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OZET

Bu arastirma, asir1 bakira maruz birakilmis ratlarda krisin ve fluniksin
megliimin’in, yem tiiketimi, canli agirlik degisimi, antioksidan durum, bazi kan ve
yangi parametreleri ve histolojik degisimler {izerine koruyucu etkilerini
belirlemek amaciyla yapildi. Arastirmada bireysel olarak barindirilan 36 adet
erkek Sprague-Dawley rat kullanildi ve Kontrol, Bakir Siilfat (Cu, 500 ppm canli
agirlik (CA)/giin, gavaj), Fluniksin Meglumin (FM; 2,2 ppm CA/giin, ip), Krisin
(Krisin, 50 ppm CA/giin, gavaj), Bakir Siilfat+Fluniksin Meglumin (Cu+FM; 500
ppm BW/giin bakir siilfat, gavaj ve 2,2 mg/kg CA/giin fluniksin meglumin, ip) ve
Bakir Siilfat+Krisin (500 ppm CA/giin bakir siilfat, gavaj ve 50 ppm CA/giin
krisin, gavaj) olarak alti gruba ayrildi. Yem tiiketimi (YT) Cu grubuyla
karsilastirildiginda, CutKrisin grubunda oOnemli oranda artti (P<0.01). Cu
toksisitesi, oksidatif stresin gostergesi olan malondialdehiti (MDA) 6nemli oranda
artirdl. Krisin ve FM uygulamasi karaciger ve bobrek dokularinda énemli oranda
MDA diizeyini azaltti, ve superoksit dismutaz ve katalaz aktivitelerini artirdi
(P<0.001). Serum TNF-a diizeyi bakir grubuyla karsilastirildiginda Cu+FM ve
Cu+Krisin gruplarinda 6nemli oranda daha diisiiktii (P<0.001). Cu uygulanan
ratlarin  karaciger ve bobrek dokularinda FM ve krisin uygulamalar
dejenerasyonu, nekrozu ve apoptozisi iyilestirdigi goriildi. Krisinin serbest
radikalleri temizleyerek ve antioksidanlarin aktivitesini artirarak YT ile karaciger
ve bobrek lizerine olan olumsuz etkileri iyilestirdigi ortaya ¢ikti.

Anahtar Kelimeler: Bakir toksisitesi, krisin, fluniksin meglumin, yem
tiketimi, canli agirlik degisimi, antioksidan durum, kan, yangi, histolojik

parametreler, rat.



ABSTRACT

The Effects of Flunixin Meglumine and Chrysin on Some Blood and
Inflamation Parameters, Antioxidant Status, Body Weight, Feed Intake on
Toxicity Induced Copper Sulphate in Rats

This experiment was conducted to determine the protective effects of
chrysin and flunixin meglumine on feed intake, body weight change, antioxidant
status, some blood and inflamation parameters, and histological changes in rats
exposed to excess copper. Thirty-six Sprague Dawley male rats were housed in
individual cages and randomly divided into six groups; Control, Copper Sulphate
(Cu; 500 ppm body weight (BW/day, gavage) Flunixin Meglumine (FM; 2.2 ppm
BW/day, ip), Chrysin (Chrysin; 50 ppm BW/day, gavage), Copper Sulphate + FM
(Cu+FM; 500 ppm BW/day of copper sulphate, gavage and 2.2 ppm BW/day of
FM, ip) and copper sulphate + Chrysin (Cu+Chrysin; 500 ppm BW/day of copper
sulphate, gavage and 50 ppm BW/day of chrysin, gavage). Feed intake (FI) in the
Cu+Chrysin group significantly increased in comparison with that of Cu group
(P<0.01). Cu toxicity significantly increased MDA indicating oxidative stress.
Chrysin and FM administration significantly decreased MDA levels, and
increased the superoxide dismutase and catalase activities in the liver and kidney
tissues (P<0.001). Serum TNF-alfa levels were significantly lower in the Cu+FM
and Cu+Chrysin groups in comparison to the Cu group (P<0.001). It was seen that
FM and chrysin treatments alleviated degeneration, necrosis and apoptosis in the
liver and kidney tissues of the Cu-treated rats. Chrysin appeared to ameliorate the
adverse effects on FI and liver and kidney tissues by scavenging where the free
radicals are located, and increasing activity of antioxidants.

Key words: Copper toxicity, chrysin, flunixin meglumine, feed intake,
body weight change, antioxidant status, blood, inflammation, histological

parameters, rat



1. GIRIS

Artan c¢evre Kkirliligi ve gida giivenliginde yasanan sorunlardan dolay:
insan yasami ve sagligi giin gectikge daha fazla tehdide maruz kalmaktadir. Bilim
insanlari, bu gibi faktérlerden kaynaklanabilecek olumsuzluklarin giderilmesinde
yeni teknikler arastirma ve gelistirme cabalarini siirdiirmektedir. Ozellikle agir
metaller cevre Kirliliginde 6nemli rol oynamaktadirlar. Kursun, ¢inko bakir,
kobalt, kadmiyum, krom, nikel, arsenik, civa ve gimiis gibi metallerin iyonlar
normalde canli sistemlerinde gerekli olmalarina karsin belirli bir dozun fstiine
ciktiklarinda son derece toksik olabilmektedirler (1). Metaller, ya islevsel ve
yapisal molekiilleri etkileyerek dogrudan, ya da serbest radikal olusumunu
artirarak dolayh yoldan etki ederler.

1.1. Bakar (Cu)

Bakir, periyodik cetvelde simgesi Cu olarak gosterilen, 1B gegis grubu
elementi olan, kirmizi ya da kahverengi goriinimli 6nemli bir metaldir.
Diinya'nin hemen hemen tim bolgelerinde bulunmasi nedeniyle genis olgiide
aretimi yapilabilmektedir. Elektrigi diger biitiin metaller i¢inde giimiisten sonra en
Iyi ileten metaldir (2).

Bakir; hiicrede bir¢ok enzimin fonksiyonunda rol oynayan énemli bir iz
elementtir. Ozellikle hiicrede enerjinin iiretildigi mitokondride etkili oldugu,
demirin homeostazisi, serbest radikallerin temizlenmesi, kollojen ve elastinin bag
olusturmas: gibi mekanizmalarda gorev alan enzimlerin katalizlenmesinde rol
oynamaktadir (3-5). Hiicre fizyolojisi yaninda sanayide de c¢esitli alanlarda
kullanilmaktadir. Ozellikle elektrik ve boya sanayinde, tesisat borularinin

dretiminde kullanildigi bilinmektedir. Ayrica veteriner hekimlik alaninda


https://tr.wikipedia.org/wiki/G%25C3%25BCm%25C3%25BC%25C5%259F

antelmentik olarak, tarimda ise fungisit olarak bakir silfat siklikla
kullanilmaktadir (5,6). Tarimsal alanda o6zellikle bag yetistiriciliginin yaygin
oldugu bolgelerde fungusit olarak kullanilan bakir (35- 40 kg Cu/ha/yil) toprakta
bakir birikimine yol acabilmektedir. Ozellikle Akdeniz Bolgesinde seracilik
yapilmakta ve seralarda bakir kaynakli giibreler ve fungisitler oldukc¢a fazla
kullanilmaktadir (7). Nitekim, Akdeniz Bolgesinde gergeklestirilen  bir
arastirmada (8), Antalya yoresinde ki sera topraklarinin % 8’inin bakir igeriginin
kritik toksisite sinirinin tizerinde oldugu ve yaprak orneklerinin bakir iceriginin
(yapraktan uygulanan bakir iceren kimyasallardan dolayi) ¢ok yiiksek oldugu
belirtilmistir. Yaprak da fazla olmasinin sebebi olarak da bakir uygulamalarinin
yapraga yapilmasindan kaynaklandigini bildirmislerdir.

Tim bu alanlarda yaygin olarak kullanilan bakirin hava, su, gida veya
bakir iceren bilesiklerin deri yoluyla temasi sonucunda viicuda alinmasi miimkiin
olmaktadir. Bakirin yiiksek oranda organizmaya alinmasi ciddi zehirlenmelere yol
agmaktadir. Ozellikle oral yolla alindiginda ciddi toksikasyonlara yol agtig
bildirilmektedir (6). Bakir toksisitesinde kanda bakir yiikselir ve hemolize neden
olur. ilk biriktigi yerin karaciger olmasindan dolayr karaciger ile ilgili
biyomarkirlar oncelikli olarak etkilenmektedir. Aspartat transaminaz (AST) ve
alanin amin transferaz (ALT) aktiviteleri karaciger fonksiyon testlerinde onemli
biyomarkirlardir. Yapilan bir ¢alismada (9), bakir verilen tim ratlarin plazma
ALT ve AST aktivitelerinin 6nemli oranda arttig1 belirlenmistir (sirasiyla p<0.001
ve p<0.001). Bakir alimimmin ALT ve AST aktivitelerindeki artisa neden olmasi

karaciger fonksiyonu tizerine olumsuz etkili oldugunu gostermektedir (10).



Dokularda birikebilmesinden dolay: belirli konsantrasyonlarda o6zellikle
karaciger ve bobrek olmak tizere birgok dokuda hasar olusturmaktadir (3,5).
Bakirin metabolize oldugu organ karaciger oldugu igin birincil hasar olusturdugu
organ karacigerdir. Hepatositlerin ¢ekirdek ve lizozomlarinda birikerek hasar
yapmaktadir. Bu yapilardaki hasari sonucu kana gecer ve kandaki filtrasyon yolu
ile bobrek tubulus epitelleri tarafindan emilir ve sitoplazmada birikerek bobrekte
de hasar olusturur (5).

1.2. Bakar ve Oksidatif Stres Olusumu

Bakir fazlaligi serbest oksijen radikallerinin dretimini tetikleyerek
mitokondride lipit peroksidasyonuna yol agmaktadir. Normalde hidrojen peroksit
(H202) kendi basina ¢ok zayif oksidan ozelligi gosterir. Hidrojen peroksit;
glutatyon peroksidaz, katalaz (CAT) ve belirli peroksidazlar tarafindan ortadan
kaldirilabilir. Fakat antioksidan savunma sistemi yeterli olmadiginda hidrojen
peroksit serbest bir radikal olmadig: halde, reaktif oksijen sistemi (ROS) igine
girer ve serbest radikaller icerisinde 6nemli bir rol oynar. Ciinkii demir (Fe) ve
bakir (Cu) gibi gecis metalleri varliginda stiperoksit ile reaksiyona girerek en
reaktif ve en zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali
olusturmak tizere kolaylikla yikilabilir. Stiperoksit radikallerinin asil zararlar: ise
hidrojen peroksit kaynagi ve gegis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi
olmalarindandir. Iki siiperoksit radikalinin bir araya gelmesi sonucu hidrojen

peroksit meydana gelir (11-13).

02+ 0.+ 2H+ — H202 + Oy



Stiperoksit radikali ve peroksil radikali birbirleriyle reaksiyona girince biri
okside olurken digeri indirgenir. Bu dismutasyon reaksiyonu sonucu da hidrojen
peroksit ve oksijen olusur.

HO2 + O2. + H + — H202+ O2
Fe*?veya Cu*

H>0, + O2” » OH + OH + O,

Diger taraftan gecis metallerinin otooksidasyonu sonucunda da siiperoksit
radikali olusabilmektedir.

Cu"+ 0, — Cu?+ 0

Bu reaksiyonlar geri dontisiimli redoks reaksiyonlar: olup serbest radikal
reaksiyonlarinin hizlanmasinda ¢ok biiyiik 6neme sahiptir (13).

Mitokondrinin membranini etkileyerek gegirgenligini bozar ve eriyebilir
bilesiklerin membrandan igeri girmesine sebep olmaktadir. Bunun sonucu olarak
mitokondri biyiir, osmotik basing artar ve sitokrom C’nin sitosole saliniminin
artmasina yol agmaktadir. Bu durum kaspaz-9 enziminin aktive olmasina sebep
olmaktadir (5,14-16). Kaspaz enzimleri (Cystein Aspartate Specific Proteases-
KASPAZ) sistein proteaz grubu enzimlerdir. Inaktif proteinlerdir, ancak cesitli
yollarla aktive edilirler. Hiicre olimleri sirasinda olusan bir¢ok degisimin
sorumlusu olarak bilinmektedir (17). Bakir toksisitesinin ratlarin karacigerinde
serbest radikallerin artmasina yol acarak timor nekroz faktor-alfa (TNF-o)’yi
indiikleyerek kaspaz enzimlerini aktive ettigi bildirilmistir (18). TNF bircok hiicre
tipi tarafindan salgilanir ve 185 aminoasitlik glikoprotein hormonlardir.
TNF’lerden biri olan TNF-a (kasektin, kaseksin) daha ¢ok makrofajlar tarafindan

retilmektedir. Makrofajlarda artmasi oksidanlarin, inflamasyon lipidlerinin ve



prostaglandin E2’nin dretimini uyarmaktadir (19). Ratlarda deneysel olarak bakir
zehirlenmesi olusturulup karaciger ve bobrek hiicrelerinde ki apoptozisin
arastirlldigr bir calismada (5) bakir siilfat soliisyonu l.deneme grubundaki
siganlara giinlik 75 mg/kg dozda ve 14 giin siireyle, 11.deneme grubundakilere ise
aym dozda 28 giin siireyle gastrik sonda ile uygulanmistir. Histopatolojik
incelemelerde karaciger hiicrelerinde dejenerasyon, portal mononiikleer hiicre
infiltrasyonlart ve nekroz oldugu belirlenmistir. Karacigerde hiicresel
dejenerasyonun birinci grupta daha siddetli oldugu, ikinci grupta ise nekrotik
hiicrelerin sayisinin daha fazla oldugu bildirilmistir. Her iki grupta da bobreklerde
dejenerasyon ve lenfosit infiltrasyonu oldugu belirlenmistir. Deneme gruplarinda
apoptozin tespit edilmesi amaciyla kaspaz 3,8 ve 9 aktivitelerine bakilmis, her iki
deneme grubunda ve her iki organda hiicrelerin hem apoptozis hem de nekroz ile
olebildigi ancak her iki organda birinci grupta apoptotik hiicrelerin, ikinci grupta
ise nekrotik hiicrelerin sayisinin daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Bakirin diger agir metallerde oldugu gibi oksidatif strese yol actigi
bildirilmektedir. Oksidatif stres ile apoptozis arasinda iliski mevcuttur (20,21).
Normal durumlarda mitokondride hiicresel solunum sirasinda az miktarda serbest
oksijen radikalleri dretilirken, hiicre organellerinde bakir biriktiginde 6zellikle
lizozomda serbest oksijen radikallerinin tiretiminin arttigi belirlenmistir (5). Bakir
toksisitesi ile ilgili ratlarda yapilan bir calismada (9) yiiksek oranda bakirin, beyin
dokusunda reaktif oksijen tiirlerini artirdigi, malondialdehit (MDA) diizeyini
yiikselttigi, siiper oksit dismutaz (SOD) diizeyini azalttigi ve rediikte glutatyonu

(GSH) tiikettigi bildirilmistir.



1.3. Krisin

Normal biyolojik sistem icerisinde reaktif oksijen tiirleri olusabilmektedir.
Lipidler, proteinler, DNA gibi molekiiller c¢esitli etkenlerle hasara
ugrayabilmektedir. Metabolizmada bu hasarlari 6nleyici endojen ve eksojen
kaynakli antioksidanlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Ancak antioksidanlar yetersiz
olursa oksidatif hasar meydana gelmektedir. Antioksidanlarin bir¢ogu yaygin
olarak kullandigimiz gidalarda bulunmaktadir. Bunlar; bazi vitaminler,
flavonoidler, polifenoller ve diger bilesikleri kapsamaktadir (22). Flavonoidlerin
antioksidan o6zelliklerinin yaminda bazi hastaliklari koruma etkilerinin oldugu
belirlenmis ve son vyillarda bu konuda yapilan calismalar artmistir. Sayilar
4000’in tizerinde oldugu tahmin edilmektedir (22,23).

Flavonoidler vitaminlere benzer 6zellik gosterirler. Vitamin E bilindigi
tizere antioksidan bir yapiya sahiptir. Ancak flavonoidler daha fazla hidrofilik
yapida olduklart i¢in membranin polar vyiiziine yakin sekilde lokalize
olmaktadirlar ve sulu peroksil radikallerini kolayca yakalayarak lipit peroksil
radikallerine vitamin E den daha hizli sekilde etki etmektedirler. Boylece
metabolizmaya flavonoid alimi vitamin E gibi antioksidanlarin harcanmasini da
engellemis olacaktir (24). Flanavoidlerin antioksidan ozelliklerden baska bazi
enzimleri inhibe edebilme ozellikleri de bulunmaktadir. Yine flanavoidlerin
antitimar, antiviral, antiinflamatuvar, antitrombotik, vazodilatasyon ve antiallerjik
etki mekanizmalari1 bulunmaktadir (22,25).

Krisin, giiglii bir antioksidan 6zellige sahip flavonoiddir. Son zamanlarda
fito kimyasallarin serbest radikalleri temizleme ve oksidatif stresi inhibe etme

giicleri bilim adamlarinin ilgisini ¢ekmistir. Cin ve Dogu Asya Ulkelerinde



bitkisel tedavide yaygin olarak kullanilan krisin; bal, ¢icek ve propolisde bulunan
bir flavanoiddir (26). Krisin flavonoidlerin alt gruplarindan olan bir flavon

yapisindadir.

Krisin (27).

Flavanoidler, iz elementlerle veya radikallerle selat yaparak antioksidan
ozellik gostermektedirler (28-30). Ayrica doymamis yag asitlerini hiicre
membraninda oksidantlara karsi askorbat gibi koruduklar: bildirilmistir (31).
Krisinin antioksidan, antikanser, antiinflamatuar etkileriyle pek c¢ok biyolojik
aktivite ve farmakolojik etki gosterdigi bildirilmektedir (26,32). Krisinin
reprodiiktif sistem tizerine de etkili oldugu bildirilmistir. Testesteronu 6strojene
dontistiren aromataz enzimini inhibe ederek testesteron oranin artirdig
belirlenmistir. Ayrica krisinin oksidatif stres ve apoptotik doku hasarinin etkisini
distriici etkiye sahip oldugu belirlenmistir (33).

1.4. Fluniksin Meglumin

Fluniksin meglumin (FM; 3 pridin karboksilik asit) non-steroidal
antiinflamatuvar ilaglar (NSAi) grubunda yer alan analjezik anttiinflamatuvar,
antipiretik ve antiprostoglandin etkilere sahip ilagtir. NSAi ilaglar icerisinde en
gucli etkiye sahiptir. FM arasidonik asitten prostoglandinlerin sentezlenmesinde

rol oynayan siklooksijenaz enzimini irreversibl olarak inhibe ederek etkisini



gostermektedir. Prostoglandinler cesitli fizyolojik ve patolojik olaylarin (agr,
yangi, romatoid artrit, ¢esitli muskoskeletal bozukluklar gibi) olusumunda rol
oynayan, tiim viicut hiicrelerinde sentezlenebilen bir otokoiddir (34). FM veteriner
hekimlikte endotokseminin tedavisinde siklikla kullanilmaktadir (35-37). FM gibi
bazi anti-inflamatuar ilaglarin antitoksemi mekanizmas: siklooksijenaz (COX)
inhibisyonundan bagimsiz etkileri de mevcuttur (38). Son vyillardaki bazi
arastirmalar NSAID’larin serbest radikallerle savasma kapasitesinin oldugunu ve
viicutta giiglii antioksidanlar olarak etki ettigini ileri siirmektedir (39). NSAID’ler
lokal ve merkezi olarak agri kesici ozellikleriyle opioidlerle sinerjik etkilesime
sahiptirler. Agr1 kesici, ates digiiriici ve yang: giderici olarak veteriner
hekimlikte; atlarda; osteoartrit, laminit kolit, endotoksemi, pnomoni, sigirda
mastit tedavisinde ve laboratuvar hayvanlarinda (kobay, rat, fare, hamster, gerbil)
operasyon sonrasinda kullanilmaktadir. Aspirin gibi NSAi ilaglarin sinovyal
sivinin viskozitesini azalttigi ve eklem dejenerasyonunda rol oynayan serbest
radikallerin (oksijen, hidroksil OH" ve hidrojen peroksit H202) olusumunu da
azalttig: belirtilmektedir (34).

FM™nin meydana getirdigi en 6nemli yan etkiler arasinda; nefrotoksitite,
platelet agregasyonunu o6nlenmesi ile gastrointestinal kanamalar oldugu
bildirilmistir. FM kullanimiyla maymun ve ratlarda aneminin sekillendigi ve yine
ratlarda uygulanan FM nin gastrointestinal sistemde belirgin patolojik degisimlere
neden olduguna ait ¢alisma bulgular: da kaydedilmistir. FM kullaniminda, her ne
kadar ilacin fare, rat ve tavsanlarda sorunsuz bir sekilde kullanilabilecegi
vurgulanmis olsa da, c¢ahismada alyuvar sayilarinda azalma ile akyuvar

sayilarindaki artis dikkat cekici nitelik tasimaktadir. Bu kapsamda FMnin
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kullaniminin sonrasinda kan parametrelerindeki degisimlerin kontrol altinda
tutulmasi gerektigi sonucuna varilmistir (40).

1.5. Serbest Radikaller

Besinlerin oksijen kullanilarak enerjiye dontisimi sirasinda meydana
gelen atom, molekiil veya bir veya daha fazla eslesmemis elektronlara serbest
radikaller denir. Hicrelerin hayati fonksiyonlar1 igin oksijen molekiilleri
vazgecilmez olmakla birlikte, metabolizma sirasinda serbest radikal kaynagi
olarak bilinen ve son derece reaktif, stabil olmayan, reaktif oksijen tiirlerine
(metabolitleri) dontstir. Reaktif oksijen metabolitleri, karbonhidrat, lipit, protein
molekiillerine ve DNA gibi hiicre bilesenlerine zarar verir (41-43).

Serbest radikal zincir reaksiyonlar1 genellikle, molekiillerden hidrojenin
uzaklastirilmasiyla baslamaktadir. Serbest radikaller, pozitif yiikli, negatif yiikli
ya da nétral olabilirler. Ug farkli mekanizma ile hiicreye zarar verebilirler. Birinci
mekanizma membran stabilizasyonunu ortadan kaldirip hiicre ve doku
bozulmalarina yol agarak, ikinci mekanizma disilfit bagi olusturarak ve son
olarak hidroksil radikali, peroksinitrit ve nitrojen oksit gibi reaktif nitrojen tiirleri
ile DNA hasarina yol agarak hiicreye zarar verebilmektedirler (44). Her ne kadar
serbest radikal reaksiyonlari, bagisiklik sistemi hiicrelerinden nétrofil, makrofaj
gibi hiicrelerin savunma mekanizmasi igin gerekliyse de, fazla tretilmesi doku
hasar1 ve hiicre 6liimiine neden olmaktadir (45).

1.6. Antioksidan Savunma Sistemleri

ROS’larin olusumunu ve meydana getirdigi hasart onlemek igin viicutta
bircok savunma mekanizmalar1 gelismistir. Bunlar “antioksidan savunma

sistemleri” veya kisaca “antioksidanlar” olarak bilinirler.

11



Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek veya
ROS’lar toplayarak lipit peroksidasyonunu inhibe ederler. Antioksidanlar,
endojen kaynakli (dogal) ve eksojen kaynakl: antioksidanlar olmak tizere baslica
iki ana gruba ayrilabildigi gibi serbest radikalin meydana gelisini onleyenler ve
mevcut olanlar etkisiz hale getirenler seklinde veya enzim ve enzim olmayanlar
(vitamin C, vitamin E ve rediikte glutatyon (GSH)) seklinde de siniflandirilirlar.
Antioksidanlar hticrelerin hem sivi hem de membran kisminda bulunabilirler
(46,47).

1.6.1. Malondialdehid (MDA)

Membranda bulunan (fosfolipit, glikolipit, gliserit ve sterol yapisinda yer
alan) c¢oklu doymamis yag asitlerinin, serbest oksijen radikalleri ile peroksit,
alkol, aldehit, hidroksi yag asidi, etan ve pentan gibi farkl: tiriinlere yikilmasi
reaksiyonuna lipit peroksidasyon denir. Lipit hidroperoksitlerinin yikimi ile
olusan ve biyolojik aktivitesi olan aldehitler hiicre diizeyinde metabolize olurlar
ya da baslangigtaki etki alanlarindan diffuze olup hiicrenin diger kisimlarina
hasar1 yayarlar (48,49). Lipid peroksidasyonun en énemli iriinic MDA’dir. MDA
ic ya da daha fazla ¢ift bag iceren doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu ile
meydana gelir. Hiicre membranlarindan iyon alis-verigine etki ederek
membrandaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasina ve iyon gegirgenliginin ve enzim
aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuglara neden olur. Bu nedenle MDA,
DNA’nin nitrojen bazlar1 ile reaksiyona girebilir ve hiicre kiiltirleri igin

genotoksik ve karsinojenik etki sergiler (50-53).
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1.6.2. Katalaz (CAT)

Katalaz; H20.’i oksijen ve suya parcalayan 4 tane hem grubu bulunan bir
hemoproteindir. Peroksidaz aktivitesine sahip olusuna ek olarak bu enzim bir
molekiil H202’i elektron verici bir substrat olarak, digerini de oksidan veya
elektron alicis1 olarak kullanabilir (54).

CAT

2H,0, —> 2H,0+ 0O,

Dokulardaki CAT aktivitesi ¢ok biiyiikk degisiklikler gostermektedir.
Karaciger, bobrek ve eritrositlerde en yiiksek aktiviteye, beyin, kalp, akciger ve
bag dokusunda ise daha diisiik aktiviteye sahiptir (55). Dokularda baslica
mitokondri ve peroksizomlarda olmak iizere partikiillere baglh sekilde bulunurken,
eritrositlerde ¢o6ziinebilir durumda bulunmaktadir. Asetaldehit, etanol gibi
hidrojen veren substratlarin oksidasyonunda da rol almaktadir (peroksidatif etki).
CAT’m indirgeyici aktivitesi biiyilk molekilli lipit hidroperoksitlerine etki
etmezken, H2O2 ve metil, etil hidroperoksitleri gibi kii¢iik molekiillere karsi
etkilidir. Bir¢ok hastalikta, 6rnegin kanser, Down sendromu ve anemide serum
CAT aktivitesinin degistigi bildirilmistir (56,57).

1.6.3. Super Oksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz (SOD) siiperoksit serbest radikalinin (O2:") hidrojen
peroksit ve molekiiler oksijene doniisimiinii Katalizleyen antioksidan enzimdir
(58). Tim aerobik hiicreler SOD igerir. Hem sitozol, hem de mitokondrilerde
bulunan bu enzim siiperoksit radikallerini etkisizlestirerek, hiicreleri siiperoksit

radikalinin zararli etkilerinden korur. Dokularda oksijen basincinin (pO2)
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yiikselmesi ile SOD aktivitesi artar. Enzim fagosite edilmis bakterilerin
intraseliiler olarak oldiiriilmesinde rol oynar ve graniilosit fonksiyonu igin
onemlidir. icerigindeki metal iyonuna gére sitozolik dimerik Cu, Zn-SOD ve
mitokondriyal tetramerik Mn-SOD olarak adlandirilir (59).

1.6.4. Rediikte Glutatyon (GSH)

Indirgenmis glutatyon (GSH) icerdigi tiyol grubu araciligi ile hiicre i¢inde
redoks potansiyeli yiiksek bir ortam saglayarak, hiicreyi oksidatif hasarlara karsi
korur. Glutatyon peroksidaz (GPx) enziminin kofaktorliigiini yaparak, H202’i

metabolize eder (60).
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. GEREC

2.1.1. Hayvan Materyali

Calismada Firat  Universitesi Deneysel  Arastirmalar ~ Merkezi
(FUDAM)’nden temin edilen 6-8 haftalik 200-250 gram agirhiginda 36 adet erkek
Sprague-Dawley 1rki ratlar kullanildi. Deneysel uygulamalar boyunca laboratuvar
hayvanlar1 bakim ve kullanim sartlarina (24+3°C) uygun olarak 6zel kafeslerde
bakilmistir. Beslenmelerinde standart rat pelet yemi kullanildi ve su ad libitum
saglandi. Ratlar her grupta 6 hayvan olacak sekilde 6 gruba ayrild1 ve uygulama
21 giin siirdii. Ratlar yem tiiketimi tespiti i¢in ayr1 ayr1 kafeslerde barindirildi.
Deney hayvanlarinin se¢imi ve yapilan uygulamalar igin Firat Universitesi
Hayvan Deneyleri Etik Kurulu Baskanligi’ndan etik kurul onayr alinmistir
(08.01.2014 / 15).

2.1.2. Yem

Denemede kullanilan standart rat pelet yemi FUDAM’dan temin
edilmistir. Yem ve su hayvanlara ad libitum olarak verilmistir. Kullanilan yemin
besin madde bilesimi Tablo 1’de sunulmustur.

Tablo 1: Kullanilan yemin besin madde bilesimi

Besin madde icerigi % orant Besin madde icerigi % orani
Kuru madde? 92.5 Ham yag! 3
Ham kiil* 7.4 Ca? 1
Ham protein® 235 P2 0.9
Ham seliiloz! 6 Metabolik enerji (kcal, kg)? 2650

: Analiz yoluyla belirlenmistir.

2: Hesap yoluyla belirlenmistir.

Bakar Siilfat: Ticari bir firmadan temin edilmistir (SIGMA)

Krisin: Ticari bir firmadan temin edilmistir (ALDRICH, P. Code: 101425030)
Fluniksin Meglumin: Ticari bir firmadan temin edilmistir (50 mg/mL)
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2.2. YONTEM

2.2.1. Deneme Diizeni

Arastirma, her birinde 6’sar adet rat bulunan kontrol ve 5 deneme
grubundan olusturuldu. Ratlarin ferdi olarak canli agirliklar1 belirlendi ve
homojen agirlik dagilimi saglanarak bireysel olarak standart rat kafeslerinde
barindirildi. Her biri 6 tekerriirden olusan 6 gruba ayrildi. Her grupta 6, her tekrar
grubunda ise 1 rat yer ald1.

Arastirma gruplar1 agagidaki gibi olusturuldu:
1.Grup: Kontrol grubu (Kontrol); Bakir Siilfat, Krisin ve Fluniksin uygulamasi
yapilmayan grup.
2.Grup: Bakwr grubu (Cu); 500 mg/kg CA dozunda Bakir siilfat gavajla
uygulanan,
3.Grup: Fluniksin grubu (FM); 2.2 mg/kg CA dozunda fluniksin meglumin ip
olarak verilen,
4.Grup: Krisin grubu (Kr); 50 mg/kg CA dozunda Krisin gavajla uygulanan,
5.Grup: Bakir + Fluniksin grubu (Cu+FM); 500 mg/kg CA dozunda Bakir siilfat
(gavajla) + 2.2 mg/kg CA fluniksin meglumin ip olarak verilen,
6.Grup: Bakir + Krisin grubu (Cu+Kr); 500 mg/kg CA dozunda Bakir siilfat
(gavajla) + 50 mg/kg CA dozunda Krisin gavajla verilen grup.

Arastirmada kullanilan bakir siilfat (61,62), fluniksin meglumin (63) ve
krisin (33) dozlar1 6nceki ¢alismalar baz alinarak yapilmistir. Arastirma siiresince
her glin guruplara ait uygulamalar yapilmis ve son uygulamadan 24 saat sonra

hayvanlar dekapite edilmistir.
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2.2.2. Isiklandirma

Denemede tiim gruplara arastirma siiresince her giin laboratuar
hayvanlarinin bakim ve kullanim sartlarina uygun olarak 12 saat aydinlik, daha
sonrasinda 12 saat karanlik olacak sekilde 1siklandirma programi uygulandi.

2.2.3. Gruplarin Yem Tiiketiminin (YT) Belirlenmesi

Gruplarin yem tiiketimleri tartilarak verilmis ve her grubun ortalama YT
7., 14. ve 21. giinlerde verilen yemlerden artan yemler ¢ikarilarak hesaplandi.

2.2.4. Canh Agirhk ve Canh Agirhik Degisimlerinin Belirlenmesi

Denemenin baglangicinda ratlarin, ferdi olarak canli agirliklar1 belirlendi
ve ortalama canli agirliklar1 esit olacak sekilde gruplara ayrildi. Denemenin 7., 14.
ve 21. giinlerinde ratlarin yine ferdi olarak canli agirlik tartimlar1 yapilarak canli
agirliklar belirlenip, yine ayni giinlerdeki canli agirlik degisimleri tespit edildi.

2.2.5. Oliim Oraminin Belirlenmesi

Tiim gruplar her giin uygulamalar esnasinda kontrol edilmis ve gruplarda
herhangi bir 6liime rastlanmamustir.

2.2.6. Analitik islemler

2.2.6.1. Yem Orneklerinin Analizleri

Yem oOrneklerinin kuru madde, ham kiil, ham protein (Kjeldahl metodu),
ham yag (eter ekstraksiyon) analizleri AOAC (64)’a gore, ham seliiloz diizeyi ise
Crampton and Maynard (65)’a gore belirlendi.

2.2.6.2. Kan ve Doku Analizleri

Deneme sonunda ratlar dekapite edilerek kan ornekleri alindi ve
biyokimyasal analizler yapilmasi i¢in uygun sekilde saklandi. Ayrica laparotomi

yapilarak karaciger ve bobrek dokular1 (antioksidan sistem iizerine etkileri
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belirlemek ve histopatolojik degerlendirmeler igin) ayrildi. Serumda yangi
parametrelerinden TNF-a diizeyi, karaciger dokusunda Kaspas 3 aktivitesi ve
histopatolojik parametreler incelendi.

2.2.6.2.1. Kan Analizleri

Tiplere alinan kan orneklerinin serumlar1 ¢ikarildi. Serumda kortizol,
glikoz, albiimin, kreatinin, globulin, total protein, iire, ALT, AST, total kolesterol,
trigliserit, HDL, VLDL ve LDL analizleri hizmet alimi seklinde, Firat
Universitesi Hastanesi Merkezi Laboratuvari’nda yaptirildi.

2.2.6.2.2. Doku Analizleri

Laparotomi yapilarak alinan karaciger ve bobrek dokular1 analizler

yapilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.

2.2.6.2.2.1. Lipit Peroksidasyon (MDA) Duzeyinin Tayini

Doku MDA diizeyleri spektrofotometrik olarak Ohkawa et al. (66)
tarafindan Onerilen metoda gore yapildi. Aerobik sartlar altinda ve pH 3.5’te doku
homojenatinin ~ kaynar su  banyosunda inkiibasyonu  sonucu lipit
peroksidasyonunun sekonder iiriinii olan MDA nin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile
olusturdugu pembe renkli kompleks 532 nm’de spektrofotometrik olarak dl¢iildii.

2.2.6.2.2.2. Katalaz (CAT) Aktivitesi Tayini

CAT aktivitesi spektrofotometrik yonteme gore belirlenmistir (55).
H202’in CAT tarafindan yikim hizi 240 nm dalga boyunda 15181 absorbe
etmesinden yararlanilarak spektrofotometrik olarak dlgiilmiistiir. 240 nm’de kore
kars1 ayarlandiktan sonra 30 saniye i¢indeki absorbans farki Olclilmek suretiyle

CAT aktivitesi hesaplanmistir.
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2.2.6.2.2.3. Rediikte Glutatyon (GSH) Tayini

GSH aktivitesi Ellman (67) metodu ile tayin edilmistir. 5,5’-ditiyo-bis (2-
nitrobenzoikasit) (DTNB), siilfidril bilesikleri tarafindan rediikte edilmis bir
disiilfid bilesigidir. Ornek ile DTNB’nin olusturdugu sar1 renkli kompleksin renk
siddeti ortamdaki GSH konsantrasyonu ile dogru orantilidir, 412 nm’de
spektrofotometrik olarak degerlendirilmistir.

2.2.6.2.2.4. Doku SOD Tayini

SOD enzim degerleri Sun et al. (68)’nin modifiye ettigi metotla belirlendi.
Bu metodun prensibi nitroblue tetrazolium (NBT)’un siiperoksit {ireticisi olan
ksantin-ksantinoksidaz sistemi tarafindan indirgenmesi esasina dayanarak 560
nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢iildii.

2.2.6.2.2.5. TNF-a Analizi

Plazma TNF-a diizeyleri ticari bir firmadan saglanan ELISA (Enzyme-
linked immunosorbent assay) kitleri kullanilarak ol¢iilmiistiir (Catalog No: E-EL-
R0019). Olgiimler Inonii Universitesi Eczacilik Fakiiltesi laboratuvarinda
yapilmistir.

2.2.6.2.2.6. Histopatolojik Degerlendirmeler

Histopatolojik degerlendirmeler i¢in, her hayvana ait karaciger ve bobrek
dokular1 alinarak tamponlu formaldehit doku tespit soliisyonuna birakildi. Bu
soliisyonda dokular 24-30 saat siireyle tespit edildikten sonra 12-24 saat kadar
akarsuda yikamaya birakildi. Daha sonra % 70, 80, 96-1, 96-11, 100-1 ve 100-11’lik
alkol serilerinden gegirilen dokular ksilol-1, ksilol-11 ve ksilol-I11 serilerinden de
gecirilerek 45°Clik etiivde ksilol-parafin karisiminda 1 gece birakildi. Bunu

takiben ti¢ ayr1 parafin serisinde birer saat siireyle bekletilerek parafin bloklar
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hazirlandi. Hazirlanan parafin bloklardan kizakli mikrotomda 5 pm kalinliginda
poli-L-lizin kapli ve 1/4’li tiraglanmis lamlara seri kesitler alindi. Bu kesitlere 24
saat ya da daha uzun siireyle oda 1sisinda kurutma yapildi. Kesitler, rutin
histolojik incelemeler i¢in hematoksilen-eozin (H&E) boyama yontemine goére
boyanarak 151k mikroskobunda incelendi.

Karaciger ve bobrek dokularinda apoptozise ugrayan hiicreleri belirlemek
icin immunohistokimyasal analiz yontemi olan kaspaz metodu kullanildi. Boyama
islemine baslamadan 6nce, kesitler 37°Clik etiivde 1 gece, 60°Clik etiivde ise 15-
20 dakika bekletildi. Daha sonra 2 kez, 15’er dakika ksilol soliisyonlarinda
deparafinizasyon uygulandi. % 100, 96, 80 ve 70°lik alkol serilerinde 5’er dakika
rehidratasyon islemi yapildi. Kesitler once distile suda galkalandi ve arkasindan
antijen retrieval prosediiriinii uygulamak iizere sitrat buffer sollisyonuna (pH 7.6)
alindi. Mikrodalgada 20 dakika kaynatildiktan sonra ¢ikarilan kesitler oda
sicakliginda yaklagik 20 dakika sogutuldu. Sonrasinda 3 kez, S5’er dakika
phosphate-buffered saline (PBS) soliisyonunda yikandi. Kesitler kurulanarak
dokularin etrafi immun kalemle ¢izildikten sonra endojen peroksidaz aktivitesini
engellemek i¢in % 3’likk H202’de (200 ml methanole 6 ml H.PO> eklenerek) 5
dakika bekletilerek akabinde 3 kez, 5’er dakika PBS soliisyonunda yikandi.
Ardindan kesitler Ultra V blok ile 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten
sonra direkt primer antikor uygulamasina gecildi. Kesitler, primer antikor olarak
rabbit poliklonal antibody aktif kaspaz-3 (Thermo Scientific, CPP32, Ab-4, UK)
ile 37°Clik etiivde 1 saat siireyle nemli ve karanlik ortamda (humidified chamber)
inkiibe edildi. Primer antikor inkiibasyonundan sonra PBS soliisyonunda 3 kez,

5’er dakika yikanan kesitlere akabinde biotinylated goat anti-polivalent ile 30
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dakika oda sicakliginda sekonder antikor inkiibasyonu yapildi. Ardindan PBS
soliisyonunda 3 kez, 5’er dakika yikanan kesitler streptavidin peroksidaz ile 30
dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. PBS soliisyonunda 3 kez, 5’er dakika
yikanan kesitler kurulanarak 3,3’-diaminobenzidin tetrahidroklorid (DAB)
kromojen ve substrat (Thermo Scientific, UltraVision Detection System Anti-
Polyvalent, HRP/DAB, UK) ile 5-15 dakika muamele edildi. Sonrasinda kesitler 5
dakika distile suda yikandi ve zemin boyamasi igin zit boya olarak Mayer’s
hematoksilende 30 saniye boyama yapildi. Son olarak akarsuda 5 dakika yikanan
kesitler alkol ve ksilol serilerinden geg¢irilerek aqueous mounting medium ile
kapatildi.

Immunohistokimyasal olarak karaciger ve bobrek dokularindaki aktif
kaspaz-3 aktiviteleri binokiiler baglikli fotomikroskop Ozelligine sahip 151k
mikroskobunda (Olympus BX- 51, Olympus Optical Co., Ltd., Tokyo, JAPAN)
incelendi ve fotograflari ¢ekildi. Doku kesitlerindeki kaspaz-3 pozitif hiicreler
kahverengi boyanma gosterdi ve boyanma yogunluguna bakilarak (-; boyanma
yok, +; zayif, ++; orta derecede , +++; siddetli) degerlendirildi.

2.2.6.3. Istatistik Analizler:

Istatistiksel analiz igin SPSS 21 paket programindan yararlanildi (69).
Degerlendirmede verilere One-way Anova testi uygulandi, gruplar arasindaki
onemliligin belirlenmesinde ise Duncan c¢oklu karsilagtirma testi uygulandi.
Sonuglarin istatistiksel olarak degerlendirmesinde onemlilik, p<0.05 esasina gore

ele alind1.
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3. BULGULAR

3.1. Gruplarmm Yem Tiiketimi Degerleri

Aragtirma gruplarinin canli agirlik, canli agirlik degisimi ve yem tiiketimi
sonuglar1 Tablo 2’de sunulmustur. Elde edilen veriler incelendiginde canli agirlik
degerleri bakimindan yapilan 6lgiimlerin tamaminda gruplar arasinda 6nemli bir
fark olusmadigi, ¢calisma boyunca Cu grubundaki ratlarin canli agirlik degisimi
miktar1 diger gruplardan rakamsal olarak diisiik oldugu ve bu durumun 15-21. ve
1-21. giiniinlerde istatistiksel olarak 6nem kazandig tespit edildi (p<0.01).

Arastirmanin YT degerleri incelendiginde, denemenin her doneminde Cu
grubunun YT nin diger gruplarin YT’nden istatistiksel olarak diistiigii gortildi. En
yiiksek YT’nin 15-21. giinlerde Kontrol grubunda (22.92 g) ve en diisiik YT nin
ise 15-21. giinlerde Cu grubunda (16.83 g) oldugu belirlendi (p<0.01).

3.2. Gruplarmin Canh Agirhk Ortalamalar:

Aragtirma gruplarinin canli agirlik ortalamalart Tablo 2°de sunulmustur.
Cu verilen gruplarin canl agirliklarinda diger gruplardan daha diisiik bir artis
gozlenirken, Kontrol, Fluniksin ve Krisin gruplarinin Cu’li gruplara gére canh
agirligi rakamsal olarak iyilestirdigi belirlendi.

3.3. Gruplarimmin Canh Agirhk Degisimleri

Calismanin toplaminda ve 15-21. giinlerinde Cu verilen grubun canl
agirlik degisimi diger gruplardan 6nemli derecede diisiik oldugu tespit edildi
(p<0.01). Arastirmanin genelinde (1-21. giin) Kontrol ile Krisin gruplarmin canl
agirhik degisimleri benzerlik gosterdigi belirlendi (p<0.01). Arastirma gruplarinin

dénemlere gore canli agirlik degisimleri Tablo 2°de sunulmustur.
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Tablo 2: Deneme gruplarinin performans parametreleri tizerine etkileri

Kontrol Cu FM Krisin Cu+FM Cu+Krisin P
Baslangig | 251+13.4 249.5+16.8 249+14.3 249.5+17 248.8+14.9 250.5+8.3 | OD
7. giin 275.4+14 265.3+15.7 | 271.3£17.6 | 272.7+15.5 | 266.7+14.3 269.4+83 | OD
Canli Agirlik (g/hyv) B
14. giin 201.5€12.7 | 274.9+17.6 | 286.6+16.4 | 288.5+14.5 | 277.5+13.7 280.8+43 | OD
21. giin 312.8+13.9 | 285.4+17.9 | 306.7+16.4 309+13.8 302.7+15.2 300.4+45 | OD
1-7 4.07+0.35 2.64+0.5 3.72+0.59 3.86+0.36 2.98+0.69 3.15+0.42 | OD
3 ... . |814 2.29+0.37 1.37+0.32 2.18+0.24 2.26+0.42 1.54+0.55 1.62+0.58 | OD
Canli Agirlik Degisimi
(9/hyv/giin) 15-21 3.04+0.322 1.5+0.12° 2.89+£0.17% | 2.93+0.25% | 2.73+£0.14% | 2.80+0.09% | **
1-21 3.09+0.072 1.79+0.21° | 2.89+0.16® | 2.97+0.26% | 2.26+0.33% | 2.49+0.19%0 | **
1-7 22.7441.46 | 19.93£1.08 | 22.56+0.85 | 22.68+0.67 | 20.40+1.83 | 21.78+1.06 | OD
o 8-14 23.33£0.29% | 17.41x1.15% | 22.56+0.53% | 22.92+0.67% | 19.2+0.63° | 19.80+0.79° | **
Yem Tiiketimi
(9/hyv/giin) 15-21 22.92+0.84% | 16.83+1.37° | 22.38+1.06% | 22.44+1.05% | 18.66+0.557¢ | 18.54+2.17%¢ | **
1-21 22.994+0.64% | 18.06+0.90° | 22.50+0.48% | 22.68+0.69% | 19.42+0,71° | 20.04+1.04% | **

OD: Istatistiki olarak 6nemli degil. **: p<0.01; ®: Aym satirda farkli harfler tasiyan degerler birbirinden farkli bulunmustur.
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3.4. Gruplarin Baz1 Biyokimyasal Parametre Degerleri

Arastirma gruplarinin bazi biyokimyasal parametreleri Tablo 3’de
verilmistir. HDL, LDL, VLDL, total kolesterol, trigliserit, total protein, albiimin,
kreatinin, globulin ve BUN degerlerinin istatistiksel olarak etkilenmedigi
belirlendi (p<0.05). Glikoz ve kortizol degerleri diger gruplardan 6nemli derecede
yiiksek olarak Cu grubunda 6lgiildii (p<0.05). Yine Cu grubunda AST diizeyi

biitiin gruplardan anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0.05).
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Tablo 3: Deneme gruplarinin kan parametreleri tizerine fluniksin ve krisin’in etkileri

Kontrol Cu FM Krisin Cu+FM Cu+KTrisin P
Glikoz (mg/dL) 90.75+3.96° 103.66+4.03% | 94.20£1.32° | 93.80+£1.68° | 90.60£1.60° | 92.80+1.65° | *
Kortizol (ug/dL) 0.47+0.03¢ 0.75+0.04? 0.48+0.06° 0.47+0.02° 0.64+0.01° 0.62+0.02° | **
HDL (mg/dL) 16.37+0.49 15.98+.029 16.71£0.60 | 16.46=0.41 15.78£0.69 | 16.02+0.64 | OD
LDL (mg/dL) 10.00+0.40 11.02+0.21 10.20+0.58 10.51+0.20 10.24£0.30 | 10.84+0.49 | OD
VLDL (mg/dL) 8.65+0.38 9.96+0.98 8.68+0.13 8.40+0.38 9.08+0.63 9.3240.24 | OD
Total Kolesterol (mg/dL) 35.02+0.56 36.96+1.16 35.59+0.66 35.37+0.44 35.10+0.96 36.18+0.45 | OD
Trigliserit (mg/dL) 9.32+1.93 49.83+4.93 43.40+£0.68 | 42.00£1.89 | 45.40+3.18 | 46.60£1.20 | OD
AST (U/L) 209.75+25.26" | 266.33£13.02% | 216.00£12.08°| 211.40+4.77° | 238.60+11.26®| 225.60+8.56°| *
ALT (U/L) 71.50£1.84° 88.16+2.65% | 72.60+2.15° | 73.00+2.72°¢ | 80.00+3.57° | 78.60+£1.07°C | **
Total Protein (g/dL) 5.18+0.12 5.29+0.09 5.19+0.08 5.22+0.09 5.28+0.11 5.25+0.14 | OD
Albiimin (g/dL) 3.30+0.10 3.58+0.05 3.36+0.20 3.34+0.07 3.48+0.13 3.53+0.13 | OD
Kreatinin (mg/dL) 0.28+0.01 0.27+0.02 0.28+0.01 0.3120.01 0.24+0.06 0.27+0.02 | OD
Globulin (g/dL) 1.88+0.13 1.710.08 1.82+0.20 1.88+0.08 1.80+0.21 1.71£0.18 | OD
BUN (mg/dL) 55.25+0.94 59.50+1.23 55.80+1.93 | 55.90+1.14 | 57.00+1.14 | 56.10£1.70 | OD

OD: Istatistiki olarak onemli degil. *: p<0.05. **: p<0.01; 2: Aym satirda farkli harfler tasiyan degerler birbirinden farkli bulunmustur.
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3.5. Gruplarim Bobrek ve Karaciger Dokularindaki MDA Diizeyleri ile
GSH, SOD ve CAT Aktiviteleri

Arastirma gruplarinin karaciger (Tablo 4) ve bobrek (Tablo 5)
dokularindaki MDA diizeyi ile GSH, SOD ve CAT aktiviteleri asagida verimistir.
Veriler incelendiginde (Tablo 4 ve Tablo 5), her iki dokunun Cu grubundaki
MDA diizeylerinin diger gruplardan Onemli derecede yiiksek oldugu ve
Cu+KTrisin ile Cu+Fluniksin grubuplarinda krisin ve Fluniksin’in benzer sekilde
onemli derecede iyilestirici etki gosterdigi belirlendi (p<0.001).

Tablo 4: Deneme gruplarinin karaciger dokusundaki MDA (pug/ml homojenat)
diizeyleri ile GSH (nmol/mg protein) SOD (U/ml) ve CAT (k/g protein)

aktiviteleri

Kontrol Cu FM Krisin Cu+FM Cu+Krisin | P

MDA | 2.42+0.13¢ | 3.84+0.16% | 2.23£0.16° | 2.15+0.21¢ | 2.94+0.14° | 3.05+0.19° | ***
_)go GSH | 19.07£0.572 | 9.80+0.75° | 18.45+1.85% | 17.82+1.322 | 14.48+1.13° | 13.90+0.97° | ***
E SOD | 0.24+0.012 | 0.16£0.01°¢ | 0.27+0.02% | 0.26£0.022 | 0.19+£0.01%¢ | 0.20+£0.018 | ***
CAT | 0.77+0.02% | 0.18+0.019 | 0.73+0.02 % | 0.70+0.03® | 0.30+£0.01¢ | 0.27+0.01¢ | ***

abed: Ayny satirda farkli harfler tasiyan degerler birbirinden farkli bulunmustur. ***: P<0.001

Tablo 5: Deneme gruplarinin bobrek dokusundaki MDA (pg/ml homojenat)
diizeyleri ile GSH (nmol/mg protein). SOD (U/ml) ve CAT (k/g protein)

aktiviteleri
Kontrol Cu FM Krisin Cu+FM Cu+KTrisin P
MDA | 6.06+0.31¢ | 11.23+0.272 | 6.71+0.44¢ 6.69+0.44¢ 8.51+£0.20° | 8.64+0.26P | ***
GSH | 25.4842.392 | 14.84+0.86° | 22.13£1.59% | 22.36£1.79% | 17.62+1.48 | 15.39+1.91¢ | **
£
:;8 SOD | 0.27+£0.03% | 0.10+0.01¢ 0.25+0.012 0.23+0.012 0.17+0.02° | 0.16+0.020 | ***
CAT | 0.68+£0.01% | 0.14+0.01¢ 0.62+0.012 0.65+0.032 0.30+0.01° | 0.25+0.01P | ***

e Ayn satirda farkli harfler tasiyan degerler birbirinden farkli bulunmustur. **: P<0.01, ***:

P<0.001
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Karaciger GSH ve bobrek SOD ve CAT aktiviteleri kontrol, Fluniksin ve
krisin guruplarinda birbirine benzer olarak en yiiksek, Cu+Flu ve Cu+Krisin
guruplarinda ise yine birbirine benzer olarak Cu gurubundan onemli derecede
daha yiiksek oldugu goriildii (p<0.001). Karaciger SOD aktivitesi Cu+Krisin
grubunda Cu+Flu grubundan (p<0.001), bobrek GSH aktivitesinde ise Cu+Flu
grubunda Cu+Krisin grubundan (p<0.01) 6nemli derecede daha iyi iyilestirici etki
gosterdigi tespit edildi. Karaciger CAT Aktivitesinde yine Cu+Flu ve Cu+Krisin
gruplarinda benzer sekilde iylestirici etki goriildii (p<0.001).

3.6. Gruplarim Plazma TNF-a Diizeyleri

Gruplarin plazma TNF-o diizeyleri incelendiginde (Tablo 6), TNF-a
diizeyinin Kontrol, Fluniksin ve Krisin gruplarinda benzer sekilde en diisiik, Cu
grubundaki ise diger gruplardan 6nemli derecede yiiksek oldugu ve Cu+Krisin ile
Cu+Fluniksin grubuplarinda krisin ve fluniksin’in benzer sekilde 6nemli derecede
iyilestirici etki gosterdigi belirlendi (p<0.001).

Tablo 6: Deneme gruplarinin plazma TNF-a (pg/ml) diizeyleri

Kontrol Cu FM Krisin Cu+FM Cu+KTrisin P

TNF-0, | 106.22+2.65° | 164.324+5.26% | 114.43+3.32° | 114.44+3.08° | 129.62+3.38° | 131.25+2.490 | ***

ac: Ayni satirda farkli harfler tastyan degerler birbirinden farkli bulunmustur. ***: P<0.001

3.7. Gruplarm Isik Mikroskobik Bulgulari

3.7.1. Kontrol Grubu

Karaciger ve bobrek dokularinin yapilan 1sik mikroskobik incelemelerinde
normal bir morfolojiye sahip olduklar: goriildii (Sekil 1, 2). Kaspaz metodu ile
boyanan karaciger ve bobrek kesitleri incelendiginde ise herhangi bir pozitif

boyanmaya rastlanmad: (Sekil 3, 4).
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Sekil 1: Kontrol grubu normal Sekil 2: Kontrol grubu normal
karaciger goriiniimii, H&E. bobrek goriiniimii, H&E.

Sekil  3: Kotrlr normal Sekil 4: Kontrol grubu normal
karaciger goriiniimii, Kaspaz. bobrek goriiniimii, Kaspaz.

3.7.2. Bakir Grubu

Karacigerde mikroskobik olarak ilk dikkat ¢ekici bulgu siddetli
sentrilobuler hepatoselliiler dejenerasyon ve nekroz idi (Sekil 5). Karyolitik
cekirdekli fokal nekroz alanlarinin yan: sira bazi hepatositlerde karyomegali goze
carpti (Sekil 6). Cift gekirdekli hepatosit formasyonlar: ile mitotik aktivitenin
varhg: belirlenirken Kupffer hiicrelerinde de proliferasyon dikkati ¢ekti (Sekil 7,

8).
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Sinuzoidlerde vazokonjesyon ve dilatasyon goriilirken (Sekil 9, 10)
periportal bolgelerde de mononiikleer inflamatuar hiicre infiltrasyonlar: gézlendi
(Sekil 11). Bazi sentral venlerin cevresinde vakuolizasyonla birlikte yag
dejenerasyonu ve nekroz tespit edildi (Sekil 12). Ayrica bazi sentral venlerde
hiperemi ile beraber dilatasyon belirlenirken (Sekil 13) bazilarinda da hiyalin
kalintis1 mevcut idi (Sekil 14). Bazi hepatik kord alanlarinda disorganizasyon
goriilirken bazi bolgelerde de hekzagonal karaciger lobillerinin kismi yoklugu
gozlendi. Ayrica bazi portal alanlarda safra kanali proliferasyonu tespit edildi
(Sekil 15).

Bobreklerin 151k mikroskobik incelemesinde korteks boélgesinde bulunan
tubuluslardan ¢ogunlukla proksimal ve daha az olarak distal tubuluslarin siddetli
dejenerasyonu ve nekroz dikkati ¢ekti (Sekil 16). Proksimal tubuluslarin epitel
hiicrelerinde sisme, karyomegali ve karyolizis goriildii (Sekil 17). Bazi proksimal
tubuluslarda konjesyonun yanm sira bazilarinin limeninde epitelyal hiicre
deskuamasyonu ve hiyalin silindirlerine rastland: (Sekil 18, 19). Kortekste
bulunan bazi glomeruluslarda ise biiziisme ile birlikte konjesyonun varoldugu
gorilirken bazal membranin da kalinlastigi goze ¢arpti. Bowman kapsiiliinde ise
dilatasyon ve dejenerasyon tespit edildi (Sekil 20). Korteksin intersitisyel
dokusundaki kan damarlarinda ise konjesyon ve fokal mononiikleer hiicre
infiltrasyonlar: gozlendi (Sekil 21, 22).

Kaspaz metodu ile boyanan karaciger dokularinda hepatositlerde, bobrek
dokularinda ise ¢ogunlukla proksimal ve daha az olarak da distal tubuluslarda
kontrol grubuna gore siddetli derecede pozitif reaksiyon gosteren apoptotik
hiicrelere rastland: (Sekil 23, 24, 25, 26). Pozitif boyanmanin hem gekirdek hem

de sitoplazmada oldugu goriildii.
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Sekil 4: Bakir grubu karacigerde Sekil 5: Bakir grubu karacigerde

sentrilobuler hepatoselliiler hepatositte karyomegali (kalin ok) ve
dejenerasyon ve nekrotik hiicreler karyolitik ¢ekirdekli fokal nekroz
(oklar), H&E. alanlar (ince oklar), H&E.

Sekil 6: Bakir grubu karacigerde ¢ift Kupffer hiicrelerinde proliferasyon
cekirdekli hepatositler (oklar), H&E. (oklar), H&E.
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Sekil 8: Bakir grubu karacigerde Sekil 9: Bakir grubu karacigerde
sinuzoidlerde vazokonjesyon ve sinuzoidlerde vazokonjesyon ve
dilatasyon (oklar), H&E. dilatasyon (oklar), H&E.

Sekil 11: Bakir grubu karacigerde

Sekil 10: Bakir grubu karacigerde
) Vena Sentralis ¢evresinde
periportal bolgelerde mononiikleer

) ) vakuolizasyonla birlikte yag
inflamatuar hiicre infiltrasyonlari

(oklar), H&E dejenerasyonu ve nekroz (oklar),
oklar), :

H&E.
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Sekil 12: Bakir grubu karacigerde Sekil 13: Bakir grubu karacigerde
Vena Sentralis’te hiperemi ile beraber Vena Sentralis’te hiyalin kalintisi
dilatasyon (oklar), H&E. (ok), H&E.

Sekil 14: Bakir grubu karacigerde Sekil 15: Bakir grubu bobrek
hepatik kord alanlarinda korteksinde tubuluslarin
disorganizasyon (ince oklar) ve portal dejenerasyonu ve nekrotik hiicreler

bolgede safra kanalinda proliferasyon (oklar), H&E.
(kalin oklar), H&E.
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Sekil 16: Bakir grubu bobrek
korteksinde proksimal tubuluslarin
epitel hiicrelerinde sisme,
karyomegali (uzun oklar) ve
karyolizis (kisa ok), H&E.

Sekil 18: Bakir grubu bobrek
korteksinde proksimal tubulusta
hiyalin silindirleri (ok), H&E.
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Sekil 17: Bakir grubu bobrek
korteksinde proksimal tubuluslarda
konjesyon (kisa ok) ve epitelyal
hiicre deskuamasyonu (uzun oklar),
H&E.

Sekil 19: Bakir grubu bobrek
korteksindeki glomerulusta biiziisme
ile birlikte konjesyon (y1ldiz), bazal
membranda kalinlagsma (oklar),
Bowman kapsiiliinde dilatasyon ve
dejenerasyon (kare), H&E.



Sekil 20: Bakir grubu bobrek
korteksinin intersitisyel dokusundaki

kan damarlarinda konjesyon (oklar),
H&E.

Sekil 22: Bakir grubu karacigerde
hepatositlerde aktif kaspaz-3 pozitif
reaksiyon, Kaspaz.
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Sekil 21: Bakir grubu bobrek
korteksinde fokal mononiikleer hiicre
infiltrasyonlar1 (oklar), H&E.

Sekil 23: Bakir grubu karacigerde
hepatositlerde aktif kaspaz-3
reaksiyonu (oklar), Kaspaz.



Sekil 24: Bakir grubu bobrek Sekil 25: Bakir grubu bobrek

korteksinde tubulus epitellerinde aktif korteksinde tubulus epitellerinde

kaspaz-3 reaksiyon, Kaspaz. aktif kaspaz-3 reaksiyonu (oklar),
Kaspaz.

3.7.3. Fluniksin Megliimin Grubu

Karaciger ve bobreklerin mikroskobik degerlendirmeleri sonucunda
kontrol grubuna benzer sekilde, normal histolojik goriintimlerini koruduklar:
tespit edildi (Sekil 27, 28). Her iki dokuya ait kesitler incelendiginde kaspaz

pozitif olmayan zayif boyanmaya rastland: (Sekil 29, 30).
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Sekil 26: FM grubu normal karaciger
goriiniimi, H&E.
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Sekll 28: FM grubu karac1gerde cok
az sayida hepatositte pozitif olmayan
aktif kaspaz-3 reaksiyonu (oklar),
Kaspaz.

3.7.4. Krisin Grubu

Sekil 27: FM grubu normal bobrek
goriiniimi, H&E.

Sekil 29: FM grubu bobrek
korteksindeki ¢ok az sayida tubulusta
pozitif olmayan aktif kaspaz-3
reaksiyonu (oklar), Kaspaz.

Krisin verilen bu gruba ait karaciger ve bobrek dokularinin mikroskobik

olarak kontrol grubu ile ayn1 morfolojik géraniimii sergiledikleri gozlendi (Sekil

31, 32). Kaspaz metodu ile boyanan doku kesitleri incelendiginde ise herhangi bir

pozitif boyanmaya rastlanmadi (Sekil 33, 34).



Sekil 31: Krisin grubu normal bobrek
gorinimi, H&E.

Sekil 30: Krisin grubu normal
karaciger goriiniimii, H&E.

Sekil 32: Krisin grubu normal Sekil 33: Krisin grubu normal bobrek
karaciger goriinlimi, Kaspaz. goriiniimii, Kaspaz.

3.7.5. Bakir-Fluniksin Megliimin Grubu

Bakir ile olusturulan hasara kars1 Fluniksin Megliimin uygulanan bu grup
karacigerlerin 151k mikroskobik incelemesinde; bakir grubuna ait karacigerlerdeki
yogun dejeneratif, nekrotik ve infiltratif degisimlerin yerini hafif siddette
degisikliklerin aldig1 saptandi (Sekil 35). Karyolitik ¢ekirdekli fokal nekroz

alanlar1 yer yer gorilirken birgok hepatositte karyomegalide artis dikkati cekti

37



(Sekil 36). Bu grupta, bakir grubuna kiyasla artmis olan ¢ift ¢ekirdekli hepatosit
formasyonlar: ile mitotik aktiviteye bagli rejeneratif degisimler gozlendi (Sekil
37). Bakir grubu ile karsilagtirildiginda bu grupta; sinuzoidlerdeki vazokonjesyon
ile dilatasyonun, sentral venlerdeki hiperemi ile dilatasyonun (Sekil 38) ve bazi
hepatik kord alanlarindaki disorganizasyonun da hafifledigi goze carpti (Sekil 39).

Bobreklerin 151k mikroskobik degerlendirmesinde, korteks bolgesinde
bulunan tubuluslarin hafif siddette dejenerasyon ve nekrozu dikkati ¢ekti. Bakir
grubu ile Kkarsilastirildiginda bu grupta; proksimal tubuluslarda gozlenen
karyomegali, karyolizis, konjesyon, intraluminal hiicre deskuamasyonu ve hiyalin
olusumlarinin azaldig: tespit edildi (Sekil 40). Bakir grubundaki glomeruluslarda
goriilen biiziisme ve konjesyonun bu grupta hafifledigi gorilirken bazal
membranlarin da normal goriiniimde olduklari saptand: (Sekil 41). Korteksin
intersitisyel dokusundaki kan damarlarinda bulunan konjesyon ve mononiikleer
hiicre infiltrasyonlarinin ise azaldigi gézlendi (Sekil 42).

Karaciger ~ve  bobrek  kesitleri  immunohistokimyasal  agidan
degerlendirildiginde, kaspaz metodu ile pozitif boyanma gosteren apoptotik hiicre
yogunlugunun orta derecede oldugu ve bakir grubuna kiyasla azaldigi goriildi.
Immunoreaktivite gosteren bu hiicreler karacigerde sentrilobuler bélgedeki
hepatositler ile bobrekte korteks bolgesindeki proksimal ve distal tubuluslar idi

(Sekil 43, 44, 45, 46).
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Sekil 34: Bakir-FM grubu
karacigerde hafif derecede
dejeneratif, nekrotik ve infiltratif
degisiklikler, H&E.

Sekil 36: Bakir-FM grubu
karacigerde cok sayida cift ¢ekirdekli
hepatosit (oklar), H&E.
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Sekil 35: Bakir-FM grubu
karacigerde hepatositlerde
karyomegali (uzun oklar) ve
karyolitik ¢ekirdekli fokal nekroz
alanlar (kisa ok), H&E.

Sekil 37: Bakir-FM grubu
karacigerde sinuzoidlerde hafif
vazokonjesyon (kalin oklar) ve
dilatasyon (uzun ok), Vena
Senralis’te hafif hiperemi (yildiz) ve
dilatasyon (kisa ok), H&E.



Sekil 38: Bakir-FM grubu

karacigerde hepatik kord alanlarinda
hafiflemis disorganizasyon, H&E.

Sekil 40: Bakir-FM grubu bobrek
korteksindeki glomeruluslarda hafif
derecede biiziisme ve konjesyon (kisa

ok),
dilatasyon

Bowman kapsiilinde hafif
(yildiz)  ve  bazal
membranda normal goériinim (uzun
ok), H&E.
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Sekil 39: Bakir-FM grubu bobrek
korteksindeki proksimal tubulus
epitel hiicresinde karyomegali (kisa
ok) ile proksimal tubuluslarin
liimeninde epitelyal hiicre
deskuamasyonu (uzun ok) ve hiyalin
olusumlar1 (kalin ok) H&E.

Sekil 41: Bakir-FM grubu bobrek
korteksinin intersitisyel dokusundaki
kan damarlarinda hafif konjesyon
(uzun ok) ve mononiikleer hiicre
infiltrasyonu, H&E.



karacigerde bazi hepatositlerde aktif
kaspaz-3 pozitif reaksiyon, Kaspaz.

N a N
Sekil 44: Bakir-FM grubu bobrek
korteksinde bazi tubulus epitellerinde
aktif kaspaz-3 reaksiyon, Kaspaz.

3.7.6. Bakir-Krisin Grubu

Sekil 43: Bakir-FM grubu
karacigerde birkag hepatositte aktif
kaspaz-3 pozitif reaksiyonu (oklar),
Kaspaz.

Sekil 45: Bakir-FM grubu bobrek
korteksinde birka¢ tubulus epitelinde
aktif kaspaz-3 reaksiyonu (yildiz) ve
pozitif aktif kaspaz- 3 reaksiyonu

vermeyen bir¢ok tubulus
Kaspaz.

(kare),

Bakir ile olusturulan hasara kars: Krisin uygulanan bu grup karacigerlerin

mikroskobik degerlendirmesinde; bakir grubuna ait karacigerlerdeki siddetli



patolojik degisimlerin yerine rejeneratif degisikliklerin 6n planda oldugu tespit
edildi. Bazi bolgelerde hafif derecede dejeneratif ve nekrotik degisiklikler
gozlenirken bazi bolgelerde ise yogun mitotik aktivitelere rastlandi (Sekil 47).
Bakir grubuna kiyasla hepatositlerdeki karyomegalinin arttig: dikkati ¢ekerken,
sinuzoidlerdeki vazokonjesyon ile dilatasyonun ise azaldigi saptandi (Sekil 48).
Yine bakir grubu Karacigerlerin hepatik kord alanlarinda gozlenen
disorganizasyon ve sentral venlerdeki hiperemi ile dilatasyonun da bu grupta
kismen diizeldigi goze garpti (Sekil 49).

Bakir grubuna oranla bu grup bobreklerde; dejeneratif ve nekrotik
degisikliklerin hafifledigi, infiltratif degisimlerin ise gorilmedigi tespit edildi.
Korteks bolgesinde bulunan proksimal ve distal tubuluslarda birkag nekrotik
hiicreye rastlandi (Sekil 50). Proksimal tubuluslarda gozlenen karyomegali,
konjesyon, intraluminal hiicre deskuamasyonu ve hiyalin silindirlerinin hafifledigi
tespit edildi (Sekil 51). Bakir grubundaki glomeruluslarda goriilen biiziisme ve
konjesyonun bu grupta goriilmedigi bazal membranlarin da normal gériiniimde
olduklar1 saptand: (Sekil 52).

Karaciger ve bobrek kesitlerindeki pozitif kaspaz immunoreaktivite
yogunlugunun orta derecede oldugu ve bakir grubuna kiyasla azaldig: tespit
edildi. Spesifik boyanma gosteren bu hiicrelerin karacigerdeki hepatositler ile

bobrek korteksindeki tubuluslar oldugu gorilda (Sekil 53, 54, 55, 56).
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Sekil 46: Bakir-Krisin grubu
karacigerde cok sayida cift ¢ekirdekli
hepatosit ile mitotik figiirlii hepatosit
(uzun oklar) ve karyolitik ¢ekirdekli
birkag nekrotik hepatosit (kisa oklar),
H&E.
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Sekil 47: Bakir-Krisin grub
karacigerde bir¢ok hepatositte
karyomegali (oklar) sinuzoidlerde
hafif derecede vazokonjesyon ve
dilatasyon, H&E.



Sekil 48: Bakir-Krisin grubu
karacigerde hepatik kord alanlarinda
hafiflemis disorganizasyon ve Vena
Sentralis’te hafif hiperemi ile
dilatasyon (y1ldiz), H&E.

Sekil 50: Bakir-Krisin grubu bobrek
korteksinde proksimal tubulusta hafif
konjesyon (uzun oklar), proksimal
tubulus epitel hiicrelerinde
karyomegali (y1ldiz) ve intraluminal
epitelyal hiicre deskuamasyonu (kisa
ok) ve hiyalin silindirleri (kalin ok),
H&E.
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Sekil 49: Bakir-Krisin grubu bobrek
korteksinde proksimal ve distal
tubuluslarda birkag¢ nekrotik hiicre
(oklar), H&E.

Sekil 51: Bakir-Krisin grubu bobrek
korteksinde biiziisme ve konjesyonun
olmadig1 glomerulus (yildiz) ve
normal goriiniimlii bazal membran

(0k) , H&E.



\
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Sekil 52: Bakir-Krisin grubu Sekil 53: Bakir-Krisin grubu

karacigerde bazi hepatositlerde aktif karacigerde birka¢ hepatositte aktif
kaspaz-3 pozitif reaksiyon, Kaspaz. kaspaz-3 pozitif reaksiyonu (oklar),
Kaspaz.

Sekil 54: Bakir-Krisin grubu bobrek Sekil 55: Bakir-Krisin grubu bobrek

korteksinde bazi tubulus epitellerinde korteksinde birka¢ tubulus epitelinde

aktif kaspaz-3 reaksiyon, Kaspaz. aktif kaspaz-3 reaksiyonu (yildizlar)
ve pozitif aktif kaspaz- 3 reaksiyonu
vermeyen birgok tubulus (oklar),
Kaspaz.
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4. TARTISMA

Bakir toksik bir metal olup su, yiyecek ve bakirin bulundugu g¢evrelerde
temasla viicuda almabilmektedir. Ozellikle agiz yoluyla alinan bakirin ciddi toksik
etkiler olusturdugu bildirilmektedir. Dokularda birikebilme o6zelliginden dolayi
kritik sinirlara ulastiginda zehirlemelere yol agmaktadir. Basta karaciger ve
bobrek dokular etkilenmektedir (5). Bakir siilfat toksisitesi olusturulan ratlarda,
anti-inflamatuar etkili olan fluniksin ile antioksidan ve anti-inflamatuar etkisi
oldugu bilinen krisinin, yem tiiketimi, canli agirlik degisimi, lipid peroksidasyon,
antioksidan sistem ve yangi parametreleri {izerine etkisini belirlemek amactyla bu
calisma yapilmistir.

4.1. Performans

Bu calismada, 1-21 giinliik periyotta bakir grubunun YT, canli agirlik ve
canli agirhik degisimleri Kontrol grubu ile karsilastirildiginda (Tablo 2) s6z
konusu parametrelerin 6nemli 6lgiide azaldigr goriilmistiir (p<0.01). Bu durum
ratlarin yliksek oranda oral olarak bakira maruz kalmasindan dolay: toksik etkinin
baslamasina ve bu nedenle yem tiiketimi ve canli agirligi olumsuz etkilemesine
baglanmistir. Nitekim ayni durum 2 farkli dozda (200-400 ppm) bakir kullanilarak
hazirlanan diyetlerin domuz yavrular iizerinde etkisini belirlemek iizerine yapilan
bir ¢alismada (70) 200 ppm bakir verilen grubun biiylimeyi gelistirdigi ancak 400
ppm verilen grubun biiylimeyi ve yem tliketimini deprese ettigi bildirilmistir
(P<0.01). Yine 38 haftalik yumurtaci tavuklarda yapilan bir ¢alismada 3 farkli
dozda (400, 500 ve 600 ppm) bakir katkis1 yapilmis ve 4 hafta sonunda artan bakir
katkisinin yem tiiketimini deprese ettigi bildirilmistir Bakir gruplarinda artan
bakir katkisi ile sirasiyla yem tiiketimi 109, 107 ve 97.8 g/tavuk/giin olarak tespit

edilmis istatistiksel olarak onemli diislis bildirilmistir (P<0.004). Ancak canli
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agirlikta 6nemli bir degisim bulunmamustir (71). Bakir toksisitesinde antioksidan
mekanizmanin etkilendigi ve lipid peroksidasyonun arttig1 bildirilmektedir.
Ozellikle karaciger homojenatlar1 veya haptositleri iyonik bakir ile reaksiyona
girdigi ve lipid peroksidasyonun en oOnemli gostergelerinden MDA’nin ve
TBARS’1n yiikselmesine neden oldugu belirlenmistir (5). Bu durumdan dolayi
oksidatif stres meydan gelir ve ratlarda oksidatif stres sonucu antioksidan
yetersizliginin canli agirhik kaybina neden oldugu belirlenmistir (72).
Flavanoidler, iz elementlerle veya radikallerle selat yaparak antioksidan 6zellik
gostermektedirler (28-30). Ayrica doymamis yag asitlerini hiicre membraninda
oksidantlara kars1 askorbat gibi koruduklar1 bildirilmistir (31). Kirisinin
antioksidan, antikanser, antiinflamatuar etkileriyle pek c¢ok biyolojik aktivite ve
farmokolojik etki gosterdigi bildirilmektedir (26,32). Krisinin akciger kanserini
etkileyen bir ajana karsi koruyucu etkisini belirlemek i¢in 6-8 haftalik fareler
tizerinde yapilan bir ¢aligmada (73), kontrol grubuna oranla (31.2 g) kanseri
tetikleyen ilacin viicut agirligini 6nemli 6l¢iide disiirdiigi (20.4 g), oral Krisin
(250 mg/kg canli agirlik) katkisinin ise (27.1 g) viicut agirhigin istatistiksel olarak
onemli oranda yiikselttigi tespit edilmistir (P<0.05). Krisinin bu olumlu etkisini
icerigindeki flavonlara baglamiglardir. Bizim ¢alismamizdaki bulgular
inceledigimizde canli agirlik degisiminin kontrol, bakir, fluniksin+bakir ve
krisin+bakir gruplarinin 1-21 giin total sonuglarinda sirastyla 3.09, 1.79, 2.26 ve
2.49 g/hyv olarak tespit edildigi (P<0.01) ve bakir verilen ratlara fluniksin
(5.grup) ve krisin (6.grup) uygulamalarinin ratlarin canl agirligini yiikselttigi ve
kontrol gruba yaklastirdigi ancak hem bakir hem de kontrol gruplariyla istatistiki
olarak benzer olduklar1 belirlenmistir. Yem tiikketiminde ise ayni1 gruplar igin 21

giin total sonuglar sirasiyla 22.99, 18.06, 19.42 ve 20.04 g/hyv olarak belirlendigi
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krisin grubunun Onemli oranda bakir grubuna gore yem tiikketimini artirdig
bulunmustur (P<0.01). Diger pozitif kontrol gruplari olan krisin (3.grup) ve
fluniksin (4. grup) gruplarinda ise beklenildigi gibi performans parametrelerinde
kontrol grubuyla istatistiki olarak benzer sonuglar elde edilmistir. Non steroidal
anti-inflamatuar olan fluniksin megluminin toksik durumlarda veteriner
hekimlikte siklikla kullanildigi bilinmektedir (35-37). Bu c¢alismada performans
parametreleri ilizerine iyilestirici etkisinin olmasi toksemiyi Onleyici etkisine
baglanmistir. Krisinin bakir toksisitesi {iizerine performans parametrelerini
iyilestirici etkisi ise yapisindaki flavonlara baglanmistir (73).

4.2. Gruplarin Baz1 Biyokimyasal Parametre Degerleri

Kortizol hormonu bdbrek iistii bezlerinden salgilanan ve organizma da
artmasiyla stresin arttifinin gostergesi olan O6nemli bir hormondur. Viicudun
savunma mekanizmalarin1 alarma gegirerek Onemli gorevler {Ustlenmistir.
Kortizoliin en 6nemli etkilerinden biri de glikoz metabolizmas: {izerine olan
etkisidir. Kortizol ytliksekliginde kandaki glikoz yogunlugunu artirir ve bu etkisini
karacigerde glikoz yapimmi hizlandirarak yapmaktadir (74). Bizim c¢aligma
sonuclarimiz incelendiginde kortizol (P<0.01) ve glikoz (P<0.05) diizeylerinin
bakir grubunda kontrol grubuna gore 6nemli oranda yiikseldigi tespit edilmistir
(Tablo 3). Bu durum bakirin organizmada stresi artirdiginin en o6nemli
gostergelerinden biridir. Fluniksin ve krisin uygulamalari ise kortizol (P<0.01) ve
glikoz (P<0.05) diizeyini Onemli diizeyde diigiirmiistiir. Bizim ¢alisma
bulgularimizla benzer olarak, ovariohisteroktomi geciren ve oksidatif stress
durumunda olan 24 kopek iizerinde yapilan bir calismada (75) fluniksin
megluminin kortizol diizeyini kontrol grubuna gore onemli oranda disiirdigii

(P<0.01) tespit edilmistir. Krisinin flavonoid yapisindan dolayr antioksidan
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Ozellikte olmas1 ve bundan dolayr oksidatif stress iizerine pozitif etkisi oldugu
birgok ¢alisma ile gosterilmistir (28-30). Bizim g¢alismamizla uyumlu olarak,
krisinin oksidatif streste artan kortizoliin diismesini sagladigi bildirilmektedir
(76).

Nefrotoksisite ve hepatotoksisite serum biyokimyasal parametrelerde
meydana gelen degisiklikler ile belirlenebilir. Bu c¢alismada, hepatotoksisiteye
neden olan yiiksek diizeyde bakir, beklenene wuygun olarak karaciger
toksisitesinden sorumlu olan AST ve ALT gibi serum biyokimyasal
parametrelerin artmasina neden olmustur (Tablo 3) (9). AST ve ALT gibi
transaminaz enzimler karaciger hasarinin tanisinda énemli bir role sahip olan en
onemli belirteglerdir. Bizim calismamizla benzer bulgular gdsteren ve ratlarda
bakir toksisitesini belirlemek igin yapilan bir ¢alisma da (9), toplam 16 rat
tizerinde bakir verilmeyen (kontrol) ve verilen (deneme) olarak iki grup
incelenmistir. Deneme grubuna bakir 1g/It su ile verilmistir. Calisma 4 hafta
stirmiistiir. Deneme sonunda plazma ALT ve AST aktiviteleri incelendiginde
kontrol ve bakir gruplar1 arasinda ¢ok 6nemli farklar tespit edilmistir (P<0.001).
Kontrol ve deneme grubunun ALT aktiviteleri sirasiyla 85.6, 282.0; AST
aktiviteleri ise swrasiyla 138.2, 392 olarak belirlenmistir (P<0.001).
Transaminazlarin  seviyelerindeki degisiklikler, karaciger fonksiyonlarinin
bozulmus oldugunun gostergeleridir (77,78). Kim ve ark. (79), hepatoselliiler
hasara neden olan siklosporin A’nin (CsA) AST, ALT ve ALP gibi karaciger ile
ilgili enzimlerin faaliyetlerinde 6nemli bir artisa neden oldugunu ve bu maddeye
kars1 flavonoid yap1 igeren propolisin uygulanmasi ile CsA’ya kars1 hepatoselliiler
membranin yapisal biitliinligiinii muhafaza etmek igin artis gosteren (80) AST ve

ALT aktivitelerini 6nemli o6l¢iide azalttigini bildirmis (P<0.01) ve bdylece
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flavonoidlerin karaciger {izerine koruyucu etkilerini gostermislerdir. Bizim
calismada da AST ve ALT degerleri incelendiginde kontrol grubunun sirasiyla
209.75, 71.50; bakir grubunun sirasiyla 266.33, 88.16 U/L; krisin katkisinin ise
sirastyla 225.60, 78.60 U/L olarak bulundugu belirlenmis (Tablo 3) ve krisin
katkisinin bakir kaynakli hasar sonucu olusan AST ve ALT degerlerindeki
yiikkselmeyi 0nemli oranda disiirdiigii goriilmiistiir. Bu durumun Priydarsini ve
ark. (80)’in flavonoid yapidaki bilesiklerle yaptiklar: bir ¢alismada ki gibi krisinin
yapisindaki flavonoidlerin oksidatif stresi azaltmasinin bir sonucu olarak
yorumlanmistir. Fluniksin megluminin (5. Grup) ise krisin (6. Grup) gibi ALT
diizeyini 6nemli oranda diisiirdiigii belirlenmistir (P<0.01) (Tablo 3). Fluniksin
megluminin ALT diizeyi lizerine pozitif etkisi nonsteroidal anti-inflamatuar
(NSAID) yapisindan dolay1 olabilir. Nitekim NSAID’larin serbest radikallerle
savagsma kapasitesinin oldugunu ve viicutta gii¢lii antioksidanlar olarak etki ettigi
bildirilmektedir (39).

4.3. Arastirma Gruplarinin Bobrek ve Karaciger Dokularindaki MDA
Diizeyleri ile GSH, SOD ve CAT Aktiviteleri

Bakir toksisitesinde kanda bakir yilikseldikten sonra bakirin ilk biriktigi yer
oncelikle karacigerdir. Bakirin karaciger ve bobrek gibi 6nemli dokularda yaptig
hasar1 belirlemek ve Ozellikle de oksidatif stresin bu dokular iizerine etkisini
ortaya ¢ikarmak i¢in GSH ve en 6nemli antioksidan enzim aktiviteleri (SOD ve
CAT) olgtlmiistiir (Tablo 4, 5). Bakir uygulamasinin karaciger ve bobrek MDA
diizeylerini arttirdigi (P<0.01); karaciger (P<0.001) ve bobrek GSH (P<0.01),
SOD ve CAT (P<0.001) aktivitelerini énemli derecede diisiirdiigli belirlenmistir.
Ozcelik ve Uzun (9) ¢alismamizla benzer olarak ratlar iizerinde yaptiklari ¢calisma

da toksik diizeyde bakir uygulamasinin beyin dokusundaki MDA, SOD ve GSH
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aktiviteleri tlizerine etkisini belirlemislerdir. Calisma sonuglart incelendiginde
kontrol ve bakir gruplarinin sirastyla MDA diizeyi 1.11; 1.88 nmol/mg protein
(P<0.001), SOD aktiviteleri 5.76; 4.69 U/mg protein (P<0.01); GSH aktiviteleri
44.04; 27.18 pn mol/mg protein (P<0.001) olarak tespit edilmistir. Genel olarak
bakir toksisitesinde reaktif oksijen tiirlerinin = {iretimi sonucu lipid
peroksidasyonunun arttigi ve iyonik bakir ile karaciger homojenatlar1 ve
hepositler reaksiyona girdigi zaman hepatic MDA ve TBARS’1n artmast sonucu
lipit peroksidasyon meydana gelir (81,82). Zhang ve ark. (61) ise karacigerde
bakir birikiminin SOD aktivitesini disiirdiigii ve serumda MDA diizeyi ile
karaciger homojenatlarinda yiikselmeye neden oldugunu bildirmislerdir.
Glutatyon non enzimatik bir antioksidandir. Onemli fizyolojik ve metabolik
fonksiyonlart olan, serbest radikalleri, metalleri ve diger elektrofilik bilesikleri
detoksifiye edebilen bir antioksidandir. Non enzimatik reaksiyonlar yoluyla bakir,
selenyum, krom ve ¢inko gibi metalleri baglayabilme 6zelligine sahiptir (9,83).
Oksidatif stress durumunda diger antioksidan enzimler gibi GSH tiikketiminin fazla
olmasindan dolay1 GSH aktivitesinde diisme meydana gelir (9,84,85).

MDA diizeyinin plazmada ya da dokularda diismesi lipit peroksidasyonun
azaldigini ifade etmektedir. Bu yaklasimla; bu ¢caligmada bakir kaynakli oksidatif
stresten kaynaklanan lipit peroksidasyon olusumunun azaltilmasinda antioksidan
ozellige sahip krisinin ve antiinflamatuar ve antioksidan etkili fluniksin
kullanimimin etkili oldugu belirgin sekilde tespit edilmistir (Tablo 4, 5). Nitekim
ratlarda nefrotoksik etkili bir maddeye (2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin,
TCDD) kars1 krisinin etkisinin arastirildigi bir ¢alismada (86) tiyobarbitiirik asit
reaktif maddeleri (TBARS), GSH, CAT ve SOD aktiviteleri incelenmistir.

Krisinin TBARS’1 diistirdiigi, GSH, CAT ve SOD aktivitelerini ise 6nemli oranda
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yiikselttigi  bildirilmistir (P<0.01). Bizim c¢alisma bulgulari incelendiginde
karaciger dokusunda krisinin (6. Grup) bakir grubuna kiyasla MDA diizeyini
diistirdiigli, GSH, SOD ve CAT aktivitelerini énemli oranda yiikselttigi; bobrek
dokusunda ise GSH harig, karacigerdeki sonuglarla benzer bulgular elde edildigi
tespit edilmistir (P<0.001) (Tablo 4). Pushpavalli ve ark. (32) krisinin D
galaktozamin verilen ratlarin TBARS diizeyini 6nemli oranda diistirdiigiinii tespit
etmiglerdir. Yine calismamizla benzer olarak yapilan ¢aligmalarda Krisinin
dokularda GSH ve antioksidan enzimleri artirdigi bildirilmistir (32,33). Bu durum
krisinin yiiksek antioksidan kapasitesi ile iliskilidir (33). Krisinin propolisin igerik
maddelerinden oldugu bilinmektedir. Propolisteki gii¢lii antioksidan yap1 krisin
gibi flavonoid igeren maddelerden dolayr olmaktadir. Propolisteki c¢esitli
flavonoidler ve fenolik maddelerin (dolayisiyla Krisinin igerigindeki) C vitamini
gibi davranarak, lipitler ve diger bilesiklerin okside olmasmi engelledigi veya
oksidatif hasar siirecini sekteye ugratarak serbest radikalleri temizleme yetenegine
sahip oldugu bildirilmektedir (87,88). Bunun yanisira, flavonoidler lipid
peroksidasyonu, trombosit agregasyonu, kilcal gegirgenligi ve kirilganlik ile
siklooksijenaz ve lipoksijenaz dahil olmak tizere enzim sistemlerinin aktivitesini
inhibe ederler (31). Fluniksin megluminin antioksidan sistem iizerine olumlu
etkisi ise serbest radikallerle savagsma kapasitesinin olmasina ve viicutta giiglii
antioksidanlar olarak etki etmesine baglanabilir (Tablo 4, 5) (39).

Timor nekrozu faktorii (TNF), farkln hiicre tipleri tarafindan salgilanan ve
hasarli hiicrelerin yikimini saglayan bir sitokindir ve ayni zamanda 185 amino
asitli bir glikoprotein hormonudur (19). TNF-a’nin 6zellikle T hiicre aracili doku
hasar1 ile meydana gelen inflamasyonun olusmasinda 6nemli bir rol oynadigi

bildirilmistir (89). TNF-a, baslica makrofajlar, lenfositleri iceren pek ¢ok hiicre
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tipi, endotelyal hiicreler ve mast hiicrelerinin aktiviteleriyle iretilmektedir.
Ozellikle iltihapli  hastaliklarda TNF-o  diizeyi  degismektedir.  Tiim
hiicre tiplerinde bulunan bir transkripsiyon faktorii olan Nuclear Factor Kappa
B’nin aktivasyonu sonucu TNF-a artar (90). Flavonoidler ise Nuclear Factor
Kappa B’nin aktivasyonunu inhibe ederek TNF-a’nin indiiklenmesine engel
olmaktadir (91). Nitekim D-galaktozamin kullanilarak karaciger hasar
olusturulan ratlarda flavanoid olarak Phyllanthus rheedii Wight. (Euphorbiaceae)
etanol ekstraktinin etkisinin arastirildigi bir ¢alismada (92), D-galaktozaminin
TNF-a’y1 artirdigi ancak flavonoidlerden zengin Phyllanthus rheedii Wight.
(Euphorbiaceae) ekstraktinin kullanimmin  TNF-a’y1  normale dondirdigi
bildirilmistir. Ekstraktin bu olumlu etkisinin yapisindaki yiiksek oranda bulunan
flavonoid, tanin ve flavonlarin etkisine baglamislardir. Fareler tizerinde Krisinin
antiinflamatuar etkisinin belirlendigi bir calismada (93) TNF-a iiretimini inhibe
ettigi tespit edilmistir. Bizim caligmamizda kullanilan antiinflamatuar etkili
fluniksin meglumin ve antioksidan etkili krisinin bakir grubuna kiyasla TNF-a,
diizeyini 6nemli oranda disiirdiigii belirlenmistir (P<0.001) (Tablo 6). Benzer
calisma bulgulariyla uyumlu sonuglar elde edilmistir (91-93).

Histolojik parametreler incelendiginde kontrol, fluniksin ve Kkrisin
gruplariyla karsilagtirildiginda bakir grubunun karacigerde ve bdbrekte ciddi
hiicre hasarlar1 meydana getirdigi ve her iki dokuda da kaspaz-3 reaksiyonu
olustugu tespit edilmistir (Sekil 23-26). Bu durum dokulardaki lipid
peroksidasyon ve antioksidan aktiviteler (Tablo 4 ve 5) ve TNF-o (Tablo 6) ile
ilgili bulgularla uyum igerisinde oldugu da goriilmektedir. Fluniksin bakir ve
krisin bakir grubunun ise bakir grubuna kiyasla belirgin bir sekilde hasar1 azalttig

kaspaz-3 reaksiyonunun bakir grubuna kiyasla daha disiik oldugu histolojik
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incelemelerde tespit edilmistir. Bu durum calismamizda ki diger bulgularla da
ortismektedir. Benzer olarak ratlarda nefrotoksik etkili bir maddeye (2,3,7,8-
tetrachlorodibenzo-p-dioxin, TCDD) kars1 krisinin etkisinin arastirildigi bir
calismada (86) bobrek hasari olusturan TCDD’nin hasart olusumunu azalttig
histolojik olarak belirlemislerdir. Bu yayinda TCDD’nin glomerulosklerozis
olusturdugu ancak krisin kullanimimin glomerulosklerozisi azalttig1 belirlenmistir.
Yine ayni ¢alismada bizim bulgularimiza benzer olarak antioksidan bulgularla
histolojik parametreler paralel bulgularla seyretmistir. Ratlar tizerinde yapilan bir
calisma da (94) beyin damarlarinda ki tikanligin olusturabilecegi hasarlara karsi
krisinin etkisi arastirilmistir. Bu amagla bilateral karatoid arterleri ameliyatla
baglanarak beyin hasari olusturulmustur. Daha sonra 3 gruba ayrilan ratlar
tizerinde bir kontrol bir de krisinin 2 (30;100 mg/kg; i.g./ giin) ve farkli dozu 26
giin verilmistir. Histolojik incelemelerde 30 mg/kg krisin dozunun patolojik
degisiklikleri azalttigi ve ratlarin korteks ve hipokampal CA1l alanlarinda hiicre
kaybini indiikleyen kronik serebral hipoperfiizyonu hafiflettigi belirlenmistir.
Ancak 100 mg/kg dozdaki krisinin etkisi tespit edilmemistir. 30 mg/kg krisin
uygulamas1 korteks (P<0.05) ve hipokampal (P<0.05) alanlarda TUNEL-pozitif
sayisint onemli oranda diisiirmiistiir. Bu ¢alismada Krisinin apoptozisden néronlari
korudugu bildirilmistir. Krisinin bobrek hasari tizerine etkisini belirlemek igin
ratlar iizerinde yapilan farkli bir ¢alisma da (26) cisplatin kullanilarak bobrek
hasart olusturulmus ve krisinin iki farkli dozu (25 ve 50 mg/kg oral)
kullanilmistir. Cisplatin grubunun bobrek tubullerinde genis ve siddetli hasar
olusturdugu; krisinin 25 mg/kg dozunda bobrek histolojik yapisini etkili olarak
korudugu ve nekrozisi ayrica diger patolojik bulgular azalttigi belirlenmistir. 50

mg/kg dozunda verilen krisin grubunda ise renal tubullerin normal yapisinda
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oldugu ve herhangi bir nefrotoksisiteye rastlanmadig tespit edilmistir. Bu ¢aligma
sonuglariyla (26,86) benzer olarak bizim c¢alismamizda da krisinin dokularda
toksisite tizerine olumlu etkisini oldugu agik bir sekilde gortilmektedir (Sekil 47-
56). Bu olumlu etkiler krisinin oksidatif stres iizerine iyilestirici etkisine

baglanmistir (26).
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5. SONUC

Bu calisma ile ratlarda bakir uygulamasmin canli agirhigr diistirdiigii ve
dokulardaki oksidatif stresi arttirdigi goriilmiistiir. Bu Sonuglar, bakirin bobrek
fonksiyon bozuklugu ve karaciger toksisitesi olusturdugunu ve bunda oksidatif
stres olusumunun 6nemli bir role sahip oldugunu, ayrica krisinin ve fluniksinin
bakir kullanimi1 nedeniyle olusan nefrotoksisite ve hepatiktoksisiteye karsi
koruyucu potansiyelini agik¢a ortaya koymaktadir. Krisin uygulamasi, bobrek ve
karaciger dokularinda lipid peroksidasyonunu kismen engelleyerek, s6z konusu
dokularda SOD, GSH ve CAT igeriginin muhafaza edilmesini saglamistir.
Krisinin canli agirliktaki azalmay:r ve serbest radikalleri temizleyerek bakir
toksisitesini iyilestirdigi ve antioksidan etkinligi artirdigi goriildii. Bu caligma
sonuglari ile dogal bir iriin olmasi yoniiyle fluniksine gore one ¢ikan Krisinin,
uygun dozda uygulanmas: durumunda, boébrek ve Kkaraciger toksisitesini

azaltmada etkili bir antioksidan bilesik olabilecegi ortaya ¢ikmustir.
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