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OZET

Su teresinin (Nasturtium officinale) 7,12-dimetilbenz[a]antrasen ile indiiklenen

oksidatif stres ve karaciger dokusu hasarina karsi koruyucu etkisinin arastiriimasi

Amac: Nrf2, bir dizi antioksidan cevap elementine bagli gen dizisinin ekspresyonunu
aktive ederek oksidatif strese karsi hiicresel savunmanin diizenlenmesinde kritik rol
oynamaktadir. Bu in vivo ¢alismada, DMBA ile indiiklenen karaciger hasar1 ve oksidatif
strese karsi Su teresinin (Nasturtium officinale) Nrf2 araciligiyla koruyucu etkisinin
incelenmesi amag¢lanmaktadir.

Materyal-Metot: Calismada, 27 adet Wistar Albino siganlar ii¢ gruba ayrildi (her bir
grupta 9 sican): Grup I, kontrol olarak degerlendirildi ve higbir uygulama yapilmadi.
Grup II’deki ratlara intraperitonal tek doz 20 mg/kg b.w. 7,12-DMBA i.p.uygulandi.
Grup III’deki ratlara 4 hafta i.g. gavaj yoluyla 62.5mg/ml/giin Su teresi ekstresi verildi
ve 20 mg/kg 7,12-DMBA i.p. uygulandi. Serum ALT, karaciger dokularinda
histopatolojik analiz, SOD, CAT, GPx, NQOL1, ve GST enzim aktiviteleri, MDA, Nrf2
transkripsiyon faktoriiniin analizleri gergeklestirildi ve Su teresinde PEITC miktari
HPLC ile analiz edildi.

Bulgular: 7,12-DMBA uygulanan grupta, MDA ve ALT’nin arttig1 (p<0,05), NQO1,
GST, SOD, CAT, GPx enzim aktivitelerinin, ayrica Nrf2 diizeylerinin si¢an karaciger
dokularinda azaldigi goézlenmistir (p<0,05). Su teresi’nin verildigi grupta ise bu
biyokimyasal belirteclerin seviyelerinin iyilestigi gorilmistiir (p<0,05). Ayn1 zamanda,
histopatolojik sonuclar Su teresi’nin 7,12-DMBA aracili karaciger hasarma kars
korudugunu desteklemistir (p<<0,001).

Sonug¢: Calismamizdan elde ettigimiz verilerde, Cruciferae familyasina ait Su teresinin,
7,12-DMBA ile indiiklenen oksidatif stresi azalttiini ve karaciger hasarini
iyilestirdigini gozlemledik. Buna ek olarak, su teresinin potansiyel bir kemopreventif
ajan olabilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Su Teresi (Nasturtium officinale), DMBA, Faz Il enzimleri, Nrf2,
Hepatoprotektif etki.

Vi



ABSTRACT

Investigation of protective effect of Watercress (Nasturtium officinale) against
oxidative stress and the liver tissue injury induced by 7,12-
dimethylbenz[a]anthracene

Objective: Nrf2 plays a critical role in regulating cellular defense against oxidative
stress by activating the expression of a sequence of genes linked to a number of
antioxidant response elements. In this study, it is aimed to investigate the protective
effect of the watercress (Nasturtium officinale) via Nrf2 against 7,12-DMBA-induced
liver damage and oxidative stress.

Material and Method: In this study, 27 Wistar Albino rats were divided into three
groups (9 rats in per group): Group I was untreated and served as ‘control’. Rats in
group Il were injected intraperitoneally each with a single dose of 20 mg/kg body-
weight of 7,12-DMBA. Rats in Group Il were treated 62.5 mg/ ml / day of watercress
by i.g. gavage for 4 weeks and were injected i.p. 7,12-DMBA. Serum ALT,
histopathological analysis, SOD, CAT, GPx, NQO1, and GST enzyme activities, MDA,
Nrf2 transcription factor were determined and PEITC amount on the watercress were
analyzed by HPLC.

Results: In the 7,12-DMBA treated group, MDA and ALT increased (p <0,05), NQOL1,
GST, SOD, CAT, GPx enzyme activities as well as Nrf2 levels decreased (p <0.05).
The level of these biochemical markers was found to be ameliorated by watercress (p
<0.05). At the same time, the histopathological results supported that the watercress
protects against 7,12-DMBA-mediated liver damage (p <0,001).

Conclusion: The data obtained from our study showed that the Cruciferae family has
reduced oxidative stress induced by 7,12-DMBA and improved liver damage. In
addition, we propose that the watercress may be a potential chemopreventive agent.

Key words: Watercress (Nasturtium officinale), 7,12-DMBA, Phase Il enzymes, Nrf2,
Hepatoprotective effect.
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1. GIRIS

Tarih Oncesi ¢aglardan beri doga, kanser dahil olmak iizere bircok hastaligi
tedavi etmek i¢in kullanilan bir¢ok ila¢ ve ila¢ yolunun zengin bir kaynagi olmustur.
Newman ve Cragg’a gore, mevcut antikanser ajanlarinin %74.8°1 dogal kaynaklardan
olusmaktadir ve neredeyse %48.6’s1 bu dogal kaynaklarin asil dogal bileseni veya
dogrudan tiirevidir (1). Son yillarda, diyet fitokimyasallarinin kimyasal ve biyolojik
fonksiyonlar1 ve insan saglig1 lizerine etkileri yogun bir sekilde arastirilmaktadir. En
bilinen fitokimyasal bilesikler tanenler, saponinler, kumarinler, fenolik bilesikler,
tokoferoller, terpenler, karotenler, izotiyosiyanatlar, siilfitler, siilforafanlar, terpenoidler,

alkaloidler seklinde siralanabilir (2).

Dinamik ve uzun vadeli bir silire¢ olan kanser gelisimi, sonucta metastaza,
kontrolsiiz yayilima ve viicudun kanserli hiicresinin biiylimesine yol acan, genel olarak
baslama, gelisme ve ilerleme asamalarini iceren bir siirectir (3). Kemoprevensiyon,
neoplastik transformasyondaki hiicrelerin gidisatini tersine geviren veya geciktiren dogal ya
da sentetik non-toksik kimyasal Onleyici seklinde aciklanmustir (4). Epidemiyolojik
caligmalar, dogal diyet bilesiklerinin bu siireci degistirebilecegini, kanser ve diger kronik
hastaliklar1 6nleme becerisine sahip biyoaktif diyet bilesenlerinin kemopreventif etkinligini
ortaya ¢gikarmistir (3). Son on yilda kanserin 6nlenmesi igin yapilan genis oranda preklinik
ve insan miidahaleli caligmalardaki olumlu verilere dayanarak, kemoprevensiyona kanserle

savagsmada gergekgi ve stratejik alternatif olarak bakilmaktadir (5).

In vivo transgenik ve deney hayvanlari modellerinin ortaya ¢ikistyla, hiicresel,
molekiiler ve genomik deney sistemlerinin ve diyet fitokimyasallarinin diizenledigi
mekanizmalarin muazzam bir sekilde anlasilmasi saglanmistir. Bu fitokimyasallar
hiicrelere girdikten sonra, dogrudan serbest radikalleri temizleyebilir ve ayrica ¢esitli
hiicresel sinyal yolaklari ile ilgili proteinleri tetikleyen “ kimyasal veya elektrofilik stres
sinyalleri” tiretebilir (6). Bu durum Nrf2 ile Keapl kompleksinin aktivasyonunu igerir.
Nrf2-Keapl kompleksinin aktivasyonu ile birlikte hiicresel savunma mekanizmalari
olan faz 2 detoksifikasyon enzimleri, faz 3 transporterlari, anti-oksidatif stres proteinleri
ve diger savunma mekanizmalar1 hiicreye giren reaktif oksijen tiirleri ve karsinojenik
reaktif tiirlerden hiicreyi korur. Karsinojenezin baslatilmasini engelleyen bu koruyucu
mekanizmalar, Wattenberg tarafindan tanitilan bir kavram olan kemoprevensiyon olarak

tanimlanabilir (7).



Bu dogal dietetik bilesikler tarafindan ortaya g¢ikarilan kanser kemopreventif
etkilerinin, en azindan kismen detoksifiye edici ve antioksidan enzim sistemleri dahil
olmak {izere hiicresel koruma sistemlerinin uyarilmasina ve ayni1 zamanda apoptozis ve /
veya hiicre dongisii, anti-inflamatuar ve anti-hiicre biiylime sinyalizasyonunun
inhibisyonuna bagli oldugunu ©ne siirmektedir. Dogal diyet bilesiklerinin
kemopreventif potansiyelinin molekiiler temeli ve hedef hiicresel sinyal molekiilleri

tizerine etkileri mevcut arastirmalarin odak noktasidir (8).

Ksenobiyotik ya da ilag metabolize eden enzimler olarak da bilinen
biyotransformasyon enzimleri, kimyasal karsinojenlerin toksik, mutajenik ve neoplastik
etkilerinin diizenlenmesinde, ayn1 zamanda diger ksenobiyotikler olan fitokimyasallar
ve terapotik ilaglarin metabolize edilmesinde major rol oynamaktadir (9). Bir
transkripsiyon faktorii olan Nrf2 (nuclear factor erytroid 2-related factor 2= eritroid
niikkleer faktor ile iligkili faktor 2), fizyolojik sartlarda, Keapl (Kelch-like
epicholorohydrin-associated protein 1) veya INrf2 olarak adlandirilan sitozolik
inhibitorii ile bulunmakla birlikte oksidatif stres arttifinda Nrf2, ayrilarak cekirdege
gelmekte ve burada antioksidan cevap elementine (ARE= Antioxidant Response
Element) baglanarak aktive etmektedir (10). ARE’nin aktive edilmesi ile birlikte, bu
gen bolgesinin indiikledigi siliperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon
peroksidaz (GPx) gibi antioksidan enzimlerinin (11) ve ksenobiyotik metabolizmasinda
olusan toksik reaktif ara {iriinleri elimine eden NAD (P) H:quinine oxidoreductase 1
(NQO1) ve Glutathione S-transferase (GST) gibi faz Il detoksifikasyon enzimlerinin
aktivasyonuna neden olabilmektedir (12).

7,12-DMBA gibi polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), birgok toksik ve
karsinojenik etkileri olan ¢evresel kirletici bir ajandir (13). Otomobil eksozu, sigara

dumani, mangalda pisirilen yiyecekler baslica kaynaklaridir (14).

7,12-DMBA, Faz I ve II enzimleri ve antioksidatif enzimlerin diizenlenmesinde
rol oynadig1 iyi bilinen eksojen bir hepatotoksindir (15) ve ayn1 zamanda meme kanseri
i¢in major risk faktoriidiir (16). 7,12-DMBA, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) iiretimini
indiikleyerek lipid peroksidasyonu, DNA hasar1 ve antioksidan savunma enzimlerinin

tilkenmesine neden olur (17).

Bir¢cok kronik hastaligin gelismesinde serbest radikallerin rolii oldugundan

fitokimyasallara olan ilgi giderek artmaktadir (18).



Bitkilerde  bulunan  fitokimyasallar,  biyotransformasyon  enzimlerini
diizenlemektedir, ozellikle Cruciferae (Brassicaceae) familyasindaki bitkiler basta

olmak {izere bu mekanizma ile kanser riskini azaltabilmektelerdir (19).

Cruciferae familyasinda baslica brokoli, yaban turpu, lahana, karnabahar ve su
teresi gibi bitkiler bulunmaktadir. Bu bitkiler yiiksek miktarda glukosinolat bilesenine
sahiptir. Glukosinolatlar, yemek hazirlanmasi, pisirilmesi ve ¢ignenmesi esnasinda
fiziksel faktorler ile nonenzimatik olarak veya mirozinaz ile enzimatik olarak
izotiyosiyanatlara (ITC) déniistiiriilmektedir (20). Ornegin, su teresinde bulunan
glukonasturtiin  fenetilizotiyosiyanata  hidrolize  edilmektedir ~ (21). Birgok
epidemiyolojik ¢alisma gdstermektedir ki Cruciferae bitkilerinin tiiketilmesi ile akciger
(22), meme (23), prostat (24), mide (25) ve kolon/rektum (26) gibi kanser tiirlerinin

gelisimi arasinda ters orantili bir iliski bulunmaktadir.

Mekanistik  galigmalarda, karsinojen metabolizmast ve detoksifikasyon
tizerindeki  biyolojik etkilerinden sorumlu tutulan izotiyosiyanatlarin  giiclii
kemopreventif aktivitesi oldugu bildirilmektedir (19). Su teresinde bulunan fenetil
izotiyosiyanat, en iimit verici kemopreventif bilesen olarak yogun bir sekilde

arastirilmaktadir (27).

Bu ¢alismanin ana hedefi, Malatya yoresinde yetisen Su Teresi (Nasturtium
officinale) bitkisinin, karsinojen bir ajan olan 7,12-DMBA’nin indiikledigi oksidatif
stres ve karaciger dokusu hasarmna karsi koruyucu etkisinin belirlenmesidir. Bununla
birlikte bu ¢alisma, karacigerde olusan oksidatif hasar, antioksidan enzim aktiviteleri ve
ksenobiyotik metabolizmasinda gorev alan faz I enzim diizeylerinin belirlenmesi ve bu
enzim diizeylerinin diizenlenmesinde, oksidatif stres ile indiiklenen bir transkripsiyon
faktorli olan Nrf2’nin bu siirece etkilerinin ve su teresinin kemopreventif etkisinin

arastirilmasi amaglanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Karaciger Morfolojisi

Sindirim sistemine ait yardimci bir bez olarak kabul edilen karaciger, viicudun
deriden sonra en biiyiik organi ve en biiyiik bezidir (28). Viicut agirhi@inin yaklasik
1/50'sini olusturan karaciger ortalama agirlig1 yetiskinlerde 1400-1600 gr agirliginda

olup anatomik olarak Lobus dexter ve lobus sinister olmak {izere iki ayr1 loba ayrilmistir
(29).
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Sekil 2.1. Karacigerin Genel Goriiniisii (30)

Glikoproteinler, fibrinojen, protrombin, albumin, globulinler gibi proteinleri ve
glikoz sentezlemesi ve bu maddeleri kana dogrudan dogruya vermesinden dolay1
endokrin bir bez olan Kkaraciger, safra kanallari yoluyla safrayr duodenuma
bosalttigindan ekzokrindir (31).



2.1.1. Karacigerin Islevleri

Karacigerin hayati 6nem tasiyan fonksiyonlarini asagidaki sekilde

Ozetleyebiliriz.

a) Ilag ve toksinlerin biyotransformasyonunda onemli bir rol oynayan
karaciger, viicuda girmis birgok ilaglarin ve zehirlerin meydana getirdigi toksik
etkiyi azaltir veya armdirir.

b) Diger bir 6nemli fonksiyonu depo olarak gorev almasi olan Karaciger,
lipitleri trigliserid seklinde depolarken kan glikozunun fazlasim1 kandan alip
glikojen olarak depolar.

c) Kanda bulunan albumin, protrombin, fibrinojen ve lipoproteinler gibi
cesitli plazma proteinlerinide sentezler

d) Bakteri ve yipranmis kirmizi kan hiicrelerini fagosite etmektedir.

e) Karacigerin bir diger dnemli fonksiyonu safra salgis1 salgilamaktir.

f) Karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasinda, kanin pihtilagsmasinda,

karacigerin 6nemli rolleri vardir (32).

Tablo 2.1. Karacigerin Islevleri (33)

Filtrasyon ( retikiiloendoteial sistem )

Siibstrat ve vitaminlerin iglenmesi

Metabolik Denge

Temel mekanizmalar

Yakalama
Hiicre i¢i metabolizmasinin idamesi
Depolama
Salgilama

Metabolik Siibstratlar

Karbonhidratlar- Glukozun degistirilmesi
Lipidler- serbest yag asitlerinin degistirilmesi
Amino asitler- amino asit havuzu

Ozgiil Proteinlerin Sentezi

Fibrinojen
Koagiilasyon Protrombin
VII, 1X, X

Albumin
Tastyict Proteinler Transferrin
Lipoprotein

Yag Fazi1 Metabolizmasi

[la¢ metabolizmas1

Safra Uretimi

Lizozomal ve nonlizozomal taginim




2.1.2. Karaciger Enzimleri

Karaciger fonksiyon testi olarak bilinen bazi enzim o6l¢im yontemleri
karacigerdeki hiicre hasar1 veya kolestaz hakkinda bilgi vermeye yoneliktir. Karacigerde
hasar oldugunda ALT, AST veya ALP ve GGT enzim aktivitelerinin tayin yontemi ile
anlagilmaktadir ve karacigerdeki hasarlar bu enzimlerin serum diizeylerinde yiikselmeye

sebep olurlar (34).

Viicutta bircok organ ve dokuda bulunan hiicre i¢i bir enzim olan
Aminotransferaz karacigerde gorev alan bir enzimdir. Oncelikle karaciger ve
bobreklerde bulunup, kalp ve iskelet kasinda daha az miktarda mevcuttur. Karaciger
hasarmin belirlenmesinde ayr1 bir 6nem tagiyan Aminotransferazlardan ALT ve AST
genellikle tiim karaciger hastaliklarinda, serum ALT ve AST diizeylerinde yiikselme
gozlenerek takip edilmektedir (35).

2.2. Ksenobiyotik Metabolizmasi

Viicuda gesitli yollarla giren organik ve inorganik ilaclar, besin katki maddeleri,
insektisit ve fungisit metabolitleri, havay1 ve suyu kirleten atiklar, tarim ve endiistri
kaynakli kimyasal maddeler ve bitki kdkenli ikiylizbinden fazla maddeye ksenobiyotik
ad1 verilmektedir (36).

Organizma ilag kullanimi ile veya hava, gida ve su kirliligi sonucu karsilasilan
toksik maddelere giinliik yasamda siklikla maruz kalmaktadir. Ornegin hazir gidalarda
bulunan koruyucu ve renklendirici kimyasallar, sanayi atiklarinin ¢evreye karigmasi,
cesitli deterjan ve kozmetikler, tarim ilaglar1 ksenobiyotiklerin kaynaklar1 arasinda

gosterilmektedir (37).

Gastrointestinal kanal, akciger ve deri yolu ile ksenobiyotikler viicuda
aliabilmektedir. Viicudumuzdan uzaklastirilirken absorbe edilen bu maddelerin ¢cogu
enzimler araciligr ile metabolize edilerek, bir kismi ise defismeden veya spontan
degisimle uzaklastirilmaktadir. Ksenobiyotiklerin viicutta cesitli enzimlerin etkisi ile
ugradigi kimyasal degisikliklere biyotransformasyon denilmektedir. Ksenobiyotik
bilesiklerin viicuttaki baglica biyotransformasyon noktalar1 karaciger, bobrek ve
bagirsaktir. Viicuda cesitli yollarla giren bu bilesiklerin baslica yikim noktasi ise

karacigerdir (36).



Ksenobiyotik metabolizmas1 faz I ve faz II tepkimeleri olmak iizere 2 fazda
incelenmektedir. Faz I tepkimelerinde viicuda giren bir madde detoksifiye edilmekte
veya bir ilacin olumsuz etkisi sonlandirilmaktadir. Faz II tepkimeleri sirasinda
glukuronik asit, siilfat, asetat, glisin, glutamin veya glutatyon gibi hidrofilik bir molekiil
ile ksenobiyotik veya metaboliti konjuge edilmekte veya yapisina metil grubu
eklenmektedir. Bu konjugasyon ile yabanct madde biyolojik aktivitesini kaybederek

suda ¢oziinerek atilabilir hale gelmektedir. Sekilde kisaca 6zetlenmektedir (37).

Diyetteki veya

periferik dolagimdaki telpllfi\rszgsi Birincil tepll:('iz\glee fi
ksenobiyotikler
— —
veya artik metabolitler Indirgenme Metabolit ~ Konjiigasyon Ikincil metabolit
Yiikseltgenme Siilfatlama
Hidroksilasyon Metilasyon
Hidroliz Glukuronidasyon

Sekil 2.2. Ksenobiyotik detoksifikasyonunun genel semasi (38)

Faz I tepkimelerinin ¢ogunu oksidasyon tepkimeleri (siklikla hidroksilasyon
tepkimesi) olusturmakta ve tepkimelerin biiyilk kisminin ise oksijen bagimli oldugu

belirlenmistir.

Molekiilin  daha polar hale getirildigi  hidroksilasyon tepkimeleri
monooksigenazlar adi verilen sitokrom Paso enzimi tarafindan katalizlenmektedir. Bu
tepkime ile glukuronik asit gibi bir molekiiliin konjuge edilebilecegi hidroksil grubu
yapiya katilmaktadir. Hidroksilasyon tepkimesinde sitokrom Pasp igin ortamda

molekiiler oksijen ve NADPH bulunmasi gerekmektedir.

RH + O2+ NADPH + H* sitokrom Psso . R-OH + H20 + NADP

Yaklasik 150 izoformdan olusan ve ksenobiyotik metabolizmasinda rol alan
sitokrom Paso enzimi hiicre igerisinde diiz endoplazmik retikulum membranlarinda yer
almaktadir. Oldukca genis ve kismen Ortiisebilen bir substrat Ozgiilliigii gosteren

sitokrom Paso izoformlari karaciger ve ince bagirsakta yiiksek miktarda bulunmaktadir.

Genellikle faz I tepkimesinin metabolitinin konjuge edilmesi ile metabolize olan
ve viicuda girdikten sonra dogrudan konjuge edilebilen ksenobiyotikler, faz 1l
tepkimelerinde konjugasyon ile daha polar ve suda ¢oziiniir hale getirildikten sonra

viicuttan kolaylikla atilabilmektedir (37).



Tablo 2.2. Konjugasyonda Kullanilan Molekiiller (37).

Konjuge edilen molekiil Ksenobiyotikler Uriin

Ilaglar
Morfin, siilfatiyazol, dapsom,
indometasin,salisilat,

Glukuronik asit . Glukronidler
merkaptobenzotiyazol
Digerleri
Anilin, benzoik asit, fenol,

Glisin Benzoik asit, fenilasetik asit Glisin Konjugatlart,
Aromatikhalojenlenmis

Glutatyon bilesikler, siilfat ve nitro Merkaptiirik asit

bilesikleri,epoksidler

Siilfat Alkoller, fenoller, arifamin Siilfatlanms bilesikler
bilesikleri

Asetil Stilfonamidler, isoniazid Asetillenmis bilesikler

2.3. Serbest Radikaller

Kimyasal baglar, iki veya daha fazla atom arasinda ayni yoriingeyi paylasarak zit
yonde donen ¢ift elektronlardan olusmus yapilardir. Serbest radikal, dis yoriingesinde
ortaklanmamis elektron igeren molekiil veya iyonlara verilen genel addir. Viicutta dogal
metabolik yollarla olusabilen serbest radikallerin dis orbitalindeki tek sayida
ortaklanmamig bu elektronlar genelde reaktif ve kararsiz olup dis yoriingelerindeki
elektronu eslestirebilmek i¢in diger molekiillerle etkileserek reaksiyona girer. Oksijen
ve nitrojen kaynakli serbest radikaller, viicutta gesitli reaksiyonlarla olusabilen oksijen
kaynakli reaktif tiirlerinin (ROT) metabolizmaya onemli 6l¢iide olumsuz etkisi vardir

(39).

Normal sartlarda metabolizma sonucu yaklasik %1 oraninda bulunan ROT,
hava kirliligi, sigara, ilag, agir egzersiz, yaslanma, radyasyona maruziyet gibi

durumlarda artig gosterir.

Kimyasal olaylar ve cesitli fiziksel etkenler nedeniyle siirekli bir radikal yapimi

vardir. Serbest radikaller {i¢ sekilde meydana gelir (40):

1- Kovalent baglarin homolitik kirilmasi ile: Kovalent bagli bir molekiiliin
ayrismasi ile bagi olusturan elektronlarin her biri ayr1 ayr1 atomlar iizerinde kalir:
XY —» X+Y
2- Kovalent bagli bir molekiiliin ayrismasi ile bagi olusturan elektronlarin

tiimiiniin bir atomda kalarak ayrigsmasi ile;



X:Y— Xr+Y?
3- Molekiile bir iyon transferiyle;

X+e— X

Tablo 2.3. Baz1 serbest radikal tiirleri (41)

Ad1 Formiili Tamm

Hidrojen Atomu H: En basit serbest radikal

Siiperoksit 0.~ Oksijen merkezli radikal, se¢imli reaktif

Hidroksil ‘OH En fazla reaktif oksijen radikali, Insan viiciidundaki tiim
molekiillere saldirir.

Triklorometil CCl3 C merkezli radikal. CCls metabolizmasi sonucu firetilir ve
ve genellikle O; ile hizla reaksiyona girer.

Tiyil RS Kiikiirt tizerinde eslesmemis elektron bulunduran tiirlerin
genel adi

Peroksil, Alkoksil ROz, RO Organik peroksitlerin yikimi sirasinda olusan oksijen
merkezli radikaller

Nitrik Oksit NO L-arginin amino asidinden in vivo kosullarda tiretilir.

Azotdioksit NO- NO' nun O; ile reaksiyonunda olusur. Kirli hava, sigara
dumaninda vb.bulunur.

Hidrojen peroksit  H>O: Reaktivitesi en diisiik, molekiiler hasar yetenegi diistik.

Singlet Oksijen 10, Oksijenin gliglii oksidatif formu.

2.3.1. Oksijen ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Oksijenin dis yoriingede bulunan iki elektronu eslesmemis sekilde bir elektron
dagilimina sahip olmasindan dolay1 oksijen bazen ‘biradikal’ olarak degerlendirilir ve
kendisi ¢ok reaktif degil ancak diger radikallerle reaksiyona girme 6zelligine sahiptir
(42).

jeo:0+})

LI N

Molekiiler O,

Kararli yapida bulunan, yapilarinda eslenmemis elektronu bulunmayan ve diger
maddeler ile radikallerden daha zayif bir sekilde reaksiyona giren molekiiller ise

nonradikaller olarak tanimlanmaktadir (43).



Tablo 2.4. Reaktif Oksijen tiirleri

Radikaller Nonradikaller

Siiperoksit (0)) Hidrojen Peroksit ~ H20»
Hidroksil OH Hipoklordz Asit HOCI
Peroksil ROO Hipobromoz Asit HOBr
Alkoksil RO Singlet Oksijen 10,
Hidroperoksil  HO, Ozon O3

Lipid Peroksil  LOO

Serbest radikaller hiicrede normal metabolizma reaksiyonlar1 sonucu siirekli

olusabilmektedir (Sekil 2.3.) (45).

HOCI
10, Hipoklorik asit
mk/inglct Oksijen Cr
Miyeloperoksidaz
- O,- 2H"
02 e—. 02" —_— HzOz + 02
Siiperoksit anyonu Hidrojen Peroksit
V \1\'0 < Fe*
Fe*
HO,' -“OONO
Hidroperoksil Radikali Peroksinitrit HO'+ HO-
Hidroksil Radikali

Sekil 2.3. Molekiiler oksijenden ROT olusumu

Sekil 2.3’de hidroksil radikali, siiperoksit anyonu, nitrik oksit, lipid peroksit,
hidrojen peroksit gibi reaktif ara {rlinlerin molekiiler oksijenden olusumu
goriilmektedir. Hiicrede oksijenin neredeyse %90’1 mitokondrilerde hiicresel solunumda
tiketilir. Oksijenin  %2’si ise ROT olusturur. ROT, lipidler, DNA, protein ve
karbonhidrat gibi biyomolekiillere saldirir. Bunun sonucunda, lipid peroksidasyonu ile
hiicre membran hasari, DNA hasari, hiicre boliinmesinin durmasi, kontrolsiiz biiylime,

kanser olusumu ve ateroskleroz olusumunun hizlanmasi gerceklesir (46).
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2.3.1.1. Siiperoksit Radikali (O2*)

Bir serbest radikal olan siiperoksit, kendisi direkt olarak fazla zarar vermez.

Burada asil 6nemli olan gorevi, gecis metal iyonlarinin indirgeyicisi ve H,O, kaynagi

olmasidir. Siiperoksit radikali, vaskiiler fonksiyonlarin regiilasyonu, nétrofillerin
aktivitesi, inflamasyon ve apopitozis gibi siireglerde rolii bulunmakla birlikte.
Stiperoksit radikalinin miktarinda azalma, bakteriyal enfeksiyonlara karsi yatkinligin
artmasina neden olabilir. Siiperoksit diizeyi arttiginda ise siiperoksid dismutaz (SOD)

enzimi ile H,0, ve oksijene déniistiiriilerek hiicre korunur (42).

02"+ Oy + 2H" SOD H.O.+ Oy

2.3.1.2. Hidrojen Peroksit (H202)

Stiperoksidin bir elektron almasi veya molekiiler oksijenin c¢evresindeki

molekiillerden iki elektron almasi sonucu Hidrojen peroksit meydana gelir.

0+2e+2H" ——» HY0»

Oy +e+2H" _____, H)O,

H2O>’nin asil iiretimi ise biyolojik sistemlerde siiperoksidin nonenzimatik veya

SOD katalizli dismutasyon reaksiyonu ile H.O2’ye doniismesiyle olur.

20, +2H" ——» H202 + Oz’

Hidrojen peroksit molekiiler yapisinda eslesmemis elektron olmadigindan dolay1
aslinda radikal degildir. Hiicre membranlarindan kolayca difiize olan uzun 6miirlii bir

oksidandir (47).
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2.3.1.3. Hidroksil Radikali (*OH)

Hidrojen peroksit uzun 6miirlii bir oksidandir ve gegis metal iyonlar varliginda
hizli bir sekilde reaksiyona girerek en reaktif radikal olan hidroksil radikalini (OH:)

olusturur.

Hidrojen peroksit ve siiperoksit radikalinin tepkimeye girmesi ile olusan
hidroksil radikali (Haber-Weiss reaksiyonu) demirle (Fe*?) katalizlenir ise ¢ok daha

hizli gergeklesir (Fenton reaksiyonu) (48).

Haber-Weiss reaksiyonu;
H,O, + 0> —» OH+ OH + 02

Fenton reaksiyonu;

Fe™?+ H,0, — Fe®*+ OH + OH"

Yartlanma Omrii ¢ok kisa ve kararsiz olan Hidroksil radikali, biyolojik
sistemlerdeki en reaktif radikal tiiri olup hemen hemen tiim biyomolekiillerle

tepkimeye girerek biiyiik hasara sebep olur (40).

2.3.1.4. Singlet Oksijen (*O2)

Ortaklanmamis elektronu olmadigi i¢in radikal olmayan bir reaktif oksijen tiirii
olan singlet oksijen, radikal reaksiyonlarin baslamasina sebep olur. Molekiiler oksijenin

enerji almasi ile singlet oksijen olusur ve oksijen molekiiliiniin daha reaktif bir tiirtidiir
(49).

0:0: f+0:0-4
A0, 20,
Singlet Oksijen ('05)

2.3.1.5. Nitrik Oksit (NO®)

NO (nitrik oksit); Nitrik oksit sentaz (NOS) olarak bilinen sitozolik bir enzimin
aktivitesi sonucu olusur. NO, damar tonusunun diizenlenmesinde guanilat siklaz1 aktive
ederek major rol oynamaktadir. Siiperoksidle reaksiyona girer ve bu reaksiyon sonucu

bir prooksidan olan peroksinitrit olugturur (42).
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NO + Oy — ONOO
ONOO + H* — 5 ONOOH

ONOOH —> NO:+OH’

2.3.2. Serbest Radikallerin Biyomolekiillere Etkileri

2.3.2.1. Serbest Radikallerin Niikleik Asitlere Etkileri

OH- radikali, deoksiriboz iskeletinin yani sira hem piirin hem de pirimidin
bazlarina zarar vererek DNA molekiiliiniin biitiin bilesenleri ile reaksiyona girmektedir
(44).

DNA’nin kalitsal degisiklikleri ile sonuglanan bu zararli etkiler mutasyonlara
neden olmakta ve ayrica somatik hiicrelerde kanser olusumu veya bakteri hiicrelerinde

fetal malformasyonla sonuglanmaktadir (50).

2.3.2.2. Serbest Radikallerin Lipidlere Etkisi

Serbest oksijen radikallerinin hiicre membranlarinda bulunan ¢oklu doymamis
yag asitlerini, peroksitler, alkoller, aldehitler, hidroksi yag asitleri, etan, pentan, MDA
gibi iriinlere donistiirme reaksiyonuna Lipit peroksidasyonu adi verilmektedir (51).
Yag asitlerinin peroksidasyonu zincir tepkimeler seklinde siirer ve bu hiicresel

zedelenmenin en 6nemli nedenlerinden birini olusturur (52).

Lipit yapidaki hiicre membran1 serbest radikal tepkimesi icin kritiktir ve hiicre
disinda olusan serbest radikaller, hiicre bilesenleri ile tepkimeye girebilmesi i¢in zar
gecmek zorundalardir. Oksijen molekiiliiniin lipitlere kars1 yiiksek bir afinitesi
bulunmakla birlikte oksijen molekiilii hemoglobinden ayrildiktan sonra plazmadaki
lipoproteinler ve eritrosit zarindaki lipitlerde ¢oziinmekte sonrasinda dokularda
kullanilmaktadir. Hidroksil radikalinin doymamis yag asitlerindeki ¢ift baglara
baglanmasi lipit peroksidasyonunu baslatmaktadir (53). Direkt olarak membran yapisina
ve Urettigi reaktif aldehitlerle indirekt olarak diger hiicre bilesenlerine zarar veren
nonenzimatik lipit peroksidasyonu hiicre hasarina ve bir ¢ok hastaliga sebep olan gok

zararl bir zincir reaksiyonudur.

MDA, lipid peroksidasyonu son iiriinlerinden birisidir. Serbest radikaller oto

katalitik etkiyle lipitlerin okside olmasina ve membran hasarina yol agmaktadir (54).

13



2.3.2.3. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Proteinlerin amino asit igerikleri serbest radikallerin proteinleri dogrudan
etkileme derecesini belirler. Triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metionin ve sistein
gibi amino asitler iceren proteinler doymamis bag ve siilfiir igerdiklerinden dolay1 daha
yiiksek reaktiviteye sahip oldugundan serbest radikallerle daha kolay reaksiyona girer
(40).

2.4. Antioksidan Savunma Sistemleri

Canli hiicrelerdeki n DNA, protein, lipid ve karbonhidrat gibi biyomolekiillerin

oksidasyonunu engelleyebilen veya geciktirebilen maddelere antioksidanlar denir (55).

Dogal (endojen kaynakli) ve eksojen kaynakli antioksidanlar olarak veya
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar seklinde siniflandirmalar olmak iizere

antioksidanlarin siniflandirilmasi gesitlilik gostermektedir (40).
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Antioksidanlar
Dogal Antioksidanlar Sentetik Antioksidanlar
BHT, BHA, Troloks
Ve ¢esitli selat olusturucu

Sentetik maddeler

Enzimatik Enzimatik Olmayan
SOD / N
Katalaz Endojen Eksojen
Glutatyon peroksidaz Glutatyon E vitamini
Glutatyon rediiktaz Seriiloplazmin B- Karoten
Glutatyon-S-Transferaz Bilirubin Askorbik Asit
Ferritin Flavonoidler
Laktoferrin
Urik Asit
Haptoglobinler
Albumin

Sekil 2.4. Antioksidanlarin siniflandirilmasi

ROT’un viicutta meydana getirdigi hasarlar1 dnlemek {izere viicutta gérev yapan

savunma sistemlerine, antioksidan savunma sistemleri ad1 verilir (44).

2.4.1. Enzimatik Antioksidan Savunma Sistemi

Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz(GPx) enzimatik

antioksidan savunma sisteminin en 6nemli 6geleri arasinda yer almaktadir (56).

2.4.1.1. Siiperoksid Dismutaz (SOD)

SOD, Mc Cord ve Fridovich’in tanimladigi bir metalloenzimdir (57). Stiperoksit
zincirleme radikal reaksiyonlarmin gii¢lii bir baslaticist oldugundan dolay1 oksidatif

strese karsi ilk savunma SOD ile katalizlenen bu reaksiyon ile gelmektedir (58).

20, + 2H* SO_D; H,O, +0,
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2.4.1.2. Katalaz (CAT)

Katalaz, hidrojen peroksitin detoksifikasyonundan sorumlu, karakteristik

enzimatik bir antioksidandir (59).

2H,02 CAT ; 2H,0 + O

2.4.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon Peroksidaz, organik hidroperoksitlerin veya hidrojen peroksit’in GSH
araciligryla indirgendigi reaksiyonu Kataliz etmektedir. Ilk olarak 1957 yilinda memeli
eritrositlerinde bulunan GPx yapisinda selenyum bulunmaktadir. Hem H>O2, hem lipid

hidroperoksitlerini metabolize etmektelerdir (60).

H202 + 2GSH  GPX GSSG + 2H20
ROOH + 2GSH GPX » ROH+GSSG +H20

2.4.1.4. Glutatyon Rediiktaz (GSH-Red)

GSH-Red, bir flavoenzimdir ve aktivitesi NADPH’a baglidir. NADPH’tan bir
elektronun GSSG’nin disiilfid baglarina aktararak okside glutatyonu (GSSG), rediikte

formu olan GSH ’a indirger.

GSSG + NADPH + H* GR__, 2GSH + NADP*

Major kaynag1 pentoz fosfat yolu olan NADPH serbest radikal hasarina kars
gereklidir (61).

2.4.1.5. Glutatyon-S-Transferazlar (GST)

Glutatyon-s-transferazlar (GST); glutatyon ile ksenobiyotiklerin reaksiyonlarini
katalizleyen faz 11 enzimlerinden biridir, &zellikle lipid peroksil radikalleri ile

etkileserek glutatyonla (GSH) konjugasyon reaksiyonlarini katalizler (62).

ROOH +2GSH__GST | GSSG +ROH + H20

16



2.4.2. Enzimatik Olmayan Antioksidan Savunma Sistemleri
Glutatyon (GSH)

Karacigerde sentezlenen bir tripeptit olan glutatyon distilfid/okside formda
(GSSG) ve rediikte halde (GSH) olmak tizere iki sekilde bulunur (GSH formu daha
fazla halde bulunur) (63). GSH/GSSG orani, hiicrede olusan oksidatif stres diizeyini
yansitir (44).

GSH, yapisinda ¢ok miktarda bulundurdugu tiyol grubu sayesinde hiicreyi
korumaktadir. Hiicrede olusan lipid peroksitler, serbest radikaller, hidrojen peroksit ve
askorbik asiti indirger (64) ve oksidatif strese kars1 detoksifikasyon gorevi olan GPx ve
GST gibi enzimlerle birlikte reaksiyonlara katilarak hiicreyi oksidatif strese kars1 korur
(65).

H O
AL
‘O0C-CH2-NH-C-CH-NH- C-CH2-CH2-CH-COO
| NH:2
Sekil 2.5. Rediikte Glutatyon (GSH)

Bilirubin: Bilirubin’in antioksidan etkisi, peroksil radikallerini etkileyerek zincir kirici

etki gostermektedir (66).

COO COO

Sekil 2.6. Bilirubinin kimyasal yapis1 (67)
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E Vitamini (Tokoferoller)

OH grubundaki H atomu kolayca uzaklastirilabilinen a-Tokoferoliin lipit
peroksidasyonu sirasinda olusan peroksil ve alkoksil radikalleri dogrudan a-tokoferol
ile birlesir. Zincir kirict bir antioksidan olarak a-Tokoferol, zincir reaksiyonunu

sonlandirdig igin lipit peroksidasyonu da sonlandirmis olur. (68).

o-tokoferol-OH + COO- —» a-tokoferol-O” + COOH
o-tokoferol-O™ + Askorbik Asit—— a-tokoferol + DH Askorbik Asit

HsC CH
3 CH3 3
CHa

Sekil 2.7. a-tokoferol’tin kimyasal yapisi (69)

Vitamin C (Askorbik Asit)

Vitamin C, kuvvetli bir indirgeyici 6zellige sahiptir. Serbest radikallerin bir ¢ogu
ile reaksiyona girmekte (Siiperoksit, lipid peroksil radikalleri, hidroksil, v.s.) ve
oksidatif hasara kars1 etkin bir koruma saglamaktadir (70).

Sekil 2.8. Askorbik asitin yapisi (71)

p-Karoten: B-karoten, aktif A vitaminine doniisebildikleri i¢in provitamindir ve
viicut A vitamininden yoksun kaldig1 zaman vitamin A’ya g¢evrilir. Ayrica, B-karoten,
lipid peroksidasyonlarina kars1 lipozomlar1 koruma yetenegindedir ve B-karotenin diger

karotenoidler gibi yagda ¢oziinlir antioksidan aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir.
(72).
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Albumin: Viicut igerisindeki farkli boliimler arasindaki sivinin dagiliminda ve
ozmotik basincin diizenlenmesinde Kilit bir proteindir ve giiclii bir antioksidan etkiye
sahiptir (73).

Urik asit: Urik asit, insanda purin katabolizmasimin son oksidasyon {iriiniidiir.
Normal plazma konsantrasyonlarinda bulunan iirat (160-450 puM/L) hidroksil,
stiperoksit, peroksit radikalleri ve singlet oksijeni gidermektedir ancak lipid radikalleri

tizerinde etkisizdir (40).

0
H
N
NH
| \/K
N
N 0
H H

Sekil 2.9. Urik asitin yapis1 (74)

2.5. Oksidatif Stres

Canli sistemler, UV, kimyasal oksidanlar, hava kirliligi gibi dis etkenler ya da i¢
etkenler gibi ¢esitli nedenlerle asir1 miktarlarda tretilen serbest radikaller ile bu
radikallerin zararsizlastirilmasindan sorumlu endojen ve eksojen antioksidan sistemler
arasinda hassas bir dengeye bulunmakla birlikte bu dengenin oksidanlar yoniinde
bozulmasi oksidatif stres olarak tanimlanir ve bu stres bir¢ok hastaligin olusumu ve

gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir (75).

Hiicrenin redoks durumunda degisiklige neden olan serbest oksijen radikallerinin
asir1 Uretimi veya yetersiz indirgenmesi sonucu oksidatif stres durumu meydana
gelmektedir. Metabolik reaksiyon sirasinda aciga c¢ikan radikal olusumunu kontrol
altinda tutmak ve organizmaya verilen zarari engellemek i¢in antioksidan savunma
sistemi gelismistir. Antioksidan savunma sisteminin radikallerin etkisini tamamen
Onleyemedigi sartlarda ve radikallerin organizmada artti§1 durumlarda organizmanin

oksidatif dengesi bozulur, oksidatif stres goriiliir ve doku hasar1 olugsmaktadir (76).
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Son yillarda, ozellikle reaktif oksijen ve azot kaynakli oksidatif stres {izerine
yapilan c¢aligmalarda; kanser, diyabet, katarakt, romatoid artrit ve yaglanma gibi ¢esitli
inflamatuvar ve dejeneratif hastaliklarda oksidatif stresin rol oynadigi kanitlanmigtir
(77).

Oksidatif stres, genelde lipit peroksidasyon son iiriinii olan MDA, oksidatif DNA
hasar gostergesi olan 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG), protein karbonil
tirtinleri, antioksidan enzimler, alfa-tokoferol, askorbik asit, glutatyon, ubikinon, sistein

gibi antioksidanlarin 6lgtimii ile belirlenir (78).

2.6. Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlar (PAH)

Temel kaynaklar1 otomobil eksozu, sigara, yanmis yaglar olan PAH’lar biyolojik
sistemde birikerek kanser baslaticilar1 olarak bilinen hepatotoksinlerdir (14). Polisiklik
aromatik hidrokarbonlar iki ya da daha fazla benzen halkasina sahip hidrofobik

karakterli organik bilesiklerdir (79).

Hidrofobik yapilarindan dolayr sudaki ¢oziiniirlikkleri oldukga az olan PAH’lar
yiiksek oranda lipofilik 6zellige sahiptirler. PAH’larin molekiil agirliklart arttik¢a toksik

ve kanserojenik 6zellikleri artmaktadir (80).

Ik olarak 1921 yilinda PAH’larmn kanserojen maddeler olduklar1 tespit
edilmistir. Laboratuar ¢alismalarinda, bu maddelerin 6zellikle karsinojenezisin

baglangi¢ agamas ile ilgili role sahip oldugu tizerinde durulmustur (81).

Bilinen en gii¢lii karsinojenler olan PAH’lar, deride papillom ve deri kanserleri,
deri altina enjekte edildiklerinde sarkomlar, oral yolla alindiklarinda bagirsak
karsinomlar1 ve bazi organ tiimorlerinin olugmasina neden olmaktalardir (82). PAH’lar
timor baglatici, gelistirici ve ilerletici 6zellikleri olan potent karsinojenlerdir. Bu grupta
yer alan ve deneysel onkolojide en ¢ok kullanilan karsinojenler; dibenzantrasen, 3-

metilkolantren ve 7,12-dimetilbenz(a)antrasen’dir (83).

PAH’larin enzimatik aktivasyonu, DNA baglarinin kopmasina sebep olan
siiperoksit anyon radikalleri ve peroksitler gibi aktif oksijen tiirlerinin olusumuna yol

acmaktadir (84).
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2.6.1. 7,12-DMBA (7,12-Dimetilbenz[a]Antrasen)

7,12-DMBA, PAH sinifina ait toksik bir maddedir ve kimyasal yapisinda dort
halka ve iki metil grubu igermektedir (85).

CHj
Sekil 2.10. 7,12- Dimetilbenz[a]antrasen(DMBA) molekiilii (C20H16) (86)

2.7. Kemoprevensiyon

Egzersiz ile birlikte saglikli beslenme, kanser de dahil olmak {izere herhangi bir
hastaligin 6nlenmesinde tedavi ile birlikte yada tedavi yerine tercih edilen bir yontem
olarak kabul edilmistir. Bununla birlikte yakin zamana kadar, hastaliklarin 6nlenmesi
icin bitki kokenli dogal {iriinlerden elde edilen 6ziitlerin ya da bilesiklerin kullanimina
odaklanilmistir. Hastalik olusumunu 6nlemek veya geciktirmek igin giderek daha
popiiler bir yaklasima neden olan fitokimyasallarin kullanimina son zamanlarda yapilan
caligmalarda rastlanilmaktadir. Aslinda bu bitki bilesenlerinin tibbi 6zelliklerinin uzun
yillardir var oldugunu not etmek onemlidir. Bu nedenle hastaliklarin tedavisi i¢in dogal
tiriinlerin uygulanmasi yeni bir kavram degildir.

Giliniimlizde kemoprevensiyon kavrami ve terimi ilk olarak 1960’1 yillarin

sonunda tanimlanmis ve kullanilmaya baglanmistir (4).

Kemoprevensiyon terimi, kanserin gelisimini ve ilerlemesini inhibe etmek,
bastirmak veya tersine ¢evirmek i¢in dogal veya sentetik bilesiklerin kullanimi olarak
tanimlanmistir. O zamandan beri, kanser kemoprevensiyon alami hizla yayilarak
kemoprevensiyon, kanser arastirmasi ve mutasyon arastirmasinda en popiiler aragtirma
alanlarindan biri haline gelmistir (87). Bu terim, kanser kemopreventif ilaglarinin
mekanizmalarmin anlasilmasi yolu ile gelistirilmesinin yollarii aciklayan Kellof ve
Steel tarafindan genisletilmistir (88). Cok sayida fitokimyasalin kemopreventif
etkinligini ve bunlarin bir¢ok kemopreventif madde smifi i¢in sentetik analoglarinm

tanimlayan cok sayida literatiiriin 1s18inda, kanser kemopreventif ajanlarinin olasi
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mekanizmalariyla baglantili olarak {i¢ genel Onleme seviyesini dikkate almaktadir.
Klinik agidan bakilirsa, kemoprevensiyon agamalar1 birincil, ikincil ve ti¢linciil derecede

kemoprevensiyon olarak siiflandirmaktadir:

® Birinci dereceden kemoprevensiyon, saglikli katilimcilardan olusan distk

risk gruplu popiilasyonda karsinogenezin dnlenmesini

e ikinci dereceden kemoprevensiyon ise premalign lezyonlarin tiimore

doniismeden bloke edilmesini,

e Uciincii dereceden kemoprevensiyon primer tiimdrlerin yok edilmesinden

sonra tekrar yinelenmesinin bloke edilmesini kapsamaktadir (89).

Bu c¢aligsmalar biiyiik 6l¢iide meme bezi, kolon, prostat, akciger, cilt, pankreas ve

ozafagusun deneysel karsinojenez modelleri kullanilarak gergeklestirilmistir (90).

2.8. Fitokimyasallar

Besin olarak tiiketilmeyen ancak besin gibi faydalar1 ve islevleri olan
fonksiyonel, saglikli, diizenleyici, tibbi ve 0zel beslenme amagli veya farmakolojik
besinler adi altindaki yiyeceklerin yapisinda bulunan, bitkisel kaynakli biyolojik aktif
bilesiklere fitokimyasallar denilmektedir (91). Fitokimyasallar bitkilerin kendilerine

Ozgii renk, koku ve tatlarin olugsmasinda etkili bir role sahiptir (92).

Diinya Saglik Orgiitii, insanlarm zamanlarinin ve ekonomik imkanlarinin énemli
bir kismini1 sagliksiz beslenmelerinden kaynaklanan sorunlarini ¢6zebilmek igin
harcamakta oldugunu ve bitkisel agirlikli beslenenlerin kendilerini daha zinde
hissetiklerini bildirilmekle birlikte, saglikli bir yasam i¢in taze sebze ve meyvelerden

olusan bir diyet 6nermektedir (91).

Fitokimyasallar insan viicudunda substrat, kofaktor, inhibitor, absorban ve hiicre
membrani ve hiicre i¢inde bulunan reseptorlere baglanan ligand olarak bazi etkilere
sahiptir. Ayrica saglik iizerinde olumlu etkilerini, reaktif toksik ajanlar1 yakalayarak,
esansiyel besin 6gelerinin absorpsiyon ve stabilitesini arttirarak, yararl gastrointestinal
bakterilerin ¢ogalmasini arttirarak, yararli oral, gastrik ve intestinal bakteriler i¢in

substratlar1 fermente ederek ve zararli mikroorganizmalar1 inhibe ederek saglamaktadir

(93).
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Tablo 2.5. Fitokimyasallarin siiflandirilmasi (94).

Fitokimyasallarin simiflamasy Kaynaklar:
Fenolikler Fenolik asitler Hidroksiben-zoik Gallik, vamlhk Kestane (haglanimug veya
asitler siringik kavrulmus), giivercin agac. ¢ay
yapraklan, mege kabugu vb.
Hidroksizi-namik p-kumank, kafeik, Arpa, okaliptiis, kahve,
asitler ferulik, sinapik ebeglimeci vb.
Flavonoidler Flavonoller Kuarsetin, kasmferol Aloe vera, soya, domates. larmuzi
sofan vb.
Flavonlar Apigenin, lutechn Kereviz, papatya ¢ay1, maydanoz,
yegil biber, kekik vb.
Flavanoller (katezinler) Katesin, epikatesin, Beyaz cay, yesil ¢ay. Trabzon
epigallokatesin gallat  hummasa, nar, kakao vb.
Flavanonlar Erlodisitol, hesperetin - Turunggiller, kusburnu vb.
Antosryamudinler Styamdin, Ugziim, kirmmizi meyveler, lahana,
pelargonidin, malvidin -~ kurmizi sogan, barbunya vb.
Isoflavonoidler Genusteln, ghisitein Bakla, soya, kahve vb.
Stilbenler Uziim vb
Kumarinler Vanilya, ¢im vb
Taninler Okaliptias, sardunya vb
Karotenoidler a-karoten, B-karoten, Havug, brokoli, 1spanak, kabak
lutein, zeaksantm, vh.
laykopen
Alkaloidler Haghas, domates, patates vb.
Organosiilfiir bilegikler Isotiosiyanatlar, Lahana, brokoeli, 1spanak,
indoller, alil sulfur sanmsak, sogan vb.
bilesikleni

2.8.1. Fenolik Bilesikler

Bitkilerin 6nemli sekonder aromatik metabolitleri olan fenolik bilesikler
(polifenoller) benzen halkasi i¢eren dogal antioksidanlardir (95).

Basit fenolik maddeler ve polifenoller olmak iizere fenolik bilesikler iki ana gruba
ayrilmaktadir.

Fenolik Bilesikler
I

[ 1

Basit Fenolik Polifenoller
Maddeler
I I
| 1 | 1
Fenolik Asitler Kumarinler Tanninler Flavanoidler

Hidroksisinamik

Asit
Hidroksibenzoik

Asit
Sekil 2.11. Fenolik bilesiklerin siniflandiriimasi (96).

Diyetlerimizde mikrobesin 6gesi olarak kabul edilen gida fenolikleri gerek
antioksidan oOzellikleri gerekse serbest radikalleri temizleme yeteneginden dolay1
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beslenmede 6nemli yer tutmaktadir. Antioksidan aktivitelerinin yaninda, detoksifiye
enzimleri uyararak tiimor gelisimini baglatan ve destekleyen transkripsiyon faktorlerini
inhibe edici, metal iyonlarii selatlama gibi Ozelliklere sahiptir (97). Ayn1 zamanda
dejenaratif hastaliklar1  Onleyici, antialerjenik, antinflamatuvar, antimikrobiyal,
antitrombotik, antikanserojen, antiaterojen, antililser ve vazodilator ajan olarak gorev

yapmaktadir (98).

Simdiye kadar, bir¢ok bitkisel fenolik bilesik izole edilip tanimlanmis ve bu

bilesikler fenolik asitler ve flavonoidler olmak iizere iki gruba ayrilmistir.

Fenolik Asitler, aromatik karboksilik asitlerin hidroksi tiirevleri olmakla birlikte,
aromatik zincirlerde bulunan hidroksil grubunun pozisyonlari ve sayilarindaki fark
nedeniyle yapilari da degisiklik gostermektedir. Cesitli hastaliklara yol acan serbest

radikallere ve diger reaktif oksijen tiirlerine kars1 giiglii antioksidan etki gosterirler (99).

Flavonoidler, dogada 4000’den fazla sayida tanimlanmistir ve bunlar halka
yapilarma gore; flavonoller, flavonlar, flavanonlar, katesinler, antosiyanidinler ve
izoflavonoidler gibi isimler almaktadirlar (100). Flavonoidler genellikle sebze ve

meyvelerde, ayn1 zamanda tahillarda da yaygin olarak bulunmaktadir (101).

Sekil 2.12. Flavonoid molekiiliiniin genel yapis1 (102)

2.8.2. Karotenoidler

A vitaminin 6n maddesi aktivitesine sahip olan karotenoidler igerisinde likopen,
beta karoten, alfa karoten, lutein, zeaksantin ve beta kriptoksantin yer almaktadir.
Baslica domates, karpuz, havug, kayisi ve bir ¢ok sebze ve meyvede bulunmaktalardir

(103).
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2.8.3. Kumarinler

Maydanoz yapraklarinda bolca bulunan kumarinlere benzer etkiler gosteren; D
vitamini, kalsiyum, koenzim Q, kereviz tohumu yagi, maydanoz yagi, izoflavonlar,

lignanlar, proteaz inhibitorleri ve ¢ay polifenolleri gibi dogal tirtinler, fitokimyasallardir.

2.8.4. Siilfitler

Sarimsak, sogan, frenk sogani, pirasa, ananas ve brokolide bolca bulunan
stlfitler, GST, kinon rediiktazlar gibi detoksifikasyon enzimlerinin aktivitesini arttirirlar

ve antioksidan savunmada yer alirlar (104).

2.8.5. Izotiyosiyanatlar

Izotiyosiyanatlar en ¢ok su teresi, turp, lahana gibi sebzelerde bulunmaktadir. En
yaygin olarak bilinen etkisi DNA hasarina karsi dnemli diizeyde korumaktadir. Cesitli

enzimlerin aktivitelerini diizenleyerek gergeklestirmektelerdir.

2.9. Brassicaceae/Cruciferae Sebzeleri (Hag¢h Cicekliler, Turpgiller)

Insan sagligi agisindan beslenmenin ¢ok 6nemli rol oynadigi bazi kanser
cesitlerinin ve kalp damar hastaliklar1 gibi bazi hastaliklarin dnlenmesinde etkin rol
oynadig1 bilinmektedir. Meyve ve sebze alimiyla tiimor olusumu arasinda ters bir
iligkinin oldugu epidemiyolojik, in vivo ve in vitro ¢alismalar1 sonucunda bulunmustur.
Cruciferae (Brassicaceae, Turpgiller, Hagligiller) sebzeleri 6nemli antikanserojenik
ozelligi olan sebzelerden bir gruptur. Cruciferae familyasi, mor lahana, beyaz lahana,
karnabahar, savoy lahanasi, briiksel lahanasi, brokoli gibi sebzelerle kolza gibi yagl
tohumlar ve hardal gibi baharatlar1 da kapsamaktadir. Yapilan ¢alismalarla, Cruciferae
familyasinda bulunan sebzelerin tiiketiminin bobrek, prostat, kolon, idrar kesesi, akciger
ve rektum kanseri riskini azalttig1 saptanmstir (105).

Cruciferae familyasinda yer alan sebzelerdeki aktif bilesenleri ve koruyucu
etkilerini saglayan molekiiler mekanizmalarini anlamak i¢in son yillarda birgok
deneysel calisma yapilmistir. Cruciferae familyasinda yer alan sebzeler arasinda,
kimyasal koruyucu etkilerinin en Onemlisinin insan viiciidunda faz 1 ve faz II
enzimlerine etkileri ve faz I enzimlerinin inhibisyonu oldugu yapilan ¢alismalar
sonucunda ulasilmistir. Besinlerle ya da ¢evrenin kirletici unsurlarindan maruz kalinan
prokarsinojenler, 6rnegin, PAH’lar, heterosiklik aminler ve nitrozaminler, DNA hasari

ve kansere yol acabilmek i¢in metabolik aktivasyona gereksinim duyarlar. Faz I

25



enzimleri tarafindan bu prokarsinojenlerin aktivasyonu katalizlenir. Ozetle, koruyucu
etkilerini ya aktivasyon enzimlerini inhibe ederek ve kanserojen bilesiklerin atilmasi ve
detoksifikasyonunu saglayan faz Il enzimlerini indiikleyerek saglamaktalardir (106).

Faz Il enzimlerinin (glutatyon transferaz, NAD(P)H: kinon rediiktaz, UDP-
glukuronozil transferaz gibi) elektrofillerin detoksifikasyonunda rol oynadigi
bildirilmekle birlikte (107), faz Il enzimlerinin reaktif elektrofilleri detoksifikasyonu
veya indiiktif etkisi “elektrofil kars1 koyma tepkisi ” olarak adlandirilmistir (108).
Ortak oOzellikleri, siilfidril gruplarina kimyasal olarak reaktif olan indiikleyiciler
baglayarak faz Il enzimlerinin hiicresel antioksidan aktivitesini arttirmaktir (107).

Faz II enzim indiikleyicilerinin bir sinifin1 olusturan ve bir¢ok organda timdr
olusumunu engelledigi belirtilen yirmiden fazla izotiyosiyanat deney hayvanlar ile
yapilan ¢alismalarda saptanmistir ve faz II enzim indiikleyicilerin bir smifini

olusturmaktadir (109).
2.9.1. Su Teresi (Nasturtium officinale R.Br. )

2.9.1.1. Su Teresi’nin Sistematik Yeri

Su teresi, Nasturtium officinale, kaynak sularinda, yatagi degismeyen si1g sularda,
soguk, temiz ve siirekli akan tath sularda gelisim gosteren bir makrohidrofittir (110).
Yumusak ve sulu yapida, tiiysii 0zellikte yapraklari, Nisan ile Mayis aylarinda agan
salkim seklinde, beyaz renkli ¢igekleri bulunmaktadir. Bu bitkinin ana yurdu Bat1 Asya,
Hindistan, Avrupa ve Afrikadir (111).

5

Resim 2.1. Malatya, Arguvan yoresine ait Nasturtium Officinale (L.) R.Br.
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Sistematikteki yeri bazi botanikgiler tarafindan Rorippa ve Radicula gibi
alternatif isimler de konulmus olan su teresi (N. officinale R. Br.), Nasturtium cinsine ait

cok yillik, rizomlu, emers bir tath su bitkisidir.

Tablo 2.6. Su Teresi (N. officinale R. Br.)’nin Sistematigi

Alem Plantae
Alt Alem Embryophyta
Boliim Spermatophyta
Siif Magnoliopsida
Alt Stmf Dilleniidae
Takim Capparates
Aile Brassicaceae- Cruciferae
Cins Nasturtium
Tiir Nasturtium officinale R.Br.

Resim 2.2. Inénii Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu Nasturtium Officinale
(L.) R.Br.

Omega-3 yag asitlerince zengin gidalardan olan yesil yaprakli bitkilerden su
teresi (Nasturtium officinale R.Br.), ekolojik ve ekonomik Oneme sahip tatli su
makrohidrofitlerinin en 6nemlilerinden birisidir. Uzun yillardan beri insanlar tarafindan

gida olarak kullanilmakla beraber tibbi bir bitki olarak da degerlendirilmektedir (112).
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2.9.1.2. Nasturtium officinale R. Br.’nin Icerigi

Su teresi zengin bir glukosinolat icerigine sahip olmakla birlikte (113), hiicre
dokusuna zarar veren ¢igneme, dograma ya da pisirme gibi durumlarda mirosinaz (-
thioglucoside glucohydrolase; EC 3.2.3.1) enziminin aktivitesi sonucu glukosinolat,
izotiyosiyanatlara hidroliz olur. Bu gruptaki bitkiler biyoaktif bilesenlerinden dolay1 aci
bir tada sahiptir. Su teresinin yapisinda bulunan glukonasturtiin (2-feniletil
glukosinolat) alfatik ve indol yapisindaki glukosinolat sinifinda yer alan bilesendir
(114).

Su teresinde ayrica yiiksek konsantrasyonlarda B-karoten, lutein ve zeksantin
gibi karatenoidler (115) ve kuersetin, kamferol ve isoremnetin gibi flavanolik bilesenler
bulunur (116).

Su teresi ¢ok 6nemli vitamin ve detoksifikasyon kaynag: bir bitkidir. Bu bitki
yapisinda B1, B2, C vitamini ve A vitamini, folik asit, iyot, demir, protein ve 6zellikle
karakteristik kokusunu etkileyen kalsiyum ve silfiir bilesiklerini de igerir ki bu

bilesenler bitkinin besinsel faydalarini da arttirir.

2.10. Glukosinolatlarin Kimyasal Yapisi

Glukosinolatlar (GLS, -thioglucoside-Nhydroxysulfates) olarak bilinen kiikiirtlii
bilesikler genellikle turpgiller (Brassicaceae, Cruciferae) familyasindaki sebzelerde yer
alan, azot iceren ikincil bitki metabolitleridir (117). Glukosinolatlar suda ¢oziinebilir,

anyonik, ugucu olmayan ve 1siya karsi stabil bilesiklerdir (118).

Glukosinolatlarin temel yapisinda, B-D-tiyoglukoz grubu, ayrica siilfonlanmig
oksim (—C=NOH) grubu ve metionin, triptofan, fenilalanin veya dallanmis zincirli
amino asitlerden tiiremis degisken bir yan zincir bulunmaktadir (119). Glukosinolatlar
cekirdekte, tiyoglukoz grubuna ve ayrica serbest radikal grubuna bagl siilfatlanmis
izotiyosiyanat grubu ile karakterize edilmistir. Glukosinolatlarin genel kimyasal
yapisinin gosterildigi sekilde (Sekil 2.13); yan zincir, alifatik, aromatik ve heterosiklik
yapidaki amino asitlerden tiiredigi icin GLS’lar bu yan zincirlere bagli olan
aminoasitlere gore aromatik GLS, alifattk GLS veya indoller olarak
simiflandirilmaktadir. Aromatik glukosinolatlar, fenilalanin veya tirozinden tliremistir.
Alifatik  glukosinolatlar, yapilarinda alanin, 16sin, izolsin, valin, metiyonin

aminoasitlerini, Indol glukosinolatlar ise triptofan amino asiti icermektedir (120).
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Sekil 2.13. Glukosinolatlarin genel kimyasal yapisi (121)

Glukosinolatlarda farkli yapilarin ortaya ¢ikmasinda hem glukoz hem de merkez
karbon atomunun modifikasyonu, neden olmustur ve yan zincir ¢ift bag, okso, hidroksil,
metoksi, karbonil veya disiilfit baglar icerebilmektedir. 2001 yilinda bitki tiirleri
tizerinde yapilan arastirmalarda 120 adet glukosinolat tanimlanmaktadir (122).

Yaygin isimlendirmede ‘gluko’ 6n ekine izole edilen bitkinin botanik tiir isimleri
eklenerek isimlendirme yapilmaktaydi ancak saymin artmasi ile bu terminolojiden
vazgecilmistir. Daha sonralar1 glukosinolat kelimesine aglikon yapinin kimyasal adinin
on ek olarak kullanilmasi Onerilmistir. Bugiin konu ile ilgili bir¢ok aragtirmada
glukosinolatlarin, hem yaygin hem de kimyasal isimleri ile birlikte kullanildig:
goriilmektedir. Baz1 glukosinolatlarin kimyasal ve yaygin kullanilan isimleri Tablo

2.7°de verilmistir.
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Tablo 2.7. Bazi glukosinolatlarin kimyasal ve yaygin kullanilan isimleri (118)

Kimyasal Isimleri

YayginKullamilan Isimleri

2-Propenil glukosinolat Sinigrin

Benzil glukosinolat Glukotropaeolin
3- Butenil glukosinolat Glukonapin

4- Hidroksil benzil glukosinolat Sinalbin
2-Hidroksibenzil glukosinolat Progoitrin

3,4- Dihidroksibenzil

Glukomatronalin

Indol-3-metil glukosinolat

Glukobrassicin

Metil glukosinolat

Glukokapparin

4-Metiltiyobutil glukosinolat

Glukoerusin

4-Metilstilfinilbutil glukosinolat
4-Pentenil Glukosinolat
4-Oksopentil
7-Metilsiilfinil heptil
9-Metilsiilfinil nonil
2-Hidroksi 2-feniletil
8-Metilsiilfiniloktil
2-Feniletil
4-Metilsulfonilbutil
5-Metiltiyoopentil
3-Metiltiyopropil

Glukorafenin
Glukobrassikanapin
Glukokappasalin
Glukoibarin
Glukoarabin
Glukobarbarin
Glukohirsutin
Glukonasturtiin
Glukoerisolin
Glukoberteroin
Glukoiberverin

2.10.1. Glukosinolatlarin Hidrolizi

Endojen mirosinaz enzimi,

turpgiller familyasindaki

sebzelerde bulunur

(thioglucoside glucohydrolase, EC 3.2.3.1) ve tiiketim sonrasi insan viicudunda

glukosinolatlarin hidrolizini katalizler (123).

Dograma, ¢igneme, kesme gibi islemlerle bitki dokusu parcalandiginda veya

zedelendiginde, mirosinaz enzimi aktivitesini gostermektedir. Enzim, glukosinolatlarla

temas ederek tiyoglukosidik baglari hidrolize eder ve glukosinolatlart hidroliz

tirtinlerine dontistiiriir. Hidroliz {irlinlerinin yani sira glukoz ve siilfat grubu da agiga

cikar (124). (Sekil 2.14.).
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metilen zinciri
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ﬂ H0 D-glukoz

O-sulfatlanmis trihidroksit

Sekil 2.14. Glukosinolatlarin hidrolizi (125)

Reaksiyon kosullarina gore agiga ¢ikan iriinler farklilik gostermekle birlikte
enzimatik aktivite sonucu olusan izotiyosiyanatlar ve indoller glukosinolatlarin

biyolojik olarak aktif formlaridir (126).

S-Gluc
R
—(NOSO;

Mirosinaz

SH
R—(
NOSO,~ + Glukoz

+ SO2
Rt RSCN
isotiyosiyanatlar Tiyosiyanat
R-GI—CH, Moy
RCN + § Q NH S
Nitriller ? Epitiyonitril

S
Okzazolidin-2-tiyonlar

Sekil 2.15. Glukosinolatlarin hidrolizi ve olusan triinleri (121).
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Tablo 2.8. Bazi glukosinolat tiirleri, igerdigi bitkiler ve hidroliz iiriinleri (118).

Glukosinolat Tiirii  Bitkiler Hidroliz Uriinleri
Glukorafanin Brokoli Siilforafan
Glukotropaeolin Tere Tiyosiyonat, izotiyosiyonat
Sinigrin Briiksel lahanasi, lahana ve karnabahar Izotiyosiyanat
Glukobrassicin Cruciferous sebzeleri Indol-3- Karbinol
Progoitrin Yagli tohumlu crambe Crambene
Glukonasturtiin Cin lahanasi, turp, su teresi Feniletil izotiyosiyanat
Glukokamelinin Ketencik Kamelinin

Dehidroerusin Daikon turbu Biitil izotiyosiyanat
Glukoerucin Yer lahanasi Izotiyosiyanat
Glukobrassicin Kivireik lahana Siilforafan,indol-3-karbinol
Glukorafanin Karalahana Siilforafan, diindolmetan

2.10.2. Glukosinolatlarin Metabolik Fonksiyonlar1 ve Saghk Uzerine Etkileri

Son yillarda 6zellikle turpgiller familyasinda yer alan sebzelerdeki biyoaktif
bilesenlerin saglik agisindan olumlu 6zelliklerini gosteren birgok ¢alisma yapilmigtir
(127). Epidemiyolojik caligsmalar, bitkisel gidalardan alinan bu bilesenlerin alimi ile
baz1 hastaliklarin risklerini azaltic1 etkileri arasindaki iliski iizerinde durmus ve

glukosinolatlar gibi fitokimyasallarla da ilgili veriler sunmaktadir.

Turpgiller yapisinda bulunan glukosinolatlarin varligi ile igerdigi biyoaktif bilesiklerden
ve fenolik bilesikler gibi fitokimyasallara dayandirilan ve bircok fizyolojik
fonksiyonlar1 indiikleyen bu etkilerin icerisinde kanser ve kalp hastaliklarina kars
koruyucu etkilere, antioksidan aktivite, enzimlerin aktivitesinin diizenlenmesi,

apoptozis ve hiicre doniigiimlerinin kontrol edilmesi gibi etkiler yer almaktadir (128).

2.11. izotiyosiyanatlar

Izotiyosiyanatlar (ITC’ler; R— N =C —S), bitki dokularmin pargalanmasiyla
salinan bir enzim olan mirosinaz ile glukosinolatlarin hidrolizi sonucu agiga cikan
ikincil metabolitlerdir. Cesitli patolojik mikroorganizmalara karsi engelleyici etkisi olan
izotiyosiyanatlarin ugucu bilesenlere sahip antimikrobiyal kimlikleri vardir. Allil
izotiyosiyanatlarin (AITC) Japonya’da gida korumada kullanimmi saglayan
antibakteriyel etkili dogal bir bitki kaynagi bulunmaktadir (129), ancak diger
izotiyosiyanatlarin antibakteriyel etkileri hakkinda ¢ok az bilgi vardir. Turpgiller
familyasindan olup genelde yiyeceklerde lezzetlendirici olarak kullanilan hardal, yaban

turpu ve wasabidir (130). Biitiin bunlara ek olarak izotiyosiyanatlarin antibakteriyel,
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antifungal ve antikanser bilesenlerine sahip olmasi diyet takviyelerindeki ilgisini

artirmaktadir (131).

2.11.1. ITC’nin Kimyasal Yapisi

Reaktif haldeki izotiyosiyanat in vivo sartlardaki biyokimyasal siireglerde
proteinlerde rastgele modifikasyonlara neden olabilir. ITC'ler tiyoller ve aminlere
kolayca saldirir, ancak ITC aktivitesi esas olarak siilthidril gruplariyla olan tepkimeleri
ile ilgilidir. ITC (R —=N= C = S ) grubundaki karbon atomu yiiksek derecede
elektrofiliktir ve amin, tiyol ve hidroksillerle tepkime vererek sirasiyla tiyoiire,
tiyokarbamat ve karbamatlar tiretir. Belirli aminlerin ve tiyollerin hedef proteinlerdeki
reaktivitesi, ¢cevreleyen amino asit kalintilarindan etkilenen pKa degerlerine de baglidir
(132). Tim sistein kalintilar1 elektrofillere karsi reaktif degildir. Yakin kalintilarla olan
elektrostatik etkilesimlerden etkilenen pKa degeri, sisteinin protonlanma durumunu ve
dolayistyla ITC'ye karsi reaktivitesini yonlendirir. Cevrenin hidrofobikligi ve sterik
engel, niikleofil kalintilarinin reaktivitesini de modiile edebilir. Tiyol ve amino gruplari
ayrismis halde tepkimeye girdiklerinden, daha yiiksek pH degerleri ITC ile olan
etkilesimleri desteklemektedir. ITC'nin tiolleri veya amin gruplarimi kendiliginden
baglayan bu 6zelligi, calismalarda kullanilmak tizere oligoniikleotidlerin amino gruplari
veya proteinlerin tiol gruplariyla reaksiyona giren bir ITC-florofor (floresein ITC) gibi
molekiiler arastirma araclar1 yaratmak i¢in {izerinde durulmustur. Fenil ITC ve tiirevleri,
N-terminal amin ile reaktiviteleri nedeniyle Edman reaksiyonu vasitasiyla protein

dizilimi i¢in kullanilmistir (133).

2.12. Fenetil izotiyosiyanat (PEITC)

Mirosinaz enzimi aracilif1 ile izotiyosiyanatlarina doniisen glukosinolatin bir
formu olan glukonasturtiin’den elde edilen PEITC, en yaygin incelenen aromatik

izotiyosiyonattir (Sekil 2.16.).
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Sekil 2.16. Glukonasturtiinden PEITC eldesi

PEITC, diger izotiyosiyanatlar gibi, reaktivitesini, izotiyosiyanat grubunun
elektrofilik karbonuna borgludur (134); izotiyosiyanatlar 6zellikle de sisteinde bulunan
stilfidril grubu gibi niikleofillerle kovalent olarak etkileserek, biyoaktif fitokimyasallar
iiretir ve sayisiz biyolojik aktivitelere aracilik eden pleiotropik bir cevaba yol agabilir.
Izotiyosiyanatlar, amino gruplar ile temel sartlarda ve yavas bir siire¢ ile etkilesime

girer (135).

Izotiyosiyanatlar, kimyasal karsinojenin tiim asamalarin1 uygun sekilde modiile
ederek kemopreventif etkisini gosterir. DNA’nin kimyasal yapisinin zarar gormesi
sonucunda detoksifikasyon yolaklarinin biyoaktivasyonunu igeren ¢oklu koruma
mekanizmalarimi1 kapsar. Buna ek olarak, izotiyosiyanatlar, hiicresel proliferasyon,

apoptoz ve anjiyogenez gibi baslatma sonrasi stirecleri de etkilemektedir (136).

2.12.1. PEITC’nin Antikanser Aktivitesi

Yapilan birgok arastirma izotiyosiyanatlarin ¢esitli kanser tipleri {lizerinde anti
kanser ozelligi oldugunu gostermistir (20). PEITC’in  antikanser aktivitesi
kemopreventif ve kemoterapotik etki seklinde ikiye ayrilabilir. ITC’lerin kemopreventif
etkileri, ¢oklu kimyasal ile indiiklenen kanser modellerinde degerlendirilmistir. Genel

olarak Kkarsinogenez, faz | ilag metabolize edici enzimler yoluyla oksidasyon,
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rediiksiyon veya hidroliz yoluyla kanserojenlerin biyoaktivasyonundan kaynaklanir.
Dolayisiyla, faz 1 enzimlerinin modiilasyonu kanserojen aktivasyon siirecini
etkileyebilir. PEITC faz | enzimlerinin iizerinde ikili bir aktivite gosterir. Ornegin,
PEITC bir yandan CYP1A1 ve CYP1A2’nin indiiksiyonuna neden olurken; bununla
birlikte, CYP2E1, CYP3A4 ve CYP2A3 gibi baz1 sitokrom P450 enzimlerinin
aktivitesini inhibe eder (137). Faz Il enzimleri, transferazlari igerir, ksenobiyotiklerin ve
kanserojenlerinin detoksifiye edilmesinde 6nemli rol oynar (138). Faz Il enzimi olan
GST, PEITC’nin kemopreventif etkilerinde 6énemli bir rol oynamaktadir. PEITC ayrica
diger faz II enzimlerini de etkilemektedir. Buna bagl olarak Saw ve ark. ITC ve
fitoindollerin bir kombinasyonu ile Nrf2 antioksidan cevap elementinin uyarilmasini
gosteren bir ¢alisma yapmustir (139). Kimyasal karsinogenez modelleri ve transgenik
hayvan modelleri lizerine yapilan daha kapsamli mekanistik ¢aligmalarda PEITC’1n
anti-proliferatif etki, hiicre boliinmesi ve hiicre dongiisii iizerine etki, pro-apoptotik etki,
otofaji, anti-anjiyojenik  etki, anti-metastatik etki, anti-enflamatuar etki,
immiinomodiilator etki, PEITC 1n kanser hiicrelerinin kinetigi ve metabolizmas iizerine
etkileri incelenerek kemoterapotik potansiyeli degerlendirilmistir (140). PEITC’nin
antikanser aktivitesi kesfedildiginden beri, bu aktivite ile ilgili hiicre dongiisiini
durdurma ve apoptozisi indiikleme olmak Tlizere iki temel mekanizma iizerinde
durulmaktadir (141). PEITC’in, reaktif oksijen tiirlerini {ireterek Ozellikle kanser
hiicrelerine 06zgii sitotoksik etkilere yol acan genel bir etki mekanizmasi oldugu
bilinmektedir (142).

Stirekli artan ROT seviyesi DNA’da mutasyonlara neden olarak karsinogenezisi
baslatir (143). Insan c¢alismalarinda kullanilan su teresinde bulunan PEITC 6nemli bir
calisma alamdir. PEITC, artan ROT seviyesine karsi detoksifikasyon enzimlerinden
GPx1, SOD1 ve SOD 2 aktivitelerini 6nemli miktarda artirarak tedavi eder (144).

ROT, hiicre icerisinde ikili etkiye sahiptir. Normal hiicrelerde ROT iiretimi
hiicreyi apoptaza dogru siiriikleyen DNA hasarina neden olur. Diger taraftan, kanser
hiicrelerinde, ROT f{iretimi, hiicre proliferasyonu, apoptozun baskilanmasi, hiicre go¢ii
ve invazyon gibi yolaklar1 indiikleyerek hiicrenin hayatta kalmasini tesvik eder.
Oksidatif metabolizmanin artmasi1 ve besin takviyesinin eksikligi kanser hiicrelerinde
yiikksek ROT iiretimine neden olur. Artan ROT seviyesi apoptozisi uyararak kanser
hiicrelerini &liime tesvik eder. Izotiyosiyanatlar, genel olarak, diyetle birlikte
alindiginda kemopreventif etki gostererek ROT seviyelerini azaltan dogal antioksidan

olarak tanimlanir (145).
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2.13. Niikleer Faktor E2 ile Iliskili Faktor 2

Bir transkripsiyon faktorii olan Niikleer faktdr E2 ile iliskili faktdr 2 (Nrf2),
elektrofiller, ksenobiyotikler, agir metaller, UV radyasyon ve stres gibi birden fazla
uyaranlar tarafindan aktive edilmektedir (146). Transkripsiyon faktorleri, genlerin
transkripsiyonunu kisa DNA dizilerine baglanarak, genetik bilginin DNA’dan RNA’ ya
akigini pozitif yada negatif olarak diizenledigi bilinen, spesifik proteinlerdir (147).

Hiicreler, normal yasam boyunca, siirekli olarak serbest radikallere maruz
kalmakta ve bu maruziyete karsi antioksidan savunma mekanizmalar1 biliyiik 6nem arz
etmektedir. Hiicreler, faz | ve faz II olarak adlandirilan enzim sistemlerini kullanarak
savunma mekanizmalarini kullanmaktadir. Ornegin, sinir hiicreleri esas olarak faz Il ve
antioksidan enzimleri (SOD, CAT, GPx, GST, GR) kullanarak kendilerini
korumaktalardir (148).

Ozellikle detoksifikasyon reaksiyonlarmin gerceklestigi dokularda Nrf2, oldukea
fazla eksprese edilmektedir. Hiicresel savunma mekanizmasinin en dnemli diizenleyicisi
olan Nrf2, beyin, akciger, mesane, bobrek, karaciger, ovaryum, makrofajlar ve
eritrositleri de igeren bir¢ok dokuda bulunmaktadir (149). Nrf2 aktivasyonunun
oksidatif strese karsi hiicre koruma da en 6nemli koordinasyon yolaklarindan biri
oldugu bildirilmektedir (150). Nrf2 sistemi, reaktif oksijen tiirleri, egzoz gazlari,
inflamasyon, kalsiyum bozuklugu, UV ve sigara dumaninin toksik etkilerinden
dokularmn  korunmasinda Onemli bir rol oynadigi yaynlanan ¢alismalarda

bildirilmektedir (151).

2.13.1. Nrf2’nin Yapisi

DLG ETGE
motif motif NF12 (507 aa)
[ Neh2 [Neh4 Neh5 Nehs] [ Neh1 Iﬂeh:‘l]
Keapl baglanma  Transaktivasyon Maf ve DNA
bolgesi bolgesi baglanma bdlgesi

Sekil 2.17. Nrf2 domain yapisi (152)

Transkripsiyon faktorii olan Nrf2, ARE ile iligkili gen ekspresyonunda ve immiin

cevapta merkezi bir diizenleyicidir (153). Onemli bir antioksidan cevap olan Nrf2
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transkripsiyon faktorii ¢ogu transkripsiyonel faktdrler gibi bolmeli bir dizilime sahiptir.
Nrf2, Keapl, kiigiik Maf proteinler ve ARE yada elektrofil cevap elementi ( EpRE) gibi
cis-acting diizenleyicileri igeren temel bilesenlerin kombinasyonudur (154). CNC-bZIP
(cap’n’collar family of basic leucine-zipper) transkripsiyon faktorlerin bir iiyesi olan
Nrf2 sitoplazmadaki Kelch-like ECH iliskili proteine baglidir (155).

Nrf2’nin molekiiler aragtirmasinda 6 adet Neh domaini tarif edilmistir (Sekil
2.17). Bunlar arasinda Nehl domaini, Nrf2’nin kii¢ciik Maf proteinlerinin ZIP domaini
ile heterodimer olusturmasini saglayan CNC-Bzip domainidir (156). Neh 2 domaini
Nrf2-Keap1’in sitozolik represoriidiir. Neh2 domaini degron ve ubikuitin bagh
bozulmay igerir. Neh4 ve Neh5 domainleri ise Nrf2’nin aktivasyonuna aracilik eden
transaktivasyon bolgesidir (157). Nrf2’nin karboksil terminalinin ucunda bulunan Neh3
domaini, Nrf2’nin transaktivasyonunda 6nemli rol oynar (158). Neh6 domaini, Neh5 ve

Nehl domainleri arasinda baglantiy1 saglayan bolgedir (159).

2.13.2. Keap-1/ Nrf2/ ARE Sinyal Yolag
Keap1 (624 aa) DGR CTR
[ NTRI BTB I IVR IM’IWIMC{M&IMIM&}T%

Cul3 baglanma Nrf2 baglanma balgesi
hdlgesi

Sekil 2.18. Keap1 domain yapis1 (152)

625 amino asit igeren Keapl: bir aminoterminal alan1 (NTR, amino asit. 1-66),
bir Bric-a-brac/Tramtrack/Broad domaini ( BTB, amino asit. 67-178), bir ara bolge
(IVR amino asit. 179-321), bir Kelch/ ¢ift glisin tekrar1 (DGR, amino asit. 322-608) ve
bir karboksil terminal bolgesi (CTR, amino asit. 609-625; Sekil 2.18) olmak iizere 5
domainden olusur (160).

Keap-1 tizerindeki Kelch /DGR bolgesi ile Keap-1, hiicre iskeletine tutunur ve
Nrf2 ile birlesir. Keap-1-Nrf2 kompleksi ile Nrf2 inhibe olur, ayni zamanda Keapl,
poliubikitinleri yonlendirerek de Nrf2’nin proteazomal yikimini saglayarak bloke eder
(161). Keap-1 molekiiliiniin redoks sensorii olarak davrandig diistiniilmekte ve sistein
rezidiilerinin bir kismu reaktif olan Keap-1 molekiilii hiicre oksidatif strese ve cevresel
kirletici ajanlara maruz kaldiginda sistein aminoasitleri arasinda disiilfit bagi

olusmaktadir. Bunun sonucunda, konformasyonel degisiklige ugrayan Keapl, Nrf2

37



molekiiliinii serbest birakir (162). Keapl’den ayrilan Nrf2, ¢ekirdege ulasarak burada
DNA’nin  ARE bélgesine baglanir (Sekil 2.19). . ilk kez 1980’lerin sonlarina dogru
tanimlanmis  olan ARE bolgesi, ozellikle hiicrede oksidatif stres olustugunda
detoksifikasyonda  gorevli  enzimlerin ~ ve  antioksidan  enzimlerin  gen

transkripsiyonlariin aktivasyonunu saglar (163).

Aktin

-i_‘—- Sitoplazma

EAP1

proteazom
bozulmasi

normal sartlar
altinda

et

—~ DLG =~ ETGE

indiklenmig
durumda

ARE-bagimli genler

Antioksidan
Detoksifikasyon
Proteazom

Saperon J

Cekirdek

o

ARE bdolgesinin indiikleyicileri toplam 10 ana gruba ayrilir ve yapisal olarak
farkli birgok molekiil ARE bdlgesini aktive edebilir (Tablo 2.9) (165). Ayrica hem

Sekil 2.19. Nrf2 molekiiliin niikleuse transloke olmasi (164)

kompleksi, okside lipoproteinler, serbest radikaller v.b. gibi bazi faktérler ARE
bolgesine baglanarak aktiflestirirler. Bu molekiiller, elektrofilik 6zellikte olmalarindan

dolay1 EpRE “electrophile response element” olarak da adlandirilir (165).
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Tablo 2.9. ARE bdlgesine baglanan Nrf2 indiikleyici gruplar ve etki mekanizmalari

. Molekiiller
Indiikleyici . . .
ruplar Ksenobiyotikler ve Endoien bilesikler Etki mekanizmalar:
srap metabolitleri e estie
tBHQ , BHT, BHA, . . . Kinonlar Keap-1°deki
. Q Dopamin, 4-hidroksiestrol, onlar Keap-1"deki
Difenoller, zerdegal, resveratrol, . ; . SH-gruplarina
. . oo 2-hidroksiestradiol, 5 .
kinonlar, kuersetin, etoksikuin, baglanir veya okside

fenilendiaminler

probukol, epigallokatesin-3-
gallat

4-hidroksiestradiol,
Estradiol-3,4-kinon

eder, hiicre i¢i H202
uretimini artirir.

Michael alicilar:

EPA, DHA, krotonik aldehit,
metilakrilat, metil

4-hidroksi-2,3-nonenal,
PGA;, 15d-PGJy, Jo-

Keap-1’deki SH-
gruplarina baglanir

propinonat izoprostan
.. Sulforafan, 3-morfolino- Keap-1’deki SH-
Izotiyosiyanatlar S - -
propil izotiyosiyanat gruplarina baglanir
. 1,2-ditioltiyon, oltipraz, 5- .
1,2-ditiyol-3- y. . P Hiicre i¢i H20;
. (parametoksipfenil)-1,2- - e
tionlar .. . uretimini artirir.
ditiyol-3-tiyon
Tert-butil hidroperoksit, H202, lipid Keap-1’deki SH-

Hidroperoksitler

cumol hidroperoksit, H,02

hidroperoksitler

gruplarini okside eder

Trivalan arsenik

As,03, AsOy, A83+,

Keap-1’deki SH-
gruplarinabaglanir,

bilesikler CH3As(OH), hiicre i¢i H20;
iretimini artirir,
f&glr metal Cd?*, Co?, Cu?* Hg?*, Pb?* - %Iiic.re 191 H202
iyonlar uretimini artirir.
Komsu (+)-2,3-dimerkapto-1- Sabtanmamistir
dimerkaptanlar  propanol, 1,2-etan ditiyol P P
. 3-hidroksi-B-damaskon,
Karotenoidler . - Saptanmamustir.
likopen
Selenyum iceren  Ebselen, dialkil diselenitler,
- Saptanmamustir.

bilesikler

seleninik asid, fenil selenol

2.13.3. Keap 1/Nrf2/ARE Sinyal Yolag Tarafindan Aktive ve Inhibe Edilen

Genler

Memeli hiicrelerinde ARE ile iliskili ¢ok sayida gen vardir. Yapilan birgok
caligma, Keap-1/ Nrf2/ ARE sinyal yolagimin, genlerimizin yaklasik %21-10’unu
diizenledigini bildirmektedir (165). Ayrica Nrf2, hiicrede oksidatif stres olmadigi
durumda bile bazal aktivitesini devam ettirerek antioksidan savunma sisteminin hem
bazal hem de indiiklenebilen aktivitesinin kontroliinii saglamis olur (166). Nrf2 / ARE
yolaginin diizenledigi genlerin ekspresyonlari sonucu bir¢ok enzimin ve proteinlerin

sentezlenmesinde gorev almaktalardir (Tablo 2.10.).

39



Tablo 2.10. Nrf-2 / ARE sinyal yolagi tarafindan aktive edilen genler (165)

Gen Fonksiyonu

HO-1 Hem yikiminda anahtar enzim,biliverdin olusumu,anjiyogenez ve vaskiiler hiicre
korunmast

NQO1 Kinonun hidrokinona rediiksiyonunu katalizler, ksenebiyotiklerin

detoksifikasyonunda rol oynar,membran fosfolipidlerini(koenzim Q’nun
rediiksiyonu yolu ile) hasardan korur
GST Detoksifiye edici enzim, GSH konjugasyonunu katalizler.
GCLC GCL’nin katalitik subiinitidir, glutatyon sentezinin hiz kisitlayici enzimidir.
GCLM GCL’nin diizenleyici subiinitidir.

xCT Sistin- glutamat transporter’1dir, hiicre igi sistin diizeyinin idamesini saglar, bu
yollarla GSH sentezinde hiz sinirlayici rol oynar.

AKR Toksik aldehitleri detoksifiye eder, hiicreyi karbonil stresten korur.

GR GSH/GSSH doniisiimiinde ve GSH siklusunda anahtar enzimdir.

TrxR Trx’in disiilfid formunun rediiksiyonu

Trx Redoks homeostazisini devam ettirmek i¢in rediikte Trx okside Prx ile reaksiyona
girer

Prx 1 Peroksitleri temizler ve redoks homeostazisini devam ettirir.

2.13.4. Nrf2 Transkripsiyon Faktoriiniin Oksidatif Stres ve Hastaliklar ile
Tliskisi

Oksidatif strese karst olusan savunma sisteminin Nrf2 eksenli oldugu kabul
edilmekte olup (167) Nrf2, bu oksidatif strese kars1 cevapta merkezi rol oynamaktadir
(168). Oksidatif stres, kanser disinda malign olmayan bir ¢ok hastaligin olusumunda da
yer almaktadir . Yapilan caligmalarda, baz1 akciger hastaliklart modelleri olan astim,
amfizem gibi patolojik durumlarin nrf2”~ farelerde daha siddetli olarak ortaya ciktig1
bildirilmektedir (169). Buna ek olarak, Parkinson hastaligi ve Alzheimer hastalig1 gibi
norodejeneratif hastaliklara karsi Nrf2’nin korudugu da calismalarda gosterilmektedir
(170, 171).

Yapilan deneysel ¢alismalar 1s1ginda, Nrf2 aktivasyonunun hastaliklara karsi
koruyucu ve de tedavi siirecinde etkili olabilecegi diisiincesi ortaya atilmaktadir (168).
Kolit modeli uygulanan nrf2” farelerde, daha siddetli inflamasyonun olustugu, ayni
zamanda antioksidan gen diizeylerinin ise 6nemli oranda azaldigin1 gbzlemlemisler
(172). Baska bir c¢alismada ise ateroskleroz ve metabolik sendrom olusturulan farelere,
rosiglitazon verilmis ve Nrf2’yi aktive ederek, antioksidan enzimlerin vaskiiler
ekspresyonlarinin arttigi gézlenmistir (173).

Deneylerde kullanilan nrf2”~ farelerde, kimyasal indiikleyiciler ile veya
ksenobiyotiklerle oksidatif hasar meydana geldiginde organizmada inflamasyonun ve

doku hasarmin arttigi, okside DNA, lipit ve protein son {iriin miktarinin ve kanser
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gelisiminin fazla oldugu yapilan arastirmalar sonucunda saptanmis ve nrf2”~ olan
memelilerin oksidatif hasara agik oldugu belirlenmistir (157).

Oksidatif stres diyabetik ndropati patofizyolojisinde 6nemli bir role sahiptir. Bu
durumun dayanak noktasini diyabetik ndropati patofizyolojisi ile Nrf2 yolagi arasindaki
iliski olusturmaktadir. Nrf2’nin yapilan deneysel ¢alismalarla diyabet basta olmak iizere
serebral iskemi, kanser, ndrodejenerasyon, ateroskleroz ve ¢ok sayida diger inflamatuar
durumlar i¢in koruyucu etkilerinin oldugu bildirilmistir (174). Diyabet ve diyabetle
iliskili komplikasyonlarda 6nemli bir hedef olarak gosterilmis ve diyabette, Nrf2 ve
HO-1 ekspresyon diizeyinin azaldig: tespit edilmistir. Retina ganglionlarinda Nrf2’nin
noroprotektif etkilere sahip oldugu gosterilmistir (175). Nrf2’ nin, beyin de olusan
oksidatif stres ve inflamasyona karsi korumada roliiniin oldugu saptanmistir.
Astrositlerde Nrf2 yiiksek ekspresyon diizeyleri ile oksidatif stres etkilerinden néronlari

korudugu tespit edilmistir (174).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Gerecler

3.1.1. Cahismada Kullanilan Kimyasal Malzemeler

. Metanol- Merck

. Sodyum Hidroksit (NaOH)- Merck

. Rat ALT (Alanin Transaminaz) Elisa Kiti- Elabscience

. Glutatyon-S-Transferaz Assay Kit -Cayman Chemical

. NAD(P)H: quinine oxidoreductase 1 (NQO1) Assay Kit -Abcam
. Stiperoksit dismutaz (SOD)-Sigma

~N O o A W DN B

. Nrf 2 (nuclear factor erytroid 2-related factor 2= eritroid niikleer faktor ile
iliskili faktor 2) Assay Kit - Cayman Chemical

8. Katalaz (CAT) -Sigma

9. Glutatyon peroksidaz (GPx) -Sigma

10. 7,12-dimetilbenz[a]antrasen (7,12-DMBA) — Sigma Aldrich

11. Sodyum Kloriir (NaCI)-Sigma

12. Potasyum Kloriir (KCI)-Sigma

13. Na2HPO4 (Disodyumhidrojenfosfat)- Sigma

14. KH2POq4 ( Potasyumdihidrojenfosfat)- Sigma

15. Fosforik Asit (H3POs)-Sigma

16.Hidroklorik Asit (HCI)- Sigma

17. Tiyobarbitiirik Asit (TBA)- Sigma

18. Tetra Metoksi Propan - Aldrich

19. Disodyum Etilendiamintetraasetik asit -Sigma

20. Nitro blue Tetrazolium Kloriir - Sigma

21. Sodyum Karbonat -Merck

22. Ksantin

23. Amonyum Siilfat (NH4)2SO4

24. Ketamin

25. Ksilazin

26. Fenetilisotiyosiyanat -Sigma Aldrich
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27. Asetonitril-VWR Chemicals ProLabo
28. Proteaz inhibitor kokteyl -Amresco
29. Nuclear ekstraksiyon Kiti-Abcam

30. Myrosinase (25 U)-Sigma

31. Glasiyel Asetik Asit- Merck

32. Albumin- Sigma

33. Ksantin Oksidaz- Sigma

34. Bradford Reaktifi-Sigma

3.1.2. Cahismada Kullamlan Cihazlar

Hassas Terazi-Radwag

Homojenizator- IKA Ultra Turrax

Sonifikator- Bandelin SONO Plus

Derin Dondurucu-Sanyo

Su Banyosu

pH metre-Thermo Scientific

High-Performance liquid chromatograhy-Agilent 1100
Termometreli 1siticili karistirici- IKA C-MAG HS7

© 0 N o g bk~ wDhdPE

Multimod mikroplate okuyucu- Biotek Synergy H1
. Mikroplate yikayici- Biotek EIX50

N
= O

. Sogutmali santrifiij- Eppendorf 5415R

. Liyofilizator - Christ Alpha 1-2 LD Plus
. Biomedical freezer- Sanyo MDF-U333

. Vorteks-Niive

T I e e
o W N

. Shimadzu UV Spektrofotometre

=
D

. Otomotik Pipet-Eppendorf

-
\l

. Kronometre
. Meziir (25ml, 50ml, 100ml, 250ml)

[ERY
[00]

3.1.3. Deney Hayvanlarinin Temini ve Deneylere Hazirlanmasi

Bu calisma, Inonii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi, Deneysel Arastirmalar
Birimi’nde, In6nii Universitesi Hayvan Etigi Komitesi tarafindan 6ngoriilen kurallara
uygun olarak yapildi. Calismada 27 adet disi, ortalama 150-250 g agirliginda, 6-8
haftalik Wistar albino rat kullanildi. Calisma siiresince deney hayvanlart 22-24 °C
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sicaklikta ve 12 saat aydmnlik/ karanlik periyodu olan odalarda polipropilen kafeslerde
tutularak standart yem ve musluk suyu ile beslendi.

3.2. Metot

3.2.1. Deney Gruplari

Toplam 27 adet disi rat, her grupta 9 adet olmak tizere 3 gruba ayrildi.

I.Grup 1 (Kontrol Grubu): 6-8 haftalik Disi Wistar Albino ratlar, 22-24 °C
sicaklik ve 12 saat 151k-12 saat karanlik siklusuna uygun standart kosullar
saglanarak 4 hafta boyunca polipropilen kafeslerde tutuldu, ad libitum
standart yem ve su ile beslendi,

Il. Grup 2 (DMBA Grubu): 4 hafta ad libitum standart yem ve su ile beslenen
ratlara misirdzli yagi igerisinde ¢oziilen 7,12-DMBA, 20 mg/kg dozda i.p.
olarak enjekte edildi.

I11. Grup 3 (DMBA + Su Teresi ekstrakti ): 7,12-DMBA enjeksiyonundan 4
hafta once ad libitum beslenen ratlara ayn1 zamanda Su Teresi bitki ekstrakti

62.5mg/ml/gilin dozda i.g gavaj yoluyla verildi.

3.2.2. Nasturtium officinale ( Su Teresi) Numunesinin Ekstraksiyon Islemleri

Malatya, Arguvan Ilgesi Dolayli Mahallesinde 25 Mart 2016 tarihinde su
kenarlarindan topladigimiz Nasturtium officinale (L.) R.Br. (Su teresi) bitki numuneleri
liyofilizatérde kurutuldu. Liyofilizatérde kurutulmus Su teresi bitkisi havanda doviilerek
toz haline getirildi. Numuneden 1g/20 mL oraninda olacak sekilde alinarak iizerine
Metanol: Su karisim1 (70:30) eklendikten sonra, 70°C sicaklikta 30 dk bekletildi. Islem
sonunda karigim 10 dk, 4000 rpm de santrifiij edildi. Siipernatantlar ayrilarak islem iki
kere daha gerceklestirildi. Santrifiij islemleri sonucunda toplanan siipernatantlar filtre
kagidindan siiziildii ve sonra 90 rpm hizda 45°C de 1,5-2 saat boyunca evaporatorde
yogunlastirildi. Evaporatorden alinan Su Teresi bitki ekstreleri daha sonra distile suda
coziilerek 250 mg/kg/gilin olacak sekilde deney hayvanlarina verildi. Yapilan tim bu

islemler Sekil 3.1’de 6zetlenmistir.
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Liyofilizatérde kurutulmus Su teresi numunesi

{

Metanol:Su

Metanol:Su

(Methanol:Su (70:30); 70 °C ; 30 dk bekletildi)

{

Santrifiij edildi
(4000 rpm’de 10 dk; ayni islem 2 kez tekrarlandi)

J

Filtre kagidindan siiztildi

J

Supernatantlar elde edildi

{

Evaporatdrde 90 rpm’de 45 °C’de 2 saat yogunlastirildi

l

250 mg/kg/giin olacak sekilde Su teresi ekstrakti hazirlandi.

Sekil 3.1. Nasturtium officinale( Su Teresi) numuneleri i¢in ekstraksiyon islem
basamaklari.

3.2.3. Numune Alinmasi ve Hazirhk Islemleri

7,12-DMBA enjeksiyonundan 30 giin sonra ketamin/ksilazin anestezisi altinda,
kanlarinin alinmasi suretiyle ratlar sakrifiye edildi. Alinan kanlar, serum eldesi icin
1000 rpm’de 15 dk santrifiij edildi. Serumlar, ALT olglimii gergeklestirilene kadar -
30°C’ de sakland.
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Ratlardan almman karaciger dokulari iki kisima ayrildi. Birinci kisim
histopatolojik ¢alismalar i¢in %10’luk formaldehit ¢ozeltisi iginde bekletildi, diger

kisim biyokimyasal analizler i¢in -80 C°’de muhafaza edildi.

3.3. Karaciger Dokusunun Biyokimyasal Analizlere Hazirlanmasi

Karaciger dokularindan her bir cam tiipe 0.2 g ve {izerine 1:10 w/v oranda olacak
sekilde fosfat tamponu (pH 7.4, 50 mM) eklenerek homojenizatérde 5 dakika 6000
dev/dak homojenize edildi. Daha sonra homojenatlar, 20 saniye araliklarla 10 saniye 3
defa olacak sekilde sonifikatore tabi tutuldu. Sonifikasyonun ardindan homojenatlar, 15
dk 13500 g’de 4°C’de santrifiij edilerek silipernatantlar alindi1 ve protein miktar dl¢tiimii
ve SOD, CAT, GPx aktivite dlgtimleri i¢in kullanildi. MDA diizeyinin 6lgimii i¢in 0.2
g karaciger dokulari cam tiipe alinarak tiizerine %1.15’lik KCI’den ilave edilip
homojenize edilerek Olgiime hazirlandi. NQO1, GST enzim aktiviteleri ve Nrf2
transkripsiyon faktor olgtimleri icin kit prosediiriinde belirtilen sartlara gore doku

homojenatlar1 hazirlandi.
3.4. Biyokimyasal Analizler

3.4.1. Protein Miktar Ol¢iimii

Calismamizdaki biyokimyasal analizlerin tiim protein tayinleri Bradford
yontemine gore yapildi. Bu yontemde organik bir boyar madde olan Commassie brillant
blue G-250’nin proteindeki renklendirme 6zelliginden yararlanildi. Commassie brillant
blue G-250, negatif yiiklii olan ve proteindeki (+) yiiklii gruplara baglanan bir boyadir.
Yontemde boyaya baglanmis protein 595 nm dalga boyunda maksimum absorbans
vermektedir (176).

Cozeltiler

Standart bovine serum albumin (2 mg/ml)

Distile Su

Bradford ¢ozeltisi
0,15 M NaCl

Deneyin Yapihisi
0,15 M NaCl ile hazirlanan 2 mg/ml albumin stok ¢dzeltisinden 2, 1.5, 1, 0.75,
0.5, 0.25, 0.125, 0,0625 mg/ml konsantrasyonlarda standartlar hazirlandi. Kor,
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standartlar ve orneklerden 5 pl kuyucuklara eklendi ve tizerine 250 pl Bradford reaktifi
ilave edilerek 10 dk beklendi. Siire sonunda 595 nm’de okuma yapildu.

Hesaplama

2 mg/ml stok albumin ¢ozeltilerinden hazirlanan standart egriye gére 6rneklerin
konsantrasyonlar1 hesaplandi. Olusturulan kalibrasyon egri denkleminden &rneklerin

protein konsantrasyonlart hesap edilerek sonuclar mg/ml olarak ifade edildi.

0,600

0,500

0,400

0,300

0,200

0,100

0,000

-0,100
-200 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Grafik 3.1. Protein standart kalibrasyon grafigi

3.4.2. Malondialdehit Diizeyinin Ol¢iimii

Mihara ve Uchiyama metoduna gore MDA ol¢iimii gergeklestirildi. Bu metotta,
asidik ortamdaki TBA ile 95 °C’de reaksiyona giren MDA pembe renkli kompleks
olugturmaktadir. Olusan renkli kompleks n-biitanol fazina ekstrakte edilerek 535
nm’deki absorbansi Olgiilmektedir. Olusan rengin siddeti ortamdaki MDA
konsantrasyonuyla orantili olmaktadir (177).

Kullanilan reaktifler
.% 1.5 KCI
. % 1 H3POq4
. % 0.6 tiyobarbitiirik asit
. n-Biitanol
. 2 mM Tetrametoksipropan

. Glasiyel asetik asit

~N o oA W DN -

. Distile su
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Deneyin Yapihisi

MDA o6lgiimii i¢in dokularin %1.5’lik KCl ile % 5 lik homojenatlar1 hazirlandu.
Homojenat1 yapilan 6rneklerden 500 pl alinarak 3 ml %1°lik H3sPO4 ¢ozeltisi ve %
0.6’lik TBA soliisyonundan 1 ml ilave edilerek vortekste karistirildi ve kaynar su
banyosunda 45 dk inkiibasyona birakildi. Daha sonra sogutulan 6rnekler iizerine 4 ml n-
biitanol eklenerek karistirildi. Bir giin karanlikta inkiibasyondan sonra 4000 g’de 5
dakika santrifiij edilerek ayrilan organik fazin spektrofotometrede 532 nm’de
absorbanslar1 6l¢iildii. Standart olarak 2 mM stok tetrametoksipropan’mn 20, 40, 60, 80,
100 ve 200 nmol/mL olacak sekilde ¢ozeltileri kullanildi. Standartlardan elde edilen
egri denklemine gore Orneklerin MDA diizeyleri hesaplandi ve sonuglar nmol/mg

protein cinsinden ifade edildi.

2,5

y=0,011x - 0,0345

5 R2=0,9992

1,5

-

0 T T T
0 50 100 150 200 250
Tetrametoksipropan (nmol/mL)

Absorbans 532
(=Y

Grafik 3.2. Tetrametoksipropan’in standart kalibrasyon egrisi

3.4.3. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Olciilmesi

Onemli hiicresel antioksidan savunma sistemi olan Siiperoksit dismutaz (SOD)
metalloenzimlerdendir. Siiperoksit radikalerinin dismutasyonunda gorev alip siiperoksit
anyonunu molekiiler oksijenine ve hidrojen peroksitine ¢evirmektedir (178).

202+ 2H  sop H202+ O2
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Kullanilan reaktifler
1) Reaktifi Karigimi

Reaktif bilesenleri asagida belirtilen konsantrasyonlarda ¢6ziicti olarak distile su

kullanilarak hazirland1 ve reaktifler belirtilen miktarlarda karistirilarak 6l¢iim reaktifi

elde edildi.

1.

2
3
4.
5

0.3 mmol/L Ksantin

. 0.6 mmol/L Na2EDTA

150 mmol/L NBT
400 mmol/L Na2COs
1 g/L BSA

Reaktif karisimi i¢in 100 ml’lik bir erlen icerisine 40 ml ksantin ¢ozeltisi, 20 ml

EDTA c¢ozeltisi, 20 ml NBT ¢ozeltisi, 12 ml Na2COs ¢ozeltisi ve 6 ml sigir albumini

cozeltisi konuldu ve iyice karigtirildi.

2) Enzim Cozeltisi: 2 M (NH4)2SO4 ile Ksantin Oksidaz aktivitesi 167 U/L

seklinde hazirlandi.

3) CuCl; Cozeltisi: 0.08 mmol/L distile su ile hazirlandi.

Deneyin Yapihsi

Deney tiiplerine 2.85 ml dl¢lim ¢dzeltisi ve 100 pl siipernatant, kor tiipiine de

distile su eklenerek vortekslendi. Ardindan 100 ul ksantin oksidaz ¢ozeltisi eklenerek

karanlik ortamda oda sicakliginda 20 dakika bekledikten sonra 1 ml CuCl> ¢ozeltisi

eklendi ve 560 nm’de spektrofotometrede absorbanslari okundu

Hesaplama

% inhibisyonlarin hesaplanmasi igin asagidaki formiil kullanildi.

A (kér) — A (numune)

% inhibisyon= X %100

A (ko)
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Grafik 3.3. Siiperoksit dismutaz enziminin standart kalibrasyon egrisi

Sonuglar standart SOD enziminin % inhibisyon degerleri ile elde edilen grafikten

hesaplanarak U/mg protein seklinde ifade edildi.

3.4.4. Katalaz Aktivitesinin Olciilmesi

Cogu aerobik hiicrelerde 6nem arz eden katalaz enzimi tiim organlarda bulunur.
Katalaz enzimi, H2O2’yi de katalitik aktivitesi sonucunda su ve molekiiler oksijene

yikmaktadir.

KATALAZ
2H0, —> 2H0 + O

240 nm dalga boyunda maksimum absorbans veren H>O. katalaz tarafindan
katalitik aktivite sonucu su ve oksijene doniistiiriilmektedir. Bundan dolay1r ortamda
katalaz enzimi varsa 240 nm’de H2O> in absorbansinda azalma goriilecektir.
Absorbanstaki bu azalma mevcut katalaz aktivitesi ile dogru orantili olacaktir (179).

Cozeltiler
1. Fosfat tamponu ( 1/15 mmol/L; pH’s1 7.0): 3.522 g KH2PO4 ve 7.268 g

NapHPO4.2H>O distile suda ¢oziildii ve pH 7.0’a ayarlanarak hacmi 1 litreye
tamamlandi.

2. Fosfat tamponunda H20: ¢ozeltisi (10 mmol/L): %30 ‘luk H2O> ¢ozeltisinden
0.16 ml alinarak daha Once hazirlanmig olan fosfat tamponunun 100 ml’sinde

seyreltildi. Bu karisim 240 nm’deki absorbans1 0.5°di.
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Deneyin Yapihis

240 nm dalga boyunda spektrofotometre cihazinin sifir ayar1 fosfat tamponu ile
yapildi. 1 ml’lik kiivet i¢ine 950 pl hidrojen peroksit ¢ozeltisi ve 50 pul numune
eklenerek hizlica karistirildiktan sonra absorbansi okundu. Okunan bu absorbans degeri
baslangi¢ absorbans degeri olarak kaydedildi. Daha sonra 60 saniye siireyle absorbans
azalmasi takip edildi. Siirenin sonunda okunan absorbans degeri kaydedildi. Sonuglar

U/mg protein cinsinden ifade edildi.

Hesaplama
A Abs /t x Vi x 10°
U/L =
ExLxVs
A Abs : Okunan absorbans degisimi
t : Olgiim siiresi (1 dak)
Vi : Total hacim (1 ml)
Vs : Kullanilan numune hacmi (0.05 ml)
E : Molar absorpsiyon katsayis1 (39,4 Mt cm™)
L : Isik yolu (1 cm)
100 : Moliin mikromole ¢evirmek i¢in kullanilan garpan

3.4.5. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Aktivitesinin Ol¢iilmesi

GPx, hidrojen peroksit’in suya donistimiinii katalizlemektedir. Bu katalitik
aktivitesi i¢in rediikte glutatyona (GSH) ihtiyag duymaktadir. Reaksiyon sonucunda
okside forma doniisen glutatyonun tekrardan rediiklenerek enzim aktivitesinin
devamliligini saglamasi gereklidir. Okside glutatyonun (GS-SG) indirgenmesi ise,
glutatyon rediiktaz (GR) enziminin aktivitesi ve rediikte NADP (NADPH) in araciligi
ile gergeklesmektedir. Sonug olarak, NADPH, NADP’a yiikseltgenirken okside

glutatyon tekrardan rediikte formuna indirgenmektedir.

GPx
H.0. + 2GSH GS-SG + 2H:0
GR
GS-SG + NADPH + H* — > NADP" + 2GSH
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GPx aktivitesinin ol¢lilmesinde deney ortamina eklenen GSH-Red enziminin
aktivitesi sonucu NADPH’1n miktarindaki degisiklik izlenmektedir. NADPH 340 nm
dalga boyunda maksimum absorbans vermektedir. Ortamda GPx aktivitesi varsa
NADPH’1n miktar1 ve buna parelel olarak absorbansinda azalma gozlenecektir. Sonug
olarak GPx aktivitesi, NADPH absorbansinda gozlenen azalma ile dogru orantili
olacaktir (178).

Cozeltiler

1. 5 mM EDTA igeren 50 mM pH 7’lik fosfat tamponu hazirlandi. Asagidaki
bilesenler bu fosfat tamponunda ¢oziilerek hazirlandi.

2.150 mM GSH

3.3 mM NADPH

4. 50 mM H20;

5. 500 U/ ml GSH-Red.

Deneyin Yapihisi

Reaksiyon karigimindan her bir tiipe 2.65 ml fosfat tamponu, 0.1 ml GSH, 0.1
ml NADPH, 0.1 ml GSH-Red ve 20 pl 6rnek eklenerek 10 dk oda sicakligindaa inkiibe
edildikten sonra spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda her bir 6rnek tiipiine 0.1 ml
H20- ilave edilerek baslangi¢ absorbansi olgiildii ve 1 dk absorbanstaki degisiklik
izlendi. Dakikada NADPH’in okside olan miktar1 pmol cinsinden hesaplanarak

sonuglar, spesifik aktivite olarak U/mg protein seklinde ifade edildi.

Hesaplama

AA/tx Vtx 103

U/L (umol/dk/L) =
ExVsxL

E = NADPH’1n molar absorbtivite katsayis1 (6.22 10> M cm™?)

Vt = Tiim reaksiyon hacmi

Vs = Tim reaksiyondaki numune hacmi

L = Isik yolu

AA/t =1 dakikada absorbanstaki degisim

10° = Moliin mikromole ¢evirmek icin kullanilan ¢arpan
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3.4.6. NAD(P)H Kinon Dehidrogenazl (NQO1) Aktivitesinin Olciilmesi

Doku homejanatlarinin NQO1 6l¢iimiinde Abcam’s NQO1 Assay kiti kullanildi.

Prensip

NQOT’in en fazla bilinen fonksiyonu, kinonlarin indirgenmesi reaksiyonudur.
Enzim tek basamakta 2 elektron indirgenmesini saglayarak reaktif ve toksik semikinon
ara metabolitinin olusumunu o6nler (180). NQOI tarafindan gergeklestirilen iki elektron
indirgenmesi reaksiyonu ile hiicresel tek elektron indirgenme reaksiyonu yaris
halindedir (181).

NQOI aktivitesi, NADH kofaktor ile Menadion’un indirgenmesi ve WST1’in
ayni anda indirgenmesi, 440 nm’de absorbansin artmasi takip edilerek belirlenir. NQO1
aktivitesi enzim miktariyla kontrol edilir. Dikoumarol, NQO1’in oksitlenmis formuna
baglanma i¢cin NAD(P)H ile rekabet eden yaygin kullanilan bir NQO1 inhibitoriidiir.
Dikoumarol, bu kitte kullanilan Menadione dahil olmak iizere cesitli hedeflerin
azalmasimi onler. NAD(P)H/WST1 kombinasyonu ayrica, OXPHOS daki Kompleks 1
aktivitesi gibi diger rediiktaz aktivitesini de icerir, bu nedenle NQOI1 aktivitesi,
Dicoumarol duyarli aktivitesi olarak sunulur.

Doku homojenatlarindan ekstratlarin hazirlanmasi

1. 200 mg seklinde kiigciik parcalara ayrilmis dokularin {izerinden kani

uzaklastirmak i¢in PBS (fosfat tamponu) ile yikandu.

2. 20 dkK siire ile buz iizerinde bekletilerek 18000x g’de 20 dk 4 °C’de santrifiij

edildi.

3. Numuneler supleman tamponu ilavesi ile son konsantrasyona seyreltildi.

4. Orneklerin protein miktarlar1 Bradford metodu ile belirlendi.

Deneyin Yapihisi

1. Tim materyaller ve hazirlanan 6rnekler kullanmadan 6nce oda sicakligina

getirildi.

2. Supleman tamponu ile diliie edilen her bir 6rnekten NQO1 inhibitorli ve

inhibitdrsiiz ¢iftleri seklinde 50 pL kuyucuklara konuldu.

3. Reaksiyon tamponu + inhibitor veya reaksiyon tamponu uygun es

kuyucuklara ilave edildi.

4. Orneklerin 440 nm’de 5 dk boyunca absorbanslar 6l¢iildii.
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Hesaplama

440 nm’de absorbanstaki lineer artis hiz1 incelendi. NQOL1 aktivitesi, Dikumarol-
duyarl aktivite olarak Olgiildii. Bundan dolay1i, NQOI1 aktivitesi, ¢iftlerin inhibitorsiiz
olanin absorbans degerinden inhibitorlii olanin absorbans degerinin ¢ikarilmasi ile
hesaplandi. Aktivite, kuyucuklara yiiklenen her bir Ornegin dakikadaki absorbans
degisimi olarak ifade edildi.

3.4.7. Glutatyon S-Transferaz (GST) Aktivitesinin Olciilmesi

Doku homojenatlarinda GST diizeyi Olglimiinde Cayman’s Glutatyon S-

Transferaz Assay kiti kullanildi.
Prensip

GST, glutatyon ile ksenobiyotiklerin reaksiyonlarin1 katalizlemektedir (182).
Cayman’s Glutatyon S- Transferaz 6l¢iim kiti toplam GST aktivitesini 1-kloro-2,4-
dinitrobenzen’in (CDNB) glutatyon ile konjugasyonundaki azalma miktarindan Slger
(183). Bu konjugasyon 340 nm’de absorbans degerinde artis gosterir. Bu artis miktari

direkt olarak 6rnekteki artis miktarin verir.
Doku homojenatlarindan ekstratlarin hazirlanmasi

1. Karaciger dokusundan 0,2 g kadar alinip pH 7.4 olan fosfat tamponuyla kani

uzaklastirmak i¢in yikandi.

2. Her bir gram doku i¢in 5-10 ml soguk tampon (100 mM, pH 7.04, 2 mM

EDTA igeren fosfat tamponu) homojenize edildi.
3. +4 °C’de 15 dk boyunca 10,000x g’de santrifiij edildi.
4. Siipernatantlar buz {izerinde bekletildi.

5. Santrifiijden sonra siipernatantlar ependorf tiiplerine aktarilarak caligma

prosediiriine devam edildi.
6. Dokularin protein diizeyleri Bradford metodu ile 6l¢iildii.

Deneyin Yapihsi
1. Kor olarak 170 ul Assay tamponu ve 20 pl Glutatyon 3 kuyucuga eklendi.

2. Positif Kontrol olarak 150 pl Assay tamponu, 20 pl Glutatyon ve 20 pl dilie
edilmis GST kontrol 3 kuyucuga eklendi.
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3. Ornek Kuyucuklara 150 pl Assay tamponu, 20 pl Glutatyon ve 20 pl 6rnek 3
kuyucuga eklendi.

4. Tim kuyucuklara 10 ul CDNB eklenerek reaksiyonu baglatildi.
5. Dikkatli bir sekilde tiim kuyucuklar birkag saniye karistirildi

6. 340 nm’de en az 5 kez olmak iizere her bir dakikada bir absorbans degeri

sleiildi.

Hesaplama
GST aktivitesini hesaplarken asagidaki formiil kullanildi. Enzim aktivitesi, elde

edilen protein konsantrasyonlari ile nmol/dk/mL/mg protein olarak ifade edildi.

AAz40/min. 0.2ml

GST Aktivitesi(nmol/dk/ml)= X X  diliie edilme katsayi=
0.00503u M 0.02 ml

3.4.8. Niikleer Faktor E2 ile liskili Faktor 2 (Nrf 2) transkripsiyon faktoriiniin

Analizi

Cayman’s Nrf2 transkripsiyon faktor test kiti kullanilarak 6l¢iildi. Normalde
Nrf2, Keap-1 ile inaktif kompleks halinde bulunur. Oksidatif hasar oldugunda, Keap-
1’de konformasyonel degisiklik ortaya ¢ikar ve Nrf2’yi birakir. Serbest kalan Nrf2
cekirdege ulagsarak ARE’ye 6zgiin olarak baglanir.

Nrf2, Nrf2’ye kars1 yonlendirilen spesifik bir birincil antikorun eklenmesiyle
tespit edilir. 450 nm’de hassas bir kolorimetrik okuma saglamak i¢cin HRP’ye konjuge
edilmis bir ikincil antikor eklenir.

Doku homojenatlarindan ekstratlarin hazirlanmasi

Nrf2 Olglimii i¢in kullanilacak olan Niikleer ekstratlarin hazirlanmasi igin
Abcam’in kiti kullanildi. Hazirlanan niikleer ekstratlarin protein dlgiimiinde Bradford

yontemi kullanildi.
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Deneyin yapihisi
1. Ornek basma 90 ul CTFB eklenir ( competitor dSDNA ekleniyorsa 80 ul), 100
ul Blk (Blank) NSB kuyucuklara eklenir.

2. Kitin igindeki prosediirde belirtilen tabloda uygun kuyucuklara Competitor
dsDNA, pozitif kontrol ve 6rnekler eklendi.

3. Oda 1sisinda 1 saat bekledikten sonra 200 pl yikama tamponu ile 5 kez

yikama yapildi.
4. Blank hari¢ her bir kuyuya 100 ul diliie edilmis Nrf2 birincil antikor eklendi.

5. Prosediirde belirtilen inkiibasyon ve yikama islemlerinden sonra Blank hari¢

diliie edilmis ikincil antikordan 100 pl eklendi.

6. Prosediirde belirtilen inkiibasyon ve yikama islemlerinden sonra her bir

kuyuya 100 pul Developing soliisyon eklenir.

7. 15 ile 45 dk kadar inkiibe edilerek her bir kuyuya 100 pl Stop soliisyon
eklendi ve 450 nm’de o6lguldii.

Hesaplama
Sonuglar A/ pg protein olarak hesaplandi. Daha sonra 6rneklerin absorbans

degerlerinin pozitif kontroliin absorbans degerine oranlanarak yiizdesinin hesaplanmasi
ile ifade edildi.

3.4.9. Serumda ALT ( Alanin Transaminaz) Tayini

Serumda ALT diizeyleri Elabscience’in Elisa Kiti ile 6l¢iildii. Sandwich-ELISA
metodu kullanilan bu kitte ALT’ye spesifik bir antibadi ile kaplanmig plate
kuyucuklarma standart ve Ornekler uygun sekilde eklenir. Ardindan biotinlenmis
ALT’ye o0zgii spesifik antibody ve Avidin Horseradish Peroksidaz’in her bir
mikroplate’e eklenip konjuge olmasi saglanir. Serbest bilesenlerin yikanmasi ve
Substrat Sollisyonunun her bir kuyucuga eklenmesi isleminin ardindan renk degisimin
gozlenmesi ve rengin maviye donmesi beklenmektedir. Ortama siilfiirik asid soliisyonu
ilave edildiginde renk sariya doner. Spektrofotometrede 450+2 nm dalga boyunda
okuma yapilir.

Deneyin Yapihisi

1) 100 pl standart, kor ve ornekten eklendi. 90 dk boyunca 37 °C’de inkiibe

edildi
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2) 100 pl Biotinylated Detection Ab her bir kuyucuga eklendi ve 37 °C’de 1 saat
boyunca inkiibe edildi.

3) Yikama isleminden sonra HRP Konjugat 100 ul ¢alisma orneklerine eklendi
ve 37 °C’de yarim saat boyunca inkiibe edildi.

4) Yikama isleminden sonra her bir kuyuya 90 ul Substrat Soliisyon eklenir. 37
°C’de 15 dk boyunca inkiibe edildi.

5) Her bir kuyuya stop soliisyonu 50 ul eklendi
6) 450 nm dalga boyunda 6l¢iim yapild.

Hesaplama: Hazirlanan standart stok soliisyonundan 100ng/ml (0.1 mg/l) seri
dilisyonlar 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,563; 0 ng/ml. konsantrasyonlarda olacak
sekilde hazirland1 ve standart egrisinden oOrneklerin konsantrasyonlar1 hesaplandi.

Sonuglar ng/mL olacak sekilde hesaplandi.

3.4.10. Su Teresindeki PEITC Miktarinin HPLC ile Analiz Edilmesi

Standart Soliisyonlarin Hazirlanmasi: PEITC standartlar1 0.312, 0.625, 1.25,
2.5, 5 ve 10 ppm konsantrasyonlarinda asetonitril ile hazirlandi. 100 pL
siklokondenzasyon ¢alisma ayiracindan (600 pL izoproponal iginde ¢6ziinen 10 mM 1,2
benzenditiyol ve 500 pL pH 8.5 fosfat tamponu) eklenerek bu karisim 65 °C 2 saat
inkiibe edildi.

Orneklerin Hazirlanmasi: 2 mg kuru su teresi toz haline getirilerek 2 ml
deiyonize suda ¢oziildii. pH 7.0 tamponunda ¢6ziinen 5 mg myrosinaz enzim ¢ozeltisi
eklendikten sonra 2 saat 37 °C’de inkiibe edildi ve 875 g’ de 15 dk boyunca santrifiij
edildi. 100 pl siipernatan siklokondenzasyon ¢alisma ayiraci ile karistirildi ve 65 °C de
2 saat inkiibe edildi.

Numunelerin HPLC Analizleri manuel enjeksiyonlu Agilent 1100 cihazi
kullanilarak gergeklestirildi.

Kromatografi kosullari: Kolon;150 x 4,60 mm-5um boyutlarinda ters faz C18
kolon (ACE HPLC Columns), Mobil faz; Metanol-Su karisim1 (90:10, v/v), Akis hizi;
1,1 mL/dak, Dedektor; 365 nm, Enjeksiyon hacmi; 20 pL, Basing; kgf, Sicaklik; 25 °C.

Hesaplama: Standartlarm pik alanlar1 ile olusturulan kalibrasyon egrisine ait grafik

denkleminden yararlanilarak su teresinin igerdigi PEITC miktar: hesaplandi (184).
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Grafik 3.4. PEITC nin standart grafigi

3.4.11. Karaciger Dokusunun Histopatolojik Incelenmesi

Histopatolojik incelemeler i¢in aliman karaciger doku ornekleri %10’ luk
formaldehit igerisinde tespit edildi. Tespit edilen dokulara rutin doku takip islemleri
uygulandi ve doku Ornekleri parafin bloklar i¢ine gomiildii. Hazirlanan bloklardan 5 pm
kalinliginda kesitler alindi. Alinan kesitler Hematoksilen- Eozin boya metodu ile
boyandi. Kesitler Leica DFC 280 Isik mikroskobu ve Leica Q Win Goriintii Analiz
sistemi kullanilarak incelendi. Karaciger hasarmin siddetinin derecesi ig¢in, piknotik
niikleus hiicreleri, nekroz, hemoraji, mononiikleer hiicre infiltrasyonu, vaskiiler
konjesyon, siniizoidal dilatasyon parametrelerine gore degerlendirildi. Buna gore, 0;

yok, 1; hafif, 2; orta, 3; siddetli olarak skorlandi.

3.5. istatiksel Analiz

Arastirmadan elde edilen veriler SPSS22.0 ile degerlendirildi. Olgek sonuglart
icin aritmetik ortalama ve standart sapma degerleri kullanildi. Verilerin normal dagilim
araliginda olup olmadigini tespit etmek amaci ile One Sample Kolmogorov-Smirnov
testini uyguladiktan sonra, normal dagilim araliginda olan verilerde ANOVA varyans
analizi, LSD testi, normal dagilim araligina uymayan verilerde Mann-Whitney U ve
Kruskal Wallis testleri kullanildi. Istatistiksel degerlendirmelerde anlamlilik diizeyi

p<0.05 kabul edildi.
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Tablo 3.1. Kontrol grubu, DMBA grubu ve DMBA + Su Teresi gruplarindaki
biyokimyasal parametrelere ait ortalamalar, standart hata ve standart

sapma sonuglart.

95% Giiven aralif1

N Ortalama Standart Sapma Standart Hata Altsmir  Ust Smir - Minimum  Maximum

NQO1 1,00 9 126,3021 11,116,95 3,70565 117,7568 134,8473 101,21 139,09
200 9 104,3943 5,17830 1,72610 100,4139 108,3747 97,36 111,27

3,00 9 1982112 4,13741 1,37914 195,0309 201,3915 194,72 207,07

Total 27 142,9692 41,46251 7,97946 126,5672 159,3712 97,36 207,07

GST 100 9 525831 3,48058 1,16019 49,9076 55,2585 48,52 57,94
200 9 40,9301 1,98093 ,66031 39,4074 42,4528 37,62 43,59

300 9 65,9214 2,31226 77075 64,1440 67,6987 63,20 69,97

Total 27 53,1448 10,71641 2,06237 48,9056 57,3841 37,62 69,97

SOD 100 9 383983 11,70219 3,90073 29,4032 47,3934 24,70 55,23
200 9 19,2723 6,01641 2,00547 14,6476 23,8969 7,96 27,79

300 9 67,6917 14,90059 4,96686 56,2381 79,1453 44,98 87,72

Total 27 41,7874 23,09377 4,44440 32,6518 50,9230 7,96 87,72

CAT 1,00 9 75504250  582,03592 194,01197  7103,0326 7997,8174 7062,11  8727,73
2,00 9 6642,2070  521,69258 173,89753  6241,1986 7043,2154 550859  7257,25
300 9 74253899  262,54312 87,51437 72235814 7627,1984 7137,30  7854,35
Total 27 7206,0073  613,95534 118,15576  6963,1347 7448,8799 5508,59  8727,73

GPx 100 9 130,1175  2,73682 91227 1280138 1322212 12663 133,76
200 9 1082336  4,59745 153248 1046997 111,7675 9806 114,23
300 9 1186626  3,91759 130586 1156513 1216739 111,10 124,21
Total 27 119,006  9,82234 189031 1151190 122,8901 98,06 133,76
MDA 100 O 1349695  9,41828 313943  127,7300 1422091 118,89 14922
200 9 2124603 857141 285714 2058717 2190489 20382 225,89
300 9 152,9876  3,07031 102344 1506275 1553476 150,65 159,64
Total 27 166,8058  34,51434 6,64229 1531524 1804592 118,89 22589
ALT 100 9 216250 162634 54211 20,3749 22,8751 2005 24,22
200 9 716754 376757 125586 68,7794 745715 6821 79,84
300 9 435053  1,62219 54073 422584 447523 4114 46,03
Total 27 456019  21,01997 404530 37,2867 539172 2005 79,84
Nrf2 100 O 489889  3,62162 120721 462051 51,7727 4540 56,70
200 9 382111 337100 112367 356199 40,8023 31,70 41,70
300 9 803444 736599 245533 74,6824 86,0064 67,90 87,10

Total 27 55,8481 18,86546 3,63066 48,3852 63,3111 31,70 87,10




Tablo 3.2. Gruplar aras1 karsilagtirmalarin yapilmasinda kullanilan ANOVA testi sonuglari

Kareler Toplamu Df Ortalama kare F p
GST Gruplar arast 2814,798 2 1407,399 197,437 ,000
Gruplar igi 171,080 24 7,128
Total 2985,878 26
CAT  Gruplar arasi 4361607,456 2 2180803,728 9,623 ,001
Gruplar ici 5438862,780 24 226619,282
Total 9800470,236 26
GPx Gruplar arasi 2156,642 2 1078,321 73,565 ,000
Gruplar igi 351,794 24 14,658
Total 2508,436 26

Tablo 3.3. Grup karsilagtirmalarinda Kruskal Wallis varyans analizi

Ki-Kare (t) Df P
NQO1 21,628 2 0,000
SOD 20,646 2 0,000
MDA 23,143 2 0,000
ALT 23,150 2 0,000
Nrf2 23,178 2 0,000
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4. BULGULAR

Bu caligmada ratlarda oksidatif strese bagli olarak gelisen karaciger doku
hasarinda Nasturtium officinale R.Br. (su teresi) bitki ekstresinin koruyucu etkilerinin
saptanmasi amaciyla 7,12-DMBA indiiksiyonu sonucu olusan karaciger hasari, faz II ve
antioksidan enzim aktiviteleri arastirildi. Bu c¢alismada, 6-8 haftalik 27 adet Wistar
albino tiirii disi ratlarin serum Orneklerinde ALT diizeyleri, karaciger doku
orneklerinde Nrf-2 transkripsiyon faktor seviyesi ve Nrf-2’nin indiikledigi faz II
enzimlerinden NQO1 ve GST, antioksidan enzimlerinden SOD, CAT ve GPx enzim
aktiviteleri, lipid peroksidasyon son {iriinii olan MDA diizeyleri incelenmistir. Ayn

zamanda, karaciger doku hasar1 histopatolojik olarak degerlendirilmistir.

Analizler sonucunda elde edilen veriler tablolar (Tablo 4.1-9) ve grafikler (Sekil

4.1-9) seklinde sunulmustur.

4.1. Histolojik Bulgular

Tablo 4.1°de belirtilen histopatolojik analiz sonuglarina baktigimizda kontrol
grubunun karaciger dokusunda normal parankimal yap1 gozlenirken DMBA’nin
karaciger doku orneklerinde belirgin histopatolojik hasar olusturdugu tespit edildi
(p<0.0001). DMBA ile birlikte ST uygulanan grupta karacigerde ise histopatolojik
hasarda azalma oldugu tespit edildi ve az miktarda mononiikleer hiicre infiltrasyonu,
hemoraji, eozinofilik boyanmis piknotik niikleuslu hiicreler goézlendi (p<0.0001).
Kontrol, DMBA ve DMBA+ST gruplarina ait histopatolojik goriintiiler sirasiyla Resim
4.1, 4.2 ve 4.3°de gosterilmistir.
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Tablo 4.1. DMBA’ nin olusturdugu karaciger hasari tizerine ST nin etkileri.

GRUPLAR HISTOPATOLOJIK HASAR
(Mean£SE)
KONTROL 0,39 +0,59°
DMBA 2,11 +0,88°
DMBA+ST 1,30 +0,80°

Aym siitundaki a,b,c,d kiigiik harfleri gruplar arasindaki farklihiklari gostermektedir. (p<0.0001)

KONTROL

Resim 4.1. Kontrol grubu. Kontrol grubunda karaciger dokusu normal histolojik
goriinlimde olup, vena centralis ¢evresinde kordonlar tarzinda diizenlenmis hepatositler

gozlenmektedir. A: H-E; X 20, B: H-E; X 40.
Kontrol grubunda karaciger dokusunda normal parankimal yapi gozlenmistir.

(Resim.4.1). Hepatositler vena sentralis ¢evresinde 1sinsal olarak kordonlar tarzinda

diizenlenmis olup, portal alanlarda degisim bulunmamaktadir.
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Resim 4.2. DMBA grubu. DMBA grubunda karaciger dokusunda nekroz (siyah yildiz)
(A, E), eozinofilik boyanmis piknotik niikleuslu hepatositler (kalin siyah oklar) (A, B),
hemoraji (siyah ince oklar) (A, B), mononiikleer hiicre infiltrasyonu (siyah ince oklar)
(C), vaskiiler konjesyon (beyaz yildiz) (C, E) ve siniizoidal dilatasyon (ince siyah oklar)
(D) gozlendi. A, B, C, E: H-E; X 20, D: H-E; X 40.
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DMBA grubunda (Resim 4.2 A, B, C, D, E) ise karaciger doku 6rneklerinde
belirgin histopatolojik hasar oldugu tespit edildi. Karacigerde nekroz (Resim 4.2 A, E),
eozinofilik sitoplazmali piknotik niikleuslu hepatositler (Resim 4.2 A, B), hemoraji
(Resim 4.2 A, B), mononiikleer hiicre infiltrasyonu (Resim 4.2 C), vaskiiler konjesyon
(Resim 4.2 C, E), ve siniizoidal dilatasyon (Resim 4.2 D) oldugu gézlendi.

Resim 4.3. DMBA + ST grubu. DMBA + ST grubunda karaciger dokusunda
mononiikleer hiicre infiltrasyonu (siyah oklar) (A), hemoraji (A), eozinofilik boyanmis

piknotik niikleuslu hiicreler (siyah oklar)(B) gozlendi. A: H-E; X 20, B: H-E; X 40.

DMBA ile birlikte Su Teresi uygulanan grupta karacigerde ise histopatolojik
hasarda azalma oldugu tespit edildi. DMBA + ST grubunda karaciger dokusunda az
miktarda mononiikleer hiicre infiltrasyonu (siyah oklar), hemoraji (Resim 4.3 A),

eozinofilik boyanmig piknotik niikleuslu hiicreler (siyah oklar) (Resim 4.3 B) gbzlendi.
4.2. Biyokimyasal Bulgular

4.2.1. Gruplarin Serum ALT Diizeyleri

Calismamizda, DMBA uygulanmasi sonucunda rat serumlarinda ALT
diizeylerinin arttirdigi gozlenmistir (p<0,05). Su teresi verilen grupta ise istatistiksel

olarak anlamli bir diisiis gdzlenmistir (p<0,05).
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Sekil 4.1. Kontrol grubu, DMBA ve DMBA+ST deney gruplarinin serum ALT
diizeylerinin karsilastirilmast

(a) Kontrol grubuyla karsilagtirildiginda p< 0.05
(b) DMBA grubuyla karsilastirildiginda p< 0.05

Tablo 4.2. Serum &rneklerindeki ALT 1n grup ortalamalar ve standart sapma verileri

(p<0.05).
ORNEK SAYISI ALT (ng/mL)
(n) X £SS
KONTROL 9 21,6250 + 1,62634
DMBA 9 71,6754 + 3,767572
DMBA+ST 9 43,5053 + 1,622192°

4.2.2. Gruplarm Nrf2 Transkripsiyon Faktoriiniin Baglanma Yiizdesi

Calismamizda, DMBA uygulanmasini takiben Nrf2 transkripsiyon faktor diizeyi
istatistiksel olarak anlamli bir azalma gosterirken (p<0,05), ST verilen grupta ise

istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artis gozlenmistir (p<0,05).
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Sekil 4.2. Kontrol grubu, DMBA ve DMBA+ST deney gruplarinin Nrf2 transkripsiyon
faktoriinlin baglanma yiizdelerinin karsilastirilmasi

a) Kontrol grubuyla karsilagtirtldiginda p< 0.05
b) DMBA grubuyla karsilagtirildiginda p< 0.05

Tablo 4.3. Karaciger dokusu Nrf2 transkripsiyon faktoriiniin baglanma yiizdelerinin

grup ortalamalar1 ve standart sapma verileri (p<0.05)

ORNEK SAYISI Nrf2 diizeyi (%)

(n) X £SS
KONTROL 9 48,9889 + 3,6216
DMBA 9 38,2111 + 3,3710°
DMBA+ST 9 80,3444 + 7,366%"

4.2.3. Gruplarim Karaciger Dokusu NQO1 Aktiviteleri

Calismamizda, DMBA ile indiiklenen karaciger dokularinda NQOI
aktivitelerinde istatiksel olarak anlamli bir diisiis gézlenmektedir (p<0.05). Su teresi
uygulanmas1 sonrast NQO1 enzim diizeyi istatiksel olarak anlamli sekilde artmistir

(p<0.05).
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Sekil 4.3. Kontrol grubu, DMBA ve DMBA+ST deney gruplarimin NQOI
aktivitelerinin karsilastirilmasi.

a) Kontrol grubuyla karsilastirildiginda p< 0.05

b) DMBA grubuyla karsilastirildiginda p< 0.05

Tablo 4.4. Karaciger dokusu NQO1 aktivitelerinin grup ortalamalar1 ve standart sapma
verileri (p<0.05)

ORNEK SAYISI NQO1 (U/mg protein)

(n) X +SS
KONTROL 9 126,3021 + 11,116,95
DMBA 9 104,3943 +5,17830?
DMBA+ST 9 198,2112 +4,137412P

4.2.4. Gruplarin Karaciger Dokusu GST Enzim Diizeyleri

Calismamizda, DMBA ile indiiklenen karaciger dokularinda GST enzim
diizeyinde istatiksel olarak anlamli bir diigiis gozlenmektedir (p<0.05). Su teresi

uygulanmas1 GST enzim diizeyi istatistiksel olarak anlamli sekilde artmistir (p<0.05).
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Sekil 4.4. Kontrol grubu, DMBA ve DMBA+ST deney gruplarmin GST enzim
diizeylerinin karsilastirilmasi.

a) Kontrol grubuyla karsilastirildiginda p< 0.05
b) DMBA grubuyla karsilastirildiginda p< 0.05

Tablo 4.5. Karaciger dokusu GST enziminin grup ortalamalar1 ve standart sapma

verileri (p<0.05)

ORNEK SAYISI GST (nmol/dk/mg
(n) protein)
X £SS
KONTROL 9 52,5831 + 3,48058
DMBA 9 40,9301 + 1,98093?
DMBA+ST 9 65,9214 + 2,31226P

4.2.5. Gruplarin Karaciger Dokusu MDA Diizeyleri

Bu calismadan elde ettigimiz verilerde, DMBA verilen grupta istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde artan MDA seviyeleri gézlemlendi (p<0.05). Su Teresi uygulanan
grupta ise istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalan MDA seviyeleri tespit edildi
(p<0.05).
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Sekil 4.5. Kontrol grubu, DMBA ve DMBA+ST deney gruplarinin MDA diizeylerinin
karsilastirilmasi.

a) Kontrol grubuyla karsilagtirildiginda p< 0.05

b) DMBA grubuyla karsilastirildiginda p< 0.05

Tablo 4.6. Karaciger dokusu MDA ’nin grup ortalamalari ve standart sapma verileri

(p<0.05)
ORNEK SAYISI MDA (nmol/mg protein)
(n) X+£SS
KONTROL 9 134,9695 + 9,41828
DMBA 9 212,4603 + 8,571412
DMBA+ST 9 152,9876 + 3,070312°

4.2.6. Gruplarin Karaciger Dokusu SOD Aktiviteleri

Bu calismadan elde ettigimiz verilerde, DMBA verilen grupta istatistiksel olarak
anlaml bir sekilde azalan SOD enzim aktivitesi tespit edildi (p<0,05). ST uygulanan
grupta ise istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artan SOD aktivitesi tespit edildi
(p<0,05).

69



SOD

90,00 ab

KONTROL DMBA DMBA+ST

Sekil 4.6. Kontrol grubu, DMBA ve DMBA+ST deney gruplarinin SOD aktivitelerinin
karsilastirilmasi

(a)Kontrol grubuyla karsilastirildiginda p< 0.05

(b)DMBA grubuyla karsilastirildiginda p< 0.05

Tablo 4.7. Karaciger dokusu SOD aktivitelerinin grup ortalamalar1 ve standart sapma

verileri (p<0.05).

ORNEK SAYISI SOD (U/mg protein)

(n) X +£SS
KONTROL 9 38,3983 + 11,70219
DMBA 9 19,2723 + 6,016412
DMBA+ST 9 67,6917 + 14,90059%°

4.2.7. Gruplarin Karaciger Dokusu CAT Aktivitesi

Calismadan elde ettigimiz verilerde, DMBA verilen grupta istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde azalan CAT enzim aktivitesi gézlemlendi (p<0,05). ST uygulanan
grupta ise istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artan CAT enzim aktivitesi tespit edildi
(p<0,05).
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Sekil 4.7. Kontrol grubu, DMBA ve DMBA+ST deney gruplarinin CAT aktivitelerinin
karsilastirilmast.

(a) Kontrol grubuyla karsilagtirildiginda p< 0.05

(b)DMBA grubuyla karsilagtirildiginda p<0.05

Tablo 4.8. Karaciger dokusu CAT aktivitelerinin grup ortalamalari ve standart sapma
verileri (p<0.05).

ORNEK SAYISI CAT (U/mg protein)

(n) X + S5
KONTROL 9 7550,4250 + 582,03592
DMBA 9 6642,2070 + 521,69258?
DMBA+ST 9 7425,3899 + 262,54312°

4.2.8. Gruplarim Karaciger Dokusu GPx Aktivitesi

Calismadan elde ettigimiz verilerde, DMBA verilen grupta istatistiksel olarak
anlaml bir sekilde azalan GPx enzim aktiviteleri tespit edildi (p<0,05). ST uygulanan
grupta ise istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artan GPx enzim aktivitesi tespit edildi
(p<0,05).
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Sekil 4.8. Kontrol grubu, DMBA ve DMBA+ST deney gruplarinin GPx aktivitelerinin
karsilastirilmasi

(a) Kontrol grubuyla karsilagtirildiginda p< 0.05

(b) DMBA grubuyla karsilagtirildiginda p< 0.05

Tablo 4.9. Karaciger dokusu GPx aktivitelerinin grup ortalamalari ve standart sapma

verileri (p<0.05).

ORNEK SAYISI GPx (U/mg protein)

(n) X £SS
KONTROL 9 130,1175 + 2,73682
DMBA 9 108,2336 + 4,59745%
DMBA+ST 9 118,6626 + 3,91759*P

4.3. Su Teresinde PEITC Analizi

Sekil 4.9°de farkli konsantrasyonlardaki PEITC standartlarinin ve Malatyada
yetisen Nasturtium officinale bitkisinin HPLC kromatogramlar1 gosterilmektedir.
Standartlarin pik alanindan olusturulan egri denkleminden su teresi bitkisinin igerdigi

PEITC miktar1 hesaplandi.
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DADL A Sig=365,16 Ref=360,100 (TEST\23062017000000.0)

3

DADLA, Sig-366, 16 Ref=360,100 (TEST\23062017000008 D)

3

DADL A Sig=365,16 Ref=360, 100 (TEST\23062017000006.0)

3

0.312 ppm PEITC

0.625 ppm PEITC

1.25 ppm PEITC
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DADL B, Sig=280,16 Ref=360,100 (TEST\23062017000009.0)

3

0 1 2 3 2 5 6 7 i1 Su teresi ekstrakti

Sekil 4.9. Farkli konsantrasyonlardaki PEITC standartlarina ve su teresi numunesine ait

HPLC kromatogramlari

Su Teresindeki PEITC Miktari, numunemizin pik alani degerinin (pik alan1:45.763)
standart kalibrasyon egri denklemi ile 0,674 ppm olarak hesaplandi.
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5. TARTISMA

Kanser gelisimi baglama, ilerleme ve gelisme asamalarindan olusan ¢ok faktorlii
ve ¢ok asamali bir siirectir (185). Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapétik ilaglarin
cogu bir ¢ok yan etkilere sahiptir. Bu nedenle minimal yan etkileri olan yeni tedavi
yontemlerine zorunlu olarak ihtiya¢ duyulmaktadir. Wattenberg tarafindan tanimlanan
bir kavram olan kemoprevensiyon, karsinojenezin baslamasini engelleyen Onleme
stratejisi olarak karsimiza ¢ikmaktadir (7). Kanser kemoprevensiyonu, normal veya
neoplastik dokularda kanserin gelisimini dnlemek, inhibe etmek veya tersine ¢evirmek
icin kimyasal bilesikler, diyet bilesenleri, fitokimyasallar veya bitki ekstraktlarinin
kullanilmasi olarak tanimlanmaktadir (186). Kanserojenezin tiim ana asamalarina
yonelik mekanizmalar ile islev goren bir ¢ok sayida potansiyel kemopreventif ajan
tanimlanmis olup bu alanda yapilan laboratuar calismalari, farkli kanser gelisim
mekanizmalariin aracilik ettigi cok sayida fitokimyasallarin antikanser ozelliklerini
ortaya ¢ikarmustir (187). Kanser kemoprevensiyonu, umut verici yeni bir strateji olup,
bitkisel bilesiklerin tamamlayici ve alternatif ilaglar gibi kullanimi, kanserli hastalar

arasinda giderek daha popiiler hale gelmektedir.

Biitiin bunlara ek olarak epidemiyolojik ve deneysel caligsmalar siilforafan,
resveratrol, genistein, kurkumin gibi diyet fitokimyasallarinin karsinogenezin kontrolii

ve Onleyici roliinde gorev aldigi bildirilmektedir (188).

Brasicaceae familyasi/Cruciferae familyasindan elde edilen birgok bitkisel
uriiniin 6zellikle igerdigi glikosinolat bileseninden dolayr potansiyel antikarsinojenik
ozellikler gosterdigi literatiirde belirtilmektedir. Hayes ve arkadaglarinin yapmis
olduklar1 derlemede belirtildigi {izere bir¢ok in vitro ve in vivo c¢alisma, brassicaceae
familyast1 kaynakli fitokimyasallarin enflamatuar yolaklar1  Onleyebilecegini,
kemopreventif aktivite gosterdigini ve bu yararli etkilere, antioksidan ve faz I/II
genlerinin uyarilmasi ve epigenetik modifikasyonlar ve miRNA'lar tarafindan daha fazla
kontrol edilebilen ¢esitli transkripsiyon faktorlerinin  diizenlenmesi yoluyla
proinflamatuar sinyal yolaklarinin inhibisyonunun aracilik ettigini 6ne siirmektedir

(189).

Epidemiyolojik ¢aligmalar, yiiksek miktarda brassica sebze alimi ile farkl tiir

kanser tiirleri {izerinde diisiik risk diizeylerini iligkilendirmektedir (19). Brassica
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sebzelerinin sagliga Onemli etkileri neredeyse sadece Brassicaceae familyasinin
bitkilerinde bulunan kiikiirt iceren bilesikler olan glukozinolatlara baglanmistir.
Bununla birlikte, bu kemopreventif etkiler basli basina glukosinolatlar tarafindan degil,
esas olarak mirosinaz enziminin baslica hidroliz {iriinlerinden biri olan izotiyosiyanatlar

araciligiyla gergeklesir (190).

Su teresi, uzun yillar boyunca yararli oldugu bilinmekle beraber bir¢ok
epidemiyolojik calisma su teresinden zengin bir diyet ile diyabet, kardiyovaskiiler
hastaliklar ve kanser gibi kronik hastalik riskinin azaltilmasi arasinda pozitif bir iligki
kurmustur (191). Su teresi ekstresinin aktif bilesenleri, bagisiklik sisteminin gesitli
parametreleri ile etkilesime girerek bagisiklik tepkisini gii¢lendirebilir veya uyarabilir.
Yayinlanan arastirma bulgularina gore, zengin glikozinolat kaynagi olan su teresi,
fenetil izotiyosiyanat {iiretmek igin hidrolize edilebilmektedir. Izotiyosiyanatlar,
sitokrom P 450 (192) gibi faz I enzimlerinin inhibe edilmesi ve kinon rediiktaz,
oksidorediiktaz, glutatyon-S-transferaz (GST), glukuronosiltransferazlar gibi faz I
enzimlerinin tetiklenmesi yoluyla kanserojen aktivasyonunu Onleyebilir ve sonugta
potansiyel kanserojenlerin atilimina neden olur (193). Ek olarak, antioksidan 6zelliklere
sahip su teresi ekstresinin verilmesi fibrozu (194), enflamasyonu (195), P450
aktivitesini (196) ve lipit peroksidasyonunu (197) inhibe edebilir.

Aragtirma alanlari, bitki metabolitlerinin sinerjistik etkileri {izerine ve
kemoprevensiyondaki  birgok  farkli  yolaklara yonelik bitki ekstraktlarinin
kullanilmasina odaklanmaktadir. Kemopreventif bilesikler, kanserin baslama ve gelisim
asamalarini, oksidatif stres, inflamasyon ve hiicresel ¢ogalma dahil bircok sinyal
yolaklarina etki ederek baskilayabilmektedir (198). Oksidatif stres ve meme
karsinogenez siireci arasindaki baglanti kanitlanmig olup oksidatif dengesizlik, hiicre
biiylimesi, anjiyogenez, apoptozis, ¢ogalma, invazyon, DNA tamiri v.s. gibi bir ¢ok
onemli gen ve farkli sinyal yolaklarin1 degistiren proteinlerin ekspresyonunu
diizenlemektedir. Oksidatif dengenin endojen bozulmasi, antioksidatif tamir
mekanizmalarinin ve NF-kB, Nrf-2 gibi spesifik sinyal yolaklar araciligi ile olusan

savunma sistemlerinin aktivasyonuna sebep olmaktadir (199).

Yapilan son ¢alismalarda, DMBA ile indiiklenen oksidatif stres ve doku
hasarinda Nrf-2’nin anahtar rol oynadig: bildirilmektedir. Temel kaynaklar1 otomobil
eksozu, sigara, yanmis yaglar olan PAH’lar biyolojik sistemde birikerek kanser

baslaticilart olarak bilinen hepatotoksinlerdir (14). Sentetik PAH olan 7,12-DMBA,
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insan kanserlerini morfolojik ve histolojik olarak taklit eden kemirgenlerde kansere
neden olan serbest radikallerin {iretimine baslar (200). Bu nedenle 7,12-DMBA ile
indiiklenen meme karsinogenezi, deney hayvanlarinda dogal ve sentetik ajanlarin

terapotik etkisini incelemek igin ideal bir modeldir (201).

Calismamizda Malatya yoresinde yetisen su teresi ( Nasturtium officinale)
bitkisinin 7,12-DMBA ile indiiklenen oksidatif stres ve karaciger dokusu hasarina karsi
koruyucu etkisini ve Nrf-2’nin bu siiregteki roliinii belirlemeyi amagladik. Bu amagla,
kontrol, DMBA ve DMBA+su teresi (ST) olmak {lizere li¢ grup seklinde dizayn
ettigimiz calismamizda deney hayvanlarinin serum orneklerinde ALT diizeyleri,
karaciger doku oOrneklerinde Nrf-2 transkripsiyon faktor seviyesi ve Nrf-2’nin
indiikledigi faz II enzimlerinden NQO1 ve GST, antioksidan enzimlerinden SOD, CAT
ve GPx enzim aktiviteleri, lipid peroksidasyon son {irlinii olan MDA diizeyleri
incelenmistir. Ayn1  zamanda, karaciger doku hasar1 histopatolojik olarak

degerlendirilmistir.

Kemirgenlerde sentetik PAH olan DMBA’nin giiclii kanserojenitesi ana hedef
bolgeler olan deri ve meme bezlerini ve bir dereceye kadar da karaciger ve bobrekleri
etkilemektedir (202). Karacigerin kimyasal ajanlar tarafindan zarar gormeye daha fazla
duyarli olmasit ksenobiyotik metabolizmasindaki birincil roliiniin bir sonucudur.
DMBA'’ya maruz kalan karaciger dokusunda oksidatif stres ve karsinojenik metabolitler
baglayarak toksikolojik degisikliklere yol acar. DMBA ile karaciger toksisitesinin
degerlendirilmesinde biiylik 6lciide serum AST, ALT ve GGT gibi enzim seviyeleri
kullanilmaktadir (203). DMBA uygulanan grupta gozlenen AST, ALT ve GGT’nin
artmig aktiviteleri DMBA’nin neden oldugu hepatik hasarin ve bu enzimlerin
dolasimdaki miiteakip sirkiilasyonunun gostergesi olarak kabul edilmektedir.
Calisgmamizda, DMBA uygulanmas: sonucunda sican serumlarinda ALT diizeylerinin
artirdigr goézlenmistir (p<<0,05). Su teresi verilen grupta ise istatistiksel olarak anlaml

bir diisiis gozlenmistir (p<0,05).

ALT diizeylerinde istatiksel olarak anlamli bir diisiise neden olan su teresi
histopatolojik sonuclar1 ile benzer sonuglar olusturmustur. Histopatolojik analiz
sonuclarina baktigimizda kontrol grubunun karaciger dokusunda normal parankimal
yapt gozlenirken DMBA’ nin karaciger doku drneklerinde belirgin histopatolojik hasar
olusturdugu tespit edildi  (p<0.0001). DMBA ile birlikte ST uygulanan grupta

karacigerde ise histopatolojik hasarda azalma oldugu tespit edildi ve az miktarda
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mononiikleer hiicre infiltrasyonu, hemoraji, eozinofilik boyanmis piknotik niikleuslu
hiicreler gozlendi (p<0.0001). Bizim sonuglarimiza benzer olarak Rajakumar ve
arkadaslarinin  yapmis olduklar1 bir c¢alismada DMBA’nin karacigerde hasar
olusturdugunu ve uyguladiklar1 allilizotiyosiyanat bilesiginin olusan bu karaciger
hasarmi azalttigini gostermislerdir (204). Karami ve arkadaslari da radyasyonla
indiiklenen karaciger hasarina karsi Su teresinin hepatoprotektif bir etkisi oldugunu
bulmuslardir (205). Natanzi ve arkadaslarinin asetominofen ile indiikledikleri karaciger
hasarmi su teresinin Onledigini gostermislerdir (206). Calismamizdaki histopatolojik
analiz sonuglar1 ve ALT diizeylerine baktigimizda DMBA ile karacigerde olusan hasara

kars1 su teresinin koruyucu etkisinin oldugunu sdyleyebiliriz.

In vivo transgenik ve deney hayvanlari modellerinin ortaya cikisiyla birlikte
hiicresel, molekiiler ve genomik deney sistemleri ve diyet fitokimyasallarinin
diizenledigi mekanizmalarin anlasilmast saglanmistir. Bu fitokimyasallar hiicrelere
girdikten sonra, dogrudan serbest radikalleri temizleyebilir ve ayrica gesitli hiicresel
sinyal yolaklar1 ile ilgili proteinleri tetikleyen “kimyasal veya elektrofilik stres
sinyalleri” tiretebilir (207). Bu durum Nrf2 ile Keapl kompleksinin aktivasyonunu
icerir. Nrf2-Keapl kompleksinin aktivasyonu ile birlikte hiicresel savunma
mekanizmalar1 olan faz II detoksifikasyon enzimleri, faz III transporterlari, antioksidatif
stres proteinleri ve diger savunma mekanizmalar1 hiicreye giren reaktif oksijen tiirleri ve

karsinojenik reaktif tiirlerden hiicreyi korur.

Nrf2, faz Il ve antioksidan enzimleri indiikleyen ARE’ yi aktive etmektedir
(208). Genel olarak, fizyolojik kosullar altinda, Keapl, Nrf2'nin sitozolik inhibitorii,
ubikuitine bagli proteasomal bozulmasini indiikklemektedir. Bununla birlikte, oksidatif
uyaricilar ile aktivasyon Tlzerine, Nrf2 c¢ekirdege lokalize olarak ARE’ye
baglanmaktadir. Bu baglanma, SOD, CAT ve GPx gibi antioksidan enzimlerinin ve faz
IT detoksifikasyon enzimlerinin aktivasyonuna yol agmakta ve bdylece ksenobiyotik
metabolizmasiyla iretilen toksik reaktif ara maddelerin giderilmesine yardimci

olmaktadir (11).

Calismamizda, DMBA uygulanmasini1 takiben Nrf2 transkripsiyon faktoriiniin
baglanma yiizdesi istatistiksel olarak anlamli bir azalma gosterirken (p<0,05), ST
verilen grupta ise istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artis gézlenmistir (p<0,05).
Bizim bulgularimiza paralel olarak Kwak ve arkadaslarmin Nrf2-null fareler kullanarak

yaptiklar1 in vivo ¢aligmada Nrf2’nin faz II ve antioksidatif enzimlerini indiikleyerek
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kemopreventif etki gosterdigini ve bundan dolay1 kanserden korunmada kritik roliiniin
oldugunu gostermislerdir (209). Aynmi zamanda Saw ve arkadaslarmin yaptiklart
calismada ITC ve fitoindollerin bir kombinasyonu ile Nrf2-ARE’in uyarildigimi
gostermislerdir (139). Yine bizim ¢alisma bulgularimiza paralel olarak La Marca ve
arkadaslarinin yaptiklar1 ¢aligmada primer sigan hepatositlerinin PEITC da dahil olmak
lizere izotiyosiyonatlara maruz kalmasi niikleer Nrf2 seviyelerinde bir artisa neden

olmustur (210).

In vivo ve in vitro bir ¢ok calismada kullanilan PEITC’in 6nciilii olan
glukonasturtiin’in en zengin kaynagi su teresidir. Literatiirde, su teresi ekstraktinin
insan kanser hiicre hatlarinda antikarsinojenik etki gosterdigini bildiren bazi ¢aligmalar
mevcut olmakla birlikte 6zellikle, Rose ve arkadaslarinin yaptiklart ¢alisma ilgi gekici
olup insan meme kanseri hiicrelerinde kimyasal olarak indiiklenen kanser hiicrelerinin
¢ogalmasi tizerindeki etkilerini degerlendirmek i¢in kullandiklar1 su teresi ekstraktinin,
artan invaziv ve metastatik potansiyel ile iligkili olan ve meme kanseri hiicrelerinin
invaziv potansiyelini baskilayan bir metaloproteinaz-9 etkisinin inhibitrii oldugunu
ortaya koymuslardir (211). Gupta ve arkadaslar1 tarafindan hazirlanan derlemede ise,
saf PEITC’1in, meme, prostat, akciger, karaciger, over, multipl myeloma gibi bir¢ok
kanser tiplerine kars1 farkli mekanizmalar ile kanser hiicrelerinde kemopreventif etkili

oldugunu gostermislerdir (212).

Karaciger, endojen, eksojen veya ksenobiyotik kimyasallarin ve ilaglarin
detoksifikasyonunda kritik bir rol oynamaktadir. Karaciger hiicreleri, viicuttan toksik
metabolitin ayristirilmas: ve ortadan kaldirilmas: i¢in faz 1 ve faz II detoksifikasyon
islemlerini yiiritmektedir (213). Nrf2-Keapl sinyalizasyonu, ksenobiyotik ve ROT’larin
detoksifikasyon ve nétralizasyonunda sorumlu olan NQOI1, GST, HO1 gibi faz II
enzimlerini diizenler ve oksidatif stres sonucu olusan hastaliklara kars1 korur (214).
Calismamizda, DMBA ile indiiklenen karaciger dokularinda NQO1 ve GST enzim
diizeylerinde istatiksel olarak anlamli bir diisiis gozlenmektedir (p<0.05). Su teresi
uygulanmas1 sonrasi bu proteinlerin enzim diizeyleri istatiksel olarak anlamli sekilde

artmistir (p<0.05).

Siganlara diyet yoluyla uygulanan PEITC’nin, NQOI1 aktivitesi ve
ekspresyonunu belirgin sekilde artirirken GST aktivitesini de iki katina ¢ikardigi
gozlendi (215). NQO1 ve GST gibi baz sitoprotektif detoksifikasyon enzimlerinin up
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regiilasyonunu saglayan PEITC, ARE/ Nrf2/ Keap sistemi i¢in 6nemli bir kanser
kemoprevensiyon bilesenidir (216).

Son yillarda oksidatif stresin biyolojik fonksiyonlar1 ve kanser gelisimi
arasindaki rolii iizerine yapilan arastirmalar sonucunda kanserin oksidatif stres ile
iliskili oldugu belirlenmis olup tiimér dokularinda o6zellikle ROT’larin diizeyinin
yiikseldigi ve GPX, CAT ve SOD gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerinin azaldig1
yapilan ¢alismalarda rapor edilmistir (217). DMBA’nin uygulanmasi sonucu yiiksek
miktarda serbest radikaller olusur ve antioksidan enzimler serbest radikal aracili
Mmutajenez veya timor olusumunu Onlemektedir. Reaktif serbest radikallerin artan
tiretimi, karsinojenez ile iliskilendirilebilir (199). ROS'un asir1 iiretimi, artan MDA
seviyeleri ile ilgili ¢esitli hiicrelerde ciddi hasar1 tetikler (218). MDA, lipid
peroksidasyonunun &nemli bir belirtecidir ve hiicre membranlarinda hasar ve yikim
oldugunu gosterir (219). Siiperoksit radikalinin seviyesinin artmasi, ayni zamanda
hiicresel SOD ve CAT antioksidan aktivitelerinin azalmasi ile iliskilidir (220).
Ksenobiyotiklerin, Kkarsinojenlerin, hiicresel peroksitlerin temizlenmesine esas olarak
aracilik eden GPx enziminin tiikenmesi ise, hiicre i¢i peroksit birikmesine ve bunun
sonucu olarak viicutta ¢oklu doymamis yag asidi bozulmasina ve lipitlerin, proteinlerin
ve niikleik asitlerin ¢apraz baglanmasina neden olmaktadir (221). Bu ¢alismadan elde
ettigimiz verilerde, DMBA verilen grupta istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artan
MDA seviyeleri ve azalan SOD, CAT ve GPx enzim aktivitelerinin goézlemlendi
(p<0,05). ST uygulanan grupta ise istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalan MDA
seviyeleri ve artan SOD, CAT ve GPx enzim aktiviteleri tespit edildi (p<0,05). Elde
edilen bu bulgular, antioksidan enzim diizeylerinin karsinojen indiiksiyonu sonrasi
azaldigin1 gosteren Dakrory ve arkadaslari tarafindan yapilan c¢alisma bulgulan ile
benzerlik gostermektedir (222). Gill ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada insanlar su
teresini diyet ile birlikte aldiklarinda kandaki antioksidan seviyesini arttirdigi ve DNA
hasarlarin1 iyilestirmeye yonelik etkileri oldugu goriilmiistir (112). Slocum ve
arkadaglari, Keap-1 up-regiilasyonu ve Nrf-2 ekspresyonunun down-regiilasyonunun
hiicresel ROT’u arttirdigi bunun da karsinojenezin baslama siirecine etki ettigini
bildirmektedir (223).

Nrf2 aracili antioksidan sinyal yolaklarmin oksidatif stres kaynakli hiicre
hasarmin 6nlenmesinde kritik bir 6nemi oldugunu gosteren c¢alismalarin sayis1 gittikce

artmaktadir ve ayn1 zamanda Nrf2’nin detoksifikasyon enzimleri {lizerindeki rolii de
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yogun bir sekilde arastirilmaktadir. Nrf2-Keapl kompleksi Nrf2 aracili gen
transkripsiyonu ic¢in anahtar bir oynamaktadir. Bundan dolay1r Nrf2-Keapl arasindaki
etkilesimi bozarak ayrilmalarini saglayan gesitli fitokimyasallarin veya bunlarin sentetik
bilesiklerinin  kullanimina yonelik arastirmalara odaklanilmistir. Calismamizda
kullandigimiz su teresi bitkisi Malatya ve gevresinde yetisen Nasturtium officinale R. Br
olup Nrf2’nin ARE bolgesine baglanma aktivitesini indiiklemis, GST, NQO1 gibi faz II
enzim aktivitelerini ve SOD, CAT, GPx gibi antioksidan enzim aktivitelerini arttirarak
oksidatif stresi ve karaciger doku hasarin1 azaltmistir. Su teresinin bu etkisi icerdigi
major bilesen olan PEITC den kaynaklanabilir. Buna ek olarak antioksidan etkisine
icerdigi polifenoller ve askorbik asit sinerjistik bir etki gostererek katkida bulunmus
olabilir. Sonugta, su teresi DMBA ile indiiklenen meme karsinogenezinde Nrf2-ARE
sinyal yolagin1 etkileyerek kanser kemopreventif etkisini gostermistir. Aras ve
arkadaslar1 da yaptiklar1 ¢aligmalar sonucunda bizimkine benzer bir sonug¢ olarak su

teresi bitkisinin kemopreventif ve antikanser etkisinin oldugunu 6ne siirmektedir (224).

Insan hiicrelerini kanserojen sinyallemenin toksik etkilerinden korumak igin
dikkate deger yaklasimlardan biri detoksifikasyon enzimlerinin ekspresyonunu inhibe
etmek ve antioksidan durumunu arttirmaktir. Bu sinyalin diizenlenmesini hedefleyen
fitokimyasallar, ileriki zamanlarda meme kanseri riskini azaltmak i¢in toksik olmayan,
ideal ve yeni ajanlar olacaktir. Giincel preklinik ¢aligmalar birgok fitokimyasalin
antikanser mekanizmasin1 gostermekle birlikte bazilart i¢in klinik caligmalara
baslanmistir. Bununla birlikte, daha ileri diizeyde insan c¢aligmalar1 i¢in
diizenlenebilecekleri bu ajanlarin giivenlik ve etkinlik profillerini olusturmak i¢in daha
ayrintili ¢calismalara ihtiya¢ vardir. Sonug olarak, su teresi yiiksek oranda potansiyel
antioksidatif ve kemopreventif aktiviteye sahip olup mevcut verilere dayanarak
antikanser aktivitesine sahip olabilecegi ise agiktir, ancak gelecekteki klinik yararlarim

garanti altina almak i¢in daha ayrintili toksisite ve klinik ¢alismalar gerekmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, Malatya ve g¢evresinde yetisen Nasturtium officinale bitkisinin
PEITC etken maddesini igerdigini ve miktarim1 belirledik. PEITC ile yapilan daha
onceki calismalarda kemopreventif etkili oldugu gosterilmistir. Kemoprevensiyon,
kanseri cesitli bitkisel Ttriinler, fitokimyasallar gibi bilesikler kullanarak oOnleme
stratejisidir. Calismamizdan elde ettigimiz verilerde, Cruciferae familyasina ait Su
teresinin, DMBA ile indiiklenen oksidatif stresi azalttigini ve karaciger hasarini
tyilestirdigini gozlemledik. Buna ek olarak, DMBA kanserojen bir ajan olmakla birlikte
oksidatif stres ve kanser arasinda siki bir baglantinin olmasindan dolay1 su teresinin
potansiyel kemopreventif bir ajan olabilecegini sOyleyebiliriz. Ayn1 zamanda yiliksek
antioksidan kapasitesine de sahip olmasi nedeniyle ileriki c¢aligmalarda antikanser
aktivitesinin degerlendirilmesi agisindan Onem tasimaktadir. Calisma bulgularimiz,
saglig1 gelistirme ve koruma agisindan umut verici 0zelliklere sahip bir diyet bileseni
olarak su teresi tiiketimini desteklemektedir. Ancak etkilerinin, her zaman tiirlerine,
kokenine ve biiylime kosullarina, kompozisyonuna, kullanilan dozlarina, kullanan
canlinin ozelliklerine, analiz edilen dokuya ve etkene maruz kalma siiresine bagh
oldugunu vurgulamak énemlidir.

Meme kanseri, diinya genelinde kansere bagli Oliimlerin 6nde gelen bir
nedenidir. Mevcut tedavi segenekleri, yan etkilerinin ¢ok olmasi nedeniyle yeni
destekleyici alternatif tedavi segenekleri bulmaya tesvik etmektedir. Kanser
kemopreventif veya kemoterapotik etkisi agisindan fitokimyasallar, preklinik ve klinik
calismalarda yogun bir sekilde arastirilmaktadir. Calismamizin bundan sonraki
asamalarinda, Su teresi ve igerdigi PEITC etken maddesinin antikanser etkisi ve
yolaklar1 {izerine ve ayn1 zamanda daha ayrintili toksisite, giivenlik ve doz ayarlama
testlerinin yapilmas: ve sentetik analoglarinin sentezlenmesine yonelik arastirmalar

yapilmasi planlanmaktadir.
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