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OZET

TARTRAZIN iLE OKSIDATIF STRES OLUSTURULAN RATLARDA
KARVAKROLUN ETKIiSINIiN BELIRLENMESI

Tartrazin (E 102), sar1 renkte hammaddesi komiir katrani olan sentetik bir azo
boyasidir. En ucuz sentetik boyalardan biridir ve siklikla pastacilik sektoriinde kek
ve sekerleme yapiminda, alkolsiiz icecekler, hazir pudingler, hazir ¢orbalar, sakiz,
cerez, recel, jelatin, jole, hardal, ketcap ve pek c¢ok baska gida maddesinde
kullanilmaktadir. Kekigin ana bileseni olan karvakrol antioksidan, anti-bakteriyel ve
anti-inflamatuar 6zelliklere sahip bir bilesik olup ABD Gida ve Ilag Dairesi
tarafindan insan tliketimine uygun olarak tanimlanmis, fenolik bir bilesik olarak
Avrupa Gida Konseyi tarafindan da kullanimina izin verilmistir. Giiniimiizde
antioksidan ajan olarak karvakroliin, potansiyel kullanimlar1 arastirmacilarin yogun
ilgisini ¢ekmis ve yapilan galismalarla karvakroliin antioksidan ve hiicre koruyucu
etkilerinin oldugu bildirilmistir. Planlamis oldugumuz bu arastirma ile ratlarda
tartrazinin meydana getirdigi oksidatif hasara kars1 karvakroliin antioksidan etkisinin
incelenmesi amaglandi. Calismamiz dogrultusunda, tartrazin (500 mg/kg) ve
karvakrol (12,5; 25; 50 mg/kg) miktarlarda 21 giin boyunca ratlara gastrik gavaj ile
verildi. Bu siire sonunda hayvanlardan elde edilen kan, karaciger, beyin, bobrek,
akciger, testis ve kalp doku oOrneklerinden siiperoksit dismutaz (SOD), rediikte
glutatyon (GSH), malondialdehit (MDA) ve katalaz (CAT) enzimlerinin seviyeleri
incelendi. Ayrica serumda alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz
(AST) ve alkalen fosfataz (ALP) diizeyleri ol¢iildii. Ratlardan alinan karaciger ve
bobrek doku oOrneklerinde doku hasart ile iligkili olan IFN- y, TNF-o ve NFkB

yangisal genlerinin molekiiler analizi ve histopatolojik incelemeleri ger¢eklestirildi.

Tartrazin, ratlarin tim dokularinda lipit peroksidasyonu uyararak SOD, CAT ve
GSH diizeylerini azaltti, MDA aktivitesini ylikseltti, serum ALT, ALP ve AST
aktivitelerini de yiikseltti. Karvakrol uygulamasi ile dokulardaki SOD, CAT ve GSH

diizeyleri kontrole yaklagirken, MDA aktivitesi ise azaldi. Diger taraftan karvakrol,



serum AST, ALT ve ALP aktivitelerini kontrol grubuna yaklastirdi. Elde edilen
bulgular, tartrazin uygulamasimin plazma ve hiicrelerde oksidatif strese neden
oldugunu ve dogal bir antioksidan madde olan karvakroliin oral tartrazin toksisitesi
tizerinde koruma etkisinin oldugunu ve tartrazin’in sebep oldugu oksidatif strese

bagli olumsuz etkileri diizelttigini gostermektedir.

Calismada elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirmesi yapilarak, gruplar
aras1 farkliliklarin 6nemi ile parametreler arasi iligkiler saptanmig ve karvakroliin,
tartrazin ile oksidatif hasara karst olast koruyucu etkinlii belirlenmistir. Bu
sonuglara gore karvakroliin oksidatif strese bagli doku ve organ hasarlarinin

onlenmesinde olumlu etkilere sahip oldugu ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Tartrazin, Karvakrol, Rat, Oksidatif Stres, Lipid Peroksidasyon



SUMMARY

DETERMINATION OF THE EFFECT OF CARVACROL AGAINST
TARTRAZINE-INDUCED OXIDATIVE STRESS IN RATS

Tartrazine (E 102) is a yellow synthetic azo dye whose raw material is coal tar. It is
one of the cheapest synthetic dyes and is often used in the pastry industry for making
cakes and confectionery, soft drinks, instant puddings, instant soups, chewing gum,
snacks, jams, gelatin, jelly, mustard, ketchup and many other foodstuffs. Carvacrol,
the main component of thyme, is a compound with antioxidant, anti-bacterial and
anti-inflammatory properties. Today, the potential uses of carvacrol as an antioxidant
agent have attracted the attention of researchers and studies have reported that
carvacrol has antioxidant and cell protective effects. The aim of this study, which we
planned, was to examine the antioxidant effect of carvacrol against oxidative damage
caused by tartrazine in rats. In line with our study, tartrazine (500 mg/kg) and
carvacrol (12.5; 25; 50 mg/kg) were administered to rats by gastric gavage for 21
days. At the end of this period, the levels of superoxide dismutase (SOD), reduced
glutathione (GSH), malondialdehyde (MDA) and catalase (CAT) enzymes were
examined from blood, liver, brain, kidney, lung, testes and heart tissue samples
obtained from animals. In addition, serum alanine aminotransferase (ALT), aspartate
aminotransferase (AST) and alkaline phosphatase (ALP) levels were measured.
Molecular analysis and histopathological examinations of IFN-y, TNF-a and NFkB
inflammatory genes associated with tissue damage were performed in liver and

kidney tissue samples taken from rats.

Tartrazine decreased SOD, CAT and GSH levels by stimulating lipid
peroxidation in all tissues of rats, increased MDA activity, and increased serum ALT,
ALP and AST activities. With the application of carvacrol, SOD, CAT and GSH
levels in the tissues approached the control, while MDA activity decreased. On the
other hand, carvacrol brought the serum AST, ALT and ALP activities closer to the

control group. The findings show that tartrazine administration causes oxidative



stress in plasma and cells, and carvacrol, a natural antioxidant, has a protective effect
on oral tartrazine toxicity and corrects the negative effects of tartrazine-induced

oxidative stress.

By statistical evaluation of the data obtained in the study, the importance of the
differences between the groups and the relationships between the parameters were
determined and the possible protective effectiveness of carvacrol against oxidative
damage with tartrazine was determined. According to these results, it has been
revealed that carvacrol has positive effects in the prevention of tissue and organ

damage due to oxidative stress.

Keywords: Tartrazine, carvacrol, rat, oxidative stres, lipid peroxidation
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1. GIRIS

Monoazo yapiya sahip sentetik bir azo boyasi olan tartrazin, pirazolin halkasi
icermekte olup, azo boyalar igerisinde en ¢ok tercih edilenidir. Tartrazin; cipsler,
konserveler, aromali icecekler, soslar, tatlilar, pastane iriinleri, sekerlemeler,
siisleme ve kaplama maddeleri ve evcil hayvan yiyecekleri gibi birgok gidanin
igerisinde yer almaktadir. Tartrazinin dokulara yiiksek oranda alinmasi sonucu
serbest radikal olusumu meydana gelir ve dokularda oksidatif strese sebep
oldugundan karaciger ve bdbrek dokularinin biyokimyasal goriintiilerinde

degisikliklere sebep olmaktadir.

Hindistan’da yapilan bir ¢alismada, tartrazinin yer aldigi ilaglarin 2210 hastadan
%13,2’sinde alerjik etkiler meydana getirdigi goriilmistiir (Bhatia, 1996; Uysal ve
Semerdoken, 2011). Yapilan baska arastirmalarda da, tartrazin’e karsi yiiksek
duyarlilik reaksiyonlari, her 10 bin kiside 1 ve 10 arasindaki insanlar1 etkiledigi, bu
boyanin kullanilmasi ile gocuklukta hiperaktivite, astim ve lirtiker, damar 6demleri,
egzama ve migren gibi hastaliklarina neden oldugu rapor edilmistir (Yirtici, 2007,
Atl1, 2010; Erdem, 2014). WHO, tartrazin igin giinliilk alim miktarmi, 5,0 mg/kg
viicut agirligt olarak onaylamistir (Edlefsen ve Brewer, 1996; Ding, 2007).
Avusturya ve Norveg'de gidalarda tartrazin eklenmesi yasaklanmistir (Cakar, 2013).
Niraj ve arkadasi tarafindan 1989 yilinda Drosophila’da, sentetik gida
renklendiricilerinden olan tartrazin’in  genotoksik etkisi arastirllmis ve
rekombinasyon ve somatik mutasyon testi ile %0,03 ve %0,06’lik tartrazin
uygulamasi sonucunda tartrazin’in hem rekombinojenik hem de mutajenik etki

gosterdigi belirlenmistir.

Dogada 6zellikle Labiatae grubunda ¢esitli bitkilerin ugucu yaglarinda bulunan
fenolik monoterpen olan karvakrol giivenilir gida katkisi, lezzet arttiricy,
antimikrobial (Bagamboula vd., 2004), antifungal (Tampieri vd., 2005), Antioksidan
(Aeschbach vd., 1994), insektisidal (Panella vd., 2005) ve antiparazitik (Llana-Ruiz-
Cabello vd., 2015) aktiviteye sahiptir. Karvakrol, FDA tarafindan insan tiiketimi

acisindan giivenilir olarak tanimlanan fenolik bir bilesik olup Avrupa konseyi



tarafindan da aromali katki maddesi listesine dahil olmustur (Hyldgaard vd., 2012).
Gecmis yillarda yapilan bir ¢alismada kronik strese maruz kalmis siganlarin beyin,
karaciger ve bobreklerinde karvakroliin oksidatif strese karst koruyucu etkileri
calisilarak MDA, indirgenmis GSH, SOD, GSH-Px, GR ve KAT aktivitelerinin
seviyesi degerlendirilmigstir. Strese bagli olarak hayvanlarin beyin, karaciger ve
bobreklerinde MDA seviyesi 6nemli Olciide daha yiiksek, GSH ve Antioksidan
enzimlerin seviyeleri ise kontrol grubuna kiyasla daha diisiik bulunmustur. Calisma
sonuglarma gore, strese maruz kalmis hayvanlarda karvakroliin uygulanmasi
iyilestirici yonde etkiler sunmugtur. Mevcut ¢alisma karvakroliin oksidatif strese
bagli doku ve organ hasarlarinin 6nlenmesinde faydali etkilere sahip oldugunu ortaya

koymustur (Farooqui vd., 2016).

Antioksidanlarin diizeyi dustiigii zaman oksidatif stres gelisir. Bu nedenle
antioksidan enzimlerin aktivitesi hiicre savunmasinda dnemlidir. Yakin zamanlarda
yapilan caligmalara gore birgok hastaligin patogenezinde lipid peroksidasyonun ve
artan serbest oksijen radikallerinin rol aldigini goriilmektedir. (Hasanoglu, 1994;
Engin vd., 2000; Engin, 2003; Yardim&Akaydin, 2004; Engin vd., 2005). Bugiine
kadar yapilan ¢alismalarda, iyonize radyasyona maruz kalma, metaller, pestisidler,
organik toksik kalici bilesikler, hava partikiilleri gibi cevresel faktorlerin kanser,
diabet, aterosklerozis ve norodejeneratif hastaliklarla iligkili oldugu tespit edilmistir.
Ayrica yaglanma siireci de reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) yiiksekligi ya da bunlarin
yetersiz detoksifikasyonu ile ilgilidir (Ozenirler vd., 1994; Engin, 2003;
Yardim&Akaydin, 2004). Oksidatif stresi (OS) aktive eden etmenler; hava kirliligi,
iyonize radyasyon, UV 1simnlari, agir metaller, metalloidler, pestisidler ve polisiklik
aromatik hidrokarbonlar hedef dokularda reaktif oksijen tiirleri (ROS) reaktif nitrojen
tiirlerinin (RNS) olusumuna neden olmaktadir (Limén-Pacheco vd., 2009).

Biyolojik sistemlerde asir1 serbest radikallerin iiretiminin oniine geg¢ilmesinden
sorumlu antioksidan savunma sistemleri enzimatik ve nonenzimatik olarak
yapilmaktadir. Hiicresel savunma mekanizmalarindan birisi olan siiperoksid
dismutaz, siipeoksid anyonunu hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene
doniistiirmektedir (Zhang vd., 2012). Antioksidanlarin diizeyi diistiigi zaman

oksidatif stres gelisir. Bu nedenle antioksidan enzimlerin aktivitesi hiicre



savunmasinda Onemlidir. Yapilan ¢alismalarda siklikla oksidatif strese karsi
antioksidan savunma ajanlarinin etkisi arastirilmigtir (Peng vd., 2000; Abdel-Wahhab
vd., 2016).

2. GENEL BILGILER

2.1. Gida Katki Maddeleri

Gida katki maddelerinin, giiniimiizde gida {riinleri sanayisinde c¢ok fazla
kullanilir bilesikler olmasindan dolay1 bu durum iiretim tekniklerinin de degismesine
yol agmistir. Bunun disinda gelisen sanayilesme, gida katki maddeleri hakkinda daha

farkli bakis acilar1 gostermekte ve bunlara yenilerinin de katilmasin1 saglamaktadir.

GKM’ler, Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligine gore “Tek iken gida olarak
tilkketilemeyen yada gida ham maddesi yada yardimer {iriin olarak kullanilamayan,
yalnizken besleyici degeri olan yada olmayan, uygun olan teknolojik uygulama
geregi kullanilan islem yada {iretim esnasinda kalinti yada benzeri tiirevleri mamul
maddede bulunabilen, gidanin imal edilmesi, tahliyesi, islenmesi, hazir hale
getirilmesi, paketlenmesi ve depolanmasi sirasinda gida maddesinin goriiniis, koku,
tat, yap1 ve diger 6zelliklerini korumak, diizeltmek ya da istenilmeyen degisikliklere
engel olmak amaciyla kullanilmasmma izin verilmis maddeler” seklinde

tanimlanmaktadir (Kaya, 2005).
GKM’lerin kullanimlarinda bir takim kosullar bulunur:

- Kullanilacak olan gida katki maddesinin analiz raporu ve kullanilacal miktar belli

olmalidir.

- Bu maddeler eklendikleri gidanin besin degerini azaltmamali veya

degistirmemelidir.
- Gidada yer alan vitaminlere hasar vermemeli ve besin kalitesini azaltmamalidir.

- Gidaya eklenen katki maddelerinin 6zellikleri bilinmeli ve bu konuda hiicre i¢i ve

hiicre dis1 testler yapilmig olmalidir.

- Gida katki maddesinin hangi amagla, ne miktarda ve hangi tirlinlere eklenebilecegi

gida kodeksinde gosterilmis olmalidir.



- Gidaya kodekste belirtilmis olan miktarlardan daha fazla eklenmemelidir ve
tiretimleri esnasinda gida katki maddesi eklenen gidalar siirekli denetime tabi

tutulmalidir.

- Katilan gida katki maddesinin agik adi ve katilan miktar1 gidanin istiindeki

etiketinde belirtilmelidir.

- GKM’ler, bozulmus olabilecek gidayr maskelememeli ve tiiketiciyi kandirict

olmamalidir.

- Ogzellikle bebek mamalarina ve diyet iiriinlerine eklenecek katki maddesinin,
katilim sartlar1 ve miktarlari baz1 6zel izinlere tabi tutulmalidir (Erden-Calisir ve

Caliskan, 2003).

Halk sagligi iizerinden, gida katki maddeleri konusunda Tirkiye'deki
uygulamalara bakildiginda, her iilkede oldugu gibi GKM’lerin kullanim sartlarini
diizenleyen yasa ve yonetmelikler bulunmaktadir. FAO ve WHO orgiitlerinin
kullanim sartlarna bagli kalinarak, her iilkenin saglik birimleri GKM’lerin
eklenebilecegi iiriinleri ve bu maddelerin {iriinlere eklenme miktarlarimi kendi

tilkelerinin sartlarina gore belirlemektedirler (Erden-Calisir ve Caliskan, 2003).

Giliniimiizde gida katki maddeleri, besleyici ve bol gida temininde 6nemli bir
rol almaktadir. Siirekli artan niifusumuzla birlikte bir¢ok yiyecegin igerisinde gida
boyalarina izin verilmektedir. Yapilan son arastirmalara gore renk, yemek secerken
onemli bir 6zellik kriteri olmustur. Bunun sonucunda gida boyalar1 olduk¢a yaygin

sekilde besin igeriklerine eklenmistir (Erden-Calisir ve Caliskan, 2003).

2.1.1. Gida Boyalan

Renklendiricilerin ilk olarak MO 1500 yillarinda Misir'da gidalara eklendigi
diisiiniilmektedir (https://en.wikipedia.org/wiki/Food coloring#cite ref-6). GKM nin
bir iiyesi olan gida boyalari, “gidanin rengini diizenleyen veya renk vermek amaciyla
katilan madde” olarak wuluslararas1 Gida Kodeks Komisyonu tarafindan
tanimlanmaktadir. Renk veren bircok madde kimyasal ve fiziksel yapilarindaki

degisiklikler nedeniyle farkli fizikokimyasal ozelliklere sahiptirler ayrica bu



ozellikleri sayesinde hangi iirlinlerde, ne sekilde ve hangi amagcla kullanilacaklari
belirlenmektedir. Gidalarin albenisinde ve tiiketiciler tarafindan onay goérmesinde
renk, en onemli duyusal kalite niteligidir. Gidalar {iretilirken ve tasnif esnasinda
farkli fiziksel ve kimyasal nedenlere bagli olarak iiriin renginde renk kayiplari
olusabilmektedir. Bunun oniine gegebilmek icin renklendirici bazt maddeler yani
gida boyalart kullanilmaktadir (Adams&Langley, 1995; Kirca&Ekinci, 2011,
Cukadar 2014).

Gidalarin renklendirilmesinin nedeni bu zamanda uygulanan gida isleme
tekniklerinin, gidalarda tekstiir 6zellikleri bakiminda ortaya c¢ikardiklart olumsuz
etkilerdir (Karaali&Ozgelik 1993).

Gidalarda renk kaybinin 6nlenmesine ¢alisilmasinin baslica nedenleri:

- Hava sartlarindan olusacak olan nem ve tasnif islemlerinden kaynaklanabilecek

renk kayiplarini 6nlemek,

- Gida tiriinline belli bir renk standart1 olusturmak,

- Gida iirlintine ilgi ¢ekici 6zellik kazandirmak,

- Rengi olmayan bir gidaya renk vermek,

- Kalitesi diisiik gidalari ilgi ¢ekici hale getirmektir.

Gidalara renk maddesi eklenmesinin nedenleri su sekilde siralanabilir:

1. Kendi dogal rengini azalmasini 6nlemek ya da gidanin orijinalligini korumak.
2. Uriinde belli standartta renk olusturmak.

3. Bir bagka renge doniistiirmek veya iirline degisik renk tonlar1 eklemek.

4. Kalite standartlarimi korumak kosuluyla daha giizel ve ilgi ¢eken {riinler elde

etmek (Karaali&Ozcelik 1993, Yaman 1996).

Gidalarda duyusal o6zellikleri dikkate alindiginda renk, gidanin ¢ekiciligini
artirmada 6nemli rol oynamaktadir. Her zaman gidadaki ilk izlenim gorselligidir ve
gidanin tercih edilmesine ya da reddedilmesine neden olur. Gidanin ilgi ¢eken

ozelligi rengidir. Tiim gida maddelerinde alisilmis olan bir renk aranmaktadir.



Teknolojik islem goren bircok gida maddesinde belli oranda renk kayiplari
goriilmektedir. Gida boyalari, yeni gidalari iiretilirken veya depolama islemleri
sirasinda meydana gelebilecek renk hasarlarini diizeltmek i¢in yaygin bir sekilde
kullanilmaktadirlar. Gida tiretim ve iirlin isleme esnasinda gidanin kendi rengini
korumasi, iiriiniin tek renk olmasi ve ¢ekiciliginin artmas1 amacina bagli kalarak,
tiretilmis olan rengi olmayan ya da rengi az olan gidalara renk kazandirmak amaclh
gida boyalarini Triinlerinde kullanmaktadirlar. GKM’nin kullanimi1 uluslararasi
yasalar ve ulusal yonetmelikler tarafindan belirlenmekte ve denetlenmektedir
(Cakmake¢1&Celik, 1994).

Gida boyalari, dogal gida boyasi, sentetik gida boyasi ve yari sentetik gida
boyast olmak {izere ii¢ ayr1 gruptan olusurlar. Elde edildikleri kaynak dikkate
alinarak bu gruplandirma yapilmistir. Yapay gida boyalari eklenerek iiretilen gidalar
saglik agisindan Onerilmemektedir. Bu yiizden dogal gida boyalar1 igeren iiriinler ¢ok
daha  fazla tiiketilmektedir (www.diyetuzmani.com//beslenme//beslenme-
bilgileri//gida-katki-maddeleri.php, 2019).

2.1.1.2. Sentetik Olarak Elde Edilen Gida Boyalar

Bu boyalara ‘komiir katrani’(coaltar dyes) adi verilmektedir. Nedeni ise
cogunun sentezinde baslama maddesi olarak komir katrani kullanilmasidir.
Bazilarinin yapisinda - (N = N) - grubu icerdiginden azo boyalar olarak da
isimlendirilirler. Dogadan elde edilmeyen ancak laboratuvar ortaminda sentezlenerek
tiretilen katki maddelerine sentetik gida boyalari adi verilir (Eksi, 1996). En
onemlileri tartrazin, ponceau 4R ve amarant adiyla bilinen gida boyalaridir (Erdogan,

2007).

Tartrazin, dihidroksitartarik asit ile fenilhidrazin parasiilfonik asidin,
kondensasyonundan fiiretilmektedir. Renk olusturabilme araliklari, renk verme
siddetleri, maliyet agisindan daha uygun olmalar1 ve kolay kullanilabilir olmasindan
dolay1 dogal gida boyalarina oranla daha {istiin denilebilir ve bunun sonucu olarak
daha fazla tercih sebebidirler. Sentetik boyalarin dengesini pH, 1s1k, 1s1, asit, tuz ve

koruyucular gibi baz1 faktorler bozabilmektedir ayrica sentetik gida boyalar1 yiiksek



oranlarda suda ¢oziinebilirler (Crosby 1981). Sentetik gida boyalarmin tamami dis

iilkelerden, iilkemize girmektedir (Karaali&Ozgelik, 1993).

Sentetik gida boyalarinin hepsinin sertifikasi olup iki gruba ayrilirlar:

» Gida Ila¢ ve Kozmetik I¢in Boyalar

+ Gida ilag ve Kozmetik i¢in Lake Boyalar (Eksi, 1996; Yaman, 1996).

2.1.1.3. Uluslararas1 Numaralandirma Sistemine Gore Gida Boyas1 Kodlar1
Gida boyalar1 E300, E200, E100 gibi “European” kelimesini ifade eden E harfi
ile kodlanirlar. Uluslararasi piyasada onaylanmis olan gida boyalarinda E koduyla

birlikte bir de numarasi yer almaktadir (Yurttagiin, 2019).

Cizelge 1. E Numarasi Kodlamasi

E Numarasi Adlandirma

E400 — E 466 Jellestirici ve Koyulastiricilar
E300 — E385 Antioksidanlar

E200 — E297 Koruyucular

E100 — E180 Boyalar

2.1.1.4. Gida Boyalariin Toksikolojik Ac¢cidan Degerlendirilmesi ve Zararlari
Gida boyalarinin en 6nemli ve en ¢ok bilinen zararl etkilerinden biri genetik
faktorlere verdigi hasardir. Cok fazla miktarda gida boyasi iceren iiriinleri tiikketen
kisinin kalitsal yapisina zarar vererek DNA hasarlar, ¢ift c¢ekirdeklilik,
kromozomlarin anormal olmasi gibi sorunlara yol agabilmektedir. Bununla birlikte
gida boyalar1 bir takim davramis bozukluklarina da sebep olabilmektedir. Bir
arastirmaya gore kiiciik yaslarda gida boyasi igeren {liriinleri tiikketen cocuklarin
dikkat eksikligi sergiledigi tespit edilmistir (www.diyetuzmani.com/beslenme-

bilgileri/gida-katki maddeleri. php).

Tiim bunlar dikkate alindigindan gida boyalarinin iiretime katilmadan Once
yerel ve uluslararasi bazi kuruluslarin onayindan ge¢gmesi zorunludur (Y1lmaz, 2008).
Gida katki maddeleri viicuda alinan miktarlara bagl olarak toksikolojik bir etkiye
neden olabilirler (Yurtagiil&Ayaz, 2008; Kirca&Ekinci, 2011). Uretime katilacak

olan gida katkimaddelerinin deney hayvanlarina eklenecek doz nedeniyle ortaya


http://www.diyetuzmani.com/beslenme-bilgileri/gida-katk
http://www.diyetuzmani.com/beslenme-bilgileri/gida-katk

cikabilecek olas1 yan etkilerin belirlenmesi, gida katki maddelerinin iiretime katilma
izninin verilmesinde ilk adimi olusturmaktadir (Yilmaz, 2008). Bu kimyasal
maddelerin deney hayvanlarinda ortalama yasam siirelerinin % 70-80 arasini
kapsayan siiregte diizenli olarak her giin deney hayvanlarina verilmesi sonucunda test
edilerek, kronik toksisite testleri gergeklestirilir. Ayrica en fazla eklenebilecek
miktarlarinin belirlenmesi amaciyla, gida katki maddesinin giinliik verilebilecek
miktarinin  da belirlenmesi sarttir (Yilmaz, 2008; Yurtagiil&Ayaz, 2008;
Kirca&Ekinci, 2011). Uluslararast ve ulusal kuruluslarca olusturulmus bilimsel
komiteler tarafindan bu toksisite sonuglari degerlendirmeye alinir. Gida katki
maddelerinin higbir etkisinin goézlenmedigi bir doz belirlenemezse, o maddenin
kullanimina izin verilmez (Y1lmaz, 2008). Birgok sntetik gida renklendiricisi deney
hayvanlar1 tlizerinde de zararli etkiler olusturmast nedeniyle yasaklanmistir
(Kirca&EKkinci, 2011). Sentetik gida boyalarinin toksisite 6zellikleri incelendiginde,
kesin giivenilirligi olmadiklar1 (El-Saaday, 1991; Kirca&Ekinci, 2011) ve gidalara
eklenen maddeler iizerinde yapilan ¢alismalarda; bu bilesiklerin yiiksek karsinojenik
etkiye sahip olabilecekleri tahmin edilmistir (Kirca&Ekinci, 2011). Son
zamanlardaki gelismeler dikkate alindiginda, gida boyalart hakkinda ki eski
bulgularin korundugunun kontrol edilmesi ve yeni veriler elde edebilmek igin siirekli
yeni arastirmalarin ve incelemelerin yapilmasi gereklidir (Yurttagiil&Ayaz, 2008;
Kirca&EKinci, 2011).

Son donemlerde giivenilirlik nedeni ile gida boyalarinin kullanimi azaltilmis
olsa da, farkli sentetik gida boyalari diinyanin her yerinde daha ucuz ve etkili
olduklart i¢in dogal boyalar yerine tercih edilmektedir (Seyhan, 2006; Kirca&EKkinci,
2011).

2.2. Tartrazin
2.2.1. Tartrazin Hakkinda Genel Bilgiler

Tartrazin; monoazo yapida, pirazolin halkasi igeren, sertifikasi olan sentetik
bir gida boyasidir. Bu gida boyas1 1884 yilinda, Alman Kimyager Ziegler tarafindan

ilk defa komiir katranindan izole edilerek bu ismi almistir. Bu gruptaki sentetik



boyalar, -N=N- grubu igermesinden dolay1 azo boyasi olarak da isimlendirilirler. Bu
boyalar igerisinde kullanimi1 en fazla olan tartrazin maddesi; sari-turuncu rengi sahip,
toz halinde bir gida boyasidir. Suda ¢oziinebilme 6zelligine sahip olup, altin sarisina

benzer renkte ¢ozeltileri vardir (Deshpande, 2002; Yirtici, 2007; Cukadar 2014).

Bu gida boyasi, fenilhidrazin-p-siilfonik asit ile oksaloasetik esterin
kondenzasyon tepkimesi sonucunda sentezlenir. Bu tepkimenin iirlinii, siilfanilik asit
ile birlestirildikten sonra olusan ester bagi, sodyum hidroksit ile hidrolize edilir.
Tartrazin sentezinin bir bagka yolu ise, iki mol fenilhidrazin-p-siilfonik asidin ile bir
mol dihidroksitartarik asitin kondenzasyon tepkimesidir (Karaali&Ozgelik, 1993;
Yirtict, 2007). Kondenzesyon olmadan da, petroliin yan {irlinii olan 4-amino benzen
stilfonik asitin ile sodyum nitritin tepkimesin son {iriinii olan Tartrazin saflastirilarak

sodyum tuzu olarak da elde edilebilir (Cukadar, 2014).

Tartrazinin giinliik alinabilecek maksimum miktari, Amerikan Gida ve llag
Dairesinin  belirlemis oldugu (5 mg/kg/giin)’diir. Ortalama olarak 30 kilo
agirhgindaki bir cocuk icin alabilecegi maksimum doz (150 mg/giin)’'ne denk

gelmektedir (Giines, 2016).

Tartrazinin en az %851 suda ¢oziinebilirken suda ¢éziinmeyen miktar1 en fazla
%0,2’dir. Bu gida boyasi toz ve graniilli bir yapiya sahip olup turuncu-sari
rengindedir. Alkoli %95 igeren bir ortamda ¢ok az ¢6ziinebilir. Tartrazin ¢ozeltisine
askorbik asit ve sodyum perborat lave edildiginde renk degistirmezken, kalay kloriir
eklendiginde iki dakika iginde rengi kaybolur (Tarim ve Koy Isleri Bakanligi ve
Saglik Bakanligi, 2002). Tartrazin, gidaya sari1 rengini vermesine karsm, baska
renklendiricilerle birlikte kullanildiginda yesil rengin bazi tonlarmmi da verebilir.

(https/ansiklopedi.halisinden.com/Tartrazin_E102).

Cizelge 2. Tartrazin (Akgiin, 2002; Cukadar 2014).

Ticari ad: E102 veya FD&C Yellow 5

Kimyasal adi: Trisodyum 5-hidroksi-1-(4- siilfanato-fenil)-
4-(4-sulfanatofenilazo)-Hprizol-3-
karboksilat




Formiil: C16HI9N4Na309S2
Mol kiitlesi: 534,3 g/mol
Kaynama noktast: 870 °C (1598 °F)
Erime Sicaklig:: 300 °C (572°F)

2.2.2. Tartrazinin Kullanim Alanlar

1916 yilindan bu yana Amerika’da en ¢ok kullanilan ikinci gida boyar
maddesi unvania sahip olup, diinyanin bir¢ok iilkesinde Tartrazin; konserveler,
aromaya sahip i¢ecekler, donmus meyveler, tatlilar, soslar, pastane triinleri, siisleme
ve kaplama maddeleri, dondurma, cips, ve sekerlemeler hatta evcil hayvan gidalari
gibi bircok gidanin yani sira ilag sektoriinde ve kozmetik iiriinlerinde de ¢ok sik
kullanilmaktadir (Mpountoukas vd., 2010; Mahfouz&AlIl-Shammrani, 2013). Ayrica
et ve trlinlerinde, siit ve irlinlerinde, pudingler, joleler, recel ve sakiz gibi gidalarda,
dis macunlar1, nemlendirici ve sampuan gibi kozmetik tiriinlerinde ve boya kalemleri
icerisinde renk vermek amaciyla en ¢ok kullanilan gida boyasidir (Akgtin, 2002; Atli,
2010; Peltek, 2012). Deri, kagit, ipek, yiin ve naylon boyamada, hayvan
histolojisinde kontrast boya olarak, sabun ve plastik boyanmasinda ve miirekkep
hazirlanmasinda kullanilmaktadir (Seyhan, 2006; Cukadar, 2014). Gida ve tekstil
sanayisinde kullanilan sentetik boyalarin % 60 - % 70’ini tartrazininde iginde
bulundugu azo boyalari olusturur. Bu kadar ¢ok kullanilmalarinin nedeni azo
boyalarinin bir¢ok dogal gida boyasindan daha kararli olmalar1 ve bu boyalarin
tiretimlerinin de daha ucuz olmasindandir.

(https/ansiklopedi.halisinden.com/Tartrazin_E102).

2.2.3. Tartrazin Metabolizmasi

Insan, tavsan ve ratlarda, barsak mukozasindaki bakteriyal azo rediiksiyonu ile
ilk once gidalarla birlikte alinan tartrazinin sindirilmesi saglanir. Kisacas1 oral yolla
alinan tartrazinin barsak mikroflorasi tarafindan metabolize oldugu tespit edilmistir.
Tartrazinin en Onemli metabolitleri, aminopirazolon ve siilfanilik asittir. Agizdan
alarak viicuda giren azo boyalari, barsak mikrofloras: tarafindan azorediiktaz

enzimleri sayesinde metabolize edildikten sonra aromatik aminlere doniisiir. Bir nitro
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azo boyasi sadece nitrorediiktaz enzimi ile metabolize olabilmektedir (Demirkol ve
ark., 2012).

Tavsan ve ratlarla yapilan bir ¢ok calismada, tartrazinin safra ve idrar yolu ile
degisime ugramadan ki haliyle atildig1 bildirilmistir (Himri vd., 2012; Soares vd.,
2015; Bezerra vd., 2016).

Tartrazin gibi azo boyalarinda, bu boyalarin metabolizmalar1 esnasinda azo
bagmin indirgeyici biyo transformasyonu sonucu toksik, karsinojenik ve mutajenik
etkilerinin ortaya ¢ikiyor olmasi, bu tepkimeyle dogrudan veya dolayli etkisinin
olabilecegini disiindiirmektedir. (Demirkol vd., 2012; Soares vd., 2015). Azo
baglariin ayrilmasini karacigerde yer alan azo rediiktaz enzimi de Katalize edebilir

(Soares vd., 2015).

Barsak florasi, oral yolla alinan Tartrazinin biiyiik bir kismini kolonda kolayca
metabolize edebilir. Kolondaki anaerobik kosullar ve barsak bakterileri tarafindan
salinan elektron tagiyicilari tartrazinin aminopirazolon ve yiiksek duyarli bir aromatik
amin olan siilfanilik asit olacak sekilde iki metabolite indirgenmesini saglar.
Tartrazin ve metabolitleri cogu zaman gaita ile atilmasina ragmen az miktarda da
olsa geri emilebilirler (Himri vd., 2012; Soares vd., 2015; Bezerra vd., 2016). Bu
metabolitler rejeneratif hiperplazi siirecinde hiicreleri degistirme yetenegine ve
interfaz boyunca hiicre dongiisiinde kalma potansiyeline sahiptirler. Bundan dolay1

hiicrede kanserin gelismesine biiyiik 6l¢iide neden olabilirler (Bezerra vd., 2016).

Tartrazin metabolizmasinda barsak mikroflorasi 6nemli bir rol almasina karsin,
karacigerde bulunan bazi enzimler de azo baglarinin kirilmasini saglayabilir ve nitro
gruplarinin sayisini azaltabilir. Barsak ve karacigerdeki bu reaksiyonlar sonunda,
eger azo boyalar1 tiimiiyle aromatik aminlere indirgenebilirse, bu aminler daha
sonrasinda P450 enzimleri sayesinde N-hidroksi tiirevlerine okside edilirler
(Demirkol vd., 2012). Bu yiizden azo boyalarmin metabolizmasinda, azo baglarinin

kirilmasini saglayan karaciger enzimleri de gorev almaktadirlar.

2.2.4. Tartrazinin Toksikolojik Etkileri
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Birgok klinik deney sonucunda etkileri incelenen tartrazinin patolojik veya
toksik bir etkisinin goriilmedigi bunun yaninda timor olusumu i¢in herhangi bir risk
olusturmayacag1 ifade edilmesine karsin bazi c¢alismalara gore, tartrazinin
kullanimiyla astim, ¢ocuklukta hiperaktivite ve deride kasinma ya da egzama ve
damar 6demlerinin ortaya ¢iktigi tespit edilmistir. Besinlerle birlikte bedenimize
aldigimiz Tartrazinin bir boliimii barsak mikrorganizmalar: tarafindan parcalanir ve

geriye kalani pargalarina ayrilmadan viicuttan uzaklastirilir (Kirca&EKinci, 2011).

Gida Katki Maddeleri Uzman Komitesi (JECFA) Tartrazin i¢in 2016 yilinda
yapilmis olan ¢alismada bir giinliik alim miktarin1 0-10 mg/kg viicut agirlig1 arasinda
kabul edilebilir olarak belirlemislerdir. Gidalarda kullanilan tartrazin miktarinin
stirekli takip edilmesi toplumda gida giivenligini arttirmak i¢in elzemdir. Bu yiizden

yiyecek ve igeceklerde tartrazin miktarinin belirlenmesi gereklidir (Ameur, F.Z. vd.,
2020).

Yapilmis olan bir ¢alismada ratlara igme suyu ile birlikte belli miktarlarda
tartrazin verilmis ve viicut agirliklarinda, timus agirliklarinda, hemoglobin ve kirmizi
kan hiicreleri miktarlarinda azalmalar saptanmistir (Yirtici, 2007; Cukadar, 2014).
Bir klinik ¢aligmaya gore tartrazin gibi azo grubu gida boyalarinin ¢ocuklarda
hiperaktiviteye neden oldugu, aspirine duyarli ve astiml1 bireylerde olumsuz sonuglar
meydana getirdikleri gorlilmiistiir (Cukadar, 2014). Tartrazine karst tolerasyon
mekanizmasi tam olarak bilinmiyor olmasina ragmen, buna benzer istenmeyen
reaksiyonlara tartrazin metabolitlerinin neden olabilecegi tahmin edilmektedir.
Bunun yaninda ¢ocuklarda bosaltim siirecinin daha ge¢ gergeklesmesi de bu sonuca

neden olabilmektedir (Cukadar, 2014).

Tartrazinin; Kklinik depresyon, norodavranigsal toksisite, kasinti ve uyku
bozuklugu gibi bir¢ok istenmeyen immiinolojik reaksiyonlarin baglamasina da neden
olabilecegi tespit edilmistir (Park vd., 2009). Amin ve arkadaslari, 2010 yilinda
yaptiklar1 bir ¢alismada tartrazinin diisiik miktarlarda bile bobrek ve karaciger gibi
hayati organlara zarar vererek bir takim biyokimyasal parametreleri
degistirebilecegini rapor etmislerdir. Astim krizlerine neden olan alerji, ventolin ve
aspirin gibi ¢ok kullanilan ilaglar ile tartrazinin etkilesimini gosteren ¢aligsmalardan

dolayi, baz1 iilkeler tartrazin kullanimini yasaklanmistir (Mahfouz&Al-Shammrani,
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2013). Mervat ve Heba, rat kullanarak yaptiklar1 ¢calismada depresyon ve anksiyete
benzeri norolojik davranig bozukluklar ile tartrazin arasinda dogrudan bir iligkinin
oldugunu tespit etmisler ve halk sagligi acisindan tartrazinin tehlikeli etkilerinin

olabilecegini rapor etmislerdir (Mervat&Heba, 2011).

2.3. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, aktif olmayan oksijen tiirlerinin iiretilmesi ile biyolojik yapinin
aktif olmayan ara iriinleri detoksifikasyona ugratmasi ve bozulmanin etkilerini
temizlemesi arasindaki denge bozuklugu olarak tanimlanabilir (Freinbichler, 2011).
Gomberg tarafindan ilk kez 1900 yilinda kesfi olmustur. Organizmada enzimatik
veya enzimatik olmayan antioksidan kapasitenin azalmasi ile oksidan madde
diizeylerinin artmis olmasi1 olarak ifade edilen oksidatif stres, 6zellikle son yirmi
yilda toksikolojik caligmalarin ilgi odagi olmustur (Rock CL vd., 1996; Bergendi, L
vd., 1999).

Oksidatif stres, hiicrelerin lipid tabakasinda peroksidasyon ile sonuglanan
serbest radikallerin sentezi ve bedenin antioksidan reaksiyonlar ile kendini korumasi
arasindaki  dengenin aleyhine bozulmasi olarak tanimlanabilir (Gordon

CA&Himmelfarb J., 2004).

Oksidatif stres dogal bir mekanizma olup oksidatif stresi kontrol altina alan
Ozellestirilmis mekanizmalar vardir. Oksidatif hasar ise var olan bu mekanizmalarin
yetersizligi durumunda olusur (Floyd RA., 1992). Bu dengedeki bozulma cok ¢esitli
hastaliklarin ortaya ¢ikmasina, kanser olusumuna, sekere, reperfiizyon travmalarina,
inflamatuvar hastaliklara ve psikiyatrik hastaliklara neden olabilmektedir (Valko M.
vd., 2007).

Oksidatif hasar hiicresel yapida ilk olarak ROT ve serbest radikaller tarafindan
meydana gelir (Huang 1999). Viicudun antioksidan savunma mekanizmalari
oksidatif stresin hasarlarin1 6nlemede yetersiz kalacak olursa, hiicrelerde oksidatif
hasar meydana gelir ve hiicresel reaksiyonlar 6nemli oranda bozulur. Kas, karaciger,

kardiyo-vaskiiler, bobrek yetmezligi ve yaslanmanin etyopatogenezi gibi pek ¢ok
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hastaligin oncii sebepleri arasinda oksidatif stresin oldugu bilinmektedir (Stefanis L.
vd., 1997; Esterbauer H&Pubi H., 1991).

Serbest radikal tiretimi, birgok zenobiyotigin toksisitesi ile serbest radikallerin
istenilenden fazla sayida iiretimi ve patofizyolojinin bir pargasidir. Oksidatif stres,
travmatik beyin yaralanmalari, norolojik hastaliklar, iskemi, karaciger hasari, kanser,
diyabet, down sendromu, AIDS ve ALS gibi birtakim hastaliklarla dogrudan
iligkilidir (Niki, 2010; Freinbichler, 2011). Serbest radikal tiretimini oksidatif stres
arttirarak, hedef alinan hiicrelerde veya dokularda antioksidan diizeyinin diismesini
neden olarak kanser hiicrelerinin olusumunda 6nemli bir rol oynadig: rapor edilmistir
(Huang, 1999). Ornegin Parkinson ve alzheimer rahatsizliklarinin baslangic

dogrudan beyindeki oksidatif stresin yiikselmesi ile iligkilidir.

Dokulardaki oksidatif stresin bir Olgilisii olarak, MDA o0l¢iimii dikkate
alinmaktadir. Oksidatif stresle ilgili yapilan deneysel ¢aligmalarin birgogu DNA,
protein hasar1 ve lipid diizeyini belirlemeye yoneliktir (Freinbichler, 2011). GSH
(Glutatyon) diizeyi ve okside olmus DNA materyalleri oksidatif stresin
belirteclerindendir (Jomova, 2011). Oksidatif stresin neden oldugu mekanizmay1
tespit edebilmek i¢in substrat olarak genellikle kiiltiir hiicreleri tercih edilir. Oksidatif
stresin artmastyla Koenzim-Q ve GSH gibi antioksidanlarin

indirgenmis/yiikseltgenmis yapilarin oraninda da artis tespit edilmistir (Niki, 2010).

Antioksidan
Savunma
Mekanizmalar
ve Enzimler

ROS (Serbest
Oksijen Tiirleri)

Sekil 1. Antioksidan dengedeki bozulmanin neden oldugu oksidatif stres

Oksidatif stres, azot radikalleri ve serbest oksijenler arasindaki dengesizlikten ve

bunlarin koruma mekanizmalari ile ortadan kaldirilamamasindan olugmaktadir (Hussain T.
vd., 2016).
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2.3.1. Serbest Radikaller

D1s yoriingesinde ortak olmayan bir veya birden fazla elektrona sahip olan
molekiillere serbest radikal adi verilir (Clarkson, 2000). Bazi1 radikaller ¢ok fazla
reaktif etkiye sahiptirler ve diger molekiillerden bir elektron alabilir ya da onlara
elektron verebilirler. Bundan dolay: birer yiikseltgen veya indirgen etki gosterirler.
Yiiksek oranda aktif olmalar1 nedeniyle radikallerin ¢cogu biyolojik sistemlerde ki
yarilanma Omiirleri oldukga kisadir (6-10 saniye ya da daha az1). Radikal olusumlar1
bedende genellikle ekzojen ve endojen nedenler olmak iizere iki ayri mekanizma
tarafindan gergeklesebilir. Viicuttaki tiim hiicrelerde normal hiicresel fonksiyonun bir
parcasi olarak serbest radikal iiretimi durmaksizin olusmaktadir. Fakat i¢ ve dis
kaynakli serbest radikallerin fazla iiretilmesi bir¢ok hastaliga neden olabilmektedir (I
S Young, 2001). Bir de serbest radikallerin, basit hiicresel bilesenlere baglanma
yetenekleri vardir; hiicre zar1 yaglarmin doymamis baglartyla reaksiyon verirler ve

niikleik asitlere zarar verirler (Huang, 1999).

Serbest radikallerin, romatoid artrit, yaslanma, ateroskleroz, iskemi, bazi
organlarda reperfiizyon yaralanmasi, parkinson, alzheimer ve sindirim sistemi
bozuklugu, timor metastazi, kanser ve AIDS gibi bircok hastalikla iligkisi vardir

(Bagchi, 2000).

Serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) {izerinde ki son ¢aligmalar,
yagsam formlarinda saglikli yasam ve hastaliklarin tedavileri igin iimit veriyor
(Aruoma Ol, 2003). Yasam i¢in vazgecilmesi zor bir element olan oksijen, bazi
durumlarda canlilara zarar verebilmektedir (Mohammed AA & Ibrahim AA., 2004).
Bu elementin zararli etkilerinin bircogu, ROS olarak bilinen bazi kimyasal
bilesenlerin olusumuna ve aktivitelerine baglidir. Serbest radikal ve antioksidanlar,
hastalik mekanizmalarina gére bugiiniin tartigmalarinda ¢ok kullanilan terimler
haline gelmiglerdir (Aruoma OI, 1994). Cogu serbest radikalin ortak ozelligi
eslestirilmemis bir elektrona sahip olmasidir. Cogu radikal istikrarsiz ve oldukga
reaktiftir (Cheeseman KH.&Slater TF., 1993). Hastaliklarda oksijen ig¢eren serbest
radikallerin en Onemlileri; siiperoksit anyon radikali, hidroksil radikali, hipoklorit,
nitrik oksit radikali hidrojen peroksit, singlet oksijen, ve peroksinitrit radikalidir
(Young 1S.&Woodside JV., 2001).
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Canlilarda serbest radikaller, olas1t metabolik siireglerden ya da ozon, hava
kirleticileri, X-1sinlar1 ve endiistriyel kimyasallar gibi dis etkenlerin etkisine bagl
olarak iiretilirler (Bagchi K&Puri S., 1998). Canli hiicrelerde enzimatik ya da
enzimatik olmayan reaksiyonlarin sonucunda serbest radikaller siirekli olarak
olusurlar (Liu T. vd, 1999). Serbest radikaller, oksijenin enzimatik olmayan
reaksiyonlart ile iiretilebilirler. Hiicre icerisinde iiretilen serbest radikal kaynaklari:
Mitokondri, iskemi/reperfiizyon hasari, peroksizomlar, ksantin oksidaz, iltihap ve
egzersiz (Ebadi M., 2001).

Serbest radikaller stabil olmayip oldukga fazla etkin atom veya molekiillerdir.
Reaktif oksijen radikalleri ve reaktif nitrojen radikalleri olarak ikiye ayrilmis olup
hiicresel metabolizmanin {iriinleridir. Hem zarar verip hem de faydali olduklar i¢in,
canli sisteminde ikili gorev aldiklarina inanilmaktadir. Hiicrenin aktif tepkimeleri
icin gerekli olan en 6nemli molekiiller oksijen ve nitrojenlerdir. Bu molekiiller i¢
veya dis etmenler nedeniyle hiicreye olumsuz etki gosteren serbest radikallere
dontigebilirler. Hiicreye zararli etki gosterdiklerinde oksidatif strese ve nitrozatif
strese neden olmaktadirlar (Valko, M. vd., 2007). Serbest radikaller olduk¢a kararsiz
yapilarda olup, c¢evresindeki molekiillerle ¢abuk reaksiyona girme ve dis
orbitallerindeki elektronlarin1 verme egilimindedirler (Halliwell B. vd., 1992). Dis
orbitallerinde  ortaklasilmamis elektron bulundurmasi serbest radikallerin
reaktivitesini fazlaca arttirdigindan dolay1 bu molekiillerin kimyasal aktifligi oldukca
yiiksektir (Valko M. vd., 2007). Oksijen molekiilii yapisindan dolay1 radikal olmaya
elverigli oldugu icin serbest radikal denince reaktif oksijen tiirleri (ROS) akla
gelmektedir. Biyolojik sistemlerdeki oksijenden meydana gelen radikaller, en 6nemli

serbest radikallerdir (Seifried H.E. vd., 2007).

Yiiksek aktiviteye sahip serbest radikaller baska molekiillerle reaksiyona
girdiklerinde o molekiillerin kimyasal yapisin1 bozarlar. Bu yiizden bu radikallere,
oksidan molekiiller ya da reaktif oksijen tiirleri denilmektedir (Goziikara, 2011).
Fakat bu radikal ve reaktiflerin canlida yiiksek oranda olusmasi oksidatif stres
kaynakli doku hasarina, hiicre 6liimiine, kanser, kalp damar hastaliklar1 ve ndrolojik

bozukluklara sebep olmaktadir (Giirdol&Adenoglu, 2010).
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2.3.2. Serbest Radikallerin Kaynaklari

Serbest radikaller hiicre i¢i veya hiicre dis1 nedenlere bagl olarak {iretilirler.

Reaktif oksijen radikallerinin en 6nemli hiicre i¢i kaynaklari;

- Sitokrom P-450, endoplazmik retikulum, mikrozomlar, peroksizomlar ve
enflamatuvar hiicre aktivitesi potansiyel kaynaklaridir. Viicuttaki stiperoksit
molekiiliiniin baglica kaynagi mitokondridir. Bir mikrogram proteine dakikada

2-3 nmol oksijen iiretebilir, birde hidrojen peroksitte (H,O,) tiretebilir.

- NADPH oksidaz, ksantin oksidaz ve diger oksidan enzimler, reaktif oksijen
radikallerinin kaynaklaridir. Ksantin oksidaz, hipoksantini ksantine ve ksantini
de irik aside katalizler. Bu reaksiyonun ilk asamasinda oksijen ve ikinci

asamasinda hidrojen peroksit olusur.

- Makrofajlarin goérevi, nétrofil ve eozinofiller icerisinde serbest radikal
tiretmektir. Makrofajlarin aktivasyonuyla nitrik oksit, oksijen ve hidrojen
peroksid’inde iginde oldugu cesitli radikaller meydana gelir. Hidrojen

peroksit’in % 80’inde mikrozomlar gorev alir.
- Arasidonik asitin metabolize oldugu sirada oksijen radikali olugur.

- Molekiillerin baslatmis olduklari hepatotoksik olaylar esnasinda kupffer
hiicrelerinin aktivasyonu ile saliverilen sitokinler radikaller olusturur (Valko,

M. vd., 2006).
Reaktif oksijen radikallerinin potansiyel hiicre dis1 kaynaklari;
- Metal iyonlari: Demir, nikel, krom, bakir, civa ve kadmiyum.

- llaglar: Bleomisin, doksorubisin, aminotriazol, oksijen, klonazin,
asetaminofen, hiperbarik klosapin, nitrofurantoin, trisiklik antidepresanlar,

siprofloksasin, siklosporin, troglitazon ve barbitiiratlar.
- Radyasyon: Ultraviyole 151k, x-ray
- Kirleticiler: Ozon, karbon monoksit, hipoklorit, yangin, plumbagin.

- Son olarak beslenme seklide ekzojen bir kaynak olarak bilinmektedir
(Abdollahi, M. vd., 2004).
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Cok sik olmamakla birlikte, oksijenin kismen rediiksiyonu ile de serbest
radikallerin ortaya ¢iktig1 goriilmistir (Thomas M.J., 1995). Bunlarin yani sira
hiicrelerde kimyasallara maruz kalma, sigara dumani, iyonize edici radyasyon, yogun
egzersiz, 1s1, hipoksi ve intoksikasyon gibi etkilerde hiicre igerisinde radikallerin
sayisini artirabilmektedir (Aslan, 1995; Wickens A.P., 2001). Biyolojik sistemlerde
serbest radikallerin bircogu oksijeni kaynak almaktadir. Hasta ya da yaslanmis
hiicreler ¢cok fazla serbest radikal tiretmektedir. Reaktif oksijen tiirlerinin bir diger
olusum kaynaklar1 arasinda bazi enzimatik reaksiyonlar ve oksidasiyon reaksiyonlari
gibi metabolik kaynaklar, radyasyon, UV 1sinlari, sigara, beslenme ve kanserojen
maddelerde yer almaktadir (Aksoy, 2002). Antineoplastik ajanlar, g¢evresel ajanlar,
baz1 kii¢iik molekiillerdeki otooksidasyon, enzimler ve proteinler, peroksizomlar,
plazma membranm1 ve oksidatif stres neden olan bazi durumlar serbest radikal

kaynaklar1 olarak bilinmektedir (Karabulut, 2016).

2.3.3. Serbest Radikallerin Tiirleri

Serbest radikaller nitrojen veya oksijen kaynaklidirlar. Nitrojen kaynakli
olanlar reaktif nitrojen tiirleri (RNS) ve oksijen kaynakli olanlarda reaktif oksijen
tirleri (ROS) olarak adlandirilirlar (Valko, M. vd., 2007). Reaktif oksijen tiirleri;
stiperoksit (O2 - ), hidroksil (OH- ), peroksil (ROO- ), lipit peroksil (LOO- ) ve
alkoksil (RO- ) serbest radikalleridir. Reaktif nitrojen tiirlerinde ise nitrik oksit (NO-
) ve nitrojen dioksit (NO2) sayilabilir (Valko, M. vd., 2007; Pham-Huy L.A. vd.,
2008).

2.3.4. Serbest Radikallerin Makro Molekiiller Uzerine Etkileri

Serbest radikallerim {retimlerinin artmasit sonucunda asiri olusan oksidatif
stres basta hiicre zar1 fosfolipitleri ve hiicresel bilesiklerin tamamina (DNA,
karbonhidrat, lipit ve protein) zarar vermekte, hiicre membranlarinin depolarize
olmast sonucu hiicre membraninin permeabilitesi ve elektrik yiik dengesi
diizensizlesmektedir (Kavas 1989; Sinclair A. vd., 1990). Bazi fiziksel sartlarda
olusan reaktif oksijen tiirleri; fagositozdaki savunma mekanizmalari, nétrofil

fonksiyonlar1 gibi bazi olaylara miidahalede bulunur (Johansen JS. vd., 2005).
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Serbest radikaller hiicre ve dokularda bazi hasarlar olugsmasina neden olabilmektedir.
Bunlardan bazilarina 6rnek verecek olursak:

Niikleotitlerin yapilarinda yer alan koenzimlerin yikilmasina,

DNA yapisinin bozulmasina,

Enzim aktivitesinde ve lipit metabolizmasinda ki degisikliklere,

Hiicre zar yapis1 ve fonksiyonlarinin degismesine,

Hiicre zar1 proteinlerinin hasari ve lipit peroksidasyonu,

Protein ve lipitlerle birlikte kovalent bag kurarak yapinin bozulmalari,
Steroid ve yag pigmentlerinin birikiminde ve proteinlerin zarar gérmesine,
Tiollere bagli enzimlerin yap1 ve fonksiyonlarinin bozulmasina,

Kollajen ve elastin gibi proteinlerin redoks olaylarinin bozulmasina,

N SEE N N N N S N N NN

Mukopolisakkaritlerin yikimina, neden olabilmektedir (Uysal, 1998).

2.3.5. Serbest Radikallerle Olusturulan Lipit Peroksidasyonu

Serbest radikallerin meydana getirdikleri oksidatif stres ile olusan
bozukluklarin baginda hiicre membranlarindaki lipid peroksidasyonu gelmektedir.
Serbest radikallerin sebep oldugu ve membran yapisinda doymamis yag asitlerinin
oksidasyonu ile meydana gelen bu kimyasal olaya lipid peroksidasyonu adi
verilmektedir (Kalender S vd., 2004).

Biyolojik canlilar igerisinde reaktif etki gdsteren oksijen iriinlerinin toksik
etkilerine en hassas yapilar lipitlerdir. Hiicre zarinda lipit peroksidasyonu meydana
geldiginde, doymamis yag asitlerinde hasar meydan gelmesi sonucu hiicre membran
akigkanliginda azalma goriiliir. Lipid peroksidasyonu esnasinda biyolojik yapida
goriilen ve oksidatif hasarin belirleyicisi olan malondialdehit (MDA) olusur (De

Zwart LL., 1999).

Malondialdehid (MDA), en énemli lipid peroksidasyonu iiriiniidiir. Ug veya
daha fazla kovalent bag bulunan yag asitlerinin peroksidasyonuyla olusur. Meydana
gelen Malondialdehid, hiicre zarindan iyon alig-verisini etki altina alarak zardaki
bilesiklerin gapraz baglanmasina neden olur boylece enzim aktivitesinin ve iyon

gecirgenliginin degisimi gibi olumsuz sonuglara sebep olur. Bu 6zelliginden dolay1
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MDA, DNA’nin nitrojen bazlar1 ile tepkime verebilir ve mutajenik hiicre

kiiltirlerinde karsinojenik ve genotoksiktir (Valko M. vd., 2007).

Biyolojik sistemler icerisinde bu radikalin hidroksil radikali ve superoksit
anyonu oldugu kabul edilir. Bunun yani sira, hidroksil radikali (OH")’nin lipid
peroksidasyonunun uyarilmasinda asil etkili radikal oldugu bilinmektedir. Hidroksil
radikali superoksit radikali ya da H,O,’den demirin Kkatalitik etkisi nedeniyle
olusabilmektedir. Serbest radikal olusumunun artmasiyla birlikte, oksidatif stres
tetiklenir. Kisacasi, biyolojik sistemlerde antioksidanlarla prooksidanlar arasindaki
olusan dengenin, prooksidanlar tarafina bozulmasina oksidatif stres adi verilir (Berk
vd., 2008). Hiicreler diisiikk oksidatif stres altindayken kendi baslarna tolerasyon
gosterebilseler de genellikle antioksidan enzim sistemlerini aktif hale getirirler.
Fakat, hiicre icinde ki antioksidan savunma sistemlerinin yeterli gelmedigi
zamanlarda, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile antioksidanlar arasindaki diizen bozulur
bu yiizden de protein, karbohidrat, lipit ve DNA gibi oksidatif hasara kars1t duyarl
olan hiicresel makromolekiiller zarar gérebilir (Zadak vd., 2009; Wildburger, 2009).

Serbest radikal tiretimindeki artis ve antioksidan savunmasinin diismesi sonucu
olusan oksidatif stresin biyobelirteci olarak, antioksidan miktarlarindaki azalma ya
da onlarin metabolitlerindeki artmalarin degerlendirilerek antioksidan tiiketiminin
arastirilmasi ile tespit edilebilir (Blumberg, 2004). Molekiillerden elektron alma
yeteneklerine sahip olan oksidanlar, hedef molekiillerin yap1 ve fonksiyonlarim
degisime ugratarak hiicre membranina, RNA, DNA gibi genetik materyale zarar
vererek hiicre hasarlarina yol a¢gmaktadir. Bu oksidanlar biyolojik sistemlerde
mitokondriyal, sitoplazmik ve ekstraselliiler formlara sahip olan SOD, GPx ve CAT
gibi antioksidan savunma sistemleri ile transferrin, seruloplazmin, GSH ve alfa-

tokoferol gibi antioksidanlar araciligiyla yikima ugrarlar (Valko vd., 2007).

Serbest oksijen radikalleri igerisinde; nitrik oksit (NO") ve siiperoksit (O%) gibi
degisik kimyasal yapidaki radikallere sahiptirler. Biyolojik sistemlerdeki en miithim
serbest oksijen radikali, oksijenden meydana gelen radikallerdir. Oksidatif stresin
sonrasinda olusan serbest oksijen radikalleri; protein ve lipit hasarina neden olur.
Serbest oksijen radikalleri ile oksitlenen yag asitleri, lipit hidro peroksitleri ve lipit

peroksi radikalleri seklini alir. Lipit peroksi radikalleri ise malondialdehit (MDA)’e
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dontigiir. Serbest oksijen radikalleri endojen veya ekzojen olarak iki sekilde
olusabilir. Endojen serbest oksijen radikelleri diizenli hiicre metabolizmas1 ve
oksidatif fosforilasyodan sonra olusur. Bazi kimyasallar, hormonlar ve ilaglar
eksojen serbest oksijen radikallerini meydana getirir. Lipit serbest radikalleri hiicre

membranindan kolay sekilde gegerek, hiicredeki dengeyi bozabilir (Knight, 1995).

Makro molekiillere zarar veren serbest radikallerin, olusum hizinin ve
etkisizlestirilme hizinin dengede tutulmasi olduk¢a Onemlidir. Yapilan bazi
calismalara gore antioksidan igeren bitkilerle beslenerek, serbest radikallere kars,
bitkilerdeki kompleks bilesiklerin viicuda alinmasinin oksidatif hasarin biraktigi
metabolik zararin azaldigi goriilmiistiir. Bundan dolay1 antioksidan savunma
sistemleri etki mekanizmalariin 6grenilmesi ve kullanimi, oksidatif stresin neden
oldugu hasarlarin giderilmesine ve halk sagligi acgisinda biiyiik bir 6neme sahiptir

(Sarag, 2010).

Hiicre zarinda bulunan yag asitleri ve kolesteroliin hidrojenle doyurulmamis
baglar1 ile metabolizmada olusan serbest radikallerin reaksiyon vermesi ile lipid
peroksidasyonu meydana gelmektedir. Yag asidi zincirinin bir lipid radikali
ozelligini kazanmasi ile lipid peroksidasyonu baslar. Sonrasinda lipid radikali,
oksijenle reaksiyona girer ve sonunda lipid peroksit radikalleri meydana gelir. Daha
sonra olusan bu lipid peroksid radikalleri hiicre zariin yapisinda bulunan diger yag
asitleri ile tepkime vererek farkli lipid radikalleri olusturur ayrica bu reaksiyon
sonucunda ortaya ¢ikan hidrojen, lipid peroksit radikalleri ile baglanir ve
lipitperoksitleri olusturur. Bu gibi devam eden zincirleme tepkimeler meydana gelir
(Ayala A., 2014). Lipid peroksitlerin yikimiyla birlikte agiga ¢ikan malondialdehit,
acrolein ve 4-hidroksinonenal gibi iiriinler biyolojik acidan bakildiginda aktiflerdir.
Bu {irtinler hiicre igerisinde metabolize edilmediginde, olusan zarar hiicrenin diger
boliimlerine de yayilir (Betteridge DJ., 2000). Coklu doymamis yag asidi
peroksidasyonu sonucu en ¢ok olusan yikim iiriinii malondialdehit (MDA)’dir. Ayni
zamanda MDA yag asidi oksidasyonunun kantitatif bir gostergesidir ve lipid
peroksidasyon derecesiyle korelasyon gosterir. 1960’lardan bu yana yapilan
calismalarda, oksidatif stres seviyesini degerlendirmek icin bir¢ok yontemle MDA

diizeyi tespiti yapilmaktadir (Frankel E.N.&Neff W.E., 1983).
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2.4. Antioksidan Sistemi

Reaktif oksijen tiirleri (ROS)’ nin diizensiz bir sekilde artmasiyla oksidatif stres
meydana gelir. Biyolojik sistemlerin bu oksidatif hasardan kendilerini korumalari
icin bazi savunma mekanizmalar1 bulunmaktadir. Bu da ROS kontroliini
saglayabilmek i¢in olusturulan antioksidan savunma sistemidir. Antioksidanlar,
oksidasyon hizini azaltmak veya durdurmak igin vardir (Kohen&Nyska, 2002).
Antioksidanlar kendi elektronlarm1 ROS’a  vererek ROS’un verdigi zarar
azaltabilirler. Bir antioksidanin durdurma, 6nleme ve onarma olmak tizere ii¢ ayri
calisma prensibi vardir. Durdurma islevinde katalitik veya katalitik olmayan
enzimleri kullanarak reaktif tiirleri temizler, Onleme islavinde, reaktif tiirlerin
olusumunu en asagi diizeyde tutabilir. Onarma islevinde ise glutatyon gibi bazi
maddelerle zarar gérmiis molekiillerin onarilmasina yardimci olur (Kohen&Nyska,

2002).

[ ANTIOKSIDANLAR ]
|

| |

ENZIMATIK ENZIMATIK OLMAYAN
ANTIOKSIDANLAR ANTIOKSIDANLAR
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gﬁ%g:;a;;ﬁg: P Mineraler ~«—* Organosdlfir Bilesikleri
Ginko, Selenyum Allium, Allil Sifit, indoller

—= Karotenoidler
Beta-Karoten, Likopen,
Lutein

Vitaminler -
Vitamin A, Vitamin C,
Vitamin E, Vitamin K

Disik Molekiler <1, Antioksidan
Agirlikli Antioksidanlar Kofaktorler
Glutatyon, Urik Asit,
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Cizelge 3. Antioksidanlarin siniflandirilmasi (Ozkaya, 2007)
Enzimatik Antioksidanlar: En o6nemli enzimatik antioksidanlar; siiperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve katalaz (CAT) enzimleridir. Bu
enzimler oksidatif zarara karsi basarili bir koruma saglamaktadirlar (Christofidou
S.M. &Muzykantov V.R., 2006). CAT ve GSH-Px gibi bazi enzimler, reaktif

hidroksil tiirlerinin zararlarina karst sinirlt bir koruma saglarlar (Erenel vd., 1992).
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Nonenzimatik Antioksidanlar: Nonenzimatik antioksidanlar arasinda en onemlileri,
glutatyon (GSH), askorbik asit, a-tokoferol ve Pkaroten olmak iizere i¢ ve dis
kaynakli antioksidanlardir (Ferreira vd., 2005). Bunlarin disinda ki diger
antioksidanlar; seruloplazmin, melatonin, laktoferrin, transferin, hemoglobin ve
miyoglobindir (Akkus, 1995). Enzimatik olmayan antioksidanlar kaynaklarina gore
kendi icinde iki ayr1 gruptan olusur. Bunlar besin kaynakli antioksidanlar ve
metabolizma kaynakli antioksidanlardir. Besin kaynakli antioksidanlar viicutta
tiretimi  yapilamayan gruplar olarak bilinmektedir bundan dolayr ekzojen
antioksidanlardir. Besin kaynakli antioksidanlar, gidalarla veya ek besin takviyeleri
ile viicuda alinmalidir. Bunlara; C vitamini, E vitamini, omega-6 ve omega-3 yag
asitleri Ornek verilebilir. Metabolizma kaynakli antioksidanlar ise metabolizma
tarafindan tretildikleri i¢in endojen antioksidandirlar. Bu gruptaki antioksidanlara,
melatonin, glutatyon ve bilirubin 6rnek verilebilir (Willcox&Ash, 2004; Pham-Huy
vd., 2008).

Antioksidanlar, oksidanlar1 zararsiz hale getirebilmek i¢in dort ayri mekanizma

kullanabilirler;

1. Temizleme etki mekanizmasi: Enzimler tarafindan oksidanlar1 gii¢siiz bir

molekiil haline getirmek seklinde ifade edilebilir.

2. Baskilama etki mekanizmasi: Vitaminler ve flavonoidler tarafindan
oksidanlara bir molekiil hidrojen aktarip etkisiz duruma getirme seklinde ifade

edilebilir.

3. Onaric1 etki mekanizmasi: Oksidatif zarara ugrayan biyomolekiiller

onarilmaktadir.

4. Zincir koparma etki mekanizmasi: E vitamini, hemoglobin ve seruloplazmin
tarafindan oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarini engelleyen agir metaller

haline getirme seklinde ifade edilebilir (S6zmen 2002; Cherubini vd., 2005).

2.4.1. Rediikte Glutatyon (GSH)
Glutatyon (GSH), yapisinda y-glutamin-sistein-glisin’ den olusan bir tripeptid

olup, ¢ogu hiicrede sentezlenebilmektedir. GSH, endojen olarak ¢ok fazla bulunan ve
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protein olmayan tiyol seklinde bir yapiya sahiptir. Hiicre biiyiimesi ve protein
fonksiyonlarmin diizenlenmesi, serbest radikallerin ve peroksitlerin detoksifikasyonu
ve bagisiklik fonksiyonlarinin onarimi gibi bir¢ok isleve sahiptir. Ksenobiyotikler ve
ROT’un detoksifikasyonunda yer alan reaksiyonlar1 katalizleyen peroksidaz ve
glutatyon transferaz enzimleri i¢in GSH bir substrat gorevi yapar. Ayrica oksijen
radikalinin patolojisind, karsi savunma i¢in kilit 6oneme sahiptir (Parcell, 2002).
GSH, serbest radikal ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicrelerin oksidatif zarara
ugramasina engel olur. Beyin, géz, bobrekler, eritrositler ve kaslarda yer alir. GSH,
ozellikle karaciger ve goz doku hiicrelerinde yiiksek miktarda bulunur (Culhaoglu,
2009). Glutatyonun, indirgenmis ve yiikseltgenmis olarak 2 ayr1 yapir sekli
bulunmaktadir. Aerobik sartlara bagli olarak normal biiyiime ve metabolizmasina
bagli olarak olusan ve selenyum atomu igeren GSH-Px tarafindan katlizlenerek
toksik peroksitler ayrilirken eritrositlerdeki glutatyon okside formuna (GSSG)
dontigiir. Boylece hiicreyi serbest radikallerin hasar birakmasina engel olur. Hiicrede
farkli sebeplere bagli olarak olusan serbest radikaller arttifinda GSSG
konsantrasyonu artarken, GSH konsantrasyonu azalmaktadir. GSH konsantrasyonun
azalip, GSSG konsantrasyonu artmasi hiicrelerde cesitli hastaliklarin  Onciisii

olabilmektedir (Culhaoglu, 2009).

GSH (y-glutamil sisteinil glisin)’1n, en fazla karacigerde bulunmasinda ragmen
tim hiicrelerde yer almaktadir. Glutatyon sentezi, sitozol igerisinde sirasiyla 7y-
glutamilsistein sentetaz ve glutatyon sentetazin katalizledigi tepkimelerle gerceklesir.
Glutatyon sentezinin hizim1 simirlayan basamagi, vy-glutamilsistein sentazin

katalizledigi reaksiyondur (Lu, 2009).
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2.4.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz, yiliksek oranda etkin bir in vivo enzimatik antioksidan
grubunda yer alir. Siiperoksit radikallerinin, toksik etkisi daha az olan hidrojen
peroksite doniismesinde katalizor gorevi yapmaktadir. Bu enzim, siiperoksit ve ROS
radikallerine karsi savunma mekanizmasinda yer alan en Onemli antioksidandir.
Ayrica, lipit peroksidasyonunun inhibe olmasina saglamaktadir. Siiperoksit dismutaz,
oksijen radikaline kars1 koruyuculugu olan en énemli enzimdir. Siiperoksit dismutaz
enzim grubu, fazla oksijeni detoksifiye etmek i¢in kullanilan kofaktorlerine gére isim

alir.

Oksijeni, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniistiiren tepkime su

sekilde yazilir:
2 0%+ 2H + — (SOD) — H,0, + O,

Bu reaksiyon ortamda SOD varsa kendiliginden olusan tepkimeye gore daha

yiiksek hizda ger¢eklesmektedir (Kayis, 2015).

Metal iceriginden dolayr metalloenzim olarak da adlandirilir. Cu/Zn-SOD
dimerik yapiya sahip olup ve sitozol igerisinde yer alir, iki alt boliimiine Zn ve Cu
baglanir. Mn-SOD ise, ilk kez 1968 yilinda McCord ve Fridovich tarafindan

kesfedilmistir. Cogunlukla mitokondride yer alir ve tetramerik yapiya sahiptir. Hiicre
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dis1 SOD, diiz kas hiicrelerinde iiretilerek, hiicre digina salgilanir (Bergendi vd.,
1999; Culotta vd., 2006).

SR reaksiyonlari,  sliperoksit  anyonunun  iiretilmesiyle  birlikte
tetiklenmekteyken, SOD ise hiicresel boliimlerdeki oksijen diizeylerini kontrol altina
almaktadir. Bu enzimlerin aktif kompartimanlarinda yer alan aminoasitlerin ¢esitli

olmasi, kofaktdr ve bazi ozelliklerine gore farkli izoformlarin olusmasina neden

olmaktadir (Landis&Tower, 2005).

Bu enzim superoksid radikalini dismutasyona ugratarak hidrojen peroksit ve
molekiiler oksijene donilismesini saglar. Metabolizmada, serbest radikali substrat

olarak kullanan tek enzim stiperoksit dismutaz enzimidir (Yin vd., 2015).

2.4.3. Katalaz (CAT)
Bitki, hayvan ve aerobik bakteriler igerisinde bulunan katalaz enzimi,
hiicrelerde en fazla peroksizomlarda bulunur (Ighodaro OM.&AKkinloye OA., 2018).

Hidrojen peroksitin su ve molekiiler oksijene yikilmasinda katalizor gérevi goriir.

Reaksiyon su sekilde ifade edilebilir (Cherubini vd., 2005).
2H,0,—2H,0+0,

Katalaz, tetramerik bir yapisi olan hemoproteindir. Yap1 igerisinde prostetik
grup olarak Fe+3 bulunduran bir Protoporfirin yer almaktadir (Giirdol&Adenoglu,
2010). Katalaz enzimi en fazla peroksizomlarda lokalize olmakla birlikte

endoplazmik retikulum ve sitozolde de yer almaktadir (Goziikara, 2011).

Katalaz, biitiin enzimler igerisinde ki, en 1iyi reaksiyon hizina (lirline
doniigebilen substrat orani) sahip enzim olarak bilinir. Katalaz, karaciger ve
eritrositlerde yliksek oranda aktiviteye sahiptir (Valko vd., 2007). Bunlarin diginda
bobrek, miyokard ve ¢izgili kaslarda da katalaz aktivitesi yiiksek olup, bag doku ise

enzim aktivitesinin en diisiik oldugu kisimdir (Goziikara, 2011).

Dogada bu kadar fazla bulunan katalaz, ilk kez 1901 yilinda O. Leew
tarafindan kesfedilmistir. Yine ilk kez 1937 yilinda Dounce ve Summer tarafindan

karaciger dokularindan kristal bir formda izole edilebilmistir. Peroksizomlar
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haricinde, mitokondri ve lizozomlarda da bulunmaktadir. Kandaki katalaz
aktivitesini biiyllk oranda eritrositler sagladigindan, insan eritrositleri katalaz
yoniinden oldukg¢a zengindir (Murray vd., 1998). Mitokondri igerisinde oksijenin
suya indirgenmesi esnasinda, sitotoksik bir yapida bulunan siiperoksit ve hidrojen
peroksit meydana gelmektedir. Siiperoksit radikallerinin sayisinin  artmasi
mitokondriye oldukca fazla hasar vermektedir. ROS’larin sebep oldugu hiicresel
zarara karsi hiicre igerisinde yer alan antioksidan savunma sistemleri koruma
saglamaktadir. Mitokondride ¢ogalan bu siiperoksit radikallerine karsi savunmada
bulunan ilk enzimler GSH-Px ve SOD enzimleridir. Hiicreye hasar veren radikallerin
bliyiik ¢ogunlugu bu enzimler tarafindan bertaraf edilse de bir kisim hidrojen
peroksit mitokondriden ayrilip sitoplazmaya gegebilmektedir. Bu asamada sitozol
icerisine gegen H,O7’in detoksifikasyonu katalaz enzimi tarafindan saglanmaktadir

(Aslankog vd., 2019; Karabulut H.&Giilay M.S., 2016).

Katalaz, kan, kemik iligi ve mukoz membranlarda da bulunmaktadir. Katalazin
indirgeyici olan bu etkisi metil ve etil hidroperoksitleri gibi kiigiik molekiiller
tizerinde de etkilidir. Fenton reaksiyonu ile bir radikal olmamasina ragmen hidrojen

peroksit, bakir ve demir iyonlarinin katalizorliigiinde hidroksil radikali

verebildiginden oldukca zararhdir (Kayis, 2015).
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Sekil 3. Antioksidan Enzimlerin Reaktif Oksijen Tiirleri Uzerine Etkisi (Robin R., 2015)

27



2.4.4. Aminotransferazlar (AST ve ALT)

Aminotransferazlar; 6zellikle karaciger lizerindeki zarari ve karaciger hiicre
gruplar1 igerisinde olusan nekrozu Ol¢ebilmek i¢in en sik kullanilan enzimlerdir
(Lenaerts A.J. vd,. 2005; McKenna M.C. vd., 2006). Her iki aminotransferazda
piridoksal fosfat1 koenzim olarak kullanir. Bu koenzim, enzim proteininde yer alan
lizin kalintilarin1 baglar ve amino asitler ile Schiff temelli gegici bir reaksiyon
olusturur bdoylece amino grubunu alarak bir o-ketoaside tasir (Friedman S. vd.,

2003).

Aspartat  transaminaz  (AST), SGOT (serum-glutamat-oxaloasetat-
transaminaz) olarak da bilinmektedir (Champe vd., 2007). Karaciger, kalp, iskelet
kas1 ve bobreklerde oldukca fazla aminoasit bulunmaktadir. Bu hiicreler kisa siireli
zarara ugradiginda, bu hiicrelerden enzimin salinmasi sonucu serum degerleri
yiikselmektedir. AST nin yiizde sekseni hiicrenin mitokondrisinde, yiizde yirmisi ise
sitozolde yer alir. Serumdaki normal diizey seviyesi 5-12 {inite/100 m’dir (Dilek,
2003). Ancak serum AST diizeylerinin hangi organdan kaynaklandigini bulabilecek
bir yontem bilinmemektedir (Friedman S. vd., 2003).

Kalp ve iskelet kasinda da ¢ok fazla yer aldigr i¢in miyokard enfarktiisii ve
hepatik konjesyona eslik eden kalp yetmezligi gibi durumlarda da artis1 goriiliir. Kalp
kasina bagli hastaliklar haricinde de kas distrofisi ve kas travmasi gibi olgularda da
AST artis1 olusur. Hafif sekilde karaciger hiicre hasarlarinda, karaciger hiicre
sitozollinde yogun olarak yer alan ALT enziminin kan diizeyi, AST’ye gore daha
fazla yiikselir. Agir karaciger hiicresel hasar ve nekroz durumlarin da ise, karaciger

hiicresinin hem sitozoliinde hem de mitokondrisin de yer alir (Henry, 2001).

Alanin transaminaz (ALT), SGPT (serum-glutamat-piruvat-transaminaz) olarak
da bilinmektedir. Piriivat ve glutamat olusurken, alaninin amino grubunu a-
ketoglutarata transferinde katalizorliik gorevi yapar. Bu reaksiyon ayni zamanda geri
doniistimliidiir. Fakat, amino asit yikimi esnasinda, bu enzim glutamat sentezi
tarafina dogru calisir. Bundan dolayr glutamat, alaninden azot toplayicisi olarak
hareket etmis olur (Champe ve ark., 2007). Serumda ki ALT, normal diizey seviyesi
4-13 iinite/100 ml* dir (Dilek, 2003).
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ALT enzimi yalnizca hepatositlerin sitoplazmasinda yer alir ve karaciger
haricinde diger dokularda c¢ok diisiik miktarlarda bulunmasindan dolay1 karaciger
hasarinda tespit icin spesifiktir. Karaciger nekrozunda, serumda ALT enzimi ile
birlikte AST enzimi de artis gostermektedir. Fakat serum AST diizeyinde yiikselme
olmaksizin serum ALT diizeyinin disiik ya da orta derecede yiikselmesi kronik
hepatitin (6zellikle hepatit C) ve karaciger yaglanmasini ifade edebilir (Rosalki
S.&Mcintyre N. 1999; Friedman S. vd., 2003). Serum ALT diizeyindeki artislar,
Reye Sendromu, viral hepatit, toksik hepatit ve siroz gibi karaciger parankimasi
hastaliklarinda; kalp yetmezligi ya da myokard enfarktiisinde ve enfeksiyoz

mononiikleoz durumlarinda goriiliir (Henry, 2001)

AST ve ALT enzimleri, 6zellikle karaciger de hasar meydana gelen hiicrelerde,
hiicre zarinda olusan permeabilite artisina bagl olarak serumdaki seviyeleri yiikselir.
Serumdaki AST, ALT’den daha hizli uzaklastirilabilir ve ¢ogunlukla ROS hiicreleri
tarafindan pargalanmaktadir. Mitokondri de yer alan AST enziminin artisi, ALT
enziminin artisina gore daha siddetli bir zararin gostergesidir. Bu nedenle
mitokontriyal/sitoplazmik AST oran1 ya da mitokontriyal/total AST oraninin
bilinmesi yiiksek hiicre hasar1 ve alkole baglh karaciger hastaliklarinin tanisinda
oldukca 6nemli bir belirtectir. Fakat AST nin bu iki izoenzimini ayirabilen az sayida
laboratuvar bulunmaktadir. Aminotransferazlarda; ¢ok az bir artis (6rnek: 5 kati
kadar) hepatosteatoz, kolestaz ve sirozun, orta seviyede ki bir artis (6rnek: 5-10 kata
kadar) akut yada viral hepatitler ve kronik hepatitlerin agirlasmasi gibi durumlarin,
¢ok daha fazla artiglar ise (6rnek: 10 kat ve lizeri) toksinler ve iskemik hepatit gibi

nedenlerin gostergesi olabilir (Sonsuz A.).

2.4.5. Alkalen Fosfataz (ALP)

Alkalen Fosfataz (ALP) viicutta en ¢ok dagilan izoenzimler grubudur (Kaplan
M., 1972). Bu izoenzim gruplari kemik, Karaciger ve plesantada ¢ok yiiksek oranda
yer alir (Sonsuz A.). ALP diizeyleri, karaciger hastaliklarini tespitte yardimci bir

takip testidir (Ramaiah, 2007).

Alkalen fosfatazlar, aktif merkezlerinde serin igeren ¢inko, bulunduran bir

metalloenzim gruplaridir. Alkali pH’da katalizor gorevi gosterip bazi organik fosfat
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esterlerini hidrolize edebilen bir enzim grubudur. Viicuttaki bircok dokuda
bulunmasi nedeniyle, reaksiyonlar da orto-fosfatlardan, inorganik fosfatlarin
salinnmimi1  saglarlar.  ALP’nin  substratlar1  fosfoserin,  pirofosfat  ve
fosfoditiletanolamin igermektedir. Karaciger dokusunda da yer alan alkalen fosfataz,
hepatositlerin siniisoidal ylizeylerine ve safra kanalikiillerinin mikrovilluslarina

yerlesmislerdir (Rosalki S.&Mcintyre N., 1999).

Serumda tespit edilen alkalen fosfataz izoenzimleri genellikle kemik ve
karacigerden kaynaklidir. Barsak da bulunan alkalen fosfataz, iki ayrt mRNA ile iki
ayrt izoenzim seklinde lokalizedir. Bu iki izoenzimden ilki barsak villuslarinin
tizerinde bulunurken, digeri ise plazmaya salinmaktadir (Friedman vd., 2003). Serum
ALP diizeyleri ¢ocuklarda biiyiimenin bir belirteci olarak yiikselmekle birlikte yas ile
degisebilmektedir (Morgan vd., 2008).

2.4.6. Malondialdehit (MDA)

Hiicre zarindaki doymamis yag asitlerinin serbest oksijen radikalleri
aracilifiyla alkoller, aldehitler ve hidroksi yag asitleri gibi baz1 iiriinlere yikilmasiyla
gerceklesen reaksiyona lipit peroksidasyonu adi verilir. Serbest radikaller yapilari
geregi proteinler, lipitler ve niikleik asitler ile etkilesime girerek hiicrede hasar
birakirlar. Bir¢ok patolojik olay esnasinda g¢esitli hiicre tiplerinde oksijenin
rediiksiyonundan meydana gelen tiirlerin tiretilmesiyle oksidatif stres olusur. Bu

nedenle hiicre yapisindaki lipitlerde hasarlar meydana gelir (Nordberg, 2001).

Biyolojik sistemlerde lipitlerin oksidasyonu sonucu MDA meydana
gelmektedir. Serbest radikaller hiicre zarina hasar vererek oksidatif strese neden
olurlar. Bu radikallerin hiicrede igerisinde meydana getirdigi lipit oksidasyonu
sonucunda MDA olusmaktadir (Vattem, 2005). Lipit peroksidasyonu son iiriinii
olarak meydana gelen ve mutlak bir aldehit olan MDA, serbest radikaller ile ¢coklu
doymamis yag asitlerinin tepkimeye girmesi sonucun ortaya ¢ikan proteinler, lipitler
ve niikleik asitler ile capraz baglanmaya sebep olmaktadir (Ray vd., 2000). ikincil
tiriin olan MDA, doku zincir reaksiyonlarinda hiz belirleyici olarak gorev alir. Lipit
peroksidasyonu sonucunda olusan {iriinlerin DNA hasarma neden oldugu

bilinmektedir. Lipit hidroperoksitler dogrudan DNA zincir hasarina neden olurken,
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lipit peroksil ve alkoksil radikalleri baz oksidasyonuna sebep olurlar. Peroksit ve
hidroperoksitlerin in vivo olarak tiimdr ilerlemesine katki gosterdikleri tespit
edilmistir. Bunun yan1 sira lipit peroksidasyonunun prokarsinojenleri son karsinojene
doniistiirmede dolayli olarak rol aldigi bilinmektedir. Yapilan bir ¢alismada meme
kanseri olan bir dokunun MDA diizeyleri, ¢cevre normal dokuya gore yiiksek olarak
tespit edilmis ve bu yiiksekliginde nekroz varliginda yetersiz kanlanma sonucu

meydana geldigi tahmin edilmistir (Portakal vd., 2000).

Lipid peroksit diizeylerinin 6l¢iilmesinde MDA miktarinin saptanmasi, genel
Ol¢iim aracidir (Okutan H.-Savag C. ve Delibas N., 2004). Ayrica, peroksidasyon
esnasinda olusmus olan dien konjugatlarinin saptanmasi da hiicre i¢i lipid

peroksitlerinin seviyesini gostermektedir (Halliwel&Gutteridge, 1999).

MDA seviyelerindeki yilikselme oksidatif strese bagli olusan lipid
peroksidasyonunun 6nemli bir gostergesi oldugundan olusan hiicre hasarinin bir
gostergesidir (Pascual vd., 1998). Ayrica MDA, hiicre zarlarindan iyon alig-verisinde
etkilesime girerek zardaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasina neden olmakla birlikte,
iyon gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuclar1 da
beraberinde getirir. MDA, mutasyonel hiicre Kkiiltiirleri icin karsinojenik ve
genotoksik etki gosterir ¢linkii MDA, DNA’nin nitrojen bazlar ile reaksiyona
girebilmektedir (Mercan, 2004). MDA’nin insanlarda ve memeli dokularinda
mutajenik etkisi (Niedernhofer L.J. ve ark., 2003), fare ve ratlarda ise karsinojenik
etkisi oldugu goriilmiistiir (Spalding J., 1988). Ug ya da daha fazla ¢ift bagi olan yag
asitlerinin peroksidasyonun da son {iiriin olarak MDA meydana gelmektedir. Lipid
peroksidasyonunun siddetiyle orantili olarak MDA seviyesi artar fakat spesifik bir
ozellik degildir (Niki vd., 2005). Ayrica MDA, prostoglandin biyosentezinde de
meydana gelebilmektedir (Esterbauer H., 1991).

2.5. Karvakrol

Baharat ve ila¢ olarak c¢ok eski caglardan beri kullanilan kekik kiymetli bir
bitkidir. Bu isim ile anilan ¢ok fazla bitki tiirii vardir. Bu bitkilerin benzer 6zellikleri
arasinda, timol ve karvakrol gibi kendine has koku veren ugucu bilesenleri iceriyor

olmasi1 gelmektedir. Kekik, insanlik tarihinin en eski kullanimina sahip olan bir bitki
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olup, en ¢ok kullanilan tiirii Origanum onites L.’ dir. Bu tiire, ‘kekik’ ad1 verilir ve en
fazla kullanilan tiir olmanin yaninda, yurtdisinda ‘oregano=kekik’ adini da almigtir

(Aydmn S., 1996).

Kekik, aromatik bir kokusu ve lezzet verici 6zelligi sayesinde tiiketime uygun
bitki ¢esitlerinden birisidir. Tedavide de ila¢ yapimin da kullanilan kekigin
iilkemizde ticareti de yapilmaktadir. Halk tarafindan kekigin bir tiirii olan Thymus
vulgaris L.’nin yapraklarindan elde edilen sulundirilmis ekstresinin ya da bundan
saflastirilmis  ucucu yaglarinin tedavide kullanildigi bilinmektedir. Solunum
problemleri, farenjit, st solunum yolu enfeksiyonlari, sindirim sistemi
diizensizlikleri, bosaltim sistemi bozukluklari, grip ve nezle gibi bir¢cok sayida
hastaliga kars1 kullanildig1 bilinmektedir. Kekik bitkisinin 6ziiniin veya yaglarinin
kirigma onleyici, antifungal ve antibakteriyel 6zellikleri vardir. Kekik ugucu yaginin

%060 ve fazlasini timol ve karvakrol olusturmaktadir (Azaz D., 2002).

Karvakrol ise, ilk olarak kekik ve sonrasinda diger aromatik bitkilerin ugucu
yag fraksiyonlarinin dogal bir bilesenidir. Karvakrol tiiketimde kullanimi bakimindan
FDA tarafindan onay alabilmis ve Avrupa gida konseyi tarafindan bu bilesen
kimyasal tatlandicilar listesinde B kategorisinde yer almaktadir. Karvakrole; 2-p-
cymenol yada isopropryl-o-cresol adlar1 da verilir. Molekiiler formiilii: C,,H140" dur
(Vincenzi De M. vd., 2004).

Karvakrol, yabani bergamot gibi bitkilerden de elde edilebilen esansiyel
yaglarin bir bilesenidir. Bu bilesenler, antiseptik ve antioksidan etkiyi igerisinde
barindirirlar ve tiiketime uygun gidalarda belli bir aromanin olusumunu saglar.
Karvakrol’lin tiiketilmesi gilivenli olup, sentetik ve antioksidatif gida katki

maddelerinin yerine dogal bir katki maddesi olarak kullanilabilmektedir (Burt, 2004).

Karvakrol antibakteriyal, antioksidan, analjezik, antitlimoral, sark c¢ibanini
onleyici, antispazmodik ve insektisidal etkilerinden dolayr monoterpeneoid
fenollerden olup son zamanlarda tip, yiyecek endiistrisi, kozmetik, dis hekimligi ve
tarim alanlarinda daha fazla kullanilmaya baslanmistir (Karaman S., 2001; Bouchra
C., 2003).
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2.5.1. Karvakrol Hakkinda Genel Bilgiler
KAR, Ballibabagiller (Labiatea) ailesine ait bitki tiirlerinin Origanum (Kekik)

cinsinden elde edilen, ugucu yaglarinda bulunan fenolik ve bir oksijenli

monoterpendir (Giindiiz, 2010).

Uluslararas1 Uygulamali Kimya Birligi, Karvakroliin adlandirilmasinda “5-
izopropil-2-metilfenol” ismini 6n goérmiistir (Yadav&Kamble, 2009). Bu yararh
madde dogada, kekik olarak bilinen bazi bitkilerde bulunur. Bu bitkinin 6zelligi
timol ve karvakrol gibi kendine 6zgii tat ve koku veren bilesenlere sahip olmasidir.
Kekigin islenmesi ile olusan ugucu yagda karvakrol vardir ve bu bitkinin biyolojik
aktivitesinde karvakrol’iin etkili oldugu bildirilmistir. (Fadiloglu vd., 2001; Baser
vd., 2008).

KAR, simdilerde yiiksek oranda gida ve kozmetik sanayinde kullanilmaktadir.
Yapilan bir¢ok ¢alismada karvakroliin antifungal, antibakteriyel (Ipek ve ark., 2003;
Lee&Jin, 2008) ve antioksidan (Ipek vd., 2003; Aydin vd. 2005) etkileri
gozlemlenmistir. Karvakrol, genis spektrumda gram negatif ya da pozitif bakterilere
kars1 antibakteriyel etki gostermektedir (Solomakos vd., 2008). Karvakrol ayni
zamanda bakteriyel hiicre zarina zarar veren biyosidal bilesik oldugu tahmin
edilmektedir. Bu bilesik bakteriyel hiicre zarlarina girerek hiicre iginde ki
antimikrobiyal aktiviteyi gostermektedir (Cristani vd., 2007; Cao vd., 2008).
Karvakrol ayrica antikanserojen bir bilesik olarak etki gostermektedir. Bu
ozelliklerinden dolay1 gida katki maddesinin yan1 sira kozmetige kadar birgok iiriinde

koruyucu olarak uygulama alanina sahiptir (Lee&Jin 2008).

Kekigin ugucu yagi igerisinde karvakrol disinda timol, terpineol, p-simen,
borneol, linalol cymol gibi bilesenler de yer alir (Altundag&Ashm, 2005; Giindiiz,
2010). Karvakrol’in analjezik, antiinflamatuvar, yaralarin iyilesmesinde ve hiicre
¢ogalmasinda hizlandiric1 etkisi oldugunu gosteren bazi ¢alismalar bulunmaktadir

(Onal vd., 2010).
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Sekil 4. Karvakroliin biyolojik yararlari (Suntres vd., 2015).

Kekigin igerisinde yer alan karvakrol’iin yararli etkilerine ornek olarak;
antimutajenik, antigenotoksik, antispazmodik, angiyojenik, antiparazitik, insektisidal,
antihepatoksik etkileri ayrica gida katki maddesi olarak, bal arilarinin tiretiminde ve
sindirim sisteni agrilarin1 tedavi amaglh kullanimi da verilebilir (Baser vd., 2008;
Giindiiz, 2010). Kekigin, kimyasal bilesikleri ve antioksidan ozellikleri arasindaki
iliskiye bakildiginda, antioksidan giicliniin antioksidan konsantrasyonuna bagl

oldugu goriilmiistiir (Giindiiz, 2010).

Kekik igerisinde yer alan karvakrol ile yapilan ¢aligmalara bakildiginda birgok
farkli  aktivitesinin  oldugu  gorilmistir. KAR’Gn  antioksidan  olarak
degerlendirilmesinin nedeni kimyasal yapisinda yer alan hidroksil (OH" ) grubudur
(Kulisic vd., 2004).

KAR’iin bir¢ok yararli etkisinin yani sira rejenerasyonu baslatici 6zelliginin de
oldugu bilinmektedir (Uyanoglu vd., 2008). Prieto ve arkadaslarinin 2007 yilinda in
vitro yaptiklart bir ¢alisma da karvakrol’iin antioksidan 6zeliginin SOR’un zararh
etkilerine kars1 koruyucu oldugunu gostermistir (Kulisic vd., 2004). KAR’iin
antioksidan ozelliginin ortaya koyan pek c¢ok c¢alisma bulunmaktadir (Tepe vd.,
2005). Ipek ve arkadaslari, 2005 yilinda KAR’{in genotoksik maddelere kars1 bile

insan sagligini1 korumada yarar sagladigini rapor etmistir.
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2.5.2. Karvakrol’iin Kimyasal Ozellikleri ve A¢ik Formulii

KAR (2-metil-5-(1-metiletil)-fenol), kekik ve yabani bergamot gibi aromatik
bitkilerin ugucu yaglarinda yer alan ve Kkarakteristik kekik kokusuna sahip olan
monoterpenoid bir bilesiktir (Suntres vd., 2015). KAR, sivi bir maddedir ve oda
sicakliginda ki yogunlugu 0,976 g/cm3’tiir. KAR’lin kaynama noktas1 236-238 °C ve
erime sicakligi ise 0°C’dir. Molekiil agirligi 150.217 g.mol-1 olan karvakroliin
kokusu timol ile benzerdir. KAR, su igerisinde ¢ok az ya da hi¢ ¢oziinmemektedir.
KAR, vyiiksek derecede lipofiliktir. Etanol, aseton, dietil eter ve alkalilerde
¢oziinebilmektedir. Dogrusal formiili (CH3)2CHC6H3(CH3)OH dir (Mohammedi,
2017).

Cizelge 4. Karvakrol’iin Acik Formiilii ve Kimyasal Ozellikleri (Azirak, 2007)

Bilinen Adlan 2-methyl-5-(1-methylethyl) phenol
CAS Kayit No 499-75-2
Kapali Formiilii CioH140
Molekiil Agirhig 150.22 g/mol
Erime Sicaklig1 0°C
Kaynama Sicaklig 236-237 °C
Yogunlugu 0.976 g/cm3
Suda Coziiniirliigii 1.25 g/L (25°C)
Fiziksel Durumu Sivi
Renk Acik sar1
Coziiciileri Etanol, dietil eter, karbon tetraklorid, aseton

CH,

OH
CH
HC  CH,
Carvacrol
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Sekil 5. Karvakroliin agik kimyasal formiilii (Yanishieva vd., 1999).

Labiatae ailesin de bulunan tiim bitkilerin esansiyel yaglari i¢erisinde karvakrol
yer almaktadir. Bu sinifta bulunan bitkilere Coridothymus (ac1 kekik) yada Thymbra
(Zahter) gibi tiirler 6rnek verilebilir (Omidi vd., 2013). Yapilan bir ¢alismaya gore;
O. Onites L. ugucu yagimmin kantitatif ve kalitatif kompozisyonu Cizelge-5' de

gosterilmistir (Erdemgil, 1992).

Cizelge 5. Origanum Onites L. yag icerisinde yer alan temel bilesenler (Erdemgil,

1992)
1. Karvakrol %065,91
2. Timol %3,64
3. P-Simen %3,24
4. Linalool %14,48
5. Alfa-Terpinen %0,5

KAR, birgok aromatik bitkinin ve bu aromatik bitkilerin ugucu yag
fraksiyonlarinin dogal bir bilesenidir. Cizelge-6’da bu bitkilere yer verilmektedir
(Vincenzi vd., 2004). Tablo-6’da gosterilen bitkiler ve bunlar igerisinden ¢ikarilan
esansiyel yaglar, ¢esitli islenmis yiyecek maddelerine lezzet katmasi igin eklenir.
KAR, gidalarda kullanimi agisindan FDA’dan onay alabilmistir. Avrupa gida
konseyi karvakrolii kimyasal gida tatlandiricilart listesinde B kategorisine ilave
etmistir. Buna yonetmelige gore karvakrol; iceceklerde 2 ppm, sekerlemelerde ise 25

ppm kadar eklenebilmektedir (Vincenzi vd., 2004).

Cizelge 6. Karvakrol’iin Elde Edildigi Bashca Aromatik Bitkiler (VVincenzi vd. 2004).

Bitkiler Karvakrol(%o)
T. capitatus 12.7-74.4

T. vulgaris 9-60

T. serpyllum 12-36.9

T. zygis 4.28-25

S. hortensis 1.2-44.0

S. montana 30-40

0. dictamnus 58.8-82.3

0. majorana 48.7

2.5.3. Kravakrol Ile Yapilan Deneysel Calismalar

36




Kekik yaginin ana hammaddesi olan karvakrol ile ilgili deneysel ve klinik
caligmalar her gecen giin artmaktadir. KAR’tin antiinflamatuvar, antikanserojen,
antibakteriyel, yara iyilesmesini ve hiicre ¢ogalmasini hizlandiran etkilerini gésteren

birgok ¢alisma vardir (Canbek vd., 2008; Uyanoglu vd., 2008).

Son zamanlarda yapilan bazi deneysel ¢alismalar 1s18inda karvakroliin hasar
gormiis karaciger hiicrelerinin yenilenmesini hizlandirdigi goriildiigii gibi (Canbek
vd., 2008; Uyanoglu vd., 2008) akciger kanserinde de iyilestirici giiciiniin oldugu
tespit edilmistir (Koparal AT.&Zeytinoglu M., 2003). Yapilan bir ¢alismada
karvakrolun, akciger kanserinde orani artan adenocarsinom’da yer alan kanserli
hiicrelerin sayisini azalttigi, hiicrelerin morfolojisini degistirdigi ve total protein

oranin da azaltama yasattig1 gorilmiistir (Koparal AT.&Zeytinoglu M., 2003).

Dogal iirlinler arasinda karvakrol gibi ugucu yaglarin kullanilmasi, kanitlanmis
terapotik eylem nedeniyle umut verici bir secenektir (Ipek vd., 2005). Hiicre ici ve
hiicre dig1 yapilan bazi ¢alismalara gore, antioksidan, antibakteriyel, antiseptik,
biiyiime diizenleyici, antispazmodik, antifungal, anti-inflamatuar, antiviral, antitussif,
kimyasal onleyici ve immiin modiilatdr gibi mikrobiyal fermantasyon modifikatorii
ayrica metan emisyonunun azaltilmasi da olmak {izere karvakroliin farkli
biyoaktiviteleri tespit edilmistir (Luna vd., 2010; Bravo vd., 2014). Karvakrol dogal
bir antioksidan olup, hiicresel membranlarin oksidatif yikimina neden olan lipid

peroksidasyonunun azaltilmasinda biiyiik 6neme sahiptir (Yanishieva NV., 1999).

Antioksidanlar besinlerdeki lipit tiirevlerinin oksidasyonunu en aza indirirler.
Besinlerin muhafazasi i¢in dogal veya sentetik antioksidanlarin kullanimina her
gecen giin ilgi artmaktadir. Bunun yani sira bu bilesikler de antioksidan ve
prooksidan ozelliklerin de arastirilmasi 6nemlidir. Peroksil radikallerinin en iyi
temizleyicisi thymol, karvakrol ve 6-gingerol gibi bilesiklerdir. Bu bilgiler 1s181nda,
sentetik antioksidan gida katki maddelerinin yerini alacak dogal bilesik
arastirmalarinda dikkate degerdir (Aeschbach vd., 1994).

Baharatlar ve yararl bitkilerden ayristirilan ugucu yaglardaki antimikrobiyal
aktiviteden bu fenolik bilesenlerin sorumlu oldugu tespit edilmistir. Yararh bitkilerin
ugucu yaglarindan elde edilen karvakrol, linalool, eugenol ve thymol’e benzer

purifiye bilesenler; birgok mikroorganizmay1 inhibe ederler. Bagamboula ve
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arkadaglarinin major bilesenleri timol ve karvakrol olan timus ugucu yagi ile
yaptiklar1 ¢aligmada karvakrol ve timolun, S. flexneri ve Shigella sonnei gibi
bakteriler tizerinde inhibitor etki gosterdiklerini tespit etmislerdir (Bagamboula vd.,
2004).

T. spyleus subsp. sypleus var. rosulans yagi icerisinde %94 oraninda
monoterpenler yer alir ve bunun %58,1’i fenolik karvakroldiir. Bu monoterpen

fraksiyonlar antioksidan aktivitesini saglamaktadir (Tepe vd., 2005).

2010 yilinda yapilan bir g¢alismada kekik ugucu yagi olan karvakrolun
metastatik meme kanserinde anti-proliferatif etkilerinin oldugu bulunmustur
(Arunasree, 2010). 2007 yilinda Slamaneova D. ve arkadaslari tarafindan yapilan bir
calismada ise karvakrol eklenen sudan igirilen ratlarin testis ve karaciger hiicresi
DNA’larin da hidrojen peroksit’in (H20;) vermis oldugu oksidatif etkilerine, kontrol
grubuna gore daha dayanikli oldugu gorilmiistir (Slamaneova D. vd. 2007).
Karvakrol alkol ve eter ile kolay bigimde ¢06ziinebilmesine karsin su ile kolay
¢oziinemez (Tepe vd. 2004; Kuli vd., 2007). Yapilan bir diger arastirmada ise
karvakroliin genotoksik maddelere karst halk sagligimn1 koruyabilecegi on
goriilmiistiir (Ipek vd., 2005). Karvakroliin, {ireme saghg iizerine ve Kronik
toksititesi ile teratojenik etkilerine yonelik yeterli veri literatiirde bulunmamaktadir
(De Vincenzia vd., 2004).

Dogal olarak elde edilen ve antimikrobiyal bir ugucu yag olan KAR’iin;
Bacillus cereus tarafindan sentezlenen diyeral toksinler istiimdeki etkilerine
bakilmistir. Karvakrol sayesinde B.cereus’ un maximal spesifik biiylime hizinin
azaldigr tespit edilmistir. Karvakroliin total protein miktarna etki etmedigi
belirlenmistir. Fakat 0.06 mg/ml karvakrol ortamda bulundugunda diyaral toksin
sentezinde belli bir azalma (%80) goriilmiistiir. Bu ¢alismanin sonuglar1 arasinda:
Gidalara MIC (minimal inhibitér konsantrasyon) degerinin {istiinde olmayan
dozlarda karvakrol eklenebilir. Béylece B. cereus tarafindan toksin tiretimi riski
ortadan kaldirilabilir ve gida giivenligi daha fazla saglanabilir (Ultee A.&Smid E.J.,
2001).

Karvakroliin gii¢lii bir antispazmodik ve antifungal bir aktivite gosterdigi birgok
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calismada tespit edilmistir. Karaman ve birkag¢ arkadasi tarafindan yapilan bir
arastirmada, Ulkemizde yetisen ve endemik bir bitki tiirii olan Thymus revolutus C’
nin ¢igeklenen bolgelerinden alinan ugucu bilesenlerin kimyasal yapilar1 analiz
edilmis ve 22 farkli bilesik saptanmistir. Bu yagda en ¢ok goriilen bilesik tiirii
karvakroldiir. Bu yaglar, 4 fungi ve 11 bakteriye karsi farkli yogunluklarda test
edilmistir. Buna gore; karvakroliin belirgin bir sekilde antifungal ve antibakteriyel
aktivite gosterdigi goriilmiistiir (Karaman vd., 2001; Bouchra vd., 2003).

Bitkilerin ugucu yag asitlerinde varolan diyetsel bilesiklere monoterpen adi
verilir. Bunlarin bazilar1 tiimore karsi giiglii aktiviteye sahiptir. Zeytinoglu ve
arkadaslari, karvakrolii origanum onites L. ugucu yagindan fraksiyonel distilasyon
yontemi ile elde etmis, ONA sentezinde yer alan, N-ras transforme myoblast
hiicreleri C025’ in, etkilerini arastirmiglardir. Bu hiicreleri gesitli dozlarda KAR ile
birlestirerek; dekzamatazon igeren biiyiime ortaminda ve ras-aktivite edici ortamda,
DNA sentezinin oniine gectigini kaydetmislerdir. Bu sonuglar 1s1ginda, KAR’iin
myoblast hiicrelerinin biiylimesin de mutant N-ras onkojenlerinin aktivite
gostermesinden sonrada inhibe edebildigini gostermistir. Sonu¢ olarak KAR’iin

kanser tedavisinde uygulanabilecegi ileri siiriilmektedir (Zeytinoglu vd. 2003).

M.H. Boskabady’nin bir arkadasi ile yapmis olduklar1 bir ¢alismada; kobay
trakeasinda KAR’iin ¢ok giiclii bir relaksan etki gosterdigini tespit etmisleridir
(Boskabady H.M.&Jandaghi P., 2003).

Karvakrol bakimindan zengin olan ugucu yaglar giiclii antioksidan 6zelliklere
sahiptir (Alma MH. vd., 2003). Karvakrol antioksidan 6zelligini yapisinda bulunan
hidroksil gruplari sayesinde kazanmaktadir (Kulisic vd., 2004).

Ipek ve arkadaslarinm, 2005 yilinda yapmis olduklar1 bir calismada
karvakriiliin ana bilesenlerinden olan Origanum onites®™ in yaginin, antigenotoksik ve
genotoksik etkilerini Microsome ve Ames Salmonella testi ile arastirmiglardir. Tespit
edilen verilere gore karvakroliin yiiksek miktarda antimutajenik aktivitesi oldugu
bildirilmistir. Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada da karvakroliin genotoksik

maddelere kars1 halk sagligin1 koruyabilecegi rapor edilmistir (Ipek vd., 2005).
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Birgok hastaligi onlemesinde karvakroliin iyi bir antioksidan madde oldugu
yapilan deneysel caligmalarda tespit edilmistir (Liang&Lu, 2012). Ayrica bu
caligmalarin sonuglar1 incelendiginde karvakroliin antitimér, antiinflamatuvar,
antimikrobiyal, antihepatotoksik ve bdcek oldiiriicti etkisinin oldugu da rapor
edilmistir (Melusova vd., 2014).

Karvakroliin baslica antioksidan, antimikrobiyal etkisinin olmasinin yani sira
kansere karsida koruma etkisi yer almaktadir. Bu alanda birgok calisma rapor
edilmistir. Ozellikle antioksidan etkisinin &n plana ¢ikmasiyla, enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidan aktivitelerine etki etmesi, hayvanlar1 beslemede
kullanilmasi ayrica hazir paketli gidalarin raf dmriinii uzatmasi gibi 6zellikler ortaya

konmustur (Sharifi-Rad vd., 2018).

Karvakroliin viicuttan uzaklastirilmasi ile ilgili ¢alismalar ¢ok eski zamanlara
dayanmaktadir. 1979 yilinda Opdyke’nin yaptig1 bir caligmada, tavsanlara oral yolla
1,5 g Karvakrol verilmis ve barsaklardan karvakrol emiliminin yavas gergeklestigi
goriilmistiir. Uygulanan karvakroliin, ortalama %30’unun gastrointestinal yolda yer
aldigr goriilmiistir. Bunun yaninda, uygulamanin 22 saat sonrasinda verilen
Karvakrol miktarinin %25’inin idrarla attima ugradigi tespit edilmistir (Opdyke,
1979). Ayrica bagka bir ¢alismada, ratlara 500 mg ve tavsanlara 1500 ve 5000 mg
susam yaginda yer alan karvakroliin oraln yolla verilmesiyle, hayvanlarin kan, diski,
idrar ve dokusunda karvakrole rastlanmistir. Bu durum, uygulamanin 2-24 saat

sonrasinda gozlenmistir (Schroder&Vollmer, 1932).

Karvakrol, yemlerde katki maddesi olarak da kullanilabilmektedir. Kanatl
hayvanlarin beslenmesinde, aflatoksin kontroliinli saglamak i¢in karvakrol verilmis

ve bunun sonucunda besi kiiltiirlinde aflatoksin liremesinin diistiigli gézlemlenmistir

(Yinvd., 2015).

Insan beslenmesinde karvakroliin kullanimi, Federal ila¢ Dairesi tarafindan
uygun ve giivenli bulunmustur. Avrupa Gida Konseyi tarafindan da kullanilabilecek
kimyasallar listesine girmistir. Bu gidalar arasinda, alkollii ve alkolsiiz igecekler,
sakiz ve dondurulmus siit tirtinleri gibi gidalar da yer almaktadir (De Vincenzi vd.,
2004).
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Ozturk ve arkadaslarinin, ratlar tizerinde 2018 yilinda yapmis olduklart bir
calismada, her grupta 10 rat olacak sekilde 3 grup kurulmus ve toplam 30 rat
deneyde kullanmilmistir. Bu ¢alismanin sonucuna goére, ratlarda meydana gelen
histopatolojik ve fonksiyonel degisimlerin, karvakrol sayesinde iyi derecede tedavi
edildigi rapor edilmistir. Caligmaya gore, kreatinin seviyelerinin yiikselmesi ve
serum BUN degerinin artmasina bagli olarak bilateral iskemi reperfiizyonu nedeniyle
akut bobrek hasari gozlemlenmistir. Bu durumun goriildiigii ratlarin karvakrol ile
tedavi edilmesiyle; tubiiler dilatasyon, akut tubiiler hasar, bobreklerde nekroz ve
inflamasyonda azalmalar tespit edilmistir. Bu g¢alismanin 1s1ginda, karvakrol ile
tyilestirilen ratlarda iskemi reperfiizyonuna bagli akut bobrek hasarinda azalmalar
oldugu goriilmiistiir. Sonug olarak, kreatinin ve serum BUN, bobrek dokusu ve renal
oksidatif stres parametrelerinde yapilan histolojik degerlendirmelerde pozitif

degisimlerin oldugu rapor edilmistir (Ozturk vd., 2018).

Hassan Ahmadvand ve arkadaslarinin, 2015 yilinda yapmis olduklart bir
caligmada, zararli bir madde olan gentamisin verilen ratlarda, histopatolojik
degisimler ve bobrek fonksiyonlari tizerine Karvakroliin koruyucu etkisi
aragtirtlmistir. Her grupta 8 hayvan olmak iizere toplamda 32 erkek rat bu ¢alismada
kullanilmistir. Calismanin sonunda bobrek dokusu histopatolojik olarak incelenmis,
serum kreatinin ve iire degerleri dl¢iilmiistiir. Serum {ire sonuclar1 incelendiginde,
tedavi edilmeyen nefrotoksik ratlarda, kontrol grubunda yer alan hayvanlarin
degerlerinden 4 kat daha yukarida oldugu tespit edilmistir. Karvakrol ile tedavi géren
nefrotoksik hayvanlar, tedavi gormemis nefrotoksik grupla kiyaslandiginda, serum
tire degerlerinin anlamli derecede azalmadigi bildirilmistir. Karvakrol ile tedavisi
edilen ratlarin degerlerinde, tedavisi edilmemis nefrotoksik rat grubuna gore anlaml
bir azalmanin olmadig1 bildirilmistir. Sonug¢ olarak, karvakroliin nefrotoksik
durumlardaki tedavi etkisinin kismen oldugu diisiincesi bildirilmistir (Ahmadvand
vd., 2016).

Farelerde yapilan invivo bir ¢alismada ise akciger kanserine karsi antitiimoral
ozellik gosterdigi bulunmustur. Karvakrol ve karvakrolce zengin kekik yagmin gida
bozulmasina neden olan gram negatif ve gram pozitif bakteriler ile mantarlar iizerine

ise antimikrobik etkileri vardir. Ayrica karvakrol; yiiksek oranda ucucu yaga sahiptir
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ve kekik kendine has kokusu ile bu ugucu yagin ana bilesimini olusturur (Baser,

2001).

Ballibabagiller (Labiatae) familyasina ait Origanum onites’in yagi ve ana
bilesenlerinden olan karvakrol ile yapilan bir calismada karvakroliin 6nemli derecede
antimutajenik aktivitesinin oldugu belirlenmis olup ayrica genotoksik maddeler
karsisinda halk sagligin1 da korumada yararl olacag ifade edilmistir (Ipek vd. 2005).
Bir dogal antioksidan olarak karvakrol, hiicresel membranin oksidatif hasarina yol
acan lipid peroksidasyonunun en aza indirilmesinde rol almaktadir (Yanishlievaa vd.,
1999).

Calismamizin amaci, ratlara oral yolla Tartrazin verilerek oksidatif stres

olusturulmasi, bu toksikasyonda Karvakroliin antioksidan etkisinin arastirilmasidir.

2.5.4. Karvakrol ile Yapilan Toksikolojik Calismalar

Akut toksisite, karaciger icerisinde yer alan biphenil 4-hidrolaz sentezi igin
ratlarda gavaj yolu ile verilen 1.5mM/kg’lik tek bir doz (%7 timol ve %93 karvakrol
karisimi) hafif bir artisa neden olur. Subakut toksisite ve kronik toksisite konusunda
hicbir veri elde edilememistir. Reprodiiktifve teratojenik caligsmalar konusunda da
yine hi¢bir veri elde edilememistir. Mutajenite de ise KAR’iin genotoksik potansiyeli
cok diistiktiir, ancak neden oldugu niikleer fragmantasyon sonucu DNA
diizeylerindeki beklenen yan etkileri de goz Oniinde tutulmalidir (Vincenzi vd.,
2004).

Gaz kromotografik-mass yontemleri kullanilarak sicanlarda timol ve karvakrol
metabolizmasi {izerine ¢alisilmistir. Bu metabolitlerin iriner ekskresyonu oldukca
hizhidir ve kiigiik bir kism1 ancak 24 saat sonra ekstre edilebilmistir. KAR ve
ozellikle de timol yiiksek oranda degisime ugramadan ekstre edilirken (yada siilfat ve
glukoronid konjugatlar1 olarak) izopropil ve metil gruplarinda genis bir oksidasyon
olusmustur. Bununla birlikte, 2-fenil propanol ve benzil alkol ve bunlarin yan1 sira

karboksilik asit derivelerinin olusmasina neden olmustur (Austgulen vd., 1987).

Eskisehir Anadolu Universitesi biinyesindeki Farmakoloji Anabilimdali

Ogrencilerinin yapmis olduklar1 bir ¢alisma ile karvakroliin bircok hususdaki 6nemi
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one cikarilmis, daha sonra Eskisehir Anadolu Universitesi Tibbi ve Aromatik Bitki
ve Ilag Arastirma Merkezinin yapmis olduklari ¢alismalarla karvakroliin, antialerjik

etkilere sahip oldugu gosterilmistir (Aydin vd., 1997).

2.5.5. Karvakrol’iin Antioksidan Etkisi

Bitkisel kokene sahip dogal iiriinlerin bir¢ogu, antioksidan ve antitimor
aktiviteteye sahip olup bu farmakolojik 6zellikleri nedeniyle uzun yillardir ilgiyi
tizerlerinde toplamaktadir (Takeoka&Dao, 2003). Serbest radikallerin 6niine gegcme,
singlet oksijen olusumunu engelleme veya azaltma ve metal iyonlarla bilesik
olusturma gibi  Ozellikler fenolik  bilesiklerin  antioksidan  etkilerinden
kaynaklanmaktadir (Rice-Avans vd., 1995). Bu fenolik bilesikler aromatik bitkilerin
antioksidan aktivitesini saglamaktadir (Skerget vd., 2005). Baz1 etmenlere sayesinde
farklilik gosteren bu hos kokulu bitkilerin kimyasal bilesimine goére, antioksidan
etkileri de farklilik gosterebilmektedir (Akgiil&Ayar, 1993).

Ulkemizde yetisen bu hos kokulu bitkiler arasinda kekigin giiclii bir
antioksidan etkisi oldugu tespit edilmistir (Akgiil&Ayar, 1993). Ulkemizde iistiinde
en ¢ok arastirmanin yapildigi aromatik bitkilerin basinda kekik gelir. Tirkiye’de
ticarette kullanilan ve yaygin olarak bulunan cinsler; Thymbra L., Origanum L.,
Coridothymus Reichb. Fil., Thymus L.ve Satureja L.’dur (Baser, 2001). KAR’iin
bir¢ok alanda antioksidan 6zellikleri tespit edildigi i¢in ve kimyasal yapisi i¢inde yer
alan hidroksil (-OH) gruplar1 nedeniyle antioksidan olarak ifade edilebilir (Sokmen
vd., 2004).

Reaktif nitrojen tiirleri (RNS) ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile antioksidan
sistem arasinda organizmalar icerisinde hemostatik bir denge vardir. Antioksidan
savunma sistemi aktivitesinde azalmanin veya oksidan molekiillerinin olusum
hizlarinda artmanin yasanmasi sonucu, antioksidan/oksidan dengenin bozulmasi
nedeniyle oksidatif stres meydana gelmektedir (Sakaguchi&Furusawa, 2006).
Yapilan diger bir calismada KAR’lin, oksidatif strese ve DNA hasarina kars
Ultraviyole B’nin uyarmis oldugu lipidperoksidasyonuna bile, hiicreyi yiiksek oranda

koruyabildigi gosterilmistir (Balakrishnan vd., 2010).

3. MATERYAL ve METOT
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3.1. Deneysel Hayvan Materyali

Calismada 200-300 g agirliginda erkek Wistar albino cinsi ratlar kullanilacaktir.
Bu hayvanlar Afyon Kocatepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesinden temin
edilecektir. Calismanin deneysel asamasi yine bu merkezde yapilacaktir. Temin
edilen ratlar gruplara ayrilacak ve deney siirecine alinmadan 6nce 7 giin siireyle
ortama aligmasi saglanacaktir. Ratlar deney hayvanlar1 {initesinde; 12 saat
1sik/karanlik, 24+1 °C derece sicaklikta ve diizenli havalandirilan ortamda kafes
igerisinde bulundurulacaktir. Ratlarin beslenmesinde standart rat yemi ve su her giin
taze olarak verilecektir. Calismada kullanilacak olan Karvakrol (Nafees vd., 2013;
El-Sayed vd., 2015) ve Tartrazin (Erdemli vd., 2017) verilme miktarlari daha once
yapilan caligmalar esas alinarak belirlenmistir. Giinlik bakimlar1 ve uygulamalar

belirtilen siire i¢erisinde 6zenle siirdiiriilecektir.

3.2. Deneysel Siire¢

Hayvanlar her grupta 7'serli olacak sekilde 6 gruba ayrilacaklardir. Toplamda
42 Wistar albino erkek rat kullanilacaktir. Deneysel asamada, Karvakrol (Nafees
vd., 2013; El-Sayed vd., 2015) ve Tartrazin (Erdemli vd., 2017) i¢in se¢ilen dozlar
daha 6nceden yapilmis ¢aligmalar incelenerek belirlenmistir. Deney gruplar asagida

belirtildigi sekilde yapilacaktir.

Grup I- (Kontrol grubu)
Grup I- (Misir Yagi grubu)
Grup I11- (500 mg/kg dozunda tartrazin)

Grup IV- (Tartrazin 500 mg/kg + Karvakrol - 12,5 mg/kg misir yaginda
¢ozdiirtlerek)

Grup V- (Tartrazin 500 mg/kg + Karvakrol - 25 mg/kg misir yaginda
¢Ozdiirtlerek)

Grup VI- (Tartrazin 500 mg/kg + Karvakrol - 50 mg/kg misir yaginda
¢Ozdiirtlerek)

3.2.1. Anestezi ve Sakrifikasyon
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Ratlar deney asamasi olan 21 giinliik siirenin bitmesinden sonra sakrifiye
oncesinde 87 mg/kg i.m. ksilazin uygulamasiyla birlikte preanesteziye alindi1 ve daha
sonra 13 mg/kg dozunda i.m. ketamin uygulanarak total anestezi yapildi. Total
anestezi sonunda gogiis kafesi kesilerek intrakardiyal olarak EDTA'ln enjektorle 3-5
cc kan alindi. Daha sonrasinda servikal dislokasyon yapilarak sakrifikasyon islemi
gerceklestirildi. Kan orneklerinin plazmalart 3000 de 10 dakika santrifiij edilerek
ayrildiktan sonra, plazmalar 1.5 lik ependorf tliplere alinarak analizleri yapilincaya

kadar -80 °C de saklanda.

Ratlarin sakrifiye edilmesinden sonra tiim organ ve dokulardan 6rnekler alindi.
Dokularin birer parcasi biyokimyasal ve molekiiler incelemeler igin -80 °C de

saklanirken diger kisimlar1 histopatolojik takibe alindi.

Sakrifikasyon islemi tamamlanip, doku Ornekleri alindiktan sonra kalan
hayvansal atiklar, tibbi atik {initesi tarafindan temin edilen 6zel ambalajlara

konulmus olup usuliine uygun yok edilmesi i¢in tibbi atik {initesine teslim edildi.

3.2.2. Histopatolojik Degerlendirme

Disseke ratlarin beyin, akciger, kalp, bobrek, karaciger, kalp dokular1 toplandi
ve %10 formaldehit soliisyonunda sabitlendi. Daha sonra bu dokular histolojik doku
takip prosediirlerine gore analiz edildi ve parafin bloklara gomiildi. 5-6 pm
kalinliginda parafin kesitleri kesildikten sonra hematoksilen-eozin boyamasi yapildi
ve Nikon, Eclipse Ci, mikroskobunda analiz edildi. Histolojik doku takip metodu

asagida ozetlenmistir.
3.2.3. Doku Takibi

Histopatolojik degerlendirmelerin yapilmasi i¢in % 10’luk tamponlu formalin
soliisyonunda bobrek, kalp, karaciger, beyin, testis ve akcigerlerden alinan doku
ornekleri incelendi. Sonrasinda doku o&rnekleri 2-3 mm kalinliginda ve dogru
ebatlarda kiigiiltiilerek doku takip kasetlerine alindi. Devamli akan musluk suyunda
bir gece yikandiktan sonra 50, 70, 80, 96’lik ve absoliit alkol ve ksilol, ksilollii
parafin daha sonrasinda 58 °C’de erimis parafinde 2’ser saat bekletildi ve yine
parafinle bloklandi. Mikrotom (Leica, RM 2245) ile parafin bloklart 5 mikron
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kalinliginda kesilerek alinan Ornekler su banyosu (Leica, HI 1210) iizerinden
lamellere alindi. On dakika kadar etiivde kurutulduktan sonra histopatolojik
yontemlerde analiz verisi elde etmek i¢in kullanildi. Tiim kesitler 50, 70, 80 ve 96’1k
alkol serileri ile ksilolden gegirilerek hematoksilen-eosin boyama yontemi (HE) ile
uygun sekilde boyand: (Luna, 1968). Boyamalar1 yapilan 6rnekler, binokuler baslikli
1s1k mikroskobunda (Nikon, Eclipse Ci, Tokyo, Japan) incelendi ve gerekli olan
orneklerden mikroskobik resimler ¢ekildi (Nikon DS Fi3, microscopic digital camera

systems, Tokyo, Japan).

3.3. Lipid Peroksidasyon ve Aantioksiadan Parametreler;

Muhtelif doku ve kan drneklerinden; malondialdehid (MDA), glutatyon (GSH),
stiperoksid dismutaz (SOD).

3.3.1. Doku Homojenizasyonu

Eritrositlerin hazirlanmasi i¢in Winterbourn ve ark. (1975) kullanildi. Kisaca
eritrositler, kan numunelerinin santrifiijlenmesi (3500 rpm, 15 dakika, 4 °C) ve
ardindan 3 kez izotonik tuzlu su tampon ¢ozeltisi (pH 7.4) ile yikanarak elde edildi.
Daha sonra eritrositler esit hacimde izotonik salin tampon soliisyonu ile Eppendorf
tiplerine aktarildi ve -20 °C'de flakonlarda saklandi. Analizden Once, eritrosit
stispansiyonunun 0l¢iim i¢in hazir hale getirilmesinde soguk deiyonize su kullanildi.
Doku 6rneklerinin hazirlanmas: Ince ve ark. (2014)’na gore gerceklestirildi. Kisaca
hayvanlar sakrifiye edildi ve bobrek, karaciger, kalp, beyin, akciger ve testis dokulari
soguk izotonik tuzlu su tamponu kullanilarak yikandi. Doku numuneleri, dis dokudan
temizlendi ve sogutulmus Tris-HCl tamponu (0.15 M, pH 7.4) icinde duruland.
Orneklerin homojenatlar1 (%10, w/v) bir Tris-HC1 tamponu kullanilarak hazirlandi.
Daha sonra homojenize dokular 3500 rpm'de 4 °C'de 10 dakika santrifiij edildi ve
6lciime kadar -20 °C'de saklandi. MDA, GSH, SOD ve CAT dahil olmak iizere lipid
peroksidasyon parametrelerinin Slglimii i¢in eritrositler ve doku homojenatlar

kullanildi.

3.3.2 Siiperoksid Dismutaz (SOD) ve Katalaz (CAT) Akivitesinin Tayini
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SOD ve CAT, hiicrelerin oksidatif hasara kars1 korunmasinda rol oynar (Guerin
vd., 2001). Doku homojenati ve eritrosit lizatindaki SOD aktivitesi, daha once tarif
edildigi gibi Sun vd., 1988 tarafindan bildirildigi sekilde gerceklestirildi. Bu
yontemin prensibi, bir siiper oksit akisi olusturan ve siiperoksitin bir gostergesi
olarak nitroblue tetrazolyumu (NBT) mavi formazon'a indirgeyen ksantin oksidaz ve
ksantin arasindaki reaksiyona dayanmaktadir. Spektrofotometrik Sl¢tim 560 nm'de
yapildi ve SOD aktivitesi, eritrositte U/gHb ve dokuda g protein basimna U olarak
ifade edildi. CAT aktivitesinin belirlenmesi, sirasiyla Aebi (1974) ve Luck (1963)
tarafindan agiklanan yontemlere gére doku homojenati ve eritrosit lizatinda yapildi.
Bu yontemler, H202'nin katalaz yoluyla su ve oksijene ayrigmasi yoluyla calisir.
H202, ultraviyole spektrumda 240 nm'de maksimum absorpsiyon saglar. Indirgeme
hiz1, oda sicakliginda 45 saniye boyunca 240 nm'de 6l¢iildii ve eritrositte k/gHb ve
dokuda k/pg protein (k; nmol/dk) olarak ifade edildi. Dokulardaki protein ve
eritrositlerdeki hemoglobin igerigi sirasiyla Lowry ve digerleri (1951) ve Drabkin ve
Austin (1935).gore spektrofotometrik olarak belirlendi.

3.3.3. Malondialdehit (MDA) Aktivite Tayini

Malondialdehit (MDA) seviyesi, lipid peroksidasyonunun (LPO) giivenilir bir
biyolojik belirteci olarak kullanildi. MDA, tam kan numuneleri ve doku
homojenatlari i¢in Draper ve Hardley (1990) ve Ohkawa ve arkadaslarina (1979),
gore belirlendi. Bu yontemler, tiyobarbitiirik asit ve MDA reaksiyonunun elde edilen
rengini trofotometrik olarak 6l¢cer. MDA konsantrasyonu, tiyobarbitiirik asit-MDA
kompleksinin (kanda nmol/ml ve dokuda nmol/g) absorbans katsayisi ile belirlendi
ve bir ¢ift 19t UV-Goriiniir spektrofotometre (Shimadzu 1601, Tokyo, Japonya)
kullanilarak 532 nm'de belirlendi.

3.3.4. Rediikte Glutatyon (GSH) Tayini

GSH, reaktif oksijen tiirlerine kars1 enzimatik olmayan bir savunma sisteminin

ana bilesenidir ve tiikketimi oksidatif stres tarafindan indiiklenebilir (Guerin vd.,

47



2001). Kan ve doku numunelerindeki GSH konsantrasyonu, daha énce Beutler vd.,
(1963) tarafindan tarif edildigi gibi belirlendi. Kisaca, numune (0,2 ml) ve damitilmig
su (1,8 ml) birlikte karistirilir, ardindan numuneye 3 ml ¢okeltme soliisyonu (1,67 g
HPO3, 30 g NaCl, 0,2 g EDTA, 100 ml distile suda) eklendi. Bu karisim, yaklasik 5
dakika bekletildikten sonra siiziildii (Whatman No. 42). Daha sonra siiziintii (2 mi)
bagka bir tiipte 0.3 M Na2HP04 (8 mi) ve 5,5'-Dithiobis (2-nitrobenzoik asit) (1 mi)
ile karistirildi. Optik yogunlugun spektrofotometrik olarak belirlenmesi 412 nm'de
(Shimadzu 1601 UV-VIS spektrofotometre, Tokyo, Japonya) gergeklestirildi.
Sonuglar nmol/ml kan ve nmol/g 1slak doku olarak ifade edildi.

3.4. Molekiiler Analizler

Alinan 6rneklerde doku hasari ile iligkili olan yangisal genlerin (IFN- vy, TNF-a
ve NFKB) ekspresyon diizeylerine bakildi.

RNA izolasyonu, RNA’larin Kalite Kontrolii, DNaz Uygulamasi ve cDNA Elde
si; Uygulama sonrasinda ratlardan alinan karaciger ve bobrek doku 6rnekleri RNAlat
er Solusyonuna (Thermo Fisher Scientific, USA) alind1 ve daha sonra da -80°C’de u

ygulama yapilana kadar saklandi.

RNA izolasyonu igin -80°C’den ¢ikartilan dokular kullanildi. GeneJet RNA Pur
ifikasyon Kiti (Thermo Fisher Scientific, USA) kullanilarak RNA izolasyonu yapild.
Ratlarin bobrek ve karaciger dokularindan izole edilen RNA’larin kalitesi ve miktari
MultiskanTM FC Mikroplate Fotometre (Thermo Fisher Scientific, USA) cihazinda
A260/A280 UV dalga boylarinda olgiilerek, gruplara ve dokulara gore izole edilen R
NA miktarlart cDNA eldesinde toplamda 1pug RNA olacak sekilde hesaplanarak kull

anildi.

Elde edilen RNA’lardan DNA’y1 uzaklastirmak i¢in 1 ug kalip RNA, 1 ul 10X
Reaksiyon Soliisyonu, 1 pul RNaz igermeyen DNaz I (Thermo Fisher Scientific, USA
) eklenip ve DEPC (dietil pirokarbonat) ile toplam hacim 10 pl’ye tamamlanarak 30
dk 37°C ve 10 dk 65°C’de inkiibasyona birakildi. DNaz I uygulanan RNA’dan Rever
tAid H Minus Single Strand cDNA Sentez Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) yardi
miyla cDNA elde edildi.
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Primer Tasarimi; Deneyde kullanilan tasarladigimiz primerler NCBI web sitesin
den Rattus norvegius’a 6zgii B-aktin, NFkB, TNF-a, ve IFN- y genlerine ait mMRNA d
izileri kullanilarak ve FastPCR 6.0 (Kalendar vd., 2009) bilgisayar paket programind
an yararlanildi ve kontrol edildi. Primer dizileri ve gen bankasi numaralar1 Cizelge 7’

de verilmistir.

Real-time PCR; Deney gruplari arasindaki gen ekspresyon seviyelerindeki farkli
liklar1 belirlemek amaciyla real- time PCR ve gene 6zgii primerlerden yararlanildi. S
ecilen genlerin ve housekeeping gen (-Aktin) ekspresyonu, ratlarin karaciger dokula
rindan alinan 6rnekler Bio RAD real-time PCR cihazinda incelendi. Daha sonra Real
-time PCR sonuglarin analizi Bio RAD CFX Manager 3.1 yazilimi kullanilarak ger
ceklestirildi.

PCR karigimi, 1 pl revers primer (10 pmol), 1ul forward primer (10 pmol), 10 p
1 SybrGreen karigimi (Maxima SYBR Green qPCR Master Karisimi ve ROX Soliisy
onu, (Thermo Fisher Scientific, USA), 1 pul cDNA ve 7 pl su eklenerek, toplam haci
m 20 ul’ye olacak sekilde ayarlandi.

Ug agsamasi olan amplifikasyon isleminde sirasiyla; primer yapismasi, denatiiras
yon ve zincir uzatma olmak tizere daha sonra elde edilen amplifikasyon egrilerine ait
olan dongii esigi (Ct) parametrelerinden hareketle, hedef genlerin mRNA ekspresyon
diizeylerinin nisbi degisimleri 2-AACt metodu ile hesaplandi (Pfaffl, 2001).

Bu hesaplamada;

AACt = (Cthedef gen — Ctbeta actin)denek grubu — (Cthedef gen — Ctbeta actin)kontrol grubu

formiiliinden faydalanildi. Hesaplanan deger her bir gen i¢in ayri ayr1 2-AACt formiil
tine yerlestirilerek mRNA ekspresyon diizeyi iizerine eklenecek sekilde artis ya da az
alma seklinde belirlendi. B-aktin geni endojen kontrol geni olarak kullanildi ve diger
genlerin ekspresyon diizeyleri her bir 6rnege ait B-aktin gen diizeyine gbre normaliza

syon uygulandi.
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Cizelge 7. Calismada kullanilan primer dizileri

Gen Oligoniikleotit Dizisi Gen Bankasi1 No

B-Aktin F | GAGGGAAATCGTGCGTGACAT NC_005111.4
R | ACATCTGCTGGAAGGTGGACA

NF«B F | TCCCCAAGCCAGCACCCCAGC NM_199267.2
R | GGCCCCCAAGTCTTCATCAGC

TNF-a (Takahashi vd., 2018) | F | CGAGTGACAAGCCCGTAGCC NM_012675.3
R | GGATGAACACGCCAGTCGCC

IFN-y F | AAGACAACCAGGCCATCAGCA | NM_138880.3
R | TTCACCTCGAACTTGGCGATGC

3.5. Biyokimyasal Parametreler

Alman plazma 6rneklerinden AST, ALT ve ALP miktarlar1 temin edilen ticari

kitlerle spektrofotometrik olarak belirlendi.

3.6. istatistiksel Analiz

Calismada, gruplar arasindaki farklilik ve ortalamalar tek yonlii varyans analizi

(One-Way ANOVA) ve Duncan testi ile SPSS 15.0 for Windows paket programi

kullanilarak yapilda.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular
4.1.1 MDA Diizeyleri

Tartrazin ilavesi ile kan ve dokularda MDA seviyelerinde yiikselme ve
karvakrol gruplarina gore anlamli derecede artisa sebep olurken, karvakrol ile farkli
dozlarda tedavi edildiginde MDA seviyelerinin tartrazin grubuna gore anlamli

derecede kontrole yaklastirdig: tespit edildi.

4.1.2. GSH Diizeyleri

Dokulardan karaciger, beyin, bobrek, kalp ve testislerde karvakrol grubu GSH
degerlerinin kontrol grubu degerlerine gore olumlu derecede yiikseldigi gozlenirken,
tartrazin grubunun GSH diizeyleri karvakrol ve kontrol grublarina kiyasla anlamlt
derecede diistiigii gozlemlenmistir. Tartrazin ve karvakrol gruplarini tartrazin grubu
ile karsilagtirdigimiz da diisiis gosteren GSH diizeylerinde olumlu derecede artis

oldugu ve hatta karvakrol grubu degerlerine yaklastig tespit edilmistir.

4.1.3. SOD Aktivite Diizeyleri

Tartrazin uygulamasi tiim organ dokularinda SOD enzim aktivitesinde
karvakrol ve kontrol gruplarmma gére anlamli azalmaya sebep olurken, karvakrol

eklenmesinden sonra SOD aktivitesinde anlamli artiglar tespit edilmistir.

4.1.4. CAT Aktivite Diizeyleri

Tartrazin uygulamasi karaciger, beyin, bobrek ve kalp dokularinda CAT enzim
aktivitesinde belirgin diisiislere neden olurken karvakrol eklenmesinden sonra enzim
aktivitesinin olumlu yonde artis gosterdigi ve kontrol grubu degerlerine yaklastigi

tespit edilmistir.

4.1.5. Plazmada Karaciger Enzim Diizeyleri
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Tartrazin uygulamasindan sonra plazmadaki ALT enzim degerleri, dokulardaki
hasara bagli olarak karvakrol ve kontrol gruplarina gore ciddi artiglara neden
olurken, karvakrol ilavesinden sonra ALT degerlerinde anlamli azalmalar tespit
edilmisdir. Plazma AST enzim degerleri tartrazin uygulamasiyla birlikte karvakrol ve
kontrol gruplarina gore anlaml yiikselmeler gosterirken, karvakrol ilavesinden sonra
plazma AST degerlerinin istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig1 ve karvakrol
grubu degerlerine yaklastigi goriilmistiir. Son olarak plazma ALP enzim degerlerine
bakildiginda tartrazin uygulamasiyla birlikte karvakrol ve kontrol gruplarma gore
anlamli yiikselmelere neden olurken, karvakrol tedavisi istatistiksel olarak plazma

ALP degerlerini azaltarak kontrol grubu degerlerine yaklastirmistir.

4.1.6. Karaciger ve Borbrekte Degisen Biyokimyasal Gen Parametreleri

Ratlardaki karaciger ve bobrek dokularinda tartrazin (500mg/kg), 12,5, 25 ve
50 mg/kg karvakrolin TNF-o gen ekspresyon diizeyleri {stiindeki etkisi
degerlendirildi. Ortalama degerler + standart sapmalardir (n=6). Her iki dokudaki
gen lizerine tartrazine etkisi olumsuz etki gosterirken, artan dozlardaki karvakrol

anlamli derecede kontrole yaklastirmistir (Sekil 8, Sekil 11).

Ratlardaki karaciger ve bobrek dokularinda tartrazin (500mg/kg), 12,5, 25 ve
50 mg/kg karvakroliin IFN-y gen ekspresyon diizeyleri {istiindeki etkisi
degerlendirildi. Ortalama degerler + standart sapmalardir (n=6). Her iki dokudaki
gen lizerine tartrazine etkisi olumsuz etki gosterirken, artan dozlardaki karvakrol

anlamli derecede kontrole yaklastirmistir (Sekil 6, Sekil 9).

Ratlardaki karaciger ve bobrek dokularinda tartrazin (500mg/kg), 12,5, 25 ve
50 mg/kg karvakrolin NF-kB gen ekspresyon diizeyleri {stiindeki etkisi
degerlendirildi. Ortalama degerler + standart sapmalardir (n=6). Her iki dokudaki
gen lzerine tartrazine etkisi olumsuz etki gosterirken, artan dozlardaki karvakrol

anlamli  derecede  kontrole  yaklastirmistir.  (Sekil 7, Sekil  10).
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Cizelge 8. Gruplara ve dokulara gore MDA diizeyleri

MDA Kan Bobrek Karaciger Kalp Beyin AKciger Testis
(nmol/ml) (nmol/g (nmol/g doku) (nmol/g (nmol/g (nmol/g (nmol/g
doku) doku) doku) doku) doku)
Kontrol 8,38+1,96° | 5,34+0,59° 2,47+0,96° 2,24+0,9° 1,8+0,73¢ 1,4+0,56° 0,94+0,3°
Yag 8,65£1,73° | 5,88+1,98° 2,58+0,93° 2,27+0,65% | 1,89+0,66° 1,48+0,62° 1,03+0,32°
Tartrazin 20,46+6,41° | 10,2+1,76° 7,99+1,83° 582+42,1*° | 5,04+0,76° 3,9+1,66° 2,32+0,82°
Tartrazin + Karvakrol 12,5 mg/kg | 18,84+6,35® | 9,39+3,68% 7,43+2,49% 4,84+1,04%° | 3,78+1,23° | 326+1,32® | 1,85+0,75%®
Tartrazin + Karvakrol 25 mg/kg | 16,09+6,91% | 8,71+1,83% 6,86+2,71% | 3,74+1,08" | 2,89+1,23" | 2,79+0,95® | 1,73+0,51®
Tartrazin + Karvakrol 50 mg/kg | 13,25+4,08" | 7,63+1,99" 4,83+£1,96" | 2,92+1,23% | 2,73+0,98™ | 2,13+£0,86™ | 1,43+0,49"
Cizelge 9. Gruplara ve dokulara gore GSH diizeyleri
GSH Kan Bobrek Karaciger Kalp Beyin Akciger Testis
(nmol/ml) (nmol/g (nmol/g doku) (nmol/g (nmol/g (nmol/g (nmol/g
doku) doku) doku) doku) doku)
Kontrol 38,24+6,51% | 30,78£10,07° | 30,62£6,61° | 19,47£7,48% | 20,58+4,6° | 21,35+7,26* | 10,93£2,4°
Yag 37,94+2,3% | 30,7+10,89° 29,37+9,88° | 19,67+2,55% | 20,08+4,09* | 20,87+5,06° | 10,34+2,68°
Tartrazin 17,1945,59% | 14,3245,04° 13,5243,13° 6,99+2,38% | 10,64+1,69° |  7,67+2,96° 2,7+0,81°
Tartrazin + Karvakrol 12,5 mg/kg | 20,62+6,36*" | 18,88+331° | 1517+4,44° | 9,6+1,85 | 12,72+5,1% | 12,67+4,87 | 3,98+1,43%
Tartrazin + Karvakrol 25 mg/kg | 27,33+9,18™ | 24,35+8,19% 20,87+7" 12,62+4,02% | 152+1,42" | 14,73£549° | 6,07+2,42"
Tartrazin + Karvakrol 50 mg/kg | 33,68+5,59% | 26,029,890 | 22,68+9,5® | 1522+4,05% | 16,81+5,6® | 182+392%® | 7,76+2,67°
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Cizelge 10. Gruplara ve dokulara gore SOD diizeyleri

SOD Eritrosit Bobrek Karaciger Kalp Beyin AKkciger Testis
(U/gHb) (U/ng (U/ng protein) (U/ng (U/ng (U/ng (U/ng
protein) protein) protein) protein) protein)
Kontrol 30,38+7,55° | 10,5+3,46° 7,14+2,46° 4,63+1,78* | 6,13+2,12° 3,13+0,42° 1,82+0,68°
Yag 29,11£9,24* | 10,31+2,96° 7,11£1,07% 4,6+1,52° 6,08+2,6° 3,11+1,14% 1,8+0,61°
Tartrazin 13,9+3,63° 1,86:0,65° 2,7+0,8° 1,68+0,67° | 1,11%0,38° 1,68+0,43° 0,62+0,26°
Tartrazin + Karvakrol 12,5 mg/kg | 15,44+5,1° | 3,08+1,16° 3,43+0,92° | 2,44+0,86™ | 1,93+0,76% | 221+0,74® | 0,65+0,16°
Tartrazin + Karvakrol 25 mg/kg 17,1£6,24" | 6,22+1,61° 4,19+1,65 | 3,52+1,45% | 3,07+12™ | 2,25+0,81® | 0,91+0,34™
Tartrazin + Karvakrol 50 mg/kg | 23,93+9,97® | 8,34+3,52% 5,49+1,73% 3,99+1,07* | 4,38+1,57% 2,6+0,89° 1,34+0,3%
Cizelge 11. Gruplara ve dokulara gore CAT diizeyleri
Katalaz Eritrosit Bobrek Karaciger Kalp Beyin Akciger Testis
(k/gHb) (k/ng (k/ng protein) (k/ng (k/ng (k/ng (K/ng
protein) protein) protein) protein) protein)
Kontrol 110,82+31,29% | 10,58+2,71° 9,54+2,62° | 429+1,11° | 3,66+1,44° | 5,38+1,92% | 4,82+1,68°
Yag 107,89+36,74* | 10,54+3,08° 9,14+1,47° | 424+0,91° | 3,49+0,7° 528+1,76° | 4,78+1,33°
Tartrazin 47,94+17,92° | 4,9+0,53° 3,81+0,65° 1,2140,39° | 1,58+0,35° 1,93+0,8° 2,05+0,61°
Tartrazin + Karvakrol 12,5 mg/kg | 55,08+16,99" | 5,05+0,81° 4,22+0,86° 1,4£0,43® | 1,88+0,78" | 2,77£0,96™ | 2,24+0,81™
Tartrazin + Karvakrol 25 mg/kg | 67,49+21,87 | 6,53+1,38™ 5,57+1,52 2,240,72° | 1,99+0,73% | 3,34+1,08" 3,11
Tartrazin + Karvakrol 50 mg/kg 83,9£26,8® | 8,53+1,24® 7,142,38° 3,44+0,83% | 2,76£0,98" | 3,89+124% | 3,56+1,5%
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Cizelge 12. Plazma AST, ALP ve ALT enzim aktivite diizeyleri (1U/L)

AST (1U/L) ALP (1U/L) ALT (1U/L)
Kontrol 35,27+14,64° 79,72+21,89" 28,06+8,44¢
Yag 36,82+9,49° 80,07+19,18° 29,92+12,1°
Tartrazin 103,53+27,3° 124,42422,34° 68,73+16,86°
Tartrazin + Karvakrol 12,5 | 89,56+17,95® 117,55+26,3% 61,24+16,02%
mg/kg
Tartrazin + Karvakrol 25 74,12421,85° 97,82+23,06% 50,94+12,7"
mg/kg
Tartrazin + Karvakrol 50 44,66+15,1° 89,4+27,18° 36,73+14,79%
mg/kg

4.2. Histolojik Bulgular

Kontrol ve karvakrol gruplarna ait hematoksilen-eosin ile boyanan kesitlerde
beyin parankiminde noronlarda vakuolizasyon, damarlarda hiperemi ve fokal glia
hiicre infiltrasyonu alanlart izlendi. Akciger lobiillerinde, intersitisyel alanda
kalinlasma, damarlarda hiperemi ve alveollerde 6dem birikimi izlendi. Kalp
dokusunda myokard hiicrelerinde hyalin dejenerasyonu ve nekroz alanlar1 ¢oklu
yapida degerlendirildi. Karaciger hepatositlerinde vakuoler dejenerasyon alanlari,
vena sentralislerde hiperemi ve ¢ift ¢ekirdekli hepatosit olusumlari izlendi. Bobrek
glomerulus kapillar yumaginda vakuolizasyon, damarlarda hiperemi, intersitisyel
bolgede hemoraji alan1 ve bowman boslugunda genislemeler degerlendirildi. Testis
hiicreleri TSK liimeninde spermatozoit yogunlugunda azalma, diizensiz bazal

membrana sahip TSK olusumlar1 ve TSK lumeninde vakuolizasyon olusumlari

olduk¢a yogun diizeyde belirlendi.

Resim 1. Beyin Dokusu Histopatolojik Incelemesi-a A3 (Beyin, Tartrazin grubu);
(Kalin ok) Néronlarda vakuolizasyon, (ince ok) Damarlarda hiperemi, (Okbas1) Fokal glia

hiicre infiltrasyonu alanlar1
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Resim 2. Beyin Dokusu Histopatolojik incelemesi-b A4 (Beyin, Tartrazin+C25
grubu); (Kalim ok) Néronlarda vakuolizasyon, (ince ok) Damarlarda hiperemi, (Okbast)
Fokal glia hiicre infiltrasyonu alanlar1 kler. A5 (Beyin, Tartrazin+C50 grubu); (ince ok)
Damarlarda hiperemi. A6 (Beyin, Tartrazin+C100 grubu); (Kalin ok) Noronlarda

vakuolizasyon

Resim 3. Akciger Dokusu Histopatolojik incelemesi-a B3 (Akciger, Tartrazin
grubu); (Kalm ok) Intersitisyel alanda kalinlasma, (Ince ok) Damarlarda hiperemi, (Okbas1)

Alveollerde 6dem birikimi

Resim 4. Akciger Dokusu Histopatolojik incelemesi-b B4 (Akciger, Tartrazin+C25
grubu); (Kalm ok) Intersitisyel alanda kalinlasma, (Ince ok) Damarlarda hiperemi, (Okbas1)
Alveollerde 6dem birikimi. B5 (Akciger, Tartrazin+C50 grubu); (Kalin oK) Intersitisyel
alanda kalinlasma. B6 (Akciger, Tartrazin+C100 grubu); (Kalin ok) Intersitisyel alanda

kalinlagma
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Resim 5. Kalp Dokusu Histopatolojik Incelemesi-a C3 (Kalp, Tartrazin grubu);

(Kalin ok) Myokard hiicrelerinde hyalin dejenerasyonu ve nekroz alanlart

Resim 6. Kalp Dokusu Histopatolojik Incelemesi-b C4 (Kalp, Tartrazin+C25 grubu);
(Kalin ok) Myokard hiicrelerinde hyalin dejenerasyonu ve nekroz alanlar. C5 (Kalp,
Tartrazin+C50 grubu); (Kalin ok) Myokard hiicrelerinde hyalin dejenerasyonu ve nekroz

alanlari.

Resim 7. Karaciger Dokusu Histopatolojik incelemesi-a D3 (Karaciger, Tartrazin
grubu); (Kalin ok) Hepatositlerde vakuoler dejenerasyon alanlari, (Ince ok) Vena
sentralislerde hiperemi, (Okbas1) Cift ¢cekirdekli hepatosit olusumlari
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Resim 8. Karaciger Dokusu Histopatolojik incelemesi-b D4 (Karaciger,
Tartrazin+C25 grubu); (Kalin ok) Hepatositlerde vakuoler dejenerasyon alanlari, (Okbasti)
Cift ¢ekirdekli hepatosit olusumlari. D5 (Karaciger, Tartrazin+C50 grubu); (Kalin 0k)
Hepatositlerde vakuoler dejenerasyon alanlar, (Okbasi) Cift ¢ekirdekli hepatosit olusumlari.
D6 (Karaciger, Tartrazin+C100 grubu); (Okbasi) Cift ¢ekirdekli hepatosit olusumlari

Resim 9. Bobrek Dokusu Histopatolojik Incelemesi-a E3 (Bobrek, Tartrazin grubu);
(Kalin ok) Damarlarda hiperemi, (ince ok) Glomerulus kapillar yumaginda vakuolizasyon,
(Kavrimli ok) Intersitisyel bolgede hemoraji alani, (Okbas1) Bowman boslugunda

genislemeler.

Resim 10. Bobrek Dokusu Histopatolojik Incelemesi-b E4 (Bobrek, Tartrazin+C25
grubu); (ince ok) Glomerulus kapillar yumaginda vakuolizasyon, (Kivrimli ok) Intersitisyel
bolgede hemoraji alani, (Okbasi) Bowman boslugunda genislemeler. E5 (Bobrek,
Tartrazin+C50 grubu); (Krvrimli oK) Intersitisyel bolgede hemoraji alani, (Okbags1) Bowman

boslugunda genislemeler.
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Resim 11. Testis Dokusu Histopatolojik Incelemesi-a F3 (Testis, Tartrazin grubu);
(Kalin ok) TSK liimeninde spermatozoit yogunlugunda azalma, (Ince ok) Diizensiz bazal

membrana sahip TSK olusumlari, (Okbasi) TSK lumeninde vakuolizasyon olugumlari.

Resim 12. Testis Dokusu Histopatolojik incelemesi-b F4 (Testis, Tartrazin+C25
grubu); (Kalm ok) TSK liimeninde spermatozoit yogunlugunda azalma, (Ince ok) Diizensiz
bazal membrana sahip TSK olusumlari, (Okbagi) TSK lumeninde vakuolizasyon olugumlart.
F5 (Testis, Tartrazin+C50 grubu); (Kalin ok) TSK liimeninde spermatozoit yogunlugunda
azalma, (ince ok) Diizensiz bazal membrana sahip TSK olusumlari, (Okbas1) TSK
lumeninde vakuolizasyon olugsumlari. F6 (Tsetis, Tartrazin+C100 grubu); (Okbasi) TSK

lumeninde vakuolizasyon olugsumlari.
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IFN-gamma B3 Yag

8- a E Tartrazin
ab [ Tartrazin+
6- T Karvakrol 12,5 mg/kg
bc Tartrazin +
- c Karvakrol 25 mg/kg

Tartrazin +
d Karvakrol 50 mg/kg

mRNA ekspresyon seviyelerinde
kat degisimi
H
[

Deney Gruplari (Karaciger)

Sekil 6. Karaciger dokusu IFN-gamma diizeylerinin mRNA ekdpresyon seviyelerindeki kat
degisimi. (a, b, ¢, d, e, f) Aym siitunda, farkli harflere sahip degerler istatistiksel olarak
onemli farkliliklar gosterir. (p <0.05).

NF-kB E3 Yag
ﬁ 101 B3 Tartrazin
= a 0 Tartrazin+
e 8- ab ab Karvakrol 12,5 mg/kg
o E T b Tartrazin +
c & B - Karvakrol 25 mg/kg
4
g % 4 Tartrazin +
E—-‘ Karvakrol 50 mg/kg
()]
<
=
4
E I I

Deney Gruplari (Karaciger)
Sekil 7. Karaciger dokusu NF-kB diizeylerinin mRNA ekdpresyon seviyelerindeki kat

degisimi. (a, b, ¢, d, e, f) Ay siitunda, farkli harflere sahip degerler istatistiksel olarak
onemli farkliliklart gosterir. (p <0.05).
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TNF-alfa E3 Yag

8- E3 Tartrazin

@D Tartrazin+
Karvakrol 12,5 mg/kg

b Tartrazin +
Karvakrol 25 mg/kg

Tartrazin +
Karvakrol 50 mg/kg

AN

mRNA ekspresyon seviyelerinde
kat degisimi
H
[

Deney Gruplari (Karaciger)

Sekil 8. Karaciger dokusu TNF-alfa diizeylerinin mRNA ekdpresyon seviyelerindeki kat
degisimi. (a, b, c, d, e, f) Aymi siitunda, farkli harflere sahip degerler istatistiksel olarak
onemli farkliliklar gosterir. (p <0.05).

IFN-gamma E3 Yag
61 BE3 Tartrazin
a 4 D Tartrazin+
T Karvakrol 12,5 mg/kg
4- 1 bc & Tartrazin +

Karvakrol 25 mg/kg

Tartrazin +
Karvakrol 50 mg/kg

AN

mRNA ekspresyon seviyelerinde
kat degisimi

Deney Gruplari (Bébrek)
Sekil 9. Bobrek dokusu IFN-gamma diizeylerinin mRNA ekdpresyon seviyelerindeki kat

degisimi. (a, b, ¢, d, e, f) Aymi siitunda, farkli harflere sahip degerler istatistiksel olarak
onemli farkliliklar1 gosterir. (p <0.05).
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NF-kB E3 Yag

8- E3 Tartrazin
a [ Tartrazin+
" ab Karvakrol 12,5 mg/kg

Tartrazin +
Karvakrol 25 mg/kg

Tartrazin +
Karvakrol 50 mg/kg

ALLIHHIIMIWN

22

mRNA ekspresyon seviyelerinde
kat degisimi
H
[

Deney Gruplari (Bébrek)

Sekil 10. Bobrek dokusu NF-kB diizeylerinin mRNA ekdpresyon seviyelerindeki kat
degisimi. (a, b, c, d, e, f) Aymi siitunda, farkli harflere sahip degerler istatistiksel olarak
onemli farkliliklar gosterir. (p <0.05).

TNF-alfa E3 Yag
6+ a E Tartrazin
[ Tartrazin+
ab Karvakrol 12,5 mg/kg
4- T b b Tartrazin +

Karvakrol 25 mg/kg

Tartrazin +
Karvakrol 50 mg/kg

LLUIIIMIN

mRNA ekspresyon seviyelerinde
kat degisimi

Deney Gruplari (Bébrek)
Sekil 11. Bobrek dokusu TNF-alfa diizeylerinin mRNA ekdpresyon seviyelerindeki kat

degisimi. (a, b, ¢, d, e, f) Aymi siitunda, farkli harflere sahip degerler istatistiksel olarak
onemli farkliliklar1 gosterir. (p <0.05).
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5. TARTISMA

AboelZahab ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada giinliik beslenmelerine gida
katki boyasi (tartrazin, glin batimi1 sar1) ilave ettikleri ratlarda karaciger
enzimlerinden AST (Aspartat Aminotransferaz), ALT (Alanin Aminotransferaz) ve
alkalin fosfatazda ylikselme tespit etmis ve histopatolojik ¢aligmalarin da kahverengi
pigment gormiislerdir (AboelZahab vd., 1997). Aym zamanda farkli
konsantrasyonlarda tartrazin verilmis ratlarin serum total lipidlerine bakildiginda
trigliseritler ve kolesterolde 6nemli bir yiikkselme gézlemlenmistir (AboelZahab vd.,
1997). Bizim c¢alismamizin sonuglarina gore de diyetlerine tartrazin eklenen ratlarda
serum AST ALP ve ALT diizeylerinde yiikselmeler goriilmiis artan dozlarda

karvakrol eklendiginde bu degerlerde anlamli derecede diisiisler tespit edilmistir.

Sharma ve arkadaglarinin yaptiklar1 bir ¢alismada, sicanlara vermis olduklari
cikolatalara gida boyasi olarak tartrazine eklediklerinde Kkaraciger enzimleri olan
AST ve ALT diizeylerinde 6nemli bir artis gézlemlemislerdir. Yine ayni ¢alismada
globulinde ve serum total proteinde de 6nemli bir yiikselme tespit etmislerdir. Ayrica
dogal olmayan gida boyalarimin oksidatif strese bagli olaral toksik etki
olusturmasinda dolay1 karaciger enzimlerinin kana saliniminin artmasi da serum
protein konsantrasyonun da artmaya sebep olabilecegini bildirmislerdir (Sharma vd.,
2005). Bizim sonuglarimiza gore de oksidatif strese neden olan tartrazine karsi
karvakrol tedavisinin serum biyokimyasal parametreler iizerinde ki sonuglar1 benzer

degerlere sahip olup, tartrazinin bu degerler {izerindeki artisa etkisi oldukca ylikektir.

Helal ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢alismaya gore, dogal olmayan ya da
bitkisel kaynakli renk verici gida katki maddelerinin gidalarla birlikte agizdan
verilmesinin serum AST ve ALT seviyelerinde belirgin bir yiikselmeye neden
oldugunu rapor etmislerdir. Ayn1 zamanda bu ¢alismada 1 ay boyunca tartrazin
verilen sicanlarda serum kreatinininde belirgin bir yiikselme gérmiislerdir (Helal vd.,

2000). Elde ettigimiz sonuglar da bu ¢alisamla ayni1 dogrultuda olmustur.

Farkli dozlarda oral yolla tartrazin verilen siganlar iizerinde yapilan bir
caligmada, yiiksek dozda gida boyas1 olan tartrazine maruz birakildiginda karaciger

katalaz aktivitesinde ve glutatyon (GSH) igeriginde belirgin bir azalma gorildiigii
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rapor edilmistir (Amin K.A.&Abdel H., 2010). Ayn1 zamanda karaciger dokusundaki
lipit peroksidasyonunda (MDA) anlamli bir yiikselme ve karaciger siiperoksit
dismutaz (SOD) aktivitesinde de kontrol grubuyla karsilastirildiginda belirgin bir
azalma tespit edilmistir. Tartrazin, sindirim sisteminin bir boliimii olan barsaklar
tarafindan sindirime ugradiktan ve metabolize olduktan sonra aromatik amin
stilfanilik aside doniisiir. Daha sonra olugsmus olan bu aromatik aminler, amino
gruplarinin nitrit-nitrat iceren besinlerle veya mide igerisinde metabolize olduktan
sonra, metabolizmalarimin bir pargast olarak reaktif oksijen tiirlerini
sentezleyebilirler. Reaktif oksijen tiirlerinden olan (ROS) siiperoksit anyon, H,O; ve
hidroksil radikal oksidatif stresin artmasini saglayabilirler (Amin K.A.&Abdel H.,
2010).

Yapilan baska bir ¢alismada ise tartrazinin karaciger ve bdbrek
parametrelerinde sapmalara neden oldugu ve serbest radikaller meydana getirerek
oksidatif stresi arttirdigi goriilmiistiir. Bu sentetik azo boyalar1 canlilarda barsaklarda
pargalanabilir ve sonug olarak yiiksek miktarda toksik etkisi olan aromatik aminlerin
kana karismasina neden olabilir. Bu toksik bozulmaya bagli olarak bobrek, beyin,

mide ve karacigerde zarara neden olabilir (Basu A.&Kumar S., 2016).

Sentetik bir gida boyasit olan tartrazinin, albino si¢anlarda bodbrekler ve
karacigerin biyokimyasal belirtegleri olarak degerlendirilen, glutatyon peroksidaz
(GPx) ve siiperoksit dismutaz (SOD) diizeylerini degistirdigi belirtilmistir. Bunun
yani sira tartrazin diyetle birlikte uzun bir zaman verildiginde si¢anlarin mide zarina
(artan eozinofiller ve lenfositlerden dolay1) zarar verdigi de rapor edilmistir. Gida
katki boyalarinin olusabilecek tiim olumsuz etkilerini asagiya ¢ekmek igin ADI
(Kabul Edilebilir Glinlik Alim) miktar1 hesaplanmistir (Bhatt D. vd., 2018).

Gecmis yillarda yapilmis olan bir baska calismada i¢gme suyu igerisine %0,1 ve
%2,0 seviyelerinde tartrazin ilave edildiginde siganlarda olusan kanserojen yapiyi
arastirmiglardir. Calismada siganlarin igme suyuna 2 yil siiresince %2 diizeylerine
kadar tartrazin ilavesinin kanserojen riski tagimadigini rapor etmislerdir. Ayrica,
baska bir kanserojen etki incelemesi c¢alismasinda 104 hafta boyunca %0, %0,5,

%1,5 ve %5 diizeylerinde diyetlerine tartrazine eklenen farelerde %5’e kadar olan
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tartrazin dozlarinda kanserojen etki saptanmamustir (sirasiyla disi ve erkek farelerde,
9735 ve 8103 mg/kg/giin) (EIhkim M. vd., 2007).

Bir¢ok ¢alismada tartrazin, glin batimi sar1, karmoisine gibi katki maddelerinin
cesitli dozlarinda mutajenik, toksik ve kanserojen etkide olabilen aromatik aminler
meydana getirebilecegi belirtilmistir. Diyetlerde %5 in {stiindeki alimlarda
kanserojenik etkiye neden oldugu rapor edilmistir (Leo L. vd., 2018). 2015 yilinda,
tartrazinin toksikolojik etkisi {izerinne yapilan bir ¢alismada siganlarin diyetindeki
%0,5-5,0 arasinda ki tartrazin ilavesinden 2 yil boyunca etkilenmedikleri
belirtilmistir (Masone D.&Chanforan C., 2015).

Hindistan’da yapilan bir ¢alismada izin alimarak kullanilabilen sentetik gida
boyalarinin genotoksisitesi incelenmistir. Tartrazinin de iginde bulundugu 8 ayri
sentetik gida renklendiricisi ve bunlarin diger tiirlerinin izin verilmis olan dozlarda
bile halk saglig1 acisindan insan lenfositleri i¢inde genotoksik etki gosterdigi ileri
stiriilmiistir. Bu c¢aligma sonucunda, gelismis iilkelerde uygulanan gida katki
boyalarinin kabul edilen giinliik alim miktarlarinin ve izin sinirinin ne oldugunun

yeniden ifade edilmesi zorunlulugunu ortaya koymustur (Leo L. vd., 2018).

Siraki ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir c¢alismada aromatik aminlerle,
hepatositlerin inkiibasyonunda, sitotoksisite meydana gelmeden 6nce mitokondriyal
hiicre potansiyelinde bir diismeye neden oldugunu rapor etmislerdir. Karaciger GSH
diizeylerinin tiim arilaminler aracilifiyla test edildiginde ise deplese oldugu ve
aminofluoren ve o-anisidin ile GSH’larin yogun olarak oksidasyonu goriilmiistiir
(Siraki A.G. vd., 2002).

Ratlardaki bobrek ve karaciger dokularinin biyokimyasal degerlerinde
diyetlerine eklenen tartrazin nedeniyle degisiklikler goriilebilir bunun yam sira
yiiksek dozlarda eklendiginde daha yiiksek risk tasiyabilmektedir. Tartrazin, serbest
radikal olusumuna neden oldugu i¢in dokularda oksidatif strese neden olur (Himri I.
vd., 2011). Antioksidan savunma sistemi, serbest radikaller nedeniyle olusabilen

hiicresel hasarlara kars1 muhafazasinda yer alir (Mourad 1.M.&Noor N.A., 2011).

Yapilan baz1 ¢alismalara bakildiginda, ratlar ve sicanlardan alinan karaciger ve

bobrek doku drneklerinde doku hasari ile iliskilisi oldugu diisiintilen IFN- y, TNF-a
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ve NFkB yangisal genlerine deginilmis ancak gerekli Glglim ve histopatolojik
incelemelere literatiir taramalarinda rastlanilmamistir. Yaptigimiz bu calismada
yiiksek tartrazin (500 mg/kg), maruziyetine birakilan daha sonrasinda ise; 12,5, 25 ve
50 mg/kg karvakroliin, diyetlerine eklendigi ratlardaki karaciger ve bobrek
dokularinda IFN- y, TNF-a ve NFkB gen ekspresyon diizeyleri iizerinde etkilerine
baktik. Her iki dokudaki genler iizerine tartrazinin olumsuz etki gosterdigini ve artan
dozlarda karvakrol aliminin ise anlamli derecede kontrol grubuna yakinlastirdigi
tespit ettik.

Gilinlimiizde sentetik gida renklendiricilerinin uygulanmasiyla ilgili yapilmis
olan bazi caligmalarda gida renklendiricilerinin ROS sentezini yiikselttigi ve bunun
sonucunda oksidatif stresi meydana getirdigi ortaya konmustur (Himri 1. vd., 2011;
Visweswaran B.&Krishnamoorthy G., 2012). Hiicresel bir organizmada ROS
sentezindeki yiikselme, antioksidan enzim diizeyleri ile korreledir ve bunun
sonucunda oksidatif stres meydana gelir (EI-Tohamy M., 2012). OS, serbest
radikallerin ortamda artmas: ile antioksidan savunma sistemi tarafindan temizlenerek
dengenin olumlu y6ne kaymasiyla ortadan kaldirilir (Friederich M. vd., 2009; Kaneto
H. vd., 2010). Bizim g¢alismamizda, karvakrol ile tedavi, CAT ve SOD enzim
aktivitesi diizeylerinde tartrazin grubuna gore ciddi oranda iyilesmeler saglamis

ayrica CAT aktivitesini kontrol diizeylerine yaklastirmistir.

Gao ve arkadaslar1 yaptiklari calismada siganlara tartrazin uygulamasinin
antioksidan enzimlerden SOD, CAT ve GR aktivitelerinde azalmaya neden oldugunu
bildirmislerdir (Gao Y. vd., 2011). Sonuglarimiz, karvakrol ile tedavi edilen ratlarda
beyinlerinde ki antioksidan enzimlerin azalan etkinliklerini g6steren raporlarla ayni
dogrultudadir (Gao Y. Vd., 2011).

Amin ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢alisgmada si¢anlarin diyetlerinde 30
giin boyunca diisik dozda tartrazin uygulamalarina ragmen bobrek ve karaciger
fonksiyonlariin bozulmasina, karacigerde antioksidan/oksidan dengesinin bozularak
oksidadif hasara neden oldugunu tespit etmislerdir. Calismacilar siganlara 500 mg/kg
tartrazin uyguladiklarinda ise karaciger dokularinda SOD, GSH ve CAT
aktivitelerinin kontrol gruplarina gore 6nemli dercede azaldigini, MDA diizeylerinin

ise anlamli diizeyde arttigini rapor etmislerdir (Amin K. vd., 2010). Benzer sekilde
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caligmamizda da tartrazin eklenmesinin MDA seviyelerini anlamli sekilde arttirdigini
tespit ettik. Ayrica karvakrol ile birlikte tedavi saglandiginda tartrazin grubuna gore
indirgenmis olan GSH seviyelerinde kontrol degerlerine dogru yaklasirken, MDA

seviyelerinde ise istatistiksel olarak anlamli azalmalar oldugunu tespit ettik.

Al-Seeni ve arkadaslarinin, yaptiklar1 bir ¢alismada ise siganlara belli siire ve
miktarda tartrazin uyguladiklarinda karaciger dokusunda GSH, CAT ve SOD
degerlerinde anlamli diizeyde diislisler, MDA seviyelerinde ise onemli derecede
artiglar tespit etmiglerdir (Al-Seeni M.N. vd., 2017). Calismamizda tartrazin
uygulamasi antioksidan enzimlerden MDA aktivitesinde artisa, CAT ve SOD
aktivitesinde ise azalmaya sebep olarak, dokularda ki antioksidan kapasitesini

distirmiistiir.

Daha oOnce siganlar iizerinde yapilmis olan bir calismada sentetik gida
boyalarindan olan tartrazinin ¢ok yiiksek dozlarda siganlara uygulanmasi sonucu
plazma enzimlerinde (ALT, AST ve ALP) artan aktiviteler, hepatositlerin yiikselen
hasari, gecirgenligi ve yaralanmalarini ifade ettigini ortaya koymuslardir (Suzuki Y.
vd., 2001). Yikselmis olan ALT ve AST seviyeleri, siganlara verilmis olan
tartrazinle olusacak hepatik, mitokondriyal ve hiicresel membranlarin zarar
gérmesinin oniine gecmistir. Onceki caligmalara benzer olarak, bu calismada da
karvakroliin hiicresel savunma sistemini diizenleyen mekanizmalar aracilifiyla

dokular1 hasara kars1 koruyabilecegi ortaya konmustur.

Mekkawy ve arkadaglar1 sentetik gida azo boyalar1 arasindan tartrazini
uyguladiklarinda serum AST, ALT ve ALP seviyelerinde 6nemli derecede artisin
oldugini rapor etmislerdir (Mekkawy H. vd., 1998). Yine Khayyat ve arkadaslarinin
yapmis olduklari aragtirmada da 30 giin siireyle 20 si¢ana tartrazin verdiklerinde
plazmadaki ALT, ALP ve AST degerlerinde anlaml diizeylerde artis oldugunu ifade
etmiglerdir (Khayyat L. vd., 2017). Yine bir diger ¢alismada ise dort gruba ayrilan 18
albinolu ratlardan bir gruba tartrazin verilmis ve tartrazin verilen ratlarda ALT, ALP
ve AST degerlerinde artisin oldugu goézlemlenmistir (Al-Seeni M.N. vd., 2017).
Calismamiz 6nceden yapilmis olan ¢alismalarla benzerlik gostermekte olup tartrazin
verilmesi karaciger harabiyetine sebep olarak plazmadaki ALT, AST ve ALP

degerlerinde yiikselmeye sebep olmustur.
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2007 yilinda Slamaneova D. ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada ise
karvakrol eklenen sudan igirilen ratlarin testis ve karaciger hiicresi DNA’larin da
hidrojen peroksit’in (H20;) vermis oldugu oksidatif etkilerine, kontrol grubuna gére

daha dayanikli oldugu gosterilmistir (Slamaneova D. vd., 2007).

Gegmis yillarda yapilan bir ¢alismada kronik strese maruz kalmis sicanlarin
beyin, karaciger ve bobreklerinde karvakroliin oksidatif strese karst koruyucu etkileri
calisgilarak MDA, indirgenmis GSH, SOD, GSH-Px, GR ve KAT aktivitelerinin
seviyesi degerlendirilmigstir. Strese bagli olarak hayvanlarin beyin, karaciger ve
bobrek lerinde MDA seviyesi 6nemli Ol¢lide daha yiiksek, GSH ve Antioksidan
enzimlerin seviyeleri ise kontrol grubuna kiyasla daha diisiik bulunmustur (Farooqui
vd., 2017). Sonuglarimiza gore; GSH diizeylerinin tartrazin uygulamasiyla birlikte
ciddi anlamda azaldigi goriildii. Oksidan/antioksidan dengenin bozulmasiyla birlikte
GSH deplesyonu hiicre dokularinda oksidatif hasara sebep olmustur. Calismamizda
antioksidan olarak se¢ilen karvakroliin antioksidan etkisi ile lipid peroksidasyonunun
bir irinii olan MDA diizeylerinde ciddi azalmalar gorildi. Ayrica GSH
diizeylerinde de karvakrol tedavisinden sonra anlamli iyilesmeler oldugu tespit
edildi.
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6. SONUC ve ONERILER

Yapmis oldugumuz ¢alismada gida boyasi olan tartrazinin kan ve beyin, kalp,
karaciger, akciger, testis ve bobrek dokusu iizerinde olusturmus oldugu oksidatif
stres kaynakli doku hasarmi ayrica Karvakroliin koruyucu etkilerini histolojik

degisiklikler ve biyokimyasal testlerle tespit ettik.

Calismamiz dogrultusunda, tartrazin (500 mg/kg) ve karvakrol (12,5; 25; 50
mg/kg) miktarlarda 21 giin boyunca ratlara verilmis olup, antioksidan sistemi
baskilamigtir. Tartrazin uygulanmasiyla SOD enzim aktivitesinde, azalma tespit
edildi. SOD enzim aktivitesinde bir azalmanin goriilmesi, asirt ROS birikimi ile
iligkili olup, hiicre membranlarinin fonksiyonunun ve biitiinliigiiniin bozulmasina
neden olmustur. Calismamizda ratlara tartrazin uygulanmasi CAT aktivitesinde de
azalmalara neden olmustur. Bu azalma nedeniyle artan H,O;’ler yeterince

detoksifiye edilemediginden tiim dokularda oksidatif strese neden olmustur.

Bu c¢alismada tartrazin uygulamasi ratlarin tim dokularinda ki MDA
seviyelerinin belirgin sekilde artmasina sebep olmustur. MDA seviyelerinde ki bu
yikselme ise antioksidan savunmanin asir1  olusan serbest radikalleri
onleyememesine ve doku hasarina neden olmaktadir. Calismamizda tartrazin
uygulamasi antioksidan savunma mekanizmasindan SOD, GSH ve CAT
aktivitesinde diistise sebep olarak, lipit peroksidasyonuna neden olan H,O;’nin

yiikselmesiyle birlikte dokularda ki antioksidan kapasitesini azaltmustir.

Karvakrol ile tartrazini birlikte uygulandigimizda AST, ALT ve ALP enzim
aktivitelerinin tartrazin grubuyla karsilagtirildiginda azaldigmmi ayrica eklenen
karvakrol miktarinin artmasiyla birlikte bu degerlerin dikkat ¢ekici diizeyde diismeye
devam ettigini gbzlemlendik. Biyokimyasal sonuglarimizla paralel olarak
histopatolojik ve genetik sonuglarimizda da tartrazin uygulamasi dokularda orta ve
siddetli derecede dejenerasyon, damarlarda hiperemi, intersitisyel alanda kalinlasma,
diizensiz bazal membrana sahip TSK olusumlart ve bowman boslugunda
genislemelere sebep oldugunu tespit ettik. Tartrazin eklenmesi ile meydana gelen

hasarin karvakrol ile tedavi edilmesiyle hasarin en aza indigi goriildii.
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Ratlardaki bobrek ve karaciger dokularinin biyokimyasal degerlerinde diyetlerine
eklenen tartrazin nedeniyle degisiklikler goriilebilir bunun yani sira yiiksek dozlarda
eklendiginde daha yiiksek riskde tasiyabilmektedir. Yaptigimiz c¢alismada yiiksek
tartrazin maruziyetine birakilan daha sonrasinda ise KAR’iin diyetlerine eklendigi
ratlardaki, karaciger ve bobrek dokularinda, IFN- y, TNF-o ve NFkB gen ekspresyon
diizeyleri iizerinde etkilerine bakilmis olup her iki dokudaki genler iizerine
tartrazinin olumsuz etki gozterdigi ve artan dozlarda KAR, aliminin ise anlamh
derecede kontrol grubuna yakimnlastirdigi goriildi. Calismamizin, bu konuda

yapilacak olan ¢aligmalara da kaynak olmasi diigtiniilmektedir.

Sonu¢ olarak deneysel verilerimiz dogrultusunda ratlara, tartrazin
indiiklemesiyle dokularda ve genetiklerde olusan hasara oksidatif stresin neden
oldugunu ve bu hasarin karvakrol tarafindan azaltilabildigini histolojik ve
biyokimyasal sonug¢larimiz 1siginda ortaya koyduk. Bu ylizden, sentetik gida
boyalarinin zararh etkilerine yonelik tiiketiciyi bilinglendirmek ve gidalara ilave
edilen her tiirli katki maddesinin konsantrasyonunu belirtmek gerekir. Ayrica bu
tirtinlere karsin dogal bir antioksidan olan karvakroliin alimi tartrazinin olusturdugu
zararli etkilere karst anlamli derecede iyilestirme saglayacaktir. Sonuglarimiza
dayanarak, mevcut durumda gida katki maddelerinin daha  detayh

degerlendirilmesinin elzem oldugunu diisiiniiyoruz.
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