesitli nar ekstraktlarinin (nar suyu,
cekirdek yagi ve kabugu) prostat kanser hiicrelerinin hiicre dongtsinin bozulmasina bagh olarak
invazyon ve proliferasyonu ile apopitozisini baskiladigini ve timor gelisimini gerilettigini; farkl nar

Urdnleri ekstrakti karisimlarinin daha gticli etkili oldugunu belirtmislerdir (23,24).
2.2.2.3. Antienflamatuar Etkileri

Antik cagda nar; ¢ok cesitli sistemlerin hastaliklarinin tedavisinde kullanilmistir. Eski Hindistan’da nar
meyvesi icin “kendi basina bir eczane” tanimlamasi yapilmistir. Bu kapsamda antiparaziter, kani
sulandirici, aft, diyare ve Ulserde iyilestirici olarak kullanilmistir. Nar ayrica Orta Dogu ve Hindistan’da

diyabet icin care olarak kullanilmistir (11, 12).

Gegmiste narla ilgili yapilan calismalarin pek ¢ogu narin antioksidan aktivitesiyle ilgili olup, son
yillarda nar suyu, NCY, kabugu ve ciceginden elde edilen esktraktlarinin antibakteriyal, antiviral,
antidiyabetik ve antikanser etkilerinin oldugunu ortaya koymustur (12). Nar ve nar Grlnlerinin ishal,
dental problemler, erektil disfonksiyon ve infertilite, ultraviole radyasyondan korunma, yenidogan
beyin iskemisi, Alzheimer hastaligi, artirit ve obezite durumlarinda da faydal etkileri oldugu

bildirilmektedir (11, 12).

2.2.3. Olasi ilag Etkilesimleri

Hidaka ve ark. nar meyvesini de icine alan farkli tropikal meyvelerin sitokrom P450 3A (zerindeki
etkinligini incelemisler; insan karaciger mikrozomal enzimleri izerinde baskilayici etkileri oldugunu
tespit ettiklerini belirtmislerdir (25). Yine Hidaka ve ark. yaptigi diger bir calismada nar suyunun
karbamazepin Uzerinde baskilayici etkisi arastiriimis, insan karaciger mikrozomal enzimleri lzerinde
nar suyunun inhibe edici etkinliginin Gzim suyuna benzer bir etki olusturdugunu belirtmislerdir.
Ayrica in vivo olarak ratlarda karbamazepin farmakokinetigi Gzerine nar suyunun etkilerini
incelemisler; 50 mg/kg oral karbamazepin alimindan bir saat 6nce uygulanan 2 ml nar suyu aliminin

karbamazepin konsatrasyonunu yaklasik 1,5 kat artirdigini bildirmislerdir (26).
2.2.4. Nar Ekstraktlarinin Zehirliligi

Nar ve ondan elde edilen diger bilesenler yizyillardir hicbir yan etki gérilmeden gilvenle
tiketilmektedir. Vidal ve ark. tavuk embriyosunda yaptiklari calismada embriyolara 1, 2 ve 3 mg/ml
dozunda nar ekstrakti uygulamislar ve sonuglari Parkinson hastaliginda kullanilan bir etken madde
olan amandatin uygulanan diger grupla ve sadece su uygulanan kontrol grubuyla kiyaslamislardir.
Oliim oraninin kontrol grubuyla benzer olmasi sebebiyle verilen dozlarin toksik olmadigi belirtilmistir

(27). Filippich ve ark. yaptigi ¢alismada ise nar meyvesinin kimyasal yapisinda da mevcut olan
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punikalasinin karaciger nekrozu ve bobrek  toksisitesi olusturdugunu bildirmislerdir.

Calismada sariagac olarak bilinen ve gliney yarimkirede sik goriilen bir agac tiriintin yapraklariyla
ruminantlarda meydana gelen zehirlenmelerde karaciger lezyonu olusturdugu; bu vakalarda
uygulanan punikalasinin oral olarak verildiginde intraperitonal olarak uygulandigi durumlardan 20 kat
daha fazla toksisite olusturdugunu belirtmislerdir (28). Cerda ve ark. ratlara farkli yogunluklarda
muhtemel toksik etkilerini arastirmislar, 37 gin % 6’lik punikalasin iceren diyetle oral yoldan
beslenen ratlarin plazma, karaciger ve bobreklerinde punikalasin ve olasi metabolitlerinin varhgini
arastirmislardir. Yogunlugu disiik olan diyetle beslenmeye bagl olmabilecegi disiinilmekle bereber
hem kan parametrelerindeki antioksidan enzim dizeyleri agisindan hem de karaciger ve boébrek

dokularinin histopatolojisi agisindan énemli bir degisim olmadigini belirtmislerdir (3).

2.3. OKSIDATIF STRES VE LiPiD PEROKSIDASYON
2.3.1 Serbest Radikaller

Gliniimiizde serbest radikaller, oksijen radikalleri ve hastaliklara bagli doku hasar1 ya da ozon,
nitrojen dioksit ve sigara dumani gibi kirletici maddelere bagli meydana gelen serbest
radikaller, oksijen radikalleri ve oksidatif hasar olduk¢a ilgi ¢ekmektedir (29). Serbest
radikaller bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa Omiirlii, kararsiz, molekiil
agirlhigr diisik ve cok etkin molekiiller olarak tanimlanir (30, 31). Radikaller diger
molekiillerle cesitli yollarla etkilesime girebilirler. 1ki radikal karsilastiginda kendi
paylasilmamis elektronlarini paylasarak kovalent bag olustururlar. Pek ¢ok biyolojik molekiil
radikal ozellikte degildir ancak bir radikal ile karsilagsarak bir elektron aldiginda radikal
ozellik kazanir (30). Serbest radikaller organizmada hiicre i¢inde mitokondrial solunum
zincirinde ya da hiicre disinda Ozellikle de fagositler tarafindan olusturulur (32).
Organizmanin elektromanyetik radyasyona (X- 1sinlari, gama i1smlarl)) ve partikiilli
radyasyona (elektronlar, ndtronlar) maruz kalmasi sonucu primer radikaller agiga ¢ikar. Buna
ilaveten fotokimyasal hava kirliligi, hiperoksi, sigara dumani, anestezikler, genel olarak
aromatik hidrokarbonlar gibi ¢ok c¢esitli maddeler de serbest radikalleri olusturur (33).
Organizmanin iyonize edici radyasyona, oksitleyici 6zellik tasiyan maddelere ve dogal
durumlarda serbest radikal metabolitleri olusturabilen ksenobiyotiklere maruz kaldig:
durumlarda da meydana gelebilirler (31, 33). Ancak oksidatif stres oksijenli hayatin
kaciilmaz bir geri doniisiimii olup, biitiin organizmalar yine oksijeni kullanarak serbest

radikallerden kendilerini korurlar (32)

Serbest radikaller; hidroksil (OH"), siiperoksit anyonu (O2"), nitrik oksit (NO), lipid peroksit
(ROO") radikalleri gibi degisik kimyasal yapilara sahiptir. Oksidasyona neden olan serbest
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radikaller temel olarak oksijen kaynakli  metabolitler (O2:, OH, H202), hipoklorit asit

(OCI"), kloraminler, azot dioksit, ozon ve lipid peroksitlerdir. Biyolojik sistemlerdeki en
onemli serbest radikaller oksijenden olusan serbest radikallerdir. Oksijen siiperoksit grubuna
baz1 demir-kiikiirt i¢eren yiikseltgenme-indirgenme enzimleri ve flavoproteinlerin etkisiyle
indirgenir. Son derece etkin olan ve hiicre hasarina yol agan siiperoksit grubu bakirli bir
enzim olan SOD araciliginda H202 ve oksijene cevrilir. Siiperoksit grubundan daha zayif
etkili olan H202, dokularda bulunan CAT, peroksidaz, GSH-Px gibi enzimlerle su ve oksijen
gibi daha zayif etkili {irtinlere doniistiiriilerek etkisiz kilinir. Dietilditiyokarbamat gibi
siiperoksit dismutazin etkinligini engelleyen maddeler siiperoksit gruplarinin zararsiz hale
getirilmesini sinirlandirirken, lipid peroksidasyonu hizlandirirlar. Yine CAT etkinligini
engelleyen bazi maddeler de, etkin oksijen gruplarina veya bu gruplari olusturan maddelere

duyarliligr artirirlar (31).

Tablo 2.3. Reaktif oksijen tiirleri (34)

Radikaller Radikal Olmayanlar
Hidroksil [OH"] Hipoklorid [ "OCl]
Alkoksil [L(R)O] Singlet Oksijen [AO2 ]
Peroksil [L(R)OO"] Hidrojen peroksit [H202]
Hidroperoksil [HOO"] Hidroperoksit [L(R)OOH]
Stiperoksit [02°] Peroksinitrit [ONOO™]
Nitrik Oksit[NO-]

Sigara, herbisid ve pestisidler, ¢oziiciiler, petrokimya iirlinleri, ilaglar, giines isinlari, X
1s1nlari, yiyeceklerde bulunan bazi bilesikler, asir1 egzersiz sonucu fazla oksijen kullanimi ve
iyonize radyasyon gibi etkenler sonucu olusan serbest radikaller enflamasyon,
glomerulanefritis, hepatit B ve romatoid artrit gibi ¢ok ¢esitli hiicre ve organ sistemlerini i¢ine

alan hastaliklarin patogenezinde de rol almaktadir (31, 32).

Tablo 2.4. Hasarlarla iligkili Serbest radikal tiretim sekilleri (32)

Iskemi/ reperfiizyon Lipid peroksidasyon (enzimatik-nonenzimatik)

Termal hasarlar DNA ve protein kirilmalari,

Travma, toksinler, radyasyona maruziyet | \fetal iyonlar1 agiga cikmasi, serbest radikal formlarinim
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uyartlmast

Enfeksiyon ve asir1 egzersiz Dogal antioksidanlarla miidahale

Oksijen radikalleri fosfolipidlerdeki ¢coklu doymamis yag asitleri ile etkilesime girerek pek
cogu protein ve DNA ile etkilesime giren pek cok iiriin ortaya cikarirlar (35). Aerobik

organizmalar i¢in serbest radikallerin baslica kaynagi molekiiler oksijendir (33).

Serbest oksijen radikalleri (SOR) ve serbest azot radikalleri (SNR) biyolojik sistemde, sisteme
yarar ve zarar anlaminda iki role sahiptir. SOR yiiksek konsantrasyonda bulundugunda;
protein, lipid ve DNA’ y1 igeren hiicresel yapilarin oksidasyonunun yani oksidatif stresin
aracist olarak gorev yapar. SOR’ un zararli etkileri ise enzimatik ve non- enzimatik
antioksidanlarla dengelenir (36). Normalde hiicrelerdeki en biiyiik serbest oksijen radikali
kaynag1 mitokondrial elektron transport zincirinden sizintidir. Reaktif oksijen tiirleri g¢esitli
serbest radikallerin olusturdugu serbest radikal zincir reaksiyonlarini baglatabilirler ve
hiicrede karbon merkezli organik radikaller, peroksit radikalleri, alkoksi radikalleri ve siilfenil

radikalleri gibi ¢esitli serbest radikallerin olusumuna sebep olurlar (37).
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Sekil 2.3. Serbest radikallerin hasar iiriinleri (38)

Reaktif oksijen tiirlerinin insanlar, hayvanlar, bitkiler ve alglerde normal metabolizma yan
iiriinii olarak meydana gelmesinin ka¢inilmaz oldugu cesitli ¢alismalarda rapor edilmistir.
Rekatif oksjen tiirlerindeki artis ve bunun sonucunda meydana gelen oksitatif hasar,
organizmada 151k, sicaklik ve radyasyon gibi ciddi ¢evresel uyaranlar sonucunda ilk meydana
gelen olay ve etki olusturarak organizma icin uyari niteliginde islev goriir (39). Molekiiler
oksijen (O,), spinleri ayn1 yonde paylasiimamis iki elektron tasidigindan, kararsiz yapidadir.
Bu nedenle O, disardan elektron alarak kararli bir hale donmeye ¢aligir. Aerobik canlilarda,

molekiiler oksijenin % 90’dan fazlas1 mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi ile dort elektron
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alarak tamamen suya rediiklenmektedir (40). Ancak oksijenin kismi rediiksiyonu,

O3, H20, ve OH" gibi SOR’ un olugmasina yol agmaktadir (33).
2.3.1.1. Siiperoksit Radikali (O)

Hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu olusan Oy,
indirgenmis gegis metallerinin otooksidasyonu sonucu meydana gelebilir. Oksijen bir elektron
kazandiginda O, radikaline veya elektronla beraber bir de proton aldiginda HOO™ doniisiir.
Hidrofobik ortamda yiiksek reaktivite gosterirken hidrofilik ortamlarda diisiik reaktivite
gosterir. Bu radikalin asil 6nemi, H,O, kaynagi ve ge¢is metalleri iyonlarinin indirgeyicisi

olmasidir (37, 40).

Perhidroksil (HO2-) radikali O, ile reaksiyona girdiginde biri okside olur, digeri indirgenir
(37). Dismutasyon ad1 verilen bu reaksiyonda, iki O, radikalinden biri oksitlenirken, digeri
indirgenmekte ve boylece H,O; ve O, olugmaktadir Dismutasyon tepkimesi, spontan veya SOD

ile enzimatik olarak gerceklesebilir (41).

Oz_+02_+2H+ —-H, O, + Oy

Siiperoksit anyonu, hem oksitleyici hem de indirgeyici dzellige sahiptir. Ornegin ferrisitokrom
C ya da nitroblue tetrazolium ile raeksiyona girdiginde indirgeyici davranarak bir elektron
kaybeder ve molekiiler oksijene okside olur. Epinefrinin oksidasyonunda oksidan olarak

davranarak bir elektron alir ve H202’ye indirgenir (37).

Katalitik sikluslar1 sirasinda birgok enzim serbest radikallerin agiga ¢ikigini saglar. Bunlardan
iizerinde en ¢ok calisilan1 ksantin oksidaz olup, oksijenin H202’ye rediiksiyonu sirasinda Oy
radikalini meydana getirir. In vivo olarak olusturulan iskemi, ksantinoksidazi dehidrojenaz

formundan oksidaz formuna doniistiiriitken O, radikalini agiga ¢ikarir (33).

Stiperoksit anyonunun E. coli dihidroksiasit dehidrataz, akonitaz, 6-fosfoglokonat dehidrataz
gibi pek ¢ok bakteriyel enzimi de inaktive etme O6zelligi vardir. Bu durumun enzim aktif
alanlardaki Fe-S kiimelerine saldirarak meydana geldigi diisiiniilmektedir. Bu radikalin
mitokondrial elekron tasima zincirindeki NADH dehidrojenaz yapisini inaktive ettigi idia

edilmekle beraber, memelilerde bu reaksiyon mekanizmasi kesin degildir (29).

2.3.1.2. Hidrojen Peroksit (H,0)
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Stiperoksit anyonunun cevresindeki molekiillerden bir elektron almasi veya

molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi sonucu olusan peroksitin
iki proton (H+) ile birlesmesi sonucu meydana gelir. Biyolojik sistemlerde H,O;’in asil tiretimi
siiperoksitin dismutasyonu ile olur (37, 42). Urat oksidaz, glikoz oksidaz ve D-amino asit
oksidaz gibi pek ¢ok enzim oksijenden iki elektron transferiyle H,O, iiretirler. Zayif bir oksidan
olup istenmeyen miktar1 CAT, selenyum bagli GSH-Px ve diger peroksidazlar tarafindan
hiicreden uzaklastirilir (42). Normal metabolizmanin yanisira hiperoksi, enflamasyon,
radyasyonla artan oksijen metabolizmasi H,O,’nin olusumunu artirir. Klinik uygulamalarda

kullanilan birgok preparat oksijenin serbest radikallerini agiga ¢ikarabilir (33).
202"+ 2 H+ — H,0, + 02

Bu reaksiyon sonucunda radikal olmayan iiriinler medana geldiginden dismutasyon
reaksiyonu olarak bilinir. Gergeklesmesi ya spontan olur ya da SOD enzimi tarafindan

katalizlenir. (37).

Hidrojen peroksitin toksik etkisini mitokondrial zarlar, peroksizomal zarlar ve plazma
zarlarindan kolaylikla gecis yaparak acgiga c¢iktigi noktadan daha uzak dokularda giiclii bir
bigimde gosterme Ozelligi vardir (33,41). Diisiik mikromolar seviyeleri zayif etkinlige
sahipken, yiiksek seviyeleri hiicresel enerji iiretim sistemleri ve glikolitik enzim olan

gliseraldehid-3-fosfat dehidrojenaz enzimi gibi sistemler {izerinde ciddi etkiler olusturur (29).

Deneysel calismalar acik¢a gostermistir ki, O, ve H,0, tarafindan meydana getirilen hasarin
antioksidan savunma sistemleri tarafindan diizeletilmesi saglikli bir aerobik hayat i¢in temel

bir durumdur (29).

2.3.1.3. Hidroksi Radikali (OH")

Suyun yiiksek enerjili iyonizasyonu (radyolizis) sonucu olusan en onemli iirlindiir. OH-
radikali son derece saldirgan bir radikal olup pek cok biyolojik molekiilii etkileyebilir (42).
Bu radikalin yarilanma 6mrii ¢ok kisadir (37). Biitiin organizmalar OH™ maruziyeti sonucunda
zarar gorir; ¢linkii sudaki O-H baglarmin in vivo fizyonu sonucu olusur. OH™ radikali
reaktivitesi oldukca yiiksek ve 6zel bir etkisizlestircisi olmayan bir radikal olup, neredeyse
biitiin yasayan organizmalar bu radikalle etkilesirler. Temel olarak bilesikler OH™ radikali ile

etkilestiklerinde reaksiyon meydana gelir (29).
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Hidroksi radikali reaktif oksijen tiirlerinin en giiglisiidiir. Olustugu yerde tiyoller ve

yag asitleri gibi ¢esitli molekiillerden bir proton kopararak tiyil radikelleri (RS-), karbon
merkezli organik radikaller (R‘), organik peroksitler (RCOO-) gibi yeni radikallerin
olusmasina ve sonucta biiylik hasara sebep olur (37). Bu radikal ile meydana gelen hasarlar
normal onarim yollaraiyla iistesinden gelinebilecek dlgiide olmaz ve DNA’nin biitiin yapilar

OH- saldirisina maruz kalabilir (29).
2.3.1.4. Singlet Oksijen (AO2)

Paylasilmamuis elektron igermedigi i¢in AO2 bir serbest radikal olmamakla birlikte yine de son
derece yiiksek oksidan aktiviteye sahip bir oksijen formudur. AO2, fotokimyasal
reaksiyonlarda son derece onem tasir (42). Bazi 1s18a duyarli maddeler 6rnegin eosin gibi
boyalar, tetrasiklinler gibi ilaglar, insan viicudundaki porfirin, riboflavin ve bilirubin gibi

cesitli maddeler tiretilen AO2 etkilesime girerek ¢esitli dokularda hasara sebep olabilirler (30).
2.3.2. Lipid Peroksidasyonu

Serbest radikal etkisiyle yag asiti zincirinden bir H atomunun uzaklastirilmasi sonucu zincir
radikal niteligini kazanmaktadir. Bu seklide olusan lipid radikali dayaniksiz bir bilesiktir ve
bir dizi degisiklige ugrar. Ozellikle molekiil igi ¢ift bag aktarilmasiyla dien konjugatlar1 ve
daha sonra lipid radikalinin molekiiler oksijenle etkilesmesi sonucu radikaller meydana gelir.
Bu radikaller zar yapisindaki diger poliansatiire yag asitlerini etkileyerek yeni lipid
radikallerinin olusumunu saglamakta ve kendileri de agiga ¢ikan hidrojen atomlarini alarak
lipid peroksitlerine (LOOH) doniisiir. Lipid peroksidasyonu lipid peroksitlerin aldehit ve
diger karbonil bilesiklere doniismesiyle sona erer (33). Bdylece olay kendi kendine
katalizlenerek yiirimektedir. Lipid peroksidasyon ¢ok cesitli patolojik durumlara bagli olarak
gelisen, hiicre zarlar1 ve diger lipid iceren biyolojik yapilar1 etkileyen otokatalitik ve
dejeneratif bir siiregtir (43). Serbest radikaller hiicre igerisinde protein, hiicre zar1 ve DNA

gibi farkli yapilara zarar verir (44)
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Sekil 2.4. Lipid peroksidasyon olugumu(45)

2.3.2.1. Malondialdehit (MDA)

Malondialdehit lipid peroksidasyonun tespitinde en sik kullanilan belirtecdir (46). Lipid
peroksidasyonun cok fazla miktarda acgiga ¢ikan karbonil Griinlerinden bir tanesidir (35). Lipid
peroksidasyon ve prostoglandin biyosentezinde dogal olarak meydana gelen mutajenik ve
karsinojenik 6zellikli bir maddedir (47). Hicredeki lipid peroksidasyon Grinleri icinde ¢ok sentezlenen
Grindir (48). Perokside olmus lipidlerde olusan en énemli aldehit bilesiklerinden biri olan MDA, kisa

zincirli bifonksiyonel bir aldehittir (Sekil 2.5).

H
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Sekil 2.5 . Malondialdehitin kimyasal yapisi
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Trombositlerde arasidonik asit katabolizmasi esnasinda buylk ol¢lide reaktif olarak olusan

bir aldehittir. Ayrica doymamis yag asitlerinin non-enzimatik lipid peroksidasyonu sirasinda da
Uretilir. MDA hem in vivo hem de in vitro ortamlarda proteinlerin serbest amino gruplari ile
posfolipidlerle, niikleik asitlerle tepkimeye girebilir (49). insan ve memeli hiicrelerinde mutajenik etki,

fare ve sicanlarda karsinojenik etki gostermektedir (48).

Malondialdehit proteinlerin lizin kalintilariyla 6ncelikli olarak ve de bir dereceye kadar histidin,
tirozin, arjinin ve metionin kalintilariyla bag olusturur (48). Reaktif oksijen tirlerinin hicresel
membranlarla etkilesiminden kaynaklanan membran lipid peroksidasyonunun en énemli belirteci
olarak kabul edilmektedir. Miktar tayini tiyobarbutirik asit testiyle ol¢iimekte lipid peroksidasyon

diizeylerinin saptanmasinda siklikla kullaniimaktadir. (33).
2.3.2.2. Nitrik Oksit (NO)

Nitrik oksit L- arjinin ve oksijenin NO sentetaz ile reaksiyonu sonucu olusan ve ilk kez 1980'lerin
sonlarinda belirlenen bir biyolojik Grindir. Sonraki donemlerde bu enzimlerin izole edildikleri
dokulara gore farkli biyokimyasal 6zellikler tasidigi tespit edilmistir. Bu iddiaya gére NO hangi dokuda
Uretildiyse orada 06zel diizenleme mekanizmasina sahiptir. Daha sonraki doénemlerde yapilan

calismalar da bu enzimlerin karmasik bir diizenleme mekanizmasi oldugu iddiasini desteklemistir (50).
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Sekil 2.6. NO enzimlerinin sentezi(50)

Stiperoksit radikali NO gibi bazi hedeflerle hizli bir reaksiyon olusturarak yeni bir radikal

olusturabilir.
02" + NO* — ONOO" (peroksinitrit)

Nitrik oksit fagositler, beyindeki bazi hiicreler ve damar endotel hiicreleri tarafindan in vivo
tiretildigi bilinen bir maddedir. Damarlardaki diiz kas hiicrelerinin tonusunu diizenleyerek kan
basincini diizenlemek ve norotransmitter aktivitesini saglamak gibi baz1 fizyolojik gorevleri
yerine getirir. Nitrik oksitin kan damarlarindaki diiz kas hiicrelerini etkilemesi sonucu

genigleyen damar duvarlar1 O2-" radikali ile etkilendiginde NO- tekrar devreye girerek damar
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duvarlarimi daraltir. Ancak bu durum klinik acidan zararli bir etkinin isaretidir.

Stiperoksit ve NO arasindaki yukaridaki tepkime dogrultusunda meydana gelen etkilesim
hiicreler i¢in de zararlidir. Olusan ONOO™ peroksinitrit hiicreler i¢in direk olarak zararl
olabilecegi gibi hidrojenle tepkimeye girerek ayristigi Uriinler vasitasiyla da zararli etki

olusturabilir (29).
ONOO™ + H+ — OH", NO2-, NO2+
2.3.2.3. Lipid Peroksidasyonunun Sonuclari

Peroksidasyonla agiga ¢ikan lipid hidroperoksitleri, peroksit radikalleri ve bunlardan olusan
trtinler, tipki SOR gibi, ayn1 hiicrenin bircok komponentiyle reaksiyona girerek, toksik
etkilerini gostermektedirler. Oksidatif DNA hasar1 gibi membran ve diger hiicresel
komponentleri de kapsayan peroksidatif degisimler seklinde direkt etki olusturabilirler.
Stiperoksit dismutaz, GPx ve CAT metal iyonlariyla etkilesime girerek daha aktif {rilinler
haline gelmeden Once peroksit ve siiperoksitleri hiicre iginden uzaklastirirlar. Sonugta
enzimatik yikimdan kagan reaktif tiirler tarafindan tetiklenen peroksidatif zincir reaksiyonlar
askorbat, vitamin E ve koenzim Q gibi zincir kiran antioksidanlar tarafindan enzimatik
yikimlanma ile yok edilirler. Dengesiz ROS {iretimi iskemi-perfiizyon hasari, aterosklerozis,
norodejeneratif hastaliklar, kanser ve alerji gibi pek ¢ok hastalifin patogenezinde rol oynar.
Antioksidan serbest radikal temizleme sistemi sekteye ugradiginda enflamasyon,
asiriduyarlilik  ve otoimmun bozukluklar olusabilir. Aromatik aminler, aflatoksinler,
ostrojenler, fenol ve polisiklik aromatik hidrokarbonlar gibi ROS’ a bagli DNA hasari
olusturan faktorler arttifinda DNA hasar1 olusarak karsinojeniteye yatkinlik meydana gelir.
Pek cok kanser tiirliniin yasliliktaki dejeneratif hastaliklarla iliskili oldugu bunun da hayat
boyu toksik oksijenin devamli etkisine bagli bir hasar oldugu diistintiliir (51).

2.3.3. Oksidatif DNA Hasar

Reaktif oksijen tiirlerinin {riinleri aerobik organizmalarin hiicrelerinde metabolik ve diger
biyokimyasal reaksiyonlar gibi fizyolojik siireglerin sonucunda siirekli olarak iiretilirler.
Endojen olarak iiretilen ROS ve oksijen serbest radikalleri fizyolojik fonksiyonlar acisindan
oneme sahip olmakla beraber reaktif yapilari hiicre zarlarinda, proteinlerde ve DNA’da
oksadatif hasara sebep olabilir. Normal sartlar altinda biitiin aerobik organizmalarda
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemleri ile endojen oksidanlar
arasinda bir denge mevcuttur. Dengesizlik meydana geldiginde oksidanlar DNA’da yaslanma,
kotii huylu tiimorle ve diger bazi dejeneratif hastaliklara sebep olabilen asir1 oksidatif hasara

sebep olur (52). Biitiin canli hiicrelerde hasar goren DNA enzimatik yollarla onarilarak eski
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fonksiyonunu yeniden kazanir. Onarim yapilamadiginda karsinojeniteye sebep olan

DNA mutasyonlart meydana gelebilir (52, 53).

Serbest radikaller icerisinde biyolojik molekiillerde ve DNA’da baz hasari, seker hasart ve
DNA-protein ¢apraz baglar1 gibi ¢ok sayida degisime sebep olan {iriin OH" radikalidir. Bu tip
DNA hasarlar1 oksidatif DNA hasarlar1 olarak adlandirilip mutajenez, karsinojenez ve

yaslanma gibi siiregleri igerir (53).

Oksidatif hasar sonucu DNA’da olusan yapisal degisimlerin ilk basamagi zincir kiriklaridir.
Daha sonra baz ¢ifti mutasyonlari, yeniden diizenlenme, kromozomda gen eksilmesi, baz
katilimi, dizi amplifikasyonu gibi yapisal degisiklikler meydana gelir (54). DNA’da diisiik
diizeyde olusan oksidatif hasar en diisiik hata riski altinda etkin bir bicimde onarilabilir.
Ancak ROS dogrudan onarim enzimlerini ve DNA polimerazi1 okside ederse DNA onarim
mekanizmasinin etkinligi azalarak replikasyon dogru bi¢imde yapilamaz. Bunun sonucunda

da kanser olusabilir (55).
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Sekil 2.7. DNA’da oksidatif hasar ve olasi sonuglari

Ancak her DNA hasar1 mutlaka kansere yol agmaz. Diisiik diizeydeki hasarlar etkin bir
bi¢cimde onarilir, yiiksek diizeydeki hasarlar ise hiicre 6liimii ile sonuglanir. Bu durumda orta
diizeydeki hasarin kanser olusturma olasiligi daha yiiksektir. Boyle durumlarda antioksidan
savunma sisteminin gii¢lii olmasi1 oksidatif hasara karsi hiicreyi korusa da kanser olusumunun

olasiligini artirir (56).
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Oksidatif stres DNA {izerinde zincir kiriklari, piirin ve pirimidin bazlarinin modifikasyonu,

abazik bolge olusumlari, DNA-protein ¢apraz baglanmasi, seker hasari, gibi ¢esitli hasarlara

sebep olur (57).
2.3.3.1. 8-Hidroksi-2-deoksi Guanosin (8-OH-dG)

8-Hidroksi-2-deoksi Guanosin reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri tarafindan DNA’da oksidatif
hasar olusturan oksidatif stresin bir belirteci olarak bulunur. Guanosin hidroksilasyonu hem
normal metabolik siireglere hem de gesitli gevresel faktorlere yanit olarak olusur. 8-Hidroksi-
2-deoksi Guanosin seviyesindeki yiikselme yaslanma siirecine bagli olmasinin yaninda
kanser, diabet, hipertansiyon gibi pek ¢ok patolojik duruma da baglidir. Plazma, hiicre lizati,
dokular gibi karmasik 6rneklerde 8-OH-dG niikleosidlerde serbest olarak bulunabilecegi gibi
DNA ile birlesmesi halinde de bulunabilir. Oncelikle kan bébrege girdiginde, biiyiikk DNA
kisimlar1 kanda aynen kalmasina ragmen, serbest 8-OH-dG kolayca idrara filtre edilir.
Plazmanin kompleks yapida olmasi nedeniyle, idrar 8-OH-dG miktarini tayin etmede daha
uygun matriks yapisina sahiptir. LC-MS’te yapilan analizlere gore idrarda bulunan 8-OH-dG
miktar1 2,7-13 ng/mg iken plazma serbest 8-OH-dG miktar1 4-21 pg/ml olarak belirlenmistir
(58).
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Sekil 2.8. 8-OH-dG’ nin kimyasal yapis1

Protein, membran lipidleri, DNA gibi temel biyomolekiillerde hasara yol acan en 6nemli
serbest oksijen radikali hidroksil radikalidir (52, 53). Bu radikal DNA zincirindeki guanin gibi
temel bazlarla etkilesime girerek 8-OHGua (C8-hidroksiguanin) ya da niikleosid formu olan
8-OH-dG olusumuna yol acar. Baslangicta OH™ ile birlesme radikal eklentilerinin olusumuna

yol acarken sonra bir elektron ayrilir ve §8-OH-dG meydana gelir. 8-Hidroksi-2-deoksi
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Guanosin lezyonlari en sik rastlanan DNA  lezyonlar1 olup gorece hizli olusur ve

karsinogenezisin dnemli bir belirteci olarak kabul edilir (52).
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Sekil 2.9. Guaninden modifiye baz olan 8-OHdG* nin olugumu (52)
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2.3.4. Antioksidan Savunma Sistemleri

Canh organizmalar hidrojen peroksit, stiperoksit gibi serbest radikalleri yikilmayacak antioksidan
sistemlerine sahiptir. Antioksidan savunma sistemi enzimleri aerobik hayat icin olduk¢a dnemlidir
(29). Aerobik organizmalar lipid peroksidasyondan temel siirecte korunabilirler. Lipid peroksidasyon
Urtnleri DNA hasarina yol agabilecekleri gibi Na/K ATPaz ve glutamat tasiyicilarini direkt olarak
engelleyerek de etki olusturabilir. Lipid peroksidasyondaki artis ya da antioksidanlarin koruma
oranlarinin dismesi sonucu epoksitler meydana gelir; bunlar, dogal olarak hicrelerin nikleofilik
merkezleriyle reaksiyona girerek DNA, RNA ve proteinlerle kovalent bag olustururlar. Bu gibi
reaksiyonlar sitotoksisite, alerji, mutajenite ve/ veya karsinojeniteye yol acabilir. Ek olarak oksidatif
olaylar eter lipidleri mekanizmasinda 6nemli bir rol oynayabilecegi gibi hiicresel ila¢c duyarlihigina da
katkida bulunabilir (51). Reaktif oksijen ve nitrojen tirlerinin etkileri nonenzimatik ve enzimatik
antioksidanlar ile dengelenmektedir. Antioksidan savunma serbest radikallerin dogrudan
temizlenmesinde 6nemli rol oynarlar ve boylece organizmanin maksimum korunmasini saglarlar (29).
iyi bir antioksidan, 6zellikle serbest radikalleri temizleyebilmeli, redoks metallerle selat yapabilmeli,
diger antioksidanlarla reaksiyona girebilmeli, gen ekspresyonu lizerine pozitif etkisi olmali, kolaylikla
absorbe edilmeli, doku ve viicut sivilarinda yeterli konsantrasyonda olmali ve sulu ortamlarda
ve/veya membranda calisabilmelidir (34). Tum bunlarin 6tesinde antioksidan savunma sistemleri in
vivo Ureyen oksijen tirevi radikallerin dengesini saglamakla gorevli olsa da memelilerde ciddi bir

antioksidan savunma rezervi bulunmamaktadir (24).
2.3.4.1. Enzimatik Savunma Sistemleri

Organizmada serbest radikallerin olusturdugu lipid peroksidasyona karsi savasan bir
sistemdir. En etkili enzimatik antioksidanlar SOD, CAT ve GSH-Px’ dir. Bu sistemlerin kan
ve dokudaki diizeyleri Olgiilerek lipid peroksidasyon olayr belirlenebilir (51). Bu

antioksidanlar hiicresel antioksidanlar olarak da adlandirilir (42).
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Tablo 2.5. Enzimatik antioksidanlarin etkileri (34)

Enzimatik Antioksidanlar Etkileri

Sitokrom oksidaz sistemi Hiicrelerdeki O2’ nin detoksifikasyonu
Stiperoksit dismutaz (SOD) Stiperoksit anyonunun detoksifikasyonu
Katalaz (CAT) Hidrojen peroksitin detoksifikasyonu
Glutasyon peroksidaz (GPx) Hidrojen peroksitin detoksifikasyonu
Glutasyon rediiktaz Okside glutatyonun indirgenmesi
Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz NADP’ nin NADPH’ a doniismesi

Siiperoksit Dismutaz (SOD)

SOD, hiicre i¢i enzimatik aktiviteye sahip antioksidanlar arasinda en yiiksek aktivite
gosterendir (59). Yiiksek reaktif aktiviteye sahip O, anyonunun daha zayif reaktif aktiviteye
sahip H,0;’e dismutasyonunu katalizleyen bir antioksidan enzimdir. Peroksit CAT ve GPx

tarafindan da yikimlanabilir (29, 51).
O, + 0Oy + 2HF ——» 0O, +H,0, (29)

Yangi hiicreleri kaynakli serbest radikallerin olusturdugu hasardan en ¢ok etkilenen hiicredisi
doku bilesenleri kollajen ve hiyaliironik asittir. Siiperoksit dismutaz bu komponentlerin
serbest radikallere bagli hasar gérmesini engeller. Ancak ekstraselliiler sivilar ¢ok az miktarda
SOD icerdiginden serbest radikallerin eser miktarlar1 bile bazi doku kompartmanlarinda
bliylik hasara yol agabilir. Genel olarak SOD enzim sistemi antagonistik olmaktan c¢ok
organizmay1 serbest radikal hasarina karsi koruyan bir sistemdir. Organizmada oksidatif
stresin artti1 bazi durumlarda aktivitesini artirarak koruyucu etkinligini siirdiirmeye ¢aligir.
(33). Insanlarda, SOD enziminin ii¢ sekli vardir: 1) sitozolik Cu/ Zn SOD, 2) mitokondrial
Mn-SOD, 3) ekstraselliiler SOD (29). Bu tiirlerin hepsi anyonlarla azid, florid gibi tek bag

yapar. Ancak tiirler arasinda belirgin farkliliklar vardir (51).
Katalaz (CAT)

Katalaz substrati olan H202’nin su ile oksijene yikilmasini katalizlemekte ve boylece hidrojen

peroksidin Fenton reaksiyonu araciligiyla OH™ olusturmasini engellemektedir (29, 37, 51).

H,0, 2RIz _ i 0+112 0,

Esas olarak peroksizomlarda daha az olarak sitozolde ve mikrozomal fraksiyonda bulunur

(37). Hayvanlarda hidrojen peroksit CAT ve GPx ile de yikimlanir. Normal sartlar altinda
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CAT baz1 hiicre tipleri i¢in ¢ok onemli  olmamasma ragmen hiicrelerin  oksidatif

stres toleransi ve olusturacagi cevaba adaptasyonunda énemli rol oynar (51).
Glutasyon Peroksidaz (GSH-Px)

GSH-Px, peroksitlerin indirgenmesini uyaran bir metaloproteindir. Insan hiicrelerinde
bulunan ve aktivitesi i¢in Se‘ye ihtiyag gosteren en 6nemli H,O; ayristirict enzimdir. GPx
hidrojen peroksitin indirgenmesinde GSH kullanir (29). Dolayistyla memeli hiicrelerinde
oksidatif hasara karsi tretilir. Esasen glutasyon metabolizmasi en temel antioksidan
mekanizmalarindan biridir (51). GSH-Px basta karaciger olmak iizere, eritrositler, Kalp,
akciger, bobrek, goz, beyin gibi dokularda bulunmaktadir. Enzimin hiicrei¢i olarak, en g¢ok
sitozolde ve mitokondrial matrikste lokalize oldugu bilinmektedir. Memelilerde bes adet

glutasyon izoenzimi bulunur. Her izoformun seviyesi bagli oldugu doku tipine baglidir (60).

Mitokondrilerde olusan veya endoplazmik retikulumdan stoplazmaya salinan ya da SOD gibi
sitozolik enzimlerle agiga ¢ikan H,0,, indirgenmis glutasyon (GSH) varliginda, GSH-Px ile
suya rediiklenmektedir (29). GPx, CAT ile H,O, i¢in yarisir ve diistik seviyedeki oksidatif

hasardan korunmada 6nemli etkenlerden biridir (51).

2 GSH + H,0, > GSH-Px (29)

GSH-Px tek basina lipid ve diger organik peroksidazlarla etkin bir bigimde reaksiyona girerek

diisiik seviyeli oksidatif strese karsgt nemli bir koruma aracidir (51).
2.3.4.2. Enzimatik Olmayan Savunma Sistemleri

Alfa-tokoferol, karotenoitler gibi lipofilik antioksidanlar ile askorbik asit, rediikte glutasyon,
glukoz, biliriibin, transferrin ve albumin gibi hidrofilik antioksidanlardan olusmaktadir.

Bunlar hiicre dis1 ve membran antioksidanlari olarak da adlandirilirlar. (42).

Tablo 2.6. Non enzimatik antioksidanlarin etkileri (34)

Nonenzimatik Antioksidanlar Etkileri
Seruloplazmin Bakir baglar
B-karoten Radikal tutucu
Askorbik asit - OH radikali tutucu
Bilirubin Peroksil radikali
Albumin Hem ve bakir baglar
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a-tokoferol Zincir kirict antioksidan

Glutatyon Hiicre i¢i siilfidril tampon

Ferritin Dokudaki demir iyonlarini baglar
Transferin Dolasimdaki demir iyonlarini baglar
Urat Metal iyonlarini baglar

Sistein Radikal tutucu

Koenzim Q Antioksidanlarla etkilesir

Glukoz - OH radikalini tutar

Trasferrin Dolagimdaki demir iyonlarini baglar
Hemopeksin Hem baglayici protein

Antioksidan savunma sistemleri, pek ¢ok farkli mekanizma ile serbest oksijen radikallerini
etkisiz hale getirmektedir. Bu mekanizmalarin gorevleri; oksijen konsantrasyonunun bolgesel
olarak azaltilmasi, serbest radikallerin tutulmasi, O2' radikalinin daha toksik radikallere
doniisiimiiniin  6nlenmesi, metal iyonlarinin baglanmasi, peroksitlerin zararsiz {irlinlere

cevrilmesi, lipid peroksidasyonunu olusturan zincirin kirilmasi, seklinde 6zetlenebilirler (42).
2.3.5. Lipid Peroksidasyon Olayimin Belirlenmesi
Peroksidasyon olayinin degerlendirilmesinde ii¢ kriterin belirlenmesi 6nem tagir (61);

a. Oksijen tiiketiminin Ol¢iilmesi: Oksijen tiiketiminin Ol¢ililmesi manometrik olarak ya da
elektrotlarinin kullanilmasiyla gerceklesir. Bu metot peroksidasyonun o6lgiilmesi amaciyla en

once kullanilan yontemlerdendir ve bugiin de halen giincelligini korumaktadir.

b. Hidroperoksitlerin Slgiilmesi: Bu olay Fe*?’nin Fe**’e oksidasyonudur; bu yéntem demir
tiyosiyanat metodu olarak bilinir. Ayrica, iyodometrik metodlar, ince tabaka kromotografisi
ve yiiksek basingh sivi kromokromotografisi (HPLC), dikloroflorosein metodu seklindeki

yontemler de bulunmaktadir.

c. Hiperoksitler ve aldehitler gibi yikimlanma iirlinlerinin 6l¢iilmesi: Bu sekilde yikimlanma
tirtinlerinin belirlenmesi, tiyobarbitiirik asit (TBA) testi ile; olusan aldehitlerin yiiksek basinglt
stvi kromotografisi ile; etan ve pentan sekillerinin tesbitiyle; amino asitler, proteinler veya
niikleikasitlerin aldehitlerle birlesmesi sonucu olusan ve floresan veren maddelerin 6l¢iilmesi

teknikleriyle yapilir (61).

Bunlarin yaninda enzimatik ve non-enzimatik antioksidan savunma sistemleri hizli fotometrik

yontemler kullanilarak degerlendirilir. Bu sisteme ait olan SOD, GSH-Px, CAT, vitamin C,
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vitamin E, GSH, B- karoten ve vitamin A, sistemin aktivileri ile bu antioksidanlarin

hiicre icindeki seviyelerini belirlemede denge saglayict unsur olarak gorev yapar. Bu sistem

organizmalar i¢in hayati 6nem tagir (42, 51).

Ek olarak yag asitlerinin seviyelerinin 6l¢iilmesi de peroksidasyonun belirlenmesinde bilgi
verir. Ayrica, peroksidasyonun baslangi¢ asamasinda serbest oksijen gruplarmin etkisiyle
konjuge halde seine gruplari olusur ve bu da spektroskopik olarak dlgiilebilir. Peroksidasyon

olayinin belirlenmesinde daha cok MDA seviyesinin belirlenmesi tercih edilen yoldur (61).

Oksidatif hasar sonuglarindan biri olan DNA zincir kiriklarinin analizi igin pek ¢ok ydntem
gelistirilmistir. Bu yontemlerin en sik kullanilanlari enzimatik isaretleme teknikleri, jel elektroforezi,
tek hicre jel elektroforezi (Commet assay), alkali ile DNA c¢ift sarmalin ¢dziinmesi teknigi, stiper
sarmal plazmid DNA kullanim teknigi ve ELISA‘dir. DNA onarimi sirasinda niikleaz aktivitesi ile zincir
kiriklari meydana gelebildiginden zincir kirigi 6lcimi her zaman oksidatif DNA hasarini dogru olarak
yansitmayabilir (52,62,63). DNA‘da olusan oksidatif hasarin tespiti amaciyla yapilan pek c¢ok
¢alismada modifiye bazlar analiz edilmektedir. En sik dlcimlenen oksidatif DNA baz hasar gostergesi
8-OH-Gua ve onun deoksiriboz bagh sekli olan 8-OHdG dir. 8-OH-dG lezyonlari HPLC, GS-MS (gaz
kromotografi- kitle spektrometresi), LC-MS-MS (likit kromotografi-kitle spektrometre-kitle
spektrometre) ve immunohisto-kimyasal metodlarla 6lgilebilir. Bu olglimlerin amaci olusmasi

muhtemel baz hasarlarini tespit etmektir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER
1. UV-VIS Spektrofotometre (Thermo Helios Alfa)
2. ELISA okuyucu (Bio-tek ELx50)
3. Santrifij (Heraus)
4. SantrifQj (NGve NF 800R)
5. Vorteks (Heidolph Reaxtop)
6. Hassas terazi (Sartorius BP 121 S)
7. Deiyonize su cihazi (Elektro Mag)
8. Su Banyosu (Nive BM402)
9. Ultra Saf Su Cihazi (Direct-Q-UV Milipoore)
10. Derin Dondurucu (Sanyo Ultra- Low Temperature Freezer MDF- U3086S)
11. Otomatik karistirici (IKA HS 260 basic)

12. Otoanalizor (Abott-Ititech)

3.2. KIMYASAL MODELLER
1. Pentaklorofenol Sodyum (Fluka 76480)
2. Redikte glutasyon (Merck 104090)
3. Sodyum azid (Merck 106688)
4. Glutasyon rediiktaz (Sigma G-3664)

5. Nikotinamid adenin dinikleotid fosfat tetra sodyum tuzu (NADPH) (Sigma N6505)



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

XUIX
Triklorasetik asit (Merck 100810)

Tiyobarbitirik asit (Merck 108180)

Hidrojen peroksit (Merck 108600)

t-bitil hidroperoksit (Fluka, 19995)

Sodyum klorir (Merck 116224)

Potasyum klorir (Merck 104935)

Sodyum di-hidrojen fosfat dihidrat (Merck 106345)
Sodyum karbonat (Merck 106398)

Etilendiamin tetraasetik asit potasyum (EDTA) (Merck 814696),
Potasyum dihidrojen fosfat (Merck 104873)

Potasyum hekza siyano ferrat (Merck, 104971)
Sodyum hidrojen karbonat (Merck, 106329)
Amonyum sllfat (Aldrich, 485306)

n-butanol (Merck 100988)

Nitrat rediiktaz (Sigma, N-7265)

Ksantin (Sigma X0626)

Nitro blue tetrazolium (Sigma N6876)

Sulfanilamide (Merck, 111799)

N-(1-naftil) etilendiamin dihidrokloriir (Merck, 106237)
Sodyum nitrit (Merck, 106549)

Potasyum sodyum tartarat tetrahidrat (Merck 108087)
Bakir sulfat (Merck 102791)

Orto-fosforik asit (Merck 100563)

Potasyum siyanid (Merck 104965)

Tetraoksipropan (Sigma T 9889)

Sodyum hidroksit (Carlo erba reagent 480507)
Sodyum dodesil silfat (Merck 113760)

Glasiyel asetik asit (Merck 100056)

Ksantin oksidaz (Sigma X1875)

Bakir kloriir (Merck 102733)



36. Amonyum siilfat (Merck 101217)

37. Nar c¢ekirdegi yagi (Blikas, 50 ml soguk presle elde edilmis yag)

38. Flavin adenin dinlkleotid (FAD) (Sigma F-6625)

39. 8- Hidroksi-2- deoksi Guanosine EIA Kiti (Cayman Chemical-589320)

3.3. KULLANILAN COZELTILER VE HAZIRLANISLARI
Drabkin Reaktifi

0,2 g Ks;Fe(Cn)s, 0,05 g KCN ve 1,0 g NaHCO; tridistile suda ¢ozdirilerek tridistile su ile litreye

tamamlandi.

Triklorasetik asit (TCAA) ¢ozeltisi (%20’lik)

200 g triklor asetik asit (TCAA) tridistile suda ¢ozdirulerek hacmi 1 litreye tamamlandi.
Tiyobarbitirik asit (TBA) (%0.67’lik)

1.675 g tiyobarbitlirik asit tridistile suda ¢oziilerek hacmi 250 ml’'ye tamamlandi ve +4 “C’de saklandi.
Tetraetoksipropan standardi ( Cy;H,,0,)

Tetraetoksipropandan 0.494 ml alinarak etanol ile 100 ml’ye tamamlandi. Bu karisimdan 0,1 ml

alinarak tridistile su ile 100 ml ye tamamlanarak 20 umol/I lik standart elde edildi.

Nikotinadenindiniikleotid (NADPH) ¢6zeltisi (0,86 mM lik)

640,195 mg NADPH 1 litre deiyonize suda ¢ozlindiiriilerek hazirlandi.
Flavinadenindiniikleotid (FAD) ¢ozeltisi (0,11 mM’lik)

829,51 mg FAD 1 litre deiyonize suda ¢éziindirilerek hazirlandi.
Nitrat rediiktaz ¢ozeltisi (U/ml)

Liyofilize toz halindeki nitrat radiktaz enziminden 5 U/5 ml, deiyonize su icerisinde 1U/ml

konsantrasyonunda hazirlandi.

Sulfanilamid ¢ozeltisi (% 1’lik)

2 mg/ ml oraninda % 1’ lik hazirlanan silfanilamid ¢6zeltisi, %5’ lik fosforik asit icerisinde ¢ozdiruldi.
N-(1-naftil) etilendiamin dihidrokloriir (NEDD) ¢ozeltisi (% 0,1’lik)

1 mg/ml NEDD deiyonize su icerisinde % 0,1 konsantrasyonunda hazirlandi. 1 gr NEDD, 1000 ml

deiyonize suda ¢ozdiiriilerek hazirlandi.

Griess reaktifi
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Silfanilamid ¢ozeltisi ile N- (1-naftil) etilendiamin ¢6zeltisi ayni oranda (1:1) karistirilarak taze

olarak hazirlandi.
pH 7,5 fosfat tamponu (0,33 M’lik)

11,931 g disodyum hidrojen fosfat tartiip 100 ml’ ye su ile tamamlandi (A ¢ozeltisi). 0,907 g
potasyum dihidrojen fosfat tartilip 20 ml’ ye distile su ile tamamlandi (B ¢6zeltisi). Sonra 85 ml A
¢Ozeltisi, 15 ml B ¢ozeltisi ile karigtirilarak pH tayini yapildi. pH 7,5 olana kadar fosforik asit ya da

sodyum hidroksit ilavesi ile pH ayarlandi.
Fosfat tamponu (50 mmol, pH 7.0)

3.522 g KH,PO, ve 5.796 g Na,HPO, tridistile suda ¢ozilerek 1 litreye tamamlandi. pH 7.0’ ye

ayarlanarak +4 °C’de saklandi.

Hidrojen peroksit (H,0,) ¢6zeltisi (10 mmol/ml)

%35’lik H,0, ¢ozeltisinden 0.13 ml alinarak daha 6nce hazirlanmis olan 100 ml fosfat tamponu
Uzerine ilave edildi. Bu karisimin 240 nm’deki absorbansinin 0,5 olmasi gerekir. Okunan absorbans,

bu degerden kiiglk ise H,0,, biiylik ise tampon eklenerek absorbansin 0,5 olmasi saglandi.
Sodyum fosfat tamponu (pH = 7.0 100 mmol/I)

9 g Na,HPO, ve 7 g Na,H,P0O, 500 ml tridistile suda eritildi ve 500 ml hacme tamamlandi. pH 7.0’a

ayarlandi, +4 °C’de sakland..
Rediikte Glutasyon ¢ozeltisi ( 20 mmol/I)

30.7 mg Redikte glutasyon 5 ml tridistile suda eritildi. 1 normal NaOH ile pH’si 6.0’a ayarlandi.

Testten 6nce taze olarak haziland..

Etilendiamin tetraasetik asit potasyum (EDTA) ¢ézeltisi (10 mmol/l):

372 mg EDTA 100 ml tridistile suda eritildi ve +4 °C’'de saklandi.

Sodyum Azid (NaN;) ¢ézeltisi ( 20 mmol/l)

130 mg Na- Azid 100 ml suda eritildi ve +4 °C’de saklandi.

Glutathion rediiktaz ¢ézeltisi (10 U/ml)

150 mikrolitre enzim lzerine 8.85 ml tridistile su eklenerek ¢alismadan 6nce taze olarak hazilandi.

NADPH+H" ¢ozeltisi (3 mmol/l)
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12.5 mg NADPH+H" 5 ml fosfat buffer icerisinde eritildi. Calismadan énce taze olarak haziland..

Elisa (EIA) tamponu
Kit icerisinde hazir olarak bulunan bir vial EIA tamponu (10X) 90 ml ultra saf su ile sulandirildi.
Yikama tamponu

5 ml vial yikama konsantresi 2 L ultra saf su ile sulandirilip seyreltilerek tGzerine 1 ml Tween 20

eklendi.

8-hidroksi-2-deoksi guanosin (8-OH-dG) standardi stok ¢ozeltisi (30 ng/ml’lik)
100 pl 8-OH-dG EIA standardina 900 pl ultra saf su eklendi.
Elisa (EIA) kalibrasyon ¢ozeltileri

8 adet tiip hazirland. ilk tiipe 900 pl EIA tamponu, diger tiiplere ise 500 ul EIA tamponu kondu.
Ardindan 1. Tlpe 100 pl standart stok ¢ozeltisi eklendi. Devaminda 1 numaral tipteki ¢6zeltiden 400
pl alinarak 2 numarali tiipe eklendi ve iyice karistirildi. Bu islem miktarda degisiklik yapilmadan 8

numarali tipe kadar tekrarlandi. Standartlar taze olarak hazirlandi.

8-hidroksi-2-deoksi guanosin AChE Eser

6 ml EIA tamponu ile sulandirildi ve kullanilana kadar +4 °C’de saklandi.

8-hidroksi-2-deoksi guanosin EIA Monoklonal Antikor

Antikor bulunan sise 6 ml EIA tamponu ile sulandirildi ve kullanilana kadar +4 °C’de saklandi.

3.4. NAR CEKIRDEGI YAGI BILESiMi

Calismada kullanilan NCY 11.01.2007 tarihinde Tarim ve Koyisleri Bakanligi izmir il Kontrol

Laboratuvar Midurltgi tarafindan analiz edilmis ve asagidaki bilesenleri icerdigi rapor edilmistir:

Yag asitleri kompozisyonu (%)

Maristik asit 0.09
Palmitik asit 3.29
Palmitoleik asit 0.12

Margarik asit 0.05
Stearik asit 2.13

Oleik asit 8.66



Linoleik asit

Linolenik asit

Arasidonik asit

Ekofenoik asit

Punisik asit

Hilt
5.81

0.06
0.42
0.70

78.67

Sekil. 3.1. Punisik asitin kimyasal yapisi

HO

Sekil.3.2. Linoleik asitin kimyasal yapisi

O

OH

Sekil. 3.3.0leik asitin kimyasal yapisi
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Sekil.3.4. Palmitik asitin kimyasal yapisi
3.5. YEM BILESIMI
Calismada, asagidaki tabloda; etiket besin maddesi bilesimi belirtilen sican pelet yemi kullanildi.

Tablo 3.1. Kullanilan yemin bilesimi

Kuru madde Kalsiyum )
88,0 1,0-1,3 Vit A (en az) 15000 I.U/kg
(en az) en az-en ¢ok
Ham protein Sodyum .
23,0 0,5-0,6 Vit D3(en az) 3300 1.U/kg
(en az) En az-en ¢ok
Ham seliiloz (en Fosfor )
5,0 0,9 Vit E(en az) 40 mg/kg
gok) (en az)
Ham Kil (en NaCl . N
8,0 1,00 Vit B2(en az) 51.U/kg
gok) (en ¢ok)
HCl de Lizin Vit B12
¢6zlinmez 1.0 1,35 20,0 mcg/kg
kil(en ¢ok) (en az) (en az)
Metiyonin (en
) y ( 0,45 Vit K3(en az) 5,0 mg/kg
az
L. Metabolik
Sistin (en az) 0,35 . 3100Kcal/kg
enerji(en az)

3.6. HAYVAN MATERYALI

Arastirma icin Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Komitesi (EU HADYEK) onayi
alindi. Calismada, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirma
Merkezi'nden temin edilen 4-5 aylik, 40 adet Sprague-Dawley irki erkek sican kullanildi. Siganlar
polikarbonat kafeslerde (her kafeste (¢ sican olacak sekilde), kaba talas altliklarda, arastirma
merkezinin sahip oldugu konvansiyonel deney hayvani barindirma sartlarinda [kontrolli sicakhk
(21%2 °C), nem (% 50 +5), hava degisimi (saatte 12 devir), sicaklik (12 saat aydinlik, 12 saat karanlik)]

ve ad libidum besleme ile barindirildi.
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3.7. DENEY GRUPLARI
Calismada her birinde 10 sican bulunan 4 grup olusturuldu. ilk grup kontrol olarak tutuldu ve bu
gruptaki sicanlara herhangi bir uygulama yapilmadi. ikinci gruba 0,15 ml/kg (c.a) dozunda NCY,
Ggtinc gruba 40 mg/kg (c.a) dozunda PCP ve dérdiincu gruba 40 mg/kg (c.a) dozunda PCP+ 0,15
ml/kg (c.a) dozunda NCY 28 giin boyunca gavaj yolu ile mideye verildi. Calisma stiresi sonunda hafif
eter anestezisi altindaki hayvanlarin kalbinden punksiyon yéntemiyle heparinli ve kuru tiplere kan

ornekleri alindi.
3.8. KAN ORNEKLERiINiIN ALINMASI VE SAKLANMASI

Alinan kanlar 3000 devirde 10 dakika santrifiij edilerek serum, plazma ve eritrositlerine ayrildi.
Plazmasi ayrilan tliplerdeki eritrosit tabakasina esit oranda izotonik tuzlu su ilave edildi ve 10 saniye
distuk devirde karistirildi. TUpler 2000 devirde 5 dakika santrifiij edildi ve Ust kisim atildi. Bu islem 3
kez tekrarlandi. Eritrosit sispansiyonlari 750 ul miktarda ependorf tiiplerine alindi ve lizerlerine esit
miktarda izotonik tuzlu su ilave edildi. Tupler elle hafifce alt-tst edildi. Serum, plazma ve eritrosit

paketleri analiz zamanina kadar —80 C”lik derin dondurucuda muhafaza edildi.
3.9. BiYOKIMYASAL ANALIZLER
3.9.1. Numunelerin analize hazirlanmasi

Eritrosit paketleri analiz 6ncesinde oda isisina gelene kadar bekletildi. Cozlinen eritrosit
paketlerinden 300 ul baska ependorf tiiplerine alindi ve lizerine 1200 ul buz soguklugunda deiyonize
su konuldu. Tipler hizla karistinldi ve eritrositlerin hemoliz olmasi saglandi. Hemolizatlarda
hemoglobin ve MDA dizeyleri ile NO, CAT ve GSH-Px aktiviteleri 06lclildi. Hemolizattan

kloroform/etanol ile ekstrakte edilen faz ise SOD aktivitesi 6l¢imdi icin kullanildi.
3.9.2. Serum Biyokimya Analizleri

Serumlarda glukoz, total protein, albumin, BUN, kreatinin, Urik asit, total bilirubin, trigliserit,

kolesterol, HDL, LDL, tire, AST, ALT, ALP analizleri otoanalizérde (Abbott C 16000 Architech ) yapildi.
3.9.3. Eritrosit Hemoglobin Tayini

Analiz icin Fairbanks ve Klee’'nin bildirdigi yontem kullanildi (64). Metodun prensibi hemoglobindeki
Fe*’, ferrosiyanir ile Fe™e okside edilirek potasyum siyaniir eklenmesiyle stabil
siyanomethemoglobine donislirtilmesidir. Siyanomethemoglobinin 540 nm’de 6l¢lilen absorbansi

hemoglobin konsantrasyonu ile orantihdir.

Bir deney tiipiine 6,0 ml Drabkin reaktifi konuldu. Uzerine 20 pl hemolizat eklendi ve karistirildi, 5

dakika beklendi. Drabkin reaktifi kor olarak kullanilarak 540 nm’de okundu.

3.9.4. Malondialdehit Tayini
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Calismada Yoshioka ve arkadaslarinin gelistirdigi  yontem (65) kullanildi (Tablo 3.2).

Metodun prensibi iki molekil TBA'nin bir molekil MDA ile asit ortamda sitokiyometrik olarak
reaksiyona girerek pembe renkli bir Griin olusturmasi esasina dayanir. Olusan bu bilesik 532—-535

nm’de maksimum absorbans verir.

Tablo 3.2. MDA analizi

Kullanilan maddeler Kor tlipi Numune tiipi

Vida kapakl cam tupler kullanilir.

Plazma - 0.5 ml
TCAA ¢ozeltisi 3.0ml 2.5ml
TBA ¢ozeltisi 1.0 ml 1.0 ml

Tipler 30 sn vortekslenir ve kapaklari kapatilir.

Tlpler 30 dakika 90 °C’ lik su banyosunda tutulur, siire sonunda tlpler buzlu soguk
suda sogutulur.

n- Butanol 4.0 ml 4.0 ml

Tipler 3000 devirde 10 dakika santrifij edilir.

Ust tabaka (n-butanol) kiivete alinir ve 535 nm’de kére karsi okunur

Degerler 1.1.3.3. tetraetoksipropan ¢ozeltisi ile hazirlanan kalibrasyonlara gore
nmol/ml seklinde hesaplandi.

3.9.5. Nitrik Oksit Tayini

Nitrik oksit tayininde Griess reaksiyonu olarak bilinen diazotizasyon yontemi (66) kullanildi (Tablo
3.3). Griess reaksiyonu, nitrit iyonlarina duyarli oldugundan, ortamdaki nitratin nitrite indirgenmesi in
vivo olarak olusan NO’nun gercege yakin miktarlarda ol¢imind saglar. Bu yonteme gore NO ve
stlfanilamidin asit ortamda N(1-naftil) etilendiamin ile reaksiyon vererek pembe renkli kopleks
olusturmasi ve bunun 540 nm dalga boyunda spektrofotometrede absorbansin olglilmesi esasina
dayanmaktadir. Bu reaksiyon sadece NO2~ ile olusur. Nitrik oksit oksidasyon Urlinleri olan NO2~ ve
NO3~ ise karisim halde bulunur, bu nedenle reaksiyon ortamina nitrat rediiktaz ilave edilerek NO3~,

NO2™ ye dondstlrildr.

Tablo 3.3. NO aktivitesi tayini igin ¢alisma semasi
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Kullanilan maddeler Stok cozeltiler ilave hacim(pl)
Plazma, fosfat tamponu ya da - 18
standart
Distile su - 132
Fosfat tamponu pH7.5,0.33 M 60
NADPH 0.86 mM 30
FAD 0.11 mM 30
Nitrat rediktaz 1U/ml 30
Karanlikta, oda isisinda 1 saat inkiibe edildi.
Griess reaktifi 600
Toplam hacim 900
10 dk oda isisinda inkiibasyonun ardindan numunelerin 540 nm’deki absorbansi kére karsi okundu.
Sonuglar 0,0625 pmol/ml-1umol/ml araliginda hazirlanan NaNO3 standart ¢ozeltileri ile hazirlanan
kalibrasyona gore hesaplandi.

3.9.6. Katalaz Aktivitesi Ol¢limii

Analiz Luck, tarafindan gelistirilen spektrofotometrik metoda (67) gore yapildi (Tablo 3.4). Metodun
prensibi uygun tampon icinde bulunan hidrojen peroksitin numunede bulunan katalaz enziminin
etkisi ile yikilmasi sonucu, bu maddenin 240 nm’de sebep oldugu absorbans azalmasinin dlgllmesi
esasina dayanir. Absorbansta gozlenen azalma hizi katalaz enzim aktivitesi ile orantilidir. Deneyde

fosfat tamponu ve H,0, ¢ozeltisi kullanildi.

Tablo 3.4. CAT analizi ¢calisma semasi

Kullanilan maddeler Kor Kiiveti (2 adet) Numune Kiiveti
Fosfat Tamponu 2.95 ml --

H,0, ¢ozeltisi -- 2.95 ml
Numune 50 ul 50 ul
Olgtimler 240 nm’de yapildi.

Analizde 6nce hazirlanan kor klvetlerle sifirlama yapildi. Bu islemin takibinde 6ndeki kivet alindi.
Ardindan H,0, konulan numune kiveti cihaza yerlestirilerek 0., 15., 30. ve 45. saniyelerdeki

absorbanslari U/mg Hb cinsinden hesaplandi.

3.9.7. Siiperoksit Dismutaz Enzim Aktivitesi
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Calismada, Sun’un bildirdigi metod kullanildi (68). Yontemin prensibi, olusa slperoksit

radikallerinin ortamda bulunan nitro blue tetrazoliumu (NTB) indirgemesinin numunede bulunan SOD
tarafindan engellenmesi esasina dayanir. Renksiz NBT iyonu, stiperoksit radikali ile indirgendiginde
maksimum absorbansi 560 nm’de veren mavi renkli formazona donisir. Bu reaksiyon sirasinda,

numunedeki SOD aktivitesi ile orantili olarak bir absorbans diismesi gézlenir.

Analizler, eritrosit hemolizatinin 3:5 v/v oraninda hazirlanan kloroform/etanol karisimiyla hazirlanan
ekstraktlarda yapildi. Cam tlplere alinan 0,5 ml eritrosit hemolizati Gzerine 0,5 ml kloroform/etanol
karisimi ilave edildi. Tlpler 3000 devir + 4 C° sogutmali santrifiijde 10 dakika santrifiij edilerek Ustte
kalan berrak kisimdan 500 pl alinarak analiz iin kullanildi. Uzerine 2.45 ml reaktif karisimi ilave edildi.
Daha sonrada, 50 pl ksantin oksidaz ¢ozeltisi eklendi. 20 dakika 25°C'lik su banyosunda bekletildi. Bu
sire sonunda, 1.0 ml CuCl,’den ilave edilerek reaksiyon durduruldu ve olcimler 560 nm’de

gerceklestirildi.

Tablo 3.5. SOD analizi ¢calisma semasi

Kullanilan maddeler Kor Numune
SOD reaktifi 2.45 ml 2.45 ml
Numune - 500 pl
Distile su 500 pl -
Ksantin oksidaz 50 ul 50 ul

20 dakika 25°C’lik su banyosu

CuCl, 1.0 ml 1.0 ml

Olglimler 560 nm’de yapildi.

3.9.8. Glutasyon Peroksidaz Aktivitesi Olgiimii

Analizlerde Paglia ve Valentine’nin gelistirdigi metot (69) kullanildi (Tablo 3.6). Testin prensibi
peroksidaz kullanilarak GSH’'In GSSG’ye dodnlismesidir. Reaksiyonun geriye cevrilmesi Glutasyon
rediiktaz (GR) enzimi tarafindan katalizlenen NADPH+H" kullanan bir reaksiyonla gerceklestirilir. Bu

reaksiyonda GSH miktari sabit kalir.
GSH-PX

2 GSH + H,0; ---------- —->GSSG + 2 H,0
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GR

GSSG + NADPH+H" —---oem- - 2 GSH+ NADP*

Tablo 3.6. GSH-Px aktivitesi Olgiimii

Kullanilan maddeler Kor Numune
Fosfat buffer 1ml 1ml
EDTA 0.1ml 0.1ml
NaN; 0.1ml 0.1ml
NADPH+H" 0.1 ml 0.1 ml
Redukte Glutathion 0.1 ml 0.1 ml
Glutathion rediiktaz 0.2 ml 0.2 ml
Numune 0.05 ml distile su 0.05 ml hemolizat
iki- Gic dakika 37 °C’de sicak su banyosunda inkiibasyon
t- BOOH 0.2 ml 0.2 ml
366 nm’de 0. ve 60. sn absorbanslari 6lgildu.

Absorbansta meydana gelen diismeye bagl olarak enzim aktivitesi U/mgHb cinsinden hesaplandi.
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3.9.9. 8-hidroksi-2-deoksi guanosin Tayini

8-hidroksi-2-deoksi guanosin analizleri Cayman marka kit kullanilarak yapildi.
Testin Prensibi

Bu metot 8-OH-dG ile 8-OH-dG AChE konjugatinin ortamda kisith miktarda bulunan 8-OH-dG
monoklonal antikor i¢in yarismasi esasina dayanir. Clinkii ortamdaki 8-OH-dG miktari degisirken 8-
OH-dG eser miktari sabit kalir ve ortamdaki serbest 8-OH-dG miktarinin oraniyla ters orantili olarak

baglanma gosterir.
Deneyin Yapilisi
Reaktif ilavesi

1- EIA Tamponu: Spesifik Olmayan Baglayici (NSB) kuyularina 100 pl EIA tamponu ilave edildi. Yiksek

Baglayici (Bo) hicrelerine de 50 ul EIA tamponu ilave edildi.

2- 8-hidroksi-2-deoksi gunasin EIA Standardi: 8 numarali standart tipinden 50 ul, 8 numarali
standart kuyularina, 7 numarali standart tiiplinden 7 numarali standart kuyularina ve bu sekilde her

standart tliplinden kendisine ait standart hilicresine 50 pul standart ilave edildi.
3- Ornekler: Ornek hiicrelerinin her birine 50 pl érnek eklendi. Her érnek igin iki diliisyon yapildi.

4- 8-hidroksi-2-deoksi gunasin AChE Eser: Total aktivite ve kor haricinde biitiin kuyucuklara 50 pl

eklendi.

5- 8-hidroksi-2-deoksi gunasin monoklonal Antikor: Total aktivite, spesifik olmayan baglayici (NSB),

Blank hiicreleri disinda biitiin hiicrelere 50 pl eklendi.
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Tablo 3.7. 8-OH-dG ¢alisma semasi

Hiicre EIA Buffer Standart/Ornek Eser Antikor

Kor - - - )

Total Aktivite - - 5 ul (gelistirme | -
asamasinda

Spesifik  Olmayan | 100 pl - 50 ul -

Baglayici (NSB)

En Yiksek Baglayici | 50 ul - 50 ul 50 ul
(Bo)

Standart/ Ornek - 50 ul 50 pl 50 pl
inkiibasyon

Hicrelerin Gizeri plastik film ile kaplanarak +4°C’'de 18 saat inkibasyona birakildi.
Plaklarin Gelistirilmesi

1-20 ml ultra saf su ile sulandirilarak hazirlandi. Cozelti, Ellman’s reaktifi kullanilmadan hemen 6nce

taze olarak hazirlandi.

2- Hiicreler bosaltilarak yikama sollsyonu ile 5 kere yikandi.
3- Her hiicreye 200 pl Ellman’s reaktifi eklendi.

4- Total aktivite hicresine 5 pl eser eklendi.

5- Plaklarin Gstu plastik filmle kaplanarak otomatik karistirici vasitasiyla karanlik bir ortamda 120

dakika karistirild.
Plaklarin Okunmasi
1-Plaklarin tabani silinerek parmak izi, kir ve diger kalintilardan arindirildi.

2- Plaklarin Gzerine kapatilan film dikkatlice agildi. Bu asamada Ellman’s reaktifinde kayip olmamasina

dikkat edildi.
3- Plaklarin 415 nm dalga boyunda absorbanslari okundu.

4- Numunelerdeki 8-OH-dG duzeyleri pg/ml olarak kalibrasyon egrisine gére belirlendi.
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3.10. iSTATISTIKSEL ANALIizZ
istatistik analizleri SPSS 15.0 paket programi ile yapildi. Calismada gruplardaki ortalama, standart
sapma, en alt ve en Ust diizeyler ve gruplar arasi karsilastirmalar tek yonli varyans analizi (One-way

ANOVA) ile; farkhlik gosteren gruplarin belirlenmesi ise DUNCAN’s testi ile yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. LiPiD PEROKSIDASYONUNA AIiT BULGULAR
4.1.1. Malondialdehit
Kontrol ve deney gruplarinin plazma MDA diizeyleri tablo 4.1 ve sekil 4.1’de verildi.

Gruplar kendi aralarinda kiyaslandiginda kontrol ve NCY ile ilgili MDA verilerinde 6nemli bir degisim
olmadig gorildu (p>0.05). NCY ve PCP verileri kontrol ile kiyaslandiginda PCP uygulamasi yapilan
grubun MDA diizeyinde istatistiksel agidan anlaml bir yiukselme gozlenirken; PCP ve PCP+NCY verileri
kiyaslandiginda PCP+NCY uygulanan grubun MDA degerlerinde anlamh bir disis oldugu gozlendi
(p<0.05). Kontrol ve PCP+NCY verilen gruplar kiyaslandiginda ise MDA dizeylerinde istatistiksel

olarak anlamli bir degisim olmadigi gbzlendi (p>0.05).

MDA

6.00

4.81

8

nmol/mn
w -~
s s

8

EGrup 1 B Grup 2 EGrup 3 HGrup 4

Sekil 4.1. Gruplarin plazma MDA degerleri.
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4.1.2. Nitrik Oksit

Kontrol ve deney gruplarinin plazma nitrik oksit diizeyleri tablo 4.1 ve sekil 4.2’de verildi.

Gruplar kendi aralarinda kiyaslandiginda kontrol ve NCY NO verilerinde istatistiksel agidan 6nemli bir
degisim olmadigi goruldi (p>0.05). NCY ve PCP uygulanan gruplar kiyaslandiginda PCP grubunun
degerlerinde nar cekirdegi yagi uygulanan gruba gore istatistik acidan énemli bir yiikselme meydana
geldigi gozlenirken; PCP ve PCP+NCY uygulanan gruplar kiyaslandiginda ise PCP uygulanan grup
degerlerinin PCP+NCY uygulanan gruba goére istatistik acidan 6nemli oranda ylkseldigi gozlendi
(p<0.05). Kontrol ve PCP+NCY verileri kiyaslandiginda ise her iki grup verileri arasinda istatistiksel

acidan anlamli bir degisim olmadigi izlendi (p>0.05).

NO

450 -
3.98
4.00 -
350 4
3.00 -
.._E_ 2.50 -
Q 2.02
£ 2.00 - 172
-
1.50 -+
1.00 -+
0.50 -
0.00 -

EGrup 1 B Grup 2 B Grup 3 B Grup 4

Sekil 4.2. Gruplarda plazma NO degerleri
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4.1.3. Siiperoksit Dismutaz

Kontrol ve deney gruplarinin eritrosit SOD aktiviteleri tablo 4.1 ve sekli 4.3’de verildi

Gruplar kendi aralarinda kiyaslandiginda kontrol ve NCY SOD verileri arasinda istatistiksel agidan
onemli bir degisim olmadigi goruldi (p>0.05). NCY ve PCP uygulanan gruplarin verileri kontrol grubu
ile kiyaslandiginda PCP uygulamasi yapilan grup degerlerinde NCY grubuna gore istatistiksel acidan
anlamli bir ylkselme oldugu gozlemlenirken; grup 3, grup 4, grup 1 verileri karsilastirildiginda PCP
uygulanan grupta; kontrol ve NCY+PCP uygulanan gruba gére SOD degerlerinde anlamli bir artis
meydana geldigi gozlendi (p<0.05). NCY+PCP ve kontrol verileri kiyaslandiginda ise NCY+PCP
uygulanan grubun degerlerinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu

gbzlendi (p<0.05).

SOD

1.64

u/mgHb

0.20 -

HGrup1l N Grup 2 H Grup 3 EGrup 4

Sekil 4.3. Gruplarin eritrosit SOD aktiviteleri
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4.1.4. Katalaz

Kontrol ve deney gruplarinin eritrosit CAT enzim aktiviteleri tablo 4.1ve sekil 4.4’de verildi.

Gruplar kendi aralarinda kiyaslandiginda kontrol ve NCY CAT verilerinde istatistiksel agcidan dnemli bir
degisim olmadigi gorildi (p>0.05). NCY ve PCP uygulamasi yapilan gruplarda CAT verileri
kiyaslandiginda; PCP uygulamasi yapilan grupta NCY uygulamasi yapilan grubun degerlerine gore
istatistiksel acidan onemli bir dislis oldugu; grup 3 verileri ile grup 1 ve grup 4 verileri
karsilastirildiginda PCP uygulanan grupta kontrol ve PCP+NCY verilen gruplara gére CAT degerlerinde
istatistiksel olarak 6nemli bir diisiis meydana geldigi gorildi (p<0.05). Kontrol ve PCP+NCY verileri
kiyaslandiginda ise PCP+NCY uygulamasi yapilan grup degerlerinde kontrol grubuna gore istatistiksel

acidan anlamli bir dists oldugu izlendi (p<0.05).
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Sekil 4.4. Gruplarin eritrosit CAT aktiviteleri
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4.1.5. Glutasyon Peroksidaz

Kontrol ve deney gruplarinin eritrosit GSH-Px enzim aktiviteleri tablo 4.1 ve sekli 4.5'de verildi.

Gruplar kendi aralarinda kiyaslandiginda kontrol ve NCY GSH-Px verilerinin istatistiksel acidan dnemli
bir degisim gostermedigi gbézlemlendi (p>0.05). PCP ile NCY ve kontrol verileri kiyaslandiginda
istatistiksel agidan fark oldugu gozlemlendi. Bu fark PCP uygulanan grupta disis seklinde
gozlenirken; PCP ile PCP+NCY degerleri karsilastirildiginda PCP verilen grubun GSH-Px degerlerinin
diger gruba gore istatistiksel agidan anlamli bir dists gosterdigi gozlendi (p<0.05). Kontrol ve
PCP+NCY verileri kiyaslandiginda ise PCP+NCY uygulamasi yapilan grupta kontrol grubuna gore

istatistiksel agidan anlaml bir disme gozlendi (p<0.05).

GSH-Px

58.10

N w S U

o o o o

=] =] =] =]

] ] ] ]
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HmMoINADPH + /gHb
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Sekil 4.5. Gruplarda eritrosit GSH-Px aktiviteleri
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4.1.6. 8 hidroksi-2- deoksi Guanozin

Tablo 4.1 ve sekil 4.6’da belirtildigi gibi serum 8-OH-dG degerleri acisindan gruplar arasinda

istatistiksel agidan anlamli bir degisim olmadig1 gbzlendi (p>0.05).

8-OH-dG

0.25

0.20

0.15

pg/ml

0.10

0.05 -+

0.00 -

EGrup 1l

M Grup 2

B Grup 3

Sekil 4.6. Gruplarda serum 8-OH-dG degerleri

0.20

EGrup4

Tablo 4.1. Plazma MDA diizeyi ile NO, eritrosit SOD, CAT ve GSH-Px ve 8-OH-dG enzim aktiviteleri

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
Malondialdehit(MDA) 3,5310,61a 3,2710,88a 4,81+0,68b 3,74%1,36a
(nmol/ml)
Nitrik Oksit (NO) 1,72+0,79a 2,0210,71a 3,98+1,53b 2,151,123
(umol/ml)
Katalaz (CAT) (k/gHb) 94,86112,68a 82,70+19,57ab 53,68%16,96¢ 74,01+16,31b
Siliperoksit Dismutaz 1,01+0,12a 1,23+0,25ab 1,64+0,33c 1,36+0,29b
(SOD) (U/mgHb)
Glutasyon peroksidaz 50,55+6,51a 58,10+16,85a 29,1445,09¢ 40,05+7,46b
(GSH-Px)
(umoINADPH+/gHb)
8-hidroksi-2-deoksi 0,16+0,00 0,1740,01 0,1610,00 0,2040,05
guanosin (8-OH-dG)
(pg/ml)
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Grup1l kontrol, grup 2 NCY, grup 3 PCP, grup 4 PCP+NCY* p<0.05 * her satirda farkli harfler tasiyan
gruplar anlamlidir.

4.2. BiYOKIMYASAL BULGULAR
4.2.1. Kan Ure Azotu (BUN)
Kontrol ve deney gruplarinin serum (re azotu diizeyleri tablo 4.2 ve sekil 4.7’de verildi.

Gruplar kendi aralarinda kiyaslandiginda kontrol ve NCY serum (ire azotu degerlerinde istatistiksel
acidan 6nemli bir degisimin olmadig gozlendi (p>0.05). NCY ve PCP verileri karsilastirildiginda, PCP
uygulanan grubun BUN degerlerinde NCY uygulanan gruba gore istatistiksel agidan onemli bir
ylkselmenin oldugu gorilda (p<0.05). Grup 3 ve grup 4 verileri degerlendirildiginde ise PCP+NCY BUN
degerlerinin PCP grubuna gore azaldigi gozlendi (p<0.05). Grup 1 ve grup 4 BUN degerleri
kiyaslandiginda PCP+NCY verilerinde kontrol grubuna gore istatistiksel agidan énemli bir farkhlik

olmadigi gozlendi (p>0.05).

BUN
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Sekil 4.7. Gruplarin serum BUN degerleri
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4.2.2. Glukoz

Kontrol ve deney gruplarinin serum glukoz diizeyleri tablo 4.2 ve sekil 4.8’da verildi.

Gruplar kendi aralarinda kiyaslandiginda kontrol ve NCY serum glukoz degerlerinde istatistiksel
acidan onemli bir degisimin olmadigi gozlendi (p>0.05). NCY ve PCP verileri karsilastirildiginda PCP
grubu glukoz degerlerinin NCY uygulanan gruba gore yikseldigi gbzlenirken; grup 3 ve grup 4 verileri
degerlendirildiginde ise PCP+NCY glukoz degerlerinin PCP verilen gruba gére azalmis oldugu belirlendi
(p<0.05). Kontrol ve PCP+NCY glukoz verileri kiyaslandiginda PCP+NCY degerlerinde kontrole gore

istatistiksel agidan anlaml bir yikselmenin oldugu goézlendi (p<0.05).

GLUKOZ
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Sekil 4.8. Gruplarin serum glukoz degerleri
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4.2.3. Yiiksek Dansiteli Lipoprotein (HDL)

Kontrol ve deney gruplarinin serum HDL degerleri tablo 4.2 ve sekil 4.9’da verildi.

Kontrol ile NCY degerleri karsilastirildiginda, NCY grubunun serum HDL diizeyinde yikselme oldugu
gozlendi (p<0.05). NCY ve PCP verileri karsilastirildiginda PCP uygulanan grupta HDL degerlerinde
azalma gozlemlenirken; PCP ve PCP+NCY verileri degerlendirildiginde PCP grubunun HDL degerlerinin
PCP+NCY uygulanan grup degerlerine kiyasla azaldigi gozlendi (p<0.05). Kontrol ve PCP+NCY HDL

verileri kiyaslandiginda ise grup 4 degerinde azalma oldugu gozlendi (p<0.05).

HDL
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Sekil 4.9. Gruplarin serum HDL degerleri
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4.2.4. Kolesterol

Kontrol ve deney gruplarinin serum kolesterol degerleri tablo 4.2 ve sekil 4.10’de verildi.

Gruplar kendi aralarinda kiyaslandiginda serum kolesterol degerlerinin NCY uygulanan grupta kontrol
grubuna gore azaldigl; NCY ve PCP degerleri kiyaslandiginda serum kolesterol degerinin, PCP
uygulanan grupta yukseldigi gézlendi (p<0.05). PCP ve PCP+NCY kolesterol verileri kiyaslandiginda ise
PCP+NCY uygulanan grup degerinin PCP uygulanan gruba gore azalmis oldugu gorildia (p<0.05).
Kontrol ve PCP+NCY kolesterol verileri kiyaslandiginda ise istatistiksel agidan anlamli bir degisimin

olmadigi goézlendi (p>0.05).

KOLESTEROL
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Sekil 4.10. Gruplarin serum kolesterol degerleri
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4.2.5. Kreatinin

Gruplarin serum kreatinin degerleri tablo 4.2 ve sekil 4.11’de verildi.

Gruplar kendi aralarinda kiyaslandiginda serum kreatinin degerlerinin NCY uygulanan grupta kontrol
grubuna gore istatistiksel acidan 6nemli bir degisim gostermedigi gozlendi (p>0.05). NCY ve PCP
degerleri kiyaslandiginda serum kreatinin degerinin, PCP uygulanan grupta ylkseldigi; PCP ve
PCP+NCY kreatinin verileri kiyaslandiginda ise gruplar arasinda istatistiksel acidan onemli bir
degisimin olmadigl gdzlendi (p>0.05). Kontrol ve PCP+NCY kreatinin verileri kiyaslandiginda ise grup

4 degerlerinin yikseldigi gozlemlendi (p<0.05).

KREATININ
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Sekil 4.11. Gruplarin serum kreatinin degerleri
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4.2.6. Trigliserid

Kontrol ve deney gruplarinin serum trigiliserid degerleri tablo 4.2 ve sekil 4.12’de verildi.

Gruplar kendi aralarinda kiyaslandiginda serum trigliserid degerlerinin grup 1, grup 2 ve grup 4
degerleri arasinda istatistiksel acidan énemli bir fark gostermedigi gozlendi (p>0.05). NCY ve PCP
verileri karsilastirildiginda PCP uygulanan grup trigiliserid degerinin NCY uygulanan gruba gore
ylkseldigi; grup 3 ve grup 4 verileri degerlendirildiginde ise PCP+NCY trigliserid degerlerinin PCP
grubu degerlerine kiyasla istatistiksel acidan dnemli bir diists gosterdigi gbzlendi (p<0.05). Kontrol ve
PCP+NCY trigiliserid verileri kiyaslandiginda bu degerlerde istatistiksel agidan anlamli bir degisimin

olmadigi gozlendi (p>0.05).
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Sekil 4.12. Gruplarin serum trigliserid degerleri
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4.2.7. Diigiik Dansiteli Lipoprotein (LDL)

Kontrol ve deney gruplarinin serum LDL degerleri tablo 4.2 ve sekil 4.13’de verildi.

Serum LDL verileri kiyaslandiginda kontrol ve NCY degerleri arasinda istatistiksel acidan énemli bir
degisimin oldugu ve bu degisimin NCY uygulanan grupta, kontrol grubuna gore disls seklinde oldugu
gozlendi (p<0.05). NCY ve PCP verileri karsilastirildiginda PCP uygulanan grupta LDL degerlerinde NCY
uygulanan gruba gore istatistiksel acidan onemli bir ylkselmenin oldugu gozlenirken; PCP ve
PCP+NCY verileri degerlendirildiginde ise PCP+NCY LDL degerlerinin PCP uygulanan grup degerlerine
kiyasla istatistiksel agidan 6nemli bir disls gosterdigi gozlendi (p<0.05). Kontrol ve PCP+NCY LDL
verileri kiyaslandiginda grup 4 degerlerinde grup 1’e gore istatistiksel acidan anlamli bir ylkselmenin

oldugu gozlendi (p<0.05).
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Sekil 4.13. Gruplarin serum LDL degerleri
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4.2.8. Urik Asit

Kontrol ve deney gruplarinin serum drik asit degerleri tablo 4.2 sekil 4.14’de verildi.

Gruplar kendi aralarinda kiyaslandiginda serum (rik asit degerlerinin grup 1, grup 2 ve grup 4
degerleri arasinda istatistiksel acidan énemli bir fark gostermedigi gozlendi (p>0.05). NCY ve PCP urik
asit verileri karsilastirildiginda PCP uygulanan grubun degerlerinde NCY uygulanan gruba gore
istatistiksel agidan énemli bir yikselmenin oldugu; grup 3 ve grup 4 verileri degerlendirildiginde ise
grup 4 Urik asit dlzeyinin azaldigl izlendi (p<0.05). Kontrol ve PCP+NCY (rik asit verileri

kiyaslandiginda degerlerde istatistiksel agidan anlamli bir degisimin olmadigi gézlendi (p>0.05).
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Sekil 4.14. Gruplarin serum Urik asit degerleri
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4.2.9. Total Bilirubin

Tablo 4.2 ve sekil 4.15’da belirtildigi gibi, total bilirubin degerleri agisindan gruplar arasinda

istatistiksel agidan anlaml bir degisimin olmadig1 gorildi (p>0.05).
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Sekil 4. 15. Gruplarin serum total bilirubin degerleri
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4.2.10. Alanin Aminotransferaz (ALT)

Tim gruplardaki serum ALT diizeyleri tablo 4.2 ve sekil 4.16’de verildi.

Gruplar kendi aralarinda kiyaslandiginda kontrol ve nar cekirdegi yagi serum ALT degerlerinde
istatistiksel agidan ©nemli bir degisimin olmadigl gobzlendi (p>0.05). NCY ve PCP degerleri
kiyaslandiginda ise serum ALT degerinin, PCP uygulanan grupta NCY uygulanan gruba gore
ylkselirken; PCP ve PCP+NCY ALT verileri kiyaslandiginda PCP+NGCY uygulanan grup verilerinin PCP
uygulanan gruba gore istatistiksel acidan 6nemli bir degisim gosterdigi ve bu degisimin disis
yoninde oldugu gozlendi (p<0.05). Kontrol ve PCP+NCY ALT verileri kiyaslandiginda grup 4

degerlerinde grup 1’e gore istatistiksel agidan anlamli bir yikselmenin oldugu gézlendi (p<0.05).

ALT
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u/L
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Sekil 4.16. Gruplarin serum ALT aktiviteleri
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4.2.11. Aspartat Aminotrasferaz (AST)

Kontrol ve deney gruplarinin serum AST enzim aktiviteleri tablo 4.2 ve sekil 4.17’de verildi.

Gruplar kendi aralarinda kiyaslandiginda serum AST degerlerinin grup 1 ve grup 2 degerleri arasinda
istatistiksel agidan o6nemli bir fark gostermedigi gozlendi (p>0.05). NCY ve PCP degerleri
kiyaslandiginda serum AST degerinin, PCP uygulanan grupta NCY uygulanan gruba gore istatistiksel
acidan anlaml bicimde ylikseldigi; PCP ve PCP+NCY AST verileri kiyaslandiginda ise NCY+PCP verilen
grupta istatistiksel agidan anlamh bir distsiin oldugu gozlendi (p<0.05). Kontrol ve PCP+NCY AST
verileri kiyaslandiginda ise PCP+NCY degerlerinde PCP uygulanan gruba goére istatistiksel agidan

anlamli bir yiikselmenin oldugu gbzlendi (p<0.05).
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Sekli 4. 17. Gruplarin serum AST aktiviteleri
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4.2.12. Alkalen Fosfataz (ALP)

Kontrol ve deney gruplarinin serum ALP enzim aktiviteleri tablo 4.2 ve sekil 4.18’de verildi.

Gruplar kendi aralarinda kiyaslandiginda grup 1 ve grup 2 degerleri arasinda istatistiksel acidan
onemli bir farkin olmadigi gézlendi (p>0.05). NCY ve PCP degerleri kiyaslandiginda serum ALP
degerinin PCP uygulanan grupta NCY uygulanan gruba gore istatistiksel acidan anlaml bicimde
ylkseldigi gozlenirken; PCP+NCY uygulanan grup degerinin PCP uygulanan gruba gore azaldig
gozlendi (p<0.05). Kontrol ve PCP+NCY ALP verileri kiyaslandiginda PCP+NCY degerlerinde kontrol

grubu verilerine gore istatistiksel agidan anlamli bir yiikselmenin oldugu gozlendi (p<0.05).
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Sekil 4. 18. Gruplarin serum ALP aktiviteleri
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4.2.13. Total Protein

Kontrol ve deney gruplarinin serum total protein degerleri tablo 4.2 sekil 4.19’da verildi.

Gruplar kendi arasinda degerlendirildiginde kontrol ve NCY serum total protein degerlerinin NCY
uygulanan grupta kontrol grubuna gore istatistiksel acidan anlaml bir yiikselme gosterdigi izlendi
(p<0.05). NCY ve PCP degerleri kiyaslandiginda serum total protein degerinin, PCP uygulanan grupta
NCY uygulanan gruba gore istatistiksel acidan anlamh bicimde distigi gozlendi (p<0.05). PCP ve
PCP+NCY total protein verileri kiyaslandiginda ise PCP+NCY uygulanan grup verilerinin PCP uygulanan
gruba gore istatistiksel acidan 6nemli bir ylikselme gosterdigi gézlendi (p<0.05). Kontrol ve PCP+NCY
total protein verileri kiyaslandiginda degerlerde istatistiksel agidan anlamli bir degisimin olmadig

gbzlendi (p>0.05).
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Sekil 4.19. Gruplarin serum total protein degerleri
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4.2.14. Albiimin

Kontrol ve deney gruplarinin serum albiimin degerleri tablo 4.2 ve sekil 4.20’de verildi.

Gruplar kendi aralarinda kiyaslandiklarinda kontrol ve NCY serum albliimin degerinin NCY uygulanan
grupta kontrol grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir yikselme gézlendi (p<0.05). NCY ve PCP
degerleri kiyaslandiginda serum alblimin degerinin, PCP uygulanan grupta NCY uygulanan gruba gore
istatistiksel acidan anlaml bicimde distligli gozlenirken; PCP ve PCP+NCY albimin verileri
kiyaslandiginda ise PCP+NCY uygulanan grup degerlerinin PCP uygulanan gruba gore istatistiksel
acidan onemli bir yikselme gosterdigi gozlendi (p<0.05). Kontrol ve PCP+NCY albimin verileri

kiyaslandiginda degerlerde istatistiksel agidan anlaml bir degisim olmadigi gézlendi (p>0.05).
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Tablo 4.2. Gruplarin serum biyokimyasal degerleri

Grup 1

Grup 2

Grup 3

Grup 4

KAN URE AZOTU
(BUN) (mg/dl)

13,60+2,26a

12,20+2,09a

16,39+1,50b

14,12+1,72a

GLUKOZ(mg/dl)

149,37+35,20a

172,00+16,95a

298,00+33,80c

228,25+24,34b

YUKSEK DANSITELI
LIPOPROTEIN (HDL) 61,37+6,36¢ 75,5025,60d 40,75+7,99a 50,5043,96b
(mg/dl)
KOLESTEROL(mg/dl) 75,8745,61b 51,00%6,92a 92,12+8,60c 72,1243,52b
KREATININ(mg/dl) 0,20+0,07a 0,23+0,10a 0,52+0,08b 0,41+0,15b
TRIGLISERID(mg/dI) 73,5049,25a 64,25+8,54a 111,0+9,53b 73,6245,62a
DUSUK DANSITELI
LiPOPROTEIN (LDL) 12,70+1,24b 9,87+2,26a 20,40+2,60d 16,37+1,50c
(mg/dlI)
URIK ASIT(mg/dl) 0,99+0,14a 1,08+0,20a 2,38+0,89b 1,29+0,17a
TOTAL

s 0,13+0,05 0,13%0,05 0,17+0,04 0,13+0,05
BiLiRUBIN(mg/dl)
ALANIN
AMiINOTRANSFERAZ 45,50%8,60a 50,25+10,18a 89,3748,34c 69,50+7,17b

(ALT)(U/L)

ASPARTAT
AMINOTRANSFERAZ

(AST)(U/L)

68,87116,95a

67,25+18,29a

133,25+17,27c

99,00+15,25b

ALKALEN
143,75+14,55a 134,25+36,83a 411,37+43,19¢ 221,00+64,63b
FOSFATAZ(ALP)(U/L)
TOTAL
. 6,33+0,43b 6,86+0,35¢ 5,73+0,35a 6,33+0,53b
PROTEIN(g/dl)
ALBUMIN(g/dl) 2,43+0,26b 2,60+0,25¢ 1,30+0,10a 2,23+0,22b

Grup1 kontrol, grup 2 nar ¢ekirdegi yagi, grup 3 pentaklorofenol, grup 4 pentaklorofenol+ nar gekirdegi yagi*

p<0.05 * her satirda farkh harfler tasiyan gruplar anlamhdir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Serbest radikaller bircok biyolojik ve patolojik siirecte rol oynayan ve ksenobiyotik toksisitesi ile ilgili
molekdllerdir. Serbest radikaller OH™,02, NO, lipid peroksit radikalleri gibi degisik yapilara sahiptir.
Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir. Membran
yapisinda yer alan poliansatiire yag asitlerinin, serbest radikaller tarafindan, peroksitler, alkoller,
hidroksi yag asitleri, etan, pentan gibi cesitli trtinlere yikilmasi olarak bilinen lipid peroksidasyonu
(LP), basit sekliyle viicudun antioksidan savunmasi ile hiicrelerin lipid tabakasinin peroksidasyonuna
neden olan serbest radikal Gretimi arasindaki dengesizlik olarak da tanimlanabilir (31,70). Oksidatif
stres protein, DNA gibi pek ¢ok onemli biyolojik molekili hedef alarak zarar verir ve lipid
peroksidasyon bu sirecte daha ge¢ gelisir (30). Serbest radikal olusumunun endojen ve ekzojen
kaynaklari vardir. ilaglar (6rnegin asetaminofen), metal iyonlari (demir, bakir gibi), kirleticiler (asbest
lifleri, silika, hipoklorit gibi), radyosyon ve ksenobiyotikler serbest radikal olusumunun ekzojen
sebepleri arasindadir (31). Oksidatif stres ve lipid peroksidasyon pek ¢ok hastaligin nedeni olabilir

(43).

Oksijen 02 grubuna bazi demir ve kukirt iceren ylkseltgenme-indirgenme enzimleri ve
flavoproteinlerin etkisiyle indirgenir. Son derece etkin olan ve hiicre hasarina yol acan siliperoksit
grubu, bakirli bir enzim olan SOD araciligi ile H202 ve oksijene gevrilir. Sliperoksit grubundan daha
zayif etkili olan H202, dokularda bulunan CAT, peroksidaz, GPx gibi enzimlerle H20 ve O2 gibi daha

zayif etkili Grtinlere donusturulerek etkisiz kilinir (31).
5.1. YONTEMLER

Lipid peroksidasyon parametrelerinin belirlenmesinde yararlanilan bazi belirtecler soyle siralanabilir:
1- doymamis yag asitlerinde olusan kayiplar, 2- birincil peroksidasyon drinlerinin miktari ve 3- ikincil

Urlanlerin miktari (karbonil ve hidrokarbon gazlari). Bu belirteclerde tespit edilebilecek karbon ya da
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oksijen merkezli radikallerin varligi biyolojik sistemdeki lipid peroksidasyonun olgllebilmesi

icin en uygun metodu Ozetler. Gerek hayvanlarda gerekse insanlarda oksidatif hasar parametrelerinin
tespiti i¢cin pek ¢ok yontem kullanilmakla birlikte en sik olarak kullanilan yéntemler su sekilde
siralanabilir: yag asitleri analizinde GLC ya da HPLC, iyot agiga cikarilmasi, oksijen elektrot, hem
dejenerasyonu, glutasyon peroksidaz, siklooksijenaz, GC-MS, elektron yoriingesi tuzaklama,
hidrokarbon gazlari, 1stk yayma, floresan, TBA testi, GC- HPLC antibadi teknikleri, dien birlesmesi.
Lipid peroksidasyonun belirlenmesinde pek cok yontem vardir ancak tek bir yontem bu sirecin

Olclst degildir (30).

Lipid peroksidasyonun en énemli Grliin olan malondialdehit (MDA) U¢ ya da daha fazla ¢ift bag iceren
yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu olusur (31,37). Olusan MDA hlicre membranlarindan iyon
ahsverisine etki ederek membrandaki bilesiklerin capraz baglanmasina yol acar ve iyon
gecirgenliginin, enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuclara sebep olur. MDA bu o&zelligi
sebebiyle DNA’nin nitrojen bazlari ile reaksiyona girerek mutajenik ve hiicre kuiltirlerinde de
genotoksik ve karsinojenik etki yapar (31). MDA lipid peroksidasyon olusumunun gostergesi amaciyla
en sik kullanilan belirteglerden biridir (46). Biyolojik dérneklerde MDA analizlerinde, MDA'nin TBA ile
olusturdugu pembe renkli kompleksin spektroskopik olclimine dayali tayin metodlari, kimi

dezavantajlarina ragmen halen kabul géren metodlardir (71,72).

Nitrik oksit L- arjinin ve oksijenin NO sentetaz enzimleri ile reaksiyonu sonucu olusan ve ilk kez
1980Q’lerin sonlarinda belirlenen bir biyolojik Urtindlr. Sentezi, indirgenmis NADPH’dan turetilir ve
substrat olarak da oksijene ihtiyac duyar. Bitlin reaksiyon asamalari NO enzimlerinin gérevlerinden
birisi kismi olarak gen ekspresyonu seviyesini diizenlemektir (50). Sentezi bazi hiicrelerde bir
reseptore bir stimilatérin baglanmasiyla ya da néronlarda bir sinir uyarisina yanit olarak meydana
gelir. Nitrik oksit vaskiler endoteliyal hiicrelerde olusturulan énemli bir vazodilatatér olup, Fe-S
proteinlerinden demiri ¢ikararak yerine kendisi baglanir, boylece bu mekanizmayla karsinogeneziste
rol oynar. Nitrik oksit radikalinin stabil son Urlinleri nitrit ve nitrattir. Plazma sivisi gibi pek ¢ok viicut
sivisinda nitrat olarak bulunur (37). Biyolojik sistemlerdeki NO tayinlerinde c¢esitli yontemler
kullanilmaktadir. Griess reaksiyonunu temel alan diazotizasyon yontemi, biyolojik 6rneklerde duyarli,
basit ve hizli 6lgiime olanak saglamasi agisindan siklikla kullaniimaktadir. Bu yéntem nitratin nitrite
indirgenmesi ve nitritin asidik ortamda silfanilamid ile diazotizasyonu ve N-(1-naftil) etilendiamin
hidroklorid ile mor renkli kompleks olusumu ve bu kompleksin spektrofotometrik olarak 6l¢limu

esashidir (73,74).

Suiperoksit dismutaz, 02~ serbest radikalinin H202 ve 02’'ye dénisimiini katalizleyen enzimdir (37).
Fizyolojik fonksiyonu oksijeni metabolize eden hiicreleri siperoksit serbest radikalinin (027) lipid
peroksidasyonu gibi zararh etkilerine karsi korumaktir (37,59). Ayrica fagosite edilen bakterilerin

hiicre i¢i ortamda oldirilmesinde de rol oynar, hiicre disi ortamda aktivitesi distktir. Stperoksit
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dismutaz aktivitesi, yuksek oksijen kullanimi olan dokularda fazladir (37). Aktivite

Olciimlerinde ksantin-ksantinoksidaz’in NBT ile inhibisyonu ile olugsan Uriiniin absorbansinin 560

nm’de Olcimii esasina dayal yontem (68) sikhkla kullaniimaktadir (75).

Katalaz yapisinda dort adet hem grubu iceren bir hemoproteindir. Esas olarak peroksizomlarda daha
az olarak da sitozolde ve mikrozomal fraksiyonda bulunur. Gorevi H202'i su ve oksijene
parcalamaktir. Hicrede olusan H202'i OH" serbest radikali olusumunu 6nlemek icin ortadan kaldirir
(37). Biyolojik o6rneklerde CAT olcimlerinde genellikle hidrojen peroksit konsantrasyonundaki
azalmanin 240 nm’de degerlendirilmesi yontemi, hemoglobindeki peroksidaz aktivitesi ile etkilesim
gostermedigi icin Ozellikle tam kan ve eritrosit hemolizatinda CAT 6l¢limlerinde tercih edilmektedir

(75).

Glutasyon peroksidaz enzim olan endojen bir antioksidandir ve sitozolde bulunur (37). Diger
hidroperoksitlerle ve H202 reaksiyona girer. Peroksitler zarlarda ol¢lilemez, bunun igin 6nce
posfolipazlara yapismalidir (30). Aktivitesi, analizlerinde NADPH’in NADP+'ya yikseltgenmesi esasli

yontemler yaygin olarak kullanilmaktadir (76).

8-hidroksi-2- deoksi guanosin, reaktif oksijen tirlerinin DNA’da yaptigl 20’den fazla oksidatif baz
hasar Grlinlerinden birisidir (77,78). Bu rlin normal oksidatif metabolizma sirasinda Uretilen endojen
kaynakl reaktif oksijen tirlerinin ya da ekzojen kaynakh olan reaktif oksijen tiirevleri tarafindan
DNA’da sekillenen bir mutajendir (79). 8-OH-dG kromozom kirilmasi ve kromozom kaybinin yaninda
karsinogenesiz ve mutagenezis belirteci olarak da degerlendirilebilmektedir (80). DNA replikasyonu
sirasinda guanin-sitozinden adenin-timine donlisime neden olarak mutasyon egilimini artirir. Bu
nedenle 8-OH-dG o6l¢im( DNA’daki oksidatif hasarin dogrudan gostergesi olarak kabul edilmekte ve

oksidatif DNA hasarini belirlemede sik¢a kullanilmaktadir (78).

Pentaklorofenol ile sicanlarda subakut zehirlenme olusturulan ve nar ¢ekirdegi yaginin koruyucu
etkinliginin arastirildigi bu c¢alismada, genel lipid peroksidasyon ve genotoksisite belirlenmesinde

siklikla kullanilan analitik yontemler secildi.

Eritrositler hemoglobinden dolayl yogun oksidatif tepkimelerin gercgeklestigi hiicreler olup, plazma
membranlarinin ¢oklu doymamis yag asitlerince zengin olmasi nedeniyle oksidatif strese duyarhhg
ylksek olan hiicrelerdir. Bu nedenle oksidatif stres ve lipid peroksidasyonunun degerlendirilmesinde
eritrosit antioksidan enzim aktivite analizleri 6ncelikle tercih edilmektedir (81). Bu galismada da
eritrosit hemolizatlarinda SOD, CAT ve GSH-Px enzim aktiviteleri lizerinden lipid peroksidasyonun

belirlenmesi tercih edildi.
5.2. NAR CEKIRDEGI YAGI

Nar (Punica granatum) pek c¢ok kiltlrde ylzyillar boyunca oldukga yaygin olarak kullanilan ¢ok fazla

yan etkisi gériilmeyen bu nedenle de genis kitleler tarafindan bilinen bir bitkidir (82).
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Nar gekirdegi yagi toplam ¢ekirdek agirhginin % 12-20sini olugturur. Goliikcl ve ark (83) Bati

Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitlisinden temin ettikleri NCY’de palmitik, stearik ve arasidik olmak
Uzere (g cesit doymus; oleik (% 6.83), linoleik (% 5.81) ve punisik asit (% 78.83) olmak Uzere (¢ cesit
doymamis yag asidinin varligini tespit etmisler; doymamis yag asitlerinin toplaminin %91.47, doymus
yag asitlerinin toplami da %8.53 olarak belirlemisler; nar ¢ekirdeginin toplam fenolik madde miktarini
ise % 0.72 olarak bulmuslardir. Calismada kullanilan NCY’nin GC-FID dedektdrle analizinde yag asitleri
kompozisyonunun (% olarak); maristik asit 0.09, palmitik asit 3.29, palmitoleik asit 0.12, margarik asit
0.05, stearik asit 2.13, oleik asit 8.66, linoleik asit 5.81, linolenik asit 0.06, arasidonik asit 0.42,
ekofenoik asit 0.70, punisik asit 78.67 oldugu belirtilmistir (84). Bu sonuglar da NCY’'de en fazla

bulunan bilesigin punisik asit oldugunu goéstermektedir.

Calismada kontrol grubuna gére NCY’nin serum HDL, albumin ve total protein diizeyini yikselttigi,
kolesterol ve LDL diizeyini ise diisirdigii (Tablo 4.2) (p<0.05); plazma MDA, NO ve 8-OH-dG diizeyleri
ile eritrosit CAT, SOD ve GSH-Px dizeylerinde 6nemli bir degisime yol agcmadigl (p>0.05)
gorulmektedir. Calisma sonuglari 15 ml/kg dozda 28 giin gin sire ile sicanlara verilen NCY’'nin
sistemik bir toksisiteye yol agmadigini, aksine lipid metabolizmasi ve protein metabolizmasi lizerine
olumlu etkileri oldugunu gostermektedir. Ozellikle konjuge linoleik asit ile cis ve trans izomerlerinin,
viicutta yaglarin depolanmasini saglayan lipoprotein-lipaz enziminin aktivitesini engelleyerek viicutta
yaglarin depolanmasini azalttigi ve kolesterol dizeyini dengeledigi bildirilmektedir (85). Bu ¢alismada
NCY verilen grupta kolesterol ve LDL dizeyindeki azalma ile HDL diizeyindeki yiikselme, NCY’'nin
icerigindeki punikik asit, linoleik asit ve oleik asit gibi doymamis yag asitlerince zengin olusu ile
iliskilendirilebilir. Mirmiran ve ark. (86) insanlarda NCY ile yaptigi calismada 4 hafta boyunca glinde iki
kez 400 mg NCY uygulanan grubun serum lipid ve lipoprotein degerlerinin plasebo grubuna goére
anlamli 6lctide distuguna belirlemislerdir. Aviram ve ark. (87) li¢ ay boyunca 200 ug gallik asite
esdeger cesitli nar ekstraktlar ile besledikleri farelerde ateromat6z plak olusumunun geriledigini
belirtmislerdir. Nar ciceginin total kolesterol, trigliserid ve glikoz dizeyini azalttigini; nar tanesinin
cekirdeksiz kisminin ise trigliserid diizeyinde azalmaya sebep oldugunu belirtmislerdir. Bu etkiler
narin bilesiminde bulunan fenolik maddeler (punigalasin, punikalin, gallik asit ve elagik asit) ve
kompleks sekerlerle iliskilendirilmistir. Yamasaki ve ark. (88) da farelere diyetle 3 hafta siirece % 0.12
ve % 1.2 oraninda NCY verdikleri calismalarinda fosfolipid ve trigliserid seviyesinde anlamli
yukselmenin oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar NCY’de bulunan punisik asitin ve konjuge
linoleik asitlerin farmakolojik etkileriyle iliskilendirmisler; NCY’nin karacigerde lipid seviyesini
disirmede de etkili oldugunu bildirmislerdir (89). Daha 6nce yapilan ¢alisma sonuglari da, bu
¢alismada oldugu gibi NCY'nin lipid metabolizmasini dizenleyici etkileri oldugunu

gostermektedir.
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Faria ve ark. (90) 4 hafta stre ad libidum seklinde nar suyu verilen farelerin karaciger

homojenatlarini MDA agisindan degerlendirmis ve gruplar arasinda 6nemli bir deger degisimi
olmadigini; ancak nar suyunun karaciger GSH diizeyi ile GSH-Px, SOD ve CAT aktivitesini azalttigini,
MDA dizeylerinin degismemesi nedeniyle bu azalmanin oksidan-antioksidan dengeyi c¢ok fazla
bozmadigini, ancak antioksidan enzimlerdeki azalma mekanizmalarinin yeni calismalarla ortaya
konulmasi gerektigini ifade etmislerdir. Oksidatif stres kaynakli DNA hasarinin belirlenmesinin 8-OH-
dG o6l¢iimu ile yapildigl calismada nar suyu uygulanan grupta 8-OH-dG diizeyinde belirgin bir azalma
oldugunu belirtmislerdir. Yine Aviram ve ark. yaptigl baska bir calismada (91) 2 hafta boyunca ginlik
20-80 ml nar suyu verdikleri farelerde nar suyunun plazma, lipoprotein ve makrofajlarda lipid
peroksidasyon Uzerine baskilayici 6zelligi oldugunu belirlemislerdir. Calismanin sonugclarina gore,
sadece NCY verilen ratlarda kontrol grubuna gére MDA, NO, SOD, CAT, GSH-Px ve 8-OH-dG
diizeylerinde anlamli bir degisimin olmamasi, calismada secilen dozda ve sirede verilen NCY’nin lipid

peroksidasyonuna ve genotoksik etkilere neden olmadigini géstermektedir.
5.3. PENTAKLOROFENOL

Pentaklorofenol agac ve agac Urinleri koruyucu ve herbisit olarak, ayrica insektisit formdlasyonlarinin
hazirlanmasinda yaygin kullanim alani bulmus bir maddedir (92,93). Ancak ¢evrede yikimlanmasinin
son derece yavas olmasi nedeniyle besinlerde kalinti problemi olmaya devam etmektedir.
Pentaklorofenoliin gesitli deney hayvanlarinda karsinojenik ve genotoksik etkili oldugu; PCP'nin bu
etkilerine karacigerdeki biyotransformasyonu sonucu olusturdugu serbest oksijen radikalleri aracili

olabilecegi bildirilmistir (5, 94).

Michielsen ve ark. (95) disi kahverengi Norve¢ si¢canlarina oral yoldan 4 hafta kadar 450 mg
heptaklorobenzen ve pentakloronitrobenzen verdikleri ¢alismalarinda HCB’nin ana metabolitlerinin
deri ve akciger histopatolojisinde degisimlere ve dalak blylmesine yol actigini, PCP’nin ise belirtilen
dokularda 6nemli bir degisime neden olmadigini bildirmisler; bu farkliigi HCP ve PCP’nin farkh CYP-

P450 enzimleri ile metabolize edilmesi ile iliskilendirmislerdir.

Chhabra ve ark. (96) 28 giin diyetle farkli dozlarda PCP uyguladiklari sicanlarda 400 ppm PCP verilen
grupta ihmli hepatosit dejenerasyonu olustugunu, 3200 ppm PCP uygulanan grupta ise siddetli
lobuler merkezli hepatosit hipertrofisi gelistigini gézlemlemislerdir. Umemura ve ark. (97) % 0.06
oraninda PCP iceren yemle 4 hafta siresince beslenen sicanlarda AST aktivitesinin de yikseldigini

belirtmislerdir.

Umemura ve ark. (98) fare diyetine 0,150, 300, 600 ve 1200 ppm oraninda PCP ekleyerek 4 hafta

boyunca siirdirdikleri calismada 600 ppm ve lizeri miktarda PCP eklenmis yemle beslenen gruplarin
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serum ALP aktiviteleri anlamli miktarda ylkseldigi belirtilirken, ALT ve AST aktivitesinde

onemli bir degisim olmadigini bildirmislerdir.

Wang ve ark. (99) sican karacigeri hiicre kiltirinde yaptiklari ¢calismada PCP ve TCHQ verilmesinin
lipid peroksidasyon ve karaciger hasari lizerine yaptigl etkileri incelemisler, TCHQ'un oksijen
reaktiflerinin olusumunu tetikledigini, AST ve ALT aktivitesini artirdigini; bu degisimlerin vitamin E
uygulamasiyla azaldigini belirlemislerdir. Yine calisma sonucunda TCHQ' ya maruz kalan hiicrelerde

apoptozis sekillendigini, bu etkinin PCP uygulanan hiicre pasajlarinda goérilmedigini belirtmislerdir.

Grup 3 ve grup 1 karsilastirildiginda PCP verilen grupta serum AST, ALP, ALT enzim aktivitleri ile BUN,
glukoz, kolesterol, kreatinin, trigliserid, LDL ve Urik asit degerlerinde yikselme; HDL, albumin ve total
protein dlzeylerinde azalmanin oldugu; lipid peroksidasyon parametrelerinden plazma MDA ve NO
diizeyleri ile SOD aktivitesinde ylikselme; CAT ve GSH-Px degerlerinde ise azalmanin meydana geldigi

gorilmektedir (p<0.05).

Ozellikle serum ALT aktivitesindeki yiikselmeler canlida karaciger hasarinin gostergeleri olarak
degerlendirilmektedir (81,100). Serum AST aktivitesinde artis karaciger ve kas hasari sonucunda
olabilmektedir. ALP aktivitesindeki ylikselmenin ise 6zellikle safra kanallarinda hasar olusumu sonucu
gerceklestigi bilinmektedir (101,102). Calisma sonuclarinda, daha dnce yapilan ¢alismalarda da ortaya
konuldugu gibi, PCP verilen grupta serum AST, ALP ve ALT aktivitelerinin yUkseldigi gortilmektedir. Bu
durum PCP’nin karaciger hiicrelerinde hasara yol agarak belirtilen sitozolik enzimlerin hiicre disina
ciktigini; ALP aktivitelerindeki yikselme karaciger hasarinin safra kanallarini da kapsayacak sekilde

siddetlendigini gostermektedir.

Calisma bulgulari ve daha 6nce yapilan arastirmalar incelendiginde PCP’nin protein (albumin ve total
protein degerlerinde azalma), yag (serum kolesterol, trigliserit ve LDL degerlerinde yikselme, HDL'de
azalma) ve seker (serum glukoz diizeyinde artis) metabolizmasi lzerine olumsuz etkiler gosterdigini
ortaya koymaktadir; belirtilen yonleriyle calisma sonuglari daha 6nce yapilan calismalarla uyumluluk

gostermektedir.

Tsai ve ark. (103) akut toksisite ¢calismasinda sigcanlara 0, 30, 60 ve 120 mg/kg ca dozunda oral yoldan
PCP ve farelere 0, 30, 60 mg/kg ca dozunda oral yoldan, kronik toksisite ¢calismasinda ise sicanlara 60
mg/kg ca dozunda yeme katilarak 6 ay boyunca PCP verdikleri ¢calismalarinda PCP metabolizmasinin
monoksijenaz ve peroksidaz mikrozomal enzimleri araciliginda gergeklestigini belirtmisler, ayrica CYP-
P450 enzimlerinin PCP metabolizasyonunda arttigi goézlemisler; ayrica enzim etkinligindeki

ylkselmeye bagli olarak PCP’nin serbest radikal olusturma potansiyelinin arttigini bildirmislerdir.

Folch ve ark (104) yapmis oldugu calismada sicanlarda PCP ile mikromolar dozda olusturulan akut
toksisite modelinde beyincik graniler néronlarina mikromolar konsantrasyonda PCP uygulamislar ve

genlerin kopyalama aktivitesi ile klasik apopitosis yolu, oksidatif stres ve glutatyon metabolizmasi
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(GSH-Px, CAT, Glutasyon S transferaz-3 ve SOD-1) ve mitotik yanit arasindaki iliskiyi incelemislerdir.

Galisma sonucu PCP’nin intrinsik apopitotik yollarin uyariilmasina yol agtigini; ayrica ROS
detoksifikasyonu, glutasyon metabolizmasi ve DNA hasari ile ilgili genlerin sentezini arttirdigini

bildirmislerdir.

Serbest radikalleri etkinsizlestirmede goérev alan SOD, CAT ve GSH-Px basta olmak (zere, cesitli
enzimler bulunmaktadir. Fizyolojik sinirlar disinda asiri NO sekillenmesi durumunda NO’den giigli bir
oksidan olan peroksinitrit olustugu, peroksinitritin de dekompozisyonu sonucu OH' radikali
Uretiminin arttig1 bilinmektedir. Antioksidan enzimlerden SOD, siperoksit radikalini daha az oksidan
etkili H202'ye donustirmekte, GSH-Px ve CAT, SOD tarafindan olusturulan H202'yi
etkinsizlestirmektedir (31,105), Bu sonuglar PCP’nin farkli serbest radikallerin Uretimi ve birikiminin
hicrede birikmeye sebep olarak lipid peroksidasyona yol actigini géstermektedir. Sai-Kato ve ark. (94)
PCP'nin siliperoksit anyonu olusturucu etkileri oldugunu; Tsai (106) ve Lin (107) de lipid peroksidatif
etkinligin PCP'nin serbest radikal Gretimini tetikleyen karaciger sitokrom P-450 monooksijenaz enzim
sistemini etkinligini artirmasi ile iliskili olabilecegini bildirmektedir. Bu ¢alismada MDA ve NO
diizeyindeki yikselme ile birlikte SOD, CAT ve GSH-Px aktivitelerindeki azalma PCP’nin siiperoksit,
H202, peroksinitrit, OH" gibi farkli serbest radikallerin birikimine yol agtigini; antioksidan enzimlerin
olusan radikalleri etkinsizlestirmede vyetersiz kaldiklarini gostermektedir. Antioksidan enzim
etkinliklerindeki azalma, serbest radikal liretimindeki artisla birlikte bu enzimlerin kullanildigini ve
tikenme noktasina geldigine isaret etmektedir. Sonug olarak PCP’nin lipid peroksidasyon olusturucu
etkilerinin sitokrom P-450 monooksijenaz enzim sistemi etkinliginin artisina bagh olarak antioksidan
enzim sisteminin etkinsizlestirme kapasitesi Gzerinde serbest radikal olusumuna bagh oldugu

soylenebilir.

Dahlhaus ve ark (108) periton ici tek doz 20 ve 50 mg/kg tetraklorohidrokinon (TCHQ) uygulamasi
yapilan farelerde 6. ve 24. saat karaciger 8-OH-dG seviyesinde onemli bir degisim olmadigini; 300
mg/kg-ca/glin dozunda 2 hafta sire ile TCHQ verilen grupta ise karaciger 8-OH-dG seviyesinin
arttigini bildirmislerdir. Dahlhaus ve ark. (109) baska bir calismada PCP ve metabolitleri ile muamele
edilen fibroblast V79 hiicrelerindeki DNA hasarini belirlemek igin 8-OH-dG oOlgim{ yapmislar, PCP
verilen grupta kontrol grubuna gére 8-OH-dG diizeyinde 6nemli bir degisim gorilmedigini, ancak
metabolitleri ile inkiibe edilen hiicrelerde 8-OH-dG miktarinin 2-2,5 kat arttigini bildirmislerdir. Yine
Dahlhaus ve ark. (110) hamster akciger fibroblast hiicrelerine (V79) TCHQ uyguladiklari ¢alismada,
TCHQ' nin 6.25 ve 12.5 uM konsatrasyonlarinda 8-OH-dG seviyesinde dnemli bir degisiklik olmadigini;
25 ve 50 uM’ lik konsantrasyonda ise 8-OH-dG seviyesinde artis gérildigini bildirmislerdir.

Umemura ve ark. (111) yapmis oldugu calismada farelere 8 hafta boyunca diyetle farkli dozlarda PCP
uygulamasi yapmislardir. Sonugta 8-OH-dG seviyesinin doza bagimh bicimde yikseldigi; 600 ve 1200

ppm dozda verilen gruplarda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli 6l¢lide yilkselme
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oldugunu bildirmislerdir. Umemura ve ark. 1996 yilinda yaptiklari ¢alismada (97) fareleri % 0.03,

% 0.06 ve % 0.12" lik PCP iceren diyetle 4 hafta siiresince beslemisler, % 0.03 ve daha ylksek
konsantrasyonlarda PCP ile beslenen farelerde karaciger 8-OH-dG seviyesinin 6nemli o6lclide
yukseldigini bildirmislerdir. Umemura ve ark. (98) yaptigi diger bir arastirmada farelere diyete 0,150,
300, 600 ve 1200 ppm oraninda PCP eklenerek 4 hafta boyunca beslemisler; 1200 ppm dozda PCP
eklenmis yemle beslenen grubun karaciger DNA 8-OH-dG seviyesinde anlamli bir yiikselme oldugunu

bildirmislerdir.

Po- Hsiung Lin ve ark. (112) F344 irki sicanlara 27 hafta boyunca diyetle 1000 ppm (60 mg/kg ca doz)
PCP verdikleri calismada karaciger 8-OH-dG miktarinda kontrol grubuna goére 2 kat artis oldugunu
belirtmislerdir. Sai- Kato ve ark (94) farelere agizdan tez doz 0, 30, 60 ve 80 mg/kg PCP uyguladiklari
calismalarinda, tek sefer 60 mg/kg ve Uzeri dozlarda PCP verilen gruplarda 6. saat karaciger 8-OH-dG
seviyesinin yukseldigini, 30, 60 ve 80 mg/kg PCP uygulanan gruplarda da 8-OH-dG seviyesinde artis
oldugunu belirtmislerdir. Wang ve ark. (113) bir grup fareye tek doz 40 mg/kg PCP periton ici
uygulamislar, diger gruba ise 20 mg/kg PCP metaboliti olan TCHQ yine periton ici uygulayarak, 6 saat
sonra karacigerleri almislardir. TCHQ uygulamasinin karacigerde ROS Uretimini hizlandirdigini,
karaciger GSH seviyesinin azalttigini bildirmisler; DNA izolatini akridin oranj ve etidyum bromiir ile

boyayip incelediklerinde apoptozis ve DNA hasari sekillendigini belirlemislerdir.

Diger calismalarin aksine, bu calismada 40 mg/kg dozda 28 giin sire ile verilen PCP’nin 8-OH-dG
diizeyinde anlamli bir degisime yol agmadigi ortaya konulmustur. Bu durum PCP dozu, verilme yolu,
slresi ve sekli, tir farkhhg! gibi faktorlerle iliskilendirilebilir. Calismamizda verilen doz ve sirede
uygulanan PCP’nin genotoksik etkisinin net bir sekilde ortaya konulmasi icin 8-OH-dG ile birlikte diger
genotoksisite testlerinin yapilmasi; genotoksisite degerlendirmelerinin 6zellikle de PCP’nin
biyotransformasyonu ve atilimi sirasinda daha fazla maruz kalinan karaciger ve bébrek gibi dokularda

da yapilmasinin gerekli oldugu disliniilmektedir.
5.4. PENTAKLOROFENOL-NAR CEKIiRDEGI YAGI

Diyetle ya da koruyucu ve tedavi edici olarak disaridan alinan ve antioksidan etkileri bilinen vitamin A,
C, E, koenzim Q-10, polifenoller, flavonoidler, fitodstrojenler, resveratrol gibi bazi maddeler

organizmayi serbest radikallere karsi koruyabilmektedir (31,105).

Grup 3 ve grup 4 serum biyokimyasal parametreleri degerlendirildiginde grup 4 AST, ALP, ALT
aktiviteleri ile BUN, glukoz, kolesterol, trigliserit, LDL, Urik asit, dizeylerinde azalma, HDL, total
protein ve albumin dizeylerinde ise yikselme; grup 1 ve grup 4 karsilastirmasinda ise grup 4’de
serum ALT, AST ve ALP aktiviteleri ile glukoz, kreatinin, LDL diizeylerinde artis, HDL diizeyinde ise

azalmanin oldugu ortaya konulmustur.



XCH
Das ve ark. (114) streptozotosinle diyabet  olusturulan bir grup sicana 300 mg/kg ve diger

grup sicana 600 mg/kg dozunda nar cekirdegi ekstrakti vermisler ve nar ¢ekirdegi ekstraktinin serum
glukoz diizeyini azalttigini belirlemislerdir. Bagri ve ark. (115) streptozotozinle diyabet olusturulan
sicanlarda 250 mg/kg ve 500 mg/kg dozunda 21 giin boyunca agiz yoluyla verilen sulu nar ekstresinin
serum kan sekeri, total kolesterol, trigiliserit, LDL, VLDL seviyelerini dnemli 6l¢lde distrdigind; PCP
grubuna gore HDL dizeyini ise yukselttigini bildirmislerdir. Punisik asitin sindirim kanalindan
kolesterol emilimini azaltict ve HMG CoA rediktaz enzimi Uzerinden kolesterol sentezini baskilayici
etkisi oldugu belirtilmektedir (81). Celik ve ark (116) trikloroasetik asit (TCA) uygulanan siganlara 5
gln boyunca nar cayi uygulamislar, calisma sonunda TCA verilen grubun AST ve ALT seviyelerinde
ylikselme; TCA+nar cayl verilen grubun AST ve ALT, LDH ve CK seviyelerinde 6nemli disis
goraldigind belirtmislerdir. Sunulan calismanin verileri de NCY'nin PCP'nin protein, yag ve seker
metabolizmasi Uzerindeki olumsuz etkileri 6nleyici ve karaciger hasarini dizenleyici etkinliginin
oldugunu gdstermektedir. Onceki calismalarda da belirtildigi gibi, NCY'nin biyokimyasal parametreleri
dlzenleyici etkilerinin bilesiminde bulunan punisik asit (117) ve linoleik asit (81) ile ilgili olabilecegi

dislintlmektedir.

Grup 3 ve grup 4 lipid peroksidasyon parametreleri degerlendirildiginde grup 4 serum MDA ve NO
diizeyleri ile eritrosit SOD aktivitesinde azalma, eritrosit CAT ve GSH-Px aktivitesinde ise ylikselmenin
oldugu; Grup 1 ve grup 4 karsilastirmasinda ise eritrosit CAT, SOD ve GSH-Px aktivitesinde azalma
olmakla birlikte degerlerin kontrol grubuna yaklastig gézlenmektedir. Calisma sonuglari NCY’nin PCP
tarafindan olusturulan lipid peroksidasyonunun siddetini azalttigini géstermektedir. Antioksidan
enzim aktivitelerinin tekrar kontrol grubu degerlerine dogru yaklasmasi da NCY’'nin antioksidan

enzimlerin etkinligini artirarak serbest radikallerin etkinsizlestirildigine isaret etmektedir.

Bouroshaki ve ark. (118) hekzabitadien (HCBD) ile nefrotoksisite olusturmus sican gruplarina 0.16,
0.32 ve 0.64 mg/kg periton ici nar cekirdegi yag: vererek koruyucu etkisine bakmislardir. Kontrol
grubu ile kiyaslandiginda HCBD uygulanan grupta 24 saat sonra idrarda glikoz, protein, serum (lre ve
kreatinin seviyesinde énemli bir yikselme gorildiagini, HCBD' nin bdbrek yetmezligine yol agtigini;
bobrek MDA MDA diizeyini artirdigini; NCY uygulanan gruplarda ise serum kreatinin ve (re seviyesi
ile idrar glikoz ve protein konsantrasyonlarinin azaldigini bildirmislerdir. Kotamballi ve ark (119)
sicanlari 50 mg/kg nar cekirdegi ekstrakti ile 14 giin siresince beslenmislerdir. Nar cekirdegi
ekstraktinin, CClsa uygulamasi sonucu karaciger aktiviteleri azalan CAT, SOD ve GSH-Px enzim
aktivitesini ylkselttigini ve karacigerde lipid peroksidasyon trlinleri (MDA gibi) olusumunu azalttigini
ortaya koymuslardir. Bu yararli etkilerin, serbest radikal hasarina karsi koruyucu etkileri oldugu
bilinen fenolik maddelerin NCY’de yiiksek oranda bulunmasi ile iliskili oldugunu acgiklamislardir. Bagri
ve ark. (115) streptozotozinle diyabet olusturulan sicanlarda 250 mg/kg ve 500 mg/kg dozunda 21

glin boyunca agiz yoluyla verilen sulu nar ekstresinin pankreas MDA diizeyini 6nemli 6lglde
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dislrdtglini, GSH dizeyleri ile antioksidan enzim (SOD, CAT, GSH-Px) aktivitelerini ise

kontrol grubuna yaklastirdigini bildirmislerdir. Celik ve ark. (116) TCA uygulanan sicanlara 5 giin
boyunca nar cayl uyguladiklari calismada TCA uygulanan grupta karaciger, bobrek, beyin ve kalp
dokusundaki MDA seviyelerinin yikseldigini, belirtilen parametrelerin NCY+TCA verilen grupta ise
kontrol degerlerine yaklastigini; TCA verilen grupta karaciger SOD aktivitesinin 6nemli olglide
azaldigini, NCY+TCA verilen grupta ise dnemli bir degisiklik gorilmedigini, ancak NCY+TCA verilen

grupta beyin, karaciger ve dalak GSH aktivitesinin arttigini gbzlemlemislerdir.

Daha 6nce yapilan arastirmalar NCY’nin antioksidan ve koruyucu etkilerinin iceriginde bulunan yag
asitleri ile yakindan iliskili oldugunu ortaya koymaktadir. Bu ¢alismalarda NCY icinde bulunan linolenik
asit gibi yag asitlerinin in vivo ortamlarda serbest radikal olusumunu azaltarak ve eritrosit zarlari ile
diger lipidler icindeki coklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonunu 6nleyerek hidroperoksitlerin
olusumlarini azaltic etkileri araciliginda antioksidan etkinligin ortaya ¢iktigl savunulmaktadir. NCY’nin
antioksidan etkisi ile ilgili kabul géren diger mekanizma ise, NCY icindeki yag asitlerinin konjuge
dienler ve serbest radikallerle baglanarak bunlarin lipid peroksidasyon olusturucu etkilerini
engellemesidir. Yine bu yag asitlerinin nitrik oksit sentaz aktivitesini azaltici 6zelliginin peroksinitrit
kaynakh lipid peroksidasyonu engelleyici etkileri olabilecegi belirtiimektedir (117). Mehta ve Lansky
(120) NCY’nin antitimor ozelligini, NCY'nin iceriginde yiksek oranda bulunan punisik asidin
eikozanoid metabolizmasini inhibe etmesi sonucu prostaglandin biyosentezinin azalmasi ve
icerigindeki polifenollerin antioksidan etkileriyle iliskilendirmistir. Hora ve ark (121) da NCY'nin
antitimor etkisini yine icerigindeki punisik asidin prostoglandin biyosentezini (6zellikle siklooksijenaz
1 ve siklooksijenaz 2) ve lipooksijenazi inhibe edici, fosfolipaz A2 etkinligini azaltici etkilerine
baglamislardir. Kohno ve ark. (122) da NCY'nin antitimor etkinligini konjuge linolenik asitler ve
linoleik asitlerin farmakolojik etkileri ile iliskili olabilecegini belirtmislerdir. Literatiir bilgisi NCY
antioksidan etkinliginde ¢ok farkli mekanizmalarin roli oldugu ortaya koymaktadir. Calisma sonuglari
da diger galismalarda oldugu gibi NCY’'nin antilipid peroksidatif ve antioksidan etkileri oldugunu
gostermektedir. Sunulan calismada NCY'nin PCP’nin GSH-Px ve CAT aktivitesi ile NO dlzeyini kontrol
grubu degerlerine dogru yaklastirmasi, NCY'nin 6zellikle H202 ve peroksinitrit aracili oksidatif hasara
karsi koruyucu etkileri oldugunu diisindiirmektedir. Yine de NCY'nin antioksidan etkinliginde hangi

mekanizmalarin rol aldig1 daha detayli calismalar yapilarak degerlendirebilir.

Sonug olarak sunulan calismada, oral yoldan gavaj ile 40 mg/kg (ca) uygulanan PCP’nin karaciger
hasarina, lipid peroksidasyonuna ve antioksidan enzim etkinliklerinde azalmaya yol actigi; 15 ml/kg ca
dozunda 28 giin boyunca verilen NCY’nin ratlarda protein, yag ve karbonhidrat metabolizmasi
Uzerine istenmeyen etkilerinin olmadigi, karaciger Uzerinde toksik etkilere yol acmadigl, lipid
peroksidasyonu olusturucu etkilerinin bulunmadigi; NCY'nin PCP'nin istenmeyen etkileri lzerinde

koruyucu roll oldugu belirlenmistir.
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