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OZET

Bu calismada ratlarda bakir maruziyetine karsi diosminin etkinligi arastirilmastir.
Wistar Albino ki 2-3 aylik erkek 50 adet rat kullanilmistir. Biri kontrol 4’ii deneme
olmak tizere 5 grup olusturulmustur. Kontrol grubundaki hayvanlara herhangi bir
uygulama yapilmamistir. Deneme grubundan Grup 2, 3, 4 ve 5’e srasiyla dimetil
stilfoksit (tasit madde), 50 mg/kg.ca/glin dozunda diosmin, 200 mg/kg.ca/giin bakir
stilfat, 200 mg/kg.ca/giin bakir siilfat ile birlikte 50 mg/kg.ca/giin dozunda diosmin 4
hafta siireyle agizdan sondayla verilmistir ve siirenin sonunda ratlardan
heparinli/antikoagulantsiz tiiplere kan alinmis ve organlar1 (karaciger, bobrek, beyin,
kalp, testis) cikarilmistir. Serumda bazi biyokimyasal parametreler (trigliserit,
kolesterol, BUN, kreatinin, iirik asit, total protein, aloumin, LDH, AST, ALT ve
ALP) ol¢iilmiistiir. Doku 6rnekleri (karaciger, bobrek, beyin, kalp, testis) ve kanda
baz1 oksidatif stres parametreleri (MDA, NO, glutasyon, SOD, CAT ve GSH-Px)
degerlendirilmistir. Ayrica calisma sonunda viicut ve organ (karaciger, bobrek,
beyin, kalp, testis) agirliklar1 da alinmistir. Sadece dimetil siilfoksid ve diosmin
uygulanan grupta incelenen parametrelerde kontrol grubuna gore onemli bir farklilik
bulunmamistir. Yalnizca bakir verilen grubun degerlerinde kontrol grubuna gore
anlamli degisimler s6z konusu olmustur. Bakir ve diosmin birlikte uygulanan grupta
degerlerin kontrol grubu degerlerine yaklastig1 tespit edilmistir. Sonug¢ olarak, 200
mg/kg.ca/glin dozunda 4 hafta siireyle verilen bakir siilfat rat fizyolojik sisteminde
olumsuz ekilere yol agarken 50 mg/kg.ca/giin dozunda diosmin uygulamasmin bu
olumsuz etkinin geriletilmesinde etkisinin oldugu anlasilmistir.

Anahtar kelimeler: Bakir; Diosmin; Oksidatif Stres; Biyokimyasal Parametre;
Organ Hasar1; Rat.
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ABSTRACT

In this study, the effectiveness of diosmin against copper exposure in rats was
investigated. Fifty male Wistar Albino rats, aged 2-3 months, were used. Five groups
were created, one control and 4 experimental. No treatment will be applied to the
animals in the control group. From the experimental group to Groups 2, 3, 4 and 5,
dimethyl sulfoxide (vehicle), diosmin at a dose of 50 mg/kg.bw/day, copper sulfate at
a dose of 200 mg/kg.bw/day, and combination of copper sulfate at a dose of 200
mg/kg.bw/day and diosmin at a dose of 50 mg/kg.bw/day was given orally by gavage
for 4 weeks, respectively. At the end of the trial period, blood was collected into
tubes with heparin/without anticoagulant and organs (liver, kidney, brain, heart and
testicle) were removed from the rats. Some biochemical parameters (triglyceride,
cholesterol, BUN, creatinine, uric acid, total protein, aloumin, LDH, AST, ALT and
ALP) were measured in serum. Some oxidative stress parameters (MDA, NO,
glutathione, SOD, CAT and GSH-Px) were evaluated in tissue samples (liver,
Kidney, brain, heart, testis) and blood. In addition, body and organ (liver, kidney,
brain, heart, testicle) weights were taken at the end of the study. There was no
significant difference in the parameters examined in the groups administered
dimethyl sulfoxide alone and diosmin alone compared to the control group. There
were significant changes in the values of the copper-alone group compared to the
control group. It was determined that the values in the combination of copper and
diosmin applied group approached the control group values. As a result, it was
understood that while copper sulfate applied at a dose of 200 mg/kg.bw/day for 4
weeks caused negative effects on the physiological system of rats, diosmin
application at a dose of 50 mg/kg.bw/day had an effect on regressing this negative
effect.

Key words: Copper; Diosmin; Oxidative Sress; Biochemical Parameters; Organ
Damage; Rat.
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1. GIRIS VE AMAC

Bakir (Cu), adin1 ilk bulundugu yer olan Kibris’in Latincesinden (aes cyprium: Kibris
cevheri, cyprium ve daha sonra Cuprum) almistir. Atom numarasi 29 ve atomik kiitlesi
63,5 daltondur. Bu element, toprak, su, kaya ve hava gibi gesitli yerlerde bulunur ve
karakteristik kizilims1 bir renge sahiptir (Dorsey ve Ingerman, 2004; Ozbolat ve Tuli,
2016; Collins, 2020). Yiiksek elektrik ve 1s1 iletimi kabiliyeti, korozyona dayanikliligi,
antimikrobiyal olmalar1 ve canli organizmalarda g¢esitli biyokimyasal siireglerde
oynadig aktif roller, bakirin endiistriyel sektorlerden ilag endiistrisine kadar genis bir
uygulama yelpazesinde ticari agidan 6nemli olmasini saglar (Dorsey ve Ingerman, 2004;
Henckens ve Worrell, 2020). Dogada serbest ya da bilesik halindedir. Kirmizi renklidir,
doviilebilen ve islenebilen bir elementtir. Kimyasal agidan agir metaller sinifina girer ve
200’den fazla farkli mineral formu vardir. Kalkosit (Cu,S), kovellit (CuS), kalkopirit
(CuFesS,), bornit (CusFeS,), tetrahedrit (CusShSs), kubrit (Cu,0), tenorit (CuQO), malahit
(CuCO3Cu (OH)y), azurit (2CuCO3Cu(OH),) ve turkuaz (CuAlg(PO4)4(OH)s) dogadaki
baslica bakir mineralleridir (Flemming ve Trevors, 1989; Okocha ve Adedeji, 2012).
Metalik bakir, kolaylikla eriyen ve islenen bir maddedir. Piring ve bronz gibi pek c¢ok
alasimda bulunur. Metal veya alasim seklinde kablo, levha, metal boru vb. {iriinlerde
kullanilir. En yaygin bakir bilesigi bakir stilfattir (Okocha ve Adedeji, 2012; Al-Saydeh
ve ark., 2017). Yerkabugunun sadece % 0,0007’sini olusturur ve kaynagi dogal
kayalardir. Jeolojik, meteorolojik veya biyolojik siireglerle havaya, topraga ve suya
dagilir. Bakir tiretimi 1900°lerden bu yana elektrik/elektronik tiiketimi, ingaat, ulasim ve
endiistriyel uygulamalar i¢in istikrarli bir sekilde artmustir. Bakir yasam ve canli
organizmalar i¢in de gereklidir. Demir ve ¢inko gibi diger metallerle birlikte enerji

metabolizmasi, mitokondriyal solunum ve antioksidan savunmalar da dahil bir ¢ok



stirecte rol alan gesitli enzimlerin katalitik ve yapisal kofaktoriidiir (Pereira ve ark.,
2016; Doguer ve ark., 2018).

Bakirin antibakteriyel amach kullanimi birkag bin yil dncesine dayanir. MO 2400°li
yillarda, eski Misir’da yara dezenfeksiyonu igin bakir tozu kullanilmistir. Bakir
miistahzarlarinin kullanimi, 1945°te penisilin yaygin olarak kullanilmasina kadar devam
etmistir. Bir antibakteriyel madde olarak bakira yeniden ilgi ilerleyen donemlerde
artmistir (Hans ve ark., 2016; Arendsen ve ark., 2019). Tarim zararhilarina ve
yumusakealara etkilidir. Fungusit ve biyosit amagli da tercih edilir. Ayrica havuz baligi
yetistiriciliginde bazi balik parazitleri ve salyangozlarla miicadelede kullanilir. Tarimda
kullanilan Cu bazl kimyasallar ¢evreye asir1 miktarda salinir. Bu durum topraktaki
makro ve mikro canli popiilasyonunu degistirir (Boyd ve Massaut, 1999; Rehman ve
ark., 2019).

Bakir cesitli oksidasyon-indirgeme enzim sistemlerinin 6nemli bilesenidir. Canli
organizmasinda iiretilemediginden besin kaynaklarindan alinmasi gerekir. Yetiskinlerde
bakir eksikligi goriilebilir fakat nadirdir. Eksikliginde hematopoietik, bagisiklik, sinir ve
kardiyovaskiiler sistemde olumsuz etkilerin yanisira iskelet bozukluklar1 ve nétropeni
ortaya ¢ikabilir (Williams 1983; Percival 1998; Rehman ve ark., 2019). Bakir oksijen
metabolizmasi, cilt pigmentasyonu ve kollajen sentezi dahil kan damarlarmin
biitiinliiglinii koruyan gesitli fizyolojik siireclerde; demir homeostazinda, antioksidan
savunma sisteminde ve norotransmiterlerin tiretiminde rol alir (Franchitto ve ark., 2008;
Gromadzka ve ark., 2020; Tarnacka ve ark., 2021). Viicutta hem oksitlenmis Cu (1)
hem de indirgenmis Cu (I) seklinde iki oksidasyon formunda bulunur. Bakirin benzersiz
yapisi, normal bitylime ve gelisme i¢in gerekli biyolojik islevleri gergeklestiren birgok
enzimde ve redoks reaksiyonlarinda kofaktor seklinde gorev yapmasimi saglar. Bu
enzimler arasinda sirasiyla mitokondriyal elektron tasima zincirinde, elastin ve
kollajenin capraz baglanmasinda ve reaktif oksijen tiirlerinin detoksifikasyonunda rol
oynayan sitokrom ¢ oksidaz, lizil oksidaz ve siiperoksit dismutaz bulunur (Tapiero ve
ark., 2003; Weiskirchen ve ark., 2019).

Bakirm viicutta emilimi etkileyen faktorlerin basinda besin 6geleri gelir. Ozellikle
metiyonin, histidin ve sistein igeren amino asit tastyicilariyla ince bagirsakta bilyiik

Olclide emilir. Emilen bakir, serum albliminine ve transkiipreine baglanarak karacigere
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taginir. Hiicresel bakir alimi sirasinda Cu (II) dogrudan Cu (I)’e indirgenir. Glutasyon,
metalotiyonein, Cu-tasiyan P-tipi ATPazlar, Menkes ve Wilson proteinleri gibi ¢esitli
proteinler ile bakir saperonlar olarak adlandirilan sitoplazmik tasima proteinleriyle
hiicre i¢i bolmelere iletilir. Glutasyon, bakirin intraselliiler detoksifikasyonunda
gorevlidir. Bakir eksikligi bagisiklik fonksiyonunu, ndropeptid sentezini ve antioksidan
savunmay1 degistirirken; fazlahigi oksidatif strese, mitokondriyal hasara ve Kklinik
hepatik belirtilere neden olur. Cd, Cr, Pb ve Hg gibi diger agir metallerle
karsilastirildiginda daha az toksiktir. Fakat diizeyi biyolojik sistemde normal araligin
tizerinde olursa toksisiteye yol acar (Lonnerdal, 1996, 1998; Barceloux ve Barceloux,
1999; Tapiero ve ark., 2003; Mahurpawar, 2015; Weiskirchen ve ark., 2019).

Diosmin (diosmetin 7-O-rutinozit), ¢esitli bitkisel kaynaklardan izole edilebilen veya
kimyasal/yapisal olarak ¢ok benzeyen baska bir flavonoid hesperidinden tiiretilebilen
dogal flavonoid glikozittir. Tibbi alanlarda kullanilan frtinlerde bulunur. Bunlar
arasinda % 90 diosmin ve % 10 hesperidin iceren mikronize edilmis saflastirilmis
flavonoid franksiyonu (MPFF) da yer alir. Mikronizasyon, kat1 partikiillerin ortalama
capmi kiigiiltmekte kullanilan mekanik bir islemdir ve bu sayede bagirsaklardan daha
iyi emilim saglanir. Hesperidinden de tiiretilebilir. Fakat diosmin (3°,5,7-trihidroksi-4’-
metoksiflavon 7-rutinosid), merkezinde karbon halkasindaki iki karbon atomu arasinda
bir ¢ift bagin varligitla molekiiler anlamda hesperidinden (3°,5,7-trihidroksi-4’-
metoksiflavon ramnoglukozid) ayrilir. Hesperidin alindiktan sonra diosmine doniisiir
(Oh, 1992; Cazaubon ve ark., 2021). Bagwsak florasinda hizla aglikon formu
diosmetine gevrilir ve emilerek hizla viicuda dagilir. Ardindan fenolik asitler veya
glisin-konjuge tiirevlerine indirgenir ve idrarla; emilmeyen diosmin veya diosmetin
kismi ise digkiyla atilir. Oncelikle antiinflamatuar, serbest radikal temizleyici ve
antimutajenik 6zellikler gosterir (Cova ve ark., 1992; Oh, 1992; Le-Devehat, 1997;
Naso ve ark., 2016). Ven6z tonusun stabilizasyonu, iskemide kan viskozitesine etkisiyle
mikrodolasimin devami, yangisal reaksiyonlarin inhibisyonu ve kapiller ge¢irgenligin
siirlandirilmasi gibi etkilere de sahiptir (Smith, 1999; Ramelet, 2000; Tanrikulu ve
ark., 2013; Senthamizhselvan ve ark., 2014). Diosmin prostaglandin E, (PGE;) ve
tromboksan A; (TXA2)’nin (Iokosit aktivasyon, migrasyon ve adhezyon inhibitorleri)
giiclii engelleyicileridir. Endotelyal adhezyon molekiillerinin plazma diizeylerinde ve

notrofil aktivasyonunda anlamli azalmaya yol acarak mikrosirkiilasyon hasarina karsi
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koruma saglar (Manthey, 2000; Ramelet, 2000). Diosmin-hesperidin klinikte alt
ekstremite, vendz yetmezlik ve hemoroid gibi damar hastaliklarinda kullanilir. Lenfatik
akimi ve basmcini artirir (Pecking, 1995, 1997; Jantet, 2002). Lokosit aktivasyonunu
Ozellikle de serbest radikaller ve prostaglandinler gibi enflamatuar mediatorlerin
tiretimini baskilayarak vendz yangiy1 azaltir. Normal kapiller gegirgenligi idame ettirir
ve kapiller direnci giiglendirir (Manthey, 2000; Mohammed, 2022; Huwait ve Mobashir,
2022)

Agir metal zehirlenmesinde yaygin tedavi yontemi arasinda kelasyon uygulamasi gelir.
Bu sekilde, metal verilen bilesiklerle bag olusturularak (kelasyon) viicuttan atilmasi
hizlandirilir (Flora ve Pachauri, 2010; Aaseth ve ark., 2015). Kelatér maddeler de
bireysel anlamda toksik bilesikler olabilir ve tedavi sirasinda bazi olumsuz etkileri
gozlenebilir (Domingo, 1998; Flora ve ark.,, 2009; Amadi ve ark., 2019).
Antioksidanlarla  desteklenen kelasyon tedavisinde daha etkili sonuglara
ulasilabilinmektedir (Amadi ve ark., 2019; Mehrandish ve ark., 2019; Vezzoli ve ark.,
2023). Bakir maruziyetine bagli oksidatif stres ile bu metalin yol a¢tigi diger olumsuz
etkilerin farkli hayvan tiirlerinde degerlendirildigi ¢alismalar vardir (Ozcelik ve ark.,
2003; Kumar ve ark., 2015; 2016; Yu ve ark., 2021). Cesitli hayvan tiirlerinde bu
metalle birlikte flavonoidlerin incelendigi arastirmalar da bulunmaktadir (Macar ve ark.,
2019; Arowoogun ve ark., 2021; Parlak ve ark., 2022). Diosminin farkli alanlarda tedavi
amacl  kullannminin  (Anon, 2004; Zheng ve ark., 2020) yaniswra bakir
maruziyetlerindeki etkilerinin de arastirilmasmin anlamli oldugu diisiiniilmektedir. Zira
dogal antioksidanlar agir metal toksisitesinde koruyucu potansiyele sahip olabilir
(Amadi ve ark., 2019, Mehrandish ve ark., 2019). Ciinkii bakir zehirlenmesinde
kullanilan kelatorlerin de bireysel anlamda toksisiteleri vardir (Domingo, 1998; Flora ve
ark., 2009; Amadi ve ark., 2019). S6z konusu arastirma bu yoniiyle 6nem tasimaktadir.
Ayrica, gelecekte yapilacak diger calismalara rehberlik edebilir. Bu amagla, farkli
gruplar olusturarak dort hafta siiresince hayvanlara bakir ve diosmin agizdan sondayla
her giin tek basina ve birlikte verilmistir. Caligma bitince, serumda bazi biyokimyasal
degiskenler ile kan/doku Orneklerinde oksidatif stres parametreleri analiz edilmistir.
Viicut ve doku agirliklar1 olgiilmiistiir. Boylece, bakir maruziyetinin yol agtig1
muhtemel olumsuzluklara kars1 diosminin potansiyel etkisi konusunda kapsamli bir

degerlendirme yapilmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. BAKIR
2.1.1. Ozellikleri ve Kaynaklan

Bakir, simgesi Cu olan periyodik cetvelin IB grubunda nikel ve ¢inko arasinda bir
konuma sahiptir, altin ve giimiis gibi asil bir metaldir. Endiistriyel dnemi goriinisii,
alasimlama yetenegi, diisik korozyon, islenebilirlik ve yiiksek termal/elektriksel
iletkenlik gibi yararli fiziksel ozelliklerinden kaynaklanir. Genelde asidik ortamlarda
¢oziinmez. Dogada temel formda ¢ok ¢esitli bilesiklerle birlikte olabilir. Hem
oksitlenmis hem de indirgenmis halde bulunur. Bakir iyonu (Cu*"), Cu’nun genellikle
suda karsilasilan en 6nemli oksidasyon halidir (Barceloux ve Barceloux, 1999; Gaetke
ve ark., 2014; Hans ve ark., 2016). Atom numarasi 29, atom agirlig1 63,5, yogunlugu
8.96 g/mL, erime sicakhigi 1083 °C ve kaynama noktasi 2595°C’dur. Diinyada en
yaygimn kullanilan tiglincii metaldir (Stern, 2010; Wuana ve Okieimen, 2011). Kirmizi
veya kahverengi renge sahiptir. Suda ¢oziinmez fakat bakir stilfat 0 °C’da 14,3 g/L
oraninda ¢6ziiniir. Kuprik bilesikler mavi veya yesil renktedir. Cu (III) ise endiistriyel
veya cevresel acidan O6nemli olmayan giiclii bir oksitleyici ajandir. Bakir kiitlesinin
yaklasik % 25’1 bakir siilfattir (CuSO4-5H,0). Diinya genelinde neredeyse her bolgede
bulunabilir. Elektriksel iletkenligi, giimiisiin ardindan gelen en iyi metaldir (Barceloux
ve Barceloux 1999; Stern, 2010; Wuana ve Okieimen, 2011).

Her canli organizmanin biyokimyasinda merkezi rol oynayan esansiyel elementtir.
Viicutta hem oksitlenmis Cu (IT) hem de indirgenmis Cu (1) formda iki oksidasyon
durumunda bulunur. Viicudun biiyiik gogunlugunda Cu*? halindedir. Hayatta kalma i¢in

gereklidir. Biiyiime ve gelisme gibi temel ve dnemli biyolojik islevleri yerine getiren



proteinler ile oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlari igin esasl bir kofaktordiir (Tapiero et
al., 2003; Altarelli ve ark., 2019; Weiskirchen et al., 2019).

2.1.2. Maruziyet Sekilleri

Maruziyet hava, toprak ve suyla olmaktadir. Toprak bu baglamda 6nemli bir unsurdur.
Yiiksek konsantrasyonlu Cu, bakir endiistrilerinden toz veya bakir partikiilleri halinde
riizgarla tasmir ve topraga yerlesir. Aritma tesislerinden gelen kanalizasyon ¢amuru;
dogal kaynaklarin yani sira, madencilik, izabe, endiistriyel-tarimsal atiklar ve tarim
kimyasallar1 gibi ¢esitli antropojenik unsurlar ve tarimda kullanilan inorganik giibreler
toprakta yiiksek Cu igeriginin olusmasina neden olur. Atmosferdeki ortalama bakir
yogunlugu 5-200 ng Cu/m® arahgmndadir. Hava emisyonu, ¢evreye salnan bakirin
yalnizca kiiciik bir kismini (% 0,4) temsil eder ve hem dogal kaynaklardan (riizgarla
savrulan toz, volkanlar, orman yanginlari, deniz serpintisi) hem de insan kaynakli
faliyetlerden ileri gelir (demir dis1 metal iiretimi, bakir izabe tesisleri, demir ve ¢elik
iretimi, belediye ¢op yakma tesisleri). Topraktaki dogal konsantrasyonu yaklasik 50
ppm’dir. Sulu ¢ozeltilerdeki bakir diizeyi pH, rakip katyonlarin varligi, organik ve
inorganik bakir maddelerini karmagsik hale getiren bilesiklerin seviyeleri ve ¢oziinmeyen
bakir tuzlarinin anyonlarinin yogunlugu gibi faktorlere baghidir. Gidalardaki miktar1 yas
agirhikta degiskenlik gosterir. Bakir igerigi nispeten yiiksek yiyecekler arasinda mantar,
kuru meyveler, baklagiller, tam tahilli iirlinler, fistik ezmesi, kuruyemisler, sakatatlar
(karaciger) ve kabuklu deniz hayvanlar1 (kabuklular, istiridye) yer alir. Deniz suyu ¢ok
daha yiiksek yogunluklara sahiptir ve derinlikle birlikte yiikselir. Okyanus tabanlarindan
toplanan balik ve kabuklu deniz hayvanlar1 daha yiiksek bakir igerigi gézlenir. Tath su
baliklarindaki konsantrasyon yas agirliga gore 0,25-38,75 ppm Cu arasinda degisir. Et
ve siit tirtinleri genellikle diisiik seviyede bakir igerir. Bakirin normalde memelilere ve
karada yasayan organizmalara girmesinin tek yolu beslenmedir. Bitkilerde giris kok
veya yapraklarla olabilir (Barceloux ve Barceloux, 1999; Georgopoulos ve ark., 2001;
Kumar ve ark., 2021).



2.1.3. Toksikokinetik
2.1.3.1. Emilme

Esas olarak hayvanlarin gastrointestinal sistemi yoluyla emilir. Diyetle alinan bakirin %
20 ila 60" emilir, geri kalan1 digkiyla atilir. Bakir emilimini, hayvansal protein, sitrat ve
fosfat artirir. Diyetteki yiiksek ¢inko ve kadmiyumun yani sira fitat ve basit sekerler
(fruktoz, sukroz) emilimini engeller. Agizdan bakir emilimi mide ve ince bagirsakta,
ozellikle de duodenum bdlgesinde gerceklesir. Mide-barsaktan iyonik veya amino
asitlerle kompleks formu emilir. Ozellikle yiiksek affiniteli bakir tasima geni Ctrl
(Ctrl) ile kodlanan "Kimotripsin Benzeri Proteaz" isimli enzim ve ATP7A adl tasima
proteinleri, agizdan bakir emiliminin diizenlenmesinde kritik rol oynar. Ince bagirsaktan
emilim, biiyiik olasilikla baslangicta Ctrl’in aracilik ettigi proteinlerce gerceklesir. Ince
bagirsak enterositlerinin apikal membraninda bulunan rediiktaz aktivitesiyle oksitlenmis
Cu(ll) Cu(I)’e indirgenir (Ohgami ve ark., 2006; van den Berghe ve Klomp, 2009;
Husak, 2015; Nishito ve Kambe, 2018; Taylor ve ark., 2020). Cu(l) daha sonra Ctr1 ile
enterositlere taginir ve bu noktadan ince bagirsaktaki enterositlerin apikal membraninda
ve erken endozomlarinda yogunlasir. Ardindan, epitelyal hiicrelerden bakir saperonu
aracilifiyla antioksidan-1’e (ATOX1) tasmir ve boylece portal vendz sistemdeki kana
ulasir. Bakir homeostazin saglanmasi i¢in diyetle alinan bakir miktar1 arttikga emilim
azalir. Viicuttaki diger metallerle yarigma bakir emilimini etkileyebilir. Demir ve ¢inko
gibi metaller hiicre zarlar1 boyunca bakir alimini potansiyel olarak engeller. Artan ¢inko
seviyeleri bakir emilimini azaltabilir. Yiiksek maruziyette bakirm kinetigi normalden
farklidir. Mide-barsak emilimi bakir alimma gore degisir ve yiiksek bakir aliminda
hasar gormils mukoza varliginda fraksiyonel emilim muhtemelen daha yiiksektir
(Saravu ve ark., 2007; van den Berghe ve Klomp, 2009; Nishito ve Kambe, 2018;
Alman ve ark., 2022).

2.1.3.2. Dagihm

Bakir, kanda baglangigta albiimine baglidir ve hepatik portal dolasim yoluyla karacigere
tagmir ve seruloplazmine (hepatik mikrozomlarda sentezlenen bir alfa globulin)
baglanir. Serumda % 93’1 seruloplazmine sikica ve % 7’si albiimine gevsek sekilde

bagli formda bulunur. Bakir-albiimin kompleksi serum bakirinin toksikolojik olarak



aktif kismin1 temsil eder. Karaciger, kalp, beyin, bobrekler ve kasta yiiksek diizeyde
olmak iizere tiim dokulara dagilir. Viicutta bakir dagilimi biiyiik 6lgiide karacigerde
gerceklesir ve hepatositlerde birikir. Bakirin dagiliminda ATP7B genince kodlanan
ATP7B proteini gorev alir. ATP7B proteini, fazla bakir1 safra ve plazmaya atarak
viicuttaki bakir diizeyini dengelemek icin islev goriir. Bu protein, bakirm normal
dagilimi i¢in gerekli oldugu durumlarda iki farkli sekilde hareket eder. ATP7B,
seruloplazmine aktarimi ve safrayla viicuttan atilimi i¢in bakirin kanda serbest
birakilmasmi saglar (Saravu ve ark., 2007; Guttmann ve ark., 2018). Ilk asama,
bagirsaktan almmasi ve portal dolasima aktarimasidir. Ozellikle Ctrl tarafindan
enterositlere tasmmasiyla gergeklesir. Takiben bakir iyonlar1 kan plazmasmdaki
proteinlere (6rnegin alblimin ve transkuprin makroglobulin) baglandigindan kandaki
bakir diizeyi hizla yiikselir. Albiimin serbest bakirmn biiyiik bir kismini periferik
dolagimda tasir ve hiicreye 6zgii alim igin diger tastyicilara devreder (Moriya ve ark.,
2008; Van den Berghe ve Klomp, 2009; Alman ve ark., 2022). ilk asamadan 6nce, bir
miktar bakir sindirilmemis diyet materyalleriyle kalin bagirsaga tasmir ve diskiyla
viicuttan atilir. Bakir dagiliminin ikinci asamasinda ise seruloplazmine (bakir baglayici
bir serum ferroksit) baglanarak dolasima salmnip karacigere tasmir. Karacigerdeki
hepatositler bakirin alinmasi, depolanmasi ve diizenlenmesinden sorumludur. Portal ven
yoluyla gelen bakirin yaklagik % 75’1 karacigere almir geri kalani ise dolasimda kalir
(Harvey ve ark., 2005; Van den Berghe ve Klomp, 2009).

2.1.3.3. Metabolizma

Bakir metabolizmasi biiyiik 6l¢iide bakir tasiyan P-tipi ATPazlarca (ayni zamanda
Menkes proteini olarak bilinir, ATP7A, ATP7B) diizenlenir. Dokulardan alinmasi,
depolanmast ve salinmasinda Onemli rol oynayan seruloplazmin gibi 6zel
baglayici/tastyict proteinler bulunur. Karaciger ve diger dokularda metallotiyonein gibi
metal baglayic1 proteinler ve bakira bagimli enzimlerle birlikte depolanir. Metal
baglayic1 protein metallotiyonein hiicre i¢i bakirm depolanmasinda kritik rol oynar.
Bakira maruz kalma, bakir homeostazini korumada hayati dnem tasityan metalotiyonin
sentezini artirir (Tapia ve ark., 2004; van den Berghe ve Klomp, 2009; Alman ve ark.,
2022).



2.1.3.4. Atilim

Bakir ozellikle safrayla atilir ve bu atilm ¢ogunlukla diskiyla gergeklesir.
Hepatositlerde biriken fazla miktardaki bakir ATP7B ile karacigerden safraya taginir.
Safrayla atilan bakirin geri kazanimi ihmal edilebilir derecede diisiiktiir (van den Berghe
ve Klomp, 2009; Alman ve ark., 2022). Safradaki bakir, makromolekiiler baglayicilar
ve disik molekiiler agirlikli bakir baglayicit bilesenlerle kompleks halindedir.
Radyoaktif bakirin agizdan verilmesinin ardindan yaklasik % 72’si bakir asetat seklinde
diskiyla atilir. Yiiksek lif iceren diyetler (6rnegin patates lifi veya seker pancari
kiispesi), muhtemelen bakir emilimini azaltmasinin bir sonucu olarak diskiyla atilimi

artirir. Safra ana bosaltim yoludur (Olivares ve ark., 2002; Alman ve ark., 2022).
2.1.4. EtKki Sekli

Bakir hiicrelerde birgok enzimin islevinde 6nemli rol oynar. Ozellikle de hiicrelerin
enerji lireten mitokondrilerinde demir homeostazi, serbest radikal temizleme, kollajen
ve elastin baglanmasi gibi mekanizmalarda yer alan enzimlerin katalizinde gorev alir
(Harris, 2003; Sharp, 2003). Bakir siilfatin ise canli organizmalardaki etki mekanizmasi,
bakir iyonlarmin mantar ve alglerde bulunan enzimleri inhibe etmesi ve hiicresel
proteinlerin denatiirasyonuna yol agmasi seklindedir. Bu etkiler bakir siilfatin biyolojik
sistemlere olan etkileriyle agiklanir. Bakir toksisitesi oksidatif strese ve ardindan doku
hasarina neden olabilir. Oksidatif stres kismen redoks reaktivitesinin bir sonucudur.
Serbest Cu veya diisiik molekiiler agirlikli Cu kompleksleri siiperoksit anyonu ile
hidroksil radikali iireten H,O, arasindaki reaksiyonu katalize etme yetenegine sahiptir.
Ek olarak Cu, sisteinlerin serbest tiollerine dogrudan baglanir; bu da oksidasyona ve
ardindan proteinler arasinda aktivitenin bozulmasina yol acan ¢apraz baglara neden olur
(Siemering ve ark., 2005; Uriu-Adams ve Keen, 2005). Asir1 bakir maruziyeti, akut
durumlarda gastrointestinal tahrise ve mukozada erozyona, igerigin ve duvarin mavi-
yesil renk almasina yol acar. Normal kosullarda hiicre igindeki serbest bakir
metallotiyonein, glutasyon ve bakir saperon gibi bakir baglayici proteinlerce diisiik
diizeyde tutunur. Fazla bakir, bu baglayici proteinleri baskilayarak hiicre i¢inde serbest
bakir iyonlarmin proteinlere ve niikleik asitlere dogrudan baglanmasini saglar. Serbest
bakir reaktif oksijen tiirlerini ve hidroksil radikallerini olusturarak hiicre zarlarmmn lipid

peroksidasyonuna ve niikleik asitler ile hiicresel proteinlere zarar verme potansiyeline



sahiptir (NRC, 2005; Gaetke ve ark., 2014). Koyunlarda kronik bakir toksikozu, artan
bakir alimma karsilik safrayla bakir atilimmin artiramamasindan kaynaklanir. Bu
birikme asamasinda karacigerde olumsuz etkiler belirgin bir sekilde goriillmez veya cok
az kanit olabilir. Birikim devam ederse, karacigerde dogrudan yiiksek bakir
yogunluguna bagli hasar goriir. Hasar siddetli oldugunda hepatik nekroz gelisir ve bakir
kana salmir. Hayvanin stres altinda olmasi, bakirin karacigerden kan dolasimina
gecisini hizlandirir. Kan dolagiminda artan bakir seviyeleri, transkuprein ve albiimin
gibi tastyici proteinlerin etkinligini zayiflatir ve bu da kirmizi kan hiicre zarinin iyonik
bakirin oksidasyonu nedeniyle parcalanmasina yol agar. Karacigerden mobilize olan
bakir bobrekte birikir. Hemolitik olay sonrasinda bobrek bakir birikiminin yani sira
hemoglobinden de zarar gérebilir. Sigirlar da kronik bakir toksikozundan etkilenir fakat
bu durum wk farkhiliklarina bagli olabilir. Hemoliz koyunlara gore daha az siklikta
goriiliir (Du ve ark., 1996; Bremner, 1998). Kronik bakir toksikozuna genetik yatkinlik
nedeniyle Terriyer ki kdpekler daha duyarlidir. Bu wklarin bazi cinslerinde hepatik
bakir birikimi s6z konusu olabilir. Kopeklerde kronik bakir toksikozunda, klinik
belirtiler veya karaciger hasar1 olmadan dahi bakir birikimi s6z konusu olabilir. Bakir
seviyeleri arttikga, hayvanlarda nekroz ve iltihaplanma ile kronik aktif hepatit gelisir.
Koyunlardaki gibi yiiksek diizeyde serbest bakir, karacigerin bir¢ok hiicresel bilesenine
zarar verebilir ozellikle mitokondriyal zarlarin lipid peroksidasyonuna yol agabilir.
Kopeklerde ani bakir salinimi sonucunda ortaya ¢ikan hemolitik kriz daha az olasidir.
Hastalik genellikle 2-6 yas arasinda goriiliir. Bu donem oncesinde ise herhangi bir

belirti géstermez (Speeti ve ark., 1998; Forman ve ark., 2005; Gupta ve ark., 2012).
2.1.5. Zehirliligi ve Klinik Belirtileri

Fazla miktarda bakirin alimi ciddi zehirlenmelere neden olur. Ozellikle agizdan
maruziyette toksisiteye yol agabilecegi rapor edilmistir. Bakir zehirlenmesinde kandaki
bakir diizeyi yiikselir ve hemoliz goriiliir. Karacigerle iligkili biyobelirtegler etkilenir
clinkii karaciger bakir birikimine yatkindir. Aspartat amino transferaz (AST) ve alanin
aminotransferaz (ALT) aktiviteleri bu baglamda 6nemli biyobelirtecler olarak kullanilir.
Bakir maruziyetinde AST ve ALT aktiviteleri artar. Bu da bakir alimiyla iligkilendirilir.
Belirli yogunluklarda 6zellikle karaciger ve bobreklerde olmak tizere birgok dokuda

birikerek hasara neden olsa da; bakir metabolizmasmm gergeklestigi esas organin
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karaciger olmasi nedeniyle Karaciger hiicrelerinin ¢ekirdek ve lizozomlarina zarar verir.
Zarar goren yapilar kana karigirak bobrek tiibiiler epitel hiicrelerince emilir ve
sitoplazmalarinda birikir (Geberding, 2004; Ozcelik ve Uzun, 2009a; Deng ve ark.,
2016; Liu ve ark., 2020).

Cesitli tiirlerde akut zehirlenme dozu genel olarak 25-50 mg/kg.ca araligindadir. Bakir
siilfat, ogunlukla klinik vakalarda bakir kaynag1 olarak éne ¢ikar. Ornegin, sigirlarda
toksik bakir siilfat dozu 200-800 mg/kg iken koyunlar daha hassas olduklari igin 20-100
mg/kg’dan etkilenirler (Radostits ve ark., 2007; Smith ve ark., 2008). Hayvanlarda
salivasyon, gastroenterit ve karin agrisi gibi klinik belirtiler dehidrasyon, sok ve 6liime
dogru ilerleyebilir. Hayatta kalan hayvanlarda 24-48 saatte karaciger ve bobrek hasari
gelisir ve akut hemolitik kriz olusur. Oliim sonras1 bulgular mide-barsak yangis1 ve
icerigindeki mavi-yesil renk degisimidir. Coklu organ yetmezligine yol agar.
Intravaskiiler hemoliz, karaciger ve bobrek yetmezligi baslica sonuglaridir (Giridharan
ve ark., 2013; Pohanka, 2019). Akut Oliimlerde hafif lezyonlar, ileriki donemdeki
oliimlerde karaciger ve bobrek hasari ortaya ¢ikar. Bagirsak icerigi analizi, yiiksek bakir
diizeylerini gosterir. Akut Olimlerde karaciger ve bobrekte normal bakir diizeyleri
gozlenirken hayvan 24 saatten uzun siire hayatta kalirsa yiiksek bakir seviyeleri dikkati
¢eker. Bakir-molibden orani (Cu/Mo) 6:1’in iizerine ¢iktik¢a bakir birikim riski artar.
Bu oran 20:1°1 asarsa yemler koyunlar i¢in oldukga tehlikelidir. Etkilenen hayvanlarda
akut hemolitik kriz meydana gelebilir ve zayiflik, istah kaybi, sarilik, nefes darligi ve
soluk mukoza belirtileri gibi klinik belirtiler ile hemoglobiniiri olabilir ve ciddi sekilde
etkilenen hayvanlarda 6liim gozlenir (Taboada ve Thompson 1997; Eren ve ark., 2018;
Gupta, 2018). Genetik yatkilig1 olan geng kdpeklerde, kronik bakir toksikozuyla iligkili
akut halsizlik, kusma ve istah kaybi gelisir. Daha yash kopeklerde ise hepatik
ensefalopati nedenli kronik kilo ve istah kayb1 vuku bulur. Tedavi edilmezse hayvan
karaciger fonksiyon bozukluguna yenik diiser ve Olim sonrasi bulgular sirotik
karacigeri yansitir. Stipheli durumlarda karaciger enzimlerinin degerlendirilmesinin yani
sira yiiksek bakir igeriginin teyiti igin karaciger biyopsisine bagvurulabilir (Sternlieb,
1989; McEntee ve ark., 2001).
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2.1.6. Tam

Bakir zehirlenmelerinin tanisinda klinik belirtiler, laboratuvar testleri ve histopatolojik
incelemeler gibi yontemler kullanilir. Etkilenen hayvanlarda klinik belirtiler, bakir
zehirlenmesinin tanisinda 6nemli rol oynar. Salivasyon, gastroenterit (mide-barsak
iltihab1), karm agrisi, dehidrasyon, sok ve 6liime kadar ilerleyebilen durumlar olabilir
(Radostits ve ark., 2007; Saravu ve ark., 2007; Giridharan ve ark., 2013). Antemortem
donemde, kan ve serum Orneklerinin test edilmesi bakir zehirlenmesinin teshisine
yardimer olur. Bu testler arasinda serum bakir diizeyinin tespiti de vardir. Bakir
zehirlenmesinde, serum bakir diizeyinin normalin tizerine ¢ikmasi beklenir. Ancak, sivi
tedavisi sonrasinda bu diizey hizla diisebilir (Barceloux and Barceloux, 1999; NRC,
2005; Radostits ve ark., 2007). Oliim sonras1 ddnemde, etkilenen hayvanlarin karaciger
ve bobrek dokular histopatolojik olarak incelenebilir. Bu incelemeler, bakir birikiminin
sebep oldugu hasarin derecesini ve 6zelliklerini gosterir. Karacigerdeki hepatositlerin
sismesi, nekroz bolgeleri, hiicre ici bakir birikimi ve fibrozis gibi belirtiler ortaya ¢ikar.
Bakir alimin1 takiben serum, idrar, sa¢ ve hepatik bakir seviyelerinde artig s6z konusu
olur. Maruziyetin kaynagi net degil ancak bakir zehirlenmesinden siipheleniliyorsa, 24
saatlik idrarda bakir analizi yapilir (Georgopoulos ve ark., 2001; Radostits ve ark.,
2007).

2.1.7. Zehirlenmelerde sagaltim
2.1.7.1. Metal zehirlenmelerinde genel sagaltim prensipleri

Agir metal zehirlenmesinin tedavisinde ilk adim maruziyet kaynagini ortadan kaldirmak
ve hastayr maruziyet kaynagindan uzak tutmaktir. Birinci asama Semptomatik ve
destekleyici tedavidir. Viicudun gesitli organlarinin (bobrek, karaciger, solunum ve
kardiyovaskiiler sistemler de dahil) durumu takibe alinmalidir. Kelatlayici ajan
uygulamasi en yaygim tedavi yontemidir (Trevor ve ark., 2010; Mehrandish ve ark.,
2019; Amadi ve ark., 2019). Metal zehirlenmeleri durumunda sagaltim yaklagimlari
genel olarak benzerlik gosterir. Metallere yiiksek diizeyde maruziyet toksisiteye neden
olur. Bakir ve diger agir metal zehirlenmeleri arasinda farkliliklar olabilir ancak genel
sagaltim ilkeleri aynidir. Agwr metal terimi genellikle insan saglhigmna ve cevreye
potansiyel tehlike olusturan metaller ve yar1 metaller i¢in kullanilir. Ornegin, bakur,

demir, manganez ve ¢inko gibi metaller viicutta diisiik miktarlarda bulundugunda
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fizyolojik iglevlere sahip olabilir. Bakir ve ¢inko bir¢ok enzimatik reaksiyon i¢in dnemli
kofaktorlerdir. Kimyasal reaksiyonlar1 fizyolojik olarak katalize eden ¢ok sayida
enzimin (6rn. Cu, Zn-SOD, Mn-SOD, Kkatalaz), aktif merkezlerinin ayrilmaz
pargalaridir. B vitamini ¢ekirdeginde kobalt atomu barindirirken hemoglobin demir
tasir. Birgcok agir metalin insan fizyolojisi agisindan bilinen herhangi bir faydasi yoktur.
Kursun, civa ve kadmiyum gibi metal zehirlenmeleri agir metal zehirlenmesi
orneklerine dahildir. Bu metaller ve metal bilesikleri merkezi sinir sistemi,
hematopoietik sistem, karaciger ve bobrek gibi ¢esitli organ ve sistemlerin islevlerine
miidahale edebilir (Amadi ve ark., 2019; Jomova ve ark., 2022). Toksik metaller,
ozellikle kiigiik yaslardaki bireyler icin ciddi risk olusturur. Erken yasta maruziyet,
gelisimi etkileyebilir ve yasam boyu fiziksel, bilissel ve davranigsal sorunlara yol
acabilir. Esansiyel katyonlarin islevini etkileyerek enzim inhibisyonuna ve oksidatif
strese neden olur. Canli organizmalarca metabolize edilemediginden zamanla toksik
diizeylerde birikim gosterir. Kiiresel ¢evre kirliligi, arsenik, kadmiyum, kursun ve civa
gibi agir metallerde ciddi bir sorundur. Bu tiir kirlilik 6zellikle gelismekte olan
ekonomilere sahip iilkelerde daha yogundur. Yiiksek diizeyde agir metale maruz kalan
bireylerin hastalanma riski artar. Bu durum noérotoksisite, bobrek hasari, diyabet,
kardiyovaskiiler hastaliklar gibi saglik sorunlarina yol agar. Agir metaller metabolik
stiregleri bozarak metabolik bozukluklara katkida bulunur. Toksik metaller, damar ve
dokularda yangiya neden olarak bolgeye daha fazla kalsiyum ¢ekilmesine yol agar, arter
duvarlarinin sertlesmesine, tikanmasina ve osteoporoz gelisimine katkida bulunur.
Kelator uygulamasi, agir metal zehirlenmesinin yaygim tedavi yontemidir. Kelatorler
agir metallerle reaksiyona girerek kompleks sekilde viicuttan atilmasini saglar. Ancak
soz konusu tedavinin bazi olumsuz etkileri vardir. Bu sebeple de tedavi protokollerine
antioksidan destegi de eklenebilir. Dogal antioksidanlarin, agir metal toksisitesine karsi
koruyucu potansiyelleri vardir (Domingo, 1998; Flora ve ark., 2009; Amadi ve ark.,
2019; Mehrandish ve ark., 2019). Kelatlayict maddeler, toksik metal iyonlarina
baglanarak karmagik yapilar olusturur ve bunlar1 hiicre ici/hiicre dis1 yapilardan
kolaylikla atabilme kapasitesine sahiptir. Tedavi oral, intravendz veya intramiiskiiler
yolla yapilir. Kelatlayict maddeler, viicut ligandlarindan daha yiiksek afiniteye sahiptir

ve viicut swvilarmin pH’inda kelatlayict  6zelliklerini koruyabilir. Norotoksisite
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durumlarinda, beyin bariyerini kolayca gegebilme yetenekleri olanlar tercih edilir (Kim
ve ark., 2019; Flora ve Pachauri, 2010).

2.1.7.2. Baz kelatlayic1 maddeler ve kullanildiklar: alanlar

Metallerle zehirlenmelerde en ¢ok tercih edilen kelatorler dimerkaprol (arsenik, civa,
kursun ve altin), 2,3-dimerkapto-propansiilfonat (DMPS) (arsenik ve civa), sodyum-
kalsiyum EDTA (CaNa,-EDTA) (kursun ayni zamanda ¢inko, bakir ve demir gibi
endojen metallerde), deferoksamin (DFO) (demir ve aliiminyum), penisillamin
(6zellikle bakir, Wilson hastaligi gibi durumlarin tedavisinde tercih edilebilir) ve
dimerkaptostiksinik asittir (DMSA) (kursun, civa ve arsenik). Agir metal
zehirlenmelerinde erken teshis ve uygun tedavi Onem tasir. Kelasyon tedavisi,
zehirlenmenin yonetiminde etkili bir yol olabilir ancak her hasta i¢in en iyi tedavi
metodu uzman hekim tarafindan belirlenir (Ala ve ark., 2007; Kalita ve ark., 2014; Kim
ve ark., 2019).

2.1.7.3. Bakir Zehirlenmesi ve Kelasyon Tedavisi

Bakir zehirlenmesi genellikle imalat islemleri, madencilik, ¢ift¢ilik ve endiistriyel atik
sular gibi kaynaklarla iligkilendirilir. Akut bakir toksisitesi, kusma, hipotansiyon,
sarilik, gastrointestinal rahatsizlik ve karin agris1 gibi belirtilere yol agar. Uzun siireli
bakir maruziyeti karaciger, beyin ve bobreklere zarar verir. Penisilamin, bakir toksisitesi
ve Wilson hastaligmin tedavisinde yaygin olarak kullanilir (Ala ve ark., 2007; Kalita ve
ark., 2014; Kim ve ark., 2019). Akut bakir toksikozu olan gevis getiren hayvanlarda
tedavi etkisiz olabilir. Amonyum molibdat (giinde bir kez 50 ila 500 mg PO [SID]) ve
sodyum tiyosiilfat (300 ila 1000 mg PO SID) gibi maddeler tedavinin baslamasindan
sonraki 4 giin i¢inde karaciger bakir diizeyini diisiirmeye yardimci olur. Amonyum
tetratiyomolibdat ise karaciger bakir seviyesini 6 giin i¢inde belirgin sekilde azaltir. D-
penisilamin (giinde iki kez 10 ila 15 mg/kg agizdan), bakir1 kelatlar ve bakir
hepatopatisi olan kopeklerde idrarla atilimii hizlandirr. Giglii bir kelatér 2,3,2-
tetramin, ticari formiilasyonlar1 olmasa da potansiyel bir secenektir (Moeller ve ark.,
2007). Kopeklerde akut zehirlenmelerde, sindirim kanali mukoza hasarini engellemek
icin agizdan siit veya tibbi komiir verilir. D-penisillamin, a¢ karnina 12 saat arayla 10-
15 mg/kg dozunda uygulanir. Ayni amagla trientin de ayni1 doz ve aralikla kullanilabilir.

Cinko asetat, bakir emilimini azaltmak i¢in a¢ karnina 50 mg dozda 12 saat arayla,
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cinko glukonat ise yemeden 30 dakika Once agizdan 8 saat arayla 1 mg/kg dozda
kullanilir. Oksidatif hasara karsi vitamin E (100-400 1U) ve S-adenozilmetiyonin (20
mg/kg) agizdan 24 saat arayla; karaciger hasarmi 6nlemek i¢in ise ursodeoksikolik asit,
agizdan 24 saat arayla 15 mg/kg dozda verilir. Karacigerdeki yangisal hasara karsi
prednizon (24 saat arayla 2,2 mg/kg) kullanilir. Destekleyici tedavide sivi elektrolitler,
taze kan veya dondurulmus plazma, kusmayi1 Onleyiciler, H, reseptor blokerleri ve
proton pompasi inhibitorleri gibi yontemler uygulanir (Presley ve Macintire, 2008;
Kara, 2016). Koyunlarda destekleyici amagli sivi elektrolitler ve kan transflizyonu
yapilir. Amonyum veya sodyum molibdat (50-500 mg) ve sodyum tiyosiilfat (0,3-1 g),
zehirlenmis veya etkilenmemis tiim hayvanlara {i¢ hafta boyunca rasyona katilarak
verilir. Amonyum tetramolibdat, DI veya DA yoluyla 1,7-3,4 mg/kg dozunda ii¢ giinde
bir uygulanir. Rasyondaki molibden miktar1 5 ppm ve ¢inko miktar1 ise 100 ppm’e
yiikseltilmelidir (Thomson ve Gupta 2007; Kara, 2016). Bakir siilfatin akut alimindan
sonra, miidahale oOncesi derhal su veya siitle seyreltilmesi tavsiye edilir. Bu
uygulamanin bulanti, kusma ve olas1 aspirasyona neden olabilecegi icin dikkatli
olunmalidir. Kusma yemek borusunda tahrise neden olabilir. Bu sebeple antiemetik
tedavi gerekebilir. Aktif komiir uygulamasi distiniilebilir. Faydasi kanitlanmamis olsa
da zararh degildir ve bakir i¢in potansiyel tutma kapasitesi olabilir. Genel doz 25-100
gramdir (30 g aktif komiir/240 ml su). Semptomatik methemoglobinemisi olan hastalar
metilen mavisi ile tedavi edilmelidir. Metilen mavisi, methemoglobin rediiktazin
aktivitesini artirarak methemoglobinin hemoglobine doniisiimiinii artirir. Bagslangic
dozu 5 dakika boyunca intravenéz olarak 1-2 mg/kg.ca (0,1-0,2 ml/kg % 1’lik
¢ozelti)’dir. Siyanoz bir saat iginde giderilmezse doz tekrarlanir. Bakirin
uzaklastirilmasma yonelik hemodiyaliz etkisizdir ancak bakir zehirlenmesi ile ilintili
bobrek yetmezligi olanlarda ise endike olabilir. Dehidrasyon, elektrolit dengesizligi
veya solunum sikintis1 gibi belirtiler varsa tedavi edilir. D-penisilamin asir1 bakir
yiikiinde yaygin kullanilir. Ancak 2,3-dimerkaptosiiksinik asit veya tetratiyomolibdat
gliniimiizde daha uygun alternatiflerdir (Saravu ve ark., 2007; Cao ve ark., 2015). D-
penisilamin (DPA) agizdan veya intravendz yoldan verilir. Agizdan verilmelerde %
50’si emilir esasta hiicre dis1 dagilim gosterir. Kiiglik bir kismu karacigerde metabolize
olur ancak cogu degismeden idrarla atilir. Yar1 omrii 1-7 saat veya daha fazladir.

DPA’nm bagisiklik sistemini, bag dokusunu, bobrekleri bozan ve dnceden norolojik
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sorunlar1 olan hastalarm norolojik semptomlarini koétiilestiren yan etkileri vardir.
Tetraetilentetraamin (TETA) veya trientin, akut bakir zehirlenmesinde kullanilir.
Uygulama sonrasi bakirin idrar atilim artar. Genellikle agizdan uygulanir fakat emilimi
nispeten zayiftir (% 5-18 sistemik olarak emilir). Nitrilotriasetik asit (NTA), bir
poliamino karboksilik asittir ve Ca*?, Cu*? ve Fe*? ile kelasyon olusturur. Benzer sekilde
EDTA kullanilir kolayca metabolize olma avantaji vardir (Yoshida ve ark., 1993;
Lawson ve ark., 2016). Bakir siilfatin akut alimindan sonra, hastane 6ncesinde derhal su
veya siit ile seyreltilmesi tavsiye edilir. Zehirlenmede kusmanin kendiliginden gelismesi
muhtemeldir ve bu nedenle hasta anti-emetik tedaviye ihtiya¢ duyabilir. Aktif kdmiir
yiiksek diizey bakir maruziyetinde diistiniilmelidir. Etkisi kanitlanmamis olsa da zararh
degildir. Steroid kullanimi mortaliteyi disiirebilir. Bakir1 uzaklagtrmak ig¢in
hemodiyaliz etkisizdir ancak bakmra bagli sekonder bobrek yetmezliginde endike
olabilir. Kelasyon tedavisi bazi norodejeneratif hastaliklar1 veya kardiyovaskiiler
bozukluklar1 tedavi etmek i¢in de kullanilir (Saravu ve ark., 2007; Tegoni ve ark.,
2014).

2.1.8. Gecmiste ve Yakin Zamana Kadar Kullaninm

Bakir insanoglu tarafindan bulunan ilk metaldir. Diger bir deyisle, bakirin kullanimi
tarihte tas devrinden maden devrine gecisi saglamistir. Neolitik ile Tung Cag1 arasinda
bir Bakir Cagi oldugu fikri, tarih Oncesi Kuzey Amerika’da bakir kullaniminin
kesfedilmesinden ilham almistir. Eski caglarda dogada saf olarak bulunan bakir ilk
olarak cekic ile sekil verilerek kullanilmistir. Daha sonra, bakir ve kalay cevherleri
birlikte ergitilerek tarihteki ilk alasim olan bronz (tung) meydana gelmistir. Bolgesel
olarak Anadolu tarihi ¢caglarda metal ve 6zellikle de bakirin kesfi, iiretimi ve kullanimi
acisindan onemli gelismelere sahne olmustur (Tegoni ve ark., 2014; Ehsani ve Yazici,
2016). Elektrik ve boya endiistrileri, boru iiretimi ve montaji bakirin 6ne ¢iktigi
alanlardir. Cogu metalik bakir ingaat (yaklasik % 25’ini olusturur), makine, nakliye ve
mithimmat ile elektrik uygulamalar1 i¢in iiretilir. Endiistriyel kullanimlar1 arasinda
agirhikli olarak boya imalati, petrol aritma, su aritma, metal terbiye, ahsap koruyucular1
ve mineral koplik yiizdiirme bulunmaktadir. Bakir, altin ve taklit takilarda kullanilan
yeni alagimlarm (nikel-kalay, paladyum) Onemli bir bilesenidir (Barceloux ve
Barceloux, 1999; Geberding, 2004).
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Penisilinin kullanimiyla bakir gibi dogal antibakteriyel maddelerin uygulanmasi
gerilemistir. Bakirin gesitli bakterilere karsi antibakteriyel potansiyeli vardir. Bugiin,
bakirin antibakteriyel 6zelliginden bir¢ok farkli alan ve sektorde istifade edilmektedir.
Ozellikle saghk sektdriinde bakirin, yiizeylerin ve ekipmanlarm bakteri ve
mikroorganizma bulasint 6nlemek i¢in kullanilmasi yaygmn bir uygulamadir. Ayrica
gida endistrisinde, su aritma sistemlerinde ve diger bircok alanda antibakteriyel
ozelliklerinden yararlanilmaktadir. Bakir, metisiline diren¢li Staphylococcus aureus
(MRSA), Escherichia coli’nin klinik izolatlari, vankomisin direngli Enterococcus spp.
(VRE), Candida albicans, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa ve
Acinetobacter baumannii gibi mikroorganizmalarda etkilidir. Bakir yiizeylerin
mikrobiyal yiikiinii azaltir (Noyce ve ark. 2006; Casey ve ark. 2010; Mikolay ve ark
2010; Hans ve ark., 2016; Inkinen ve ark., 2017). Yaklasik 300 bakir bilesigi ve alasimi
antimikrobiyal ajan olarak kaydedilmistir. Ayrica, hastane su sistemlerinde su kaynakli
patojenleri kontrol etmek igin bakir-giimiis iyonizasyon filtreleri kullanilmistir. Alg
Oldiiricii ve bakterisit olarak bakir siilfat kullanilmaktadir. Isitma, havalandirma ve
klima sistemlerinde mikrobiyal kontaminasyonu ve saglikla iliskilendirilen
enfeksiyonlar1 azaltma potansiyeli vardir (Rohr ve ark., 1999; Huang ve ark., 2008;
Lifset ve ark., 2012; Vincent ve ark., 2016).

Tibbi alanda bakir bazli alasimlar (aliiminyum, kobalt, manganez, nikel, ¢inko),
kopriiler ve dis kronlarinin imalat1 i¢in kullanilir (Barceloux ve Barceloux, 1999;
Vincent ve ark., 2016; Arendsen ve ark., 2019; NSF, 2021). Hastane kaynakli
enfeksiyonlarin Oniine geg¢ilmesi i¢in hastane koguslarinda masa, kolcak, serum
askilarinda bakir kullanimi degerlendirilmistir. Bu tiir yaklasimlar, sadece saglik
hizmeti ortamlarinda degil ayn1 zamanda gida isleme tesislerinde de s6z konusudur. Son
olarak bakirin, anti-bakteriyel tekstil tasariminda giderek artan bir kullanimi
bulunmaktadir. Bakir oksit nanopartikiilleri ile islevsellestirilmis  tekstiller
antimikrobiyal 6zelliklerinden dolay1 hastaliklarin yayilmasini 6nlemede segenek haline
gelmistir. Bu cabalar devam ederken, modern tasarim sartlarini karsilamak i¢in piyasada
yeni bakir alasimlar1 ortaya ¢cikmistir. Renk ve malzeme 6zellikleri agisindan bugiin
piyasada kapi kollari, banyo armatiirleri, klozet kapaklari, bakir kalemler, 151k
anahtarlar1 ve klavyeler vb. dahil olmak {izere bakir veya bakir alagimlarindan yapilmis

birgok nesne bulunmaktadir (Hans ve ark., 2016; Roman ve ark., 2020). Ayn1 zamanda
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bakir siilfat, veteriner hekimlikte bocek kovucu ve tarimda fungusit amagli yaygm bir
sekilde kullanilir. Tarimsal alanlarda, Ozellikle baglarda kullanilan bakir (35-40 kg
Cu/ha/y1l) toprakta birikmeye yol acar. Tarimsal kullanimlar (mantar 6ldiiriiciiler, yosun
oldiiriiciiler, besin takviyeleri) bakir siilfat {iretiminin ¢ogunu olusturur. Ozellikle
Akdeniz bolgesinde bakir bazli glibre ve fungisitlerin yogun kullanildig: ortii alt1 tarim
vardir (Barceloux ve Barceloux, 1999; Geberding, 2004; Sonmez ve ark., 2006). Bakir,
bitki biiyiime triinleri ve giibrelerde de bulunabilir. Bakir siilfat, tarimda meyve ve
sebzeler igin fungisit ve bakterisit; rezervuarlarda ve suyollarinda alg 6ldiiriicti olarak
kullanilir. Ayrica multivitaminler, diyet takviyeleri ve takviyeli gidalarda bakir igerir.
Herbisit, insektisit ve molluskisit olarak da kaydedilmistir (Borkow ve Gabbay, 2005;
Lifset ve ark., 2012).

2.2. OKSIDATIF STRES

Oksidatif stres, “’prooksidan ile antioksidan dengesindeki bozulma’ seklinde
tanimlanmistir.  Reaktif oksijen tiirleri (ROS), oksijenden tiireyen ve c¢ogu
biyomolekiille reaksiyona giren onlar1 oksitleyen ¢esitli yapilar i¢in kullanilan genel bir
terimdir. ROS, hidroksil radikal (OH"), siiperoksit anyon radikal (O,") ve nitrik oksit
(NO") gibi serbest radikalleri igerir. Ayn1 zamanda hidrojen peroksit (H,05), hipokloroz
asit (HOCI) ve peroksinat (ONOQ") gibi serbest radikal olmayan molekiilleri de kapsar.
Serbest radikaller, bir veya daha fazla eslesmemis eclektron igeren atomlar veya
molekiillerdir. Oksidasyon, kimyasal bir siiregtir ve oksijen kazanimini1 veya elektron
kaybini igine alir. Biyomolekiillerin oksidasyonu, onlarin hasar gérmesine ve ardindan
fizyolojik siirecler veya islev bozuklugu ile par¢alanmasina neden olur. Ayrica, ROS’lar
onemli fizyolojik siireglerde de rol oynar. Ornegin nitrik oksit (NO), damar yapisi igin
koruyucudur ve sinir sisteminin 6nemli bir norotransmiteridir. Oksijen serbest
radikalleri bagigiklik sistemi i¢in hayati oneme sahiptir. Siirekli olarak oksijenle temas
halinde oldugumuzdan ROS’lar viicudumuzda devamli iiretilir fakat olumsuz etkileri
fizyolojik antioksidan savunma mekanizmalarinca karsilanir. Oksidatif stresin hem
“normal’’ yaslanmanin hem de ciddi patolojilerin etiyolojisine 6nemli bir katkis1 vardir.
Mitokondri, hiicre i¢i oksidatif stresi arttirdig1 diisliniilen reaktif oksijen tiirlerini (ROS)
iiretir. Ayrica daha az calisilan ¢ok sayida ROS savunma sistemine de sahiptir. Reaktif

oksijen tiirlerinin (ROS) artmasi hiicre i¢i sinyal proteinlerini degistirir bdylece
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patolojik siireclere yol agar (Sies, 1991; Andreyev ve ark., 2005; Firuzi ve ark., 2011,
Zhang ve ark., 2016).

Bakir maruziyetinde, mitokondride serbest oksijen radikallerinin tiretimi artarak lipid
peroksidasyonu sekillenir. Hidrojen peroksit (H202) zayif bir oksitleyici ajandir ve
glutasyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz (CAT) ve baz1 peroksidazlar tarafindan elimine
edilir. Antioksidan savunma sistemi yetersiz kaldiginda, hidrojen peroksit serbest
radikallerin olusumunda 6nemli rol oynar. Bu durum demir (Fe) ve bakir (Cu) gibi gecis
metallerinin varliginda daha da belirgin hale gelir. Bu metaller siiperoksit ile etkilesime
girerek hidrojen peroksit iretilir (Weiss ve LoBuglio, 1982; Gutteridge, 1995).
Stiperoksit ve peroksil radikalleri de birbiriyle reaksiyona girerek biri oksitlenirken
digeri indirgenir. Bu reaksiyonlar sonucunda hidrojen peroksit ve oksijen olusur. Gegis
metallerinin otoksidasyonunda da siiperoksit radikalleri tretilir. Serbest radikaller
mitokondri zarmi etkileyerek gecgirgenligini bozar ve ¢oOziiniir bilesiklerin zar icine
girigine izin verir. Boylece mitokondrinin genislemesine ve ozmolaritenin artmasina yol
acar. Bu da sitokrom c’nin sitoplazmaya daha fazla salinmasina ve kaspaz-9’un aktive
olmasmma sebep olur (Simon ve ark., 2000; Rossi ve ark., 2004; Formigari ve ark.,
2007). Kaspazlar (sistein aspartata spesifik proteazlar) bir grup sistein proteazdir. Aktif
olmayan haldedirler ancak farkli mekanizmalarla aktive edilirler. Hiicre Oliimiiniin
bircok asamasinda rol aldig1 bilinir. Bakir, tiimor nekroz faktorii-o (TNF-a) tiretimini
artrrarak ve kaspazlar1 aktive ederek serbest radikallerde artisa yol acar. TNF-a, ¢esitli
hiicrelerce salinan 185 aminoasitlik bir glikoprotein hormondur. Makrofajlardaki artis,
oksidanlarm, enflamatuar lipitlerin ve prostaglandin E;’nin iiretimini uyarir (Fong ve
ark., 2004; Lingen ve Kumar, 2015). Diger agir metaller gibi bakir da oksidatif strese
yol agar. Oksidatif stresle apoptoz arasinda kesin iligki vardir. Normal kosullarda
hiicresel solunum sirasinda mitokondride az miktarda serbest oksijen radikali iiretildigi
halde organellerde o6zellikle lizozomlarda bakir biriktiginde, serbest oksijen radikali
iiretimi artar. Bakir toksisitesi, oksidatif stres parametrelerinde degisikliklere neden olur
yani yiiksek bakir diizeyleri reaktif oksijen tiirlerini artirr. Malondialdehit (MDA)
seviyelerini yiikseltir, antioksidan enzim aktivitesini degistirir ve indirgenmis
glutasyonu (GSH) tiiketir (Kannan ve Jain, 2000; Uriu-Adams ve Keen, 2005; Rana,
2018).

19


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Andreyev+AY&cauthor_id=15807660
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zhang+J&cauthor_id=26998193

2.2.1. Malondialdehit (MDA)

Malondialdehit (MDA), hiicrelerdeki ¢oklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu
sonucunda olusan bir aldehit bilesigidir. ROS’larin  neden oldugu lipid
peroksidasyonunun bir sonucu olarak ortaya ¢ikar. Bu nedenle oksidatif stresle siki
iligkilidir. Oksidatif stresin ana kaynaklar1 arasinda oOzellikle hiicresel metabolizma,
inflamasyon, radyasyon, agir metallerin maruz kalmasi ve diger ¢evresel faktorler yer
alir. ROS’lar hiicrelerde normalden daha yiiksek seviyelerde birikir ve hiicrelerin
biyokimyasal bilesenlerine zarar verir. Hiicresel lipitler, oksidatif stresin etkilerine
duyarhdwr. Ciinkii doymamis yag asitleri oksidasyona yatkindir. Lipit peroksidasyonu
ROS tarafindan, membran lipit ¢ift tabakalarinda karbon-karbon ¢ift baglari iceren
lipitlerin oksidasyonuna neden olan oksidatif stres tepkimesinin sonucunda meydana
gelir. MDA, hiicre i¢inde ve disinda ¢esitli biyomolekiillerle reaksiyona girerek DNA,
protein ve diger biyomolekiillerin yapisi ve fonksiyonunu etkiler. Bu nedenle, MDA’ nin
artan seviyeleri, hiicrelerde oksidatif hasarin bir gdstergesi olarak kabul edilir (Ozcelik
ve Uzun, 2009; Tegoni ve ark., 2014; Mandil ve ark., 2016; Mas-Bargues ve ark.,
2021).

2.2.2. Nitrik Oksit (NO)

Nitrik oksit (NO), biyolojik sistemlerde 6nemli rol oynayan gaz halindeki kimyasal
bilesiktir. Vazodilatasyon (damar genislemesi) gibi 6nemli fizyolojik islevlere sahiptir
ve sinir hiicrelerinde iletisimi diizenler. Vaskiiler sistemde ve sinir sisteminde 6nemli
sinyal molekiilii olarak kabul edilir. Ancak, NO’nun fazla iiretimi oksidatif stresin
nedeni olabilir. NO’nun oksidatif stresle iliskilendirilmesinin ana nedenlerinden biri,
NO’nun reaktif bir kimyasal olabilmesidir. Ozellikle oksijen radikalleri gibi diger
reaktif tiirlerle etkilesime girmesi peroksinitrit gibi daha zararli bilesiklerin olusmasina
yol agar. Bu nedenle, NO’nun dengeli ve diizenli bir sekilde sentezi ve kullanimi
onemlidir (Brennan ve ark., 2002; Thomas ve ark., 2002; Radi, 2004).

2.2.3. Glutasyon (GSH)

Glutasyon, biyokimyasal olarak viicudun temel bilesigi formunda bir tripeptittir. Ug
amino asidin (glutamik asit, sistein ve glisin) bir araya gelmesiyle olusur. Viicutta dogal

bulunan bir antioksidandir ve hiicresel sagligini korumada 6nemli rol oynar. Hidrojen
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iyonlarmi kolayca salabilen bir bilesiktir. igerdigi siilfiir gruplar1 nedeniyle dokular:
peroksidatif etkilerden koruma gorevi de vardir. GSH ayrica oksitlenmis glutasyon
(GSSQG) ile hidrojen peroksiti azaltan ve lipid hidroperoksitlerini dogrudan H,O’ya
indirgeyen bir indirgeyici olarak da gorev yapar. Hiicresel GSH siirekli hiicresel
oksidatif stres kosullarinda tiikkenir. Hiicresel GSH nin azalmasi, reaktif oksijen tiirleri
(ROS) tarafindan lipidlerin, proteinlerin ve DNA’nin oksidasyonunu ve hasarini tetikler.
Metabolik detoksifikasyonun arttirilmasinda ve bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde
de 6nemli rolleri vardir. Norodejenerasyon, mitokondriyal disfonksiyon, kanser gibi
cesitli kronik yasa baglh hastaliklar yetersiz glutasyon seviyeleriyle iligkilendirilmistir

(Pizzorno, 2014; Liu ve ark., 2018; Minich ve Brown, 2019).

2.2.4, Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz (SOD), ROS ve siiperoksit anyon radikallerine karsi en 6nemli
antioksidan enzimlerdendir. Bir siiperoksit radikalini O, molekiiliine yiikseltgerken,
digerinin ise daha az reaktif molekiil olan H,O;’ye indirgenmesini katalize eder. Bu
enzim grubu, ROS ve 6zellikle siiperoksit anyon radikallerine karsi ilk ve en 6nemli
antioksidan enzim savunma sistemleridir. U¢ farkli SOD izoformu tanimlanmis olup
bunlar; Cu-Zn-SOD (SOD 1), Mn-SOD (SOD 2) ve ekstraselliiler siiperoksit dismutaz
(EC-SOD veya EcSOD) (SOD 3)’dir. Cu-Zn-SOD (CuZnSOD), hiicre sitoplazmasinda
bulunur ve bakir ve ¢inko iyonlarmi igerir. Mn-SOD, mitokondride yer alir ve
manganez iyonlar1 barindirir. Mitokondriler, hiicrelerin enerji iirettigi ve ayn1 zamanda
ROS’larin iiretildigi bolgelerdir. Bu nedenle Mn-SOD mitokondrilerde oksidatif hasar1
azaltmada onemli rol oynar. Ekstraselliiler SOD (EcSOD), hiicre dis1 sivilarda ve
dokularda bulunur. Vaskiiler dokuda ve akcigerlerde ozellikle yogundur ve bu
bolgelerde oksidatif stresin azaltilmasina yardimei olur. Ek olarak, asir1 reaktif oksijen
tirleri, ozellikle siiperoksit anyonu (O,"), hipertansiyon ve ateroskleroz dahil olmak
tizere birgok kardiyovaskiiler hastaligin patogenezinde 6nemli rol alir (Zelko ve ark.,
2002; Fukai ve Ushio-Fukai, 2011). SOD ayn1 zamanda pro-oksidan etkilere de sahip
olabilir ¢iinkii O, ’nin ayrigmasi toksik H,O, iiretir. Bu nedenle, diger antioksidan
sistemleri 6rnegin CAT ve GSH-Px varligi, tehlikeli H,O;’nin uzaklastirilmasinda
onemlidir. Nihai olarak SOD aktivitesinin azalmasi serbest radikal olusumunu artirir

(Liochev ve Fridovich, 2007; Carillon ve ark., 2013).
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2.2.5. Katalaz (CAT)

Katalaz (CAT) temel olarak peroksizomlarda bulunur. Bu organeller, 6zellikle yag
asitlerinin metabolizmasi, hidrojen peroksitin ayristirilmas: ve cesitli biyokimyasal
reaksiyonlarin gergeklesmesi gibi siireclerle rol alir. Mitokondrilerde oksijenin suya
indirgenmesi, siiperoksit ve hidrojen peroksit gibi sitotoksik tiirlerin olusumuna neden
olur. Olusan siiperoksit radikalleri mitokondriye zarar verir. Mitokondride olusan
stiperoksit radikalleri ilk olarak Mn-SOD (SOD 2) ve glutasyon peroksidaz tarafindan
etkisiz hale getirilir. Ancak yiiksek diizeydeki H»O;, mitokondriden ayrilarak
sitoplazmaya geger. Mitokondriden sitoplazmaya gecen H»O,’nin detoksifikasyonu,
peroksizomlarca sentezlenen CAT tarafindan gergeklestirilir. Serbest radikal tiretmeden
H,0,’yi molekiiler oksijen ve suya doniistiiriir. Bu reaksiyonla olusan oksijen diger
metabolik siireclerde kullanilir. Katalaz karaciger, bobrek, kan (eritrositler), kemik iligi
ve mukoza zarlarinda en yiiksek aktivitede iken; bag dokuda ise en diisiik aktivitededir
(Scibior-Bentkowska ve Czeczot, 2006; Glorieux ve Calderon, 2017; Sies, 2017).

2.2.6. Glutasyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutasyon peroksidaz, mitokondri ve bazen sitozoldeki hidrojen peroksidi suya
parcgalayan 6nemli antioksidandir. Hiicre i¢inde bulunan glutasyon isimli bir antioksidan
molekiiliinii kullanarak hidrojen peroksit gibi zararli bilesikleri non-toksik iirtinlere
doniistiiriir. Yani hidrojen peroksiti suya donistiiriir. Genellikle aktivitesi selenyuma
baghdir. En az 8 farkli GSH-Px vardir ve bunlar gesitli biyolojik siire¢lerde rol oynarlar.
GSH-Px, viicudun farkli dokularinda bulunur fakat karaciger, bobrek, beyin gibi
organlarda daha yiiksek aktivitededir. Bu enzimin eksikligi veya diisiik aktivitesi,
oksidatif stresin artmasina ve bu da gesitli saglik sorunlarina neden olabilir (Brigelius-

Flohé ve Maiorino, 2013; Handy ve Loscalzo, 2022).
2.3. FLAVONOIDLER

2.3.1. Fizikokimyasal Ozellikleri

Flavonoidler, bitkilerin enfeksiyonlara, yaralanmalara ve strese karsit korunmalar: i¢in
bitkilerce tiretilen fitokimyasal yapida farkli derecelerde hidroksilasyona sahip benzo-y-
piron yapisinda polifenolik bilesiklerdir. Bitkilerde bioaktif ikincil metabolitler seklinde

renk, aroma ve farmakolojik aktiviteleri saglamakla sorumludurlar. Flavonoid
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konsantrasyonlar1 ile fizikokimyasal 6zellikleri biiyliik olgiide degisebilir. Kimyasal
anlamda, iki benzen halkasina (A ve B) bagl heterosiklik piran halkasini (C) igeren on
bes karbonlu (Sekil 2.1) temel flavan iskeletine sahiptir (Bogucka-Kocka ve ark., 2013;
Kopustinskiene ve ark., 2020). Flavonoidlerin alt gruplara siniflandirilmas1 (lavonoller,
flavanonlar, flavonlar, flavanol, izoflavonlar ve antosiyaninler) genellikle C
halkasindaki degisikliklerine dayanirken; ayni gruptaki smiflandirma ise A ve B
halkasiyla ilintilidir. Flavonlar, flavonoller ve izoflavonlar, merkezi halkada ¢ift bagin
bulunmasi nedeniyle diizlemsel bir yapiya sahiptir. Flavanonlar ve flavanol, en az bir
stereojenik merkezi sp3 karbonun varligi nedeniyle tetrahedral geometriye sahiptir.
Flavonoidlar aglikonlar, glikozitler ve metillenmis tiirevler olarak bulunurlar. Temel
flavonoid yapist aglikondur (Kumar ve Pandey, 2013; Cataneo ve ark., 2021).
Flavonoidler, bagl sekerlerle glikozitler veya bagl sekerler olmadan aglikonlar adiyla
varligmi siirdiirtir. Sitoplazmada (pH 7,4), flavonoidler fenolat anyonlar1 ve notr
fenollerin bir karistmimi olustururlar. Oranlar1 her fenolik grubun pKa’sma baghdir.
Zayif hidrofobik asit olduklarindan, lipofiliklik 6zellikleriyle hiicresel ve mitokondriyal
membranlar1 gegme potansiyeline sahiptirler ve protonoforlar olarak iglev goriirler.
Biyolojik membranlarin hem lipit hem de protein bilesenleriyle etkilesime girebilir ve
Ozelliklerini degistirebilirler. Lipidlerle etkilesimler ¢ogu zaman lipit ¢ift katmaninin
kutup bolgesiyle sinirlidir. Ancak flavonoidlerin membrana niifuz etme derinligi

yapilarina baghdir (Hendrich, 2006; Kopustinskiene ve ark., 2020).

Sekil 2.1. Flavonoidlerin genel kimyasal yapist (Nunes ve ark., 2013).

2.3.2. Kaynaklan

Flavonoidler o6zellikle meyvelerde, sebzelerde, kuruyemislerde ve bazi iceceklerde

yaygin olarak bulunan, polifenolik yapiya sahip bitki sekonder metabolitleridir. Bitkisel
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fenolik bilesiklerin en yaygin grubunu olusturur ve neredeyse tiim bitkilerde, 6zellikle
fotosentez yapan hiicrelerinde bulunur ve ¢icekli bitkilerin baglica renk bilesenidirler.
Insan ve hayvan beslenmesinin ayrilmaz bir parcasidir fakat bu canlilarca
sentezlenemez (Kumar ve Pandey, 2013; Panche ve ark.,, 2016). Bitkilerde
flavonoidlerin varlig1 toprak bilesimi, iklim, mevsim, depolama kosullar1 ve bitki tiirii
gibi bircok faktore gore degisebilir. Flavonoid ailesine ait 10.000°den fazla molekiil
bulunmaktadir. Bu say1, sadece flavonoidlerden tiiretilen tirlinleri degil, ayn1 zamanda
gidalarin islenmesi ve depolanmasi sirasinda olusan iirlinleri; viicuda alindiktan sonra
meydana gelen metabolitleri ve konjugeleri de igerecek sekilde diisiiniildiigiinde 6nemli
Olglide artar (Guven ve ark., 2019; Kopustinskiene ve ark., 2020; Cataneo ve ark.,
2021). Flavonoller gidalarda en yaygin bulunan flavonoidlerdir. Gidalardaki
flavonoidler renk, tat, yag oksidasyonunun onlenmesi ile vitaminler ve enzimlerin
korunmasindan sorumludurlar. Insan beslenmesinde yiiksek miktarlarda bulunan
flavonoidler soya izoflavonlari, flavonoller ve flavonlardir. Yiyeceklerin hazirlanmasi
ve islenmesi, kullanilan yontemlere bagh flavonoid seviyelerini azaltabilir. Flavonoid
miktar1 bitki ve diger gida maddelerinde 6nemli Gl¢iide degisir. Bazi flavonoidler
(kuersetin gibi) yiiksek sicakliklara daha dayanikli olabilir ancak depolama kosullar1 ve
stiresi bu bilesiklerin igerigini etkiler. Flavonollardan 6zellikle sogan, lahana, pirasa ve
yaban mersininde en yaygin olanlar1 kuersetin ve kemferoldiir. Kirmiz1 sarap ve cay
onemli flavonol kaynaklaridir. Flavanonlar ise domates ve domatese dayali tiriinlerle

nane gibi bazi aromatik bitkilerdir (Corcoran ve ark., 2012; Kumar ve Pandey, 2013).
2.3.3. Etkileri
2.3.3.1. Antioksidan Etki

ROS’larin Dogrudan Temizlenmesi: Topluca RONS olarak bilinen reaktif oksijen ve
nitrojen tirleri (swrasiyla ROS ve RNS) miyeloperoksidaz, NADPH-oksidaz
(nikotinamid adenin diniikleotid fosfat-oksidaz) ve nitrik oksit sentaz (NOS) gibi
hiicresel enzimlerce iiretilir. Flavonoidlerin antioksidan aktivitesi hidroksil gruplariyla
iligkilidir ve radikalleri baglarlar. Flavonoid monomerlerin  polimerizasyonu,
molekiillerindeki hidroksil gruplarinin sayisi, fenolik halkadaki cift baglar ve hidroksil
yan zincirlerin glikozilasyonu serbest radikal temizleme aktivitesini artirir
(Ahmadinejad ve ark., 2017; Vicente ve Boscaiu, 2018).
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Antioksidan Enzimlerin Aktivasyonu: Bazi flavonoidler serbest radikal iireten
enzimlerin (6rnegin nitrik oksit sentaz ve ksantin oksidaz gibi) aktivitelerini
baskilayabilirler. Oksidatif strese karsi savunmadan sorumlu glutasyonla ilintili faz 11
detoksifikasyon enzimlerini (glutasyon rediiktaz, glutasyon peroksidaz ve glutasyon-S-
transferaz) aktive ederler ve GSH diizeyini artirirlar (Shih ve ark., 2007; Zeng ve ark.,
2019).

Oksidazlarm Inhibisyonu: Flavonoidler, siiperoksit anyonunun iiretimini katalize eden
ksantin oksidaz (XO) ve protein kinaz C’nin aktivitelerini inhibe etmesi; metalleri
kelatlamasi, a-tokoferol seviyesini artrmasi ve NO’in yol actigi oksidatif stresi
hafifletmesi gibi mekanizmalarla da antioksidan aktivite sergilerler. XO’in aktivitesini
flavodoidlerin  XO’in aminoasit baglanma yerine baglanmalarinin yani sira
siklooksijenaz, NADH oksidaz, mikrozomal monooksijenaz ve lipooksijenaz
aktivitelerini de fakli mekanizmalarla inhibe ederler (Chen ve ark., 2023; Xue ve ark.,
2023).

2.3.3.2. Anti-Inflamatuar Etki

Flavonoidler, viicuttaki bagisiklik hiicrelerinin ~ diizenlenmesine katki saglar.
Inflamasyonu tetikleyen veya siirdiiren kimyasal yolaklar1 engelleyerek anti-inflamatuar
etki gosterirler. Ileri boyuttaki inflamasyonun kontrol altina alinmasma yardimer olur.
Kemokinlerin  baskilanmasma katki saglarlar. Inflamatuar prostaglandinlerin
iretiminden sorumlu enzim COX-2 ve iltihaphh yanit1 diizenleyen sinyal molekiilleri
sitokinlerin asir1 tiretimini inhibe ederek inflamasyonu geriletir (Chirumbolo ve ark.,
2018; Gupta ve ark., 2018; Yahfoufi ve ark., 2018). inflamasyon enfeksiyonlar,
yaralanmalar ve hastaliklar gibi bircok nedenden kaynaklanabilir. Kronik inflamasyon
kardiyovaskiiler hastalik, diyabet, kanser ve Alzheimer gibi yasla iligkili hastaliklarin
yaygin patolojik temelidir (Prince, 2011; Zhang ve ark., 2016). Bu baglamda,
flavonoidlerin anti-enflamatuar etkileri degerlidir. Ornegin, apigenin, TNF-a tarafindan
indiiklenen mRNA seviyelerini azaltabilir ve endotel hiicrelerinde intersellular adhesion
molekiil-1 (ICAM-1), E-selektin ve vaskiiler hiicre adhesion molekiil-1 (VCAM-1)
ifadelendirilmesini diizenleyerek inflamatuar yaniti kontrol eder. Bir¢ok flavonoit,
arasidonik asit iiretimini azaltir, fosfolipaz A, siklooksijenaz ve NOS aktivitelerini

inhibe eder. Boylece inflamatuar mediatorlerin (prostaglandinler, l16kotrienler ve NO)

25


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Shih+PH&cauthor_id=17935293

sentezi siirlanir. Lokosit infiltrasyonunu ve 6demi geriletir. Demiri kelatlayarak ve
tamamlayic1 sistem aktivasyonunu bastirarak enflamasyonu kontrol eder. Interlokin-1
beta (IL-1pB), timor nekroz faktorii-alfa (TNF-a), interlokin-6 (I1L-6)-8 (IL-8), aktivator
protein-1 (AP-1), hiicreler arasi yapigsma molekiili-1 (ICAM) ve vaskiiler hiicre gibi
bircok proinflamatuar molekiilin gen ekspresyonunu diizenlerler (Al-Khayri ve ark.,
2022; Chen ve ark., 2023).

2.3.3.3. Kardiyovaskiiler Etki

Flavonoidler, kardiyoprotektif ajanlar olarak kullanilir. Damar genislemesine neden olur
ve endotel hiicre apoptozunu inhibe eder. Kardiyovaskiiler 6liim riskini azaltir. Damar
genisletici etkilere sahiptir. Endotel disfonksiyonunu ve trombosit agregasyonunu
iyilestirir. Aterosklerotik etkileri engeller ve kan basmcini disiiriir. Hepatik steatoz,
dislipidemi ve insiilin dengesizligini diizeltir. Bu etkilerini genellikle hepatik yag asidi
sentezini inhibe ederek ve yag asidi oksidasyonunu artirarak gergeklestirir. Naringenin,
kuersetin ve hesperetin gibi flavonoidlerin damar genisletici 6zellikleri vardir.
Izoflavonlar, monosit-endotel hiicre yapismasmi inhibe ederek inflamatuar vaskiiler
hastaliklara karsi koruma saglar (Mulvihill ve ark., 2016; Chen ve ark., 2023).
Kuersetin, kalpte iskemi-reperfiizyon hasarina karsi koruyucu etki gosterir. Baikalin,
kalp fonksiyon bozuklugunu iyilestirir ve kalpte apoptozu inhibe eder. Antosiyaninler
miyokard enfarktiisii riskini azaltir, kan basincini dengeler ve lipid profiline olumlu etki
gOsterir. Asasetin, aritmiyi diizenlemede 6nemli rol oynar (Liu ve ark., 2017; Shu ve
ark., 2019).

2.3.3.4. Antibakteriyel ve Antifungal Etki

Flavonoidler, antibakteriyel etkilerini bakteriyel membran bozulmasi, biyofilm
olusumunun inhibisyonu, niikleik asit ve ATP biyosentezinin baskilanmas1 ve elektron
tasinmasinin aksamas1 gibi mekanizmalarla gerceklestirir. Ornegin, kuersetin, apigenin,
naringenin, krisin, genistein gibi flavonoidler biyofilm olusumunu engeller ve DNA
replikasyonunu baskilar. Epigallokatesin galat ve baikalein ise bakterilerde ATP
biyosentezini &nler. Ozellikle meyan kokiinden elde edilen bazi flavonoidler, MRSA
gibi bakterilere karsi etkili olabilir. Coriolus versicolor'dan elde edilen flavonoid
ekstreleri de Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve Bacillus subtilis’e kars1 giiglii

antibakteriyel etkinlik gosterir. Flavonoidler ayrica fungal enfeksiyonlari inhibe etmede
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umut vaat eden ilaglardir. Bu etkiler plazma membranmim bozulmasi, mitokondriyal
disfonksiyonun indiiksiyonu ve hiicre duvart olusumunun inhibisyonu gibi
mekanizmalarla agiklanabilir. Ornegin, baikalein ve apigenin antifungal etki gdstererek
ROS tiirlerini diizenler ve membran bozulmasini engeller. Kuersetin oksidatif
fosforilasyonu inhibe eder ve ROS iiretimini baskilar. Flavonoidlerin antibakteriyel ve
antifungal etkileri, potansiyel terapdtik ajanlar olarak kullanilmalari i¢in umut vaad
etmektedir (Cushnie ve Lamb, 2005; Ullah ve ark., 2020; Efenberger-Szmechtyk ve
ark., 2021; Chen ve ark., 2023).

2.3.3.5. Antiviral/Antikanser Etki

Flavonoidler, antiviral etkilerini farkli mekanizmalarla gergeklestirerek viriislerin ¢esitli
asamalarini hedef alirlar. Ornegin, viriislerin hiicrelere girisini engellerler, genomik
materyalinin replikasyonunu ve ¢evirisini etkilerler. Bu nedenle, potansiyel antiviral
ajanlar olarak kullanilabilmektedir. Ayn1 zamanda bagisiklik sisteminin diizenlenmesi
ve viral yiikiin azaltilmasi gibi etkileri de vardir. Apigenin, baikalein, luteolin gibi
flavonoidler, farklh RNA ve DNA viriislerine kars1 antiviral etki sergiler. Ornegin,
baikalein H5N1 kus gribi viriisiiniin replikasyonunu engellerken, luteolin HIV-1
reaktivasyonunu inhibe eder (Sithisarn ve ark., 2013; Guntaka, 2019). Ayn1 zamanda
kanserde de etkilidir. Ozellikle meme, akciger, kolon, prostat ve pankreas kanser riskini
azaltmada olumlu etkileri vardir. Kanser hiicrelerinin proliferasyonunu baskilayabilir,
apoptozis indiiksiyonu yapabilir ve anjiyogenez gibi kanserle iliskili siiregleri inhibe
edebilirler. Cesitli antikanser etkileri; oksijen tiirlerini (ROS) temizleyen enzim
aktivitelerini modiile etmeleri, hiicre dongiisiiniin durdurulmasima katilmalari, apoptozu-
otofajiyi indiiklemeleri ve kanser hiicresi cogalmasimi/istilasini bastirmalar1 seklindedir

(Kopustinskiene ve ark., 2020; Chen ve ark., 2023).
2.3.4. Metabolizmasi

Besinlerdeki flavonoidlerin  emilimi molekiil boyutu, konfigiirasyon, lipofilisite,
¢oziiniirlik ve pKa gibi fizikokimyasal 6zelliklere baghdir. Flavonoidler, ince ve kalin
bagirsaktan emilir. Bu durum, flavonoitin yapisina yani glikozit mi yoksa aglikon mu
olduguna baghdir. Emilim sonrasinda flavonoidler karacigerde glukuronidasyon,
siilfasyon veya metilasyonla konjuge edilir veya daha kiiciik fenolik bilesiklere

metabolize edilir. Bu konjugasyon reaksiyonlar1 nedeniyle, serbest flavonoid aglikonlar1
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plazma veya idrarda bulunmaz sadece katesinler istisnadir. Safrayla atilan flavonoidler
ve ince bagirsaktan emilmeyenler, bagirsak mikroflorasiyla kolonda parcalanir ve
boylece flavonoid halka yapist bozulur. Flavonoid glikozitlerin seker kismu,
biyoyararliligin 6nemli belirleyicisidir (Hollman ve Katan, 1997; Kumar ve Pandey,
2013; Cassidy ve Minihane, 2017).

2.3.5. Kullanimlar

Flavonoidlerin  antioksidan, anti-enflamatuar, kardiyovaskiiler, antibakteriyel,

antifungal, antiviral, immiinomodiilator ve giiclii antikanser etkileri vardir

(Kopustinskiene ve ark., 2020; Wen ve ark., 2022).
2.3.6. Diosmin
2.3.6.1. Kaynag

Diosmin, dogal flavonoid glikozittir ve birgok bitkisel kaynaktan izole edilebilir ya da
hesperidinden tiiretilebilir. ilk kez 1925°de "Scrophularia nodosa" bitkisinden izole
edilmis ve 1969 yilinda terapotik ajan olarak kullanilmaya baslanmistir (Hodek ve ark.,
2002; Oh, 2004; Nguyen ve ark., 2019).

2.3.6.2. Fizikokimyasal Ozellikleri

Diosmin, flavanon glikozidi hesperidinin dehidrojenasyonu ile de elde edilebilen dogal
biyoflavonoiddir. Ug¢ halkali  flavonoid-seker yapisina sahiptir.  Rutaceae
familyasindandir. Bir¢ok narenciye meyvesinin kabugunda da bol miktarda bulunan
hesperidin, bazi tibbi otlardan ekstrakte edilerek diosmine doniistiiriiliir. Fakat diosmin
molekiilii, C halkasinda iki karbon atomu arasinda bir ¢ift bag bulunmasiyla
hesperidinden ayrilir (Sekil 2.2). Diosminin kimyasal adlar1 3',5,7-trihidroksi-4'-
metoksi-flavon  7-ramno-glukozit,  3',5,7-trihidroksi-4'-metoksi-flavon-7-rutinozit,
diosmetin 7-neohesperidozit ve diosmetin 7-O-rutinozittir (Bogucka-Kocka ve ark.,
2013; Russo ve ark., 2018).
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Sekil 2.2. (A) Diosminin kimyasal yapisi; (B) Diosmetinin kimyasal yapisi
(Campanero ve ark., 2010).

2.3.6.3. Metabolizmasi

Oral uygulama sonrasinda, diosmin barsak mikrobiyotasinin enzimleriyle aglikon
diosmetine hidrolize edilir ardindan pasif difiizyonla barsak duvarindan emilir.
Diosmetin, CYP1Al, CYP1B1 ve CYP1A2 gibi sitokrom P450 enzimlerince
demetilasyona ugrar ve luteolin olusur. Luteolin, glukuronidasyonla glukuronit
konjugatlarma doniisiir. Bu metabolitler atilim sirasinda biyolojik aktivite de
sergileyebilirler. Diosmin ve diosmetin gibi metabolitlerin disinda diosmin-7-O-
glukozit gibi diger metabolitler de tespit edilmistir. Diosmin ve diosmetin gibi
metabolitler, insan serum albiimini gibi plazma proteini ile etkilesime girebilir. Bu
etkilesimler diger ilaglarlarm metabolizmasint da degistirebilir. Antiinflamatuar,
antioksidan, antidiyabetik, antihiperlipidemik ve antikanser ozelliklere sahiptirler
(Wang ve ark., 2017; Gerges ve ark., 2022).

2.3.6.4. Etkisi
2.3.6.4.1. Flebotonik Etki

Diosmin, vendz kan dolasimini artirarak ve damar duvarlarinin tonusunu diizenleyerek
vendz hastalik belirtilerini hafifletir. Ozellikle kronik vendz yetmezlik gibi

durumlarinda damarlarin daha saghkli gorev yapmasina yardimci olur (Amato,1994;
Guilhou ve ark., 1997; Perumal ve ark., 2018; Gerges ve ark., 2022).

2.3.6.4.2. Kardiyak Fonksiyonlara Etkisi

Diosmin, kan damarlarina olan etkisiyle kardiyovaskiiler dolagimi destekler. Bu durum,

kanin daha iyi pompalanmasini ve oksijenin viicuda daha etkili tasinmasini saglar. Kalp
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dokusunu iskemik hasara kars1 korur. Diosminin antioksidan ve anti-inflamatuar etkileri
bu hasar1 siirlandirir. Iskemi, kalp dokusunun yetersiz oksijen ve kanlanma durumudur
(Friesenecker ve ark., 1994; Sirlak ve ark., 2010; Senthamizhselvan ve ark., 2014;
Gerges ve ark., 2022).

2.3.6.4.3. Anti-inflamatuar Etki

Diosminin vendz bozukluklara karsi yararli etkilerinin altinda yatan mekanizmalar
arasinda PGE; ve tromboksan A; sentezini azaltmasi gelir. Siklooksijenaz-2 (COX-2),
nitrik oksit (NO), interlokin 6 (IL-6) ve tiimdr nekroz faktorii alfa (TNF-a) tiretimini
engeller (Struckmann, 1994; Dholakiya ve Benzeroual, 2011; Berkéz, 2019).

2.3.6.4.4. Antioksidan Etki

Diosmin, hiicrelerde olusan serbest radikalleri noétralize eder. Serbest radikaller,
oksidatif stresin bir sonucu olarak hiicrelerde hasara neden olur. Serbest radikalleri
etkisiz hale getirerek hiicresel hasar riskini azaltir. Antioksidan etkilere sahip bir bilesen
olarak bilinir. MDA ve NO diizeyinde diisiise diger taraftan GSH ve antioksidan enzim
aktivitesinde olumlu yonde degisime yol acar (Queenthy ve John, 2013; Jain ve ark.,
2014; Ahmed ve ark., 2016; Gerges ve ark., 2022).

2.3.6.4.5. Antidiyabetik Etki

Diosminin kan sekerini diizenleme yetenegi vardir. Kan sekerinin yiikselmesini engeller
ve insiilin direncini azaltrr. Insiilin direnci, viicudun insiilin hormonuna yanit verme
yeteneginin azalmasidir. Diosminin, hiicrelerin insiiline daha duyarli hale gelmesine
yardimci olarak insiilin direncini azaltabilecegi diistiniilmektedir (Struckmann, 1994;

Pari ve Srinivasan, 2010).
2.3.6.4.6. Antihiperlipidemik Etki

Diosminin antihiperlipidemik etkisi, yani yiiksek kolesterol ve trigliserit seviyelerini
diisiirme yetenegi gozlemlenmistir. Hiperlipidemi, yiiksek kolesterol ve trigliserit
seviyeleri ile karakterize bir olgudur ve kardiyovaskiiler hastalik riskini artirir.
Antihiperlipidemik etkileri iki sekildedir. Yiiksek kolesteroli diisiirmeye yardimct olur.
LDL (kotii kolesterol) seviyelerini diisiirme yetenegine sahiptir. LDL kolesteroliin
yiiksek olmasi damar tikanikligi riskini artirir. Diosminin trigliserit diizeyini diisiirme

potansiyeli de vardir. Yiksek trigliseritin kalpteki olumsuz etkilerine karsi diosmin
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trigliserit seviyelerini diigiirerek kardiyovaskiiler riski azaltir (Queenthy ve John, 2013;

Gerges ve ark., 2021).
2.3.6.4.7. Antifbrotik Etki

Diosmin fibrozis olusumunu azaltir. Ozellikle karaciger ve akciger gibi organlarda
fibrozis, enflamasyon ve doku hasarina yanit olarak geligir. Diosminin anti-enflamatuar
ve antioksidan 6zellikleri, fibrozis siirecini engellemeye ve smirlamaya yardimci olur.
Kollajen birikimini azaltma potansiyeli vardir. Kollajen, fibrozisde 6nemli rol oynayan
proteinlerden biridir. Diosmin bu proteinin asir1 birikimini engelleyerek doku
skarlasmasin1 ve sertlesmesini azaltir. Anti-enflamatuar etkileri fibrozis siirecini
baskilamaya yardimci olur. Inflamasyon, fibrozis olusumuna yol agar ve bu siirecin
sinirlanmasinda anti-enflamatuar etkiler 6nemli rol oynar (El-Dakhly ve ark., 2020;
Gerges ve ark., 2022).

2.3.6.4.8. Antikanser Etki

Angiogenez kanser tiimorlerinin biiylimesi igin yeni kan damarlarmin olusmasidir.
Diosminin angiogenez siirecini engelleme veya sinirlama potansiyelinin oldugu
diisiiniilmektedir. Diosmin kanser hiicrelerinde apoptozis adi verilen programli hiicre
Olimiinii uyarabilir. Apoptozis, kanser hiicrelerinin kontrolsiiz biiylimesini ve
yayilmasini engellemeye yardimci olur. Antioksidan ozellikleri, kanser gelisiminde rol
oynayan serbest radikallerin etkilerini azaltir. Antioksidanlar, hiicre hasarini
engellemeye yardimci olarak kanser riskini azaltabilir. Kronik vendz yetmezlik,
hemoroid, lenfédem ve varis gibi durumlarin tedavisinde etkili bir damar-koruyucu ajan
olarak bilinir. Antimutajenik 6zelliklere sahip bir flavonoid olarak da tanimlanmaktadir
(Oh, 2004; Benavente-Garcia ve ark., 2008; Lewinska ve ark., 2015).

2.3.6.5. Kullanimlan

Diosmin, agri, bacakta agirlik, siskinlik hissi ve kramp gibi semptomlarla karakterize
varikdz venlerle iligkilendirilen bir hastalik olan kronik vendz yetmezlik tedavisinde
kullanilir.  Alt ekstremite vendz yetmezligi ve hemoroid gibi vendz sistem
hastaliklarinin tedavisinde tercih edilir. Ven6z tonusu artirici, kapiller direnci ve
permeabiliteyi diizenleyici etkileri vardwr. Ayni zamanda serbest radikal tutucu ve

I6kosit adezyonunu azaltict Ozelliklere de sahiptir. Hemoroidin akut ve kronik
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belirtilerinin tedavisinde faydalidir. Ayrica lenfatik akimi ve lenf onkotik basincini
arttirarak lenfatik sistemi etkiler (Godeberge, 1994; Pecking, 1995, 1997; Jantet, 2002).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. KULLANILAN CiHAZ, MALZEME VE KIMYASALLAR
3.1.1. Kullanilan Cihaz ve Laboratuar Malzemeleri

ELISA mikroplate okuyucu (Bio-Tek synergy H1 reader)
ELISA plate yikayici (Bio-Tek Elx 50)

UV-VIS spektrofometre (Thermo Helios o)

Mekanik homojenizatér (Heidolph Silient Crusher M)
Derin dondurucu (Arctiko ULUF 550-2M -80 °C)

Hassas terazi (Sartorius TE3102S ve BP1215)

Buz makinesi (Kale Buzzbar)

Manyetik karistiric1 (Heidolph MR Hei-Standard)
Sogutmali santrifiij (Sigma 3K30)

© 0o N o g B~ w D PE

RN
o

. Azot altinda u¢urma sistemi (Digital Dry Bath)

. Deiyonize su cihazi (GLF, 2004)

. Su banyosu (Niive BM402)

. Isitict Blok (DLAB HCM-100 Pro)

Mikropipet (Termo Finnpipette 1-10 ul, 10-100 pl, 100-1000 pl)
. pH metre (Metler Toledo seven easy pH GmbH 8603)

e T e o
o U~ W N B

. Antikoagulanth (Lidyum heparin)/ Antikoagulantsiz tiip

[EEN
~

. Balon joje

. Beher

. Enjektor (21 G)

. Ependorf tiip (200 pl, 1,5 ml ve 2 ml)

N N P
O O o

. Erlenmayer



22.
23.
24,
25.

3.1.2.

w

© © N o g &

11.

12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.

Kaniil

Spektrofotometre kiiveti (Quartz) (Helma)
Vida kapakl tiip

Vorteks (Heidolph Reaxtop)

Kimyasallar

1.1.3.3. tetraetoksipropan (C11H240,) (Sigma, T 9889)
2-tiyobarbitiirik asit (C4HsN20,S) (Merck 108180)
5,5’-ditio-bis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) ([-SCeH3(NO2)COH,],) (Sigma
D8130)
Amonyum siilfat ((NH,);SO4) (Merck 101217)
Bakir klorit dihidrat (CuCl,2H,0) (Merck 102733)
Bakir stilfat (CuSQOg4) (Merck 102791)
Cinko siilfat (ZnSO47H,0) (Merck 108883)
Dimetil siilfoksit ((CH3),SO) (Merck 102952)
Diosmin (C2sHz3015) (Sigma D3525-25G)
. Di-sodyum hidrojen dodekahidrat (Na,HPO412H,0) (Merck 106573)
Etilendiamin tetraasetik asit potasyum (EDTA)
(KOOCCHj3),NCH,CH;N(CH,COOK)CH,COOH-2H,O (Merck 814696)
Flavin adenin diniikleotit (FAD) (Cz7H31NgNa,O15P,xH,0) (Sigma N6625)
Folin Ciocalteu’s Fenol (CsHgO) (Merck 109001)
Glasiyel asetik asit (CH;COOH) (Merck 100056)
Glutasyon rediiktaz (NAD(P)H) (Sigma G3664)
Hemoglobin (Sigma H-2500)
Hidrojen peroksit (H,0;) (Merck 108600)
Hidroklorik asit (HCI) (Merck, 100314)
Ksantin (CsH4N4O>) (Sigma X0626)
Ksantin oksidaz (Sigma X1875)
N-1-naftiletilendiamin dihidrokloriir (C12H16ClN;) (NED) (Merck 106237)
n-Butanol (CH3(CH;)3;0OH (Merck 100988)
Nikotinamid  adenin  diniikleotid  fosfat  tetrasodyum (NADPH+H)
(C21H26N7Na;7P3.xH,0) (Sigma N6505)
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24. Nitrat rediiktaz (Sigma N7265)

25. Nitro blue tetrazolium klorid (C4oH30N10062Cl) (Sigma N6876)

26. Orto-fosforik asit (H3PO,4) (Merck 100563)

27. Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,4) (Merck 104873)

28. Potasyum fosfat dibazik (K;HPO,) (Sigma 60356)

29. Potasyum hekzosiyanoferrat (Ks[Fe(CN)g]) (Merck 104971)

30. Potasyum klorid (KCI) (Merck 104936)

31. Potasyum siyanid (KCN) (Merck 104965)

32. Potasyum sodyum tartarat tetrahidrate (C4HsKNaOg 4 H,0) (Merck 108087)
33. Pridin (CsHsN) (Merck 107462)

34. Rediikte glutasyon (C19H17N306S) (Merck 104090)

35. Sigir albiimini (Sigma A4503)

36. Sodyum azid (NaN3) (Merck 106688)

37. Sodyum dihidrojenfosfat dihidrat (NaH,PO42H,0) (Merck 106345)
38. Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Sigma L3771)

39. Sodyum hidrojen karbonat (NaHCO3) (Merck 106329)

40. Sodyum hidroksit (NaOH) (Carlo Erba 480507)

41. Sodyum karbonat (Na,CO3) (Merck 106392)

42. Sodyum Klorit (NaCl) (Merck 116224)

43. Sodyum nitrit (NaNO,) (Merck 106549)

44, Siilfanilamid (CgHgN20,S) (Merck 11799)

45. t-biitil hidroperoksit (t-BOOH) (CH3)3COOH (Sigma-Aldrich 416665)
46. Tiyobarbitiirik asit (TBA) (Merck 108180)

47. Triklorasetik asit (TCAA) (CCI;COOH) (Merck 100810)

3.2. YONTEM
3.2.1. Hayvan Materyali

Wistar Albino 1rki 2-3 aylik erkek 150-200 g agirliginda toplam 50 adet rat kullanildi ve
hayvanlar ayni kosullarda (22-24 °C 12 saat aydinlik/karanlik) barindirildi. Gruplar
olusturulurken polietilen yapidaki hayvan kafeslerinin her birine en fazla 4 rat
yerlestirildi. Deneme bitene kadarki siirecte yem (% 23 ham protein, % 7 ham seliiloz

ve 3100 kcal/’kg metabolik enerji igeren pelet yem) ve igcme sular1 ad-libitum verildi.
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3.2.2. Gruplar
Grup 1: Kontrol olarak tutuldu hayvanlara herhangi bir uygulama yapilmadi.

Grup 2: Dimetil sulfoksit (tasit madde, 2 ml/kg.ca) sondayla agizdan 4 hafta siireyle

her giin tek sefer uygulanda.

Grup 3: Diosmin (DMSO ig¢inde) sondayla agizdan 50 mg/kg.ca dozunda 4 hafta

stireyle her giin tek sefer uygulandi.

Grup 4: Bakir siilfat sondayla agizdan 200 mg/kg.ca/giin dozunda 4 hafta siireyle her

giin tek sefer deiyonize su i¢inde uygulandi.

Grup 5: Bakir siilfatin 200 mg/kg.ca/giin dozunda deiyonize su i¢inde sondayla agizdan
verilmesini takiben 6 saat sonra diosmin (DMSO ig¢inde) 50 mg/kg.ca/giin dozunda yine

sondayla agizdan 4 hafta siireyle her giin tek sefer uygulandi.

Hayvanlara verilen bakir siilfat (Liu ve ark., 2016; Arowoogun ve ark., 2020) ve
diosmin (Eraslan ve ark., 2017; Bozdag ve Eraslan, 2020) dozunun belirlemesinde daha
onceki calismalar esas alindi. Calisma Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel

Etik Kurulu’ndan onay (16/148) almistir.

3.2.3. Orneklerin Toplanmasi

Denemeler tamamlandiktan sonra (4 haftanin sonunda) anestezi altinda kalbe girilerek
antikoagulantli (lityum heparin)/antikoagulantsiz tiiplere kan ornekleri alindi. Takiben
servikal dislokasyon yapilarak organlar1 (karaciger, bobrek, beyin, kalp, testis) ¢ikarildi.
Serum trigliserit, kolesterol, kan tire azotu (BUN), kreatinin, iirik asit, total protein,
albtimin, laktat dehidrogenaz (LDH), aspartat aminotransferaz (AST), alanin
aminotransferaz (ALT) ve alkalen fosfataz (ALP) diizeyleri/aktiviteleri degerlendirildi.
Elde edilen kan ve dokularda; bazi oksidatif stres parametreleri [malondialdehit (MDA),
nitrik oksit (NO), glutasyon (GSH), siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve
glutasyon peroksidaz (GSH-Px) diizey/aktiviteleri] analiz edildi. Calisma sonunda kan
alinmadan Once tiim hayvanlarin viicut agirliklari; organlar ¢ikarildiktan sonra da organ

agrrhiklar alindi.
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3.2.4. Eritrositlerin Yikanmasi ve Hemolizatlarin Hazirlanmasi

Antikoagulanth tiiplerdeki kanlar santrifiij edilerek plazmalar1 g¢ikarildi. Devaminda
altta kalan kan sekilli elemanlarindan trombosit-16kosit tabakas1 pipetle alindiktan sonra
diger kisim (eritrosit fazi) her seferinde tuzlu fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 7,4) eklenerek
3000 rpm devirde 10 dakika santrifiij edildi takibende tampon kismi uzaklastirildi.
Islem tamamlandiktan sonra yine ayni tampon ¢ozeltisiyle ayn1 hacimde yar1 yariya
sulandmrildi (Winterbourn ve ark., 1975). Hazirlanan numuneler derin dondurucuya
kaldirildi (-80 °C). Analizler gerceklestirilecegi zaman numuneler oda isisinda erimeye
birakildi 1 birim eritrosit {izerine 4 birim buz soguklugunda tampon ilave edilerek
hemoliz edildi. Hemolizat, hemoglobin miktar1 ile CAT ve GSH-Px aktivitelerinin
degerlendirilmesinde kullanildi. Hemolizat ile kloroform/etanol (6/10 v/v) karisimi yar1
yartya katilarak vortekslendi takiben sogutmali santrifiijde (+4 °C) 3000 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi ve tistteki kisstm SOD aktivitesi tayini i¢in kullanildi.

3.2.5. Doku Homojenatinin Hazirlanmasi

Tim hayvanlarin karaciger, bobrek, beyin, kalp ve testisi ¢ikarildi ardindan buz
soguklugunda tuzlu fosfat tamponla yikandi. Tim doku artiklar1 ve kan ¢ikarilan
organdan uzaklastirildi. 1 gram doku 4 ml tampon ¢6zeltisi (0,137 M NaCl, 0,0027 M
KCI, 0,0018 M KH,POs ve 0,01 M K;HPO,; 800 ml hacminde distile suda
cOzdiiriildiikten sonra 5 N NaOH ile pH’s1 7,4’ye ayarland1 ve son hacmi 1000 ml
olarak ayarlandi) i¢inde mekanik homojenizatorle (20000 rpm’de 30 sn) homojenize
edildi ve 15000 rpm’de 45 dakika santrifij edilerek siipernatant eppendorf tiiplere

almdu.
3.2.6. Biyokimyasal Analizler
3.2.6.1. Plazma ve Doku Malondialdehit (MDA) Diizeyi Olciimii

Plazma MDA diizeyinin tespiti Yoshioka ve ark. (1979)’nin yontemine gore
gerceklestirildi. Vida kapakli cam tiiplere 0,5 ml plazma ve iizerine 2,5 ml % 20’lik
triklorasetik asit ile 0,5 ml % 0,67’lik tiyobarbitiirik asit konuldu. Tiiplerin agizlari
kapatilarak 30 sn vortekslendi ardindan su banyosuna alindi (95 °C) ve 30 dakika
tutuldu. Siire sonunda su banyosundan ¢ikarilan tiipler hizla sogutuldu ve iizerine 4 ml

n-butanol eklendi ve 30 sn vortekslendi. Santrifiije yerlestirilerek 3000 devirde 10
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dakika santrifiij edildi. Ustteki pembe renkli n-butanol fazi spektrofotometre kiivetine
alinarak 535 nm dalga boyunda n-butanol koriine karsi okundu. Miktar1 1.1.3.3.

tetractoksipropanda hazirlanmis standart egrisine gére nmol/ml cinsinden hesaplandi.

Doku MDA diizeyinin 6l¢iimii igin ise Ohkawa ve ark. (1978) nin yontemi takip edildi.
Vida kapakli cam tiiplere sirasiyla 0,2 ml doku siipernatanti, 200 pl sodyum loril stilfat
(% 8,1), 1,5 ml asetat tamponu, 1,5 ml TBA ¢6zeltisi (% 0,8) ve 600 pul deiyonize su
ilave edildi hafif¢e karistirildi. Su banyosuna alinarak burada 95 °C’de 60 dakika
tutuldu. Ardindan su banyosundan ¢ikarildi ve hizla sogutuldu. Tiiplere 1 ml deiyonize
su ve 5 ml n-butanol/piridin (15:1) ¢6zeltisi eklenerek 30 saniye vortekslendi. Tiipler
3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Ustte bulunan pembe renkli fazin absorbansi
535 nm dalga boyunda kore karst okundu. Miktar:, 1.1.3.3. tetraetoksipropanla

hazirlanmis egri kullanilarak nmol/mg-protein cinsinden hesapland:.
3.2.6.2. Eritrosit Hemoglobin Diizeyi Olciimii

Eritrosit hemologbin diizeyi Fairbanks ve Klee (1987)’nin yontemine gére belirlendi. 6
ml Drabkin reaktifinin [0,2 g K3Fe(CN)s, 0,05 g KCN ve 1,0 g NaHCO; tartild1 ve
hacmi deiyonize su ile 1 litreye tamamlandi] tizerine 20 pl hemolizat eklenerek oda
isisinda 5 dakika tutuldu ve spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda koére karsi
(drabkin reaktifi) okundu. Benzer islemler hemoglobin standardi hazirlama agamasinda

da yapildi. Elde edilen veriler mgHb/ml hemolizat cinsinden hesapland:.
3.2.6.3. Doku Protein Diizeyi Ol¢iimii

Doku protein diizeyi, Lowry ve ark (1951)’nin yontemini esas alan Miller (1959)’in
uyarladigi metod kullanilarak 6lgiildii. Tiiplere tuzlu fosfat tamponla 1/10 oraninda
seyreltilmis doku siipernatantindan 1 ml alind1 ve iizerine 1 ml bakir reaktifi ilave
edilerek 30 sn vortekslendi ardindan oda 1sisinda 10 dakika tutularak tizerine 3 ml folin
fenol reaktifi (1/10) eklendi tekrar 30 sn vortekslendi. Su banyosuna alinarak 50 °C’de
10 dakika bekletildi. Olusan mavi renkli bilesigin absorbansi spektrofotometrede 540
nm dalga boyunda kore karst okundu. Kalibrasyon egrisinin hazirlanma amaciyla sigir
alblimini kullanidi ve ayni islemler tekrarlandi. Alinan absorbanslarin miktar tayini i¢in

birim olarak mg-protein/ml siipernatant kullanildi.

38



3.2.6.4. Eritrosit ve Doku Katalaz (CAT) Aktivitesi Ol¢iimii

Eritrosit ve doku CAT aktivite tayininde Luck (1965)’un metodu esas alindi. Kor
kiivetine 2,95 ml 50 mmol’lik pH 7’de fosfat tampon (3,522 g KH,PO4 ve 5,796 g
Na;HPO, deiyonize suda ¢ozdiiriilerek 1 litreye tamamlandi) ve 50 ul hemolizat/doku
stipernatantt konuldu. Numune kiivetine 2,95 ml fosfat tamponda hazirlanmigs 10
mmol/L’lik hidrojen peroksitten 2,95 ml alinarak 50 pl hemolizat/doku siipernatanti
ilave edildi. Kor kiivete karsi 45 saniye boyunca absorbans diistisleri 240 nm dalga
boyunda spektrofotometrede takip edildi. Sonuglar, k/mgHb ve k/mg-protein cinsinden
belirlendi.

3.2.6.5. Eritrosit ve Doku Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi Ol¢iimii

Eritrosit ve doku SOD aktivitesi 6l¢iimii Sun ve ark’nin (1988) metoduna gore yapildu.
Daha 6nce hazirlanmig olan kloroform/etanol (6/10 v/v) ekstraktindan 0,5 ml alindi
iizerine sirasiyla 2,45 ml SOD reaktifi [20 ml ksantin ¢ozeltisi (3 mmol/L), 10’ar ml
EDTA (0,6 mmol/L) ile NBT (0,15 mmol/L), 6 ml amonyum siilfat (2 mol/L), 3 ml sigir
albumini (1 g/L)] ve 50 ul ksantin oksidaz (50 U/4,7 mI’lik ksantin oksidazdan 83 ul
alinarak 2 ml 2 M’lik amonyum siilfat ¢ozeltisine katildi) eklenerek 25 °C’lik su
banyosunda 20 dakika bekletildi. Siire bitiminde 1,0 ml CuCl; (0,8 mmol) ile reaksiyon
durduruldu ve 560 nm’de alinan absorbanslar U/mgHb ve U/mg-protein cinsinden

hesaplanda.
3.2.6.6. Eritrosit ve Doku Glutasyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktivitesi Ol¢iimii

Eritrosit ve doku GSH-Px aktivite tayininde Paglia ve Valentine (1967)’nin yontemi
kullanildi. Numune ve kor tiiplerine sirasiyla 1 ml fosfat tampon (pH 7,0; 100 mmol/L),
0,1 ml EDTA (10 mmol/L), 0,1 ml NaN3 (20 mmol/L), 0,1 mlI NADPH+H" (3 mmol/L),
0,1 ml rediikte glutasyon (20 mmol/L) ve 0,2 ml aktivitesi ayarlanmis glutasyon
rediiktaz (2 U/numune) eklendi. Devaminda numune tiiplerine 0,05 ml hemolizat/doku
stipernatanti, kor tiipiine 0,05 ml fosfat tampon ilave edilerek 37°C’deki su banyosunda
2-3 dakika tutuldu. Uzerine distile suda yogunlugu ayarlanmus tersiyer butil hidro
peroksit (t-BOOH) ¢ozeltisinden 0,2 ml eklendi. Absorbans diisiisii, 366 nm dalga
boyunda 1 dakika takip edildi. Okunan absorbanslar, pmol NADPH"/dk/gHb ve umol
NADPH"/dk/g-protein cinsinden hesaplandi.

39



3.2.6.7. Plazma ve Doku Nitrik Oksit (NO) Diizeyi Ol¢iimii

Plazma ve doku nitrik oksit diizeyinin belirlenmesi Tracey ve ark’nin (1995) metoduna
gore yapildi. Tiplere sirasiyla 25 pl plazma/doku siipernatanti, 8 ul NADPH (200
mikromol/L), 1 ul FAD (10 mikromol/L), 20 mmol’liikk 126 pl fosfat tampon ve 40 pl
nitrat rediiktaz (1 U/ml) ilave edilerek vortekslendi ve 37 °C’lik su banyosunda 20
dakika bekletildi. Tipler ¢ikarildi ve 10 pl ¢inko siilfat ¢ozeltisi (300 mg/L) ilave
edilerek sogutmali santrifiijde (+4 °C) 15000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi takibinde
ustteki fazdan 50 pl alinarak 50 pl Griess reaktifi [NEDD (1 mg/ml) ve siilfanilamid (20
mg/10 ml fosforik asit ¢ozeltileri) 1:1] eklendi. Isik almayan ortamda 10 dakika inkiibe
Sonuglar, nmol/ml veya nmol/mg-protein cinsinden hesaplandi.

3.2.6.8. Plazma ve Doku Glutasyon (GSH) Diizeyi Ol¢iimii

Plazma ve doku GSH analizi Sedlak ve Lindsay (1968)’in metoduna gore yapildi. 200
ul plazma alinarak tstiine 2000 pl 0,1 M (pH: 8) sodyum fosfat tamponu ve 250 pl
DTNB ilave edildi. Hafifce calkaland1 3 dakika bekletildi 412 nm’de absorbanslari
0lgtildii. Doku GSH 6lglimii igin 1 ml siipernatant alind1 tizerine 4 ml % 5’lik TCA ilave
edilerek 3000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Ust kisim Slciimler igin kullanildi
plazmadakine benzer islemler yapildi. Standart egrisi iginde ayni1 asamalar takip edildi

(plazma veya doku siipernatanti yerine GSH kullanildi). Sonuglar, nmol/ml veya

nmol/mg-protein cinsinden hesapland:.
3.2.6.9. Baz1 Biyokimyasal Parametrelerin Analizi

Serum trigliserit, kolesterol, BUN, kreatinin, iirik asit, LDH, AST, ALT, ALP, total
protein ve albiimin diizey/aktivite analizinde Roche Cobas marka kit ve ayni marka

otoanalizor kullanildi.

3.3. ISTATISTIKSEL HESAPLAMALAR

Verilerin istatistiksel hesaplanmast SPSS 13,0 istatistik programinda yapildi. Sonuglar,
aritmetik ortalama ve standart sapma seklinde ifade edildi. Gruplar aras1 farkliliklar tek
yonli varyans analizi (ANOVA) ve Duncan Mutiple Range test (p<0,05 esas alinarak)

ile belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. DIMETILSULFOKSID

Kontrol grubuna gore sadece DMSO verilen grubun oksidatif stres parametrelerinde
(MDA, NO, GSH, SOD, CAT ve GSH-Px aktivite/diizeyleri); trigliserit, kolesterol,
BUN, kreatinin, 1trik asit, total protein, albiimin, LDH, AST, ALT, ALP,
aktivite/diizeyleri; canli agirhk, organ agirliklar1 ve organlarin bagil agirliklarinda

anlamli bir farklilik s6z konusu degildir (Tablo 4.1-4.8).
4.2. DIOSMIN

Kontrol grubuna gore sadece diosmin uygulanan grubun MDA, NO, GSH, SOD, CAT
ve GSH-Px aktivite/diizeyleri ile biyokimyasal parametrelerde (trigliserit, kolesterol,
BUN, kreatinin, trik asit, total protein, albiimin LDH, AST, ALT ve ALP); canli
agirhik, organ agirliklar1 ve organlarin bagil agirliklarinda istatistiksel olarak 6nemli bir

degisim mevcut degildir (Tablo 4.1-4.8).
4.3. BAKIR

Bakir uygulanan hayvanlarda kontrol grubuna gore analizleri gergeklestirilen tiim
doku/plazma MDA ve NO diizeylerinde 6nemli bir artis varken plazma GSH diizeyinde
onemli diisiis belirlenmistir. Eritrosit SOD, CAT ve GSH-Px aktivitelerinde anlamli bir
diisiis saptanmistir. Karaciger SOD, CAT ve GSH-Px aktivitelerinde anlamli diisiis;
bobrek ve beyin SOD, CAT ve GSH-Px aktivitelerinde 6nemli artis kaydedilmistir.
Kalp SOD ve CAT aktivitelerinde 6nemli bir gerileme s6z konusu iken GSH-Px
aktivitesinde anlamli bir artis gézlenmistir. Testis SOD aktivitesinde anlamli bir artig
mevcutken CAT ve GSH-Px aktivitesinde 6nemli bir azalma bulunmustur (Tablo 4.1-
4.6). Kontrol grubuna goére bakir verilen grupta biyokimyasal parametrelerden trigliserit,
kolesterol, total protein ve albumin diizeyinde anlamli bir azalma varken BUN,
kreatinin, iirik asit, LDH, AST, ALT, ALP aktivitesinde/diizeyinde dnemli artis tespit



edilmistir (Tablo 4.7). Canl agirlikta da 6nemli bir diigiis saptanmistir. Karaciger,
bobrek, beyin, kalp ve testis agirliklarinda 6nemli diisiis sz konusudur. Ayni durum

belirtilen organlarin bagil agirliklari i¢in de gegerlidir (Tablo 4.8).
4.4, BAKIR VE DIOSMIN

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda incelenen tiim parametre degerlerinin kontrol
grubu sonuglarina dogru yaklagtigi gézlenmistir. Kontrole gore eritrosit SOD, CAT
aktivitesinde; karaciger NO ve SOD aktivitesi/diizeyinde; bobrek NO, GSH ve GSH-Px
aktivite/diizeylerinde; beyin MDA, NO, SOD, CAT ve GSH-Px aktivite/diizeylerinde;
kalp GSH, SOD ve CAT aktivite/diizeylerinde; testis MDA ve SOD aktivitesi/diizeyleri
agisindan Onemli farkliliklar devam etmistir (Tablo 4.1-4.6). Biyokimyasal
parametrelerden trigliserit, trik asit, AST ve ALT aktivite/diizeylerinde 6nemli
degisimler s6z konusudur (Tablo 4.7). Tim organlarin agirliginda, bdbrek bagil
agirhginda ve canli agirliklarinda da halihazirda anlamli degisimler bulunmaktadir
(Tablo 4.8).
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Tablo 4.1. Bakir siilfat ve diosminin tek basma ve birlikte uygulandigi ratlarda plazma/eritrosit bazi oksidatif stres parametreleri.

Parametre Grup
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
(Kontrol) (DMSO) (Diosmin) (Bakir) (Bakir+Diosmin)
MDA (nmol/ml) 5,47:&0,903 5,59i0,91a 5,62:“,153 7’3712’0113 6,27:&0,79ab
NO (nmol/ml) 22,995 35% 23,59+4,21° 22.71+4,82° 33.21410,62° 18,244, 60°

GSH (nmol/ml)

6055,88+1512,24°

5988,97+2009,41°

5790,13+2074,01°

3683,34+966,93"

4769,26+1291,53%

SOD (U/mgHb) 0,36+0,06 0,40+0,11° 0,35+0,03" 0,26+0,04° 0,29+0,06"
CAT (k/gHb) 54,86+8,64° 48.42415,29% 46,99+12,87% 29,11+7,38° 41,06+14,23°
GSH-Px (umol NADPH'/dk/gHb) 145,424+19,71 151,08+61,78° 167,82+42,58° 109,04+9,72° 140,41+39,82%

a,b,c. Ayni satirda farkli harfleri iceren veriler istatistiksel anlamda 6nemlidir (p<0,05).
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Tablo 4.2. Bakir siilfat ve diosminin tek basma ve birlikte uygulandigi ratlarda karaciger dokusu bazi oksidatif stres parametreleri.

Parametre Grup
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5

(Kontrol) (DMSO) (Diosmin) (Bakir) (Bakir+Diosmin)
MDA (nmol/mg-protein) 1,490,428 1,83+0,89° 1,60+0,78 3,26:0,68" 1,60+0,51°
NG (nmol/mg-protein) 0,73+0,18? 0,92+0,31° 0,96:0,28° 2.16+1,08" 1,70+0,18"
GSH (nmol/mg-protein) 376,71+77,22° 343,22+86.28° 365,20+67,32° 233,25+57,49° 314,14+55,56°
SOD (U/mg-protein) 0,810,217 0,83+0,17° 0,81£0,27° 0,54+0,12° 1,09+0,26°
CAT (K/g-protein) 1414,50+210,48° | 1558,02+25837° | 1556,08:249.80° | 1005,36:120,18° | 1409,27+348 467

GSH-Px (umol NADPH/dk/g-protein)

530,62+161,50°

525,62+175,84°

573,68+245,31°

266,48+99,24°

463,93+196,89°

a,b,c. Ayni satirda farkli harfleri iceren veriler istatistiksel anlamda 6nemlidir (p<0,05).
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Tablo 4.3. Bakir siilfat ve diosminin tek basma ve birlikte uygulandigi ratlarda bobrek dokusu bazi oksidatif stres parametreleri.

Parametre Grup
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
(Kontrol) (DMSO) (Diosmin) (Bakir) (Bakir+Diosmin)

MDA (nmol/mg-protein) 2,00+0,43% 1,92+0,58° 1,65+0,39° 2.8241,47° 2,07+0,55%
NG (nmol/mg-protein) 1,08+0,20° 1,10£0,31° 1,33£0,35% 1,88+0,54° 1,47£0,26"
GSH (nmol/mg-protein) 219,30+26,70° 236,23+64,52° 223,28+54,62° 155,49+49,61° 174,714+42 44
SOD (U/mg-protein) 1,10£0,22° 1,29+0,64° 1,35+0,44° 1,98+0,56" 1,38+0,39°
CAT (K/g-protein) 438,26+102,37° 444.93+110,18° 428.37+96,60° 608,504198,03° |  350,0898,67%

GSH-Px (umol NADPH/dk/g-protein)

239,95+57,74°

299,86:+126,78%

273,45+63,67%

443,80+132,02°

351,20+88,00°

a, b,c. Ayni satirda farkli harfleri igeren veriler istatistiksel anlamda 6nemlidir (p<0,05).
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Tablo 4.4. Bakrr siilfat ve diosminin tek basma ve birlikte uygulandigi ratlarda beyin dokusu bazi oksidatif stres parametreleri.

Parametre Grup
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
(Kontrol) (DMSO) (Diosmin) (Bakir) (Bakir+Diosmin)

MDA (nmol/mg-protein) 7,151,728 6.91:1,90° 5,56+2,12° 16,1346,91° 14,203,04°
NG (nmol/mg-protein) 0,580,247 0,540,347 0,66:0,33° 1,78+0,43" 1,45£0,57"
GSH (nmol/mg-protein) 163,33+42,71° 177,53+43 89° 187.21433 32° 109,42+26 49" 174,62+54,87°
SOD (U/mg-protein) 2.83+1,19° 2.84+1 20° 1,88+0,37° 5.53+2,16° 4.43+2,08"
CAT (K/g-protein) 5,23+1,99° 5,6142,84° 5.462.27° 12,4143,99° 8.3142,10°

GSH-Px (umol NADPH/dk/g-protein)

119,32+40,34°

112,29+31,48°

92,99+38,97°

205,99+74,97°

172,53+61,69°

a,b,c. Ayni satirda farkli harfleri iceren veriler istatistiksel anlamda 6nemlidir (p<0,05).
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Tablo 4.5. Bakir siilfat ve diosminin tek basma ve birlikte uygulandigi ratlarda kalp dokusu baz1 oksidatif stres parametreleri.

Parametre Grup
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
(Kontrol) (DMSO) (Diosmin) (Bakir) (Bakir+Diosmin)
MDA (nmol/mg-protein) 5.7542.10° 5.401,09° 5,72:+1,08° 8,08+2,13" 4,88+1,58°
NG (nmol/mg-protein) 2,16+£0,54° 1,98+0,71° 2,05+0,85° 3,50+1,35° 2.41+0,74°
GSH (nmol/mg-protein) 881,77468,74% 850,07£76,42° 823.43+101,62° | 621,39+15722° | 680,01=116,98°
SOD (U/mg-protein) 4.55+1,04° 3,81+1,06° 4,09+1,36° 1,98+0,87° 2.55+0.91°

CAT (k/g-protein)

61,90+14,57°

54,46+18,84%

50,37+15,14®

33,86+12,82°

41,33+18,65™

GSH-Px (umol NADPH/dk/g-protein)

527,35+190,35°

540,33+208,39°

542,79+211,93°

824,75+245,29°

423,214223,10°

a,b,c. Ayni satirda farkli harfleri iceren veriler istatistiksel anlamda 6nemlidir (p<0,05).
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Tablo 4.6. Bakir siilfat ve diosminin tek basina ve birlikte uygulandigi ratlarda testis dokusu bazi oksidatif stres parametreleri.

Parametre Grup
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
(Kontrol) (DMSO) (Diosmin) (Bakir) (Bakir+Diosmin)
MDA (nmol/mg-protein) 1,52+1,08° 1,410,46° 1,3140,64° 3,3040,99° 2,99+1 48"
NG (nmol/mg-protein) 1,64+0,70° 1,50+0,68° 1,240,512 3,44+0,62° 1,77+0,80°

GSH (nmol/mg-protein)

88,75+19,94°

77,50+29,75°

83,85+18,38°

49,82+12,28"

83,39+25,10°

SOD (U/mg-protein) 0,95+0,28° 0,74+0,25° 0,89+0,47° 2,08+0,77" 1,8240,57"
CAT (K/g-protein) 6,54+1,95° 5,68+2,12° 5,801,098 3,2241,01° 5,97+1,13°
GSH-Px (umol NADPH /dk/g-protein) 225.98+76,40° 207,89+83,88° 215,26+88.21° 116,76+44 80" 204,31+82,17°

a,b,c. Ayni satirda farkli harfleri igeren veriler istatistiksel anlamda 6nemlidir (p<0,05).

54




Tablo 4.7. Bakir siilfat ve diosminin tek bagina ve birlikte uygulandigi ratlarda serum bazi biyokimyasal parametreleri.

Parametre Grup
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
(Kontrol) (DMSO) (Diosmin) (Bakir) (Bakir+Diosmin)

Trigliserit (mg/dL) 173,20£33,09° 176,9011,96° 160,60:£34,64° 111,10+13,24 132,10427,54"
Kolesterol (mg/dL) 66,50+8,97° 67,60+8,27° 68,90-7,80° 53.50+16,00° 65,605,337
BUN (mg/dL) 18.24+2,33° 17,96+1,53° 17,62+2,64° 24,40+8 43" 17,041,128
Kreatinin (mg/dL) 0,320,047 0,33+0,03° 0,32+0,02° 0,43+0,14° 0,32+0,05°
Urik asit (mg/dL) 0,960,257 1,03£0,35° 0,94-0,29° 1.41£0,37° 1,39+0,51°
Total protein (mg/dL) 5,94+0,16° 5,980,107 5,97+0,20° 5.37+0,87° 5,8240,31°
Albumin (mg/dL) 3,89+0,26° 3,91+0,22° 3,90+0,26° 3,2540,75° 3,97+0,23°
LDH (U/L) 975,80+236,34° 969,10+268.39° | 907,10+289.34° | 1384,90+452,06° | 789.90-:343,69°
AST (UIL) 100,70£12,73? 97.20+10.25% 92,008,617 363.20481,17° 162,90+52,81°
ALT (UIL) 52.20+1,98° 48.2046,19° 54.00+4,98* 334,50499,58" 141,50472,32°
ALP (UIL) 216,70+39,42° 205,00+16,03% 208,50423,76° 261,70+36,39° 197,50£41,967

a,b,c. Ayni satirda farkli harfleri igeren veriler istatistiksel anlamda 6nemlidir (p<0,05).
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Tablo 4.8. Bakir siilfat ve diosminin tek basina ve birlikte uygulandigi ratlarda canli agirlik, organ agirliklar1 ve organ agirhgi/canl agirhik

oranlar1 (bagil agirlik).

Organ Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
(Kontrol) (DMSO) (Diosmin) (Bakir) (Bakir+Diosmin)
Karaciger Organ Agirhg (g) 12.60+1,00° 13.31+1,86° 12,3141 ,35° 8,57+0,91" 10,89+0,86°
Bagil Agirhk 3,86+0,30° 4,12+0,62° 3,8540,23" 3,2320,33" 3,87+0,69°
Bobrek Organ Agirhi@ () 3,0440,35% 2,84+0,37° 2,98+0,19% 1,72+0,36" 2,07+0,16°
Bagil Agarhik 0,930,121 0,870,121 0,940,10° 0,65+0,14° 0,73+0,11°
Beyin Organ Agirhig (g) 2.25+0,62° 2,10+0,53 2,12+0,12° 1,07+0,18" 1,63+0,22°
Bagil Agirhik 0,69+0,20° 0,64+0,15° 0,660,05° 0,400,08" 0,580,14°
Kalp Organ Agirhg (g) 10840,19° 1,1920,22° 1,1120,09° 0,52:0,06" 0,880,26°
Bagil Agirhk 0,33+0,05° 0,36+0,07° 0,35+0,03° 0,19+0,02° 0,31+0,08°
Testis Organ Agirhg (g) 3,30+0,79° 3,35+0,44° 3,10+0,19° 1,77+0,42° 2,56+0,59°
Bagil Agirhk 1,00:0,22° 1,0320,15° 0,97:£0,06° 0,66+0,14" 0,90:£0,20°
Canl Agrlik (g) 326,40+18,49° | 32370+11,78° | 3187042457 |  265,70+20,89" 286,20+35,01"

a,b,c. Ayni satirda farkli harfleri igeren veriler istatistiksel anlamda 6nemlidir (p<0,05).
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5. TARTISMA VE SONUC

Viicut hiicreleri ve dokulari, normal fizyolojik faaliyetler sirasinda oksijenlenmeyle
iretilen serbest radikallerin ve reaktif oksijen tiirlerinin yol actig1 hasar sebebiyle
stirekli tehdit altindadir. Serbest radikallerin en 6nemli etkilerinden biri hiicresel
membran hasarma yol agan lipid peroksidasyonudur ayn1 zamanda genel inflamatuar
yanita da katkida bulunur. Lipitler hiicresel membranlarin biitiinliigliniin
korunmasindan sorumlu oldugundan, yogun peroksidasyonu, lipit membranlarin
diizenini, bilesimini, yapisini1 ve dinamiklerini degistirir. Hiicre net yiikiinde kayma
olur. Ozmotik basing degisir bu durum hiicrelerde sismeye ve sonunda 6liime yol
acar. Oldukc¢a reaktif bilesikler olarak bilinen lipit peroksitler ain1 zamanda ROS
olusumunu da hizlandirir (Nijveldt ve ark., 2001; Blokhina ve ark., 2003; Gaschler
ve Stockwell, 2017). Serbest radikallere karsi enzimatik ve enzimatik olmayan
hiicresel savunma sistemleri vardwr. Enzimatik savunma sistemlerindeki 6nemli
enzimler siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutasyon peroksidazdir. Non-enzimatik
sistemlerin basmi ise glutasyon ceker. insan viicudunda olusan serbest radikaller ve
diger reaktif oksijen tiirlerinin birgogu yararh fizyolojik islevlere hizmet eder. Ancak
asir1 uretildiginde toksik olabilirler ve bu toksisite genellikle demir veya bakir gibi
gecis metallerinin  varhigiyla siddetlenir. DNA’ya, lipitlere, proteinlere ve
karbonhidratlara zarar verir. Gegis metali iyonlariyla iliskili toksisitelerde biyolojik
makromolekiillerin oksidatif bozulmasinda demir, bakir ve krom gibi metaller redoks
dongiisiine girerken; kadmiyum, civa, nikel ve kursun hem glutasyon ve hem de
proteine bagl siilfidril gruplarmni tiiketerek siiperoksit iyonu, hidrojen peroksit ve
hidroksil radikali gibi reaktif oksijen tiirlerinin {iretimine yol acar. Boylece lipit

peroksidasyonu artar. DNA hasar1 ve degisen kalsiyum ve siilfidril homeostazisi
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meydana gelir (Aruoma ve ark., 1991; Stohs ve Bagchi, 1995; Blokhina ve ark.,
2003).
5.1. DIMETILSULFOKSID

Sadece DMSO verilen grubun oksidatif stres parametrelerinde (MDA, NO, GSH,
SOD, CAT ve GSH-Px aktivite/diizeyleri); trigliserit, kolesterol, total protein,
albtimin, BUN, kreatinin, iirik asit, LDH, AST, ALT ve ALP aktivite/diizeylerinde;
canli agirlik, organ agirliklar1 ve organlarin bagil agirliklarinda kontrol grubuna gore
onemli bir degisimin saptanmamasi (degerlerin kontrol grubuna benzer olmasi)
uygulanan dozun incelenen parametreler agisindan olumsuz etki olusturmadigmi
gostermektedir. Zira bu bilesik gerek yiiksek ¢oziicii 6zelligi gerekse toksik olmayan
bilesik smifinda yer almasi dolaysiyla calismalarda siklikla tasit madde olarak

kullanilmaktadir (Willhite ve Katz, 1984; Brayton, 1986; Santos ve ark., 2003).
5.2. DIOSMIN

Flavanoidler serbest radikallerin yol agtigi oksidatif hasar1 farkli mekanizmalarla
gidermeye c¢alisir. Bu asamalardan biri  serbest radikallerin  dogrudan
temizlenmesidir. Radikalin reaktif bilesigiyle reaksiyona girerek reaktif oksijen
tiirlerini stabilize eder. Flavonoidlerdeki hidroksil grubunun reaktivitesi radikalleri
(stiperoksit ve peroksinitrit gibi) etkisiz hale getirilir. Radikalleri temizleyerek in-
vitro LDL oksidasyonunu engeller. Birgok flavonoid indiiklenebilir nitrik oksit
sentaz aktivitesine miidahale ederek NO olusumunu azaltir. Bu bilesikler dogal
antioksidan savunma sisteminin kapasitesini de artirr (Nijveldt ve ark., 2001; Es-
Safi ve ark., 2007). Nitrik oksit, serbest radikallerle reaksiyona girerek son derece
zararli peroksinitritleri tretir. Flavonoidler nitrik oksit molekiillerini dogrudan
temizler. Ayrica ksantin oksidaz aktivitesini inhibe ederek oksidatif hasar1 geriletir.
Ksantin oksidaz, oksijensiz radikallerin kaynagidir ve molekiiler oksijenle reaksiyona
girerek siiperoksit serbest radikallerini olusturur. Reaktif oksijen tiirleri demir
varliginda lipit peroksidasyona yol agar. Bazi flavonoidler demiri kelatlayarak
serbest radikallerin gelisimine sebep olan bu faktorii ortadan kaldirir. Peroksidaz
salinimin1 da azaltarak reaktif oksijen tiirlerinin iiretimini engeller. Antiinflamatuar
ozelligiyle arasidonik asit metabolizmasmi inhibe eder (Shih ve ark., 2007;
Ahmadinejad ve ark., 2017; Vicente ve Boscaiu, 2018; Zeng ve ark., 2019; Chen ve
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ark., 2023; Xue ve ark., 2023). Birincil ROS iireticileri NADPH oksidazlardir.
Ksantin oksidaz (XO), monoamin oksidazlar (MAOQO), lisil oksidazlar (LO),
lipoksijenaz (LOX) ve siklooksijenaz (COX) gibi diger bircok enzim birincil
metabolik fonksiyonlarina ek olarak siiperoksit ve H,O, iiretir (Pietta 2000; Robert
ve ark., 2001; Blokhina ve ark., 2003; Knaus, 2021). Diosminin de antioksidan etki
mekanizmalar1 arasinda antienflamatuvar karakteri (ksantin oksidaz, aldoz rediiktaz,
fosfodiesteraz gibi ¢esitli enzimleri inhibe ederek), serbest radikalleri baglayici
potansiyeli ve antioksidan enzim sentezini inhibe etmesi bulunur. Cesitli
hastaliklarda oksidatif dengesizlige bagli bir dizi degiskenin (enzimler ve
biyobelirtegler dahil) aktivitelerini basarili bir sekilde modiile eder. Anti-kanser
ozellikleri ve aktivitesi vardir (Anon 2004; Ibrahim ve ark. 2018; Serafim ve ark.,
2020; Huwait ve Mobashir, 2022). Antihiperglisemik aktivite de gosterir (Gerges ve
ark. 2022; Huwait ve Mobashir 2022). Lipidlerin peroksidasyonunda simirlayici etki
olusturur ve toplam antioksidan kapasiteyi arttirir (Bubols ve ark. 2013; Pietta 2000).
Calismada tek basina diosmin uygulanan grubun incelelen tiim parametrelerinin
kontrol grubuna yakinlik gostermesi (istatistiksel bir degisimin olmamasi) ifade
edilen siire ve dozda verilen diosminin rat fizyolojik sisteminde olumsuz bir etkiye
yol agmadigini ortaya koymaktadir. Benzer arastirmalardan, Eraslan ve ark. (2017)
21 giin 50 mg/kg.ca dozunda verdikleri diosminin rat eritrosit/plazma, karaciger ve
bobrek MDA diizeyleri ile SOD, CAT ve GSH-Px aktivitelerinde (bobrek GSH-PX
disinda) Onemli bir degisiklik olusturmadigini belirtmislerdir. Ayni galismada,
kontrol grubuyla karsilastirildiginda da glukoz, trigliserit, kolesterol, BUN, kreatinin,
iirik asit, total protein, albiimin, LDH, AST, ALT ve ALP gibi biyokimyasal
parametrelerde de anlamli farkhiliklar tespit etmemislerdir. Agir ve Eraslan (2019),
100 mg/kg.ca dozunda 30 giin uyguladiklar1 diosminin ratlarda AST, ALT, ALP ve
LDH aktivitelerinde, ayrica karaciger/eritrosit MDA, NO, GSH diizeylerinde ve
SOD, CAT ve GSH-Px aktivitelerinde onemli bir degisiklige neden olmadigini
raporlamislardir. Benzer sekilde, Tekeli ve ark. (2021) 28 giin 50 mg/kg.ca dozunda
uyguladiklar1 diosminin rat karaciger, bobrek, beyin, kalp ve testis oksidatif stres
parametreleri (MDA, NO, GSH, SOD, CAT ve GSH-Px diizeyleri/aktiviteleri) ile
biyokimyasal parametrelerde (kreatinin, BUN, ALT, AST) anlamli bir etkisinin
olmadigimni bildirmiglerdir. Bozdag ve Eraslan (2020) ratlara 6 hafta siireyle 50
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mg/kg.ca dozunda verdikleri diosminin glukoz, trigliserit, kolesterol, BUN, kreatinin,
urik asit, LDH, AST, ALT, ALP, total protein, albumin gibi biyokimyasal
parametrelerde; kan ve doku oksidatif stres parametrelerinde (MDA, NO, SOD,
CAT, GSH-Px, GSH); canli agirlik ve organ agirliklarinda, kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige yol a¢madigmi gozlemlemislerdir.
Sharmila-Queenthy ve ark. (2018) tarafindan yapilan ¢aligmada, ratlara 10 mg/kg.ca
dozunda 10 giin verdikleri diosminin LDH ile kalp TBARS, SOD, GSH-Px ve GSH
diizey/aktivitelerinde 6nemli bir degisiklik olusturmadigi belirtilmistir. Rehman ve
ark. (2013), 40 mg/kg.ca dozunda 20 giin ratlara diosmin uygulamislar bobrek GSH,
GSH-Px, MDA, SOD ve CAT diizeyleri/aktivitelerinde; BUN, kreatinin ve LDH
aktivitelerinde/diizeylerinde ~ herhangi  bir  farklihiga  neden  olmadigini
dogrulamiglardir. Srinivasan ve Pari (2012), ratlara 100 mg/kg.ca dozunda 45 giin
verilen diosminin karaciger, bobrek ve plazma TBARS, karaciger ve bobrek SOD,
CAT ve GSH-Px aktivitelerinde onemli bir degisime yol a¢madigini ortaya
koymuslardir. Alkhalaf (2020) ratlara 14 giin boyunca diosmini (100 mg/kg.ca)
agizdan vermisler, karaciger, bobrek ve beyin MDA, NO, GSH, GSH-Px, SOD ve
CAT ile AST, ALT, ALP, iire ve kreatinin diizey/aktivitesinde kontrole gére anlamli
bir degisime yol agmadigini bildirmislerdir. Germoush (2016), ratlara agizdan 50
mg/kg.ca dozunda 15 giin verdikleri diosminin serum AST, ALT, ALP aktiviteleri ile
karaciger GSH, SOD, CAT, GSH-Px aktivite/diizeylerinde anlamli bir farklilik
olusturmadigini rapor etmislerdir. Elhelaly ve ark. (2019), 10 mg/kg.ca dozunda 14
giin siireyle farelere verdikleri diosminin biyokimyasal (ALT, AST, ALP, iire ve
kreatinin) parametreler ile karaciger, bobrek ve beyin lipid peroksidasyon (MDA) ve
hiicresel antioksidan parametrelerinde (SOD, GSH, CAT) anlamli bir farkliliga
neden olmadigini saptamiglardir. Al-Asmari ve ark. (2021) ratlara 17 giin agizdan
diosmin vermisler ratlarin karaciger MDA, NO, GSH diizeylerinde ve SOD, CAT ve
GSH-Px aktivitelerinde onemli bir farkliliga yol agmadigini bulmuslardir. Mevcut

calisma sonuglari, bu baglamda daha 6nceki ¢alismalarla uyumludur.
5.3. BAKIR

Bakir, memeli dokularinda biriken ve diizeyleri kritik noktaya ulastiginda toksik etki
gosteren bir metaldir. Bu metale maruz kalindiginda, 6zellikle basta karaciger ve

bobrek olmak iizere diger onemli organlarda da bir dizi patolojik degisiklikler
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gelisebilir. Normalde bir mikro besindir. Bakir zehirlenmesine duyarlilik tiir, genetik,
yas ve diyet gibi bir¢ok faktore baghidir (Bremner, 1998; Harris, 2003; Lutsenko ve
ark., 2007). Hiicre iginde serbest oksijen radikalleri mitokondri, mikrozom,
peroksizom ve lizozomlarca tiretilir (Richter ve ark., 1995; Anderson ve ark., 1999;
Pourahmad ve ark., 2001; 2003). Fazla miktarda bakir, serbest oksijen radikallerinin
iiretimini artirarak oksidatif strese yol agar (Rossi ve ark., 2004; Formigari ve ark.,
2007). Mitokondri, hiicre i¢indeki serbest radikallerin en 6nemli kaynagidir ve ayn1
zamanda ilk hedefidir. Serbest radikaller, mitokondrial membranda lipid
peroksidasyonuna yol agarak mitokondriyal membranmim gegirgenligini bozarak
Ca* iyonlarmnin hiicre disina gecisine, osmotik basincin artmasina, mitokondrinin su
alip sismesine, sitokrom-c’nin sitosole (hiicre sitoplazmasina) sizmasina ve kaspaz-
9’un aktive olmasina neden olur (Kannan ve Jain, 2000; Simon, 2000; Pourahmad ve
ark., 2003). Bakir, redoks dongii reaksiyonlarina girme yetenegine sahiptir ve reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu tesvik eder. Siiperoksit, askorbik asit veya GSH
gibi indirgeyici ajanlarin varhiginda, Haber-Weiss reaksiyonuyla hidrojen peroksitten
hidroksil radikallerinin olusumunu katalize eder. Hidroksil radikali, biyolojik
sistemlerde en giiclii oksitleyici radikaldir. Bu radikal lipid memranda bozulmaya yol
acar, DNA ipliginde kirilmaya sebep olur ve bazlari oksidasyonunu indiikler. Tiim
gecis metali iyonlarinin zehirleyici etkilerinin altinda yatan mekanizma siiperoksit ve
hidroksil radikali ile diger ROS’larin olusumu ve ardindan malondialdehit, 4-
hidroksinonenal ve diger ekzosiklik DNA bilesenlerinin tretimidir. Bakir
kan/karaciger vitamin E depolarmi tiiketir. Bakira maruz kalma, metalotionein ve
katalazi; ayrica p53’e bagli/bagimsiz yolaklarla da apoptozu indiikler. Yiiksek
diizeyde bakir maruziyeti lipid metabolizmasini, antimikrobiyal savunma sistemini,
ndronal aktiviteyi, tiimdr hiicrelerinin kemoterapoétik ilaglara direncini, kinaz aracili
sinyal iletimini ve diger temel hiicresel siiregleri etkiler (Valko ve ark., 2005; Jomova
ve Valko, 2011; Gaetke ve ark., 2014). Hiicredeki serbest indirgenmis bakir, siilfidril
gruplarna baglanir boylece siilfidril yapisi barindiran glikoz-6-fosfat dehidrojenaz ve
glutasyon rediiktaz gibi enzimleri inaktive eder. Oksijen tiirleriyle (Orn. siiperoksit
anyonlar1 ve hidrojen peroksit) ve reaktif toksik hidroksil radikalleriyle etkilesime
girer ve iretimini Katalize eder. Bakir ve bakir iyonlar1 oksidasyon ve indirgeme

reaksiyonlarinda rol oynar. Askorbik asit veya GSH gibi biyolojik indirgeyicilerin
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varliginda bakir iyonu (Cu(Il)), reaktif hidroksil radikallerinin (*OH) olusumunu
katalize edebilen bakir iyonuna (Cu(l)) indirgenir. Hidroksil radikali biyolojik
molekiille reaksiyona girer ve doymamis yag asitlerinden bir lipit radikali olusturur.
Bakir DNA kirilmasini arttirmada demirden daha aktiftir. DNA hasar1 esas olarak
bolgeye Ozgli bir Fenton reaksiyonuyla meydana gelir. Bakir LDL ve HDL
oksidasyonuna sebep olur. Lipitlerin peroksidasyonu ayrica Cu(l) katalizli Fenton
kimyas1 yoluyla hidroksil radikallerinin iiretilmesiyle de saglanir (Valko ve Morris,
2005; Saravu ve ark., 2007). Demir-bakir aracili kataliz, biyomolekiilleri dogrudan
hedef alan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna yol agar. Reaktif nitrojen
tiirleri (RNS) de {iretilerek hiicresel bilesenlerin oksidatif bozulmasina ek aromatik
yapilarin nitrasyonuna da yol agabilir. Bakir maruziyeti sonucu, MDA, NO artis1 ve
SOD, CAT aktivitesinde ve GSH diizeyinde azalma gozlenir. S6z konusu farkliliklar
oksidatif stresin ve hiicre hasarinin isaretidir. Dolayisiyla bu ve diger hiicresel
antioksidan enzimatik/enzimatik olmayan savunma sistemi serbest radikalleri
notralize ederek hiicreleri oksidatif strese kars1 korur (Videla ve ark., 2003; Valko ve
ark., 2005; Brewer, 2010). Bakir maruziyetinin, doku/plazma MDA ve NO
miktarinda 6nemli bir artisa diger taraftan GSH diizeyinde 6nemli diisiise yol agmasi;
dokularda bazi antioksidan enzimlerde de iki yonli degisimin gézlenmesi (eritrosit
ve karaciger SOD, CAT ve GSH-Px aktivitelerinde diisiis aksine ayni enzimlerde
bobrek ve beyinde artig; kalp SOD, CAT aktivitesinde diisiis GSH-Px aktivitesinde
artig; testis CAT ve GSH-Px aktivite/diizeyinde diisiis, SOD aktivitesinde artis;
biyokimyasal parametrelerden BUN, kreatinin, lirik asit LDH, AST, ALT, ALP
aktivitesinde/diizeyinde artig; trigiliserit, kolesterol, total protein ve albumin
diizeyinde diisiis; canli agirlik, karaciger, bobrek, beyin, kalp ve testis dokusu
agirhiginda/bagil agirhginda oOnemli disiis); bakirn  yukarida ifade edilen
mekanizmalarin biri veya birkagi ile serbest radikal olusturdugu, bu serbest
radikalleri biyolojik sistemdeki antioksidan savunma sistemlerinin elimine edemedigi
boylece oksidatif stres sekillendigi ve bunun da doku hasarina yol actig1 takiben de
fizyolojik dengenin bozularak patolojik sinirlara dogru ilerledigi anlamma
gelmektedir. Konuya iligkin deney hayvanlarinda gergeklestirilen ¢alismalardan,
Peng ve ark. (2021) farelere 28 giin giinde 200 mg/kg.ca dozunda CuSO4’1 agizdan
vermigler bobrek MDA ve NO diizeyinde artis GSH, GSH-Px, SOD ve CAT
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diizey/aktivitelerinde diisiis gérmislerdir. Jian ve ark. (2020) fare akcigerlerindeki
caligmalarinda deney gruplarma sirasiyla 42 giin 10 mg/kg.ca, 20 mg/kg.ca ve 40
mg/kg.ca dozunda CuSQO,4 uygulamiglar MDA ve NO diizeylerinde artis, GSH, GSH-
Px, SOD ve CAT aktivite/diizeylerinde belirgin gerileme gozlemislerdir. Ozcelik ve
Uzun (2009b) 28 giin ratlara 1 g/l dozunda igme suyuyla Cu vermisler sonugta ALT
ve AST aktivitelerinde artis rapor etmislerdir. Beyin dokusu SOD ve GSH
diizey/aktivitelerinde azalma ve MDA seviyelerinde artis bulmuslardir. Zhang ve ark.
(2000) ratlara 56 giin 500 mg Cu/kg.ca bakir siilfat verilmisler serum/karaciger
homojenatlarinda MDA seviyelerinde artis, SOD ve GSH-Px aktivitesinde gerileme
gozlemiglerdir. ALT ve AST aktivitelerinde ise artig saptamiglardir. Temiz ve ark.
(2021) ratlara 28 giin 10 mg/kg.ca dozunda bakir siilfat vermisler ve karaciger GSH,
SOD, GPx ve CAT aktivite/diizeylerinde gerileme MDA diizeyinde yiikselme, Serum
ALT ve AST aktivitelerinde artis bulmuslardir. Kumar ve ark. (2016) ratlar1 90 giin
100 mg/kg.ca dozunda bakir siilfata maruz birakmuslar; karaciger, bobrek ve beyin
GSH seviyelerinde azalma, MDA diizeyinde artis belirlemislerdir. Hashish ve
Elgaml (2016) ratlara 30 giin agizdan bakir siilfat vermisler karaciger ve bobrek
CAT, SOD, GSH aktivitelerinde azalma ve MDA diizeyinde artis saptamislardir.
Ayrica, kan biyokimyasal parametrelerinden serum AST, ALT, ALP ve GGT
aktivitesinde artig, serum total protein diizeylerinde azalma ve lire ve kreatinin
seviyelerinde artis bulmuslardir. Arowoogun ve ark. (2021) 7 hafta siireyle agizdan
200 mg/kg.ca dozunda bakir siilfat uygulamiglar ve rat beyninde SOD, CAT ve
GSH-Px aktivitelerinde azalma MDA seviyesinde artis gézlemislerdir. Liu ve ark.
(2020) 21 ve 42 giin farelere agizdan sirasiyla gruplara 0, 4, 8 ve 16 mg/kg.ca
dozunda bakir siilfat vermisler MDA ve NO diizeyinde artmaya, GSH, GSH-PX,
CAT ve SOD diizey/aktivitelerinde azalmaya yol agtigmi belirlemiglerdir. Elde

edilen veriler bu bakimdan daha 6nceki calismalarla ortiismektedir.
5.4. BAKIR VE DiOSMIN

Incelenen tiim parametrelerin kontrol grubuna yaklastigi gdzlenmistir. Kontrol grubu
ile karsilastirildiginda bazi parametreler i¢in eritrosi/dokuda kontrol grubuna gore
farkliliklarin devam etmesi (eritrosit SOD, CAT aktivitesi; karaciger NO ve SOD
aktivitesi/diizeyi; bobrek NO, GSH ve GSH-Px aktivite/diizey; beyin MDA, NO,

SOD, CAT ve GSH-Px aktivite/diizeyi; kalp GSH, SOD ve CAT aktivite/diizeyleri,
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testis MDA ve SOD aktivite/diizeyi; trigliserit, irik asit, AST ve ALT
aktivite/diizeyi; tiim organlarin agirliginda, bobrek bagil agirliginda ve canhi
agirliklarinda anlamli farkliliklarin siirmesi) diosminin belirtilen doz ve siirede
bakirin yol agtigi oksidatif stresi geriletme yoniinde etkili oldugu bunu diosminle
iliskili yukarida/asagida ifade edilen mekanizmalarin biri veya bir kagi ile
yapabilecegi fakat bu olumlu etkinin bakirn yol a¢tig1 toksisiteyi tam anlamiyla
gideremedigi anlami tagimaktadir. Flavonoidlerin en 6nemli etkisi serbest radikal
temizleyicisi olmalaridir. Diisiik yogunluklarda bile oksitlenebilen bir maddeye
maruz kaldiklarinda, oksidasyonu onlemek veya geciktirmek i¢in Oonemli dlgiide
reaksiyonlara girebilen kimyasal yapilart vardir. Bu bilesiklerin diger genel
antioksidan etki mekanizmas1 biyolojik sistemlerdeki metalik iyonlar1 (oksidasyonda
rol oynayan bakir veya demir gibi) baglamalaridir. Dolayisiyla, katalitik metal
iyonlarmm kelasyonuyla, Fenton reaksiyonu gibi son derece reaktif hidroksil
radikalini olusturan reaksiyonlar1 6nleyebilir (Croft, 1998; Pietta, 2000; Fernandez ve
ark., 2002; Erlund, 2004; Nkhili ve ark., 2014). Bir flavonoid olan diosminin de bu
etkilere sahip oldugunu sdyleyebiliriz. Daha agik bir ifadeyle, diosmin aktif metalleri
(6zellikle demir ve bakir1) baglar, boylece serbest radikal aracili biyolojik zar
membranlarindaki lipid peroksidasyonunu 6nler (Kanaze ve ark., 2009; Campanero
ve ark., 2010). Yine radikal olusumunda rol alan yukarida ifade edilen enzimleri de
inhibe eder (Ahmadinejad ve ark., 2017; Vicente ve Boscaiu, 2018; Zeng ve ark.,
2019; Xue ve ark., 2023). Farkli bilesiklerin deney hayvanlarinda yol agtigi
toksisiteye kars1 diosminle gergeklestirilmis caligmalar degerlendirildiginde; Eraslan
ve ark. (2017), ratlarda 21 giin aflatoksin (500 pg/kg) uygulamasina karsi ayni
stireyle 50 mg/kg.ca dozda verdikleri diosminin karaciger ve bobrek MDA, NO,
SOD, CAT, GSH-Px, AST, ALT, ALP ve LDH aktivite/diizeylerinde olumlu yonde
degisime yol agtigini tespit etmislerdir. Al-Asmari ve ark. (2021) doksorubisinin yol
actig1 hepatotoksisiteye karst ratlara 100 mg/kg.ca dozunda 17 giin agizdan
uyguladiklar1 diosminin serum ALT, AST ve ALP aktivitesindeki artis1 normal
seviyeye ¢ektigi, oksidatif stres parametrelerinden SOD, CAT, GSH-Px aktivitelerini
artirdigint NO ve MDA diizeylerini disiirdiigiini gézlemislerdir. Lamidi ve ark.
(2021) gergeklestirdigi ¢alismada ratlarda kursun asetatin yol agtig1 oksidatif strese

kars1 42 giin 200 mg/kg.ca dozunda verilen diosminin olumsuz etkilenen SOD, CAT,
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GSH-Px, GSH aktivitelerini artirdigini; MDA ve NO diizeylerini gerilettigini diger
taraftan serum biyokimyasal parametrelerini ise normal diizeye yaklastirdigini tespit
etmislerdir. Agir ve Eraslan (2019) ¢aligmasinda, 30 giin siiresince ratlara 100 mg/kg
dozunda uyguladiklar1 diosminin kadmiyumun yol agtig1 hasar1 hafiflettigini yani
AST, ALT, ALP ve LDH aktivitelerini diistirdiigtini MDA ve NO diizeylerini
gerilettigini SOD, CAT, GSH-Px, GSH aktivitelerini artirdigini ortaya koymuslardir.
Mirzaei ve ark. (2023) diosmini sodyum arsenit kaynakli toksisiteye karsi farelere
sirasiyla 25, 50, 100 mg/kg.ca dozunda agizdan vermisler Karaciger SOD, CAT,
GSH-Px, GSH aktivite/diizeylerini artirdigin1 ve NO ve MDA seviyesini gerilettigini
gozlemislerdir. Bu ¢alismanin verileri, daha 6nce yapilan ¢alismalarin sonuglariyla
uyumlu olup, diosminin g¢esitli oksidatif stres durumlarinda olumlu etkiler

olusturdugunu gostermektedir.

Sonug olarak belirilen doz ve siirede verilen bakir ratlarin biyolojik sisteminde ciddi
olumsuz etkiye sebep olmustur. Uygulanan diosmin ise incelenen parametrelerde
olumlu yonde iyilesmeye yol agmistir. Tek basma diosmin uygulamasinin ise
olumsuz etkilerine ratlanmamustir. Bu baglamda diosmin diyetle veya bakirla
zehirlenme olgularinda radikal sagaltim segenekleri yaninda destekleyici/sagaltimda
kullanilan ilaglarin (6zellikle kelatorlerin) olumsuz etkisini azaltici amagla

kullanilabilir.
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