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Arastirma Makalesi Research Article

Kursun Kaynakli Olusan Dalak Toksisitesine Karsi
Sinapik Asidin Etkilerinin incelenmesi

Investigation of the Effects of Sinapic Acid Against Lead-
Induced Spleen Toxicity

0z

Bu calisma, fenolik asit iceren dogal bitkisel bilesik olan sinapik asidin (SA), erkek ratlarda
kursun (Pb) kaynakli dalak toksisitesine karsi etkilerini incelemeyi amagladi. Dalak toksisitesi,
ratlarin 7 glin boyunca sadece Pb ya da Pb ile kombinasyon halinde SA’nin oral tedavisini
takiben degerlendirildi. Doku malondialdehit (MDA) seviyeleri, glutatyon (GSH) seviyeleri,
glutatyon peroksidaz (GPx), slperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (KAT) aktiviteleri
biyokimyasal olarak belirlendi. Dalak dokusunda Pb uygulanan grupta MDA dizeyi artarken,
GSH seviyeleri ve GPx, SOD, KAT aktiviteleri azaldi. Pb ve SA’nin birlikte uygulanmasinin MDA
dizeyini azalttigl, GSH seviyeleri ve GPx, SOD, KAT aktivitelerini arttirdig) gézlemlendi. Ayrica
Pb'nin NF-kB, TNF-a, IL-1, COX-2, Beklin-1 ve kaspaz-3 seviyelerini dnemli dlctide artirdigini
gosterdi. Kontrol ve Pb grubuyla karsilastirildiginda ise, SA tedavisinin NF-kB, TNF-a, IL-1(3,
COX-2, Beklin-1 ve kaspaz-3 seviyelerini dnemli 6lctide azalttig belirlendi. Sonug olarak bu
calismada SA'nin Pb kaynakli dalak hasarina karsi koruyucu ¢zellige sahip oldugu belirlendi.

Anahtar kelimeler: Antioksidan, Dalak, Kursun, Oksidatif Stres, Sinapik Asit.

ABSTRACT

This study aimed to examine the effects of sinapic acid (SA), a natural herbal compound
containing phenolic acid, against lead (Pb)-induced spleen toxicity in male rats. Spleen
toxicity was assessed following oral treatment of rats with Pb alone or in combination
with SA for 7 days. Tissue malondialdehyde (MDA) levels, glutathione (GSH) levels, and
the activities of glutathione peroxidase (GPx), superoxide dismutase (SOD), and catalase
(CAT) were determined biochemically. While the MDA levels increased in the Pb-
administered group in the spleen tissue, GSH levels and the activities of GPx, SOD and
CAT decreased. It was observed that co-administration of SA and Pb decreased MDA
levels and increased GSH levels as well as GPx, SOD, and CAT activities. It also showed that
Pb significantly increased the levels of NF-kB, TNF-a, IL-1B, COX-2, Beclin-1 and caspase-
3. Compared to the control and Pb groups, SA treatment was determined to significantly
reduce the levels of NF-kB, TNF-a, IL-13, COX-2, Beclin-1 and caspase-3. As a result, in this
study, it was determined that SA has protective properties against Pb-induced spleen
damage.

Keywords: Antioxidant, Lead, Oxidative Stress, Sinapic Acid, Spleen.
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Giris

Agir metaller, viicudumuzda biyolojik birikimleri, toksik
etkileri ve sudaki kaliciliklari sebebiyle toksikasyona yol
acmaktadir  (Simsek  vd., 2023b). Agir metal
toksikasyonunun artmasiyla beraber Pb’nin insan sagligi
Uzerindeki zararli etkileri de arastirilmaya baslanmigtir
(Caglayan vd., 2020).

Pb gida, su ve hava yoluyla insanlari etkileyen bir metaldir
(Soleimani vd., 2016). Pb, 6zellikle glutatyon (GSH),
glutatyon peroksidaz (GPx), siiperoksit dismutaz (SOD) ve
katalaz (KAT) gibi bazi antioksidan enzimlerin —SH (tiyol)
grubuna baglanir ve oksidatif strese neden olarak toksik
etki gosterir (Caylak, 2010). Viicuda alinan Pb kan dolasimi
yoluyla kikirdak, sinir, timus, tiroid, pankreas, bobrek,
akciger, dalak ve kas dokusuna ulasir. Bundan dolayi
vicutta fiziksel, biyokimyasal, davranissal bozukluklara
sebep olur (Kucukler vd., 2021). Ayrica, immun yaniti
artirarak, immun sistem organlarinda islevsel hasara ve
anemiye yol acar (Li vd., 2021).

Reaktif oksijen tirleri (ROT), hiicre biylmesi ve cogalmasi
icin gerekli sinyal molekdilleri olarak gbrev yapar; ancak
hicre icindeki redoks dengesindeki degisiklikler serbest
radikallerin Gretimini artirir. Hucreler cesitli endojen
antioksidan korunma sistemlerine sahip olsa da serbest
oksijen tirlerinin hiicreye karsi olusturdugu hasari etkili bir
sekilde engelleyemez (Simsek vd., 2023c). Asiri Pb alimina
bagli olarak viicutta oksidan ve antioksidan dengesi bozulur
(Tuncer vd., 2023).

Flavanoidler bircok meyve, sebze ve bitki koklerinde
bulunan polifenolik bilesiklerdir. Bu bilesiklerin bircok
yararh etkisi vardir. Bu etkiler antioksidan, anti-inflamatuar,
anti-hipertansif, anti-mutajenik, anti-kanser ve anti-
bakteriyel 6zelliklerdir (Simsek vd., 2023c). Sinapik asit’in
(SA) ise cesitli meyvelerde, sebzelerde, yagh tohumlarda,
bazi baharatlarda, sifali bitkilerde ve 6zellikle tahil
tanelerinde 6nemli miktarlarda bulundugu ve gigcli
antioksidan etkilere sahip oldugu bildirilmistir (Niciforovic
& Abramovic, 2014).

Sunulan g¢alismada, SA’nin glcli antioksidan 6zelliginden
yararlanilarak dalak (zerinde Pb maruziyetine bagl
olusturacagi etkinin oksidatif stres, inflamasyon, otofaji ve
apaptoz parametreleri Olgllerek incelenmesi
amaglanmistir.

Yontemler
Deney Hayvanlari

Calismada, Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama
ve Arastirma Merkezi'nden temin edilen ortalama agirliklari
220-250 g arasinda olan, 10 haftalik yastaki 35 adet erkek
Sprague-Dawley cinsi rat kullanildi. Calisma siliresince,
hayvanlar standart laboratuvar kosullarinda barindirildi. Bu
kosullar, 24 t 1°C sicaklik, %45 + 5 nem ve 12/12
aydinhk/karanlik dongusu seklinde saglandi. Ratlar, ¢calisma
sliresince standart yem ve su ile ad-libitum olarak beslendi.
Calisma baslatilmadan 6nce, ratlarin  adaptasyon
saglamalari igin bir hafta bekletildi. Bu ¢alismamizin etik
kurul onayi 20.11.2023 tarihli 195 sayili karar ile Atatirk
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Baskanhg
tarafindan onaylanmistir.

Deneysel Uygulamalar

Calismada toplamda 35 adet Sprague-Dawley cinsi erkek
rat kullanildi ve her bir grupta 7 adet rat bulunacak sekilde
5 gruba ayrildi.

1- Kontrol Grubu: Ratlara 7 giinlik siire boyunca oral gavaj
yoluyla serum fizyolojik verildi.

2- Sinapik Asit Grubu (SA): Ratlara 7 glinllk siire boyunca,
10 mg/kg dozunda oral gavaj yoluyla sinapik asit uygulandi
(Tuncer vd., 2023).

3- Kursun Grubu (Pb): Ratlara 7 ginlik siire boyunca, oral
gavaj yoluyla 30 mg/kg dozunda kursun verildi (Tuncer vd.,
2023).

4- Kursun + Sinapik Asit 5 mg/kg Grubu (Pb + SA 5): Ratlara
7 glin boyunca her giin 30 dakika arayla 30 mg/kg kursun
ve 5 mg/kg sinapik asit oral yolla verildi.

5- Kursun + Sinapik Asit 10 mg/kg Grubu (Pb + SA 10):
Ratlara 7 giin boyunca her giin 30 dakika arayla 30 mg/kg
kursun ve 10 mg/kg sinapik asit oral gavaj yoluyla
uygulandi.

Numunelerin Alinmasi

Son uygulamadan 24 saat sonra ratlar sevofluran anestezisi
altinda dekapite edilerek dalak dokusu alindi. Biyokimyasal
analizleri yapilincaya kadar -80 °C’de muhafaza edildi.
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Biyokimyasal Analizler

Oksidatif stres belirteclerini degerlendirmek icin ihtiyag
duyulan dalak dokusu homojenatlari, 6nceki ¢calismamizda
belirtilen metodolojiye gore hazirlandi (Celik vd., 2020).
GSH hidrojen peroksit ile oksidasyonunu katalize eden GPx
enziminin aktivitesi Matkovics tarafindan belirtilen
yonteme gore Olglildi (Matkovics, 1988). Nitroblue
tetrazolyum indirgenmesini engelleme prensibine dayanan
SOD aktivitesi Sun ve ark. tarafindan belirtilen yonteme
gore olculdi (Sun vd., 1988). Hidrojen peroksit varhgini
gosteren KAT aktivitesi Aebi tarafindan belirlenen
yontemle Olglldu (Aebi, 1984). GSH analizi stlfhidril gruplu
bilesiklerin varliginda 5,5'-Dithiobis (2-nitrobenzoik) asit
indirgenerek sari renk meydana gelmesi prensibine
dayanir. GSH analizi Sedlak ve Lindsay tarafindan kullanilan
yontemle Olctldi (Sedlak & Lindsay, 1968). Lipit
peroksidasyonunun gostergesi olan malondialdehit (MDA)
diizeyi Placer ve ark. tarafindan belirlenen yonteme goére
tiyobarbittrik asit reaktif madde Gretiminin izlenmesiyle
Olclldu (Placer vd., 1966). Dalak dokularinin protein icerigi
Lowry ve ark. tarafindan belirlenen yontemle 6l¢ildi
(Lowry vd., 1951).

ELISA yontemi ile dalak dokusunda NF-kB, IL-1B, TNF-a,
COX-2, Beklin-1 ve Kaspaz-3 diizeylerinin incelenmesi

Dalak dokusunda Nikleer Faktor-kappa B (NF-kB),
interlékin-1B (IL-1B), Timoér Nekroz Faktérii-alfa (TNF-a),
Siklooksijenaz-2 (COX-2), Beklin-1 (YL Biont, Shangai, Cin)
ve Sistein Aspartat Spesifik Proteaz-3 (Kaspaz-3) seviyeleri
(Sunred, Shangai, Cin) Ureticinin protokolline gore ticari bir
ELISA deney kiti kullanilarak 6l¢iildi.

istatistiksel Analiz

Calismadan elde edilen tim veriler, SPSS 20.0 paket
programi kullanilarak istatistiksel olarak analiz edildi. Elde
edilen biyokimyasal veriler, tek yonli varyans analizi
(ANOVA) testiile incelenmis olup, coklu karsilastirmalar igin
Tukey HSD testi uygulandi. P<0.05 seviyesindeki sonuclar
anlamli kabul edildi.

Bulgular
Oksidatif Stres Belirtegleri ve Antioksidan Enzimler

Pb’nin dalak dokusunda olusturdugu oksidatif hasara karsi
SA’nin etkileri oksidan belirte¢ olan MDA ile antioksidan
enzimler olan SOD, KAT, GPx aktiviteleri ve non-enzimatik
bir belirte¢ olan GSH analizi ile degerlendirilerek bulgular
Tablo 1'de sunulmustur. Sonuglarimiza gore, lipid
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peroksidasyonunun bir gostergesi olan dalak dokusu MDA
dizeyleri incelendiginde, kontrol ve sadece SA uygulanan
gruplara goére Pb uygulanan grupta MDA dizeyinin
yukseldigi tespit edildi (p<0.0001). Pb grubunda yikselen
MDA seviyelerinin Pb ile kombine uygulanan SA
antioksidanin her iki dozunda da azaldigl tespit edildi
(p<0.0001). Non-enzimatik bir antioksidan olan GSH
duzeyleri ve enzimatik antioksidan olan SOD, KAT ve GPx
aktiviteleri kontrol ve sadece SA uygulanan gruplara gore
Pb grubunda azalirken (p<0.0001), Pb ile uygulanan SA
antioksidaninin 5 mg/kg ve 10 mg/kg’lik dozlarinda ise
arttigi tespit edildi (p<0.0001).

Tablo 1. SA ve Pb'nin dalak dokusunda MDA ve GSH
dizeyleri, SOD, GPx ve KAT enzim aktiviteleri tizerine etkisi.

Table 1. Effects of SA and Pb on MDA and GSH levels, SOD,
GPx and KAT enzyme activities in spleen tissue.

Parametreler  Kontrol SA Pb Pb+SA 5 Pb+SA 10
MDA 15,21 14,76%0,3 28,11+0,43 23,18+0,42 19,34+0,23
(nmol/g +0,37 4 * # &

doku)

GSH (nmol/g 2,32+0,05 2,36+0,04 1,13+0,03* 1,50+0,02% 1,88+0,03%
doku)

SOoD (U/g 19,17+0,4 19,57+0,4 8,81+0,37+ 11,98+0,37 15,65+0,39
protein) 3 5 # &

GPX (nmol/g 10,88+0,3 11,59+0,3 3,39+0,23* 5,08+0,22# 8,16+0,33%
doku) 9 0

KAT (Katal/g 23,36+0,7 23,99+0,5 11,66+0,38 14,92+0,31 16,71+0,39
protein) 6 2 * # &

Dalak Dokusu; Malondialdehit (MDA), Glutatyon (GSH) Dizeyi ve
Stiperoksit Dismutaz (SOD), Katalaz (KAT), Glutatyon Peroksidaz (GPX)
Aktiviteleri. Pb: Kursun, SA: Sinapik Asit. Kontrol ve SA grubuna gore; ayni
satirdaki farkh simgeler (+, #, &), gruplar arasi 6nemli bir fark oldugunu
ifade eder (p<0.0001).

ELISA Yontemi ile Dalak Dokusunda NF-kB, IL-1B, TNF-a,
COX-2, Beklin-1 ve Kaspaz-3 Diizeylerinin Belirlenmesi

Pb uygulamasinin tetikledigi inflamatuar yanit tizerinde SA
tedavisinin etkisini arastirmak i¢in dalak dokusunda NF-kB,
IL-1B, TNF-a, COX-2, Beklin-1 ve Kaspaz-3 seviyeleri
degerlendirilerek Sekil 1’de sunulmustur. NF-kB (Sekil 1a),
IL-1B (Sekil 1b), TNF-a (Sekil 1c) ve COX-2 (Sekil 1d)
seviyeleri kontrol ve SA grubuna kiyasla Pb grubunda
artarken (p<0.0001), Pb ile kombine uygulanan SA’nin 5 ve
10 mg/kg'lik dozunda bu seviyeler azaldi (p<0.0001).
Mevcut calismada otofajik belirte¢ olan beklin-1 diizeyi
(Sekil 1e) incelendiginde ise, Pb grubunda kontrol ve SA
grubuna kiyasla anlamli sekilde arttigi tespit edilirken, SA
tedavisi uygulanan gruplarda ise seviyenin azaldigl
belirlendi (p<0.0001). Ayrica SA’nin apoptoz lizerine etkisini
degerlendirmek icin kaspaz-3 dizeyi (Sekil 1f) incelendi.
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Calismadaki bulgumuza gore kaspaz-3 diizeyi Pb grubunda,
kontrol ve SA grubuna gore arttigi belirlenirken, SA tedavisi
uygulanan gruplarda ise artan seviyenin azaldigl
gozlemlendi (p<0.0001).

€ Beklin-1 f Kaspaz-3

Sekil 1: Dalak Dokusu; Nikleer Faktor kappa B (NF-kB), Timor
Nekroz Faktér-alfa (TNF-a ), interl6kin-1B (IL-1B), Siklooksijenaz-
2 (COX-2), Beklin-1, Sistein Aspartat Spesifik Proteaz-3 (kaspaz-3)
Seviyesi. Pb: Kursun, SA: Sinapik Asit. Kontrol ve SA grubuna gore;
grafik sttunlarindaki farkli simgeler (+, #, &), gruplar arasi 6nemli
bir fark oldugunu ifade eder (p<0.0001).

Tartigma

insan viicudunun en dnemli bagisiklik organlarindan biri
olan dalak, viicut sivilarinin ve hiicrelerinin bagisikhginda
rol oynar (Akaras vd., 2023). Vicudumuza alinan Pb’nin
bliylk orani atilir, ancak bir kismi emilir ve kana gecer;
emilen Pb, dolasim sistemi boyunca eritrositler tarafindan
tasinir; vicuttaki hemen hemen tim dokular 6zellikle
hematopoetik ve bagisiklik sistemi toksik metale maruz
kahr (Aldahmash & EIl-Nagar, 2016). Pb’ye maruz kalan
ratlarin dalaginda splenomegali olusarak dalak toksisitesine
sebep olur (Marques vd., 2006). Dalakta Pb’ye maruz kalan
eritrositlerin artan tahribati anemiye ve serbest demir (Fe)

artisina yol acar. Bu artis, hiicresel Fe homeostazisini
bozarak makrofajlarda oksidatif stresi artirir (Kasten-Jolly &
Lawrence, 2014).

Pb’nin SOD, GPx, KAT aktivitelerinde ve GSH seviyesinde
onemli bir azalmaya, MDA diizeyinde ise 6nemli bir artisa
sebep oldugunu gosteren bircok literatlir bulunmaktadir
(Akaras vd, 2024; Akarsu vd, 2023; Han vd, 2017; Tuncer vd,
2023). Akaras ve ark.nin yaptigi ¢alismaya gore Pb’nin
akciger dokusunda oksidatif strese yol acarak hasara yol
actigl ancak SA uygulamasi ile tedavi gruplarinda iyilesme
oldugu belirtilmistir  (Akaras vd., 2024). Sunulan
calismamizdaki bulgularimiz mevcut literatir bilgilerini
destekleyerek, Pb'nin dalak dokusundaki SOD, KAT, GPx
aktivitelerini ve GSH seviyelerini azalttigin, MDA
seviyelerini ise ylkselterek oksidatif hasara yol actigini
gostermis ve SA tedavisinin bu seviyeleri 6nemli 6l¢lide
azaltarak oksidatif stres hasarina karsi dizenleyici etkisi
oldugu belirlenmistir. Onceki calismalara benzer sekilde
mevcut ¢alismada, SA'nin antioksidan 6zellige sahip oldugu
ve oksidatif strese karsi onleyici etkisi oldugu gorilmustar
(Tuncer vd., 2023).

Pb toksisitesi endoplazmik retikulum kaynakli apoptoz ve
otofaji arasinda bir baglanti oldugunu gostermistir. Dalak,
bagisikhk tepkisi ve eritropoezdeki rolii nedeniyle, Pb
toksisitesine karsi duyarl bir dokudur (Corsetti vd., 2017).
Mitojenler tarafindan aktive edilen protein kinaz (MAPK)
sinyal yolunun dalak biylimesine, hiicre apoptozuna,
¢ogalmasina, farkllasmasina ve mayozuna katkida
bulundugu belirtiimektedir (Kuang vd., 2022). Yang ve
ark.’nin yaptigi bir calismaya goére Pb kaynakli dalak
toksisitesiyle MAPK sinyal yolu arasinda bir iliski oldugu
belirtilmistir. MAPK sinyal yolunun aktivasyonu TNF-q,
COX-2 ve IL-1B gibi pro-inflamatuvar sitokinlerin
aktivasyonuna ve dalakta apaptoza yol agarak NF-kB
yolaginin uyarilmasina neden oldugu ifade edilmistir (Yang
vd., 2023). Tuncer ve ark’nin testis dokusunda yaptigi
calismada Pb toksikasyonunun NF-kB, IL-1B, TNF-a ve COX-
2 seviyelerinde artisa sebep oldugu, SA uygulanan
gruplarda ise artan seviyelerin azaldigi belirtilmistir (Tuncer
vd., 2023). Sunulan calismada bu bulgular destekleyerek,
dalak dokusunda Pb tarafindan indiklenen TNF-a, IL-1B,
COX-2 ve NF-kB seviyelerinde bir artis oldugu ortaya
konmustur; SA tedavisi ise bu seviyeleri dnemli 6lglide
azaltmistir. Bu sonug, SA'nin inflamasyonu azaltarak NF-kB,
IL-1B, COX-2 ve TNF-a yolaklarindaki diizenleyici
ozelliklerini gostermektedir.

Otofaji, lizozomlar aracihigiyla yaslanmis ve hasarli
organellerin gikarilmasi siirecidir. Normal fizyolojik kosullar
altinda disiik seviyede olan otofaji, hiicresel homeostazin
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korunmasinda 6nemli bir rol oynar (Simsek vd., 2023a).
Beklin-1 sinyal yolagl otofajik slirecte rol oynayan ve
otofajik hasarin derecesini belirleyen 6nemli belirtegtir.
Zhang ve ark.’1 Pb maruziyetinin ratlarda Beklin-1’in protein
seviyelerinde oOnemli artis gostererek otofaji hasarina
neden oldugunu bildirmistir (Zhang vd., 2024). Simsek ve
ark’i yaptigl ¢alismada ise SA tedavisinin Pb toksikasyonu
sebebiyle  artan  beklin-1  seviyelerini  azaltigini
bildirmislerdir (Simsek vd., 2023c). Mevcut ¢alismada bu
bulgularla uyumlu olarak Pb maruziyetinin Beklin-1
seviyesini artirarak otofajik hasara sebep olurken SA
tedavisinin 10 mg/kg uygulanan dozu 5 mg/kg uygulanan
dozuna gore daha iyi etki gostererek otofajik hasara karsi
koruma sagladigi tespit edilmistir.

Apoptozis, cesitli uyaranlarla tetiklenen hiicre 6liminin
normal bir silrecidir. Pb’nin dalak dokusunda kaspaz-3
ekspresyonunda 6nemli bir artisa neden olarak apoptoza
yol actigl bildirilmistir (Corsetti vd., 2017). Akaras ve ark.’|
akciger dokusunda Pb maruziyetinin kaspaz-3 seviyelerini
artirarak apaptoza yol actigi, SA uygulanan gruplarda ise
apaptozun onemli dlglide azaldigini belirtmislerdir (Akaras
vd., 2024). Mevcut calismamizda bu bulgularla uyumlu
olarak dalak dokusunda Pb grubunda kaspaz-3 seviyesinde
artis oldugu, SA ve Pb’nin beraber uygulandigi gruplarda ise
bu artisin azaldigi ve bu sonucun 6zellikle 10 mg/kg
dozunda daha etkili oldugu bulunmustur.

Sonug

Sonug olarak, Pb’nin dalak dokusunda oksidatif stres,
inflamasyon, otofaji ve apaptoza sebep olarak hasara yol
actigini ve SA’'nin bu zararlari hafifletici bir etkiye sahip
oldugunu géstermektedir. Bu nedenle, dalak dokusunda Pb
kaynakl hasari 6nlemek amaciyla SA’nin 5 ve 10 mg/kg’lik
dozlarinin kullaniminin etkili oldugu, o6zellikle 10 mg/kg
verilen dozun daha etkili oldugu tespit edildi.
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