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OZET

Siganlarda Aflatoksin Bi- Indiiklii Karaciger Hasarma Kars1 Chrysin’in Koruyucu

Etkisinin Arastirilmasi

Bu arastirmada si¢anlarda aflatoksin B1 (AFBy) ile indiiklenen karaciger ve bobrek
hasarma karst chrysinin (Ch) koruyucu etkinliginin arastirtlmasi amaglanmistir. 40
adet Wistar albino erkek rat 4 gruba ayrildi. Kontrol grubuna 11 giin siireyle %5
dimetilstlfoksit, Ch grubuna 11 gun stireyle 25 mg/kg/c.a/gun chrysin, AFB1 grubuna
7 gin sureyle 0.5 mg/kg/c.a/giin AFB:, Ch +AFB: grubuna ise 11 gin 25
mg/kg/c.a/gin Ch + 7 glin 0.5 mg/kg/c.a/giin AFB: oral gavajla uygulandi. Calisma
14. glinde sonlandirilarak serum drneklerinde alanin aminotransferaz (ALT), aspartat
aminotransferaz (AST), gamma glutamil transferaz (GGT) enzim aktiviteleri ile
kreatinin, kan ure azotu (BUN) ve total sialik asit diizeyleri analiz edildi. Karaciger ve
bobrek homojenatlarinda  glutatyon (GSH), malondialdehit (MDA), 8-
hidroksideoksiguanozin (8-OHdG), niikleer faktér kappa B-p65 (NFKB-p65), timor
nekroz faktor-alfa (TNF-a) ve NAD-bagimli protein deasetilaz sirtuin-1 (Sirt-1)
diizeyleri o6lciildii. Ayrica karaciger ve bobrek Orneklerinde histopatolojik ve
immunohistokimyasal incelemeler yapildi. Aflatoksin B1 grubunda kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda serum AST, ALT, GGT degerlerinde onemli diizeyde artis
(p<0,05) tespit edilirken kreatinin ve BUN degerlerinde istatiksel agidan anlamli bir
fark tespit edilmemistir (p>0,05). Ch +AFB1 grubunda AFB: grubuna gore AST, ALT
ve GGT degerlerinde Onemli bir diisiis (p<0,05) saptandi. Karaciger ve bdbrek
dokularinda AFB1 grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda GSH dlizeyinde 6nemli
bir diisiis (p<0,05), MDA ve 8-OHdG diizeyinde 6nemli bir artis (p<0,05) tespit edildi.
Chrysin+AFB; grubunda ise AFB1 grubuna gére MDA ve 8-OHdG diizeyinde 6nemli
bir diisiis (p<0,05); GSH dizeyinde ise 6nemli bir artis (p<0,05) belirlendi. AFB:
grubunda kontrol grubuna gore karaciger NFKB-p65, TNF-a ve Sirt-1, bobrek TNF-
a ve Sirt-1 seviyelerinde dnemli bir artis (p<0,05) goriilmiistiir. Bobrek NFKB-p65
seviyesinde anlamli bir fark tespit edilmemistir (p>0,05). Chrysin+AFB: grubunda ise
AFB; grubuna gére NFKB-p65, TNF-a ve Sirt-1 diizeyinde 6nemli bir diisiis (p<0,05)
belirlendi. Karaciger ve bobrek dokularinda AFB: grubunda histopatolojik
degisiklikler ile kaspaz-3, kaspaz-9, PCNA ve Ki-67 ekspresyonlarinda énemli artis
(p<0,001) tespit edildi. Chrysin +AFB: grubunda ise dokularda patolojik lezyonlarda
belirgin bir azalma ile kaspaz-3, kaspaz-9, PCNA ve KI-67 ekspresyonlarinda dnemli
diisiisler (p<0,001) saptandi. AFB1’in karaciger ve bobrek dokularinda hasara yol
actig1, chrysin uygulamasimin ise histopatolojik ve biyokimyasal hasar belirteclerini
azaltarak karaciger ve bdobrek toksisitesini Onledigi tespit edildi. Sonug¢ olarak,
chrysinin AFB;: ile indiiklenen karaciger ve bobrek hasarina karsi koruyucu bir ajan
olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Aflatoksin By, Chrysin, Oksidatif Stres, Sirtuin-1, Sialik asit
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ABSTRACT

Investigation Of the Protective Effect of Chrysin Against Aflatoxin Bi-Induced Liver
Damage in Rats

This study aimed to investigate the protective effect of chrysin (Ch) against aflatoxin
B1 (AFBy)-induced liver and kidney damage in rats. 40 Wistar albino male rats were
divided into 4 groups. Control group received 5% dimethylsulfoxide for 11 days, Ch
group received 25 mg/kg/b.w/day chrysin for 11 days, AFB: group received 0.5
mg/kg/b.w/day AFB; for 7 days, and Ch + AFB: group received 25 mg/kg for 11 days.
/b.a/day Ch plus 0.5 mg/kg/b.a/day AFB; for 7 days by oral gavage. The study was
terminated on the 14th day and alanine aminotransferase (ALT), aspartate
aminotransferase (AST), gamma glutamyl transferase (GGT) enzyme activities and
creatinine, blood urea nitrogen (BUN) and total sialic acid levels were analyzed in
serum  samples.  Glutathione  (GSH), malondialdehyde (MDA), 8-
hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG), nuclear factor kappa B-p65 (NFKB-p65), tumor
necrosis factor-alpha (TNF-a) and NAD-dependent protein in liver and kidney
homogenates. Deacetylase sirtuin-1 (Sirt-1) levels were measured. In addition,
histopathological and immunohistochemical examinations were performed on liver
and kidney samples. While a significant increase in serum AST, ALT, GGT values
was detected in the aflatoxin By group compared to the control group (p<0.05), no
statistically significant difference was detected in creatinine and BUN values (p>0.05).
A significant decrease (p<0.05) was detected in AST, ALT and GGT values in the
Ch+AFB: group compared to the AFB1 group. A significant decrease in GSH level
(p<0.05) and a significant increase in MDA and 8-OHdG levels (p<0.05) were
detected in the liver and kidney tissues of the AFB1 group compared to the control
group. In the Chrysin+ AFB:1 group, there was a significant decrease in MDA and 8-
OHdG levels compared to the AFB1 group (p<0.05); A significant increase (p<0.05)
was determined in GSH level. A significant increase (p<0.05) was observed in liver
NFKB-p65, TNF-a and Sirt-1, kidney TNF-a and Sirt-1 levels in the AFB; group
compared to the control group. No significant difference was detected in kidney
NFKB-p65 level (p>0.05). A significant decrease (p<0.05) was detected in the levels
of NFKB-p65, TNF-a and Sirt-1 in the Chrysin+AFB; group compared to the AFB;
group. Histopathological changes and a significant increase (p<0.001) in the
expressions of caspase-3, caspase-9, PCNA and KI-67 were detected in the AFB;
group in liver and kidney tissues. In the Chrysin+AFB:1 group, a significant decrease
in the expression of caspase-3, caspase-9, PCNA and KI-67 was detected, with a
significant decrease in pathological lesions in the tissues (p<0.001). It was determined
that AFB: caused damage to liver and kidney tissues, and chrysin application
prevented liver and kidney toxicity by reducing histopathological and biochemical
damage markers. It was concluded that chrysin can be used as a protective agent
against AFBs1-induced liver and kidney damage.

Keywords: Aflatoxin By, Chrysin, Oxidative stress, Sirtuin 1, Sialic acid
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1. GIRIS

Bitkisel liriinlerde hasat dncesi veya sonrasinda uygun olmayan depolama
kosullarinda Aspergillus, Claviceps, Alternaria, Penicillium ve Fusarium gibi mantar
tiirlerinin ikincil metabolizmasi sonucu tiretilen mikotoksinler insan ve hayvan sagligi
Uzerinde gucli akut ve kronik zehirlenmelere sebep olan drinlerdir. Mikotoksinler
arasinda dogada sik rastlanmalar insan ve hayvanlar iizerinde teratojenik, nefrotoksik,
hepatotoksik, norotoksik, mutajenik, immiinosupresif 6zelliklerinden dolay1 en 6nemli
grubu aflotoksinler olusturur (Girgin ve ark., 2001; Richard, 2007; Gumus ve ark.,
2018). Aflatoksin’ler (AF), Aspergillus parasiticus ve Aspergillus flavus mantarlari
tarafindan iretilen mikotoksinlerdir. AF’ler diger mikotoksinlere gore yaygin olarak
bulunmalari, hayvan ve insanlar ilizerinde zehirli etkilerinin yiiksek olusu, c¢iftlik
hayvanlarinda hastaliklara, ekonomik kayiplara yol agmas1 ve kanserojen 6zellikleri
nedeniyle biiyiikk risk tasimaktadir. Aflatoksin’ler giftlik hayvanlar1 tarafindan
kontamine yemlerin tiiketilmesinden sonra yenilebilir dokulara, yumurta ve site de
geger; boylelikle besin zinciriyle insanlar1 da kontamine eder (Preetha ve ark., 2006).
Aflatoksin’ler arasinda dogal olarak {iretilen Aflatoksin B:1 (AFBi1) en gucli
hepatokarsinojen maddelerden biridir. Aflatoksin’lerin uzun siire diisiik dozda
alinmasi hayvanlarda biliylimenin yavaslamasina ve karaciger biiylimesine sebep
olurken fazla miktarda AF dozuna maruz kalmanin ise hepatoseliiler nekroza neden
oldugu bildirilmistir. Ayrica alinan toksinin miktarina ve hayvanlarin duyarliligina
bagli olarak aflatoksinlerin akut, subakut ve kronik zehirlenmelere neden oldugu,
kronik zehirlenmelerin ise hayvanlarda 6zelikle bagisiklik sisteminin baskilanmasina
neden olarak bir¢ok hastaligin ¢ikmasina sebep oldugu rapor edilmistir (Richard,
2007).

Bitkilerde bulunan 6nemli bioaktif maddelerden bir grubunu flavonoidler
olusturur. Flavonoidler polifenolik bilesiklerdir, 6zellikle sagliga yararli ¢cok sayida
etkiye sahip olan fitokimyasallarin en yaygin kimyasal sinifi olarak bilinir
(Samarghandian ve ark., 2017). Chrysin, son yillarda farmakoterapotik etkileri
tizerinde ¢aligmalarin yogun bir sekilde yapildig:r dnemli bir fitokimyasaldir. Yapilan
calismalar gostermistir ki chrysin bal, propolis, radix scutellariae, passiflora bitkisinde

yaygin olarak bulunurken, sentetik benzerleri de farmakolojik amaglar igin



kullanilmaktadir (Naz ve ark., 2019). Chrysin, ¢ok sayida degisik farmakolojik etkilere
sahip olmasmin yaninda 6zellikle glgli antikanserojen, antioksidan ve anksiyolitik
ozellikleri ile 6ne ¢ikan 6nemli bir flavonoid maddedir (Farkhondeh ve ark., 2019; Naz
ve ark., 2019; Salama ve ark., 2021).

Bu aragtirma kapsaminda, Aflatoksinler arasinda gii¢lii hepatokarsinojen ve
hepatotoksik etkinligi olan AFB1’e karsi chrysin’in biyokimyasal, histopatolojik ve
immunohistokimyasal gdstergeler 1s18inda karaciger iizerinde koruyucu etkinliginin

incelenmesi amag¢lanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Mikotoksinler

Mikotoksin kelimesi Yunanca, mantar anlamima gelen ‘mykes’ ve Latince,
zehir anlamma gelen ‘toxicum’ kelimelerinden olusmaktadir. Mikotoksinler gida
maddeleri ve yemlerde bulunan Aspergillus, Claviceps, Alternaria ve Penicillium,
Fusarium gibi mantar gesitlerinin ikincil metabolizmasi sonucu Uretilen, diisiik
molekiil agirlikl, farkli kimyasal yapiya sahip dogal toksinlerdir. Insan ve hayvan

sagligi lizerinde farkli toksik etkiler olusturmaktadir (Gumus ve ark., 2018).

Mantar ve mikotoksin dretimi c¢evresel, fiziksel, kimyasal, biyolojik
faktorlerden etkilenir. Fiziksel ve cevresel faktorler arasinda boceklerin verdigi zararin
boyutu, zaman, iklim, 151k, sicaklik, hava basinci, riizgar, yagis, nem, topragin pH',
mineral tuzlari, su tutma kapasitesi ve gazlar (oksijen, karbondioksit ve nitrojen)
bulunmaktadir. Kimyasal faktorler tarimda kullanilan giibreler ve diger kimyasallari
ierir. Biyolojik faktorler ise toksijenik mantar turleridir (Ekwomadu ve ark., 2022).
Mikotoksinleri Ureten mantarlar hava akimlariyla her yere tasinabilir. Mikotoksin
kontaminasyon seviyesi cografi konuma, iklim kosullarina, {iriiniin tlriine bagli olarak

mevsimden mevsime farklilik gosterebilir (Bakirci, 2014).

Mikotoksinler gastro intestinal sistem ve solunum yolu ile viicuda girebilir ve
hayati organlara ulasabilir. Mikotoksinler insan ve hayvan hcrelerine nufuz ederek
mutasyonlara ve kalici hasara neden olabilir. Normal hiicre bdliinmesi siirecleri
sirasinda, bu mutasyonlar ortaya c¢ikabilir ve potansiyel olarak normal hucresel
biiyiimeyi siddetlendirebilir (Ekwomadu ve ark., 2022). Mikotoksinlerin insan ve
hayvanlarda olusturdugu hastalifa “mikotoksikosiz” denir. Mikotoksinlerin
hepatotoksik, norotoksik, dermatoksik, kanserojenik, mutajenik, teratojenik,
Ostrojenik etkiler gibi bircok zararli etkileri bulunmaktadir. Toksisite derecesini
maruziyet diizeyi, maruz kalinan mikotoksin tiirii, miktari, beslenme, cinsiyet, yas ve

saglik problemleri etkilemektedir (Girgin ve ark., 2001).



Mikotoksinlerden insan ve hayvan sagligi agisindan en tehlikelisinin
aflatoksinler oldugu saptanmistir. Aflatoksinlerin zararh etkilerinin ortaya ¢ikmasinda
gegmiste afet goriiniimiindeki olaylar rol almigtir. Mikotoksin ismi ilk kez 1960 yilinda
Ingiltere’de hindilerin 61imdi ile sonuglanan olay sonrasi ortaya ¢ikmistir. Bu 6limlere
Aspergillus flavus toksini olan aflatoksin B; ile kontamine olmus yer fistig1 igeren
yemlerin neden oldugu rapor edilmistir. Bu vaka Turkey X disease olarak da bilinir
(Ismaiel ve Papenbrock, 2015).

2.1.1. Aflatoksin B1

2.1.1.1. Aflatoksin B1’in Kimyasal Yapis1 ve Ozellikleri

Aflatoksin’ler genellikle furanokumarinler olarak siniflandirilan, 1siya ve 1s18a
karsi nispeten stabil olan, kaynasmis dihidrofuran (difurokumarosiklopentenon,
difurokumarolakton) pargalari iceren yiiksek oranda kumarin tiirevleri olan bir bilesik
smifidir. Difurokumarosiklopentanon iceren AFB1, AFB>, AFB2A, AFM:1, AFM>,
AFMA difurakumarolakton iceren AFG: ve AFG: ’i dir. B toksinleri kumarin
yapidaki lakton halkasina eklenmis siklopentenon halkasi, G toksinleri ek bir lakton
halkasi igermektedir. Bildirilen 20 AF'den 4 tanesi 6nem arzetmekte olup bunlar
floresan ozellikleri ve kromatogramlardaki hareketliliklerine gore adlandirilmustir.
Ultraviyole 151k altinda yesil floresans verenler AFG1 ve AFG2 mavi floresans verenler
ise AFB:1 ve AFB,, olarak adlandirilmaktadir (Zheng ve ark., 2005; Yentlr ve Er,
2011). AFB2, B1’in, AFG2 de G1’in dihidro tiirevleridir ve “in vivo” kosullarda
metabolik olarak B1 ve Gi’e okside olmadiklart siirece biyolojik olarak inaktiftirler
(Ozkaya ve Temiz, 2003). Ayrica AFB; ve AFB; ile kontamine yemlerle beslenen
ineklerin sutinde rastlanan, ana molekile benzer daha az biyolojik etki gosteren
turevler ise AFM1 ve AFM; olarak adlandirilmaktadir. Bunlar siit, siit iiriinleri ve ette

bulunabilen AFB: ve B2'nin hidroksillenmis tiirevleridir (Verma, 2004).

Aflatoksin B: molekilinin fizikokimyasal ve biyokimyasal o6zellikleri
incelendiginde toksikolojik affinitesinde iki dnemli bolge vardir. Ik bdlge furofuran
halkasinin C-8, 9 pozisyonundaki ¢ift bagdir ve aflatoksinin DNA ve protein

etkilesimlerine neden olmaktadr. Ikinci reaktif grup ise kumarin fonksiyonel grubuna



bagli lakton halkasidir. Bu halka kolay hidrolize olur. Bu sebeple de degradasyon igin
zay1f bolgedir (verna 2004)

Colna

Sekil 2.1. Aflatoksin B1’in kimyasal yapisi (Ozkaya ve Temiz 2003).

OCH3

Aflatoksin’ler, Aspergillus parasiticus ve Aspergillus flavus mantarlari
tarafindan Uretilen mikotoksinlerdir. A. parasiticus AFB1, AFB,, AFG; ve AFG;
aflatoksinlerinin hepsini Uretirken A. flavus nadiren AFG; ve AFG: Uretmektedir

Aflatoksinlerin neden oldugu hastaliga aflatoksikozis denir (Kos ve ark., 2020).

Aflatoksinler su ve hidrokarbonlarda kismen ¢6ziiniir ancak hidrofobik
cozlculerde c¢ozunemezler. Aflatoksinler alkol, kloroform ve aseton gibi polar
cozuculerde tamamen cozunebilir. Aflatoksinleri pargalamak igin 1518a ve havaya
maruz birakilabilir. Ayrica UV 1s18ina, gucli bazik ¢ozeltiye, gucli asit ¢ozeltisine
maruz birakilarak da pargalanabilirler. Aflatoksinler ¢ok yiiksek sicaklik kosullarina
(237-299 °C) maruz birakilarak pargalanabilirler. Normal pigirme sicakliklari AF’leri
parcalayamaz. Aflatoksinler tamamen yok edilmesi, sodyum hipoklorit i¢eren agartici
ile iglendiklerinde veya amonyakla otoklavlandiklarinda mimkiindir (Mutocheluh ve
Narkwa, 2022).

2.1.1.2. Aflatoksin B1’in Etki Mekanizmasi

Aflatoksin B1’in mutajenitesi ve karsinojenitesi viicuttaki
biyotransformasyonu sonucunda ortaya c¢ikmaktadir. AFB: insan ve hayvanlarin
saglhigini tehdit eden aflatoksin tiirleri arasinda en toksik olanidir (Kos ve ark., 2020).

Karaciger, AFB1'in ana metabolik ve detoksifikasyon orgamidir, ayrica karaciger



AFB:’ in toksik etkileri agisindan birincil hedef organdir. AFB: alimindan sonra
bagirsaktan emilip karaciger de sitokrom P450 ve aril hidrokarbon hidroksilaz
enzimleri tarafindan AFB1'i reaktif ara Urln olan AFB: -8,9-epoksite doniistiirtillr.
Aflatoksin’lerin epoksit tiirevleri, karacigerde GSH-S-transferaz (GST) enzimi
tarafindan katalize edilen tepkimeler sonucunda indirgenmis glutatyon (GSH) ile
konjuge edilerek veya epoksit hidrataz enzimi tarafindan aflatoksikole cevrilerek
zararsiz hale getirilir (Sekil 2.2). Yiiksek miktarda ve uzun siire AF alimi halinde
detoksifikasyon islemi yetersiz kalir ve saglik sorunlari olusturur. Aflatoksin B DNA
gibi hiicresel makromolekiillere kovalent baglanma affinitesi vardir. Ozellikle DNA
zincirindeki guanozin G'nin amino asit kalintilarindaki 7. azot atomu (N7) ile
birleserek DNA mutasyonlarina ve ciddi karaciger kanserlerine neden oldugu
bildirilmistir (Lin ve ark., 2012; Lin ve ark., 2014). Aflatoksin B1’in metabolizmasi
sonucu superoksit anyonu (O2), hidroksil radikali (OH) ve hidrojen peroksit (H20>)
gibi hiicre igi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) karacigerde asir1 tiretimini ve oksidatif
stresi indiikler, bu da proteinlerin, lipidlerin ve DNA'nin yapisinin bozulmasi, apoptoz,
otofaji, karaciger nekrozu, skleroz, akut karaciger hasar1 ve hatta karaciger

tmorleri ile sonuglanabilir (Liu ve ark., 2021).
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Sekil 2.2. Aflatoksin Bi’in biotransformasyon drinleri  ve toksik etki
mekanizmasi (Sabuncuoglu ve ark., 2008).



2.1.1.3. Aflatoksin B1’in Toksisitesi

Aflatoksin'ler farkli tarimsal {iriinlerde bildirilmesine ragmen en yaygin
kontaminasyon tahillar, yagl tohumlar (misir, yer fistig1) ve baharatlar da goriilmiistiir
(Kos ve ark., 2018). Aflatoksin’ler ¢esitli gida ve yemlerin dnemli kirleticisidir. AF’ler
ciftlik hayvanlan tarafindan kontamine yemlerin tiikketilmesinden sonra yenilebilir
dokulara, yumurta ve siite de geger; boylelikle besin zinciriyle insanlar1 da kontamine
eder (Preetha ve ark., 2006). Bildirilen yaklasik 20 AF'den 5 tanesi (AFB1, AFBy,
AFG1, AFG2 ve AFM;) dogal olarak meydana gelir. Aflatoksinler igerisinde en yliksek
toksisiteyi AB1 gostermektedir. AFB1, Aspergillus tiirleri tarafindan iiretilen dogal
olarak olusan ve bilinen en gii¢lii karaciger kanserojenidir. Uluslararasi Kanser
Arastirmalar1 Ajansi (IARC), AF'leri (AFB1, AFB2, AFG1, AFG2, AFM;) 1. sinif insan
kanserojenleri olarak siniflandirirken bunlar arasinda da AFB1’in en yaygin ve en
belirgin kanserojen etkiye sahip toksin oldugunu bildirmistir (Kos ve ark., 2020).
Ayrica daha Once yapilan c¢aligmalar, AFBi'in biiylime geriligi, biyolojik
malformasyonlar, sindirim sistemi bozukluklarina neden oldugunu bildirmistir (Jin ve
ark., 2020). Aflatoksin’lerin fazla miktarda alinmas1 hepatoseller nekroza, uzun stire
diisiik dozlarina maruz kalmanin ise hayvanlarda biiylimenin yavaslamasina ve
karaciger biiylimesine sebep oldugu bildirilmistir. Ayrica alinan toksinin miktarina ve
hayvanlarin duyarliligina bagli olarak aflatoksinlerin akut, subakut ve kronik 6zellikte
zehirlenmelere yol ag¢tig1, kronik zehirlenmelerin ise hayvanlarda 6zelikle bagisiklik
sisteminin baskilanmasina neden olarak bircok hastaligin ¢ikmasina sebep oldugu

rapor edilmigtir (Celik, 2001).

AFB1'in hayvanlara verildiginde %50 oraninda 6liime yol agan doz (LDsp)
degerinin 2,71 mg/kg oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte siganlarda 1,0 mg/kg
AFB: uygulamasinin ardindan 6liim gézlenmedigini bildirmistir (McKean ve ark.,
2006).

2.1.1.4. Aflatoksin B1’in Akut ve Kronik Toksik Etkileri

Aflatoksinler yiiksek dozda alinmasi akut toksisiteye diisiik dozda siirekli

alinmasi1 kronik toksisiteye neden olmaktadir. Aflatoksinlerden ¢ogu hayvan



etkilenmesine ragmen duyarlilik tiirden tiire degismektedir. Ayni tiirlin geng olanlari
yash olanlardan daha duyarlhidir. Toksik etki hayvanin cinsine, saglik durumuna,
yasina, toksinin alim miktarina gore degismektedir. En duyarli hayvanlar kiimes
hayvanlari iginde 6rdek yavrularidir. Bunu sirasiyla hindi yavrulari, siiliin palazlari
izler. Memeli hayvanlar arasinda ise 3-12 haftalik domuz, gebe domuzlar, sigir ve
koyunlardir (Bullerman, 1979). Akut aflatoksikoziste goriilen klinik bulgular istah
azalmasi, kilo kaybi, viicut bosluklarinda sivi birikmesi, mukoz membranlarda
sararma, norolojik bozukluklar gortulmektedir (Butler, 1964). Sicanlara 1,0 mg/kg
dozunda AFB; oral yoldan verilmesi ile olusturulan akut toksisitede karacigerde
hepatik nekroz ve safra kanallarinin proliferasyonunu igeren belirgin mikroskobik
degisiklikler goriildiigi bildirilmistir (Kumagai ve ark., 1998). Kronik aflatoksikozda
hayvanlarda goriilen klinik tablo karkasta sararma ve karacigerde siroz goriilmiistiir
(Li ve ark., 2022). Histopatolojik olarak, Abdel ve ark. (2017), diyet ile alinan AFB1’in
hayvanlarin karacigerinde vakuolizasyon, fokal nekroz alanlari, safra kanallar1 ve
sinlizoidlerin mononiikleer hiicre infiltrasyon hiperplazisi ile yagli dejenerasyon

gosterdigi bildirilmistir.

Insanlarda da AFB;’e bagli akut ve kronik toksisiteye bagl dliimler Hindistan
ve Kenya’ da bildirilmistir. Etkilenen kisilerin bir ay boyunca giinliikk 2 ila 6 mg
aflatoksin ile kontamine gida tiikketmis olabilecegini bildirilmistir. Nekropsi sirasinda
alinan karaciger orneklerinde safra kesesi proliferasyonu ve dev hiicreler gorildigi

rapor edilmistir (Krishnamachari ve ark., 1975; Probst ve ark., 2007).

2.1.1.5. Aflatoksin B1’in Mutajenik ve Karsinojenik Etkileri

Aflatoksin B1 8, 9-epoksite metabolize edilir ve bu ara rin, eklentiler
olusturmak {izere niikleik asitlere baglanir. Bu eklentiler, transkripsiyonu ve
translasyonu bloke edebilir, bdylece fonksiyonel gen ekspresyonunun diizenlenmesini
etkileyebilir ve sonugta hepatotoksisiteye neden olabilir. Aflatoksin B1 DNA onarim
enzimlerine baglanarak ve hasar vererek dolayli olarak mutasyonlari indiikleyebilir
(Kamdem ve ark., 2006). Kararsiz yapis1 gz oniine alindiginda, AFB: kendiliginden

AFB 1 dihidrodiole hidrolize olabilir ve bu da farkli proteinlerle konjuge olarak doku



hasarina, inflamasyona ve asir1 hiicre gogalmasina neden olup karsinogeneze neden

olur (lyer ve ark., 1994).

Aflatoksin Bi1 CP450 enzimi tarafindan 8,9-epoksite epoksidasyonu
hepatoselliler karsinom yolunda 6nemli bir rol oynar, ézellikle p53 geninin 249.
kodonunun {igiincli bazindaki guanin bazlarina baglanarak aflatoksin-N7-guanin
(AFB1-N7-Gua) olusturur. Aflatoksin-N7-guanin, hucre donguisu ilerlemesini
onlemekten sorumlu olan p53 baskilayic1 genini etkileyebilecegi gozlemlenmistir
(Kucukcakan ve Hayrulai-Musliu, 2015). p53 geni, insan kanserlerinde siklikla
mutasyona ugrayan bir tiimdr baskilayicisidir. Bu gen mutasyona ugradiginda
apoptozu inhibe ederek ve ¢ogalma oranlarini artirarak tiimor gelisimini destekler.
AFB: ayrica, DNA onarim enzimlerine baglanarak ve hasar vererek dolayli olarak
mutasyonlar1 indiikleyebilir (Weng ve ark., 2017). Clifford ve Rees (1967), siganlara
tek doz AFB: (7 mg/kg viicut agirligl) uygulamasmin ardindan toksinin karaciger
hiicresinin ¢ekirdeginde tespit edildigi vein vitro DNA ile etkilesime girdigi
gosterilmigtir. Aflatoksin B1’in RNA polimeraz tarafindan DNA'nin transkripsiyonunu
engelleyerek niikleer RNA Gretimini 6nledigi bunun sonucunda DNA ile etkilesiminin

mitoz Uzerindeki inhibitor etkisine ve nekrojenik etkisine yol agtig1 ileri siiriilmektedir.

Aflatoksin B: kaynakli hepatotoksisite ayn1 zamanda DNA ile etkilesime giren
ve mutasyonlara yol acan hidroksil radikallerinin onculeri olan reaktif oksijen
tirlerinin  birikmesinden de kaynaklandig1 bildirilmistir. AFB1'in -~ karaciger
hucrelerinde metabolize olmas1 fazla miktarda ROS (retir ve membran
fosfolipitlerinin doymamuis yag asitlerinden bir hidrojen atomunun ¢ikarilmasi yoluyla
lipid peroksidasyonunu (LPO) baglatir. LPO yan Urlnleri de DNA ile reaksiyona

girerek hepatokarsinogenezise neden olabilir (Weng ve ark., 2017).

2.1.1.6. Aflatoksin B1’in Oksitadif Stres Uzerindeki Etkileri

Oksidatif stres, hiicresel metabolizma sirasinda olusan Oz, H2O2 ve OH",
perhidroksi radikalleri (HOO") ile nitrik oksit (NO) iceren ROS’nin artis1 ve reaktif
nitrojen turleri (RNS) ile onlar1 notralize eden, antioksidanlarin yetersizligi sonucu

oksidatif dengenin bozulmasi olarak tanimlanir. Endojen ROS dretiminin birincil



kaynaklar1 plazma zari, mitokondri, peroksizomlar ve endoplazmik retikulumdur.
Ayrica oksidatif stres hidrokinon ve katekolaminler gibi farkli bilesiklerin enzimatik
reaksiyonlar1 ve otooksidasyonu dahil olmak tiizere ¢esitli mekanizmalar yoluyla
gerceklesir. Ultraviyole 1sinlar, iyonlastirici radyasyon, patojen enfeksiyonlari, tiitiin
dumani, gevresel toksinler ve herbisitlere maruz kalma gibi farkli eksojen uyaranlar
ROS iiretiminin eksojen kaynaklaridir. Uretilen ROS canli organizmanin hiicresel
hasar1 ortadan kaldirma ve hiicresel hasar1 onarma yetenegini astiginda oksidatif
stresle sonuglanir, boylece DNA, proteinler ve lipidler dahil biyomolekiillerin

oksidasyonuna yol acar (Ayala ve ark., 2014; Forman ve Zhang, 2021).

Serbest radikallerin karbon-karbon ¢ift bag igeren lipitlerle ve doymamis yag
asitleri ile oksidasyonu sonucu lipid peraksidasyonu olusur. Lipid peroksidasyonu,
malondialdehit (MDA) ve tiyobarbitirik asit reaksiyona giren maddelerdeki (TBARS)
degisiklikler izlenerek 6l¢iilebilir. Malondialdehit, tiyobarbitirik asit (TBA) ile kolay
reaksiyona girdigi icin, lipit peroksidasyonunu belirlemede uygun bir biyobelirteg
olarak kullanilmaktadir (Ayala ve ark., 2014).

Aflatoksin By, canlilarin bagisiklik sisteminin baskilanmasina neden olup ROS
olusumunu artirarak oksidatif hasara neden olan oldukga toksik bir mikotoksindir (Ma
ve ark., 2021). Aflatoksin B karacigerdeki enzimler tarafindan 8,9 epoksite doniisiir.
Tamamen detoksifiye olmak i¢in epoksit, mitokondri zarin1 gecer ve burada glutatyon
transferazlar gibi detoksifikasyon enzimleri tarafindan faz II metabolizmasindan geger
(Deng ve ark., 2018). Mitokondri, detoksifikasyon fonksiyonlarmin yani sira,
elektron tagima zinciri tarafindan oksidasyon siireci ve reaktif oksijen tiirlerinin
tiretimi gibi diger biyolojik siireglere de dahil olur. Mitokondri AFB1’in metabolizmasi
ve detoksifikasyonundaki 6nemi mitokondriyi AFB:i'patogenezinde de 6nemli
kilmaktadir (Wang ve ark., 2017). Membranin gecirgenligi kismen membran
tastyicilarina ve lipit bilesimine baglidir. AFB:1 lipid metabolizmasini bozar ve
oksidatif stresi tetikler ( Rotimi ve ark., 2016 , 2018).

Owumi ve ark. (2023), siganlarda 28 giin boyinca AFB:1 uygulamasinin
siganlarin testislerinde ksantin oksidaz, reaktif oksijen, nitrojen turleri ve lipid

peroksidasyonu artirdigini bildirmistir. Ahmed ve ark. (2022), AFB: (7,5 g/kg canli
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agirlik/glin, oral) uygulamasi ile olusturduklar karaciger hasarinda oksidatif stres ve
plazma MDA diizeylerinde 6nemli 6l¢iide artirdigini vurgulamiglardir. Rotimi ve ark.
(2019), sicanlara sirasiyla 1, 4 ve 7 giin boyunca 1 mg/kg viicut agirhiginda AFB;
uygulamasinin ardindan olusan akut AFB; maruziyetinin hepatik mitokondriyal
lipitleri bozarak oksidatif stres biyobelirteglerini arttirir. Rotimi ve ark. (2018), albino
siganlara 8 hafta boyunca AFB1 (40 ppb) uygulamasinin incelenen dokularda oksidatif
stres  biyobelirteclerini  arttirdigimi ~ belirtmistir.  Ayrica  glutatyon (GSH)
konsantrasyonunda azalma mevcutken, dokulardaki TBARS anlamli derecede arttigi,
antioksidan enzimleri azalttigi ve dokulardaki oksidan durumu arttirdigi rapor
edilmistir. Aleissa ve ark. (2020), Wistar albino siganlarina 2 hafta boyunca (50 p
g/kg/ip) uygulan AFB; ile olusrurulan hepatorenal hasar sonucu lipid peroksidasyonun

arttig1 bildirilmistir.

Reaktif oksijen turlerinin olusmasini, birikmesini ve lipid peraksidasyonun
baglamasini  onleyen, bu bilesiklerin  olusturdugu hasar1 engellemek ve
detoksifikasyonu saglamak iizere viicutta gorev yapan savunma sistemleri
“antioksidan savunma sistemleri” ya da “antioksidanlar” olarak bilinir. Canli
organizmada ROS o6ncelikli olarak enzimatik antioksidanlar tarafindan engellenir. Bu
enzimatik antioksidanlar; stperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon
peroksidaz (GSH- Px)’dir. Enzimatik olmayan antioksidanlar ise glutatyon (GSH),
alfatokoferol, askorbik asit, -Karoten, seroplazmin ve diger antioksidanlardan olusur
(Karabulut ve Gilay, 2016).

Owumi ve ark. (2023), sicanlara 28 gin boyunca 70 pg/kg
AFB 1 uygulamasinin, dokularda (hipotalamus, epididimis ve testis) GSH, CAT,
SOD, GSH- Px ve glutatyon-S-transferaz aktivitelerini azalttigini rapor etmistir.
Ahmed ve ark. (2022), AFB:1 (7,5 g/kg canli agirlik/glin, oral) uygulamasinin
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan diizeylerini diisiirdiigiinii bildirmislerdir.
Aflatoksin B; uygulamasinin deney hayvanlarina uygulamasinin GSH seviyelerini
azaltigi bildirilmistir (Ma ve ark., 2021). Altyar ve ark. (2023), sicanlarda AFB1 (2,5
mg/kg) uygulamasi ile olusturulan hepatik hasarda GSH, GSH-Px, SOD ve CAT
dizeylerinde azalma oldugu bildirmistir. Aleissa ve ark. (2020), Wistar albino
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siganlarina 2 hafta boyunca (50 p g/kg/ip) uygulan AFB;: ile olusturulan hepatorenal
hasar sonucu GSH, CAT, SOD, GSH- Px diizeylerinin azaldigini rapor etmistir.

Aflatoksin B1’in toksik etki mekanizmasinda oksidatif stres 6nemli bir role
sahiptir. Bu nedenle antioksidan maddelerin yemlere katilmasi veya kullanilmasi
AFB: kaynakli hasarlara kars1 hiicre ve dokularin ROS ve diger serbest radikallerin
zararh etkilerine karsi koruyucu 6zellik gosterir (Muzaffer ve ark., 2010). Bilimsel
arastirmalar, fitokimyasallarin biyotransformasyonu yoluyla AFB1'in detoksifikasyon
yolunu indiikleyebilecegini ve boylece AFB:'in zararli etkilerini azaltabilecegini
gostermistir. Klinik tedavide, diisiik toksisite ve yan etkilerin az olmasi1 gibi
avantajlarindan dolay1 baz1 fitokimyasallar karaciger hasarinin tedavisinde etkin bir

sekilde kullanmilmistir (Fan ve ark., 2021).

2.1.1.7. Aflatoksin B1’in Inflamasyon Uzerindeki Etkileri

Oksidatif stres metabolizmas: sonucu iiretilen asir1 ROS ve RNS farkli
inflamatuar uyarilar ile proinflamatuar sitokinlerin sentezi ve salgilanmasiyla
sonuclanan inflamatuar siireci baglatir. Oksidanlarin hasarli dokudan endojen
molekiilleri salmasi ile Toll benzeri reseptorler (TLR'ler) ve niikleotid baglayict
oligomerizasyon (NOD) benzeri reseptorler (NLR'ler) gibi dogustan gelen bagisiklik
reseptorleri aktive etmektedir. Toll benzeri reseptorler ve NLR'ler, viicudun bagisiklik
sisteminin 6nemli reseptorleridir bu reseptorler hiicre i¢i inflamatuar sinyal yolaklarini
harekete gegirir T ve B lenfositlerden olusan kazanilmis (adaptif) immun yaniti
baglatirlar (Lugrin ve ark., 2014). Bu reseptorler liganda baglaninca aktive olur ve
intraseliiler kismi araciligi ile niiklear faktor- kapa beta (NF-kB) ve mitojenle aktive
edilen protein kinaz ailelerini uyarir. NF-kB; TNF-a, IL-1 ve IL-6 gibi sitokin ve

proinflamatuvar Griinlerin genlerini aktive eder (Inci ve Biskin, 2007).

Aflatoksin Bi maruziyeti karaciger hiicrelerinde ROS iiretimini tetikleyerek
oksidatif strese, inflamasyona ve karaciger hasarina yol acabilir. Ayrica AFB:
uygulanan siganlarin karacigerinde pro-inflamatuar sitokinlerin (TNF-a ve IL-1a) asir1
ekspresyon gosterdigi bildirilmistir (Singh ve ark., 2015). Proinflamatuar bir faktor

olarak siklooksijenaz-2 (COX-2), ksenobiyotikler tarafindan indiiklenen karaciger
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inflamasyonunda yaygin olarak rol oynar. Aflatoksin Bi maruziyetinin karaciger
hicrelerinde Kupffer hucrelerini aktive ettigi ve COX-2 yoluyla karacigerde
inflamatuar yanit1 baslattigini bildirmistir (Zhang ve ark., 2019). Abdel ve ark. (2017),
AFB 1’in (0,3 mg/kg diyet) tavsanlarda uygulamasinin inflamasyonla iligkili genlerin
(TNFa, NF-kB, IL6 ve Cox-2) hepatik ekspresyonunda da 6nemli bir artisa yol agtigi
bildirilmigtir. Demirkapi ve ark. (2023), AFB 1’ in (0,75 mg/kg) 28 glin boyunca
gunlik uygulanmasi karaciger COX-2, TNF-a, NF«kB ve IL-6, ekspresyon dlzeylerini

artirdigini rapor etmistir.
2.2. Flavonoidler

Bitkilerde bulunan o6nemli bioaktif maddelerden bir grubunu flavonoidler
olusturur. Flavonoidler polifenolik bilesiklerdir, 6zellikle sagliga yararli ¢cok sayida
etkiye sahip olan fitokimyasallarin en yaygin kimyasal smifi olarak bilinir
(Samarghandian ve ark., 2017). Flavanoidler insan ve hayvanlarda saglik iizerine
olumlu etkileri olan, dogal olarak olusan, diisiikk molekiil agirlikli bilesiklerdir (Felicia
ve ark.1997). Flavanoidler ile ilgili ilk caligmalar, 1936’da Szent-Georgye ve
arkadaslar1 tarafindan yapilmgtir. Iskorbiit hastasi kobaylar1 turuncgil ve biber
kabuklarindan elde ettikleri preparatlarla tedavi etmis ve tedavi sonucunda
tyilestirmislerdir (Chichester ve ark., 1987). Flavonoidler farkli guplara ayrilirlar ve
genel olarak 6 grup flavonoid smnifi bildirilmektedir. Bunlar; flavonlar, flavonoller,
flavononlar, antosiyaninler, isoflavonoidler ve flavanollerdir. Bu 6 flavonoid grubu,

insan saglig1 iizerine olumlu islevlere sahiptir (Peterson ve Dwyer, 1998).

Flavanoidler fenolik yapilariyla dogal bilesenler iceren bir gruptur. Kapali
formill, C6-C3-C6 konfigiirasyonda diizenlenmis 15 karbon atomundan olusan,
diisiik molekiil agirlikl bilesiklerdir. Degisik flavonoidler arasindaki farklar, baglanan
hidroksil gruplarinin sayisindan, doymamislik derecesinden ve ii¢li karbon
segmentinin oksidasyon diizeyinden kaynaklanmaktadir (Sekil 2.3). Bazen bu g
karbonlu zincir acgik olabilir. Flavanoid iskeleti flavonoidlerin karakteristik
Ozelliklerini bu heterosiklik halka belirler (Kocabas, 2008).

13



Sekil 2.3. Flavanoid iskeleti (Kocabag, 2008).

Flavonoidler, bitkilerin yasamsal fonksiyonlar1 ile ilgili birgok islevden
sorumlu olan sekonder metabolitlerdir (Bronze ve ark., 2012). Flavanoidler,
bulundugu bitkisel iirlinde tat, renk, yag oksidasyonunun engellenmesi, enzim ve
vitaminlerin korunmasini saglayan etkileri vardir (Yao ve ark., 2004; Wang ve ark.,
2009). Flavonoidlerin ana kaynagini meyve iriinleri (6rn. Turunggiller, kusburnu,
kayist, kiraz, tiziim, siyah kus tizlimii, yaban mersini, elma), sebzeler (6rnegin brokoli,
sogan, yesil biber, 1spanak, domates), soya fasulyesi, cay yapraklari ve tibbi bitkiler
(6rn. Silybum marianum, Alpinia officinarum, Hypericum perforatum) olusturur
(Hodek ve ark., 2002).

Flavonoidlerin normal bir diyet ile giinlik ortalama 1-2 g diizeyinde alindigi
bildirilmistir (De Vries ve ark., 1997). Flavonoidlerin, memeli metabolizmasi iizerinde
antialerjik, antienflamatuar, antiviral, antiproliferatif ve antikarsinojenik aktiviteler
olmak iizere gesitli biyolojik aktivitelere sahip oldugu bildirilmistir (Ren ve ark.,
2003). Flavonoidler, mide ve duodenum iilserleri, alerjiler, vaskiiler kirilganlik, viral
ve bakteriyel enfeksiyonlar gibi bazi patolojik bozukluklari, kanser ve kardiyovaskiiler
hastaliklar1 antioksidan etkisi ile Onlemede yararli etkileri nedeniyle biiyiik ilgi
gormiistiir (Zand ve ark., 2002). Epidemiyolojik c¢alismalar, kanser riskini ve
kardiyovaskiiler hastaliklar1 azaltmasi nedeniyle flavonoid bilesiklerinin 6nemini

gostermistir (Wang ve ark., 2009).

Chrysin, kimyasal yapisina bagl olarak flavonoidler sinifi altinda kategorize

edilen farmakolojik ve yararli bioetkinlik vaadeden bir fitokimyasaldir. Cesitli
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dejeneratif bozukluklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Naz ve ark.,
2019).

2.2.1. Chrysin

2.2.1.1. Chrysinin Kimyasal Yapisi ve Kaynaklari

Chrysin (Ch) (5,7-dihidroksi-2-fenil-4H-kromen-4-on; 5,7-dihidroksiflavon)
15 karbon iskeletinden olusan dogal polifenolik bir bilesiktir. Yapisal olarak, Ch 2
benzen halkasi (A, B) ve 1 oksijen i¢eren heterosiklik halkadan olusur (C). 3-karbon
hidroksil grubundan yoksun iken, 4. karbona bagli bir karbonil grubu ile 2-3 ¢ift bagh
karbona sahiptir. Bu yapisal siniflandirmaya dayanarak, Ch flavonlar sinifina girer.
Ayrica 5. ve 7. karbon atomlarinda OH gruplari igerir. Cesitli flavonoidlerin aksine,
Ch, halka-B'de herhangi bir oksijenasyonu paylasmaz. Esas olarak, A halkasi
oksijenasyonundaki ¢esitlilik chyrsinin tiirevlerinden (wogonin, oroksilin A ve
baicalein) sorumludur (Sekil 2.5.). Chrysin, A ve C olmak iizere 2 kaynasmis halka ve
C halkasinin ikinci pozisyonuna bagli bir fenil halkas1 B'den olusan ortak bir kimyasal
yapiya sahiptir. A halkanin 5. ve 7. kisminda ilave bir hidroksil grubu ile flavon
yapisini (Sekil 2.4) paylasir (Munoz ve ark., 2016; Pusz ve ark., 2000).

Sekil 2.4. Chrysin kimyasal yapis1 (Mufioz ve ark., 2016; Pusz ve ark., 2000).
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Sekil 2.5. Chrysin tlrevleri (Nabavi ve ark., 2015).

Chrysin, propolis, mavi tutku ¢icegi (Passiflora caerulea), tibbi etkisi ve
ekonomik degeri olan bal da dahil olmak {izere birgok Uriinde gok miktarda bulunan
bir fitokimyasaldir (Mani ve Natesan, 2018). Yiksek seviyede Ch flavonoid birikimi
propolis ve balda tanimlanmustir (Siess ve ark., 1996). Ayrica Pleurotusostreatus gibi
mantarlar ve diger ¢esitli meyveler iyi Ch kaynaklaridir. Chrysin ve tiirevlerinin, tibbi
bir bitki olan Radix scutellariae'nin ana bilesenleri oldugu gosterilmistir (Naz ve ark.,
2019) (Sekil 2.6).

Sekil 2.6. Chrysin kaynaklari: A. Propolis, B. Passiflora Sp., C. Pleurotus ostreatus,
D. Radix scutellariae (Naz ve ark., 2019).
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Passiflora cinsinden, genellikle tutku meyveleri veya tutku cigekleri olarak
adlandirilan bitkiler, insan saglig1 lizerindeki etkileri ile bilinir. Yenilebilir kisimlar
nutrasotik ya da fonksiyonel gida olarak bilinir (Zeraik ve ark., 2010). Passiflora
bitkilerinin baz1 kisimlar1 (¢igek, yaprak gibi) ¢esitli etkileri nedeniyle inflizyon,
ekstrakt veya tentlir olarak kullanilir. Elde edilen Ch ekstraktin anti-depresif,
anksiyolitik (Miyasaka ve ark., 2007), yatistirici, uyku bozukluklar: 6nleyici (Guerrero
ve Medina, 2017), anti-spazmolitik, anti-astmatik, solunum bozukluklarmi onleyici
etkileri gosterilmistir (Miroddi ve ark., 2013). Bu etkiler biyoaktif polifenoller
flavonoidler (Gadioli ve ark., 2018) ve antioksidanlari, antimikrobiyal, prebiyotik,
antienflamatuar ve analjezik aktiviteleri ile iligskilendirilmistir (Nguyen ve ark., 2015).
Passiflora caerulea'da dogal olarak olusan bir mono flavonoid olan chrysin'in merkezi
ve periferik benzodiazepin reseptorleri igin bir ligand oldugu bulunmustur (Medina ve
ark.,1990

Propolis'teki Ch igeriginin 28 g/L kadar oldugu bildirilmistir (Mani ve Natesan,

2018). Chrysin igerigi, bal 6ziinde 0,10 mg / kg ve orman ballarinda 5,3 mg / kg'dir
(Hadjmohammadi ve ark., 2010).

2.2.1.2. Chrysinin Farmakokinetigi

Flavonoidler gastrointestinal liimen, bagirsak duvari hiicreleri ve karacigerde
metobolize olurlar. Metabolizma genellikle bir bilesigin biyolojik aktivitesini ve
hiicrelere girme yetenegini etkiler. Flavonoidlerin ortak bir 6zelligi, kan dolasiminda
glukuronid ve stlfat konjugatlari olarak ortaya ¢ikmalaridir (Erlund, 2004). Aglikonlar
ince bagirsaktan emilebilir. Bununla birlikte, cogu flavonoid, gidalarda, dogal
formlarinda emilemeyen esterler, glikozitler veya polimerler formunda bulunur. Bu
maddeler emilmeden 6nce bagirsak enzimleri veya kolon mikroflorast tarafindan
hidrolize edilmelidir. Flora dahil oldugunda, emilim verimliligi genellikle azalir,
¢linkii flora ayn1 zamanda serbest biraktig1 aglikonlar1 bozar ve bu islemde cesitli basit
aromatik asitler tretir. Emilim sirasinda flavonoidler ince bagirsakta ve daha sonra
karacigerde konjiige edilir. Bu islem esas olarak metilasyon, siilfatlama ve
glukuronidasyonu igerir. Bu, potansiyel toksik etkilerini kisitlayan ve

hidrofilikliklerini artirarak safra ve idrar eliminasyonunu kolaylastiran c¢ogu
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ksenobiyotikte yaygin olan metabolik bir detoksikasyon siirecidir (Crespy ve ark.,
2003). Flavonoidler, safra yoluyla duodenuma salgilanir, burada bagirsaklarin distal
segmentlerinde bakteriyel enzimlerin, 6zellikle de glukronidazin etkisine maruz
kalirlar, daha sonra tekrar emilebilirler. Bu enterohepatik geri doniisiim viicutta daha

uzun sure flavonoidlerin kalmasina neden olur (Manach ve ark., 2004).

Chrysin ve diger dogal olarak olusan fitokimyasallarin faydali etkileri
biyoyararlanimlarina, in vivo ulasilabilir konsantrasyonlarina ve bu bilesiklerin
¢Oziinlirliigline baglidir. Bir ¢alismada, bu flavonoidin 400 mg'lik tek bir oral dozunun
7 saglikli goniilli insanda wuygulamasini takiben degismemis Ch plazma
konsantrasyonlarinda ¢ok diigiik oldugu bildirilmistir (Walle ve ark., 2001). Chrysin
bagirsaktan zayif emilime sahiptir ve serumdaki maksimum konsantrasyonu 12 ila 64
nM'dir (Kao ve ark., 1998). Chrysinin plazma proteinlerine baglanmasinin > % 99
oldugu tahmin edilmistir (Boulton ve ark., 1998). Bu dagilim hacmini kullanarak,
Walle ve ark. (2001) chrysinin oral biyoyararlaniminin % 0,003 ve 0,02 oldugunu
bildirmistir. Chrysin i¢in serum konsantrasyonlar: bildirilmemesine ragmen, genel
olarak flavonoid aglikonlar icin tahmini maksimum serum konsantrasyonu 1 mmol/L'

dir. Bu nedenle, Ch ile tedavi mikromolar araliktadir.

Insan kolon hiicre hatt1 Caco-2'yi bagirsak emilimi modeli olarak kullanan bir
dizi ¢alisma, Ch uygun membran tasima Ozelliklerine sahip oldugunu, ancak bu
hucrelerde etkili glukuronidasyon ve siilfatlama nedeniyle bagirsak emiliminin sinirlt
oldugu sonucuna varmistir. Chrysin metabolitlerinin ortadan kaldirilmasi, MRP2
(ilaca direngli protein pompasi) tastyicisinin akisina bagli olabilir. Bagirsak igine
gectikten sonra bu konjlgatlar, diski orneklerinde goézlendigi gibi siilfatazlar ve
glukuronidazlar tarafindan chrysin'e hidrolize edilebilir. Bununla birlikte, diski
orneklerinde biiyik miktarlarda degismemis Ch gorinumi, Ch'in zayif bagirsak

emilimine sahip oldugunu gosterir (Walle ve ark., 1999).
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2.2.1.3. Chrysinin Antioksidan Etkileri

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirleri olusumu ile hiicre i¢indeki antioksidan
savunma mekanizmalari arasindaki bir dengesizliktir, bu da membran lipitlerinin ROS
aracilt peroksidasyonuna ve DNA ve proteinlerin oksidatif hasarma neden olur

(Karrari ve ark., 2013).

Chrysin, B ve C halkasindaki oksijenasyon eksikliginden dolay1 antioksidan
etkiden, antikanser vb. etkilere kadar degisen bir dizi farmakolojik aktivite ile
iligkilendirilmistir (Habtemariam, 1997). Flavonlarin kimyasal yapilarindaki
farkliliklarin antioksidan aktiviteyi etkiledigi gosterilmistir. 3’ ve 4’Hidroksilasyonun
varhigi, 2 ve 3 karbonlar arasinda bir ¢ift bag ve 4 karbon tizerinde bir karbonil
grubunun varligmin Ch’in antioksidan aktivite oOzelligi i¢in gerekli oldugu
bildirilmistir (Harris ve ark., 2006). Chrysin'in, ROS'u temizleyen, LPO azaltan ve
CAT, SOD GPx ve HO-1 dahil olmak Uizere antioksidan enzimleri uyaran ve boylece
hiicre bilesenlerini oksidatif hasara karsi koruyan giiclii bir antioksidan oldugu

bildirilmistir (Farkhondeh ve ark., 2019).

Flavonoidlerin ksantin oksidazi inhibe ettigi ve siiperoksit radikalini siipiirme
ozelligine sahip oldugu bildirilmistir. Ksantin oksidaz inhibitdrleri ve ksantin oksidaz
enziminin etkisi ile tretilen stiperoksit radikalinin temizleyicileri olarak flavonoidlerin
yapi-aktivite iliskisi arastirilmigtir. C-5 ve C-7'deki hidroksil gruplar1 ve C-2 ve C-3
arasindaki ¢ift bag, ksantin oksidaz tizerinde yiiksek bir inhibitor aktivite i¢in esastir.
Antioksidanlar olarak etki mekanizmasi, A-halkas1 iizerindeki hidroksil gruplar ile
iligkili gibi gorinmektedir, ancak A-halkasi diizenlemesinin antioksidan aktivitesi

tizerindeki etkisi yeterince agik degildir (Cos ve ark., 1998).

Flavonoidler, serbest radikallerin ¢esitli sekillerde neden oldugu hasarlari
Onleyebilir bunu serbest radikal supurtrici ve selatlama ozelligi ile yaptigi
belirtilmistir. Flavonoidler radikaller tarafindan oksitlenir, bu da daha kararli, daha az
reaktif bir radikal ile sonuglanir. Baska bir deyisle flavonoidler, radikalin reaktif

bilesigi ile reaksiyona girerek reaktif oksijen tlrlerini stabilize eder. Flavonoidlerin
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hidroksil grubunun ylksek reaktivitesi nedeniyle, radikaller, Korkina ve Afanasev

(1996), tarafindan verilen asagidaki denklemde agiklandig: gibi pasif hale getirilir.

Flavonoid (OH) +r (O) + RH

Khan ve ark. (2012), yaptig1 bir ¢alismada, Wistar siganlarinda cisplatin
(CDDP)'nin neden oldugu oksidatif stres, apoptotik cevap ve kolon hasara karsi
Ch’in koruyucu roliinii arastirmistir. Farkli dozlarda Ch (20 ve 40 mg / kg b.w.)
uygulanmasi, sitokrom P450 2E1, alkol dehidrojenaz ve ksantin oksidazi inhibe ederek
Wistar sicanlarinin karaciger ve bobreklerinde oksidatif stresi Onlemistir. Ayrica
serum AST, ALT, kan kreatinin, BUNve laktat dehidrojenaz diizeylerini diistirdiigii
gosterilmistir.

Anand ve ark. (2012), yaptig1 calismada Ch’in, deneysel bir sigan modelinde
D-galaktoza  bagli  yaslanma  {izerindeki  varsayilan  koruyucu roliinii
degerlendirmislerdir. Sigcanlar 8 haftalik deney siiresinin sonunda o6ldiiriildiikten sonra,
doku oOrneklerinde SOD, CAT, glutatyon-S-transferaz, glutatyon peroksidaz,
glutatyon rediktaz, glikoz-6-fosfat dehidrojenaz, indirgenmis  glutatyon,
malondialdehit analizleri ve histopatolojik muayeneleri yapilmistir. D-galaktoza
maruz birakilmamis tedavi edilmemis siganlardan alinan doku oOrnekleri diisiik
seviyede enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar ve yiksek malondialdehit ve
protein karbonil seviyeleri gostermistir. Chrysin D-galaktoza maruz kalmayla birlikte
8 haftalik bir siire boyunca oral yoldan uygulanmasi, oksidatif hasara kars1 korudugu
ve tlim parametreleri normal seviyelerde tuttugu goriilmiistiir. Histopatolojik
calismalar dokularda sadece D-galaktozun neden oldugu oksidatif hasar1 dogrulamis

ve D-galaktoz ve chrysin alan siganlarda Ch'in doku koruyucu rolinii géstermistir.

Jiang ve ark. (2014), modifiye edilmis agirlik diisiirme yontemi kullanilarak
omurilik hasart (SCI) olusturulan Wistar siganlarinda Ch’in  etkinligini
arastirmiglardir. SCI'li siganlar, omurilik s1vis1 igeriginde NF-kB p65 birimi, TNF- a,
IL-1B, IL-6, INOS, NO duretimi ve kaspaz-3 artis oldugu belirtilmis. Bununla birlikte,
bir Ch takviyesi, noronal fonksiyonun iyilesmesini 6nemli 6lgiide arttirdigi ve SCI'lh

sicanlarda enflamatuar faktorlerin yan sira iNOS yolunu bastirdig1 tespit edilmistir.
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Bulgular, Ch’in siganlarda SCI sonrasi noral fonksiyonu iyilestirdigini ve bunun

inflamasyonu ve iNOS yolunu baskilamakla baglantili olabilecegini gostermektedir.

Vedagiri ve Thangarajan (2016), norotoksik bir ajan olan amiloid-p325-35'
(AB25-35) ile siganlarda olusturduklar1 Alzheimer hastali§i (AD) iizerinde Ch yiiklii
kat1 lipit nanopartikiilleri (SLN'ler) nin néron hasarini hafifletmedeki terapotik roliinii
aragtirmiglardir. Siganlar1 8 esit gruba ayirmislardir. Ap25-35 enjekte edilen grupta
hipokampustaki tim antioksidan enzimler ve antioksidan olmayan enzimlerin énemli
Olclide azaldigi, LPO ve asetilkolin esterazin anlamli olarak arttigi bildirilmistir.
Chrysin yiiklii kati1 lipit nanopartikiillerin 21 giinliik uygulanmasindan sonra,
hipokampustaki antioksidan seviyelerini ve antioksidan olmayan enzimlerin anlaml
sekilde arttig1 ifade edilmistir. Chrysinin, LPO, asetilkolinesterazi ve néronal hasari
azaltmasinin yani sira hafiza kaybini da azalltig1 belirtilmistir. Ayrica Ch'nin SLN'lerle
kapstillenmesiyle Ch'in terapétik etkinliginin daha diigiikk dozda elde edilebilecegini ve

oral biyoyararlaniminin, arttirilabilecegini belirtmisglerdir.

2.2.1.4. Chrysinin Antiinflamatuar Etkileri

Chrysinin  anti-enflamatuar mekanizmasi, agirlikli olarak peroksizom
proliferator ile aktive edilmis reseptorler gama (PPARC) agonisti olarak ve sonucta
INOS ve COX-2 iiretimini agagi yonli regiile etmesine dayandirilmigtir (Bae ve ark.,
2011). Ayrica, antiinflamatuar etkisinin makrofajlarin segici olarak ortadan
kaldirilmasiyla baglantili olabilecegi bildirilmistir (Hougee ve ark., 2005). Chrysin
giiclii bagisiklik koruyucu etkilere sahiptir ve bagisiklik sistemindeki iltihab1 bastirr,
bu da notrofiller ve makrofajlarin neden oldugu hasarlar1 onler ve immiino-
enflamatuar yanitlar1 bastirir. Chrysin, makrofajlar, notrofiller ve diger bagisiklik-
enflamatuar yanitlar yoluyla olusan hasar1 azaltmak icin bagisiklik sisteminin
iltihaplanmasini azaltilmasinda 6nemli bir rol oynar. Chrysin timdr nekroz faktor alfa
(TNF-a), NF-kB, p65 tinitesi, interlokin-74 (IL-1pB), IL-17A, interferon gama (IFN-y),
IL-12 ve IL-6 inhibisyonuna neden oldugu belirtilmistir (Zeinali ve ark., 2017). IL-1
ve TNF-a ailesi gibi baz1 proinflamatuar sitokinler, NF-kB ve MAPK sinyal yollarini
aktive edebilir. Chrysin TNF-a ekspresyonunu inhibe ederek NF-kB ve MAPK sinyal

yollarminin aktive olmasini engelleyerek inflamasyonu onler. Chrysin I-kB kinaz
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(IKK) aktivitesini inhibe edebilir ve NF-kB'nin DNA baglanmasini bloke edebilir,
boylece NF-kB niikleer translokasyonunu bloke ederek yangiyr onler (Sekil 2.7)
(Zeinali ve ark., 2017).
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Sekil 2.7. Chrysin tarafindan engellenen yolaklar (Zeinali ve ark., 2017).

Rauf ve ark. (2015), yaptig1 bir ¢alismada, erkek farelerde klasik inflamasyon
modelleri Gzerinde Ch’in etkilerini arastirmiglardir. Bu amagla Potentilla evestita’dan
elde edilen Ch kullanilmigtir. Siklooksijenaz {irinlerinin saliverilmesine bagli olusan
agr1 indiiksiyonunda, Ch’in bu tiriinlerin olusumunda rol alan enzimleri inhibe ederek
etki gosterdigi ifade edilmistir. Ayrica reseptor ligand kompleksi analizinde, chrysinin
COX-1 baglanma bolgesi ile zayif etkilesime girerken COX-2 ile dikkate deger bir
etkilesim sergiledigi bildirilmis. Elde edilen bulgular, in vivo olarak Ch’in anti-
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enflamatuar etkinlik gosterdigi, bunu COX-2 baglanma bdlgesi ile etkileserek
olusturdugu belirtilmistir.

Yao ve ark. (2016), yaptig1 bir ¢alismada, Ch’in kronik astim modeli ve alerjik
havayolu inflamasyonu tizerindeki etkilerini arastirmislardir. Dort gruba ayrilan disi
farelerde ovalbiimin (OVA) kullanilarak hava yolu asir1 duyarliligit (AHR) ve
iltihaplanma olusturulmustur. Chrysin kullanilan grupta deneysel veriler, chrysin'in
OVA kaynakli AHR'yi hafifletebilecegini gostermistir. Chrysinin  ayrica
bronsioalveoler lavaj sivisinda eozinofiller, IL-4 ve IL-13'teki enflamatuar hiicre
sayisindaki artiglar1 azalttii bildirilmistir. Chrysin, bronkoalveoler lavaj sivisinda,
IFN-y seviyesini de azaltmistir. Histolojik c¢alismalar Ch’in hava yolundaki
enflamatuar hiicrelerin infiltrasyonunu azaltabildigini gostermistir. Chrysin,
notrofiller, eozinofiller, lenfositler, makrofajlar ve monositler iizerinde doza bagl
etkiler gosterdigi ve ayrica bronkoalveoler lavaj sivisinda toplam enflamatuar hiicre
sayisint  azalttigi  belirtilmistir.  Chrysin uygulanmast hem solunum yolu
enflamasyonunu hem de akciger dokularindaki yapisal degisiklikleri 6nemli 6l¢iide
azaltabilir, bu da Ch’in kronik astim tedavisi i¢in umut verici bir ajan olabilecegini

gostermistir.

2.2.1.5. Chrysinin Antikanserojen Etkileri

Chrysin, anti-kanserojen 6zellikleri nedeniyle giiniimiizde arastirilmakta olan
dogal bir flavonoiddir. Test edilen kanser hiicrelerinin ¢ogunda, Ch’in hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi ve apoptozu indiikledigi gosterilmistir. Yine Ch l6semi
hicreleri Uzerinde test edilen diger flavonoidlerden daha etkili oldugu gosterilmis ve
burada Ch’in kaspaz aktivasyonu ve hicrelerde Akt (insan kanser htcrelerinde
apoptoza aracilik eden yolak) fosforilasyon yoluyla etkisini gosterdigi bildirilmistir.
Chrysin'in  kimyasal yapisinin, 16semi hiicrelerinde giiglii sitotoksisite igin
flavonoidlerin temel yapisal gereksinimlerini karsiladigini ortaya ¢ikarmistir (Khoo ve
ark., 2010). Chrysin fosfoinozitid 3-kinaz/protein kinaz B/memeli rapamisin hedefi
(PIBK/AKT/mTOR) ve mitojenle aktive edilen protein kinaz/hiicre disi sinyalle
duzenlenen kinaz (MAPK/ERK) sinyallemesini bloke ederek farkli kanserleri engeller
(Sekil 2.8) (Moghadam ve ark., 2020; Shahbaz ve ark., 2023).Mitojenle aktive edilen
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protein kinaz sinyal yolaklarinin, kanser hiicrelerinin proliferasyonu ve metastazindaki
artigtan sorumlu oldugunu ve bunlarin inhibisyonunun kanser tedavisinde onemli
oldugu bildirilmistir (Moghadam ve ark., 2020). Nukleer faktor-kappa B sinyal yolu
inflamasyonu ve kanserin ilerlemesini tesvik eder. Chrysin uygulamasinin NF-xB
asag1 regiilasyonu yoluyla IL-1f, I1-6, IL-10 ve TNF-a gibi proinflamatuar faktorlerin

seviyelerini azalttigi1 goriilmistiir (Puar ve ark., 2018).

Chrysin, apoptozu aktive ederek anti kanser etkinlik géstermektedir. Apoptoz,
hiicrelerin hasara maruz kaldiklarinda goriilen hiicre biitiinliigiiniin kaybi, sismesi ve
bozulmasi ile sonuglanan hiicre nekrozundan bazi farkliliklar gdsterir. Nekroz
sirasinda, hiicresel igerikler kontrol edilemez bir sekilde hiicre dist ortama salinir, bu
da cevre hiicrelere zarar verir ve ilgili dokularda gii¢clii bir inflamatuar yanita neden
olur. Bunun yani sira, apoptoz niikleer ¢evrede hiicre biiziilmesini, kromatin
yogunlagmasini ve marjinlenmesini indiikler, sonugta ¢evre dokularda enflamatuar
srecleri tetiklemeden fagositoz olan organel, sitosol ve niikleer fragmanlar1 igeren

membrana bagl apoptotik cisimler olusur (Gewies, 2003).

Zhang ve ark. (2004), chrysin ve tlrevlerinin dietil chrysin-7-il fosfat (CPE:
C19H1907P) ve chrysin tetraetil bis-fosforik esterinin (CP: C23H28010P2) insan
servikal karsinomunda potansiyel anti-kanser etkileri sergiledigini gdstermistir. Bu
caligmada, Ch ve fosforile chrysin, servikal kanser hicrelerinin (HeLa) buyimesini,
apoptoz indiiksiyonu yoluyla etkili bir sekilde inhibe ettigi ve hiicrelerde ¢ogalan
hicre nukleer antijenini (PCNA) asagi yonlii diizenlendigini gostermistir. Chrysinin,
insan kolorektal kanser hiicre hatti (HCT-116), insan karaciger kanseri hiicre hatti
(HepG2) ve insan nazofaringeal karsinom hiicre hattt (CNE-1)'daki TNF-a ile
indiiklenen apoptozu 6nemli 6l¢tiide duyarlilagtirdigi bulunmustur (Li ve ark., 2010).
Khan ve ark. (2012), yaptig1 bir ¢alismada, Wistar sicanlarinda CDDP’nin neden
oldugu oksidatif stres, apoptotik cevap ve kolon hasarina karst Ch’in koruyucu rollni
aragtirmistir. Farkli dozlarda Ch (20 ve 40 mg / kg b.w.) uygulanmasi, sitokrom P450
2E1, alkol dehidrojenaz ve ksantin oksidaz: inhibe ederek Wistar siganlarin karaciger
ve bobreklerinde oksidatif stresi onlemistir. Woo ve ark. (2004), chrysinin kaspaz-3'in
aktivasyonu ile iligkili olarak apoptozu indiikledigini, U937 hiicrelerinde apoptoz

proteini inhibitdriiniin sinyal ve asag1 regiilasyonunu igeren aktivasyonuna yol agtigini
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bildirmistir. Tiim bu ¢aligmalar, Ch'in potansiyel bir anti-l16semik aktivite sergiledigini
ve potansiyel bir [6semi ajan1 olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Chrysin dahil
olmak iizere flavonoidlerin ¢ogunun l6semi hiicrelerinde proliferasyon inhibe edici

etkilerinin doza bagimli oldugu gérilmektedir (Chang ve ark., 2007).
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Sekil 2.8. Chrysinin kanserlere kars1 etki mekanizmalar1 (Moghadam ve ark., 2020).

Cogu calisma, Ch’in gesitli timor hiicre dizilerinde apoptozu indiikledigi
sonucunu desteklesede, apoptozun mekanizmasi belirsizligini korumaktadir. Simdiye
kadar yayinlanan c¢aligmalar ¢eligkilidir. Bu nedenle, insan kanserinde apoptozun
moddule edilmesinde rol oynayan Ch’in potansiyel molekdler hedefini belirlemek icin

daha fazla ¢calisma yapilmasi gerekmektedir (Khoo ve ark., 2010).

2.2.1.6. Chrysinin Toksisitesi

Flavonoidlerin diisiik dozlarda oldukga etkili oldugu, ancak bunlarin fazla veya
daha yuksek miktarlarda tiketilmesi durumunda insan viicudu tzerinde toksik etkiler
olusturabildigi bildirilmistir. Bu baglamda, faydali etkiler elde etmek ve toksik
durumlardan kaginmak icin giinliik olarak almacak etkili dozlar 6nemlidir. Onerilen
gunlik Ch miktarinin 0,5-3 g oldugu kabul edilir. Bununla birlikte, literatiirde giinliik
Ch miktarinin bile karaciger hiicresinde toksisite indiikleyebilcegi bildirilmistir (Tsuji
ve Walle, 2008).
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Chrysinin sitotoksik etkileri, hepatositlerde peroksidaz benzeri aktivitesine
atfedilir ve bu da Ch’in oksidasyonuna ve toksik yan Grtnlerinin tretimine neden olur.
Chrysin de novo DNA sentezini etkiler ve sonugta hiicre sayilarini azaltir.
Notrofillerde, miyeloperoksidazin Ch kaynakli toksisiteden sorumlu olduguna
inanilmaktadir (Brown ve ark., 2007). Miyeloperoksidaz ve topoizomeraz I1’nin, diyet
flavonoidlerinin neden oldugu toksisiteden sorumlu olabilecegi gosterilmistir

(Gardner ve ark., 2005).

Chrysinin glvenirligini degerlendirmek igin yapilan bir ¢alismada Sprague
Dawley siganlarda, akut (5000 mg/kg) ve subkronik (1000 mg/kg) Ch’in oral
uygulamasimin sonrasinda elde edilen sonuglara gore Ch’in LD so degeri 4350 mg/kg
olarak belirlenirken, Ch’in g6zlemlenmeyen yan etki seviyeleri (NOAEL) ve en diisiik
gozlemlenen yan etki seviyeleri (LOAEL) degeri sirasiyla 500 ve 1000 mg/kg olarak
bulunmustur (Yao ve ark., 2021).

2.2.2. Sirtuin Proteinleri ve Sirtuin 1

Sirtuin protein ailesi olarak bilinen ve apoptosisi indukleyerek tumor
baskilanmasina yol agan bir grup protein arastirma konusu olmustur. Ilk sirtuin 1984
yilinda mayada kesfedilmis olmasina ragmen (Shore ve ark., 1984), daha sonra
1997'de Saccharomyces cerevisiae mayasi (Sinclair ve Guarente, 1997), 2001 yilinda
Caenorhabditis elegans'daki nematod kurdu (Tissenbaum ve Guarente, 2001) ve
2004'te meyve sinegi Drosophila melanogaster gibi daha ylksek 6karyotlarda olmak
tizere kesfedilmis ve yasam siiresi iizerinde bir etkisi goriilene kadar pek ilgi
gbérmemistir (Rogina ve Helfand, 2004). Sirtuinler bir NAD™ baglayici katalitik alani
paylasirlar ve dahil olduklar1 biyolojik siireclere bagli olarak cgesitli substratlar
izerinde spesifik olarak hareket edebilirler. Sinif III histon deasetilazlara ait olan,
evrimsel olarak korunmus proteinler olan memeli sirtuin ailesi 7 iliyeden olusur.
Sirt'ler, hem N- hem de C-terminal alanlarinda uzunluk ve sira bakimindan c¢esitlilik
gosterir ve bu da farkli lokalizasyonlarini ve islevlerini kismen agiklar (Carafa ve ark.,

2012).
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Sirtuin 1 (Sirt 1), histon H1 Uzerinde lizin K26, H3 Uzerinde K9 ve histon H4,
K16 iizerinde deasetilasyon yoluyla heterokromatin olusumuna aracilik eder. Sirtuin
1’in prometafaz sirasinda seviyesi artar ve telofaza kadar mitotik kromatin ile birlesir.
Histon H1 ve yogunlasan kondensin I kompleksinin kromatine yiiklenmesine aracilik
ederek kromozomal yogunlasmaya katkida bulunur (Fatoba ve Okorokov, 2011).
Erken mitozda kromatinin uygun sekilde yogunlastirilamamasi, kromozomlarin
kirilmas1 veya hiicre Oliimiiyle sonuglanan ayrisma problemlerine neden olur
(Schvartzman ve ark., 2010). Sirtuin 1, gesitli substratlar1 deasetile etme kabiliyeti
nedeniyle, gen ekspresyonunun kontrolii, metabolizma, tiimorijenez ve yaslanma dahil

olmak {izere genis bir fizyolojik fonksiyona sahiptir (Alcain ve Villalba, 2009).

Sirtuin 1 c¢ekirdekte lokalizedir (Michishita ve ark., 2005), ancak insilin
sinyalinin inhibisyonu sirasinda oldugu gibi sitoplazmik hedefler iizerinde hareket
etmesi gerektiginde sitoplazmaya da hareket edebilir (Tanno ve ark., 2007). Yedi
sirtuinden en fazla c¢aligilan1 Sirt 1 olmustur. Bu enzim beyinin yani sira; karaciger,
bobrek, kalp, iskelet kasi, pankreas, dalak ve beyaz yag dokusunda yiiksek oranda
bulundugu ifade edilmistir (Voelter-Mahlknecht ve Mahlknecht, 2006). Sirt 1 hicresel
enerji seviyesinin diisiik oldugu durumlarda NAD™ seviyeleri yikselir ve NAD*
tarafindan Sirt 1 etkinlestirilir. Sirtuin 1, anabolik strecleri inhibe ederken katabolik
stiregleri indiikleyen farkli proteinleri deasetile ederek, hiicresel enerji depolarini
koordine eder ve sonug olarak enerji homeostazini korur (Nogueiras ve ark., 2012).
Sirtuin 1, karacigerde glikoz iiretiminin 6nemli bir transkripsiyonel diizenleyicisi olan
Peroksizom proliferator ile aktive edilen reseptér gama koaktivator 1-alfa (PGC-1a)
ile etkilegime girer. Besin yoksunluguna yanit olarak Sirt 1 indiiklendiginde, NAD"
've bagh bir sekilde spesifik lizin kalintilarinda PGC-1a ile etkilesime girerek ve
deasetile ederek hepatositlerdeki glikolizi artirir (Rodgers ve ark., 2005). Memelilerde,
besin yoksunlugunda enerji ve besin homeostazinin korunmasi, periferik dokularda
mitokondriyal yag asidi oksidasyonun artmasi ile saglanir. Bu hiicresel oksidatif siireci
yonlendiren 6nemli bir bilesen olan transkripsiyonel koaktivatér PGC-1a'dr. Iskelet
kasinda, besin yoksunlugu durumlarinda mitokondriyal yag asidi oksidasyon genlerini
indlklemek icin Sirt 1 aracili PGC-1a deasetilasyonun gerekli oldugu bildirilmistir

(Gerhart-Hines ve ark., 2007). Sirtuinlerin karsinogenezdeki islevlerine dair ¢ok az
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bilgi mevcuttur. Ancak etkilerinin karmagikligi ve farkliligi nedeniyle,
mekanizmalarin belirsizligini korudugu ve heniiz kanserdeki rollerinin tam olarak ne
oldugu konusunda bir fikir birligi olmadig1 bildirilmistir. Bununla beraber, genel
olarak, Sirt 2 ve Sirt 6'nin tiimor baskilayicilart olabilecegi bildirilirken, Sirt 1°in hem
bir tiimor baskilayict hem de bir onkojenik faktor gibi etkilerinin oldugu belirtilmistir
(Bosch-Presegué ve Vaquero, 2011). p53 bozukluklari anormal hiicre boliinmesine
sebep olup kanserlesmeye neden olur. Ginimizde insan kanserlerinin %50 den
fazlasinin p53 mutasyonu ile ilgili oldugu bildirilmistir. Cogu kanser ¢esidinde kanser
hiicrelerinde p53’iin ¢alisan kopyalar1 bulunmamaktadir. Sirtuin genlerinden Sirt 1 ve
Sirt 7, p53'i aktive etmeleri ile kanser olusumunu engelledikleri bildirilmistir (De
Nigris ve ark., 2002). Baska bir ¢alismada ise Sirt 1’in insan kolon kanserine karsi
koruyucu bir etkiye sahip oldugu ve bunu kolon kanserinde f — katenin sinyalini
siirlayarak hiicre proliferayonunu engelledigi bildirilmistir (Firestein ve ark.,
2008).Yang ve ark. (2018), yaptiklar1 ¢calismada Ch’in, karagenan kaynakli akciger
hasarina kars1t noétrofil hiicrelerinde NF-kB aktivasyonunu inhibe edebilecegini,
SIRTI/NRF2 yolunu aktive edebilecegini ve akciger dokularinda adezyon
molekiiliiniin ekspresyonunu azaltabilecegini gostermistir. Ayrica oksidatif stres
tepkisinin inhibisyonu yoluyla karagenan kaynakli akciger hasarini hafifletebilecegini
ve bu etkinin, SIRT1/NRF2 sinyal yolunun yukar: regiilasyonu ile ilgili oldugunu
belirtmistir. Bu ¢alisma ayn1 zamanda SIRT1/NRF2'min karagenan kaynakli akciger
hasarma kars1 koruma saglamak icin etkili bir farmakolojik hedef oldugunu

gostermistir.

2.2.3. Sialik Asit

Sialik asit néranimik asitten olusur. Noronamik asitin asetillenmis hali olan
sialik asitin diger adi N-Asetl-Noronamik (NANA) Asittir. Sialik asitler hicre
yuzeyinde bulunan glikan molekiliniin terminal pozisyonunda yer alan 9-karbonlu
asidik monosakkaritlerdir. Sialik asitler karbonhidrat-protein etkilesimleri yoluyla
hiicresel tanima ve iletisim, hiicresel agregasyon ve gelisim, organizmalarda
glikokonjugatlarin yasam siirelerini kontrol etme, viral ve bakteriyel enfeksiyonlara
aracilik etme, timoOr biiylimesi ve metastazinda yer alma, immiinolojide, hiicre

sinyalizasyonunda, Ureme biyolojisinde, noérobiyolojide, malignant kanserlerin
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ilerlemesi ve yayilmasinda dahil olmak tzere bir¢ok fizyolojik ve patolojik stirecte rol
aldig1 bildirilmektedir (Schauer ve Kamerling 2018; Adams ve ark., 2018). Sialik
asitler, cogu timorle iligkili sialil T, sialil Tn (sTn), sialil Lewisa (sLea) ve sialil
LewisX (sLeX) gibi karbonhidrat antijenlerinde bulunur. Bu antijenlerin fazla
miktarda Uretilmesi genellikle kotl huylu kanser hiicrelerinde gorildigi bildirilmistir.
Ayrica antijenlerdeki sialik asitlerin, kanser gelisiminin farkli evrelerinde 6nemli
roller aldig1 belirtilmistir (Adak ve ark., 2013). Hicre ylzeyindeki sializasyonunun
derecesi ile tiimor olusumu, metastaz ve klinik seyir arasinda korelasyon mevcuttur.
Kanserde artan polisialik asit tretiminide iceren sialilasyon farkli kanser tirleriyle
iligkilidir (Adams ve ark., 2018). Kronik hepatitis ve siroz gibi diger karaciger
hastaliklarina gore hepatoselliiler karsinom (HCC)’dan kdken alan kolanjiokarsinom
(CCA) tiimérlii hastalarin serum toplam sialik asit (TSA) seviyesinin yuksek oldugu
rapor edilmistir. Serum TSA seviyesi Ol¢imi CCA tanist igin faydali olabilecegi
distintilmektedir (Kongtawelert ve ark., 2003). Yapilan ¢alismalarda HCC’da sialik
asidin asir1 eksprese edildigi ve bununda karaciger patolojisinde, 6zellikle primer
kanser, siroz ve toksik hepatitte Onemli bir tani araci olabilecegi bildirilmistir
(Chrostek ve ark., 2016; Kang ve ark., 2021). Serum sialik asit miktarinin karaciger
sirozunun ileri donemlerinde arttigi gortilmistiir. Serum TSA, karaciger sirozunun
prognozunu degerlendirmek i¢in 6nemli bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi

diistiniilmektedir (Arif ve ark., 2005).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Geregler
3.1.1. Kullanilan Hayvan Materyali

Arastirma Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu'nun (16.03.2022/866) onay1 dogrultusunda gerceklestirildi. Arastirmada
hayvan materyali olarak kullanilan ratlar Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi
Deney Hayvanlart Uretim ve Deneysel Arastirma Merkezinden temin edildi.
Arastirmada yaklagik 150-180 g agirliginda 8-10 haftalik Wistar Albino cinsi erkek rat
kullanildi. Ratlara test materyali uygulanmadan 1 hafta 6nce ortama adaptasyonlari
saglandi. Bu arastirmada kontrol (C), Chrysin (Ch), AflatoksinB: (AFB1) ve Chrysin
ile AflatoksinB1 (Ch+AFB1)’in birlikte verildigi toplam 4 grup olusturuldu. Her bir
grupta 10 adet olmak {izere toplam 40 adet erkek rat kullanild1 (Tablo 1). Hayvanlar
12 saat 1gik/karanlik sikluslu ayarlanabilir odalarda uygun nem (%55-65 nem) ve
sicaklik (21-23 °C) kosullarinda tutuldu. Tim hayvanlara ad libitum pelet yem ve su
verildi. Deneme siresi boyunca hayvanlara %24 ham protein, %6,19 ham seliiloz ve
3.100 kcal/kg metabolik enerji iceren rat pelet yemi kullanildi. Hayvanlara verilecek
AFB;: dozu Karaca ve ark. (2021), Chrysin dozu ise Pushpavalli ve ark. (2010)

yaptiklar1 aragtirmalardan yararlanilarak belirlenmistir.

Tablo 3.1.1. Aragtirmada kullanilan hayvan gruplarina verilen maddeler ve verildigi
gunler (n:40).

Deney Gruplar1  Verilen maddeler- Verildigi giinler

Kontrol Dimetilstlfoksit (DMSO) 0.5 mg/kg/c.a/giin oral gavajla-11 giin
Ch 25 mg/kg/c.a/glin Chrysin (% 5’lik DMSO) oral gavajla-11 gun
AFB; 0.5 mg/kg/c.a/giin AFB1 (% 5°lik DMSO) oral gavajla- 7 giin

Ch+AFB; 25 mg/kg/c.a/gun Chrysin + 0.5 mg/kg/c.a/gin AFB;: oral

gavajla (Chrysin AFB1 uygulamasindanl giin 6nce baslanilacak
AFB1uygulamasi bittikten sonra 3 giin daha verilecektir). 7 giin
AFB1+11 giin Chrysin
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Hayvanlarin tamami ketamin (90 mg/kg periton i¢i) ve ksilazin (10 mg/kg

periton igi) ile anesteziye alinarak kalpten kan alma islemi gerceklestirildi ve

hayvanlar anestezi altindayken servikal dislokasyon yontemi ile 6tenazi edildi. Kan ve

doku (karaciger ve bobrek) ornekleri alindi.

3.1.2. Kullamlan Cihazlar ve Kimyasallar

Calismada kullanilan cihaz ve Laboratuvar Malzemeleri Tablo 3.2°de,

kimyasallar ise Tablo 3.3’te verilmistir.

Tablo 3.2. Calismada kullanilan cihaz ve Laboratuvar Malzemeleri.

Kullanilan Cihaz/Gere¢

Marka ve Kodu

Bilgisayar

ELISA okuyucu
Hassas terazi
Spektrofotometre
Homojenizator

Isik mikroskobu
Etav

Magnetik karistiric
Mikrotom

Parafin cihazi
Otoanalizor
Ototeknikon

pH metre
Sogutmali santrifiij
Sekiz kanall1 pipet
Otomatik pipet seti
Vorteks

Kamera

Buzdolabi (+4 °C)
Derin dondurucu (-20 °C)

HP

ELx800-Biotek
Shimadzu-BX 4200H
Thermo Multiskan GO
IKA-T18 digital ULTRA TURRAX
Olympus-CX21
Termal

IKA-RH Basic 2
Leica-2155 rotary
Lecia Histocore
GesanChem-200
Leica-SP300S
Metrohm-704
Eppendorf-5810R
Isolab

Isolab
Yellowline-TTS2
Olymus-DP26

Arcelik

Bosch
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Tablo 3.3. Calismada kullanilan kimyasal maddeler.

Kullanilan Kimyasallar

Marka ve Kodu

Tumor nekroz faktor o ELISA kiti

Malondialdehid ELISA Kkiti
Glutatyon ELISA Kiti

8-hidroksideoksiguanozin ELISA Kiti

Nikleer Faktor Kappa B p65 ELISA Kiti

Bakar siilfat

Dimetil siilfoksit

Ketamin

Ksilazin

Chrysin

Aflatoksin By

Sodyum bikarbonat
Sodyum hidroksit
Sodyum klorir

Potasyum dihidrojen fosfat
Potasyum sodyum tartarat
Disodyum hidrojen fosfat
Dipotasyum fosfat
Formaldehit
Anti-Kaspaz-3 Antikoru
Anti-Kaspaz-9 Antikoru
Ki-67

PCNA

Hidroklorik asit
N-Asetilndraminik asit
Perklorik asit
P-dimetilaminobenzaldehid
Serum fizyolojik

BLS-1396Ra-Bostonchem

BLS-8612Ra-Bostonchem
BLS-8577Ra-Bostonchem
BLS-8994Ra-Bostonchem
BLS-1693Ra-Bostonchem
Aldrich-451657
Tekkim-201790.01000
Vetaketam

Vetaxyl

BCM-805131-1G Bostonchem

Cayman-11293
Merck-1613655

Merck 106482
Merck-106400

Merck 104873

Merck 108087
Merck-106580
Merck-1551128

Merck 103999

Eabscience
Eabscience-DK5107
IHCproteintch
Biolegend-B340862
Merck 1.00314.2500
Sigma-Aldrich 002076496
Merck 1.09065.1000
Sigma-Aldrich 101785787
Polifarma
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3.2. Yontemler

3.2.1. Kan ve Doku Analizleri

Kanlar direkt olarak serum (antikoagiilansiz) tiiplerine alindi ve 4000 devirde
10 dakika santrifiij edilerek; AST, ALT, kreatinin, BUN ve GGT degerleri otoanalizor

(Randox Monaco) uygun ticari kitler kullanilarak 6l¢iildii.

3.2.2. Karaciger ve Bobrek Dokularinin Homojenizasyonu ve Homojenatin

Hazirlanmasi

Dokular oncelikli olarak %0,9’luk tuzlu su ile yikandi. Daha sonra dokular
kitlerde belirtilen 0,01 M pH: 7.4 fosfat tampon ¢ozeltisi (1 g doku/9 ml PBS, 1:10
sulandirildi) ile homojenize edildi. Homojenat daha sonra 15000 devirde 45 dakika
(4°C) santrifilj edilerek siipernatantlar elde edildi. Ornekler analizleri yapilincaya
kadar -20 °C’de saklanda.

Doku homojenat 6rneklerinde GSH, MDA, TNF-a, NFKB-p65, 8-OHdG ve
Sirtuin-1 duzeyleri 6l¢ildu.

3.2.3. Glutatyon (GSH) Analizi

Doku homojenat 6rneklerindeki GSH etkinligi ticari kit (BLS-8577Ra ELISA
Kiti, Bostonchem) kullanilarak yapildi. Analiz, kit ilebirlikte gelen kilavuzda belirtilen
prosediire gore yapildi. Yontemin duyarliligi 0,48 ng/mL’dir. Tespit edilebilir araligi
ise 1,57-100 ng/mL’dir. Analize baslamadan Once yikama soliisyonu, 25 kat
sulandirildi (20 ml konsantre yikama soliisyonu + 480 ml deiyonize su). Biotinlenmis
antikor ve streptoavidin-HRP 100 kat sirasiyla biotinlenmis antikor sulandirma ve
HRP sulandirma ¢ozeltisi ile seyreltildi.
Standartlarin hazirlanmasi1 agsagidaki sekilde yapildi:
- Konsantre standart ¢ozeltisi dahil toplam 7 standart tiipii hazirlandi.

- Her bir tiipe 500 pl standart sulandirma ¢6zeltisi eklendi.
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- Konsantre standart solisyonundan (100 ng/mL) 1. tipe 500 ul eklendi ve
karistirildi (50 ng/mL).

- 2. tiipe 1. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (25 ng/mL).

- 3. tiipe 2. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (12,5 ng/mL).

- 4. tiipe 3. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (6,25 ng/mL).

- 5. tlpe 4. tipten 500 pl eklendi ve karistirildi (3,13 ng/mL).

- O.tiipe 5. tiipten 500 pl eklendi ve karigtirildi (1,57 ng/mL).

Standartlardan (7 standart), blankten ve doku homojenat 6rneklerinden antikor
kapli mikropleyte 50 ul ilave edildi. Kuyucuklara 50 pl biotinle isaretlenmis konjugat
soliisyonundan ilave edilerek mikropleytin {istii kapatilip 37 °C’de 60 dakika inkiibe
edildi. Sonra mikropleytteki igerikler dokiilerek yikama soliisyonuyla 3 kere yikandi.
Kuyucuklara 100 pl streptoavidin-HRP ilave edildi. Mikropleytin istii kapatilip 37
°C’de 60 dakika inkiibe edildi. Mikropleytteki igerikler dokiilerek yikama
soliisyonuyla 5 kere yikand1. Kuyucuklara 90 ul TMB substrati ilave edilerek 37 °C’de
20 dakika inkuiibe edildi. Sonra kuyucuklara 50 pl stop soliisyonu ilave edilerek hemen
450 nm’de okundu. Elde edilen absorbans degerleri ile standart grafik ¢izilerek
konsantrasyon degerleri hesapland1 (Sekil 3.1). Olgiilen GSH etkinligi homojenat

orneklerinde ng/mg protein olarak ifade edildi.
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Sekil 3.1. Glutatyon (GSH) standart grafigi.
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3.2.3. Malondialdehid (MDA) Analizi

Doku homojenat 6rneklerindeki MDA diizeyi ticari kit (BLS-8612 Ra ELISA

Kiti, Bostonchem) kullanilarak yapildi. Analiz kitte belirtilen prosediire gore yapildi.

Yontemin duyarliligin 5,39 pg/mL’dir. Tespit edilebilir araligi ise 15,63-1000

pg/mL’dir. Analize baslamadan 6nce yikama soliisyonu, 25 kat sulandirildi (20 ml

konsantre yikama soliisyonu + 480 ml deiyonize su). Biotinlenmis antikor ve

streptoavidin-HRP 100 kat sirasiyla biotinlenmis antikor sulandirma ve HRP

sulandirma ¢ozeltisi ile seyreltildi.

Standartlarin hazirlanmasi asagidaki sekilde yapildi:

Konsantre standart ¢ozeltisi dahil toplam 7 standart tiipti hazirlandi.

Her bir tiipe 500 pl standart sulandirma ¢ozeltisi eklendi.

Konsantre standart sollisyonundan (1000 pg/mL) 1. tipe 500 ul eklendi ve
karistirildi (500 pg/mL).

2. tlipe 1. tiipten 500 pl eklendi ve karigtirildi (250 pg/mL).

3. tlipe 2. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (125 pg/mL).

4. tiipe 3. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (62,5 pg/mL).

5. tlpe 4. tipten 500 pl eklendi ve karigtirildi (31,25 pg/mL).

6.tlipe 5. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (15,63 pg/mL).

Standartlardan (7 standart), blankten ve doku homojenat 6rneklerinden
antikor kapli mikropleyte 50 pl ilave edildi. Kuyucuklara 50 pl biotinle
isaretlenmis konjugat sollisyonundan ilave edilerek mikropleytin tistii kapatilip 37
°C’de 60 dakika inkiibe edildi. Sonra mikropleytteki igerikler dokiilerek yikama
soliisyonuyla 3 kere yikandi. Kuyucuklara 100 ul streptoavidin-HRP ilave edildi.
Mikropleytin iistii kapatilip 37 °C’de 60 dakika inkiibe edildi. Mikropleytteki
icerikler dokiilerek yikama soliisyonuyla 5 kere yikandi. Kuyucuklara 90 ul TMB
substrati ilave edilerek 37 °C’de 20 dakika inkiibe edildi. Sonra kuyucuklara 50 pl
stop sollisyonu ilave edilerek hemen 450 nm’de okundu. Elde edilen absorbans
degerleri ile standart grafik cizilerek konsantrasyon degerleri hesaplandi (Sekil
3.2). Olgiilen MDA diizeyi homojenat 6rneklerinde pg/mg protein olarak ifade
edildi.
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Sekil 3.2. Malondialdehid (MDA) standart grafigi.
3.2.4. 8-Hidroksideoksiguanozin (8-OHdG) Analizi

Doku homojenat 6rneklerindeki 8-OHdAG diizeyi ticari kit (BLS-8994Ra
ELISA Kiti, Bostonchem) kullanilarak yapildi. Analiz kitte belirtilen prosediire gore
yapildi. Yontemin duyarliligi 26,29 pg/mL’dir. Tespit edilebilir araligi ise 93,75-6000
pg/mL’dir. Analize baglamadan once yikama soliisyonu, 25 kat sulandirildi (20 ml
konsantre yikama soliisyonu + 480 ml deiyonize su).

Standartlarin hazirlanmasi asagidaki sekilde yapildi:

- Konsantre standart ¢ozeltisi dahil toplam 7 standart tiipii hazirlandi.

- Her bir tiipe 500 pl standart sulandirma ¢ozeltisi eklendi.

- Konsantre standart soliisyonundan (6000 pg/mL) 1. tipe 500 ul eklendi ve
karistirildi (3000 pg/mL).

- 2.tipe 1. tiipten 500 pl eklendi ve karigtirildi (1500 pg/mL).

- 3. tlipe 2. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (750 pg/mL).

- 4. tdpe 3. tipten 500 pl eklendi ve karistirildi (375 pg/mL).

- 5. tlipe 4. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (187,5 pg/mL).

- 6.tiipe 5. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (93,75 pg/mL).

Biotinlenmis antikor ve streptoavidin-HRP 100 kat sirasiyla biotinlenmis

antikor sulandirma ve HRP sulandirma c¢dozeltisi ile seyreltildi. Standartlardan (7
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standart), blankten ve doku homojenat 6rneklerinden antikor kapli mikropleyte 50 pl
ilave edildi. Kuyucuklara 50 pl biotinle isaretlenmis konjugat soliisyonundan ilave
edilerek mikropleytin Gsti kapatilip 37 °C’de 60 dakika inkiibe edildi. Sonra
mikropleytteki igerikler dokiilerek yikama soliisyonuyla 3 kere yikandi. Kuyucuklara
100 pl streptoavidin-HRP ilave edildi. Mikropleytin iistii kapatilip 37 °C’de 60 dakika
inkibe edildi. Mikropleytteki igerikler dokiilerek yikama soliisyonuyla 5 kere yikandi.
Kuyucuklara 90 pl TMB substrat1 ilave edilerek 37 °C’de 20 dakika inkiibe edildi.
Sonra kuyucuklara 50 pl stop soliisyonu ilave edilerek hemen 450 nm’de okundu. Elde
edilen absorbans degerleri ile standart grafik cizilerek konsantrasyon degerleri
hesaplandi (Sekil 3.3). Olgiilen 8-OHdG diizeyi homojenat orneklerinde pg/mg

protein olarak ifade edildi.
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Sekil 3.3. 8-hidroksideoksiguanozin (8-OHdG) standart grafigi.

3.2.5. NUkleer Faktor Kappa B-p65 (NFKB-p65) Analizi

Doku homojenat 6rneklerindeki NFKB-p65 etkinligi ticari kit (BLS-1693Ra
ELISA Kiti, Bostonchem) kullanilarak yapildi. Analiz kitte belirtilen prosediire gore
yapildi. Yontemin duyarliligi 0,058 ng/mL’dir. Tespit edilebilir araligi ise 0,16-10
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ng/mL’dir. Analize bagslamadan 6nce yikama soliisyonu, 25 kat sulandirildi (20 ml

konsantre yikama soliisyonu + 480 ml deiyonize su).

Standartlarin hazirlanmasi asagidaki sekilde yapildi:

Konsantre standart ¢ozeltisi dahil toplam 7 standart tiipii hazirlandi.

Her bir tiipe 500 pl standart sulandirma ¢ozeltisi eklendi.

Konsantre standart soliisyonundan (10 ng/mL) 1. tiipe 500 pl eklendi ve karigtirildi
(5 ng/mL).

2. tiipe 1. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (2,5 ng/mL).

3. tiipe 2. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (1,25 ng/mL).

4. tiipe 3. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (0,63 ng/mL).

5. tiipe 4. tiipten 500 pl eklendi ve karigtirildi (0,32 ng/mL).

6.tiipe 5. tiipten 500 pul eklendi ve karigtirildi (0,16 ng/mL).

Biotinlenmis antikor ve streptoavidin-HRP 100 kat sirasiyla biotinlenmis
antikor sulandirma ve HRP sulandirma ¢ozeltisi ile seyreltildi. Standartlardan (7
standart), blankten ve doku homojenat drneklerinden antikor kapli mikropleyte 100
pl ilave edildi. Mikropleytin tstii kapatilip 37 °C’de 80 dakika inkiibe edildi. Sonra
mikropleytteki igerikler dokiilerek yikama soliisyonuyla 3 kere yikandi.
Kuyucuklara 100 pl dilue edilmis biotinle isaretlenmis antikor soliisyonundan
ilave edildi. Mikropleytin istii kapatilip 37 C’de 50 dakika inkiibe edildi.
Mikropleytteki icerikler dokiilerek yikama soliisyonuyla 3 kere yikandi.
Kuyucuklara 100 pl streptoavidin-HRP ilave edilerek mikropleytin Gstu kapatildi
ve 37 C’de 50 dakika inkiibe edildi. Mikropleytteki igerikler dokiilerek yikama
sollisyonuyla 5 kere yikandi. Kuyucuklara 90 pul TMB substrati ilave edilerek 37
%C’de 20 dakika inkiibe edildi. Sonra kuyucuklara 50 pl stop soliisyonu ilave
edilerek hemen 450 nm’de okundu. Elde edilen absorbans degerleri ile standart
grafik cizilerek konsantrasyon degerleri hesapland (Sekil 3.4). Olgiilen NFKB-
p65 etkinligi homojenat 6rneklerinde ng/mg protein olarak ifade edildi.
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Sekil 3.4. Nukleer Faktor Kappa B P65 (NFKB-p65) standart grafigi.

3.2.6. Tiimor Nekroz Faktor a (TNF-a) Analizi

Doku homojenat Orneklerindeki TNF-o etkinligi ticari kit (BLS-1396Ra
ELISA Kiti, Bostonchem) kullanilarak yapildi. Analiz kitte belirtilen prosediire gore
yapildi. Yontemin duyarliligt 6,1 pg/mL’dir. Tespit edilebilir aralig1 ise 15,63-1000
pg/mL’dir.Analize baslamadan 6nce yikama soliisyonu, 25 kat sulandirildi (20 ml
konsantre yikama soliisyonu + 480 ml deiyonize su). Biotinlenmis antikor ve
streptoavidin-HRP 100 kat sirasiyla biotinlenmis antikor sulandirma ve HRP
sulandirma ¢ozeltisi ile seyreltildi.

Standartlarin hazirlanmasi asagidaki sekilde yapildi:

- Konsantre standart ¢6zeltisi dahil toplam 7 standart tiipii hazirlandi.

- Her bir tiipe 500 pl standart sulandirma ¢ozeltisi eklendi.

- Konsantre standart soliisyonundan (1000 pg/mL) 1. tlpe 500 ul eklendi ve
karistirildi (500 pg/mL).

- 2.tiipe 1. tiipten 500 pl eklendi ve karigtirildi (250 pg/mL).

- 3. tiipe 2. tlipten 500 pl eklendi ve karigtirildi (125 pg/mL).

- 4. tlipe 3. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (62,5 pg/mL).

- 5. tlipe 4. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (31,25 pg/mL).

- 6.tiipe 5. tiipten 500 pl eklendi ve karistirildi (15,63 pg/mL).
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Standartlardan (7 standart), blankten ve doku homojenat 6rneklerinden
antikor kapli mikropleyte 100 ul ilave edildi. Mikropleytin iistii kapatilip 37 °C’de
80 dakika inkibe edildi. Sonra mikropleytteki icerikler dokiilerek yikama
sollisyonuyla 3 kere yikandi. Kuyucuklara 100 pl dilue edilmis biotinle
isaretlenmis antikor soliisyonundan ilave edildi. Mikropleytin tsti kapatilip 37
C’de 50 dakika inkiibe edildi. Mikropleytteki icerikler dokiilerek yikama
sollisyonuyla 3 kere yikandi. Kuyucuklara 100 pl streptoavidin-HRP ilave edilerek
mikropleytin iistii kapatildi ve 37 C’de 50 dakika inkiibe edildi. Mikropleytteki
icerikler dokiilerek yikama soliisyonuyla 5 kere yikandi. Kuyucuklara 90 ul TMB
substrati ilave edilerek 37 °C’de 20 dakika inkiibe edildi. Sonra kuyucuklara 50 pl
stop soliisyonu ilave edilerek hemen 450 nm’de okundu. Elde edilen absorbans
degerleri ile standart grafik ¢izilerek konsantrasyon degerleri hesaplandi (Sekil
3.5). Olglilen TNF-a etkinligi homojenat 6rneklerinde pg/mg protein olarak ifade
edildi.
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Sekil 3.5. TUmOr nekroz faktor-o (TNF-a) standart grafigi.

3.2.7. NAD-Bagiml Protein Deasetilaz Sirtuin-1 (Sirt 1)

Doku homojenat 6rneklerindeki Sirt 1 etkinligi ticari kit (E1145Ra ELISA Kiti,
Bioassay Technology Laboratory) kullanilarak yapildi. Analiz kitte belirtilen
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prosediire gore yapildi. Yontemin duyarliligi 0,05 ng/ml’dir. Tespit edilebilir aralig1

ise 0,1-38 ng/ml’dir. Analize baglamadan 6nce yikama soliisyonu, 25 kat sulandirildi

(20 ml konsantre yikama soliisyonu + 480 ml deiyonize su).

Standartlarin hazirlanmasi asagidaki sekilde yapildi:

- Konsantre standart ¢ozeltisi dahil toplam 6 standart tiipii hazirlandi.

- Her bir tiipe 120 pl standart sulandirma ¢6zeltisi eklendi.

- Konsantre standart soliisyonundan (40 ng/ml) 1. tiipe 120 ul eklendi ve karigtirildi
(20 ng/ml).

- 2. tlipe 1. tiipten 120 pl eklendi ve karistirildi (10 ng/ml).

- 3. tlipe 2. tiipten 120 ul eklendi ve karistirildi (5 ng/ml).

- 4. tilipe 3. tiipten 120 pul eklendi ve karistirildi (2,5 ng/ml).

- 5. tlipe 4. tiipten 120 pul eklendi ve karistirildi (1,25 ng/ml).

Standartlardan (6 standart), standart kuyucuklarina 50 pl standart, 50 pl
blankten ve 40 pl doku homojenat 6rneklerinden antikor kapli mikropleyte ilave edildi.
Daha sonra numune kuyucuklarina 10 ul anti-Sirt-1 antikoru eklendi, ardindan
numune kuyucuklarina ve standart kuyucuklara 50 ul streptavidin-HRP (blanke
eklenmiyecek) ilave edildi. Mikropleytin istii kapatilip 37 °C’de 60 dakika inkiibe
edildi. Sonra mikropleytteki icerikler dokiilerek yikama soliisyonuyla 5 kere yikandi.
Ardindan her kuyucuga 50 pul substrat soliisyonu A eklendi ve sonra her kuyucuga 50
ul substrat soliisyonu B ilave edildi. Mikropleytin tstii kapatilip 37 C’de 10 dakika
inkiibe edildi. Sonra her kuyucuga 50 pl stop solusyonu ilave edilerek hemen 450
nm’de okundu. Elde edilen absorbans degerleri ile standart grafik ¢izilerek
konsantrasyon degerleri hesapland: (Sekil 3.6). Olgiilen Sirt-1 etkinligi homojenat
orneklerinde ng/mg protein olarak ifade edildi.
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Sekil 3.6. NAD-Bagimli Protein Deasetilaz Sirtuin-1(Sirt-1) standart grafigi.

3.2.8. Dokulardaki Total Protein Yogunlugu

Dokulardaki total protein yogunlugu Gornal ve ark. (1949) bildirdigi Biiiret
metoduna goére yapildi. Yontemin prensibi Biiiret ayracinda bulunan Cu*Znin
proteinlerin yapisindaki azot atomlar1 ile mavi renkli kompleks olusturmast ve bu
kompleksin 540 nm’de absorbansinin Ol¢iilmesine dayanmaktadir. Analizde 1 ml
homojenat lizerine (kor igin 1 ml su iizerine) 4 ml Biiiret ayiraci (Na-K tartarat"CuSQa)
karistirllarak oda sicakliginda 30 dakika bekletildi ve absorbans 540 nm’de
spektrofotometrede okundu. Dokulardaki total protein miktar1 mg/ml olarak ifade
edildi.

3.2.9. Total Sialik Asit (TSA) Olguimii

Perklorik Asit Cozeltisi (V/V): %5°lik Perklorik asitten 7,04 ml alinarak distile su

bulunan balon jojeye eklendi daha sonra hacim olarak 100 ml’ye tamamlandi.

Ehrlich Ayraci: Hassas terazi ile tartilan 5 g P-dimetilaminobenzaldehid 50 ml yogun
hidroklorik asit iginde cozdirildi ve distile su konularak hacimce 100 ml’ye

tamamlandi.
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Sydow’un total sialik asit 6l¢iim metoduna goére yapildi (Sydow, 1985).
Serumlardan 0,2 ml alinarak deney tiiplerine konuldu ve sonra 1,5 ml perklorik asit
¢ozeltisi eklendi. Bes dakika siiresince 100 °C’da su banyosunda kaynatildi sonra
sogutulma islemine gecildi. Tipler 2500 rpm’de santrifiij edildi. Elde edilen
stipernatantlardan temiz tiiplere 1 ml aktarildi. Daha sonra 100 °C’da 15 dakika
kaynatilmak iizere 0,2 ml Ehrlich ayraci eklendi. Kaynama sonrasi tiipler sogutuldu ve
spektrofotometrik okuma i¢in 1 ml distile su eklendi. 525 nm’de optik dansiteleri (OD)

okundu ve standart egri araciligiyla degerlendirildi.

NANA (Sigma) standardindan 100 mg/dl stok standart ¢ozeltisi hazirlandi.
Stok standart ¢ozeltiden, 100, 75, 50, 25 ve 12,5 mg/dl konsantrasyonunda diltsyonlar
yapildi. Elde edilen standart diliisyonlarda TSA metodu 3’er kez ¢alisilarak OD’leri
okundu. Elde edilen OD’lerin ortalama degerleri alinarak standart egri olusturuldu ve
bu standart egriden orneklerin TSA degerleri hesaplandi. Sekil 3.7°de Total Sialik Asit
Standart Grafigi verilmistir.

o y = 0,0061x + 0,0324 »

R2=0,9847

OD (525 nm)
E S & 8 & §
’

o
@

0 20 40 60 80 100 120
Sialik asit standart konsantrasyon mi/dL

Sekil 3.7. Total Sialik Asit Standart Grafigi (OD: Optik Dansite, NANA: N-asetil

noraminik asit).
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3.2.10. Histopatoloji Yontemi

Calisma sonunda yapilan nekropsi sirasinda tiim ratlardan karaciger ve bobrek
dokusu  oOrnekleri  toplandi. Tim  doku  Ornekleri  histopatolojik  ve
immunohistokimyasal incelemeler i¢in %10’luk ndétral formaldehit soliisyonuna
atilarak tespit islemi gergeklestirildi. Tespit soltisyonunun dokular igine daha net
penetre olabilmesi amaciyla karaciger ve bobrek dokularina bistiiri ile kiiciik kesiler
yapildi. Formaldehit soliisyonunda 2 giin siireyle bekletilen karaciger ve bobrek
ornekleri bu slre sonunda trimlenerek doku takip kasetleri i¢ine yerlestirildi. Kasetlere
calisma i¢in hayvanlara verilen numaralar yazildi tekrar yeni hazirlanan formaldehit
solusyonuna atilarak 1 giin daha tespit islemi igin bekletildi. Siire sonunda dokularin
bulundugu kasetler tam otomatik doku takip cihazina (Leica ASP300S; Leica
Microsystem, Nussloch, Almanya) yerlestirildi ve rutin doku takip prosediirii
gerceklestildi. Bu islem sirasinda dokular gece boyunca dereceleri artan alkol
serilerinden (%70’den %100°¢) gecirildi. Boylelikle dokulardaki sular alinarak
dokular dehidre edildi. Bu asamadan sonra iki adet ksilol serisinden gegirildi ve
dokulardaki yaglar eritilerek alindi. Su ve yagin alinmasi ile bosalan doku bosluklarina
sicak parafinin dolmasi saglandi. Gece boyunca takip cihazinda rutin doku takip
prosediiriinden gecirilen doku 6rnekleri ertesi sabah blokaj i¢cin doku gémme cihazina
alindi. Burada blokaj islemi yapmak icin doku gédmme cihazinin sicak tablal
bélumine (Leica Histocore Arcadia H) (Leica Microsystem, Nussloch, Almanya)
alindi. Burada 6zel metal blokaj kaliplar1 icine doku biiyiikliigiine gore yerlestiridi ve
tizerlerine hayvan numaras1 yazili kasetler kapatilip sicak parafin ile dolduruldu. Bu
asamadan sonra doku gémme iinitesinin soguk tablali boliimiine alind1 ve burada 1
saat kadar bekletilerek dokularin igerisine yerlesen parafinin sogumasi ve donmasi
saglandi. Buzdolabinda 4-5 saat sogutmadan sonra bloklardan hem histopatolojik
hemde immunohistokimyasal incelemeler igin Leica 2155 rotary mikrotom (Leica
Microsystem, Nussloch, Almanya) ile 5 mikron kalinlikta toplamda 5 seri kesit alindi.
Histopatolojik inceleme igin kesitler normal lamlar (zerine ¢ekilirken
immunohistokimyasal inceleme igin poli-L-lizin kapl lamlara ¢ekildi. Normal lamlara
alman bir seri kesit histopatolojik inceleme igin rutin boyama yodntemi olan

hematoksilen eozin (HE) ile boyandi ve 151k mikroskobu altinda degerlendirildi. Bu
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amagla lamlara ¢ekilen karaciger ve bobrek kesitleri once oda 1sisinda ardindan etiivde
2 saat siireyle 60°C’de tutularak kurutuldu ve kesitlerin lamlarin {istline tamamen
tutunmas1 saglandi. Etiivde parafinin bir kismi eritildi geri kalan kalintilarinin
uzaklastirilmasi amaciyla 30’ar dakikalik siirelerle 3 ayr1 ksilol serisinden gegirilerek
bu agama tamamlandi. Hemen ardindan yiiksek dereceli alkollerden diisiik dereceli
alkollere (sirastyla %100, 96, 90, 80 ve 70’lik alkoller) gecirildi ve kesitlere su
verilerek rehidre edildi. Rehidre edilen kesitler Harris hematoksilen ile yaklagik 15
dakika ve hemen ardindan eozin ile yaklasik 3 dakika kadar boyanarak rutin
hematoksilen-eozin (HE) boyamasi gergeklestirildi. Boyama islemi tamamlandiktan
sonra kesitler dehidre edildi bu amagcla sirasiyla %70, 80, 90, 96 ve 100’liik alkoller
(diisiik dereceliden yiiksek dereceli alkollere dogru) gegirilerek dokulardaki suyunun
tamamen alinmas1 gerceklestirildi. Ksilol ile parlatmanin ardindan kesitlerin iistiine
entellan konularak lamel ile kaplandi ve kurutulduktan sonra isik mikroskobu ile

incelendi.
3.2.11. Immunohistokimya Yontemi

Karaciger ve bobrek kesitleri ayrica immunohistokimyasal olarak kaspaz-3,
kaspaz-9, PCNA ve Ki67 ekspresyonlarimin degerlendirilmesi igin poli-L-lizinli
lamlara c¢ekilerek ve yukarida agiklanan deparafinizasyon ve rehidrasyon asamalari
ardindan  streptoavidin-biotin  peroksidaz ~ yontemi  kullanilarak  boyandi.
Immunohistokimyasal inceleme icin Kaspaz-3 (CASP3 Polyclonal Antibody [E-AB-
13815] (Elabscience, ABD); Kaspaz-9 (CASP9 Polyclonal Antibody [E-AB-30760]
(Elabscience, ABD); PCNA (Purified anti human/mouse/rat PCNA) (PC10) 307902
(Biolegend, ABD) ve Ki67 (Mouse monoclonal antibody (sc-23900) (Santa cruz,
ABD) primer antikorlar1 kullanildi. Tiim primer antikorlar 1/100 oraninda antikor
sulandirma sivilar1 kullanilarak sulandirildi. Yontem igin iiretici firma tavsiyelerine
uyuldu ve boyama islemi bu sulandirilmis antikorlarla gerceklestirildi.
Immunohistokimyasal yéntem icin 5 mikron kalmliginda alan, deparafinize ve
rehidre edilen kesitler bu asamalarin ardindan 10 dakika kadar distile su i¢inde yikandi.
Daha sonra dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesini ortadan kaldirmak igin %3’liik
metanolde hazirlanmis hidrojen peroksit icinde 25 dakika kadar inkiibasyona birakildi.

Boyanma reaksiyonunun siddetini giigclendirmek i¢in kesitler sitrat tampon soliisyonu
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icinde 700°’liikk ayarda ve 5 dakika siireyle 2 defa mikrodalga firinda kaynatma islemine
tabi tutuldu. Bu asamanin ardindan kesitler 2 defa 10’ar dakika siirelerle fosfat
tamponu (PBS) icinde yikandi. Hemen ardindan kesitlerde olabilecek nonspesifik
baglanma ve boyanmalari 6nlemek i¢in normal serumla 15 dakika streyle inkiibe
edildi. Bu asamanin ardindan dokular yikanmadan ve tizerlerindeki normal serumun
fazlas1 dokiilerek her bir markir i¢in birer takim seri kesit ayrilarak primer serumlar ile
ayr1 ayri inkiibasyona alindi. Yontemin bu inkiibasyon asamasi buzdolab1 i¢inde +4
°C’de tiim gece boyunca her bir antikor ayr1 chamber icinde olacak sekilde
gerceklestirildi. Ertesi sabah tiim chamberler buzdolabindan alindi ve kesitlere 2 kez
10 dakikalik siireler halinde PBS ile yikama yapildi. Bu asamanin ardindan Kesitlerin
iistiine streptoavidin damlatildi, 30 dakika siireyle oda 1sisinda bekletildi ve hemen
ardindan kesitlerin kurumasina izin vermeden PBS ile yukarida belirtilen siirelerle
yikama islemi gerceklestirildi. Takiben kesitlerin {istiine biotinli serum damlatilarak
30 dakika siireyle inkiibasyona birakildi. Ardindan tiim dokular PBS ile ayni siire ve
sekilde yikandi. Bu asamadan sonra kesitlerdeki reaksiyon yeni hazirlanana DAB (3,3
diaminobenzidine) kromojenle inkiibasyonun ardindan goriiniir hale getirildi. Bu
calismada sekonder kit olarak Abcam firmasinin kullanima hazir Mouse and Rabbit
Specific HRP/DAB Detection Kit —-Micropolymer (ab236466) kiti kullanildi. Tiim bu
asamalarin ardindan kesitler Harris hematoksilen ile zit boyama yapilarak boyandi.
Takiben dehidre edilen ve ksilolde parlatilan kesitlerin {izeri entellan damlatilarak
lamel ile kapatildi. Bir gece oda 1sisinda bekletilerek kurutulan preparatlar aragtirma
mikroskobu ile degerlendirildi. Negatif kontrol i¢in ise kesitlerin listiine primer antikor
asamasinda onun yerine antikor sulandirma sivilar1 konuldu ve diger asamalar

anlatildigr gibi gergeklestirildi.

Immunohistokimyasal olarak pozitif hiicreler sayilarak pozitif hiicre yiizdesi
belirlendi ve sonuglar gruplar arasinda karsilastiridi. Bu amagla karaciger ve bobrek
kesitleri ayr1 ayr1 degerlendirildi. Pozitif hiicre yiizdesi toplamda 100 hiicre rastgele 5
ayr1 bolgeden 20’ser hiicre, 40X objektif altinda sayilarak belirlendi.
Immunohistokimyasal olarak kaspaz-3, kaspaz-9, PCNA ve Ki-67 ile pozitif olarak
boyanan hiicrelerin sayilarinin tespiti i¢in Image J 1.46r (National Institutes of Health,

Bethesda MD) programi kullanildi. Bu amagla preparat i¢inde sadece belirgin olarak
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kahverengi olan hiicreler pozitif olarak kabul edildi. Programda degisik renkler
secilerek fotograf iizerindeki hiicrelere tiklanarak isaretlendi. Sonuglarin
fotograflanmasi i¢in Olympus CX41 model mikroskop ile morfometrik inceleme ve
mikrofotografi icin Database Manual Cell Sens Life Science Imaging Software System

(Olympus Corporation, Tokyo, Japan) kullanildi.
3.2.12. istatistiksel Hesaplamalar

Calismadan elde edilen veriler SPSS 22 programi ile degerlendirildi. Sonuglar
aritmetik ortalama * standart hata (SE) ile ifade edildi. Elde edilen verilerin dncelikli
olarak Shapiro Wilk testi ile parametrik-nonparametrik olup olmadiklar analiz edildi.
Biyokimyasal sonuclar, GSH, MDA, 80HdG, TNF-a, NFKB-p65, Sirt-1 dlzeyleri
normal dagilim gosterdigi icin One-Way ANOVA ve ardindan gruplar arasi ikili
karsilastirmalar (post hoc testler) i¢in Tukey testi ile degerlendirildi. p<0,05 altindaki
degerler anlamli kabul edildi. Histopatolojik skorlarin ve immunhistokimyasal olarak
pozitif boyanan hiicre sayilarinin gruplar arasinda karsilagtirilmalarinda SPSS-22.00
paket program kullanildi. Sonuglar aritmetik ortalama + standart hata (SE) ile ifade
edildi. Elde edilen verilerin oncelikli olarak Shapiro Wilk testi ile parametrik-
nonparametrik olup olmadiklar1 analiz edildi. Patolojik skorlamalar normal dagilim
gostermedigi igin Kruskal-Wallis testi ve Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi
kullanildi. “p<0,05” olan degerler istatistik olarak 6nemli kabul edildi. Veriler

ortalamazxstandart hata olarak gosterildi.
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4. BULGULAR
4.1. Biyokimyasal Parametreler

Aflatoksin B1 verilen grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda serum AST,
ALT, GGT degerlerinde onemli diizeyde artis (p<0,05) tespit edilirken kreatinin ve
BUN degerlerinde istatiksel agidan anlamli bir fark tespit edilmemistir (p>0,05).
Aflatoksin B1’in tek basina verildiginde artan AST, ALT ve GGT degerleri
kombinasyon (AFB1+Ch) grubunda 6nemli bir diisiis (p<0,05) gosterdi (Tablo 4.1;
Sekil 4.1- 4.2).
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Sekil 4.1. Arastirma gruplarinin serum AST, ALT ve GGT seviyeleri. Veriler ortalama
+ standart hata olarak verilmistir. Cizgiler ile istatistiki agidan anlamli farklar
gosterilmistir (*: p<0,05). Arasinda ¢izgi bulunmayan gruplar arasinda istatistiki
acidan anlamli bir fark mevcut degildir.
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Sekil 4.2. Arastirma gruplarinin serum BUN ve kreatinin seviyeleri. Veriler ortalama
+ standart hata olarak verilmistir. Cizgiler ile istatistiki agidan anlamli farklar
gosterilmistir (*: p<0,05). Arasinda ¢izgi bulunmayan gruplar arasinda istatistiki
acidan anlamli bir fark mevcut degildir.

Tablo 4.1. Arastirma gruplarimin  serum ALT, AST, GGT, BUN ve kreatinin

seviyeleri.

Gruplar
Parametreler Kontrol Ch AFB: AFB1+Ch
ALT (U/L) 24,1442 06°  29,00+1,17° 50,71+4,00°  26,00+2,13?
AST (U/L) 49,71+7,122 58,57+6,49% 141,57+9,88°  92,85+4,72°
Kreatinin (mg/dL) 0,35+0,03% 0,47+0,012 0,39+0,39° 0,44+0,03?
BUN (mg/dL) 23,28+1,32% 23,00£0,69% 25,71+1,06% 21,71+1,08%
GGT (U/L) 1,28+0,21° 1,28+0,212 4,14+0,45° 1,85+0,342

Veriler ortalama * standart hata olarak verilmistir. a, b, ¢: Ayn1 siitunda farkli harflerle gosterilen
gruplar arasinda istatistiksel farki gostermektedir (p < 0.05).

4.2. Antioksidan-Oksidatif Stres Parametreleri

Aflatoksin By verilen grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda karaciger ve
bobrek doku orneklerinde GSH diizeyinde 6nemli bir diisiis (p<0,05) MDA ve 8-
OHJG diizeyinde 6nemli bir artis (p<0,05) tespit edildi. Chrysin ve Aflatoksin B1’in
birlikte verildigi grupta ise Aflatoksin B1’in tek basina verildiginde artan MDA ve 8-
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OHdG diizeyinde 6nemli bir diistis (p<0,05); GSH diizeyinde ise 6énemli bir artig
(p<0,05) belirlendi (Tablo 4.2-4.3; Sekil 4.3-4.4).
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Sekil 4.3. Karaciger dokularinda GSH, MDA ve 8-OHdG paremetreleri. Veriler
ortalama + standart hata olarak verilmistir. Cizgiler ile istatistiki agidan anlaml1 farklar

gosterilmistir (*: p<0,05). Arasinda ¢izgi bulunmayan gruplar arasinda istatistiki
acidan anlaml bir fark mevcut degildir.
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Tablo 4.2. Arastirma gruplarinin karaciger dokularinda GSH, MDA, 8-OHdG

seviyeleri.
Parametreler
Gruplar GSH MDA 8-OHdG
Kontrol 87,10+£3,87° 183,23+20,612 2032,32+180,022
AFB; 2154,88+1,93% 1479,55+81,89° 8046,86+403,51°
Ch 84,88+3,48° 268,85+24,03% 3644,56+277,25°
AFB1+Ch 35,25+2,42" 380,06+24,00° 3890,68+331,96"

Veriler ortalamatstandart hata olarak verilmistir. a, b, c: Gruplar aras1 karsilastirmada farkli harflerle
gosterilen gruplar arasinda istatistiksel farki gostermektedir (p < 0.05). GSH (ng/mg protein), MDA
(pg/ mg protein), 8-OHdAG (pg/ mg protein).

Tablo 4.3. Arastirma gruplarinin bobrek dokularinda GSH, MDA, 8-OHdG seviyeleri.

Parametreler

Gruplar GSH MDA 8-OHdG

Kontrol 210,59+17,17° 311,47+32,13% 4391,11+356,49%
AFB: 69,64+5,95° 5351,41+855,38° 14471,59+934,82°
Ch 187,22+15,25° 1595,08+222,942 4009,99+455,33%
AFB:+Ch 307,66+36,45° 2371,86+204,09° 7661,84+1345,55°

Veriler ortalamatstandart hata olarak verilmistir. a, b, c: Gruplar aras1 karsilastirmada farkli harflerle
gosterilen gruplar arasinda istatistiksel farki gdstermektedir (p < 0.05). GSH (ng/ mg protein), MDA

(pg/ mg protein), 8-OHdAG (pg/ mg protein).
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Sekil 4.4. Bobrek dokularinda GSH, MDA, 8-OHdG parametreleri. Veriler ortalama
*+ standart hata olarak verilmistir. Cizgiler ile istatistiki acidan anlamli farklar
gosterilmistir (*: p<0,05). Arasinda ¢izgi bulunmayan gruplar arasinda istatistiki
acidan anlamli bir fark mevcut degildir.

4.3. inflamatuar Parametreler ve Transkripsiyon Faktor Parametreleri

Aflatoksin B verilen grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda karaciger doku
orneklerinde NFKB-p65, TNF-a ve Sirt-1 seviyelerinde 6nemli bir artis (p<0,05) tespit
edildi. Bobrek dokusunda ise TNF-a ve Sirt-1 seviyelerinde dnemli bir artis (p<0,05)
gorilurken NFKB-p65 seviyesinde anlamli bir fark tespit edilmemistir (p>0,05).
Aflatoksin B1’in tek basina verildiginde artan NFKB-p65, TNF-a ve Sirt-1 diizeyleri
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kombinasyon (AFB1+Ch) grubunda 6nemli bir diisiis (p<0,05) gosterdi (Tablo 4.4-4.5;
Sekil 4.5-4.6).

Karaciger NFKB-65 Karaciger TNF-a
2000 * _ * @
: 1 -
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Sekil 4.5. Karaciger dokularinda NFKB-p65, TNF-a ve Sirt-1 parametreleri. Veriler
ortalama + standart hata olarak verilmistir. Cizgiler ile istatistiki agidan anlaml1 farklar
gosterilmistir (*: p<0,05). Arasinda ¢izgi bulunmayan gruplar arasinda istatistiki
acidan anlamli bir fark mevcut degildir.
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Tablo 4.4. Arastirma gruplarinin karaciger dokularinda NFKB-p65, TNF-a ve Sirt-1
seviyeleri.

Parametreler

Gruplar TNFa NFKB-p65 Sirtl

Kontrol 109940,89+27232,80°  541,81+99,18°  1,75+0,33%
AFB; 1011065,75+248497,57° 1023,63+175,12° 4,21+0,39°
Ch 206138,18+24045,07*  528,77451,13*  1,92+0,33?
AFB;+Ch 3079942,68+62278,00°  865,83+106,08%® 1,62+0,28"

Veriler ortalamazstandart hata olarak verilmistir. a, b, ¢: Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen gruplar
arasinda istatistiksel farki gostermektedir (p<0,05). TNFa (pg/ mg protein), NFKB-p65(ng/ mg protein),
Sirt-1(ng/ mg protein).

Tablo 4.5. Arastirma gruplarinin bobrek dokularinda NFKB-p65, TNF-o ve Sirt-1
seviyeleri.

Parametreler

Gruplar TNFa NFKB-p65 Sirtl
Kontrol 32553,50+3309,79% 522,57+60,52? 1,75+0,36%
AFB; 764588,47+538909,51°  485,07+108,75% 5,15+0,29°
Ch 75436,95+7980,24? 541,46+122,67% 2,03+0,23%
AFB1+Ch 55586,77+9660,13? 536,37+110,63% 3,10+0,37"

Veriler ortalamatstandart hata olarak verilmistir. a, b, ¢: Gruplar aras1 karsilastirmada farkli harflerle
gosterilen gruplar arasinda istatistiksel farki gostermektedir (p < 0.05). TNFa (pg/ mg protein), NFKB-
p65(ng/ mg protein), Sirtl(ng/ mg protein).
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Sekil 4.6. Bobrek dokularinda NFKB-p65, TNF-a ve Sirt-1 parametreleri. Veriler
ortalama * standart hata olarak verilmistir. Cizgiler ile istatistiki agidan anlaml1 farklar
gosterilmigtir (*: p<0,05). Arasinda ¢izgi bulunmayan gruplar arasinda istatistiki
acidan anlamli bir fark mevcut degildir.

4.4. Deney Gruplarinda Serum Total Sialik Asit Seviyeleri

Aflatoksin Bi grubu ile kontrol grubu serum sialik asit degerleri
karsilastirildiginda AFB;1 grubunda kontrole gore anlamli bir artis gézlendi (p<0,05).
Chrysin grubu ile AFB1 grubu karsilastirildiginda sialik asit degerleri agisindan
anlaml bir fark tespit edildi (p<0,05). Chrysin ve Aflatoksin B:’in birlikte verildigi
grupta ise Aflatoksin B:’in tek basina verildiginde artan sialik asit diizeyinde 6nemli
bir diisiis (p<0,05) belirlendi (Tablo 4.6; Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Arastirma gruplarinda total serum sialik asit diizeyi. Veriler ortalama *
standart hata olarak verilmistir. Cizgiler ile istatistiki ag¢idan anlamli farklar
gosterilmistir (*: p<0,05). Arasinda ¢izgi bulunmayan gruplar arasinda istatistiki
acidan anlaml bir fark mevcut degildir.

Tablo 4.6. Aflatoksin B; indiiklii karaciger hasarina karsi chrysinin deneysel gruplarda
serum Total Sialik Asit Konsantrasyonu uzerine etkileri.

Gruplar Sialik Asit (mg/dL)
Kontrol 63,34 + 10,072
Ch 35,88+ 2,78
AFB; 50,67 + 5,12°
AFB1+Ch 40,33 + 3,93

Veriler ortalamatstandart hata olarak verilmistir. a, b, ¢: Gruplar arasi kargilastirmada farkli harflerle
gosterilen gruplar arasinda istatistiksel farki gostermektedir (p <0.05).

4.5. Histopatolojik Bulgular

Gruplara gore karaciger kesitleri incelendiginde, kontrol ve Ch grubundaki
ratlarin karacigerlerinin normal gériiniimde oldugu goriildii. AFB: grubundaki ratlarin
karacigerlerinde siddetli hiperemi, yer yer mikrokanamalar, Kupffer hiicre
proliferasyonlari, hepatositlerde yaglanma, dejenerasyon ve nekrozlar ile bazilarinda

megalokaryozis ve ¢ift ¢cekirdek olusumlar1 dikkati c¢ekti. Ch tedavisinin AFB1’nin
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olusturdugu patolojik bulgular1 AFB1+Ch grubunda 6nemli dlgiide iyilestirdigi
saptand1 (Sekil 4.8-4.9).

Sekil 4.8. AFB: grubunda bir ratin karacigerinin mikroskobik goriiniimii, Kupffer
hiicre proliferasyonlar: (ince oklar), hepatositlerde yaglanma (ok basi) ve nekrotik
alanlar (kalin ok), HE, Bar=50um.

Sekil 4.9. Arastirma gruplarinin karaciger dokularina ait histopatolojik géruntmleri,
(A) Kontrol grubunda normal histoloji, (B) AFB1 grubunda kanama (ok basi),
hepatositlerde siddetli yaglanma (ince ok) ve nekrozlar (kalin ok); (C) AFB1+Ch
grubunda patolojik bulgularda belirgin iyilesme; (D) Ch grubunda normal karaciger
mikroskobisi, HE, Barlar=50um.
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Gruplara gore ratlarin bobrekleri histopatolojik olarak incelendiginde kontrol
ve Ch grubunda bobreklerin normal histolojik yapiya sahip olduklar1 gdzlenirken
AFB:1 grubundaki hayvanlarin bobreklerinde hiperemi, bazi hayvanlarda kiiciik
kanama odaklar1 goriildi. Glomeruluslarda biiziismeler ve glomeriilosklerozis
tablolart dikkati ¢ekti. Tubullerde genislemeler, epitellerde dokiilmeler ve
megalokaryozise rastladi. Ch tedavisinin AFB1’nin bobreklerde sekillendirdigi

patolojik bulgulart AFB1+Ch grubunda belirgin sekilde iyilestirdigi gozlendi (Sekil
4.10-4.11).

Sekil 4.10. AFB: grubunda bir ratin bdbreginin histopatolojik goriiniimii,
glomerulosklerozis (ince oklar), tubulerde dilatasyonlar (ok baslari) ve tubul
epitellerinde megalositozis (ince ok), HE, Bar=50um.
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Sekil 4.11. Arastirma gruplarinin bobrek dokularina ait histopatolojik goriiniimleri,
(A) Kontrol grubunda normal bobrek histolojisi, (B) AFB1 grubunda siddetli hiperemi
(ince ok), ve glomeruler sklerozis (ok basi); (C) AFB1+Ch grubunda bobrekteki
patolojik bulgularda onemli Olglide iyilesme; (D) Ch grubunda normal bobrek
histolojisi, HE, Barlar=50um.

4.6. Iimmunohistokimyasal Bulgular
4.6.1. Kaspaz-3 immunohistokimyasal Bulgulari

Kaspaz-3 ekspresyonlariin hiicrelerin sitoplazmalarinda yerlestigi gozlendi.
Gruplara gore karaciger dokularinin kazpaz-3 immunohistokimyasal ekspresyonlari
incelendiginde kontrol ve Ch gruplarinda negatif veya cok hafif siddette olan
ekspresyonlarin AFB1 grubunda belirgin sekilde arttig1 gozlendi. AFB1+Ch grubunda
ise ekspresyonlarda azalmalar sekilldendigi dikkati ¢ekti (Sekil 12).
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Sekil 12. Arastirma gruplarinin karaciger dokularina ait kaspaz-3 ekspresyonlarinin
immunohistokimyasal gorinimleri (A) Kontrol grubunda negatif ekspresyon, (B)
AFB: grubunda belirgin sekilde artmig ekspresyonlar (oklar), (C) AFB1+Ch grubunda
belirgin sekilde azalmis ekspresyonlar, (D) Ch grubunda negatif ekspresyonlar,
Streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Barlar=50um.

Gruplardaki ratlarin bobreklerinin kaspaz-3 ekspresyonlarinin incelemesinde
kontrol ve Ch gruplarinda negatif veya ¢ok hafif ekspresyonlar gozlenirken AFB:
grubunda Ozellikle tubul epitellerinde ekspresyonlarda belirgin sekilde artiglar
saptand1. Chrysin tedavisinin AFB1+Ch grubunda bébrekteki ekspresyonlari belirgin

sekilde azalttig1 dikkati ¢ekti (Sekil 13).

Sekil 13. Arastirma gruplarinin bobrek dokularina ait kaspaz-3 ekspresyonlarinin

immunohistokimyasal gérinumleri (A) Kontrol grubunda negatif ekspresyon, (B)
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AFB;: grubunda o6zellikle tubul epitellerinde belirgin sekilde artmis ekspresyonlar
(oklar), (C) AFB1+Ch grubunda 6nemli 6l¢iide azalmis ekspresyonlar (oklar), (D) Ch
grubunda negatif ekspresyonlar, Streptavidin biyotin peroksidaz metodu,
Barlar=50um.

4.6.2 Kaspaz-9 Immunohistokimyasal Bulgular

Kaspaz-9 ekspresyonlari hiicrelerin sitoplazmalarinda saptandi. Gruplara gore
karacigerlerin kaspaz-9 ekspresyonlar1 incelendiginde kaspaz-3 ekspresyonlarina
benzer sekilde kontrol ve Ch gruplarinda negatif veya ¢ok hafif olan ekspresyonlarin

AFB; grubundaki ratlarin karacigerlerinde belirgin sekilde arttigir gortldi. Chrysin

tedavisinin  AFB1’nin karacigerlerde kaspaz-9 ekspresyonlarini 6nemli sekilde
azalttig1 dikkati ¢ekti (Sekil 14).

Sekil 14. Arastirma gruplarinin karaciger dokularina ait kaspaz-9 ekspresyonlarinin
immunohistokimyasal gérinumleri, (A) Kontrol grubunda negatif ekspresyon, (B)
AFB: grubunda 6nemli 6l¢giide artmig ekspresyonlar (oklar), (C) AFB1+Ch grubunda
belirgin sekilde azalmis ekspresyonlar, (D) Ch grubunda negatif ekspresyonlar,
Streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Barlar=50um.

Gruplarinin bobrek o6rneklerinin kaspaz-9 ekspresyonlarinin incelemesinde
kontrol ve Ch gruplarinda negatif veya ¢ok hafif olan ekspresyonlarin AFB1 grubunda
Ozellikle tubul epitellerinde belirgin sekilde arttigi dikkati ¢ekti. Chrysin
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uygulamasinin AFB1+Ch grubunda ekspresyonlari belirgin olarak azalttig1 gézlendi
(Sekil 15).

Sekil 15. Arastirma gruplarmin bobrek dokularina ait kaspaz-9 ekspresyonlarinin
immunohistokimyasal gérunimleri, (A) Kontrol grubunda negatif ekspresyon, (B)
AFB;: grubunda o6zellikle tubul epitellerinde belirgin sekilde artmis ekspresyonlar
(oklar), (C) AFB1+Ch grubunda 6nemli 6lgiide azalmis ekspresyonlar (oklar), (D) Ch
grubunda negatif ekspresyonlar, Streptavidin biyotin peroksidaz metodu,
Barlar=50pm.

4.6.3. Ki-67 immunohistokimyasal Bulgulari

Mikroskobik incelemede Ki-67 ekspresyonlari hiicrelerin g¢ekirdeklerinde
goriildii. Gruplarin karacigerlerinde Ki-67 immunoekspresyonlarinin incelenmesinde
kontrol ve Ch gruplarinda negatif veya tek tiik hiicrede hafif sekilde ekspresyonlar
g6zlendi. AFB1 uygulamasinin ekspresyonlari 6nemli 6l¢iide arttirdigr dikkati ¢ekti.
Ch uygulamasinin ise ekspresyonlari belirgin sekilde azalttig1 saptandi (Sekil 16).
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Sekil 16. Arastirma gruplarinin karacigerlerinin Ki-67 ekspresyonlarmin goriiniimii,
(A) Kontrol grubunda negatif ekspresyon, (B) AFB: grubunda hepatositlerin
¢ekirdeklerinde belirgin sekilde artmis ekspresyonlar (oklar), (C) AFB1+Ch grubunda
belirgin sekilde azalmis ekspresyonlar (ok), (D) Ch grubunda negatif ekspresyonlar,
Streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Barlar=50um.

Gruplarin bobreklerinin Ki-67 immunoekspresyonlart degerlendirildiginde
kontrol ve Ch gruplarinda negatif veya ¢ok hafif sekilde ekspresyonlar gézlendi. AFB;
grubunda ise ekspresyonlarda belirgin arttiglar sekillendigi dikkati gekti. Chrysin

uygulamasinin ise ekspresyonlari azalttig1 saptandi (Sekil 17).

Sekil 17. Arastirma gruplarinin bobrek dokularina ait Ki-67 ekspresyonlarinin
gorinimi, (A) Kontrol grubunda negatif ekspresyon, (B) AFB:1 grubunda hiicre
cekirdeklerinde artmis ekspresyonlar (oklar), (C) AFB1+Ch grubunda belirgin sekilde
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azalmis ekspresyonlar, (D) Ch grubunda negatif ekspresyonlar, Streptavidin biyotin
peroksidaz metodu, Barlar=50um.

4.6.4. PCNA Immunohistokimyasal Bulgulari

Gruplara gore karacigerlerin PCNA immunoreaksiyonlarinin incelenmesinde kontrol
ve Ch gruplarinda negatif veya c¢ok hafif sekilde ekspresyonlar saptandi. AFB:

uygulamasinin ekspresyonlar: 6nemli lgtide arttirdigr gézlendi. Ch uygulamasinin ise

ekspresyonlar1 belirgin sekilde azalttig1 dikkati ¢ekti (Sekil 18).

Sekil 18. Arastirma gruplarinin karaciger dokularina ait PCNA ekspresyonlarinin
goérunumd, (A) Kontrol grubunda negatif ekspresyon, (B) AFB:1 grubunda
hepatositlerin ¢ekirdeklerinde belirgin sekilde artmis ekspresyonlar (oklar), (C)
AFB1+Ch grubunda belirgin sekilde azalmig ekspresyonlar (ok), (D) Ch grubunda
negatif ekspresyonlar, Streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Barlar=50um.

Gruplarin bobreklerinin PCNA immunoekspresyonlar1 degerlendirildiginde
kontrol ve Ch gruplarinda negatif veya ¢ok hafif sekilde ekspresyonlar gozlendi. AFB;
grubunda ise ekspresyonlarda belirgin arttiglar sekillendigi dikkati ¢ekti. Chrysin

uygulamasinin ise ekspresyonlari azalttigi saptandi (Sekil 19).
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Sekil 19. Arastirma gruplarinin bobrek dokularina ait PCNA ekspresyonlarinin
gorunumd, (A) Kontrol grubunda negatif ekspresyon, (B) AFB:1 grubunda hicre
cekirdeklerinde artmis ekspresyonlar (oklar), (C) AFB1+Ch grubunda belirgin sekilde
azalmis ekspresyonlar, (D) Ch grubunda negatif ekspresyonlar, Streptavidin biyotin

peroksidaz metodu, Barlar=50um.

Tablo 4.7. Arastirma gruplarinda organlara gére immunopozitif hiicre sayilarinin

istatistik analizi.

Gruplar

Parametreler Kontrol AFB: AFB1+Ch Ch P degeri
Cas-3 Karaciger 2.00+1.63? 47.60+2.41° 14.40+3.09° 1.10+1.10%® <0.001
Cas-3 Bobrek 1.80+1.61% 53.70+2.66° 16.90+2.80° 1.80+1.13% <0.001
Cas-9 Karaciger 1.10+1.28° 43.20+3.01° 10.40+1.57° 1.00+1.15% <0.001
Cas-9 Bobrek 1.10+£1.10% 49.60+2.01° 14.20+2.34° 1.30+1.49% <0.001
Ki-67 Karaciger 1.50+1.17% 63.30+2.71° 15.1042.99° 1.00+1.15% <0.001
Ki-67 Bobrek 0.90+1.19% 30.40+2.27° 8.80+1.93°  0.60+1.07%° <0.001
PCNA 0.90+1.10% 25.50+5.46° 9.70+7.57°  0.80+1.13% <0.001
Karaciger

PCNA Bobrek  1.30+1.25° 21.10+1.28" 5.90+5.82°  0.60+0.83* <0.001

Veriler ortalamatstandart hata olarak verilmistir. a,b,c :
harfler gruplar arasindaki istatistiksel farki gostermektedir (p<0,001).
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Bu ¢aligmanin sonuglar1t AFB1’nin karaciger ve bobreklerde 6nemli patolojik
degisikliklere neden oldugunu, ancak Ch tedavisinin AFB1’nin olusturdugu patolojik

bulgularin diizeltilmesinde etkili oldugunu gostermistir.
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5. TARTISMA

Aflatoksinler, ciftlik ve kiimes hayvanciliginda akut-subakut ve kronik
zehirlenmelere bagh olarak 6nemli ekonomik kayiplara neden olan ve tiim diinyada
insan saghgin etkileyen mikotoksinlerdir (Kos ve ark., 2020). AFB1, besin zinciri
yoluyla insan vicuduna girerek insan- hayvan saghigina ciddi sekilde zarar vererek
kronik karaciger hasarina neden olmaktadir. AFB: toksisitesinin temel olarak
karacigerde ve bobrekte oldugu kabul edilir. Ayrica patogenezinde mitokondriyal
bozulmanin ve lipid peroksidasyonunun, asir1 oksidan tiretiminin, hiicresel antioksidan

yetersizliginin rol oynadigi bildirilmektedir (Abdel-Daim ve ark., 2021).

Flavonoidler, meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunan fenolik bilesik
ailesidir. Flavonoller, flavanlar, flavononlar gibi farkli siniflardan olusur. Bir flavanoid
olan chrysin ¢ok sayida epidemiyolojik calismada antikanserojen 6zellige sahip
olduklar1 ve hem in vitro hem de in vivo hayvan modellerinde karaciger, ovaryum ve
akciger kanseri hiicreleri dahil olmak tiizere tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu
engelledikleri gosterilmistir. Bununla birlikte chrysinin bu etkilerinin mekanizmasi
tam olarak anlasilamamistir. Flavonoidler genellikle giivenlidir ve diisiik toksisite ile
iliskilidir, bu da onlar1 bir¢ok patolojik hasara karsi koruyucu ajan haline getirir (L1 ve

ark., 2010; Shahbaz ve ark., 2023).

Bu ¢alismada AFBs ile indiiklenen karaciger ve bobrek hasarinda chrysinin
koruyucu etkinliginin arastirilmasi amaglanmistir. Ratlara 7 giin boyunca agizdan 0,5
mg/kg/c.a olarak verilen AFB1 oksidan/antioksidan dengeyi 6nemli dlgiide degistirdigi
belirlenmistir. Calismamizda karaciger ve bobrek dokularinda AFB1 verilen grupta,
kontrol grubuna gére GSH diizeyinde 6nemli bir diisiis (p<0,05); MDA diizeyinde ise
onemli bir artis (p<<0,05) tespit edilmistir. Glutatyon, diisiik molekiil agirliga sahip,
vucutta glutamik asit, glisin ve sistein aminoasitlerinden olusmus bir tripeptit olup,
yiuksek miktarda karacigerde bulunan ¢o6ziinebilir antioksidandir (Ruffmann ve
Wendel, 1991). Glutatyon hiicre metabolizmasina katilir ve hiicre biitiinliigiiniin
korunmasinda esansiyel bir antioksidandir. Enzimatik olmayan antioksidan olarak
oksidatif hasara ve serbest radikallere karsi etkinlik gosteren glutatyon, dogrudan

reaksiyona girerek serbest radikallerin toksisitelerini dnleyebilmektedir. Ayrica GSH,
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protein sentezi, DNA, hiicre ¢ogalmasi, lipit ve insiilin metabolizmasina katilmak,
sitokin ekspresyonu ve bagisiklik tepkisi gibi hiicresel olaylar1 diizenler ve proteinleri
oksidasyondan korur (Zhao ve ark., 2011). Malondialdehit hiicrelerde ¢oklu doymamis
yag asitlerinin peroksidasyonunun son triinlerinden biridir. Serbest radikallerdeki
artis, MDA'nin agir1 iiretimine neden olur. Malondialdehit diizeyi yaygin olarak
oksidatif stresin ve antioksidan durumun bir belirteci olarak bilinir. Lipid oksidasyonu
bir dizi ikincil iirliniin ortaya ¢ikmasina neden olur. Bu {iriinler esas olarak oksidatif
hasar1 siddetlendirme yetenegine sahip aldehitlerdir. Bu iiriinler niikleik asitler ve
proteinler gibi biyomolekiillerle etkilesime girerek hiicre islevselliginde yer alan
hassas mekanizmalara cogu zaman geri doniilemez sekilde zarar verir (Marnett, 1999;
Del Rio ve ark., 2005). Aflatoksin B1 oksidan/antioksidan dengesini bozarak, lipidler,
nikleik asitler ve proteinler dahil olmak Uzere hiicresel makromolekdllere zarar
vererek hiicresel oksidatif hasara yol agmaktadir (Deng ve ark., 2018; Ma ve ark.,
2021). Membran gegirgenligi membran tasiyicilarina ve onun lipit bilesimine baglhdir.
AFB; lipid metabolizmasim1 bozar ve oksidatif stresi tetikler ( Rotimi ve ark.,
2016; Rotimi ve ark., 2018). Yapilan calismalar gostermistirki AFB:’in toksik
mekanizmasinda oksidatif stres 0nemli bir role sahiptir (Meki ve ark., 2001; Rotimi ve
ark., 2019; Ahmed ve ark., 2022; Altyar ve ark., 2023). Ahmed ve ark. (2022), AFB;
7,5 g/kg canli agirlik/giin, oral uygulamasi ile olusturduklar1 karaciger hasarinda
oksidatif stres ve plazma MDA diizeylerinde Onemli olgiide artirdigim
vurgulamislardir. Rotimi ve ark. (2019), si¢anlara sirasiyla 1, 4 ve 7 giin boyunca 1
mg/kg viicut agirligt AFB1 uygulamasiin ardindan olusan akut AFB; maruziyetinin
GSH diizeyini azaltip MDA diizeyini anlamli bir sekilde artirdigi bildirilmistir. Altyar
ve ark. (2023), sicanlarda AFB1 2,5 mg/kg uygulamasi ile olusturulan hepatik hasarda
GSH, dizeylerinde azalma MDA diizeyinde artis oldugu bildirimistir. Meki ve ark.
(2001), sicanlara (50 pg/kg bw) AFB1 uygulamasinin GSH seviyesini azalttigt MDA
seviyesini yiikselttigini tespit etmistir. Bu calismada da diger arastirmalara benzer
sekilde AFB1 dokularda MDA diizeylerinde artisa neden olarak lipid peroksidasyona
yol ac¢tif1 ve antioksidan savunma sistemini etkileyerek (GSH diizeyi diisiirerek)
oksidatif hasara neden oldugu tespit edilmistir. Chrysin+ AFB1 birlikte verildigi grupta
AFB; tek basina verilen gruba gore GSH diizeyi etkinliginde dnemli bir artis (p<0,05);
MDA diizeyinde ise 6nemli bir diisiis (p<0,05) belirlenmistir. Farkli ksenobiyotiklerle
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indiiklenen oksidatif hasara karsi chrysinin koruyucu etkinlik gosterdigi ¢alismalar
mevcuttur (Khan ve ark., 2012; Parlak ve ark., 2021). Onceki ¢alismalarin sonuglar
ile bu calismanin bulgular parelelik gostermektedir. Parlak ve ark., (2021), karbon
tetrakloriir ile olusturulan testis hasarina karsi chrysinin (100 mg/kg/bw/giin) 14 giin
boyunca uygulanmast GSH seviyesini arttirdigi, MDA seviyesini azaltifini tespit
etmistir. Khan ve ark. (2012), Wistar siganlarinda cisplatin 'nin neden oldugu oksidatif
strese karsi chrysinin koruyucu roliinii aragtirmistir. Farkli dozlarda chrysin (20 ve 40
mg / kg b.w.) uygulanmasi, GSH diizeyini artirdig1 bildirilmistir. Ali ve ark. (2014),
chrysin'in siganlarda metotreksat kaynakli hepatik oksidatif strese karsi koruyucu
etkisini belirlendigi ¢aligmada chrysin (20 mg/kg ve 80 mg/kg) uygulamasinin doza
bagli MDA diizeyini diisiirdiigii GSH diizeyini artirdigini rapor etmistir.

8-Hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG) DNA hasarin1 gosteren bir biyo
belirtecdir. Hidroksil radikalleri gibi serbest radikallerin, DNA’da olusturdugu
oksidatif hasar zincir kiriklarina, seker ve baz hasarmma, DNA protein ¢apraz
baglanmasi gibi bozukluklara neden olur. Piirin bazindan iiretilmis hasarli yap1 8-
hidroksiadenin (8-OH-Ade) olup DNA’daki adeninin C-8 pozisyonuna hidroksil
radikallerinin eklenmesiyle olusmaktadir. 8-Hidroksi-2-deoksiguanozin deneysel
kosullar altinda in vitro ve in vivo olarak serbest radikallerin DNA hasarin1 gésteren
biyobelirtegtir (Jaruga ve ark., 2001; Ercan ve Fidanci, 2012). Biyolojik maddelerdeki
oksidatif stres DNA baz oksidasyonuna neden olup bunun da hastaliklarin
baslamasinda ve ilerlemesine katki sagladig1 belirlenmistir (Ercan ve Fidanci, 2012).
AFB:'In neden oldugu oksidatif hasarlar, DNA hasarinin temel mekanizmalarindan
biri olabilir ve timor olusumuna yol agabilir (Shen ve ark., 1994). Aleissa ve ark.
(2020), wistar albino siganlarmma AFBi1 (50 pg/kg/i.p) uygulanarak olusturulan
hepatorenal toksisite de 8-OHdG aktivitesini artirdigini belirtmistir. Yang ve ark.
(200), Fischer 344 siganlarina 24 hafta boyunca gavaj yoluyla AFB 1 (0,4 mg/kg vicut
agirhigl, haftada bir) uygulayarak olusturduklari hepatokarsinogenezde AFB:
uygulamasinin 8-OHdG diizeyini artirdigini tespit etmislerdir. Altyar ve ark. (2023),
siganlara iki kez AFB1 (2,5 mg/kg dozunda) oral olarak verilerek olusturulan akut
aflatoksin B kaynakli hepatik oksidatif streste 8-OHAG seviyesinde artis oldugunu
belirtmistirler. Albadrani ve ark. (2024), yaptiklar1 ¢alismada deneyin 12 ve 14
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guntnde iki kez AFB;: (2,5 mg/kg dozunda) oral olarak uygulamasimin 8-OHdG
seviyesini 6nemli Ol¢iide artirdigini bildirmistir. Bu ¢aligmada da daha 6nce yapilan
arastirmalara (Yang ve ark., 2000; Aleissa ve ark., 2020; Altyar ve ark. 2023;
Albadrani ve ark., 2024) benzer sekilde AFB1 uygulamasimin 8-OHdG seviyelerinde
onemli bir artisa (p<0,05) yol actig1 tespit edilmistir. Chrysinin antioksidan yapisi
nedeniyle 8-OHdG seviyelerinde diisiise yol agabilecegi diisiiniilmektedir. Demir ve
ark. (2023), siganlara 2 mg/kg chrysin uygulamasinin ovaryum dokusunda 8-OHdG
seviyelerinde doza bagh bir sekilde anlamli derecede (p<0,05) diistirdiigiini
belirtmistir. Comakli ve ark. (2023), olusturduklar1 hepatorenal hasara kars1 farkli
dozlarda chrysin uygulamasinin (20mg/kg, 50 mg/kg) karaciger ve bobrekte 8-OHAG
seviyelerinde doza bagimli bir sekilde 6nemli bir azalma oldugunu rapor etmistir.
Kucukler ve ark. (2021), farkli dozlarda 7 giin boyunca (25 ve 50 mg/kg/bw) oral
yoldan chrysin uygulamasinin doza bagimli bir sekilde sicanlarda kursun asetat
kaynakli bobrek hasarinda artan 8-OHdG seviyelerini 6énemli (P <0,05) olglde
azalttigin1 belirtmistir. Bu ¢alismada da AFB: uygulanan grupta artan 8-OHdG
seviyesinin 11 gun boyunca chrysinin 25 mg/kg/c.a/gin uygulamasi ile 6nemli bir

diistis (p<0,05) oldugu tespit edilmistir.

TUmOr nekroz faktor a (TNF-a) giiclii proinflamatuar aktivitelere sahip farkl
proinflamatuar aracilarin salgilanmasini destekleyebilen proinflamatuar bir sitokindir.
TNF-a biyoaktiviteleri esas olarak TNF reseptorii 1 (TNFR1)’e baglanarak NF-«kB ve
MAPK sinyal yollarin1 aktive ederek dogrudan inflamasyonu tesvik eder. Bu yollar
toplu olarak sitokinler ve kemokinler gibi proinflamatuar medyatorleri kodlayan
genlerin transkripsiyonel yukari regiilasyonuna yol agar (Van Loo ve Bertrand, 2023).
Lipid peroksidasyonu, oksidatif hasarin baglica belirtilerinden biridir ve bir¢ok
kanserojenin toksisitesinden sorumludur. Aflatoksin B1, serbest radikallerin Uretilmesi
ve lipit peroksidasyonunun uyarilmasi yoluyla hayvanlarda ve insanlarda oksidatif
stres kaynakli hiicresel hasarlara neden olur. Oksidatif stres, TNF-a, IL-1p ve IL-6 gibi
inflamatuar sitokinlerin aktivasyonu yoluyla AFB:'in neden oldugu toksisitede rol
oynar (Shen ve ark., 1994). Bu ¢alismada AFB1'in TNF-a seviyesinde 6nemli artisa
(p<0,05) yol agtig1 belirlenmistir. Yaptigimiz ¢alismada AFB:'in oksidatif hasar

olusturarak TNF-a seviyesinde artisa neden oldugu diisliniilmektedir. Daha 6nce
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yapilan c¢alismalarda bu calisma sonuglarini desteklemektedir (Singh ve ark., 2015;
Wang ve ark., 2016; Hatipoglu ve Keskin, 2022; Ahmed ve ark., 2022; Hassaneen ve
ark., 2023;). Hatipoglu ve Keskin, (2022), AFB1 (250 pg/kg/giin, oral) 60 giin boyunca
uygulanmasi karaciger dokusunda AFB;1 grubundaki TNF-a diizeyleri diger deney
gruplarina kiyasla istatistiksel olarak daha yiiksek (p <0,05) oldugunu tespit
etmislerdir. Hassaneen ve ark. (2023), sicanlara 28 giin boyunca 1,4 mg aflatoksin/kg
dozunda aflatoksinle kirlenmis diyet verilip olusturulan karaciger hasarinda TNF-a
diizeyinin arttigini rapor etmislerdir. Singh ve ark. (2015), iki doz 1 mg AFB1/kg viicut
agirligt AFB1 uygulanan si¢anlarin karacigerinde proinflamatuar sitokinlerin (TNF-a
ve IL-1a) asir1 ekspresyon gosterdigi bildirilmistir. Wang ve ark. (2016), siganlara
farkli dozlarda AFB:1 (2,5 ve 5 mg/kg) tek doz oral uygulanmasi proinflamatuar
sitokinlerin (TNF-a ve IL-1B) serum seviyelerinin zaman ve doza baglh bir sekilde
arttigin1 (p < 0,05) bildirmistir. Ahmed ve ark. (2022), si¢anlara 28 giin boyunca 200
ng/kg vicut agirliginda AFB: uygulanarak olusturulan karaciger hasarinda TNF-a
ekspresyonunun arttigint rapor etmistir. Chrysin uygulamasimin proinflamatuar
sitokinlerin ekspresyonlarini asag1 yonlii regiile ettiine dair ¢aligmalar bulunmaktadir
(Li ve ark., 2010; Yao ve ark., 2016; Koc ve ark., 2020; Kucukler ve ark., 2021). Li ve
ark. (2010), chrysinin TNF-o ekpresyonunu azaltigini bildirmistir. Kucukler ve ark.
(2021), kursun asetat ile olusturduklar karaciger hasarina kars1 farkli dozlarda (25 ve
50 mg/kg) 7 giin boyunca chrysin uygulamasinin TNF-a ekspresyonunu doza bagl bir
sekilde asag1 yonlii regiile ettigini tespit etmistir. Koc ve ark. (2020), LPS ile
olusturulan sepsise karsi chrysin 10 giin boyunca farkli dozlarda (50 mg/kg b.w. ve
100 mg/kg b.w.) uygulamasinin TNF-a ekspresyonunu doza baglh bir sekilde
azalttigin1 rapor etmiglerdir. Ayrica sepsis ile iligkili doku hasarini prositokinlerin
inhibisyonu yoluyla baskilayabildigini gostermislerdir. Bu calismada da chrysinin
11gilin boyunca 25 mg/kg/c.a/glin dozda uygulanmasi TNF-a ekspresyonunu anlamli
(p<0,05) bir sekilde diisiirdiiglinii gézlendi. Elde ettigimiz bulgular diger ¢alisma
sonuclar1 ile uyumlu oldugu goriilmektedir (Li ve ark., 2010; Koc ve ark., 2020;
Kucukler ve ark., 2021).

Nikleer Faktor Kappa B (NF-kB) inflamatuar genlerin iiretiminden sorumlu

olan redoks duyarli transkripsiyon faktérudur. Nikleer Faktér Kappa B bitin
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hiicrelerin sitoplazmasinda inaktif sekilde bulunur, aktif hale gelince hiicrenin
cekirdegine girer. T hucreleri, makrofajlar ve diger hiicreler tarafindan iretilen
proinflamatuar sitokinler hedef hiicreler izerindeki etkilerini NF-kB’nin aktivasyonu
ile gosterirler. NF-xB aktivasyonunun, hiicre proliferasyonu, apoptoz, anjiyogenez,
timor metastazi, proinflamatuar yanit mekanizmalar1 yoluyla tiimor ilerlemesini
destekledigi bilinmektedir (Lee ve Kim, 2009). Niikleer Faktor Kappa B sitokinler
(TNF, IL-1, IL-6, IL-8 ve kemokinler), viral faktorler, enzimler (iNOS ve COX-2),
hiicre dongiisiinii diizenleyici molekiilleri tarafindan aktive olurlar. NF-xB’nin
kontrollii aktivasyonu hiicrenin hayatta kalmasi i¢in ¢ok 6nemli olmasina ragmen,
duzensiz NF-«xB aktivasyonu, kanser, inflamatuar hastaliklar ve otoimmiin hastaliklar
dahil bir¢ok hastalikla iligkilidir (Lee ve Kim, 2009; Friedmann-Morvinski ve ark.,
2016). Nukleer Faktor Kappa B-p65 (NFKB-p65) NF-kB protein ailesinden biridir,
kanser gelisimi ve ilerlemesine katkida bulunur (Lee ve Kim, 2009). Aflatoksin By
metabolizmasi sonucu iiretilen ROS’larin indiikledigi doku hasarina bagli olarak NF-
kB/p65 aktivasyonu artmaktadir. Aflatoksin Bi bu parametreler {izerine yaptigi
degisiklikler ile ilgili ¢calismalar bulunmaktadir (Huang ve ark., 2019; Ahmed ve ark.,
2022; Altyar ve ark., 2023). Ahmed ve ark. (2022), ROS kaynakli karaciger hasarinda
AFB1 200 pg/kg viicut agirligi maruziyetinden sonra NF-xB/p65 ekspresyonunda artis
oldugunu bildirilmistir. TNF-o ve NF-kB/p65 yollari, iltihaplanma bdlgesine
16kositlerin toplanmasini uyaran yapigsma molekiilleriyle birlikte IL-6 ve iNOS dahil
olmak Uzere proinflamatuar sitokinlerin aktivasyonunu tetikler (Ahmed ve ark., 2022).
Altyar ve ark. (2023), sicanlara AFB1’in deneyin 12. ve 14. giinlerinde iki kez 2,5
mg/kg dozunda oral olarak uygulamasinin ardindan olusan karaciger hasarinda NF-
kB/p65 diizeyinin artiZini bildirmistir. Huang ve ark. (2019), AFB1’in 21giin boyunca
farelere 300 pg AFB 1 /kg viicut agirligi uygulamasindan sonra NF-kB/p65 diizeyinin
yukseldigini rapor etmistir. Bu arastirmada diger calsmalara benzer sekilde AFB:
verilen grupta karaciger dokusunda kontrol grubuna goére NF-kB/p65 diizeylerinde
Oonemli bir artis (p<0,05) tespit edilmistir, ancak bobrek dokusunda anlamli bir artis
(p>0,05) tespit edilmedi. Bu farkin uyguladigimiz dozun ya da giin sayisinin bu yolak
tizerinde etki etmesi i¢in yetersiz gelmesinden kaynakli oldugu diisiiniilmektedir.
Chrysin inflamatuar yanitin diizenlenmesinde ¢ok énemli bir rol oynayan NF-kB yolu

tizerinde inhibe edici etkiler gostermistir (Hougee ve ark., 2005). Bu ¢alismada da
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chrysin uygulamasinin karaciger dokusunda artan NF-kB/p65 ekpresyonunu asagi
yonli regiile ettigi tespit edilmistir. Bu arastirmanin bulgular1 daha 6nce yapilan
calismalarla paralellik gostermektedir. Khan ve ark. (2011), N- nitrosodietilamin ile
olusturduklar1 hepatokarsinogenezde siganlara 3 hafta boyunca haftada ii¢ kez oral
250 mg/kg viicut agirligi chrysin uygulamasinin NFkB/p65 ekspresyonunu mRNA ve
protein seviyelerinde oOnemli Olglide diislirdiglinii belirtmistir. Jiang ve ark.
(2014), siganlarda omurilik yaralanmasi sonrasi 26 giin boyunca 30 ve 100 mg/kg
chrysin uygulamasinin NFkB/p65 ekspresyonunu anlamli bir sekilde (p <0,01)
azaltigini tespit etmistir. Yang ve ark. (2018), karboksimetilseliloz sodyum ile
olusturduklart akut miyokart enfarktiislii sicanlara 4 hafta boyunca intragastrik
uygulama yoluyla chrysin (40 mg/kg/giin) uygulamasinin inhibitér kappa B kinaz 3

fosforilasyonunu baskilayarak NF-kB yolunu inhibe ettigini bildirmistir.

Sirtuin 1, maya sessiz bilgi dizenleyicisi 2'nin (sir2) memeli homologudur ve
en kapsamli calisilan {iyesidir. Sirt 1, g¢esitli substratlar1 deasetile etme kabiliyeti
nedeniyle, gen ekspresyonunun kontrolii, metabolizma, timdrijenez ve yaslanma dahil
olmak iizere genis bir fizyolojik fonksiyona sahiptir (Alcain ve Villalba, 2009). Sirt
I’in hem bir timor baskilayict hem de bir onkojenik faktor gibi etkilerinin oldugu
belirtilmistir (Bosch-Presegué ve Vaquero, 2011). Sirt 1, farkli insan tiimorlerinde asirt
eksprese edilir ve tlimor baskilayicilarini susturmaya hizmet edebilir, boylece kanser
gelisimini destekledigi bildirilmistir (Deng, 2009). Meme kanseri (WY Chen ve ark.,
2005), prostat kanseri (Huffman ve ark., 2007), kolon kanseri (Stunkel ve ark., 2007),
pankreas kanseri (Zhao ve ark., 2011) artmis Sirt 1 ekspresyonu bildirilmistir. Bunun
aksine bazi calismalar Sirt 1’in timoér baskilayict oldugunu bildirmistir. p53
bozukluklar1 anormal hiicre bdliinmesine neden oldugu i¢in kanserlesmeye neden olur.
Insan kanserlerinin %50 den fazlasinin p53 mutasyonu ile ilgili oldugu bildirilmistir.
Cogu kanser c¢esidinde kanser hiicrelerinde p53°tn calisan  kopyalar
bulunmamaktadir. Sirtuin genlerinden Sirt 1 ve Sirt 7, p53'ii aktive etmeleri ile kanser
olusumunu engelledikleri bildirilmistir (De Nigris ve ark., 2002). El4 lenfoma
hiicrelerinde resveratrol, Sirt 1'i artirir ve NF-kB'yi agag1 yonlii regiile eder, boylece
apoptozu tesvik eder ve tiimor biiylimesini baskilama potansiyeli gosterir (Singh ve

ark., 2011). Sirt 1 insan kolon kanserine kars1 koruyucu bir etkiye sahiptir ve kolon
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kanserinde B — katenin sinyalini sinirlayarak hiicre proliferayonunu engelledigi
bildirilmistir (Firestein ve ark., 2008). Bu arastirmada da diger ¢aligsmalara benzer
sekilde AFB; verilen grupta dokularda kontrol grubuna gore sirtuin 1 duzeylerinde
onemli bir artis (p<0,05) tespit edilmistir. Onceki ¢alismalarda (Luo ve ark., 2001;
Stiinkel ve ark., 2007; Zhao ve ark., 2011) Sirt 1'in asir1 ekspresyonunun DNA hasari
ve oksidatif strese yanit olarak hiicre dongiisti durmasini ve apoptozu baskilayarak bir
onkojenik faktor oldugu bildirilmistir. Rawat ve ark. (2020), siganlara iki doz AFB1 (1
mg/kg b.w, intraperitoneal) uygulanarak olusturduklari hepato karsinomda Sirt 1
ifadesinde anlamli bir artig oldugunu (P <0,001) bildirmistir. Ayrica yiiksek Sirt 1
ekspresyonu bdobrek toksisitesini artirabilecegini ve Sirt 1 ekspresyonunun
baskilanmasinin bobrek toksisitesinde potansiyel bir tedavi olabilecegini bildirilmistir.
Literatlir taramamiz sonucunda AFB1’in metabolizmasi sonucu Sirt 1 seviyesinin
artdigina dair bagka c¢aligma bulunmamaktadir. Yang ve ark. (2018), chrysinin
siganlarda karragenan kaynakli akciger hasart Sirt 1/NRF2 yolunu aktive edebildigini
ve akciger dokularinda adezyon molekiiliinliin ekspresyonunu azaltabildigini
gostermistir. Niikleer transkripsiyon faktorii eritroid-2 benzeri faktér 2 (NRF2), redoks
homeostazinin diizenlenmesinde ve bir¢ok sitoprotektif protein ve antioksidan genin
ekspresyonunda onemli bir rol oynar (Niture ve ark., 2014). Nukleer transkripsiyon
faktorl eritroid-2 benzeri faktor 2'nin transkripsiyonel aktivitelerini tesvik ederek ve
asag1 yondeki gen ekspresyonunu, HO-1 ve GSH'yi tesvik ederek ROS seviyelerinin
azalmasina neden olur (Yang ve ark., 2018). Alanazi ve ark. (2024), hepatotoksisite
olusturulan siganlara 10 giin boyunca 50 mg/kg dozunda chrysin uygulamasinin Sirt
I/NRF2 yolunu aktive ederek bu hasar1 hafiflettigi bildirilmistir. Lee ve ark. (2024),
yaptiklar1 ¢aligmada chrysinin Sirt 1 ekspresyonunu indiikleyerek MAPK ve NF-xB
sinyal yollarin1 inhibe ederek Toll benzeri reseptdr 4 (TLR4) kaynakli inflamatuar
sitokin Uretimini zayiflattigin1 rapor etmislerdir. Bu c¢alismada daha once yapilan
caligmalardan (Alanazi ve ark., 2024; Lee ve ark., 2024) farkli olarak chrysin
uygulamasinin Sirt 1 diizeylerinde 6nemli bir azalig gosterdigi (p<0,05) tespit
edilmistir. Bu farklilik muhtemelen chrysinin bagka bir yolak iizerinden Sirt 1 diizeyini

diisiirerek olusan hepatorenal hasar1 hafiflettigi diisiintilmektedir.
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Sialik asit hiicre zarinda 6nemli gorevleri olan glikoprotein ve glikolipitlerin
oligosakkarit zincirlerinin son bolgelerine bagli seker zincirleridir. Sialik
asitler karbonhidrat-protein etkilesimleri yoluyla hiicresel tanima ve iletisim, viral ve
bakteriyel enfeksiyonlara aracilik etme, tiimor biiyiimesi ve metastazinda yer alma,
immiin yanit olusumunda, hiicre sinyalizasyonunda, iireme biyolojisinde, noron
biyolojisinde, malignant kanserlerin ilerlemesi ve yayilmasi da dahil olmak (izere
bircok fizyolojik ve patolojik siiregte rol aldigi bildirilmektedir (Schauer ve Kamerling
2018). Sialik asitlerin biyolojik ¢ok yonliiliigli, dogal degisikliklerden ve altta yatan
glikanlara, glikokonjugatlara (N-/O-glikanlar, glikolipidler) farkli baglantilarina
atfedilir (Visser ve ark., 2021). Sialik asitlerin kronik karaciger hastaliklari, pndmoni,
romatoit artrit, bobrek hastaliklari gibi bazi hastaliklarda da serum sialik asit
seviyesinde yiikselme oldugu bildirilmistir (Hekim, 2008; Oksiiz ve ark., 2020).
Ayrica sialik asitler insan patojenleri i¢in baglanma bolgeleri olarak hizmet eder ve
anormal sialoglikan ekspresyonu tiimor biiyiimesi ve metastaz ile iligkilendirilmigtir
(Oksiiz ve ark., 2020). Daha 6nce yapilan ¢aligmalar farkli hastaliklarda ve kanser
cesitlerinde sialik asit seviyelerinin arttigin1 gostermistir. Arif ve ark. (2005), karaciger
sirozunda sialik asit seviyelerinin anlamli derecede arttigini tespit etmislerdir. Cemek
ve ark. (2010) karbon tetraklorir indiikli toksisitede sialik asit diizeylerinin arttigini
bildirmistir. Hodgson ve ark. (2024) sialiltransferaz ST6GALI aracili N-glikanlarin
anormal sialilasyonunu prostat tiimorii bliylimesini ve hastalik ilerlemesini tegvik
ettigini ancak sialik asit blokajinin prostat kanserinin kemige metastatik yayilmasini
engelledigini rapor etmislerdir. Ertekin ve Bildik, (1996), karbontetrakloriir ile
deneysel siroz olusturulan tavsanlarda sialik asit diizeylerinin arttigini belirtmistir. Bu
arastirmada da AFB1 ile olusturdugumuz hepatorenal hasarda AFB1 uygulanan grupta
serum sialik seviyesinin anlamli bir sekilde (p<0,05) arttigini tespit ettik. Onceki
calismalar (Ertekin ve Bildik, (1996; Arif ve ark., 2005; Cemek ve ark., 2010; Hodgson
ve ark., 2024) bu ¢alismanin sonuglarini desteklemektedir. Ayrica literatiir taramasi
sonucu AFB; ile olusturulan hasarlarda sialik asit diizeylerinin arastirildigi baska
caligmaya rastlanilmamaistir. Yapilan baz1 caligmalar flavanoidlerin yapis1 geregi sialik
asidin hiicresel ekspresyonunun kontrolii i¢in kullanilabilecegini bildirmistir (Nagai
ve ark., 1989; Hidari ve ark., 2009; Yoshinaga ve ark., 2016). Nagai ve ark. (1989),

Scutellaria baicalensis yapragindan elde edilen izoscutellarein-8- O -glukuronid, 40
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UM dozda uygulamasinin fare karacigerinde siyalidazinin inhibe ettigini gostermistir.
Yoshinaga ve ark. (2016), insan kanser hiicrelerinde (HeLa ve A549) farkli naringin
konsantrasyonlarinin uygulamasi ile kanser hiicrelerinde sialidazi inhibe ederek kanser
hiicresinin biiyiimesini engelledigini bildirmistir. Raja ve ark. (2018), apigenin
sarkoma 180 hiicre hattinda artan sialik asit diizeyini diisiirdiigiinii bildirmistir. Bu
calismada chrysin uygulamasinin artan serum sialik asit diizeyini diigtirdiigiinii tespit
ettik. Daha Once yapilan benzer arastirmalarla bu arastirmanin bulgular1 paralellik
gostermektedir. Chrysinin in vivo olarak sialik asit duzeyleri ile ilgili herhangi bir

arastirmaya rastlanilmamaistir.

Aflatoksin By gibi farkli ksenobiyotiklerin neden oldugu organ hasarlarini,
biyokimyasal parametrelerin diizeyleri Olgiilerek tani konulmaktadir. Karaciger
hasarinda serum ALT, AST ve GGT enzim etkinliklerinde artiglar (Jayabalan ve ark.,
2010); bobrek hasarinda ise kreatinin ve iire diizeylerinde artislar meydana gelir
(Kamal, 2014). AST ve ALT kan diizeyleri karaciger hiicre zar1 hasar gordiigiinde artar
hepatoselliiler hasar1 isaret eder. GGT karaciger ve safra epitel hiicrelerinde bulunur
ve hepatobiliyer hastaligin hassas bir belirtecidir. Ayrica GGT oksidatif stresin bir
belirteci olarak da iglev gormektedir (van Beek ve ark., 2013). Serumda AST, ALT ve
GGT enzim etkinlikleri, tire ve kreatinin AFB1’in metobolizmasi sonucu indiikledigi
doku hasarina baglh artan parametrelerdir. AFB1’in bu parametreler {izerine yaptigi
degisiklikler ile ilgili calismalar bulunmaktadir (Preetha ve ark., 2006; Naaz ve ark.,
2014; Rotimi ve ark., 2016; Rotimi ve ark., 2018; Wang ark., 2020; AbdelDaim ve
ark., 2021; Xu ve ark., 2021; Hatipoglu ve Keskin, 2022; Altyar ve ark., 2023). Altyar
ve ark. (2023), Sicanlara 2,5 mg/kg viicut agirlig iki kez dozunda oral yolla, Rotimi
ve ark. (2016), siganlara (40 ppb) oral yolla, Preetha ve ark. (2006), siganlara (1
mg/kg/ viicut agirhigt) 7 giin boyunca oral yolla, Wang ark. (2020), domuzlara (250 ila
800 ppb) oral yolla, Xu ve ark. (2021), fare 30 giin boyunca intragastrik uygulama
yoluyla (0, 0.375, 0.75 ve 1,5 mg/kg viicut agirligi) AFB1'e maruz birakildiginda serum
AST, ALT ve GGT enzimlerinin etkinliginde dnemli artig oldugunu tespit etmislerdir.
Bu ¢alismada da diger ¢alismalara (Rotimi ve ark., 2016; Wang ark., 2020; AbdelDaim
ve ark., 2021; Xu ve ark., 2021) benzer sekilde AFB1 uygulanan grupta kontrol grubu
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ile karsilastirildiginda serum ALT, AST ve GGT degerlerinde 6nemli (P<0,05)
diizeyde bir artis oldugu belirlenmistir.

Klinik olarak bobrek fonksiyonunu izlemek i¢in kan Ure nitrojeni (BUN) ve
kreatinin kullanilir. Bu maddeler bobrekler tarafindan atilan normal metabolik atik
urtnlerdir. BUN, kandaki Ure nitrojen miktarini dlgen bobrek ve canli fonksiyonun
Ol¢iimiidiir. BUN bobregin bosaltim fonksiyonuyla dogrudan ilgilidir. Kreatinin
testleri bobrek fonksiyon bozuklugunu teshis eder ve kandaki kreatinin fosfat miktarini
Olcer (Kamal, 2014). Aflatoksine bagli oksidatif stresin renal vazokonstriksiyona
sebep oldugu ve glomeriiler kilcal ultrafiltrasyon katsayisini azalttigi ve dolayisiyla
glomeriiler filtrasyon hizinin azalmasi nedeniyle bobrek fonksiyonunu dogrudan
etkileyebilecek farkli vazoaktif medyatorlerin olusumuna neden oldugu rapor
edilmistir (Garcia-Cohen ve ark., 2000). AFB: ve metabolitlerinin, nefronun
aflatoksinlere duyarli farkli kisimlarinda viicuttan atilmadan Once nefrotoksisiteye
neden oldugu bildirilmistir (Sharma ve ark., 2011). Naaz ve ark. (2014), farelere 90
giin boyunca (66,60 pg/kg viicut agirligi/giin) dozunda oral yoldan, AbdelDaim ve
ark., (2021) AFB;: l4giin boyunca (50 pg/kg, i.p.), Hatipoglu ve Keskin, (2022)
siganlara (250 pg/kg) 60 giin boyunca oral yolla, Rotimi ve ark. (2018), siganlara (40
ppb) sekiz hafta boyunca diyetle AFBi1'in uygulamasinin BUN ve kreatinin
diizeylerinin kontrol grubuna gore anlamli diizeyde arttig1 bildirilmistir. Bu calismada
aragtirma gruplar1 arasinda kreatinin, BUN degerlerinde istatiksel agidan anlamli bir
fark tespit edilmemistir. AFBi1 maruziyetinin etkileri doza ve uygulama siresine
baghdir (Shen ve ark., 1994; Aleissa ve ark., 2020). Bu caligmanin diger arastirma
sonuclarindan farkli olmast AFB;: (0.5 mg/kg/c.a/giin) 7 glin boyunca deney gruplarina
verilmesi ya doz olarak yada verilen giin sayisinin farkli olmasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Mohammadi ve ark. (2019), chrysinin akut asetaminofen kaynakli
hepatotoksisite iizerindeki koruyucu etkisini arastirildig1 ¢alismada 14 giin boyunca 40
mg/kg chrysin uygulamasinin ALT ve AST karaciger enzim seviyelerini azalttigni (p
<0,05) tespit etmislerdir. Baykalir ve ark. (2020), siganlarda karbon tetrakloriiriin
neden oldugu karaciger ve bdbrek dokusu hasarina karsi chrysinin koruyucu
etkilerinin arastirilldigt ¢alismada 14 gin boyunca 100 mg/kg/c.a chrysin

uygulamasinin AST, ALT, iire ve kreatinin diizeyleri (p <0,05) anlaml diizeylerde
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diistirdigii bildirilmistir. Pushpavalli ve ark. (2010), Wistar albino si¢anlarinda d -
galaktozamin indiiklii hepatotoksisiteye karsi chrysin (25, 50 ve 100 mg/kg/ c.a.)
uygulamasinin hepato ve nefro toksisite biyobelirtegleri olan AST, ALT, GGT, iire,
kreatin diizeylerini diisiirdiiglinii rapor etmislerdir. Coskun ve ark. (2021), ratlarda
kursun asetat kaynakli karaciger hasari iizerine chrysinin etkilerinin arastirildigi
calismada chrysin (50 mg /kg/ bw) 7 giin boyunca uygulamasinin AST, ALT enzim
etkinligini azalttigini tespit etmistir. Ramanathan ve ark. (2014), hipertansif sicanlara
chrysinin 25 mg/kg c.a./glin 4 hafta boyunca uygulamasinin karaciger enzimlerini
(GGT, AST) dusiirdiigiini bildirmistir. Bu arastirmada yapilan diger ¢alismalar
(Pushpavalli ve ark., 2010; Ramanathan ve ark., 2014; Mohammadi ve ark., 2019;
Baykalir ve ark.,, 2020; Coskun ve ark., 2021) ile parelelik gosterip chrysin
uygulamasinin AST, ALT ve GGT seviyelerinde anlamli (p <0.05) sekilde azalma
goriildigi tespit edildi.

Aflatoksin Bi'in karacigerdeki metabolizma siireci hepatositlerde lipid
peroksidasyonuna neden olur. Karaciger ve bdobrek dokularinin tipik histolojik
oOzelliklerindeki degisiklikler, AFB1'in toksisitelerinin degerlendirilmesinde klinik
acidan onemlidir. Kupffer hiicreleri ve intraglomeriiler mesangial hiicreler karaciger
ve bobrekte aktive olur, gogalir ve proinflamatuar fenotiplere farklilasir. Bu hiicreler,
hepatositlerde ve nefronlarda gesitli inflamasyon belirteglerinin ortaya ¢ikmasina ve
hicrenin 6zelliklerini kaybetmesine neden olur (Owumi ve ark., 2023). Sitokrom
CYP450 enzim sisteminin aktivasyonu, oksidatif stres hasarina ve apoptoza neden
olabilecek buyiik miktarda ROS {iretttigi bildirilmistir (Zhang ve ark., 2020). AFB1'in
karacigerde tikanikliga, renk degisikligine, sismeye ve nekroza neden oldugunu ayrica
kronik ve akut karaciger hiicre hasarini indiikledigi rapor edilmistir (Chen ve ark.,
2010). AFBy, sitokrom P-450 monooksijenazlar tarafindan hiicresel makromolekiillere
baglanan ve karacigerin periportal bolgelerinde hasara neden olan reaktif AFB1-8,9-
epoksite metabolize edilir. AFB1-8,9-epoksit, AFB1-N7-guanin eklentisini olusturmak
icin DNA'ya kolayca baglanabilir veya glutatyonla konjuge degilse AFB1-alblimin
uretmek icin albiminle reaksiyona girebilir. Bu hasar, kanama, parankimal hiicre
nekrozu ve intrahepatik safra kanallarinda yaralanma seklinde kendini gosterir (Lin ve

ark., 2012; Lin ve ark., 2014; Lu ve ark., 2017). Calismamizda yapilan histopatolojik
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incelemeler sonucunda tek basina AFB1 uygulanan grupta, karacigerde siddetli
hiperemi, yer yer mikrokanamalar, kupffer hiicre proliferasyonlari, hepatositlerde
yaglanma, dejenerasyon ve nekrozlar ile bazilarinda megalokaryozis ve ¢ift ¢cekirdek
olusumlar1 dikkati ¢ekti. Bobrek dokusunda da hiperemi, baz1 hayvanlarda kiigiik
kanama odaklar1 goriildii. Glomeruslarda biiziismeler ve glomeriilosklerozis tablolari
dikkati ¢ekti. Tubullerde genislemeler, epitellerde dokiilmeler ve megalokaryozise
rastlandi. AFB; ile yapilan baska in vivo ¢alismalarda, bizim bulgularimiza benzer
histopatolojik bulgular tespit edilmistir (Chen ve ark. 2010; Lu ve ark., 2017; Zhang
ve ark., 2020; Hatipoglu ve Keskin, 2022). Rotimi ve ark. (2017), (0.25, 0.5 ve 1 mg/kg
viicut agirligl) AFB1 uygulamasinin hepatik lobiillerde minimal tikanikliga, az sayida
makrovezikiil ile mikrovesikiiler dejenerasyona yol agtigini rapor etmislerdir. 0,5
mg/kg AFB1 ile tedavi edilen siganlarin karacigeri, sintizoid ve damarlarda tikanmanin
yani sira porta iigliisii etrafindaki inflamatuar hiicrelerin infiltrasyonu hasar olustugunu
belirtmistir. AFBi1'e maruz kalma, ROS varligim1 artirarak antioksidan savunma
sisteminin bozulmasina ve bobreklerde nefrotoksisiteye neden olur. Ayrica tiibiiler
limen tikanikligina, tiibiiler epitelyumun dejenerasyonuna, glomeriiler bazal
membranin kalinlasmasina neden oldugu bildirilmistir (Hatipoglu ve Keskin, 2022).
AFB 1 (50 pg/kg, ip) verilen sicanlarin karacigerinde piknotik hepatositlerin yagh
dejenerasyonu, damar tikanikligini ve inflamatuar alanlarin gézlendigi belirtilmistir.
Bobreklerinde ise glomeriler atrofi, proksimal tubullerde dejenerasyon, tibuler
dilatasyon gozlenmistir (Abdel-Daim ve ark., 2021). Owumi ve ark. (2020), AFB1 75
ng/kg viicut agirligi uygulanan siganlarin bobreklerinde siddetli yaygin tiibiiler nekroz,
inflamatuar hiicrelerin infiltrasyonu ve yayillmis segmental glomeriiler nekroz
goriilmiistiir. Karacigerlerinde ise belirgin yayilmis portal fibrozis, tikaniklik,
inflamatuar hiicrelerin infiltrasyonu ve nekroz goriilmiistiir. Abdel-Wahhab, (2015),
AFB1'in kovalent eklentiler olusturabilen toksin molekiillerinden kaynaklanan
mutajenitesi, DNA replikasyonunun bozulmasina neden olabilecegi ve AFB1 kaynakli

hepatokarsinojenezin baslatilmasinda bir adim olabilecegini rapor etmistir.

Aflatoksin Bi'in mitokondriyal ROS olusumunu uyarip, mitokondriyal
membran potansiyelini azaltir ve primer broyler hepatositlerinde apoptozu indiikler.

AFB;, apoptotik hiicrelerin ylzdesini kaspaz-3 ve kaspaz-9 ekspresyonunu arttirdigi
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gosterilmigtir (Liu ve Wang, 2016). Kaspazlar, ¢cok hiicreli organizmalarda ytiksek
oranda korunan ve apoptozun merkezi diizenleyicileri olarak islev goren, sisteinil
aspartata 0zgl proteazlardir (D'amelio ve ark., 2010). Kaspaz-3, hicrenin
parcalanmasi1 ve apoptotik cisimciklerin olusumu ile iligkili belirli siirecler igin
gereklidir. Kaspaz-9 apoptozun baslamasi i¢in gereklidir (Porter ve Janicke, 1999; Li
ve ark., 2017). AFB1 uygulamasi ile kaspaz-3 ve kaspaz-9, ekspresyonunun yiikseldigi
bildirilmistir (Wang ve ark., 2021). AFB1 (75 pg/kg viicut agirligi) uygulanan
siganlarin bobrek ve karacigerinde kaspaz-3 aktivitesini arttirdig bildirilmistir (Owumi
ve ark., 2020). Wang ve ark. (2022), AFB1 (750 pg/kg canli agirlik) uygulanan
BALB/c farelerinde Kaspaz-3, Kaspaz-9 ekspresyonunun anlamli bir sekilde arttigini
belirtmistir. Cogalan hiicre niikleer antijeni (PCNA), replikasyon ve onarim
mekanizmasinin bir bileseni olarak niikleik asit metabolizmasinda 6nemli bir rol oynar
(Kelman,1997). Qin ve ark. (2016), AFB: uygulanan rat (1 mg/kg) karacigerinde
nekroz ve hiicre ¢ogalmasinin bir belirteci olarak kullanilan PCNA ekspresyonunun
bariz bir sekilde arttiginmi gozlemlemistir. Abdel-Daim ve ark. (2021), AFB 1 (50
pg/’kg, ip) uygulanan siganlarda hepatorenal hasar olusturup karaciger ve bobrek
dokularindaki DNA hasart PCNA’nin asir1 ekspresyonunu rapor etmislerdit. Altyar ve
ark. (2024), Wistar albino siganlarina AFB1 uygulayarak olusrurulan hepatotoksisite
de DNA hasarin1 gosteren PCNA ekspresyonunun arrtigini gostermistir. Singh ve ark.
(2015), AFB: ile tedavi edilen siganlarin karacigerinde proinflamatuar sitokinlerin ve
PCNA’nin  asir1  ekspresyonunu rapor etmistir. Calismamizdada yapilan
immunohistokimyasal incelemeler sonucunda AFB: uygulanan grupta kaspaz-3,
kaspaz-9, PCNA ve KI-67 ekspresyonlarinimn arttigini gézlemledik. Ki-67 proteininin
ekspresyonu hiicre proliferasyonu ile iliskilidir. Ki-67 proteininin hiicre déngusuniin
tim aktif fazlarn (G1, S, G2 ve mitoz) sirasinda mevcut olmasi ancak dinlenme
hiicrelerinde bulunmamasi (G0) onu hiicre dongustnun belirlenmesinde bir belirteg
haline getirir. Ki-67 antijeni ¢ogalan tiim hiicrelerde (normal ve tiimor hiicreleri)
mevcut oldugundan, bu yapinin varliginin belirli bir hiicre popiilasyonunun biiylime
fraksiyonunu belirlemek icin bir belirtectir. Bu nedenle Ki-67 proteinine karsi
antikorlar, farkli neoplazm tiirlerinde teshis araci olarak kullanilmaya baslandig1 rapor
edilmistir (Scholzen ve Gerdes, 2000). Ki-67 proteini patolojide kullanilan 6nemli bir

proliferasyon belirtecidir. Kanser dokusuna 6zgu belirtecglerle desteklenen Ki-67, tani
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ve prognoz i¢in genel bir gosterge gorevi goriir (Uxa ve ark., 2021). Literatiir taramasi

sonucu AFB; uygulamasi ile Ki-67 bakilan arastirmalara rastlanilmamistir.

Bilimsel arastirmalar, fitokimyasallarin, AFB1'in biyotransformasyonu yoluyla
detoksifikasyon yolunu indiikleyebildigini ve AFB1'in insan viicuduna verdigi zarari
azalttigin1 bildirmistir (Fan ve ark., 2021). Sagliga faydali olan fitokimyasallarin
alinmasi, karaciger hasarini belirli bir dereceye kadar etkili bir sekilde hafifletebilir ve
karaciger sirozu, karaciger kanserini onleyebilir. Cesitli ¢alismalar, bitkilerden elde
edilen biyoaktif bilesenlerin, AFB1'in karaciger (Wang ve ark., 2018), bobrek
(Hatipoglu ve Keskin, 2022), tizerindeki hasarini hafifletebildigini gostermistir. Al-
Shahari ve ark. (2022), quercetin’in hepatositlerin antioksidan savunma sistemini
guclendirerek ve lipit peroksidasyon dizeyini inhibe ederek karacigeri
koruyabilecegini bildirmistir. Rastogi ve ark. (2001), AFB: ile zehirlenmis siganlarda
(2 mg/kg/giin, 6 hafta) silimarinin uygulamasimin (20 mg/kg/glin, 14 giin), lipid
peroksit ve enzimatik antioksidan diizeylerini normale yakin seviyelere getirebildigini
bildirmistir. Karaca ve ark. (2021), AFB: verilen ratlarda (0,5 mg/kg/giin, 7
guin) likopen uygulamasinin (5 mg/kg/giin, 15 giin) hepatositlerde koruyucu etki
gosterdigini rapor etmistir. AFB 1 (80 ug/kg b.w.) gavaj yoluyla uygulamasindan
sonra quersetin (50mg/kg b.w.) uygulamasinin serbest radikallerinin, inflamatuar
sitokinlerin azaltilmasi, antioksidan kapasitesinin artirilmasi ve antioksidan gen
ekspresyonu korumay1 iceren mekanizmalar yoluyla bu toksik etkiyi azaltig

bildirilmistir (Abdel-Wahhab, 2015).

Bu ¢alismada AFB1’in neden oldugu hepatotoksik ve nefrotoksik etkilere karsi
bir fitokimyasal olan chrysin uygulamasi ile iyilesme saglandigi ve bu iyilesmenin in
vivo olarak cesitli aragtirmalarla paralellik gosterdigi ortaya konulmustur (Zhang ve
ark., 2004; Woo ve ark., 2004). Zhang ve ark. (2004), chrysin ve tlrevlerinin dietil
chrysin-7-il fosfat (CPE: C19H1907P) ve chrysin tetraetil bis-fosforik esterinin (CP:
C23H28010P2) insan servikal karsinomunda potansiyel anti-kanser etkileri
sergiledigini gostermistir. Bu ¢alismada, chrysin ve fosforile chrysin, servikal kanser
hiicrelerinin (HeLa) biiyiimesini, apoptoz indiiksiyonu yoluyla etkili bir sekilde inhibe
ettigi ve hiicrelerde cogalan PCNA ekspresyonunu asagi yonlii diizenlendigini

gostermistir. Woo ve ark. (2004), chrysinin kaspaz-3'lin aktivasyonu ile iligkili olarak
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apoptozu indiikledigini, U937 hiicrelerinde apoptoz proteini inhibitoriiniin (XIAP)
sinyal ve asag1 regiilasyonunu igeren aktivasyonuna yol agtigini bildirmistir. Khoo ve
ark. (2010), Chrysin’in kanser hiicrelerinde proliferasyonu engelledigi ve hiicrelerde
kaspazlarin aktivasyonunu engelledigi belirtilmistir. Gur ve ark. (2022), aktif
merkezlerinde sistein kalintilar1 bulunan ve aspartata 6zgii olan kaspazlar apoptotik
stirecin merkezinde yer alan proteolitik enzimlerdir. Mitokondri tarafindan iretilen
serbest radikallerin sitokrom ¢ salinimina ve bu da kaspaz-9 aktivasyonuna neden olur.
Kaspaz-9 aktivasyonu ile apoptozun en énemli belirteclerinden biri olan kaspaz-3
etkin hale gelmektedir. Chrysinin Kaspaz-3 ekspresyonlarini baskilarayarak koruyucu
etki gosterdigi bildirilmistir. Calismamizdada Ch+AFB:1 grubunda chrysin uygulamasi
kaspaz-3, kaspaz-9, PCNA, Ki-67 ekspesyonlarini azalttigi saptandi. Coskun ve ark.
(2021), kursun asetat kaynakli karaciger hasar1 lizerine chrysinin etkilerinin
arastirlldigr calismada chrsyin’in antioksidan etki gostererek karaciger lizerinde
koruyucu etki gosterir. Seven ve ark. (2018), chrysin tedavisinin bakir uygulanan
sicanlarin karaciger ve bobrek dokularinda dejenerasyon, nekroz ve apoptozu
hafiflettigini belirtmis. Chrysin'in serbest radikalleri temizleyerek ve antioksidanlarin
aktivitesini artirarak karaciger ve bobrek dokulari tizerindeki hasari iyilestirdigini
rapor etmistir. Temel ve ark. (2020), Sicanlarda Siklofosfamid kaynakl
hepatotoksisite ve nefrotoksisiteye karsi chrysin’in koruyucu roliiniin arastirildigi
calismada chrysinin inflamatuar, apoptotik ve otofajik parametrelerin seviyelerini
diistiriip antioksidan enzim seviyesini artirarak hepatorenal toksisiteye kars1 koruyucu
etki gosterdigini belirtmistir. Calismamizdada AFB: uygulanarak olusrurulan
hepatorenal hasarin chrysinin ile tedavi edilmesinden sonra bu hasarin hafifledigini

gozlemledik.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu arastirma bulgulara bagl olarak, 0,5 mg/kg/c.a dozunda uygulanan AFB;
ROS’larin indiikledigi doku hasar1 sonucunda lipid peroksidasyona, antioksidan
savunma siteminin etkinliginde azalmaya, sitokinlerin seviyelerinde artmaya, yangisal
enzimlerin etkinliginde artisa yol actigt belirlenmistir. Ayrica AFB:1’in
immunohistokimyasal ve histopatolojik degisikliklere (kaspaz-3, kaspaz-9, Ki-67,
PCNA ekspresyonlarinda artisa) neden oldugu tespit edilmistir. Diger taraftan 25
mg/kg c.a chrysin uygulamasinin AFB1’in yol a¢tig1 biyokimyasal ve histopatolojik
degisikleri onledigi tespit edilmistir. Sonug olarak, chrysinin AFB; ile indiklenen
karaciger ve bobrek hasarlarina karsi antioksidan, antiinflamatuar ve antikanser bir

ajan olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.
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