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ONSOZ ve TESEKKUR

Metal toksisitesi diinya ¢apinda insan sagligini tehdit eden 6nemli bir etkendir. Bu
metaller var olan bir¢ok hastaligin temel etkeni olarak degerlendirlmekle beraber bir¢ok
kronik hastaliginda tetikleyicisi olarak bilinmektedir. Baz1 metallerin toksisite degerleri
digerlerine gore ¢ok daha fazladir. Bazilar ise ekosisteme dahil olduklarinda ¢ok daha
fazla tehdit edici bir forma doniisebilmektedir. Civa toksik degeri oldukca yiiksek bir
metaldir. Metil civa ise ondan ¢ok daha fazla tehlikeli bir formudur. Metil civa su
kaynaklar1 yoluyla insan, hayvan ve bitkilere diisikk konsantrasyonlarda ulasmakta,
fakat sucul besin kaynaklar1 yoluyla toksik miktarlara erigsebilmektedir. Bu nedenle
toksik etkinin azlaltilmasi1 6nemlidir.

Bu tez kapsaminda metil civanin MDBK hiicreleri iizerinde toksik etkisi incelenmis ve
kafeik asit ile gallik asitin bu toksik etkiyi azaltma potansiyeli arastirilmistir. Calisma
sonunda MDBK hiicreleri iizerinde metilcivanin olusturdugu toksik etki kafeik asit ve
gallik asit tarafindan 6nemli oranda diistiriildiigii belirlenmistir.
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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

MDBK HUCRELERINDE METIL CIVA ETKILI OKSIDATIF STRESE KARSI
KAFEIK ASIT VE GALLIK ASITIN MUHTEMEL KORUYUCU ETKISININ
BELIRLENMESI

Caglar GULER

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Danigsman: Yrd. Dog. Dr. Sevki ADEM

Metal toksisitesi diinya ¢apinda temel bir halk sagligi problemidir. Metaller ve metalik
bilesikler g¢esitli organ sistemleri ile etkilesir. Metil civa canli organizmalar i¢in ¢ok
zararli bir zehir olarak siniflandirilmaktadir. Bir¢ok arastirmaci metil civaya maruz
kalmanin insanlar ve laboratuvar hayvanlarinda bir¢ok biyokimyasal fonksiyon
bozukluguna neden olabilecegini ifade etmistir. Metil civa lipid peroksidasyonu, reaktif

oksijen tiirlerinin olusumu, protein sentezi gibi metabolik prosesleri etkileyebilir.

Bu c¢alismada metil civanin MDBK hiicreleri iizerinde toksik etkisi test edildi. Metil
civanin ICzs, ICso ve IC7s degerleri 2, 25 ve 60 mM olarak tespit edildi. Metil civa
katalaz, stiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve glutayon rediiktaz enzimlerini
inhibe ettigi belirlenmistir. Ayrica, metil civa malondialdehit ve protein karbonil
olusumunu Onemli oranda etkilemistir. Glutatyon miktarin1 6nemli oaranda
distirmiistiir. Calismada metil civa ile olusturulmus toksik etki lizerinde kafeik asidin
etkisi arastirilmis ve olusan etkiyi azaltmada kafeik asidin etkili oldugu

gbzlemlenmistir.

2017, 46 sayfa

Anahtar Kelimeler: metil civa; kafeik asit; gallik asit; oksidatif stres; antioksidan
savunma sistemi
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ABSTRACT

MSc. Thesis
INVESTIGATION OF THE POSSIBLE PROTECTIVE EFFECT OF CAFFEIC ACID
AND GALLIC ACID TOWARDS MERCURY-INDUCED OXIDATIVE STRESS IN
MDKB CELLS
Caglar GULER

Cankir1 Karatekin University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Assistant Prof. Dr. Sevki ADEM

Metal toxicity is a major public health problem worldwide. Metals and metal
compounds interfere with functions of various organ systems. Metylmercury (MeHg) is
classified as a very harmful toxican to living organisms. Many investigations have
stated that methylmercuric exposure could induce a wide range of biochemical
dysfunctions in humans and laboratory animals. This compound affects metabolic
processes such as lipid peroxidation, formation of reactive oxygen species, protein

synthesis.

In this study, toxic effects of methylmercury on MDBK cells were tested. ICzs, 1Cso and
IC75 values of methyl mercury were determined as 2, 25 and 60 puM. The methyl
mercury inhibited on the activites of catalase, superoxide dismutase, glutathione
peroxidase, glutathione reductase and glucose 6-phosphate dehydrogenase. Also,
methyl mercury dramatically effected the formation of DPC, malondialdehyde, protein
carbonyl. It also considerably reduced the amount of glutathione. In this study, we
investigated the effects of caffeic acid on MeHg-induced toxicity in MDBK cells of rats.

Caffeic acid decreased significantly toxic effect of methyl mercury.
2017, 46 pages

Keywords: methylmercury; caffeic acid; gallic acid; oxidative stress; antioxidant
defensesystem
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1. GIRIS

Sanayideki hizli gelisimlerle insanlarin ve diger canlilarin metal toksisitesine maruz
kalma oranmi artmakta ve her yil yiizbinlerce kisinin bu nedenlerden dolay1 6lmesine,
milyonlarca insanin metal toksisitesi kaynakli hastaliklara yakalanmasimma neden
olmaktadir. Bu nedenle, metaller uzun yillardan beri akut ya da kronik toksisiteye neden

olan ajanlar olarak degerlendirilmektedir.

Metal toksisitesi insanlar1 gesitli sekillerde maruziyeti altinda birakmaktadir. insanlarin
besin kaynaklarina, sularina ve soludugu havaya cesitli metaller karigmakta ve hayat
kalitelerini tehdit ederek diisirmektedir. Metallerin bazilar1 bazilarindan daha toksik
etkiye sahiptir. Toksik etkisi en yiiksek olan metaller siralamasinda, arsenik ve
kursundan sonra en toksik ti¢iincii metal civadir (Bridges and Zalups, 2010). Metil civa,
civanin sucul canlilarca doniistiiriilmiis formu olup civadan ¢ok daha toksik bir madde

olarak degerlendirilmekdir.

Metaller insanlarda norolojik ve kardiyovaskiiler rahatsizliklara neden olduklar1 gibi
bobrek, karaciger gibi dokular iizerinde onemli toksik etkilere neden olmaktadir. Bu
maddelerin toksik etki gdstermesinde oksidadif stresin onemli bir faktor oldugu ifade
edilmistir. Oksidatif strese maruz kalan hiicrede serbest radikaller ve reaktif oksijen
tiirlerinin miktarinda bir artis géziikmektedir. Hem serbest radikaller ve hem de reaktif
oksijen tiirevleri niikleik asitler, serbest amino asitler, proteinler, lipidler, lipoproteinler,
karbohidratlar ve bag dokusu makromolekiilleri de dahil olmak iizere, canli
organizmalarin yapisinda bulunan hemen hemen biitiin biyomolekiillerle reaksiyona

girerek doniigiimlii ve doniigiimsiiz hasarlar meydana gelmektedir (Cross et al., 1987).

Metal toksistesine kars1 koruyucu dnlemlerin alinmasi hem kiiresel ¢aptaki hastaliklarin
onlenmesi hem de bireylerin hayat kalitesini artirmak i¢in zorunluluk haline gelmistir.
Birgok arastirmact bu metallerin toksik etkilerinin azaltilmasi ile ilgili ¢aligmalar
yapmaktadir. Bu calismada toksisite siralamasinda ilk {icte bulunan metil civanin toksik

etkisini azaltmada kafeik asit ve gallik asitin etkisi arastirtlmistir



1.1.GENEL BILGILER

1.1.1. Enzim ile ilgili tammlar

Viicudumuzdaki biyokimyasal reaksiyonlarin tamami protein yapisinda bulunan
(katalitik RNA molekiillerinin kiigiik bir grubu hari¢) ve organik molekiiller olan
enzimler tarafindan katalize edilmektedirler. Enzimler canli hiicreler tarafindan
biyolojik kosullarda sentez edilir fakat in vitro olarak da etkinlik gosterirler. Enzim
kelime anlami olarak Latince de fermentum Yunanca da ise zyme yani maya anlamina
gelmektedir. Insanlar c¢ok eski devirlerden beri enzimatik reaksiyonlardan fayda
saglamislardir. Ornek olarak; sarap, yogurt, ekmek, sirke, boza yapiminda canli iiriinii
olan enzimlerden, enzimlerin katalitik etkilerini bilmeden de olsa yararlanmiglardir.

Enzimler reaksiyon hizini ¢ok fazla arttirabilirler (Keha, 2011).

Enzimler tizerinde durulmasi gereken ¢ok 6zel proteinlerdir. Cogu zaman sentetik ve
inorganik katalizorlerden ¢ok daha giiglii katalitik ozellikleri mevcuttur. Reaksiyon
hizin1 artirmakla beraber ph ve sicakligin optimum oldugu kosullar altinda ¢ozeltilerde
fonksiyon gosterirler. Enzimler kimyasal enerjiyi korur, doniistiiriir ve basit dnciillerden
biyolojik makromolekiiller iiretirler. Bu enzimlerin besinsel molekiillerin pargalandigi

tepkime basamaklarini kataizlemesi sonucu ortaya c¢ikan bir durumdur(Lehninger,
2008).

Baz1 enzimlerin fonksiyon gosterebilmeleri i¢in protein yapisinda olmayan maddelere
(kofaktor) ihtiyacglar1 vardir. Bu kofaktdrler bir metal iyonu veya koenzim adi verilen
organik ya da inorganik olabilen ¢ogunlukla fosfat igeren ve protein kismina goére ¢ok
daha ufak molekiillii kisimlardir. Enzimlerin iizerine etki ederek {iriine doniistiirdiikleri
maddeler vardir. Be maddelere de “substrat™ ad1 verilir. Substratlar genellikle her enzim
i¢in spesifiktir. Ozellikle in vivo kosullarda tek tip bir reaksiyonu katalizlerler. Birgok
enzim hiicre i¢inde farkli kisimlarda eksprese olurlar ve bu o6zellikleri sayesinde bir
tepkimenin substrati ve lirlinii diger reaksiyonlardan izole edilebilir (Harvey and Ferrier,
2011).



Enzimler katalizledikleri reaksiyon tipi ve mekanizmalarima goére ¢esitli smniflara

ayrilmislardir.

OKSIDOREDUKTAZLAR TREANSFERAZLAR.

HIDROLAZIAR | «—— ENZIMLER | | LIYAZLAR

/

iZOMERAZLAR LIGAZLAR

Enzimler substrat molekiillerini iirline doniistiiren reaksiyonlari katalizlerler. 1913 yilina
gelindiginde Leonor Michaelis ve Maud Menten iki biyokimyaci enzimli reaksiyonlarin
ilk basamaginda bir ES olusmasindan ve enzimlerin doygunluk o6zelliklerinden
faydalanarak bir model gelistirmislerdir (Keha, 2011) . Bu model de enzim sustratiyla

geri doniisiimlii olarak baglanir ve bir ES kompleksi meydana getirir.

Enzimlerin hem in vivo hem de in vitro ortamda aktiviteleri bazi bilesikler tarafindan
azaltilabilir hatta yok edilebilir. Bu olaya “inhibisyon” adi1 verilirken aktivitelerinin
azaltilmasina neden olan maddelere de “inhibitér” adi verilmektedir. Inhibitdr adi

verilen bu maddeler genellikle kii¢iik molekiil agirligina sahip bilesikler ve iyonlardir.

1.1.2. Enzim aktivitelerinin tayininde kullanilan yontemler

Enzim aktivitelerinin belirlenmesinde kullanilan ¢esitli yOntemler mevcuttur.
Enzimlerin aktivite tayinlerinde ¢ogu zaman kaybolan substrat miktar1 tayin edilirken
bazi durumlarda da meydana gelen iirtin miktar1 belirlenerek enzim aktivitesi Slgiiliir.
Cogunlukla hiicredeki enzim proteinini belirlemek etmek c¢ok zor bir olaydir. Bunun
yerine kaybolan substrat veya olusan iiriin miktar1 belirlenmek kaidesiyle enzim

hakkinda bir fikir sahibi olabiliriz. Enzim aktivite tayininde yontem secimi biiyiik 6nem



arz etmektedir. Yontem belirlenirken metodun pratik olusuna, zaman kaybina yol

acmamasina ve ayrica hassas olusuna da 6zen gostermek gerekir.

Bir mikromol substrat1 bir dakikada ve optimal kosullarda tirine ¢eviren enzim miktari
bir iinite olarak kabul edilmektedir. Enzim tniteleri UI seklinde gosterilmektedir. Bir
miligram proteinde bulunan enzim iinite sayist spesifik aktivite olarak kabul edilir.

Spesifik aktivite tinite/mg protein olarak ifade edilmektedir (Keha, 2011)

Enzim aktivitelerinin belirlenmesinde kullanilan yontemler yedi bashik altinda

toplanabilir.

e Spektrofotometrik yontem,
e Monometrik yontem,

e Thunberg yontemi,

e Elektrot yontemi,

e Polimerik yontem,

e Kromatografik yontem,

e Kimyasal tayin yontemi

1.1.2.1.Spektrofotometrik yontem

Pek ¢ok enzimin substrati kendine 6zglidiir ve {iriin ya da koenzimi, goriilen ya da
ultraviyole 1s1kta bir tepe degerinde absormans vermektedir. Bu kosullarda ya substratin
miktarinin  azalmast  veya iirlin  olusumu gibi  koenzimdeki degisiklik
spektrofotometreden faydalanarak tayin edilir. Spektrofotometrik yontem kolayligi,
basitligi ve hassas olusu nedeniyle diger yontemlere gore daha cok tercih edilmektedir.
Bu yontemde optik dansite degisimi, belirli miktardaki enzim iinitesini verir. Bircok
enzimin aktivite tayini bu yontem ile yapilmaktadir

(http://www.arsivbelge.com/yaz.php?sc=1935) (2017).



http://www.arsivbelge.com/yaz.php?sc=1935

1.1.2.2.Monometrik yontem

Bir komponenti yani bileseni gaz olan enzimlerin aktivitelerinin tayini i¢in kullanilan
yontemdir. Ornegin; oksidazlarla oksijen alinimi1 ve dekarboksilazlarla karbon dioksit

salinimi bu yontemle 6l¢iliir.

1.1.2.3. Thunberg yontemi

Genellikle dehidrogenaz enzim aktiviteleri bu yontem vasitasiyla belirlenmektdir.
Metilen mavisi elektron akseptoriidiir. Bu bilesigin okside olmus hadeki durumu renkli
iken rediikte haldeki durumu ise renksizdir. Bu yontemde enzim aktivite tayin ortamina
belirlenen miktarda metilen mavisi ilave edilir ve goz ile renk kaybolmasindaki gegen
zaman kronometre yardimiyla dikkatli bir sekilde saptanir. Bu yontemde dikkat
edilmesi gereken en dnemli husus deney havanin oksijeninden korunmasi i¢in 6zel bir
tiipte yapilmasi gerektigidir. Bu 6zel tiipe Thunberg tiipti adi verilir ve bu metod da

adin1 bu tiipten almugtir.

1.1.2.4.Polimerik yontem

Bircok enzimin substrati optikge aktiftir. Bu yontem iki durumda kullanilabilmektedir.
Ik olarak eger iiriinde optik aktivite degismesi goriilecek olursa bu ydntem
kullanilmaktadir. Ikincisi ise substratin aktif ve {iriiniin optikce aktif oldugu durumlarda
yine bu yontem uygulanmaktadir. Eger substrat ve iirliniin ikisi de optik¢e inaktif ise, o

zaman bu yontemin kullanilmasi uygun degildir.

1.1.2.5.Kromatografik yontem

Eger diger yontemler kullanilarak bir 6l¢gme yapilamamiyor ise bu yonteme basvurulur.
Enzim substrat karisimlarinda belli zaman araliklarinda 6rnekler alinir. Kromatografik
yontemde, substrat ve iiriin kromatografi kagidina veya ince tabaka kromatografisiyle

birbirinden ayirt edilir. Bazi hallerde radyoaktif substrat kullanildig1 i¢in ayrimdan



sonra leke, ya ince tabaka kromatografisinde oldugu gibi kazinacak, ya da kagit
kromatografisinde oldugu gibi kesilerek sayim siselerine koyulacaktir. Radyoaktivite
miktar1 sayagta sayilir ve tayini yapilir. Bazi enzim aktivitelerinde {riiniin meydana

getirdigi lekenin biiyiimesi ile enzim faaliyeti hakkinda bilgi edinilir.

1.1.2.6. Kimyasal tayin yontemi

Bir¢cok enzim tepkime bagladigi andan itibaren belirli zaman dilimlerinde karigimdan
ornek alinarak, substrat ve liriiniin kimyasal yontem ile miktar1 tayin edilir. FISKE ve
SUBBAROW kolorimetrik yontemi olarak inorganik fosfat tayinini gerceklestirmistir.
Fosforilaz, fosfotaz, niikleotidaz enzimlerinin aktivite tayinleri ayni yolla yapilir.
Pirofosfat (Ppi) bagi, bir normal hidroklorik asit ve 100 °C’ da on dakika kaynatilmakla
kirilmakta ve inorganik fosfat meydana gelmektedir. Inorganik fosfatin miktari ise,
kolorimetrik yontem ile tayin edilmektedir. ATP ve ADP’ nin karistig1 bazi kinaz ve

sentetaz reaksiyonlarinda enzim aktivitesi bu yontem ile tayin edilir.

1.1.3. Enzimlerin tarihi

Enzimatik reaksiyonlar niteligi bilinmemesine karsin yazinin kesfinden g¢ok evvel
gozlemlenmis ve kullanmilmistir. Siitiin eksimesi, sekerin fermantasyon ile alkol
olusturmasi, sarap sirke ve peynirin yapilmasi ve ekmegin mayalanmasi gibi enzimatik
reaksiyonlar ¢ok uzun siirelerdir bilinmekte ve kullanilmaktadir. Payen ve Persoz
1883°de malt ekstraktindan alkol ile nisastay dijeste eden enzimi ¢oktiirmiisler ve buna
diastase adin1 vermislerdir. Yaklasik olarak ayni tarihlerde Beaumont mide suyunun
sindirimi kolaylastiran kimyasa bir maddeye bagli oldugunu bulmus ve 1836°da
Schawn bu maddeyi izole edip pepsin adini vermistir. Louis Pasteur fermantasyon,
piitrefaksiyon gibi kimyasal reaksiyonlarin canli organizmalar tarafindan meydana
getirildigini kanitlamistir. Fakat Pasteur bunun sadece intakt canli hiicreler tarafindan
meydana getirilebilecegini One siirmiistii. Buna karsin Biichner fermantasyon yapan
maya hiicrelerini kumla ezerek hiicreleri parcalamis ve bu karisimi yiiksek tazyik
altinda siizmiis ve hiicre ihtiva etmeyen bir hale getirmistir. Bu hiicre icermeyen sivinin

glukozu fermantasyona ugrattin1 gézlemlemis ve Pasteur’un tezini ¢iirlitmiistiir. Enzim



adi1 W. Kiihne tarafindan konulmus olup maya anlamina gelmektedir. Fakat giiniimiizde
enzim kelimesi her ne kaynakli olursa olsun biitlin biyolojik katalizorler icin
kullanilmaktadir (ankara {iniversitesi eczacilik fakiiltesi yayimlar1 sayr 8, 1965

http://kitaplar.ankara.edu.tr/dosyalar/pdf/245.pdf). (2017)

1.1.4. Oksidadif stres

1.1.4.1.Serbest radikaller

Atomlarda ki elektronlar, orbital denilen uzaysal bolgede ¢ift olarak bulunurlar.
Molekiillerin ise bircogu cift elektronlu iken az bir kismi tek elektronludur. Eksik
elektronu olan bu molekiiller asir1 derecede reaktif olup kararsizlardir. Bulduklari
herhangi bir molekiil ile etkilesime girip bu molekiilden ya bir elektron alir veyahut bir

elektron verirler (Knight, 2000).

Serbest radikaller, dis yoriingelerinde bir ya da daha fazla paylasilmamis elektron
tastyan, bir¢ok fizyolojik ve patolojik olumsuzluklara neden olabilen oldukg¢a aktif atom
veya molekiillerdir. Insan viicudundaki tiim hiicrelere rahat bir sekilde girebilen ve en
cok kullanilma 6zelligi olan O2 yapis1 geregi radikal olmaya ¢ok uygundur ve serbest
radikal denince ilk akla gelendir. Serbest oksijen radikalleri ve serbest radikaller
organizmada normal sartlar altinda siirekli olusmaktadir. Serbest radikaller pozitif
yiiklii, negatif yiiklii ya da nétral olabilirler ve biyolojik sistemlerde en fazla elektron

transferi ile olusurlar (Young et al., 1997).
Serbest radikaller viicutta 3 yolla meydana gelir. Bunlar;

e Kovalent baglarin homolitik kirilmasi
e Normal bir molekiilden bir elektron eksilmesi ya da bir molekiiliin heterolitik
boliinmesi

e Normal bir molekiile bir elektronun eklenmesi


http://kitaplar.ankara.edu.tr/dosyalar/pdf/245.pdf

Serbest radikaller ve antioksidan savunma mekanizmasi arasinda bir denge mevcuttur.

Bu denge oksidanlar lehine bozulursa serbest radikaller; lipit, protein, karbonhidrat ve

DNA gibi biyomolekkiiller ile etkileserek hiicrenin yapisal ve metabolik olarak
degismesine sebep olur (Halliwell et al., 1992; Valko et al., 2007).

Stiperoksit Radikali: Bu radikal zayif bir reaktiftir ve molekiiler oksijenin bir
elektron aip indirgenmesi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Siiperoksit radikali bazi
flovoenzimler ve ksantin oksidaz vasitasiyla olusturulmaktadir.

Hidrojen Peroksit Radikali: hidrojen peroksit radikali oksijenin iki elektronla
indirgenmesi sonucu olusur. Bu radikallerin temizlendigi temkimeler
dismustasyon tepkimleri adiya anilmaktadirlar.

Hidroksil Radikali: biyolojik sistemlere en fazla hasar veren radikal hidroksil
radikalleridir ve bu radikaller biyomolekiillerle reaksiyona girebilme 6zelligi
olan gilicii radikallerdir. Hadroksil radikalinin olusumu ortamda gecis
metallerinin bulunmasina bagimhdir (Okada et al., 1994)

Singlet Oksijen: enerji absorbsiyonu vasitasiyla oksijende bulunan
paylasilmamis dis elektronlar1 degistirerek aym1 veya farkli orbitale

yerlesebilirler. Uyarilmis haldeki bu oksijene singlet oksijen adi verilir.

1.1.4.2.Antioksidanlar

Serbest radikal reaksiyonlari nétrofil, makrofaj gibi immiin sistem hiicrelerinin savunma

mekanizmas1 i¢in gereklidir fakat serbest radikallerin fazla miktarda tiretimi, doku

hasar1 ve hiicre 6liimii ile sonug¢lanmaktadir. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) yarilanma

Omiirleri kisa olmasina karsin baslattiklar1 serbest radikal zincir reaksiyonlar ile doku

hasarina sebep olabilirler. Bundan dolay: serbest radikallerin tetikledigi oksidatif hasara

kars1 savunma mekanizmalar1 harekete geger. Bu savunma mekanizmalar1 onleyici

mekanizmalar, tamir mekanizmalari, fiziksel savunmalar ve antioksidan savunmalardir

(Knight, 2000; Valko et al., 2007).



Antioksidan savunma; canli hiicrelerde bulunan protein, karbonhidrat, lipit ve DNA gibi
oksitlenebilecek maddelerin oksidasyonunun dnlenmesi veya ertelenmesidir. Bu siirecte

rol alan maddelere antioksidanlar ad: verilmektedir (Blokhina et al., 2003)

Antioksidanlarin etki mekanizmalar1 3 sekilde gerceklesir. Bunlar;

e Serbest radikallerin tutulmasi veya daha zayif yeni bir molekiile ¢evrilmesi,
e Serbest radikalle etkilesip aktivitelerinin azaltilmasi,

e Serbest radikalleri kendilerine baglayip reaksiyon zincirinin kirilmasi ya da

onarim yapilmasi (Burton et al., 1985).



2. LITERATUR OZETi

Civa g¢evremizde bulunan hava, su ve toprakta bulunabilen bir metaldir. Atmosfere
dogadan ve calisma alanlarindan elementel civa olarak salinir. Daha sonra okside olarak
inorganik civaya doniisiir. Suda veya toprakta yasayan mikroorganizmalar tarafindan
metil civaya doniistiiriilerek suya ve su kaynakli beslenme dongiistine dahil olur. Sudaki
metil civa konsantrasyonu toplam civa konsantrasyonunun %15 gibi bir miktara tekabiil
ederken, bazi balik tiirlerinde bu oran sudaki derisiminin 1 800 ila 80 000 katina kadar
varabilmektedir (Johnson, 2004). Civanin ¢evredeki kaynaklar1 ve metil civaya doniisiip

insanlara nasil gectigi Sekil 1. de gosterilmistir.
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Sekil 1. Civanin kaynaklari, metil civaya doniisiimii ve insanlara gegmesi (Nordberg et

al., 2014).

Insanlar genellikle balik ve balik iiriinlerinin tiiketerek metil civa toksisitesine maruz
kalmaktadir (Johnson, 2004). Besin maddeleri ile alinan metil civa yaklasik olarak
%95°1 sindirim sistemi tarafindan hizlica viicuda alinir. 30 saat i¢inde biitiin dokulara
dagilir. Metil civa bir¢ok dokuyu olumsuz etkilemektedir Kan beyin bariyerini asarak
beyin iizerinde toksik etki olusturmaktadir (Bridges and Zalups, 2010). En ¢ok
etkiledigi dokular
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Beyin.
Karacigerde
Kan (6zellikle eritrositler, kan plazmasindaki metil civanin %90-95°1)

Bobrek (Bridges and Zalups, 2010).

Metil civa ¢esitli sekillerde toksik etki gostermektedir.

Metilciva DNA ve RNA ile etkilesip onlarin sekonder yapisinda degisiklige
neden olabilmektedi. DNA ve RNA’ya baglanarak transkiripsiyon ve
translasyona engel olmaktadir. Bu nedenle, diisiik dozlarda bile genotoksik bir
madde olarak degerlendirilmektedir (Li et al., 2006; Schurz et al., 2000).

Yapilan bazi ¢aligmalarda protein sentezini %50 inhibe ettigi ifade edilmistir.

Proteinlere baglanarak onlarin ii¢ boyutlu yapilarmi bozabilmektedir. Ozellikle
selenyum, sistein ve siilflir grubu proteinlere baglanmaktadir Metil civa
elektrofilik 6zelligi nedeniyle biyomolekiillerle 6zelliklede tiyol ve selenyum

icerenlerle etkilesmektedir (Nordberg et al., 2014).

Hiicrede oksidadif strese neden olarak reaktif oksijen tiirlerinin artmasina neden
olmaktadir. Bu sistemi, oksidadif savunma sistemi enzimlerine baglanarak
onlar1 inhibe ederek, enzimlerin ekspirasyon seviyelerini etkileyerek, gulutatyon
(GSSG/GSH) ve thioredoxin (TrxSS/Trx(SH)2) gibi antioksidan metabolitlere
baglanip onlarin hiicre i¢i konsantrasyonlarinda 6nemli degisikliklere neden
olarak etkilemektedir. Bunun sonucu olarak da hiicre ortaminda reaktif oksijen
tirleri artmaktadir. Bu radikaller protein, lipit, DNA ve RNA gibi primer
metabolitlere baglanarak onlarin etkinliklerini azaltmakta ya da yapilarim
bozmaktadir (Li et al., 2006; Patrick, 2002). Bu molekiillerde olusan hasarlar
hiicre ortaminda malondialdehid (MDA), protein karbonil (PCO) ve DNA-
protein kroslink (DPC) miktarlarinin artmasina neden olmaktadir. Reaktif
oksijen tilirlerinin primer metabolitler {izerindeki etkisi 1ile hiicrenin
metabolizmasinin normalin disina ¢ikmasina neden olmakta ve bunun sonucu

olarak da bazi metabolik hastaliklara sebebiyet vermektedir. Reaktif oksijen
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tiirleri hiicreyi koruyan hiicre zarmin yapisini olusturan lipitlere baglanarak zarin

yapisini bozmak suretiyle hiicrenin 6liimiine neden olabilmektedir.

Birgok arastirmaci metallerin toksik etkilerinin azaltilmasi ile ilgili caligmaktadir.
Literatiirde fenolik bilesiklerin antioksidan ve metal gelatlama o6zelliklerinden dolay1
toksik etkiyi azaltmada kullanilabilecegi belirtilmis ve baz1 c¢alismalarla bu
desteklenmistir (Agarwal et al., 2010; Jagadeesan and Bharathi, 2014).

Metil civanin toksik etkisini antioksidan yada selatlama 6zelligi bulunan maddelerin
azaltabilecegi literatiirde belirtilmistir. Bu ¢alismada metil civanin toksik etkisini kafeik
asit ve gallik asitin nasil etiledigi MDBK hiicrelerinde in vitro olarak arastirilmasi
amaglanmistir. Metil civa kan beyin bariyerini agarak beyne ulasarak norotoksik etkiye
neden olmasindan dolayr rat C6 hiicreleri iy1 bir model olusturdugu diisiiniilmektedir

(Rodrigues et al., 2010).

Fenolik bilesiler birgok biyoaktivite gosteren dnemli bilesiklerdir. Hem antioksidan hem
de giiclii selat olusturma 6zellikleri vardir. Bu bilesikler ortamdaki reaktif oksijen tiirleri
ile reaksiyona girmek suretiyle onlarin miktarinin azarlamasina neden olduklar1 gibi,
metallerle selat olusturarak onlarin toksik etkisini azaltabilir (Flora and Pachauri, 2010).
Bu ¢aligmada fenolik bilesiklerden dnemli bir bilesik olan Kaffeik asit ve gallik asitin
metil civanin toksik etkisini azaltma potansiyelleri incelenecektir (Sekil 2).
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BWUNAES UBPISHONUY

Reaktif oksijen tlireri

Hucrede oksidadif
stres artar

| Protein_| Lipit | ONA_|

Birgok hastaliklar veya hiicre 8limii Hiicre normale déner

Sekil 2. Metil civanin hiicre iizerinde oksidadif stres ile olusturacagi etki ve kafeik asit

ve gallik asit ile olugsmasi beklenen muhtemel etki

2.1. Kafeik Asit

Kafeik asit meyve, ¢ay ve kahve gibi giinlik diyetin 6nemli bilesenlerinin ic¢inde
bulunan dogal bir bilesiktir. Bu bilesik etkili bir antioksidan olmakla beraber ayni
zamanda gii¢lii bir radikal giderici ve iyi bir metal salatoriidiir(Clifford, 2000; Giilgin,
2006). Bu ozellikleri, katechol grubundan ve yan zincir iizerinde bulunan ¢ift baglardan
kaynaklandig1 tahmin edilmektedir. Kafeik asidin kadmiyum ve nikel gibi metallerin
olusturdugu oksidadif strese karsi koruyucu etkisi ¢alismalarda ifade edilmistir (Ashour,
2014; Pari and Prasath, 2008).

HO

OH

Sekil 3. Kafeik asidin yapisi ile selatlama ve antioksidan aktivitesinde muhtemel aktif

kisimlar1 ve yapacaklart muhtemel selat bilesigi
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2.2. Gallik asit

Galik asit ve tiirevleri polifenil dogal tirtinlerdir ve 6zellikle kirmiz1 sarap yesil cay gibi
islenmis iceceklerde bol miktarda bulunur (Graham, 1992). Antioksidan, anti-
inflamatuar, anti-mikrobiyal ve anti-kanser aktiviteleride dahil olmak {izere genis bir

biyolojik aktivite yelpazesine sahiptir (Bachrach and Wang, 2002).

Siklikla taninlerin alkalin veya asit hidroliziyle ya da Penicillium glaucum veya
Aspergillus niger’ den elde edilen gallik asit (3,4,54rihydroxybenzoic acid); gallik asit
metil esteri, gallik asit lauril esteri ve propil galat liretiminde yaygin olarak kullanilan
gida antioksidan katki maddesidir. Gallik asit islenmis gida sektoriiniin yani sira
kozmetik ve gida paketleme malzemelerinde, lipid peroksidasyonu ve bozulma sonucu

olusan koku riskini 6nlemek i¢in kullanilir.

Gallik asit, peroksil radikallerini ve DPPH radikallerini siipiiren bir fenolik asittir.

Ayrica gallik asidin mide pH’sinda antioksidan etkisi vardir (Gunckel et al., 1998).

Metallerin oksidatif stres metabolizmas: iizerindeki toksik etkisi ile ilgili arastirmalarda
bu sistem enzimlerinin aktivitesindeki degisim ve oksidadif stres belirteclerinin

miktarlarinda olusan degisimler dl¢tilmektedir.

Tim civa formlarmin bazi organlarda oOzellikle de bobrekte toksik etkileri
bulunmaktadir. Bobrek icinde, nefrondaki proksimal tiip toksik etkilere karsi en
savunmasiz kisimdir (Zalups, 2000). Bobrekteki tek degerlilkli civa civa ve civa
iyonlarinin biyolojik ve toksikolojik aktivitesi, hedef hiicrelerde ve ¢evresinde bulunan
kritik niikleofilik bolgelerde olusan molekiiler etkilesimlerle biiyilk oranda

tanimlanabilir.

Antioksidan sistemler hiicreleri reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olumsuz etkilerine karsi
korur. Bu savunma sistemi tiikendiginde hiicreler oksidatif hasardan yeteri kadar
korunamazlar. Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonun gerceklesmesini
onleyerek ya da reaktif oksijen tiirlerini toplayarak lipid peroksidasyonunu baskilarlar

(Akkus, 1995).
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2.3. Oksidatif stres belirtecleri olan enzimler

2.3.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD):

SOD, biyolojik sistemlerde iiretilen siiperoksit radikallerine karsi hiicreyi koruyan
miilkemmel antioksidan bir enzimdir. Siiperoksit radikallerinin (02"), H20. ve

oksijene hizlica doniisiim mutasyonunu katalizler (Khalid et al., 2013).
2 0z.- +2H" +SOD - > H202 + O2

Bu reaksiyon oksidatif stresi dnleme de ilk savunma olarak isimlendirilir. Bunun nedeni
stiperoksit zincirleme sisteminin radikal reaksiyonlarin giiclii bir baslaticist olmasidir.

Bu sayede doku hiicrelerinde O..- diizeyleri kontrol altinda tutulmus olur.

Stiperoksit dismustaz enzimi memeli canlilarin tim dokularinda bulunur ve iki farkl
tipi mevcuttur. Bakir — ¢inko igeren siiperoksit dismustaz enzimi stoplazma ve damar
endotelinde, manganez iceren tipi ise mitokondiriyal matrikste bulunur (Hennekens et
al., 1996).

2.3.2. Katalaz (CAT):

Katalaz enzimi kanda, kemik iliginde, miikoz membranlarda, bobrek, karaciger ve
eritrositlerde bulunan ve dort hem grubuna sahip bir hemoprotein olarak bilinmektedir.
CAT, hem elektron verici hem de alici substrat olarak H>O> kullanir. Bu enzim
H202’in biyomolekiillere zarar vermesini engeller. H20., CAT ile par¢alanmazsa

canlida kalic1 hasarlara neden olan serbest radikali olusturur.

2H,0, + CAT ——> H,0+0;

2.3.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx):

Glutatyon peroksidaz hidroperoksitlerin indirgenmesinde sorumlu metalloenzimdir.

Hiicrenin sitozol ve mitokondiriyal matriksinde yer alir ve dort Se atomu igerir. Lipid
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peroksitlerini daha az toksik yag asitlerine indirger. Bu enzim en fazla karaciger, kalp,
akciger ve beyinde etki gostermektedir. Vitamin E ile birlikte lipit peroksidasyonuna

kars1 viicudun savunma sisteminin bir boliimiinii olusturmaktadir.

Glutatyon peroksidaz H202 ve biyiik molekiillii lipid hidroperoksitlerinin
indirgenmesinde gorev alirken, asir1 hidrojen peroksit varlifinda indirgenmis
glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG) dobiisiimiinii katalizler. Bu sayede
hidrojen peroksitte detoksifiye edilmis olur. Glutatyon peroksidazin inhibisyonu H>O-
miktarinin artmasina ve hiicrelerin zarar gérmesine neden olmaktadir (Akkus, 1995;

Hennekens et al., 1996).

2.3.4. Glutatyon Rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz (EC 1.8.1.7) enzimi ilk kez 1951 yilinda tanimlanmistir. Bu enzim
yiikseltgenmis glutatyonu indirgenmis hale cevirerek hiicre i¢i glutatyon seviyesinin

belirli oranda kalmasini saglar (Ithayaraja, 2011).
GSSG + NADPH + H*  —— > 2GSH + NADP?

Insan eritrosit GR enzimi 478 amino asitten olusur ve birbirine disiilfit bag: ile kovalent

olarak baglanmus iki alt birimden meydana gelir (Lehninger, 2008)

2.4.0ksidadif stresin onemli belirtecleri olan metabolitler

2.4.1. Glutatyon:

Hiicre i¢i en 6nemli antioksidan molekiilii olan rediikte glutatyon, antioksidan savunma
sisteminde gorev almaktan baska ksenobiyotiklerin zehirsizlestirilmesi, aminoasitlerin
transportu, proteinlerdeki siilfidril gruplarinin rediikte halde tutulmasi, baz
enzimatik reaksiyonlarda koenzim gorevi gérmesi gibi bircok fizyolojik
fonksiyonlara sahiptir (Sekil 4.) (Kenow et al., 2008). Metal toksisitesinde glutatyon

miktart 6nemli oranda diismektedir. Bunun nedeni, metaller ya glutatyona baglanarak
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hiicre ortamindaki miktarin1 azaltamakta ya da glutatyonun olusumunu katalizleyen
glutatyon rediiktaz enzimini inhibe etmektedir. Bu nedenle metal toksisitesini

belirlemede 6nemli bir metabolitdir.
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Sekil 4. Glutatyonun hiicredeki rolii (Zhao et al., 2011)

2.4.2. Malondialdehid (MDA):

Oksidadif stresin doymamis yaglar lizerindeki etkisini belirlemek i¢in kullanilan 6nemli

bir belirtectir (Dmitriev and Titov, 2010).

2.4.3. Protein Karbonil (PCO):

Reaktif oksijen tiirlerinin proteinler iizerinde olusturdugu etkiyi belirlemek igin

kullanilir (Li et al., 2010).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.Gereg

Kullanilan Maddeler

e Potasyum Fosfat Monobazik (KH2PO4)

e Nitro Blue Tetrazolium

e Phenylmethylsulfonly flioride

e B-Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate disodium salt

e Hidrojen peroksit

e Tris—HCI

e Etilendiamin tetraasetik asit

e t-biitil hidroperoksit

e L-Glutathione reduced

e L-Glutathione okside

e [ — Nicotinamide adenine dinucleotide 2’ — phosphate reduced tetrasodium
salt hydrate

e Tiyobarbitiirik asit

e Trikloraasetik asit

e 2,4 —dinitrofenil hidrazin

e HCI

e Guanidin hidrokloriir

o KCI

e Proteinaz K

e Coomassie Brillant Blue G-250

e Fosforik asit

e FEtanol
e Metil civa
o Kafeik asit
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Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Spektrofotometre
Florometre

pH metre
Otomatik pipet
Kuvars kiivetler
Mikroskop

CO: Inkiibatorii
Hiicre Kiiltiir Plate
Elisa okyucu
Manyetik Karistirict
Sonikasyon Cihazi
Vorteks

Kullamilan ¢ozelti ve kimyasallarin hazirlanisi:
Superoksid Dismustaz

1. 50 mM pH 7,4 KH2PO4 tamponu: 0,34 gr KH2PO4 tartilip 40 ml saf suda
¢0Oziildii ve NaOH ile pH s1 7.4’e ayarlandi. Daha sonra 50 ml’ ye tamamlandi.

2. 300 pM NBT: 1,22 mg NBT tartildi 5 ml saf su icerisinde ¢oziildi.

3. 186 uM PMS: 160 ng PMS tartild1 5 ml saf su igerisinde ¢oziildii

4. 780 uM NADP": 2,98 mg NADP™ tartildi 5 ml saf su igerisinde ¢6ziildii.

Katalaz

1. 50 mM KH2PO4 pH 7: 0,34 gr KH2POg4 tartildi 40 ml saf su eklendi. NaOH ile
pH 7’ ye ayarlanarak hacim saf su ile 50 ml’ ye tamamlandi.

2. 50 mM KH2PO410 mM H20: pH 7: 0,34 gr KH2POg4 tartilip behere alindi
tizerine 51 pL H202 ve 40 ml saf su eklendi. NaOH ile pH 7’ ye ayarlanarak

hacim saf su ile 50 ml’ ye tamamlandi.
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Glutatyon Peroksidaz

1. 0,2 M pH 8 tris tamponu: 1,21 g tris tartilip 40 ml saf su eklendi. 0,1 M HCl ile
pH 8’ e ayarlandi ve hacim saf su ile 50 ml’ ye tamamlandi.

2. 7 mM t-biitil hidroperoksit: Stok ¢ozeltiden 12,72 pL t-biitil hidroperoksit alind1
ve hacim saf su ile 10 ml’ ye tamamlandi.

3. 100 mM GSH: 153,66 mg GSH tartild1 hacim saf su ile 5 ml” ye tamamlandi.

4. 1,5 Mm NADPH: 6,25 mg NADPH tartildi hacim saf su ile 5 ml’ ye

tamamlandi.
Glutatyon Rediiktaz

1. 100 mM tris tamponu: 0,6057 g tris tartilip 40 ml saf su eklendi. 0,1 M HCL ile
pH 8’ e ayarlandi ve hacim saf su ile 50 ml’ ye tamamlandi.

2. 20 mm GSSG: 61,21 mg GSSG tartild1 hacim saf su ile 5 ml’ ye tamamlandi.

3. 2 mm NADPH: 8,33 mg NADPH tartildi hacim saf su ile 5 ml’ ye tamamlanur.

Glutatyon Diizeyi

1. %2.5 perklorik asit: % 2.5 ml perklorik asit alinip hacim saf su ile 100 ml’ ye
tamamlandi.
2. % 1lik O-ftalaldehid: 1 mg O-ftalaldehid tartildi hacim saf su ile 100 m1’ ye

tamamlandi.

Malondialdehid

1. % 0,75 lik TBA: 75 mg TBA tartildi hacim saf su ile 10 ml’ ye tamamlanda.
2. % 30 luk TCA: 3 gr TCA tartildi hacim saf su ile 10 ml’ ye tamamlandi.

Protein Karbonil Tayini

1. 10 Mm DNPH, 2 M HCI: 9,9 mg DNPH tartilip iizerine 2 M 5 ml HCI eklendi.
2. % 20 luk TCA: 2 gr TCA tartildi hacim saf su ile 10 ml’ ye tamamlandi.
3. 6 M Guanidin Hidroklortir: 0,57 g guanidin hidrokloriir tartildi hacim ve saf su

ile 5 ml’ ye tamamlandi.
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Protein Tayini

1. Coomassie Brillant Blue G-250 reaktifi: 100 mg Coomassie Brillant Blue G-
250, 50 ml %95’1lik etanolde ¢oziildii. Bu ¢ozeltiye %95°lik 100 ml fosforik asit

ilave edildi. Cozeltinin hacmi suyla 1 L’ye tamamlandi.

3.2.Yontem

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii calismalar:

Sitotoksik Aktivite Testleri

MDBK hiicreleri iizerinde metil civanin toksik etisini belirlemek i¢in 1-100 uM

araliginda toksisite testi yapildi. Bu islem asagidaki sekilde yapilmistir.

Test maddelerinin sitotoksik aktivitesi LDH Cell Cytotoxicity Assay (Roche 04 744 926
001, Germany) kullamlarak iiretici firmanin prosediiriine gore test edildi. Oncelikle
hiicre kiiltiir flasklar1 i¢cinde yer alan MBDK hiicrelerinden besi yeri uzaklastirildi. Daha
sonra flasklara 10 mL Tripsin EDTA ¢ozeltisi eklendi, bdylece yiizeye yapisan
hiicrelerin ylizeyden sokiilmesi saglandi ve 5 dakika CO3 inkiibatérde (37°C) bekletildi
ve lizerine DMEM (10 mL) eklendi. Olusan karisim falcon tiipiine alinip, santrifiij (600
RPM, 5 dakika) edildi. Stipernatant kisim dokiiliip ve hiicreler DMEM (2-3 mL) ile
¢oziildii. Bu karisimdan 20 pL alinarak 40 pL Trypan blue boyasi ile karistirild: ve 20
pL Thoma Lamina damlatildi. Uzeri bir lamelle kapatilip, sayim alanindaki toplam 5
kuyucukta bulanan hiicreler (mavi boyanmayan canli hiicreler) mikroskop altinda
sayildi. Hiicreler sayildiktan sonra 96 kuyucuklu mikroplate alinarak her bir kuyucuga
5000 hiicre eklendi. High kontrol kuyucuguna normal hiicreler, low kontrol kuyucuguna
100 unL DMEM ve 6rnek kuyucuklarina ise farkli konsantrasyonda (bu aralik metil civa
igcin 1-100 uM, kafeik asit ve gallik asit i¢in 10-100 pg/ml 6rneklerden eklendi ve CO-
inkiibatérde (37°C) inkiibe edildi. Maddeler ortama eklendikten 24 saat sonrasi igin
LDH Cell Cytotoxicity Assay liretici firmanin protokoliine gore sitotoksik aktivite tespit

edilecek. Tiim testler ii¢ tekrarli olarak yapildi. Kisaca, inkiibasyon sonrasinda tiim
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kuyucuklardan baska bir 96 kuyucuklu mikroplate siipernatant kismindan 100 pl alindi
ve lizerlerine reaksiyon karisimindan 100 pl eklenerek 20 dakika oda sicakliginda ve
151k almayan bir ortamda inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda plakalar uygun bir
mikroplaka okuyucu (ChroMate, Microplate Reader P4300 Series, USA) kullanilarak
492 nm dalga boyunda okutuldu ve absorbans degerleri elde edildi. Asagidaki formiil

kullanilarak % sitotoksisiteler hesaplandi.

Sitotoksisite (%) = (Deneysel deger - Diisiikk Kontrol) / (Yiiksek Kontrol- Diisiik
Kontrol) x 100

Deneysel tasarim

Metil civanin hiicre kultiirleri tizerinde toksik etkisi verilerinden ICz2s, 1Cso ve ICys
degerleri ve kafeik asit ile gallik asitin toksik olmayan konsantrasyonlar1 bu maddelerin
metil civa toksisitesini nasil etkilediginin aragtirllmasinda kullanildi. Tablo 1. de
belirtildigi konsantrasyonlarda, hiicreler maddelerle 24 saat muamele edildi. Yontem

sitotoksik calismalarda belirtildigi seklinde uygulandi. Kafeik asit ve gallik asitin metil
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civanin hiicrelerin canlilig1 tizerindeki etkisi toksisite testi ile belirlendi. Antioksidan
metabolizma {izerindeki beklenen koruyucu etkisinin belirlenmesi enzim aktivite
Olgtimleri ve oksidatif stres belirteglerinin miktarlarinin belirlenmesi ile tespit edilmeye

calisildi. Calismalar 3 tekrarli yapilmistir.

Tablo 1. Metilciva ve Kafeik asit hiicre kiiltiiriine uygulanmasi

Low
High Kontrol

Kaffeik asit (toksik etki gostermedigi

en yiiksek konsantrasyon)

Kaffeik asit (toksik etki gostermedigi

en yiiksek konsantrasyonun yarisi)

IC2s metil civa konsantrasyonu

IC25 metil civa konsantrasyonu Kaffeik asit (toksik etki gostermedigi en
yiiksek konsantrasyon)

IC2s metil civa konsantrasyonu Kaffeik asit (Hiicre canliligini %50 artiran
konsantrasyon)

ICs0 metil civa konsantrasyonu

ICso metil civa konsantrasyonu Kaffeik asit (toksik etki gostermedigi en
yiiksek konsantrasyon)

ICs0 metil civa konsantrasyonu (Hiicre canliligini %50 artiran
konsantrasyon)

IC75 metil civa konsantrasyonu

IC75 metil civa konsantrasyonu Kaffeik asit (toksik etki gostermedigi en
yiiksek konsantrasyon)

IC75 metil civa konsantrasyonu Kaffeik asit (Hiicre canliligin1 %50 artiran
konsantrasyon)

3.2.2. Antioksidan enzim aktiviteleri

Enzim aktivitesi dl¢iimleri igin 6 lik pletlere 1x10° hiicre koyularak 5 saat yukarida

belirtildigi gibi farkli konsantrasyonlarda maddelerle muamele edildi. Enzim aktivitesi
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Ol¢timii i¢in hiicreler fosfat tamponu ile 3 kez yikandi ve tripsi/EDTA ¢ozeltisi ile
alinip 2500 rpm de ¢oktiiriildii ve ist kisim atildi. Fosfat tamponu ile tekrar yikandiktan
sonra %25 sukroz, 100 mM fosfat (pH:7.0) ve 2 mM EDTA igeren soguk tampon ile

hiicreler buz iizerinde sonikasyonla pargalandi. 10 000 rpm de 15 dakika

santriifiijlemeden sonra silipernatant enzim aktivitesi i¢in kullandi.

Siiperoksit dismutaz (SOD): SOD enzim aktivitesi Kakkar tarafindan belirlenen
yontemle yapildi (Kakkar et al., 1984). Siiperoksit radikalleri NADP* varliginda
ortamda bulunan nitroblue tetrazolium (NBT) ile reaksiyona girerek formazan mavisini
olusturur. SOD ise siiperoksit radikallerini ortamdan uzaklastirdigi igin nitroblue

tetrazolium (NBT) indirgemesini engellemesi aktivite 6l¢iimiiniin temelini olusturur.
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Superoxide dismutase (SOD) enziminin aktivite 6l¢iim kiivet igerigi

Stok ¢ozeltiler Numune Kontrol kiiveti
kiiveti
Hacim (pl) Hacim (pl)
0.025 mM sodyum
pirofosfat (pH=8.3) 400 400
186 uM PMS 40 40
300 uM NBT 100 100
Enzim 70 70
Su 220 290
780 uM NADP* 70 -
30 °C de 90 saniye beklenir
Glasiyel asetik asit 350 350

renk yogunlugu 560 nm de Sl¢iildii.

Reaksiyon karisimi 1.5 ml n-biitanol ile iyice calkalanir, 10 dakika
bekletildikten sonra 5000 rm de santriifiij edildi. Biitanol tabakasindaki

Enzim {iinitesi, normal sartlar altinda bir dakikada NBT azalmasint %50 inhibe eden
enzim miktar1 olarak tanimlandi.

Yiizde inhibisyonu = ((Kontrol kiivetin absorbansi — Numune kiivetin absorbansi)/
Kontrol kiivetin absorbansi)) X 100

Enzim iinitesi (EU/ml)=(yiizde inhibisyon x seyreltme katsay1s1)/%50xV(enzim miktari

ml)

Katalaz (CAT): Katalaz enzim aktivitesi 240 nm de H>O> maksimum absorbans

vermesi esasina dayanir (Sinha, 1972). Kiivet igerikleri asagida verilmistir. Ortamdaki

Hidrojen peroksit miktar1 azaldik¢a absorbansda diisme olur.
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Katalaz enziminin aktivite 6l¢tim kiivet igerigi

Stok ¢ozeltiler Kontrol kiiveti Numune kiiveti
Hacim (ul) Hacim (ul)
0,05 M Fosfat, (pH=7,0)
1000 970
10 mM H202
Enzim 6rnegi - 30

Glutatyon Peroksidaz (GPx) Enzim Aktivitesinin Olciimii: Rediikte glutatyon
(GSH)’un okside glutatyona (GSSG)’a oksidasyonu GSH-Px ile t-biitil hidroperoksit
varliginda gergeklesir. Yontem, bu oksidasyon sonucu olusan GSSG’nin GSH-Rd
enzimi ile tekrar GSH’ye indirgenmesi tepkimesinde NADP+ ’ye oksitlenen
NADPH’nin 340 nm dalga boyundaki absorbans degeri farkinin zamana karsi okunmasi

prensibine dayanir (Ursini et al., 1985)

GPx enziminin aktivite 6l¢gtim kiivet icerigi

Stok ¢ozeltiler Kontrol kiiveti Numune kiiveti
Hacim (ul) Hacim (ul)

0,2 M Tris, (pH=8) 100 100

7 mM t-biitil hidroperoksit | 20 20

Saf su 550 650

100 mM GSH 50 20

1.5 mM NADPH - 100

GSH-Rd (10 UN/ml) 100 100

Enzim Ornegi 10 10

Glutatyon rediiktaz enziminin aktivite 6l¢iimii: Glutatyon rediiktaz enziminin
aktivite Ol¢iimiinde Carlberg and Mannervik'in tanimladigir spektrofotometrik metod
kullanilacaktir (Carlberg and Mannervik, 1975). Bu metod GSSG varliginda
NADPH’1n yiikseltgenmesinden dolay1 azalan NADPH'in 340 nm'de absorbans vermesi

esasina dayanir.
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GR enziminin aktivite dl¢lim kiivet i¢erigi
Stok ¢ozeltiler Numune
Kontrol kiiveti
kiiveti
Hacim (ul) Hacim (ul)
100 mM  Tris-HCI (pH=
200 200
8),5mM EDTA
20 mM GSSG 100 100
2mM NADPH 100 100
Su 600 570
Enzim numunesi - 30

Katalaz enzimi igin enzim iinitesi hesaplamalarinda EU = (AOD/ 43,6) x (V¥/ VE) x Sk

formiil kullanilacaktir

GPx, GR enzimlerinin enzim iiniteleri hesaplamalarinda EU = (AOD/ 6,22) x (V¥/ VE)

% Sf formiil kullanilacaktir

Formiillerde yer alan simgeler agagida aciklanmistir.

EU/ml : 1 ml’deki enzim iinitesi

AOD : Bir dakikadaki absorbans degisimi

43,6: Ekstinksiyon katsayis1 (H202)

9,6 : Ekstinksiyon katsayisi (DNB-SG)

6,22 : Ekstinksiyon katsayis1 (NADPH)

VT : Olgiimiin yapildig1 toplam kiivet hacmi

VE : Olgiimiin yapildig1 kiivete ilave edilen enzim numunesinin hacmi

SF : Seyreltme faktorii (seyreltilen 6rnek icin kullanilir)
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3.2.3. Metabolit miktarlarmin belirlenmesi

Glutatyon Diizeyi Ol¢iimii: Enzim aktivitesi i¢in hazirlanan lizatan 0.3 ml almip %2.5
perklorik asit ile proteinler ¢oktiiriilecek. Ornekler 10 dakika +4 C’de santriifii]
edilecek. Siipernatanttan 0.1 ml alinip i¢inde 1.8 ml fosfat-EDTA tamponunun ve
%1°lik 0.1 ml O-ftalaldehid bulunan cam tiiplere ilave edilecek. Ornekler 15 dakika oda
sicakliginda karanlik ortamda bekletilecek. Numuneler florometrede (spektrofotometri
(Rex= 350 nm,  Aem= 450 nm) Ol¢iilecek. GSH miktarin1 hazirlanacak standart grafik

egrisi lizerinden hesaplanacak (Hissin and Hilf, 1976).

Malondialdehid (MDA) Diizeyi Olgiimii: 0.1 ml hiicre 0.750 ml % 75 TBA, 0.5 ml
%30 TCA ve 0.05 ml 5 M HCI karnigtirilarak kaynayan su banyosunda 15 dakika
bekletilir ve renk degisimi gozlenir. 5 000 rpm de 5 dakika santriifiij yapilir. Sogutmay1
takiben en ge¢ 45 dak igerisinde spektrofotometrede, 532 nm dalga boyunda distile suya
kars1 absorbans degeri okunarak, elde edilen degerler seyreltme katsayisi ile ¢arpilacak
ve MDA miktar1 ekstinksiyon katsayis1 (156.000 M*lcm™ kullanilarak nanomol/ml
olarak belirlenecek (Ohkawa et al., 1979).

Protein Karbonil Tayini: Protein karbonilasyonu Levin“in 2.4-dinitrofenil hidrazin
(DNPH) metodu ile tayin edilecektir (Floor and Wetzel, 1998). 0.1 ml hiicre, 0.5 ml
DNPH (10 mM, 2M HCI) i¢ine alinir ve bir saat oda sicakliginda bekletilir. 15 dakikada
bir vortekslenir. Inkiibasyon sonrasi proteinler 0,5 ml TCA (%20) ¢ozeltisi ile
coktiirtiliir. 15 dakika buz tizerinde bekletildikten sonra, 11 000 xg de 4 dakika santriifiij
edilir. Cokelti 3 kez etanol/etilasetat (v/v) ¢ozeltisi ile yikanir. 1 mL 6 M guanidin
hidrokloriirde ¢oziiliip ve 37 °C de 10 dakika bekletilir. 2 M HCI blank olarak
kullanilarak 360 nm de spetrofotometrik olarak &lgiim yapilir. 22,000 Mtcm™ lik molar

ekstinksiyon katsayisi protein karbonil miktarini tespit etmek i¢in kullanilir.

Protein miktarimin belirlenmesi: Hiicrelerdeki protein miktar1 Bradford yontemine
gore belirlenecektir(Bradford, 1976). Bovin serum albiiminden standart grafik

hazirlanacak ve drneklerdeki protein miktar1 grafik tizerindeki egriden hesaplanacaktir.
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Istatistiki Analiz: Grafikler Microsft Excell 2010 programi kullanilarak cizildi.
Yapilacak calismalarin sonucunda elde edilen veriler SPSS 13.0 istatistik programi
kullanilarak degerlendirildi. Elde edilen verilerin normallik testleri yapildi ve gruplar

arasindaki istatistiksel farklar1 saptamak i¢in varyans analizi (Anova testi) yapild.

Istatistiksel anlamlilik i¢in P<0,05 degeri segildi.
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4. BULGULAR

Metil civanin toksik etkisini belirlemek i¢in 1-100 uM araliginda toksisite testi yapildi.
LDH hiicre sitotoksisite Ol¢limii ile yapilan teste metil civanin hiicre canliliginm
etkileyen ICys, 1Cso ve 1C25 konsantrasyonlari, sirasiyla 2, 25 ve 60 uM olarak bulundu
(Sekil 4.1.). Ayni sekilde kafeik asit ve gallik asite 10-100 pg/ml araliginda toksisite
testi yapildr (Sekil 4.2-Sekil 4.13) ve bu maddelerin hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi
belirlendi. Kafeik asit igin 20 pug/ml hiicre canliligm hi¢ etkilemeyen en yiiksek
konsantayon olarak bulundu ve 40 pug/ml hiicre canliligini %50 artiran deger olarak
tespit edildi. Gallik asit i¢in ise bu degerler sirasiya 20 ve 50 pg/ml olarak belirlendi. Bu
tez ¢alismasinda toksik etki gostermeyen konsantrasyon ve onun yari konsantrasyonu
ile calisilmas1 planlanmisti. Fakat yapilan toksisite testi sonucunda gallik asit ve kafeik
asitin hiicre ¢ogalmasi iizerinde pozitif etki gostermeleri nedeniyle metil civanin toksik
etkisini azaltmada daha etkili olmasin1 bekledigimizi i¢in hiicre canliligint %50 artiran

gallik asit ve kafeik asit konsantrasyonla ¢aligmalarin yapilmasinin karar verildi.

Sekil 4.1 de MBDK hiicreleri iizerine farkli derisimlerde metil civa eklenerek hiicre
canlilig1 lizerine etksi incelendi. Low kontrol olarak belirtilen igerisinde yalnizca hiicre
ve besiyerinin bulundugu ortamdir. Metil civa derigimi artirildik¢a dogru orantili olarak
hiicre canliligi azalmistir. 100 pM metil civa derisimi hiicre canlilifinin neredeyse

tamamen yok olmasi ile sonuglanmastir.
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120 1 MBDK hiicrelerinin canlihg iizerinde metil civanin
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Sekil 4.1. Metil civanint MDBK hiicreleri tizerindeki toksik etkisi

IMDBKhUcreIerinin canliligl tzerinde Kafeik Asitin etkisi
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Sekil 4.2. MDBK hiicrelerinin canlilig1 tizerinde kafeik asidin etkisi

Sekil 4.3. de kafeik asidin metil civanin olusturdugu toksik etkiyi distirdigii
goriilmektedir. %25 ve %50 oranindaki toksiste %95’in iistiinde bir oranla etkisiz hale

getirilirken, yiiksek toksisite degreri 6nemli oranda diisiiriildiigli goriilmektedir.

31



| Metil civanin olusturdugu toksik etkiyi Kafeik Asidin 6nleme etkisi
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Sekil 4.3. MDBK hiicrelerinin canlilig1 tizerinde metil civanin olusturdugu toksik etkiyi

kafeik asidin onleme etkisi

Metil civanin toksik etki olusturma mekanizmasi oksidadif stress parametreleri olan
enzim aktivitelerinin analizi ile yapilmistir. Sekil 4.4-4.7 incelendiginde metil civanin
katalaz, sliperoksit dimiitaz, glutayon peroksidaz, glutatyon rediiktaz enzim
aktivitelerini inhibe ettigi goriilmustiir. Ilk {i¢ enzimi Onemli oranda inhibe ettigi

gozlemlenirken, diger iki enzimi onlara gore daha az inhibe ettigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.4. Katalaz enzim aktivitesi dlgiimleri
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Sekil 4.5. Siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi 6l¢iimleri
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Glutatyon peroksidaz enzim aktivite olgiimleri
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Sekil 4.6. Glutatyon peroksidaz enzim aktivite dlglimleri
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Sekil 4.7. Glutatyon rediiktaz enzim aktivite 6l¢iimleri

Metil civanin oksidatif stress parametrelerinden metabolit miktarlarmin nasil etkiledigi
Sekil 4.8-4.11 lerde verilmistir. Glutatyon ve protein miktarlarinda énemli oranda bir
diisis goriilmektedir. Malonildialdehit, protein karbonil miktarlarinda toksisite

degerlerine bagl olarak kontrole gore iki ii¢ kat artiglar gézlemlenmektedir. Kafeik asit
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antiokisdan parametrelerini yliksek konsantrasyonda %5-10 oraninda etkiledigi, fakat

olusan toksik durumu diisiirmekte etkili oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.8. Glutatyon seviyesi sonuglari

Malondialdehit rC
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Sekil 4.9. Malondialdehit seviyesi sonuglari
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Sekil 4.10. Protein miktar1 seviyesi sonuglari
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Sekil 4.11. Protein karbonil seviyesi sonuglari

36



|MDBK hiicrelerinin canlihg tizerinde Gallik Asitin etkisi
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Sekil 4.12. MDBK hiicrelerinin canlilig1 tizerinde gallik asidin etkisi

| Metil civanin olusturdugu toksik etkiyi Gallik Asidin 6nleme etkisi
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Sekil 4.13. MDBK hiicrelerinin canlilig1 iizerinde metil civanin olusturdugu toksik

etkiyi gallik asidin 6nleme etkisi
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Sekil 4.14-4.17 araliginda farkli derisimlerdeki metil civanin MBDK hiicreleri {izerinde
gosterdigi toksik etki ve gallik asitin bu etkiyi nasil etkiledigi antioksidan enzim
aktiviteleri vasitasiyla belirlendi. Bu etkiden en fazla etkilenen enzim katalaz enzimi
olurken glutatyon peroksidaz enzimi neredeyse hic¢ etkilenmedi. Gallik asit metil
civanin toksik etkisine karsi enzim aktivitelerini neredeyse 2 3 kat kadar artirdi ve

koruma etkisini gosterdi.

160 150
140
120
100
80
60
40
20

Katalaz enzim aktivite dlglimleri

%0 aktivite

Sekil 4.14. Katalaz enzim aktivitesi 6lglimleri
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Sekil 4.15. Siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi dl¢iimleri
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Glutatyon peroksidaz enzim aktivite olgiimleri
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Sekil 4.16. Glutatyon peroksidaz enzim aktivite dl¢timleri
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Sekil 4.17. Glutatyon rediiktaz enzim aktivite dl¢limleri
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Sekil 4.18. Glutatyon seviyesi sonuglari
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Sekil 4.19. Malondialdehit seviyesi sonuglari
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Protein Miktari
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Sekil 4.20. Protein miktar1 seviyesi sonuglari
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Sekil 4.21. Protein karbonil seviyesi sonuglari
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5. TARTISMA ve SONUC

Sanayideki gelismelerle artan metal kullnaimi ve bunlarin dogaya salinimi ciddi gevre
kirliligine ve saglik problemlerine yol agmaktadir. Metal toksisitesi dnemli bir halk
saglig1 sorunu olarak giincelligini korumaktadir. Bir¢ok hastaliga sebep olmakla
beraber, toksik olmayan diizeylerininin bile bazi yaygin hastaliklarin tetikleyicisi
olabilecegi literatiirde ifade edilmistir. Bu nedenle birgok arastirmaci metallerin toksik
etkilerini ve mekanizmalarini arastiriken bir kismida bu toksisitenin nasil azaltilacagini

arastirmaktadir.

Civa toksisite degeri yiiksek bir metaldir. Civayr diger metal tiirlerinden ayiran énemli
bir konuda farkli organik formlara doniistiirilmesidir. Dogaya karisan civa sudaki
bakteriler tarafindan metil civaya doniismekte, bu canlilarla beslenen baliklara gegmekte
beselnme zinciri yolu ile daha biiyiik baliklara transfer edilmektedir. Bu yolla sudaki
konsantrasyonunun milyon katina varan bir derisimde bizim soframiza besin yoluyla

gelmektedir. Bu nedenle dnemli ve genel bir toksik ajan olarak degerlendirilmektedir.

Metil civa normal civaya gore ¢ok daha toksikdir. Normal civanin sindirim sistemindeki
emilimi yok denecek kadar azken metil civa % 100 yakin1 emilmekte ve kan beyin
bariyerini gecerek beyne, sinir sistemine zarar vermektedir. Yarilanma omrii ¢ok uzun

olup dokularda birkme 6zelllgine sahiptir.

Yapmis oldugumuz calismada kiiltiire edilmis MDBK hiicreleri {izerinde metil civanin
toksik diizeyini belirlenmesine, toksik etkisnin oksidadif stres mekanizmasi tizerindeki
etkisine ve bu toksik etkinin kafeik asit ve gallik asit ile azaltilip azaltilmadiginin
belirlenmesine ¢alistik. Bu hiicrelerin se¢ilmesinin nedeni bdbregin metil civa
toksisitesinde hedef dokulardan biri olmasi ve bu hiicre tiiriiniinde bobrek iizerinde

olabilecek etkileri anlamada iyi bir model olmasimidir.

Metil civanin toksiste ¢aligmasi 1-100 uM aralifinda yapilmistir. IC2s, 1Cso Ve 1C7s
degerleri sirasiyla 2, 25 ve 60 uM olarak bulunmustur. 100 uM’1n tlizerinde %100 toksik
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etkisi gozlenmistir. Metil civanin toksik etki mekamasinda oksidadif stresin 6nemli
oldugu ifade edilmistir (do Nascimento et al., 2008; Nabi et al., 2011). Yaptigimiz
calismada oksidadif stresin 6nemli parametrelerinden olan katalaz, sliperoksit dismutaz,
glutayon peroksidaz, glutatyon rediiktaz gibi enzim aktivitelrini énemli oranda inhibe
ettigi belirlenmistir. Oksidadif stresin 6nemli belirteclerinden olan malonildialdehit,
protein karbonil gibi metabolitlerin hiicre iginde olusumunu 6nemli oranda artirdigi
tesbit edilmistir. Enzim aktivitelerini etkilemede biiylikten kiiglige dogru sirayla katalaz,
glutatyon rediiktaz siiperoksit dismutaz ve glutayon peroksidaz olarak belirlenmistir.
Metabolitlerden etkilenenler sirayla malonildialdehit ve protein karbonil olarak
belirlenmistir. Metil civanin siilfiir gruplan ile etkileserek glutatyon olusumunu ve
glutatyonun sentezini saglayan sitemleri inhibe ettigi bilinmektedir. Yapilan ¢alismada

glutatyon miktarinda 6nemli bir azalma tesbit edilmistir.

Kafeik asidin metil civanin toksik etkisini azaltip azaltmadigini test etmeden 6nce bu
fenolik asidin toksik etkisi 1-100 pg/ml araliginda test edildi. Hiicre canliligni
etkilemeyen 20 pg/ml ile hiicre canliligini %50 etkileyen 40 pg/ml ile metil civanin
toksik etkisini azaltip azaltmadigi test edildi. Kafeik asidin metil civa toksistesini
azaltmada etkin oldugu yapilan c¢aligmalarda belirlendi. Ozellikle %50 ve %25
oranindaki toksisite degerlerini normale dodiirmede etkili oldugu goézlemlenmistir.
Kafeik asidin yapilan ¢alismada oksidadif stres parametrelerini ¢ok etkilmedigi fakat
toksisite durumunda bu etkiyi azalttigi gézlemlenmistir. Bu durum literatiirle uyumluluk
gostermektedir (Kumaran and Prince, 2010; Lotfi-Ghahramanloo and Baghshani, 2016;
Pari and Prasath, 2008).

Gallik asit i¢inde metil civanin toksik etkisni azaltip azaltmadigini belirlemeden once 1-
100 pg/ml araligindaki toksik etkisi incelendi. Hiicre canliligint etkilemeyen 20 pg/ml
ile hiicre canliligini %50 oraninda artiran 50 pg/ml gallik asitin metil civanin toksk

etkisini azltip azaltmadig tespit edildi.

Sonug olarak metil civanin MBDK hiicreleri iizerinde diisiik konsantrasyonda ytliksek
toksik etki gosterdigi tesbit edilmistir. Bu etki kafeik asit tarafindan 6nemli oarnda

azaltildig: tesbit edilmistir.
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