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1.GIRIS

Meslek hastaliklar1 ve is ortamindan kaynaklanan sorunlar, glinimuzde dénemli bir
konu haline gelmistir. Uluslararas1 Calisma Orgiitiiniin (ILO) verilerine gore,
diinyada her 15 saniyede bir is¢i ve her giin yaklasik 6 bin 300 kisi is kazasi veya
meslek hastaliklart nedeniyle yasamini kaybetmekte, 160 milyon kisi de meslek
hastaliklarina yakalanmaktadir. Bildirim ve kayit sistemlerindeki eksiklikler
nedeniyle ger¢ek rakamlarin daha da yiiksek olmasi s6z konusudur. Buyuk
cogunlugu gelismekte olan iilkelerde olmak {izere her yil zehirli maddelerden dolay1
651 bin is¢i yasamim yitirmektedir (ISIG, 2015). Glinimiizde artan bir ivme ile insan
yasamini tehdit eden tiimor vakalarinin biiyiik cogunlugu da yine kimyasal madde

maruziyetine bagli olarak olusmaktadir (Coskunses, 2008).

Kimyasal madde maruziyeti ve bu maruziyete iliskin hastaliklarda mesleki
maruziyet ilk siradir. Bu konuda pek ¢ok arastirma yapilmis ve birgok kimyasal
maddenin viicutta onarilmasi zor hasarlara neden oldugu ortaya konmustur (Berk ve
ark., 2011). Ciddi saglik problemleri ve oliimlere neden olabilen bu kimyasallar
arasinda ucucu organik c¢oziculer (UOC) basat rol oynamaktadir (Ramsey ve
ark.,1989; Flanagan ve ark., 1990). Bu organik ¢6zucilerden en ¢ok kullanilani tiner
olup gilinliik yasantimizda ve endustrideki birgok is kolunda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu ve benzeri maddelerin canli organizmada birgok hasara neden
oldugu, dahasi karisim halinde bulunduklarinda ¢ok diisiik konsantrasyonlarda
olsalar bile, birbirleriyle sinerjik etki gosterdikleri ve hatta birbirlerinin toksik
etkilerini arttirabildikleri bildirilmektedir (Bruckner ve Peterson, 1976; Ramsey ve
ark., 1989). Diger yandan UOC’lerin yaygin bir sekilde uyusturucu madde olarak
kullanmilmas1 bu konuyu daha da onemli hale getirmektedir. Ulkemizde yapilan
caligmalar gostermistir ki UOC’lere bagli zehirlenme vakalar1 tiim zehirlenme
vakalarinin %5-10’nuna denk gelmektedir (Guzel ve ark., 2009). Tinerin yani sira
tinerin ana bileseni olan toluen (metil benzen), benzen, aseton, metanol ve n-heksan
gibi norotoksik etkili ugucu maddeler de uyusturucu amagli olarak yaygin kullanima
sahiptir. Toluen bir¢ok sprey, boya, cila, tutkal, yapistirici, miirekkep ve temizleme

stvisinin ana bileseni olup (WHO, 2000) kolay ve ucuz temin edilebilen bir



maddedir. Bu nedenle uyusturucu kullanicilarinin biiyiik ¢ogunlugu bu {irinlerden
gelen buharlar teneffiis etmek yoluyla, uyusturucuya baslamaktadir (Escobar and
Aruffo, 1980; Martinez-Alfaro ve ark., 2011; Beckley and Woodward 2013).

Cevresel ve kimyasal ajanlara maruziyetle birlikte organizmada reaktif
oksijen (ROS) ve nitrojen (RNS) tiirevleri ortaya c¢ikmakta ve bu tiirevlerin
makromolekiillerle etkilesimi oksidatif strese yol agmaktadir (Sharma, 1998). Birgok
internal ve eksternal toksik etkende oldugu gibi tinerin toksik etkisi de serbest
radikaller (SR) iizerinden ortaya ¢ikmaktadir (Mattia ve ark. 1991, Martinez-Alfaro
ve ark., 2011). SR’in asir1 iiretimi ve bu Uretimin antioksidanlar tarafindan yetersiz
notralisazyonu DNA, lipid, karbonhidrat, proteinler gibi makromolekillerde hasara
yol agmaktadir (Sharma, 1998). UOC ve/lveya UOC karisimlarinin uzun sureli
kullaniminin  Kalp, bobrek, akciger ve karacigerde kalici hasarlara yol actigi
gosterilmistir (Al-Alousi, 1989; Marjot ve McLeod, 1989). Bu maddeler ayrica,
biyolojik membrana fonksiyonlarinda bozulma ve akiskanlikta azalma, membran
iliskili proteinlerde inaktivasyon, hiicre-igi Ca?" diizeyi ile Ca?* Mg?* ATP-az
aktivitesinde artislarina neden olmaktadir (Lebel ve Schatz 1990; Mattia ve ark.
1991). Bazi UOC’lerin pulmoner alveoler makrofajlarda ve akciger mikrozomal
membran lipidlerinde lipid peroksidasyonunu baslattigi (Suleiman, 1987; Stickny,
1989) karaciger, beyin, bobrek ve akcigerde SR iligkili hasar1 hizlandirdigina ait

deneysel ¢alismalar mevcuttur (Mattia ve ark., 1993).

Antik caglardan beri bir¢ok bitki, hastaliklarin tedavisinde veya hastaliklara
iliskin semptomlar1 azaltmada kullanilmaktadir (Arihan, 2003). Bu bitkilerden
bazilar1 baharat olarak gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilmakta ve yiiksek
antioksidan kapasite sergilemektedirler. Ozellikle baharat veya gida koruyucu olarak
kullanilan veya parfimeri ve kozmetik Urlnlerinde degerlendirilen bitkilerin
cogunlugu labiatae familyasina aittir (Coban ve Patir, 2010). Ulkemizde de yetisen
ve Labiatae familyasina ait bitkilerden biri ve en dnemlisi safrandir (Baser, 2014).
Crocus sativus L. ¢igeginin stigmalarinin kurutulmasi ile elde edilen safranin temel
metabolitleri krosin, krosetin, picrocrosin ve safranaldir (Lozano ve ark., 2000;

Kyriakides and Kyriakidis, 2002). Safran, etnofarmakolojik olarak depresyon ve



timor dahil bir¢ok hastaligin tedavisinde yarar umularak kullanilan bitkiler arasinda

yerini almistir (Azarabadi, 2011).

T1bbi kullanim agisindan, safranin ve bilesenlerinin saglik tizerindeki etkilerini
ve olast etkilerinin mekanizmalarim1 aydinlatmak, ‘diinyanin en pahali
baharatlarindan biri olsa bile’, safran ve safranal'nin gelecekte bir terapotik madde
olarak kullanilabilirligi yoniindeki umutlar1 artirmaktadir. Bu tez kapsaminda;
subkronik tiner inhalasyonunun olusturacagi oksidatif stres ve buna bagli olusan
doku hasarmma karsi safranalin koruyucu bir potansiyele sahip olup olmadigi
belirlenmeye caligilmistir. Calismada; subkronik tiner inhalasyonuna maruz
birakilmig ratlarda gastrik gavajla uygulanan safranalin s6z konusu hayvanlarda
beyin, karaciger, akciger, bobrek ve testis dokularinda oksidatif stres parametreleri
lizerine olan etkileri arastirilmistir. Calisma sonucu elde edilen verilerin, hem
endistriyel boyutta is¢i sagliginin korunmasinda hem de ugucu maddeleri kullanan
bagimlilarin tedavilerinde yeni yaklagimlarin gelistirilmesine katki saglayacagin

ummaktay1z.



1.1. GENEL BIiLGILER

Biiyiik ¢ogunlugu ugucu karakterli olan organik ¢dzticuler; kimyasal olarak nispeten
stabil, diisiik molekiil agirlikli, lipofilik, oda sicakliginda sivi halde bulunan
bilesikler veya karisimlardir (Faust, 1994). Baslica, alifatik hidrokarbonlar (n-hekzan
gibi), aromatik hidrokarbonlar (benzen veya ksilen gibi) ve halojenli hidrokarbonlar
(perkloretilen, trikloretilen, karbon tetrakloriir gibi) olarak gruplandirilirlar.
(Bacaksiz, 2012). Organik c¢oziculer, Tablo 1.1°de goriildiigii gibi ¢oztcu 6zellikleri
nedeniyle birgok sektdrde yaygin olarak kullanilan kimyasallardir (Flanagan ve

Meredith, 1996; Bacaksiz, 2012).

Tablo 1.1. Organik Goziciler ve Kullanim Alanlar1 (Bacaksiz, 2012).

Organik Cozicu
Aseton
Akrilamit
Benzen

Karbon disulftir
Etilen oksit
N- hekzan

Metan

Metil merkaptan
Metill-N- butil keton
Metilen klorir
Organoklorin
Organofosfat
Perkloretilen
Stiren

Toluen
Metilkloroform
Trikloretilen
Vinil klorur

Ksilen

Ugucu organik c¢oziciilerin toksik etkilerini ucuculuklart ve lipofiliteleri

Kullanim alanlari

Temizleyici, ¢oziicl

Tinel ve maden galigmalar, atik aritimi, yapistiricilar
Petrol, deterjanlar, boya ¢ozliciler ve diger ¢oziiciilerin imalati
Rayon lifi, patlayicilar, boyalar, koruyucu maddeler, tekstil, lastik
sollisyon, cila, elektrokaplama

Cihaz sterilizasyonu

Yapistiricl, petrol bileseni, cila, kaplama, metal temizleme
bilesenlerinde

Birgok endiistride alaninda

Dogal gaz ve akaryakit

Birgok endiistride alaninda

Coziicii, sogutucu

Insektisit

Insektisit

Kuru temizleme, yag ¢oziicii, tekstil endiistrisi

Fiberglas bilesenleri, gemi yapimi

Boya, cila, akaryakit, temizleyici

Yag ¢oziicii ve roket yakiti

Temizleyiciler, boya bilesenleri, cila

Plastikler, yer kaplama, dosemecilik, paketleme

Boya, cila, miirekkep, yapistirici, patolojik drneklerin
seffaflagtiriimasi

belirlemektedir (Altintag, 2006). UOC’leri inhalasyon, deri ve oral yol ile maruz
kalinmakta (Vural, 1996; Sahin, 2008) ve gastrointestinal ya da dermal maruziyetten
daha ¢ok inhalasyonla zehirlenmeler goriilmektedir. inhalasyon yolu ile absorbe olan

¢oziici hizli bir sekilde alveollerden kana gecer. Burada solunum yogunlugu



onemlidir, ¢linkii solunum yogunlugu arttik¢a absorbsiyonun da dogru orantili olarak
artar (Schenker ve Jacobs, 1996; Viaene, 2002). Tiner, toluen, benzen, stiren gibi
bircok organik ¢dziicli oda sicakliginda kolaylikla buharlastiklarindan dolay: viicuda
kolaylikla bu yolla niifuz ederler (Altintas, 2006).

Mesleki maruziyet kaynaklarina bakildiginda ise maruz kalinan kimyasal
maddelerin ¢ogunun absorbsiyonunun buhar, gaz, toz ve duman seklinde solunarak
ya da dogrudan deri ve gastrointestinal sistem araciliiyla gerceklestigi
bildirilmektedir (Bacaksiz, 2012). Ucucu maddelerin uyusturucu amacli kullanimi ise
siklikla plastik bir torba veya sise i¢inden teneffiis edilerek ya da elbise iizerine

dokulerek yapilmaktadir (Flanagan ve ark., 1990).

Cozicilerin mesleksel maruziyet sonucu siklikla gozlenen spesifik etkileri

Tablo 1.2 de 6zetlenmistir.

Tablol.2. Cozucilere Mesleksel Maruziyet Sonucu Siklikla Gozlenen Spesifik Etkiler (Hahn ve ark.,

2001).

Organ -sistem Cozict Grubu Semptomlar

Karaciger Halojenli hidrakarbonlar ve Akut ve kronik hepatoksik
etanol gibi semptomlar

Bobrek Halojenli hidrakarbonlar, Toluen, | Akut tiibiler nekroz, Glomeriiler ve
diokzan, glikol gibi tibdler islev bozuklugu(albiininiiri,

proteiniri)

Ureme sistemi Karbon disulfit, benzen, glikol Menstrual siklus bozukluklari, azalan
eter, nitrobenzen sperm sayisi ve embriyotoksik etkiler

Hematopoetik Benzen metabolitleri Ldsemi, miyelotoksik etkiler

sistem

Sinir sistemi n-hekzan, stiren, etanol, Periferik ndropati
tetrakloretilen

Goz Metanol Gorme kaybi

Britanya’da 15 yasma ulasmis cocuklarin %3-5 kadarinin hayatinin herhangi bir
doneminde ucucu madde kokladig1 belirlenmis ve bu yas grubundaki 250 ¢ocuktan
bir tanesinin yapistirict koklama bagimliligi nedeniyle iilke genelinde cesitli
hastanelerde tedavi gordiigii anlasilmistir (Davies ve ark.,1985). Tiirkiye gibi bircok
gelismekte olan tilkede ise ucuz ve kolay ulasilabilir olmasi nedeniyle tiner ya da
yapistirict en sik tercih edilen uyarict maddeler arasindadir. Istanbul’da sokakta

yasayan ¢ocuklarda ugucu madde kullanim yaygmnligi %73 bulunmustur (Ogel ve



ark., 2004). Bu oran lise ikinci sinifta okuyan 6grenciler arasinda ise %5 civarindadir
(Ogel ve ark., 2005).Genel toplamda ugucu madde bagimli oram sokakta yasayan
cocuk sayisinin ¢ok Otesinde ve bagimli sayisimin 50.000 kisi gibi iirkiitiicti

boyutlarda oldugu bildirilmistir (Ogel ve Tamar, 2000; Vural ve Ogel, 2005)

Ugucu kimyasal maddeler viicuda alindiklarinda maruz kalinan maddenin
toksisitesine, maruziyet siiresine ve absorbsiyon yoluna bagli olarak c¢ok cesitli
etkiler gostermektedirler (Linden, 1990; Haug, 1997; Altintas, 2006). Cozlcllerin
viicut icerisinde dagilimi; kan akist ve doku/organ’in lipid igerigine baglidir.
Inhalasyonla alinan ¢oziiciilere en ¢ok duyarh sistem lipid bakimmdan zengin olan
merkezi sinir sitemidir (MSS). Kan dolasimina absorbe olan ¢oziiciiler ¢ok kisa
stirede kalp ve MSS’de toplanirlar (Schenker ve Jacobs, 1996; Viaene, 2002). Genel
olarak yag coziicii 6zelliklerinden dolayr MSS, hematopoietik sistem, genital sistem

ve diger bazi parankimatoz organlara hasar verebilmektedirler (Bacaksiz, 2012).

Kisa stireli ugucu madde solumaya bagli olarak; kalp atislarinda ritim
bozuklugu, mide bulantisi, aksirma, burun kanamasi, uyusukluk, yorgunluk hissi,
gecici gorme bozuklugu, kendini iyi hissetme, koordinasyon eksikligi, konusurken
dil siirgmesi, kas ve eklem agrilari, istah azalmas1 gibi etkiler meydana gelebilecegi
belirtilmistir. Uzun siireli ugucu madde solumanin ise asir1 kilo kaybi, asiri
yorgunluk, viicut sivist elektrolit dengesizligi, hallisinasyon gorme, hir¢in
davraniglar, biling kayb1 ve 6lim gibi sonuclara neden olabilecegi ifade edilmistir
(Linden, 1990; Haug, 1997; Altintas, 2006). Uyusturucu amagl kullanimda ise akut
intoksikasyondaki etkileri keyif verici, 6fori, zindelik, disinhibisyon, takiben
gevseme, bag donmesi, gorsel, isitsel halusinasyonlar, yorgunluk ve uyku hali olarak
bildirilmistir (Ramsey ve ark., 1989; Meadows ve Verghese,1996). Ayrica kullanim
sirasinda Oksiirme, hapsirma, salivasyon, deride kizarma, bulanti, kusma, fotofobi,
disorientasyon, diplopi, ataksi, konusmada bozulma, reflekslerde azalma ve

nistagmus goralebilir (Meadows ve Verghese, 1996).

Uyusturucu amagh kullanimda UOC’lerin hizla baslayan ve hizla gegen bir iyi

hissetme haline neden oldugu ve fizyolojik ve psikolojik etkilerinin alkol, barbittrat
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ve trankilizan ilaglara benzedigi ifade edilmektedir. Etkilerinin birka¢ dakika iginde
ortaya ¢iktig1 ve 15-45 dakika kadar surdiigii belirtilmektedir. Bu nedenle kisi siirekli
elinde bu madde ile dolasmakta ve kullanmak zorunlulugu hissetmektedir (Uzbay,
2009; @gen K., 2010; Bacaksiz, 2012).

1.1.1. Tiner

Tiner seliilozik ve sentetik olmak tizere iki ¢esittir. Toluen, benzen, aseton, metanol,
hekzan ve diger maddeleri iceren bir karigimdir ve yaygin olarak pek ¢ok sanayi
dalinda ¢oziicii olarak kullanilmaktadir (Nedzvetskii ve ark., 2012). Ulkemizde
yaygin kullanilan ve fiziksel ve kimyasal 6zelikleri Tiirk Standartlar1 Enstitiisii (TSE)
tarafindan belirlenen tiner, selulozik tiner grubundadir (TSE, 1992).

Seliilozik tiner; binyesinde hidrokarbonlar, esterler, glikol eterler, ketonlar
ile alkoller bulunduran ve nitro-seliiloz esasli her tiirlii boyalarin, verniklerin

vizkozitelerini diislirerek uygulama kolayligi saglamak i¢in kullanilan ¢oziicii

karisimidir (TSE, 1992).

Boya tineri olarakta bilinen sellilozik tinerin gaz kromatografik analizinde
200°den fazla aromatik ve alifatik maddenin karisimindan olustugu ortaya
cikarilmistir (Allen ve ark.,1992). Boya tineri bu kimyasal yapisindan dolay1 saf bir
madde olarak ifade edilemez ve deneysel calismalarda gergek konsantrasyonunun

belirlenmesi ¢ok guctur (Kuzugtiden, 2007; Giglu, 2014).

Tiirk Standartlar1 Enstitiisii (TSE) tarafindan belirlenen seliilozik tinerin
asetik asit oran1 en ¢ok % 0.03, toplam hidrokarbon miktar1 en ¢ok % 56, aromatik
hidrokarbon orani en az % 30, alifatik hidrokarbon orani1 en ¢ok % 25 ve alkoller,
esterler, ketonlar, glikol eterlerin orani ise en az % 44 olmalidir. Benzen ve klorlu
hidrokarbonlar bulunmamalidir. Toluenle seyrelme orani en az 1 olmahidir (TSE,
1992). Seliilozik tinerin igeriginin gaz kromatografisi metodu ile analiz edilmesiyle;
Tiirkiye’de kullanilan tinerin, yaklasik olarak %63 oraninda toluen, %13 aseton, %10
izobutil asetat, %7,5 izobutanol ve % 6.5 oraninda butilglikol icerdigi ve tiner
kaynakl1 zararli etkilerin biiylik cogunlukla toluen iligkili oldugu, diger maddelerin

ise bu etkileri aktive ettikleri vurgulanmistir (Vural, 1996).
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Tiner inhalasyonu ensefalopati gelisimi i¢in Onemli bir neden olabilitken aym
zamanda da geri doniisiimsiiz beyin hasarina da yol acabilmektedir (Baelum J., 1991,
Hass ve ark, 1999). Tinerin ana bileseni olan toluen (% 60-70), gucli nérotoksik
Ozelliklere sahip bir bilesiktir (Escobar ve Aruffo, 1980). Toluen depresyon, hafiza
kaybi ve ilerleyen beyin ve sinir hasarina neden olabilmektedir (Mattia ve ark.,
1993a). Toluene maruziyetinin isitme bozukluguna sebep oldugu ve siganlarda

dogum agirhigini azalttig: bildirilmektedir (Greenberg, 1997).

Tirkiye’de yapilan ¢alismalar ve gozlemler, sigara ve alkol disinda en sik
kullanilan maddenin esrar oldugunu, siray1 ugucular diye adlandirilan ¢oziiciiler,
yapistiricilar, benzin, gaz gibi maddelerin takip ettigini gostermistir. Ugucu maddeler

icinde dzellikle tiner, bally, uhu adli maddeler en sik kullanilanlardir (Ogel ve ark.,

1998).

Ucucu madde bagimlilart merkezi (UMATEM)’nde yatarak tedavi goren
bagimlilarla yapilan arastirma bulgularina gore, Sokakta yasayanlarin ailesiyle
yasayanlara gore tineri 6 kat daha fazla oranda tercih ettikleri belirtilmistir ve
ailesiyle yasayanlar daha ¢ok bally adindaki yapistiriciyr tercih ettikleri tespit
edilmistir. Erkek bagimlilarin %38.7 oraninda tiner ve %45.2 oraninda bally tercih
ettigi, bu oranlarin kadin bagimlilarda sirasiyla %21.1 ve %18.9 oldugu goriilmiistiir
(Ogel, 2010).

1.1.2. Tinerin Vicutta Metabolizasyonu

Inhalan maddelerin en toksiklerinden biri olan tinerin ana bileseni ve tiner
maruziyetini biyolojik indikatorl olan toluen viicuda solunum yoluyla alindiktan 10
saniye sonra bronglardan kana karigmakta ve kan yoluyla tiim viicuda yayilarak,
adipoz dokularda, yiiksek yag iceren dokularda ve vaskiiler dokularda birikmekte ve
cesitli enzimatik etkilesimlerle diger bilesiklere dontismektedir (Sekil 1.1) (Faust,
1994; Uzun ve ark., 2001; Tsuga ve ark., 2002; Altintas, 2006).

Vicuda giren toluen oOcelikle karacigerde bulunan monooksijenaz sitokrom P-450
enzimleri ile etkileserek yan zinciri hidroksillenmekte ve benzil alkole

doniismektedir. Benzil alkol alkol dehidrogenaz enzimi ile oksitlenerek benzaldehide



ve aldehid dehidrogenaz etkisi ile benzoik aside doniismektedir. Olusan bu benzoik
asidin idrar yoluyla viicuttan atilmasi i¢in bir doniisiime daha ihtiya¢ vardir. Benzoik
asit glisin ile birleserek temel idrar metaboliti olan hiippirik asidi olusturur. Viicuda
giren toluenin %70-80’i 24 saat i¢inde hiippirik aside donistiiriilerek idrar yoluyla
viicuttan atilmakta, geri kalan % 10-20’si solunum ve terleme yoluyla deriden

atilmaktadir (Haug, 1997; Xiao ve ark., 2001; Eisenberg, 2003; Altintas S. 2006).
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Sekil 1.1. Viicutta Toluenin Metabolizmas1 Sonucu Doniistiigi Bilesikler (EPA, 2005)

Yagda ¢Oziinen organik maddelerden olusan ugucu maddelerin hepsi kan-
beyin bariyerini rahatlikla gecebilmekte ve biling diizeyini etkilemektedir. Bu ugucu
maddelerin merkezi sinir sistemindeki farmakolojik etki mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir. Ancak; alkole benzer bicimde, noéronal hiicre membraninin
akigkanligin1 ve beyin gama aminobiitirik asit (GABA) diizeylerini arttirarak etki
gosterebilecegi belirtilmektedir. Etkilerinin birka¢ dakikadan birka¢ saate kadar
devam edebilecegi ifade edilmektedir. Idrarda hippurat/ kreatinin oranmnin 1gr/gr’in
Ustlnde olmasi tiner kullanimini isaret edebilir; ancak, benzoik asit gibi gida
koruyucularin yanlis pozitif sonuglara yol agabilecegi de diistiniilmelidir (Filley ve
ark. 2004; Altindag ve ark., 2001).



1.1.3. Toluen Diizeyleri ve Dokularda Tiner iliskili Degisikler

Aragtirmalar, ugucu madde bagimlilarinin %90 oraninda toluen, %35 oraninda klorlu
hidrokarbonlar, %3 oraninda biitan ve %2 oraninda diger ucucu maddeleri
kullandiklarin1 belirtmistir (Watson, 1980; Hormes ve ark., 1986). Ucucu maddeler,
bagimlilik yapan maddelerdir ve bagimlilik ¢abuk ve hizli olusur. Tolerans gelisimi
yani giderek artan miktarlarda madde kullanimi istegi bagimliligin en Onemli
kriterlerinden birisidir. Ancak tiim kullanicilarin bagimli oldugunu séylemek guctir
(Ogel, 2010). Tinerin uyusturucu amacl kullanimi sonucu 6len bir bireyin beyin ve
karaciger dokularinda yiiksek miktarda toluene rastlanmistir (Faust, 1994; Uzun ve
ark. 2001; Tsuga ve ark. 2002; Altintas, 2006).

Tinerin igerigindeki ana bileseni toluen olup toluenin legal maksimum dozu
200 ppm’dir. Bunu asan yiiksek dozlar, alkol ve diger ugucu maddeler gibi merkezi
sinir sistemi lizerinde once uyarici sonra depresan etki yapmaktadir (Uzun ve ark.,
2001). Amerika is¢i sagligi ve giivenligi kurumu (OSHA) toluen igin kabul edilebilir
maruz kalma smirlarini bildirmis ve 100 ppm diizeyini is yeri i¢in glivenli goriirken,
150 ppm diizeyini sekiz saatten az maruz kalmanin kabul edilir oldugunu, 2000 ppm
diizeyini ise yasamsal risk gosterdigini belirtmislerdir. Kan toluen seviyesinin 2,5
mg/ml (mikrogram/mililitre) olmasi durumunda hastalik olusumu gordlirken, 50
mg/ml duzeylerinin olasilikla 6limle sonuglandigi belirtilmektedir (Martin, 2001;
Koyuncuer, 2004). Turkiye igin izin verilen maruziyet sinir1 50 ppm ya da 192
mg/m? iken kisa siireli maruziyet simir1 (ortalama 8 saat vardiyaya gore) 100 ppm ya
da 384 mg/m3(15 dakikalik maruziyet) olarak belirtilmistir (Oztiirk, 2016).

Meslek kuruluglarinda sekiz saat kadar stren 127 ppm'lik maruziyetten
sonra kan toluen duzeyleri 0l¢iilmiis ve yaklasik olarak 0.4-6,7 mg/It tespit edilmistir
(Flanagan ve Ives, 1994). Boya yaparken 6len bir kisinin otopsi sonuglarinda da
sirastyla kanda, akcigerlerde, karacigerde ve beyinde: 48, 35, 65, 80 pg/g toluen
tesbit edilmistir (Dorsey ve ark., 2000).

Ucucu maddeler kalp ve dolasim sistemi iistiinde carpinti, kalp ritminin
bozulmasi, kalp kasinda bozulma, akcigerlerin kanlanmasi, solunum yolunun

hasarma yol agtigi, Karacigerde biiylime, bobrek yetmezligi, bobrek mikroskopik
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yapisinda ¢iiriime goriilebildigi belirtilmistir. Gunlerinin blytk bolumuni sokakta
geciren ugucu madde kullanicilari, birgok fiziksel hastaliga da maruz kalmaktadir bu

sebeple bu kisilerde belirtilen hastaliklarin goriilmesi daha da siktir (Ogen, 2010).

Kalp-damar sistemi Uzerine olumsuz etkilerine bagli bradikardi ya da
tasikardiye bagli ani 6liim, miyokard infarktiisii ya da kalp yetersizligine yol acar
(Flanagan ve ark., 1990). Ugucu maddelerin kalp {izerine etkilerinin arastirildigi en
onemli ¢aligmalardan biri “Stockholm Heart Epidemiology Program” (SHEEP)
calismasidir. Kirk bes ile 70 yas arasinda 2993 olgunun alindigi bu caligmada
dinamit patlamas1 ya da organik c¢oziiciilere maruz kalmanin, temas slre ve
yogunluguna gore miyokard infarktiisti riskini 1,5-2 kat arttirdigi gosterilmistir
(Gustavsson ve ark., 2001).

Deneysel galigmalarla akut toluen ve ksilen maruziyetinin solunum felci,
bradiaritmi ve asistol yaptig1 benzenin ise solunum felcine yol agtig1 gériilmistiir. Bu
u¢c maddenin subakut verilmesi sonucu ise repolarizasyon bozuklugu ve aritmi
olusumuna rastlanilmistir. Arastirma sonuglarina gore tiim bu olaylarin derecesi,

sikligi ve gelisimi uygulanan doz ve temasin siiresi ile yakindan iliskilidir (Morvai ve

ark.,1976).

Toluen asit-baz dengesizliklerine, akut bobrek yetmezligine, Fanconi
sendromuna ve renal tiibiiler asidoza neden olabilmektedir (Vural ve Ogen, 2007).
Akcigerler toluen'den etkilenen baska bir organdir. Hem toliien buharina maruz
kalarak hem de sistemik emiliminden sonra dolayli olarak etkisini gostermektedir.
Toluen diizosiyanat gibi izosiyanatlar, mesleki astimin en yaygin nedeni olarak kabul
edilir, ABD'de yilda 100.000'den fazla is¢i maruz kalmaktadir ve bunlarin% 5-10'u
astim gelismektedir (Tee ve ark., 1998).

UMATEM Kkliniginde yatarak tedavi goren ugucu madde bagimlisi
genclerin beyinleri magnetik rezonans goriintileme (MRI) adi verilen teknikle
degerlendirildiginde beyindeki beyaz madde lezyonu %46, “ventrikiil ve sulcus
atrofik dilatasyon” adi verilen bozukluk %27, “talamik hipotensite” adi verilen
bozukluk ise %20 oraninda gozlenmistir. 4 yil ve daha uzun siiren madde

kullananlarda bu degisikliklerin ¢ok daha belirgin olarak gézlendigi tespit edilmistir.
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Sonug olarak ugucu maddelerin kullanim siiresi uzadik¢a beyinde meydana gelen
degisikliklerin netlestigi gorulmistiir. Beyinde olusan bu hasarin siiresi ve geri

doniisiimlii olup olmadig1 bilinmemektedir (Ogen, 2010).

Uzun sureli UOC kullaniminin akciger ve karacigerde kalici hasarlara yol
actigr gosterilmistir (Marjot ve McLeod, 1989; Al-Alousi, 1989). Mattia ve ark.
(1991;1993) in vivo ve in vitro ¢alismalarinda, intraperitoneal olarak uyguladiklar
toluen etkisiyle beyin, karaciger, bobrek ve akciger dokularinda ROS olusumunun
hizlandig1 ve lipid peroksidasyonunun arttigini bildirmislerdir Al-Alousi (1989),

ucucu maddeye bagli 6liimde nedenin akciger 6demi oldugunu vurgulanmustir.

Carabez ve ark. (1998) tinere maruz birakilan siganlarin merkezi sinir
sistemi bulgular1 olarak intersinaptik mesafede artig, intersinaptozamal vezikiillerde
sayica azalma, mitokondrilal matrikste vakuolizasyon ile boyut ve sekil farkliliklart
bildirmislerdir. Periferik sinir myelin tabakasinda da degisiklikler tespit etmislerdir
Ottosan ve ark.(1980) ise toluen ve stirene maruz kalma sonucu kurbagalarda
olfaktor sinir hucrelerinde hasar olustugunu gostermislerdir. Arastirmalara gore tiner
gibi organik solventlerle maruz kalan ratlarda kilo kaybi gozlenmistir (Yamada,
1993; Marguez-Orozco ve ark., 1983).

1.1.4. Tiner Toksikasyonu ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller, dis orbitallerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip,
kisa omiirlii, kararsiz, molekiil agirlhig diisiik ve kimyasal aktifligi yiiksek molekiiller
olarak tanimlanir. Bagka bir ifadeyle serbest radikaller, negatif yiiklii elektron
sayisinin, pozitif yiiklii proton sayisi ile esit olmadig1 molekiillerdir (Halliwell, 1987,
Cheeseman, 1993; Akkus, 1995). Atomlar, nétron ve protondan olusan bir ¢ekirdek
ve bu cekirdegin cevresinde donen elektronlardan olusurlar. Atom c¢ekirdeginin
gevresindeki, elektronlarin bulundugu bosluga da orbital denir. Her bir orbitalde
spinleri birbirine zit (1]) olan iki elektron bulunur. Bu elektronlara eslenmis veya
ortaklanmis elektronlar denir (Halliwell, 1987). Atom veya molekdller,
yorilingelerindeki elektronlar eslesmis ve ters pozisyonda yer aldiklarinda kararl bir
yap1 gosterirler. Bu kararli yap1 eslesmemis elektron bulundurduklarinda bozulur

(Halliwell, 1987; Cheeseman, 1993).
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Kimyasal ve biyokimyasal tepkimeler daima atomlarin dis orbitallerindeki
elektronlar seviyesinde gerceklesir. Dis orbitallerde paylasilmamis elektron
bulunmasi1 s6z konusu kimyasal tiirlin reaktivitesini olaganiistii arttirdigi igin,
radikaller reaktivitesi ¢ok yiksek olan kimyasal turlerdir. Bir serbest radikal ti¢ temel
mekanizmayla olusmaktadir (Tablo 1.3). Serbest radikaller, pozitif yukli, negatif
yuklu ya da notral olabilirler. Biyolojik sistemlerde en fazla elektron transferi ile
olusurlar (Akkus, 1995).

Tablo 1.3.Serbest Radikallerin Olusum Mekanizmasi (Feldman ve ark.,1995; Halliwell 2001).

Serbest radikallerin Olusumu

Kovalent baglarin homolitik yikimi ile; boliinme sonrast her bir parcada

) LR
ortak elektronlardan biri kalir AB—A+B

Normal bir molekdliin elektron kaybetmesi veya heterolitik bolinme ile;
2 | Heterolitik bolinmede kovalent bagi olusturan her iki elektron, atomlardan | A:-B—A~ +B™*
birisinde kalir.

3 | Normal bir molekiile elektron transferi ile Ate- AT

Dokularda meydana gelen serbest radikaller DNA, protein, karbonhidrat ve
lipidler gibi biyolojik agidan onemli materyallere zarar verebilmektedir (Fidan,
2007). Ancak, iiretilen radikaller her zaman tehlikeli ve zararli maddeler olarak
degerlendirilmemelidir. Zararli etkilerinin yaninda viicut igin gerekli birgok

fonksiyonun gerceklesmesinde de 6nemli rol oynarlar.

Molekdler oksijenin biyokimyasal tepkimelerde kullanilabilmesi igin reaktif
formlara  ¢evrilmesi  zorunludur.  Hiicre  farklilasmasi  ve  apoptoziz,
mikroorganizmalara kars1 savunma, steroid yapida ¢ok sayidaki bilesigin {iretimi,
eikozanoidler gibi biyolojik aktif molekdllerin  sentezi, ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonu, c¢ok sayida oksidaz ve hidroksilaz enzimlerinin etkileri ve
sitotoksik etkilere sahip hiicrelerin fonksiyonlari i¢in, serbest radikal yapimi olmazsa

olmaz bir kosuldur (Cheeseman, 1993; Bergendi, 1999).

Serbest radikaller viicut disindan gelebilecegi gibi metabolizmanin dogal bir sonucu

olarak da olusabilmektedir (Tablo 1.4.) Canli organizmalar serbest radikallerin
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potansiyel yikict etkilerine karsi kendilerini korumak icin ¢esitli mekanizmalara

sahiptir (Koca ve Karadeniz, 2003).

Tablo 1.4. Serbest Radikal Olusumunda Eksojen ve Endojen Faktorler (Kalagay, 2013).

Serbest Radikal Olusumunda Eksojen ve Endojen Faktorler
Eksojen Faktorler

1. | Diyet iliskili faktorler.

2. | Cevresel faktorler:

3. | Hlaglar:

Endojen Faktorler

1. | Fiziksel egzersiz / sedanter yasam
Stres

Yaglilik

Doku hasar1 ve kronik hastaliklar

Diyetle birlikte antioksidan alinimini etkileyen kosullar

Sl e Il A

Aerobik yasam, reaktif oksijen tiirlerinin devamli olarak tretilmesi ve
bunlarin benzer bir hizla antioksidanlar tarafindan ortadan kaldirilmasi ile
karakterizedir. Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan
kaldirilma hizi bir denge igerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak
adlandirilir. Oksidatif denge saglandigi siirece organizma, serbest radikallerden
etkilenmemektedir. Bu radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma
hizinda bir diisme bu dengenin bozulmasina neden olur. “Oksidatif stres” olarak
adlandirilan bu durum 6zetle: Serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma
mekanizmasi arasindaki ciddi dengesizligi gostermekte olup, sonucta doku hasarina

yol agmaktadir (Serafini, 2004).

Oksidatif stresteki artis sonucunda olusan ROS ve RNS hiicre ici lipid ve
protein yapilarin ¢ift bag igeren gruplarina ve DNA’daki bazlarin ¢ift baglarina
saldirir ve bir hidrojen atomu kopararak zincirleme oksidasyon reaksiyonlarini
baslatirlar. Sonugta hiicre i¢i lipid, protein ve DNA gibi makromolekiiller
hasarlanarak hiicre zedelenmesi veya hiicre 61imu meydana gelmektedir (Resim 1.1)
(Fidan, 2007; Ozcan ve ark., 2015).
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Resim 1.1. Oksidatif Denge (Ozcan ve ark.,2015).

Serbest radikallerin lipidler iizerine yaptig1 etki lipid peroksidasyonu (LP)
olarak adlandirilir, LP doymamis yag asitlerinin serbest radikallerle etkilesmesi
sonucu doymamis yag asidindeki metilen gurubundan bir hidrojen atomunun
uzaklastirilmasi ile baglamaktadir (Fidan, 2007). Biyolojik zarlarin yapist lipid ve
proteinden olugmaktadir, lipid peroksidasyonu lipidlere oldugu kadar zar
proteinlerine de zarar verir (Halliwell ve Gutteridge, 1984). Yag asitlerinin
peroksidasyonu sonrasinda agiga ¢ikan {iirlinler zar gecirgenligini ve akiskanligini
ciddi sekilde etkileyip hiicre ve organel igeriklerinin ayrilmasina neden olan kopma
ve kirilmalara yol agmaktadirlar. Lipid peroksidasyonu ile meydana gelen hicresel
hasar geri doniisiimsiizdiir (Gutteridge, 1995; Kurutas ve inang, 2004).

Lipid peroksidasyonunu baslica hidroksil radikalinin baglattigi kabul
edilmektedir (Mates ve Sanchez-Jimenez, 1999; Avsaroglu, 2009). Zincir reaksiyonu
seklinde olan lipid peroksidasyonu, organizmada olusan radikal etkisiyle ¢oklu
doymamis yag asitleri ilizerindeki metilen grubundan bir hidrojen atomu
uzaklagtirilmasi ile baglar. Bu reaksiyon baslangi¢ reaksiyonu olarak isimlendirilir.
Hidrojen atomunun koparilmasiyla olusan serbest yag asiti radikali molekiiler oksijen
ile reaksiyona girerek lipid peroksil radikali (LOO) olusur. Peroksil radikali diger

komsu yag asitlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusmasina neden olurken

15



kendisi de agiga ¢ikan hidrojen atomunu alarak lipid hidroperoksitlerine (LOOH)
dontisiir. Boylece peroksidasyon basladiktan sonra kendi kendine yayilabilmekte ve
¢ok sayida yag asidi zinciri lipid hidroperoksitlerine doniisebilmektedir. Bu tepkime
ilerleme reaksiyonu olarak isimlendirilir (Gutteridge, 1995; Sodergen, 2000; Ozkan
ve Fiskin, 2004; Fidan, 2007). Lipid peroksitler hiicre zarmin Onemli bir
komponentidir ve Fe ile Cu gibi gegis metallerinin varliginda alkoksil ve peroksil
radikali verirler. Fe veya Cu tuzlar lipid peroksidasyonunun hizini arttirmak
suretiyle hiicre zar1 akiskanlhigi ve permabilitesini zayiflatirlar, bu tablo hiicre
biitiinliigliniin bozulmasina neden olabilir. Lizozomal membranlanin yikimlanmasi
hidrolitik enzimlerin salinmasina ve intraselliiler sindirime neden olur (Mead, 1984,

Braughler ve ark., 1987; Burton, 1989).

Serbest radikallerin proteinlerle iliskisi aminoasit icerigine gore degisir.
Protein molekiilleri Gzerindeki stlfhidril veya amino guruplariyla serbest radikallerin
etkilesmesi sonucu olusan yapisal degisiklikler amino asitlerin modifikasyonu,
proteinlerin fragmantasyonu, agregasyonu ve capraz baglanmalar olmak iizere lice
ayrilir (Kayali ve Cakatay, 2004). Fenilalanin, tirozin ve triptofan gibi doymamis
yapilar tasiyan aromatik amino asitler ve siilflirlii amino asitler oksidatif ataklara
kars1 ¢ok hassastirlar. Protein temel yapisindaki degisiklik, antijenite degiskenligine
ve proteolize yatkinlik nedeniyledir. Radikaller, membran proteinleri ile reaksiyona
girerek enzim, nodrotransmitter ve reseptor proteinlerinin fonksiyonlarinin bu yolla
bozulmasina neden olabilirler (Reznick ve ark.,1992). Serbest radikal tirlerinin
lizozomal membranlara zararli etkisi sonucu, hidrolitik enzimlerin hiicre igine
salinmas1 duyarli aminoasit kalintilarin1 okside ederek veya zincir polimerizasyon
reaksiyonlarina neden olarak enzimleri inaktive edebilir (Mead, 1984; Braughler ve
ark. 1987; Burton, 1989). Serbest radikallerin etkisiyle IgG ve albumin gibi ¢ok
sayida disiilfit bagr bulunduran proteinlerde ii¢ boyutlu yapr bozulur ve normal
fonksiyonlarmu yitirirler (Celik, 2005).

Serbest radikallerin karbonhidratlara etkileri monosakkaritlerin otooksidasyonu
sonucu peroksitler ve okzoaldehitler meydana gelir (Reznick ve ark.,1992). Aciga
cikan okzoaldehitler proteinlere baglanabilme 6zelliklerinden dolayr antimitotik etki

gostererek kanser ve yaslanmaya neden olabilirler. Serbest radikaller bag dokunun
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onemli bir bileseni olan hiyaliironik asit gibi karbonhidratlarin pargcalanmalarina da
yol acabilirler (Bell ve Hye, 1983; Kurt ve ark., 2004).

DNA; hiicrenin genetik materyalidir. Ayrica proteinleri kodlayan DNA’nin
fonksiyon bozuklugu veya inaktivasyonu, kodladigi proteinleri etkiler (Wu, 2003).
Insan bedeninin her hiicresindeki DNA, giinde 10.000 kez serbest radikal saldirisina
maruz kalmaktadir. Olusan hasar DNA onarim sistemleri tarafindan onarilmakla
birlikte, hasarin ¢ok fazla oldugu veya onarim sistemlerinin yetersiz kaldigi
durumlarda DNA iizerinde olusan hasar hiicre 6limiine veya mutasyona neden olur.
DNA hasarmin ¢esitli hastaliklarin etyolojisinde ve yaslanmada 6nemli rol oynadigi
ileri strilmektedir (Ames ve ark., 1992; Halliwell ve ark., 1992; Andican ve ark.,
2004; Celik, 2005).

Serbest radikallerin etkileri ile makromolekiillerin oksidatif hasar1 sonucunda
aciga ¢ikan malondialdehit (MDA), protein karbonil (PCO), 8-hidroksiguanin (8-
OHG) gibi tiriinlerin viicut sivilart ve dokularda biyokimyasal yontemlerle 6l¢iilmesi

ile oksidatif hasar varhig tespit edilmektedir (Ozcan ve ark., 2015).

Antioksidan molekiiller endojen ve eksojen kaynakli yapilar olup, olusan
oksidan molekiillerin neden oldugu hasar1 hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 savunma
ile etkisiz hale getirilirler. Hiicre dis1 savunma, albiimin, bilirubin, transferin,
seruloplazmin, iirik asit gibi cesitli molekiilleri igermektedir. Hiicre ig¢i serbest
radikal toplayici enzimler asil antioksidan savunmayi saglamaktadir. Bu enzimler
stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon-S-transferaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon
rediiktaz, katalaz ve sitokrom oksidazdir. Bakir, ¢inko ve selenyum gibi eser
elementler ise bu enzimlerin fonksiyonlar1 i¢in gereklidir (Halliwell, 1995; Martinez-
Alfaro, 2011). Giinlik yasamin rutin ilerleyisi sirasinda karsilasilan reaktif
metabolitlerin giderilmesi ve fizyolojik isleyisin devaminda endojen antioksidanlar
onemlidir. Bununla birlikte antioksidan kapasitenin giiclendirilmesi amaciyla,
eksojen antioksidan maddelerin alimi1 glindeme gelmistir (Diindar ve Aslan, 2000).
Organik solventlerin hiicre hasarindaki toksik etkilerini, serbest radikal olusumu yolu
ile gosterdikleri de bildirilmistir (Lebel ve ark., 1990, Mattia ve ark. 1993a, 1993b).
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Karabulut ve ark. (2009) insanlarda toluenin, hem in vivo hem de in vitro oksidatif
stres parametrelerini 6nemli olgiide arttirdigini, ayn1 zamanda antioksidan enzim
aktivitelerinde o©Onemli bir diisiise neden oldugunu bildirmislerdir. Organik
¢oziiciilerden tinerin neden oldugu oksidatif stres tablosu su mekanizmalarla

aciklanmaktadir.

e Bunlardan biri sitozolik NADH Ureten benzen, toluen, ksilen, etanol, aseton ve
tri-metilbenzen'in oksidatif metabolizmasidir. NADH mitokondriyal elektron
transportuyla dolayli olarak mitokondriyal i¢ zardaki tasiyicilari igeren
hidrojen kaydirma mekanizmasina bagli olarak okside olmaktadir.
Mitokondriyal NADH'yi ve solunum hizini arttirmadan elektron tagima
zincirindeki indirgeme basincini arttiran bu durum elektron tagima zincirinde

O olusumunu tesvik etmektedir (Roberts, 2009).

e Ozellikle benzen ve toluen metabolizmasi sonucu kinonlarin sitokrom P450 ile
tiretimi Onerilen bir bagska mekanizmadir. Bu kinonlar, bir redoks dongisu ile

sitozolik ROS olusumuna sebep olabilmektedirler (Murata, 1999).

e Bir diger mekanizma ise ROS olusumunu arttiran non-mitokondriyal
mekanizmadir. Tiner bilesenlerin metabolizmas1 radikal olusumu egilimli
olan CYP2E1 gibi sitokrom P450 izoformlarinin aktivasyonuyla sonuclanir

(Backes, 1993).

e Buna ek olarak, toksik maddelere maruz kalinmasi inflamasyona neden
olmaktadir. Tiner inhalasyonu akcigerlerde inflamasyona neden olmaktadir.
Cok sayida kanit akcigerdeki ROS ve RNS tiirlerinin olusumunda fagositik
l6kositler ve makrofajlar tarafindan salinan inflamatuar mediatorlerin roliinti
desteklemektedir. Makrofajlar, NO (nitrik oksit) sentaz enzimin
induklenebilir bir formu yoluyla NO Uretmektedir. Bu enzim, timdor nekroz
faktori alfa (TNF-a) gibi sitokinler inflamatuar mediatorler tarafindan regiile
etmektedir. Ayrica, alveolar makrofajlarda niikleer faktér kB'nin (NF-xB)
hizli ve kalic1 olarak aktive edilmesi, induklebilir NO sentaz enzimi (iNOS)

ve TNF-a reseptorinin induklenebilir bir formunun ekspresyonunu
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indiklenmektedir. Reaktivitesi ¢ok yiiksek olan O2 (superoksit anyon),
monosit, makrofaj ve polimorfonlkleer Iokositler de dahil olmak Uzere
uyarilmis 10kositler tarafindan NADPH oksidazin etkisi ile serbest
birakilmaktadir (Fialkow, 2007).

1.1.5.Safran

Safran (Crocus sativus L.), kuzey yarim kiirenin tropikal ve subtropikal bolgelerinde
yayilis gdsteren daha ¢ok Italya, Ispanya, Yunanistan gibi Akdeniz’e kiyis1 olan
tilkelerde ve Tiirkiye dahil olmak iizere Cin, iran ve Azerbaycan’da kiiltiirii yapilan
kormlu (sert soganli), ¢ok yillik, otsu bir bitkidir. Safran bitkisi ve bitkisinin bilimsel
smiflandirmasi Tablo 1.5 de gorulmektedir (Murdu ve ark., 1997; Vikipedi 2017).

Tablo 1.5.Safran (Crocus sativus L.) (Vikipedi, 2017)

Safran (Crocus sativus L.)

Bilimsel siniflandirma

Alem :Plantae (Bitkiler)

Bolim :Magnoliophyta (Kapali tohumlular)
Simf :Liliopsida (Bir ¢enekliler)

Takim :Asparagales

Familya :Iridaceae (Susengiller)

Cins :Crocus

Tur :C. sativus

ikili adi :Crocus sativus L.

Arapga “Za.feraan” sozciigiinden gelen safran gida, boya, ilag, kozmetik gibi ¢esitli
endiistri dallarinda kullanilmaktadir. Glinlimiizde safranin kullanildig1 en 6nemli alan
ise gida sektoriidiir. Safranin bu alanlarda kullanilmasinin temel nedeni taze
stigmalar da bulunan aci tattaki pikokrosinin kurutma prosesi sirasinda hidrolizi
sonucunda ortaya ¢ikan hos aromali safranal bilesenidir (Azarabadi, 2011). Safran,
bitkisinin ¢iceklerindeki parlak kirmizi boyuncuk (stilus) ve tepecik (stigma)
kisimlart kullanilarak elde edilmektedir (Resim 1.2) (McGimpsey ve ark., 1997,
Vikipedi 2017).
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Safran, ekonomik degeri yiiksek olan bir baharattir ve bir kilogram kaliteli safran
tiretiminin maliyeti 2.000 dolardir. 150 tane safran ¢iceklerinden 1 g safran ve 147

bin taze ¢iceklerden 1 kg kuru safran elde edilmektedir (Aytekin ve A¢ikgoz, 2008).

Corolla ( Tag yapraklarin olugturdugu sarmal).

Stamen (gigegin erkek organlari).

Tepecik (Stigma) (pistil’in, ¢igegin disi
organininucu)

- Sogan (lireme orgam)

Resim 1.2. Safran Cigegi Morfolojisi ve Stigmasi (Vikipedi, 2017)

1.1.6. Safranin Bilesimi

Safran bitkisinin kimyasal analizi, proteinler, amino asitler, karbonhidratlar
mineraller, vitaminler ve pigmentler gibi 150 den fazla ugucu ve ugucu olmaya
bilesenin varligin1 gostermektedir. Safranalin da dahil oldugu 34 den fazla terpen ve
bunlarin esterleri olan ugucu bilesen igermektedir. Bitki 6zlerinin kimyasal analizi
gostermistir ki bitkinin temel bilesenleri karotenoid yani krosinler, krosetin,

karotenoidin ve safranaldir (Abdullaev ve ark., 2007).

Safran genel olarak % 15-16 su, % 10-14 protein, % 13-14 seker, % 6-7
nisasta, % 9-10 gamlar ve dekstrin, % 6-7 pentozlar, % 5-8 kil, % 4-5 lif, % 0.8-1
ucucu yag, % 8- 13 bitkisel yagdan (palmitik, stearik, laurik ve oleik asitler)
olugsmaktadir. Safran ayrica B2 vitamini ve B1 vitaminleri ile Ca, Fe, P, Na ve K gibi

mineraller de icermektedir (Peter, 2001). Ayrica kamferol, mirisitin, kuersetin,
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apigenin, luteolin ve tirisin safranda bulunan fenolik yapidaki bilesiklerdendir

(Williams, 1998; Azarabadi, 2011).

Safranin ana bilesenlerinden safranal, krosin, krosetin ve pikokrosinin (Sekil

1.2).bir¢ok farkolojik 6zellige sahip oldugu bildirilmistir (Gresta ve ark., 2008).

o NN NN N o

Pikrokrosin Safranal

HO,, ~OH
((j\, o Ho,
M/‘\\/Y\/\l)\
HO

Krosin

-\Illlo

OH

\ o

Sekil 1.2. Safranin Ana Bilesenleri (Gresta ve ark, 2008).

Safran renk 6zelligini esas olarak cis ve trans seklinde bulunan krosinlerden
almaktadir. Krosin metabolitlerinin en biiyiigiidiir ve safranin renginden sorumludur
(Sekil 1.) (Peter, 2001; Lage ve Cantrell, 2009; Azarabadi, 2011). Krosin, kendi
agirhiginin 100.000 kati suyu sar1 renge boyayabilen, altin saris1 rengi veren etken
maddedir. Ayni1 zamanda igine kondugu yemeklere sar1 bir renk vermektedir.
Bununla birlikte giiclii renklendirme 6zelliginden dolayr ipek, yiin ve sa¢ boyasi

olarak da kullanilmaktadir (Lage ve Cantrell, 2009).
Safranin rengi ile birlikte kalitesini etkileyen diger ozellikleri ise tadi ve

aromasidir. HTTC (4-hydroxy-2,6,6-trimethyl-1-carboxaldehyde-1-cyclohexene)

aglikonunun renksiz glikoziti olan 330.37 g/mol molekiil agirligina sahip pikokrosin
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(Sekil 1.3.), safrana acilik veren ve safranin tattan sorumlu olan ana bilesenidir ayni

zaman da safranal’in 6ncii bilesenidir (Lage ve Cantrell, 2009).
H,C CH,4

\O

OH

HO 0

HO ‘ _
oH  Pikrokrosin

Resim 1.3. Pikrokrosinin Kimyasal Yapisi (Jalali-Heravi, 2009; Azarabadi, 2011).

Safranin acilik bileseni olan pikokrosin asit, alkali, 1s1 ve enzim etkisi ile 4-
hidroksi-2,6,6-trimetil-1-sikloheksen-1-karboksaldehit (HTTC)’ye, HTTC de asit
safranin ugucu yaginin ana bileseni ve aromadan sorumlu olan (150.21 g/mol bir
molekil agirligina sahip bir monoterpen aldehit olan safranala C10H100, 2,3-dihidro-
2,2,6-trimethylbenzaldehyde) doniismektedir (Sekil 1.4). Safranin rengi, aromasi ve
tadindan sorumlu olan bu bilesikler yogun olarak stigmasinda bulunmaktadir

(Trantilis ve ark., 1995; Peter, 2001; Baydar, 2005).

Pikrokrosin

OH veva H+
Prglukozidaz ISI
%ﬁc \
A

OH

CHO + CHO

HO CH3 CH
HTCC SAFRANAL

Resim 1.4. Pikrokrosinin HTCC ve Safranala Kimyasal Doniistimii (Carmona ve ark., 2007).

22



1.1.7. Fitoterapi ve Safran

Tirkgeye bitkiler ile tedavi olarak g¢evirebilece§imiz fitoterapi terimi yunancada
phyton=Dbitki ve therapeia=hizmet etmek, iyilestirmek anlamina gelen kelimelerden
olugsmustur. Fitoterapi; bitkilerin tamami veya bazi boliimleri kullanilarak
hazirlanmis dogal ilaclarla hastaliklar1 6nlemeyi ve tedavi etmeyi amag¢ edinen,
insanlik tarihinin bilinen en eski dogal tedavi yontemlerinden biridir (Karaca, 2017).
Antik ¢aglardan bu yana bir¢ok bitkinin, igerdigi kimyasallar nedeniyle hastaliklarin
tedavisinde veya hastaliklarin olusturdugu zararlar1 azaltmada kullanildigi

bilinmektedir (Mousavi ve Bathaie, 2011).

Safranin yaklasik dort bin yil boyunca 6nemli bir tibbi kullanim alanina sahip
oldugu ve tarih boyunca 90’1n iizerinde tibbi rahatsizligin tedavisinde kullanildig:
bildirilmistir. Stimerliler safrani ilag ve iksirlerinin hazirlanmasinda kullanmiglardir;
Eski Misirlilar ise sindirim sistemi hastaliklar1 ve yaralari iyilestirmek, ayn1 zamanda
karaciger ve mideyi giliclendirmek ve dalak rahatsizliklarin1 tedavi etmek amaciyla
kullandiklart bildirilmistir. Hipokrat gibi devrinin onde gelen tip alimlerinden
eserlerinde safranin tibb1 6zelliklerinden bahsederek bu bitkinin goz, kulak, dis
agrilarina karsi etkili oldugundan, ayrica iilser tedavisinde kullanildigindan ve kan
durdurucu etki gosterdiginden bahsetmislerdir. Eski Roma’da safranla hazirlanan
aromatik su, yag ve merhemler karacigeri rahatlatmak, okstirtigli kesmek, akciger ve
goz iltihaplarim gidermek igin kullanilmistir (Pasayeva ve Tekiner, 2014). M.O.
1500 yillarina ait Eber papiriislerinde safranin bobrek rahatsizliklarini gidermede

kullanilan ilaglarin bilesiminde kullanildigindan bahsedilmektedir (Mousavi ve

Bathaie, 2011).

Hint tibbinda (ayurvedic) safran eklem iltihaplarindan iktidarsizliga ve
kisirliga kadar degisen pek cok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir. Safran ayrica
astim, soguk alginliginda, alkol bagimliligin1 tedavisinde ve deri hastaliklarinda

kullanilmaktadir (Mousavi ve Bathaie, 2011; Pasayeva ve Tekiner 2014).
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Menlyk ve ark. (2010) safranda bulunan pek cok fitokimyasal bilesik nedeniyle
potansiyel biyolojik ve farmokojik fonksiyonlara sahip oldugunu bildirmislerdir.
Safranin icerdigi fitokimyasallar arasinda bulunan krosin, krosetin, pikrokrosin ve
safranalin tibbi biyoaktivitesini belirlemek i¢in ¢ok sayida in vitro ve in vivo ¢alisma
yapilmis ve safran kullaniminin pek ¢ok kanser tiirli riskini azaltmasinin yaninda
kalp damar hastaliklari, mide rahatsizliklari, depresyon, uykusuzluk ve ruhsal sikinti

problemlerini de azalttigini1 belirtmislerdir (Menlyk ve ark., 2010).

Safranal dnemli bir norotransmitter olan asetil kolin metabolizmasinda gérev
alan, asetilkolinestreaz enzimine baglanarak, bu enzimi inhibe edebilmektedir.
Asetilkolinesterazin asetilkolini parcalayarak inaktive ettigi, boylelikle asetilkolin
seviyelerini azaltarak norodejenerasyona sebep olabildigi diisiiniiliirse, safranalin
asetilkolinestreaz  inhibitorii gibi davranmast  Alzheimer, Parkinson gibi
norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde faydali olabilecegi rapor edilmektedir
(Geromichalos ve ark., 2012). Benzer sekilde safranalin Alzheimer, Parkinson gibi
hastaliklarin olusum mekanizmasinda ©6nemli rol oynayan protein yapilarinin
bozulmas1 (protein toplanmasi=protein aggregation) sonucu olusan toksik amyloid
yapili bilesiklerin olusumunu, protein yapilarin1 koruyarak azalttigi ve bdylelikle
norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde yararli etkileri olabilecegi belirtilmektedir
(Ebrahim-Habibi ve ark., 2010).

Yapilan farklt bir calismada ratlarda bir organofosfat olan diazinon ile
olusturulan toksisitede, hemotolojik toksisiteyi diisiirdiigii, fakat olusan genotoksisite
tizerinde bir etkisi olmadigi rapor edilmektedir (Hariri ve ark., 2011). Deneysel
olarak hipertansiyon olusturulan ratlarda yapilan bir arastirma safran stigmalari,
safranal ve krosinin sulu ekstraktlarinin, ortalama arteryel kan basincini doz bagimli
bir sekilde azalttigini1 ve hipotansif etkisinin vaskiiler diiz kas {lizerindeki gevsetici

etkisinden kaynaklandigini1 gostermistir (Imenshahidi ve ark., 2010).

Safranin bilinen olumsuz yani ise uterus kaslarini uyarici etkisi nedeniyle,

gebelik sirasinda kullanilmamasi gerektigidir (Demirezer, 2011).
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1.1.8.Antioksidatif etkileri

Safran antioksidan etki gosteren ve tibbi bitki litaretiiriinde yer alan gliniimiizde
Oonemi gittikce artan tedavi edici etkiye de sahip bir bitkidir. Safran ekstraktinin
bilesenlerinden biri olan safranalin radikal siipiiriicii aktivitesinin, safranala
antidiyabetik, antioksidan, antikanser ve hipotansif (Imenshahidi ve ark., 2010)
ozellikler kazandirdigi cgesitli calismalarla belirlenmistir (Ovali, 2014). Yapilan
calismalar yuksek radikal supuruci aktivitesi sayesinde safranalin gida, farmakoloji,
kozmetik sanayi gibi bir¢ok alanda kullanilabilecegi gostermistir (Assimopoulou ve
ark., 2005).

Cesitli doku ve organlarda olusan iskemi-reperfizyon (IR) sonucunda
oksidatif stres artabilmekte ve buna paralel olarak hasar gelisebilmektedir. Yapilan
caligmalar safranalin sahip oldugu antioksidatif 6zellikler (Assimopoulou ve ark.,
2005) sayesinde, rat hipokampusiinde IR sonucu olusan oksidatif stresi azaltarak
noronal hiicre oliimlerine karsi koruyucu etkiler gdsterebilecegi belirtilmektedir
(Hosseinzadeh ve Sadeghnia, 2005). Safran ekstraktinin ve safranalin kardioprotektif
etkilerinin arastirildigi ¢alismada ratlarda miyokart infarktiisiic sonucu artan lipid
peroksidasyonuna hem safran ekstraktinin hem de temel bileseni olan safranalin doza
bagimli bir sekilde oksidatif stresi azalttigi, yiiksek safranal dozunun (0,075 mL/kg)
ise en aza indirdigi belirtilmektedir (Mehdizadeh ve ark., 2013).

Assimopoulou ve ark. (2005) safranalin (500 ppm, metanol ¢ozeltisinde),
muhtemelen 2,2-Difenil-1-Picrylhidrazil (DPPH) radikali ig¢in bir hidrojen atomu
saglama potansiyeli nedeniyle % 34 radikal siipiirme aktivitesine sahip oldugunu

tespit etmislerdir.

Hosseinzadeh ve ark.(2009) safranal'in (0.1, 0.5, 1 ve 2 mM) antioksidan
aktivitesini, deoksiriboz, eritrosit membran lipit peroksidasyonu ve karaciger
mikrozomal enzimatik olmayan lipid peroksit tayini gibi ii¢ farkli yontem ile in vitro
olarak degerlendirmislerdir. Safranal, deoksiriboz deneyinde doz bagimli olarak

hidroksil radikal temizleme aktivitesi gosterdigi belirtilmistir.
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Samarghandian ve ark.(2014) diyabetik siganlarda safranalin solunum sikintisi
tizerindeki Onleyici etkisini arastirmislardir. 4 hafta siiresince diyabetik ratlara tedavi
edici ajan olarak 3 farkli dozda safranal uygulanmis ve dort haftalik ¢alisma sonrasi
bronkoalveoler lavaj sivisi (BALF) ve akciger dokusunda malondialdehit (MDA),
nitrik oksit (NO) ve indirgenmis glutatyon (GSH) igerigi, stiperoksit dismutaz (SOD)
aktivitesi ve katalaz (CAT) aktiviteleri ol¢lilmiistiir. Diyabetik+safranal grubunda,
safranal’in BALF siipernatantinda ve akciger homojenatinda MDA ve NO diizeyini
inhibe ettigini ve GSH diizeyini ve CAT ve SOD aktivitesini artirdigini belirtilmistir.
Safranalin GSH seviyelerini ve CAT ile SOD aktivitelerini artirarak diyabet sonucu

olusan akcigerlerdeki oksidatif stresi azalttig1 bildirilmistir.

Sadeghnia ve ark. (2013) safranalin (145.5 ve 291 mg/kg i.p.), rat
hipokampusunde kinolinik asit (QA) tarafindan indiiklenen oksidatif hasar iizerine

koruyucu etkilere sahip oldugunu bildirmislerdir.

1.1.9.Antiinflamatuvar Etkileri

Safranin inflamasyon ve ilgili metabolik hastaliklar1 06nledigi potansiyel
mekanizmalar halen arastirilmakta ancak safranin zengin polifenol/karotenoid igerigi
sayesinde inflamasyonu azalttig1 varsayilmaktadir. Ileri siiriilen safranin anti-
inflamatuar etkisi; antioksidan olarak hareket ederek veya antioksidan gen veya
protein ekspresyonunu arttirarak, endoplazmik retikulum stres sinyalini zayiflatarak,
metabolik sendroma bagli pro-enflamatuar sitokinler veya endotoksin aracili
kinazlar1 ve transkripsiyon faktorlerini bloke ederek, histon deasetilaz aktivitesini
arttirarak inflamasyonu bastirmak veya metabolik-gen ifadesini indikleyerek ve
kronik enflamasyonu yogunlastiran transkripsiyon faktorlerinin aktive ederek

olustugu diisiillmektedir (Mashmoul ve ark., 2013).

Tamaddonfard ve ark. (2013) krosin, safranal ve diklofenakin sicanlarda lokal
inflamasyon ve bunun neden oldugu agr 1iizerine etkilerini arstirdiklar
calismalarinda, 25, 50 ve 100 mg/kg'lik dozlarda krosin, 0.5, 1 ve 2 mg/kg dozlarda
safranal ve 10 mg/kg'lik bir dozda diklofenak (referans ila¢ olarak) uygulanan
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sicanlarda 6demi azalttigl, inflamatuvar agri yanitlarini baskiladigi ve nétrofil
sayisini azalttigi tespit edilmistir. Bu ¢alismada, lokal inflamasyon ve inflamatuvar
agrimin kangren modelinde krosin, safranal ve diklofenak igin anti-inflamatuar ve

antinosiseptif aktiviteler gosterildigi kanisina varilmustir.

Hazman ve Bozkurt (2015) siganlarda diyabetik nefropatide safranalin
inflamasyon ve oksidatif stres iizerine iyilestirici ve bobreklerdeki hasar1 azaltici
etkilerini arastirmislardir. 10 haftalik ¢alismanin sonunda, serum kan {ire azotu
(BUN) oksidatif stres indeksi (OSI), GSH, NO, sitokin duzeyleri (TNF-a, IL-1p) ve
kreatinin (CREA) duzeyleri, bobrek doku oksidatif stres parametreleri (toplam
antioksidan kapasite (TAS), IL-18, IFN-y) analiz etmislerdir. Ek olarak, safranalin
bobrek dokusunda diyabetik nefropati kaynakli hasar tizerindeki etkisi histopatolojik
olarak analiz edilmistir. Calisma sonucunda, safranalin hem antioksidatif hem de
anti-inflamatuar aktiviteler yoluyla bobrek dokusunda gorilen disfonksiyonu ve

doku hasarini azalttigini tespit etmislerdir.

Ovali (2014) calismasinda safranalin 6zellikle TNF-a ve IL-1B seviyelerini
diisiirerek inflamasyonu azaltmis olabilecegi belirtmistir. Safranalin hem oksidatif
strese hemde inflamasyona olan etkileri sayesinde diyabetik komplikasyonlarin

azaltilmasi acisindan diyabetik tedavide faydali olabilecegi birdirmistir.

1.1.10. Antikanserojenik Etkileri

Safranin ve onun bilesenlerinin, hiicresel DNA ve RNA sentezinde inhibe edici
etkisi, serbest radikal zincir reaksiyonlari {izerindeki Onleyici etkisi, dogal olarak
olusan karotenoidlerin retinoidlere metabolik olarak doniisiimii ve karotenoidlerin
hicresel DNA-protein etkilesiminde rol oynayan bir enzim olan topoizomeraz II ile

etkilesimi ile antitiimoral etki gosterdigi one siiriilmektedir (Azam ve ark., 2014).

Krosin ve krosetin olmak {izere iki ana dogal karotenoid safranin renginden
sorumludur. Klinik 6ncesi ¢aligmalara gore bazi karotenoidlerin diyetle alinmasi hem
in vitro hem de in vivo gugli antitimor etkilerine sahiptir ve bu durum bazi

dokularda potansiyel Onleyici ve/veya terapdtik rolleri oldugunu diisiindiirmektedir.
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Raporlar, A vitamini doniistiirme potansiyeli olmayan karotenoidlerin kullaniminin
daha fazla koruma saglayabilecegini ve toksisiteyi Onleyebilecegini gostermektedir.
Karotenoidlerin kanser dnleyici faaliyetlerinin altinda yatan mekanizmalar arasinda;
kanserojen metabolizmasinin modiilasyonu, hiicre biiyiimesinin ve hiicre dongiisii
ilerlemesinin  duzenlenmesi, hicre proliferasyonunun inhibisyonu, antioksidan
aktivite, bagisiklik modiilasyonu, hiicre farklilagsmasinin arttirilmasi, hiicre-huicre
uyarimi, bosluk birlesim iletisimi, apoptozis ve retinoide bagl sinyalizasyonun yer
aldigin1 belirtmislerdir. Kisasaca Crocus sativus ¢igeginden elde edilen ve karotenoid
bakimindan zengin bir baharat olan safranin ve dogal karotenoidlerin, kanser énleyici
ila¢ olarak biyokimyasal ve immunolojik aktivitelerini ve onleyici 6zelliklere sahip
olduklarini belirtmislerdir (Azam ve ark 2014).

Cesitli adeno karsinoma hiicre hatlariyla (LD50, MCF-7 ve MDAMB-231)
yapilan invitro ¢alismalarda safranal ve diger safran bilesenlerinin gesitli kanser
hiicrelerinde proliferasyonu engelledigi, bu nedenle kanser tedavisinde koruyucu
veya antikanser ajani olarak kullanilabilecegi ifade edilmektedir (Escribano ve ark.,
1996).

Samarghandian ve Shabestari (2013) tarafindan yapilan bir arastirmada,
prostat kanseri hiicre tabakasinda safranalin doz bagiml antitiimér aktivitesini (5, 10,

15, 20 mg/ml) tespit etmislerdir.

Yapilan ¢aligmalara gore, safranal diisiikk dozlarda bile tiimor oldiiriicti
aktivite gostermektedir. Segici toksisiteye sahip safranalin, doz bagiml etkileri ve
diisiik dozlarda tiimdr oldiiriicti aktivitesi nedeniyle, safranin en giiclii toksik bileseni

oldugu belirtilmektedir (Milajerdi ve ark., 2016).

1.1.11.Antinosiseptif Etkileri

Opioid reseptorleri agonisti, morfin ve siklooksijenaz yol drinleri inhibitorleri olan
Non steroidal antienflamatuar (NSAID) ilaclar orofasiyal agri tedavisinde en sik
kullanilan ilaglardir. Ancak NSAID'lerin ve morfinin yan etkileri nedeniyle, yiizlerce

yildir agriyr ve iltihaplanmay1 azaltmak i¢in kullanilmis olan bitkisel ilaglar gibi
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dogal bilesikler iizerinde biiyiik bir ilgi vardir. Son yillarda yapilan caligmalarla,
cesitli agr1 modellerinde krosin ve safranalin anitinosiseptif etkiler gosterdigi tespit

edilmistir (Hosseinzadeh ve Younesi, 2002; Erfanparast ve ark., 2014).

Hosseinzadeh ve Shariaty (2007) caligmalarinda farelere formalin, kivirma ve
sicak plaka testleri uygulamig ve safranal igin antinosiseptif ve anti inflamatuar
ozellikler tespit etmistir. Farelere safranal (0.1, 0.3 ve 0.5 ml/kg/IP) uygulamasinin,
asetik asit ile indiiklenen abdominal daralmalar1 engelledigini belirtmislerdir. 0.5
ml/kg safranal uygulamasindan sadece 30 dakika sonra, termal kaynaga karsi agri
esigi arttigini belirtmislerdir. Safranal antinosiseptif etkisi, opioid reseptorlerinden
ziyade prostaglandin sentezi veya etkilesimi tiizerine etkisinden kaynaklandigi

sonucuna varilmistir.

Hosseinzadeh ve Younesi (2002) halk tibbinda antiyematogenik bir madde
olarak kullanilan safran (Crocus sativus L.) 0ziitlinlin farelerde antinosiseptif ve anti-
inflamatuar aktivitesini degerlendirmeyi amaglamiglardir. Crocus sativus L.bitkisinin
stigma ve yapraklarina ait sulu ve etanolik maserasyon ekstraktlarini kullandiklar
caligmalarinda antinosiseptif aktiviteyi, sicak plaka ve yazi testleri kullanilarak
incelemislerdir. Sicak plaka testlerinde, her iki ekstraktin farelerde anlamli bir
antinosiseptif aktivite gostermedigini belirtmislerdir. Ekstraktlarn, asetik asidin
neden oldugu kivrilmaya kars1 antinosiseptif etkinlik sergiledigini tespit etmislerdir.
Safran stigmasimin ve petalinin sulu ve etanolik Oziitlerinin antinosiseptif etkisinin
yan1 sira akut ve/veya kronik anti-inflamatuar etkinlige sahip oldugunu

belirtmisglerdir.

Hosseinzadeh ve Jahanian (2010) calismalarinda Crocus sativus L.'nin
stigmasinin sulu ve etanolik ekstraktlarinin ve bilesenlerinin farelerde morfin alim
sendromu {izerine etkilerini degerlendirmislerdir. Ekstraktlarin  ve krosinin,
yoksunluk sendromunu azaltmak i¢in opioid sistemi ile etkilesime girmis oldugu

sonucuna varmiglardir.
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Erfanparast ve ark. (2014) ¢alismalarinda krosin ve safranalin inflamatuvar agri i¢in
antinosiseptif etkiler gosterdigini tespit etmislerdir. Krosin ve safranalin diklofenak

ile indiiklenen antinosiseptiviteyi artirdigini belirtmislerdir

Yapilan aragtirmalar, yukarda belirtilen Ozellikleri diginda safran
bilesenlerinin antitiimdr, antigenotoksik, hafiza ve Ogrenmeyi giiglendiren,
noroprotektif, analjezik ve antiinflamatuar, antikonvilsan, antianksiyete,
antidepresan, antihipertansif ve antihiperlipidemik etkiler gibi c¢ok cesitli

farmakolojik etkileri oldugu kanisina varilmistir.

1.1.12. Safran’in Kullanilma Alanlar1

Boya Sanayi:. Boyama giicliniin ¢ok yiiksek (kendi agirliginin 100 bin kat1 kadar) ve
hosa giden parlak sar1 renk vermesiyle, gegmiste boyama islerinde, kumas ve hali
ipliklerinin boyanmasinda genis olarak kullanilmasina ragmen, sentetik boyalar ¢cok
daha ucuz oldugu i¢in safranin yerini almis ve boyama i¢in kullanimi ¢ok azalmistir

(Caliskan ve Kara, 2014).

fla¢c Sanayi: Safran ile iiretilen ilaglarm, halk hekimliginde; kalp garpintisi, nefes
zorlugu, gut agrilari, istahsizlik, uykusuzluk, bronsit, sindirim bozuklugu ve
iktidarsizlik gibi rahatsizliklarda kullanildigr belirtilmektedir. Safran, ayrica kanser
arastirmalarinda 6nemli oranlarda kullanilmaktadir. Ornegin, Amerika Birlesik
Devletleri, Japonya, Rusya, Ispanya, Fransa, Romanya ve Ingiltere’de yapilan kanser
arastirmalarinda, fareler lizerindeki denemelerden, bazi kanser tiirleri igin umut verici

sonuclar alindig1 belirtilmektedir (Caliskan ve Kara, 2014).

Gida Sanayi: Safranin gida sanayinde kullanilma alani ise ¢ok genistir. Corba
cesitlerinden et kizartmalarina ve etli yemeklere, tatlilardan tuzlulara, hamur
islerinden kurutulmus meyvelerin renklendirilmesine kadar ayni zaman da tilkemizde
de lokum ve zerde gibi tathilarda ve safranli pilav yapiminda kullanilmaktadir.
Ornegin, yemeklerde ve tatlilarda renklendirici ve tatlandirict olarak kullamildig
gibi; hamur, makarna, peynir, tereyagi, sucuk, salam ve sosiste renklendirici; sicak

ve soguk iceceklerde ve hatta bazi icki ¢esitlerinde renklendirici ve tatlandirict olarak
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hazirlanmasina ait kitaplar yayimlanmigtir. Safranli besinlerin fiyati, esdegerde olan

cesitlerine gore daha yiiksek olmaktadir (Caliskan ve Kara, 2014).

Kozmetik sanayinde: Unli parfim markalarina ait iiriinlerin temel bilesenlerinden
biri olan ve bazi tiitsii ¢esitlerinde de kullanilan safranin kozmetik endiistrisinde
kullanimi icerdigi aktif bilesikler ve kozmetik formiilasyonlarinda dogal iirtinlerin
kullanim egiliminin artmasina bagli olarak hizla artmaktadir (Peter 2001). Ayrica
safranin kozmetik preparat olarak bazi sa¢ toniklerinde yer aldigi belirtilmektedir

(Caliskan ve Kara, 2014).
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2. MATERYAL ve METOD

2.1. MATERYAL

Calismada, ortalama 3 aylik, 40 adet Wistar albino cinsi erkek rat kullanilmistir.
Ratlar, oda 1s1s1 20-22 °C olan, havalandirmali, 12 saat karanlik, 12 saat aydinlikta
kalacak sekilde ve her bir kafeste 3-4 rat olmak iizere ayrilmistir. Deneklere ¢alisma
siresince standart rat yemi ve su ad libitum olarak verilmistir. Yemleme gun icinde
saat 09.00 ile 19.00 da olmak iizere iki kez yapilmistir. Calisma boyunca hayvanlara
yapilacak tiim miidahaleler Afyon Kocatepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel
Etik Kurulundan alinan 07.05.2015 tarihli (49533702/46) AKUHEDYAK-453-15
sayili etik kurulu onayr dogrultusunda, Afyon Kocatepe Universitesi Hayvancilik

Uygulama ve Arastirma Merkezinde yapilmistir.

Deneye baglamadan oOnce cikabilecek aksakliklarin en aza indirilmesi
amactyla, laboratuar sartlarinda seliilozik tiner inhalasyonunu uygulamasina bagh
olusabilecek komlikasyonlarin ve toksikasyon siddeti izlenerek bir on ¢aligma

gerceklestirilmistir.

2.1.1.Deney Gruplarinin Olusturulmasi

e Kontrol Grubu (K) (n=10): Saglikli kontrol grubu olarak 10 adet rat, standart
rat yemi ile 8 hafta boyunca beslenmistir. Deneme siiresince viicut agirliklar
haftada bir tartilarak kaydedilmistir.

e Subkronik tiner inhalasyonu Grubu (T) (n=10): Deneklere 8 hafta boyunca
giinde 2 kez olmak tizere belli bir hacimde igcinde NaOH tabletleri bulunan
hayvanlarin disaridan gozlenebildigi ve disaridan hava ile izolasyonu
saglandig1 diizenek icinde 5 ml seliilozik tiner inhalasyon icin konulmus ve
hayvanlarin %50’sinin ayakta durma refleksleri kayboldugunda uygulama
sonlandirilmistir (Konuk ve ark., 2008). Ratlar standart rat yemi ile 8 hafta
boyunca beslenmistir. Deneme siiresince viicut agirliklar1 haftada bir

tartilarak kaydedilmistir.
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e Subkronik tiner inhalasyonu +Safranal Grubu (STS) (n=10): Bu grupta tiner
inhalasyonu gergeklesen ratlara her bir hayvan i¢in 8 hafta boyunca her giin
100 mg/kg dozda safranal 1 cc serum fizyolojikde ¢ozundurulerek gastrik
gavaj yoluyla verilmistir. Ratlar standart rat yemi ile 8 hafta boyunca
beslenmistir. Deneme siiresince viicut agirliklar1 haftada bir tartilarak
kaydedilmistir.

e Safranal Grubu (S) (n=10): Bu gruptaki ratlara her bir hayvan igin 8 hafta
boyunca her gin 100 mg/kg dozda safranal 1 cc serum fizyolojikde
¢oziindiiriilerek gastrik gavaj yoluyla uygulanmistir. Ratlar standart rat yemi
ile 8 hafta boyunca beslenmistir. Deneme siiresince viicut agirliklart haftada

bir tartilarak kaydedilmistir.

2.1.2.Safranalin Hazirlanmasi

1 ml (0,96 g) safranal 16 ml serum fizyolojik ile emdlsifiye edildikten sonra 100
mg/kg (0,1 ml/kg-gin) (Riahi-Zanjani ve ark., 2015, Arihan ve ark., 2016,

Hosseinzadeh ve ark., 2015) dozunda ratlara her giin gavaj yontemiyle verilmistir.

2.1.3.Canli Agirhk Olciimleri

Deney hayvanlart gruplara ayrilmadan canli agirliklar1  belirlenerek rastgele
kafeslerine alinmistir. Gruplardaki ratlarin calismaya baslarken (0. Hafta) ve calisma

basladiktan sonra hafta da bir canli agirliklar 6l¢iilmiistiir.

2.1.4.Calismanin Sonlandirilmasi

8 haftalik safranal uygulamasi sonunda, denekler 10 mg/kg Xylazine HCI ve 50
mg/kg Ketamin HCI enjeksiyonu ile anestezi altina alimmustir. Gruplardaki
hayvanlardan teknigine uygun olarak alinan doku Ornekleri (Beyin, akciger,

karaciger, bobrek, testis) biyokimyasal analizler i¢in hazirlanmistir.

2.1.5. Doku homojenat

Cesitli doku orneklerinde (Beyin, akciger, karaciger, bobrek, testis) oksidatif stres
parametrelerinin ¢alisilmasi icin dokular 6nce homojenize edilmistir. Yaklasik 0,5 g

alinan doku ornekleri homojenizatore alinarak tizerine fosfat tampon ¢Ozeltisinden
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(PBS) (pH:7,4) 5 mL eklenmis ve homojenizator ve sonikatdr yardimiyla homojenize
edilmistir. Deneyin biitiin asamalarinda soguk zincirin saglanmasina dikkat
edilmistir. Homojenatlar 15000xrpm, +4 C°’de 10 dakika santrifiij edilerek
hazirlanan doku homojenat1 -70°C’de derin dondurucuda analiz yapilincaya kadar
saklanmistir. Elde edilen stipernatantlarda MDA, GSH, NOx, TAS ve TOS analizleri
gerceklestirilmistir.

2.1.6.Tiner Inhale Edilen Gruplarda Toluol Diizeyi Ol¢iimii

Tam kan Toluol diizeyleri Acibadem Labmed Merkez Laboratuvarinda (Istanbul,

Turkiye) GS-MS kullanilarak tayin edilmistir.

2.1.7.Biyokimyasal Analizler

Sunulan c¢alismada ratlardan elde edilen doku homojenatindan elde edilen
siipernatantlarda planlanan biyokimyasal analizler yapilmistir. Kullanilanan
spektrofotometrik yonteme gore Olgiimler ELISA cihaziyla (Biotek ELx800) ile
yapilmistir.

2.2. METOD

2.2.1. Arag ve Gerecler

Calismamizda Afyonkarahisar Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya
Dali ve ve Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimiinde bulunan asagida 6zellikleri

verilen cihazlar ve laboratuvar malzemelerinden yararlanilmistir.

2.2.2. Kullanilan Cihazlar

= Vorteks (Nive. NM 110)

. Hassas terazi (Precisa. 205 ASC. 0,0001 g’a duyarl)
. Su banyosu (Nive. BM 402)

. Isitic1 tabla (Nive. HP 221)

" Shaker (Nuve. SC 350)

" Dijital pH metre (Inolab)
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" Ceker Ocak

. Ultra Distile Su Cihazi — Elga DV 25

" Degisik hacimlerde otomatik pipet (Ependorf, Scorex)
" Farkli boyutlarda deney tiipii, balon joje ve beher glas (Isolab)
. Homojenizator

. Sonikator

. Spektrofotometre (Biotek, ELx800))

. Vorteks (NM 110, Niivefuge)

. Santrifuj (CN 180, Nuvefuge)

. Santrifuj (Nuvefuge)

. Derin dondurucu (Arcelik)

. Otomatik pipetler (5 mL, 1 mL, 100uL, 20 pL),

2.2.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

2.2.3.1.Lipid peroksidasyonu (MDA tayini) igin:

= Thiobarbitdric asit (TBA) (Merck)
Sodyum dodosil stlfat (SDS) (Merck)
Glasiyel asetik asit (Sigma)

Sodyum hidroksit (NaOH) (Merck)
Piridin (Sigma)

Butan-1-ol (Carlo Erba)

2.2.3.2. Glutatyon (GSH) Tayini I¢in;

= Metafosforik asit(Sigma)

Sodyum klortr (NaCl) (Sigma)

Etilendiamin tetra asetik asit (EDTA)

Monosodyum fosfat dihidrat (NaH2PO4.2H.0) (Merck)
Disodyum fosfat dihidrat (Na2HPO4.2H20) (Merck)
Sodyum sitrat (Merck)

5,5-ditiyo-bis-2-nitrobenzoik asit (DTNB) (Sigma)
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» GSH standard: (Sigma)

2.2.3.3.Nitrik Oksit (NOx) Tayini I¢in;

= Vanadium klorir (VClsz, Merck)

= Silfanilamid (Merck)
N-(1-naphthyl)ethylenediamin (NEDD) (Merck)
Cinko sulfat (ZnSQOs4) (Sigma)

= Sodyum Hidroksit (NaOH)

Hidroklorik asit (HCI) (Carlo Erba)

2.2.3.4. Total Antioksidan Kapasite i¢in:
-Antioxidant Assay Kit (Rel Assay Diagnostics) RL0O017

2.2.3.5. Total Oksidan Kapasite I¢in
-Total Oksidant Assay Kit(Rel Assay Diagnostics) RL0024

2.3.Dokuda MDA Tayini

2.3.1.Deneyin Prensibi

Serbest radikallerin, doymamis yag asitlerini peroksidasyona ugratarak
olusturduklar1 son irlinlerden biri malondialdehittir (MDA). Yontem, doku
homojenatinda perokside lipidlerin yikim iirlinii olan MDA’ nin, tiyobarbitiirik asit
(TBA) ile reaksiyonu sonucunda olusan renkli iriinlin miktar tayini prensibine
dayanmaktadir. Lipid peroksidasyonunun tayini pH’in 3.5 oldugu ve aerobik sartlar
altinda, %0.8’lik TBA ile doku homojenatinin sicak su banyosunda 95C"‘de bir saat
inklibasyonu sonucu olusan pembe renkli kompleksin (Sekil 2.1) 532 nm’de

spektrofotometrik olarak 6l¢iimii ile gergeklestirilmistir (Ohkawa ve ark., 1979).

SYN OH HO N SH

Mg, — T
M—* e AN+ 2H0

OH CH OH

TBA MDA URON  Amax=532 nm

Sekil 2.1. MDA’in TBA ile reaksiyonu (Halliwell ve Gutteridge, 1999).
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2.3.2. Deneyde Kullanilan Cozeltiler

% 8,1’lik Sodyum Dodosil Siilfat (SDS): 2,02 g SDS 250 ml distile suda ¢ozilerek
hazirlanmustir.

% 20 ‘lik glasiyel asetik asit : %96’lik asetik asitten 104,16 ml alinip 500 ml’ye
distile suyla tamamlanmustir.

% 0,8’lik tiyobarbiturik asit (TBA): Once 1 g NAOH 500 ml distile suda
¢Oziilmiis daha sonra 4 g TBA hazirlanan 500 ml NAOH ¢o6zeltisinde ¢ozilmiistiir.
Butanol-piridin karistmi: 750 ml n-butanol 50 ml piridinle (15:1) karistiritlmastir.

2.3.3. Deneyin Yapihisi

Dokuda MDA analizi Ohkawa ve ark.’nin bildirdigi yontemle yapildi (Ohkawa ve
ark., 1979). Yontem kisaca, 50 pl sodyum dodesil siilfat (SDS, %8.1)’a 100 ul doku
homojenati eklenerek vortekslenip oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilmistir. 375
ul asetik asit (pH 3.5, 20%) ve 375 ul thiobarbitiirik asit (0.6%) eklendikten sonra
95C° su banyosunda 60 dakika bekletilmistir. Ornekler oda sicakliginda sogumaya
birakilmistir. 1.25 ml biitanol:piridin (15:1) eklenip, vortekslenmis ve 1000 rpm’de 5
dakika santrifiij edilmistir. 750 pl organik pembe tabaka 532 nm’de Ol¢lilmiistiir.
Dokularda lipid peroksidasyonuyla ilgili sonuclar, nmol MDA/g doku olarak

verilmistir.
2.4. Dokuda GSH Tayini

2.4.1.Deneyin Prensibi:

TUm non-siilfidril gruplar indirgenmis glutatyon (GSH) formundadir. 5',5'-Ditiyobis
2-nitrobenzoik asit (DNTB) disulfid kromojen yapisinda olup siilfidril bilesikler
tarafindan indirgenerek sar1 renkte bilesik olustururlar. Testin prensibi, 412 nm
absorbansta okunan GSH konsantrasyonun, bu indirgenmis kromojenin ile dogru

orantili olmasina dayanir (Beutler ve ark., 1963).
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NO,
Q R-SH NO,
Hoocjij/s.S b5y —= B S_Q + R-SSR

COCOH
O,N
2-Nitro-5-mercapto-
DTNB benzoic acid

Amax=412 nm

Sekil 2.2. GSH’un DTNB ile reaksiyonu

2.4.1. Dokuda GSH Tayininde Kullanilan Cozeltiler

Presipitasyon soliisyonu: Bir beher icine 1.67 g Metafosforik asit, 0.2 g EDTA, 30
g NaCl ekledikten sonra distile su ile 100 ml’ye tamamlanmugtir.

Fosfat solUsyonu: 0.3 M Na;HPO4 hazirlanmistir.

DTNB: 40 mg %1 lik Na-asetat hazirlanmstir.

2.4.2. Deneyin Yapihisi

Dokularda GSH analizi Beutler (1963) metoduna gore yapilmistir. Analiz igin kor,
standart ve numune tiipleri hazirlanmigtir. Standart tiipe 200 pl standart, numune
tipine 200 pl o6rnek konulduktan sonra her iki tipe 1.8 ml saf su ve 3 ml
presipitasyon soliisyonu ilave edilmistir. Kor tiipe ise 0.4 ml saf su ve 0.6 ml
presipitasyon soliisyonu konulmustur. Hazirlanan karisimlara siizme islemi
uygulandiktan sonra siizlilen kisimlardan 1 ml siipernatant alinmis ve tizerine 4 ml
fosfat solusyonu ve 0.5 ml DTNB (5- 5'- dithiobis (2-nitrobenzoik asit) eklendikten

sonra 412 nm’ de okunmustur. Sonuglar pmol/g doku olarak hesaplanmuistir.

2.5.Dokuda NOx Tayini

2.5.1.Deneyin Prensibi:

Nitrik oksit (NO) yar1 6mrii ¢cok kisa olan bir madde olup oksidasyon ile stabil
metabolitleri olan nitrat ve nitrite doniisiir. Bu yiizden NO seviyesi genellikle bu
metabolitlerin tespiti ile degerlendirilir (Inan ve ark., 2005). Bu nedenle, nitrik oksit
miktar1 Miranda ve ark.(2001)’nin “Vanadium kloriir (III) - Gries Reaksiyonu”

yontemi ile belirlenmistir (Miranda ve ark., 2001). Bu yontem (Griess reaksiyonu),
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nitritin asitik ortamda primer bir aromatik aminle (stlfanilamit) diazotizasyonu ve N-
(1-naphthyl)ethylenediamin (NEDD) ile renkli bir azo tiirevi olusturmasi esasina

dayanmaktadir.

/_NHz
HN
/*NHz
NHy +N=N HN OO
N0,
3 + — N
H” N
SOoNH; SOLNH> ©

SONH,

Diazonyum Uriinii

Sekil 2.3. Nitrit’ten Renkli Diazonyum Uriiniiniin Olusumu

2.5.2.Dokuda NO Tayininde Kullanmilan Cozeltiler

Cinko Sulfat (% 10): 10 g ¢inko siilfat distile suda ¢oziilerek hacim 100 ml’ye
tamamlanmustir.

Sodyum Hidroksit (0,3 M): 1,2 g sodyum hidroksit distile suda ¢ozilerek hacim
100 ml’ye tamamlanmustir.

Vanadyum (I11) Klortr (% 0,8): 800 mg vanadyum (III) klorir 1 M HCI’de
coziilerek hacim 100 ml’ye tamamlanmustir.

1 M HCI: 8,29 ml HCI (d:1,19; %37; MA: 36,46) icinde bir miktar distile su
bulunan bolonda ¢6ziilerek hacim 100 ml’ye tamamlanmistir.

Sdlfanilamid (% 2): 2 g siilfanilamid % 5’lik HCI’de ¢oziilerek hacim 100 ml’ye
tamamlanmustir.

NEDD (% 0,1): 100 mg N-(1-Naftil)etilendiamine dihidroklortr distile suda

¢oziilerek hacim 100 ml’ye tamamlanmustir.

2.5.3. Deneyin Yapihisi

50 ul doku siipernatant tiiplere alinarak. 200 ul Somogyi reaktifi (%10 ZnSO4 ve 0,5
N NaOH (1:1) eklenmistir (Somogy,1930).1 gece inkiibe edilmistir. 1500-3000 pm,
10 dk santifiij edilerek 100 ul siipernatant alinmigtir. 100 pl VaClz,50 pl stlfanilamid
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ve 50 ul NEDD eklenmistir. 30 dk 40 C° de bekletilmistir (Oda 1sisinda iki saat).
Ayni islemler kor tiipii icin uygulanarak tiim Ornekler 540 nm’de okunmustur.

Dokularda NOx konsantrasyonu umol/g doku olarak verilmistir.

2.6.Total Antioksidan Kapasite Olguimii

Calisma sonunda ratlardan alinan karaciger, bobrek, beyin, testis, akciger dokusu
orneklerinde total oksidan ve antioksidan statii dlgimleri, Erel’in (2004, 2005)

gelistirdigi metoda gore spektrofotometrik (Biotek, ELx800) yontemlerle yapilmistir
2.6.1.Deneyin Prensibi

Numunede bulunan antioksidan maddelerin mavi-yesil renkli ABTS (2,2" -Azinobis
(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate) radikali ile reaksiyona girerek bilesigin
renginde azalmaya ya da rengin kaybolmasina neden olmasi prensibine
dayanmaktadir. Renk degisimi ile numune icindeki antioksidan miktar1 arasinda ters
iligki bulunmaktadir. Standart olarak E vitamini analogu olan trolox kullanilmis ve

sonu¢ mmol Trolox equiv/L olarak ifade edilmistir.

Cizelge 2.1.Kullanilan Reaktif ve Standartlar

Reaktif 1 Asetat tamponu 0,4 mol/L pH 5.8

Reaktif 2: Renklendirilmis ABTS 30 mmol/L
[2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6 sulphonic acid)]
radikal sollisyonu

Standart sollisyonu 1.0 mmol Trolox Equiv./L)

2.6.2.Deneyin Yapihisi

Mikroplate kuyucuklar1 dH20, standart ve 6rnek olmak Uzere isaretlenmistir. Biitiin
kuyucuklara 250 pl reaktif 1 konulduktan sonra 15 pul dH20, 15 ul standart ve 15 pl
supernatant Ornek belirlenen kuyucuklara eklenerek, 660nm’de ilk okuma
yapilmistir. Kuyucuklara reaktif 2°den 37,5 ul pipetlenerek 37 °C’deki 5 dakikalik

inkiibasyonu takiben 660 nm’de ikinci okuma yapilmistir.
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Cizelge 2.2. Total Antioksidan Kapasite Analizi

Ornek Standart dH20
Standart - 15 ul 15l
Numune 15ul - -
Reaktif 1 250 ul 250 250 ul

Karistirilip 30 sn icinde 660 nm de ilk okuma
Reaktif 2 37,5 ul 37,5 ul 37,5 ul

37 °C’de 5 dakika inkiibasyon
660 nm ikinci okuma

Sonug¢larin Hesaplanmasi
A2-Al=Standart veya 6rnegin A absorbansi

Sonug = [( A Abs H20) - (A Abs Ornek)] / [( A AbsH20) - ( A Abs Std)]

A Standart H20’in absorbans1 = (Std H2O’in ikinci absorbansi - Std H>O’in ilk
absorbansi)

A Standart ’nin absorbansi = (Std ’in ikinci absorbansi - Std ’in ilk absorbansi)

A Ornegin absorbansi = (Ornegin ikinci absorbansi - Ornegin ilk absorbans)

2.7.Total Oksidan Kapasite Analizi

2.7.1.Deneyin Prensibi

Ornekte bulunan oksidanlar Fe*?-o-dianisidin kompleksini ferri (Fe*®) iyona
oksitlerler. Fe* asidik ortamda xylenol orange ile renkli bir kompleks
olusturmaktadir. Ornekte bulunan oksidanlarin miktarryla iliskili olan rengin siddeti
spektrofotometrik olarak dlgiilmektedir. Standart olarak hidrojen peroksit kullanilmig
ve sonu¢ pmol H2O2 Equiv/L olarak ifade edilmistir.

Cizelge 2.3.Kullanilan Reaktif ve Standartlar

Reaktif 1 Tampon soliisyonu 25 mM, pH 1.75
Reaktif 2: Prokromojen sollisyonu
H2S04 25 mM, pH 1.75
Fe*? 5mM
O-dianisidin 10mM
Standart soliisyonu 10 pmol H,OzEquiv./L
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3.7.2.Deneyin Yapihis1

Doku silipernatantlarinda oksidan kapasiteleri analizi i¢in hacimler yar1 yariya
azaltilarak kullanilmistir. Mikroplatin kuyucuklar1 standart ve 6rnek olmak {izere
isaretlenmistir. Biitiin kuyucuklara 250 pl reaktif 1 konulduktan sonra standart
kuyucuguna 37,5 ul standart ve 6rnek kuyucuklarina 37,5 pl siipernatant eklenerek,
530 nm’de ilk okuma yapilmistir. Kuyucuklara reaktif 2’den 12,5 pl pipetlenerek 37
°C’deki 5 dakikalik inkiibasyonu takiben 530 nm’de ikinci okuma yapilmustir.

Cizelge 2.4.Total Oksidan Kapasite Analizi

Standart Ornek
Standart 37,5ul -
Numune - 37,5 ul
Reaktif 1 250 pl 250 pl

530 nm ilk okuma

Reaktif 2 12,5 pl 12,5 pl 12,5 pl

37 °C’de 5 dakika inkiibasyon

530 nm ikinci okuma

Sonuclarin Hesaplanmasi
Sonug =[( A Abs Ornek) / ( A Abs Std)] x 10 (Std degeri)

A Abs Ornek = Ornegin ikinci absorbansi — Ornegin ilk absorbansi
A Abs Std = Standart *m ikinci absorbansi — Standart *1n ilk absorbansi

Std degeri =10 umol /L

2.8. istatistiksel Analiz Yontemi

2.8.1.Kovaryans analizi (ANCOVA)

Kovaryans analizi, iki ya da daha fazla grupta bir bagimli degiskenin ortalamalarinin
karsilastirilmasi sirasinda, s6z konusu degiskene etki eden baska bagimli degiskenin
etkisinin ortadan kaldirilmasi veya bu etkinin aritilmasi1 maksadiyla kullanilan bir

istatiksel yontemdir. Kovaryans analizi, varyans analizinin bir uzantisidir ve tiim
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grubu etkileyen bagimli degiskendeki degismeyi kontrol altina almak suretiyle hata
varyansini diisiirlir. Kovaryans analizinde, varyans analizinde oldugu gibi bagimli ve
bagimsiz degiskenler vardir fakat bu degiskenlere ek olarak ‘’araya giren’’ bir ya da
daha fazla degisken bulunur. Bu araya giren degiskenlere ‘’kodegisken(covariate)’’

denir (Kalayci, 2010; Ozgoren, 2011).

Tinerin meydana getirdigi oksitatif strese karsi safranalin koruyucu etkisini
tespit etmek i¢in dort farkli grupta dokularda olgiilen parametrelere ANCOVA
analizi yapilmis ve gruplar arasi fark olup olmadigi Bonferroni testi ile tespit
edilmistir. Covariate olarak gruplarin sifirinci ve sekizinci haftadaki canli agirlik

ortalamalar1 se¢ilmistir.

Elde edilen bulgularin istatistik hesaplamalari, SPSS 24 paket programi
kullanilarak yapilmis, ¢alismada elde edilen veriler "ortalama + standart sapma"

olarak ifade edilmistir (X + SD).

43



3. BULGULAR

Materyal ve metot boliimiinde belirtilen yontemlerle ¢aligma protokolii basariyla
olusturulmustur. Calismanin bitirilmesiyle deney hayvanlarindan elde edilen
karaciger, akciger, bobrek, beyin, testis gibi dokularda laboratuvar analizleri yapilmis

ve sonuclarin istatistiki analizlerinden elde edilen bulgular asagida 6zetlenmistir.

3.1. Canh Agirhik Profilleri

Deney hayvanlariin laboratuvar ortamina uyum sagladiktan sonra araliksiz her hafta
canlt agirliklart olgiilerek kayit altina alinmistir. Calisma siiresince ratlara ait
degisimler Tablo 3.1’de ve Grafik 3.1’de sunulmustur. Istatistiksel olarak
incelendiginde baslangi¢la birlikte tiim haftalarda canli agirliklarda fark oldugu

gbzlemlenmis bu sebeple istatistiksel fark agicindan degerlendirilmemistir.

Tablo 3.1. Guruplarda Gézlenen Canli Agirligi Degisimi

CA 0.hafta 1.hafta 2.hafta 3.hafta 4.hafta 5.hafta 6.hafta 7.hafta 8.hafta

K 350,7£7,5 384,279 | 396,3+8,5 403,6+8,8 406,0£10,9 | 405,2+10,9 | 415,4+10,8 | 424,2+10,6 | 422,7+11,8

S 299,146,2 316,4£6,7 | 315,8+6,2 319,1+7,4 333,8+7,6 324,3+7,8 335,9+7,3 341,1+7,9 334,7£7,5

T 333,7+6,3 345,5+10 362,1+11,1 | 362,6+11,4 | 371,4+10,6 | 368,3+11,6 | 380,3+11,7 | 377,9+11,2 | 376,7+10,9
287,0£4,3

T+S 283,8+4,6 | 287,5+3,9 295,9+3,8 296,5%3,5 299,5+3,1 305,8+2,8 307,2+2,7 317,2£17,9

Canli agirhik profiline gore tiim gruplarda kilo artist s6z konusudur.
Gruplardaki hayvanlarin ilk ve son agirliklarini baz alirsak 73 g fark ile en fazla canli
agirlik artis1 kontrol grubunda olmakla birlikte daha sonra sirasiyla 43 g ile tiner, 36
g ile safranal ve 30 g ile tinertsafranal grubunda canli agirlik artist meydana
gelmistir. Biitiin gruplarda agirlik artig1 goriilmesine ragmen safran verilen gruplarda
canli agirlik artisinin kontrole gore daha az oldugu goriilmektedir. Tiner+safranal

grubunda ise tiner grubuna gore daha az kilo artis1 dikkat ¢gekmektedir.
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Grafik 3.1. Canli Agirlik Profilleri

3.2. Tiner Inhale Edilen Gruplarda Toluol Diizeyi Ol¢iimii

Tam kan Toluol diizeyleri Acibadem Labmed Merkez Laboratuvarinda (Istanbul,
Turkiye) GS-MS kullanilarak tayin edilmistir. Elde edilen kan toluen diizeyleri ng/ml
cinsinden agagidaki tablodaki gibi tespit edilmistir.

Tablo 3. 2.Tiner Inhale Edilen Gruplarda Toluol Diizeyi

K%’:':TS)OL SAFRANOL TINER sﬂﬁf\ﬁ&
GRUPLAR (n=10) (n=10) Y p
Ortalama3 Ortalama+SD Ortalama+SD (n=10)
D - - Ortalama+SD
Toluen 1,525+0,071 148140071 | 0,730
(ng/ml)

T ve T+S gruplarinda inhale ettikleri toluen diizeylerinde istatistiksel olarak bir

farklilik goriilmemistir.

3.3. Biyokimyasal Parametrelerdeki Degisimler

Calismamizda olusturulan dort deneme gurubundan aliman karaciger, akciger,
bobrek, beyin, testis doku drneklerinde MDA, GSH, NOx, TAS, TOS duzeyleri tayin

edilmistir. Bu gostergelerin 8 haftalik arastirma siiresi sonundaki dokulardaki
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diizeylerine ait bulgularin istatistiksel degerleri ve karsilastirmasi tablo ve grafiklerle

asagida sunulmustur.

3.3.1 Dokularda MDA Duizeyi

Lipid peroksidasyonu gostergelerinden MDA’nin, Tablo 3.3 ve Grafik 3.2’te tim
dokulardaki degisimi gorulmektedir.

Tablo 3.3. Dokularda Olgiilen MDA Parametresine Ait Bulgularin Aritmetik Ortalama, Standart Hata
ve Anlamlilik Diizeyleri

KONTROL | SAFRANOL TINER TINER +
DOKULARMDA 1" _10) (n=10) (n=10) SAFRANOL
(nmol/g doku) OrtalamazS | OrtalamatS OrtalamazxS (n=10) P

g D D D Ortalama+SD
KARACIGER | ) ao11 60 | 3671+124% | 41.81+118° | 29.38+1.46° | 0,000
SRIGER 10.9540,04° | 19,83+073° | 24.27+0,69% | 1832+0,86° | 0,000
BOBREK 2418+181° | 2732+139% | 32.83+133% | 27.82+165% | 0,000
BEYIN 27.32+40,88% | 22724068 | 28350652 | 17,090,79¢ | 0,000
TESTIS 20.28+2,05" | 19,58+158° | 2054+151¢ | 17,97+187° | 0,000

P<0.05. Ayni satirda farkli harfler ile gosterilen gruplar arasinda istatistiksel 6nem vardir.

Tablo 3.3 ve Grafik 3.2’teki verilere gore karaciger dokusunda MDA diizeyi
T grubunda K ve T+S gruplarina oranla anlamli bir artis saptanmistir (p<0,05). T+S
grubunda T ve S grubuna oranla anlamli bir azalma goriilmektedir (p<0,05). S grubu
K grubuna goére anlamli olmayan bir artis géstermisken, T+S grubunun K grubuna

gore anlamli olmayan bir azalig gostermesi dikkat ¢ekmektedir.
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Tablo 3.3 ve Grafik 3.2’teki gore akciger dokusunda MDA diizeyi T grubunda diger
dokulara gore anlamli bir artig gorilmiistiir (p<0,05).T+S grubunda diger gruplara

oranla goriilen anlamli olmayan bir azalis s6z konusudur.

Tablo 3.3 ve Grafik 3.2’teki verilere gore bobrek dokusunda MDA diizeyi T
grubunda K grubuna oranla anlamli bir artig gostermistir (p<0,05).T+S grubunda T

grubuna gore anlami olmayan bir azalis gézlenmistir.
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Grafik 3.2. Dokuda MDA Diizeyleri

Tablo 3.3 ve Grafik 3.2°teki verilere gore beyin dokusunda MDA diizeyi T
grubunda S ve T+S gruplarina oranla anlamli sekilde artmigtir (p<0,05). S ve T+S
grubunda K ve T grubuna oranla anlamli bir azalis gézlenmektedir (p<0,05).

Tablo 3.3 ve Grafik 3.2°teki verilere gore testis dokusunda MDA diizeyi T grubunda
diger gruplara oranla anlamli bir artis goriilmiistiir (p<0,05). T+S grubunda T
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grubuna gore anlamli bir azalis s6z konusudur (p<0,05). Bununla birlikte T+S

grubunda K ve S grubuna gore anlamli olmayan bir azalig goriilmektedir.

3.2.2. Dokularda GSH Duzeyi

Gruplardaki GSH duzeyleri tum dokulardaki degisimi Tablo 3.4 ve Grafik 3.3’te
gorulmektedir.

Tablo 3.4. Dokularda Olgiilen GSH Parametresine Ait Bulgularin Aritmetik Ortalama, Standart Hata
ve Anlamlilik Diizeyleri

DOKULAR | KONTROL | SAFRANOL TINER S/Egiﬁ SL
GSH (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) p

(umol/g doku) | OrtalamazSD | Ortalama+SD | Ortalama+SD OrtalamatSD
KARACIGER | 19.934105° | 1925:081® | 1647+078" | 18.69+0,96® | 0,013
AKCIGER | 1646+070® | 1671%0542 | 17.37:052° | 13.64+0.642° | 0,000
BOBREK | 1599+008® | 17.39+076° | 1291+072° | 14.09:0.89% | 0,000
BEYIN 147040,75% | 1436+058° | 12.41+055° | 13.14+0,69% | 0,015
TESTIS 188+1,6% | 1871#122% | 1376+116° | 18,60+144® | 0,007

P<0.05. Ayni satirda farkli harfler ile gosterilen gruplar arasinda istatistiksel 6nem vardir.

Tablo 3.4 ve Grafik 3.3’te verilere gore GSH diizeyi karaciger dokusunda T
grubunda K grubuna gore anlamli bir azalma saptandi (p<0,05). S ve T+S

gruplarinda T grubuna gore anlamli olmayan bir artis gériilmiistiir.
Tablo 3.4 ve Grafik 3.3’te verilere gore akciger dokusunda T+S grubunda S ve T

gruplaria gore anlamli bir azalma tespit edilmistir (p<0,05). T grubunda K ve S

grubuna oranla anlamli olmayan bir artis saptanmistir.
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Tablo 3.4 ve Grafik 3.3’te verilere gore bobrek dokusunda T grubunda K ve S
grubuna oranla anlamli bir azalis gorilmiistiir(p<0,05). S grubunda T ve T+S
grubuna goére anlamli bir artis saptanmistir (p<0,05), K grubuna gore ise anlaml
olmayan bir artis goriilmiistiir. T+S grubunda T grubuna gore anlamli olmayan bir

artis gorilmiistir.
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Grafik 3.3. Dokulardaki GSH Duzeyleri

Tablo 3.4 ve Grafik 3.3’te verilere gore beyin dokusunda GSH diizeyinde T
grubunda K ve S grubuna oranla anlaml bir azalis goriilmiistiir(p<0,05). S grubunda
T grubuna gdre anlamli bir artig saptanmistir (p<0,05), K grubuna gore ise anlamli
olmayan bir azalig goriilmiistiir. T+S grubunda T grubuna gore anlamli olmayan bir

artis gorilmistir.

Tablo 3.4 ve Grafik 3.3’te verilere gore testis dokusunda T grubunda K grubuna
oranla anlamli bir azalis goriilmistiir(p<0,05). S grubunda T ve T+S grubuna gore
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anlamli olmayan bir artig tespit edilmistir. T+S grubunda T grubuna oranla anlamli

olmayan bir artig saptanmustir.

3.2.3. Dokularda NOx Diizeyi

Gruplardaki NOx duzeylerinin tim dokulardaki degisimi Tablo 3.5 ve Grafik 3.4’da
gorulmektedir.

Tablo 3.5.Dokularda Olgiilen NOx Parametresine Ait Bulgularin Aritmetik Ortalama, Standart Hata
ve Anlamlilik Diizeyleri

DOKULAR | KONTROL | SAFRANOL | TINER TINER +
g Y N SAFRANOL
NOx (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) p
(umol/g doku) | Ortalama+SD | OrtalamazSD | Ortalama+SD Ortalama+SD
KARACIGER | 75311314 | 1200+102¢ | 93240,07° 3,00+1,19° | 0,000
AKCIGER | 351080% | 6,86£0,69% | 6,5440,66° 2.85+0,82° | 0,000
BOBREK | 5094000 | 863:060° | 6,99+067° 2.29+0,82° | 0,000
BEYIN 3324101 | 771+078% | 6,98+0,74¢ 3624092 | 0,000
TESTIS 5,64+095® | 587+0,73% | 6,6940,69° 2.81+0,86° | 0,006

P<0.05. Ayni satirda farkli harfler ile gosterilen gruplar arasinda istatistiksel 6nem vardir.

Tablo 3.5 ve Grafik 3.4’da verilere gore karaciger dokusunda NOx diizeyi T+S

grubunda T ve S grubuna oranla anlaml sekilde azalmigtir (p<0,05).

Tablo 3.5 ve Grafik 3.4’da verilere gore akciger dokusunda NOx diizey1r T+S
grubu S ve T grubuna oranla anlamli sekilde azalmistir (p<0,05) ve kontrol grubu
seviyelerine diigmiistiir. S grubunun ile T grubu arasinda anlamli bir farkin

bulunmamasi ve degerlerin ¢ok yakin olmasi dikkat ¢ekicidir.
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Tablo 3.5 ve Grafik 3.4’da verilere gore bobrek dokusunda NOx diizeyi T+S
grubunda T ve S grubuna oranla anlaml sekilde azalmistir (p<0,05). S grubunda K

ve T gruplarina oranla anlamli olmayan bir artis goriilmiistiir.

Tablo 3.5 ve Grafik 3.4’da verilere gore beyin dokusunda NOx diizeyi T+S
grubu T ve S grubuna oranla anlamli sekilde azalmistir (p<0,05). S grubunda K ve

T+S grubuna oranla anlamli bir artis saptanmistir (p<0,05).
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Grafik 3.4. Dokularda NOx Duzeyleri

Tablo 3.5 ve Grafik 3.4’da verilere gore testis dokusunda T+S grubunda S ve
T gruplarina oranla anlamli bir azalis gorilmiistiir (p<0,05). T grubunda S grubuna

oranla anlamli olmayan artig saptanmaistir.

3.2.4. Dokularda TAS Duzeyi

Gruplardaki TAS diizeylerinin tiim dokulardaki degisimi Tablo 3.6 ve Grafik 3.5’te

gorulmektedir.
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Tablo 3.6 ve Grafik 3.5’deki verilere gore karaciger dokusunda TAS diizeyi S ve T
gruplarinda K ve T+S gruplarina oranla anlamli bir azalis géstermistir (p<0,05). T+S
grubunda T ve S grubuna gore anlamli bir artis saptanmistir ve kontrol grubu

seviyesine ¢ikmistir (p<0,05).

Tablo 3.6 ve Grafik 3.5’deki verilere gore akciger dokusunda TAS

seviyelerinde gruplar arasinda istatistiksel acidan anlamli bir fark olusmamastir.

Tablo 3. 6. Dokularda Olgiilen TAS Parametresine Ait Bulgularin Aritmetik Ortalama, Standart Hata
ve Anlamlilik Diizeyleri

DOKULAR |\ S\TROL TINER TINER +
TAS g SAFRANOL -
(n=10) v (n=10) SAFRANOL
(mmol Trolox (n=10) = P
. OrtalamazS Ortalama+S (n=10)
Equiv./g D Ortalama+SD D Ortalama+SD
protein) _
KARACIGER | 08010072 | 0,39:005® | 038:005° | 0,80:006° | 0,000
AKCIGER 0,28+0,09 0,29+0,07 0,32+0,07 0,49+0,09 0,213
BOBREK O,56i0,07a 0,45i0,06a O,lSi0,0Gb 0’4910’073 0,000
BEYIN 0,3540,07 0,22+0,05 0,32+0,05 0,35+0,06 0,158
TESTIS 0,43+0,05 0,33+0,04 0,30+0,03 0,38+0,04 0,060

P<0.05. Ayni satirda farkli harfler ile gosterilen gruplar arasinda istatistiksel 6nem vardir.

Tablo 3.6 ve Grafik 3.7°deki verilere gore bobrek dokusunda TAS diizeyi T
grubunda diger gruplara oranla anlamli bir azalig saptanmistir (p<0,05). T+S

grubunda T grubuna oranla anlamli olmayan bir artig dikkat cekmektedir.

Tablo 3.6 ve Grafik 3.5’deki gore beyin dokusunda TAS seviyelerinde

gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark olusmamistir. T grubunda diger
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gruplara oranla anlamli olmayan bir artig goriilmiistiir. T+S grubunda S grubuna gore

anlamli olmayan bir artis saptanmistir.

Tablo 3.6 ve Grafik 3.5’deki gore testis dokusunda TAS seviyelerinde gruplar
arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark olusmamistir. T grubunda diger gruplara
oranla anlamli olmayan bir azalig dikkat ¢ekmistir. T+S grubunda S ve T gruplarina

oranla anlamli olmayan bir artig saptanmustir.
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Grafik 3.5. Dokularda TAS Duzeyleri

3.2.5. Dokularda TOS Duzeyi

Gruplardaki TOS diizeylerinin tiim dokulardaki degisimi Tablo 3.7 ve Grafik 3.6’de

gorulmektedir.
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Tablo 3.7 ve Grafik 3.6’de verilere gore karaciger dokusunda TOS dizeyi T
grubunda K ve T+S grubuna oranla anlamli sekilde artmistir (p<0,05). T+S

grubunda S ve T grubuna oranla anlamli sekilde azalmistir(p<0,05).

Tablo 3.7 ve Grafik 3.6’de verilere gore akciger dokusunda TOS diizeyinde
gruplar arasinda anlamli bir fark olusmamistir. Fakat S ve T gruplarinin K ve T+S

gruplarina gore artmis degerleri dikkat ¢ekicidir.

Tablo 3.7 ve Grafik 3.8 de verilere gore bobrek dokusunda TOS diizeyi gruplar
arasinda anlamli bir fark olusmamigtir. T grubunda diger gruplara oranla anlaml

olmayan bir artis goriilmiistiir.

Tablo 3.7.Dokularda Olgiilen TOS Parametresine Ait Bulgularin Aritmetik Ortalama, Standart Hata
ve Anlamlilik Diizeyleri

DOKULAR ‘
TOS KONTROL | sAFrRANOL |  TINER o
(n=10) ! ) SAFRANOL
(pmol OrtalamazS (n=10) (n=10) (n=10) P
Hzoz_Equw./g D OrtalamazSD | Ortalama+SD Ortalama+SD
protein )
KARACIGER 18.24+2 030 28,82+1,56° 35,32+1,492 22,51+1,85°P 0,000
AKCIGER | 13041189 | 1617¢146 | 16,75+139 | 13,26+1,73 0,129
BOBREK | 1064231 | 1262:178 | 1610170 | 12562211 0,361
BEYIN 746+198° | 1314#153%® | 17,26:146° | 1544+181% | 0,001
TESTIS
11748125 | 11741097 | 1377+092 | 1091#114 | 0,193

P<0.05. Ayni satirda farkli harfler ile gosterilen gruplar arasinda istatistiksel 6nem vardir.

Tablo 3.7 ve Grafik 3.6’de verilere gore beyin dokusunda TOS diizeyi T
grubunda K grubuna oranla anlamli bir artis saptanmistir (p<<0,05). T+S grubunda S

ve K grubuna oranla anlamli olmayan bir artig goriilmustiir.
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Tablo 3.7 ve Grafik 3.6’de verilere gore testis dokusunda TOS duzeyi gruplar

arasinda anlamli bir fark olusmamigtir. T grubunda diger gruplara oranla anlaml

olmayan bir artig saptanmistir.
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Grafik 3.6. Dokularda TOS Diizeyleri

Grup

W KONTROL

H SAFRAMAL

I TiNER

B TiINER+SAFRANAL

55



4. TARTISMA

Bu c¢alismada, tiner, ratlara fiziksel temas olmaksizin, havayla temasi kesilmis ve
icerisinde NaOH tabletleri bulunan cam fanus icinde ginde iki kez olmak Uzere 8
hafta boyunca inhale ettirilmistir. Tiner inhalasyonunun ilk iki haftasinda denekler
fanusa konulduktan sonra herhangi bir kagma refleksi gostermezken, Uguncu
haftadan sonra deneklerin agresiflestigi ve kagma hareketleri sergiledikleri, idrar ve
digkilamanin arttig1, sonrasinda olusan kontrolsiiz rotasyonel hareketlerin ve ayakta
durma reflekslerinin bozuldugu gozlemlenmistir. Hayvanlarin %50 sinin ayakta
durma refleksi bozuldugu an tiner inhalasyonu uygulamasi sonlandirilmis hayvanlar
kafeslerine alinarak temiz havaya c¢ikarilmistir. Temiz havaya ¢ikarilinca bir siire
sonra reflekslerin geri dondiigli gézlenmistir. Calismamiz sirasinda elde ettigimiz bu
g6zlemler, literattrde bildirilen (Béliikbasi, 2005) tinerin norotoksik bir ajan olarak
davrandigint ve tiner inhalasyonun merkezi sinir sistemi iizerinde olusturdugu

intoksikasyon bulgularini destekleyici niteliktedir.

Calismamizda, deneklerin laboratuvar ortamima uyum saglamalarinin
ardindan deneme siireci boyunca her hafta canli agirliklar1 Slgtilerek kayit altina
alinmistir. Calisma gruplarini olusturan ratlarin canli agirlik yoniinden, elde edilen
verileri incelendiginde her dort grupta da baslangic agirligina gore canh
agirliklarinda artis géze ¢arpmaktadir. Tiner toksikasyonunun canli agirlik degisimi
tizerine etkilerinin incelendigi ¢aligmalarda; Yamada ve arkadaglari 7 gilin boyunca
giinde iki kez dogrulma refleksleri kaybolana kadar tiner inhale ettirilen si¢anlarda
kilo artisinin belirgin sekilde azaldigin1 bildirmislerdir (Yamada ve ark.,1993;
Boliikbasi, 2005). Boliikkbasi’nin (2005) tiner inhalasyonunun siganlarin viicut
agirliklart  ve davraniglarinda meydana getirdigi  degisiklikleri tespit ettigi
caligmasinda, tiner grubundaki hayvanlarda kontrol grubu ile karsilastirildiginda
zamanla orantili olarak kilo kaybinin anlamli olarak arttigin1 saptamistir. Diger bir
calismada haftada 5 giin, giinde 8 saat siire ile toluen inhale ettirilen 15 adet siganin
baslangigtaki ortalama agirlig1 olan 252 gr’dan, 6 hafta sonunda 321 gr’a ¢iktig1 ve
ancak bu artigin istatistiksel olarak anlam tagimadigi bildirilmistir (Jenkins ve ark.,.
1970, Boliikbas1 2005). Kuzugiiden (2007) ise 30 giin boyunca giinde 1 saat 3000
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ppm tiner buhar1 uygulanan ratlarin canli agirliklarinin tiner verilen grupta giderek
azaldigin1 bildirmistir. Bizim c¢aligmamizda tiner uygulanan grupta ratlarin canli
agirhiklarinin baslangi¢ diizeyine gore arttigi gézlenmistir. Ancak kontrol grubunda
baslangic agirlik ortalamalarina gére 8 hafta sonunda yaklasik 72 gramlik bir artis
s0z konusu iken, sadece tiner uygulanan grupta baslangi¢ agirlik ortalamalarina gore
8 hafta sonunda yaklagik 33 gramlik bir artis s6z konusu olmustur. Bu bulgu literatir
verileriyle karsilastirildiginda canli agirlik artis1 yoniinden Jenkins ve ark.’nin (1970)
caligmalariyla uyumlu oldugu goriilmektedir. Ancak diger literatiirlerde
bildirildiginin aksine, bizim ¢alismamizda canli agirlik azalmamistir, kontrol
grubundaki artisla kiyaslandiginda daha diisiik bir agirlik artist kaydedilmistir. Bu
bulgu canli agirhik artisinin tiner alan grupta baskilanmis olabilecegini ortaya

koymaktadir.

Safran bilesikleri ile viicut agirligi arasindaki baglantt hakkinda yapilan
arastirmalar safranin, yiiksek antioksidan aktivitesi ve farkli biyolojik 6zellikleri
nedeniyle asir1 kilo/obezite ve buna bagli metabolik bozukluklarla miicadele etme
potansiyeline sahip oldugunu, kilo vermeye yardimei oldugu ve bunu da seratonin
hormonunun seviyesini arttirarak ve aglik hissini azaltarak yaptigi bildirilmistir
(Mashmoul ve ark., 2013; Hosseinzadeh ve ark., 2004). Farahmand ve ark.,(2013) 2,
10 ve 20 aylik sicanlarda safranalin etkisini inceledikleri ¢alismada tim gruplarda
yaglanma ile birlikte calisma boyunca viicut agirhifinda bir artis oldugunu
bildirmislerdir. 10. ve 20. ayda tespit edilen canli agirliklart iki aylik kontrolle
kiyaslandiginda, hayvanlarin viicut agirliginin yaslanmayla arttigini saptamislardir.
20 aylik yas grubunda kontrol ile karsilastirildiginda safranal tedavisiyle viicut
agirhginda belirgin bir diisiis oldugunu tespit etmislerdir. Toksikolojik c¢aligmalar
safranalin, safran ekstraktinin diger aktif bilesenlerden daha toksik oldugunu
gostermistir, bu nedenle Ziaee ve ark.(2014) siganlarda safran ekstrakti ve safranalin
birlikte uygulanmasinin akut ve subakut toksisitelerde etkisini degerlendirmek icin
yaptiklar ¢aligmada safranal grubunda gida ve su tiiketiminde azalma ve kilo kayb1
gbzlemlemislerdir. Bizim ¢alismamizda da safranal grubunun ¢alisma baslangi¢ ve
son canli agirlik verileri arasindaki farka gore incelendiginde kontrol ve tinere gore

kilo artisin en az grup oldugu goriilmiistiir. Tiner +safranal grubuna bakildiginda ise
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tiner grubunda artan canli agirh@in bu grupta tekrar diistiigii saptanmistir.
Caligmadan elde ettigimiz canli agirlik degisimleri literatiir bilgilerle uyumluluk
gostermektedir. Ancak deneme siliresi sonunda elde edilen veriler, safranalin
subkronik tiner inhalasyonunun neden oldugu canli agirlik kaybina karsi ratlari

koruyamadigini hatta canli agirlik artisini daha da azaltti§ini ortaya koymaktadir.

Yasam ve metabolik aktivite oksidatif stresten etkilenebilmekte, kimyasal
ajanlar, yaslanma, stresli kosullar gibi bir ¢ok durum artan serbest radikal iiretimine
yol agmaktadir (Megahed ve ark., 2008). Aerobik organizmalar surekli olarak reaktif
oksijen tiirleri olarak adlandirilan molekiiler oksijenden tiiretilen reaktif molekiilleri
tiretirler. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ¢ok cesitli biyolojik sistemlerde, normal
metabolizma sirasinda ¢ok 6nemli fizyolojik islevleri vardir. Bununla birlikte normal
metabolizma sirasinda fizyolojik olarak iiretilen serbest radikaller viicuttaki
antioksidanlar tarafindan elimine edilmekte ve herhangi bir olumsuz etkiye neden
olmamaktadir. Ancak herhangi bir stresdre bagli olarak serbest radikallerin hiicrenin
ihtiyaglarinin Gtesinde olusumu veya birikimi, viicutta antioksidanlarin serbest
radikallerle yeterince miicadele edememesi veya savunmada yetersiz kalmasi
organizmada oksidatif stres tablosunun olusmasina neden olabilmektedir. Bu
radikaller ¢esitli hiicresel bilesenler ve makromolekiiller ile etkilesime girebilmekte
ve hiicre 6liimiine kadar gidebilecek metabolik, yapisal ve islevsel hasara neden
olabilmektedir (Sies, 1991; Fidan ve ark., 2009; Emecen ve ark., 2010; Caylak 2011;
Cetin ve ark. 2011; Ogiit ve Atay 2012; Cing1 ve ark., 2012; Rahal ve ark., 2014
Megahed ve ark., 2008).

Yaptigimiz bu calismada; 8 hafta boyunca tiner inhale ettirilen ratlada karaciger,
akciger, beyin, bObrek ve testis dokularinda oksidatif hasarin tespiti amaciyla
malondialdehid duzeyleri, total oksidan stati, glutatyon, total antioksidan statii ve

doku nitrik oksit metabolitleri degerlendirilmistir.
Serbest radikallerin etkilesime girdigi Onemli hiicresel bilesenler ve

makromolekullerden biri lipidlerdir. Serbest radikallerin lipidlere saldirist sonucu

lipid peroksidasyonu (LP) gelisir. Serbest radikallere bagli hiicre hasarindaki en
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o6nemli mekanizmalardan biri membranlardaki lipid peroksidasyonudur ve hucre
membranlarinda yapisal ve fonksiyonel hiicre hasarina neden olur (Grisotto ve ark.,
2000, Fidan, 2007). Yag asitlerinin peroksidasyonu sonrasinda a¢iga cikan {iriinler
zar gecirgenligini ve akiskanligimi ciddi sekilde etkileyip hiicre ve organel
iceriklerinin ayrilmasina neden olan kopma ve kirilmalara yol agmaktadirlar. Lipid
peroksidasyonu ile meydana gelen hiicresel hasar geri doniisimsiizdiir (Gutteridge,
1995; Kurutas ve inang, 2004). Membran fosfolipidleri serbest radikallerin baslica
hedefi oldugundan, LP genellikle serbest radikal hasarinin Olgiilmesi i¢in analiz
edilen ilk parametredir ve LP nin son liriinlerinden olan MDA konsantrasyonlarinin
hasar siddeti ile dogrudan iligkili oldugu bildirilmistir (Aleksandrovskii ve ark.,
1988).

Organik solventlerin hiicre hasarindaki toksik etkilerini, serbest radikal
olusumu yolu ile gosterdikleri de bildirilmistir (Lebel ve ark., 1990; Mattia ve ark.
1993a, 1993b). Peroksidatif hasarlarda artma, tiner inhalasyonunun dogurdugu
onemli komplikasyonlardandir (Kuzugiiden, 2007). Karabulut ve ark. (2009)
insanlarda toluenin, hem in vivo hem de in vitro oksidatif stres parametrelerini
onemli dlglide arttirdigini; ayn1 zamanda antioksidan enzim aktivitelerinde dnemli bir
diisiise neden oldugunu bildirmislerdir. Yiksek doz ve uzun sire tiner inhalasyonu
CYP-450’ye bagli monooksijenazi arttirarak, ROS olusturmaktadir. Organik
¢oziiciilerin hiicre hasarindaki toksik etkilerini siiperoksit anyonu, ferril ve hidroksil
iyonlar1 gibi serbest oksijen radikallerinin (ROS) lipit peroksidasyonunu’nu
baslatmasiyla meydana getirdikleri bilinmektedir. Viicuda inhalasyonla alinan tiner
karacigerde bulunan CYP-450 enzimleri ile etkileserek yan zinciri hidroksillenmekte
ve benzil alkole donlismektedir. Daha sonra alkol dehidrogenaz enzimi ile
oksitlenerek, benzaldehide ve aldehid dehidrogenaz etkisi ile benzoik aside
transforme olmaktadir (Koyuncuer, 2004). Mattia ve ark. (1991) g¢alismalarinda
benzaldehitin, sinir sisteminde reaktif oksijen iiretimini hizlandirmada toluen'in
etkisinden sorumlu olan metabolit oldugunu ve ayn1 zamanda benzaldehitin toluenin

genel norotoksisitesine katkida bulundugu bilgilerini tespit etmislerdir.
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Karadzler ve ark. (2002) uzun siire solventlere maruz kalan boyacilarin kaninda
MDA ve sitokin diizeylerinin belirgin bir sekilde artigini, Halifeoglu ve ark. (1999)
ise tiner ile ¢alisan iscilerde, MDA diizeylerinde belirgin bir artis oldugunu
gozlemlemislerdir. Ulakoglu ve ark. (1998) yapmis olduklar1 ¢alismada bes hafta
boyunca tiner inhale ettirilen ratlarda lipid peroksidasyon iiriinlerinde anlamli artislar
gbzlemlemislerdir. Diindaroz ve ark. (2003) tiner inhale eden ¢ocuklarda eritrosit ve
plazma MDA diizeyleri kontrol grubuna gore daha yiiksek bulunmustur. Toluene
gerek in vivo gerekse in vitro maruziyetin siganlarda beyin, karaciger akciger ve
bobreklerde ROS olusumuna yol ac¢tig1 bilinmektedir. Bu sonuglara paralel olarak,
toluen igeren tinerin lipid peroksidasyonunu arttirdigi bildirilmistir (EI-Nabi Kamel
ve Shehata, 2008). Ameno ve ark (1992), tinerin kaza sonucu oral alimi sonrasi dlen
bir erkekde, toluen konsantrasyonunun en ¢ok karacigerde, onu takiben pankreas,
beyin, kalp, kan, yag ve serebrospinal sivida oldugunu tespit etmistir. Paterson ve
Sarvesvaran (1983) ise inhalasyon yoluyla zehirlenip dlen 16 yasindaki bir erkegin
otopsisinde toluenin sirasiyla en ¢ok beyin, karaciger ve kanda biriktigini
yayimlamistir (Kuzuglden, 2007). Toluen maruziyetinin bazi rat organlarinda
antioksidan statli ve apoptotik yol iizerindeki etkisinin arastirildigi ¢alismada kronik
toluen maruziyetinin (15, 30 ve 45 gin) siganlardaki beyin korteksi, serebellum,
karaciger, bobrek ve testis gibi organlarda oksidatif stres ve antioksidan durumuna
etkisini degerlendirmeyi amaglamislardir. Calisma sonuglarina gére TBARS, GSSG
ve GST, SOD, COX-2 ve kaspaz-3 aktivitesindeki seviyelerde belirgin ve zamana
bagh bir artig gosterirken; GSH, GR ve GPx cogu dokuda belirgin bir diisiis
gostermistir. Apoptotik marker olan kaspaz-3’iin en fazla artis oldugu organ beyin
(korteks ve beyincik) tespit edildigi ve en fazla etkilenen organin beyin oldugu, testis
ve bobreklerin en az etkilenen organlar oldugu belirtilmistir (EI-Nabi Kamel ve
Shehata, 2008).

Ratlar {izerinde subkronik tiner inhalasyonunun etkilerini ve bu etkilere kars1
safranalin koruyucu etkisini arastirdigimiz bu ¢aligmada; 8 hafta boyunca tiner inhale
ettirilen ratlarda 5 farkli organa ait tiner grubunun MDA diizeyleri kontrol grubu
seviyeleriyle karsilastirildigi zaman karaciger, akciger, testis ve bobrek dokularinda

MDA diizeyinin anlamli olarak arttigini, beyin dokusunda ise goreceli bir artis
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olmasina ragmen bu artisin istatistiksel anlamda olmadig1 goriilmektedir. Bu bulgular
daha 6nce yapilmis galismalarla uyumludur. Ancak gerek EI-Nabi Kamel ve Shehata,
(2008) gerekse Ameno ve ark. (1992) ve Kuzugiiden’nin (2007) bildirdigi bulgularla
karsilastirildiginda beyin dokusunda MDA diizeyinde anlamli bir artis beklenirken
calismamiz da beyin dokusunda MDA diizeyi sayisal olarak artmis ancak artig
istatistiksel anlam tagimamistir. Bu bulgu diger literatiirlerle uyumlu degildir ve
dikkat cekicidir.

Safran ve bilesenlerinin yiiksek radikal temizleme etkinligi gdsterdigi ve bu
bilesiklerin yiiksek radikal siipiirme aktivitesi muhtemelen DPPH radikaline bir
hidrojen atomu baglama kabiliyetlerinden kaynaklanmakta oldugu bildirilmektedir
(Assimopoulou ve ark.,2013). Hosseinzadeh ve ark.(2009) safranal'n hidroksil
radikal temizleme aktivitesi gosterdigini belirtmistir. Calismamizda antioksidan
molekiil olarak kullanilan safranal ile yapilan arastirmalarda, Hosseinzadeh ve
Sadeghnia (2005) cesitli doku ve organlarda olusan iskemi-reperfuzyon (IR)
sonucunda artan MDA diizeyini safranalin sahip oldugu antioksidatif ozellikler
sayesinde dugiirdligiinii belirtmektedir. Mehdizadeh ve ark. (2013) ratlarda
izoprotereno ile olusturulan miyokart infarktiisii sonucu artan MDA seviyelerini hem
safran ekstraktinin hem de onun temel bileseni olan safranalin doza bagimli bir
sekilde diistirerek oksidatif stresi azalttigini bildirmislerdir. Sadeghnia ve ark. (2013)
diisiik doz safranalin (72.75 mg/kg) kinolinik asit kaynakli oksidatif hasari
azaltabildigini bildirmislerdir. Samarghandian ve ark. (2014) diyabetik si¢anlarda
safranal'in solunum sikintis1 iizerindeki Onleyici etkisini inceledikleri c¢aligmada
bronkoalveoler lavaj sivisi (BALF) ve akciger dokusunda artan malondialdehit
(MDA) diizeyinin 3 farkli doz safranal uygulanarak inhibe edildigini belirtmislerdir.
Samarghandian ve ark. (2015) safranalin (0.5 mg/kg giin, IP) yaslanmaya bagl
olarak artan MDA diizeylerinde azalmaya yol actigini bildirmislerdir.

Calismamizda safranal grubunun MDA duzeyleri kontrol grubu seviyeleriyle
karsilastirildigi zaman beyin dokusunda MDA diizeyinin anlamli olarak azaldig
gorilmiistiir. Testis ve akcigerde tespit edilen kontrol grubuna gore, azalisin ise

istatistiksel olarak bir anlam ifade etmedigi goriilmiistiir. Ancak karaciger ve bobrek
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dokusunda MDA diizeyinde diger literatiirlerle karsilastirildigi zaman anlamli bir
azalis beklenirken burada tam tersi istatistik agidan anlamsiz olmasina ragmen bir
artis gozlenmesi dikkat ¢ekicidir. Bu durum safranalin hormetik etkisinden

kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Yaptigimiz literatlir taramasinda safranalin tiner toksikasyonuna karsi
etkilerini aragtiran bir calismaya rastlanmamustir. Calismamizda elde ettigimiz
sonuclar; 8 hafta boyunca tiner inhale ettirilen ratlarda karaciger, akciger, beyin ve
testis dokularinda MDA diizeyinin sadece tiner uygulanan gruba gore Tiner +
safranol grubunda anlamli olarak azaldigini ortaya koymaktadir. Bobrek MDA
diizeylerinde ise sayisal bir azalis goriilmekle birlikte bu azalisin istatiktiksel anlami
olmadig1 izlenmistir. Tiner+safranal grubunda MDA diizeylerinin T Grubu’na gore
karaciger, akciger, beyin ve testis dokularinda anlamli olarak azalmasi, safranalin bu
organlarda oksidasyon reaksiyonlarmin yikimlayici etkilerine kars1 koruyucu etki
sagladigin1 gostermektedir. Yine Tiner+safranal gruplarindaki MDA seviyelerinin
kontrol grubu verilerine yaklasmis olmasi, safranalin lipid peroksidasyonunu
onlemede antioksidan potansiyele sahip oldugunu fakat bunu tiim dokularda ayni

siddette gostermedigini diislindiirtmektedir.

Serbest radikallerinin zararli etkilerini ortadan kaldirmak ve oksidatif stres
tablosun olusumunu Onemek i¢in serum, eritrosit ve dokularinda genel olarak
antioksidanlar diye adlandirilan bir defans mekanizmasi mevcuttur ve bu defans
mekanizmasiyla oksidatif stres arasinda bir denge vardir. Bu dengenin bozulmasi
sonucu biriken serbest radikaller oksidatif stres tablosunun ve bir¢ok hastaligin
patogenezinde rol oynamaktadir. Antioksidanlar hem endojen serbest radikalleri
inaktive etmek i¢in hem de ksenobiyotik patlamasindan ortaya ¢ikan elektrofilik ara
urtnleri yeniden inaktive etmek icin direk veya indirekt olarak etki edebilir ve
bdylece hasari 6nleyebilirler (Celik, 2005).

Gergeklestirdigimiz bu calismamizda MDA Olgiimlerinin yaninda énemli bir

antioksidan olan GSH diizeyleri 6lciilerek tinerin dokularda neden olabilecegi hasara

karsi safranalin olasi koruyucu etkisinin incelenmesi hedeflenmistir. Intraseliiler
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konsantrasyonu daha fazla olan, Glutatyonun (GSH) oksidatif strese karsi hiicre,
doku ve organ sistemlerinin biitiinliigliniin yapisal ve fonksiyonel olarak
korunmasinda antioksidan bir molekiil olarak ©Onemi biiyiiktiir (Aksoy 2002).
Glutamat, sistein ve glisinden sentezlenen bir tripeptittir. Aktif grubu sistein
kalintisindaki tiyol (-SH) grubudur (Meister ve Larsson, 1989). Hucrelerde -SH
grubu iceren ana molekiildiir. Siilfidril grubu serbest radikaller ile direk etkilesime
girerek enzimatik olmayan antioksidan sistemin Onemli bir parcasini olusturur.
Serbest oksijen radikalleri ve yabanci maddelerin enzimatik detoksifikasyonunda da
kofaktor olarak gorev alabilir. Boylece hiicreleri oksidatif hasara karsi korur (Yalgin
1998, Valko ve ark., 2006). Tiim organlarda 6zellikle de karacigerde sentezlenir ve
tim memeli dokularinda bulunmaktadir (Meister ve Larsson, 1989). Viicutta normal
metabolizma sonucu olusan siiperoksit radikali ve H20», superoksit dismutaz ve
glutatyon peroksidaz enzimleri kullanilarak ortadan kaldirilirlar (Halliwell ve
Gutteridge, 1986). Bu reaksiyonda GSH, glutatyon peroksidaz etkisiyle oksitlenerek
okside glutatyona (GSSG) doniisiir ve okside glutatyonun tekrar redikte hale gelmesi
NADPH bagiml glutatyon rediiktazin kullanilmasi ile miimkiin olur (Orlowski ve
Karkowsky,1976; Yalgin, 1998; Valko ve ark., 2006). Dokular1 ve organlari1 oksidatif
strese kars1 koruyan GSH diizeyindeki bir artis, muhtemelen ROS ve oksidatif stresin
azaldigimmi gostermektedir (Mecocci, 2004). Geri doniisiimii olmayan hiicre hasari
meydana geldiginde, hiicredeki GSH igerigi devamliligini kaybeder. Biyolojik
kompartimanlarda GSH’1n konsantrasyonunun 6l¢iilmesi, ¢esitli patolojik durumlarin

anlasilmast i¢in dnemli bir parametredir (Reed ve Fariss, 1994).

Tinerin GSH diizeyine etkilerini konu alan benzer ¢aligmalara bakildiginda:
Altintag (2006) organik ¢oziiciiye maruz kalinan is kollarinda c¢alisan isgilerde
eritrosit membrani sialik asit (SA), NO, GSH diizeylerinin azaldigi, plazma SA ve
MDA degerlerinin ise arttigi tespit etmislerdir. Baydas ve ark. (2003) tiner
uyguladiklar: ratlarda beyinde antioksidan enzimlerden olan SOD aktiviteleri ve
glutatyon diizeylerinin azaldigini tespit etmiglerdir. Ilgazli ve ark’da (2004) giinde 2
kez birer saat tiner inhale ettirdikleri ratlarda kandal2 hafta boyunca degisimleri
incelemisler; ancak SOD aktivitelerinde artis ve glutatyon seviyelerinde azalma

olmakla birlikte anlamli degisiklik saptayamamislardir. Ulakoglu ve ark. (1998a)
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kronik tiner inhalasyonunda ratlarin akciger ve karaciger dokularmmdaki GSH
seviyeleri arastirllmis ve her iki dokuda da GSH degerlerinin azaldigi tespit
edilmistir. EI-Nab1 Kamel ve Shehata (2008), kronik toluen maruziyetinin (15, 30 ve
45 giin) sicanlardaki beyin korteksi, serebellum, karaciger, bobrek ve testis gibi
organlarda oksidatif stres ve antioksidan durumuna etkisini degerlendirmeyi
amaglamislardir. Calisma sonuglarina gore TBARS, seviyelerde belirgin ve zamana
bagl bir artis gosterirken; GSH, ¢ogu dokuda belirgin bir diisiis géstermistir. Baydas
ve ark. (2005), 3000 ppm konsantrasyonda 45 giin silireyle tinere maruz birakilan
ratlarin tiim beyin bolgelerinde lipid hasar1 sonucu olusan MDA ve 4-
hidroksialkenlerin (4-DHA) anlamli bir sekilde arttigini belirtmislerdir. Fakat, beynin
hicbir bolgesindeki GSH seviyelerine anlamli bir degisiklik gozlemleyememislerdir
(Baydas ve ark., 2005). Ulakoglu ve ark.(1998b), bes hafta boyunca tinere maruz
birakilan ratlarda lipid peroksidasyon urunleri olan MDA ve 4-DHA’da anlamli
artiglar tespit etmislerdir. Lipid peroksidasyon seviyesinin artmasina karsin ti¢lincii
soluma haftasindan besinci soluma haftasi kadar SOD ve GSH seviyelerinde belirgin
bir azalma oldugunu bildirmislerdir. Sahin (2008) ratlarda subkronik tiner
inhalasyonuna bagl olarak kanda MDA diizeylerinde anlamli olarak arttigini, GSH
ve TAK diizeylerinin ise azaldigim tespit etmislerdir. Dillioglugil ve ark. (2005)
calismalarinda 8 hafta boyunca tiner inhalasyonuna maruz birakilan sigan
akcigerlerinde GSH diizeylerini anlamli olarak diisiik tespit etmislerdir.
Ahmadizadeh ve ark. (2014),.calismalarinda yetigskin erkek siganlara yedi ardisik
ginde 300, 600 ve 900 mg/kg dozlarinda toluen vermislerdir. Bu ¢aligmada, toluenin
bobrek hasarma neden oldugu mekanizmay1 ortaya koymaya g¢alismislardir. Sonug
olarak toluenin bobrekte hasara neden oldugunu bildirmis kontrol degerlerine kiyasla
GSH diizeylerini diisiirdiigii belirtmislerdir. Toluenin bobrekte GSH diizeyini
diisiirmesini  oksidatif stres kaynakli toksisitesinin bir sonucu oldugunu

belirtmislerdir.

Calismamizda 5 farkli organa ait tiner grubunun GSH diizeyleri kontrol grubu
seviyeleriyle karsilastirildigi zaman Karaciger, testis, beyin ve bobrek dokularinda
GSH dizeyinin istatistik agisindan anlamli olarak azaldig: tespit edilmistir. Akciger

dokusunda ise literatiir bilgilerinin aksine istatistiksel agidan anlamli olmayan bir
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artig goriilmesi dikkat ¢ekmektedir. Sonuc olarak akciger dokusu disinda diger
dokularin tiner gruplarinda azalan GSH’mn sebebi artan tiner metabolitlerinin

olusturdugu reaktif oksijen tiirleri olarak diistiniilmektedir.

Hazman ve Bozkurt (2015) siganlarda diyabetik nefropati olusturmus ve
safranal tedavisine tabi gruplarda GSH diizeylerinin daha diisik oldugu tespit
etmigler diyabet +Saf grubunun GSH diizeylerini DYB grubuna gore istatistiksel
olarak farkli ve daha yiiksek tespit etmislerdir. Samarghandian ve ark.(2014)
diyabetik si¢anlarda safranalin GSH seviyelerini ve CAT ile SOD aktivitelerini

artirarak diyabet sonucu olusan akcigerlerdeki oksidatif stresi azalttigi bildirilmistir.

Safranal grubu tiim dokularda kontrol grubuyla kiyaslandiginda GSH
degerlerinde gruplar arasi istatistiksel agidan anlamli bir fark olugmadigi
saptanmigtir. Safranal grubunun bobrek ve akciger dokusunda istatistik olarak
anlamli olmayan az da olsa bir artig gostermesi bu dokularda antioksidan etki

gostererek ve GSH seviyesini kontrol grubuna gore artirdigi goriilmiistiir.

Calismamizda 5 farkli organa ait tiner+safranal grubunun GSH diizeyleri tiner grubu
seviyeleriyle karsilagtirildigi zaman Karaciger, testis, beyin ve bobrek dokularinda
istatistiksel agidan anlamli olmayan bir artis oldugu saptanmstir. Akciger dokusunda
ise literatiir bilgilerinin aksine tiner+safranal grubunda tiner grubuna kiyasla anlamli
bir azalig goriilmiistiir. Bu durumdan yola ¢ikarak safranalin, karaciger, testis, beyin
ve bobrek dokularinda tiner grubunda azalan GSH seviyesini tekrar kontrol
seviyelerine gelmesini saglayarak ortaya cikan oksidan dengeyi antioksidan lehine

cevirmeyi basarmis oldugu sdylenebilir.

Bu aragtirmada tiner inhalasyonunun neden oldugu oksidatif stresin sistemik
etkisini degerlendirmek i¢in TAS ve TOS &lgtimleri kullanilmistir. TAS, antioksidan
alim ve/veya tlretimden kaynaklanan serum ve viicut sivilarinin genel antioksidan
durumunu ve normal veya artmis ROS iiretim seviyeleri ile tiiketimlerini
degerlendirmek i¢in kullanilan biyokimyasal bir parametredir. Plazma ve vicut

stvilarinda bulunan biitiin antioksidanlarin toplam etkisini total antioksidan kapasite
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(TAS), oksidanlarin toplam etkisini ise total oksidan kapasite (TOS) yansitir.
Vicudun antioksidan/oksidan durumu antioksidan enzimlerin aktivitesi ve
antioksidan/oksidan ~ molekillerin ~ konsantrasyonu  ayr1  ayr1  Olgiilerek
degerlendirilebilmekle beraber, genel antioksidan/oksidan durumu TAS ve TOS
Olciimii ile daha kolay degerlendirilebilmektedir (Erel, 2004; Erel, 2005). TAS ve
TOS degerlerinin 6l¢iimiiniin, bilinen ve bilinmeyen antioksidanlarin kapasiteleri ve
sinerjik etkilesimleri sonucu in vivo oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki hassas
denge hakkinda, fikir verdigi degerlendirilmektedir (Ghiselli ve ark., 2000; Kayar ve
ark., 2015). Bununla birlikte oksidan/antioksidan denge oksidanlar lehine
bozuldugunda ve oksidatif stres ortaya ¢iktiginda, TAS ve TOS degerleri arasinda

anlaml1 bir negatif korelasyon izlenmektedir (Erel, 2005).

Tinerin TAS ve TOS diizeyine etkilerini konu alan benzer caligsmalara
bakildiginda; Bayil ve ark. (2008) calismalarinda tekstil boya endiistrisinde yaygin
olarak kullanilan ugucu organik c¢oziiclilerin tekstil iscilerinde serbest radikal
diizeyleri ve antioksidan enzim sistemi iizerindeki etkilerini belirlemislerdir. Yirmisi
organik c¢oOzicllere maruz yirmisi kontrol grubu olan is¢ilerden alinan kan
orneklerinden, serumda malondialdehit (MDA) ve toplam antioksidan kapasitesi
(TAK) incelenmis; eritrositlerde ise siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi
calisilmigtir. Yapilan analizler sonucu tekstil iscilerinde MDA ve SOD degerleri
kontrollere gore anlamli derecede yiiksek bulunmus buna karsilik, TAK icin
aralarinda anlamli bir fark gézlenmedigi belirtilmistir. Sahin (2008) subkronik tiner
inhalasyonuna bagli TAK diizeylerindeki diisiisiin oksidatif stresin sonucu meydana

geldigini belirtmistir.

Calismamizda ise ratlarda 5 farkli organa ait tiner grubunun TAS duzeyleri
kontrol grubu seviyeleriyle karsilastirildigi zaman sadece karaciger ve bobrek
dokusunda TAS diizeylerinin anlamli olarak azaldig: tespit edilmistir. Akciger, beyin
ve testiste istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik meydana gelmedigi
gorilmektedir bununla birlikte beyin ve testiste Tiner grubunun TAS dizeyleri
kontrol grubu seviyeleriyle karsilastirildigi zaman degerlerinde bir diisiis

gorilmektedir.
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Tiner grubunun TOS diizeyleri kontrol grubu seviyeleriyle karsilastirildigi zaman ise
sadece karaciger ve beyin dokusunda TOS diizeylerinin anlamli olarak arttig1
belirlenmistir. Akciger, bobrek ve testis dokusunda istatistik agisindan anlaml bir
degisiklik goriilmemistir buna ragmen TOS seviyelerinde sayisal olarak bir artis

tespit edilmistir.

Oval1 (2014) TAS ve TOS analizlerini yaparak elde ettikleri verilerden OSI
degerlerini hesaplamis ve safranalin literatiirde belirtildigi (Samarghandian ve ark.
2013, 2014) Uzere diyabet sonucu olusan oksidatif stresi azalttigini bildirmistir.
Pankreas dokusu oksidatif stres verileri incelendiginde ise safranalin O6zelikle
diyabetik ratlarda TAS seviyelerini artirarak ve TOS seviyelerini diisiirerek tam bir

antioksidan gibi davrandigini belirtmislerdir.

Calismamizda ise ratlarda 5 farkli organa ait safranal grubunun TAS
diizeyleri kontrol grubu seviyeleriyle karsilagtirildigi zaman sadece karaciger
dokusunda TAS diizeylerinin anlamli olarak azaldigi goriilmiis bununla birlikte
bobrek dokusunda istatistik agisindan anlamli olmayan bir azalis s6z konusu iken

akciger, beyin ve testiste istatistik agidan 6nemli bir degisiklik tespit edilememistir.

Tiner+safranal grubunun TAS diizeyleri tiner grubu seviyeleriyle karsilastirildig:
zaman Karaciger ve bobrek dokusunda TAS diizeylerinin anlamli olarak arttig
goriilmistiir. Tinert+safranal grubunun TOS diizeyleri tiner grubu seviyeleriyle
karsilastirlldigi zaman sadece karaciger dokusunda anlamli bir diisiis tespit
edilmistir. Beyin dokusunda gozlenen azalisin ise istatistik agisidan bir fark ifade

etmedigi goriilmiistiir.

Tim dokularn TAS ve TOS diizeyleri ele alindiginda tiner+safranal
grubundan tiner grubuna gore sayisal olarak TAS seviyelerinde bir artis, TOS
seviyelerine bir azalis dikkat ¢ekmektedir. Safranal grubu verileri kontrol grubu
verileriyle kiyaslandiginda ise beklenen TAS-TOS negatif korelasyonu gozlenmedigi
bu sonucun ise antioksidan bir madde olan safranalin viicutta tiner inhalasyonunun

yarattig1 oksidatif stres yokken oksidan-antioksidan dengeyi bozabilecegini bu
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sebeplede tibb1 uygulamalarda bu maddenin dozunun ayarlanabilmesi i¢in mutlaka

bu konuda daha fazla bilimsel ¢aligma yapilmasi gerektigini diistinmekteyiz.

Nitrik oksit, bir adet eslenmemis elektronu olan kiigiik bir molekiildiir. Nitrik
oksit muskarinik veya histamin reseptorleri gibi ¢esitli reseptorlerin aktivasyonu
sonucu L-arjinin ve oksijenden, nitrik oksit sentaz enzimi etkisiyle sentezlenir
(Tabakoglu ve Durgut, 2013). NO'nun organizmadaki rolii tartismalidir (Rahal ve
ark., 2014). NO noérotransmisyon, kan basinci regiilasyonu, savunma mekanizmalari,
diiz kas gevsemesi ve immun regiilasyon gibi siireglerde biyolojik sinyal molekiilii
olarak tanimlanan hem fizyolojik hem patofizyolojik siireclerde dnemli role sahip bir
serbest radikaldir (Tabakoglu ve Durgut, 2013). NO, bazal diizeydeki salinimi
olumsuz etkilemeden, sadece asir1 salinimin kontrol altina alinmasi ve artan miktarin
etkisiz hale getirilmesi fizyolojik roliinii korumasi i¢in 6nemlidir. NO, direkt olarak
veya superoksit ile reaksiyona girdikten sonra proteinlere, lipitlere ve DNA'ya zarar
verebilmekte bu da ¢ok reaktif peroksinitrit anyonunun olusumuna neden olmaktadir
(Rahal ve ark., 2014; Vincent ve ark., 2004). Peroksinitrit (ONOO™ ) gucli ve
yarilanma Omrii uzun bir oksidandir. Organizmada, ONOO hidroksil radikali gibi
davranan hidroksinitrite (HOONO) doniisiir. ONOO™ ‘in parcalanmasiyla yliksek
konsantrasyonlarda NO olusur (Kalff ve ark., 1999). Bu reaktif nitrojen bilesikleri
lipidler, DNA, tioller, aminoasitler ve metallerle reaksiyona girerek enzim
fonksiyonlarmi bozar, membran biitiinliigline zarar verir ve DNA mutasyonuna

neden olabilir (Eiserich ve ark.,1998).

Vicuda en ¢ok solunum ve deri yoluyla alinan maddeler kan yoluyla tiim
viicuda yayilmakta ve ulastiklar1 dokularda birikerek serbest radikal olusumunun
artmasina neden olmaktadirlar (Altindag ve ark., 2001). Sahin (2008), 8 haftalik
deneysel ¢alismasinda kontrol grubu (K), zeytin yag (Z), a- lipoik asit (LA), tiner (T)
ve tiner+a-lipoik asit (LAT) olmak Uzere, her grupta 15 rat iceren 5 grup
olusturmustur. Deneme sonrasi ratlarda nitrik oksit metabolitlerinin Z ve T
gruplarinda kontrol grubuna gore yiiksek, L ve LAT gruplarinda ise kontrol grubuna
oranla diisik bulunmus, fakat bu degisimler istatistiksel olarak anlamlilik

gOstermemistir. Maniscalco ve ark. (2004), toluen, ksilen ve metil-etil keton gibi
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organik ¢oziiclileri teneffiis eden ayakkabi ve deri isgilerinin kaninda NO diizeyini
Olgmislerdir. Her iki is¢i grubunda da NO konsantrasyonu kontrol grubuna kiyasla

daha fazla ¢ikmustir.

Calismamizda ratlarda 5 farkli organa ait tiner grubunun NO diizeyleri
kontrol grubu seviyeleriyle karsilastirildigi zaman sadece beyin dokusunda NO
diizeyinin anlamli olarak arttig1 bununla birlikte karaciger, akciger, bobrek ve testiste
meydana gelen artisin istatistik ac¢icindan anlam ifade etmedigi goriilmektedir. Bu
artisa ait bulgular daha Once yapilmis calismalarla uyumludur. Tiner gruplarinda
kontrole gore artmis NO aktivitesinin antioksidan sistemin lipit peroksidasyonuna

kars1 aktive oldugunu gosterebilmektedir.

Nabavizadeh ve ark .(2009) calismalarinda safran ekstaktinin, muhtemelen
NO artisiyla bazal ve pentagastrin ile uyarilan asit ve pepsin sekresyonlarini
arttirdigin1 bildirmistir. Bukhari ve ark. (2015) ¢alismalarinda Crocus sativus'un
temel bilesenlerinden safranal ve krosinin, bronsiyal epitel hiicrelerinde antioksidan
potansiyelinin degerlendirmis ve astim fare modelinde aktif bilesen safranalin
antiinflamatuar potansiyelini izlemislerdir. Safran ve bilesenlerinden safranal ve
krosin ile uygulama sonucu, NO, iNOS seviyeleri ve peroksinitrit iyonu olusumunda
bir azalmaya ve bdylelikle bu maddelerin sitokrom ¢ salimini engelledigini
belirtmislerdir. Hazman ve Bozkurt (2015) siganlarda diyabetik nefropati icin
uyguladiklart safranal tedavisinin hem HFD (yiliksek yagl diyet) tedavi grubunun
(HFD-Saf) hem de diyabet tedavi grubunun (DYB-Saf) NO diizeylerini azalttigini
bildirmektedir. Samarghandian ve ark.(2014) diyabetik si¢anlarda safranal'mn NO

diizeyinin azaldigin bildirmistir.

Calismamizda ise ratlarda 5 farkli organa ait safranal grubunun NO diizeyleri
kontrol grubu seviyeleriyle karsilastirildigi zaman sadece beyin dokusunda NO
diizeyinin anlamli olarak arttig1 bununla birlikte karaciger, akciger, bobrek ve testiste

meydana gelen artigin istatistik agisindan fark ifade etmedigi goriilmektedir.
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Dokulardaki tiner+ safranal grubunun NO duzeyleri tiner grubu seviyeleriyle
karsilastirildigi zaman biitiin dokularda istatistiksel agidan anlamli olan bir azalis s6z
konusudur. Bu bulgu literatr bilgileriyle uyumlu olup tiner inhalasyonun yaratmis

oldugu toksik ajanlarla savasarak konsantrasyonunun azaldigini diisiinmekteyiz.
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5. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak subkronik tiner inhalasyonuna maruz kalan ratlara 8 hafta boyunca her

giin 100 mg/kg dozda safranalin gastrik gavaj yontemiyle uygulanmasi ile;

Tiner uygulanan gruplarda; tiner inhalasyonu sirasinda ratlarin
gostermis olduklar1 davraniglar, tinerin norotoksik bir ajan olarak
davrandigin1 ve tiner inhalasyonun merkezi sinir sistemi Uzerinde etki
gosterdigini ortaya koymaktadir. T+S grubundaki ratlarda ise tiner
inhalasyonu siiresince daha sakin olduklarida gozlemlerimiz
arasindadir.

Deneme siiresi olan 8 hafta sonunda tiner inhalasyonunun ¢ogu
literatir bilgilerin aksine tiner uygulanan grupta ratlarin canli
agirhiklarinin baslangic diizeyine gore arttifi gozlenmistir. Kontrol
grubundaki artigla kiyaslandiginda daha diisiik diizeyde de olsa bir
agirlik artis1 kaydedilmistir. Bu bulgu canli agirlik artisinin tiner alan
grupta saglikli deneklere gore baskilanmis olabilecegini ortaya
koymaktadir. Diger yandan yalnizca safranal uygulanan grupda da
baslangi¢ ve son canli agirhik verileri arasindaki farka gore
incelendiginde ise kontrol ve tinere gore kilo artisin en az grup oldugu
gorulmiistiir. Tinertsafranal grubuna bakildiginda ise tiner grubunda
artan canli agirhigin bu grupta tekrar diistiigli saptanmistir. Bu bulgular
safranalin subkronik tiner inhalasyonunun neden oldugu canli agirlik
kaybina karsi ratlar1 koruyamadigini hatta canli agirlik artisin1 daha da

azalttigin1 ortaya koymaktadir.

8 hafta boyunca tiner inhale ettirilen ratlada karaciger, akciger,
bobrek, beyin ve testis dokularinda oksidatif hasar diizeyinin tesbiti ve
bu hasara kars1 safranalin koruyucu etkilerini arastirmak amaciyla bu
dokularda malondialdehid ve total oksidan statu duzeyleri ile

glutatyon, total antioksidan statii diizeyleri degerlendirilmistir.
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o Karaciger dokusunda elde ettigimiz bulgular; tiner

uygulamasinin karacigerde MDA ve TOS diizeyini kontrole
gore anlamli olarak arttirdigi; GSH ve TAS dizeylerini ise
anlamli olarak azalttig1 tespit edilmistir. Tiner verilen grup da,
safranal uygulamasinin ise MDA ve TOS diizeyini anlamli
olarak azalttigi, GSH ve TAS diizeylerini ise arttirdigi

gorilmiistiir.

Akciger dokusunda elde ettiimiz  bulgular; tiner
uygulamasinin akcigerde MDA diizeyini anlamli olarak, TOS
diizeyini ise anlamli olmasa da arttirdigini; GSH ve TAS
dizeylerini ise sayisal degisiklikler olsa da anlamli olarak
etkilemedigi izlenmistir. Tiner verilen grup da, safranal
uygulamasinin ise artmis MDA diizeyini anlamli olarak ve
TOS diizeyini ise sayisal azalttigi, GSH diizeyinin anlaml
azaldigt ve TAS diizeyinin ise sayisal olarak artsada

istatistiksel olarak etkilenmedigi izlenmistir.

Bobrek  dokusunda  elde  ettigimiz  bulgular;  tiner
uygulamasinin bobrekde MDA diizeyini anlamli olarak, TOS
diizeyini ise anlamli olmasa da arttirdigini; GSH ve TAS
diizeylerini ise anlamli olarak azalttig: tesbit edilmistir. Tiner
verilen grupda, safranal uygulamasinin ise MDA ve TOS
dizeyini azalttigi, GSH ve TAS diizeylerini ise arttirarak

kontrol grubu seviyesine yiikselttigi goriilmiistiir.

Beyin dokusunda elde ettigimiz bulgular; tiner uygulamasinin
beyin MDA diizeyini anlamli olmasa da artirdigi, TOS
diizeyini ise anlamli sekilde arttirdigini; GSH diizeyini anlamli
azalttigr ve TAS diizeylerini ise anlamli olarak etkilemedigi

tesbit edilmistir. Tiner verilen grupda, safranal uygulamasinin
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ise artmis MDA ve TOS diizeyini azaltarak, GSH duzeyini

artirirken ve TAS diizeylerini etkilemedigi izlenmistir.

o Testis dokusunda elde ettigimiz bulgular; tiner uygulamasinin
testisde MDA diizeyini anlamli olarak artirdigimi ve TOS
diizeyini sayisal olarak artirsada anlamli olarak etkilemedigi;
GSH diizeyini anlamli olarak azalttig1 ve TAS diizeyini sayisal
olarak azaltsa da anlamli olarak etkilemedigi gorilmektedir.
Tiner verilen grup da, safranal uygulamasmin ise MDA ve
TOS diizeyini azaltarak kontrol grubu diizeyine ¢ektigi, GSH
diizeyini artirarak yine kontrol grubu diizeyine yiikselltigi ve

TAS dizeylerini ise sayisal olarak arttirdigi goriilmistiir.

e 8 hafta boyunca tiner inhale ettirilen ratlada karaciger, akciger,
bobrek, beyin ve testis dokularindan elde edilen NOx diizeylerini
degerlendirdigimizde; karaciger, akciger, bobrek ve testis dokularinda
NOXx diizeyinin yalniz tiner verilen grup da anlamli olmasada sayisal
olarak arttigin1 diger yandan beyin dokusunda ise NOx duzeyini
anlamli olarak arttign goériilmektedir. Tiner verilen grup da, safranal
uygulamasinin ise yalmiz tiner verilen gruba goére NOx diizeyini

anlamli olarak azaltarak kontrol grubu diizeyine ¢ektigi goriilmistiir.

Organik cozuculerin, ROS olusumunu tetikledikleri ve hiicre hasart yoluyla
toksisitelerini gosterdikleri literatiir calismalariyla kanitlanmigstir. Bu ¢alisma da tiner
inhalasyonu ile oksidatif stresin roliinii dogrulamaktadir. Tiner inhalasyonu ile toluen
kaynakli toksisitenin metabolizmadaki redoks durumunu bozmasi, ratin farkl
organlarindaki yiiksek lipid peroksidasyonu, GSH'nin tiikenmesi, antioksidan

enzimlerin bozulmasi ile gosterilmistir.

Yukarida verilen bulgular oksidatif stres yoniinden incelendiginde tiner
verilen grupta tim dokularda MDA diizeylerinde anlamli artis olmasi, tinere bagh

olusan doku hasarinda lipid peroksidasyonunun rolii oldugu gorusunu
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desteklemektedir. Diger yandan tiner inhale ettirilen gruplarinda akciger, karaciger,
bobrek, testis ve beyin dokularina ait MDA diizeylerinin artmig olmast buna karsin
T+S grubunda, safranalin incelenen dokularda gelisen oksidatif stres tablosunu gerek
MDA ve TOS dizeylerini azaltarak gerekse GSH ve TAS diizeylerini artirarak
ortadan kaldirdigin1 veya hafiflettigi ve incelenen dokular1 oksidatif stresin zararli
etkilerine karst korumada Onemli bir antioksidan potansiyele sahip oldugunu
diistindiirtmektedir. Ancak safranalin her dokuda ayn1 diizeyde etki gostermedigi de
asikardir. Safranal biyolojik bir antioksidan gibi goriinse de, dogrudan kimyasal bir
antioksidan olarak etkisinin kaniti azdir. Bununla birlikte safranalin bir hormin
olarak dolayli yoldan bir antioksidan olabilecegi belirtilmektedir. Farahmand ve ark.
(2013) safranalin, bir hormin olarak etkinligi olabilecegini ve antioksidatif
enzimlerin aktivasyonuna yol agan hafif oksidatif hasar sonucu etkinligini
gosterdigini belirtmistir. Tiner gruplarinda kontrole gore artmis NOX aktivitesinin
antioksidan sistemin lipit peroksidasyonuna karsi aktive oldugunu, T+S grubundan
safranal uygulamasinin tiim dokularda NOX diizeyinde anlamli azaliglar ortaya

koymasi safranalin hormetin benzeri etki gosterdigini diisiindiirebilir.

Yuksek doz tiner inhalasyonunun tiim dokularda meydana getirdigi
komplikasyonlarin diger kalicti ve oOliimciil olabilecek hasarlart meydana
getirebilecegini diisiiniirsek, lilkemizde adolesan ¢agindaki gencler arasinda hizla
yayginlagmakta olan tiner ve benzeri maddelerin uyusturucu amagh kullaniminin
egitici ve yasal Onlemlerle engellenmesini umut etmekteyiz. Endiistri alaninda
fazlaca kullanilan organik ¢oziiciilerin ne gibi hasarlara yol acacagina degindigimiz
tizere bu sektorde calisanlarin belirli araliklarla rutin kontrollerini yaptirmasi
gerektigini ve calisma alanlarin gozetim altinda tutulurak, ¢oziicli inhalasyonunun
belirli limit degerleri ge¢cmemesine O6zen gostererek verilecek hasarlarin Oniine
gecilebilmesi gerekmektedir. Uyusturucu bagimlilarina yapilan klasik tedavilerin
yaninda veya bu tedavilere ek olarak safranali igine alan yeni tedavi
modiilasyonlarmin gelistirilmesi ve safranalin etkisinin anlagilmasi i¢in daha fazla

bilimsel ¢alismalar yapilmasinin gerektigini diisiinmekteyiz.
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Sonug olarak, safranalin tiner inhalasyonu sebebiyle dokularda olusan oksidatif
stresin olumsuz etkilerinin tamponlamast ve hafifletilmesinde etkili oldugu
gorilmektedir. Ancak yaptigimiz calismada safranalin belirlenen tek bir dozu
kullanilmis olup, doz degerleri degistirilerek benzer ¢alismalarin gergeklestirilmesi

ve organizmay1 korumada en uygun dozun ortaya konmasida kaginilmazdir.
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OZET

Subkronik Tiner Inhalasyonuna Maruz Kalan Ratlarin Bazi Dokularinda
Oksidatif Stres Parametrelerindeki Degisim ve Bunlara Safranalin Etkisi

Endiistriyel olarak yogun bir sekilde kullanimmin yani sira keyif verici ve
uyusturucu olarak kotiiye kullanimi biliylik boyutta olan tiner, viicutta serbest
radikallerin asir1 iiretilmesine neden olarak oksidatif stres tablosunun gelismesine ve
hlcresel hasara neden olabilmektedir. Organizma, tiner toksikasyonu sonucu olusan
serbest radikallerin  zararli etkilerini enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlarin aktivasyonu ile dengeleyip uzaklastirmaktadir. Safranal, safran
ciceginde bulunan yiiksek radikal siipliriicii aktiviteye sahip oldugu bilinen
bilesenlerden biridir. Bu tez ¢alismasinda; subkronik tiner inhalasyonuna maruz
birakilmis ratlarda, gastrik gavajla uygulanan safranalin s6z konusu hayvanlarda
beyin, karaciger, akciger, bobrek ve testis dokularinda oksidatif stres parametreleri
tizerine olan etkileri arastirilmistir.

Calismada kontrol grubu (K), safranal grubu (S), Tiner grubu (T) ve
Tiner+safranal (T+S) grubu olmak Uzere, her grupta 10 Wistar albino cinsi rat igeren
dort grup olusturulmustur. 8 hafta siiren bu ¢alismada T ve T+S gruplarinda bulunan
ratlara giinde 2 kez olmak tizere belli bir hacimde icinde NaOH tabletleri bulunan
kapali bir kapta tiner inhalasyonu uygulanmistir. S ve T+S gruplarinda bulunan
ratlara ise 100 mg/kg/giin dozunda safranal gastrik gavaj yoluyla verilmistir. 8 hafta
sonunda deney hayvanlarindan analizler i¢in karaciger, akciger, beyin, bobrek ve
testis dokusu oOrnekleri alinmis ve dokular homojenize edilerek siipernatantlarda
MDA, GSH, NOX, TAS ve TOS duzeyleri tespit edilmistir. Elde edilen veriler SPSS
paket programi kullanilarak ANCOVA testi ile analiz edilmis, p<0.05 anlamli degeri
kabul edilmistir. Tiner inhale ettirilen gruplarda akciger, karaciger, bobrek, testis ve
beyin dokularinda oksidatif stres tablosu analizlerle tesbit edilmistir. T+S grubunda,
safranalin incelenen dokularda gelisen oksidatif stres tablosunu gerek MDA ve TOS
diizeylerini azaltarak gerekse GSH ve TAS diizeylerini artirarak ortadan kaldirdigini
veya hafiflettigi, tiim dokularda NOX diizeyinde anlamli azaligara neden oldugu
gorilmiistiir.

Sonug olarak; incelenen dokular1 safranalin subkronik tiner inhalasyonunun
neden oldugu oksidatif stresin zararh etkilerine karsi tiim dokularda ayni diizeyde
olmayan koruyucu bir potansiyele sahip oldugu tespit edilmistir. Koruyucu hekimlik
acisindan is¢i sagligimin  korunmasinda ayrica ugucu madde bagimliligr ile
miicadelede yeni modiilasyonlarin gelistirilmesine bu verilerin katki saglayabilecegi
diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Tiner inhalasyonu, oksidatif stres, safranal, TAS, TOS
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SUMMARY

Investigation on The Changes of Oxidative Stress Parameters and The Effect of
Safranal in The Tissues of Rats Exposed Subchronic Thinner Inhalation

Thinner, which is used industrially intensively as well as enjoyable and drug abuse,
can cause excessive production of free radicals in the body, leading to oxidative
stress and cellular damage. The organism balances and removes the harmful effects
of free radicals with the activation of enzymatic and non-enzymatic antioxidants
result from thinner toxicity. Safranal is one of the components known to have high
radical scavenging activity in saffron flowers. In this study, effects on oxidative
stress parameters in brain, liver, lung, kidney and testicular tissues of rats treated
safranal by using gastric gavage were investigated in rats exposed to subchronic
thinner inhalation

In this study, rats (Winstar Albino) were divided into 4 groups as follow:
Control (K), Safranal (S),Thinner (T), and Thinner+safranal (T+S). Each group was
composed of 10 rats and study continued 8 weeks. Thinner inhalation was applied to
T and T + S groups in a container with NaOH tablets twice a day. Safranal were
given to S and T + S groups by using gastric gavage at a dose of 0.1 mL /kg/day.
After 8 weeks liver, lung, brain, kidney and testicular tissues were taken for analysis
from experimental animals and the tissues were homogenized and MDA, GSH,
NOX, TAS ve TOS levels were detected in the supernatants. The obtained data were
analyzed by ANCOVA test using SPSS packet program, p <0.05 significant value
was accepted.

The lung, liver, kidney, testis and brain tissues which are thinner-inhaled
groups were observed oxidative stress table as expected. In the T + S groups, the
effect of safranal eliminated or reduced oxidative stres with decreasing of the level
MDA and TOS and increasing of the level GSH and TAS. In addition it was showed
that the decreasing level of NOx was found statisticaly significant (p <0.05)

As a result; It has been found that the protective effect of safranal is not same
level in all tissues in the buffering of adverse effects and the prevention or alleviation
of possible cell damage Thus, these datas acoording to preventive medicine may
contribute on worker’s health preventation and the development of new modulations
in combat with volatile substances.

Key Words : Thinner inhalation, oxidative stress, safranal, TAS, TOS
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