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OZET

ELLAJIK ASITiN KSENOBiYOTIiK METABOLIZMASI UZERINE
ETKILERININ VE ILAC-DIYET ETKILESIM POTANSIYELININ
MOLEKULER YAKALISMLAR iLE AYDINLATILMASI.

Bu c¢alismada ellajik asitin ksenobiyotik metabolizmasi tizerine etkilerinin ve ilag-
diyet etkilesim potansiyelinin molekiiler yaklasimlar ile aydinlatilmasi
amaclanmigtir. Bu amagla siganlara iki farkli dozda ellajik asit enjekte edilmis ve
sican karaciger mikrozomal 7-etoksirezorufin O-deetilaz (CYP1ALl), aminopiren N-
demetilaz (CYP2A, 2C), anilin 4-hidroksilaz (CYP2EL), dibenzoflorosein debenzilaz
(CYP19-aromataz), eritromisin N-demetilaz (CYP3AL), etilmorfin N-demetilaz
(CYP2B1), kafein N-demetilaz, (CYP1A2), N-nitrosodimetilamin N-demetilaz
(CYP2E1) Metoksirezorofin O-demetilaz (CYP1A2) benziloksirezorofin o-dealkalaz
(CYP2B9), pentoksirezorofin O-dealkalaz (CYP2B10), benzfetamin N-demetilaz
(CYP2B), sitozolik glutatyon S-transferaz ve kinon reduktaz (NQOL1) aktiviteleri
tayin edilmistir. Ellajik asitin etkilerinin molekiiler diizeyde tanimlanmasi icin
aktiviteleri Olgiilen enzimlerin gen ifade diizeyleri, RT-PCR yontemi ile semi-
kantitatif olarak saptanmistir. Sigan karaciger mikrozomal ve sitozolik enzimlerin her
birine 6zgli antikorlar kullanilarak Western blot teknigi ile her bir enzim
izoformlarinin protein diizeyleri immunolojik olarak tayin edilmistir. Ellajik asitin
kanser hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkisini saptamak ve var ise normal ve kanser
hiicre dizileri iizerindeki sitotoksisite farklarini belirlemek amaciyla hem kanser
olmayan hiicre dizileri (ebriyonik bobrek hiicre dizisi 293 ve fibroblast hiicre dizisi
3T3) hem de kanser hiicreleri (meme kanseri hiicre dizisi MCF7, akciger kanseri
hiicre hatt1 PC-14) iizerine sitotoksik etki arastirilmistir. Hiicreler tizerinde sitotoksik
Ozelligi saptanan ellajik asitin bu sitotoksik etkisini hangi mekanizmay1 kullanarak
gergeklestirdigi sorusuna cevap aramak i¢cin PTEN ve p53’iin tiimor baskilayict gen
ekspresyonlarina etkisi Western blot analizi ile arastirilmistir. Ayrica antioksidan
enzimler (katalaz ve glutatyon peroksidaz), serum aspartat ve alanin aminotransferaz
aktiviteleri 6l¢timleri ile ellajik asitin antioksidatif, oksidatif ve olas1 toksik etkileri
saptanmustir. 10 mg/kg ellajik asit uygulanan dozlarda CYP2B ve CYP2E enzim
aktiviteleri azaldigir halde, diger tiim aktivitelerinde herhangi bir degisiklik
gozlenmemistir. Ayrica Western blot ve RT-PCR sonuglart ile bu enzim aktiviteleri
uyum gostermistir. Diger yandan 30 mg/kg ellajik asit intaperitonal olarak
uygulandiktan sonra NQO1, CAT, GPX, GSTs enzim aktiviteleri dnemli derecede
artarken CYP450 1A1, 2B1, 2B4, 2B9, 2B10, 2C6, 2E1 ve 19 enzim aktiviteleri
onemli derecede azalmistir. Buna ek olarak Western blot ve RT-PCR sonuglar1
anlaml sekilde CYP2B, 2C6, 2E1 ve 19 protein ve mRNA seviyeleri azalmistir fakat
CYPIA mRNA ve protein seviyesi degismemistir. CYP3A enzim aktivitesi ve
protein ve mRNA seviyesi ne 10 mg/kg ellajik asitte ne 30 mg/kg ellajik asitte
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degismemistir. Sonug olarak ellajik asitin ksenobiyotik metabolizmasinda etken bir
role sahip olan sitokrom P450 enzimlerinin ekspresyonlarinda degisimlere neden
olarak ksenobiyotik metabolizmasmi degistirdigini, antioksidatif, antimutajenik ve
antikanserojenik etkiler gosterdigini saptanmuistir.

Anahtar Kelimeler: Sitokrom P450, Ksenobiyotik Metabolizmasi, Ellajik Asit,
Antitimor Etki
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SUMMARY

COMPREHENSIVE IDENTIFICATION OF THE EFFECTS OF ELLAGIC
ACID ON XENOBIOTIC METABOLISM AND ITS DRUG-DIET
INTERACTION POTENTIALS USING MOLECULAR APPROACHES

The purpose of this project is to elucidate effects of ellagic acid on xenobiotic
metabolism and its drug-diet interaction potentials using molecular approaches. For
this purpose, ellagic acid was injected to rats in two different doses and then their
hepatic microsomal 7-ethoxyresorufin O-deethylase (CYP1Al),aminopyrene N-
demethylase (CYP2A, 2C), aniline 4-hydroxylase (CYP2E1), caffeine N-
demethylase (CYP1A2), dibenzofluoroscein demethylase (CYP19-aromatase),
erythromycin N-demethylase (CYP3AL), ethylmorphine N-demethylase (CYP2E1),
caffeine N-demethylase (CYP1A2), N-nitrosodimethylamine N-demethylase
(CYP2EL), methoxyresorufin O-demethylation (CYP1A2), benzyloxyresorufin O-
dealkylatase  (CYP2B9), pentyloxyresorufin  O-dealkylatase  (CYP2B10),
benzphetamine N-demethylase (CYP2B), cytosolic glutathione S-transferase (GST)
and quinone reductase (NQOL) activities activities are going to be determined.In
order to determine the molecular mechanism of actions of ellagic acid gene
expression levels of xenobiotic metabolizing enzymes given above was determined
with the semi quantitative, RT-PCR. Expression levels of xenobiotic metabolizing
enzymes given above at the protein level was be studied by Western blotting using
specific antibodies against individual isoforms. Cytotoxic effects of ellagic acid on
non cancer cell lines (293 and 3T3) and cancer cells lines (breast cancer cell line
MCF-7 and lung cell lines PC-14) was be compared. Tumor suppressor genes such
as PTEN and p53 and was be studied in those cell lines with Western blotting to
clarify the underlying mechanism of cytotoxic actions observed with ellagic acid. In
addition, effect of ellagic acid on antioxidant enzymes (catalase and glutathione
peroxidase) and aspartate and alanine aminotransferases and was be determined to
study the oxidant, antioxidant possible toxic properties of extracts and pure
constituents. Although the CYP2B and CYP2E enzyme activities were decreased, the
activities of all other enzymes were not changed significantly with 10 mg/kg EA
injection. In addition, Western-blot and qRT-PCR results clearly corroborated the
above enzyme expressions. On the other hand, while the NQO1, CAT, GPX, GSTs
enzyme activities were increased significantly, CYP450 1Al, 2B1, 2B4, 2B9, 2B10,
2C6, 2E1 and 19 enzyme activities were reduced significantly by an i.p.
administration of 30 mg/kg ellagic acid. In addition, Western-blot and RT-PCR
results markedly indicated that CYP2B, 2C6, 2E1 and 19 protein and mRNA levels
were substantially decreased by 30 mg/kg dose of EA, but the CYP1A protein and
MRNA levels were not changed. CYP3A enzyme activity, protein and mRNA levels
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were not altered by neither 10 nor 30 mg/kg ellagic acid. As a result, ellagic acid
altered xeonobiotic metabolism by cause change in the expression of CYP450
enzymes which has an active role in the xenobiotic metabolism, it’s reported that
shown antioxidative, antimutagenic an anticancerogenic effects.

Keywords: Cytochrome P450, Xenobiotic Metabolism, Ellagic acid, Antitumour
Effect
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1. GIRIS

Son yillarda dogal olarak olusan bitkisel kokenli kimyasallara
(fitokimyasallar) gosterilen artan ilgi, bu kimyasallarin kanser, yaslanma ve
kardiovaskiiler hastaliklar gibi patofizyolojik olusumlarda 6nemli koruyucu rollere
sahip olmalarmin yapilan bilimsel c¢alismalar ile gosterilmis olmasmdan
kaynaklanmaktadir. Bitkilerin insan saglig1 lizerine olan etkileri siiphesiz asirlardir
bilinmektedir. (Hipokrat 1.0. 5. yy’da ‘Diyet Uzerine’ tezinde hastahigin tedavisinde
diyetin Onemini tanimlamistir) ve son birka¢ yiiz yilda alternatif tedavi olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Son yillarda teknoloji bakimindan ileri seviyedeki
toplumlarin sifali bitkilere olan ilgisi de, kuskusuz diyetsel gidalar veya tibbi
bitkilerle alman fitokimyasallar hakkinda yapilan bilimsel caligmalar sayesinde
artmistir. Avrupa ve Amerika’da bir¢ok yerde bu fitokimyasallar ana kaynaklarindan
saflastirilmis preparatlar halinde veya diyetsel katki olarak pazarlanmaktadir. Bu
hazir bitkisel preparatlarin tiiketimi Amerika Birlesik Devletlerinde ve Avrupa’da
(6rnegin Ingiltere’de yaklasik her dort eriskinden biri) cok hizli bir artis gdstermekte

ve satiglar milyarlarca Euro’yu bulmaktadir [1-3].

Son on yil siiresince, bitkisel preparatlar ya da normal diyetlerin bilesenleri
olarak tiiketilen fitokimyasallar yiiksek dozlarda ve siirekli alindiklarinda;
ksenobiyotik metabolizmasinda ¢ok 6nemli bir role sahip olan sitokrom P450
enzimlerinin  ekspresyonlarinda  degisimlere neden olarak  ksenobiyotik
metabolizmasini degistirdigi, antioksidatif, antimutajenik ve antikanserojenik etkiler

gosterdigini bildiren kanitlar sunulmustur [4,5].

Bitkisel preparatlar es zamanli olarak bir veya birden fazla tibbi ila¢ alan
hastalar tarafindan da alinmakta ve aralarinda hayati tehlike arz eden beklenmedik
etkilesimler olusabilmektedir [6-8]. Bu nedenle, bu ve benzeri preparatlarin ilaglar
dahil ksenobiyotik metabolizmasi ile olan etkilesimlerinin bilimsel caligmalar ile
aragtirtlip ortaya konmasi, antioksidatif, antimutajenik ve antikanserojenik etkilerinin

saptanmasi son derece onem arz etmektedir.



1.1. Sitokrom P450 (CYP450) ve Fitokimyasal Etkilesimleri

Hem endojen (yag asitleri, steroidler, Vitamin D vb) hem de ekzojen (ilaglar,
cevresel kirleticiler vb) bilesiklerin metabolizmasinda rol alan sitokrom P450
(CYP450) enzimleri, sitokrom P450-bagimli monooksijenazlarin [E.C.1.14.14.1]
terminal enzimleridir ve Faz I enzimlerinin 6nemli bir ailesini teskil ederler [9-21].
Enzime P450 ad1 indirgenmis formunun karbon monoksit ile olusturdugu kompleksin
450 nm’de maksimum absorpsiyon gdstermesi nedeniyle verilmistir. Giiniimiizde
klinik olarak kullanilan ilaglarin yaklasik % 75’inin ve ¢ok biiylik miktarda diyetsel
kaynakli bilesiklerin Faz I bagimli metabolizmalarmi1 Sitokrom P450 enzimleri

gerceklestirir.

Bu enzimler bobrek, akciger, deri, bagirsak, adrenal korteks, plasenta gibi
farkl dokularda bulunur, ancak 6zellikle karacigerde ¢ok etkindir. Prokaryotik enzim
¢Oziinilir bir hemoprotein iken, yiiksek organizmalarda i¢c mitokondriyal membranda
ve endoplazmik retikulumda yerlesmistir. Memeli sitokrom P450’leri; ilaglar,
karsinojenler, boyalar, organik coziiciiler, pestisitler, alkoller, ¢evresel kirleticiler
gibi ksenobiyotiklerin metabolizmasinda; steroid hormonlarmm biyosentezinde;
doymamis yag asitlerinin hiicresel mesajcilara oksidasyonunda ve yagda ¢6ziinen
vitaminlerin metabolizmasida 6nemli rol oynarlar [22-28]. 20 Agustos 2009 itibari
ile toplam 11294 sitokrom P450 izozimi (3282 hayvan, 4266 bitki, 905 bakteri, 3570
fungus ve 1607 diger oOkaryotlar) tammmlanmustir [29]. Bilhassa endoplazmik
retikulumda bulunan P450 isozimlerinin substrat 6zgilliigliniin ¢ok genis oldugu,
binlerce bilesigi metabolize ettigi gdsterilmistir [24,30]. Sitokrom P450’lerin ¢ok
fazla izoziminin bulunmasi ve bir¢ok reaksiyonu Kkatalizlemelerinden dolayi
enzimlerin isimlendirilmesinde siradan metot yetersiz kalmis ve yapisal homolojiye
dayanan sistematik bir adlandirma gelistirilmistir [31]. Bu sistemde her bir sitokrom
P450 i¢in belirli aileyi tanimlamak icin rakamlar verilir. Bunu, alt aileyi belirlemek
icin biiyiik harflerin kullanilmasi izler ve bir diger rakam 6zgiin P450 formunu
gostermek igin kullanilir. Ornek olarak 1A2 ve 2E1 verilebilir. CYP terimi ise

sitokromun “cytochrome” ilk iki harfini ve P450°nin ilk harfini temsil eder [32-34].
Insanda bulunan 59 CYP450 izozimleri ii¢ genel gruba ayristirilabilir.
1) Daha ¢ok ksenobiyotik metabolizmasinda yer alan CYP aileleri (CYP1-3),

2) Endojen metabolizmasinda rol alan CYP aileleri (CYP5-51) ve
2



3) Yag asitleri metabolizmasinda ve kismen ksenobiyotik metabolizmasinda

yer alan CYP4 ailesi.

Bunlardan ilk grup (bu tez calisma alanina giren gruptur) giinlimiizde
kullanilan ilaglarm Faz 1 bagimli metabolizmalarmin yaklasik % 70-80’ini
gerceklestiren sitokrom P450 enzimlerini igerir [35]. Diyet, tiir, genetik, yas,
fizyopatolojik sartlar ve cesitli ajanlar sitokrom P450 enzimlerin aktivite ve
ekspresyon diizeylerini etkilerler. Dokulardaki bazi sitokrom P450°lerin seviyeleri ve
aktiviteleri organizmanin ¢esitli kimyasallara maruz kalmasi neticesinde artma veya
azalma gosterebilir. Dolayis1 ile bu enzimlerin ¢esitli bitkisel bilesiklerce
diizenlenmesi, farmakolojik ve toksikolojik etkiye sahip bircok ksenobiyotigin

metabolizmasii etkileyerek ¢cok 6nemli sonuglar olusturabilir.

Bircok dogal fitokimyasalin (6zellikle flavonoidlerin) 6zgiin sitokrom P450
izozimlerini indiikledikleri, aktivitelerini artirdiklar1 veya ketledikleri ve boylelikle
ikincil uyartilara olan cevaplarimmi degistirdigi bilinmektedir. Bir¢ok karsinojenin
DNA gibi makro molekiillere kovalent olarak baglanabilen reaktif elektrofilik
metabolitlere veya inaktif metabolitlere doniisiimleri CYP450 (6zellikle CYPIA,
CYP1B, CYP2E ve CYP3A) enzimlerince katalizlenmektedir [36-38]. Olusan
reaktif metabolitler diger Faz 1 veya Faz Il enzimlerince inaktif {riinlere
dontstiiriilmektedir. Sonug olarak, karsinojenlerin bu sekilde detoksifikasyonunda
rol alan sitokrom P450 enzimlerinin ve/veya diger Faz 1 ve Faz Il enzimlerinin
indiiksiyonu, karsinojenlerin etkilerine karsi bir koruma ve savunma sistemi
olusturabilir (Sekil 1.1). Ancak, olduk¢a ¢ok sayida karsinojenik kimyasal yine ¢ok
sayida CYP enzimlerince hem aktif hem de inaktif metabolitlere metabolize edildigi
icin istenilen antikarsinojenik etkinin olusumu, indiikleyici ajanin hangi CYP450
izozimini ve hangi metabolik yolag: etkiledigine ve dolayisi ile indiikleyici ajanin
tanimlanmasina baghdir. Sonugta, fitokimyasallar karsinojenlerin ve ilaglarin
etkinligini, farmakolojik etkilerini ya azaltarak ya da artirarak etkileme potansiyeline
sahiptir ancak istenilen etkinin saglanmasi fitokimyasalin yapisal ve fonksiyonel

ozelliklerinin tanimlanmasima baglidir.
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Sekil 1.1: Cok evreli bir silire¢ olan karsinojenezin fitokimyasallarca bloke edilmesi
veya baskilanmasi [39].

Sitokrom P4501 ailesi 1A1, 1A2 ve 1B1 izoformlarmini kapsar ve polisiklik
aromatik hidrokarbonlar ve heterosiklik aromatik aminler gibi prokarsinojenlerin
aktivasyonunda ve biyotransformasyonunda 6nemli rol oynar. Akciger kanseri [36]
kolorektal kanser [40] ve meme kanseri [41] gibi karsinojenik olusumlarda CYP1
izoformlarmin &nemli rol oynadig1 gdsterilmistir. Ozellikle son yillarda yapilan
bircok calismada diyetsel veya diyetsel olmayan bazi bitkilerden izole edilen
bilesiklerin [(diyetsel: galangin, theaflavin, quercetin, genistein vb) (diyetsel
olmayan: dimetoksiflavon, ksantohumol, diosmetin, hidroksichalchone, biochanin,
dracaena cinnabari flavon vb.)] CYPI izoformlarmin ekspresyonlarini veya
aktivitelerini inhibe etmeleri ile ¢esitli kanser tiirlerinde 6nemli baskilayici etkiler
gosterdikleri bildirilmistir [42-48]. CYP2E1 etanol ile indiiklenebilen, kiigiik
molekiiler agirlikli bilesiklerin ve asetaminofen gibi yaygin olarak kullanilan
ilaclarin biyotransformasyonunda rol alan ve karsinojen (6zellikle arilamin ve
nitrozaminlerin) metabolizmasinda hayli 6neme sahip olan bir diger CYP
izoformudur. CYP1 izoformlarin aksine CYP2E1 transkripsiyonel kontroliin yani
sira post-transkripsiyonel olarak ta kontrol edilen ve bu anlamda CYP izoformlar1
arasinda farklihik gosteren bir izoformdur. CYPI ailesinde oldugu gibi cesitli
fitokimyasallarin CYP2EI aktivitesini inhibe ederek veya protein diizeyini azaltarak

nitrozoaminlerin karsinojenik ve mutajenik etkilerini antagonize ettigi gosterilmistir

[49-51].



CYP2B  fenobarbital gibi  yaygin  olarak  kullanilan ilaglarin
biyotransformasyonunda rol alan CYP izoformudur. Cesitli bitki ve
fotokimyasallarin CYP2B aktivitesini indiikledigi gosterilmistir [52,53]. CYP2C
ailesi ila¢ ve kanser metabolizmasinda 6nemli bir rol oynadig diistiniilmektedir. Bir
kanser ilact olan taksollin CYP2C8 tarafindan kismen metabolize edildigi
bilinmektedir [54, 55]. CYP2C8 ayrica endojen ajanlardan retinol’iin ve retinoik

asit’in metabolizmasinda yer almaktadir [56].

CYP siiper ailesinin insanda en fazla ifade edilen izoformu olan CYP3A4
bilinen terapotik ajanlarin %50’sinden fazlasinin metabolizmasinda yer aldigi igin
olduk¢a 6nemli bir CYP izoformudur. Cesitli bitkilerin metanolik veya etanolik
ekstresinin CYP3A4 aktivitesini modiile ettikleri ve bu bitki bilesenlerinin enzimle
etkilestigi gosterilmistir [4, 57, 58]. Dolayws1 ile fitokimyasallarm CYP3A4
tarafindan metabolize edilen terapdtik ajanlarin etkinligini azaltarak ya da artirarak
etkileme potansiyeline sahip olmasi ve ¢ok sayida bilesigin metabolizmasinda yer
almasindan dolay1 bu etkilesimlerin tanimlanmasi son derece 6nemlidir. Genelde
aromataz olarak bilinen ve Gstrojen biyosentezinde ve metabolizmasinda hayati role
sahip olan bir diger CYP izoformu da CYP19’dur. Bu 6neminin yani sira, artan
CYP19 ifadesinin meme kanseri ile iliskilendirilmis olmasi nedeni ile de dikkat
cekmis ve iizerinde fazla arastirilma yapilmig CYP izoformlarindan birisidir [59, 60].
Fitokimyasallar arasinda 6zellikle flavonoidlerin ve isoflavonlarin 6strojen yapisina
benzemeleri nedeni ile aromatazin kompetitif inhibitorleri olarak etki gostermeleri

meme kanseri i¢in kimyasal koruyucu 6zellik kazanmalarini saglamistir [61].

1.2. Faz Il Enzimleri [Glutatyon S-Transferazlar (GST) ve Kinon
Rediiktazlar (NQO1)] ve Fitokimyasal Etkilesimleri

Fitokimyasallar, Faz I enzimleri yan1 swa ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonunda yer alan diger bir grup olan Faz II enzimlerini (genelde
transferazlar) aktive ederek te antikarsinojenik etki gostermektedirler. Glutatyon S-
transferazlar (GST’ler) [E.C.2.5.1.18] Faz II biyotransformasyon enzimlerinden ¢ok
fonksiyonlu ve dimerik olan bir ailedir, protein dizilerine, izoelektrik noktalarina,
substrat spesifikligine, inhibitorlere olan hassasliklarina ve immiinolojik 6zelliklerine
dayanarak 8 smifta (alpha, mu, pi, theta, delta, kapa, omega ve zeta) toplanmiglardir
[62, 63]. Cesitli ekzojen veya endojen kaynakli elektrofilik, hidrofobik bilesiklerin
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glutatyon ile konjugasyonunu katalize ederler. Boylece GST’ler, disaridan alinan
toksik yabanci maddelerin veya oksidatif basamakta olusan friinlerin, viicutta
bulunan diger makromolekiiller ile birlesmesini dnleyip, hiicre bileskenlerine zarar
vermeden atilmasini saglarlar [64, 65]. Bu anlamda GST’ler, viicut i¢cin hayati
koruyuculuk fonksiyonu {istlenmis olan enzim gruplarindan biridir. Ornegin, insan
gastrointestinal mukoza hiicrelerinde tiimor olusumunun GST ekspresyon diizeyleri
ile negatif bir korelasyon gosterdigi bildirilmistir [66]. Bu nedenle, GST’lerin
fitokimyasallarca modiilasyonu kanser i¢in bir kimyasal koruyucu mekanizma olarak

Onerilmektedir [67].

Kinon rediiktaz (QR) veya NAD(P)H kinon oksidorediiktaz-1 (NQO1) (EC
1.6.99.2) kinon ve benzeri bilesiklerden kaynaklanan reaktif oksijen tiirlerinin zarali
etkilerine kars1 koruyan detoksifikasyon enzimlerindendir [68]. Kinon bilesikleri
oldukca reaktif bilesikler olup ¢esitli enzimler tarafindan bir elektron kopararak
semikinon bilesiklerin olusmasina neden olurlar. Olusan bu bilesikler oksidatif stres,
DNA hasari, membran hasar1 gibi sitotoksisiteye neden olan reaktif oksijen tiirlerini
olustururlar [69]. Kinonlardan iki elektronun koparilmast NQO’lar tarafindan
gerceklestirilir ve bu reaksiyon neticesinde semikinon bilesikler ve bagil reaktif
oksijen tiirleri olusturmadigindan hiicre, kinon ve kinon tiirevlerinin olas1
zararlarindan korunmus olur. Bu nedenle kanser calismalarinda ¢ogunlukla ¢alisilan

enzimlerdendir [70].

1.3. Antioksidan Enzimler ve Fitokimyasal Etkilesimleri

Fitokimyasallarin insan bedenini siirekli tehdit altinda tutan oksidatif
strese kars1t antioksidan savunma sistemini gii¢lendirdigi saptanmistir. Yapilan
calismalar sebze ve meyve tiikketimi ile kardiyovaskiiler hastaliklar, bazi kanser
tiirleri, diyabet, Alzheimer hastaligi, katarak ve yasla ilintili fonksiyonel kayip
riskinin azalmasi arasinda kuvvetli bir iligki oldugunu gostermekte, bu etkinin sebze
ve meyvelerin icerdigi antioksidan etkinlik gdsteren biyoaktif fitokimyasal
bilesenlere bagli oldugu belirtilmektedir. Viicudumuzda bizi serbest radikallere kars1
koruyan ¢esitli antioksidan enzimler vardir. Bunlar genel olarak katalaz, siiperoksit

dismutaz ve glutatyon peroksidaz olarak smiflandirilabilir.



Glutatyon peroksidaz, enzimin substrat olarak kullandigi molekiil bir tiyol
bilesigi olan rediikte glutatyondur. Glutatyon; glutamik asit, sistein ve glisin amino
asitlerini igeren bir tripeptitdir. Serbest oksijen radikallerini direkt veya enzim
araciligiyla yakalar. Glutatyon hiicrelerin ¢ogunda yiiksek konsantrasyonlarda
bulunur. Hidrojen peroksit birikimi hemoglobinin met hemoglobine oksidasyon
hizin1 artirr ve eritrosit 0mriinii azaltabilir. Eger canlida yiiksek miktarlarda peroksit
aciga cikarsa o zaman da katalaz enzimi devreye girer [71]. Katalaz, hidrojen
peroksiti oksijen ve suya pargalamaktadir. Peroksidaz aktivitesine ek olarak, bu
enzim bir molekiil hidrojen peroksiti elektron verici bir substrat olarak, digerinde

oksidan veya elektron alicis1 olarak kullanabilir [72].

En aktif antioksidanlar fenolik ve polifenolik bilesik gruplarini olusturur.
Bitkilerdeki fenolik maddelere baktigimiz zaman flavonoidler bu maddelerin
yaklagik ticte ikisini iceren dominant sinif olarak karsimiza ¢ikmasina ragmen, son
yillarda kii¢iik bir smif olan fenolik asitlerin antioksidan 6zellikleriyle iliskili bir¢cok
calisma dikkatleri bu grup tlizerine ¢ekmistir. Bu maddelerin bitki odakl yiyeceklerin
yapisinda kaginilmaz olarak bulundugundan dolayi, insanlar diyetlerine gore
(diyetlerin sebze, meyve hububat, c¢ay, kahve, baharat igerigine gore) bu

maddelerden gilinde yaklagik 25 mg ile 1 g arasinda almaktadirlar.

1.4.  Antikarsinojenik Etki ve Fitokimyasal Etkilesimleri

Birgok bitkisel ajanin hiicre ic¢i sinyal yolaklarindaki hedef proteinlerin
ekspresyonlarimi etkileyerek tiimor olusumunu baskiladigi gosterilmistir. Bu etkiyi

cesitli yollarla yapabilirler. Bunlardan biride tiimdr genlerini baskilamaktir.

Tiimor baskilayict genler (anti-onkogenler) ise kontrolsiiz hiicre
proliferasyonu dnlemede yer alirlar. Bu genlerde mutasyonlar sonucunda meydana
gelen fonksiyon kaybi tiimor gelisimine sebep olabilir. Bu genlerden baslicalart:
Retinoblastoma (Rb), p53, PTEN, BRCA-1 ve BRCA-2, Adenomatoz polipozis koli
(APC), VHL, NF-1 ve NF-2 genleridir. PRb (Retinoblastoma protein) hiicre
siklusunda G1’den S fazina ilerlemesinde fren gorevi yapan proteindir. Diger dnemli
timor baskilayict gen p53°tiir. p53 geni 17. kromozom iizerinde bulunur. 11

eksondan olusur. DNA hasar1 sonrasi ekspresyonu artar ve DNA tamiri tamamlanana



kadar hiicrenin S fazina girmesini engeller. p53 tiimor baskilayic1 gen, insan

kanserlerinde en sik mutasyon gézlenen genlerden biridir [73].

1.5. Fitokimyasallar

Fitokimyasallar genel anlamda bitkisel kaynaklardan elde edilmis herhangi
bir diyetsel kimyasal olarak tanimlanmalarina ragmen daha spesifik anlamda normal
olarak viicut fonksiyonlar1 i¢in gerekli olmayan ancak saglikli ve hastaliklar1 iyi edici
etkiye sahip bitkisel kimyasallar olarak tanimlanmaktadirlar. Esansiyel besinlerden

degildirler ve insan hayatinin idame ettirilmesi igin gerekli degildirler.

Bitkisel materyallerde bulunan fitokimyasallar kabaca, fenolik asitler ve
flavonoidler olarak iki gruba ayrilirlar. Fenolik asitler bitkide serbest ve bagl formda
bulunurlar. Bagh fenolikler ester, eter ve asetal baglar1 ile ¢esitli bitkisel bilesiklere
baglanmig olabilirler [74]. Cok yaygin bulunanlari; ellajik asit, kafeik asit, ferulik
asit, sinapik asit, p-kumarik asit ve o-kumarik asitlerdir. Bu aktif maddeler tiziim,
cilek, ahududu, nar, portakal, patates, sogan, sarimsak, turp, soya, havug gibi sebze
ve meyvelerde, bugday, arpa, piring gibi hububatlarda, yer fistig1 gibi
kuruyemislerde, pekmez, bal, sarap, kahve ve c¢ay da yiiksek miktarda
bulundugundan, insanlarin diyetleriyle siklikla aldiklar1 bilesikler olarak karsimiza

¢ikmaktadir [75-81].

Flavonoidler, fenolik ve piran halkalarindan olusan benzo-y-piron tiirevleridir
ve substitilye gruplarina goére smiflandirilirlar: flavonlar, flavanollar, flavononlar,
isoflavonlar, isoflavanonlar, antosiyanidinler, kalkonlar, ve flavanonignazlar.
Flavonoidler temel olarak antioksidan 6zelliklerinden ortaya ¢ikmis genis alanda
biyolojik aktivite sergileyen ve bazi enzim ve hiicre reseptorlerini degisime ugratan
bilesiklerdir. Bunlar antibakteriyel, antiviral, antienflamatuar, antianjionik, analjezik,
antiallerjik, karaciger koruyucu, apoptotik, Ostrojenik, antidstrojenik ve
antikanserojenik 6zellikler icerirler [82, 83]. Baz1 flavonoidlerin kimyasal yapis1 ve
aktiviteleri dogal olarak meydana gelmis Ostrojene benzerdir ve bitkisel dstrojenler
olarak tanimlanirlar. Bununla birlikte biitiin flavonoidler yararli degildir. Bazi
flavonoidler mutajenik veya pro-oksidan etkilere sahiptir ve ayni zamanda temel

biyokimyasal yollara zarar verebilir [84].



Bazi flavonoidler CYP450’lerin substratlar1 olarak belirlenmistir ve gesitli
CYP450’lerin indiikleyicisi olarak rapor edilmistir [85-88]. Galangin (3,5,7-
trihidroksiflavon), kaempferol (3,5,7,4'- tetrahidroksiflavon), quercetine (3,5,7,3'4'-
pentahidroksiflavon), genistein (5,7,4'-trihidroksiizoflavon), orobol (5,7,3",4"-
tetrahidroksizoflavon),  hesperetin  (5,7,3'-trihidroksi-4'-metoksiflavanon)  ve
naringenin (5,7,4'-trihidroksiflavanon) en yaygin bilinen 6rnekleridir. Flavonoidler
tarafindan indiiklenme mekanizmasi; bir spesifik reseptor araciligiyla gen
ekspresyonunun dogrudan uyarilmasini ve/veya CYP450 protein veya mRNA
stabilizasyonu icerir [89]. Diger bazi flavonoidler ise transkripsiyon faktorii olan Ah
(Arilhidrokarbon) reseptoriine baglanarak CYP450’ler1 indiiklerler [90]. Bu
mekanizma CYP1 ailesi izozimlerinin (CYP1Al, 1A2 ve 1B1) aktivitelerinin
yiikselmesiyle iliskilidir. Flavonoidler tarafindan Ah reseptdriiniin kapatilmasiyla
CYP1 ailesinin gen ekspresyonunun inhibisyonu flavonoidlerin kanseri dnleyici
ozelliklerinde 6nemli bir rol oynar. Bir flavanol olan katekinler yesil ¢cayin temel
polifenol bilesenleridir. Yesil ¢ay ve siyah cay; sicanlarda immunoblot analizleri ile
gosterildigi gibi CYP1A2’nin ekspresyonu ve metoksi- (CYP1A), etoksi-(CYP1A)
ve pentoksi-(CYP2B) resorufinin O-dealkilasyonunu stimiile ederler [91]. Maliakal
ve arkadaglar1 (2010) [92] dort hafta boyunca sicanlara yesil ¢ay ekstresi
verilmesinin CYP1A2 ve glutatyon-S-transferaz aktivitelerinde belirgin bir artis ile
sonuglandigmi rapor etmistir. Ozet olarak flavonoidler; CYP450 izoformlarni,
yapisal ozelliklerine ve konsantrasyonlarmma bagli olarak ya inhibe ya da aktive

ederler.

1.6.  Ellajik Asit

Genelde, fenolik asitler bir karboksilik fonksiyon grubuna sahip olan
fenollerdir. Bununla birlikte, ayr1 ve belirgin organik asitleri fenolik asitler olarak
adlandirilmakta, sinnamik asit, benzoik asit ve aldehit analog olmak tizere farkl ii¢
ayirt edici karbon iskelet yapisini icermektedir. Temel yap1 ayni kalsa da, aromatik
halkasindaki hidroksil gruplarinin sayis1 ve yeri degiserek farklilik olusturmaktadir
[93]. Fenolik asitler biitiin bitkilerde bulunmaktadir. Ozellikle, kafeik, p-kumarik,
vanilik, ferulik ve protokatesik asitler gibi sinnamik ve benzoik asitlerin tiirevleri,
meyveler, sebzeler ve tahillar gibi gidalarda yaygin olarak bulunmaktadir. Ellajik asit
(4,4'5'5,6,6'-hekzahidroksi difenik asit 2,6,2',6'-dilakton) ise, gallik asidin



dimerizasyonu (ikizlesmesi) olup, bitkilerde, meyvelerde ve findik ve ceviz gibi sert
kabuklu yemislerde, serbest halde veya diger fenolik maddelerle bir arada bulunur
[94].

Bir¢ok arastiric1 ¢esitli koyu renkli meyvelerin ellajik asit i¢erigi hakkinda
hidrolitik kosullarda seker ve bazi fenolik asitlere indirgenebilen kompleks fenollere,
hidrolize olabilen tanenler adin1 vermektedir. Hidrolize olabilen tanenler, iki gruba
ayrilmaktadir: gallotanenler ve ellajitanenler [95]. Ellajitanenler, bitki ikincil
metabolitleri olarak adlandirilan tanenlerin bir alt grubu olarak diisiiniilmektedir [96].
Ellajitanenler, seker (genellikle glukoz) ile esterlesmis bir veya daha fazla
hekzahidroksidifenol grubunu igeren hidrolize olabilen konjugatlar olarak karakterize
edilmektedir [97]. Ellajitanenler, yiiksek molekiiler agirliga sahip suda ¢dziinebilen
fenolik bilesiklerdir. Ayrica proteinleri ve alkaloidleri ¢Oktiirme yetenegine
sahiptirler. FEllajitanenlerin asit veya bazlarla hidrolizasyonunda ester baglar1
hidrolize olmakta ve hekzahidroksidifenik asit (HHDP) kendiliginden suda az
¢oziinen ellajik aside doniismektedir. Ellajik asit, Ellajitaninlerin hidrolizi sonucu
aciga c¢ikar, 4 hidroksil grubu ve 2 lakton grubu icerir. Hidroksil grubu antioksidan
aktiviteyi arttrir ve hiicreleri oksidatif hasardan korur [98]. Ellajitanenin

hidrolizasyonu Sekil 1.2°de gosterilmistir [99].

Ellajitanen HHDP Ellajik asit

Glukoz + Glukoz

Sekil 1.2: Ellajitanenin hidrolizasyonu [99].

Bitkilerde ellajitanen monomerleri okside olabilmekte ve molekiiler agirligi
4000’e ulasan tetramerler, trimerler ve dimerler olusturabilmektedir. Ellajitaninlerin
hidrolizi sonucu ortaya ¢ikan plazma ellajik asit, 2 ortodihidroksil grubu igerir ve
Katekol-O-Metil Transferaz (COMT) aktivitesi araciligi ile dimetilellajik aside
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transforme olabilir [100]. Dimetilellajik Asit daha sonra glukuronize olarak
dimetilellajikasit glukuronid’e (DMEAG) doniistir.

Ellajik asit, dogada birgok bitkide serbest ve ellajitanen glikozitleri halinde
bulunan polifenolik bir bilesiktir. Ellajik asit 338,2 kDa molekiiler agirhigi ile
hekzahidroksidifenik asidin dilaktonudur [101]. Ellajik asit, dogada zayif bir asit
olup, 360°C fizerindeki yiiksek erime noktasi ile ¢ok kararli bir bilesiktir [102].
Ellajik asit, hidrofilik kism1 temsil eden dort fenolik ve iki lakton gruplari (sirasiyla
hidrojen bag vericisi ve alicisi olarak rol oynayabilir) ve lipofilik alani1 temsil eden
dort halka ile termodinamik olarak oldukca kararli bir molekiildiir. Lipofilik tistiinliik
gosteren molekiiliin dort halkasi nedeniyle ellajik asit 1siya oldukc¢a dayaniklidir
[101]. Dort fenolik grup, ellajik aside kalsiyum ve magnezyum gibi metal iyonlari ile
kompleks form olusturmasini saglamaktadir [103]. Ellajik asit; suda az ¢oziindiigii
halde [101] metanolde, etanolde ve dimetil siilfoksitte iyi ¢6ziinmektedir [104]. Sekil

1.3’te ellajik asidin kimyasal yapis1 gosterilmistir [101].

Sekil 1.3. Ellajik asidin kimyasal yapis1 [101].

Saf ellajik asitin biyoyararlanimi ellajitaninlerle karsilastirildiginda distiktiir.
Ellajik asitin zayif emilimi suda az ¢oziinmesi, fizyolojik pH’da bagirsakta Ca ve Mg
ile iyonize olarak daha az ¢6ziinen bilesiklere doniismesi ve ayni zamanda intestinal
epitele baglanma kapasitesi ile iligkilidir. Ellajik asitin intestinal mikroflora
tarafindan biyotransformasyonu sonucu EA’nin {iriner metabolitleri olan ‘Urolitinler’
ortaya ¢ikar. Absorbsiyonu takiben EA ve iirolitinler konjugasyona ugrar. Idrarda ve

plazmada metil, glukuronil ve siilfat gruplar1 ile konjuge formlar1 bulunur [105].

Ellajik asit tiirevlerinin ve ellajitanenlerin biyoyararlanimi1 hakkinda ¢ok az
sey bilinmektedir [106]. Barsak mikroflorasinin, suda az c¢oziinen ellajik asidi

metabolize ettigi ileri siirlilmektedir. Ellajitanenin daha fazla ¢dziiniir olmasi
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nedeniyle, ellajitanenlerin absorpsiyonu veya tiirevlerine doniisiimii kolay olmaktadir
ve barsaklarda bulunan enzimler ellajitanenlerin hidrolizasyonunu saglayarak ellajik

asit birimlerinin olusmasina neden olmaktadirlar [107].

Ellajik asit insan sagligi iizerindeki olumlu etkilerinden dolay1r 6nemli
biyoaktif bilesenlerden biridir. Ellajik asidin antioksidan, antikanserojenik,
antiostrojenik ve antimutajenik etkilerinin bulundugu bildirilmektedir [108-115].
Priyadarsini ve ark. [116] tarafindan ellajik asidin serbest radikalleri
soniimlendirerek, oksidatif hasarlara ve bunlarin neden oldugu bazi kanser tipleri gibi
hastaliklara karsi organizmayi korudugu belirtilmektedir. Ayrica ellajik asit lipid
peroksidasyonunda E vitamininden daha fazla antioksidan etki gostermektedir. Ayni
arastiricilar ellajik asidin suda ¢oziiniirliigiiniin smirli olmasi, metanol ve dimetil
stilfoksit gibi organik ¢oziiciilerde daha iyi ¢oziinmesinden dolay1 iyi bir lipofilik

antioksidan gibi rol oynayabilecegini a¢iklamaktadirlar.

20. Yiizyilin basindan beri genis 6lgiide kullanilan biitillenmis hidroksitoluen
(BHT), biitiillenmis hidroksi anisol (BHA) ve propil gallat gibi sentetik
antioksidanlarin  kanserojenik etkilerinden dolayr son zamanlarda gidalara
uygulanmalarina smirlamalar getirilmektedir. Bu nedenle, ellajik asit gibi dogal

antioksidanlara olan ilginin giderek artacagi da diistiniilmektedir [117].

1.7. Cahlsmanin Amaci

Gilintimiizde bircok insan, kimyasal maddelerin toksik, mutajenik ve
karsinojenik etkilerinin en aza indirilmesi ve g¢esitli hastalik etmenlerine karsi
koruyucu ajanlar olarak bitkisel preparatlar ya da normal diyetlerin bilesenleri olarak
tiikketilen fitokimyasallar1 siklikla tiiketmektedirler. Bu yiizden, son yillarda
fitokimyasallarin ~ anti-kanserojenik, anti-oksidatif ve anti-mutajenik etkiler
gosterdigini, karsinojenlerin metabolizmasinda etken bir role sahip olan sitokrom
P450 enzimlerinin ekspresyonlarmmda degisimlere neden olarak bu tiir maddelerin
metabolizmasini degistirdigini bildiren bir¢ok bilimsel calismalar gerceklestirilmistir.
Ayrica, bu fitokimyasallarin ¢esitli hastaliklardaki koruyucu ya da iyilestirici
rollerinin veya zararli etkilerinin tanimlanmasimna yonelik bilimsel arastirmalar artan

bir ilgi ile devam etmektedir.

12



Bu nedenle bu calismada diyetle siklikla alman nar, ¢ilek, ahududu gibi
gidalarda  bulunan ellajik  asitin, anti-karsinojenik etkilerinin  ve etki

mekanizmalarinin saptanmasi amaglanmistir.

Pek ¢ok dogal kaynakli tiriin, ksenobiyotiklerin (ilag, gevresel kirleticiler)
metabolizmasinda rol alan sitokrom P450 enzimlerinin ekspresyonlarinda
degisimlere neden olmaktadir. Bunun sonucu olarak, ilaclarla es zamanli olarak
alinan dogal kaynakli preparatlar, ilag metabolizmasini etkilemekte, hayati tehlike
arz edebilecek beklenmedik farmakolojik etkilerin- diisiik ya da yiiksek ilag cevabi,
ilag toksisitesi, advers ilac¢ etkilesimleri gibi- olusmasina neden olabilmektedir.
Benzer olarak giinliik hayatta maruz kalman kimyasallarinda (sigara dumaninda, kirli
sehir havasinda, kisisel bakim ve diyet iirlinleri vb.de bulunan) metabolizmasini
degistirerek Onemli toksikolojik sonuclarm dogmasina da neden olabilmektedir.
Tiim bunlar g6z Oniine alindiginda, diyette alinan besinlerde ve geleneksel tedavide
kullanilan bitkilerde bulunan ellajik asitin, ksenobiyotik metabolizmasi ile olan
etkilesimlerinin bilimsel caligmalar ile arastirilip ortaya konmasi son derece
onemlidir. Bu ¢alismada, ellajik asitin, bir¢ok ilacin ve endojen maddenin
metabolizmasinda rol oynayan sitokrom P450 izozimlerine olan etkileri
belirlenecektir. Boylece bu aktif maddenin olasi ilag-ilag, ilag -diyet, ilag-kimyasal
etkilesimleri belirlenecek ve daha giivenli kullanimi i¢in halk sagligi agismdan

onemli veriler elde edilecektir.

13



2. MATERYAL ve METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Cahismada Kullamlan Cihazlar

Deneysel caligmalarimiz swrasinda; Black Decker, V2600 homojenizator,
Sigma 3K30 yiiksek hizli sogutmali santrifiij (12156 rotor, PO Box 1713, D-37507,
Germany), Cary Eclipse (Varian Ltd., 28 Manor Road, Walton-on-Thames, Surrey
KT12 2Qf, England), Shimadzu UV-1600A spektrofotometre, Metler Toledo MP
220 pH metre, Niive ST 402 su banyosu, Vortex mixer VM-20, Hirayama Hiclave
HVE-50 otoklav, Scaltec analitik terazi, Nuawre -85 °C Ultralow Freezer, Human

Power Scholar-UV saf su sistemi ve Electro-mag M 420P pastor kullanilmustir.

2.1.2. Calismada Kullanilan Kimyasallar

Ellajik asit Alfa Aesar firmasindan elde edilmistir. Sigir serum albumin (BSA;
A-7906), 1-kloro-2,4-dinitrobenzen  (CDNB; 06298), etilen diamin tetra asetik asit
disodyum tuzu (EDTA,; 4931), 7-etoksirezorufin (E-3763), folin reaktifi (F-9252),
glutatyon indirgenmis formu (GSH; G-6013), p-nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
(B-NADPH; N-7505), fenilmetan siilfonil florid (PMSF; P-7626), HEPES (H-3375),
rezorufin pentil eter (P-2456), 7-benziloksi rezorufin (B-1532), N-nitrosodimetilamin
(N-7756), anilin (A-9880), 4-metilamino antipiren (D-8015), eritromisin (E-6376),
glukoz 6-fosfat (49280), glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (G-7877), sodyum potasyum
tartarat (S-2377), polioksietilen-sarbiton-monolaurat (Tween 20; P-1379), N,N’,N’-
Tetrametil-etilen-diamin (TEMED; T-8133), Sigma (Saint Louis, Missouri, USA)’dan
elde edilmistir. Bakir siilfat pentahidrat (61240), gliserol (15524), potasyum kloriir
(60129), sodyum karbonat (31432), asetil aseton (00909), p-amino fenol (1009),
magnezyum kloriir penta hidrat (63072), sodyum kloriir (13423), Tris (33742), Fluka
(GmbH Industrie Strasse 25 CH-9471 Buchs/Switzerland)’dan elde edilmistir.
Potasyum monohidrojen fosfat (1.05101), potasyum dihidrojen fosfat (1.04873),
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hidroklorik asit (00314) Merck (Darmstadt, Germany)’ten elde edilmistir. Etanol
(32221), formaldehit (15512) ve fenol (16017) Riedel firmasindan elde edilmistir.

2.1.3. DokularimTemini

Bu calismada kullanilan Wistar Albino siganlar Pamukkale Universitesi
Tip Fakiiltesi Deneysel Arastrma Biriminden temin edilmistir. Dort aylik erkek
sicanlar (viicut agirliklar: 6lgiilmiistiir) gruplara ayrilmig ve tanimlanan uygulamalar
belirlenen plan dahilinde ger¢eklesmistir. Dokular (karaciger) ve kan diseksiyon
sirasinda temin edilmistir. Dokular ilk olarak buz iistiine alinmis ve once soguk
distile su, daha sonra da soguk fizyolojik serum ile yikanarak dokularin kam
uzaklastirilmistir. Dokular once steril buzdolabi posetlerine konmustur ve daha
sonrada aliiminyum folyo ile sarilip etiketlenerek sivi azotta dondurulmustur.
Ardindan PAU Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyokimya ve Molekiiler Toksikoloji
Arastirma Laboratuarma getirilen dokular -80°C’ye kaldirilmistir, kanlar ise 10.000
rpm 10 dakika 4°C’de santrifiij edilerek serumlar1 elde edilmistir ve serumlar -20°C

derin dondurucuya kaldirilarak muhafaza edilmistir.

2.2. Metotlar

2.2.1.Enjeksiyon Asamasi- in vivo Hayvan Calismalar

Ellajik asit her biri en az on sigandan (rat) olusan gruplara intraperitonal

olarak enjekte edilmistir.

Grup | (Kontrol I): Bu grupta 10 adet sigana ellajik asit ekstresinin verildigi
es hacimde dimetilsiilfoksit verilmistir. Boylelikle enjeksiyon uygulanacak
deneklerde olusacak stresin bu kontrol grubunda da olusturulmasi saglanmis, 5.giin

giyotin kullanilarak dekapite edilerek 6tenazi yapilmaistir.

Grup Il (Ellajik asit 1): Bu grupta 10 adet sigan kullanilmistir. Ellajik asit,
% 0,1 dimetilsiilfoksit ile ¢oziilerek on giin boyunca 10 mg/kg viicut agirlhigi (va)
olacak sekilde intraperitonel olarak enjekte edilmistir. Enjeksiyon siiresi ve dozu
literatiirde benzer ¢aligmalar i¢in uygulanan doz ve siireler géz Oniine alinarak
saptanmistir. Son enjeksiyondan 24 saat sonra si¢anlar dekapitazyon ile Otenazi

edilmistir.
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Grup 111 (Ellajik asit 11): Bu grupta 10 adet sigan kullanilmustir. Ellajik asit,
% 0,1 dimetilsiilfoksit ile ¢oziilerek on giin boyunca 30 mg/kg viicut agirlhigr (va)
olacak sekilde intraperitonel olarak enjekte edilmistir. Enjeksiyon siiresi ve dozu
literatlirde benzer c¢aligmalar i¢in uygulanan doz ve siireler gbz Oniine alinarak
saptanmistir. Son enjeksiyondan 24 saat sonra siganlar dekapitazyon ile Otenazi

edilmistir.

Tiim bu islemler Pamukkale Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvarmda
Veteriner kontroliinde ve gozleminde gergeklestirilmistir. Bu islemler i¢in gerekli
olan Etik Kurul izni Pamukkale Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulundan

alinmustir.

2.2.2. Ellajik Asitin Ksenobiyotik Metabolizmas1 Uzerine Etkilerinin

Saptanmasi
2.2.2.1. Faz I ve Faz II Enzim Aktiviteleri Uzerine Etkilerin Saptanmasi

2.2.2.1.1. Sitozolik ve Mikrozomal Fraksiyonlarin Eldesi

Oncelikle elde edilen dokulardan Schenkman ve Cinti’nin (1978) [118]
metodunun laboratuar sartlarimiz i¢in optimize edilmis olan Sen ve Kirikbakan
(2004) [119] prosediirii ile S1.5, sitozolik ve mikrozomal fraksiyonlar hazirlanmistir.
Laboratuarda daha onceden agirliklar1 tartilan etiketli aliiminyum folyolara sarili
dokular -80°C Nuaire (Nuaire Ultralow Freezer NU-6382E) derin dondurucudan
cikartilarak hemen buz iizerine alimmustir. Bundan sonraki biitiin islemler buz
tizerinde gerceklestirilmistir. Makas ile dokular buz iizerinde kiigiik pargalara
ayrilmistir. Kesilen dokulara, 3 mM EDTA pH 7,8; 50 mM Tris-HCI pH 7,5; 0,5 mM
PMSF; 0,3 mM ¢-ACA,; 0,15 mM BHT; %10 gliserol ve %0,15 Triton X-100 igeren
homojenizasyon ¢6zeltisi eklenerek buz igine oturtulmus olan Potter-Elvehjem cam-
teflon homojenizatérde homojenizasyon islemi uygulanmistir. Homojenizator tiipiine
alman doku agrhklarmmn 3 kati homojenizasyon c¢ozeltisi eklenmistir.
Homojenizasyon islemi teflon tokmak cam tiip icinde 10 kez asagi-yukar1 sekilde
hareket ettirilerek ve dakikada 2600 doniis yapacak sekilde ¢evrilerek
gerceklestirilmistir. Teflon g¢ubugun dondiiriilmesi islemi matkap kullanilarak
yapilmustir. Elde edilen homojenat, hiicresel kalintilar1 uzaklagtirmak iizere Sigma

3K sogutmali santrifiij kullanilarak 700 xg de 10 dakika santrifij edilmistir ve
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stipernatant cift kath steril sargi bezinden siiziilerek peletten ayristirildiktan sonra
12000 xg de 25 dakika tekrar santrifiij edilmistir. Elde edilen fraksiyonda pelet
atilmis ve stipernatant ise hacminin 0,5 kati soguk 0,16 M CaCl, eklenmesi ile 12000
xg de 25 dakika santrifiij edilmistir. Sivi sitozol kismi eppendorf tiiplere esit
hacimlerde konularak etiketlenmistir ve -80 °C derin dondurucuda saklanmustir.
Kalan mikrozomal pelet, soguk homojenizasyon ¢ozeltisi ile yikanarak 32000 xg de
20 dakika tekrar santriflij edilerek yikanmistir. Cikan siipernatant dokiilerek pelete
baslangi¢ doku agirliginin 0,5 kat1 soguk siispansiyon tamponu (2 mM EDTA pH
7,5; %10 gliserin) eklenerek elle homojenize edilip eppendorf tiiplere esit

hacimlerde konularak -80 °C Nuaire derin dondurucuda saklanmustir.

2.2.2.1.2. Protein Tayini

Dokulardan elde edilen mikrozomal fraksiyonlarin protein miktar: tayini,
BSA (sigir serum albumin) standart olarak kullanilarak Lowry ve ark. (1951)’nin
[120] metoduyla yapilmistir. 1:200 oraninda seyreltilmis olan mikrozomlar test
tiiplerine 0,1 ml’den 0,5 ml’ye degisen hacimlerde alinmis ve son hacim deiyonize
distile su ile 0,5 ml’ye tamamlanmistir. Sonra %2’lik bakir siilfat, %2’lik sodyum
potasyum tartarat ve %2’lik sodyum karbonat igeren 0,1 N NaOH’in karistirilmasiyla
olusturulan alkali bakir reaktifi ile karistirilmistir ve oda sicakliginda 10 dakika
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda, deiyonize distile su ile 1:1 oraninda
seyreltilmis olan Folin reaktifinden her bir tiipe ilave edilmis ve 50 °C’de 10 dakika
inkiibe edilmistir. Olusan rengin siddeti her bir tiip igin 660 nm’de kore karsi

Olciilmiistiir. Protein miktarlar1 elde edilen egim degeri kullanilarak hesaplanmastir.

2.2.2.1.3. Anilin 4-Hidroksilaz (A4H) Tayini (CYP2E1)

Doku mikrozomlarindaki anilin 4-hidroksilaz aktivitesi, Imai ve ark. (1966)
[121] tarafindan Onerilen metoda gore p-aminofenol (pAP) miktarinin Slgiilmesiyle
tespit edilmistir (Sekil 2.1). Tipik reaksiyon karigimi 100 mM HEPES tamponu, pH
7,6 ve 10 mM anilin, karaciger i¢in 1 mg mikrozomal protein ve 0,5 mM NADPH
icerir ve son hacim 0,5 ml’ye tamamlanmistir. Reaksiyon 0,5 mM NADPH
eklenmesiyle baslatilmig ve iginde mikrozomlarin yer aldigi sifirinci zaman korii
denilen tiiplere reaksiyonu sifirlamak icin NADPH eklemeden 6nce %20 TCA
eklenmistir. Inkiibasyon 37°C’de, 25 dakikada ¢alkalamali su banyosunda

gerceklestirilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda reaksiyon tiiplerine %20 TCA
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eklenmesiyle sona erdirilmistir. Daha sonra karigim eppendorf tiiplerine transfer
edilerek 12100 xg de 20 dakika santrifiij edilmistir. Sonugta, siipernatant yeni tiiplere
transfer edilip %20 Na,COs; eklenerek notralize edildikten sonra 0,4 N NaOH igeren
%20 fenol eklenerek renk olusumu saglanmistir. Renk olusumu i¢in 30 dakika 37°C

sicaklikta inkiibasyonun ardindan 630 nm’de spektrofotometrik olarak kore karsi

O =0

p-Aminofenol

Ol¢tilmiistiir.

0, H20

Sekil 2.1: Anilin 4-hidroksilasyonu.
2.2.2.1.4. N-Demetilaz Aktivite Tayinleri

Sigan doku mikrozomlarindaki eritromisin, kafein ve aminopiren N-demetilaz
aktiviteleri Cochin ve Axelrod (1959) [122] tarafindan Onerilen yontem ve Nash

(1953) [123] metoduna gére formaldehit miktarmnin 6lgiilmesiyle tespit edilmistir.
(Sekil 2.2-2.6).

HSC
—MN=0 N—N:O
Hac H c
NADPH, H NADP
N-nitroso N-nitroso
dimetilamin metilamin
02 Hz

Sekil 2.2: N-nitrosodimetilamin N-demetilasyonu.

e CH,

H:,C\N / " )\N)r>

O
CH3 NAD Pq FJADP CH3

Sekil 2.3: Kafein N-demetilasyonu.
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Sekil 2.5: Aminopiren N-demetilasyonu.
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Sekil 2.6: Etilmorfin N-demetilasyonu.

Tablo 2.1°de her bir substrat igin reaksiyon karigiminda olmasi gereken son
konsantrasyonlar verilmistir. Buna gore tipik reaksiyon karigimi HEPES tamponu,
uygun substrat, belirtilen miktarlarda mikrozomal protein ve 0,5 mM NADPH ve
ultra saf su kullanilarak son hacim 0,5 ml olacak sekilde hazirlanmistir. NADPH’1n
ortama eklenmesiyle reaksiyon baslatilmistir. Iginde mikrozomlarin yer aldig
sifirinc1 zaman korii denilen tiiplere reaksiyonu sifirlamak icin NADPH eklemeden
once 0,75 N’lik perklorik asit eklenmistir. Inkiibasyon 37°C’de, 25 dakika

calkalamali su banyosunda gerceklestirilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda reaksiyon
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tiplerine 0,75 N’lik perklorik asit eklenmesiyle sona erdirilmistir. Daha sonra
karisim eppendorf tiiplerine transfer edilerek 12000 xg’de 20 dakika santrifiij
edilmisgtir. Sonugta, siipernatant yeni tiiplere transfer edilip Nash reaktifinden
eklenerek renk olusumu icin 10 dakika 50 °C sicaklikta inkiibasyonun ardindan 412
nm’de spektrofotometrik olarak kore karsi Olciilmiistiir. Standart olarak kullanilan
formaldehitin farkli konsantrasyonlar1 yardimi ile olusturulan kalibrasyon grafiginin
egiminden yararlanilarak aktiviteler hesaplanmistir. Enzim aktiviteleri sirastyla,
Etilmorfin N-Demetilaz (EmND; CYP2B) Eritromisin N-demetilaz (ErND), N-
Nitrosodimetilamin N-Demetilaz (NDMA-ND; CYP2E1,), Kafein N-Demetilaz
(CN3D; CYP1A2, CYP3Al) ve Aminopiren N-demetilaz (APND, CYP2C9,
CYP3A, CYP2B) olarak isimlendirilmistir. Bu enzimlerin katalizledigi reaksiyonlar
yukaridaki sekillerde verilmistir.

Tablo 2.1: N-demetilaz aktivite tayinleri i¢in inkiibasyon karigiminin bilesenleri.

Stok Soliisyonlar Son Konsantrasyon
HEPES tamponu
pH 8.0 (EmND igin) 100 mM
pH 7.5 (APND igin) 100 mM
pH 7.7 (NDMA-ND i¢in) 50 mM
pH 7.8 (END ve CN3D i¢in) 50 mM
Substrat
Etilmorfin 15 mM
4-dimetilaminoantipiren 0,1 mM
N-nitrosodimetilamin 2,5 mM
Eritromisin 5mM
Kafein 0,1 mM
Mikrozomal protein (karaciger)
APND ve CN3D i¢in 2 mg/mi
EmND i¢in 1,5 mg/mi
NDMA-ND, ErND igin 1 mg/ml
NADPH 0,5mM
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2.2.2.1.4. Etoksirezorufin O-Dealkilaz (EROD) Aktiviteleri Tayini

RO o 0 HO o 0
@[ H,/NADPH, H NADP* Y
N N

Alkoksirezorufin 03 Hy0 Rezorufin

Sekil 2.7: Alkoksirezorufin dealkilasyonu.

Sigan doku mikrozomlarmin EROD aktiviteleri Burke ve Mayer (1974) [124]
metodu ile tespit edilmistir ayrica Aring ve Sen (1994) [125] tarafindan optimize
edilen sartlar kullanilmistir. Bu aktivite tayinlerinde substrat olarak 7-etoksirezorufin
(CYP1Al) kullanilmigtir. Tablo 2.2°de substrat i¢in reaksiyon karisiminda olmasi
gereken son konsantrasyonlar verilmistir. Buna gore tipik reaksiyon ortami 100 mM
potasyum fosfat tamponu pH 7,80, 100 mM NaCl, 1,2 mg BSA, 100 ug mikrozomal

protein verilen konsantrasyonlarda substrat ve 0,1 M NADPH icermektedir.

Her bir substrat (7-etoksirezorufin, 7-metoksirezorufin, 7-pentiloksirezorufin
ve 7-benziloksirezorufin) i¢in enzim aktiviteleri sirasiyla; etoksirezorufin O-deetilaz
(EROD), pentiloksirezorufin O-depentilaz (PROD), metoksirezorufin O-demetilaz
(MROD) ve benziloksirezorufin O-debenzilaz (BROD) olarak isimlendirilmektedir.

Reaksiyon ¢6zeltisinin hazirlanmasinda Tablo 2.2°de belirtilen hacimlerde
stok ¢ozeltilerden alinarak, florometre kiivetinde reaksiyon karisimi hazirlanmstir.
Reaksiyon en son substrat ilave edilerek baslatilmis ve reaksiyon Cary Eclipse
(Varian) Florometre’de 2 dakika boyunca takip edilmistir. Son olarak, reaksiyon
karisimina i¢ standart olarak resorufinin bilinen miktar1 eklenmis ve florosans’taki
artis kaydedilmistir. Enzim aktiviteleri, resorufin eklenmesinin neden oldugu

florosans artis kullanilarak hesaplanmistir (Sekil 2.7).
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Tablo 2.2: EROD aktivite 6l¢iim karigiminin igerigi.

Stok Cozeltiler

Son Konsantrasyon

KPi tamponu pH 7,8

100 mM

NaCl 100 mM
BSA 1,2 mg
Mikrozomal protein 1 mg/ml 100-200 pg
Substrat

7-Etoksirezorufin 1,5 uM
NADPH 0,50 mM

2.2.2.1.5. Sitozolik Glutatyon S-Transferaz Aktivite Tayini

Hazirlanan doku sitozollerinde GST aktivitesi 1-kloro-2,4-dinitrobenzen
(CDNB), 1,2-dikloro-4-nitrobenzen (DCNB), etakrinik asit (EA) substratlari
kullanilarak Habig ve ark. (1974) [126] tarafindan Onerilen spektrofotometrik
metotla ve Sen ve Kirikbakan’m (2004) [127] optimize ettigi sartlar kullanilarak

tayin edilmistir.

Tablo 2.3’ deki gibi tipik reaksiyon ortami 100 mM potasyum fosfat (KPi)
tamponu pH 7,50, 1 mM rediikte glutatyon (GSH), 25-50 pg sitozolik protein ve 1
mM CDNB, DCNB ya da EA icermektedir. Reaksiyon ¢ozeltisinin hazirlanmasinda
Tablo 2.4°de belirtilen stok ¢ozeltilerden alinarak, spektrofotometre kiivetinde 1 ml
reaksiyon karisimi hazirlanmistir. Reaksiyon en son CDNB ilave edilerek baglatilmig
ve reaksiyon 10 sn’lik bir bekleme siiresinden sonra absorbans degisimi Jenway
Specord 200 spektrofotometrede 340 nm'de 1 dakika boyunca takip edilmistir. Enzim
aktiviteleri, elde edilen dakikada absorbans degisimleri ve 9,6 mM™.cm™ olan molar

absorblama katsayisi kullanilarak hesaplanmaistir.

Tablo 2.3: Tipik GST-CDNB, GST-DCNB, GST-EA aktiviteleri 6l¢iim karisiminin
icerigi.

Stok Cozeltiler Son Konsantrasyon
KPi tamponu pH 7,5 100 mM

Glutatyon (GSH) 1mM

CDNB, DCNB, EA 1 mM

Sitozolik protein 50-100 pg
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2.2.2.1.6. Sitozolik Kinon Rediiktaz (NQO1) Aktivite Tayini

Hazirlanan doku sitozollerinde NQO1 aktivitesi 2,6 diklorofenolindofenol
(DCPIP) substrat1 kullanilarak Ernster ve ark. (1960) [128] tarafindan Onerilen
spektrofotometrik metotla tayin edilmistir. Bu metot 600 nm’de 15181 absorplayan
DCPIP ‘nin NQOI tarafindan indirgenmesi sonucu olusan indirgenmis formunun

azalan absorpsiyonunun 6l¢iilmesine dayanmaktadir (Sekil 2.8).

H

: N\“ | NQOL : N ¢l

o 0 /_\ oo (i}
C1 NADFHH" +NADP Cl

2.5 diklarf enslindaf enal indirgenmis fsrm

Sekil 2.8: NQO1 enzimatik reaksiyonu

Tablo 2.4°deki gibi tipik reaksiyon ortami 25 mM potasyum fosfat (KPi)
tamponu pH 7.8, 0.7 mg/ml Sigir Serum Albiimini, 0.2 mM NADPH, 40 mM 2,6
diklorofenolindofenol (DCPIP) ve 50-100 pug sitozolik protein i¢ermektedir.
Reaksiyon ¢Ozeltisinin hazirlanmasinda Tablo 2.4’de belirtilen stok ¢6zeltilerden
almarak, spektrofotometre kiivetinde 1 ml reaksiyon karisimi hazirlanir. Reaksiyon
en son NADPH ilave edilerek baslatilmistir ve reaksiyon 10 sn’lik bir bekleme
siiresinden sonra absorbans degisimi spektrofotometrede 600 nm’de 2 dakika
boyunca takip edilmistir. Enzim aktiviteleri, elde edilen dakikada absorbans
degisimleri ve 21 mM™.cm® olan molar absorblama katsayis1 kullanilarak

hesaplanmastir.

Tablo 2.4: Tipik NQO1-DCPIP aktivite 6l¢iim karigiminin igerigi.

Stok Cozeltiler SonKonsantrasyon
KPi tamponu pH 7.8 25 mM

S1gir Serum Albiimini 0.7 mg/ml
Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat | 0.2 mM

2,6 diklorofenolindofenol (DCPIP) 40 mM

Sitozolik protein 50-100 pg
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2.2.2.2.Antioksidan Enzim Aktiviteleri Uzerine Etkilerin Saptanmasi

2.2.2.2.1. Katalaz (CAT) Aktivite Tayini

Katalaz enziminin aktivite dlcimii Abei (1974) [129] tarafindan tarif edilen
spektrofotometrik metot kullanilarak tayin edilmistir. Bu metot katalaz tarafindan

hidrojen peroksitin oksidasyonunun 240 nm’de takibine dayanmaktadir.

Tablo 2.5’te verildigi iizere reaksiyon ortami hazirlanmistir ve ¢ozeltiler
verilen swada 3 ml’lik kuartz kiivetlere konularak Jenway Specord 200
spektrofotometrede 240 nm'de 5 dakika takip edilmistir. Enzim aktiviteleri elde

edilen dakikada absorbans degisimleri kullanilarak hesaplanmistir.

Tablo 2.5: Tipik bir katalaz aktivite 6l¢iim reaksiyonunun igerigi.

Stok Cozeltiler Son Konsantrasyon
KPi tamponu pH 7.0 140 mM

Hidrojen peroksit % 3

Enzim (1000xg post fraksiyonel protein) | 0,2 mg

2.2.2.2.2. Glutatyon Peroksidaz (GPX) Aktivite Tayini
GPx enziminin aktivite Ol¢ctimii Paglia ve Valentine (1967) [130]

spektrofotometrik metodu kullanilarak tayin edilmistir. Bu metot NADPH’n
NADP™’ ye oksidasyonunun 340 nm’de 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir (Sekil 2.9).

H,0, H,0

2GSH - > GSSG

R

NADFHH" NADP*

Sekil 2.9: GPX enzimatik reaksiyonu.
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Tablo 2.6: Tipik bir glutatyon peroksidaz aktivite 6lglimiiniin i¢erigi.

Stok c¢ozelti Son Konsantrasyon
Tris-HCI pH 7.2 0,075 mM

GSH 1mM

EDTA 0,1 mM

NADPH 0,05 mM

Glutatyon rediiktaz 0,24 U

Enzim (sitozolik protein) 1mg

H.0, 0,0075 mM

Cozeltiler Tablo 2.6’da verilen siraya gore 3 ml’lik kuartz kiivetlere
konulmustur. En son enzim koyulduktan sonra oda sicakliginda 5 dakika beklenir.
Daha sonrada 30 pl hidrojen peroksit reaksiyon ortamina eklenerek Jenway Specord
200 spektrofotometrede 340 nm’de 3 dakika boyunca takip edilmistir. Enzim
aktiviteleri, elde edilen dakikada absorbans degisimleri ve molar absorblama

katsayisi kullanilarak hesaplanmistir.

2.2.2.2.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivite Tayini

SOD enziminin aktivite Ol¢iimi  Marklund ve Marklund (1974)
spektrofotometrik metodu kullanilarak tayin edilmistir. Bu metot SOD tarafindan

pirogallolun oksidasyonunun 440 nm’de takibine dayanmaktadir.

Cozeltiler Tablo 2.7°de verilen siraya gore 3 ml’lik kuartz kiivetlere konuldu
ve Jenway Specord 200 spektrofotometrede 440 nm’de 7 dakika boyunca takip
edildi. Daha sonra buradan elde edilen absorbanslara gére SOD aktivitesi hesaplanda.
Her bir doku fraksiyonu igin 50, 100, 200, 300, 400 pg protein ile bu islem

tekrarlandi. Protein miktarina gore aktivite degisimi dikkate alinarak hesaplamalar

yapildi.
Tablo 2.7: Tipik bir SOD aktivite 6lglimiiniin i¢erigi.
Stok Cozeltiler Son Konsantrasyon
Tris-HCl iginde 10 mM EDTA (pH 8,2) 140
Enzim (1000xg post fraksiyonel protein) 0,3 mg
15 mM pirogallol 1,5
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2.2.2.3. Diagnostik (Sitotoksik) Enzim Aktiviteleri Uzerine Etkilerin

Saptanmasi

2.2.2.3.1. Serum Aminotransferazlarin (Aspartat ve Alanin)Tayini: (AST
ve ALT)

Aspartat ve alanin aminotransferaz aktiviteleri Reitman ve Frankel (1957)
[131] metodu ile tanimlandig: iizere aktivite sonucunda keto asitin alkali ortamda
2,4-dinitrofenilhidrazin ile kenetlenmesi sonucu olusan renk kompleksinin
spektrofotometrik olarak Ol¢limii ile tayin edilmistir. 0,2 ml serum 1 ml AST
Substrati (alkali ortamda a-ketoglutarat ve D-L-aspartik asit veya alanin) ile 37°C’de
bir saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda ortama renk reaktifi (alkali
dinitrofenilhidrazin) eklenmistir ve oda sicakliginda 20 dakika bekletilmistir. Son
olarak reaksiyon tiiplerine 0,4 N NaOH eklenerek oda sicakliginda 5 dakika inkiibe
edilip olusan renk 505 nm'de kore karst okunmustur. Standard egriden elde edilen

egimin kullanilmasi ile enzim aktiviteleri hesaplanmistir.

2.2.2.4 Ellajik Asitin Enzim Ekspresyon Diizeyleri Uzerine Etkilerinin

Saptanmasi

2.2.2.4.1.Protein Diizeyinde Ekspresyonlarinin Tayin Edilmesi

Mikrozomal proteinler Laemmli (1970)’de [132] belirtildigi gibi dikey
elektroforez teknigi uygulanarak SDS-Poliakrilamit Jel Elektroforez (SDS-PAJE)
yontemi ile ayristirilmigs ve protein profilleri elde edilemistir. Her bir CYP450
izozimi i¢in spesifik antikorlar kullanilarak Western blot teknigi ile her bir enzimin

protein diizeyleri immunolojik olarak tayin edilmistir.

Poliakrilamit jel elektroforezi (PAJE) iyonik deterjan sodyum dodesil siilfat
(SDS), varliginda Laemmli (1970) tarafindan tanimlanmis olan kesintili bir tampon
sisteminde %38,5 ayirma ve %4 sikistirma jellerinde yapilmustir. Ayristirict ve
sikistirict  jel soliisyonlar1 Tablo 2.8’de belirtildigi gibi verilen miktarlarin

karigtirilmasi ile verilen sirayla kullanimdan hemen once hazirlanmistir.
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Tablo 2.8: SDS-PAIJE ayristirict ve sikistirici jellerin formiilasyonlari.

Stok Cozeltiler Aynistirica Jel Sikistiricr Jel
Jel Cozeltisi (ml) 8,5 15
Distile Su (ml) 13,55 5,88
Ayristirict Jel Tamponu (ml) 7,5 -
Sikistirict Jel Tamponu (ml) - 2,5
%210 SDS (ml) 0,4 0,16
%10 APS (ml) 0,15 0,065
TEMED (ml) 0,015 0,012

Poliakrilamit slab jelleri, jel sandvi¢inin hazirlanmasi ile Hoefer Cooled Dual
Gel Electrophoresis System (Model SE600/SE660) elektroforez sistemi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Elektroforetik ayristirma sistemi Consort EV265 gii¢ kaynagina
baglanmistir. Yol gosterici boya tabana ulasacagi zaman (ayristirict jelin
baslangicindan yaklasik 6-7 cm) giic kaynagi kapatilmistir. Elektroforez
tamamlandiktan sonra, jel blogu aparattan alinip ve jel sandvicten ¢ikarilarak oda
sicakliginda 45 dakika siireyle %0,2 Coomassie Pirlanta Mavisi R 250, %50 metanol
ve %12 glasial asetik asit iceren boya ¢oOzeltisiyle bir karistirict kullanarak hem
boyanmis ve hem de sabitlenmistir. Uygun bir siire baglanmayan ¢6zlinmiis boyanin
uzaklastirilmasi i¢in %7’lik asetik asit igeren %30’luk metanol ¢6zeltisi ile inkiibe
edilmistir (bu siire zarfinda soliisyon birka¢ kez degistirildi). Sonug¢ olarak, jel

fotograflanmis ve %7’°lik asetik asit ¢ozeltisi icinde saklanmistir.

Ayni kosullar altinda yiiriitiilen diger bir jel ise boyama islemine tabi
tutulmadan Western blot analizi [Khyse-Anderson (1984) ile Tovey ve Baldo (1987)
[133, 134] tarafindan tanimlandig1 gibi] i¢in elektroforezi takiben transfer tamponu
(25 mM Tris, 192 mM glisin ve %10 metanol) i¢ersinde 10 dakika siireyle sabit hizli
bir ¢alkalayicida inkiibasyona birakilmistir. Elektroforetik transfer Panther Semidry
Electroblotter Model HEP-3 kullanilarak Yari-kuru transfer yontemi uygulanarak
yapilmistir. Panther Semidry Electroblotter’in platinyum tabanina Onceden
nemlendirilmis Whatman # 1 filtre kagid1 yerlestirilip ve olas1 kalabilecek hava
kabarciklarini gidermek amaciyla bir deney tiipii tlizerinde yuvarlanmistir. Whatman
# 1 tizerine dikkatlice yerlestirilen jelin lizerine nitroselilloz membran da dikkatlice
yerlestirilmistir. Daha sonra membran {izerine 6nceden 1slatilmis baska bir Whatman

# 1 konarak sandvi¢ tamamlanmistir. Hava kabarciklarmin tamamen
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uzaklastirilmasini saglamak i¢cin membrani kendi pozisyonunda sabit tutarken bir
deney tiipii nazikge lizerinde yuvarlanmistir ve sandvi¢ etrafina tasan fazla transfer
tamponlar1 temizlenerek alan kurulanmistir. Sandvi¢ hazirlandiktan sonra iist aparat
dikkatlice yerlestirilmistir ve sistemin vidalar1 sikilmistir. Elektroforetik transfer
sistemi Thermo EC1000-90 model gii¢ kaynagma baglanmis ve voltaj ve maksimum
akim limiti 10 V ve 400 mA’e ayarlanmistir ve 1 saat siliresince proteinler
elektroforetik olarak transfer edilmistir. Siire sonunda gii¢ kaynagi kapatilmis ve
sistemin vidalar1 agilmistir. Sonug¢ olarak {izerinde transfer edilmis proteinleri
barindiran membran, ‘blot’, elde edilmistir. Transfer tamamlandiktan sonra transferin
ne derecede gerceklestigini tespit etmek i¢in jel yukarida tanmimlandigr gibi
boyanmistir. Blot, protein igeren yiizeyi iiste gelecek sekilde kiigiik plastik bir
tepsinin icine yerlestirilmistir. 1 saat silireyle bloke ¢ozeltisi (TBST i¢inde yagsiz
%35’lik siit tozu) ile ¢alkalayicida inkiibe edilmistir. Siire sonunda blot dnce bloke
coOzeltisi icinde hazirlanan primer antikorlar ve daha sonra isaretleyici enzim-
horseradish peroksidaz (anti-rabbit/anti-mouse IgG-HRP konjugati) ile bagli olan
ikincil antikorlarla inkiibe edilmistir. Daha sonra blot TBST soliisyonunda her biri 5
dakika olmak tiizere 3 defa yikanmistir. Yikama isleminin bitmesiyle membran fare
antikorlarma kars1 spesifik olarak keg¢i lizerinde gelistirilmis, 1:10000 oraninda HRP
(Horseradish Peroksidaz) bagli sekonder antikor (goat anti-mouse sekonder antikoru)
bulunduran %S5 kurusiitlii TBST ¢ozeltisi igerisinde tekrar isaretlenmistir. Isaretleme
oda sicakliginda 1 saat yapildiktan sonra, ECL ¢ozeltisi kullanilarak kemiliiminesans
reaksiyonu baglatilmistir ve spesifik protein bantlar1 kemiliiminesansa duyarl film

kullanilarak belirlenmistir.

2.2.2.4.2. mRNA Diizeyinde Ekspresyonlarinin Tayin Edilmesi

Ellajik asitin enzimlerin gen ifadeleri diizeylerine etkilerini saptamak i¢in
mRNA diizeyleri RT-PCR (Gerg¢ek zamanli PCR) yontemi ile kantite edilmistir. Bu
amagla, Total RNA izolasyonu Trizol soliisyonu kullanilarak {iretici firmanin
onerdigi kendi laboratuar kosullarimiz i¢in optimize ettigimiz prosediir uygulanarak
gerceklestirilmistir. Dokular sivi azotta ogiitlildiikten sonra yaklasik 50 mg doku
tartilip, iizerlerine 500 pl Trizol soliisyonu eklenmistir ve oda sicakliginda diisiik
hizda karigtirilmistir. Ardindan 100 pl kloroform eklenerek 1dakika yiiksek hizda

karigtirilmigtir. Daha sonra, 5 dakika oda sicakliginda ve 5 dakika buzda inkiibe
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edilip 13.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. RNA igeren supernatant yeni
steril eppendorfa almip esit hacimde soguk saf isoprapanol eklenmistir. Oda
sicakhiginda 10 dakika inkiibe edildikten sonra, tiipler 13.000 rpm’de, 4 °C’de 5
dakika santrifiij edilmistir. Pelet tizerine 1000 pl %75’lik soguk etanol eklenip 7.500
rpm’de, 4°C’de 5 dakika santrifiij’den sonra RNA igeren pelet alev ¢atis1 altinda
kurutululmustur ve 75 ul RNAase icermeyen su icinde ¢dziilerek -80°C’de muhafaza
edilmistir. Izole edilen RNA kalitesi %1’lik agoroz jel elektroforezinde 18S ve 28S
bantlarinin durumuna gore belirlenmistir. Elde edilen RNA’larm 260/280nm 6l¢tiimii
ile miktar1 belirlenmistir. ¢cDNA sentezi swasinda 5 pg RNA kullanilmasi

saglanmustir.

Elde edilen RNA’lardan cDNA sentezi 18 niikleotid uzunlugunda oligo d(T)
primeri ve Moloney-Murine Leukemia Virus Revers Transkriptazi kullanilarak
iiretici firmanin talimatlarina gore sentezlenmistir. cDNA sentezi i¢in 5 pg toplam
RNA ve 0,5 pg oligo (dT) primeri karstirilmistir ve son hacmi 11 ul RNAase
icermeyen su ile tamamlanmistir. Karisim 70°C’de 5 dakika inkiibe edildikten sonra,
tizerine 4 ul, 5X reaksiyon tamponu (250 mM Tris-HCI pH 8.3, 250 mM KClI, 20
mM MgCl, ve 50 mM DDT) ve 2 ul ANTP karisimi eklenmistir. 5 dakika, 37°C’de
inkiibasyondan sonra 50 {inite Moloney-Murine Leukemia Virus Revers
Transkriptazi eklenerek son hacim 20 ul tamamlanmistir. Enzim eklendikten sonra,
son karisim ¢cDNA sentezi i¢in ilk 6nce 42°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Bu siire
sonunda, enzim inhibe edilmek iizere 70°C’de 10 dakika bekletilmistir. Sentezlenen
cDNA’lar, gercek zamanli PCR yapmak iizere -20°C’de muhafaza edilmistir. Ellajik
asitin yukarida belirtilen proteinlerin gen ifadeleri diizeylerine etkisini saptamak i¢in,
GenBank/EMBL veri bankalar1 taranarak secilen genler i¢in uygun primer dizileri
saptanmustir. Bu primerlerin niikleotid dizileri Tablo 2.9’da verilmektedir. Kantitatif
Real Time PCR Corbett (QIAGEN) cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir.
Reaksiyon Maxima SYBR Green | (Fermentas) ile gerceklestirilmistir. Reaksiyon
tiipiine 5 pl cDNA, 9 ul su, 2 pl gen spesifik primer, 4 pl FastStart Tag DNA
polimeraz, MgCl,, SYBR Green I dye ve ANTP mix igeren Master Mix eklenmistir.
I¢ standart gen olarak B-aktin kullanilmistir. Daha sonra reaksiyon karisimu (tiipii)
PCR islemi igin 6nce 94°C’ de 15 dakika denatiirasyona tabi tutulmustur.
Amplikasyon islemi 95°C’de 10 saniye, 55-57°C’de 5 saniye, ve 72°C’de 15 saniye

olmak iizere toplam 45 dongiiden sonra, 49°C’de 30 saniye son uzatma ile
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gerceklestirilmistir. Her bandin densitometrik analizi i¢ standart gen olan B-aktin

densitometrik analizi ile karsilastirilarak nasil degistigi belirlenmistir.

Tablo 2.9: Secilen CYP450 genleri i¢in tanimlanan primer dizileri.

Primer Ad1* Primer Dizisi(5'=23")

CYP19A1F GCTTCTCATCGCAGAGTATCCGG
CYP19A1R CAAGGGTAAATTCATTGGGCTTGG
CYP1AlF ATGCCAATGTCCAGCTCTC
CYP1A1R GGAACTCGTTTGGATCACC
CYP2B1F TGGACAGAAGAGGTCTCCTCA
CYP2B1R GAGCAGGTGCAGAAACTGGT
CYP2C6F CGGGAAGTCATACGACATTAGC
CYP2C6R GCAGAGAGGCAAATCCATTG
CYP2E1F GTCTGAGGCTCATGAGTTTG
CYP2E1R TCTGGAAACTCATGGCTG
CYP3A1F AATTCGATGTGGAGTGCCAT
CYP3A1R CGGATAGGGCTGTATGAGATTC
BACTINF TGCAGAAGGAGATTACTGCC
BACTINR CGCAGCTCAGTAACAGTCC

* Primer ad1 CYP izoformunu tanimlamakta F(forward) R(reverse)
primerleri simgelemektedir.

2.2.2.5. Ellajik Asitin Genotoksik Etkilerinin Saptanmasi

Ellajik asitin kanser ve kanser olmayan hiicre dizileri iizerindeki olasi
sitotoksik etkisini saptamak ve var ise bu hiicreler lizerindeki sitotoksisite farklarni
saptamak amactyla hem kanser olmayan hiicre dizileri (ebriyonik bdbrek hiicre dizisi
293 ve fibroblastik hiicre dizisi 3T3) hem de kanser hiicreleri (Akciger kanseri hiicre
hatt PC14, meme kanseri hiicre hatti MCF-7) sitotoksik etki arastirilmasinda

kullanilmistir. Hiicrelerin kiiltiirasyonu asagida anlatildigi gibi yapilmistir.

2.2.2.5.1. Hiicre Kiiltiirii ve Ellajik Asitin Uygulanmasi

Tim hiicre dizileri %10 FCS igeren RPMI1640 besi ortami igersinde 37°C,
%5 CO; ve %95 nem igeren ortamda inkiibe edilmistir. Ellajik asit suda ¢oziiliir

formda olmadigindan %0,1 DMSO igeren besiyeri i¢inde c¢oziilmiistiir ve 0,2
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mikronluk filtrelerden gegirilerek steril edildikten sonra 6 farkli konsantrasyonda
(0,025mg/ml, 0,05mg/ml, 0,025mg/ml, 0,1mg/ml, 0,2mg/ml, 0,5mg/ml, 0,1mg/ml)
hem kanser hiicre dizileri lizerine hem de kanser olmayan hiicre dizileri iizerine 48
saat siliresince maruz birakilmistir. Ellajik asit uygulanmadan tiim hiicreler
1x10°/kuyu hiicre olmak iizere 96 kuyulu plakalara ekilmis ve %10 FCS iceren
RPMI1640 besi ortaminda 37°C, %5 CO; ve %95 nem igeren ortamda 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda ellajik asit degisik konsantrasyonlarda
hiicreler {izerine her konsantrasyondan 3 kontrollii olmak {izere uygulanmis ve 48

saat 37°C de, %5 CO; ve %95 nem igeren ortamda inkiibasyona birakilmislardir.

Hiicre canlilik testi yapmak i¢in 48 saatin sonunda 96 kuyulu plakadaki
hiicrelerden besiyeri uzaklastirilmistir ve iizerine % 10 etanol i¢cinde hazirlanmis
kristal viyole boyas1 eklenmistir. Siire sonunda boya hiicrelerde yikanarak
uzaklastirilir. Hiicrelerin tizerine % 50 etanol i¢inde 0,1 M pH 4.2 sodyum sitrat
cozeltisi her kuyuda 100 pl olacak sekilde eklenmstir. 15 dakika calkalayicida
karistirthidiktan sonra 660 nm’de spektrofotometrede (Thermo Microplate Reader)

okunmustur.

2.2.2.5.2. Ellajik Asitin Tiimor Baskilayic1 Genler Uzerine Etkisinin Western

Blot ile Saptanmasi

Hiicreler tizerinde sitotoksik Ozelligi saptanan ellajik asitin bu sitotoksik
etkisini hangi mekanizmay1 kullanarak gerceklestirdigi sorusuna cevap aramak i¢in
PTEN, p53 gibi timor baskilayici gen ekspresyonlart1 Western blot analizi ile
arastirilmustir. Oncelikle hiicreler steril petrilerde biiyiitiilmiistiir. Daha sonra hiicre
tizerine sitotoksik etkisi saptanan dozlarda ellajik asit hiicrelere steril olarak
eklenmistir. 48 saatin sonunda hiicreler Ripa tamponu (0,5mM NaCl, 1M pH 7,6
Tris-HCI, 5 % deoksikolat, 1 tablet proteaz inhibitorii) ile toplanmustir. Toplanan
orneklerden farkl eppendorf tiiplere alinmis ve drneklerin protein miktarlar1t Lowry
ve ark. (1951) yontemi ile saptanmustir. Daha sonra 6rnekler %10’luk SDS-PAJE jele
uygulanmis ve elektroforeze tabii tutulmustur. Elektroforez isleminin ardindan
proteinler membran {izerine transfer edilmistir. Membran {iizerindeki spesifik
proteinlerin fare kaynakli primer antikorlarla isaretlemesinin ardindan, membran 1
saat PBST ile oda sicakliginda yikanmistir. Yikama isleminin bitmesiyle membran

fare antikorlarma kars1 spesifik olarak keci lizerinde gelistirilmis, 1:10000 oraninda
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HRP (Horseradish Peroksidaz) bagl sekonder antikor (goat anti-mouse sekonder
antikoru) bulunduran %5 kurusiitli PBST ¢06zeltisi igerisinde tekrar isaretlenmistir.
Isaretleme oda sicakliginda 1 saat yapildiktan sonra, ECL ¢ozeltisi kullanilarak
kemiliiminesans  reaksiyonu baglatilmistir ~ ve  spesifik  protein  bantlar1

kemiliiminesansa duyarli film kullanilarak belirlenmistir.

2.2.2.6. istatiksel Analizler

Elde edilen sonuglar her biri veri i¢in Ortalama + Standart Sapma olarak ifade
edilmistir. Farkli gruplar i¢inde ve arasinda kayda deger bir fark olup olmadigini
analiz etmek icin “Tukey” ve “Dunnet” ve “parametrik olmayan Mann-Whitney U”

testleri uygulanmustir.
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3. BULGULAR

3. 1. Enjeksiyon Asamasi — in vivo Hayvan Calismalar

Enjeksiyon isleminde kullanilan deneklerle ilgili bilgiler asagidaki Tablo 3.1

ve Sekil 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1: Denek bilgileri.

Sican Sican .. 1. Doku Agirhg:
Grup Sa¢y1s1 Kgdu Viieut Agirhg: (gr) (gr% °
Deney Deney
Oncesi Sonrasi
Kontrol 10 K1 205 198 4,25
(K) K2 212 201 4,13
K3 229 226 5,48
K4 202 208 4,16
K5 215 202 4,65
K6 242 235 514
K7 287 280 7,20
K8 269 258 6,05
K9 252 235 4,93
K10 272 211 4,32
10 mg/kg Ellajik 10 EAT1 252 244 4,62
Asit (EAT-1) EAT2 225 222 4,06
EAT3 244 231 4,72
EAT4 206 206 3,38
EATS5 194 187 3,13
EAT6 193 184 3,22
EAT7 195 188 2,85
EATS 198 190 3,28
EAT9 206 203 3,45
EATI10 195 187 4,16
30 mg/kg Ellajik 10 EATI11 180 173 3,17
Asit (EAT-I11) EATI12 187 178 2,55
EAT13 273 265 5,25
EAT14 277 270 515
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EATI15 307 300 5,70
EATI16 292 283 5,92
EAT17 250 249 7,13
EAT18 262 256 6,38
EAT19 244 236 4,37
EAT20 232 229 4,23

Her bir deger, her biri en az triplike olan iki set 6l¢timiin ortalamasidur.

Doku Agirligi
7
6
. 5
S
>§'} 4
E
)
S 3
X
a
2
1
0
K EAT-I EAT-II
SS 1,01 0,67 1,43
m Aktivite 5,11 3,7 4,98

3.2. Fraksiyonlarin Protein Degerleri

Post

mitokondriyel,

Sekil 3.1: Denek bilgileri.

sitozolik ve mikrozomal

fraksiyonlarin protein

miktarlarm1 hesaplamak i¢in 0-200 mg BSA’ya kadar olan standart BSA egrisi

kullanilmistir. Kontrol ve EAT enjekte edilmis sican karacigerlerinden hazirlanan

S1.5, sitozol ve mikrozom fraksiyonlarmin protein miktarlar1 Tablo 3.2’de

verilmektedir.
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Tablo 3.2: Sigan karaciger fraksiyonlarinin protein miktarlari.

Sican Kodu Protein Miktar1 (mg/ml)
S1.5 Sitozol Mikrozom
K1 58,12 32,26 21,38
K2 58,89 38,07 26,25
K3 46,00 32,82 18,92
K4 55,33 36,18 26,82
K5 52,00 39,62 22,76
K6 44,74 33,14 28,23
K7 54,05 37,75 30,22
K8 52,62 33,97 26,80
K9 47,79 35,55 27,60
K10 54,23 34,34 23,26
EAT1 58,45 35,93 21,34
EAT?2 45,32 32,14 19,32
EAT3 53,21 32,98 18,98
EAT4 52,34 31,43 17,32
EATS 55,78 25,77 13,64
EAT6 58,44 32,82 16,73
EATY7 59,56 36,22 18,36
EATS 49,33 217,37 18,14
EAT9 49,78 31,61 17,25
EATI10 59,33 30,16 16,62
EATI11 64,67 29,64 25,59
EATI12 62,67 30,39 22,62
EATI13 43,78 28,38 16,14
EAT14 44,26 32,58 17,53
EATI15 41,67 30,25 15,63
EATI16 36,67 24,85 13,96
EAT17 45,29 33,20 14,73
EATI18 48,64 31,47 20,04
EATI19 42,83 31,27 18,38
EAT20 42,10 32,97 17,77

Her bir deger, her biri en az triplike olan iki set 6l¢iimiin ortalamasidir.
3.3. Faz I ve Faz I Enzim Aktiviteleri Uzerine Etkilerinin Saptanmasi

Her bir enzim i¢in Kontrol ve EAT enjekte edilmis sigan karaciger enzim

aktivite sonuclari agagida tek tek verilmektedir.
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3.3.1. CYPIA Enzim Aktivitesi Uzerine Ellajik Asitin Etkisi

3.3.1.1. EROD

Sitokrom P4501A1 aktivitesi sican doku mikrozomlarinda 7-etoksirezorufin
substrat1 kullanilarak c¢alisilmistir. Maksimum enzim aktivitesi i¢in optimum sartlar
belirlenmistir. Doku mikrozomlarindaki EROD aktivitesi, Aring ve Sen (1994)
tarafindan optimize edilen, Burke ve Mayer (1974) metodu ile tespit edilmistir.

Kontrol ve EAT enjekte edilmis sican karacigerlerindeki spesifik aktivite

pmol/dak/mg protein olarak Tablo 3.3 ve Sekil 3.2’de gosterilmektedir.

Tablo 3.3: EROD aktivitesi.

Sican Kodu Enzim Aktivitesi (pmol/dak/mg protein)
Ortalama Standart Sapma (SS)
K1 3,77 0,09
K2 11,14 0,52
K3 3,95 0,68
K4 6,19 0,31
K5 5,16 0,69
K6 7,44 0,24
K7 7,23 0,43
K8 5,79 0,06
K9 6,23 0,47
K10 5,46 0,17
EAT1 1,76 0,18
EAT?2 9,290 0,335
EAT3 6,510 0,017
EAT4 5,563 0,256
EATS5 8,467 0,107
EAT6 8,530 0,000
EAT7 6,635 0,078
EATS 8,490 0,042
EAT9 4,125 0,247
EAT10 5,895 0,375
EAT11 4,43 0,22
EAT12 5,51 0,32
EAT13 6,05 0,45
EAT14 5,45 0,36
EAT15 5,14 0,44
EAT16 6,52 0,84
EAT17 5,12 0,41
EAT18 7,38 1,15
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EATI19

4,07

0,80

EAT20

6,14

0,22

Her bir deger, her biri en az triplike olan iki set olgiimiin ortalamasidir.

6,800
6,600
<
9 6,400
°
o
o 6,200
£
< 6,000
E *
‘© 5,800
€
2
Q 5,600
>
'S 5,400
X
<
5,200
5,000
K EAT-I EAT-II
SS 0,170 0,160 0,120
m Aktivite 6,240 6,530 5,580
*, Kontrol ile karsilagtirildiginda anlamli farklilik gozlenmektedir (P<0.05).
Sekil 3.2: EROD aktivitesi.
3.3.1.2. MROD

Sitokrom P4501A2 aktivitesi sigan doku mikrozomlarinda 7-metoksirezorufin
substrat1 kullanilarak c¢alisilmistir. Maksimum enzim aktivitesi i¢in optimum sartlar
belirlenmistir. Doku mikrozomlarindaki MROD aktivitesi Aring ve Sen (1994)

tarafindan optimize edilen, Burke ve Mayer (1974) metodu ile tespit edilmistir.

Kontrol ve EAT enjekte edilmis si¢an karacigerlerindeki spesifik aktivite

pmol/dak/mg protein olarak Tablo 3.4 ve Sekil 3.3’de gosterilmektedir.
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Tablo 3.4: MROD aktivitesi.

Sican Kodu Enzim Aktivitesi (pmol/dak/mg protein)
Ortalama Standart Sapma (SS)
K1 8,385 0,012
K2 8,685 0,191
K3 7,187 1,347
K4 9,437 1,717
K5 7,847 0,808
K6 8,113 0,500
K7 9,025 0,870
K8 8,845 0,530
K9 8,695 0,035
K10 7,695 0,276
EAT1 8,260 0,212
EAT?2 6,095 0,219
EAT3 7,170 0,212
EAT4 8,140 0,184
EAT5 9,435 0,290
EAT6 8,405 0,502
EAT7 9,130 0,438
EATS 8,185 0,502
EAT9 9,975 0,403
EAT10 8,335 0,007
EAT11 8,025 0,742
EAT12 6,803 0,707
EAT13 6,415 0,346
EAT14 8,025 0,502
EAT15 7,600 1,075
EAT16 7,480 0,295
EAT17 7,837 0,583
EAT18 8,347 0,504
EAT19 6,415 0,658
EAT20 6,880 0,877

Her bir deger, her biri en az triplike olan iki set 6l¢iimiin ortalamasidir.
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MROD

9,000

°
[=)
S
S

Aktivite (pmol/dak/mg protein)
w &> o
o o o
8 8 8

2,000
1,000 F
0,000
K EAT-I EAT-II
SS 0,629 0,297 0,629
m Aktivite 8,390 8,310 7,380

Sekil 3.3: MROD aktivitesi.
3.3.1.3. Kafein (C3ND)

Sitokrom P4501A2 aktivitesi sican doku mikrozomlarinda kafein substrati
kullanilarak ¢aligilmistir. Maksimum enzim aktivitesi igin optimum sartlar
belirlenmistir. Doku mikrozomlarindaki kafein aktivitesi, Cochin ve Axelrod (1959)
tarafindan Onerilen yontem ve Nash (1953) metoduna gore formaldehit miktarinin

Ol¢lilmesiyle tespit edilmistir.

Kontrol ve EAT enjekte edilmis si¢an karacigerlerindeki spesifik aktivite

nmol/dak/mg protein olarak Tablo 3.5 ve Sekil 3.4’de gosterilmektedir.
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Tablo 3.5: Kafein aktivitesi (C3ND).

Sican Kodu Enzim Aktivitesi (nmol/dak/mg protein)
Ortalama Standart Sapma (SS)
K1 0,385 0,012
K2 0,418 0,011
K3 0,396 0,014
K4 0,424 0,014
K5 0,394 0,016
K6 0,436 0,017
K7 0,362 0,014
K8 0,382 0,012
K9 0,424 0,010
K10 0,448 0,011
EAT1 0,424 0,009
EAT2 0,436 0,009
EAT3 0,485 0,006
EAT4 0,397 0,016
EATS 0,455 0,012
EAT6 0,421 0,014
EAT7 0,352 0,049
EATS 0,339 0,036
EAT9 0,327 0,039
EAT10 0,303 0,049
EAT11 0,217 0,040
EAT12 0,255 0,041
EAT13 0,215 0,013
EAT14 0,233 0,023
EAT15 0,227 0,016
EAT16 0,339 0,019
EAT17 0,282 0,014
EAT18 0,213 0,015
EAT19 0,203 0,024
EAT20 0,211 0,034

Her bir deger, her biri en az triplike olan iki set 6l¢iimiin ortalamasidir.
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Kafein

0,450
0,400 F
0,350 f
0,300 F
0,250
0,200 f
0,150

0,100 f

Aktivite (nmol/dak/mg protein)

0,050 F

0,000
K EAT-I EAT-II

SS 0,013 0,024 0,024
m Aktivite 0,407 0,394 0,240

* | Kontrol ile karsilagtirildiginda anlamli farklilik gozlenmektedir (P<0.05).
Sekil 3.4: Kafein aktivitesi (C3ND).

3.3.2. CYP2B Enzim Aktivitesi Uzerine Ellajik Asitin EtKisi

3.3.2.1. Benzfetamin (BPND)

Sitokrom P4502B aktivitesi sican doku mikrozomlarinda benzfetamin
substrat1 kullanilarak caligilmistir. Maksimum enzim aktivitesi i¢in optimum sartlar
belirlenmistir. Doku mikrozomlarindaki benzfetamin aktivitesi, Ueng ve ark. (2002)
tarafindan Onerilen yontem ve Nash (1953) metoduna goére formaldehit miktarinin

Ol¢lilmesiyle tespit edilmistir.

Kontrol ve EAT enjekte edilmis si¢an karacigerlerindeki spesifik aktivite

nmol/dak/mg protein olarak Tablo 3.6 ve Sekil 3.5’te gosterilmektedir.
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Tablo 3.6: Benzfetamin aktivitesi (BPND).

Sican Kodu Enzim Aktivitesi (nmol/dak/mg protein)
Ortalama Standart Sapma (SS)
K1 1,96 0,23
K2 1,00 0,06
K3 1,46 0,11
K4 1,16 0,06
K5 2,44 0,51
K6 1,20 0,00
K7 1,88 0,11
K8 1,16 0,06
K9 1,36 0,23
K10 1,04 0,23
EAT1 1,32 0,17
EAT2 1,28 0,27
EAT3 1,60 0,28
EAT4 1,56 0,23
EATS 1,78 0,21
EAT6 0,99 0,23
EAT7 0,94 0,23
EAT8 1,02 0,11
EAT9 1,46 0,00
EAT10 0,98 0,11
EAT11 0,40 0,23
EAT12 0,68 0,06
EAT13 0,72 0,12
EAT14 0,52 0,57
EAT15 0,78 0,13
EAT16 0,84 0,06
EAT17 0,66 0,17
EAT18 0,63 0,19
EAT19 0,67 0,12
EAT20 0,69 0,13

Her bir deger, her biri en az triplike olan iki set 6l¢iimiin ortalamasidir.
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BPND

1,60
1,40
1,20
1,00
0,80
0,60

0,40

Aktivite (nmol/dak/mg protein)

0,20

0,00
K EAT-I EAT-II

SS 0,04 0,06 0,03
m Aktivite 1,47 1,29 0,66

* | Kontrol ile karsilagtirildiginda anlamli farklilik gozlenmektedir (P<0.05).
Sekil 3.5: Benzfetamin aktivitesi (BPND).

3.3.2.2. Etilmorfin (EmND)

Sitokrom P4502B aktivitesi sigan doku mikrozomlarmda eritromisin substrati
kullanilarak c¢aligilmistir. Maksimum enzim aktivitesi i¢in optimum sartlar
belirlenmistir. Doku mikrozomlarindaki eritromisin aktivitesi, Cochin ve Axelrod
(1959) tarafindan Onerilen yontem ve Nash (1953) metoduna gore formaldehit

miktarmin 6l¢iilmesiyle tespit edilmistir.

Kontrol ve EAT enjekte edilmis si¢an karacigerlerindeki spesifik aktivite

nmol/dak/mg protein olarak Tablo 3.7 ve Sekil 3.6’de gosterilmektedir.
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Tablo 3.7: Etilmorfin aktivitesi (EmND).

Sican Kodu Enzim Aktivitesi (nmol/dak/mg protein)
Ortalama Standart Sapma (SS)
K1 1,954 0,144
K2 1,948 0,118
K3 1,833 0,013
K4 2,417 0,013
K5 1,956 0,026
K6 1,815 0,236
K7 1,625 0,079
K8 2,233 0,026
K9 2,257 0,092
K10 1,620 0,065
EAT1 1,167 0,079
EAT2 1,491 0,065
EAT3 2,213 0,013
EAT4 1,811 0,052
EAT5 1,802 0,039
EAT6 2,130 0,052
EAT7 1,685 0,039
EATS 1,717 0,000
EAT9 1,976 0,013
EAT10 1,816 0,013
EAT11 1,213 0,013
EAT12 1,491 0,065
EAT13 1,391 0,004
EAT14 0,941 0,079
EAT15 1,183 0,065
EAT16 1,259 0,105
EAT17 1,185 0,079
EAT18 1,241 0,052
EAT19 1,152 0,017
EAT20 1,145 0,013

Her bir deger, her biri en az triplike olan iki set 6l¢iimiin ortalamasidir.
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EmND

2,500

2,000

=
a1
o
o

1,000 F

0,500 F

Aktivite (nmol/dak/mg protein)

0,000
K EAT-I EAT-II

SS 0,081 0,037 0,049
m Aktivite 1,960 1,780 1,220

* | Kontrol ile karsilagtirildiginda anlamli farklilik gozlenmektedir (P<0.05).
Sekil 3.6: Etilmorfin aktivitesi (EmND).

3.3.2.3. BROD

Sitokrom  P4502B  aktivitesi sican  doku  mikrozomlarinda  7-
benziloksirezorufin substrat1 kullanilarak calisilmistir. Maksimum enzim aktivitesi
icin optimum sartlar belirlenmistir. Doku mikrozomlarindaki BROD aktivitesi,
Burke ve Mayer (1974) metodu ile tespit edilmistir ayrica Aring ve Sen (1994)

tarafindan optimize edilen sartlar kullanilmistir.

Kontrol ve EAT enjekte edilmis si¢an karacigerlerindeki spesifik aktivite

pmol/dak/mg protein olarak Tablo 3.8 ve Sekil 3.7°de gosterilmektedir.
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Tablo 3.8: BROD aktivitesi.

Sican Kodu Enzim Aktivitesi (pmol/dak/mg protein)
Ortalama Standart Sapma (SS)
K1 2,230 0,057
K2 3,600 0,200
K3 1,437 0,146
K4 2,830 0,098
K5 2,450 0,089
K6 2,430 0,042
K7 3,405 0,120
K8 2,605 0,290
K9 2,780 0,707
K10 2,424 0,032
EAT1 2,327 0,016
EAT2 2,339 0,010
EAT3 2,315 0,013
EAT4 2,123 0,008
EATS 1,745 0,009
EAT6 1,845 0,020
EAT7 2,418 0,012
EATS 1,983 0,012
EAT9 2,323 0,011
EAT10 2,921 0,013
EAT11 2,144 0,013
EAT12 2,158 0,016
EAT13 1,848 0,015
EAT14 2,346 0,014
EAT15 1,650 0,018
EAT16 1,864 0,009
EAT17 2,161 0,015
EAT18 1,629 0,008
EAT19 1,952 0,017
EAT20 2,563 0,013

Her bir deger, her biri en az triplike olan iki set olgiimiin ortalamasidir.
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BROD

3,00

2,50 F

2,00 f

150

1,00 f

Aktivite (pmol/dak/mg protein)

0,50 F

0,00
K EAT-I EAT-II

SS 0,18 0,01 0,01
m Aktivite 2,62 2,23 2,03

* | Kontrol ile karsilagtirildiginda anlamli farklilik gozlenmektedir (P<0.05).
Sekil 3.7: BROD aktivitesi.

3.3.2.4. PROD

Sitokrom  P4502B  aktivitesi sican  doku  mikrozomlarinda  7-
pentiloksirezorufin substrat1 kullanilarak c¢alisilmistir. Maksimum enzim aktivitesi
icin optimum sartlar belirlenmistir. Doku mikrozomlarmdaki PROD aktivitesi Aring
ve Sen (1994) tarafindan optimize edilen Burke ve Mayer (1974) metodu ile tespit

edilmistir.

Kontrol ve EAT enjekte edilmis si¢an karacigerlerindeki spesifik aktivite

pmol/dak/mg protein olarak Tablo 3.9 ve Sekil 3.8’de gosterilmektedir.
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Tablo 3.9: PROD aktivitesi.

Sican Kodu Enzim Aktivitesi (pmol/dak/mg protein)
Ortalama Standart Sapma (SS)
K1 5,735 0,092
K2 7,670 0,311
K3 5,940 0,311
K4 7,700 0,266
K5 7,470 0,441
K6 5,080 0,327
K7 5,567 0,554
K8 6,850 0,092
K9 7,805 0,064
K10 5,290 0,335
EAT1 7,710 0,017
EAT2 4,663 0,256
EAT3 4,567 0,107
EAT4 8,670 0,069
EATS5 6,635 0,078
EAT6 4,649 0,042
EAT7 5,680 0,325
EAT8 5,185 0,375
EAT9 5,325 0,092
EAT10 5,880 0,127
EAT11 4,880 0,127
EAT12 3,920 0,440
EAT13 4,855 0,403
EAT14 4,960 0,028
EAT15 3,395 0,375
EAT16 3,479 0,127
EAT17 5,800 0,156
EAT18 6,480 0,311
EAT19 4,103 0,024
EAT20 4,211 0,034

Her bir deger, her biri en az triplike olan iki set 6l¢iimiin ortalamasidir.
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PROD

7,00 r
6,00 F
5,00 F
4,00 F
3,00 f

2,00 f

Aktivite (pmol/dak/mg protein)

1,00 f

0,00
K EAT-I EAT-II

SS 0,28 0,15 0,20
m Aktivite 6,51 5,89 4,60

* | Kontrol ile karsilagtirildiginda anlamli farklilik gozlenmektedir (P<0.05).
Sekil 3.8: PROD aktivitesi.

3.3.3. CYP2C Enzim Aktivitesi Uzerine Ellajik Asitin Etkisi

3.3.3.1. Aminopiren (APND)

Sitokrom P4502C aktivitesi sigan doku mikrozomlarinda aminopiren substrati
kullanilarak ¢aligilmistir. Maksimum enzim aktivitesi i¢in optimum sartlar
belirlenmistir. Doku mikrozomlarindaki aminopiren aktivitesi, Cochin ve Axelrod
(1959) tarafindan Onerilen yontem ve Nash (1953) metoduna gore formaldehit
miktarmm l¢lilmesiyle tespit edilmistir.

Kontrol ve EAT enjekte edilmis sigan karacigerlerindeki spesifik aktivite

nmol/dak/mg protein olarak Tablo 3.10 ve Sekil 3.9°da gosterilmektedir.
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Tablo 3.10: Aminopiren aktivitesi (APND).

Sican Kodu Enzim Aktivitesi (nmol/dak/mg protein)
Ortalama Standart Sapma (SS)
K1 0,327 0,046
K2 0,339 0,043
K3 0,291 0,043
K4 0,303 0,045
K5 0,303 0,042
K6 0,279 0,017
K7 0,339 0,034
K8 0,364 0,038
K9 0,412 0,031
K10 0,424 0,032
EAT1 0,327 0,026
EAT2 0,339 0,023
EAT3 0,315 0,033
EAT4 0,352 0,034
EATS 0,352 0,029
EAT6 0,327 0,033
EAT7 0,352 0,032
EAT8 0,343 0,032
EAT9 0,303 0,031
EAT10 0,301 0,033
EAT11 0,144 0,013
EAT12 0,158 0,016
EAT13 0,148 0,015
EAT14 0,146 0,014
EAT15 0,165 0,018
EAT16 0,164 0,009
EAT17 0,161 0,015
EAT18 0,152 0,008
EAT19 0,152 0,017
EAT20 0,145 0,013

Her bir deger, her biri en az triplike olan iki set 6l¢iimiin ortalamasidir.
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Aminopiren

04 r
0,35
03
025
02 f
0,15

01 F

Aktivite (nmol/dak/mg protein)

0,05 r

K EAT-I EAT-II
SS 0,037 0,031 0,013

m Aktivite 0,339 0,331 0,153

* | Kontrol ile karsilagtirildiginda anlamli farklilik gozlenmektedir (P<0.05).
Sekil 3.9: Aminopiren aktivitesi (APND).

3.3.4. CYP2E Enzim Aktivitesi Uzerine Ellajik Asitin EtKisi

3.3.4.1. Anilin 4-Hidroksilaz Aktivitesi (A4H)

Sitokrom P4502E1 sican doku mikrozomlarinda anilin substrat1 kullanilarak
calisilmistir. Doku mikrozomlarindaki anilin 4-hidroksilaz aktivitesi, Imai ve ark.
(1966) tarafindan 6nerilen metoda gore p-aminofenol (pAP) miktarin Slgiilmesiyle
tespit edildi. Kontrol ve EAT enjekte edilmis sigan karacigerlerindeki spesifik
aktivite nmol/dak/mg protein olarak Tablo 3.11 ve Sekil 3.10’da gosterilmektedir.
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Tablo 3.11: Anilin 4-hidroksilaz aktivitesi (A4H).

Sican Kodu Enzim Aktivitesi (nmol/dak/mg prt)
Ortalama Standart Sapma (SS)
K1 0,342 0,019
K2 0,332 0,006
K3 0,323 0,028
K4 0,308 0,000
K5 0,349 0,013
K6 0,350 0,012
K7 0,348 0,014
K8 0,346 0,012
K9 0,342 0,016
K10 0,400 0,019
EAT1 0,222 0,014
EAT2 0,256 0,016
EAT3 0,233 0,016
EAT4 0,251 0,013
EATS 0,254 0,013
EAT6 0,242 0,012
EAT7 0,240 0,016
EATS 0,253 0,019
EAT9 0,243 0,003
EAT10 0,254 0,013
EAT11 0,124 0,006
EAT12 0,116 0,006
EAT13 0,133 0,006
EAT14 0,109 0,008
EAT15 0,196 0,010
EAT16 0,182 0,010
EAT17 0,189 0,006
EAT18 0,153 0,009
EAT19 0,113 0,008
EAT20 0,138 0,009

Her bir deger, her biri en az triplike olan iki set 6l¢giimiin ortalamasidir.
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A4H

04 r
0,35 F
03 } *
025
02 F *
0,15

01 F

Aktivite (hmol/dak/mg protein)

0,05

K EAT-I EAT-II
SS 0,014 0,014 0,008

m Aktivite 0,344 0,245 0,145

*, Kontrol ile karsilagtirildiginda anlamli farklilik gozlenmektedir (P<0.05).
Sekil 3.10: Anilin 4-hidroksilaz aktivitesi (A4H).

3.3.4.2. N-Nitrosodimetilamin N-Demetilaz (NDMA)

Sitokrom P4502E aktivitesi sican doku mikrozomlarmda nitrosodimetilamin
substrat1 kullanilarak ¢aligilmistir. Maksimum enzim aktivitesi i¢in optimum sartlar
belirlenmistir. Doku mikrozomlarndaki NDMA aktivitesi, Cochin ve Axelrod
(1959) tarafindan Onerilen yontem ve Nash (1953) metoduna gore formaldehit

miktarinin 6l¢iilmesiyle tespit edilmistir.

Kontrol ve EAT enjekte edilmis si¢an karacigerlerindeki spesifik aktivite

nmol/dak/mg protein olarak Tablo 3.12 ve Sekil 3.11’de gosterilmektedir.
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Tablo 3.12: NDMA aktivitesi.

Sican Kodu Enzim Aktivitesi (nmol/dak/mg protein)
Ortalama Standart Sapma (SS)
K1 0,424 0,019
K2 0,434 0,028
K3 0,413 0,000
K4 0,400 0,057
K5 0,394 0,009
K6 0,382 0,019
K7 0,407 0,019
K8 0,404 0,035
K9 0,371 0,016
K10 0,416 0,000
EAT1 0,247 0,038
EAT2 0,253 0,009
EAT3 0,307 0,009
EAT4 0,303 0,009
EATS5 0,333 0,019
EAT6 0,293 0,038
EAT7 0,316 0,019
EAT8 0,317 0,019
EAT9 0,317 0,000
EAT10 0,294 0,009
EAT11 0,110 0,047
EAT12 0,120 0,019
EAT13 0,127 0,028
EAT14 0,113 0,009
EAT15 0,118 0,009
EAT16 0,127 0,019
EAT17 0,127 0,019
EAT18 0,107 0,000
EAT19 0,097 0,009
EAT20 0,097 0,028

Her bir deger, her biri en az triplike olan iki set 6l¢iimiin ortalamasidir.
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NDMA

0,450

0,400

o
W
a
o

0,300

0,250

nmol/dak/mg protein)
0
8

p 0,150

0,100

Aktivit

0,050

0,000
K EAT-I EAT-II

SS 0,020 0,017 0,019
m Aktivite 0,405 0,298 0,114

* , Kontrol ile karsilastirildiginda anlamh farkhilik gézlenmektedir (P<0.05).
Sekil 3.11: NDMA aktivitesi.

3.3.5. CYP3A Enzim Aktivitesi Uzerine Ellajik Asitin Etkisi

3.3.5.1. Eritromisin (ErND)

Sitokrom P4503A aktivitesi sican doku mikrozomlarinda eritromisin substrati
kullanilarak c¢aligilmistir. Maksimum enzim aktivitesi i¢in optimum sartlar
belirlenmistir. Doku mikrozomlarindaki eritromisin aktivitesi, Cochin ve Axelrod
(1959) tarafindan Onerilen yontem ve Nash (1953) metoduna gore formaldehit

miktarinin 6l¢iilmesiyle tespit edilmistir.

Kontrol ve EAT enjekte edilmis si¢an karacigerlerindeki spesifik aktivite

nmol/dak/mg protein olarak Tablo 3.13 ve Sekil 3.12’de gosterilmektedir.
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Tablo 3.13: Eritromisin aktivitesi (ErND).

Sican Kodu Enzim Aktivitesi (nmol/dak/mg protein)
Ortalama Standart Sapma (SS)
K1 0,073 0,008
K2 0,103 0,009
K3 0,139 0,009
K4 0,121 0,014
K5 0,115 0,009
K6 0,097 0,018
K7 0,139 0,009
K8 0,154 0,009
K9 0,109 0,017
K10 0,117 0,012
EAT1 0,115 0,009
EAT2 0,121 0,017
EAT3 0,127 0,009
EAT4 0,160 0,017
EAT5 0,132 0,009
EAT6 0,115 0,009
EAT7 0,145 0,000
EATS 0,103 0,032
EAT9 0,093 0,031
EAT10 0,131 0,033
EAT11 0,074 0,013
EAT12 0,081 0,016
EAT13 0,084 0,015
EAT14 0,076 0,014
EAT15 0,105 0,018
EAT16 0,114 0,009
EAT17 0,081 0,015
EAT18 0,072 0,008
EAT19 0,085 0,017
EAT20 0,075 0,013

Her bir deger, her biri en az triplike olan iki set 6l¢iimiin ortalamasidir.
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Eritromisin

014 r
0,12

01 F
0,08 F
0,06 F

0,04 r

Aktivite (nmol/dak/mg protein)

0,02 r

K EAT-I EAT-II
SS 0,011 0,015 0,014

m Aktivite 0,117 0,124 0,085

* Kontrol ile karsilagtirildiginda anlamly farklilik gozlenmektedir (P<0.05).
Sekil 3.12: Eritromisin aktivitesi (ErND).

3.3.6. CYP19 Enzim Aktivitesi Uzerine Ellajik Asitin Etkisi

3.3.6.1. Aromataz Aktivitesi (DBFOD)

CYP19 aktivitesi sican doku mikrozomlarinda dibenzilfloresein O-debenzilaz
substrat1 kullanilarak ¢alisilmistir. Maksimum enzim aktivitesi i¢in optimum sartlar
belirlenmistir. Kontrol ve EAT enjekte edilmis sican karacigerlerindeki spesifik

aktivite pmol/dak/mg protein olarak Tablo 3.14 ve Sekil 3.13’de gosterilmektedir.
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Tablo 3.14: Aromataz aktivitesi (DBFOD).

Sican Kodu Enzim Aktivitesi (pmol/dak/mg protein)
Ortalama Standart Sapma (SS)
K1 6,76 0,11
K2 6,86 0,11
K3 6,50 0,09
K4 6,78 0,19
K5 6,78 0,09
K6 6,63 0,06
K7 6,51 0,01
K8 6,54 0,40
K9 6,68 0,18
K10 6,60 0,05
EAT1 6,82 0,21
EAT2 5,85 0,76
EAT3 5,85 0,11
EAT4 6,07 0,31
EAT5 6,06 0,64
EAT6 5,78 0,71
EAT7 6,56 0,31
EATS 6,79 0,32
EAT9 5,85 0,76
EAT10 5,85 1,11
EAT11 5,59 0,22
EAT12 5,12 0,74
EAT13 5,78 0,92
EAT14 5,46 0,78
EAT15 5,22 0,78
EAT16 4,99 0,89
EAT17 4,97 0,32
EAT18 4,87 0,35
EAT19 4,34 0,64
EAT20 4,90 0,12

Her bir deger, her biri en az triplike olan iki set 6l¢iimiin ortalamasidir.
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Aromataz

Aktivite (pmol/dak/mg protein)

K EAT-I EAT-II
SS 0,138 0,427 0,58

m Aktivite 6,66 6,15 512

*, Kontrol ile karsilastirildiginda anlaml farkhiik gézlenmektedir (P<0.05).
Sekil 3.13: Aromataz aktivitesi (DBFOD).

3.3.7. Kinon Rediiktaz (NQO1) Aktivitesi Uzerine Ellajik Asitin Etkisi

Hazirlanan doku sitozollerinde NQO1 aktivitesi 2,6 diklorofenolindofenol
(DCPIP) substratt1 kullanilarak Ernster ve ark. (1960) tarafindan Onerilen
spektrofotometrik metotla tayin edilmistir. Maksimum enzim aktivitesi i¢in optimum
sartlar belirlenmistir.

Kontrol ve EAT enjekte edilmis sican karacigerlerindeki spesifik aktivite
nmol/dak/mg protein olarak Tablo 3.15 ve Sekil 3.14’de gosterilmektedir.
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Tablo 3.15: NQO1 aktivitesi.

Sican Kodu Enzim Aktivitesi (nmol/dak/mg protein)
Ortalama Standart Sapma (SS)
K1 156,79 3,71
K2 105,37 14,62
K3 238,47 2,36
K4 227,23 3,71
K5 82,17 6,40
K6 270,01 3,81
K7 72,31 10,47
K8 249,82 5,29
K9 326,11 6,31
K10 107,32 18,66
EAT1 196,92 12,64
EAT2 181,02 43,08
EAT3 199,45 23,02
EAT4 185,48 20,20
EAT5 197,65 0,83
EAT6 145,35 5,43
EAT7 184,56 21,91
EATS 173,51 8,68
EAT9 180,56 1,47
EAT10 194,26 2,61
EAT11 605,41 13,88
EAT12 402,03 9,78
EAT13 651,16 43,28
EAT14 430,12 5,13
EAT15 573,31 73,89
EAT16 563,10 12,13
EAT17 565,34 7,56
EAT18 536,78 1,25
EAT19 480,94 0,59
EAT20 609,44 13,37

Her bir deger, her biri en az triplike olan iki set 6l¢iimiin ortalamasidir.
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NQO1

600,00
'='500,00 |
400,00

300,00 F

200,00 F

Aktivite (hmol/dak/mg protein)

100,00 F

0,00
K EAT-I EAT-II

SS 7,54 13,99 18,09
m Aktivite 183,56 183,88 541,76

* Kontrol ile karsulastirildiginda anlamli farklhilik gozlenmektedir (P<0.05).
Sekil 3.14: NQOL aktivitesi.

3.3.8. Glutatyon S-Transferaz Aktiviteleri Uzerine Ellajik Asitin Etkisi

Hazirlanan doku sitozollerinde GST aktivitesi 1-kloro-2,4-dinitrobenzen
(CDNB), 1,2-dikloro-4-nitrobenzen (DCNB), etakrinik asit (EA) substrati
kullanilarak Habig ve ark. (1974) tarafindan onerilen spektrofotometrik metotla ve
Sen ve Kirikbakan’in (2004) optimize ettigi sartlar kullanilarak tayin edilmistir.

Maksimum enzim aktivitesi i¢gin optimum sartlar belirlenmistir.

3.3.8.1. GST- CDNB

Hazirlanan doku sitozollerinde GST aktivitesi 1-kloro-2,4-dinitrobenzen
(CDNB) substrati kullanilarak Habig ve ark. (1974) tarafindan Onerilen
spektrofotometrik metotla ve Sen ve Kirikbakan’m (2004) optimize ettigi sartlar
kullanilarak tayin edilmistir. Maksimum enzim aktivitesi i¢in optimum sartlar

belirlenmistir.
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Kontrol ve EAT enjekte edilmis sican karacigerlerindeki spesifik aktivite

nmol/dak/mg protein olarak Tablo 3.16 ve Sekil 3.15°te gosterilmektedir.

Tablo 3.16: GST-CDNB aktivitesi.

Sican Kodu Enzim Aktivitesi (nmol/dak/mg protein)
Ortalama Standart Sapma (SS)
K1 479,34 23,90
K2 548,20 47,96
K3 528,42 19,06
K4 536,70 67,65
K5 512,05 65,37
K6 598,36 40,98
K7 570,23 38,56
K8 563,99 73,49
K9 496,83 38,47
K10 763,37 29,43
EAT1 566,33 58,81
EAT2 440,03 7,68
EAT3 598,02 5,93
EAT4 579,87 20,68
EATS 507,84 57,97
EAT6 539,29 47,09
EAT7 564,28 60,70
EAT8 601,19 41,93
EAT9 620,35 5,85
EAT10 595,19 66,07
EAT11 864,20 10,38
EAT12 829,84 7,71
EAT13 803,63 9,92
EAT14 794,94 34,74
EAT15 875,20 23,85
EAT16 906,09 2,41
EAT17 900,47 27,57
EAT18 769,80 15,68
EAT19 786,89 4,27
EAT20 828,37 13,76

Her bir deger, her biri en az triplike olan iki set 6l¢iimiin ortalamasidir.

62



900,00

800,00

700,00

600,00

500,00

400,00

300,00

200,00

Aktivite (hnmol/dak/mg protein)

100,00

0,00

GST-CDNB

EAT-I

EAT-II

SS

44,49

37,27

15,03

| Aktivite

559,75

561,24

835,94

*, Kontrol ile karsilastirildiginda anlamli farklilik gézlenmektedir (P<0.05).

Sekil 3.15: GST-CDNB aktivitesi.
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3.3.8.2. GST- DCNB

Hazirlanan doku sitozollerinde GST aktivitesi 1,2-dikloro-4-nitrobenzen
(DCNB) substrati kullanilarak Habig ve ark. (1974) tarafindan Onerilen
spektrofotometrik metotla ve Sen ve Kirikbakan’m (2004) optimize ettigi sartlar
kullanilarak tayin edilmistir. Maksimum enzim aktivitesi i¢in optimum sartlar
belirlenmistir.

Kontrol ve EAT enjekte edilmis si¢an karacigerlerindeki spesifik aktivite

nmol/dak/mg protein olarak Tablo 3.17 ve Sekil 3.16’da gosterilmektedir.

Tablo 3.17;: GST-DCNB aktivitesi.

Sican Kodu Enzim Aktivitesi (nmol/dak/mg protein)
Ortalama Standart Sapma (SS)
K1 12,327 0,046
K2 10,927 0,274
K3 10,426 0,023
K4 8,680 0,980
K5 7,359 0,060
K6 12,398 0,197
K7 18,423 0,800
K8 14,937 0,703
K9 16,929 0,520
K10 17,521 0,249
EAT1 9,198 1,058
EAT2 10,967 0,058
EAT3 17,922 1,778
EAT4 11,960 0,000
EATS 14,988 0,562
EAT6 9,989 0,848
EAT7 15,923 0,536
EAT8 12,640 0,262
EAT9 11,734 0,197
EAT10 13,269 0,162
EAT11 19,940 0,040
EAT12 12,733 0,229
EAT13 19,999 0,162
EAT14 16,571 0,024
EAT15 19,294 0,194
EAT16 22,926 0,168
EAT17 13,947 0,147
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EATI18 16,186 0,179

EATI19 17,355 0,204
EAT20 25,969 0,716
Her bir deger, her biri en az triplike olan iki set l¢iimiin ortalamasidir.
*
20,00
18,00
<
3] 16,00
°
o 14,00
o
£ 12,00
X
©
3 10,00
©
€ 8,00
=
9 6,00
>
< 4,00
<
2,00
0,00
K EAT-I EAT-II
SS 0,38 0,55 0,21
m Aktivite 12,99 12,90 18,45

*, Kontrol ile karsilasurildiginda anlamli farklilik gozlenmektedir (P<0.05).
Sekil 3.16: GST-DCNB aktivitesi.
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3.3.8.3. GST- EA

Hazirlanan doku sitozollerinde GST aktivitesi etakrinik asit (EA) substrati
kullanilarak Habig ve ark. (1974) tarafindan onerilen spektrofotometrik metotla ve
Sen ve Kirikbakan’in (2004) optimize ettigi sartlar kullanilarak tayin edilmistir.
Maksimum enzim aktivitesi i¢in optimum sartlar belirlenmistir.

Kontrol ve EAT enjekte edilmis si¢an karacigerlerindeki spesifik aktivite

nmol/dak/mg protein olarak Tablo 3.18 ve Sekil 3.17°de gosterilmektedir.

Tablo 3.18: GST-EA aktivitesi.

Sican Kodu Enzim Aktivitesi (nmol/dak/mg protein)
Ortalama Standart Sapma (SS)
K1 10,25 0,12
K2 11,28 0,08
K3 11,26 0,04
K4 9,13 1,29
K5 9,20 0,89
K6 9,12 0,04
K7 9,23 0,15
K8 10,25 0,36
K9 11,59 0,15
K10 12,83 0,10
EAT1 10,45 0,10
EAT2 11,64 0,17
EAT3 9,88 0,07
EAT4 10,63 0,10
EATS 10,44 0,11
EAT6 11,08 0,27
EAT7 8,15 0,82
EAT8 13,22 0,05
EAT9 12,92 0,01
EAT10 10,17 0,28
EAT11 12,02 0,08
EAT12 11,32 0,07
EAT13 14,13 0,26
EAT14 12,70 0,19
EAT15 11,10 0,25
EAT16 15,43 0,05
EAT17 12,80 0,39
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EAT18 12,71 0,34

EATI19 13,10 0,06
EAT20 16,00 0,24
Her bir deger, her biri en az triplike olan iki set 6l¢timiin ortalamasidr.
GST-EA .
14 r
~ 12 F
=
2
o
= 10 f
o
£
= 8
©
2
©
£ 6
=
2 a4
=
X
< 2
0
K EAT-I EAT-II
SS 0,32 0,19 0,19
m Aktivite 10,41 10,85 13,13

*, Kontrol ile karsilagtirildiginda anlamli farklilik gozlenmektedir (P<0.05).
Sekil 3.17: GST-EA aktivitesi.

3.3.9. Antioksidan Enzim Aktiviteleri Uzerine Ellajik Asitin Etkisi

3.3.9.1. Katalaz (CAT) Aktivitesi

Katalaz enziminin aktivite 6l¢iimii S1.5 fraksiyonunda Abei (1974) tarafindan
tarif edilen spektrofotometrik metot kullanilarak tayin edilmistir. Maksimum enzim

aktivitesi i¢in optimum sartlar belirlenmistir.

Kontrol ve EAT enjekte edilmis si¢an karacigerlerindeki spesifik aktivite

nmol/dak/mg protein olarak Tablo 3.19 ve Sekil 3.18’de gosterilmektedir.
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Tablo 3.19: Katalaz aktivitesi.

Sican Kodu Enzim Aktivitesi (nmol/dak/mg protein)
Ortalama Standart Sapma (SS)
K1 9,02 0,15
K2 8,11 0,13
K3 7,27 0,18
K4 9,16 0,13
K5 10,17 0,12
K6 9,18 0,14
K7 10,04 0,13
K8 9,12 0,16
K9 10,19 0,24
K10 11,13 0,09
EAT1 9,12 0,49
EAT?2 9,05 0,12
EAT3 9,12 0,09
EAT4 10,21 0,36
EAT5 8,09 0,24
EAT6 9,11 0,45
EAT7 10,12 0,16
EATS 8,18 0,17
EAT9 9,12 0,16
EAT10 10,24 0,24
EAT11 15,19 0,16
EAT12 16,15 0,13
EAT13 15,20 0,09
EAT14 14,22 0,27
EAT15 16,13 0,22
EAT16 15,62 0,11
EAT17 13,81 0,14
EAT18 16,12 0,13
EAT19 15,15 0,17
EAT20 16,15 0,13

Her bir deger, her biri en az triplike olan iki set 6l¢iimiin ortalamasidir.
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Katalaz

16,00
14,00
12,00
10,00
8,00
6,00

4,00

Aktivite (nmol/dak/mg protein)

2,00

0,00
K EAT-I EAT-II

SS 0,15 0,25 0,16
m Aktivite 9,34 9,24 15,37

*, Kontrol ile karsilastirildiginda anlamli farklilik gézlenmektedir (P<0.05).
Sekil 3.18: Katalaz aktivitesi.

3.3.9.2. Glutatyon Perkosidaz (GPX) Aktivitesi

GPx enziminin aktivite 6l¢iimii Paglia ve Valentine (1967) spektrofotometrik
metodu kullanilarak tayin edilmistir.
Kontrol ve EAT enjekte edilmis sican karacigerlerindeki spesifik aktivite

nmol/dak/mg protein olarak Tablo 3.20 ve Sekil 3.19’da gosterilmektedir.
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Tablo 3.20: GPX aktivitesi.

Sican Kodu Enzim Aktivitesi (nmol/dak/mg protein)
Ortalama Standart Sapma (SS)
K1 0,047 0,002
K2 0,041 0,006
K3 0,032 0,000
K4 0,032 0,001
K5 0,051 0,002
K6 0,058 0,000
K7 0,052 0,001
K8 0,079 0,001
K9 0,036 0,002
K10 0,047 0,003
EAT1 0,067 0,001
EAT?2 0,046 0,004
EAT3 0,074 0,003
EAT4 0,045 0,006
EAT5 0,049 0,011
EAT6 0,034 0,006
EAT7 0,039 0,003
EATS 0,049 0,002
EAT9 0,043 0,000
EAT10 0,058 0,002
EAT11 0,122 0,001
EAT12 0,115 0,001
EAT13 0,093 0,004
EAT14 0,081 0,001
EAT15 0,113 0,001
EAT16 0,106 0,002
EAT17 0,115 0,000
EAT18 0,098 0,002
EAT19 0,092 0,001
EAT20 0,098 0,003

Her bir deger, her biri en az triplike olan iki set 6l¢iimiin ortalamasidir.
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GPX

0,120 %
0,100
0,080
0,060

0,040

Aktivite (nmol/dak/mg protein)

0,020
0,000
K EAT-I EAT-II
SS 0,002 0,004 0,002
B Aktivite 0,048 0,050 0,103

* | Kontrol ile karsilagtirildiginda anlamli farklilik gozlenmektedir (P<0.05).
Sekil 3.19: GPX aktivitesi.

3.3.9.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi

SOD enziminin aktivite 6l¢iimii Marklund ve Marklund (1974) tarafindan
tarif edilen spektrofotometrik metot kullanilarak tayin edildi. Maksimum enzim

aktivitesi i¢in optimum sartlar belirlendi.

Kontrol ve EAT enjekte edilmis sican karacigerlerindeki spesifik aktivite

unite/dak/mg protein olarak Tablo 3.21 ve Sekil 3.20°de gosterilmektedir.
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Tablo 3. 21: SOD aktivitesi.

Sican Kodu Enzim Aktivitesi (Unite/dak/mg protein)
Ortalama SS
K1 2,74 0,14
K2 2,64 0,13
K3 2,96 0,1
K4 2,19 0
K5 2,32 0,02
K6 2,62 0,13
K7 2,44 0,02
K8 2,71 0,04
K9 1,04 0,53
K10 3,1 0,46
EAT1 1,68 0,05
EAT2 2,38 0
EAT3 2,34 0,03
EAT4 2,58 0,06
EATS 2,69 0,14
EAT6 1,34 0,09
EAT7 2,14 0,01
EATS 2,15 0,08
EAT9 2,83 0,04
EATI10 1,29 0,12
EAT11 1,44 0,02
EAT12 1,52 0
EAT13 1,84 0,16
EAT14 1,96 0,03
EAT15 1,44 0,02
EAT16 1,92 0,1
EAT17 2,15 0,04
EATI18 2,47 0,24
EAT19 2,48 0,02
EAT20 1,71 0,37

Her bir deger, her biri en az triplike olan iki set 6l¢iimiin ortalamasidir.
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SOD

3
<
2 25 ¢
o *
o
(@)]
£ 2
~
[
°
s 15}
c
2
L 1
>
<
< o5}

0

K EAT-I EAT-II
SS 0,157 0,062 0,1
m Aktivite 2,476 2,142 1,893

* | Kontrol ile karsilagtirildiginda anlamly farklilik gozlenmektedir (P<0.05).
Sekil 3.20: SOD aktivitesi.

3.3.10. Diagnostik Enzim Aktiviteleri Uzerine Etkilerin Saptanmasi

3.3.10.1. Serum Aminotransferazlarin Tayini: (AST ve ALT)

Aspartat ve alanin aminotransferaz aktiviteleri Reitman ve Frankel (1957)
metodu ile tanimlandig1 iizere aktivite sonucunda keto asitin alkali ortamda 2,4-
dinitrofenilhidrazin ile kenetlenmesi sonucu olusan renk kompleksinin

spektrofotometrik olarak 6lgtimii ile tayin edilmistir. (Tablo 3.22)

Tablo 3.22: AST-ALT aktivitesi

Aspartat Alanin
Aminotransferaz Aminotransferaz
(AST) Unite/dak/mg protein  (ALT) Unite/dak/mg protein
Kontrol 1,53 +0,12 1,33+ 0,19
10 mg/kg EAT 1,55+0,16 1,38 +0,21
30 mg/kg EAT 1,54 +0,21 1,34 £0,12

Her bir deger, her biri en az triplike olan iki set 6l¢iimiin ortalamasidir.
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Ellajik asitin sican karaciger Faz I ve Faz Il Enzim Aktiviteleri lizerine

etkileri genel derleme olarak Tablo 3.23’de gosterilmektedir.

Tablo 3.23: 30 mg/kg ellajik asitin sigan karaciger Faz I, Faz Il ve antioksidan enzim
aktiviteleri, mRNA ve protein diizeyleri iizerine kontrole oranla yiizde degisim
oranlari.

Aktivite Protein (western blot) mRNA (RT-PCR)

(%) (%) (X kat)
CYP1Al EROD 11] 25] 1.01 X|
CYP1A2 MROD 13 ] - 2.29X]|
C3ND 391
CYP2B EmND 38 | 56| 231 X|
BPND 55
BROD 23 |
PROD 30 |
CYP2C APND 55 | 27] 243 X|
CYP2E A4H 58 | 47) 1.43X|
NDMA 56 |
CYP3A ERND 28 | - -
CYP19 DBFOD 24 | 19 | 1.03 X|
Antioksidan NQO1 194 1 - 4.5 X1
GST-CDNB 49 | - 2.62X]|

GST-DCNB 42| - -
GST- EA 33| - -

CAT 64 1 - -
GPX 114 1 - -
SOD 24 | - -

3.3.11. Ellajik Asitin Enzim Ekspresyon Diizeyleri Uzerine Etkilerinin

Saptanmasi

3.3.11.1. Protein ve mRNA Diizeyinde Ekspresyonlarimin Tayin Edilmesi

Ellajik asitin karaciger mikrozomal monooksijenaz izozimleri iizerine olan
etkileri Western blot ve RT-PCR ile gergeklestirilmistir.

Protein 6rnekinden elde edilen sonuglar asagidaki sekillerde verilmektedir.
(Sekil 3.21-3.26) Tiim orneklerdeki blot goriintii analizleri Scion Image (Versiyon
Beta, 4.0.2 ) yazilimi1 kullanilarak gergeklestirilmistir.

mRNA diizeyinde ekspresyonu saptamak i¢in dncelikle ¢alisilan her bir gen

icin amplifikasyon analizi ile standart kalibrasyon egrisi olusturulmustur ve erime
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egrisi analizleri yapilmistir. Daha sonra bu degerler kullanilarak her bir enzim igin

MRNA ekspresyon diizeyleri kontrol ve EA verilen gruplarda saptanmustir.

A)
1 2 3 4 85 6 7 8 9 10
Kontrol
= 10mg/kg
EAT
- 30mg/kg
-y - e - EAT
B)
120
§. 100
I I
§ 80
E mKontrol
‘zt 60 310mg/kg EA
E 030mg/kg EA
g 40
&
g 2
)
0

CYP1A Protein CYP1A mRNA

Sekil 3.21: Ellajik asitin karaciger mikrozomal CYPI1A {izerine olan etkileri A)
Western blot B) Western blot ve ger¢ek zamanli PCR analizi.
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A)

KONTROL
10mg/kg
EAT
30mg/kg
EAT
B)
120
§ 100 -
é - W Kontrol
g 60 * P 810mgl/kg EA
g I 030mglkg EA
g 40 - [
£ 2
(U}
o —

CYP2B Protein CYP2B mRNA

*, Kontrol ile karsilagtirildiginda anlamli farklilik gozlenmektedir (P<0.05).

Sekil 3.22: Ellajik asitin karaciger mikrozomal CYP2B {izerine olan etkileri A)
Western blot B) Western blot ve ger¢ek zamanli PCR analizi.
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A)

Kontrol

- W 10mg/kg
- EAT

-— e -

30mg/kg
R i il — - - i d

B)

120 4

100 |

80 -
I W Kontrol

60 - 010mg/kg EA

I O30mg/kg EA

40 |

20

Goreceli Protein/mRNA Konsantrasyonu

CYP2C Protein CYP2C mRNA

*, Kontrol ile karsilastirildiginda anlamh farkiiik gézlenmektedir (P<0.05).

Sekil 3.23: Ellajik asitin karaciger mikrozomal CYP2C8 {izerine olan etkileri A)
Western blot B) Western Blot ve Gergek zamanli PCR analizi.
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A)

Kontrol
10mg/kg
EAT
30mg/kg
EAT
B)
120

-

=

[*]

g 100 -

&

g 80 -

Q mKontrol

<

Z 4 * D10mglkg EA

% 030mglkg EA

2 W .

o I

2 I

3

e 20

0

0]

CYP2E Protein CYP2E mRNA

*, Kontrol ile karsilasturildiginda anlamli farklilik gézlenmektedir (P<0.05).

Sekil 3.24: Ellajik asitin karaciger mikrozomal CYP2E1 {izerine olan etkileri A)
Western blot B) Western Blot ve Gergek zamanli PCR analizi.



A)

10mg/kg
EAT
30mg/kg
EAT
B)
120
=
=
o
>
g 100
g 80 L ’
N m Kontrol
<
| O10mglkg EA
Z 60 9
E D030mglkg EA
e
3 40
=2
Q.
T 20
o
8
o | 2
CYP3A Protein CYP3A mRNA

Sekil 3.25: Ellajik asitin karaciger mikrozomal CYP3A1l {izerine olan etkileri A)
Western blot B) Western Blot ve Gergek zamanli PCR analizi.
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CYP19 Protein CYP19 mRNA

Sekil 3.26: Ellajik asitin karaciger mikrozomal CYP19 iizerine olan etkileri A)
Western blot B) Western blot ve Ger¢ek zamanli PCR analizi.
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3.3.12. Hiicre Kiiltiirii ve Ellajik Asitin Uygulanmasi

3.3.12.1. Ellajik Asitin Degisik Hiicre Hatlarina Sitotoksik Etkileri

Ellajik asitin degisik hiicre hatlarinda gosterdigi sitotoksik etkiler asagidaki
sekil ve tablolarda verilmektedir (Tablo 3.24-3.27, Sekil 3.27-3.30).

3.3.12.1.1. insan Embriyonik Bobrek 293 hiicreleri

Tablo 3.24: Ellajik asitin insan embriyonik bobrek 293 hiicrelerine sitotoksik etkisi.

Ellajik Asit Konsantrasyon (mg/ml) Ortalama % yasam Standart Sapma (SS)
0,025 mg/mi 98,125 0,006
0,05 mg/ml 89,907 0,007
0,1 mg/ml 75,716 0,009
0,2 mg/ml 65,881 0,008
0,5 mg/ml 44,190 0,004
1 mg/ml 31,840 0,015

Her bir deger, her biri en az triplike olan iki set él¢iimiin ortalamasidir.

100 1

80 1

60 1

% Biiyiime

40

20 +

0,025 mg/ml 0,05 mg/ml 0,1mg/ml  0,2mg/ml  0,5mg/ml 1 mg/ml

EAT konsantrasyonu

Sekil 3.27: Ellajik asitin insan embriyonik bobrek 293 hiicrelerine sitotoksik etkisi.
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3.3.10.1.2. insan Fibroblastik 3T3 hiicre hatt1

Tablo 3.25: Ellajik asitin insan fibroblastik 3T3 hiicrelerine sitotoksik etkisi.

Ellajik Asit Konsantrasyon (mg/ml) Ortalama % yasam Standart Sapma (SS)
0,025 mg/mi 97,784 0,006
0,05 mg/ml 84,172 0,003
0,1 mg/ml 70,831 0,004
0,2 mg/ml 55,857 0,010
0,5 mg/ml 43,197 0,005
1 mg/ml 36,255 0,003

Her bir deger, her biri en az triplike olan iki set él¢iimiin ortalamasidir.

100
80

60

% Biiyiime

40

20

0+ r r r r r
0,025mg/ml 0,05 mg/ml 0,1 mg/ml 0,2 mg/ml 0,5 mg/ml 1 mg/ml
EAT konsantrasyonu

Sekil 3.28: Ellajik asitin insan fibroblastik 3T3 hiicrelerine sitotoksik etkisi.
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3.3.12.1.3. insan Meme Kanseri MCF-7 hiicre hatti

Tablo 3.26: Ellajik asitin insan meme kanseri MCF-7 hiicrelerine sitotoksik etkisi.

Ellajik Asit Konsantrasyon (mg/ml) Ortalama % yasam Standart Sapma (SS)
0,025 mg/mi 99,507 0,026
0,05 mg/ml 78,737 0,008
0,1 mg/ml 61,190 0,004
0,2 mg/ml 49,373 0,026
0,5 mg/ml 37,556 0,023
1 mg/ml 24,709 0,007

Her bir deger, her biri en az triplike olan iki set él¢iimiin ortalamasidir.

100 1

80 1

60 1

% Biiyiime

40

20 +

0,025 mg/ml 0,05 mg/ml 0,1 mg/ml

EAT konsantrasyonu

0,2 mg/ml

0,5 mg/ml

1 mg/ml

Sekil 3.29: Ellajik asitin insan meme kanseri MCF-7 hiicrelerine sitotoksik etkisi.
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3.3.12.1.4. insan Akciger Kanseri PC-14 hiicre hatti

Tablo 3.27: Ellajik asitin insan akciger kanseri PC-14 hiicrelerine sitotoksik etKkisi

Ellajik Asit Konsantrasyon (mg/ml) Ortalama % yasam Standart Sapma (SS)
0,025 mg/mi 96,378 0,004
0,05 mg/ml 85,987 0,006
0,1 mg/ml 68,789 0,005
0,2 mg/ml 56,311 0,008
0,5 mg/ml 44,559 0,005
1 mg/ml 35,348 0,006

Her bir deger, her biri en az triplike olan iki set él¢iimiin ortalamasidir.

100

80

60

% Biiyiime

40

20

0+ r T T r r
0,025mg/ml  0,05mg/ml 0,1 mg/ml 0,2 mg/ml 0,5 mg/ml 1 mg/ml

EAT konsantrasyonu
Sekil 3.30: Ellajik asitin insan akciger kanseri PC-14 hiicrelerine sitotoksik etkisi

3.3.12.2. Ellajik Asitin Tiimér Baskilayic1 Genler Uzerine Etkisi

Ellajik asitin timor baskilayic1 genler lizerindeki etkilerini tanimlamak icin
p53 ve PTEN geni ile ilgili tanimlamalar yapilmus, i¢ standart olarak da GAPDH
geni kullanilmistir (Sekil 3.31). Elde edilen Western blot goriintiileri asagidaki
sekilde ve tiim oOrneklerin Scion Image (Version Beta, 4.0.2) yazilimi kullanilarak

gerceklestirilen gdriintii analizleri Tablo 3.28’de sunulmaktadir.
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Sekil 3.31: Ellajik asitin degisik hiicre hatlarinda P-53 ve PTEN genleri iizerine
etkileri

K K EAT EAT EAT

3T3 P-53

3T3 PTEN

293 P-53

293 PTEN

MCF-7 P-53

MCF-7 PTEN

PC-14 P-53

PC-14 PTEN

GAPDH
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Tablo 3.28: Ellajik asitin degisik hiicre hatlarinda P-53 ve PTEN genleri iizerine
etkilerinin analizleri

Tiimor Hiicre
Baskilayic1 Gen Hatti Kontrol (Ortalama£SS) | EAT (Ortalama+SS) | Kontrole gore % oran

P-53 3T3 3600 +42.4 2701 £229,8 -25% *

MCF-7 13339 + 33,94 14250 £ 200,8 --

293 6256,5 £24,7 6951 +103,2 --

PC-14 5337,5 £ 14,8 5734,5+ 233 --

PTEN 3T3 5159+ 113 5188 £ 151 --
MCF-7 13293,5 + 98 9939 + 60 -26% *

293 4940 + 50 5183 £ 46 --
PC-14 16657 £ 251 10831 + 86 -35% *

*  Kontrol ile karsilagtirildiginda anlamli farkhiik gozlenmektedir (P<0.05).
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4. TARTISMA

Endiistrilesmenin gelismesiyle birlikte cevreye her yil binlerce ¢esit kimyasal
madde atilmaktadir. Buna ilave olarak, teknolojinin ilerlemesi ve tip alanindaki
gelismelerle birlikte her giin yeni bir ilag ¢esitli hastaliklarin tedavisi amaciyla
iretilmektedir. Bunun sonucu olarak, diinyamizdaki canlilar ve 6zellikle insanlar,
bircogu toksik olan bu bilesiklere ve kimyasallara maruz kalmaktadirlar ve insanlar
da kanser dahil bir¢cok hastalik olusmaktadir. Erken teshis ve tedavideki yeni
gelismelere ragmen, kanser hala 6liim nedeni olarak ilk siralardaki yerini son 20
yildan beri korumaktadir. Giiniimiizde kanser gelisiminin ve kontroliiniin dogal
antioksidan, anti-mutajen ve anti-karsinojen maddeler kullanilarak 6nlenmesi giderek
artan bigimde 6nem kazanmaktadir. Bu maddeler ilag halinde sentetik olarak ya da
diyet icerisinde tabii kaynakli bilesikler halinde bulunmaktadir [135]. Fakat bircok
bitkinin i¢inde bulunan dogal kaynakli anti-oksidan, anti- mutajen ve anti-karsinojen
maddelerin 6nemi son yillarda giderek artmaya baslamistir. Son yillarda yapilan
epidemiyolojik caligmalar bu maddeleri igeren sebze ve meyve tiiketiminin insanlari
kansere kars1 korudugunu gostermektedir [136]. Ayrica, diinyada ve de Tirkiye’de
pek cok kanser hastasi kemoterapi, radyoterapi gibi konvansiyonel tedavilerin yani
sira bu maddeleri igceren bitkisel preparatlar1 tamamlayici ve alternatif tedavi olarak
siklikla kullanmaktadirlar. Bunun sonucunda, giiniimiizde bu {iriinlere gosterilen ilgi
her gecen giin artmakta, hem halk saglig1 acisindan 6nem olusturmakta ve hem de
cok biiyiik bir ekonomik deger olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu iiriinlerin, ABD'de 5
milyar dolar, diinya genelinde ise 50 milyar dolarlik yillik ticaret hacmine eristigi
belirtilmektedir. Ancak halk arasindaki yanlis yaygin kani bu preparatlarin dogal
oldugu ve zararsiz oldugu inancinin aksine bu preparatlarin hayati tehlike arz eden

durumlar olusturtugudur.

Bu baglamda caliyma materyali olarak insanlarin siklikla tiikettikleri besin
maddeleri ile halk arasinda bazi hastalarin alternatif tedavisi i¢in kullanilan bitki,

meyve ve sebzelerin iceriginde bulunmasindan dolay:r ellajik asit secilmistir. Bu
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sebeple  bu maddenin Kkarsinojen/prokarsinojen  bilesiklerin  ve ilaglarin
metabolizmasinda rol oynayan sitokrom P450’lere olan etkisi, antikanserojen ve

antioksidan etkileri arastirilmistir.

Bu veriler 1s1¢mmda Oncelikle ellajik asit verilen hemen hemen tiim
hayvanlarda hafif kilo kaybi gozlenmistir. Literatiirdeki ¢alismalarda da benzer
olarak diyabetik farelerin normal diyetlerinde ellajik asit verildikten sonra farelerde
hafif bir kilo kaybi1 kaydedilmistir [137, 138]. Yapilan diger bir ¢aligmada ise
kanserli farelere radyasyonla beraber tedavi amacglh intraperitonal olarak uygulanan
ellajik asitten sonra farelerde hafif kilo kayb1 rapor edilmistir [ 139]. Bu sonuglar bize
ellajik asitten elde edilebilecek caylarin diisilk dozda ve devamli tiiketimi zayiflama

araci olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.

Serum transaminaz enzim diizeylerinde bir artis veya azalis gdzlenmemis
olmasit bu enzimlerin yaygin olarak bulunduklar1 6zellikle eritrosit, kalp kasi,
karaciger ve akciger gibi dokularda herhangi bir doku harabiyeti olmadig1 anlamina
gelmektedir. Ozellikle akut hepatik hasar gdstergesi olan ALT’de bir artis meydana
gelmemis olmamasi nedeni ile kullanilan ellajik asit dozlarinin akut ya da kronik
toksisite olusturmadigini gostermektedir. Literatiirde yapilan ¢aligmalarda karaciger
toksisitesi gozlenen dencklerde artan transaminaz diizeyi, diyetle ellajik asit
alimindan sonra azalmistir [140- 142]. Hem kendi sonug¢larimiz hem de literatiir
calismalarina gore uygulanan dozlarda ellajik asit karacigerde herhangi bir doku
hasar1 meydana getirmemekte aksine doku hasar1 meydana geldigi durumlarda ise

ellajik asit bu hasari elimine etmektedir.

Saglik acisindan, sentetik antioksidanlarin toksik ve kanserojen etkileri
nedeniyle dogal antioksidan 6zellik gosteren fenolik bilesiklere olan ilgi her gecen
giin artirmaktadir. Antioksidan olarak fenolik bilesiklerin kanser basta olmak iizere
cesitli birgok hastaligi engelleyebildigi ifade edilmektedir [143-145]. Bu nedenle
fenolik madde icerigi yiiksek olan meyve ve sebze tiiketimi hastaliklara yakalanma
riskini azaltmakta ve saglk tizerine olumlu etkilerde bulunmaktadir. Ellajik asittin
antioksidan 0Ozelligini belirlemek i¢in ellajik asit iki degisik dozda si¢anlara
uygulanmis, CAT, SOD ve GPx gibi antioksidan enzim aktivitelerine bakilmistir.
Uygulanan 10 mg/kg ellajik asit konsantrasyonunda antioksidan enzim (CAT, SOD

ve GPx) aktivite diizeylerinde herhangi bir degisiklik gozlenmemis olmasi iki sekilde
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degerlendirilebilir. {lki kullanilan dozlarda herhangi bir antioksidan etki gdstermemis
olabilecegidir. Digeri yine kullanilan dozlarda EAT nin herhangi bir oksidatif stres
olusturmamis olmasmin bir gostergesi olabilecegidir. Transaminazlarda bir artis
gozlenmemis oldugu dikkate alindiginda bu dozda herhangi bir oksidatif stres
gbzlenmemis oldugu dogrulanmaktadir. 30mg/kg ellajik asit uygulanmig deneklerde
antioksidan GPX ve CAT diizeyindeki enzim aktivite diizeylerindeki artis, bu dozda
antioksidan etki gosterdiginin gostergesidir. Tiim bu veriler kullanilan dozlarin
dogrulugunun bir gostergesi olarak ele alinabilir. 30 mg/kg ellajik asit
uygulandiginda SOD aktivitesinde goriilen diisiis kullanilan methodun indirek bir
method oldugundan olabilir. Yapilan bir ¢aligmada ellajik asidin serbest oksijen
radikallerinin ve kanserojenlerin reaktif metabolitlerini sondiiriilerek kanser
baslangici engelledigi bildirilmektedir. Metabolizmada olusan serbest oksijen
radikalleri, DNA zincirinin ayrilmasi ve mutasyonlara neden olmaktadir. Ellajik asit
ise bu prosesi engelleyebilen kuvvetli bir antioksidandir [146]. Ayrica nar, ahududu,
cilek gibi meyvelerdeki ellajik asittin kuvvetli bir antioksidan oldugunu gdsteren

birgok ¢aligma bulunmaktadir [147-151].

Ellajik asit; kuvvetli bir antioksidan olmasinin yani sira prokanserojenlerin
aktivasyonunu engelleyebilen kuvvetli bir antikansorejendir [152, 153]. Son on yil
stiresince, bitkisel preparatlar ya da normal diyetlerin bilesenleri olarak tiiketilen
fitokimyasallar ~ yiiksek  dozlarda ve siirekli alindiklarinda; karsinojen
metabolizmasinda rol oynayan sitokrom P450 enzimlerinin ekspresyonlarinda
degisimlere neden olarak karsinojenik maddelerin metabolizmasini degistirdigi, anti-
kanserojenik, anti-oksidatif, anti-mutajenik etkiler gosterdigini bildiren kanitlar
sunulmustur [154, 155].

Sitokrom P4501 ailesi 1A1, 1A2 ve 1B1 izoformlarmini kapsar ve polisiklik
aromatik hidrokarbonlar ve heterosiklik aromatik aminler gibi prokarsinojenlerin
aktivasyonunda ve biyotransformasyonunda 6nemli rol oynar. Akciger kanseri [156],
kolorektal kanser [157] ve meme kanseri [158] gibi karsinojenik olusumlarda CYP1
izoformlarmin énemli rol oynadigi gosterilmistir. Ozellikle son yillarda yapilan
bir¢ok ¢alismada ¢esitli fitokimyasallarin (ellajik asit, galangin, kuersetin, genistein,
dimetoksiflavon, diosmetin, hidroksikalkon, biokanin, drakana cinnabari flavon vb.)
CYPI izoformlarmin ekspresyonlarini veya aktivitelerini inhibe etmeleri ile cesitli

kanser tiirlerinde Oonemli baskilayic1 etkiler gosterdikleri bildirilmistir [159-161].
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Biitiin P450 izoformlarinin icinde CYPIA (CYP1A1l ve CY1A2) karsinojenlerin,
mutajenlerin ve cevresel kirleticilerin metabolizmasinda rol oynadigindan oncelikli
bir yer tutar. Bu iki iiye potansiyel mutajenik olan benzo(a)piren, sigara dumaninda
ve mangalda pisirilmis yiyeceklerde bulunan aromatik ve heterosiklik aminler ve
poliaromatik hidrokarbonlarm metabolik aktivasyonunda rol oynarlar [162-165]. iki
degisik konsantrasyonda ellajik asit uygulanmasi sonucunda sadece 30 mg/kg ellajik
asit uygulanan sicanlarin karaciger CYP1A’ya baghh C3ND, MROD ve EROD
aktivitelerinde baskilanma goriilmiistiir. Azalma goriilen CYP1A grubunda yer alan
C3ND, MROD ve EROD diizeylerinde gdzlenen inhibisyon bu enzimlerin karsinojen
metabolizmasinda yer aldig1 gerce§i goz Oniine alindiginda oldukca biiylik 6nem arz
etmektedir. Boylelikle, benzopiren gibi diyetsel ya da cevresel maruz kalman
karsinojenlerin etkilerinin azaltilmasinda 6nemli rol oynayacaktir. Bu noktada,
ellajik asitin bu enzimlerin inhibitdrlerini icerdigi ya da bu enzimlerin supresyonunda
rol oynayan glukokortikoid reseptorleri veya AhR reseptér ligandlar1 igerdigi
soylenebilir. Ancak CYP1A enzim diizeyinde istatiksel olarak anlamli bir azalma
gbzilkmesine ragmen, protein ve mRNA seviyelerinde goriilen azalma istatiksel
olarak anlamsizdir. Benzer sekilde si¢an karaciger mikrozomlarinda ellajik asitin
CYPIA’nin enzim aktivitesinde bir azalmaya neden oldugu, protein ve mRNA
ekspresyon diizeyinde bir degisiklige neden olmadigi gosterilmistir [161]. Bu da
CYPIA aktivitesini gen ve protein ekspresyonu diizeyini degistirmeden dogrudan
aktiviteyi inhibe ettigini gosterir. Muhtemelen bu in vivo etki ellajik asitin
konsantrasyonuna baghdir. 10 mg/kg ellajik asit uygulandiginda bir degisiklik

gdzlenmemis oldugu dikkate alindiginda bu sonug¢ bizim savimizi dogrulamaktadir.

CYP2EI1 etanol ile indiiklenebilen, kii¢iik molekiiler agirlikli bilesiklerin ve
asetaminofen gibi yaygin olarak kullanilan ilaglarin biyotransformasyonunda rol alan
ve karsinojen (6zellikle arilaminlerin) metabolizmasinda olduk¢a 6neme sahip olan
bir diger CYP izoformudur. CYP1 izoformlarin aksine CYP2E!1 transkripsiyonel
kontroliin yan1 sira post-transkripsiyonel olarak ta kontrol edilen ve bu anlamda CYP
izoformlar1 arasinda farklilik gosteren bir izoformdur. CYP1 ailesinde oldugu gibi
cesitli fitokimyasallarn CYP2E1 aktivitesini inhibe ederek veya protein diizeyini
azaltarak nitrozoaminlerin karsinojenik ve mutajenik etkilerini antagonize ettigi

gosterilmistir [166-168].
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Benzer olarak yaptigimiz ¢alismada da, alkol gibi diisitk molekiiler agirlikli
ajanlarin metabolizmasimda yer alan ve oksidatif ajanlarin iiretilmesinde rolii olan
CYP2E1’e bagh aktiviteler (A4H ve NDMA) ile CYP2E1l protein ve mRNA
ekspresyonlarinda gozlenen azalma da yine ellajik asitin antikanserojenik etkisi
olarak disiiniilebilir. Ellajik asit uygulanan deneklerin CYP2E {izerindeki etkisi ya
transkripsiyonel ya da post-transkripsiyonel diizeydedir. Ayrica Wilson ve ark.lar1
[169] ellajik asitin NDMA aktivitesi Tlizerinde inhibitér etkisi oldugunu
gostermislerdir. Bu izoformun benzen, karbon tetrakloriir ve nitrozaminler gibi
bircok ksenobiyotigin elektrofilik, mutajenik ve tiimor olusumuna neden olan
metabolitlere doniistiirdiigli bilinmektedir [170-174]. Biitlin bunlar, ellajik asitin

antikarsinojen etkilere sahip oldugunun ¢ok 6nemli ve kuvvetli delilidir.

CYP2E1 genis substrat spesifikligine sahiptir. Yapisal gesitlilik gosteren
70°den fazla kimyasal, CYP2E] ile metabolize edilir. Etanol gibi alkoller, aseton gibi
ketonlar, aldehitler, aromatik bilesikler, karbontetrakloriir gibi halojenli kiigiik
organik molekiiller, enfluran gibi anestezikler, asetaminofen gibi ilaglar ve N-
nitrozodimetilamin (NDMA) gibi nitrozaminler, vinil / etil karbamat, anilin, stiren,
benzen gibi karsinojen maddeler substratlaridir. Calismamizda NDMA ve anilin
aktiviteleri, protein ve mRNA ekspresyonlari karsilastirildiginda ayni sonuglar ortaya
¢ikmistir. Bu sonuca dayanarak ellajik asitin nitrozaminlere ve ya anilin gibi toksik
maddelere maruz kalindiginda CYP2E1’nin metabolizmasini degistirerek 6nemli rol

oynayabilecegini s0yleyebiliriz.

Benzer olarak kinonlarin detoksifikasyonunda rol oynayan NQOL1 enzim
aktivitesinde iki kattan fazla artis gézlenmis olmasi ellajik asitin pozitif ve iyi
etkilerine bir baska art1 deger katmaktadir. Ellajik asit karsinojen ajanlarin etkilerini
azaltrken bir diger yandan da elektrofilik ajanlarin yikimini artirarak koruyucu
ozellikler gostermektedir. Bununla birlikte, NQO1 enziminin tiimor baskilayict p53
proteininin stabilizasyonunu da artirdig1 gercegi goz oOniine alindiginda gercekten
onemli derecede antikarsinojen etkiler barindirdigi ortaya cikmaktadir. Ayrica
genistein gibi fitokimyasallarin NQOI1 aktivitesini diiglirdiigii gosterilmisken ellajik
asitle ilgili caligma yapilmamigtir [175]. Bu ¢alisma ile ilk defa ellajik asitin NQO1

aktivitesini artirdig1 gosterilmistir.
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NQOL1 detoksifikasyon reaksiyonlarindan basgka nitroaromatik bilesikler gibi
cevresel karsinojenlerin ve sigarada bulunan heterosiklik aminlerin aktivasyonunda
rol oynadigi gibi antioksidan bir enzim olarakta gorev yapar. Ubikinonlarin ve
vitamin E’nin antioksidan formlarmm olusumunu saglar [176] ve antioksidanlarin
indirgenmis aktif formlarinin siirdiiriilmesine yardim ettigi de diistiniilmektedir. Bu
enzim yiiksek oran da antioksidan koruma gerektiren dokularda fazla miktarda
bulunur [177]. CAT ve GPX gibi antioksidan enzimlerde bir artig gozlenmis oldugu
dikkate alindiginda bu sonu¢ bizim verilerimizi dogrulamaktadir. Ellajik asitin

kanser metabolizmasi ve antioksidan kapasitesi iizerine olan etkisi ve sekil 3.32 de

gosterilmektedir.
Prokanserojenler (PAH)
Mutajenler (Nitrozaminler)
Prooksidanlar
Faz | (CYP1A /CYP2E) )

5 Apoptozis
TR Radikkaller P53 A
= . /
7 : Aktif Maddeler
i Protein Hasar H H DNA hasar1 \
7 / Kanser
o

DNA

: - CAT, GPX, SOD 1
Tamir Ediciler

- Stipiiriiciiler -
Ketleyiciler

Indirgeyiciler

NQO1, GSTs t

Zararsiz Bilesikler

Sekil 3. 32: 30 mg/kg ellajiik astin kanser metabolizmasi ve antioksidan kapasitesi
izerine etkisi.

Yukarida bahsedildigi ilizere, pek ¢ok dogal kaynakl {iriin, ksenobiyotiklerin
(ilag, ¢evresel kirleticiler) metabolizmasinda rol alan sitokrom P450 enzimlerinin
ekspresyonlarinda degisimlere neden olmaktadir. Bunun sonucu olarak, ilaglarla es
zamanh olarak alinan dogal kaynakli preparatlar, ilag metabolizmasini etkilemekte,
hayati tehlike arz edebilecek beklenmedik farmakolojik etkilerin- diisiik ya da

yiiksek ila¢ cevabi, ilag toksisitesi, ters ilag etkilesimleri gibi- olugsmasina neden
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olabilmektedir. Bu ylizden bu g¢aligmada ellajik asitin ilag metabolizmasi iizerine

etkisi arastirilmistir.

Sitokrom P4501A2 genellikle recete edilen ilaglarin %10’nun metabolizmas1
ve eliminasyonu ile baglantili ¢ok polimorfik bir karaciger enzimidir. Ayrica
yukarida bahsedildigi gibi kimyasal toksinlerden karsinojenlerin metabolik
aktivasyonunda yer alir. CYP1A2 hem indiiklenebilir hem de bir¢ok ilag¢ ve gida-ilag
etkilesimleri tarafindan inhibe olabilir. CYP1A2 aktivite seviyelerinde farklilik,
artmis ya da azalmig kapasite substratlarin etkilesmesini meydana getirir.
CYP1A2’nin bilinen ilaglarin yaklasik %10’nunu katalize ettigi g6z Oniine
almdiginda goézlenen diisiis her ne kadar antikanserojenik etkisini ortaya koysa da
ozellikle bu bitkisel iriinlerin antidepresan grup ilaclar ile birlikte alinmasinin
onemli ilag etkilesimlerine yol acarak doz asimlarina ve tehlikeli durumlara neden

olabilecegi de asikardir.

CYP siiper ailesinin insanda en fazla ifade edilen izoformu olan CYP3A4
bilinen terapdtik ajanlarin %50’sinden fazlasinin metabolizmasinda yer almasi
nedeni ile de olduk¢a 6nem arz eden bir diger CYP izoformudur. Cesitli bitkilerin
metanolik veya etanolik ekstrelerinin CYP3A4 aktivitesini modiile ettikleri ve bu
bitki bilesenlerinin enzimle etkilestigi gosterilmistir [178, 179]. Dolayis1 ile
fitokimyasallarin CYP3A4 tarafindan metabolize edilen terapétik ajanlarin
etkinligini azaltarak ya da artirarak etkileme potansiyeline sahip olmas1 ve ¢ok sayida
bilesigin metabolizmasinda yer almasindan dolay1 bu etkilesimlerin tanimlanmasi

son derece Onemlidir.

CYP3A4; antibiyotikler (eritromisin), yatistiricilar (midazolam), bagisiklik
sistemi ayarlayicilar1 (siklosporin), anti-viral ilaglar (ritonavir and saquinavir), anti-
histaminler (astemizole), kalsiyum kanal bloklayicilar1 (nifedipine and verapamil),
HMG KoA rediiktaz inhibitorleri (lovastatin), uyaricilar gibi bir¢ok degisik ilaci
metabolize eder [180-185]. Ayrica bu izozim, testosteron, progesteron, ve
androstenedion gibi endojen maddelerin metabolizmasinda 6nemli rol oynar [186,
187]. Karacigerde en fazla bulunan sitokrom P450 olan CYP3A’nin enzim
aktivitesinde (ERND) gdzlenen azalma yine bir¢ok ila¢ metabolizmasi ile negatif
veya pozitif olarak etkilesim gosterecektir. Ciinkii bu enzim giiniimiizde bilenen

terapotik etmenlerin yaklagik yarisinin metabolizmasinda yer almaktadir.
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CYP3A aktivite, protein ve mRNA diizeyleri dikkate alindigimmda CAR
(Temel androstan reseptor) reseptor yolagi ile etkilesim gostermedigi ileri siiriilebilir
ve CAR ligand1 barindirmadiginin bir delili olarak kabul edilebilir. Dolayis1 ile
aktivitede gozlenen azalmalarin yarigmali veya yarismasiz mekanizmali inhibisyon
olma olasilig1 olduk¢a yiiksektir. Bu noktanin kesin a¢ikligi kavusturulmasi igin in

vitro deneyler yapilmasi gerekmektedir.

Bununla birlikte kullanilan dozlarda dikkate alindiginda ve insanlarin gida ile
tiiketebilecekleri ellajik asit miktarlar1 g6z 6niinde bulundurularak ve ilave olarak
CYP3A mRNA ve protein diizeylerinde anlamli degisimler olmadig1 dikkate
alimdiginda ellajik asitin takviye ve alternatif tedavi ajami olarak kullanildig:
durumlarda ciddi ila¢ etkilesimlerinin olmayacagi sdylemek yanlis olmayacaktir.
Ancak, tedavi amagh ve saf etken madde olarak tiiketildigi durumlarda mutlaka

doktor gozetiminde ve klinik tavsiye ile alinmalidir.

CYP2C; mevcut klinik kullanimda ilaglarin %16’smma etki eder. Bazi
antidepresanlarin, morfin tiirevlerinin ve 0&zellikle ve agirlikli olarak analjezik
ilaglarin  karacigerde metabolize olmalarinda gorevli enzimlerden biri olan
CYP2C6’nim bagil APND aktivitesinin azalmis olmasi bu ilaglarin metabolizmasinda
etkili oldugunun gostergesidir. Bu tarz ilag kullanan bireylerde bu polifenoli iceren
gidalar alindiginda ilaglarin metabolizmasi etkilenmektedir. CYP2C metabolik
aktivite bozuklugu, doz ayarlamasi gii¢ olan ve toksite meydana getirebilecek (S-
varfarin, tolbutamid ve fenitoin gibi) dar terapotik indeksi olan ilaglar acisindan
onemlidir. Bu yiizden muhakkak ellajik asit igeren bitkisel ilaglar kullanilirken doz
ayarlamasi yapilmasi gerekmektedir. Literatiirde ellajik asitin CYP2C {izerine
etkilerini arastiran bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu etki, calismamizda ilk defa

rapor edilmistir.

CYP2B, onemli farmasotik ajanlarin metabolizmasma katilmasi, bazi
prokarsinojenlerin nihai karsinojenlere doniisiimiinii aktive etmesi ve karacigerde
cesitli bilesikler ile indiiklenebilir olmas1 gibi nedenlerle 6nemli bir enzim grubudur
[188]. CYP2B gen ailesinin birbirinden farkli 17 {iyesi bulunmaktadir ve bu
iyelerden CYP2B1/2 ve CYP2B9/10 giiniimiizde en iyi sekilde tanimlanmus,
karaciger ve beyinde fenobarbital ile transkripsiyonel diizeyde aktive oldugu

bildirilen izoformlardir [189-191].
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CYP2B cesitli ilaglarm  metabolizmasma  katilmaktadir.  Ozellikle
antineoplastik ilaglarin metabolizmasinda yer alan CYB2B enzimine bagh
aktivitelerin (BPND, EmND, BROD, PROD), protein ve mRNA diizeylerinin
baskilanmig olmasi, bu bitkinin tedavi amagli olarak kanser tedavisinde destekleyici
ve koruyucu etmen olarak kullanilmasi bu ilaglarin yan etkilerinin abartili
seyretmesine neden olabilir. Bu yiizden ellajik asit igeren bitkisel iiriinleri tim
bitkisel tedavilerde oldugu gibi bir doktor gozetimi veya danigmanliginda
kullanilmasmin zorunlu oldugunu gostermektedir. Boylelikle beklenen etkinin elde
edilmesi hem daha olas1 olacak ve hem de olas1 yan etkilerin olugsmasini engellemis
olacaktir. Yapilan bir g¢alismalarda sigaranmn aktif kanseojen maddesi olan 4-
(metilnitrozamin)-1-(3-piridil)-1-biitanon’un (NNK) metabolizmasinda ellajik asitin
rol oynadigini gostermislerdir. Ellajik asit NNK metabolizmasindaki N-oksidayon ve
N-hidroksilasyon basamagini inhibe ederek antikanserojenik etki gdsterir. Bu
hidroksialasyon basamagindaki inhibisyonuda CYP2B ve CYP3A gibi ¢esitli CYP
izozimleri iizerinden gostermektedir. ellajik asit uygulanmis deneklerde inhibitor

etkisi gosterilmistir [192].

Ellajik asitin 6zellikle antikanserojenik olarak teshis edilmesi ve kanser
hastalar1 i¢in alternatif tedavi ajani1 olarak kullanildig1 géz 6niine alidiginda CYP2B
etkilesimleri ¢ok biiyiik 6nem arz etmektedir. Ciinkii kanser tedavisinde kullanilan

kemoterapétiik ajanlarm biiyiik bir bolimii toksiktir.

Diger taraftan, CYP2B1 ve CYP2B2’nin tipik substrati morfin olup, tipik
indiikleyicisi nikotindir. Ancak bazi bilesiklerin CYP2B izoenzimlerini indiikleyici
etkisi bdlgesel degiskenlik gdsterir. Ornegin etanol sican karacigerinde CYP2B1’i
indiiklerken beyinde indiiksiyon yaratmaz ya da nikotin sigan beyninde indiiksiyon
yaratirken karacigerde indiiktif etkisi goriilmez [193]. Pentoksirezorufin ve
benziloksirezorufin, CYP2B1 ve CYP2B2 benzfetamin ve etilmorfin CYP2B9 ve
CYP2B10 enzimleri i¢in yiiksek secicilik gosteren bir alkoksirezorufin formudur.
Yaptigimiz ¢alismada ellajik asit, CYP2B izoenzimlerinin ¢esitli substratlarinda
karacigerde her iki dozda da ayni etkiyi gostermislerdir. 30mg/kg ellajik asitin ilag ve

steroid metabolizmasina etkisi sekil 3.33 ve 3.34°de gosterilmektedir.

Ayrica, yaptiZimiz ¢aligmalarda ellajik asitin Ostrojen metabolizmasinda yer

alan aromataz enzim diizey ve aktivitesinde azalisa neden olmasi dolayis1 ile dstrojen
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sentezindeki azalma aromataz enzimin yani sira steroid ve endojen metabolizmasinda
rol oynayan CYP2B’nin ve ayrica CYP3A’nin da Ostrojen metabolizmasinda rol

oynayabilecegini diisiindiirebilir.

Ellajik asidin dstrojen reseptor (ER) alt tipleri olan ER-a ve ER-B yoluyla
Ostrojenik/antiostrojenik aktivitesi oldugu bildirilmektedir [194, 195]. Ellajik asidin,
sentetik secici Ostrojen reseptor modulatorlerine (SERM) benzer SERM o6zellikleri
gosteren dogal secici ER ligand oldugu saptamistir. Calismamizda da ellajik asitin
Ostrojen metabolizmasinda yer alan aromataz enzim diizey ve aktivitesinde azalisa
neden olmasi, antiostrojenik etki gosterdigini agiklamaktadir. Literatiirdeki bir
calisgmada da ellajik asitin antidstrojenik etkisini gostermistir [196]. Bu da bu
preparatin Ozellikle meme kanserli hastalarm tedavilerinde etkili olabileceginin
gostergesidir. Yukaridaki bilgiler 1s1ginda prostat, kolon ve mide kanseri gibi

kanserlerde rahatlikla destekleyici olarak kullanilabilecegi ortaya ¢ikmaktadir.

CYP2E-EA
1%

CYP1A__CYP1A-EA
4%
CYP2C-EA

CYP2E
1%

CYP2D-EA
5%

Sekil 3.33: Ilag ve steroid metabolizmas: iizerine 30 mg/kg ellajik asitin protein
ekspresyon diizeyine etkisi.
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Sekil 3. 34: Ilag ve steroid metabolizmas iizerine 30 mg/kg ellajik asitin mRNA
ekspresyon diizeyine etkisi.

Diger fenolik asitlerden farkli olarak ellajik asidin dogrudan enjeksiyon
yolunun yaninda, oral yoldan gidalarla verilmesi halinde de antikanserojen etkisi
oldugu bildirilmektedir. Ellajik asidin antikanserojen etki mekanizmalari
incelendiginde, intestinal detoksifikasyon enzimleri olarak nitelendirilen Faz II
enzimlerini indiikledikleri (6rnegin glutatyon-S-transferaz enziminin aktivitesini
stimiile etmekte ve karacigerde sentezini arttirmaktadir) ve bdylece kanserojen
maddenin barsakta emilimini inhibe ettikleri bildirilmektedir [153]. GST multienzim
ailesi GSH’1 kullanarak ¢ok sayida ksenobiyotigin detoksifikasyonunda gorev alir ve
oksidatif strese kars: hiicrenin korunmasmda énemli role sahiptir. Insanda 8 farkli

gen ailesi tarafindan kodlanan ¢oziinebilir (sitozolik) GST’ler tanimlanmaistir.

Total GST diizeylerindeki artis oksidatif strese kars1 hiicreleri korudugunun
bir gostergesidir. GST-Pi diizeyindeki artis antioksidan etkisinin bir baska gostergesi
olarak aciklanabilir. Cesitli hastaliklarda ve kanser tiirlerinde artis gésteren GST-Mii
aktivitesinde artiy olmasi da pek anlasilir bir etki degildir. Literatiirdeki bazi
calismalarda ellajik asitin GST diizeylerinde azalisa neden oldugu gosterilirken [197]
bazi caligmalarda da artisa neden oldugunu gdsterilmistir [198]. Literatiirdeki
caligmalarin farklilik gdstermesi kullanilan doz ile alakalidir. Yaptigimiz ¢aligmada
10 mg/kg ellajik asit GST diizeylerinde herhangi bir degisiklige neden olmazken, 30
mg/kg ellajik asit GST diizeylerinde artisa neden olmaktadir.
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Su ana kadar calisilan iki normal ve iki kanser hiicre hattinda EAT ’nin ¢esitli
konsantrasyonunda sitotoksik etki gozlenmistir. Bu sitotoksik etkiyi hangi yolagi
kullanarak gosterdigini anlamak ve tiimor baskilayici genler iizerinde bir etkiye sahip
olup olmadigmi anlamak i¢cin PTEN ve p53 genlerinin mRNA ekspresyon

diizeylerine bakilmustir.

p53 bir¢ok organizmada kanserin baskilanmasinda rolii olan ¢ok 6nemli bir
proteindir. Hiicre biiylimesinin durdurulmasi, programlanmis hiicre 6liimii, hiicre
farklilasmas1 ve DNA tamir mekanizmasinin baslatilmasinda da rol alir. Genel olarak
normal hiicrelerde p53 inaktiftir. Hiicre herhangi bir strese maruz kaldigi durumlarda
DNA hasar1 olursa, hiicre bu uyariya p53 diizeyini artirarak yanit verir. p53 timor
baskilayic1 gen ekspresyonunu kanser hiicreleri olan MCF7 ve PC14 hiicrelerinde ve
normal hiicre hatti olan NIH293 hiicre hattinda herhangi bir degisiklige neden
olmazken, kanser olmayan 3T3 hiicresinde p53 ekspresyonu iizerinde azalmaya
neden olmustur. Fakat bu azalis anlamli degildir. Literatiirdeki ¢aligmalarda ellajik
asitin hiicrelerde p53 ekspresyon diizeyini degistirerek antikanserojenik etki
gosterdigi gosterilmistir [199, 200]. Fakat bir ¢alismada da ellajik asit uygulanan
boyun kanseri hiicrelerinde p53 ekspresyonun degismedigi gézlenmistir [201]. Bizim
yaptigimiz calismada herhangi bir degisiklik goriilmemis olmasi kullanilan dozla

ilgili ya da hiicre hatt1 ile ilgili olabilir.

Tiumor baskilayici genler kanser gelisimini baskilar. Sitotoksik etki gdzlenen
dozlarda tiimor baskilayici genler iizerinde calismalar sonucunda agikca goriildigi
gibi PTEN tiimor baskilayici geninin ekspresyonunu ellajik asit konsantrasyona bagh
olarak kontrole oranla PC14 akciger kanser hiicrelerinde ve MCF-7 meme kanseri
hiicrelerinin ekspresyonlarini azalirken, kanser olmayan fibroblastik hiicre dizisi olan
3T3 ve insan bobrek hiicre dizisi 293 hiicrelerinde degisiklige neden olmamaktadir.

Literatiirde ellajik asitin pTEN geni iizerine etkisi caligilmamastir.

Yaptigimiz ¢aligmada ellajik asitin kanser ve ilag metabolizmasi iizerine olan
etkileri ¢alisilmigtir. Fakat goriilen sonuglarin ellajik asitin kendisinin mi yoksa
metabolitinin - mi  gosterdigi  bilinmemektedir. Ellajik asit tiirevlerinin ve
ellajitanenlerin biyoyararlanimi1 hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir [202]. Barsak
mikroflorasinin, suda az c¢oziinen ellajik asidi urolithin adi verilen bilesiklere

metabolize ettigi ileri siirlilmektedir. Ellajitanenin daha fazla ¢Oziinlir olmasi
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nedeniyle, ellajitanenlerin absorpsiyonu veya tiirevlerine doniisiimii kolay olmaktadir
ve barsaklarda bulunan enzimler ellajitanenlerin hidrolizasyonunu saglayarak ellajik
asit birimlerinin olusmasina neden olmaktadirlar [203, 204]. Barsak mikroflora
metabolitlerinin, ellajitanen ve ellajik asit tiirevlerinin miktarini1 sigan iresinde,
plazmasinda ve diskisinda belirlemislerdir. Asil etkinin ellajik asitin metaboliti olan
urolithinden  kaynaklandigi  soylenmektedir. Fakat yeteri kadar kaynak
bulunmamaktadir [205].
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5. SONUC

Sonug¢ olarak yapilan caligmada ellajik asitin ilaglar ve karsinojenler gibi
birgok ksenobiyotigin metabolizmasinda rol alan P450 izozimlerine, antioksidan
mekanizmasina ve timor baskilayici genler tizerine olan etkisi belirlenmistir. Ellajik
asitin NQO1, CYP2C ve pTEN geni iizerine olan etkileri ilk kez rapor edilmistir.
Ellajik asitin ilaclar1 ve diger ksenobiyotikleri metabolize eden enzimler {izerine
etkisi géz oniinde bulunduruldugunda bu maddenin antikanserojenik, antioksidatif,
antiostrojenik 6zellikleri 6nem arz etmektedir ve bir¢ok agidan 6nemli bir koruyucu

oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

Elde edilen bulgular, ellajik asitin kanser dahil g¢esitli hastaliklar igin
kullanilabilecek c¢cok oOnemli bir alternatif bitkisel tedavi etmeni veya alternatif
koruyucu ve/veya destek etmeni oldugunu gostermektedir. Bu kadar pozitif ve iyi
etkiyi biinyesinde barindiran énemli bir bilesik oldugu muhakkaktir. Ancak, bireysel
doz ayarlamasi yapilmasi da sarttr. Bu sayede ellajik asitin insanlarda sebep

olabilecegi organ toksisitesi engellenebilinir.
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