T.C.

MEHMET AKIF ERSOY UNIVERSITESI

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

SICANLARDA ORTOFENILFENOLLE INDUKLENEN
OKSIDATIF STRES UZERINE SINNAMIK ASITIN KORUYUCU
ETKISI

Selinay Basak ERDEMLI KOSE

YUKSEK LiSANS TEZi

VETERINER FARMAKOLOIJI ve TOKSIKOLOJI ANABILIM DALI

Damisman

Doc. Dr. Fatma KOCASARI

BURDUR-2017



T.C.
MEHMET AKIiF ERSOY UNIVERSITESI

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

SICANLARDA ORTOFENILFENOLLE INDUKLENEN
OKSIDATIF STRES UZERINE SINNAMIK ASITIN KORUYUCU
ETKIiSi

Selinay Basak ERDEMLI KOSE

YUKSEK LiSANS TEZI

VETERINER FARMAKOLOJI ve TOKSIKOLOJI ANABILIM DALI

Danisman

Dog. Dr. Fatma KOCASARI

Bu Arastirma Mehmet Akif Ersoy Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinatorliigii tarafindan 0284-YL-16 proje numarasi ile desteklenmistir.

BURDUR - 2017



KABUL ve ONAY SAYFASI

SAGLIK BiLIMLERI ENSTITU MUDURLUGU’NE

Selinay Basak ERDEMLI KOSE tarafindan Dog¢. Dr. Fatma KOCASARI
yonetiminde hazirlanan Siganlarda ortofenilfenolle indiiklenen oksidatif stres iizerine
sinnamik asitin koruyucu etkisi bashkl tez ¢alismasi jiiri iyeleri olarak tarafimizdan
okunmus; kapsami ve niteligi agisindan Veteriner Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim

Dalinda Yiiksek Lisans Tezi olarak oy birligi ile kabul edilmistir.
Tez Savunma Tarihi: 12/01/2017
Dog. Dr. Ebru YILDIRIM

Kirikkale Universitesi
Veteriner Fakiiltesi
Farmakoloji ve Toksikoloji AD

=
s ﬁoca/’ﬂ
Dog. Dr.'IMSARI Prof. Dr. Asim KART

Mehmet Akif Ersoy Universitesi Mehmet Akif Ersoy Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Veteriner Fakiiltesi
Farmakoloji ve Toksikoloji AD Farmakoloji ve Toksikoloji AD
Jiiri Jiiri

ONAY

Bu tez, Mehmet Akif Ersoy Universitesi Lisans Ustii Egitim-Ogretim Y6netmeligi’nin ilgili
maddeleri uyarinca yukaridaki jiiri tiyeleri tarafindan uygun goriilmiiy ve Enstitii Y&netim

Kurulu 1O / OV /2013 Tarih vezmﬂ'/l' si)p/’gl;l,-,karan ile kabul edilmistir.




TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim siiresince ¢ok degerli bilgi ve tecriibelerini sabir ve
sevgiyle aktaran, her zaman beni dogruya ve iyiye yonlendiren ve akademik hayatim
disinda da her zaman arkamda oldugunu hissettiren ¢ok kiymetli hocam ve tez
danigmanim Dog. Dr. Fatma KOCASARTI’ya,

Tecrubelerini ve destegini asla esirgemeyen degerli hocam Prof. Dr. Asim
KART’a,

Bilgi, tecrilbbe ve anlayisiyla tez g¢alismam boyunca yanmimda olan ve
hatalarim1 her defasinda sabirla diizelten degerli hocam Dr. Siikrii KOCASARTI’ya,

Tez ¢alismam boyunca kapisini her ¢aldigimda sabirla destek veren degerli
hocam Prof. Dr. Tiilay BUYUKOGLU na,

Her daim yanimda oldugunu sevgiyle hissettiren ¢ok kiymetli dostum ve
hocam Yrd. Dog. Dr. Hidir GUMUS’e,

Yardim ve destekleri igin hocam Dr. Hidayet TUTUNa,

Calismalarim siiresince dostlugu ve yardimlariyla hep yanimda olan Vet.
Hek. Ecem OZTURK ’e, destekleri icin Zeki EROL, Lale EREZER ve Abdiilhamit
GOKSU’ya,

Hayatimin her asamasinda sinirsiz sevgisiyle yanimda olan basta canim
dostum Basak CAKIR GUNEY’e, Mehmet Erkan HARMAN’a ve Kayhan
ALTINSOY a,

Bana her zaman giivenen ve inanan, beni ¢ok kiymetli degerlerle, kosulsuz
sevgi ve fedakarlikla biiyiiten, haklarini asla 6deyemeyecegim ERDEMLI ailesine,

Sevgi, destek ve anlayislar1 i¢in KOSE ailesine,

Varliginin kiymetini kelimelere sigdiramayacagim yol arkadasim Faruk
KOSE’ye sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.

Ars. Gor. Selinay Basak ERDEMLI KOSE

BURDUR, 2016



BEYAN

“Siganlarda Ortofenilfenolle indiiklenen Oksidatif Stres Uzerine
Sinnamik Asitin Koruyucu Etkisi” bashkli tez c¢alismasinin; kendi ¢aligmam
oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina kadar biitiin asamalarda etik disi
davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri akademik ve etik kurallar iginde
elde ettigimi, bu tez galismasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklar da kaynaklar listesine aldigimi, yine bu tezin
¢alisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranigimin

olmadig1 beyan ederim.

27/12/2016

ONAY
e
Dog. Dr. Fatma KOCASARI

Danisman



ICINDEKILER

IC KAPAK SAYFASI
KABUL ve ONAY SAYFASI
TESEKKUR
BEYAN SAYFASI
ICINDEKILER
SEKILLER DiZiNi
TABLOLAR DiZiNi
SIMGELER ve KISALTMALAR
TURKCE OZET
INGILIZCE OZET (ABSTRACT)
1. GIRIS
2. GENEL BILGILER
2.1. ORTOFENILFENOL
2.1.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikler
2.1.2. Toksikokinetik
2.1.3. Etki Sekli ve Zehirliligi
2.1.4. Gelisme ve Ureme Uzerine Etkileri
2.2. SERBEST RADIKALLER
2.2.1. Reaktif Oksijen Turleri
2.2.2. Oksidatif Stres
2.2.3. Antioksidan Enzimler
2.3. SINNAMIK ASITLER
3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gereg
3.1.1. Kimyasal Maddeler

Vil

viii

x

© Ul W N NN X

e e S N o
o o o N k-, O



3.1.2. Cihazlar ve Laboratuvar Malzemeleri
3.2. YOntem
3.2.1. Etik
3.2.2. Hayvan Materyali
3.2.3. Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Deney Protokolii
3.2.4. Orneklerin Toplanmasi
3.2.5. Kan ve Doku Analizleri
3.3. Istatistiksel Hesaplamalar
4. BULGULAR
5. TARTISMA
6. SONUC ve ONERILER
7. KAYNAKLAR
OZGECMIS

Vi

16
17
17
17
17
18
18
21
22
25
29
30
37



SEKILLER DiZINI

Sekil 2.1. Ortofenilfenollin kimyasal yapisi
Sekil 2.2. Ortofenilfenollin si¢an, fare ve insanlardaki metabolitleri
Sekil 2.3. Ortofenilfenoliin izledigi biyotransformasyon yollari

Sekil 2.4. Sinnamik asitin yapis1

Vii

13



TABLOLAR DIiZiNi

Tablo 2.1. Ortofenilfenolin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri.

Tablo 3.1. Arastirma gruplarina verilen maddeler ve verildigi giinler.

Tablo 4.1. Arastirma gruplarinin serum AST, ALT ve kreatinin dizeyleri.
Tablo 4.2. Arastirma gruplarinin eritrosit CAT, GSH, GSH-Px, MDA ve
plazma SOD duzeyleri.

Tablo 4.3. Arastirma gruplarinin karaciger dokusunda GSH, GSH-Px, CAT,
SOD ve MDA duzeyleri.

Tablo 4.4. Arastirma gruplarinin bobrek dokusunda GSH, CAT, SOD ve
MDA diizeyleri.

Tablo 4.5. Arastirma gruplarinin idrar kesesi dokusunda MDA duzeyleri.

viii

17

22

22

23

23

24



SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

ALT Alanin aminotransferaz

AST Aspartat aminotransferaz

ATP Adenozin trifosfat

CAT Katalaz

DTNB 5,5'-ditiyo-bis-(2-nitrobenzoik asit)
EDTA Etilen diamin tetraasetik asit

GA Glukuronik asit

GSH Glutatyon

GSH-Px Glutatyon Peroksidaz

Hb Hemoglobin

MDA Malondialdehit

NADPH Nikotinamid adenin dinlkleotitfosfat hidrojen
OPP Orto-fenilfenol

OPP-G Orto-fenilfenol glukuronat
OPP-S Orto-fenilfenol sulfat

PAL Fenilalanin amonyum liyaz

PBQ Fenilbenzokuinon

PHQ Fenilhidrokuinon

SH Sulfidril

SOD Superoksit dismutaz

UDP-GT Uridin difosfoglukronil transferaz
TBA Tiyobarbitiirik asit

TCA Trikloroasetik asit

t-CA: trans-Sinnamik asit

TNB 5-tiyo-2-nitro-benzoik asit
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OZET

Bu calisma ile si¢anlarda ortofenilfenolle (OPP) olusturulan oksidatif stres Gizerine t-
sinnamik asitin (CA) koruyucu etkinliginin degerlendirilmesi amaglandi. Calismada
her grupta 8 adet olmak (izere toplam 32 adet Sprague-Dawley erkek si¢an kullanildi.
Kontrol, OPP, t-CA ve OPP+t-CA birlikte verildigi grup olmak {izere toplam 4 grup
olusturuldu. Tim hayvanlara ad libitum pelet yem ve su verildi. Kontrol grubundaki
hayvanlara 21 gun 1 ml musir 6zii yagi agizdan gavajla verildi. Ortofenilfenol tek
bagina 21 gun sureyle agizdan 700 mg/kg/c.a. (misir 6zii yaginda ¢ozdurilerek), t-
CA tek bagina agizdan 21 gin sureyle agizdan 200 mg/kg c.a. dozlarinda hayvanlara
verildi. Ortofenilfenol+t-CA’in birlikte verildigi grupta bulunan hayvanlara 3 gin
streyle 200 mg/kg c.a. t-CA ve 4. glnden itibaren t-CA ile birlikte 700 mg/kg/c.a.
OPP 25. gline kadar her giin gavajla uygulandi. Calisma sonunda kan ve doku
ornekleri (karaciger, bobrek ve idrar kesesi) alindi. Kan serum 6rneklerinde alanin
aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST), kreatinin, hemoglobin
duzeyleri ile eritrositlerde katalaz (CAT), malondialdehit (MDA), glutatyon (GSH)



ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px), plazmada slperoksit dismutaz (SOD) duzeyleri
Olculdi. Karaciger dokularinda CAT, SOD, MDA, GSH ve GSH-Px, bobrek
dokularinda CAT, SOD, MDA ve GSH, idrar kesesi dokularinda ise MDA
diizeylerine  bakildi. Calismada OPP  verilen grup kontrol grubu ile
karsilastirildiginda serum AST, ALT ve kreatinin degerlerinde 6nemli diizeyde bir
artig tespit edildi. Ortofenilfenol+t-CA birlikte verildigi grupta ise, OPP tek basina
verildiginde artan AST, ALT ve kreatinin degerlerinde 6nemli diizeyde bir diistisiin
oldugu belirlendi. Kanda OPP verilen grupta kontrole gore CAT ve MDA
degerlerinde 6nemli diizeyde artis, GSH, GSH-Px ve SOD degerlerinde ise 6nemli
dizeyde diisiis saptandi. Ortofenilfenol+t-CA birlikte verildigi grupta, OPP verilen
gruba gore, CAT ve MDA degerlerinde 6nemli duzeyde disiis, GSH, GSH-Px ve
SOD degerlerinde ise 6nemli dlzeyde artis belirlendi. Karaciger dokusunda OPP
verilen grupta kontrole gére CAT ve MDA degerlerinde 6nemli diizeyde artig, GSH,
GSH-Px ve SOD degerlerinde ise 6nemli diizeyde diisiis saptandi. Ortofenilfenol+t-
CA birlikte verildigi grupta, OPP verilen gruba gore, CAT ve MDA degerlerinde
onemli diizeyde diisiis, GSH, GSH-Px ve SOD degerlerinde ise dnemli diizeyde artig
tespit edildi. Bobrek dokusunda OPP verilen grupta kontrole gore CAT ve MDA
degerlerinde 6nemli diizeyde artis, GSH ve SOD degerlerinde ise énemli diizeyde
diisiis saptandi. Ortofenilfenol+t-CA birlikte verildigi grupta, OPP verilen gruba
gore, CAT ve MDA degerlerinde 6nemli diizeyde diisiis, GSH ve SOD degerlerinde
ise énemli diizeyde artis tespit edildi. idrar kesesi dokusunda OPP verilen grupta
MDA degerlerinde onemli diizeyde artis saptandi. Ortofenilfenol+t-CA birlikte
verildigi grupta, OPP verilen gruba gére MDA degerlerinde 6nemli diizeyde diisiis
tespit edildi. Sonu¢ olarak OPP’nin kan ve dokularda oksidatif strese ve lipid
peroksidasyona yol agtig1 ve antioksidan savunma enzimleri tizerinde degisikliklere
yol agtig1, OPP ile birlikte t-CA verilmesinin olusan lipid peroksidasyonu azalttig1 ve

antioksidan enzimler iizerinde diizeltici etkiye sebep oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: ortofenilfenol, oksidatif stres, sinnamik asit, sican
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ABSTRACT

In this study, it is aimed to evaluate the protective effect of cinnamic acid (CA) on
orthophenylphenol (OPP)-induced oxidative stress in rats. A total of 32 Sprague-
Dawley male rats, 8 in each group, were used in the study. It was designed 4 groups
as control group, OPP, t-CA and OPP + t-CA group. All animals received ad libitum
pellet feed and water. The animals in the control group were given 1 ml of corn oil
for 21 days orally. Orthophenylphenol alone was administered orally 700 mg/kg/b.w.
(dissolved in corn oil), t-CA alone was 200 mg/kg/b.w administered orally for 21
days. In OPP+t-CA group, rats received 200 mg/kg/b.w t-CA 3 days prior to OPP.
From day 4, 700 mg / kg / c.a OPP + t-CA was applied daily with gavage until day
25. At the end of the study, blood and tissue samples (liver, kidney and urinary
incision) were collected. In blood samples, alanine aminotransferase (ALT),
aspartate aminotransferase (AST), creatinine, hemoglobin levels and catalase (CAT),
superoxide dismutase (SOD), malondialdenyde (MDA), glutathione (GSH) and
glutathione peroxidase (GSH-Px) levels were analyzed. In liver tissues, CAT, SOD,
MDA, GSH and GSH-Px, in kidney tissues CAT, SOD, MDA and GSH, and in

urinary bladder tissues MDA levels were analyzed. In serum, significant increases

Xii



were found in AST, ALT and creatinine levels in OPP group compared to the control
group. In the OPP+t-CA group, there were significant decreases in AST, ALT and
creatinine values which were high when OPP was given alone. In blood samples,
there were significant increases in CAT and MDA values and significant decreases in
GSH, GSH-Px and SOD values in OPP group compared to the control group. In the
OPP+t-CA group, there were significant decreases in CAT and MDA values and
significant increases in GSH, GSH-Px and SOD values compared to the OPP group.
In liver tissues, there were significant increases in CAT and MDA values and
significant decreases in GSH, GSH-Px and SOD values in OPP group compared to
the control group. In the OPP+t-CA group, there were significant decreases in CAT
and MDA values and significant increases in GSH, GSH-Px and SOD values
compared to the OPP group. In kidney tissues, there were significant increases in
CAT and MDA values and significant decreases in GSH and SOD values in OPP
group compared to the control group. In the OPP+t-CA group, there were significant
decreases in CAT and MDA values and significant increases in GSH and SOD
values compared to the OPP group. In urinary bladder tissues, there were significant
increases in MDA values in OPP group compared to the control group. In the OPP+t-
CA group, there were significant decreases in MDA values compared to the OPP
group. As a result, it has been determined that OPP causes oxidative stress and lipid
peroxidation in blood and tissues and creates changes in antioxidant defense
enzymes. Cinnamic acid with OPP reduces lipid peroxidation and provides corrective

effect on antioxidant enzymes.

Keywords: orthophenylphenol, oxidative stress, cinnamic acid, rat
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1. GIRIS

Orto-fenilfenol (OPP) antibakteriyel, fungisid, virusid ve dezenfektan olarak

kullanilan genis spektrumlu bir maddedir (6, 42, 64).

Meyvelerin depolanmasi sirasinda, oOzellikle turunggillerin  korunmasi,
depolama materyallerinin dezenfeksiyonu ve sebzelerin yuzeyindeki patojenlerin yok
edilmesi OPP’nin baslica kullanim alanlaridir (4, 32, 48). Titsu olarak
uygulandiginda, Penicillium italicum, Penicillium digitatum, Diplodia natalenis,
Botrytis cinerea ve diger tiirlerin sebep oldugu ciiriimelere karsi paketlenecek
meyveleri koruyucu etki yaparlar (35). Ortofenilfenol hastaneler, veteriner klinikleri,
tavuk ciftlikleri, biiyilkkbas hayvan isletmeleri, evler ve ¢esitli is yerlerinde
dezenfektan olarak kullanim alani bulur (6, 22, 64). Bu maddenin 6nemli bir
kullanim alan1 da Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus aureus’un sebep

oldugu inatg1 hastane enfeksiyonlaridir (29, 42).

Sinnamik asitler bitkilerde dogal olarak (Ce-C3) bulunan aromatik karboksilik
asitlerin bir grubudur (23). Son 10 yilda, sinnamik asitler iizerine aragtirmacilarin
ilgileri 6nemli 6l¢lide artmistir. Son ¢alismalar ve derlemeler sinnamik asitin (CA)
tip alanindaki antikanser, antimalaryal, antifungal, antiinflamatuar, antimikrobiyal ve
antioksidan etkinligi iizerinde yogunlasmistir (65). Ayrica CA’in yag dokusu ve

kalp-damar hastaliklari tizerine etkileri de aragtirilmistir (3, 56).

Bu ¢alismada, giiniimiizde gesitli alanlarda yaygin kullanim alant bulan OPP
ile oksidatif hasar olusturulan siganlarda CA’in koruyucu etkilerinin arastirilmasi
amaglanmistir. Doku ve organlarda OPP’nin olusturdugu hasarlar gesitli arastiricilar
tarafindan histopatolojik olarak incelenmis, fakat in vivo olarak oksidatif stres
parametreleriyle ilgili ¢ok az veriye rastlanilmistir. Bu galisma, literatlire yeni

bilgiler kazandirilmas1 bakimindan 6zgiin bir nitelik tagimaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. ORTOFENILFENOL
2.1.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Ortofenilfenoliin kimyasal yapis1 Sekil 2.1°de, fiziksel ve kimyasal 0zellikleri

Tablo 2.1°de verilmistir.

OH

Sekil 2.1. Ortofenilfenolun kimyasal yapis1 (14).

Tablo 2.1. Ortofenilfenoluin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (16).

Molekdl formili C12H200

Molekil agirlig 170,2 g/mol

Renk Renksiz

Fiziksel hali Kat1 (kar kristalleri)

Ozgul agirhig 1,2 g/ml

pH 6,1 (sulu ¢ozeltide) (25 °C)
Erime noktasi 56-58 °C

Kaynama noktasi 286°C

Suda ¢ozUnarluk 700 mg/L (25 °C)

Buhar basinci 2 x 10 mm Hg (25 °C)




2.1.2. Toksikokinetik

Ortofenilfenoliin sigan, fare, kopek, kedi, kegi ve insandaki toksikokinetigi ile
ilgili veriler mevcuttur. Fare ve siganlara agizdan verilen OPP’nin emilimi ve
dagilimi olduk¢a hizlidir. Agizdan alinmasimi takiben, OPP yaklasik olarak
sicanlarda % 85, farelerde % 90, kedilerde % 35, kecilerde % 80 ve kdpeklerde % 50
oraninda emilir. Diisiik dozlarda yapilan c¢aligmalarda OPP’nin insanlardaki
toksikokinetiginin siganlardakine son derece benzer oldugu bildirilmistir. Yapilan
calismalarda fare ve sicanlarda OPP’nin atiliminin hizli oldugu belirtilmistir. Atilim
buyik 6lcude idrar yoluyla, az miktarda da diskiyla olur. insanlara deri yoluyla
uygulanmasinin ardindan verilen dozun % 43’{iniin emildigi ve emilen miktarin %

99’unun idrarla atildig: tespit edilmistir (14).
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Sekil 2.2. Ortofenilfenoliin sigan, fare ve insanlardaki metabolitleri (9).

Ortofenilfenol karaciger sitokrom P450 monooksijenaz enzimleri tarafindan
metabolize edilir. Ortofenilfenoliin metabolitleri glukuronik asit (GA) ya da stlfatla
birlesme tepkimesine ugrarlar ve idrarla atilirlar (10). Olusan metabolitler;

fenilhidroquinon (PHQ), fenilbenzoquinon (PBQ), sulfat ve glukuronid konjugatlari



(OPP-S ve OPP-G), PHQ’nun glukuronid konjugatt (PHQ-G), ve superoksit
anyonlaridir (Sekil 2.2-2.3). Ortofenilfenoliin birlesme tepkimeleri sonucunda
biyolojik olarak etkin olmayan metabolitler (stlfatlar ve glukuronidler gibi) ve
yukseltgenme tepkimeleri sonucunda da etkin metabolitler (PHQ ve PBQ gibi)
olusur (9, 32).
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Sekil 2.3. Ortofenilfenoliin izledigi biyotransformasyon yollar1 (14).

Sican ve fareler {izerinde yapilan ¢alismalarda, OPP ve metaboliti PHQ nun
stilfat ve G konjugatlar1 halinde atildigin belirtilmistir (5, 7, 17, 59, 60). Hayvanlara
verilen diisiik dozlarda OPP’nin ve ana metaboliti olan PHQ’nun siilfat konjugatlari
(OPP-S, PHQ-S) halinde, en yiiksek dozda ise GA konjugatlart (OPP-G, PHQ-G)
halinde atildigi saptanmustir (11, 17, 41). Idrar kesesi epitelindeki hasar ve

hiperplaziden fenilbenzoquinon metabolitinin  sorumlu oldugu belirtilmistir.



Fenilhidroquinonun ise ancak yiksek pH’larda (>7.0) olustugu ve yukseltgenme ile
PBQ’ya doniistiigiinde idrar kesesi lezyonlarinda artisa sebep oldugu belirtilmistir
(42, 57). Benzer sekilde, OPP ile yiiksek dozlarda sodyum bikarbonatin birlikte
verilmesi durumunda idrarin alkalilestigi ve karsinojenitede artis meydana geldigi
bildirilmistir. Bazik idrar ortaminda sicanlarda sitotoksik, kalsiyum fosfat iceren
amorf bir ¢okelti olustugu, ancak sodyum tuzunun amonyum kloriirle birlikte
verilmesi durumunda idrarin asitlestigi (pH<6.0) ve ¢okelti olusmadigi, bu sekilde
idrar yollarinda hasar olusumunun engellendigi bildirilmistir (57). Ayrica, OPP’nin
erkek sicanlarda yliksek oranda ve daha hizli biyotransformasyona ugramasi
sebebiyle idrar kesesi ilizerindeki hasarin daha yiiksek oldugu vurgulanmigtir (41,
59).

2.1.3. Etki Sekli ve Zehirliligi

2.1.3.1. Etki Sekli

Organizmaya giren OPP gibi ksenobiyotikler sitokrom p450 monooksijenaz
sistemi ile etkinleserek zehirli ara Grlinler meydana getirirler ve bu Urlnler hicresel
makromolekiillere geri doniisiimsiiz baglanarak doku hasarlar1 olustururlar (39).
Diger fenol tiirevleri OPP oldukga lipofilik ve elektrofilik bir yap1 gosterir. Bu
fizikokimyasal Ozellikler zarlardan tasinma ve hedef makromolekiillerle etkilesime

girme agisindan son derece 6nem tagimaktadir (32).

Ortofenilfenoliin mikrozomal monooksijenaz sistemi ile PHQ ve PBQ’ya
doniismektedir. Bu reaktif metabolitler siilfidrile bagimli enzimleri inhibe etme
potansiyeline sahiptirler. Oncelikle hiicreler arass GSH (Glutatyon) depolarin
tiketmekte, ardindan hiicre ve dokulardaki SH-grubu igeren yapilarla
etkilesmektedirler (39).

Ortofenilfenollin endokrin sistemlerde bozukluklara yol agtig1 ve bu durumun
genotoksik ve sitotoksik etkilerinin temeli oldugu diisiiniilmektedir. Ostrojen reseptor
baglama, Ostrojenle indiiklenmis hiicre proliferasyonu ve Ostrojen reseptor
transkripsiyon aktivitesi tizerine ¢alismalarla OPP’nin endokrin bozucu aktivitesi in
vitro olarak incelenmistir. Ayrica OPP ve metabolitlerinin prostaglandin

metabolizmasinda inhibitér etki yarattigi iizerine de calismalar bulunmaktadir.



Prostaglandin inhibitdrlerinin laboratuvar hayvanlarinda anomalilere (rezorpsiyonda

artig ve yarik dudak) sebep oldugu bildirilmistir (9, 14, 32).
2.1.3.2. Akut Toksisite

Hayvanlar iizerinde yapilan ¢aligmalarda OPP’nin agizdan verildiginde en
duyarl tiirlin kedi oldugunu ve bunu sirasiyla fare, sigan ve kobaylarin izledigini
gostermistir.  Bunun sebebi OPP’nin farmakokinetiginin kedilerde, sican ve
farelerden oldukga farkli olmasidir (14). Kedilerde uridin difosfoglukuronil
transferaz (UDP-GT) enzimi bulunmadigindan OPP’nin birlesme tepkimeleri
gerceklesemez. Diger tiirlerde ise OPP biiyiik oranda metabolitlerine doniisiirken,
kedilerde idrarda bulunan ana bilesen degismeden kalan OPP’dir (9).

Ortofenilfenoliin siganlarda agizdan LDso 2600-2980 mg/kg c.a.’dr.
Siganlarda; solunum hizinda yavaslama, viicut isisinda diisme, motor reflekslerde
azalma, koordinasyon bozuklugu, hiriltili solunum, 6ksiiriik, idrar miktarinda artma,
depresyon, ekzoftalmus, gozyasi salgisinda artma ve karinda siskinlik gibi klinik
belirtiler gortildigi belirtilmistir (9, 14).

Nakagawa ve Tayama (39) siganlara agizdan tek doz 700 ve 1400 mg/kg c.a.
OPP verilerek karaciger ve bobrek iizerindeki toksik etkilerini arastirmislardir.
Sicanlara 700 ve 1400 mg/kg c.a. OPP verilen gruplarda 6 saat sonra doza bagl
olarak karaciger ve bobrekte glutatyon diizeylerinin hizla azaldigi belirtilmistir.
Ortofenilfenol ve metabolitlerinin (PBQ ve PHQ) yuksek dozlarda hedef
organlariin, karaciger ve bobrek oldugu; PBQ’nun karaciger ve bobrek tizerinde

PHQ’ya nazaran ¢ok daha toksik etki gosterdigini tespit etmislerdir.

2.1.3.3. Subakut, Subkronik ve Kronik Toksisite

Ortofenilfenollin subkronik toksisitesi baslica sigan, fare ve kopekler tizerinde
calisilmistir. Ortofenilfenol, sicanlarda baslica bobrek ve idrar kesesi iizerinde etki
olusturmaktadir. Erkeklerde, bobrek agirliginda artis, bobrek fonksiyonlarinda
azalma, nefrit, papiller nekroz, pelvis/papilla hiperplazisi ve bo6brek tubtler
hiicrelerinde artis gibi etkiler olugmaktadir. OPP’nin disilerde de bobregi (liriner
pH’ta azalma ve nefrit olusumu ile) etkiledigi diisiniilmektedir, ancak bu konu

tizerine sinirh veri bulunmaktadir. OPP’nin sigan, fare ve kopeklerde kronik toksisite



ve onkojenitesi iizerine c¢alismalar mevcuttur (19, 26, 27, 28, 62, 63). OPP’nin
toksisitesi cinsiyet ve tiir farkliliklaria gore degisim gostermektedir. Siganlarda,
OPP’nin oncelikle bobrek ve idrar kanali olmak tizere karaciger, goz sinirleri, dalak

ve kalp tizerinde etki gosterdigi belirtilmistir (9, 26, 27).

Higara ve Fujii (27) % 0,156; 0,313; 0,625; 1,25 ve 2,5 oranlarinda OPP’yi
yeme Katarak erkek ve disi sicanlara 91 hafta siireyle vermisler, bu siirenin sonunda
% 1,25’1ik OPP verilen sicanlarda % 96, % 2,5’lik OPP verilen si¢ganlarda % 17

oraninda idrar kesesi tiimdrleri gelistigini tespit etmislerdir.

Bagka bir ¢alismada idrar pH’larn asidik olan sicanlarin sayisi, % 1,25 ve
2,5’lik OPP verilen grupta arttig1, idrar protein seviyelerinin ise % 2,5 OPP verilen
grupta diistiigii bildirilmistir (40).

Reitz ve ark. (50) 30 erkek si¢ana 90 giin siireyle % 2 oraninda OPP’yi yeme
katarak vermisler ve 3., 7., 14., 30., 65. ve 90. glnlerde hayvanlardan kan, idrar,
karaciger, bobrek ve idrar kesesinden &rnekler almislardir. Ozellikle OPP verilen
grupta olmak iizere her iki grupta da yem tiiketimi ve viicut agirliklarinda diisme
tespit edildigi belirtilmistir. Ayrica 7. ve 14. giinler arasinda OPP verilen grupta 6lum
oranlarinda artis bildirilmistir. % 2 OPP verilen hayvanlarda 65. ve 90. giinlerde idrar
yogunlugunda azalma, idrarda kan ve bobrekte kistler gelistigi tespit edilmistir.

Hayvanlarin hicbirinde idrar kesesi tiimorlerine rastlanmadigi belirtilmistir.

Yapilan bagka caligsmalarda erkek 0,08; 0,4 ve 0,8’lik dozlarda) ve disi
sicanlara (% 0,08; 0,4 ve 1’lik dozlarda) OPP 1 yil siireyle verilmistir. Erkek
sicanlarda yiiksek dozlarda 6liim oraninda kii¢tik bir artis oldugu ve her iki cinsiyette
de % 0,4’liikk ve iizerinde OPP verilen gruplarda idrar renginde degisiklikler oldugu
gozlemlenmistir. Orta ve yliksek dozlarda OPP alan gruplarda otopside idrar
kesesinde kitleler ve % 0,8’lik OPP alan grupta idrar kesesinde hiperplazi (tiim
hayvanlarda), transizyonel hiicre karsinomu ve papilloma goriildiigii bildirilmistir.
Yiiksek dozlarda erkeklerde bobrekte tas olugsma oraninda artis goriiliirken, disilerde

kistik tubiiler genisleme ve bobrekte kronik iskemi tespit edilmistir (62, 63).



2.1.4. Gelisme ve Ureme Uzerine Etkileri

Kaneda ve ark. (30) yaptiklar1 bir ¢alismada Wistar cinsi gebe siganlara
OPP’yi agizdan farkli dozlarda vermislerdir. Calisma sonunda 300 mg/kg c.a. dozda
OPP verilen grupta ataksi, yavrularda agirlik artisinda azalma goriildiigii; 600 mg/kg
c.a. dozunda OPP alan grupta 20 yavrudan 2’sinin 6ldiigli ve yavrularin dogum
agirliklarinda diistisiin oldugu; 1200 mg/kg c.a. dozunda OPP alan grupta ise 11
yavrudan 10’unun 6ldigi ve bu durumun OPP’nin zehirli etkilerinin bir sonucu

oldugu bildirilmistir.
2.2. SERBEST RADIKALLER

Reaktif oksijen gruplart normal hiicre metabolizmasinin bir sonucu olarak
molekiiler oksijenden fiiretilir. Uzerinde bir ya da daha fazla eslenmemis elektron
bulunan tiirler ‘serbest radikaller’ olarak adlandirilirlar. Bu tiirler genellikle kararsiz
ve son derece reaktiftirler, bunun sebebi eslenmemis elektronlarin ¢ift hale
gelebilmek icin reaksiyona girme isteginde olmasidir ve bu 6zelliklerinden dolay:
hiicrenin tiim bilesenleri ile kolayca etkilesime girerler (8, 25, 66). Biyolojik
sistemlerde reaktif oksijen tirleri ve reaktif azot tirleri olmak Uzere iki tlr serbest
radikal bulunmaktadir. Reaktif oksijen radikalleri, superoksit, hidroksil ve peroksil;
radikal olmayanlar ise singlet oksijen, hidrojen peroksit, hipoklorik asit ve ozondur
(34).

2.2.1. Reaktif Oksijen Turleri
2.2.1.1. Molekuler Oksijen ve Superoksit

Molekdler oksijen kendine 6zgu bir elektron dizilimi ile serbest radikallerin
kaynagidir ve kendisi de bir radikaldir. Oksijenli ortamda dioksijene bir elektron
daha eklenmesiyle siiperoksit anyon radikali olusmaktadir (31, 61). Slperoksit
anyonunun olusumu 6zellikle elektronca zengin bir ortam olan hiicre mitokondrisinin
i¢ zarinda solunum olayiyla birlikte ger¢eklesmektedir (69). Mitokondriyal elektron
tasima zinciri memeli hiicrelerinde adenozin trifosfat (ATP) Gretiminin ana
kaynagidir. Enerji iletimi sirasinda, bir kisim elektronlar oksijen iizerine yerleserek

stiperoksit radikalinin olugumuna neden olmaktadir. Siiperoksit anyonu birincil



reaktif oksijen tiirii olarak bilinir ve diger molekillerle tepkimeye girerek ikincil

reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna 6nciiliik etmektedir (61).
O2+e —> 02"
2.2.1.2. Hidrojen Peroksit

Iki siiperoksit anyonu iki proton ile reaksiyona girerek hidrojen peroksit
olusturmaktadir. Bu reaksiyonu Kkatalizleyen enzim ise superoksit dismutaz
(SOD)’dir (37). Oksijen kullanan birgok metabolik fonksiyonun gergeklestigi organel
olan peroksizomlar bu duruma bagli olarak hiicrede oksijen tiiketimin en yiiksek
oldugu yerdir. Bu oksijen tiikketiminin bir sonucu olarak da fizyolojik kosullar altinda
hidrojen peroksit iiretmektedirler. Ayn1 zamanda katalaz enzimi de bu organeller
icinde bulunmakta ve olusan hidrojen peroksitin yok edilmesini saglamaktadir.
Peroksizomlar hasar gordiigiinde veya enzim sistemi baskilandiginda, olusan
hidrojen peroksit sitozole salinarak oksidatif strese sebep olmaktadir (61). Hidrojen
peroksit Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari araciligiyla en zararli reaktif oksijen

tiiri olan hidroksil radikaline doniismektedir (33, 37).
202" + 2H" — H20; + O2

H,02 + Fe*? - HO* + HO™ + Fe*® (Fenton)

H202+ O —> HO*+ HO™ + O2  (Haber-Weiss)
2.2.1.3. Hidroksil Radikali

Hidroksit iyonunun nétr hali olan hidroksil radikali ¢ok yiiksek reaktiflige
sahip oldugundan organizma i¢in ¢ok tehlikelidir. Cok kisa bir yarilanma omriine
sahip oldugundan, genellikle olustugu yere yakin yerlerde hasar meydana getirdigi
diisiiniilmektedir. Bu serbest radikale karsi 6zel bir antioksidan yoktur. Hidroksil
radikalinin DNA’nin biitiin pargalarina karsi reaktif oldugu, hem piirin-pirimidin
bazlarina hem de deoksiriboz iskelete hasar verdigi, ayrica protein oksidasyonuna

neden oldugu bilinmektedir (33, 61).

H20 — HO® + H* + & — H202



2.2.1.4. Singlet Oksijen

Oksijenin uyarilmis formudur. Doymamis yag asitleriyle peroksil radikali
olusturmak {izere reaksiyona girme egilimindedir. Singlet oksijen lipid
peroksidasyonu hidroksil radikali kadar etkili bir bicimde baslatabilme giiciine
sahiptir (49).

2.2.2. Oksidatif Stres

Oksijenli solunum yapan tirler icin reaktif oksijen tlrlerinin ortadan
kaldirilmasi1 yasamin devamliligi i¢in zorunludur. Bu nedenle organizmada farkl
antioksidan savunma mekanizmalar1 gelismistir. Viicutta oksijenin kullanilmasi
sirasinda farkli reaktif oksijen tiirleri dogal olarak olugmaktadir. Gelismis savunma
mekanizmalart da bu reaktif tiirlerin ortadan kaldirilmasini diizenli bir sekilde
saglamaktadir ve bu sekilde normal fizyolojik sartlar altinda bu reaktif oksijen turleri
organizma i¢in bir tehlike unsuru olmaktan ¢ikmaktadir. Ancak, eger bu serbest
radikaller ve reaktif oksijen tirlerinin iiretiminde artis olusursa ya da savunma
mekanizmalarmin bu tiirleri ortadan kaldirmasi siirecinde bir sorun meydana gelirse,
iretim ve ortadan kaldirma dengesi bozulmakta ve oksidatif stres meydana
gelmektedir. Bunun sonucunda, reaktif oksijen tirleri ve serbest radikaller saglikli

doku ve zarlara hasar vererek bir¢ok hastaligin baglanmasina sebep olmaktadir (44,
55, 66).

Cesitli hastaliklarin ve patolojik olgularin ya da ilaglarin etkinliginin bir
isareti olarak oksidatif stresin tespit edilmesi ve oksidatif stresi igaret eden biyolojik
gostergelerin izlenebilirligi klinik calismalar acisindan son derece Onemlidir.
Organizmanin tamaminin oksidatif hasar altinda olmasi1 gerekmeksizin, belirli bir
organ, doku ya da zarin serbest radikaller tarafindan hasara ugratilmasi oksidatif
stresin tespiti igin yeterli olmaktadir ve bu hasar sonucu olusan oksidatif tirtinlerin
biyolojik gosterge olarak kullanilmasi miimkiindiir. Lipidler, karbonhidratlar,
proteinler ve nikleik asitler, serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirleri tarafindan
oksidatif hasara ugramaktadirlar (66). Oksidatif stres ciddi metabolik bozukluklara
ve biyolojik makromolekiillerde agir hasarlara sebep olmaktadir. Lipidler reaktif

oksijen tiirlerine karst en zayif yapilardir (13). Aerobik organizmalarda lipid
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peroksidasyonu oOncelikle kaginilmast gereken bir durumdur. Ciinkii lipid
peroksidasyon iiriinleri DNA hasarina neden olmakta ve Na/K-ATPaz ve glutamat
tastyicilart gibi proteinlerin etkinligini engellemektedir. Artan lipid peroksidasyon ve
antioksidan korumanin yetersiz kalmasi durumunda organizmada epoksitler
tiretilmektedir. Bu epoksitler hiicredeki niikleofilik merkezlerle kendiliginden
reaksiyona girmekte ve epoksitin 6zelligine bagl olarak sitotoksik, alerjik, mutajenik
ve karsinojenik etkiler meydana gelmektedir. Buna ek olarak oksidatif olaylar eter
lipidlerinin etki mekanizmasinda da énemli bir rol oynamaktadir ve reaktif oksijen
tiirleri tarafindan yiikseltgenme sonucu hiicresel ilag hassasiyeti olusabilmektedir
(36). Reaktif oksijen tiirleri DNA, RNA ve proteinlere kovalent baglanmaktadir.
Proteinler bu durumdan sinyal iletimi, tasima ve enzim sistemleri gibi ¢esitli hiicre
fonksiyonlarmin bozulmasiyla etkilenirler (51). Oksidatif strese sebep olan serbest
radikal tiirline bagli olarak DNA’da tek ve ¢ift dal kiriklari, baz modifikasyonlari,
baz ve halkalarin klorlanmasi ve DNA-protein arast ¢apraz baglanmalar
gorilebilmektedir (12, 18). Oksidatif stres yalnizca sitotoksik bir etki yaratmamakta
aynt zamanda yasamin siirdiiriilmesi i¢in vazgecilmez olan hiicre zarn
fonksiyonlarmin diizenlenmesini saglayan habercilerin uyarilmasinda kilit rol
oynamaktadir. Hiicre i¢i yiikseltgenme ve indirgenme durumunu etkileyerek, protein
kinazlarin etkinlesmesine sebep olmaktadir. Protein kinazlar, hiicrenin aktivasyon,
cogalma ve farklilasma yanitlarinda oldukga onemli role sahiptirler. Apoptoz ve
yangisal reaksiyonlar oksidatif stres sonucu olusan biyolojik siiregler arasindadir
(66).

2.2.3. Antioksidan Enzimler

Hem hiicre icinde hem hiicre disinda bulunabilen, bir substratin
oksidasyonunu geciktiren ya da tamamen engelleyen ve bu sekilde serbest radikal
hasarint  Onleyen maddelere "antioksidan" adi verilmektedir (68). Aerobik
organizmalar, solunum ve substrat oksidasyonu sonucu olusan reaktif oksijen
tiirleriyle bas edecek antioksidan enzim sistemlerine sahiptirler. Kiigiik miktarlarda
reaktif oksijen turleri (OH radikali, suiperoksit anyonu ve hidrojen peroksit) i¢ ve dis
uyaranlara kars1 olarak organizmada siirekli olarak {iretilirler. Reaktif oksijen

tiirlerinin miktar1 belirli sinirlar altinda hiicre ici iletisim, apoptoz, immiin sistem ve
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mikroorganizmalara karst savunma sistemlerinde gerceklesen biyokimyasal
reaksiyonlar icin vazgecgilmezdir. Ancak reaktif oksijen tirleri yuksek miktarlarda
uretildiginde ve antioksidan mekanizmalar bunlarin ortadan kaldirilmasi igin yetersiz

kaldiginda, organizmada oksidatif stres belirtileri gortlur (36, 55).
2.2.3.1. Superoksit Dismutaz

Superoksit dismutaz son derece reaktif olan siiperoksit anyonunu O2’ye ve
daha az reaktif olan hidrojen peroksite doniistiiren reaksiyonu katalizleyen enzimdir.
Bu tepkime oksidatif strese karsi olusan ilk savunma cevabidir (20). Bu enzim
stperoksit anyonunu aktif bolgedeki gegis metallerinin (demir, mangan, bakir)
pespese ylikseltgenip indirgenmesi ile ger¢eklesen bir reaksiyon mekanizmasi ile ¢ok

yiiksek reaksiyon hizlarinda par¢alamaktadir (36).
2.2.3.2. Katalaz

Katalaz, hidrojen peroksit ile reaksiyona girerek su ve molekiler oksijen
olusturmaktadir. Canlilarda, hidrojen peroksit katalaz (CAT) ya da glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) ile detoksifiye olmaktadir. Hiicreleri kendi iglerinde olusan
hidrojen peroksitten de korumaktadir (36). Katalaz, hidrojen peroksitin yiksek
yogunlukta oldugu durumlarda daha yiiksek aktiviteye sahiptir ve GSH-Px’e gore
daha onceliklidir (24).

2.2.3.3. Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidaz selenyum iceren bir enzimdir ve hidrojen peroksitin
indirgenme tepkimesini Kkatalizlemektedir. Bu yolla memeli hicrelerinin oksidatif
hasara karst korunmasinda rol oynamaktadir. Glutatyon metabolizmas1 en 6nemli
antioksidan savunma mekanizmalarindan biridir. Glutatyon peroksidaz ve katalaz
ayni substrati paylasan iki mekanizmadir, ancak diisiik oksidatif stres durumunda

savunmada onceligin GSH-Px’e ait oldugu bilinmektedir (20, 36).
2.3. SINNAMIK ASITLER

Sinnamik asitler bitkilerde dogal olarak (Cs-C3) bulunan aromatik karboksilik

asitlerin bir grubudur. Sinnamik asitler bitkilerin hiicre duvarmi mekanik olarak
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destekleyen polimerik bir materyal olan ligninin sekillenmesinde goérev alirlar. Bu
aromatik karboksilli asitler biitiin yesil bitkilerde ve cicekli bitkilerin iireme
organlarinda bulunur. Sinnamik asitler fenil-propanoidler, kumarinler, lignanlar,
izoflavonoidler, flavonoidler, stilbenler, auronlar, antosiyaninler, spermidinler ve
taninlere giden biyosentetik yolla elde edilmektedirler. Yesil bitkilerde bulunan bir
propanoid enzim olan fenilalanin amonyum liyaz (PAL) sinnamik asitlerin
biyosentetik olarak eldesinde ilk basamakta gorev yapan enzimdir. Bu enzim L-
fenilalanini deamine ederek, sinnamik asitleri olusturmaktadir. Sinnamik asitler ise
farkli enzimatik doniisiimlere ugrayarak, birgok ilgili yan iirliniin olusmasini

saglamaktadir (23).

O
N OH

Sekil 2.4. Sinnamik asitin yapis1 (65).

Sinnamik terimi antik ¢aglardan beri aroma verici, uyarici, gaz giderici,
insektisid, antiseptik ve dezenfektan olarak kullanilan Cinnamomumdan (targin)
almistir. Bilimsel olarak Cinnamomum zeilanicum olarak adlandirilan tar¢in, CA,
sinnamaldehit, miisilaj, tanen, seker, recine ve ugucu yag iceren bir bitkidir. Cesitli
tarcin tiirlerinin kabugu tath lezzeti ile keskin ve ucucu bir aldehit olan
sinnamaldehidi 6nemli miktarda ihtiva eder. Tar¢inin igerdigi esansiyal yaglar ve
sinnamaldehid hem bakteri hem de mantarlara kars1 antimikrobiyal etkinlige sahiptir.
Bitkinin 6nemli kismini olusturan diger etkin bir fenolik bilesik olan CA’tir.
Sinnamik asitler genellikle kuinik asit ile birlesmis ester halinde bulunurlar.
Sinnamik asitler tar¢in disinda cay, kahve cekirdegi, mate, kakao, elma, armut,
turunggiller, {iziim, brokoli, karnabahar, pancar, 1spanak, enginar, domates, patates,

kereviz ve tahillarda da bulunur (15, 23, 58).

Bakteriler, mantarlar ve viriislerden kaynaklanan enfeksiy6z hastaliklar,
gelismekte olan ve diisiik gelirli {ilkeler basta olmak {izere diinya genelinde hala

onemli bir saglik sorunudur. Her yil milyonlarca kisi akut solunum yolu
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enfeksiyonlar, sindirim kanali enfeksiyonlari, tiiberkiiloz, sitma, HIV vb.
enfeksiyonlar nedeniyle hayatin1 kaybetmekte, binlerce kisi ise ihmal edilmis tropik
patojenler ile enfekte olmaktadir. Bu hastaliklarin bir kismi1 parazit, cogu ise bakteri
ve mantar kaynaklidir. Antibakteriyel ve antifungal ilaglar, genel adlaryla
antimikrobiyaller 1940’lardan beri kemoterapide kullanilmaktadirlar. 1940-1970
yillart arasinda ise bir¢ok yeni antimikrobiyal sinifi klinik kullanima sunulmustur.
Ancak yeni ilaglarin kullanilmaya baslanmasiyla birlikte, ilk ilaca direngli suslar da
goriilmeye baslanmistir. Antibiyotiklerin hayvanlar iizerinde ve insanlar tarafindan
son 40 yilda giderek artan kullanimi, bir¢cok patojenik organizmada direng meydana
gelmesi durumunu tetiklemistir. Giliniimiizde yaygin ilag direngli tuberkiloz,
toplumla iligkili metisilin direngli S. aureus ve tedavide kullanilabilecek tiim
antibiyotiklere direngli Klebsilla ve Escherichia coli suslar1 gibi bazi enfeksiyonlarin
sagaltim1 son derece giiclesmistir ve bu enfeksiyonlar klinisyenlere c¢ok biiyiik
gucluk yasatmaktadir. Bu durum bahsi gegen enfeksiyonlara karsi yeni ve alisilmadik
bir etki mekanizmasiyla mucadele edilmesi gerekliligini ortaya c¢ikarmaktadir.
Sinnamik molekiil iskeleti, bu yeni antimikrobiyal ajanlarin gelistirilmesi i¢in ilgi
sekici bir yap1 olarak goriilmektedir, ancak etki mekanizmasi hakkindaki veriler ¢ok

siirhdir (23).

Sinnamik asit ve tiirevleri vinil fragmentlerine bagli olarak yiiksek
antioksidan aktivite gostermektedirler. Bu 0Ozellikleriyle hiicresel zarlarda lipid
peroksidasyonuna bagli gelisen patolojilerin sagaltiminda potansiyel ilag olarak
kullanilabilecek olmalari konusunda ilgi ¢ekmektedirler (47). Sinnamik asit ve
tirevleri eritrositlerden mitokondriyal zarlara monokarboksilat tasinmasini ve parazit
gelisimini inhibe etmektedirler. Trans-sinnamik asitin virlisidal aktivitesi olmadigi

ancak viral replikasyon halkasini inhibe ettigi bilinmektedir (54).

Son 10 yilda, sinnamik asitler {izerine arastirmacilarin ilgileri 6nemli dlgiide
artmistir. Son ¢alismalar ve derlemeler CA’in tip alanindaki antikanser, antimalaryal,
antifungal, antiinflamatuar, antimikrobiyal ve antioksidan etkinligi {izerinde
yogunlagmistir (65). Ayrica CA’in yag dokusu ve kalp-damar hastaliklar1 {izerine
etkileri de arastirllmistir (3, 56). Sinnamik asitler segilmis bir ilag ya da

farmakoforun (ilacin etkinliginden sorumlu oldugu diisiiniilen aktif bdolgesi)
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etkinligini, gecirgenligini, ¢oziiniirliiglinl degistirmek i¢in kullanilir. Sinnamik asitin
Kimyasal c¢atis1 yeni antimikrobiyaller gelistirmek ic¢in olduk¢a uygun bir yapidir.
Son zamanlarda CA’in benzoat-4-hidroksilaz ile etkileserek antifungal etkisi
arastirilmistir. Sinnamik asitin yapisindaki Cs-Ce’ya gruplar farkli etkinlige sahip

oldugu belirtilmistir (23).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Kimyasal Maddeler

Orto-fenilfenol (Aldrich P28263),

t-Sinnamik asit (Sigma-Aldrich W228826),

Sodyum klortr (NaCl) (Merck 106400),

Disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4) (Merck 106580),
Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4) (Merck 104873),
Hidrojen peroksit (H202) (Merck 107209),
Trikloroasetik asit (TCA) (Merck 100810),

Etilen diamin tetraasetik asit (EDTA) (Sigma E5134),
Tiyobarbitlrik asit (TBA) (Sigma T5500),

Sodyum hidroksit (NaOH) (Merck 106482),

Sodyum dodesil stlfat (SDS) (Sigma L3771),

Asetik asit (Smyras 64-19-7), Butanol (B4800/17),
Piridin (Sigma-Aldrich 270970), Tris (Sigma T1503),
Ditiyobisnitrobenzoik asit (DTNB) (TCI D0944),
Indirgenmis glutatyon (Sigma G4251),

NADPH (TCI T0521),

Glutatyon redliktaz (Sigma G3664),
t-Butilhidroperoksit (Aldrich 458139),

Sodyum potasyum tartarat (Sigma-Aldrich S2377),
Bakir sulfat (CuSOa) (Aldrich 451657),

SOD kit (Rat super oxidase dismutase ELISA kit EA0168Ra).

3.1.2. Cihazlar ve Laboratuvar Malzemeleri
Otoanalizor (gesanChem-200),
Spektrofotometre (Shimadzu-1700),

ELISA okuyucu (ELx800, Biotek),

Sogutmali santriftij (Eppendorf-5810R),

Su banyosu (Memmert WNB 14),
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Vorteks (Yellowline TTS2),

pH metre (Metrohm 704).

Magnetik karistirict (IKA-RH Basic 2)
Homojenizatdr (Heidolph Silient Crusher M)
Analitik terazi (Shimadzu AY-220)

Hasas terazi (BX 4200H)

3.2. ' YOontem
3.2.1. Etik

Arastirma, Mehmet Akif Ersoy Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu’nun 22/12/2015 tarihli toplantisinda alinan 162 no’lu karar
dogrultusunda gergeklestirildi.

3.2.2. Hayvan Materyali
Arastirmada kullanilan siganlar Mehmet AKkif Ersoy Universitesi Deney
Hayvanlar1 Uretim ve Deneysel Arastirma Laboratuvari’'ndan temin edildi ve aym

yerde deneysel uygulamalar gerceklestirildi.

3.2.3. Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Deney Protokolii

Arastirmada saglikli, 32 adet (yaklasik 200-300 g agirliginda 10-12 haftalik)
Sprague-Dawley cinsi erkek si¢an kullanildi ve her grupta 8 adet olmak Uzere 4 grup
olusturuldu (Tablo 3.1). Hayvanlar 12 saat aydinlik 12 saat karanlik periyodunda
tutuldu. Tum hayvanlara ad libitum pelet yem ve su verildi.

Tablo 3.1. Arastirmadaki gruplara verilen maddeler ve verildigi giinler.

Deney Gruplar1 ~ Verilen maddeler Verildigi giinler
Kontrol Masir 6zii yagi 4-24.
OPP 700 mg/kg/c.a./giin OPP 4-24.
t-CA 200 mg/kg c.a./giun t-CA 4-24,
OPP+t-CA 3 gun 6nce 200 mg/kg c.a. t-CA agizdan 4. 1-24.

ginden itibaren 200 mg/kg c.a. t-CA
agi1zdan+700 mg/kg/c.a./gin OPP
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Ortofenilfenol hayvanlara misir 6z yagi icinde ¢Ozdurilerek uygulandi.
Hayvanlar 21-23 °C sicaklik ve % 60-80 nem ortaminda tutuldu. Deneme siiresi
boyunca, % 23 ham protein, % 5 ham seliloz ve 3100 Kcal/kg metabolik enerji

igeren sican pelet yemi ile beslendi.

3.2.4. Orneklerin Toplanmasi

Calisma 25. giinde sonlandirildi, hayvanlarin tamami % 2-3 oraninda
izofluran (inhalasyon) ile anesteziye alinarak kalpten kan alma islemi gergeklestirildi
ve hayvanlar anestezi altindayken servikal dislokasyon yontemi ile Otenazi edildi.

Kan ve doku (karaciger, bobrek, idrar kesesi) 6rnekleri alindu.

3.2.5. Kan ve Doku Analizleri
Deney hayvanlarindan kan ile bobrek, karaciger ve idrar kesesi doku

ornekleri alindi.

Kanlar direkt olarak tiiplere alindi ve hemoglobin (Hb) degerlerine
otoanalizor ile bakildi. Sonra 4000 devirde 10 dakika santrifij edildi. Serumda
aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT) ve kreatinin

degerlerine otoanalizor ile bakildi.

3.2.5.1.Fritrositlerin Yikanmasi ve Hemolizatin Hazirlanmasi

Kan K3EDTA igeren tiiplere alind1 ve 4 °C de 4000 devirde 5 dakika santrifij
edildi. Plazma kismi ayrilarak, -20 °C’de analiz yapilincaya kadar saklandi. Geride
kalan kismi, hacminin 3 kat1 kadar tuzlu fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 7,4) eklenerek,
4000 devirde 5 dakika santrifilj edildi ve Ustte kalan kisim atildi. Ayn1 islem 3 kez
tekrarlandi. Sonra 1 ml eritrosit kismindan alinarak 1:1 hacimde tuzlu fosfat tampon

cozeltisi eklendi ve drnekler analize kadar -20 °C’de saklandi.

3.2.5.2. Dokularin Homojenizasyonu ve Homojenatin Hazirlanmasi

Dokular oncelikli olarak % 0,9’luk tuzlu su ile yikandi. Dokulardan 1 g
aliarak 1/5 oraninda hazirlanan tampon (140 mM KCI, 10 mM NaHCOs, 3 mM
KH2PO4 ve 2 mM K:HPO./L; 950 ml deiyonize suda ¢Ozdurilerek 5 N NaOH ile

pH’s1 7,2’ye ayarland1 ve 1000 ml’ye tamamlandi) ile homojenizasyonu yapildi.
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Homojenat daha sonra 15000 devirde 45 dakika (4 °C) santrifiij edildi ve st kisim
ayrildi. Ornekler analizleri yapilincaya kadar -20 °C’de saklandu.

Eritrositlerde CAT, malondialdehit (MDA), GSH ve GSH-Px duzeyleri,
plazmada SOD; karaciger dokularinda CAT, SOD, MDA, GSH ve GSH-PX, bobrek
dokularinda CAT, SOD, MDA ve GSH ve idrar kesesi dokularinda MDA diizeyleri
spektrofotometrik olarak olguldu.

3.2.5.3. Katalaz Analizi
Eritrosit ve dokularda CAT dizeyleri Aebi (2)’nin bildirdigi yonteme gore
yapildi. Bu yontemin prensibi, ortama eklenen hidrojen peroksitin orneklerde

bulunan katalaz tarafindan parcalanmasi esasina dayanur.

Hemolizat veya homojenattan 50 pl alindi ve 200 pl distile su eklenerek 1:5
oraninda seyreltildi. Bu karisimdan 50 pl alinarak 4950 pl fosfat tamponu eklenerek
1:100 oraninda ikinci seyreltme yapildi (toplam seyreltme orani 1:500). Es zamanli
olarak kor ve drnek i¢in 2 ml siipernatant alindi, kore 1 ml fosfat tampon ¢ozeltisi,
ornege ise 1 ml hidrojen peroksit-fosfat tamponu ¢ozeltisi eklendi. Absorbanslar 240
nm’de kore karsi 0. ve 30. saniyelerde spektrofotometrede okundu. Katalaz diizeyleri

eritrositlerde k/g Hb, dokularda k/g protein olarak ifade edildi.

3.2.5.4. Malondialdehit Analizi

Eritrositlerdeki MDA duzeylerinin 0lgimi Yoshioka ve ark. (67)nin
bildirdigi yonteme gore yapildi. Yontemin prensibi asit kosullar altinda
tiyobarbitiirik asit ile lipid peroksidasyonun son iiriinii olan MDA nin olusturdugu

pembe renkli Griintin spektrofotometrik olarak 8l¢imu esasina dayanir.

Hemolizat 1:5 oraninda sulandirildi ve 0,5 ml alindi. Kor icin distile su
kullanildi. Sonra sulandirilmis hemolizat ve kore 0,5 ml fosfat tamponu ve 0,5 ml %
15°lik trikloroasetik asit (TCA) eklenerek karistirildi ve 2 saat buz keseleri tizerinde
tutuldu. 4 °C’de 4000 devirde 10 dakika santrifiij edildi. Supernatant 1 ml alinarak ve
tizerine 75 pul 0,1 M EDTA ve 250 pl % I’lik tiyobarbitiirik asit (TBA) ¢ozeltisi
(0,05 N NaOH i¢inde hazirlanmis) karistirildi ve 15 dakika kaynar su banyosunda
tutuldu. 532 nm’de kore karsi absorbans spektrofotometrede okundu. Eritrositlerde
MDA diizeyleri nmol/g Hb olarak ifade edildi.
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Dokulardaki MDA duzeyleri Olcimi Ohkawa ve ark. (43)’nin bildirdigi
yontem temel alinarak yapildi. Analiz igin 100 pl % 8,1 sodyum dodesil sulfat ve
200 pl doku homojenizati karistirildi ve 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. Kor
i¢in distile su kullanildi. Uzerine 750 ul % 20’lik asetik asit (pH: 3,5) ve 750 pl %
0,6 TBA eklendi. Kaynar su banyosunda 60 dakika bekletildikten sonra oda
sicakliginda sogumaya birakildi. Sonra 2,5 ml butanol:piridin (15:1) karisimi
eklendi. Organik (pembe) tabaka ayrildi ve 532 nm’de kore karsi absorbans
spektrofotometrede okundu. Dokulardaki MDA diizeyleri nmol/g protein olarak ifade
edildi.

3.2.5.5. Glutatyon Analizi

Eritrositler ve dokulardaki glutatyon dizeyleri Sedlak ve Lindsay’in (53)
bildirdigi yonteme gore yapildi. Yontemin prensibi, 5,5-ditiyo-bis-(2-nitrobenzoik
asit)’in (DTNB) bir tiyol bilesigi olan glutatyon ile reaksiyona girerek ve disiilfit
bagini kirarak 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit (TNB) olusturmasi esasina dayanir.

Analizde 700 pl % 15°1ik TCA ve 700 pl 6rnek (kor icin distile su) alindi
ve 2500 devirde 5 dakika santrifiij edildi. Sonra 500 ul siipernatant alindi, 2 ml Tris-
EDTA ve 100 pl 0,01 M DTNB eklendi ve 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. 412
nm’de absorbans kore kars1 spektrofotometrede okundu. Olgiilen GSH aktivitesi

eritrosit ve dokularda U/g Hb ve U/g protein olarak ifade edildi.

3.2.5.6. Glutatyon Peroksidaz Analizi

Eritrositler ve dokulardaki GSH-Px duzeyleri 6l¢ciminde Paglia ve
Valentine’nin (45) bildirdigi yonteme goére yapildi. Yontemin prensibi NADPH
aracilif1 ile glutasyon rediiktaz kullanilarak indirgenmis glutasyonun oksidasyonu
esasina dayanur.

Analizde kor ve ornek tiplere 100 pl Tris-EDTA (1 M Tris tamponu ve 5 uM
EDTA ile hazirlandi), 20 pl 1M indirgenmis glutatyon, 100 ul 2 uM NADPH ve 100
ul 10 U glutatyon rediiktaz ilave edildi. Ornek tiplere 10 pl hemolizat veya
homojenat ile karistirildi ve 37 °C’de 10 dakika bekletildi. Reaksiyon 7 uM t-
butilhidroperoksit eklenmesiyle baslatildi ve 340 nm’de 0. ile 2,5. dakikalarda
spektrofotometrede olguldi. Olgiilen GSH-Px aktivitesi eritrosit ve dokularda

sirasiyla U/g Hb ve U/g protein olarak ifade edildi.
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3.2.5.7. Suiperoksit Dismutaz Analizi

Plazma ve dokulardaki SOD dizeyleri ticari kit (Rat Super Oxidase
Dismutase ELISA Kit EA0168Ra) kullanilarak yapildi. Analiz kit prosediriine gore
gergeklestirildi.

Standart solusyonlardan ve plazma/doku 6rneklerinden Kkuyucuklara
(kuyucuklardan birisine sadece sulandirma ¢6zeltisi konuldu) 50 ul konuldu, sonra
Uzerine biotinylated antijen ilave edilerek 37 °C’de 60 dakika bekletildi. Kuyucuklar
buffer soliisyonu ile 5 kez yikandi. Sonra tizerine 50 ul avidin-HRP ilave edilerek 37
°C’de 60 dakika bekletildi. Daha sonra 5 kez yikandi. Her bir kuyucuga 50 pl
substrat A ve sonra 50 ul substrat B ilave edilerek 10 karanlikta bekletildi.
Kuyucuklara 50 pul stop ¢ozeltisi konularak iyice karistirildi ve 450 nm’de 10 dakika
icinde ELISA okundu. Olglilen SOD aktivitesi eritrosit ve dokularda U/g Hb ve U/g

protein olarak ifade edildi.

3.2.5.8. Dokularda Total Protein

Dokulardaki total protein yogunlugu Gornal ve ark. (21) bildirdigi Biiiret
metoduna gore yapildi. Yontemin prensibi Biiiret ayracinda bulunan Cu*?nin
proteinlerin yapisindaki azot atomlar1 ile mavi renkli kompleks olusturmasi ve bu

kompleksin 540 nm’de absorbansinin dl¢giilmesine dayanmaktadir.

Analizde 1 ml homojenat Uzerine (kor icin 1 ml su Uzerine) 4 ml Bilret
ayiract (N-K Tartarat+CuSOg) karistirilarak oda sicakliginda 30 dakika bekletildi.

Absorbans 540 nm’de spektrofotometrede okundu.

3.3. Istatistiksel Hesaplamalar

Istatiksel hesaplamalarda "SPSS 16.0" programi kullanildi. Calismada veriler
aritmetik ortalama+standart hata ile ifade edildi. Gruplar aras1 karsilastirmalar tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) ile yapildi. Gruplar arasindaki farkliliklar "Tukey"
testi ile belirlendi. p<0,05 6nemli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Ortofenilfenol verilen grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda serum AST,
ALT ve kreatinin degerlerinde 6nemli dlzeyde (p<0,05) bir artis tespit edildi.
Ortofenilfenol+t-CA birlikte verildigi grupta ise, OPP tek basina verildiginde artan
AST, ALT ve kreatinin degerlerinde 6énemli dizeyde (p<0,05) bir diisiisiin oldugu
belirlendi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Gruplarin serum AST, ALT ve kreatinin diizeyleri.

Parametreler Gruplar

Kontrol OPP t-CA OPP+t-CA
AST 139,67+2,912 319,32+3,92¢ 160,13+3,41° 245,76x3,13°
ALT 79,14+1,18? 166,86+5,15° 79,88+2,112 116,38+0,50°
Kreatinin 0,48+0,01? 4,58+0,21° 0,48+0,01? 0,96+0,02°

Degerler aritmetik ortalama + standart hatayi ifade eder.

a, b, ¢, d. Ayni satirda farkli harfleri tasiyan gruplar istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).

Ortofenilfenol verilen grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda CAT ve
MDA miktarlarinda 6nemli dlzeyde (p<0,05) artis; GSH, GSH-Px ve SOD
miktarlarinda ise énemli diizeyde (p<0,05) disiis tespit edildi. Ortofenilfenol+t-CA
birlikte verildigi grupta ise, OPP tek basina verildiginde artan CAT ve MDA
miktarlarinda 6nemli duzeyde (p<0,05) diisiis, GSH, SOD ve GSH-Px miktarlarinda
ise onemli duizeyde (p<0,05) artis tespit edildi (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Gruplarin kan CAT, GSH, GSH-Px, SOD ve MDA diizeyleri.

Parametreler Gruplar

Kontrol OPP t-CA OPP+t-CA
CAT 15,98+0,272 143,12+2,90¢ 24,12+0,57° 65,62+0,92¢
GSH 2,69+0,03¢ 0,31+0,022 2,33+0,07¢ 1,77+0,04°
GSH-Px 169,67+3,32¢ 34,60+1,292 184,45+2,37¢ 96,70+0,39°
SOD 2081,30+36,54°  674,70+3,88° 2141,00+8,40° 1455,00+34,99°
MDA 126,85+3,22? 573,20+13,65°  151,75+4,09° 318,48+2,75P

a, b, ¢, d. Ayni satirda farkli harfleri tasiyan gruplar istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).
CAT: Katalaz (k/g Hb) GSH: Glutatyon (U/g Hb) MDA: Malondialdehit (uM/g Hb)
GPx: Glutasyon Peroksidaz (U/g Hb) SOD: Superoksit Dismutaz (U/g Hb)
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Ortofenilfenol verilen grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda karacigerde
CAT ve MDA miktarlarinda 6nemli diizeyde (p<0,05) artig; SOD, GSH ve GSH-Px
miktarlarinda ise 6nemli diizeyde (p<0,05) diisiis tespit edildi. Ortofenilfenol+t-CA
birlikte verildigi grupta ise, OPP tek basina verildiginde artan CAT ve MDA
miktarlarinda 6nemli dlizeyde (p<0,05) diisiis; SOD, GSH ve GSH-Px miktarlarinda
ise 6nemli diizeyde (p<0,05) artis tespit edildi (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Gruplarin karaciger dokusunda GSH, GSH-Px, MDA, CAT ve SOD dzeyleri.

Parametreler Gruplar

Kontrol OPP t-CA OPP+ t-CA
GSH 31,97+1,44° 6,18+0,22° 29,43+1,46° 17,19+0,49°
GSH-Px 267,79+6,93° 56,40+0,412 269,82+4,26° 128,22+1,77°
MDA 1087,70+0,072 3217,70+26,76%  1215,40+38,38°  2135,10+4,77°
CAT 171,68+6,26° 1770,10+8,74¢ 373,18+8,32° 836,80+5,54°
SOD 2423,90+46,63°  946,09+22,20° 2350,50+40,89°  1475,70+21,19°

Degerler aritmetik ortalama + standart hatay1 ifade eder.

a, b, ¢, d. Ayni satirda farkl harfleri tasiyan gruplar istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).
GSH: U/g protein ~ GPx: U/g protein MDA: uM/g protein

CAT: Katalaz (k/g protein) ~ SOD: Siiperoksit Dismutaz (U/g Hb)

Ortofenilfenol verilen grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda bobrek
dokusunda CAT ve MDA miktarlarinda 6nemli diizeyde (p<0,05) bir artis; GSH ve
SOD miktarlarinda ise ©nemli duzeyde (p<0,05) bir disiis tespit edildi.
Ortofenilfenol+t-CA’in birlikte verildigi grupta ise, OPP tek basma verildiginde
artan CAT ve MDA miktarlarinda 6nemli diizeyde (p<0,05) bir diisiis, GSH ve SOD
miktarlarinda ise 6nemli dlizeyde (p<0,05) bir artis tespit edildi (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Gruplarin bébrek dokusunda GSH, CAT, MDA ve SOD duzeyleri.

Parametreler Gruplar

Kontrol OPP t-CA OPP+t-CA
GSH 27,35+0,59¢ 5,24+0,33* 24,89+0,69° 16,09+0,49°
CAT 187,78+4,99? 1968,80+75,40¢  549,86+8,77° 1023,60+80,79°
MDA 1325,20+31,64°  3064,70+51,23¢  1297,20+27,15%  2182,30+31,17°
SOD 2068,90+14,80°  1026,30+8,18? 2112,60+8,54¢ 1746,00+24,58°

a, b, ¢, d. Ayni satirda farkl harfleri tasiyan gruplar istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).
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Ortofenilfenol verilen grup kontrol grubu ile karsilagtirildiginda idrar kesesi
dokusunda MDA miktarinda 6nemli diizeyde (p<0,05) bir artis tespit edildi. OPP+t-
CA’in birlikte verildigi grupta ise, OPP tek basma verildiginde artan MDA
miktarinda 6nemli diizeyde (p<0,05) bir diisiis tespit edildi (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Gruplarin idrar kesesi dokusunda MDA diizeyleri.

Parametreler Gruplar
Kontrol OPP t-CA OPP+ t-CA
MDA 1264,00+25,50°  3228,20+12,69°  1307,50+26,90°  2013,40+19,73°

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

Turunggillerin hasat sonrasi korunmasi ve depolanmasi basta olmak iizere,
fungisid ve dezenfektan amagh olarak da yaygin kullanim alani bulan OPP genis
spektrumlu antimikrobiyal bir maddedir (9, 32, 39). Bu yaygin kullanim alanina
bagl olarak tiiketicilerin siirekli maruziyeti nedeniyle, bir¢ok calismaya konu
olmustur. Ortofenilfenolin gucli akut ve kronik toksisitesi, mutajenitesi,
teratojenitesi, genotoksisitesi ve Ureme sistemi (zerine etkileri in vivo ve in vitro
caligmalarla arastirilmaktadir. Etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamakla
birlikte, yapilan calismalarda si¢anlarda reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu
indikleyerek idrar kesesi basta olmak iizere bobrek ve karaciger dokularinda hasara

yol agtig1 bildirilmistir (9).

Sinnamik asit in vitro ve in vivo ortamlarda oksidatif stres, kalp hastaliklari,
kanser ve yangisal hastaliklara kars1 koruyucu ya da durdurucu etkilere sahip oldugu
bilinen bir antioksidan maddedir. Sinnamik asit ve benzerlerinin fenol tiirevlerinin
yarattig1 oksidatif stres ilizerine antioksidan aktivitesi, ortama bir elektron ya da
hidrojen atomu vererek, olusan fenoksil radikalinin kararli hale getirilmesini

saglamalarina dayandirilmaktadir (52).

Bu c¢aligmada OPP verilen grupta serum ALT, AST ve kreatinin diizeylerinde
artis tespit edilmistir. Nakagawa ve Tayama (39) yaptiklar1 ¢alismada siganlara
agizdan tek doz 700 ve 1400 mg/kg c.a. OPP vermisler, 6. ve 24. saatlerde serum
ALT ve AST diizeylerini Olgmiiglerdir. Arastirmanin sonucunda ALT ve AST
diizeylerinde kontrol grubuna gore cok az bir artis oldugunu, ancak bu sonucun
anlamli olmadigin1 belirtmislerdir. Arastirmanin sonuglar1 akut tek doz OPP
verilmesi ve serum ALT/AST diizeylerinin tespit edilme araliklarinin kisa olmasi
sebebiyle bu calisma ile uyum gostermemektedir. Ortofenilfenol+t-CA verilen
gruplarda ALT, AST ve kreatinin degerlerinde OPP verilen gruba gore Onemli
duzeyde diisiis tespit edilmistir. EI-Sayed ve ark. (15) siganlarda yaptiklar1 ¢calismada
cis-platin verilen gruplarda kreatinin degerlerinde goriilen artisin, cis-platin+t-CA
verilen grupta distiigiinii belirtmislerdir. Bu sonuglar, bizim c¢alismamiz ile
uyumludur. Tohamy ve ark. (58) farelerde cis-platinle indiiklenen karaciger ve

bobrek hasart iizerine CA’in koruyucu etkinligi ile ilgili yaptiklar1 ¢aligmada cis-
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platinle yiikselen ALT, AST ve kreatinin degerlerinin, cis-platin+t-CA verilen grupta

distiigiinii bildirmiglerdir.

Bu calismada kanda OPP verilen grupta CAT ve MDA degerlerinde anlaml
diizeyde artis, SOD, GSH ve GSH-Px degerlerinde ise anlamli diizeyde diisiis tespit
edilmistir. Karaciger dokusunda OPP verilen grupta CAT ve MDA degerlerinde
anlamli diizeyde artis, SOD, GSH ve GSH-Px degerlerinde ise anlamli diizeyde
diisiis tespit edilmistir. Bobrek dokusunda OPP verilen grupta CAT ve MDA
degerlerinde anlamli diizeyde artis, SOD ve GSH degerlerinde ise anlamli diizeyde
diisiis tespit edilmistir. Idrar kesesi dokusunda OPP verilen grupta MDA degerinde
anlamli diizeyde artis tespit edilmistir. Nakagawa ve Tayama (39) OPP verilen
gruplarda karaciger ve bobrekte GSH depolarinin azaldigini belirtmislerdir. Bu
sonug, ¢alismamiz ile uyum igindedir. Li ve ark. (34) yaptiklari ¢calismada HepG2
hiicrelerinde OPP’nin GSH diizeylerinde anlamli diisiise sebep oldugunu
bildirmislerdir. Yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalarda OPP’nin GSH diizeylerini

onemli dlgtide diisiirdiigii goriilmektedir.

Bu calismada kanda OPP+t-CA birlikte verildiginde OPP verilen gruba gore
SOD, GSH ve GSH-Px miktarlarinda onemli diizeyde artis; MDA ve CAT
miktarinda 6nemli diizeyde diisiis oldugu goriilmustiir. Karaciger dokusunda OPP+t-
CA birlikte verildiginde OPP verilen gruba gore SOD, GSH ve GSH-Px degerlerinde
onemli diizeyde artis; MDA ve CAT degerlerinde 6nemli diizeyde diislis oldugu
goriilmiistiir. Bobrek dokusunda OPP+t-CA birlikte verildiginde OPP verilen gruba
gore SOD ve GSH miktarlarinda 6nemli diizeyde artis; MDA ve CAT miktarlarinda
onemli bir diisiis oldugu goriilmiistiir. Idrar kesesi dokusunda OPP+t-CA birlikte
verildiginde OPP verilen gruba gore MDA miktarinda 6nemli diizeyde diisiis oldugu
goriilmustiir. Patra ve ark. (46) farelerde siklofosfamidle indiiklenen kemik iligi ve
dalakta olusan oksidatif hasara karsi farkli dozlarda CA’in koruyucu etkisini
aragtirmiglar ve siklofofamid+t-CA verilen gruplarda MDA diizeylerinde diisiis,
CAT, SOD ve GSH-Px diizeylerinde artis tespit etmislerdir. EI-Sayed ve ark. (15)
sicanlarda cis-platinle indiiklenen bobrek hasari tizerine CA’in koruyucu etkilerini
aragstirmiglardir. cis-platin verilen grupta kontrole gére GSH, GSH-Px, SOD ve CAT

degerlerinde diisiis, MDA degerinde ise artis oldugunu, cis-platin+t-CA verilen
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grupta ise degerlerin kontrol grubuna yaklagtigini tespit etmislerdir. Abd El-Raouf ve
ark. (1) sicanlarda cis-platinle indiiklenen dalak hasar1 tizerine CA ve
sinnamaldehitin koruyucu etkinligini arastirmiglardir. cis-platin verilen grupta MDA
miktarinda artis ve CAT miktarinda diisiis, cis-platin+ t-CA verilen grupta ise CAT
miktarinin yiikselerek, MDA degerinin ise diiserek kontrol grubu degerlerine
yaklastigin1 bildirmislerdir. Tohamy ve ark. (58) farelerde cis-platinle indiiklenen
bobrek ve karaciger hasarina karst CA’in koruyucu etkilerini arastirdiklar ¢alismada,
bobrek ve karaciger dokularindan cis-platin verilen grupta MDA miktarinda artis ve
GSH miktarinda diisiis oldugunu, cis-platin+ t-CA verilen grupta MDA degerlerinin
distiigii ve GSH degerlerinin arttigin1 bildirmislerdir. Yan ve ark. (65) yaptiklari
caligmada etanol ile indiiklenen karaciger hasarmna karsi CA’in ve sirinjik asitin
koruyucu etkisini incelemislerdir. Etanol verilen grupta GSH, GSH-Px ve CAT
diizeylerinde olusan diisiistin, etanol+t-CA verilen gruplarda artarak kontrol grubu
degerlerine yaklagtigin1 bildirmislerdir. Arastirmacilar yaptiklart ¢alismalarla
oksidatif hasara kars1 CA’in koruyucu etkisi oldugunu belirtmislerdir. Bu ¢alismada
da, OPP ile indiiklenen oksidatif strese karst CA’in koruyucu etkisi oldugu tespit

edilmistir.

Bu calismada OPP tarafindan indiiklenen oksidatif stresten dolayr GSH
depolarindaki titkkenme, SOD ve GSH-Px enzimlerinde diisiis ve lipid peroksidasyon
triinii olan MDA diizeyinde ve CAT enzim diizeyinde artig, t-sinnamik asit
verildiginde GSH, SOD ve GSH-Px diizeylerinde artis, CAT ve MDA diizeylerinde
distis ile kendini gostermistir. Nakagawa ve Tayama (39) yaptiklart c¢aligmada
OPP’nin in vitro mikrozomal monooksijenaz sistemi ile PHQ ve PBQ’ya
dontistiiglinii, bu metabolitlerin oldukc¢a reaktif oldugunu ve siilfidrile bagimh
enzimleri inhibe etme potansiyeline sahip olduklarini, 6ncelikle hiicreler aras1t GSH
depolarint tiikettiklerini ve ardindan protein yapilarindaki sistein igeren yapilara karsi
ataga gectiklerini bildirmislerdir. Reitz ve ark. (50) yaptiklar1 ¢alismada *C-isaretli
OPP’nin in vitro geri doniisiimsiiz olarak mikrozomal makromolekiillere, in vivo
karaciger ve bobrekteki makromolekiillere baglandigin1 bildirmislerdir. Murata ve
ark. (38) da yaptiklart in vitro calismada, OPP’nin metabolitlerine doniismesi

sirasinda fazla miktarda hidrojen peroksitin olustugunu ve buna bagli olarak da idrar
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kesesi basta olmak lizere diger dokularda da DNA hasarmma ve bunun sonucu

mutajenik ve karsinojenik etkilere neden oldugunu bildirmislerdir.

Canlilar farkli oksidatif stres kosullarinda, antioksidan enzim sistemlerini
artirarak ya da azaltarak, bu durumla bas etmeye calismaktadir. Organizmanin
iretmis oldugu serbest radikaller, bir taraftan antioksidan enzimler tarafindan
parcalanarak az zararli ya da zararsiz metabolitlere doniigiirken, bir diger taraftan da
normal kosullarin {izerinde serbest radikal iiretimi nedeniyle antioksidan enzim
sisteminde artis ya da diisiis seklinde degisiklikler meydana gelmektedir. Bu
calismada OPP’nin metabolizmasi sirasinda etkin metabolitlere (PBQ ve PHQ)
doniistirken siiperoksit anyonunun olusmasi ve bunun SOD enzimi araciligiyla
hidrojen peroksite doniismesi, bu enzim diizeyindeki diisiisiin sebebi olabilir. Daha
sonra olusan hidrojen peroksit miktari azken GSH-Px enzimi araciligiyla detoksifiye
oldugundan, bu durum GSH-Px diizeyindeki diisiisii aciklayabilir. Katalaz enzim
diizeyindeki artisin sebebi ise, ortamda hidrojen peroksit miktari artmaya devam
ettikce, bununla miicadele etmek i¢in organizmanin antioksidan enzim sistemini

uyarmasi olabilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Antibiyotiklerin hayvanlar iizerinde ve insanlar tarafindan son 40 yilda
giderek artan kullanimi, birgok patojenik organizmada direng meydana gelmesi
durumunu tetiklemistir. Bu durum enfeksiyonlara karst yeni ve alisilmadik bir etki
mekanizmasiyla mucadele edilmesi gerekliligini ortaya ¢ikarmaktadir. Sinnamik
molekdl iskeleti, bu yeni antimikrobiyal ajanlarin gelistirilmesi igin ilgi sekici bir
yap1 olarak goriilmektedir. Calismada elde edilen bulgular uygulanan dozda ve
belirtilen siirede OPP’nin kan ve idrar kesesi, bobrek, karaciger dokularinda oksidatif
hasara neden oldugunu gostermistir. Olusan oksidatif hasara kars1 koruyucu etkisi
incelenen t-CA ise kendi basina herhangi bir zarar yol agmamis ve OPP ile birlikte
verildigi calisma grubunda oksidatif stres parametrelerini geriletici bir etki
yaratmistir. Sinnamik asitin bu koruyucu etkisiyle OPP ve benzer yapi ve etki
mekanizmasi1 gosteren maddelerle maruziyet 6ncesi gida ya da yemlere bir katki
maddesi olarak ya da olasi zehirlenme durumlarinda tedaviye destek olarak
kullanilabilecegi sonucuna varilmistir. Sinnamik asitin koruyucu etkinligiyle ilgili

daha fazla in vivo ¢aligmalarin yapilmasi 6nerilmektedir.
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