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OZET

D-GALAKTOZ iLE OLUSTURULAN YASLANMA MODELINDE ARDIC
KATRANI’ NIN OKSIDATIF STRES UZERINE ETKIiSi

Yaslanma tiim canlilarda fizyolojik olarak goriilen bir siirectir. Bu siire¢ igerisinde
organizmanin molekiil, hiicre ve doku diizeyinde tiim fonksiyonlarinda geri doniisiimsiiz
azalmalar meydana gelmektedir. Calismamizin amaci D-galaktoz (D-GAL) ile
olusturulan yaslanma modelinde Ardi¢ katraninin siganlarin plazma ve beyin dokusu
orneklerinde antioksidan parametreler iizerine etkilerinin incelenmesidir. Bu ¢aligmada
16 haftalik 40 adet disi Wistar-albino siganlar kullanildi: Grup 1; Kontrol, Grup 2; 150
mg/kg/giin D-GAL (%92 DMSO), Grup 3; 0,25 pul katran (%98 DMSO), Grup 4; 150
mg/kg/giin D-GAL (%98 DMSO), + 0,25 ul katran, Grup 5; en yilksek DMSO dozu
verildi. 8 hafta deney siiresi sonunda elde edilen plazma ve beyin dokusu orneklerinde
glutatyon (GSH) ve Malondialdehit (MDA) diizeyleri 6lgiildii. Istatistiksel analizler,
SPSS programimnda ANOVA-Tukey testi uygulanarak yapildi. Gruplar arasindaki

istatistiksel analizde p<0.05 anlaml1 olarak kabul edildi.

Elde ettigimiz sonuglara gore; plazmada kontrol grubuna kiyasla D-GAL+Katran
ve DMSO grubunda GSH diizeyleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir artig
goriiliirken, D-GAL grubunda ise anlamli olmayan bir azalma gozlenmistir. Plazmada D-
GAL grubuna kiyasla D-GAL+Katran ve DMSO grubunda GSH diizeyleri bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlenmistir. Plazmada gruplar arasinda MDA
diizeyleri bakimindan anlamli bir fark gézlenmemistir. Beyin dokusunda kontrol grubuna
kiyasla tiim gruplarda GSH diizeyleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli artis
gozlenmistir. D-GAL grubuna kiyasla katran ve DMSO gruplarinda, GSH diizeyleri
bakimindan anlamli bir artis gézlenmistir. Beyin dokusunda kontrol grubuna kiyasla
katran ve DMSO gruplarinda MDA diizeyleri bakimindan istatiksel olarak anlamli bir
azalma gozlenirken, D-GAL + Katran grubunda istatiksel olarak anlamli bir artis
gozlenmistir. Elde ettigimiz sonucglara gore; kullandigimiz Ardi¢ katran dozunun
yaglanma ve yaslanmaya bagli gelisen Alzheimer gibi noérodejenaratif hastaliklarin,

tedavisine yonelik bir etkisi olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Yaslanma, D-galaktoz, Juniperus oxycedrus (Ardig katrani),

Oksidatif hasar



ABSTRACT

THE EFFECT OF JUNIPER TAR ON OXYDATIVE STRESS IN
D-GALACTOSE GENERATED AGING MODEL

Aging is a physiological proces that is seen in every living organism. During this
action, all functions decreases in a molecule, cell and tissue levels. The purpose of our
study is to examine ardi¢ katran1 antioxidant activity on plasma and brain tissue samples
from a rat model that is formed by D-galactose (D-GAL). In this work, 16 weeks old
female Wistar-albino rats were used that weight between 200-250 g; Group 1; Control,
Group 2; 150 mg/kg/day D-galactose (D-GAL) (%92 DMSO), Group 3; 0,25 ul % Tar
(98% DMSO), Group 4; 150 mg/kg/day D-galactose (%98 DMSO)+0,25 ul % Tar, Group
5; given by the highest dose of DMSO and the experiment continued for 8 weeks.
Glutathione (GSH) and Malondialdehyde (MDA) levels were measured from the plasma
and brain tissue samples that were obtained at the end of the experiment. As statistical
analysis, ANOVA-Turkey test was applied in SPSS program. p<0.05 was accepted as a

significant value in analysis between the groups.

According to our results, while D-GAL+Tar and DMSO groups showed
statisctically increased interms of their GSH levels, D-GAL group showed meaningless
decreasing in plasma compered to control group. In plasma, GSH levels increased in D-
GAL+Tar and DMSO groups, in comperison with D-GAL group. There was no
significant difference observed between groups with regard to MDA levels in plama.
Compered to control group, all groups were noted statistically significant increase in GSH
levels in brain tissue samples. Significant increasing of GSH levels seen in DMSO and
Tar groups compered to D-GAL group. In brain tissue, while Tar and DMSO groups
MDA levels showed significantly decresed values compered to control group, there was
a significant increse noticed in D-GAL + Tar group. In the light of our results, the Juniper
tar dose that we applied, could play a role in treatment of neurodegenerative diseases that
developing by aging like Alzheimer disease. In the light of our results, it shows that the
Juniper tar dose we applied, could play a role in treatment of neurodegenerative diseases

that are developing by aging like Alzheimer disease.

Key Words: Aging, D-galactose, Juniperus oxycedrus (Juniper Tar), Oxydative
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1. GIRIS

Yaslanma tiim canlilarda fizyolojik olarak goriilen bir siirectir. Bu siireg igerisinde
organizmanin molekiil, hiicre ve doku diizeyinde tiim fonksiyonlarinda geri doniisiimsiiz
azalmalar meydana gelmektedir. Yaslanmada viicudun hem i¢ dengesinde hem de dis
¢evreyle olan uyumunda azalmalar goriilmektedir. Yaslanmadan dolay1 hiicre yapisindaki
degisikliklerle birlikte hiicrenin sayisinda ve rejenerasyon yeteneginde de azalma
gorilmektedir (Ergiin, 2013). Yaslanma olduk¢a komplike bir siirectir ve giinlimiizde
bircok mekanizma ile acgiklik getirilmeye c¢alisilmistir. Harman’ nin 1972 de yaptig
calismada yaslanma mekanizmalarindan serbest radikal teorisini a¢iklamistir (Harman,
1972). Bu teoriye gore artan oksidatif hasar yaslanma ve yaslanmaya bagli gelisen
Alzheimer gibi norodejeneratif hastaliklara neden olmaktadir. Serbest radikaller, viicutta
oksijenli solunum sonucu dogal metabolik yollarla olugsmaktadir. Enerji ihtiyacini aerobik
yollarla karsilayan organizmalarda, solunum reaksiyonlari sonucu olusan serbest
radikalleri belirli bir seviyede tutmak ve bu serbest radikallerin, zararl etkilerini bertaraf
etmek icin antioksidan savunma mekanizmalar1 gelismistir. Antioksidan sistemler
tarafindan serbest radikaller ortadan kaldirildiginda, herhangi bir sitotoksisiteye neden
olmazlar. Fakat bazi kosullarda mevcut olan antioksidan savunma sistemi, serbest
radikallerin zararli etkilerini tamamen engeleyemez ve bu isleyis radikaller lehine bozulur
ve vicutta bir dizi patoljik olaylar meydana gelir. Bu durum oksidatif stres olarak
adlandirilir. Organizmada artan oksidatif stres sonrasi serbest radikaller DNA, protein ve
lipidler gibi makromolekiillerde hasara neden olmaktadirlar(Finkel ve Holbrook, 2000;
Yan, 2014; Apostolova ve Victor, 2015)

Literatiirde, Etnobotanik ve deneysel calismalarindan elde edilen veriler 15181inda
Juniperus (Ardig) bitkisi tiirlerinde; analjezik, antienflamatuvar, antidiyabetik,
antimikrobiyal ve antioksidan (Karaman ve ark., 2003; Loizzo ve ark., 2007; Sanchez ve
ark., 1994) ozelligi gosterdigi bildirilmistir. Ardig agacindan ocakta piroliz yontemi ile
elde edilen katran geleneksel tipta kullanilmaktadir. Ardi¢ katraninin antioksidan 6zelligi
gosterip yaslanma ve yaglanmaya bagli gelisen norodejeneratif hastaliklarinda viicutta
oksidatif strese bagli artan Reaktif oksijen tiirlerini (ROT) ortadan kaldirabilme
potansiyeli oldugu oOngoriilmektedir. Calismamizda deneysel olarak D-GAL ile
olusturulan yaslanma modelinde Ardi¢ katraninin oksidatif stres iizerine etkilerinin

incelenmesiyle literatiire katki saglamay1 hedeflemekteyiz.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Yaslanma

Saglik alanindaki gelismelerle birlikte ortalama insan 6mriiniin uzamasinin yaninda
dogum oranindaki azalmalar, diinya niifusunun giderek yaslanmasina neden olmaktadir.
2006 yilinda toplam niifusun %11°lik dilimini olusturan yaglilarin 2050 yilinda %22’ lik
bir orana ulasacag1 ongériilmektedir (Ogiit ve Atay, 2012). Yash niifusun artmasiyla
birlikte yaslanma ile gelisen Alzheimer gibi ndrodejenaratif hastaliklarin artmasi, sosyo-
ekonomik agidan da oldukga maliyetli bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Kargioglu

ve ark., 2010).

2017 yilinda, Diinya Saglk Orgiitiiniin yayinladigi rapora gore, insanlarda
baslangict 65 yas olarak kabul edilen yaslanma, biitiin canlilarda zamana bagli olarak
gerceklesen, organizmada hiicre, doku, organ ve sistem diizeyinde meydana gelen geri
doniisiimsiiz, yapisal ve islevsel degisiklikleri iceren dogal biyolojik bir siirectir. Bu
slirecte bireyin ¢evresine adapte olma yetenegi ile hiicre islevlerinin i¢ ve dis etkenler
arasindaki hemostasiyi saglama potansiyelinde kademeli bir azalma goriilmektedir

(Ergiin, 2013; Ogiit ve Atay, 2012).

Yaslanmayi etkileyen bir¢ok faktor olmakla birlikte hiicresel yaslanmanin en temel
nedenleri arasinda serbest radikal teorisi yer almaktadir (Harman, 1972) Serbest radikal
teorisine gore, yaslanmanin en temel nedenlerinden biri, bireyin yasi ilerledikce
metabolizmada serbest radikal miktarinda artisin olmasi ve yaslanan bireylerin
antioksidan enzim mekanizmasinda fonksiyonunu gerektigi gibi yerine getirememesidir.
(Finkel ve Holbrook, 2000; Yan, 2014; Apostolova ve Victor, 2015) Ayrica bu durum
sonucunda hiicrede redoks dengesindeki bozulmalar makromolekiiler hasara neden

olmaktadir.

Yaslanma, fizyolojik sistemde gerceklesen oksijenli solumun mekanizmasinda
ATP iiretimi sirasinda, elektron tasima zincirinin mitokondrial komplekslerinde meydana
gelen metabolik reaksiyonlar sonucunda agiga ¢ikan Reaktif oksijen tiirleri (ROT) diye
adlandirilan serbest radikaller canli sistemde makromolekiiler hasarin temel nedeni olarak
goriilmektedir (Serdaroglu Kasik¢1 ve Golkalp, 2018). Yaslanma ile ilgili hastaliklarda

ROT tiirlerinin artmas1 hiicrelerde Oksidatif stresin artmasina bagli olarak karbonhidrat,



lipid ve protein oksidasyon iiriinlerine bagli olarak ikincil hasara neden olmaktadir

(Cakatay, 2010; Yan, 2014).

Yaglanma hormonal, immiinolojik ve biligsel islevler dahil olduk¢a genis capta
islevsel azalma ile karakterize dogal bir siirectir. Bu nedenle yaglh bireylerin biiyiik bir
kisminda 6grenme ve hafiza ile iliskili olan hipokampus veya kortikal bolgelerdeki
degisikliklerle biligsel islevlerin bozuldugu goriilmektedir (Tapia-Arancibia ve ark.,
2008). Zihinsel fonksiyonlarda azalma, sosyal iliskiler ve ¢alisma performansinda diisiis
gibi ciddi problemlere neden olan Alzheimer giiniimiiz yash popiilasyonunun en ciddi
saglik sorunlarindan biridir. Alzheimer hastalarinda ciddi 6l¢iide bellek kaybinin yani sira
biligsel fonksiyonlarda giinliikk yasamin1 biiyiik 6l¢lide olumsuz etkileyecek bozulmalar

meydana gelmektedir (McKhann ve ark., 1984).
2.2. Serbest Radikaller

Serbest Radikaller, oksijenli solunum yapan organizmalarda, metabolizma
faaliyetleri siirecinde olusan, ¢ok etkili iiriinlerdir. Serbest radikaller, son orbitallerinde
tek sayida ortaklanmamais elektron bulunduran, elektrik yiiklii ya da yiiksiliz atomlar veya
molekiillerden olugmaktadir. Serbest Radikaller kisa dmiirlii olmalarinin yani sira, radikal
olmayan maddelerle tepkimeleri sonucunda yeni radikaller olusturmalar1 ve zincir
reaksiyonu baglatabilme gibi 6zellikleri nedeniyle viicutta normal seviyenin iizerine
cikmasi sitotoksik etki gostermesine neden olmaktadir (Sen, 2001; Karabulut ve Giilay

2016; Ogiit ve Atay, 2012)

Serbest radikaller viicutta, heksoz monofosfat yolu, mitokondriyal elektron tasima
sistemi, ksenobiyotiklerin metabolizmasi, biyosentetik ve biyokimyasal yikim gibi
olaylarda dogal olarak olugmaktadir. Oksijenden (O.) tiirevlenen serbest radikaller, canli

sistemlerde reaktif oksijen tiirleri ad1 verilen en etkili radikallerdir (Ogiit ve Atay, 2012).

Serbest radikaller;

1. Kovalent bagin olusumuna katilan elektronlardan birinin bag yapan
atomlarindan birinde, diger elektronun ise bag1 yapan diger atomda kalmasi
sonucu homolitik bagin kirilmast ile,

2. Molekiilden bir tane elektronun ayrilmasi ile

3. Molekiile bir tane atomun katilmasiyla meydana gelebilmektedir.



Yaglanmanin en 6nemli nedenleri arasinda gosterilen serbest radikal teorisine gore, yas

ilerledik¢e bireyin metabolizmasinda ROT ve reaktif nitrojen tiirleri (RNT) olusumunun

artmasima bagli olarak makromolekiiler yapilarin modifikasyonu neden olmaktadir.

Yapilan calismalara gore serbest radikal dilizeylerinin artmasi, bir¢ok hastaligin

olusumunda 6nemli rol oynamaktadir (Sen, 2001; Karabulut ve Giilay 2016; Ogiit ve

Atay, 2012) Serbest radikallerin neden oldugu reaksiyonlar Tablo 1 de gosterilmektedir.

Tablo 1: Serbest Radikaller ve Neden Oldugu Reaksiyonlar (Halliwell ve ark, 1999)

Siiperoksit

Hidrojen peroksit

Hidroksil radikali

Ozon

Oksijen

Nitrik oksit

Peroksinitrit

Hipoklorit

Radikal

Peroksil radikali

Hidroperoksit

Cu ve Fe iyonlari

Fe** ve Cu' iyonlarmi geri kazanma yoluyla Haber-Weiss reaksiyonunu
katalizleme, hidrojen peroksit veya peroksinitrit olusumu

Hidroksil radikali olusumu, enzim inaktivasyonu, biyomolekiillerin
oksidasyonu

Hidrojen ¢ikarilmasi, serbest radikallerin ve lipid peroksitlerin iiretimi, tiyol
oksidasyonu

Biitiin biyomolekiillerin 6zellikle ¢ift bag icerenlerin oksidasyonu, sitotoksik
aldehid ve ozonit olusumu

Cifte baglarla reaksiyon, peroksitlerin olusumu, aminoasitlerin ve niikleotidlerin
olusumu

Peroksinitrit olusumu, diger radikallerle reaksiyon

Hidroksil radikali olusumu, tiyollerin ve aromatik gruplarin oksidasyonu,
ksantin dehidrojenazin ksantin oksidaza doniisiimii, biyomolekiillerin
oksidasyonu

Amino ve kiikiirt iceren gruplarin oksidasyonu,klorin olugmasi

Hidrojen ¢ikarilmasi; peroksil radikalleri ve diger radikallerin olusumu,
lipidlerin ve diger biyomolekiillerin bozunmasi

Hidrojen ¢ikarilmasi, radikallerin olugumu; lipidlerin ve diger biyomolekiillerin
bozunmasi

Biyomolekiillerin oksidasyonu, biyolojik membranlarin bozulmasi

Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlariyla hidroksil radikali olusumu



2.3. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)
2.3.1. Reaktif Oksijen Tiirleri ve Yaslanma

Serbest radikaller, hiicre biliylimesinde ve gelisimi lizerinde dogrudan etkilidirler.
Hiicre yasami iizerindeki bu etkiler damar sertligi, kanser, romatizmal hastaliklar,
yaslanma ve yaglanmaya bagli norodejeneratif hastaliklarin olusmasinda 6nemli rol
oynamaktadirlar. Metabolik reaksiyonlar sonucu olusan serbest radikalleri kontrol altinda
tutmak ve olusan bu molekiillerin zararh etkilerini engellemek i¢in biyolojik sistemlerde
antioksidan savunma sistemleri gelisim gostermistir. Oksidatif stres olarak isimlendirilen,
var olan antioksidan savunma sisteminin serbest radikallerin etkisini ortadan kaldirmama
durumu yaslanma gibi gesitli durumlarda meydana gelir (Willcox ve ark., 2004; Ogiit ve
Atay, 2012; Apostolova ve Victor, 2015).

Reaktif oksijen radikallerinin temel kaynagi mitokondridir. Canlilarda yasin
ilerlemesiyle birlikte mitokondrilerin fonksiyonu sonucu agiga ¢ikan ROT miktar
oldukca yiiksektir. Yaslanmaya baglhh olarak ROT diizeyindeki artis protein
karboksilasyonunda artisa neden olurken, proteinlerin katalizinden sorumlu enzimlerin
miktarinda 6nemli Olglide azalma gozlemlenmektedir. Yasin ilerlemesiyle birlikte
ozellikle enerji ihtiyaci fazla olan sinir hiicrelerinde, cizgili kas, kalp kasi, diyafram
kasinda mitokontrial DNA (mtDNA) da ROT hasar1 gelisir. Bunun sonucunda hiicrenin
enerji kaynagi olan mitokontriler fonksiyonlarini tam olarak yerine getirememektedir.
Ilerleyen yasla birlikte mitokondrideki oksidatif hasarin artis1 ile sinir sisteminde
Alzheimer ve Parkinson gibi ndrodejenaratif hastaliklar olugsmaktadir. Kas sistemindeki
ROT artisina bagl olarak da viicuttaki hareket bozukluklarinda artis goriilmektedir.
(Parameshwaran ve ark., 2010; Willcox ve ark., 2004; Ogiit ve Atay, 2012; Apostolova
ve Victor, 2015). (Sekil 1)



ATP sentezi
TCA asit dongiisii
Yag asitlerinin 3- oksidasyonu
Sentez
(hem, aminoasitler, steroidler)
Glukojenez
Termojenez
— Sinyal yollan

. — Oksidanlar
ROT iiretimi veredoks| | _ ) G gatif olarak modifiye
modblasyonu \ edilmis makromolekiiller

\

Bioenerjetik
Metabolizma
Redoks sinyali
Proliferasyon
Bagisiklik
Otafaji

Ca’" homestozisi /

Mitokondriyal
hasar ve fonksiyon

bozuklugu

Saghkl
mitokondri

Patogenez Mitokondriyal hastaliklar
Norodejeneratif hastahiklar
Kanser

Kardiyovaskiiler hastaliklar
Metobolik bozukluklar

Yaslanma

e v

Sekil 1: Fonksiyonel mitokondri ve disfonksiyonel mitokondrinin islevleri (Apostolova ve
Victor, 2015)

2.4. Antioksidanlar

Viicutta artan asir1 ROT {iiretimi, genellikle antioksidan savunma sistemi tarafindan
telafi edilerek redoks dengesi saglanmis olur. Siiperoksit dismutaz, Katalaz gibi enzimler;
C ile E vitamini, glutatyon (GSH) gibi enzimsel olmayan diisiik molekiil agirlikli
antioksidanlar hiicresel savunma bariyelerinin en 6nemli iyeleridir. Oksidatif stres,
oksidanlar ile antioksidanlar arasindaki dengenin oksidanlarin yoniine kaymasiyla ortaya
cikan hiicrenin fizyolojik dengesizligi durumudur. (Sekil 2) (Ighodaro ve Akinloye,
2018). Oksidatif stres yoluyla serbest radikaller veya reaktif tiirler, ateroskleroz, diyabet,
kanser, norodejeneratif ve kardiyovaskiiler bozulmalar gibi ¢esitli kronik hastaliklarin

insidansinda ve ilerlemesinde belirgin rol oynamaktadir.
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Sekil 2: Serbest radikaller ile antioksidanlar arasindaki dengenin bozulmasi (Ighodaro ve
Akinloye, 2018).

Insan saghigina endojen kaynakli antioksidan bakimindan zengin gidalarin veya
antioksidan takviyelerin aliminin artmasinin, viicudun serbest radikalle iligkili saglik
problemleri riskini en aza indirme potansiyelini artiracagi one stiriilmektedir. Yapilan
calismalarda, Polifenoller, C vitamini, A vitamini, alfa-lipoik asit, tioredoksin, GSH,
melatonin, koenzim Q, beta karotenoidler, alfa-tokoferoller gibi antioksidanlar ve ayrica
SOD, KAT, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve glutatyon S-transferazlar
oksidatif hasardan kaynaklanan hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in genis capta

arastirilmaktadir. (Aslankog ve ark., 2020; Aksoy, 2002; Hercberg ve ark., 2004)
2.4.1. Antioksidanlarin Etki Diizeyleri

Biyolojik sistemlerde bulunan antioksidanlar, savunma bariyerini olustururken
birbirinden farkli seviyelerde hareket eder. Birinci basamaktaki antioksidanlar: radikal
onleyici, Ikinci basamakta bulunan antioksidanlar: radikal siipiiriicii, diger basamaktaki
antioksidanlar da radikallerin neden oldugu hasar1 onaracak sekilde siniflandirilabilir

(Ighodaro ve Akinloye, 2018).



2.4.1.1. Birinci basamak savunma antioksidanlari

Siiperoksit dismutaz (SOD, EC: 1.15.1.1), hiicrede bulunan ilk detoksifikasyon
enzimi ve hiicredeki en giiclii antioksidandir. Ayni zamanda birinci basamak savunma
sisteminde gorev alarak hiicrenin ROT’ lara karsi kullandigi en etkili endojen
cesitlerinden olan antioksidan enzimdir. SOD, iki siiperoksit anyon molekiiliiniin, H>O:
ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizler, bdylelikle zararli siiperoksit anyonunun
daha az zararli hale gelmesinde aktif rol alir. Hemen hemen biitiin insan dokularinda
onemli miktarda bulunan SOD3, vaskiiler ve kardiyovaskiiler hastaliklara kars1 en 6nemli
enzimatik antioksidan olmasi bakimindan olduk¢a énemli bir yere sahiptir. (Ighodaro ve

Akinloye, 2018; Chen ve Zhou, 2018)

Katalaz (KAT, EC: 1.11.1.6), dort benzer alt birime sahip tetramerik bir
proteindir. KAT, oksijen kullanan hemen hemen tiim canli dokularinda bulunan yaygin
bir antioksidan enzimdir. Enzim, bir kofaktor olarak, demir veya mangan kullanir ve
H>0:, su ve molekiiler oksijene ayrigsmasini veya indirgenmesini katalizler, Dolayisiyla
SOD, tarafindan baslatilan detoksifikasyon islemini devam ettirir (Chelikani ve ark.,
2004; Goth ve ark., 2004). Baslica temel olarak peroksizomlarda bulunan KAT oldukca
verimli bir enzimdir; bir saniyede milyonlarca hidrojen peroksit molekiiliinii

pargalayabilmektedir. (Ighodaro ve Akinloye, 2018)

Glutatyon peroksidazlar (GPx, EC: 1.11.1.9), hidrojen peroksitleri (H20>) suya
parcalayan onemli bir hiicre i¢i enzimdir. Yaygin olarak mitokondride olmak tizere
sitozolde yerlesik olan bu enzim, olmak {izere lipid peroksitlerinin kendilerinin yerini
tutan alkollere yikimini gerceklesmektedir. Cogu zaman, aktivitesi selenyum olarak
bilinen bir mikro besin kofaktdriine baghdir. Bu sebepten dolay1 GPx, selenosistein
peroksidaz olarak da adlandirilmaktadir. Enzim, oncelikli olarak, lipid peroksidasyon
siirecinin inhibe edilmesinde dnemli rol oynar ve bu nedenle hiicreleri oksidatif strese

kars1 korur. (Gill ve Tuteja, 2010; Ighodaro ve Akinloye, 2018; Koca ve Karadeniz, 2003)
2.4.1.2. ikinci Hat Savunma Antioksidanlar

Bu basamaktaki antioksidanlar temizleyici antioksidan olarak adlandirilir. Bu
antioksidanlar zincir reaksiyonlarinin baslangicini engellemede rol oynadigi gibi

tepkimelerin ilerlemesinin durdurulmasinda da aktif radikalleri temizleyerek gorev alir.



Serbest radikallere, son yoriingelerinde bulundurduklar fazla elektronu verip, notralize

eder veya temizlerler.

Glutatyon (GSH), hemen hemen her hiicrede bulunan kiigiik bir molekiildiir
(Anderson, 1997). En kii¢iik hiicre ici tiyol (SH) molekiiliidiir (Aksoy, 2002). Yiiksek
hiicre i¢i konsantrasyon ile birlikte yiiksek elektron verme kapasitesi, biiyiik indirgeme
giicti tiretir (Kidd, 1997). Glutatyon, cogu aerobik yasam formunda bulunan sistein i¢eren
bir peptittir. Enzimatik olmayan sekilde ROT ve GSH peroksidaz ile reaksiyona girebilir,
hidrojen peroksit ve hidroperoksitlerin yok edilmesini katalizleyerek disiilfid formuna
(GSSG) oksidasyonunu saglar. Glutatyon, hiicrelerde, glutatyon rediiktaz enzimi
tarafindan azaltilmis formda tutulur ve buna karsilik, glutatyon-askorbat dongiisiinde
askorbat, glutatyon peroksidazlar ve glutaredoksinlerin yani sira dogrudan oksidanlarla
reaksiyona giren diger metabolitleri ve enzim sistemlerini azalttigindan dolay1 en 6nemli
hiicresel antioksidanlardan biridir. Karaciger ve bobrekler, toksinlere en fazla maruz
kaldiklar icin yiiksek diizeyde GSH igerir. (Ighodaro ve Akinloye, 2018; Gill ve Tuteja,
2010)

Askorbik asit (C vitamini), hayvanlarda ve bitkilerde bulunan bir monosakarit
oksidasyon azaltma katalizortidiir. C vitamini, H>O; gibi ROT lar1 azaltan ve boylelikle
notrlestirebilen redoks katalizoriidiir. Dogrudan antioksidan etkilerine ek olarak, askorbik
asit ayrica redoks enzimi askorbat peroksidaz i¢in bir substrattir. Askorbik asit, bitkilerin
tim kisimlarinda yiiksek seviyelerde bulunmaktadir. Kanser ve kardiyovaskiiler gibi
farkli hastaliklarin tedavisinde yardimci olan belirgin bir antioksidan gdrevi goriir

(Coulter ve ark., 2006; (Kiregci, 2018)

Tokoferoller ve tokotrienoller (E vitamini), sekiz adet tokoferol ve tokotanollerin
kolektif ismi olan E vitamini, yagda c¢oziinebilen bir antioksidandir. a-tokoferol
formunun en 6nemli lipidte ¢oziinen antioksidan oldugu ve lipid peroksidasyon zincir
tepkimesinde iiretilen lipid radikalleriyle tepkimeye girerek membranlar1 oksidasyondan
korumakta oldugu bildirilmistir. Zincir tepkimesinin devamliligin1 engelleyen E vitamini,
bununla birlikte serbest radikal ara maddelerini uzaklastirir. y-tokoferol, kanser de dahil
olmak iizere ¢esitli hastaliklara kars1 koruyucu bir etkisi vardir (Coulter ve ark., 2006;

Gill ve Tuteja, 2010; Kiregcei, 2018).



2.4.1.3. Uciincii hat savunma antioksidanlari

Bu antioksidanlar kategorisi ancak serbest radikallerin hasar gérmesinden sonra
ortaya cikmaktadir. Bunlar, serbest radikallerin makromolekiillere verdikleri hasari
onaran ayni zamanda hasara ugramis hiicre zarini yeniden diizenleyen de novo
enzimlerdir. Hasara ugramis DNA, protein ve lipidlerin onariminda gorevli enzim
grubudur. Ayrica bir ¢esit “temizlik gérevi” yaparlar, viicut dokularina toksik olabilecek
birikimlerini 6nlemek i¢in oksitlenmis ya da hasara ugramig DNA, proteinleri ve lipid
gibi biyomolekiilleri tanir, parcalar ve temizler. Yaygin olarak goriilen orneklerde,
memeli hiicrelerinin sitosol ve mitokondrisinde bulunan DNA onariminda gorevli enzim
sistemleri (polimeraz, niikleaz, glikosilaz), proteolitik enzimler (proteinaz, peptidaz,

proteaz) bulunur (Ighodaro ve Akinloye, 2018; Aslankog ve ark., 2020).
2.4.1.4. Dordiincii hat savunma antioksidanlari

Bu basamaktaki antioksidanlar temelde serbest radikallerin olusumunun yani sira
meydana getirecekleri tepkimelere engellemek amaciyla hiicre igerisinde olusan ilgili
sinyalleri kullanir. Olusan sinyallere uygun antioksidan iretimini uyararak

antioksidanlarin gorevli oldugu bolgeye tasinmasinda rol oynar.

ROT ve Antioksidan mekanizmasinda, viicut fizyolojik kosullarda ROT etkisini
ortadan kaldirmak i¢in ilk olarak SOD enzimi kullanir. SOD siiperoksit radikallerini
perokside doniistiirlir, agiga c¢ikan peroksit radikalleri hiicre membranindan lipidlerin
yikimina neden olur. Artan lipid yikimi lipid peroksidasyonu olarak adlandirilir. Lipid
peroksidasyonunun baslica birincil tirlinleri lipid hidroperoksitlerdir (LOOH). Lipid
peroksidasyonu sirasinda ikincil {iriinler olarak olusabilen bir¢cok farkli aldehitler
arasinda, malondialdehit (MDA), propanal, heksanal ve 4-hidroksinonenal (4-HNE) dir.
Hiicre igerisinde yaglanmayla baglantili olarak artan siiperoksit ve hidroksil radikalleri
lipid peroksidasyonunu (LPO) 6nemli Olclide arttirmaktadir. LPO olusurken ortama
aldehid vererek bozunma gerceklestirirler. Olusan aldehidler ise protein, niikleik asitler
ve lipidlerle ¢apraz-bag olusturarak bircok hastaligin olusmasina zemin hazirlar. Lipid
peroksidasyonun sekonder matabolitleri arasinda en 6nemlisi malondialdehit (MDA)’dir

(Aslankog ve ark., 2020; Ighodaro ve Akinloye, 2018)
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2.5. Ardi¢ katram

Servigiller familyasina ait olan Juniperus Diinyada genel olarak Kuzey
yarimkiirede yayilis gostermektedir. Juniperus (Ardig) cinsinin yaklasik 60 tiirii vardir ve
tilkemizde ise 8 tiirii bulunmaktadir (Adams ve Demeke, 1993) (Giilsoy ve Merdin 2017)
Ardi¢ Agaci (Juniperus L.), hos kokulu, sivri yapraklara sahip, parlak meyveleri olan,
yiizlerce y1l yasayabilen bir agactir (Algay ve ark. 2018). Juniperus oxycedrus L. (Andiz-
Ardig), Juniperus foetidissima (Yumusak kokulu ardi¢) ve Jumiperus phoenicea L.
(Fenike ardici) iilkemizde yaygin olarak bulunan ardig¢ tiirlerindendir (Gliner ve ark.,

2000).

2.5.1. Juniperus Cinsinin Simiflandirilmasi

Alem: Plantae

Sube: Spermatophyta

Altsube: Gymnospermae (Coniferophyta)
Sinif: Pinopsida (Coniferae)

Takim: Pinales (Coniferales)

Aile: Cupressaceae

Cins: Juniperus

Tir: Juniperus oxycedrus (Katran Ardici)
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Sekil 3: Juniperus tiirlerinin Diinya’ daki yayilisi
a) Diinya Uzerinde Juniperus’ lar
b) Cenozoik zaman ortalarinda tahmini Madrean (Amerika) — Tethyan (Avrasya) vejetasyon

hatt1 (Adams, 2008)
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Jeommunis | subsp communis
Jeommunis L subsp nana Syme
Jexveelsa Bieb

Jsabina L.
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Sekil 4: Tiirkiye de dogal olarak olusan Ardi¢ (Juniperus) tiirlerinin dagilhim (Tiimen, 2003)
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2.5.2. Juniperus Cinsinin Kullanim Alanlari

Diinya genelinde 6nemli bir yere sahip olan Juniperus L. binlerce yildir Tiirk
kiltliriiniin sembol agaclarindan biridir. Juniperus cinsi agaglarin yaprak, meyve ve
tohum gibi ¢esitli kistmlarinda bulunan kimyasal bilesikler tiptan ve gida sektoriine kadar
cesitli alanlarda kullanilmaktadir. Diinya mutfaginda, ardi¢ meyveleri yemeklerde,
aperatiflerde, cesitli meze ve alkollii igeceklere aroma ve lezzet kazandirmak igin
kullanilmaktadir. J. communis var. saxatilis meyveleri fermente edilerek icki yapiminda

kullanilmaktadir (Tiimen, 2003). (Giilsoy ve Merdin 2017) (Algay ve ark. 2018).

Diinya genelinde ardi¢ tiirleri farkli amacglar dogrultusunda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Juniperus communis tiiriiniin meyve ve meyvesinden elde edilen ugucu
yaglar1 Tiirk Kodeksi, Avrupa Farmakopesi, Ingiliz Bitkisel Farmakopesi, Alman
Farmakopesi, PDR for Herbal Medicines, Martindale ve Merck Index gibi kuruluslarin
kayitlarinda yer almaktadir. Juniperus cinsinden hazirlanan ekstratlar ve dziitler, bir¢ok
ilkede tiriner sistem enfeksiyonlari, gastrointestinal sisteme bagli rahatsizliklari, kabizlik,

antienflamatuvar gibi bir¢ok hastalikta kullanilmaktadir (Orhan, 2011).

2.5.3. Ardi¢ Katranin Kullanim Alanlari

Juniperus oxycedrus tiriiniin odunundan kuru distilasyon yontemiyle hazirlanan
katran “Pix Juniperi” adiyla Amerikan Farmakopesi, Tiirk Kodeksi, The Pharmaceutical

Codex, Martindale ve Merck Index’de kayit altina alinmistir (Orhan, 2011)

Cogunlukla Ardi¢ agacindan elde edilen katranin (ayni zamanda Ardi¢ katrani
olarak da bilinir) tip alaninda kullanimi ilk kez 2000 yil once Hipokrat tarafindan
tanimlanmistir (Barnes ve Greive, 2017). Diinya genelinde asirladir geleneksel
yontemlerle iiretilip kullanilan Ardig¢ katrani; sedef, egzama, deri iltihabi, sa¢ dokiilmesi
ve yaglanma lekeleri vb. sorunlar i¢in dermatolojide; geleneksel bir antiseptik olarak
veteriner tipta; at ve sigirlarda toynak bakiminda kullanilmaktadir (Ar1 ve ark., 2014).
Hos bir aromasi bulunan Ardi¢ katrani sabun, losyon, krem ve parfiim iiretiminde de
kullanilmaktadir. Cesitli caligmalarda Ardi¢ katraninin kasintiyr 6nleyici, antieflamatuar,
antiseptik, kan1 durduran, keratoplastik, antifungal (Ishida ve ark., 1992), antimikrobiyal
oldugu da gosterilmistir (Karaman ve ark., 2003).

Ardi¢ agaglarindan elde edilen odunlarin dayanikli, kolay islenebilme, yiizeyinde

cilayr tutabilme ve hos kokulu 6zelliklerinden dolay1 kalem yapiminda, giiveleri uzak
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tutmak amaciyla g¢ekmece, sandik ve dolaplarda, dayanikli olmasindan dolay:

demiryolunda ve tarim aletlerinin yapiminda kullanildig: bildirilmistir (Timen, 2003).
2.5.4. Juniperus Uzerine Yapilmis Calismalar

Antimikrobiyal Etki: Juniperus oxycedrus’ un yapraklarindan elde edilen
metanollii ekstreleri, ¢esitli bakteri ve mantarlar {izerinde antimikrobiyal etkileri in vitro
yontemle arastirmistir. Ekstrelerin, 56 farkli tiire ait olan 143 bakteri susu, 5 farkl: tiire
ait olan 31 mantar izolat1 lizerinde antimikrobiyal etkileri incelenmistir. Metanol
ekstresinin, Brevundimonas, Staphylococcus, Enterobacter, Bacillus. Escherichia,
Brucella, Micrococcus, Acinetobacter, Pseudomonas, , Xanthomonas gibi cinslere ait 57
bakteri susunun gelisimini inhibe ettigi ve 11 farkli Candida albicans izolatinda (31.25-

250 pg/ml konsantrasyonda) geisimini inhibe ettigi bildirimistir. (Karaman ve ark., 2003)

Antioksidan ve a-amilaz inhibitolrii: Yapilan in vitro ¢alismada Juniperus
oxycedrus ssp. oxycedrus’ un olgunlasmis meyve ve odunundan su distilasyonuyla
hazirlanan ugucu yaglarin bilesiminin antioksidan etkisini incelemek i¢in 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil metodu kullanilmistir. Calismanin sonucunda odun ugucu yaginin ICso
degeri 1.45 pg/ml, meyve ugucu yaginin ise 7.42 pg/ml oldugu bildirilmistir. Ugucu
yaglarin o-amilaz inhibitdri tizerine etkileri incelendiginde, odun ugucu yagiin ICso

degeri 3.49 pg/ml bulunmustur. Loizzo ve ark., (2007)

Norotransmitter Temelli Kasilmalar1 Engelleyici: Juniperus oxycedrus’ un
yaprak ve dallarindan diklorometan ve metanol ekstreleri, ex vivo yontemle si¢anlarin
ileum, duodenum, uterus ve vas deferans gibi c¢esitli kisimlarda histamin, asetilkolin,
serotonin ve noradrenalin ile olusturulan norotransmitter temelli kasilmalar iizerine
etkileri incelenmistir. Ekstrelerin (1, 10 ve 100 mg/ml/banyo) farkli konsantrasyondaki.
diklorometan ekstresinin, metanol ekstresinden daha yiiksek seviyede olmak iizere;
histamin, asetilkolin ve serotonin ile olusturulan cevaplari azalttig1 bildirilmistir (Moreno

ve ark., 1998).

Analjezik ve Antienflamatuvar Etki: J. drupacea ve Juniperus oxycedrus alt
tiirlerinin analjezik ve antienflamatuvar etkileri lizerine yapilan ¢alismada bitkilerin dal,
meyve ve yapraklarindan elde edilen sulu ve metanollii ekstreler, farelere 100 mg/kg
dozda uygulanan ekstrelerin antienflamatuvar etkileri karragen ve prostaglandin E:

nedenli penge 6demi modelinde J. oxycedrus ssp. oxycedrus meyve ve yaprak metanol
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ekstrelerinde istatistiksel olarak anlamli derecede antienflamatuvar 6zellik gosterdigi
bildirilmigtir. Calismada ayrica ekstrelerin analjezik etkileri incelemek tiizere f-
benzokinon nedenli kivranma ve sicak zemin yontemleri ile incelenmis, J. oxycedrus ssp.
Oxycedrus’ un B-benzokinon nedenli kivranmalar1 %27.2-28.2 oranlarinda azalttig1 ve
prostaglandin E; nedenli pence 6deminin gelisimini azalttig1 bildirilmistir. (Akkol ve ark.,

2009

Juniperus oxycedrus yaprak ve dallarindan elde edilen metanol ve diklorometan
ekstrelerinin antienflamatuvar etkileri lizerine yapilan calismada metanol ekstresinin (200
mg/kg) antienflamatuvar etki gosterdigi, ayrica kimyasal, mekanik ve termal nedenli agr

testinde ekstrelerin analjezik aktivite gosterdigi bildirilmistir. (Moreno ve ark., 1998),

Hipotansif: Juniperus oxycedrus’ un yaprak ve dallarindan elde edilen ekstrelerin
hipotansif etkileri, anestezi altindaki normotansif siganlarda incelenmis, metanol (4, 8, 16
ve 48 mg/kg) ve diklorometan ekstresi (2, 6 ve 18 mg/kg) farkli dozlarda intravenoz
olarak uygulanmistir. Ekstrelerin sicanlarda sistolik ve diastolik bazal basinci belirgin

olarak azalttig1 bildirilmistir (Bello et al. 1997).

J. oxycedrus subsp. oxycedrus’ un meyve ve yapraklarindan elde edilen etanol
oziitleri (0,5 ve 1 gr/kg) diyabetli sicanlara uygulanmis, ekstrelerin normoglisemik ve
glikoz hiperglisemik sicanlarda, kandaki glikoz diizeyini azalttig1 goriilmiistiir. Subakut
calismada ise oOziitlerin uygulandigi gruplarda kan glikoz diizeylerinde, bobrek ve
karaciger malondialdehit diizeylerinde azalma oldugu bildirilmistir. J. oxycedrus subsp.
oxycedrus ekstrelerinde ferulik asit glikoziti, sikimik asit, oleuropeik asit glikozitinin
varhigi tespit edilmis ve sikimik asitin diyabetli sicanlarda akut ile subakut

uygulamalarinda belirli antidiyabetik 6zellik gosterdigi bildirilmistir. (Orhan, 2011)

Juniperus oxycedrus L. subsp.'nin olgunlasmis meyvelerinden elde edilen metanol
ekstraktlarinin fenolik profilini ve baz1 biyolojik 6zelliklerini iizerine yapilan ¢aligsmada,
J. oxycedrus L. subsp. macrocarpa ekstratinin J. oxycedrus L. subsp oxycedrus gore 3 kat
daha fazla antioksidan Ozellik gosterdigi bildirilmistir. Juniperus oxycedrus L. subsp
oxycedrus ekstraktlar yiiksek indirgeme ve selatlama aktivitesi gosterdigi bildirilmistir.
Ayrica Gram-pozitif bakterilere karst antimikrobiyal ozellik gosterdigi gosterilmistir

(Taviano ve ark., 2013).
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Antikanser: Juniperus communis tlriiniin meyvelerinden elde edilen ekstratlarin
glioblastom hiicrelerinin bilylimesi {izerine etkinligi degerlendirilmis, Sicanlarin deri ve
beyin glioma RG?2 hiicrelerine ektrat enjekte edilmis (60mg/ml oraninda) doza ve zamana
bagl olarak kullanmilmistir. Juniperus communis ekstraktinin intrinsik ve ekstrinsik
apoptotik yollardan glioma hiicre dongiisii durmasina neden oldugunu ortaya koymustur.
Calismada ayrica hayvan MRI ile 6l¢iim sonuglarinda Juniperus communis ile tedavi
edilmis sicanlarda timor biiyiikliigiinde onemli bir azalma oldugu gozlemlenmistir.
Juniperus communis ekstarinin glioma hiicre biiylimesini etkili bir sekilde inhibe ettigi

ve kan-beyin bariyerine basarili bir sekilde niifuz ettigini gostermistir. (Tsai ve ark., 2018)

In vitro ve in vovo olarak C57/BL6 tipi farelerde yapilan bir ¢alismada, Juniperus
communis buhar distilasyonu yontemi ile elde edilen ekstraklar, B16/F10 melanoma
hiicrelerinde 30, 60, 90 ng/ml oranlarinda kullanilmistir. Juniperus communis ekstratinin
VEGR/VEGFR1/VEGFR2, MMP9, MMP2 gibi sinyal yollarini, hiicre dongiisiine
aracilik ederek, otokrin sinyalinin azaltilmasi ve apoptozun indiiklemesiyle antikanser

aktivitesi oldugu bildirilmistir (Gao ve ark., 2019).

Farkli yontemlerle J. oxycedrus L den elde edilen esansiyel yaglarlarin fitokimyasal
bilesimini karsilasgtirmistir. Calismada a-pinen ve B-mirsen molekiillerinin esansiyel
yaglarin ana bilesenleri oldugu gozlemlenmistir. Meyve yaglarinin anti-proliferatif
etkilerinin oldugu ve meme kanseri hiicrelerinde [estrogen receptor-positive (ER)+] da
mitokondriyal apoptoz yolunu aktive ederek anti kanser 6zellik gosterdigi ve bu bitkinin
bilesenleri meme kanserinde adjuvan terapotik bir role sahip olabilecegi bildirilmistir.

(EI-Abid ve ark., 2019)

Kutandz leishmaniasis, Orta Dogu ve Kuzey Afrika'da yaygin olarak goriilen hiicre
i¢i protozoon kaynakli bir parazit tiirlinlin deride lezyonlara neden oldugu hastaliktir.
Juniperus Excelsa tiriiniin meyve ve yaprak ekstrelerinden elde edilen 6ziitlerinden elde
edilen krem ve kriyoterapi ile birlikte hastaligin tedavi siirecini azaltabilecegini

bildirmislerdir. (Parvizi ve ark., 2017)

Tiir Ad1 Biyolojik Aktivite

J.chinensis Antifungal
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ablo 2: Juniperus cinsine ait

Antiobezite

tiirler ile yapilan biyolojik aktivite ¢calismalar1 (Orhan, 2011)

Antitiimoral

Hipoglisemik ve hipolipidemik

J.communis

Serbest radikal siipiiriicii
12-HETE fiiretim inhibitorii
Analjezik ve antienflamatuvar
Antidiyabetik
Antienflamatuvar

Antifertilite

Antihelmentik

Antiherpetik
Antimikrobakteriyel
Antioksidan ve antimikrobiyal
Ditiretik

In vitro glukoz difiizyonunu azaltic

Platelet agregasyonunu engelleyici ve Sitotoksik

J.oxycedrus

Analjezik ve antienflamatuvar

Antioksidan ve a-amilaz inhibitorii
Antimikrobiyal

Hipotansif

Norotransmitter nedenli kasilmalar1 engelleyici

Antidiyareik, antipriiritik

J.phoenicea

Antimikrobiyal
Hepatoprotektif
Hipoglisemik
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3. GEREC ve YONTEM

Caligmada kullanilan cihazlar ve kimyasallar asagida yer almaktadir.

3.1. Geregler

3.1.1. Kullanilan Deney Ekipmanlar: (Marka/Model)

Hassas Tart1 (Radwag/AS 220.R2),

Terazi (Radwag/AS220/C/2)

Santrifiij (Beckman Coulter/Allegra X-30R Centrifuge)
Spektrofotometre (Thermo Scientific/Multiskan Go)
Plate okuyucu

Isitici-Karistiricr (Isotex)

Distile Su Cihazi (Thermo Scientific)

Pipet Ucu (Isolab - 10/200/1000 pl)

Falkon (Isolab - 15 M1/ 50 MI)

Ependorf (Isolab - 2 MI/1.5 Ml)

Enjektor (insiilin enjektorii) (Beybi - 1 ml/cc (26G))
Sitrath Tiip (%3,2) (Greiner Bio-One -2 ml)

3.1.2. Kimyasal Maddeler

Dimethyl Sulfoxide (DMSO) (Biomatik)

D-Galaktoz (Sigma)

Sodyum Sitrat (Glentham Life Sciences)

DTNB (5-5" Ditiyobis 1-2 Nitrobenzoik Asit) (Aldrich)
Metafosforik Asit (Merck)

Etilendiamin Tetra Asetik Asitin Sodyum Tuzu (EDTA) (Merck)
Sodyum Kloriir (Isolab)

Sodyum Fosfat (Na2HPO4) (Sigma)

Asetik Asit (J.T.Baker)

Tiyobarbiitirik Asit (TBA) (Merck)

Siilfiirik Asit (H2SO4) (Merck)

Fosfotungstik Asit (Merck)

n-Biitanol (Merck)
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= Ketamin (50mg/ml) (Pfizer)
= Ksilazin (20ng/1ml) (Alfasan)
= Sodyum kloriir soliisyonu (%0,9 izotonik) (Biofleks)

3.2. Bitkisel Materyal Eldesi

Calismamizda kullanilan Ardi¢ katran1 Otmanlar Koyii (Koycegiz, Mugla) Katran

Ocag1’ nda piroliz yontemi ile elde edilmistir.
3.2.1. Juniperus Cinsinden Geleneksel Yontemle Katran Eldesi

Ulkemizde yaygin olarak yetisen Juniperus tiirlerinin odunlarindan kuru

distilasyonu yontemi ile katran elde edilir. Geleneksel olarak katran eldesi ocakta piroliz

yontemi ile elde edilir. (Ar ve ark., 2014; Ari ve ark., 2015)

Sekil 5: ONGUENT Projesi kapsaminda Otmanlar Koyii (Koycegiz, Mugla) Katran
Ocagr’ndan goriintiiler
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= Yaklasik 60 cm ¢apinda ve 30-35 cm derinliginde bir ¢ukur kazilir.

* Cukur taslarla kaplanir.

» Tasla dosenmis c¢ukura, taslari scat, saman ve kum iceren karisimla
stvanarak firin benzeri bir yapiya doniistiiriiliir.

= ki cukur firina kazilir ve birbirine baglanir.

* (Cukurlardan birinin alt kismia biiyiik bir lavabo yerlestirilir. Ayrica, bir
sa¢ ayag1 havzanin i¢ine yerlestirilir. Sa¢ ayagi havza ve yakma igeren Kase
arasinda bir bosluk olusturur.

» Qcaktaki ¢italar iceren kase kalaydan yapilmistir ve yaklasik 60-70 cm
yiiksekliginde ve 30-40 cm genisligindedir.

» Katran icinden gegebilecek kadar biiyiik olan delikler, ¢iralastirma islemine
baslamadan once kasenin dibine konur.

» Yaklasik 30 cm uzunlugundaki ¢iralik kaseye doldurulur ve ¢ira pargalari
arasinda bosluk birakilmaz (bosluk olmasiyla giren hava, katranin kalitesini
diisiiren bir faktordiir.)

» Karistirma ile kasenin iist kismi, havanin girmesini engellemek i¢in ¢amurla
kaplanir. Bu yontem ile yanma iglemi yavas gergeklestirilir.

* (ra yavas yavag yandiginda kalitesi daha yiiksek katran elde edilir.

* 300° C'ye geldiginde olusan katran kabin olusturulan metal boru sistemi ile
kaseye aktarilir.

» Hava ile temasmi Onleyecek sekilde baglanmis olan metal borulardan
yaklasik 7-8 saat siiren islem sonrasinda katran elde edilir (Ar ve ark.,

2014)

Elde edilen Ardi¢ katran1 koyu sari-kahverengi goriintimlii ve ytiksek resin igerigi
(rosin asitleri ve reten), diisiik zift igerigi ve yiiksek saflikta, kurum ve diger zararl
riinleri igermeyen ozelliktedir. Katranlarin antiproliferatif etkisi komiir katrani
kullanilarak ¢alisilmistir. Fakat Ardi¢ katrani dahil tiim katranlarin benzer sekilde

islev gosterdigi kabul edilmektedir (Barnes ve Greive, 2017).
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3.3. MTT Analizi

Hiicre canlilik testi i¢in sar1 tetrazolium MTT (3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2, 5-
diphenyltetrazolium bromide) kullanildi. Yeterli biiylime gosteren hiicre kiltiiri
flasklarindan, tripsin-EDTA yardimu ile hiicreler kaldirildi. 1300 rpm’de oda sicakliginda
5 dk santrifiij edilip, pellet 4 ml Dulbecco’s Modified Eagle’s medium (DMEM) i¢inde
stispanse edildi. Hiicre soliisyonunda o6lii hiicreleri boyayan, canli hiicreler tizerine etki
gostermeyen tripan mavisi boyast kullanilarak Thoma Laminda hiicre sayimi
gergeklestirildi. Hiicre konsantrasyonlar1 1x10 5 hiicre/ml olacak sekilde ayarlandi.
Ardindan 96 kuyucuklu platede her bir kuyuya 90 pl olacak sekilde hiicre ekimi
gergeklestirildi. 1 gece 37° C %5 karbondioksitli etiivde inkiibe edilerek hiicrelerin
kuyucuklara yapigsmasi saglandi. Ardi¢ katrani i¢in: 1:10 1:20, 1:40, 1:80, 1:160, 1:320,
1:640, 1:1280, 1:2560, 1:5120 oranlarda %0.1 DMSO-DMEM ile seyreltilerek hazirlanan
ornekler kuyucuklara 10’ar pl olacak sekilde verildi. Kontrol grubu olarak, 10 ul %0.1
DMSO-DMEM verilip, 3 tekrarli olacak sekilde 96 kuyucuklu tabakta hazirlandi. Deney
ve kontrol grubu ayni sartlar altinda 48 saat inkiibe edildi.

3.4. Gruplarin Hazirlanmasi

Calismamiz icin her grupta 8 adet olacak sekilde y40 adet disi, Wistar-albino tiirii
disi sican kullanildi (Tablo 1).

Ardic katran1 olan grup i¢in; Ardi¢ katran1 Otmanlar kdylinden (Koycegiz/Mugla)
temin edildi. Ardig¢ katran1 1:80 oraninda olacak sekilde DMSO ile ¢6ziildii. Olusturulan
bu stoktan 0.4 mL alinarak 19.6 mL DMSO ile seyreltildi ve 1 ml subkutan (s.c.) olarak
verildi (Katranin son konsantrasyonu: 0.25 pl olacak sekilde ayarlandi. Ayrica

DMSO’nun son konsantrasyonu %98’dir).

D-gal grubu i¢in; D-galaktoz 150 mg/kg/giin seklinde s.c. olarak uygulandi.
(DMSO’nun son konsantrasyonu %92°dir).

DMSO grubu i¢in; DMSO dozu diger gruplarda kullanilan en yiiksek doz olarak
belirlendi. Son konsantrasyonu %98 DMSO + 0.25 pl/ml serum fizyolojik icerecek

sekilde ayarlandi ve 1ml s.c. olarak sicanlara uygulandi.
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3.5. Deney Gruplar

Bu calismada; Uskiidar Universitesi Deneysel Arastirma Birimi (USKUDAB)’
nden temin edilen 40 adet 16 haftalik 200- 250 gr agirliginda disi Wistar-Albino tiirii
sigan kullanildi. Calismamiz USKUDAB biinyesinde yer alan Uskiidar Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Baskanligi’ndan 17.12.2018 tarih ve 2018-24 sayili

karar1 ile etik kurul onay1 alinmistir.

Calisma icin 40 adet 4 aylik Wistar Albino siganlar secildi. Sicanlar ad libitum
olarak beslendi, 12 saatlik aydinlik-karanlik periyodu uygun standart laboratuvar
kosullarinda (sicaklik 22 +/- 2 °C, nem %60 °C +/-5) muhafaza edildi. Deney hayvanlari
5 gruba ayrildi. Deney siiresi 8 hafta olarak belirlendi (Tablo 3)

Tablo 3. Deney Gruplari

Grup Uygulanan Madde Doz Uygulama
Sekli

Grup 1: Kontrol - -

Grup 2: D-GAL D-GAL 150 mg/kg/glin s.c

Grup 3: Katran Katran 0.25 pl s.c

Grup 4: D-GAL +Katran | D-GAL + Katran 150 mg/kg/giin+ 0.25 ul s.c

Grup 5: DMSO DMSO %98 DMSO + 0.25 ul/ml s.C

serum fizyolojik

3.6. Doku orneklerinin Hazirlanmasi

Deney hayvanlar1 8 hafta siiren enjeksiyondan sonra 12 saat a¢ birakilarak
perfiizyon islemine tabi tutuldu. Deney siiresi sonunda tiim si¢canlara Ketamin HCI [80
mg/kg intraperitonel (i.p.)] ve Ksilezin (10 mg/kg i1.p.) anestezi altinda sakrifiye edildi.
Beyin dokular1 hizli bir sekilde ¢ikarildi ve serum fizyolojik (%0.9 NaCl) ile yikandi ve
-20 °C’de muhafaza edildi.

3.7. Kan Orneklerinin Hazirlanmasi

Deney hayvanlarin kanlar1 %3,2’ lik sitratl: tiiplere alinarak +4 °C, 1000 x g’de 15
dk boyunca santrifiij edildikten sonra plazma kismi1 ependorf tiiplerine alind1 ve -20 °C’de

muhafaza edildi.
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3.8. Beyin Orneklerinin Hazirlanmasi

Beyin buzlu ortamda 0.15 M Sodyum Fosfat Tamponu (%10 w/v)’de homojenize
edildikten sonra, homojenatlar 10 dakika 4°C’de 1000 x g’de santrifiij edilip, daha sonra
stipernatant kism1 10 000 x g’de 20 dk santrifiij edilerek bu numunelerin GSH, MDA

diizeyleri ile aktivitesi l¢tildii.

3.9. Plazma ve Beyin Homojenati Uzerinde Yapilan Biyokimyasal Analizlerin

Ol¢iim Yoéntemleri
3.9.1. Glutatyon (GSH) Seviyesinin Ol¢iilmesi

Bu yontem, deney hayvanlarindan alinan dokularda bulunan GSH’ in Ellman
reaktifi ile reaksiyonu sonucu olusan renk siddetinin spektrofotometrik olarak

degerlendirilmesi esasina dayanir.

3.9.1.2. Kullanilan cozeltiler

* Sodyum sitrat ¢ozeltisi (%1 g): 1 gr sodyum sitrat 6l¢iiliip ve bir miktar distile
su igerisinde ¢oziiliip, hacim distile su ile 100 ml’ ye tamamlandi.

= Ellman ayiraci: %40 mg DNTP (5-5 ditiyobis 1-2 nitrobenzoik asit), bir miktar
sodyum sitrat ¢cozeltisinde ¢oziiliip iizeri sodyum sitrat ¢ozeltisi ile 100 ml’ye
tamamlanda.

= Proteinsizlestirme ¢ozeltisi: 1.67 gr metafosforik asit, 2 gr etilendiamin tetra
asetik asidin sodyum tuzu (EDTA) ve 30 gr sodyum kloriir distile suda ¢oziildii
ve tizeri 100 mI’ye tamamlandi.

= Sekonder sodyum fosfat ¢ozeltisi (0.3 M): 4.26 gr sodyum fosfat biraz distile

suda ¢0ziiliip, hacim 100 ml” ye tamamland.

100 pl beyin homojenat1 lizerine 1.9 ml distile su ve 3 ml proteinsizlestirme
cozeltisi ilave edildi. Vorteks ile kanistirildiktan sonra 4000 rpm’de 10 dk +4 °C’de
santrifiij edilip siipernatant kismi alindi. Olgiim ydnteminde asagidaki protokol

uygulandi.
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Tablo 4: GSH 6lciimii icin hazirlanan kér ve numune tiipleri.

Kor Numune
Siipernatant - 500 pl
Distile su 500 ul
Na:HPO4 2mL 2 ml
Ellman ayiraci 250 ul 250 ul

Hazirlanan kor ve numune tiipleri vorteks ile karistirilip oda sicakliginda 5 dakika
bekletildi. Numune tiipleri i¢indeki absorbans degerleri 412 nm dalga boyunda kdére karsi
spektrofotometrik olarak olgiildii. Cikan absorbans degerleri, ekstinksiyon katsayisi

(13600 M! cm™) kullanilarak hesaplandi.

3.9.2. Malondialdehit (MDA) Seviyesinin Ol¢iim Yéntemi

Lipid peroksidasyonu {iriinii olan MDA, ¢oklu doymamis yag asitlerinin

Tam plazma Glutatyon (%mg) = Numune absorbansi x 621

peroksidasyonu sonucu olusmaktadir. MDA, oksidatif stres parametresi olarak
caligmalarda kullanilmaktadir. Tiyobarbiitirik asidinin (TBA) yliksek sicaklik ve asidik
ortamda MDA ile tepkimeye girmesi sonucu meydana gelen pembe-kirmizi renkli

bilesigin 532 nm dalga boyundaki absorbans degeri spektrofotometrik cihazla 6l¢iiliir.

Deneyde kullanilan reaktifler ve hazirlanisi:
3.9.2.1. Kullamilan ¢ozeltiler

»  Asetik asit ¢ozeltisi (%50 (v/v)): d= 1,05 g/cm? olan %100'liik asetik asit
cozeltisinden 50 ml alinarak hacim 100 ml' ye distile su ile tamamlanda.

= TBA ¢ozeltisi (%0,67g): 0,335 g TBA ilk 6nce bir miktar %50' lik asetik asit
cozeltisi ile ¢oziildii ve daha sonra hacim 100 ml' ye %50' lik asetik asit ile
tamamlandi.

»  H2S04 cozeltisi (1/12 N): 0,54 mL H>SO4 (d= 1,84 g/cm?, %95-98 g/g) orijinal

sisesinden alind1 ve hacim 250 ml' ye distile su ile tamamland.
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= Fosfotungstik asit ¢cozeltisi (%10 g): 10 g fosfotungstik asit ilk dnce bir miktar
distile su icerisinde ¢oziiliip, hacim 100 ml' ye distile su ile tamamlanda.

= n-Biitanol: Orijinal sisesinden alinarak kullanildi.

0,3 ml beyin homojenat iizerine 0,3 ml fosfotungustik asit ve 2,4 ml H>SOq4 ilave
edildi. Vorteks ile karigtirilarak oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. +4 °C’de 3000
rpm’ de 10 dakika santrifiij edildi ve ¢okelti kismi alindi.

Bu islemin amaci: TBA ile tepkimeye girip ayni rengi veren suda ¢Oziiniir
maddelerin ¢okelti haline getirip sistemden uzaklastirilmasi igin yapildi. Olgiim

yonteminde agagidaki protokol uygulandi.

Tablo 5 : MDA o6l¢iimii icin hazirlanan kér ve numune tiipleri

Numune Kor

Pellet -
Distile Su 4 ml 4 ml
TBA 4 ml 1 ml

Vorteks ile karistirildi ve 60 dakika kaynar su banyosunda inkiibe edildi.

n - Biitanol 3ml 3ml

Vorteks ile karigtirild1 ve +4°C de, 3000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi.

Numune tiipleri i¢indeki absorbans degerleri 532 nm dalga boyunda kore karsi
spektrofotometrik olarak dl¢tildii ve elde edilen absorbans degerleri seyreltme faktorii goz

oniine aliarak asagidaki formiil ile hesaplanda.

nmol MDA / 1 ml beyin homojenati = Numune absorbansi x 64,1

3.10. istatistiksel Analiz

[statistiksel analizler igin SPSS 22.0 (Statistical Package for Social Sciences Inc,
IL, USA) versiyonu kullanildi. Gruplar arasindaki istatiksel analizlerin karsilagtirmasinda

ANOVA testi kullanilarak belirlendi ve p<0.05 istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Gruplar Arasi Agirhik, Yem ve Su Tiiketiminin Karsilastirmasi

Belirlenen 8 haftalik deney siireci sonunda sicanlarin agirlik, yem ve su tiiketimleri

asagida Grafik 1, Grafik 2 ve Grafik 3’de gosterilmistir.
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Grafik 1: Deney gruplarinin agirhk él¢iimleri karsilastirildiginda anlamh farkhhk

gozlenmemistir (p>0.05).
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Grafik 2: Deney gruplarimin yem tiiketimleri karsilastirlldiginda anlamh farkhihk

gozlenmemistir (p>0.05).
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Grafik 3: Deney gruplarinin su tiiketimleri karsilastirildiginda anlamh farklhihk

gozlenmistir (p<0.05).
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4.1.1. Kontrol Grubu ile Diger Gruplarin Agirhk, Yem ve Su Tiiketimi Bakimindan

Degerlendirilmesi

Kontrol grubu ile D-GAL grubu karsilastirildiginda:

= Agirlik bakimindan Kontrol grubuna kiyasla D-GAL grubunda anlamli olmayan
azalma gozlenmistir (p>0.05).

* Yem tiikketimi bakimindan Kontrol grubuna kiyasla D-GAL grubunda anlamli
olmayan artis gdzlenmistir (p>0.05).

= Su tiikketimi bakimindan Kontrol grubuna kiyasla D-GAL grubunda anlamli

olmayan artis gozlenmistir (p>0.05).
Kontrol Grubu ile Katran grubu karsilastirildiginda:

»  Agirlik bakimindan Kontrol grubuna kiyasla Katran grubunda anlamli olmayan
azalma gozlenmistir (p>0.05).

* Yem tiketimi bakimindan Kontrol grubuna kiyasla Katran grubunda anlamli
olmayan artis gdzlenmistir (p>0.05).

* Su tiikketimi bakimindan Kontrol grubuna kiyasla Katran grubunda anlaml

derecede artis gozlenmistir (p<0.05).
Kontrol Grubu ile D-GAL + Katran grubu karsilastirildiginda:

» Agirlik bakimimdan Kontrol grubuna kiyasla D-GAL+Katran grubunda anlamli
olmayan azalma gozlenmistir (p>0.05).

* Yem bakimindan Kontrol grubuna kiyasla D-GAL+Katran grubunda anlamli
olmayan artis gozlenmistir (p>0.05).

* Su tiiketimi bakimimdan Kontrol grubuna kiyasla D-GAL+Katran grubunda

anlamli derecede artis gdzlenmistir (p<0.05).
Kontrol Grubu ile DMSO grubu karsilastirildiginda:

» Agirlik bakimindan Kontrol grubuna kiyasla DMSO grubunda anlamli olmayan
bir azalma gozlenmistir (p>0.05).

*  Yem bakimindan Kontrol grubuna kiyasla DMSO grubunda anlamli bir farklilik
gbzlenmemistir (p>0.05).

* Su bakimindan Kontrol grubuna kiyasla DMSO grubunda anlamli artis
gozlenmistir (p<0.05).
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D-GAL grubu ile Katran grubu karsilastirldiginda:

Agirlik bakimindan D-GAL grubuna kiyasla Katran grubunda anlamli olmayan
azalma gozlenmistir (p>0.05).

Yem bakimindan D-GAL grubuna kiyasla Katran grubunda anlamli farklilik
gbdzlenmemistir (p>0.05).

Su bakimindan D-GAL grubuna kiyasla Katran grubunda anlamli derecede artis
gbzlenmistir (p<0.05).

D-GAL grubu ile D-GAL+Katran grubu karsilastirildiginda:

Agirlik bakimindan D-GAL grubuna kiyasla D-GAL+Katran grubunda anlamli
olmayan azalma gozlenmistir (p>0.05).

Yem bakimindan D-GAL grubuna kiyasla D-GAL+Katran grubunda anlamli
farklilik gézlenmemistir (p>0.05).

Su bakimindan D-GAL grubuna kiyasla D-GAL+Katran grubunda anlaml
derecede artis gdzlenmistir (p<0.05)

D-GAL grubu ile DMSO grubu karsilastirildiginda:

Agirlik bakimindan D-GAL grubuna kiyasla DMSO grubunda anlamli olmayan
azalma gozlenmistir (p>0.05).

Yem bakimindan D-GAL grubuna kiyasla DMSO grubunda anlamli olmayan
azalma gozlenmistir (p>0.05).

Su bakimindan D-GAL grubuna kiyasla DMSO grubunda anlamli olmayan artis
gozlenmistir (p>0.05).

Katran grubu ile D-GAL+Katran grubu karsilastirildiginda:

Agirlik bakimindan Katran grubuna kiyasla D-GAL+Katran grubunda anlamh
olmayan azalma gozlenmistir (p>0.05).

Yem bakimindan Katran grubuna kiyasla D-GAL+Katran grubunda ayni
degerlere yakin oldugu goézlenmistir (p>0.05).

Su bakimindan Katran grubuna kiyasla D-GAL+Katran grubunda anlaml

olmayan artig gozlenmistir (p>0.05).

Katran grubu ile DMSO grubu karsilastirildiginda:
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Agirlik bakimimndan Katran grubuna kiyasla DMSO grubunda ayni degerlere
yakin oldugu gozlenmistir (p>0.05).

Yem bakimindan Katran grubuna kiyasla DMSO grubunda anlamli olmayan
azalma gozlenmistir (p>0.05).

Su bakimindan Katran grubuna kiyasla DMSO grubunda anlamli olmayan azalma

gbzlenmistir (p>0.05).
D-GAL+Katran grubu ile DMSO grubu karsilastirildiginda:

Agirlik bakimindan D-GAL+Katran grubuna kiyasla DMSO grubunda ayni
degerlere yakin oldugu gozlenmistir (p>0.05).

Yem bakimindan D-GAL+Katran grubuna kiyasla DMSO grubunda anlamh
olmayan azalma gozlenmistir (p>0.05).

Su bakimindan D-GAL+Katran grubuna kiyasla DMSO grubunda anlaml

olmayan azalma gozlenmistir (p>0.05).
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4.2. Plazma ve Beyin Dokusunda GSH ve MDA Diizeylerine Ait Bulgular

4.2.1. Plazma GSH Diizeyleri
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Grafik 4: Plazma GSH diizeyleri

Kontrol grubu ile D-GAL grubu karsilastirldiginda:

GSH bakimindan Kontrol grubuna kiyasla D-GAL grubunda anlamli olmayan azalma

gozlenmistir (p>0.05).
Kontrol grubu ile Katran grubu karsilastirildiginda:

GSH bakimindan Kontrol grubuna kiyasla Katran grubunda anlamli olmayan azalma

gbzlenmistir (p>0.05).
Kontrol grubu ile D-GAL + Katran grubu karsilastirildiginda:

GSH bakimindan Kontrol grubuna kiyasla D-GAL+Katran grubunda anlamli
derecede artis gozlenmistir (p<0.05).
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Kontrol grubu ile DMSO grubu karsilastirildiginda:

GSH bakimindan Kontrol grubuna kiyasla DMSO grubunda anlamli derecede artis
gbzlenmistir (p<0.05).

D-GAL grubu ile Katran grubu karsilastirildiginda:

GSH bakimindan D-GAL grubuna kiyasla Katran grubunda anlamli olmayan artig
gbzlenmistir (p>0.05).

D-GAL grubu ile D-GAL+Katran grubu karsilastirildiginda:

GSH bakimindan D-GAL grubuna kiyasla D-GAL+Katran grubunda anlamli
derecede artis gdzlenmistir (p<0.05).

D-GAL grubu ile DMSO grubu karsilastirildiginda:

GSH bakimindan D-GAL grubuna kiyasla DMSO grubunda anlamli derecede artis
gbzlenmistir (p<0.05).

Katran grubu ile D-GAL+Katran grubu karsilastirildiginda:

GSH bakimindan Katran grubuna kiyasla D-GAL+Katran grubunda anlamli derecede
artis gézlenmistir (p<0.05).

Katran grubu ile DMSO grubu karsilastirildiginda:

GSH bakimindan Katran grubuna kiyasla DMSO grubunda anlamli derecede artig
gbzlenmistir (p<0.05).

D-GAL+Katran grubu ile DMSO grubu karsilastirildiginda:

GSH bakimindan, D-GAL+Katran grubuna kiyasla DMSO grubunda anlamli

derecede azalma gdzlenmistir (p<0.05).
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4.2.2. Plazma MDA Diizeyleri
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Grafik 5: Plazma MDA diizeyleri

Kontrol grubu ile D-GAL grubu karsilastirildiginda:

MDA bakimindan Kontrol grubuna kiyasla D-GAL grubunda anlamli olmayan

azalma gozlenmistir (p>0.05).
Kontrol grubu ile Katran grubu karsilastirildiginda:

MDA bakimindan Kontrol grubuna kiyasla Katran grubunda anlamli olmayan artis
gozlenmistir (p>0.05).

Kontrol grubu ile D-GAL + Katran grubu karsilastirildiginda:

MDA bakimindan Kontrol grubuna kiyasla D-GAL+Katran grubunda anlamh

olmayan artis gdzlenmistir (p>0.05).
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Kontrol grubu ile DMSO grubu karsilastirildiginda:

MDA bakimindan Kontrol grubuna kiyasla DMSO grubunda anlamli olmayan artig
gbzlenmistir (p>0.05).

D-GAL grubu ile Katran grubu karsilastirldiginda:

MDA bakimindan D-GAL grubuna kiyasla Katran grubunda anlamli olmayan artis
gbzlenmistir (p>0.05).

D-GAL grubu ile D-GAL+Katran grubu karsilastirildiginda:

MDA bakimindan D-GAL grubuna kiyasla D-GAL+Katran grubunda anlamh

olmayan artis gézlenmistir (p>0.05).
D-GAL grubu ile DMSO grubu karsilastirildiginda:

MDA bakimindan D-GAL grubuna kiyasla DMSO grubunda anlamli olmayan artis
gbzlenmistir (p>0.05).

Katran grubu ile D-GAL+Katran grubu karsilastirildiginda:

MDA bakimindan Katran grubuna kiyasla D-GAL+Katran grubunda anlamh
olmayan bir artis gdzlenmistir (p>0.05).

Katran grubu ile DMSO grubu karsilastirildiginda:

MDA bakimindan Katran grubuna kiyasla DMSO grubunda anlamli olmayan artig
gbzlenmistir (p>0.05).

D-GAL+Katran grubu ile DMSO grubu karsilastirildiginda:

MDA bakimindan D-GAL+Katran grubuna kiyasla DMSO grubunda anlamli
olmayan artis gézlenmistir (p>0.05).
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4.2.3. Beyin Dokusunda GSH Diizeyleri

Grafik 6: Beyin dokusunda GSH diizeyleri
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Kontrol grubu ile D-GAL grubu karsilastirildiginda:

GSH bakimindan Kontrol grubuna kiyasla D-GAL grubunda anlamli derecede artis
gozlenmistir (p<0.05).

Kontrol grubu grubu ile Katran grubu karsilastirildiginda:

GSH bakimindan Kontrol grubuna kiyasla Katran grubunda anlamli derecede artig

gozlenmistir (p<0.05).
Kontrol grubu ile D-GAL + Katran grubu karsilastirildiginda:

GSH bakimindan Kontrol grubuna kiyasla D-GAL+Katran grubunda anlamli
derecede artis gdzlenmistir (p<0.05).

Kontrol grubu ile DMSO grubu karsilastirildiginda:
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GSH bakimindan Kontrol grubuna kiyasla DMSO grubunda anlamli derecede artis
gbzlenmistir (p<0.05).

D-GAL grubu ile Katran grubu karsilastirildiginda:

GSH bakimindan D-GAL grubuna kiyasla Katran grubunda anlamli derecede artis
gbzlenmistir (p<0.05).

D-GAL grubu ile D-GAL+Katran grubu karsilastirildiginda:

GSH bakimindan D-GAL grubuna kiyasla D-GAL+Katran grubunda anlamli
olmayan artis gozlenmistir (p>0.05).

D-GAL grubu ile DMSO grubu karsilastirildiginda:

GSH bakimindan, D-GAL grubuna kiyasla DMSO grubunda anlamli farklilik
gbzlenmemistir (p>0.05).

Katran grubu ile D-GAL+Katran grubu karsilastirildiginda:

GSH bakimindan D-GAL+ Katran grubuna kiyasla Katran grubunda anlamli farklilik
gbzlenmemistir (p>0.05).

Katran grubu ile DMSO grubu karsilastirildiginda:

GSH bakimindan Katran grubuna kiyasla DMSO grubunda anlamli olmayan azalma

gbzlenmistir (p>0.05).
D-GAL+Katran grubu ile DMSO grubu karsilastirildiginda:

GSH bakimindan D-GAL+Katran grubuna kiyasla DMSO grubunda anlamli farklilik
gbzlenmemistir (p>0.05).

36



4.2.4. Beyin Dokusunda MDA Diizeyleri
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Grafik 7: Beyin dokusunda MDA diizeylerinde gruplar arasinda anlamh farkhhklar

gozlenmistir.

Kontrol grubu ile D-GAL grubu karsilastirildiginda:

MDA bakimindan Kontrol grubuna kiyasla D-GAL grubunda anlamli olmayan

azalma gozlenmistir (p>0.05).
Kontrol grubu ile Katran grubu karsilastirildiginda:

MDA bakimindan Kontrol grubuna kiyasla Katran grubunda anlamli derecede azalma

gozlenmistir (p<0.05).
Kontrol grubu ile D-GAL + Katran grubu karsilastirildiginda:

MDA bakimindan Kontrol grubuna kiyasla D-GAL+Katran grubunda anlamh
derecede artis gozlenmistir (p<0.05).
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Kontrol grubu ile DMSO grubu karsilastirnldiginda:

MDA bakimindan Kontrol grubuna kiyasla DMSO grubunda anlamli derecede

azalma gozlenmistir (p<0.05).
D-GAL grubu ile Katran grubu karsilastirldiginda:

MDA bakimindan D-GAL grubuna kiyasla Katran grubunda anlamli olmayan azalma

gbzlenmistir (p>0.05).
D-GAL grubu ile D-GAL+Katran grubu karsilastirildiginda:

MDA bakimindan D-GAL grubuna kiyasla D-GAL+Katran grubunda anlamh
derecede artis gdzlenmistir (p<0.05).

D-GAL grubu ile DMSO grubu karsilastirildiginda:

MDA bakimindan D-GAL grubuna kiyasla DMSO grubunda anlamli olmayan azalma
gbzlenmistir (p>0.05).

Katran grubu ile D-GAL+Katran grubu karsilastirildiginda:

MDA bakimindan Katran grubuna kiyasla D-GAL+Katran grubunda anlamh
derecede artis gdzlenmistir (p<0.05).

Katran grubu ile DMSO grubu karsilastirildiginda:

MDA bakimindan Katran grubuna kiyasla DMSO grubunda anlamli olmayan azalma

gbzlenmistir (p>0.05).
D-GAL+Katran grubu ile DMSO grubu karsilastirildiginda:

MDA bakimindan D-GAL+Katran grubuna kiyasla DMSO grubunda anlamli

derecede azalma gdzlenmistir (p<0.05)
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5. TARTISMA

Calismamizda elde ettigimiz bulgular literatiirde yapilan ¢alismalarla karsilastirdik

sonuclarimizi irdeledik.
5.1. Gruplarin Agirhiklary, Yem ve Su Tiiketimlerinin Karsilastirilmasi

Yaslanmaya ile birlikte canlilarin viicut agirliginda cesitli parametrelere bagh
degisimler goriilmektedir. Fei ve ark., (2010) yilinda yaptiklar1 ¢alismada, Yaslanan

bireylerde zamana bagli olarak agirlik artiglar1 oldugu bildirilmistir.

Calismamizda D-GAL ile olusturulan yaslanma modelinde agirlik artisinda kontrol

grubuna kiyasla, anlamli olmayan bir azalma goriilmiistiir (Grafik 1).

Deney gruplari arasinda yem tiiketimi bakimindan anlamli bir fark bulunmamaistir
(Grafik 2). Kontrol grubuna kiyasla Katran, D-GAL+Katran ve DMSO gruplarinda, su
tiketimi bakimimdan anlamli derecede artis goriilmiistir (p<0.05). Katran ve D-
GAL+Katran gruplarina kiyasla D-GAL grubunda su tiiketimin bakimindan anlamli bir
azalma goriilmiistiir (p<0.05), (Grafik 3).

5.2. D-GAL ile Uyarilan Yaslanma Modelinde, D-GAL’ in GSH ve MDA Diizeyleri

Uzerine Etkisi

Normal kosullarda viicutta serbest radikal ve antioksidan sistem denge halindedir.
Yaslanmaya bagli olarak serbest radikal artis1 sonucu dengenin serbest radikaller lehine
bozulmasi ile antioksidan sistem gorevini yerine getirememektedir. Yapilan ¢aligsmalarda,
artan oksidatif stresin, yaslanma ve Alzheimer gibi norodejeneratif hastaliklarin
patogenezinde 6nemli rol oynadigi bildirilmistir. Benzer sekilde, beyinde artan oksidatif
stresin noron hiicrelerini olumsuz yonde etkilemesi sonucu Alzheimer hastaliginin

geligebilecegi bildirilmistir.

Yapilan caligmalarda, yaglanma modeli olusturmak i¢cin D-GAL, Doxorubicin ve j3-
galaktozidaz gibi cesitli ajanlar kullanilmistir (Chang ve ark., 2017; Li ve ark., 2016; Cebe
ve ark., 2014; Saleh ve ark., 2019). Deney hayvanlarinda D-GAL kullaniminin oksidatif
stres parametrelerine bagli olarak yaslanmaya ile birlikte bellek bozulmasina sebep oldugu
goriilmiistiir (Ruan ve ark., 2013; Kumar ve ark., 2010; Panda ve ark., 2018; Campisi ve

di Fagagna, 2007; Ji ve ark., 2017; Ghosh ve ark., 2016).
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D-GAL ile olusturulmus yaslanma modellerindeki siganlarda Alzheimer’ 1n
belirtegleri arasinda olan astrositler ve noronlarin yapisal ve fonksiyonel islevlerinde
aksamalar meydana geldigi belirlenmistir. Beyin, metabolik aktivitesinin yliksek olmasi,
antioksidan sistemin smirli diizeyde bulunmasi ve icerdigi yiliksek lipid orani nedeniyle
oksidatif stres mekanizmasina karsi hassas ve bu nedenle de yaslanma siirecinde 6nemli

kritik role sahip bir organimizdir (Tsai ve Yin, 2012)

D-GAL ile yapilan in vivo ¢alismalarda; D-GAL yaslanmayi tetikleyen bir ajan
olarak siganlarda, yaslanma ve Alzheimer modeli olusturmada kullanilmaktadir. (Chen ve
Zhou, 2018). Yaslanma ile birlikte ilerleyen antioksidan savunma mekanizmasindaki
kademeli azalma ile birlikte GSH diizeylerinde azalma ve buna bagli olarak artan LPO
diizeylerinin organizmada basta DNA hasar1 ve akabinde norodejeneratif hastaliklarin

olusumunu tetikledigi gosterilmistir (Banji ve ark., 2013; Ho ve ark., 2003; Navarro ve

ark., 2004)

D-GAL’ e kronik maruz kalmanin insan dogal yaslanmasini taklit ettigini normal
D-GAL seviyeleri glikoza tamamen metabolize edilebilirken, Yiiksek miktardaki D-GAL’
in, reaktif oksijen tiirleri, oksidatif stres, apoptoz ve inflamasyonu hizlandirdig1, 6zellikle
inflamasyon ve oksidatif stresinde yaslanma gelisiminde 6nemli rol oynadig1 yapilan
calismalarda bildirilmistir (Zhong ve ark., 2009; Ruan ve ark., 2013; Kumar ve ark., 2010;
Panda ve ark., 2018; Campisi ve di Fagagna, 2007; Ji ve ark., 2017; Ghosh ve ark., 2016;

Parameshwaran ve ark., 2010; Ji ve ark., 2017).

Bu literatiir bilgileri 1518inda bizde c¢alismamizda, 150 mg/kg/giin olarak

belirledigimiz D-GAL dozu ile siganlarda yagslanma modeli olusturduk.

2 aylik Sprague Dawley sicanlart ile yapilan ¢alismada, 8 hafta siire ile uygulanan
D-GAL (500 mg/kg/giin, sc) sonucunda, Beyinde, oksidatif strese bagli olarak MDA
seviyesinde artig, Siiperoksit dismutaz seviyesinde azalmalar goriildiigli bildirilmistir

(Zeng ve.ark., 2014).

4 aylik Wistar sicanlar ile yapilan bir bagka ¢alismada, 7 hafta siire ile uygulanan D-
GAL (150 mg/kg/glin, sc) sonucunda beyinde MDA seviyesinin artti§i, GSH ve GPx

seviyesinde azalmalar meydana geldigi bildirilmistir (Banji ve ark., 2014).
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Caligmamizda plazmada Kontrol grubuna kiyasla, D-GAL grubunda, GSH ve MDA
diizeyleri bakimindan anlamli olmayan bir azalma goriilmiistiir. Beyin dokusunda, kontrol
grubuna kiyasla D-GAL grubunda GSH diizeylerinde anlamli derecede bir artis
gozlenirken (p<0.05), (Grafik 6). MDA diizeylerinde ise anlamli olmayan bir azalma

gozlenmistir.
5.3. Ardi¢c katram Uygulanan Grubun GSH, MDA Uzerine Etkisi

Juniperus oxycedrus (Ardig katran1) dan ocakta piroliz yontemi ile geleneksel olarak
elde edilen katran; kloroform ve eter gibi cesitli ¢oziiciilerde ¢oziiniirken, su igerisinde
neredeyse ¢Oziinmemektedir Suda ¢oziinmeyen bilesikler i¢in yaygin olarak DMSO
¢Oziicii olarak kullanilmaktadir. (An ve ark., 2014; An ve ark., 2015; Andersen, 2001;
Vasilijevi¢ ve ark., 2018)

Geleneksel olarak elde edilen Katran, ¢esitli hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Calismamizda D-GAL ile olusturulan yaslanma modelinde siganlara

DMSO da ¢6ziinmiis Ardi¢ katran1 uygulandi.

Plazmada, Kontrol grubuna kiyasla Katran grubunda GSH ve MDA diizeyleri

bakimindan istatiksel olarak anlamli farklilik gézlenmemistir (Grafik 4-5).

Calismamizda beyin dokusu homojenatlarinda, Kontrol grubuna kiyasla Katran
grubunda GSH diizeylerinde anlamli artis gozlenirken (p<0.05), (Grafik 6), MDA

diizeylerinde ise anlaml1 bir azalma goriilmiistiir (p<0.05), (Grafik 7).

Bu sonuglarin, Katran ¢oziiciisii olarak DMSO kullandigimizda kaynaklandigini
diistinmekteyiz. DMSO’ nun yiiksek diizeyde kullanilmasina ragmen 0.25 pl’ lik Ardig
katranin Ozellikle Beyin dokusu sonuglarinda, Katran ve D-GAL+Katranin kontrol
grubuna kiyasla GSH diizeyinde anlamli artis gosterdigi (p<0.05), (Grafik 6) buna gore
Katranin diisiik dozlarinda bile beyin doku antioksidan bakiminda olumlu sonuclar

verebilecegi goriilmektedir.

Calismamiz D- GAL ile uyarilan yaglandirma modelinde Ardi¢ katranin etkisinin

incelendigi ilk ¢alisma olma 6zelligini de tagimaktadir.
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5.4. D-GAL+Katran Uygulanan Grubun GSH ve MDA Diizeyleri Uzerine Etkisi

Calismamizdaki bulgulara bakildiginda plazmada kontrol ve D-GAL grubuna
kiyasla D-GAL+Katran grubunda GSH diizeylerinde, anlamli derecede bir artig
goriiliirken (p<0.05), MDA diizeylerindeyse anlamli olmayan artis goriilmiistiir (Grafik
4).

Beyin dokuda, Kontrol grubuna kiyasla D-GAL+Katran grubunda, GSH
diizeylerinde istatiksel olarak anlamli derecede bir artis goriilmektedir (p<0.05). D-GAL
grubuna kiyasla D-GAL+Katran grubunda GSH diizeylerinde istatiksel olarak anlamli
olmayan artis gOriilmiistiir. Kontrol ve D-GAL grubuna kiyasla D-GAL+Katran
grubunda, MDA diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis goriilmiistiir (p<0.05),
(Grafik 6-7)

Caligmamizi, antioksidan 6zelligi oldugunu 6ngoérdiigiimiiz katran ve kullandigimiz
DMSO yoniinden irdeledigimizde, kontrol grubuna kiyasla anlamli olmasinin nedenini
katranin 0.25 pl doz da bile DMSO’ nun yiiksek dozlar iizerinde iyilestirici rolii
oldugunu, MDA diizeylerinin yiiksek olmasini DMSO’ nun yiiksek dozundan
kaynaklanabilecegi diisiinmekteyiz.

5.5 DMSO Uygulanan Grubun GSH ve MDA Diizeyleri Uzerine Etkisi

DMSO, Agac endiistrisinin bir yan {iriinii olan hem sulu hem de organik ortamda
¢Oziiniir halde olan olduk¢a polar bir alana ve iki apolar gruba sahip bir amfipatik
molekiildiir. Bu fiziko-kimyasal 6zellikleri nedeniyle, hidrofobik ilaglar i¢in bir solvent
olarak yaygin olarak kullanilmaktadir. DMSO' nun, antioksidan 6zellikleri iizerine ¢esitli

calismalar yapilmistir (Yuvang ve ark., 2017; Sanmartin-Suérez ve ark., 2011) .

DMSO, yaygin olarak kullanilan antiinflamatuar bir ajandir. Hidroksil radikallerini
temizleyerek artan mikrovaskiiler gecirgenligini ve ndtrofil yapiskanligini azalttig

gorilmistiir (Bektagsoglu ve ark., 2006, Halliwell ve ark.,1987).

DMSO ile yapilan bir calismada, sicanlardan elde edilen beyin homojenatinin,
demir iyonlar1 ve hidrojen peroksitin etkisi ile indiiklenen lipid peroksidasyonunu
azaltabilecek antioksidan kapasitesinin oldugu bildirilmistir. Yapilan calismada ayni

zamanda DMSO’ nun, serbest radikallerin zincir reaksiyonlarina miidahale etme kabiliyeti
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ve buna bagli olarak lipid peroksidasyonunun yayilmasini 6nledigi bildirilmistir (Herscu-

Kluska ve ark., 2008).

DMSO’nun bir¢ok antioksidan gibi iskemi/reperfiizyon (I/R) hasarmin nihai sonucu
olan mikrovaskiiler gecirgenlikteki degisiklikleri zayiflatmada etkili oldugu kanitlanmistir
(Sahin ve ark., 2004). Arka ekstremit I/R sigcan modelinde DMSO' nun koruyucu etkilerini
gostermistir. Ayrica oksidatif stresi nemli Ol¢iide azaltip, bobrek dokusunda antioksidan
kapasite diizeylerini arttirdigt ve biyokimyasal diizeyde DMSO iireter obstriiksiyonlu

bobrek parankimini korumada faydali olabilecegi gosterilmistir (Yuvang ve ark., 2017).

Lewis ve ark., (2004) sicanlar lizerinde yaptig1 bir ¢alismada, DMSO s.c olarak
uygulanmis ve LD50 dozu 12000 mg/kg olarak belirlenmistir. Bu dozun iizerine

cikildiginda in vivo olarak toksik etki gosterecegi bildirilmistir.

Yapilan caligmalarda, DMSO’ nun yiiksek olmayan dozlarda kullanildiginda,
serbest radikalleri ortadan kaldirma potansiyelinin oldugu bildirilmektedir. DMSO,
kemoterapotik ilaglarinda, hematopoetik progenitér hiicrelerin korunmasi i¢in ve kok
hiicre ¢aligmalar1 asamasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Yapilan c¢aligmalarda
DMSO’ nun anti-tiimor, anti-inflamatuar ve antioksidan 6zellik gosterdigi bildirilmistir

(Huang ve ark., 2016; David, 1972; Deol ve ark., 2019).

Yapilan ¢alismalarda, DMSO’nun farkli konsantrasyonlar1 (%0.01, 0.05, 0.1, 0.5 ve
1.0) HepG2 hiicrelerinde denenmistir. %0.005” den %0,1° ye varan konsantrasyonlarda
yararli olarak hiicrelerin ¢ogalmasini saglarken, %0.5" nin iizerinde yer alan
konsantrasyonda c¢ogalma yoniinde bir azalma goriildiigli bildirilmistir. Ayrica
DMSO’nun diisiik konsantrasyonlarinin mitokondri ve hiire ¢ogalmasi tizerinde 6nemli
bir rol oynayabilecegi diisiinmekle birlikte karacigerde lipid birikimini ve serbest yag

asidine bagli hiicresel lipotoksisiteyi azalttig1 bildirilmistir (Deol ve ark., 2019)

Agirlik disiiriilerek olusturulan kafa yaralanmasi travma sigan modeli ile yapilan
arastirmada, travmatik beyin yaralanmasinda tedavi amacli kullanilan DMSO’ nun (22,5
mg/kg—tek doz oral yolla) travmatik beyin yaralanmasi sonucu aciga ¢ikan hafizadaki

bozukluklar azalttig gdzlemlenmistir (Ibrahim ve ark., 2017).

43



Biz de yaptigimiz calismada, beyin dokuda kontrol grubuna kiyasla D-GAL
grubunda GSH diizeylerinde, anlamli bir artis oldugu goriiliirken (p<0.05), (Grafik 6),
MDA diizeylerinde ise anlamli bir azalma goriilmiistiir (p<0.05), (Grafik 7).

Plazmada Katran grubuna kiyasla DMSO grubunda GSH diizeylerinde anlamli
derecede bir azalma goriilmiistiir (p<0.05), (Grafik 4).

Calismamizda diisik dozda DMSO ¢oziiclisiiyle hazirladigimiz  yaslanma
modelinde DMSO’ nun antioksidan 6zelliginden dolay1 kontrol grubuna kiyasla D-GAL
grubunda GSH diizeylerinde istatiksel olarak anlamli diizeyde arttig1, bununla baglantili

olarak da MDA diizeylerinin ise azaldig1 yapilan diger calismalar1 destekler niteliktedir.
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6.SONUC ve ONERILER

Literatiir bilgileri 1s181inda, taklit¢i yaslanma modelinde, 8 hafta siiren deney
sonucunda, gruplarin yem tiketimi ve agirhik artist bakimindan Dbirbirleriyle
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamali bir farklilik gozlenmemistir. Su tliketimi
bakimindan; Kontrol grubuna kiyasla Katran, D-GAL+Katran ve DMSO gruplarinda

istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide artis oldugu gozlenmistir.

Calismamizin bazi gruplarinda plazma ve beyin dokusundaki GSH ve MDA
diizeylerinde farkliliklar tespit edilmistir. D-GAL verilen siganlarin plazmasinda kontrol
grubuna kiyasla, D-GAL grubunda GSH ve MDA diizeylerinde anlamli bir farklilik
goriilmezken, beyin dokusundaki GSH diizeyinde istatiksel olarak anlamli bir artis
goriilmiistiir. Ayn1 zamanda plazma ve beyin dokuda kontrol grubuna kiyasla DMSO
grubunda GSH diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli derecede artis gozlenirken, beyin
dokuda MDA diizeylerinde anlamli derecede azalma goriilmektedir. MDA diizeyindeki
bu beklenilmeyen etkinin nedenini, ¢oziicii olarak kullanilan ve antioksidan o6zellik

gosteren DMSO’ nun literatiir verilerini destekler nitelikte oldugu goriilmiistiir.

Beyin dokuda Kontrol grubuna kiyasla, Katran grubunda GSH diizeylerinin
istatiksel olarak anlamli diizeyde artarken, MDA diizeylerinin ise istatistiksel olarak
anlaml bir artma goriilmiistir. MDA diizeyinde bu beklenmeyen sonug¢ bize dokudan
dokuya ve kan-doku arasinda birbiri ile ¢elisen sonuclarin ortaya ¢ikabilecegini

gostermistir.

Plazmada, D-GAL grubuna kiyasla D-GAL+Katran grubunda GSH diizeylerinde
anlamli bir artis oldugunu ve bu artisin nedeninin antioksidan 6zelligi oldugunu
diisiindiiglimiiz ve ¢ok diisiik miktarda (0.25 pl) kullanilan katrandan kaynaklandigini

diistinmekteyiz.

Calismamiz D-GAL ile yaslanma tlizerine Ardig¢ katranin uygulandigi ilk ¢alismadir.
Katran grubunun 0.25 pl lik gibi olduk¢a diisiik dozda bile iyilestirici etkisi oldugu

goriilmekte olup bu sonuclar sonraki ¢alismalar i¢in 6nem tagimaktadir.

Yaslanma siirecine bagli olarak artan ROT etkilerinin engellenmesi igin

antioksidan sistem devreye girmekte GSH, LPO ve SOD gibi bir¢ok parametrenin
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diizeylerinde degisim meydana gelmektedir (Francis ve Baynosa, 2017; Zhao ve ark.,

2017; Taviano ve ark., 2011; Kaplan ve ark.).

Calismamizda; kan ve doku 6rneklerinden SOD ve Nitrik oksit (NO) gibi énemli
belirtegler bakilmamistir. Literatiire dnemli verilerin kazandirilmasi diistintildiigiinde bu
belirteclerin bakilmasi dnem tasimaktadir. Ileriki ¢alismalar icin beyin dokularinin
histopatolojik olarak incelenmesi, katranin farkli dozlarda ve farkli c¢oziiciilerle

calisilmasinin literatiire daha net bilgiler saglayacagini diistinmekteyiz.

Yaslanma ve yaslanmaya bagli gelisen Alzheimer gibi nérodejenaratif hastaliklar,
diinya genelinde sosyo-ekonomik agidan zamanla artan saglik problemi halini almaktadir.
Bu nedenle yaslanmaya yonelik terapotik yaklasimlar giderek daha onemli hale

gelmektedir.

Yaptigimiz ¢alismada Ulkemizde de eldesi miimkiin olan Ardi¢ katranin, beyin
yaslanma siirecindeki bozulmasini, tedavi edici bir yaklagim olabilecegi kanisindayiz. Son
yillarda Ardi¢c katrani ile ilgili yapilan calismalarda, icerdigi kimyasal bilesenlerin
Ozellikle antikanser ¢alismalarinda terapdtik etkilerinin bildirilmesi, bu bitkiden elde

edilen kimyasallarin saglik alaninda ilag gelistirmeye kadar gidebilecegi goriisiindeyiz.
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