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TESEKKUR

Bu tez ¢aligmasinin planlanmasin da yiiriitiilmesin de ¢caligmalarim siiresince benden destek
ve ilgisini esirgemeyen bilgi, tecriibe ve hosgoriilerinden yararlandigim Sayin Hocam Prof. Dr. Ali
OLCUCU ye sonsuz saygi ve siikranlarimi sunarim.

Calismalarimda 6rneklerin ¢oziiniirlestirilmesi ve analizinde yardimlarini esirgemeyen Sayin
Yrd. Dog¢ Dr. Harun CIFTCI’ ye ve 6rneklerin temin edilmesi ve sonuglarm istatistigi olarak
degerlendirilmesinde yardime1 olan Yrd. Dog¢ Dr. Ahmet OZKAYA’ ya ayrica drneklerdeki metal
analizlerini 1687 nolu proje kapsaminda destekleyen Firat Universitesi bilimsel Arastirmalar

Birimine (FUBAP) tesekkiir ederim.

Serkan MALCOK
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KISALTMALAR

AAS : Atomik Absorpsiyon Spektrofotometresi

AES : Atomik Emisyon Spektrofotometresi

FAAS : Alevli Atomik Absorpsiyon Spektrofotometresi

Ml : Mililitre

L . Litre

M : Molar

ICP-OES : Indiiktif Olarak Eslesmis Optik Emisyon Spektrometrisi

LDL : Diisiik Yogunluklu Lipoprotein
MDA : Malondialdehit
PTFE : Poli Tetra Flor Etilen



OZET

Yiksek Lisans Tezi

FARKLI GRUPLAR HALINDE BESLENEN RATLARIN BAZI
DOKULARINDAKI ESER ELEMENTLERIN SPEKTROSKOPIiK
YONTEMLERLE
TAYINI

Serkan MALCOK

Firat Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Ana Bilim Dali

2009, Sayfa IX+23

Bu calismada, AICI; ile oksidatif strese maruz kalmis canli dokularinda, antioksidan
ozelliklere sahip ellagik asitin, makro ve eser element diizeylerine kars1 koruyucu rolii arastirildi.
Kontrol (K), AICI; (AL), Ellagik asit (E) ve Ellagik asit + AICl; (E+AL) gruplarindan olusan ve
esit sayida toplam 24 erkek rat kullanildi. Ratlarin bobrek, akciger ve testis dokularindaki Cu, Zn,
Fe ve Mg elementleri Alevli Atomik Absorpsiyon Spektrofotometresi (F-AAS) ile Mn ve Al
elementleri ise ICP Atomik Emisyon Spektrofotometresi (ICP-AES) ile tayin edilmislerdir.

Calismaninen onemli kismini1 olusturan aliiminyumun kontrol ve diger gruplardaki
seviyeleri istatistiksel olarak karsilastirildiginda; AL grubu Al diizeyinin K grubuna gore oldukca
yiiksek oldugu bulunmustur(p<0,0001). K grubu ile E grubu Al diizeyleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark olmadigi(p>0,05), ancak E grubu Al diizeyinin daha diisiik oldugu gdzlendi.
ALAE grubu ile AL grubu Al diizeyleri karsilastirildiginda, AL+E grubu Al diizeyinin daha diistik
oldugu saptandi(p<0,01). Bu azalmayla, ellagik asitin metabolizmada aliiminyumu tutarak diizeyini
azalttigimi sOyleyebiliriz.

Sonug olarak, bu arastirmada eser element tayini yapilan bdbrek, akciger ve testis
dokularim1 makro ve eser element yoniinden oksidatif strese karsi korumak i¢in ellagik asitin
koruyucu etki gosterdigi soylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Eser Element, Ellagik Asit, Atomik Absorpsiyon Spektrometrisi, Rat,
Bobrek, Akciger, Testis.
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ABSTRACT

Master Thesis

DETERMINATION OF TRACE ELEMENTS IN SOME TISSUES OF RATS
FEEDING AS DIFFERENT GROUPS, BY SPECTROSCOPIC METHODS

Serkan MALCOK

Firat University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
2009, Page: 1X+23

In this study, the protective role of ellagic acid with antioxidant properties in macro and
trace element levels on live tissue exposed to oxidative stress with AICl; has been investigated.
A total of 24 male rats, divided equally as Control (K), AICI; (AL), Ellagic acid (E) and Ellagic
acid + AICl; (E + AL) groups, were used. Cu, Zn, Fe and Mg elements in rats tissue samples were
determined by Flame Atomic Absorption Spectrophotometer(F-AAS), Mn and Al were determined
by ICP-Atomic Emission Spectrophotometer(ICP-AES).

As an important part of this study, the levels of aluminum in the control and other groups
were statistically compared. It was found that the level of Al in the AL group was very high
(p<0.0001) as compared to K group. Although the Al level in E group was lower, there were no
significant difference in Al levels of the K and E groups (p>0.05). The level of Al in AL + E group,
was lower as compared to the AL group(p<0.01). Thus, it was obtained that the ellagic acid
reduced the level of aluminum by holding it in the metabolism.

As a result, it can be concluded that ellagic acid presents a protective effect on protecting
the tissues of kidney, testis and lungs, from oxidative stress caused by macro and trace elements.

Keyword: Trace Elements, Ellagic Acid, Atomic Absorption Spectrometry, Rat, Kidney,

Testis, Lungs
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1. GIRIS

Elementler, normal metabolizma ve yasamsal faaliyetlerin stirdiiriilebilmesi i¢in insan viicudunda
belirli bir miktar bulunmasi gereken anorganik maddelerdir. Elementler, mikro besin gurubuna dahildirler
ve bir¢ok biyolojik siireclerde rol oynarlar [1].

Canli organizmalarinda bulunan bu elementler makro ve eser elementler olarak ikiye ayrilirlar.
Viicuttabiyolojik materyal iginde 50 mg/kg viicut agirligindan diisiik bir konsantrasyonda bulunan Fe, Zn,
Co, Cu, Mo, Cr, Se, F, I, Br, Ni, Al gibi anorganik elementlere eser element denir. Insan viicudunda
bulunan eser elementlerin toplam miktar1 yaklagik 10 g’dir [2].

Bu giine kadar yapilan ¢alismalarda eser elementlerin bircok hastalikla iliskisi oldugu
ortaya ¢ikarilmistir. Anemi hastaliginda sa¢ ve serumda ¢inko diizeyinin azaldigi, kursunun canhi
organizmada birikerek cesitli hastaliklara neden oldugu bilinmektedir [3,4].

Metallerin toksik etkileri her metalin 6zelligine gore degismektedir. Genel olarak
metallerin hepsi birden fazla organ ve sistemi etkilemektedir. Ornegin kadmiyuma en duyarli organ
bobrekler olmakla birlikte karaciger ve akcigerlerde de toksik etki yaptig1 belirlenmistir. Kursun;
kalsiyuma benzeyen metabolizmasi ile kemik mineralizasyonunu, demir ve ¢inkonun yerini alarak
kan metabolizmasini etkiler [4].

Biyolojik materyallerin parcalanmasi ve ¢oziiniirlestirilmesinde bir¢ok yoOntem
uygulanmasia ragmen son yillarda en ¢ok kullanilan teknik mikrodalga pargalama ve
¢ozlinilirlestirme yontemidir [5]. Son yillarda ultra eser durumundaki bazi agir metal ve yiiksek
iyonlagsma sicakliklarina sahip elementlerin tayininde ICP-atomik emisyon spektroskopisi yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir [6].

Son yillarda yapilan ¢alismalar, insan beslenmesinde meyve ve sebze tiiketimi ile kansere
yakalanma riski arasindaki ters iliskiyi ortaya koymustur. Bu sebeple meyve ve sebzelerin kimyasal
parmak izinin ¢ikarilmasi, bazi kanser tiirlerindeki ¢aligmalara 11k tutmasi agisindan 6nemlidir [7].

Caligmamizda; Firat Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii Biyokimya Anabilim
dalindan temin edilen ve farkli gruplar halinde beslenen ratlarin bobrek, akciger ve testis dokularinda
bulunan eser elementlerin diizeylerinin arastirilmasiamaglanmigtir. Bu amagla AICl; verilen ratlarin
testis, akciger ve bobrek dokularinda olusturulacak oksidatif stresse bagli hasarlarin giderilmesi ve
yikimin geciktirilmesinde polifenol tiirevleri maddelerden ellagik asitin eser elementler {izerine
etkisi arastirildi. Buelementlerden Cu, Fe, Mg ve Zn atomik absorpsiyon spektrometrisi (F-AAS) ile,
Mn ve Alise indiiktif olarak eslesmis optik emisyon spektrometrisi (ICP-OES) ile tayin edilerek gruplar

arasi istatistiki degerlendirmeler yapilmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1.Eser Elementlerin Canli Organizmadaki Rolii ve Hastaliklarla Iliskisi

Canli organizmalarda 6nemli gorevleri bulunan eser elementlerin tayin yontemleri, farkli
biyolojik ortamlardaki miktarlarinin belirlenmesi, hastaliklarla iliskilerinin ortaya cikarilmasi,
glinliimiizde bir¢ok arastirmaya konu oldugu bilinmektedir [8].

Canli organizmada organik yapiya katilan C, H, O, N ile birlikte Ca, P, Mg, K, Na, Cl,
Fe, Cu, Zn, Mn, Se, I, As, Br, Ni, Al gibi elementlerin bulundugu ve organizmadaki rolleri birgok
aragtirmaci tarafindan ¢aligilmistir. Ancak bunlardan Si, As, Br, Al, Ni, B gibi elementlerin
organizmadaki fonksiyonlar1 hakkinda bu giine kadar 6nemli bir bulgu elde edilememistir [8].

Bu elementlerden Ca, P, Mg, K, Na, Cl ve S, diger elementlere gére daha biiyiik
miktarlarda bulunurlar. Bundan dolay1 bu elementlere makro elementler denir [9].

Ca; insan viicudunda en fazla bulunan element olup iskelet gelismesi, kas
konsantrasyonu, karbonhidrat ve yaglarin metabolizmasi i¢in son derece 6nemlidir. Ayrica Ca %90
1kemiklerde olup kalani da dokuda ve plazmada dagilmistir [10].

Mg; organizmada 6zellikle enzimlerin aktivasyonunda rol oynayan bir mineraldir. Ca ve
fosfor emilimini artirarak kemiklerin yapisinin korunmasini saglar. Sinir sisteminin iletilmesi ve
kas kasilmasini kolaylagtirir, disleri gii¢lendirir [11].

Fe, Cu, Co, Zn, Mn, Mo, F, Se ve I, diger elementlere nazaran daha az miktarlarda
bulunur. Kandaki konsantrasyonlar1 ppm diizeyindedir. Bu elementlere de iz elementler (minor
elementler) ad1 verilir [12].

Bu elementlerden: Fe, dogada esmer renkli topraklarda bulunur. Dolayisiylabu
topraklarda yetisen bitkilerde de bol miktarda bulunur. Organizmada, basta hemoglobin, solunum
enzimlerinde olmak iizere ¢esitli dokularda bulunur. Hemoglobinin yapisinda bulunan demir,
atmosferik oksijeni gevsek bigcimde baglayarak dokularin derinliklerine taginmasini saglar. Fe
eksikliginde anemi, fazlaliginda hemokromatoz hastalig1 ortaya ¢ikar [12].

Co; dogada, baz1 topraklarda yeterli miktarda bulundugu halde bazilarinda azdir. Bu
elementin eksikliginde anemi, gelismede yavaslama ve norolojik hastaliklar olusur [13].

Zn; maden yataklar1 ve toprakta baslica ¢inko siilfiir ve ¢inko karbonat seklinde bulunur.
Genel Cd ile birliktedir. Besinlerle yeterli alinmamasi halinde kasinma ve sonucunda cilt
bozuklugu goriiliir. Bu eksiklik 6zellikle biiylime ve gelisme cagindaki ¢ocuklarda gelisim
bozuklugu, viicut zayifligi, nesesiz ve durgunluk, tat alma bozuklugu gibi olduk¢ca 6nemli
bozukluklara neden olur [14].

Cd; toksikolojik yonden 6nemli metallerden biridir. Dogada Zn ile birlikte bulunur. Cd’un
testislere olan olumsuz etkisi ¢inko tarafindan azaltilir [14]. Organizmada toplam 30 mg kadar Cd

bulunmaktadir [15].



Mn; organizmada tiim dokularda diisiik diizeylerde bulunur. Karaciger ve bobreklerde
depo edilir. Mn eksikliginde; sigirda kisirlik, domuzda topalliklar, ratlarda biiytime durmasi goriiliir
[16].

Al; viicut igine yiyecek, hava, su ve ilaglar ile girer. Viicut i¢inde doku ve organlarda
toplanir. Aliiminyumun kan, bdbrek, kemik ve beyin gibi organlarda toksik etkisi oldugu
belirtilmistir. Al, beyinde birikerek alzheimein hastaligina neden oldugu bilinmektedir [17].

Cu; dogada yaygin bir sekilde bulunan ve giinliik yasamda fazla kullanilan bir metal
olmasi nedeni ile basta insanlar olmak iizere ¢esitli hayvanlarda sik sik zehirlenmelere yol agar.
Ancak Cu, g¢esitli canli tilirlerinin dokularinda eser element olarak bulunmasi bakimindan biiyiik bir
Oneme sahiptir [18].

Cu’in diger agir metallerle birlikte karsilikli etkilesimlerin de oldugu ve her bir metalin
birbirlerini zit yonde etkiledikleri tespit edilmistir. Viicuda alinan Fe’in genellikle ferritin seklinde
depolandig1 ve az miktarda bakir alinmasi durumunda dahi, karaciger dokusunda Fe diizeyinin
arttig1 goriilmistiir [19].

Pb; ¢ok yonlii etkileri olan bir elementtir. Emilen kursun kana gecerek kisa zamanda
dengeye ulasir ve kan dolagimi yolu ile ¢esitli organlara dagilir. Ayrica yas ilerledik¢e kursunun

kemikte birikme orani daha ¢ok artar [20].

2.2. Aliiminyum

Al, diinya kabugunda bolca bulunan kimyasal bir maddedir. Al, tiim yagantimizda
olmasina karsin kimyasal 6zellikleri bakimindan uygun olmayan 6zelliklere sahiptir [21]. Al,
glinlimiizde zararh iki farkli konsantrasyonda hiicre iginde birikir. Diisiik konsantrasyonda
aliminyum kronik ¢evresel kirliligi sonucunda, yiiksek konsantrasyonda aliiminyum, aliiminyum
temelli ilaglar yolu ile insan metabolizmasinda toplanarak bir¢ok hastaliga neden olur [22].

Al, kemiklerde kalsiyumun yerine gecerek birikmesi ile kemik dokusunu meydana getiren
hiicrelerin faaliyetini engelledigi ve bundan dolay1r kemiklesmenin bozuldugu bildirilmistir. Al,
hemoglobin sentezini inhibe ettigi belirtilmistir [23].

Alve Fe, anormal olarak metabolizmada toplanmasi sonucunda norolojikal hastaliklar
olusturdugu belirtilmistir. Beyindeki Al konsantrasyonu, liremik hastalarda 6nemli derecede
yiiksek bulunmustur. AI(OH);, tiremik hastalarda beynin gri bolgelerinde yiiksek oranda oldugu
gozlenmistir [24].

2.3. Antioksidanlar

Son yillarda yapilan caligmalar neticesinde antioksidanlarin birgok hastaliga karst 6nemi
son derece artmis ve serbest radikallerin kesfiyle kanser, diabet, kalp rahatsizliklar1 gibi bircok
hastalikla iligkisi belirtilmistir. Tibbi bitkilerde antioksidan 6zellikli maddelerin kesfiyle saglik

alaninda bu maddelerin bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanimi artmistir. Yapilan galigmalar



antioksidanlarin tedavi edici etkileri oldugunu gdstermistir. Ozellikle antioksidan dzellik gdsteren
Ginko biloba ekstresinin hidrojen peroksite bagl hasardan ndronlar1 korudugu gosterilmistir. Iki y1l
stiren bir ¢alismada, idebenonun alzheimer tedavisinde giivenilir bir ilag oldugu gézlenmistir [25].

Antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olmak iizere iki grupta
siniflandirilir. Enzimatik antioksidanlar, metabolizmada sentezlenen maddelerdir. Enzimatik
olamayan antioksidanlarin kaynagi ise diyetlerdir. Diyet antioksidantlar1 ¢esitli siniflara ayrilir.
Bunlar igerisinde en dnemli olanlar polifenollardir. Polifenollar genel olarak fenolik asitler ve
flavonoitler olarak ayrilir. Diger diyet antioksidanlar igerisinde de vitaminler ve minareler
bulunmaktadir [26].

Polifenollar ( hidroksi benzenler) 6zellikle iki ve daha ¢ok fenol gruplar i¢eren, insan
hayvan diyetleri ve bitki icerisinde bulunan yapilardir. Giiniimiizde sekizbinden fazla polifenol
tirevli madde tespit edilmistir. Son yillarda yeni tiirler olarak tamimlanan polifenollerin
antioksidan, anti-mutajenik, anti-kanserojenik etkileri hayvan hiicre sistemi igerisinde gosterdigi
belirtilmistir [27].

Biyolojik aktiviteleri olan polifenol yapilar igerisinde en énemli ve yaygin olan yapilar
flavonoidlerdir. Flavonoidler bitkilerde renk verici pigmentlere sahiptirler. Bu grupta yaklasik bes
bin madde bulunmaktadir [27].

Gilinlimiizde flavonoidler ve fenolik asitlerle yapilan ¢aligmalarda, bu maddelerin LDL
oksidasyonunu azalttigi tespit edilmistir. Ozellikle greyfurt suyundaki fenolik bilesiklerin
insanlarda LDL oksidasyonunu engelledigi agik¢a gézlenmistir. Fenolik bilesiklerin multiple

hidroksil gruplari, LDL oksidasyonuna kars1 en etkili antoksidanlar olarak tespit edilmistir [28].

2.3.1. Ellagik Asit

Ellagik asit, polifenoller i¢erisinde en 6nemli yap1 olan flavonoidler grubuna girer. Ellagik
asit, kanseronejik bir madde olan benzo[a]piren’ e kars1 antikanserojen 6zellige sahiptir. Ellagik
asidin koruma mekanizmasi, kanserojenin DNA’ya baglanma siiresince aktivitesini durdurarak
kanserojen olayida kiritik bir rol iistlenir. Ayrica Ellagik asitin proteinlere baglanarak serbest
radikallere karsi savunma yaptigi belirtilmistir [29].

Ellagik asidin, ratlarin karaciger mikrosomal sisteminde lipit oksidasyonunu engelledigi

ancak LDL oksidasyonunda zayif bir inhibitor oldugu belirtilmistir [28].

o

OH o

o OH

(o] C44HsCsg



Sekil 2.1. Ellagik Asidin Genel Yapisi

Ellagik asit, kanser hiicrelerinin ¢ogalmalarin1 6nlemede etkili oldugu ancak bu etkinin
dogrudan ellagik asitten kaynaklanmadigi saptanmistir [30].

Ozkaya ve arkadaslari tarafindan yapilan calismada; ellagik asitin dokularda aliiminyum
kloriiriir ile olusturdugu oksidatif stres iiriinii olan MDA ( Malondialdehit) diizeyini engelledigi

belirtilmistir [31].



2.4. Ornek Cozme Teknikleri

Atomik spektroskopide ¢ozelti halindeki 6rneklerin absobans degerleri okunabildiginden,
analizedilecek 6rneklerin ¢oziiniirlestirilmesi gerekir.

Orneklerin ¢dziiniirlestirilmesinde uygulanabilen metotlar sunlardir:

2.4.1. Kuru Coézme

450-550°C firinda ornek 1sitilarak beyaz kiil elde edilir. Kiil 6rnekleri HNO;, HCI veya
HNO;-H,0, karisiminda gerekirse kuruluga kadar isitilir ve seyreltik asit ¢ozeltisiyle karigtirilarak

elde edilen berrak ¢6zelti analiz edilir.
2.4.2. Yas Cozme

Bu yontemde 6rnekler, geri sogutucu takilmis atmosfere agik bir destilasyon balonuna
konur. Coziicii olarak HNO;, H,SO,, HC10, ve HNO;+H,0, karisimi kullanilir. Yas ¢6zme
metodunda sicaklik 200 °C nin altinda oldugundan buharlasma kayiplart As ve Se gibi bazi
elementler haricinde yoktur. Ama kuru ¢6zmeye oranla daha ¢ok c¢oOziiclii gerektiginden
reaktiflerden gelen kirlenmeler ve 6rnek siirlamasi bu yontemin dezavantajlaridir. Bu yontemde

kullanilan kaplar; teflon ve platindir.

2.4.3. Fotooksidasyon Cozme

Organik bilesikler ultraviyole 1sinlari ile etkilesme sonucu kismen veya tamamen
bozundurulabilir. Radyasyon kaynagi olarak 1sima yapan civa veya ksenon ark lambasinin
kullanildig1 bu diizenekte 6rnek lambanin etrafin1 saracak sekilde tasarimi yapilmistir. Bu metot,

daha ¢ok igme ve deniz suyundaki organik bilesiklerin bozuldurulmasi amaciyla kullanilir.
2.4.4. Kapal Sistemde Cozme

Ugucu olan elementlerin buharlagma kayiplarini 6nlemek i¢in teflon bombalarda yas
¢6zme metodunda kullanilan ¢éziiciiler kullanilarak etiivde 100 °C civarindaki sicakliklarda 6rnek
¢Oziintirlestirilir. Son zamanlarda bu sekilde hazirlanmis teflon bombalar mikrodalga firina

yerlestirilip daha hizli bir siirede ¢ ziiniirlestirme saglanmaktadir.



3.ESER ELEMENT TAYIN YONTEMLERI

3.1. Spekstroskopinin Tanimi ve Stmiflandirilmasi

Madde ile elektromagnetik dalganin etkilesmesi ile sogurma (absorpsiyon) ve yaymim
(emisyon) olaylarii dikkate alan fiziksel yontem spektroskopi olarak tanimlanir. Madde saf iken,
elementlerde yap1 taslart atom, bilesiklerde molekiil oldugundan Spektroskopiyi de “Atomik” ve

“Molekiiler” olmak iizere 2 gruba ayirabiliriz.
3.2.Atomik Spektroskopi

Atomik spektroskopi, nicel ve nitel analizler i¢in oldukca fazla kullanilir. X-1s1m1, mor
Otesi veya goriiniir bolge 1s1inmin sogurumu ve yayilimi ilkesine dayanir. Mor 6tesi veya goriiniir
bolgedeki atomik spektrum, Ornegin atomlara ayrigsmasiyla elde edilir. Bilesigi olusturan
molekiiller, bir islemle bozunarak atomlarina ayristirilir ve element gaz taneciklerine dontistiiriiliir.
Atom halindeki elementin hem yayilim hem de sogurum spektrumu her element i¢in karakteristik
olup birbirinden farkli dalga boylarinda ve genisligi birkag A° dur. Bu dalga boylarindan her birine
atomun hatt1 denir.

Gaz igerisinde molekiil ve kompleks iyonlarinin bulunmadigi ortamda titresim ve dénme
hareketleri bulunmadigindan dolayr band spektrumu gozlenemez. Boylece hatlar, bagil olarak
sadece az sayidaki gegislere karsilik gelir.

Tablo 3.1.de atomik yayilim ve sogurum ilkesine dayanan g¢esitli yOntemler
gosterilmektedir. Bu yontemler hizli, kolay, biiylik duyarlilik, genis uygulanabilirlik gibi
iistiinliiklere sahiptir ve biitiin analitik islemlerin en segici olanlar1 arasinda yer almaktadir. Bu
yontemlerle 70 kadar element tayin edilebilir. Genellikle, duyarliklar1 ppm ile ppb arasindadir.

Atomik spektroskopik yontemde bir analiz ¢ogu kez birkag dakikada tamamlanabilir.



Tablo 3.1. Atomik Spektral Metotlarin Siiflandirilmast

. Atomlastirma Radyasyon
Bilinen Isim Numunenin Verilisi
Yontemi Kaynag
Ark spektroskopisi  Elektrik arki Arktaki 6rnek Ornek elektroda konur
Kivileim Kivileimdaki .
o Elektrik kivilcimi Ornek elektroda konur
spektrokopisi ornek
Alev emisyon veya ' Ornek  ¢ozeltisi  aleve
) ] Alev Alevdeki 6rnek
atomik emisyon puskiirtiiltir
Omek  ¢ozeltisi  aleve
Atomik flouresans  Alev Bozunma lambasi
puskiirtiiliir
X-1s1nlari .
Gerekmez X-1sinlart tiipi Ornek X-1s1inlarinda tutulur
flouresans
Sogurma
Yontemleri
Alev sogurma veya Al Oyuk katot Ornek c¢ozeltisi aleve
ev
atomik sogurma lambas1 pliskiirtiiliir.

] Oyuk katot Ornek 1sitilmis yiizeye
Alevsiz sogurma Isitilmig ylizey
lambasi puskiirtiiliir

X-1ginlart sogurma  Gerekmez X-1s1lart tiipti Ornek X 1sinlarida tutulur

Atomik absorpsiyon spektrofotometresinin kisimlart; 151k kaynagi, atomlagtiric,

monokromator ve filtreler, detektor ve gosterge olmak tizere 5 ana kisimdan olusur

3.3. AAS’de Nicel Analiz

3.3.1. Calisma Egrisi Metodu

Teorik olarak, atomik absorpsiyon, absorbansin dogrudan konsantrasyonla orantili oldugu
Beers yasasina uyar. Bununla beraber, gergekte dogrusalliktan sapma ile sik sik karsilagilir ve
dogrusal iligkinin olup olmadigin1 deneysel olarak belirlemeden atomik absorpsiyon analizlerini
gerceklestirmek bir hayli zordur. Bu sebeple, periyodik olarak, numunede bulunan konsantrasyon
araligim1 kapsayan bir kalibrasyon egrisi olusturulmalidir. Ayrica atomlasma ve absorbans
Olciimlerinde kontrol edilemeyen bir¢ok degisken bulundugu i¢in, bir analiz ger¢eklestirilirken, en
az bir standart ¢dzeltinin absorbansi 6l¢lilmelidir. Orijinal egriden standardin herhangi bir sapmasi

analitik sonucu dizeltmede kullanilabilir.
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Sekil 3.1. Absorbans-Konsantrasyon Egrisi (Caligsma Egrisi Yontemi)

3.3.2. Standart Ekleme Metodu

Standart ekleme yontemi, atomik absorpsiyon spektroskopisinde numune matriksi
tarafindan olusturulan kimyasal girisimlerin etkisinin tamamen veya kismen gidermek i¢in yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ancak analiz edilecek Ornek miktarinin az olmasi veya analiz

basamaklarindaki analitik iglemlerin uzun ve yorucu olmasit durumunda standart ekleme

metodunun kullanilmasi miimkiin olmayabilir.
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4. MATERYAL VE METOT

4.1. Materyal

4.1.1. Kullanilan Arag¢ Ve Geregler

e Tartimislerinde JL. 180 model CHY O marka hassa elektronik terazi,

e Kurutma islerinde Memmert marka etiiv,

o (ozeltilerinalinip seyreltilmesinde cam pipetler,

e Seyreltme ve standart ¢ozelti hazirlama islemlerinde degisik hacimlerde balon jojeler,

erlen, beher, deney tiipleri ve ayirma hunileri,

Elementlerin tayininde; PERKIN ELMER atomik absorpsiyon spektrometrisi.
PERKIN ELMER optik emisyon spektrometrisi

PTFE (Poli tetra flor etilen) bombalar

Mikrodalga firin

Sonuglarin degerlendirilmesi i¢in IBM bilgisayar

4.1.2. Kullanilan Reaktifler

Tayin edilen (Al, Cu, Fe, Zn, Mn ve Mg) elementlere ait stok ¢6zelti olarak analitik saflikta
Merck marka 1000 ppm’lik standart ¢ézeltiler kullanildi. Doku 6rneklerini ¢ziiniirlestirilmesinde;

Derisik HNO; ve HCIO, kullanildi. Caligmalarin tamaminda bidistile deiyonize su kullanild.

VI4.1.3. Doku Orneklerinin Temin Edilmesi

Deneysel ¢alismada kullanilan erkek spraque-davley albino cinsi ratlar, Firat Universitesi
Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma Merkezinden (FUTDAM) temin edildi ve ayn1 yerde deneysel
uygulama gerceklestirildi. Ratlar havalandirma sistemi bulunan bir ortamda 6zel olarak hazirlanmis
ve her giin altlar1 temizlenen kafeslerde beslendi. Yemler, 6zel ¢elik kaplarda ve su ise paslanmaz
celik bilyeli biberonlarda normal ¢esme suyu olarak verildi.

Deney hayvanlar1 Elazig Yem Fabrikasinda 6zel olarak hazirlanan pelletler halindeki rat
yemleriyle beslendi. Ratlara verilen yemin bilesiminde bulunan katki maddeleri Tablo 4.1 de
gosterilmistir. Ratlarin deneysel uygulama yapilacak safhaya kadar bakimlarina bu sekilde devam

edildi.



Tablo 4.1. Deney Hayvanlarina Verilen Yemin % Bilesimleri

Yem Maddeleri % Bilesimleri
Bugday 10
Misir 21
Arpa 14
Kepek 8
Soya Kiispesi 25
Balik Unu 8
E-Kemik Unu 4
Melas 4
Tuz 4
*Vitamin Karmasi 1
**Mineral Karmasi 1

*Vitamin karmasi: Deney hayvanlarma verilen yemlerin vitamin karmasinda A, D3, E, K, B1,

B2, B6, B12 vitaminleri ile nikotinamid, folik asit, D-biotin ve kolin klorit bulunmaktadir.

**Mineral karmasi: Mangan, demir, ¢inko, bakir, iyot, kobalt, selenyum ve kalsiyumdan

olusmustur.

Deney hayvanlarinin bulunduklar1 ortamin sicakligi 22—-25°C arasinda sabit tutuldu ve
hayvanlar 12 saat 151k altinda ve 12 saatte karanlikta takip edildi. Deneysel ¢aligmalarda ortalama
agirliklar1 260 g (260 £40 g) olan toplam 24 adet 4 aylik spraque-davley albino cinsi erkek ratlar
kullanildi. Bu ratlar dort gruba ayrilmistir. Bu gruplar ve gruplara verilen madde konsantrasyonlari
asagida belirtilmistir. Kontrol grubuna musir 6zii yag: verildi. Ellagik asit 12 mg/kg, AICl; 8,3
mg/kg diizeyinde ratlara verilmistir. AICl; ¢ozeltisi distile suda, ellagik asit ise misir 6zii yaginda
hazirlanarak verilmistir. AICl; gruplarina ayrica misir 6zii yagi standart olarak da verildi. Deney
stiresi sonunda doku 6rnekleri alinarak analize kadar —20 °C’de bekletildi [31].

Bu ¢alismada Firat Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii Biyokimya
Anabilim dalindan protokolii yukarida verildigi gibi temin edilen ratlara ait gruplar asagida

verilmistir.

1. Kontrol grubu  (K)

2. Ellagik Asit grubu (E)

3. Aliiminyum Kloriir grubu (AL)

4. Aliiminyum Kloriir ve Ellagik Asit grubu (AL+E)

Bu gruplardan alinan akciger, bobrek ve testis dokular1 analiz edilinceye kadar -20°C’

deki derin dondurucuda saklandi.



4.2. Metot
4.2.1. Doku Orneklerinin Coziiniirlestirilmesi

Derin dondurucudan ¢ikarilan her bir doku 6rnegi izotonik tuz ¢ozeltisi ve saf suyla
birkag kez yikandiktan sonra hassas terazide 0,3—0,8 g tartilarak PTFE kaplara konuldu. Ornekler
iizerine oda sartlarinda 8 mL derisik HNO; ve 2 mL derisik HCIO, eklenerek mikro dalga firinda
pargalama programi 250 W, 5 dk; 800 W, 10 dk. ve 450 W, 5 dk olacak sekilde uygulandi. Elde
edilen berrak karisimin hacmi 0,1 mol L' HNO; ¢Ozeltisi ile belirli hacime tamamlandi. Doku

ornegi icermeyen blank ¢dzeltisine de ayni1 islemler uygulandi.
4.2.2. Doku Orneklerinin Analiz Edilmesi

Analize hazirlanan 6rnek ¢o6zeltileri her bir grup ayr1 olmak sartiyla, bazi elementler i¢in
seyreltme, bazi elementler icin ise direkt okuma yapilarak kalibrasyon egrisi yontemi ile F-AAS ve

ICP-OES ile tayinler ger¢eklestirildi.
4.2.3.Sonuglarin Degerlendirilmesi

Istatistiksel degerlendirme SPSS 10.0 programu ile yapildi. Gruplar arasindaki
karsilagtirma Varyans analizi (ANOVA) yapilarak ve gruplar arasindaki farkliliklar LSD testinin

uygulanmasi ile bulundu.



5.SONUCLAR
5.1. Tayin Edilen Elementlerin Kalibrasyon Egrilerinin Cizilmesi

Tayin edilen her bir elementin standart stok ¢ozeltisinden elementlerin lineer oldugu
bolgeler goz niine aliarak her bir elementin konsantrasyonuna karsin bagil absorbans degerleri

grafige gecirilerek her bir element igin kalibrasyon egrileri ¢izildi (Sekil 5.1-6).
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Sekil 5.2. Magnezyum icin Kalibrasyon Egrisi
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Sekil 5.3. Demir i¢in Kalibrasyon Egrisi
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5.2. Dokularin Analizive Sonuclarm Istatistiksel Olarak Karsilastirilmast

Kontrol, Aliiminyum, Ellagik asit ve Ellagik asit + Aliiminyum gruplar1 olmak iizere
olusturulan, ratlarin bobrek, akciger ve testis dokularinda Mg, Cu, Zn, Fe, Al ve Mn elementlerinin

tayinleri gerceklestirildi. Tablolar halinde sonug degerlendirilmeleri agsagida verilmistir.

Tablo 5.1. Bobrek Dokusu Eser Element Diizeyleri

Gruplar Eser Elementler (ppm)
Cu Zn Fe Mg Mn Al

K

(n=6) 5,97+0,81° 16,59+2,68"  41,10+1,20*° 74,86+5,11* 0,65+0,02°  0,93+0,29*
AL

(n=6) 5,0340,41° 15,39+1,13*  48,91%11,19° 65,7342,43° 0,59+0,04"  4,68+0,85°
E

(n=6) 5,16%0,32° 15,71+£0,82%  38,33+3,45" 71,41+£3,47* 0,7510,04° 0,44£0,30°

AL+E

(n=6) 4,69+0,46° 15,53+2,38"  42,75+4,12*  73,58+3,74* 0,70+0,08"  3,42+0,044°

a: P>0.05 b: P<0.05 c: P<0.01 d: P<0.001 e: P<0.0001

K grubuna goére Cu diizeyi diger gruplarda azaldig: tespit edildi ( p< 0.01 p< 0.05
p<0.001). Tiim gruplarin Zn diizeyleri arasinda istatistiksel fark olmadig1 gozlendi ( p>0.05). K
grubu Fe diizeyi E ve AL+E gruplari ile anlamsal fark olmadigi tespit edildi ( p>0.05). Ancak AL
grubu Fe diizeyi K ve E grubuna gore yiiksek ¢iktig1 saptand (p<0.05, p<0.01). K grubu Mg
diizeyi ile E ve AL+E gruplar arasinda istatistiksel fark olmadig: tespit edilirken (p>0.05), AL
grubu Mg diizeyinin azaldigi saptandi (p<0.01). K grubu Mn diizeyi ile AL ve AL+E gruplar
arasinda anlamsal fark olmamasina ragmen (p>0.05), E grubunda Mn diizeyinin yiiksek ciktigi
tespit edildi (p<0.01).

Calismamizda en 6nemli veri olan Al sonuglarina bakildiginda: AL grubu Al diizeyi diger
gruplara gore oldukga fazla ¢iktig1 gozlendi (p<0.0001, p<0.001). K grubu Al diizeyi ile E grubu
arasinda anlamsal fark olmamasina ragmen (p>0.05), E grubu Al seviyesinin nispeten de olsa K
grubuna gore azaldig1 gozlenmistir. AL+E grubu Al diizeyi, AL grubuna gore azaldig1 tespit edildi
(p<0.001).



Tablo 5.2. Akciger Dokusu Eser Element Diizeyleri

Gruplar Eser Elementler (ppm)
Cu Zn Fe Mg Mn Al
K
(n=6) 0,8440,08" 17,68+3,58"  64,50+4,96" 45,85+3,75" 0,331£0,05* 2,41+0,75%
AL
(n=6) 0,53%0,05° 13,35+1,82°  65,83+5,15% 65,00+7,48% 0,37+0,09° 7,43+1,27°
E
(n=6) 0,8340,22"  19,6343,93*  63,50+4,23* 53,81+1,86° 0,29+0,07" 1,74+0,44
AL+E
(n=6) 0,85+0,13*  16,59+2,59*  54,76+7,42° 50,46+8,18" 0,29+0,05" 5,85+0,71¢
a: P>0.05 b: P<0.05 c: P<0.01 d: P<0.001 e: P<0.0001

AL grubu Cu diizeyi diger gruplara gore azaldig1 gézlendi (p<0.01). AL grubu Zn diizeyi
K ve E gruplarina gore azaldig: tespit edildi (p<0.05, p<0.01). AL+E grubu Fe diizeyi diger
gruplara goére azaldig saptandi (p<0.01, p<0.01, p<0.05). Fe diizeyi, AL+E grubu disindaki
gruplarda anlamsal fark olmadig1 gézlendi (p>0.05). K grubu Mg diizeyi ile AL+E grubu arasinda
istatistiksel fark olmadig: tespit edildi (p>0.05). Ancak Mg diizeyi, K grubuna goére AL ve E
grubunda arttig1 tespit edildi (p<0.001, p<0.05). K grubunun Mn diizeyi diger gruplar ile
istatistiksel fark olmadig1 gozlendi (p>0.05). Ancak AL grubunun nispeten de olsa fazla ¢iktigi
tespit edilmistir.

Calismamizda en 6nemli elementlerden olan Al seviyelerine bakildiginda; K grubu Al
diizeyi AL grubunda oldukga arttig1 saptandi (p<0.0001). K ve E grubu Al diizeyleri arasinda
anlamsal fark olmamasina ragmen (p>0.05), E grubu Al diizeyinin nispeten de olsa azaldig1

bulundu. AL+E grubu Al diizeyi AL grubuna gore azaldigi saptandi (p<0.01).



Tablo 5.3. Testis Dokusu Eser Element Diizeyleri

Gruplar

(n=6)
AL
(n=6)

(n=6)
AL+ E
(n=6)

E grubu Cu diizeyi, K grubuna gore arttig1 saptandi (p<0.05). Ayrica E grubu Cu diizeyi,
AL ve AL+E gruplarina gore arttig1 saptanmistir (p<0.05, p<0.01). AL grubu Zn diizeyi K grubuna
gore azalirken (p<0.05), E grubu Zn diizeyi K, AL ve AL+E gruplarina gore en yiiksek diizeyde

Cu

1,29+0,02°

1,3310,11*

1,55+0,12°

1,24+0,30%
a: P>0.05

Eser Elementler (ppm)
Zn Fe Mg Mn

31,64£1,72* 12,56+3,50* 75,13+£3,90* 1,07+0,05"
29,00+1,26" 22,41+3,16° 73,81+4,02° 0,76%0,24°
34,144226° 21,2143,66° 77,05+4,71° 0,87+0,17°

29.95+2,61* 21,10+1,82° 75,28+8,86% 0,6li0,14d
b: P<0.05 c: P<0.01 d: P<0.001

oldugu gozlendi (p<0.05, p<0.0001, p<0.001).

K grubuna gore Fe diizeyleri AL, E ve AL+E gruplarinda oldukga artmistir (p<<0.0001).
Testis dokusu Mg diizeylerine bakildiginda tiim gruplar arasinda farklilik gézlenmedigi tespit
edilmistir ( p>0.05). Testis dokusu Mn diizeylerine bakildiginda; K grubuna gore AL ve AL+E
gruplarinda azalma gdzlenirken (p<0.01, p<0.001), K grubuyla E gruplar1 arasinda anlamsal fark
olmadigi saptandi (p>0.05).

Calismamizda, Al diizeylerine bakildiginda; K grubuna gore Al diizeyi AL grubunda
oldukea arttig1 tespit edildi (p<<0.001). K grubu Al diizeyi E ve AL+E gruplarinda istatistiksel fark

Al
6,50+1,68"
10,87+1,86¢
7,5142,24°

7,74+2,59?
e: P<0.0001

olmadigi belirlendi ( p>0.05). AL+E grubu Al diizeyi AL grubuna gére azaldi (p<<0.0019).



6. TARTISMA

Calismamizda, AICI; ile beslenmis ratlarin bobrek, akciger ve testis dokularinda
olusturulan oksidatif stresin bu dokular tizerindeki olumsuz etkilerini azaltmada ellagik asitin etkisi
incelendi.

Bobrek dokusunda Al degerleri incelendiginde; AL grubu Al seviyesi, K grubuna gore
oldukga yiiksek ¢ikt1 (p<0.0001). E grubu Al seviyesi az da olsa K grubuna gore azaldi. AL+E
grubu Al diizeyi AL grubuna gore diisiik ¢ikt1 (p<0.001). Bu sonuglara bakildiginda, bobrek
dokusunda, antioksidan 6zellik gosteren ellagik asitin aliiminyumu tutarak diizeyini azalttig1
sOylenebilir. Son yillarda yapilan caligmalarda, yeni tiirler olarak tanimlanan polifenollerin
antioksidan, anti-mutajenik, anti-kanserojenik etkileri hayvan hiicre sistemi igerisinde gosterdigi
belirtilmigtir [27]. Ellagik asit, kanseronejik bir madde olan benzo[a]piren’ e kars1 antikanserojen
ozellige sahiptir. Ellagik asit, kanserojenin DNA’ya baglanma siiresince aktivitesini durdurarak
kiritik bir rol iistlenir. Ayrica Ellagik asitin proteinlere baglanarak serbest radikallere karsi
savunma yaptig1 belirtilmistir [29].

Testis dokusu sonuglarina bakildiginda; K grubuna gore Al diizeyi AL grubunda olduk¢a
artt1 (p<0.001). K, E ve AL+E gruplar1 arasinda anlamsal fark gézlenmedi (p>0.05). AL+E grubu
Al seviyesi AL grubuna gore azaldig: tespit edildi (p<0.001).Antioksidan ve antikanserojen
ozeliklere sahip ellagik asitin, organizmada toksik etki yapan aliiminyumu tutarak testis dokusunda
birikimini engelledigini diisiinmekteyiz. Ozkaya ve arkadaslar tarafindan yapilan galismada;
ellagik asitin dokularda AICl;'lin olusturdugu oksidatif stres {iriinii olan MDA ( Malondialdehit)
diizeyini engelledigi belirtilmistir [31]. Diger bir ¢calismada Alzheimer hastaliginda hasar goren
beyin fonksiyonlarinin iyilesmesi ve geligmesinde antioksidan 6zellik gosteren polifenol tiirevi
maddelerin faydali oldugu belirtilmistir [32].

Akciger dokusu Al degerleri incelendiginde; AL grubu Al diizeyi K grubuna gore artti
(p<0.0001). K ve E gruplarn arasinda anlamsal fark gézlenmedi (p>0.05). AL+E grubu Al seviyesi,
AL grubuna gore azaldig gozlendi (p<0.01). Akciger dokusunda Al diizeylerinin bdbrek ve testis
dokularinda oldugu gibi azaldigi goriildii. Polifenol tiirevi olan ellagik asitin, antioksidan 6zelligi
sayesinde, dokularda, AICl; {in olusturdugu oksidatif stresi azaltici yonde etki ettigi sOylenebilir.
Literatiirde, antosiyanin ve ellagik asitin; agiz, yemek borusu, mide ve kolon gibi sindirim yolu
kanser tiplerinin tedavisinde etkili oldugu belirtilmektedir [33]. Bir baska ¢alismada, canli
hiicrelerinde H,O,' nin neden oldugu hiicre toksisitesi ve DNA hasarina karsi, bogiirtlen gibi
yiyeceklerde bulunan polifenolik bilesiklerin antioksidan etkisi oldugu saptanmistir
[34].Sonuglarimiz literatiir bilgilerini desteklemektedir.

Bu sonuglar 15181nda; ratlarin bobrek, akciger ve testis dokularinda, ellagik asitin aliminyumu

tutarak diizeyini azaltmasi 6nemli bir sonugtur.
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