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Abstract: Lead is a toxic substance and damages human metabolism. Coumarin-derived substances have many effects such as
antioxidant, anticancer, and antibacterial ones. In this study, the effects of 3-benzoyl-7-hydroxy coumarin on rat liver tissues
under oxidative stress with lead acetate were investigated. In the study, rats were divided into 4 groups. Control group (K),
Coumarin group (KUM), Lead acetate group (P) and Coumarint+Lead acetate group (KUMP) groups were formed.
Malondialdehyde (MDA), lead (Pb), iron (Fe), zinc (Zn), manganese (Mn), and copper (Cu) levels were determined in the liver
tissues of the rats. MDA level of P group increased compared to the other groups. A decrease was observed in the KUMP
group compared to the P group MDA level. While the Pb and Fe levels of the P group increased compared to the K group, the
Pb and Fe levels of the KUMP group decreased compared to the P group. As a result, it is concluded that the 3-benzoyl-7-
hydroxy coumarin molecule protects the high lipid peroxidation, lead, and iron metabolism caused by lead acetate in the liver.
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Kursun Asetat fle Oksidatif Stres Olusturulan Rat Karaciger Dokular1 Uzerine 3-Benzoil-7-
Hidroksi Kumarin’in Lipit Peroksidasyon ve Mineraller Uzerine Koruyucu Etkisi

Oz: Kursun, toksik bir maddedir ve insan metabolizmasina hasar vermektedir. Kumarin tiirevli maddelerin antioksidant,
antikanser ve antibakteriyel gibi bircok etkileri vardir. Bu calismada, kursun asetat ile oksidatif stres olusturulan rat karaciger
dokular: tizerine 3-benzoil-7-hidroksi kumarin’in etkileri arastirildi. Calismada ratlar 4 gruba ayrildi. Kontrol grubu (K),
Kumarin grubu (KUM), Kursun asetat grubu (P) ve Kumarin+Kursun asetat grubu (KUMP) gruplar olusturuldu. Ratlarm
karaciger dokularinda malondialdehit (MDA), kursun (Pb), demir (Fe), ¢cinko (Zn), mangan (Mn) ve bakir (Cu) diizeyleri tespit
edildi. P grubu MDA diizeyi diger gruplara gore artti. P grubu MDA diizeyine gére KUMP grubunda azalma goézlendi. P
grubu Pb ve Fe diizeyi K grubuna gore artarken, KUMP grubu Pb ve Fe diizeyi P grubuna gore azaldi. K grubu Mn diizeyi
diger gruplara gore azaldig1 gozlendi. Sonug olarak kursun asetatin karacigerde olusturdugu yiiksek lipit peroksidasyonu,
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kursun ve demir metabolizmasini 3-benzoil-7-hidroksi kumarin molekiiliiniin korudugunu diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Sprague-Dawley, toksik, antioksidant, malondialdehit.

1. Giris

Kursun, toksik bir maddedir ve endiistride yogun olarak
kullailmaktadir. Insan ve hayvan metabolizmasi
olumsuz olarak etkilemektedir. Insanlar bu toksik
maddeyi solunum, i¢cme suyu ve yiyecekler yoluyla
metabolizmasina alir (Fischbein, 1992; Xiang et al., 2010).
Kursun toksisitesi ozellikle kan, bobrek ve karaciger
dokularinda etkilidir. Uzun dénem kursun toksisitesine
maruz kalinmada karaciger dokusu ytiksek diizeyde hasar
goriir (Lockitch, 1993; Patra et al., 2001; Ozkaya et al.,
2016). Kursunun neden oldugu karaciger hasari birkag

mekanizma ile acgiklanmustir.  Kursun,  hepatik
biyotransformasyon ve aktiviteyi, kolesterol
metabolizmasini  ve  niikleik  asit  sentezindeki

degisikliklerden kaynaklanabilecek hepatosit fonksiyon
bozuklugunu indiiklemektedir (Mudipalli, 2007; Abdel
Moneim et al., 2011). Kursunun karaciger hiticrelerinde
biriktigi; hiicresel alanda nekroz ve hidropik dejenerasyon
gibi yapisal diizensizliklere neden oldugu bildirilmistir
(Ozkaya et al, 2016). Ayrica kursun ile indiiklenen
hepatotoksisitenin reaktif oksijen tiirlerini arttirdigi one
surtilmiustiir (Aykin-Burns et al., 2003; Abdel Moneim et

Corresponding author: ccitil@gmail.com

al., 2011). Kursun, lipit peroksidasyona neden olmaktadir.
Ayrica, kursunun antioksidan enzim aktivite sistemine
negatif etkileri vardir (Oyagbemi et al., 2014; Ozkaya et al.,
2018).

Kumarinler polifenolik yapiya sahiptir ve “2H-1-
benzopyran-2-one” yapisindadir. Bu yapilar bitkilerde
yogun olarak bulundugu gibi laboratuvar sartlarinda da
sentezleri yapilmaktadir (Venugopala et al, 2013).
Kumarinlerin kimyasal yapilar1 yogun m-konjuge bag
sistemlerine sahiptir. Ozellikle molekiiliin ana iskeletine
farkli konumlarda ve farkli tiirden fonksiyonel gruplarmn
baglanmas: molekiile 6nemli islevsellikler kazandirir.
Ayrica, kumarinlerin  fotofiziksel, = kimyasal ve
spektroskopik gibi ozelliklerinin degismesine ve farkli
uygulama alanlarinin gelismesine katki saglamaktadir
(Kurt & Koca, 2016; Kurt et al., 2016; Kurt & Topsoy, 2017;
Kurt et al., 2019). 3-benzoil-7-hidroksi kumarin molekiilii
hidroksikumarinler yapisindadir. Hidroksikumarinler
fenolik yapida olup serbest radikalleri temizlemede
etkilidir. Antioksidan ozelligi olan bu yapilarin metal
selator yapma ozellikleri de bulunmaktadir (Lien et al.,
1999).
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Kumarin molekiilleri tar¢in, sinameki yapragy, yesil
cay ve hindiba gibi bircok bitki yapisinda bulunmaktadir
(Skehan et al., 1990). Bu molekiillerin antikoagiilan (Poole
& Poole, 1994), anti_ HIV (Patil et al., 1993; Spino et al.,
1998), antibakteriyel (Rosselli et al., 2009), antioksidan
(Whang et al, 2005), antihipertansif (Crichton &
Waterman, 1978), antitiiberkiiler (Shin et al., 2010),
antikonviilsan (Baek et al., 2000), antifungal (Teng et al.,
1994), antihiperglisemik (Fort et al., 2000), antiinflamatuar
(Piller, 1975) ve antikanser (Luo et al., 2011) o6zellikleri
vardir.

Insan metabolizmasimda minerallerin diizeyleri ¢ok
onemlidir. Ozellikle enzimlerin yapisinda kofaktor
roliinde yol alirlar. Ayrica antioksidan etkileri de
mevcuttur. Minerallerin metabolizmada eksikligi ve
fazlalig1 hastaliklara yol agar (Yang et al., 2016).

Oksidatif strese karsi fraxin, esculetin ve agosyllin
(Venugopala et al, 2013) gibi kumarinlerin etkinligi
caligilmig olup, 3-benzoil-7-hidroksi kumarin
molekiiliintin ise oksidatif strese karst etkinliginin
calismadig tespit edilmistir. Calismamizda kursun asetat
ile oksidatif stres olusturulan sican karacigerlerinde lipid
peroksidasyon diizeyi ve mineral diizeyleri tizerine 3-
benzoil-7-hidroksi  kumarin  molekiiltintin  etkinligi
arastirildi.

2. Materyal ve Metot
2.1. Deneysel Hayvanlar ve Deneysel Protokol

Calismanin deney protokolii Adiyaman Universitesi Yerel
Etik Kurulu tarafindan onayland: (Etik kurul karar
n0:2020/066).  Deney  hayvanlarmun  bakim  ve
uygulamalar: ulusal ve uluslararas: yasalara uygun olarak
yapildi. Deneyde 28 adet yetiskin (25010 gr) Sprague-
dawley erkek sican kullanildi. Sicanlar Adiyaman
Universitesi Deney Hayvanlart Uretim Uygulama ve
Arastirma Merkezinde temin edildi. Siganlar rastgele dort
gruba ayrildi. Bu gruplar Kontrol (K), 3-benzoil-7-hidroksi
kumarin (KUM), Kursun asetat (P) ve Kursun asetat+3-
benzoil-7-hidroksi kumarin (KUMP) gruplaridir. Kursun
asetat 500 ppm olacak sekilde icme sularina karistirilarak
sicanlara uygulamas: yapildi (Bennet et al, 2007).
Kumarinler ile ilgili calismalarda uygulanan doz aralig
10-35 mg/kg diizeylerindedir (Khan et al., 2004a). Bu
nedenle calismada sicanlara 20 mg/kg olacak sekilde giin
asir1 oragastrik uygulamasi yapildi. Deneysel uygulamalar
30 giin boyunca siirdii. Deney uygulamalar: tamamlaninca
sicanlara servikal dislokasyon uygulanarak elde edilen
karaciger  dokular1  c¢ikartildi.  Dokular  deneysel
uygulamalara kadar -80°C’de muhafaza edildi.

2.2. Karaciger Dokusu Homojenizasyonu

Karaciger dokular1 0.1 M potasyum fosfat tamponu, 0.15
M KCI, ImM EDTA ve 1 mM DTT c¢ozeltisinde 1:4 total
doku agirligr oraninda olacak sekilde homojenizasyonu
gerceklestirildi. Homojenizasyon islemi Heidolph RZ 2021
markali cihazla yapildi. Homojenatlar 4°C’de 30 dakika
siiresince 15.000 g devrinde Hettich ROTINA 420 R
cihazinda gergeklestirildi. Santrifiij isleminden sonra
siipernatantlar elde edildi. Elde edilen siipernatantlarda
lipit peroksidasyon diizeyini tegkil eden malondialdehit
(MDA) diizeyleri tespit edildi.
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2.3. Malondialdehit Diizeyleri Tespiti

MDA diizeyi Placer et al. (1966) un belirttigi yonteme gore
yapild1. 500 uL homojenat tizerine % 15 trikloroasetik asit,
%0.375 thiobarbiitirik asit ve 0.25 N HCI (1:1:1,w/v) olacak
sekilde ilave edildi. Karisim su banyosunda 100°C’de 30
dakika 1sitild1. Karisim oda sicakliginda sogutulduktan
sonra 15 dakika 15.000 g devirde santrifiij edildi. Elde
edilen stipernatant drnekleri mikroplaka kuyucuklarina
aktarilarak 532 nm’de MDA diizeyleri tespiti yapildi.
MDA diizeyleri (nmol/g 1slak doku agirlig1) olarak ifade
edildi (Placer et al., 1966).

2.4. Karaciger Dokusu Mineral Analizleri

Sicanlarin karaciger dokularmndaki kursun (Pb), demir
(Fe), bakir (Cu), ¢inko (Zn) ve mangan (Mn) diizeylerinin
olcuimii, Indiiklenmis Eslesmis Plazma-Kiitle
Spektrofotometrisi (ICP-MS) cihazinda yapildi. Karaciger
dokular1 (250 mg) %65'lik 5 mL HNO; ile mikrodalgada
parcalandi. Elde edilen ¢ozeltideki mineral diizeyleri ICP-
MS cihazinda yapildi (Ozkaya & Tiirkan, 2021). Mineral
dtizeyleri ppb olarak verilmistir.

2.5. 3-Benzoil-7-Hidroksi Kumarin Molekiilii Sentezi

3-benzoil-7-hidroksi kumarin molekiilii sentezi icin, etil
benzoil asetat (3.844 g), 2,4-dihidroksibenzaldehit (2.762
g), 50 mL aseton ve ii¢ damla piperidin bir magnetik
karistirict tizerinde 2 saat sureyle riflaks edildi. Karisim
asirt  methanol igine aktarilarak 3-benzoil-7-hidroksi
kumarin molekiiltintin ¢okmesi saglandi. Bu molekiil
etanolde kristallendirilerek saflastirild: (Kurt et al., 2018).

3. Bulgular

Karaciger dokusu mineral ve MDA diizeyleri Tablo’1 de
gosterilmistir. P grubu Pb ve Fe mineral diizeyleri K
grubuna gore arttig1 tespit edildi (p<0.001). KUMP grubu
Pb ve Fe diizeyleri P grubuna gore azaldigi gozlendi
(p<0.001). Tum gruplarin Zn dtizeyleri arasinda
istatistiksel fark olmadig: tespit edildi (p>0.05). K grubu
Mn dtizeyleri diger gruplara gore diistik ciktigr saptandi
(p<0.05, p>0.001). Tum gruplarin Cu diizeyleri arasinda
istatistiksel fark olmamasina ragmen, P grubu Cu
diizeyinin diger gruplara gore nispi oranda arttig
gozlendi (p>0.05). P grubu MDA diizeyi diger gruplara
gore yiiksek ciktig1 tespit edildi (p<0.001). KUMP grubu
MDA diizeyi P grubuna gore azaldig1 gozlendi (p<0.001).

4. Tartisma

Bu calismada, kursun asetat ile oksidatif stres olusturulan
sican karaciger dokular1 tizerine 3-benzoil-7-hidroksi
kumarin molekiliniin lipit peroksidasyon ve bazi
mineraller tizerine etkinligi arastirildi. Calismada, kursun
asetat verilen grubun MDA diizeyi kontrol grubuna gore
yiiksek ¢iktig1 tespit edildi. Kumarin grubu MDA diizeyi
kontrol grubuyla istatistiksel fark gozlenmezken,
kombinasyonlu grubun MDA diizeyi kursun asetat
grubundan diisiik ¢iktigr gozlendi.

Kursun, metabolizmadaki dokularda oksidatif stresi
arttirarak antioksidan savunma sistemini olumsuz
etkilemektedir. Ayrica, dokulardaki mineral
metabolizmasinin iglevselligini bozmaktadir. Hiicresel
faaliyetler igin eser elementlere ihtiya¢ duyar (Alonso et
al., 2004; Mansouri & Cauli, 2009).
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Sicanlara 500 ppm diizeyinde 8 hafta siiresince
kursun asetat uygulamasi sonucunda karaciger
Tablo 1. Karaciger Dokusu Mineral ve MDA Diizeyleri
Table 1. Liver Tissue Mineral and MDA Levels
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dokusunun MDA diizeyinin arttig1 rapor edilmistir (Wang
etal., 2012; Yologlu, 2017).

Mineraller K KUM P KUMP
Pb 61.62+3.22 0.10£0.02= 1682.82+62.17¢ 1345.41+63.57<
Fe 102735.02+1799.22 106244.92+1838.252 120946.81+948.65¢ 95708.16+2706.18~
Zn 30304.25+551.98 28535.76+377.48 28641.77+300.82 29834.86+795.51
Mn 2138.92+114.05 2536.85+£61.31a 2801.55+75.78¢ 2759.11+76.09¢
Cu 5391.27+357.76 5340.40£150.75 5803.15+71.50 5332.67+205.08
MDA 45.78+ 4.12 48.51+6.75% 96.64+8.56¢ 61.23+5.78az

K grubuna gore karsilastirma. a: p <0.05, b: p <0.01, c: p <0.001
P grubuna gore karsilastirma. x: p <0.05, y: p <0.01, z: p <0.001

Anlamsal farkin olmamast: p>0.05

Bagka bir calismada, 4 hafta siiresince 500 ppm
kursun asetat uygulamasi yapilan erkek sicanlarin
karaciger dokusu MDA diizeylerinin kontrol grubuna
gore onemli diizeyde arttigr bildirilmistir (C)Zkaya et al,,
2016; Yologlu, 2017).

Kursun toksisitesi ile ilgili onemli bir ¢alismada,
kursunun sican Kkaraciger dokularinda stiperoksit
radikalleri, hidrojen peroksit ve singlet oksijen diizeylerini
onemli diizeyde arttig belirtilmistir. Ayrica, protein, lipit
ve amino asitlerin onemli diizeyde hasar gordiigi
bildirilmistir (Liu et al., 2011; Liu et al., 2012; Yologlu,
2017).

Son yillarda yapilan 6nemli bir ¢alismada, kursun
asetat 500 ppm olarak, 20 giin siiresince sicanlara
uygulanmustir. Deneysel sonuglarinda sicanlarin karaciger
dokularmda MDA  dtizeyi artarken antioksidan
enzimlerden glutatyon rediiktaz (GR), Glutatyon S-
transferaz ve karboksil esteraz (Ces) enzim aktivitelerinin
onemli diizeyde azaldig1 rapor edilmistir (Ozkaya et al.,
2018).

Calismamizda kursun-asetatin  arttirdigt MDA
diizeyini 3-benzoil-7-hidroksi kumarin molekiiliintin
azalttig1 tespit edildi. Ayrica, kursun asetat grubunun Pb,
Fe ve Mn diizeylerinin kontrol grubuna gore arttig
gozlendi. Kombinasyonlu grubun Pb ve Fe diizeylerini
kursun asetat grubuna gore azalttig1 tespit edildi. Bireysel
kumarin grubundan Pb diizeyinin ise kontrol grubuna
gore azaldig1 gozlendi. Ayrica, kursun grubu Cu diizeyi
diger gruplara gore nispi oranda arttig1 tespit edilirken,
kombinasyonlu grubun Cu diizeyi ise kontrol grubu
seviyesine dustligi gozlendi. Yapilan bircok calismada,
kursun maruziyetine kalmis hayvan dokularinda (bobrek,
karaciger ve beyin) kursun seviyesinin arttig1 tespit
edilmistir (Xia et al., 2010; Mehana et al., 2012; C)Zkaya et
al., 2018).

Kursun uygulanan sican karaciger, kalp ve testis
dokularinda Fe diizeyinin arttig1 bildirilirken, karaciger ve
kalp dokularinda Cu ve Zn diizeylerinde kontrol grubuna
gore istatistiksel fark olmadig1 rapor edilmistir (Aksu et
al., 2017).

Calismada 3-benzoil-7-hidroksi kumarin
molekiiltintin kursun asetatin peroksidan etkilerine kars
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lipit peroksidasyon ve bazi mineral diizeylerine karsi
antioksidan ozellikler sergiledigini gostermektedir. 3-
benzoil-7-hidroksi kumarin’in karaciger dokularinda hem
Pb ve Fe konsantrasyonlarmi diizelttigini hem de MDA
diizeylerine pozitif etki gosterdigini tespit ettik.

Kumarinlerin  antioksidan  aktiviteleri  serbest
radikalleri temizleme ve metal iyonlarmi selatlama
kabiliyetlerinden kaynaklanmaktadir. Kumarinlerin bu
ozellikleri molekiiler yapilarindan kaynaklanmaktadir
(Khan et al., 2004b).

Kumarinlerin yapilarinda bulunan hidroksi, asetoksi
ve metoksi gruplar1  antioksidan  kapasitelerini
arttirmaktadir. Bu fonksiyonel gruplar kumarinlerin
detoksifikasyon fonksiyonlari i¢in énemlidir (Khan et al.,
2004b).

Yapilan bir calismada kumarin 6zelligi yapisindaki
esculetin ve scaparone’nin hepatoprotektif etkileri oldugu
rapor edilmistir (Atmaca et al., 2011).

Yapilan bagka bir calismada ferrik nitrilotriasetat (Fe-
NTA) ile olusturulan oksidatif strese kars1 1,2- benzopiron
kumarin molekiiliin etkisi arastirilmistir. Fe-NTA'nin
dokularda MDA diizeyini arttirdig1 ve antioksidan enzim
sistemini olumsuz etkiledigi bildirilirken, 1,2- benzopiron
molekiiltintin  Fe-NTA'nin  olusturdugu bu olumsuz
etkileri diizelttigi rapor edilmistir (Khan et al., 2004b).

Ayrica bircok ¢alismada, kumarinlerin gesitli
oksidatif stres ajanlarmna kars: antioksidan etkiye sahip
oldugu bildirilmistir (Tseng, 1991; Wu et al., 2007; Lin et
al., 2008).

Karbontetrakloriir’tin sigan karacigerlerinde
olusturdugu hasarlara kars1 bazi kumarinlerin antioksidan
etki gostererek karaciger hasarmmi engelledigi rapor
edilmistir (Atmaca et al., 2011).

Fraxin, esculetin, agasillin, osthol ve grandivittin gibi
kumarinlerin serbest radikalleri stiptirticti  etkileri
bildirilmistir (Venugopala et al., 2013).

Sonug olarak, kursun asetatin neden oldugu ytiksek
lipit peroksidasyonu, kursun ve demir metabolizmasin
olumsuz olarak etkilemis olup, bu negatif etkiyi 3-benzoil-
7-hidroksi kumarin molekiiltintin diizelttigini
distinmekteyiz.
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Murat KOCA ve Prof. Dr. Adnan KURT a desteklerinden dolay1
tesekkiir ederim.

Etik kurul onayr: Bu calisma, hayvan deneylerinin etik
standartlarina uygun olarak yapilmustir. Calisma igin yasal
aragtirma etik kurul onay izinleri Adiyaman Universitesi Deney
Hayvanlar1 Etik Kurulu'ndan alinmistir (Etik kurul karar
n0:2020/066).

Cikar catismast: Yazar, ¢ikar catismasi olmadigini beyan etmistir.
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