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ONUR SOZU
Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “2,3,7,8-TCDD (tetraklorodibenzo-p-
dioksin)’nin ratlarda olusturdugu oksidatif stres iizerine quercetinin koruyucu etkisinin
arastirilmas1” baglikli bu ¢alismanin bilimsel ahlak ve geleneklere aykir1 diisecek bir
yardima basvurmaksizin tarafimdan yazildigmi ve yararlandigim biitiin kaynaklarin,
hem metin i¢inde hem de kaynakc¢ada ydntemine uygun bi¢imde gosterilenlerden

olustugunu belirtir, bunu onurumla dogrularim.
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Yiksek Lisans Tezi

2,3,7,8-TCDD (TETRAKLORODIBENZO-P-DIOKSIN)’NIN RATLARDA
OLUSTURDUGU OKSIDATIF STRES UZERINE QUERCETININ KORUYUCU
ETKISININ ARASTIRILMASI

Oguz CAKIR

Inonii Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

xiv + 63 sayfa
2011
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Ilknur OZDEMIR

[lerleyen teknoloji ve yeni iiretim teknikleri biyokimyasal kirlenmeyi de
beraberinde getirmistir. Birgok toksik maddenin ¢evre ve canli organizmalar {izerine
etkileri tespit edilmekle birlikte, bu maddeler igerisinde dioksin ve dioksin benzeri
maddeler en ¢ok karsilasilan ve yliksek toksisiteye sahip olanlar arasindadir. Bu
caligmada, farkli dozlarda subkronik TCDD uygulamalarinin ratlarda oksidan-

antioksidan sistemler iizerine etkileri ve bu etkiler {izerine quercetinin koruyucu roliiniin

arastirilmasi1 amaglanmustir.

Calismada 250-350 g agirliginda toplam 28 adet Wistar Albino ki erkek rat
kullanildi. Ratlar her grupta 7 adet olacak sekilde 4 gruba ayrildi. Deney siiresi 8 hafta

olarak belirlendi. Calisma periyodu boyunca grup 1 kontrol grubu olarak belirlendi ve



0,5 mL musir yag1 gavajla uygulandi. Grup 2’ye 2 pg/kg dozunda 2,3,7,8-TCDD
(tetraklorodibenzo-p-dioksin), Grup 3’e 20 mg /kg Quercetin ve Grup 4’e Quercetin +
TCDD uygulandi. Sekiz hafta sonunda ratlar sakrifiye edilerek biyokimyasal analizler
icin kalp ve damar dokular1 alind1.

Kalp dokusu SOD, CAT ve GSH-Px aktiviteleri ve GSH diizeylerinin Grup 2’de
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigi belirlendi. Bu
enzim aktivitelerinin Grup 3’de istatistiksel olarak anlamli sekilde arttig1 belirlenirken,
GSH diizeylerinde ise istatistiksel olarak anlamli bir degisme olmadigi gbzlendi. SOD,
CAT ve GSH-Px aktiviteleri ve GSH diizeylerinin Grup 4’de Grup 2’ye gore
istatistiksel olarak anlaml1 bir sekilde arttig1 belirlendi.

Damar dokusu SOD, CAT ve GSH-Px aktiviteleri ve GSH diizeylerinin Grup
2’de kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigi; SOD ve GSH-
Px aktivitelerinin Grup 3’de ise istatistiksel olarak anlamli sekilde arttig1 belirlendi.
CAT aktivitesi ve GSH diizeyinde ise bu gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml
degismeler gozlenmedi. GSH-Px aktivitesinin Grup 4’de Grup 2’ye gore istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde artmasina karsin SOD ve CAT enzim aktivitelerinde ve GSH
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli degisme olmadig1 belirlendi.

Kalp ve damar dokularinda MDA diizeylerinin Grup 2’de kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir gsekilde arttigi belirlendi. Grup 3’de kontrol gurubuna
gore istatistiksel olarak anlamli degismeler gozlenmedi. MDA diizeylerinde Grup 4’de
Grup 2’ye gore istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmalar oldugu belirlendi.

Sonug olarak; quercetinin, kalp-damar sisteminde TCDD’nin neden oldugu lipid
peroksidasyonu azalttig1, antioksidan enzim aktivitelerini artirdig1 ortaya konulmustur.
Quercetinin bu yararli etkileri g6z Oniine alindiginda, TCDD ve diger cevresel
kirleticilerin neden oldugu veya olacag: toksisitelerde tedavi amacl kullanilabilecegi

kanaatine varilabilir.

ANAHTAR KELIMELER: TCDD, quercetin, oksidatif stres, kalp-damar sistemi,

lipid peroksidasyonu, antioksidan enzimler.
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Advancing technology and new production techniques have brought biochemical
pollution with them. Although the effects of many toxic substances have been found on
the environment and living organisms, dioxin and dioxin-like substances are among the
most commonly encountered and have the highest toxicity. The aim of this study was to
investigate the effects of sub-chronic TCDD applications at different dosages on
oxidant-antioxidant systems in rats, and the protective role of quercetin in this respect.

A total of 28 male Wistar Albino rats weighing between 250-350 g were used in
the present study. Rats were divided into four groups each of which including seven
rats. The experiment period was planned as 8 weeks. During the study period, Group 1

was the control group and 0.5 mL of corn oil was applied with gavage. Group 2 was

iv



applied 2 mg / kg 2,3,7,8-TCDD (tetrachlo-p-dioxin), Group 3 was applied 20 mg/kg of
quercetin and Group 4 was applied quercetin + TCDD. At the end of the eighth week,
the rats were sacrificed and their heart and vascular tissues were taken for biochemical
analysis.

It was observed that hearth tissue SOD, CAT and GSH-Px activities and GSH
levels have significantly reduced in Group 2 compared to control group. Although the
increase in these enzyme activities is statistically significant in Group 3, no significant
change has been observed in their GSH levels. It was observed that the increase in SOD,
CAT and GSH-Px levels in Group 4 is statistically significant than Group 2.

It was observed that the decrease in vascular tissues SOD, CAT and GSH-Px
activities and GSH levels in Group 2 was statistically significant; the increase in SOD
and GSH-Px activities in Group 3 was statistically significant. But in terms of CAT
activities and GSH levels no statistically significant change was observed between these
two groups. While the increase in GSH-Px activities in Group 4 was statistically
significant than Group 2, no significant change has been observed between these
groups.

It was determined that the increase in MDA levels in hearth and vascular tissues
in Group 2 was statistically significant than control group. But no statistically
significant change was observed in Group 3 than control group. It was determined that
the decrease in MDA levels in Group 4 was statistically significant than Group 2.

In conclusion, the results of the study in cardiovascular system showed that
quercetin decreased TCDD-induced lipid peroxidation, and supported antioxidant
activity. Therefore, it can be suggested that quercetin has the potential for the treatment

against the toxicity caused by TCDD and/or other environmental contaminants.

KEYWORDS: TCDD, quercetin, oxidative stress, cardiovascular system, lipid

peroxidation, antioxidant enzymes.
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1. GiRiS VE KURAMSAL TEMELLER
1.1. Dioksin ve Benzeri Bilesikler

Benzer kimyasal yapiya ve canlilar {izerinde benzer etkilere sahip olduklarindan
bu bilesikler dioksinli veya dioksin ve benzeri bilesikler olarak isimlendirilirler.
Poliklorludibenzo-para-dioksinler (PCDD), poliklorludibenzo furanlar (PCDF) ve
poliklorlu bifeniller (PCB) suda ¢ok az ¢oziindiiklerinden metabolik ve c¢evresel
yikimlara dayanikli ve dogada kararli durumda bulunan yiiksek derecede zehirli, genis
yayilim alanina sahip ¢evresel kirleticilerdir [1]. 75 PCDD, 135 PCDF ve 209 PCB
giiniimiize kadar tanimlanmistir. Bu bilesikler toprak, su, hava ve canlilarin 6zellikle
yag dokularinda birikim gosterirler [2].

Endiistrinin gelismesiyle beraber ¢evreye yayilan dioksin miktarlarindaki artisa
bagli olarak insan sagligi agisindan neden olduklar kardiyovaskiiler hastaliklar, hormon
ve lreme sistemi fonksiyon bozukluklari, kanser, immun sistem bozukluklar1 ve
kloroakne gibi bircok toksik etkilerde de artis olacagi diisiiniilmektedir. Bu nedenle
dioksinli bilesiklerin kaynaklari, etki mekanizmalari, toksikokinetik 6zellikleri, giinliik
alim miktarlar1 ve olusturdugu saglik risklerinin belirlenmesi oldukca 6nemlidir [3].

Dioksin bilesikleri, yapilarinda hidrojen, karbon, oksijen atomlar1 bulunduran ve
yapilarindaki karbon atomlariin klorlanmasiyla sekillenen, sivi haldeyken renksiz ve
kristalize goriiniimlii kimyasallardir [4]. Dioksinli bilesiklerin genel yapisi Sekil 1.1.’de

verilmigtir.
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Sekil 1.1. Dioksinli bilesiklerin genel yapis1 [2].

Bu bilesiklerin toksik etkileri, klor gruplarinin molekiilde baglandiklar1 karbon
atomlarma gore degisiklik gdsterir. Ornegin 1,2,3,4,6,7,8-HpCDD bilesiginin Toksik
Esdeger Faktor (TEF) degeri 0.01 iken 1,2,3,4,7,8-HxCDD’nin TEF degeri 0.1 olup bu
bilesik 1,2,3,4,5,7,8-HpCDD bilesiginden 100 kat daha zehirlidir [5]. Bu bilesikler
icinde en zehirli olam 2,3,7,8-TCDD olup renksiz, kokusuz ve sivi haldeyken kristalize
goriinimlii  bir bilesiktir [2]. 2,3,7,8-TCDD’nin kimyasal yapist Sekil 1.2.°de

sunulmustur.
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Sekil 1.2. 2,3,7,8-TCDD (Tetraklorodibenzo-p-dioksin)’in kimyasal yapisi [2].

PCB’ler kimyasal olarak PCDD/F’lere ¢ok benzediginden “dioksin benzeri”
bilesikler olarak adlandirilmaktadirlar ve tek klorlu iiyelerden tamamen klorlanmis 9
klorlu iiyelerine kadar 209 iiye igermektedir [6]. PCB’lerinde biyolojik ve toksik etkileri
PCDD/F’ler gibi hem klor sayilarina hem de aromatik cekirdek etrafindaki klor
pozisyonlarma bagl olarak degisebilmektedir [7].

1.1.1. Toksik esdeger faktorleri ve toksik esdegerlikler

Toksik Esdegerlik Faktorleri (TEF); Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan
dioksin ve benzeri bilesiklerin zehirliliklerini belirlemek amaciyla, bu bilesiklerden
2,3,7,8-TCDD temel alinarak her bir dioksin bilesigine verilen ortalama zehirlilik
faktorii olarak tanimlanmaktadir. TEF degeri; bilesige uzun-kisa siireli maruz kalma
durumu, in vivo ve in vitro biyokimyasal reaksiyonlar géz Oniinde bulundurularak
belirlenmektedir [8].

Cevre ortaminda PCDD, PCDF ve PCB ler kompleks karisimlar olarak ortaya
cikmaktadir. Bu durum dioksinler i¢in ¢evre ve insan saglhigi risklerinin
degerlendirilmesini zorlastirmaktadir. Bu nedenle toksik esdeger faktdr konjenerlerin
kompleks bir karigiminin toplam zehirliliginin tek bir sayisal deger veya “Toksik
Esdeger Konsantrasyon (TEQ)” araciligiyla gosterilmesine izin vermesidir. Her bir
konjenerin TEQ katkisi, o konjenerin TEF degeri ile her bir bilesigin miktarinin
carpilmasiyla hesaplanmaktadir. Bu yaklasim bu karisgimlara maruziyetin diizenli
kontrolii ve risk degerlendirmesini kolaylastirmaktadir [6,9].

Dioksin ve benzeri bilesikler i¢inde 2,3,7,8-TCDD en zehirli bilesik olup; bu
bakimdan, TEF faktorii toksisite siralamasinda 1,0 degerine sahiptir. Diger bilesiklere
ise 2,3,7,8-TCDD’nin TEF degeri baz alinarak daha diisiik TEF degerleri verilmistir.
Dolayisiyla, herhangi bir PCDD/F karisgimimnin 2,3,7,8-TCDD’ye gore zehirliligi,
karisimda bulunan 2,3,7,8- konumlu konjenerlerin konsantrasyonlarinin bu bilesiklere

ait TEF degeriyle carpilmasi yoluyla bulunabilmektedir. Elde edilen sonuglar Toksik



Esdegerlik Konsantrasyon (TEQ) olarak adlandirilir. Karisimin toplam TEQ degeri ise
tekil TEQ’lerin toplanmas1 ile elde edilmektedir. Uluslararas1 kabulde dioksin ve
benzeri bilesiklerin zehirli dozlar agirlik (g, mg, ng, pg)/TEQ olarak ifade edilmektedir
[6,9].

Periyodik olarak bu TEF degerleri yeni toksikolojik verilere bagli olarak tekrar
diizenlenmektedir. DSO tarafindan PCDD/F’ler i¢in 1998’de kabul edilen TEF degerleri
Tablo 1.1.’de verilmistir [9].

Tablo 1.1. Dioksinlerin DSO’ye gore TEF degerleri [9].

Grup Uye TEF Degeri

2,3,7.8-TCDD .
1,2.3,7,8-PeCDD |
1,2,3,4,7,8-HxCDD 0.1
reop 1,2.,3,6,7.8-HxCDD 01
1,2,3,7,8,9-HxCDD ol
1,2.3,4,6,7,8-HpCDD 0.01
OCDD 0.001
2,3,7.8-TCDF 0.1
1,2,3,7,8-PeCDF 0.05
2,3,4,7,8-PeCDF 0.5
PCDF 1,2.3,4,7.8-HxCDF 0.1
1,2.3,6,7.8-HxCDF 0.1
1,2.3,7,8,9-HxCDF 0.1
2,3,4,6,7.8-HxCDF 0.1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0.01
1,2,3,4,7.8,9-HpCDF 0.01
OCDF 0,0001
3,4,4'5-TCB 00001
3,3,4,4-TCB 0.0001
3,3,4,45-PeCB 0.1
PCB 3,34,4.5,5-HxCB 0.01
2,3,3'4,4'-PeCB 0.0001
2,3,44',5-PeCB 0.0005
2,3.4,4.5-PeCB 0.0001
2'3,4,4,5-PeCB 0.0001
2,3,3'4,4'5-HxCB 0.0005
2,3,3'4.4'5-HxCB 0.0001
2,3.4,45,5-HxCB 0.00001
2,3,3'4,4'5,5-HpCB 0.0001




1.1.2. Dioksin kaynaklari ve olusumu

Dioksinli bilesikler, laboratuarlardaki kimyasal analizlerde kullanilmak {izere
tiretilmeleri haricinde higbir zaman kullanim amacli olarak sentezlenmemistir. Tabiatta
bulunan dioksinli bilesikler kimyasal olaylara ve yiiksek 1siya bagli olarak olusurlar.
Dogada ¢esitli amaglarla kullanilan kimyasal maddelerin bir yan iiriinii olarak dioksin
sekillenmesi kimyasal siire¢ olarak tanimlanir. Genellikle klorlu yapiya sahip kimyasal
maddelerin ve organik bilesiklerin alkali ortamda 150-250 °C sicakliklarda
reaksiyonlar1 sonucu dioksinli bilesikler agiga c¢ikar [10]. Zirai miicadelede yaygin
olarak kullanilan 2,4,5 —triklorofenolden elde edilen hexaklorofen ve pentaklorofenin
kullanimi sirasinda ¢ok miktarda dioksin tlirevinin agiga ¢iktigi bildirilmektedir [11].

Dioksinler yiiksek derecede sicakliga (250-450 °C) bagh olarak, bazi doga
olaylar1 ve endiistriyel iglemler sirasinda da agiga ¢ikmasi termal siire¢ olarak tanimlanir
[10]. Bu siiregte dioksin olusumuna neden olan kaynaklar arasinda cesitli atiklarin
yakilmasi, bazi metallerin eritilmesi, volkanik patlamalar, orman yanginlari, fosil
yakitlarin kullanimi, asfalt iiretimi, kagit ve PVC endiistrisi sayilabilir [8,12].

Kimyasal ve termal siirecler sirasinda ag¢iga c¢ikan dioksinli bilesikler su, toprak,
hayvansal dokular ve bitkilerde birikirler. Bu bilesiklerin yagda ¢oziiniirliik oranlari
fazla oldugundan 6zellikle organik maddeler, toprak ve bitkilerde daha yogun olarak
birikmektedir [13]. Dogada bulunan dioksinli bilesikler 6zellikle bitkiler yolu ile
hayvanlar tarafindan alinir ve hayvanlarin yag dokularinda birikerek kararli durumda
bulunurlar. insanlar, dioksin bilesiklerini hayvansal ve bitkisel gidalar yoluyla alarak
dioksine maruz kalirlar. Insanlardaki dioksin zehirlenmelerinin % 90’inin besin zinciri

yoluyla oldugu bildirilmektedir [5].

1.1.3. Dioksinin etki mekanizmasi

Dioksin ve benzeri bilesiklerin toksik ve biyokimyasal etkilerinin tamami
olmasa da bir ¢ogunu, onlar1 yiiksek ilgiyle baglayan aril hidrokarbon reseptorleri
(AhR) olarak bilinen spesifik reseptor ailesi vasitasiyla gergeklestirdigi bilinmektedir
[14].

AhR reseptorleri, bHLH-PAS siiperfamilyasindan DNA  transkripsiyon
faktorlerinden olup, steroit reseptdrler gibi hiicre sitopldzmasinda bulunan ve viicutta
100 den fazla genin sentezlenmesine aracilik eden niiklear reseptorlerdir [15].
Reseptoriin fizyolojik rolii heniiz tam olarak anlasilmamis olmasma ragmen hiicre

fizyolojisinde 6nemli bir rol oynadig1 diisiiniilmektedir. AhR’ler normal sartlarda aktive
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edildiklerinde hiicrede iki Onemli olaya aracilik ederler. Etkin reseptorler,
sitoplazmadan ¢ekirdege gecerek DNA’nin ilgili kismina baglanir ve gen
traskripsyonunu saglarlar, Ayrica bu reseptorler araciligiyla tirozin kinazin erken
uyarilmasi gergeklesir [5].

Dioksinli bilesikler; AhR reseptorlerine, sitoplazmadaki HSP 90 geni
araciliginda baglanarak reseptdriin uyarilmasina neden olurlar [16]. Bu sekilde olusan
dioxin reseptor-dimer yapisi cekirdege geger ve hiicre c¢ekirdeginde aril niiklear
translokaz (ARNT) ile baglanarak heterodimer bir yap1 olusturur. Bu heterodimer yap1
DNA iizerindeki cevap elementine [(dioksin cevap elementi (DRE)), (AHRE)] baglanir
ve uyarilma sonucunda DNA’daki gen sentezini degistirir [17]. Dioksinli bilesiklerin
AhR reseptorlerini uyarmasi ile pek cok gen sentezinde artis olurken, bazi genlerin
sentezinde ise baskilanma olabilir [18].

Dioksinlerin neden oldugu gen sentezindeki degisimler sonucunda; bu
bilesiklerin neden oldugu zehirli etkiler ortaya ¢ikar. Bunun yani sira dioksinlerin neden
oldugu bazi zehirlenme olaylarinin AhR reseptorleri araciliginda olusmadigi ve bu
etkilerin agiga ¢ikmasi i¢in bilesiklere daha yiiksek dozda maruz kalinmasi gerektigi
bildirilmektedir [19].

Genel olarak dioksinli bilesiklerin toksik etkileri, yogun olarak karacigerde
sentezlenen CYP1A1, CYP1A2, CYP1BI1 ve diger CYP genlerinin sentezlenmesindeki
artisa bagli olarak olusan; gelisme bozukluklari, timus atrofisi, epitelyal bozuklar,
karaciger hasari, bagisiklik yetmezligi ve kanser seklinde ortaya ¢ikabilir. CYP
genlerinin viicuttaki birincil fonksiyonu ilaclarin biyotranformasyonlarinda gorevli olan
faz 1 (sitokrom p-450 enzimleri) ve faz 2 (Glutatyon-s-transferaz ve UDP glukronil
transferaz) enzimlerinin sentezlenmesidir. Biyotransformasyonda goérevli olan bu
enzimler; ilaglar ile bazi kimyasallarin (ksenobiyotikler) detoksifikasyonunda rol
oynamalarinin yani1 sira poliaromatik hidrokarbonlarin metabolik aktivasyonuna da
neden olurlar [17,20]. Hiicrelerde dioksinlerin etki mekanizmasinin sematik bir modeli

Sekil 1.3.’de verilmistir.



Hipoksi

Sitoplazma

Dioksinler
Or. TCDD

Protein
Kinazlar
Trnnslukak
TCDD-AhR-Arnt
Kompleksi

l DNA Polimerazlar

Niikleus

RNA

Polimerazlar

Protein
Sentezi

Hiicre Cogalmasi

Sekil 1.3. Hiicrede dioksinlerin etkisinin sematik bir modeli [21].

1.1.4. Dioksinlerin toksikokinetikleri
1.1.4.1. Emilim ve dagilimi

Dioksinler; sindirim, deri ve solunum yolu ile viicuda alinan ve emilim oran,
bilesigin tiiriine, emilim yoluna ve ortama baglh olarak degisen bilesiklerdir. Bu
bilesiklerdeki klor iyonu sayisi ve baglanma sekli, zehirliliklerinde oldugu gibi
emilimlerinde de oldukca etkilidir. Klor iyonlari, bilesige lateral olarak baglanirsa,
Ornegin; 2,3,7 ve 8. karbon atomlarma bagli olduklarinda, bilesigin yagda ¢oziiniirliigii
ve dolayist ile emilim orani artar [22]. Dioksin zehirlenmelerinde bulagsma %90
oraninda agiz yoluyla olmakla birlikte; fabrika patlamalari, orman yanginlar gibi
durumlarda her ii¢ yoldan da bulagsma olabilir. Dioksin bilesikleri yagda iyi
¢oziindiiklerinden ortamdaki yag oranmi ile emilim arasinda pozitif yonde bir iligki
vardir. TCDD agiz yolu ile bitkisel yagda ¢ozdiiriilerek verildiginde %90 oraninda
emilirken diyetle karistirildiginda bu oran %50-60’a kadar diismektedir. Hayvan tiirleri
arasinda sindirim kanalindaki emilim oranlar1 agisindan ¢ok biiyiik farkliliklar yoktur
[23].

Dioksinler viicuda alindiktan sonra temel olarak kan, kaslar, karaciger ve yag

dokuda dagilirlar. Ancak, bu bilesikler 6zellikle karaciger ve yag dokuda birikme
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ozelligi gosterirler. Yapilan bir ¢aligmada [24] deneysel olarak ratlara, damar i¢i yolla
verilen 2,3,7,8-TCDD’nin 24 saat i¢inde doku dagiliminin tamamlandigi ve bu siire
sonunda yag dokuda birikimin en fazla oldugu tespit edilmistir. Dioksinli bilesikler,
karacigerde AhR reseptorleri araciliginda aktive ettikleri hepatik baglayici proteinlere
bagli olarak bulunur ve non-lineer doza bagimli doku dagilimina sebep olurlar [25].
Karaciger ve yag dokuda bulunan depo edilmis bu bilesiklerin yeniden dagilima
ugrayarak akciger, dalak, timus ve viicudun diger organlarina ulastig1 bildirilmektedir
[24]. Dioksinli bilesiklerin viicutta dagilimlar1 bilesige maruz kalma miktar1 ve hayvan
tiriine gore farklilik gosterir. 2,3,7,8-TCDD’nin yag doku ve karacigerde tiirlere gore
farkli oranda dagildigi belirtilmesine ragmen diger bilesikler icin bu durum
bildirilmemistir [26]. Dagilim sirasinda serumdaki dioksin konsantrasyonu ile yag doku
ve diger viicut kisimlarindaki konsantrasyon arasinda ters bir iliskinin oldugu

bildirilmektedir [27].

1.1.4.2. Dioksinin metabolizmasi ve atilimi

Dioksinli  bilesikler karaciger mikrozomlarinda bulunan ve ilaglarin
metabolizmasinda gorevli sitokrom p-450 enzimleri tarafindan polar maddelere oldukca
yavag metabolize edilirler [28]. Bu bilesiklerin metabolizmalar1 da emilim ve
dagilimlarinda oldugu gibi bilesik ve canlinin tiiriine gore olduk¢a onemli farkliliklar
gosterir. Metabolizma sirasinda hidroksil metabolitler ile siilfiir tagiyan metabolitler
tespit edilmis ve acgiga cikan metabolitlerin konjuge edilerek idrar veya safrayla atildig:
bildirilmistir [29]. Yapilan bir caligmada [30] 2,3,7,8- TCDD veya metabolitleri ile
proteinler veya niikleik asitler arasinda kirilmas1 oldukca gii¢ olan ve yiiksek enerji
gerektiren kovalent bagla baglanmanin hemen hemen hi¢ olmadig: tespit edilmistir.
Dioksinlerin temel atilmi digki yoluyla olup, idrarla atilan oran diskidakine gore
oldukea diisiiktiir. Klorlanmanin artmasi ile digki ile atilim artarken siit ve yag dokuda
depolanma azalir [31].

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

365 giin ve insanlarda 5.8-9.8 yil oldugu belirlenmistir. [32]. Insanlarda baz1 dioksin



tiirevlerinin yarilanma omiirleri ise, 1,2,3,7,8-PeCDD i¢in 12.6 yil, 1,2,3,4,7,8-HxCDD
icin 26-45 y1l, 1,2,3,4,6,7,8- HpCDD i¢in 80-102 yildir [31].

Dioksinlerin bir bagka atilim yolu da anne siitii ile olmasina ragmen bu yolla
atilim anneden yavruya nakil oldugu i¢in atilim olarak degerlendirilmemektedir. Siit ile
atilmda yavrunun dioksine maruz kalma oraninin anneden daha yiiksek oldugu
bulgusuna rastlanilmamasina ragmen; yeni doganlarda anne siitlinden kaynakl

zehirlenmelerin oldugu bildirilmektedir [31].

1.1.5. Dioksinlerin zehirlilikleri

Dioksinlerin hayvanlarda toksik etkileri ile ilgili yapilan ¢ok sayida c¢alismada
basta karaciger, mide-bagirsak, kan, deri, canli agirlik, endokrin sistem, bagisiklik
sistemi, sinir sistemi, iireme sistemi ve gelisme {iizerine etkileri ortaya konulmaya
calisilmistir [14]. Hayvanlarda gozlemlenen toksik etkiler olduk¢a ¢esitlidir.
Dioksinlerin spesifik olarak wasting sendromu, hepatotoksisite, klorakne, enzim
indiiksiyonu, i¢ salg1 dengesizlikleri, karacigerde vitamin A depolarmin azalmasi, lipid
peroksidasyon, ndrotoksisite gibi toksik etkilere neden oldugu gosterilmistir [7]. Buna
karsilik insanlarda goriilen toksik etkilerin sinirli oldugu ve konu ile ilgili detayl veriler
bulunmadig1 bilinmektedir. Insanlarda dioksin toksisitesi ile ilgili veriler daha gok
endistriyel kaynakli kazasal zehirlenmeler ve bulagma olaylarmi takiben yiiksek
diizeylerde zehire maruz kalan topluluklarda goriilmektedir. Bunlarda ise ortaya c¢ikan
en belirgin belirti bir ¢esit deri hastalig1 olan kloraknedir. Daha diisiik dozlarda dioksine
maruz kalma ile ilgili calismalar ise maruz kalma ile ilgili yetersiz bilgiler, diger
zehirlerin olaya karigmasi ve meydana gelen olaylardaki vaka sayilarmin azligindan

dolay1 siirli kalmigtir [33,34].

1.1.5.1. TCDD’nin akut toksisitesi

Hayvanlarda TCDD’nin 6ldiiriicii dozu cinsiyet, uygulama yolu ve hayvanlarin
yaslarina gore degiskenlik gosterdiginden hem tiirler hem de irklar arasinda genis
Olciide farklilar gostermektedir. TCDD’nin neden oldugu zehirlenmenin tipik
ozelliklerinden biri akut zehirlenmeye maruz kalma sonrasinda 6liimiin ge¢ (7-50 giin
sonra) goriilmesidir. Oliimler genellikle TCDD’nin glikoneogenezisi inhibe etmesi ve
istahin baskilanmasimi takiben canli agirlik kaybina (wasting sendromu) bagli olarak
meydana gelmektedir. Maruz kalmadan sonra ilk hafta i¢indeki 6liimler kobay, tavsan

ve Suriye altin hamsterlerinde goézlenmistir [7]. Ratlarda dioksin kaynakli 6liimler;
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wasting sendromu, hemoraji ve anemi olarak baslica {ic sebepden olugmaktadir.
Ratlarda wasting sendromu icin viicut agirligi kaybmin minimum esik degerinin %25
oldugu bildirilmistir [7,33].

TCDD’nin akut toksisitesindeki cinsiyet farkliliklar ile ilgili geliskiler olmakla
birlikte disilerde erkeklerden daha zehirli olabildikleri bu durumun da dioksinlerin
disilerin dokularinda daha fazla birikmesi ve yar1 omiirlerinin daha uzun olmasindan

kaynaklandig bildirilmektedir [7].

1.1.5.2. TCDD’nin subkronik ve kronik toksisitesi

Subkronik dozlarin karsilastirilmasiyla ilgili yapilmis herhangi bir ¢aligma
mevcut degildir. Yapilan calismalarda toksik etki gostermeyen subkronik dozlari
ratlarda 1 ng, farelerde 100 ng ve kobaylarda 0,6 ng TCDD/kg/giin oldugu bildirilmistir.
TCDD iizerine yapilan farkli uzun doénem ¢aligmalar sonucunda ratlarda belirti

gostermeyen kronik seviyesi ortalama 1 ng/kg/giin olarak hesap edilmistir [7].

1.1.6. Tolere edilebilir doz

DSO’niin dioksinlere iliskin kabul ettigi “Tolere Edilebilir Doz” degeri 10 pg-
TEQ/kg/giin’diir. Ancak sonradan DSO bu degeri, hayvanlarda yapilan galismalarla
elde edilen “gozlenen en kiiciik etki diizeyi” degerinin 10 belirsizlik faktoriine
boliinmesiyle bulunan “hicbir kotii etkinin gézlenmedigi diizey” olarak, 1-4 pg/kg/giin

seviyelerine ¢ekmistir [5,8].

1.1.7. Toksisite durumunda tedavi

Dioksinlerin  viicutta birikme 06zelligi gostermesinden dolayr  dioksin
zehirlenmelerinde daha ¢ok viicutta birikiminin onlenmesi ve atilimini hizlandirarak
uzun olan yari-Omriini diislirmeye yonelik yaklasimlar denenmistir. Dioksin
zehirlenmeleri sonucu olugan klorakne i¢in normal akne tedavisi uygulanmaktadir [35].

Dioksinlerin atilimini hizlandirmak i¢in daha ¢ok hayvan ¢alismalarinda bitkisel
gidalar denenmistir. Yapilan ¢aligmalar piring kepegi [36,37], chitosan [38], deniz
yosunu [39] gibi bitkisel diyet maddelerinin dioksin atilimimi artirdigin1 géstermistir.
Ayrica; klorella gibi klorofil bakimindan zengin gida maddelerinin de boyle bir etkisi
oldugu bildirilmistir [39,40]. Bunlara ilave olarak alifatik doymus bir hidrokarbon olan
skualan [35] ve yag yerine kullanilan sindirimi gii¢ bir madde olan olestra’nin [41] da

TCDD’lerin atilimin1 hizlandirdig1 ortaya konulmustur.
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Kolesterol diisiiriicii bir ajan olan kolesitraminin dioksinlerin viicut yiikiinii
azaltici etkileri ispatlanmistir. Aktif komiirle rodentlerde yapilan calismalarda ise
PCB’lerin bagirsaklarda emilimini azalttig1 bildirilmistir [35].

Antioksidan tedavisi TCDD’nin toksik etkilerinin ¢oguna kars1 koruyucu etki
yapmaktadir [39]. Ornegin; suda c¢Oziinebilir bir antioksidan olan butillenmis
hidroksiaanisol’iin ratlara uygulanmast TCDD’nin lethal bir dozundan kismi koruma
sagladig1 ve lipid peroksidasyonu baskiladig1 tespit edilmistir [42,43]. Vitamin A,
karatenoidler ve dogal bitkisel bir fenolik bilesik olan ellagik asitin de TCDD’nin
oksidatif etkilerine kars1 koruyucu oldugu bildirilmistir [44].

1.1.8. Oksidatif stres ve Serbest radikaller

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi1 ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi
bir denge igerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif denge
saglandig1 slirece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu radikallerin
olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diisme bu dengenin
bozulmasina neden olur. “Oksidatif stres” olarak adlandirilan bu durum o6zetle: serbest
radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki ciddi dengesizligi
gostermekte olup, sonugta doku hasarma yol agmaktadir [45].

Serbest radikaller, dig yoriingelerinde bir veya daha fazla ortaklanmamig
elektron bulunduran atom veya molekiillerdir. Elektronlar, dig yoriingelerinde ¢iftler
halinde bulunduklarinda o bilesik daha kararli ve sabit bir yapiya sahip olur. Eksik
elektronlu molekiiller ise karali degildirler. Kolaylikla elektron alip vererek, herhangi
bir molekiil ile reaksiyona girebilirler. Serbest radikallerinin yar1 omiirleri ¢ok kisa
olmasina ragmen genel olarak ¢ok reaktiftirler. Cogu olayda serbest radikal iiretimi,
pato-mekanizmanin bir pargasidir ve bircok ksenobiyotiin toksisitesi de serbest radikal

iretimi ile ilgilidir [46].
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Cizelge 1.1. Oksijen ve nitrik oksitten olusan baslica reaktif tiirler [47].

Tiir Ad1 Tiir Ad1
'0, Singlet oksijen HOy’ Hidroperoksil radikali
0, Stiperoksit NO® Nitrik oksit radikali
H,0, Hidrojen peroksit NO, Nitrojen dioksit
‘OH Hidroksil radikali NO," Nitril katyonu
ROO’ Peroksil radikali ONOO~ Peroksinitrit
ROOOH Hidroperoksit N,O3 Dinitrojen trioksit
RO’ Alkoksil radikali

Serbest radikaller; farkli sekillerde ifade edilebilirse de, bu radikaller arasinda
hidroksil (OH’), siiperoksit (O,"), nitrik oksit (NO) radikallerinin ve hidrojen peroksit
(H20,)’in 6zel tiirleri vardir. Aranan dengede, radikaller baska bir elektron elde etmek
icin yakinindaki molekiillere hiicum ederek bu molekiiliin yapisin1 ve fonksiyonunu

hasara ugratir.
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Sekil 1.4. ROT (reaktif oksijen tiirleri) olusumu ve antioksidan savunma mekanizmasi [45].

Hiicrede ROT’nin ve serbest radikallerin artisi hiicre hasarmin onemli bir
nedenidir. Serbest radikaller inaktive edilmemisse, onlarin kimyasal reaktiviteleri
proteinleri, karbonhidratlar1, lipidleri ve niikleik asitleri igine alan biitiin hiicresel

makromolekiillere zarar verebilir.

1.1.8.1. Serbest radikallerin makromolekiiller iizerine etkisi

Stiperoksit radikali (Oy") ve hidroksil radikali (OH’) sitoplazma, mitokondri,
niikleus ve endoplazmik retikulum membranlarinda lipid peroksidasyonunu baslatir.
Membranlarda lipid peroksidasyonu meydana gelmesi sonucu membran permeabilitesi

artar.
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Sekil 1.5. Lipid peroksidasyonu kimyasal yolu [48].

Lipid peroksidasyonu membranlara yakin bdlgelerde ortaya ¢ikan OH

Radikalinin membran fosfolipidlerinin yag asidi yag zincirlerine saldirmasiyla olusur.
Olusan lipid radikali (L) dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige ugrar molekiil
ici cift baglar pozisyonlarinin degismesiyle konjuge dien yapilar1 ve daha sonra lipid
radikallerinin molekiiler oksijenle etkilesmesi sonucu lipid peroksil (LOO") radikali
meydana gelir. Lipid peroksil radikalleri membran yapisindaki diger poliansatiire yag
asitleri ile reaksiyona girerek yeni karbon merkezli radikaller olusturuken, kendileri de

aciga cikan H parcacig ile birleserek lipid hidroperoksitlerine (LOOH) doniisiirler
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Lipid hidroperoksitlerinin  membranlarda  birikimi  sonucu, membran
fonksiyonlar1 bozulur hiicre hasar goriir. Ayrica lipid hidroperoksitleri gegis metalleri
katalizi ile yikildiginda ¢ogu zarali olan aldehitler olusur ki bunlardan en iyi bilineni
MDA’dir. MDA  o6lgiimii  ile lipid peroksidasyonunun degerlendirilmesi
yapilabilmektedir [50].

Proteinler serbest radikallere karsi lipidlerden daha az hassastir. Etkilenme
dereceleri igerdikleri aminoasit kompozisyonuna baplhdir. Ozellikle doymamis bag ve
stilfiir iceren molekiillerin ROT ile etkilesimleri yiiksektir. Serbest radikallerin etkisiyle
proteinlerdeki sistein siilthidril gruplarn ve diger aminoasit kalintilar1 okside olarak
yikilir, niikleer ve mitokondriyel DNA okside olur. Aym1 zamanda bu radikaller
genotoksik etkileriyle DNA’nin yapisimi degistirerek kanser olaylarini da baglatabilirler
[46]. Reaktif oksijen tiirleri DNA ¢ift sarmalinin ayrilmasina veya niikleikasit baz
degisimlerine neden olabilir. Bu da kromozomal mutasyonlar ve sitotoksisite ile
sonuglanir [51,52].

Serbest radikallerin karbonhidratlar {izerine de 6nemli etkileri vardir. Serbest
radikallerin etkisiyle, monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit ve
stiperoksit olusur. Bu da protein ¢apraz baglanmalarina yol agarak agrega olmalarina,
bazal membran kalinlagmasi sonucu katarakta sebep oldugu bildirilmektedir. Ayrica
diabet, kroner kalp hastaligi, hipertansiyon, behget hastaligi, kanser ve yaslilik gibi
olaylarda etkili olduklar1 bildirilmektedir [52,53].

1.1.8.2. Baslhica reaktif oksijen radikalleri
Siiperoksit radikali (O;")

Serbest oksijen radikallerinin ilk olusani siiperoksit (O,”) radikalidir. Siiperoksit
genellikle instabildir ve hidrojen peroksit ve oksijene doniisiir. Ancak daha ciddi hasara
neden olan oksijen radikallerinin Onciisii olmasi nedeni ile 6nemlidir. Fagositoz gorevi

yapan makrofaj, ndtrofil ve monositler tarafindan enzimatik olarak tiretilirler [54].

Hidrojen peroksit (H,O;)
Siiperokside bir elektron eklenmesiyle olusur.
0y +e +2H'— H,0,
Hidrojen peroksit hiicre membranlarindan kolaylikla gegebilen, endotelyal
hiicreleri hasarlayabilen giiclii bir sitokindir. Serbest radikal olmadigi halde bir¢cok

reaktifin olusum reaksiyonlarina katildigi i¢in H,O, de toksik metabolitler icinde yer
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alir. Toksik 6zellik gosterebilmesi icin hidroksil radikaline doniismek zorunda olabilir.
Hidrojen peroksit zayif ve yavas bir oksidandir. Katalaz enzimi ile H,O ve O;’ye yikilir.
Ancak reperfiizyonda H,O,, stiperoksit radikali ile Haber-Weiss reaksiyonuna girer
[55].

Haber-Weiss reaksiyonu, demirin (Fe) katalizorliiglinde gerceklesen, sliperoksit
radikali ve hidrojen peroksitin Fe esliginde reaksiyona girip, sonugta hidroksil radikali
(OH"), hidroksil kokii (OH ) ve oksijenin olustugu bir reaksiyondur.

20, +2H,0; — 3 20, +20H + 20H" ( Haber — Weiss reaksiyonu)

Normal sartlarda bu reaksiyon fizyolojik 6nemi olmayacak kadar yavastir.
Ancak hemoproteinler ve metal selatlarin varlifinda Fenton reaksiyonu denen
reaksiyonla daha hizli olarak meydana gelir.

Fe? +2H,0, — Fe™ + OH + OH" ( Fenton reaksiyonu) [56].

Hidroksil radikali (OH")

Fe ile H,O nin birlesmesi ile olusur.

H,0, + Fe”> — OH +OH +Fe"”

Hidroksil radikali, bilinen serbest radikaller i¢inde en giicli olan ve doku
hasarinda sorumlu ana radikaldir [57]. Cok kisa Omiirlii ve reaktif olan bu radikal,
protein, polisakkarit, niikleik asit ve ansatiire yag asitleri gibi bircok biyolojik madde ile
reaksiyona girer. Bu radikalin en Onemli o6zelligi, hidrojen atomlarin1 hiicre
membranindaki poliansatiire yag asitlerinden ayirmasidir. Lipid peroksidasyonunu

baglatarak hiicre membraninda ¢6ziilme ve buna bagli hiicre 6liimii olur [45].

1.1.8.3. TCDD’nin oksidatif strese etkisi

Yapilan bir¢cok calisgmada, TCDD’nin uzun dénem toksisitesinde oksidatif
stresin 6nemli bir rol oynadigi bildirilmistir [58,59]. TCDD’ye maruz kalinmasini
takiben oksidatif stres olusumu ile sonuglanan mekanizma heniiz tam olarak
aydmlatilmamis  olmasma ragmen, oksidatif stres gdostergelerinden lipid
peroksidaysonunu artirdigi, indirgenmis glutatyon (GSH) icerigini azalttig1, 8- hidroksi-
2-deoksiguanozin (8-OHdG) miktarmi artirdigi, karacier membran akiskanligini
azalttigi, DNA hasarin arttirdigi, siiperoksit olusumunu artirdigi ve protein olmayan
stilthidril igerigini azalttig1 rapor edilmistir [60,61].

Shertzer ve ark. [62]’lar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada, TCDD’nin disi
farelerde 3 giin 5 pg/kg dozunda TCDD uygulamasimi takiben 8 hafta kadar devam eden

15



giiclii bir oksidatif stres cevabina neden oldugu bildirilmistir. Yine, son zamanlarda
yapilan bir ¢alismada, giinliik 0,45 ng/kg dozunda TCDD verilen hayvanlarda beyinde
oksidatif stresin tetiklendigi rapor edilmistir. Ancak diisik doz subkronik TCDD
kaynakli oksidatif stres, tamamen karakteristik degildir ve TCDD doku
konsantrasyonlartyla bununla ilgili oksidatif stres cevabi arasindaki iliski agik bir
bigimde tanimlanamamuistir [63].

Dioksin uygulanmasindan sonra olusan oksidatif strese Ah reseptorlerinin
aracilik ettigi bildirilmistir [58]. TCDD kaynakli ROT olusumunun olas1 bir
mekanizmasinda sitokrom p-450 enzimlerinin gerektigi ileri siiriilmektedir [64] ve Ah
gen dizisindeki iiyelerinden CYP 1A1 ve CYP 1A2’nin TCDD kaynakli oksidatif stres
ile iligkili oldugu ileri siirlilmiistiir [65]. Dioksin tarafindan CYP 1A1, CYP 1A2 ve
CYP 1BI’in indiiksiyonu, serbest radikallerin olugsumunu ve lipid peroksidasyonun
artmasi ile sonuglanmaktadir [66,67]. Ileri siiriilen bir diger mekanizma da TCDD
kaynakli sitokrom p-450 enzimleri yoluyla Ostrojenin metabolik aktivasyonudur.
Normal enzim fonksiyonu siiresince ROT iiretiminde sitokrom p-450°nin iliskisi uzun
zamandir bilinmektedir ve Ostrojen de TCDD’nin neden oldugu bu ROT’a katkida
bulundugu belirtilmistir [68]. Sitokrom p-450 Kkatalitik siklusunda su ve hidrojen
peroksit (H,O,) serbest radikalleri aciga ¢ikmaktadir. Ancak bu fizyolojik olay tam
olarak aydinlatilamamustir [69].

Ksenobiyotik kaynakli oksidatif stresin temel ve direk bir indikatérii olan
peritonel lavaj hiicreleri basta olmak tizere fagositik hiicrelerde ROT iiretiminin arttigi
bildirilmistir. Fagositik hiicreler TCDD’nin akut toksisitesine karisir ve TCDD’ye
olusan cevapta makrofaj infiltrasyonu meydana gelmektedir. Aym1 zamanda, TCDD
uygulanmis rat ve farelerin karacigerlerinde ¢ogunlukla lenfositler ve polimorfoniikleer
lokositler basta olmak iizere yangi hiicreleri infiltrasyonu goriildiigi bildirilmigtir.
Arastirmacilar, TCDD’nin akut toksisitesinde timdr nekroz faktorii (TNF-o)’nin
varligmi gostermiglerdir. Tiimor nekroz faktorii, ROT salgilamak i¢in bu hiicreleri

indiikleyen ajanlara kars1 fagositik hiicreleri duyarli hale getirmektedir. [60,66].

1.2. Antioksidan Savunma Sistemleri

Serbest radikallerin olusumunu ve meydana getirdikleri hasarlar1 Onlemek,
ayrica bunlarin uzaklastirilmasimi saglamak icin normal fizyolojik sartlarda cesitli
“antioksidan savunma sistemleri” geligmistir. “Antioksidanlar” olarak da adlandirilan

bu sistemdeki molekiiller, serbest radikallerin ortadan kaldirilmasinda ve dolayisiyla
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oksidatif hasarin énlenmesinde birinci derecede rol alirlar [70,71]. Antioksidan terimi
kisaca, hedef bir molekiildeki oksidatif hasar1 geciktiren veya inhibe eden herhangi bir
madde olarak tanimlanmaktadir [35].

Antioksidanlar elektronlar1 vererek serbest radikalleri etkisizlestirmek igin
yeterli derecede kararli yapiya sahiptirler. Antioksidanlar etkilerini baslica iki sekilde
gosterirler;

1- Serbest radikal olusumunun engellenmesi

i- Baglatici reaktif tiirevleri uzaklastirarak

ii- Oksijeni uzaklastirarak veya konsantrasyonunu azaltarak

iii- Katalitik metal iyonlarimi uzaklagtirarak

2- Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi

i- Toplayict etki: ROT lerini etkileyerek onlar1 tutmaya ve daha az reaktif
baska molekiillere ¢cevirmeye yonelik etki (enzimler).

ii- Bastiric1 etki: ROT leri ile etkilesip onlara bir proton ekleyerek aktivite
kaybina neden olan etki (flavinoidler, vitaminler).

iii- Onarici etki

iv- Zincir kiric1 etki: ROT lerini ve zincirleme reaksiyon baglatacak olan diger
maddeleri kendilerine baglayip reaksiyon zincirini kirarak fonksiyonlarini énleyici etki
(hemoglobin, seroplazmin, mineraller, vitaminler) [72,73].

Glniimiizde ¢ok sayida bilesigin antioksidan aktiviteye sahip oldugu
bilinmektedir. Endojen kaynakli antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik olmayanlar
olarak smiflandirilmaktadir. Hiicresel seviyede etkili olan enzimatik sistemler icinde
birincil olam1 antioksidan enzimlerdir. Bunlarin arasinda siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve Glutatyon-S transferaz (GST)
bulunmaktadir. Bu enzimatik sistem serbest radikallerin hasarina karsi savunmanin ana
unsurlaridir. Enzimatik olmayan antioksidanlar ise, indirgenmis GSH, N-asetilsistein ve
tiyoller gibi protein olmayan siilthidriller, karotenoidler, A, C, E vitaminleri, taurin,
melatonin, lirik asit ve daha baska molekiilleri kapsamaktadir [35,71].

Viicut; vitamin E, vitamin C ve vitamin A prekiirsérii olan B-karoten gibi
antioksidan vitaminlerin havuzlarim1 korumaktadir. Birinci savunma sistemi olan
enzimatik sistem biitiin serbest radikalleri kontrol altinda tutmayi dener. Ancak,
oksidatif stres sistemin kapasitesinden daha biiyiikkse savunmanin ikinci hatti
(vitaminler) devreye girer. Vitaminler, serbest radikalleri siipiiriir ve baskilar. Bu

stirecte onlar1 okside ve inaktive eder. Bu antioksidan gidalarin her biri spesifik
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aktivitelere sahip olup viicudun genel antioksidan kapasitesini gii¢lendirmek i¢in

sinerjik olarak ig goriirler [35].

1.2.1. Flavonoidler

Flavonoidler, genellikle meyve ve sebzelerden elde edilen ve bazi gidalarda
bulunan dogal bir antioksidandir. Onemli antioksidan aktivitelerinin yan1 sira metallerle
kelat olusturma ve serbest radikallerin uzaklastirma yetenegine sahiptir [74]. Dogada
4000’den fazla flavonoid tanimlanmis olup halka yapilarina gore bunlar; flavonoller,
flavonlar, flavanonlar, katesinler, antosiyaninler ve izoflavonoidler gibi isimler
almaktadir [75]. Flavonoidler, meyve ve sebzeler kadar tahillarda da yaygin olarak
bulunmaktadir. Hayvan ve hiicre sistemlerinde antikarsinojenik aktiviteye sahiptirler
[76]. Bitkilerin yaprak, ¢i¢cek ve polenlerinde bulunan flavonoidler; serbest radikal yok
edici, giicli antioksidan ve iltihaplanmay1 Onleyici etkiye sahiptir. Ayrica, timor
olusumuyla yakindan ilgili olan prostoglandin sentaz, lipoksigenaz ve siklooksigenaz
enzimlerini de inhibe etmektedir. Flavonoidlerin lipid peroksidasyonu iizerindeki
etkileri, peroksi radikalleriyle reaksiyona girmeleri sonucunda elektron transferi yoluyla
hidroksil ve siiperoksit radikallerini yakalamalariyla iligkilidir [74,76,77].

Flavonoidlerin, serbest radikallerin indiikledigi kanser, kalp-damar hastaliklari,
mide mukozasi hastaliklar1 gibi ¢esitli hastaliklar1 6nlemede etkin rol aldig1 ¢cok sayida
caligma ile kamtlanmistir. LDL’nin oksidasyonu kalp-damar hastaliklarinin
olusmasinda 6nemli bir risk tasidigindan oksidasyondan korunmasi atarosklerozisin
baslamasi ve ilerlemesinde olduk¢a énemlidir [78].

Flavonollar denilen flavonoidlerin bir alt parcasi olan Quercetinin, lipid
peroksidasyonunu Onleyerek birgok dejeneratif hastaliklara kars1 koydugu bilinmektedir

[79].

1.2.1.1. Quercetin

Flavonoidlerin flavon grubundan olan quercetin (3,3',4',5,7-pentahidroksflavon),
hemen hemen tiim sifali bitki, meyve ve sebzelerde bulunan, gii¢lii anti-inflamatuar ve
antioksidan etkiye sahip bir bilesiktir. Metabolizmay1 hizlandirarak viicut yaglarini
yakmakta ve toksinlerden arinmay1 saglamaktadir. Genellikle bir¢ok bitkinin kok, gévde
ve cigeklerinde farkli flavonoidlerle birlikte bulunur. Ozellikle kirmiz1 sarap, greyfurt,
sogan, elma, siyah cay, az miktarlarda yaprakli yesil sebzelerde ve fasulyede bol

miktarda bulunur [80,81].
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Quercetin; biyokimya, gida kimyasi, tip, boya endiistrisi ve kozmetik alanlarinda

kullanilmaktadir [82].

OH
OH

HO O

OH
OH O

Sekil 1.6. Quercetinin kimyasal yapis1 [83].

1.2.1.1.1. Quercetinin gidalar ile alim ve emilimi

Quercetinin gida yoluyla alim miktarlarinin belirlenmesinde ¢esitli zorluklar
vardir. Bu zorluklardan biri bitkide flavonoid olusumunu etkileyen ¢ok sayida faktoriin
varligr ile iliskilidir. Ornegin bu faktdrler 151k, bitki genetigi, cevresel kosullar,
cimlenme, olgunluk derecesi, isleme ve depolama olarak siralanabilir. Diger taraftan,
farkli polifenollerin analizi i¢in referans metotlarin olmamasi ve buna bagl olarak
bitkisel gidalardaki flavonoid miktar1 konusundaki bilgilerin yetersiz ve ¢eliskili olmasi
da durumu zorlagtirmaktadir. Bu nedenle, quercetinin gida yoluyla aliminin tah-
minlenmesi ve epidemiyolojik c¢aligmalarda saglik iizerindeki etkilerinin tespiti

gliclesmektedir [84,85].

Flavonoidlerin gida yoluyla alimina iliskin ¢ok az sayida ¢alisma bulunmaktadir.
Amerika Birlesik Devletleri’nde giinliik flavonoid alimi mevsime bagli olarak 1.0-1.1
g/gilin araliginda degismektedir [86].

Bircok in vitro ¢alismada quercetinin farkli biyolojik etkileri agiklanmustir.
Bunlar; apopitozis indiiksiyonu, antimutagenezi, protein kinaz C (PKC) inhibisyonu,
hiicre sikliis modiilasyonu, angiogenez inhibisyonu, angiotensin converting enzim II
(ACEIl) inhibisyonunu igerir. Flavonoidlerin fenolik hidroksil gruplar1 elektron
dondrleri olarak hareket ederler ve serbest radikal toplayici aktivite gostermeleri igin
gereklidir. Flavonoidlerin antioksidan aktivitesi onlarin kelat 6zelligi ile agiklanabilir.
Ciinkii demir iyonu gibi ge¢is metal iyonlar1 ROT {iretiminde Fenton-tipi reaksiyonu ile

¢ok 6nemli bir rol oynar. Birgok ¢alismada quercetinin lipid peroksidasyonunu serbest
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radikal toplama veya gec¢is metal iyonlariin kelatlagsma ile etkili olarak inhibe ettigi
gosterilmistir [87,88].

Quercetin aglikonu, glikozidlerinin biyoyararlanimlig1 ve in vivo olarak onlarin
antioksidan aktivitelerinin tespit etmek icin alternatif faktordiir. Son yillarda yapilan
caligmalar quercetin ve diger flavonoidlerin karaciger ve dolasima ge¢meden bagirsak
epitel hiicrelerinde emilimi boyunca metabolik doniisime neden olabilecegini

gostermislerdir [85,87].

1.2.1.1.2. Quercetinin antioksidan etkileri

Quercetinin en 1iyi tanimlanan Ozelligi antioksidan kapasiteleridir. Viicut
hiicreleri ve dokular1 serbest radikallerin ve ROT un neden oldugu hasara siirekli maruz
kalirlar. Serbest radikallerin hiicresel fonksiyonlar1 nasil etkiledigi tam bilinmemekle
beraber en Onemli sebeplerden biri hiicre membran hasar1 ile sonug¢lanan lipid
peroksidasyonudur. Bu hiicresel hasar hiicrenin dengesinde bozulmaya, osmotik basing
degisikligine, hiicre sigsmesine ve sonugta hiicrenin Olmesine neden olurlar. Serbest
radikaller genel inflamatuar cevap ve doku hasarina neden olan inflamatuar mediatorleri
arttinir.  Yagayan organizmalar ROT’dan korunmak igin ¢esitli mekanizmalar
gelistirmisglerdir. Viicudun antioksidan savunma mekanizmasimi igeren SOD, CAT,
GSH-Px, gibi enzimler, GSH, Vit C ve a-tokoferol gibi nonenzimatik antioksidanlar
mevcuttur. ROT un hasar esnasinda artmis iiretimi endojen siipiiriicii bilesikler ile aditif
etkiye sahiptir. Flavonoidler serbest radikal iiretimini engelleyebilir ve endojen
antioksidanlarin fonksiyonunu arttirabilirler [85,88].
Quercetin serbest radikallerin neden oldugu hasarlar ¢esitli yollarla 6nler:

Direkt serbest radikal siipiiriiciisii olarak quercetin ROT bilesikleri ile reaksiyona
girerek onlar stabilize eder. Quercetindeki hidroksil grubunun yiiksek reaktivitesinden

dolay1 radikaller asagidaki reaksiyona gore inaktive olurlar [85,88].

Flavonoid(OH) + R — Flavonoid(O’) + RH

Quercetin iceren cesitli flavonoidler iskemi reperfiizyon hasarmi indiikleyebilen
nitrik-oksit sentaz (iNOS) aktivitesine miidahale ederek azaltirlar. NO endotelial hiicre
ve makrofajlar1 da iceren gesitli hiicrelerde {iretilir. NO salimimi kan damarlarindaki
genislemenin devami i¢in gereklidir. Yiiksek konsantrasyonda NO iiretimi oksidatif

hasar sonucu makrofajlardaki indiiklenebilen NO sentazin etkisi ile olur. Aktive
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makrofajlarda eszamanli olarak hem NO hem de siiperoksit anyonu artar. NO serbest
radikallerle reaksiyona girer ve oldukca hasar verici peroksinitrit olusur. Peroksinitrit
LDL’yi direk okside eder ve hiicre membraninda irreversible hasar olusur. Flavonoidler
antioksidan olarak kullanildiginda serbest radikaller temizlenir ve bundan dolay1 NO ile
reaksiyona giremezler ve daha az hasar olusur. Ilging olarak NO kendi basina radikal
olarak davranir ve NO molekiillerinin flavonoidler tarafindan direk olarak temizlendigi
rapor edilmistir [89].

Ksantin oksidaz yolu oksidatif yolda 6zellikle iskemi reperfiizyon hasarinda
onemlidir. Hem ksantin dehidrogenaz hemde ksantin oksidaz ksantini iirik aside ¢evirir.
Enzimin fizyolojik durumlardaki formu ksantin dehidrogenaz, iskemi durumundaki
formu ise ksantin oksidazdir. Ksantin oksidaz ROT un kaynagidir. Reperfiizyon fazinda
ksantin oksidaz molekiiler oksijenle reaksiyon verir ve siiperoksit radikali olusur.
Quercetin, ksantin oksidaz aktivitesini inhibe eder ve oksidatif hasar1 azaltir [88].

Quercetinin, toksik veya mutajenik Ozellikleri mevcuttur. Yakin zamanda
flavonoidlerin mutajenik etkileri ile yapilan caligmalar, in vivo antimutajenik
ozelliklerini gostermistir [85,88].

Antioksidan 6zelliginden dolay1 quercetin vaskiiler sistemde de 6nemli etkileri
mevcuttur. Oksijen radikalleri okside LDL olusumuna neden olur ve bu endotelial
duvarda hasara neden olarak arterosiklerotik degisiklikleri baglatir. Flavonoid aliminin
koroner arter hastaligina kars1 koruyucu (antiaterojen) etkisini iceren ¢alismalar azdir
[85,87].

Siklooksijenaz ve lipooksijenaz inflamatuar mediatorler olarak rol oynar. Bunlar
genel inflamatuar cevab1 baglatan arasidonik asitin salimmina neden olurlar.
Lipooksijenazi iceren nétrofiller arasidonik asitten kemotaktik bilesiklerin olusumuna
neden olurlar, ayn1 zamanda sitokin salinimin1 saglarlar. Quercetin hem siklooksijenazi
hem de lipooksijenazi inhibe eder (antiinflamatuar etki). Bu nedenle inflamatuar
metabolitlerin olusumunu azaltir. Flavonoidlerin bir diger inflamatuar etkisi eikasonoid
biyosentezini inhibe etmesidir [85,88].

Reaktif oksijen tiirleri DNA’ya zarar verebilir ve mutasyona neden olabilirler.
Eger degisiklikler onkogen veya tiimor subresor gen gibi kritik genlerde ortaya ¢ikarsa
baslangic veya progresyonla sonuglanir. ROT direkt hiicre iletimini ve biiyiimesini
etkiler. Reaktif oksijen {iriinlerinin sebep oldugu hiicresel hasar mitozu indiikleyebilir ve
hasarli DNA da mutasyona neden olabilirler [86,89]. Quercetin, melanoma biiyiimesini

inhibe etmekte ve farelerde potansiyel metastetik ve antitiimor etki gostermistir [86,89].
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Quercetin, kaempferol ve myricetin gibi bazi flavonoidlerin kdpekler ve maymunlarda
platelet agregasyonunun da etkili inhibitér oldugunu (antitrombojenik etki)
gosterilmistir [86,87,89].

Serbest radikal hasarinin neden oldugu kanser, inflamasyon, artrit, alerjiler ve
gut gibi hastaliklarda quercetinin etkisini inceleyen ¢ok sayida calisma yapilmistir
[89,90].

Quercetin kanserli hiicrelere besin ve oksijen akisini engelleyerek etkili bir
sekilde kanseri 6nlemeye yardimci olur. Laboratuvar ¢aligmalari quercetinin % 50'ye
kadar meme kanseri hiicrelerinin biiylime hizin1 azalttigin1 gostermistir. Buna ek olarak,
quercetin kolon, prostat, meme ve akciger kanseri hiicrelerinin bilyiimesini engelledigi
hayvan ¢aligmalarda gosterilmistir [91,92].

Quercetin, arterlerde makrofajlarin birikimi Onleyerek kalp hastaligi riskini
azaltmaya yardimcit olur. Makrofajlar plak icinde sertlesmeye ve damarlarin
tikanmasima yol acan biiylik miktarda kolesterol igerir. Buna ek olarak quercetin,
viicutta kilcallar1 gii¢lendirerek dolasimini artirir ve katarakt, diyabetik retinopati gibi
gozlere iletilen kanin zayiflatilmasiyla ortaya c¢ikan rahatsizliklarin tedavisinde de

kullanilir [93].
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1.3. Calismanin Amaci

[lerleyen teknoloji ve yeni iiretim teknikleri biyokimyasal kirlenmeyi de
beraberinde getirmistir. Bircok toksik maddenin ¢evre ve canli organizmalar iizerine
etkileri tespit edilmekle birlikte bu maddeler igerisinde dioksin ve dioksin benzeri
maddeler en c¢ok karsilasilan ve yiiksek toksisiteye sahip olanlar arasindadir. Degisik
sebeplerle ¢evreye yayilan dioksin bilesiklerinin, oksidatif stresi arttirarak DNA’daki
hasar sonucunda kanser olusturmalar1 nedeniyle, gelismis {ilkeler cevresel ve gida
kokenli dioksin diizeyini tolare edilebilir giinlik alim miktarinda tutmaya ve dioksin
zehirlenmelerine karsi tedavi yontemleri gelistirmeye ¢aligmaktadirlar.

Calismamizda, deneysel dioksin zehirlenmelerinde model olarak kullanilan
2,3,7,8-TCDD’nin ratlarda kalp ve damar dokularinda neden oldugu oksidatif stres
diizeyinin belirlenmesi ve bu hasarin flavonoid yapili quercetin ile engellenebilirligi
arastirillacaktir. Oksidan-antioksidan sistemin ne yonde etkilendiginin degerlendirilmesi
amaciyla TCDD uygulanan, quercetin uygulanan ve TCDD ile eszamanli quercetin
uygulanan ratlarm kalp ve damar dokularinda SOD, CAT ve GSH-Px antioksidan enzim
aktiviteleri, GSH diizeyleri ve lipid peroksidasyonun gdstergesi olarak da MDA
diizeyleri dl¢iilecektir.

Biitin bu degerlendirmelerin 1s18inda ¢alismamiz; ¢esitli oksidatif stres
modellerinde yararli oldugu gdosterilen quercetinin TCDD toksisitesine karsi kalp-damar

sisteminde tedavi amagli kullanilabilirligi konusunda bir fikir verecektir.
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2. GEREC ve YONTEM
2.1. Gereg

2.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Amonyum siilfat

Bakir-2-kloriir

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

EDTA

Folin&ciocalteus-phenol Reaktifi
Glutatyon rediiktaz

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

Ksantin oksidaz

Kloroform

Nitroblu tetrazolyum klortir
NADPH

Quercetin

Sigir serum albumini

Sodyum azid

Sodyum hidroksit

Sodyum karbonat

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

Tiyobarbitiirik asit

Tris

Merck A596217

Fluka 61174

Sigma 12849

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

Sigma F9252
Sigma-Aldrich 64251
Merck 1.08600

Merck 1.00314
Sigma-Aldrich G4251
Sigma X4376

Merck 2431

Sigma 014K5310
Applichem 8N00698
Sigma Q0125

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

Sigma S1804

Accu standtard D404N
Sigma-Aldrich 27242
Merck L55063680 731
Merck TD641819
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2.1.2. Kullanilan cihazlar
Hassas terazi

Homojenizator

Sonifikator

Manyetik karistirici-1sitict

pH metre

Sogutmal1 santrifiij (Ependorf)
Sogutmali santrifiij (Vidali Tiip)
-80°C sogutucu
Spektrofotometre
Spektrofotometre kiiveti

Su banyosu

Vorteks

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

Wisestir MSH-20D
Cyberscan-1000

Hettich Zentrifugen Mikro-22R
Hettich Zentrifugen EBA-21
Nuare

T80 UV/VIS

(normal ve kuvartz)

Memmert

Velp Scientifica 10.0176
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2.1.3. Deney hayvanlan

Bu calismada Inénii Universitesi Deneysel Arastirmalar Birimi’nden temin
edilen 3-4 aylik, 250-350 g. agirhiginda 28 adet Wistar-albino cinsi erkek rat kullanildi.
Ratlar standart sartlarda (sabit 1s1 ve havalandirmali odalarda; 12 saat giin 15181 ve 12
saat karanlik olmak iizere) 7’serli 4 esit gruplar halinde 6zel kafeslerde bekletildi.
Ratlara taze su ve yem ad libitum olarak verildi.

Deney hayvanlarmin se¢imi ve yapilan uygulamalar sirasinda Inénii Universitesi
Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu onayr alinarak; calisma standart deneysel hayvan

caligmalan etik kurallarina uygun olarak yapildi.

2.1.3.1. Deney gruplari

Her grupta 7 hayvan olacak sekilde ratlar 4 gruba ayrildi;
Grup 1; 8 hafta siireyle hayvanlara giinliik olarak 0,5 mL misir yag1 gavajla uygulandi.
Grup 2; 8 hafta siireyle hayvanlara giinlilk olarak misir yagi igerisinde TCDD
2 pg/kg/hafta dozunda intraperitonal olarak uygulandi.
Grup 3; 8 hafta siireyle hayvanlara giinliik olarak musir yagi igerisinde Quercetin 20
mg/kg dozunda gavajla uygulandi
Grup 4; 8 hafta siireyle hayvanlara glinliik olarak musir yagi igerisinde Quercetin 20

mg/ke eavajla ve TCDD 2 ug/ke/hafta dozunda intraperiyonal olarak uygulandi.
g/Kg gavaj ng/kg perty ygu

2.1.4. Orneklerin ahnmasi ve hazirlanmasi

Sekiz hafta sonunda ratlar sakrifiye edilerek alman doku o6rneklerinde (kalp-
damar) SOD, CAT, GSH-Px enzim aktiviteleri, protein, GSH ve MDA diizeyleri
ol¢timleri yapilincaya kadar -80 °C’de muhafaza edildi.

2.1.4.1. Homojenatlarin hazirlanmasi

Derin dondurucudan alinan dokular yaklasik 1g olacak sekilde tartilarak cam
tiiplere konuldu. Uzerine 1/10 (g/h) oraninda diliisyon olacak sekilde Tris-HCI tamponu
(pH=7.4) ilave edildikten sonra sogukluklari muhafaza edilerek cam-teflon
homojenizatorde 16.000 devir/dakika hizda 3 dakika homojenize edildi. Hazirlanan bu
homojenatlarda doku MDA tayini yapildi. Geri kalan homojenatlar +4°C‘de 45 dakika
stireyle 3500 rpm’de santrifiij edilerek siipernatant elde edildi. Bu siipernatantlarda

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

kloroform/etanol fazinda SOD enzim aktivitesi ve protein dlgtimleri yapildi.

2.2. Yontemler
2.2.1. Protein miktarinin tayini

Homojenat ve siipernatantlardaki protein miktarlar1 Lowry [94] metoduna gore
tayin edildi.

Prensip: Alkali bakir aywacindaki Cu'" peptid baglart ile kompleks
yapmaktadir. Her 7 veya 8 aminoasit artig1 1 atom bakir baglamaktadir. Folin-Fenol
ayiraci, bakir ile muamele edilmis karigima ilave edildiginde mor-mavi bir renk
sekillenir. Olusan bu renk 700 nm’de okunur.

Kullanilan cozeltiler:

Cozelti A: [% 2 Na,COs (0.1 N NaOH iginde)] : 2 g Na,CO; alind1 ve 0.1 N NaOH
icinde toplam hacim 100 mL olacak sekilde ¢oziildii.

Cozelti B1: (% 1 CuS04.5H;0): 1 g CuS04.5H,0 alind1 ve ¢ozelti distile saf su ile
toplam hacim 100 mL olacak sekilde ¢oziildii.

Cozelti B2: (% 2 Na-K-tartarat): 2 g Na-K-tartarat alind1 ve ¢ozelti distile saf su ile
toplam hacim 100 mL olacak sekilde ¢oziildii.

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

Folin-ciocalteu c¢ozeltisi: Kullanilmadan o6nce 1/1.5 oraninda distile saf su ile

seyreltildi.
Yontem:
Kor Standart Numune

Saf su (mL) 0.0ro0 - -
Standart (mL) - 0.010 -
Ornek (mL) — e 0.010
Cozelti C (mL) 2.5 2.5 2.5

Kargtirildi ve oda sicakliginda 15 dakika bekletildi
Folin-ciocalteu (mL) 0.25 0.25 0.25
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Hesaplama: 700 nm’de okunan 6rnek absorbanslar1 (OD), standart degerleri

kullanilarak asagidaki formiil yardimiyla degerlendirildi:

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

2.2.2. Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi 6l¢iimii

Stiperoksit dismutaz, oksidatif enerji iiretimi sirasinda olusan toksik siiperoksit
radikallerinin (O,") hidrojen peroksit (H,O,) ve molekiiler oksijene dismutasyonunu
hizlandirir. Dokulardaki SOD enzim aktiviteleri Sun [95] metoduna gore tayin edildi.

Prensip: Bu yontemde SOD aktivitesi, ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile
tiretilen siiperoksitin nitroblue tetrazoliumu (NBT) indirgenmesi esasina dayanmaktadir.
Olusan siiperoksit radikallerinin NBT’yi indirgemesi ile olusan renkli formazon
spektrofotometrik olarak olgiiliir. Bu kompleks 560 nm’de maksimum absorbans verir.
Enzimin olmadigi ortamlarda indirgenme meydana gelerek mavi-mor renk
olugmaktadir. Ortamda SOD bulundugunda ise indirgenme olmayip mavi-mor renk

olusmaz ve enzim aktivitesine bagl olarak daha agik bir renk olusur.

20, + 20 22, H,0, + O,

Kullanilan cozeltiler:

Ksantin ¢ozeltisi (0,3 mM): 9.13 mg ksantin alind1 ve ¢0zelti distile saf su ile toplam
hacim 200 mL olacak sekilde ¢oziildii.

EDTA (0.6 mM): 22.3 mg EDTA (C,oH4N,OsNa,,H,0) alind1 ve ¢ozelti distile saf su
ile toplam hacim 100 mL olacak sekilde ¢oziildii.

NBT (150 pg/): 12.3 mg NBT alind1 ve ¢ozelti distile saf su ile toplam hacim 100 mL
olacak sekilde ¢oziildii.

Na,;CO;3 (400 mM): 4.24 g Na,CO; alind1 ve ¢ozelti distile saf su ile toplam hacim 100
mL olacak sekilde ¢oziildii.

BSA (1 g/I): 25 mg BSA alind1 ve ¢ozelti distile saf su ile toplam hacim 25 mL olacak
sekilde ¢oziildii.

Reaktif c¢ozeltisi: 20 mL ksantin ¢ozeltisi, 10 mL EDTA ¢o6zeltisi, 10 mL NBT
cozeltisi, 6 mL Na,CO; ¢ozeltisi ve 3 mL BSA ¢ozeltisi alind1 ve karistirildi.
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Ksantin oksidaz: 48 pl alindi, 3 mL (NH4),SO4 de ¢oziildii.

2M (NH4)2S0y4: 2.643 g (NH4)2SO4 alind1 ve ¢ozelti distile saf su ile toplam hacim 10
mL olacak sekilde ¢oziildii.

CuCl.2H,0 (0.8 mM): 13,6 mg CuCl,.2H,0 alind1 ve ¢ozelti distile saf su ile toplam
hacim 100 mL olacak sekilde ¢oziildii.

Yontem:
Kor Numune
Reaktif (mL) 1,425 1,425
Omek (mL) 0,05
Ksantin oksidaz (mL) 0,025 0,025
Karistirildi ve oda sicakliginda 20 dk bekletildi
CuCl2 (mL) 0,05 0,05
Distile Su (mL) 00s e

Hesaplama: 560 nm’de okunan 6rnek absorbanslar1 (OD), standart degerleri

kullanilarak asagidaki formiil yardimiyla degerlendirildi:

Enzimin % inhibisyonu = [Absorbans Kér (K) — AbsorbansOrnek (0)] /K x 100

Bir SOD f{initesi; NBT rediiksiyonunu % 50 oraninda inhibe eden enzim aktivitesidir.

Sonuglar U/mg protein olarak ifade edildi.

2.2.3. Katalaz (CAT) enzim aktivitesinin dl¢iimii

Katalaz, katalitik aktivitesiyle H,O,’yi dekompoze ederek su ve oksijene
doniistirmektedir. Dokulardaki CAT enzim aktiviteleri Aebi [96] metoduna gore tayin
edildi.

Prensip: Hidrojen peroksit, 240 nm dalga boyunda maksimum absorbans
gostermektedir. Deney ortamina ilave edilen HO;’nin CAT enzimi tarafindan
pargalanmasi, ultraviyole spektrumda bir absorbans azalmasi olarak takip edilir.

Absorbansta goriilen bu azalma enzim aktivitesi ile dogru orantilidir.
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H,0, + H,0, ‘AT, 2H,0+0,

Kullanilan cozeltiler:

Fosfat tamponu (50 mM): 3.9 g NaH,PO, ve 17.9 g Na,HPO, distile suda
c¢oziindiikten sonra pH 7’ye ayarland1 ve son hacim bidistile su ile 1 litrede ¢oziildii.
H>0; (30 mM): % 30 luk H,O, den 0.34 mL alind1 ve ¢dzelti fosfat tamponu ile toplam
hacim 100 mL olacak sekilde ¢oziildii.

Yontem:

Kor Numune
H>0O, (mL) 0,01 0,01
Fosfat tamponu (mL) 2.99 2.99
Omek(mL) 0,010
Distile Su (mL) 0,010

Hesaplama: 240 nm’de okunan 6rnek absorbanslar1 (OD), standart degerleri

kullanilarak asagidaki formiil yardimiyla degerlendirildi:

k/sec =k x sec-1 =

30 sn

k x sec-1
k/ mg protein =
mg protein

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

2.2.4. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivite 6l¢iimii
GSH-Px, rediikte glutatyonu kullanarak H,O, nin suya doniisiimiinii katalizleyen
bir enzimdir. GSH-Px aktivitesi Paglia de Valentine [97] metoduna gore yapildi.
Prensip: GSH-Px, H;0, varliginda rediikte glutatyonun (GSH) okside
glutatyona (GSSG) donilismesini katalize eder. H;O,’nin bulundugu ortamda GSH-Px’in
olusturdugu GSSG, glutatyon rediiktaz ve NADPH yardimiyla tekrar GSH’a
doniistiiriilir. GSH-Px aktivitesi, deney ortamindaki NADPH i NADP “ya cevrilmesi
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ile optik dansitede meydana gelen absorbans farkinin 340 nm’de spektrofotometrik
olarak 6lgililmesi ile hesaplanir.

H,0, + 2GSH —S31PX, GSSG + 2H,0

ROOH +2GSH S0P, GSSG + ROH + H,O

Kullanilan cozeltiler:

EDTA’h Fosfat Tamponu (pH=7): 3.9 g NaH,PO, alindi, distile su ile 500 mL’de
¢oziildii. 17.9 g Na,HPOy alindi, distile su ile 1000 mL’de ¢oziildii.

Rediikte Glutatyon (GSH): 92 mg GSH alindi, 2 mL EDTA’l Fosfat tamponunda

¢Ozilda.

NADPH: 16.68 mg NADPH alindi, 2 mL EDTA’l1 Fosfat tamponunda ¢oziildii.
Sodyum Azid (NaN3): 65 mg sodyum azid alindi, 1 mL EDTA’l1 Fosfat tamponunda
¢oziildii.

GSH Rediiktaz: 0.04 mL GSH rediiktaz alindi, 0.06 mL 3,2M (NH4),SO4’de ¢oziildii.
Hidrojen Peroksit (H,0;): 0.015 mL H,O; alindi, 5 mL EDTA’l Fosfat tamponunda
¢oziildii.

Amonyum Siilfat [(NH4),SOy]: 4.22 g alindi, 10 mL distile su ile ¢oziildi.

Yontem:

Kor Numune
EDTA’l1 Fosfat Tamponu (mL) 2.67 2.65
Omek(mL) 0,02
Rediikte GSH (mL) 0,10 0,10
NADPH (mL) 0,10 0,10
GSH Rediiktaz (mL) 0,01 0,01
NaNj3 (mL) 0,01 0,01
Distile Su (mL) 0,02 e

Karnstirilir ve oda sicakliginda 30 dk bekletildi

H,0, (mL) 0,10 0,10
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Hesaplama: 340 nm’de okunan 6rnek absorbanslar1 (OD), standart degerleri

kullanilarak asagidaki formiil yardimiyla degerlendirildi:

6
U/L (mikromol/min/L) = AA/t x Vt X 10

E x Vs xt

E : NADP nin ekstinksiyon sabiti (6.22 x 10°)
Vt: Total reaksiyon hacmi (mL)

Vs : Total hacim igindeki numune hacmi (mL)
t: Kiivet cap1 (1 cm)

AA/t : Dakikadaki absorbans degisimi

10° : Molii mikromole ¢evirim faktdrii

6 6
UL= AA/tx3x10 = AA/5dkx3x10
6.22x103x0.02x1 124.44

Elde edilen Unite degeri proteine béliinerek spesifik aktivitesi elde edildi.

U/L
U/mg protein=————

protein (mg/dl)

2.2.5. Rediikte glutatyon (GSH) diizeylerinin dl¢iimii

Doku GSH diizeylerinin tayini spektrofotometrik olarak Sedlak and Lindsay [98]
metoduna gore yapildi.

Prensip: Dokularin biitiin nonprotein siilfidril gruplart GSH seklinde bulunur.
5,5’-ditiyo-bis[2-nitrobenzoik asit] (DTNB), siilfidril bilesikleri tarafindan rediikte
edilerek bir distilfit bilesigi olan sar1 renkli kompleks olusturur. Bu sar1 renkli bilesigin

optik dansitesi 412 nm dalga boyunda 6l¢iilerek GSH aktivitesi saptanir.
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Kullanilan cozeltiler:

Triklorasetik Asit (TCA): % 10’luk TCA; 10 g TCA ¢ozeltisi alind1 ve ¢ozelti distile

saf su ile toplam hacim 100 mL olacak sekilde ¢oziildii.

5,5’-ditiyo-bis[2-nitrobenzoik asit] (DTNB): 39.6 mg DTNB alindi, 10 mL etanolde
¢Oziildii.

Tris-EDTA Tamponu (pH= 8.9): 2.42 g tris alind1 100 mL distile su da ¢oziildii. 7.44
g EDTA alind1 100 mL distile su da ¢oziildii.

Yontem:

Kor Numune
TCA (mL) 0,5 0,5
Omek(mL) e 0,5
Tris-EDTA Tamponu (mL) 2 2
DTNB (mL) 0,1 0,1
Distile Su (mL) 05 e

Hesaplama: 412 nm’de okunan 6rnek absorbanslar1 (OD), standart degerleri

kullanilarak asagidaki formiil yardimiyla degerlendirildi:

DI
El= —
D2

D1 =1 cm’lik kiivette, dar bir aralig1 olan spektrofotometredeki okuma degeri.

D2 = Aymi 6rnegin kalibrasyonu 6nceden yapilmis bir sistemdeki okuma degeri.

Glutatyon derisimi:

(OD2-0D1) x E1 x 10

C (umol/mg protein) =
protein (mg/dl)

2.2.6. Malondialdehit (MDA) diizeylerinin dl¢ciimii
Doku MDA diizeylerinin tayini spektrofotometrik olarak Yagi [99] metoduna
gore yapildi.
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Prensip: Doku MDA tayini; aerobik sartlar altinda ve pH 3.5’te, doku
homojenatinin kaynar su banyosunda 60 dakika inkubasyonu sonucu, lipid
peroksidasyonunun sekonder iiriinii olan MDA’nin TBA ile olusturdugu pembe renkli

kompleksin 532 nm’de spektrofotometrik olarak 6lgiimii esasina dayanir.

Kullanilan cozeltiler:

Triklorasetik Asit (TCA): % 10’luk TCA; 10 g TCA ¢ozeltisi alind1 ve ¢ozelti distile
saf su ile toplam hacim 100 mL olacak sekilde ¢oziildii.
Tribarbiitirik Asit (TBA): % 0,675’lik TBA; 0,3375 g TBA alind1 ve ¢ozelti distile saf

su ile toplam hacim 50 mL olacak sekilde ¢oziildii.

Yontem:

Kor Numune
TCA (mL) 2.5 2.5
Omek(mL) 0,5
Distile Su (mL) 05
TBA (mL) 1 1

95 °C’de su banyosunda 60 dk inkiibasyon yapildi

Hesaplama: 532 nm’de okunan Ornek absorbanslart (OD), standart degerleri

kullanilarak asagidaki formiil yardimiyla degerlendirildi:

Ornek O.D x Std. Konsantrasyonu

MDA (nmol/g doku) =
Std. O.D

2.2.7. Istatistiksel Analizler

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

edildi ve p < 0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Biyokimyasal Parametreler
3.1.1. Dokulardaki SOD aktiviteleri
3.1.1.1. Kalp dokusu SOD aktivitesi

Kalp dokusu SOD aktivitesi Grup 2’de (36,07+2,47 IU/mg protein); Grup 1’e
(59,92+4,58 TU/mg protein) gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik bulundu
(P<0.001). SOD aktivitesi Grup 3’de (76,86+4,37 IU/mg protein); Grup 1’e (59,92+4,58
IU/mg protein) gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek bulundu (P<0.001).
SOD aktivitesi Grup 4’de (49,21£2,98 IU/mg protein) ise Grup 2’ye (36,07£2,47 IU/mg
protein) gore istatistiksel olarak anlaml bir sekilde yiiksek bulundu (P<0.001).

Gruplara ait SOD aktiviteleri Sekil 3.1.’de verilmistir.
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Sekil 3.1. Kalp dokusu SOD aktiviteleri.
P<0.001; Grup 2 ile Grup 1, Grup 3 ile Grup 1 ve Grup 4 ile Grup 2 karsilastirildiginda.
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3.1.1.2. Damar dokusu SOD aktivitesi

Damar dokusu SOD aktivitesi Grup 2°de (47,09+5,10 IU/mg protein); Grup 1’e
(68,21£2,78 IU/mg protein) gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik bulundu
(P<0.001). SOD aktivitesi Grup 3°de (76,50+3,87 IU/mg protein); Grup 1’e (68,21+2,78
IU/mg protein) gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek bulundu (P<0.001).
SOD aktivitesi Grup 4 (57,32+2,20 IU/mg protein) ve Grup 2 (47,09+5,10 IU/mg
protein) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi (P>0.001).

Gruplara ait SOD aktiviteleri Sekil 3.2.’de verilmistir.
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Sekil 3.2. Damar dokusu SOD aktiviteleri.

P<0.001; Grup 2 ile Grup 1 ve Grup 3 ile Grup 1 karsilagtirildiginda.
P>0.001 Grup 4 ile Grup 2 karsilagtirildiginda.
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3.1.2. Dokulardaki CAT aktiviteleri

3.1.2.1. Kalp dokusu CAT aktivitesi

Kalp dokusu CAT aktivitesi Grup 2’de (46,59+3,04 k/g protein); Grup 1’e
(70,33+£2,96 k/g protein) gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diigiik bulundu
(P<0.001). CAT aktivitesi Grup 3’de (92,65+2,22 k/g protein); Grup 1’e (70,33+£2,96
k/g protein) gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek bulundu (P<0.001). CAT
aktivitesi Grup 4’de (61,95£3,79 k/g protein) ise Grup 2’ye (46,59£3,04 k/g protein)
gore istatistiksel olarak anlaml bir sekilde yiiksek bulundu (P<0.001).

Gruplara ait CAT aktiviteleri Sekil 3.3.’de verilmistir.
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Sekil 3.3. Kalp dokusu CAT aktiviteleri.
P<0.001; Grup 2 ile Grup 1, Grup 3 ile Grup 1 ve Grup 4 ile Grup 2 karsilastirildiginda.
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3.1.2.2. Damar dokusu CAT aktivitesi

Damar dokusu CAT aktivitesi Grup 2’de (54,38+4,22 k/g protein); Grup 1’e
(77,05+5,33 k/g protein) gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik bulundu
(P<0.001). CAT aktivitesi Grup 3 (89,83+3,70 k/g protein) ile Grup 1 (77,05£5,33 k/g
protein) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmedi (P>0.001). CAT
aktivitesi Grup 4 (64,49+6,19 k/g protein) ile Grup 2 (54,38+4,22 k/g protein) arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi (P>0.001).

Gruplara ait CAT aktiviteleri Sekil 3.4.’de verilmistir.

100

90 - T
80
70 A
= 60
I
£ [
2
o0 50 4
2
>
o 404
30
20 A
10 A
0 - T T T
Grup I (Kontrol) Grup II (TCDD) Grup IIT (Quercetin) Grup IV (TCDD + Quercetin)

Sekil 3.4. Damar dokusu CAT aktiviteleri.

P<0.001; Grup 2 ile Grup 1 karsilagtirildiginda.
P>0.001; Grup 2 ile Grup 4 ve Grup 3 ile Grup 4 karsilastirildiginda.
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3.1.3. Dokulardaki GSH-Px aktiviteleri
3.1.3.1. Kalp dokusu GSH-Px aktivitesi

Kalp dokusu GSH-Px aktivitesi Grup 2’de (105,3+1,99 IU/mg protein); Grup
1’e (179,7+4,23 1U/mg protein) gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik
bulundu (P<0.001). GSH-Px aktivitesi Grup 3’de (197,0+9,23 IU/mg protein); Grup 1’e
(179,7+4,23 1U/mg protein) gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek bulundu
(P<0.001). GSH-Px aktivitesi Grup 4’de (145,445,75 IU/mg protein) ise Grup 2’ye
(105,3+1,99 IU/mg protein) gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek bulundu
(P<0.001).

Gruplara ait GSH-Px aktiviteleri Sekil 3.5.”de verilmistir.
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Sekil 3.5. Kalp dokusu GSH-Px aktiviteleri.
P<0.001; Grup 2 ile Grup 1, Grup 3 ile Grup 1 ve Grup 4 ile Grup 2 karsilastirildiginda.
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3.1.3.2. Damar dokusu GSH-Px aktivitesi

Damar dokusu GSH-Px aktivitesi Grup 2’de (124,5+3,32 IU/mg protein); Grup
I’e (157,1+£6,85 IU/mg protein) gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik
bulundu (P<0.001). GSH-Px aktivitesi Grup 3’de (176,9+3,65 IU/mg protein); Grup 1’¢
(157,1+£6,85 IU/mg protein) gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek bulundu
(P<0.001). GSH-Px aktivitesi Grup 4’de (142,0+5,91 IU/mg protein); Grup 2’ye
(124,5+3,32 1IU/mg protein) gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek bulundu
(P<0.001).

Gruplara ait GSH-Px aktiviteleri Sekil 3.6.”de verilmistir.
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Sekil 3.6. Damar dokusu GSH-Px aktiviteleri.
P<0.001; Grup 2 ile Grup 1, Grup 3 ile Grup 1 ve Grup 4 ile Grup 2 karsilastirildiginda.
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3.1.4. Dokulardaki GSH diizeyleri

3.1.4.1. Kalp dokusu GSH diizeyleri

Kalp dokusu GSH diizeyleri Grup 2’de (24,30+£1,42 nmol/mL); Grup 1’e
(48,04+£2,29 nmol/mL) gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik bulundu
(P<0.001). GSH diizeyleri Grup 3 (50,02+1,81 nmol/mL) ve Grup 1 (48,04+2,29
nmol/mL) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisme goriilmedi (P>0.001). GSH
diizeyleri Grup 4’de (36,36%1,43 nmol/mL) ise Grup 2’ye (24,30+1,42 nmol/mL) gore
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek bulundu (P<0.001).

Gruplara ait GSH diizeyleri Sekil 3.7.’de verilmistir.
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Sekil 3.7. Kalp dokusu GSH diizeyleri.

P<0.001; Grup 2 ile Grup 1 ve Grup 4 ile Grup 2 karsilastirildiginda.
P>0.001; Grup 3 ile Grup 1 karsilagtirildiginda.
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3.1.4.2. Damar dokusu GSH diizeyleri

Damar dokusu GSH diizeyleri Grup 2’de (13,76+0,61 nmol/mL); Grup 1’e
(21,30+1,25 nmol/mL) gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik bulundu
(P<0.001). GSH diizeyleri Grup 3 (18,85+0,62 nmol/mL) ve Grup 1 (21,30£1,25
nmol/mL) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisme goriilmedi (P>0.001). GSH
diizeyleri Grup 4 (16,05+1,12 nmol/mL) ile Grup 2 (13,76+£0,61 nmol/mL) arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir degisme goriilmedi (P>0.001).

Gruplara ait GSH diizeyleri Sekil 3.8.’de verilmistir,
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Sekil 3.8. Damar dokusu GSH diizeyleri.

P<0.001; Grup 2 ile Grup 1 karsilagtirildiginda.
P>0.001; Grup 3 ile Grup 1 ve Grup 4 ile Grup 2 karsilagtirildiginda.
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3.1.5. Dokulardaki MDA diizeyleri
3.1.5.1. Kalp dokusu MDA diizeyleri

Kalp dokusu MDA diizeyleri Grup 2’de (11,284+0,67 nmol/g doku); Grup 1’e
(6,11+£0,22 nmol/g doku) gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek bulundu
(P<0.001). MDA diizeyleri Grup 3 (5,54+0,40 nmol/g doku) ve Grup 1 (6,11£0,22
nmol/g doku) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisme goriilmedi (P>0.001).
MDA diizeyleri Grup 4’de (8,99+0,38 nmol/g doku) ise Grup 2’ye (11,28+0,67 nmol/g
doku) gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diigiik bulundu (P<0.001).

Gruplara ait MDA diizeyleri Sekil 3.9.’de verilmistir.
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Sekil 3.9. Kalp dokusu MDA diizeyleri.

P<0.001; Grup 2 ve Grup 1, Grup 4 ile Grup 2 karsilastirildiginda.
P>0.001; Grup 3 ile Grup 1 karsilastirildiginda.
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3.1.5.2. Damar dokusu MDA diizeyleri

Damar dokusu MDA diizeyleri Grup 2’de (11,71£0,91 nmol/g doku); Grup 1’e
(6,90£0,39 nmol/g doku) gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek bulundu
(P<0.001). MDA diizeyleri Grup 3 (6,69+0,64 nmol/g doku) ve Grup 1 (6,90+0,39
nmol/g doku) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisme goriilmedi (P>0.001).
MDA diizeyleri Grup 4’de (9,4440,34 nmol/g doku) ise Grup 2’ye (11,71£0,91 nmol/g
doku) gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik bulundu (P<0.001).

Gruplara ait MDA diizeyleri Sekil 3.10.’de verilmistir.
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Sekil 3.10. Damar dokusu MDA diizeyleri.

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

Giliniimiizde, gelisen sanayi ve teknolojiye bagli olarak cevresel kirleticilerin
dogada bulunmalar1 ve bunlarin canlilar iizerine olan etkileri ciddi sorunlar meydana
getirmektedir. Bugiin; basta kanser olmak iizere bircok kronik hastaligin temelinde bu
cevresel kirleticilerin neden oldugu toksisitenin rol oynadigi iyi bilinmektedir.

Dioksin ve benzeri bilesikler ekosistemin hemen her boliimiinde eser miktarlarda
bulunabilen, giiclii zehirli etkiye sahip c¢evresel kirleticilerdir. Toksikolojik agidan
dioksin ve benzeri bilesiklerin insan ve hayvanlar tarafindan alinmasma bagli olarak
birgok olumsuzluk olusmakta ve en kotiisii de bu olumsuzluklarin giderek artan bir
sekilde devam etme potansiyeline sahip olmasidir. Cilinkii bu bilesiklerin dogaya
saliverilmelerinin giinden giline artmasiyla zehirlenme vakalarinin ¢ok daha ciddi
problemlere yol agmasi kaginilmaz hale gelmektedir [100].

Bugiine kadar dioksinin insanlarda c¢evresel maruz kalma ve kazasal
zehirlenmelerine iligkin bilgiler sinirli kalmistir. TCDD ve diger konjenerleri ile olan
zehirlenme vakalarinda dogrudan oliim oranlarmin arttigina dair bilgiler tam olarak
ortaya konulamamasina karsin bu bilesiklerin neden olabilecekleri bir¢cok hastaliga
(kanser, kalp-damar hastaliklar1 gibi) bagl olarak gelisen 6liim vakalarmin ise ciddi bir
sekilde arttig1 bilinen bir gercektir [100].

Dioksin ve benzeri bilesikler ile ilgili olarak en 6nemli konu bu bilesiklerin
cevrede uzun yillar kalicit olmalarindan dolay1 insan ve hayvanlarda daha ¢ok kronik
tipte zehirlenmelere neden olmalaridir. Genel olarak insan ve hayvanlardaki zehirlenme
semptomlart benzer oldugundan daha ¢ok hayvanlarda dioksin zehirlenme modelleri
olusturulmakta ve bu modeller insanlara uyarlanmaktadir. Uzun siire ve diisiik dozlarda
dioksine maruz birakilan hayvanlarda goriilen en 6nemli semptomlar gida aliminin
diismesi, istahsizlik ve sonugta 6liime kadar giden kilo kayiplaridir [101].

Hayvanlarda dioksin zehirlenmelerinin bilinen en énemli belirtilerden olan canli
agirlik azalmasi yag ve kas dokunun kaybina bagl olarak goriilmektedir. Wasting
sendromu olarak bilinen bu durumda kilo kayiplar1 6liime kadar yavas yavas gelisir ve
oliim aninda yaklasik %50 diizeyinde agirlik kayiplart s6z konusudur. Ancak 6liimlerin
nedeni olarak tek basina gida ve su aliminin azalmasi gosterilemeyecegi, ayn1 zamanda
sindirim kanalindan gidalarin emiliminin bozulmasi ve diger bircok faktdriinde etkili

olabilecegi gosterilmistir [14].
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TCDD’nin farkli yonlerdeki birgok etkisini arastirmak i¢in ¢esitli caligmalarda
intraperitoneal yolla TCDD uygulanarak ratlarda deneysel modeller olusturulmustur.

Yapilan ¢esitli ¢alismalarda TCDD’nin antioksidan enzim aktivitelerini azalttigi
ve lipid peroksidasyonunu artirdig: farkli sekillerde ortaya konulmustur.

Ciftci ve arkadaslari, kalict bir ¢evre kirleticisi olan 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-
p-dioksin (TCDD)’nin, curcumin, B-(myrcene) ve 1,8 (sineol) antioksidan savunma
sistemi tlizerinde etkinligini enzim diizeyinde incelemislerdir. TCDD uygulamasiyla
karaciger SOD, CAT, GSH-Px enzim aktiviteleri ve GSH diizeylerinde 6nemli diizeyde
azalma gozlenirken, kontrol ve diger gruplara gére MDA diizeylerinde anlamli artiglar
gdzlenmistir. Curcumin, myrcene ve sineol uygulamasi ile genel olarak MDA seviyeleri
azalirken; SOD, CAT, GSH-Pxenzim aktiviteleri ve GSH diizeyleri artmaktadir. Bu
maddeler TCDD ile birlikte uygulandigr zaman SOD, CAT, GSH-Px aktiviteleri, GSH
ve MDA diizeylerinin kontrol grubuna yakin diizeylere getirildigi goriilmiistiir [102].

Antioksidan enzim aktivitelerinin 6l¢iildiigi bagka bir ¢aligmada, karaciger,
bobrek, kalp ve beyin SOD aktivitelerinin TCDD uygulanan gruplarda kontrol grubuna
gore genellikle dozlara goére azaldigi ancak istatistiksel olarak 6nemli olmadigi
goriilmektedir. TCDD uygulanan gruplara ait CAT aktivitelerinde kontrol grubuna gore
karaciger, bobrek ve beyin dokularinda doza bagimli olarak anlamli azalmalar
gozlenirken, kalp dokusunda ise CAT aktivitelerinin TCDD uygulamasindan pek
etkilenmedigi belirlendi. GSH-Px aktivitelerinde ise tek basina TCDD uygulanan
gruplarda kontrol grubuna gore anlamli azalmalar oldugu tespit edilmistir [103].

Lipid peroksidasyonu ve antioksidan enzim aktivitelerinin 6l¢iildiigii diger bir
calismada, TCDD’nin rat karacigerinde olusturdugu oksidatif stres lizerine quercetin ve
chrysinin koruyucu etkisi arastirilmig olup, TCDD uygulamasi ile SOD, CAT, GSH-Px
ve GSH diizeylerinde azalma oldugu fakat MDA diizeylerinde artiglar oldugu
gbzlenmistir [104].

TCDD’nin  kalp-damar sistemi {izerinde olusturdugu hasarlar degisik
caligmalarla farkl sekillerde incelenmistir.

Allen ve arkadaslari, maymunlara diisik dozlarda diizenli olarak verilen
TCDD’nin organlarda morfolojik degisikliklere neden oldugu belirlemislerdir. Ayni
caligmada dioksinlere maruz kaldiktan sonra O6len maymunlarin epikardiyum,
endokardiyum ve miyokardiyumunda kanamalarin oldugunu tespit etmislerdir [25].

Kelling ve arkadaslar1 ¢alismalarinda, ratlarin kalp dokusundaki mekanik fonksiyonlar
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tizerine TCDD’nin etkisini incelemisler, dioksinlere maruz kalan ratlarn kalp
fonksiyonlarinda, kalp atim oraninda ve kan basincinda azalmalarin oldugunu, ancak

miyokardiyal peroksidaz aktivitesinde artig oldugu gozlemlemislerdir [26].

Bazi ¢aligmalarda, dioksin ve benzeri bilesiklere maruz kalan isgilerde kalp ritim
bozukluklari, hipertansiyon ve anormal periferal arteriyel kan akisi riskinin yiiksek
oldugu ve iskemik kalp rahatsizligindan Oliimlerin 6nemli derecede arttigini ileri
stirmiislerdir [27-29]. Scott ve arkadaslar1 ise, Dioksin ve benzeri bilesiklerin zebra
baliklarinin embriyolarindaki etkilerini incelediklerinde ilk olarak perikardiyal 6dem,
ardindan azalan kan akis hizi, kardiyak jel tabakasinda azalma, kardiyovaskiiler ve

iskelet sistemi fonksiyon bozuklugu gibi anormalliler gozlemlemislerdir [32].

Kuvvetli bir antioksidan olan quercetin 6zellikle peroksi nitril ve hidroksil
radikali basta olmak {izere siiperoksit radikali, lipid peroksil radikali ve nitrik oksit
radikalini kapsayan cesitli radikallere kars1 antioksidan olarak rol oynadigi, ayrica
singlet oksijen ve hidrojen peroksit ile de etkilesime girdigi bilinmektedir [105-107].

Cesitli ¢caligmalarla quercetinin antioksidan savunma sistemi enzimlerini artirdigi
ve lipid peroksidasyonunu azalttigi farkli sekillerde ortaya konulmustur.

Ratlarda etanoliin mide lezyonlar1 iizerine etkisinin, quercetinin antioksidan ve
anti-lilserojen etkisininin aragtirilmasinda, quercetinin mide mukoza hasari ve etanol ile
indiiklenen {ilserojenesis tedavisinde kullanilabilir olmas1 ve etanol tiikketiminden sonra
elde edilen morfolojik ve biyokimyasal parametrelerdeki degisiklikleri Onlemesi
nedeniyle, doku MDA ve serum NO konsantrasyonu SOD, CAT ve GSH-Px
antioksidan enzim aktivitelerinde azalma oldugu goézlenmistir. Quercetin tedavisi ile
MDA ve NO diizeylerinde azalmalar elde edilmis olup bu durum ise quercetinin
antioksidan 6zelliginden kaynaklandig1 bildirilmektedir. Sonug¢ olarak, quercetin
antioksidan enzim aktivitesini artirip oksidatif stresi azaltarak etanol ile olusturulan

mide iilserine kars1 koruyucu etkisi oldugu ifade edilmektedir [108].

Birbirine paralel olarak yapilan iki ayr1 c¢alismada quercetinin, ratlarda
olusturulan nefrotoksisite ve kardiotoksisiteye karsi koruyucu etki gosterdigi ve artmis
lipid peroksidasyonunu Onemli diizeyde azalttigi belirtilmistir [82]. Hertog
caligmasinda, yiiksek dozda quercetin alimimin ileri yastaki erkeklerde kardiyovaskiiler

riski azalttigin ileri stirmiistiir. Bu koruyucu etkinin de LDL oksidasyon inhibisyonu,
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nitrik oksit inhibisyonu, trombosit agregasyonu, anti-imflamatuar etki gibi cesitli

etkilerinden kaynaklandigini belirtmistir [109].

Quercetinin kalp-damar sistemi iizerinde olusturdugu antioksidan etkiler bir¢ok
caligmada farkl sekillerde ortaya konulmustur.

Lipid peroksidasyon derecesini yansitmak i¢in quercetin diizeylerinin dl¢tldiigii
calismada, sican kalplerine kronik tedavi ve akut infiizyon olarak verilen quercetinin
iskemi-perfiizyon hasarina karsi koruyucu etkisi aragtinlmigtir. Sonug¢ olarak,
quercetinin antioksidan etkinligi ile oksidatif strese bagli doku hasarini azaltarak global
iskemi sonrasi perfliizyonda miyokardiyal iyilesmeyi artirdigim1 ve bu koruyucu etkinin
de oOzellikle kronik tedavi uygulanan kalplerde belirgin olarak izlendigini ileri
stirmiislerdir [110]. Arivazhagan caligmasinda yaslanma ile artan lipid peroksidasyon
diizeylerini farkli organlarda degerlendirmis; quercetinin kalp ve damar bolgelerinde
MDA diizeylerini azalttig1, lipid peroksidasyon ve protein oksidasyonunu onledigini

ortaya koymustur [111].

Oksidan molekiiller organizmada siirekli bir olusum ve antioksidanlar tarafindan
stirekli bir etkisizlestirilme siireci igindedirler. Serbest radikallerin ve antioksidanlarin
diizeyleri arasindaki hassas denge korunamadigi takdirde hiicre hasarina kadar giden
birgok patolojik degisiklik ortaya c¢ikmaktadir [35]. Oksijeni metabolize eden tim
hiicrelerde bulunan siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve
katalaz (CAT) enzimleri serbest oksijen radikallerinin hasarina kars1 en 6nemli savunma
mekanizmalarini olustururlar. SOD enzimi, toksik siiperoksit radikallerinin hidrojen
peroksit ve molekiiler oksijene dismutasyonunu hizlandirarak, potansiyel zararl etkilere
karsi savunmada ¢ok Onemli bir rol oynar. Normal kosullarda hiicrelerde bulunan
hidrojen peroksit ve diger peroksitlerin yikimmi katalize eden GSH-Px, lipid
peroksidasyonunun baslamasi1 ve gelismesini engelleyen 6nemli bir enzimdir. Ancak
yiksek konsantrasyonlardaki hidrojen peroksitin detoksifikasyonunu esas olarak CAT
ustlenmektedir [35,112].

Biz de, g¢alismamizda ratlarda deneysel olarak subkronik modeli olusturarak,
oksidan-antioksidan sistem, lipid parametreleri ile kalp-damar yapisi iizerine etkilerini
bir antioksidan olan quercetinin bu etkileri ne yonde degistirecegini arastirmayi

amagladik.
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Calismamizda, kalp dokusu TCDD grubundaki SOD, CAT ve GSH-Px
antioksidan enzim aktiviteleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda SOD, CAT ve GSH
P-x aktivitelerinin TCDD ile anlamh sekilde azaldigi (P<0.001) ve eszamanli quercetin
uygulanmasinin bu azalis1 engelledigi gozlendi (P<0.001) (Sekil 3.1, 3.3 ve 3.5).

Fatih ve arkadaslarn tarafindan yapilan farkli dozlarda TCDD uygulamasiyla
antioksidan enzim aktivitelerinin Ol¢iildiigii bir ¢calismada; karaciger, bobrek, kalp ve
beyin SOD aktivitelerinin TCDD uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore genellikle
doza bagimli azaldig1 ancak istatistiksel olarak 6nemli olmadigi ifade edilmektedir.
TCDD uygulanan gruplara ait CAT aktivitelerinde kontrol grubuna gore karaciger,
bobrek ve beyin dokularinda doza bagimli olarak anlamli azalmalar gézlenirken, kalp
dokusunda ise CAT aktivitelerinin TCDD uygulamasindan etkilenmedigi belirlendi.
GSH-Px aktivitelerinde ise tek basina TCDD uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore
anlaml1 azalmalar oldugu tespit edilmigtir [103].

Antioksidan enzim aktivitelerinin 6l¢iildiigii diger bir ¢alismada TCDD’nin rat
karacigerinde olusturdugu oksidatif stres lizerine quercetin ve chrysinin koruyucu etkisi
arastirilmis olup; TCDD tarafindan uyarilan oksidatif stresin SOD, CAT, GSH-Px
enzim aktivitelerinde azalmaya neden oldugu goriilmistir. Rat karacigerinde
TCDD’nin olusturdugu oksidatif stres iizerine quercetin ve chrysinin koruyucu etki

yarattig1 belirtilmistir [104].

Calismamizda, damar dokusu TCDD grubundaki SOD, CAT ve GSH-Px
antioksidan enzim aktiviteleri kontrol grubu ile karsilagtirildiginda SOD, CAT ve GSH
P-x aktivitelerinin TCDD ile anlaml sekilde azaldigi g6zlendi (P<0.001). Eszamanh
quercetin uygulanmasiyla GSH-Px enzim aktivitesinde anlamli artig gozlenirken
(P<0.001) SOD, CAT enzim aktivitelerindeki artiglar istatistiksel olarak anlaml
bulunmadi (p>0,001) (Sekil 3.2, 3.4 ve 3.6).

TCDD ile eszamanli quercetin uygulandiktan sonra SOD ve CAT enzim
aktivitelerinde, sadece TCDD uygulanan gruba gore artislar gézlenmesine ragmen bu
artiglar istatistiksel olarak anlam icermemektedir.

Normal hiicrelerde enzimatik savunma sistemi disinda bir¢ok non-enzimatik
savunma sistemi de bulunmaktadir. Onemli bir endojen ve non-enzimatik antioksidan
olan rediikte glutatyon (GSH) serbest radikaller ve peroksinitritlerle reaksiyona girerek
hiicreleri oksidan hasara karsi korur. Ayrica protein yapisindaki siilthidril gruplarimi

indirgenmis halde tutarak pek ¢ok proteinin ve enzimin inaktivasyonunu engeller [103].
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Calismamizda, kalp dokusu TCDD grubundaki GSH diizeyleri kontrol grubu ile
karsilastirildiginda GSH diizeylerinin TCDD ile anlamli sekilde azaldigi (P<0.001) ve
eszamanli quercetin uygulanmasinin bu azaligi engelledigi gozlendi (P<0.001) (Sekil
3.7).

Calismamizda, damar dokusu TCDD grubundaki GSH diizeyleri kontrol grubu
karsilastirildiginda GSH diizeylerinin TCDD ile anlamh sekilde azaldigi goézlendi
(P<0.001). Eszamanli quercetin uygulanmasiyla GSH diizeylerinde istatistiksel olarak
anlamli artislar gozlendi (P<0.001) (Sekil 3.8).

Serbest radikaller yiiksek reaktivitelerinden dolayr membran ¢oklu doymamis
yag asitleri ile etkileserek peroksidasyonu baglatmaktadirlar. Bu sekilde olusan lipid
peroksitleri kolaylikla yikilarak basta MDA olmak iizere farkli sekonder iiriinleri
meydana getirmektedir [108].

Calismamizda kalp dokusunda TCDD uygulanan grupdaki MDA diizeyleri
kontrol grubu ile karsilastirildiginda, MDA diizeylerinin TCDD uygulanmas1 ile
istatistiksel olarak anlamli sekilde attigt (P<0.001) ve eszamanli quercetin
uygulanmasinin bu artis1 engelledigi gozlendi (P<0.001) (Sekil 3.9).

TCDD’nin rat karacigerinde olusturdugu oksidatif stres iizerine quercetin ve
chrysinin koruyucu etkisinin arastirildig1 bir diger ¢aligmada lipid peroksidasyonunun
TCDD tarafindan uyarilan oksidatif stres ile artti1, quercetin ve chrysin uygulamasi ile

MDA diizeylerini azalttig1 belirtilmistir. [104].

Calismamizda, damar dokusunda TCDD uygulanan grupdaki MDA diizeyleri
kontrol grubu ile karsilastirildiginda, MDA diizeylerinin TCDD uygulanmasi ile
istatistiksel olarak anlamli sekilde artigi gozlendi (P<0.001). Eszamanli quercetin
uygulanmasiyla MDA diizeylerinde anlamli azalmalar gozlendi (P<0.001) (Sekil 3.10).

Arivazhagan’in  yapmig oldugu c¢alismada, yaslanma ile artan lipid
peroksidasyon diizeyleri farkli organlarda degerlendirilmis; quercetinin kalp ve damar
bolgelerinde MDA diizeylerini azalttigi, lipid peroksidasyon ve protein oksidasyonunu

onledigini gostermistir [111].

Viicuttaki her bolge, her doku, her organ farkli nitelikte ve enzimleri de bu
ortamlarin sartlarina uyacak Ozelliktedir. Her dokunun metabolizmasinin yiiklenmis
oldugu enzim miktar1 da farklidir. Yani dokudaki enzim miktar1 ne kadar fazla ve ne

kadar fonksiyonel ise o dokudaki antioksidan savunma da o kadar aktiftir [102,103].
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Damar dokusundaki enzim aktivitelerinin kalp dokusuna gore genel anlamda diisiik

bulunusunun nedeni bu baglamda agiklayabiliriz.

Calismamiz sonucunda; TCDD’nin olusturdugu oksidatif stres ile kalp ve damar
dokularinda lipid peroksidasyonunu artirdigi, antioksidan enzim aktivitelerini ise
azaltic1 yonde etki gosterdigi goriilmistiir. Quercetinin kalp-damar sistemi {izerinde
TCDD’nin neden oldugu lipid peroksidasyonunu azalttigi, antioksidan enzim
aktivitelerini genellikle artirdigi gozlendi. Quercetinin bu yararh etkileri géz Oniine
almdiginda, TCDD ve diger ¢evresel kirleticilerin neden oldugu toksisitelerde kalp-

damar sisteminde tedavi amacli kullanilabilecegi kanaatine varilabilir.
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