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OZET

Ratlarda Civa (I1) Kloriir Kaynakh Karaciger ve Bobrek

Hasar1 Uzerine Rutin’in Etkilerinin Arastiriimasi

Amag¢: Bu calismada civa (1) kloriir kaynakli karaciger ve bobrek toksisitesi

tizerine rutin’in etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir.

Materyal ve Metot: Arastirmada 5 grup ve her grupta 7 rat olacak sekilde
toplam 35 adet erkek Sprague Dawley rat kullanildi. 1. Grup [Kontrol]; 7 giin boyunca
sadece intraperitoneal (i.p.) serum fizyolojik verildi. 2. Grup [Rutin-100]; 7 giin
boyunca 100 mg/kg/giin oral yolla rutin uygulandi. 3. Grup [civa (II) kloriir]; 7 giin
boyunca giinde bir kez olmak tizere 1.23 mg/kg dozajinda i.p. civa (II) kloriir uygulandi.
4. Grup [civa (1) Kloriir + Rutin-50]; 7 giin boyunca oral yolla (50 mg/kg/giin) rutin ve
1.23 mg/kg/giin i.p. civa (II) kloriir uygulandi. 5. Grup [civa (II) kloriir + Rutin-100]; 7
giin boyunca oral yolla (100 mg/kg/giin) rutin ve 1.23 mg/kg/giin i.p. civa (I) kloriir
uygulandi.

Bulgular: Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, civa (II) kloriir grubu serum ALP,
ALT ve AST aktiviteleri ile serum iire ve kreatinin diizeylerinin arttig1 tespit edilmistir
(p<0.05). Ayrica karaciger ve bobrek dokulari civa (II) kloriir gruplarindaki SOD, KAT
ve GPx aktiviteleri ile GSH diizeyinin diistiigii, MDA seviyesinin ise arttigi (p<0.05)
saptanmustir. Ustelik civa (II) kloriir grubu NFxB, TNF-a, IL-1pB, 1L-33, Bcl3, MAPK-
14 ve MPO gibi inflamatuar markirlar1 ile p53 ve Bax gibi apoptotik markirlarin
seviyelerinin arttigi ve AQP-1 seviyesinin azaldigi gozlenmistir. Civa (II) kloriir ile
birlikte verilen rutin-50 ve rutin-100 mg/kg dozlar1 oksidatif stres, inflamasyon ve
apoptotik markirlarin seviyelerini anlamli bir sekilde diistiriip, AQP-1 seviyesini
artirmistir (p<0.05).

Sonug¢: Civa (II) kloriir kaynakli karaciger ve bobrek toksisitesi ilizerine rutin
uygulamasinin her iki dozununda etkili oldugu sonucuna varilmaistir.
Anahtar Kelimeler: Bobrek toksisitesi, Civa (II) kloriir, Karaciger toksisitesi,

Oksidatif stres, Rutin.
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ABSTRACT

Investigation of the Effects of Rutin on Mercury (11) Chloride-Induced
Liver and Kidney Damage in Rats

Aim: In this study, it was aimed to investigate the effects of rutin on mercury

(11) chloride-induced liver and kidney toxicity.

Material and Method: A total of 35 male Sprague Dawley rats were used as 5
groups in this study including 7 rats in each group. Group 1 [Control]; Only
intraperitoneal (i.p.) saline was administered for 7 days. Group 2 [Rutin-100]; Rutin was
orally administered at 100 mg/kg/day for 7 days. Group 3 [mercury (Il) chloride];
mercury (I1) chloride was administered i.p. at a dose of 1.23 mg/kg once daily for 7
days. Group 4 [mercury (I1) chloride + Rutin-50]; 50 mg/kg/day of rutin was orally
administered, and 1.23 mg/kg/day i.p. mercury (Il) chloride was applied for 7 days.
Group 5 [mercury (Il) chloride + Rutin-100]; 100 mg/kg/day of rutin was orally
administered, and 1.23 mg/kg/day i.p. mercury (I1) chloride was applied for 7 days.

Results: Serum ALP, ALT and AST activities, and serum urea and creatinine
levels of mercury (I1) chloride group were found to be increased when compared with
the control group (p<0.05). In addition, SOD, CAT, GPx activities and GSH level
decreased and MDA level increased (p<0.05) in liver and kidney tissues of mercury (1)
chloride group. Moreover, inflammatory markers such as NFxB, TNF-a, IL-1p, IL-33,
Bcl3, MAPK-14 and MPO, and apoptotic markers such as p53 and Bax increased while
the level of AQP-1 decreased in the mercury (I1) chloride group. Rutin-50 and rutin-100
mg/kg doses applied with mercury (1) chloride significantly reduced the levels of
oxidative stress, inflammation and apoptotic markers while AQP-1 level increased
(p<0.05).

Conclusion: It was concluded that both doses of rutin treatments were found

effective on mercury (1) chloride-induced liver and kidney toxicity.

Key words: Kidney toxicity, Liver toxicity, Mercury (1) chloride, Oxidative

stress, Rutin.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

Abs : Absorbans

ADP : Adenin Difosfat

ALP : Alkalen Fosfataz

ALT : Alanin Aminotransferaz

ANOVA : One-Way Analysis of Variance (Tek yonlii varyans analizi)
AST - Aspartat Aminotransferaz

BAL : Dimerkaprol

BAX : Bcl-2 Bagli X Proteini

BCL3 : B-hiicreli Lenfoma 3

BSA : Bovine Serum Albumin

CHPO : Cumen Hidrojen Peroksit

COX-2 : Siklooksijenaz-2

DMSA : Meso-2,3-dimerkaptosiiksinik asit
DMPS : 2,3-dimerkaptopropanol-sulfonik asit
Dk. : Dakika

DTNB : 5-5-Ditiyo-bis, 2-nitrobenzoik asid
EDTA : Etilendiamintetraasetik Asit

EtHg : Etil Civa

EU : Enzim Unite

G : Gram

GIDH : Glutamat Dehidrogenaz

GPx : Glutatyon Peroksidaz

GR : Glutatyon Rediiktaz

GSH : Glutatyon

GSSG : Oksitlenmis Glutatyon

Hg : Civa

Hg(Cl2) > Civa (II) kloriir

H20:2 : Hidrojen Peroksit

HOCI - Hipoklorik asit

IL-1p . Interlokin 1 Beta

IL-6 . Interldkin 6
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: Raktif azot tiirleri

: Serum Fizyolojik

: Saniye
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- Tiyobarbiitirik Asit

> Trikloroasetik asit

: Timor Nekroz Faktorii-alfa
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1. GIRIS

Civa endiistriyel, farmakolojik ve tarimsal alanlarda siklikla kullanilmakla
birlikte en yaygin gevresel kirleticilerden biridir. Civa (ll) kloriir (HgCl2), bocek
oldiirticti ajanlar, piller, antiseptikler, dezenfektanlar, barometreler, termometreler, dis
amalgamlari, metalurji ve fotografik sabitlestirme gibi birgok farkli alanda
kullanilmaktadir. 2 Civa, Agency for Toxic Substance and Disease Registry (ATSDR)
kurumu tarafindan yapilan arastirmalar neticesinde kursun ve arsenikten sonra tigiincii
en tehlikeli agir metal olarak siralanmistir.’

Yiiksek civaya maruziyet, akut karaciger ve bobrek bozukluklarinin
patogenezinde rol oynayan serbest radikallerin ve oksidatif stresin artmasina neden olur.
Karaciger ve bobrekte inorganik civa'nin tutulumu, birikimi ve toksisitesi endojen tiyol
iceren molekiillerle baglanmasi ile iliskilendirilmektedir. Inorganik civa toksisitesi
sonucunda, oksidatif stresin azalmasi ve endojen tiyol tiikkenmesi goz 6niine alindiginda,
antioksidanlarin Civa zehirlenmesinin tedavisine katkida bulunabilecegi 06ne
stiriilmiistiir.> 4

Biyolojik sistemlerde antioksidanlar olarak rol oynayan flavonoidler meyve ve
sebze tiirlerinde bulunan dogal fenolik bilesiklerdir.> Flavonoidler; antioksidan, anti-
bakteriyel, anti-kanser, anti-mutajenik ve anti-inflamatuar 6zellikler gibi birgok yararli
etkilere sahiptirler.% 7 Rutin, flavonal yapiya sahip olan quersetinin bir glukonudur.®
Yapilan bazi ¢alismalarda rutin’in antioksidan, antiviral, antidiyabetik, antialerjik ve
anti-inflammatuar gibi birgok farmakolojik etkilere sahip oldugu bildirilmistir.%!

Bu amagcla sunulan c¢alismada Civa (II) kloriir kaynakli karaciger ve bobrek

toksisitesi iizerine rutin’in etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Agir Metaller
Agir metaller yumusaklik, iletkenlik, katyon kararlilig1 ve ligand 6zgiinliigii gibi

metalik ozellikler sergileyen elementlerdir.'?

Agir metaller "diisiik yogunluklarda
oldukca toksik kimyasal bilesenler" olarak bilinirler.”® Ayrica, atom agirliklar1 63.5
g/mol ve 200.6 g/mol arasinda olup, 6zgiil agirhiklart 5 g/cm®den biiyiikk olan
metallerdir.}* > Bu agir metaller, biyolojik olarak parcalanmayip, her yere kolaylikla
dagilabildiklerinden dolay1r insan saghigi ve gevre i¢in daha da biiyiik bir risk
olusturmaktadirlar.*>

Demir, kobalt, ¢inko, bakir ve mangan gibi bazi agir metaller bitki, hayvan ve
insanlarin normal biliylimesi igin gerekli olan eser elementlerdir, fakat yiiksek
konsantrasyonlarda toksik etkilere neden olmaktadirlar.?® Civa, kadminyum, kursun,
arsenik ve krom gibi bazi agir metaller ise diisiik konsantrasyonlarda bile tehlikeli

elementler olarak kabul edilirler.?® 20

Agir metal iyonlarmin toksisitelerini
degerlendirmek amaciyla Diinya Saghk Orgiiti (WHO), Hastalik Kontrol Merkezi
(CDC), Gida ve Tarmm Orgiitii (FAO), Gida Katki Maddeleri Kontrol Komitesi
(JECFA) ve Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajanst (IARC) konuyla alakali
caligmalar yapmaktadirlar.?:%3

Cografi ve antropojenik faaliyetler, agir metal kontaminasyonunun ana
kaynaklar1 arasindadir.?* Cevrede agir metallerin olusumunu saglayan cografik ve
dogal nedenler genelde erozyon, volkanik patlamalar ve minerallerin bozunmasidir®.
Antropojenik kaynaklar ise alasim iretimi, atmosferik c¢okelme, pil {retimi,
biyosolidler, kaplama, patlayici imalati, petrokimya sanayi, endiistriyel kati atiklar, deri

tabaklama, madencilik, zirai ilaglar, bocek Oldiriicti ilaglar, fungisidler, fosfatl

giibreler, fotografik malzemeler, baski pigmentleri, kanalizasyon sulama, c¢elik



elektrolitik endiistriler, tekstiller ve boya maddeleridir.?>?" Ayrica, evsel atik sularda
agir metallerin bulunmasi elektronik atiklarin, amalgamin, deterjanlarin, araba
yikamalarinin, bakir c¢atilarin  ve galvanizli ¢elik borularin  kullanimlarindan
kaynaklanmaktadir.?®

Agir metal toksisitesi, bir metalin organizmalar lizerinde istenmeyen etkilere
neden olma kabiliyetidir. Bu durum ise, agir metal biyoyararlanimi ve emilen doza
baglidir.?® Bu yiizden insan saghg icin en tehlikeli etmenler arasina dahil edilmistir.
Ozellikle kadmiyum, kursun, arsenik, civa, ¢inko ve bakir zehirlenmeleri sonucu
gastrointestinal bozukluklar, diyare, stomatit, titreme, hemoglobiniiri, ataksi, felg,
kusma, konviilsiyon, depresyon ve pndmoni gériilmektedir.®® Ayrica kognitif bozukluk,
kardiyovaskiiler hastaliklar, kronik anemi, kanser, bobrek hasarlari, disler, kemikler,
beyin ve sinir sisteminde ciddi rahatsizliklara neden olmaktadirlar.3" 32 Etkilerin yapisi
geregi toksik (akut, kronik veya sub-kronik), norotoksik, kanserojen, mutajenik veya
teratojenik olabilmektedirler.

Metaller, ya enzimlerin prostetik gruplarindaki kofaktorlerin yerini degistirerek
ya da tiyol ve protein gruplariyla baglanarak enzim yapilarin1 ve islevlerini bozma
kabiliyetlerine sahiptirler.?® Ciinkii enzimlerin yapisinda kofaktor olarak islev goren
orijinal metalleri kendi dogal baglanma yerlerinden uzaklastirarak hiicrelerin
arizalanmasina ve sonugta toksisiteye neden olurlar. Yapilan bazi arastirmalarda,
biyolojik makromolekiillerin oksidatif bozulmalarinin 6ncelikli olarak agir metallerin
DNA ve niikleer proteinlere baglanmasindan kaynaklandig1 belirtilmistir.3* 3°

2.2. Civa

Civa, giimiis beyazi rengi olan ve oda sicakliginda sivi olan tek metal elementtir.
Latince adi Hydrargyros olup, elementel sembolii olan Hg, bu kelimeden tiiretilmistir.
Periyodik cetvelin 2B grubunda bulunan civa elementi, 14.06 g/cm?® yogunlugu ile agir

metaller grubunun bir iiyesidir.% ¥



Civa elementi, Amerika Toxic Substances and Disease Agency kurumu
tarafindan yapilan arastirmalar neticesinde kursun ve arsenikten sonra en toksik ve
cevre kirletici ajan olarak olarak iigiincii siraya yerlesmistir.> Insan faaliyetleri
sonucunda atmosferdeki civa miktar1 yaklasik {i¢ katina ¢ikmis ve atmosferik yiik yilda
% 1.5 artmustir.®® Civa ile kirlenen toprak veya kontamine suyun yeniden kullanilmas,
bitki ve hayvancilik yoluyla besin zincirine girme potansiyeline sahiptir.3® 40 Gida
zincirinde civa viicutta biyolojik olarak birikebilir ve insan sagligina bir¢ok olumsuz
etki yapabilmektedir.*!

Civa, baslica ¢evre kirleticilerinden biri olarak kabul edilmekte, endiistri, tarim
ve tip alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir ve ekosistemde bir dongiide
dolagsmaktadir, ancak metalik 6zelliginden dolayi asla yikilamamaktadir.

2.3. Civamin Kullanmim Alanlari

Civanin tarihgesi ¢cok eski zamanlara dayanir. Ilk olarak eski Misir mezarlarinda
(M.O. 1500) civa kalntilar1 bulunmustur. Orta cagda frengi (sifiliz) gibi baz
hastaliklarin tedavisinde civa tuzlart kullanilmaya baslanilmistir. Psoriazis (sedef
hastalig1) tedavisinde ve giiclii bir ditiretik olarak kalp yetmezliginde kullanimi 20.
yiizyila kadar devam etmistir. Yine 19. Yiizyilda sapka ve ayna tiretimleri esnasinda
mesleki civa zehirlenmeleri yasanmistir.*? Giiniimiizde civa ve civa tiirevi bilesikler;
katalizor olarak viniklorit ve asetaldehit gibi endiistriyel maddelerin iiretiminde, elektrot
olarak sodyum kloriirden sodyum hidroksit ve klor elde etmek i¢in kullanilmaktadir.
Ayrica endiistriyel kontrol aygitlarinda, bazi elektrikli aletler ve termometrelerin
tretiminde, tarim sektoriinde fungisitlerin igeriklerinde, kagit ve boya sanayisinde
siklikla tercih edilmektedir.** Madencilik alaninda altin1 konsantre etmek icin sivi civa
kullanim1 oldukg¢a yaygindir. Ornegin; Brezilyada hala 500.000 civarinda maden isgisi
maden tortularindan altin konsantre etmek igin civayr kullanmaktadir.*? Ayrica tip

alaninda bazi civa bilesikleri antiseptiklerin ve cilt merhemlerinin i¢eriginde mevcuttur.
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Benzer sekilde dis hekimliginde siklikla kullanilan dis dolgu maddesi olan amalgamin
yapisinda civa ve civa tiirevi bilesikler bulunmaktadir.** Farkli alanlarda kullanilan

civanin kiiresel dagilimi asagida gosterilmistir.®®

Blgiim cihazlar

9%

Sekil 2.1. Cesitli alanlardaki civanin kiiresel kullanim1 (2005: 3.760 metrik ton)

2.4. Civa Formlar

Kimyasal olarak civa lic formda bulunmaktadir. Bunlar; elemental (metalik,
HgP) civa, inorganik civa bilesikleri [merkiirous (Hg>"*) ve merkurik (Hg?")] ve organik
civa bilesikleri [Metilmerkiiry (CHsHg")] olarak cesitli bigimlerde bulunur.*®

2.4.1. Elemental veya Metalik Civa

Elemental civa (Hg®) oda sicakliginda ugucu olup, buharlari insanlar igin tehlike
arz etmektedir. Elementel civaya maruziyet genelde laboratuvarlarda, isyerlerinde ve

evlerde olabilmektedir. Ozellikle; evlerde bulunan civa igerikli termometrelerin



kirilmalart sonucu, dokiilen civanin toplanmasi ¢ok zor olabilecegi igin risk
olusturmaktadir.*® Solunan civa buhar1 akcigerlerde yaklasik % 80'lik bir oranda
kolaylikla emilir ve hizla kana yayilarak viicudun tiim organlarina dagilir. Civa buhari,
proteinlerin siilfhidril gruplar igin biiyiik afiniteye sahiptir ve viicuttaki kiikiirt igeren
aminoasitlerle de baglanir.*’

Absorbe edilen elemental civa dokularda ve kirmizi kan hiicrelerinde birkag
dakika igerisinde merkiirik civa (Hg*") haline doniistir. Bununla birlikte, inhalasyonla
alman civa buhari, inorganik civa tuzlarinin aksine, merkezi sinir sisteminde birikir.
Elemental civa yiiksek derecede difiize olan ve lipid ile ¢oziinen yiiklenmemis bir
monoatomik formdadir. Bu yiizden, kan-beyin bariyeri ve kan plasenta bariyerinin yani
sira, hiicre ve hiicre i¢i organellerin membranlarinin lipid ¢ift tabakalarini asabilir. 8->
Elemental civa buhari, hizla iyonik civa haline okside olurken, okside edilmeden 6nce
kan-beyin bariyerlerine 6nemli oranda civa buhari niifuz edebilecek kadar kisa bir siire
kanda buhar halinde kalir. Daha sonra civa molekiilleri okside olur ve beyinde birikir.
Oksitlenmis form etkili bir sekilde kan-beyin bariyerini ge¢emez.>

Elemental civa, beyin dokusunun yam sira, tiroid,> % gogiis,>® miyokard,>*
kaslar,> adrenaller,® karaciger,”® " bobrekler,®" %8 cilt,>> °° ter bezleri,>® pankreas,®
enterositler,> © akcigerler,> ® 61 tiikriik bezleri,>® prostat ve testislerde® biyobirikime
ve islev bozukluklarina neden olmaktadir.

Elemental civa, maruziyetinin sonucunda olusan toksisite ile ilgili hiicresel ve
fizyolojik mekanizmalar1 aydinlatmak icin sayisiz deneysel hayvan c¢alismalari
yapilmistir. Ornegin, Moller-Madsen tarafindan civa buharia maruz birakilan sigcanlarin
akcigerlerinin alveolar makrofajlarinda agir civa birikimleri bulunmustur.®? Dahas,
havada 500 ng Hg/m? seviyesinde civa buharina maruz birakilan hayvanlarda, serebral

korteks, korpus striatum, talamus, trigeminal sinirin mezensefalik ¢ekirdegi, serebellar

cekirdek ve spinal kord’un motor néronlarinda civa varligmni tespit etmislerdir.®?



2.4.2. Inorganik Civa Bilesikleri

Inorganik civa bilesikleri antiseptik, dis ¢ikarma tozu, cilt yaniklarindan koruyan
kremler gibi ¢cok genis kapsamli tibbi ve kozmetik iiriinlerde kullanilmaktadir. inorganik
civa bilesikleri, monovalent (merkiirous, Hg2**) ya da iki degerli (merkurik, Hg?*) civa
olabilir.

Merkiirous chloride (Hg2Clo, kalomel) suda ¢ok diisiik ¢oziintirliige sahiptir ve
bu nedenle tehlikesiz kabul edilir. Bununla birlikte, bebeklerde merkiirous civa ihtiva
eden dis ¢ikarma tozu kullanimlari {iriner civa diizeylerinde belirgin bir artisa neden
olmustur.*® 8 Abraham Lincoln'un bazen diizensiz davranislar sergilemesinin nedeni
olarak igerisinde merkiirous civa bulunan "mavi haplar"i diizenli olarak kullanmasi
sonucu ortaya cikt1g1 iddia edilmektedir.*8

Inorganik civa bilesiklerinden olan HgCl, cilt, yanik kremleri ve fotograf
filmlerinin yapisinda kullanilmaktadir. Inorganik civa bilesikleri yutulduktan sonra
yaklasik % 7 ila % 15 oranindaki dozlar1 gastrointestinal sistemde emilir. inorganik civa
tuzlarini iceren merhemlerin dermal absorpsiyonu sonucu civa zehirlenme vakalarinin
yasandigi bildirilmistir.*® Chan,®* civanin epidermis boyunca ter bezleri, yag bezleri ve
sag folikiilleri yoluyla emilebilecegini ileri stirmiistiir.

Elemental civa gibi, merkurik civa da, kan dolasimindaki eritrositler,
metalotiyoin veya glutatyon iizerindeki siilfhidril gruplarina yapisir veya plazmada
stispanse edilir. Merkurik civa, kan-beyin bariyerini etkili bir sekilde asamaz, ancak
plasentada, fetal dokularda ve amniyotik sivida ¢ok miktarda birikir. Karacigerde
periportal olarak onemli miktarda birikim meydana gelir ve epitel dokular, koroid
pleksus ve testislerde daha az miktarda bulunur. Merkiirik civanin bosaltilmasi biiyiik
oranda idrar ve digski yoluyla olur, ancak az miktarda ter, gozyasi, anne siiti ve

tikiiriikle atilir.*’



Inorganik civanin en yiiksek konsantrasyonlari, dnemli bir hedef orgam olan
bobreklerde bulunur. Proksimal tiibiil, civa tuzlarmin alindigi ve biriktirildigi merkiirik
iyonlarin birincil hedef alanidir. Bobrek proksimal tiibiiliinde civa tuzlarma aracilik
eden iki yol vardir; birincisi amino asit tasiyicilart yoluyla Cys-S-Hg-S-Cys'in luminal
alimi1 ve digeri organik anyon tasiyicilart 1 ve 3 (OAT1 ve OAT3) yoluyla bazolateral
tutulum yoluyla gerceklesir.%® Inorganik civa tuzlarmm biyolojik yarilanma &mriiniin
yaklasik 60 giin oldugu tahmin edilmektedir.%®

2.4.3. Organik Civa Bilesikleri

Organik civanin insanlarda uzun bir toksikoloji Oykiisii vardir ve rapor edilen
etkiler genelde norotoksik etkileri igerir. Organik civa bilesiklerinin arasinda hem
epidemiyolojik hem de deneysel arastirmanin baslica ilgi alan1 metil civa (MeHg)’ dir.*°
1863 yilinda organik civali bilesik sentezinde calisan bir laboratuvar personeli,
bilesiklerin toksik ozelliklerini fark edememesi sonucu MeHg zehirlenmesiyle hayatini
kaybetmistir.*® ¢

MeHg zehirlenmesinin ciddi saglik sonuglari 1953 yilinda Japonyada bulunan
Minamata Korfezi cevresindeki kdylerdeki balik tiiketimleri sonucu ortaya g¢iktigini
carpict bir bigimde gostermistir. Bu durumla iliskili tibbi bozukluklar "Minamata
hastaligi" olarak bilinir hale geldi. Yine benzer bir sekilde, 1964-1965 yillar arasinda
Japonyanin Niigata bolgesindeki Agano nehri boyunca uzanan kiy1 kdylerinde balik
tiiketimine bagli olarak MeHg zehirlenmeleri yasanmistir. Bir diger MeHg zehirlenme
vakasi ise, 1971-1972 yillarinda Irak'taki kirsal kesimde, ekim i¢in kullanilan civa
igerikli bir fungisid ile tarlalardaki tiim tahil idriinlerinde MeHg birikimi tespit
edilmistir. Sonugta 6500'den fazla kisi hastaneye kaldirilmis ve 459 kisi civa'ya

bulasmis ekmek tiiketiminden Olmiistiir. Hem Japonya hem de lIrak felaketlerinde,

yiiksek dozda kronik ve akut MeHg zehirlenmesi sonucu, o&zellikle yenidogan



cocuklarda mental retardasyon, serebral felg, sagirlik, korliik, anomaliler ve 6liimler
gergeklesmistir. 58 6

Organik civa bilesiklerine iliskin mevcut verilere gore, civa maruziyetinin
onemli bir kaynagi olan MeHg dogal olarak baliklarda bulunur ve nispeten kararlidir.
MeHg buhari, elemental civa buhart gibi benzer bir verimle yaklasik % 80 oraninda
emilir. MeHg kan dolasimina katildiktan sonra siilthidril gruplarina, 6zellikle de sistein

grubuna yapisir. Ozellikle beyin, karaciger, bobrekler, plasenta, periferik sinirler ve

kemik iliginde de MeHg birikimleri goriilmiistiir.*’

Tablo 2.1. Civa toksisitesinin turleri

Elemental civa Inorganik civa Organik civa
Kaynaklar  Fosil yakatlar, dis Civanin biyolojik Pestisitler, baliklar
amalgamlari, eski oksidasyonu, ve kiimes hayvanlar
lateks boya, yakma Bagirsak mikroflorasi
firmlari, ile metil civanin
termometreler demetilasyonu
Absorpsiyon Absorbe edilen Yutulan dozun % 7-  Bagirsak yolunda %
buharin % 75-85'i 15'i ve hayvanlarda 95-100 emilir
absorbe edilen dermal
dozun % 2-3’i
Dagilim Viicutta dagilir, kan -  Kan-beyin veya Viicudun her
beyin bariyeri ve plasental bariyerden  tarafina dagilir, kan-
plasental bariyeri gegmez, beyin bariyerini ve
gegebilir, beyin ve yenidoganlarin plasental bariyeri
bobrekte birikir beyninde mevcut, kolayca gecebilir,
bobrekte birikir bobrek ve beyinde
birikir
Bosaltim Ter, idrar, disk1 ve Ter, idrar, disk1 ve % 90 safra ve
tiikiiriik tiikiiriik diskilar, % 10
idrarla atilir
Toksikasyon Inorganik civaya Enzimler ve yapisal  Inorganik civa
sebebi oksidasyonu proteinlerde tiyollere  haline dontisiimii,
baglanma serbest radikal
olusumu,
enzimlerde tiyollere
ve yapisal
proteinlere
baglanma




Organik civa bilesiklerinden biri de etil civadir (EtHg). Thimerosal formunda,
topikal bir antiseptiktir ve ¢ocuklara rutin olarak verilen asilarda, koruyucu olarak
kullanilir. Thimerosal, agirlikga % 49.6 civa igerir, viicutta EtHg' ya ve tiyosalisilat' a
metabolize olur. Cocuk asilar1 normal dozu 0.5 ml basina yaklasik 12.5-25 mg civa
icerir. Baz1 vakalarda, thimerosal igeren asilarin onerilen dozlarda verilmesi sonucu,
lokal alerjik reaksiyonlara neden oldugu gozlenmistir.”® 1999 yilinin temmuz ayinda,
Amerika ve bazi Avrupa iilkelerinde thimerosal asilardan g¢ikarilmistir, ancak bazi
gelismekte olan {ilkelerde halen kullanilmaktadir. Son yillarda EtHg maruziyetinin
sonucunda ¢ocuklarda ge¢ konusma, dikkat eksikligi, hiperaktivite bozuklugu, 6zellikle
de otizm spektrum bozuklugu gibi noro-gelisimsel bozukluklara neden olabilecegi
hakkinda bircok endiseler olmustur.> % ™ Civa toksisitesinin tiirleri asagidaki tabloda
gosterilmigtir.®

2.5. Civanin Sistemik Toksikolojik Etkileri

Civa maruziyeti sonucu 250'den fazla semptomun ortaya ¢ikmasi kesin taniy1
zorlagtirmaktadir. Ayirict tani; bir hastanin dykiisii ve civa maruziyeti ile iliskili bir
fiziksel muayene ile baslar. Laboratuvar testleri tipik olarak a) kan analizi, b) idrar
tahlili; 24 saatlik bir idrar analizi ve "selatlayic1" bir madde ile idrar deneme testi, C) sag
analizleri ve (d) doku biyopsisinden olusur.”> ”® Kandaki civa farkli organ ve dokular
tarafindan tutuldugu icin, kan civa konsantrasyonu ile civa zehirlenmesinin ciddiyeti
arasinda dogrudan bir korelasyon bulunmadigini belirtmek onemlidir. Nitekim viicuda
alindiktan kisa bir siire sonra Civanin hizla beyinde, omurilikte, gangliyonda, otonomik
gangliyonda ve periferik motor noronlarda siki bir sekilde baglandigi diisiiniliir.
Bununla birlikte, sinir sistemi civa maruziyetinin birikim yeri olmasina ragmen, civanin
sistemik dagilimi, bir¢ok farkli organ sisteminde semptomlara neden olma potansiyeline

sahiptir.”
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2.5.1. Hiicresel Etkileri

Civa genelde siilfhidril ve tiyol gruplarina afinitesi nedeniyle proteinler ve DNA
hasariyla iliskilidir.3» ™ 7® Yapilan bazi calismalarda civa’nin oksidatif stres ve
mitokondriyal fonksiyon bozuklugunu indiikledigi gosterilmistir ve bu da kalsiyum
homeostazinda ve artan lipid peroksidasyonunda degisiklige neden olur.”” "® Buna ek
olarak, civa fenton tipi reaksiyonlar i¢in bir katalizor gorevi gorme kabiliyeti nedeniyle
radikal oksijen tiirlerinin seviyelerini de artirir.”®

2.5.2. Kardiyovaskiiler, Hematolojik ve Solunum Sistemine Etkileri

Kalpteki civa birikiminin kardiyomiyopatiye neden oldugu diistiniilmektedir.
Nitekim kardiyomiyopatiden 6len kisilerin kalp dokusunda civa diizeyleri, diger kalp
hastaligindan 6len bireylerden daha fazla oldugu bulunmustur.>* 7 Civa zehirlenmesi,
ozellikle 45 yas alt1 bireylerde gogiis agris1 ya da faranjite neden olabilir.®* In vitro
calismalar MeHg'nin paraoksonaz 1'in kardiyoprotektif aktivitesini inhibe edebildigini
gostermistir.? Civanin, hemoglobine baglanmasi sonucu demirle rekabet ederek
hemoglobin olusumunda bozulmaya neden oldugundan dolayr hemolitik anemi ve
aplastik anemi gibi hastaliklara neden oldugu bildirilmistir.8! Anemiye ek olarak,
civa’nin 16semiye ve hodgkin hastaligina neden olabilecegi baz1 ¢aligmalar sonucu ileri
stiriilmiistiir.%2% Vaka kontrol galismalari, diisiik konsantrasyonda civanin (0.7 ila 42
ng/mq) inhalasyonu sonucu titreme, uyku bozuklugu ve calisanlarda bilissel becerilerin
bozulmasina yol agtigmni gdstermistir.®>  Civa zehirlenmesi Young's sendromu,®’
bronsit ve pulmoner fibroz gibi gesitli bozukluklarla da iliskilendirilmistir.%8 8

2.5.3. Sindirim ve Bobrek Sistemleri Uzerine Etkileri

Civa yutuldugunda epitel hiicreler yoluyla absorbe edilir. Emilen civa, ksantin
oksidaz ve dipeptil peptidaz IV'in fonksiyonlariyla birlikte sindirim enzimleri olan
tripsin, kimotripsin ve pepsini inhibe edebildigi igin ¢esitli sindirim bozukluklarina
neden olur.®® Civanin gastrointestinal sistem iizerindeki etkileri tipik olarak karin agrisi,
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hazimsizlik, inflamatuar bagirsak hastaligi, iilser ve kanli diyare olarak ortaya gikar.
Civa bagirsak florasini tahrip ettiginden dolayi, kan dolasimindaki sindirilmemis gida
tirtinlerinin miktarini artirir ve ayrica immun sistemle alakali reaksiyonlara ve patojenik
enfeksiyonlara kars1 direncin azalmasia neden olur.%!

Civa maruziyeti sonucu akut tiibliler nekroz, glomeriilonefrit, kronik bobrek
hastaligi, bobrek kanseri ve nefrotik sendrom arasinda bir baglantt oldugu
bildirilmistir.*> & 9 Ayrica subakut baslangicli nefrotik ve nefritik sendrom, tiibiiler
disfonksiyonu, sekonder fokal segmental glomeruloskleroz, nefrotik proteiniiri,
glomeriiler hastalik ve membranéz glomeriilonefrit gibi ¢esitli bobrek bozukluklarina
neden olabilmektedir.®?

2.5.4. Sinir Sistemi Uzerine Etkileri

Viicuda alman civa cogunlukla sinir dokusunda birikir.®* Civanin sinir
sisteminde en zararli etkilerinden biri, hiicresel detoksifikasyon proseslerini bozarak
enerji Uretimini engellemesidir. Civa, P-450 enzimatik sistemini engellemesi sonucu
noronal sorunlara neden oldugu bildirilmistir.>* Periferik sinir sisteminde dolasan
inorganik civa, noronal hiicre yapisinin ve detoksifikasyon islemlerinin 6nemli unsurlari
olan tiibiilin ve aktinin sentezini bozulabilecegi sinir uglarinda toplanirlar.® Primer
duyusal noropati, MeHg zchirlenmesinin bir isaretidir. Merkezi sinir sisteminde civa
kan-beyin bariyerlerine zarar vererek, beynin diger toksik metaller ve maddeler
tarafindan olumsuz etkilenmesini kolaylastirir. Merkezi sinir sisteminin civa tarafindan
zehirlenmesi  sonucu  depresyon, paranoya, asir1 sinirlilik, haliisinasyonlar,
konsantrasyon yetersizligi, hafiza kaybi, bas, dudaklar, dil, ¢ene, gdz kapaklar1 ve elde
titreme, kilo kaybi, siirekli diisiik viicut sicakligi, bas agrisi, uykusuzluk ve yorgunluk
gortliir. Sinir sistemine etkilerinin yani1 sira korliik, retinopati, optik ndropati, isitme
kaybi, azalmis koku alma hissi ve anormal dokunus hissi gibi diger 6zel duyu sistemi

tizerinde cesitli olumsuz etkileri mevcuttur.® %
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2.5.5. Immiin Sistem Uzerine EtkKileri

Civanin, bagisiklik sistemi islevini polimorfoniikleer 16kositler iizerindeki zararlt
etkileri ile bozdugu uzun wyillardir bilinmektedir. Adrenokortikosteroid {iretiminin
bastirilmasi yoluyla, hem polimorfoniikleer 16kosit liretiminin normal uyarilmasini 6nler
hem de polimorfoniikleer 16kositlerin yabancit maddeleri yok etme kabiliyetlerini inhibe
eder.%” Civaya duyarli bireyler alerji, astim, romatoid ve otoimmiin benzeri semptomlara
daha yatkindirlar. Civa, immiin hiicre iiretimi ve fonksiyonlarinda degisikliklere neden
oldugu gibi merkezi sinir sisteminde immun yanit1 da indiikler, ayrica interferon gama
ve interlokin-2’nin de iiretilmesine neden olur.®® Civa toksikasyonu alerjik hastalik,
amyotrofik lateral skleroz, artrit, otoimmiin tiroiditis, dikkat eksikligi bozuklugu,
egzema, epilepsi, psoryazi, multiple skleroz, romatoid artrit sizofreni, skleroderma ve
sistemik lupus eritematozus gibi birtakim bagisiklik veya otoimmiin hastaliklarla
iliskilendirilmigtir.-104

2.5.6. Endokrin Sistem Uzerine Etkileri

Civanin diisiik dozlar1 bile insan ve hayvanlardaki hipofiz, tiroit, adrenal bezleri
ve pankreast bozarak endokrin sistemi olumsuz etkiler.!® Civa hormon-reseptor
baglanmasini azaltarak veya hormon biyosentezinde gorevli olan anahtar enzimlerin
inhibisyonuna neden olarak endokrin fonksiyonlar1 bozabildigi 6ne siiriilmiistiir.}% Civa
tarafindan en fazla etkilenen hormonlar insiilin, 0strojen, testosteron ve adrenalindir.
Civa, S-adenosil metiyonin’in inaktivasyonu yoluyla katekolamin bozunumunu da
inhibe ederek hiperhidrozis, tasikardi, ptyalizm ve hipertansiyonun birikmesine neden
olur.® Ayrica adrenal kortekste kortikosteron plazma diizeylerinde diisiise neden
olur.2% Azalmis kortizol iiretimi, adrenal hiperplaziye yol agarak adrenal kortikotropik
hormonunda artisa neden olmaktadir. 1975'te yapilan otopsi ¢alismalari tiroid ve hipofiz
bezlerinin bobreklerden daha fazla inorganik civa bulundurduklart ve biriktirdiklerini

ortaya koymustur.'%” Yapilan bir ¢alismada hipofiz bezindeki civa diizeyleri 6.3 ila 77
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ppb arasinda degisirken, bir diger ¢alismada ise ortalama civa diizeylerin 28 ppb oldugu
ve bu degerin norotoksik ve sitotoksik oldugu tespit edilmistir.!%®® Hipofiz gibi tiroid
bezleri de civa birikimi konusunda da bir affinite sergiler. Civa, iyot baglama
bolgelerini baglamasi sonucu tiroit hormon {iiretimini inhibe ederek viicut isisinda
diizensizlik, hipotiroidizm ve tiroid inflamasyonu gériiliir.®” 1% Civanin toksik etkilerine
maruz kalan organlardan biri de pankreastir. Diyabetle iligkili hormon olan insiilinin
yapisinda civa ile baglanabilen ii¢ siilfiir baglama bolgesi oldugu igin kan glikoz
diizeylerinde diizensizlik goriilmektedir.'1

2.5.7. Dogum Defektleri ve Ureme Sistemi Uzerine Etkileri

Civa, genel olarak diisiik yapma ve o6li dogum olarak ortaya c¢ikabilen
fetotoksisite ile iligkilidir. Gebelik sirasinda civa maruziyeti ndral tiip defektlerine,
kraniofasiyal malformasyonlara, geciken biiyiime ile baglantilidir.*! Civa plasentadan
iceri kolayca girebildigi i¢in, gelisimin ikinci sathalarinda serebral fel¢ ve psikomotor
gerilige neden olan fetal beyin gelisimini inhibe eder.!!? 113 Fetal otopsi esnasinda,
serebellumda genel bir hipoplazi, serebral kortekste sinir hiicrelerinin sayisinda azalma,
toplam beyin agirliginda belirgin azalma, anormal néron gogii ile beyin merkezleri ve
katmanlarinda dejenerasyonlar gdzlemlenmistir.!'*1® Fetal dénemde civaya maruz
kalmis 64 c¢ocuk iizerinde yapilan bir ¢aligmada zeka geriligi (% 100), ilk refleksler (%
100), sasilik (% 77), serebellar ataksi (% 100), dizartri (% 100), epileptik ataklar (% 82)
ve biiyiime bozukluklar1 (% 100) tespit edilmisgtir.*!

Civa ostrojen, progesteron, androjenler, luteinize edici hormon ve follikiil
uyarict hormon gibi hormonlarin dolasimdaki diizeylerini degistirerek {ireme islevini
etkileyebilen hipotalamus-hipofiz-adrenal ve gonadal ekseni boyunca patofizyolojik
degisiklikleri hizlandirabilir.*" 118 Mesleki olarak siirekli civa igerikli amalgamla temas
halinde olan dis hekimligi asistanlar1 arasinda diisiik dogurganlik kaydedilmistir.'t% 12

Hong Kong'daki arastirmalar, civa diizeylerinin artmasinin hem kadinlarda hem
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1 Civa erkeklerde

erkeklerde infertiliteye neden oldugunu  gdstermistir.'?
spermatogenezi, epididimal sperm sayisini ve testikiiler agirligi olumsuz etkilerken,??
124 disilerde ise ovarial disfonksiyona, agrili veya diizensiz menstrilasyona, erken
menopoza ve diizensiz adet kanamalarina neden oldugu belirtilmigtir.}1% 17

2.6. Civa Zehirlenmesinde Tam ve Tedavi

Viicut igerisinde ¢ok hizli bir sekilde dagilan civanin kanda yar1 émrii kisa olup,
viicuttaki yar1 Omrii ise ortalama iki ay civarindadir. Absorbe edilen civanin biiyiik bir
kismi idrarla atilir. Bu ylizden 24 saatlik idrarda civa miktar1 tani igin tercih
edilmektedir.!® Kan ve idrardaki civa diizeylerinin &lgiilmesi civadan kaynaklanan
zehirlenmeler hakkinda bilgi verir. Refik Saydam Hifzissahha Merkezi Bagskanligi
Zehir Arastirmalar1 Miidiirligii laboratuvar referans degerleri, tam kanda 0.6-59 ug/L,
idrarda ise 0.1-20 pg/L’dir. Daha once hig civa toksisitesine maruz kalmamig bireylerde
kan ve idrar civa diizeyleri 5 ug/L’nin altindadir.!?®

2.7. Acil Tedavi ve Destek

Tedavide 1ilk olarak yapilmasi gereken, hastanin civa kaynagindan
uzaklastirilmasidir.

2.7.1. Civa Solunmasi

Kapal1 alanlarda solunum yoluyla alinan civa birka¢ saat i¢inde akciger 6demi
ve akut pnémoniye neden olabilir. Eger endikasyonlar: varsa ilave oksijen verilmeli ve
gerekirse pozitif basingli ventilasyon uygulanmalidir.

Solunum yoluyla metalik civa alindigi zaman, hasta agiz yoluyla alabiliyorsa
Dimerkaptosiiksinik asit 10 mg/kg dozda (DMSA, Succicaptal® 200 mg) 5 giin
stiresince 8 saatte bir, izleyen 14 giin siiresince ise 12 saatte bir verilebilir veya

penisillamin (Metalcaptase® 300 film kapli tablet, 300 mg) agiz yoluyla yetiskinlerde

giinde 1000-1500 mg (en ¢ok 2 gr), cocuklarda 25-100 mg/kg/giin (engok 1 gr) 2 ya da
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4 doza boliinerek 5 giine kadar, daha uzun siireli tedavi gerekiyorsa 40 mg/kg/giin’likk
doz asilmadan verilmelidir. 126-1?8

2.7.2. Organik Civa Yutulmasi

Hastaya basta semptomatik destek tedavisi yapilir. Bazi vakalarda destek
tedavisi yeterli iken, yiiksek kan ve idrar civa diizeyleri, akrodini veya solunum sikintisi
durumlarinda akla ilk gelen selasyon tedavisi olmalidir. Selasyon tedavisinin etkisini
gostermesi ig¢in erken baglanmasi gerekmektedir. Aksi takdirde, baslama siiresi
geciktikge tedavinin etkinligi azalir. Bu tedavide kullanilabilecek antidotlar: BAL
(dimerkaprol: British anti-Lewisite = 2,3- dimerkaptopropanol), DMPS (2,3-
dimerkaptopropanol-sulfonik asit) ve DMSA (meso-2,3-dimerkaptosiiksinik asit)’dir.1%°

2.7.3. Civa Tuzu Yutulmasi

Civa tuzu yutulmasi sonucu olusan sok ve gastroenterit sivi destegiyle tedavisi
yapilmalidir. Akut bobrek yetmezligi geri dontisimlidiir, ancak bir veya iki hafta
boyunca hemodiyaliz gerekebilir.

Agiz yoluyla civa tuzu alindigi zaman, yetiskin ve ¢ocuklarda intra muskular 3-5

mg/kg BAL verilir. DMSA yukarida belirtilen protokolle gore uygulanir.t26-128

sH sHo o
HO H
o SH
BAL DMSA

(0
\ _OH
HS S OH

N\ H
o NH,

DMPS D-Penisilamin

Sekil 2.2. Civa tedavisinde kullanilan maddelerin agik yapilar
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2.7.4. Anndirma

Civa, deriye bulagsmis ise Oncelikle hastanin {lizerindeki giysilerini c¢ikarip
civanin temas ettigi alan bol sabunlu su ile yikanmalidir. Oral yolla olan
zehirlenmelerde elemental civanin emilimi olmadigi i¢in hastalar kusturulmamalidir.
Katartikler ve aktif komiiriin faydas1 yoktur.'?8

2.7.5. Eliminasyonun Artirilmasi

Elemental veya inorganik civanin atiliminda tekrarlanan aktif komiir dozlari,
hemoperfiizyon veya diyaliz etkisizdir. Fakat bobrek yetmezliginde civa-selator
kompleksinin atilimi diyaliz yoluyla civanin atilimini arttirabilir.  Metil civa
zehirlenmesinde enterohepatik dolasimi engellemek amaciyla oral yoldan poliotil resin
verildiginde etkili olabilir.?

2.7.6. Korunma

Cesitli yollarla civa zehirlenmelerine maruz kalan kisiler 6ncelikle civa ve civa
bilesiklerine maruziyeti azaltarak koruma saglayabilirler. Civali termometrelerin
kirilmasi sonucu ¢evreye dagilan civa pargaciklar: buharlasarak zehirleyici etkiye neden
olabilir. Bu nedenle civali termometre kullanimindan sakimilmalidir. Asilarin
bozulmasini dnlemek amaciyla asilara eklenen thimerasol civa igerikli koruyucu bir
madde olup yan etkileri kanitlanmamistir.'®® Buna ragmen, Amerikan Pediatri
Akademisi (AAP), asilarda Onlem olarak thimerosal maddesinin kullanilmamasi
gerektigini bildirmistir.}?®® Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ise thimerosalin asilarda
kullanilabilecegini belirtmistir.®! Sonu¢ olarak civanin tim formlarinin yiiksek
dozlarda saglik iizerine olumsuz etkileri vardir.1?

2.8. Serbest Radikaller

Bir atom veya molekiil, dis orbitallerinde bir veya birden fazla ortaklanmamis

132 Ortaklanmamis

elektron bulunduruyorsa serbest radikal olarak tanimlanir.
elektronlarindan dolay1 oldukga reaktif olan serbest radikaller gevrelerindeki atom ve
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molekiillere saldirirlar. Cok kisa Omiirlii olmalarmma ragmen, radikal olmayan
maddelerle reaksiyona girmeleri sonucu onlar1 da serbest radikal yapabilirler.3 134

Asagidaki tabloda bazi serbest radikal tiirleri gosterilmektedir.'%

Tablo 2.2. Reaktif oksijen tiirleri (ROS), reaktif azot tiirleri (RNS) ve serbest olmayan

radikaller
Reaktif oksijen tiirleri Serbest olmayan radikaller
Stiperoksit radikali 0." Hidrojen peroksit H20:
Hidroksil radikali HO-  Singlet oksijen 10,
Hidroperoksil radikali HOO- Ozon O3
Lipit radikali L Lipit hidroperoksit LOOH
Lipit peroksil radikali LOO- Hipoklorit HOCI
Peroksil radikali ROO- Peroksi nitrit ONOO™
Lipit alkoksil radikali LO- Diazot trioksit N203
Azot dioksit radikali NO2-  Nitrik asit HNO3
Nitrik oksit radikali NO-  Nitril klorit NOCI
Nitroksil katyon NO*  Nitroksil anyon NO™
Protein radikal P: Nitrik oksit N20

Stiperoksit (O27), hidroksil (HO"), peroksil (ROO"), alkolsil (RO") ve nitrik oksit
(NO") reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak bilinirler. HO ve RO" gibi serbest radikaller
cok reaktiftir ve komsu hiicrelerde bulunan molekiillere ¢ok kisa bir siirede saldirirlar.
Diger taraftan siiperoksit anyon, lipit hidroperoksitler ve nitrik oksitler nispeten daha az
reaktiftirler.13 136 ROS’e ek olarak singlet oksijen (*O2), hidrojen peroksit (H202) ve

hipoklorik asit (HOCI) gibi radikal olmayan diger ROS’leri de vardir.3% 137

Serbest radikaller organizmada normal metabolik yollarin isleyisi sirasinda
olustugu gibi dis etkenlerle de olusabilir. Ornegin; sigara dumani, zararli isinlar,
cevresel kirleticiler, agir metaller, organik ¢oziiciiler ve pestisitler gibi faktorler ekzojen

kaynaklar olarak bilinirler. Endojen kaynaklar arasinda ise peroksizomlar, en onemli

18



ROS kaynagi olarak verilebilir.'®® Serbest radikal ve reaktif tiirlerinin endojen ve

ekzojen kaynaklari tablo 2.3’de verilmistir.

Tablo 2.3. Serbest radikal kaynaklari

Endojen Kaynaklar Ekzojen Kaynaklar
Mitokondrial ETS Diyet faktorleri
Redoks reaksiyonlari Sigara dumani
Oksidatif reaksiyonlar Zararli 1ginlar
Otooksidasyon reaksiyonlari faclar

Aragidonik asit metabolizmasi Organik coziiciiler
Bazi enzimler Pestisitler

Hiicre ve dokularin normal fonksiyonlarini yerine getirmelerinde ve yapisal
biitinligiiniin korunmasinda antioksidan ve oksidan sistemler arasindaki dengenin
korunmasi gerekir. Bu dengenin bozulmasi sonucu olusan serbest radikaller
viicudumuzdaki temel yapisal molekiillerin oksidatif hasarma sebep olurlar.’*® Normal
fizyolojik olaylar esnasinda siirekli olarak reaktif oksijen tiirleri olusurlar. Bu yiizden
lipit peroksitlerinin birikimine yol agarak membran lipitlerinin peroksidasyonunu

kolaylikla baglatabilirler.}4® 141

ROS; niikleik asitler, proteinler, lipitler, ¢oklu
doymamig yag asitleri ve karbohidratlar gibi 6nemli biyomolekiillere zarar verme
kapasitelerine sahiptirler. Ayrica mutasyona ve DNA hasarina da yol acabilirler. Eger
ROS hiicresel bilesenler tarafindan giderilemezlerse protein, lipit ve niikleik asit gibi
hiicresel biyomolekiillere zarar vermesi sonucu metabolik hasarlara ve bircok hastaliga
yol acarlar. Bunlar arasinda kalp krizi, diyabet, hiicre 6liimii, kanser, merkezi sinir
sistemi hasari, yaslanma, artrit, ateroskleroz, kardiyovaskiiler hastaliklar, iskemik kalp
hastaliklari, obezite, noral bozukluklar, inflamasyon ve gastrit gibi birgok hastalik

siralanabilir, 136 142-146
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2.9. Serbest Radikal Cesitleri

2.9.1. Siiperoksit Radikali (O2")
Molekiiler oksijenin bir elektron alarak indirgenmesiyle siiperoksit radikali (O2)
olusur. Organizmalardaki enzimatik ve enzimatik olmayan tepkimelerle en ¢ok ve en

kolay olusan oksijen radikalidir.*#’
0,+e -0

Bu radikal nadiren oksidatif hasara yol agar. Ciinkii siiperoksit dismutaz (SOD)
enzimi ile hizli bir sekilde H202’ye cevrilmektedir. Kullandigimiz Oz2’nin %1-3
civarinda O2’ye doniistiigii tahmin edilmektedir.*35 148

2.9.2. Singlet Oksijen (*O2)

Molekiiler oksijenin orbitallerinde bulunan elektronlardan birisinin enerji almasi
sonucu kendi spininin tersi yoniinde farkli bir orbitalle yer degistirerek singlet oksijen
olusur.®® Singlet oksijen hiicre membranlarinda bulunan doymamis yag asitleriyle
tepkimesi sonucu lipit peroksitlerin olusumuna neden olur.t%

2.9.3. Hidroksil Radikali (OH-)

Hidroksit iyonunun (OH) radikalik formudur. Bu radikal 10° saniyelik
yarilanma stiresi ile bilinen en reaktif tiirdiir. Hidroksil radikali ¢coklu yag asitleri, DNA
ve proteinlere saldiran oldukga aktif bir radikaldir. Biitin bunlarin yani sira OH
radikalinin en iyi tanimlanmis biyolojik hasari lipit peroksidasyonudur, 136 1°0. 151

Organizmada olusan serbest radikal etkisi sonucu membran yapisinda bulunan
¢oklu doymamis yag asidi zincirinden bir hidrojen atomu uzaklastiriimasiyla lipit
peroksidasyonu baglar. Bunun sonucu yag asidi zinciri bir lipit radikali niteligi kazanir.

Lipit peroksidasyonu c¢ok zararli bir zincir reaksiyonudur ve dogrudan membran

yapisina, dolayli olarak ise bazi reaktif aldehit tiirlerinin olusumunu saglayarak diger
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hiicre bilesenlerine zarar verir. Bdylece, birgok hastaliga ve doku hasarina sebep olur.**®
152,153

Lipit peroksidasyonu sonucu aldehitler olmak iizere alkan, alkol, hidroksi yag
asitleri gibi diger pek c¢ok iiriinler de olusur. Olusan bu aldehitler oksidatif hasari
artirmaktadir. Lipit peroksidasyonunun baslica iirlinii olan malondialdehit (MDA) ise
uzun Omri ve yliksek reaktivitesi ile protein, niikleik asit karbohidrat gibi bircok
biyomolekiil {izerinde etkili olarak, geri donilisimii miimkiin olmayan hasarlara yol

acmaktadir. Lipit peroksidasyonunun mekanizmasi Sekil 2.3’te verilmistir,1>% 1%

Doymamis yag asidi
& H -
Lipit radikali
H
Konjuge dien

loz

/S

"O——oO

Lipit peroksi radikali

5
4 M

oo u _—
O

Hidroperoksit
Endoperoksit

!

Malondialdehit

Sekil 2.3. Bir doymamis yag asidinden lipit peroksidasyonunun olusum basamaklari
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2.9.4. Hidrojen Peroksit (H202)

H>0,, molekiiler oksijenin iki elektron indirgenmesi sonucu olusur. Eslenmemis
elektronu olmadigindan serbest radikal degildir. Fakat kuvvetli oksitleyici ajandir.t3% 1%

02 +2¢ +2H"— H0:
O +e +2H* —> H20;

Proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile tepkimeye giren H2O> reaktif
demir formlarini olusturur. Bu yapidaki demir ¢ok giiglii oksitleyici 6zelliklere sahiptir.
Bu o0zelliginden dolayr hiicre membranlarinda lipit peroksidasyonu gibi radikal
tepkimeleri baslatabilir. 3¢ 154

2.10. Antioksidan Savunma Sistemleri

Antioksidanlar, radikalik zincir reaksiyonlarinin baslamasini veya yayilmasini
onleyerek diger molekiillerin oksidasyonlarin1 geciktiren veya durduran bilesikler olarak
bilinirler.’ Antioksidanlar insan viicudunu serbest radikallere ve ROS’ne karsi
korur.28 5% Avyrica besinlerin oksidatif bozulmalarma kars1 koruma saglayan maddeler
olarak yaygm bir sekilde kullamlirlar.’®® 21 Enzim ve enzim olmayanlar olmak {izere
ikiye ayrilan antioksidanlar serbest radikallerin olusumunu etkisiz hale getiren
maddelerdir. 3

2.11. Baz1 Enzimatik Antioksidanlar

2.11.1. Siiperoksit Dismutaz ( E.C.1.15.1.1)

Stiperoksit Dismutaz (SOD) oksiradikal olusumunun inhibe edilmesinde 6nemli
bir antioksidan enzimdir ve oksidatif streste biyobelirtec olarak kullanilir.!®? SOD,

stiperoksit radikalini (O2-") molekiiler oksijene (O2) ve H>O> doniistiiren onemli bir

enzimdir.163

205 +2H" —3® ,H.0,+0,
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Serbest radikallerin neden oldugu oksidatif hasarin 6nlenmesinde katalaz enzimi
ile birlikte SOD enziminin fenton reaksiyonu sonucu olusan radikallerin giderilmesinde
daha etkin olabilecegi bildirilmektedir. SOD enziminin Katalizleme tepkimesi
sonucunda olusan hidrojen peroksit oksijenin toksik bir tiiriidiir ve katalaz enzimi ile
detoksifiye edilir.?64

2.11.2. Katalaz (E.C.1.11.1.6)

Katalaz (KAT), reaktif oksijen tiirlerine karsi biyolojik sistemi koruyan,
indiiklenebilir bir enzimdir.’®® Genellikle biitin hiicre tiirlerinde bulunan KAT,
peroksizomlarda 16kalize olup hem gurubu igeren bir enzimdir. Bu enzimin en énemli
gorevi H20,’i molekiiler oksijen ve suya katalizlemektir.166-168

KAT’m indirgeyici aktivitesinin hedefi H202, metil, etil hidroperoksitleri gibi
kiiglik molekiillerdir. Kemik iligi, kan, karaciger, bobrek ve mukoz membranlarda
yiiksek miktarda KAT bulunur. 133 169.170

2.11.3. Glutatyon Peroksidaz ( E.C.1.11.1.9)

Sitozolde bulunan glutatyon peroksidaz (GPx) enzimi tetramer yapili olup dort
selenyum atomu igerir.}’! Hiicrede bulunan H,O2’in detoksifikasyonunu saglar. Bu
enzim lipit peroksidasyonun baslamasin1 ve ilerlemesini engellemektedir. Reaksiyon
sonucu oksitlenmis glutatyon (GSSG) olusur. Antioksidan savunma sisteminin devam
edebilmesi i¢in GSSG tekrar indirgenmis glutatyon (GSH) formuna doniismesi gerekir.
GPx’1n, hiicredeki dagilimi, glutatyon rediiktaz (GR) enzimine bagimlidir. Her iki
enzim de en yiiksek miktarda sitozolde bulunur.}’? Hiicrenin sitozolik kompartmaninda

yer alan GPx enzimi hiicrenin yapisim ve fonksiyonunu korur.1’
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Sekil 2.4. Oksidatif strese kars1 enzimatik savunma mekanizmasi. (SOD: Siiperoksit
dismutaz, KAT: Katalaz, GP: Glutatyon peroksidaz, GR: Glutatyon rediiktaz, G6PD: Glukoz 6-fosfat

dehidrogenaz, G6P: Glukoz 6-fosfat, 6PGL: 6-Fosfoglukano-Y-lakton)

2.12. Enzim Olmayan Antioksidanlar

2.12.1. Glutatyon (GSH)

Glutatyon (GSH); glutamin, sistein ve glisin amino asitlerinden olusan suda
¢dziinebilir bir tripeptiddir.!”* GSH doku ve organlar1 ROS nin olumsuz etkilerine karsi
korur. H202, siiperoksit radikalleri ve membran protein tiyolleri gibi serbest radikal
tiirlerin yok edilmesinde rol oynar.!’®1’® GPx enziminin bir substrati olarak da bilinir.’’

GSH, hiicre proteinlerini indirgenmis sekilde tutan disiilfit-stilthidril degisimi
tepkimelerinde etki gosterir. Belirli oksidaz tepkimeleriyle olusan H202’i uzaklastiran
enzim GPx’a substratlik yaparak proteinlerin siilthidril gruplarimi da korur. GSH
yoklugunda H20: birikir. GSSG, GR tarafindan siirekli GSH’a indirgenerek GSH

miktar1 diizenlenir.}"®

2.12.2. Enzimatik Olmayan Diger Antioksidanlar
C vitamini (askorbik asit), E vitamini (a-tokoferol), B karoten ve melatonin en

cok bilinenlerdir.!’®
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Bazi durumlarda albumin, bilurubin, seruloplazmin, transferrin, laktoferrin, tirik
asit, sistin, kreatinin ve dstrojenler de serbest radikallere kars1 koruyucu rol oynarlar.18

2.13. Rutin

Glinimiizde geleneksel olarak kullanilan bitkisel maddelerin bir¢ogunun
farmakolojik 6zellige sahip oldugu ve bu 6zelligin esas olarak flavonoid bilesiklerinden
kaynaklandig1 bilinmektedir. Flavonoidler, serbest radikallerin detoksifikasyonunda
onemli rol oynayip meyveler, sebzeler ve tibbi bitkilerde belirgin bir sekilde bulunan
polifenol bilesiklerin biiyiik bir grubudur.'® 182 Rutin, flavonol quercetin ve disakkarit
rutinozundan olusan bir flavonol glikozittir.!¥ Daha ¢ok portakal, greyfurt ve limon gibi
turunggillerde bol miktarda bulunan rutin,® antioksidan, anti-kanser, anti-inflamatuar,
anti-iillser, anti-mikrobiyal, anti-tumor ve anti-diyabetik gibi bir dizi farmakolojik
aktiviteye sahiptir.81% Ayrica glokom hastaligi, yiiksek tansiyon, kalp rahatsizlig1 ve
baz1 alerjik hastaliklarin tedavisinde de kullanildig1 bildirilmistir.®" ilaveten rutin’in
serbest radikalleri temizleme ve bazi patolojilerin etiyolojisinde rol oynayan lipid

peroksidasyonunu énleme 6zelligi oldugu da rapor edilmis olup, & 18 kimyasal yapisi

sekil 2.5.’te gdsterilmistir.!8*

OH

HO,,
’ OH

Sekil 2.5. Rutin’in kimyasal yapis1
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3. MATERYAL VE METOT

3.1.  Deney Hayvanlari

Calismada Atatiirk Universitesi Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezinde
(ATADEM) yetistirilen 250-270 g agirh@indaki 35 adet Sprague Dawley cinsi erkek rat
kullanildi. Deneyde kullanilacak olan ratlar uygulamadan 7 giin 6nce gruplar arasi
istatistiki fark olmayacak sekilde tartilarak segildi ve ortamlarina uyumlar1 saglandi.
Hayvanlar 24-25 °C sabit sicaklik ve onikiger saatlik karanlik aydmlik sikliisii
saglanarak kafeslerde tutuldu. Deneysel siirecte ratlara standart rat yemi ve su ad
libitum olarak verildi. Calisma, Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul
Bagkanliginin  06.12.2016 tarihli (toplantt sayisi: 8) ve karar no:161 izni ile
belgelendirildi.

3.2.  Deneylerde Kullamlan Cihazlar

UV-visible Spektrofotometre ~ : BIO-TEK EPOCH, GEN 5 Yazilimli

Sogutmali Santrifiij : Hettich Rotina 38 R

pH Metre : METTLER TOLEDO (Seven Compact)
Etliv : MMM Group, Ecocell 55

Vorteks : IKA MS-2

Otomatik Pipetler : BRAND transferpette ®

Saf Su Cihazi : GFL 2001/2

Buzdolab1 : Vestel Nofrost

Hassas Terazi
(Calkalamali Su Banyosu
Homojenizator

Trackman

: SHIMADZU ATX224
: GFL 1083
: TissueLyser II, Qiagen

: GILSON®
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3.3. Cahsmada Kullamlan Kimyasallar

Civa (II) Kkloriir: % 99.5’lik saflik derecesine sahip olan Civa (II) kloriir
(Katalog No: 215465, Sigma-Aldrich, ABD), 1.23 mg/kg dozajinda periton igi
uygulandi. Doz ayarlamasi daha Once yapilmis olan c¢alismalardan yararlanarak
secildi.t®
Rutin: % 94’lik saflik derecesine sahip olan rutin’in (Katalog No: R5143,
Sigma-Aldrich, ABD), 50 mg ve 100 mg’ lik dozlar1 distile suyla siispanse hale
getirilerek oral yoldan verildi. 8!

3.4. Metot

3.4.1. Deneysel Uygulamalar

Calismada kullanilan ratlar her grupta 7 rat olacak sekilde 5 gruba ayrildu.

1. Grup: Kontrol; Sadece i.p. serum fizyolojik uygulandi.
2. Grup: Rutin; 100 mg/kg/giin dozajinda oral olarak 1 hafta uygulandi.
3. Grup: Civa (II) kloriir; Bir hafta boyunca giinde bir kez olmak {izere 1.23 mg/kg
dozajinda periton i¢i uygulandi.
4. Grup: Civa (II) kloriir + Rutin 50 mg/kg grubu; civa ile toksikasyona ugramis gruba
rutin 50 mg/kg/giin dozunda oral olarak 1 hafta siire ile verildi.
5. Grup: Civa (I) kloriir + Rutin 100 mg/kg grubu; civa ile toksikasyona ugramis
gruba rutin 100 mg/kg/giin dozunda oral olarak 1 hafta siire ile verildi.

3.4.2. Deney Sonunda Numunelerin Alinmasi

Son civa (II) kloriir ve rutin uygulamalarindan 24 saat sonra ratlar hafif
sevofloran anestezisi altinda Otenazileri yapilarak, doku ve kan ornekleri alindi. Kan
ornekleri serum enzim, iire ve kreatinin analizleri i¢in antikoagulantsiz tiiplere aktarildi,
+4 °C’ de 3000 devirde, 10 dk. santrifiij edilerek serumlar1 ayrildi. Karaciger ve bobrek

dokular1 ile serum o&rnekleri biyokimyasal analizler yapilincaya kadar -20 °C’de

27



muhafaza edildi. Deneyleri yapmaya baslamadan 6nce sivi azot kullanarak TissueLyser
Il (Qiagen) 5 mikron gapa kadar ogiitiilen Karaciger ve bobrek dokularindan gerekli
miktarlar tartilarak analizlere gore uygun olan tamponlarla sulandirildi ve TissueLyser
I (Qiagen) kullanilarak homojenizasyon yapildi.

3.5. Biyokimyasal Parametrelerin incelenmesi

Serum aspartat aminotransferaz (AST), alkalen fosfataz (ALP) ve alanin
aminotransferaz (ALT) enzim aktiviteleri ile serum iire ve kreatinin seviyeleri ticari
kitler ile (TML, Tan1 Medikal Uriinler, Ankara, Tiirkiye) 6l¢iildii.

3.5.1. ALP Aktivitesinin Tayini

ALP tayini prensibi asagidaki denklemde yer almaktadir.!%

ALP
Para-Nitrofenil Fosfat + H,O — Para-Nitrofenol + inorganik Fosfat

Reaktifler;
Reaktif 1: Diethanolamin tamponu (pH 10.2): 1.25 mol/L, Magnezyum Kloriir: 0.625
mmol/L,
Reaktif 2: Para-Nitrofenil Fosfat: 50 mmol/L
Calisma Reaktifi (R¢): Reaktif 1’den 4 hacim Reaktif 2’den 1 hacim alinip karistirilir.
Metot:

1. Calisma reaktifinden 1ml alind1.

2. 20 pL ornek eklendi.

3. Vorteksle karistirildi.

4. Ornek 37 °C’ de 1 dk. inkiibatorde bekletildi.

5. 405 nm’ de 3 dk. spektrofotometrik yontemle okundu.

6. Dakika basina degisen optik yogunluk dlgiildii.

Hesaplama:

405 nm: AOD / dk. x 2750
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3.5.2. AST Aktivitesinin Tayini

AST tayini prensibi asagidaki denklemde yer almaktadir.*%

AST
a-Ketoglutarat + L-Aspartat — L-Glutamat + Okzaloasetat

MDH
Okzaloasetat + NADH + H* — L-Malat + NAD*

Reaktifler;

Reaktif 1: Tris buffer (pH 7.8): 88 mmol/L, L-Aspartat: 260 mmol/L, LDH: >1500
U/L, MDH: > 900 U/L

Reaktif 2: a-Ketoglutarat: 12 mmol/L, NADH: 0.24 mmol/L

Calisma Reaktifi (R¢): Reaktif 1’den 4 hacim, Reaktif 2’den 1 hacim alinip karistirilir.

Metot:
1. Calisma reaktifinden 1ml alind1.
2. 100 pL 6rnek eklendi.
3. Vorteks ile karistirildi.
4. Ornek 37 °C’ de 1 dk. inkiibator de bekletildi.
5. 340 nm’de 3 dk. spektrofotometrik yontemle okundu.

6. Dakika basina degisen optik yogunluk ol¢iildii.

Hesaplama:

340 nm: AOD / dk x 1746

3.5.3. ALT Aktivitesinin Tayini

ALT tayini prensibi asagidaki denklemde yer almaktadir.®

ALT
a-Ketoglutarat + L-Alanin — L-Glutamat + Piriivat
LDH

NADH + H* + Piriivat — NAD* + L-Laktat
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Reaktifler;
Reaktif 1: Tris buffer (pH 7.5): 110 mmol/L, L-Alanin: 600 mmol/L, LDH:>1500 U/L
Reaktif 2: a-Ketoglutarat: 16 mmol/L, NADH: 0.24 mmol/L

Calisma Reaktifi (R¢): Reaktif 1’den 4 hacim, Reaktif 2’den 1 hacim alinip karistirilir.

Metot:

1. Calisma reaktifinden 1ml alindi

2. 100 pL 6rnek eklendi.

3. Vorteksle karistirildi.

4. Ornek 37 °C’ de 1 dk. inkiibator de bekletildi.

5. 340 nm’de 3 dk. spektrofotometrik yontemle okundu.

6. Dakika basina degisen optik yogunluk dl¢iildii.
Hesaplama:

340 nm: AOD / dk x 1746

3.5.4. Serum Ure Tayini

Serum iire tayini prensibi asagidaki denklemde yer almaktadir.

ureaz

Ure + HO — 2NH3 + CO»

GIDH
2NH4" + 2a-Ketoglutarate + 2NADH — 2L-Glutamate + 2NAD™ + 2H0

Reaktifler;

Reaktif 1: Tris buffer (pH 7.6): 125 mmol/L, ADP: 600 mmol/L, iireaz: >8100 U/L,
Glutamat dehidrogenaz (GIDH): >8100 U/L, a-ketoglutarat: 9 mmol/L

Reaktif 2: NADH: 1.5 mmol/L

Calisma Reaktifi (R¢): Reaktif 1’den 4 hacim, Reaktif 2’den 1 hacim alinip karistirilir.
Metot:

1. Calisma reaktifinden 1ml alind1
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2. 10 pL ornek eklendi.

3. Vorteksle karistirildi.

4. Ornek 37 °C’ de 1 dk. inkiibator de bekletildi.

5. 340 nm’de 30 saniye ve 90 saniye arasindaki optik dansitedeki (AOD) degisim

spektrofotometrik yontemle okundu.

Hesaplama:

AOD o6rnek

—_— (n = standart konsantrasyonu)
AOD standart

3.5.5. Serum Kreatinin Tayini
Kreatinin ve alkalin arasinda olusan renkli kompleksin olusum oranini
Olcmektedir. Kinetik yontem kullanildigindan diger maddelerin etkilesimi diisiik
seviyeye inmektedir.
Reaktifler;
Reaktif 1: Pikrik asit: 8.73 mmol/L
Reaktif 2: Sodyum hidroksit: 312.5 mmol/L, Disodyum fosfat 12.5 mmol/L
Calisma Reaktifi (R¢): Reaktif 1°’den 1 hacim, Reaktif 2’den 1 hacim alinip karistirilir.
Metot:
1. Calisma reaktifinden Iml alind1
2. 100 pL 6rnek eklendi.
3. Karistiriniz ve 6rnek ya da reaktifi ekledikten 10 saniye sonra 492 nm’de optik
yogunlugu (OD1) 6lgiiliir. ilk okumadan tam 2 dakika sonra bir kez daha okunur
(OD2).

Hesaplama:

AOD 6rnek

—_— (n = standart konsantrasyonu)
AOD standart
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3.5.6. Biyokimyasal Analizler I¢cin Doku Orneklerinin Hazirlanmas

Alman Karaciger ve bobrek dokularinda oksidatif stres belirteglerinden olan
MDA ile antioksidan savunma sistemi parametrelerinden non-enzimatik antioksidan
olan GSH ve enzimatik antioksidanlardan GPx, SOD ve KAT aktivitesi incelendi.
Enzim aktivitelerini g protein cinsinden ifade edebilmek igin karaciger ve bobrek
dokulari protein diizeyleri de belirlendi.

Karaciger ve bobrek dokularinda; inflamatuar belirteglerini gézlemlemek igin
mitojenle aktiflesen protein kinase 14 (MAPK14, Elabscience, Houston, Texas, USA),
timor nekroz faktor-alfa (TNF-a), interlokin 1 (IL-1p), interlokin 33 (IL-33), niikleer
faktor-kappa B (NF-«xB), B-hiicreli lenfoma 3 (Bcl3), miyeloperoksidaz (MPO), pro-
apoptotik diizeyi tespit etmek amaciyla p53 proteini ve Bcl-2 bagli X protein (Bax) ve
bobrek dokusunda aquaporin-1 (AQP-1) sandvi¢ enzyme linked immunosorbent assay
(ELISA) kitleri (Sunred, Shangai, China) kullanildi.

MDA, GSH, GPx, SOD, KAT ve Protein Tayini icin Karaciger ve Bobrek
Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

TissueLyser II kullanilarak toz haline getirilmis olan Karaciger ve bobrek
dokulart MDA, GSH, GPx ve protein analizleri i¢in %1.15” lik KCl ile sulandirilarak
homojenize edildi. Elde edilen homojenatlar MDA ve protein i¢in 3500 rpm’ de 15 dk.,
GSH ve GPx igin 11000 rpm” de 20 dk. santrifiij edilerek siipernatant kisim analizlerde
kullanildi. SOD aktivite tayini i¢in Karaciger ve bobrek dokulari igin Tris-HCI Tamponu
(pH 7.4) ile sulandirilarak homojenize edilmis ve 7000 rpm’ de 60 dk. santrifiij edilerek
slipernatant kisim analizde kullanildi. KAT aktivite tayininde ise dokular Triton-x-100
ile sulandirilarak homojenize edildi ve 3500 rpm’ de 10 dk santrifiij edilerek stipernatant
kisim analiz i¢in hazir hale getirildi.

ELISA Analizleri Icin Karaciger ve Bobrek Doku Orneklerinin

Hazirlanmasi
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Karaciger ve bobrek dokulart fosfat tampon (pH 7.4) ile 1/20 oraninda
sulandirilarak TissueLyser II cihazinda homojenize edildi. Homojenizasyon sonrasinda
homojenantlar ELISA analizleri i¢in +4 °C’de 3000 rpm’de 20 dk. santrifiij edildi ve
siipernatant kisim analizler i¢in kullanildi.

3.5.7. Biyokimyasal Analizler (MDA, GSH, GPx, SOD, KAT ve Protein

Tayini)

MDA Tayini

Hazirlanan homojenatta MDA diizeyinin 6l¢iimii Placer ve ark. bildirdigi metoda
gore yapildi.?® Bu metot’ ta MDA bir lipid peroksidasyon aldehit iiriiniidiir ve bu
yonteme gore tiyobarbitiirik asit (TBA) ile analiz sirasinda pembe renkli olan bir yap1
olusumu gozlenir. Analiz sonrasi olusan bu ¢ozeltinin absorbans1 ELISA okuyucusunda

532 nm dalga boyunda 6l¢iiliir ve standart grafige gore hesaplanir.

Analizde Kullanilan Ayiraglar

1. Tiyobarbitiirik Asit (TBA) Soliisyonu: 0.67 g tiyobarbitiirik asit %10’ luk 80
ml perklorik asit iginde ¢ozdiiriiliip toplam hacim 100 ml’ ye distile suyla tamamlandi.

2. Trikloroasetik asit (TCA) Soliisyonu: % 10’ luk (100 ml de 10 g TCA olacak
sekilde) hazirlanan cozelti 151k almayacak sekilde kahverengi cam siselerde +4 °C
muhafaza edildi.

3. Renk Ayiraci: 3 birim TCA ile 1 birim TBA’ nin karistirilmasiyla elde edilir

ve analizde kullanilmak {izere deneyden hemen 6nce hazirlandi.
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Analiz metodu:

Tablo 3. 1. MDA diizeyinin 6lgtimii

Kor (ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Ornek - - 0.25
%00.9 NaCl 0.25 - -
Renk Ayiraci 2.25 2.25 2.25
Standart - 0.25

1. Vida kapakli cam tiiplerin kapaklar1 kapatildi ve vortekste 5 dk. karistirildi.

2. Su banyosu 100 °C’ ye ayarlandi tiipler su banyosunda 20 dk. kaynatildi ardindan

sogultuldu.

3. Sogutulan tiipler 2500 rpm’ de 5 dk. santrifiij edilerek slipernatant alindi.

4. Pleyte yiiklenen numuneler kore karsi 532 nm dalga boyunda okundu.

Karaciger ve bobrek dokularinda MDA Diizeyinin Hesaplanmasi: Dokulardaki

MDA diizeyleri, 1,1,3,3-tetracthoxypropane (TEP) kullanilarak hazirlanmis standart

grafikten yararlanarak hesaplanmis olup sonuglar nmol/g doku olarak verildi.

Absorbans (532 nm)

MDA Standart Grafigi

R?=0,9994

0 20 40

MDA konsantrasyonu (nM)

80 100 120 140

Sekil 3.1. MDA standart grafigi
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GSH Tayini

Hazirlanan homojenatta GSH diizeyinin 6l¢limii Sedlak ve Lindsay’ in bildirdigi
metoda gore yapildi.’*® Bu metoda gore DTNB [5,5’-Ditiyobis (2-nitrobenzoik) asit],
siilfidril gruplu bilesikler tarafindan indirgenir ve meydana gelen sar1 renk

spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda 6lgiiliir.

Analizde Kullamilan Ayiraglar

1. %10’luk TCA

2. Tris (hidroksimetil) aminometan: 48.46 gr alinarak distile suda ¢ozdiiriilip
toplam hacim 1000 ml distile su ile tamamland1 ve pH: 8.9’ a ayarlandi.

3. 5,5’-Ditiyobis (2-nitrobenzoik) asit’ den (DTNB) 0.099 g alind1 25 ml metanol’
de ¢oziildi.

Analiz metodu:

1. 0.5 ml doku homojenat1 alinarak deney tiipiine aktarildi. Deney tiipiiniin iizerine
2 ml TCA eklendi 20 sn. vortekste karistirildi.

2. 2500 rpm’ de 5 dk. santrifiij edilip siipernetanttan 0.5 ml alind1.

3. Uzerine 2 ml Tris Tamponu eklendi, sonrasinda 0.1 ml DTNB soliisyonu
eklendi.

4. Karstirilan tiipler 5 dk. bekletildikden sonra 412 nm dalga boyunda distile suya
kars1 okundu.

Karaciger ve bobrek dokularinda GSH Diizeyinin Hesaplanmasi: Sonuglar GSH

standart grafiginden hesaplandi.
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GSH Standart Grafigi
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GSH Konsantrasyonu (nM)
Sekil 3.2. GSH standart grafigi

GPx Tayini

Hazirlanan homojenatta GPx diizeyinin 6l¢iimii Matkovics ve ark. yontemine

gore olciildii.?%

Analizde Kullanilan Ayiraglar

1. Tampon A: Tris-HCI tamponu (50 mM, pH: 7.6): 6.057 g tris hidroksimetil
aminometan, 0.372 g Na2EDTA tartildi ve 3.90 ml HCI balon jojeye alinarak hacim
distile su ile 1000 ml’ ye tamamlanda.

2. Tampon B: Tris Tamponu (0.4 M pH:8.9): 48.46 g tris hidroksimetil aminometan
alind1 ve hacim distile su ile 1000 ml’ ye tamamlandi pH’ s1 8.9 a ayarlanda.

3. Trikloroasetik asit ¢ozeltisi(TCA): 10 g TCA tartild1 distile su ile 100 ml’ ye
tamamlandi (% 10’luk, w/v).

4. Red GSH cozeltisi: 6 mg Red GSH alinarak Tampon A ile hacim 10 ml’ ye
tamamlandi.

5. Cumen Hidrojen Peroksit (CHPO) ¢ozeltisi: CHPO 5ul alinarak Tampon A ile 10 mI’

ye tamamland1 ve renkli sisede +4 °C’ de saklandh.
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6. 5-5-Dithio-bis, 2-nitrobenzoik asid (DTNB) soliisyonu: 0.099 g DTNB alindi ve

hacim absolut metanol ile 25 ml’ ye tamamlandi ve renkli sisede +4 °C’ de saklandi.

Analiz metodu:

Tablo 3.2. GPx aktivitesinin 6l¢iimii

Kontrol(ml) Ornek (ml)
Siipernatant 0.5 0.5
Tampon 0.3 0.3
CHPO - 0.1
Red GSH 0.1 0.1
37 °C’ de 10 dk. bekleme + +
TCA 1 1

Tiipler karistirildiktan sonra;

1. 2500 rpm’ de 5 dk. santrifiij edildi.

2. Santrifiij sonrasinda elde edilen siipernatant’ dan 1 ml alinarak hazirlanan yeni
tiiplere konuldu.

3. Tiiplere 2 ml tampon B eklendi.

4.0.1 ml DTNB ilave edildi.

5. Oda sicakliginda 5 dk. bekletilerek 412 nm’ de distile suya kars1 okundu.

Karaciger ve bobrek dokularinda GPx Aktivitesinin Hesaplanmasi:

[Abs(kontrol)- Abs(6rnek)]x0.76989

g protein

SOD Tayini

Hazirlanan homojenatta SOD aktivitesinin 06l¢iimii Sun ve arkadaglarinin

yontemine gore dlgiildii.'*
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SOD aktivitesinin 0l¢iildiigii bu deney ksantin-ksantin oksidaz sistemiyle
iretilen sliperoksit radikalinin NBT’u indirgemesiyle olusan renk esasina
dayanmaktadir. Olusan bu renkli ¢6zeltinin 560 nm’ de mavi renkli formazon
olusumuyla maksimum absorbans verir. Enzimin olmadigi ortamda indirgenme
maksimum oldugu i¢in koyu mavi renk olusumu gozlenir. SOD bulundugu ortamda ise
enzim, siiperoksit anyonunu H202’e doniistiirerek NBT indirgenmesini azaltmakta ve
renk degisimi gozlenmektedir. Formazonun olusumu enzim konsantrasyonu ile ters
orantilidir. Formazonun 560 nm’ de vermis oldugu absorbans ile SOD aktivitesi

hesaplanmisg olur.
Deneyde Kullanilan Ayiraclar
1. SOD Ol¢iim Karisim:

a) 0.6 mmol/L Na2EDTA: 23 mg Na;EDTA tartilip distile suda ¢ozdiiriiliip toplam
hacim 100 ml’ ye tamamland.

b) 400 mmol/L NaxCOz: 2.54 g Na,COs: 2.54 g NaxCOg tartilip distile suda ¢ozdiiriiliip
toplam hacim 60 ml’ ye tamamlandi.

¢) 0.3 mmol/L Ksantin: 9.13 mg Ksantin tartilarak distile suda ¢6zdiiriildii ve toplam
hacim 200 ml’ ye tamamland.

d) 150 umol/L Nitroblue tetrazolyum (NBT): 12.3 mg NBT tartilarak distile suda
¢ozdiiriildii ve toplam hacim 100 ml” ye tamamlandi.

e) 1 g/L Bovine Serum Albumin (BSA): 30 mg BSA tartilarak distile suda ¢ozdiiriildii
ve toplam hacim 30 ml’ ye tamamlandi.

2. Ksantin oksidaz (167 U/L): Mililitresinde 0.167 U olacak sekilde (NH4)SOj4 iginde
¢cozdiirildi.

3. 2M (NH4)SOa: 2.64 g amonyum siilfat tartilarak distile suyla 10 ml’ ye distile suyla

tamamlandi.
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4. 0.8 mmol/L CuClz: 13.6 mg CuCl; tartilarak distile suda ¢6zdiiriildii ve toplam

hacim distile suyla 100 ml’ ye tamamland.

Analiz metodu:

Tablo 3.3. SOD aktivitesinin 6l¢iimii

Kor (ml) Ornek (ml)
Reaksiyon ¢ozeltisi 2.85 2.85
Siipernatant - 0.10
Distile su 0.10 -
Ksantin oksidaz 0.05 0.05

20 dk. oda 1s1sinda inkiibasyondan sonra tiiplerin hepsine 1 ml CuClilave edildi ve

reaksiyon durduruldu. 560 nm’ de okundu.

Dokuda SOD aktivitesinin hesabi:

AAkér - AAnumune
AAkér

EU/g protein=

Dokuda U/g protein olarak hesaplanir.

KAT Tayini

Karaciger ve bobrek dokularinda KAT aktivitesi Aebi’nin metoduna gore
olciildii.’® KAT, H20. yikimini katalize eder. KAT tarafindan H,O’in yikim hizi,
H202’ in 240 nm’ de 15181 absorbe etmesinden yararlanilarak spektrofotometrik olarak
olgtildii.
Deneyde Kullanilan Ayiraglar
1. 50 mM fosfat tamponu (pH: 7.0)

2. 30 mM H202: 0.34 ml %30’ luk H20> fosfat tampon ile 100 ml’ ye tamamlanir.
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Analiz metodu:

Tablo 3.4. KAT aktivitesinin 6l¢iimii

Kor(ml) Ornek(ml)
Fosfat tampon 1 -
Hidrojen peroksit - 1
Homojenat 2 2

Kor ile 240 nm’ de numunelerin kinetik 6lgiimii ile 0. (Absl) ve 30. (Abs2)

saniyelerdeki absorbans farki dl¢iilmesiyle KAT aktivitesi hesaplanir.
Dokuda KAT aktivitesinin hesabi: k =(2.3/30) x (log A1/A2) x Diliisyon
Doku i¢in spesifik aktivite: k/g protein olarak verildi.

Protein Tayini

Karaciger ve bobrek dokularinda protein tayini modifiye Lowry!®” metoduna
gore belirlendi. Alkali bakir tartarat ayiraci peptit baglart ile kompleks olusturur. Fenol
ayiraci, bakir ile isleme tabi tutulmus karisima eklendiginde mor-mavi renk olusumu

gozlenmektedir. Olusan bu renk 650 nm’ dalga boyunda okundu.
Deneyde Kullanilan Ayiraglar

1. Protein Standarti: 50 pg BSA / ml

2.Alkali Bakir Ayiraci: 10 g Na,COs, 0.1 g Potasyum tartarat ve 0.05 g bakir siilfat,
0.5 N NaOH iginde ¢ozdiiriiliir ve100 ml ¢ ye tamamlanir. Bu ¢ozelti oda 1s1sinda renkli
sise de 30 giin dayaniklidir.

3. Fenol Ayiraci: 2 N Folin-Ciocalteu-Fenol ayiracindan 3.75 ml alind1 ve distile su ile
67.5 ml’ ye tamamlandi. Fenol ayiraci calismanin Ornek sayisina gore hesaplanip

giinliik olarak hazirlanmalidir.
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4. Ornek: Analizi yapilmak istenen serum, plazma veya siipernatant.
Analiz metodu:

Tablo 3.5. Protein 6l¢timii

Kor (ml) Standart(ml)  Ornek (ml)
Alkali Bakir Ayiraci (ml) 1.0 1.0 1.0
Protein Standarti (ml) - 1.0 -
Ornek (ml) - - 1.0
Distile su (ml) 1.0 - -

Tiipler karistirilir ve 10 dk. oda 1sisinda bekletildi.
Fenol ayiraci tiim tiiplere 4 ml eklendi.
Tiipler karistirilir ve su banyosunda 5 dk. 55 °C’ de bekletildi.

Inkiibasyon sonrast tiipler sogutulur ve 650 nm’ de kor tiipiine kars1 okundu.
Dokuda Protein Hesaplama:
png protein / ml = (Ornek Abs./ Std. Abs. ) x Std. Konsantrasyonu

3.5.8. TNF-a, NF-xB, IL-1p, IL-33, MPO, MAPK14, BCL3, p53, BAX ve

AQP-1 Seviyelerinin ELISA Kitleri ile Ol¢iim Prosediirii
Test prensibi:

Calismada, ¢ift antikor sandvig ELISA kitleri kullanildi. Spesifik monoklonal
antibody ile kapli pleyt kuyucuklarina standart ya da numune eklendi, daha sonra Biotin
ile isaretli ikinci antibodyler ilave edildi. Son olarak Streptavidin-HRP soliisyonu
eklenen pleyt inkiibasyona birakilarak kompleks olusumu saglandi. inkiibasyon sonunda
kompleks olusumuna katilmayan enzimlerin ortamdan uzaklastirilmasi igin pleyt

yikandi. Renk olusumu saglamak amaciyla kromojen A ve B eklenerek tekrar
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inkiibasyona birakilan kitlerdeki reaksiyon sonucunda mavi renk olusumu goézlendi.
Reaksiyon sonlandirict soliisyonun eklenmesiyle mavi renk sariya doniislir ve bu sar1

rengin siddeti ELISA okuyucusunda 450 nm dalga boyunda okundu.

Tablo 3.6. TNF-a, NF-«B, IL-1p, IL-33, MPO, MAPK 14 BCL3, p53, BAX ve AQP-1
ELISA 6lgiim prosediirii

Kor(ul) Std (ul) Ornek(ul)
Standard - 50 -
Ornek - - 40
Antibody - - 10
Sreptividin HRP - 50 50

Pleyt kaplanip kanistirildiktan sonra 37 °C’ de 60 dk. inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyondan sonra yikama soliisyonu ile yikandh.

Tablo 3.7. ELISA 6l¢iim prosediiriinde kromojen A ve B soliisyon miktarlari

Kor(ul) Std(ul) (")rnek(ul)
Kromojen A 50 50 50
Kromojen B 50 50 50

(1s1ktan sakinin)

l

37°C’ de 10 dk. inkiibasyona birakildi.

i

Inkiibasyondan ¢ikarilan pleytte tiim kuyucuklara 50ul reksiyon sonlandirict

soliisyon eklendi ve pleytte mavi olan rengin sariya doniisiimii gézlendi.

ELISA okuyucusuna yerlestirilen pleyt 450 nm dalga boyunda okundu ve elde
edilen optik dansite (OD) degerleri standart grafige gore hesaplandi.
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3.5.9 [istatistiksel Analiz

Bu ¢aligmanin istatistiksel analizleri SPSS 20.0 yazilim programi kullanilarak
yapildi. Biitiin Ol¢limlerde istatistiksel farkliliklar ve ©onem seviyeleri “One-way
Analysis of Variance (ANOVA)” testi ile belirlenmis ve ¢oklu karsilastirmalarda Tukey

testi uygulandi. p<0.05 seviyesindeki sonuglar 6nemli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Karaciger Dokusu icin Biyokimyasal Bulgular

Bu ¢alismada dogal bir antioksidan olarak bilinen rutin maddesinin (50 ve 100
mg/kg) dozlarimin civa (II) klorlir ile olusturulan deneysel karaciger ve bdbrek
toksisitesi iizerine etkileri arastirildi. Sekillerdeki aymi harfle gosterilen stitunlar
istatistiki olarak fark olmadigin1 (p>0.05) ifade ederken, farkli harfler (a, b, c, d, €)
istatistiksel farki gostermektedir (p<0.05).

4.1.1. Serum ALP Aktivitesi

Karaciger hasarinin belirteglerinden biri olan serum ALP aktivitesi
incelendiginde (sekil 4.1) kontrol ve rutin-100 gruplarinda ALP aktivitesinin
istatistiksel olarak ayni oldugu (p>0.05), civa uygulamasinin serum ALP aktivitesini
anlaml1 olarak artirdigi (p<0.001), civa ile beraber kullanilan rutin gruplarinda (rutin-50

ve rutin-100) ise artan bu enzim aktivitesinin azaldigi tespit edildi (p<0.01).

Serum ALP Aktivitesi
190 ~
o
160 S
g 130 / >
.
100 / 5 >
C
70 m b
‘ a | A’
40 - - - - - -
Kontrol Rutin 100 Civa Civa+Rutin | Civat+Rutin
50 100
m Std. hata 1,46 0,77 2,05 2,25 1,37
Ortalama 66,51 61,4 167,63 127,04 85,61

Sekil 4.1. Serum ALP aktivitesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey goklu
karsilagtirma testine gore istatistiksel bir farklilik gostermektedir. p<0.05).
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4.1.2. Serum AST Aktivitesi

Karaciger fonksiyon testlerinden biri olan serum AST aktivitesi incelendiginde
(sekil 4.2) civa uygulamasmin serum AST aktivitesini kontrol grubuna gore artirdigi
(p<0.001), civa ile beraber kullanilan rutin’in her iki dozunun da enzim aktivitesini

sadece civa uygulanan gruba gore belirgin bir sekilde diisiirdiigii (p<0.01) tespit edildi.

Serum AST Aktivitesi
120
-
Q 100
3 d >
80 C
60 m - b
a L aj
40
Kontrol Rutin 100 Civa Civa+Rutin | Civa+Rutin
50 100
m Std. hata 0,94 0,93 1,58 2,34 1,15
Ortalama 56,67 53,85 138,55 109,25 81,95

Sekil 4.2. Serum AST aktivitesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey goklu
karsilagtirma testine gore istatistiksel bir farklilik géstermektedir. p<0.05).

4.1.3. Serum ALT Aktivitesi

Serum ALT aktivitesi istatistiksel olarak karsilastirildiginda (sekil 4.3) kontrol
ve rutin-100 gruplar1 arasinda herhangi bir fark bulunamadi (p>0.05). Civa grubu serum
ALT aktivitesinin kontrol ve rutin-100 gruplarina gore arttigi (p<0.001), civa ile birlikte

rutin-50 ve rutin-100 uygulamalarinin artan bu enzim aktivitesini azalttigi belirlendi

(p<0.01).
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Serum ALT Aktivitesi

/
120 -
100 /
4 80 /
)
= d L
60
>
C
40 m b
| a ; | a;
20 : : : : : :
Kontrol Rutin 100 Civa Civa+Rutin | Civa+Rutin
50 100
m Std. hata 0,82 0,73 2,32 2,18 1,01
Ortalama 36,94 35 109,79 64,34 49,05

Sekil 4.3. Serum ALT aktivitesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu

karsilagtirma testine gore istatistiksel bir farklilik gostermektedir. p<0.05).

4.1.4. Karaciger MDA Diizeyi

Karaciger MDA diizeyine bakildiginda (Sekil 4.4) civa uygulamasinin MDA

seviyelerini kontrol ve rutin-100 gruplarina gore artirdigi tespit edildi (p<0.001).

Karaciger MDA diizeyi

100 -
= 80 -
S -—
° v
> 60 d -
g
KRT)) C b
a a
| |
20
Kontrol Rutin 100 Civa Civa+Rutin | Civa+Rutin
50 100
m Std. hata 0,65 0,85 0,96 0,79 0,87
Ortalama 45,77 42,53 94,39 64,95 53,38

Sekil 4.4. Karaciger MDA diizeyi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu

karsilagtirma testine gore istatistiksel bir farklilik gostermektedir. p<0.05).
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Civa + rutin uygulamalariin her iki dozunun da artan bu diizeyi anlamli oranda
diistirdiigii (p<0.01) belirlendi. Ayrica kontrol ve yalnizca rutin-100 uygulanan gruplar
arasinda ise anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05).

4.1.5. Karaciger GSH Diizeyi

Karaciger GSH diizeyi kontrol grubu ile rutin-100 grubu arasinda anlamli bir
fark olmadig1 gozlendi. Civa uygulamasinin karaciger GSH diizeylerini kontrol grubuna
gore diistiriirken (p<0.001), civa ile kombine kullanilan rutin-50 ve rutin-100 mg/kg
dozlarinin Karaciger GSH diizeyini yalnizca civa uygulanan gruba gore artirdigi

(p<0.01) tespit edildi.

Karaciger GSH diizeyi
7~ -
6 ¢
_ v -
_\:2 5
s 4 -
% 3 - a 5
= b
g 27 c
1 - d
0
Kontrol Rutin 100 Civa Civa+Rutin | Civa+Rutin
50 100
m Std. hata 0,31 0,09 0,13 0,07 0,07
Ortalama 5,97 6,58 2,38 3,83 4,99

Sekil 4.5. Karaciger GSH diizeyi (Farkl harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu
kargilastirma testine gore istatistiksel bir farklilik gostermektedir. p<0.05).
4.1.6. Karaciger SOD Aktivitesi
Siiperoksit radikalinin etkisini 6nleyerek hiicreleri hasardan koruyan en 6nemli
enzimatik antioksidanlardan biri olan SOD, ayni zamanda antioksidan savunma
sisteminin giicii hakkinda fikir vermesiyle de onemlidir. Karaciger dokusu SOD

aktivitesi incelendiginde (Sekil 4.6) en yiiksek aktiviteye rutin-100 grubunun sahip
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oldugu belirlenirken, civa uygulamasi ile birlikte SOD aktivitesinde 6nemli bir diisiis
oldugu (p<0.001) tespit edildi. Civa + rutin kombinasyonlarinda ise enzim aktivitesinin
tekrar yiikseldigi (p<0.01) ve o6zellikle civa ile birlikte uygulanan rutin-100 dozunun

SOD aktivitesini artirmada daha etkili oldugu saptandi.

Karaciger SOD Aktivitesi
46 -~
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Kontrol Rutin 100 Civa Civa+Rutin | Civa+Rutin
50 100
m Std. hata 0,6 0,58 0,71 0,58 0,52
Ortalama 40,89 41,91 21,03 31,29 33,84

Sekil 4.6. Karaciger SOD aktivitesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey goklu
karsilagtirma testine gore istatistiksel bir farklilik gostermektedir. p<0.05).

4.1.7. Karaciger GPx Aktivitesi
Hiicre igin Onemli bir antioksidan enzim olan GPx, GSH varhiginda hiicrede
bulunan H202’in detoksifikasyonunu saglamakla gorevlidir. Kontrol grubu ile
kiyaslandiginda civa grubu GPx aktivitesinde istatistiksel olarak azalmanin oldugu
(p<0.001), civa ile birlikte her iki rutin (50 ve 100 mg/kg) dozlarinin uygulanmas: ile
aktivitede artma saptandi (p<0.01). Rutin-100 dozunun ise rutin-50 dozuna gore daha

etkili oldugu ancak aralarinda istatistiki fark olmadig tespit edildi.
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Karaciger GPx aktivitesi
=
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Kontrol Rutin 100 Civa Civa+Rutin | Civa+Rutin
50 100
m Std. hata 1,12 0,57 0,79 0,69 0,77
Ortalama| 42,58 44,3 22,47 31,2 34,2

Sekil 4.7. Karaciger GPx aktivitesi (Farkli harfle gdsterilen siitunlar, Tukey ¢oklu
karsilagtirma testine gore istatistiksel bir farklilik gostermektedir. p<0.05).

4.1.8. Karaciger KAT Aktivitesi

Hidrojen peroksidin yikimlanmasindan sorumlu enzim olan ve peroksizomlarda

bulunan KAT’in karaciger dokusundaki aktivitesi incelendi (Sekil 4.8)

Karaciger KAT Aktivitesi
60 ~
> -
= 50 -
T - -
S 4 -
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=2 b b
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\
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Kontrol Rutin 100 Civa Civa+Rutin | Civa+Rutin
50 100
m Std. hata 0,82 0,42 0,61 0,87 0,78
Ortalama 53,36 55,02 32,14 43,55 44 54

Sekil 4.8. Karaciger KAT aktivitesi (Farkli harfle gdsterilen siitunlar, Tukey goklu
karsilagtirma testine gore istatistiksel bir farklilik gdstermektedir (p<0.05).
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Yapilan ¢alismada kontrol ve rutin-100 gruplarinda benzer aktivite gozlenirken
(p>0.05), civa uygulamasi ile bu aktivitede azalma goriildii (p<0.001). Antioksidan
Ozelligi oldugu bilinen rutin’in 50 ve 100 mg/kg’lik dozlarmin civa ile kombine
kullanilmasi ile enzim aktivitesinde, civa grubuna gore artis oldugu belirlendi (p<0.01).

4.1.9. Karaciger NF-kB Seviyesi

NF-kB pro-anjiyojenik, pro-inflamatuar ve immiin-regiilator aktiviteleriyle
cesitli sitokinlerin ekspresyonunu kontrol eden birincil bir transkripsiyon faktoriidiir.!%
Karaciger NF-kB seviyesi incelendiginde (Sekil 4.9), civa uygulamasimnin NF-xB
seviyesini kontrol ve rutin-100 gruplarina gore artirdigi (p<0.001), civa ile birlikte her
iki rutin (50 ve 100 mg/kg) doz uygulamalarinin, artan NF-kB seviyesini istatistiksel

olarak anlamli diisiirdiigii (p<0.01) tespit edildi.

Karaciger NF-kB seviyesi
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Kontrol Rutin 100 Civa Civa+Rutin | Civat+Rutin
50 100
m Std. hata 0,76 0,94 1,61 1,02 0,71
Ortalama 81,53 80,14 121,07 94,55 90,56

Sekil 4.9. Karaciger NF-kB seviyesi (Farkl harfle gsterilen siitunlar, Tukey ¢oklu

karsilagtirma testine gore istatistiksel bir farklilik gostermektedir. p<0.05).

4.1.10. Karaciger TNF-a Seviyesi

Birgok pro-inflamatuar etkilere sahip bir sitokin olan TNF-o seviyesi

incelendiginde (sekil 4.10), kontrol ve rutin-100 gruplar1 arasinda istatiksel bir fark
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bulunamadi (p>0.05). Civa uygulamasinin karaciger TNF-o seviyelerini kontrol ve
rutin-100 gruplarma goére onemli 6lgiide artirdi (p<0.001). Civa + rutin-50 ve civa +
rutin-100 gruplarinin artan TNF-o diizeyini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde

diisiirdiigii (p<0.05) gozlemlendi.

Karaciger TNF-a Seviyesi
8 -
<
7 S
= >
% 6 / >
o
2 d
=] C
= 5 b
a a
l J
4
Kontrol Rutin 100 Civa Civa+Rutin | Civa+Rutin
50 100
m Std. hata 0,07 0,04 0,06 0,05 0,06
Ortalama 5,29 5,15 7,17 6,42 59

Sekil 4.10. Karaciger TNF-a Seviyesi (Farkl harfle gésterilen siitunlar, Tukey ¢oklu
kargilagtirma testine gore istatistiksel bir farklilik gostermektedir. p<0.05).

4.1.11. Karaciger IL-1p Seviyesi

IL-1PB bagisiklik ve inflamatuar cevabin diizenlenmesinde 6nemli bir rolii olan
bir sitokindir. Karaciger dokusu IL-1p seviyeleri incelendiginde, kontrol ve rutin-100
gruplar1 arasinda istatiksel bir fark bulunamadi (p>0.05). Civa uygulamasinin karaciger
IL-1B seviyelerini kontrol ve rutin-100 gruplarina kiyasla 6nemli o&lgiide artirdi
(p<0.001). Civa + rutin-50 ve Civa + rutin-100 gruplarinin artan IL-1p diizeyini civa

grubuna gore istatistiksel olarak anlaml bir sekilde diisiirdiigii saptandi (p<0.01).
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Karaciger IL-1p Diizeyi
yd
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Kontrol Rutin 100 Civa Civa+Rutin | Civa+Rutin
50 100
m Std. hata 0,42 0,33 0,59 0,34 0,34
Ortalama 42,67 41,58 57,42 47,21 46,27

Sekil 4.11. Karaciger IL-1p seviyesi (Farkl harfle gsterilen siitunlar, Tukey ¢oklu
karsilastirma testine gore istatistiksel bir farklilik gostermektedir. p<0.05).

4.1.12. Karaciger MAPK 14 Aktivitesi

Mitojen ile aktiflesen protein kinazlar (MAPK), hiicre zarindan ¢ekirdege
sinyalleri ileten merkezi sinyal molekiilleridir.!®® MAPK 14, hiicrede ROS birikimine
neden olan oksidatif stres tarafindan aktive edilen MAPK ailesinin bir iiyesidir.'8!
Karaciger dokusu MAPK 14 aktiviteleri incelendiginde, kontrol ve rutin-100 gruplari
arasinda istatiksel bir fark bulunmazken (p>0.05), civa uygulamasinin karaciger MAPK
14 aktivitelerini kontrol ve rutin-100 gruplarina kiyasla artirdig1 (p<0.001) tespit edildi.
Civa ile kombine kullanilan rutin-50 ve rutin-100 dozlarinin artmis olan MAPK 14
aktivitesini civa grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diisiirdiigii (p<0.01) belirlendi.

Civa ile birlikte uygulanan rutin-100 dozunun rutin-50 dozuna gore daha etkili oldugu

saptandi.
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Karaciger MAPK 14 Aktivitesi
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Kontrol Rutin 100 Civa Civa+Rutin | Civa+Rutin
50 100
m Std. hata 18,78 14,06 24,25 31,02 27,68
Ortalama| 2344,78 2295,95 5091,14 4137,62 2846,92

Sekil 4.12. Karaciger MAPK 14 aktivitesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu
karsilagtirma testine gore istatistiksel bir farklilik gostermektedir. p<0.05).

4.1.13. Karaciger Bcl3 Seviyesi

Karaciger dokusu Bcl3 seviyeleri incelendiginde (sekil 4.13), kontrol ve rutin-

100 gruplari arasinda istatiksel bir fark bulunamadi (p>0.05).

Karaciger Bcl3 Seviyesi
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Kontrol Rutin 100 Civa Civa+Rutin | Civa+Rutin
50 100
m Std. hata 0,19 0,23 0,33 0,26 0,45
Ortalama| 10,83 10,95 17,34 15,12 14,74

Sekil 4.13. Karaciger Bcl3 seviyesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu
kargilastirma testine gore istatistiksel bir farklilik gostermektedir. p<0.05).
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Civa uygulamasinin karaciger Bcl3 seviyesini kontrol ve rutin-100 gruplarina
kiyasla onemli ol¢iide artird1 (p<0.001). Civa ile beraber kullanilan rutin-50 ve rutin-
100 dozlarinin benzer sekilde artan Bcl3 seviyelerini civa grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde diisiirdiigii (p<0.05) belirlendi. Diger taraftan civa + rutin-50
ve civa + rutin-100 gruplar1 arasinda ise herhangi bir istatiksel fark bulunamadi
(p>0.05).

4.1.14. Karaciger p53 Seviyesi

p53 DNA hasarinin siddetine bagli olarak hiicre dongiisii, apoptoz veya hiicre
oliimiinii tetikleyebilen bir tiimér siipresor proteindir.?”® Buna gére, civa uygulamasinin
karaciger p53 seviyesini kontrol ve rutin-100 gruplarina kiyasla artirdi (p<0.001). Civa
ile beraber kullanilan rutin-50 ve rutin-100 dozlarmin benzer sekilde artan p53 diizeyini
civa grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde disiirdiigi (p<0.05) gozlendi.
Elde edilen bulgular 1s1ginda rutin maddesinin doz bagimli olarak p53 seviyelerini

azalttig1 belirlendi.

Karaciger p53 Seviyesi
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Kontrol Rutin 100 Civa Civa+Rutin | Civa+Rutin
50 100
m Std. hata 0,43 0,24 0,55 0,4 0,8
Ortalama 20,86 20,16 41,76 37,16 32,6

Sekil 4.14. Karaciger p53 seviyesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey goklu

kargilastirma testine gore istatistiksel bir farklilik géstermektedir. p<0.05).
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4.1.15. Karaciger Bax Seviyesi

Bax proteini apoptotik islemi kontrol eden ve p53 tiimor siipresoriiniin birincil
hedeflerinden biri olarak kabul edilen Bcl-2 ailesinin bir iiyesidir.?®! Karaciger Bax
seviyesi incelendiginde (4.15), civa uygulamasmin karaciger Bax seviyesini kontrol ve
rutin-100 gruplarina kiyasla artirdi (p<0.001). Civa ile beraber kullanilan rutin-50 ve
rutin-100 dozlarmin benzer sekilde artmis olan Bax diizeyini civa grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde disiirdii (p<0.05) . Civa + rutin-50 ve civa +
rutin-100 gruplari arasinda ise herhangi bir istatiksel fark bulunmazken (p>0.05), rutin

maddesinin Bax seviyesini azaltmada doza bagimli olmadigi belirlendi.

Karaciger Bax Seviyesi
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Kontrol Rutin 100 Civa Civa+Rutin | Civa+Rutin
50 100
m Std. hata 2,98 2,36 2,9 3,05 3,94
Ortalama| 201,19 194,69 284,97 252,29 247,02

Sekil 4.15. Karaciger Bax seviyesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu

karsilagtirma testine gore istatistiksel bir farklilik gostermektedir. p<0.05).

4.2. Bobrek Dokusu icin Biyokimyasal Bulgular

4.2.1. Serum Ure Diizeyi

Serum iire ve kreatinin genelde bobrek fonksiyon testleri olarak bilinir ve bobrek

hasarmi belirlemek amaciyla siklikla kullanilirlar. Buna gore, serum iire diizeyi
incelendiginde (sekil 4.16) kontrol ve rutin-100 grubunda serum iire diizeyinin
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istatistiksel olarak ayni oldugu (p>0.05) tespit edildi. Civa uygulamasinin serum tire
diizeyini anlaml1 olarak artirdig1 (p<0.001), civa ile beraber kullanilan rutin-50 ve rutin-

100 dozlarinin ise artan iire diizeyini anlamli bir sekilde doz bagimli olarak azalttig

saptand1 (p<0.01).
Serum Ure Diizeyi
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Kontrol Rutin 100 Civa Civa+Rutin | Civa+Rutin
50 100
m Std. hata 0,06 0,04 0,47 0,56 0,5
Ortalama 4,28 4,18 30,61 13,28 10,25

Sekil 4.16. Serum {ire diizeyi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey goklu
karstlastirma testine gore istatistiksel bir farkhilik gostermektedir. p<0.05).

4.2.2. Serum Kreatinin Diizeyi

Serum kreatinin diizeyi incelendiginde (sekil 4.17) kontrol ve rutin-100
grubunda serum kreatinin diizeylerinin istatistiksel olarak ayni oldugu (p>0.05)
belirlendi. Civa uygulamasinin serum Kkreatinin diizeyini anlamli olarak artirdigi
(p<0.001), civa ile beraber kullanilan rutin-50 ve rutin-100 dozlarinin ise artan serum
kreatinin diizeylerini azalttigi tespit edildi. (p<0.01). Serum Kkreatinin diizeylerini

azaltmada rutin-100 dozunun rutin-50 dozuna gore daha etkili oldugu saptandi.
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Serum Kreatinin Diizeyi
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Kontrol Rutin 100 Civa Civa+Rutin | Civa+Rutin
50 100
m Std. hata 0,01 0,01 0,03 0,02 0,03
Ortalama 0,6 0,57 3,5 1,52 1,08

Sekil 4.17. Serum kreatinin diizeyi (Farkl harfle gésterilen siitunlar, Tukey ¢oklu

karsilastirma testine gore istatistiksel bir farklilik gostermektedir. p<0.05).

4.2.3. Bobrek MDA Diizeyi

Bobrek MDA diizeyleri incelendiginde (Sekil 4.18) civa uygulamasinin bdbrek

MDA diizeylerini kontrol ve rutin-100 gruplarina gore artirdi (p<0.001).

Bobrek MDA Diizeyi
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Kontrol Rutin 100 Civa Civa+Rutin | Civa+Rutin
50 100
m Std. hata 0,77 0,68 2,05 2,13 1,62
Ortalama 33,78 32,17 116,4 72,97 50,03

Sekil 4.18. Bobrek MDA diizeyi (Farkl harfle gosterilen siitunlar, Tukey goklu
kargilastirma testine gore istatistiksel bir farklilik gostermektedir. p<0.05).
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Civa ile beraber kullanilan rutin-50 ve rutin-100 dozlarinin ise artan bu diizeyi
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diistirdigii (p<0.01) belirlendi. Bébrek MDA
diizeylerini azaltmada rutin-100 dozunun rutin-50 dozuna gore daha etkili oldugu
gozlendi.

4.2.4. Bobrek GSH Diizeyi

Bobrek dokusu GSH seviyesi igin (sekil 4.19) kontrol grubu ile rutin-100 grubu
arasinda anlamli bir fark gozlenmedi. Civa uygulamasinin bobrek GSH diizeylerini
kontrol grubuna goére azaltirken (p<0.001), civa ile beraber kullanilan rutin-50 ve rutin-

100 dozlarmin bobrek GSH diizeyini doz bagimli olarak artirdigi (p<0.05) saptandi.

Bobrek GSH diizeyi
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Kontrol Rutin 100 Civa Civa+Rutin | Civa+Rutin
50 100
m Std. hata 0,03 0,07 0,03 0,03 0,04
Ortalama 3,16 3,25 1,6 2,28 2,6

Sekil 4.19. Bobrek GSH diizeyi (Farkl harfle gdsterilen siitunlar, Tukey ¢oklu
kargilastirma testine gore istatistiksel bir farklilik gostermektedir. p<0.05).

4.2.5. Bobrek SOD Aktivitesi
Bobrek dokusu SOD aktivitesi incelendiginde (Sekil 4.20) kontrol grubu ile
rutin-100 grubu arasinda anlamli bir fark gozlenmezken (p>0.05), civa uygulamasi ile

birlikte SOD aktivitesinde 6nemli bir azalmanin oldugu (p<0.001), civa + rutin-50 ve
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civa + rutin-100 gruplarinda ise enzim aktivitesinin tekrar yiikseldigi tespit edildi

(p<0.01).
Bobrek SOD aktivitesi
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Kontrol Rutin 100 Civa Civa+Rutin | Civa+Rutin
50 100
m Std. hata 0,48 0,57 0,29 0,32 0,28
Ortalama 26,24 26,19 13,07 16,54 18,14

Sekil 4.20. Bobrek SOD aktivitesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey coklu
karsilastirma testine gore istatistiksel bir farklilik gostermektedir. p<0.05).

4.2.6. Bobrek GPx Aktivitesi

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda civa grubu GPx aktivitesinde istatistiksel
olarak azalma gozlendi (p<0.001). Civa ile birlikte her iki rutin (50 ve 100 mg/kg) doz
uygulamalarinin aktivitede artis gosterdigi tespit edildi (p<0.05). Boébrek GPx aktivitesi

artirmada rutin-100 dozunun rutin-50 dozuna gore daha etkili oldugu belirlendi.
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Bobrek GPx Aktivitesi
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Kontrol Rutin 100 Civa Civa+Rutin | Civa+Rutin
50 100
m Std. hata 0,51 0,76 0,53 0,38 0,52
Ortalama 33,63 33,65 13,39 17,14 22,35

Sekil 4.21. Bobrek GPx aktivitesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu

karsilastirma testine gore istatistiksel bir farklilik gostermektedir. p<0.05).

4.2.7. Bobrek KAT Aktivitesi

Yapilan ¢aligmada kontrol ve rutin-100 gruplarinda (sekil 4.22) benzer aktivite

gozlenirken (p>0.05), civa uygulamasi ile bu aktivitede azalma goriildii (p<0.001).

Bobrek KAT Aktivitesi
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Kontrol Rutin 100 Civa Civa+Rutin | Civa+Rutin
50 100
m Std. hata 0,44 1,49 0,38 0,5 0,38
Ortalama 30,64 32,66 17,75 23,01 24,96

Sekil 4.22. Bobrek KAT aktivitesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu

karsilagtirma testine gore istatistiksel bir farklilik gostermektedir. p<0.05).
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Antioksidan 6zelligi oldugu bilinen rutin’in 50 ve 100 mg/kg’lik dozlarinin civa
ile kombine kullanilmasi ile enzim aktivitesinde civa grubuna gore artis saglarken

(p<0.05), civa + rutin-50 ve civa + rutin-100 gruplar1 arasinda ise istatiksel bir fark
bulunamadi.

4.2.8. Bobrek NF-kB Seviyesi

Kontrol ve rutin-100 gruplari NF-xB seviyeleri arasinda (sekil 4.23) istatistiksel
bir fark bulunamazken (p>0.05), civa uygulamasi bobrek NF-kB seviyesini kontrol ve
rutin-100 gruplarina gore artirdi (p<0.001). Civa ile birlikte kullanilan her iki rutin

dozlarinin da artan NF-kB seviyesini istatistiksel olarak anlamli diisiirdii (p<0.01).

Bobrek NF-kB Seviyesi
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Kontrol Rutin 100 Civa Civa+Rutin | Civa+Rutin
50 100
m Std. hata 0,72 0,66 1,74 1,03 0,88
Ortalama 63,62 60,66 102,19 85,17 73,52

Sekil 4.23. Bobrek NF-«B seviyesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu
kargilastirma testine gore istatistiksel bir farklilik gostermektedir. p<0.05).

4.2.9. Bobrek TNF-a Seviyesi

Yapilan c¢alismada kontrol ve rutin-100 gruplari TNF-a seviyeleri arasinda
istatiksel bir fark bulunamadi (p>0.05). Civa uygulamasimin bobrek TNF-a seviyesini

kontrol ve rutin-100 gruplarina gore énemli 6l¢iide artirdi (p<0.001). Bununla birlikte




civa + rutin-50 ve civa + rutin-100 gruplarinin artan TNF-a diizeyini anlamli bir sekilde

distirdii (p<0.05).
Bobrek TNF-a Seviyesi
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Kontrol Rutin 100 Civa Civa+Rutin | Civa+Rutin
50 100
m Std. hata 0,07 0,04 0,05 0,05 0,04
Ortalama 4,26 4,16 5,76 5,05 4,95

Sekil 4.24. Bobrek TNF-a seviyesi (Farkli harfle gésterilen siitunlar, Tukey ¢oklu
karsilagtirma testine gore istatistiksel bir farklilik gostermektedir. p<0.05).

4.2.10. Bobrek IL-1p Seviyesi

Bobrek IL-1P seviyesi incelendiginde (sekil 4.25), kontrol ve rutin-100 gruplari
arasinda istatiksel bir fark bulunamadi (p>0.05). Civa uygulamasinin bobrek IL-18
seviyesini kontrol ve rutin-100 gruplarina kiyasla artirdig1 (p<0.001) tespit edildi. Civa

+ rutin-50 ve civa + rutin-100 gruplarinin artan IL-1B seviyesini civa grubuna gore

istatistiksel olarak diisiirdiigii (p<0.01) gézlendi.
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Bobrek IL-1p Seviyesi
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Kontrol Rutin 100 Civa Civa+Rutin | Civa+Rutin
50 100
m Std. hata 0,3 0,44 0,42 0,33 0,35
Ortalama 35,67 34,84 47,22 40,27 39,22

Sekil 4.25. Bobrek IL-10 seviyesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu karsilastirma

testine gore istatistiksel bir farklilik gostermektedir. p<0.05).

4.2.11. Bobrek IL-33 Diizeyleri

Bobrek IL-33 diizeyleri incelendiginde, kontrol ve rutin-100 gruplari arasinda

istatiksel bir fark bulunamadi (p>0.05).

Bobrek 1L-33 seviyesi
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Kontrol Rutin 100 Civa Civa+Rutin | Civa+Rutin
50 100
m Std. hata 0,02 0,01 0,02 0,02 0,01
Ortalama 1,26 1,22 2,72 2,2 1,61

testine gore istatistiksel bir farklilik gostermektedir. p<0.05).

Sekil 4.26. Bobrek 1L-33 seviyesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey coklu karsilastirma
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Civa uygulamasimin bobrek IL-33 seviyesini kontrol ve rutin-100 gruplarina
kiyasla artirdigi (p<0.001) tespit edildi. Civa + rutin-50 ve civa + rutin-100 gruplarinin
artan IL-33 seviyesini civa grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
distirdigii (p<0.05) belirlendi. Rutin-100 dozunun rutin-50 dozuna gore IL-33
seviyesini azaltmada daha etkili oldugu saptandi.

4.2.12. Bobrek MAPK 14 Aktivitesi

Bobrek MAPK 14 aktivitesi sekil 4.27° de gosterilmistir. Buna gore kontrol ve
rutin-100 gruplar arasinda istatiksel bir fark bulunmazken (p>0.05), civa uygulamasinin
bobrek MAPK 14 aktivitesini kontrol ve rutin-100 gruplarina kiyasla artirdi (p<0.001).
Civa ile beraber kullanilan rutin-50 ve rutin-100 dozlarmin artan MAPK 14 aktivitesini
civa grubuna gore anlamli olarak disiirdiigii (p<0.05) saptandi. Ayrica rutin-100

dozunun rutin-50 dozuna gore daha etkili oldugu tespit edildi.

Bobrek MAPK 14 Aktivitesi
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Kontrol Rutin 100 Civa Civa+Rutin | Civa+Rutin
50 100
m Std. hata 29,1 31,12 48,49 31,17 31,13
Ortalama| 3132,11 3044,7 6120,98 5201,37 3914,71

Sekil 4.27. Bobrek MAPK 14 Aktivitesi (Farkl: harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu

karsilagtirma testine gore istatistiksel bir farklilik gostermektedir. p<0.05).
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4.2.13. Bobrek Bcl3 Seviyesi

Bcl3 diizeyleri incelendiginde, kontrol ve rutin-100 gruplar1 arasinda istatiksel
bir fark bulunmazken (p>0.05), civa uygulamasinin bobrek Bcl3 diizeylerini kontrol ve
rutin-100 gruplarina Kiyasla 6nemli 6l¢tide artird1 (p<0.001). Civa ile beraber kullanilan

rutin-50 ve rutin-100 dozlarinin benzer sekilde artan Bcl3 diizeylerini civa grubuna goére

anlaml1 bir sekilde diisiirdiigii (p<0.05) belirlendi.

Bobrek Bcl3 seviyesi
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Kontrol Rutin 100 Civa Civa+Rutin | Civa+Rutin
50 100
m Std. hata 0,04 0,1 0,21 0,15 0,12
Ortalama 7,04 6,77 10,55 9,19 8,1

Sekil 4.28. Bobrek Bcl3 seviyesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey goklu
karsilagtirma testine gore istatistiksel bir farklilik gostermektedir. p<0.05).

4.2.14. Bobrek MPO Aktivitesi

MPO pro-inflamatuar ve pro-oksidatif ozelliklere sahip aktif makrofajlar ve
nétrofiller tarafindan salinan bir kemokindir.?%? Bébrek korteksindeki MPO aktivitesi
notrofil birikimin bir indeksidir. Bu nedenle, MPO aktivitesindeki bir artis, doku hasar
bolgesine inflamatuar infiltrasyonunu yansitir.?%® Yapilan calismada kontrol ve rutin-
100 gruplarinda benzer aktivite gozlenirken (p>0.05), civa uygulamasi ile bu aktivitede

artma gorildi (p<0.001). Antioksidan 6zelligi oldugu bilinen rutin’in 50 ve 100
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oldu (p<0.01).

mg/kg’lik dozlarinin civa ile kombine kullanilmasit MPO aktivitesinde azalisa neden

Bobrek MPO Aktivitesi
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Kontrol Rutin 100 Civa Civa+Rutin | Civa+Rutin
50 100
m Std. hata 3,92 2,46 4,58 5,75 3,59
Ortalama 269,01 258,57 496,83 318,65 305,56

Sekil 4.29. Bobrek MPO aktivitesi (Farkl harfle gosterilen siitunlar, Tukey coklu
karsilagtirma testine gore istatistiksel bir farklilik gostermektedir. p<0.05).

4.2.15. Bobrek p53 Seviyesi

Kontrol ve rutin-100 gruplar arasinda istatiksel bir fark bulunmazken (p>0.05),
civa uygulamasinin bobrek p53 seviyelerini kontrol ve rutin-100 gruplarina kiyasla
artirdi (p<0.001). Civa ile kombine kullanilan rutin-50 ve rutin-100 dozlarinin benzer
sekilde artan p53 seviyelerini civa grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde

diisiirdii (p<0.05).
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Bobrek p53 Seviyesi
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Kontrol Rutin 100 Civa Civa+Rutin | Civa+Rutin
50 100
m Std. hata 0,38 0,43 0,79 0,33 0,63
Ortalama 26,07 25,45 55,88 47,09 32,94

Sekil 4.30. Bobrek p53 seviyesi (Farkl harfle gosterilen siitunlar, Tukey oklu
karsilagtirma testine gore istatistiksel bir farklilik gostermektedir. p<0.05).

4.2.16. Bobrek Bax Seviyesi

Bobrek Bax seviyeleri incelendiginde (sekil 4.31), kontrol ve rutin-100 gruplari

arasinda istatiksel bir fark bulunamadi (p>0.05).

Bobrek Bax Seviyesi
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Kontrol Rutin 100 Civa Civa+Rutin | Civa+Rutin
50 100
m Std. hata 1,81 4,14 2,51 4,17 3,12
Ortalama 224,24 216,86 316,26 261,74 248,49

Sekil 4.31. Bobrek Bax seviyesi (Farkl harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu
kargilastirma testine gore istatistiksel bir farklilik gostermektedir. p<0.05).
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Civa uygulamas1 bobrek Bax seviyelerini kontrol ve rutin-100 gruplarina kiyasla
artirdi (p<0.001). Civa ile kombine kullanilan rutin-50 ve rutin-100 dozlarinin artan Bax
seviyelerini civa grubuna gore anlamli bir sekilde diistirdi (p<0.01).

4.2.17. Bobrek AQP-1 Seviyesi

AQP-1 renal proksimal tubiillerin bazolateral ve apikal membranlarinda bol
miktarda bulunan su kanal membran proteinleridir.2®* Bsbrek AQP-1 seviyeleri icin
kontrol grubu ile rutin-100 grubu arasinda anlamli bir fark gézlenmedi. Civa
uygulamasi bobrek AQP-1 seviyesini kontrol grubuna goére diisiirdii (p<0.001). Civa ile
beraber kullanilan rutin-50 ve rutin-100 dozlarmin bobrek AQP-1 diizeylerini doz

bagimli olarak artirdigi (p<<0.01) belirlendi.

Bobrek AQP-1 Seviyesi
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Kontrol Rutin 100 Civa Civa+Rutin | Civa+Rutin
50 100
m Std. hata 4,01 4,81 2,41 2,83 3,82
Ortalama| 313,95 311,19 124,56 229,62 281,01

Sekil 4.32. Bobrek AQP-1 seviyesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey goklu

kargilastirma testine gore istatistiksel bir farklilik géstermektedir. p<0.05).
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5. TARTISMA

Bu c¢alismada, civa (II) kloriir tarafindan indiiklenen toksisitenin ratlarda
karaciger ve bobrek hasarina neden oldugu bulundu. Deneysel sonuglar, rutin ile yapilan
tedavinin ratlarda oksidatif stres, inflamasyon ve apoptozu azaltarak civa (II) kloriir ile
indiiklenen karaciger ve bobrek hasarini azalttigini gosterdi.

Karaciger birgok onemli metabolik fonksiyonlarin diizenlenmesinden sorumlu
olan ve viicut homeostazin1 diizenleyen bir organdir.?® Karaciger hastaliklarinin
teshisinde en 6nemli biyomarkirlar olan serum AST, ALT ve ALP enzim aktiviteleri
incelenmektedir. Hiicrede bulunan bu enzimlerin plazma ya da seruma geg¢isi karaciger
hasarmin en 6nemli belirtisidir.?%

Serum ALT aktivitesinin diizeyi hepatositlere verilen zarar1 yansitir ve
hepatotoksisitenin oldukca hassas ve spesifik, klinik 6ncesi ve klinik biyo-belirteci
olarak kabul edilir. ALT karaciger hasarmim altin standart klinik kimyasi1 olarak da
kabul gormektedir.?” Serum AST aktivitesi, ALT aktivitesi ile karsilastirildiginda,
karaciger fonksiyonunun daha az spesifik bir biyolojik belirleyicisi olarak kabul edilir.
AST, hepatositlerin yani sira hasarli miyositlerden de salinmaktadir. Serum AST'nin
ALT'a orani, karaciger hasarini diger organ hasarlarindan ayirt etmek i¢in kullanilabilir.
AST kalp, beyin, iskelet kasi ve karaciger dokusunda lokalizedir. ALT ise esas olarak
karacigere lokalize olup, iskelet kas1 ve kalp dokusunda diisiik enzimatik aktivitelerde
bulunur.2-2% Bir diger enzim olan ALP, ¢oklu dokularda dzellikle hepatositlerde hiicre
zarlanyla iliskilidir. Monofosfatazlar alkali pH'ta hidrolize eder. Birkag alkali fosfataz
izoenzimi Karaciger, kemik, barsak, bobrek ve plasentada tanimlanmistir. ALP oncelikle
hepatobiliyer etkilerin ve kolestazin bir gostergesidir.?'

Karaciger hastaliklarinin teshisinde en énemli biyomarkirlar olan AST, ALT ve

ALP enzimlerin serum diizeyleri, civa (II) kloriir uygulamasi sonucu arttigini1 gosteren
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bircok calisma mevcuttur.?!21® Oda ve El-Ashmawy?!’ yaptiklar1 deneysel ¢alismada
civa (IT) klortir ile karaciger toksisitesi olusturduklar ratlarda serum AST, ALT ve ALP
enzim aktivitelerinde artis tespit etmislerdir. Bu c¢alismalar sonucunda, civa (II)
kloriir’iin hepatoseliiler nekroza veya membran hasarina yol agmasi sonucu, bu
enzimlerin kan dolasimma salinmasia neden oldugu bildirilmistir.?*" 21" 218 Belirtilen
literatiirlerle uyumlu olarak yapilan deneysel ¢alismamizda da civa (II) kloriir grubu
serum ALT, AST ve ALP aktivitelerinin kontrol grubuna gore arttig1 saptanmis ve bu
nedenle civa (II) kloriir’iin karaciger hiicre membranlarinda hasara yol agtigi kanisina
vartlmustir. Tedavi amaciyla verilen rutin (50 ve 100 mg/kg) uygulamasi ile artan enzim
aktivitelerinin  HgCl, grubuna kiyasla azaldigi tespit edilmistir. Yapilan bazi
caligmalarda metotreksat, siklofosfamid ve 5-flurourasil gibi kemoterapdtik ilaclarin
karacigere hasar vererek, serum AST, ALT ve ALP enzim aktivitelerini artirdigi ve
tedavi amaciyla verilen rutin maddesinin bu enzim aktivitelerini azalttig
bildirilmistir.'8% 21 220 Benzer sekilde yapilan birkag ¢alismada ise ratlarda kadminyum
ve kursun gibi agir metallerle deneysel karaciger toksisitesi olusturulmus ve serum
AST, ALT ve ALP enzim aktivitelerinin arttif1 belirlenmistir. Antioksidan 6zelligi
oldugu bilinen rutin’in bu enzim aktivitelerini diisiirdiigii saptanmistir.?%% 222

Tim insan ve hayvanlarda 6nemli rol oynayan bdbrekler; genel olarak kan
basincini, asit-baz dengesini, elektrolit dengesini ve hiicre dis1 sivi hacmini diizenleme
gibi birtakim fonksiyonlara sahiptir. Metabolik {iriinler, gesitli toksin maddeler, ilaglar
ve gida katki maddelerini idrar yoluyla viicuttan uzaklastirirlar.’®® 222 Ayrica diisiik
dozlarda; agir metaller™ 22* ve pestisitler?®® gibi ¢evresel toksik ajanlarin ve yiiksek
dozlarda ise antibiyotikler, kemoterapétik ajanlar ve steroid olmayan analjezik ilaglarin
cesitli yollarla viicuda alinmalarmin bébrek toksisitesine neden oldugu bildirilmistir.??

Serum {ire ve kreatinin diizeylerindeki artiglar bobrek toksisitesinin Snemli

gostergeleri olarak kabul edilirler ve bobrek fonksiyon testlerinde siklikla
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kullanilirlar.??” Memelilerin viicudunda proteinlerin yikilmasi sonucu meydana gelen
amonyak, karacigerde iireye doniistiiriiliir. Kana gecen iire, idrarla viicuttan atilir. Ure
degeri; dehidrasyon, bdobrek hastaliklart (glomerulonefrit, piyelonefrit, diyabetik
nefropati), ilaglar (aminoglikozidler ve diger antibiyotikler, diiiretikler, lityum,
kortikosteroidler), idrar yolu tikanmalar1 (prostat hipertrofi), gastrointestinal kanamalar
ve azalmis bobrek kan akimi gibi durumlarda yiikselirken, kotii beslenme, karaciger
hastaliklar1 ve gebeligin 3. trimesteri gibi durumlarda iire degeri diismektedir. Kreatinin,
kaslarda enerji deposu olarak rol alan kreatinin fosfatin yikimi ile olusan bir iriindiir.
Kisinin viicut ve kas kitlesine bagli olup sabit hizda iretilir. Kreatinin testi genellikle
bobrek fonksiyonlarini ve hastaliklarini degerlendirmek amaciyla rutin olarak kullanilan
testlerden biridir. Nefrotoksisite, akut tiibiiler nekroz, dehidratasyon ve transplantasyon
rejeksiyonu gibi durumlarda serum kreatinin seviyesi yiikselmektedir.?2® 22°

Civa (II) kloriir gibi inorganik civa tuzlarinin birincil hedef organi bobreklerdir.
Insan ve deney hayvanlarinda civa toksikasyonu sonucu ortaya cikan nefrotoksisite
semptomlar1 proksimal tiibiillerdeki fonksiyon bozukluklaridir. Civa (II) kloriir’iin
neden oldugu patofizyolojik belirtiler arasinda fosfatiiri, glukoziiri, ketoniiri ve
proteiniiri yer alir.3% 21 Agir metaller, plazma membranimnin proteini ile baglandiginda
metal-protein kompleksleri olusturarak ilgili dokuda hiicresel hasara neden olur. Civa
zehirlenmesi, bu tipteki komplekslerin olusumu yoluyla bobrek yetmezligine yol agar.™
232 Bazi calismalarda civanin bobrek epitelinde daha fazla birikmesi sonucu bobrek
hasarma neden oldugu rapor edilmistir.? 23 Civa (II) kloriir uygulanmasiyla karacigerin

yan1 sira bobreklerde de hasar olusturdugu yapilan birgok ¢alismada gosterilmistir.* 234

235
Agarwal ve ark.Z® civaya maruz biraktiklar1 siganlarda serum kreatinin
diizeyininin 6nemli 6l¢iide arttigini bildirmislerdir. Sarwar Alam ve ark.Z" civa (ll)

kloriir tedavisinin, serum iire ve kreatinin diizeylerininin kontrol grubu ile
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karsilastirildiginda, yaklasik 4.46 ve 3.19 kat arttigini gdzlemlediler. Joshi ve ark.?!
Sprague Dawley ratlarinda yaptiklari bir ¢alismada civa (II) kloriir uygulamasinin serum
iire ve kreatinin diizeylerini, kontrol grubuna goére sirasiyla yaklasik 3.9 ve 3.7 kat
arttirdigini tespit ettiler. Yapilan ¢alismada civa (II) kloriir ile toksikasyona ugramis
ratlarin serum iire ve kreatinin diizeyleri kontrol grubuna goére anlamli Olgiide artis
gosterdi. Tedavi amaciyla verilen 50 ve 100 mg/kg dozlarindaki rutin, civa grubuna
kiyasla bu degerleri 6nemli 6l¢tide azaltti. Civa (I) kloriir uygulanan siganlarda serum
tire ve kreatinin diizeylerinin yiikselmesi Onceki ¢alismalarin sonuglartyla uyum
gostermektedir. 238 2%

Civa uzun yillardan beri zehirli bir agir metal olarak kabul edilmektedir.?®® Civa
(IT) kloriir gibi inorganik civa tiirevleri, endojen biyomolekiillerin tiyol (-SH) gruplari
i¢in afiniteye sahiptir. Bu nedenle, yapisinda tiyol grubu bulunduran sistein, glutatyon
ve proteinler civa ile baglanarak islevlerini kaybederler. Ayrica civa lipit, protein ve
DNA gibi makromolekiillerin oksidasyonuna neden olup serbest radikalleri iiretir.12 240

Serbest radikaller Oz~ anyonu, OH- radikali, NO ve lipid radikalleri gibi
molekiillerdir.?!! Oksidatif hasar serbest radikallerin iiretilmesi ile ortaya cikar ve
sonugta lipidlere, proteinlere ve DNA'ya zarar verir. Bu nedenle enzim aktivitesinin
kaybina ve enzimlerin yapisal biitiinliigiiniin bozulmasina neden olabilirken, inflamatuar
proseslerini de aktive edebilir.?*! Civa (II) kloriir’iin toksik etkilerinin mitokondriyal i¢
membranin yapisal biitiinliigiinde degisimlere yol actigi, mitokondriyal GSH
diizeylerinin azalmasi ve mitokondriyal elektron tasima zinciri ile H2O2 olusumunun
artmasina neden oldugu ileri siiriilmektedir.?*?> Civa (II) kloriir’iin serbest radikal
iiretimini artirmasiyla hepatorenal toksisiteye neden oldugunu gosteren birgok caligsma
da mevcuttur,243-246

SOD, siiperoksit radikallerinin H2O2’e doniisiimiinii katalize ederken, KAT

H202’i suya déniistiiriir.?*” Bu nedenle, SOD-KAT sistemi oksidatif strese kars1 ilk
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savunma sistemini saglar ve bu enzimler aktif oksijen tiirlerini ortadan kaldirmak i¢in

birlikte c¢alhsirlar.t?2 248

GPx, hiicrelerin sitoplazmasinda bulunan antioksidan
selenoenzimdir. Bir substrat olarak GSH kullanan bu enzimin ana islevi, ¢oziinebilir
H202 ve alkil peroksidazlar1 azaltmaktir.?*® 20 GPx, okside GSH varliginda H20,’i suya
doniistiiriir.?>! Hiicre i¢i GPx aktivitesindeki azalmanin, civa (II) kloriir’iin GPx’in
substrat1 olan GSH’a baglanmas1 sonucu oldugu rapor edilmistir.*?®

Civa (II) kloriir’iin ¢esitli rat dokularinda SOD, KAT ve GPx aktivitelerini
onemli Olciide inhibe ettigi bildirilmistir.®> 22 Kalender ve ark.!? yaptiklar1 bir
calismada civa (II) kloriir uygulamasi sonucu ratlarda SOD, KAT ve GPx enzimlerinin
aktivitelerinde azalis tespit etmigler ve bu enzimlerin radikaller tarafindan inhibisyona
ugradiklarim1 bildirmisler. Benzer sekilde Joshi ve ark. civa (II) kloriir uyguladiklar
ratlarin karaciger ve bobrek dokularinda SOD, KAT ve GPx gibi antioksidan enzimlerin
aktivitelerinde azalisin oldugunu saptamislardir.?®* Yapilan baska bir calismada ise civa
(I1) kloriir kaynakli akut bobrek toksisitesi sonucu SOD, KAT ve GPx enzim
aktivitelerinde azalisin oldugu bulunmustur.?®®

Sunulan ¢alismada da elde ettigimiz veriler literatiirlerle tam bir uyum gostermis,
civa (II) kloriir grubu SOD, KAT ve GPx aktiviteleri azalirken rutin uygulamasinin her
iki dozunun da enzim aktivitelerinde artisa neden oldugu saptanmustir. Mirani ve ark.?*®
yaptiklar1 deneysel bir caligmada kadmiyum kaynakli karaciger toksisitesine bagl
olarak SOD, KAT, GST ve GPx enzim aktivitelerinde diisiis oldugunu tespit etmisler,
tedavi amaciyla verdikleri rutin’in, bu enzim aktivitelerini kontrol grubu degerlerine

getirdigini bulmuslar. Khan ve ark.?®’

potasyum bromat kaynakli bobrek hasarinda,
antioksidan enzim aktivitelerinin diisiik oldugunu ve tedavi amaciyla verdikleri rutin’in
antioksidan enzim aktivitelerini artirdigini saptamiglardir.

GSH, elektrofilik molekiilleri ve serbest radikal ara maddelerini baglayan baslica

tiyoldur. Antioksidan savunma sistemi, ekzojen ve endojen maddelerin metabolizmasi
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ve detoksifikasyonunda merkezi bir rol oynar.?** Civa (II) kloriir, GSH gibi endojen
tiyol molekiilleri i¢in yiiksek affiniteye sahiptir ve civa iyonlarinin toksisitesi, iki GSH
tripeptidi ile geri doniisiimsiiz baglanmalara neden olur.?®® Sunulan ¢alismada civa (l1)
kloriir toksikasyonunun karaciger ve bobreklerde GSH igerigini 6nemli 6l¢iide azaltip,
antioksidan potansiyeli diistirdiigii ve lipid peroksidasyonunu hizlandirarak hepatorenal
hasara yol agtig1 gozlenmistir. Tedavi amaciyla verilen rutin maddesinin her iki
dozunun karaciger ve bobrek GSH seviyelerini Civa (II) kloriir grubuna gore anlamli
derecede artirdig1 tespit edilmistir.

Doymamis yag asitlerinin peroksidasyonunun son {iriinii olan MDA, lipid
peroksidasyonun gostergesi olup, dolayli olarak hiicre ve dokularin hasar seviyesini
gosterir.??® Yapilan cesitli arastirmalarda civa (II) kloriir’iin asir1 serbest radikal
tiretimine neden oldugu, antioksidan savunma sisteminin yetersiz kaldigi ve bunun
sonucunda da hiicre membranlarinda lipid peroksidasyonun hizla gelistigi
bildirilmistir.2>%-2%! Literatiir bilgiler 1s181nda, sunulan ¢alismada da civa (IT) kloriir’iin
karaciger ve bobrek dokular1 MDA diizeylerini kontrol grubuna gore belirgin diizeyde
artirdigi, civa (II) kloriir ile birlikte kombine verilen rutin-50 ve rutin-100
uygulamalarinin ise MDA diizeylerini kontrol grubu seviyelerine yaklastirdigi, 6zellikle
rutin-100 uygulamasinin MDA diizeyini daha ¢ok azalttig1 saptanmig, bunun da rutin’in
antioksidan 6zelliginden kaynaklandigi sonucuna varilmistir. Yapilan bir¢ok calismada
baz1 agir metallerin ve kimyasal ajanlarin neden oldugu karaciger ve bobrek hasarinda
tedavi amaciyla verilen rutin’in lipid peroksidasyon olusumunu azaltarak MDA
diizeylerini diisiirdiigii belirlenmisgtir,18% 262-264

Sitokinler, inflamatuar bir uyarana cevap olarak viicuttaki cesitli hiicreler
tarafindan salgilanan diisiik molekiil agirlikli proteinler veya glikoproteinlerdir.?®®

Sitokinler yaklasik 25 kDa agirliginda kiigiik proteinler olup otokrin, parakrin ve
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endokrin yollarla spesifik reseptorlere baglanirlar.?®® Proliferasyon, farklilasma, immiin
hiicre aktivasyonu, hiicre sagkalimi, hiicre gocii ve hiicre 6liimiinii diizenlerler.?’
NF-«xB, hiicre biiylimesi, sag kalim1 ve hiicreleri apoptotik 6liim uyaranlarindan
koruyan cok cesitli genlerin ekspresyonunda rol alan bir transkripsiyon faktoriidiir.2%
Ayrica pro-anjiyojenik, pro-inflamatuar ve immiino-regiilator aktivitelere sahip birkag
sitokin ekspresyonunu kontrol eden bir Dbirincil transkripsiyon faktorii olarak
tanimlanir.’®® Memeli NF-«xB / Rel ailesinin bes iiyesi vardir. Bunlar; RelA (p65), RelB,
c-Rel, NF-kB1 (p50) ve NF-kB2 (p52)’dir.?*® Ayrica NF-kB, ROS’nin hiicre igi
seviyelerinde ve inflamasyon gibi hiicresel streste dnemli bir rol oynar.2’%?"® Normal
sartlar altinda, sitoplazmada 16kalize olan NF-kB bir heterodimerdir ve inhibitor {inite
inhibitori kB (IxkB) ile birlestirilir. Memeli IkB ailesinin iiyeleri arasinda IxkB o, IxkB B,
IxB ¢, IxB vy, Bcl3, p105 ve p100 bulunur.?™* 2 Bcl3, B-hiicreli lenfositik 16semide
kabul edilen bir onkogen olarak kesfedilmistir.?’® Sonraki yillarda, hiicresel
iltihaplanma tepkisinde gorev alan NF-kB sinyalizasyon kaskadiin bir diizenleyicisi
olarak bulunmustur.?’” Bununla birlikte, IxkB familyasinin diger iiyelerinin g¢ogunun
aksine, Bcl3, NF-xB sinyallemesinde yer alan transkripsiyon faktorlerinin bir
koaktivatérii olup c¢ekirdekte lokalize oldugu belirlenmistir.2’® NF-kB yolaginin
hedeflenmesi terapotik olarak onemlidir ¢linkii IL-1pB, interlokin-6 (IL-6), TNF-q,
siklooksijenaz-2 (COX-2) ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) gibi sitokin ve
enzimlerin gen regiilasyonu ve aktivasyonunda rol oynar.!8 27 280 NF-«B'nin
seviyesinde artis veya diizensizlikler ilseratif kolitis, Crohn hastaligi, romatoid artrit ve
astim gibi inflamatuar hastaliklarla iliskilendirilmektedir.?®* Bu nedenle NF-kB’nin
inhibisyonu tedavi amagli bir hedef olacagindan, karaciger ve bdbrek hasarinin
azaltilmasinda yararli olacag diisiiniilmektedir. Pal ve ark.?®? yaptiklar1 bir deneysel
calismada civa (II) kloriir uygulanan ratlarin karaciger dokusunda NF-kB

ekspresyonlarini kontrol grubuna kiyasla yliksek bulmuslardir. Yine benzer sekilde
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baska bir deneysel hiicre kiiltiirii ¢alismasinda ise civa (IT) kloriir uygulanan grupta NF-
kB diizeyinin yiiksek oldugu saptanmustir.?%® Sunulan ¢alismada da civa grubundaki NF-
kB ve Bcl3 diizeylerinin kontrol grubuna gore oldukca arttig1, antioksidan 6zelliginden
yararlanilan rutin‘in, civa ile birlikte destekleyici olarak verilmesinin karaciger ve
bobrek dokularit NF-kB ve Bcl3 diizeylerini azalttigi ve 6zellikle rutin-100 dozunun
daha etkili oldugu tespit edilmistir.

Sitokinler bir kaskat mekanizmasi seklinde salinir. Salinan ilk sitokinler arasinda
TNF-a ve IL-1p bulunur. Bunlar da diger proteinlerin iiretimini daha fazla uyarir 283 284
TNF-a, esas olarak monositler tarafindan iiretilen 17 kDa agirliginda bir proteindir.?%®
TNF-0, karaciger hasar1 ve sistematik toksisitenin birincil araci olan karaciger
makrofajlar tarafindan iiretilen proinflamatuar bir sitokindir.?®> 28 insanlarda TNF-
a'nin infiizyonu ates, hemodinamik anormallik, 16kopeni, yiikselmis karaciger enzimleri
ve koagiilopati ile sonuclanir?® TNF-a, hepatik stellat hiicrelerin harekete
gecirilmesinde ve karacigerde kolajen tip-I'in olusturulmasinda énemli bir role sahiptir.
Ayrica ekstraseliiler matriks ve histolojik hepatik fibrozun yeniden sekillenmesine
neden oldugu bildirilmistir. 28" 288 Bgbreklerdeki glomeriiler mezanjiyal hiicreler, TNF-
o'nmn primer kaynaklardir.?8® TNF-o, vazodilatatér ve vazokonstriiktif mediatdrlerin
alinmas1 i¢in mezanjiyal hiicreleri aktive ederek glomeriiler kan akisini1 ve glomeriiler
filtrasyon hizini azaltir. Glomeriiler filtrasyon hizinin azalmasi sonucu glomeriiler fibrin
birikmesi hiicresel infiltrasyon ve vazokonstriiksiyona neden olur. 2%

Moneim?! yaptigi bir calismada civa (II) kloriir ile toksikasyona ugrayan
ratlarin beyin dokusunda TNF-a seviyesinin kontrol grubuna gore arttigini bildirmistir.
Ayrica TNF-a 'min nitrik oksit iiretimini artirabilecegini ve ndronlar ile beynin diger
hiicrelerinde oksidatif fosforilasyon ve mitokondriyal solunum zincirini olumsuz

etkileyebilecegini rapor etmistir. Ghosh ve ark.?®?> Swiss albino farelerinde civa (l1)

kloriir toksikasyonu sonucu serum TNF-a seviyesini Kontrol grubuna gore yiiksek
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bulmuslardir. Benzer sekilde Sener ve ark.?®® deneysel civa (II) kloriir uygulanan
ratlarda karaciger ve bobrek toksisitesi olusturmuslardir. Deney sonucunda civa (I1)
kloriir grubunda bulunan ratlarin serum TNF-a degerleri kontrol grubuna gore yiiksek
bulunmustur. Yapilan ¢alismada elde edilen veriler literatiirlerle benzerdir, karaciger ve
bobrek dokulart TNF-a seviyeleri civa grubunda artarken, rutin uygulamasinin her iki
dozunun da TNF-a seviyelerinde azalisa neden oldugu saptanmustir.

Makrofajlar tarafindan tiretilen IL-1p, proliferasyon, farklilasma ve apoptoz gibi
hiicresel fonksiyonlarda gorev alan ve inflamatuar cevabinin diizenlenmesinde 6nemli
bir rol oynayan oncii sitokinlerden biridir.2®* 2% IL-1B, kan monositleri, beyin
mikrogliya, doku makrofajlar1 ve dendritik hiicrelerin bir iiriiniidiir.?%® 2°" Yapilan
calismada karaciger ve bobrek dokulari IL-1B diizeyleri civa (II) kloriir grubunda
artarken, rutin tedavisinin 50 ve 100 mg/kg’lik dozlarinin IL-1p diizeyinde azalisa
neden olmustur. Yeh ve ark.?®® lipopolisakkarit kaynakli akut karaciger hasarida IL-1p
diizeyini yiiksek bulmuslar, ayn1 ¢alismada lipopolisakkarit ile beraber verilen rutin’in
IL-1pB diizeyini azaltigin1 saptamislar. Pan ve ark.?®® deneysel calismalarinda, biliyer
tikanikligin neden oldugu karaciger hasarinda IL-1p diizeyinde artis oldugunu ve tedavi
amactyla verilen rutin maddesinin ise IL-1B diizeyini azaltip hepatik inflamasyonu
onledigini belirtmisler.

IL-33, proinflamatuar sitokin IL-1 siiper familyasinin bir {iyesidir ve son
zamanlarda bir sinyal reseptorii olarak kesfedilmistir.®® 0! Akut bobrek hasar,
diyabetik nefropati, kalp yetmezligi, miyokart enfarktiisii, otoimmiin hastaliklar ve
alerjik akciger hastaliklar1 gibi cesitli bozukluklarin patofizyolojisinde onemli bir rol
oynayan sitokinlerden biridir.3%? 1L-33, bir¢ok organin epitelyal ve endotelyal hiicreleri
gibi doku bariyer hiicreleri tarafindan yapisal olarak eksprese edilmesine ragmen,3% 304
makrofajlar ve dendritik hiicreler gibi baz1 dogustan gelen immiin hiicreler tarafindan da

ifade edilir3% 305 306 || .33 hem gelencksel bir hiicre dis1 sitokin hem de
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transkripsiyonel diizenleyici 6zelliklere sahip hiicre i¢i bir niikleer faktor olarak ikili
rollere sahiptir.3°" 3% 1L-33"{in bir niikleer faktdr olarak patofizyolojik rolii tam olarak
anlagilamamistir, ancak yakin zamanda yapilan bir calismada IL-33’tin NF-xB’yi
kestigini ve pro-inflamatuar sinyallemeyi azaltmak i¢in NF-xB ile tetiklenen gen
ekspresyonunu azalttig1 bildirilmistir.3%® Yapilan ¢alismada bobrek dokusu 1L-33 diizeyi
civa grubunda artarken, rutin uygulamasimin her iki dozunun da bu sitokin diizeyinde
azalisa neden oldugu saptanmustir.

MAPK ‘lar hiicre dis1 sinyallere, hiicresel tepkilerin aracilart olarak 6nemli
aktivitelere sahip olan prolin hedefli serin-treonin kinazlardir.3!® Memeli hiicreler igin
onemli olan baz1t MAPK tipleri genelde ekstraseliiler sinyal diizenlenmis kinaz, c-jun N-
terminal kinaz ve p38 kinaz igerir.3! MAPK 14, hiicrede ROS birikmesine yol agan
oksidatif stresle aktive edilen MAPK ailesinin bir iiyesidir.3'> MAPK 14'in
proinflamatuar molekiillerin, 6zellikle de TNF-a, IL-1B ve IL-6'"min diizenlenmesinde
onemli bir rol oynadig diisiiniilmektedir.3*> 3 Ayrica stresle aktive olan kinazlarm ana
izoformu oldugu ve aktivitesinin inflamatuar mediatorlerin, sitokinlerin ve antioksidan
genlerin ekspresyonunu kontrol ettigi bildirilmektedir.3® MAPK 14 yolu, NFxB gibi
transkripsiyon faktorlerinin transkripsiyonel aktivasyonu yoluyla inflamasyonda kritik
rol oynayan proinflamatuar sitokinlerin iiretimini diizenlerler ve bu sitokinlerin
inflamasyondaki roliinii gii¢lii bir sekilde desteklemektedirler.!® Bununla birlikte,
MAPK 14 sinyalizasyon yolu lizerindeki civanin dogrudan etkileri hakkinda ¢ok az
bilgi bulunmaktadir.®'” Sunulan ¢alismada da civa grubundaki MAPK 14 aktivitesinin
kontrol grubuna gore arttigi, antioksidan ozelliginden yararlanilan rutin‘in, civa ile
birlikte destekleyici olarak verilmesinin karaciger ve bobrek MAPK 14 seviyelerini
azalttig1 ve ozellikle rutin-100 dozunun daha etkili oldugu tespit edilmistir.

MPO, giiglii pro-inflamatuar ve pro-oksidatif 6zelliklere sahip aktive makrofajlar

ve notrofiller tarafindan salinan bir kemokindir.?®? Renal kortekste MPO aktivitesi
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notrofil birikiminin bir indeksidir; bu nedenle, MPO aktivitesindeki bir artis doku hasari
bolgesine iltihapl infiltrasyonu yansitir.?%® Ayrica MPO aktivitesinin oksidan kaynakli
doku hasarinda nétrofil infiltrasyonunun dolayli bir kaniti olarak kullanilir.?®®> ROS,
noétrofil tirevli MPO’1n varliginda HOCI iiretebilir ve antiproteazlarin deaktivasyonunu
ve latent proteazlarin aktivasyonunu baslatir, bu da doku hasarma neden olur.3'® Sener
ve ark.?® civa (II) kloriir’in neden oldugu karaciger, bobrek, akciger ve beyin
dokularinda MPO aktivitesini kontrol grubuna gore yiiksek oldugunu belirlemislerdir.
Yapilan ¢alismada civa uygulamast MPO aktivitesinde anlamli artisa neden olurken,
rutin (50 ve 100 mg/kg) dozlar1 bu etkiyi tersine g¢evirmistir. Bu nedenle, bu ¢alismanin
gozlemleri, civanin hem dogrudan hem de oksidatif hasari tesvik etmesi, doku
proteinlerine baglanmasi ve ayni zamanda ndtrofil infiltrasyonunu stimiile etmesi
sonucu doku hasarmi indiikledigini gostermistir. Birkag bilim adami tarafindan yapilan
etanol kaynakli gastrit lezyon ve indometazin kaynakli lilser deneylerinde artmis olan
MPO aktivitesinin rutin tarafindan azaldig: bildirilmistir,% 319

Apoptozis, doku homeostazini harekete gegiren oksidatif hasar da dahil olmak
lizere, cesitli fizyolojik ve patolojik uyaranlarin yol agtigi normal bir hiicre 6liim
siirecidir.®?® Oksidatif stres, agir metaller, ultraviyole radyasyon, anoksi, ksenobiyotik
ajanlar ve kalsiyum iyonoforlar1 gibi fiziksel ve kimyasal etkenlerin apoptozisi
tetikledigi bildirilmistir.? 32 322 p53 DNA hasarmimn siddetine bagli olarak hiicre
dongiisii, apoptozisi ve hiicre dliimiinii tetikleyebilen bir tiimor baskilayici proteindir.?%
Bcl-2 protein ailesi esas olarak apoptozisdeki 6nemli rollerinden dolayi siirekli ¢aligilan
ve gittikce onem arz eden bir konudur.®?® Bu aile, anti-apoptotik (6rnegin; Bcl-2, Bcl-
XL ve Mcl-1) ve pro-apoptotik (6rnegin; Bax, Bak, Bid ve Bad) iiyelerini igerir.3** Bcl-
2 familyasindan olan Bax proteini de apoptozisi tesvik eder, bu protein diizeyinin
artmasi bu siiregte onemli bir rol oynar. Bax proteini, apoptotik siireci kontrol eder ve

p53 tiimor baskilayicilarinin birincil hedeflerinden biri olarak kabul edilir. Bu apoptozis
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aktivasyonu, mitokondriyal membrani ge¢ip kaspazlari harekete geciren sitokrom c'nin
transkripsiyondan bagimsiz ve Bax bagimli salimmni igerir.20% 321 325,326

Son yillarda yapilan deneysel bir ¢alismada, civa (II) kloriir ile indiiklenen
hepatotoksisitede, sitokrom c, caspase-3, caspase-9 ve Bad gibi apoptotik markirlarin
ekspresyonlarinin artmasi sonucu apoptotik hiicre Oliimiiniin gergeklestigi rapor
edilmistir.?®? Benzer sekilde yapilan baska bir ¢alismada ise civa (II) kloriir verilen
ratlarin karaciger ve bobrek dokularinda anti-apoptotik markir ve Bax’in antagonisti
olan Bcl-2 ekspresyonunun kontrol grubuna gore azaldigi bildirilmistir.? Sunulan
calismada karaciger ve bobrek dokular1 p53 ve Bax seviyeleri civa grubunda artarken,
antioksidan 6zelligi oldugu diistiniilen rutin maddesinin her iki dozunun da p53 ve Bax
seviyelerinde azalisa neden oldugu saptanmistir. Karaciger ve bobrek dokularindaki
apoptotik etkiyi azaltmada rutin-100 dozunun rutin 50 dozuna gore daha etkili oldugu
tespit edilmistir. Ma ve ark.®?’ yaptiklar1 deneysel bir ¢alismada karbon tetrakloriir
kaynaklt bobrek hasarinda yaptiklari western blot yontemiyle p53 ve Bax
ekspresyonlarinda artis oldugunu, tedavi amaciyla verdikleri rutin’in bu artis1 azalttigini
bildirmigsler.

Aquaporinler (AQP), suyun bobrek tiibiiler epitelyum gibi gegirgen epitelyumu
boyunca hizla hareket etmesini saglayan su kanali membran-protein ailesinin

38 Bugiine kadar, 13 AQP izoformu (AQP0-AQP12) memelilerde

tyeleridir.
tanimlanmis ve karakterize edilmistir.3® AQP-1, renal proksimal tiibiillerin bazolateral
ve apikal membranlarinda bol miktarda bulunur.?* AQP-1, genelde ozmotik bir itme
kuvvetine yanit olarak hiicre zarlari boyunca su tasmmmasini arttiran bir pasif su
gozenegi olarak islev goriir.3® Katyon akisim etkin bir sekilde bloke ederek hiicre
membranmin sitozolik pH ve ozmotik basincimi korur.®¥* Civanin AQP-1 protein
diizeyini inhibe ettigine dair bilgi mevcut olmamasina ragmen bazi AQP izoformlari

332

tizerinde inhibisyon etkisi mevcuttur. Bottino ve ark.®” yaptiklar1 bir caligmada oral
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yolla verilen civanin mide dokusunda AQP-3 ve AQP-4, ince bagirsak dokusunda ise
AQP-7 proteinini inhibe ettigi bildirilmistir. Bu c¢alismada, rat bobrek dokularinda
AQP-1 su kanal proteininin civadan etkilenip etkilenmedigi test edilmistir. Yapilan
calismada civa ile indiiklenen bobreklerde AQP-1 protein diizeyi kontrol grubuna
kiyasla azalmistir. Doz bagimli rutin (50 ve 100 mg/kg) tedavileri, civa grubuna kiyasla
AQP-1 protein diizeyini 6nemli dlglide artirmustir.

Calisma sonunda elde edilen tiim bulgular gbéz Oniine alindiginda, c¢aligma

verilerinin mevcut literatiirler ile benzerlik gosterdigi goriilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, ratlarda civa (II) kloriir ile indiiklenen karaciger ve bobrek
hasarinda, antioksidan 6zelligi oldugu bilinen rutin’in Koruyucu etkisinin olup olmadigi
deneysel hayvan modeliyle gergeklestirilmistir. Deney sonuglar1 birkag adimda

Ozetlenecek olursa;

1. Calisma sonucunda elde edilen veriler 1s1ginda civa (II) kloriir’iin serum fire,
kreatinin diizeyleri ile birlikte serum AST, ALT ve ALP enzim aktivitelerini
artirdigi tespit edilmistir. Ayrica antioksidan savunma sistemini etkisiz hale
getirdigi ve bunun neticesinde lipid peroksidasyonunun arttigi tespit edilmistir.
Antioksidan 6zelligi bulunan rutin’in (50 ve 100 mg/kg) dozlarinin civa (II) klortir
ile birlikte kullanilmasinin antioksidan savunma sistemini kuvvetlendirdigi ve
serum lre, kreatinin diizeyleri ile birlikte serum AST, ALT ve ALP enzim
aktivitelerini diisiirdiigii belirlenmistir. Ozellikle rutin-100 dozunun civa (I1)
kloriir kaynakli karaciger ve bobrek hasarini azaltmada daha etkili oldugu
saptanmistir.

2. Calisma sonucunda civa (II) kloriir karaciger ve bobrek dokularinda NF-kB, TNF-
a, IL-1B, Bcl3, MAPK 14 gibi inflamatuar markirlarinin seviyelerinde artisa
neden olmustur. Ayrica bobrek dokusu IL-33 seviyesi ve MPO aktivitesini
artirmistir. Tedavi amaciyla verilen rutin (50 ve 100 mg/kg) dozlarmin artan bu
seviyeleri anlamli olarak diisiirdiigii ve rutin’in anti-inflamatuar 6zellik gosterdigi
belirlenmistir.

3. Calisma sonucunda civa (II) kloriir karaciger ve bobrek dokularinda p53 ve Bax
gibi apoptotik markirlarin seviyelerini artirmistir. Ayrica bobrek dokusunda su
kanali membran proteini olan AQP-1 seviyesinde azalisa neden olmustur. Tedavi

amaciyla verilen rutin (50 ve 100 mg/kg) dozlarinin artan bu seviyeleri anlaml
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olarak diisiirdiigli ve rutin’in anti-apoptotik 6zellik gosterdigi ve bobrek AQP-1

protein diizeyinde artisa neden oldugu belirlenmistir.

Elde edilen tiim veriler 1s18inda, bu ¢alismada rutin maddesinin civa (II) kloriir
kaynakli karaciger ve bobrek toksisitesinde antioksidan, anti-inflamatuar ve anti-
apoptotik ozelliklere sahip oldugu belirlenmistir. Daha 6nce civa (II) kloriir kaynakli
karaciger ve bobrek toksisitesinde, bu etkileri incelenmemis olan rutin’in civa (II) kloriir
toksikasyonuna maruz kalma durumlarinda destekleyici tedavi olarak kullanilmasinin

yararli olacagi kanaatine varilmistir.
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metni asagiya ¢ikarilmistir.

Bilgilerinizi ve geregini rica ederim.

Prof.Dr. Mehtap TAN
Enstitli Miidiiri

KARAR-04 : Enstitiimiiz Veterinerlik Biyokimyasi Anabilim Dali doktora programi
ogrencisi Ciineyt CAGLAYAN’1n tez konusunun belirlenmesine iliskin, Anabilim Dali
Bagkanliginin 12.12.2016 tarih ve 1600279660 sayili yazisi gortisiildii.

Yapilan goriismede; 2015-2016 egitim-6gretim yil1 giiz yartyilinda doktora egitimine
baslayan Ciineyt CAGLAYAN’in ders agamasini basariyla tamamladig1 ve 27.07.2016

tarihinde yeterlik sinavina girerek basarili oldugu dosyasinimn incelenmesinden anlagilmaktadir.

Adi1 gegen 6grencinin tez konusunun belirlenmesine iliskin doktora tez bagvuru formu, tez
izleme komitesi, tez onerisi toplant: tutanagi ve HADYEK karar1 incelenmis olup, tez
konusunun tez bagvuru formunda teklif edildigi sekli ile “Ratlarda Civa (II) Kloriir
Kaynakh Karaciger ve Bobrek Hasar1 Uzerine Rutin’in Etkilerinin Arastirilmasi” olarak
belirlenmesine, kararin 6grenciye ve Anabilim Dali Bagkanhgma bildirilmesine, oy birligiyle
karar verildi.

Bu belge, 5070 sayili Elektronik imza Kanununun 5. maddesi geregince giivenli elektronik imza ile imzalanmistir.
www.atauni.edu.tr adresinden dogrulama yapabilirsiniz. Dogrulama Kodu=831F3CB

121



EK-3.DENEY HAYVANLARI YEREL ETiK KURULU KARARI

T:6;
ATATURK UNIVERSITESI REKTORLUGU
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Baskanhigi

Sayr : 75296309-050.01.04-E.1600296655 09.12.2016
Konu: HADYEK Karari.

VETERINER FAKULTESI DEKANLIGINA

flgi : 11.11.2016 tarihli ve 36643897-000-E.1600268397 say1l1 belge.

flgide kayith yazimz; Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulumuzun
06.12.2016 tarih ve 8 sayili Oturumunda Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Bagvuru Formu
ve ekli belgeleri, gerekge, amag, yaklasim ve yontemler dikkate alinarak incelenmis ve
asagiya ¢ikarilan 161 no’lu karari ile sdzkonusu arastirma ¢aligmasinin yiiriitiilmesinin etik
kurallarina uygun olduguna mevcut oy birligiyle karar verilmistir.

Bilgilerinize arz ederim.

Toplanti Tarihi: 06.12.2016
Toplanti Sayisi : 8

KARAR NO 161: Atatiirk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dekanligi, Biyokimya
Anabilim Dali 8gretim iiyesi Dog.Dr.Fatih Mehmet KANDEMIR in yiiriitiiciiliigiinde,
Atatiirk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dekanliginin Biyokimya Anabilim Dali
Laboratuarinda yiiriitiilecek olan “Ratlarda Civa (II) Kloriir Kaynakh Karaciger ve
Bobrek Hasar1 Uzerine Rutin’in Etkilerinin Arastirilmasi” baghkl arastirma ¢alismasi ile
ilgili Veteriner Fakiiltesi Dekanliginin 11.11.2016 tarih ve 36643897-000-E.1600268397
say1li yazisi ile ekleri goriistildii.

Yapilan goriismelerden sonra; adi gegen arastirma ¢aligmasinin yiiriitiilmesinin, etik
kurallarma uygun oldugunun, mevcut oy birligi ile kabuliine; karar verildi.

Prof.Dr. Fikret CELEBI
Kurul Bagkam

Atatiirk Universitesi Veteriner Fakiiltesi 25240 Erzurum Bilgi: Mehmet KOCA
Tel: +90 442 2317222 Faks: +90 4422317244
Elektronik Ag: http://www.atauni.edu.tr/#!birim=veteriner-fakultesi E-Posta: vetfak@atauni.edu.tr

Kep Adresi: atauni@hs01.kep.tr

Bu belge, 5070 sayili Elektronik imza Kanununun 5. maddesi geregince giivenli elektronik imza ile imzalanmigtir.
www.atauni.edu.tr adresinden dogrulama yapabilirsiniz. Dogrulama Kodu=805758F
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