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OZET

Fare Mide Fundusiunda Karamel Boyasinin Molekiiler Etki Mekanizmalar ve
Zerdecal ile Olan Etkilesmeleri

Bu calismada, amonyum siilfit karamel boyas1 (E150d)’nin izole fare mide
fundusu iizerindeki etkileri arastirildi. Buna ilave olarak, Ayurvedik drog olan
zerdecal (Curcuma longa)’m E150d ile olan etkilesmeleri kalitatif ve kantitatif
olarak analiz edildi. Biitiin deneylerde erkek fareler (Swiss albino) kullamildi
Fareler servikal dislokasyon ile oldiiriildiikten sonra gastrik fundus izole edilerek
icinde Tyrode soliisyonu bulunan, 37 °C’de muhafaza edilen ve %95 0,+%5CO; ile
havalandirilan ortamlarda muhafaza edildi.

Kalitatif deneysel ¢calismalarda gastrik fundus seritleri longitudinal olarak
hazirland1 ve organ banyosuna 0.35g tansiyon altinda asildi. Deneysel veriler
izometrik transducer ile kaydedildi. Karbamilkolin kloriir (Karbakol; 50 puM) ile
onkastirma yapilan izole fare mide fundus seritlerinde Karamel boyasi olan E150d
(14 mg/ml) bariz tekrarlanabilir gevsemelere neden oldu. Ayurvedik drog zerdecal
(Curcuma longa; 10 pl/ml), E150d ile indiiklenen gevseme cevaplarinda
istatistiksel olarak anlamh olmayan bir artisa neden oldu. E150d (14 mg/ml)’ye
bagh gevseme cevaplar nitrik oksid sentaz inhibitorii olan N"-nitro-L-arginin (L-
NOARG:; 10 pM) tarafindan istatistiksel olarak anlamh bir sekilde inhibe edildi.
Zerdecal (10 pl/ml), L-NOARG’mn olusturdugu inhibisyonu tersine cevirerek
E150d’ye bagh gevseme yanitlarinda istatistiksel olarak anlamh bir artisa neden
oldu. Na'/K'-ATPaz blokérii uvabain (10 pM) ise, E150d (14mg/ml)
gevsemelerinde hafif bir azalmaya neden olurken, zerdecal (10 pl/ml) uvabain
varhgindaki gevseme cevabimi anlamh olmayan bir sekilde artirdi. Bununla
birlikte, E150d (14 mg/ml) ile indiiklenen gevseme cevaplar1 potasyum kanal
blokorii tetraetilamonyum (TEA; 50 unM) tarafindan istatistiksel olarak anlamh
bir sekilde inhibe edildi ve zerdec¢al (10 pl/ml) bu inhibisyonu istatistiksel olarak
anlamh olmayan bir sekilde tersine ¢evirdi. Fakat L-tipi kalsiyum kanal blokorii
verapamil (10 pM) veya ryanodin reseptor (intraseliiler kalsiyum kanal) blokorii
rutenyum kirmizisi (10 pM), E150d (14 mg/ml)’ye bagh olan gevseme cevaplarinda
istatistiksel olarak anlamh etki olusturmadilar. Buna benzer sekilde, zerdecal da
verapamil veya rutenyum kirmizis1 varhgindaki E150d gevsemeleri iizerinde
istatistiksel olarak anlamh bir etki olusturmadi.

Kantitatif deneysel ¢calismalarda, ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) yontemi kullanildi. Calisilan izole fare mide fundus dokular1 ayr1 guruplar
halinde kontrol, zerdecal (10 pl/ml), E150d (14mg/ml) ve
zerdegal(10pnl/ml)+E150d(14mg/ml) iceren ve 37 °C’de muhafaza edilen Tyrode
soliisyonlarinda 40 dk inkiibe edildikten sonra bu guruplarda ayr1 ayn olarak
SOD, COX enzim aktiviteleri ve nitrit konsantrasyonlar kantitatif olarak ELISA
yontemi ile olciildii. ELISA metodunun prensibi 06zgiill antijen-antikor
reaksiyonuna dayanir. Zerdecal (10pl/ml) tek basina kullanildiginda, izole fare
mide fundus dokusundaki siiperoksid dismutaz (SOD) aktivitesinde kontrol
gurubuna gore istatistiksel olarak anlamh bir degisiklik olusturmadi. Bunun
zittinda, E150d (14mg/ml) ilgili dokudaki SOD aktivitesinde istatistiksel olarak
anlamh olan ¢ok belirgin bir artisa neden oldu. E150d (14mg/ml)’nin SOD
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aktivitesinde olusturdugu bu artis zerdecal (10pul/ml) tarafindan tamamen ortadan
kaldirildi. Diger taraftan zerdecal, (10nl/ml) tek basina uygulandiginda izole fare
gastrik fundusundaki nitrit seviyesi iizerinde istatistiksel olarak anlamh bir
degisiklik  olusturmadi. E150d (14mg/ml) ise ilgili dokuda nitrit
konsantrasyonunda belirgin bir azalmaya neden olmakla birlikte bu azalma
istatistiksel olarak anlamh degildi. Zerdecal (10pul/ml), karamel boyasinin nitrit
konsantrasyonunu azaltic1 etkisini ortadan kaldiramadi. izole fare mide fundus
dokusundaki COX enzim aktivitesi ilizerinde ise, zerdecal (10pl/ml), E150d
(14mg/ml) veya zerde¢al (10pl/ml)+E150d (14mg/ml) istatistiksel olarak anlamh
bir etki olusturmadi.

Sonug olarak, deneysel veriler izole fare mide fundus seritlerinde E150d ile
indiiklenen gevseme yanitlarinda nitrerjik sistemin ve potasyum kanallarimin rol
oynadigim gostermektedir. Ayrica E150d’nin ilgili dokuda siiperoksid anyonlarim
artirmak suretiyle SOD aktivitesini artirdigimi, Ayurvedik drog zerdecalin E150d
ile antioksidan olarak etkilestigini ve E150d’ye bagh zararh oksidatif stresin
zerdecal ile tedavi edilebilecegini telkin etmektedir.

Anahtar Kelimeler: E150d, gastrik fundus, molekiiler mekanizma, zerdecal.
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ABSTRACT

Molecular Action Mechanisms of Caramel Color and Interactions with Turmeric
in Mouse Gastric Fundus

In this study, the effects of ammonium sulfite caramel color (E150d) on
isolated mouse gastric fundus were investigated. In addition, the interaction of
E150d with turmeric (Curcuma longa), an Ayurvedict drog, was analysed
qualitatively and quantitatively. We used male mice (Swiss albino) in all
experiments. After killing the mice by cervical dislocation gastric fundal tissues
were isolated and placed in Tyrode’s solution maintained at 37 °C and aerated
with 95% O, and 5%CO;.

In qualitative experimental studies, isolated gastric fundal strips were
prepared by longitudinally and mounted under 0.35 g tension. Experimental data
were recorded by an isometric transducer. E150d (14mg/ml) caused reproducible
relaxations in the isolated gastric fundal strips precontracted with carbachol
(carbamylcholine cloride; 50 pM)). Ayurvedic drog turmeric (10 pL/ml)
nonsignificantly increased the relaxations induced by E150d (14mg/ml). N”-nitro-
L-arginine (L-NOARG; 10 pnM), an inhibitor of nitric oxide synthase, significantly
inhibited the relaxations induced by E150d (14mg/ml) and turmeric (10 pl/ml)
abolished the inhibitory action of L-NOARG and caused a significant increment on
these relaxations. In contrast, ouabain (10 pM), an inhibitor of Na'/K'-ATPase,
slightly inhibited the relaxations induced by E150d (14 mg/ml) and turmeric (10
ul/ml) nonsignificantly inhibited the effect of ouabain (10 pM) and slightly
increased the relaxations induced by E150d (14mg/ml). In addition,
tetraethylammonium (TEA; 50 uM), a potassium channel blocker, significantly
inhibited the relaxations induced by E150d (14mg/ml). Turmeric (10pl/ml)
nonsignificantly decreased the inhibitory effect of TEA and increased the
relaxations induced by E150d (14mg/ml) in the related tissue. On the other hand,
L-type calcium channel blocker verapamil (10 pM) or ryanodine receptor
(intracellular calcium channel) blocker ruthenium red (10 pM) did not have a
significant effect on relaxations induced by E150d (14mg/ml). And also, turmeric
didn’t affect the E150d relaxations exposed to verapamil or ruthenium red.

In quantitative expereimental studies ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) method was used. Isolated gastric fundal tissues of mice
were separated into groups included control, turmeric (10 pl/ml), E150d (14mg/ml)
and turmeric (10pnl/ml)+E150d(14mg/ml) and incubated with related compounds in
Tyrode solution maintained at 37 °C for 40 minutes. Then SOD, COX enzyme
activities and nitrite concentrations of the groups separately and quantitatively
analysed by using ELISA method. The principal of ELISA method is based on
specific antigen-antibody reaction. E150d (14mg/ml) significantly increased SOD
activity and turmeric (10 pl/ml) completely abolished the increment of SOD
activity caused by E150d. Turmeric (10pl/ml), when used alone, did not
significantly affect the nitrite level in the related tissue. In contrast E150d
(14mg/ml) obviously decreased the nitrite level. But this reduction was not
significant. Turmeric (10ul/ml) failed to abolish this reduction induced by E150d in
the related tissue. On the other hand turmeric (10pl/ml), E150d (14mg/ml) or



E150d(14mg/ml)+turmeric(10ul/ml) did not significantly affect the COX enzyme
activity in the gastric fundal tissues.

In conclusion, the experimental results show that nitrergic system and
potassium channels may play a role on relaxations induced by E150d in the mouse
gastric fundal strips. In addition E150d may increase SOD activity by means of
generating superoxide anions in the related tissue. Furthermore, Ayurvedic drog
turmeric may interact with E150d as an antioxidant agent and the harmful
oxidative stress of E150d may be treated by turmeric.

Key Words: E150d, gastric fundus, molecular mechanism, turmeric
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1. GIRiS

Hipergliseminin diyabet hastalarinda olusan bazi komplikasyonlardaki rolii iyi
bilinmektedir. (1) Diyabet hastaliginda goriilen inflamatuvar siireclerde; oksidatif stres
(2), ileri glikasyon son iirlinleri (3), protein kinaz C aktivitesi (4) ve inflamatuvar gen
aktivitelerindeki degisikliklerin (5) rol oynayabilecegine yonelik goriisler mevcuttur.
Son zamanlarda, hiperglisemiye baglh diyabetik komplikasyonlarda oksidatif stresin
azaltilmasinin terapdtik dnemi vurgulandigindan, oksidatif stresi azaltan maddelere olan
ilgi gittik¢ce artmaktadir. Bunlardan 6zellikle dogal antioksidan tibbi droglara yonelik
bilimsel ¢alismalar giin gegtikge artmaktadir. Ornegin, Ayurvedik (holistik (biitiinciil)
tedavi yaklasiminda olan Ayurveda tibbi ile ilgili) bir drog olan zerdegal (Curcuma
longa), cesitli hastaliklarda terapotik etki i¢in uzun siiredir kullanilmakta ve zerdecala
yonelik bilimsel arastirmalar diinyada gittikge artmaktadir (6) (7) (8). Zerdegale olan
ilginin artmasinda antioksidan ozellik goOstermesinin payr biyiiktiir. Nitekim son
zamanlarda hiperglisemiye bagli olan metabolik komplikasyonlarda mitokondriyal
elektron transport zincirindeki asir1 siiperoksid iiretiminin sorumlu olabilecegi ileri
striilmiis ve antioksidan etkiye sahip olan maddelerin hiperglisemiye bagli hasari
azaltabilme potansiyeli olabilecegi vurgulanmgtir (9) (10).

Hiperglisemi olusumunda sagliksiz olan sekerli gidalarin yiiksek miktarda ve
siklikla tiiketilmesinin pay1 yiiksektir. Sekerle ilgili sagligi tehdit eden diger bir durum
da, son zamanlarda sagliga olan zararlarindan s6z edilen ve giiniimiizde gida
endiistrisinde diinyada yaygin bir sekilde kullanilan, sekerden imal edilen gida boyasi
olan karamel boyalaridir. Sekerin yiiksek 1sida 1sitilip eritilerek molekiiler degisiklige
ugratilmast yani okside edilerek yakilmasi ve kahverengi bir renge doniistiiriilmesi
islemine karamelizasyon, olusan {liriine karamel veya karamelize seker adi verilir.
Uygulanan sicaklik kullanilan sekerin cinsine gore degismekle birlikte yaklagik 186
°C’de eriyerek karamel kivamina gelen seker oksitlenir (11). Karamel, koyu kahverengi
renginde yogun bir s1vi olup evde sofra sekerinden tavada 1sitilatak elde edilebildigi gibi
gida sektoriinde degisik katalizorler kullanilarak yiiksek 1s1 ve basing altinda da elde
edilebilir. Karamel elde etmek icin gida sektdriinde kullanilan karbonhidrat genellikle
yuksek dekstroz icerikli misir surubudur. Gida endiistrisinde katalizérler yardimiyla

elde edilen karamele karamel boyas: da denir (11). Karamel boyas1 gida endiistrisinde



genellikle renk ve aroma vermek amaciyla kullanilir. Karamel boyasinin besinsel bir
degeri olmadig1 gibi giday1 koruyucu bir fonksiyonu da yoktur (12). Karamelin gida
endiistrisindeki kullanim alanlar1 ¢ok yaygin olup bunlar arasinda unlu mamdiller, sirke,
kahvaltilik regeller ve joleli tiriinler, sekerli tirlinler, sucuk, hazir corba imalati, ¢esni ve
baharat karisimlari, kaplama malzemeleri, marmelatlar, dondurmalar, kola gibi gazli ve
diger alkolsiiz hazir igcecekler ve bira, viski gibi alkollii icecekler sayilabilir (13).
Karamel boyasi elde etme islemleri sirasinda degisik katalizorler kullanilir (14). Bu
katalizorler genellikle asidik, alkali bilesikler, siilfitler veya amonyum bilesikleridir
(13). Karbonhidratlar ile amonyak (siilfitlerin varliginda veya yoklugunda)
kullanildiginda Maillard reaksiyonu olusur ve 2 ve 4-metilimidazol (2-MI ve 4-MI)’u
da iceren bir¢ok yan iirlin meydana gelir. 2-MI ve 4-MD’nin toksik ve karsinojenik
(akciger, karaciger, tiroid kanserleri, 16semi, vb.) etkileri oldugu deneysel olarak
gosterilmigtir (15) (16) (17) (18) (19). Buna ragmen giliniimiizde 2-MI ve 4-MI iceren
karamel boyalar1 (karamel boyasi III ve IV) gida endistrisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (13) (20) Karamel boyasi III genellikle firinlama, bira, soya sosu,
yemek soslarinda kullanilirken (14) karamel boyasi IV (amonyum siilfit karamel;
E150d), genellikle kolalar ve diger alkolsiiz hazir igeceklerde ve karigtirilmisg
(harmanlanmis) viskilerde kullanilir (13).

Karamel boyasi olan E150d’nin sagliga olan zararlari bilinmekle birlikte
E150d’nin gastrointestinal sistem {izerindeki etkilerini aydinlatmaya yonelik bilimsel
bir ¢aligmaya literatiirde rastlanmamistir. Bundan dolay1 simdiki ¢alismada, E150d’nin
gastrointestinal sistemde olusturdugu etkileri ve bu etkilerde rol oynayan mekanizmalari
molekiiler diizeyde aydinlatmay1 amagladik. Ayrica son zamanlarda Ayurvedik tip gibi
holistik tedavi yaklasimlara olan ilgi diinyada gittik¢e arttifindan, Ayurvedik drog
olan zerdecalin (6) (7) (8). E150d ile olan etkilesmelerini ve bu etkilesmelerin altinda
yatan molekiiler mekanizmalar1 aydinlatmanin halk sagligina ve bu konuda yapilacak
olan bilimsel ¢alismalara katki saglayacagina inanilmaktadir.

Simdiki ¢aligma, C.U. Tibbi Bilimler Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi
Etik Kurulu'ndan alinan izinle yapilmistir. Karamel boyasi olan E150d’nin izole fare
mide fundus dokusundaki etkilerini ve Ayurvedik drog zerdecal ile olan etkilesmelerini
arastirmak icin, Caligmalarda, kalitatif ve kantitatif in vitro deneysel farmakoloji

yontemleri kullanildi. Kalitatif deneysel calismalarda, izole fare gastrik fundus



seritlerinde E150d’nin belirgin ve tekrarlanabilir gevseme cevaplari olusturdugu
gozlemlendi. Bu gevseme cevabinin altinda yatan molekiiler etki mekanizmalarini ve
ilgili dokuda E150d’nin zerdecal ile olan etkilesmesini aydinlatabilmek icin; nitrik
oksid sentaz (NOS) enzim inhibitdrii N"-nitro-L-arginin, Na"/K'-ATPaz pompa
inhibitorii uvabain, K kanal blokérii tetraetilamonyum (TEA), voltaja duyarli L-tipi
kalsiyum kanal blokorii verapamil ve intraseliller Ca’" kanallari olan ryanodin
reseptorlerinin blokorii rutenyum kirmizist kullanildi. Kantitatif deneysel caligmalarda
ise, izole fare mide fundus dokusunda karamel boyast E150d’nin etkilerini ve zerdecal
ile olan etkilesmelerini kantitatif olarak aydinlatabilmek i¢in, ilgili dokuda E150d’nin
stiperoksid dismutaz (SOD), siklooksijenaz (COX) enzim aktiviteleri ve nitrit seviyesi
tizerindeki etkileri ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) yontemi
kullanilarak arastirildi.

Karamel boyasi olan E150d’nin diiz kasta olusturdugu etkiyi daha dnce aragtiran
bilimsel bir literatiire rastlanmadigindan, deneysel bulgularimizi diger E150d
calismalar1 ile karsilastiramadik. Ancak ilgili yerlerde, glukoz ile ilgili benzer

calismalardan bahsedilmistir.



2. GENEL BILGI

Simdiki ¢alismada, karamel boyasi olan E150d’nin fare mide fundusundaki
muhtemel etkileri ve Ayurvedik drog zerdegal ile olan etkilesmeleri arastirilmistir.

Aragtirilan konular ile ilgili literatiir bilgisi asagidaki gibidir.

2.1. Mide Anatomisi ve Innervasyonu

GIS (gastrointestinal sistem), agiz yoluyla alman besinlerin depolanmasi,
sindirilmesi ve atilmasindan sorumlu sistemdir. Insanda agiz, yutak, 6zofagus, mide, on
iki parmak barsagi, kalin barsak, karaciger, pankreas, safra kesesi, rektum ve son olarak
aniisten olusur. Ozofagus ve ince barsak arasinda bir yap1 olan mide, kardia, fundus,
corpus ve pilor boliimlerinden olugmaktadir. Midenin 6zofagusla baglantisinda kardia
sfinkteri, mide — duedonum arasinda ise pilor sfinkteri bulunmaktadir (21) (22).

Midenin beslenmesinde rol oynayan arterler: Cdlyak trunkusundan ¢ikan sol
gastrik arter (a. Gastrika sinistra); a. Hepatika propria’dan gelen sag gastrik arter (a.
Gastrika desktra); Gastroduodenal arterden uzanan sag gastrik omental arter, splenik
arterden uzanan sol gastrik omental arter (a. Gastro-omentalis sinistra) ve splenik
arterden ¢ikan posterior gastrik arter (22).

Midenin venleri ise sdyledir: Vena portaya V. gastrika sinistra ve v. gastrika
dekstra dokiiliirken; v. Lienalise baglanan v. gastrika breves ve v. gastro-omentalis
sinistra’dir. v. mesenterika superiora dokiilen ise V. gastro-omentalis dekstradir (23).

Gastrointestinal sistem; parasempatik, sempatik ve enterik sinir sistemi
tarafindan innerve edilir. Medulla oblongata’dan uzanan X. Kranial sinir olan Nervus
Vagus siniri, parasempatik innervasyonu yonetir. Asetilkolin, Vazoaktif Intestinal
Peptid, Gastrin serbestleyici peptid, P maddesi gibi norotransmitterlerin salinimini
kontrol eden parasempatik sistem, sindirimi stimule eder. Parasempatik sinir sisteminin
aksine gorevi genellikle gastrointestinal sistem aktivasyonunu inhibe etmek olan
sempatik sinir sistemi ise, ¢olyak gangliyonundan uzanir. Norepinefrin, noropeptid Y
norotransmitter maddeleri ile duvar kasini gevsetir ve salgilart azaltir (24).

Tim gastrointestinal sinir sisteminde bulunan intrinsik sistemi (enterik sinir
sistemi) aslinda otonom sisteminin parcasi olsa da ayr1 bir refleks olarak calisir.

Miyenterik pleksus (Auerbach pleksusu) ve submukozal pleksus (Meissner pleksusu)



olmak tizere iki sinir agindan olusur. Norotransmitterler araciligiyla motilite, diiz kas
ve sekresyonun kontrolii saglanir. Ekstrinsik sinirler, sempatik ve parasempatik sinirler
olup midenin damar ve sfinkterlerini kontrol ederler. Mide bu sinirlerden ayrildiginda
aktivitesini stirdiirebilir (25).

Bu arastirmada besinlerin ilk temas yeri olan midenin fundus kismi ile

calisiimustir.

2.2. Gida Katki Maddeleri

Tiirk Gida Kodeksi Gida Katki Maddeleri Yonetmeligi’nde yer alan Gida katki
maddeleri ile ilgili tanim asagidaki gibidir:

‘Besleyici degeri olsun veya olmasin, tek basia gida olarak tiiketilmeyen ve
gidanin karakteristik bileseni olarak kullanilmayan, teknolojik bir amag¢ dogrultusunda
tiretim, muamele, isleme, hazirlama, ambalajlama, tasima veya depolama agamalarinda
gidaya ilave edilmesi sonucu kendisinin ya da yan iirlinlerinin, dogrudan ya da dolayl
olarak o gidanin bileseni olmas1 beklenen maddelerdir’ (26).

Tiirk Gida Kodeksi’ne gore gida katki maddelerinin siniflandirilmasi sdyledir:

1. Tatlandiricilar 2. Renklendiriciler 3. Koruyucular 4. Antioksidanlar 5. Tasiyicilar 6.
Asitler 7. Asitlik diizenleyiciler 8. Topaklanmayi oOnleyiciler 9. Kopiiklenmeyi
Onleyiciler 10. Hacim arttiricilar 11. Emiilgatorler 12. Emiilsifiye edici tuzlar 13.
Sertlestiriciler 14. Aroma arttiricilar 15. Kopiikk olusturucular 16. Jellestiriciler 17.
Parlaticilar 18. Nem vericiler 19. Modifiye nisastalar 20. Ambalajlama gazlar1 21. Itici
gazlar 22. Kabarticilar 23. Metal baglayicilar 24. Stabilizérler 25. Kivam arttiricilar 26.
Un islem maddeleri 27. Kontrast arttiricilar (26).

2.2.1. Gida Boyalan

Gida boyalari, gida katki maddeleri olarak kabul edilmekte olup Tiirk Gida
Kodeksi’nde ‘Renklendiriciler’ adi altinda yer alirlar. Calismamizda, renklendirici gida
katki maddesi olarak diinyadaki kullanimi ¢ok yaygin olan karamel boyasini kullandik.
Boya ilavesi, gidalarin {iretimi veya depolama sirasinda bozulmaya ugrayan renklerini
homojenize ederek, canlandirarak ya da renksiz olanlar1 renklendirerek daha ¢ekici hale
getirilmesi amaciyla yapilmaktadir. Gida boyalar1 bitkisel, hayvansal veya mineral

kaynaklardan ekstre veya sentez edilerek elde edilebilirler. Gida katki maddeleri



standardin saglanabilmesi i¢in uluslararasi bir sistemle numaralandirilmistir. Europe
(Avrupa) sozciigiiniin ilk harfi olan E ve numaralar ile tanimlanmiglardir. Boyar
maddeler, E100-E199 arasinda kod numaras1 alir (27). Renk gesitleri ve ornekleri
asagida belirtilmistir.

1) Sar1 — turuncu rengi verenler: Curcumin (E100) , Riboflavin (E101), Yellow 2G
(E107), Tartrazin (E102)

2) Kirmizi rengi verenler: Amarant (E123), Ponceu 4R (E124), Azorubin (E122),
Allura Red 4C (E129)

3) Mavi rengi verenler: Patent Blue V(E131), indigotin (E132), B-karoten (E160)

4) Yesil rengi verenler: Klorofil (E 140), Green S (E142), Klorofil bakir kompleksi
(E141)

5) Kahverengi rengi verenler: Karamel (E150),

6) Beyaz rengi verenler: Kalsiyum Karbonat ( E170), Titanyumdioksit (E171)

7) Siyah rengini verenler: Brilliant black BN ( E151)

8) Metal renk verenler: Aluminyum ( E173), Giimiis ( E174), Altin (E175) (28)

Renklendirici gida katki boyalar1 elde edildikleri kaynaklara goére ise dogal, yari
sentetik ve sentetik olarak gruplandirilirlar. Dogal gida boyalari, bitkisel ve hayvansal
veya mikroorganizmalar tarafindan sentezlenirler. Klorofil, curcumin, B-karoten vb
bunlara ornektir. Yar1 sentetik gida boyalari, dogal kaynaklara cesitli yontemler
uygulanarak iretilirler. (Ornek: klorofilin bakir kompleksi) Sentetik olanlarin
cogunlugunun yapisinda — (N=N)- grubu bulundugundan azo boyalar olarak da
adlandirilirlar. Allura Red 4C, Tartarazin, Red 2G Amarant ve Ponceau 4R bunlara
ornektir. Caligmamizda yer alan karamel boyasi, dogal olarak bulunan sekerin tek
basina ya da katalizorler ile (amonyum ve sodyum siilfit) muamele edilerek 1s1l islem
uygulanmasiyla elde edilir. Karamel boyasi yar1 sentetik sinifina girmektedir (29).

Gidalarin pigirme yontemi olarak kizartma ve kavurma yontemlerinin siklikla
kullanilmasimin sebebi, gidaya tat, lezzet ve renk katilmasini saglamaktir.
Karamelizasyon, Maillard reaksiyonu olarak bunu saglayan iki 6nemli reaksiyon vardir.
Calismamizda kullandigimiz E150d kod numarali karamel boyasi, karamelizasyon, yani

sekerin amonyum ve sodyum siilfit varliginda 1sitilmasiyla elde edilir (30).



2.2.2. Karamel Boyasi

Karbonhidratlarin (dekstroz, invert seker, laktoz, malt surubu, hidroliz nisasta ve
sakkaroz) 1sitilarak erime derecesine getirilmesinin ardindan, 1sitilmaya devam edilerek
saridan baglayarak amber rengine ve sonunda kahverengi renk almasina ve yeni aroma
kazanmasina karamelizasyon denir. Glikoz ve fruktozdan olusan, sofra sekeri olarak da
bilinen sakkaroz (C12H»,01;) yaklasik 180-190 °C’de erimeye baslar 210 °C’de karamel
kivamina gelir. Karamel tadim1 veren diasetil bu asamada olusmus olur (31). Karamel
boyast hamur islerinde, kahvede, regelde, ¢esitli soslarda (nar eksisi, soya sosu, barbekii
sos), asitli igeceklerde, birada, viskide, yer fistiginda hatta kozmetikte siklikla

kullanilmaktadir. Elde edilme yontemlerine gore 4 sinifa ayrilir.

Sinif I: Basit Karamel; INS No.E150a

Simif II: Alkali Silfit Karamel; INS No.E150b

Smif I1I: Amonyak Karamel; INS No.E150c

Smif IV: Amonyum Siilfit (veya Siilfit-Amonyak) Karamel; INS No.E150d (32).

Smif I-basit karamel; olusumunda amonyum ya da siilfit kullanilmamaktadir.
E150a daha ¢ok viski ve soslarda kullanilirlar. Siif Il-alkali siilfit karamel (E150b) ;
stilfit varliginda amonyaksiz olarak olusturulur ve genellikle kanyak, viski ve ¢aylara
ilave edilir. Smif Ill-amonyak karamel (E150c); soya sosu ve bira yapiminda
kullanilmak iizere; stilfit bilesikleri olmadan sadece amonyak varliginda olusturulur.
Smif IV-amonyum-siilfit karamel (E150d) ise siilfit bilesikleri ve amonyak varliginda
olusturulur ve daha ¢ok baharat karisimlar, ¢erezler, tatlandiricilar, alkolsiiz i¢cecekler ve
kola yapiminda kullanilir (14). En ¢ok renk verme 6zelligine sahip olmasi sebebiyle
ticari olarak en ¢ok kullanilan Amonyum-Siilfit karamel (E150d) dir (33).

Karbonhidratlar ile amonyak (siilfitlerin varliginda veya yoklugunda)
kullanildiginda karamelizasyon reaksiyonu olusur ve 2 ve 4-metilimidazol (2-MI ve 4-
MI) da igeren bir¢ok sayida yan iiriin meydana gelir. Bu yan tirlinler, metilglioksal ve
amonyum bilesiklerinin reaksiyona girmesiyle olusur. 2-MI ve 4-MI’nin toksik ve
karsinojenik etkileri oldugu deneysel olarak gosterilmistir (15). 2- ve 4-Metilimidazol;

basit karamel ve alkali siilfit karamelde bulunmazken, amonyum bilesiklerinin



bulundugu smif III ve simif IV karamel boyalarinda bulunmaktadir. Bunun yani sira

Maillard reaksiyonu sirasinda 4- MI olusmaktadir (33).

2.3. Zerdecal (Curcuma longa)

Zerdegal, Zingiberaceae familyasindan Curcuma longa bitkisi olup halk
arasinda Hint Safrani, Safran kokii, ZerdegOp, Sariboya olarak da bilinir. Basta
Hindistan, Endonezya ve Malezya olmak iizere Gliney Asya’da ve Afrika’da bulunur. 1
metre boyuna ulasabilen ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Beslenme, hastaliklardan korunma
ve tedavi icin zerdegalin rizomlar1 yani kdksap denilen toprak alt1 kisimlart (Curcumae
longae rhizoma) kullanilmaktadir (34). Zerdegal, halk arasinda baharat olarak tek basina
kullanildig1 gibi baharat karigimlarinda da yer alir. Giiney Asya’da siklikla tiiketilen
kori, sart rengini karisiminda yer alan zerdegaldan almaktadir. Zerdecal gida olarak
tiiketildigi gibi verdigi yogun sar1 renkten Otiirii gida boyasi (peynirler, soslar, kekler,
alkollii i¢ecekler, biskiiviler vb.) ve tekstil boyasi olarak da kullanilmaktadir (35).

Zerdecala sari-turuncu rengi veren polifenolik yapidaki bilesik kurkumindir.
Kurkumin ilk kez 200 yil dnce izole edilmis, molekiil yapis1 olan diferuloylmethane ise
1910 yilinda tanimlanmistir. Geleneksel Hint Tibbi olan Ayurveda’da ise
gastrointestinal sistem rahatsizliklari, karaciger ve akciger hastaliklari, hematolojik
bozukluklar ve cilt hastaliklarinda zerdecal rizomlar1 oldugu gibi tibbi bitki olarak
tedavi edici etkiyi elde etmek i¢in yiizyillardir kullanilmaktadir (36). Halk ilac1 olarak
giiniimiizde zerdecalin kokii dogal haliyle kaynatilarak kullanildigi i¢in simdiki
calismamizda zerdecalin gastrointestinal sistem iizerindeki etkisini arastirmak igin
bizler de zerdecal rizomunu ayni sekilde hazirlayarak kullandik. Zerdecalin etken
maddesi olan kurkuminin bir¢ok hipotetik molekiiler hedefi modiile ederek anti-
oksidan, anti-inflamatuvar, analjezik, antiseptik, antifungal etkilerinin oldugu
bilinmektedir. Son zamanlarda anti-kanser 6zelligi lizerine ¢calismalar da yapilmaktadir.
Meme, prostat, pankreas, akciger kanseri tedavilerinde giivenilir olusuyla ilgili
calismalar devam etmektedir (37). Ayrica, zerdegalin Alzheimer hastaliginin tedavisine

yeni bir yaklagim kazandirabilecegi diisiiniilmektedir (38).



2.3.1. Zerdecal (Curcuma longa) Kimyasal Bilesenleri

Zerdecal (Curcuma longa) rizomlarinda biyolojik olarak aktif, parlak sar1 renkte,
polifenolik yapida curcuminoidler bulunmaktadir. Bunlar; curcumin (1,7-bis(4-
hydroxy3-methoxyphenyl)-1,6-heptadiene-3,5-dione) %60—70 oraninda bulunurken,
demethoxycurcumin (1-(4-hydroxyphenyl)-7-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)- hepta-1,6-
diene-3,5-dione) %20—27 oraninda ve bisdemethoxycurcumin (1,7-bis-(4-
hydroxyphenyl)-hepta-1,6-diene-3, 5-dione), %10—15 oraninda bulunur (39) (40).
Ayrica A, E vitamini, B-karoten ve C vitamini , B;, B,, B3, B ve By vitaminleri ile

indirgenmis glutatyon (GSH) ve yiikseltgenmis glutatyon (GSSG) da bulundurur (41).

2.4. Ayurvedik Tip

Sanskritge bir kelime olan Ayurveda, Yasam Bilgisi/Bilimi anlamina
gelmektedir. Bilinen ilk yazili metinlerden olan ve saf bilgi anlamina gelen Veda'larin,
binlerce yillik bir gegmise sahip olduklar1 bilinmektedir (35). Ayurveda, yasamin her
alaninda miikemmel gelismeyi amaclar. Saglikli ve uzun yasamin sirlarini veren
Ayurvedik Tip, holistik (biitlinciil) bir tip sistemi olup evrensel ve her zaman gecerli
olan prensiplere sahiptir. Bundan dolayr Ayurveda ‘Zamansiz Bilim’ olarak da
adlandirilir. Ayurveda’nin binlerce yil once Hindistan’da dogmus ve nesilden nesile
aktarilmis olduguna inanilir. Ayurveda’nin etkileri sadece Asya kitasindaki tibb1 degil,
Eski Misir ve Yunan tibbinda da goriilmektedir. Hindistan’in somiirge altinda kaldig:
uzun siire boyunca baskilanarak bilgilerin kaybolmasi tehdidiyle karsi karsiya kalmistir.
Hindistan’in 1947°de bagimsizligin1 kazanmasinin ardindan kurulan ¢esitli derneklerle
eski metinler bir araya getirilmis ve Ayurveda’ya verilen onem artmistir (42). Bazi
cevrelerce tartigma konusu olsa da Ayurveda’nin giivenli ve etkin bir tedavi sagladig:
bir¢ok bilimsel ¢alismayla kanitlanmistir (43) (44).Glinlimiizde yaygin olarak kullanilan
medikal tedavilerin; radikal tedaviden ¢cok semptomatik tedavi yaklasiminda olmalari,
yan etkilerinin fazla olusu ve nispeten pahali olmalar1 nedeniyle Ayurvedik tibba olan
ilgi gittikce artmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri’'nde dogal tedaviye olan ilgi giin
gectikee arttigindan, ilag firmalari Girtinlerini bitkisel {irlinlerden yana arttirmaktadir.

Diinya’da Ayurvedik Tip egitimi sistemli bir sekilde verilmekte olup, 6 yila
yakin bilimsel bir egitim programini kapsamaktadir. Temel egitimden sonra Ayurvedik

Tibbin; pediatri, géz bilimi, geriatri, kulak-burun-bogaz, genel tip ve cerrahi, jinekoloji



ve dogum dali, toksikoloji, psikiyatri ve psikoterapi, dahili tip olmak iizere bircok
ihtisas alan1 mevcuttur. Calismamizda kullandigimiz zerdecal 6nemli etkilere sahip

Ayurvedik bir drog olup her beden tipine hitap eder (45) (46).

2.5. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Ajanlar ile Ilgili Literatiir Bilgisi

Verapamil: Voltaja duyarli L-tipi kalsiyum kanallarinin selektif blokoriidiir
(47).

Rutenyum kirmuzisi (Rutenyum red): intraseliiler kalsiyum kanallar1 olan
ryanodin reseptorlerini bloke eder (48).

Uvabain: Na'/K'-ATPaz pompasmi inhibe eden kisa etki siireli bir kalp
glikozididir (47).

N"-nitro-L-arginin: Nitrik oksid sentaz (NOS) enzim inhibitoriidiir. NOS’u
inhibe ederek endojen nitrik oksid (NO) cevaplarini ortadan kaldirir (49).

Tetraetilamonyum: Nonselektif potasyum kanal blokoriidiir (50).

Karbamilkolin (karbakol): Asetilkolin benzeri, parasempatomimetik etkili bir

bilesik olup mide diiz kasinda kasilmaya yol agar (51).
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3. GEREC ve YONTEM

Calismada 20-25 gram agirligindaki Swiss albino tiirii erkek fareler kullanildi.
Servikal dislokasyonla oldiirtildiikten sonra farelerin mideleri izole edilerek Tyrode
(137 mM NacCl, 2.7 mM KCl, 1 mM MgCl,, 1.8 mM CacCl,, 0.2 mM Na,HPOj4, 12 mM
NaHCOs, 5.5 mM D-glukoz) soliisyonu igeren, 37 °C sicaklikta muhafaza edilen ve
%95 0,+%5 CO; karigimi ile gazlandirilan ortama alindi. Calismadaki in vitro kalitatif

ve kantitatif deneylerin detaylar1 asagidaki gibidir.

3.1. In vitro Kalitatif Deneysel Calismalar

Izole edilen fare mide fundus dokular1 longitudinal olarak kesilmek suretiyle
ikiye boliindii ve 0.35¢g tonus altinda organ banyolarina asildi. Organ banyolar1 37°C’de
muhafaza edilmekte olup, %95 O, ve %5 CO, karigimi ile deney boyunca gazlandirildi.
Asilan dokularin dengelenmesi i¢in 40 dakika inkiibe edildi ve 15 dk’lik aralarla
dokular taze Tyrode soliisyonu ile yikandi. Cevaplar izometrik transdusir ( Harvard ve
May FDT 0O.5 MP35) ile bilgisayar donanimli farmakolojik veri analiz sistemi
(BIOPAC, MP35)’ne kaydedildi. Kalitatif olan tiim deneylerin baslangicinda bu islem
tekrar edildi.

3.1.1. E150d Kontrol Deneyleri

40 dakikalik inkiibasyon periyodundan sonra bazal tonus 5 dakika boyunca
bilgisayara kaydedildi. Daha sonra banyo ortamina mikropipet yardimiyla sonug
konsantrasyonu 50uM olacak sekilde karbakol 50 ul uygulanarak kasilma cevabi elde
edildi. Karbakole bagli kasilma cevabi platoya ulasinca E150d 50 pl uygulandi
(banyodaki sonu¢ konsantrasyon 14mg/ml) ve gevseme cevabi izlendi. Maximumum
gevseme cevabi gozlendikten sonra doku yeni hazirlanmig Tyrode soliisyonu ile yikandi
ve 40 dk.’lik inkiibasyon periyodundan sonra E150d (14mg/ml) uygulamas1 ayni sekilde

iki kez daha tekrar edilerek karamel kontrol deneyleri tamamlandi.
3.1.2. Zerdegal Kontrol Deneyleri

Dinlenme periyodundan sonra izole fare gastrik fundus dokusunun bazal tonusu

5 dakika boyunca BIOPAC MP35 sistemine kayit edildi. 5 ml’lik banyo ortaminda

11



sonu¢ konsantrasyonu 50uM olacak sekilde karbakol mikropipet yardimiyla 50ul
uygulandi. Olusan kasilma cevabi platoya ulastifinda, banyo ortamina 50ul E150d
(banyodaki sonu¢ konsantrasyon 14mg/ml) uygulanarak mide fundus seritlerinde
gevseme cevabi olusturuldu. Gevseme cevabinin maximuma ulagmasi sonrasi doku taze
Tyrode soliisyonu ile yikanmak suretiyle birinci uygulama tamamlandi. Daha sonra
zerdecgal (10ul/ml) banyo ortamina ilave edilerek 40 dk inkiibe edildi ve deneyin ikinci
uygulamasi yapildi. Ayni sekilde ligiincii uygulama da yine ayni konsantrasyondaki

zerdecal varliginda yapilarak zerdegal kontrol deneyleri tamamlandi.

3.1.3. N"-nitro-L-arginin’in Uygulandigi Deneyler

Izole edilerek banyo ortamina asilan fare mide fundus seritleri 40 dk
dengelesmeye birakildi. Daha sonra dokularin bazal tonusu 5 dk boyunca bilgisayara
kaydedildi. 5 ml’lik banyo ortaminda sonu¢ konsantrasyonu 50uM olacak sekilde
karbakol mikropipet yardimiyla 50ul uygulandi. Olusan kasilma cevabi platoya
ulastiginda, banyo ortamina 50ul E150d (banyodaki sonu¢ konsantrasyon 14mg/ml)
uygulanarak mide fundus seritlerinde gevseme cevabi olusturuldu. Gevseme cevabi
maximuma ulastiktan sonra dokular taze Tyrode solusyonu ile yikandi ve sonug
konsantrasyonu 10 pM olacak sekilde nitrik oksid sentaz (NOS) enziminin nonselektif
inhibitori olan N"-nitro-L-arginin (L-NOARG) banyo ortamina uygulanarak 40 dk’lik
inkiibasyona birakildi. Daha sonra L-NOARG varliginda birinci uygulama tekrar
edilmek suretiyle ikinci uygulama elde edildi. Ikinci uygulamanin sonunda taze Tyrode
solusyonu ile dokular yikandiktan sonra L-NOARG (10uM) ve zerdecal (10ul/ml)
banyo ortamina uygulandi ve 40 dakikalik inkiibasyondan sonra ii¢iincii uygulama

yapildi.

3.1.4. Uvabain’in Uygulandig1 Deneyler

Izole edilerek banyo ortamina asilan fare mide fundus seritleri 40 dk
dengelesmeye birakildi. Daha sonra dokularin bazal tonusu 5 dk boyunca bilgisayara
kaydedildi, ardindan 5 ml’lik banyo ortaminda sonu¢ konsantrasyonu 50uM olacak
sekilde karbakol mikropipet yardimiyla 50ul uygulandi. Olusan kasilma cevabi platoya
ulastiginda, banyo ortamina 50ul E150d (banyodaki sonu¢ konsantrasyon 14mg/ml)

uygulanarak mide fundus seritlerinde gevseme cevabi olusturuldu. Gevseme cevabi
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maximuma ulastiktan sonra dokular taze 7yrode solusyonu ile yikandi ve sonug
konsantrasyonu 10 uM olacak sekilde Na'-K"ATPaz pompa inhibitorii olan Uvabain
banyo ortamina uygulanarak 40 dk inkiibe edildi. Daha sonra Uvabain varliginda birinci
uygulama tekrar edilmek suretiyle ikinci uygulama elde edildi. Ikinci uygulamanin
sonunda taze Tyrode solusyonu ile dokular yikandiktan sonra Uvabain (10 uM) ve

zerdecgal (10ul/ml) varliginda dokular 40 dk inkiibe edildi ve {li¢iincli uygulama yapildi.

3.1.5. Tetraetilamonyum’un Uygulandig1 Deneyler

Izole edilerek banyo ortamina asilan fare mide fundus seritleri 40 dk
dengelesmeye birakildi. Daha sonra dokularin bazal tonusu 5 dk boyunca bilgisayara
kaydedildi, ardindan 5 ml’lik banyo ortaminda sonu¢ konsantrasyonu 50uM olacak
sekilde karbakol mikropipet yardimiyla 50ul uygulandi. Olusan kasilma cevabi platoya
ulastiginda, banyo ortamina 50ul E150d (banyodaki sonu¢ konsantrasyon 14mg/ml)
uygulanarak mide fundus seritlerinde gevseme cevabi olusturuldu. Gevseme cevabi
maximuma ulastiktan sonra dokular taze 7yrode solusyonu ile yikandi ve sonug
konsantrasyonu 10 pM olacak sekilde nonselektif potasyum kanal blokorii olan TEA
banyo ortamina uygulanarak 40 dk inkiibe edildi. Daha sonra TEA (10 uM) varliginda
birinci uygulama tekrar edilmek suretiyle ikinci uygulama elde edildi. Ikinci
uygulamanin sonunda taze Tyrode solusyonu ile dokular yikandiktan sonra TEA (10

uM) ve zerdegal (10pl/ml) varliginda tigiincii uygulama yapildi.

3.1.6. Verapamil’in Uygulandig1 Deneyler

Izole edilerek banyo ortamina asilan fare mide fundus seritleri 40 dk
dengelesmeye birakildi. Daha sonra dokularin bazal tonusu 5 dk boyunca bilgisayara
kaydedildi, ardindan 5 ml’lik banyo ortaminda sonug¢ konsantrasyonu 50uM olacak
sekilde karbakol mikropipet yardimiyla 50ul uygulandi. Olusan kasilma cevabi platoya
ulastiginda, banyo ortamina 50ul E150d (banyodaki sonu¢ konsantrasyon 14mg/ml)
uygulanarak mide fundus seritlerinde gevseme cevabi olusturuldu. Gevseme cevabi
maximuma ulastiktan sonra dokular taze Tyrode solusyonu ile yikandi ve sonug
konsantrasyonu 10 uM olacak sekilde L-tipi kalsiyum kanallarinin selektif blokorii olan
verapamil banyo ortamina uygulanarak 40 dk’lik inkiibasyona birakildi. Daha sonra

verapamil varliginda birinci uygulama tekrar edilmek suretiyle ikinci uygulama elde
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edildi. Tkinci uygulamanin sonunda taze Tyrode solusyonu ile dokular yikandiktan sonra
10 uM verapamil ve zerdecal (10ul/ml) varliginda 40 dk inkiibe edildi sonrasinda

ticlincii uygulama yapildi.

3.1.7. Rutenyum Kirmizisi’nin Uygulandigi Deneyler

Izole edilerek banyo ortamina asilan fare mide fundus seritleri 40 dk
dengelesmeye birakildi. Daha sonra dokularin bazal tonusu 5 dk boyunca bilgisayara
kaydedildi. 5 ml’lik banyo ortaminda sonu¢ konsantrasyonu 50uM olacak sekilde
karbakol mikropipet yardimiyla 50ul uygulandi. Olusan kasilma cevabi platoya
ulastiginda, banyo ortamina 50ul E150d (banyodaki sonu¢ konsantrasyon 14mg/ml)
uygulanarak mide fundus seritlerinde gevseme cevabi olusturuldu. Gevseme cevabi
maximuma ulastiktan sonra dokular taze Tyrode solusyonu ile yikandi ve sonug
konsantrasyonu 10 uM olacak sekilde ryanodin reseptor blokorii rutenyum kirmizisi
banyo ortamima 50ul ilave edilerek 40 dk’lik inkiibasyona birakildi. Daha sonra
rutenyum kirmizi varliginda birinci uygulama tekrar edilmek suretiyle ikinci uygulama
elde edildi. ikinci uygulamanin sonunda taze Tyrode solusyonu ile dokular yikandiktan
sonra rutenyum kirmizisi (10 uM) ve zerdegal (10ul/ml) banyoya eklenip 40 dk inkiibe

edildi ve bu ajanlarin varliginda iigiincii uygulama yapildi.

3.2. In vitro Kantitatif Deneysel Calismalar

Kantitatif deneysel caligmalarda ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) yontemi kullanildi. Kullanilan ELISA kitleri; fare mide fundus dokularinda
siiperoksid dismutaz (SOD), siklooksijenaz (COX) enzim aktivitelerini ve nitrit
konsantrasyonunu tayin kitleri idi. Her bir ELISA kiti i¢in 4 ayr1 gurup olusturuldu. Bu
guruplar sirasiyla kontrol (zerdegal ve E150d i¢cermeyen) gurubu, zerdegal (10 pl/ml)
gurubu, E150d (14mg/ml) gurubu ve zerdegal(10 w/ml)+E150d (14mg/ml) gurubu. Her
bir guruptaki fare mide fundus dokulari izole edilir edilmez 37 °C’de muhafaza edilen,
%950,+%5C0; ile gazlandirilan ve guruba gore ilgili ajanlarin 7yrode soliisyonuna
eklenmis oldugu ortamlarda 40 dk boyunca inkiibe edildi. Daha sonra dokular sivi azot
ile muamele edilerek derin dondurucuda -80 °C’de muhafaza edildi. ELISA ile ilgili
deneylerde kitlerin protokolleri uygulanmadan dnce belirtilen sekilde hazirlanan ve -80

C’de muhaza edilen dokular homojenize edildi.
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Homojenizasyonda; ependorf i¢inde -80°C’ de muhafaza ettigimiz dokularin
lizerine gram basina 3ml RIPA (Radio-Immunoprecipitation Assay) buffer, 30ul PMSF
(phenylmethylsulfonil fluoride), 30ul sodyum vanadat, 30ul proteaz inhibitér kokteyl
eklenerek yiiksek frekanshi titresim olusturarak dokular1 parcalayan ultrasonik
homojenizator (Bandelin Ultrasonic Homogeniser) kullanilarak homojenatlar elde edildi
(Ismmay1 6nlemek i¢in homojenizasyon islemi buzlu ortamda yapildi ve ultrasonik
homojenizator kisa araliklarla c¢aligtirildi.) Homojenatlar 15.000 RPM’de 15 dakika
santrifiij edildi. Santrifiigasyon isleminden sonra ependorflardaki alttaki pelletler
(cokeltiler) atildi. Ustte bulunan siipernatantlar (siv1 kisimlar) ise ELISA deneylerinde
kullanilmak tizere -80 °C’de muhafaza edildi.

ELISA deneylerinde, homojenizasyon suretiyle elde edilen ve -80 °C’de
muhafaza edilen doku siipernatantlar1 kullanildi. SOD, COX enzim aktiviteleri ve nitrit
konsantrasyon tayinleri ile ilgili ELISA deney prosediirleri her kit i¢in farkli olup ilgili
kitlerde belirtilen protokollere gore yapildi. Deneysel sonuglarin okunmasi ELISA
microplate okuyucu (Rayto) ile yapildi. ELISA deneylerindeki prensip kullanilan biitiin
kitler ve deneysel guruplar i¢in gegerli olup 6zgiil antijen-antikor arasindaki reaksiyona

dayanir.

3.3. Kullanilan Kimyasal Ajanlar ve Soliisyonlar

Kalitatif deneylerde kullanilmak iizere: N"-Nitro-L-arginin, Verapamil
hydrochloride ve Ouabain (Uvabain) Sigma firmasindan, Tetracthylammonium chloride
(TEA) ve Ruthenium Red (Rutenyum kirmizis1) ChemCruz firmasindan satin alindi.

Kantitatif deneylerde kullanilmak {izere: Superoxide Dismutase Assay Kit ve
Cyclooxygenase (COX) Activity Assay Kit Cayman Chemical’den satin alindi.
Ultrasensitive Colorimeric Assay for Nitric Oxide Synthase (NOS) Oxford Biomedical
Research’den satin alindi. Homojenizasyon i¢in kullanilan sodyum ortovanadat ve
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) Sigma firmasindan satin alindi.

Karamel boyas1 (E150d) Alfasol firmasindan ve zerdecgal aktardan temin edildi.
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3.3.1. Zerdegal (Curcuma longa) Rizomu Ekstresi’nin Hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan zerdegal (Curcuma longa) rizomu ekstresi, geleneksel
halk yonteminde oldugu gibi dekoksiyon yontemi kullanilarak hazirlandi. Ekstrenin
hazirlanmasina yonelik detayl bilgi agagidaki gibidir:

Cam cezve igerisine 125 ml distile su ve 62 g zerdegal (Curcuma longa)
rizomlar1 eklendikten sonra kapagi kapatilarak diisiik ateste 15 dk siire ile kaynatildi ve
ates kapatilarak oda sicakligina gelmesi beklendi. Daha sonra ilgili ekstrel10 kathi gazl
bez ile siiziildii ve ependorflara tek deneye yetecek miktarda siiziilmiis zerdecal ekstresi
eklendikten sonra ependorflar kapatilip parafilm ile sarildi ve -80 °C’lik derin
dondurucuda kullanilincaya kadar muhafaza edildi. Her zerdegal deneyi i¢in derin
dondurucudan zerdegal ekstresi iceren 1 ependorf alinarak kullanildi. Boylece biitiin
zerdegal deneylerinde ayni zerdegal ekstresi taze ve standart bir sekilde kullanilmis
oldu.

Hazirlanan zerdegal ekstresinin konsantrasyonu ile ilgili olarak; 5 ml’lik organ
banyosuna 50 pl zerdecal ekstresi kullanildi. Deneylerde kullanilan zerdegal ekstresinin

nihai konsantrasyonu 10 pl/ml’dir.

3.4. Sonuclarin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analiz

Kalitatif Deneylerde sonuglar1 degerlendirmek icin; bilgisayar donanimli
farmakolojik veri analiz sistemi (BSOPAC, MP35) programinda her uygulama ig¢in,
plato seviyesindeki karbakol kasilma ve karamel boyasi (E150d)’nin gevseme cevabi
mg olarak olciilerek % gevseme cevabi hesaplandi. Kantitatif deneylerde ise kitlerde
belirtilen protokol ve hesaplamalar sonucundaki degerler kullanildi.

Biitiin deneysel c¢aligma verileri tek yonlii varyans analizi (one way ANOVA;
posthoc: Bonferroni) ile degerlendirildi. 0.05’den kiigiik P degerleri istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

.

4.1. In vitro Kalitatif Deney Bulgulari

Bulgular

inin

4.1.1. E150d Kontrol Deneyler

Kontrol grubunda, prekontrakte izole fare gastrik fundusunda karamel boyasi

(14mg/ml) ile olusturulan gevseme cevaplart 3 kez olusturuldu. Deneysel veriler

—8).

(14 mg/m E150d)

Il (14 mg/mi E150d)

BA Il (14 mym E150d)
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Genel Kontrol (E150d)

Karamel boyas: ile olusturulan gevseme cevaplart (%Gevseme) arasinda istatistiksel

(%gevseme degerleri) sirasi ile: 32.64+4.76; 39.05+8.57 ve 35.30+6.86 idi (n
olarak anlamli bir fark goriilmedi (P>0.05) (Sekil 1).

Sekil 1. Karbakol (50 pM) ile dnkastirma yapilan izole fare mide fundus seritlerinde E150d (14mg/ml) ile

olusturulan gevseme cevaplari.
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4.1.2. Zerdegal Kontrol Deneylerinin Bulgular:

Ayurvedik bir drog olan zerdegal (Curcuma longa; 10 ul/ml), karamel boyasi ile
indiiklenen gevseme cevaplarinda bir miktar artisa neden oldu. Ancak bu artis
istatistiksel olarak anlamli degildi (P>0.05). Deneysel veriler (%gevseme degerleri)
sirast ile: Kontrol (Zerdegal yoklugundaki E150d gevsemesi): 43.26+4.58 ve Zerdegal
varhigindaki birinci ve ikinci E150d gevseme cevaplar1 sirasi ile: 47.03+4.11 ve
52.91+£5.84 1di (n=8) Gevseme cevaplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

goriilmedi (P<0.005)(Sekil 2).

Zerdecal Kontrol
Kontrol (14mg/mi E150d)
Zerdecal (10 pl/m)

Zerdecal (10 pl/m)

: ¢ FAEM

IXAAAAAANS
s
PDOOOOOO
OO

%

?

Sekil 2. Karbakol (50uM) ile 6nkastirma yapilan izole fare mide fundus seritlerinde E150d (14mg/ml)

gevsemeleri tizerinde zerdecal (10ul/ml)’1n etkisi
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4.1.3. N"-nitro-L- Arginin Deneylerinin Bulgular

Karamel boyasi ile indiiklenen gevseme cevaplar (64.16+£7.17), nitrik oksid
sentaz inhibit6rii olan N - nitro-L-arginin (L-NOARG; 10 uM) tarafindan istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde inhibe edildi (36.82+4.37) (P<0.05). Zerdegal (10 ul/ml), L-
NOARG’1n olusturdugu inhibisyonu tersine ¢evirerek karamel boyasi ile indiiklenen
gevseme cevaplarinda istatistiksel olarak anlamli bir artisa (60.21+£9.59) neden oldu

(P<0.05) (Sekil 3).

L-NOARG

B3 Kontrol (14mg/ml E150d)
B3 L-NOARG (10 uM)

0 L-NOARG (10 pM)+Zerdecal(10 l/mil)

80- A
60-

*
40 - —

Sekil 3. Karbakol (50uM) ile 6nkastirma yapilan izole fare mide fundus seritlerinde E150d (14mg/ml)
gevsemeleri ilizerinde L-NOARG (10 uM ) ve L-NOARG (10uM)+Zerdegal (10ul/ml)’in
etkileri. *: Kontrol gurubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig1 ifade etmektedir (P<0.05). +:

L-NOARG gurubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig ifade etmektedir (P<0.05).
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4.1.4. Uvabain Deneylerinin Bulgular:

[zole fare mide fundus seritlerindeki karamel boyas1 (14 mg/ml) gevsemelerinde
(45.44+6.17) uvabain (10uM), istatistiksel olarak anlamli olmayan bir azalmaya
(42.85+7.35) neden olurken, zerdecal (10 pl/ml) ilgili gevsemelerde bir miktar artiga
neden oldu (56.6£5.66). Ancak bu artig istatistiksel olarak anlamli degildi
(P<0.05)(n=8) (Sekil 4).

Uvabain

E3 Kontrd (14ng/m E150d)
@™ Wwabain (10 uV)
B3 Uwabain (10 pM)+Zerdegal (10ul/m)

Sekil 4. Karbakol (50uM) ile dnkastirma yapilan izole fare mide fundus seritlerinde E150d (14mg/ml)
gevsemeleri tizerinde uvabain (10 uM ) ve uvabain(10uM)-+zerdecal (10 pl/ml)’mn etkileri.
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4.1.5. Tetraetilamonyum Deneylerinin Bulgular:

Karbakol (50 uM) ile prekontrakte edilmis olan izole fare gastrik fundus
striplerinde E150d (14mg/ml) ile indiiklenen gevseme cevaplari (65.17+4.60) potasyum
kanal blokorii olan tetractilamonyum (TEA; 50 puM) tarafindan istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde inhibe edildi (36.08+5.38) (P<0.01). Zerdegal (10 pl/ml) bu
inhibisyonu istatistiksel olarak anlamli olmayan bir sekilde tersine ¢evirdi (53.44+7.49)

(n=9) (Sekil 5).

TEA

Bl Kontrol (14 mg/m E150d)
B3 TEA (50 uM)
@D TEA (50uM)+Zerdecal (10 pi/m)

80

\/

q
.0 @,

RAA
0262,
03038

X

4
ode

X

o

D
O
.0

O

O
‘0

O

@

QD
@,

%

\/
XS
&8
&8
%
N

S

S

S

%

RS

H3

S

S

S

%

S

\/
-«

O
@
o
QD

o

\/
QO
O

S

S

o

o

O
&

X

\/

@
o

O

O
&
O

o

%

O
@,

S

S

-«

\/

o

S

S

S

S

S

-«

\/

@,
@,
O
@,
@,
O

\/

S

%

S

S

%

X

\/
@,
O
@,
@,
&
O

O

S

O

S

%

%

-«

\/
’0

o,

O

o

@,
’0

@

@,

%

()

\/

%0

@,
O

-«

\/

S

@
@

00,0,

Sekil 5. Karbakol (50uM) ile 6nkastirma yapilan izole fare mide fundus seritlerinde E150d (14mg/ml)
gevsemeleri iizerinde TEA (50 uM ) ve TEA (10uM)+Zerdecal (10pul/ml)’in etkileri. **:

Kontrol gurubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig ifade etmektedir (P<0.01).
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4.1.6. Verapamil Deneylerinin Bulgular:

[zole fare mide fundus striplerinde karamel boyas1 (14 mg/ml)’a bagl gevseme
yanitlart (58.02+12.06) L-tipi kalsiyum kanal blokorii verapamil (10 puM) tarafindan
istatistiksel olarak anlamli olmayan bir sekilde inhibe edildi (51.40+6.75). Zerdecal
(10pul/ml) ise verapamil varhigindaki karamel boyasi gevsemelerinde hafif bir artiga

neden olsa da bu artis istatistiksel olarak anlamli degildi (56.87+6.92) (Sekil 6).

Verapamil

B3 Kontro (14rmg/mi E150d)
Verapanil (10 M)
B Verapanil (10 uM)+Zerdecal(10u/rri)
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Sekil 6. Karbakol (50uM) ile 6nkastirma yapilan izole fare mide fundus seritlerinde E150d (14mg/ml)
gevsemeleri tizerinde verapamil (10 uM) ve verapamil(10uM)+zerdecal (10ul/ml)’1n etkileri



4.1.7. Rutenyum Kirmizi Deneylerinin Bulgular

Ryanodin reseptor blokorii rutenyum kirmizisi (10 uM), karbakol (50 uM) ile
Onkastirma yapilmis olan izole fare mide fundus seritlerindeki E150d (14 mg/ml)
gevseme cevabinda (49.3147.53; n=8) istatistiksel olarak anlamli bir etki olusturmadi
(47.26+7.57; n=8). Zerdecal, rutenyum kirmizis1i varligindaki karamel boyasi
gevsemelerinde hafif bir artisa neden olmakla birlikte bu artis istatistiksel olarak anlamli

degildi (54.75+5.54; n=8) (Sekil 7).

Rutenyum Kirmmzzsi

Kontral (14nmg/ml E150d)
B2 Rutenyumkirmzisi (10 uM)
EEB Rutenyum kirmizisi(10 pM)+Zerdecal (10 pi/ml)
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Sekil 7. Karbakol (50uM) ile dnkastirma yapilan izole fare mide fundus seritlerinde E150d (14mg/ml)
gevsemeleri lizerinde rutenyum kirmizist (10 pM) ve rutenyum kirmizisi(10pM)+zerdegal (10

pl/ml)’n etkileri.
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4.2. In vitro Kantitatif Deney Bulgular

4.2.1. Superoksid Dismutaz (SOD) Deney Bulgular

Izole fare mide fundus dokusunda zerdegal (10ul/ml), tek basma kullanildiginda
siiperoksid dismutaz (SOD) aktivitesinde kontrol gurubu (0.019+£0.004) ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik olusturmadi (0.025%0.004).
Bununla birlikte, karamel boyasi (KB; E150d; 14mg/ml) ilgili dokudaki SOD
aktivitesinde ¢ok belirgin bir artisa neden oldu (0.057+0.007) ve bu artis istatistiksel
olarak anlamli idi (P<0.001). Buna ilave olarak, karamel boyasinin SOD aktivitesinde
olusturdugu bu artis zerdegal (10ul/ml) tarafindan istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
inhibe edildi (0.022+0.002) (P<0.01). Baska bir deyisle, zerdecal E150d’ye bagl olan
stiperoksid artisin1 tamamen ortadan kaldirdr (Sekil 8).

SOD

E3 Kontro B3 E150d (14 ng/ml)
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Sekil 8. izole fare mide fundus dokularindaki SOD enzim aktivitesi iizerinde zerdecal(10pl/ml, E150d
(14mg/ml) ve zerdegal(10pl/ml)+E150d(14mg/ml)’nin etkileri. ***: Kontrol gurubuna gore
istatistiksel olarak anlamliligi ifade etmektedir (P<001). ++: E150d gurubuna gore istatistiksel
olarak anlamlilig1 ifade etmektedir (P<0.01).
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4.2.2. Nitrit Seviyesi Deney Bulgular:

Izole fare mide fundus dokusundaki nitrit seviyesi (2.700+0.565) iizerinde
zerdecal (10pl/ml) istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik olusturmadi (2.473+0.698).
Karamel boyas1 (E150d; 14mg/ml) ise ilgili dokuda nitrit konsantrasyonunda belirgin
bir azalmaya neden olmakla birlikte bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildi
(1.367+£0.164) (Sekil 9). Zerdecal (10ul/ml), karamel boyasinin bu etkisi {lizerinde
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik olusturmadi (1.147+0.296) (Sekil 9).
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Sekil 9. izole fare mide fundus dokularindaki nitrit seviyesi iizerinde zerdegal(10ul/ml), E150d
(14mg/ml) ve zerdecal(10pul/ml)+E150d(14mg/ml)’nin etkileri.
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4.2.3. Siklooksijenaz (COX) Deney Bulgular:

Izole fare mide fundus dokusundaki total siklooksijenaz (COX) aktivitesi
(0.267+0.037) izerinde zerdegal (0.239+0.039), karamel boyast (14mg/ml;
0.246+0.021) ve  zerdecal(10ul/ml)+karamel  boyasi(14mg/ml)(  0.209+0.008)
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik olusturmadilar (Sekil 10).

COX
Kontrol B3 E150d (14 mg/m)
EZE3 Zerdegal (10 W/ml) MO E150d(14nmg/mi)+Zerdegal(10 pi/m)
0.4-
0.3 —I- r
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Total COX Aktivitesi (U/ml)

0.0

Sekil 10. izole fare mide fundus dokularindaki COX enzim aktivitesi iizerinde zerdecal(10ul/ml, E150d
(14mg/ml) ve zerdegal(10pul/ml)+E150d(14mg/ml) nin etkileri.
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5. TARTISMA

Simdiki calismada, karamel boyasi olan E150d’nin izole fare gastrik fundus
tizerindeki etkileri ve Ayurvedik drog zerdecal ile olan etkilesmeleri diinyada ilk olarak
arastirildi. Bu arastirmanin yapilmasindaki amag, E150d’nin gidalarda, 6zellikle hazir
yiyecek ve igeceklerde, tiim diinyada yaygin olarak kullanilmasi ve gerek kendisinin
oksitlenmis seker olmasi gerekse igerdigi metilimidazol gibi maddelerden dolay1 halk
saglhigini ilgilendirdigi i¢indir. Ayrica Ayurvedik drog zerdegalin antioksidan etkilerine
olan ilginin son zamanlarda artmasindan dolayr E150d ile zerdecal arasindaki
etkilesmeleri incelemenin halk sagligi acisindan potansiyel fayda saglayacagina
inanilmaktadir. Zerdecalin etkisi arastirilirken kullanilan zerdegal ekstresinin halk
tarafindan geleneksel olarak kullanildig: gibi hazirlanmasina 6zen gosterildi. Bu sekilde
hazirlanan zerdecal rizomlar1, gerek B;, B; ve By vitaminleri ve gerekse glutatyon
bakimindan iyi bir kaynak oldugu ve igerdigi fenolik ve flavonoid miktarlar1 agisindan
degerlendirildiginde gii¢lii bir antioksidan kapasiteye sahip oldugu (52) i¢in ve bu
calismanin halkin kullandig1 sekliyle, halk sagligindaki etkisini aydinlatmak da
amaclarimiz arasinda yer aldigindan, zerdecal ekstresinin halk arasinda kullanildig:
sekli ile hazirlanmasina 6zen gosterildi. Calismamizda ayrica, insana benzerlik
acisindan sicak kanli ve memeli oldugu i¢in denek olarak fare kullanilmasi tercih edildi.
Hormonal degisimlerden disiler kadar etkilenmedigi ve dolayisi ile denekler arasinda
daha 1iyi bir standardizasyon yakalayabilmek i¢in erkek fare cinsi ile ¢aligildi. Ayrica,
besinlerle direkt olarak etkilesen kisim oldugu icin calismada diiz kas yapisindaki fare
mide fundusunun kullanilmasi tercih edildi. Karamel boyasi olan E150d’nin diiz kasta
olusturdugu farmakolojik etkiyi arastiran bilimsel bir literatiire simdiye kadar
rastlayamadigimizdan, ilgili yerlerde, glukoz ile ilgili benzer c¢alismalardan
bahsedilmistir.

Zerdecal, Curcuma longa adl1 zerdecal bitkisinin toprakalti gévde kisimlar1 olan
rizomlar1 yiizyillardir Asya iilkelerinde kullanilmakta olan bitkisel tibbi bir drogtur (53).
Ilgili drogun toksisitesi diisiik olup antioksidan ve antiinflamatuvar dzelliklere sahiptir.
Uzun siiredir zerdegal ve zerdecalin etken maddesi olan kurkumin tizerinde birgok
bilimsel c¢alisma yapilmakta olup Ayurvedik tip gibi dogal, holistik tedavi

yaklagimlarina olan ilgi giin gectikge arttigindan son zamanlarda bu konuda yapilan
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bilimsel ¢alismalar gittikge artmaktadir. Ornegin Fang ve arkadaslar1 tarafindan sigan
torasik aortasinda yapilmis olan bir ¢alismada (2009), zerdecalin etken maddesi olan
kurkumin’in yiiksek glukoz (44 mmol/L) ile indiiklenen akut vaskiiler endotel
disfonksiyonu {izerinde terapdtik etki sagladign rapor edilmistir. ilgili ¢aligmada,
asetilkolin (Ach) ile gevsetilen endotelyumlu sigan torasik aorta ringleri yiiksek glukoz
(44mmol/L) varliginda 2 saat inkiibe edildiginde ACh gevsemelerinin inhibe oldugu ve
kurkumin (10" mol/L)’in bu inhibisyonu ortadan kaldirdigi rapor edilmistir (53).
Diyabetteki vaskiiler endotel hiicre disfonksiyonunda hiperglisemi ile indiiklenen intra-
ve ekstraseliiler glikasyonda oksidanlarin asir1 iiretiminin ve yiiksek glukoz ile
indiiklenen serbest radikallerin rol oynadigi rapor edilmis (54) (55), zerdegal ve
kurkuminin ise antioksidan etki gdstererek hiperglisemiye bagli olan oksidatif strese
kars1 hiicreleri koruduklar1 bildirilmistir (56) (57) (58).

Kalitatif caligmalarimizda, prekontrakte izole fare mide fundus seritlerinde
E150d (14mg/ml) ile indiklenen gevseme cevaplari, nitrik oksid sentaz enzim
inhibitori olan N"-nitro-L-arginin (L-NOARG; 10 uM) tarafindan istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde inhibe edildi. Zerdecal (10 ul/ml), L-NOARG’m olusturdugu
inhibisyonu tersine cevirerek L-NOARG (10 pM) varhigindaki E150d (14mg/ml)
gevseme cevabinda istatistiksel olarak anlamli bir artisa neden oldu. Bu arada, NOS
inhibitérii olan L-NOARG’mn E150d gevsemesinde inhibisyon olusturmasi, ilgili
dokuda karamel boyasi olan E150d’nin olusturdugu gevseme cevabinda nitrik oksidin
rol oynadigin1 gostermektedir. Ayurvedik drog zerdegalin ilgili dokuda L-NOARG’1n
olusturdugu inhibisyonu ortadan kaldirarak ilgili gevseme yanitlarinda bir artis, yani
kontrol gurubuna benzer bir cevap olusturmasi, L-NOARG’1in NOS {izerindeki inhibitor
etkisini ortadan kaldirdigini ve NOS’un kontrol gurubunda oldugu gibi aktive olarak
NO sentezledigini telkin etmektedir. Zerdecalin L-NOARG iizerindeki bu etkisinin
altinda yatan mekanizma, zerdegalin antioksidan Ozelliginden ve/veya baska bir
mekanizmadan kaynaklanmis olabilir. Bunu aydinlatmak i¢in daha ileri ¢aligmalara
ihtiyag vardir.

Izole fare mide fundus dokusunda nitrerjik sistem ile ilgili olan kantitatif
deneylerde ise ilgili dokuda nitrit konsantrasyonu OoOl¢iildii. Kullanilan kitte nitrat
rediiktaz enzimi bulundugundan, NOS vasitasi ile olusan NO’dan nitrat ve nitrit

olusurken kitteki nitrat rediiktaz vasitast ile olusan nitratin tamami nitrite
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dontstiirilmektedir. Calismada, zerdecal tek basina uygulandiginda fare gastrik
fundusundaki nitrit seviyesi iizerinde istatisiksel olarak anlamli bir degisiklik
olusturmadi. Karamel boyasi E150d (14mg/ml) ise ilgili dokuda nitrit
konsantrasyonunda belirgin bir azalmaya neden olmakla birlikte bu azalma istatistiksel
olarak anlamli degildi. Zerdecal (10ul/ml), karamel boyasinin nitrit konsantrasyonunu
azaltic1 etkisini ortadan kaldiramadi. Bu kantitatif deneysel veriler, izole fare mide
fundus dokusunda E150d’nin NOS enzim aktivitesini azaltabilecegi diisiincesini akla
getirse de, kalitatif ¢aligmalarimizda E150d’nin ilgili diiz kasta olusturdugu gevseme
yanitlarinda nitrik oksid sentaz aktivitesinin rol oynadigi kullanilan NOS inhibitorii L-
NOARG ile teyit edildigi i¢in, kantitatif calismalarimizdaki E150d’ye bagli nitrit
azalmasmin nedeninin NOS’dan degil de NO’dan kaynaklanmis olabilecegi
kanaatindeyiz. Baska bir deyisle, E150d’nin indiikledigi siiperoksid anyonlar1 NOS
tarafindan sentezlenen NO’nun stabilitesini azaltarak sonugta olusan nitrit miktarinda
azalmaya neden olmus olabilir. Yiiksek glukoz ile yapilan bazi benzer ¢alismalar bizim
bu hipotezimizi destekler niteliktedir. Ornegin Hoshiyama ve arkadaglari insan
glomerular endotel hiicrelerinde yapmis olduklar1 bir ¢aligmada (2003), yiiksek glukoz
(60 mM) seviyesinin eNOS protein ekspresyonunu artirirken nitrit  seviyesini
konsantrasyona ve zamana bagimli bir sekilde azalttigin1 ve sonugta NO {iretiminin
suprese oldugunu gozlemlemisler ve ortama L-arginin veya SOD’un ilave edilmesinin
NO azalmasmi engelledigini gostermiglerdir. Yazarlar bu bulgulara dayanarak,
diyabetik nefropatisi olan hastalarin tedavisinde L-arginin aliminin veya antioksidan
alimimin NO restorasyonuna katki saglayabilecegini ileri stirmiislerdir (59). Buna benzer
sekilde yapilmis olan diger calismalarda; nitrik oksid biyoyararlanimindaki azalma (60),
L-arginin eksikligi (61) veya siiperoksid iiretimine bagli NO inaktivasyonundaki artis
(62) hiperglisemide meydana gelen nitrerjik sistemle ilgili bozuklugun nedenleri
arasinda gosterilmistir. Diger taraftan, Derubertis ve Craven, hipergliseminin
proteinkinaz C (PKC)’yi aktive etmek suretiyle oksidatif stresi artirdigini ve bunun
glukotoksisitede onemli bir yolak oldugunu ileri siirmiglerdir (63). Brodsky ve
arkadaslari ise, siiperoksid anyonu gibi serbest oksijen radikalleri arttig1 zaman bunlarin
nitrik oksidi yakalayarak peroksinitrit olusturdugunu rapor etmislerdir (64). Buna ilave
olarak, yiiksek konsantrasyondaki D-glukoz (60 mM)’un oksidatif stresi artirdigir ve

bunun da nitrik oksid stabilitesini azalttig1 ileri siiriilmiistiir (59). Bu goriisii destekleyen
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diger bir ¢alisma Craven ve arkadaslar1 tarafindan yapilmustir (65). Ilgili ¢alismada,
diyabetik sicanlardaki glomeriillerde nitrik oksid stabilitesinde ve saliverilmesinde
azalma meydana geldigi rapor edilmis ve yiiksek glukoz ortaminda serbest oksijen
radikali tiretiminin mekanizmasi olarak da glukoz otooksidasyonu gdsterilmistir (65).
Abid ve arkadaslar1 tarafindan endotel hiicreler iizerinde yapilan diger bir ¢aligmada
(2001) 1se, endotel disfonksiyonunda endojen nitrik oksidin siiperoksid anyonu ile
reaksiyona girerek peroksinitrit olusturmasinin rolii oldugu ve SOD’un siiperoksid
anyonunu Yyakalayarak peroksinitrit olusumunu engellemesinin NO biyoaktivitesini
artirdigt bildirilmistir (66). Calismamizda kullandigimiz karamel boyasi, glukozun
isitilarak  oksitlenmesi ile elde edilmektedir (11). Bundan dolayi, calismamizda
gbzlemledigimiz benzer bulgular yazarlarin 6nerdigi mekanizmalardan kaynaklanmis
olabilir. Baska bir deyisle, calismamizda, istatistiksel olarak anlamli olmasa da,
E150d’nin nitrit konsantrasyonunu azaltict meylinde E150d ile indiiklenen siiperoksid
iiretimine bagli NO inaktivasyonundaki artisin rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir.
E150d’nin ilgili dokuda nitrit seviyesini kontrol gurubuna gore belirgin bir sekilde
azaltsa da bu etkinin istatistiksel olarak anlamli olmamasinin ve bu inhibitor etkinin
antioksidan olan zerdecal tarafindan engellenememesinin muhtemel nedeni, kullanilan
E150d ve zerdegal konsantrasyonlarinin diisiik olmasindan kaynaklanmis olabilir.

Izole fare mide fundus seritlerinde karamel boyasi olan E150d (14mg/ml)’ye
bagli gevseme cevabinda Na'/K'-ATPaz pompasinin spesifik blokorii olan uvabain (10
uM; 40 dk inkiibasyon), hafif bir azalmaya neden olurken zerdegal uvabain (10 pM)
varhigindaki E150d gevseme cevabinda artisa neden oldu. Ancak bu artis istatistiksel
olarak anlamli degildi. Deneysel bulgular, izole fare mide fundusunda E150d ile
indiiklenen gevseme cevaplarinda Na'/K'-ATPaz pompasmin rol oynamadigini telkin
etmektedir. Yiiksek glukozun Na'/K'-ATPaz’1 nasil etkiledigi ile ilgili olarak yapilan
bilimsel calismalarda, glukoz konsantrasyonunun ve glukoza maruz kalma siiresinin
etkide kritik 6neme sahip olabilecegi vurgulanmistir. Bu konuda Yamashita ve
arkadaslarinin sigir aortik endotel hiicre kiiltiiriinde yapmis olduklar1 bir ¢alismada
(1992), ilgili hiicre kiiltiirlerinin, glukoz (100 mg/dl) ve mannitol (300 mg/dl) ile
inkiibasyonunun Na'/K'-ATPaz aktivitesinde degisiklik olusturmadigi ancak daha
yiiksek konsantrasyondaki glukoz (400 mg/dl) ile uzun siire (96 saat) inkiibasyonun
Na'/K'-ATPaz pompasini inhibe edebilecegi ileri siiriilmiistiir (67). Ayrica, diyabetik
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komplikasyonda rol oynayan 6nemli bir mekanizmanin Na'/K'-ATPaz aktivitesinde
meydana gelen azalma oldugu bildirilmistir (67). Diyabetik hiperglisemide hiicrede
birikmis olan glukozun aktif aldoz rediiktaz tarafindan sorbitole doniistiiriildiigii ve
hiicrede artan sorbitoliin de Na'/K'-ATPaz pompa aktivitesini azaltabilecegi ileri
striilmiistiir (67). Benzer sekilde, yliksek konsantrasyondaki glukoz ile 5 giin siire ile
muamele edilen retina endotel hiicre kiiltiiriinde intraseliiler sorbitol seviyesinde artis ve
Na'/K'-ATPaz aktivitesinde azalma gozlemlenmistir (68).

Karbakol ile prekontrakte edilmis olan izole fare gastrik fundus striplerinde
E150d ile indiiklenen gevseme cevabi potasyum kanal blokorii tetractilamonyum
tarafindan bariz bir sekilde inhibe edildi ve bu inhibisyon istatistiksel olarak anlaml idi.
Ayurvedik drog zerdecal ise TEA inhibisyonunu belirgin bir sekilde engellemekle
birlikte zerdegalin bu etkisi istatistiksel olarak anlamli degildi. Bu bulgular, fare mide
fundusunda karamel boyasi ile indiiklenen gevseme cevaplarinda potasyum kanallarinin
rol oynayabilecegini gostermektedir. Glukoz ile ilgili yapilan bazi bilimsel ¢aligmalar
potasyum kanallarinin glukoz metabolizmas1 iizerindeki etkisini aydinlatmaya
yoneliktir. Ornegin Ashcroft, tarafindan yapilmis olan bir calisma (2007), Karp
kanallariin glukoz homeostazindaki roliinii aydinlatmaya yonelik olup pankreatik beta
hiicrelerindeki Katp kanallarinda meydana gelebilen bir mutasyonun insiilin saliverme
miktarmi etkileyebilecegi ve neonatal diyabet, konjenital hiperinsiilinizm gibi
hastaliklarda rol oynayabilecegi rapor edilmistir (69). Buna ilave olarak, Mc Donald ve
arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢aligmada (2007), rodentlerde ve insanlarda Katp
kanallarinin glukoz homeostazinda 6nemli bir role sahip oldugu bildirmistir (70).
Henquin (2009)’e gore; plazma glukoz seviyesi diistiigii zaman metabolik inhibisyon
Karp kanallarimi acar ve boylece elektriksel aktivite ve insiilin saliverilmesi suprese
olur. Metabolik aktivasyon ise Katp kanallarini kapatir. Sonugta membranal
depolarizasyon, voltaja duyarl kalsiyum kanallarmin agilmasi, Ca"" influksu ve insulin
sekresyonu olur (71).

Izole fare mide fundus striplerinde karamel boyasi olan E150d ile indiiklenen
gevseme yanitt L-tipi kalsiyum kanal blokorii olan verapamil (10 uM) tarafindan
istatistiksel olarak anlamli olmayan bir sekilde hafifce azaltildi. Ayurvedik drog
zerdecal ise verapamil varligindaki E150d’ye bagli gevseme cevabinda anlamli olmayan

hafif bir artisga neden oldu. Baska bir deyisle, verapamil ve zerdecal E150d’ye bagh
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gevseme cevaplarini etkilemediler. Deneysel veriler, izole fare mide fundusunda E150d
ile indiiklenen gevseme cevaplarinda L-tipi kalsiyum kanallarinin rol oynamadigini
telkin etmektedir. Intraseliiler kalsiyum kanallar1 olan ryanodin reseptorleri ile ilgili
olan ¢aligma sonuglar1 da L-tipi kalsiyum kanallar ile ilgili olan deneysel sonuglar ile
benzerlik gostermektedir. Ryanodin reseptorleri ile ilgili deneylerde, ryanodin reseptor
blokdrii olan rutenyum kirmizisi fare mide fundus striplerindeki E150d’ye bagh
gevseme yanitinda hafif bir azalmaya neden olmakla birlikte bu etki istatistiksel olarak
anlamli degildi. Zerdegal ise rutenyum kirmizisi varligindaki E150d gevsemelerinde
istatistiksel olarak anlamli olmayan hafif bir artisa neden oldu. Ryanodin reseptorleri ile
ilgili deney sonuglari, L-tipi kalsiyum kanallar1 gibi ryanodin reseptorlerinin de karamel
boyast E150d ile indiiklenen gevsemelerde rol oynamadigini telkin etmektedir. Bu
konuda yapilan benzer ¢alismalara literatlirde rastlanmamustir.

Kantitatif ¢calismamizda, izole fare mide fundus dokusunda zerdecal tek basina
uygulandiginda, ilgili dokudaki siiperoksid dismutaz (SOD) aktivitesinde kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik olusturmadi. Bunun zittinda,
karamel boyas1 E150d ilgili dokudaki SOD aktivitesinde ¢ok belirgin ve istatistiksel
olarak anlamli bir artisa neden oldu. E150d’nin SOD aktivitesinde olusturdugu bu artis
zerdecal tarafindan istatistiksel olarak anlamli bir sekilde inhibe edildi. Baska bir
deyisle, zerdecal E150d’ye bagli olan SOD aktivitesindeki artisi %100’e yakin bir
sekilde ortadan kaldirdi. Deneysel veriler, izole fare gastrik fundus dokusunda karamel
boyast olan E150d’nin siiperoksid anyon radikali olusturmak suretiyle ilgili dokudaki
SOD’u uyardigimmi ve SOD aktivitesinde yiiksek bir artisa neden oldugunu
gostermektedir. Buna ilave olarak, E150d tarafindan arttirilan siiperoksid anyon
radikallerinin antioksidan Ayurvedik drog olan zerdecal tarafindan inhibe edilmek
suretiyle SOD aktivitesinin azaltildigini1 telkin etmektedir. Bizim bu hipotezimiz
Angelova ve arkadaglar1 tarafindan yapilan ve glukozun SOD aktivitesi iizerindeki
etkisinin arastirildigni bir calisma (1995) ile desteklenmektedir. lgili calismada
Angelova ve arkadagslari, glukozun SOD iizerindeki etkisinde glukoz molekiiliiniin degil
de glukozun indiikledigi siiperoksid anyonlarmin SOD aktivitesinde artisa neden
oldugunu rapor etmislerdir (72). Bu konuda yapilmis olan baska bir calismada ise,
yiiksek konsantrasyondaki D-glukozun serbest oksijen radikallerini olusturmasinda

otooksidasyonun rolii telkin edilmistir (65). Artmis olan serbest radikaller ya serbest
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oksijen radikallerinin artmasindan veya serbest oksijen radikallerini yakalayan sistemin
bozulmasindan veya her iki durumdan kaynaklanmis olabilecegi rapor edilmistir (65).
Izole fare mide fundus dokusunda, zerdegal (10ul/ml), E150d (14mg/ml) veya
zerdegal (10ul/ml)+E150d (14mg/ml) guruplari COX enzim aktivitesi iizerinde
istatistiksel olarak anlamli bir etki olusturmalar. Bu deneysel veriler, fare fundus
dokusunda E150d’nin COX enzim aktivitesi iizerinde bir etkisi olmadigini telkin
etmektedir. Oysa ki yiiksek glukoz ile ilgili olarak yapilan bazi caligmalarda yliksek
glukozun veya hipergliseminin COX enzim aktivitesini artirmak suretiyle inflamasyon
olusturabildigi bildirilmigstir (73) (74) (75) (76). Bizim ¢alismamizda, karamel boyasi
olan E150d’nin COX enzim aktivitesi lizerinde istatistiksel olarak anlamli bir etki
olusturamamasinin nedeni; kullanilan karamel konsantrasyonunun yeterli olmamasi
ve/veya ilgili dokunun E150d’ye maruz kalma siiresinin yeterli olmamasindan
kaynaklanmis olabilir. Ayrica, karamel, oksitlenmis seker (11) oldugundan, bunun
olusturdugu molekiiler etki farkli olabilir. Bunun aydinlatilmasi i¢in daha ileri
calismalara ihtiya¢ vardir. Yiksek glukoz ortaminda inflamatuvar siireclerin nasil
etkilendigi ile ilgili baz1 calismalar literatiirde bulunmakla birlikte glukozun yiiksek
1sida yakilmasi ile olusan glukoz oksidasyon iiriinii (11) karamelin potansiyel
inflamatuvar etkilerini aragtiran bir calismaya literatiirde rastlanmamistir. Yiiksek
seviyedeki glukoz total siiperoksid dismutaz (COX) enzim aktivitesini etkilerken ilgili
enzimin alttiplerini birbirinden farkli olarak etkiler. Bilindigi gibi siklooksijenazlar
(COX-1 ve COX-2) prostaglandinlerin sentezini katalize ederler (13) (17). Bu
enzimlerden COX-1 ¢ogu hiicrelerde eksprese edilir ve bazi hiicre ve dokularda bazal
fizyolojik fonksiyonlarda rol oynar. COX-2 ise ¢ogu hiicrede ¢ok diisiik seviyede
eksprese edilmekle birlikte lipopolisakkarit, interlokin, vb. inflamatuvar ajanlarin etkisi
ile yiksek miktarda eksprese edilir (77) (78). Kiritoshi ve arkadaslarinin insan
mesangial hiicrelerinde yaptiklar1 bir calismada (2003), yiiksek konsantrasyondaki
glukoz (30 mmol/L)’un COX-2 ekspresyonunu artirdigini ve bunda mitokondrial reaktif
oksijen tiirlerinin rol oynayabilecegini telkin etmislerdir (75). Yapilan bagka bir
calismada ise, hipergliseminin, prostaglandin/tromboksan dengesini tomboksan lehine
bozabildigi gosterilmistir (74). Ayrica diyabetik hastalarda da normal saglikli insanlara
gore COX-2 upregiilasyonu oldugu bildirilmistir (73). Cosentino ve arkadaslarinin insan

endotel hiicrelerinde yapmis olduklar1 bir calismada (2003) ise, yiiksek glukoz
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seviyesinin (22.2 mmol/L) protein kinaz C (PKC) signalingi vasitasiyla oksidatif stresi
indiikledigi, COX-2"yi upregiile ettigi ve NO seviyesini azalttig1 telkin edilmistir (76).

Ozet olarak, karbakol ile aktif toniis olusturulan izole fare gastrik fundusunda
yapilan kalitatif ¢aligmalara gore; karamel boyasi olan E50d ile indiiklenen gevseme
cevaplari lizerinde uvabain, verapamil, ve rutenyum kirmizisi istatistiksel olarak anlamli
bir etki olusturmaz iken, L-NOARG ve TEA E150d’ye bagli gevseme yanitlarini
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde inhibe ettiler. Ayurvedik drog zerdecal ise L-
NOARG ’m olusturdugu E150d gevsemeleri lizerindeki inhibisyonu tamamiyle ortadan
kaldirdi. Kantitatif caligmalarda ise, E150d’nin siiperoksid dismutaz enzim aktivitesini
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artirdig1 ve zerdegalin bu artis1 tamamiyle ortadan
kaldirdig1 goriilmektedir.

Deneysel veriler, izole fare mide fundus dokusunda karamel boyasi olan E150d
ile indiiklenen gevseme cevaplarinda nitrik oksid sentaz enzim aktivasyonunun ve
potasyum kanallarinin rol oynadigini telkin etmektedir. Ayrica karamel boyasi olan
E150d’nin izole fare mide fundus dokusunda oksitleyici bir ajan gibi davranarak
stiperoksid anyon radikali olusumunu artirmak suretiyle SOD aktivitesini artirdigini,
Ayurvedik drog zerdegalin ise yine ilgili dokuda antioksidan etki ile siiperoksid anyon

radikallerini azaltmak suretiyle SOD aktivitesini azalttigini telkin etmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda, amonyum siilfit karamel boyasi (E150d)’nin izole fare mide
fundusu tiizerindeki etkileri arastirildi. Buna ilave olarak, Ayurvedik drog olan
zerdegalin E150d ile olan etkilesmeleri kalitatif ve kantitatif olarak analiz edildi. Biitiin
deneylerde erkek fareler (Swiss albino) kullanildi. Fareler servikal dislokasyon ile
oldiirtildiikten sonra gastrik fundus izole edilerek i¢inde Tyrode soliisyonu bulunan, 37
°C’de muhafaza edilen ve %95 0,+%5CO, ile havalandirilan ortamlarda muhafaza
edildi.

Kalitatif deneysel caligmalarda gastrik fundus seritleri longitudinal olarak
hazirland1 ve organ banyosuna 0.5g tansiyon altinda asildi. Deneysel veriler izometrik
transducer ile kaydedildi. Karbamilkolin kloriir (Karbakol; 50 puM) ile 6nkastirma
yapilan izole fare mide fundus seritlerinde E150d (14 mg/ml) bariz tekrarlanabilir
gevsemelere neden oldu. Ayurvedik drog zerdecal (Curcuma longa; 10 ul/ml), E150d
ile indiiklenen gevseme cevaplarinda istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artisa
neden oldu. E150d (14 mg/ml)’ye bagl gevseme cevaplari nitrik oksid sentaz inhibitorii
olan N"-nitro-L-arginin (L-NOARG; 10 uM) tarafindan istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde inhibe edildi. Zerdegal (10 pl/ml), L-NOARG’1n olusturdugu inhibisyonu
tersine ¢evirerek E150d’ye bagl gevseme yanitlarinda istatistiksel olarak anlamli bir
artisa neden oldu. Na'/K'™-ATPaz’m spesifik blokorii uvabain (10 pM), E150d
(14mg/ml) gevsemelerinde hafif bir azalmaya neden olurken, zerdecal (10 pl/ml)
uvabain varligindaki gevseme cevabini anlamli olmayan bir sekilde artirdi. E150d (14
mg/ml) ile indiiklenen gevseme cevaplar1 potasyum kanal blokorii tetraetilamonyum
(TEA; 50 uM) tarafindan istatistiksel olarak anlamli bir sekilde inhibe edildi ve zerdegal
(10 pl/ml) bu inhibisyonu istatistiksel olarak anlamli olmayan bir sekilde tersine gevirdi.
L-tipi kalsiyum kanal blokorii verapamil (10 uM) veya ryanodin reseptor (intraseliiler
kalsiyum kanal) blokérii rutenyum kirmizisi (10 uM), E150d (14 mg/ml)’ye bagli olan
gevseme cevaplarinda istatistiksel olarak anlamli etki olusturmadilar. Zerdegal da
verapamil veya rutenyum kirmizist varligindaki E150d gevsemeleri {iizerinde
istatistiksel olarak anlamli bir etki olugturmadi.

Kantitatif deneysel calismalarda, ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent

Assay) yontemi kullanildi. Calisilan izole fare mide fundus dokulari ayri guruplar
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halinde kontrol, zerdecal (10 ul/ml), E150d (14mg/ml) ve
zerdecal(10ul/ml)+E150d(14mg/ml) igeren ve 37 °C’de muhafaza edilen Tyrode
soliisyonlarinda 40 dk inkiibe edildikten sonra bu guruplarda ayri ayri olarak SOD,
COX enzim aktiviteleri ve nitrit konsantrasyonlar1 kantitatif olarak ELISA ydntemi ile
oOlgiildii. ELISA metodunun prensibi 0zgiil antijen-antikor reaksiyonuna dayanir.
Zerdecal (10ul/ml) tek basma kullanildiginda, izole fare mide fundus dokusundaki
stiperoksid dismutaz (SOD) aktivitesinde kontrol gurubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bir degisiklik olusturmadi. Bunun zittinda E150d (14mg/ml) ilgili dokudaki
SOD aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli olan ¢ok belirgin bir artisa neden oldu.
Karamel boyasinin SOD aktivitesinde olusturdugu bu artis zerdecal (10ul/ml) tarafindan
tamamen ortadan kaldirildi. Zerdecal (10ul/ml) tek basina uygulandiginda izole fare
gastrik fundusundaki nitrit seviyesi lizerinde istatisiksel olarak anlamli bir degisiklik
olusturmadi. Karamel boyast E150d (14mg/ml) ise ilgili dokuda nitrit
konsantrasyonunda belirgin bir azalmaya neden olmakla birlikte bu azalma istatistiksel
olarak anlamli degildi. Zerdecal (10ul/ml), karamel boyasinin nitrit konsantrasyonunu
azaltic1 etkisini ortadan kaldiramadi. Diger taraftan, izole fare mide fundus dokusundaki
COX enzim aktivitesi lizerinde zerdecal (10ul/ml), E150d (14mg/ml) veya zerdecal
(10ul/ml)+E150d (14mg/ml) istatistiksel olarak anlamli bir etki olusturmadi.

Ozet olarak, deneysel veriler izole fare mide fundus seritlerinde E150d ile
indiiklenen gevseme yanitlarinda nitrerjik sistemin ve potasyum kanallarimin rol
oynadigin1 gostermektedir. Ayrica E150d’nin ilgili dokuda siiperoksid anyonlarini
artirmak suretiyle SOD aktivitesini artirdigini, Ayurvedik drog zerdecalin E150d ile
antioksidan olarak etkilestigini ve E150d’ye bagl zararl oksidatif stresin zerdegal ile
tedavi edilebilecegini telkin etmektedir.

Simdiki ¢aligmamiz, E150d’nin gastrointestinal sistem lizerindeki etkilerini ve
bu etkilerin altinda yatan molekiiler mekanizmalar1 ve Ayurvedik drog olan zerdecal ile
olan etkilesmelerini farmakolojik bir yaklagimla arastiran diinyadaki ilk ¢alismadir. Bu
calismanin ileride bu konuda yapilacak olan bilimsel caligmalara ve karamel boyasi
E150d’nin potansiyel zararlarini dnlemeye yonelik olan saglik yaklagimlarina katki

saglayacagina inanilmaktadir.
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Calismadaki E150d ve diger kullanilan ajanlarin farkli konsantrasyonlarda ve
inkiibasyon siirelerinde kullanilmasi ile daha detayli veriler elde edilirdi. Ancak zaman

ve biitce yetersizliginden dolayi belirtilen deneysel ¢aligmalar planlanamadi.
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