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TESEKKUR
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hocam Dog. Dr. Gokhan ERASLAN’a tesekkiirii bir bor¢ bilirim. Tez c¢aligmalarim
sirasinda yakin ilgi ve alakalarini gordiigiim, Dog¢. Dr. Murat KANBUR’a tesekkiir
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Ayrica tez asamasinda yardimlarini esirgemeyen Veteriner Hekim Safiye Ergin

KAYA’ya da tesekkiir ederim.
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ARSENIKLE LiPiD PEROKsipASYpN OLUSTURULAN RATLARDA CUHA
CICEGI YAGININ ETKILERI
OZET

Bu caligma ile arsenikli igme suyu verilen ratlarda Cuha Cige8i Yaginin oksidan-

ntioksidan sistem iizerindeki etkilerinin arastirilmasi amaclandi.

Calismada kontrol, ¢uha ¢igegi, arsenik ve arsenikle ile ¢uha ¢icegi yagi verilen 4 grup
olusturuldu. Her grupta 12 rat olmak iizere toplam 48 adet Wistar Albino 1k erkek rat
kullanildi. Grup 2, 3 ve 4’e swrasiyla cuha cicegi yagi sondayla mideye 0,1
ml/hayvan/giin dozunda; Na-arsenit igme suyunda 100 ppm dozunda ad libitum olarak;
cuha ¢icegi yagi (soda ile 0,1 ml/hayvan/giin dozda) ile Na-arsenit (100 ppm dozunda
icme suyunda) ad libitum olarak birlikte 30 giin siireyle verildi. Otuzuncu giiniin
sonunda, biitiin gruplardan doku (karaciger, akciger, bobrek, beyin, kalp, dalak, testis)
ve kan numuneleri alindi. Numunelerde malondialdehit (MDA) ve nitrik oksit (NO)
diizeyi ile siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutasyon peroksidaz (GSH-

Px) aktivite analizleri gerceklestirildi.

Cuha cicegi yagi ile arsenigin birlikte verildigi grupta (Grup 4), yalnizca arsenik verilen
gruba gore (Grup 3), MDA diizeyinde karaciger, akciger, bobrek, dalak, testis, beyin ve
kalp dokusunda 6nemli bir diisiis bulundu. SOD aktivitesinde karaciger, bobrek, testis
ve kalp dokusu ile eritrositte dnemli bir diisiis tespit edildi. CAT aktivitesinde karaciger,
akciger ve testis dokusunda 6nemli bir artig; bobrek, beyin, kalp ve dalak dokusu ile
eritrositte dnemli bir diisiis gozlendi. GSH-Px aktivitesinde karaciger, akciger, bobrek,
dalak ve kalp dokusu ile eritrositte Oonemli bir diislis gerceklesti. NO diizeyinde

karaciger, bobrek, dalak, beyin ve kalp dokusunda 6nemli bir diisiis vardi.

Sonug olarak, ratlarda arsenik maruziyetinin lipid peroksidasyonunu artirarak (MDA ve
NO diizeyindeki artig) ve antioksidan enzimlerin aktivitelerini degistirerek oksidatif
stres olusturdugu; belirtilen doz ve siirede ¢uha ¢icegi yag1 verilen ratlarda bu bilesigin
herhangi bir olumsuz etkisinin olmadigi; arsenik ve cuha c¢icegi yaginin birlikte

verilmesinin oksidatif stres ve lipid peroksidasyonun siddetinde azalmaya yol agtig1

belirlendi.

Anahtar kelimeler: Arsenik, Cuha Cigcegi Yagi, Lipid Peroksidasyon, Rat
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THE EFFECTS OF EVENING PRIMROSE OIL ON LIPID PEROXIDATION

INDUCED WITH ARSENIC IN RAT
ABSTRACT

With this research, it was investigated that the effects of evening primrose oil on

oxidant-antioxidant system to be given arsenic with drinking water in rat.

In this study, it was designed four groups as control (Group 1), evening primrose oil
(Group 2), arsenic alone (Group 3), arsenic plus evening primrose oil (Group 4). It was
used 48 Wistar Albino race male rat and kept 12 rats in each group. It was given
evening primrose oil at 0.1 ml/rat/day into the stomach via gavage, Na-arsenide 100
ppm via drinking water as ad-libitum and evening primrose oil at 0.1 ml/rat/day into the
stomach via gavage plus Na-arsenide 100 ppm via drinking water as ad-libitum during
30 days for Groups 2-4, respectively. At the end of the 30" day, tissues (liver, lung,
kidney, brain, heart, spleen and testis) and blood samples of all groups were taken. In
the samples, the levels of malondialdehyde (MDA) and nitric oxide (NO) and
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GSH-Px)

levels/activities were analyzed.

When compared to arsenic plus evening primrose oil treated group (Group 4), Na-
arsenic alone group (Group 3), a significant increase in liver, lung, kidney, spleen,
testis, brain and heart tissues were found for MDA levels. A significant reduction in
liver, kidney, testes and heart tissues and erythrocytes were detected for SOD activity. A
significant increase in liver, lung and testes tissues; a significant decrease in the kidney,
brain, heart and spleen tissues and erythrocytes has been found for CAT activity.
Significant decrease in liver, lung, kidney, spleen and heart tissues and erythrocytes for
GSH-Px activities was seen. A significant decrease in liver, kidney, spleen, brain and

heart tissues NO levels were found.

As a result, it was determined that exposure to arsenic in rats causes oxidative stress by
increasing lipid peroxidation (increasing of MDA and NO levels) and changing the
activity of antioxidant enzymes; evening primrose oil given mentioned dose and
duration has not any adverse effects; giving arsenic with evening primrose oil reduces

the severity of oxidative stress and lipid peroxidation.

Key words: Arsenic, Evening Primrose Oil, Lipid Peroxidation, Rat



VI

ICINDEKILER

IO KAPAK ..ot

ABSTRACT ..
ICINDEKILER.. ... .ottt
KISALTMALAR. ..o,
TABLO VE SEKIL LISTEST...ccoot i,
1.GIRIS Ve AMAC ... .oouii i
2. GENEL BILGILER.........ccccooiiiiiiii
2.1 ARSENIK ..ottt
2.1.1. Arsenigin Dogada Bulunusu ve Genel Ozellikleri......................ceevvveveerenenn.
2.1.2. Arsenigin Kinetigi ve Metabolizmasl............oovviiiiiiiiiiiiiei e
2.1.3. Arsenigin Etki Mekanizmasi ve Zehirliligi.............ooooiiiiiiiiiiiii e
2.1.4. Arsenigin Kronik Etkileri...............o.oooi
2.1.5. Hayvanlarda Bagisiklik Sistem Cevabi............c..cooooeiiiint.
2.1.6. Klinik Belirti ve Lezyonlar..............ccoooiiiiiiiiiiiiiiinns
21601, OtOPST. ettt
217 AN e
2.1.8. SaBaltim. . ..o
2.2.CUHA CICEGI.......oiiiii e
2.2.1. Cuha Ciceginin Genel Ozellikleri..................ccccceevueeiiaiinn.
2.2.2. Cuha CigeSl YaGl...uttutini et
2.2.2.1. Farmakolojik Etkileri.............cooviiiiiiiiiiiieieeeeae

2.2.2.1.1. y-Linoleik Asit (GLA).....c.coviiiiiiiiiiicc e

.................... I

....................... v

.................... VI

.................... IX

.................... XI

........................ 10

........................ 10

.................... 11

.................... 11

........................ 12

........................ 12

.................... 13



VII

Sayfa No

2.2.2.1.2. Fiziksel ve Kimyasal OzelliKIeri. ................cccvueiiiieiiieeiiie e
2.2.2.2. Kullanim Alanlart..........oooooiiii e
2.3. SERBEST RADIKALLER...........uiitiiiiiiiiieeiie e,
2.3.1. Reaktif Oksijen Tirleri (ROS) ...ouiiniii e
2.3.1.1. Siiperoksit Radikali............cooiiiiii
2.3.1.2. Hidrojen PeroKsit..........couvuiiiiiiiiii i e et e
2.3.1.3. Hidroksil Radikali............cooiiiiii e
2.3.2. Serbest Radikallerle Olusan Hiicresel Hasarlar........................occooiiiia.
2.4. OKSIDATIF STRES......oiiiiiiiiiiiiiiie e,
2.4.1. Oksidanlarin Uretimi ve THKetIMi...............oooveiiiiiieiiie i
2.5. ANTIOKSIDANLAR.......cottiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e
2.5.1. Enzimatik Antioksidanlar.......... ...
2.5.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar .................oooiiiiiiiiiiiiiiiiii e,
3.GEREC VE YONTEM. ...ttt e,
3.1. KULLANILAN CIHAZ, MALZEME VE KIMYASALLAR..............ccccoeuun.
3.1.1. Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler...............ccooiiiiiiiiiiiiiiieeeee,
3. 1.2 Kimyasallar. ......oouiini e
3.2 YONTEM. ittt
3.2.1. Hayvan Materyali.......oooiiiniinii it ettt
322  GIUPLAT. ...t e
3.2.3.0rneklerin TOPIANMASL. ... ... .o.uueiiiee e
3.2.4. Eritrositlerin Yikanmasi ve Hemolizatlarin Hazirlanmasi...............................
3.2.5. Doku Homojenatinin Hazirlanmast..............oooiuiiiiiiiiiii e
3.2.6. Biyokimyasal Analizler...........c.ooiiiiiiiiii i
3.2.6.1. Eritrosit ve Doku MDA OIGUMIL. ...........ovniie i

3.2.6.2. Eritrosit Hemoglobin Diizeyinin Olgimii...................cooeiiviiiiiiieiii,

14

14

14

15

15

15

15

16

16

17

17

18

18

21

21

21

22

23

23

24

24

24

25

25

25

26



VIII

Sayfa No
3.2.6.3. Doku Protein Diizeyinin Belirlenmesi...............coooiiiiiiiiiiiiiiiii e, 26
3.2.6.4. Eritrosit ve Doku CAT Aktivitesi Olglmii..............oovviuiiniiiiiiiiiieiiin, 26
3.2.6.5. Eritrosit ve Doku SOD Aktivitesi OlgUMmIi...............ceuvoieieieeeeeieeeeeeeeeeeeeean 27
3.2.6.6. Eritrosit ve Doku GSH-Px Aktivitesi Olglmii..............ccovvviieiiiiiiiieinnn, 27
3.2.6.7. Plazma ve Doku NO Diizeyinin Olglimii..................ccoeoiiiiiiiiiiiiiee. 28
3.3. ISTATISTIKSEL HESAPLAMALAR..........ccouuiiiiiiiiiieiee e 28
4. BULGULAR. ...ttt e e 29
4.1. CUHA CICEGI YAGL. ... oot 29
4.2 ARSENIK ..ottt 29
4.3. ARSENIK ILE CUHA CICEGI YAGL. . ...t 30
5. TARTISMA VE SONUCG . .. .0ttt e 39
5.1.CUHA CICEGT YAGL. ..o, 41
5.2 ARSENIK ...ttt 41
5.3. ARSENIK VE CUHA CICEGI YAGL.....couiimi et 43
0. KAYNAKLAR . ...t e 45
EKLER

OZGECMIS



IX

KISALTMALAR
ADP : Adenozin Difosfat
As : Arsenik
ATP : Adenozin Trifosfat
BAL : British Anti Lewisite
cAMP : Siklik Adenozin Monofosfat
CAT : Katalaz
CO, : Karbondioksit
CCY : Cuha Cicegi Yagi
DGLA : Dihomo Gama Linoleik Asit
DMAA : Dimetilarsinik Asit
DNA : Deoksiriboniikleikasit
GLA : Gama Linoleik Asit
GSH-Px : Glutatyon Peroksidaz
GSH : Rediikte Glutasyon
GSSG : Yikseltgenmis Glutasyon
GST : Glutatyon-S-Transferaz
HO,' : Hidroperoksi Radikali
H,0, : Hidrojen Peroksit
LA : Linoleik Asit
LPO . Lipit Reroksidasyonu
LOO : Lipit Reroksit Radikali
MDA : Malondialdehit
MMAA : Monometilarsonik Asit

NADP" - Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat



NADPH
NO
NO,
NOy
NOS

0,
ONOO
(ON}
PUFA
ROS
SOD
SOR
TBA
TMAO
6-OHDA

WHO

X

: Nikotinamid Adenin Diniikleotid Hidrojen Fosfat
: Nitrikoksit Radikali

. Azot Dioksit

: Azot Dioksit Radikali

: Nitrit Oksit Sentetaz

: Molekiiler Oksijen

: Peroksinitrit Radikali

: Oksidatif Stress

: Poliansatiire (¢oklu doymamis) Yag Asitleri
: Reaktif Oksijen Tiirleri

: Siiperoksit Dismutaz

: Serbest Oksijen Radikalleri

: Tiyobarbiitirik Asit

: Trimetilarsin Oksit

: 6-Hidroksi Dopamin

: Diinya Saglik Orgiitii



XI

TABLO VE SEKIL LiSTESI

Sayfa No
Tablo 2.1. Dogadaki arsenik formlari..............oooiiiiiiiiiiiii e, 4
Tablo 4.1. Kontrol ve deneme grubu karaciger dokusu oksidatif stres parametreleri..... 31
Tablo 4.2. Kontrol ve deneme grubu akciger dokusu oksidatif stres parametreleri....... 32
Tablo 4.3. Kontrol ve deneme grubu bobrek dokusu oksidatif stres parametreleri........ 33
Tablo 4.4. Kontrol ve deneme grubu beyin dokusu oksidatif stres parametreleri......... 34
Tablo 4.5. Kontrol ve deneme grubu kalp dokusu oksidatif stres parametreleri........... 35
Tablo 4.6. Kontrol ve deneme grubu dalak dokusu oksidatif stres parametreleri......... 36
Tablo 4.7. Kontrol ve deneme grubu testis dokusu oksidatif stres parametreleri.......... 37
Tablo 4.8. Kontrol ve deneme grubu eritrosit oksidatif stres parametreleri................ 38
SeKil 2.1, CUNA GIGEEH. .. v vt ittit ittt et ettt et et ettt et et e rea e 12
SekKil 2.2. GLA Ve LA ..o 14
Sekil 2.3. Reaktif oksijen metabolitlerinin agiga ¢ikisi ve antioksidan metabolizmalar... 20



1. GIRIS VE AMAC

Arsenik insan ve evcil hayvanlarda zehirlenmelere sebep olabilen 6nemli metallerden
birisidir. Arsenigin ¢evreye baslica yayilma ve tasinma yolu dogal sulardir. Arsenigin su
aracilifiyla ekolojik sistemde dagilimi canli yapilarda birikimine neden olmaktadir.
Ayrica endiistriyel atiklarin aritilmadan g¢evreye birakilmasi, halk sagligi agisindan
onemli sorunlara yol agmaktadir. Halk sagligina olumsuz etkileri nedeniyle igme
sularinda bulunan arsenik diizeylerine belirli sinirlamalar getirilmistir. Arsenik dogada
bulundugu bu yollar disinda ayn1 zamanda ilag, tarim, hayvancilik, elektronik, metaliirji,
boya vb. alanlarda kullanilmaktadir. Arsenige maruz kalinmasi durumunda hiicrede
hasar meydana gelmekte ve bunun neticesinde reaktif oksijen tiirlerinin iiretiminde
artma goriilmektedir. Arsenik zehirlenmelerinde oksidatif stresin rolii ile ilgili bulgular,
laboratuar hayvanlarinda akut ve kronik arsenik zehirlenmesinde ¢ogunlukla besinsel
Oonemi olan (askorbik asit, a-tokoferol, metionin, tiamin ve sistein gibi) antioksidanlarin

tedavi edici ve koruyucu etkileri ile ilgilidir.

Cuha cicegi yagi, Oenothera biennis bitkisinin tohumlarindan elde edilen, esansiyel yag
asitleri (linoleik asit, gama linoleik asit) ile baz1 fenolik karakterdeki bilesikleri yiiksek
oranda igeren bir iiriindiir. Glinlimiizde kalp-damar sistemi, solunum sistemi, bagisiklik
sistemi, sinir sitemi, liro-genital sistem hastaliklar1 gibi olgularda genis 6l¢ekte kullanim

alani bulmaktadir.
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Bu giine kadar yapilan bilimsel c¢alismalarda deney hayvanlarinda hedef organlarin
arsenige slirekli maruz kalmasi durumunda olusacak hiicresel oksidatif savunmada, ¢uha
cigegi yagmin etkisinin degerlendirildigi bir calismaya rastlanmamistir. Bu sebeple
mevcut ¢alisma ile ratlarda arsenikle olusan oksidatif stres etkilerine kars1 ¢uha ¢icegi

yaginin etkinliginin arastirilmasi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. ARSENIK
2.1.1. Arsenigin Dogada Bulunusu ve Genel Ozellikleri

Arsenik dogada genis bir yayilim alan1 gdsterir. Diigiik miktarlarda, kayalarda, toprakta,
suda ve havada bulunur. Bulunusuna gore yer kabugunda 20., deniz suyunda 14. ve

insan viicudunda 12. sirada olan bir elementtir (1-3).

Arsenik en c¢ok li¢ degerlikli halde bulunur. Bunlar (-3), (+3) ve (+5) degerlikli
durumlardir. Trivalen arsenik (As™) ve pentavalen arsenik (As™) ¢ogunlukla dogal
sularda bulunur ve ¢ok genis bir pH yelpazesinde ¢oziinebilir. Oksidasyona sebep olan
¢evre sartlarinda As™ tiirleri daha dayanikli ve baskin durumdadir. indirgeyici gevre
sartlarinda ise As™ tiirleri daha baskin durumdadir. Anaerobik kosullarda, arsenit
topraktaki mikroorganizmalar tarafindan arsine indirgenir. Arsenik maden alagimlarinin
katilastirilmasinda, yari-iletkenlerin, pigmentlerin (boyalarin), camlarin, pestisitlerin,
rodentisit ve fungisitlerin tretiminde kullanilir. Aynm1 zamanda bazi1 hastaliklarin
tedavisinde kullanilan ilaglarin bileseni (uyku hastaligi, kronik miyeloid 16semi gibi)

olarak da yer alir (2-4).

Arsenik, azot ailesinden metaloit 6zellik gosteren bir elementtir. Genellikle toprakta,
suda ve havada bulunur. En ¢ok ise icme sularinda mevcuttur. Arsenigin organik ve

inorganik formlar1 vardir (Tablo 2.1). Arsenik nadiren saf halde bulunur (4-9).



Tablo 2.1. Dogadaki arsenik formlari (6).

Arsenik Formlar: Kimyasal Formiil Diger Adlan
Kirmiz1 Arsenik As,S, Realgar, sandaraca
Sar1 Arsenik As,S; Arsenikon, aurum pigmentum, orpiment
Beyaz Arsenik As,O3
Fenilarsin Oksit C¢HsAsO

2.1.2. Arsenigin Kinetigi ve Metabolizmasi

Arsenik tiirleri, mikroorganizmalar tarafindan monometilarsonik asit (MMAA),
dimetilarsinik asit (DMAA) ve trimetilarsin oksit (TMAQO)’e metilasyon ile
dontstiiriilebilir (2, 6). Bu metilasyon insanlar ve hayvanlar tarafindan da meydana
getirilir. Genellikle trivalen bilesikler, pentavalen bilesiklere gore daha zehirlidir. Bu
bilesiklerden en zehirli olan1 arsin (AsHs) gazidir. Organik arsenik bilesikleri de vardir,

fakat bunlar genellikle zehirsizdirler (2, 10).

Arsenigin metabolizmast ¢ok hizlidir. Arsenigin (As;O3) uygulanmasini takiben
yaklasik 2-4 saat sonra idrarda en fazla diizeyde trivalen inorganik arsenit bulunur.
Yirmi dort saat sonra ise pentavalan metabolitler monometilarsonik ve dimetilarsinik

asitler baskin duruma ge¢mektedir (2, 10, 11).

Arsenik bilesikleri organik ve inorganik formda ve iki farkli oksidasyon durumunda
bulunurlar (6, 12). Bunlar arsenit (+3) ve arsenat (+5)’dir. Oksidasyon (+3) durumunda
bulunan bilesikler +5 oksidasyon durumunda bulunanlardan daha zehirlidirler (13).
inorganik arsenik tiirleri, organik arsenik tiirlerinden daha zehirlidir. As™ tiirleri
oksidasyon durumunda bulunanlardan daha zehirlidir (14). As™ tiirleri okside
cevrelerde daha baskindirlar. As™ tiirleri ise daha dayaniklidirlar ve daha fazla
miktarlarda bulunurlar. Anaerobik sartlarda arsenit topraktaki mikroorganizmalar

tarafindan arsine indirgenir (12).

Sindirim yoluyla alinan arsenik az zehirli olarak degerlendirilir. Biiyiik bir kismi
degismeden atilir ve az bir kismi1 emilir. Bununla beraber, ¢oziinebilir arsenik bilesikleri
mide bagirsak kanalindan emilebilirler ve bobrek yoluyla atilirlar (6rnegin As™ ve
organik arsenik). Trivalen arsenik (As™) metilasyonlu veya metilasyonsuz yolla (As™

ve As") idrarla atilir. Metilli arsenik tiirleri As™ ve As™’in inorganik formlaridir. in-



vivo olarak sirastyla indirgenirler. Bunlar karacigerde monometilarsonik asit ve
dimetilarsinik aside déniistiiriilerek zehirsiz hale getirilirler. In-vivo ve in-vitro
caligmalarda zehirsizlestirilmis MMAA ve DMAA’nin insan ve hayvanlar i¢in zehirli
oldugu goriilmiistiir (15).

Yillarca arsenigin metilasyonunun bir zehirsizlestirme mekanizmas: oldugu
diistintiliirdii. Boyle diisiiniilmesinin sebebi pentavalen metile arseniklerin ve diger
arsenat veya arsenitlerden akut olarak daha az zehirli olmas1 ve bu metile metabolitlerin,
memeliler tarafindan hizla disar1 atilmasidir (15). Bunun istisnasi ratlardir. Ratlara
uygulanan arsenik, viicutlarinda kalir ve hemoglobinleri DM As (III)’e baglanirlar. Ayni
zamanda ratlarda trivalen metile arsenikler, MAs(III) ve DMASs(III), in-vitro veya in-

vivo olarak hi¢bir zaman tespit edilememistir (10).

Calismalar, arsenige maruz kalanlarin idrar 6rneklerinde trivalen metile arseniklerin
(MMAA ve DMAA gibi) bulundugunu gostermistir (2, 6). Hayvanlarda ve in vitro
sartlarda insan hiicrelerinde yapilan ¢aligmalar, bu metilasyona ugramis bilesiklerin,
onlara tekabiil eden inorganik bilesiklerden (As’® gibi) daha zehirli oldugunu
gostermistir.  Bu calismalar, metilasyonun sadece bir zehirsizlestirme siireci
olmayabilecegini aynm1 zamanda zehirliligini ve/veya kan serojenik etkisini
arttirabilecegini akla getirmektedir. Arsenige maruziyet kesildiginde bile arsenigin
% 40-60’1 viicutta kalmaktadir. Bu durumda arsenik deride, sacta, tirnaklarda, kaslarda
ve az miktarda disler ve kemiklerde birikebilmektedir (2). Bu dokularda kalan arsenik
de arsenigin tesvik ettigi zehirliligin ve kanserojen etkinin siirmesine katkida
bulunmaktadir. Tiim siirecin en 6nemli noktasi sudur; arsenigin metabolizma sekli ne
olursa olsun, arsenigin veya metabolitlerinin alinmas1 ve viicuttan atilmasi arasindaki
denge viicuttaki arsenik yiikiinii metabolik siirecin son {iriiniinden bagimsiz bir sekilde
belirler. Bu arsenik yiikii bireyin genetik yapisiyla birleserek, arsenik zehirliliginde

bireysel bir hassasiyet olup olmadigin belirler (12).

Arsenigin metilasyonunun bir zehirsizlestirme mekanizmasit olduguna dair goris
yaklagik 10 yil once degismistir (10, 11). Bu degisiklik manometilarsonoz asidin
(MAs(III)) kemirgenlerde ve hiicre kiiltiirlerinde arsenitten (iAs(IIl)) daha giiclii akut
zehirli etki olusturdugu tespit edildikten sonra olmustur. Trivalen dimetilarsenik ayni
zamanda in-vitro olarak giiclii zehirli etkiye sahiptir. Sonug olarak daha gelismis analiz

metotlarinin  kullanilmasi ile inorganik arsenige maruz kalan insanlarin idrarinda
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MAs(II) ve DMAS(II) tespit edilmis ve boylece arsenik tiirlerinin in-vivo olarak
olustuguna dair kanit elde edilmistir. Daha yakin bir ge¢miste arsenik (+3 oksidasyon
durumu) metil-transferaz (AS;MT) bu metilasyonu katalize eden ve iAs(II)’ii baslangic
substrat1 olarak kullanan bir enzim olarak tanimlanmistir (10). Biyometilasyonu katalize
eden enzim, arsenit metiltransferaz adiyla tanimlanmistir ve kromozomlara yerlestigi

tespit edilmistir (11).

Insanlar arsenige maruz kaldiklarinda &nemli miktarda MMA’y1 disar1 atarlar.
(idrardaki toplam arsenigin % 10-20’si ). Memelilerde DMA arsenik metabolizmasinin
son noktasidir ve bu noktadan &teye bir metilasyon nadiren gerceklesir. DMA
memeliler tarafindan de-metile edilemiyor gibi goriinse de bagirsaktaki bakterilerde ve

mantarlarda de-metile edildigi kanitlanmistir (2, 12).

Bir¢ok organizmada bu metaloite kars1 diren¢ oldugu tespit edilmistir. Arsenigin her
yerde (toprak, su ve havada) bulunmasi ve zehirliligine birden fazla genin etki etmesi
nedeniyle bu direncin evrimsel bir siire¢ sonucunda gelismis olmas1 muhtemeldir (15).
Arsenigin bu zehirli yiikiinli azaltmak i¢in organizmalar bu metaloitin viicuda daha az
girmesini veya etkili bir sekilde atilmasini saglayacak etkili tasima sistemleri
gelistirmislerdir. Arsenik metabolizmasinin yollar1 ve bunun modifikasyonlar1 bira
mayasinda, bakterilerde, kemirgenlerde ve insanlarda ¢alisilmistir. Bu metabolizmadaki
herhangi bir engelleme bu metaloitin viicutta birikmesine sebep olabilir. Bunu takiben

de zehirli etkiler ortaya ¢ikar ve genlerde degisiklikler olur (12).
2.1.3. Arsenigin Etki Mekanizmasi ve Zehirliligi

Arsenik, (6rnegin As™), proteinlerin ve enzimlerin siilfidril gruplariyla etkilesime
girmek suretiyle protein ve enzimleri hiicre i¢inde denatiire ederek ve hiicrede reaktif
oksijen tiirlerini arttirip buna bagl olarak hiicre hasarina sebebiyet vererek zehirli etki
gosterir (16). Arsenik hiicrede esansiyel enzimatik fonksiyonlar1 ve gen kopyalanmasi
ile ilgili olaylar1 engelleyebilir. Bu da sonugta “ortaya cikabilecek ¢ok sistemli kanser
yapict olmayan etkilerin’> ¢okluguna onciiliik eder. Ornegin, trivalen metile edilmis
arseniklerin indiikledigi oksidatif stres, glutasyon (GSH) rediiktazi ve tioredoksin
rediiktazi inhibe eder. Bunun sonucunda hiicrede oksidasyona karst koruyucu
mekanizmalar bozulur. Hiicredeki GSH azalmasi, hiicreleri arsenige duyarli hale getirir.
Ayni  zamanda hiicrenin transformasyonuna katkida bulunabilir. Tioredoksin

maddesinin gen transkripsiyonunda gorevli bazi faktorlerin DNA’ya baglanma
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aktivitesini degistirdigi i¢in bu maddenin azalmasi gen ekspresyonunu etkiler. Arsenitin
viicutta 200’den fazla enzimi inhibe ettigi bilinmektedir. Arsenat fosfor ile benzer
yapidadir. Bu benzerlik nedeniyle viicutta fosforun yerine gegebilmektedir ve bu durum
kemiklerde yillarca devam edebilmektedir. Arsenik hiicrede kolayca hidrolize
edilebilmektedir. Bu da fosfatin, adenozin trifosfat (ATP) olusturmak iizere, adenozin
difosfata (ADP) gecisini engellemektedir ve hiicrede enerji tiikenmektedir. Arsenik
bilesiklerinin en zehirlisi olan arsinin kirmizi kan hiicrelerinin hemolizine sebep oldugu
bilinmektedir. Bu durum hemolitik anemiye Onciililk etmektedir. Bu da oligo-iiri ve
renal yetersizlige sebep olmaktadir. Arsin maddesinin, protein ve enzimlerin siilfidril
gruplariyla etkilesim halinde olmasi, eritrositlerin sodyum-potasyum pompasinin
etkinsizlestirilmesinden sorumlu olabilir. Ayn1 zamanda arsenigin DNA’nin onarim
stireglerini zayiflattigi bilinmektedir ve bdylece kansere (6rnegin cilt kanseri) ve

arsenikle ilgili diger hastaliklara duyarlilik artmaktadir (2, 3).

Arsenik bilesiklerinin zehirliligi hayvanin tiirii ve maruz kalma sekline, arsenigin
degerliligine, partikiil biiyiikliigii ve ¢oziinebilirligine gére dnemli 6lciide degisir. Bazi
arsenik bilesiklerinin sicanlarda agizdan ODsy miktarlari mg/kg olarak sdyledir:
Sodyum arsenit 10-50; arsenik asit 48-50; arsenik trioksit 138; bakir asetoarsenit 22;
monosodyum metanearsonat 700-900; disodyum metanearsonat 1000-1800 (13-17).

Cogu hayvan tiirlinde sodyum arsenitin agizdan o6ldiiriicii olabilen miktarlart 1-25
mg/kg arasinda (at 6,5 mg/kg, sigir 7,5 mg/kg, koyun> 10,0 mg/kg, domuz 2,0 mg/kg)
degisir. Arsenik trioksit ise bundan 3-10 kez daha az (sigir, koyun ve atlarda zehirli

miktarlar1 30-55 mg/kg) zehirlidir (16, 17).
2.1.4. Arsenigin Kronik Etkileri

Arsenigin zehirli etkileri insanlarin da icinde bulundugu genis bir canli kesimini
etkilemektedir. Arsenikten en ¢ok etkilenen organ ve dokular; oksidatif enzimlerin
yogun olarak bulundugu mide bagirsak sistemi, dolagim sistemi, karaciger, bobrek ve
deridir. Bu organ ve dokular arsenige karsi ¢ok hassastirlar. Kalp gibi diger bazi
organlar ise ikincil olarak etkilenirler. Kronik arsenik zehirlenmesinin belirtileri,
hiperpigmentasyon, hiperkeratozis, deskuamasyon ve sa¢ kaybi, periferal noropatiler,
cilt kanseri ve periferal vaskiiler hastaliklardir (1, 2, 14-16, 18). Bu belirtiler daha ¢ok
arsenik iceren sular1 igme suyu olarak kullanan populasyonlarda goriiliir. Bu lezyonlar

arasinda, deri lezyonlar1 en baskin olanlaridir ve bes yillik bir zaman diliminde
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olustuklar1 bilinmektedir. Deride yiiksek oranda keratin bulundugu igin arsenik burada
yerlesir ve depolanir. Deride As™’iin baglanabilecegi ok sayida siilfidril grubu bulunur
ve bu durum deriyi arsenik zehirlenmesine kars1 hassas kilar. In-situ hiicre karsinomas1
(Bowen hastali81), invaziv hiicre karsinomasi ve multipl bazal hiicre karsinomasini da
igeren cilt kanserlerinin hepsinin, arsenige kronik olarak maruz kalinmasi ile baglantili
oldugu bilinmektedir. Arsenigin uzun bir siire agiz yoluyla alinmasi ile hipertansiyon ve
serebro-vaskiiler hastaliklar arasinda baglanti oldugunu goézlemlemislerdir. Diger
etkiler, hematopoietik depresyon, kandan dokulara ve mide bagirsak kanalina dogru sivi
kaybinin olmasi nedeniyle (anhidremi), sarilikla karakterize karaciger hasari, portal
siroz ve asites, duyusal bozukluklar ve periferal noritis, anoreksi ve kilo kaybidir (1, 4-

15, 18-19).

Arsenige maruz kalan farelerin karacigerinde pro-hiperenflamatuvar duruma karsi
bagisiklik cevabi olusur. Arter duvarlarinda artan bir enflamasyon vardir. Arsenigin
sebep oldugu oksidadif sinyale cevaben karacigerin siniizoidal endotellerinde degisimler
olur. Bu degisimler damar yoluyla beslenmeyi ve atilimi sinirlandirir. Arsenik yiiksek
diizeyde ise (ylizey sularinda) hipertansiyon, damarsal kaynakli kalp hastaliklar1 ve
diger damarsal hastaliklar goriiliir. Yaygin damar daralmas: ile arsenik arasinda siki bir
iliski vardir. Ancak bu iliski tam agiklanamamistir. Inorganik arsenigin uzun bir siire
agiz yoluyla alinmasi, solunum sisteminde problemlere sebep olmaktadir. Bunlar,
oksiiriik, gogiiste patolojik sesler, bronsit ve nefes almada giicliik olarak siralanabilir.
Yapilan arastirmalarda kronik olarak arsenige maruz kalan ve bu nedenle deride
lezyonlar bulunan hastalarin biiyiik cogunlugunda oksiiriikk sikayetinin de var oldugu

tespit edilmistir (19).

Arsenigin etkileri nedeniyle farkli hastaliklar olusmasina ragmen, bu durum immun
sistem lizerinde olumsuz bir etki yapabilir. Bu da kisiyi bakteriyel/viral enfeksiyonlara
karst duyarli kilar. Immunolojik cevaplardaki degisikliklerden ileri gelen bu
hastaliklarin arsenige bagli olup olmadiklar1 tam olarak bilinememektedir. Viicuda
diisiik diizeyde karoten alinmasi veya viicuttaki karotenin herhangi bir sebepten oOtiirii

diismesi arsenige bagli kalp-damar sistemi hastaliklarini arttirmaktadir (19).
2.1.5. Hayvanlarda Bagisiklik Sistem Cevabi

Arsenik trioksiti solunum yoluyla alanlarda alveolar makrofajlarda olusan hasar

nedeniyle solunum sistemi bakteriyel patojenlere (6rnegin, Klebsiella pneumonia) karsi
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hassasiyet artmaktadir. Bu kosullar altinda, trake i¢i enjeksiyon yoluyla sodyum arsenat
verilmesi durumunda 6liim orani yiikselir. Viral infeksiyonlardan dnce sodyum arsenit
uygulanmasi interferon faaliyetini engellemektedir. Igme sularindaki diisiik diizeydeki
arsenit (0,5-10 ppm) bagisik sisteminde baskilaya sebep olur. Arsenik bircok
enfeksiyona karst duyarliligi arttirir. Ayrica merkezi sinir sisteminde, hormonal
sistemde (6zellikle glukokortikoidler), kan, kemik ve bobreklerde bozukluklara sebep
olur (2).

2.1.6. Klinik Belirti ve Lezyonlar

Arsenikle olan zehirlenmelerde hayvanlarda karsilagilan klinik belirtiler birbirlerine cok
benzer. Perakut zehirlenmelerde hicbir belirti goriilmeyebilir ve hayvan genellikle 6lii
olarak bulunur. Bu olaylarda ani baslayan siddetli karin sancisi, sendeleme, sok, felg
dikkati ¢ekebilir. Akut olaylarda siddetli sanci, sendeleme, giigsiizliik, bitkinlik, tiikiirtik
salgist artig1, kusma, susama, bazen kanli olabilen siirgiin, nabiz sayisinda artis ve
zayiflama, bacaklarda fel¢, yere uzanma, viicut 1sisinin normal olmasi veya normalin
altina inmesi ile 1-3 giin i¢cinde 6liim goriiliir. Subakut zehirlenme hallerinde hayvanlar
birka¢ gilin yasayabilir. Bunlarda sanci, sendeleme, gii¢siizliik, durgunluk, kanl siirgiin
ve digkida mukoza parcalarinin bulunmasi, idrar ¢ikarilmasinda once artig sonra azalma,
susama, bacaklarda kismi fel¢ ve sogukluk, uyusukluk, viicut 1sisinda diisme, idrarda
kan bulunmasi ve ara sira c¢irpimnmalar s6z konusudur. Hayvanlarda kronik arsenik
zehirlenmesi seyrek olarak sekillenir; bu durum susama, mukoz zarlarin tugla kirmizisi

renk almasi, nabizda hafif diizensizlik ve zayiflamayla karakterizedir (16, 17).
2.1.6.1. Otopsi

Arsenik zehirlenmesi ile 6len hayvanlarin doku ve organlarinda ¢ok belirgin belirtiler
bulunur. Mide bagirsak sisteminde 6dem ve kan damarlarinda yirtilmalar olur. Sindirim
kanali mukozasi giil kirmizis1 renkte, 6demli ve kanamalidir. Dokulardaki nekroz
neticesinde mukozalar sigsmis ve kolay soyulabilir durumdadirlar. Bagirsak igerigi sulu,
kot kokulu ve kanlhdir; icinde mukoza dokiintiileri bulunur. Karaciger yumusak ve
sararmigtir. Akciger 6demli ve kanhdir. Karaciger, bobrek, kalp ve karin zar

kanamalidir; bu organlarda yagl dejenerasyon goriilebilir (16, 17).
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2.1.7. Tam

Zehirlenme olaymda ani baglayan sanci, kanli ve mukoz dokiintiileri de iceren sulu
stirglin goriiliir. Otopside kanamali mide-bagirsak yangisi, bobrek, karaciger ve diger
baz1 organ ve dokulardaki dejenerasyon oncelikle arsenik sliphesi uyandirmalidir. Zira
talyum disinda, arsenik kadar hizli seyreden mide-bagirsak hasar1 yapan bagka bir metal
yoktur. Yeteri kadar siddetli oldugunda, kursunla zehirlenme belirtileri de arsenikte
gorlilenlere benzer; ama kursunla zehirlenmelerde sinirsel belirtiler de bulunur.
Arsenigin dokularda (bobrek veya karaciger) veya midede bulunmasi kesin bir kanit
degildir. Ciinkii normal hayvanlarin karaciger ve bobrekleri nadiren de olsa 1 ppm’den
az miktarda arsenik icerebilmektedir. Zehirlenme oldugunu sdyleyebilmek i¢in arsenik
miktarinin 3 ppm’den fazla olmasi gerekir. Arsenigin agiz yoluyla alinmasini takip eden
ilk 24- 48 saatte mide iceriginde arsenik tespit edilmesi tani acgisindan onemli bir

bulgudur. Idrardaki arsenik miktarinin dlgiilmesi de tanrya yardimer olur (16, 17).
2.1.8. Sagaltim

Akut arsenik zehirlenmesinde yapilacak ilk is kusabilen hayvanlarin kusturulmasidir.
Kusma olsun veya olmasin 1lik su ile mide yikanmasi yapilarak, mideden heniiz
emilmemis olan arsenigin uzaklastirilmasina ¢alisilir. Bagirsak hareketlerini artiran bir
maddeden sonra tibbi kdmiir verilebilir. Sindirim kanalinin bosaltilmasin1 tamamlamak
icin kopeklerde sabunlu suyla kalin bagirsagin yikanmasi ¢ok yararlidir. Tuzlu stirgiitler
ve irkiltilmis mide-bagirsak mukozasini korumak i¢in sarici-ortiicii-koruyucu etkisi olan
kaolin gibi maddeler kullanilir (17). Kiigiik hayvanlarda koruyucular (kaolin, pektin)
tibbi komiirden 1-2 saat sonra verilmelidir. Arsenik zehirlenmesinde kullanilacak
antidot dimerkaproldiir. Bu madde British Anti Lewisite (BAL) olarak da bilinir.
Inorganik arsenik bilesikleriyle olan zehirlenmelerin sagaltiminda etkinligi zayiftir.
Yiiksek dozlarda kendisi de zehirli olabilmektedir. Dimerkaprol 3 mg/kg dozda Ki
yolla, ilk 2 giinde 6 kez, iigiincii glin 4 kez ve iyilesene kadar sonraki 10 giin siireyle
giinde 2 kez olmak iizere toplam 13 giin uygulanir. Parenteral olarak 1 mg/kg dozda
dimerkaptosiiksinat veya dimerkaptopropan siilfonat da yararli olmaktadir. Biiyiik
hayvanlarda tioktik asit (lipoik asit veya a-lipoik asit) yalniz basina veya dimerkaprolle
birlikte kullanilabilir. Dimerkaprolun suda ¢Oziinebilen tlirevleri olan 2,3
dimerkaptopropan-1-sulfonat (DMPS) ve dimerkaptosiiksinik ait (DMSA) agizdan

verilebilir. Ayrica hazirlanmis demir-3 hidroksitin agizdan verilmesi yararli olabilir.
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Sodyum tiyosiilfat da kullanilabilir; bu madde at ve sigirlara agizdan 60-80 mg/kg
dozlarda ve % 10-20 ¢ozeltileri seklinde, glinde 2-3 kez olmak {izere, iyilesene kadar
verilebilir. Bu dozun '4’li koyun ve kecilere uygulanabilmekle birlikte akut arsenik

zehirlenmesinin sagaltiminda yarar1 azdir (16, 17).
2.2. CUHA CIiCEGI
2.2.1. Cuha Ciceginin Genel Ozellikleri

Cuha c¢icegi (Oenothera biennis) Onagraceae ailesine bagll iki yillik bir bitkidir.
Anavatan1 Kuzey Amerika’dir. Asya ve Avrupa’nin bazi bolgelerinde de bulunur. Sar1
renkli ve giizel kokulu ¢icekleri vardir. Bu c¢igekler aksamlar1 acar ve tiim aksam
boyunca ag¢ik kalirlar. Olumsuz iklim sartlarinda, kumlu topraklarda, yollarda,
meralarda veya acik alanlarda yetigir. Bitkinin tim kisimlar1 yenebilir. Cicekleri
salatalara katilir, yapraklar1 diger yesil salatalar gibi yenebilir. Kokleri patates gibi
tiiketilebilir. Ancak bu bitki dncelikle tohumlarindan yag ¢ikarilmak i¢in kullanilir. Bu

yag da gida takviyesi olarak kullanilir (Sekil 2.1) (20).

Oenothera biennisin yaygin isimleri sunlardir: Gecesefasi, yabani gecesefasi, kir ¢guha
cigcegi, ates bitkisi, gece yaki otu, krallarin panzehiri ve genis ¢an ¢icegi. Bu bitkinin
cicekleri giindliz agmaz, sadece geceleri agar. Kuvvetli yapisi olan, dikine biiyiiyen bir
bitkidir. Bir ayak ile 5 ayak (feet) yiikseklige ulasir. Yapraklarinin uzunlugu 1-6 ing
arasindadir. Yapraklart mizrak seklindedir ve st kismu keskindir. Yapraklarin
kenarinda dalgali bir bicimde disler vardir. Bunlar yapragin kaidesine dogru daralir.
Bitkinin ana kaidesine yakin olanlar haricinde yapraklar genellikle sapsizdir. Siilfiir
sar1s1 renginde giizel kokulu ¢icekleri hazirandan ocak ayina kadar agar ve isminden de
anlasilacagi iizere (gecesefas1) gece agar. Her bir ¢igcegin dort adet ta¢ yapragi vardir.
Bunlar yaklasik 1-2 in¢ genisligindedir. Tohum kapsiilleri dikdortgen seklinde ve
tiiyliidiir. Yaklagik 1 ing genisligindedir. Ust kismi1 dardir (21).

Cuha ¢igegi 30°dan fazla iilkede ticari olarak yetistirilmektedir. Kuzey Amerika’da bu
bitki en fazla Kanada’da (Nova Scotra ve Ontario) ve Birlesik Devletlerin dogusunda
yiilksek miktarda yagis alan iliman boélgelerde ticari olarak yetistirilmektedir. Cuha
cicegi yag iiretimi ise en fazla Cin’de yapilmaktadir. Tohumlardan yag elde edilirken
basingli baskilarda soguk-baski yontemi veya hekzanla oziitleme yontemi kullanilir.
Ham cuha cicegi yag1 Oziitii yiiksek miktarda antioksidan igerir (22). Bunlar arasinda

tokoferoller de bulunur. Tokoferoller damitma siirecinde ayrilir. Son {iriine
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paketlemeden once vitamin E ve/veya diger antioksidanlar ilave edilerek oksidasyona

kars1 dayanikliligr artirilabilir (20, 22).

Sekil 2.1. Cuha Cicegi (20)

2.2.2. Cuha Cicegi Yagi

Cuha c¢icegi yagi, ylksek miktarda gama linoleik asit (GLA) icerir. GLA etkin bir
esansiyel yag asididir ve prostaglandin E ve tiirevlerinin 6n maddesi olmasi nedeniyle
klinik ve farmakoloji alaninda ¢ok talep gdrmektedir (20, 22, 23). Romatoid artrit,
ekzema, enflamatuar bagirsak hastaliklari, multipl skleroz’un da aralarinda oldugu
bir¢cok enflamatuar hastalik prostaglandinlerle alakalidir. Cuha ¢igcegi yag1 yoluyla GLA
uygulamasi bu hastaliklarda etkili olmaktadir. Yiyeceklerle alinan GLA’nin dalaktaki
lenfosit ¢ogalmasini bastirir (23, 24). Cuha c¢ige8i yagi, Oksiiriik, astim ve deri

hastaliklarinda da kullanilmaktadir (21, 25).

Bu bitkinin yag1 elde edildikten sonra kalan posasi, hayvan beslenmesinde (yemlerde)
protein kaynagi olarak kullanilmaktadir (26, 27). Cuha ¢igegi protein 6ziitii metioninin
de aralarinda oldugu siilfiir amino asitler bakimindan zengindir. Ancak lizin bakimindan
fakirdir (28). Farelerde yapilan bir caligmada LDsy dozu 31,2 mg/kg olarak bildirilmistir
(20).

2.2.2.1. Farmakolojik Etkileri

Esansiyel yag asitleri enflamatuar hiicre fonksiyonlarinda kimyasal diizenleyici
prekiirsor molekiiller olarak 6zglin bir rol oynarlar. Bu diizenleyici molekiiller,
prostaglandinler ve lIokotrienlerdir. Bu maddeler viicutta hemen hemen tiim dokulardan
sentezlenirler ve salirlar. Enflamatuar ve immun siiregler de dahil olmak {izere bir¢ok

biyolojik fonksiyona katilirlar. Gidalarda bulunan esansiyel yag asitlerinin igerigini
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degistirmek veya takviye olarak farkli yag asitleri vermek, farkli prostaglandin ve
l6kotrienlerin iiretimine yol agabilir. Cuha ¢icegi yagi bakimindan zengin bir diyet o-
linoleik asit agisindan da zengindir. Bu durumda serumda dihomo-d-linoleik asit
yogunlugu artar. Bu artis, prostaglandin E; seviyesinde artisa sebep olur. Prostaglandin
E| kronik enflamasyonlarda negatif geri bildirim rolii oynar. Baslangicta prostaglandin
E| enflamasyonun belli bash belirtilerinin olugmasina sebep olur. Ancak daha sonra
enflamasyonu baskilar. Dolayisiyla ¢uha ¢igegi yagi romatoid artrit gibi enflamasyonla

karakterize hastaliklarda faydali olabilir (29).
2.2.2.1.1. y-Linoleik Asit (GLA)

GLA membran biitiinliigii ve akiskanliginda rol oynar. GLA’ya atfedilen diger fizyoloik
roller, derinin su gecirgenliginin kontrolii ve diger membranlarin potansiyel gegirgenligi
ile kolesterol sentezi ve tasinmasinin kontroliidiir. GLA recetesiz olarak satilmaktadir ve
deri hastaliklari, diyabetik komplikasyonlar, otoimmun hastaliklar, kronik halsizlik
sendrom ve depresyon gibi bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilir. Agirlikli olarak
romatoid artritis, akut solunum agris1 sendromu ve diyabetik ndropati vakalarinda
yararlidir. Ayni zamanda gogiis kanseri tedavisinde tamoksifen ile beraber
kullanilmaktadir. LA’nin GLA’ya donitsiimii i¢in gerekli olan A6-desaturaz,
enflamatuar hastaliklarda, stres durumlarinda, yaslilikta, diyabet hastaliginda, alkol
tiiketimi oldugunda (insan ve hayvan) azalmaktadir. Bu da degisik hastaliklara yol
acmaktadir. Teorik olarak ¢uha ¢igegi yagi ve diger GLA igeren yaglarin gida takviyesi
olarak kullanilmasi, A6-desaturazin azalmasina bagli durumlarda faydali olabilmektedir

(Sekil 2.2) (20, 25, 26, 30, 31).

Esansiyel yag asitlerinin insan ve hayvanlardaki metabolizma siireci GLA ve LA’dan
baslayarak bir desatlirasyon ve elongasyon reaksiyonlar1 dizisidir. LA, A6-desaturaz
tarafindan GLA’ya donustiiriiliir. Daha sonra GLA, elongaz tarafindan dihomo-GLA
(DGLA)’ya cevrilir. Bundan sonra olusan DGLA, siklooksijenaz COX1 ve COX2
tarafindan 1. seri prostoglandinlere veya 3. seri 16kotrienlere; veya 15-lipooksijenaz ile
15-hidroksi DGLA’ya veya AS5-desaturaz ile aragidonik aside; veya baska bir
sinirlandirict adima dontstiriiliir. Arasidonik asit daha sonra COX1 tarafindan pro-
enflamatuar 2. seri prostoglandinlere veya 5-lipoksijenaz tarafindan 4. seri 16kotrienlere

cevrilebilir (20, 32).
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GLA, genellikle zehirsiz olarak degerlendirilir. izlenen birgok klinik olayda yan etkiler
gdriilmemistir. Insanlarda 18 haftadan daha fazla uygulandiginda tolere edilir. 400-800
mg/kg/glin dozlarinda uygulandiginda zehirli bir etki gézlenmemistir (20).

v-Linolenic Acid (GLA) Linoleic Acid (LA)
[506-26-3] [60-33-3]
\/\W ' A Ry
7
[
j

Sekil 2.2. GLA ve LA (20)

2.2.2.1.2. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Cuha cigegi yagi gesitli yag asitlerinden olusur. Bunlar, non-esansiyel ®-6 doymamis
yag asidi y-linoleik asit (GLA), esansiyel ®-6 doymamis yag asidi linoleik asit (LA),
oleik asit, palmitik asit ve stearik asit. Asil bilesenleri, LA (~%75) ve GLA (~%?9)
olarak bilinir (20, 33).

2.2.2.2. Kullanim Alanlar

Cuha cicegi yag1 bircok durumda kullanilmaktadir. Pre-menstural sendrom, meme
agrisi, sicak basmasi (menapozda), atopik ekzema, sedef hastaligi, akne, iilserler,
osteoporoz, raynaud sendromu, multipleskleroz, kanser, hiperkolesterolemi, koroner
kalp hastaliklari, ¢ocuk dispraksisi, niikseden topallik, alkolizm, osteoporoz (balik yagi
ile kombine edilerek), fenil ketoniiri, skleroderma, Alzheimer hastalig1, sizofreni, kronik
yorgunluk sendromu, astim, diyabetik ndropati, ndrodermatitis, dikkat eksikligi-
hiperaktivite hastaligi, miyalji, dismenore, depresyon, alerjiler, bogmaca, enflamasyon,
astim, otoimmun durumlar, obezite ile dogumu uyarma-kisaltmada ve erken dogumu
onlemede kullanilmaktadir. Kozmetik {iriin ve sabun iiretiminde, ayrica esansiyel yag

asitleri diyet kaynagi olarak da kullanilmaktadir (20, 25, 32-34).
2. 3. SERBEST RADIKALLER

Serbest radikaller bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, molekil agirlig

diisiik, kisa émiirlii, kararsiz ve ¢ok etkin molekiiller olarak tanimlanir. Ancak Fe™,
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Cu™, Mn™ ve Mo™ gibi gecis metalleri de eslesmemis elektronlara sahip olduklar
halde serbest radikal olarak kabul edilmezler. Fakat serbest radikal olusumunda rol
oynarlar. Serbest radikaller pozitif yiikli (katyon), negatif yiiklii (anyon) veya
elektriksel olarak notral olabilirler (35-37).

2. 3. 1. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)
2.3.1.1. Siiperoksit Radikali

Stiperoksit radikali (O,") hemen tiim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin (O,) bir
elektron alarak indirgenmesi sonucu olusur. Ayrica, indirgenmis gecis metallerinin
otooksidasyonu da bu radikali olusturabilir. Siiperoksit radikali farkli etmenlerle en ¢ok
ve en kolay olusan oksijen radikalidir. Diger radikallerin olusumu ¢ogunlukla siiperoksit
radikallerinin birikmesi ile iligkilidir. Siiperoksit grubu asidik pH’da katyon, notral ve
alkali pH’da anyon seklinde bulunur; bu sebeple, viicut sivilarinda siiperoksit anyon

grubu seklindedir (17, 36).

Stiperoksit gruplarinin  olusturdugu singlet oksijen, hiicre zarlarindaki yapilarla
tepkimeye girerek alkoller, aldehitler, peroksitler hidroksi yag asitleri, etan ve pentan

gibi cesitli lipid peroksidasyon iiriinlerini olusturur (37).
2.3.1.2. Hidrojen peroksit

Hidrojen peroksit (H,0,) peroksitin iki proton (H") ile birlesmesi sonucu meydana gelir.
Hidrojen peroksidin asil iiretimi siiperoksidin (O,") dismutasyonu ile olur. Bu tepkime
radikal olmayan iirlinleri olusturdugundan dismutasyon tepkimesi olarak bilinir ya
kendiliginden gergeklesir ya da SOD tarafindan katalizlenir. Hidrojen peroksit bir
serbest radikal degildir fakat reaktif oksijen tiirleri kapsamina girer ve serbest radikal
biyokimyasinda 6nemli bir rol alir. Ciinkii Fe™ veya diger gegis metallerinin varliginda
Fenton reaksiyonu; siiperoksit radikalinin varlifinda Haber-Weiss reaksiyonu
aracilifiyla en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali

(OH’) olusturur (36).
2.3.1.3. Hidroksil Radikali

En etkin radikal hidroksil radikaldir (35, 36). Siiperoksit radikalinin yer aldig: bir dizi
reaksiyon sonucu, 6zellikle mitokondri i¢inde bir diger serbest radikal olan hidroksil
radikali (OH) meydana gelir. Ayrica, Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucu

hidrojen peroksitten olugsmaktadir (38).
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2.3.2. Serbest Radikallerle Olusan Hiicresel Hasarlar

Lipitler serbest radikallerin etkilerine karsi en hassas biyomolekiillerdir. Coklu
doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimi lipid peroksidasyon olarak tanimlanir. Serbest
radikallerin sebep oldugu lipit peroksidasyona ‘’nonenzimatik lipid peroksidasyon’’
denir. Lipid peroksidasyon yag asitlerindeki konjuge cift baglardan bir elektron iceren
hidrojen atomlarinin ¢ikarilmasi sonucunda yag asidi zincirinin bir lipid radikali niteligi
kazanmasiyla baglar. Membran yag asitlerinin peroksidasyonundan sonra ortamda kisa
zincirli yag asitlerinin varligi zar gegirgenligini ve akiskanligim1 ciddi boyutlarda
etkileyebilir. Lipid radikali (L") dayamksiz bir bilesiktir. Lipid radikallerinin (L*¥)
molekiiler oksijenle (O,) etkilesmesi sonucu lipid peroksit radikalleri (LOO*) olusur.
Bu radikal de membran yapisindaki diger ¢coklu doymamis yag asitlerini etkileyerek
yeni lipid radikallerinin olusumuna yol agarken kendileri de aciga cikan hidrojen
atomlarini alarak lipid peroksitlerine (LOOH) doniisiirler ve boylece olay kendi kendini
katalizleyerek devam eder. Lipid peroksitleri yikildiginda c¢ofu zaman biyolojik
anlamda aktif olan aldehitler olusur. Ayrica, serbest oksijen radikalleri yapisinda
triptofan, tirozin, metionin, histidin, sistein ve sistin gibi amino asitler bulunan
proteinlerde hasar olustururlar. Serbest oksijen radikalleri ve ozellikle OH° DNA

yapisindaki bazlarin oksidasyonu ile DNA hasar1 yapmaktadir (35-40).
2.4. OKSIDATIF STRES

Oksidatif stres reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi ile biyolojik sistemlerin reaktif ara
uriinleri detoksifiye etme veya bunlarin sebep oldugu hasari tamir etme arasindaki
dengesizligin ortaya g¢ikardigi bir durumdur. Tiim canli formlarinin hiicrelerinde bir
indirgeyici ortam mevcuttur. Bu indirgeyici ortam enzimler tarafindan korunur.
Enzimler metabolik enerjiyi sabit bir diizeyde tutarak bu indirgeme (redoks) durumunun
devamliligin1 saglarlar. Peroksitlerin ve serbest radikallerin olusmasi sonucunda
meydana gelen redoks durumundaki bozulmalar, proteinler, lipitler ve DNA da dahil
olmak {izere hiicrenin tiim boliimlerinde hasara sebep olur. Insanlarda oksidatif stres
bircok hastalikla yakindan baglantilidir. Bunlar arasinda ateroskleroz, Parkinson
hastalig1, kalp rahatsizliklari, kalp kasi enfarktiisleri ve Alzheimer hastaligi yer alir.
Kisa siireli oksidatif stres yaglanmanin 6nlenmesi konusunda 6nemli olabilir. Reaktif

oksijen tiirleri faydali da olabilir. Bagisiklik sistemi tarafindan patojenlere saldirmak ve
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onlar1 6ldiirmek amaciyla kullanilabilirler. ROS ayni zamanda hiicre sinyalizasyonunda

da gorev alir (41, 42).

Oksidatif stresin yikic1 yonii reaktif oksijen tiirlerinin iiretimidir. Serbest radikaller ve
peroksitler bunlara dahildir. Siiperoksit gibi daha az reaktif olan tiirler, oksirediiksiyon
tepkimeleri ile gecis metallerine veya diger redox siklusu bilesenlerine (kuinon dahil)
cevrilebilir. Bunlar daha yikici etkiye sahip radikal tiirleridir ve yaygin hiicre hasarina
sebep olabilirler (43). En 6nemli etkileri, DNA hasaridir (44). Bu oksijen tiirevi tiirlerin
cogu, normal aerobik metabolizmalarda diisiik seviyelerde iiretilirler ve sebep olduklari
hiicre hasarlar1 hemen tamir edilir. Bununla beraber siddetli oksidatif stres olgularinda
nekrozlar olusabilir. Bu hasar, ATP tiiketimine, hiicresel Oliimlerinin kontroliiniin

engellenmesine ve hiicrenin 6liimiine neden olur (45, 46).
2.4.1. Oksidanlarm Uretimi ve Tiiketimi

Insanlarda normal sartlarda reaktif oksijenin bir kaynag: oksidatif fosforilasyon boyunca
mitokondriden aktive edilmis oksijen sizmasidir. Ancak transport zincirinde bir elektron
kaybetmis olan E. coli mutantlar1 da hidrojen peroksit iiretirler. Bir diger ihtimal de
coklu redoks-aktif flavoproteinlerin normal sartlarda oksidan iiretimine katkida
bulunmasidir. Siiperoksit iiretebilen diger enzimler ksantin oksidaz, NADPH oksidazlar
ve sitokrom P450°dir. Hidrojen peroksit, bir¢ok oksidazin da dahil oldugu cok c¢esitli
enzimler tarafindan iretilirler. Reaktif oksijen tiirleri, hiicresel iletimde 6nemli roller
oynarlar. Bu siirece redoks iletimi ad1 verilir. Hiicredeki dengenin devam ettirilmesi i¢in

reaktif oksijen liretimi ve tiikketimi arasinda bir dengenin olmas1 gerekir (47-51).
2.5. ANTIOKSIDANLAR

Oksijen zehirli etkiye sahip bir maddedir. Aerob organizmalar yasamlarin1 sadece
antioksidan savunma sistemleri oldugu i¢in siirdiirebilmektedirler. Antioksidanlar,
oksidatif stresin siddetini azaltmaya yardimci olan maddeler olarak tanimlanabilir. Bu
etkilerini daha az aktif bir radikal olusturmak veya proteinler, lipidler, karbonhidratlar
veya DNA gibi substratlar lizerindeki serbest radikal zincir tepkimesi zararini ortadan

kaldirmak suretiyle gosterirler (52, 53).

Viicutta enzimatik (endojen) ve enzimatik olmayan (6zellikle gidalarla alinanlar) bir
dizi antioksidan etkin durumdadir. Bunlarin tamami hiicre i¢i veya hiicre disi

antioksidanlar olarak bilinirler. Antioksidan enzimler arasinda SOD, CAT ve GSH-Px
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bulunur. Enzimatik olmayan antioksidanlar arasinda gesitli serbest radikaller bulunur.
Vitamin A (retinol), vitamin C (askorbik asit), vitamin E (tokoferol), flavonoidler,
tioller (glutasyon), ubideseranon, irik asit, biluribin, ferritin ve enzimatik ko-faktor
benzeri etki eden mikrobesinler (demir, bakir, ¢inko, selenyum, manganez) bu grup
icinde yer alir. Antioksidan sistemlerin etkinligi beslenmeyle viicuda alinanlara
(vitaminler ve mikrobesinler) ve endojen antioksidan enzim iiretimine baglidir. Endojen
antioksidan enzim sentezi egzersiz, antreman, beslenme ve yaslanma durumuna bagh

olarak degisebilir (53-55).

Antioksidan savunma sistemlerinde bulunan bir¢ok enzim prooksidanlar ile
antioksidanlar arasinda dengeyi saglamaktadir (56). Antioksidan enzimler, elementlerin
indiikledigi zehirlenme durumlari da dahil patolojik durumlarda hiicrelerin ortak

savunma mekanizmalar1 olarak goriilmektedirler (56, 57).
2.5.1. Enzimatik Antioksidanlar

SOD siiperoksit radikallerine karst en onemli savunmadir. Ayrica oksidatif streste ilk
savunma basamagidir. SOD enzim sistemi O,’nin dismutasyonu ve H,0;’nin
olusumunu katalize eden bir grup enzimi i¢ine alir. Zira, viicutta SOD’un farkli formlar
vardir. Manganez, MnSOD’un bir ko-faktoriidiir ve mitokondrilere yerlesmistir. Ayni
sekilde demir ve bakir da CuZnSOD’un ko-faktorleridir ve sitosolde bulunur. CAT tiim
hiicrelerde yer alir. Ozellikle peroksizomlarda zehirli maddeleri detoksifiye etmek igin
oksijen kullanan ve H,O; iireten hiicre kiiltiirlerinde bulunur. CAT H,0;’y1 su ve
oksijene doniistiiriir. CAT ayn1 zamanda bazi zehirli maddeleri peroksidaz tepkimesi
araciligr ile detoksifiye etmek icin H,O,’yi kullanilir. Bu tepkime, fenol, alkol (etanol)
veya formik asit gibi bir substratlara gereksinim gdsterir. GSH-Px hiicre sitozoliinde ve
mitokondrilerde bulunur; H,O,’yi suya doniistiiriir. Bu tepkimede GSH kullanilir ve
okside glutasyona cevrilir (GSSG). GSH-Px ve CAT 1n her ikisi de H,O, lizerinde etkili
olmakla birlikte; reaktif oksijen tiirleri yiiksek seviyede olustugunda GSH-Px daha
etkilidir. Daha diisiik H>O, yogunlugunda ise CAT 6nemli etkinlige sahiptir (Sekil 2.3)
(53).

2.5.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

GSH enzimatik olmayan bir antioksidandir ve siilfidril gruplari iceren bir tripeptittir.
Serbest radikalleri etkisiz kilar. Ayni1 zamanda enzimleri ve aktif proteinleri korumak

amactyla kendi siilfidril gruplarimi da verebilmektedir. Ayrica, peroksidaz reaktif
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oksijen tiirlerinin inhibisyonunda GSH-Px i¢in bir substrat gibi gorev alir. Vitamin-E
yagda c¢oziinebilen bir vitamindir; hiicrelerde ve mitokondrial membranlarda c¢ok
miktarda bulunmasi ve dogrudan ROS {izerinde etkili olabilmesi nedeniyle, en 6nemli
zincir kirict antioksidan olarak bilinir. Vit C ekstraseliiler sivinin 6nde gelen
antioksidanidir. Fakat ayn1 zamanda sitozolde de etkilidir. ROS’lar1 [OH', Oy, yag asidi
peroksil radikali (LOO") ve alkoksil radikali ( RO")] nétralize etme yetenegine sahiptir.
Vit A yagda ¢ozilinebilen bir vitamindir ve bir¢ok yagin yapisinda bulunur. Karoten
hiicre membraninda bulunur ve viicutta ihtiya¢ oldugunda Vit A’ya doniistiiriiliir.
Karotenin reaktif oksijen tiirlerini (6zellikle tek oksijen ve lipid radikalleri) ¢aligmaz
duruma getirdigi ve lipid peroksidasyonun siddetini azalttigi diistiniilmektedir.
Flavonoidler (F1-OH) fenolik bilesiklerdir. Flavoidler antioksidan etkilerini prooksidan

+3

enzimleri inhibe ederek veya Fe™”, Fe™ veya Cu' gibi prooksidan iyonlarla bilesik
olusturarak gosterirler. Flavonoidler ayn1 zamanda hidrojen atomu vererek bazi reaktif
oksijen tiirlerini yakalayabilme 0Ozelligine de sahiptirler. Tioller aktif bdlgelerinde
siilfidril kalintis1 (-SH) bulundurmakla karakterize molekiillerdir. Tioller bir sistein
prekiirsorii olan metionin ve sistein siilfiir amino asitlerinden sentezlenirler. Koenzim
Q10 (CoQyo) ATP sentezi icin gerekli olan endojen bir molekiildiir. Ozellikle mitokondri
membraninda bulunur. Bu bilesik antioksidan etkisini dogrudan peroksil radikallerine
etki ederek ya da dolayl olarak Vit C ve Vit E’yi tekrar olusturmak suretiyle gosterir
(53). Urik asit insanlarda piirin metabolizmasinin son iiriiniidiir. Plazma ve kaslarda
bulunan {irik asit tekli oksijene, HOCL’ye, peroksil radikallerine, peroksinitrite ve
ozona dogrudan etkiyen onemli antioksidanlardan biridir. Sicak sok proteinleri (HS)
farkli stres tiirlerine karsi koruyucu oldugu bilinen bir grup proteindir. Bu yapilar
antioksidan olarak kabul edilirler clinkii hiicreleri ve hiicre i¢i proteinleri serbest
radikallerin yol actig1 hasarlardan korurlar. Demir metabolizmasmin baslica
proteinlerinden olan ferritin serbest radikal hasarmi onler. Albiimin, seruloplazmin ve

bilirubin serbest radikallere elektron vererek zincir kirici antioksidanlar olarak etki

gosterirler (Sekil 2.3) (53, 57, 58).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. KULLANILAN CIHAZ, MALZEME VE KIMYASALLAR
3.1.1. Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

1. UV-VIS Spektrofometre (Thermo Helios o)

2. Su banyosu (Niive BM402)

3. Vorteks (Heidolph Reaxtop)

4. Santrifiij (Niive NF 800R)

5. Santrifiij (Sigma 3K30)

6. pH metre (Metler Toledo)

7. Derin dondurucu Nofrost (Beko -20 °C)

8. Derin dondurucu (Sanyo Ultra- MDF-U3086S -80 °C )

9. Hassas terazi (Sartorius)

10. Homojenizator (Heidolph Silient Crusher M)

11. Hassas terazi (Sartorius TE3102S)

12. Manyetik karistirici (Elektro Mag-M21)

13. Buz Makinesi (Kale Buzzbar)

14. Deiyonize su cihazi (Millipore)



15.

16.
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Antikoagulantli ve antikoagulantsiz cam tiip

Kaniil

3.1.2. Kimyasallar

1.

2.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Tiyobarbitiirik asit (TBA) (Merck 108180)

n-Butanol (Merck 100988)

Triklorasetik asit (TCAA) (Merck100810)

Folin fenol (Merck 109001)

Potasyum sodyum tartarat tetrahidrate (C4HsKNaOg 4 H,O) (Merck 108087)
Bakair siilfat (CuSOy4) (Merck 102791)

Sodyum karbonat (Na,CO3) (Merck 106392)

N-naftiletilendiamin dihidrokloriir (NED) (Merck 106237)
Siilfanilamid (C¢HsN,O,S) (Merck 11799)

Sodyum nitrit (NaNO;) (Merck 106549)

Orto-fosforik asit (Merck 100563)

Potasyum hekzo siyano ferrat (K;[Fe(CN)g]) (Merck 104971)
Sodyum di hidrojenfosfat dihidrate (NaH,PO42 H,0) (Merck 106345)
Sodyum hidrojen karbonat (NaHCO3) (Merck 106329)

Di-sodyum hidrojen dodesahidrat (Na,HPO412 H,O) (Merck 106573)
Potasyum siyanid (KCN) (Merck 104965)

Sodyum hidroksit (NaOH) (Carlo Erba 480507)

Rediikte glutasyon (C;oH;7N304S) (Merck 104090)

Sodyum azid (NaN3) (Merck 106688)

Etilendiamin tetraasetik asit potasyum (EDTA) (Merck 814696)
Nikotinamid adenin di niikleotid fosfat tetrasodyum NADPH+H(Sigma N6505)
Glutasyon rediiktaz (NAD(P)H) (Sigma G3664-2.5KU)

t-biitil hidroperoksit (t-BOOH) (Fluka 19995)
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24. Potasyum di hidrojen fosfat (KH,PO4) (Merck 104873)
25. Dodesil sulfat sodyum salt (C;,Hs0SO,0ONa) (Merck 113760)
26. Hidrojen peroksit (H,O;) (Merck 108600)
27. Pridin (CsHsN) (Merck 107462)
28. Glasiyel asetik asit (CH;COOH) (Merck 100056)
29. 2-Tiyo barbitiirik asit (C4H4N,0,S) (Merck 108180)
30. Nitro blue tetrazolium (C4oH3oN;9Og - 2CI) (Sigma N6876)
31. Ksantin (CsH4N4O; ) (Sigma X0626)
32. Ksantin oksidaz (Sigma X1875)
33. Sigir albiimini (Sigma A4503)
34. Amonyum stilfat (NH4),SO4) (Merck 101217)
35. Bakir klorit di hidrate (CuCl,2 H,0O) (Merck 102733)
36. Sodyum kloriir (Merck 116224)
37. Hemoglobin (Sigma H-2500)
38. 1.1.3.3. tetraetoksipropan (Sigma, T 9889).
39. Sodyum Arsenit (Merck 1.06277)
40. Cuha Cicegi Yag1 (Solgar)
3.2. YONTEM
3.2.1. Hayvan Materyali

Calismada saglikli, 48 adet 150-200 g agirhginda Wistar-Albino ki erkek rat
kullanilmistir ve her bir grupta 12 rat olacak sekilde 4 grup olusturulmustur. Hayvanlar
12 saat aydinlik 12 saat karanlik periyodunda tutulmustur. Her kafeste 4 hayvan
bulunduran polietilenden yapilmis rat kafeslerine yerlestirilmistir. Yemleri ve suyu ad
libium olarak oOnlerinde bulundurulmustur. Barindiklar1 ortamin 1sis1 20-22 °C’de
tutulmustur. Deneme siiresi boyunca % 23 ham protein, % 7 ham seliiloz ve 3100

Kcal/kg metabolik enerji igeren rat pellet yemi ile beslenmistir.
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3.2.2. Gruplar

Birinci Grup: Kontrol olarak tutulmustur. Hayvanlara yem ve su disinda herhangi bir

bilesik verilmemistir.

ITkinci Grup: Hayvanlara agizdan sonda ile 0,1 ml/rat/giin dozunda cuha ¢icegi yagi

sonda ile agizdan 30 giin siireyle verilmistir.

Ugiincii Grup: Hayvanlara, icme suyu ile 100 ppm Na-arsenit 30 giin siireyle ad libitum

olarak verilmistir.

Dordiincii Grup: Hayvanlara, igme suyu ile 100 ppm Na-arsenit ad libitum verilirken,
es zamanli olarak 0,1 ml/rat/giin dozunda ¢uha cicegi yag1 sonda ile agizdan 30 giin

stireyle verilmistir.
3.2.3. Orneklerin Toplanmasi

Otuzuncu giinlin sonunda biitiin gruptaki hayvanlardan hafif eter anestezisi altinda
heparinli tiiplere kan alinmistir. Hayvanlarin kan alma sonunda Oliimiinii takiben

karaciger, akciger, kalp, bobrek, dalak, beyin ve testis dokular1 ¢ikarilmistir
3.2.4. Eritrositlerin Yikanmasi ve Hemolizatlarin Hazirlanmasi

Plazma ayrildiktan sonra kanin sekilli elemanlarini olusturan kisma esit miktarda tuzlu
fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 7,4) ilave edilmistir. Tiipler hafif¢e ¢alkalanarak ardindan
3000 devirde 10 dakika santrifiij edilmistir. Ustte toplanan eritrosit ve 16kosit tabakasi
uzaklagtirllmistir. Yikama islemi 3 kez tekrarlanmistir. En son asamada yikanmig
eritrosit tabakasindan 0,5 ml alinarak {izerine ayn1 hacimde tuzlu fosfat tampon ¢ozeltisi
ilave edilmistir ve hafif¢e karistirilmistir (59). Numuneler analiz edilinceye kadar -80
°C’de saklanmistir. Analize hazirlanan numunelerden alinarak 1/5 oraninda buz
soguklugunda su ilave edilmis ve eritrositlerin hemolizi ger¢eklestirilmistir. Elde edilen
hemolizat hemoglobin diizeyi ile CAT ve GSH-Px aktivitesi; hemolizattan
kloroform/etanol ile ekstrakte edilmis olan faz ise SOD aktivitesi Ol¢iimii i¢in

kullanilmistir.
3.2.5. Doku Homojenatinin Hazirlanmasi

Cikarilan dokular buz soguklugunda deiyonize su ile yikanarak kan ile yag ve bag
dokular1 uzaklastirilmistir. Dokulardan 1 g alinarak 1/5 oraninda hazirlanan tampon

(140 mM KCI, 10mM NaHCO3, 3mM KH,PO, and 2mM K,HPO./L; 950 ml deiyonize
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suda c¢ozdirilerek 5 N NaOH ile pH’st 7.2°ye ayarlanmig ve 1000 ml’ye
tamamlanmigtir) ilave edilmis ve homojenizator kullanilarak 20000 rpm’de 15 sn
homojenizasyonu gergeklestirilmistir. Homojenat sogutmali (+4 °C) santrifiije
yerlestirilerek 15000 rpm’de 45 dakika siireyle santrifiij edilmistir ve st faz ayr bir

ependorfa alinmistir.
3.2.6. Biyokimyasal Analizler
3.2.6.1. Eritrosit ve Doku MDA Olciimii

Olgiimlerde Yoshioka ve ark (60)’nin bildirdigi ydntem esas almmistir. YOntemin
prensibi asit kosullar altinda tiyobarbitiirik asit ile MDA’ ’nin pembe renkli bir iiriin
olusturmasina dayanir. Tiiplere 0,5 ml plazma alinmis ve sirasiyla iizerine 2,5 ml %
20’lik triklorasetik asit ve 0,5 ml % 0,67’lik tiyobarbitiirik asit ilave edilmistir. Ayni
islem plazmasiz olan kor tiiplerinde de tekrarlanmistir. Tiipler kaynar su banyosunda 30
dakika tutulmustur ve ardindan hizla sogutularak iizerine 4 ml n-butanol ilave
edilmistir. Vorteksde 30 saniye kadar vortekslenmis ve 3000 devirde 10 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiijii takiben iistte kalan n-butanol tabakasi alinarak 535 nm’de n-
butanol koriine karsi olclilmiistiir. Numune Ol¢iimii sonucu elde edilen absorbanslar
onceden 1.1.3.3. tetraetoksipropanda hazirlanmis olan kalibrasyon egrisi kullanilarak

nmol/ml cinsinden hesaplanmistir.

Doku yonteminin prensibi de plazma MDA 6l¢iimiinde oldugu gibi MDA’nin
tiyobarbitiirik asit ile asit ortamda verdigi pembe renkli kompleksin renk siddetinin 535
nm’de Olgiilmesi esasina dayanir. Doku MDA analizleri, Ohkawa ve ark (61)’nin
metodu esas alinarak yapilmistir. Buna gore vida kapakl tiiplere sirasiyla 0,2 ml doku
homojenati, 200 pl sodyum loril siilfat (% 8,1), 1,5 ml asetat tamponu, 1,5 ml TBA
cozeltisi (% 0,8) ve 600 pul deiyonize su konulmus ve kapaklart sikica kapatilmistir.
Karigim, 95 °C’ye ayarlanan su banyosunda 60 dakika siire ile beklemeye birakilmistir.
Sogutulan tiiplere 1 ml deiyonize su ve 5 ml n-butanol/piridin (15:1) ¢ozeltisi ilavesi ile
30 sn vortekslenmistir. Ardindan 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Olusan
pembe renkli {ist fazin absorbansi 535 nm’de kore karsi okunmustur. Elde edilen
absorbanslar daha 6nce 1.1.3.3. tetractoksipropan ile hazirlanmis olan kalibrasyon egrisi

ile karsilastirilarak sonuglar nmol/mg-protein cinsinden hesaplanmistir.
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3.2.6.2. Eritrosit Hemoglobin Diizeyi Olciimii

Olgiimlerde, Fairbanks ve Klee (62)’mn bildirdigi yontem kullanilmistir. Yéntemin esasi
siyanomethemoglobin olusumunun Ol¢limiine dayanir. Drabkin reaktifinden [0,2 g
K;3Fe(CN)g, 0,05 g KCN ve 1,0 g NaHCOs tartildi ve hacmi deiyonize su ile 1 litreye
tamamlandi] 6 ml alinmis ve ilizerine 40 ul hemolizat ilave edilmistir ve 5 dakika oda
1s1sinda bekletilmistir. Drabkin reaktifine kars1 540 nm’de 6l¢iimler gerceklestirilmistir.

Sonuglar mgHb/ml hemolizat olarak hesaplanmaistir.
3.2.6.3. Doku Protein Diizeyinin Belirlenmesi

Doku protein diizeyinin belirlenmesinde Lowry (63)’nin tanimladigi ve Miller (64)
tarafindan modifiye edilmis metot kullanilmistir. Yontemin esasi, tirozin ve triptofan
artiklar1 ile alkali bakir ve fenol reaktifinin verdigi mavi renkli olusumun renk

siddetinin 540 nm’de 6l¢iilmesi esasina dayanir.

Bunun i¢in homojenize edilmis dokularin siipernatantindan 100 pl alinarak deiyonize su
ile 1 ml’ye tamamlanmustir. Uzerine 1 ml bakir reaktifi eklenerek tiipler 30 sn
vortekslenmistir. Oda 1si1sinda 10 dakika beklemeye birakilmistir. Ardindan 3 ml folin
fenol reaktifi (1/10) eklenerek tiipler 30 sn vortekslenmistir. Karisim 50 °C’ye ayarlanan
su banyosunda 10 dakika beklemeye birakilmistir. Olusan mavi renkli bilesimin
absorbansi 540 nm’de kore karsi okunmustur. Elde edilen absorbanslar daha 6nceden
sigir alblimini ile ayn1 islemler tekrarlanarak hazirlanmis kalibrasyon egrisine gére mg-

protein/ml homojenat cinsinden hesaplanmaistir.
3.2.6.4. Eritrosit ve Doku CAT Aktivitesi Ol¢iimii

Olgiimlerde, Luck (65) tarafindan gelistirilen yontem esas alinmistir. Metodun prensibi

hidrojen peroksitin numunede bulunan katalaz ile yikimlanmasi esasina dayanmaktadir.

Kor kiivetine 2,95 ml 50 mmol’liikk pH 7°de fosfat tampon (3,522 g KH,PO4 ve 5,796 g
Na,HPO, eklenmis ve hacim deiyonize su ile 1 litreye tamamlandi) konulmus ve
tizerine 50 ul hemolizat veya doku siipernatant1 ilave edilmistir. Numune kiivetine ise
fosfat tamponda hazirlanmis 10 mmol/L’lik hidrojen peroksit (100 ml fosfat tamponu
tizerine 0,13 ml % 35’lik H,O, ¢ozeltisi ilave edildi ve 240 nm’de fosfat tampona kars1
okunan absorbansi 0,500’¢ ayarlandi) ¢ozeltisinden 2,95 ml konulmus ve {izerine 50 pl
hemolizat ilave edilmistir. Olgiimler 240 nm’de kor kiivete gore (45 saniyedeki diisiis)

yapilmustir. Sonuglar, k/mgHb ve k/mg-protein cinsinden hesaplanmustir.
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3.2.6.5. Eritrosit ve Doku SOD Aktivitesi Ol¢iimii

Sun ve ark (66)’nin bildirdigi yontem kullanilmistir. Yontemin esast siiperoksit
radikallerinin ortamda bulunan nitroblue tetrazoliumu indirgemesinin numunede
bulunan siiperoksit dismutaz tarafindan engellenmesine dayanir. Renksiz NBT iyonu,
stiperoksit radikali ile indirgendiginde maksimum absorbansi 560 nm’de veren mavi
renkli formazona doniisiir. Bu reaksiyon sirasinda, numunedeki SOD aktivitesi ile

orantil1 olarak bir absorbans diismesi gozlenir.

Cam tiiplere alinan 0,5 ml eritrosit hemolizat1 veya doku siipernatanti iizerine 0,5 ml
kloroform/etanol (3/5 v/v) karisimi ilave edilmis ve vortekslenmistir. Ardindan tiipler
3000 devirde, +4 °C’ye ayarl sogutmali santrifiijde 10 dakika santrifiij edilmis ve iistte
kalan berrak kisim analiz i¢in kullanilmistir. Tiiplere sirasiyla 0,5 ml numune ekstrakti,
2,45 ml SOD reaktif karistmi [SOD reaktifi icin 100 ml balon joje igerisine 20 ml
ksantin ¢dzeltisi (3 mmol/L), 10 ml EDTA (0,6 mmol/L) ¢bzeltisi, 10 ml NBT (0,15
mmol/L) ¢bzeltisi, 6 ml amonyum siilfat (2 mol/L) ¢6zeltisi ve 3 ml sigir alblimini (1
g/L)] ilave edilmistir. Daha sonra da, 50 pl ksantin oksidaz ¢ozeltisi (50 U/4,7 ml’lik
ksantin oksidazdan 83 pl alinarak 2 ml 2 M’lik amonyum siilfat ¢6zeltisi i¢cine katildr)
eklenmistir. Tiipler 20 dakika 25 °C’lik su banyosunda bekletilmistir. Bu siire sonunda,
1,0 ml CuCl, (0,8 mmol)’den ilave edilerek reaksiyon durdurulmus ve olgiimler 560
nm’de gerceklestirilmistir.  Sonuglar, U/mgHb ve U/mg-protein cinsinden

hesaplanmustir.
3.2.6.6. Eritrosit ve Doku GSH-Px Aktivitesi Ol¢iimii

Olgiimler icin Paglie ve Valentie (67)nin ydntemi kullanilmistir. Metodun prensibi
NADPH araciligit ile glutasyon rediiktaz kullanilarak indirgenmis glutasyonun

oksidasyonu esasina dayanir.

Analizde kor ve numune tiiplerine 1 ml fosfat tampon (pH 7,0 ve 100 mmol/L), 0,1 ml
EDTA (10 mmol/L), 0,1 ml NaN3 (20 mmol/L), 0,1 ml NADPH+H" (3 mmol/L), 0,1 ml
rediikte glutasyon (20 mmol/L) ve 0,2 ml aktivitesi ayarlanmis glutasyon rediiktaz (2
U/numune) katilmistir. Numune tiiplerine 0,05 ml hemolizat ve doku silipernatanti, kor
tiipiine 0,05 ml fosfat tampon ilave edilmistir. Ardindan tiipler 2-3 dakika 37°C’de
bekletilmistir. Uzerine 0,2 ml distile suda yogunlugu ayarlanmis t-BOOH ¢ozeltisi ilave
edilerek 1 dakika siiredeki 366 nm’deki absorbans diisiisii kaydedilmistir. Sonuglar
umol NADPH "/gHb ve pmol NADPH '/g-protein cinsinden degerlendirilmistir.
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3.2.6.7. Plazma ve Doku NO Diizeyinin Ol¢iimii

Nitrik oksit dl¢timleri Griess yontemi esasina gore, Tracey ve ark (68)’nin bildirdikleri
metoda gore yapilmistir. Ependorf tiipleri icine sirasiyla 25 upl plazma veya doku
siipernatanti, 8 ul NADPH (200 mikromol/L), 1 ul FAD (10 mikromol/L), 20 mMol’liik
126 pl fosfat tampon ile 40 pl nitrat rediiktaz (1 U/ml) ilave edilmis ardindan
vortekslenmistir. Numuneler 37 °C’de 20 dakika su banyosunda bekletilmis ve lizerine
10 pl ¢inko siilfat ¢ozeltisi (300 mg/L) ilave edilmistir. Ardindan 10000 g’de 5 dakika
sogutmali santrifiijjde (+4 °C) santrifiij edilmis ve iistte kalan fazdan 50 pul ELISA
mikropleytlerine konulmustur. Uzerine 50 pl Griess Reaktifi [NEDD (1 mg/ml) ve
stilfanilamid (20 mg/10 ml fosforik asit ¢ozeltileri) 1:1] ilave edilmistir; 151ksiz ortamda
10 dakika bekletilmis ve ELISA okuyucuda 540 nm’de kore karsi okunmustur.

Sonuglar, pmol/mgHb ve pmol/mg-protein seklinde hesaplanmistir.
3.3. ISTATISTIKSEL HESAPLAMALAR

Istatistiksel hesaplamalarda SPSS 13,0 istatistik programi kullanilmistir. Calismada
veriler aritmetik ortalama ve standart sapma olarak verilmistir. Gruplar arasi
karsilagtirmalar tek yonlii varyans (ANOVA) analiziyle yapilmistir. Farklilik gosteren
gruplar ise DUNCAN testi ile tespit edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. CUHA CiCEGI YAGI

Kontrol grubuna goére, MDA diizeyinde karaciger, akciger, bobrek, dalak ve testis
dokusunda onemli bir diisiis tespit edilmistir. SOD aktivitesinde beyin ve kalp
dokusunda 6nemli bir diisiis, eritrositte onemli bir artis bulunmustur. CAT aktivitesinde
dalak, testis ve karaciger dokusunda onemli bir diisiis, akciger ve kalp dokusu ile
eritrositte Onemli bir artis gozlenmistir. GSH-Px aktivitesinde ise dalak ve beyin
dokusunda 6nemli bir diisiis, eritrositte onemli bir artis s6z konusu olmustur. Kontrol
grubuna gore MDA diizeyinde beyin ve kalp dokusu ile eritrositte; SOD aktivitesinde
karaciger, akciger, bobrek, dalak ve testis dokusunda; CAT aktivitesi i¢in bobrek ve
beyin dokusunda; GSH-Px aktivitesinde karaciger, akciger, bobrek, kalp ve testis
dokusunda; NO diizeyinde plazma ve biitliin dokulardaki degisimler Onemsiz

bulunmustur (Tablo 4.1-4.8).
4.2. ARSENIK

Kontrol grubuna gore, MDA diizeyinde karaciger, akciger, bobrek, dalak, testis, beyin
ve kalp dokusu ile eritrositte dnemli bir artis bulunmustur. SOD aktivitesinde akciger,
bobrek, dalak, testis ve kalp ile eritrositte dnemli bir artis varken, beyinde énemli bir
diisiis mevcuttur. CAT aktivitesinde ise karaciger, akciger ve testis dokusunda 6nemli
bir diislis gézlenmisken, bobrek, dalak, beyin ve kalp dokusu ile eritrositte artis tespit
edilmistir. GSH-Px aktivitesinde karaciger, akciger, bobrek ve dalak dokusu ile
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eritrositte Onemli bir artis, testis ve beyin dokusunda onemli bir diisiis vardir. NO
diizeyinde, karaciger, akciger, bobrek, testis, beyin ve kalp ile eritrositte nemli bir artig
mevcuttur. Kontrol grubuna gore, SOD aktivitesinde karaciger dokusunda; GSH-Px
aktivitesinde kalp dokusunda; NO diizeyinde dalak dokusunda 6nemli bir fark yoktur
(Tablo 4.1-4.8).

4.3. ARSENIK iLE CUHA CiCEGIi YAGI

Kontrol grubuna gore, MDA diizeyinde, akciger ve beyin dokusunda onemli bir artig
bulunmustur. SOD aktivitesinde karaciger ve beyin dokusunda énemli bir diisiis varken
akciger, bobrek ve dalak dokusu ile eritrositte 6nemli bir artis tespit edilmistir. CAT
aktivitesinde dalak ve testis dokusunda Onemli bir diisiis, eritrositte onemli bir artis
gozlenmistir. GSH-Px aktivitesinde beyin dokusunda diisiis, eritrositte ise artis yoniinde
onemli bir degisim gergeklesmistir. NO diizeyinde akciger, testis, kalp ve beyin dokusu
ile plazmada 6nemli bir artis varken, dalak dokusunda 6nemli bir diisiis s6z konusudur

(Tablo 4.1-4.8).

Degerlendirme yalnizca arsenik verilen gruba gore yapildiginda, MDA diizeyinde
karaciger, akciger, bobrek, dalak, testis, beyin ve kalp dokusunda 6nemli bir diisiis
bulunmustur. SOD aktivitesindeki degisimler, karaciger, bobrek, testis ve kalp dokusu
ile eritrositte dnemli bir diisiis seklindedir. CAT aktivitesinde karaciger, akciger ve
testis dokusunda 6nemli bir artig; bobrek, beyin, kalp ve dalak dokusu ile eritrositte
onemli bir diisiis mevcuttur. GSH-Px aktivitesindeki degisimler karaciger, akciger,
bobrek, dalak ve kalp dokusu ile eritrositte dnemli bir diisiis seklinde gerceklesmistir.
NO diizeyindeki degisimler karaciger, bobrek, dalak, beyin ve kalp dokusunda 6nemli
bir diisiis tarzindadir (Tablo 4.1-4.8).

Kontrol grubuna gore, MDA diizeyinde karaciger, bobrek, kalp, dalak ve testis dokusu
ile eritrositte onemli bir degisim yoktur. Aynt durum SOD aktivitesinde testis ve
dokusunda; CAT aktivitesinde karaciger, akciger, bobrek, beyin ve kalp dokusunda;
GSH-Px aktivesinde karaciger, akciger, bobrek, kalp, dalak ve testis dokusunda; NO

diizeyinde karaciger ve bobrek dokusu degerlerinde de s6z konusudur (Tablo 4.1-4.8).
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Tablo 4.1. Kontrol ve deneme grubu karaciger dokusu oksidatif stres parametreleri.

Parametre Grup
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
(Kontrol) (Cuha Cicegi Yagr) (Arsenik) (Arsenik+Cuha Cicegi Yagi)
MDA (nmol/mg-protein) 1,84+0,43b 0,83+0,16¢ 2,92+0,47a 2,10+0,79b
SOD (U/mg-protein) 1,37+0,63a 1,76+1,09a 1,94+0,46a 0,71+0,36b

CAT (k/g-protein)

868,92+243,61a

597,88+195,07bc

540,32+201,94c¢

746,054+182,13ab

GSH-Px (umol NADPH/g-protein)

49,10+18,72a

63.27+20,41a

306,90+132,64b

98,84+29,10a

NO (pmol/mg-protein)

0,34+0,07a

0,32+0,08a

0,45+0,04b

0,37+0,12a

a,b,c. Ayni satirda farkli harfleri tasiyan gruplar istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).
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Tablo 4.2. Kontrol ve deneme grubu akciger dokusu oksidatif stres parametreleri.

Parametre Grup
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
(Kontrol) (Cuha Cicegi Yagi) (Arsenik) (Arsenik+Cuha Cicegi Yagi)

MDA (nmol/mg-protein) 2,09+0,29a 1,40+0,38b 3,78+1,17¢ 3,15+0,61d

SOD (U/mg-protein) 2,73+1,32a 2,22+0,88a 4,06+1,20b 4,97+1,53b

CAT (k/g-protein) 57,70+£10,34a 73,89+17,75b 38,73+£20,35¢ 54,50+18,89a
GSH-Px (umol NADPH/g-protein) 80,66+20,89a 105,89+38,28a 186,99+47,69b 92,05+50,40a

NO (nmol/mg-protein) 0,45+0,19a 0,43+0,10a 0,66+0,13b 0,63+0,15b

a,b,c. Ayni satirda farkli harfleri tagiyan gruplar istatistiksel olarak énemlidir (p<0,05).
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Tablo 4.3. Kontrol ve deneme grubu bobrek dokusu oksidatif stres parametreleri.

Parametre Grup
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
(Kontrol) (Cuha Cicegi Yagi) (Arsenik) (Arsenik+Cuha Cicegi Yagi)

MDA (nmol/mg-protein) 2,28+0,40a 1,16+0,29b 4,38+1,09¢ 1,96+0,40a

SOD (U/mg-protein) 2,09+1,07a 2,63+1,54ab 4,09+0,37¢ 3,26+0,46b

CAT (k/g-protein) 195,48+67,65a 252,00+146,45a 465,26+148,24b 156,97+32,28a
GSH-Px (umol NADPH/g-protein) 72,94+21,68a 92,09+36,86a 167,70+38,88b 78,43+£37,19a

NO (nmol/mg-protein) 0,34+0,10a 0,30+0,06a 0,55+0,19b 0,30+0,06a

a,b,c. Ayni satirda farkli harfleri tagiyan gruplar istatistiksel olarak énemlidir (p<0,05).
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Tablo 4.4. Kontrol ve deneme grubu beyin dokusu oksidatif stres parametreleri.

Parametre Grup
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
(Kontrol) (Cuha Cicegi Yagi) (Arsenik) (Arsenik+Cuha Cicegi Yagi)
MDA (nmol/mg-protein) 2,57+0,60a 3,55+0,97a 8,19+1,46b 5,65+2,06¢
SOD (U/mg-protein) 10,18+3,32a 4,75+2,68b 4,56+3,96b 6,824+2,26b
CAT (k/g-protein) 25,5148,76a 20,06+10,39a 61,92+24,73b 26,25+11,39a

GSH-Px (umol NADPH/g-protein)

65,53+14,88a

31,95+14,35b

38,77+14,41b

36,69+21,47b

NO (pmol/mg-protein)

0,06+0,03a

0,07+0,04a

0,22+0,05b

0,16+0,06¢

a,b,c. Ayni satirda farkli harfleri tagiyan gruplar istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).
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Tablo 4.5. Kontrol ve deneme grubu kalp dokusu oksidatif stres parametreleri.

Parametre Grup
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
(Kontrol) (Cuha Cicegi Yagr) (Arsenik) (Arsenik+Cuha Cicegi Yagi)
MDA (nmol/mg-protein) 2,16+0,72a 1,69+0,36a 3,62+1,10b 1,88+0,81a
SOD (U/mg-protein) 3,77+0,73b 2,59+0,67c 4,79+1,55a 3,45+1,25bc
CAT (k/g-protein) 41,80+20,61a 61,99+22,19b 74,77£14,41b 39,89+19,57a

GSH-Px (umol NADPH/g-protein)

87,85+23,42ab

76,56+32,56a

110,62+38,78b

75,41£34,01a

NO (pmol/mg-protein)

0,19+0,05a

0,22+0,05a

0,64+0,12b

0,40+0,12c

a,b,c. Ayni satirda farkli harfleri tagiyan gruplar istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).
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Tablo 4.6. Kontrol ve deneme grubu dalak dokusu oksidatif stres parametreleri.

Parametre Grup
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
(Kontrol) (Cuha Cicegi Yagi) (Arsenik) (Arsenik+Cuha Cicegi Yagi)

MDA (nmol/mg-protein) 3,25+0,74a 2,16+0,70b 4,00+0,85¢ 2,69+0,62ab

SOD (U/mg-protein) 1,68+0,74a 1,67+0,54a 3,04+0,60b 2,71+0,48b

CAT (k/g-protein) 71,60+17,82a 49,81+16,57b 118,80+23,24¢ 36,62+16,00b
GSH-Px (umol NADPH+/g-pr0tein) 70,08+18,85a 44,91+£23,51b 113,33+26,48¢c 76,95+39,19a

NO (pmol/mg-protein) 0,55+0,15a 0,64+0,06a 0,64+0,12a 0,43+0,13b

a,b,c. Ayni satirda farkli harfleri tagiyan gruplar istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).
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Tablo 4.7. Kontrol ve deneme grubu testis dokusu oksidatif stres parametreleri.

Parametre Grup
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
(Kontrol) (Cuha Cicegi Yagr) (Arsenik) (Arsenik+Cuha Cicegi Yagi)
MDA (nmol/mg-protein) 3,19+0,82a 1,11£2,27b 6,88+1,23¢ 3,81%1,16a
SOD (U/mg-protein) 2,05+1,35a 3,02+1,74a 7,34+1,26b 3,28+1,46a
CAT (k/g-protein) 81,51+18,28a 56,42+19,30bc 42,804,13,11c 60,09+18,29b

GSH-Px (umol NADPH/g-protein)

67,95+26,72a

63,47+18,28a

36,48+12,32b

52,13+21,39ab

NO (pmol/mg-protein)

0,14+0,05a

0,16+0,05a

0,34+0,10b

0,30+0,09b

a,b,c. Ayni satirda farkli harfleri tagiyan gruplar istatistiksel olarak énemlidir (p<0,05).
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Tablo 4.8. Kontrol ve deneme grubu eritrosit oksidatif stres parametreleri.

Parametre Grup
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
(Kontrol) (Cuha Cicegi Yagi) (Arsenik) (Arsenik+Cuha Cicegi Yagi)

MDA (nmol/mg-protein) 0,27+0,06a 0,30+0,09a 0,40+0,17b 0,34+0,07ab

SOD (U/mg-protein) 1,35+0,29a 2,01+0,29b 3,46+0,66¢ 1,74+0,30b

CAT (k/g-protein) 32,60+9,48a 57,68+12,78b 84,09+15,01c 66,10£16,46b
GSH-Px (umol NADPH/g-protein) 30,45+7,22a 41,2346,03b 70,17+17,56¢ 54,56+8,08d

NO (nmol/mg-protein) 2,20+0,76a 0,97+0,33a 3,67+1,33b 2,77+0,92b

a,b,c,d. Ayni satirda farkli harfleri tasiyan gruplar istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).
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5. TARTISMA VE SONUC

Arsenik ROS iiretimini indiikleyen ve oksidafif strese neden olan metaller hakkinda en
cok calisma yapilanlardan biridir. Arsenigin, oksidasyona duyarli metabolik yollar
aktive ederek hiicre hasarina ve 6liimiine onciiliik eden serbest radikalleri olusturduguna
dair pek ¢ok kanit sunulmustur. Arsenigin sadece reaktif oksijen tiirlerini degil, aym
zamanda siiperoksit (0,"), tekli oksijen ('O,), peroksil radikali (ROO"), nitrit oksit
(NO"), hidrojen peroksit (H,0,), dimetilarsinik peroksil radikalleri (CHs),As” de iirettigi
bilinmektedir. Bununla beraber bu reaktif tiirlerin olusumundan sorumlu mekanizmalar
heniiz tam olarak bilinmemektedir. Fakat bazi caligmalar intermedier arsin tiirlerinin
olusumu ile iliskili oldugunu ortaya koymustur. Arsenik sadece reaktif oksijen tiirlerinin
olusumuna sebep olmaz. Ayni zamanda lipid membranlar ve DNA’ya hasar vermek
suretiyle reaktif nitrojen tiirlerinin de olusmasina sebep olmaktadir (RNS: Reaktif
Nitrojen Species). Arsenik ayni zamanda biyolojik sistemlerde NO iiretimi alaninda
hakkinda en fazla arastirma yapilmis olan agir metaldir. Arsenik reaktif oksijen tiirleri
olusturarak lipid peroksit iiretimine, glutasyon (GSH) diizeyinin azalmasina ve
oksijenaz 1 (HO-1) ile peroksiredoksin-1 (Prx1) gibi oksidan protein seviyesinin
artmasma yol acarak oksidatif strese sebep olmaktadir. Arsenigin sebep oldugu
sitotoksitenin bu metaloidin hiicrelerde fazla miktarda birikmesinden kaynaklandigi

diistiniilmektedir (54, 56, 57).

Bitkisel oziitlerin antioksidan etkileri yapilarinda bulunan fenolik bilesiklere atfedilir.

Bu fenolik bilesenler, hidroksil ve stiperoksit radikalleri gibi oksidasyon zincirini
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baslatan serbest radikallere bir hidrojen atomu vererek lipid oksidasyona engel
olmaktadirlar. Bu yapilar aym1 zamanda yag asidi serbest radikalleri ve alkoksi
radikalleri gibi substrat meydana getiren serbest radikalleri de etkisiz kilarlar.
Bitkilerdeki bu bilesenler bir elektron veya hidrojen atomu vermek suretiyle, tokoferol
a-tokoferole doniisiir. Bitki 6ziitlerinde bulunan bazi fenolik bilesenler; demir, bakir ve
manganez gibi metal iyonlarini selasyona ugratarak lipid oksidasyonu geciktirmektedir.
Dogal antioksidanlardan bir tanesi de ¢uha ¢icegi tohumlarindan elde edilen yagdir.
Ayrica, dogrudan lipid peroksidasyon tepkimesinin inhibisyonu ile glutasyon bagiml
antioksidan sistemin ve bazi enzimlerin aktivasyonu da bu mekanizmalar arasinda yer
alir. Lipid peroksidasyonu inhibe etme mekanizmasi ise hidrojen peroksiti ve oksijen
kaynakli serbest radikalleri baglamas1 esasina da dayanir (22-28). Cuha cicegi yaginin
antioksidan etkisinden de yapisinda yiiksek oranda bulunan fenolik bilesikler
sorumludur. Diger taraftan antioksidan ozelligi bulunan vitamin E diizeyi de bu
bilesiklerde oldukga yiiksektir. Ayrica pek ¢ok etkisi bulunan esansiyel yag asitleri
(palmitik asit, stearik asit, oleik asit, linoleik asit, d-linoleik asit) bu bitki yaginda ¢okca
yer alir (20, 23). o- lineoleik asit, enzimatik tepkimelerle dihomo-d-linoleik asite
dontistiirtiliir. Dihomo-6-linoleik asit, oksidatif enzimler i¢in arasidonat ile yarisir ve
bdylece aragidonat tiirevi siklojenaz iiriinleri azalir. Bu mekanizma antienflamatuvar
etkinin ilk basamagimi olusturur. Siklooksisjenaz yolagmin baskilanmasi da lipid
peroksidasyonu baskilayacagindan, dolayli yoldan antioksidan etki olusturur (29, 35-
38).

Oksidatif stresin kan ve dokularda degerlendirilmesinde pek c¢ok yontem
kullanilmaktadir. Bunlarin arasinda lipid peroksidasyon ara ve son iirlinlerin 6l¢iimii ile
antioksidan enzim aktivitelerinin degerlendirilmesi kullanilan yontemler arasindadir.
MDA ve NO lipid peroksidasyon sirasinda olusan triinler arasinda ye almaktadir. Her
iki lirlin de hiicredeki oksidatif hasar1 yansitir. Ayrica hiicresel enzimatik antioksidan
savunma sistemlerinin durumu da oksidatif gerilimi yansitan unsurlar i¢inde yer alir. Bu
antioksidan enzimlerden SOD, CAT ve GSH-Px yine siklikla biyolojik materyallerde
analizleri gergeklestirilen enzimlerdendir (35, 47-51, 69). Bu sebeple de arsenigin
farelerde olusturabilecegi oksidatif stresin boyutu ile ¢uha ¢i¢egi yaginin tek basina ve
arsenikle birlikte verilmesi durumunda oksidan/antioksidan sistemdeki degisimlerin

degerlendirilmesinde bu bes parametreden faydalanilmistir.
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5.1. CUHA CiCEGI YAGI

Caligmada belirtilen siireyle ¢uha cicegi yagi uygulanan gruplarin MDA diizeylerinde
kontrol grubuna gore bazi dokularda (karaciger, akciger, bobrek, testis ve dalak) 6nemli
bir diisiis goriilmiistiir. Bu durum bu bilesigin verilen siire i¢cinde antioksidan savunma
sistemini giiclendirdigi ve viicudun serbest radikalleri kompanze etme potansiyellerini
artirdigin1 ortaya koymaktadir. Ayn1 zamanda antioksidan enzimlerden CAT, SOD ve
GSH-Px’de iki yonlii degisimlerin goriilmesi bu tezi destekler nitelikte bulunmustur.
Zira CAT i¢in kalp, eritrosit, dalak, testis ve karaciger dokusunda 6nemli bir diisiis,
akciger ve kalp dokusu ile eritrositte dnemli bir artig; GSH-Px aktivitesinde dalak ve
beyin dokusunda 6nemli bir diisiis, eritrositte dnemli bir artis tespit edilmistir. Cuha
cicegi yagmmin antioksidan etki olusturma mekanizmasi yukarida da ayrintisiyla
belirtildigi gibi farkli mekanizmalarla gerceklesmektedir. Bu etki 6zetle serbest radikal
olusumunun engellenmesi veya olusan serbest radikallerin etkisiz kilinmasi seklinde
aciklanabilir. Etkisiz kilma yolagi dogrudan serbest radikalleri yakalayici etkiden
kaynaklanabilecegi gibi ayn1 zamanda antioksidan enzim aktivitelerinin artirilmasinda

ileri gelebilir (22-29).
5.2. ARSENIK

Belirtilen siire ve dozda i¢me suyu ile verilen arsenigin ratlarda oksidatif strese sebep
oldugu anlagilmistir. NO ve MDA diizeylerinde kontrol grubuna gore gozlenen 6nemli
artislar bu durumu ortaya koymaktadir. MDA diizeyinde karaciger, akciger, bobrek,
dalak, testis, beyin, kalp ve eritrositte onemli bir artis varken; benzer sekilde, NO
diizeyinde de karaciger, akciger, bobrek, testis, beyin, kalp ile plazmada 6nemli bir artig
s6z konusu olmustur. Bu durum, arsenigin farkli mekanizmalarla serbest radikallerde
artisa sebep oldugunu; sonugta da lipid peroksitlerin sekillendigini gostermektedir.
Arsenigin birikici karakterde olmasi canli doku ve organlarda serbest radikal olusturma
potansiyelini de artirmaktadir. Zira viicutta sekillenen metaboliti olan arsinin bu
etkideki rolii olduk¢a faladir. Enzimatik olmayan antioksidan sistemdeki bazi biyolojik
bilesiklerin (GSH gibi) diizeyini azaltmasi, oksidatif stres {irlinlerinin artisin1 da
beraberinde getirmektedir. Ayrica peroksidasyon yolaginda 6nemli rol olan 6zel protein

miktarini artirmasi da yine 6nemli unsurlardandir (43, 56, 57).

Antioksidan enzimlerde kontrol grubuna gore artis ya da azalis yoniinde degisimlerin

tespit edilmesi zira SOD ig¢in akciger, bobrek, dalak, testis, kalp ve eritrositte dnemli bir
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artis, beyinde 6nemli bir diisiis; CAT i¢in karaciger, akciger ve testiste diisiis, bobrek,
dalakta, beyin ve eritrositte onemli bir artis; GSH-Px icin karaciger, akciger, bobrek,
dalak ve eritrositte artis, testis ve beyinde Onemli bir diisiis gozlenmesi hiicresel
savunma sisteminin yiiksek diizeyde sekillenen serbest radikalleri etkisiz kilmaya
yonelik biyolojik tepki olarak yorumlanabilir. Soyle ki iiretilen serbest radikaller bir
taraftan antioksidan enzimlerce pargalanarak daha az zararli veya zararsiz bilesiklere
doniistiiriilme sirasinda tiikenme sonucu enzim aktivitesinde diisiis s6z konusu olurken;
diger taraftan da normal kosullarin lizerinde serbest radikal iiretimi yeni antioksidan

enzim sentezini beraberinde getirmekte ve sonucta enzim aktivitesi artmaktadir.

Konuyla ilgili yapilan ¢alismalardan, Nandi ve ark (70)’nin ratlarda gerceklestirdikleri
ve 10 ppm dozunda 12 hafta siireyle arsenik verdikleri ¢calismalarinda donemle iliskili
olarak, MDA diizeyinde eritrosit ve dokularda kontrol grubuna gore anlamli bir artis;
SOD ve CAT aktivitelerinde ise iki yonli bir degisim gozlemislerdir. Rios ve ark (71)
tarafinda, 3 ppm dozunda dort hafta boyunca igme suyu ile verilen arsenikten NO ve
lipid peroksit diizeyinde onemli oranda degisimler tespit etmislerdir. Bashir ve ark
(72)’n1n ratlara 60 giin boyunca 0,5 ppm, 2,5 ppm ve 5 ppm dozunda verdikleri arsenik
doz ile iligkili olarak karaciger MDA diizeyinde artisa; SOD, CAT ve GSH-Px
aktivitesinde goreceli bir diisiise sebep olmustur. Allen ve Rana (73), 4 mg/100 g
dozunda arsenik trioksiti 30 giin boyunca hayvanlara tuzlu su i¢inde agizdan uygulamis
ve karaciger ile bobrek dokusu MDA diizeyinde 6nemli oranda bir artis tespit etmistir.
Mishra ve Flora (74) ratlara 50 ppm dozunda 10 ay boyunca verdikleri arsenigin beyin
ve kanda lipid peroksit diizeyini 6nemli oranda arttirdig1 kanisina varmislardir. Zarazu’a
ve ark (75) 3-4 mg/kg/giin dozunda ratlara 10 giin siireyle verdikleri arsenigin beyinde
NO ve lipid peroksit diizeyini énemli oranda artirdigini vurgulamiglardir. Elde edilen
sonuclardan, farkli dozlarda ve farkli donemlerde uygulanan arsenigin ratlarda oksidatif
stres belirteglerinde olumsuz etkilere sebep oldugu anlasilmistir. Mevcut calismada da
bu yoniiyle belirtilen doz ve siirede incelenen materyallerdeki oksidatif stres
parametreleri ile daha Once yapilan c¢alismalardan elde edilen sonuglar arasinda

benzerlik oldugu anlagilmistir.
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5.3. ARSENIK VE CUHA CIiCEGI YAGI

Arsenik ile ¢uha ¢igegi yaginin beraber verildigi grupta MDA ve NO diizeyleri ile
antioksidan enzim (SOD, CAT, GSH-Px) aktivitelerinin pozitif yonde degisim
gosterdigi yani degerlerin kontrol grubu degerlerine dogru yaklastifi anlasilmistir. Bu
durum metalin kullanilan bilesik tarafindan dogrudan baglanmasi ile agiklanabilecegi
daha kuvvetle muhtemel, arsenik tarafindan iiretilen serbest radikallerin ¢uha ¢icegi
yaginin bilesiminde yer alan flavanoid kaynakli bilesiklerle baglanmasi (22, 23) sonucu
peroksidasyonun geriletilmesi seklinde de agiklanabilir. Ya da yukarida deginildigi gibi
arsenigin serbest radikal olusturma potansiyelini azaltmaya (20, 22, 23) yonelik bir
mekanizmada etkin rol oynamis olabilir. Ayrica antioksidan enzimlerin etkinligini
artiran yolak da benzer sonucu beraberinde getirebilir (22, 23). Zira yalnizca arsenik
verilen gruba gore yapilan degerlendirmede MDA diizeyinde karaciger, akciger, bobrek,
dalak, testis, beyin ve kalp dokusunda onemli bir diisiis; NO diizeyinde karaciger,

bobrek, dalak, beyin ve kalp dokusunda 6nemli bir diislis gozlenmistir.

Konuyla ilgili yapilan calismalar incelendiginde, Rana ve ark (76) ratlara 20 ppm 12
hafta siireyle uyguladiklari arsenigin eritrosit NO ve MDA diizeyinde artisa, SOD ve
GSH-Px aktivitesinde ise diislise sebep oldugunu; koruyucu olarak verilen askorbik
asitin ise analizleri gerceklestirilen parametreleri kontrol degerlerine yaklastirdigini
ortaya koymuglardir. Shila ve ark (77) 100 ppm dozunda 2 ay boyunca verilen sodyum
arsenitin beyinin ¢esitli boliimlerindeki MDA diizeyini artirirken es zamanli olarak
SOD, CAT ve GSH-Px aktivitesini diisiirmiistiir. Diger taraftan ayni ¢alismada
uygulanan 70 mg/kg dozunda alfa-lipoik asit degerleri kontrol grubu degerlerine dogru
yaklagsmigtir. Kannan ve ark (78)’nin ratlara 10 ppm dozunda 6 ay siireyle verdikleri
sodyum arsenit, karaciger, bobrek ve beyin TBARS diizeyinde artisa sebep olmus; es
zamanhi Vit E, Vit C ve suksimer verilen gruplarda ise incelenen parametrelerde
tyilesme gozlenmistir. Srivastava ve ark (79), 50 ppm dozunda 3 hafta siireyle sodyum
arsenit verdikleri ratlarda, karaciger ve bobrek dokusu TBARS diizeyinin arttigini; fakat
selenyum ve kalsiyumla birlikte verilen gruplarda ise degerlerin diizeldigini tespit
etmiglerdir. Diger hayvan tiirlerinde gerceklestirilen ¢alismalardan, Sinha ve ark (80),
tarafindan farelere 50, 250 ve 500 pg/L dozunda 22 giin silireyle uygulanan arsenik
trioksit lipid peroksit seviyesinde artisga sebep olurken, SOD, CAT, GSH-Px

aktivitelerini ise dlslirmistiir. Ayn1 ¢calismada, ¢esitli cay Ornekleriyle gergeklestirilen
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detoksifikasyon denemelerinde ise parametrelerde olumlu degisimler s6z konusu
olmustur. Das ve ark (81), ratlara agizdan 2-14 mg/kg dozunda 2 giin siireyle verdikleri
arsenik trioksitin beyindeki oksidatif parametreler iizerine etkilerini incelemisler, MDA
diizeyinde artis gozlerlerken, SOD, CAT ve GSH-Px aktivitesinde ise diisiis
bulmuslardir. Arsenikle birlikte taurin ve Vit C uygulanan gruplarda ise degerler kontrol
grubu degerlerine yaklasmistir. Sharma ve ark (82), farelere 4 mg/kg dozunda periton
ici 30 giin stireyle verdikleri arsenigin karaciger MDA diizeyinde artisa SOD ve CAT
aktivitesinde ise diislise sebep oldugunu tespit etmisler; Emblica officinalis verilen
hayvanlarda ise degerlerde diizelme bulmuslardir. Flora ve ark (83)’nin, farelere periton
i¢i 6 hafta siireyle 2,5 mg/kg dozda verdikleri arsenik karaciger TBARS da artisa; SOD,
CAT ve GSH-Px aktivitesinde diisiise yol agmistir. Diger taraftan aymi ¢alismada 250-
500 mg/kg dozunda uyguladiklar1 sarimsak ekstresinin doz ile iligkili olarak degerleri
diizelttigi anlasilmistir. Bu ¢alismalarin genelinde, antioksidant 6zelligi incelenen
bilesiklerde degerlerin kontrol grubu degerlerine dogru yaklastigi tespit edilmistir.

Benzer durum mevcut ¢alisma i¢inde s6z konusudur.

Sonug olarak, arsenik belirtilen doz ve siirede oksidatif strese sebep olmustur.
Kullanilan ¢uha ¢igegi yag1 olumsuz bir etkiye yol agmazken, arsenikle birlikte verilen
grupta oksidatif stresi geriletici bir etki olusturmustur. Dolayisiyla zehirlenme veya
zehirlenme riski bulunan durumlarda kullanilacak dozu ve kullanim siiresi iyi ayarlamak
kosuluyla sagaltici olarak esas sagaltim yontemlerinin yaninda tedaviyi destekleyici
amacla ya da koruyucu olarak dogrudan veya gida katki maddesi seklinde

kullanilabilecegi kanaatine varilmugtir.
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