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OZET

Ratlara Uygulanan Tartrazin ve Timokinonun Karaciger Etkileri

Amag: Endiistriyel alanlar ve gidalarda boya maddesi olarak yaygin kullanim
alanina sahip olan tartrazin’ in karaciger lizerindeki toksik etkilerinin gézlenmesi ve
timokinon ile beraber kullanildiginda bu toksik etkinin giderilip giderilmediginin

arastirilmasi amaglanmistir.

Materyal ve Metot: Indnii Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma
Merkezi’nden temin edilen 32 adet 200-250 gram agirhgimda Wistar albino cinsi erkek
ratlar kullanildilar. Bu ratlar rastgele 4 farkli esit gruba; Kontrol grubu, timokinon
grubu, tartrazin grubu, timokinon + tartrazin grubu olarak ayrildi. Uygulamalar 21 giin
boyunca devam etti. Siire sonunda ratlarin karaciger dokular1 ve kan numuneleri alinip

biyokimyasal ve histolojik incelemelere tabi tutuldu.

Bulgular: Tartrazin uygulanmasiyla, Karaciger dokusunda oksidan ve oksidatif
stres indeks parameterelerini arttirmig, anti oksidan parametreleri azaltmais,
histopatolojik olumsuzluklara yol agmis ve serum numunelerinde inflamasyonlara
neden olmustur. Timokinon uygulamasi karaciger dokusunda anti oksidan parameterleri
seviyelerini arttirmig ve serum inflamasyon seviyelerinde diisiislere neden olmustur
(p<0.001). Tartrazin ile birlikte timokinon uygulamasi tartrazinin biyokimyasal ve

histopatolojik olumsuz etkilerini azaltmaya calismistir.

Sonug¢: Tartrazin karaciger dokusunda hiicre hasarlarina yol agarak
hepatoksisiteye sebep olmus bununla da kalmayarak inflamasyonlara neden olmustur.
Timokinon ise antioksidan ve anti inflamasyonu artirici etkiye neden olmustur.
Tartrazin’ in toksik etkilerini azaltmak i¢in Corek otu ve onun aktif bileseni olan

timokinonun giinliik tiikketimini tavsiye ediyoruz.

Anahtar Kelimeler: Tartrazin, timokinon, karaciger, rat, oksidatif stres

parametreleri, histopatoloji
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ABSTRACT

The Impact of Tartrazine and Thymoquinone Administration on Rat Liver

Aim: The current study aimed to observe the toxic effects of tartrazine, a
commonly used dyestuff in industries and foods, on the liver, and investigate whether

this toxicity could be eliminated with Thymoquinone coadministration.

Material and Method: The study was conducted on 32 200-250 g male Wistar
albino rats, procured from Indnii University Experimental Animals Breeding and
Research Center. The rats were randomly assigned to 4 equal groups: Control group,
Thymoquinone group, tartrazine group, Thymoquinone + tartrazine group. The trials
were conducted for 21 days. Then, rat liver tissue and blood samples were obtained and

biochemical and histological examinations were conducted on the samples.

Results: Tartrazine administration increased the oxidant and oxidative stress
index parameters in the liver tissue, decreased the antioxidant parameters, led to
histopathological problems and inflammation in the serum samples. Thymoquinone
administration increased the antioxidant parameter levels in liver tissue and decreased
serum inflammation levels (p<0.001). Thymoquinone and tartrazine coadministration

reduced the adverse biochemical and histopathological effects of tartrazine.

Conclusion: Tartrazine caused hepatotoxicity via cellular damage in the liver
tissue and led to inflammation. Thymoquinone, on the other hand, improved antioxidant
and anti-inflammatory effects. We recommend daily consumption of black cumin and

its active ingredient, thymoquinone to reduce tartrazine toxicity.

Keywords: Tartrazine, thymoquinone, liver, rat, oxidative stress parameters,
histopathology.
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1. GIRIS

Avrupa Birligi tarafindan gida katki maddelerini belirlemek amaciyla verilen
kodlardan E102 koduna sahip olan tartrazin gida sanayinde renklendirici olarak
kullanilan sentetik bir boyadir. Ilk olarak 1884 yilinda Alman Kimyager J. H. Ziegler
tarafindan komiir katranindan izole edilmistir. Tartrazin, turuncu-sar1 renge sahiptir ve
toz yada tanecikli yapida bulunabilir. Petrol iirlinlerinden sentez edilerek elde
edilmektedir. Tartrazin suda ¢oziinebilen ve birgok iiriin igeriginde renklendirme
amaciyla kullanilan ayrica disiik maliyetli olmasi sebebiyle siklikla tercih edilen bir
boya maddesidir. Yaygin kullanildigi gida maddelerinin basinda puding, unlu mamiiller,

icecekler, siit tirtinleri, et ve balik tiriinleri, sekerlemeler gelmektedir.

Tartrazin sadece gida boyasi olarak degil ayn1 zamanda bir¢ok kisisel bakim
tiriini  (sabun, nemlendirici, dis macunu, sampuan, ve sa¢ bakim iiriinleri) ve bazi
ilaclarda sari-turuncu rengi saglamak amaciyla kullanilmaktadir. Bazi kisilerde
tartrazinin dil ve dudaklarda sisme, deri dokiintiileri, nefes alma zorluklar1 gibi alerjik
reaksiyonlara neden oldugu bildirilmistir. Ayrica tartrazin igeren gidalar bazi
cocuklarda konsantrasyon kaybi ve hiperaktivite gibi olumsuz etkilere neden
olabilmektedir.

Corek otunun biyoaktif bilesigi olarak bilinen ve bu bitkinin biyolojik
etkilerinden  sorumlu olan timokinonun antioksidan, Immiin diizenleyici,
hepatoprotektif,  antikanser,  gastroprotektif,  anti-inflamatuar,  hipoglisemik
antimikrobiyal, nefroprotektif, antidiyabetik, no6roprotektif, hipo-lipidemik,
antihistaminik, kalp ve solunum sistemi hastaliklarinda, apoptozda etkili oldugu
bilinmektedir. Ayrica otoimmiin hastaliklar i¢in de dogal bir ilag olabilecegi

bildirilmistir.

Bu c¢alismamizda tartrazinin karaciger {izerinde olumsuz etkiler olusturup
olusturmayacagi eger olusturacak ise koruyucu etkisi bildirilen timokinonun bu toksik

etki tizerinde hepatoprotektif etkisinin olup olmadiginin arastirilmasi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tartrazin

2.1.1. Tartrazin Hakkinda Genel Bilgiler

Tartrazinin  kimyasal adi trisodyum 5-hidroksi-1-(4-siilfanato-fenil)-4-(4-
sulfanatofenilazo)-H-prizol-3-karboksilat  (sodium tuzu) ve kimyasal formiilii
C16HoN4Na3OgS; olarak bilinmektedir (1). Yapisinda azo (-N=N-) grubu bulunduran
boyalar azo boyalar olarak taninirlar.Tartrazin de yapisinda tek bir azo grubu igermesi
nedeniyle monoazo boyalar sinifina dahil edilen sentetik yapida bir boyadir. Azo
boyalar sinifinda en ¢ok kullanilan boya olarak bilinen tartrazin pirazolin halkasi igerir
ve suda rahatga ¢oziinen hidrofilik bir bilesiktir. Sari-turuncu renge sahiptir ve
¢ozeltilerine de bu rengi verir (2). Tartrazin iki sekilde sentezlenebilir.Birincisi; bir mol
dihidroksitartarik asitin iki mol fenilhidrazin-p-siilfonik asit ile kondenzasyonudur.
Ikincisi ise oksaloasetik ester ile fenilhidrazin-p-siilfonik asidin kondenzasyonudur.
Diazot igeren siilfanilik asit ile birlestirilen reaksiyon {iriinii ester olusturur. Daha sonra
bu ester sodyum hidroksit ile hidroliz edilir. Tartrazin; Cl Food Fellow 4, FD&C
Yellow No.5, Color Index (1975) No. 19140, INS No.102 isimleriyle de bilinir (2, 3).

NaOSS N SO,Na
N
N Z
/
—N
NaOOC

Sekil 2.1 Tartrazinin kimyasal formiili



2.1.2. Tartrazinin Kullanim Alanlar:

Tartrazin olduk¢a genis bir kullanim alanina sahip sentetik bir azo boyadir.
Alkolsiiz igecekleri, cipsleri, tahillari, hardallari, dondurmalari, pastacilik {riinlerini
renklendirmek ic¢in kullanilan tartrazin ayni zamanda el losyonlari, dis macunu,
sabunlar, goz far, allik, yiiz tozu, ruj, tirnak cilasi, oje, gegici dovmeler ve bronzlagsma
losyonlar1 gibi kozmetik ve kisisel bakim triinlerinde siklikla kullanilmaktadir. Bunun
yani sira ipek, deri, naylon, kagit boyama, yiin, plastik sektorii, miirekkep hazirlanmasin

ve hayvan histolojisinde kontrast boya olarak da kullanilmaktadir (4, 5).

2.1.3. Tartrazinin Metabolizmasi

Gidalarda bulunan tartrazinin oral yolla alinmasi ile insan, rat ve tavsanlarda
birincil mekanizma olarak bakteriler tarafindan metabolize edildigi bildirilmistir.
Siilfanilik asit ve aminopirozolon tartrazinin baslica metaboliti yani metabolizma
tirtinleridir. Tavsan ve ratlar tizerinde yapilan bir ¢alismada oral yolla alinan tartrazinin

herhangi bir degisime ugramadan idrar ve safra yoluyla atildig1 tespit edilmistir (6-9).

Tartrazininde iginde bulundugu azo boyalar, icerdigi azo baginin indirgeyici
biyotransformasyon etkisiyle mutajenik, karsinojenik ve toksik etkilerinin olabilecegi
ileri sirilmistir (10, 11). Oral yolla viicuda giren tartrazin, bagirsakta bulunan
mikroorganizmalar tarafindan azorediiktaz enzimleri kullanilarak metabolize edilir ve
bunun sonucunda aromatik aminler olusur (10). Azo baglarinin koparilmasinda

akcigerde bulunan azorediiktaz enzimi de rol alabilir (11).

Bagirsaktaki anaerobik kosullar ve bakterilerin saldigi elektron tasiyicilar
etkisiyle tartrazin siilfanilik asit ve aminopirozolon olarak iki metabolite indirgenir.Bu
metabolitler ve tartrazinin biiyiik bir kismi digki ile atilir fakat az miktarda da geri emilir
(7-9, 11, 12).

Hiicre dongiisii ve rejeneratif hiperplazi siirecinde interfaz evresi boyunca
stilfanilik asit ve aminopirazolon hiicreleri degistirme potansiyeline sahiptir. Bu sebeple
kanser gelisimine neden olabilir (9). Karaciger ve bagirsakta meydana gelen
reaksiyonlardan sonra azo boyalarin tamamen aromatik aminlere indirgenmesi
saglanirsa; P450 enzimleri ile bu aromatik aminlerin N-hidroksi tiirevlerine okside

edilmesi gergeklesir (10).



2.1.4. Tartrazinin Insan Sagh@ Acisindan Onemi

Tartrazinin her on bin kisiden 1-10 arasi insanda asir1 duyarlilik reaksiyonlarina
sebep olmaktadir. Bu reaksiyonlar; rinit, iirtiker, astim, sistemik anafilaksi seklinde
goriiliir. Ayrica yapilan klinik ¢calismalarda ¢ocuklar iizerinde hiperaktiviteye, astimli ve
aspirine duyarli kisilerde ise migren, 6grenme gii¢liigii, deride yanma ve kizarma, nezle,
gibi istenmeyen reaksiyonlara sebep oldugu saptanmistir. Tartrazine olan duyarlilik
mekanizmasi net bir sekilde bilinmese de bu reaksiyonlara tartrazinin bir metabolitinin
sebep olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica ¢ocuklarda detoksifikasyon siirecinin daha

yavas ilerlemesi de buna sebep olabilir (2, 13).

Ratlar iizerinde yapilan bir ¢alismada, hiperaktivite, anksiyete ve depresyon gibi
davranigsal bozukluklarin tartrazin ile dogrudan iligkili oldugu belirtilerek halk saglig:

icin tartrazinin olumsuz etkileri olabilecegi izerinde durulmustur (14).

Bagka bir ¢aligmada ise; diisiik dozlarda dahi tartrazinin karaciger ve bobrek gibi
organlart etkileyerek biyokimyasal parametreleri olumsuz yonde degistirdigi
gosterilmistir (15). Tartrazin gibi azo boyalar immiin mekanizmalarla ilgili ¢esitli yan

etkilere sebep olmaktadir (16).

Gidalar1 renklendirmek ic¢in kullanilan bazi maddelerinin DNA hasarina yol
acarak genotoksik etki gosterebilecegi One siirlilmektedir. Sentetik boyalarin
fonksiyonel gruplar1 ve aromatik halka icermeleri nedeniyle sagliga zararli olduklari
belirtilmistir. Tartrazin de mono azo yapida pirazolon halkasi igeren sentetik bir boyadir.
tartrazinin DNA ile etkilesime girebildigi ve DNA hasarina neden olabildigi, serbest
radikal olusumuna sebep olarak oksidatif stresi arttirabildigi ayrica bazi memeli
hiicrelerinde kromozom anormalliklerine sebep olabildigi belirtilmistir. Bunun yani sira

tartrazinin hiicre canliligini azaltabilecegi belirtilmistir (4, 10-12, 17-20).

Gida katki maddelerinin mutajenik etkisinin  Galaktozidaz enzim aktivitesi
degisimi ve salmonella/mikrozom sistemi ile arastirilldigi  bir ¢alismada
Salmonella/mikrozom test sisteminde salmonella typhimurium TA 100 ve TA 102
suslar1 kullanilmigstir. S9 fraksiyonu varliginda ve yoklugunda deneyler tekrar edilmistir.
S9 fraksiyonu yoklugunda tartrazin mutajenik aktivite gostermezken fare karaciger
enzimleri varliginda deneyler tekrarlandiginda, tartrazinin mutajenik etkilere sahip

oldugu belirtilmistir (21).



Farkli bir c¢alismada tartrazinin fareler iizerindeki genotoksik etkisi
aragtirtlmistir. Farelere agiz yoluyla 7.5 Kg/giin ve 15 Kg/giin olacak sekilde yedi hafta
boyunca tartrazin uygulanmistir. Komet testi sonucunda tartrazinin karaciger ve bobrek

dokularinda DNA hasarina sebep oldugunu belirtilmistir (19).

Kashanian ve Zeidali; buzagi timus DNA'sinin, Notr PH 7.4'teki 10mm Tris-
HC1 sulu ¢ozeltisinde tartrazin ile etkilesimini incelemislerdir. Tartrazin, 3.75x10 M

bir i¢ baglama sabiti ile buzagi timus DNA’s1 ile etkilesime girdigi bildirilmistir (20).

Ratlarda yapilan 13 haftalik bir subkronik oral toksisite ¢alismasinda hayvanlar,
cesitli dozlarda tartrazin igeren bir diyetle beslenmistir. Daha sonra kan Ornekleri
hematolojik Ol¢timler, glukoz, kreatinin, kan {ire azotu, total kolesterol, trigliserid,
alanin aminotransferaz, aspartat aminotransferaz i¢in analiz edilmistir. Mide, jejunum,
karaciger, bobrek dokulari histolojik inceleme igin islenmistir. Bu ¢alisma, tartrazinin,
kirmiz1 kan hiicrelerinde morfolojik bir degisiklige neden oldugunu gostermektedir.
Karacigerin nispi agirliklari, 10 mg / kg canli agirlik tartrazin uygulanan grupta, anlamli
olarak artmustir. Veriler, kontrole kiyasla tartrazin uygulanan ratlarin serumunda glukoz,
kreatini, kolestrol, trigliserit, aspartat aminotransferaz ve toplam proteinde 6nemli bir
artis gostermistir. Yiiksek dozlarda diisiik doza kiyasla daha belirgin artis goriilmiistiir.
Karaciger ve bobregin histopatolojik degisiklikleri biyokimyasal bulgulara uygun

bulunmustur (8).

2.2.  Nigella Sativa

Nigella sativa, Ranunculacea familyasina mensup olup bir yillik, ¢ift ¢enekli,
otsu bir bitkidir. Bitki, ismini tohumlarinin siyah renginden almistir. ‘Nigella’ kelimesi
Latince siyahims1 anlamina gelen ‘nigellus’ dan tiiretilmistir. Nigella cinsinin en ¢ok
kullanilan tiirlerinden biri olan Nigella sativa (Corek Otu), iilkemizde g¢ogunlukla
Afyon, Isparta, Konya ve Burdur’da yetistirilir ve siyah tohum, bereket tanesi, ¢orek otu
olarak da bilinir. Yaklasik 30-40 cm boyunda olan bu bitki beyaz, mavi renklerde
cigeklere sahip olup meyve kapsiiliinde tohumlar1 bulunur. Bu tohumlar hava ile temas
ettiginde siyah rengini alir. Nigella sativa’nin tohumlarinda karbonhidratlar (% 33.9),
sabit yaglar (% 32-40), mineraller (potasyum, kalsiyum, sodyum, demir) (% 1.79-3.44),
ucucu yaglar (% 0.4-0.45), proteinler (% 16-19.9), lifler (5.5%), alkoloidler, amino

asitler, tanenler, niasin, saponinler, tiamin, pridoksin askorbik asit, ve folik asit



bulunmaktadir. Belirtilen oranlar bitkinin yetistigi ortam sartlarina gore farklilik
gosterebilir (22, 23).
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Sekil 2.2. Nigella sativa bitkisi, kapsiilii ve tohumlari

Geleneksel tibbi tedavilerde oldukea sik kullanilan ¢érek otu tohumlari, bir ¢ok
hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir (23). Antik Misir ve Yunan doktorlari tarafindan
bas agrisi, dis agrisi, 6deme bagl burun tikanikligi ve barsak kurdu tedavisinde,
menstrual dongliyli desteklemek icin, idrar soktiirlicii olarak ve kadinlarda siit
olusumunu artirmak amaciyla kullanilirken; Orta ve Dogu Asya’da ise gastrointestinal
problemler, bas agrisi, enfeksiyonlar, obezite, sirt agrisi, dizanteri, hipertansiyon ve

astim, gibi ¢esitli saglik sorunlarinin tedavisinde kullanilmustir.

Diinya genelinde egzema gibi deri hastaliklarinda kullanimi olduk¢a kabul
gormektedir. Tohumlar1 toz sekline getirilerek, romatizmal hastaliklar, apse, halk
arasinda testis iltihab1 olarak bilinen orsit, nazal {ilserler gibi hastaliklarin tedavisi igin

kullanilmistir.

Nigella sativa ugucu yagmin baglica aktif bilesenleri “timokinon (TQ)”,
“ditimokinon (nigellone)”, “timohidrokinon” ve “timol”diir (24). Nigella sativa, tibbi

alanda ve gidalarda da kullanilir (25).
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Sekil 2.3. Nigella sativa yaginin baslica aktif bilesenleri ve kimyasal yapilar

2.2.1. Timokinon

Nigella sativa’nin ugucu yaginin temel biyoaktif bileseni olan timokinon,
164.2g/mol molekiil agirligr da, Koyu sar1 renkli kristallere sahip ugucu bir monoterpen
kinondur. Nigella sativa ugucu yaginda %18.4-24 oraninda bulunan ve kimyasal
formiilii CjoH100, olan timokinonun kimyasal adi 2-izopropil-5-metil-1,4—
benzokinon’dur. Hidrofob bir yapidadir ve 1s18a karst oldukga yiikksek duyarlilik
gosterdiginden 1s18a maruz kalma durumunda yapisal olarak bozunmaktadir. Yiiksek
pH’da yani bazik ortamda stabilitesi azalirken, diisiik yani asidik pH’da stabilitesi
artmaktadir. Nigella sativa’nin ugucu yaginda %18.4-24 oraninda bulunan timokinonun,

bir¢ok biyolojik ve farmakolojik yarari bulunmaktadir (26-28).

Timokinonun kanser iizerine etkisini anlatan ¢alismalarda, birgok kanser tiiriinde
hiicre boliinmesini engelleyici 6zellikte oldugu tespit edilmistir. Bunlar; gogiis
adenokarsinomasi, over adenokarsinomasi (29), kolorektal kanser, neoplastik keratinosi
(30), insan osteosarkomasi (31), fibrosarkoma, akciger sarkomasi (32) olarak

siralanabilir.
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Sekil 2.4. Timokinonun kimyasal yapis1

Bu bilesik Nigella sativa disinda Monarda fistulosa L. bitkisinde de ana bilesik
olarak bulunur. Ayrica Callitris quadrivalvis, Juniperus cedrus Webb, Tetraclinis

articulata ve Nepeta leucophylla bitkilerinin bilesiminde de bulunur (33).

Timokinonun Etki Mekanizmasi

Timokinonun etki mekanizmasi tam olarak agiklanamamustir fakat histopatolojik
ve patofizyolojik durumlarda birden fazla faktorii hedef aldigi bildirilmistir. Bilinen
baslica etkileri hiicre ¢ogalmasi, hiicre dongiisii, anjiyogenez, apoptozis, migrasyon,

invazyon ve metastaz, inflamasyon ve oksidatif stres {izerinedir (34)

Akut toksisite bakimmdan c¢ok diisiik bir etkiye sahiptir. Siirekli timokinon

verilmesi sonucu sadece hipoglisemi goriilmiistiir (35).

Timokinon, intravendz, intraperitoneal ve oral olarak c¢esitli ¢alismalarda
denenmistir. Oral yolla uygulamada toplam klerensi 12.3 ml/kg/dk, tahmini dagilim
hacmi ise 5,109.46 ml/kg’dir. Intravendz uygulamada ise toplam klerensi 7.19 ml/kg/dk,
denge durumunda dagilm hacmi 700.9 mi/kg’dir. Intravendz yolla 5 mg/kg
uygulamada plazma konsantrasyonunda lineer kinetik gosteren timokinon, oral

uygulama sonrasi yavag absorbsiyon ve hizli eliminasyon gosteren bir bilesiktir (35).

Oral yolla alinan timokinon, karaciger enzimleri [DT- diaforaz (kinin reduktaz)]
ile metabolize olur ve hidrokinona indirgenir ve sonrasinda merkaptiirik asite

dontistiiriilerek idrar ile atilir. Timokinonun yarilanma omrii yaklasik 217 dk’dir (35,
36).



2.2.2. Timokinonun Farmakolojik Etkileri

Antioksidan Etkisi

Kararsiz yapilar1 nedeniyle serbest radikaller biyolojik yapilarda olduk¢a 6nemli
oksitleyici hasar olustururlar. Bu hasarlar kardiyovaskiiler anormallikler ve kanser gibi
cesitli hastaliklara sebep olmaktadir. Hiicre membranindan gecen serbest radikaller,
proteinler, niikleik asitler, ve enzimler gibi makro molekiiller ile tepkimeye girer ve

hasara sebep olurlar (37).

Antioksidanlar, viicudu serbest radikallere karsi korumada ¢ok 6nemli bir rol
oynar. Corek otu tohumlari, zengin ¢oklu doymamis yag asitleri kaynaklar1 olan ve
viicudun Prostaglandin El1 iiretmesine yardimci olan 100'den fazla bilesen igerir.
Miikemmel bir sifacidir ve zayif bagisiklik sistemini giiclendirmek i¢in faydalidir.
Nigella sativa’daki bazi bilesikler, timokinon, karvakrol, t-anetol ve 4-terpinol gibi

farkli bilesikler antioksidan etki gosterir ve oksidatif hasara karsi korur (38).

Timokinonun ¢esitli mekanizlar araciligiyla antioksidan etki gosterdigi
bilinmektedir. Siiperoksit radikal anyon ve hidroksil radikalleri iceren reaktif oksijen
tirlerini ortadan kaldirarak oksidatif stresi azaltir. Karbon tetra kloriir (CCl,) ve D-
galaktozamin’in sebep oldugu hepatoksisiteye karsi timokinonun koruyucu etkisinin
oldugu bildirilmistir. Buna ek olarak; doza bagli olarak ratlardaki verimli demir bagimh

mikrozomal lipid peroksidasyonunu inhibe etmistir (39, 40).

Yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalar sonucunda timokinonun gii¢lii bir OH

radikal siipiiriicli antioksidan aktivite gosterdigi bildirilmistir (41).

Yapilan baska bir ¢alismada; gentamisin ile olusturulan toksisitenin timokinon
ile tedavisi edilmesiyle, glutatyon konsantrasyonu ve renal korteksteki toplam
antioksidan sisteminde meydana gelen artis sayesinde nefrotoksisitenin biyokimyasal ve
histolojik gostergelerini doz-bagiml diizelttigi ortaya konmustur (42). KBrO3 aracilikli
renal oksidatif stres olusturulan ratlarda yapilan diger bir in vivo arastirmada ise oral
yolla verilen timokinonun, renal GSH igerigi ve antioksidan enzimlerdeki iyilesmelerle

birlikte oksidatif streste azalma saglamistir (37).

Ratlarda yapilan ¢alismada periferal, serebral ve koroner damar hastaliklarinda

risk olusturan hiperhomosisteinemiye karsi timokinon’nun koruma sagladigi ayrica
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Timokinonun Nigella sativa tohumundaki diger bilesenlere kiyasla daha yiiksek
antioksidan etki gosterdigi bildirilmektedir (42, 43).

Antiinflamatuar ve Antihistaminik Etkisi

Siklooksijenaz ~ (COX) ve  lipooksijenaz  enzimleri  inflamasyonun
diizenlenmesinde rol alir. Siklooksijenaz (COX) ve lipoksijenaz (LOX) enzimleri hiicre
icerisinde arasidonik asitten eikosanoidlerin olusumunda gérevli enzimlerdir.
Timokinon, bu enzimleri inhibe ederek inflamasyona sebep olan eikosanoidlerin

tiretimini engeller (45).

Alerjik hava yolu inflamasyonu olusturulan fare modelinde, timokinonun
prostaglandin ve siklooksijenaz- 2 (COX2) inhibisyonuna neden oldugu ayrica akciger
eozonofili ve goblet hiicrelerinde hiperplaziye neden oldugunu bu nedenle de anti-

inflamatuar etki gosterdigi bildirilmektedir (46).

Farelerde ovalbiimin tarafindan indiiklenen alerjik konjivit iizerine timokinonun
etkilerinin arastirildigi  bir c¢alismada, timokinon uygulamasi, eozinofillerin, IgE
seviyesinin, histamin ve sitokinlerin alimin1 azaltarak alerjik konjonktivitteki okiiler
semptomlari 6nemli dl¢iide azaltigi gézlenmistir. Bulgular, timokinonun alerjik konjivit
icin tedavi ve gelecekteki arastirmalar i¢in yararh bir tesvik olabilecegini gostermistir

(47).

Immiinolojik Etki

Nigella sativa'nin degerli 6zelliklerinden biri, bilesenlerinin immiinomodiilator
etkileridir. Uzun bir siire 6nce baslayan ¢aligmalar, N. sativamin insanda bagisiklik
yanitlarin1 artirabilecegini gostermektedir. 4 hafta boyunca N. sativa yagi ile tedavi
edilen goniilliilerin ¢cogunlugu CD4 ile CD8 T hiicre oraninda % 55 artis ve dogal
oldiirticti (NK) hiicre fonksiyonunda %30 artis gosterdi (37).

Inflamasyonlu ve otoimmun hastaliklarinin iyilestirilmesinde timokinon’un
makrofajlarda nitrik oksit (NO) iretimini azaltarak yararli olabilecegini ortaya
koymustur. Timokinon, lipopolisakkarit (LPS) tarafindan uyarilan makrofajlarin

slipernatantlarinda nitrit iiretimini azaltmig, periton makrofajlarindaki indiiklenebilir
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nitrik oksit sentaz (iNOS) protein diizeyini de konsantrasyona bagl olarak diistirmiistir
(48).

Sican periton makrofajlar1 tarafindan nitrik oksit (NO) {iretimi {izerine
timokinonun etkisi arastirilmistir. Belirli kosullar altinda, makrofajlar ve bazi hiicreler
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz yolu ile dnciil L-argininden yiiksek konsantrasyonlarda
NO iiretebilir. Timokinon, doz ve zamana bagli olarak lipopolisakkarit (LPS) tarafindan
uyarilan makrofajlarin  supernatantlarinda  nitrit  {iretimini  azaltmig, periton

makrofajlarindaki indiiklenebilir nitrik oksit sentaz protein diizeyini de diistirmiistiir

(23).

Ek olarak, timokinon ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)
ile belirtilen LPS tarafindan indiiklenen nitrik oksit sentaz mMRNA ifadesindeki artisi

engellemistir.

Kontrol grubundaki LPS stimiilasyonlu hiicreler ile Kkarsilagtirildiginda
timokinon ile tedaviden sonra makrofajlarda iNOS i¢in immiinreaktivitenin azaldigi
goriildii. Bu sonuglar, timokinon'nun NO iretimini makrofajlarla bastirdigini

gostermektedir. Bu durum inflamatuar ve otoimmiin durumlart iyilestirmede yararl

olabilecek bir etkidir (48).

Hepatoprotektif EtKisi

Timokinonun karaciger hasari izerindeki koruyucu etkisi ¢esitli ¢aligmalar ile
gosterilmistir. Cesitli ajanlarin karaciger dokusu tizerindeki hasarlarini antioksidan ve

anti-inflamatuvar etkileri sayesinde nétralize edebildigi disiintilmektedir.

Oral yolla uygulanan timokinonun, CCl, toksisitesine karsi 6nemli Olgiide
koruma saglamigtir. Timokinon Karaciger homojenatindaki enzimatik olmayan lipid
peroksidasyonunu inhibe etmistir. Bu, timokinon'nin CCl, kaynakli toksisiteye karsi
koruyucu etkisinin, timokinon'nin antioksidan etkisinin aracilik edebilecegini

gostermektedir (49).

Yapilan bir c¢alismada, izole sigan hepatositlerinde timokinonun tert-butil
hidroperoksit (TBHP) toksisitesine karsi hepatoprotektif etkisi test edildi. Oksidatif
hasar olusturmak i¢in 2 mM TBHP kullanild1 ve kademeli olarak hiicre i¢ci GSH’1n
tilkenmesine neden oldu. Hepatositlerin 1 mM timokinon ile 6n inkiibasyonu, ALT ve
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AST sizitisinin azalmast ve TBHP ye kiyasla tripan mavisi alimimin azalmasina neden
olarak, izole hepatositlerin TBHP kaynakli toksisiteye karst korunmasiyla sonuglandi
(50).

Ratlarda etanol ile indiiklenen lipid peroksidasyonu ve bobrek ile karaciger
dokularindaki histopatolojik degisiklikleri azalttigi bildirilmistir. Ayrica timokinon
karaciger enzimleri olan ALT, AST, ALP’nin serum diizeylerini ve karaciger ve bobrek
dokularindaki glutatyon igerigini diizeltti. Bu calisma gosteriyor ki etanol sebebiyle
karaciger ve bobrek dokusunda meydana gelen lipid peroksidasyonu ve inflamasyonun

zararlarina kars1 timokinon onleyici etki gosterebilmektedir (51).

Ratlarda asetaminofenin ile olusturulan hepatotoksisitede timokinonun
antioksidan etkisi sayesinde karaciger toksisitesine karsi tedavide edici etkinlige sahip
oldugu saptanmistir. Ayrica kadmiyumun sebep oldugu hepatoksisite tizerine de
onleyici etkisi bulunmaktadir (51, 52).

Antikanserojenik ve Antitiimor Etkisi

Cesitli ¢aligmalar timokinon’nun gogiis ve yumurtalik adenokarsinomu (29),
neoplastik keratinositler (54), insan osteosarkomu (31), fibrosarkoma, akciger
karsinomu, prostat kanseri (32), gibi bircok kanser tiirtinde olumlu etki gosterdigini
ortaya koymaktadir. Hiicre boliinmeye hazirlik evresinin G1 fazinda iken timokinon

apopitozisi indiikleyerek kanserli hiicrenin ¢gogalmasini durdurmaktadir (54).

Benzopirenin ile olusturulan 6n mide karsinomu ve kemik iligi hiicrelerindeki
kromozamal bozukluklarda kromozom anormallikleri ve hasarli olan hiicreleri 6nemli

olglide azalttigi bildirilmistir (55).

Insan osteosarkoma hiicrelerinde timokinonun hiicre biiyiimesini ve gogalmasin
engelleyici ve proapopitotik etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada timokinon, normal
osteoblastlara karsi ¢ok daha az toksisite gostermesi sebebiyle umut verici bir bilesik

olarak degerlendirilmistir (31).

Hepatoseliiler karsinoma tizerinde timokinonun olasi faydali etkilerini arastirmak
igin tasarlanan bir ¢alismada timokinon, programlanmis hiicre Gliimiinde temel rol

oynayan proteaz enzimleri olan kaspaz aktivasyonunu sagladi ve apoptozu tetiklemistir.
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Bu sonug ile hepatoseliiler karsinoma i¢in timokinonun umut verici antikanser bir ajan

oldugu belirtilmistir (56).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasallar Malzemeler

Aragtirma siliresi boyunca kullandigimiz kimyasallar; tartrazin, timokinon,
tiyobarbutirik asit (TBA), fosforik asit (HsPO. ), n-butanol, disodyumhidrojenfosfat
(Na;HPQ,), trisodyum sitrat (NasCsHs0O-), 5,5 dithiobis 2 nitrobenzoik asit (DTNB),
ksantin, ksantin oksidaz (XO), triklorasetik asit (TCA), Sodyum karbonat (Na,COs ),
disodyum EDTA (Na;EDTA), NBT (C40H30CI2N10Os ), Bovine Serum albiimine (BSA),
Hidrojen peroksit (H,O), Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,4 ), potasyum sodyum
tartarat (KNaC4H40g-4H,0), Sodyum hidroksit (NaOH), bakir stilfat (CuSQO4 ) , TNF-q,
Interlokin-6 ve TAS-TOS ELISA kitleri kullanildi.

3.1.2. Kullanilan Aletler

Hettich Universal 320 R Sogutmali Santrifiij. Velp Scientifica vorteks. PMC
series 300 Bath San Diego Su banyosu, Netheler-Hinz GmbH Mikrosantrifiij,
Koéttermann Labortechnik Su Banyosu, Medispec Roller Mikse, Shimadzu UV-1800-
240V Spektrofotometre, WTW xylem brand pH metre, Binder etiiv arastirmalar

suresince kullanildi.

3.2. Ratlarim Temini ve Bakim

Arastirmamizda Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik
Kurulu’nun 2020/17-4 numarali karari ile Inénii Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim
ve Arastirma Merkezi’'nden temin edilen 32 adet 200-250 gram agirhiginda Wistar
Albino cinsi erkek rat kullanildi. Ratlar, her kafeste dort adet olacak sekilde
gruplandirilarak 21° C, % 55 - 60 nem ortaminda, 12 saat aydinlik 12 saat karanlik
olarak isiklandirilan odada barindirildi. Calisma boyunca ad libidum olacak sekilde
standart pelet sican yemi ve musluk suyu ile beslendiler. Kafeslerin temizligi giinliik

olarak yapildi.

14



3.2.1. Deney Gruplar

1.Grup (Kontrol grubu): Misir yagi uygulandi.

2.Grup (Tartrazin grubu): 100 mg/kg/glin tartrazin uygulandi (Sigma-Aldrich
1934-21-0, St. Louis, USA) (57).

3.Grup (Timokinon grubu): 50 mg/kg/giin timokinon uyguland: (Sigma-Aldrich-
490-91-5, St. Louis, USA) (58).

4.Grup (Tartrazin+Timokinon grubu): 100 mg/kg/giin tartrazin+50 mg/kg/giin

timokinon uygulandi.

Ratlar tartilarak yukarida belirtilen dozlara gére uygulanacak madde miktarlar
belirlendi. Tartrazin serum fizyolojik i¢inde, ¢6zlindiikten sonra her giin ayni saatlerde
ve rat bagina 1 ml/ giin olacak sekilde oral yolla (gavaj) uygulandi. Timokinon ise musir
yaginda ¢oziindiikten sonra rat basma 0.250 ml/ giin olacak sekilde oral yolla (gavaj)
uygulandi. Uygulama 21 giin boyunca devam etti.

3.3.  Numune Alinmasi ve Hazirhik islemleri

Uygulamalar sonlandiktan sonra etik kurul protokoliine gore ratlar anestezi
altinda (ksilazin ve ketamin) karin bolgeleri agildi ve kalp dokusundan kan 6rnekleri
uygun kan tiiplerine alindi. Karaciger dokular1 ¢ikartildi ve fazla kanin dokudan
uzaklastirilmasi i¢in serum fizyolojikte yikandi. Karaciger dokularinin bir kismi steril
kaplara konularak biyokimyasal incelemeler i¢in -80 C° ye hizlica kaldirildi. Yine
karaciger dokularimin geri kalan kismi histopatolojik incelemeler i¢in %10’luk formol

iceren uygun kaplara konuldu.

3.4. Biyokimyasal Analizler

Calisma zamani geldiginde dokular -80 C° den c¢ikarildi ve ¢dzlinmesi
bekletilmeden hizli bir sekide tartildi. Dokulara agirliklarinin 9 kati kadar fosfat
tamponu ilave edildi. +4 C°’de 1 dakika boyunca 15000 devir/dakika homojenize edildi
(IKA, Germany). Bu elde edilmis homojenatlardan malondialdehit (MDA) seviyeleri
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Olciildi. Elde edilmis doku homojenatlar1 +4 C° derecede, 4000 rpm’ de 25 dakika
santrifiij edilerek siipernatantlar elde edildi. Bu siipernatantlardan; Glutatyon (GSH),
Stiperoksit dismutaz (SOD), Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz (KAT), Total
oksidan kapasite (TOS), Total antioksidan kapasite (TAS), Oksidatif stres indeks (OSI)
protein, Tnf-o ve IL-6 seviyeleri 6lciildii.

3.4.1. MDA Analizi

0.24ml doku homojenatt 1.5 ml %1 H3P04 ve 0.5 ml %0.6 tiyobarbitiirik asit ile
karistirildi. TBA nin iyice ¢oziinmesi i¢in 30°C’de 1sitildi. Karigim 100°C’de 45 dakika
boyunca 1sitildi. Bu siirenin sonunda tiiplerde kirmizi bir renk olusumu gozlendi ve
tiipler ¢esme suyunda sogutulduktan sonra her numuneye 2ml n-biitanol eklendi. Her
tip 5 dakika boyunca vortekslendi. 5 dakikanin sonunda numuneler 25°C’de
5000rpm’de 25 dakika santrifiij edildi. Ustte kalan siipernatant (n-biitanol fazi)
dikkatlice 250ul alind1 ve ayr1 ayr1 kuvartz mikropileyt kuyucuklarina aktarildi. 535
nm’de okuma yapildi.Ko6r olarak n-biitanol, standart egrisi olusturmak icin ise

tetraetoksipropan kullanildi. Sonuglar nanomol/gram yas doku olarak degerlendirildi
(59).

3.4.2. Rediikte GSH Analizi

Siipernatant trikarboksilik asit (TCA) ile deproteinize edildi. Bunun igin 125 ul
numuneye 125 ul TCA eklendi. Karisim iyice vortekslendikten sonra +4°C’de
5000rpm’de 20 dakika boyunca santrifiij edildi. Bdylece proteinden arindirilmis
stipernatant elde edildi. 29 ul deproteinize numune, 29 ul DTNB ve 235 ul Na;HPO,
olacak sekilde her numune ayr1 ayr1 mikropleyt kuyucuklaria ilave edildi. Hafifce
vorteks yapilarak 5 dk beklendi. Daha sonra 5 dakika i¢inde 410 nm’de okumalar
yapildi. Sonuglar nanomol/gram yas doku olarak degerlendirildi (60).

3.4.3. SOD Aktivitesi Analizi

Y Ontem; siiperoksit kaynagi olarak ksantintksantin oksidaz distemi kullanilarak,
stiperoksit radikallerinin NBT’yi indirgemesiyle ortamda renk olusturmasi ve bu rengin
siddetinin spektrofotometrede Sl¢iilmesiye SOD aktivitesinin hesaplanmasina dayanir.

Bu indirgenme mavi renkli farmazon olusturur ve 560 nm’de masimum absorbans
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vermektedir. Ortamda enzim olmadiginda bu indirgenme maksimal olup, koyu mavi bir
renk olusur. SOD varliginda ise enzim siiperoksit radikalini hidrojen peroksite ¢evirir ve
doylece NBT indirgenmesi azalarak mavi farmazon olusmaz veya rengin siddeti azalir.
Eger ortamda SOD az ise siiperoksit tarafindan NBT rediiksiyonu ve dolayisiyla olusan
mavi renkli farmazonun 560nm’deki absorbansi fazla, eger ortamda SOD fazla ise NBT
rediiksiyonu az oldugundan mavi farmazon olusumu azalarak 560nm’deki absorbans az
olur. Bu yontem ile iiretilen mavi renkli farmazonun 560nm’deki absorbansina
dayanarak SOD aktivitesi hesaplandi. Kor olarak distile su kullanildi. Sonuglar U/mg
protein olarak hesaplandi (61).

3.4.4. KAT Aktivitesi Analizi

Hidrojen peroksit (H,O,) UV spektrumda absorbans veren bir maddedir ve
maksimum absorbans verdigi dalga boyu 240 nm’ dir. Deney ortamina eklenen hidrojen
peroksitin katalaz tarafindan su ve oksijene pargalanmasiyla 240 nm’de absorbans
azalmasi1 gozlenir. Absorbansta gbzlenen bu azalma kinetik okuma yapilarak 1 dk
boyunca kaydedildi ve enzimin aktivitesi Olgiildii. Enzimin aktivitesi K/mg protein
olarak degerlendirildi (62).

3.4.5. GSHPx Aktivitesi Analizi

GSH-Px rediikte glutatyonu kullanarak hidrojen peroksidin suya doniistimiinii
katalizleyen bir enzimdir. Reaksiyon sonucunda rediikte glutatyon okside forma
doniistir. Bagka bir hidrojen peroksidin suya doniisebilmesi i¢in okside glutatyonun
tekrar rediikte forma dontigmesi gerekir. Bunun i¢in ortamda rediikte NADP ve rediikte
glutatyon varliginda gergeklesir. Bu durumda rediikkte NADP okside NADP’ye
doniistirken, okside glutatyon rediikte glutatyon formuna doniisiir. Rediikte NADP 340
nm’de maksimal absorbans verir. Glutatyon rediiktaz katalizi devam ettikge 340nm’de
absorbans diiser. Ciinkii reditkte NADP okside forma dontismektedir. Absorbansdaki bu
azalma 3 dk boyunca kaydedilerek GSH-Px aktivitesi hesaplandi. Sonuglar U/mg
protein olarak degerlendirildi (63).
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3.4.6. Protein Analizi

Dokularin protein igerikleri enzim aktivitelerinin hesaplanabilmesi i¢in
gereklidir. Dokulardaki protein varligin1 belirlemek i¢in Lowry ydntemine gore
calisildi. Olusan rengin absorbansi spektrofotometrede 660 nm’de Olgiildii ve

dokulardaki protein miktar tespit edildi (64).

3.4.7. TAS Analiz

Dokulardaki TAS tayini i¢in, TAS Rel Assay brand kit (Rel Assay Diagnostics,
Gaziantep Turkey) kullamldi. Olgiim, antioksidan molekiillerin renksizlesmesine
dayanilarak yapildi. Kit talimatlarina gore sirayla adimlar uygulandi.Oncelikle dl¢iim
yapilacak cihaz 37°C, 7 saniye shake, 23 saniye delay ve 660 nm’de okuma yapacak
sekilde ayarlandi. Numuneler 12 upl olacak sekilde kuyucuklara aktarildi. Level 1,
Level2, standart ise her birinden 3’er tane olacak sekilde kuyucuklara koyuldu. Bunlarin
tizerine 200 pl reaktif 1 eklendi ve beklemeden 660nm’de 1. Okuma yapildi. Daha sonra
cihaz 37°C, 10 saniye shake,4.30 dk delay ve 660 nm’de okuma yapacak sekilde
ayarlandi herbir kuyucuga 30 ul reaktif 2 eklenerek tekrar okuma yapildi ve kit
prosediirinde belirtildigi sekilde hesaplamalar yapildi (65). Sonuglar mmol Trolox
Eqv/L olarak hesaplandi.

3.4.8. TOS Analizi

Dokularin TOS seviyesini belirlemek i¢in TOS Rel Assay brand kit (Rel Assay
Diagnostics, Gaziantep Turkey) kullanildi. Numunedeki oksidanlarin ferrous iyon
selator komplekslerini ferrik iyonlara ¢evirmesiyle Ferrik iyonlari, kromojenik ¢ozelti
ile renkli bir kompleks olustururlar. Kitte belirtildigi sekilde 25 °C ayarlanmis cihazda
530 nm'de renkli kompleksin absorbansi 6lgiilerek ve gerekli hesaplamalar yapilarak

TOS seviyesini belirlendi. Sonuglar pmol H,0, equiv/L olarak ifade edildi (66).

3.4.9. OSI Analizi

Oksidatif yiikiin gostergesi olan oksidatif stres indeksi TOS degerlerinin TAS
degerlerine bolinmesi ve 10 ile garpilmasiyla elde edilmektedir. Sonuglar Arbitrary
Unit olarak ifade edildi.
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3.5.  Biyokimyasal Serum Analizleri

Serumlarin interlékin-6 ve TNF-a seviyesini belirlemek icin Bioassay
Technology Laboratory Interlokin-6 ELISA Kit ve Bioassay Technology Laboratory
Tumor necrosis factor a ELISA Kit kullanildi. Her iki kit i¢in de ayni islemler
uygulandi. Tiim reaktifler, standart sollisyonlar ve numuneler kit prosediiriinde tarif
edildigi gibi hazirlandi. Kullanmadan 6nce tiim reaktifleri oda sicakligina getirildi ve
testler oda sicakliginda gergeklestirildi. Her kuyucuga numune ve ELISA reaktifi
eklenerek 37°C'de 1 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi yikama soliisyonu
ile mikroplate yikayicida bes kez yikama yapildi. Substrat soliisyonu A ve B'yi
eklenerek 37°C'de 10 dakika inkiibe edildi. Daha sonra stop soliisyonu eklendi ve renk
degisimi gozlendi. On dakika igerisinde okuma yapildi. Sonuglar her iki parametre i¢in

de ng/L olarak degerlendirildi(67).

3.6.  Histolojik Analizler

Histopatolojik inceleme i¢in karaciger dokusu oOrnekleri %10’luk formaldehit
icinde 48 saat tespit edildi. Tespit islemi sonrasinda karaciger doku Ornekleri artan
derecelerdeki (%50, %70, %80 %96, Absolii) etanol serisinden gegirilerek dehidrate
edildi. Ardindan ksilen serisinden gecirilerek seffaflandirma islemi uygulandi ve
karaciger doku ornekleri infiltrasyon igin 62 °C’de erimis parafin serisinden
gecirildikten sonra parafin bloklar igerisine gdmiildii. Parafin bloklardan mikrotom ile 6
pum kalinliginda kesitler hazirlanarak lamlar {zerine alindi. Alinan kesitlere
hematoksilen—eozin (H-E) ve immunohistokimyasal (IHC) inceleme i¢in anti caspase-3
(Cleaved-CASP3pl7 (D175) Polyclonal Antibody) (Elabscience, Texas, USA)
boyamalar1 uygulandi. Boyanan kesitler Nikon Eclipse Ni-U 1sik mikroskobu, Nikon
DS-Fi3 mikroskop kamerasi ve Nikon NIS-Elements Documentation 5.02 goriintii

analiz programi (Nikon Corporation, Tokyo, Japan) ile incelenerek fotograflar alindi.

Hematoksilen—eozin ile boyanmis olan karaciger kesitlerindeki histopatolojik
degisiklikler (inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, nekroz, periportal 6dem, vaskiiler
konjesyon) 0 ile 3 arasinda (0; yok, 1; hafif-nadir, 2; orta dercede-yer yer, 3; siddetli-

yaygin) maksimum toplam skor 12 olacak sekilde skorlandi.
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3.6.1. immiinohistokimya

Boliinmiis Kaspaz-3 ekspresyonu, karaciger dokusunda apoptozun bir gostergesi
olarak degerlendirildi. immiinohistokimyasal boyama i¢in alinan kesitler polilizin kapl
lamlara yerlestirildi. Kesitler ilk 6nce deparafinizasyon isleminden ge¢irildi. Daha sonra
antijen alimu igin sitrat tamponu, pH 7.6, (Thermo Scientific, Fremont, CA) ile 15 dk
boyunca retriverda (Retriever 2100) (Aptum, Southampton, UK) 1s1l igleme tabi tutuldu.
Cikarilan kesitler 20 dakika boyunca oda sicakliginda sogutulduktan sonra dnce distile
su ardindan fosfat tamponlu salin (PBS) ile 1-2 dk yikandi. Kesitler hidrofobik kalem
ile ¢izilip platforma dizildi ve endojen peroksidaz aktivitesini inhibe etmek icin 10
dakika boyunca %3 hidrojen peroksit ile muamele edildi, ardindan PBS ile yikandi.
Kesitler, protein-V bloke edici reaktif (Thermo Scientific) ile 5 dakika inkiibe edildi.
Kesitler, 1:200 oraninda seyreltilmis birincil sigan poliklonal Boliinmiis Kaspaz-3
antikoru (Cleaved-CASP3p17 (D175) Polyclonal Antibody) (Elabscience, Texas, USA)
ile 1 saat siireyle inkiibe edildi, ardindan PBS i¢inde durulandi ve biyotinlenmis keci
anti-polivalan sekonder antikoru ile 10 dakika inkiibe edilip PBS igine alindi. Daha
sonra streptavidin peroksidaz (HRP) ile 10 dakika siireyle inkiibe edilip PBS icine
alind1. Polivalent HRP kiti (Thermo Scientific) {ireticinin talimatlarina gore kullanildi.
Son olarak, kesitler kromojen (AEC; Thermo Scientific) + substrat tamponu (AEC)
(Thermo Scientific) ile maksimuml5 dakika muamele edildi. PBS ve distile su ile
yikama isleminden sonra Mayer hematoksilen ile 1 dakika boyunca zit boyama yapild.
Kesitler, 6nce musluk suyunda sonra damitilmis suda durulandi ve su bazli kapatici

(Thermo Scientific, Cheshire, UK) yardimui ile lamelle kapatildi.

Immunohistokimyasal ydntemle anti caspae-3 boyamasi uygulanan kesitlerde
caspase-3 immunreaktivitesi H skoru (H Skoru=Pi (i+1), Pi, her bir yogunluk
kategorisindeki (%0-100) boyanmis hiicrelerin yiizdesidir ve i, zayif (i = 1), orta (i = 2)
veya giiclii boyama (i=3) (Budwit-Novotny ve digerleri, 1986)) belirlendi.
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4.1.

4. BULGULAR

Ratlarin Agirhik Degisimleri

Tablo 4.1. Ratlarin haftalara gore agirlik degisimleri

Gruplar 1.Hafta 2. Hafta 3. Hafta
Kontrol 295.5(280-307) * 315,5 (293-342) ° 328.5 (302-352)
Timokinon 274 (249-290) * 295 (267-315) P 303 (275-320) ©
Tartrazin 250.5 (232-271) 2 271 (243-282) ° 281 (252-290) ©
Timokinon
+ 268.5 (241-298) 2 274(243-314) ° 288 (246-319)
Tartrazin
D <0.001 <0.001 <0.001

*Farkl iist simgeye sahip gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur.

Ratlarin agirlik degisimleri arasinda, gruplar arasinda anlamli bir fark
gozlemlenmemistir fakat haftalara gore istatistiksel a¢idan anlamli olacak sekilde tim
gruplar i¢in kilo artis1 gozlemlenmistir.
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4.2.  Biyokimyasal Bulgular

Tablo 4.2. Oksidan — antioksidan parametreler

Gruplar MDA GSH SOD

(nmol/g yas doku) (nmol/g yas doku)  (U/mg protein)

KAT GSH-Px

(K/mg Protein)  (U/mg protein)

Kontrol 116.9 (108.8-126.4)* 1089 (1008-1351)* 1.9 (1.2-3.1) ?

Timokinon 102 (87.72-117.6)® 1349 (1062-1972)® 0.9 (0.4-2.2)°

48.7 (38.2-60.2) * 262 (246.307) 2

65.4 (62.3-67.9)® 290 (262-325) ©

Tartrazin 132 (121-138.8) © 885 (809-947) © 29(2.3-4)°  30.3(25.-38.9)°¢ 230 (204-262)
Timokinon

+ 112.2 (95.2-129.8) *® 1086 (932-1198) 2  1.5(0.7-2.2)® 37.8(34.5-47.2)¢ 242 (213-270) °
Tartrazin

p <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

*Farkli list simgeye sahip gruplar arasindaki farklar
bulunmustur.

istatistiksel olarak anlamli
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Tablo 4.3. Oksidatif stres indeks parametreler

Gruplar TOS TAS osl
(umolH,0, Eqv/l) (mmol Trolox Eqv/I) (AU)

Kontrol 17.8 (16.4-21.8) ® 2.25(2.1-2.27) ® 81.3 (75-96.2)
Timokinon 14.9 (13-19) ° 4.07 (3.86-4.98) 37.8(26.7-39.2) °
Tartrazin 28.2 (25.9-29.4) 1.99 (1.82-2.08) ¢ 140 (124.9-162) ©
Timokinon

+ 16.8 (15.1-21.2) 2 2.13(1.84-2.31) ¢ 82.2 (74.6-95.4) ®
Tartrazin
p <0.001 <0.001 <0.001

*Farkli list simgeye sahip gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur.
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Tablo 4.4. Inflamasyon Parametreler

Gruplar

TNF-a
(ng/L)

IL-6
(ng/L)

Kontrol

Timokinon

Tartrazin

Timokinon

+

Tartrazin

a

82.6 (69.4-112.5)

76.4 (74.1-96) °

104.5 (78.8-116) ©

89 (73.1-110.5) ¢

a

63.9 (46.4-79.7)

57.3 (41.1-69.1) °

83.6 (67.8-89.9) °

73.5 (57.2-86)

<0.001

<0.001

*Farkli Uist simgeye sahip gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlaml

bulunmustur.
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4.2.1. Karaciger Dokusu MDA Diizeyleri

Tartrazin uygulamasi karaciger dokusu MDA diizeyini kontrol ve timokinon
gruplarina gore anlamli derecede arttirirken, timokinon + tartrazin grubunda MDA
diizeyinin tartrazin grubuna gore anlamli derecede diisiis gosterdigi gozlemlenmistir

(p<0.001).

140 _T_
a,b
130 a -
T J_
2 120+ b
[=]
g T
m
o
)
%'-’ 110+ L
£
c
<
a
= 100-
50
B0

T T T T
Kontrol Timokinon Tartrazin Timokinon+Tartrazin

Grup

Sekil 4.1. Gruplarin karaciger dokusu MDA diizeyleri.

*Farkli iist simgeye sahip gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur.
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4.2.2. Karaciger Dokusu GSH Diizeyleri

Timokinon grubu GSH diizeyleri kontrol grubuna gore istatistiksel agidan

anlamli olacak sekilde yiikselirken, tartrazin grubunun GSH diizeyleri kontrol grubuna

gore anlaml sekilde diisiis gostermistir. tartrazin+timokinon uygulanan grubun GSH

diizeyi ise tartrazin grubuna gore anlamli sekilde artis gostermistir. Hatta GSH diizeyi

kontrol grubu seviyelerine gelmistir (p<0.001).
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Sekil 4.2. Gruplarin karaciger dokusu GSH diizeyleri.

*Farkli {ist simgeye sahip gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur.
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4.2.3. Karaciger Dokusu SOD Aktivite Diizeyleri

Tartrazin uygulamasi karaciger SOD enzin aktivitesinde kontrol ve timokinon

gruplarina gore istatistiksel a¢idan anlamli derecede artisa sebep olmustur. Timokinon

tedavisinden sonra tartrazin grubuna gore SOD enzim aktivitesinin istatistiksel agidan

onemli olacak sekilde diismiis oldugu goriilmektedir (p<0.001)..
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Sekil 4.3. Gruplarin karaciger dokusu SOD enzim aktivite diizeyleri.

*Farkli {ist simgeye sahip gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur.
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4.2.4. Karaciger Dokusu KAT Aktivite Diizeyleri

Tartrazin uygulamasmin karaciger KAT enzim aktivitesini onemli olgiide

diistirdiigii, buna karsin timokinon ile tedaviden sonra KAT enzim aktivitesinde

tartrazin uygulanan gruba kiyasla artis oldugu gozlendi (p<0.001).
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Sekil 4.4. Gruplarin karaciger dokusu KAT enzim aktivite diizeyleri

*Farkli iist simgeye sahip gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlaml

bulunmustur.
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4.2.5. Karaciger Dokusu GSH-Px Aktivite Diizeyleri

Timokinon uygulamasi kontrol grubuna gore GSH-Px diizeyinde anlamli sekilde

(p<0.05) artisa sebep olurken, tartrazin uygulamasi ciddi oranda diisiise sebep olmustur.

Timokinon tedavisi sonrasinda GSH-Px diizeyinde anlamli sekilde bir artis gézlenmistir

(p<0.001).
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Sekil 4.5. Gruplarin Karaciger Dokusu GSH-Px enzim aktivite diizeyleri.

*Farkli {ist simgeye sahip gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur.
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4.2.6. Karaciger Dokusu TAS Diizeyleri

Tartrazin uygulamasi karaciger TAS diizeyini kontrol ve timokinon gruplarina

gore anlamli derecede diisiirmiistiir. Timokinon tedavisi sonrasinda ise TAS diizeyinde

tartrazin grubuna goére anlamli derecede artig gozlenmistir (p<0.001).
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Sekil 4.6. Gruplarin karaciger dokusu TAS diizeyleri.

*Farkli {ist simgeye sahip gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur.
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4.2.7. Karaciger Dokusu TOS Diizeyleri

Timokinon uygulamasi karaciger TOS diizeyini diger gruplara oranla 6nemli

Olgiide azaltmistir. Tartrazin uygulamasi timokinon ve kontrol gruplarina gére TOS

diizeyini anlamli sekilde arttirirken, timokinon ile tedavi sonucunda TOS diizeyinin

kontrol grubu seviyesine getirdigi goriilmektedir (p<0.001).
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Sekil 4.7. Gruplarin Karaciger Dokusu TOS Diizeyleri.

*Farkli st simgeye sahip gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlaml

bulunmustur.
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4.2.8. Karaciger Dokusu Oksidatif Stres Indeksi

Timokinon uygulanan grup kontrol grubuna oranla oksidatif stres indeksini
distirtirken, tartrazin uygulanan grup kontrol grubuna oranla oksidatif stres indeksini
istatistiksel agcidan anlamli sekilde arttirmistir. Timokinon ile tedavi edilen grupta ise ok

sidatif stres indeksi kontrol grubu ile ayni seviyeye gelmistir (p<0.001).
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Sekil 4.8. Gruplarin Karaciger Dokusu OSI Diizeyleri

*Farkli {ist simgeye sahip gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur.
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4.2.9. Serum TNF-o Diizeyleri

Tartrazin uygulamasi kontrol ve timokinon gruplarina gére TNF-a diizeyini
arttirirken, timokinon ile tedavi edilen grupta tartrazin grubuna gore istatistiksel agidan

anlamli sekilde diisiis gozlenmistir (p<0.001).
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Sekil 4.9. Gruplarin Karaciger Dokusu TNF-a Diizeyleri

*Farkli st simgeye sahip gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlaml

bulunmustur.
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4.2.10. Serum IL-6 Diizeyleri

IL-6 diizeylerinde tartrazin uygulanan grupta kontrol grubuna oranla istatistiksel

acidan onemli derecede artig olurken timokinon ile tedavi edildiginde anlamli diizeyde

diistis gortlmiistiir (p<0.001).
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Sekil 4.10. Gruplarin Serumda IL-6 Diizeyleri

*Farkli {ist simgeye sahip gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur.
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4.3. Histolojik Bulgular

Kontrol ve timokinon gruplarina ait hematoksilen-eozin ile boyanan karaciger
kesitlerinde karaciger parankimini olusturan hepatosit kordonlari, sinuzoidler, santral
ven ve portal alanlar normal histolojik yapida degerlendirildi. Karaciger lobiilleri
merkezi yerlesimli santral ven ¢evresinde 1sinsal diizenlenmis hepatosit kordonlar1 ve
siniizoidler icerecek sekilde olagan yapida degerlendirildi. Portal triad bag dokusu ve

icerdigi vaskiiler yapilar ile safra kanallar1 agik olup normal histolojik yapida izlendi.

Sekil 4.11. (1a) Kontrol grubu. Normal histolojik yapida karaciger parankimi. Santral
ven (Cv), portal alan (oklar). H-E, x10.
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Sekil 4.12. (1b) Kontrol grubu. Normal histolojik yapida karaciger parankimi. Santral
ven (Cv). H-E, x40.

Sekil 4.13. (1c) Kontrol grubu. Normal histolojik yapida karacier parankimi. Mitoz
figiirii (beyaz ok), portal alan (siyah oklar). H-E, x40.
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Sekil 4.14 (1d) Kontrol grubu. Karaciger parankimi, caspase-3 immunreaktivitesi
negatif (y1ldiz), santral ven (Cv), portal alan (oklar). IHC, x20.

Sekil 4.15. (2a) Timokinon grubu. Normal histolojik yapida karaciger parankimi.
Santral ven (Cv), portal alan (oklar). H-E, x10.
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Sekil 4.16. (2b) Timokinon grubu. Normal histolojik yapida karaciger parankimi.
Santral ven (Cv), portal alan (oklar). H-E, x20.

Sekil 4.17. (2c) Timokinon grubu. Normal histolojik yapida karaciger parankimi.
Santral ven (Cv). H-E, x40.
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Sekil 4.18. (2d) Timokinon grubu. Karaciger parankimi, caspase-3 immunreaktivitesi
negatif (yildiz), portal alan (oklar). IHC, x20.
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Tartrazin grubundaki hematoksilen-eozin ile boyanan karaciger kesitlerinde
karaciger parankiminde farkli genislikte nekroz alanlar1 saptandi. Parankimal nekroz
alanlar1 ile portal ve periportal alanlarda inflamatuvar hiicre infiltrasyonu izlendi.
Parankim icinde koyu eozinofilik sitoplazmali, heterokromatik piknotik nukleuslu
apoptotik hepatositler saptandi. Portal alanlardaki vena porta dallar1 i¢inde konjesyon
dikkati cekti. Portal alan bag dokusu ile ¢evre hepatositler arasindaki mesafe (Mall
mesafesi) periportal 6deme bagli olarak belirgin sekilde genislemis olarak izlendi.
Ayrica portal alan igindeki safra duktuslar1 ¢evresinde periduktal 6dem de belirgin

olarak izlendi. Safra duktuslarinda hasarli ve dejenere kolanjiyositler dikkati gekti.

Sekil 4.19.(3a). Tartrazine grubu. Biiyiikk resim. Portal ven limeninde konjesyon
(yildiz), periportal 6dem (kalin oklar), periduktal 6dem (ok basi). H-E, x10. Kiiciik
resim. Periduktal 6dem (ok baslar1 ), kolanjiyosit hasar1 ve dejenerasyonu (ince oklar).
H-E, x40.
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Sekil 4.20. (3b) Tartrazine grubu. Karaciger parankiminde nekroz ve inflamatuvar hiicre

infiltrasyonu (y1ldiz). Peripotal 6dem (ok). H-E, x20.

Sekil 4.21. (3c) Tartrazine grubu. Karaciger parankiminde apoptotik hepatositler
(oklar). H-E, x40.
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Sekil 4.22. (3d) Tartrazine grubu. Karaciger parankimi, kuvvetli pozitif caspase-3

immunreaktivitesi (yildiz), portal alan (oklar). IHC, x20.
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Tartrazin+timokinon grubundaki hematoksilen-eozin ile boyanan karaciger
kesitlerinde parankim i¢inde nadir olarak fokal nekroz alanlari, minimal diizeyde
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve peritortal ddem izleniyordu. Ancak bu hasar
bulgularinin yayginligi ve derecesi tartrazin grubundakine goére belirgin derecede

gerilemisti.

Sekil 4.23. (4a.) Tartrazine+Timokinon grubu. Normal histolojik yapida karaciger

parankimi. Santral ven (Cv), portal alan (oklar). H-E, x10.
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Sekil 4.24.(4b) Tartrazine+Timokinon grubu. Normal histolojik yapida karaciger
parankimi. Portal alan (oklar). H-E, x20.

Sekil 4.25. (4c) Tartrazine+Timokinon grubu. Normal histolojik yapida karaciger
parankimi. Santral ven (Cv). H-E, x40.
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Sekil 4.26.(4d) Tartrazine+Timokinon grubu. Karaciger parankimi, zayif pozitif

caspase-3 immunreaktivitesi (yildiz), portal alan (oklar). IHC, x20.
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Tablo 4.5. Histolojik ve Caspase-3 Hata skorlari

Gruplar inflamatuvar Periportal  Vaskiiler Total Caspase-3
Nekroz
hiicre infiltrasyonu odem konjesyon Hasar skoru Hasar Skoru
Kontrol 0(0-0) 2 0(0-00% 0*(-00* 000 0(-0)? 1(1-10)%
Timokinon 0 (0-0) 2 00-002 0@-0?% 0(0% 0(-0°2 1(1-10)2
. b b b b b b
Tartrazin 1(1-2) 1(1-2) 1(1-2) 2 (1-2) 5 (4-7) 180 (160-240)
Timokinon
+ 0(0-1) ¢ 0(0-1)¢ 15(0.7-22)¢ 05(0-1)° 1(1-3)° 60 (50-80) ©
Tartrazin
D <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

*Farkli list simgeye sahip gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur.

Immunohistokimyasal anti caspase-3 boyamasi uygulanan kesitlerde kontrol ve
timokinon gruplarinda benzer sekilde caspase-3 immunreaktivitesi zayif yogunlukta ve
minimum yayginlikta boyanma seklinde goriildi. Bu gruplarda caspase-3
immunreaktivite H skoru 1 olarak tespit edildi. Tartrazine grubuna ait
immunohistokimyasal anti caspase-3 boyamasi uygulanan kesitlerde caspase-3
immunreaktivitesi genel olarak kuvvetli yogunlukta ve yayginlikta boyanma seklinde
izlendi. Tartrazin grubu caspase-3 immunreaktivite H skoru 180 olarak tespit edildi.
Tartrazin+timokinon grubuna ait immunohistokimyasal anti caspase-3 boyamasi
uygulanan kesitlerde caspase-3 immunreaktivitesi genel olarak zayif yogunlukta ve orta
derece yaygimlikta boyanma seklinde belirlendi. Tartrazine grubu caspase-3
immunreaktivite H skoru 60 olarak tespit edildi.
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5. TARTISMA

Giliniimiizde gidalar1 daha ilgi ¢ekici ve estetik gostermek, pasta sekerleme gibi
yiyeceklerin albenisini arttirmak amaciyla gida boyalar: siklikla kullanilmaktadir. Gida
sektoriiniin  gelismesi ve insanlarin paketli gida tiikketimine ydnelmesiyle gida
boyalarindan kagmnmak neredeyse imkansiz hale gelmistir. Ozellikle cocuklarda
hiperaktivite, alerjik reaksiyon gibi olumsuz durumlara sebep olan bu maddelerin
kullanimin1 engellemek oldukc¢a zorlagsmistir. Bu boyar maddelerden en sik kullanilanlar
arasinda yer alan tartrazinin oksidatif strese yol agarak toksik etki gosterebilmekte buda

norotoksiste, nefrotoksisite ve hepatoksisiteye yol agabilmektedir (8, 56, 67).

Amany ve ark., otuz giin boyunca giinliik 500mg/kg/ca tartrazin uyguladiklari bir
calismada erkek ratlarin beyin dokusundaki norotoksik etkilerini incelemislerdir.
Tartrazin uygulanan grupta kotrol grubuna kiyasla SOD, KAT, GSH seviyelerinde ciddi
bir diisiis gozlenirken, MDA seviyesinde ise ciddi bir artig gozlenmistir. Ayn1 zamanda

histolojik bozukluklara yol agtigini bildirmislerdir (68).

Amin ve ark., geng erkek siganlarda gida azo boyalar1 tartrazin ve kormozinin
bobrek karaciger fonksiyonlart ve oksidatif stres belirtecleri ile ilgili biyokimyasal
parametreler iizerine etkisini inceledigi bir calismada; ratlara otuz giin boyunca
500mg/kg/ca ve 100mg/kg/ca olmak tizere iki ayr1 doz seklinde oral yol ile tartrazin
uygulamislardir. Yiiksek doz uygulanan grupta kontrol grubuna gére SOD, KAT, GSH
seviyelerinde onemli miktarda diisiis meydana gelirken, MDA seviyesinin ise onemli

oranda arttigini bildirmislerdir (15).

Erkek ratlarda tartrazinin sebep oldugu oksidatif stres ve hepatotoksisiteyi
inceleyen bir calismada, ratlara 90 giin boyunca 7.5mg /kg tartrazin diyeti
uygulanmistir. 90 giin sonunda ratlarin karaciger dokusunda yapilan analiz sonucu
tartrazin uygulanan grubun MDA ve total protein seviyesi, normal diyet ile beslenen
kontrol grubuna gore dnemli Olglide artis gostermekle birlikte SOD, GSH-Px, GSH ve
KAT seviyelerinde ise onemli Olglide diisiis oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte
karaciger dokusunda histopatolojik degisiklige sebep olurken kreatinin, iire ve iirik asit

seviyelerinde ise anlamli derecede artisa neden oldugu bildirilmistir (69).

Balta ve ark., Wistar Albino ratlar iizerinde yaptigi ¢calismada 75mg ve 100mg

tartrazin 7 hafta boyunca uygulandi. Deneyin sonunda, bobrek ve karaciger agirligina
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iliskin degerler belirgin bir sekilde artmistir. Dalagin agirligi, kontrol grubunun
agirligina gore hafifce azalirken, kan 6rneklerinin hematolojik analizleri, sicanlarin
diyetine tartrazin eklenmesinin kanin tim biyokimyasal ve hematolojik

parametrelerinde 6nemli degisikliklere neden oldugunu géstermistir (57).

Sentetik gida boyalarinin erkek ratlar lizerindeki toksik etkisinin incelendigi bir
calismada, 75mg/kg diyet seklinde 42 giin boyunca uygulanan tartrazinin serumda total
protein, albumin, kreatinin, iire, ALT, AST, ALP ve total bilirubin seviyelerinde kontrol
grubuna kiyasla 6dnemli derecede artis gosterdigi gozlenmis olup, kan ve karaciger

dokusunda SOD ve GSH seviyelerini 6nemli 6l¢iide azalttigr bildirilmistir (70).

Ratlar {izerinde yapilan baska bir ¢alismada; 90 giin boyunca oral yolla 75
mg/kg/ca tartrazin uygulanan ratlar, mMRNA seviyelerinde ve kollajen 1-a, TGFB-1 ve
caspas-3'iin immiinohistokimyasal lokalizasyonunda Onemli bir artis sergilemistir.
Ayrica, AST, ALP, kreatinin ve {ire seviyelerinde onemli bir artis gézlenmis olup
bobrek ve karacigerde MDA seviyesinde kontrol grubuna kiyasla onemli bir artis ve
SOD, KAT ve GSH enzimlerinin seviyelerinde 6nemli diisiisler bulunmustur. Histolojik
incelemde, hepatositleri, apoptotik hepatositleri ve tiibiiler nekrozlu periportal fibrozisi

ortaya ¢ikartig1 belirlenmistir (71).

Velioglu ve ark., yapmis oldugu caligmada ratlara 21 giin boyunca 500
mg/kg/glin tartrazin oral olarak uygulanmistir. Tartrazin uygulanan grup ile kontrol
grubu karsilagtirildiginda tartrazin uygulanan grubun karaciger dokusunda SOD ,MDA,
TOS seviyelerinde anlamli olarak artig goriiliirken, KAT, TAS ve GSH diizeylerinin
azaldig goriilmiistiir. Ayrica plazmada AST, ALP ve ALT diizeyleri kontrol grubu ile
kiyaslandiginda anlamli derecede artis gosterdigini ve karacigerde histopatolojik

degisiklikler gozlendigini bildirmislerdir (72).

Bagka bir ¢alismada sekiz hafta boyunca 10mg/kg/ca tartrazin uygulanan rat
grubu kontrol ile kiyaslandiginda bobrek, karaciger ve serumda MDA diizeyinin arttig
goriiliirken SOD, KAT, GSH’n azaldig1 gozlenmistir. Ayrica karaciger, bobrek, testis
ve mide dokularinda patolojik degisikliklere neden oldugu belirtilmistir (73).

El-Desoky ve ark., yaptigi calismada ratlara elli giin boyunca uygulanan
7,5mg/kg/ca tartrazinin, oksidatif stres biyobelirtegleri olan lipid peroksit (LPO) ve

malonaldehit (MDA) degerlerini 6nemli 6l¢iide artirirken, GSH diizeylerini ve toplam
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antioksidan kapasiteyi azaltti. Benzer sekilde, GSH-Px, SOD ve Kkatalaz KAT
seviyelerinin, tartrazin alimina yanit olarak dnemli 6l¢iide azaldig1 goriilmistiir. Ayrica
sonuglar, kontrole kiyasla tartrazin uygulanan siganlarda p53, CASP-3 ve CASP-9 dahil
olmak iizere incelenen ii¢ gen i¢in ekspresyon seviyesinde dikkate deger bir yukari
reglilasyon ortaya ¢ikardigini ve kuyruklu yildiz tahlili sonucu tartrazinin kemik iliginde
DNA hasarina neden oldugunu bildirmislerdir (74).

Timokinon, Nigella sativa bitkisinin tohumunun yaginda bulunan fenolik bir
bilesik olup yiliksek antioksidan 6zelligi sayesinde bir¢ok hastalikta geleneksel olarak
yaygin kullanilmaktadir. Yapilan Invivo ve invitro ¢alismalar timokinonun
antiimflamatuvar, antioksidan antimikrobiyal ve antikanserojenik gibi birgok faydali

etkileri oldugunu 6ne siirmektedir (75).

Tiyoasetamid (TAA) ile indiiklenen bir hepatik ensefelopati (HE) modelinde,
timokinonun davranigsal eksiklikler ve olasi mekanizma(lar) iizerindeki terapotik
etkilerini degerlendirmeyi amaglayan bir ¢alismada erkek Wistar siganlarinda 14 giin
boyunca her 48 saatte bir TAA (200 mg/kg) intraperitonal (i.p.) enjeksiyonu ile Hepatik
ensefalopati, (HE) indiiklenmistir. HE indiiksiyonundan sonra i.p. timokinon (5, 10 ve
20 mg/kg) uygulanmistir. Veriler, timokinon ile tedavi edilen HE siganlarinin kaygi ve
depresyon benzeri davranislart iyilestirdigini gosterirken timokinon uygulamasinin,
oksidatif stresi de azalttigi goriilmiistiir. Hipokampusta glutatyon-peroksidaz (GPx),
katalaz (KAT) ve toplam tiyol igerigi seviyelerini arttirdig1 gézlenmistir. Bu bulgularin,
timokinon'nun oksidatif stresin modiilasyonu yoluyla akut karaciger yetmezligi ve HE

komplikasyonlarina kars1 timokinonun kayda deger etkileri oldugunu belirtilmistir (76).

Bouhlel ve ark., timokinonun parsiyel hepatektomi (PH) sonrasi sigan karacigeri
tizerindeki etkisinin arastirdigi bir ¢aligmada; timokinonun ALT aktivitesini ve
histolojik bulgular1 azalttig1 gézlenmistir. Paralel olarak, timokinon hepatik antioksidan
kapasitelerini arttirmigtir. Ayrica, timokinonun mitokondriyal fonksiyonu iyilestirdigi,
endoplazmik retikulm stres parametrelerini zayiflattigt ve apoptotik efektorlerin
ifadesini bastirdig bildirilmistir (77).

Bagka bir ¢aligmada, ratlarda fipronil (FPN) kaynakli toksisiteye karsi dialil
stilfir ve timokinonun'nun potansiyel iyilestirici etkileri aragtirillmistir. Otuz iki erkek
Wistar sigan1 (150-180 g), dort tedavi grubuna randomize edilerek, 28 giin boyunca

giinde bir kez uygulama yapilmistir. FPN ile tedavi edilen si¢anlarin serum {irik asit,
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ire, kreatinin, kolesterol, aspartat transferaz, alanin transferaz, alkalin fosfataz, laktat
dehidrojenaz ve y-glutamil transferaz diizeylerinin dnemli dl¢lide arttigi goriilmiistiir.
Ayrica, FPN toplam protein, albiimin ve trigliseritlerin serum seviyelerini 6nemli
Olctlide azaltirken, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, FPN ile tedavi edilen siganlarda
karaciger, bobrek ve beyin dokularinda énemli 6lglide yiiksek malondialdehit ve nitrik
oksit seviyeleri ve ayrica glutatyon konsantrasyonu, glutatyon peroksidaz, siiperoksit
dismutaz ve katalaz enzimlerinin aktiviteleri 6nemli Ol¢iide azalmistir. timokinon ile
tedavi sonrasinda, daha Once bahsedilen tiim parametrelerde FPN'nin neden oldugu

degisiklikleri 6nemli 6l¢iide iyilestirdigi agiklanmistir (78).

Erdemli ve ark., 2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-dioksin (TCDD) kaynakli
hepatotoksisiteye karsi timokinon uygulamasinin karaciger dokularindaki degisiklikleri
incelemek i¢in yaptig1 calismada; elli rat bes gruba ayrilarak otuz giin boyunca gruplara
sirastyla kontrol, misir yagi, TCDD, timokinon ve TCDD + timokinon uygulamasi
yapilmistir. Ratlarin karaciger dokusunda biyokimyasal ve histopatolojik analizler
yapildiginda TCDD uygulamasinin karacigerde Glisson kapsiiliiniin kalinlagsmast,
hepatositlerde intrasitoplazmik vakuolizasyon, siniizoidal genisleme, vaskiiler ve
siniizoidal tikaniklik ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu gibi histopatolojik degisikliklere
neden oldugunu bulunmustur. Timokinon ile tedavi edilen grupta GSH, SOD, KAT ve
TAS seviyeleri diger tiim gruplara gore artarken MDA, TOS, ALT, AST, ALP
seviyelerinin diger tiim gruplara gore azaldigi gorilmiistiir. Sonu¢ olarak TCDD’nin
sebep oldugu oksidatif ve histolojik etkileri timokinonun ortadan kaldirdig: bildirilmistir
(79).

Ratlarda arsenik kaynakli hepatotoksisiteye karsi ayri ayrt timokinon veya
ebselenin koruyucu etkinligi arastiran bir ¢alismada 28 giinliik bir ¢aligmada, arsenik
maruziyeti sonucunda meydana gelen siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT),
glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GR) ve glutatyon (GSH)) belirgin
diistisler ve kanitlanan hepatik hasara karsi timokinon ve arsenik uygulanan grupta bu

parametrelerde anlamli sekilde diizelmeler oldugu bildirilmistir (80).

Asgharzadeh ve ark., erkek siganlarda lipopolisakkarit (LPS) ile indiiklenen
inflamasyonda timokinon'nun karaciger fibrozu iizerindeki etkisini arastirmayi
amacladiklar1 caligmalarinda ii¢ hafta boyunca 2 mg/kg/glin, 5 mg/kg/gin, 10

mg/kg/glin olmak tizere farkli dozlarda timokinonu 1 mg/kg/giin lipopolisakkarit ile
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kombine gekilde intraperitonel olarak uygulamislardir. Timokinon ile kombine sekilde
lipopolisakkarit uygulanan gruplar yalnizca lipopolisakkarit uygulanan grup ile
kiyaslandiginda timokinon ile tedavinin, karaciger fibrozunu diizelttigi, karaciger
fonksiyon testlerini iyilestirdigi ve anti-oksidatif enzimlerin (SOD ve katalaz)
diizeylerini artirrken, MDA konsantrasyonunu diisiirdiigli a¢iklanmistir. Bu

iyilesmelerin timokinon dozu ile dogru orantili sekilde arttigi bildirilmistir (81).

Histolojik ve biyokimyasal degerlendirmelerle si¢an karacigerinde deneysel bir
modelde olanzapinin (OLZ) yan etkilerine karsi timokinonun olasi koruyucu
Ozelliklerini aragtirmak amaciyla yapilan bir ¢calismada 35 adet disi Sprague Dawley
faresi; kontrol, OLZ, OLZ+TQ-1, OLZ+TQ-2, OLZ+TQ-3 olmak {izere rastgele bes
gruba ayrilmistir. 2 haftalik bir OLZ uygulamasinin (4 mg/kg, ilk hafta icin giinde bir
kez, ikinci hafta i¢in giinde bir kez 8 mg/kg, ) ve timokinon ile tedavinin (25, 50 , 100
mg/kg, giinde bir kez, ) OLZ'nin neden oldugu kilo alimini 6nemli 6l¢giide azalttigini ve
timokinonun toplam antioksidan durumu (TAS), yiiksek yogunluklu lipoprotein
kolesterolii (HDL), insiilin seviyelerini arttirdigini ayrica serum oksidatif stres indeksi
(OSI), toplam oksidan durumu (TOS), alanin aminotransferaz (ALT), aspartat
aminotransferaz (AST), gama-glutamil transpeptidaz (GGT), disiik yogunluklu
lipoprotein kolesterol (LDL), glukoz, trigliseritler (TG) ve toplam kolesterol (CH)

seviyeleri 6nemli dl¢iide azalttigi bildirilmistir (82).

Kronik siklosporin A (CsA) tedavisinin ve akut renal iskemi/reperfiizyonun (I/R)
timokinon ile tedavi edilen siganlarda bobrek ve karaciger iizerindeki etkilerini
degerlendirmek i¢in tasarlanan calismada yetiskin erkek siganlar kontrol, CsA(25
mg/kg/giin), timokinon (10 mg/kg/giin) ve CsA+Timokinon gruplarina ayrilmis ve
uygulama 28 giin stirmiistiir. CsA tedavisi ve renal I/R, histopatolojik degisiklikler ve
biyokimyasal parametrelerle degerlendirildiginde bobrek ve karaciger fonksiyon
bozukluguna neden olmustur. Timokinon tedavisi, yiikselmis serum endekslerini
kontrol seviyelerine geri indirmis ve CsA'nin neden oldugu bdbrek ve karaciger
histopatolojik degisikliklerini iyilestirmistir. Bobrek ve karaciger dokularinda, CsA ve
renal I/R, azalmis glutatyon seviyelerinde ve siiperoksit dismutaz aktivitelerinde énemli
diisiislerle birlikte malondialdehit seviyelerinde Onemli artislara neden olmustur.
Oksidatif stres belirteclerindeki bu tiir degisiklikleri, timokinonun onledigi bildirilmistir
(83).
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Mabrouk ve ark., yapmis oldugu ¢alismada, timokinonun kursunun (Pb) neden
oldugu karaciger hasarina karsi potansiyel koruyucu etkisi aragtirilmistir. Yetiskin erkek
siganlar Pb grubu (2000 ppm Pb asetat igme suyunda), Pb-Timokinon grubu (Pb + TQ 5
mg/kg/giin) ve Timokinon grubu sadece Timokinon ile birlikte 5 hafta boyunca tedavi
edilmislerdir. Sonuglar, Pb maruziyetinin hepatik Pb igerigini, hasarli hepatik histolojik
yapiyt (nekrotik odaklar, hepatik iplikler diizensizligi, hipertrofik hepatositler,
sitoplazmik vakuolizasyon, sitoplazmik kayip, kromatin yogunlasmasi, mononiikleer
hiicre infiltrasyonu, tikaniklik, santrilobiiler sisme) arttirdigin1  ve karaciger
fonksiyonunu bozdugunu goéstermistir. Pb tedavisi ayrica karacigerde toplam
antioksidan durum seviyesini azaltmis ve lipid peroksidasyonunu arttirmistir.
Timokinon ile takviye, Pb'nin neden oldugu olumsuz etkileri 6nemli oOlgilide
iyilestirmistir. Sonuglar olarak timokinonun nun Pb kaynakli hepatotoksisiteye karsi

koruyucu bir etkisi oldugunu géstermistir (84).

Siganlarda metotreksat ile indiiklenen toksisitede timokinon hepatorenal koruma
mekanizmalarinin incelenmis oldugu calismada; 10 giin boyunca oral yoldan TQ (10
mg/kg) uygulandi. Metotreksat ile timokinon+metotreksat uygulan  grup
kiyaslandiginda, karaciger ve bobrek dokularinda metotreksatin sebep oldugu GSH ve
KAT seviyelerindeki azalmay1 timokinon uygulamasinin kontrol grubuna yaklastirdigi

ve artmis olan MDA ve TNF-a seviyelerini ise diistirdiigii gozlenmistir (85).

Caligmamizda gida boya maddesi tartrazinin karaciger dokusunda meydana
getirdigi  toksik  etkilerine  karst1  timokinonun etkinligini  histolojik,
immunohistokimyasal ve biyokimyasal yOntemler ile arastirmayr amagladik.
Biyokimyasal olarak incelemis oldugumuz parametrelerden biri olan MDA seviyesinin
tartrazin grubunda kontrole oranla ciddi seviyede artis gosterdigini bulduk. MDA
seviyesindeki artis hiicrelerde lipid peroksidasyonunun artmis oldugunu gosteren bir
belirtectir. Lipid peroksidasyonundaki artis hiicrelerin membran potansiyelinin ve
akigskanliginin azalmasi ve hiicre biitiinliigiiniin bozulmasina sebep olarak organizmada
ciddi hasarlar olugsmasina sebep olur. Tartrazin ve timokinon uygulamis oldugumuz
grupta timokinonun tartrazinin etkisini azaltarak MDA seviyesini kontrol grubuna
yaklastirmis oldugunu gordiik. Bu durum timokinonun lipid peroksidasyonuna sebep
olan serbest radikallerin giderilmesinde olumlu bir etkisi oldugunu ve antioksidan
0zellik gosterdigini ortaya koymaktadir. Ratlarin karaciger dokularindaki TAS diizeyleri

incelendiginde timokinon uygulanan grubun TAS diizeyinin diger gruplara oranla
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anlamli sekilde (P<0.001) arttigi gorilirken tartrazin uygulanan grubun TAS
seviyesinin diger tim gruplardan daha diisiik oldugu gorilmistiir. Ayrica tartrazin
uygulanan grubun TOS seviyelerinde ciddi artis gézlenirken timokinon ile tedavi edilen
grubun TOS seviyelerinin kontrol grubuna yaklastigi goriilmistiir. Timokinon OSI’ni
ciddi sekilde diislirerek tartrazinin olumsuz etkisini azaltmigtir. Tartrazin, TOS
seviyelerini ciddi sekilde artirmig ve antioksidan savunma sisteminin oksidatif stresi

onlemede yetersiz kalmasina sebep olarak hiicrelerin ve dokularin hasarina yol agmustir.

Yine oksidatif stres belirteci olan KAT, GSH-Px enzimlerinin seviyeleri tartrazin
uygulanan grupta kontrol grubuna oranla 6nemli 6lglide diistis gosterirken timokinon ile
tedavi edilen grupta bu enzimlerin seviyelerinin kontrol grubuna yaklastigini
gozlemledik. KAT ve GSH-Px enzimleri H,O, molekiiliiniin doniisiimiinii saglayarak
hiicreye zarar vermesini Onler. Calismamizda, tartrazinin bu enzimlerin seviyesini
azaltarak hiicrelerin oksidatif stres yiikiinii artirdigini ve timokinmnun ise tam tersi etki
ile bu enzim seviyelerini yiikseltip hiicrenin oksidatif stres yiikiinii azalttigin
gozlemledik. Calisma sonuglarimiz literatiirle benzerlik gostermekte olup timokinonun

oksidatif stresi azalttigini gostermektedir.

Bir baska oksidatif stres parametresi olan SOD enzim aktivitesini
inceledigimizde tartrazinin siiperoksit (O,) radikalini detoksifiye eden SOD enzimi
aktivitesini yiikselterek siiperoksit radikalinin H,O, ve suya doniisiimiinii artirmig fakat
ayni zamanda CAT ve GSH-Px aktivitesini azalttigindan dolay1 olusan H,O, detoksifiye
edilememistir. Bu durumda hiicreler yiiksek oksidatif strese maruz kalmislardir.
Timokinon ile tedavi edilen ratlarda ise SOD aktivitesinin azaldigi goriilmiistiir.
Calismada non enzimatik bir oksidatif stres belirteci olan GSH diizeyi de incelenmistir.
Hiicreleri serbest  radikallerin =~ olumsuz  etkilerinden koruyan GSH  6nemli
bir antioksidandir. Bununla  birlikte  toksik elektrofilik metabolitlerin
detoksifikasyonunda gorev alan GSH-Px ve GST igin substrat olarak islev goriir (86).
Tripeptid yapisindadir ve oksidatif stresi onledigi i¢in hiicre biitiinliigiinii koruyan
onemli bir molekiildiir. Analizlerimiz sonucunda tartrazinin GSH seviyesini onemli
oOlglide azalttig1 gozlenirken timokinonun bu olumsuz etkiyi azaltarak GSH seviyesini

normal diizeylere ¢ikardigi goriilmiistiir.

Histolojik incelemeler sonuglarimizda biyokimyasal analizler ile uyumlu olarak

tartrazin uygulamasinin portal ven limeninde konjesyon, periportal 6dem, periduktal
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O6dem, Periduktal 6dem, kolanjiyosit hasar1 ve dejenerasyonuna sebep oldugu (Sekil 23.
3a) ve karaciger parankiminde farkli genislikte nekroz alanlarina ile inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu sebep oldugu goriilmiistiir (Sekil 24. 3b.). Bununla birlikte karaciger
parankiminde apoptotik hepatositler gozlenmistir (Sekil 25.3c.). Timokinon
tedavisinden sonra bu histopatolojik degisimlerin ortadan kalkti§i ve karaciger

dokusunun kontrol grubuna benzer 6zellikler gosterdigi gorilmistiir.

Immiinohistokimyasal incelemeler sonucunda; Immunohistokimyasal anti
caspase-3 boyamasi uygulanan kesitlerde kontrol ve timokinon gruplarinda caspase-3
immunreaktivitesi zayif yogunlukta ve minimum yayginlikta boyanma seklinde
goriiliirken, tartrazine grubuna ait immunohistokimyasal anti caspase-3 boyamasi
uygulanan kesitlerde caspase-3 immunreaktivitesi genel olarak kuvvetli yogunlukta ve
yayginlikta boyanma seklinde izlendi. Timokinon ile tedavi edilen grupta ise
immunohistokimyasal anti caspase-3 boyamasi uygulanan kesitlerde caspase-3
immunreaktivitesi genel olarak zayif yogunlukta ve orta derece yayginlikta boyanma
seklinde belirlendi. Bu durum tartrazinin sebep oldugu apoptozun timokinon tarafindan

tedavi edildigini gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Tartrazin uygulanan ratlarin karaciger dokusunda oksidatif stres
parameterleriden; MDA, SOD seviyelerinin artisina ve GSH, GSH-Px ve KAT

seviyelerinin azalmasina neden olmustur.

2. Tartrazin uygulanan ratlarin karaciger dokusunda OSI belirteclerinden; TOS

seviyelerinde artiglara ve TAS seviyelerinde azalmalara neden olmustur.

3. Tartrazin uygulanan ratlarin serumlarinda inflamasyon fakatorlerinden Tnf-a

ve IL-6 seviyelerinde artisa neden olmustur.

4. Tartrazin uygulanan ratlarin karaciger dokularinda nekrozlara, 6demlere,

hiicre infltrasyon ve dejenerasyonlara sebep olmustur.

5. Tartrazin uygulanan ratlarin karaciger dokularinda Caspase 3-

immiinoreaktivitesinde artislara sebep olmustur.

6. Timokinon uygulanan ratlarin karaciger dokularinda KAT, GSH, GSH-Px

seviyelerinde artig, MDA, SOD seviyelerinde azalmalara neden olmustur.

7. Timokinon uygulanan ratlarin karciger dokularinda TAS seviyelerinde

artislara, TOS seviyelerinde ise azalmalara neden olmustur.

8. Timokinon uygulanan ratlarin serumlarinda Tnf-a ve IL-6 seviyelerinde

azalmalara neden olmustur.

9. Timokinon uygulanan ratlarin karaciger dokusu histolojinde ve caspase 3-

immiinoreaktivesinde herhangi bir anormal durum gézlemlenmedi.

10.Tartrazin ve Timokinon uygulanan ratlarin karaciger dokusunda gerek
biyokimyasal parametreler gerekse de histolojik parametreler agisindan tartrazin

uygulanmis gruba kiyasla iyilesmeler tespit edildi.

Tiim bu sonuglar agisindan tartrazin oksidatif stres ve inflamasyona neden olarak
hepatoksisiteye neden olmus, timokinon ise gii¢lii antioksidan ve antiinflamatuar etki

gostererek tartrazin hepatoksisitesini minimize edebilmistir.
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Hazir gidalarin her gegen giin daha yaygin kullanilir hale gelmesi ile gidalardaki
gida boyar katki maddelerine maruziyet artis gostermektedir. Bu durum ise tartrazin
gibi yaygin kullanim alani bulan maddelerden kaginilamadigini kanitlar niteliktedir.
Tartrazinin toksik etkilerini bertaraf edebilmek yada en azindan bu hepatoksik etkileri
minimize edebilmek igin Corek otu ve onun aktif bilesini olan timokinonun miimkiinse

giinliik yeterince tiiketilmesini tavsiye ediyoruz.
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