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Ozet

Civanin tim formlan zehirli olmakla birlikte, civa toksisitesi cogunlukla
gastrointestinal sistemi, sinir sistemini ve Uriner sistemi etkilemektedir. Bu
zehirlenme civa buharinin solunmasi, civa yutulmasi, civa enjeksiyonu veya
deri emilimi yoluyla gergeklesebilmektedir.

Bu calismamizin amaci, sican beyin sinaptozomlarinda farkl
konsantrasyonlarda uygulanan civanin (1,052uM HgCl;, 5,262pM HgCl, ve
10,524puM HgCl,) toksik etkilerini gérmek ve en toksik konsantrasyonu
belirlendikten sonra, farkli konsantrasyonlarda borik asit (5 uM H3BO3, 10 pM
H3BO3 ve 50 uM H3BO3) uygulamasiyla, borik asidin civa toksisitesi Uzerindeki
noroprotektif etkilerini incelemektir. Bu amacgla 24 adet Wistar Albino cinsi
erkek sican kullanildi. Frontal korteksleri alinarak 4 parcaya boélindi. Bu
orneklerden her bir grupta 8 adet 6n beyin parcasi olacak sekilde 8 grup
olusturuldu. Cesitli islemler sonucu elde edilen sinaptozom 6&rnekleri civa
varhidginda inklibe edilerek, en toksik konsantrasyonu belirlemek amaciyla
malondialdehit (MDA), superoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon
peroksidaz (GPx) aktiviteleri 6lguldu.

Farkl konsantrasyonlarda uygulanan clvanin, sican beyin
sinaptozomlarinda noérotoksik bir etki yarattigi goridlmistir. 3 farkli grupta
da, kontrol grubuna karsi anlamli sonuglar gortlmesine ragmen, istatistiksel
olarak 10,524uM HgCl, olan grupta ileri derecede anlamli (p<0,001) bir fark
go6zlemlenmistir. Deneyin devami bu konsantrasyon lizerinden devam ederek
farkli konsantrasyonlarda borik asit uygulamasi yapilmistir. Borik asit
uygulamasiyla, lipit peroksidasyonu goéstergesi olan MDA dlzeyinin tUm borik
asit gruplarinda azaldigi, CAT ve GPx aktivitelerinde ki en iyi iyilesmenin 10
MM borik asit grubunda gergeklestigi ve SOD aktivitesinin ise en iyi
iyilesmenin 50 uM’lik borik asit grubunda gerceklestigi gérilmustar.

Sonug olarak bu yapilan calisma da civa maruziyetinin neden oldugu

norotoksik etkilere karsi, borik asidin noroprotektif etkisinin oldugu
bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Civa toksisitesi, civa klorlr, borik asit, oksidatif
stres



Summary

Mercury in any form is poisonous, with mercury toxicity most commonly
affecting the neurologic, gastrointestinal (GI) and renal organ systems.
Poisoning can result from mercury vapor inhalation, mercury ingestion,
mercury injection, and absorption of mercury through the skin.

The purpose of this study is to examine the toxic effects of mercury
chloride at different concentrations in rat brain synaptosomes and determine
the most toxic concentration. Then, boric acid in different concentrations was
examined for neuroprotective effects on mercury toxicity. For this purpose,
24 male Wistar Albino rats were used. The frontal cortices were taken out
and divided into 4 pieces. From these samples, 8 groups were formed in
each group including 8 forebrain pieces. Synaptosomal samples obtained
after various treatments were assayed for malondialdehyde (MDA),
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx)
activities to determine the most toxic concentration by incubating with the
mercury chloride.

It has been shown that the mercury chloride used at different
concentrations has a neurotoxic effect on rat brain synaptosomes. Significant
results were also seen against the control group in 3 different groups.
However, the most toxic concentration was statistically observed as the
group with 10,524uM HgCl2. The experiment continued with this
concentration and incubated with boric acid at different concentrations. With
boric acid application, it was observed that the amount of MDA which is
indicative of lipid peroxidation decreased in all boric acid groups, the best
healing in CAT and GPx activities occurred in 10 uM boric acid group, and the
SOD activity was the best healing in 50 uM boric acid group.

In conclusion, this study also found that the neuroprotective effect of

boric acid against the neurotoxic effects caused by mercury exposure.

Key words: Mercury toxicity, mercury chloride, boric acid, oxidative
stress



Icindekiler

DG KAPAK ..ottt ettt ettt ettt nen e i
KABUL VE ONAY SAYFASI ..ot ii
(@ 74 = ISR PP iii
SUMMARY .. s iv
ICINDEKILER ..ottt b WV
TABLO DIZINT oot vii
SEKIL DIZINI ..o, s e viii
SIMGE VE KISALTMALAR DIZINI ...ccccooiiiiiiiiiiiiiii iX
1. GIRIS VE AMAC 1ttt it ettt et et e et e a e e e a et e e et aae e 1
A ] = Y] = I = () {2 3
20 I 0V T 6
2.1.1 Elementel CIVa ..ooiiii i i e e e 9
2.1.2 INOFGaNiK CIVA ..eviiriiiiiieiieiie e e ee e e et e e e aeaneanes 9
P G B O ] e 1= o 1 G O V7= [P 10
2.1.4 Sinir Sistemi EtKileri ......ooviiiiiii e 10
2.1.5 BObrek EtKileri cuuvueiiiiiii i 11
2.1.6 Civa Zehirlenmesinin Kaynaklar ......cc.coooiiiiiiiiiiiiiciicc e 11
2.1.7 Civa Toksisite MeKanizmasl......covvviiiiiiiiiii i ee s 14
2.1.8 Civa Tedavi YONtemleri...ccoooiiii i e 15
2.2 Serbest RadiKaller ...couiiiiii i e 16
2.2.1 Stperoksit Radikali......cooeeiiiii i 18
2.2.2 Hidrojen PeroKSit. . .ceuiiiiiiii i e e eaes 18
2.2.3 Singlet OKSIJeN ..ot e 19
2.2.4 Hidroksil RadiKali.....ccoiiiiiiiiii i e 19
2.2.5 Lipit PerokSidasSyOnuU ....ciieeiiiiiiii it i viie e eiee e e e e ennees 19
2.3 ANtioKSIdanlar. . ..c.c.oviii i e 20
A R = T P 21
3. GEREC VE YONTEMLER ...cuiitiitiitiitiitieiieieeeee e eieeneeae et eea et sasansenaens 23
R A = = o 23
3.1.1 Deney HayVvanlar .o e e 23



3.1.2 DeNEY GrUPIal ettt 23

3.1.3 Deney Hayvanlarindan Orneklerin AlINMasi.......cocvvvvveneenennen. 24
3.1.4 Sinaptozom EldesSi ...cvviiiiiiiiiii e 26
3.1.5 Kullanilan Kimyasal Maddeler.........ccoviiiiiiiiii i 26
3.1.6 Kullanilan Aygit Ve GeregGler....ccooviiiiiiiiiiiii i e 27

3.2 Y ON eIl oo e 27
3.2.1 Glutatyon Peroksidaz(GPx) OICUMU......ccvvvviriiniiiiniiieiiinienennen, 27
3.2.2 Siperoksit Dismutaz(SOD) OIGUMIU ..uvvvriviiriiiiiieeeeieeen, 28
3.2.3 Malondialdehit(MDA) OIGUMU ..uvviniiiiriiieiieeeeee e, 28
3.2.4 Katalaz(CAT) OlGUMIU . ..uiuiriiiiiiieiieee e e aens 30
3.2.5 DOKU Protein OICUMU «.vuvnirinieiitiineiieieieiie e eeneee e eeaens 31
3.2.6 Istatistiksel ANAIIZ ..vviveiiiriiiii e 33

10 | U1 o 34
T I 2 I N PP 42
6. SONUGC VE ONERILER ..uuttiitiitiitiitieieteeeeeeeeeeneen e et et aensesssnesnesnsanss 47
KAYNAKLAR DIZINI ... ittt e et e e ae e e ens 49
OZ GECMIS ittt e e 62

Vi



Tablo Dizini

Tablo 2.1 Reaktif oksijen ve reaktif azot molekUlleri vuacsisrsasrsansnsnannnnnnas 16
Tablo 2.2 Serbest radikal kaynaklar cccssecsssesssansssansssansssnsssnnsssnsssansssannnns 17
Tablo 2.3 Serbest radikallerin etkilesime girdigi molekUller vuvverararsssnsararass 17
Tablo 2.4 Antioksidan savunma sistemi enzimlerinin kataliz ettigi tepkimeler

ve eksiklikleri durumunda olugan oksidatif StreS..iccssassamssesssnssanssnssanssansnns 18
Tablo 2.5 Endojen ve Eksojen Antioksidan|ar secsscssaessesssnssanssnssanssansnnnnanss 20
Tablo 3.1 I. asama deney gruplaricieccssessssssssassssansssansssnnsssnnssansssansssnnnnns 23
Tablo 3.2 II. asama deney gruplar seccssecssscsssassssassssansssansssnnssansssanssnnnnnns 24
Tablo 3.3 MDA 6lcimi hacimsel degerler.iumirararsrsmsararararsssnsararassssssarasass 30
Tablo 3.4 CAT 6lcimi hacimsel degerleriiirrararsmsararararsssssararassnsnsarasass 31
Tablo 3.5 Doku proteini 6lcimi hacimsel degerler wovavrarserassesassnsassasassnss 32
Tablo 4.1 Sinaptozom MDA dUzeyleriviaieessssanssnssanssansanssanssasssnssanssnsnnnnss 34
Tablo 4.2 Sinaptozom MDA dUzeylerivicieessssassssansssssnssanssasssnssanssnnsnnnss 35
Tablo 4.3 Sinaptozom CAT aktiviteleri siecssessrasssansssansssnsssnnssansssansssannnns 36
Tablo 4.4 Sinaptozom CAT aktiviteler siecssessrasssasssasssnsssnnssansssansssannnns 37
Tablo 4.5 Sinaptozom SOD aktiviteleriieassesssansssansssansssnsssnnssansssansssnnnnns 38
Tablo 4.6 Sinaptozom SOD aktiviteleriieassasssansssansssansssnnsssnnssansssansssnnnnns 39
Tablo 4.7 Sinaptozom GPx aktivitelerii.eaissaaassssanssssannssssannssssannssssannnnnnns 40
Tablo 4.8 Sinaptozom GPx aktiviteleriveeaisssaasssssannssssannssssannssssannssssannnnnnas 41

vii



Sekil Dizini

Sekil 1.1 Cevre SOrUNIar cussessssssssassssassssnnsssnsssansssansssansssnnsssnnssansssnnsssnnnnns 3
Sekil 1.2 Agir metallerin dodaya yayllimlar cieesesesesessssssasasassssssssasasassssnsasas 5
Sekil 2.1 Civa bilesiklerinin yapilari, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri civecessanssas 7
Sekil 2.2 CiIva SUIfUN sasvsssmssamssesssnssanssnsssnssanssnssanssanssnssanssnnssnssnnssnnsnnnnnnnss 8
Sekil 3.1 Anestezi iSIeMi vucrvessnssanssessanssanssnssanssanssnssanssnssanssnnssnsnnnsnnnsnnss 24
Sekil 3.2 Beyinlerin alinmasl.cueesassesssnssanssnssanssesssnssanssnssanssnnssnssansnnnnanss 25
Sekil 3.3 On beynin parcalara bOlUNMESiveeseeseesresresrmsrmsrnssessnnsnnssnssnssassnns 25
Sekil 3.4 GPx kataliz ettigi reakSiyon wovevererassssasaserassssasasasassssnsarasassssnsnsas 28
Sekil 3.5 MDA ve TBA tepKIiMESi vassessanssanssnssanssassanssanssnssanssnnsansnansnnnnanss 29
Sekil 3.6 Bradford OIGUM PrensSibi s ssssssasssssasssessanssanssnsssnssanssnssanssnnsnnss 32
Sekil 3.7 Total Protein EGriSiusasassssssasasasasassssasasasassssasasassssssnsasasasssnnsnnas 33
Sekil 4.1 Sinaptozom MDA DUZeYIeri cusessamssnssanssnsssnssanssnssanssanssnssanssnnsnnss 34
Sekil 4.2 Sinaptozom MDA DUZeYleri cusssamssnssanssansanssanssnssanssanssnssanssnnsanss 35
Sekil 4.3 Sinaptozom Katalaz Aktiviteler ccuvecessasssesssnmsransssansssnsssnnsnnnnas 36
Sekil 4.4 Sinaptozom Katalaz Aktiviteler ccuvecesseasssessrsnsransssansssansssnnssnnnns 37
Sekil 4.5 Sinaptozom SOD AKtiviteler civecsssasssansssassssnsssansssansssansssnnsnnnnes 38
Sekil 4.6 Sinaptozom SOD AKtiviteler sivecssrasssansssassssnsssansssansssansssnnsnnnnes 39
Sekil 4.7 Sinaptozom GPxAKtiviteleri vissaeassssansssssnnssssannsssssnnsssssnnnsssnnnnnns 40
Sekil 4.8 Sinaptozom GPx AKtiviteleri suseeassssscsssssnnsssssnnssssannnssssnnnsssannnnns 41

viii



Simge ve Kisaltmalar Dizini

MDA
CAT
GPx
SOD
Hg
HgCl>
C1

C5
C10
MeHg
HsBOs3
B5
B10
B50
TBA
ROS
GI
MSS
Na* / K*- ATPase
GSH
GSSG
NAD
NADPH
BAL
DMSA
DMPS
Tiron
ATSDR
FDA
WHO

Malondialdehit

Katalaz

Glutatyon Peroksidaz

Slperoksit Dismutaz

Civa

Civa (II) Kloriar

1,052 yM HgCl»

5,262 uM HgClz

10,524 uM HgCl;

Metil Civa

Borik Asit

5 UM H3BOs3

10 uM H3BO3

50 uM H3BO3

Tiyobarbutirik Asit

Reaktif Oksijen Tirleri

Gastrointestinal

Merkezi Sinir Sistemi

Sodyum Potasyum Pompasi

Redlikte Glutatyon

Okside Glutatyon

Nikotinamid Adenin DinUkleotid
Redukte Nikotinamid Adenin Dinukleotid Fosfat
British anti-Lewisite-Dimerkaprol
2,3-dimerkaptosuksinik asit
2,3-dimerkapto-1-propan silfonik asit
Disodyum 4,5-dihidroksibenzen1,3-distlfonat
Toksik Maddeler ve Hastalik Sicili Ajansi
Amerikan Gida ve Ilac Dairesi

Dinya Saghk Orguiti



1- GIRIS VE AMAC

Civa ve cvall bilesikler insanlarin sikcga maruz kaldigi adir
metallerdendir. Termometreler, boyalar, amalgam dis dolgulan, antiseptikler
gibi kaynaklarla insanlara bulasabilir ve toksik etkiye maruz birakabilir.
Civanin farkh tarleri bulunmasina karsin hepsi toksik etki etmektedir (Amler
S., 2002). Civanin toksik o6zellikleri bilinmesine ragmen, mekanizmasl tam
olarak bilinmemektedir. Civaya maruz kalan bireylerde sinir sistemi, immun
sistem, solunum sistemi sorunlar gibi gesitli hastaliklara sebep verdigi daha
onceki calismalarda bildirilmistir (ATSDR, 2000). Civa, cgesitli mekanizmalarla
sinir sistemine zarar verir. Civa, silfhidril gruplarina baglanir ve hicresel
stres cevabi, protein onarimi ve oksidatif hasar dnleme ile ilgili kilit enzimleri
engeller (Carvalho CM, Chew EH, Hashemy SI, Lu J, Holmgren A., 2008).

Normal kosullarda saglikh bir bireyde serbest radikaller ve antioksidan
sistem denge halindedir. Lakin bu denge bozuldugunda, oksidatif stres denen
serbest radikallerin neden oldugu ve hlicresel hasarlara sebep veren bir silireg
baslar. Bu denge bozulmasi ekzojen (cevresel kirleticiler, ilacglar, diyetsel)
veya endojen (doku hasarlar, kronik hastaliklar, stres, yaslilik) faktoérlerle
olabilmektedir (Uysal, 1998). Bu dengenin bozulmasi membran
depolarizasyonuna, kalsiyum girisine ve nihai hicre 6limine yol acgan
sodyum-potasyum adenozin trifosfatazint (Na + / K + -ATPase) inaktive
etmesine neden olur (Huang CF, Hsu CJ, Liu SH, Lin-Shiau SY, 2008). Bir
baska calisma da civa zehirlenmesinin, beyin hicrelerinde inorganik civanin
birikerek demetilasyona neden oldugu bildirilmistir (Vahter ME, Mottet NK,
Friberg LT, Lind SB, Charleston ]S, Burbacher TM., 1995). Civa klorid, tiyol
gruplarn ile etkilesime girerek glutatyonu ve hicre ici diger tiyol gruplarini
azaltarak, oksidatif stresle serbest radikallerin olusumuna neden olur
(Gutierrez ve ark., 2006). Oksidatif stres, amiyotrofik lateral skleroz,
Parkinson hastaligi ve Alzheimer hastaligi gibi norodejeneratif hastaliklarin
etyolojisi ile de iliskilidir. Ancak bu mekanizmalar henlz tam olarak
bilinmemektedir (C. C. Bridges and R. K. Zalups, 2010 & M. Roulet, M.
Lucotte, R. Canuel ve ark., 1998).

Sinir sistemi vicudumuzun karar ve iletisim merkezidir. Merkezi sinir
sistemi (MSS) beyin ve omurilikten, sinir sistemi (PSS) sinirlerden olusur.
Sinirler beyinden, yilze, kulaklara, gbze, burna, omurilige ve omurilikten
vucudun geri kalanina kadar uzanir. Duyusal sinirler gevreden bilgi toplar, o
bilgiyi omurilige gonderir ve bu da mesaji beyne iletir. Beyin daha sonra bu
mesajl algilar ve bir yanit olusturur. Motor ndéronlar, beyinden gelen
talimatlar vicudun geri kalanina iletir. Beyin canlilarin mental ve motor
fonksiyonlarinin olusmasinda temel ve fonksiyonel 6nemi olan, ayni zamanda
hasarlanmaya karsi da ¢ok hassas olan bir organdir.



Sinaptozomlar; noéronlarin sinapslarindan, sinir dokusunun
homojenizasyonu ve fraksiyonlarina ayrilmasiya elde edilir. Sinir fosfolipid
tabakasi, sinaptik proteinler ve reseptorlerden meydana gelmektedirler
(Martines-Martos, J.M., Raminez-Exposito, M.]., Mayas-Torres, M.D., Garcia-
Lopez, M.]., Ramirez-Sanchez, M., 2000). Sinaptik iletimde go6rev alirlar.
Sinaptozomlar, hiicre membranlarinda reseptdr olarak sinaptik protein iceren
mitokondri bakimindan oldukga zengin bir fosfolipid olarak bilinmektedir
(Kanbak, G., Arslan, O.C., Dokumacioglu, A., Kartkaya, K., Inal, M.E., 2008).
Mitokondrileri olmasina ragmen protein sentezi yapmak igin gerekli
sistemlerden yoksundurlar (Whittaker, V.P., 1993).

Calismamizda, in vitro rat beyin sinaptozomlarinda farkl
konsantrasyonlarda civa klorur (1,052uM HgCly, 5,262uM HgCl, ve 10,524uM
HgCl,) uygulamasi yapilarak, en toksik etki goésteren konsantrasyonun
bulunmasi, daha sonra en toksik civa klorir konsantrasyonuyla beraber farkli
konsantrasyonlarda borik asidin (5 pM H3BO3, 10 pM H3BO3 ve 50 uM H3BO3)
birlikte uygulanmasiyla, borik  asidin sinaptozomlarda olusmus
noérodejeneratif hasarin 6nlenmesindeki ndéroprotektif etkisinin incelenmesi
amaclanmaktadir.



2- GENEL BILGILER

GUnUimUzde dogayi ve canhl sagligini tehdit eden sikintilarin basinda
cevresel faktoérler gelmektedir. Artan dunya popullasyonunun temel
ihtiyaclarini stirdlirebilmesi amaciyla endUstrinin gelisimi ve buna bagl olarak
istenmeyen etkenler gelisimi s6z konusudur (Bas ve Demet, 1992).

Adir metaller gibi kirleticiler farkli kaynaklardan olusarak, kirlilik
meydana getirmektedir. Cevresel sartlara dayanikli olmalari, canli sistemlere
etki gdstermeleri, basit bir sekilde besin zincirine karisarak, canhdan canliya
gecis sliresinde artan yogunlukta birikmeleri sebebiyle diger kirleticilere gore
onem arz etmektedir (Bas ve Demet, 1992). Besin zinciri haricinde su ve
havayla da tasinim ve dagihm géstermektedir (WHO, 2003).

Cevre Sorunlar

Hava Kirliligi Su Kirliligi Toprak Kirliligi
Neden: Tiketilen fosil Neden: Asiri Neden: Copler ve ¢cop
yakitlar, ¢oplerin glbreleme, kirli evsel yiginlari, asit
yakilmasi, radyoaktif ve endustriyel atik yagmurlari, glibreleme
isinlar sular, tanker kazalari, calismalari, pestisitler
kimyasallar

Sonug: Asit Sonug: Akarsularin Sonug: Adir metal

yadmurlari, kiresel kirlenmesi, denizde yorgunlugu, pH

ISinma, ozon yasayan canlilarin dederinin dedismesi,

tabakasinin zarar o6lumleri, igme hastalik yapicilarin

goérmesi sularinin kirlenmesi kaynadini olusturmasi

Sekil 1.1 Cevre sorunlar (Erten,2004)

Canlilar icin hayati 6nem tasiyan metaller endustrinin temelini
olusturmaktadir (Vural,2005). Eski zamanlarda metallerin yasama dahil
olmasindan ve bdylelikle islenmeye baslamasindan itibaren kullanilan



metaller, dogal dongiler disinda dogaya fazladan yayllmaya baslamistir
(Kahvecioglu ve ark., 2003). Boylelikle insanlarin hem kendileri bunlara
maruz kalmis hem de c¢evresini kirletmeye sebep olmaya baslamistir
(Vural,2005).

Cevresel kirleticiler ele alindiginda agir metal “¢ok distk miktarlarda bile
etki toksik ya da zehirleyici etki gdésteren metal” olarak tanimlanabilir.
Metaller zaman icerisinde jeolojik veya biyolojik etkenlerle dadilim
gosterirler. Bu tasinim veya dadilim sonucu metaller, emilime ugradid
yerden daha uzaklarda da birikerek, o bdélgedeki konsantrasyonu arttirir
(Orn; Grénland kursun miktarinin, 6nceki senelere goére 200 kez artis
gostermesi, dagilimi, tasinimi géstermektedir) (Boutron ve arkadaslar,1986-
1989). Ayni zamanda mineral yataklarindaki sular, ortamdaki metalleri
cozerek, suyun zehirli hale gelmesine neden olmaktadir. Endistri atiklarn da
akarsu ve nehirleri gibi su kaynaklarini kirletmektedir. Bu kirlenme sonucu,
bu suyun kullanildigi tarim alanlarinda piring gibi besin maddelerinin
yetisemedigi gozlemlenmistir. Metaller parcalanmaya dayanikh olduklar igin,
doda da bitki ve hayvanlarda birikme egilimindedir. Boylelikle besin zincirinin
en uc¢ noktasina kadar varabilmektedirler (Orn; Japonya Minemata’da civaya
maruz kalan balik tiketimiyle insanlarda zehirlenme meydana gelmesi).

GuUndmuzde kati ve sivi yakitlann icerdikleri metaller (arsenik, kursun,
vanadyum...), egzos gazi kaynakh kursunlar ve kursun bilesikleri, kalabalk
sehirlerdeki havayi kirletmektedir. Bu bdlgelerde ise inhalasyon yoluyla agir
metallere maruz kalinmaktadir. Agir metal kirliligi giderek artmakta lakin bu
kirliligin azaltilmasi icin bir yol izlenmemesi sorun teskil etmektedir (Al-Attar,
2011a).

Agir metal kirliligi 2 kaynakl olabilir. Ilk olarak dogal yolla olabilir.
Bunlar, kayalar ve metal icerikli minerallerdir. Insan olarak ise (antropojenik)
tarim, madencilik, ulasim, metallrji gibi islemlerden kaynaklanmaktadir (Al-
Attar, 2011). Agir metal tasinimi ve yayillimi dogal donglidense insan bazli
olarak daha c¢ok etkilidir (Bakar ve Baba, 2009).

Metaller insan vicuduna (soluma, yutma, deri) girdiklerinde, vicuda
nifuz etme sekline goére gorilen etkilerde dedismektedir. Adir metal
toksisitesi, fizyolojik olaylarda rol alan reaktif gruplarla etkilesime gecerek
gosterirler (Kahvecioglu ve ark., 2003; Gliven ve ark., 2004).
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Sekil 1.2 Agir metallerin dogaya yayilimlari

Agir metal toksisitesinin insanlardaki etkileri;

eFizyolojik sistemleri ve kimyasal reaksiyonlar etkileyenler,

eKanserojen olarak etkileyenler,

eAllerjen olanlar,

eMutajen olanlar,

eSpesifik etkileyenler olarak gosterilebilir (Kahvecioglu ve ark., 2003;
Bakar ve Baba, 2009).

Agir metaller canli sistemlerde cesitli biyokimyasal, fizyolojik, genetik ve
sitolojik zararlara neden olmaktadirlar (Yalgin ve ark., 2007). Adir metallerin
bir baska 6zelligi vicuttan atilamamalar ve kemik, yag gibi dokularda birikim
yapmalaridir (Bakar ve Baba, 2009). Agir metaller biriktikleri yere gore 2'ye
ayrilmaktadir. Birincisi yumusak doku olup, arsenik(As), civa(Hg),



kadmiyum(Cd) gibi agir metallerdir. Ikincisi ise sert doku olup, kursun(Pb),
berilyum(Be), baryum(Ba), florltr(F) dur (Giley ve Vural, 1978).

Metal toksisitesinin 2 mekanizmasi bulunmaktadir. Birincisi enzimin aktif
bdlgesinde bulunan metalin, adir metal ile yer degistirmesidir. ikincisi ise agir
metalin moleklle badlanarak enzim aktivitesini etkilemesidir (Taylan ve
Ozkocg, 2007).

Agir metaller oksidasyona badli olarak reaktif olabilirler ve toksik etki
gbsterebilirler. Bu etki sonucu serbest radikallerin Uretimi gerceklesir ve bu
da hlcrenin butdnligint ve redoks dengesini bozmaktadir (Pinto ve ark.,
2003).

2.1 - Civa

Toksik etki gosteren agir metallerden olan civa insanlarda farkli saglik
sorunlarina yol actigindan 6nem kazanmaktadir. Canlilarin civaya maruziyeti
asirlardir bilinmesine karsin son 10-15 yildir, insanlarin civanin sebep oldugu
saglik sorunlarina karsi olan ilgisi ylkselmektedir. Civanin farklh tdrleri
bulunmasina karsin hepsi toksik etki géstermektedir (Amler S., 2002).

Civa toksisitesi sinir sistemini, solunum sistemini, immun sistemi,
bobrekleri ve insan cildini etkileyen bir toksisitedir (ATSDR, 2000). Civa
formu sivi olmasina karsin oda sicakliginda buharlasabilen tek agir metaldir
(Glven ve ark., 2004). Normal sartlarda (25 °C) sivi olarak bulunabilen bir
agir metaldir.

Civanin 3 formu bulunmaktadir;
1-Elementel(metalik) civa

2-0Organik civa

3-Inorganik civa (Greim ve Snyder, 2008).

Civa dogada o6zellikle elementel ve inorganik formda bulunur. Organik
clva ise biyolojik prosesler sonucu mikrobiyal yollarla olusur. Organik civa
(metil cva) farkh yolaklarla toprak ve suya gecmektedir. Civa dodgada
genellikle kirmizi renkli civa sulftr (HgS) olarak bulunur.
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Synonym:

Formula:
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Mercury

Hg

Hydrargyrum
Liquid silver

Metallic mercury

Hg

0

200.59
Elemental
Heavy Liquid
High

Mercurite Nitrate

O,N— Hg\
NO.

Mercury pernitrate

HgN,O,

+2

324.60

Inorganic

Solid

High to Moderate

Dimethylmercury

Hg
HC/ \

X CH

3

Mercury
Methyl mercury

C,H Hg
+2
230.66
Organic
Liquid
High

3

Mercuric (II) Chloride

H92+
ClI~ ClI—

Bichloride of mercury
Mercury chloride

Mercury perchloride

HgCl,

+2

271.50

Inorganic

Solid

High to Moderate

Mercuric (II) Acetate’

% Hg?2+ k
0] (on

Mercury (2+) salt

Mercury diacetate

Diacetocymercury
HgC,HO,

+2

318.68

Organic

Solid

Moderate

Thimerosal

—ONa
SHgCH,CH,4

Thiomersalate
Mercurothiolate
Merthiolate
C,H,HgNaO,S
+1

404.82

Organic

Solid

Moderate to Low

Mercuric (II) Sulfide

Hg=S

Vermilion
Mercury sulfide

Red mercury sulfide

HgS

+2

232.66

Inorganic

Solid

High to Moderate

Methylmercuric Chloride
H,C —Hg
Cl

Chloromethylmercury

Monomethyl mercury
chloride

Methylmercury chloride

CH,HgCl

+2

251.10

Organic

Solid

Moderate

Phenylmercuric acetate

7%

Phenylmercury acetate
Acetoxphenylmercury
Mercury (II) acetate
C,HHgO,

+2

336.74

Organic

Solid

Moderate

Mercurous (I)
Chloride

Cl—Hg—Hg—Cl

Calomel

Mercury
monochloride

Mercury
protochloride

Hg,Cl,

+1

472.09

Inorganic

Solid

Moderate to Low

Methyl Mercury
Hg — CH,4

Monomethylmercury

CH,Hg

+2

215.66

Organic

Solid

High to Moderate

Sekil 2.1 Civa bilesiklerinin yapilari, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (ATSDR, 1995 &

Budavari S, O'Neil MJ, Smith A ve ark., 1996)



Sekil 2.2 Civa silfir

Elementel cava likit halde bulunur, parlak gimuis renktedir.
Termometrelerde, barometrelerde, altin ve gumus Uretiminde
kullanilmaktadir. Organik civa karbonlu bilesiklerle etkileserek, civanin en
toksik formunu olusturur. Mikroorganizmalar elementel civayi
biyotransformasyon ile metil ve etil civaya ddénlstirmektedir. Civa, tiyol
gruplarini ve glutatyonu azaltip, oksidatif strese neden olarak serbest oksijen
reaktifleri olusumuna neden olmaktadir (Yalgin ve ark., 2007). inorganik civa
ise antiseptik kremlerde ve gines kremlerinde kullaniimaktadir (Vaidya ve
Mehendale, 2005). 19.yy da sapka yapiminda calisan iscilerde “Cilgin Sapkaci
Hastaldi (Mad Hatter)” olarak adlandirilan, merkezi sinir sistemini etkileyen
hastaligin sebebide, inorganik civa formu olan merklrik nitrara uzun streli
maruz kalmalandir. En sik maruz kalinan inorganik civa formu ise civa klorid
(HgCly) dir.

Organik metil civa toksisitesi ve inorganik civa toksisitesi farkli patolojik
etkiler go6stermektedir. Organik metil cva toksisitesi klasik Minamata
hastalarinda goérildiiga gibi, kalkarin ve parietal kortekslerde ve serebellar
foliada belirgin néronal kayip ve gliozise neden olur (Wu X, Cobbina SJ], Mao
G, Xu H, Zhang Z, Yang L., 2016).

Inorganik civa serebral infarktlara ve pndmoni, renal kortikal nekroz ve
dissemine intravaskuller koagulopati gibi sistemik sorunlara neden olur.
Organik metil civa, minamata hastaligi klasik 6rnedinde oldugu gibi, beyinde
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noéron kaybi ve gliozise neden olur (Takeuchi T, Eto K, Kinjo Y, Tokunaga H.,
1996). Bununla birlikte, her iki maruz kalma tirGd de sorunlara vyol
acmaktadir. Metil cva zehirlenmesinin maymun modellerinde, beyin
hicrelerinde inorganik civa birikmesinin demetilasyona neden oldugu
bildirilmistir (Vahter ME, Mottet NK, Friberg LT, Lind SB, Charleston 1JS,
Burbacher TM., 1995).

Civa klorid, tiyol gruplar ile etkilesime girer glutatyonu ve hicre ici diger
tiyol gruplarini azaltarak, oksidatif stresle serbest radikallerin olusumuna
neden olur (Gutierrez ve ark., 2006).

2.1.1 Elementel civa(Hg)

Sivi halde bulunur, oda sicakliginda kolayca buharlasir ve inhalasyon
yoluyla iyi absorbe edilir (%80). Lipit ¢ozinlr oOzelligi, alveollerden kan
dolassimina ve kirmizi kan hicrelerine (RBC) gegisi kolaylastinr.
Solundugunda, elementel civa, eritrositlerde g¢ogunlukla katalaz tarafindan
inorganik divalent veya merkir formuna dénustaralir. Bu inorganik form,
inorganik civa (6rn. Zayif lipid ¢ozunlrligld, kan-beyin bariyerine sinirli
gegirgenlik ve diskida atilim) ile benzer 6zelliklere sahiptir. Kiglik miktarlarda
okside edilmemis elementel civa merkezi sinir sistemi toksisitesine sebep
olur. Elementel civa buhari, 6nemli toksik etkilerine bagl olarak, iyonize
oldugu merkezi sinir sistemine (MSS) nifuz etme yetenegine sahiptir.
Elementel civa, GI yolu tarafindan iyi emilmez. Bu nedenle, yutuldugunda
(6rnegin, termometreler), sadece hafifce bir toksik etki gosterir.

2.1.2 Inorganik civa

Toksisitesi cesitli sekillerde olusur: metalik civa (Hg), merklréz civa
(Hg*!) veya merkdirik civa (Hg*?). Daha ¢ok merkirik tuz formunda (6rnedin
piller) bulunan inorganik civa, oldukca zehirli ve asindincadir. Vicuda oral
veya dermal olarak erisir ve yutulanin %10'u oraninda emilir. Zayif lipid
¢OzUnUrligli ve bobrekte birikim gostermesi sebebiyle 6nemli renal
hastaliklara yol acar. Zayif lipit ¢ézunurlik 6zellikleri merkezi sinir sistemi
(MSS) penetrasyonunu sinirlandirmasina ragmen, yavas eliminasyon ve
kronik maruz kalma, MSS’nin civa iyonlan birikimine ve sonrasinda ise
toksisiteye neden olur. Inorganik civaya uzun sireli dermal maruziyet de
toksisiteye yol acabilir. Organik civa gibi, inorganik civa atiimi gogunlukla
digki ile olur. Merkurun renal atilmi yetersiz olmakla beraber, beyin igindeki
kronik maruziyetine ve birikmesine sebep olur ve MSS'ni etkiler.



2.1.3 Organik civa

3 formda bulunabilir: aril ve kisa ve uzun zincirli alkil bilesikleri. Organik
civa formlan, GI yolundan inorganik civa tuz formlarina nazaran daha fazla
emilir. Bu, lipitteki ¢ozlinirlik ozelligi ve hafif korozivite gibi organik
ozelliklerden kaynaklanir (organik civa, inorganik civadan ¢ok daha az korozif
olmasina ragmen). Emildikten sonra, aril ve uzun zincirli alkil bilesikleri
inorganik formlarina donusturdlir ve inorganik civaya benzer toksik
ozelliklere sahiptir. Kisa zincirli alkil merkdrialler (metil civa) GI yolda (%90-
95) kolayca emilir ve baslangi¢c formlarinda stabil kalir. Alkil organik civa,
ylUksek lipid ¢ozintrliglne sahiptir ve beyin, bdbrek, karaciger, sag ve cildin
icinde birikerek, vicut boyunca homojen olarak dagilir. Organik merkurialler
ayrica kan-beyin bariyerini ve plasentayl gecerek eritrositlere nlfuz eder,
nérolojik semptomlar, teratojenik etkiler ve ylksek plazma oranina ulagsirlar.

2.1.4 Sinir Sistemi Etkileri

Metil civa, MSS zerindeki en toksik etkiye sahip olmakla birlikte,
psikiyatrik rahatsizliklara, ataksiye, gbérme kaybina, isitme kaybina ve
noéropatiye neden olur. Uteroya maruz kalan hastalarda en siddetlidir ve
noéronal atrofi seklinde nérolojik hasara sebep olur. Alkil civa atilimi, énemli
enterohepatik sirklilasyona badli olarak cogunlukla diski (%90) seklinde
gercgeklesir. Metil civa biyolojik yari d6mra yaklasik 65 glndur.

Civa, cesitli potansiyel mekanizmalarla sinir sistemine zarar verir. Civa,
stlfhidril gruplarina baglanir ve hicresel stres cevabi, protein onarimi ve
oksidatif hasar 6nleme ile ilgili kilit enzimleri engeller (Carvalho CM, Chew
EH, Hashemy SI, Lu J, Holmgren A., 2008). Metil civa, beyin sapi ve oksipital
kortekslerdeki muskarinik kolinerjik sistemlerini de bozar (Basu N,
Scheuhammer AM, Rouvinen-Watt K, Evans RD, Grochowina N, Chan LH.,
2008). Metil civa ayrica, membran depolarizasyonuna, kalsiyum girisine ve
nihai hicre 6limine yol acan sodyum-potasyum adenosin trifosfatazini (Na
+ / K + -ATPase) inaktive eder (Huang CF, Hsu CJ, Liu SH, Lin-Shiau SY,
2008). Apoptozda birkag yol es zamanli olarak aktive olabilir (Ceccatelli S,
Daré E, Moors M., 2010). Arastirmacilar ayrica, metil civaya maruz kalan
kemirgenlerde asir eksitotoksin ve nitrik oksit sisteminin dizensizligini tespit
etmislerdir (Yamashita T, Ando Y, Sakashita N, ve ark., 1997). Metil civa da
beyin 6demini indukleyebilir, kalkarin ve parietal hicre kaybina ve gliozise
yol acgabilir ve sonug olarak sulkal arter kompresyonu ve iskemiye neden
olabilir.

Ayrica metil cva, element olan selenyumu tutabilir ve bdylece
selenyumun bir enzimatik kofaktor olarak kullanildigi hiicresel biyokimyasal
yollari bozabilir. Yapilan calismalarda, selenyumun takviyesinin laboratuar
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hayvanlarinda civa toksisitesini iyilestirdigini ve hatta tersine gevirdigini
distndurmektedir (Ralston NV, Raymond LJ., 2010).

Son olarak, cvanin etkileri bir kisinin genetik yapisi tarafindan
degistirilebilir. Ornedin hem biyosentezinde civa maruziyeti ile genetik
poliformizm arasindaki etkilesim, dis sektérinde calisanlarda goérsel- motor
becerileri testinde bozukluklar ortaya cikarmistir (Echeverria D, Woods JS,
Heyer NJ, Rohlman D, Farin FM, Li T ve ark. ,2006) ve daha yakin zamanda
benzer bir popllasyonda, motor kontrol becerileri Gzerindeki Uriner civa
seviyeleri ve serotonin tasiyici polimorfizmleri arasindaki bozukluklara neden
oldugu belgelenmistir (Echeverria D, Woods ]S, Heyer NJ, Martin MD,
Rohlman DS, Farin FM ve ark., 2010). Ayrica, bazl 1si sok protein
polimorfizmleri, semptomsuz, ancak benzer sekilde maruz birakilan
kontrollere kiyasla semptomatik civa toksisitesi ile iligkilendirilmistir
(Chernyak YI, Itskovich VB, Baduev BK, Borovskii GB, 2012). Ozellikle
metallotiyoninin (bir adir metal badlayici protein grubu) tek nukleotit
polimorfizmleri, dis hekimleri arasinda azalan sa¢ civa seviyeleri ile
iliskilendirilmistir (Wang Y, Goodrich JM, Gillespie B, Werner R, Basu N,
Franzblau A., 2012).

2.1.5 Bobrek etkileri

Proksimal tUbdllerin nekrozu yaygin bir dogrudan renal toksik etkidir.
Aciklanamayan noéropsikiyatrik rahatsizliklara sahip olan renal anormallikler,
doktorun civa toksisitesini dikkate almasini saglamalidir.

2.1.6 Civa zehirlenmesinin kaynaklari
1-Elementel civa toksisitesinin nedenleri sunlardir:

Termometreler
Barometreler

Piller

Bronzlastirici

Kalibrasyon aletleri

Klor alkali Gretimi

Dis amalgamlan
Elektroliz

Etnomedikal uygulamalar
Parmak izi Grlnleri
Floresan ve civa lambalari
Kizilbtesi dedektorler
MUlcevher endustrisi
Manometreler
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Neon lambalar
Boyalar

Kagit hamuru Gretimi
Fotografcilik

GUmdus ve altin dretimi
Yari iletken hucreler

2-Organik civa toksisitesinin nedenleri de sunlar igerir:

Antiseptikler
Bakterisitler

Imha maddeleri

Tarim endustrisi
Mantar ilaglar
Antiseptik ajanlar
Bdcek oldurict trdnler
Camasir drinleri

Bebek bezi Grinleri
Kagit Gretimi

Patoloji trunleri
Histoloji Grtnleri
Tohum koruma

Ahsap koruyucu maddeler

3-Inorganik civa toksisitesinin nedenleri arasinda sunlar vardir:

Antisyofilik ajanlar
Asetaldehit Gretimi
Kimyasal laboratuvar calismasi
Makyaj malzemeleri
Dezenfektanlar
Patlayicilar

Klurk-sapka isleme
Murekkep Gretimi

Civa buharli lambalar
Ayna gumus

Parfim endustrisi
Fotografcilik
Spermisitler

Dévme murekkepleri
Vinil klordr Gretimi
Ahsap koruma maddeleri
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Yeni kompakt, enerji tasarruflu floresan lambalar, énemli miktarda civa
konsantrasyonu igerir ve buda daha sonra lambalarin kirllmasina bagli olarak
ortaya cikacak bir maruz kalma kaynadiyla birlikte toksisiteye neden olur
(Bose-O'Reilly S, McCarty KM, Steckling N, Lettmeier B, 2010). Yuksek
fruktozlu misir surubunun Udretiminde kullanilan klor-alkali kaynakl civa
iceren bitkilerden elde edilen Urlnlerin, olgllebilir civa seviyeleri icerdigi
gosterilmistir (Dufault R, LeBlanc B, Schnoll R ve ark., 2009). Civa igeren
piller, GI mukozasinin asinmasina ve Uulserasyonuna neden olduklarindan
dolayl endise duyulmaktadir. Pilin yutulmasiyla, organik civa zehirlenmesi
belirtileri yerine, hipersalivasyon ve kusma gibi inorganik civa zehirlenmesi
belirtileri beklenir.

Civa toksisitesi icin baslica risk faktéri, endlstriyel kontaminasyondur.
Altin madenciliginin yani sira aynalar, termometreler, floresan lambalar ve
radyografi makinelerinin tGretiminde calisan isgiler inorganik civa zehirlenmesi
riski altindadir. Kagit ve hamur endistrilerinde maruz kalan isciler arasinda
organik civa zehirlenmesi meydana gelebilir. Yapillan c¢alismalarda cilt
aydinlatici kremlerin idrar civa dizeylerini arttirdigi gézlemlenmistir (Washam
C. Beastly, 2011). Yine baska calismalarda bu tir kozmetik Grinlerin renal
sorunlara yol actigi bildirilmistir (Tang HL, Chu KH, Mak YF, Lee W, Cheuk A,
Yim KF, 2006). Geleneksel dini ve iyilestirici uygulamalar, civa maruziyeti icin
risk faktorleridir. Civa, Cin bitkisel caylarinda kirletici olarak tanimlanmistir
(Espinoza EO, Mann MJ, Bleasdell B., 1995) ve Santeria dininde ve Tibet
tibbinda kullaniimaktadirlar (Sallon S, Namdul T, Dolma S ve ark., 2006).
Gercektende, kdltirel farkhliklar ele alindiginda, bir kontrol topluluguna
kiyasla, Latin toplumunun c¢odgunlukta bulundugu cevrelerde civa buhari
konsantrasyonlarinin  spektrofotometrik dlgimleri ylksek bulunmustur
(Garetano G, Stern AH, Robson M, Gochfeld M., 2008). Ayrica, bitkisel
“Ayurvedik” preparatlarin  %20’sinin ylksek seviyelerde civa icerdigi
bulunmustur (Saper RB, Kales SN, Paquin J ve ark., 2004). Amalgamdan
gelen civa buharlan bile, dis calisanlari ve genel nifus arasinda tartismali
olmakla birlikte, endise kaynadi olmustur. 1663 veteran Uzerine yapilan bir
arastirmada, amalgam maruziyetiyle iliskili, bilissel olmayan test
uygulamasinda klinik olarak belirgin bir eksiklik bulunamadi. Ancak, otomatik
cihaz tarafindan Olgllen, titresimdeki subklinik bir azalma, amalgam
maruziyeti ile iliskili oldugu gosterilmis ve coklu regresyon modelindeki
varyansin %15‘ini olusturdugu bildirilmistir (Kingman A, Albers JW, Arezzo
JC, Garabrant DH, Michalek JE, 2005 & Public Health Service, 1993). Ayrica,
dis hekimleri arasindaki Uriner civa seviyeleri ve sinir iletim parametreleri
arasinda tutarh bir iliski kurulamadi. Dis gurtkleri amalgam dolgularla tedavi
edilen 6-10 yaslan arasindaki toplam 1041 cocuktan olusan iki randomize
calisma, 5-7 vyilhik takipten sonra genis kapsamli ndropsikolojik testlerde
hicbir farklilik géstermemistir (Bellinger DC, Trachtenberg F, Barregard L ve
ark., 2006 & DeRouen TA, Martin MD, Leroux BG ve ark., 2006).
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S6z konusu civa formunu, maruz kalma yolunu ve dozu da igeren
kanitlarin ayrintili bir arastirmasi ve gézden gecirilmesinden sonra, “Public
Healt Service”, dis amalgamlarinin ciddi bir saglhk riski olusturmadigi
sonucuna varmistir (Public Health Service, 1993 & FDA Issues Final
Regulation on Dental Amalgam, 2009).

Organik civa kaynaklarindan biri, bakteri kontaminasyonunu &énlemek
icin asilarda kullanilan bir koruyucu olan tiyomersaldir. Tiyomersal iceren en
yaygin kullanilan asilar difteri, tetanoz, bogmaca o6ksurtigli, Haemophilus
influenzae (HIB) ve Hepatit B'dir. Bununla birlikte, klicik miktardaki civa ve
bilinen herhangi bir hastalik arasinda kesin bir baglanti bulunmamistir.
Bununla birlikte, asidaki civa iceridi ile ilgili duyulan endiseler, civa icermeyen
asilarin daha fazla kullanilabilirligine yol acmistir (Bigham M, Copes R., 2005
& Kirby D, 2005 & Heron ], Golding J., 2004).

2.1.7 Civa toksisite mekanizmasi

Civa iyonlan protein c¢okelmesi, enzim inhibisyonu ve genellestiriimis
korozif etki ile toksik etkiler olusturur. Merkir sadece sillfhidril gruplarina
degil ayni zamanda fosforil, karboksil, amid ve amin gruplarina da badglanir
(National Research Council, 2000). Bununla birlikte, hedef proteinler ve civa
reaksiyonunun neden oldugu etkiler gibi, civa toksisitesinin molekiler
mekanizmalarinin bazi yonleri agikhga kavusturulmaya devam etmektedir
(ATSDR, 1999; Bridges & Zalpus, 2005; Carvalho ve dig., 2008; Hirooka ve
dig., 2010; Newland ve dig., 2009; Rooney, 2007; Zalups, 2000). Bu tir
gruplara sahip proteinler (enzimler dahil) civa ile kolaylikla reaksiyona
girmeye oldukga hassastir. Civaya baglandiginda, cogu protein inaktif hale
getirilir. Toksisite kismen oksidatif durumla ve kimyasal formla (organik veya
inorganik) iliskilidir. Bahsedildigi gibi, elementer civa buhar yiksek oranda
lipid ¢o6zUinurdir ve bu da hicresel zarlan kolayca gecmesine izin verir.
Ayrica merklrik formuna oksitlenebilir. Civa tuzlan daha fazla ¢dézlintr cift
degerli bilesikler olusturdugundan, bu formlar, tek dederlikli civa bilesikleri
olusturan civa tuzlarindan daha zehirlidir. Boylece, yutuldugunda daha hizli
emilecek ve daha fazla toksisiteye neden olacaklardir. Organik formun %90
emilimine karsin, inorganik tuz formunun sadece %10'u (oksidatif duruma
bakilmaksizin) GI vyol ile emilir. Bu, inorganik formlarin gastrointestinal
mukoza U(zerinde asindirici etkiler uyguladigi GI yolun mevcut oldugu
anlamina gelir.

Bazi durumlarda, civall bilesikler, tasiyic araclh bir mekanizma

tarafindan absorbe edilen fizyolojik substratlan taklit edebilir (Bridges ve
Zalpus, 2005 & Heggland ve ark., 2009; Yin ve ark., 2008).
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Bdylelikle, membran tasima sistemlerinin civa bilesikleri ile etkilesiminin
incelenmesi, civa toksikolojisinde énemli bir amactir.

Organomerkdrial bilesikleri ayrica kimyasal vyapiya ve goreceli
toksisiteye goére gruplandinimaktadir. Bu gruplar uzun zincirli aril-civa
bilesikleri ve kisa zincirli alkil-civa bilesikleridir. Toksisite boyutu daha buyutk
olan grup, metil civa gibi kisa zincirli alkil bilesikleridir. Bunlar ayni zamanda
beyin, karaciger ve boObrege yayllan GI sistemde neredeyse tamamen
emilirler. Ekskresyon esas olarak diskiyla gergeklesir. Aril civa bilesikleri, civa
iyonlar olarak atilir (Larry A. Broussard ve ark., 2002).

2.1.8 Tedavi YOontemleri

Tedavi yéntemi, maruz kalinan civa formuna baglidir. Ornedin, toksisite
kaynadinin ortadan kaldirilmasi, nispeten disik bir civa buhar dozuna maruz
kaldiktan sonra yeterli olabilir. Herhangi bir toksinde oldugu gibi, civa
kaynadina, bulastigi zamana, civa tirine ve zehirlenme tirine dair mimkin
oldugunca fazla bilgi elde etmek kritik 6Gneme sahiptir.

Hasta civaya ciltten maruz kaldidinda, dekontaminasyona maruz kalan
alanin bol suyla yikanmasi gerekebilir. Yakic o6zellikleri nedeniyle akut
inorganik civa yutulmasi durumunda siddetli hidrasyon gerekebilir ve ayni
nedenden dolayl kusmayi indiklememelidir.

Gastrik lavaj, 6zellikle abdominal réntgende organik alimlarda bir bilesik
gozlemlendiginde onerilir. Protein iceren c¢ozeltilerle (6rnedin sit, yumurta
akl) veya %5 sodyum formaldehit sllfoksilat ¢ozeltisi ile yapilan gastrik
lavajda, bu cozeltiler civayr baglayabilir ve emilimini sinirlandinir (Larry A.
Broussard ve ark., 2002).

Aktif kdmr, GI dekontaminasyonu icin tutucudur, clinkl bir dereceye
kadar inorganik ve organik civa bilesiklerini baglar.

Dimerkaprol (BAL -British anti Lewisite-), 2,3-dimerkaptostksinik asit
(DMSA, suksimer), 2,3-dimerkapto-1-propan silfonik asit (DMPS), sodyum
4,5-dihidroksibenzenl,3-disilfonat (Tiron) ve penisilamin gibi endojen
sulhidril gruplanyla yarisarak clva zehirlenmesinin tedavisinde
kullanilmaktadir. Genel olarak selasyon tedavisi, metil civa eliminasyonundan
ziyade elemental civa icin daha etkilidir. Oral olarak verilebilen DMSA ve
DMPS gibi daha yeni ajanlar intramuUskuler enjeksiyonla verilen BAL gibi
ajanlarnin yerini almaktadir (Ozuah PO., 2000). Umut verici yeni bir selatlayici
madde N-asetilsisteindir (Ballatori N, Lieberman NMW, Wang W., 1998).
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Tipik olarak selasyon terapisi, blyik hacimdeki dagihm, uzun yar émdr
ve dokulardan civanin asamali olarak salinmasi nedeniyle glnlerce slren
tedavi sureleri gerektirir.

Bobrek fonksiyonunu etkileyen ciddi toksisite vakalarinda hemodiyaliz
kullanilir. Normal hemodiyalizin civayl slizgecten gecirme yetenedi, civanin
eritrositler ve plazma arasindaki dagihm 6zelligi nedeniyle sinirhdir. Bununla
birlikte, hemodiyaliz, bir selatér olarak L-sistein bilesigi ile birlikte basarih
sonuglar vermektedir (Larry A. Broussard ve ark., 2002).

Neostigmin, metil civa toksisitesinde motor fonksiyonuna yardimci
olabilir. Bu toksisite genellikle asetilkolin eksikligine yol acar. Poliol,
enterohepatik dolasimdan sonra safrada atilan metil civa (kisa zincirli alkil
organik civa) ‘nin atilmasini kolaylastirabilen emilemeyen bir reginedir (Larry
A. Broussard ve ark., 2002).

2.2 Serbest Radikaller

En distaki orbitalde 1 veya daha fazla eslesmemis elektron tasiyan atom
veya molekdlllere serbest radikal denir. Bu atom veya molekduller reaktif etki
gosterdiklerinden, baska molekilller ile etkilesime girme ydénelimindedir
(Akkus I, 1995). Biyolojik sistemde en cok énem arz eden serbest radikaller,
oksijen radikalleridir. En o6nemli serbest oksijen radikalleri slperoksit,
hidrojen peroksit, gecis metal iyonlari son olarakta hidroksil radikalleridir
(Akkus I, 1995).

Tablo 2.1 Reaktif oksijen ve reaktif azot molekilleri (Bal & Kasprzak 2002)

Radikaller Radikal olmayanlar
Stperoksit anyonu (0O2) Hidrojen peroksit (H203)
Hidroksil (HO") Singlet oksijen (*0>)
Peroksi (ROO") Ozon (03)

Alkoksil (RO") Hipokloréz asit(HOCI)
Nitrik oksit (NO") Lipid hidroperoksit(LOOH)
Semikinon radikali (HQ) Peroksinitrit (ONOO")
Hemoproteine bagli serbest radikaller Azot dioksit (NO2)
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Tablo 2.2 Serbest radikal kaynaklari

Biyolojik kaynaklar

Intraseliiler kaynaklar

Aktive olmus fagositler
Antineoplastik ajanlar

Radyasyon

Alkol ve uyusturucular

hiperoksi, pestisitler, Sigara

aromatik hidrokarbonlar)
e Stres

Cevresel ajanlar (hava kirliligi
yapan fotokimyasal maddeler,

o Kuguk molekdllerin
otooksidasyonu

e Enzimler ve proteinler

e Mitokondrial elektron transportu

e Endoplazmik retikulum ve nukleer
membran elektron transport
sistemleri

dumani, solventler, anestezikler, |e Peroksizomlar

e Plazma membrani (Lipit
peroksidasyonu)

e Oksidatif stres yapic durumlar:
Iskemi, travma, intoksikasyon

Tablo 2.3 Serbest radikallerin etkilesime girdigi molekiller (Akpoyraz & Durak, 1995)

Etkilenen Bilesikler

Sonuclar

Doymamis amino asitler
kUkdrt iceren amino asitler

ve

Protein denatiirasyonu

Capraz baglanma

Enzim inhibisyonu

Organ ve hiicre gecirgenliginde
degisimler

Nukleik asit bazlan

Hlcre gelisiminde degismeler
Mutasyon

Karbohidratlar

Hlcre ve ylzey reseptorlerinde degisim

Doymamis lipitler

Kolestrol ve yag asitlerinin oksidasyonu

Kofaktorler

Nikotinamid ve flavin iceren
kofaktorlerin aktifliginde azalma
Askorbat ve porfirin oksidasyonu

Antioksidanlar a-tokoferol ve B-karoten gibi
antioksidanlarin aktifliginin azalmasi
Proteinler Denatlrasyon
Peptid zincirlerinde kinlmalar
DNA Baz modifikasyonlari

Zincirde kinlmalar

Hyaluronik asit

Sinovial sivinin viskozitesinde degisim
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Tablo 2.4 Antioksidan savunma sistemi enzimlerinin kataliz ettigi tepkimeler ve
eksiklikleri durumunda olusan oksidatif stres (Casteilla L, Rigoulet M, Penicaud L, 2001)

Antioksidan Savunma SistemiTepkimeleri Antioksidan Sistemi K itesi Asil Dur! daTepl

P

Stiperoksid anyon olusumu
O,+e
Solunum zinciri
0,.-
ROT'larin enzimatik metabolizmalari
Stiperoksit dismutaz
20,-+ 2H+ — 0, + H,0, 0,-+ H* = HO,.

(mitokondri, sitozol)
Katalaz 0,-+HO,. +H" = 0, + H,0,

2H,0, — 2H,0 + 0,

(peroksizom) 0,.-+Fe* —»Fe* +0,

Glutatyon peroksidaz
H,0, + 2GSH — 2H,0 + GSSG Fe* +H,0, — Fe** + HO + HO

(mitokondri, sitozol)
Glutatyon rediiktaz H,0, + 0,.- = 0, + HO + HO’

GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP*
Glukoz6P dehidrojenaz
NADP+ + G6-P — 6-P-glukonolakton + NADPH + H*
(sitozol)
Transhidrojenaz
NADH + NADP* — NAD* + NADPH
(mitokondri)

Reaktif oksijen turleri; superoksit anyonu (°Oz7), hidrojen peroksit
(H202), singlet oksijen (102), hidroksil radikali (*OH) dir. Lipid
peroksidasyonu urlunleri olan peroksil ve alkoksil (ROO* & RO*®) radikalleri de
reaktif oksijen turleri arasinda gdsterilmektedir (Halliwel B., 2006 & Valko,
M., Leibfritz, D., Moncol, J., Cronin, M.T.D., Mazur, M., Telser, J., 2006).

2.2.1 Siuperoksit Radikali

Superoksit anyonu molekuller haldeki oksijen atomunun mitokondri ig
zarinda gerceklesen elektron transport zincirinden 1 elektron ile etkilesime
gecerek indirgenmesi sonucu olusmaktadir. Ksantin oksidaz, lipoksijenaz ve
siklooksijenaz tarafindan olusturulmaktadir. Siperoksit anyonu, siperoksit
dismutaz (SOD) enzimi ile hidrojen peroksit ve molekller oksijene dénusur
(Zhang Y, Micheal G, Irwin M, Tak MW, 2000). Uzun sireli maruziyet DNA
mutasyonuna ve hastaliklara yol agar.

2H*
O2+ O — H202 + O2
SOD
2.2.2 Hidrojen Peroksit
Hidrojen peroksit serbest bir radikal dedildir. Ancak hiicresel membrana

kolaylikla girebilmesinden dolayi ve hidroksil olusumuna yol acarak hucre
hasari olusturmalari nedeniyle ©6nemlidir. Hidrojen peroksit metabolik
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yolaklari ve hucreici sinyal kaskadinda da rol almaktadir. Hidrojen peroksit,
katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz(GPx) ve peroksiredoksinler ile
uzaklastirilir (Limon-Pacheco J, Gonsebatt ME, 2009).

CAT
2H0, — 2 H,O0+ O
Hidrojen Su Oksijen
Peroksit
GPx
2 HO2 + 2GSH ———*  GSSG + 2 H20
Redlikte Okside
Glutatyon Glutatyon

2.2.3 Singlet Oksijen

Oksijenin dis orbitaldeki ortaklanmamis elektronunun farkli orbitale zit
spine yerlesmesiyle olusur. Uyarilmis bu molekiile singlet oksijen denir. DNA,
RNA, protein, lipid gibi yapilarla etkileserek hlicreye zarar vermektedir
(Kukreja R, Hess ML, 1992).

Single oksijen formuli: “0-0:"

2.2.4 Hidroksil Radikali

Hidrojen peroksitin demir, bakir, mangan gibi metallerle verdigi tepkime
ile olusan serbest radikallerdir (Mc Cord, 1993 & Riley, 1994 & Gutteridge,
1994). Glclu bir aktivite gosterdiginden, diger radikallere oranla, daha fazla
zarar vermektedir. DNA da ve proteinlerin yapisinda hasar meydana
getirmektedir (Deaton ve Marlin, 2003). Fenton ve Haber-weiss
reaksiyonlariyla olusmaktadir.

2 H,O, + Fet2 —— >  Fe*3 + OH* + OH- (Fenton)

Fet2+ OH* — Fe*3 + OH- (Fenton)

Fet2+ Oz + H0, — Fe*™3 + OH* + OH- (Haber-Weiss)

2.2.5 Lipid Peroksidasyonu

Lipid peroksidasyonu urtnleri olan peroksil ve alkoksil (ROOe & ROe)
radikalleri de reaktif oksijen tdrleri arasinda gosterilmektedir (Halliwel B.,

2006 & Valko, M., Leibfritz, D., Moncol, J., Cronin, M.T.D., Mazur, M., Telser,
J., 2006). Bu reaktiflerden en cok etkilenen yapi zar lipitleridir. Bu hicre
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zarindaki lipid tarleri (kolestrol ve doymamis yag asitleri) serbest radikallerle
etkileserek peroksidasyona neden olmaktadirlar (Kayis T., 2010).

Lipid peroksidasyonu, radikallerin lipitlerdeki doymamis yag asitlerinin
C=C cift baglarina saldirmasi sonucu olusmaktadir. Glikolipidler, fosfolipidler
ve kolesterol potansiyel peroksidasyon modifikasyonlarinin ve olusacak
zararlarin en iyi bilinen hedefleridir (Ayala, A., Munhoz, M. F., ve Arguelles, S.,
2014).

Lipid peroksidasyonu veya doymamis yag asitlerinin oksijen ile etkilesimi
sonucu cesitli oksidasyon Urlnleri olusmaktadir. Lipid peroksidasyonunun
birincil Grind lipit hidroperoksitlerdir (LOOH). 1ikincil Griinler ise lipid
peroksidasyonu esnasinda olusan malondialdehit (MDA), propanal, heksanal
ve 4-hidroksinonenal gibi cesitli aldehit Grinleridir (Ayala, A., Muhoz, M. F.,
ve Argulelles, S., 2014). Olusan MDA bilimde oksidatif stres gdstergesi olarak
Olcllen parametrelerden biridir.

2.3 Antioksidanlar

Reaktif oksijenleri ve bunlarin olusturdugu zararlan engellemek igin
vicutta bulunan savunma molekdullerine “antioksidan savunma sistemleri” ya
da “antioksidanlar” denmektedir (Sener G, Yeden Berrak C, 2009).
Antioksidanlar ikiye ayrilir; endojen ve ekzojen antioksidanlar olmak Uzere
(Sen S, Chakraborty R, 2011).

Antioksidanlar hizli gerceklesen reaksiyonlarla oksidasyonu &nleyen
molekudllerdir (Dundar Y, Aslan R, 1999). Antioksidanlarin gdérevleri
radikallerle reaksiyona girerler ve daha =zararli formlar olusmasini
engelleyerek yeni serbest radikal olusumunu &nler ve toksik etkilerine karsi
hiicreyi koruyarak, saglik sorunlarini engeller (Pham-Huy LA, He H, Pham-
Huy C, 2008).

Tablo 2.5 Endojen ve Eksojen Antioksidanlar

Endojen Antioksidanlar

Enzimatik antioksidanlar Enzimatik olmayan antioksidanlar
e SUperoksit dismutaz (SOD) e Glutatyon e Koenzim Q10
o Katalaz (CAT) e Melatonin e Selenyum
e Glutatyon peroksidaz (GPx) e Urik Asit e a-lipoik asit
e Glutatyon reduktaz (GR) e Bilirubin e Transferrin
e Albumin e Seruloplazmin
Eksojen Antioksidanlar
Vitamin eksojen Ilac olarak kullanilan eksojen
antioksidanlar antioksidanlar
e a-tokoferol (Vitamin E) e Ksantin oksidaz inhibitorleri
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e [-karoten (Vitamin A) (allopurinol, oksipurinol, pterin aldehit,

e Askorbik asit (Vitamin C) tungsten)

e Folik asit (Vitamin B9) e NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin,
lokal anestezikler, kalsiyum kanal
blokerleri, nonsteroid antiinflamatuvar
ilaglar)

e Rekombinant superoksit dismutaz

e Trolox-C (Vitamin E analogu)

e Endojen antioksidan aktiviteyi
artiranlar (GPx aktivitesini artiran
ebselen ve asetil sistein)

e Nonenzimatik serbest radikal
toplayicilar (mannitol, albimin)

e Demir redoks doénglsu inhibitérleri

(desferroksamin)

Notrofil adezyon inhibitérleri

Sitokinler (TNF ve II-1

Barbutiratlar

Demir Selatérleri

2.4 Bor

Borik asit dogada mineral olarak bulunan bir Lewis asididir. Bu o6zelligi
nedeniyle borik asit; peptitler, aldehit dehidrojenaz, proteaz, ksantin oksidaz
gibi enzimler Gzerinde inhibe edici etkiye sahiptir.

Saglik sisteminde geleneksel kullaniminin  yani sira borik asit,
endustriyel, tarrmsal ve kozmetik uygulamalarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Borik asit, uygulandiktan sonra hizla emilir ve pasif diflizyon
yoluyla vicut boyunca hizla dagildigi bilinmektedir. Borik asit
uygulamasindan sonra, kandaki ve dokudaki borik asit konsantrasyonunun,
sicanlar ve insanlarda 1: 1 oraninda oldugu bildirilmistir (Murray, 1998).
Borik asidin kalsiyum ve potasyum metabolizmasi lGzerinde (Meacham ve
ark., 1994), D vitamini (Hunt, 1996), aldehit dehidrogenaz, ksantin oksidaz,
sitokrom b5 rediktaz (Hunt, 1996 & Devirian ve Volpe, 2003), insilin,
Ostrojen, testosteron, T3, T4 (Nielsen ve ark., 1987; Armstrong ve ark.,
2001), trigliseritler, glikoz (Eren ve ark. 2006) ve reaktif oksijen tirleri
(Turkez ve ark., 2007; Ince ve ark., 2010) lzerinde etkisi oldugu yapilan
calismalarda bulunmustur.

Bor, in vivo olarak antioksidan savunmay! gelistirme yetenedine sahiptir
(Devirian ve Volpe, 2003 & Pawa ve Ali, 2006). Bor, bitki kaynakli gidalarda
ve icme suyunda bulunur ve ayrica gida takviyesi olarak da mevcuttur (WHO
2009).
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Bor bilesiklerinin (borik asit veya boraks gibi), insan lenfositlerinde
hicrelerin antioksidan kapasitesini arttirarak, genotoksik ajanlar olan
vanadyum tetraoksit, titanyum dioksit, aflatoksin B1 ve paklitakselin neden
oldugu hasara karsi bir miktar koruma saglayabilir (Geyikoglu ve Tlrkez
2007 & Tirkez ve Geyikoglu 2010). Onceki yapilan calismalarda borun
suprafizyolojik konsantrasyonlarda (80-322uM borik aside karsilik gelen 5-
20ppm) in vitro yapilan calismada kadmiyum ve kursunun neden oldugu
genotoksisiteye karsi kismi koruma gosterdigi bulunmustur (Turkez ve ark.
2012). Ilging bir sekilde, ayni yazarlarin diger calismalarinda, en disiik bor
konsantrasyonlari, metal kaynakli genotoksisiteyi suprafizyolojik seviyelere
gbre daha verimli bir sekilde azaltmistir.

Borik asidin en 6nemli kullanimi nétron yakalama terapisidir. Borik asit,
cesitli kanserlerin tedavisinde yaygin olarak kullaniimistir (Primus ve ark.,
1996).

Borik asit, kalsiyum, magnezyum ve potasyum, D vitamini, insulin,
Ostrojen, testosteron ve glukoz metabolizmasi gibi iyonlarin seviyelerini
etkiler. Ayni zamanda S-adenozil metiyonin (SAM) gUgli bir afiniteye
sahiptir. Glikolipitler ve glikoproteinler gibi molekduller igeren hidroksil grubu,
membran batinligint etkileyen borik asit ile bir kompleks olusturabilir
(Hunter, 2005 & Nielsen, 2008).

Borik asit, kanser ve inflamatuar hastalik tedavilerinde, yara
iyilesmelerinde, oksidatif stresin onlenmesinde, agir metallerin toksik
etkilerinin  azaltilmasinda ve mitokondriyal membran potansiyelinin
dizenlenmesinde antioksidan ve antiinflamatuar ajan olarak kullanilir
(Henderson ve ark., 2009 & Sogut ve ark., 2015 & Ustundag ve ark., 2014).

Ayrica borik asit, pestisitler tarafindan inhibe edilen asetilkolinesteraz
aktivitesini geri kazandigi (Coban ve ark., 2015) ve ayrica siklofosfamid
kaynakli ve karbon tetraklorir ile indiklenmis oksidatif stresi 6nledigi yapilan
calismalarda goésterilmistir (Ince ve ark., 2012 & Ince ve ark. 2014).
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3- GEREC VE YONTEMLER

3.1 Geregler
3.1.1 Deney Hayvanlari

Tim deney hayvanlann KOBAY DENEY HAYVANLARI LABORATUVARI
SAN. VE TIC. A. S. den temin edilmistir. Calisma icin gerekli olan etik kurul
raporu alindi. Deneysel asamamizda 250-300 gr Wistar Albino cinsi erkek
sicanlar kullanilmistir. Deney hayvanlari deney siresince Eskisehir
Osmangazi Universitesi Tibbi Bilimler Deneysel Arastirma ve Uygulama
Merkezi'nde (TICAM) uluslararasi deney hayvanlan bakim kilavuzlarina gére
standart laboratuvar kosullarinda (12/12 saat aydinlik/karanlik periyodunda,
22+ 3°C, %45-50 nem) barindirnldi. Hayvanlar cesme suyu ve standart yem
ile ad libitum beslendi. Calismamiz 2 asamadan olusmaktadir. Calismada
civaya bagl toksik etkiler incelemek amaciyla farkh konsantrasyonlarda
uygulamasi yapildi, en toksik civa konsantrasyonu belirlendikten sonra borik
aside bagh doz calismasi yapilarak, kontrol grubuyla istatistiksel olarak
kiyaslanmistir. Her grup 8 adet 6n beyin parcasi icerecek sekilde ayriimistir.
Calisma n:8 olacak sekilde gergeklestirilmistir. Asama basi 8 sican, toplamda
16 sican kullaniimistir.

3.1.2 Deney Gruplari

Calismamiz 2 asamali gerceklestirilmistir. Ilk asama civanin saglikl sican
beyin sinaptozomlan Uzerine toksik etkilerini incelemek igin farkli civa
konsantrasyonlarinda ki degerleri 6lgtlmastar.

Tablo 3.1 I. Asama deney gruplari

I. ASAMA
Kontrol(Saglikh)
1,052 yM HgCl>
5,262 uM HgCl,
10,524 uM HgCl,

Ikinci asama da ise en toksik civa dozu(x) belirlendikten sonra, en toksik
clva konsantrasyonunu her grup icin sabit tutarak, her gruba farkh
konsantrasyonlarda borik asit uygulamasi yapilip, borik asidin ndroprotektif
etkileri incelenmigtir.
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Tablo 3.2 II. Asama deney gruplari

II. Asama

Kontrol(x HgCl2)

X UM HgCl,+5 uM Borik Asit (H3BO3)
X UM HgCl>+10 pM Borik Asit (H3BO3)
X UM HgCl,+50 uM Borik Asit (H3BO3)

3.1.3 Deney Hayvanlarindan Orneklerin Alinmasi

Deney hayvanlarina intramuskuler olarak ketamin(60mg/kg) ve ksilazin
(12mg/kg) uygulamasiyla anestezi islemi yapilarak beyinleri alinmigtir. Alinan
beyin dokusundan sinaptozom elde edilerek glutatyon peroksidaz(GPx),
malondialdehit (MDA), katalaz (CAT), slUperoksit dismutaz (SOD) ve total
protein dizeylerinin dlgimleri yapildi.

Sekil 3.1 Anestezi islemi
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Sekil 3.2 Beyinlerin alinmasi

Sekil 3.3 On beynin pargalara bélinmesi
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3.1.4 Sinaptozom Eldesi

Sinaptozom fraksiyon eldesi icin Whittaker ve arkadaslarinin uyguladigi
yontem tarafimizdan modifiye edilerek kullanildi. 24 adet saghkl Wistar
Albino cinsi erkek sicanlar dekapite edilip éldurildikten sonra én beyinleri
alindi. Buyidk hemisferler sinir sisteminin diger elemanlarindan ayrildi,
Ustlerinde kalan kan parcaciklarini gidermek igin serum fizyolojikle yikandi.
On beyinlerin her biri dért parcaya béliiniip tartildi. 8 grup olusturuldu, her
bir gruba 8 adet 6n beyin parcasi konuldu (n=8). Gruplarn olusturan én beyin
parcalari hizlica buz soguklugunda Hepes (10 mmol/L) + Sikroz (0,32
mmol/L) solisyonuna konuldu ve ayni ortamda homojenize edildi. Homojenat
3000xg’de 10 dakika santrifij edilip, supernatant kismi alindi. Bu kisim
15000xg’de 20 dakika santriflij edildikten sonra supernatant kismi atildi.
Geride kalan sinaptozomca zengin pellet kismi 2ml’lik yapay serebrospinal
sivi (aCSF; 1i6mM/L NaCl, 5,4mM/L KCI, 0,9mM/L MgCl2, 0,9mM/L
NaH2PO4, 25mM/L NaHCO3, 1,8mM/L CaCl2 ve 10mM/L Glukoz, pH 7.2)
icinde resispanse edildi. Sinaptozomlar deney gruplarinin igerigine gore civa
kloririn farkli konsantrasyonlarinda 37°C'de 60 dakika inklbe edildi.
Inkiibasyon sonrasi glutatyon peroksidaz(GPx), malondialdehit(MDA),
katalaz(CAT), superoksit dismutaz(SOD) ve total protein dizeylerinin
dlcimleri yapildi. Daha sonra en toksik civa klortur konsantrasyonu secilerek
farkli konsantrasyonlarda borik asit ile 37°C'de 60 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi tekrar glutatyon peroksidaz(GPx), malondialdehit(MDA),
katalaz(CAT), superoksit dismutaz(SOD) odlgumleri yapilarak borik asidin
noroprotektif etkisi incelendi.

3.1.5 Kullanilan Kimyasal Maddeler

HgCl>
HsBOs
Ketamin
Ksilazin
Hepes
Sukroz
CSF
NaCl

KCI
MgCl
NaH2PO4
NaHCOs3
CaCl;
Glukoz
NADPH
TBA
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SDS

CH3COOH

NaOH

HCI
tetraetoksipropan
Tris

EDTA

H20:

Distile su
Coomassie Brilliant Blue G-250
C2HsOH

HsPO4

BSA

3.1.6 Kullanilan Aygit ve Geregler

Hassas Tarti
Santrif(j
Spektrofotometre
Buzdolabi

Derin Dondurucu
pH metre
Vorteks

Manyetik Karistirici
Homojenizator
Cam Malzemeler
Pipet/Mikropipet
Su Banyosu

3.2 Yontemler

3.2.1 Sinaptozomda Glutatyon Peroksidaz(GPx) Olgiimii

GPx 6lgimu Paglia ve Valentine (1987) tarafindan bildirilen metoda gére
Olguldl. Bu ydntem okside glutatyon (GS-SG) ve NADPH'I substrat olarak
kullanan glutatyon rediktazin 340 nm’de Nikotinamid-adenin-dintkleotid

fosfat (NADPH)1 okside etmesi ile meydan gelen azalan absorbansin
Olgllmesi esasina dayanmaktadir.
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Reduced Glutathione
(2 GSH)

o / \

Glurarh:one reductase Glutathione peroxidase

. ’____ﬁ____

Rtboﬂavin
. (FAD) ,1/ Solemum
NADPH+H* -/ / \'V
(GSSG)

Oxidized Glutathione

Sekil 3.4 GPx kataliz ettigi reaksiyon

NADPH'In, Nikotinamid adenin dintkleotid fosfat (NADP)'a
yukseltgenmesi 340 nm’de absorbansin azalmasina sebep olur. Bdylece
dolayli olarak GPx'in aktivitesinin tespitinde kullanilmaktadir. Bu karisimin
Uzerine hidrojen peroksit eklenerek enzimatik reaksiyon baslatildi ve 3 dakika
boyunca 340 nm’de azalan absorbanslar okundu. GPx aktivitesi (€340: 6220
M/cm) 1 dakikada 1 mg protein tarafindan harcanan NADPH miktan olarak
hesaplandi ve enziminin spesifik aktivitesi U/mg protein/dk olarak verilmistir.

3.2.2 Sinaptozomda Siiperoksit Dismutaz (SOD) Olciimii

SOD o6lcuminde Marklund ve Marklund (1974) metodu kullaniimistir.
Pirogallol’'un 440 nm’de alkali ortamda oksidasyona ugramasi sonucu ile
artan absorbans dlculdld. Bir Unite toplam SOD aktivitesi pyrogallol’un
otooksidasyonun %50 inhibisyonuna sebep olan protein miktarn olarak
hesaplandi. Daha sonra homojenattaki 1mg protein basina toplam SOD
aktivitesi U/mg protein olarak verilmistir.

2HT
O+ O —H202 + O
SOD

3.2.3 Sinaptozomda Malondialdehit (MDA) Olgiimii
Beyindeki oksidatif hasarin kantitatif olarak gdsterilebilmesi igin lipid
peroksidasyonunun Urunl olan malondialdehit(MDA) dlcimuU yapilmistir. MDA

lipit peroksidasyon duzeyinin belirlenmesinde oldukga yaygin kullanilan bir
parametredir.

Sinaptozomdaki MDA duzeyinin dlgimu Ohkawa ve ark. ydontemine gdre
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yapilmistir (Ohkawa H, Ohishi N, Yagi K, 1979). Bu yéntemin prensibi MDA
ve tiyobarbitirik asit(TBA) arasinda gerceklesen tepkime sonucunda
meydana gelen pembe renkli kompleksin spektrofotometrede 532 nm deki
absorbansinin dlglilmesine dayanmaktadir.

0]
S N N SH
/g Ny A=C—C=C—_N
H H O N S H H H

OH OH

Malondialdehyde  2-thiobarbutyric acid :
(MDA) (TBA) MDA:TBA adduct

Sekil 3.5 MDA ve TBA tepkimesi

Kullanilan Cozeltiler

Sodyum dodesil siilfat (SDS) %8.1'lik: 8,1g SDS tartilip son hacim
100 ml olacak sekilde distile suda ¢ozulur.

Asetat tamponu %20°lik (pH:3.5): 20ml asetik asite (CH3COOH) bir
miktar distile su ilave edilir, daha sonra sodyum hidroksit(NaOH) ile pH 3.5'a
ayarlanarak son hacim 100ml’ye tamamlanir.

Tiyobarbiitirik asit (TBA) %0.8’lik (pH:5.5-7): 0,8g TBA tartilarak
bir miktar distile suda c¢oézulGr, NaOH ile pH ayarn yapilarak son hacim
100ml’ye tamamlanir.

MDA standartinin hazirlanmasi: 1,1,3,3 tetraetoksipropan
100nmol/ml stok c¢oézeltisi hazirlanarak, 1:2 oraninda seri dilGsyonlar ile
50nmol/ml - 25nmol/ml - 12,5nmol/ml - 6,25nmol/ml - 3,125nmol/ml -
1,562nmol/ml - Onmol/ml konsantrasyonlarindaki absorbans degerleriyle
standart grafigi olusturulur. Orneklerin konsantrasyonlar standart grafigi
yardimiyla hesaplanir. MDA konsantrasyonlari ayni homojenatlann total
protein konsantrasyonlarina oranlanmasiyla nmol/mg protein olarak sonuglari
verildi.
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Deney prosediirii

Tablo 3.3 MDA 6lcimi hacimsel degerler

Numune Kor Standart
Standart - - 200yl
Homojenat 200ul - -
%8.1'lik SDS 200pl 200pl 200pl
%020’'lik asetat tamponu 1500ul 1500ul 1500ul
%0.8’lik TBA 1500pl 1500pl 1500l
Distile Su 600ul 800ul 600ul
Hazirlanan deney tlpleri 95 °C de 60 dakika inklibasyona (pembe renk
olusumu) birakilir.
Cesme suyunda sogutulduktan sonra 4000rpm de 10 dk santrifiij edilir.
532 nm'de kore karsi absorbans dederleri okunur.

3.2.3 Sinaptozomda Katalaz (CAT) Ol¢iimii

Katalaz enzimi; serbest radikallere karsi vicudun savunma sisteminde
bulunan antioksidan bir enzim olup hidrojen peroksitin (H202), suya (H20)
dénidsim reaksiyonunu katalizler.

CAT
2H O, — 2 H,O0+ O2
Hidrojen Su Oksijen
Peroksit

Sinaptozom katalaz(CAT) aktivitesinin dlcimu Aebi’'nin yéntemine gbére
yapimistir (Aebi, 1984). Bu yénteme gdére 230nm’deki absorbansi 6lcullr,
zamana bagl olarak absorbans degerinde azalma gergeklesir. Bu azalma,
CAT'In aktivite gobstermesiyle iliskilidir. Absorbans degerindeki bu dlsis
kullanilarak, formul yardimiyla CAT aktivitesi hesaplanir.

Kullanilan Cozeltiler

Tris-EDTA Soliisyonu (pH:8): 12,19 tris tartiir. 0,168g Etilendiamin
tetraasetik asit (EDTA) tartilir. 80ml distile suda ¢ozular. 2M hidroklorik asit
(HCl) ile pH 8’e ayarlanir. (2M HCI 100ml hazirlanmasi icin 16,7ml HCI,
100ml distile suya tamamlanir.) Tris-EDTA sollisyonu pH:8 olacak sekilde 2M
HCI ile ayarlanir. Son olarak c¢oézelti pH1 ayarlandiktan sonra son hacim
100ml’ye tamamlanir.

H202 ¢ozeltisi (10mM): 172 pl H202 alinir, distile su ile 200 ml’ye
tamamlanir.
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Deney Prosediiri

Tablo 3.4 CAT 6lglim hacimsel dederler

Kor Numune
Tris-HCI+ EDTA 100 pl 100 pl
H20> 1800 pl
Distile Su 1900 pl 60 pl
Su banyosunda 37 °C de 10 dk inkibasyon
Ornek | - | 40 pl
230nm’de 2dk slreyle absorbans 6élculr.

4.adimdaki 37 °C de 10 dk inkUibasyondan sonra, quartz klvetlerde
bekletilen 40 pl 6rneklerin Uzerine, inklibe edilen tUplerdeki ¢dzelti eklenir.
CAT aktivitesinden dolayl ortamda H20. azalacagindan absorbansta zamana
bagh disls goézlenir. Formul yardimiyla CAT aktivitesi hesaplanir.

AAbs x Vit
CAT Aktivitesi = xSF
cxVn

AAbs=Abs2- Abs1 ; Zamana bagl absorbans degisimindeki fark
Vt=Toplam hacim

Vn=Numune hacmi

e=Ekstinksiyon katsayisi(Hidrojen peroksitin 230nm’de 0,071mM-1 cm™1)
SF= Seyreltme Faktori

CAT aktivitesinin, ayni homojenattaki total protein miktarina orani
spesifik aktiviteyi verir.
CAT Aktivitesi

Spesifik CAT Aktivitesi(U/mg protein) = Total Protein Miktar

3.2.5 Sinaptozomda Doku Protein Olgiimii

Proteinlerin tayininde siklikla kullanilan bir yéntemdir. Organik bir boya
olan Coomassie brillant blue G-250 boyasi proteinlerle etkileserek mavi renkli
bir kompleks olusturur. Boya 465 nm’de maksimum absorbans verirken,
proteine badlandigi zaman 595nm’de maksimum absorbans vermektedir.
Farkli konsantrasyonlardaki proteinlerle etkilesimi sonucu, dedisik siddetlerde
mavi renkli bilesik olusturur. Bu nedenle proteinin primer yapisi 6nemlidir.
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Bradford reaktifinin yalniz maksimum absorbansi 465nm

Na04$ S04~
Coomassie G-250

0C,Hs

Bradford reaktifi
ve proteinin
maksimum
absorbansi
595nm

465nm

Protein-boya kompleksi

595nm

Sekil 3.6 Bradford o6lgiim prensibi

Bradford Cozeltisi: 40 mg G-250, 50 ml etanolde (%95’lik)
¢bzUndurultp, tzerine 55 ml fosforik asit (H3PO4) (%85) eklenir. Distile su ile
1000 ml’ye tamamlanir. Whatman no.1 filtreden gecirilir ve bir cam sisede,
gunesten korunarak 4o0C’de saklanir.

Bradford Standarti: Standart egrini olusturmak igin 4mg/ml
konsantrasyonunda (8mg BSA, 2ml distile su) stok c¢ézelti hazirlanmistir.
Hazirlanan stok dilte edilerek 0,02 - 0,05 - 0,1 - 0,15 - 0,2 - 0,25 - 0,3
mg/ml konsantrasyonlarinda BSA o6rnekleri hazirlanmistir. Elde edilen
absorbanslarla grafik cizilip, egdiminden total protein miktarlar
hesaplanmistir.

Deney Prosediirii

Tablo 3.5 Doku proteini 6lcimi hacimsel dederler

Standart(ml) | Kér(ml) Ornek(ml)
Distile Su 1 -

Standart Cozelti
Ornek Cozelti

1
Bradford Reaktifi | 2 2 2
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Tlpler kanistinlip 10dk oda sicakliginda bekletilir
595 nm’de absorbanslar okunur

Total Protein Standart Egrisi

0,6 3
y =1,8641x+0,0078"

0,5 R2=0, 3993‘

0,4

0,3 ..,.-"'

Absorbans 595nm

0,2 2

01 ,

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
BSA mg/ml

Sekil 3.7 Total protein egrisi
3.2.6 Istatistiksel Analiz

Surekli nicel veriler; n, ortalama ve standart sapma olarak ifade
edilmistir. Bagimsiz Olgimlerden olusan ve normal dagilim gdsteren
degiskenlere One Way Analysis of Variance testi ile analiz edilmistir.
p<0,05 olasilik degerleri 6nemli olarak kabul edilmistir. TUm veri analizleri
SPSS 21.0 paket programlari ile yapilmistir.
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4- BULGULAR

4.1 Sinaptozom MDA Bulgulari

4.1.1 Civa Konsantrasyonuna Baghh MDA Bulgulari

Sinaptozom MDA dizeylerinin istatistiksel dederleri tablo 4.1 ve sekil 4.1
de verilmistir. Verilerin karsilastirmalart One Way ANOVA testi ile yapiimistir.

C1 grubu sinaptozom MDA dlzeylerinde, kontrol grubuna gére dnemli
dizeyde artis gortlmustir(p<0,05).

C5 ve C10 grubu sinaptozom MDA dlizeylerinde ise kontrol grubuna gore
ileri dizeyde énemli artis bulunmustur (p<0,001).

C10 grubu sinaptozom MDA seviyesinde ise C1 ve C5 grubuna goére ileri
dizeyde 6nemli artis bulunmustur (p<0,001) (Sekil 4.1).

Tablo 4.1 Sinaptozom MDA Dlizeyleri

K Cc1 5

Gruplar

Sekil 4.1Sinaptozom MDA Diuzeyleri
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C10

Gruplar N Ortalama Std. Sapma P
KONTROL 8 5,04 +0,30
C1 8 5,89 +0,67
C5 8 6,88 +0,88 <0,001
C10 8 9,07 +1,34
Sinaptozom MDA Diizeyleri
10,00
9,00
< 8,00
S 7,00
;p 6,00 oot Bk
= 5,00 iy
g 14,00 act
2 300 Hh BCS
a NN
= 200 ! mcio
1,00 iy
0,00 th




4.1.2 Civa + Borik Asit Konsantrasyonuna Baghh MDA Bulgulari

Sinaptozom MDA diizeylerinin istatistiksel dederleri tablo 4.2 ve sekil 4.2
de verilmigstir. Verilerin karsilastirmalart One Way ANOVA testi ile yapiimistir.

C10+B50 grubu sinaptozom MDA dlzeylerinde, kontrol grubuna goére
dnemli dizeyde disus géralmustir(p<0,05).

C10+B50 grubu sinaptozom MDA duzeylerinde, C10+B5 grubuna gdre
6nemli dizeyde dusis bulunmustur (p<0,05).

C10+B5 grubunda sinaptozom MDA seviyesinde kontrol grubuna goére
istatistiksel olarak anlaml fark bulunmamistir (p>0,05).

C10+B10 grubunda sinaptozom MDA seviyesinde kontrol grubuna goére
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0,05) (Sekil 4.2).

Tablo 4.2 Sinaptozom MDA Dlizeyleri

Gruplar N Ortalama Std. Sapma P
KONTROL(C10) 8 9,07 +1,34
C10+B5 8 8,79 +1,39
0,008%*
Ci10+B10 8 8,11 +0,72
C10+B50 8 7,13 +0,84
*p<0,05
Sinaptozom MDA Diizeyleri
10,00
9,00 ) —
£ 800 | [ i
g 700 | T ik
g 6,00 ] IE:EIE EIK(C10)
— 5,00 :::::: :I:I:I
E 4,00 gty :::::: QC10+85
f«‘ 3,00 gty :E:E:E EC10+B10
S 200 - it 0C10+850
100 | p HhH
0,00 S RER

K(C10) C10+B5 Cl0+B10 C10+B50

Gruplar

Sekil 4.2 Sinaptozom MDA Dizeyleri
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4.2 Sinaptozom CAT Aktivitesi Bulgulari

4.2.1 Civa Konsantrasyonuna Bagh CAT Aktiviteleri

Sinaptozom CAT aktivitelerinin istatistiksel dederleri tablo 4.3 ve sekil

4.3 de verilmigtir.
yapimistir.

Verilerin karsilastirmalan

One Way ANOVA testi ile

C1, C5 ve C10 gruplan sinaptozom CAT aktivitelerinde, kontrol grubuna
gore ileri dlizeyde 6nemli disls gérilmustir(p<0,001).

C5 ve C10 gruplan sinaptozom CAT aktivitelerinde, C1 grubuna gore ileri
dizeyde dnemli disus bulunmustur (p<0,001).

C10 grubu sinaptozom CAT aktivitesinde ise C1 ve C5 grubuna gdre ileri
dizeyde 6nemli disis bulunmustur (p<0,001) (Sekil 4.3).

Tablo 4.3 Sinaptozom CAT Aktiviteleri

K Cc1 C5 C10
Gruplar

Sekil 4.3 Sinaptozom Katalaz Aktiviteleri
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Gruplar N Ortalama Std. Sapma P
KONTROL 8 61,07 +7,62
C1 8 51,21 +5,11 0.00
C5 8 33,41 +3,88 <0,001
C10 8 22,08 +4,71
Sinaptozom CAT Aktiviteleri
70,00
60,00 =
% 50,00 - N
IS - i
S 40,00 - N EIK
[=s} == _-] AN
£ 3000 o hh mc1
- o nh
5 2000 | g =
10,00 [ i "mm [
0,00 ae i




4.2.2 Civa + Borik Asit Konsantrasyonuna Bagh CAT Aktiviteleri

Sinaptozom CAT aktivitelerinin istatistiksel degerleri tablo 4.4 ve sekil
4.4 de verilmistir. Verilerin karsilastirmalari One Way ANOVA testi ile
yapimistir.

C10+B10 grubu sinaptozom CAT aktivitesinde, kontrol grubuna goére ileri
dizeyde dnemli artis gortlmuistir(p<0,001).

C10+B50 grubu sinaptozom CAT aktivitesinde, kontrol grubuna goére ileri
dizeyde énemli artis bulunmustur (p<0,001).

C10+B50 grubu sinaptozom CAT aktivitesinde ise C10+B5 grubuna goére
ileri dizeyde énemli artis bulunmustur (p<0,001).

C10+B5 grubunda sinaptozom CAT aktivitesinde kontrol grubuna gdére
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0,05) (Sekil 4.4).

Tablo 4.4 Sinaptozom CAT Aktiviteleri

Gruplar N Ortalama Std. Sapma P
KONTROL(C10) 8 22,08 +4,71

C10+B5 8 24,59 +4,10

C10+B10 8 28,40 £2,73 <0.001
C10+B50 8 30,81 +2,32

Sinaptozom CAT Aktiviteleri

35,00
30,00
=
‘@ 2500 T
2 o
S 20,00 L] L E1K(C10)
& -
£ 1500 ] it O C10+B5
= - e
- -] N
5 10,00 e e EC10+B10
ax i 0 C10+B50
5,00 ] HHE
’ [ M
0.00 ':':': |!|!|!
K(C10) C10+B5 C10+B10 C10+B50
Gruplar

Sekil 4.4 Sinaptozom CAT Aktiviteleri
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4.3 Sinaptozom SOD Aktivitesi Bulgulari
4.3.1 Civa Konsantrasyonuna Bagh SOD Aktiviteleri

Sinaptozom SOD aktivitelerinin istatistiksel dederleri tablo 4.5 ve sekil
4.5 de verilmistir. Verilerin karsilastirmalari One Way ANOVA testi ile
yapimistir.

C1, C5 ve C10 gruplan sinaptozom SOD aktivitelerinde, kontrol grubuna
gore ileri dliizeyde 6nemli disls gérulmuistir(p<0,001).

C5 ve C10 gruplan sinaptozom SOD aktivitelerinde, C1 grubuna gére
ileri dizeyde énemli disus bulunmustur (p<0,001).

C10 grubu sinaptozom SOD aktivitesinde ise C1 grubuna goére ileri
dizeyde énemli dists bulunmustur (p<0,001), C5 grubuna gére ise anlamli
bir fark gérilmemistir (Sekil 4.5).

Tablo 4.5 Sinaptozom SOD Aktiviteleri

Gruplar N Ortalama Std. Sapma P
KONTROL 8 11,71 +1,62

C1 8 7,70 +1,23

c5 8 4,78 £0,92 <0,001
C10 8 3,47 +0,52

Sinaptozom SOD Aktiviteleri

14,00
12,00
c iyt
‘@ 10,00 it
= it
S -]
= 8,00 Rty K
%Q el : ] : |: I =
el (B
= 6,00 Rk N bach
- = Hit
o 4,00 - I 805
w - = 1 I | II I
-] NS I""m mC10
2,00 - NS
r it RN
] 1 | | II |
0,00 = Lot
K c1 cs C10
Gruplar

Sekil 4.5 Sinaptozom SOD Aktiviteleri
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4.3.2 Civa + Borik Asit Konsantrasyonuna Bagh SOD Aktiviteleri

Sinaptozom SOD aktivitelerinin istatistiksel dederleri tablo 4.6 ve sekil
4.6 da verilmistir. Verilerin karsilastirmalari One Way ANOVA testi ile
yapimistir.

C10+B10 grubu sinaptozom SOD aktivitesinde, kontrol grubuna goére
onemli dizeyde anlaml fark gérulmustir(p<0,05).

C10+B10 grubu sinaptozom SOD aktivitesinde, C10+B5 grubuna gore
onemli dizeyde anlaml fark gérulmustir(p<0,05).

C10+B10 grubu sinaptozom SOD aktivitesinde, C10+B50 grubuna goére
onemli dizeyde anlaml fark géralmustir(p<0,05).

C10+B5 ve C10+B50 gruplarinda sinaptozom SOD aktivitelerinde,
kontrol grubuna gére anlamli fark bulunmamistir(p>0,05).

C10+B10 grubunda sinaptozom SOD aktivitesinde, C10+B5 grubuna
gbre anlaml bir fark gézlemlenmemistir (p>0,05) (Sekil 4.6).

Tablo 4.6 Sinaptozom SOD Aktiviteleri

Gruplar N Ortalama Std. Sapma P
KONTROL(C10) 8 2,47 +0,52

C10+B5 8 2,44 +0,52

C10+B10 8 3,29 +0,52 0,007%
C10+B50 8 2,27 +0,73

*p<0,05

Sinaptozom SOD Aktiviteleri
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K(C10) C10+B5 C10+B10 C10+B50
Gruplar

Sekil 4.6 Sinaptozom SOD Aktiviteleri
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4.4 Sinaptozom GPx Aktivitesi Bulgulari

4.4.1 Civa Konsantrasyonuna Bagh GPx Aktiviteleri

Sinaptozom GPx aktivitelerinin istatistiksel degerleri tablo 4.7 ve sekil

4.7 de verilmigtir. Verilerin karsilastirmalari
yapimistir.

One Way ANOVA testi ile

C1, C5 ve C10 gruplan sinaptozom GPx aktivitelerinde, kontrol grubuna
gore ileri dliizeyde 6nemli dislts gérulmuistir(p<0,001).

C5 ve C10 gruplan sinaptozom GPx aktivitelerinde, C1 grubuna goére ileri
dizeyde dnemli disus bulunmustur (p<0,001).

C10 grubu sinaptozom GPx aktivitesinde ise C1 ve C5 grubuna goére
istatistiksel olarak ileri dlizeyde 6nemli disis bulunmustur (p<0,001) (Sekil

4.7).
Tablo 4.7 Sinaptozom GPx Aktiviteleri
Gruplar N Ortalama Std. Sapma P
KONTROL 8 47,77 +4,74
C1 8 34,80 +4,68
C5 8 24,89 £2,77 <0.001
C10 8 20,86 +2,50
Sinaptozom GPx Aktiviteleri
60,00
50,00 __
g 40,00 —
R I e et Bk
£ - it mc1
= il Yy
X 20,00 S A BC5
G o N
10,00 :::::: :::::: mcio
0,00 A Hy
K Cc1 c5 C10

Gruplar

Sekil 4.7 Sinaptozom GPx Aktiviteleri
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4.4.2 Civa + Borik Asit Konsantrasyonuna Bagh GPx Aktiviteleri

Sinaptozom GPx aktivitelerinin istatistiksel degerleri tablo 4.8 ve sekil
4.8 de verilmistir. Verilerin karsilastirmalari One Way ANOVA testi ile
yapimistir.

C10+B10 grubu sinaptozom GPx aktivitesinde, kontrol grubuna gore
anlaml fark géralmastir(p<0,001).

C10+B10 grubu sinaptozom GPx aktivitesinde, C10+B5 grubuna goére
ileri dizeyde anlaml fark gérulmustir(p<0,001).

C10+B10 grubu sinaptozom GPx aktivitesinde, C10+B50 grubuna goére
ileri dizeyde énemli fark gérulmustir(p<0,001).

C10+B5 ve C10+B50 gruplarinda sinaptozom GPx aktivitelerinde,
kontrol grubuna gére anlamli fark bulunmamistir(p>0,05).

C10+B50 grubunda sinaptozom GPx aktivitesinde, C10+B5 grubuna
gbre anlaml bir fark gézlemlenmemistir (p>0,05) (Sekil 4.8).

Tablo 4.8 Sinaptozom GPx Aktiviteleri

Gruplar N Ortalama Std. Sapma P
KONTROL(C10) 8 20,86 +2,50
C10+B5 8 21,19 +1,73

- : <0,001
C10+B10 8 25,68 +1,22
C10+B50 8 19,35 +1,03

Sinaptozom GPx Aktiviteleri

30,00

25,00

£
£ 20,00 ] B
a BIK(C10)
g’ 15,00
= OC10+B5
- o1
& 10,00 ) '.'.'. BC10+810
U] ] NN
5,00 -] it 0 C10+850
0,00 e L
K(C10) C10+B5 C10+810 C104B50
Gruplar

Sekil 4.8 Sinaptozom GPx Aktiviteleri
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5- TARTISMA

Son zamanlarda, "adir metal" terimi, “nispeten yiksek yogunluga sahip
ve dusuk konsantrasyonlarda bile toksik veya zehirleyici olan metal” olarak
tanimlanmaktadir. Gergcekte adir metal tanimi fiziksel 6zellik agisindan
yogunlugu 5 g/cm3 ten daha yiksek olan metaller igin kullanilir. Bu gruba
kursun, kadmiyum, krom, demir, kobalt, bakir, nikel, civa ve ¢ginko olmak
Uzere 60 tan fazla metal dahildir (Saunders JE, Jastrzembski BG, Buckey 1C,
Enriquez D, MacKenzie TA, Karagas MR., 2013 & Tchounwou PB, Yedjou CG,
Patlolla AK, Sutton DJ., 2012). Bakir, cinko, demir, kobalt gibi bazi agir
metaller, canlilarin fizyolojik proseslerinde (redoks reaksiyonlarinda kofaktdér
olarak, ligand etkilesimleri, yuk perdelemesi ve biyokataliz sirasinda su
iyonizasyonu gibi) ihtiyac duyulan esansiyel mikronutrientlerdir (Vatamaniuk
vd., 1999). Ancak esansiyel olan bu metallerin hilicre igerisindeki
konsantrasyonunun artisi blylime ve gelismeyi O&nleyici etkilere yol
acmaktadir. Bunun yaninda kadmiyum, kursun, civa gibi esansiyel olmayan
diger adir metallerin ise reaktiviteleri ylksek oldugundan diastk
konsantrasyonlarda bile htcreler icin toksiktir (Cobbett ve Goldsbrough,
2002). Organizmalar da adir metallerden kaynaklanan bu zararlarin
Ustesinden gelebilmek icin adir metallerin ligandlarla tutulmasl veya
selatasyonu gibi farkli detoksifikasyon mekanizmalan gelistirmislerdir
(Chekmeneva vd., 2008).

Nasil olursa olsun agir metal toksisitesi nadir goérilen bir tanidir.
Tanimlanmayan ya da uygun sekilde tedavi edilmeyen, adir metal maruziyeti
ciddi morbidite ve mortalite ile sonuclanabilir. Agir metallerin toksisitesi bazi
faktorlere badlidir. Spesifik klinik belirtiler, s6z konusu metale, absorbe
edilen toplam doza ve maruz kalmanin akut mu yoksa kronik mi olduguna
gore dedisir. Kisinin yasi da toksisiteyi etkileyebilir. Ornedin, kiiciik cocuklar
kursun maruziyetinin etkilerine karsi daha hassastir. Clankd cocuklar,
yetiskinlere gore kursunu (gidalar vs. yolu ile) cok daha yuksek bir oranda
absorblarlar. Maruz kalma yolu da 6énemlidir. Dlinya’da endise verici metaller
arasinda ilk 4 sirayl sirasiyla; arsenik, kursun, civa ve kadmiyum
olusturmaktadir. Elemental civa, gastrointestinal sistemde goéreceli olarak
etkisizdir ve ayni zamanda deriden zayif bir sekilde emilir, ancak inhale
edilen veya enjekte edilen elemental civa gok kotl sonuglar dogurabilir.
Inorganik cva, elemental civadan farkli olarak genelde yutuldugunda
zehirlidir. Organik civa ise uzun sire solundugunda, yenildiginde hastaliga
neden olabilir. Genellikle hemen degil yillar sonra problemlere neden olur.
Bu, yillar boyunca her gin az miktarda organik civaya maruz kalmayla
birlikte, sonraki senelerde etkisini gosterecegi anlamina gelir (Sue, 2015).

Cogunlukla, adir metaller, proteinlerdeki oksijen, nitrojen ve silfhidril
gruplarina baglanir ve bu da enzimatik aktivite degisikliklerine yol acar. Metal
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tirlerinin sdlfhidril gruplar icin bu afinitesi de agir metal homeostazisinde
koruyucu bir rol oynar. Bir dizi metalin ylUksek seviyelerine karsilik olarak
metal baglayici proteinlerin artan sentezi, vicudun zehirlenmeye karsi birincil
savunmasidir. Ornedin, metaloproteinler birgok metal tarafindan indiklenir.
Bu molekller, diger elementler arasinda kadmiyum, bakir, gimis ve ginko
ile yiksek afiniteli baglanmaya izin veren tiol ligandlarn agisindan zengindir.
Agir metallerin tasinmasina ve ligandlarin olusumu yoluyla atiimina katilan
diger proteinler ferritin, transferrin, albimin ve hemoglobindir. Neredeyse
tim organ sistemleri agir metal toksisitesinde yer alir; Bununla birlikte, en
yaygin olarak kullanilan organ sistemleri merkezi sinir sistemi (MSS),
cevresel sinir sistemi, gastrointestinal sistem, hematopoetik, renal ve
kardiyovaskller (CV) sistemleri icerir. Etkilenen organ sistemleri ve
toksisitenin ciddiyeti, s6z konusu adir metal ile, maruziyetin kronikligi ve
kapsami ile bireyin yasina gore degisir (Adefris Adal, MD, MS, 2018).

Oksidatif stres, hlicresel metabolizma sirasinda olusan hidroksil radikali,
superoksit radikali ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen turlerinin artisi
(ROS) ile onlar detoksifiye eden, antioksidanlarin yetersizligi sonucu
oksidatif dengenin bozulmasi olarak tanimlanir. Civa bilesiklerinin insanlarda
ve deney hayvanlarinda noérolojik degisiklikler yarattigi goérdimustar.
Mekanizmalarin reaktif oksijen tlrlerindeki (ROS) toksik artisla iliskili
olduguna inanilmaktadir. Oksidatif stres, amiyotrofik lateral skleroz,
Parkinson hastaligi ve Alzheimer hastaligi gibi norodejeneratif hastaliklarin
etiyolojisi ile iliskilidir ancak bu mekanizmalar henlz tam olarak
bilinmemektir (M. Roulet, M. Lucotte, R. Canuel ve ark., 1998 & C. C.
Bridges, R. K. Zalups, 2010).

Sltperoksit dismutaz reaktif oksijen tirlerine karsi ilk savunma hattini
olusturur. Sltperoksit dismutaz, stperoksit radikalini (O2") hidrojen peroksit
(H202) ve molekiller oksijene (02) katalizleyen enzimatik bir antioksidandir.
Hidrojen peroksit daha sonra, CAT ya da GPx ile ortamdan uzaklastirilir
(Young ve ark. 2001).

Yapilan pek cok calismada bazi agir metallerin SOD aktivitesinde
azalmaya neden oldugu belirtilmistir (Aydemir ve Ozcan, 2003; Su ve ark.,
2008; Jihen ve ark., 2009). Yapilan bir calismada kadmiyum uygulamasinin
ratlarda karaciger ve beyinde SOD aktivitesinde azalmaya neden oldugu
gbsterilmistir (Nemmiche ve ark., 2007). Rao ve Chhunchha, civa klorid ile
muamele ettikleri ratlarin tiroid dokusunda SOD aktivitesinin 6nemli
derecede azaldigini belirtmislerdir (Rao ve Chhunchha, 2010). Civa klortrin
sican beyninin baz bdlgelerinde serbest radikal Urettigi gérilmis, sicanlara
oral verilen civa klorlrin beyinde serebral yarimktre, serebellum ve medulla
oblangata da SOD aktivitesini azalttigini, organ ve vicut agiriginda azalmaya
neden oldugunu belirtmislerdir (Rao ve ark., 2010). Rao ve Gangadharan
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calismalarinda erkek sicanlara (¢ degisik konsantrasyon miktarlarinda civa
klorid uygulanmasinin, doza bagimli olarak sperm hareketliligini azalttidi,
sperm canliiginda 6nemli bir azalma olmadigini gbézlemislerdir. Civa klorid
uygulanan sicanlarda superoksit dismutaz (SOD), aktivitesinde anlamli bir
azalma goézlemlemislerdir (Rao ve Gangadharan, 2008).

Civaya maruz kalmanin, cvanin Fenton tepkimesindeki potansiyel
rolinden dolayl serbest radikalleri arttirdigi ve glutatyon peroksidaz gibi
antioksidan enzimlerin aktivitesinde azalma meydana getirdigi
gosterilmektedir (S. Ehara, M. Ueda, T. Naruko. ve ark., 2001 & M. Mackness
and B. Mackness, 2004).

Alam ve ark. yaptiklarn calisma da ratlan 4mg/kg HgCl, ile muamele
ederek bobrekte 6dem ve nekroz gibi degisiklikler gérmuslerdir. Ayrica renal
dokularda CAT, GPx, SOD ve GR gibi antioksidan enzimlerinin aktivitesinde
ve redikte glutatyonda azalma, lipit peroksidasyonunda ise édnemli yikselme
meydana geldigini gézlemislerdir (Alam ve ark., 2007).

Bu tez calismasinda yapilan incelemeler sonucunda civa klorid ile
muamele edilen gruplar ile kontrol grubu karsilastirldiginda SOD
aktivitesinde kontrol grubuna goére ileri dlzeyde anlamli bir azalmanin
meydana geldigi goézlenmistir. Calismamizda SOD aktivitelerinde, kontrol
grubuna oranla, tim <cva gruplarinda ileri dizeyde anlamh dusls
gordlmistir. En yiksek konsantrasyon grubu olan C10 grubunda, diger
gruplar olan C1 ve C5 gruplarina gbére enzim aktivitesinde ileri dizeyde
anlamh dusls gorulmauastlir. Artan konsantrasyonlarda bu disisin daha fazla
goérilmesi sunulan calismada cvanin etkisinde ki dokuda SOD enzim
aktivitesinde ortam derisimine baglh olarak 6nemli degisikliklerin oldugu
belirlenmis olup, enzim aktivitesindeki bu dedisikligin, oksidatif strese yol
acan reaktif oksijen turlerinin Gretiminde rol oynayan civanin toksik etkileri
ile iliskili oldugu disindlmektedir.

Katalaz, dort protein alt birimden meydana gelir. Her bir alt birim, bir
hem grubu ve bir NADPH molekdll igerir. Hidrojen peroksitin su ve oksijene
donlisimund katalizlemektedir. Cogu organizmada vardir ve blylk olglde
peroksizomlar gibi hicre ici organellerde bulunmaktadir (Kirkman HN,
Galiano S, Gaetani GF, 1987 & Limon-Pacheco ], Gonsebatt ME, 2009).

SOD superoksitin hidrojen peroksite dismutasyonunu, CAT ise hidrojen
peroksiti su ve oksijene donlsiminiu katalizleyerek dogrudan veya dolayl
olarak radikal olusumunu ve/veya bu radikallerden oksidatif strese gidecek
reaksiyonlari engelleyerek hicresel savunmada beraber rol almaktadirlar
(Bainy vd. 1996). Rao ve Chhunchha, civa klorid ile muamele ettikleri ratlarin
tiroid dokusunda CAT aktivitesinin 6nemli derecede azaldigini belirtmislerdir
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(Rao ve Chhunchha, 2010). Firat ve Kargin (2010) da yaptiklarn calisma da
CAT enzim aktivitesinin metallerin toksik etkilerinin sonucunda artigini ve
artan enzim aktivitesinin ylksek H;0; Uretimiyle iliskili oldugunu ve
metallerin indUkledigi oksidatif strese karsi bu enzimin biyolojik 6nemini
gosterdigini belirtmislerdir. Arastiricilar CAT aktivitesindeki artisin H20z'ye bir
yanit olarak olustugunu belirtirken; yiksek konsantrasyonlarda enzim
aktivitesindeki azalislarin CAT aktivitesini inhibe ettigi rapor edilen
(Ballesteros vd. 2009) superoksit radikallerinin artan dlzeyleriyle iliskili
oldugunu ifade etmislerdir. SOD ve CAT aktivitesinde es etkiler
gb6zlenmektedir (Dimitrova vd. 1994).

Calismamizda da bdyle bir iliski gézlenmistir. CAT aktivitelerinde, kontrol
grubuna oranla, tim «cva gruplarinda ileri dizeyde anlamh dilsus
gortulmustir. En ylksek konsantrasyon grubu olan C10 grubunda, diger
gruplar olan C1 ve C5 gruplarina gére enzim aktivitesinde ileri dizeyde
anlamh dislts goérulmustiar. Calismamizda hicresel yapilart H202'nin zararl
etkilerine karsi korumak icin C1 grubunda CAT aktivitesinin artmasi diger
gruplar olan C5 ve C10 gruplarinda dislts gdstermesi beklenmistir. Ancak
muhtemelen en dlslik konsantrasyon olan C1 grubunun bile konsantrasyonu
ylksek geldigi distntlmektedir. Sonuc olarak enzim aktivitesini inhibe ettigi
belirlenen slperoksit anyon radikaline bagli olarak CAT aktivitesinin azaldigi
disinltlmektedir.

Glutatyon peroksidaz, hicrelerin sitoplazmasinda bulunup H.0z'den
kaynaklanan oksidatif hasara karsi hlicreleri korur. Béylece H>02'den OH: 'nin
olusmasini engeller. Glutatyon peroksidaz, dort protein alt biriminden olusur.
Her bir alt birim bir selenyum atomu igerir. Glutatyon peroksidaz, elektron
kaynagr olarak glutatyonu (GSH) kullanarak H202'yi ve organik
hidroperoksitleri (lipit hidroperoksitler, DNA hidroperoksitler) metabolize
eden bir enzimdir (Sen S, Chakraborty R., 2011). Jihen ve ark., ratlara
kadmiyum uygulamislar ve karaciger dokusunda GPx aktivitesinin kontrol
grubuna gore azaldigini gozlemislerdir (Jihen ve ark., 2009). Aleo ve ark.,
civa klorid uyguladiklan ratlann bdbrek dokusunda kontrol grubu ile
karsilastinldiginda GPx aktivitesinin azaldigini belirtmislerdir (Aleo ve ark.,
2002).

Yaptigimiz tez calismasinda GPx aktivitesinin de literatiire paralel olarak
CAT ve SOD aktiviteleriyle korale sonug gosterdigi gozlenmistir. TUm civa
gruplarinda kontrol grubuna gére anlamli bir disus gdézlenmekle beraber, en
cok dlusts C10 grubunda gézlenmistir.

Lipid peroksidasyonu, radikallerin lipitlerdeki doymamis yag asitlerinin
C=C cift baglarina saldirmasi sonucu olusmaktadir. Glikolipidler, fosfolipidler
ve kolesterol potansiyel peroksidasyon modifikasyonlarinin ve olusacak
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zararlarin en iyi bilinen hedefleridir (Ayala, A., Mufioz, M. F., ve Arglelles, S.,
2014). Lipid peroksidasyonu veya doymamis yag asitlerinin oksijen ile
etkilesimi  sonucu c¢esitli oksidasyon Urunleri  olusmaktadir.  Lipid
peroksidasyonunun birincil {rGni lipit hidroperoksitlerdir (LOOH). ikincil
drunler ise lipid peroksidasyonu esnasinda olusan malondialdehit (MDA),
propanal, heksanal ve 4-hidroksinonenal gibi ¢esitli aldehit Grinleridir (Ayala,
A., Mufoz, M. F., ve Arglielles, S., 2014). Olusan MDA bilimde oksidatif stres
gbstergesi olarak dlgulen parametrelerden biridir. Beyindeki oksidatif hasarin
kantitatif olarak gdsterilebilmesi igin lipid peroksidasyonunun Urind olan
malondialdehit(MDA) &élcimu yapilmistir. MDA lipit peroksidasyon dlzeyinin
belilenmesinde oldukca vyaygin kullanilan bir parametredir. Lipit
peroksidasyonu sonucu olusan MDA, hicre membranlarindaki bilesiklerin
capraz baglanmasina yol acar. Bu durum iyon gegirgenliginin degisimi gibi
olumsuz sonuglara neden olur (Mercan, 2004). Su ve ark., civa klorid ile
muamele ettikleri ratlarin  bdbrek dokusunda, kontrol grubu ile
karsilastirildiinda MDA seviyesinin arttigini  belirtmislerdir (Su ve ark.,
2008). Yapilan baska bir calismada yine civa klorid ile muamele edilen
ratlarin karaciger, akciger, bébrek ve beyin dokularinda kontrol grubuna gére
MDA seviyesinde anlamli bir artisin oldugu belirtiimistir (Sener ve ark.,
2007).

Yaptigimiz calismamizda literatlire uygun olarak C1, C5 ve C10
gruplarinda MDA dizeylerinin, kontrol grubuna kiyasla anlamh bir sekilde
arttigr gorilmdastir. En yliksek MDA dizeyi C10 grubunda gorilmekle birlikte,
MDA dizeyindeki bu artisin dogrudan civanin etkisinden kaynaklandigi ve
beyin dokusunda lipid peroksidasyonuna yol actiina géstermektedir. Talas
vd. (2008) vyaptiklan calismalarinda adir metallerin etkisinde balik
dokularinda SOD ve CAT aktivitesinin azaldigini ve metallerin antioksidan
enzim aktivitelerini baskilanmasinin bir sonucu olarak da MDA dizeylerinin
arttigini belirtmislerdir.

Bor dogada serbest halde degil bilesikler halinde bulunmaktadir. Nikleer
sanayi, ilac sanayi, otomobil sanayi gibi 400'den fazla kullanim alanina
sahiptir. Ilag sanayi de mikrop dldirici 6zelliginden dolayl dezenfektan, dis
macunu, gargara, g6z yikama sollsyonlarn gibi antiseptiklerin yapiminda,
kozmetik sanayi de kolonya, parfim, sampuan imalatinda, tip alaninda borla
noétron yakalama terapisi (Boron Neutron Capture Therapy: BNCT) olarak
bilinen kanser tedavisinde, alerjik hastaliklarin tedavisinde kullaniimaktadir.
(Yilmaz, A., 2002 & Calik, A., 2002).

Bor insanda beyin fonksiyonlarinin dizenlenmesinde rol alir. Hafizanin
glclendirilmesi ve psikomotor becerilerin artisini saglar. Ginllik 3.25 mg bor
aliminin motor aktivitelerde, tepki suresinde, kisa ve uzun sureli hafiza ve
dikkat yeteneklerinde gelisme sagladigi belirlenmistir. Daha distk dozda
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allmda ise bireylerin daha zayif psikomotor ve zihinsel performans
sergiledikleri gb6zlenmistir. Bu calismalar borun, beyin fonksiyonlan ve
zihinsel performans icin temel elementlerden biri oldugunu goéstermektedir
(Penland, 1994).

2007 yilinda Tirkez ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada; sigara
icmeyen 24-30 yas araliginda, daha 6nce herhangi bir toksik maddeye maruz
kalmadigi bilinen 10 saghkli erkek donérden alinan heparinize kanlar
kullanilmistir. Hucreler bor bilesenlerine (borik asit, boraks, kolemanit ve
Uleksit) 0.5-500 mg/L araliginda kan konsantrasyonu olusturacak sekilde
maruz birakilmistir. Belirli konsantrasyonlarda (0.5-20 mg/L) eritrositlerdeki
antioksidan enzim aktivitelerinde (SOD, CAT, GPx) belirgin bir artis
gb6zlemlemislerdir. Yiksek konsantrasyonlarda (500 mg/L) ise bu enzimlerin
aktivitelerinin disttigd gortlmustur.

Yapilan onceki calismalarda borun vicuttaki glutatyon ve turevlerinin
depolarini ve antioksidan ajanlan artirarak oksidatif hasar sinirladigini
gostermistir (Meacham, S. L. and Hunt, C. D., 1998). Sicanlarda borat
kompleksinin GSH miktarini artirdigi bildirilmistir. Bunu GSH'In metabolize
edilmesini inhibe ederek gergeklestirdigi gosterilmistir (Bellis SL, Kass-Simon
G, Rhoads DE, 1992). Borun o0zellikle; antioksidan aktivitesi, D vitamini
(Hunt, 1996), kalsiyum, potasyum ve kemik metabolizmasi (Meacham ve
ark., 1994), aldehit dehidrogenaz, ksantin oksidaz, sitokrom-b5 rediktaz
(Hunt, 1996; Devirian ve Volpe, 2003), insulin, dstrojen, testosteron, T3, T4
(Armstrong ve ark., 2001), trigliserit, glukoz (Eren ve ark., 2006), beyin
fonksiyonlarn (Penland, 1994), immiun sistem (Hunt ve Idso, 1999), Greme
sistemi ve prostat kanseri (Gallardo-Williams ve ark., 2003), vajinal
kandidiyazis (Iavazzo ve ark., 2011) lzerine etkileri bugline kadar yapilmis
olan pek cok arastirmada gosterilmistir.

Daha 6nce yapilan calismalarda, borik asit takviyesinin (100mg/kg)
antioksidan savunma dlzeylerini artirirken lipit peroksidasyonunu azalttig
bildirilmistir (Sogut ve ark.,2015).

Bor, in vivo olarak antioksidan savunmayi gelistirme yetenegine sahip
oldugu gosterilmistir (Devirian ve Volpe, 2003 & Pawa ve Ali, 2006). Tang ve
ark yaptiklan galismada, borik asidin (160 mg / L en fazla) uygun dozlarinin,
devekusu vyavrularinda, beyinlerindeki apoptoz mekanizmasini onledigi ve
beyin gelisimini de iyi yonde etkiledigini géstermistir (Tang ve ark., 2016).

Yapilan galismalarda bor bilesiklerinin (borik asit veya boraks gibi), insan
lenfositlerinde, hicrelerin antioksidan kapasitesini arttirarak, genotoksik
ajanlar olan vanadyum tetraoksit, titanyum dioksit, aflatoksin B1 ve
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paklitakselin neden oldugu hasara karsi bir miktar koruma sagladid
gosterilmistir (Geyikoglu ve Tirkez, 2007 & Tirkez ve Geyikoglu, 2010).
Onceki yapilan calismalarda borun suprafizyolojik konsantrasyonlarda (80-
322 uM borik aside karsilik gelen 5-20 ppm) in vitro yapilan calismada
kadmiyum ve kursunun neden oldugu genotoksisiteye karsi kismi koruma
gésterdigi bulunmustur (Tirkez ve ark., 2012). Ilgin¢ bir sekilde, ayni
yazarlarin diger calismalarinda, en dislk bor konsantrasyonlar (2.5 ve 10
MM), metal kaynakli genotoksisiteyi suprafizyolojik seviyelere goére daha
verimli bir sekilde azaltmistir. Daha o6nce yapillan calismalarda ratlarda
gentamisinle yaratilan oksidatif hasara karsi, borun antioksidan enzim
aktivitelerini iyilestirdigi gozlenmistir (Kiglkkurt ve ark., 2017).

Mevcut veriler, farelerde ve sicanlarda borik asit icin oral letal doz
(LD50) degerlerinin, vicut adirlhiginin kilogrami basina yaklasik 400-700 mg
boron araliginda oldugunu géstermistir. Kemirgenlerde kisa streli (bir aydan
az) kronik borik asit (100 mg / kg borik asit) takviyesinde toksik etki
gbruilmemistir (Weir ve Fisher, 1972). Bir Lewis asidi olarak, borik asit, gesitli
biyolojik  bilesikleri olan hidroksil gruplan aracllidiyla kompleksler
olusturabilir.

Calismamizin ikinci kismi olan, civa klorlirle beraber muamele edilen
borik asidin, literatlire paralel sonuglar verdigi gozlenmistir. Civa klorlr
gruplarinda CAT aktivitesinde meydana gelen azalmayi, artan miktarlardaki
bor uygulamasinin, beyin dokusundaki bu antioksidan enzimin aktivitesini
kontrol grubunda elde edilen verilere dogru yaklastirdigi gézlenmistir. SOD
ve GPx enzimlerinde ise en yliksek bor konsantrasyonu olan B50 grubundaki
aktivitelerinde, kontrol grubuna goére disis gerceklestigi gozlenmistir.

CAT aktivitesinin B10 ve B50 gruplarinda kontrol grubuna goére anlamli
bir artis gosterdigi bulunmus, B5 grubunda ise kontrol grubuna gore bir artis
bulundugu fakat bu artisin anlamh olmadigi bulunmustur. En yliksek aktivite
artisi ise B50 grubunda goralmuastir. SOD aktivitesinde B5 grubunda
beklenen iyilesme gérilmemistir. B50 grubunda ise iyilesmeden ziyade
negatif etki goértlmidstir. Bunun nedeni B50 konsantrasyonunu SOD enzimi
icin toksik etki gosterdigi ve inhibe edici bir konsantrasyon oldugu
sOylenebilir. SOD enzimi icin en iyi iyilesme dlzeyi B10 grubunda
gbzlenmistir.

GPx enzim aktivitesinde B5 grubunda ise kontrol grubuna gére bir artis
gortilmus lakin anlamhl bir artis gézlenmemistir. B50 grubunda ise GPx
aktivitesinin kontrol grubuna gore disls gosterdigi gézlenmistir. GPx enzimi
icin en iyi iyilesme dlzeyi, SOD enzimi gibi B10 grubunda gézlenmistir.
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Genel olarak bakildiginda bor uygulamasinin, civa klortriin neden oldugu
doku hasarini azalttigi bununda borun antioksidan etkisinden kaynakl oldugu
sdylenebilinir (Ince ve Arslan-Acaroz, 2014).

Ince ve arkadaslan (2010) ise rat yemine 100 mg/kg borik asit ekleyip
bu maddenin lipid peroksidasyonu, antioksidan aktivite ve DNA hasarn
Uzerine etkilerini arastirmiglardir. Bu calismadan elde edilen bulgulara gore
100 mg/kg dozda yeme eklenen borik asit, lipid peroksidasyon seviyesini
azaltip (MDA dlzeyi anlamli dlzeyde dusmustlr) antioksidan savunma
sistemini gliclendirmektedir.

Borun etkisini lipit peroksidasyonu agcisindan inceledigimizde ise yine
literatlire uygun bir sonug elde edilmistir. B5 ve B10 grubunun MDA dulzeyleri
kontrol grubuna yakin bulunmus, anlamh bir fark gézlenmemistir. B50
grubunda ise kontrol grubuna gére anlamli bir disis goézlenmistir. Bu
sonuglar metotlar farkli olmasina karsin Ince ve arkadaslarinin calismalaryla
uyumlu bir sonuc¢ gdzlenmistir. Ince ve arkadaslarinin calismasinda borik
asidi standart pelet yeme katmiglardir. Biz ise in vitro sartlarda sinaptozomal
fraksiyonlara farkli konsantrasyonlarda borik asit ekleyerek bu sonuca
ulastik.

ROS enflamasyon sirecine katkida bulunur. GSH, ROS'a bagli oksidatif
strese karsi hicresel redoks dengesinin korunmasi icin énemli bir ajandir.
Artan ROS lretimine bagh hilicresel hasar ile bas etmek igin gesitli savunma
mekanizmalan bulunmaktadir. Hicre ici antioksidanlar SOD, CAT ve GPx bu
savunma sisteminin bir parcasidir.

Yaptigimiz calismada civa kloririn, literatlire paralel olarak, sinaptozom
Uzerinde oksidatif hasar yarattigi, konsantrasyonun arttikca goriilen oksidatif
hasarin arttigi artan MDA dlzeyleriyle gorGlmuUstir. Ayni  zamanda
proteinlerle etkilesiminden dolayr enzimleri inhibe ederek antioksidan
enzimler olan GPx, CAT, SOD aktivitelerini de disurmustur.

Civa klorar + borik asit tedavisinde c¢alismamizda, lipid
peroksidasyonunu ve membran hasarini azaltarak MDA dlzeyinde dulsus
gbzlemlenmis ayrica antioksidan enzimlerde, ilk bastaki kadar artmasa da,
aktivitelerinde iyilesme gorulmustdr. Borik asit, antioksidan
mekanizmalarinin heniiz net bir sekilde tanimlanmamasina ragmen hiicresel
membran fonksiyonlarinda rol oynamaktadir (Nielsen, 2008).
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6- SONUC VE ONERILER

Calismamizda farkh konsantrasyonlardaki civa klortirin noérotoksik
etkisinin incelenmesi, ve bununla birlikte farkh konsantrasyonlarda borik asit
uygulamasiyla da, borik asidin civa toksisitesi Uzerindeki ndéroprotektif
etkisinin incelenmesi amacglanmistir. Bu dogrultu da saglikhi erkek sicanlardan
aldigimiz 6n beyin dokularn kullanilarak sinaptozom fraksiyonu elde edilmis ve
toksik etkilerini incelemek amaciyla CAT, GPx, SOD ve MDA o&lgimleri
yapimistir.

Elde edilen biyokimyasal sonuglara gére civa klordrin tim
konsantrasyonlarinin toksik etki goOsterdigi gorGlmuistir. Civa klorlre
maruziyetin  oksidatif stresi yarattigi ve buna badgll olarak lipid
peroksidasyonu son Uurint olan MDA miktarinda artma goézlemlenmistir.
Antioksidan savunma sistemi igerisinde yer alan CAT, GPx ve SOD
antioksidan enzimlerinin aktivitelerinde azalma gb6zlemlenmistir. Ayni
zamanda civa klorlirin artan konsantrasyonlarinda bu oksidatif hasarin daha
da fazla gozlemlendigi goéralmustar.

Yapilan calismalarda C1 grubuna nazaran, C5 ve C10 gruplarindaki MDA
miktarinin, kontrol grubuna ileri dizeyde anlamh bir fark yarattigi
gortilmuistir (p<0,001). CAT aktivitesi dlcimindede, tim gruplarda ileri
dizeyde anlamlh bir fark (p<0,001) géridlmesine karsin en toksik etki C10
grubunda goérilmastir. Tim gruplardaki SOD ve GPx aktivitelerinde de ileri
dizeyde anlaml bir fark gértlmesine karsin yine en toksik etki C10 grubunda
gozlemlenmistir (p<0,001). Bu sonuclarin elde edilmesiyle, calismanin
2.asamasl en toksik konsantrasyon olan C10 grubu belirlenmigstir.

C10 grubu ile olusturulan C10+B5, C10+B10, C10+B50 gruplarinda da
ayni oOlcumler (MDA, CAT, GPx, SOD) vyapilarak borik asidin civa klorur
Uzerindeki ndroprotektif etkileri incelenmistir. MDA dizeylerinde C10+B5 ve
C10+B10 gruplarinda kontrol grubuna kiyasla anlami bir fark bulunmazken,
C10+B50 grubunda neredeyse kontrol grubuna yaklastiracak sekilde anlaml
bir fark gézlemlenmistir (p<0,05). CAT aktivitelerinde ise C10+B5 grubunda
kontrol grubuna goére istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir
(p>0,05). Lakin C10+B10 ve C10+B50 gruplarinda ileri dizeyde anlamli bir
fark gorilmistir (p<0,001). ileri diizeyde anlamh bir fark bulunmasina
karsin, saglkli kontrol grubundaki degerlere nazaran disik kalmistir. SOD
aktivitelerinde C10+B5 ve C10+B50 gruplarinda, kontrol grubuna goére
anlaml fark bulunmamistir (p>0,05), fakat C10+B10 grubunda anlamli bir
fark gortlmustir (p<0,05). SOD aktivitesi de saghkli kontrol grubunun ilk
degelerine ulasamamistir. GPx aktivitesinde C10+B5 ve C10+B50
gruplarinda kontrol grubuna goére anlami bir fark bulunmamasina karsin
C10+B10 grubunda anlamlh bir fark gdézlemlenmistir. C10+B5 grubunda
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kontrol grubuna gore ylkselen bir deger bulunmustur fakat bu ylkselme
istatistiksel olarak anlamli degildir. Bu fark saglkli kontrol grubunun
degerlerine uzak kalmistir. SOD ve GPx enzimlerindeki bu durum, disik
borik asit konsantrasyonu noéroprotektif etki gdstermezken, borik asidin
ylksek konsantrasyonu da norotoksik etki edebilecedini gostermektedir.

Yapillan c¢alismada hem «cva kloririn hem de borik asit
konsantrasyonlarinin toksik etkiler izerinde etkin oldugu goérilmistir. Deney
grubumuzda bulunmayan, sadece borik asit grubunun ileriki deneylerde
gruplara dahil edilip dikkate alinarak, borik asidinde neden oldugu toksik
etkiyi gorerek, sonuglar arasinda karsilastirma yapmak daha faydali olacaktir.
Yapilan galisma in vitro kosullarda gerceklestirilmistir fakat in vivo kosullarda
ve molekiler calismalarla desteklenmesinin, DNA hasar seviyelerinin
tespitlerinin  yapilmasinin, farkli ydntemlerle karsilastinimasinin daha
glvenilir ve kesin yargilara ulasabilmemizi saglayacagini 6ngérmekteyiz.
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