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OZET

Bu arastirma ile farelerde nodularinle (NOD) olusturulan oksidatif hasara karsi
tangeretinin (TAN) koruyucu etkinliginin arastirilmasi amaclandi. Calismada kontrol,
TAN, NOD ve TAN+NOD’un birlikte verildigi grup olmak Uzere toplam 4 grup
olusturuldu. Her bir grupta 14 adet olmak iizere toplam 56 adet Balb/c Albino erkek
fare kullanildi. Farelere ad libitum pelet yem ve su verildi. Kontrol grubundaki farelere
7 gun sureyle periton ici (p.i) % 0,1 dimetilsulfoksit (DMSO) igeren % 0,9’luk NaCl
verildi. Tangeretin tek basina 7 giin siireyle p.i 100 mg/kg/c.a./giin (% 0,1 DMSO
iceren % 0,9’luk NaCl i¢inde ¢ozdiiriilerek), NOD tek basmna 7 giin siireyle p.i 15
ng/kg/c.a/gin (% 0,9’luk NaCl i¢inde ¢ozdiiriilerek) dozlarinda hayvanlara uygulandi.
Tangeretin+NOD’in birlikte verildigi grupta bulunan farelere ise 3 giin siireyle 100
mg/kg c.a/giin TAN ve 4. giinden itibaren TAN ile birlikte 15 pg/kg/c.a/giin NOD 10.
giine kadar her giin p.i olarak uygulandi. Calisma sonunda kan ve karaciger 6rnekleri
alindi. Serum 6rneklerinde alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz

(AST), eritrositlerde ve karacigerde katalaz (CAT), glutatyon (GSH) ve glutatyon

Xii



peroksidaz (GSH-Px) diizeyleri ile serumda ve karacigerde MDA ve SOD diizeyleri
Olglldi. Ayrica karaciger oOrneklerinde histopatolojik ve immiinohistokimyasal
incelemeler yapildi. Calismada NOD verilen grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda
serum AST ve ALT degerlerinde onemli diizeyde bir artis, TAN+NOD un birlikte
verildigi grupta ise, NOD’in tek basina verildiginde artan AST ve ALT degerlerinde
onemli diizeyde bir diisiis oldugu belirlendi. Kan ve karaciger doku érneklerinde NOD
verilen grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda MDA miktarlarinda 6nemli diizeyde
bir artis; SOD, CAT ve GSH-Px enzimlerinin etkinligi ile GSH diizeylerinde ise
onemli bir diisiis tespit edildi. TangeretintNOD un birlikte verildigi grupta ise, NOD
tek basina verildiginde artan MDA miktarinda 6nemli diizeyde bir diisiis; SOD, CAT
ve GSH-Px enzimlerinin etkinligi ile GSH diizeylerinde ise 6nemli diizeyde bir artis
belirlendi. Sonug olarak NOD’un kan ve karaciger dokularinda lipid peroksidasyona
ve antioksidan savunma sistemlerinde tiikkenmeye yol actigi, NOD ile birlikte TAN
verilmesinin olusan lipid peroksidasyonu azalttig1 ve antioksidan enzimler/sistemler
tizerinde diizeltici etki gosterdigi tespit edildi. Ayrica histopatolojik ve
immunokimyasal incelemeler sonucunda da NOD’un karacigerlerde belirgin sekilde
patolojik lezyon olusturdugu ancak TAN’1n bu lezyonlar1 belirgin sekilde iyilestirdigi

saptandi.

Anahtar Kelimeler: nodularin, oksidatif stres, tangeretin, fare

Xiii
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ABSTRACT

This study aimed to investigate the protective effect of tangerine (TAN) against
oxidative damage induced by nodularin (NOD) in mice. As control, TAN, NOD and
TAN + NOD four groups were formed. A total of 56 Balb/c Albino male mice, 14 in
each group, were used in the study. Ad libitum pellet feed and water were given to
animals. As control, TAN, NOD and TAN + NOD four groups were formed. The mice
in the control group received % 0.9 NaCl containing 0.1% dimethylsulfoxide (DMSO)
intraperitoneally (p.i) for 7 days. 100 mg/kg b.w/day TAN p.i (dissolved in % 0.9 NaCl
containing 0.1 % DMSO) and 15 pg/kg b.w/day NOD p.i (dissolved in % 0.9 NaCl)
were given to animals in the TAN and NOD groups respectively for 7 days. Mice in
the group TAN+NOD were administered 100 mg/kg b.w/day TAN p.i daily for up to
3 days and then 100 mg/kg b.w/day TAN+15 pg/kg b.w/day NOD were given together
from day 4 to 10. Blood and liver samples were taken at the end of the study. In serum
samples, alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST), in
erythrocytes and liver catalase (CAT), glutathione (GSH) and glutathione peroxidase
(GSH-Px) levels and in liver MDA and SOD levels were measured. Histopathological
and immunohistochemical studies were also performed on liver samples. In the NOD-

administered group compared with the control group, a significant increase in serum
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AST and ALT levels and in the TAN+NOD group compared to the group in which
NOD was administered alone, a significant decrease in AST and ALT values were
found. In blood and liver tissue samples, a significant increase in the amount of MDA
and significant decrease in the activity of SOD, CAT and GSH-Px enzymes and GSH
levels were determined in the NOD-administered group when compared to the control
group. In the TAN+NOD group, a significant decrease in MDA levels and significant
increase in the activity of SOD, CAT and GSH-Px and in GSH levels were determined
compared to the NOD group. As a result, it was determined that NOD causes lipid
peroxidation and depletion in antioxidant defense systems in blood and liver, and TAN
administration with NOD reduces lipid peroxidation and has a corrective effect on
antioxidant systems. Histopathological and immunohistochemical studies also
revealed that NOD significantly causes pathological changes in the liver, but TAN
significantly healed these lesions.

Key Words: nodularin, oxidative stress, tangeretin, mice
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1. GIRIS

Siyanobakteriler yeryiiziindeki bilinen en eski organizmalar arasinda yer
alirlar. Fotosentez yapan prokaryotik bakterilerdir. Tuzlu, tatli ve ac1 sular ile toprakta
Ozellikle nemli ylizeylerde yaygin sekilde bulunurlar. Bir¢ogu planktonik
mikroorganizmalardir (37, 94).

Siyanobakteriler optimal kosullar altinda hizla ¢ogalirlar ve sularin yiizeyinde
kalin bir tabaka halinde yogun hiicre kiimeleri olustururlar. Bu olay siyanobakteri
patlamasi anlamina gelen “bloom” olarak adlandirilir. Siyanobakteri patlamalari bazen
o kadar yogun olur ki suya sa¢ilmis parlak yesil boyay1 andirirlar (3, 98). Son yillarda
plansiz yerlesim ve endiistrinin hizla gelismesi; deniz, gol, baraj golii ve akarsu gibi
su kaynaklarmin yogun olarak kullanilmasina, su kalitesinin bozulmasina ve
siyanobakteri patlamalarinin olusumuna sebep olmaktadir (105). Sicak iilkelerde
sulardaki Otrofikasyonla iligkili olarak siyanobakteri patlamalarinda artis oldugu

bildirilmistir (11).

Siyanobakteri tiirleri tarafindan sentezlenen toksinler siyanotoksinler olarak
adlandirilir. Yapisal olarak 2000 c¢esit siyanobakteri tiirii tespit edilmistir; fakat
bunlarin 40’1 insan ve hayvanlar i¢in zararli olabilecek diizeyde toksin
tiretebilmektedir. Toksin tireten baslica siyanobakteri cinsleri Microcystis, Nodularia,
Anabaena, Oscillatoria, Aphanizomenon, Cylindrospermum, Cylindrospermopsis ve
Nostoc’dur (15). Nodularinler (NOD) ve mikrosistinler siyanotoksinler icinde en

yaygin bulunanlardir (28, 37).

Nodularin, Nodularia spumigena (N. spumigena) turi siyanobakteriler
tarafindan sentezlenen ve genellikle aci-tuzlu géllerde bulunan, insan ve hayvanlarda
giiclii karaciger toksini olarak bilinen bir siyanotoksindir (94). Bu toksin karaciger
hiicrelerinde doniisiimsiiz olarak serin/tireonin (protein) fosfataz (PP) PP1, PP2A ve
PP3’iin etkinligi engelleyerek etki gdsterir. Bu enzimler kanser olusumunu baski altina
alan enzimlerdir (11, 37, 112). Nodularin hem bu enzimlerin etkinligini engelleyerek
hem de superoksit anyonu (O2¢) ve hidroksil radikalleri (OHe) gibi reaktif oksijen

tiirleri (ROS) olusturarak karacigerde hasara sebep olmaktadir. Bu serbest radikaller
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de organizmada lipidlerin, proteinlerin ve DNA’nin peroksidasyonuna sebep olarak

oksidatif hasar meydana getirmektedirler (11).

Son yillarda ¢esitli hastaliklarin patogenezinde rol oynayan oksidatif hasari
onlemede flavonoidler gibi dogal antioksidanlarin rolii ve kullanim1 konusuna artan
bir ilgi vardir (92). Turunggillerden elde edilen polimetoksillenmis flavonlarin (PMF)
antioksidan, yangi dnleyici, antialerjik, damar genisletici, kanser Onleyici ve antiviral
olmak iizere ¢esitli biyolojik aktivitelere sahip olduklar1 belirtilmistir (52, 61, 62). Son
yillardaki arastirmalar PMF’lerin, hidroksillenmis flavonlara kiyasla, daha fazla timor
oOnleyici, anti-metastatik ve antiinvaziv 6zelliklere sahip oldugunu gostermistir (61, 62,
115). Turunggil kabugunda bulunan bir PMF olan tangeretin (TAN), flavonlarda
bulunan hidroksillenmis gruplarin polimetilasyonuyla olusur. Yapisinda bulunan
metoksi gruplart bilesigin lipofilikligini ve bdylece bagirsaklardan emilimini artirir.
Ayrica karacigerde biyotransformasyona ugramaya karsi daha dayanikli olmasin
saglar, dolayistyla biyoyararlanimi artirir. Tangeretin in vivo Ve in vitro yangi dnleyici,
antioksidan, kanser onleyici (akciger, meme, kolorektal, gastrik, agiz i¢i gibi gesitli
kanser tirlerinde) ve antidiyabetik etkinlik gosteren bir flavonoiddir (68, 89). Bu
arastirma ile farelerde NOD’la indiiklenen oksidatif hasara kars1 TAN’in koruyucu

etkilerinin arastirilmasi ve literatiire yeni bilgiler kazandirilmasi1 amaglanmistir.
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2. GENEL BIiLGILER

2.1. Siyanobakteriler ve Siyanotoksinler

Siyanobakteriler igerdikleri, fikosiyanin ve diger pigmentlerden dolayr mavi-
yesil goriintirler ve “mavi-yesil algler” olarak adlandirilirlar. Siyanobakteriler
yerylizlinde sicak su kaynaklarindan Antartika’nin soguk topraklarina kadar genis bir
yayilim gosterirler (39). Siyanobakteriler klorofil a ve gesitli aksesuar pigmentleri
sayesinde fotosentez yapan prokaryotik organizmalardir (113). Bu canlilar evrimsel
acidan biiyilk Oneme sahiptir. Ayrica atmosferdeki ¢oziinmiis oksijen oraninin

artmasindan sorumlu organizmalar olduklar diistiniilmektedir (39).

Siyanobakterilerde gercek bir zarla ¢evrili ¢ekirdek ve diger organeller
bulunmaz (113). Cekirdek zar1 olmadigindan DNA ve aksesuar pigmentleri
sitoplazmada daginik halde bulunur ve ribozomlar1 prokaryotlara 6zgu 70 S yerine 80
S’liktir (116). Siyanobakterilerin hiicre duvari Gram-negatif mikroorganizmalardaki
gibi peptidoglikan yapisindadir (15). Siyanobakteriler diger bakterilerden fotosentez
yapabilmeleri ve oksijen iiretebilme 6zelligine sahip olmalar1 bakimindan farklilik
gosterirler (113). Zarla cevrili cekirdekleri olmadigindan “bakteri”, fotosentez
yapabilme kabiliyetlerinden dolay1 “alg” olarak siniflandirilirlar (116).

Butlin siyanobakteriler klorofil-a i¢erdiklerinden yesil ve ¢ogu da fikosiyanin
ve allofikosiyanin gibi fikobiliproteinler icerdiklerinden mavi rengi alarak, bu
organizmalara 6zgi mavi-yesil renge sahip olurlar. Fikobiliproteinler tilakoid
(fotosentetik) zar iizerinde fikobilizomlar olarak adlandirilan yapilarda bulunurlar. Bu
yapilar fotosentez reaksiyonlarinin II. merkezi (klorofil a I. merkez) olarak kabul edilir
(113).

Siyanobakteriler zara-bagimli organelleri olmamasina ragmen, gesitli hiicresel
yapilara ve sitoplazmik cisimciklere sahiptir. Bu yapilar fikobilizomlar1 igeren
fotosentetik tilakoid zarlar, hiicrenin ortasinda bulunan sitoplazma ve niikleik asit
bolgesidir (sarmal DNA). Bu hiicreler glikojen graniilleri (karbon depolar1), sanofisin
graniilleri (aspartik asit ve arginden olusan nitrojen depolar1), fotosentetik enzim
deposu olarak gorev yapan ribuloz 1,5-bifosfat karboksilaz/oksijenazdan olusan

karboksizomlar ve polifosfat graniilleri gibi ¢esitli besin ve metabolit depolarini ihtiva
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ederler. Bu sitoplazmik cisimcikler hiicrelerin enerji ve besin biriktirmesine yardime1
olurlar. Cesitli planktonik cinslerde binlerce gaz kesecikleri bulunur. Bu kesecikler
acik sularda yasayan siyanobakter tlrlerinde yaygin olarak goruliir. Protein
molekiillerinden olusan bu yapilar sayesinde canli, keselerin i¢indeki gaz miktarini
degistirerek suda istedigi derinlikte durabilir. Gaz kesecikleri fotosentez igin
siyanobakterinin 151k kaynagma dogru ilerlemesini ve bdylece hiicre ya da

kolonilerinin canliliginin siirdiiriilmesini saglar (113, 116).

Siyanobakteriler tek hiicreli veya ¢ok hiicreli ipliksi yapidadir (Sekil 2.1) ve
hiicre buyiikliigii 0,5-60 pm'ye kadar degisebilir. Siyanobakterilerde eseyli tireme
goriilmez. Uremeleri vejetatif bolinmeyle veya sporlar araciligiyla olur (116). Kamgili
siyanobakterilerin ¢ogu fizyolojik, tireme ya da ekolojik rol oynayan farkli hiicre
tipleri tretebilirler. Bu formlar i¢inde en iyi bilinen formu heterosisttir. Kamgili
heterosist igeren siyanobakteri tiirleri, fotosentezin yaninda azot tutma 6zelligine de
sahiptir. Bu kalin ¢eperli hiicrelerde nitrojenaz enzimi bulunur, bu enzim azot gazini
amonyaga ve sonra da aminoasite doniistiirlir. Bu hiicre tipi havanin serbest azotunu

tutabilme yetenegi icin gerekli degildir. Bagka bir spesifik formu da uygun olmayan

kosullar altinda doniistiigii akinet (spor hiicreleri) formudur (113).

Sekil 2.1. Burdur G6lii’'nden elde edilen N. spumigena ipliklerinin mikroskopta ¢ekilmis genel
goruntimleri (56).

Siyanotoksinler kimyasal yapilarina gore halkasal peptidler, alkaloidler ve
lipopolisakkaritler (LPS) olmak iizere ii¢ gruba ayrilir (39, 98). Siyanobakteriyel
toksinler ve etkiledikleri hedef yapilar Tablo 2.1°de sunulmustur.

19



Siyanobakteri hiicrelerinin parcalanmasi ya da lmesi sonucu siyanotoksinler
serbest hale gecer. Bazen sularda siyanobakteri sayist az oldugu halde, siyanotoksin
duzeyleri oldukca yuksek olabilir (98). Siyanobakterilerin toksin Gretimini genetik
faktorler (siyanobakter tiiri) ve cevresel kosullar (suyun sicakligi, pH’s1 ve besin
yogunlugu) etkiler. Su sicakligi, fosfor ve azot miktar1 arttiginda toksin {iretimi artar.
Yapilan c¢esitli aragtirmalarda, N. spumigena patlamalarinin ve siyanotoksin
diizeylerinin 6zellikle Temmuz ve Agustos aylarinda arttig1 belirtilmistir (55, 72, 73,
98).

Tablo 2.1. Siyanobakteriyel toksinler ile etkiledikleri hedef yapilar (39).

Toksin grubu Memelilerdeki hedef yapilar Siyanobakteriler

Halkasal peptidler

Mikrosistinler Karaciger Microcystis,
Anabaena,
Planktothrix,
Nostoc,
Hapalosiphon,

Anabaenopsis

Nodularinler Karaciger Nodularia
Alkaloidler
Anatoksin-a Sinir sinapslari Anabaena,

Planktothrix (Oscillatoria),

Aphanizomenon

Silindrospermopsin Karaciger Cylindrospermopsis,

Aphanizomenon,
Umezakia

Saksitoksin Sinir aksonlar1 Anabaena,
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Aphanizomenon,
Lyngbya,
Clindrospermopsis

Lipopolisakkaritler Maruz kalan dokular Siyanobakterilerin tamami

2.1.1. Nodularinler
2.1.1.1. Kaynaklar1 ve Habitat1

Nodularinler, kam¢ili ve planktonik bir siyanobakteri olan N. spumigena

tarafindan sentezlenen ve genellikle aci-tuzlu gollerde bulunan siyanotoksinlerdir (94).
2.1.1.2. Kimyasal Yap1 ve Ozellikleri

Nodularinler ilk olarak 1988 yilinda tanimlanmis ve yaklasik olarak 9 farkl
cesidi kesfedilmistir (11). Nodularinler halka yapisina (-D-MeAsp-L-Arg-Adda-D-
Glu-Mdhb) sahip pentapeptid bilesiklerdir. Molekiil agirligi 824 Daltondur. Yapida
bulunan MeAsp, D-eritro-pB-metilaspartik asit; L-Arg, L-arginine; Adda,
(2S,3S,8S,9S)-3-amino-9-metoksi-2,6,8,-trimetil-10-fenildeka-4(E),6 (E)-dienoikasit;
D-Glu, D-glutamik asit; Mdhb, 2-(metilamino)-2-(Z)-dehidrobiitirik asittir (Sekil 2.2)
(94, 112). Nodularinler yapisal ve biyolojik etkinlik bakimindan mikrosistinlere
benzer, zincirinde bes aminoasit bulunmasiyla ve halka yapisinin daha kiiciik

olmasiyla mikrosistinlerden ayrilirlar (11, 37).

Nodularin-R siyanobakteri patlamalarinda ilk ve en fazla bulunan NOD
formudur. Guniimiize kadar dogal olarak olusan dokuz NOD-R izoformu rapor
edilmistir: Lineer NOD-R, NOD-V (arjinin yerine L-valin grubu, motuporin), NOD-
Har (arjinin yerine L-Homoarjinin), Adda’nin 6Z-stereoizomerini iceren bir toksik
olmayan izoformu (Adda’nin C6-C7 ¢ift bagi cis yapisina sahip), li¢ dimetillenmis
izoformu (Adda yerine DMAdda, D-MeAsp yerine D-Asp, Mdhb yerine dhb),
[MeAdda®]NOD ve [Glu*(OMe)]NOD’da fazladan metil grubu yer alan iki izoformu
(11, 94, 112).
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Sekil 2.2. Nodularin-R’nin kimyasal yapis1 (112).

Nodularinlerin toksisitesinin D-Glu karboksil grubunun serbest olmasina ve
Adda’nin 6E ¢ift baginin bulundugu halka yapisina bagli olarak olustugu belirtilmistir.
Nodularinlerin bazi ¢esitleri sentetik olarak da elde edilmistir, ancak yalnizca NOD-R

ticari olarak mevcuttur (11).
2.1.1.3. Cevresel Birikimi ve N. spumigena patlamalari

Tatli sulardaki siyanobakteri patlamalari Microcystis, Anabaena, Planktothrix,
Oscillotoria, Anabaenopsis, Nostoc, Aphanizomenon cinslerine mensup tlrler
tarafindan yaygin olarak sekillenmekte iken, aci-tuzlu sulardaki siyanobakteri
patlamalari ise sadece N. spumigena tarafindan ve daha seyrek sekillenmektedir (17,
73, 98). Fakat son yillarda tatli sularda da N. spumigena patlamalar1 bildirilmistir (2).
N. spumigena’nin baskin oldugu aci-tuzlu-sodali géller genelde dogrudan su temini
amac¢h kullanilmadigindan, bu alg tlizerine yapilan ¢aligmalar smirli sayidadir.
Nodularia patlamalar1 Tiirkiye’de tatli (2) ve ac1 gollerde (30, 53, 55), Avustralya ac1
gollerinde (34, 77), Amerika tuzlu gollerinde (5), Baltik Denizi’nde (33, 44, 47, 57,
72,73, 74, 75, 110) ve Hazar Denizi’nde (80) bildirilmistir. Tiirkiye’de N. spumigena
patlamalarmin ac1 sularda ilk olarak Haziran 1996 yilinda Bafa Golii'nde (53), tath
sularda ilk olarak Iznik Gélii’nde olustugu belirtilmistir (2). Burdur Golii’niin 2000°1i
yillardan bu tarafa 6trifikasyon siirecine girdigi géz oniine alindiginda N. spumigena

patlamalariin arttig1 goriilmistiir (30, 55) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Burdur Golu N. spumigena patlamalar1 (30.07.2011) (55).

Cesitli arastirmacilarin alg ve su orneklerinde tespit ettikleri NOD diizeyleri

Tablo 2.2. ve Tablo 2.3’de sunulmustur.

Tablo 2.2. Alg 6rneklerindeki NOD yogunluklari.

Bolge, Zaman NOD yogunluklari Kaynaklar
Iznik Golii, Haziran-Agustos 2005 578 uglg Akcaalan ve ark. (2)
Gdansk Korfezi, 1994 <2,6 mg/g Mazur-Marzec ve ark.
2001 <3,5 mg/g 73
2003 <2,8 mg/g
2004 <3,8 mg/g
2005 <1,9 mg/g
Finlandiya Korfezi, Temmuz 2003 0,2-1,3 mg/g Karlsson ve ark. (49)

Gdansk Korfezi, 2001

2002

3 000-3 520 ug/g

5-919 ug/g

Mazur-Marzec ve
Plinski (72)
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Vistula Nehri Swibno c¢ikisi,

Temmuz sonu, 2002

Baltik Giriginde Sound ve Kage
Korfezi, Haziran- Eylil 2002

Finlandiya Korfezi, Agustos 2000

Cape Town yakininda Zeekoevlei

sinir1, 1995

Orielton  Lagund,

Ocak-Nisan 1993

Tazmanya,

Finlandiya Korfezi ve Bothnia
Korfezi, 1990-1991

712 ugl/g

9,8 £ 7,0 mg/g

0,2-60 mg/g

3,47 pg/mg

2 000-3 500 pg/g

0,3-18,1 mg/g

Mazur-Marzec ve
Plinski (72)

Henriksen (33)

Laamanen ve ark. (59)

Harding ve ark. (32)

Jones ve ark. (43)

Kononen ve ark. (57)

Tablo 2.3. Su 6rneklerindeki NOD yogunluklari.

Bolge, Zaman

NOD Yogunlugu

Kaynaklar

Burdur Go6lii, Mayis-Kasim 2011
Kuzey Baltik Denizi, 2000-2007

Gdansk Korfezi, 2005

Gdansk Korfezi, 2005

Finlandiya Korfezi, 2005

4,82 ug/L
70-2 450 pg/L

1,9-3 964 pg/L

<0,1 pg/L
6,8 ng/L
<0,1 pg/L
0,6 pg/L
0,8 ug/L
0,1 pg/L

0,3 pg/L

Kocasari ve ark. (55)
Kankaanpéé ve ark. (47)

Mazur-Marzec ve ark.
(74)

Mazur-Marzec ve ark.
(75)

Mazur-Marzec ve ark.
(75)
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Gdansk Korfezi, 2004-2005 0,3+0,1 pg/dm3 Mazur-Marzec ve ark.
<0,1-2,9 pg/dm? (73)
25,852 + 107 pg/dm?
<34,5 pg/dm?
4,2 + 0,2 ug/dm?
0,9 + 0,2 pg/dmd
3964 + 125 pg/dm?
2 688 + 312 pg/dm?®
68-95 ug/dm?
<2 pg/dmd
Baltik Denizi’nin farkli alanlari, 258 ug/L Luckas ve ark. (67)
Temmuz 2003 228 pgiL
149 pg/L
804 ug/L
404 pg/L
166 pg/L

158 pg/L

Baltik Giriginde Sound ve Koge 4-565 000 ng/L Henriksen (33)
Korfezi, Haziran- Eylil 2002

25



Tablo 2.3. Su 6rneklerindeki NOD yogunluklari (devamu).

Bolge, Zaman

NOD Yogunlugu

Kaynaklar

Gdansk Korfezi, 2001- 2002

Kuzey Baltik Denizi, Finlandiya
26 Temmuz 2001

Kuzey Baltik Denizi, Finlandiya
26 Temmuz 2001

Kentucky Golu, ABD, 2002

Bati Finlandiya Korfezi, Baltik
Denizi, Agustos 1999

Alexandrina Goli ve Albert Golu,
Ekim 1994-May1s 1995

90-18 135 pg/L
<12,6 pg/L
0,3 pg/L
0,6 pg/L

0,24 pg/L

0,61 pg/L

<0,5 ppb

<0,5-2,6 ug/L

0,02-1,7 pg/L

Mazur-Marzec ve Plinski
(72)

Spoof ve ark. (109)

Spoof ve ark. (109)

Oehrle ve ark. (85)

Kankaanpéé ve ark. (46)

Heresztyn ve Nicholson
(34)

2.1.1.4. Etki mekanizmasi

Nodularinlerin etki mekanizmasi mikrosistinlere olduk¢a benzemektedir.

Birincil hedef organ karacigerdir. Nodularinler hidrofilik yapiya sahip olduklar1 igin

omurgali canlilarda hiicreye basit tasinma ile giremezler. Nodularinler omurgali

canlilarda hiicrelere adenozin trifosfata (ATP)-bagiml tasiyicilarla girerler. Asidik

yapiya sahip olduklarindan spesifik olmayan organik anyonik bir tasiyici (safra asit

tastyici gibi) ile bagirsak epitel ve karaciger hiicrelerine girerler (94, 112). Hiicre i¢ine

girislerinin ardindan PP1, PP2A ve PP3 enzimlerinin etkinligini giiglii bir sekilde

engellerler, proteinlerin hicre iskeletinde fosforilasyona sebep olurlar ve bu durum

karaciger hiicrelerinde sekil bozuklugu ile sonuglanir (11, 37, 94). Nodularinler PP1

ve PP3’lin etkinligini, PP2A’ya kiyasla daha yiliksek oranda engellemektedirler.

Mikrosistinler fosfatazlara kovalent olarak baglanirken, NOD’lar kovalent bag ile
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baglanmaz, ancak bu durum inhibisyon etkinliklerini etkilemez. Yapilarindaki Adda
grubu NOD’larin toksisitesi i¢in ¢ok Onemlidir. Bu grup, enzimlerin hidrofobik
kismiyla etkileserek ve susbtratin aktif kisma ulagsmasini engelleyerek inhibisyonu
gergeklestirir. Bu inhibisyon sonucu, hiicresel proteinlerin fosforilasyonu artmaktadir.
Hiicrelerin ortasinda bulunan ipliksi yapilar olan sitokeratin 8 ve 18’in
fosforilasyonuna bagli olarak, hiicre iskeleti yeniden sekillenmekte ve bunun
sonucunda da tiim hiicre yapisinda degisiklikler olusmaktadir (11). Bu degisiklikler
sonucunda komsu hiicreler arasindaki temas azalir, siniizoidal kapiller damarlar
dayanikliligimi kaybeder ve bunun sonucunda karacigerde i¢ kanamalar ve ciddi

fonksiyon bozukluklarina bagli 6liimler meydana gelir (11, 94).
2.1.1.5. Canhilar Uzerine Etkileri

Nodularinler insan ve hayvanlarda giiglii karaciger toksinleridir (94). Yapilan
calismalar NOD’larin en yliksek miktarda karacigerde, bunu takiben bagirsaklarda
biriktigini gostermektedir (39, 87). Safra asidi gibi spesifik olmayan organik anyon
tastyicilar ile ince bagirsak ve karaciger hiicrelerine etkin tagimayla girmektedirler.
Karacigerde hiicre iskelet diizeninde bozulma, lipid peroksidasyon, hiicre zarinin
biitiinliiglinde bozulma, DNA nin ¢ift sarmal yapisinda bozulma ve kirilmalar, doku
6liimii, nekroz ve i¢ kanamalara yol acarlar. Canlinin kan kaybina bagli olarak gelisen
sok sonucu hayatin1 kaybetmesine sebep olurlar (11, 94). Nodularinler mikrosistinlere
gore daha kiiciik halkasal yapiya sahip oldugundan, karaciger hiicrelerine daha kolay
girebilmektedirler. Bu durum NOD’larin karsinojenik o6zelliklerinin daha fazla

olmasinin sebeplerindendir (11).

Insanlar siyanotoksinleri igme, kullanma ve aritilmis sularla dogrudan ya da
besinler aracigiyla dolayli yoldan alirlar. Laboratuvar hayvanlar ¢aligmalar sirasinda
denek olarak kullanildiklar igin, vahsi ve evcil hayvanlar ise insanlar gibi igme ve
kullanma sulartyla NOD’lara maruz kalirlar (11, 98). Son yillarda yapilan
caligmalarda mavi-yesil alg igeren sucul canlilarin insanlar tarafindan yenilmesi
sonucu zehirlenme vakalari bildirilmistir (98). Simdiye kadar insanlarda NOD ile ilgili
zehirlenmelere bagli olarak 6liim olaylar1 bildirilmemis olmasina ragmen, uzun siireli

temaslarda alerjik reaksiyonlar, deride tahris ve sindirim sistemi rahatsizliklarinin

27



(kusma, ishal) goriildiigi belirtilmistir (2, 72). Tablo 2.4 ile 2.5°de vahsi, evcil ve

laboratuar hayvanlarinda goriilen zehirlenme vakalari sunulmustur.

Tablo 2.4. Vahsi ve evcil hayvanlardaki zehirlenme vakalari.

Vakalar

Kaynaklar

1878 yilinda Australian Golii’'nde koyun, at, domuz ve kopek

olimleri

1974°te Avusturalya bir ¢iftlikte 650 hayvan bulunan bir siiriide
3-4 yaslarinda ileri donem gebe 33 koyunun 6limii

Giiney Afrika’da 1 kopegin 6limii

1984°te Temmuz-Agustos aylarinda Saaremaa Adasi’nin

15 km’lik kiy1 alanindaki merada 2 buzaginin 6liimii

1990°da Almanya Banter Denizinde 2 kdpegin 6liimii

1997°de Finlandiya Korfezi’nde 2 kopegin 6liimii

Francis (25)

Main ve ark. (70)

Harding ve ark. (32)

Olli (88)

Nehring (81)

ICES (40)

Tablo 2.5. Laboratuvar hayvanlarinda goriilen zehirlenme vakalari.

Vakalar

Kaynaklar

Bir deney sirasinda 3 koyun ve 2 kobayin 6limii
Nodularin ODs p.i dozu 50 pg/kg c.a. alan bir farenin 6lumi
Nodularin ODs p.i dozu 60 pg/kg c.a. alan bir farenin 6lumdi

N. spumigena’dan elde edilen toksinin p.i 70 pg/kg c.a doz alan

bir farenin 8limu

Acik denizden toplanan siyanobakter patlamalarinin 6rneklerini

alan farelerin 6lUima

Main ve ark. (70)
Eriksson ve ark. (22)
Carmichael ve ark. (9)

Runnegar ve ark. (102)

Sivonen ve ark. (108)
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Bir deney sirasinda alabalik karacigerinde artan derisimlerde Kankaanpdd ve ark.
NOD benzeri bilesiklerin birikmesi (45)

ODso: Oldiiriicii Dozs p.i: periton ici
2.1.1.6. Oksidatif stres tizerine etkisi

Nodularinler O2¢~ ve OHe gibi ROS olustururlar ve bu radikaller de
organizmada lipidlerin, proteinlerin ve DNA’nin peroksidasyonuna sebep olarak
oksidatif hasara sebep olurlar. Nodularinle indiiklenmis oksidatif stresin mekanizmasi
tam olarak aydinlatilamamis olsa da, mikrosistinlerle NOD’larin ROS induksiyon ve
oksidatif DNA hasar kinetiginin birbirinden farkli oldugu kanitlanmistir. Disaridan
alinan desteklerle de koruyucu etki saglanabilecegi gibi, organizmanin oksidatif strese
kars1 kendi koruma sistemi de mevcuttur. Bu sistemler superoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi antioksidan enzimlerdir. Bu
enzimler biyotransformasyon yoluyla oksidatif hasara karsi koruma olustururlar. Sucul
canlilarda (balik, midye, su piresi gibi) NOD’larin biyotransformasyonu, glutatyonun
(GSH) tiyol grubunun glutatyon S-transferaz (GSH-T) ile N-metil dehidrobutirik asit
kalintilarina konjugasyonuyla baglar. Bu birlesmenin iiriinleri ya mevcut sekliyle ya
da y-glutamil sistein konjugatiyla iglenerek atilir. Bunun sonucunda suda ¢oztnurlik

artar ve GSH ile konjugasyon toksinlerin atilimina yardimeci olur (11).
2.1.1.7. Nodularin ile yapilan toksisite calismalar:

Sigan karaciger hiicre kiiltiirlerinde NOD’un 24 saat oldiriicii doz (ODso)
degeri 62 ng/ml’dir. Sigan karacigerlerinin toksik olmayan dozlarda 2 ya da 10 ng/ml
NOD’a 3, 24 ya da 48 saat maruziyet sonucunda oksidatif stresin olustugu tespit
edilmistir (112). Nodularin memelilerde spesifik bir karaciger zehridir. Yuksek
dozlarda akut maruziyeti takiben karacigerde kanamalara ya da karaciger yetmezligine
bagl olarak 6liime sebebiyet vermektedir. Nodularin-R igin farelerde periton ici (p.i)

ODso’si 30-50 pg/kg iken, NOD-Har icin farelerde p.i ODso canli agirliga 70 pg/kg’dir
(9).

Erkek Swiss farelere NOD p.i % 0,9’luk fizyolojik tuzlu su ig¢inde 1, 5 ve 10
ug/kg c.a. dozunda 7 gilin boyunca verilmistir, 5 ve 10 ug/kg c.a. gruplarinda
karaciger/canli agirlik oraninin anlamli sekilde arttigi ve SOD, CAT, GSH-PxX
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etkinliklerinin anlamli sekilde azaldigi tespit edilmistir. Bu etkiler NOD’un
toksisitesine bagli olarak gelisen oksidatif hasari isaret etmektedir (63). F344 7 haftalik
siganlardan olusturulan gruplara, tek sefer p.i fizyolojik tuzlu su enjeksiyonunun 2
hafta sonrasinda, 2 giin giinde bir kez p.i 25 pg/kg c.a. NOD verilmis, serumda
testosteron seviyelerinde diisiis ve serumda diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) tespit
edilmistir. Testosteron seviyesindeki diisiisiin olas1 sebeplerinin hipofiz bezinin
fonksiyon bozuklugu ya da NOD’un testislerde direk toksisitesine bagli olarak Leydig

hlcrelerinde gerceklesen programli hiicre 6liimiiniin oldugu vurgulanmistir (93).
2.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, yoriingelerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron
tagityan atom veya atom gruplaridir. Enerji liretimi sirasinda, metabolik islemlerde ve
elektron transferinde iiretilmektedirler (26). Serbest radikallerin ¢ogu kararsiz ve
oldukg¢a reaktiftir. Diger molekiillerden elektron alabilir veya baska molekiillere
elektron verebilirler, bu sekilde ylkseltgeyici veya indirgeyici gibi davranabilirler
(66). Eslesmemis elektron igermeleri bu molekiillerin reaktif, kisa yar1 omiirlii ve

kararsiz olmasina neden olmaktadir (118).

Serbest radikaller hiicrelerde devamli olarak enzimatik ve enzimatik olmayan
reaksiyonlar sonucu olusur. Enzimatik tepkimeler; hicresel solunum sirasinda,
fagositoz olayiyla, prostaglandin sentezinde ve mikrozomal enzim sisteminde
gerceklesebilir. Ayrica serbest radikaller oksijen ile organik molekiiller arasindaki
enzimatik olmayan reaksiyonlarda da olusturulabilir. Hiicre homeostazinin muhafaza
edilmesi, sinyal transduksiyonu, gen ekspresyonu ve reseptorlerin aktivasyonu gibi
fonksiyonlar1 kapsayan siireclerin diizenlenmesindeki 6nemli bilesiklerdir (38). Fakat
bu serbest radikaller ve diger ROS’lar, canli viicudundaki normal temel metabolik
stirecler sonucu ya da ¢esitli ksenobiyotiklere maruziyet nedeniyle fazla miktarlarda
olusabilirler. Hiicrelerde ve dokularda asir1 iiretimleri sonucu oksidatif stres
durumunun ortaya ¢ikmasina ve bdylece bir¢cok hastaligin olusmasina sebep olan
oksijen igeren serbest radikallerden en 6nemlileri; OHe, O2¢", hidrojen peroksit (H20z2)

ve singlet oksijendir (66).
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2.2.1. Superoksit Anyonu

Superoksit anyon radikali, enzimatik reaksiyon, oto-oksidasyon reaksiyonu ve
bir elektronun molekiiler oksijene aktarildigi enzimatik olmayan elektron transfer
reaksiyonlar1 ile ¢ogunlukla mitokondri igerisinde iiretilir. Stiperoksit iireten enzimler;
ksantin oksidaz, lipoksijenaz, siklooksijenaz ve nikotinamid adenin dinikleotit fosfat
(NADPH)’a bagli oksidazlardir. Diisiik pH'da O2¢” veya hidroperoksil radikali (HOO»)
gibi iki sekilde bulunabilir. Hidroperoksil radikali en énemli formdur ve yiiklii forma
gore (O2*) fosfolipid katmanlarindan kolayca girebilir. Fizyolojik pH altinda en ¢ok
goriilen form Oe~dir. Indirgeyici madde olarak hareket edebilir ve Fe™'iin Fe*?ye
indirgendigi sitokrom-c ve demir-etilen diamintetraasetik asit (Fe-EDTA) gibi demir
komplekslerini azaltir. Ayrica yiikseltgeyici madde olarak hareket edebilir ve askorbik
asit ve tokoferolu oksitleyebilir (97, 111).

O2+e 2 0y
O, + Fe*2> Fe™ + O+ (oto-oksidasyon)
2.2.2. Singlet Oksijen (*O2)

Elektronik olarak uyarilmis, yari-kararli molekiiler oksijen formudur ve
oldukga reaktiftir. Notrofil ve eozinofillerin aktivasyonu ile in vivo iiretilir. Ayrica
lipoksijenazlar, dioksijenazlar ve laktoperoksidazlar gibi enzimlerle katalize edilen
bazi enzimatik reaksiyonlarla da olusur. Doymamis yag asitleri ile reaksiyona girerek
ROQe radikali olusturabilir. DNA ve doku hasarina neden olabilen oldukg¢a gii¢lii bir
oksitleyici ajandir (97, 99).

2.2.3. Hidrojen Peroksit (H202)

Hidrojen peroksit, SOD tarafindan katalize edilen reaksiyon sonucu in vivo
olarak olusur. Serbest radikal degildir, ancak nispeten diisiik konsantrasyonlarda
hlicrenin hasar gérmesine neden olabilir. Fakat daha ytiksek seviyelerde gliseraldehit-
3-fosfat dehidrogenaz gibi hiicresel enerji iireten enzimlerin etkinligini engeller.
Biyolojik membranlara kolaylikla niifuz edebilir. Hidrojen peroksit DNA (zerinde
direkt etki gostermez. Fakat DNA'ya ge¢is metallerinin varliginda OHe Ureterek zarar
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verebilir. Katalaz ve GSH-Px, H20.’yi ortadan kaldirabilen baslica antioksidan
enzimlerdir (97, 76).

2.2.4. Peroksil Radikali (ROO¢)

Canli organizmalarda oksijen kaynakli olusur. Peroksil radikalinin en basit
sekli, Oz¢ protonlanmasi ile olusandir. Toplam Oz¢'nin yaklasik % 0,3'U tipik bir
hiicrenin sitozoliinde protonlanmis formdadir. Yag asidi peroksidasyonunu baslatir ve

olusan hasarin ilerlemesine yol agar (97).
2.2.5. Hidroksil Radikali (OHe)

Hidroksil radikali, hidroksit iyonunun nétr seklidir ve oldukga reaktif bir
serbest radikaldir. DNA, proteinler, lipidler ve karbonhidratlar dahil olmak tizere hem
organik hem de inorganik molekiiller ile giiclii bir sekilde reaksiyona girebilir ve
hiicrelerde diger ROS'larin yapabileceginden ¢ok daha ciddi hasarlara neden olabilir.
Hidrojen peroksitin metal iyonlariyla reaksiyona girdigi, siklikla ferritin ve
seruloplazmin gibi farkli proteinlerle kompleks halinde baglandigi Fenton
reaksiyonunda olusur. Oksidatif stres kosullar1 altinda, asir1 O2¢ ferritinden demirin
serbest kalmasina sebep olur ve serbest kalan demir, OHe olusturmak i¢in Fenton
reaksiyonuna katilir. Ayrica, Haber-Weiss reaksiyonu adi verilen bir reaksiyonda da

O3+ ve H20; arasindaki reaksiyon ile olusur (64, 97).

Fe?+ H,02, - Fe™ + OH + OHe Fenton reaksiyonu

02« +H,02, > 02+ OH + OHe Haber-Weiss reaksiyonu
2.3. Oksidatif Stres

Oksijenli solunum yapan organizmalarda serbest radikal olusumunu 6nlemek
ya da kontrol altinda tutmak ve serbest radikallerin yikici etkilerine kars1 korunmak
i¢in antioksidan savunma sistemleri gelismistir. Antioksidan mekanizmalar ve oksidan
etkenler oksidatif denge halinde bulunur. Bu antioksidan mekanizmalarin yetersiz
kaldig1 durumlarda denge bozulur ve oksidatif stres olusur (50, 111). Hiicrelerde ve
dokularda asir1 ROS iiretimi sonucu olusan oksidatif stresi antioksidan sistem notralize

edemez ve sonucta serbest radikaller lipidler, proteinler ve DNA'yla etkilesime
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girerek, doku ve zarlarda hasara yol acarak bir dizi hastaligin (kanser, yangi, diyabet,
yasa bagli goz hastaligi, Parkinson vb.) baslamasina neden olur (4, 50, 54, 111).
Oksidatif stres olustugunda, hiicreler oksidan etkilerini ortadan kaldirmaya ve
savunma enzimleri, transkripsiyon faktorleri ve yapisal proteinleri kodlayan genlerin
aktivasyonuyla redoks dengesini tekrar kazanmaya caligirlar (6). Oksidatif stresin
tespit edilmesi i¢in organizmanin tamaminin oksidatif hasar altinda olmas1 gerekmez.
Belli bir organ, doku veya zarin hasara ugramasi tespit i¢in yeterlidir. Oksidatif stresle
beraber olusan ROS tipine bagli olarak DNA, lipid ve protein gibi hiicre bilesenlerine
zarar verirler. Lipidler ROS’un toksik etkilerine karsi en duyarli yapilardir ve serbest
radikallerden en fazla lipidler etkilenmektedir. Serbest radikaller hiicre zarinin enzim
ve reseptorlerine kovalent baglanir ve hiicrenin tasima 6zelligi bozulur. Hiicre zarinda
bulunan ¢oklu doymamis yag asitleriyle yiiksek oranda tepkimeye girer (31, 84, 100).
Doymamis yag asitleri hiicre zarinin akigkanligini saglamaktadir. Tepkime sonucu
olusan hasardan dolay1 akigkanlikta azalma olur ve lipid gecirgenligi artar. Boylece
lipoproteinler kana geger. Doymamis yag asitlerinin yiikseltgenmesi olayr “lipid
peroksidasyon” olarak adlandirilmaktadir (29, 83). Lipid peroksidasyonu sonucunda
lipid peroksitler ve malondialdehit (MDA) olusur. Malondialdehit kii¢iik molekiillii
olup kolay difiize edildigi icin DNA ile kolaylikla reaksiyona girer. Lipid
peroksidasyonu, oksidatif hiicresel hasarin ve yaslanmanin 6nemli bir biyolojik
sonucudur. Antioksidan korumanin yetersiz kaldig1 ve lipid peroksidasyonun arttigi
durumlarda organizmada epoksitler Uretilmektedir. Epoksitler hicrelerdeki
nlkleofilik yapilarla reaksiyona girerek sitotoksik, alerjik, mutajenik ve karsinojenik
etkiler olusturabilirler. Bu yapilar, oksidatif stres, lipid peroksidasyonu, DNA hasar,
hlcre blyUmesinin engellenmesi veya hiicre 6lumi gibi olumsuz etkilere yol acabilir
(4,101, 118).

2.4. Antioksidan Enzimler/Sistemler

Organizmadaki serbest radikal olusumunu ve meydana gelebilecek hasari
onleyen maddelere antioksidan adi verilir. Antioksidanlar hem hiicre iginde hem de
hiicre dis1 sivida bulunarak serbest radikal hasarin1 6nlemektedir. Birincil etkileri zar
yapisindaki doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu engellemesidir (119).

Antioksidanlar olusan serbest radikalleri kararli hale getirir, serbest radikal iireten
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kimyasal reaksiyonlar1 durdurur veya reaksiyon hizini azaltir ve oksidatif hasar

gormiis molekiillerdeki olugan hasarlar1 onarir (50).

Reaktif oksijen tiirleri fazla miktarda dretildiginde ve savunma
mekanizmalarin yetersiz kaldigr durumlarda oksidatif stres belirtileri goriilmektedir.
Bu nedenle, dis kaynakl1 antioksidanlarin uygulanmasi, bu oksidatif stresin iistesinden
gelmede yardimcr olabilir. Serbest radikaller ve antioksidanlar konusundaki son
gelismeler, saglik agisindan umut vaat etmektedir. Son yillarda bilim insanlari
antioksidan aktivitesi yiiksek olan ve toksik olmayan dogal bilesiklerin arastirilmasi
lizerine ¢aligmalarini yogunlagmistir (23, 31). Antioksidanlar serbest radikalleri
ortadan kaldiran, hidrojen ve elektron verici, enzim baskilayic1 ve metalleri baglayici
maddeler olarak gorev yaparlar. Antioksidanlarin iki temel etki mekanizmasi vardir.
Birincisi, antioksidanin, sistemlerdeki serbest radikallere bir elektron vererek etki
ettigi zincir kirma mekanizmasidir. Ikincisi, zincir baslatic1 katalizoriin etkinligini
engelleyerek ROS baslaticilarin (ikincil antioksidanlar) uzaklastirilmasini igeren
mekanizmadir. Ayrica antioksidanlar, elektron verme, metal iyonu selasyonu veya gen
ekspresyon regililasyonu gibi farkli mekanizmalarla biyolojik sistemlere etki

edebilirler (66).
2.4.1. Superoksit Dismutaz

Superoksit dismutaz, O2¢’i O2 ve H202’ye doniistiiren enzimdir. Aerobik
hicrelerin hepsi SOD icerir. Enzim hicrelerdeki Oz¢’yi etkisizlestirir ve zararl

etkilerinden korur. Oksijen kullanimi yiliksek olan dokularda SOD aktivitesi daha
yuksektir (48, 50).

2.4.2. Katalaz

Katalaz, H20: ile reaksiyona girerek H20 ve O2 olusturur. Hidrojen peroksitin

yiiksek yogunlukta oldugu durumlarda daha yiiksek aktiviteye sahiptir (31).
2.4.3. Glutatyon Peroksidaz

Yapisinda selenyum igeren bir enzim olan GSH-Px, H20- ile hidroperoksitlerin

indirgenmesini saglar. Glutatyon peroksidazin aktivitesindeki azalma sonucunda H20O>
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birikmesi ve hiicre hasar1 ortaya ¢ikar. Oksidatif strese karst en etkili antioksidan

oldugu bilinmektedir (26).
2.4.4. Glutatyon

Glutatyon, GSH-Px ve GSH-R enzimleri ile H20.'yi H.O ve O karsi
detoksifiye etmeye ve islevsel biitlinliigii i¢in gerekli olan indirgenmis durumda

bulunan proteinlerin sisteinil-tiyol gruplarimi korumaya yardime1 olur (79).
2.5. Turuncgil Flavonoidleri

Gidalardaki ¢esitli biyoaktif bilesenlerin canlilarin sagligi iizerinde ¢ok yonlii
etkileri vardir (19). Flavonoidler dogada her yerde bulunan bitkisel kaynakli ve cesitli
farmakolojik 6zellikleri olan polifenolik bilesiklerdir (65). Flavonoidler, genellikle
turuncgillerde bulunan gicek ve meyve renginden sorumlu pigmentlerdir. Bunlar
diisitk molekiil agirlikli bilesikler olup, bitkiler alemi i¢inde sekonder metabolitler

seklinde yaygin olarak bulunurlar (13).

Bu polifenolik bilesikler bazik karakterde olup, 15-karbon atomlu kimyasal
iskelete sahiptirler. Flavonoidler C6-C3-C6 heterosiklik iskelet yapisini igeren 2-fenil-
benzo-y-piron ¢ekirdegine sahiptir ve heterosiklik piron halkasina (C) baglanan iki
benzen halkasindan (A ve B) olusurlar (Sekil 2.4) (65). Glnimizde, 9000'den fazla
flavonoid tanimlanmistir ve bunlarin bazilar1 klinik olarak kullanilmaktadir. Temel
flavonoidlerin iskelet yapisina ¢ok sayida hidroksil ve metoksil grubunun baglanmasi
sonucu farkli bilesik sentezlenmektedir (13). Turunggillerden elde edilen flavonoidler,
C4°de bir karbonil grubu iceren bir benzo-y-piron yapisina sahiptir (65). Turunggil
flavonoidleri heterosiklik (C3) halkanin oksitlenmesine gore flavanonlar, flavonollar,

flavonlar ve PMF’lere ayrilirlar (14).

Sekil 2.4. Turuncgil flavonoidlerinin temel kimyasal yapis1 (13).
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Turunggil flavonoidlerinde 60’dan fazla flavonoid c¢esidi tanimlanmistir.
Flavanonlar en c¢ok bulunan flavonoidlerdir, bunlar1 flavonlar, flavonollar ve

antosiyaninler (sadece kan portakallarinda) izlemektedir (13).
2.5.1. Polimetoksiflavonlar

Turunggiller flavonlar bakimindan oldukga zengindir ve 6zellikle PMF A, B
ve C halkalarinda genellikle en az 4 adet metoksi grubuna sahiptirler (Sekil 2.5).
Polimetoksiflavonlar 6zellikle Citrus cinsine bagli portakal ve mandalinada yuksek
yogunlukta bulunur. Simdiye kadar turunggillerden 20 ¢esit PMF izole edilmistir.
Polimetoksiflavonlarin miktar1 ve ¢esidi turunggilin tiiriine gore degiskenlik gosterir.

Portakalda bulunan ana PMF’ler TAN ve nobiletindir (51, 65).

OMe

MeO R,

OMe

Sekil 2.5. Polimetoksiflavonlarin kimyasal yapisi (13).
2.5.1.1. Tangeretin

Kimyasal yapis1 4°,5,6,7,8-pentametoksiflavon olan TAN, turuncgillerin
kabuklarinda yiiksek yogunluklarda bulunan bir PMF’dur (Sekil 2.6). Kimyasal yapisi
C20H2007, molekiil agirlig1 372 g/mol’dir (96).

Sekil 2.6. Tangeretinin yapisi (61).
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Tangeretin insan ve sican karacigerlerinde sitokrom P450 sistemi ile
demetilasyona ugrar (8, 114). Breinholt ve ark. (7) hem in vivo hem de in vitro
calismalarda TAN’in 3 ana metabolitini tanimlamislardir. Bunlar 4-
desmetiltangeretin, 3,4-dihidroksi-5,6,7,8-tetrametoksiflavon ve 6,4-dihidroksi-5,7,8-
trimetoksiflavon’dur. Nielsen ve ark. (82) sicanlarda TAN’in tekrarlanarak gavajla
verilmesini takiben yaptiklari biyotransformasyon ¢alismasinda idrar ve diskida hem
ana hem de diger metabolitlerini tespit etmislerdir. Si¢an idrarindaki ana metabolitleri
4-desmetiltangeretin ve 3,4-dihidroksi 5,6,7,8-tetrametoksiflavondur. Bu sebeple
TAN’1n 4-metoksi grubunun demetilasyon igin ana bolge ve 3-konumunun Faz 1
enzimleri tarafindan yiikseltgenme ve kopma i¢in en uygun alan olabilecegi
diisiiniilmektedir (65). Ozellikle antioksidan ve yangi énleyici zellikleriyle dikkat
ceken TAN’1in son yillarda yapilan galismalarda kanser Onleyici, hipolipidemik,
antialerjik ve antimikrobiyal etkileri oldugu da belirtilmistir (89, 96).

Omar ve ark. (89) si¢anlarda cis-platinle indiiklenen akut karaciger hasarina
karst TAN’1n koruyucu etkinligini arastirmiglardir. Tangeretinin timor nekroz faktor
a (TNFa)’y1 baskiladigi, interlokin-10 (IL-10) arttirdigi, MDA, nitrik oksit (NO) ve
nikleer faktor (eritroid turevi-2) benzeri-2 (Nrf-2) diizeylerini azalttigi, GSH ve GSH-
Px diizeylerini yeniden yapilandirdigi tespit edilmistir. Arastirmacilar TAN’1n
yangiyl, oksidatif hasar1 ve apoptotik hiicre o6limiinii onledigini belirtmislerdir.
Lakshmi ve Subramanian (62) 7,12 dimetilbenz-a-antrasen (DMBA) ile meme kanseri
olusturulan sicanlarda bobrek dokularindaki oksidatif hasar iizerine TAN’1n koruyucu
etkinligini aragtirmiglardir. Tangeretinin bobrek dokusunda enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidan diizeyleri arttirdig1, lipid peroksidaz diizeyleri ile DNA hasar1 ve
yangisal sitokinleri 6nemli Olclide azalttigr belirtilmistir. Benzer sekilde mRNA,
protein ve immunohistokimyasal analizlerde TAN’1n, bobrekte yangisal sitokinler ve
proteinlerin diizeylerini azalttigini, Nrf2/Keap 1 ekspresyonunu énemli 6lglide normal
diizeylerine getirdigini bildirmislerdir. Dimetilbenz-a-antrasenin Oz+", OH+ ve NO gibi
cesitli serbest radikallerin olusumunu indiikledigi, bunun sonucunda bdbrek
hiicrelerinde ve makromolekiillerde hasar olustugu belirtilmigtir. Tangeretinin
antioksidan 6zelligi vasitasiyla serbest radikallerin olusumunu engelledigi ve olusan

hasarlar1 6nledigi tespit edilmistir.
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Periyasamy ve ark. (96) 7,12 DMBA ile meme kanseri olusturulan si¢canlarda
meme dokularindaki tumoral olusumlar ve oksidatif hasar {izerine TAN’1n koruyucu
etkinligini aragtirmislardir. Arastirmacilar bu amagla kontrol, DMBA, TAN+DMBA,
DMBA+TAN ve TAN verilen gruplar olmak iizere 5 grup olusturmuslar. DMBA
verilen grupta NO ve MDA gibi oksidatif stress parametrelerinde artma, SOD, CAT,
GSH-Px ve GSH gibi antioksidan sistemlerinde 6nemli diizeyde azalma oldugunu
tespit etmislerdir. Tangeretin’in DMBA’dan 6nce ve sonra verildigi gruplarda NO ve
MDA duzeylerinde o6nemli dizeyde azalma, SOD, CAT, GSH-Px ve GSH
duzeylerinde artma oldugunu belirtmislerdir. Tangeretinin tek basina verildigi grupta
kontrole goére antioksidan enzim diizeylerinde o©nemli degisiklik olmadigini

bildirmislerdir.

Shu ve ark. (106), TAN’1n LPS ile uyarilan primer sican mikrogliasinda ve
BV-2 hicrede mikroglial aktivasyonu baskiladigini gostermistir. Tangeretinin
RAW264. 7 hiicrelerinde LPS ile indiiklenen NO iiretimini azalttig1 belirtilmistir (12).
Chen ve ark. (10) IL-1p ile indiiklenen mitojen-aktif protein kinaz (MAPK), c-Jun N-
terminal kinaz (JNK) ve Akt P38 etkinligi baskilayan siklooksijenaz-2 (COX-2)
ekspresyonunun TAN ile baskilandigini bildirmislerdir. Tavsan sinoviyal hiicrelerinde
IL-1 ile induklenen 6n MMP-9/projelatinaz B (retiminin TAN ile baskilandigi
belirtilmistir.

Flavonoidlerin yangi oOnleyici etkilerinin organizmada olusan serbest
radikalleri yok etmesiyle iligkili oldugu belirtmistir. Siiperoksit radikali gibi serbest
radikaller organizmada fazla miktarda olugmaktadir. Bu radikaller daha reaktif ve
hasar verici radikallere doniisebilir. Ornegin O+ su ya da ferri demir iyonu varliginda
Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonlar1 sonucu hizla OH radikaline doniisiir (65).
Flavonoidlere olan farmakolojik ilgi, Fazilatun ve ark. (24) bazi flavonoidlerin Oz*’yi

yok ettigini tespit etmesiyle baslamistir.

Flavonoidlerin hiicre cogalmasin1 onleyici etkilerinin karsinogenezi ve
anjiyogenezi engellemeleri sonucu olustugu belirtilmistir. Tangeretinle ilgili
giivenilirlik ¢alismalarinda organ fonksiyonlarimi olumsuz etkilemedigi ve
genotoksisiteye yol a¢madigi bildirilmistir (96). Tangeretinin, akciger (10) ve

kolorektal karsinoma hiicrelerinde hiicre ¢cogalmasini engelledigi (91), mide kanser
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(20) ve 16semi hiicrelerinde apoptozu indiikledigi (35), aortik diiz kas hucrelerinde
proliferasyon ve metastazi engelledigi (104) saptanmistir. Ayrica TAN’1n sinir hicre
koruyucu (16) ve hipolipidemik (58) ve in vitro ksenobiyotik kaynakli genotoksisiteye
kars1 giiglii bir engelleyici etkinligi (60) oldugu bildirilmistir.
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gereg
3.1.1. Kimyasal Maddeler

Isofluran (Adeka),

Nodularin (Enzo ALX-350-061-C250),

Tangeretin (Sigma T8951),

SOD kit (Rat superoxide dismutase ELISA kit SRB-T-84380),
Potasyum sodyum tartarat (Merck SK.M108087),
Nikotinamid adenin dintkleotid fosfat rediiktaz (NADPH) (TCI T0521),
Sodyum dodesil stlfat (SDS) (Sigma L3771),

Sodyum potasyum tartarat (Sigma-Aldrich S2377),
Bakir sulfat (CuSOa) (Aldrich 451657),

Etilen diamin tetraasetik asit (EDTA) (Sigma E5134),
Sodyum hidroksit (NaOH) (Merck 106482),

Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4) (Merck 104873),
Asetik asit (Smyras 64-19-7),

Butanol (B4800/17),

Trikloroasetik asit (TCA) (Merck 100810),

Disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4) (Merck 106580),
Ditiyobisnitrobenzoik asit (DTNB) (TCI D0944),
Tiyobarbitlrik asit (TBA) (Sigma T5500),

Glutatyon rediiktaz (GSH-R) (Sigma G3664),
t-Butilhidroperoksit (Aldrich 458139),

Sodyum klortr (NaCl) (Merck 106400),

Piridin (Sigma-Aldrich 270970),

Tris (Sigma T1503),

Indirgenmis glutatyon (Sigma G4251),

Hidrojen peroksit (H202) (Merck 107209).
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3.1.2. Cihazlar ve Laboratuvar Malzemeleri

ELISA okuyucu (ELx800, Biotek),
Sogutmali santrifilj (Eppendorf-5810R),
Magnetik karistirict (IKA-RH Basic 2),
Vorteks (Yellowline TTS2),
Homojenizator (IKA),

Otoanalizor (gesanChem-200),

Su banyosu (Memmert WNB 14),

pH metre (Metrohm 704),
Spektrofotometre (Shimadzu-1700),
Hassas terazi (BX 4200H),

Analitik terazi (Shimadzu AY-220).

3.2. Yontem
3.2.1. Etik
Arastirma, Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Rektorliigii Hayvan

Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 21/09/2016 tarihli toplantisinda alinan 21 nolu karar
dogrultusunda gergeklestirildi.

3.2.2. Hayvan Materyali

Arastirmada kullanilan fareler Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Deney
Hayvanlar1 Uretim ve Deneysel Arastirma Laboratuvari’ndan temin edildi ve ayni

yerde deneysel uygulamalar gergeklestirildi.
3.2.3. Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Deney Protokolii

Bu arastirmada kontrol, TAN, NOD ve TAN+NOD birlikte verildigi grup
olmak iizere toplam 4 grup olusturuldu. Her bir grupta 14 adet olmak (izere toplam 56
adet (yaklasik 25-30 g agirhiginda 10-12 haftalik) Balb/c Albino ki erkek fare
kullanildi. (Tablo 3.1). Hayvanlara ad libitum pelet yem ve su verildi. Hayvanlar 12
saat aydinlik 12 saat karanlik periyodunda 21-23 °C sicaklik ve % 60-80 nem
ortaminda tutuldu. Deneme siresi boyunca hayvanlara % 24 ham protein, % 6,19 ham

selliloz ve 3100 Kcal/kg metabolik enerji iceren fare pelet yemi verildi.
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Hayvanlara verilen NOD dozu Lankoff ve ark. (2002), TAN dozu ise Omar ve
ark. (2016) yaptiklar aragtirmalardan yararlanilarak belirlendi. Tangeretin % 0.1’lik
dimetilstlfoksit (DMSO) igeren % 0,9’luk NaCl, NOD ise % 0,9’luk NaCl iginde

cozduruldu ve maddelerin hepsi p.i uygulandi.

Tablo 3.1. Arastirmadaki gruplara verilen maddeler ve verildigi giinler.

Deney Gruplar1  Verilen maddeler Verildigi
gunler
Kontrol % 0,1 DMSO igeren % 0.9’luk NaCl p.i 4-10.
TAN 100 mg/kg/c.a/giin p.i (% 0, 1 DMSO igeren % 0.9’luk 4-10.
NaCl)
NOD 15 pg/kg/c.a/giin p.i (% 0.9°luk NaCl) 4-10.
TAN+NOD Ik 3 giin 100 mg/kg/c.a/giin TAN p.i 1-10.

4. guinden itibaren 100 mg/kg/c.a/giin TAN p.i +
15 ug/kg/c.a/giin NOD p.i.

3.2.4. Orneklerin Toplanmasi

Calisma 11. glinde sonlandirildi, hayvanlarin tamami % 2-3 oraninda izofluran
(inhalasyon) ile anesteziye alinarak kalpten kan alma islemi gerceklestirildi.
Hayvanlar anestezi altindayken servikal dislokasyon yontemi ile 6tenazi edildi, kan ve

karaciger 6rnekleri alindi.
3.2.5. Kan ve Doku Analizleri

Direkt olarak tiiplere alinan kanlar 4000 devirde 10 dakika santrifiij edildi ve
serumda aspartat aminotransferaz (AST) ve alanin aminotransferaz (ALT) degerleri
otoanalizor ile 6lgildi. Hemoglobin (Hb) degerleri ve hemolizatin hazirlanmasi igin

kanlar KsEDTA igeren tiiplere alindi. Hemoglobin degerlerine otoanalizor ile bakildi.
3.2.5.1. Eritrositlerin Yikanmasi ve Hemolizatin Hazirlanmasi

Kan K3EDTA igeren tiiplere alinip 4 °C’de 4000 devirde 5 dakika santrifij
edilerek plazma kismi ayrildi. Analiz yapilincaya kadar -20 °C saklandi. Kalan kisma
hacminin 3 kati oraninda tuzlu fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 7,4) eklendi ve 4000

devirde 5 dakika siireyle santrifiij edilip iistte kalan kisim atildi. Bu islem ayni1 sekilde
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3 kez tekrarland1 ve 1 ml eritrosit kismindan alinarak 1:1 hacimde tuzlu fosfat tampon

¢ozeltisi eklendi. Ornekler analiz asamasina kadar -20 °C’de saklandi.
3.2.5.2. Karaciger Dokularinin Homojenizasyonu ve Homojenatin Hazirlanmasi

Karaciger dokulari ilk 6nce % 0,9’luk NaCl ile yikandi ve dokular 1:5 oraninda
hazirlanan tampon ¢ozeltisi (140 mM KCI, 10 mM NaHCO3, 3 mM KH2PO4 ve 2 mM
K2HPO4/L; 950 ml deiyonize suda ¢ozdiiriilerek 5 N NaOH ile pH’s1 7,2 ye ayarlandi
ve 1000 ml’ye tamamland) ile sulandirilarak homojenize edildi. Ornekler analiz

asamasina kadar -20 °C’de saklandi.

Eritrositlerde ve karaciger dokusunda CAT ve GSH-Px aktiviteleri ve GSH
diizeyleri ile serumda ve karaciger dokularinda SOD aktivitesi ve MDA diizeyleri

olgalda.
3.2.5.3. Suiperoksit Dismutaz Analizi

Serum ve karaciger orneklerindeki SOD aktiviteleri ticari kit (Rat Super
Oxidase Dismutase ELISA Kit SRB-T-84380) kullanilarak yapildi. Analiz Kkitte
belirtilen prosedire gore gergeklestirildi. Standart kuyucuklarina standart
soliisyonlarindan 50 pl, 6érnek kuyucuklara ise 40 pl serum/doku 6rnegi +10 pl SOD
antikoru konuldu. Sonra bu kuyucuklarin iizerine 50 pl Streptavidin-HRP ¢0zeltisi
ilave edildi. Blank kuyucuklari bos birakildi. Mikropleyt 37 °C’de 60 dakika bekletildi.
Kuyucuklar yikama ¢ozeltisi ile 5 kez yikandi. Her bir kuyucuga sirasiyla 50 pl
kromojen A ¢ozeltisi ve 50 pl kromojen B ¢ozeltisi ilave edilerek 37 °C 10 dakika
karanlikta bekletildi. Ardinda kuyucuklara 50 pl stop ¢Ozeltisi konularak iyice
karistirildi ve 450 nm’de 10 dakika icinde ELISA okundu. Serum ve doku érneklerinde
Olglilen SOD aktivitesi sirasiyla U/ml ve U/g protein olarak ifade edildi.

3.2.5.4. Katalaz Analizi

Eritrosit ve karaciger doku oOrneklerinde CAT aktiviteleri Aebi’nin (1)
bildirdigi yonteme gore yapildi. Katalaz analizinin prensibi, ortama eklenen H202 nin
Orneklerdeki CAT’mn tarafindan pargalanmasi esasina dayanir. Homojenat veya
hemolizattan 50 pl alind1 ve tizerine 200 pl distile su eklendi (1:5 oraninda seyreltildi).

Bu karisimdan 50 pl alinarak 4950 ul fosfat tamponu ilave edildi ve 1:100 oraninda
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ikinci seyreltme yapildi (toplam seyreltme orant 1:500). Es zamanli olarak kor ve
ornek icin 2 ml siipernatant alindi, kdre 1 ml fosfat tampon ¢ozeltisi, drnege ise 1 ml
H20,-PBS ¢ozeltisi eklendi. Absorbanslar 240 nm’de kore karsi 0. ve 30. saniyelerde
spektrofotometrede okundu. Eritrosit ve doku orneklerinde dlglilen CAT aktivitesi

sirasiyla k/g Hb ve k/g protein olarak ifade edildi.
3.2.5.5. Glutatyon Peroksidaz Analizi

Eritrosit ve karaciger doku orneklerindeki GSH-Px aktiviteleri Paglia ve
Valentine’nin (90) bildirdigi yonteme gore yapildi. Yontemin prensibi, kofaktor olarak
kullanilan NADPH varliginda GSH-Px tarafindan iiretilen okside GSH’in, GSH-R
tarafindan indirgenmesi esasina dayanir. Analizde kor ve ornek tiiplere sirastyla 100
pl Tris-EDTA (1 M Tris tamponu ve 5 uM EDTA ile hazirlandi), 20 ul 0,1M
indirgenmis glutatyon, 100 pul 10 U GSH-R, 100 pl 2 pM NADPH, 10 pl
hemolizat’/homojenat ve distile su (kére 670 pl, 6rnege 660 pl ) ilave edilerek 37 °C’de
10 dakika bekletildi. Reaksiyon ornek tiplere 10 pl 7 puM t-bdtilhidroperoksit
eklenmesiyle baslatildi. Ardindan 340 nm’de 0. ile 150. Saniyelerde
spektrofotometrede 6l¢iim yapildi. Eritrosit ve doku Orneklerinde 6lgliilen GSH-Px
aktivitesi sirasiyla U/g Hb ve U/g protein olarak ifade edildi.

3.2.5.6. Glutatyon Analizi

Eritrosit ve karaciger doku orneklerinde GSH diizeyleri Sedlak ve Lindsay’in
(103) bildirdigi yontem esas alinarak yapildi. Bu yontemin prensibi, bir tiyol bilesigi
olan GSH’1in DTNB ile reaksiyona girip distlfit bagin1 kirarak 5-tiyo-2-nitrobenzoik
asit (TNB) maddesini olusturmasi esasina dayanir. Glutatyon analizinde 700 pl
hemolizat (kor i¢in distile su) alindi ve lizerine 700 ul % 15°lik TCA ilave edilerek
2500 devirde 5 dakika santrifiij edildi. Sonra 500 pl siipernatant alinarak {izerine
sirastyla 2 ml Tris-EDTA ve 100 pl 0,01 M DTNB eklenerek 5 dakika oda
sicakliginda  bekletildi. Daha sonra absorbans kore karsi 412 nm’de
spektrofotometrede okundu. Eritrosit ve doku orneklerinde olgllen GSH dizeyi
sirastyla U/g Hb ve U/g protein olarak ifade edildi.
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3.2.5.7. Malondialdehit Analizi

Serum ve karaciger doku 6rneklerinde MDA diizeylerinin 6l¢limii Ohkawa ve
ark. (86) bildirdigi yonteme gore yapildi. YOntemin prensibi asidik ortamda
tiyobarbitiirik asit ile lipid peroksidasyonun son iiriinii olan MDA’ ’nin olusturdugu
pembe renkli tirlintin spektrofotometrik olarak 6lglimii esasina dayanir. Analiz igin 200
ul serum/doku homojenizati alinarak tizerine 100 pl % 8,1 SDS ilave edildi ve 10
dakika oda sicakliginda bekletildi. Kor i¢in distile su kullanildi. Sonra iizerine sirasiyla
750 ul % 20’lik asetik asit (pH: 3,5) ve 750 pl % 0,6 TBA eklendi. Kaynar su
banyosunda 60 dakika bekletildi ve oda sicakliginda sogumaya birakildi. Daha sonra
2,5 ml butanol:piridin (15:1) karisimi eklenerek organik (pembe) tabaka ayrildi.
Absorbans spektrofotometrede 532 nm’de kore karsi okundu. Serum ve doku
orneklerinde 6lgulen MDA duzeyleri sirasiyla nmol/ml ve nmol/g protein olarak ifade
edildi.

3.2.5.8. Karaciger Orneklerindeki Total Protein Analizi

Dokulardaki total protein yogunlugu Gornal ve ark. (27) bildirdigi Biiiret
metoduna gore yapildi. Yontemin prensibi Biiiret ayracinda bulunan Cu*? nin
proteinlerin yapisindaki azot atomlar1 ile mavi renkli kompleks olusturmasi ve bu
kompleksin 540 nm’de absorbansinin Ol¢iilmesine dayanmaktadir. Analizde 1 ml
homojenat iizerine (kor icin 1 ml su ilizerine) 4 ml Biiiret ayiract (Na-K
tartarat+CuSOa) karistirilarak oda sicakliginda 30 dakika bekletildi. Absorbans 540

nm’de spektrofotometrede okundu.
3.2.5.9. Histopatolojik ve Immunuhistokimyasal inceleme

Nekropsi sirasinda toplanan karaciger oOrnekleri % 10’luk tamponlu
formaldehit solisyonunda 2 giin bekletilerek tespit edildi. Leica ASP300S model
ototeknikon kullanilarak rutin takip prosediiriinden gegirilen Ornekler parafine
bloklandi. Bloklardan, 4-5 saat sogutulmanin ardindan Leica 2155 rotary mikrotom ile
5 um kalinliginda seri kesitler alinarak histopatolojik ve immunohistokimyasal olarak
incelemelerde kullanildi. Normal lama alinan kesitler hematoksilen eozin (HE) ile
boyandi. Bu islem i¢in karaciger kesitleri parafinin uzaklastirilmasi i¢in 30’ar dakika

stire ile 3 ayr1 ksilol serisinden gegirildi. Ardindan sirasiyla % 100, 96, 90, 80 ve 70’lik
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alkollerden gegirilerek dokulara su verildi. Daha sonra hematoksilenle 15 dakika ve
ardindan eozinle 3 dakika boyandi. Bunun ardindan sirasiyla % 70, 80, 90, 96 ve
100’1k alkollerden gegirilen dokularin suyu alindi. Ksilolde parlatilan dokularin

tizerine entellan damlatilarak lamel yapistirildi ve mikroskop altinda incelendi.

Immunohistokimyasal incelemeler i¢in parafine gomiilmiis karaciger
dokularindan 4 kesit alinarak kaspaz-3, prolifere hiicre ntikleer antijeni (PCNA), iINOS
(indiklenebilir nitrik oksit sentetaz) ve TNF-o antiserumu kullanilarak boyandi.
Immunohistokimyasal incelemeler igin primer ve sekonder antikorlar Abcam
(Ingiltere) firmasindan temin edildi. Primer antiserum olarak aktif kaspaz-3 icin [Anti-
Caspase-3 antibody (ab4051), 1/100 dilisyon], PCNA icin [Anti-PCNA antibody
(ab1819), 1/100 diliisyon], INOS icin [Anti-INOS antibody (ab15323), 1/100
diluisyon] ve TNF-a i¢in [Anti-TNF alpha antibody (ab6671), 1/100 dillisyon]
kullanildi. Sekonder kit olarakta EXPOSE Mouse and Rabbit Specific HRP/DAB
Detection IHC kit (ab80436) kullanildi. Immunoperoksidaz ydntem igin streptavidin-
biotin kompleks peroksidaz metodu uygulandi. Kesitler ksilol ve dereceli alkollerden
gecirilerek deparafinize ve rehidre edildi. Dokular 10 dakika stireyle PBS ¢ozeltisi ile
yikandi. Daha sonra dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesini gidermek amaciyla
% 3’liikk metanoldeki H20: ile 20 dakika muamele edildi. Dokular 2 defa 10’ar dakika
siireyle PBS’de yikandi. Ardindan dokular non spesifik boyamalar1 6nlemek amaciyla
normal serumda 45 dakika stireyle tutuldu. Bu asamadan sonra yikama yapilmadan
dokulara primer antiserumlar dokiildii ve bir gece bekletildi. Daha sonra dokular aym
sekil ve siireyle PBS’te yikandi, takiben komplement ile 30 dakika siireyle muamele
edildi ve PBS’te 2 defa 10’ar dakika yikandi. Bu islemden sonra dokular konjugat ile
30 dakika siireyle muamele edildi. Dokular aynmi sekil ve siireyle yikandi ardindan
DAB kromojen ile boyandi. Kargit boyama i¢in Harris hematoksilen kullanildi ve

lamel ile kapatilan preparatlar 151k mikroskobunda incelendi.
3.3. Istatistiksel Hesaplamalar

Sonuglar aritmetik ortalama * standart hata (SE) ile ifade edildi. Elde edilen
verilerin Oncelikli olarak Kolmogorov-Smirnov testi ile parametrik-nonparametrik
olup olmadiklar1 analiz edildi. Istatistiksel yontem olarak One-Way ANOVA testi

uygulandi ve gruplar arasindaki olas1 farkliliklar Tukey testi ile belirlendi.
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4. BULGULAR
4.1. Biyokimyasal Parametreler

Nodularin verilen grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda serum AST ve
ALT degerlerinde 6nemli diizeyde (p<0,05) artis tespit edildi. TAN+NOD un birlikte
verildigi grupta ise, NOD tek basina verildiginde artan AST ve ALT degerlerinde
onemli duzeyde (p<0,05) diisiis oldugu belirlendi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Arastirma gruplarinin serum AST ve ALT diizeyleri.

Parametreler Gruplar

Kontrol NOD TAN TAN+NOD
AST 111,65+6,64° 312,70+5,254 83,16+4,48? 182,06+5,77¢
ALT 41,44+2,90% 152,28+5,85¢ 33,00+1,392 86,85+2,12°

Degerler aritmetik ortalama + standart hatay1 ifade eder.
a, b, ¢, d Ayni satirda farkli harfleri tagiyan gruplar istatistiksel olarak 6énemlidir (p<0,05).
ALT: U/L AST:U/L

4.2. Antioksidan-Oksidatif Stres Parametreleri

Nodularin verilen grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda kanda MDA
diizeyinde 6nemli (p<0,05) bir artis; SOD, CAT ve GSH-Px enzimlerinin etkinligi ile
GSH duzeyinde ise 6nemli (p<0,05) bir diisiis tespit edildi. TAN+NOD’un birlikte
verildigi grupta ise, NOD tek basina verildiginde artan MDA diizeyinde 6nemli
(p<0,05) bir diisiis, SOD, CAT ve GSH-Px enzimlerinin etkinligi ile GSH diizeyinde
ise onemli (p<0,05) bir artis belirlendi (Tablo 4.2).

Nodularin verilen grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda karacigerde MDA
duzeyinde 6nemli (p<0,05) bir artis; SOD, CAT ve GSH-Px enzimlerinin etkinligi ile
GSH dizeyinde ise 6nemli (p<0,05) bir diisiis tespit edildi. TAN+NOD’un birlikte
verildigi grupta ise, NOD tek basina verildiginde artan MDA diizeyinde 6nemli
(p<0,05) bir diisiis; SOD, CAT ve GSH-Px enzimlerinin etkinligi ile GSH diizeyinde
ise 6nemli (p<0,05) bir artis belirlendi (Tablo 4.3).
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Tablo 4.2. Arastirma gruplarinin kan SOD, CAT ve GSH-Px enzim etkinligi ile GSH
ve MDA diizeyleri.

Parametreler Gruplar

Kontrol NOD TAN TAN+NOD
SOD 133,79+3,88° 37,08+0,77? 112,32+1,98° 74,09+1,63°
CAT 77,48+0,95° 27,23+0,79° 80,19+0,96° 46,05+0,73°
GSH-Px 81,25+1,66° 53,99+0,472 84,33+1,31° 63,10+0,83°
GSH 0,67+0,02° 0,11+0,01% 0,69+0,03° 0,37+0,02°
MDA 33,08+1,762 245,95+6,17°¢ 35,64+0,732 137,58+5,52°

Degerler aritmetik ortalama + standart hatayi ifade eder.

a, b, ¢, d. Ayni satirda farkli harfleri tasiyan gruplar istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).
CAT: Katalaz (k/g Hb) GSH: Glutatyon (U/g Hb) MDA: Malondialdehit (uM/ml)
GSH-Px: Glutasyon Peroksidaz (U/g Hb) SOD: Superoksit Dismutaz (U/ml)

Tablo 4.3. Arastirma gruplarinin karaciger SOD, CAT ve GSH-Px enzim etkinligi ile GSH ve
MDA dzeyleri.

Parametreler Gruplar

Kontrol NOD TAN TAN+NOD
SOD 1279,01+40,01¢  685,05+21,262 1087,43+24,30°  832,80+11,21°
CAT 287,89+2,90P 126,26+4,36% 408,62+10,01° 297,87+2,85°
GSH-Px 85,75+1,90° 37,85+1,192 136,78+2,75° 82,56+1,51°
GSH 28,17+0,71°¢ 10,42+0,332 45,050,974 19,85+0,67°
MDA 1142,36+31,36°  3296,51+72,07° 1211,68+14,65*°  2674,78+76,56"

Degerler aritmetik ortalama + standart hatayi ifade eder.

a, b, ¢, d. Ayni satirda farkli harfleri tasiyan gruplar istatistiksel olarak énemlidir (p<0,05).
GSH: U/g protein GSH-Px: U/g protein MDA: uM/g protein

CAT: k/g protein SOD: U/g protein
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4.3. Histopatolojik Bulgular

Calismada kontrol ve TAN gruplarinda karaciger normal histolojik
goriinimdeydi, patolojik bulgu saptanmadi. Nodularin grubunda karacigerlerde
siddetli hiperemi, bazi bdlgelerde kanama ve Ozellikle perivaskiiler olarak
cogunlugunu mononiikleer hiicrelerin olusturdugu, nétrofil 16kositlerin de bulundugu
yangisal hiicre infiltrasyonlarina rastlandi. Bu grupta ayrica bir¢ok hepatositte piknotik

degisikliklerle karakterize nekrozlar dikkati ¢ekti. TAN+NOD grubunda bulgularin

belirgin sekilde azaldig1, ancak tamamen diizelmedigi gorildi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Arastirma gruplarmin histopatolojik goriiniimleri. Kontrol ve TAN gruplarinda
normal histolojik goriiniim. NOD grubunda karacigerlerde yaygin yangisal infiltrasyonlar
(siyah oklar) ile nekrotik hepatositler (beyaz oklar), TAN+NOD grubunda infiltrasyonlar
(siyah ok) ve nekrotik hiicrelerde (beyaz ok) belirgin azalma. HE, Barlar = 100um.
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4.4, immunohistokimyasal Bulgular

Immunohistokimyasal incelemeler icin poly L lysinli lamlara ¢ekilen karaciger

kesitleri kaspaz-3, PCNA, iNOS ve TNF-a ile boyanarak incelendi.
4.4.1. Kaspaz-3 immunohistokimyasal Bulgulari

Kontrol ve TAN gruplarinda negatif kaspaz-3 immunoreaksiyonu gozlenirken
N grubunda belirgin sekilde artmig bir immunopozitiflik saptandi. Tangeretin+tNOD
grubunda immunoreaksiyonun belirgin bir sekilde azaldigi dikkati gekti (Sekil 4.2).

Kaspaz-3 immunoreaksiyonunun hiicre sitoplazmasinda lokalize oldugu ve koyu

kahverengi renk degisimleri seklinde goriildiigii saptandi.

Sekil 4.2. Arastirma gruplarimin kaspaz-3 immunohistokimyasal goértintmleri. Kontrol ve
TAN gruplarinda negatif immunoreaksiyon. NOD grubunda siddetli sekilde artmis
immunpozitif reaksiyon (oklar), TAN+NOD grubunda hepatositlerde belirgin sekilde azalmig
immunreaksiyon (oklar). Streptavidin biyotin metodu, Barlar=100um.
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4.4.2. PCNA Iimmunohistokimyasal Bulgulari

Calismada kontrol ve TAN gruplarinda negatif immunoreaksiyon saptanirken,
NOD grubunda PCNA immunoreaksiyonunda belirgin bir artis gézlendi. TAN+NOD
grubunda immunoreaksiyonda azalma dikkati ¢ekti (Sekil 4.3). PCNA
immunoreaksiyonunun hiicrenin ¢ekirdeginde lokalize oldugu ve hiicrelerde

proliferasyonun gostergesi oldugu saptandi.

Sekil 4.3. Aragtirma gruplarimin PCNA immunohistokimyasal gértinimleri. Kontrol ve TAN
gruplarinda negatif PCNA immunoreaksiyonu. NOD grubunda hepatosit ¢ekirdeklerinde
siddetli sekilde artmis immunopozitif reaksiyon (oklar), TAN+NOD grubunda hepatositlerde
belirgin  sekilde azalmis immunoreaksiyon (oklar). Streptavidin biyotin metodu,
Barlar=100pm.
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4.4.3. iNOS immunohistokimyasal Bulgular:

Calismada kontrol ve TAN gruplarinda negatif iNOS immunoreaksiyon
saptanirken, NOD grubunda immunoreaksiyonun belirgin bir sekilde arttig1 gézlendi.
TAN-+NOD grubunda immunoreaksiyonda azalma dikkati ¢ekti (Sekil 4.4). iNOS

immunoreaksiyonunun hiicrenin sitoplazmasinda lokalize oldugu ve boyanmanin

siddeti ile reaksiyonun yogunlugu arasinda baglant1 oldugu dikkati ¢ekti.

Sekil 4.4. Aragtirma gruplarimin INOS immunohistokimyasal gortintimleri. Kontrol ve TAN
gruplarinda negatif-cok hafif immunoreaksiyon. NOD grubunda siddetli sekilde artmus
immunopozitif reaksiyon (oklar), TAN+NOD grubunda hepatositlerde belirgin sekilde
azalmig iNOS immunoreaksiyonu (oklar). Streptavidin biyotin metodu, Barlar=100pm.

4.4.4. TNF-a immunohistokimyasal Bulgular

Kontrol ve TAN gruplarinda negatif TNF-o immunoreaksiyon gdézlenirken
NOD grubunda belirgin sekilde artmis bir immunopozitiflik saptandi. TAN+NOD
grubunda immunoreaksiyonun belirgin bir sekilde azaldig1 dikkati ¢ekti (Sekil 4.5).
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TNF-o immunoreaksiyonunun sitoplazmada lokalize oldugu ve siddetli oldugu

go6zlendi.

Sekil 4.5. Aragtirma gruplarimin TNF-a immunohistokimyasal géruntimleri. Kontrol ve TAN
gruplarinda ¢ok hafif immunoreaksiyon. NOD grubunda hepatositlerde siddetli sekilde artmus
immunopozitif reaksiyon (oklar), TAN+NOD grubunda hepatositlerde belirgin sekilde
azalmig TNF-a immunoreaksiyonu (oklar). Streptavidin biyotin metodu, Barlar=100um.
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5. TARTISMA

Serbest radikaller ve ROS biyolojik sistemler tzerinde oldukga zehirli etkiler
gosterirler. Bu radikaller hiicrenin molekiiler bilesenleriyle reaksiyona girebilir ve
diger radikalleri olusturabilir. Bunlar da diger molekiillerle etkileserek radikal zincir
reaksiyonlarini devam ettirir. Serbest radikallerin hiicrenin DNA, protein, lipid gibi
cesitli hiicre bilesenleriyle etkileserek fonksiyon kaybina ve modifikasyonlara neden
oldugunu gosteren ¢ok sayida ¢alisma vardir (61, 62, 78, 89, 96). Serbest radikallerin
canli organizmadaki molekiiler bilesenlerinin biyokimyasal ve fizyolojik
fonksiyonlarini bozarak, lipid peroksidasyona ve zar akiskanligina sebep olabilecegi
bildirilmigtir. Bu yapilarda bulunan ¢oklu doymamis yag asitleri, hemoglobin ve
oksijenin yiksek konsantrasyonlarini i¢erdiginden oksidatif hasara karsi son derece
hassastirlar. Canli organizmalar olasi ¢esitli ksenobiyotik maruziyetlerine kars1 dogal
savunma sistemlerine sahiptirler. Bunlar GSH, SOD, CAT ve GSH-Px gibi serbest
radikalleri bloke ederek fonksiyon gdsteren ¢ok gelismis antioksidatif enzim

sistemleridir (78).

Cogu ksenobiyotik, toksik etkilerini serbest radikaller araciligiyla
gostermektedir. Plansiz yerlesim ve endistrinin hizli gelismesi sonucu sanayi
atiklarinin dogrudan gol ve akarsulara akitilmasi sularin kalitesinin bozulmasina ve
siyanobakter patlamalarinin olusumuna sebep olmaktadir. Bu siyanobakteriler
tarafindan sentezlenen NOD da etkisini serbest radikaller araciligiyla gosteren
ksenobiyotiklerden birisidir. Bu serbest radikaller araciliginda olusan oksidatif stres
NOD’un toksisitesinin patogenezinde dnemli rol oynamaktadir. Karaciger NOD un
ana hedef organidir. Nodularin karaciger hiicresi i¢ine girisinin ardindan PP1, 2A ve 3
enzimlerinin etkinligini giiclii bir sekilde engeller, proteinlerin hiicre iskeletinde
fosforilasyona sebep olur ve bu durum karaciger hiicrelerinde sekil bozuklugu ile

sonuglanir (11, 37, 94, 112).

Tangeretin turunggillerin kabuklarinda ytiksek konsantrasyonlarda bulunan ve
yangi Onleyici, antioksidan, kanser onleyici (akciger, meme, kolorektal, gastrik, agiz
i¢i gibi gesitli kanser tiirlerinde) ve antidiyabetik etkinlik gdsteren bir flavonoiddir.
Flavonoidlerin biyolojik etkileri biiylik oranda kimyasal yapilari ile ilgilidir. Aromatik
halka yapilarinda ¢ok sayida hidroksil ya da metil grubu igeren iyi bir elektron veya
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hidrojen/metil vericisi olan bu baglayici sistem serbest radikalleri ve diger ROS’lar1
noétralize eder (120). Tangeretin 4 metil grubu iceren bir PMF’dir. Son yillardaki
arastirmalar, PMF’lerin, hidroksillenmis flavonlara kiyasla, daha fazla tiimor 6nleyici,
anti-metastatik ve antiinvaziv oOzelliklere sahip oldugunu gostermistir (115).
Tangeretinin ¢esitli ksenobiyotiklere maruziyet sonucu olusan oksidatif stresi
azaltirken, antioksidan sistemleri iyilestirdigi arastirmalarda vurgulanmistir (61, 62,
89, 96).

Oksidatif stres antioksidan savunma sistemlerinin azalmasi ve asirt miktarda
ROS iiretilmesi sonucu olusur. Superoksit dismutaz enzimi zararli oksijen radikallerine
kars1 hiicreleri koruyan sitoplazmik bir enzimdir (96). Tangeretin Oz¢", OH+ ve H20>
radikallerini yok eder. SOD enzimi hiicrelerdeki oksijen radikalerinin zararh etkilerine
kars1 ilk savunma hattini olusturur ve O2¢”’i daha az etkin bir serbest radikal olan H>O>
ile molekiler oksijene cevirir. Hidrojen peroksit de CAT veya GSH-Px enzimi
araciligr ile su ve molekiiler oksijene dontstiiriilerek zararsizlastirilir. Boylece, bu
enzimler serbest oksijen radikallerini yok etmede birlikte gorev yaparlar (78, 84, 96).
Superoksit dismutaz aktivitesindeki diisiis, enzimin O2¢”’i H2O2’ye ¢evirmesi sirasinda
kullanilarak  tlkenmesinden kaynaklanabilir  (78). Peixoto ve ark. (95)
ksenobiyotiklerin mitokondriyal O« iiretimini indiikleyebilecegini ve buna ek olarak
SOD'un da inhibe olmasi durumunda hiicrede iiretilen Oz¢" miktarinin tehlikeli
seviyelere ulasabilecegini bildirmislerdir. Bu ¢alismada kan ve karaciger dokusunda
SOD enziminin aktivitesinin, NOD verilen grupta kontrol grubuna goére 6nemli
diizeyde diistligii tespit edilmistir. Bu durumun, NOD’un Oz ve OHe gibi hicre igi
ROS olusumuna yol agmasi sonucu olustugu diistiniilmektedir. TAN+NODun birlikte
verildigi grupta, NOD’un yalniz verildigi grupta azalan SOD aktivitesinin énemli
diizeyde arttig1 tespit edilmistir. Bu durumun TAN’in antioksidan etkinliginden
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Farkli ksenobiyotikler veya ajanlarla indiiklenen
cesitli organlarda oksidatif hasara karst TAN’mn koruyucu olarak kullanildig:
aragtirmalar bulunmaktadir (61, 62, 89, 96). Deneysel olarak 7,12-DMBA ile meme
kanseri olusturulan siganlarda Lakshmi ve Subramanian (61) ile Periyasamy ve ark.
(96) meme dokularinda, Lakshmi ve Subramanian (62) bobrek dokularinda TAN’1n
koruyucu etkinligini incelemislerdir. Caligmalarda siganlarda meme ve bdbrek

dokularinda 7,12-DMBA verilen gruplarda kontrol gruplarina gore, SOD diizeyinde
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onemli bir diislis oldugunu, TAN verilen gruplarda ise degerlerin kontrole yaklagtigins;
DMBA-+TAN’m birlikte verildigi gruplarda ise, DMBA’nin yalniz verildigi gruplara
gore anlamli artis oldugunu bildirmislerdir. Bu c¢alismalarin sonuglart bizim
calismamiz ile uyumludur. Lankoff ve ark. (63) yaptiklar1 ¢caligmada 10 pg/kg c.a
NOD verilen grupta SOD diizeylerinde kontrole gére 6énemli bir disiisiin oldugunu
tespit etmislerdir. Arastirmacilarin ¢alismasina benzer sekilde, bizim arastirmamizda

da NOD verilen grupta SOD diizeyinde énemli bir diisiis oldugu tespit edilmistir.

Katalaz ¢ok sayida aerobik hiicre tipinde bulunur ve eritrositlerde, karacigerde
ve bobrekte yiiksek aktivite gosterir (18). Katalaz normal kosullar altinda bazi hiicre
tiplerinde esansiyel olmasa da, hiicrelerin oksidatif strese kars1 diren¢ kazanmalarinda
onemli role sahiptir. Eritrositlerde ve dokularda c¢ozlnebilir bir protein formunda
bulunan CAT, hemoglobini ve dokular1 peroksidasyona karsi korumaktadir. Bazi
caligmalarda, Oz¢” radikallerinin potansiyel CAT inhibitorleri oldugu, CAT'n
inhibisyonu sonucunda H202 miktarindaki artisin sonu¢ olarak SOD aktivitesinde
azalma gorildiigi ve bu durumun serbest radikal olusum hiziyla ilgili oldugu
belirtilmistir (36, 78). Bu c¢alismada, kan ve karaciger dokusunda CAT enzim
aktivitesinin, NOD verilen grupta kontrol grubuna gére onemli diizeyde diistigi,
TAN+NOD’un birlikte verildigi grupta, NOD’un yalniz verildigi grupta diisen
degerlerin 6nemli diizeyde arttig1 saptanmistir. Katalaz enzim aktivitesinin 6zellikle
karaciger dokusunda TAN verilen grupta 6nemli diizeyde arttifi tespit edilmistir.
Deneysel olarak 7,12-DMBA ile meme kanseri olusturulan si¢anlarda Lakshmi ve
Subramanian (61) ile Periyasamy ve ark. (96) meme dokularinda, Lakshmi ve
Subramanian (62) bobrek dokularinda TAN’1n koruyucu etkinligini aragtirmiglardir.
Caligsmalarda siganlarda meme ve bobrek dokularinda CAT aktivitesinde 7,12-DMBA
verilen gruplarda kontrol gruplarina gore onemli bir diisiis oldugunu, TAN verilen
gruplarda ise degerlerin kontrole yaklastigin, DMBA+TAN’m birlikte verildigi
gruplarda ise, DMBA’nin yalniz verildigi gruplara gore anlamli artis oldugunu
bildirmislerdir. Bu ¢alismalarin sonuglar1 bizim ¢alismamiz ile uyumludur. Lankoff ve
ark. (63) yaptiklar1 calismada 10 pg/kg c.a NOD verilen grupta CAT etkinliginde
kontrole gore anlamli azalma oldugunu tespit etmislerdir. Bu calismaya benzer
sekilde, bizim arastirmamizda da NOD verilen grupta CAT etkinliginde anlaml1 bir

diistis bulunmustur.
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Bir selenoenzim olan GSH-Px, hidroperoksitlerin  indirgenmesini
katalizleyerek, hayvansal hiicreleri oksidatif hasara karsi korur. Hidrojen peroksiti
CAT enzimi ile paylasmasina ragmen, yalniz basia da lipidler ve diger organik
hidroperoksitlerle hizla etkin bir sekilde reaksiyona girmektedir (71, 78). Bu
calismada, kan ve karaciger dokusunda GSH-Px enziminin aktivitesi, NOD verilen
grupta kontrole gore dnemli diizeyde diistiigli; TAN+NOD’un birlikte verildigi grupta,
NOD’un yalmz verildigi grupta diisen degerlerin, anlamli diizeyde arttig1 tespit
edilmistir. GSH-Px aktivitesindeki diisiisiin ana sebebinin, NOD ile indiiklenen ROS
oldugu disiiniilmektedir. GSH-PX'in inhibisyonu, lipidlerin artan oksidasyonu sonucu,
H202"nin birikmesiyle sonuclanabilir. Glutatyon redoks dongiisii, disiik oksidatif
strese kars1 koruyucu etkinin ana kaynagidir. Oksidatif stresin seviyesi arttiginda, CAT
enzimi ile antioksidan koruma 6ne ¢ikmaktadir. Hiicrelerde GSH-Px'in H202’ye olan
afinitesinin CAT'a gore daha yiiksek olmasindan dolayi, detoksifikasyonda ana
antioksidan enzimin GSH-Px oldugu diistiniilmistir (41, 78, 117). Lakshmi ve
Subramanian (61) ile Periyasamy ve ark. (96) 7,12-DMBA ile meme kanseri
olusturulan siganlarda TAN’1n koruyucu etkinligini arastirdiklar1 ¢calisgmada meme
dokusunda 7,12-DMBA verilen gruplarda kontrol gruplarina gore, GSH-Px
etkinliginde 6nemli bir diisiis oldugunu, TAN verilen gruplarda ise degerlerin kontrole
yaklagtigin;, TAN+DMBA ve DMBA+TAN’in birlikte verildigi gruplarda ise,
DMBA’nin yalniz verildigi gruplara gore anlaml yiikselme oldugunu bildirmislerdir.
Lakshmi ve Subramanian (62) 7,12-DMBA ile meme kanseri olusturulan sigcanlarda
TAN’1n koruyucu etkinligini arastirdiklar1 ¢calismada bobrek dokusunda 7,12-DMBA
verilen grupta kontrol grubuna gore, GSH-Px etkinliginde 6nemli bir diisiis oldugunu,
TAN verilen grupta ise degerlerin kontrole yaklastigini; TAN+DMBA’nin birlikte
verildigi gruplarda ise, DMBA’nin yalniz verildigi gruba gore anlamli yiikselme
oldugunu belirtmislerdir. Omar ve ark. (89) siganlarda cis-platinle indiklenen akut
karaciger hasarma karst TAN’in koruyucu etkisini arastirmislardir. Arastirmacilar,
karaciger dokusunda kontrol grubuna gore cis-platin verdikleri grupta GSH-PXx
etkinliginde 6nemli bir diislis, TAN verilen grupta kontrole yakin degerler, TAN+cis-
platinin birlikte verildigi grupta ise, cis-platini yalniz verdikleri gruba gére anlaml
yiikselme oldugunu belirtmislerdir. Bu ¢alismada Lakshmi ve Subramanian (61, 62),

Omar ve ark. (89) ve Periyasamy ve ark. (96)’nin yaptiklar1 arastirmalardan farkli
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olarak karaciger dokusunda GSH-Px etkinliginde TAN verilen grupta kontrole gore
anlamli bir artig oldugu tespit edilmistir. Lankoff ve ark. (63) yaptiklar1 ¢caligmada 10
pg/kg c.a NOD verilen grupta GSH-Px etkinliginde kontrole gore anlamli azalma
oldugunu tespit etmislerdir. Bu ¢alismaya benzer sekilde, bizim arastirmamizda da

NOD verilen grupta GSH-Px diizeyinde anlamli bir diislis bulunmustur.

Reaktif oksijen tiirlerine karsi organizma, ilk olarak GSH tarafindan korunur
ve dokularda hasara neden olan ksenobiyotikler GSH depolarimin tiikenmesine yol
acar. Glutatyon hiicre metabolizmasi, farklilagmasi ve ¢cogalmasi i¢in hayati 6nem tasir
(21). Bu galismada, kan ve karaciger dokusunda GSH diizeyleri, NOD verilen grupta
kontrole gore onemli diizeyde diistiigli, TAN+NOD’un birlikte verildigi grupta,
NOD’in yalniz verildigi grupta diisen degerlerin, anlamli diizeyde arttigi tespit
edilmistir. GSH o6zellikle karaciger dokusunda TAN verilen grupta kontrole gore
anlamli 6l¢iide artmistir. Bu durum, TAN’in karacigerde GSH miktarini artirarak,
antioksidan savunma sistemini giliglendirdiginin gostergesidir. Lakshmi ve
Subramanian (61) ile Periyasamy ve ark. (96) 7,12-DMBA ile meme kanseri
olusturulan siganlarda TAN’1n koruyucu etkinligini arastirdiklar1 ¢caligmada meme
dokusunda 7,12-DMBA verilen gruplarda kontrol gruplarina gore, GSH diizeyinde
onemli bir diisiis oldugunu, TAN verilen gruplarda ise degerlerin kontrole yaklagtigini;
TAN+DMBA nin birlikte verildigi gruplarda ise, DMBA nin yalniz verildigi gruplara
gore anlamli yiikselme oldugunu bildirmislerdir. Lakshmi ve Subramanian (62) 7,12-
DMBA ile meme kanseri olusturulan sicanlarda TAN’in koruyucu etkinligini
arastirdiklar1 c¢alismada bobrek dokusunda 7,12-DMBA verilen grupta kontrol
grubuna gore, GSH diizeyinde énemli bir diisiis oldugunu, TAN verilen grupta ise
degerlerin kontrole yaklastigini;, TAN+DMBA’nin birlikte verildigi gruplarda ise,
DMBA’nin yalniz verildigi gruba gore anlamli yiikselme oldugunu belirtmislerdir.
Omar ve ark. (89) sigcanlarda cis-platinle indiiklenen akut karaciger hasarina karsi
TAN’mn koruyucu etkisini arastirmiglardir. Arastirmacilar, karaciger dokusunda
kontrol grubuna gore cis-platin verdikleri grupta GSH diizeyinde 6nemli bir diisiis,
TAN verilen grupta kontrole yakin degerler, TAN+cis-platinin birlikte verildigi grupta
Ise, cis-platini yalniz verdikleri gruba gore anlamli yiikselme oldugunu bildirmislerdir.

Bu aragtirmacilarin bulgulari, bizim ¢alismamiz ile uyumludur.
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Malondialdehit perokside olmus ¢oklu doymamis yag asitlerinin ana
oksidasyon firiiniidiir ve MDA miktarindaki artig lipid peroksidasyonun 6nemli bir
gostergesidir. Lipid peroksidasyon ksenobiyotiklerden kaynaklanan toksisitenin
baslica molekiiler mekanizmalarindan biri olarak goriilmektedir. Doku ve organlarin
normal fonksiyonlarini yerine getirmeleri, hiicre zarlarinin biitiinliiglinii korumasina
baglidir, bir¢ok ksenobiyotigin de hedefi bu biitlinliigii bozarak hiicrelerin islevini
yapmasina engel olmaktir (69, 78). Bu ¢alismada, kan ve karaciger dokusunda MDA
duzeylerinin, NOD verilen grupta kontrole gore énemli diizeyde arttigi, TAN+NOD’un
birlikte verildigi grupta, NOD’un yalniz verildigi grupta artan degerlerin, énemli
diizeyde diistiigii tespit edilmistir. TAN’1n yalniz verildigi grupta MDA duzeylerinin
kontrole yaklastigi saptanmistir. Bu durum TAN’m lipid peroksidasyonu arttirict
herhangi bir etkisinin olmadigin1 gostermektedir. Lakshmi ve Subramanian (61) ile
Periyasamy ve ark. (96) 7,12-DMBA ile meme kanseri olusturulan siganlarda TAN’1n
koruyucu etkinligini arastirdiklar1 ¢alismalarinda meme dokusunda 7,12-DMBA
verilen gruplarda kontrol gruplarina goére, MDA diizeylerinde 6nemli bir artis
oldugunu, TAN verilen gruplarda ise degerlerin kontrole yaklastigini;
TAN-+DMBA 'nin birlikte verildigi gruplarda ise, DMBA nin yalniz verildigi gruplara
gore anlamli diisiis oldugunu bildirmislerdir. Lakshmi ve Subramanian (62) 7,12-
DMBA ile meme kanseri olusturulan sicanlarda TAN’in koruyucu etkinligini
arastirdiklar1 c¢alismada bobrek dokusunda 7,12-DMBA verilen grupta kontrol
grubuna gore, MDA diizeyinde 6nemli bir artis oldugunu, TAN verilen grupta ise
degerlerin kontrole yaklastigini, TAN+DMBA’nin birlikte verildigi grupta ise,
DMBA nin yalniz verildigi gruba gore anlamh diisiis oldugunu belirtmislerdir. Omar
ve ark. (89) siganlarda cis-platinle indiiklenen akut karaciger hasarina karst TAN’1n
koruyucu etkisini arastirmiglardir. Arastirmacilar, karaciger dokusunda kontrol
grubuna gore cis-platin verdikleri grupta MDA diizeyinde 6nemli bir artis, TAN
verilen grupta kontrole yakin degerler, TAN-+cis-platinin birlikte verildigi grupta ise,
cis-platini yalniz verdikleri gruba gore anlaml diisiis oldugunu bildirmislerdir. Bu

aragtirmacilarin bulgulari, bizim ¢alismamiz ile uyumludur.

Karaciger hasari ALT, AST, alkalin fosfataz (ALP) ve bilirubin gibi
biyokimyasal belirteclerin diizeylerine bakilarak teshis edilir. Serum enzim

diizeylerindeki yiikselmeler, karaciger toksisitesinin ana goOstergesi olarak
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degerlendirilir. Hepatotoksisitenin tanisi i¢in bu klinik biyokimyasal parametrelere ek
olarak makroskopik ve 6zellikle histopatolojik incelemelerin yapilmas: da énemlidir
(107). Bu galismada, NOD verilen grupta serum ALT ve AST degerlerinde kontrole
gore anlamli bir artis oldugu, TAN+NOD’un birlikte verildigi grupta, NOD’un yalniz
verildigi grupta artan enzim degerlerinin anlamli Glglide azaldig tespit edilmistir.
Tangeretinin tek basina verildigi grupta enzim degerlerinin kontrole gore daha diisiik
oldugu, bu diislistin AST’de anlamli oldugu tespit edilmistir. Yapilan literatiir
taramalar1 sonucu NOD’un karaciger enzimleri tizerine etkileri ile ilgili herhangi bir
veriye rastlanmamustir. Fakat NOD’a benzer yap1 ve etki mekanizmasi ile karaciger
Uzerinde benzer etkiler gosteren mikrosistin-LR ile ilgili veriler bulunmaktadir.
Jayaraj ve ark. (42) farelerde mikrosistinle indiiklenen toksisite {izerine yaptiklar
calismada, mikrosistin-LR verilen grupta kontrole gore ALT ve AST degerlerinde
anlamli yiikselme oldugunu bildirmislerdir. Lakshmi ve Subramanian (61, 62) 7,12-
DMBA ile meme kanseri olusturulan siganlarda TAN’in koruyucu etkinligini
arastirdiklar iki farkli ¢alismada 7,12-DMBA verilen gruplarda kontrol grubuna gore,
ALT ve AST diizeylerinde 6nemli bir artis oldugunu, TAN verilen gruplarda ise
degerlerin kontrole yaklastigini;, TAN+DMBA’nin birlikte verildigi gruplarda ise,
DMBA nin yalniz verildigi gruplara gore anlaml diisiis oldugunu belirtmislerdir. Bu

arastirmalar bizim ¢alismamiz ile uyumludur.

Histopatolojik incelemede, NOD verilen grupta, karacigerlerde siddetli
hiperemi, bazi bolgelerde kanama ve oOzellikle perivaskiiler olarak ¢ogunlugunu
mononkleer hiicrelerin olusturdugu, nétrofil 16kositlerin de bulundugu yangisal hiicre
infiltrasyonlarina rastlanmistir. Ayrica bu grupta birgok hepatositte piknotik
degisikliklerle karakterize nekrozlar dikkat ¢cekmistir. TAN+NOD grubunda ise bu
bulgularin belirgin sekilde azaldigi ancak tamamen diizelmedigi tespit edilmistir.
Tangeretinin yalniz verildigi grupta, karacigerin normal histolojik gériiniimde oldugu
ve patolojik bulgu saptanmadigr goriilmiistiir. Lankoff ve ark. (63) yaptiklarn
calismada 10 pg/kg c.a dozunda NOD verildiginde karacigerlerin makroskopik
goriiniislerinin  koyu kirmizi ve biiylimiis oldugunu ve hemoraji alanlarinin
goriildiigiinii tespit etmislerdir. Bu durumun siniizoidal hiicre membranlarinin lipid
peroksidasyon ile hasara ugramasinin sonucu olabilecegini bildirmislerdir. Bu

calismada da, NOD verilen grupta karacigerlerin makroskopik bulgulari Lankoff ve
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ark. (63)’nin bulgular ile benzerlik gostermektedir. Omar ve ark. (89) cis-platin
verilerek olusturulan karaciger hasarina karsi TAN’m koruyucu etkinligini
arastirdiklar1 ¢alismada, TAN’1n cis-platinin sebep oldugu karaciger hasari tizerinde
tyilestirici etki gosterdigini tespit etmislerdir. Arastirmacilar TAN’1n, karacigerde cis-
platinin sebep oldugu siniizoidler ve santral venlerde kanlanma ve genisleme
bulgularini 6nemli 6l¢lide azalttigini bildirmislerdir. Periyasamy ve ark. (96) yaptiklari
calismada, 7,12-DMBA ile indiikledikleri oksidatif strese karsi meme dokusunda
meydana gelen histopatolojik degisikliklere karst TAN’1n koruyucu etkisi oldugunu
tespit etmislerdir. Omar ve ark. (89) ile Periyasamy ve ark. (96)’nin yaptiklar

arastirmalarin sonuglari, bizim aragtirmamizin bulgulari ile uyum gostermektedir.

Immiinohistokimyasal incelemelerde, NOD verilen grupta kaspaz-3, PCNA,
INOS ve TNF-o immunopozitifliklerinde belirgin sekilde artis saptanmig, TAN+NOD
grubunda bu immunoreaksiyonun belirgin bir sekilde azaldigi dikkati ¢ekmistir.
Tangeretinin yalniz verildigi grupta kontrole benzer sekilde negatif immunoreaksiyon

tespit edilmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu ¢aligmada aragtirilan oksidatif stres Olciitleri ve biyokimyasal parametreler
ile elde edilen histopatolojik bulgular, NOD’un uygulanan doz ve belirtilen siirede
karacigerde hasara neden oldugunu gostermistir. Olusan oksidatif hasara karsi,
TAN’mm koruyucu etkinlik gdsterdigi tespit edilmistir. Bu sebeple, dogal antioksidan
etkinligi yiiksek olan turuncggil flavonoidlerinden zengin besinlerin diyetle alinmasi,
olas1 karaciger hasarinin onlenmesinde ve mevcut hasarin diizeltilmesinde oldukca
onemlidir. Karacigerde ozellikle serbest radikaller araciligiyla hasara sebep olan
ksenobiyotiklere karsi, TAN’in koruyucu olarak kullanilabilecegi sonucuna

varilmigtir.
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