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OZET

DIETILNITROZAMINLE KARACIGER HASARI OLUSTURULAN
RATLARDA EMBELININ ETKILERININ ARASTIRILMASI

Dietilnitrozamin (DEN), giiglii teratojenik, mutajenik ve karsinojenik etkilere sahiptir.
Embelin, Embelia ribes (Vidanga-sahte karabiber) bitkilerinin  kurutulmus
meyvelerinden izole edilen bilesendir. Bu ¢alismada, DEN verilerek karaciger hasari
olusturulan ratlarda embelinin (E) biyokimyasal ve histopatolojik parametreler ile gen
ekspresyon diizeyleri iizerindeki olasi etkileri arastirildi. Ug aylik 28 adet Wistar albino
erkek rat; sham, E, DEN ve DEN + E grubu olmak lizere dort gruba ayrildi. DEN
gruplarina tek doz 200 mg/kg DEN, E ve DEN + E gruplarina 14 giin boyunca 1,2 mg/kg
embelin intraperitonel olarak enjekte edildi. Serum 6rneklerinden karaciger enzimleri ve
lipit profili ile total antioksidan kapasite (TAS) ve total oksidan kapasite (TOS)
diizeylerine bakildi. Karaciger dokusunda ise RT-PCR yontemi kullanilarak sonic
hedgehog (Shh, Ptch, Smo, Glil), inflamatuvar (Tnfa, 116, 1l1b) ve apoptotik (Tp53,
Casp3, Bcl2, Bax), genlerin analizi yapildi. Hematoksilen eosin ile boyanan karaciger
doku oOrnekleri 151k mikroskobunda incelendi. Ratlara DEN verilmesi, serum karaciger
enzim, lipid ve oksidan kapasite diizeyleri ile inflamatuvar, apoptotik ve Shh sinyal
yolagindaki genlerin ekspresyonunun artmasina neden oldu. Ayrica DEN grubunda
konjesyon, dejeneresyon, fibrozis, inflamasyon, apoptozis, kupffer hiicre sayis1 ve safra
pigment birikiminde artis gézlendi ve bu histopatolojik degisiklikler embelin ile tedavide
anlaml olarak azaldi. Embelin, karaciger enzim ve lipid diizeylerini azaltti, antioksidan
kapasite olan TAS'm aktivitesini arttirdi, proinflamatuar sitokinler Tnfa, 116 ve I11b gen
ekspresyon seviyelerini ile Shh sinyal yolunun aktivasyonunu azaltti. Ayrica Bcl2
ekspresyonunu artirtp, Tp53, Casp3 ve Bax gen ekspresyon seviyelerini azaltarak
karaciger apoptozunu inhibe etti. Sonug olarak, embelinin oksidatif stresi, inflamatuar ve
apoptoz yaniti, Shh yolunun diizenlenmesini inhibe ederek, karaciger fonksiyonlarini
diizenleyerek ve karacigerde dejeneratif bozukluklari 6nleyerek DEN’in neden oldugu

karaciger hasarinda tedavi edici etkisi olabilir.

Anahtar Kelimeler: Dietilnitrozamin, Embelin, Karaciger hasari, Shh sinyal yolagi, Gen

ekspresyonu



SUMMARY

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF EMBELIN iN RATS WIiTH LIiVER
DAMAGE CAUSED BY DIETHYLNITROSAMINE

Diethylnitrosamine (DEN) has strong teratogenic, mutagenic and carcinogenic effects.
Embelin is the compound isolated from the dried fruits of Embelia ribes (Vidanga-false
black pepper) plants. In this study, the possible effects of embelin (E) on biochemical and
histopathological parameters and gene expression levels in rats with liver damage induced
by DEN were investigated. Twenty-eight three-month-old Wistar albino male rats were
divided into four groups as sham, E, DEN and DEN + E groups. A single dose of 200
mg/kg DEN was injected intraperitoneally into the DEN groups, and 1.2 mg/kg embelin
was injected intraperitoneally into the E and DEN + E groups for 14 days. Liver enzymes
and lipid profiles, total antioxidant capacity (TAS) and total oxidant capacity (TOS)
levels were measured from serum samples. Sonic hedgehog (Shh, Ptch, Smo, Glil),
inflammatory (Tnfa, 116, 1l11b) and apoptotic (Tp53, casp3, Bcl2, Bax) genes were
analyzed in liver tissue using RT-PCR method. Liver tissue samples stained with
hematoxylin and eosin were examined under light microscope. Administration of DEN to
rats increased serum liver enzyme, lipid and oxidant capacity levels and expression of
genes in the inflammatory, apoptotic and Shh signaling pathways. Additionally, an
increase in congestion, degeneration, fibrosis, inflammation, apoptosis, Kupffer cell
count and bile pigment accumulation was observed in the DEN group, and these
histopathological changes were significantly reduced by treatment with embelin. Embelin
decreased liver enzyme and lipid levels, increased the activity of TAS, which is an
antioxidant capacity, decreased the gene expression levels of proinflammatory cytokines
Tnfa, 116 and Il1b, and the activation of the Shh signaling pathway. It also increased the
expression of Bcl2 and decreased the gene expression levels of Tp53, Casp3 and Bax, and
inhibited liver apoptosis. In conclusion, embelin may have a therapeutic effect on DEN-
induced liver damage by inhibiting oxidative stress, inflammatory and apoptosis
response, regulation of the Shh pathway, regulating liver functions and preventing

degenerative disorders in the liver.

Keywords: Diethylnitrosamine, Embelin, Liver damage, Shh signaling pathway, Gene

expression
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1. GIRIS

Nitrozaminler, nitritin birincil, ikincil veya ti¢linciil amin oOnciileri ile yiiksek sicaklik
veya asidik ortam gibi dis ¢evresel kosullar yoluyla reaksiyonundan olusan biiyiik bir
kimyasal bilesik grubudur. Uzun yillardir bu kimyasal bilesiklerin potansiyel olarak
karsinojen oldugu bilinmektedir (Uemura vd., 1980). DNA yapisinda degisikliklere ve
karaciger hasarinin baglamasina ve ilerlemesine neden olurlar (Mansour vd., 2019).
Dietilnitrozamin (DEN), insanlarda oldugu kadar deney hayvanlarinda da iyi bilinen
hepatokarsinojenik ve hepatotoksik nitrozamin grubuna ait bir ajandir (Arboatti vd.,
2018). Kozmetiklerde, farmasotik maddelerde, suda, tiitin dumaninda, zirai
kimyasallarda ve tiitsiillenmis ve kizartilmis yemeklerde bulunmaktadir (Dar vd., 2019).
DEN, karaciger, deri, mide, akciger ve kan gibi ¢ok sayida organ ve doku iizerine
karsinojen aktivite sergileyen kimyasal bir bilesiktir. DEN, deney hayvanlarinda deneysel
timor uyarmak i¢in karsinojen bir ajan olarak yaygin bir sekilde kullanilmistir. DEN, esas
olarak kemirgen hepatokarsinojenezinin baslangi¢ maddesi (inisiyator) olarak kullanilir
(You vd., 2021). Bu kimyasalin DNA onarimini gergeklestiren enzimlere zarar verdigi ve
dolayistyla bu enzimleri inhibe ettigi bilinmektedir. Mutajenik DNA olusumuna yol agan
reaktif metabolitlerin ve reaktif oksijen tiirlerin (ROS) iiretilmesine neden olarak hiicrenin
mitokondriyal metabolizmasini etkiler (Gupta vd. 2010). Oksidatif strese neden olabilen
bu ajan deney hayvanlarinda karaciger hasar1 olusturmak icin kullanilmaktadirlar
(Fuentes-Hern’andez vd., 2019). Bilindigi {iizere oksidatif stres ve inflamasyon

karsinojenezin ilerlemesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Ahmed, 2016).

Embelin (2,5-dihidroksi-3-undesil-1,4-benzokinon), Embelia ribes (yalanci
karabiber) bitkisinin kurutulmus meyvelerinden dogal olarak olusan ve buradan izole
edilebilen bir para- benzokinondur (Poojari, 2014; Radhakrishnan ve Gnanamani, 2014).
Embelin antioksidan, antitimoral, antiinflamatuar, analjezik, antelmentik ve
antimikrobiyal etkilerinin yani sira infertilite dahil genis bir biyolojik aktiviteye sahiptir
(Lu vd., 2016; Chen vd., 2020; Sheng vd., 2020).

Bu caligmanin amaci, DEN verilerek karaciger hasari olusturulan ratlarda embelin

uygulamasinin biyokimyasal ve histopatolojik parametreler ile sonic hedgehog sinyal



yolagmin karaciger dokusundaki gen ekspresyon diizeylerinin inflamatuar ve apoptotik

stirecler lizerindeki olasi etkilerinin aydinlatilmasina katkida bulunmaktir.

1.1. Nitrozaminler

Nitrozaminler, gida, igme suyu, kozmetik ve tiitiin dumaninda yaygin olarak bulunan
insanlarda ve hayvanlarda gii¢lii mutajenik, teratojenik ve karsinojenik etkilere sahip N-

nitrozo bilesikleridir (Cooney vd., 1987; Morselli, 1995).

1.1.1. Tarihgesi

Nitroz asidin birincil aromatik aminlerle kimyasal etkilesimi ilk olarak 1864 yilinda
tanimlanmistir (Griess, 1864). Nitrozamin terimi ilk olarak 1878 yilinda kullanilmistir
(Witt, 1878). N-nitrozodimetilamin’e maruz kalan hayvanlarda malign primer hepatik
timor gelisimi 1956'da gozlemlenmis olup (Magee ve Barnes, 1956), bu gézlem, N-
nitrozaminlerin karsinojenitesi ve toksisitesi hakkinda genis bir literatiiriin gelismesini
saglamustir. ilk olarak 1970 yilinda nitrozaminlerin ¢evresel karsinojenler olarak rolleri
belirlenmis (Lijinsky ve Epstein, 1970) ve cesitli su kaynaklar1 ve kanalizasyon gibi
cevresel ortamlarda N-nitrozamin olusumuna iligkin arastirmalar artmistir (Schreiber ve
Mitch, 2006; Zeng ve Mitch 2015; Gushgari vd., 2017). Giiniimiizde N-nitrozaminler
izerine yapilan caligmalar, temel olarak, farkli kaynaklardaki N-nitrozamin miktarinin
belirlenmesi, hayvan modellerinde karsinojenik etkisinin degerlendirilmesi ve spesifik
olarak “N-nitrozamin-hiicre etkilesimi” iizerinden neoplastik potansiyelinin belirlenmesi
ile ilgili arastirmalar1 icermektedir (Maduagwu ve Bassir, 1980; Stoner ve Shimkin, 1982;

Tricker ve Presussmann, 1991; Jain vd., 2020).

1.1.2. Nitrozaminlerin Ozellikleri

Nitrozaminlerin, absorbsiyon, metabolizma ve eliminasyonlari hakkinda bilgiler
sinirhdir. Deney hayvanlart iizerinde yapilan ¢aligmalarda mide-bagirsak kanalindan
kolaylikla emildikleri ve biyolojik yarilanma Omiirlerinin 24 saatten az oldugu

goriilmiistiir. Nitrozaminlerin kiigiik bir kism1 metabolize olmadan atilir (Cooney vd.,



1987; Morselli, 1995). Nitrozaminler genellikle suda ¢dziinen polar bilesiklerdir. Oktanol
(yag) ve su arasindaki dagilimini diisiiktiir ve bu nedenle bilesiklerin organik ¢oziictilerle
Oziitlenmesi zordur. Bilesikler ayrica polar olmayan yiizeylerde énemli 6l¢lide adsorbe
edilmezler. Henry sabitleri kiigiiktiir, bu da nitrozaminlerin havalandirma ile sudan
ayristirilamayacagl anlamina gelir. Nitrozaminlerin yiiksek hidrofilikligi, diisiik adsorbe
edilebilirligi ve dayaniklilik 6zellikleri, yeralti suyu kirlenmesi i¢in biiyiik bir sebeptir
(Nawrocki ve Andrzejewski, 2011).

1.1.3. Nitrozaminlerin Siniflandirilmasi

N-nitrozo bilesenleri, nitrozaminler ve nitrozamid tip bilesenler olarak temelde iki ana
gruba ayrilmaktadir. Bu iki grup bilesen, kimyasal olusumlar1 ve biyolojik etkinlikleri
acisindan farkliliklar gostermektedir. Nitrozaminlerin aksine, nitrozamidler metabolik
aktivasyon gerektirmez, ancak sulu ortamda kendiliginden ayrisir, diazonyum iyonlar1 ve
son olarak alkilleyici tiirler olarak karbenyum iyonlar1 olusturur. Nitrozamidler arasinda
en uygun sinif, temel arastirmalarda kullanilan yiiksek mutajenik bilesiklerin yani sira
antitomoral tedavide kullanilan ¢oklu bilesikleri i¢eren N-nitrozoiiredir (Fahrer ve

Christmann, 2023).
Cesitli bilesenlerde yaklasik 300 nitrozamin tlirevi oldugu bilindiginden bu N-
nitrozo bilesikleri nitrozaminler olarak da adlandirilir (Tricker ve Presussmann, 1991;

Frabouleta vd., 2016) (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1: Nitrozamin tipleri (Frabouleta vd., 2016)

Nitrozaminler Formiil Molekiiler agirhik (g/mol)
N-nitrozodimetilamin (NDMA) C2HsN20 74.082
N-nitrozometiletilamin (NMEA) C3HsN20 88.108
N-nitrozodietilamin (NDEA) C4H10N20 102.135
N-nitrozo-di-n-propilamin (NDPA) CeH14N20 130.188
N-nitrozo-di-n-biitilamin (NDBA) CgH1sN20 158.241
N-nitrozo-di-fenilamin (NDPhA) C12H10N20 198.221
N-nitrozopirrolidin (NPYR) C4HsN20 100.1
N-nitrozopiperidin (NPIP) CsH10N20 114.15
N-nitrozomorfolin (NMOR) C4HsN20: 116.12




Nitrozaminlerin 20'den fazlasi Uluslararasi Kanser Arastirmalari Ajanst (IARC)

tarafindan insanlarda karsinojen etkilerine gére Grup 2A ve Grup 2B nitrozaminler olarak

degerlendirilmistir (IARC 2007) (Sekil 1.1).

~
= Karsinojen etkisi yiiksek olan Grup
- NMEA, NDBA, NPIP, NPYR, NMOR, NSAR, vb.
>
™
» Karsinojen etkisi muhtemel olan Grup
= NDMA, NDEA, vb.
>
‘
- NPRO, NDPhA, vb.
>

Sekil 1.1: IARC’den N-Nitrozo bilesiklerinin siniflandirilmasi (IARC 2007’den uyarlanmistir).

Nitrozaminler ¢evrede yaygindir, su, hava ve gida dahil olmak tizere ¢ok sayida

kaynakta bulunur. Ornegin tiitiin dumaninda ve endiistriyel islemler sirasinda ortaya

¢ikar. Gida tiriinleri (salam, sosis, kiirlenmis et tirlinleri, tavuk, balik ve balik iirlinleri,

peynir, bira, bitkisel yaglar, margarin), kozmetik {riinleri, ilag hammaddeleri

(antihistaminikler, tetrasiklin, oksitetrasiklin, aminopirin, vb), toprak, yer alt1 sular1 ve

pestisitlerde, nitrozaminler yaygin olarak bulunur (Lijinsky vd., 1972; Tricker ve

Preussmann, 1991; Yilmaz vd., 2008; Belitz vd., 2009). Nitrozaminlerin bulundugu

ortama gore degisen ve uzun olan yarilanma omdiirleri tehlikeyi artirmaktadir (EPA 2016)

(Cizelge 1.2).

Cizelge 1.2: Nitrozaminlerin bulundugu alandaki yarilanma dmiirleri (EPA 2016)

Nitrozaminler Suda Toprakta Havada  Sedimentte
N-nitrozo-di-n-biitilamin (NDBA) 15 giin 30 giin 0,58 gin 140 giin
N-nitrozodietilamin (NDEA) 38 glin 75 giin 0,92 glin 340 giin
N-nitrozodimetilamin (NDMA) 38 glin 75 giin 6,2 giin 340 giin
N-nitrozo-di-n-propilamin (NDPA) 38 giin 75 giin 0,67 glin 340 glin
N-nitrozometiletilamin (NMEA) 38 gin 75 gilin 1,6 glin 340 giin
N-nitrozopirrolidin (NPYR) 38 glin 75 giin 1 glin 340 giin




1.1.4. Nitrozaminlerin Olusumu

Nitrozaminler, RIR2N-N=0O (R = aril veya alkil grubu) kimyasal yapisina sahip
bilesiklerdir. Alkilleyici ajanlar olusturmak i¢in metabolik aktivasyon gerektiren,
hayvanlarda ve biiyiik olasilikla insanlarda karsinojenik etkiye sahip maddelerdir.
Cevrede bulunan ¢ogu alkilleyici ajan nitrozamin sinifina aittir. Nitrozaminler, nitritin bir
asit ortaminda birincil, ikincil veya tigiinciil aminlerle reaksiyonundan olusur. Endojen
olarak ortaya c¢ikabildikleri gibi mide ve bagirsaktaki bakterilerin, yutulan gidalardan
tiretilen ¢esitli ikincil aminlerin nitrozasyonunu katalizasyonu sonucunda da
nitrozaminlerin olustugu bilinmektedir (Rostkowska vd., 1998; Turp ve Sucu, 2016;
Fahrer ve Christmann, 2023) (Sekil 1.2).

NaNO,; + H* — HNO, + Na*

HNO, + H* — NO" + H,O

2HNO> — N203; +H,0O

N2O3 — NO + NO,

NO+M" — NO"+M
Primer amin RNH; + NO —> RNH-N=0+H" —» ROH + N>
Sekonder amin R,NH + NO*— Ro,N-N=0 + H*
Tersiyer amin  R;N + NO* nitrozamin olusmaz.

Sekil 1.2: Nitrozamin olusumu (Rostkowska vd., 1998; Turp ve Sucu, 2016).

Organik molekiillere, 6zellikle tiyollere (S-NO) veya aminlere (N-NO) bir
nitrosonyum iyonu (NO) eklenerek olusan nitrozasyon iglemi, organik kimyasallarin N-
veya S-nitroso tiirevlerine, yani R-NO grubunu igeren bilesiklere doniistiiriilmesini igerir.
Nitrit ve birincil aminler (R-NH*?) etkilesime girdiginde, son derece kararsiz olan N-
nitrozaminler {retilir. N-nitrozamin tiretimi ndtr veya bazik pH'ta bile meydana
gelebilirken, asidik pH'ta hem N-nitrozasyon hem de S-nitrozasyon islemleri meydana
gelebilir (Bryan vd., 2012). Nitrik oksit sentazlar tarafindan iiretilen endojen nitrik

oksidin reaksiyon {iiriinleri, endojen nitrozamin tiretimini saglar (Lundberg vd., 2013).



1.1.5. Endojen ve Ekzojen Nitrat-Nitrit-Nitrozaminlerin Metabolizmasi

Azotun dogada dolasimi, diinyadaki yasam i¢in bir 6n kosuldur. Bitkiler ve memeliler
atmosferik azotu kullanirken, nitrat ve nitrit bu dongiide temel aracilar olarak olusturulur.
Bu anyonlarin nitrozamin olusturma egilimi nedeniyle neoplastik gelisim ile olan
iligkileri 6n plana ¢ikmaktadir. Hem eksojen nitrozasyon aktivitesi hem de bu dongiiniin

endojen tiretimi insanlar lizerinde etkiye sahiptir (Weitzberg ve Lundberg, 2013).

Nitratlar asidik kosullarda kararsizdir ve bu nedenle kendiliginden nitritlere ve
nitrojen dioksite ayrisir. Bu nedenle, nitrat metabolizmasindan kaynaklanan nitritlerin
yant sira gida ile verilenler ayrica gastrointestinal sistemde N-nitroso bilesiklerinin
(aminler ve amidler gibi) Onciileri ile reaksiyona girebilir ve N-nitroso bilesiklerinin
olusumuna neden olabilir (Ohshima ve Bartsch, 1981). Nitritlerin ikincil aminlerle
reaksiyonu, karsinojen nitrozaminlerin olusumuna yol actig1 i¢in 6zellikle tehlikeli olarak
kabul edilir. Nitritli birincil aminler, yalnizca hemen alkol ve nitrojene indirgenen
kararsiz nitrozaminler olustururken, iiclinciil aminler nitritlerle reaksiyona girmez (Doel
vd., 2005). Endojen nitrozasyonun, N-nitroso bilesiklerine toplam insan maruziyetinin
%45-75'inin olugsumuna yol agtig1 tahmin edilmektedir (Tricker, 1997). Organizmada
nitrozamin olusumu ortamdaki nitrit konsantrasyonuna ve pH degerine (3-7) baghdir.
Ayrica Dbakteriler, sicaklikta (100-185°C) nitrozamin olusumunda Onemli rol
oynamaktadir (Ozgelik, 1982). Ek olarak, midede diisiik pH ve demir varlig1 (mide
O0zsuyu Onemli miktarda demir igerir) nitrozasyon siirecini 6nemli Ol¢lide artiran
faktorlerdir (Palamutoglu ve Sarigoban, 2012; De La Pomélie vd., 2017). Ortamin pH'ma
ve bakterilerin aktivitesine bagli olarak nitrozaminler mide disinda, agiz boslugunda,
bagirsaklarda, enfekte tiimorde ve pankreasta iiretilebilir. Bununla birlikte ortamdaki
iyonlar ve diger bilesikler nitrozaminlerin olusumunu etkiler. Demir iyonlar1 ve
tiyosiyanat bu olusumu katalize ederken, askorbik asit, laktik asit, tokoferol gibi
bilesikler, C ve E vitaminleri nitrozaminlerin olusumunu azalttig1 rapor edilmistir

(Bartsch vd., 1993; Bayraktar vd., 1998; Lunn vd., 2007).

Normal kosullar altinda, nitrat iyonu toksik degildir. Bununla birlikte, diyetteki

nitratin  %5-20'si, gastrointestinal sistemdeki anaerobik bakteriler tarafindan daha



tehlikeli nitrit formuna dondstiiriiliir. Nitrat-nitrit-nitrik oksit yolunda, diyet ve tiikiiriik
nitratlar1 kismen nitritlere dondstiiriilir ve bunlar daha sonra fizyolojik olarak aktif
nitrojen oksitlere dontstiiriiliir. Aym1 zamanda endojen nitritin ana kaynagi olan diyet
nitratlarinin yaklasik %35-7'si ve tiikiiriik nitratlarinin %20'si, kommensal bakteriler
tarafindan ag1z boslugunda nitritlere indirgenir. Nitratlar, dilin arkasinda bulunabilen oral
bakteri suslar1 tarafindan {iretilen nitrat rediiktaz enzimleri (NOS) tarafindan nitritlere
dontstiiriiliir. Cesitli enzimatik (deoksihemoglobin, miyoglobin, ndroglobin, ksantin
oksidorediiktaz, aldehit oksidaz, karbonik oksidaz ve mitokondriyal enzimler) ve
enzimatik olmayan (pH) yollar, oral tiikketimden sonra diyetteki nitratlar1 ve nitritleri
midede nitrik oksit ve diger aktif nitrojen oksitlere doniistiiriir (Karwowska ve Kononiuk,
2020). Tukiirik bezinde firetilen nitrit mide liimenine girdiginde, hemen nitr6z asit
(HNO2) haline gelmek iizere protonlanir. Nitréz asidin kendiliginden pargalanmasi
sonucu nitrik oksit, azot dioksit (NO2) ve dinitrojen trioksit (N2Os) gibi ¢esitli azot
oksitler iiretilir. Dinitrojen trioksit daha sonra sirasiyla etil nitrit, S-nitrozotioller (S-NO)
ve N-nitrozaminler olusturmak i¢in etanol, tiyoller ve ikincil aminlerle reaksiyona girer
(Weitzberg ve Lundberg, 2013). Bu bilesikler bagirsakta sistemik olarak emildikten sonra
kan ve plazmaya girer. Kan ve doku nitrik oksit, nitritler ve nitratlar1 tiretmek i¢in
kendiliginden oksitlenebilir. Toplam nitratin yaklasik %75'i idrarla atilirken, kalan nitrat
yeniden emilir ve tiikiiriik bezlerinde konsantre edilir (Sekil 1.3). Tiikiiriik bezi nitrat
konsantrasyonlari plazma seviyelerinden 10-20 kat daha fazladir (Bedale vd., 2016; Ma
vd., 2018; Karwowska ve Kononiuk, 2020).

Sonug olarak, sindirim sisteminin baslangici olan agiz nitrozaminin ilk olusum
yeridir. Diyetle alinan nitrat ve nitritlerin bir kism1 mide asidi ile temas ettiginde ikincil
aminler gibi bazi amin tiirlerinin varliginda nitrozaminler olustururlar. Ince bagirsakta
artik nitrit ve nitrat emilir ve kan dolasimina girer. Tiikiiriik bezleri kanda dolasan nitratin
yaklasik % 25'ini aktif olarak emer ve agiz boslugundaki mikroorganizmalar daha sonra
bu nitrati nitrite doniistiiriir. Kalan nitratin ¢gogu idrarla (Sekil 1.3) atilir (Bedale vd., 2016;
Ma vd., 2018).
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Sekil 1.3: Viicuttaki nitrit, nitrik oksit metabolizmas1 (Ma vd., 2018).

1.1.6. Gidalarda Kontaminant Olarak Nitrozaminler

Nitratlar ve nitritler ¢cevrede yaygindir ve azot dongiislinlin bir pargasi olarak bitki
kaynakli gidalarda dogal olarak bulunur. Ek olarak, bu bilesikler, gida kalitesini
iyilestirmek ve mikrobiyal kontaminasyona ve kimyasal degisikliklere kars1 koruma
saglamak icin katki maddesi olarak kullanilir (Karwowska ve Kononiuk, 2020).
Gidalarda kullanilan koruyucu maddeler, depolama kosullari, mikrobiyolojik aktivite,
pisirilme sekilleri, gida trlinlindeki nitrit miktari, gidanin kalitesi, yagi, kurutma ve
tiitsiileme sirasinda kullanilan 1s1l islem ve toplama tiirii gidalarda N-nitrozo bilesiklerinin

olusmasinda etkili olan faktorlerdir (Herrmann vd., 2015; Unlii ve Bayir, 2022).

Eksojen N-nitrozaminin birincil kaynaklari, endojen N-nitrozamin iiretiminin
yani sira, salamura ve tuzlanmis konserve yiyecekleri, tiitsillenmis konserve yiyecekleri,
malt ilaveli igecekleri ve kiirlenmis et lirtinlerini igerir (Tricker ve Preussmann, 1991). En
biiyiik nitrat miktari, nitrat bakimimdan zengin bir ortamda yetisen bitkilerde birikir
(Griesenbeck vd., 2009). Nitratin diyet aliminin en 6nemli kaynaklar1 sebze ve meyvedir
(EFSA 2008). Arastirmalar, yaprakli sebzelerin tohumlara veya yumru koklere kiyasla
daha yiiksek nitrat seviyelerine sahip olma egiliminde oldugunu gostermektedir. Bu

nedenle, roka, marul ve 1spanak en yiiksek nitrat icerigine sahiptir. Pancar ve kereviz de



onemli miktarda nitrat iceren sebzelere rnektir. Diinya Saglik Orgiitii'ne (WHO 2016)
gore, insanlar genellikle giinde 1,2 ile 3,0 mg nitrit tiiketir. Nufiez de Gonzélez vd.’nin
(2015) yapmuis olduklar1 arastirmaya gore, insanlarin nitratlara maruz kalmasinin yaklasik
%80-85'inin sebze kaynakli olustugu gosterilmistir. Bu bilesikler tiiketildiginde, yaklasik
%60-70'i kolayca emilir ve hizla idrarla atilir. insanlarda nitratin yaklasik %3'ii idrarda
ire ve amonyak olarak goriiliir. Nitratlar ayrica mideden gegiste bozulmadan kalabilir ve
dolasim sistemine girebilir. Asidik mide kosullarinda veya kan ve dokularda cesitli
yiiksek biyoaktif reaktif nitrojen oksit tiirleri olusur. Bunlar, midede ikincil aminler

bulundugunda toksikolojik éneme sahip nitrozaminlerin iiretilmesinde rol oynayabilir
(Ding vd., 2018).

Bitkilerde nitrat birikimini etkileyen ¢esitli faktorler vardir. Genel olarak, giibre
uygulamalari, nitrat rediiktaz aktivitesi, biiylime hizi ve 151k yogunlugu, yagis seviyesi
dahil olmak iizere biiyiime kosullar1 gibi faktorler sebzelerdeki nitrat igerigini 6nemli
olgtide etkilemektedir (Hord vd., 2009). Buna bagli olarak, tiiketilen toplam nitrozamin
miktar1 ve bununla iligkili risk, artan diyet aliminin bir sonucu olarak artar ve bu da atilim
seviyesini yiikseltir (Lin vd., 2002). Nitrit ve nitrat iceren fermente sosisler tiiketildikten
sonra mide sindirimi sirasinda nitrozamin miktar1 artmaktadir. Nitrozil metmiyoglobin ve
nitrosotiollerin dengesizligi, midede nitrosonyum iyonlarinin konsantrasyonunda artisa
yol acabilir. Proteoliz sindirim sirasinda gergeklestiginden, ikincil amin biyoyararlanimi
da artar. Sonug olarak, reaksiyonun reaktiflerindeki bir artis, endojen N-nitrozasyonunu
artirabilir (Keuleyan vd., 2022). Tiikiiriik ve idrar 6rneklerini de inceleyen bir aragtirmaya
gore, gida ve sudaki nitrozamin miktarini azaltmak, nitrozaminlere maruz kalmanin yani
sira olasi riskleri de azaltabilir. Aksi takdirde her giin tiiketilen kronik nitrozamin miktar1
arttikca tomor gelisme riski daha yiiksek olacaktir (Moazeni vd., 2020). Nitrit aliminin
artmasi ile pankreas karsinomu riski azalirken, glioma, mesane ve mide karsinomu riski
artmaktadir. Tiroid karsinomu riskinin artmasi, yiiksek nitrat alimu ile iliskilendirilmistir
(Said Abasse vd., 2022). Ayrica, islenmis sigir eti yemek ile tip 2 diyabet ve
kardiyovaskiiler hastalik gelistirme riski arasinda pozitif bir iligki vardir (Feskens vd.,
2013). Vaka kontrol galigsmalarinin ¢oguna gore, islenmis et alim1 yemek borusu ve mide
karsinomu gelisme riskini artirirken, et, islenmis et ve tiitsiillenmis yemek alimi mide

karsinomu gelisme riskini artirir (Jakszyn ve Gonzalez, 2006).



1.1.7. icme Sularinda Kontaminant Olarak Nitrozaminler

Nitrozaminler normal kosullar altinda gida veya suda olduk¢a kararlidir, suda ¢oziintir,
oksidasyona, biyolojik bozunmaya ve adsorpsiyona karsi oldukca direnglidir.
Nitrozaminler, yiizey ve yeralti sularinda, atik su aritma tesisi giriglerinde ve atik
sularinda ve ayrica igme sularinda bulunmustur. Igme suyunda dezenfeksiyon yan
iiriinleri olarak cesitli ugucu nitrozaminler tanimlanmustir. Iyi bilinen nitrozamin 6nciileri
arasinda gidalardaki ve sudaki aminlerin yani sira su {riinlerindeki trimetilamin
bulunurken, nitroza edici maddeler arasinda nitritler ve kloraminler bulunur (WHO
2011). Bu nedenle nitrozaminler, su endiistrisinde dezenfeksiyon yan iriinleri (WHO
2011) ve gida endiistrisinde isleme yan liriinleri (Zhu, 2015) olarak kabul edilmektedir.
Icme suyundaki patojenlerle miicadele etmek icin iki acidan caba gdsterilmesi
gerekmektedir. Birincisi, su aritimi sirasinda patojenik mikroorganizmalarin
inaktivasyonu i¢in gerekli olan etkili dezenfeksiyondur. Giiniimiizde, klorlama en yaygin
dezenfeksiyon segenegidir. Ikincisi, bitmis suda istenmeyen mikroplarin yeniden
cogalmasini 6nlemek icin bir su dagitim sisteminde yeterli dezenfektan (klor) kalintisinin
muhafaza edilmesi gerekliligidir (Sharma vd., 2017). Yaygin dezenfeksiyon yan
tirtinlerini kontrol etmek ve musluk suyundaki klor seviyelerini korumak amaciyla bazi
iilkelerde dezenfeksiyon i¢in klor yerine kloramin kullamilir. Dogrudan kloramin
ilavesine ek olarak, bazi kuyular gilibre ve kanalizasyondan kaynaklanan kirlenme
nedeniyle yiiksek miktarda amonyak igerir. Bu durumda; klorun dezenfektan olarak
kullanilmasi kloramin olusumuna yol agar (Zhang vd., 2016). Bununla birlikte, serbest
klor, ozon, klor dioksit ve kloraminler gibi bircok dezenfektan, potansiyel olarak farkl
su matrisi bilesenleriyle, antropojenik kirleticiler, bromiir ve iyodiir ile reaksiyona girerek
sitotoksik, genotoksik ve/veya karsinojen olan istenmeyen dezenfeksiyon yan iriinleri
iiretebilir (Ding vd., 2019).

Nitrozamin dezenfeksiyon yan iirlinleri konsantrasyonlar1 i¢gme suyunda izin
verilen sinirlar1 ¢ok asmaktadir ve uzun siireli maruz kalma, timoér baslangict ve
ilerlemesinde 6nemli olan metabolik bozukluklara neden olma potansiyeline sahiptir.
Nitrozamin dezenfeksiyon yan tiriinleri kronik inflamasyonu indiikleyebilir ve sfingolipid

ve ¢oklu doymamis yag asidi metabolizmasin1 aktive ederek tiimdr olusumunu
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baslatabilir. Aminoasit ve niikleotid metabolizmas1 ile ilgili olarak, nitrozamin
dezenfeksiyon yan firlinleri triptofan metabolizmasini1 ve de novo niikleotid sentezini
inhibe edebilir. Ayrica, de novo niikleotid sentezinin inhibisyonu, nitrozaminlerin neden
oldugunda DNA hasarin1 onaramaz (Sun vd., 2024). Tarim alanlarinda yasayan
populasyonlar tipik olarak nitratla kirlenmis i¢gme suyuna en yliksek maruziyete sahiptir.
Igcme suyundan alinan nitratin saghk {izerinde zararli etkileri olabilecegi ii¢c temel
mekanizma vardir. Birincisi, methemoglobinin olustugu mekanizma ile ilgilidir, boylece
kanin oksijen tagsima kapasitesini inhibe eder. Viicutta, oral bakteriler nitrati nitrite
doniistiiriir, bu da hemoglobine baglanir. Ikinci mekanizma, hayvan galismalarinda giiclii
karsinojenler ve teratojenler olan N-nitrozo bilesiklerinin endojen olusumunu igerir.
Nitratin indirgenmis formu olan nitrit, asidik midede reaksiyona girerek ¢esitli nitroza
edici maddeler olusturur ve daha sonra proteinlerden veya ilaglar gibi diger kaynaklardan
gelen aminler ve amidlerle reaksiyona girer ve ¢ogu gii¢lii hayvansal karsinojen olan N-
nitrozo bilesikleri olusturur. Son olarak, yiiksek dozlarda nitrat, hayvan caligmalarinda
gosterildigi gibi, iyot alimini inhibe edebilir ve tiroidde hipertrofik degisikliklere neden
olabilir (Ward, 2009). Dogu Avrupa'da yapilan son ¢alismalarda, yiiksek nitrat
seviyelerine sahip igme suyu igen cocuklarda, daha diisik nitrat seviyeleri olan
bolgelerdeki ¢ocuklara kiyasla tiroid anormallikleri oranlarinda artis bulunmustur (van
Maanen vd., 1994; Tajtakova vd., 2006). Nitratin igme yoluyla alinmasi1 N-nitrozo
bilesiklerinin idrarla atilimini arttirdigin1 géstermektedir (Mirvish vd., 1992). Son yillarda
kimyasal giibrelerin yogun kullanimi nedeniyle bu bilesikler endiistriyel kaynaklardan
cevreye girerek asitlik diizeyini artirmaktadir. Bu bilesikler topraga karigarak yagmurla
sulara da karigir. Nitrath giibrelerin ve atik sularin sulama amaciyla tekrar kullanilmasi,
bitkilerin kok ve yapraklarinda nitrat olusumuna neden olarak nitrozamin olusumunu
artirir (Gough vd., 1977; Mallik vd., 1981). igme suyundaki nitrozaminlerin bilesimi ve
seviyeleri, su kaynaginin 6zelliklerine, su aritma prosesine ve dezenfeksiyon tiiriine
baghdir (Charrois vd., 2011). igme suyu teknolojisinde nitrozaminler icin dikkate
alinmasi1 gereken temel strateji, nitrozaminleri sudan uzaklastirmanin veya olusumunu
onlemenin etkili yollarin1 bulmaktir. Sudaki nitrozaminleri 6nlemenin tek yolu, bunlarin
nasil olustugunu anlamak ve suyu mevcut en iyi yontemlerle aritarak nitrozamin tiretimini

azaltmaktir (Nawrocki ve Andrzejewski, 2011).
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1.1.8. Nitrozaminlerin Etki Mekanizmasi

Nitrozaminlerin, hepatotoksisite (Sheweita vd., 2017), nérotoksisite (Nishie vd., 1984),
immiinotoksisite (Spinardi-Barbisan vd., 2004) ve genotoksisite (Brendler vd, 1992) dahil
olmak {izere birgok yan etkiye neden oldugu bilinmektedir. Bazi nitrozaminler viicuda
farkli yollarla girer, viicutta aktivitesi azalir ve idrarla disart atilir. Viicuda gida yoluyla
giren belirli seviyelerdeki nitrozaminlerin insanlarda ve hayvanlarda tiimorlere neden
olma riski diistiktiir. Fakat solunan sigara dumani1 ve hava gibi c¢esitli kaynaklardan
organizmaya alinan ya da endojen olusan ¢cogu nitrozamin tiirleri, tiimdr gelisme riskini
artirmaktadir (Tricker ve Preussmann, 1991). Nitrozaminler, epigenetik veya genomik
stabiliteyi degistirerek (Souliotis vd., 2002), DNA onarimina miidahale ederek (Aiub vd.,
2009), reseptdr aracilt sinyal yollari1 aktive ederek (Fararjeh vd., 2019),
immunosupresyona neden olarak (Iwaniuk vd., 2015) ve hiicre proliferasyonunu
etkileyerek (Chakraborty vd., 2007) timor olusumunu indiikleyebilir. Nitrozaminlerin
aktivasyonu sonucu kendiliginden olusan nitroziireler, doku veya hiicrelerin DNA's1 ile
etkilesime girerek baz degisikliklerine ve karsinojenezisin baglamasina neden olur (Ajith
ve Janardhanan, 2006). Nitrozaminler toksik etkileri; kan, karaciger, bobrek ve kan akisi
yiikksek olan diger organlarda gosterebilirler. Nitrozaminlerin deney hayvanlarina
verilmesiyle basta karaciger olmak {iizere diger organ ve dokularda (akciger, bobrek,
mesane, 0zofagus, mide, bagirsak, beyin) tiimoérlere neden oldugu (Sekil 1.4) bir¢ok
caligmada gosterilmistir (Vendemiale vd., 2001; Thirunavukkarasu ve Sakthisekaran,
2001; Jain vd., 2020).

. Gartlak
Tamorii
- Mide-Barsak
P Tamorii

Nitrozominler

o Nazo-faringeal
Timoru

Tumora

Sekil 1.4: N-nitrozo bilesiklerinin neden oldugu farkli tiimor tiirleri (Jain vd., 2020).
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Cevrede yaygin olarak bulunan nitrozaminler giineste yikimlanmaktadir. Ancak
nitrat ve nitrit bilesikleri ile viicuda alindiginda tiimor i¢in risk faktoriidiir (Mirvish 1995;
Aiub vd., 2003). Nitrat, midede nitrite doniisiir. Nitrit ise mide mukozasinda nitrik oksit
araciligiyla nitrozaminleri olusturarak cesitli dokularda karsinogenezise (Sekil 1.5) neden
olur (Gangolli vd., 1994; Prasad ve Chetty, 2008). Hayvanlar {izerinde yapilan bir
calismada, oral yoldan nitrit aliminda ratlarda 6ldiiriicti doz-50 (LDsp)’nin 100—-200
mg/kg oldugu bildirilmistir (Lundberg vd., 2011).

Agizda bulunan
] bakteriyel
Gida maddeleri Nitrat Rediiktaz aktivitesi

I Mide mukozasi I

Vazodilatasyon . .
Kan basinci _ Nitrozaminler

Inflamasyon l

Karsinogenezis

Sekil 1.5: Nitrozaminlerinden tiimor olusum mekanizmasi (Gangolli vd., 1994).

1.1.9. Dietilnitrozamin (DEN)

Molekiil agirligi 102,14 g/mol olan dietilnitrozamin (DEN - C2Hs)>NNO) su, lipitler ve
cesitli organik ¢oziiciilerde ¢6ziinebilen kimyasal bir maddedir (Kumar vd., 2017).
Dejeneratif, proliferatif ve neoplastik karaciger lezyonlarina sebep olan DEN, timor
indiikleyici olarak deneysel hayvan modellerinde ve tiimdr arastirmalarinda
kullanilmaktadir. Biyolojik aktivasyonu sitokrom P-450 tarafindan saglanan ve aktive
olan DEN, ROS’un yiikselmesine neden olur. ROS’taki bu artis DNA modifikasyonu,
mitokondrial hasar ve lipid peroksidasyonuna yol agarak inflamasyon, oksidatif stres ve

hiicre hasarina neden olmakta ve tiimor gibi bir¢ok hastaligin olusumunu tetiklemektedir
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(Mitsumori vd., 1997). Bunun yaninda DEN verilmesinden 6 saat sonra karaciger
dokusunda yiikselen 8-hidroksi-2'- deoksiguanozin (8-OHdG) diizeylerinin DNA’da
oksidatif hasara (Sekil 1.6) neden oldugu gosterilmistir (Yamada vd., 2006; Yu vd.,
2020). Birgok sitokin ve biliylime faktorii DEN etkisi ile salgilanir ve bunlar, DEN
mutasyonlarimin ¢ogalmasini engelleyen dinlenme halindeki hepatositleri uyarir. Bu
siire¢ genetik degisiklikleri yeni kusak hiicrelere aktarabilir. Bunu karacigerdeki
neoplastik siirecin devami, biiyiime artigi, displazi, hepatik adenomu ve hepatik

karsinomaya doniisiim izler (Kang vd., 2007).

Sitokrom
p450

17 \\T N~ \
c” \_N 7 o
|

—

H

P

H;C
C4H10N20

DIETILNITROZAMIN

Karaciger Hasar1 N
Lipid peroksidasyonu
Fonksiyonel hasar: AST/ALT/AFP
Inflamasyon: TNF-a/IL-6/iNOS
DNA hasar1: 8-OHdG

Hepatoselliiler Karsinom

Sekil 1.6: DEN’e bagli olusan karaciger hasar1 (Yu vd., 2020).

Karaciger disinda DEN, 6zofagusda tiimorlere sebep olurken (EPA 2016) aym
zamanda karaciger ve bobrek enzimlerine olumsuz etkileyerek (Bansal vd., 2000), kanda
kolesterol seviyesini ylikseltme gibi saglik sorunlar1 da meydana getirmektedir (Tang vd.,
1992). Dietilnitrozamin’in ayni zamanda mutajenik ve genotoksik etkileri de
bulunmaktadir (Donovan ve Smith, 2008). Dietilnitrozamin i¢in kabul edilebilir alim

dozu 26,5 ng/giin olarak bildirilmistir (WHO 2019).
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1.2. Embelin

1.2.1. Embelia Ribes’in Biyolojik Ozellikleri

Embelin (2,5-dihidroksi-3-undesil-1,4-benzokinon), Myrsinaceae familyasina ait olan
Embelia ribes Burm (yalanci karabiber) bitkisinin kurutulmus meyvelerinden izole
edilen, dogal olarak olusan bir para- benzokinondur (Lu vd., 2016: Sheng vd., 2020).
Embelin, Embelia ribes'in bitkisinin meyveleri, meyve kabuklari, kok kabugu, govde
kabugu, tohumlar1 ve yapraklar: (Sekil 1.7) dahil olmak iizere tiim kisimlarindan elde
edilen 6nemli bir bilesendir (Ferreria ve Laddha, 2013; Rondevaldova vd., 2015; Sharma
vd., 2022). Embelin, insan sagligi i¢in faydalari olan bitki kaynakli bir bilesik olup,
fenolik lipitlerden biridir. Fenolik lipitler, esas olarak bitkiler tarafindan sentezlenen
ancak hayvanlar, mantarlar ve bakteriler tarafindan hem normal gelisim sirasinda hem de
enfeksiyon, yaralanma ve UV radyasyonu gibi stres kosullarina yanit olarak sentezlenen
ikincil metabolitlerdir (Kozubek ve Tyman, 1999). Embelin, Lysimachia punktata
(Primulaceae) ve Oxalis erythrorhiza (Oxalidaceae) gibi diger bitkilerden de elde edilir
(Feresin vd., 2003; Podolak vd., 2005; Podolak ve Strzatka, 2008). Uzun siiredir Embelia
ribes, Hindistan'da sifali bir bitki olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bitkinin
tamami1 inflamasyon, romatizma, ates ve ¢esitli deri hastaliklarinin tedavisinde anti-
inflamatuar ve antinosiseptif (agri esigini artiric1) olarak kullanilmaktadir. Bunun disinda
yilan ve bocek sokmalaria karsi da etkili oldugu bilinmektedir (Narayanaswamy ve
Gnanamani, 2014). Embelia ribes'in parlak turuncu meyveleri, merkezi sinir sistemi
bozukluklarinin tedavisinde etkilidir ve ¢esitli sindirim problemlerine kars1 kullanilabilir
ve ayrica, gaz giderici, antelmintik, kontraseptif ve miishil etkileri de vardir. Bitki bronsit,
mental hastaliklar, nefes darligi, kalp hastaliklari, idrar akintilari, sarilik, hemikrania (bas
agrist bozuklugu), yara ve tiimorleri tedavi etmek icin kullanilir. Embelia ribes
meyvelerinin etil asetat ekstraktinin da potansiyel bir anti-viral ajan oldugu kanitlanmistir
(Hossan vd., 2018). Embelia ribes meyvesinin ayrica tip 2 diyabetik farelerde glikoz ve
lipid metabolizmasini diizenledigi, insiilin duyarliligint artirdigi, kan basincinmi ve lipid
peroksidasyonunu baskilayarak bobrek hasarina karsi etkili oldugu gdosterilmistir
(Chaudhari vd., 2013). Embelia ribes meyvelerinin etanolik 6ziitiiniin oral yoldan

verilmesinin, alloksan kaynakli diyabetik farelerde kan sekeri seviyesini diistirdiigii
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(Purohit vd., 2008) ve diyabetik ratlarla karsilastirildiginda hayvanlarda kan sekeri,
glikolize hemoglobin (HbAlc), kalp hiz1 ve sistolik kan basinci diizeylerini 6nemli 6lgiide
azalttig1 bulunmustur (Bhandari vd., 2008). Bitkinin yapraklar1 ise yatistirici, biiziistiirticii
ve antitoksik ozellikleri ile kasinti, bogaz agrisi, agiz aftlari, agrisiz tlserleri, deri
hastaliklar1 ve ciizzam tedavisinde kullanilir. Tohumlari, anti-bakteriyel ve anti-
tiiberkiiloz 06zelliklere sahiptir. Koklerinin kaynatilmasi, influenza ve mikrobiyal

enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir (Varier, 2006; Harish, 2012).

Meyveleri Tohumlari Yapraklar1 Kokleri

Sekil 1.7: Embelia ribes (Sharma vd., 2022).

1.2.2. Embelinin Kimyas1

Embelinin molekiiler formiilii C17H2604 (Sekil 1.8) molekiiler agirligr 294,183 g/mol ve
erime noktas1 yaklasik 142—-143°C’dir. Embelin, alkil zincirinden olusan bir hidroksil
benzokinon ve bir para-benzokinon tiirevidir. Bu nedenle, para-benzokinonun temel
fiziksel-kimyasal 6zelligine sahiptir (Kundap vd., 2017; Badmanaban vd., 2019; Sheng
vd., 2020). Turuncu renk gosterir, ipek ve yiin boyamak i¢in kullanilabilir (Samatha ve
Vasudevan, 1996). Embelin, polar olmayan bir molekiil olup, zayif sulu ¢oziiniirliigii
(Pathan ve Bhandari, 2010; Singh vd., 2014) nedeniyle diizensiz biyoyararlanim
(uygulama yerinden hedef bolgeye ulasabilen miktar1) gosterir. Uzun alkil zinciri
embeline giiclii lipofilik yetenek (Lamblin vd., 2012) ve yliksek hiicre zar1 gecirgenligi
saglayarak daha kararli hale gelmesini ve hiicrelere kolayca girmesini saglar (Joshi vd.,
2007). Stiblimasyon (maddenin 1s1 uyguladiginda kati1 halden direkt gaz haline gegmesi
durumu) ve uguculuk, embelinin diger 6nemli 6zellikleridir. Isitildiktan sonra normal
basing altinda ayrismaz ve su buhart ile damitilabilir, bu da ekstraksiyonunu ve

saflagtirlmasin1 kolaylastirir. Embelin ayrica bir fenolik lipiddir ve 1s18a duyarlhidir.
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Metanolde, 450 nm'de bir pik absorbans gosterir. Uygun dalga boyundaki isikla
1sinlandiginda, embelin aktive edilebilir ve antioksidan sistem yoluyla anti-neoplasitk ve

anti-inflamatuar etkiler saglar (Joy vd., 2014; Joy vd., 2015).

B
(@)
OH
HO (CH2)10CH3
(@)
Embelia ribes (Yalanc1 Karabiber) Embelinin Kimyasal Yapisi

Sekil 1.8: Embelia ribes meyve ve yapraklari (A) ve embelinin kimyasal yapisi (B) (Kundap vd.,
2017).

1.2.3. Embelinin Etki Mekanizmasi

Embelin, artrit, bakteriyel enfeksiyonlar, timér, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet,
obezite, nérodejeneratif bozukluklar, yara iyilesmesi vb. dahil olmak iizere bir¢ok kronik
hastaligin 6nlenmesi ve tedavisinde dnemli bir potansiyel etkiye sahiptir. Embelin, anti-
fertilite (Kumar vd., 2012), anti-tiiméral (Danquah vd., 2012; Dhanjal vd., 2014), anti-
inflamatuar (Kalyan Kumar vd., 2011; Xue vd., 2014), analjezik (Chitra vd., 1994), anti-
oksidan (Singh vd., 2009), hepatoprotektif (Sreepriya ve Bali, 2006), yara iyilestirici,
anti-bakteriyel (Dwivedi ve Singh, 2015) ve anti-konviilsan aktiviteler (Mahendran vd.,
2011) da dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli tibbi 6zelliklere (Sekil 1.9) sahiptir (Sharma vd.,
2022).
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Sekil 1.9: Embelinin Etki Mekanizmasi (Sharma vd., 2022).

1.2.3.1. Embelinin Antitiimoral Aktivitesi

Embelinin farkli timoér hiicrelerinde farkli yolaklar ile antitiimoral 6zellige sahip oldugu
bilinmektedir. Embelin, inflamasyon, hiicre sagkalimi ve proliferasyon ile iliskili genlerin
ekspresyonunu diizenlemede ¢ok 6nemli bir rol oynayan bir transkripsiyon faktorii olan
niikleer faktor-kappa B'nin (NF-kB) aktivitesini inhibe eder. NF-kB genellikle timor
hiicrelerinde asir1 aktive olur ve kontrolsiiz biiylimelerine katkida bulunur. Embelin, NF-
kB'yi bloke ederek, tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasini ve hayatta kalmasini baskilamaya
yardimci olur (Kannaiyan vd., 2011). Embelin ayrica anti-anjiyojenik 6zelliklere sahiptir,
yani anjiyogenezi inhibe edebilir. Anjiyogenezin bozulmasi, tiimérlere kan akigini sinirlar
ve bdylece ilerlemelerini engeller (Coutelle vd., 2014). Embelin, farkli tiimor hiicresi
tirlerinde diizenlenmis bir hiicre o6liimii sekli olan apoptozu indiikleme yetenegini
gostermistir. Apoptoz, embelinin anormal ve hasarli hiicreleri ortadan kaldirmak ve
tiimoriin  kontrolsiiz ¢ogalmasin1 Onlemek i¢in izledigi O6nemli bir mekanizmadir.
Embelinin apoptotik etkisi, kaspazlarin aktivasyonunu ve B-hiicreli lenfoma-2 (Bcl-2)

ailesi proteinlerinin modiilasyonunu igerir (Basha vd., 2022).
Apoptoz inhibitér protein 3'lin (IAP3) inhibitérii olarak da bilinen X'e bagh

apoptoz proteini inhibitoriiniin (XIAP) mesane tiimorii hiicrelerinde biiyiik dl¢iide asiri

eksprese edildigi ve apoptozu inhibe ettigi bilinmektedir. XIAP'1n kiigiik molekiillii
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inhibitorlerinden biri olan embelinin mesane tiimori tedavisinde, XIAP'1 inhibe ederek
ve fosfoinositid-3-kinaz (PI3K)/Protein Kinaz B (Akt) yoluyla apoptozu indiikleyerek
timor hiicre biiylimesini baskiladigi yapilan bir ¢alismada gosterilmistir (Fu vd., 2016).

Calismalar, insan mide karsinomu hiicrelerinde anti-neoplastik aktivitesini ve
embelin mekanizmasini arastirmigtir. Yapilan bir ¢alismada, embelinin, PI3K/AKt, janus
kinaz/sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon aktivatorii (JAK/STAT), p38 mitojenle aktive
olan protein kinaz (p38 MAPK) ve p53 gibi hiicre biiylimesi ve apoptoz ile iliskili gesitli
sinyal yolaklarini diizenlendigi, mide karsinomu hiicrelerinin canliligini bastirip apoptozu
indiikledigi ve 5- fluorourasilin anti-neoplastik aktivitesini arttirdig1 gosterilmistir (Wang
vd., 2014). Ayrica embelinin, S (sentez) ve G2/M (mitoz ve sitokinez) fazlarinda hiicre
dongiisiiniin durmasini indiiklegi, XIAP ve siklin bagimli kinaz 1 (CDK1), CDC25B,
CDC25C, siklin B1 ve siklin bagiml kinaz 2 (CDK2) gibi hiicre dongiisii diizenleyici
proteinlerin ekspresyonunu inhibe ettigi ortaya konmustur. Bagka bir ¢alismada, mide
karsinomu hiicrelerinin embelin ile tedavisinin hiicre proliferasyonunu azalttigi, kaspaz-
3 aktivasyonunu tetikledigi ve NF- kB, p65 aktivasyonunu diistirdiigii bildirmistir (Xu
vd., 2016). Bu sonuglar, embelinin, p38 MAPK'y1 uyararak ve NF-kB sinyal yollarini

baskilayarak insan mide karsinomu hiicrelerinde apoptozu destekledigini gostermektedir.

Karaciger tiimorii hiicrelerinde (HepG2) yapilan bir ¢aligmada, embelinin bu
hiicrelerde mitokondriyal membran potansiyelini degistirerek doza ve zamana bagl bir
sekilde apoptozu indiikledigi ve ayrica, HepG2 hiicrelerinde G2/M (mitoz ve sitokinez)

fazinda hiicre dongiisiiniin durmasina neden oldugu dogrulanmistir (Taghiyev vd., 2012).

Kolanjiokarsinom, safra kanali epitel hiicrelerinden koken alan yaygin bir
timordiir. Embelinin KMCH ve Mz-ChA-1 kolanjiokarsinom hiicre hatlarinda hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi, S ve G2/M fazlarinda hiicre dongiisiiniin durmasina neden
oldugu gosterilmistir. Bu sonuclar, embelinin bu hiicre dizilerinde hiicre proliferasyonunu
inhibe etmede ve XIAP ekspresyonunu azaltmada onemli role sahip oldugu seklinde

yorumlanmigtir (Wehrkamp vd., 2014).
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Embelinin kolitis-iliskili kolon karsinomu iizerindeki etkisisini inceleyen
aragtirmada, embelin, kolonda makrofajlarin toplanmasini bloke ettigi, timor
mikrogevresindeki makrofajlarin M2 benzeri polarizasyonunu azalttigi ve kolon
karsinomu gelisimini bastirdigi gosterilmistir (Wu vd., 2016). Embelinin ayrica
makrofajlarda NF-«kB sinyalini inhibe ettigi ve kolon karsinomu gelisiminde yer alan
timor nekroz faktorii-a (TNF-a), interlokin-6 (IL-6) ve siklooksijenaz-2’yi (COX-2)
azalttig1 yine bu ¢alismada ortaya konmus ayrica embelinin, Th2 sitokinlerin varliginda
M2 makrofajlarin polarizasyonunu da inhibe ettigide ifade edilmistir. Bu sonuglara
dayanilarak, embelinin kolon karsinomundaki anti-neoplastik &zelliginin kismen
makrofajlart hedeflemesinin olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Baska bir ¢aligmada ise
embelinin IL-6/STAT3 aktivasyonunu ve Th17 bagisiklik tepkisini kisitlayarak kolitise
bagli karsinomu durdurdugu tespit edilmistir (Dai vd., 2014).

1.2.3.2. Embelinin ve Antimalaryal Aktivitesi

Dogal olarak tiiretilmis bazi bilesikler gibi, embelinin de (Embelia ribes bitkisi ve ana
bilesenleri) olast mekanizmasi ile antimalaryal aktivitesi arastirilmigtir. Yapilan
calismalarda, hemozoin olusumunu inhibe ederek 4-aminokinolin ve klorokin ile benzer
bir etki mekanizmasina sahip embelinin antimalaryal aktivitesinden bahsedilmistir
(Huang, 1982; Zaid vd., 2017). Bir diger aragtirmact grubu, embelinin heme demiri ile
baglanmas1 i¢in olast mekanizmayr inceleyerek hemozoin olusumunu engelledigi,
boylece parazitlerin biiyiimesini durdurdugunu gostermislerdir (Basilico vd., 1997). Daha
sonra Bezu vd. (2015) ¢alismalarinda, embelin ve yar1 sentetik aromatik amin tiirevinin
in vivo antimalaryal etkisini bildirmigler ve ayrica, bu ¢alismada, aromatik yari sentetik
amin tiirevlerinin antimalaryal aktivitesinin, embelinden daha iyi oldugu gdsterilmistir.
Buna ek olarak, Srivastava vd. (2014), PCAF / GCNS5 ailesi histon asetiltransferazin
inhibisyonunu gosteren etki mekanizmasi ile embelinin diisiik mikromolar
konsantrasyonda parazitik biiylimenin azalmasi yoluyla antimalaryal aktivitesinden
bahsetmektedir. Ayrica, Thota vd. (2016), embelin tiirevlerinin izolasyonunu ve ardindan
karakterizasyonlarin1 ve antimalaryal aktivitelerini aragtirarak 6-metilembelin, 4-

hidroksi-2-metoksibenzamid, 5-O-etilembelin ve 5-O-metilembelin tiirevinin, embelin
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ile karsilastirildiginda orta derecede antimalaryal aktivite gosterdigini ortaya

koymuslardir.

1.2.3.3. Embelinin Antiviral Aktivitesi

Potansiyel antiviral ajanlar gelistirmek i¢in, tibbi olarak uygulanabilir bitkilerden bir¢ok
biyoaktif bilesik izole edilmis, antiviral aktivitesi agisindan arastirilmistir (Rushdi vd.,
2020; Wei vd., 2020). Bunun 1s18inda, Hossan vd. (2018), embelinin kurutulmus
meyvelerinin etil asetat ekstraktinin influenza virusu A / Porto Riko / 8/34'e (HIN1) kars1
antiviral aktivitesinin oldugunu gostermislerdir. Ayrica, embelinin, viral yasam
dongiisiiniin erken asamalarinda hiicre kiiltiirtinde virus replikasyonunu baskiladigi
bulunan viral hemaglutinin reseptdr baglama bolgesi ile etkilesime girdigi bilinmektedir.
Yapilan baska bir calismada, iki potansiyel bilesik olan metilprednizolon ve
deksametazon gibi kinon tiirevi olan embelinin Covid-19'a kars1 inhibitér mekanizmasi
oldugu gosterilmistir (Caruso vd., 2020a). Hiicre kiiltiiriinde yapilan bir ¢alismada
embelinin yiiksek anti-hepatit B virusu (anti-HBV) aktivitesine sahip oldugu bulunmustur
(Parvez vd., 2019). Son zamanlarda, embelinin antiviral aktivitesi lizerine yapilan baska
bir arastirmada, embelin Herpes simpleks virus tip 1 (HSV-1) enfeksiyonunun neden
oldugu oksidatif hasar1 inhibe ederek enfeksiyonu tamamen azalttig1 gosterilmistir (Elias

vd., 2021).

1.2.3.4. Embelinin Anti-diyabetik ve Anti-obezite Aktiviteleri

Obezite, yag dokusu ve diger organlarda asir1 yag birikimi ile birlikte lipid ve
karbonhidrat metabolizmasinin kronik metabolik bir hastaligidir (Hajer vd., 2008).
Diyabet, hipertansiyon, dislipidemi, koroner kalp hastalig1 ve benzeri gibi ¢esitli tehlikeli
hastaliklar i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir. Embelin tedavisinin insiilin ve leptin ile
indiiklenen obez modellerde glikoz serum diizeylerini diisiirdiigii, hepatik tiyobarbiturik
asit reaktif maddeleri (TBARS) seviyelerini azalttig1 ve siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT) ve rediikte glutatyon (GSH) seviyelerinin ekspresyonunu artirdigi ifade
edilmistir (Chaudhari vd., 2012). Calismalara gore, embelin ile tedavi, yag kaynakli

modellerde viicut kitle indeksini, serum lipid seviyelerini ve inflamasyonu azaltmaktadir
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(Qin vd., 2019). Caligmalar ayrica bu bilesigin adipogenez ve lipogenezi bloke etmedeki
etkinligini gostermistir. Bu sonuglar, embelini obezite ve glukoz tolerans diizeylerinin

tedavisi i¢in 6nemli bir ajan olarak 6n plana ¢ikarmaktadir (Gao vd., 2017).

Diyabet, pankreas dokularinin kan, serum ve biyokimyasal parametrelerinde
yiiksek anomalilere yol acgan bir dizi metabolik bozukluktur (Hajer vd., 2008). Meta-
analiz, Embelia ribes ekstraktinin ve ana aktif tiirevinin, yani embelinin kan sekeri,
HbAlc, insiilin ve lipid profilinde faydali etkiler gosterdigine dair bilimsel kanitlar
saglamistir. Ek olarak, Embelia ribes 6zii ve embelin, diyabetik modellerde kalp atis
hizini, sistolik kan basincinini, laktat dehidrojenazi, kreatinin kinazi ve oksidatif stres
belirteclerini normallestirmistir (Durg vd., 2017a). In vivo modellerde embelin ve
glibenklamid miidahalesi, HbAlc, serum glukoz seviyelerini ve NO aktivitesini 6nemli
Olgiide azaltmis ve serum insiilin seviyelerini artirmistir. EK olarak, diyabetik fare
modellerinde pankreas antioksidan enzimleri yiikseltmis, insiilin duyarliligini diizeltmis,
B hiicrelerini hasardan korumus, oksidatif stres baskilamis ve glikoz homeostazi
korunmustur. Bunun disinda, embelin tedavisi ile diyabetik ratlarda pankreas adacik
hiicrelerinin kayda deger bir sekilde yenilenmisi ve yara iyilesmesi hizlanmistir (Gupta
vd., 2012; Deshmukh vd., 2013).

Embelin ve kinon tiirevlerinin anti-diyabetik aktivite gosterdigi yapilan
caligmalarda gosterilmisti. Embelin, PI3K/p-AKT sinyal yolaginda glukoz tastyici
protein 4’tin (GLUT4) translokasyonu ve aktivasyonuyla diyabetik ratlarda plazma
insiilin diizeylerini azaltir (Gandhi vd., 2013). Bhandari vd. (2013), yiiksek yagli diyet ve
diisiik doz streptozotosin ile indiiklenen tip 2 diyabetik ratlarda Embelia ribes’in etanolik
ekstraktinin anti-diyabetik aktivitesinin oldugunu gostermislerdir. Ayrica, Alam vd.
(2018), streptozotosin ile diyabet olusturulan ratlarda oral olarak verilen embelinin

diyabeti iyilestirdigini bildirmiglerdir.

1.2.3.5. Embelinin Antimikrobiyal Aktivitesi

Antimikrobiyal ajanlar, bakterileri, mantarlari veya protozoalar1 yok eden, biiyiimelerini

veya iireme yeteneklerini baskilayan maddedir. ilging bir sekilde, cok sayida calisma,

22



embelinin 6nemli antimikrobiyal aktivitelere sahip oldugunu gostermistir. Buna gore
¢cozlnirligiini artirmak, sitotoksik ve antimikrobiyal aktivitesini gelistirmek amaciyla
yeni embelin tiirevleri hazirlanmistir. Embelini ikincil aminlerle muamele ederek embelin
tirevlerini sentezledikleri ve bu bilesiklerin antiproliferatif ve antimikrobiyal aktiviteleri
inceledikleri ¢alismada; yalnizca bir bilesigin insan kolon karsinomu hiicre dizisi (HCT-
116), meme tiimori hiicre dizisi (MCF-7), pankreas karsinomu hiicre dizisi (MIAPaCa-
2) ve prostat karsinomu hiicre dizisi (PC-3) gibi hiicre hatlarina kars1 sirasiyla 30, 41, 34
ve 36 uM'lik diistik ICsp degerleri ile daha 1yi antiproliferatif aktivite gésterdigini ortaya
koymuslardir. Bu bilesikler ayrica antimikrobiyal aktivite acisindan da test edilmis ve
sadece dimetilamino ve piperidin tiirevi, 8 ve 16 pg/ml minimal inhibit6r konsantrasyonu
(MIK) degerleri ile gram pozitif bakteri Staphylococcus aureus'a karsi antibakteriyel
aktivite gostermistir (Singh vd., 2014).

Embelin, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Shigella flexneri, S.
sonnei ve Pseudomonas aeruginosa gibi belirli bakteri tiirlerine karst Onemli
antibakteriyel aktivite sergilemistir. Ayn1 zamanda, Salmonella typhi, S. boydii ve
Proteus mirabilis'e kars1 da orta derecede aktivite gostermistir (Chitra vd., 2003). Ayrica,
Streptococcus mutans'in saglam biyofilm olusturan izolatlarina karsi embelinin 6nemli
bir anti-biyofilm etkisini ortaya ¢ikarilmig ve boylece bu mikroplarin neden oldugu oral

enfeksiyonlarin tedavisi i¢in etkili bir ilag aday1 oldugunu kanitlanmistir (Dwivedi ve
Singh, 2015).

1.2.3.6. Embelinin Anti-inflamatuar Aktivitesi

Embelia ribes Burm'un biyoaktif bir bileseni olan benzokinon tiirevi embelin, anti-
inflamatuar ve antioksidan dahil olmak tizere genis bir farmakolojik aktivite spektrumuna
sahiptir. Kronik inflamasyonun kardiyovaskiiler hastaliklar ve timorler dahil olmak iizere
cesitli kronik hastaliklara doniisme riski daha yiiksek oldugundan, interlokin-1 beta (IL-
1B) ve TNF-a'nin embelin tarafindan inhibisyonu, inflamasyonun neden oldugu kronik
hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in umut vericidir. Son zamanlarda, Bansal vd.
(2020), Embelia ribes'ten izole edilen embelin, yiiksek yagli diyetle beslenen obez
C57BL/6 farelerinde niikleer faktor eritroid tiirevi-2 (Nrf-2) ve NF-xB sinyal yollarimi
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diizenleyerek oksidatif stresi ve inflamasyonu iyilestirdigini bildirmislerdir. Bagka bir
calisma ile sisplatin tarafindan tetiklenen nefrotoksisiteden korunmak i¢in embelinin
temel mekanizmasinin Nrf2/ Hem oksijenaz-1 (HO-1) sinyal yolu oldugunu ve bu
nedenle embelinin NF-kB yollarini bloke ederek oksidatif stresi ve inflamasyonu azalttigi

ortaya konmustur (Qin vd., 2019).

Yapilan bir ¢alismada, embelinin ratlarda asetik asit kaynakli iilseratif kolitis
tedavisinde etkili oldugu, viicut agirligr kaybi, ishal ve biiyiik bagirsak kanamasi gibi
semptomlari hafiflettigi, kolon dokusunun agirligini azalttigi ve kolon inflamasyonundaki
iyilesmeyi sagladigl gosterilmistir (Badamaranahalli vd., 2015). Rat {ilseratif kolitis
modelinde, embelin kolonik miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesini ve lipid peroksitleri
(LPO), serum laktat dehidrojenazi (LDH) azaltmis ve GSH diizeylerini ise artirmistir
(Thippeswamy vd., 2011a; Badamaranahalli vd., 2015). Embelinin, dekstran siilfat
sodyum (DSS) ile indiiklenen kolitis modelinde farelerin kolonlarinda TNF-a, IL-1f ve
IL-6 gibi proinflamatuar sitokinleri baskilayarak kolitisi iyilestirdigi ve splenomegaliyi
hafiflettigi bulunmustur (Kumar vd., 2011). Bu calismalar, embelinin, inflamatuar
aracilarin ekspresyonunu baskilayarak hastalikli bolgelerde olaganiistii anti-inflamatuar
etkilere sahip oldugunu ve bu nedenle iilseratif kolitis tedavisinde olumlu terapdtik

faydalar saglayabilecegini diistindiirmektedir (Kumar vd., 2011; Nidhi vd., 2017).

Embelin yara iyilesmesinde Onemli bir yapiya sahiptir. Embelia ribes
yapraklarinin etanolik ekstraktlari ve embelinin insizyonun hizli epitelizasyonunu,
kollajenasyonu, yara kasilmasi ve yaranin gerilme Kuvvetini artirdigi gozlenmistir.
Embelin ile tedavi edilen deney hayvanlarinin histolojik analizi, kollajen liflerinin ¢apraz
baglanmasinin arttigin1 géstermistir (Kumara Swamy vd., 2007). Bu veriler, embelinin
yara ilyilesmesini kolaylastirmada olumlu etkileri oldugunu ve kronik yaralarin
tedavisinde potansiyel kullanilabilirligini gostermektedir. Embelinin yara iyilesmesini
tesvik etmedeki ¢esitli etkileri, terapdtik Gnemini vurgulamakta ve yara bakimi alanindaki
mekanizmalar1 ve klinik kullanimlar1 hakkinda gelecekteki arastirmalar igin yollar
agmaktadir. Embelin inflamatuar hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinde Onemli bir

potansiyele sahiptir.
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1.2.3.7. Embelinin Antioksidan Aktivitesi

Antioksidan ajanlar, serbest radikal ara Triinlerini ortadan kaldirarak bir zincir
reaksiyonunu sonlandirabilen bilesiklerdir. Hem embelinin hem de bitki kaynaginin
antioksidan aktiviteleri tizerinde farkli tiirde olas1 ¢aligmalar yapilmistir. Embelin, lipid
peroksidasyonunu onleyerek hiicre zarlarinin biitlinliigiiniin korunmasina yardimei olur
ve hiicreleri oksidatif hasardan korur (Jagetia ve Baliga, 2004). Embelin, SOD ve CAT
gibi enzimlerin aktivitesini artirarak hiicresel antioksidan savunma sistemini arttirir

(Caruso vd., 2020b).

Embelinin karaciger hastaliklarindaki koruyucu etkilerini inceleyen oOnceki
caligmalar, hepatokarsinogenezis ve lipid peroksidasyonuna odaklanmigtir. Calismalar,
embelinin akut karaciger hasari modellerinde karaciger doku hasarin1 ve fonksiyonlarini
onemli Olciide iyilestirebilecegini gostermistir (Singh vd., 2009; Wang vd., 2019).
Embelinin, antioksidan 6zelliklerinden dolay1 hepatoseliiler nekrozu ve apoptozu azaltir.
Karbon tetrakloriir (CCly), serbest radikaller iireterek hepatik inflamasyona ve tiimore
neden olan giiclii bir karsinojendir. Singh vd. (2009), embelin tedavisinin, hayvanlarin
karacigerinde CCls kaynakli lipid peroksidasyonunu inhibe ettigini gostermislerdir. EK
olarak, embelin hayvanlarin serumunda CCls kaynakli alanin aminotransferaz (ALT),
aspartat aminotransferaz (AST), alkalin fosfataz (ALP), laktat dehidrogenaz (LDH),
gama-glutamil transferaz (GGT) ve toplam bilirubin diizeylerini baskilamistir. Embelin
tedavisinin karacigeri korumasinin, inflamasyonu ve fibrogenezi baskilayan antioksidan
etkisinden kaynaklandigi gosterilmistir. Tiyoasetamid (TAA) kaynakli karaciger hasari
olusturulan farelerde 50 pg/g oral embelin uygulamasmin hepatik nekrozu/apoptozu
baskiladigi ve sagkalimi arttirdig1 gosterilmistir (Wang vd., 2019).

N-nitrozodimetilamin ve fenobarbital ile hepatokarsinojenez olusturulan rat
modelinde, embelinin (50 mg/kg/giin) hepatik hiperplastik nodiillerin indiiklenmesini
bloke ettigi, viicut agirligr kaybini onledigi ve hepatik fonksiyon belirteclerini (ALT,
AST, ALP) iyilestirdigi gosterilmistir. Bu hepatokarsinojenez modelinde, hepatik
glutatyon antioksidan seviyelerinde azalma, lipid peroksidasyonunda artis ve displazi ve

anormal kromatin paternli atipik hiicreler gibi histolojik degisiklikler gozlenmistir
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(Sreepriya ve Bali, 2005). Embelin tedavisinin serbest radikal olusumunu engelledigi ve
antioksidan aktivite yoluyla bu biyokimyasal ve patolojik degisiklikleri iyilestirebildigi

ve hatta tersine ¢evirebildigi bulunmustur (Sreepriya ve Bali, 2006).

1.2.3.8. Embelinin Nérolojik Bozukluklar Uzerine Etkisi

Norolojik bozukluklar, merkezi ve periferik sinir sistemlerindeki rahatsizliklardan olusur.
En yaygin norolojik bozukluklardan bazilar1 Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, felg
ve cogunlukla néronlarin ve glial hiicrelerin kaybindan kaynaklanan multipl sklerozdur
(Chaudhuri ve Behan, 2004). Embelin, klinik Oncesi calismalarda dikkat cekici
farmakolojik profili nedeniyle norolojik bozukluklarin tedavisi i¢in potansiyel bir aday
olarak iddia edilmistir. Bir calismada, kronik serebral hipoperfiizyon modelinde
embelinin ndroprotektif ve anti-Alzheimer etkisi oldugu, sinaptik plastisite hasarin
onledigi ve hipokampal ndrotransmiterleri yeniden kurarak ndéromodiilator aktivite
gosterdigi bildirilmistir (Bhuvanendran vd., 2019). Bu sonuglar, embelinin hafizayi
gelistirdigini ve sinaptik plastisite hasarini inhibe ettigini ve ndrodejeneratif bilissel

patolojiler i¢in potansiyel bir ilag olabilecegini gostermektedir.

Embelin, anti-psikotik aktiviteye bagli inme, epilepsi ve psikotik bozukluklarin
onlenmesi ve tedavisinde onemli oldugu gosterilmistir (Durg vd., 2017b). Ilging bir
sekilde, embelin, beyin kaynakli ndrotrofik faktér (BDNF) ekspresyonunu artirarak ve
beyni oksidatif stresten, ndronal inflamasyondan ve hipotalamik-hipofiz adrenal
ekseninin notralize edici aktivitesinden koruyarak kronik ongoriilemeyen stres kaynakli
depresif davranislar etkili bir sekilde bastirabilir (Wang vd., 2018). Baska bir ¢calismada,
embelin miidahalesi ile, doza bagl bir sekilde elektrosok ve pentilentetrazol tarafindan
indiiklenen nobetlerin 6nemli 6l¢iide baskilandigini gosterilmistir ve embelinin etkisi,
standart ilaglar fenitoin ve diazepam'a benzer olarak ifade edilmistir (Mahendran vd.,
2011). Baz1 galismalarla inme, kronik epilepsi ile iliskili bilissel islev bozuklugunun
tedavisinde etkili olabilecegi ve ayrica bir anti-amnezik ajan oldugu gosterilmistir

(Thippeswamy vd., 2011b; Bhuvanendran vd., 2018; Kundap vd., 2019).
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1.2.3.9. Embelinin Kardiyovaskiiler Aktivitesi

Embelin, oksidatif stresi, apoptozu ve kardiyotoksisiteyi azaltarak miyokard hasarina
karst potansiyel kardiyoprotektif etkilere sahiptir. Embelin antioksidan aktiviteyi
giiclendirerek miyokardiyal lipid peroksidasyonunu, mitokondriyal apoptotik hasari,
kardiyak hasar belirteclerini azaltir ve histopatolojik faydalar gosterir (Martin-Acosta vd.,
2023). Miyokardiyal iskemi-reperfiizyon hasart olusturulan tavsanlara embelin
verilmesiyle serum IL-1pB, IL-6, TNF-a seviyeleri ve kardiyak troponin I (cTnl), nekroz
orani, apoptotik indeks ve NF-«B p65 ekspresyonunun azaldigi, hemodinamik ve
miyokardiyal fonksiyonunun iyilestigi goriilmiistiir (Zhao vd., 2015). Bagka bir calisma,
embelinin plazminojen aktivatér inhibitorii-1'i (PAI-1) inhibe ederek gii¢lii anti-
trombotik etkiye sahip oldugunu gésterilmistir (Wang vd., 2020). Embelinin protein
kinaz C (PKC) aktivatorii forbol 12,13-dibutirat gibi farkli agonistler tarafindan kanin
pihtilagmasini inhibe ettigi gosterilmistir. Ayrica, embelin, graniil salinimina ve
glikoprotein Ilb-Illa aktivasyonuna yol agan protein kinaz B ve MAPK aktivasyonu gibi
PKC sinyallerini baskilamistir. Embelin, anti-trombosit ve anti-trombotik etkilere sahiptir
(Li vd., 2019). Embelinin, farelerin mezenterik mikrodamarlarinda trombiis gelisimini
azalttigl, abdominal aort anevrizmalarini Onledigi, antiplatelet ve anti-trombotik

ozelliklere sahip bir PKC baskilayici olarak bilinmektedir (Liu vd., 2018).

1.2.3.10. Embelinin Fertilite Uzerine EtKisi

Bazi caligmalar, embelin aliminin erkek ve disi deney hayvanlarinda kisirliga neden
oldugunu gostermistir. Yapilan bir calismada, erkek tavsanlara iki hafta boyunca
intramuskiiler olarak verilen embelinin, bir hafta i¢inde testosteron seviyelerini %90'a
kadar diisiirdiigli ve embelin dozunun artmasiyla birlikte luteinize edici hormon ve
progesteron seviyelerinde de yiikselme oldugu goriilmiistiir (Githui vd., 1991). Ayrica
embelin uygulamasinin erkek ratlarda spermatogenezi bozdugu da belirtilmistir. Ancak,
bu ilacin geri cekilmesi ile birlikte herhangi bir ciddi yan etki olmaksizin anti-
spermatojenik degisikliklerin tersine dondiigli goriilmistiir (Gupta vd., 1989). Doza baglh
bir sekilde oral olarak verilen embelinin sperm sayist ve sperm hareketliliginde azalttig

da gdzlenmistir (Seth vd., 1982). Ote yandan subkutan olarak verilen embelinin, testis
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histolojisinde degisiklige, anti-androjenik ve anti-spermatogonik etkilere yol agtigi
goriilmiistiir (Seth vd., 1982; Agrawal vd., 1986).

Embelin, tavsanlarda 6nemli anti-ovulator etkiye sahiptir (Seth vd., 1982). Ek
olarak, embelin gebeligin erken giinlerinde ratlara 60 ve 120 mg/kg oral dozda post-koital
olarak verildiginde anti-implantatif aktivitesi gostermistir. Caligmalarda ratlarda
embelinin 10 mg/kg'llk minimal oral dozda %100 anti-implantatif aktiviteye sahip
oldugunu gosterilmistir (Rathinam vd., 1976; Poojari, 2014). Bunun yani sira, baska bir
calismada, gebeligin ilk haftasinda disi ratlara 100 mg/kg dozunda oral embelin
uygulamasinin, rahim agirligi, protein, glikojen ve alkalin fosfataz aktivitesi gibi
Ostrojene duyarli parametreleri etkilemedigi bildirilmistir. Buna goére embelinin ne
Ostrojenik ne de anti-Ostrojenik etkili olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Krishnaswamy ve
Purushothaman, 1980). Ovaryumlar1 alinmis ratlarda, gebeligin ilk haftasindan gebeligin
sonlandirilmasiyla birlikte oral embelin uygulamasi anti-Ostrojenik ve zayif
progestasyonel etkiye neden olmustur (Johri vd., 1991). Yine de, embelinin insanlardaki
etkilerini dogrulamak icin daha fazla calismaya ihtiyag vardir. Sonugta, kronik
hastaliklarin ¢ogu yasli populasyonda goriilir ve embelin kaynakli kisirlik geri
doniistimliidiir, bu nedenle bu bilesigin etkisi onlarin yasamlarini engellemeyebilir. Bu
caligmalar, embelinin hem erkeklerde hem de kadinlarda potansiyel bir kontraseptif ajan

olabilecegini gostermektedir.

1.2.4. Embelinin Farmakokinetik ve Farmakodinamik Ozellikleri

Embelinin giivenligi ve zararl etkilerini aragtirmak i¢in kemirgenlerde ve diger hayvan
modellerinde ¢esitli ¢aligmalar yapilmaktadir. Ratlarda 30 giin boyunca 75 mg/kg/giin
oral embelin dozu, bobrekte 249 mg/g, testiste 257 mg/g ve bagirsakta 232 mg/g gibi
yiiksek diizeylere ulasmistir. Beyin dokusunda (163 mg/g), kalpte (196 mg/g) ve dalakta
(176 mg/g) embelin konsantrasyon seviyelerinin tiim bu organlarda yavasg¢a azaldigini,
bu da viicuttan 21.86 saatlik bir yarilanma 6mrii ile yavas bir eliminasyon siirecine sahip

oldugunu gostermektedir (Gupta vd., 1990; Gupta ve Sanyal, 1991; Poojari, 2014).
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Embelinin 30 giin boyunca subkutan dozu, kalpte 204 mg/g, testiste 200 mg/g,
epididimde 176 mg/g, bobrekte 159 mg/g ve beyinde 147 mg/g yiiksek
konsantrasyonlarda oldugu bulunmustur. Dalakta 139 mg/g, seminal vezikiillerde 110
mg/g, karacigerde 106 mg/g, bagirsakta 90 mg/g, prostatta 86 mg/g ve akcigerlerde 82
mg/g diisiik embelin konsantrasyon seviyeleri gézlenmistir (Gupta vd., 1990; Poojari,
2014). Embelinin yaklagik bir ay boyunca diizenli olarak oral dozu, ince bagirsak
bolgelerinde D-glukoz, L-alanin, L-16sin ve kalsiyum emilimini arttirdigi ve erkek
ratlarda ince bagirsagin segmentlerinde alkalin fosfataz, laktaz, 16sin aminopeptidaz,
maltaz, siikraz vb. gibi bagirsak enzimlerinin artisin1 sagladigi gosterilmistir (Gupta vd.,
1990, Gupta vd., 1991).

Ratlarda intraven6z ve oral yolla uygulanan embelinin farmakokinetik
caligmalari, %97'lik bir biyoyararlanim ile tam emilim gosterdigi ve yar1 dmri, intravenz
uygulamada 9.5 saat ve oral uygulamada 11 saat olarak bulunmustur. Karaciger, dalak,
kalp ve akciger ile karsilastirildiginda, beyinde 0.25 ile 2 saat boyunca yiiksek bir ilag
konsantrasyonu tespit edilmis olup, dozun %60.9'u 24 saat sonra idrarda belirlenmistir
(Zutshi vd., 1990).

1.2.5. Embelin Toksisitesi

Embelinin 10 mg ile 3 g/kg oral uygulamasinin kemirgenlerde herhangi bir zararli
etkisinin olmadig1 bulunmustur. Ek olarak, embelinin 10 mg/kg'da 10 hafta boyunca
tekrarlayan girisiminden sonra subakut toksisitenin ratlarda gilivenli oldugu tespit
edilmistir (Poojari, 2014). CCls kaynakli hepatotoksik ratlarda yapilan ¢aligmalarda, 5
hafta boyunca embelinin 100 mg/kg oral uygulamasmin 6demi azaltarak; protein ve
alblimin seviyelerini yiikselterek hepatoprotektif etkiledigi gosterilmistir (Singh vd.,
2009; Poojari vd., 2010). Bununla birlikte, baska bir ¢aligmada, embelinin 6 hafta
boyunca 120 mg/kg dozunda disi ratlar igin toksik oldugunu bildirilmistir (Prakash,
1994). Calisma, embelin uygulamasinin bobrek ve adrenal hiicrelerde asit ve alkalin
fosfataz aktivitelerinde artis, degismis nekroz, karaciger ve bdbrekte periniikleer
vakuolasyon, bobrekte tubuler hasar ve adrenal hipertrofi ile sonuglandigini ortaya

koymus ve bunlarin tiimiiniin embelin kesildikten sonra diizeldigini gostermistir.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Deney Hayvanlan

Afyon Kocatepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan
desteklenen (Proje no: 23.SAG.BIL.15) ve Kiitahya Saglik Bilimleri Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Etik Kurulunca onaylanan (20/06/2023 tarih, karar no: 2023.06.05)
bu ¢alisma, Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali ve
Kiitahya Saglik Bilimleri Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme
Arastirma ve Uygulama Biriminde yapildi. Calismada Kiitahya Saglik Bilimleri
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Yetistirme Arastirma ve Uygulama
Biriminden saglanan 3 aylik, 250-300 g agirliginda, 28 adet, Wistar Albino erkek ratlar
kullanildi. Ratlar ¢alisma siiresince standart sartlar altinda havalandirmali, sabit 1sil1
odalarda, %50+5 nem ortaminda, 12 saatlik aydinlik + karanlik dongiisii bulunan

laboratuvar kosullarinda barindirildi.

2.2. Deney Gruplan

Ratlar rastgele segilerek dort ayri ¢alisma grubu olusturuldu.

1. Sham Grubu (S), (n = 7): %1 Tween 80 ve %0,9’luk serum fizyolojik igeren karisim
14 giin boyunca (0.1 ml/100 g) intraperitoneal olarak verildi.

2. Embelin grubu (E), (n = 7): Ratlara 14 giin boyunca, embelin 1.2 mg/kg/giin dozunda
%0,9’Iuk serum fizyolojik igerisinde, %1 Tween 80 ile ¢ozdiiriilerek intraperitoneal

olarak verildi.

3. Dietilnitrozamin grubu (DEN), (n = 7): Bu gruptaki ratlara tek doz 200 mg/kg/giin
DEN intraperitoneal verildi.

4. Dietilnitrozamin + Embelin Grubu (DEN + E), (n = 7): Bu gruptaki ratlara tek doz
DEN (200 mg/kg intraperitonel) verilerek 24 saat sonra, 1.2 mg/kg embelin %0,9’luk
serum fizyolojik igerisinde, %1 Tween 80 ile ¢ozdiiriilerek intraperitonel olarak 14 giin

boyunca uygulandi.
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2.3. Ratlarda Hepatotoksisite Olusturulmasi

Ratlarda karaciger hasar1 olusturmak i¢in; DEN gruplarina, 200 mg/kg dietilnitrozamin
(TCI, Tokyo, Japonya) serum fizyolojik igerisinde ¢6zdiiriilerek tek doz intraperitonel
olarak verildi (Assar vd., 2021).

2.4. Embelin Uygulamasi

Yiizde 0,9’luk serum fizyolojik igerisinde, %1 Tween 80 ile ¢ozdiirtilerek hazirlanan 1.2
mg/kg/giin embelin (Santa-Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, Amerika), 14
boyunca embelin gruplarindaki ratlara intraperitonel olarak uyguland: (Arora ve
Deshmukh, 2017; Bhuvanendran vd., 2019).

2.5. Deneyin Sonlandirilmasi ve Orneklerin Toplanmasi

Deneyin basinda ve sonrasinda tiim ratlarin viicut agirliklar: 6l¢iildii. On bes giin siiren
uygulama sonunda Ketamin/Ksilazin (90 mg/kg - 10 mg/kg) anestezisi uygulanan
ratlardan intrakardiyak olarak alinan kan Ornekleri antikoagiilan igermeyen tiiplere
konularak +4°C’de 3500 rpm 10 dakika santrifiij edildi ve serumlarina ayrildi. Kardiyak
kan drneklemesinin ardindan, hayat belirtileri sonlanan tiim ratlar nekropsiye alinarak her
bir ratin karaciger dokusunun etrafindaki bag ve yag dokular1 temizlenerek, standart bir
sekilde total olarak ¢ikarild1 ve agirliklar 6lgiildii. Karaciger dokusu, serum fizyolojik ile
yikandiktan sonra, organin bir pargasi, histopatolojik incelemeler i¢in %10’luk formalin
soliisyonuna konuldu. Diger karaciger dokusu ile serum &rnekleri biyokimyasal ve

molekiiler analizler yapilincaya kadar -80°C’de saklandi.

2.6. Karaciger Indeksinin Hesaplanmasi

Alman karacigerlerin agirliklari tartilarak viicut agirligina oranlanmasiyla karaciger

indeksleri hesaplandi.

Karaciger indeksi = [Total Karaciger Agirh@ / Viicut Agirhgi] X 100
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2.7. Biyokimyasal Analizlerin Yapilmasi

2.7.1. Rutin Biyokimyasal Parametrelerin Analizleri

Serum orneklerinde AST, ALT, ALP, LDH, GGT, total biluribin, albiimin, trigliserit
(TG), kolesterol (TC), yiiksek dansiteli kolesterol (HDL), diisiik dansiteli kolesterol
(LDL) gibi rutin biyokimyasal parametrelerin analizleri, uygun 6l¢tim Kitleri kullanarak
(Beckman Coulter, Miami, FL, Amerika) Beckman Coulter AU680 analizorii ile
(Beckman Coulter, Miami, FL, USA) yapildi.

2.7.2. Total Oksidan ve Total Antioksidan Kapasitenin Ol¢iimii

Total oksidan kapasite (TOS) 6l¢iimii ticari olarak {iretilen 6l¢iim kiti (Total Oxidant
Status Assay Kit, Uriin Kodu: RL0024, Rel Assay Diagnostics® Mega Tip Ltd.,
Gaziantep, Tirkiye) kullanilarak ELISA mikroplaka okuyucu (Thermo Multiscan GO,
1510, Finland) analizériinde yapildi. Sonuglar litre bagina mikromolar hidrojen peroksit

equivalan olarak ifade edildi (umol H202 Equiv./L) (Erel, 2005).

Cizelge 2.1: Total oksidan kapasite (TOS) dl¢iimii (Erel, 2005)

Numune Standart
Calisma standardi - 45 ul
Numune (Serum) 45 ul
Buffer Soliisyonu 300 pl 300 pl

30 saniye sonra 530 nm’de birinci absorbanslar (A1) okundu.

Prokromojen ¢ozelti 15 pul 15 pul

37°C’de 5 dakika inkiibe edilerek 530 nm’de ikinci absorbanslar (A2) okundu.

AA numune = Numunenin ikinci absorbanst — Numunenin ilk absorbansi
AA standart = Standart’in ikinci absorbansi — Standart’in ilk absorbansi
Standart konsantrasyonu = 10 pmol H202 Eq/L
Hesaplama (pmol H202 Eq/L) = [AA numune / AA standart] x Standart

konsantrasyonu
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Total antioksidan kapasite (TAS) 6l¢iimii ticari olarak iiretilen 6l¢iim kiti (Total
Antioxidant Status Assay Kit, Uriin Kodu: RL0017, Rel Assay Diagnostics® Mega Tip
Ltd., Gaziantep, Tiirkiye) kullanilarak ELISA mikroplaka okuyucu (Thermo Multiscan
GO, 1510, Finland) analizdriinde yapildi. Olgiim sonuglar1 mmol Trolox equivalent/L

olarak ifade edildi (Erel, 2004).

Cizelge 2.2: Total antioksidan kapasite (TAS) 6l¢iimii (Erel, 2004)

Numune H20 Standart
Calisma standardi - - 18 ul
Numune (Serum) 18 pl - -
H20 (su) 18 ul -
Buffer Soliisyon 300 pl 300 pl 300 pl
30 saniye sonra 660 nm’de birinci absorbanslar (A1) okundu.
Prokromojen ¢ozelti 45 pl 45 pul 45 ul

37°C’de 5 dakika inkiibe edilerek 660 nm’de ikinci absorbanslar (A2) okundu.

AA numune = Numunenin ikinci absorbansi — Numunenin ilk absorbansi
AA H>0 = H20’nun ikinci absorbansi — H2O’nun ilk absorbansi
AA standart = Standart’1n ikinci absorbansi — Standart’in ilk absorbansi

Hesaplama (mmol Trolox Eq/L)= (AA H20 - AA numune) / (AA H20 - AA standart)

TOS diizeylerinin TAS diizeylerine oraninin yiizde derecesi olarak ifade edilen
oksidatif stres indeksi (OSI) hesaplanirken, TAS testinin birimindeki mmol degeri TOS

testindeki gibi pmol birimine ¢evrildi.

OSI = [(TOS, pmol H202 equvalent/L) / (TAS, pmol Trolox equvalent/L) X 100

2.8. Gen Ekspresyon Analizleri
2.8.1. Total RNA izolasyonu
Karaciger dokusundan total RNA izolasyonu, A.B.T.™ RNA Purification Kit (Cat No:

102-01-10) kullanilarak yapilmistir. Ratlardan alinan karaciger dokulari1 (20 mg) 2 ml’lik

ependorf tiipe konulmus ve tizerine 1 ml “Buffer P eklenerek, dokular homojenize edildi.
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Homojenize olmus 6rnekler oda sicakliginda (15-25°C) 3 dk inkiibe edildi. Her bir tiipe,
200 pL kloroform eklendi ve tiipler alt iist edilerek karistirildi. Oda sicakliginda tekrar 2
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 4°C'de 15 dakika boyunca 12.000 rpm'de
santrifiij edildi ve tistteki sulu faz kismi 1,5 mL'lik mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. Daha
sonra tiiplere, 1:1 oraninda “Buffer RB” eklendi ve tiipler alt tist edilerek karistirildi. Bu
karisimdan 700 pL alinip 2 ml’lik kit igerisinde olan toplama tiipline yerlestirilmis olan
spin kolona aktarild1 ve 12.000 rpm’de 20 saniye santrifiije edildikten sonra toplama tiipii
degistirildi. Spin kolona 500 uL “Yikama Tamponu I” ilave edilip 12.000 rpm’de 20
saniye satrifiij edildikten sonra toplama tlipli yeniden degistirildi. Her bir spin kolona 500
pL “Yikama Tamponu 11” ilave edilip 12.000 rpm’de 20 saniye satrifiij edildikten sonra
toplama tiipii yeniden degistirildi. Kalan yikama tamponunu ¢ikarmak i¢in maksimum
hizda 1 dakika daha santrifiijlendi. Her bir spin kolon steril, RNaz-free 1,5 mL’lik
ependorf tiiptine yerlestirildi ve tizerine 100 uL RNaz-free su eklendi. Oda sicakliginda 1
dakika boyunca inkiibe edilerek tam hizda 1 dakika santrifiij edildi. RNA konsantrasyonu
NanoDrop 2000 spektrofotometre kullanilarak ol¢iildii. Elde edilen RNA -80 °C’de

saklandi.

2.8.2. cDNA Sentezi

Karaciger dokularindan izole edilen RNA orneklerinden cDNA sentezi igin
“EasyScript™ cDNA Synthesis Kit,” (Applied Biological Materials, Kanada)
kullanilmistir. Her bir 6rnek icin ependorf tiipiinde Template RNA reaksiyon karisimi
hazirlandi [14,5 pL RNaz-free, 1 uLL ANTP miks (10 mM), 1 uL oligo DT (10 uM)]. Bu
karisimdan 16,5 pL alinarak 0.2 mL’lik PCR tiiplerine dagitildi ve {izerine her bir 6rnege
ait 3,5 pL RNA ornekleri eklendi. Hazirlanan bu karisim 65°C’de 5 dakika inkiibe
edilerek sonrasinda 1 dakika buzda bekletildi. Bir 6nceki basamaktan elde edilen
Template RNA reaksiyon karigimina (20 pL), baska bir tiipte hazirlanan reaksiyon
karigimi [4 pL 5SXRT Buffer, 0,5 pL RNaseOFF Riboniikleaz inhibitor (40 U/uL), 1 uL
EasyScript PlusTM RTase (200 U/uL)] ilave edildi. Ornekler PCR termal cycler
cihazinda (Techne, SPRIMEG/02, Ukrayna) siras1 ile 50°C’de 50 dakika, 85°C’de 5
dakika boyunca inkiibe edildi. Bu asamalar sonucunda elde edilen cDNA ornekleri -

20°C’de saklandi.
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2.8.3. Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

Sonic hedgehog (Shh), Patched transmembran proteini-1 (Protein yamali homolog 1;
Ptchl), Smoothened (Smo), Glioma ile iliskili onkogen 1 (Glil), Tnfa, 116, 1l1b, timor
baskilayici protein 53 (Tp53), B hiicreli lenfoma 2 (Bcl2), Casp3, Bcl2 benzeri X protein
(Bax), (hedef genler) ve B-aktin (referans gen) icin relatif kantitasyon analizi, gergek-
zamanli PCR sistemi (Applied BiosystemTm StepOneTM Real-Time PCR System,
Fisher Scientific) kullanilarak yapildi. Cizelge 2.3’te hedef ve referans genlere 6zgii

primer setlerin dizilimleri verilmistir.

Cizelge 2.3: Genlerin primer dizilimleri (5°- 3°)

Genler Primer dizilimleri
shh F: CAATTA CAA CCC CGA CAT CA
R: AGT CAC TCG AAG CTT CAC TCC
Ptchl F:ATTTCT TGC CCTTGG TGT TG
R: GAA GGC AGT GAC ATT GCT GA
Smo F: AGA AGG CCT TGG CAATCA
R: GAAGCC CATTCCTGATTG TG
Glil F: TGG AAG GGG ACA TGT CTAGC
R: GCT CACTGT TGA TGT GGT GC
Tnfa F: CCACCACGCTCTTCT GTC TAC
R: GCT ACGGGCTTGTCACTCG
16 F:CTTCCAGCCAGTTGCCTTCTTG
R: TGG TCT GTT GTG GGT GGT ATCC
b F: CCA GGA TGA GGA CCC AAG CA
R: TCCCGACCATTGCTGTTTCC
Tp53 F: CTACTA AGG TCG TGA GAC GCT GCC
R: TCAGCATACAGG TTT CCT TCC ACC
Bel2 F: AGA TGA AGA CTC CGC GCC
R: GTA GTG AGA CCC ACG TAT GGA CC
Casp3 F: GAC TGC GGT ATT GAG ACA GA
R: CGA GTG AGG ATG TGC ATG AA
Bax F: TTC ATC CAG GAT CGAGCAG
R:CTCGCTCAGCTTCTTGGTC
-Aktin F: AGG CCA ACC GTG AAAAGA TG
R: ACC AGA GGC ATA CAG GGA CAA

RT-PCR reaksiyonu igin 96 kuyucuklu plakalar kullanildi. Her bir hedef gen i¢in
ve referans gen igin genlerin ekspresyonlarini kantite etmek amaciyla, optimize edilmis

gercek-zamanli PCR karisimi [7,5 pL RNaz-free, 0,75 uL’ser gene o6zgii forward ve
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reverse primerler (Oligomer, Tiirkiye), 10 uL SYBR Green Mastermix (RealQ plus 2x
master mix green, Danimarka)] hazirlandi. Her bir 6rnek i¢in hazirlanan PCR karisim1 96
kuyucuklu plakalara dagitildi ve tizerine 1 uL cDNA 6rnekleri ilave edildi. Bu plaka RT-
PCR cihazina yerlestirildi. Cihaz stire ve 1s1 ayarlari, tiretici firmanin 6nerdigi protokol
dogrultusunda 95°C’de 15 dakika, 95°C’de 30 saniye ve 60°C’de 30 saniye olarak 40 kez
tekrar edecek sekilde ayarlandi. Reaksiyon sonucu ilgili genler arast mMRNA ekspresyon
diizeyindeki degisimler, dongii esigi (Ct) degerleri kullanilarak 2-AACt metoduna gore
hesaplanda.

2.9. Histopatolojik incelemeler

Mikroskobik degerlendirme i¢in alinan karaciger doku 6rnekleri %10°luk ndtral formalin
soliisyonu igerisinde 48 saat tespit edildi. Cesme suyu altinda yikanan dokular otomatik
doku takip cihazinda (Leica TP 1020) diistikten-yliksek dereceli alkole dogru (50, 70, 80,
96’11k ve absoliit alkol) dehidre edildi ve ksilol ile seffaflastirildi. Ksilollii parafin ve 56-
58°C’de erimis parafinde ikiser saat tutulan dokulardan parafin bloklar hazirlandi. Bu
parafin bloklar rotary mikrotom (Leica RM 2155) ile kesildi, alinan 5 pm kalinligindaki
kesitler su banyosu icerisinde lamlara alindi. Etiivde kurutulan kesitler ksilol serileri ile
absoliit, 96, 80, 70 ve 50’lik alkollerden gecirilerek hematoksilen-eozin (HE) ile boyanip
(Luna, 1968) entallen yardimiyla lamelle kapatildi. stk mikroskobu (Nicon Eclipse Ci)
altinda incelendi ve sonrasinda karaciger ornekleri gruplar halinde mikroskop kamerasi

(Hayear®) ile fotograflari ¢ekildi.

2.10. istatiksel Analiz

Istatiksel degerlendirmeler yapilirken SPSS (Stastistical Package for Social Sciences)
27,0 paket programi kullanildi. Biitiin degerler ortalama + standard sapma (Mean + SD)
seklinde verildi. Kruskal-Wallis testi ikiden fazla gruplar arasi karsilagtirmalarin
yapilmasinda kullanildi, Mann-Whitney U testi ise ikili gruplarin karsilastirilmasi i¢in
kullanild1, p<0,05°den kii¢lik degerler istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Embelinin Viicut ve Karaciger Agirhg Uzerine Etkileri

Dietilnitrozamin verilerek karaciger hasari olusturulan ratlarda embelinin etkilerinin
arasgtirildigl bu ¢alismada, S, E, DEN ve DEN + E gruplarin ilk-son viicut agirliklari,
karaciger agirliklar, karaciger indeks diizeyleri karsilastirilarak gruplara ait sonuglar

Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1: Embelinin viicut ve karaciger agirhigi tizerine etkisi

Gruplar S E DEN DEN+E

P (m=7) =7 =7 (m=7) P
ilk VA 252,2+£25,5 250,8 £ 15,9 253,2+9,32 2598=+11,0 0,494
Son VA 2822+11,5 276,4+229 264,1 +£7,352 2754+19,3 0,102
Karaciger Agirhg: 10,7=1,1 1ab 9,41+ 0,322 10,5+ 1,18 9,51+ 0,7‘4b 0,028
Karaciger indeksi 3,78 +0,32 3,42+ 0,322 3,99 + 0,432 3.47+0,38b 0,022

p: Gruplar arasindaki anlamliligi ifade eder (Kruskal Wallis).
ab: Ayni satirda, ayni harfi tasiyanlar arasindaki istatiksel fark p<0.05 diizeyinde anlamlidir (Mann Whitney U test).
S: Sham, E: Embelin, DEN: Dietilnitrozamin, DEN + E: Dietilnitrozamin + Embelin, VA: Viicut Agirhg.

Deneye baglamadan once ratlarin baslangic viicut agirliginda anlamli bir farklilik
yoktu (p=0,494). Deney sonunda son viicut agirliginda tiim gruplar arasinda anlamli bir
fark goriilmezken (p=0,102), karaciger agirhig1 ve indeks diizeylerindeki farkliliklar
(p=0,028 ve p=0,022) istatistiksel olarak anlamli bulundu. Ikili karsilastirmalarda, deney
sonunda DEN grubunun viicut agirhgmin S grubuna gore anlamli olarak azaldigi
(p=0,007), karaciger indeks diizeyinin ise E ve DEN + E gruplarina gore arttig1 goriildii
(p=0,021 ve p=0,035). Sham grubuna gore E ve DEN + E gruplarinin karaciger
agirliklarinda anlamli bir azalma saptandi (p=0,012 ve p=0,024) (Cizelge 3.1).
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3.2. Embelinin Karaciger Fonksiyon Diizeyleri Uzerine Etkileri

Sham, E, DEN ve DEN + E gruplarin karaciger enzim diizeyleri karsilastirilarak gruplara

ait sonuglar Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2: Embelinin karaciger fonksiyon diizeyleri iizerine etkileri

Gruplar § E D]EN DE]i-l— E P
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)

AST (U/L) 121,5+12,3% 117,0 £ 20,5¢ 156,5 = 15,5% 146,2 = 15,1 0,001
ALT (U/L) 46,2 + 6,132 49,1 + 8,09¢ 67,8491 56,3 + 4,87t <0,001
ALP (U/L) 285,4 + 25,12 211,0 + 39,5% 329,7 + 38,72 289.4 & 46,5 0,001
LDH (U/L) 1448,2 £ 163,72 1152,3 £ 135,6% 2950,4 + 283,23  2001,9 = 262,7b¢ <0,001
GGT (U/L) 1.84 £ 0,502 1,28 +0,212 3,11 + 0,632 2,02 +0,64° 0,001
TBIL (mg/dL) 0,13 £ 0,052 0,12£0,01b 0,15 +£0,014b¢ 0,12 +0,02¢ 0.030
Albiimin (g/dL) 26,7+ 1,08 26,5+2,30 27,0227 26,5+ 1,80 0,913

p: Gruplar arasindaki anlamlilig1 ifade eder (Kruskal Wallis).

ab.c.d; Ay satirda, ayni harfi tasiyanlar arasindaki istatiksel fark p<0.05 diizeyinde anlamlidir (Mann Whitney U test).

S: Sham, E: Embelin, DEN: Dietilnitrozamin, DEN + E: Dietilnitrozamin + Embelin, AST: Aspartat Aminotransferaz, ALT: Alanin
Aminotransferaz, ALP: Alkalin Fosfataz, LDH: Laktat Dehidrogenaz, GGT: Gama-Glutamil Transferaz, TBIiL: Total Bilirubin

Tim gruplar birbirleriyle karsilastirildiginda gruplar arasinda serum albiimin
diizeylerinde anlamli bir farklilik goriilmezken (p=0,913), AST, ALT, ALP, LDH, GGT

ve total bilirubin diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu (p<0,05).

Ikili karsilagtirmalarda ise S ve E gruplarma gére DEN ve DEN + E gruplarmin
serum AST (p=0,002; p=0,013 ve p=0,006; p=0,013; sirasiyla) ve ALT diizeylerinin
yiiksek oldugu goriildii (p=0,002; p=0,009 ve p=0,003; p=0,035; sirastyla). Ayrica DEN
grubuna gore DEN + E grubunun ALT diizeylerinde anlamli bir azalma goriiliirken
(p=0,004), AST diizeylerindeki azalmanin ise anlamli olmadig1 tespit edildi (p=0,338).
Serum ALP diizeyinin DEN grubunda S grubuna gore yiiksek oldugu goriildii (p=0,030).
Ancak DEN grubuna gére DEN + E grubunun ALP diizeyindeki azalma anlamli degildi
(p=0,096). Bunun yaninda E grubunda serum ALP diizeyindeki azalmanin S, DEN, DEN
+ E gruplarina gore anlamli oldugu saptandi (p=0,004; p=0,003 ve p=0,009; sirasiyla).
Serum LDH diizeylerinin DEN ve DEN + E gruplarinda S ve E gruplarina gore yiiksek
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oldugu bulundu (p=0,002; p=0,002; p=0,002; p=0,002; sirasiyla). Bunun yaninda S
grubuna gore E grubunun (p=0,013), DEN grubuna gére DEN + E grubunun serum LDH
diizeyinin azaldig1 saptandi1 (p=0,003). Serum GGT diizeyinin DEN grubunda S, E, DEN
+ E gruplara gore yiliksek oldugu gorildii (p=0,006; p=0,003; p=0,002; p=0,018;
sirastyla). Ayrica S, DEN ve DEN + E gruplarina gére E grubunun (p=0,040; p=0,003 ve
p=0,020), DEN grubuna gére DEN + E grubunun serum GGT diizeyinin azaldig1 saptandi
(p=0,018). Serum total bilirubin diizeyinin DEN grubunda S, E ve DEN + E gruplarina
gore daha yliksek oldugu bulundu (p=0,031, p=0,006 ve p=0,027). Bunun yaninda ikili
karsilastirmada gruplar arasinda serum albiimin diizeylerinde istatistiksel olarak anlaml

bir farklilik gériilmemistir (p>0,05) (Cizelge 3.2).

3.3. Embelinin Lipid Profili Diizeyi Uzerine Etkileri

Sham, E, DEN ve DEN + E gruplarin lipid metabolizmasina etki eden parametre diizeyleri

(TG, TC, HDL ve LDL) karsilastirilarak gruplara ait sonuglar Cizelge 3.3°de verilmistir.

Cizelge 3.3: Embelinin lipid profili diizeyi iizerine etkileri

S E DEN DEN+E

Gruplar m="7) n="7) m=7 (n="7) P

TG (mg/dL) 62,0 £ 6,162 46,0 £ 6,732 77,9 £ 2,962 51,9 £6,10° <0,001
TC (mg/dL) 56,7+ 3,28 50,0 + 3,252b 60,0 = 4,122b 54,6 + 3,600 0,001
HDL (mg/dL) 322+2.14 32,7+4,14 299+492 35,6 +4,72 0,236
LDL (mg/dL) 10,6 + 0,632 8,78 £ 0,34¢b 17,5 + 1,062 10,5+ 0,22b <0,001

p: Gruplar arasindaki anlamlilig1 ifade eder (Kruskal Wallis).

ab. Ayni satirda, ayni harfi tagtyanlar arasindaki istatiksel fark p<0.05 diizeyinde anlamlidir (Mann Whitney U test).

S: Sham, E: Embelin, DEN: Dietilnitrozamin, DEN + E: Dietilnitrozamin + Embelin, TG: Trigliserit, TC: Total Kolesterol, HDL:
Yiiksek Dansiteli Kolesterol, LDL: Diisiik Dansiteli Kolesterol

Tiim gruplar birbirleriyle karsilagtirildiginda gruplar arasinda serum HDL
diizeylerinde anlamli bir farklilik goriilmezken (p=0,236), TG, TC ve LDL diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu (p<0,05).

Ikili karsilastirmalarda ise serum TG, TC ve LDL diizeylerinin DEN grubunda S,
E ve DEN + E gruplarina gore daha yiiksek oldugu bulundu (p<0,05). Embelin ve DEN
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+ E gruplarinda serum TG diizeyleri S ve DEN grubuna gore diisiikk oldugu goriildii
(p=0,010; p=0,004 ve p=0,020, p=0,004; sirasiyla). Ayrica S, DEN, DEN + E gruplarina
gore E grubunun, DEN grubuna gére DEN + E grubunun serum TC ve LDL diizeylerinde
anlami bir azalma saptand1 (p<0,05). Bunun yaninda ikili karsilastirmada diger ii¢ gruba
gore DEN grubundaki HDL diizeylerindeki azalma istatistiksel olarak anlamli degildi
(p>0,05) (Cizelge 3.3).

3.4. Embelinin Oksidatif Parametre Diizeyleri Uzerine Etkileri

Sham, E, DEN ve DEN + E gruplarm serum TAS, TOS ve OSI diizeyleri karsilastirilarak

gruplara ait sonuglar Sekil 3.1°de verilmistir.

Serum TAS konsantrasyonlart karsilastirildiginda, S (1,04 + 0,03), E (1,02 +
0,10), DEN (0,85 + 0,07) ve DEN + E (0,97 £ 0,11) gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulundu (p=0,005). Ayrica ikili karsilastirmalarda, S, E ve DEN + E
gruplarina gére DEN grubunun TAS konsantrasyonunun azaldigi gézlendi (sirasiyla
p=0,002; p=0,007 ve p=0,045). Bunun yaninda E ve DEN + E gruplarinda S grubuna gore
TAS konsantrasyonlarinda farklilik goriilmedi (p>0,05) (Sekil 3.1A).

Serum TOS diizeyleri bakimindan karsilastirildiginda, S (7,28 + 0,77), E (7,34 £
0,13), DEN (8,35 £ 0,65) ve DEN + E (7,38 £ 0,33) gruplar1 arasinda anlamli bir fark
bulundu (p=0,017). TOS diizeyleri bakimindan gruplar ikili olarak karsilastirildiginda,
DEN grubunda S, E ve DEN + E gruplarina gore TOS diizeylerinin yiiksek oldugu
gozlendi, bu anlamliliklar sirasiyla p=0,013; p=0,018 ve p=0,010 seklindedir. Bunun
yaninda E ve DEN + E gruplarinda S grubuna goére TOS diizeylerinde anlaml1 bir fark
goriilmedi (p>0,05) (Sekil 3.1B).

Oksidatif stress indeks diizeyleri karsilastirildiginda, S (0,36 + 0,05), E (0,36 +
0,04), DEN (0,53 + 0,04) ve DEN + E (0,36 + 0,04) gruplarmin OSI diizeylerindeki farkin
istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p=0,002). Ayrica ikili karsilagtirmalarda, S,
E ve DEN + E gruplarina gére DEN grubunun OSI diizeyindeki artisin anlamli oldugu
gozlendi (sirastyla p=0,003; p=0,004 ve p=0,004). (Sekil 3.1C).
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Sekil 3.1: Embelinin oksidatif parametre diizeyleri tizerine etkileri

*. S, E ve DEN + E gruplar1 ile DEN grubu arasindaki anlamlilig1 (p<0.05) ifade eder (Mann
Whitney U test).

S: Sham, E: Embelin, DEN: Dietilnitrozamin, DEN + E: Dietilnitrozamin + Embelin, TAS: Total
Antioksidan Status, TOS: Total Oksidan Status.



3.5. Embelinin Gen Ekspresyon Diizeyleri Uzerine Etkileri

3.5.1. Shh, Ptchl, Smo ve Glil mRNA Gen Ekspresyonlari

Sham, E, DEN ve DEN + E gruplarin karaciger dokusunda Shh, Ptchl, Smo ve Glil gen
mRNA gen ekspresyon diizeyleri karsilagtirilarak gruplara ait sonuglar Sekil 3.2°de

verilmistir.
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Sekil 3.2: Shh, Ptchl, Smo ve Glil gen mRNA ekspresyon diizeyleri

'S, E ve DEN + E gruplari ile DEN grubu arasindaki anlamliligi (p<0.05) ifade eder (Mann
Whitney U test).

S: Sham, E: Embelin, DEN: Dietilnitrozamin, DEN + E: Dietilnitrozamin + Embelin, Shh: Sonic
hedgehog, Ptchl: Patched Transmembran Proteini 1 (Protein Yamali Homolog 1), Smo:
Smoothened, Glil: Glioma ile iliskili Onkogen 1.

Karaciger dokusunda Shh gen mRNA ekspresyon diizeyleri karsilastirildiginda S
(0,99 + 0,36), E (0,98 + 0,38), DEN (1,51 £ 0,31) ve DEN + E (0,80 + 0,31) gruplar1
arasindaki farkin anlamli oldugu goriildii (p=0,017). ikili karsilastirmalarda DEN
grubunun Shh mRNA gen ekspresyon diizeyinin S, E ve DEN + E gruplarina gére yiiksek
oldugu gozlendi (p=0,016; p=0,032 ve p=0,003; sirasiyla) (Sekil 3.2).
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Karaciger dokusunda Ptchl gen mRNA ekspresyon diizeyleri karsilastirildiginda
S (1,18 £0,32), E (1,30 + 0,47), DEN (1,97 + 0,38) ve DEN + E (1,08 + 0,48) gruplar1
arasindaki farkin anlamli oldugu gériildii (p=0,020). Iikili karsilastirmalarda DEN
grubunun Ptchl mRNA gen ekspresyon diizeyinin S, E ve DEN + E gruplarina gore
yiiksek oldugu gozlendi (p=0,006; p=0,037 ve p=0,010; sirasiyla) (Sekil 3.2).

Karaciger dokusunda Smo gen mRNA ekspresyon diizeyleri karsilagtirildiginda S
(0,92 + 0,22), E (0,75 + 0,34), DEN (1,23 + 0,21) ve DEN + E (0,73 + 0,42) gruplari
arasindaki farkin anlamli oldugu gériildii (p=0,05). Ikili karsilastirmalarda DEN
grubunun Smo mMRNA gen ekspresyon diizeyinin S, E ve DEN + E gruplarina gore yiiksek
oldugu gozlendi (p=0,025; p=0,025 ve p=0,037; sirastyla) (Sekil 3.2).

Karaciger dokusunda Glil gen mRNA ekspresyon diizeyleri karsilastirildiginda S
(0,33 £ 0,37), E (0,25 £+ 0,20), DEN (0,85 + 0,31) ve DEN + E (0,46 = 0,26) gruplari
arasindaki farkin anlamli oldugu goriildii (p=0,018). ikili karsilastirmalarda DEN
grubunun Glil mRNA gen ekspresyon diizeyinin S, E ve DEN + E gruplarina gore yiiksek
oldugu gozlendi (p=0,025; p=0,010 ve p=0,025; sirastyla) (Sekil 3.2).

3.5.2. Tp53, Casp3, Bax ve Bcl2 mRNA Gen Ekspresyonlar:

Sham, E, DEN ve DEN + E gruplarin karaciger dokusunda Tp53, Casp3, Bax ve Bcl2 gen
MRNA gen ekspresyon diizeyleri karsilastirilarak gruplara ait sonuglar Sekil 3.3°de

verilmistir.

Karaciger dokusunda Tp53 gen mRNA ekspresyon diizeyleri karsilastirildiginda
S (1,02 £ 0,50), E (0,89 + 0,30), DEN (1,55 + 0,25) ve DEN + E (0,82 + 0,43) gruplar1
arasindaki farkin anlamli oldugu goriildii (p=0,015). ikili karsilastirmalarda DEN
grubunun Tp53 mRNA gen ekspresyon diizeyinin S, E ve DEN + E gruplarina gore
yiiksek oldugu gozlendi (p=0,046; p=0,004 ve p=0,009; sirasiyla) (Sekil 3.3).

Karaciger dokusunda Casp3 gen mRNA ekspresyon diizeyleri karsilagtirildiginda
S (1,19 £ 0,60), E (0,93 + 0,62), DEN (1,86 = 0,50) ve DEN + E (0,38 + 0,20) gruplar1
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arasindaki farkin anlamli oldugu goriildii (p=0,003). ikili karsilastirmalarda DEN
grubunun Casp3 mRNA gen ekspresyon diizeyinin S, E ve DEN + E gruplarina gore
yiiksek oldugu gozlendi (p=0,048; p=0,018 ve p=0,002; sirastyla). Bunun yaninda DEN
+ E grubunun S grubuna gore Casp3 gen mRNA gen ekspresyon diizeylerinin azaldigi
tespit edildi (p=0,035) (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3: Tp53, Casp3, Bax ve Bcl2 gen mRNA ekspresyon diizeyleri

'S, E ve DEN + E gruplari ile DEN grubu arasindaki anlamliligi (p<0.05) ifade eder (Mann
Whitney U test).

#. S grubu ile DEN + E grubu arasindaki anlamliligi (p<0.05) ifade eder (Mann Whitney U test).
S: Sham, E: Embelin, DEN: Dietilnitrozamin, DEN + E: Dietilnitrozamin + Embelin, Tp53:
Tiimér Baskilayici Protein 53, Casp3: Caspase3, Bcl2: B-Hiicreli Lenfoma 2, Bax: Bcl2 Benzeri
X Protein

Karaciger dokusunda Bax gen mRNA ekspresyon diizeyleri karsilastirildiginda S
(1,05 £ 0,60), E (1,15 + 0,74), DEN (2,07 + 0,67) ve DEN + E (0,96 + 0,53) gruplar1
arasinda anlaml bir fark oldugu goézlendi (p=0,037). DEN grubunun Bax mRNA gen
ekspresyon diizeyinin S, E ve DEN + E gruplarina gore yiiksek oldugu bulundu (p=0,018;
p=0,048 ve p=0,013; siwrasiyla). Bunun yaninda Bcl2 mRNA gen diizeyleri
karsilastirildiginda S (1,36 += 0,30), E (1,39 + 0,29), DEN (0,63 = 0,37) ve DEN + E (1,26
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+ 0,37) gruplar arasindaki farklilik anlamliyd: (p=0,013). Diger parametrelerin tersine
DEN grubunda Bcl2 gen ekspresyon diizeyindeki azalmasinin S, E, DEN + E gruplarina
gore anlamli oldugu saptandi (sirastyla, p=0,009; p=0,009; p=0,048) (Sekil 3.3).

3.5.3. Tnfa, 116 ve 1l1b mRNA Gen Ekspresyonlar:

Sham, E, DEN ve DEN + E gruplarin karaciger dokusunda Tnfe, 716 ve 111b gen mRNA

gen ekspresyon diizeyleri karsilastirilarak gruplara ait sonuglar Sekil 3.4’de verilmistir.
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Sekil 3.4: Tnfo, 716 ve 111b gen mRNA ekspresyon diizeyleri

'S, E ve DEN + E gruplari ile DEN grubu arasidaki anlamlili1 (p<0.05) ifade eder (Mann
Whitney U test).

S: Sham, E: Embelin, DEN: Dietilnitrozamin, DEN + E: Dietilnitrozamin + Embelin, Tnfa:
Tiimor Nekroz Faktorii-a, 116 Interlokin-6, 111b: Interlokin-1 Beta.

Karaciger dokusunda Tnfa gen mRNA ekspresyon diizeyleri karsilastirildiginda S
(2,12 £ 0,54), E (2,28 £ 0,42), DEN (3,59 + 0,58) ve DEN + E (2,19 + 0,24) gruplar1
arasinda anlamli bir fark oldugu gozlendi (p=0,002). Ayrica karaciger dokusunda 116 gen
ekspresyon diizeyleri karsilastirildiginda S (1,52 + 0,42), E (1,49 = 0,45), DEN (2,99 +
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0,35) ve DEN + E (1,55 + 0,36) gruplarinin 116 gen diizeyleri arasinda da farkliliklar vardi
(p=0,002). Benzer sekilde 111b gen ekspresyon diizeyleri S (0,62 + 0,43), E (0,71 + 0,34),
DEN (1,39 +0,43) ve DEN + E (0,72 + 0,30) gruplar1 arasinda anlamliydi (p=0,036). Ikili
karsilastirmalarda ise diger gruplara gére DEN grubunun Tnfe, 716 ve 111b gen ekspresyon
diizeylerinin artmis oldugu, embelin gruplarinda DEN grubuna gore bu gen ekspresyon

diizeylerin azalmis oldugu bulundu (p<0,05) (Sekil 3.4).

3.6. Embelinin Histopatolojik Parametre Diizeyleri Uzerine Etkileri

Sham, E, DEN ve DEN + E gruplarin karaciger dokusunda histopatolojik parametre

diizeyleri karsilastirilarak gruplara ait sonuglar Cizelge 3.5’de verilmistir.

Cizelge 3.4: Deney gruplarinda embelinin histopatolojik bulgular tizerine etkisi

Gruplar § }E DIEN DE1\1+ E P
m=7) (n=7) (n=7) n=7)

Konjesyon 1,14 +0,372 1,00 + 0,00° 2,14 + 0,69 1,42+ 0,53 0,004
Pihti 0,00 = 0,00 0,00 + 0,000 0,14+ 0,37 0,57 + 0,53 0,018
Fibrozis 0,00 = 0,002 0,14 +0,37 0,57 £ 0,53 0,28+ 0,48 0,093
Dejenerasyon 0,00 + 0,00 0,14+ 0,37° 2,28 + 0,48 1,42 +0,53%®  <0,001
inflamasyon 0,14 + 0,372 0,14 +0,37® 2,00 + 0,812 1,14 = 0,37 <0,001
Apoptoz 0,00 = 0,002 0,14+ 037" 2,00 + 0,003 1,42 + 0,532 <0,001
Kuppfer 0,42 + 0,532 0,57 +0,53% 2,00 + 0,002 1,42 + 0,53 <0,001
Safra 0,00 = 0,002 0,00 =+ 0,00° 0,57 + 0,532¢ 0,57 + 0,53bd 0,013

p: Gruplar arasindaki anlamliligi ifade eder (Kruskal Wallis).
ab.c.d Ayny satirda, ayni harfi tagiyanlar arasindaki istatiksel fark p<0.05 diizeyinde anlamlidir (Mann Whitney U test).
S: Sham, E: Embelin, DEN: Dietilnitrozamin, DEN + E: Dietilnitrozamin + Embelin

Tiim gruplar birbirleriyle karsilastirildiginda gruplar arasinda karaciger fibrozis
diizeylerinde anlamli bir farklilik gériilmezken (p=0,093), diger histopatolojik bulgularda
istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu (p<0,05). Ikili karsilastirmalarda S ve E
gruplarinda histopatolojik bulgular1 arasinda herhangi bir farklilik goériilmedi. Bunun
yaninda S grubunun karaciger doku 6rneklerinin histolojik degerlendirmesinde bir lezyon
bulunmadigi ve normal histolojik yapida olduklari gozlendi. E grubu S grubuna ¢ok

benzeyen histopatolojik &zelliklere sahipti. S grubuna gore DEN grubunun karaciger
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doku histolojisinde konjesyon, dejeneresyon, inflamasyon, apoptozis, Kupffer hiicre
sayis1 ve safra pigment birikiminde artis gézlendi. DEN + E grubunda DEN grubuna gore
dejeneresyon, inflamasyon, apoptozis, Kupffer hiicre sayisinda azalma goriiliirken, S ve
E gruplarina gore ise dejeneresyon, inflamasyon, apoptozis, Kupffer hiicre sayisi ve safra

pigment birikiminin daha fazla oldugu tespit edildi (Cizelge 3.5) (Sekil 3.5).

Sekil 3.5: Gruplarindaki hayvanlarin karacigerlerinin histopatolojik goriinimii. HE boyasi.

Orijinal biiyiitme x 10. Olgek ¢ubuklar1 100 pm'yi temsil etmektedir.

A: Sham grubu, normal karaciger dokusu. B: Embelin grubu, normal karaciger dokusu. C:
Dietilnitrozamin grubu, konjesyone damarlar, dejeneratif-nekrotik ve yangisal bulgular. D:
Dietilnitrozamin + Embelin grubu, Dietilnitrozamin grubuna gore daha hafif bulgular. Oklarla

gosterilen bulgular: n: nekrobiyotik-apoptotik hiicreler; i: yangi; c: konjesyon.
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4. TARTISMA

Nitrozaminler, nitritin yliksek sicaklik veya asidik ortam gibi dis ¢evre kosullar1 yoluyla
birincil, ikincil veya tli¢iinciil amin Onciileri ile reaksiyona girmesiyle olusan son derece
giiclii karsinojen kimyasal bilesiklerden olusan biiyiik bir gruptur (Altindag vd., 2022).
DEN, bir¢ok hayvan tiirii i¢in akut bir karaciger toksini ve karsinojen bir ajandir. DEN’in
igme suyu ile verilmesi veya oral gavaj ve intraperitoneal olarak uygulanmasinin ratlarda
hepatotoksik ve karsinojenik etki olusturdugu belirlenmistir (Gupta vd., 2016).
Kemirgenlerde DEN ile uzun siireli oral beslenme, karaciger timorlerinin olusumunda
etkilidir. Tek doz DEN uygulamasi (10-90 mg/kg viicut agirlig1), kemirgenlerde geri
dondiiriilemez bir karsinojenik etki olusturmak i¢in yeterlidir (Rajewsky vd., 1966; Tolba
vd., 2015). DEN uygulamasiyla DNA hasar1 24 saat sonra bile ortaya ¢ikabilir (Farzaei
vd., 2018). DEN'in oral veya parenteral uygulamasi, ¢ok diisiik dozlarda bile karacigerde
ciddi hasara neden olur (Tolba vd., 2015). Bu nedenle, bu ¢alisma, intraperitoneal tek doz
DEN (200 mg/kg) ile indiiklenen karaciger hasari1 olusturulan rat modelinde embelinin

inflamatuar ve apoptotik siire¢ler tizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in yapilmistir.

Hayvanlarda viicut ve karaciger agirhiginin arastirilmasi, karacigerin patolojik
durumunu degerlendirmede iki 6n gostergedir. Karaciger hasari, istah1 ve gida tiiketimini
azaltan bir hastaliktir (Hamza ve Al-Harbi, 2015). Calismamizda DEN grubundaki
ratlarda, S grubuna gore viicut agirliginda belirgin bir azalma goriildii. Bunun yaninda E
ve DEN + E gruplarina goére, DEN grubunda karaciger indeks diizeyindeki artis
anlamliyken, karaciger agirligindaki artis anlamli degildi. Buna gére DEN gruplarinda
viicut agirhiginin azalmasi, karaciger indeks diizeylerinin artmasi karaciger hasar ile
iligkili olabilecegini diistinmekteyiz. Yapilan bir ¢calismada bizim ¢alismanin sonuglart ile
uyumlu olarak DEN verilen ratlarda viicut agirliginda kayip, karaciger agirliginda ise
Oonemli bir artis oldugu gozlenmistir (Kumar vd., 2022). Ayni bulgular o6nceki
calismalarda da kaydedilmistir (Sadik vd., 2008; Jayakumar vd., 2012). Yapilan
calismalarda DEN'in neden oldugu karaciger agirligindaki bu énemli artigin, metabolik
aktivitedeki artisa (Assar vd., 2021) ya da karaciger hiicre hasarindan kaynaklanan
hiicresel sismeye ve karacigerdeki yagh degisikliklerine bagli olabilecegi vurgulanmistir

(Miller ve Zachary, 2017). Haftada 5 giin olacak sekilde 6 hafta boyunca igme suyuna 1
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ppm/g viicut agirligi oraninda DEN verilen Sprague Dawley ratlar lizerinde yapilan bir
calismada gruplarmin ortalama viicut agirliklarinda 6nemli bir degisiklik olmadigi
goriildii (Poojari vd., 2010). Aymi ¢alismada embelin ile tedavi edilen hayvanlarda
karaciger agirliklarinda ve karaciger indeks dilizeylerinde, yalnizca DEN grubundaki artan
agirliklara kiyasla 6nemli bir azalma kaydedildi. Calismamizda embelin verilen gruplarda
karaciger agirliginda ve karaciger indeks diizeylerinde azalma oldugu goriildii ve bu
sonuglar embelinin DEN'in neden oldugu hasara karsi iyilestirici 6zelligi olabilecegine

yorumlandai.

Dietilnitrozaminin neden oldugu karaciger hasar1 genellikle karaciger
metabolizmasinin instabilitesini yansitir ve bu da serum enzim aktivitelerinde belirgin
degisikliklere yol agar (Bulle vd., 1990). Aminotransferazlar (AST ve ALT), ALP, LDH
ve GGT gibi hiicre i¢i enzimler, karaciger fonksiyonu i¢in yararli gostergelerdir ve artan
seviyeleri karaciger hasarinin gostergeleridir. AST ve ALT karacigerde bulunan ve
karaciger sagliginm1 degerlendirmede onemli olan enzimlerdir. Yiiksek AST ve ALT
seviyeleri genellikle karaciger hasarina veya karaciger hastaliklarina isaret eder (Limdi
ve Hyde, 2003). Laktat Dehidrogenaz (LDH) glukozu enerjiye doniistiirdiigii kimyasal
stirece yardimce1 olan ve hizlandiran, hemen hemen tiim canli hiicrelerde bulunan ve organ
veya doku zarar gordiigiinde kana karigsan bir enzimdir (Ramakrishnan vd., 2007). LDH
enziminin kanda artis1, plazma membran biitiinliigiinde ve/veya gecirgenliginde spesifik
olmayan bir degisikligi yansitir. Genellikle solid tiimdrler olmak {izere ¢esitli tiimor
tiplerinde de LDH aktivitesinin arttigi bilinmektedir (Lippert vd., 1981; Ramakrishnan
vd., 2007). Hepatosit plazma zarina, esas olarak kanalikiiler alana gomiilii bir enzim olan
GGT, glutatyonun glutamil grubunun transpeptidasyonu ve hidrolizinde,
biyotransformasyonda, niikleik asit metabolizmasinda ve karsinogenezde 6nemli bir rol
oynar (Ma vd., 2014). Bu sitoplazmik enzimler, degismis zar gec¢irgenligi nedeniyle
hepatoselliiler hasar sirasinda dolasim sistemine asir1 miktarlarda salinir. Yapilan bir
calismada, 200 mg/kg viicut agirhigr tek doz DEN verilen ratlarda 16. haftanin sonunda
serum AST, ALT, ALP, GGT hepatik belirte¢ enzimlerinin seviyesinde anlamli bir artig
oldugu gosterilmistir (Kumar vd., 2022). Bagka bir ¢alismada da DEN ile uygulanan
ratlarda kontrole kiyasla karaciger biyobelirteglerinde (ALT, AST, GGT, ALP ve LDH)

onemli bir artig gézlenmistir (You vd., 2021). Farkli bir calismada da benzer sonuglar
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elde edilmis olup kontrollere gore ratlara DEN uygulanmasi, daha dnce bildirildigi gibi
hepatoseliiler hasar1 gosteren ALT, AST ve ALP serum seviyelerinde belirgin bir artisa
yol agtigi bulunmustur (Rezaie vd. 2014). Bizim calismamizda ise karaciger enzim
diizeylerinin (AST, ALT, ALP, LDH, GGT) diger gruplarla karsilagtirildiginda DEN
grubunda artmis oldugu ve onceki caligsmalarin sonuglari ile uyumlu oldugu goriildii.
Plazma membraninin yirtilmasi ve hiicresel hasardan sonra sitoplazmadan kan dolagimina
hizla salinmasi bu enzim diizeylerinin artmasina neden oldugu bilinmektedir (Bansal vd.,
2000). Calismamizda bu enzimlerin serumdaki aktivitelerindeki artisin nedeni, DEN
uygulamasindan sonra hepatoseliiler hasar sonucu bu sitozolik enzimlerin dolasim
sistemine sizmasi olabilir. Bu veriler bu ¢alismanin deneysel karaciger hasart modelinin
olusturulmasinda basarili oldugunu gostermektedir. Yapilan bir caligmada, karbon
tetrakloriir ile karaciger hasari olusturulan ratlarda oral embelin uygulamasinin, artan
karaciger enzim aktivitelerini azalttigi gosterilmistir (Singh vd., 2009). Bizim
calismamizda ozellikle E grubunda karaciger enzim diizeylerinde azalma oldugu tespit
edildi. DEN + E grubunda ise DEN grubuna goére serum ALT, LDH ve GGT
diizeylerindeki azalmanin anlamli oldugu, AST ve ALT diizeylerindeki azalmanin ise
anlamli olmadig1 saptandi. Bu calisma, embelinin DEN’e bagl karaciger hasari
olusturulan ratlarda karaciger enzim diizeylerini Onemli Olclide azaltabilecegini
gostermistir. Embelinin  karaciger fonksiyonunun korunmasinda 6nemli bir rol

oynayabilecegini gostermektedir.

Serum biyokimyasal testlerinin rutin kullanimi, semptomlarin baglangicindan 6nce
akut ve kronik karaciger hasarinin tespit edilmesini saglar. Bu testler, hepatoselliiler hasar
belirteglerinden (aminotransferazlar); karaciger metabolizmast testlerinden (total
bilirubin); ve karaciger sentetik fonksiyonu testlerinden (serum albiimin) olusur. Total
bilirubin, protein, albiimin ve globulin gibi proteinler enzimatik olmayan karaciger
belirtecleridir. Bilirubin, hem iceren proteinlerin pargalanmasindan elde edilen dogal
olarak olusan bir pigmenttir. Alblimin ise karacigerden sentezlenen plazma proteinidir
(Woreta ve Algahtani, 2014). Albiiminin inflamatuar siirecte cok énemli bir rol oynadigi
diisiiniilmektedir. Plazmada, albiimin miktar1 karaciger sagliginin iyi bir gostergesidir.
Yapilan bir galisma, albiiminin in vitro olarak dogrudan hepatoselliiler karsinomu

biiyiimesinde inhibitor 6zelliklere sahip oldugu bulunmustur (Nojiri ve Joh, 2014). Bunun
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yaninda hepatoselliiler karsinomlu hastalar iizerinde benzer bir etkiye sahip olabilecegine
dair bazi kanitlar vardir (Carr vd., 2016). Yapilan calismalarda, DEN kaynakli
hepatoselliiler karsinom rat modelinde karaciger enzimlerinin (AST, ALT, ALP ve total
bilirubin) yiikselmesine ve serum albiimin diizeylerinde azalmasina bagli olarak karaciger
islev bozukluklarinin olustugu gosterilmistir (E1-Magd vd., 2019; Ding vd., 2021; Kumar
vd., 2022). Bagka bir ¢calisma, AST, ALT, ALP ve total bilirubin diizeylerinin artmasi ve
alblimin diizeylerinin azalmasi hepatositlerin hasar gordiglinii ve iliskili karaciger
fonksiyonlarinda hasar oldugunu gostermektedir (Abdelhady vd., 2017). Siroz veya
kronik karaciger hastalifinda, diisik serum alblimin diizeylerinin ileri karaciger
hastaliginin bir isareti olabilecegi ve bununla birlikte, diisiikk serum albiimini karaciger
hastaligina 6zgii olmadig1 ve yetersiz beslenme, enfeksiyonlar, nefrotik sendrom veya
protein kaybeden enteropati gibi diger durumlarda ortaya ¢ikabildigi tespit edilmistir
(Longo ve Fauci, 2010). Bizim c¢alismamizda, DEN gruplarinda total bilirubin
diizeylerinde artis oldugu, ancak albiimin diizeylerinde 6nemli bir farklilik olmadig:
gosterildi. Serum albiiminin yaklagik 21 giinliik uzun bir yar1 mre sahip oldugu ve giinde
yaklasik % 4'tinlin bozuldugu bilinmektedir. Uzun yar1 dmrii nedeniyle, akut viral hepatit
veya ilaca bagli karaciger hasari gibi akut karaciger hastaliginda serum albiimin seviyeleri
etkilenmeyebilir (Woreta ve Alqahtani, 2014). Buna gore, calismamizda gruplarda
albiimin diizeylerinde farkliliklarin goriilmemesinin nedeni bu olabilir. Ayrica embelin
verilen gruplarda da albiimin diizeylerinde bir farklilik bulunmazken, total bilirubin
diizeylerinin DEN grubuna gore azaldigi saptandi. Ratlara 25 mg/kg dozda oral verilen
embelinin serum toplam bilirubin ve toplam protein seviyelerinin stabilize ederek,
hepatik hiicrelerin fonksiyonel durumunu iyilesme sagladigi gosterilmistir (Singh vd.,
2009).

Hepatoselliiler karsinomun gelisimi ayrica plazma lipid ve lipoprotein
metabolizmasindaki bozukluklarla da iliskilendirilmistir (Jiang vd., 2006). Tumor
gelisimi, hiicresel fonksiyonu ve biliylimeyi etkileyen lipid metabolizmasindaki
degisikliklerle iligkilidir (Das vd., 1998). Rat karacigerinde hepatosit nodiillerinin
gelisimi, lipid parametrelerindeki ve oksidatif durumdaki degisikliklerle iligkilidir (Abel
vd., 2009). Malign dokudaki lipid profillerindeki degisiklikler, membran biitlinliigii,

akigkanlig1 ve biiyiime ve hiicre sagkalimi ile ilgili hiicresel siireclerin diizenlenmesi
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tizerindeki etkileri nedeniyle 6nemlidir (Bartsch vd., 1999; Tapiero vd., 2002). Kolesterol
seviyesindeki artis, membran akigkanligini arttirir, membran gecirgenligini diizenler ve
i¢ viskoziteyli ve ayrica i¢ kimyasal bilesimi degistirir (Afzal vd., 2012). Yapilan
caligmalarda DEN uygulanan gruplarda, kontrole gore, HDL diizeylerinde azalma, TG,
TC ve LDL serum diizeylerinde 6nemli bir artis oldugu gosterilmistir (Afzal vd., 2012;
Jiang vd., 2018; Eisa vd., 2022; Amudha vd., 2023). Lipid profilindeki degisikligin, TG
birikiminden, karacigerde sentezlenen veya plazma lipitlerinden elde edilen kolesterolden
safra asidi sentezinin inhibisyonundan kaynaklaniyor olabilece§i ve bu da kolesterol
diizeyinde artisa yol agabilegi bilinmektedir (Gupta vd., 2014). Calismamizda lipid
metabolizmas1 diizeylerinin (TG, TC ve LDL) DEN grubunda anlamli olarak arttigi,
ancak HDL diizeyindeki azalmanin anlamli olmadigi goriildi. Bu sonuglar, DEN
uygulamasindan sonra ratlarda TG ve TC diizeylerinde artis oldugunu bildiren 6nceki
literatlirle uyumludur (Afzal vd., 2012; Jiang vd., 2018; Eisa vd., 2022; Amudha vd.,
2023). DEN’e bagli karaciger hasari olusturulan ratlarda embelinin serum lipid diizeyleri
tizerine etkisini gosteren literatiir bulunmamaktadir. Ancak yiiksek yagl diyetle beslenen
hayvanlar {izerinde yapilan bir ¢alismalarda embelin tedavisinin viicut agirhig ve yag
kazanimini azalttigini, serum lipid seviyelerini azalttigi gosterilmistir (Chaudhari vd.,
2012; Gao vd., 2017). Calismamizda diger {i¢ gruba gore E grubunun, DEN grubuna goére
DEN + E grubunun serum lipid diizeylerinin azaldig1 saptandi. Bu arastirmada embelinin
lipid profilini korudugu go6zlenmistir, bu nedenle embelinin karaciger hasarmin

ilerlemesinin inhibisyonunda rol oynayabilecegi 6ne siiriilebilir.

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), endojen veya eksojen kaynaklardan olusur, oldukca
reaktif, toksik ve mutajeniktir (Halliwell, 1994). DEN'in serbest radikaller trettigi
gosterilmistir (Halliwell ve Gutteridge, 1989). Karacigerde olusan hasar sonucu serbest
radikal olusumu antioksidan durumu bozar ve sonucta oksidatif strese ilerleyerek
karsinogeneze giden yolu agar (Gey, 1993). DEN'in karaciger hasarina ve tiimore neden
olmasini saglayan ana faktor, bu maddenin oksidatif strese ve DNA, lipitler ve proteinlere
zarar veren ROS {iretme olasihiginin yiiksek olmasidir. DEN'in bu faktdrleri
olusturabilmesi i¢in, 6nce viicut i¢gindeki sitokrom p450 ad1 verilen bir enzim tarafindan
metabolize edilmesi gerekir, bu da DEN'in hiicre zarinin lipid peroksidasyonuna ve

alkilasyon yoluyla DNA eklentilerine yol acan yiiksek seviyelerde ROS iiretmesini
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saglar, bu da hiicre hasar1 ve yaralanmasina neden olur (Gupta vd., 2016). Antioksidanlar,
ilagc metabolize edici enzimlerin indiiksiyonu, prostaglandin sentezinin inhibisyonu,
karsinojen kaynakli mutajenezin inhibisyonu ve serbest radikallerin temizlenmesi dahil
olmak iizere gesitli biyolojik aktivitelere sahiptir (Hirose vd., 1994). Antioksidanlar, ROS
olusumunu oOnleyerek, ROS'un neden oldugu onarmmi kolaylastirarak ve diger
antioksidanlarin etkin c¢alismasi i¢in kofaktdrler saglayarak zar1 ROS toksisitesinden
koruyabilir (Sen, 1995). Tiumor gibi yasami tehdit eden hastaliklarin gelisimi, bu
antioksidanlarin mevcudiyeti ile baglantilidir (Gutteridge, 1994). Dogal antioksidanlar,
ROS iiretimini inhibe edebilir ve boylece iligkili hiicre i¢i oksidatif stresi azaltabilir (Feng
vd., 2001). DEN uygulamasinin gesitli oksidan ve antioksidan parametreler iizerindeki
etkilerini gdsteren caligmalar bulunmasina ragmen (Sadik vd., 2008; Jayakumar vd.,
2012), TAS, TOS ve OSI diizeyleri ile iliskisini gdsteren ¢alisma bulunmamaktadir. Bir
caligmada (Sadik vd., 2008), 15 hafta boyunca haftada bes kez 10 mg/kg viicut agirligi
dozunda DEN verilen grupta serum TAS diizeyinin artisin DEN tarafindan olusan
oksidatif strese karsi adaptif bir yanit olabilecegi diisiiniilmiistiir. Calismamizda DEN
grubunda antioksidatif parametre (TAS) diizeyinin azalmasi, oksidatif parametre (TOS
ve OSI) diizeylerinin ise artmis olmasi ratlarda DEN’e baglh karaciger hasarinin
olusmasinin bir gostergesi olabilir. Embelin verilen gruplarda ise S grubuna gore bir
degisme gozlenmezken, DEN grubuna goére TAS diizeyinin arttigi, TOS ve OSI
diizeylerinin azaldig1 tespit edildi. Sonuglarimiz embelin ile tedavinin antioksidan etkiler

yoluyla karaciger hasarina kars1 koruma saglayabilecegini gostermektedir.

Karaciger timori patogenezinde oksidatif stres, inflamasyon ve bagisiklik
reaksiyonu gibi bir dizi faktoriin rol oynadigi varsayilmaktadir (Ha vd., 2010).
Inflamasyon, viicudun doku hasar1 ve enfeksiyon gibi durumlara verdigi tepkidir.
Viicudun inflamatuar yanitinda, endotel gegirgenliginin artmasi, inflamatuar hiicrelerin
interstisyel bosluga gociliniin artmas1 ve TNF-a ve IL-6 gibi sitokinlerin salinimi gibi
durumlar ortaya ¢ikar (Altindag vd., 2022). IL-6'nin baz1 timér tiirleri ve inflamasyon
iligkili ¢esitli hastaliklarla baglantili oldugu bilinmektedir. Karacierin metabolik
fonksiyonlarinda rol oynayan IL-6'nin sinyal yolaklarinin kalic1 aktivasyonu karaciger
igin zararlidir ve tiimor gelisimine yol agabilir (Calabrese ve Rose-John, 2014). IL-6,

ozellikle karaciger tiimoriinii tetikleyen iyi bilinen bir inflamatuar ve timor olusturucu
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sitokindir (Nakagawa vd., 2014). Hem karaciger tiimériinde hem de sirozda IL-6
diizeylerinin artti1 rapor edilmistir (Xiang vd., 2018). TNF-a, IL-6'ya benzer sekilde,
neoplastik hiicrelere karsi1 sitotoksik ve sitostatik etkileri de igeren genis bir fonksiyon
spektrumu ile karakterize edilen proinflamatuar bir sitokindir (Vassalli, 1992). TNF-a,
aktive edilmis makrofajlar, endotel hiicreleri, fibroblastlar ve lenfositler tarafindan
sentezlenir; tiimor nekrozuna, karaciger akut faz reaktanlarin sentezine ve inflamasyona
neden olur (Dursunoglu ve Dursunoglu, 2018). Nitrozaminler hiicrenin mitokondriyal
metabolizmasini etkileyerek ROS ve antioksidanlarin dengesizligine neden olur. Bu
durum oksidatif strese neden olabilirler ve deney hayvanlarinda karaciger hasari
olusturmak icin kullanilirlar (Fuentes-Hernandez vd., 2019). Onceki ¢alismalar,
inflamasyonun 6nemli belirtecleri olan TNF-a, IL-6 ve IL-1p serum diizeylerinin ve
ekspresyonunun DEN uygulamasi ile arttigmi ortaya koymustur (Jiang vd., 2018;
Mansour vd., 2019; Ding vd., 2021; Akree vd., 2023). Onceki ¢alismalarla tutarl olarak,
bu calismada DEN grubunda karacigerde Tnfa, 116 ve 111b gen ekspresyon diizeylerinin
artmis oldugunu ve DEN’in inflamasyonu indiikledigini gozlemledik. Bunun yaninda
embelin gruplarinda DEN grubuna gore bu gen ekspresyon diizeylerin azalmis oldugunu
tespit ettik. Sonug olarak, ¢alismamizda DEN uygulamasiyla Tnfa, 116 ve 1l1b gibi
inflamatuvar sitokinlerin gen ekspresyon artisi ratlarda karaciger hasarini tetikleyebilir.
Buna bagli olarak, embelin inflamatuar mediyatorlerin salinimini kontrol ederek DEN'nin
neden oldugu karaciger hasarini iyilestirdigini ve anti-inflamatuar etkiye sahip oldugunu

sOyleyebiliriz.

Timor baskilayict gen p53 (Tp53), cesitli streslere yanit olarak aktive edilen ve
hiicre dongiisii durmasi, apoptoz ve/veya yaglanmanin indiiksiyonundan sorumlu olan
giiclii bir transkripsiyon faktoriidiir (Bieging vd., 2014). p53'iin birincil islevi, genetik
kararsizliklara sahip doniistiiriilmiis hiicrelerin ortaya ¢ikmasini 6nlemektir ve bu nedenle
timoriin baglangicin1 ve gelisimini onlemede esastir (Nag vd., 2014). Tipik olarak,
hiicresel p53 seviyeleri diisiiktiir, ancak p53 proteini, DNA hasarina yanit olarak fosforile
edilir ve ¢ekirdekte birikir. Bu, hiicre dongiisliniin durmasina ve/veya apoptozun
indiiksiyonuna yol agabilir (Schafer, 1998; Fridman ve Lowe, 2003). Fonksiyonel bir p53
bu nedenle DEN’e yanit olarak hepatosit 6liimiinii indiikleyebilir. Buna karsilik, islevsel

olmayan p53, yetersiz DNA onarimina ve DNA hasarli veya mutasyona ugramis
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hiicrelerin ¢ogalmasina yol agabilir. p53, dissal ve igsel yollarla apoptotik sinyallerin bir
pargasi olan gesitli genlerin transkripsiyonunu diizenler (Riley vd., 2008). p53, Bax veya
Bcl2 gibi apoptozda yer alan genlerin ekspresyonunu diizenleyen bir transkripsiyon
faktorii olarak iglev goriir (Hickman vd., 2002). p53 ayrica transkripsiyondan bagimsiz
yollarla apoptozu indiikler (Ho vd., 2019). p53'in mitokondriye go¢ ettigi ve anti-
apoptotik proteinler Bcl2 ve Bcl-xL'ye baglanarak dogrudan mitokondriyal dis zar
gecirgenligini indiikledigi, efektdr proteinler Bax salinmasini ve aktivasyonunu tesvik
ettigi gosterilmistir (Chen, 2016). Bcl2 protein ailesi proapoptotik faktorleri diizenler ve
hiicrenin 6liim ve yasama kapasitesini belirlemede hayati bir role sahiptir (Tse vd., 2008).
Antiapoptotik Bcl2 proteinleri asirt eksprese edildiginde apoptozu inhibe ederek hiicre
Omriinii uzatabilirken, proapoptotik proteinler (Bax ve kaspazlar) hiicre oOliimii
indiikleyicileri olarak islev gorebilir (Kale vd., 2018). Bax normalde sitoplazmada
bulunur, ancak hiicre 6limiinii tesvik etmek i¢in mitokondriye yer degistirir; bununla
birlikte, Bax'in aktivitesi Bcl2 gibi anti-apoptotik faktorler tarafindan nétralize edilir
(Edlich vd., 2011). Cok sayida timor hiicresinde Bcl2 ve Bcl-xL ekspresyonu artararak
apoptozun onlendigi bilinmektedir (Danial ve Korsmeyer, 2004). Dokularda Casp3
ekspresyonunun varligr apoptozun en dnemli gostergelerinden biridir (Choudhary vd.,
2015). Apoptoz, normal fizyolojik siirecin yan1 sira organizma i¢in bir tehdit olarak kabul
edilen hiicrelerin ortadan kaldirilmasi i¢cin de gereklidir. Apoptoz, bagisiklik sistemi
hastaliklarinda, tiimor olusumunda ve oksidatif stres varliginda ortaya ¢ikar (Coskun ve
Ozgiir, 2011). DEN'in neden oldugu karaciger hasarinda, hiicre proliferasyonunun yani
sira hepatik hiicre 6liimii de meydana gelir (Mansour vd., 2019). Onceki caligmalar,
DEN'in hiicre apoptozunu indiikledigini gostermistir (Gupta vd., 2010). Yapilan bir
caligmada, DEN ile hepatoselliiler karsinoma indiiklenen ratlarda anti-apoptotik protein
seviyelerinde (Bcl2, Bcl-xL) artis goriiliirken, pro-apoptotik (Bax), p53, Casp3 ve Casp9
protein seviyeleri azalmistir (Perumal vd., 2018). Baska ¢alismalarda da benzer sonuglar
elde edilmis olup, DEN'in Bcl2'yi 6nemli dl¢giide artirarak ve Bax ve Casp3'i azaltarak
apoptozu inhibe ettigini, bu etkinin tiimor hiicresi ¢ogalmasini tesvik ettigi ve hiicre
sagkalimini artirdigi bildirilmistir (Pfeffer ve Singh, 2018; Subramaniam vd., 2019). DEN
verilen ratlarda gozlenen degisikliklerin aksine, ¢alismamizda DEN grubunun karaciger
dokusunda Tp53, Casp3, Bax mRNA gen ekspresyon diizeyleri artarken, Bcl2 gen

ekspresyonu azalmigtir. Buna gore ratlarda DEN'in neden oldugu karaciger hasari,
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Bcl2'nin azalmasi, Bax artigi ve Casp3 aktivasyonu ile iligkili olabilir. Sonuglarimiz, DEN
ile indiiklenen karaciger hasari olusturulan ratlarin karacigerinde Tp53, Bax'a bagimli
Casp3 diizeyinin aktive edilmesi ve Bcl2 gen ekspresyonunun azaltilmasi apoptozu
tetiklemis olabilir. Bir ¢alismada p53'iin Bcl2'nin ekspresyonunu baskiladigini ve boylece
Bcl2'nin aracilik ettigi sagkalim sinyallerini bloke ederek apoptoza katkida bulundugunu
gosterilmistir (Miyashita vd., 1994; Miyashita ve Reed, 1995). Bu baglamda
calismamizda DEN grubunda Bcl2 gen ekspresyon diizeylerinin azalmasinin nedeni,
artan Tp53’in Bcl2 ekspresyonunu baskilamasindan kaynaklanmis olabilir. Embelin
verilen gruplarda ise Casp3 gen ekspresyon diizeylerinin azaldig1 saptandi. Ozellikle bu
Casp3 diizeyindeki azalma DEN + E grubunda S grubuna gore daha belirgindi. Bunun
yaninda embelin gruplarinda Tp53, Bax, gen ekspresyon diizeylerinde azalma, Bcl2
diizeylerinde artma goriildii. Buna gére embelin, anti-apoptotik yolu aktive ederek DEN’¢e
bagli apoptotik sinyallesmeyi 6nleyebilir ve anti-apoptotik etkiye sahip olabilir.

Sonic hedgehog (Shh), ilk olarak Drosophila tiirlerinde kesfedilen bir salgi sinyal
proteinidir. Shh sinyal yolu, ¢esitli kok hiicre tiplerinin hem c¢ogalmasini hem de
farklilasmasin1 diizenlemesi sebebiyle embriyogenez sirasinda kritik oneme sahiptir
(Nusslein-Volhard ve Wieschaus, 1980; Ruch ve Kim, 2013). Shh sinyalleme yolu ayrica
karaciger dahil olmak iizere yetiskin dokuda yara iyilesme tepkilerini diizenler (Hooper
ve Scott, 2005; Varjosalo vd., 2006). Shh sinyali, Shh'ye yanit veren hedef hiicrelerde
ekprese edilen bir hiicre yiizeyi reseptorii olan Ptch ile Shh ligandin etkilesimi ile
baglatilir. Bu etkilesim, Ptch'nin baska bir molekiil olan Smo aktivitesi tizerindeki inhibe
edici etkilerini ortadan kaldirir ve glioblastoma (Gli) ailesi transkripsiyon faktorleri (Glil,
Gli2, Gli3) tarafindan aracilik edilen hiicre i¢i sinyallerin yayilmasina izin verir. Aktive
olan Gli proteinleri sitoplazmadan ¢ekirdege tasinir ve hiicre dongiisiiniin kontrolil, sinyal
iletimini, anjiyogenezi ve apoptoz dahil olmak iizere hedef genlerin transkripsiyonunu
aktive eder (Choudhry vd., 2014; Rimkus vd., 2016). Shh sinyal yolunun diizensizligi
cesitli hastaliklarin patogenezinde ve ilerlemesinde rol oynamaktadir. Caligmalar, Shh
sinyal yolunun anormal aktivasyonunun karaciger tiimorii, karaciger fibrozu ve non-
alkolik yagli karaciger hasart ile iliskili oldugunu gostermistir (Gao vd., 2018; Kumar vd.,
2019). Ornegin, hepatoselliiler karsinom dokularinda Shh, Ptch, Smo ve Glil’in

ekspresyonunun artti1 ve bu yolagin anormal aktivasyonu bilinmektedir (Cheng vd.,
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2016). Aktiflestirilmis Shh sinyal yolu tiimor boyutuyla iliskilidir ve ayrica hepatoselliiler
karsinomun invazyonu ve metastaziyla yakindan iliskilidir (Lu vd., 2012). Ote yandan,
Shh sinyal yolunun Gli inhibitérleri veya hedgehog antagonistleri tarafindan
inhibisyonunun hepatoselliiler karsinom hiicre canliligini veya hiicre biiyiimesini in vitro
ve in vivo azalttig1 gosterilmistir ve bu da Shh sinyal yolunun inhibisyonunun potansiyel
terapotik etkilerini diigiindiirmektedir (Chen vd., 2011). Yapilan ¢alismada Shh, Ptch ve
Glil protein ekspresyonuna sahip hiicrelerin ¢ogunlukla hiperplastik nodiil, neoplastik
nodiil, interlobiiler safra kanalinin epitelleri ve preneoplastik dokularda dagildig:
gosterilmistir. Ayn1 ¢aligmada, Shh sinyal yolunun karaciger karsinogenezi sirasinda
aktive oldugunu ve aktive olan Shh sinyal yolunun siklin B1 ve siklin bagiml kinaz 1
proteininin ekspresyonunu artirarak hiicre c¢ogalmasin1 destekledigini ve bunun da
sonunda karaciger tiimoriiniin gelismesine yol agtigi bulunmustur (Cai vd., 2016)..
Calismamizda ise, diger gruplarla karsilastirildiginda DEN grubunun karaciger
dokusunda Shh, Ptchl, Smo ve Glil mRNA gen ekspresyon diizeyleri artmistir. Bu da bir
onceki ¢aligmanin sonuglariyla uyumludur. Bulgularimiza gore, Shh sinyal yolaginin
aktive olmasi ve karaciger dokusunda gen ekspresyon diizeylerinin artmas1 DEN’e bagh
karaciger hasarmin gelismesine yol agmis olabilir. Bununla birlikte embelin verilen
gruplarda ise bu gen ekspresyon diizeyleri azalmistir. DEN’e baglh karaciger hasar1 ve
Shh sinyal yolag: iizerine embelinin etkilerini arastiran herhangi bir literatiir bilgisi
bulunmamaktadir. Ancak bir ¢aligmada Shh proteini, iki pankreas karsinomu hiicre
hattinda embelinin anti-proliferatif etkilerini dnemli dl¢lide inhibe ettigi bulunmus ve
embelinin Shh yolunu baskilayarak pankreas karsinomu hiicre proliferasyonunu inhibe
edebilecegi ifade edilmistir (Huang vd., 2014). Sonuglarimiza gére, embelin karaciger
dokularinda Shh, Ptchl, Smo ve Glil mRNA ekspresyon seviyelerini azaltarak DEN’e
bagl karaciger hasarindan sonra hepatositlerin yenilenmesine ve karacigerin yeniden
organizasyonuna yardimci olabilir. Bununla birlikte, bu konunun aydinlatilabilmesi i¢in
embelinin Shh sinyalini nasil diizenledigi ve embelinin karaciger ve ¢esitli dokularda
diger molekiillerle veya sinyal yolaklariyla Shh sinyali {izerindeki etkisi gosteren farkli

calismalara ihtiyag¢ vardir.
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Dokularda oksidatif strese bagli hiicre hasar1 olusturan DEN, karacigerde nekroza
ve ardindan fibroza neden olan toksik ajanlardan biri olarak kabul edilir (Rodriguez vd.,
2020). Hepatoselliiler nekroza, DEN'in neden oldugu karaciger hasarinda artmis hiicre
proliferasyonu eslik eder (Mansour vd., 2019). Onceki calismalarda, DEN verilen
hayvanlarin  karaciger dokusunun histopatolojik degerlendirmesinde hiicresel
infiltrasyon, dejenerasyon ve nekroz gibi patolojik degisiklikler bildirilmistir (Kang vd.,
2013; Khan vd., 2017; Altindag vd., 2022). i¢gme suyu ile 27 hafta boyunca DEN (100
mg/L) verilen ratlar {izerinde yapilan bir ¢alismada hayvanlarin karacigerlerinin 6 hafta
sonunda nodiilsiiz piirlizsiiz ylizeyli goriinimde oldugu, ancak 9 ile 27 hafta araliginda
ise hepatoseliiler karsinoma 6zellikleri olarak karacigerin periferik yiizeyinde kademeli
genisleme ve birka¢ grimsi beyaz nodiil ve odaklar olustugu gosterilmistir (Fathy vd.,
2017). Literatiire uygun olarak ¢alismamizda DEN verilen ratlarin karaciger dokusunda
inflamatuar hiicre infiltrasyonu, dejenerasyon, konjesyon, apoptozis ve fibrozis
gozlenmistir. Poojari vd. (2010), DEN’in neden oldugu karaciger hasarinda gézlenen
preneoplastik odaklarin, patolojik dejeneratif degisikliklerin, fokal preneoplastik
lezyonlarin insidansinin embelin tedavisi ile azaldigini bildirmistir (Poojari vd., 2010).
DEN + E ve 6zellikle E gruplarinda karacigerde DEN kaynakli histopatolojik bulgularin

onemli 6l¢iide azaldigini bulduk. Bulgularimiz literatiir ile uyumludur.

Sonug olarak, ratlara tek doz 200 mg/kg doz DEN uygulanarak gergeklestirilen bu
calismada, DEN'in karacigerde neden oldugu yapisal ve fonksiyonel bozukluklar embelin
tedavisi ile onemli dlcilide azalabilecegi ve karaciger hasarini hafifletebilecegi molekiiler,
biyokimyasal ve histopatolojik parametrelerle dogrulanmistir. Bunun yaninda,
sonuglarimiz embelinin karacigerde tedavi edici etkisi, TAS diizeyini artirarak anti-
oksidan, Tnfa, 116 ve ll1b diizeyini azaltarak anti-inflamatuar, Tp53, Bax, Casp3 gen
ekspresyonunu azaltarak anti-apoptotik dzellikleri ve Shh sinyal yolunun aktivasyonunun
azaltilmasina bagh olabilecegini gostermektedir. Bu nedenle, DEN’e bagh karaciger

hasarina kars1 embelin yeni bir terapatik ajan olabilir.
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5. SONUC ve ONERILER

1. Deneye baslamadan Once ratlarin baslangi¢ viicut agirliginda anlamli bir degisme
gozlenmedi.

2. DEN grubunun viicut agirlig1 S grubuna gore anlamli olarak azalirken, karaciger indeks
diizeyi ise E ve DEN + E gruplarina gore artmaistir.

3. Sham grubuna gore E ve DEN + E gruplarmin karaciger agirliklart anlamli olarak
azaldi.

4. Karaciger fonksiyon diizeylerinin (AST, ALT, ALP, LDH, GGT ve total bilirubin)
diger gruplarla karsilastirildiginda DEN grubunda artmis oldugu bulundu. Bunun
yaninda 6zellikle E grubunda bu parametrelerde azalma oldugu tespit edildi. DEN + E
grubunda ise DEN grubuna gore serum ALT, LDH ve GGT diizeylerindeki azalmanin
anlamli oldugu, AST ve ALT diizeylerindeki azalmanin ise anlamli olmadig1 saptandi.
Serum alblimin diizeylerinde ise tiim gruplarda bir farklilik goriilmedi.

5. Serum lipid diizeylerinin (TG, TC ve LDL) DEN grubunda anlamli olarak arttig1, ancak
HDL diizeyindeki azalmanin anlamli olmadigi goriildii. Diger gruplara gore E
grubunun, DEN grubuna gére DEN + E grubunun serum lipid diizeylerinin azaldig:
izlendi.

6. DEN grubunda antioksidatif parametre (TAS) diizeyi azalirken, oksidatif parametre
(TOS ve OSI) diizeyleri ise artmistir. Embelin verilen gruplarda ise S grubuna gore bir
degisme gozlenmezken, DEN grubuna gére TAS diizeyinin arttigi, TOS ve OSI
diizeylerinin azaldig1 tespit edildi.

7. Diger gruplarla karsilastirildiginda DEN grubunun karaciger dokusunda Shh, Ptchl,
Smo ve Glil mRNA gen ekspresyon diizeyleri artmig oldugu, embelin verilen
gruplarda ise bu gen ekspresyon diizeylerinin azaldigi goriildii.

8. S, E ve DEN + E gruplart ile karsilastirildiginda DEN grubunun karaciger dokusunda
Tp53, Casp3, Bax mRNA gen ekspresyon diizeyleri artarken, Bcl2 gen ekspresyonu
azalmisti. Embelin gruplarinda ise Tp53, Casp3, Bax gen ekspresyon diizeylerinde
azalma, Bcl2 diizeylerinde artma goriildi.

9. Diger gruplara gére DEN grubunun Tnfa, 116 ve Il1b gen ekspresyon diizeylerinin
artmis oldugu, embelin gruplarinda DEN grubuna gore bu gen ekspresyon diizeylerin

azalmis oldugu bulundu.
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10. DEN verilen ratlarin karaciger dokusunda inflamatuar hiicre infiltrasyonu,
dejenerasyon, konjesyon, apoptozis ve fibrozis gozlendi. DEN + E ve ozellikle E
gruplarinda karacigerde DEN kaynakli histopatolojik bulgularinin 6nemli 6lgiide
azaldig goriildii.

11. Gelecekte bu konunun tam olarak aydinlatilmasi i¢in DEN hasarina bagli embelinin
farkli dozlarda ve uygulama sekillerinde karaciger disinda diger dokular iizerine akut

ve kronik etkilerinin incelenecegi caligmalara ihtiyag vardir.
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