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ONUR SOZU
Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Rat Karaciger Ve Bobrek Dokularinda
2,3,7,8- Tetraklorodibenzo-p-dioksin (TCDD)’nin Neden Oldugu Oksidatif Stres
Uzerine Protokateseik Asit ’in Koruyucu Etkilerinin Arastirilmasi” baslikli bu
calismanin bilimsel ahlak ve geleneklere aykir1 diisecek bir yardima basvurmaksizin
tarafimdan yazildigin1 ve yararlandigim biitiin kaynaklarin, hem metin i¢cinde hem de
kaynak¢ada yOntemine uygun bicimde gosterilenlerden olustugunu belirtir, bunu

onurumla dogrularim.

Ahmet SAVCI
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OLDUGU OKSIDATIF STRES UZERINE PROTOKATESEIK ASIT ’IN
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Kimya Anabilim Dali
xii + 59 sayfa
2012
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Ilknur OZDEMIR

Her gecen giin artan cevre kirliligi, bugiiniin ve gelecegin diinyasin1 ciddi
sekilde tehdit etmekte, ekolojik tehlikelerle karsi karsiya birakmaktadir. Diinya
niifusunun hizla artmasi, paralel olarak artan enerji ihtiyaci, endiistrinin geligimi ve
sehirlesmeyle ortaya ¢ikan cevre kirliligi, insan sagligi ve diger canlilar iizerinde
olumsuz etkiler yaratmaktadir. Birgok toksik maddenin ¢evre ve canli organizmalar
iizerine etkileri tespit edilmekle birlikte bu maddeler igerisinde dioksin ve dioksin
benzeri maddeler en ¢ok karsilasilan ve en ¢ok toksisiteye sahip olanlar arasindadir. Bu
caligmada, subkronik 2,3,7,8- Tetraklorodibenzo-p-dioksin (TCDD) uygulamalarmin
ratlarda karaciger ve bobrek dokular1 iizerine etkileri ve bu etkiler {izerine protokateseik
asidin koruyucu roliiniin arastirilmas1 amag¢lanmastir.

Caliymada 280-310 g agiwrhiginda toplam 28 adet Wistar Albino ki erkek rat
kullanildi. Ratlar her grupta 7 adet olacak sekilde rastgele 4 gruba ayrildi. Deney siiresi
45 giin olarak belirlendi. Calisma periyodu boyunca grup 1 kontrol grubu olarak
belirlendi ve 0,5 mL musir yagi gavajla uygulandi. Grup 2’ye 2 pg/kg/hafta dozunda
TCDD, Grup 3’e 100 mg /kg/giin protokateseik asit ve Grup 4’e protokateseik asit +
TCDD uygulandi. 45 giin sonunda ratlar sakrifiye edilerek biyokimyasal analizler i¢in

karaciger ve bobrek dokular1 alindi ve 80 °C’de muhafaza edildi.



Karaciger ve bobrek dokularinda SOD, CAT, GSH-Px aktiviteleri ile GSH
diizeylerinin TCDD grubunda kontrol ve PCA grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
(p<0,001) bir sekilde azaldig1 belirlenirken, bu enzim aktivitelerinin ve GSH
diizeylerinin PCA grubunda TCDD grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0,001)
sekilde arttig1 gézlenmistir.

Karaciger dokusu TCDD ve PCA’nin birlikte verildigi grupta GSH diizeyleri
yalniz TCDD’nin verildigi gruba gore anlamli (p<0,001) bir sekilde artarken, diger
antioksidan enzimLerde anlamli (p>0,001) bir degisiklik goriilmedi. Bobrek dokusu
TCDD+PCA grubunda TCDD grubuna gore GSH-Px ve SOD aktiviteleri ile GSH
diizeylerinde anlamli olarak (p<0,001) artis olmasina karsin CAT enzim aktivitelerinde
istatistiksel (p>0,01) olarak anlamli degisme olmadig1 belirlendi.

Karaciger ve bobrek dokularinda MDA diizeylerinin TCDD grubunda kontrol
grubuna gore istatistiksel (p<0,001) olarak anlamli bir sekilde arttig1 belirlendi. PCA
grubunda kontrol gurubuna gore istatistiksel (p>0,001) olarak anlamli degismeler
gozlenmedi. MDA diizeylerinde PCA+TCDD grubunda TCDD grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmalar oldugu belirlendi.

Sonug olarak; PCA’nin, karaciger ve bobrek dokularinda TCDD’nin neden
oldugu lipid peroksidasyonu azalttigi, antioksidan enzim aktivitelerini artirdigi ortaya
konulmustur. Bu baglamda, TCDD’nin neden oldugu toksik etkileri 6nlemede PCA’nin

yararl etkisinin olabilecegi kanaatine varilabilir.

ANAHTAR KELIMELER: TCDD, protokateseik asit, oksidatif stres, lipid

peroksidasyonu, antioksidan enzimLer.
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THE INVESTIGATION OF PROTECTIVE EFFECT OF PROTOCATECHUIC
ACID ON OXIDATIVE STRESS INDUCED IN RAT’S LIVER AND KIDNEY OF
2,3,7,8- TETRACHLODIBENZO-P-DIOXIN (TCDD)

Ahmet SAVCI
Inénii University
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Chemistry Department
xii + 59 pages
2012
Supervisor: Assist.Prof. Dr. Ilknur OZDEMIR

Environmental pollution is increasing every day, seriously threatening the world
of today and the future, leaves with face to face the ecological dangers. Rapid increase
in world population, increasing energy needs at the same time the industry's
development and the resulting environmental pollution of urbanization have a negative
impact on human health and other living things. Many toxic effects of substances on the
environment and living organisms, among these toxic substances were detected in the
dioxin and dioxin-like substances are the most common and have most toxicity. The
aim of this study was to investigate the effects of sub-chronic TCDD applications on
liver and Kidney tissues in rats, and the protective role of protocatechuic acid in this
respect.

A total of 28 male Wistar Albino rats weigthing between 280-310 g were used in
the present study. Rats were divided into four groups each of which including seven
rats. The experiment period was planned as 45 days. During the study period, Group 1
was the control group and 0.5 mL of corn oil was applied with gavage. Group 2 was

applied 2 pg/kg/week dose 2,3,7,8-TCDD (tetrachlo-p-dioxin), Group 3 was applied



100 mg/kg/day of protocatechuic acid and Group 4 was applied protocatechuic acid +
TCDD. At the end of the 45 days, the rats were sacrificed and their liver and kidney
tissues were taken for biochemical analysis and were stored at 80°C.

It was observed that liver and kidney tisues SOD, CAT, GSH-Px activities and
GSH levels have significantly reduced in TCDD group compared to control group.
Although the increase in these enzyme activities is statistically (p<0,001) significant in
PCA group.

It was observed that the increase in GSH levels in TCDD+PCA group is
statistically significant than TCDD group, but no significant change has been observed
in SOD, CAT and GSH-Px activities between these groups. While the increase in GSH-
Px, SOD activities and GSH levels in TCDD+PCA group was statistically significant
than TCDD group, no significant (p>0,001) change has been observed in CAT activities
between these groups.

It was determined that the increase in MDA levels in liver and kidney tissues in
TCDD group was statistically significant than control group. But no statistically
significant change was observed in PCA group than control group. It was determined
that the decrease in MDA levels in TCDD+PCA group was statistically significant than
TCDD group.

In conclusion, the results of the study in liver and kidney tissues showed that
PCA decreased TCDD-induced lipid peroxidation, and supported antioxidant activity.
Therefore, it can be suggested that protocatechuic acid has the potential prohibition or
reducing effects for the treatment against the toxicity caused by TCDD.

KEYWORDS: TCDD, protocatechuic acid, oxidative stress, liver and kidney

tissues, lipid peroxidation, antioxidant enzymes.
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1.GIRiS VE KURAMSAL TEMELLER

1.1. Dioksin ve Benzeri Bilesikler

Dioksinler, 6zellikleri ve toksisiteleri birbirleriyle iligkili olan genis bir kimyasal
madde grubudur. Kimyasal yap1 ve toksisite bakimmdan benzerliginden dolayr dioksin
ve dioksin benzeri maddeler olarak adlandirilan Poliklorludibenzo-para-dioksinler
(PCDD), poliklorludibenzofuranlar (PCDF) ve poliklorlubifeniller (PCB) hidrofobik
Ozelige sahip, yikimlari zor ve dogada kararli durumda bulunabilen ¢evresel
kirleticilerdir [1]. Dogada 210 farkli PCDD/F (75 PCDD, 135 PCDF) bilesigi
bulunmakta ve bu bilesiklerden 17 tanesi en fazla toksik etki gostermektedir [2].

Dioksin bilesikleri, yapilarinda karbon, oksijen, hidrojen atomlar1 bulunduran ve
yapilarindaki karbon atomlarmin klorlanmasiyla sekillenen, sivi haldeyken renksiz ve
kristalize gorlinimlii kimyasallardir. Yapilarindaki klor gruplar1 nedeniyle yagda iyi
¢Oziinen bu bilesikler su ve havada ¢6ziinmemis olarak bulunurlar. Ancak akarsu, deniz,
okyanus ve goéllerde bulunan organik maddeler ile planktonlara baglanarak ¢éziinmiis
hale gecerler ve baliklar ile diger deniz canlilarinin bu plankton ve organik maddeleri
almasi1 sonucunda yag dokuda birikirler.

Molekiil yapist Sekil 1.1°de verilen dibenzo-p-dioksinler, 1 den 9 a kadar olan
karbon atomlarina farkli konumlarda klor iyonlarmin baglanmasiyla olusur ve klor
iyonlarmin baglandigi karbon atomu ile baglanan klor iyonu sayisina gore
isimlendirilirler. Ornegin molekiiliin 2.,3.,7. ve 8. Karbon atomlarina 4 adet klor iyonu
baglanmissa bilesik 2,3,7,8- tetraklorodibenzo-p-dioksin olarak isimlendirilir. (Sekil
1.2) Aym sekilde molekiile baglanan klor sayis1 bir ise mono, iki ise di (DCDD), {i¢ ise
tri (TrCDD), dort ise tetra (TCDD), bes ise penta (PeCDD), alt1 ise hepta (HeCDD),
yedi ise hekza (HXCDD), sekiz ise okta (OCDD) olarak isimlendirilir [3].

Dioksin ve benzeri bilesiklere maruz kalinmasi sonucu olusan yan etkilerin
basinda; kanser (0zellikle sindirim sistemi, karaciger ve gogiis kanserleri), gelisme
bozukluklari, wasting sendromu, lenfoid ve gonadal atrofi, kloroakne, hepatotoksisite,
damak yarigi, kusurlu bobrek olusumu gibi doguma ait bozukluklar ile
immunotoksisite, norotoksisite ve kardiyotoksisite, mide bulantisi, solunum gii¢liigii,
ireme bozukluklari, ¢gocuklarda gelisim bozuklugu, yiliksek tansiyon ve astimin geldigi

belirlenmistir [1,2].
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Sekil 1.1. PCDD ve PCDF’nin Genel Yapis1 [4].

Cl O Cl
Sekil 1.2. 2,3,7,8-tetrakloro-p-dioksin (TCDD) [5].

1.1.1. Dioksin kaynaklari ve olusumu

Dioksinler, yagda yiiksek miktarda ¢Oziinmesi ve c¢evre sartlarma olan
dayanikliligi sonucu bir¢ok endiistriyel ve kimyasal {irlinlerden kaynaklanabilir.
Dioksinler, dogada yanma {iriinleri (komiir, petrol ve iirlinleri gibi ¢esitli maddelerin
yakilmasi, orman yangimnlar1), metallerin islenmesi, agac¢ endiistrisinde Cl igeren
maddelerin kullanimi, klorlu fenoller, herbisidler ve klorlu alifatik bilesiklerin kullanim
islemleri, biyolojik ve fotokimyasal islemler, mikroorganizmalarin klorlu bilesiklere
maruz kalmalar1 gibi olaylar sonucunda ortaya ¢ikabilirler [6, 7, 8]. Klorlu bilesikler,
yillar boyunca tehlikesi bilinmeden polivinil kloriir (PVC) iireten fabrikalarda, pestisit

ve herbisit olarak tarimda ve kagit endiistrisinde beyazlatict amagla kullanilmistir [9, 10,



11]. Yagda kolay c¢oziinebilir olmalar1 besin zincirinde de Onemli derecede yer
almalarma sebep olmustur [12].

Cesitli siiregler sirasinda agiga ¢ikan dioksin bilesikleri ¢ogunlukla hava yoluyla
taginarak su, toprak, hayvansal dokular ve bitkilerde birikirler. Bu bilesiklerin yagda
¢oziinlirlik oranlar1 fazla oldugundan 6zellikle organik maddeler, toprak ve bitkilerde
daha yogun olarak birikmektedir [13]. Dogada bulunan dioksin bilesikleri 6zellikle
bitkiler yolu ile hayvanlar tarafindan alinir ve hayvanlarm yag dokularinda birikerek
kararli durumda bulunurlar. Insanlar, dioksin bilesiklerini hayvansal ve bitkisel gidalar
yoluyla alarak dioksine maruz kalirlar. Dioksin zehirlenmelerinin %90’ mnin besin zinciri
yoluyla oldugu bildirilmektedir [14,15].

1.1.2. Dioksinin etki mekanizmasi

Dioksinler hiicrede bulunan reseptorlere baglanarak genlerin yaziliminda
degisiklikler ve buna bagl olarak dogmasal anomalilerde artma, immiin sistemin
baskilanmasi, ¢esitli hormonlarin parcalanmasi gibi sonuglar ile 6nemli 6l¢iide hiicrenin
fizyolojisini degistirir [16].

Dioksinler, yagda ¢oziiniirliiklerinin fazla olmasi nedeniyle hiicre zarimi kolayca
gecerek sitoplazmaya ulasabilirler. Sitoplazmada 6zellikle Aril Hidrokarbon Reseptorii
(AhR) basta olmak tizere bir¢ok reseptore kolayca baglanabilme 6zelliginden dolay1 bu
reseptore “dioksin reseptorii” de denir [17, 18].

Faz I tepkimeleri monooksijenazlar veya sitokrom P450’ler olarak bilinen enzim
smifinin tyeleri tarafindan katalizlenen tepkimeleridir. Faz I tepkimelerinde molekiile
OH, COOH, NH; ve SH gibi polar gruplar eklenir. Faz I tepkimeleri 6zellikle karaciger
hiicrelerinin endoplazmik retikulumu igerisinde bulunan enzim sistemleri tarafindan
yuriitiilir. Bununla birlikte belli bir miktar enzimatik aktivite bagirsaklar, bobrek,
akciger, beyin ve deride de bulunabilir. Sitokrom P450 monooksijenaz enzimleri
lipofilik 6zellik tasiyan ksenobiyotikleri hidroksilasyon ile hidrofilik hale getirirler
[19,20]. Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) ve benzo [a] pren gibi bazi
kimyasallar Faz | tepkimelerinde biyolojik olarak etkin bilesiklere ¢evrildikten sonra
karsinojenik hale gelirler ve DNA, RNA ve protein gibi makromolekiillerle kovalent
olarak baglanabilirler. Baz1 kimyasallar ise etkinlestirmeye ugramadan dogrudan
hiicresel makromolekiillerle kovalent olarak baglanirlar ve kanser olusumuna neden
olurlar Faz II tepkimelerinde; Faz I tepkimelerinde hidroksillenmis bilesikler 6zgiil

enzimlerle glukronik asit, siilfat, glutatyon ve bazi amino asitlerle konjuge edilerek veya



metillenme yoluyla ¢esitli polar metabolitlere doniistiiriiliir. Faz II tepkimelerinde N-
asetil transferaz, glutatyon S-transferaz, aldehit dehidrogenaz, siilfotransferaz, tiopiirin
metiltransferaz ve epoksit hidrolaz enzimleri gorev alir [19].

Epoksitler, sitokrom P450 monooksijenaz sistemi de dahil olmak {izere hiicre ve
dokularda ksenobiyotiklerin metabolizmasi ve endojen olarak oksidatif metabolizma
sirasinda olusan oksijenin organik konfigiirasyonlaridir. Epoksit ara iiriinler kimyasal
olarak reaktiftir ve sulu ortamlarda olduk¢a kararsizdir. Olusan epoksit ara iirlinlerden
bazilar1 niikleik asit bilesenleri i¢in genotoksiktir. Bu reaktif epoksitler niikleik asitlerin
yapisinda yer alan piirin bazlarinin amino gruplarmna ya da azot molekiiliine baglanirlar.
Eger zamaninda elimine edilmezlerse genetik mutasyonda ve hiicresel yap1
bozukluklarinin olusumunda baslatict ajan olarak rol alirlar. Bu nedenle epoksit ara
iirlinlerin seviyelerinin diizenlenmesi organizma i¢in yasamsal 6nem tagimaktadir [21].

Dioksinlerin  kanser yapict etkilerinin dogrudan DNA’da mutasyon
yapmalarindan c¢ok lipid peroksidasyonuna neden olmalar1 ile meydana geldigi ve bu
nedenle de anilan bilesiklerin, kanserin baslangi¢ periyodunda fazla etkili olmadigi;
fakat gelisme periyodunda 6nemli bir etkiye sahip oldugu bildirilmektedir [22]. Dioksin
bilesiklerinin, P450 enzimlerinin sentezini arttirmalarmin bir sonucu olarak; molekiiler
oksijen tagimmasi artar ve bu da epoksitlerin olugsmasima ve lipid peroksidasyona yol
acar. Kemirgenlere TCDD uygulanmasi ile ilgili olarak yapilan bazi ¢alismalarda
oksidatif stres artisima bagl olarak siiper oksit olusumu ile lipid peroksidasyonun arttigi
ve DNA tek sarmalinda kirilmalarin oldugu belirlenmistir [22,23].

1.1.3. Dioksinlerin toksikokinetikleri

1.1.3.1. Emilim ve dagihim

Dioksine maruz kalma yollar1 ¢evresel, mesleki ya da kaza sonucu olabilir.
Maruz kalmalarin biiyiik ¢ogunlugu hayvansal gidalarin ya da dioksin iceren iirlinlerin
tiiketilmesi gibi ikincil yollarla olmaktadir. Diinya Saghk Orgiitii (DSO)’ne gore; et,
balik, yumurta gibi hayvansal iiriinler insanlar i¢in asil dioksin kaynaklaridir [4].

Dioksin zehirlenmelerinde bulagma %90 oraninda agiz yoluyla olmakla birlikte;
fabrika patlamalari, orman yanginlari gibi durumLarda her ii¢ yoldan da bulagma
olabilir. Dioksin bilesikleri yagda iyi ¢ozilindiiklerinden ortamdaki yag orani ile emilim
arasinda pozitif yonde bir iligki vardir. TCDD ag1z yolu ile bitkisel yagda ¢ozdiiriilerek
verildiginde %90 oraninda emilirken diyetle karistirildiginda bu oran %50—-60’a kadar
diismektedir [24].



Dioksinler viicuda alindiktan sonra temel olarak kan, kaslar, karaciger ve yag
dokuda dagilirlar. Ancak, bu bilesikler 6zellikle karacier ve yag dokuda birikme [22]
ozelligi gosterirler. Yapilan bir ¢aligmada [25] deneysel olarak ratlara, damar i¢i yolla
verilen TCDD’nin 24 saat iginde doku dagiliminin tamamlandigi ve bu siire sonunda
yag dokuda birikimin en fazla oldugu tespit edilmistir. Dioksinli bilesikler, karacigerde
AhR reseptorleri araciliginda aktive ettikleri hepatik baglayict proteinlere bagli olarak
bulunur ve lineer olmayan doza bagimli doku dagilimina sebep olurlar [26]. Karaciger
ve yag dokuda bulunan depo edilmis bu bilesiklerin yeniden dagilima ugrayarak
akciger, dalak, timus ve viicudun diger organlarina ulastigir bildirilmektedir [25].
Dioksinli bilesiklerin viicutta dagilimlar1 bilesige maruz kalma miktar1 ve hayvan tiiriine
gore farklilik gosterir. TCDD’nin yag doku ve karacigerde tiirlere gore farkli oranda
dagildig1 belirtilmesine ragmen diger bilesikler i¢in bu durum bildirilmemistir [27].
Dagilim sirasinda serumdaki dioksin konsantrasyonu ile yag doku ve diger viicut
kisimlarindaki konsantrasyon arasinda ters bir iliskinin oldugu bildirilmektedir [28].

1.1.3.2. Dioksinin metabolizmasi ve atilim

Dioksinli  bilesikler karaciger mikrozomlarinda bulunan ve ilaglarin
metabolizmasinda gorevli sitokrom p-450 enzimleri tarafindan polar maddelere oldukga
yavas metabolize edilirler [29]. Bu bilesiklerin metabolizmalar1 da emilim ve
dagilimlarinda oldugu gibi bilesik ve canlinin tiiriine gére olduk¢a 6nemli farkliliklar
gosterir. Metabolizma sirasinda hidroksil metabolitler ile siilfiir tasiyan metabolitler
tespit edilmis ve aciga ¢ikan metabolitlerin konjuge edilerek idrar veya safrayla atildigi
bildirilmistir [30]. Yapilan bir ¢alismada [31] TCDD veya metabolitleri ile proteinler
veya niikleik asitler arasinda kirilmasi oldukga gii¢ olan ve yiiksek enerji gerektiren
kovalent bagla baglanmanin hemen hemen hi¢ olmadigi tespit edilmistir. Dioksinlerin
temel atilim1 disk1 yoluyla olup, idrarla atilan oran diskidakine gore oldukga diistiktiir.
Klorlanmanin artmas: ile digki ile atilim artarken siit ve yag dokuda depolanma azalir
[32].

Dioksinli bilesiklerin yar1 6miirleri bilesik ¢esidine ve canli tiiriine gore farklilik
gosterir. Ornegin; TCDD* nin yetiskin insanlardaki yar1 émrii, ortalama 2840 giin iken
ratlarda 19 giin civarindadir. Ayrica, obezite ve tip 2 diyabet gibi cesitli hastaliklar,
dioksinin yarilanma Omrilinii arttirarak viicutta kalis siirelerini ve zehirliliklerini
arttirmaktadir. Genel olarak bu bilesiklerin ratlardaki yar1 6mrii 12-24, maymunlarda

365 giin ve insanlarda 5.8-9.8 yil oldugu belirlenmistir. [33]. Insanlarda baz1 dioksin



tiirevlerinin yarilanma Omiirleri ise, 1,2,3,7,8-PeCDD i¢in 12.6 yil, 1,2,3,4,7,8-HXCDD
icin 26-45 yil, 1,2,3,4,6,7,8- HpCDD ig¢in 80-102 yildir [29].

1.1.4. Dioksinlerin toksisitesi

2,3,7,8-klor tiirevine sahip 17 adet dioksin/furan bilesigi bulunur ve bunlar
biyokimyasal mekanizma yoluyla etki yaparlar. Toksisiteleri 2,3,7,8 tetraklorodibenzo-
p-dioksin’e gore belirlenir ve her bir bilesige bir toksisite denklik faktorii (Toxicity
Equivalence Factor, TEF) verilir. Bu sistem, karistk haldeki dioksin ve furanlarin
toplam toksisitesinin 2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-dioksininkine gére tahmin edilmesini
saglar. Dioksin ve furanlarin toplam konsantrasyonlarini hesaplamak i¢in, dioksin ve
furanlarin her biri i¢in bulunan kiitle konsantrasyonlari, Tablo 1.1°de verilen toksisite
esdegerlik faktorleri ile garpilir ve ¢arpimlar toplanarak, toplam konsantrasyon I-TEQ
olarak bulunur [34].

Diinya saglik &rgiitii (DSO), dioksinlerin tolere edilebilir giinliik alim miktarinmn
TEQ (toplam dioksin toksik esdegeri) degerini 1-4 pg / kg viicut agirhg olarak
belirlemistir. Bu dozlar1 asmadan maruz kalmanin toksik etki yaratmadigi anlagilmistir
[35].

Dioksinlerin toksik etkileri genel olarak bagisiklik sistemini baskilama,
karsinojenik ve teratojenik etkiler olarak karsimiza ¢ikar. Ortaya koydugu semptomlar
genel olarak maruziyet siiresine gore degisir. Akut zehirlenmeler genel olarak iki hafta
ile iki ay arasinda meydana gelen etkiler sonucu ortaya ¢ikmasina karsilik, subakut veya
kronik olaylar daha uzun siirede ortaya ¢ikar. Akut olaylarda deri, géz ve solunum
yollarinda irkiltiler, insanlarda huzursuzluk, duyu organlarinda algilama yetersizligi, bas
agrisi, bas donmesi, bulant1 gibi semptomlar ile karsilasilirken kronik olaylarda bu
semptomlara ilave olarak kanser, spina bifida gibi diger dogmasal olumsuzluklar, otizm,
karaciger hastaliklari, endometritis, cinsel istegin azalmasi, lireme problemleri,
baskilanmis immun sistem ve diger kan ve sinir bozukluklar1 gibi ciddi saglk
problemlerine sebep oldugu bildirilmektedir [36, 37, 38].

Dioksin maruziyeti sonucunda tiim doku ve organlarda kanser riski artmaktadir.
Ozellikle akciger ve yumusak doku sarkomlarinda artiglar oldugu US-EPA ve DSO
raporunda bildirilmektedir [39, 40].

Genel olarak endokrin hormonlarmi etkiledigi gibi insiilinin salinimi ve hedef

dokulardaki islevinin degistirmesinden dolay1 diyabete yatkinliga sebep olurlar [36].



Organizmada, O6zellikle Aril hidrokarbon hidroksilaz (AHH) enzim etkinligi

basta olmak iizere mikrozomal enzim etkinliginde artma, UDP glukuronil transferaz ve

glutatyon-S-transferaz etkinliklerinde degisiklikler belirtilmektedir [41].

Tablo 1.1.

Saghk  Orgiitii

(DSO)

tarafindan  saptanan,

PCB’ler, PCDD’ler ve PCDF’lerin toksik esdeger faktorleri (WHO-TEF, 1998) [34].

GRUPLAR UYELER TEF DEGERLERI
2,3,7,8-TCDD 1
1,2,3,7,8-PeCDD 1
PCDD 1,2,3,4,7,8-HXCDD 0,1
1,2,3,6,7,8-HXxCDD 0,1
1,2,3,7,8,9-HXCDD 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0,01
OCDD 0,0001
2,3,7,8- TCDF 0,1
1,2,3,7,8-PeCDF 0,05
2,3,4,7,8-PeCDF 0,5
PCDF 1,2,3,4,7,8-HXCDF 0,1
1,2,3,6,7,8-HXCDF 0,1
1,2,3,7,8,9-HxCDF 0,1
2,3,4,6,7,8-HXCDF 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0,01
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,01
OCDF 0,0001
PCB 77 0,0001
Non-orto PCB
PCB 81 0,0001
PCB 126 0,1
PCB 169 0,01
PCB 105 0,0001
PCB 114 0,0005
Mono-orto PCB PCB 118 0,0001
PCB 123 0,0001
PCB 156 0,0005
PCB 157 0,0005
PCB 167 0,00001
PCB 189 0,0001




1.1.4.1. TCDD’nin akut toksisitesi

Hayvanlarda yapilan akut zehirlilik denemelerinde; dioksinli bilesiklerle
zehirlenmelere en duyarli tiiriin kobaylar oldugu, en direngli tiiriin ise hamsterlar oldugu
bulunmustur [40]. Ayrica dioksin zehirlilik derecesinin cinsiyete bagli olarak da
degistigi belirlenmistir. Ornegin, minklerin disilerinde dldiiriicii doz (OD) 0.26 pg/kg
iken erkeklerde bu oran 4.2 pg/kg olarak saptanmistir. Dioksinli bilesiklerin
zehirliliklerinin, ayni tiirlin wklar1 arasinda da farklilik gosterdigi ve Han/Wistar ki
ratlarda (OD) > 7200 pg/kg iken Longs-Evans ki ratlarda ise 10 pg/kg olarak
belirlenmistir. Akut dioksin zehirlenmelerine bagh OliimLer bir hafta ile elli giin
arasinda gergeklesirken, viicut agirligmmin yarisindan fazlasinin kaybolmasi 6liim sebebi
olarak goriilmektedir [31].

1.2. Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller

Organizmada serbest radikallerin olusum hiz1 ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi bir
denge icerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif denge
saglandig1 siirece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu radikallerin
olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diisme bu dengenin
bozulmasina neden olur. “Oksidatif stres” olarak adlandirilan bu durum 6zetle: serbest
radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki ciddi dengesizligi
gostermekte olup, sonugta doku hasarina yol agmaktadir [42].

Serbest radikaller her tiirlii biyokimyasal siire¢ i¢in temel olan ve aerobik
hayatin vazgec¢ilmez bir boliimiinii temsil eden reaktiflerdir. Bu reaktifler bir veya daha
fazla ortalanmamis elektrona sahip ve bu nedenle elektron dondérleriyle tepkimeye
girebilen maddeler olarak tanimlanir [43]. Serbest radikallerin olusum kaynaklari

endojen ve eksojen kaynakli olmak tizere iki grupta incelenir [42].

Tablo 1.2. Serbest radikallerin olusum kaynaklar [42].

Eksojen Kaynaklar Endojen Kaynaklar
Sigara dumani Inflamatuar hiicreler
Radyasyon Fibroblastlar
Karsinojenler Endotel hiicreler
Cevresel Kirleticiler Solunum zinciri
Egzersiz Ksantin ve NADPH Oksidaz

Ksenobiyotikler



Cevresel Faktorler Serbest Radikal Yapimi Endojen Faktorler

i

0,, H,0,
OH:

Lipid Peroksidasyonu DNA hasar Protein Hasari

Doku Hasar1

Sekil 1.3. Serbest radikal kaynaklar1 ve doku hasar1 [42].

Serbest radikaller hidrojen peroksit (H,0,), singlet oksijen (*O), siiperoksit
anyonu ( Oy7), hidroksil radikali (OH) iceren oksijen, azot, karbon ve siilfiir bazli
molekiillere ayrilabilir. Hidroksil radikali oksijen radikalleri i¢inde en reaktif olan1 ve
karsilastig1 ilk biyomolekiil ile reaksiyona girebilen bir radikaldir. Diger serbest
radikaller nitrik oksit ( NO’) ve azot dioksit ( NOy) igeren iki gaz fazindaki radikal,
organik bilesiklerin karbon merkezli radikalleri (R’) olan alkoksil (RO) ve lipid
peroksidasyonu sirasinda olusan peroksil (ROO") radikalidir. Kiikiirt bazli radikaller ise
(RS) ve (RS-SR") hiicresel fonksiyonlarda gorev alirlar [44].



Tablo 1.3. Serbest reaktif tiirleri [44].

Radikaller Radikal Olmayanlar
Stiperoksit anyon radikali (O2") Hidrojen peroksit (H205)
Hidroksil (HO") Singlet oksijen (*Oy)

Peroksil (ROO) Ozon (O3)

Alkoksil (RO) Hipokloroz asit (HOCI)

Nitrik Oksit (NO’) Lipid hidroperoksid (LOOH)
Semikinon Radikali (HQ’) Peroksinitrit (ONOO)
Hemoproteine bagli serbest radikaller Azot dioksit (NO,)

Organik radikaller (R’) N-Halojenli aminler (R-NH-X)
Organik peroksit radikali (RCOQO) Hipohal6z asit (HOX)

1.2.1. Bashca reaktif oksijen radikalleri

Siiperoksit Radikali (O;")

Zayif reaktif bir serbest radikal olan siiperoksit anyonu molekiiler oksijenin bir
elektron alarak indirgenmesi sonucu meydana gelir. Siiperoksit olusumu 6zellikle
mitokondri i¢ zarindaki solunum zincirinde elektrondan zengin aerobik ortamda
kendiliginden meydana gelir. Siiperoksit radikali ksantin oksidaz ve bir grup
flavoenzimler tarafindan olusturulmaktadir. Diger siiperoksit iireten enzimler
lipooksijenaz ve siklooksijenazdir. Fagositik hiicrelerin NADPH bagimli oksidaz enzim
kompleksi fazla miktarda siiperoksit radikali olusturmaktadir. iki molekiil siiperoksit
molekiilii stiperoksit dismiitaz (SOD) tarafindan hizla hidrojen peroksit ve molekiiler
oksijene doniisiir [45].

Ortamda biriken siiperoksit radikallerinin girebilecegi baslica tepkimeler
asagidaki gibi 6zetlenebilir:

1. Ortamdan bir proton alarak perhidroksi radikali (HO;") olusturabilir.
2. H,0, ile tepkimeye girerek hidroksil radikali (‘OH) ve singlet oksijen (*O,)
olusturabilir.
02" + H0;, — 0+ OH + OH

Hidroksil radikali ile tepkimeye girerek singlet oksijen yapimina neden olur.
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0;" +OH — '0,+ OH’
Serbest radikallere karst organizmanin uzun siireli korumasiz kalmasi bu
maddelerin diisiik konsantrasyonlarmin bile biyolojik agidan 6nemli molekiillerin
tahribati ile sonuglanir ve sonugta DNA' da mutasyona, doku tahribatina ve hastaliklara

yol agar.

20,° + 2H" SOD H,O, + O,

Hidrojen Peroksit (H,0;)
Hidrojen peroksit iki yol ile olusur.

1.Oksijenin iki elektronla indirgenmesi sonucu H,O; ortaya ¢ikar.

O,  +e + 2H" H,0,

2. Biyolojik sistemlerde siklikla goriilen sliper oksidin
dismutasyonunu ile olusmaktadir ve boylece iki siiperoksit anyon radikali

birbiriyle, hidrojen peroksit ve oksijeni verecek sekilde reaksiyona girerler.

20, + 2H" H20, + O

Stiperoksit radikallerinin temizlendigi bu tepkimeye dismutasyon tepkimesi
denir. Bu reaksiyon SOD tarafindan veya kendiliginden olusabilir.

H,O, bir serbest radikal degildir, fakat biyolojik membranlara kolaylikla
girebilmesinden dolayr olduk¢a Onemlidir. Notrofil fagozomlarinda bulunan
miyeloperoksidaz enzimiyle ¢ok reaktif serbest oksijen radikali olan HOCI olusumuna
sebep olur.

H" + CI' + H,0, > HOCI + H,0

H20, gecis metallerinin varliginda en 6nemli serbest oksijen radikali (SOR)
olan "OH radikalinin olusumunu saglar. H,O,' nin diger 6nemli bir gérevi de intraseliiler
sinyal molekiilii olarak rol almasidir. H,O, olustuktan sonra katalaz, glutatyon

peroksidaz ve peroksiredoksinler adinda ii¢ enzim sistemi tarafindan uzaklastirilir [45].
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Hidroksil Radikali (‘OH)

("OH) biyolojik sistemlere diger serbest oksijen tiirlerinden daha fazla hasar
veren, biyomolekiillerle reaksiyona girebilen giiclii bir radikaldir. Olusmasi igin
ortamda ge¢is metalleri gereklidir. 3 yolla olusabilir.

1. Radyasyon-Su ortaminda;

H,0 ——> radyasyon —— > H,0" + ¢

H20+ + H,0 ‘OH + H30+

2. Fe — katalizli - Haber Weiss reaksiyonu (Fenton Reaksiyonu)

Fe'” + HO, ———— > Fe”® + OH + OH

Katalize olmayan Haber Weiss reaksiyonunda ise, siiper oksidin direk olarak
hidrojen peroksitle reaksiyona girmesidir.
0" + HHOp, ——— > OH + OH + O,

3. Hidrojen peroksidin fotolizi ile,

H>0, Fotoliz .. OH + OH

‘OH radikali canli hiicrelerde bulunan biitiin molekiillerle reaksiyona
girebilmektedir. Lipid peroksidasyonunu baslatabilir, DNA iplik¢iklerinde kirilmalara
neden olabilir ve hemen her organik molekiilii, ayrim yapmadan okside edebilir [46].

1.2.2. Serbest radikallerin etkileri

Hiicrede ROT’ nin ve serbest radikallerin artisi hiicre hasarinin 6nemli bir nedenidir.
Serbest radikaller inaktive edilmemisse, onlarin kimyasal reaktiviteleri proteinleri,
karbonhidratlari, lipidleri ve niikleik asitleri i¢ine alan biitlin hiicresel makromolekiillere

zarar verebilir.
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Sekil 1.4. Hiicrede radikal aracili hasar [47].

1.2.2.1. DNA ve niikleik asitlere etkileri

Iyonize edici radyasyona maruz kalinmasi ile olusan serbest radikaller DNA’y1
etkileyerek hiicrede mutasyona neden olurlar. Sitotoksik etki, biliyiik oranda niikleik asit
baz modifikasyonlarindan kaynaklanan kromozom degisikliklerine veya DNA’daki
diger degisikliklere baghdir. Hidroksil radikali deoksiriboz ve bazlarla kolayca
reaksiyona girer. Hidrojen peroksit zarlardan kolayca gecip hiicre ¢ekirdegine ulasarak

DNA hasarina, hiicrede fonksiyon bozukluguna ve hatta hiicre 6liimiine neden olabilir

[48].
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serbest oksijen tiirlerine
maruz kalma
|

v
primer DNA lezyonlarninin indiiksiyonu

. tekli ve cift zincir kinlmalar

. bazal niikleotid modifikasyonlari
( 6r: 8-OHG/8-OHDG)

. DNA-protein caprazlanmasi

tamir DNA
edilmezse tamiri
: I replikasyon dedismemis genetik
. gen mutasyoniari informasyon

. kromozom mutasyonlari

L* . gen/protein etkinlidinin modiilasyonu
. karsinojenesis baslangia

Sekil.1.5. Serbest radikallerin DNA iizerindeki etkileri [49].

1.2.2.2. Proteinlere etkileri

Proteinler, radikallerin etkilerine lipidlere oranla daha az hassastir ve amino asit
dizilislerine bagli olarak etkilenirler. Ozellikle doymamis bag ve siilfiir iceren
molekiillerin serbest radikallerle etkilesimi yiiksektir. Bu nedenle triptofan, tirozin, fenil
alanin, histidin, metionin ve sistein gibi amino asitleri i¢eren proteinler serbest
radikallerden daha kolay etkilenirler. Immungulobin G ve albumin gibi disiilfit bag:
fazla olan proteinlerin ise ii¢ boyutlu yapilar1 bozulur [ 48].

1.2.2.3. Karbonhidratlara etkileri

Monosokkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksit ve
okzoaldehitler meydana gelir. Ac¢iga ¢ikan okzoaldehitler proteinlere baglanabilme
ozelliklerinden dolayr antimitotik etki gostererek etki eder ve bdylece kanser ve
yaslanmaya neden olabilirler [48].

Serbest oksijen radikalleri bag dokunun dnemli bir bileseni olan hiyaliironik asit

gibi karbonhidratlarm par¢alanmalarina da yol agabilirler [50].
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1.2.2.4. Lipidlere etkileri

Serbest radikallerin biyolojik dokulardaki doymamis yag asitlerine etkileri lipid
peroksidasyonu olarak bilinir. Biyolojik zarlarmm yapist lipid ve proteinden
olugsmaktadir, lipid peroksidasyonu lipidlere oldugu kadar zar proteinlerine de zarar
verir [51]. Lipid peroksidasyonu, ¢oklu doymamis yag asitlerinin (PUFA) reaktif
oksijen tiirleri tarafindan peroksitler, alkoller, malondialdehit, etan ve pentan gibi
triinlere yikilma tepkimelerine denilmektedir. Yag asitlerinin peroksidasyonu
sonrasinda aciga ¢ikan tirlinler zar gecirgenligini ve akiskanlhigini ciddi sekilde etkileyip
hiicre ve organel igeriklerinin ayrilmasma neden olan kopma ve kirilmalara yol agar.
Lipid peroksidasyonu ile meydana gelen zar hasar1 geri doniisiimsiizdiir [50,52].

Zincir reaksiyonu seklinde olan lipid peroksidasyonu, organizmada olusan
radikal etkisiyle coklu doymamis yag asitleri tizerindeki metilen grubundan bir hidrojen
atomu uzaklastirilmast ile baglar. Bu reaksiyon baslangic reaksiyonu olarak
isimlendirilir. Hidrojen atomu uzaklasmasi ile karbon atomu fiizerinde eslesmemis
elektron kalir ve bunun sonucu yag asidi zinciri bir lipid radikali (L-) niteligi kazanir.

LH+R-— L-+RH

Olusan lipid radikalinin molekiil i¢i ¢ift baglarinin pozisyonunun degismesiyle
konjuge dienler olusur. Bir alkenin iki ¢ift bagi arasinda bir tane tekli bag varsa bu yap1
konjuge dien olarak isimlendirilir. Bu sekilde molekiiler diizenleme saglanmis olur.
Lipid radikalinin molekiiler oksijen ile etkilesmesi sonucu lipid peroksil radikali
(LOO") olusur.

L- + O, — LOO-

Peroksil radikali diger komsu yag asitlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin
olusmasma neden olurken kendisi de agiga cikan hidrojen atomunu alarak lipid
hidroperoksitlerine (LOOH) doniisiir. Béylece peroksidasyon basladiktan sonra kendi
kendine yayilabilmekte ve c¢ok sayida yag asidi zinciri lipid hidroperoksitlerine
doniisebilmektedir. Bu tepkime ilerleme reaksiyonu olarak isimlendirilir.

LH+ LOO- — L + LOOH

Olduk¢a kararli olan lipid hidroperoksitleri lipid peroksidasyonunun ilk
iirtiniidiir. Lipid peroksidasyonunun siirekli olarak devam ettigi durumlarda E vitamini
gibi zincirleme tepkimeyi sonlandirici bir antioksidan ile lipid peroksidasyonu

sonlanabilir [53].
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Sekil 1.6. Lipid peroksidasyonu [45].

1.2.3. TCDD ve oksidatif stres

Coklu halojenli aromatik hidrokarbonlar insan sagligi i¢cin potansiyel bir risk
teskil eden kalic1 ¢evresel kirleticilerdir. Bu bilesikler i¢inde en toksik olarak bilineni
2.3.7.8-TCDD’dir. TCDD’ye maruz kalan deney hayvanlarinda; dermal toksisite,
immiintoksisite, hepatotoksisite, karsinojenesite, teratojenisite, davranissal, endokrin ve
cesitli sayida biyokimyasal degisiklikler gibi doku ve tiire 6zel cesitli hastaliklar tespit
edilmigtir: [54.55]. Ayrica TCDD’ye maruz kalmanin sonucunda bu hastaliklara ek
olarak oksidatif stresin 6nemli rol oynadig1 belirlenmistir.

Oksidatif  stres  oksidan-antioksidan  dengesindeki  bozukluklar  olarak
tanimlanabilir. Yiiksek dozda TCDD’ye akut maruz kalan biitiin dokularda oksidatif
stres oldugu yapilan caligmalarla belirlenmistir. TCDD ile yapilan oksidatif strese
maruz kalan deney hayvanlarida serbest oksijen tiirleri, lipid peroksidasyonu ve DNA

hasarmin arttig1 goriilmiistiir. TCDD’nin yaptig1 oksidatif stres aril hidrokarbon
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reseptorii (AhR) kaynaklidir. Yakin tarihli bir calismada C57BL/6J disi farelerde 8 hafta
stiresince liger glin arayla 5 mg/kg TCDD uygulamasmin oksidatif strese yol agtigi
rapor edilmistir. Ayrica 0.45 ng TCDD/kg/giin uygulanan beyin dokularmda oksidatif
stresin varlig1 tayin edilmistir. Diisiik dozlarda uygulanan TCDD’nin oksidatif strese yol
acip agmadig1 noktasinda ise belirsizlik bulunmaktadir [56].

TCDD aracili serbest radikal iiretimi ile ilgili bir mekanizma da sitokrom P450
ile ilgili one siiriilmiistiir. CYP1Al ve CYP1A2’nin TCDD aracili oksidatif stresle
iligkili oldugu One siirtilmiistiir. Dioksin tarafindan CYP 1A1, CYP 1A2 ve CYP
1B1“in indiiksiyonu, serbest radikallerin olusumunu ve lipid peroksidasyonun artmasi
ile sonu¢lanmaktadir [57,58]. Ileri siiriilen bir diger mekanizma da TCDD kaynakli
sitokrom p-450 enzimleri yoluyla Gstrojenin metabolik aktivasyonudur. Normal enzim
fonksiyonu siiresince serbest oksijen tiirleri (ROT) iiretiminde sitokrom p-450*nin
iligkisi uzun zamandir bilinmektedir ve Ostrojenin de TCDD’nin neden oldugu bu

ROT’a katkida bulundugu belirtilmistir [58].

Transcription

Ligand Binding

«——

TCDD

Translatidn

Nucleus

Sekil 1.7. TCDD ve aril hidrokarbon reseptorii (AhR) mekanizmasi [58].

1.3. Antioksidan Savunma Sistemleri
Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari
onlemek i¢in viicutta bircok savunma mekanizmalar1 gelismistir. Bunlar “antioksidan
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savunma sistemleri” veya kisaca “antioksidanlar” olarak bilinirler. Antioksidanlar,
peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek ve/veya reaktif oksijen tiirlerini
toplayarak lipid peroksidasyonunu inhibe ederler. Antioksidanlar, dogal (endojen
kaynakli) ve eksojen kaynakli antioksidanlar olmak {izere baslica iki ana gruba
ayrilabildigi gibi serbest radikalin meydana gelisini Onleyenler ve mevcut olanlar1
etkisiz hale getirenler seklinde de ikiye ayrilabilirler. Ayrica enzim ve enzim
olmayanlar seklinde de smiflandirilirlar. Hiicrelerin hem sivi hem de membran
kisimlarinda bulunabilirler [59].

Antioksidanlar gesitli kriterlere gore gruplandirilabilirler [60]:
. Yapilarina gore
. Enzim karakterli antioksidanlar
. Enzim karakterli olmayan, kii¢iik molekiiller
. Kaynaklarina gore
. Organizmaya ait olanlar (endojen antioksidanlar)

. Disaridan alinanlar (eksojen antioksidanlar)

w o o N o o -

. Coziiniirliiklerine gore
. Suda ¢6ziinenler

. Lipidlerle ¢oziinenler

A~ o @&

. Yerlesimlerine gore

o

. Hiicre i¢inde bulunanlar

o

. Plazma ve diger ekstraseliiler sivilarda bulunanlar [45].
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Enzimatik Antioksidanlar Enzimatik olmayan
antioksidanlar

. —» Organosulfirr Bilesikleri
Mineraller o | Allium, Allil Siilfit, indoller
Cinko,Selenyum
|—» Karotenoidler

Vitaminler -~ Beta-karoten, Likopen, Lutein
Vitamin E,C,A,K

Dusuk molektl agirhklh -e—
antioksidanlar > Antioksidan Kofaktorler

Glutatyon,Urik Asit KoenzimQ,,

POLIFENOLLER -—— |

Fenolik Asitler
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Hidroksi-benzoik asit
Gallik Asit,Ellajik asit
protokatesik asit

—» Hidroksi-sinnamik asit
Ferulik,p-kumarik

Sekil 1.8. Antioksidanlarin siniflandirilmasi [61].

Antioksidanlar dort ayr1 sekilde etki ederler:

1. Toplayicr etki: Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya ¢ok daha

zayif yeni bir molekiile ¢evirme islemine toplayici etki denir.

2. Bastirie1 etki: Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak

aktivitelerini azaltan veya inaktif sekle doniistiiren olaya bastirict etki ad1 verilir.

3. Onanc etki: Lipid, protein ve DNA gibi yapilarda olugmakta olan biyolojik

molekiiler hasar1 rejenere ederler.
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4. Zincir kirier etki: Serbest oksijen radikallerini kendilerine baglayarak zincirlerini

kirip fonksiyonlarini engelleyici etkiye zincir kirict etki denir [62].

0, NO

CAT
GPx

HyO «—

HUCRE HASARI

Sekil 1.9. ROT (Reaktif Oksijen Tiirleri Olusumu) ve antioksidan savunma sistemi [42].

1.3.1. Protokateseik asit (PCA)

Bir ¢ok bitkinin dokusunda bulunan sekonder bilesikler olan fenolik bilesikler
bitkinin biiyiime, gelisme ve liremesi i¢in gerekli degillerse de antioksidan olmalar1
acisindan ¢ok 6nemLi rol oynarlar [63]. Fenolik bilesikler oksidatif stres altindaki doku
hasarmi dnleyerek ve/veya azaltarak kronik hastaliklarin olugsmasini dnlerler [64].
Fenolik bilesikler en az bir aromatik halkaya sahip bir ya da daha fazla hidroksil grubu
bulunduran yapilardir. Bu bilesikleri temelde flavonoidler ve flavonoid olmayan gruplar

olarak ikiye ayirabiliriz.
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Hidroksibenzoik asitler Hidroksisinnamik asitler

Sekil 1.10. Fenolik bilesikler [65].

Fenolik asitler benzen halkasina baglanmis bir karboksil grubu bulunduran
yapilardir.Fenolik asitler yapisal olarak iki gruba ayrilabilirler:

i. benzoik asit tiirevleri ( 6r: hidroksibenzoik asitler, Cs-C1)

ii. sinamik asit tiirevleri ( 6r: hidroksisinamik asitler, C¢-C3) [65].

Fenolik bilesiklerin temel bir siifim teskil eden fenolik asitler bitki aleminde
genis bir alana yayilir [70]. Baskin fenolik asitler hidroksibenzoik asitler ( gallik asit, p-
hidroksibenzoik asit, protokateseik asit, vanilik asit ve sirinjik asit) ve hidroksisinamik
asitlerdir ( ferulik asit, kafeik asit, p-kumarik asit, klorojenik asit ve sinapik asit). Dogal
fenolik asitler ya serbest formLarda ya da konjuge formLarda, genellikle esterler veya
amitler olarak goriiniir. Yapisal benzerlikleri nedeniyle kapsaisin, rosmarinik asit,
gingerol, gossypol, hidroksitirosol ellajik asit, sinarin ve salvanolik asit B gibi bilesikler
fenolik asit analoglar1 olarak kabul edilmektedir [66,67].

Fenolik asitler ve tiirevleri genis biyolojik aktiviteye sahip molekiillerdir ve
bazilar1 kanserin Onlenmesinde 6nemLi rol oynarlar. Fenolik asitlerin antioksidan
kapasitesi ve radikal siipiiriicii 6zelligi fenolik aside bagli olan hidroksil grubu ve
molekiildeki metoksi siibstitlientlerin sayis1 ve diziliglerine baghdir. Buna ek olarak

fenolik asitler baz1 enzimLeri uyararak, sinyal iletim yollarmi diizenleyerek, hiicre
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dongiisiinde rol alarak tiimor hiicrelerinin olusumunu engellemektedir. Ayrica bazi
fenolik asitler ve bunlarin analoglar1 anti bakteriyel, antifungal, antiviral, antimutajenik
ve anti-inflamatuar 6zellikler gosterirler [68, 69, 70].

Protokateseik asit dogal kaynaklardan elde edilen bir basit fenolik bilesiktir. Diger
basit fenolik asitler gibi protokateseik asit de bir ¢ok bitkide bulundugu i¢in insan
beslenmesinde 6nemlLi yer tutar. Kahverengi piring, sogan, erik, bektasi tiziimii ve diger
tiztimLer, findik, badem, zeytin yagi, beyaz sarap, anason, melisa, biberiye, kekik ,

Japon Ginkgo zengin PCA kaynaklaridir [71].

') OH

OH

Sekil 1.11. Protokateseik asit (3,4-dihidroksibenzoik asit)’in kimyasal yapis1 [71].

1.3.1.1. Protokateseik asidin antioksidan etkisi

Protokateseik asidin kemopreventif 6zelligi antioksidan &zelliklerinden
kaynaklanir. Niikleik asitler, yapisal proteinler ve enzimler, membran lipidleri gibi
makro molekiillere zarar veren reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve reaktif nitrojen tiirleri
(RNT) g¢evresel kimyasallara maruz kalma ile fizyolojik ve metabolik siireclerin
radyasyona maruz kalmasi sonucu ag¢iga ¢ikarlar. Bu durum mutasyona ve hiicredeki
sinyal iletim yollarmin bozulmasma ve dolayisiyla kanser gelisimine neden olabilir.
Yapilan caligmalar reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin her tiirlii kanserin baslangi¢ ve
ilerleme asamalarinda etkili oldugunu ortaya koymustur [72] .

SOR iiretimi ve in vitro seliiler sistemin kullanildig1 ¢aligmalar gdstermistir ki
PCA, yiksek reaktivite gosteren hidroksil radikali de dahil radikallerin
stiptiriiciiliigiinde etkili olmustur [73,74]. PCA ge¢is metal iyonlar1 olan Cu(II) ve Fe(II)
ile kompleks olusturarak veya ksantin oksidazin yaptig1 gibi radikal olusum yolundaki

enzim kataliz reaksiyonlarinin aktivitesini diisiirerek serbest radikallerin inhibisyonunu
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saglar. Serbest radikallerin notralizasyonu onlarin PCA’ daki hidroksil gruplariyla
reaksiyona girmesiyle gerceklesir. in vitro modellerde PCA’nin DNA hasarini ve lipid
peroksidasyonunu onledigini gostermistir [74,75].

Protokateseik asidin antioksidan etkisi ayrica oksidatif stres altindaki hiicre
kiiltiirlerinde in vitro ortamda gdzlenmistir [76]. PCA, sican makrofaj benzeri hiicreler
olan J774A.1. inhibisyonu yoluyla olusturulan diisiik dansiteli lipoprotein (LDL)
oksidasyonunu dnlemede tamamen basarili olmustur [77]. PCA indirgenmis glutatyon
iceriginin konsantrasyonunu engeller ve glutatyon rediiktaz (GR) ve glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) aktivitelerini geri kazandirir. PCA ayrica glutatyon peroksidaz,
glutatyon rediiktaz ve  y-glutamilsistein sentazin mRNA seviyelerinin kontrol
seviyelerine gelmesine yardimci olur [77].

0.02-0.1 mg/mL ve 50-100 mg/kg konsantrasyonlarindaki PCA tert-biitil
hidroperoksit’e (t-BHP) maruz kalan sican karacigerindeki ve sican hepatositlerin
primer kiltiirlerindeki oksidatif stresin Onlenmesinde basarili olmustur [78,79].
Bulgulara gore, PCA t-BHP nin sitotoksisitesini azaltmig ve glutatyon (GSH) seviyesini
yilikseltmistir. Ayrica PCA, niikleik asitlerin indiikledigi oksidatif hasar1 ve DNA
onarmm siireclerini, lipid peroksidasyonunu inhibe etmis ve mitokondrial membran
depolarizasyonunu 6nlemistir. Buna ek olarak PCA, hepatositlerin proteinlerinin tirozin
rezidiilerinin fosforilasyonunda azalmaya neden olmus ve hiicredeki hiicre doniistiirme
mekanizmalari lizerinde bir etki olusturmustur [78].

Protokateseik asit, CD-1 farelerin derilerinde lokal olarak uygulanan bir baska
indiikleyici olan TPA tarafindan olusturulan oksidatif stresi etkilemistir. 5-20mM
dozlarindaki PCA, TPA uygulamanin neden oldugu inflamasyonu azaltmis, hidrojen
peroksit iiretimini inhibe etmis ve derideki miyeloperoksidaz aktivitesini de azaltmistir
[70].

1.3.1.2. Protokateseik asidin karsinojen metabolizmasi iizerindeki etkisi

PCA’nin kemopreventif etkisi ayrica onun karsinojenlerin metabolizmasi
iizerindeki etkisiyle ilgilidir. Siire¢ Faz I ve Faz II olmak lzere iki grup enzim igerir.
Faz | biyotransformasyon enzimLeri esas olarak sitokrom P450 ve Kataliz
hidroksilasyon reaksiyonlarindan olusur. Bu doniisiim sirasinda metabolik aktivasyonlar
meydana gelebilir ve elde edilen bu metabolitler DNA ve katma bilesiklerle reaksiyona
girebilirler. Bunun aksine detoksifiye edilmis karsinojenler olan Faz Il enzimLeri
glukuronik asit, stlfliriik asit veya glutatyonun konjugasyonunu katalizlerler. Bu

yiikseligler bu bilesiklerin su igerisindeki ¢Oziiniirliigiinii arttirarak bosaltimi
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kolaylastirir. Ayrica bu raksiyonlar bazi karsinojenlerin aktivasyonuna da yol agabilir.
Bu grup GST, iridin 5’-difosfat (UDP)-glukuronoziltransferaz igerir ve nikotinamit
adenin diniikleotit fosfat (NAD(P)H): kinon (NQO1)’I azaltir [80]. Yapilan ¢aligmalar
PCA’nin hem faz I hem de faz II iizerinde etkili oldugunu gostermistir [76,81-83].

PCA, in vitro ¢aligmalarda fare hepatositlerinden mikrozomLarda sodyum
fenobarbital veya 5,6-benzofenon tarafindan indiiklenen sitokrom P450 enzimLeri olan
ozellikle CYP1A2 ve daha az oranda CYP1A1l ve CYP2B enzimLerinin Katalitik
aktivitelerini inhibe etmistir [81]. In vivo calismalarda da ratlarda faz 1 ve faz II
enzimLerinin aktiviteler1 tizerindeki etkisi 250 veya 500 mg/kg viicut agirhigi
dozlarindaki subkronik uygulamalarina gore ¢ok daha gii¢lii olmustur. PCA’ya maruz
kalan ratlarin karacigerlerindeki CYP1A2, CYP1Al ve CYP2B ile bobrek
homojenatlarindan alinan mikrozomLardaki sadece CYP2B aktiviteleri azalmstir.
CYPIALI tarafindan metabolik siiregte degisebilen bir aromatik amin olan o-toluidin
uygulamasindan bir saat 6nce verilen PCA, karacigerde CYP1Al ve CYP1A2 enzim
aktivitelerini ve bobrekte ise sadece CYP1A1 aktivitesini arttrmistir. PCA ayrica o-
toluidin uygulamasindan sonra azalmis olan GST aktivitesini de arttrmistir [94]. PCA
ayrica 3-methylcholanthrene tarafindan indiiklenen sigan bobreklerinde CYP2EL
izoenzim olusturucu aktivitesini azaltmistir. PCA uygulamasi hayvan karacigerlerindeki
GST, UDP-glukuronoziltransferaz ve NQO1 enzim detoksifikasyon aktivitelerini
azaltirken sitokrom P-450 aktivitesi lizerinde etkili olmamustir.

Bu sonuglar gostermektedir ki PCA sadece karsinojen metabolizmasindaki
enzimLerin aktivitelerini etkilemekle kalmayip ayni zamanda ara metabolitlerin
aktivitelerini notralize edip onlarin DNA’ya baglanmasmi da oOnlemektedir.PCA
tarafindan karsinojenlerin DNA’ya baglanmasmin engellenmesi muhtemelen DNA
mutasyonunu ve tiimor gelisimini dnlemektedir [82].

Yakin zamanlarda yapilan bir calismada PCA’nin DNA replikasyon siirecleri
tizerinde direkt bir etkiye sahip oldugu belirtilmistir. Stagos ve ark.[84] DNA
poliniikleotid zincirlerinin kirilmasi ve birlesmesinde gorevli topizomeraz I enziminin
potansiyel inhibit6rii oldugunu ortaya koymuslardir.

Protokateseik asidin kanser dnleyici 6zelligini aragtirmak amaciyla yapilan bazi
calisma verilerine gore ratlarin dil, mide, karaciger, ince bagirsak ve mesanelerinde
degisik kimyasallarca olusturulmus karsinojenlere karst baslangic ve gelisim
sathalarinda 500 ppm veya 1000 ppm dozlarinda verilen protokateseik asidin ardindan
500 ppm dozundaki PCA’nin bu dokulardaki karsinojenleri azaltmada yeterli oldugu
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gorilmiistiir [85, 86]. Buna ek olarak, 2000 ppm PCA’nin dil kanserine neden olan
etkenlere kars1 koruyucu etkisi kesfedilmistir [87]. Bundan dolay1 2000 ppm’den daha
diisiik dozlarda verilen PCA’nin dil kanserine neden olan etkenlerin tiim agamalarinda

etkili olabilecegi sdylenmistir.

1.4. Cahsmanin Amaci

Her gegen giin artan gevre kirliligi, bugiiniin ve gelecegin diinyasmni ciddi
sekilde tehdit etmekte, ekolojik tehlikelerle karsi karsiya birakmaktadir. Diinya
niifusunun hizla artmasi, paralel olarak artan enerji ihtiyaci, endiistrinin gelisimi ve
sehirlesmeyle ortaya ¢ikan hava kirliligi, insan saghgi ve diger canlilar iizerinde
olumsuz etkiler yaratmaktadir. Kanseri de igeren kronik hastaliklarin 6nlenmesi eski
ama OonemLi konulardan bir tanesidir. Diyet faktorlerinin kanser gelisimini etkiledigi
bilinmektedir. Digsal faktorlerin kullanimi ile endojen mekanizmalarin tetiklenerek
degisik cevresel faktorlere maruziyet sonucu olusan kanser gelisim riskinin azaltilmasi
kanserden korunmanin saglanmasiyla miimkiin olabilir. Bu digsal faktorlerden bazilari
besin maddeleri, ilaclar, asilar ve takviye besinlerdir. Alternatif tipta kullanilan
yenilebilir bitkiler ve diger bitkiler zengin kanser kemopreventif ajanlardir.

Calismamizda, deneysel dioksin zehirlenmelerinde model olarak kullanilan
TCDD"nin ratlarda karaciger ve bobrek dokularinda neden oldugu oksidatif stres
diizeyinin belirlenmesi ve bu hasarm fenolik asit yapili protokateseik asit ile
engellenebilirliginin arastirilmasi amaglanmistir. Bu nedenle TCDD, protokateseik asit
ve TCDD ile eszamanli protokateseik asit uygulanan ratlarin karaciger ve bobrek
dokularinda SOD, CAT ve GSH-Px antioksidan enzim aktiviteleri, GSH diizeyleri ve
lipid peroksidasyonun gostergesi olarak da MDA diizeyleri belirlenerek oksidan-
antioksidan sistemi ne yonde etkiledigi arastirilmistir.

Yapilan degerlendirmeler sonucu ¢alismamiz; ¢esitli oksidatif stres modellerinde
yararli oldugu gosterilen protokateseik asidin TCDD toksisitesine karsi karaciger ve

bobrek dokularinda tedavi amacl kullanilabilirligi konusunda bir fikir verecektir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Amonyum siilfat

Bakir-2-kloriir

Bakair siilfat penta hidrat
Disodyum hidrojen fosfat-2-hidrat
5,5%-ditiyobis-2-nitrobenzoik asit
Etanol

EDTA

Folin&ciocalteus-phenol Reaktifi
Glutatyon rediiktaz

Hidrojen peroksit (%35)
Hidroklorik asit (%37)
Indirgenmis glutatyon

Ksantin oksidaz

Kloroform

Nitroblu tetrazolyum kloriir
NADPH

Protokateseik asit

Sigir serum albumini

Sodyum azid

Sodyum hidroksit

Sodyum karbonat

Sodyum potasyum tartarat
Sodyum sitrat
2,3,7,8-Tetraklorodibenzo-p-dioksin
Trikloroasetik asit

Tiyobarbitiirik asit

Tris

Merck A596217

Fluka 61174

Sigma 12849

Carlo Erba 480137
AppliChem 69-78-3
Carlo Erba 64-17-5
Sigma E5134

Sigma F9252
Sigma-Aldrich 64251
Merck 1.08600

Merck 1.00314
Sigma-Aldrich G4251
Sigma X4376

Merck 2431

Sigma 014K5310
Applichem 8N00698
Sigma 08992

Acros Organics 268130100
Sigma-Aldrich 58032
Sigma-Aldrich 8295A
Sigma-Aldrich 13418
Fluka 60412

Sigma S1804

Accu standtard D404N
Sigma-Aldrich 27242
Merck L55063680 731
Merck TD641819



2.1.2. Kullanilan cihazlar

Hassas terazi Ohaus corp. Pine brook, NJ-USA
Homojenizator Bunsen-Overhead Stirren AGV-10
Sonifikator Vibra cell

Manyetik karistirici-1sitic Wisestir MSH-20D

pH metre Cyberscan-1000

Sogutmali santrifiij (Ependorf) Hettich Zentrifugen Mikro-22R
Sogutmali santrifiij (Vidali Tiip) Hettich Zentrifugen EBA-21
-80°C sogutucu Nuare

Spektrofotometre T80 UV/VIS

Spektrofotometre kiiveti (normal ve kuvartz)

Su banyosu Memmert

Vorteks Velp Scientifica 10.0176
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2.1.3. Deney hayvanlan

Bu calismada indnii Universitesi Deneysel Arastirmalar Birimi’nden temin
edilen 3-4 aylik, 280-310 g. agirliginda 28 adet Wistar-albino cinsi erkek rat kullanildi.
Ratlar standart sartlarda (sabit 1s1 ve havalandirmali odalarda; 12 saat giin 15181 ve 12
saat karanlik olmak iizere) 7’serli 4 esit gruplar halinde 6zel kafeslerde bekletildi.
Ratlara taze su ve yem ad libitum olarak verildi.

Deney hayvanlarinin se¢imi ve yapilan uygulamalar sirasinda Inonii Universitesi
Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu onay1 alinarak (2011/A-15); calisma standart deneysel
hayvan caligmalari etik kurallarina uygun olarak yapildi.

2.1.3.1. Deney gruplan

Her grupta 7 hayvan olacak sekilde ratlar 4 gruba ayrilds;

Kontrol Grubu; 45 giin siireyle hayvanlara giinliik olarak 0,5 mL musir yagi
gavajla uyguland.

TCDD Grubu; 45 giin siireyle hayvanlara giinliik olarak musir yagi igerisinde
TCDD 2 pg/kg/hafta dozunda gavajla uygulanda.

Protokateseik asit (PCA) Grubu; 45 giin siireyle hayvanlara giinliik olarak
musir yagi i¢erisinde Protokateseik asit 100 mg/kg dozunda gavajla uygulandi

Protokateseik asit + TCDD Grubu; 45 giin slireyle hayvanlara giinliik olarak
musir yagi igerisinde Protokateseik asit 100 mg/kg/glin ve TCDD 2 pg/kg/hafta dozunda
gavajla uygulanda.

2.1.4. Orneklerin ahmmasi ve hazirlanmasi

45 giin sonunda ratlar sakrifiye edilerek doku oOrnekleri (karaciger ve
bobrek)alindi ve SOD, CAT, GSH-Px enzim aktiviteleri, protein, GSH ve MDA
diizeylerinin dl¢iimleri yapilincaya kadar -80 °C’de muhafaza edildi.

2.1.4.1. Homojenatlarin hazirlanmasi

Derin dondurucudan alinan dokular yaklasik 1g olacak sekilde tartilarak cam
tiiplere konuldu. Uzerine 1/10 (g/h) oraninda diliisyon olacak sekilde Tris-HCI tamponu
(pH=7,4) ilave edildikten sonra sogukluklari muhafaza edilerek cam-teflon
homojenizatorde 16.000 devir/dakika hizda 3 dakika homojenize edildi. Hazirlanan bu
homojenatlarda doku MDA tayini yapildi. Geri kalan homojenatlar +4°C’de 45 dakika
stireyle 3500 rpm’de santriflij edilerek siipernatant elde edildi. Bu siipernatantlarda

GSH-Px, GSH ve CAT enzim aktiviteleri Olgiildii. Geri kalan siipernatant kismina
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kloroform/etanol (3/5, h/h) karigimindan olusan ayirag 1/1 (h/h) oraninda ilave edildi.
Daha sonra +4°C’de 45 dakika 3500 rpm’de santrifiij edildi. Ustte kalan

kloroform/etanol fazinda SOD enzim aktivitesi ve protein dl¢ciimLeri yapildi.

2.2. Yontemler

2.2.1. Protein miktarinin tayini

Homojenat ve siipernatantlardaki protein miktarlar1 Lowry [88] metoduna gore
tayin edildi.

Prensip: Alkali bakir ayracindaki Cu*? peptid baglar1 ile kompleks
yapmaktadir. Her 7 veya 8 aminoasit artigi 1 atom bakir baglamaktadir. Folin-Fenol
ayrraci, bakir ile muamele edilmis karigima ilave edildiginde mor-mavi bir renk
sekillenir. Olusan bu renk 700 nm’de okunur.

Kullanilan ¢ozeltiler:

Cozelti A: [% 2 Na2CO3 (0,1 N NaOH i¢inde)]

Cozelti B1: (% 1 CuSO4.5H20)

Cozelti B2: (% 2 Na-K-tartarat)

Cozelti C: 50 hacim ¢6zelti A, 1 hacim 1/1 oranindaki ¢6zelti B1 ve B2 karigimi
ile karistirildi.

Folin-ciocalteu ¢6zeltisi: Kullanilmadan 6nce 1/1.5 oraninda distile saf su ile

seyreltildi.

Hesaplama: 700 nm’de okunan 6rnek absorbanslari (OD), standart degerleri
kullanilarak asagidaki formiil yardimiyla degerlendirildi:

y =0,0857x + 0,0719 (R?=0,9894)

2.2.2. Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi ol¢iimii

Stiperoksit dismutaz, oksidatif enerji liretimi sirasinda olusan toksik siiperoksit
radikallerinin (O27) hidrojen peroksit (H20;) ve molekiiler oksijene dismutasyonunu
hizlandirir. Dokulardaki SOD enzim aktiviteleri Sun [89] metoduna gore tayin edildi.

Prensip: Bu yontemde SOD aktivitesi, ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile
iiretilen siiperoksitin nitroblue tetrazoliumu (NBT) indirgenmesi esasina dayanmaktadir.
Olusan siiperoksit radikallerinin NBT’yi indirgemesi ile olusan renkli formazon
spektrofotometrik olarak Olgiiliir. Bu kompleks 560 nm’de maksimum absorbans verir.

Enzimin olmadigi ortamlarda indirgenme meydana gelerek mavi-mor renk
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olugsmaktadir. Ortamda SOD bulundugunda ise indirgenme olmayip mavi-mor renk
olusmaz ve enzim aktivitesine bagl olarak daha acik bir renk olusur.
20,” +2H" SOD § H:02 + 0

Kullanilan ¢ozeltiler:

Ksantin ¢ozeltisi (0,3 mM)

EDTA (0,6 mM)

NBT (150 pg/l)

Na2CO3 (400 mM)

BSA (1 g/l)

Reaktif ¢ozeltisi: 2/1/1 oraninda ksantin ¢ozeltisi, EDTA ¢dozeltisi ile NBT
¢oOzeltisi ve 2/1 oraninda Na,COj3 ¢Ozeltisi ile BSA ¢ozeltisi alind1 ve karistirildi.

Ksantin oksidaz: 48 ul alindi, 3 mL (NH4)2SO;4 de ¢6ziildii.

2M (NH4)2SO4

CuCl,.2H,0 (0,8 mM)

Hesaplama: 560 nm’de okunan 6rnek absorbanslari (OD), standart degerleri

kullanilarak asagidaki formiil yardimiyla degerlendirildi:
Enzimin % inhibisyonu = [Absorbans Kor (K) — AbsorbansOrnek (O)] /K x 100

Bir SOD f{initesi; NBT rediiksiyonunu % 50 oraninda inhibe eden enzim
aktivitesidir. Sonuglar U/mg protein olarak ifade edildi.

2.2.3. Katalaz (CAT) enzim aktivitesinin ol¢limii

Katalaz, katalitik aktivitesiyle H,O,’yi dekompoze ederek su ve oksijene
doniistiirmektedir. Dokulardaki CAT enzim aktiviteleri Aebi [90] metoduna gore tayin
edildi.

Prensip: Hidrojen peroksit, 240 nm dalga boyunda maksimum absorbans
gostermektedir. Deney ortamma ilave edilen H;O;’nin CAT enzimi tarafindan
parcalanmasi, ultraviyole spektrumda bir absorbans azalmasi olarak takip edilir.
Absorbansta goriilen bu azalma enzim aktivitesi ile dogru orantilidir.

H20; + H,0, _CAT  2H;0+O;
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Kullanilan cozeltiler:
Fosfat tamponu (50 mM)
H202 (30 mI\/I)

Hesaplama: 240 nm’de okunan 6rnek absorbanslari (OD), standart degerleri

kullanilarak asagidaki formiil yardimiyla degerlendirildi:

2.31logOD1/0D2
30sn

k/sec=kxsec-1=

. kxsec-1
k/mg protein=———
mg protein

Dokular i¢in sonuglar k/mg protein olarak hesaplandi.

2.2.4. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivite ol¢iimii

GSH-Px, Rediikte glutatyonu kullanarak H;O;’nin  suya doniisiimiini
katalizleyen bir enzimdir. GSH-Px aktivitesi Paglia de Valentine [91] metoduna gore
yapildi.

Prensip: GSH-Px, H;0, varhginda rediikte glutatyonun (GSH) okside
glutatyona (GSSG) donilismesini katalize eder. H,O, nin bulundugu ortamda GSH-Px’in
olusturdugu GSSG, glutatyon rediiktaz ve NADPH yardimiyla tekrar GSH’a
doniistiiriilir. GSH-Px aktivitesi, deney ortammdaki NADPH’m NADP"’ya cevrilmesi
ile optik dansitede meydana gelen absorbans farkinin 340 nm“de spektrofotometrik

olarak Ol¢iilmesi ile hesaplanir.

H,0; + 2GSH GSH-PXE GSSG + 2H,0

ROOH + 2GSH _GSH-PXx 5GSSG + ROH + H20

Kullanilan c¢ozeltiler:

EDTA’l1 Fosfat Tamponu (pH=7)

Rediikte Glutatyon (GSH)

NADPH: 0,01M NADPH alindi, EDTA’l Fosfat tamponunda ¢oziildii.

Sodyum Azid (NaN3): 0.01M sodyum azid alindi, EDTA’l1 Fosfat tamponunda

¢oziildii.
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GSH Rediiktaz: 2/3 oraninda, 3,2M (NH4)»,SO,’de ¢6zildii.
Hidrojen Peroksit (H20,): 3/1000 oraninda EDTA’li Fosfat tamponunda
¢ozildi.

Amonyum Siilfat [(NH4)2SO4]: 3.2M alinds, distile su ile ¢oziildii.

Hesaplama: 340 nm’de okunan 6rnek absorbanslari (OD), standart degerleri
kullanilarak asagidaki formiil yardimiyla degerlendirildi:

AA/txVtx10°
ExVsxt

U/L( mikromol/min /L=
E: NADP’nin ekstinksiyon sabiti (6.22 x 10%)
V1: Total reaksiyon hacmi (mL)
Vs: Total hacim i¢indeki numune hacmi (mL)
t: Kiivet ¢ap1 (1 cm)
AA/t: Dakikadaki absorbans degisimi

10° : Molii mikromole cevirim faktori

AA/tx3x10°  AA/5dkx3x10°
6.22x103x0.02x1  124.44

U/L=

Elde edilen Unite degeri proteine boliinerek spesifik aktivitesi elde edildi.

U/L
protein( mg/dl)

U/mg protein=
2.2.5. Rediikte glutatyon (GSH) diizeylerinin ol¢iimii

Doku GSH diizeylerinin tayini spektrofotometrik olarak Sedlak and Lindsay [92]
metoduna gore yapildi.

Prensip: Dokularin biitiin protein olmayan siilfidril gruplari GSH seklinde
bulunur. 5,5’-ditiyo-bis[2-nitrobenzoik asit] (DTNB), siilfidril bilesikleri tarafindan
rediikte edilerek bir disiilfit bilesigi olan sar1 renkli kompleks olusturur. Bu sar1 renkli
bilesigin optik dansitesi 412 nm dalga boyunda Sl¢iilerek GSH aktivitesi saptanir.

Kullanilan cozeltiler:

Triklorasetik Asit (TCA): % 10’luk TCA kullanild1.

5,5’-ditiyo-bis[2-nitrobenzoik asit] (DTNB)

Tris-EDTA Tamponu (pH= 8.9)
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Hesaplama: 412 nm’de okunan 6rnek absorbanslari (OD), standart degerleri

kullanilarak asagidaki formiil yardimiyla degerlendirildi:
Bl Dl
D2

D1 =1 cm’lik kiivette, dar bir aralig1 olan spektrofotometredeki okuma degeri.
D2 = Ayni 6rnegin kalibrasyonu dnceden yapilmis bir sistemdeki okuma degeri.
Glutatyon derisimi:

(OD2-OD1)xE1x10
protein( mg/dl)

2.2.6. Malondialdehit (MDA) diizeylerinin 6l¢iimii

C(umol /mg protein)=

Doku MDA diizeylerinin tayini spektrofotometrik olarak Yagi [93] metoduna
gore yapildi.

Prensip: Doku MDA tayini; aerobik sartlar altinda ve pH 3.5’te, doku
homojenatmin kaynar su banyosunda 60 dakika inkubasyonu sonucu, lipid
peroksidasyonunun sekonder iiriinii olan MDA’nin TBA ile olusturdugu pembe renkli
kompleksin 532 nm’de spektrofotometrik olarak dl¢limii esasina dayanir.

Kullanilan cozeltiler:

Triklorasetik Asit (TCA): % 10’luk TCA kullanild1.

Tribarbiitirik Asit (TBA): % 0,675’1ik TBA kullanildi.

Hesaplama: 532 nm’de okunan 6rnek absorbanslari (OD), standart degerleri

kullanilarak asagidaki formiil yardimiyla degerlendirildi:

ornek O.DxStd.konsantrasyonu

MDA( nmol/g doku)= SdOD

2.2.7. Istatistiksel analizler

[statistiksel degerlendirmeler, SPSS 10.0 programi ile One-Way ANOVA testi
kullanilarak belirlendi. Parametreler arasindaki korelasyonun saptanmasinda Pearson’s
korelasyon analizinden yararlanildi. Sonuclar ortalama + standart sapma olarak ifade

edildi ve p <0.001 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Biyokimyasal Parametreler
3.1.1. Dokulardaki SOD aktiviteleri

3.1.1.1. Karaciger dokusu SOD aktivitesi

Karaciger dokusu SOD aktivitesi TCDD verilen grupta (21.9+0.89 IU/mg
protein); kontrol grubu (35.6+0.90 IU/mg protein) ve PCA grubuna (33.7£1.211U/mg
protein) gore istatistiksel olarak anlamli (P<0.001) bir sekilde diisiik bulundu. Sadece
PCA wverilen grup (33.7£1.211U/mg protein) ile kontrol grubu (35.6+0.90 1U/mg
protein) arasinda sayisal bir fark olmasina karsin istatistiksel olarak anlamli (P>0.001)
bir fark gézlenmedi. TCDD ile PCA’nin birlikte verildigi grup (23.6+1.50 1U/mg
protein) ile sadece TCDD’ nin verildigi grup ( 21.9+0.89 IU/mg protein ) arasinda da
istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi (P>0.001).

Gruplara ait SOD aktiviteleri sekil 3.1.’de verilmistir.

40 -
35 A
30 A
£ b
o
§ 25 4 1
Q.
téo 20 - E Grup 1 (Kontrol)
S Grup 2 (TCDD)
a 15 -
Q 3 Grup 3 (PCA)
10 - [ Grup 4 (TCDD+PCA)
5 .
0 s
Grup1 Grup 2 (TCDD)  Grup 3 (PCA) Grup 4
(Kontrol) (TCDD+PCA)

Gruplar

Sekil 3.1. Karaciger dokusu SOD aktiviteleri

a, b ve c harfleri farkli gruplar arasindaki anlamli (P<0.001) degisiklikleri
gostermektedir.

P<0.001 Grup 2 ile Grup 1 karsilastirildiginda

P>0.001 Grup 3 ile Grup 1 ve Grup 4 ile Grup 2 karsilastirildiginda
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3.1.1.2. Bobrek dokusu SOD aktivitesi

Bobrek dokusu SOD aktivitesi TCDD grubunda (19.6+1.65 1U/mg protein);
kontrol grubu ve (31.4+1.31 [U/mg protein) PCA grubu (28.3£1.50 IU/mg protein) gore
istatistiksel olarak anlamli (P<0.001) bir sekilde disiik bulunurken; PCA grubu
(28.3£1.50 IU/mg protein) ve kontrol grubu (31.4+1.31 IU/mg protein) arasinda
istatistiksel olarak anlamli (P>0.001) bir fark gézlenmedi. SOD aktivitesi PCA+TCDD
grubunda (25.8+1.93 IU/mg protein); kontrol grubuna (31.44+1.31 IU/mg protein) gore
istatistiksel olarak anlamli (P<0.001) bir sekilde diisiik bulundu.

Gruplara ait SOD aktiviteleri sekil 3.2.’de verilmistir.

35 -
30 -
c
T
25 4
(=4
3
2 20 -
l'éo & Grup 1 (Kontrol)
S 15 - 0 Grup 2 (TCDD)
o
8 ElGrup 3 (PCA)
10 1 01 Grup 4 (TCDD+PCA)
5 .
0
Grup 1 Grup 2 (TCDD) Grup 3 (PCA) Grup 4
(Kontrol) (TCDD+PCA)

Gruplar

Sekil 3.2. Bobrek dokusu SOD aktiviteleri

a, b ve c¢ harfleri farkli gruplar arasindaki anlamli (P<0.001) degisiklikleri
gostermektedir.

P<0.001 Grup 2 ile Grup 1 ve Grup 4 ile Grup 1 karsilastirildiginda.

P>0.001 Grup 3 ile Grup 1 karsilastirildiginda.
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3.1.2. Dokulardaki CAT aktiviteleri

3.1.2.1. Karaciger dokusu CAT aktivitesi

Karaciger dokusu CAT aktivitesi TCDD grubunda (0.82+0.02 k/mg protein);
kontrol grubu ve (1.15+£0.04 k/mg protein) PCA grubuna (1.16+0.03 k/mg protein) gore
istatistiksel olarak anlamli (P<0.001) bir sekilde diisiik bulunurken, PCA grubu
(1.16+0.03 k/mg protein) ve kontrol grubu (1.15+0.04 k/mg protein) arasinda
istatistiksel olarak anlamli (P>0.001) bir fark gozlenmedi. CAT aktivitesi PCA ve
TCDD’nin birlikte verildigi grup (0.95+0.01 k/mg protein) ile TCDD grubu (0.82+0.02
k/mg protein) arasinda da istatistiksel olarak anlamli (P>0.001) bir fark gozlenmedi.

Gruplara ait CAT aktiviteleri sekil 3.3.’de verilmistir.

1,4 -
a a
1,2 -
1 ab
b
£
3 0,8 - & grup 1(kontrol)
e \
Qo O grup 2(TCDD
£ 06 - \ grup 2(TCDD)
f—‘ \ £ grup 3(PCA)
<
O 04 - § Cgrup 4(TCDD+PCA)
0 §
grup 1(kontrol)  grup 2(TCDD) grup 3(PCA) grup
4(TCDD+PCA)

Sekil 3.3. Karaciger dokusu CAT aktiviteleri.

a, b ve c harfleri farkli gruplar arasindaki anlamli (P<0.001) degisiklikleri
gostermektedir.

P<0.001; Grup 2 ile Grup 1 karsilastirildiginda.

P>0.001; Grup 3 ile Grup 1 ve Grup 4 ile Grup 2 karsilastirildiginda.
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3.1.2.2. Bobrek dokusu CAT aktivitesi

Bobrek dokusu CAT aktivitesi TCDD verilen grup (0.63+0.021 k/mg protein);
kontrol grubu ve (1.01+0.023 k/mg protein) PCA grubuna (0.94+0.021 k/mg protein)
gore istatistiksel olarak anlamli (P<0.001) bir sekilde diisiikk bulundu. CAT aktivitesi
PCA grubu (0.944+0.021 k/mg protein) ile kontrol grubu (1.01+£0.023 k/mg protein) ve
PCA+TCDD grubu (0.78+0.022 k/mg protein) ile TCDD grubu (0.63+0.021 k/mg
protein) arasinda istatistiksel olarak anlamli (P>0.001) bir fark gdzlenmedi.

Gruplara ait CAT aktiviteleri sekil 3.4.’de verilmistir.
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grup 1(kontrol) grup 2(TCDD) grup 3(PCA) grup
4(TCDD+PCA)

Sekil 3.4. Bobrek dokusu CAT aktiviteleri.

a, b ve c harfleri farkli gruplar arasindaki anlamli (P<0.001) degisiklikleri
gostermektedir.

P<0.001; Grup 2 ile Grup 1 karsilastirildiginda.

P>0.001; Grup 3 ile Grup 1 ve Grup 4 ile Grup 2 karsilastirildiginda.
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3.1.3. Dokulardaki GSH-Px aktiviteleri

3.1.3.1. Karaciger dokusu GSH-Px aktivitesi

Karaciger dokusu GSH-Px aktivitesi TCDD verdigimiz grupta (183.3+£12.1
IU/mg protein); kontrol grubu ve (298.7+8.16° 1U/mg protein) PCA grubuna
(286.2+9.5% IU/mg protein) gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik bulundu
(P<0.001). GSH-Px aktivitesi PCA grubu (286.2+9.5% 1U/mg protein) ile kontrol grubu
(298.7+8.16% 1U/mg protein) ve PCA+TCDD grubu (233.9+7.3% 1U/mg protein) ile
TCDD grubu (183.3ﬂ:12.1b IU/mg protein) arasinda istatistiksel olarak anlamli
(P>0.001) bir fark olmadig tespit edildi.

Gruplara ait GSH-Px aktiviteleri sekil 3.5.’de verilmistir
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G 100 - Cgrup 4(TCDD+PCA)
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O T T e T 1
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4(TCDD+PCA)

Sekil 3.5. Karaciger dokusu GSH-Px aktiviteleri.

a ve b harfleri farkli gruplar arasindaki anlamli (P<0.001) degisiklikleri

gostermektedir.
P<0.001; Grup 2 ile Grup 1 karsilastirildiginda
P>0.001; Grup 3 ile Grup 1 ve Grup 4 ile Grup 2 karsilastirildiginda.
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3.1.3.2. Bobrek dokusu GSH-Px aktivitesi.

Bobrek dokusu GSH-Px aktivitesi TCDD grubunda (241.4+9.8 1U/mg protein);
kontrol grubu ve (397.1+11.2 1U/mg protein) PCA grubuna (365.8+14.9 1U/mg protein)
gore istatistiksel olarak anlamli (P<0.001) bir sekilde diisiik bulunurken GSH-Px
aktivitesi PCA grubu (365.8+14.9 1U/mg protein) ile kontrol grubu (397.1+11.2 1U/mg
protein) arasinda istatistiksel olarak anlamli (P>0.001) bir fark gdézlenmedi. GSH-Px
aktivitesi PCA+TCDD grubunda (320.9+15.2 1U/mg protein); TCDD grubuna
(241.4+9.8 TU/mg protein) gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek bulundu
(P<0.001).

Gruplara ait GSH-Px aktiviteleri sekil 3.6.’da verilmistir.
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Gruplar

Sekil 3.6. Bobrek dokusu GSH-Px aktiviteleri.
a, b ve c harfleri farkli gruplar arasindaki anlamli (P<0.001) degisiklikleri
gostermektedir.

P<0.001; Grup 2 ile Grup 1 ve Grup 4 ile Grup 2 karsilastirildiginda.
P>0.001; Grup 3 ile Grup 1 karsilastirildiginda.
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3.1.4. Dokulardaki GSH diizeyleri

3.1.4.1. Karaciger dokusu GSH diizeyleri

Karaciger dokusu GSH diizeyleri TCDD grubunda (16.4+1.04 nmol/mL);
kontrol grubu ve (26.8+0.89%° nmol/mL) PCA grubuna (24.1+1.11 nmol/mL) gore
istatistiksel olarak anlamli (P<0.001) bir sekilde diisilk bulundu. GSH diizeyleri PCA
grubu (24.1£1.11 nmol/mL) ve kontrol grubu (26.8+0.89° nmol/mL) arasinda
istatistiksel olarak anlamli (P>0.001) bir degisme goriilmezken, GSH diizeyleri
PCA+TCDD grubu (22.6+1.18 nmol/mL) TCDD verdigimiz gruba (16.4+1.04
nmol/mL) gore istatistiksel olarak anlamli (P<0.001) bir sekilde yiiksek oldugu tespit
edildi.

Gruplara ait GSH diizeyleri sekil 3.7.’de verilmistir.
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Gruplar

Sekil 3.7. Karaciger dokusu GSH diizeyleri.

a ve b harfleri farkli gruplar arasindaki anlamli (P<0.001) degisiklikleri
gostermektedir.

P<0.001; Grup 2 ile Grup 1 ve Grup 4 ile Grup 2 karsilastirildiginda.

P>0.001; Grup 3 ile Grup 1 karsilastirildiginda.
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3.1.4.2. Bobrek dokusu GSH diizeyleri

Bobrek dokusu GSH diizeyleri TCDD grubunda (14.2+1.15 nmol/mL); Kontrol
grubu (21.2+0.89 nmol/mL) ve PCA grubuna (22.6+0.92* nmol/mL) gére istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde diisiik bulunurken (P<0.001), PCA grubu (22.6+0.92
nmol/mL) ile kontrol grubu (21.2+0.89 nmol/mL) arasinda istatistiksel olarak anlaml
(P>0.001) bir degisme goriilmedi. TCDD ile es zamanli verilen PCA grubunda
(18.7+1.28 nmol/mL) ise TCDD grubuna (14.2+1.15 nmol/mL) gore istatistiksel olarak
anlaml bir sekilde yiiksek bulundu (P<0.001).

Gruplara ait GSH diizeyleri sekil 3.8.’de verilmistir.
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Gruplar

Sekil 3.8. Bobrek dokusu GSH diizeyleri.

a, b ve c harfleri farkli gruplar arasindaki anlamli (P<0.001) degisiklikleri

gostermektedir.
P<0.001; Grup 2 ile Grup 1 ve Grup 4 ile Grup 2 karsilastirildiginda
P>0.001; Grup 3 ile Grup 1 karsilastirildiginda.
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3.1.5. Dokulardaki MDA diizeyleri

3.1.5.1. Karaciger dokusu MDA diizeyleri

Karaciger dokusu MDA diizeyleri TCDD grubunda (8.24+0.75 nmol/g doku);
diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli (P<0.001) bir sekilde yiiksek bulunurken,
PCA grubu (4.98+0.48 nmol/g doku) ve kontrol grubu (5.18+0.87 nmol/g doku)
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisme goriilmedi (P>0.001). MDA diizeyleri
PCA+TCDD grubunda (6.28+0.65 nmol/g doku) ise TCDD grubuna (8.24+0.75 nmol/g
doku) gore istatistiksel olarak anlamli (P<0.001) bir sekilde diisiik bulundu.

Gruplara ait MDA diizeyleri sekil 3.9.’da verilmistir.
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Gruplar

Sekil 3.9. Karaciger dokusu MDA diizeyleri.

a, b ve c harfleri farkli gruplar arasindaki anlamli (P<0.001) degisiklikleri
gostermektedir.

P<0.001; Grup 2 ve Grup 1, Grup 4 ile Grup 2 karsilastirildiginda.

P>0.001; Grup 3 ile Grup 1 karsilastirildiginda.
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3.1.5.2. Bobrek dokusu MDA diizeyleri

Bobrek dokusu MDA diizeyleri TCDD verilen grupta (19.440.35 nmol/g doku);
diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli (P<0.001) bir sekilde yiiksek bulundu.
MDA diizeyleri PCA grubu (11.1£0.83% nmol/g doku) ve kontrol grubu (10.1+0.51°
nmol/g doku) arasinda istatistiksel olarak anlamli (P>0.001) bir degigsme goriilmezken,
PCA+TCDD grubunda (14.9+1.23° nmol/g doku) TCDD grubuna (19.4+0.35° nmol/g
doku) gore istatistiksel olarak anlamli (P<0.001) bir sekilde diisiik bulundu.

Gruplara ait MDA diizeyleri sekil 3.10.’da verilmistir.
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Sekil 3.10. Bobrek dokusu MDA diizeyleri.

a, b ve c¢ harfleri farkli gruplar arasindaki anlamli (P<0.001) degisiklikleri

gostermektedir.
P<0.001; Grup 2 ve Grup 1, Grup 4 ile Grup 2 karsilastirildiginda.
P>0.001; Grup 3 ile Grup 1 karsilastirildiginda.
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4. TARTISMA ve SONUC

Son yillarda, endiistrinin gelismesi ile birlikte ¢cevreye yayilan dioksin ve benzeri
bilesik diizeylerinde ¢ok dnemli artiglarin gergeklesebilecegi ve bu artislara bagl olarak
basta kanser olmak iizere insan sagligi agisindan ciddi saglik riskleri olusabilecegi
distiiniilmektedir [94].

Gegtigimiz yillarda yapilan ¢aligmalar TCDD’nin 6nemli bir oksidatif ajan
oldugunu ve c¢esitli dokular iizerinde oksidatif hasara neden oldugunu gostermistir. Biz
de calisjmamizda TCDD’nin rat karaciger ve bobrek dokularinda oksidatif stresi
olusturdugu ve antioksidan enzimlerin aktivitelerini diistirerek lipid peroksidasyonunu
arttirdigint - goérdiikk. Diger yandan TCDD’nin yapmis oldugu oksidatif stresi
onleyecegini diisiinerek PCA’nin ise TCDD verdigimiz gruba gore antioksidan enzim
aktivitelerini arttirdigini gozlemledik.

Yiiksek reaktivite gosteren hidroksil radikallerinden daha az reaktif olan oksijen
ve nitrojen tiirlerine kadar oksidanlar biyolojik sistemlerde 6nemli rol oynarlar. Cesitli
oksidanlar benzer cesitli antioksidanlarla (enzimler ve daha diisiik molekiil agirlikli
antioksidanlardan olusan antioksidan ag1) eslesmistir [95].

Oksijenin hidrojen perokside dismutasyonunu SOD, hidrojen peroksidin
dismutasyonunu ise katalaz katalizlemektedir. GPx ise hidrojen peroksit ve lipid
peroksitlerini  indirgemektedir. Yiikseltgenmis glutatyonun (GSSG), indirgenmis
glutatyona (GSH) doniisimiinii saglayan GR, endirekt yolla antioksidan etki
gostermektedir [96].

Calismamizda, karaciger ve bobrek dokusu TCDD grubundaki SOD, CAT ve
GSH-Px antioksidan enzim aktivitelerini kontrol grubu ile karsilagtirdigimizda SOD,
CAT ve GSH -Px aktivitelerinin TCDD ile anlamli sekilde azaldigmi (P<0.001)
gozlemledik.

Tiirkez ve arkadaslar1 kalic1 bir ¢evre kirleticisi olan 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-
p-dioksin (TCDD)’nin rat karacigeri iizerindeki oksidatif hasara karsi astaxanthinin
koruyucu etkisini arastirdiklar1 ¢calismada; TCDD ile uyarilan ratlarin karacigerlerinde
SOD, CAT, GSH-Px enzim aktivitelerinde ve GSH diizeyinde 6nemli sekilde diisiis
goriilmiistiir [97].

Antioksidan enzim aktivitelerinin 6lgtildigi diger bir ¢alismada; TCDD ile
uyarilan ratlarda reaktif oksijen tiirleri, lipid peroksidasyonu ve DNA hasarinda artis
kaydedilmistir. TCDD ile uyarilmis rat karacigerinde SOD, CAT, GSH-Px enzimleri ve

GSH diizeylerinde 6nemli derecede diislis goriilmiistiir [98].
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Cift¢i ve arkadaslari, kalic1 bir gevre kirleticisi olan 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-
p-dioksin (TCDD)’nin, curcumin, B-(myrcene) ve 1,8 (sineol) antioksidan savunma
sistemi iizerinde etkinligini enzim diizeyinde incelemislerdir. TCDD uygulamasiyla
karaciger SOD, CAT, GSH-Px enzim aktiviteleri ve GSH diizeylerinde énemli diizeyde
azalma gozlenmistir [99].

Hasooun ve arkadaslarmin ratlarin beyinlerinin degisik bdlgelerinde yaptigi
oksidatif hasara karsi ellajik asit (EA) ve vitamin E siiksinatinin (VES) koruyucu
etkilerini arastirmuslardir.  Calismalarmin  sonuglarma gore; kontrol grubuyla
karsilastirildiginda VES uygulamasiyla ratlarin beyinlerinin biitiin bdlgelerinde SOD ve
CAT aktivitelerinde anlaml artiglar goriiliitken, EA uygulamasiyla bu enzimlerde
anlamli degisiklikler goriilmemistir. Kontrol grubuyla karsilastirildigimnda TCDD
uygulanan ratlarin beyinlerinin bazi bolgelerinde SOD ve CAT aktivitelerinde anlaml
disiisler goriilmiistiir [100].

Bir bagka calismada Aly ve arkadaglari rat Sertoli hiicreleri lizerinde yaptiklari
calisma sonucunda TCDD uygulanan grupta kontrol grubuna gére SOD, CAT, GSH-Px
enzim aktivitelerinde ve GSH seviyelerinde anlamli diistisler oldugu gozlenmistir [101].

TCDD ile uyarilan ratlarda olusturulan nefrotoksisiteye kars1 Quercetin (Q) ve
chrysin (CH) in 1iyilestirici 6zelliginin arastirildigi bir ¢alismanin sonuglarma gore
TCDD uygulamasi rat bobrek dokularinda kontrol grubuna gére SOD, CAT, GSH-PX
ve GSH seviyelerini diistirmiistiir [102].

L-glutaminin rat karacigeri lizerindeki diizenleyici etkilerinin arastirildig1 baska
bir ¢alismada TCDD ile uyarilan grupta SOD, CAT, GSH-Px enzim aktivitelerinde
kontrol grubuna gore anlamli diisiisler oldugu tespit edilmistir [103].

Kuvvetli bir antioksidan olan protokateseik asidin 6zellikle hidroksil radikali
basta olmak {tizere ¢esitli serbest radikallere karsi antioksidan rol oynadigi, yiiksek
reaktivite gosteren radikallerin siipiiriictiliiglinde etkili oldugu bilinmektedir [104].

Cesitli sinamik ve benzoik asitlerin peroksil radikalleri siipiirmedeki
ozelliklerinin incelendigi bir ¢aligmada, metil linoleat oksidasyonunu 6nlemede ve
peroksil radikallerini siipiirmede protokateseik asidin p-hidroksibenzoik asit ve vanilik
asitten ¢cok daha etkili oldugunu goriilmiistiir [105].

Calismamizda, karaciger ve bobrek dokusu TCDD grubundaki SOD, CAT ve
GSH-Px antioksidan enzim aktivitelerini kontrol grubu ve PCA grubu ile
karsilastirdigimizda SOD, CAT ve GSH-Px aktivitelerinin TCDD ile anlamli (P<0.001)
sekilde azaldigin1 gordiik. Protokateseik asit grubu ile TCDD grubu kiyaslandiginda
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protokateseik asit uygulanmasinin bu azalis1 anlamli bir sekilde (P<0.001) engelledigini
gozledik.

Szaefer ve ark. [81] fare hepatositleri {izerinde yaptiklar1 ¢alismada PCA’nin
sitokrom P450 enzimlerinden CYP1A2, CYP1Al ve CYP2B enzimlerinin Katalitik
aktivitelerini azaltarak epoksit olusumunu 6nledigini tespit etmislerdir.

H,0; ile indiiklenmis ratlarin PC12 hiicrelerinde olusan oksidatif hasara karsi
Alpinia PCA’nimn koruyucu etkilerinin arastirildigi caligmada PCA’nin GSH-Px ve SOD
enzim aktivitelerini arttirdigi lipid peroksidasyonunu onledigi ve serbest radikal
iiretimini azalttig1 rapor edilmistir. HyO, uygulamasiyla ratlarm PC12 hiicrelerinde
GSH-Px ve SOD aktivitelerinin diistiigli, PCA uygulamasiyla bu enzimlerin

aktivitelerinde artis oldugu ve kontrol seviyesine yaklastirildigi gézlenmistir [106].

An ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢aligmada ise, 1-methyl-4-phenylpyridinium
iyon (MPP") ile indiiklenen rat PC12 hiicresinde olusan oksidatif hasara karsi PCA’nin
koruyucu etkilerinin arastirildig1 calismada MPP* uygulamasmm SOD, CAT ve GSH-
Px aktivitelerini azaltrken PCA’nin bu enzim aktivitelerini arttirarak kontrol

seviyelerine getirdigi gozlemlenmistir [107].

Cevresel bir atik olan TCDD’nin reprodiiktif toksisitesine karsi protokateseik
asidin faydali etkilerinin belirlenmeye calisildig1 bir ¢alismada, TCDD’nin TBARS
seviyelerinde bir artigla oksidatif stresi tetikledigi ve erkek ratlarin GPx, CAT ve SOD
seviyelerinde azaltma meydana getirdigi goriilmiistiir. Buna karsilik protokateseik
asidin TCDD’nin toksik etkilerini 6nledigi ve SOD, GPx, CAT enzim aktivitelerini
arttirdig belirlenmistir [108].

Streptozotosin (STZ) ile olusturulan diyabetik siganlarda protokateseik asidin
antioksidan ve antihiperlipidemik aktivitesini degerlendirmek icin bir calisma
yapilmigtir. Diyabetik ratlardaki lipid profilinde artis olurken HDL-C seviyesi
azalmistir. Protokateseik asit ile tedavi edilen diyabetik siganlarda bu degisiklikler
yaklasik kontrol seviyelerine geri dondiiriilmiistiir. Histopatolojik c¢aligmalar ayrica
protokateseik asidin bobrek ve karacier lizerindeki koruyucu etkisini de ortaya
koymustur. Bu bulgulara dayanarak protokateseik asidin oksidatif stresi ve lipid profili
azaltan 6zelliginden dolay1 tedavi edici olarak kullanilmasi dnerilmistir [109].

Protokateseik asidin antioksidan etkilerinin arastirildigi baska bir ¢alismada,

kurutulmus Alpinia Oxyphylla Miq’ten izole edilen fenolik bir bilesik olan Alpinia
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PCA’nin  noropropektif  etkileri  bulunmustur. 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium bromide (MTT) ve laktat dehidrogenaz (LDH) testleri ile hiicre
canlilig1 olgiilerek H»O, ile indiiklenen PC12 hiicrelerindeki oksidatif hasara karsi
Alpinia PCA’nim koruyucu etkileri arastirilmistir. Sonuglara gore; lipid peroksit seviyesi
azalmig, GPx ve SOD aktivitesi artmis, Alpinia PCA’nin H;0O; ile indiiklenen
hiicrelerdeki canliligin azalmasmi oOnledigi tespit edilmistir. Biitiin bu calismalar
sonucunda PCA’nin serbest radikallerin {iretimini azalttigin1 ve endojen antioksidan
enzimlerin artisini tesvik ederek, noropropektif bir ajan oldugunu rapor etmislerdir
[110].

Calismamizda, TCDD ile es zamanl uygulanan PCA’nin, TCDD grubuna gore
SOD, CAT, GSH-Px enzim aktivitelerini arttirdig1 gortldii.

Ciftei ve arkadaglar1 rat kalp dokusu iizerinde yaptiklar1 calismada,
TCDD ile indiiklenmis oksidatif ve histopatolojik hasara karsi protokateseik asidin
koruyucu etkilerini arastirmiglardir. Calisma sonuglarma gére TCDD uygulanan grupta
kontrol grubuna gore SOD, CAT, GSH-Px enzim aktiviteleri azalirken, PCA grubunda
bu enzim aktivitelerinin arttigini gézlemlemislerdir. TCDD ile ayn1 zamanda uygulanan
grupta da TCDD grubuna goére SOD, CAT, GSH-Px aktivitelerinde artis oldugunu tespit
etmiglerdir [111].

Tiyol gruplari, enzimatik reaksiyonlar araciligiyla ve serbest radikalleri
yakalamak suretiyle gorev yapan hiicresel antioksidanlardir. Tiyol grubu tasiyan bir
tripeptid olan glutatyon, serbest radikallerin yikici etkilerini Onleyen veya azaltan
transferazlar, peroksidazlar gibi bir¢ok enzimin substrati olarak gorev yapmaktadir.
Suda ¢oziinebilen bir tiyol olan ve birgok hiicrede ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda
bulunan glutatyon, biyolojik membranlar: lipid peroksidasyonuna karsi1 korumaktadir.
Bu koruma, enzimatik olarak gergeklesmektedir [112].

Calismamizda, karaciger ve bobrek dokular1 TCDD grubundaki GSH diizeyleri
kontrol grubu ile karsilastirildiginda GSH diizeylerinin TCDD ile anlamli sekilde
azaldigim1 (P<0.001) ve eszamanli protokateseik asit uygulanmasinin bu azalis
engelledigini gozlemledik (P<0.001).

Rat kalp dokusu iizerinde yapilan bir ¢alismada TCDD uygulamasmin GSH
seviyelerini azalttig1 tespit edilirken, PCA uygulamasiyla TCDD grubuna gore anlaml
artislar oldugu tespit edilmistir [111].

Serbest radikaller yiiksek reaktivitelerinden dolayr membran ¢oklu doymamis

yag asitleri ile etkileserek peroksidasyonu baslatmaktadirlar. Bu sekilde olusan lipid
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peroksitleri kolaylikla yikilarak basta malondialdehit (MDA) olmak {izere farkl ikincil
irliinleri meydana getirmektedir [113]. Cesitli calismalarla protokateseik asidin
antioksidan savunma sistemi enzimlerini artirdig1 ve lipid peroksidasyonunu azalttigi
farkl sekillerde ortaya konulmustur [105].

Calismamizda karaciger ve bdbrek dokularinda TCDD uygulanan gruptaki
MDA diizeyleri kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, MDA diizeylerinin TCDD
uygulanmasi ile istatistiksel olarak anlamli sekilde arttigi (P<0.001) ve eszamanl
protokateseik asit uygulanmasinin bu artis1 engelledigi gozlendi (P<0.001).

Liva ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢calismada, tert-biitilhidroperoksit (t-BHP) ile
indiiklenmis ratlarda olusturulan oksidatif hasara karsi protokateseik asidin koruyucu
rolii incelenmistir. Calismalariin sonuglarina gére t-BHP’nin rat karacigerindeki MDA
seviyesini arttirdigi ve GSH seviyesini azalttigi buna karsilik t-BHP ile birlikte
uygulanan PCA’nin MDA seviyesini disiirerek GSH seviyesini arttirdigi tespit
edilmistir [114].

H20; ile indiikklenmis ratlarin PC12 hiicrelerinde H,O; uygulamasiyla ratlarin
PC12 hiicrelerinde MDA diizeylerinde artis oldugu gozlenirken PCA uygulamasiyla
MDA diizeyinde anlamli diisiisler oldugu ve kontrol seviyesine yaklastirildigi

gbozlenmigtir [106].

Calismamiz sonucunda; TCDD’nin olusturdugu oksidatif stres ile karaciger ve
bobrek dokularinda lipid peroksidasyonunu arttirdigi, antioksidan enzim aktivitelerini
ise azaltic1 yonde etki gosterdigi goriildii. Protokateseik asidin karaciger ve bdbrek
dokular1 iizerinde TCDD’nin neden oldugu lipid peroksidasyonunu azalttigi,
antioksidan enzim aktivitelerini genellikle artirdig1 gozlendi. Protokateseik asidin bu
yararh etkileri g6z 6niine alindiginda, TCDD’nin karaciger ve bobrek dokular tizerinde

neden oldugu toksisitelerde tedavi amagh kullanilabilecegi kanaatine varilabilir.
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