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RATLARDA VINKRISTIN ILE OLUSTURULAN KARACIGER
TOKSISITESI UZERINE BINGOL YORESINDE TOPLANAN ARI
SUTUNUN ETKILERININ ARASTIRILMASI

OZET

Kanser gilinlimiizde hizla yayilan ve 6liim orani yiiksek olan en O6nemli hastaliklardan
biridir. Cesitli kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilan vinkristin (VCR), Apocynaceae
familyasina ait deniz salyangozu bitkisinden eckstrakte edilen bir alkaloittir. VCR,
lenfomalar, 16semi, meme kanseri ve beyin tiimorleri gibi bircok kanser tiiriiniin
tedavisinde kullanilan kemoterapdtik bir ilagtir. Bu ilag kemoterapdtik bir ajan olarak
kullanilsa da hepatotoksisite ve periferal ndropati baslica yan etkileridir. Ar siitii, 5-15
giinliik geng isci arillarin bogaz (hipofaringeal) ve iist ¢ene (mandibular) bezlerinden
iiretilip salgilanan bir maddedir. Zengin protein, vitamin ve fenolik bilesik igerigi ile tiim
dikkatleri tizerinde toplayan bir ar1 tirliniidiir.

Bu ¢aligma VCR’nin neden oldugu hepatotoksisite {izerine Bingdl yoresinde toplanan ar1
stitliniin olas1 koruyucu etkilerinin aragtirmak i¢in tasarlandi. Deneyde 5 grup ve her grupta
7 rat olacak sekilde toplam 35 adet Wistar Albino cinsi erkek rat kullanildi. Gruplar
sirastyla; 1) Kontrol, i1) Ar siitii, 111)) VCR, 1v) VCR+AT siitii-150 mg/kg ve v) VCR+ATn
sitii-300 mg/kg olacak sekilde 14 giin intraperitonel ve oral yoldan uygulama yapildi. Ar
stitiiniin LC-MS/MS cihaz ile kimyasal igeriginde toplam 53 fenolik bilesene bakildi ve
15 tane fenolik bilesik oldugu tespitetti. Ayrica, kontrol grubu ile kiyaslandiginda VCR
grubunda serum ALT, AST ve ALP seviyelerinin yiiksek oldugu tespit edildi. VCR
uygulamasinin karaciger dokusunda antioksidan enzimler olan SOD, KAT, GSH ve GPx
aktivelerini azalttid1 lipid peroksidasyonunu ise artirdigi belirlendi. Ote yandan VCR
karaciger dokusunda NF«xB, TNF-a, IL-18, PERK, ATF6, IRE1, GRP78, LC3A ve LC3B
mRNA transkript seviyelerini kontrol grubuna gore azalttig1 kaydedilmistir. Western blot
analizi sonucunda VCR’nin karaciger dokusunda kaspaz-3 ve Bax ekspresyon seviyelerini
artirdig1, Bcl-2 ekspresyon seviyelerini azalttigi tespit edildi. Tedavi amaciyla verilen 150
ve 300 mg/kg dozlarindaki ar siitiinlin yukarida bahsi gecen parametreleri regiile ederek
koruyucu etki gosterdigi tespit edildi.

Sonug olarak VCR indiiklii karaciger hasarinda ari siitiiniin antioksidan, anti-inflamatuar,
anti-apoptotik ve anti-otofajik etkiler sergiledigi ve her iki dozun da etkili oldugu sonucuna

varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Ar siitii, oksidative stres, inflamasyon, apoptosis, otofaji, vinkristin



INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF ROYAL JELLY
COLLECTED IN BINGOL REGION ON VINCRISTINE-INDUCED
HEPATOTOXICITY IN RATS

ABSTRACT

Cancer is one of the most important diseases that spreads rapidly and has a high mortality
rate. Used in the treatment of various types of cancer, vincristine (VCR) is an alkaloid
extracted from the sea snail plant belonging to the Apocynaceae family. VCR is a
chemotherapeutic drug used in the treatment of many types of cancer, such as lymphomas,
leukemia, breast cancer and brain tumors. Although this drug is used as a chemotherapeutic
agent, hepatotoxicity and peripheral neuropathy are its main side effects. Royal jelly is a
substance produced and secreted by the throat (hypopharyngeal) and upper jaw
(mandibular) glands of young worker bees aged 5-15 days. It is a bee product that attracts
all attention with its rich protein, vitamin and phenolic compound content.

This study was designed to investigate the possible protective effects of royal jelly
collected in Bingdl region on hepatotoxicity caused by VCR. In the experiment, a total of
35 Wistar Albino male rats were used in 5 groups and 7 rats in each group. The groups are
respectively; i) Control, ii) Royal jelly, iii) VCR, iv) VCR+Royal jelly-150 mg/kg and v)
VCR+Royal jelly-300 mg/kg were administered intraperitoneally and orally for 14 days.
The chemical content of royal jelly was investigated by LC-MS/MS device and it was
determined that there were 15 phenolic compounds. In addition, serum ALT, AST and ALP
levels were found to be higher in the VCR group compared to the control group. It was
determined that VCR application decreased the antioxidant enzymes SOD, CAT, GSH and
GPx activities in the liver tissue and increased lipid peroxidation. On the other hand, it was
noted that NFkB, TNF-a, IL-1B, PERK, ATF6, IRE1, GRP78, LC3A and LC3B mRNA
transcript levels were decreased in VCR liver tissue compared to the control group. As a
result of western blot analysis, it was determined that VCR increased caspase-3 and Bax
expression levels and decreased Bcl-2 expression levels in liver tissue. Royal jelly at doses
of 150 and 300 mg/kg given for treatment has shown a protective effect by regulating the
above-mentioned parameters.

As aresult, it was concluded that royal jelly exhibited antioxidant, anti-inflammatory, anti-
apoptotic, and anti-autophagic effects in VCR-induced liver injury and both doses were
effective.

Keywords: Royal jelly, oxidative stress, inflammation, apoptosis, autophagy, vincristine



1. GIRIS

1.1. Karaciger Yapis1 ve Anatomisi

Karaciger, viicudumuzun en biiyiik i¢ organi ve karma bezidir. Diyaframin alt, abdominal
boslugun ise list kisminda, sag tarafta dordiincii ile altinci interkostal araliktan arka kostaya
kadar uzanir. Karaciger konumu ile midenin sag tarafini1 ve safra kesesini orter. Yetiskin
bir insan karacigeri yaklasik 1.5-2 kg agirliginda olup kahverengi-kirmizi bir renge sahiptir

(Hamed, 2016).

Safra Kevesd

Satra Kanal

Sag Lob Sol Lob

va
KARACIGER ALTTAN GORUNUM

Sekil 1.1. Karacigerin Anatomisi ve Alttan Gortiniimii

Karaciger, fibroz bag dokusundan olusan kollajen ve elastik lif iceren, glisson kapsiilii ile
sartlmistir. Ser6z yapida bir kilif olan visserel periton ise, karacigerin diyafram ve diger
organlarla temas halinde bulundugu bolgeleri hari¢ diger kisimlarimi kaplamustir.
Karaciger, falciform ligamenti ile iki biiyiik (sag, sol) loba ayrilir (Basak ve Akan 2015).
Falciform ligamenti, parietal peritonuma kadar uzanir ve sabitlenmeye destek olur.
Falciform ligamentinin 6n kismindaki kalinlasma halka ligament ve ligamentum teres
adiyla gobege kadar bant seklinde uzanir. Karacigerin sag lobu sol lobun yaklasik 6 kati
biiytlikliigiindedir. Sag lob visseral yiizeyinde iki kiiciik (kuadrat, kaudat) loba ayrilmistir.
Kaudat lobun sag tarafinda vena kava sol tarafinda ise ligamentum venousus yer almaktadir

(Dogan, 2014).



Karaciger, hepatik lobiil adinda yapisal ve fonksiyonel birimlerden olugsmustur. Hepatik
lobiiller birka¢ mikrometre (um) boyunda 0.7-2 um ¢apinda, sayilar1 yaklasik 50.000 ile
100.000 arasinda degisen ¢ok kenarli (poligonal) yapidadirlar. Hepatik lobiiller; hepatik
arter, portal ven, safra kanal1 ve sinir damarlarindan olusmaktadirlar. Hepatosit bir hepatik
lobiiliin islevsel olan endokrin ve ekzokrin birimidir. Hepatositler kandaki maddelerin

emilimi ve plazma proteinlerinin salgilanmasinda gorevlidirler (Yilmaz, 2021).

Hepatositler, sinlizoid bosluklar ile c¢evrili hepatosit plaklarindan gelismislerdir,
bazolateral ve apikal olmak iizere iki boliimden olusurlar. Bazolateral bolgede ¢ok sayida
mikrovillus bulunur. Hepatositler, bir merkez venin etrafinda toplanmislardir. Merkez
veniil, ¢cevredeki hepatik ve portal venlerden gelen kani toplar. Hiicresel siniizoid ise
bosluklarla kapl plakalalar olusturur ve disse araligi ile sinlizodal araliktaki kani ayirirlar
(Sentiirk ve Karabiyik 2019).

Karacigerin islevsel ve yapisal hiicreleri olan hepatositler; yaklagik 20-30 um ¢apinda,
biiyiik, poligonal hiicreler olup tiim karaciger hiicrelerin yaklasik %80’ini olustururlar. Bu
epitel hiicreler birbirleriyle baglantili plaklar seklinde gruplanmiglardir. Isik
mikroskobunda bu plaklar “karaciger lobiilii” seklinde goriilmektedir. Yapisindaki endotel
hiicreler ile siniizoid damarlarimin i¢ yiliziini kaplar ve metabolik olaylarda aktif rol
oynarlar. Karacigerin parankimatik olmayan hiicreleri ise kendi i¢inde; kupffer hiicreleri,
lenfositler ve yildizs1 hiicreler olarak ayrilirlar (Hall, 2010).

Kupffer hiicreleri (siniizoidal makrofajlar), sitokin salgilar ve fagositoz yaparlar.
Lenfositler, bagisiklik sistemi elemanlaridir. Yildizs: hiicreler ise hiicre i¢i matriks iiretir

ve A vitamini depolarlar (Yayla, 2014).

Rapport ve arkadaslar1 karaciger parankimasini yapisal olan “karaciger asiniisii”
boliimlerine ayirmislardir. Eskenar liggen seklinde olan bu modelde; lobiillerdeki portal
alan liggeninin tabanina, merkez ven ise iliggenin tepe kismina denk gelmektedir. Boylece
her karaciger asiniisii ti¢ eliptik zonal kisima ayrilmaktadir (Rapport et al., 1954).

Zonl: Portal ven ve hepatik arterlerden gelen kana en yakin oldugu boélgedir. Klasik lobiil
semasinda perifere denk gelmektedir.

Zon 2: Zon 1 ve 3 arasinda ¢ok belirgin olmayan bir bolgedir.

Zon 3: Kisa eksene en uzak ve santral vene en yakin olan zondur. Klasik lobiil semasinda

merkezi kisima denk gelmektedir (Hiiz, 2017).



Karaciger, viicudumuzda ayni1 anda hem arteriyel hem de venoz kani alabilmesiyle diger
organlardan ayrilir. Kalpteki kan akisinin yaklasik %25’ini alir ve neredeyse dakikada
1500 ml kan ile bulusur. Kan ihtiyacinin yaklasik %75'n hepatik portal ven, geriye kalan
%?25'1 1se hepatik arter ile saglanir. Hepatik portal ven ile sindirim sistemi, pankreas, dalak
safra kesesi ve kapiller yataklardan toplanan besin miktarinca zengin kan karacigere
getirilir. Hepatik arter ise aorttan dallanarak oksijen bakimindan zengin, temiz kani
karacigere getirir. Getirilen kan karaciger siniizoidlerine ulastirip, oksijence fakirlestikten
sonra, hepatik venler ile inferior vena cavaya aktarilir ve karacigerden ¢ikarilir (Aydin,
2000).

1.2. Karacigerin Fonksiyonlari
Karacigerin viicutta birgok 6nemli maddenin iiretimi, depolanmasi ve salgilanmasinda

temel rol oynar. Karacigerin gorevleri metabolik, hematolojik ve safra ile ilgili olarak ii¢

grupta siiflandirilabilir (Aktiimsek, 2010).
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1.2.1. Metabolojik Gorevler

Karaciger, viicuddaki kanin kompozisyonunun ayarlanmasinda aktif rol oynar. Karaciger,
bagirsak epitellerinden emilen kandaki kompleks lipitler hari¢ tiim besinlerin ulastigi,
islendigi ve viicudun diger boliimlerinde kullanilmak iizere depolandigi organdir. Bagirsak
epitellerinden emilen besinler, hepatik portal sistemle karacigere gelir besinlerin fazlasi
alinir, depolanir, kandaki toksinler uzaklagtirilip hepatik venler ile tekrar dolasima aktarilir

(Zong and Friedman 2014).

Karbonhidrat metabolizmasi; saglikli insanlarda kan glukoz konsantrasyonu yaklasik 80
ile 100 mg/dl arasinda sabit tutulmaktadir. Kandaki glikoz seviyesinin diismesi ile
hepatositler depoladiklari glikojenleri parcalayarak, kana glukoz verirler. Boylece kandaki
glukoz seviyesi yiikselir. Kandaki glukoz orani yiikselirse, fazla glukoz yag ve glikojen
olarak depolanir boylece kan glukoz konsantrasyonu dengede tutulur. Karacigerde gerekli

durumlarda aminoasit, laktat, piriivat ve gliserolden glukoz sentezi de yapilir (Bergman et

al. 2019).

Lipid metabolizmasi; karacigerde yag asitleri, fosfolipit, kolesterol, lipoprotein, safra
tuzlart ve safra asitlerinin sentezi ayn1 zamanda yag asitlerinden trigliserit sentezi
gergeklestirilir. Karaciger trigliserit, triagilgliserol, yag asitleri ve kolesteroliin kandaki

seviyesini, depolama ve salgilama reaksiyonlari ile dengede tutar (Ponziani et al., 2015).

Amino asit metabolizmasi; dolasim sistemindeki fazla amino asit Kkaraciger
mekanizmalarinca uzaklagtirilir. Hepatositlerdeki kupffer hiicreleri tarafindan yapisal ve

plazma proteinleri (albumin, protrombin, fibrinojen vb.) sentezlenir (Dogan, 2014).

Detoksifikasyon metabolizmasi; karacigerde amino asitlerin yag ve glikojene doniisiim
reaksiyonlar1 gerceklestirilir. Amino asitlerin deaminasyon ile olusan toksik amonyak,
karacigerde tire ve iirik aside doniistiiriiliir. Yine karacigerde, dolasimdaki ila¢ veya benzeri
toksik etkilere sahip maddelerin ayristirilmasi ve metabolitlerine yikilmasi gergeklestirilir

(Zhao et al., 2019).



Vitamin ve mineral metabolizmast; karacigerde yagda c¢oziinen (A, D, E, K) vitaminleri,
suda ¢oziinen bazi (B9 ve B12) vitaminler ve az miktarda C vitamini depolanir (Efdal,
2014).

Bilirubin metabolizmasi; hematopoetik sistemin hiicreleri olan eritrositler 120 giin olan
yagsam siiresi dolunca dalak, kemik iligi ve karacigerdeki fagositler tarafindan retikiilo
endoteliyal sistemde (RES) pargalanirlar. Saglikli insan viicudunda eritrositlerin
parcalanmasiyla her giin yaklasik 6.5-7 g kadar hemoglobin ortaya ¢ikar. Hemoglobinin
hem kismi, globin kismindan uzaklastirilir. Hem grubundan bilirubin sentezlenir. Bilirubin
kanda albuminle taginarak karacigere gelir. Karacigerde glukronik asitle konjuge olup safra
sentezine katilir. Hemoglobinin globin grubu ise aminoasitlere parcalanir. Ayica
hemoglobinden ayrilan demir karacigerde veya kemik iliginde depolanir, yeni kan

hiicrelerinin yapiminda kullanilir (Vitek, 2020).

1.2.2. Hematolojik Gorevler

Karaciger kalpteki kan akisinin yaklasik %25’ini alir ve nerdeyse dakikada 1500 ml kan
ile bulusur. Viicudumuz en biiyiik kan deposunun, kan ile ilgili ¢esitli gorevleri vardir.
Embriyolojik donemde, hematopoetik sistemin hiicreleri olan eritrosit, eritroblast,

miyelosit ve megakaryositlerin iiretimi de karacigerde gergeklestirilir (Saral ve Kolayl,
2012).

Plazma protein sentezi; kandaki plazma proteinlerinin bircogu hepatositler tarafindan
retilip salgilanmaktadir. Plazmanin ozmatik konsantrasyonunu, plazma hacmi ve doku
stvist dengesinin diizenlenmesini saglayan albiimin, trigliseritlerin diger organlara
tasinmasininda rol oynayan lipoprotein (VLDL), diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) ve
yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL), karacigerde iiretilir. Demir tasinmasinda gorevli
glikoproteinler, kan pihtilasma elemanlarindan olan fibrinojen ve protrombin, plazma
kollloid basincindan sorumlu globiilinler, karaciger tarafindan iiretilir (Ross and Pawlina,
2016).



Hormonlarin  doniistiiriilmesi; karacigerde D3 vitamini baskin formu olan 25-
hidroksikolekalsiferole ve tiroid bezi tarafindan salgilanan tiroksin hormonu aktif formu
olan triiyodotironine déniistiiriiliir. Insiilin ve glukagon hormonlar1 indirgenir, epineftin
noroepinefrin, kortikosteroidler gibi esey hormonlar1 da absorbsiyona ugrayarak tekrar
dolasima verilir (Altinigik, 2010; Cimen ve Cimen, 2016).

Toksinlerin uzaklastirilamasi ve depolanmasi; Viicuda alinan birgok ila¢ ve toksin suda
¢cOziinebilir 6zellikte degildir. Viicuttan uzaklagtirilabilmeleri i¢in suda ¢6ziinebilir
formlara doniistiiriilmeleri gerekir. Karaciger toksinleri, ilaglar1 ve ksenobiyotikleri daha

¢oziinebilir formlara doniistirmektedir (Guggenheimer and Moore, 2011).

Fagositoz; hepatosit elemanlarindan olan kupffer hiicreleri, yaslanmis bozulmus
eritrositleri, patojenleri ve hiicre atiklarini yok ederler. Karacigerde antikorlar parcalanir,

amino asitlerine kadar yikilarak tekrar dolasima verirlir (Kelekcio, 2020).

1.2.3. Safra Yapim ve Salgilanmasi

Safra; su, sodyum, bikarbonat, safra tuzlari, safra pigmentleri, kolesterol, lesitin, bilirubin,
sterkobilin ve elektrolitlerden olugsmustur. Yaklasik 8.0-8.6 arasinda bir pH’ya sahip ve sar1
renklidir. Yaglarin sindirimini kolaylastiran safra, karaciger tarafindan tiretilip duedonuma
verilmeden Once safra kesesinde depolanir ve olgunlastirilir. Duedonuma verilen safranin
fazlas1 ince bagirsaklardan hepatik portal sistem ile tekrar karacigere getirilir,
enterohepatik dolasimla karacigerde ayristirilarak tekrar safra yapiminda kullanilir.
Saglikli bireylerde karaciger tarafindan yaklasik her giin bir litre safra salgilanmaktadir

(Guillot and Tacke, 2019).

1.3. Karaciger Toksisitesi

Karaciger dolasimdaki ilaglarin, toksinlerin ve yabanci proteinlerin viicuttan
uzaklastirilabilmeleri icin daha hidrofilik formlarma déniismesini saglar. Ilaglarin
doniligiimil ve eliminasyonu sirasinda Ki kimyasal yap1 karacigere zarar verebilmektedir.

Karaciger hasari, hepatotoksisite olarak da adlandirilmaktadir (Karanfil, 2020).



Hepatoksisite cogunlukla akut, kronik, fulminan hepatit, siroz veya tiimor seklinde
kendisini gostermektedir. Genetik faktorler, ilaglarin kimyasal igerigi, yas, cinsiyet, alkol
kullanim1 ve viicudun diger kismindaki rahatsizliklar karaciger i¢in risk faktorlerindendir.
llerleyen yaslarda riskin arttig1 bildirilmektedir. Elli yas ve iizerinde risk faktdriiniin
yiiksek olmasi, sitokrom P450 enzim aktivitesinin, renal fonksiyonlarin azalmasi ve
ilaglarin yarilanma Omriiniin daha uzun olmasina baglanmaktadir (Giingor vd., 2008;
Dogan, 2014). Hepatoksisite nedenleri arasinda, genel olarak ilaglar, dogal toksik ajanlar,
kimyasal maddeler, vitaminler, alkol, kokain, ekstazi, bazi mantarlar ve endiistriyel

kimyasallar gosterilmektedir (Arict, 2008).

Ilag kaynakli toksik hepatit, karaciger hasarinin en ¢ok karsilasilan bicimlerinden biridir.
Karaciger hasari, iki farkli mekanizma ile ger¢eklesmektedir. Karacigerde olusan toksik
etkide iki mekanizma birlikte rol oynayabilecegi gibi ayr1 ayri da etkili olabilirler. Ayrica
ilaclarin karacigerde olusturacagi hasar kisiye 6zgiidiir, ayni ilag farkli kisilerde farkli
tahribatlara yol agabilmektedir (Eren vd., 2004; Aycan, 2015).

Karaciger toksisitesini olusturan mekanizmalardan ilki intrinsik mekanizmadir. Intrinsik
mekanizma, yiiksek dozda ilag alimiyla ortaya ¢ikar. Doza bagimlidir ve tahmin edilebilir.
Bu hasar mekanizmasinda” ilaglarin kimyasal metabolitleri “direk” olarak hiicrede ve
organellerde yapisal aksakliklara yol agabilir veya “indirek” olarak metabolik yollara etki
ederek immun mekanizmalarda aksakliklara yol acabilirler. Metotreksat, valproat,
asetaminofen, kontraseptif steroidler, vinil klorid, kokain, siklofosfamid ve niasin indirek
mekanizmayla etki eden ilaglardan bazilaridir (Kabakci, 2023).

Karaciger toksisite mekanizmalarinin ikincisi ise; idiyosenkrazik mekanizmadir. Toksik
reaksiyon doza bagimli degildir ve 6nceden tahmin edilemez. Genetik ve ¢evresel faktorler
onemli olup genel toksisite mekanizmalarindan en sik karsilasilan formudur. ilag alim ile
karaciger hasar1 arasina uzun zaman girebilir bu durum tani konulmasi asamasini
zorlastirir.  Izoniyazid, klorpromazin, fenilbutazon, halotan, diklofenak fenitoin,
asetilsalisilik asit, tetrasiklin, oral kontraseptifler ve eritromisin idiyosenkrazik

mekanizmayla etki eden ilaglardan bazilaridir (Dogan, 2014; Aycan, 2015).



Viicuda alinan ilaglar biyotransformasyon mekanizmalar1 ile hidrofilik formlara
doniistiikten sonra idrar veya safra ile viicuttan uzaktastirilabilir. Bu doniisiim baz1 ilaglarin
formlarimin aktiflesebilmeleri iginde gereklidir. Hepatositlerde biyotransformasyon iki
fazda gergeklestirilir (Zimmerman, 2000).

FAZ | (Oksidasyon): Hepatositlerin, graniilsiiz endoplazmik retikulum ve mitokondri
organellerinde gerceklesir. Bu fazda, ilag bilesiklerine hidrosil (-OH) ve karboksil (-
COOH) gruplar1 eklenir, sitokrom P450 proteinleri ile yiikseltgenme, indirgenme ve
hidroliz gibi biyokimyasal reaksiyonlar yiiriitiiliir (Dogan, 2014; Ross and Pawlina, 2016).
FAZ 1l (Konjugasyon): Bu fazda, faz | iirinii olan bilesikler, daha hidrofilik forma
doniistiiriiliir. Uriiniin glukuronik asit, glisin, taurin, glutatyon ve siilfat gibi endojen
bilesenler ile konjugasyonu gergeklestirilir. Toksik bilesikler, bobreklerden veya

gastrointestinal sistemden atilabilecek derisiklige ulastirilir (Zimmerman, 2000).

1.3.1 Karaciger Hasar1 Mekanizmalar

Karacigerde toksisite olusturan mekanizmalar halen arastirma konusu olup, temel olarak

bes temel mekanizma bulunmaktadir (Kelekcio, 2020).

1) Hiicre I¢i Iyon Dengesinin Bozulmast: flaglarin hiicre igi proteinlerine, kovalent baglarla
baglanmas ile hiicre i¢i kalsiyum dengesini bozulur, aktinler dagilarak hiicrenin sismesine
ve hiicre zarmin biitiinliigiiniin bozulmasina neden olurlar. Boylece hiicre yikimina yol

acarlar (Altug, 2010).

2) Safra Kanalikiilerinin Hasari: Bazi ilaglar safra kanalikiileri zarindaki, tasiyici
proteinlere etki eder, o bolgede aktif liflerinin yikimiyla safra sekresyonuna engel olurlar.
Daha sonra safra tuzlar aktarilamaz, karacigerde kolestaza neden olurlar. Hiicre iginde
biriken safra tuzlar1 apoptoza neden olan reseptorlerin hiicre igine gegisine izin verir.
Genetik etmenler ve hormonlarla etkilesimiyle, hamilelik esnasinda kullanilan strojen

iceren ilaglarlarin da kolestazi tesvik ettigi bildirilmektedir (Lee, 2003).

3) Apoptoz (Programlanmis Hiicre Oliimii): ilaglarin olusturdugu hiicre zedelenmesi ile
immiin sistem sitokinleri (TNF ve fas yolaklar1) uyarilip aktiflestirir. Hiicre i¢i kaspazlar

uyarilarak niikleer kromatin kaybina ve hiicre 6liimiine neden olurlar (Goger, 2016).



4) Immun Mekanizma: Ilaglar immun yanit olusturabilecek biiyiikliikteki bilesikler
degillerdir. flaglarin biyotransformasyonunda p450 enzim reaksiyonlar1 sirasinda olusan
ara metabolitler enzimler ile birlesip “addukt” adi verilen ve antijen gibi davranan
bilesikleri olustururlar. Addukt bilesiklerinin hepatositlerin ylizeyine tasinmasi esnasinda
antikor olusumunu ve sitolitik T hiicresi tepkilerini indiikleyebilirler. Bu sekilde uyarilan
ikincil sitokin yaniti, iltihaplanmaya, notrofil aracili hepatotoksisiteye ve direkt T hiicre
cevabi ile sitolize neden olurlar (Shehu et al., 2017).

5) Mitokondriyal Disfonksiyon: Yag asitlerinin beta oksidasyonunun inhibisyonu ve
solunum zinciri enzimlerinin inhibisyonu esnasinda agiga c¢ikan serbest yag asitleri,
metabolizmaya katilamayip, laktat ve reaktif oksijen radikallerinin birikimesine yol agarak
mitokondriyal DNA’y1 zedelerler. Hiicrede aerobik metobolizma da aksaklilar meydana

gelir ve hiicre iginde yag birikimi neden olurlar (Kamal and French, 2004).

Toksite hasar mekanizmalar1 dogrultusunda, karacigerin diger birimleri, hepatositler, safra
duktuslar1, vaskiiler sistemi, sinuzoidal hiicreleri ve kupffer hiicreleri ila¢ hasarindan

etkilenir ve karacigerde ¢esitli morfolojik degisiklere sebep olurlar (Goodman et al. 2006).

Hepatoseliiler hasar kronik (uzun siireli) veya akut (kisa siireli) olarak gerceklesmektedir.
Akut karaciger toksisitesi tiim karaciger hastaliklarin yaklasik olarak %90’nin1 kapsar.
Serumda alanin aminotransferaz (ALT) degeri ile belirlenir. Akut karaciger toksisitesi;
sitotoksik, kolestatik ve mikst tip olarak ortaya ¢ikmaktadir. Karacigerde; asetaminofen,
NSAII (non-steroidal antiinflamatuar ilaglar), antidepresanlar, siilfonamidler, izoniyazid,
ketokanazol, halotan, antidiabetik ajanlar, ekstazi, psikotropik ve ndrotropik ilaglar ve

kokain sitotoksik hasara neden ilaglar arasinda gosterilir (Njoku, 2014).

Vaskiiler sistem ile taginan ilaglar ve kimyasal maddeler sistemin, portal ven, hepatik arter,
sinuzoidler ve santral ven ve diger kisimlarinda hasara neden olabilir. Sinuzoidal
dilatasyon, peliozis, venookluzif hastalik, hepatoportal skleroz, hepatik arterde intimal
hiperplazi gibi cesitli lezyonlarla da olusabilmektedir. Ostrojen, tamoksifen, danazol,
antineoplastik ilaglar, alkol ve oral kontraseptifler vaskiiler sitemde hasara neden olan
ilaglardandir (Bjornsson et al., 2010; Heneghan et al., 2013; Kelekcio, 2020).
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Toksik ajanlar sinozoidal hiicrelerden olan igsi ve kupffer hiicrelerine etki ederek de hasara
sebep olabilirler. ilaglar ve kimyasal bilesenler sadece granulomatdz reaksiyon ya da
sitolitik ve kolestatik hepatit ile birlikte hasar olusturabilir. Granulomat6z hepatite sebep
olan ilaglardan birisi fenilbutazondur. Fosfolipidozis birtakim ilaglara bagli olusan steatoz
(yaglanma), makro veya mikro vezikiiler yapidadir. Makrovezikiiler yaglanma; alkol,
kortikosteroidler, metotreksat, minosiklin, nifedipin ve total parenteral nutrisyon nedeniyle
olusabilmektedir. Mikrovezikiiler yaglanma ise aspirin, valproik asit, trimetoprim,
amiodaron, siilfometoksazol, piroksikam, didanozin, sitavudin, nevirapin, yiiksek doz
tetrasiklin ve parenteral niitrisyon kullanimiyla olusabilmektedir. Ilaglar fosfolipite
baglanip, fasfolipazin inhibisyonu ile lizozomlarda fosfolipid birikimine neden olalabilirler
(Lee 2003; Dogan 2014).

1.4. Kemoterépatik ilaclar

Yirminci yiizyilin ortalarindan itibaren kullanilan antikanser ilaglar, genel olarak normal
hiicrelere zarar vermeden anormal hiicreleri yok etmeyi amaglar. Terapdtik ajanlarin biiytik
bir kisminin segici 6ldiirme yeteneginin olmamasi, normal hiicrelerde de 6nemli hasarlara
neden olmaktadir. Bu ajanlar, viicudda spesifik dagilima sahip degildir ve bu da normal
saglikli dokularda toksisiteye neden olan tiimoérlere ve yetersiz penetrasyonlara neden
olabilmektedir. Bu durum doz veya dozlama sikligint daha da sinirlandirmaktadir (Creixell
and Peppas 2012; Patil et al., 2013).

Kemoterapotik ajanlar; kaynaklarina, kimyasal yapilarina, etki mekanizmalarina, kullanim
sekli ve zamani, dokudaki tahribat potansiyelleri ve hastalik etmenlerine gore cesitli
smiflandirmalara tabi tutulmuslardir. Klasik siniflandirmada, antikanser ilaglar; sitotoksik
kemoterapotikler, hormonal terapétikler ve immunoterapétikler olmak {izere ii¢ baslik
altinda toplanmislardir (Temel, 2015). Vinka alkaloidleri (vinkristin, vindesin, vinorelbin
ve vinblastin) immunoterapdtikler sinifinda yer almakta olup, tiibiilin dimerlerini degisime
ugratip mikrotiibiillerle birlesmelerini engellererek, anormal hiicrelerin boliinmelerini

durdururlar (Lind, 2011).
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1.5. Vinkristin

Kemoterapétik ajanlardan biri olan vinkristin, Apocynaceae ailesine Catharanthus roseus

isimli Cezayir Meneksesi bitkisinden elde edilen dogal bir alkaloiddir (Geylan vd. 2018).

1.5.1. Vinkristin’in Yapisi

Kimyasal formiilii C4sHs6N4O10’dur. Molekiiler agirhigi 824, 96 g/mol’diir. Molekiiler yap1
olarak dihidroindol yapisi iceren vindolin ile indol yapisi iceren katarantinin, karbon-
karbon bag ile baglanmasiyla meydana gelir. Vinkristin suda, methanolde ve %95’lik

ethanolde ¢oziiniir (Tarhan 2013; Geylan vd. 2018).

Sekil 1.3. Vinkristin’in Agik Yapisi

1.5.2. Vinkristin Etki Mekanizmasi

Bir vinka alkaloidi olan vinkristin, 1962°’de kemoterapdtik ajan olarak ¢ocuklarda ve
yetiskinlerde kullanilmaya baglanmistir. Diinya genelinde hala tedavilerde, 6zellikle kemik
iligi baskilamasi yapmadigi ve ekonomik olarak uygun bir ajan oldugu i¢in sik¢a
kullanilmaktadir (Temel, 2015).
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Vinkristin kanser hiicrelerinin mikrotiibiillerine etki ederek hiicre boliinmelerini kontrol
altina almaya ¢aligmaktadir. Mikrotiibiiller, alfa ve beta tiibiilin polimeridir. Hiicre iginde
sinyal iletimi, transport tagima ve mitozdan sorumludurlar. Vinkristin, mikrotiibiillerin -
tiibiil noktasina baglanir ve mikrotiibiillerin kisalip uzama mekanigini degistirir. Ig
ipliklerinin olusumunu engelledigi i¢in kromozomlar, ekvatoral diizleme dogru
ilerleyemezler. Mitoz boliinmenin metafaz fazindan, anafaz fazina gegis yapilmadigi i¢in
hiicre boliinmesi ger¢eklesmez. Bu durum mitotik tutulma olarak adlandirilir, bu asamada
kalan hiicreler dongiiden ¢ikabilir ya da dongliyii devam ettirip apoptoz veya senesense
ugrayabilirler. Vinkristin ayn1 zamanda timor hiicrelerinin kan akis mekanizmasini

etkileyerek, hiicrenin 6liimiine neden olmaktadir (Tarhan, 2013; Mian et al., 2016).

Vinkristin, akut l16semilerin, hodgkin ve hodgkin olmayan habis lenfomalarin, (Ienfositik,
mikst-hiicreli, histiyositik, indifferansiyel, nodiiler ve diffiiz tip), noéroblastoma, Wilm
tiimorti, osteojenik sarkoma, mikozis fungoires, Ewing sarkomasi, meme kanseri, 16semi,
tiroid kanserleri, habis melanoma, akciger kanseri ve ¢ocukluk ¢agi jinekolojik tiimor ve
hepatoseliiler karsinoma gibi pek ¢ok tiimoriin tedavisinde etkin olarak kullanilmaktadir
(Dorchin et al., 2013; Khalilzadeh et al., 2018).

Vinkristin,  malign  kotii  huylu  olmayan  tiimorlerden,  hemanjiomlarin
(hemanjioendotelyoma, kaposiform, hemajioendotelyoma) tedavisinde, dokulardaki yogun
tiibiilin varligindan dolay1 oldukca basarili sonuglar vermektedir (Tarhan, 2013). Diisiik
konsantrasyonlar da vinkristin, tiibiilin proteinlerine baglanarak mikrotiibiil yapisinda
degisikliklere neden olur ve hiicreyi metafaz sathasinda tutarak mitozu inhibe eder. Yiiksek
konsantrasyonlarda ise mikrotiibiillerin yapisindaki bozulmanin uzun siireli devam etmesi

sitotoksisite ile sonuglanabilmektedir (Bedikian et al., 2011).

Vinkristinin doz yogunlugu ile klinik etkinligi arasinda pozitif bir iliski vardir. Vinkristin
dozunun artirilmasi tedavi i¢in olumlu iken, doz miktariyla orantili istenmeyen yan etkileri
doz sinirlanmasini gerekli kilmistir (Dilek, 2010). Vinkristin’in tespit edilmis agir yan
etkileri sebebi ile dozu, cocuklarda 2-2,5 mg/m? iken yetiskinlerde ise 1,5-2 mg/m?
arasinda smirlandirilmistir. Bu sinirlama akut lenfoblastik 16semi ve diger lenfoid
malignitelerin tedavisinde dnemli bir ajan olan vinkristinden istenilen diizeyde fayda

saglanamamasina neden olmaktadir (Said et al., 2014).
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Potansiyel olarak ciddi bir ndrotoksin olan vinkristin’in agrili motor ve duyusal periferik
ndropatilere sebep olabilmekte ayrica kullanimindan sonra hastalarda orta derecede
miyelosupresyon (eritrositler ve l6kositler de dahil), istahsizlik, bagirsak rahatsizliklari,
alopesi, nekroz ve karaciger toksisitesi, agrili noropatiler, motor ve duyusal periferik

noropatilere sebep oldugu belirtilmistir (Martins et al., 2011; Barbaros ve Dikmen, 2015).

Bu istenmeyen yan etkiler hasta refahin1 bozmakta, tedavi siirecini geciktirmekte ve
hastalarin psikolojik, fizyolojik ve ekonomik durumunu olumsuz etkilemektedir (Duran,
2011; Yardim et vd., 2020). Karaciger viicuda alinan ilaglarin biyolojik donisiimii ve
detoksifikasyonundan sorumlu bir organ olmasindan Otiiri kemoterapdtik ajanlar
tarafindan indiiklenen toksisiteye karsi olduk¢a duyarlidir (Mukherjee et al., 2013).
Vinkristin viicut i¢erisine alindiginda dokular arasinda hizli bir sekilde yayilmakta ve diger
vinka alkaloidleri gibi, dncelikle karaciger tarafindan metabolize edilmekte ve safra yolu
ile atilmaktadir (Bedikian et al., 2011).

Vinkristin, karaciger ve diger organlarda cesitli metabolik bozukluklara neden
olabilmektedir. Bu bozulmalarin belirtisi olarak hiperbilurubinemi’nin karacigerde
olusturabilecegi hasar belirtilmistir (Mora et al., 2016). Vinkristin uygulamay: takiben
hemen (akut) hasar goriilebilecegi gibi uzun siiregtede (kronik) hasar goriilebilmektedir
(Dilek, 2010). Karacigerdeki akut veya kronik hasarlarin serum AST, ALT ve ALP gibi
enzim aktivitelerinde yiikselmeye yol a¢tig1 bildirilmistir (Aksit, 2015).

1.6. An Siitii

Arilar, yiiz milyonu askin siiredir yeryliziinde yasamaktadirlar. Koloniler halinde yasayan
bu canlilar gerek diger canlilara gerek ekolojik dengeye katkilar ile tarih boyunca ilgi
odag1 olmuslardir. Bu sosyal canlilar, kolonide yaklasik otuz ile yiiz bin arasinda degisen
birey sayis1 ve belirlenmis gorev dagilimiyla kast sistemine sahiptirler. Bal arilarinda
kovan sistemi disi is¢i arilar, disi treme kralicesi ve erkek kastindan olusmaktadir.

Dollenmis yumurtalar kralige ve is¢i artya dontlisken, dollenmemis yumurtalar ise erkek

v —
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Sekil 1.4. A1 Siitii

Son zamanlarda bilim insanlarinin, dogal kaynaklardan elde edilen biyofonksiyonel besin
iiriinlerine olan ilgileri diinya ¢apinda giderek daha fazla kabul gormektedir. Ari siitiiniin
ilag, gida, kozmetik ve imalat sanayi sektorlerinde kullanimi giderek artmaktadir.
Alternatif tedavi kategorisinde adi sik¢a anilan ar siitii; ingilizcede miikemmel besin
anlamma gelen "Royal Jelly" olarak tanimlanmis olup, 6nemi 1600’14 yillarda fark

edilmistir (Haddadin et al., 2012).

An sitii yaklagik 5-15 gilinlik geng is¢i arilarin bogaz (hipofaringeal) ve iist ¢ene
(mandibular) bezlerinden iiretilip salgilanir. Is¢i arilarin tiim larvalari ilk ii¢ giin ar1 siitii ile
beslerken kralice arilar yasamlar1 boyunca ar1 siiti ile beslenir. Kralice arilar
dogurganliklari ortalama 1000 yumurta/giin, 6miirleri 4-5 yil arasinda iken, is¢i arilar ise
dogurgan olmayan disilerdir ve 6-8 haftalik kisa bir 6mre sahiptirler (Akyol, 2015). Tiim
is¢i ve kralice arilarin dogurganlik ve omiir uzunluklari arasindaki anlamli farkliliklar,
beslenmelerinden kaynakli olabilecegini diisiindiirmiis ve bilim insanlarint bu konu
hakkinda arastirmalara sevk etmistir (Ramadan and Al-Ghamdi, 2012; Buttstedt et al.,
2018; Ramanathan et al., 2018).

Yapilan c¢aligmalarda, ar1 larvalarmin is¢i ve kralice gibi alt popiilasyonlara
farklilagmasinda giiglii bir epigenetik etki oldugu anlasilmistir. DNA’da epigenetik
modifikasyon ve CpG adalarmin metilasyonu ile gen ekspresyonunu degistirdigi
diistintilmektedir (Kucharski et al., 2008).
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1.6.1. An Siitiiniin Ozellikleri

Ar siitii, isci arilarin ¢igek tozu ve nektar1 fermente etmeleri ile olusturduklar1 dogal bir
maddedir. Ik olustugunda beyazimsi renkte olup, zamanla sarimtirak renge
doniismektedir. Asidik, jelatinimsi bir kivamda, keskin koku ve tada sahiptir. Igeriginde
degisik biyiikliikteki ¢oziinmemis pargaciklarin varligindan dolayr genellikle homojen

yapida degildir (Barnutiu et al., 2011).

Ar siitli tiretimi yaklagik bir glinliik larvalarin, yiiksiiklere agilanmasindan 72 saat sonra
yapilir. Ar siitiinlin kovandan 72 saatten daha kisa siirede hasat edilmesine erken hasat
denilmektedir. Bu hasat bi¢iminin, iiriiniin niteligi ve miktar iizerinde etkili oldugu
bildirilmistir. Kolonilerin ar1 siitii verimliligi; koloninin giicline, yavru alanina, polen
varligina, beslenme sekline, baslatict kolonilerin ana ar1 durumuna, asilanan yiiksiik
sayisina, tutma miktarina, hasat zamanina ve mevsim sartlarina baghdir. Ar siitli hasatinin
tizerinden vakit gectikge rengi koyulasir. Tazeligini korumasi i¢in +4 °C’de veya
dondurularak saklanmasi gerekmektedir (Zheng et al., 2011; K6soglu vd., 2013).

1.6.2. An Siitiiniin Kimyasal Bilesimi

An siitiiniin kimyasal igerigi; koloninin irkina, kastina, is¢i arilar arasindaki metabolik
farklara, yasadiklar1 bolgedeki flora zenginligine ve diger ¢evresel faktorlere bagl olarak
degismektedir. Bu ylizden art siitii izerine yiiriitiilen ¢aligmalarin verileri, temin edildikleri

bolgeye gore farklilik gosterir ve belirli bir standart olusturmak zordur (Yilmaz vd., 2017).

Arn siitii igeriginde yaklasik %66 su, %14,5 karbohidrat, %4,5 lipid, %13 aminoasit, B
grubu vitaminlerinin tiimiine ek olarak A, D, C, E vitaminleri, biyolojik aktif maddeler ve
onemli bazi mineral maddeler bulunmaktadir. Ayrica 10 esansiyel amino asitten sekizini
(metionin, lizin, 16sin, fenilalanin, valin, triptofan, treonin, izoldsin) polifenoller, baslica
fenolik asitler, flavonoidler, 10-hidroksi-2-dekenoik Asit (10-HDA), royalisin, jelleines,
aspimin ve royalactina gibi yiiksek biyoaktif bilesikleri i¢eriginde barindirir (Zorer, 2016).
Arn siitiiniin yaklasik %14,5’ini olusturan karbonhidrat iceriginde bol miktarda fruktoz,
glikoz, maltoz, trehaloz, gentiobioz eser miktarda da izomaltoz, rafinoz ve melezitoz
bulundurmaktadir. (Sabatini et al., 2009; Kheyri et al., 2012).
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Arn siitiinde bulunan proteinler, insanlar igin ¢esitli farmakolojik ve biyolojik etkilere
sahiptir. Ar siitii proteinlerinin yaklasik % 80’ini temel ar1 siitii proteinleri olusturur, kalan
kisminda hormon ve enzim yapisinda proteinler bulundurur. Iceriginde ayrica, glukoz
oksidaz, glukoz dehidrogenaz, amilaz, katalaz, asit fosfataz, apismin, insiilin benzeri
peptid, lipid transport fonksiyonlu apolipophorin Ill benzeri proteinler ayrica royalactina,
jelleinler, apalbumin ve royalisin bulundugu bildirilmistir (Zheng et al., 2011; Foret et al.,
2012; Han et al., 2014).

Arn siitiiniin yag igeriginin yaklasik %80-85°1 yag asitleri, %5-6’s1 mumlar, %4-10’u
fenoller, %3-4"1i steroidler ve %0,4-0,81 fosfolipidlerden olusmaktadir. Ari siitiindeki lipit
miktar1, lipit oksidasyonu nedeniyle zamanla azalabilmektedir (Terada et al., 2011;
Muresan et al., 2016).

A siitiinlin i¢eriginde vitamin olarak; tiamin (B1), riboflavin (B2), piridoksin (B6), biotin,
askorbik asit, pantotenik asit, nikotinik asit, folik asit ve inositole farkli oranlarda
rastlandig bildirilmistir (Akyol, 2015).

Arn siitliniin kimyasal igeriginde adenozin, adenozin mono fosftat (AMP) ve adenozin
mono fosfat N1 oksit’in oldugu tespit edilmistir. Adenozin, ATP ve niikleik asitlerin
sentezinde kullanilir. Enzimlerin subsrati ve membran potansiyelinin degisikligi,
ndronlarin ve kroner arterlerdeki vaskiiler diiz kas hiicrelerinin inhibisyonunda rol oynadigi

tespit edilmistir (Bogdanov, 2012; Ugar, 2018).

Ar siitiiniin mineral icerigi, kolonin i¢ (arilarin biyolojik) ve dis faktdlerine (cevre, gida
temini ve iiretim siiresi) bagl olarak degismektedir. Ari siitii iceriginde yaklagik yirmi sekiz
iz element ve mineral bulundugu tespit edilmistir (Barnutiu et al., 2011; Ramadan and Al-
Ghamdi, 2012).

An sitii igeriginde baslica quercetin, kaemferol, fisetin, flavononlarin pinosembrin,
galangin, naringin, hesperidin, flavonlarin ise apigenin, acacetin, Krisin, galangin ve
luteoline flavonoidlerine rastlandigi bildirilmektedir (Barnutiu et al., 2011; Ramadan and
Al-Ghamdi, 2012).
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Ar siitiiniin, su igerigi yaklasik %60'n lizerinde ve homojendir. Yine yaklasik 0.92'nin
tizerinde su aktivitesi ile mikrobiyal stabiliteye sahiptir. Nem igeriginin sabitligi, temel
olarak arilarin taze malzeme {iretimi, ar1 siitiiniin maddenin i¢inde bulunan suyu
uzaklastirabilme kapasitesi (higroskopikligi) ve koloninin nem koruma davranislar ile
saglanir. Ar siitliniin, su igeriginin bazi bilesiklerin ¢6ziiniirliigii ve derisikligini etkiledigi

belirtilmistir (Shatini et al., 2009; Ramadan and Al-Ghamdi, 2012).

1.6.3. An Siitiiniin Etkileri

A siitli zengin igerigi ile anti-bakteriyel, anti-oksidan, anti-kanser, immiinmodiilator, anti-
inflamatuar, vazodilatif, hipotansif ve anti-tiimor aktivite gibi biyolojik aktivitelerinin
yaninda hafiza gelistirici, sindirim sistemi, kan sekeri (antidiyabetik etki), obezite
diizenleyici dzelliklere sahip bir ar1 iiriiniidiir (Viuda-Martos et al. 2017). Yine apoptoz ve
antiproliferatif yolaklarin indiiklenmesinde ve hiicre sinyal yollari ile etkilesimi sayesinde

antikanser 6zellige sahip oldugu bazi bilimsel ¢alismalarda gosterilmistir (Pasupuleti et al.,

2017).

Alternatif besin olarak tiiketilen ar1 siitiiniin saglikli biiylimeyi etkiledigi, bagisiklik
sistemini giliglendirdigi, nérogenezi, hipoglisemik, antihiperkolestrolemik, diyabet, kalp
damar hastaliklari, yaslanma ve metabolik sendroma karsi insanlar1 korudugu, iireme
hiicrelerinin say1 ve kalitesini artirdigi, yara iyilestirmede etkili, strojenik etkiye sahip,
antiviral, antifungal, antiinflamatuar, antitiimoral aktivite gibi pek c¢ok ozellige sahip
oldugu bilimsel ¢alismalarda bildirilmektedir (Pavel et al., 2011; Viuda-Martos et al., 2017;
Sorucu, 2019).

Ar siitii ve probiyotik bakteri tiirlerinin simbiyotik etkisine 6nemli antioksidan aktivite
gosterdigi bildirilmistir (Nabas et al., 2014). Ar siitiinde bulunan royalisin antibakteriyel
bir peptittir ve gram pozitif-negatif bakterilere karsi antimikrobiyal etkiye sahip oldugu
bildirilmistir (Barnutiu et al., 2011; Bilikova et al., 2015). An siitiinde bulunan bir diger
bilesik olan royalactin, bal arilarinda kraligenin farklilasmasi igin gerekli olan bir
glikoproteindir. Royalactin, arastirmacilara gore epigenetik degisikliklere yol agan,
epidermal biiylime faktorii (EGF) reseptor sinyal yolunu acarak bu siirecte merkezi bir rol

oynamaktadir (Kamakura, 2011).
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2. KAYNAK OZETLERI

Vinkristin cesitli kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilan kemoterapétik bir ilagtir. Yapilan
deneysel bir c¢alismada vinkristin uygulamasi sonucu sicanlarin hepatik serum
parametreleri olan ALT ve AST seviyelerinin yiikseldigi tespit edilmistir. Ayrica karaciger
IL-4 ve IL-12 gibi sitokinlerin mRNA transkript seviyelerinde yiikselme gériilmiistiir. Ote
yandan vinkristin tedavisinin kaspaz-3 ve Bax protein seviyelerini arttirdigi ve Bcl-2
mRNA transkript seviyelerini azaltarak hepatik apoptozu indiikledigi bildirilmistir (Shati
etal., 2019).

Bir baska calismada, siganlarda vinkristin siilfat kaynakli hepatotoksisite incelenmistir.
Vinkristin uygulamasinin ardindan siganlarda AST, ALT ve ALP enzimlerinin yani sira

bilirubin seviyelerinde 6nemli artiglar rapor edilmistir (Harchegani et al., 2019).

Rezacikia ve arkadaglarinin yapmis oldugu bir ¢alismada, yetiskin erkek siganlara verilen
vinkristin karacigerde oksidatif stres ile birlikte AST, ALT ve ALP enzimleri ve MDA

seviyelerinde yiikselmelere neden oldugu bildirilmistir (Rezaeikia et al., 2019).

Sisplatin, en aktif sitotoksik antineoplastik ajanlardan biridir ve hepatotoksisite basta
olmak ftizere istenmeyen bir¢ok yan etkilere sahiptir. Sisplatin ile yapilan bir ¢alismada
sican karacigerlerinde glutatyon, glutatyon peroksidaz ve katalaz enzim aktivitelerinin
onemli Ol¢iide azaldigr 6te yandan ALT ve AST aktivitelerinin arttigi gozlenmistir.
Calismada ar1 siitiiniin karacigerde, gii¢lii bir serbest radikal temizleyicisi olarak sisplatin

kaynakl1 hepatotoksisiteye karsi koruma sagladig bildirilmistir (Ashry and Elkady, 2014).

Sisplatin, ¢esitli kanser tedavilerinde etkin kullanilan antineoplastik bir ilagtir. Yetiskin
erkek sicanlar ile yiiriitiilen bir ¢calismada sisplatin ile indiiklenen karaciger hasarina karsi
ar1 siitiiniin etkileri incelenmistir. An siitiiniin, karacigerde olusan toksisite ile artan AST
ve ALT aktivitelerini azalttigi belirtilmistir (Silici et al., 2011).

Diyabetik sicanlar ile yapilan bir caligmada, sicanlarin streptozotosin (STZ) tarafindan
indiiklenmesi ile karaciger ve pankreaslarinda olusan oksidatif stres hasarina karsi ari

stitliniin 1yilestirici etkilerinin oldugu rapor edilmistir (Ghanbari et al., 2016).
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Malign tiimdrlerin tedavisinde kullanilan siklofosfamid etkin bir kemoterapotik ajandir.
Siklofosfamid diger bir¢cok kemoterapdtik ajanlarda goriildiigii gibi istenmeyen yan
etkilere sahiptir. Wistar siganlari ile yapilan bir ¢alismada kirmizi ve beyaz kan hiicreleri
(RBC, WBC) ve trombositlerin (PLT), sayisinda azalisa neden olmakta ve ayrica dalak,
kemik iligi ve testislerde histolojik tahribatlara neden olmustur. Ar siitiiniin siklofosfamid
kaynakli kemik iligi, dalak ve testis histolojik dokuyu ve trombositopeniye karsi koruyucu
etkiler segiledigi bildirilmistir (Khazaei et al., 2020).

Deneysel bir ¢alismada siganlarin STZ ile indiikklenmesi sonucu diyabetik siganlarin
bobreklerinde hasar meydana gelmistir. Siganlarin art siitii ile tedavisi sonucunda, bobrek
dokusu morfolojisi ve idrar parametrelerinin seviyelerinde o6nemli bir iyilesme
gozlendigini ortaya konulmustur. Bu sonuglar ar1 siitliniin diabetes mellitustan etkilenen

bobrekler tizerinde koruyucu etkileri oldugunu gostermektedir (Ghanbari et al., 2015).

Sentetik bir androjen analogu olan oxymetholone, 0steoporoz ve anemi hastaliklar1 i¢in
aktif kullanilan bir ilagtir. Otuz iki yetigkin erkek fare iizerinde yiiriitiilen bir ¢alismada,
oxymetholone ile karaciger dokusu indiiklenerek oksidatif stres ve hepatoksisite meydana
gelmistir. Art siitiiniin antioksidan ve radikal siipiiriicii aktiviteleri ile karaciger

dokusundaki hasarda iyilesme gozlendigi bildirilmistir (Nejati et al., 2016).

Diklofenak, analjezik anti-inflamatuar ve anti-piretik aktiviteleri sebebi ile ¢esitli
tedavilerde kullanilan steroid olmayan antienflamatuar (NSAID) bir ilagtir. Diklofenak
kaynakl1 karaciger toksisitesinin ¢oklu sitokrom P-450 enzimleri tarafindan metabolize
edilmesi ile karacigerde protein, ilag eklentileri, GSH konjugasyonu, mitokondriyal
disfonksiyon ve organ hasar1 olugmustur. Art siitiiniin hepato-renal hasara ve
gastrointestinal iilserasyona karsi koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir (Mostafa et al.,
2020).

Azatioprin, kat1 organ transplantasyonu, hematolojik maligniteler, aktif romatoid artrit ve
inflamatuar bagirsak hastaliginin tedavisinde kullanilan immiinosupresif bir ilactir. Otuz
yetiskin erkek Wistar Albino si¢ani ile yiiriitiilen ¢alismada, ar1 siitii giiglii antioksidan ve
serbest radikal temizleme kapasitesi ile azatioprinin neden oldugu hepatoksisiteyi énemli

oOlgtide iyilestirdigi bildirimistir (Ahmed et al., 2014).



20

Kadmiyum Kkloriir, toksik bir agir metaldir. Kadmiyumun apoptoza, inflamasyona
ve oksidatif strese neden oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢alismada; ar1 siitiiniin
antiinflamatuar ve antioksidan aktivitesi ile Nrf> yolaginmi gelistirdigi gozlemlenmistir.
Ayrica kadmiyum kaynakli hepatotoksik yan etkileri iyilestirdigi oksidatif stres,
inflamasyonu 6nledigi ve hepatik doku hasarini inhibe ettigi bildirilmistir (Almeer et al.,
2018).

Hidroksiiire, talasemi g¢esitli maligniteler ve orak hiicreli anemi i¢in aktif olarak kullanilan
bir ilagtir. Yapilan ¢alismada, ratlar hidroksiiire ile tedavi edildikten sonra, AST, ALT ve
ALP gibi karaciger fonksiyon testlerinde ylikselme gozlemlenmistir. Calismada ar1 siitii
uygulamasinin, karaciger histolojisi ve hepatik oksidatif/antioksidatif degerlerini

iyilestirdigi bildirilmistir (Tohamy et al., 2022).

Diklorvos, normal dokular tizerinde ¢esitli yan etkiler sebep olan organofosforlu bir
pestisittir. Kirk sekiz erkek sican ile yiiriitiilen ¢calismada, diklorvos uygulanan sicanlarin,
karacigerindeki hepatositlerin sayisinin azaldig1 ve merkezi damar c¢aplarinin biiyiidiigii
gozlemlenmistir. Caligma da ari siitiiniin uygulamasinin ardindan, diklorvos kaynakl
karaciger parametrelerinde 1iyilesme gozlemlenmis ve Kkaraciger hasarina karsi

hepatoprotektif potansiyele sahip oldugu bildirilmistir (Jalili et al., 2022).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlar

Calismada, Bingdl Universitesi Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezinde (BUDAM)
yetistirilen ve agirliklar1 250-300 gr olan 35 adet Wistar Albino cinsi erkek si¢an kullanildi.
Hayvanlar 24-25 °C sabit sicaklik ve onikiser saatlik karanlik-aydinlik siklisii (07:00-
19:00 aydinlik; 19:00-07:00 karanlik) saglanarak kontrollii bir odada, kafeslerde tutuldu.
Ratlar bu sekilde bir hafta boyunca kafeslerinde dinlendirilerek ortama uyumlari
saglandiktan sonra deneylere baslandi. Deneysel siiregte ratlara standart rat yemi ve su ad
libitum verildi. Tiim hayvan deneyleri BUDAM merkezinde yapildi. Calisma Bingdl
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Bagkanligmin 08.09.2021 tarihli (toplanti
sayis1 2021/5) ve karar no: 05/02 izni ile belgelendirildi.

3.2. Calismada Kullamilan Kimyasallar

Vinkristin: Calismada vincristine sulfate (1mg/Iml, Kogak Farma) kullanildi. Deneysel
uygulamada vinkristin intraperitoneal olarak uygulandi. Kullamilan diger kimyasal
maddeler Sigma-Aldrich (ABD) ve Merck (Almanya) firmalarindan satin alinmastir.

Aur siitii: Caligmada kullanilan ar siitii, Bingol Aricilar Birligine kayithi yerel aricilardan
temin edildi. An siitii, 2021 ilkbaharinda Bingdl'de yerel aricilar tarafindan iiretilip

toplanildi ve -20 °C'de muhafaza edildi. Ari siitii distile suda ¢6ziilerek oral yoldan verildi.

3.3. Ani Siitiiniin Kimyasal I¢eriginin LC-MS/MS ile Belirlenmesi

Ari siitiiniin s1v1 kromatografi-kiitle spektrometresi/kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) ile
kimyasal igeriginin kantitatif olarak belirlenmesi, iceriginde birgcok biyolojik aktivite
gosteren bilesiklerin arastirilmasiyla yapildi. Bu kapsamda internal standartlar da dahil
olmak {iizere 53 fitokimyasal bilesigin kantitatif analizi yapildi.Bu bilesikler sunlardir:
Kinik asit, fumarik asit, akonitik asit, gallik asit, epigallokatesin, protokatesik asit, katesin,

gentisik asit, klorojenik asit, protokatesik aldehit, tannik asit, epigallokatekin galat, 1,5-
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dikaffeoilkinik asit, 4-OH benzoik asit, epikatesin, vanilik asit, kafeik asit, siringik asit,
vanilin, siringik aldehit, daidzin, epikatesin gallat, piceid, p-kumarik asit, ferulik asit,
sinapik asit, kumarin, salisilik asit, sinarosid, miquelianin, rutin, izokersitrin, hesperidin,
o-kumarik asit, genistin, rosmarinik asit, ellagik asit, kozmosin, kuersitrin, astragalin,
nikotiflorin, fisetin, daidzein, kuersetin, naringenin, hesperetin, luteolin, genistein,
kaempferol, apigenin, amentoflavon, chrysin ve acacetin (Yilmaz, 2020). Ar siitiiniin LS-
MS/MS analizi i¢in Oncelikle ar1 siitiiniin ekstraksiyonu yapild1 ve cihaz i¢in uygun hale
dontstiiriildii. Bunun i¢in 0.15 gr numune tartildi ve 1.5 mL saf su ilave edildi. Sonrasinda
2 dk vortekslendi. Daha sonra, 6ziitten 500 pL, mobil faz (amonyum asetat 30 mM, pH 5
ve MeOH, 50:50, v/v) ile 5 mL'ye kadar seyreltildi. Son olarak 0.20 um naylon filtreden
(numunelerde bulunan partikiilleri elimine etmek i¢in) siiziildii ve viale alindiktan sonra
cihaza verildi. Analiz ise Onceden metot validasyonu yapilmis ve oturtulmus metot
iizerinden yapild1 (Yilmaz, 2020). Sonug olarak ari siitiinde biyolojik aktivite gdsteren

bilesiklerin kantitatif analizi yapilarak hangi bilesiklerin ne kadar bulundugu hesaplandi.

3.4. Metot

3.4.1. Deneysel Uygulamalar

Wistar Albino cinsi erkek ratlar rastgele, her grupta 7 rat olacak sekilde 5 gruba ayrildi.

1. Grup (Kontrol grubu); 1-6 ve 9-14. giinler serum fizyolojik ¢ozeltisi intraperitoneal (i.p.)
uygulandi.

2. Grup (Ar siitii grubu); 1-6 ve 9-14. giinler 300 mg/kg dozunda ar1 siitii oral yoldan gavaj
ile birlikte verildi. (Mostafa et al 2020).

3. Grup (VCR grubu); 1-6 ve 9-14. giinler 0.1 mg/kg vinkristin serum fizyolojikte
cozdiiriilerek i.p. enjeksiyon yapildi (Yardim et al. 2020).

4. Grup (VCR + An siitii 150 mg/kg grubu); 1-6 ve 9-14. giinler 0.1 mg/kg dozunda
vinkristin (total kiimiilatif doz 1.2 mg/kg olacak sekilde) serum fizyolojikte ¢ozdiiriilerek
i.p. enjeksiyon yapildi. Vinkristin uygulamasindan 30 dk 6nce ar1 siitii 150 mg/kg dozunda
oral yoldan gavaj ile verildi.
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5. Grup (VCR + Anm siitii 300 mg/kg grubu); 1-6 ve 9-14. giinler 0.1 mg/kg dozunda
vinkristin (total kiimiilatif doz 1.2 mg/kg olacak sekilde) serum fizyolojikte ¢ozdiiriilerek
1.p. enjeksiyon yapildi. Vinkristin uygulamasindan 30 dk 6nce art siitii 300 mg/kg dozunda

oral yoldan gavaj ile verildi.

3.4.2. Deney Sonunda Numunelerin Alinmasi

Calisma siiresinin bitiminde (son vinkristin ve ar1 siitli uygulamasindan 24 saat sonra)
hayvanlar hafif sevofloran anestezisi altinda dekapite edilerek kan ve karaciger dokulari
alindi. Kan Ornekleri biyokimyasal analizler igin sar1 kapakli serum tiiplerine aktarilarak,
4000 devirde +4 °C’de 10 dk santrifiij edilerek serumlar ayrilip, biyokimyasal analizler
yapilincaya kadar -20 °C’de buzdolabinda saklandi. Karaciger dokular1 ise biyokimyasal
ve molekiiler analizler i¢in alinarak analizler yapilincaya kadar -20 °C’de saklandi.
Deneyleri yapmaya baslamadan dnce s1vi azot kullanarak TissueLyser II (Qiagen) cihazi
ile 5 mikron ¢apa kadar Ogiitiilen karaciger dokularindan gerekli miktarlar tartilarak

analizlere gore uygun olan tamponlarla sulandirildi ve homojenizasyon yapildi.

3.5. Karaciger Fonksiyon Testleri

Karaciger fonksiyonlarinin en dnemli gostergelerinden olan serum ALP, AST ve ALT

aktiviteleri Randox otonalizator cihazi vasitasiyla 6lgiildii.

3.6. Biyokimyasal Analizler i¢cin Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

Ratlardan alinan karaciger dokularinda oksidatif stres belirteclerinden olan malondialdehit
(MDA) seviyesi ile antioksidan savunma sistemi parametrelerinden olan enzimatik
antioksidanlardan glutatyon peroksidaz (GPx), siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz
(KAT) aktiviteleri ile non-enzimatik antioksidan olan glutatyon (GSH) seviyeleri
incelenmistir. Enzim aktivitelerini g protein cinsinden ifade edebilmek i¢in karaciger doku

homojenatinda protein diizeyleri de incelenmistir.
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Bu tez kapsaminda derin dondurucuda bulunan karaciger dokular1 ¢ikarilip iizerine sivi
azot ilavesi yapilarak doku parcalayici (TisueLyser II) cihazi ile dokular pargalanip toz
haline getirildi. Sonrasinda deney protokollere gore dokular tartilarak GPx, GSH, MDA ve
protein analizleri icin %]1,15’lik potasyum kloriir (KCI) ile sulandirilarak bir doku
homojenizatorii yardimiyla homojenize edildi. Daha sonra bu homojenatlar MDA ve
protein analizi i¢in 3500 rpm’de 15 dk, GSH ve GPx aktivite tayini i¢in 11000 rpm’de 20
dk boyunca santrifiij edilerek siipernatant kisim kullanildi. SOD aktivite tayini igin
karaciger dokusu Tris-HCI Tamponu (pH 7.4) ile sulandirilarak homojenize edildi ve 7000
rpm’de 60 dk boyunca santrifiij edilerek siipernatant kisim analizde kullanildi. KAT enzim
aktivite tayininde ise dokular Triton-x-100 ile sulandirilarak homojenize edildi ve 3500

rpm’de 10 dk santrifiij edilerek siipernatant kisim aktivite tayini i¢in kullanildi.

3.6.1. GPx Aktivitesinin Ol¢iimii

Lawrance and Burk yontemine gore GPx aktivitesi dlgtimleri yapildi (Lawrance and Burk,
1976).

Reaktifler:

1. Tampon A: Tris-HCI tamponu (50 mM, pH 7.6): 6.057 g Tris hidroksimetil aminometan,
0.372 g Na2EDTA ve yaklasik olarak 3.90 ml HCI balon jojeye konup hacim distile su ile
1000 ml' ye tamamlandi.

2. Tampon B: Tris Tamponu (0.4 M pH 8.9): 48.46 g Tris hidroksimetil aminometan
aliarak hacim distile su ile 1000 ml' ye tamamlandi. pH ise HCl ile 8.9' a ayarlandi.

3. Red GSH ¢ozeltisi: 6 mg Red GSH alinarak Tampon A ile hacim 10 ml' ye tamamland.
4. Cumen Hidrojen Peroksit (CHPO) ¢ozeltisi: CHPO 5ul alinarak Tampon A ile 10 ml' ye
hacmi tamamlandi. Renkli sisede +4 °C'de muhafaza edildi.

5. 5-5-Dithio-bis, 2-nitrobenzoik asid (DTNB) soliisyonu: 0.099 g DTNB alinarak hacim
absolut metanol ile 25 ml 'ye tamamlandi. Renkli sisede +4 °C'de saklandi.

6. Trikloroasetik asit ¢ozeltisi (TCA): 10 g TCA tartilarak distile su ile 100 ml’ye

tamamlandi. (%10’luk, w/v) ve renkli sisede muhafaza edildi.
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Analiz metodu:

Tablo 3.1. GPx aktivitesinin l¢timii

Kontrol (ml) Ornek (ml)
Siipernatant 0.5 0.5
Tampon 0.3 0.3
CHPO - 0.1
Red GSH 0.1 0.1
37 °C’de 10 dk. bekleme + +
TCA 1 1

Tiipler karigtirildiktan sonra;

1. 2500 rpm' de 5 dk. santrifiij edildi.

2. Siipernatant’ dan 1 ml alinarak hazirlanan yeni tiiplere konuldu.

3. 2 ml tampon B eklendi.

4. 0.1 ml DTNB ilave edildi.

5. Oda sicakliginda 5 dk. bekletilerek 412 nm' de distile suya kars1 okundu.

Karaciger dokularinda GPx Aktivitesinin Hesaplanmas:
[Abs(kontrol)- Abs(drnek)] x 0.76989

g protein

3.6.2. GSH Tayini

Hazirlanan homojenatta GSH diizeyinin 6l¢iimii Sedlak ve Lindsay’ n bildirdigi metoda
gore yapildi (Sedlak and Lindsay, 1968). Bu metoda gore, siilfidril gruplu bilesikler
tarafindan indirgenir ve meydana gelen sar1 renk spektrofotometrede 412 nm dalga

boyunda 6lgtliir.
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Analizde Kullanilan Ayiraglar:

%10’luk TCA

Tris (hidroksimetil) aminometan: 48.46 gr alinarak distile suda ¢ozdiiriiliip toplam hacim
1000 ml distile su ile tamamland1 ve pH: 8.9’ a ayarlandi.

DTNB’den 0.099 g alind1 25 ml metanol’ de ¢oziildii.

Analiz metodu:

0.5 ml doku homojenati alinarak deney tiipiine aktarildi. Deney tiipiiniin iizerine 2 ml TCA
eklendi 20 sn. vortekste karistirildi.

2500 rpm’ de 5 dk santrifiij edilip siipernetanttan 0.5 ml alind1.

Uzerine 2 ml Tris Tamponu eklendi, sonrasinda 0.1 ml DTNB soliisyonu eklendi.
Karstirilan tiipler 5 dk. bekletildikden sonra 412 nm dalga boyunda distile suya karsi
okundu.

Sonuglar GSH standart grafiginden hesaplandi.

GSH Standart Grafigi

R?=10,9996
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Sekil 3.1. GSH standart grafigi

3.6.3. MDA Seviyesinin Ol¢iimii

Karaciger doku homojenatinda MDA tayini Placer vd. (1966) bildirdigi metoda gore
yapildi. Bu yontemde MDA bir lipid peroksidasyon aldehit {iriiniidiir ve tiyobarbitiirik asit
(TBA) ile pembe renkli bir karmasik yapi1 olusturur. Olusan bu karmasik ¢ozeltinin
absorbansi 532 nm’ de spektrofotometrik olarak &lgiilerek lipid peroksidasyon derecesi

belirlenmis olur.
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Reaktifler;

1. TCA soliisyonu: %10'luk ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra 1s1ik almayacak sekilde oda
sicakliginda muhafaza edildi.

2. TBA soliisyonu: 0.67 g tiyobarbitiirik asit % 10'Tuk 80 ml perklorik asit i¢inde ¢oziiliip
100 ml' ye distile su ile tamamlanda.

3. Renk ayiract: 1 birim TBA ve 3 birim TCA kullanimdan hazirland.

Analiz metodu:

Tablo 3.2. MDA diizeyinin 6l¢iimii

Kor (ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Ornek - - 0.25
%0.9 NaCl 0.25 - -
Renk Ayiraci 2.25 2.25 2.25
Standart - 0.25

Deneyde vida kapakli cam tiipler kullanildi. Tablodaki islemler ger¢eklestirildikten sonra
karisim 5 dk vorteks ile karistirildi. Sonrasinda tiipler 100 °C’lik su banyosunda 20 dk
boyunca kaynatildi ve ardindan ¢esme suyu yardimiyla sogutuldu. Tiipler 2500 rpm’ de 5
dk santrifiij edilerek slipernatant alind1 ve 532 nm dalga boyunda kore karsi okundu.

Dokuda MDA diizeyinin hesaplanmasi;
Dokudaki MDA diizeyleri, MDA standart grafiginden (sekil 3.2) yararlanilarak hesaplandi

ve sonuglar nmol/g doku olarak verildi.
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MDA Standart Grafigi
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Sekil 3.2. MDA Standart Grafigi

3.6.4. SOD Aktivitesinin Ol¢iimii

Karaciger doku homojenatindaki SOD aktivitesinin 6l¢limii Sun ve vd. yontemine gore
yapildi (Sun et al., 1988). Kisacasi bu yontem ksantin-ksantin oksidaz sistemi ile tiretilen
stiperoksit radikalinin nitroblue tetrazolyumu (NBT) indirgeyerek olusan renk esasina
dayanir. Olusan bu renkli ¢ozelti 560 nm’ de maksimum absorbans veren mavi renkli
formazon olusumu ile sonlanir. Enzimin olmadigi ortamda indirgenme maksimum olup,
koyu mavi renk olusmaktadir. SOD oldugu ortamda ise enzim, siiperoksit anyonunu
hidrojen peroksit’e doniistiirerek NBT indirgenmesini azaltmakta ve renk degisimi
gozlenmemektedir. Formazonun olusumu enzim konsantrasyonu ile ters orantilidir.

Formazonun 560 nm’ de vermis oldugu absorbans ile SOD aktivitesi hesaplanmis olur.

Reaktifler;

1. SOD 6l¢tim karigima:

a) 0.3 mmol/L ksantin: 9.13 mg alinip toplam hacim 200 ml olacak sekilde distile suda
¢Ozduriildii.

b) 0.6 mmol/L Na2EDTA: 23 mg alinip toplam hacim 100 ml olacak sekilde distile suda
cozdiiriildii.

c¢) 150 umol/L NBT: 12.3 mg alinip distile suda ¢ozdiirtildii ve toplam hacim 100 ml’ye

tamamlanda.
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d) 400 mmol/L Na>,COs: 2.54 g alinip distile suda ¢ozdiiriildii ve toplam hacim 60 ml’ye
tamamlandi.

e) 1 g/L Bovine serum albumine (BSA): 30 mg alinip 30 ml distile suda ¢6zdiirtildii.
Hepsi karistirilip koyu renkli sisede +4 °C' de muhafaza edildi.

2. 2M (NHa4)2S04: 2.64 g amonyum siilfat tartilip distile suyla 10 ml' ye tamamlandi.

3. Ksantin oksidaz (167 U/L): Mililitresinde 0.167 U olacak sekilde 2M (NH4)2SO4 iginde
¢Ozlrildii.

4. 0.8 mmol/L CuClz: 13.6 mg CuCl; alinip distile suyla 100 ml' ye tamamlandi.

Analiz metodu:

Tablo 3.3. SOD aktivitesinin 6l¢timii

Kor (ml) Ornek (ml)
Reaksiyon ¢ozeltisi 2.85 2.85
Stipernatant - 0.10
Distile su 0.10 -
Ksantin oksidaz 0.05 0.05

20 dk oda 1sisinda inkiibasyon sonunda tiiplerin tiimiine 1 ml CuCl: ilave edilerek

reaksiyon sonlandirilip, 560 nm' de absorbans okundu.

Dokuda SOD aktivitesinin hesabi:

AAkér - AAnumune

EU/qg protein=
AAkér

Dokuda U/g protein olarak hesaplanir.
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3.6.5. KAT Aktivitesinin Ol¢iimii

Karaciger dokusundaki KAT aktivitesi Aebi (1984) metoduna gore Ol¢iildii. KAT enzimi,
hidrojen peroksitin (H202) suya ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalize eder. Bu
enzimatik deney 240 nm’ de H202’ in 15181 absorbe etmesinden yararlanilarak
spektrofotometrik olarak 6l¢iim esasina dayanur.

Reaktifler:

1. 30 MM H202: 0.34 ml %30’ luk H,O> fosfat tamponu ile 100 ml’ ye tamamlanur.

2. 50 mM fosfat tamponu (pH 7.0)

Analiz metodu:

Tablo 3.4. KAT aktivitesinin ol¢limii:

Kor (ml) Ornek (ml)
Fosfat tampon 1 -
Hidrojen peroksit - 1
Homojenat 2 2

Kor ile 240 nm’ de numunenin kinetik olarak 0. (Absl) ve 30. (Abs2) saniyelerdeki

absorbans farkinin dl¢lilmesiyle KAT aktivitesi hesaplandi.

Dokuda KAT aktivitesinin hesabi:

k =(2.3/30) x (log A1/A2) x Diliisyon

Doku i¢in spesifik aktivite: k/g protein olarak verildi.
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3.7.1. Primer Dizaym
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flgili genlere ait mRNA transkript seviyelerinin Real Time PCR ile dlciilebilmesi icin

gerekli primerler https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ linkindeki Primer

Dizayn programi ile tasarlanmistir. ilgili primer dizilimleri tablo 3. 5 de verilmistir.

Tablo 3. 5. Primerlerin dizilimleri

Gen Sekans (5°-3”) Uzunluk (bp)  Erisim no
NF-xB F: AGTCCCGCCCCTTCTAAAAC 106 NM_001276711.1
R: CAATGGCCTCTGTGTAGCCC
IL-1B F: ATGGCAACTGTCCCTGAACT 197 NM_031512.2
R: AGTGACACTGCCTTCCTGAA
TNF-a F: CTCGAGTGACAAGCCCGTAG 139 NM_012675.3
R: ATCTGCTGGTACCACCAGTT
ATF-6 F: TCAACTCAGCACGTTCCTGA 130 NM_001107196.1
R: GACCAGTGACAGGCTTCTCT
PERK F: GATGCCGAGAATCATGGGAA 198 NM_031599.2
R: AGATTCGAGAAGGGACTCCA
IRE1 F: GCAGTTCCAGTACATTGCCATTG 163 NM_001191926.1
R: CAGGTCTCTGTGAACAATGTTGA
GRP78 F: CATGCAGTTGTGACTGTACCAG 143 NM_013083.2
R: CTCTTATCCAGGCCATATGCAA
LC3A F: GACCATGTTAACATGAGCGA 139 NM_199500.2
R: CCTGTTCATAGATGTCAGCG
LC3B F: GAGCTTCGAACAAAGAGTGG 152 NM_022867.2
R: CGCTCATATTCACGTGATCA
B-Actin F: CAGCCTTCCTTCTTGGGTATG 360 NM_031144.3
R

: AGCTCAGTAACAGTCCGCCT




32

3.7.2. Total RNA izolasyonu

Ratlarin karaciger dokular1 s1v1 azot i¢erisinde pargalanarak toz hale getirildi. Bu islem i¢in
bir homojenizatér (Tissue Lyser II, Qiagen, Netherlands) kullanildi. Toz hale getirilen
dokulardan 60 mg tartilarak steril ependorf tiiplere aktarildi. Dokularin iizerine 2 ml
HibriGen hibrizol reaktifi eklenerek 30 saniye boyunca homojenizatér’de 30 hZ hizda
homojenize edildi. Homojenizasyon sonrasi niikleoprotein komplekslerinin ayrigmasinin
tamamlanmasi i¢in numuneler oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi. Daha sonra her 1 ml
hibrizol reaktifi i¢in lizerlerine 0.2 ml kloroform eklendi. Tiim tiipler 15 saniye ¢alkalandi
ve 3 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda &rnekler 12000
rpm’de 4 °C’de 10 dk boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonras: tiiplerde olusan 3 fazdan
en lstte bulunan berrak sivi baska bir ependorf tiipe aktarildi ve iizerine 1 ml izopropanol
eklendi (her 1 ml hibrizol reaktifi i¢in 0.5 ml izopropanol eklenir). Tiipler birkag¢ kez alt
iist edilerek izopropanol ile RNA ¢d6zeltisi karistirildi ve ardindan oda sicakliginda 10
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda 12000 rpm’de 4 °C’de 10 dk boyunca santrifiij
edildi. Santrifiijden sonra silipernatant dikkatli bir sekilde dokiilerek peletin tizerine 1 ml
etanol (RNaz bulundurmayan su ile hazirlanan %75°lik etanol) eklendi ve hafifce
karigtirildi. Sonrasinda 12000 rpm’de 4 °C’de 2 dk boyunca santrifiij edildi ve siipernatant
dokiildii. Etanol dokiildiikten sonra tiiplerde bulunan RNA peleti etanol uguncaya kadar
kurutuldu. Daha sonra pelet RNaz bulundurmayan su ile ¢ozdiiriildii ve her bir 6rnegin
konsantrasyonu NanoDrop (BIO-TEK INSTRUMENTS EPOCH, USA) cihazinda
olciildii. Elde edilen konsantrasyon degerlerine gore her bir 6rnegin RNA konsantrasyonu

10 pl hacimde 1000 ng/ul konsantrasyonda esitlendi.

3.7.3. Total RNA’lardan ¢cDNA Eldesi

Total RNA’larda cift zincirli cDNA eldesi igin ticari bir kit (iScript™ c¢DNA Synthesis
Kiti, BIO-RAD, USA) kullanildi. Firmanin kit ile birlikte sundugu prosediire gére 0.2 ml
per tiipleri i¢inde 10 pl total RNA, 5 pl 5x iScript Reaction Mix, 1 ul iScript Reverse
Transcriptase ve 4 ul iScript Nuclease-free water ile 20 ul hacimde karisim hazirland.
Daha sonra tiipler yine prosediirde belirtilen sicaklik ve siireler olan 25°C’de 5 dk, 46°C’de
20 dk ve 95°C’de 1 dk tutularak cDNA sentez islemi tamamlandi.
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Bu islemler ROTORGENE Q (Qiagen, Germany) cihazinda gercgeklestirildi. Daha sonra

cDNA konsantrasyonlar1 yine NanoDrop cihazinda 6l¢iildii.

3.7.4. Real Time PCR Asamasi

Tablo 3.5’te dizilimleri verilen genlerin karaciger dokusunda mRNA transkript
seviyelerini belirlemek igin 2 pl cDNA iizerine 10 pl iTaq Universal SYBR® Green
Supermix (2x), 1 ul forward primer (ilgili gene ait primer), 1 ul reverse primer (ilgili
gene ait primer) ve 6 ul RNaz-DNaz igermeyen su eklenerek karisim hazirlandi. Daha
sonra karsim ROTOR-GENE Q (Qiagen, Germany) cihazinda Tablo 3.6’da verilen
dongiilere gore inkiibe edildi. Tiim islemler iTaq Universal SYBR® Green Supermix (2x)
(BIO-RAD) ile birlikte firmanin sundugu prosediire gore yapild. islem sonunda cihazdan

2*AACT

alinan CT degerleri ile metodu kullanilarak her bir genin ekspresyon seviyeleri

belirlendi (Livak and Schmittgen, 2001).

Tablo 3.6. Reaksiyon dongiileri

Basamak Sicaklik (°C)  Siire (saniye) = Dongii
Polimeraz Aktivasyonu ve DNA 95 30 1
Denatiirasyonu

Denatiirasyon 95 5 40
Annealing/Extension ve Plate Okuma 60 30 40
Erime egrisi analizi 65-95 2-5 1

3.8. Western Blot Analizi

Elde edilen toz halindeki karaciger dokular1 proteaz inhibitor kokteyl, fosfataz inhibitorii
ve sodyum ortovanadat igeren 1ml RIPA liziz tamponunda (sc-24948, Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Texas, USA) 100 mg doku ¢oziindiiriilerek buz icerisinde homojenize
edildi. Homojenatlar 16000 g’de 20 dk santrifiij edildi ve siipernatant kismi western blot
analizi i¢in kullanildi. Homojenatlardaki protein konsantrasyonu BSA standart olarak
kullanilarak Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Rockford, IL, USA) ile belirlendi.
Stipernatanttan 30 pg protein alinarak 6rnek tamponunda (Tris-HCI pH:6.8, glycerol,
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sodium dodecyl sulphate, B-mercaptoethanol, bromophenol blue) ¢oziildii ve % 10 sodyum
dodesil siilfat poliakrilamit jel elektroforezinde (SDS-PAGE) proteinler ayrildi.

3.8.1. SDS-PAGE Analizinde Kullanilan Ayiraglar

Akrilamid Stok Soliisyonu (%30): 14.6 g akrilamid ve 0.4 g N, N’-metilen bisakrilamid 50
mL’ye distile suyla tamamlandi ve manyetik karistirici yardimiyla 30 dk siireyle
karistirildi. Siizgec kagidindan gegirilerek siiziildii. Koyu renkli sisede +4°C’de en fazla 2

hafta muhafaza edildi.

Resolving Jel Tamponu [1.5 M tris-HCI (pH 8.8)]: 18.15 g trizma-base yaklasik 90 mL
distile suda eritildi ve IN HCl ile pH 8.8’e ayarlandi. Toplam hacim 100 mL’ye distile su

ile tamamlanarak +4°C’de saklanda.

Stacking Jel Tamponu [0.5 M tris-HCI (pH 6.8)]: 6.1 g trizma-base yaklasik 90 mL distile
suda eritildi ve 1N HCI ile pH 6.8’e ayarlandi. Toplam hacim 100 mL’ye distile su ile

tamamlanarak +4 °C’ de saklandi.

Tris-Glisin Elektrod Tamponu (pH 8.3): 1.515 g tris, 7.2 g glisin ve 0.25 g SDS distile su

ile 500 mL’ye tamamlandi.

Ornek Yiikleme Tamponu: 4 mL distile su, 1 mL 0.5M tris-HCI (pH 6.8) (stacking jel
tamponu), 0.8 mL gliserol, 1.6 mL %10 SDS, 0.4 mL 2-B-merkaptoetanol, 0.2 mL %0.05
bromfenol mavisi karistirildi. Koyu renkli sisede, oda 1sisinda en fazla 3 ay siireyle

saklandi.

%10 (a/h) Sodyum Dodesil Siilfat (SDS): 10 g SDS 50 mL distile suda hafifce karistirilarak
¢oziildi ve toplam hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlandi.
%10 (a/h) Amonyum Persiilfat (APS): 100 mg amonyum persiilfat tizerine 1 mL distile su

1lave edildi. Kullanmadan hemen 6nce, taze olarak hazirlandi.
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Bromfenol Mavisi Soliisyonu: 50 mg bromfenol blue yaklasik 5 mL distile suda ¢oziilerek
10 mL’ye tamamlandi.
%5 (h/h) Asetik Asit Soliisyonu: 50 mL Asetik asit distile su ile 1 L’ye tamamlandi. Jeller

bu soliisyonda saklandi.

3.8.2. SDS-PAGE Analizi

Baslangicta elektroforez plakalari saf su ile yikandiktan sonra, diiz cam plakalar plastik
mikalar yardimi ile 1 mm kalinhiginda sandvig teskil edecek sekilde bir araya getirildi. Ilk
once resolving jel (Tablo 3.7) 10 mL’lik bir enjektor yardimiyla plakalarin arasina dokiildii,
bu islemde hava kabarcigi olmamasina dikkat edildi. Doldurma islemine iist kenara 3 cm
kalincaya kadar devam edildi. Jelin ilavesinden sonra 1 mL’lik bir enjektor ile jel ylizeyi
iizerinde distile suyla doyurulmus biitanol ile ince bir tabaka meydana getirildi. Bu islemin
temel amaci diiz bir polimerizasyon hattini meydana getirmek i¢indi. Polimerizasyon i¢in
en az 2 saat beklenildikten sonra siizge¢ kagidiyla su uzaklastirild1 ve stacking jel (Tablo
3.7) hazirlanip hava kabarciklarinin olugmasina izin vermeden bir enjektor yardimi ile
dokiildii. Hemen ardindan plakalarin iist kismina 1 mm kalinligindaki taraklar yerlestirildi
ve en az 3 saat siireyle polimerizasyon i¢in beklenildi. Siirenin sonunda taraklar ¢ikarildi
ve polimerizasyon artiklarini uzaklastirmak i¢in 3 defa tris-glisin elektrod tamponuyla (pH
8.3) kuyucuklar yikandi. Yikama sonrasi ayni tampon ile kuyucuklar dolduruldu ve
numuneler 10 pL hacminde kuyucuklara uygulandi. 20 mA/jel sabit akim modunda

yaklasik 1 saat siireyle elektroforez islemi gergeklestirildi (Laemmli ,1970).

Tablo 3.7. SDS-PAIJE jellerinin kompozisyonlari

Rezolving Jel (%10) Stacking Jel (%4)

dH20 32.1mL 12 mL
Tris-HCI pH 8.8 20 mL -
Tris-HCI pH 6.8 - 5mL
%10 SDS 0.8 mL 0.2mL
Akrilamid stok 26.7 mL 2.66 mL
APS 400 uL 100 uL

Tetrametiletilendiamin (TEMED) 27 puL 10 uL
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Proteinlerin ayrildiktan sonra Thermo Fischer Pierce Power Station (Model N0:22838)
cihazinda 25V, 1.3A, 10 dk protokolii kullanilarak polyvinylidene fluoride (PVDF)
membranlara aktarildi. Daha sonra membranlar 1.5 saat boyunca % 0.1 Tween 20 ihtiva
eden tris-tamponu tuzunda [20 mM Tris, 150 mM NacCl, ve 0.1 Tween 20 (a/h)] ¢6zlinmiis
%5 BSA ile bloklandi. Bloklamadan sonra membranlar 5 defa 5 dk boyunca TBST ile
yikandi ve spesifik antikorlar1 [Bax (Santa Cruz Biotechnology, sc-7480, 1:500
sulandirma), Bcl-2 (Santa Cruz Biotechnology, sc-7382, 1:500 sulandirma), Caspase-3
(Santa Cruz Biotechnology, sc-7272, 1:500 sulandirma), NF-xB (Santa Cruz
Biotechnology, sc-8008, 1:500 sulandirma), 3-Actin (Santa Cruz Biotechnology, sc-47778,
1:500 sulandirma)] eklenerek gece boyunca +4 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra
membranlar 5 dk boyunca 5 defa TBST ile yikandi ve sonrasinda goat anti-mouse 1gG
sekonder antikor (Santa Cruz Biotechnology, sc-2005, 1:1000 sulandirma) eklendi ve 1.5
saat boyunca inkiibe edildi. Sekonder antikor ile inkiibasyondan sonra 5 dk boyunca 5 defa
TBST ile yikandi. Clarity'™ Western ECL Substrate (Bio-Rad, Hercules, USA)
kemiliiminesan reaktifi eklenerek prtotein bantlari goriiniir hale getirildi ve ChemiDoc
XRS+ (Bio-Rad Laboratories Inc., California, USA) cihazinda goriintiilendi. ImageLab
(Version 6.0.1, Bio-Rad Laboratories Inc., California, USA) programi kullanilarak protein

bantlarmin rolatif dansitesi hesaplandi.

3.9. istatiksel Analiz

Biyokimyasal verilerin istatistiksel analizi i¢in SPSS 20.0 paket programi kullanildi.
Istatistiksel analiz GraphPad Prism 5.01 yazilim ile gergeklestirildi. Istatistiksel
farkliliklar ve Onem seviyeleri “One-way Analysis of Variance (ANOVA)” testi ile
belirlenirken gruplar arasi farklarin tespitinde Tukey testinden yararlanidi. P<0.05

seviyesindeki sonuglar anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. An Siitiiniin LC-MS/MS Analiz Sonuclari
Bu c¢alismada, ratlarda vinkristin ‘nin neden oldugu deneysel karaciger hasarina karsi
icerisinde birgok dogal antioksidan bilesigi bulunduran ari siitiiniin etkileri arastirildi.

Aragtirma da kullanilan ar1 siitiiniin LC-MS/MS ile igerik analizleri yapildi.

Tablo 4.1. Ar siitlinlin analiz sonuglar1

No | Analitler A siitii No | Analitler Arn siitii
(mg Analit/g (mg Analit/g
Numune) Numune)

1 | Vanillin ND 28 | Ferulic acid ND

2 Daidzin ND 29 | Salicylic acid ND

3 Piceid ND 30 | Cyranoside ND

4 Coumarin ND 31 | Miquelianin ND

5 Hesperidin ND 32 | isoquercitrin ND

6 Quinic acid 6.573 33 | Rutin ND

7 Fumaric acid 3.927 34 | Genistin ND

8 | Aconitic acid 0.043 35 | O-Coumaric acid ND

9 Gallic acid 0.017 36 | Ellagic acid ND

10 | Protocatechuic acid 0.043 37 | Rosmarinic acid ND

11 | Gentisic acid ND 38 | Fisetin ND

12 | Epigallocatechin ND 39 | Cosmosiin ND

13 | Protocatechuic aldehyde | ND 40 | Quercitrin ND

14 | Catechin ND 41 | Astragalin ND

15 | Chlorogenic acid 0.019 42 | Nicotiflorin ND

16 | Tannicacid | -—--- 43 | Daidzein ND

17 | 4-OH Benzoic acid 291 44 | Genistein 0.004
18 | Epigallocatechin gallate 45 | Quercetin 0.037
19 | Cynarin 46 | Luteolin 0.005




20 | Vanilicacid | - 47 | Hesperetin ND
21 | Epicatechin | ----- 48 | Naringenin ND
22 | Caffeic acid 0.023 49 | Kaempferol ND
23 | Syringicacid | - 50 | Apigenin 0.003
24 | Syringic aldehyde | ----- 51 | Amentoflavone ND
25 | Epicatechin gallate | ----- 52 | Acacetin 0.011
26 | p-Coumaric acid 0.332 53 | Chrysin 0.012
27 | Sinapicacid | -----
ND: Not Detected

(x100.000)

Sekil 4.1. Ar siitiiniin LC-MS/MS analiz kromatogrami
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Ari siitii baslica fenolik asitler, flavonoidler, polifenoller, 10-HDA gibi lipidler, royalisin,

jelleines, aspimin ve royalaktin gibi bilesiklerden olusan yiiksek biyoaktif i¢erige sahiptir.

Bu calismada, Bing6l yoresinden elde edilen ar1 siitlinilin analizinde, toplam 53 ¢esit fenolik

bilesene bakildi. Analizde oransal olarak sirasiyla bu bilesiklerden, quinic asit, fumarik

asit, gallik asit, 4-OH benzoik asit, p-kumarik asit, akonitik asit, protocatechuic asit,

quersetin, kaffeik asit, klorogenik asit, chrysin, acacetin, luteolin, genistein ve apigenin

olmak iizere 15 tane antioksidan bilesik tespit edildi. Ozellikle yukarida ismi gegen

antioksidan bilesiklerin bir dizi farmakolojik ve biyolojik etkilerinin oldugu birgok
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makalede bildirilmistir. Dolayisiyla ar1 siitiiniin zengin antioksidan igeriginin bu
bilesiklerden kaynaklandig1 diigiiniilmektedir. Ayrica Tablo 4.1°de ismi gecen diger
bilesiklerin ise tespit edilemedigi anlasilmistir. Yapilan birgok c¢alismada ari siitiinlin
zengin igerigi sayesinde anti-bakteriyel, anti-oksidan, anti-kanser, immiinmodiilat6r, anti-
inflamatuar, vazodilatif, hipotansif ve anti-tiimor aktivite gosterdigi belirlenmistir (Zorer,
2016; Viuda-Martos et al., 2017).

4.2. Karaciger Fonksiyon Testleri

Karaciger, kimyasal ve dogal toksinlerden etkilenen ilag ve ksenobiyotik metabolizmasi
icin hayati bir metabolik organdir. Karaciger hasari, hiicresel nekroz, fibroz, doku lipid
peroksidasyonu ve glutatyon diizeylerinde azalmaya yol acan sistemik oksidatif stres ile
iliskilidir (Shirani et al., 2020). Modern tipta giivenilir hepato-koruyucu ilaglarin eksikligi
g0z Oniine alindiginda, bitki kaynakli fito-bilesenler ve dogal ari iiriinleri dikkate deger bir

secenek gibi goriinmektedir.

Karaciger hasari, ALT, AST, ALP ve bilirubin gibi bazi biyokimyasal belirteclerle teshis
edilebilir. Serum enzim seviyelerindeki ylikselmeler, karaciger toksisitesinin ilgili
gostergeleri olarak alinirken hem toplam hem de konjuge bilirubin seviyelerindeki artiglar,
genel karaciger fonksiyonunun 0l¢iitleridir. Hiicrede bulunan bu enzimlerin plazma ya da
seruma salinmasi hepatik hasarin en Onemli gostergesidir. Bu enzimlerin kanda ve
serumdaki seviyeleri hepatoksisitenin derecesi hakkinda bilgi vermektedir (Singh et al.,
2011).

Serum ALT aktivite seviyesi, hepatotoksik etkilerin en sik gilivenilen laboratuvar
gostergesidir ve karaciger hasarinin altin standart klinik kimya belirteci olarak kabul edilir.
ALT, amino asit metabolizmasinda ve glukoneogenezde onemli bir rol oynar. ALT ve
AST, bir amino grubunun sirasiyla alanin veya aspartattan alfa-ketoglutarata indirgeyici
transferini katalize ederek sirasiyla glutamat ve piruvat veya oksaloasetat verir. Hasarli
hepatositler, ALT ve AST dahil olmak tizere i¢eriklerini hiicre dis1 bosluga birakir. Serbest
birakilan enzimler nihayetinde dolasima girer ve bdylece ALT ve AST'nin serum
seviyelerini arttirir. ALT, iskelet kas1 ve kalp dokusunda bulunan daha diisiik enzimatik

aktivitelerle, oncelikle karacigere lokalizedir (Ozer et al., 2008).
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Serum AST aktivitesi, ALT aktivitesine kiyasla karaciger fonksiyonunun daha az spesifik
bir biyobelirteci olarak kabul edilir. AST kalp, beyin, iskelet kas1 ve karaciger dokusunda
lokalizedir. AST hasarli miyositlerden ve hepatositlerden salinir. Serum AST'nin ALT'ye
orani, karaciger hasarii diger organ hasarlarindan ayirt etmek i¢in kullanilabilir. ALT
seviyeleri, hepatit gibi baz1 kronik karaciger hastalig tiirlerinde AST seviyelerinden daha
yiiksektir. Serum ALT ve AST enzimatik seviyelerindeki artislar, 6zellikle iskelet kast

olmak tizere karaciger dis1 hasardan da kaynaklanabilir (Ozer et al., 2008).

Serum ALP enzimi alkali bir pH'ta monofosfatlar1 hidrolize eder. Ozellikle karacigerin
safra kanallarin1 kaplayan hiicrelerde bulunur. Kemik, plasenta, bobrek ve bagirsak gibi
diger organlarda da bulunur. Oncelikle hepatobiliyer etkilerin ve kolestazin bir belirtecidir
(Ramaiah, 2007; Singh et al., 2011). Insanlarda artmis ALP seviyeleri ilaca bagli kolestaz
ile iligkilendirilmistir (Wright and VVandenberg, 2007).

Vinkristin kullanim1 dozuna bagli olarak bir¢ok istenmeyen yan etki ile birlikte karacigerde
akut veya kronik hasar olusturdugu ve serum AST, ALT ve ALP gibi enzim aktivitelerinde
yiikkselmeye yol agtigi bildirilmistir (Aksit 2015). Yapilan bir¢ok calismada, ratlarda
vinkristin  uygulamasi sonucu seum AST ve ALT seviyeleri yiiksek oldugu
gozlemlenmistir (Shati et al., 2019; Rezaeikia et al., 2019). Harchegani ve arkadaslari
tarafindan yiiriitiilen bir caligmada, ratlara intraperitoneal uygulanan vinkristin sonrasinda
serum ALT, AST, ALP ve bilirubin seviyelerinin kontrol gruplarina kiyasla arttigini ve
tedavi amaciyla verilen safron’un bu degerleri azalttigi bildirilmistir (Harchegani et al.,
2019). Bir baska c¢alismada ise, slire bazli intravendz vinkristin uygulamasi sonucu
deneysel karaciger hasar1 modeli olusturulmustur. Calismanin biyokimyasal verileri
incelendiginde kontrol grubuna kiyasla 2. ve 24. saatlerdeki serum AST, ALT ve ALP
seviyelerinin anlaml bir sekilde attig1 rapor edilmistir (Upmanyu et al., 2009).
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Serum AS‘I(']I aktivitesi

Sekil 4.2. Serum AST aktivitesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu karsilastirma testine gore
istatistiksel bir farklilik gostermektedir, p<0.05)

Yapilan ¢alismada, karaciger hasar1 belirtegleri olan serum AST, ALT ve ALP aktiviteleri
incelendiginde (sekil 4.2, 4.3 ve 4.4) kontrol ve art siitii gruplarinda enzim aktivitelerinin
istatistiksel olarak ayni oldugu (p>0.05), vinkristin uygulamasinin serum AST, ALT ve
ALP aktivitelerini anlamli olarak artirdigi (p<0.05) ve vinkristin ile birlikte kombine
kullanilan ar1 siitiiniin (150 ve 300 mg/kg) ise artan bu enzim aktivite seviyelerini

distirdiigti belirlenmistir (p<0.05).
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Serum ALT aktivitesi
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Sekil 4.3. Serum ALT aktivitesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu karsilastirma testine gére
istatistiksel bir farklilik gostermektedir, p<0.05)

Son yillarda yapilan bazi deneysel hepatotoksisite ¢alismalarinda ar1 siitiinlin biyokimyasal
ve farmakolojik etkinligi kanitlanmistir. Bu calismalarda baz1 agir metal ve kimyasallarla
deneysel hepatotoksisite modeli olusturulmus ve serum AST, ALT ve ALP enzim
aktivitelerinin arttig1 belirlenmistir. Gliglii antioksidan 6zelligi ile 6n plana ¢ikan ari
stitlinlin bu enzim aktivtelerini diigiirdiigii rapor edilmistir (Cemek et al. 2010; Mahmoud
and Elsoadaa 2013; Almeer et al., 2018).
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Sekil 4.4. Serum ALP aktivitesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu karsilastirma testine gore
istatistiksel bir farklilik gostermektedir, p<0.05)

4.3. An Siitii ve Vinkristin’nin Antioksidan Parametreler Uzerine Etkileri

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), normal hiicresel metabolizmanin bir sonucu olarak canlt
organizmalar tarafindan molekiiler oksijenden iiretilir. ROS serbest radikal ve radikal
olmayanlar olarak 2 gruba ayrilabilir. Serbest radikaller, eslesmemis elektronlara sahip,
genellikle kararsiz ve oldukca reaktif olan atomlar veya molekiiller olarak bilinir.
Fizyolojik 6neme sahip 3 ana ROS, siiperoksit anyonu (O2), hidroksil radikali (*OH) ve
hidrojen peroksittir (H202). ROS diisiik ila orta konsantrasyonlarda, fizyolojik hiicre
stireglerinde islev goriirler, ancak yiiksek konsantrasyonlarda, lipitler, proteinler ve DNA
gibi hiicre bilesenlerinde hasara sebep olmaktadir. Bu hasarlar ayrica membran
biitlinliigiinlin kaybolmasina, proteinlerde yapisal ve fonksiyonel degisikliklere ve gen
mutasyonlarina neden olur. Oksidan/antioksidan arasindaki dengenin oksidanlar lehine
degismesine "oksidatif stres" denir. Oksidatif stres, kanser, norolojik bozukluklar,
hepatotoksisite, ateroskleroz, hipertansiyon, iskemi/perfiizyon, diyabet, akut solunum
sikintis1 sendromu, idiyopatik pulmoner fibroz, kronik obstriiktif akciger hastaligi dahil

birgok patolojik duruma neden olmaktadir (Birben et al., 2012; Li et al., 2015).
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Hem enzimatik hem de enzimatik olmayan antioksidan sistem, fizyolojik kosullar altinda
oksidatif stresle basa ¢ikmak i¢in hiicresel yanit igin gereklidir. Bu nedenle SOD, CAT ve
GPx gibi antioksidan enzimler ve GSH gibi enzimatik olmayan molekiiler oksidatif stres

diizeyini degerlendirmek icin indeks olarak kullanilir.

Stiperoksit dismutaz, oksiradikal olusumu inhibe etmede Onemli olan bir antioksidan
enzimdir ve oksidatif stresi belirtmek ic¢in bir biyobelirte¢ olarak kullanilir. SOD,
stiperoksit radikallerinin H,O, ve O.'ye doniisiimiinii katalize eder ve oksiradikallerle
ilgilenen ilk enzimdir. KAT, biyolojik sistemi reaktif oksijen tiirlerine karsi koruyan bir
diger antioksidan enzimdir. Bir oksidatif stres meydana geldiginde, hiicrede salinan
stiperoksit anyonlariin (O2™) ¢ogu, peroksizomlarin i¢inde iiretilen H2O2 molekiillerine
dontisiir ve olusan HoO2 molekiilleri KAT enzimi tarafindan suya ve molekiiler oksijene
dontistiirtiliir. Bu antioksidan enzimler doku ve organlart oksidatif strese kars1 korumak

icin gereklidir (Kirici et al., 2017).
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Sekil 4.5. Karaciger SOD aktivitesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu karsilastirma testine gore
istatistiksel bir farklilik gostermektedir, p<0.05)

Glutatyon, organlar1 ve dokulart ROS'un istenmeyen etkilerine karsi koruyan enzimatik

olmayan bir tripeptit antioksidandir. Lipid peroksidasyonu sirasinda olusan 4-hidroksi-3-
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nonenal gibi elektrofil ile konjuge edilerek membran lipidinin peroksidasyonunu korur.
GPx enzimi H202 ve lipid peroksitlerin indirgenmesini katalize eder ve GSH varliginda
lipid peroksidasyonuna karsi etkili bir koruyucu enzim olarak kabul edilir. Boylece hiicre

zarlarinin ve mitokondrilerin biitiinliigiinii korur (Caglayan et al., 2018).

g0, Karaciger KAT Aktivitesi
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Sekil 4.6. Karaciger KAT aktivitesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu karsilagtirma testine
gore istatistiksel bir farklilik géstermektedir, p<0.05)

Vinkristin kaynakli karaciger toksisitesinin altinda yatan mekanizma heniiz net degildir.
Ancak vinkristin olast mekanizmasit ise ROS’u tetikleyerek hasara neden oldugu
diisiiniilmektedir. Yapilan bir calismada vinkristin’in karaciger hasarina neden oldugu ve
SOD, KAT, GPx ve GSH seviyelerini diisiirerek antioksidan kapasiteyi azalttigi rapor
edilmistir (Comakli et al., 2023). Bu ¢alismada enzimatik SOD, KAT ve GPx aktiviteleri
ile non-enzimatik GSH seviyesi incelendiginde kontrol grubuna kiyasla, vinkristin
uygulamasi sonucu dnemli diizeyde diisiisler tespit edilmistir (p<<0.05). Tedavi amaciyla
verilen 150 ve 300 mg/kg dozlarindaki ar siitiiniin karaciger antioksidan kapasitesini
artirdig1 ve 300 mg/kg dozunun daha etkili oldugu belirlenmistir.

Son yillarda yapilan birkag ¢alismada farkli kimyasal ila¢ ve ajanlar kullanilarak deneysel

karaciger toksisitesi olusturularak ar1 siitiiniin olas1 koruyucu etkileri arastirilmistir.
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Bu ¢aligmalarda ar1 siitliniin artan oksidatif stresi modiile ettigi ve SOD, KAT ve GPx gibi

endojen bazi antioksidan enzim aktivelerinde artisa neden oldugu rapor edilmistir

(Karadeniz et al., 2011; Hamza et al., 2022; Tohamy et al. 2022).
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Sekil 4.7. Karaciger GPx aktivitesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu karsilastirma testine gore
istatistiksel bir farklilik gostermektedir, p<0.05)

nmol/g doku

Karaciger GSH Diizeyi
d

——

Sekil 4.8. Karaciger GSH diizeyi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu karsilastirma testine gore
istatistiksel bir farklilik gostermektedir, p<0.05)
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4.4. An Siitii ve Vinkristin’nin Lipit Peroksidasyonu Uzerine Etkileri

Oksidatif stres, doymamis lipidleri polar lipid hidroperoksitlere doniistiirerek lipid
peroksidasyonuyla sonuglanan hiicresel biyomembranlarda radikal aracili hasara neden
olabilmektedir. Lipit peroksidasyonu, serbest radikallerin (oksil radikalleri, peroksil
radikalleri ve hidroksil radikalleri) zar lipitlerine etki etmesi ile olusur. Lipid
peroksidasyonu ayrica DNA, protein ve diger makromolekiilleri modifiye edebilen
epoksitler ve aldehitler gibi reaktif elektrofiller dahil bir¢ok oksitlenmis {iriinlerin
olusumuna yol agmaktadir. Ornekler arasinda, oksidatif stresin dolayl1 bir indeksi olarak
olgiilebilen malondialdehit (MDA), 4-hidroksi-2-nonenal (HNE), 2-propenal (akrolein) ve
izoprostanlar yer alir (Dalle-Donne et al., 2006). Hiicrelerdeki yogun serbest radikaller,
zardaki doymamis yag asitlerinden elektron uzaklastiran bir reaksiyon dizisini baslatirlar.
Lipit peroksidasyon reaksiyonlart memran lipitlerinin yikilmasina neden olur ve sonlanma
basamaklarinda reaktif iriinler agiga ¢ikarirlar (Tsikas, 2017; Sies, 2017). MDA, lipit
peroksidasyonlari sonucu aciga ¢ikan reaktif bir aldehittir. Oksidatif stresi sonucu yiikselen

MDA seviyesi hiicrede dolayli olarak hasarinin belirtecidir (Su et al., 2019).

Harchegani ve arkadaslarmin yapmis oldugu calismada, deneysel siganlarda vinkristin
stilfat kaynakli hepatotoksisite modeli olusturulmustur. Deney sonucunda kontrol grubuna
kiyasla, vinkristin grubunda lipit peroksidasyonu belirteci olan MDA diizeyinde artis tespit
edilmistir (Harchegani et al., 2019). Bir baska ¢alismada ise yetiskin erkek siganlara
vinkristin enjeksiyonu sonucu karaciger MDA diizeyinde yiikselme tespit edilmistir
(Rezaeikiaetal., 2019). Mevcut ¢alismada, karaciger MDA seviyesi incelendiginde (Sekil
4.9), kontrol ve ar1 siitii gruplarinin arasinda anlamli bir fark tespit edilemedi (p>0.05).
Sadece vinkristin uygulanan grupta MDA seviyesinde kontrol ve ar1 siitii gruplarina gore
artis tespit edildi (p<0.05). VCR+ An Siitii 150 ve VCR + An Siitii 300 gruplarinda ise
artan MDA seviyesinin azaldigi (p<0.05) ve ar1 siitiiniin doz bagimli olarak MDA seviyesi

izerine etki ettigi kaydedilmistir.
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Sekil 4.9. Karaciger MDA diizeyi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu karsilastirma testine gore
istatistiksel bir farklilik géstermektedir, p<0.05)

45. An Siitii ve Vinkristin’nin Inflamasyonla iligkili Parametrelerin mRNA

Transkript Seviyeleri Uzerine Etkileri

Sitokinler, hiicre-hiicre iletisimine aracilik eden kii¢iik molekiiler agirlikli proteinler veya
peptit habercileridir ve bir¢cok fizyolojik siirece katilirlar. Sitokinler ya zayif anti-
inflamatuardirlar, enflamasyonu smirlayan pro-inflamatuar sinyallerin aktivitesini ve
iiretimini baskilarlar; ya da enfeksiyon ve yaralanma sonucu inflamasyonu indiikleyen pro-
inflamatuarlardir. Farkli sitokin kombinasyonlari, iltihaplanma, proliferasyon ve
anjiyogenez gibi farkli sonuglara yol agar (Mannaa and Abdel-Wahhab, 2016). Hormon
benzeri olan bu molekiiller monosit, lenfosit, makrofaj ve somatik hiicre gibi farkli hiicre
gruplari tarafindan salgilanabilirler. Sitokinler depolanamaz ve farkli hiicrelerden ayni etki
lizerine salgilanabilirler. Antagonist ve sinerjik etki gosterebilirler (Wilson et al., 2002).
Sitokinler yapisal ve islevsel ozelliklerine gore interlokinler, interferonlar, transforme
bliylime faktorii (TGF-B), timor nekrozis faktorii siiper ailesi, koloni stimiilan faktorler

olarak cesitli sekillerde gruplandirilmaktadirlar (Kaiser and Staheli, 2014).
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Niikleer faktor kappa B pro-anjiyojenik, proinflamatuar ve immiin diizenleyici aktivitelerle
birkag sitokinin ekspresyonunu kontrol eden birincil bir transkripsiyon faktoriidiir. Memeli
canlilarda NF-xB ailesine ait bes ¢esit [RelA (p65), RelB, c-Rel, NF-kB1 (p50) ve NF-kB2
(p52)] transkripsiyon faktorii belirlenmistir (Uguz, 2016). NF-xB sitoplazmada inaktif
durumda, c¢ekirdekte ise aktif durumda bulunur. NF-«B, diger sitokinler, serbest radikaller
ve ¢esitli ajanlar tarafindan uyarilabilirler (Woods et al., 2002). NF-xB aktivasyonunun
inhibisyonu terapétik olarak onemlidir ¢iinkii TNF-a, IL-1B ve IL-6 gibi sitokinlerin
aktivasyonunda ve gen regililasyonunda 6nemli bir rol oynar. NF-kB'nin diizensizligi veya
seviyesinin artmasi romatoid artrit ve astim gibi inflamatuar hastaliklarin yani sira iilseratif
kolit ve Crohn hastalig1 ile iligkilendirilmistir (Kandemir et al., 2017; Caglayan et al.,
2018).
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Goreli mRNA transkipt seviyesi

Sekil 4.10. Karaciger NF-kB mRNA transkript seviyesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu
karsilagtirma testine gore istatistiksel bir farklilik gdstermektedir, p<0.05)

Tiimor nekroz faktdr alfa makrofajlar ve lenfositler tarafindan salgilanan ve hiicre
boliinmesine etki eden inflamatuar sitokindir. Birgok inflamatuar ve enfeksiyoz hastalikta
merkezi bir rol oynadig1 bildirilmistir. TNF-a hiicrelerdeki seviyesinin normal oldugu
durumlarda doku hasarini onarma ve dokularda yenilenme gibi olumlu etkiler gosterir.

Hiicredeki seviyesinin artmasi ise dokularda hasar, sitotoksisite ve bazi dokularda nekroz
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gibi olumsuz durumlara neden olmaktadir (Papadakis and Targan, 2000). IL-1;
interlokinler ailesinden olup dendritik hiicreler, B hiicreleri, T hiicreleri, vaskiiler endotel,
fibroblastlar, keratinositler ve makrofajlar gibi gesitli hiicreler tarafindan iiretilmektedir.
IL-1 molekiil agirliklar1 ayni, yiikleri farkli olan IL-o ve IL-1PB olarak farklilasmustir (Onel
ve Yildirnm, 2021). IL-1f monosit, makrofaj, fibroblast ve endotelyal hiicrelerden
proinflamatuar salgi olarak inflamatuar yanitlar1 diizenlemek i¢in salgilanir. Hiicre hasari,
inflamasyon, invazyon, apoptozis, proliferasyon ve farklilasmada etkin rol oynar (Zhang
and An 2007). Yapilan c¢alismada, kontrol grubuna kiyasla vinkristin grubunda NF-«B,
TNF-a ve IL-1B mRNA transkripsiyon seviyelerinin yiikseldigi tespit edildi (p<0.05).
Tedavi amaciyla verilen ar1 siitinlin NF-kB, TNF-a ve IL-1p mRNA transkripsiyon
seviyelerini diislirdiigii belirlendi. Son yillarda bir grup arastirmaci tarafindan yiirtitiilen bir
calismada ratlarda kadminyum kloriir kaynakli deneysel karaciger hasari modeli
olusturulmustur. Calismada tedavi amaciyla kombine verilen ar1 siitiiniin TNF-a ve IL-13
gibi pro-inflamatuar sitokinlerin hem seviyelerini hem de mRNA transkript seviylerini

diisiirdiigii rapor edilmistir (Almeer et al., 2018).

(TNF-o/B-Aktin)

Goreli mRNA transkript seviyesi

Sekil 4.11. Karaciger TNF-o. mMRNA transkript seviyesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu
karsilastirma testine gore istatistiksel bir farklilik gdstermektedir, p<0.05)
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Goreli mRNA transkript seviyesi

Sekil 4.12. Karaciger IL-1p mRNA transkript seviyesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu
karsilagtirma testine gore istatistiksel bir farklilik gostermektedir, p<0.05)

46. An Siitii ve Vinkristin’nin Endoplazmik Retikulum Stresi ile liskili

Parametrelerin mMRNA Transkript Seviyeleri Uzerine Etkileri

Endoplazmik retikulum okaryotik organizmalarin hiicrelerinde bulunan en biiyilik
organeldir. Sitoplazma boyunca niikleer zardan uzanan, zarla ¢evrili tiibiiller ve keselerin
birbirine bagl bir agidir. Endoplazmik retikulum; proteinlerin katlanmasini,
modifikasyonunu ve taginmasini diizenleyerek ¢ok ¢esitli hiicresel siireclerde kritik bir rol
oynar. Ayrica fosfolipidlerin ve steroidlerin sentezini ve dagitimim1 da {stlenir.
Endoplazmik retikulum, kalsiyum iyonu depolama bdlgesidir ve hiicre igi kalsiyum
homeostazin1 da diizenler (Liu et al., 2017). Fizyolojik kosullar altinda endoplazmik
retikulumiin protein yiikii ile katlanma kapasitesi arasinda bir denge vardir. Artan protein
sentezi, yanlis katlanmig proteinlerin birikmesi, kalsiyum veya redoks dengesindeki
degisiklikler gibi endoplazmik retikulum homeostazindaki degisiklikler, endoplazmik
retikulum stresi adi verilen bir duruma yol acar (Ozcan and Tabas, 2012). Endoplazmik
retikulum stresiyle basa ¢ikmak icin hiicresel adaptif yanit, katlanmamis protein yaniti

(UPR) olarak bilinir. Baslangigta UPR, protein katlama kapasitesini artirarak ve
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katlanmamig proteinlerin birikimini azaltarak endoplazmik retikulum homeostazini eski
haline getirme islevi goriir. Karmasik bir ag araciligiyla UPR, yeni protein translasyonunu
kesintiye ugratmak, uygun protein katlanmasina yardimci olmak ve yanlis katlanmis
proteinlerin bozulmasini tesvik ederek endoplazmik retikulum stresinin azalmasina yol
acar. Bu adaptasyon ve diizeltme mekanizmalar1 endoplazmik retikulum homeostazini eski
haline getirmek i¢in yetersizse, endoplazmik retikulum stresi devam eder ve apoptotik
hiicre 6liimiiyle sonuglanir (Morishima et al., 2004; Tabas and Ron, 2011). Bu nedenle,
UPR genellikle bir hiicresel savunma mekanizmasi olarak kabul edilir. UPR islemi,
glikozla diizenlenen protein 78 (GRP78) olarak bilinen kritik bir ana oyuncuya sahiptir.
GRP78, protein sentezi, katlanmasi ve birlestirilmesi dahil olmak iizere protein
biyosentezinin kalite kontroliinde ¢ok 6nemli bir rol oynar (Ron and Walter, 2007). Ek
olarak, GRP78, UPR sinyal yolunun baslaticist olarak iglev goriir. UPR'yi baglatan ti¢ adet
endoplazmik retikuluma lokalize transmembran sinyal transdiiseri oldugu tespit edilmistir.
Bu URP sensorleri, inositol gerektiren kinaz 1 (IRE1), protein kinaz benzeri ER Kinaz
(PERK) ve aktive edici transkripsiyon faktorii 6 (ATF6) olarak bilinir. Bunlar, hiicrelerde
yapisal olarak ifade edilir, ancak GRP78 ile sik1 bir sekilde baglanir ve bu nedenle normal
kosullar altinda inaktiftirler. Endoplazmik retikulumda yanlis katlanmis proteinler
olustugunda, GRP78, yanlis katlanmig proteinleri bulmak ve baglamak ig¢in bu
transdiiserleri ¢ozer ve serbest birakir (Chong et al., 2017). UPR daha sonra aktive edilmis
serbest PERK, IRE-1 ve ATF6 tarafindan spesifik yollari araciligiyla simiile edilir, bdylece
yeni proteinlerin sentezi azaltilir ve endoplazmik retikulum ig¢indeki ortamin stabilitesini
geri kazanmak i¢in endoplazmik retikulumde katlanmamis ve yanlis katlanmis proteinlerin
birikmesi azaltilir (Wu et al., 2018). Bir grup bilim insani tarafindan yiiriitiilen bir
calismada vinkristin kaynakli periferal sinir hasarinda endoplazmik retikulum stres
parametreleri olan GRP78, PERK, IRE-1 ve ATF6 mRNA transkript seviyelerinin yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Buna karsin tedavi amaciyla verilen quersetinin bahsi gegen
parametrelerin seviyelerini modiile ederek endoplazmik retikulum stresini azalttigini rapor

edilmistir (Yardim et al., 2020).
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Mevcut c¢alismada, GRP78, PERK, IRE-1 ve ATF6 mRNA transkript seviyeleri
incelendiginde kontrol ve ar1 siitii grubu arasinda istatiksel bir fark bulunamadi. Vinkristin
uygulamasi1 GRP78, PERK, IRE-1 ve ATF6 seviyelerini kontrol ve ar1 siitii gruplarina gore
anlamli bir sekilde artird1 (p<0.05). Vinkristin ile birlikte kullanilan ar1 siitii gruplarinda ise
artan parametrelerin mRNA transkript seviyeleri anlaml bir sekilde azaldig tespit edildi
(p<0.05).
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Goreli mRNA transkript seviyesi
(ATF-6/B-Aktin)
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Sekil 4.13. Karaciger ATF6 mRNA transkript seviyesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu
karsilagtirma testine gore istatistiksel bir farklilik gostermektedir, p<0.05)
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Goreli mRNA transkript seviyesi
(PERK/B-Aktin)

Sekil 4.14. Karaciger PERK mRNA transkript seviyesi (Farkli harfle gdsterilen siitunlar, Tukey ¢oklu
karsilagtirma testine gore istatistiksel bir farklilik géstermektedir, p<0.05)
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Goreli mRNA transkript se

Sekil 4.15. Karaciger IRE1 mRNA transkript seviyesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu

karsilastirma testine gore istatistiksel bir farklilik géstermektedir, p<0.05)
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Goreli mRNA transkript seviyesi
(GRP78/B-Aktin)

Sekil 4.16. Karaciger GRP78 mRNA transkript seviyesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu
karsilagtirma testine gore istatistiksel bir farklilik gdstermektedir, p<0.05)

4.7. An Siitii ve Vinkristin’nin Otofaji ile iliskili Parametrelerin mRNA Transkript

Seviyeleri Uzerine Etkileri

Otofaji, hiicredeki yaslanmis ve hasarli organeller ile yanlis katlanmus sitozolik proteinlerin
lizozom organeli aracilig1 ile pargalanmasini saglayan bir mekanizmadir. Otofaji hiicrede
besin kitliginda, patojen enfeksiyonunda, hipoksi ve ROS durumlarinda tetiklenebilen
katabolik reaksiyonlar1 iistlenmistir. Intraselliiler molekiillerin geri ddniisiimiine etki
ederek homeostasiyi korur (Liu, 2017). Otofaji reaksiyonlarinin hiicre 6liimii, hiicre
farklilagmasi, hiicre yaslanmasi, metobolik aktivite diizenlenmesi ve yabanci madde yikimi
gibi gorevleri vardir (Arslan et al., 2011). Otofaji memeli canlilarda mikrootofaji, saperon
aracili otofaji ve makrootofaji olarak ¢esitlenmistir. Mikrootofajide, kiigiik molekiiller
lizozoma alinarak pargalanir. Makrootofajide, bazal diizeyde hasar gormiis organeller
otofajik vakuoller (otofagozom) olusturularak parcalanir. Saperon aracili otofajide ise

proteinler lizozoma saperonlar vasitasi ile getirilir (Karadag, 2016).

Otofaji hem hiicresel sinyallesme de hem de hasarda ROS ile iligkili patolojik yanitlarin
kritik bir aracisi olarak ortaya c¢ikmustir (Wible and Bratton, 2018). Mitokondri,
hiicrelerdeki ana ROS kaynagidir ve mitokondriyal ROS genellikle oksidatif fosforilasyon
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sirasinda  biyoenerjetiklerin  yan iriinleri olarak {retilir. ROS, O2'nin elektron
indirgenmesiyle olusan Oz~ ve H»0; dahil olmak iizere O2’nin oldukg¢a reaktif
metabolitleridir. Gegis metali iyonlarinin varliginda, daha reaktif OH- radikali tretilir.
ROS, proliferasyon, farklilagsma, programlanmis hiicre oliimii, otofaji, redoks sinyali,
kalsiyum homeostazi, hipoksik stres tepkileri ve kok hiicre yeniden programlanmasi dahil
olmak iizere cesitli hiicresel siire¢lere katkida bulunan fizyolojik diizeyde sinyal
molekiilleri olarak hareket edebilir. Tersine, asir1 oksidatif stres, ¢esitli patolojilerde yer
alan proteinlere ve hiicresel bilesenlere zarar verir. Fizyolojik ROS, farkl: hiicre tiplerinde
hiicresel homeostaz1 siirdiirmek i¢in otofajiyi indiiklerken, redoks sinyallemesindeki

diizensizlik, cesitli hastaliklara yol agan otofajik aktiviteyi artirabilir (Yun et al., 2020).

Beclin 1, LC3A ve LC3B otofajiyi incelemek i¢in yaygin olarak kullanilan ii¢ anahtar
proteindir. LC3, otofagozomal bir protein olup, otofaji hakkinda belirte¢ rol
iistlenmektedir. MAP1LC3 ailesinin olan bu proteinin LC3A, LC3B ve LC3C olmak iizere
ti¢ farkli izoformu bulunmaktadir (Koukourakis et al., 2015; Kadigesme vd., 2021). LC3A
sitoplazmada bulunurken, LC3B otofagozomlarin i¢ ve dis zarlarinda bulunur. Otofaji
meydana geldiginde, LC3A LC3B'ye doniistiiriiliir. Bu nedenle, LC3B'in LC3A'ya orani,
otofajinin bir gdstergesi olarak kullanilir (Wang et al., 2020). Comakl1 ve arkadaslari
tarafindan  yiiriitiilen bir c¢alismada vinkristin indiikli  karaciger hasarinda
immunohistokimyasal tekniklerle LC3B ekspresyon seviyeleri arastirilmistir. Calisma
sonucunda LC3B ekspresyon seviyelerinin arttig1 ve tedavi amaciyla verilen dogal bir
antioksidan bilesik olan quersetin’in vinkristin kaynakli artis1 azalttigini rapor etmislerdir
(Comakli et al. 2023). Bir baska ¢alismada ise kemoterapotik bir ilag olan paksitaksel’in
neden oldugu spinal kord ve siyatik sinir hasarinda Beclin 1, LC3A ve LC3B mRNA
transkript seviyelerinin artig1, buna karsin tedavi amaciyla verilen kurkumin’in bu
parametrelerin seviyelerini disiirerek anti-otofajik ozellik sergiledigi bildirilmistir

(Yardim et al., 2021).
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Goreli mRNA transkript seviyesi
(LC3A/B-Aktin)

Sekil 4.17. Karaciger LC3A mRNA transkript seviyesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu
karsilagtirma testine gore istatistiksel bir farklilik gostermektedir, p<0.05)
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Sekil 4.18. Karaciger LC3B mRNA transkript seviyesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu
karsilastirma testine gore istatistiksel bir farklilik gdstermektedir, p<0.05)
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Yapilan ¢aligmada, karaciger LC3A ve LC3B mRNA transkript seviyeleri incelendiginde
(Sekil 4.17 ve sekil 4.18), kontrol grubu ile karsilastirildiginda vinkristin grubunda bu
parametrelerin seviyeleri 6nemli dlglide artmustir (p<<0.05). Vinkristin ile birlikte verilen
ar1 sitiiniin (150 ve 300 mg/kg) ise artan LC3A ve LC3B mRNA transkript seviyelerini
anlamli bir diizeyde diistirmiistiir (p<0.05).

4.8. An Siitii ve VCR’nin Apoptoz ile iliskili Protein Ekspresyon Seviyeleri Uzerine
Etkileri

Apoptoz veya programlanmis hiicre Olimi, tim cok hiicreli organizmalarin normal
gelisimi ve homeostazi i¢in gerekli olan ve dogal olarak meydana gelen bir hiicre 6liim
stirecidir. Bu islem ayrica hasarli, enfekte veya potansiyel olarak neoplastik hiicrelerin
¢ikarilmast i¢in onemlidir. Cok hiicreli canlilarda hiicreler olusturulup yikilarak denge
saglanmaktadir. Programli hiicre 6limii olarak adlandirilan bu silire¢ organizmalar igin
hayati bir fizyolojik siirectir (Kaya et al., 2012). Apoptoz orgaizmalarda; hiicre oliimii
sinyallerinin alinmasi, kaspazlarin aktive olmasi, apoptozom gerceklesmesi, hiicrenin

par¢alanma ve kalan materyalin fagosiztoz ile yenilmesi basamaklarini takip etmektedir
(Canpolat, 2016).

Apoptoz organizmalarda kontrollii bir sekilde yiiriitiliir. Mitokondri organeli, kalsiyum
minerali, kaspazlar, p53 ve Bcl-2 gen ailesi gibi molekiiller tarafindan apoptoz
mekanizmalar1 diizenlenir. Bu diizenlemeler esnasinda bazi molekiiller apoptozu aktive
ederken bazi molekiillerde anti-apoptotik rol iistlenirler. Bax, Bad, Bak, Bid, BclXs, Bim
ve Puma proteinleri mitokondri organeli vasitasi ile apoptozu aktive ederler. Bcl-2, Bcl-
XL ve Mcl-1 proteinleri ise apoptoz indiikleyici faktor (AIF) ve kalsiyum miktarina etki
ederek anti-apoptotik rol iistlenirler (Akl et al., 2014; Wang et al., 2015). Kaspazlar olarak
adlandirilan proteolitik enzimler apoptoz siirecinin bas faktorlerindendir. Aspartata 6zgiil
olan bu enzimlerin aktif merkezlerinde sistein kalintist bulunur (Ghavami et al., 2014).
Mitokondride iiretilen ROS, mitokondriyal membran potansiyelinin kaybedilmesi sonucu
membran fosfolipidlerine hasar vermeye ve dolayisiyla sitokrom ¢ salinimina neden olur
(Caglayan et al., 2018). Serbest birakilan sitokrom ¢ apoptoz proteaz aktivasyon faktorii-
1'e baglanir ve baglatici caspase-9' u aktive eder. Bu da apoptotik bozunma fazini baslatan

caspase-3 efektoriinii harekete gecirir (Nicholson and Thornberry, 2003).
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Ote yandan proteinlerin Bcl-2 ailesi esas olarak apoptozdaki rolii i¢in incelenmektedir (Akl
et al., 2014). Anti-apoptotik Bcl-2, sitokrom ¢ salimina aracilik eden iyon kanallarinin
olusumu, mitokondriyal homeostaz ve mitokondriyal zar potansiyelinin olusturulmasi da
dahil olmak iizere apoptozisdeki birka¢ 6nemli adimi kontrol eder (Chang et al., 2015).
Bax ve Bcl-2 protein seviyelerindeki degisimler apoptoz seviyesinin belirlenmesinde
onemli bir gostergedir (Yardim et al., 2020). Daha 6nce yapilan bir ¢alismada vinkristin’in
kaspaz 3 ekspresyonunu artirarak periferik sinirlerde hasara neden oldugu bildirilmistir
(Khalilzadeh et al., 2018). Bir baska deneysel calismada ise, vinkristin neden oldugu
preriferal sinir hasarinda kaspaz-3 ve Bax mRNA transkript seviyeleri artarken, Bcl-2

mRNA transkript seviyelerinin azaldig1 rapor edilmistir (Yardim et al., 2020).
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Sekil 4.19. Karaciger dokusunda VCR’nin ve art siitiiniin apoptoz ile iliskili protein ekspresyon seviyeleri
iizerine etkileri. (A) Bax (23 kDa), Bcl-2 (26 kDa), kaspaz-3 (17 kDa) ve NF-kB (65 kDa) protein
ekspresyon seviyelerinin Western blot analiz sonuglari. Yiikleme kontrolii olarak B-Aktin (43 kDa) protein
ekspresyon seviyesi bakildi. (B-I) Bax, (B-11) Bcl-2, (B-I11) Kaspaz-3 ve (B-1V) NF-kB protein
ekspresyonlariin karsilagtirmali ekspresyon seviyeleri Graphpad Prism 5 programi kullanilarak
belirlenmistir. (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu karsilagtirma testine gore p<0.05 diizeyinde
istatistiksel bir farklilik gostermektedir).
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Karaciger apoptotik parametrelerinin western blot yoOntemiyle protein ekspresyon
seviyeleri sekil 4.19°da gosterilmistir. Yapilan ¢alismada, vinkristin uygulanan gruplarda
Bax ve kaspaz-3 protein seviyeleri kontrol ve ar1 siitii gruplarina gére 6nemli Ol¢iide
artarken, buna karsin Bcl-2 protein seviyeleri ise azalis gostermistir (p<0.05). Tedavi
amaciyla verilen ar1 siitiinlin vinkristin ile kombine gruplarinda ise bu degerleri tersine
cevirdigi gozlenmistir (p<0.05). Karadeniz ve arkadaslar1 tarafindan yiiriitiilen bir
caligmada kemoterapotik bir ilag olan sisplatin’nin neden oldugu karaciger hasarinda
immiinohistokimyasal yontemle kaspaz-3 ve Bcl-XL ekspresyon seviyeleri arastirilmstir.
Calismada sisplatinin kaspaz-3 expresyon seviyesini artirirken, Bcl-XL ekspresyon
seviyesini azalttigi bildirilmistir. Sisplatin ile birlikte verilen ar1 siitiinlin mevcut
parametrelerin ekspresyon seviyelerini diizenleyerek apoptotik siddeti azalttigini rapor

etmislerdir (Karadeniz et al., 2011).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, Bingol yoresinden toplanan ari siitliniin vinkristin kaynakli karaciger
toksisitesine karsi koruyucu etki gosterip gostermedigini incelemek igin deneysel
hayvanlar kullanilmistir. Calismada otuz bes adet Wistar albino cinsi erkek ratlar bes farkl
gruba ayrilmigtir. Bu gruplar sirasiyla, i) Kontrol, ii) Ari Siitd, iii) VCR, iv) VCR+ A Siiti
150, v) VCR+ An Siitii 300 olarak isimlendirilmistir.

Deney sonuglarindan elde edilen verilere gore, vinkristin’nin karaciger hasari belirtegleri
olan serum AST, ALT ve ALP enzim aktiviteleri ile lipid peroksidasyonunu artirdigi ve
antioksidan savunma sistemini diistirdiigii bulunmustur. Antioksidan 6zelligi bulunan ari
stittiniin (150 ve 300 mg/kg) dozlarmin, vinkristin ile birlikte kullanilmasinin antioksidan
savunma sistemini {izerine olumlu etki gosterdigi ve serum enzim aktivitelerini azaltarak

karaciger hasarini iyilestirdigi anlagilmistir.

Calismada sonucunda, vinkrisitin karaciger dokusunda inflamasyonla ve endoplazmik
retikulum stresi ile iliskili parametrelerden olan NF-xB, TNF-a, IL-1B, GRP78, IRE1,
PERK ve ATF-6 mRNA transkript seviyelerini artirmistir. VCR ile birlikte tedavi i¢in
kullanilan ar1 siitiiniin (150 ve 300 mg/k) dozlarinin artan parametrelerin mRNA transkript
seviyelerini digiirdiigii tespit edilmistir. Ek olarak bu ¢aligmada LC3A ve LC3B gibi
otofajik markirlar RT-PCR yontemi ile incelenirken; Bax, Bcl-2 ve kaspaz-3 gibi apototik
markirlar ise western blot yontemi ile arastirilmistir. Vinkristin uygulamast sonucu LC3A,
LC3B, Bax ve kaspaz-3 seviyeleri artarken, Bcl-2 seviyeleri ise azalmistir. Tedavi amaglt
verilen ar1 siitiiniin yukaridaki parametreleri modiile ederek anti-apoptotik ve anti-otofajik

etkiler sergilemistir.

Elde edilen veriler 15181nda, vinkristin’in indiikledigi karaciger toksisitesine kars1 Bingdl
yoresinden toplanan ari siitiiniin antioksidan, anti-inflamatuar ve anti-apoptotik 6zellikler
sergilemistir. Art siitiiniin klinik agidan terapotik amagla kullanilabilmesi i¢in daha iist

diizey caligsmalara ihtiyac oldugu diisiintilmektedir.
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