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OZET

Farelerde Fumonisin B1 indiiklii karaciger toksisitesine kars1 Resveratrol’iin
koruyucu etkisinin arastirilmasi

Bu arastirmada farelerde fumonisin B1 (FB1) indiiklii karaciger toksisitesine karsi
resveratroliin etkisi arastirillmistir. Bu amagla 40 adet BALB/c fare rastgele kontrol,
FB1, resveratrol ve FBitresveratrol gruplarina ayrildi. Kontrol grubuna 14 giin
boyunca serum fizyolojik intraperitoneal olarak uygulandi. FB1 grubuna 14 giin
boyunca giin asirt olmak iizere 2,25 mg/kg FB: intraperitoneal yolla uygulandi.
Resveratrol grubuna 14 giin boyunca 10 mg/kg resveratrol intraperitoneal olarak
uygulandi. FB1+resveratrol grubuna 14 giin boyunca 2,25 mg/kg FB1 giinasir1 ve 10
mg/kg resveratrol her giin intraperitoneal olarak uygulandi. Arastirma sonunda fareler
Otenazi edilerek kan ve karaciger doku 6rnekleri alindi. Elde edilen serum 6rneklerinde
alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST) ve total sialik asit
(TSA) analizleri yapildi. Karaciger doku drneklerinde total antioksidan durum (TAS),
total oksidan durum (TOS) analizleri ve bu doku 6rneklerinde histopatolojik inceleme
yapildi. FB1 grubunda, AST, ALT, TSA seviyeleri kontrol grubuna gore yiiksek tespit
edildi (p<0,05). FB1+resveratrol verilen grupta AST, ALT seviyeleri FB1 grubuna gére
diisiik tespit edilirken bu seviyeler kontrol grubundan farkli degildi. TSA degerleri FB1
grubu ile FBitresveratrol grubu arasinda bir fark tespit edilmedi ancak
FB1+resveratrol grubunun degerleri kontrol grubunun degerlerinden de farkli degildi.
FB1 grubuna ait karaciger TAS seviyesi kontrol grubuna gore diisiik tespit edilirken,
FB1 grubuna ait TOS seviyesi kontrola gore yiiksek bulundu (p<0,05). FB1+resveratrol
grubu TAS ve TOS seviyeleri FB1 grubuna gore istatistiksel olarak fark gostermezken,
kontrol ve FBitresveratrol grubu arasinda istatistiksel olarak fark tespit edilmedi.
Histopatolojik incelemede FB1’in karacigerde hiperemi ve infiltrasyonlarla karakterize
patolojik bulgulara sebep oldugu gézlenmistir. Ayrica bu grupta bazi hepatositlerde
cekirdeklerde asir1 biiyiimelere (megalokaryozis) rastlanmistir. Kontrol, resveratrol ve
FB1tresveratrol grubunda patolojik bulgu saptanmamuistir. Sonug olarak elde edilen
biyokimyasal ve histopatolojik bulgulara gore resveratroliin FB1’in neden oldugu
karaciger hasarina ve oksidatif strese karsi koruyucu etkiye sahip oldugu gézlenmistir.
Ayrica FB1 kaynakli toksisite durumlarinda serum total sialik asit seviyesinde goriilen
artis FB1 i¢in biyobelirteg olarak kullanilabilir. Resveratroliin, FB1’in toksik etkilerine
kars1 koruyucu ve tedavi edici teropotik bir ajan olarak kullanilabilecegini sonucuna
varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Fumonisin Bi, Karaciger hasari, Oksidatif stres, Resveratrol,
Total sialik asit
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ABSTRACT
Protective effect of Resveratrol on Fumonisin Bi- induced hepatotoxicity in mice

In this study, the effect of resveratrol against fumonisin B1 (FB1) induced liver toxicity
In mice was investigated. For this purpose, 40 BALB/c mice were randomly assigned
to control, FB1, resveratrol and FBi+resveratrol groups. Control group was received
saline intraperitoneally for 14 days, FB: group was received 2,25 mg/kg FB:
intraperitoneally every other day for 14 days, resveratrol group was received 10 mg/kg
resveratrol intraperitoneally for 14 days, FBi+resveratrol group were administered
intraperitoneally 2,25 mg/kg FB1 every other day and 10 mg/kg resveratrol daily for
14 days. At the end of the study, mice were euthanized and blood and liver tissue
samples were taken. Alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase
(AST) and total sialic acid (TSA) analyzes were performed in serum samples obtained.
Total antioxidant status (TAS), total oxidant status (TOS) analysis of liver tissue
samples and histopathological examination of these tissue samples were also
performed. AST, ALT, TSA results of FB1 group were higher than control group
(p<0.05). In the FBy+resveratrol group, AST and ALT levels were found to be low
compared to the FB1 group, but these levels were not different from the control group.
TSA values in FB; group were not different from FB1+resveratrol group but FB1 +
resveratrol group values were not also different from those of control group. TAS
values in the liver of FB1 group were lower than in control and TOS values were higher
than in control (p<0.05). The TAS and TOS values of the FB:1 + resveratrol group were
not different from those of the control group. Histopathological examination revealed
that FB1 causes pathological findings characterized by hyperemia and infiltrations in
the liver of FB1 group. In addition, in this group, some hepatocytes showed
megalocaryosis in the nuclei. There were no pathological findings in the control,
resveratrol and FBi+resveratrol groups. According to the biochemical and
histopathological findings, resveratrol has protective effect against liver damage and
oxidative stress caused by FB:. In addition, the increase in serum total sialic acid levels
can be used as a biomarker for FB: toxicity. It was concluded that resveratrol can be
used as a therapeutic agent against the toxic effects of FB;.

Anahtar Kelimeler: Fumonisin By, Liver injury, Oxidative stress, Resveratrol, Total
sialic acid
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1. GIRIS

Mikotoksinler, kotii hasat uygulamalari, uygun olmayan kurutma, depolama,
tasima ve isleme esnasinda kiif mantarlar1 tarafindan iretilen, insan ve hayvan
sagligina tehdit olusturabilen toksik sekonder metabolitlerdir (Alshannaq ve Yu, 2017;
Bhat ve ark, 2010).

Mikotoksinlerin saglik lizerine olumsuz etkileri hakkindaki eksik ve yetersiz
bilgiler; hasat Oncesi ve sonrasi sayisiz noktada kontaminasyonunun dikkate
alimnmamasi; tarim, saglik ve ekonomi gibi sektorler arasi yaklasimin kapsamli

olmamasi mikotoksinlerin kontrol edilmesini gii¢lestirmektedir (Wild ve Gong, 2010).

Mikotoksinlerden bazilar1 insan ve hayvanlar igin toksik veya kanserojen
olabilir hatta bitkiler i¢in de zararli etkileri vardir (Escrivd ve ark., 2015).
Mikotoksinler, ¢ogunlukla agiz yolu olmak iizere solunum ve dermal yollar ile
alindiginda sebep oldugu hastaliklar mikotoksikozis olarak adlandirilir ve dogal
yollarla zehilenmenin bir o6rnegidir. Primer veya firsat¢i patojen mMmantarlarin,
canlilarda lokalize veya sistemik enfeksiyonlara yol agtigi hastaliklara ise mikozis
denir (Bennett ve Klich, 2003).

Mikotoksinler igerisinde yer alan ve Fusarium moniliforme tarafindan iiretilen
fumonisinler, ilk kez misir kiiltiiriinden izole edilip kimyasal yapisi agiklanmis ve
siganlarda toksik etkilerle birlikte kanser aktivitesinde artisa yol agtigi bulunmustur
(Gelderblom ve ark., 1988). Fumonisinlerin, atlarda l6koensefalomalaziye ve
domuzlarda pulmoner 6deme sebep oldugu bildirilmistir (Marasas ve ark., 1988;
Smith ve ark., 2000; Wilson ve ark., 1990). Farelerde, si¢anlarda ve tavsanlarda
goriilen karaciger ve bobrek toksisitesi, karsinojenite gibi diger etkilerde zaman
igersinde rapor edilmistir (Gelderblom ve ark., 1988; He ve ark., 2004; Orsi ve ark.,
2009; Voss ve ark., 1998). Insanlarda ise fumonisinler kanser ve néral tiip defektinin
artigiyla iligskilendirilmistir (Marasas ve ark., 1981; Sun ve ark., 2007; Voss ve Riley,
2013). Farkli toksisite mekanizmalari ileri siiriilmekle birlikte fumonisinler baslica
okaryotik hiicre zarinin yapisinda bulunan sfingolipitlerin biyosentezini engelledikleri

gosterilmistir (He ve ark., 2006).



Fumonisinlerin oksidatif stresi ve hiicresel hasar1 arttirdigina iliskin kanitlar
mevcuttur (Ferrante ve ark., 2002). Reaktif oksijen tiirleri (ROS), hiicresel antioksidan
savunma sistemini baskilandiginda ROS seviyelerinde bir artis gozlenir ve hiicresel
antioksidan kapasitede bir azalma sonucu oksidatif stres ortaya ¢ikar. Dogrudan veya
dolayl oksidatif stres niikleik asitlerin, proteinlerin ve lipitlerin zarar gérmesine neden

olur (Ray ve ark. 2012).

Sialik asitler, dokuz karbonlu bir omurgaya sahip negatif yiiklii monosakarit ve
genellikle hiicre ylizeyinde yer alan glikoproteinlerin ve glikolipitlerin terminal

bolgelerinde yer alan yapilardir (Adak ve ark., 2013).

Polifenolik bir bilesik olan resveratrol, diyetsel kaynaklardan iiziimde,
yerfistiginda, bazi bitkilerde ve sarapta bolca bulunur ve antikanser, antioksidan,
antiinflamatuar etkilere sahip oldugu kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklarda
koruyucu etkiler gosterdigi bildirilmistir (KurSvietiené ve ark., 2016). Bu tez
calismasinda fumonisin B1 verilen farelerde resveratroliin karaciger toksisitesi tizerine

koruyucu ve tedavi edici etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Mikotoksinler

Mantarlar, bitkilerle benzerlik gosterseler de fotosentetik olmayan, DNA,
beslenme yontemi ve hiicre duvariin farkli olusuyla hayvan ve bitkilerden bagimsiz
bir alem olusturan 6karyot canlilardir (Cannon ve ark., 2018). Mantarlar genellikle 10-
40 °C arasindaki sicakliklarda, pH 4-8 araliginda ve 0,7’ nin istiindeki su aktivitesine

(aw) sahip ortamlarda buyiiyebilir (Bhat ve ark., 2010).

Insan ve hayvan saglig1 acisindan énemli mikotoksin tiirlerini iireten mantar
cinsleri  Aspergillus, Alternaria, Claviceps, Fusarium, Penicillium ve
Stachybotrys’dur. Tanimlanan mikotoksinlerin toksik etkileri dikkate alindiginda
aflatoksinler, fumonisinler, trikotesenler, okratoksinler, patulin ve zearalenon en
onemli olanlaridir ve Aspergillus, Penicillium, Fusarium tarafindan iretilirler
(Mili¢evi¢ ve ark., 2010; Pereira ve ark., 2014). Toksikolojik olarak diger énemli
mikotoksinlerden bazilar1 ergot alkaloitleri, alternaria toksinleri, sitrinin,

moniliformin, beauverisin’dir (Didwania ve Joshi, 2013; Marin ve ark., 2013).

Tarihin bircok doneminde mikotoksikosiz olaylar1 gorilmiistiir. Orta Cag
doneminde Claviceps purpurea’nin irettigi ergot alkaloitlerinin neden oldugu ve
ergotizm olarak tanimlanan zehirlenmeler bilinmektedir. Avrupa'daki binlerce insanin
felg olmasina veya oliimiine yol agan ergotizm, ignis sacer (kutsal ates) veya St
Anthony'nin atesi olarak da bilinir (Peraica ve ark., 1999). Trikotesenlerin sebep
oldugu alimenter toksik aloki (ATA), 19. yiizyildan itibaren goriilmiis ve 6zellikle
1942-1947 yillar1 arasinda Orenburg bolgesinde 100.000 kisinin 6ldiigii salginlara yol
agmistir. Hastalik agik havada kiglatilan Fusarium mikotoksinleriyle bulagik bugday
tiikketimiyle iliskili olarak meydana gelmistir (Eriksen, 2003). ingiltere’de 1960 yilinda
hindilerin 6liimii ile sonuclanan vaka sonrasi mikotoksin ismi ilk kez glindeme
gelmeye baslamistir. Turkey X disease olarak da bilinen hastaliga Aspergillus flavus
toksini olan aflatoksin B; ile bulasik yer fistig1 igeren yemlerin sebep oldugu ortaya
cikmustir (Ismaiel ve Papenbrock, 2015).



2.2. Fumonisinler

Mantarlar igerisinde yer alan Fusarium cinsinin iirettigi mikotoksinler evrensel
dagilim gosterir. Bu mantar cinsi 1liman ve yari tropik bolgelerde iiretilen musir, piring,
bugday ve yulaf gibi gesitli tahil bitkilerini enfekte ettikleri ve koloniler kurduklari
bilinmektedir. insanlar ve hayvanlarda olusturduklar: toksik etkilerine bagl saglik
problemleriyle birlikte bitkilerde de zararli etkileri sonucu ekonomik 6neme sahip
oldugu vurgulanmistir. (Jimenez-Garcia ve ark., 2018). Fusarium tiirii mantarlar
baslica fumonisinler, trichotesenler ve zearalenone olarak bilinen mikotoksinleri
tiretmekle birlikte fusaproliferin, beauverisin, enniatinler ve moniliformin gibi

mikotoksinleri de iretmektedir (Chilaka ve ark., 2017).

Glinlimiizde 28'den fazla fumonisin izole edilmis ve bunlar A, B, C, P gruplar
icerisinde yer almistir. Fumonisin B1 (FB1), fumonisinlerin yaklagik %70-80'ini

oOlusturarak en ¢ok bulunan tiyesidir (Alshannaq ve Yu, 2017).

Fusarium Fujikuroi tiir kompleksi (FFSC) iginde yer alan Fusarium
verticillioides, Fusarium proliferatum ve Fusarium fujikuroi fumonisin B analoglarini
tireten tiirler olarak bildirilmistir. Bu tiir kompleksinin igindeki diger tiirlerin
fumonisin B analoglarini iretmedigi gézlenmistir (O'Donnell ve ark., 2018). Daha
onceleri Fusarium moniliforme olarak isimlendirilen mantar giiniimiizde F.
verticillioides olarak anilmaya baglanmistir (Pitt ve ark, 2012). Fumonisin ireticileri
F. verticillioides ve F. proliferatum, misirda sik rastlanmasiyla birlikte yiiksek
fumonisin tiretim seviyeleri ve genis cografyalara dagilimlar1 nedeniyle en 6nemli
tirlerdir (Rheeder ve ark., 2003). Fumonisin iireten F. napiforme, F. anthophilum ve

F. dlamini gibi Fusarium tiirleri de mevcuttur (Nelson ve ark., 1992).

Ayrica Fusarium tiirleri disinda Aspergillus niger’in FB2 ve FBs iirettigi
bilinmektedir (Frisvad ve ark., 2007; Mogensen ve ark., 2009).



2.2.1. Fumonisinlerin Kimyasal Yapilar

Fusarium moniliforme isimli mantar tarafindan ftretilen FB:’in ve B2’in
kimyasal yapisi ilk kez 1988 yilinda tanimlanmistir (Bezuidenhout ve ark. 1988).
Dogada FB1, FB> ve FB3 yaygin olarak bulunurken grup tiyeleri igerisinde FB1’¢ daha
yiiksek oranda rastlanilir (Alberts ve ark., 2016).

Fumonisinler, dogrusal poliketit tiirevli omurga iizerinde farkli konumlarda
bulunan iki metil (-CH3), bir amin (-NH2), bir ile dort hidroksil (-OH) ve iki
trikarboksilik ester grubundan olusur (Kamle ve ark., 2019). A, B, C, P benzer
omurgadan olugsa da C grubununda C20 yerine C19 omurga mevcuttur. P serisinin C-
2 konumunda amino grubu mevcut degildir, bunun yerine 3-hidroksipiridinyum (3HP)
grubu bulunur (Mogensen, 2012). Fumonisinlerin genel yapist Sekil 2.1°de

gosterilmistir.
O COOH
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/\/\j\/\/\/\/\/'\/\/ Re
¢Hy, 6. CH; Rs Rs
O OOH
e Kapal Molekiil '
Fumonisinler | pormata | Agwhlk R (I B e
_Fumonisin Ay | C3eHeyNOye | 763 OH | OH NHCOCH; CH;
Fumonisin A; | CiyHgNOys | 747 H | OH NHCOCH CH,
Fumonisin Ay | CicHoNOys | 747 OoH | H NHCOCH; CH,
__Fumonisin By | C5:HwNO, s 721 OH OH NH; | CH;
Fumonisin B; | CyHoNO, 705 H | OH NH; CH;
Fumonisin By | CyHwNO,, | 705 OH_ | H NH; CH;
Fumonisin C, | C5;HNO, < 707 OH OH NH; H
Fumonisin Py | CoH:NOy, | 800 OH | OH 3HP CH;
Fumonisin P; | CyoHoNO . 784 H | OH 3HP CH,
Fumonisin Py | Cs5oHoNO < 784 OH H 3HP CH:

Sekil 2.1. Fumonisinlerin genel yapis1 (Waskiewicz ve ark., 2012).

FB1’in C-14 ve C-15 konumunda bulunan hidroksil gruplari trikarboksilik
asidin karboksil grubuyla (-COOH) birlikte ester formu olusturur. FB2 (C-10) ve FB3
(C-5) FB1'In deoksi analoglaridir (Soriano ve ark., 2005). A grubu, B grubundan farkl



olarak asetillenmis amin tasir ve bunlar N-asetil analoglari olarak ifade edilir
(Mogensen, 2012; Tamura ve ark., 2015).

2.2.2. Fumonisinlerin Bulundugu Ortamlar ve Olusum Kosullari

Fusarium tiiri mantarlarin biiylimesi ve fumonisin tiretimi ¢esitli biyotik ve
abiyotik faktorlerle etkilesime bagli olarak gerceklesir. Sicaklik, su stresi basta olmak
tizere ozmotik stres, pH ve fungisitler gibi kosullar bu siireci etkiler (Kamle ve ark.,
2019).

Fumonisinlerin tretimi i¢in F. verticillioides’in biiyiime sicakligi en yiiksek
32-37 °C, en diisiik ise 2,5-5 °C ve optimum sicaklik 25 °C’dir. Ayrica en diisiik su
aktivitesi (aw) yaklasik 0,87 olmalidir. Bu degerler asagi yukar1 F. proliferatum igin
benzerlik gostermektedir (Pitt ve ark., 2012).

Misirda FB; iiretimi, 25 °C’de 7 haftalik, 20 °C’de ise 9 haftalik inkiibasyon
sonrasi en yiiksek degere ulagilmistir. Yiiksek degerler 9. haftadan sonra tespit edilse
de anlamli bir fark bulunmamistir (Alberts ve ark., 1990).

[ran’da musir 6rneklerinin %50’sinde, piring drneklerinin %40 civarinda ve
ortalama olarak misirda 223,64, piringte ise 21,59 ng/g degerlerinde tespit edilmistir.
Orneklerin toplandig1 bolgedeki yiiksek yagis ortalamalari ve bagil nemin gériildiigii
iklim Fusarium tiirlerinin neden oldugu enfeksiyon oranlarini artirmistir (Alizadeh ve
ark., 2012). Fumonisinler, misir disinda bugday, yulaf, arpa, dar1 gibi tahillarda da
bulunmustur (Scott ve ark., 2012).

Tahillar disinda, Italya’da yapilan bir arastirmada tahil unlari, makarna, ekmek,
kahvaltilik tahil tiriinleri, biskiivi gibi marketlerden toplanan numunelerde de FB; ve
FB:> tespit edilmistir (Cirillo ve ark., 2003).

Uziimde yapilan galismada, 171-7841 pg fumonisin Ba/kg ve 14-1157 ug
fumonisin Ba/kg tretilmistir. Kuru tiziimde ise fumonisin B: i¢in 5-6476 pg/kg ve

fumonisin B igin ise 12-672 pg/kg degerler tespit edilmistir. Ayrica disiik su



aktivitesi (Fumonisinin 0,76 aw’deki tretimi, 0,54 aw’deki tiretiminden fazladir.) ile

orantili olarak iiretilen fumonisinin azaldig1 ifade edilmistir (Mogensen ve ark., 2009).

Farkli iilkelerde {iretilmis toplam 77 sarap Orneginin 18’inde 1-25 pg/L
araliginda FB: igerdigi bildirilmistir (Mogensen ve ark., 2010).

Portekiz’de toplanan 18 siyah ¢ay orneginden 16'sindaki FB1 miktarlar: 80 ile
280 pg/kg arasinda saptanmustir. Portakal agacinin yapraklari, ithlamur agacinin
yapraklar1 veya cicekleri, misir piiskiilii, sar1 papatya gibi medikal bitkilerde de

fumonisin bulunmustur (Martins ve ark., 2001).

Fumonisinler, pisirme ve gida liretimi siireglerinin ¢gogunda mevcudiyetini
korur. Pigirme sicakligi 60-100 °C arasindaki 20-30 dakikalik pisirme, kaynatma ve
pastorizasyon gibi islemlerde olduk¢a az kayiba veya hi¢ kayba ugramadan varlik
gostermeye devam ederler. Fumonisinlerin, ayrigmas1 daha yiiksek sicakliklarda
baglar. Kurutulmus musir kiltiiriinde ilk ayrisma belirtileri 100 °C'de 175 dakikada
gbzlenmigtir. Misirin 60 dakika boyunca 190 °C’de isitildiginda %60-80 oraninda
kayb1 gerceklesirken tamamina yakin kayb1 ise 220 °C'de 25 dakika siirede gerceklesir
(Humpf ve Voss, 2004).

2.2.3. Fumonisinlerin Sfingolipit Metabolizmasina Etkileri

2.2.3.1. Sfingolipitlerin Biyolojik Gorevleri

Sfingolipitler, omurgasinda uzun zincirli veya sfingoid baz (sfingozin) olarak
adlandirilan ortak yapisal 6zelligi bulunduran dogal lipit sinifidir (Merrill, 2011; Rao
ve ark., 2013). Biyoaktif sfingolipitlerin hiicre biyolojisininde dnemli roller oynadigi
bilinmektedir. Hiicre biiyiimesi, hiicre dongiisii, hiicre 6liimii, hiicresel yaslanma,
yangi, bagisiklik yaniti, hiicre adhezyonu ve gogii, anjiyogenez, besin alimi,
metabolizma, stres uyaricilarina cevap ve otofaji gibi siireclerde rol alirlar (Hannun ve
Obeid, 2018).



Sfingoid bazlar reseptdrleri, protein kinazlari ve iyon tasiyicilart igeren birgok
hedefi etkilerler. Yine bu bazlar hiicrede 6nemli biyoaktif rolleri olan seramit,

sfingozin-1-fosfat gibi iiriinlere metabolize edilirler (Merrill, 2011).

Sfingoid baz biyosentezinin bir ara maddesi olan sfinganin (dihidrosfingosin)

kiiglik miktarlarda da olsa kompleks sfingolipitlerin ¢cogunda bulunur (Merrill, 2011).

Seramit sinyalizasyonu hiicre biiylimesi, hiicre farklilasma, yaslanma, nekroz,
proliferasyon ve apoptozun diizenlenmesinde biiyiik roller iistlenmektedir (Bartke ve

Hannun, 2009).

Sfingozin, bir adet ii¢ karbon zincirine bagl iki alkol ve amin bagli uzun bir
hidrokarbon zincirinden meydana gelir. Hiicre biiyiimesi, hiicre morfolojisi, hiicre
farklilasmasi, endotel hiicre gegirgenliginin diizenlenmesi ve apoptoz gibi olaylarda

gorev alir (Soriano ve ark., 2005).

Sfingozin-1-fosfat (S1P) ve seramit-1-fosfat (C1P), hiicre proliferasyonu, gog,
transformasyon, inflamasyon ve anjiyogenez gibi olaylarda yer alan timér olusumunu

artiran lipitler olarak kabul edilir (Rao ve ark., 2013).

Sfingomiyelin, memeli hiicrelerinde en yaygin bulunan ve hayatta kalmak igin
gerekli kompleks sfingolipittir. Kompleks sfingolipitler, membran yapisini ve belirli
fonksiyonel mikro alanlar1 korumak icin gereklidir ve en belirgin sekilde

sfingomiyelinlerde goriliir (Kouzi ve ark., 2018).

2.2.3.2 Sfingolipitlerin Sentezi

Sfingolipit sentezi, endoplazmik retikulumda de novo sentezi tizerinden serin
ile palmitoil-KoA’nin serin palmitoil transferaz enzimi katalizorliigiinde 3-keto-
dihidrosfingozini (3-ketosfinganin) olusturulmasiyla baslar (Kouzi ve ark., 2018).
Oncelikli olarak tercih edilen substratlar serin ve palmitoil-KoA'dir fakat alanin veya
glisin ve stearat veya miristat da kullanilabilir (Hannun ve Obeid, 2018). 3-Keto-

dihidrosfingozin, dihidrofingozin (sfinganin) olusturulmak iizere indirgenir ve daha



sonra dihidroseramit iiretmek icin dihidroseramit sentaz tarafindan N-asile edilir.
Dihidroseramit, dihidroseramit desatiiraz ile desatiire edilerek seramit olusur (Bartke

ve Hannun, 2009). Sfingolipitlerin sentez yolaklar1 Sekil 2.2°de gosterilmistir.

Seramit tretiminin bir baska yolu kompleks sfingolipitlerin hidroliziyle
gerceklesir. Glikosfingolipit ve sfingomiyelinin bulundugu kompleks sfingolipit
havuzundan hidrolitik yolaklardaki spesifik hidrolazlarin ve fosfodiesterazlarin

yardimiyla tekrar seramit olusturulabilir (Rao ve ark., 2013).
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Sekil 2.2. Sfingolipitlerin sentez yolaklari. Bartke ve Hannun (2009), yayinindaki
gorselden diizenlenmigtir (SPT: serin palmitoil transferaz, KDS: 3-keto-
dihidrosfingosin rediiktaz, DES: dihidroseramit desatiiraz, SPPaz: sfingozin fosfat



fosfataz, CK: seramit kinaz, C1PP: seramit-1-fosfat fosfataz, SMS: sfingomiyelin
sentaz, PC: fosfatidilkolin, DAG: diasilgliserol, GCS: glukozilseramit sentaz; GCaz:
glukosil seramidaz; CDaz: seramidaz, CerS: seramit sentaz, SK: sfingosin kinaz,
SMaz: sfingomiyelinaz).

Seramit, sfingolipit metabolik yolaginda sfingolipitlerin sentezinde ara ortak
tirlin olarak islev goriir (Rao ve ark., 2013). Seramitler, golgi cisimciginde daha
karmasik sfingolipitlere doniistiiriiliir. Ayrica C1P, trans-golgide ve potansiyel olarak
plazma membraninda seramit kinaz tarafindan tiretilir. C1P tiretilmesi i¢in seramitin

fosforile edilmesi gerekir (Gault ve ark., 2010).

Seramitler, karmasik sfingolipitler haricinde sfingozin iiretiminde de substrat
olarak kullanilir (Rao ve ark., 2013). Sfingozin kinaz tarafindan fosforilasyon sonucu
sfingozin, S1P’ye doniisiir (Soriano ve ark., 2005). S1P liyaz, etanolamin fosfat ve

heksadekenal olustumak tizere S1P'yi metabolize edilebilir (Bartke ve ark., 2009).

Sfingomiyelin sentezi i¢in endoplazmik retikulumda tiretilen seramit, seramit
transfer proteini araciligiyla golgiye tasmir. Sfingomiyelin sentazin Kkatalizli
tepkimesinde fosfatidilkolinin basg grubu fosfokolini kullanilir ve siirecte diasilgliserol
ortaya ¢ikar (Slotte, 2013). Ayrica bu siirecin tersine Dz vitamini ile uyarilan
sfingomiyelinaz aktivitesi sfingomiyelin yikimin1 gergeklestirir ve seramit seviyesinde

artis gozlenir (Kouzi ve ark., 2018).

Glikolipitler, glikosidik baglant1 yoluyla hidrofobik bir lipit grubuna bagl bir
veya daha fazla karbonhidrat i¢eren biyomolekiillerdir. Hidrofobik lipit kismi sfingoid
veya seramit iceren glikolipitler, glikosfingolipitler olarak adlandirilir.
Glikosfingolipitler, karbonhidrat zincirlerinde ve lipit kisimlarinda oldukga heterojen
ve ¢esitli molekiiler yapilara sahiptir. Karbonhidrat kisimlarinda bir veya daha fazla
sialik asit (N-asetilneuraminik asit veya N-glikoliliniuraminik asit) igeren asidik

glikosifingolipitlere gangliositler denir (Yu ve ark., 2011).
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2.2.3.3 Fumonisilerin Sfingolipitlere Etkileri

Seramit sentaz enziminin fumonisinler tarafindan engellemesi sonucu de novo
seramit biyosentezi de engellenmis olur ve buna bagl olarak seramit ara triinii
olusamadig1 i¢in bu sentez yolagindaki sfinganin ve seramitten geri doniistiiriilen
sfingozin miktarinda artisa neden olur. Ayrica bu sfingoid bazlarin (sfinganin ve
sfingozin) kinaz fosforilasyonundan dolay1 sfinganin-1-fosfat ve sfingozin-1-fosfat
olarak dokularda birikir. FB1’in seramit sentezini engelledigi noktalar Sekil 2.3’de
gosterilmistir. Ayn1 zamanda azalan seramit nedeniyle kompleks sfingolipitler de
azalir. Bu etki sonrasinda sfingolipite bagimli sinyal ve fizyolojik fonksiyonlarda
bozulmalar ortaya ¢ikar (Blacutt ve ark., 2018).

Serin+Palmitoi-KoA

v
Sfinganin — Sfinganin-1-fosfat

Kompleks
Glikosfingolipitler Vas
. _AL.;E_EEQU_;L ﬁ‘r (Dihidro}-seramit Sentaz
Dihidroseramit
Glikoseramit
\ . Fumeonisin FB1
Sfingomiveln —— Seramit
i
Seramit Sentaz
¥
Sfingozin —  Sfingozin-1-fosfat

Sekil 2.3. FB:’in seramit sentezini engelledigi noktalar. Miiller ve ark. (2012),
yayinindaki gorselden diizenlenmistir.

Seramit sentazin, FB; tarafindan inhibe edilmesi FB1’in C1 pozisyonundaki
serbest bir amino grubuna sahip olmasiyla iliskilendirilmistir. Primer bir amino gruba

sahip olmayan fumonisinlerin ise seramit sentazi engellemedigi sonucuna ulasilmistir
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(Voss ve Riley, 2013). FB1’in aminopentol omurgasi, seramit sentezinde sfingoid baz
substratin baglanmasina kars1 rekabet ederken, anyonik trikarbalilik asitlerin de yag

acil-KoA'nin baglanmasini engelleyebilir (Merrill, 2011).

FB1’in sigan hepatositlerinde radyoaktif isaretli serinin sfingolipitlere
eklenmesini engelledigi; radyoaktif isaretli sfingozini, seramite dahil edilmesini
azalttig1 ve karacigerdeki mikrozomlarin seramit sentaz aktivitesini inhibe ettigi rapor
edilmistir (Voss ve Riley, 2013).

2.2.4. Fumonisinlerin insan Saghgina Etkileri

FB1, Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Ajansina (IARC) gore insanlarda
muhtemel kanserojen Grup 2B kategorisinde yer almaktadir (IARC, 2002). Giiney
Afrika’nin ve Cin’in bazi bdlgelerindeki misirlarda bulunan yiiksek fumonisin
konsantrasyonu ile insanlarda 6zofagus (yemek borusu) kanseri ve Cin’deki karaciger
kanseri artis1 arasinda korelasyon oldugu tespit edilmistir (Marasas ve ark., 1981; Sun
ve ark., 2007).

Afrika’nin giineyi, Cin, Meksika ve Guatemala bolgelerinde diyetin biiyiik
boliimiinii olusturan misirin tiikketime bagl olusan noral tiip defekti orani diinyadaki
ortalamadan en az 6 kat veya daha fazla oldugu bildirilmistir. Amerika Birlesik
Devletleri’nde Teksas'in giineydogu bolgesinde dogan bebekler arasinda goriilme
sikhigindaki yaklasitk 2 kat artistn fumonisinler ile baglantili olabilecegi 6ne
stirilmistir (Voss ve Riley, 2013). Noral tip defekti deney modellerinde
olusturulmustur. FB;: ile fare embriyosunda olusturulan néral tiip defekt ve fasiyal
defekt, folik asit uygulamasi1 sonucunda azalma tespit edilmistir (Sadler ve ark., 2002).
Bagka bir arastirmada doza bagli farelerde noral tiip defektini arttirdigini; folik asit
tedavisinin bu artisa engel oldugu gozlenmistir. Monosialogangliozid GM1
uygulamasinin, folik aside oranla daha iyi bir sonug verdigi goriilmiistiir (Gelineau-

van Waes ve ark., 2005).
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2.2.5. Atlarin Lokoensefalomalazisi (Equine Leukoencephalomalacia, ELEM)

Diinya genelinde dogal olarak ortaya ¢ikan fumonisin toksisitesine karsi en
duyarl tiirler atlardir. Toksisiteden kalp, merkezi sinir sistemi ve karaciger en ¢ok
etkilenen organlardir. Beyinde nekrozdan dolayr malazi (yumusama) ve beyaz
maddede dagilim1 nedeniyle en belirgin lezyonun tipine gore bu hastalik sendromuna,
l16koensefalomalazi denilmistir. ELEM, 1900°1i yillarin bagindan beri goriilmeye ve
atlarin Oliimiiyle sonuglanan vakalar bildirilmektedir (Voss ve ark., 2007).
Arastirmalar sonucu fumonisinlerin, ELEM etkeni oldugu bildirilmistir (Kellerman ve
ark., 1990; Marasas ve ark., 1988). Giiniimiizde ELEM goriilmekte ve atlarin 6ldiigii
vakalar bildirilmeye devam edilmektedir (\Vendruscolo ve ark., 2016).

Atlarda, fumonisin uygulamasina bagli gelisen toksisiteye bagli apati,
halsizlik, istahsizlik, kabizlik ve ikterus gibi klinik semptomlar 8. giinden itibaren
goriilmeye baslanir. Norolojik bozukluk olarak alt dudakta ve dilde felg goriiliir. Bu
etkiye baglh olarak ilerleyen zamanlarda zayiflama gozlenir. Histopatolojik
incelemelerde beyin dokularinda 6dem ve hepotozis baslica bulgulardir (Marasas ve
ark., 1998). Bir baska histopatolojik bulgu beyinin beyaz maddesinde goriilen
likefaksiyon nekrozudur (Wilson ve ark., 1990).

2.2.6. Domuzlarin Pulmoner Odemi (Porcine Pulmonary Edema, PPE)

Fumonisinlerin etkilerine kars1 atlarla birlikte domuzlar en hassas tiirlerdir.
FB1'in domuzlarda akut tipik ve tiire 6zgii bulgusu pulmoner 6demdir. Deneysel olarak
aciklandiktan bir siire sonra 1989'da fumonisinlerin kirlettigi misir tiikketiminin yol
act1g1 salgin birkag domuzun 6liimiine neden olmustur. Baslica bulgu pulmoner 6dem
olarak tespit edildi ve bu vaka sonrasi domuz pulmoner 6demi (PPE) olarak
adlandirilmigtir (Bertero ve ark., 2018). Fumonisin kaynakli pulmoner 6dem
patogenezinde akcigerlere ve kardiyovaskiiler sisteme iligkin bulgular dikkat ¢eker.
Pulmoner 6dem patogenezinde dikkat ¢eken histolojik bulgular pulmoner interstisyel
6dem, pulmoner kapiller endotel degisiklikleridir. Akcigerde ve endotel hiicrelerinde
sfingoid bazlarin artis1 dikkat c¢eker (Haschek ve ark., 2001). FB: tarafindan

indiiklenen pulmoner 6demin degismis endotel gecirgenliginden kaynakli olmadigy,
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sol tarafli kalp yetmezliginden dolayr gelistigi bildirilmistir. Ayrica fumonisin
uygulanan domuzlarda ve sol ventrikiillerinde sfinganin ve sfingosin

konsantrasyonlari belirgin sekilde artmistir (Smith ve ark., 2000).

2.2.8. Yasal Limitler

Avrupa Birligi’nde ve Tiirkiye’de fumonisin (FB1 ve FB>) igin izin verilen
yasal limitler benzerlik tasimaktadir. Insan tikketimine sunulan misir ve misir icerikli
trtinlerde 1000 pg/kg, misir iceren ¢erezler ve kahvaltilik tahillar i¢in 800 pg/kg,
bebek ve kiigiik ¢ocuklara yonelik tiriinlerde 200 pg/kg olarak belirlenmistir (EC,
2007; GTHB, 2011). Amerika Birlesik Devletleri’nde fumonisinler (FB1, FB2, FB3)
igin belirlenen limitler ise kuru 6giitiilmiis musir tiriinlerindeki yag igerigi %2,25’den
az olanlar i¢in 2 ppm (milyonda bir), yag icerigi %2,25’den fazla olanlar igin 4 ppm
ve patlatmalik misir igin 3 ppm’dir (FDA, 2001). FDA’nin hayvanlarda bazi

fumonisinler i¢in belirledigi giivenli limitler asagida Tablo 2.1.’de verilmistir.

Tablo 2.1. FDA’nin hayvanlarda fumonisinler i¢in belirledigi giivenli limitler

Hayvan Tiirleri Misir ve musir {riinlerinde toplam
fumonisin diizeyleri (FB1, FB2, FB3)

Tek tirnaklilar ve tavsanlar 5 ppm**

Domuzlar 2 ppm***

Ruminantlar, kiimes hayvanlar1, vizon* 3 ppm***

Kasaplik ruminantlar (3 ve 3 aydan biiytik) 6 ppm***
Kasaplik kiimes hayvanlari 100 ppm***

* Insan tiiketimine sunulan siit ve yumurta iireten hayvanlar igin, ** Kuru agirlik
bazinda diyetin en fazla %20’sinde, *** Kuru agirlik bazinda diyetin en fazla
%50’sinde (FDA, 2001).

2.3. Resveratrol

Resveratrol’tin  kesfi 1940°l1 yillarda Veratrum grandiflorum O. Loes

koklerinden elde edilmesiyle gerceklesmistir; daha sonra Japon ve Cin geleneksel
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tibbinda kullanilan Polygonum cuspidatum koklerinde de bulundugu tespit edilmistir
(Baur ve Sinclair, 2006).

Renaud ve de Lorgeril, 1992'de yayimladiklar1 ¢alisma sonrasi “Fransiz
Paradoksu” tabirini kullandilar. Fransa'daki yiiksek miktarda doymus yag alimina
ragmen diger Avrupa iilkelerine kiyasla koroner kalp hastaliginda goriilen diisiik 61iim
orani ¢alismaya gore aykirt goriiniiyordu. Bu paradoks ile ilgili Fransa’daki diizenli

sarap tiikketimin koruyucu etkileri olabilecegi diistiniilmiistiir (Opie ve ark., 2011).

2.3.1. Resveratrol Sentezi

Bitkilerde, sekerlerden amino asit sentezinin gergeklestigi shikimate yolag: ile
fenilalanin olusur. Malonil KoA ise asetil KoA'dan sentezlenmesiyle elde edilir.
Fenilalanin, amino fenilalanin amonyum liyaz enzimi ile katalize ettigi oksidatif
deaminasyon yoluyla amino grubunu kaybederek sinnamik aside doniistiiriiliir.
Sinnamik asit daha sonra sinnamat-4-hidroksilaz ile enzimatik hidroksilasyona
ugrayarak p-kumarik aside doniisiir ve KoA ligaz tarafindan serbest koenzimden p-
kumaril KoA iiretilir. U¢ molekiil malonil KoA ile bir molekiil p-kumaril KoA’dan
stilben sentaz ile trans resveratrol sentezlenir ve her bir trans resveratrol sentezi sonucu
dort molekiil karbon dioksit salinir (Sales ve Resurreccion, 2014). Trans resveratrol

sentezi ve basamaklar1 Sekil 2.4’de gosterilmistir.
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Sekil 2.4. Resveratrol sentezi. Sales ve Resurreccion (2014), yayinindaki gorselden
diizenlenmistir.

2.3.2. Resveratroliin Fizikokimyasal Yapis1 ve Derivasyonlari

Resveratroliin, kimyasal yapis1 3,4,5-trihidroksistilben olan polifenolik bir
bilesiktir (KurSvietienéve ve ark., 2016). Resveratroliin cis- (Z) ve trans- (E) iki yapisal
izomeri mevcuttur ve trans-izomer biyolojik olarak cis izomerinden daha aktiftir

(Amri ve ark., 2012). Trans ve cis formu Sekil 2.5’de gosterilmistir.

Fiziksel-kimyasal ozellikleri incelendiginde molekiiler formiili Ci4H120s,
molekiiler agirligi 228,25 g/mol ve erime noktasi 253-255 °C olan kati, beyazimsi/kirik
beyaz renginde bir tozdur (PubChem Database). Resveratrol, organik ¢oziiciilerde;

etanol, dimetil siilfoksit i¢in yaklasik olarak 65 mg/ml ve dimetil formamid igin ise



takriben 100 mg/ml’de ¢6ziiniir. Phosphate buffered saline'de ¢oziintirliigi pH 7.2'de
yaklasik 0,1 mg/ml'dir (Cayman Chemical). Suda ¢oziintirligli agisindan, Avrupa

Farmakopesi tanimina gore pratik olarak ¢oziinmez olarak kabul edilir (Amri ve ark.,
2012).

Piceid, piceatannol, pterostilbene, arachidin I, Il, 11l gibi birkag resveratrol
derivasyonlar1 iiziim, sarap, yer fistig1, yaban mersini gibi tiriinlerde tespit edilmistir

(Rimando ve ark., 2004; Sales ve Resurreccion, 2014).

trans-Resveratrol cis-Resveratrol

Sekil 2.5. Resveratroliin trans ve cis yapilari (Sales ve Resurreccion, 2014).

2.3.3. Resveratrol Kaynaklari

Stilben bilesiklerinin, bitkilerde mikrobiyal ve fungal enfeksiyonlara karsi
savunma amagch etkileri vardir. Bu etkiye paralel olarak resveratrol yarali, enfekte ve

ultraviyole 1ginlara maruz kalmig yapraklarda biiyiik miktarlarda bulunur (Berman ve
ark., 2017).

Resveratrol, baslica iiziim ve iiziimiin kabugunda tespit edilmistir. Uziim
cesitlerinde resveratrol varligi 2475-6471 ng/g araliginda bulunmustur (Rimando ve
ark., 2004). Bir ¢alismada 21 ¢esit kirimizi1 {iziim ¢esidi incelenmis ve bu iiziimlerin
kabugunda bulunan trans-resveratrol 19 ile 508 pg/g arasinda degiskenlik gostermistir.
Diger formlar1 en yiiksek trans-piceid 1196 pg/g, cis-piceid, 551 pg/g ve trans-
piceatannol 72,1 ug/g degerlerde tespit edilmistir (Vincenzi ve ark., 2013).
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Farkli bolgelerdeki sarap iireticilerinin saraplart incelendiginde, Fransa’da
tiretilen kirmiz1 saraplarin diger saraplara gore yiiksek miktarda resveratrol icerdigi
tespit edilmistir. Resveratrol miktarlar iiretim yilina, bolgeye ve sarap ¢esidine gore
degiskenlik gostermektedir (Siemann ve Creasy, 1992). Bir baska arastirmada
Yunanistan’da iretilen kirmiz1 saraplarin (0,352-1,99 mg/l), beyaz sarap ¢esitlerine
(0,005-0,57 mg/l) gore daha fazla konsantrasyonlarda trans-resveratrol bulundugu

rapor edilmistir (Gerogiannaki-Christopoulou ve ark., 2006).

Yer fistiginda resveratrol bitki ¢esidine gore 0,022 pg/g ile 1,792 pg/g arasinda

bulunmustur ve diger yer fistig1 bazli liriinlerinde de mevcut oldugu bildirilmistir

(Meredith ve Alfred, 2003).

Yaban mersininin kiiltiir ve yabani ¢esitlerinde tespit edilen resveratrol
degerleri Amerika’da 47-853 ng/g; Kanada 6rneklerinin ¢ogu yabani tiirler olup 768-
5884 ng/g araliginda bulunmustur (Rimando ve ark, 2004).

Baz1 bitkilerin koklerinde de resveratrol bulunabilir. Bunlardan Veratrum
grandiflorum O. Loes ve Polygonum cuspidatum gibi bitkilerin koklerinde resveratrol

varlig1 rapor edilmistir (Baur ve Sinclair, 2006).

2.3.4. Resveratroliin Farmakokinetigi

Farede oral resveratrol uygulamasindan bir buguk saat sonra kanda, idrarda ve
safrada bulunmustur. Safrada, deney sonuna dek resveratrol ayni seviyelerde
gozlenirken, idrarda zamana bagli yavasga artmistir. Uygulamanin ii¢ saat sonrasi
duodenumda en yiiksek konsantrasyonda bulunmus bunu bobrek, akciger ve karaciger
izlemistir. Kolon, dalak, kalp, testis ve beyinde de aktivite gozlenmistir. Bobrek ve
karaciger dokularinda trans resveratroliin glukuronid veya siilfat konjugatindan biri
goriilmiistiir (Vitrac ve ark., 2003). Intarevendz trans resveratrol (20 mg/kg)
uygulamasinin 5 dakika sonrasinda tavsanlarin plazmasinda en yiiksek
konsantrasyonu 42,8 uM olarak gozlenmis daha sonra 60 dakikada i¢eresinde 0,9 uM
kadar hizl1 bir diisiis sergilemistir. Ayni dozun oral yolla verilisinden sonra plazmadaki

en yliksek konsantrasyon farelerde ortalama 2,6 uM ve tavsanlarda 1,1 uM olarak 2,5
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dakika iginde ve siganlarda 1,2 uM ilk 5 dakika i¢inde bulunmustur. 60 dakika sonunda
degerler oldukga diisiik tespit edilmistir. Deneyde kullanilan hayvanlarin beyin,
akciger, karaciger ve bobrek dokularinda oral uygulama sonrasi resveratrole
rastlanmistir (Asensi ve ark., 2002). trans-Resveratrol 20 uM dozunda inkiibasyona
birakilan sigandan izole edilmis hepatositler 20 dakikada yaklasik %80'ini metabolize
ettigi rapor edilmistir (Asensi ve ark., 2002). Mogolistan gerbilinde resveratrol,
enjeksiyondan sonra 1 saat i¢inde serumda glukuronid konjugat formunda tespit
edilebilmis ve serum resveratrol diizeyi 1 saat iginde en yiiksek noktada gozlenmistir.
Karacigerdeki ve beyindeki resveratrol diizeyi ise 4 saatte zirveye ulasip zamanla

diistis gozlenmistir (Wang ve ark., 2002).

2.3.5. Resveratroliin Biyolojik ve Farmokolojik Etkileri

2.3.5.1. Anti-Kanser Etkileri

Resveratroliin, Lewis akciger karsinomu hiicrelerinde apoptozu arttirdigi,
koloni sayisin1 azalttign ve DNA sentezini inhibe ettigi gorilmiistiir.
Neovaskiilarizasyonu ve anjiyogenezi inhibe ettigi in vivo ve in vitro ortamda
gozlenmistir. Bu bulgular 1s1ginda antitiimor ve antimetastatik etkiler gosterdigi ileri

stirilmistiir (Kimura ve Okuda, 2001).

Insan primer mide kanseri hiicrelerinin fareye nakledilen bir tiimdr modelinde
resveratrol uygulamalart bcl-2 gen ekspresyonunu asagr dogru ve bax gen
ekspresyonunu yukari dogru diizenlemesi sonucu bcl-2/bax oraninin azaldigi ve
nakledilen timor hiicrelerinde apoptozisi tetikledigi gdzlenmistir (Zhou ve ark., 2005).
Bir bagka arastirmada resvaratroliin 6zofagus kanseri hiicre hattinda bcl-2 ve bax
genleriyle ile ilgili benzer etkiler sonucu apoptozisi uyardigi gézlenmistir (Zhou ve
ark., 2003). Bu verilerle birlikte resveratroliin, mide karsinomu ve 6zofagus kanseri
tedavisinde muhtemel kemoterapétik ilag olabilecegi fikri 6ne siiriilmiistiir (Zhou ve

ark., 2003; Zhou ve ark., 2005).

Insan meme kanseri hiicre hattt MDA-MB-231 iizerinde resveratroliin, hiicre

cogalmasini, hiicre canliligini ve koloni olusumunu 6nemli dlgiide azalttigr ve meme
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kanseri hiicre hattinda doza bagli olarak apoptozu tetikledigi belirtilmistir.
Resveratroliin 32 ve 64 uM konsantrasyonlarda islem goren hiicrelerdeki seramit
seviyesi, kontrol gurubundaki hiicrelere gore 5 ve 10 kat arttig1 gézlemlenmistir.
Resveratrol etkilerini, uyardigi sfingomyelinin hidrolizi ve seramit sentezi sonucu
artan seramit seviyesi vasitasiyla yansittigi sonucuna ulasilmistir (Scarlatti ve ark.,
2003).

2.3.5.2. Kardiyovaskiiler Koruyucu Etkileri

Resveratrol, farkli deneysel modellerde artan sistolik kan basinci degerlerinde
azaltict etki gostermistir (Bircan, 2014; de Oliveira ve ark., 2012). Renal arterlerde
stenoz olusturarak gelistirilen hipertansif rat modelinde resveratrol uygulamasi,
kontrol grubuyla kiyaslandiginda kardiyak hipertrofi indeksinde ve bazal ROS
degerlerinde azalma gozlenmistir. Bulgular goz Oniine alindiginda resveratrol
uygulamasinin kardiyovaskiiler sistem tizerindeki koruyucu etkileri vurgulanmistir (de
Oliveira ve ark., 2012). Benzer bir model ¢aligmasinda resveratrol yiiksek kan
basincini (>160 mmHQ) tek basina diisiirmede yetersiz kalmigtir. Fakat anjiyotensin
doniistiiriicii enzim inhibitori olan kaptopril ile resveratrol kombine uygulanmasinin
kan basincini sadece kaptopril uygulamasina gore anlamli olarak azaltmis ve kontrol
grubuna yakin degerler bulunmustur. Kaptopril ve resvratrol uygulamalari aortun
vaskiiler fibrozisini artirirken, kombine uygulamalar azaltmistir. Hipertansif ratlarda
artan aort kalinligi, resveratrol ve resveratrol+kaptopril kombine uygulamalar: sonucu
kontrol grubundakiyle benzer sekilde goriilmiistiir. Resveratrol, renovaskiiler
hipertansiyonda kaptoprilin vazoprotektif etkileri {izerine sinerjik etkiler gostermistir
(Natalin ve ark., 2016).

Hiperkolesterolemi olusturalan tavsanlarda in vitro olarak trombosit
agregasyonu iizerine etkileri incelendiginde yiiksek kolestrol igeren diyetle beslenen
hayvanlarin trombosit agregasyon hizi oldukg¢a yiiksek bulunmustur. Resveratrol ise
bu degerleri diistirerek kontrol grubuna yakin degerler elde edilmistir. Ayni ¢alismada
saglikli bireylerden elde edilen drneklerle yapilan in vivo deneyde trombin, fibrinojen
ve adenozin difosfat ile indiikklenen trombosit agregasyonunu engelledigi ifade
edilmistir (Wang ve ark., 2002).
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2.3.5.3. Yangi Onleyici Etkileri

Avragidonik asit mediatorlerinin asirt {iretimi insanlarda goriilen hastaliklarin
bir¢ogunda yangiyla iliskilidir (Jacob ve ark., 2018). Arasidonik asit, hiicre membran
fosfolipitlerin i¢inde bolca bulunan doymamis yag asididir. Fosfolipaz A2'nin ¢esitli
uyaranlara kars1 aktivasyon sonucu arasidonik asidi serbest birakir. Bu olay iki ana
enzimatik yolak olan siklooksijenaz (COX) ve lipoksijenaz (LOX) vasitasiyla
metabolize edilebilir ve sonrasinda proinflamatuar mediatorler olan prostanoidler ve
l6kotrienler (LT) ortaya ¢ikar (Charlier ve Michaux, 2003; Kuralay ve Cavdar, 2006).

Resveratrol, siklooksijenaz izoformu COX-2’yi inhibe ederek prostaglandin
sentezini oOnledigi bildirilmigtir (Subbaramaiah ve ark., 1998). Benzer sekilde
resveratrol prostaglandin D2 (PGD>) ve prostaglandin Ez> olusumunu COX enzimini
inhibe ederek gostermistir. Buna ek olarak K562 hiicrelerinde resveratrol (30 mM), 5-
lipoksijenaz ve 15-lipoksijenaz seviyesini; prostaglandin H sentez siklooksijenazin ve

peroksidazin aktivitesini de diistirmiistiir (Maccarrone ve ark., 1999).

Resveratrol meme epitelyum hiicrelerinde doza bagli olarak forbol esterleri ile
indiiklenmis COX-2 kaynakli prostaglandin E> artigin1 inhibe etmistir. Resveratroliin
COX-2 ekspresyonunu baskilamas1 sadece meme hiicrelerinde degil oral epitel
hiicrelerinde de gosterilmistir. Resveratrol ve imine analogu IRA, insan nétrofillerinde
5-lipoksijenaz (5-LOX) iirlin olusumunu 1 uM'lik konsantrasyonda, kontrole goére
%50 oraninda azaltmigtir. Resveratroliin dimerik formu olan e-viniferin ise 1 pM'lik
konsantrasyonda bir varlik gosterememesine ragmen lokotrien olusumunu 10 pM
konsantrasyonunda tamamen ortadan kaldirdigi ve bu etkisiyle 5-LOX aktivitesi
tizerinde 6nemli etkisi oldugu goézlenmistir. Resveratrol (10uM), PGD:. ve PGE:
olusumunu 6nemli dlglide engellerken aksine imine analogu IRA ve e-viniferin (10
uM) PGD> ve PGE> olusumunu ciddi miktarda arttirdig1 rapor edilmistir (Hartung ve
ark., 2019).

Fare embriyo fibroblast 3T3-L1 hiicrelerinde inflamatuar marker geni monosit
kemotaktik proteini (MCP-1) ekspresyon seviyeleri e-viniferin ve trans-resveratrol

tarafindan anlamli bir bigimde diistiriilmistiir. Timor nekroz faktor alfa (TNFa)
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ekspresyonunu e-viniferin’in  RAW264.7 hiicrelerinde azaltmadigr gozlenmistir
(Ohara ve ark., 2015).

2.3.5.4. Obezite Uzerine Etkileri

Resveratrolin  olgunlasan preadipositlerde hiicre canliigin1 azalttig1
goriilmistiir. Resveratroliin, lipit birikimini azaltma etkisi sadece adipogenezi
azaltmasiyla degil, hiicre canliligi tizerindeki etkisiyle de baglantili oldugu
gosterilmistir. Bu sonuglarla resveratroliin olgunlasan preadipositlerde adipogenezi ve
canlilig1 azaltma tizerindeki etkisinin, adiposit spesifik transkripsiyon faktorlerini ve
lipolitik enzimlerin ekspresyonunu azaltmasiyla birlikte mitokondriyal fonksiyonlari
modiile eden genlerin ekspresyonu tizerindeki etkileriylede iliskili oldugu sonucuna
varilmistir (Rayalam ve ark., 2008). Bagka bir arastirmada 25 uM ve 50 uM e-viniferin
uygulamasi fare embriyo fibroblast 3T3-L1 hiicrelerinde lipit birikimini %36,0 ve
%72,3 oraninda azaltmasiyla birlikte trans-resveratrol (50 uM) ise 6nemli dlgiide lipit
birikiminde azaltma basaris1 gostermistir. Adipogenez marker geni peroksizom
proliferator aktive edici reseptor gamma (PPARgamma) ekspresyonu, 50 uM e-
viniferin tarafindan belirgin sekilde baskilanmis ancak trans-resveratrol, e-viniferin

kadar etki gostermemistir (Ohara ve ark., 2015).

2.3.5.5. Hiicre Koruyucu ve Oksidatif Stres Karsiti Etkileri

Sigir meme epitel hiicresindeki  sitotoksisite calismasi  sonucunda
resveratroliin, aflatoksin B sebepli sitotoksisiteyi etkili bir sekilde azaltabilecegi ve
aflatoksinlere kars1 antidot potansiyelinin mevcut oldugu bildirilmistir (Zhou ve ark.,
2019).

Resveratrol rat CTX TNAZ2 astrosit hiicrelerinde in vitro ortamda glutamat
indiiklii ROS patlamalari1 baskilamistir (Lin ve ark., 2014). Diger bir ¢alismada
hidrojen peroksit (H202) kaynakli oksidatif strese maruz kalan sigir meme epitel
hiicresinde, resveratrol ROS olusumunu azaltmis ve giiglii antiapoptotik etkileri
gozlenmistir. Ayrica resveratroliin niikleer faktor eritroid 2—iligkili faktor 2 (Nrf2)’yi

uyardig bildirilmistir. Resveratroliin sigir meme epitel hiicresindeki bu etkiden dolay1
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ruminantlarda oksidatif ~strese karsi potansiyel tedavi uygulamalarinda
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (Jin ve ark., 2016). Farkli bir ¢aligmada ise H20: ile
indiiklenen insan eritrolosemi K562 hiicrelerinin programli hiicre 6liimiine kars1 doza
bagl bir sekilde korumus ve resveratrol (30 mM), H2O2'nin etkilerinin tamamina
yakinini ortadan kaldirmistir. Ayrica hiicre mebraninda lipit peroksidasyonunu énemli

Olciide azaltmistir (Maccarrone ve ark., 1999).

2.3.5.6. Noroprotektif Etkileri

Resveratroliin serebral iskemi/reperfiizyon hasarinin erken sathasinda néronal
hiicre dliimiine kars1 koruyabilecegini ve ayni zamanda glial hiicre aktivasyonunu
inhibe ettigini gosteren bulgular elde edilmistir. Resveratroliin kan-beyin bariyerini
gecebildigi ve sonrasinda beyin dokusuna alindigi saptanmistir. Resveratroliin iskemik
ve norodejeneratif siireglerde iyilestirme amacli kullanilabilecegi sonucuna varilmistir
(Wang ve ark., 2002). Travmatik beyin hasarinda resvaretrol, otofajiyi ve apoptozu
inhibe ederek astrositleri hiicre 6liimlerine kars1 koruyabildigi saptanmistir. Bu veriler
1s18inda, resveratrol uygulamasinin travmatik beyin hasarli hastalarm klinik
tedavisinde terapotik ajan olarak degerlendirilebilecegi Onerilmistir (Lin ve ark.,
2014).

Farelerde yapilan bir bagka calismada ndéroblastom hiicre canliligindaki azalma
ile resveratroliin uygulama dozu ve siiresi arasinda pozitif bir korelasyon tespit
edilmistir. Bu korelasyonla birlikte resveratrol tiimdr hiicrelerine sitotoksik etki
gostererek apoptozisi uyarmistir (Chen ve ark., 2004). Resveratrol ve derivasyonlari
olan TMS (3,5,4'-trimethoxystilben) ve pterostilben rat C6 ve insan T98G glioma
hiicrelerinde tiimor baskilayict protein olan p53 seviyesinin 6nemli dlgiide arttirdigi
tespit edilmistir. Resveratroliin metoksile edilmis analoglardan 6zellikle trimetoksi
tiirevlerinin, sigan ve insan glioma hiicre ¢ogalmasinda inhibitér ve apoptoz
indiikleyici olabilecegi belirtilmistir. Resveratroliin yiiksek biyoyararlanimi, malign
glioma tedavisinde uygulanan mevcut ilaglara yardimer uygulama olabilecegi

sonucuna ulasilmistir (Zielinska-Przyjemska ve ark., 2017).
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2.3.5.7. Antimikrobiyal Etkileri

Resveratroliin antimikrobiyal etkinligini gésteren gesitli calismalar mevcuttur.
Bir ¢calismada resveratrol bakterilerin gelismesini %80-90 oraninda inhibe ettigi rapor
edilmistir. Resveratroliin  bu etkisi Staphylococcus aureus’da 171 pg/mL,
Enterococcus faecalis ve Pseudomonas aeruginosa’da 342 pg/m konsantrasyonunda
gozlenmistir. Mantarlara kars1 yapilan ¢alismada ise Trichophyton mentagrophytes,
Trichophyton tonsurans, Trichophytonrubrum, Epidermophyton floccosum ve
Microsporum gypseum gibi dermatofitler igin etkili dozlarinin 25-50 ug/mL arasinda
oldugu bulunmustur. Resveratrol ve analoglarinin, insan deri enfeksiyonlarina neden
olan bakteri ve mantar tiirlerine karsi antimikrobiyal aktivite nedeniyle potansiyel

Klinik kullanimina sahip olabilecegi yoniinde goriis bildirilmistir (Chan, 2002).

Resveratroliin antiviral etkinligini degerlendirildigi bir ¢aligmada 50 pg/ml
resveratrol, herpes simpleks viriisiiniin replikasyonunu engellemis ve viriis kiiltiir
ortamindan tespit edilememistir. Bu etkinin hiicreye 6zgii olmadigini ispat etmek i¢in
MRC-5 hiicrelerinde test edilmis ve benzer sonuglar elde edilmistir. Derivasyonu olan
Piceatannol ise replikasyona engel olmamuistir. Resveratroliin repikasyonu inhibe edici
etkisinin ilk 6 saatte goriildiigii, 9 saat sonrasi resveratroliin bu etkisinin olmadig tespit

edilmemistir (Docherty ve ark., 1999).

2.4. Oksidatif Stres

Organizmanin antioksidan koruma sistemlerinin, reaktif oksijen/azot tiirlerinin
(ROS/RNS) etkilerini 6nlemekte yetersiz kalmasiyla olusan dengesizlik durumu
oksidatif stres olarak tanimlanir (Pisoschi ve Pop, 2015). Gerek normal metabolizma
faaliyetleri sonucu gerekse gevresel oksidanlara maruz kalma nedeniyle i¢ ve dis
kaynakli serbest radikal olusumu kaginilmazdir (Poljsak ve ark., 2013). Asir1 miktarda
reaktif oksijen ve azot tiirii (topluca RONS olarak adlandirilir) iiretimi oldugunda,

hassas fizyolojik denge bozulur ve oksidatif stres olusur (Shafi ve ark., 2019).

Insan hayati icin oksijen &nemli bir yer teskil etmektedir fakat aerobik

metabolizma sonrasi viicuda zarar verebilecek reaktif oksijen tiirleri olusur. Reaktif
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oksijen formlar1 yaslanmay1 tetikledigi One siirlilmiistiir ve yaslanma siiresince
gelismeye baglayan kalp ve damar hastaliklari, kanser, katarakt, zayif bagisiklik ve
dejeneratif sinir sistemi hastaliklar1 gibi bir¢ok hastaligin nedeni olabilecegine dair
kanitlar mevcuttur. Aktif oksijen, zararli etkilerinden dolay1 yaslanma faktorleri

arasinda yer alabilir (Diplock, 1998).

ROS, endojen ve eksojen etkenler sonucu iiretilebilir. En 6nemli endojen
serbest radikal kaynagi mitokondridir ve igerisinde ger¢eklesen elektron tasima zinciri
ve nitrik oksit sentaz reaksiyonu ile iiretilir (Poljsak ve ark., 2013; Valko ve ark.,
2006). Fenton reaksiyonu, peroksizomal beta-oksidasyon ve mikrozomal sitokrom
P450 enzimleri mitokondriyal olmayan serbest radikal kaynaklaridir (Poljsak ve ark.,
2013).

Mitokondriyal olmayan endojen ROS iiretimi nikotinamid adenin diniikleotid
fosfat (NADPH) oksidaz (Nox), ksantin oksidaz (XO), endoplazmik retikulumdan
sitokrom P450, nitrik oksit sentaz (NOS) ve peroksizomlardan flavin oksidazlar
vasitastyla gerceklesir. Onemli ROS iireten kaynaklar mitokondriyal solunum zinciri

ve NOxx sistemleridir (Song ve Zou, 2015).

Hava ve su kirliligi, sigara dumani, alkol, agir veya gecis metalleri
(kadminyum (Cd), civa (Hg), kursun (Pb), demir (Fe), arsenik (As)), bazi ilaglar
(siklosporin, gentamisin, bleomisin), endiistriyel ¢oziiciiler, yemek pisirme (fiime et,
kullanilmig yag, yag), radyasyon eksojen radikal kaynaklari olarak yer almaktadir
(Pizzino ve ark., 2017).

Serbest radikaller igerisinde hidroksil (OH"), siiperoksit (O2™), nitrik oksit
(NO), azot dioksit (NO2"), peroksil (ROO) ve lipit peroksil (LOO) bulunur. Ayrica,
hidrojen peroksit (H20), ozon (Os), tekli oksijen (*O), hipoklorik asit (HOCI), azotlu
asit (HNO>), peroksinitrit (ONOO), dinitrojen trioksit (N203), lipit peroksit (LOOH)
serbest radikaller yerine genellikle oksidanlar olarak adlandirilirlar ve kolaylikla canli
organizmalarda serbest radikal reaksiyonlara onciiliik edebilirler (Pham-Huy ve ark.,
2008). Reaktif oksijen formlarindan bazilar1 Sekil 2.6’da gosterilmistir. ROS
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olusumunu ve oksidatif stresi artirarak redoks dengesini bozabilecek reaktif demir,

bakir ve kiikiirt tiirleri mevcuttur (Poljsak ve ark., 2013).

Oksijen (0Q,) Siiperoksit anvonu (-0,) Peroksit (10;%)

- 00 - 0 -] 0 H_

Hidrojen peroksit (H;0,) Hidroksil radikali (‘OH) Hidroksil ivomu (OH")

Sekil 2.6. Reaktif oksijen tiirlerinden bazilari. Elektronlarin eklenmesi sayesinde
birbirini izleyen oksijenin indirgenmesi sonucu ROS’un ¢esitli yapilar1 ortaya ¢ikar.
Kirmizi noktalar eslesmemis elektronlart géstermektedir (Kim ve ark., 2015).

Hiicrenin molekiiler oksijen metabolizmasi sonrasi olusan ROS u ve RNS’yi
ortadan kaldirmak i¢in organizmalar antioksidan savunma sistemleri gelistirmistir.
Stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz (CAT) ve glutatyon
reduktaz (GRX) baslica enzimatik savunma sistemleri arasinda yer alir (Andersson,
2018; Pham-Huy ve ark., 2008). Enzimatik antioksidanlar, radikalleri katalize ederek
daha az reaktif veya duragan olan tiirlere doniistiirerek viicudun ilk savunma hatti

olarak gorev alirlar (Kunwar ve Priyadarsini, 2011).

Enzimatik olmayan antioksidanlar metabolik ve besin antioksidanlarina olarak
ayrilmistir. Endojen metabolik antioksidanlar, lipoik asit, glutatyon, koenzim Q10,
melatonin, iirik asit, bilirubin, metal selatlayic1 proteinler, transferrin, vb. canl

metabolizmasi tarafindan tretilir (Pham-Huy ve ark., 2008).

Diyet, gerekli besin antioksidanlarini saglayan antioksidan savunma sisteminin
Oonemli bir pargasidir. Temel besin antioksidanlari: E vitamini, C vitamini ve p-
karoten, antioksidan bitki fenolleri ve esansiyel minerallerdir. Minerallerden bakir,
¢inko, manganez siiperoksit dismutaz ve selenyum ise glutation peroksidaz gibi
enzimatik antioksidan sistemlerde bulunur (Valko ve ark., 2006; Willcox ve ark.,
2004).
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Etkili ROS temizleyicileri ve metal selatorleri olan polifenoller etkilerini
icerdigi ¢coklu hidroksil gruplari sayesinde gosterir. Bunlar bitkisel kaynaklardan elde
edilen dogal antioksidanlardir ve flavonoidler, sinnamik asit tiirevleri, kurkumin,
kafein, katesinler, gallik asit tlirevleri, salisilik asit tiirevleri, klorojenik asit,
resveratrol, folat, antosiyaninler ve tanenler gibi polifenolik 6rnekler mevcuttur

(Kunwar ve Priyadarsini, 2011).

2.5. Sialik Asit

Tabiatta, sialik asit ve onun birgok molekiiler formu bulunur ve 1960’1
yillardan beri iizerinde incelemeler yapilmaktadir. Dogal olarak bulunan sialik asit
ailesinin 80’den fazla iiyesi mevcuttur. Cesitli hayvan gruplarinda sialik asitler diizenli
olarak bulunur. Ancak, beslenme veya mikroorganizmalardan m1 kaynaklandigi1 yoksa
hayvanlar tarafindan {iiretilip iretilmedigi heniiz netlik kazanmamistir (Schauer ve

Kamerlin, 2018).

Noraminik asit tiirevlerinin yer aldig: sialik asitler, omurgalilarda ve bazi
mikroorganizmalarda yaygin olarak bulunan asidik monosakaritlerdir. Hiicrelerin dis
yiizeyinde bulunan glikoproteinlerin ve glikolipitlerin (gangliositler) genellikle
terminal bilesenler olarak bulunurlar. Sialik asitler, hiicrenin i¢ ve dis iletisimde ve
savunmasinda gorev alir. Musin salgilart igindeki sialik asit, viskoziteyi arttir ve
epitelinin zararli maddelerden ve patojenlerden zarar gérmesine karsi korumada
yardimci gorev iistlenir (Schauer, 2009). Cogu bakteri sialik asit liretmemesine ragmen
bir takim patojenik suslar biyosentezleyebilir. Bunun sonuncunda memeli hiicresi gibi

goriinerek konakg¢1 bagisiklik sisteminden kagmasina olanak saglar (Tanner, 2005).

Sialik asit konsantrasyonu en yiikksek memeli merkezi sinir sisteminde
mevcuttur. Insan beynindeki toplam sialik asit konsantrasyonu, sigan, fare, tavsan,
koyun, inek ve domuza gore yaklasik iki ile dort kat1 oldugu bulunmustur (Wang ve
Brand-Miller, 2003).

Glikosfingolipitler, hiicre plazma zarinin dis yiizeyinin ana bilesenleridir ve bir

lipit seramidine bagl bir glikan ve bu glikanlarin terminal pozisyonlarindaki sialik
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asitlerle modifiye edilebilen yapilardan olusur. = Gangliositleri  igeren
glikosfingolipitler, tipik olarak bir veya birkag sialik asit tasir ve reseptor tirozin kinaz
(RTK) sinyalini diizenledigi bilinmektedir. Gangliositlerden olan GM1’in ve igerdigi
yapilar1 Sekil 2.7°de gosterilmistir (Pinho ve Reis, 2015).
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Sekil 2.7. Gangliositlerden GM1 ve icerdigi yapilar (Hossain ve ark., 2012).

Sialik asitler, bir¢ok tiimorle iligkili sialil Tn (sTn), sialil T, sialil LewisX
(sLeX) ve sialil Lewisa (sLea) gibi karbonhidrat antijenlerinde bulunur. Bu
antijenlerin asir1 ekspresyonu genellikle kotli huylu farkli kanser hiicrelerinde goriiliir
ve antijenlerdeki sialik asitler, kanser gelisiminin farkli evrelerinde 6nemli roller
oynadig1 diistiniilmektedir (Adak ve ark., 2013). Hiicre yiizeyindeki sialilasyonunun
derecesi ile bazi kanser tiirlerinde goriilen tiimdr olusumu ve metastaz arasinda
korelasyon mevcuttur (Tanner, 2005). Kanserde artan polisialik asit ekspresyonunu da
iceren sialilasyon c¢esitli kanser tiirleriyle ve siklikla yiiksek dereceli tiimorlerle

iligkilidir (Pinho ve Reis, 2015).
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2.5.1. Sialik Asit Yapisi

Sialik asitler diger yaygin monosakaridlerden oldukga farklidir. Yapilarinda C-
I'de bir karboksilat grubu, C-3'te bir deoksi karbon, C-5 pozisyonda bir fonksiyonel
grup ve C-6'da bir gliserol zincir bulunur (Meo ve Jones, 2018). Canlilarda bulunan

sialik asit yapilar1 Sekil 2.8’de verilmistir.

HO_ LoH 1C0,~
HO:.\8
HJ&;WLDH
Ho 3
Noraminik asit
HO_ oH CO,” HO___oH CO,™ HO_ _oH CO,”
" HO:. ;
ASWGH H\WDH HMDH
HO HG/-M'& HO HO

aNeuSAc O  .NeusGec aKdn

Sekil 2.8. Sialik asit yapilar1 (Meo ve Jones, 2018).

2.5.2. Karaciger Hastaliklarinda Sialik Asit

Hepatoselliiler karsinom (HCC)’dan koken alan kolanjiokarsinom (CCA)
timorli hastalarin serum TSA diger karaciger hastaliklar1 HCC, kronik hepatitise ve
siroza gore yiiksek yiiksek oldugu goriilmistiir. Serum TSA seviyesi 6lgiimii CCA
teshisi i¢in yararl olabilecegi 6ngoriilmiistiir (Kongtawelert ve ark., 2003). Karaciger
sirozunun ileri ve son donemlerindeki serum sialik asit seviyelerinin arttig
goriilmiistiir. Serum TSA, karaciger sirozunun prognozunu degerlendirmek igin

onemli bir tan1 araci olarak kullanilabilecegi sonucuna ulasilmistir (Arif ve ark., 2005).

Bu caligmada farelerde FB: ile karacigerde olusturulan hasara Kkarsi
resveratroliin serum sialik asit, karaciger doku total antioksidan durumu, total oksidan

durumu ve karaciger histopatolojisi tizerine etkileri aragtirilmistir.
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. GEREC
3.1.1. Kimyasal Maddeler

Dimetil siilfoksit (DMSO) (Tekkim 201790.01000),
Disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4) (Merck 106580),
Formaldehit (Merck 103999),

Fumonisin B1 (AdooQ Bioscience, Amerika Birlesik Devletleri)
Hidroklorik asit (HCI) (Merck 1.00314.2500)

Isofluran (Adeka),

N-Asetilndraminik asit (Sigma-Aldrich 002076496)
P-dimetilaminobenzaldehid (Sigma-Aldrich 101785787)
Perklorik asit (Merck 1.09065.1000)

Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4) (Merck 104873),
Resveratrol (Cayman Chemical, Amerika Birlesik Devletleri)
Serum fizyolojik (Polifarma)

Total Antioksidan Status kiti (Rel Assay Diagnostics, Tiirkiye)
Totatl Oksidan Status kiti (Rel Assay Diagnostics, Tiirkiye)
Yapistirict (Entellan-Merck 107961).

3.1.2. Cihazlar ve Laboratuvar Malzemeleri

Analitik terazi (Shimadzu AY-220)

Hassas terazi (BX 4200H),

Homojenizator (IKA),

Isik Mikroskobu (Olympus CX21),

Kamera (Olymus DP26),

Magnetik karistirici (IKA-RH Basic 2),
Mikroplaka spektrofotometre (Biotek Epoch),
Mikrotom (Leica 2155 rotary),

Otoanalizor (gesanChem-200),

Ototeknikon (Leica ASP300S),
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pH metre (Metrohm 704),

Sogutmali santrifiij (Eppendorf-5810R),
Spektrofotometre (Shimadzu UV-1601)
Su banyosu (Memmert WNB 14),
Vorteks (Yellowline TTS2),

3.2. Yontem
3.2.1. Etik

Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun 13.09.2017 tarih ve 328 karar no’lu onay1 alindiktan sonra deneylere

baslandi.
3.2.2. Deney Hayvanlari

Hayvanlar, Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim
ve Deneysel Arastirma Merkezi’nden temin edildi ve ayni yerde deneysel uygulamalar

gerceklestirildi.
3.2.3. Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Deney Uygulamasi

Calismada ortalama olarak 25-35 gram agirliginda 8-10 haftalik 40 adet erkek
ve disi BALB/c irki fare kullanildi. Denekler deney siiresince 12 saat aydinlik 12 saat
karanlik dongiisti icinde ve istedikleri zaman yeme ve suya ulasacaklar1 sekilde
kafeslere konuldu. Her bir grupta disi ve erkek sayis1 diger gruptakilere esit olacak
sekilde 40 adet fare rastgele 4 gruba dagitildi ve doz hesaplamalari i¢in agirliklari
tartildi. Deney gruplar1 asagida gosterilen sekilde olusturuldu.

Kontrol Grubu (n=10): Giin asir1 olacak sekilde serum fizyolojik

intraperitoneal (i.p.) olarak 14 giin boyunca uygulandi.
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Fumonisin B1 Grubu (n=10): Bu grupta yer alan 10 adet fareye karaciger
toksisitesi olusturmak igin FB1 2,25 mg/kg dozunda giinasir1 olacak sekilde i.p. olarak

14 giin siiresince uygulandi.

Resveratrol Grubu (n=10): Resveratrol 10 mg/kg dozunda 10 adet fareye 14

giin siiresince 1.p. olarak verildi.

Fumonisin+Resveratrol Grubu (n=10): FB1 2,25 mg/kg dozunda giinasiri
i.p. olacak sekilde 14 giin boyunca uygulandi. Koruyucu etkisini arastirmak igin 10

adet fareye 10 mg/kg dozunda 14 giin boyunca resveratrol i.p. olarak uygulandi.
3.2.4. Orneklerin Toplanmasi

Deney bitiminin ertesi giinii farelerden inhalasyon anestezi (isofluran) altinda
intrakardiyak yontemle kan 6rneklerinden serum elde etmek i¢in hazir olarak alinmis
antikoagulansiz tiiplere toplandi. Daha sonra fareler servikal dislokasyon yontemiyle
Otenazi edilerek nekropsileri yapildi. Karin bolgesi acilarak karaciger 6rnekleri alindi.
Biyokimyasal analizler i¢in dokular %0,9’luk salin soliisyonunda yikandiktan sonra
kaplara konuldu. Histopatolojik incelemeler igin dokular %10’luk tamponlu

formaldehit i¢eren kaplara alindu.

3.2.5. Alanin Aminotransferaz (ALT) ve Aspartat Aminotransferaz (AST)
Analizleri

Anestezi altinda alinan kanlardan elde edilen serumlar Burdur Mehmet Akif
Ersoy Universitesi Hayvan Hastanesindeki laboratuvarda otoanalizor yardimiyla

analizi gergeklestirildi.
3.2.6. Dokularin Homojenizasyonu

Hayvanlardan elde edilen karaciger 6rneklerinin agirliklar1 hassas terazi ile
olgtildi. Her bir farenin karacigerden 0,5 gr doku alindi. Bu dokulara agirliklarinin 4
kat1 pH degeri 7,4 olan fosfat tamponu (m/v) eklendi. Daha sonra homojenizator ile

homejenizasyon islemi gerceklestirildi. Deney tiiplerine alindiktan sonra 4000 devirde
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10 dakika boyunca santrifiij cihazinda santrifiij islemi yapildi. Elde edilen
stipernatantlar ependorf tiiplere mikropipet yardimiyla aktarildi. Karaciger
homojenatlarin1 antioksidan ve oksidan seviye analizlerinde kullanilmak tizere -20
°C’de sakland.

3.2.7. Total Antioxidant Status (TAS) ve Total Oxidant Status (TOS) Analizleri

Dokularda olusan oksidatif stres ve antioksidan durumunu belirlemek igin TAS

ve TOS analizleri yapildi.

3.2.7.1. Total Antioksidan Status (TAS) Analizi

TAS Kkiti ile toplam antioksidan durumu dlgiildii (Erel, 2004). Yontem, renkli
2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) radikalin, 6rnekte bulunan
antioksidanlar tarafindan renksiz indirgenmis form olusmasina dayanir. Renkteki bu
degisim 660 nm'de absorbansda spektrofotometrik olarak olgtildii. Metot, E vitamini

analogu Trolox ile kalibre edildi ve veriler mmol Trolox eq./L olarak ifade edildi.

3.2.7.2. Total Oksidan Status (TOS) Analizi

TOS kiti ile toplam oksidan durum 6lgiildi (Erel, 2005). Yontemin ana ilkesi
ornekteki oksidanlarin, selatore bagl ferrik demir iyonlarini ferroz demir iyonlarina
okside etmesidir. Asidik ortamda bu ferrik iyonlar, kromojen ile renkli kompleks
olusturdu. Spektrofotometrik olarak renk yogunlugu, 530 nm dalga boyunda 6l¢iildii.
Deney, hidrojen peroksit (H20>) ile kalibre edildi ve sonuglar umol H20> eq./L olarak
ifade edildi.

3.2.8. Total Sialik Asit (TSA) Olgiimii

Perklorik Asit Cozeltisi (V/V): %S5’lik Perklorik asitten 7,04 ml alinarak

distile su bulunan balon jojeye eklendi daha sonra hacim olarak 100 ml’ye tamamlandi.
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Ehrlich Ayraci: Hassas terazi ile tartilan 5 g P-dimetilaminobenzaldehid 50
ml yogun hidroklorik asit i¢inde ¢6zdiiriildii ve distile su konularak hacimce 100 m1’ye

tamamlandi.

Sydow’un total sialik asit Olglim metoduna goére yapildi (Sydow, 1985).
Serumlardan 0,2 ml alinarak deney tiiplerine konuldu ve sonra 1,5 ml perklorik asit
¢ozeltisi eklendi. Bes dakika siiresince 100 °C’da su banyosunda kaynatildi sonra
sogutulma islemine gecildi. Tipler 2500 rpm’de santrifiij edildi. Elde edilen
stipernatantlardan temiz tiiplere 1 ml aktarildi. Daha sonra 100 °C’da 15 dakika
kaynatilmak iizere 0,2 ml Ehrlich ayraci eklendi. Kaynama sonrasi tiipler sogutuldu ve
spektrofotometrik okuma i¢in 1 ml distile su eklendi. 525 nm’de optik dansiteleri (OD)

okundu ve standart egri araciligryla degerlendirildi.

0,18

0,16 y = 0,001x + 0,0563
R2= 0,968/’
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*
0,12 /
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0,06 *
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mg/dL

Sekil 3.1. Total Sialik Asit Standart Grafigi (OD: Optik Dansite, NANA: N-asetil
noraminik asit).
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3.2.9. Histopatolojik inceleme

Nekropsi sirasinda toplanan karaciger %10’luk tamponlu formaldehit
soliisyonunda tespit edildi. Doku ornekleri ototeknikon kullanilarak rutin takip
prosediiriinden gecirilerek parafine bloklandi. Bloklardan 4-5 saat sogutulma
sonrasinda rotary mikrotom ile 5 pm kalinliginda seri kesitler alinarak hematoksilen
eozin (HE) ile boyandi. Boyama islemi kesitlerin parafininin uzaklastirilmasi igin
30’ar dakika siire ile 3 ayr1 ksilol serisinden gecirilmesiyle basladi. Ardindan %100,
96, 90, 80 ve 70’lik alkollerden sirasiyla gegirilerek dokulara su verildi. Daha sonra
hematoksilenle 15 dakika ve ardindan eozinle 3 dakika boyandi. Bunun ardindan
sirastyla %70, 80, 90, 96 ve 100’lik alkollerden gecirilen dokularin suyu alindi.
Ksilolde parlatilan dokularin {izerine entellan damlatilarak lamel yapistirildi ve 151k
mikroskobu altinda incelendi. Kamera yardimiyla incelenen dokularin goriintiileri

alind1 daha sonra bilgisayar ortamina aktarildi.
3.3. Istatiksel Hesaplamalar

Istatistiksel hesaplamalarda SPSS (Statistical Package for Social Sciences)
16.0 programi kullanildi. Elde edilen verilerin Oncelikle normal dagilim gdsterip
gostermedigi Shapiro testi kullanilarak analiz edildi. Total sialik asit verileri normal
dagilim gosterirken p>0,05 ve buna gore serum sialik asit verileri i¢in gruplar arasi
karsilastirmalar tek yonli varyans analizi (ANOVA) ile yapildi. Gruplar arasindaki
ikili farkliliklar post hoc ‘Tukey’ testi ile belirlendi. Bu veriler ortalama+standart hata

olarak gosterildi ve p<0,05 degeri anlamlilik degeri olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Deney Gruplarinda Serum AST ve ALT Seviyeleri

Deney sonunda elde edilen serum oOrneklerinde AST  seviyesi
karsilastirildiginda FB1 grubuna ait AST seviyesinin, diger gruplara gore (kontrol,
resveratrol ve resveratrol+FB;) istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artis gosterdigi
tespit edildi (p<0,05). Buna karsin kontrol, resveratrol ve FBi+resveratrol gruplari
arasindaki ikili karsilastirmalarda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilemedi

(p>0,05). Serum AST seviyeleri Tablo 4.1’de gosterilmistir.

Serum 6rneklerinin ALT seviyeleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak FB1
verilen farelerin diger gruplara gore (kontrol, resveratrol ve FBi+resveratrol) anlaml
olarak artig gosterdigi gorildii (p<0,05). FBi: haricindeki gruplar ikili
karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel agidan anlamli bir fark goriilemedi (p>0,05).

Serum ALT seviyeleri Tablo 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Deney gruplarinda serum AST ve ALT seviyeleri

Gruplar AST (U/L) ALT (mg/dl)
Kontrol 89,51+7,87 2 51,62+8,992
Resveratrol 88,30+7,752 40,66+3,22%
FB: 623,62+150,52 ° 368,00+119,16
FB1+Resveratrol 207,99+34,93 2 121,11+23,502

Gruplara ait veriler ortalamatstandart hata olarak verilmistir. ® ® Deney gruplart
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar siitun icerisindeki farkli harflerle
gosterilmistir (p<0,05).

4.2. Deney Gruplarinda Karaciger Doku TAS Seviyeleri
Karaciger dokularindan hazirlanan homejenatlar ile yapilan TAS analiz verileri
FB: grubunda kontrol grubuna goére anlamli olarak disik goézlendi (p<0,05).

FB1tresveratrol grubunun TAS degerleri, FB1’e gore yiiksek bulunsa da istatistiksel
olarak anlamli bir fark tespit edilemedi (p>0,05). Ancak FBi+resveratrol grubunun
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TAS degerleri kontrol grubuyla karsilastirildiginda kontrol gurubunun degerleri
arasinda bir fark tespit edilmedi (p>0,05). Resveratrol ile kontrol grubu sonuglari
birbirine yakin degerlerde bulundu (p>0,05). Karaciger doku TAS seviyeleri Tablo
4.2’de gosterilmistir.

Tablo 4.2. Deney gruplarinda karaciger doku TAS seviyeleri

Gruplar TAS (mmol Trolox eq./L)
Kontrol 2,58+0,33 P
FB1 1,53+0,072
Resveratrol 2,69+0,25°
FBi1+Resveratrol 2,1540,20 %

Gruplara ait veriler ortalamatstandart hata olarak verilmistir. ® ® Deney gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar siitun icerisindeki farkli harflerle
gosterilmistir (p<0,05).

4.3. Deney Gruplarinda Karaciger Doku TOS Seviyeleri

Karaciger dokularindan elde edilen homejenatlar ile yapilan TOS analizi
verileri kiyaslandiginda FB1 grubu ile kontrol grubu, FB: ile resveratrol arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriildii. FB1 grubunun TOS degerleri kontrol ve
resveratrol gruplarina gore anlamli bir sekilde yiiksek bulundu (p<0,05). FB; ile
FBitresveratrol gruplarinin TOS degerleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlaml bir fark tespit edilemedi (p>0,05). Ancak, kontrol ile resveratrol ve kontrol ile
FBitresveratrol gruplar arasinda ikili kargilagtirmalarda istatistiksel olarak bir fark

goriilmedi (p>0,05). Karaciger doku TOS seviyeleri Tablo 4.3’de gosterilmistir.
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Tablo 4.3. Deney gruplarinda karaciger doku TOS seviyeleri

Gruplar TOS (umol H20; eq./L)
Kontrol 38,40+1,202
FB1 49,77+2,50°
Resveratrol 34,92+2. 882
FB1+Resveratrol 40,86+2,71%

Gruplara ait veriler ortalamatstandart hata olarak verilmistir. ® ° Deney gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar siitun icerisindeki farkli harflerle
gosterilmistir (p<0,05).

4.4. Deney Gruplarinda Serum TSA Seviyeleri

FB1 grubu serum sialik asit verileri ile kontrol grubu serum sialik asit degerleri
karsilastirildiginda FB1 grubunda kontrole gore anlamli bir artis gdzlendi (p<0,05).
Fakat FB1 grubu sialik asit degerleri ile FBi+resveratrol grubu arasinda anlamli bir
fark goriilmedi (p>0,05). Kontrol ile FBitresveratrol gruplart karsilastirildiginda
sialik asit degerleri acisindan anlamli bir fark tespit edilmedi (p>0,05). Serum sialik

asit seviyeleri Tablo 4.4’de gosterilmistir.

Tablo 4.4. Deney gruplarindaki serum sialik asit seviyeleri

Gruplar Sialik Asit (mg/dL)
Kontrol 1358,37+76,38 2
FB: 1594,99+33,65 °
Resveratrol 1411,41+37,87 2
FB1+Resveratrol 1513,99+25,95 2

Gruplara ait veriler ortalamatstandart hata olarak verilmistir. * ® Deney gruplart
arasindaki istatistiksel olarak anlamli farklar siitun igerisindeki farkli harflerle
gosterilmistir (p<0,05).
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4.5. Histopatolojik Bulgular

Bu ¢alismada FB1’in karacigerde hiperemi ve infiltrasyonlarla karakterize
patolojik bulgulara sebep oldugu gozlenmistir. Ayrica bu grupta bazi hepatositlerde
cekirdeklerde asir1 biiyiimelere (megalokaryozis) rastlanmistir. Kontrol, resveratrol ve
FB1tresveratrol grubunda patolojik bulgu saptanmamustir. Gruplara ait histopatolojik
goriintiiler Sekil 4.1, 4.2, 4.3, 4.4’de verilmistir.

Sekil 4.1. Kontrol grubundan bir farenin karaciger goriiniimii. Normal gériinimdeki
karacigeri, HE, Bar=50pum.
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Sekil 4.2. FB: grubundan bir farenin karaciger goriiniimii. Karacigerde siddetli
hiperemi (beyaz oklar), yangisal hiicre infiltrasyonlar: (siyah ok) ve megalokaryozis
(okbast), HE, Bar = 50pm.

Sekil 4.3. Resveratrol grubundan bir farenin karaciger goriiniimii. Normal yapida bir
karaciger, HE, Bar = 50um.
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Sekil 4.4. FB1+Resveratrol grubundan bir farenin karaciger goriiniimii. Normal yapida
karaciger gortiniimii, HE, Bar = 50um.
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5. TARTISMA

Bu calismada BALB/c farelere 2,25 mg/kg dozda intraperitoneal yolla giinasir
14 giin boyunca uygulanan FB1 grubunda serum AST ve ALT diizeylerini kontrol
grubuna gore anlamli bir sekilde arttirmistir. Aminotransferazlar karaciger hasarinda
ve hastaliklarinda diagnostik olarak yaygin olarak kullanilan biyobelirteglerdir. Alanin
aminotransferaz ve AST karaciger hasar tespitinde siklikla kullanilir (McGill, 2016).
Aminotransferaz artisi, 3 farkli seviyeye gore degerlendirilir. Normalden 15 kat fazla
olanlar ciddi, normal degerinin 5-15 kat aras1 artis goriilenler orta ve normale gére 5
katindan daha az artis tespit edilenler hafif derece olmak iizere smiflandirilir.
Aminotransferazlar, karaciger kaynakli veya bazi karaciger disi nedenlerle birlikte
bazi ilaglar, bitkiler, toksinler ve kimyasallarla maruziyet sonucu yiikselebilir (Ersoy,
2012). Bu siniflandirmaya gore FB1 ¢alismamizda kontrol grubuna gore 7 kat civari

artisa neden olarak orta derece etki gostermistir.

Onceki bir calismada BALB/c farelerinde, FB1’in subkutan 2,25 mg/kg
uygulama sonucu olusan hepatotoksisitede ALT degeri, kontrol grubuna kiyasla 33 kat
artmigtir. Silymarin uygulamasi, FBi1'in neden oldugu ALT yiikselmesini %70
oraninda azalttigi goriilmiistiir. Silymarin tedavisi plazma AST yiikselmesini kontrol
seviyesine yakin bir degere diisiirmiistiir. Silymarin grubunun ALT ve AST degerleri,
kontrol grubuna benzer durumda tespit edilmistir. Karaciger hasari, apoptotik
hepatosit sayisindaki artisla dogrulanmistir (He ve ark., 2004). Bir baska ¢alismada
C57BL/6N farelerde 5 giin boyunca subkutan 0, 0,75, 2,25, 6,25 mg/kg FB1
uygulamasi sonucu doza bagli plazma AST ve ALT degerleri yiikselmis ve ALT ve
AST aktivitesi 4 ile 20 kat artis gozlenmistir (He ve ark., 2006). FB; ile farelerde
yapilan bagka bir calismada, FB1 plazma ALT ve AST aktivitelerinde, 32 ve 14 kat bir
artisa yol agmistir. (Sharma ve ark., 2006). Bu calismada kullanilan dozda (2,25
mg/kg) FB: ile 3 giin boyunca BALB/c farelerinde subkutan enjeksiyon sonucu
olusturulan hepatotoksisite deneyinde FB: grubunda kontrol grubuna gore plazma
AST ve ALT degerlerinde belirgin bir artis saptanmistir (He ve ark., 2005). Yine
calismamiza benzer bir arastirmada BALB/c farelerde 2,25 mg/kg FB1 3 giin boyunca
deri altindan enjekte edilerek tetiklenen hepatotoksisite sonucu serum AST ve ALT

degerleri kontrol fareleri ile karsilastirildiginda FB; verilen farelerde yiiksek degerlere
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ulagsmistir. (Krupashree ve ark., 2018). Yukaridaki ¢aligmalarda 2,25 mg/kg FB1’in
karaciger hasarina neden oldugu, AST ve ALT degerlerinin FB1 gruplarinda yiiksek
bulundugu bildirilmistir. Calismamizda mevcut caligmalara benzer sonuglar elde
edilmistir. Bu veriler 1s18inda ¢alismamizda 2,25 mg/kg FB1 ile 14 giin boyunca giin
asirt i.p. uygulamasi sonucu yiiksek AST ve ALT seviyeleri ele alindiginda FB1

farelerde karaciger hasarina neden olmustur.

Calismamizda sadece resveratrol (10 mg/kg) uygulanan grubun AST ve ALT
seviyelerinde kontrol grubuna gore bir fark tespit edilmedi. Sehirli ve ark. (2008),
naftalinin BALB/c farelerinde karaciger ve bobrek hasarina neden oldugu; 10 mg/kg
resveratroliin ise AST ve ALT seviyelerini anlamli bir sekilde disiirdigiini
bildirmislerdir. Resveratrol grubu AST ve ALT degerleri kontrol grubuna benzer
bulunarak, kontrol ve resveratrol grubu degerleri birbirine yakin bulunmustur. Bagka
bir ¢aligmada herbisit olarak kullanilan parakuatin karaciger hasarina neden oldugu
farelerde AST ve ALT seviyelerinde artisa yol agmistir. Resveratrolin 5 mg/kg
dozunda uygulamasi ALT degerini, kontrol grubuna gore diisiirmiistiir fakat AST
degerinde degisiklik gézlenmemistir (EI-Boghdady ve ark., 2017). Aflatoksin Bz (25
ug/kg) oral yolla verilmis siganlarda karaciger hasarina iliskin ALT ve AST
aktivitesinde anlamli bir artis belirlenmistir. Sadece resveratrol verilen gruba ait
degerler kontrol grubuna yakin degerlerde tespit edilmistir. Resveratroliin 10 mg/kg
uygulamasi sonucunda, aflatoksin B:’e karsi serum AST ve ALT degerlerinde anlaml
bir degisiklik gostermemistir (EI-Agamy, 2010). Calismamizda resveratroliin 10
mg/kg dozu fumonisin B1 indiiklii (2,25 mg/kg) AST ve ALT artisimi diisiiriirken,
diger ¢aligmada aflatoksin kaynaklit AST ve ALT artisin1 onleyememistir. Zhou ve ark.
(2019) in vitro galigmalarinda resveratroliin sigir meme epitel hiicrelerinde aflatoksin
B1’in neden oldugu oksidatif stres ve apoptozu engelledigi, sitotoksisiteyi onemli
Olciide azalttigim1 bununla birlikte aflatoksinlere kars1 dogal bir antidot olabilecegi

yoniinde goris bildirmislerdir.

Calismamizda ticari olarak temin ettigimiz TAS ve TOS kitleriyle karaciger
total antioksidan ve total oksidan durumlar1 degerlendirildi. FB1 grubundaki farelerin
karaciger dokusu TAS degerleri, kontrol grubuna gore diisiik tespit edildi. Bu veriler

sadece FBi: verilen grupta FB:’in karaciger dokusunda antioksidan savunma
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mekanizmalarimi etkileyip hiicresel antioksidan durumu zayiflattigini gostermektedir.
Sadece FB: verilen grupta karaciger dokusu TOS degerleri kontrol grubuna gore
yiiksek olarak tespit edildi. Bu durum FB1’in karaciger hiicrelerinde oksidatif strese
yol agtig1 isaret etmektedir. Deneylerde antioksidan ve oksidan seviyeleri ortaya
koymak icin cesitli analizler yapilmakla birlikte TAS ve TOS analizleri de
kullanilmaktir. Cesitli ajanlarla uyarilmis hepatotoksisite deneylerinde total
antioksidan ve total oksidan durumlarinda degisiklikler gozlenmistir. Atmaca ve ark.
(2014), ratlarda sodyum floriir ile olusturulan hepatotoksisite deneyinde giinliik
intraperitoneal 12,5 mg/kg resveratrol ile koruyucu etkileri arastirilmistir. Floriir
karaciger TAS degerini, diger gruplara gore azaltmistir. Floriir, Karaciger TOS
degerini ise diger gruplara gore yiikselmesine sebep olmustur. Resveratrol ve
florlir+resveratrol gruplart TAS ve TOS degerleri kontrol grubuna yakin tespit
edilmistir. Resveratroliin, floriire bagli oksidatif strese ve doku hasarina karsi koruma
sagladigr bildirilmistir. Diger arastirmada ratlarda cisplatin ile uyarilmis
hepatotoksisitede cisplatin grubundaki karaciger TAS degerleri, kontrol grubuna gore
diisiik, TOS degerleri ise kontrol grubuna gore yiiksek bulunmustur. Ayrica cisplatin
grubunda malondialdehit (MDA) seviyesi artmis; indirgenmis glutatyon, GPx ve CAT
seviyeleri kontrol grubuna goére diismiistiir (Bilgic ve ark., 2018). TAS ve TOS
analizleri haricinde FBi:’in 2,25 mg/kg dozunda oksidatif stres parametrelerinde
degisiklikler gozlenmistir. Farelerde tetiklenmis hepatotoksisite ve oksidatif stres
deneyinde ROS iretimi kontrol grubuna gore Onemli Olgiide artmistir. Ayrica
karaciger SOD, CAT, GPx, GSH, GRXx seviyeleri diismiis, MDA degerleri artmistir.
(Krupashree ve ark., 2018).

Resveratrol (10 mg/kg) verilen grubun antioksidan kapasitesi bir miktar
yiikselmis fakat kontrol grubuna goére bu artig anlamli bulunmamistir. Naftalin
maruziyeti sonucu antioksidan kapasite 6nemli Olgiide azalmis fakat resveratrol
uygulamasiyla birlikte antioksidan kapasite kontrol grubuna yakin bir degerde rapor
edilmistir. Resveratrol grubundaki akciger, karaciger ve bobrek dokulari glutatyon ve
MDA degerleri, kontrol grubuyla kiyaslandiginda anlamli bir fark goriilmemistir
(Sehirli ve ark., 2008). Parakuat kaynakli karaciger hasarinda MDA diizeyi artmuis,

GSH diizeyi azalmistir. Resveratroliin 5 mg/kg gavaj yontemiyle uygulanmasi sonucu
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bu diizeyleri kontrol grubu degerlerine yaklastirmistir (EI-Boghdady ve ark., 2017).
Bu caligmalar resveratroliin toksik ajanlarla indiiklenmis oksidatif stresi baskilayip

doku antioksidan kapasiteyi artirarak koruyucu etkiye sahip oldugunu gostermektedir.

Calismamizda FBy verilen grupta serum sialik asit seviyesi kontrol grubuna
gore anlamli sekilde yiiksek bulundu. FBi+resveratrol grubunda serum sialik asit
seviyesi, kontrol grubu serum sialik asit seviyesi ile karsilastirildiginda bu iki grup
arasinda anlamli bir fark gozlenmedi. Diger taraftan FB1+resveratrol verilen farelerde
serum sialik asit seviyesi sadece FB; alan farelere gore bir miktar diisiis gostermesine
ragmen bu diigiis istatistiksel olarak anlamli degildi. Fakat elde edilen verilere gore
resveratroliin FB1 kaynakli serum sialik asit artisinit normalize ettigi tespit edildi. Total
sialik asit seviyelerinin, hepatoselliiler, siroz gibi patolojik durumlarda arttig1,
karaciger hastaliklarinda tan1 ve prognoz amaglh kullanilabilecegi bildirilmistir (Arif
ve ark., 2005; Kongtawelert ve ark., 2003). ilaclar, kimyasallar gibi cesitli ajanlarla
olusturulan hepatotoksisite deneylerinde toplam sialik asit diizeylerinin arttig
saptanmustir. Yapar ve ark. (2007), BALB/c farelerde asetaminofen (parasetamol)
uygulamasi sonucu gelisen oksidatif stres ve karaciger hasarinda serum total sialik asit
diizeyi asetaminofen grubunda yiiksek bulunmustur. Antioksidan olarak bilinen L-
karnitin (L-kar), kontrol grubuna gore diisiik degerde gozlenmistir. Sialik asit
seviyelerine benzer sekilde AST, ALT, MDA degerleri kontrol grubuna gore
asetaminofen grubunda yiiksek, GSH degeri diisiik bulunmustur. Ayrica karaciger
TSA, MDA ve GSH degerleri serum parametrelerine benzer sekilde gozlenmistir. Bir
bagka arastirmada ratlarda karbon tetrakloriir (CCls) ile olusturulan karaciger ve
oksidatif hasarinda, MDA ve GSH diizeylerinde artigla birlikte sialik asit diizeyi de
kontrol grubuna gore artmistir. Antioksidan etkinligi bulunan ar siitiinlin doza baglh
olarak diistise neden olmustur. Ayrica artan AST ve ALT degerleri ari siitiiniin

dozlarina baglh olarak diismiistiir (Cemek ve ark., 2010).

Okaryotlarda hiicre yiizeyi sekerleri, daha &nce kompleks karbonhidratlar
olarak adlandirilan gilintimiizde ise glikanlar olarak bilinen glikoproteinler,
glikolipitler ve proteoglikanlar olarak bulunurlar. Memelilerde, sialik asitler dokuz
karbonlu omurgaya sahip seker olarak glikoproteinler ve glikolipitlerin terminal

uclarinda bulunur. Glikanlarin hiicresel ve molekiiler etkilesimlerinde sialik asitlerin
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onemli rolleri vardir (Schnaar ve ark., 2014). Kimyasal veya ilag ile tetiklenen
hepatotoksisite olgularinda total sialik asit diizeyleri MDA, AST, ALT gibi
biyobelirteglerle es zamanla yiikselmistir (Cemek ve ark., 2010; Yapar ve ark., 2007).
Calismamizda FB;1 grubunda da benzer durumlar gozlenmistir. Bu verilerle birlikte
total sialik asit seviyeleri FB1 kaynakli karaciger hasarinda biyobelirteg olarak
kullanilabilir. FB1 kaynakl1 oksidatif strese bagli hiicre yilizeyinde yer alan glikoprotein
ve glikolipitlerin yapilarinin bozuldugu ve bunun sonucunda serumda sialik asit

seviyesinin artisa neden oldugu diistinebilir.

Reaktif oksijen tiirlerine bagli gelisen makromolekiiler hasar ile kanser,
ndrodejenerasyon, ateroskleroz, diyabet ve yaslanma gibi hastaliklar veya biyolojik
olaylar iligkilendirilmistir. Ayrica gen aktivasyonuyla birlikte timér metastazini
arttirdig@i bildirilmistir (Ray ve ark., 2012). Oksidatif hasar, kanser baslangicini
etkileyebilir. FB1'in kanser baslatici giicii ile hepatotoksisite ve oksidatif hasarin yakin
iligkisi, kanser indiiksiyonu siiresince onemli bir etken olabilir (Gelderblom ve
Marasas, 2012). FB1’in oksidatif hasari artirdig1 yoniinde in vivo ve in vitro kanitlar
mevcuttur. FB1’in neden oldugu hepatotoksisite sonucu ROS {iretimi 6nemli 6lgiide
artmis ve oksidatif hasara iliskin parametrelerde degisiklere neden olmustur
(Krupashree ve ark., 2018). Bir bagka aragtirmada makrofajlarin membran yapisinin
bozulmasi, membran gecirgenliginin artmasi, hiicre canlilik oraninin azalmasi ve lipit
peroksidasyonuyla iligkili MDA diizeyinin artmasi gibi etkilerde bulundugu
bildirilmistir (Ferrante ve ark., 2002). Calismamizdaki artan oksidan seviye ve diisen
antioksidan seviye FB1 kaynakli oksidatif stresi gostermistir. Hiicre membranlarinda
yer alan yapilarda bulunan sialik asitlerin FB1 kaynakli serumda yiiksek bulunmasi

hiicre membran yapisinin bozulduguna dair bir isaret olabilir.

Oksidatif stres iliskili yag asidi/sfingolipit etkilesimli yolaklara bagli membran
degisiklikleri, hiicre sagkalimi sinyal iletim yollarini etkiler. FB1 kaynakl lipit ve
oksidatif degisiklikler sonucu arasidonik asit araciligiyla COX-2’yi uyarilir. Uyarilan
COX-2 prostoglandin E2 serileri sentezine aracilik eder ve hiicre proliferasyonuna
olanak saglar. Seramit sentezi engellenmesi sonucu azalan seramit nedeniyle apoptoz
engellenir (Gelderblom ve Marasas, 2012). Fumonisin, sfingolipit metabolizmasini

etkileyerek hiicre biiylimesi, farklilasma ve hiicre hasarina yol agan olaylar zincirinin
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icerisinde yer alir (Soriano ve ark., 2005). FB1’in seramit sentezini engelleyerek
seramit seviyesinin azalmasina; sfingozin ve sfinganin miktarmin artmasina daha
sonrasinda kompleks sfingolipitlerin miktarinda degisiklere neden olur (Soriano ve
ark., 2005). Resveratrol, seramit sentezini uyararak ve sfingomiyelin hidrolizi sonucu
seramit seviyesini artirdig bildirilmistir. Ayni ¢alismada seramitin metastatik kanser
hiicresinde apoptozu uyardig1 ve biiyiimeyi engelledigi bildirilmistir (Scarlatti ve ark.,
2003). Ayrica resveratrol COX-2’yi ve COX-2 aracili PGE2 sentezini engelledigi rapor
edilmistir (Hartung ve ark, 2019; Maccarrone ve ark., 1999; Subbaramaiahve ark.,
1998). Bu bilgiler ele alindiginda FB1’in sfingolipit metabolizmasina etkilerini ve
seramit sentezini engellemesini sonucu olusan veya olusabilecek aksakliklari
resveratroliin seramit sentezini uyararak FB1’in olumsuz etkilerini engelleyebilir veya
etkilerini ortadan kaldirabilir. Calismamizda FB1’in neden oldugu karaciger hasar1 ve
oksidatif hasara kars1 resveratroliin koruyucu etkileri ortaya konmaya g¢aligilmistir.
FB:’in neden oldugu toksik etkilere karsi resveratroliin etkilerine iliskin bir ¢calismaya

rastlanilmamistir. Bu konu hakkinda detayli ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu ¢alismada FB1’in karacigerde histopatolojik inceleme sonucunda hiperemi
ve yangisal hiicre infiltrasyonlar: ile karakterize patolojik bulgulara sebep oldugu
gbzlenmistir. Ayrica bu grupta bazi hepatositlerin g¢ekirdeklerinde asir1 biiylimeye
(megalokaryozis) rastlanmistir. Kontrol, Resveratrol ve FBi+Resveratrol grubunda
patolojik bulgu saptanmamistir. He ve ark. (2004), FB1 maruziyetinde apoptotik
hepatositlerin say1si artis gdstermistir bununla birlikte silymarin uygulamasi bu say1y1
biiyiikk oranda azaltmistir. Baska bir ¢alismada BALB/c farelerde FB1 uygulamasi
sonucu gelisen hepatotoksisite ¢alismasinda 1,5 mg/kg FB1 hepatositlerde hafif
vakuoler dejenerasyon, safra kanali hiperplazisi, megalositoz ve mitoz gibi dejeneratif
degisiklikler 4,5 mg/kg FB1 gruplarinda daha siddetli gozlenmistir (Sozmen ve ark.,
2014). Bir baska c¢alismada kullanilan farelerde 5 giin boyunca uygulanan 2,25 mg/kg
FB1 sonucu karacigerde baz1 degisiklikler gbzlenmis, histolojik incelemede apoptotik
hiicreler dikkat ¢ekmistir (Sharma ve ark., 2006). Bir baska ¢alismada FB1 (0,75, 2,25,
6,25 mg/kg) doza bagl olarak apoptotik hepatosit sayisinda artig goriilmiistiir (He ve
ark. 2006). FB1’in 2,25 mg/kg ve diger dozlarina bagli farelerin karacigerlerinde ¢esitli
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patolojik bulgular saptanmistir. Mevcut calismalar ve gerceklestirdigimiz calisma

FB1‘in karacigerde hasara yol actig1 histopatolojik incelemelerlede gosterilmistirr.

Arastirmamizda 10 mg/kg resveratrol verdigimiz farelerde karaciger
dokusunda herhangi bir patolojik degisiklige rastlanmamus, kontrol grubuna benzer
olarak goriintiilenmistir. Sehirli ve ark. (2008), naftalinin farelerde akciger, karaciger
ve bobrek dokusunda patolojik degisikliklere neden oldugu; 10 mg/kg resveratrol ise
bu patolojik degisikleri azaltip dokularda rejenerasyon goriildiigi bildirilmistir (Sehirli
ve ark., 2008). Floriir kaynakli hepatotoksisitede Kkaracigerin histopatolojik
incelemesinde kontrol ve resveratrol gruplarinda yapilar normal olarak saptanmustir.
Floriir+resveratrol grubunda kontrol grubuna benzer bir karaciger doku histolojisi
oldugunu; floriir grubundaki patolojik bulgular ise hidropik ve vakuolar
dejenerasyonla birlikte bazi nekrozlar tespit edilmistir (Atmaca ve ark., 2014).
Calismamizla birlikte farkli deney hayvanlarinda farkli dokularin histopatolojik
incelemesi sonucu resveratrol grubu, kontrol grubuna benzer sekilde gézlenmistir.
Yine mevcut galismalarda resveratrol gesitli ajanlarin hasarlarina karsi koruyucu

etkiler gostermistir.

Sonu¢ olarak elde edilen biyokimyasal ve histopatolojik bulgulara gore
resveratrolin FB1’in neden oldugu karaciger hasarina ve oksidatif strese karsi
koruyucu etkiye sahip oldugu gozlenmistir. Ayrica FBi kaynakli toksisite
durumlarinda serum total sialik asit seviyesinde goriilen artis FB1 i¢in biyobelirteg
olarak kullanilabilir. Resveratroliin, FB1’in toksik etkilerine kars1 koruyucu ve tedavi

edici terapatik bir ajan olarak kullanilabilecegini sonucuna varilmstir.
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6. SONUC ve ONERILER

Giliniimiizde insan, hayvan ve bitki saghigi en 6nemli konularin baginda
gelmektedir. Artan niifus gereksinimleri géz oniine alindiginda beslenmenin saglikla
iliskili oldugu giin gectikce daha iyi anlasilmaya baslanmistir. Tarlada baslayan siire¢
insan sofralarina, hayvanlarin beslenmesine kadar uzanmaktadir. Bu zincirin her
sathasinda mikotoksinler ile maruz kalma riski mevcuttur. Bitki sagligini etkileyen
mikotoksinler daha sonra hayvan ve insan sagligi iizerine de tehdit olusturmaktadir.
Canlilar tlizerine ¢esitli etkileri olan mikotoksinler arastirma konusu olmustur ve

olmaya devam edecektir.

Mikotoksinler igerisinde yer alan ve toksikolojik agidan 6nemli olan fumonisin
B1 calismamizda karaciger hasar1 ve oksidatif strese neden olmustur. Calismamizda
elde ettigimiz biyokimyasal ve histopatolojik bulgular, resveratroliin bu etkilere karsi
koruyucu ve tedavi edici etkisinin olabilecegini gostermistir. Resveratroliin
caligmamizda FB1 kaynakl karaciger hasarina karsi gosterdigi koruyucu ve terapotik
etkinin o6zellikle molekiiler diizeydeki mekanizmalarmin aydinlatilmasi daha ileri

arastirmalarla miimkiin olacagi ve literatiire katki saglayacagi diistiniilmektedir.
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