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OZET

Yiksek Lisans Tezi

NITRIK OKSIT URETIMI UZERINE TOLUENIN ETKISI VE RESVERATROL’UN
KORUYUCU OZELLIGININ ARASTIRILMASI

Raissa SOAMANJARY

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisu
Biyoloji Anabilim Dali

Damisman: Dog¢. Dr. Egemen DERE

Toliien, diinyada en yaygin kullanilan organik ¢oziiciilerden biridir. Toluen endustride ve
birgok ticari Uriinde 6rnegin boyalar, boya incelticiler, oje, yapistiricilar, vernikler ve
temizleyicilerde kullanilmaktadir. Toliien ayni1 zamanda en sik kotiiye kullanilan inhale
cozlcudir. Tollenin metabolizmasi sonucu reaktif oksijen tirleri (ROS) veya reaktif
nitrojen tirleri (RNS) Uretilir. Resveratrol (3,5,4'-trihidroksistilben), bircok bitki turunde,
ozellikle tiztim, yer fistig1, ve dutlar dogal olarak olusan bir polifenoldiir. Resveratroliin
antioksidan, anti-enflamatuar, yaslanma Kkarsiti, antikanser, kardiyoprotektif ve
noroprotektif dahil birgok biyolojik etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Nitrik oksit (NO),
nitrik oksit sentaz (NOS) enzim ailesi tarafindan L-arginin’den endojen olarak uretilen
iki atomlu serbest radikal, oldukga reaktiftir, ¢esitli reaktiflerle tepkimeye girerek ¢oklu
sinyal yollarini diizenleyebilen bir gazdir. Memelilerde ti¢ NOS izoformu bulunmaktadir:
ndéronal NOS (nNOS), endotel NOS (eNOS) ve indiklenebilir NOS (iNOS). Bu
calismada, tollen maruziyetinin serbest radikal NO Uretimi (zerindeki etkisi ve
resveratroliin koruyucu etkisi arastirildi. Bu amagla, 250-350 gram agirliginda Wistar
Albino erkek siganlar (36 adet) kullanildi. Siganlar kontrol ve deney olmak Uzere iki
gruba ayrildi. Deney gruplarindaki sicanlara alt1 glin boyunca 900mg/kg dozunda toliien
ve li¢ farkli resverarol dozunda (Smg/kg, 10mg/kg ve 20mg/kg) i.p yolla uygulandi.
Kontrol grubundaki siganlara ise serum fizyolojik ve %10 etanol ayn1 yontemle verildi.
Altinct guniin sonunda hayvanlar disekte edilerek karaciger ve kan dokulari toplandi.
Toplanan karaciger dokusunda ve serumda NO seviyeleri ve NOS aktiviteleri incelendi.
Sonug olarak karaciger dokusunda ve serumda NO seviyelerinde toliien uygulamasindan
sonra kontrol gruplarina gore anlamli bir artis gézlendi. Tolten ile birlikte resveratroliin
ti¢ farkli dozunun uygulanmasindan sonra, tolienle-muamele edilen gruba ve kontrol
gruplarna kiyasla karacigerdeki NO seviyesinde anlamli bir azalma bulundu. Tollenin
etkisiyle NOS aktiviteleri etkilendi ve en yiksek aktivitesi iINOS’ta bulundu. Ancak
resveratrol uygulamasindan sonra iNOS aktivitesinde belirgin azalmalar gozlendi.

Anahtar Kelimeler: Tollen, resveratrol, nitrik oksit, nitrik oksit sentaz
2022, vii + 39 sayfa.
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INVESTIGATION OF THE EFFECT OF TOLUENE ON NITRIC OXIDE
PRODUCTION AND PROTECTIVE PROPERTIES OF RESVERATROL
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Toluene is one of the most widely used organic solvents in the world. Toluene is used in
industry and in various commercial products, including paints, paint thinners, varnishes,
nail polish, and cleaning products. Toluene is also the most commonly abused inhaled
solvent. Exposure to toluene occurs primarily through inhalation of vapors and sometimes
through oral or dermal contact. Metabolism of toluene produces reactive oxygen species
(ROS) or reactive nitrogen species (RNS). Resveratrol (3,5,4'-trihydroxystilbene) is a
naturally occurring polyphenol in many plant species, particularly grapes, peanuts, and
mulberries. Resveratrol has been shown to have numerous biological effects, including
antioxidant, anti-inflammatory, anti-aging, anti-cancer, cardioprotective, and
neuroprotective. Nitric oxide (NO), a diatomic free radical formed endogenously from L-
arginine by the nitric oxide synthase (NOS) family of enzymes, is a highly reactive gas
that can regulate multiple signaling pathways by reacting with various reagents. In
mammals, there are three NOS isoforms: neuronal NOS (nNOS), endothelial NOS
(eNOS), and inducible NOS (iNOS). The purpose of the present study was to investigate
the effect of toluene exposure on the production of free radical NO and the protective
effect of resveratrol. For this purpose, 36 male Wistar albino rats weighing 250-350 grams
were used. The rats were divided into two, control and experimental groups. Toluene at
a dose of 900mg/kg and three different doses of resveratrol (5mg/kg, 10mg/kg, and
20mg/kg) were administered i.p. to the rats in the experimental groups for six days. Rats
in the control group received physiological serum and 10% ethanol in the same manner.
On the sixth day, the rats were dissected and liver and blood tissues were collected. NO
levels and NOS activities in the collected liver tissue and serum were examined. Our
result showed that toluene treatment increases the level of NO in the liver tissue and serum
compared to the control groups. However, toluene and resveratrol-treated at different
doses of 5mg/kg, 10mg/kg, and 20mg/kg significantly decreased NO level in the liver
tissue compared to toluene-treated groups and control groups. NOS activities were
affected by the effect of toluene and the highest activity was found in iNOS. However, a
significant decrease in INOS activity was observed after resveratrol administration.

Key words: Toluene, resveratrol, nitric oxide, nitric oxide synthase
2022, vii + 39 pages.
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1. GIRIS

Toliien, diinyada en yaygin kullanilan organik ¢oziiciilerden biridir. Toliien esas olarak
benzen, toliien diizosiyanat, fenol, nitrotoliien, benzil kloriir, benzaldehit gibi ¢esitli
urinlerin  dretimi icin kimya endistrisinde hammadde olarak kullanilir (Cosnier,
Brochard, Burgart, ve Cossec, 2012). Toliien ayrica boyalar, boya incelticiler, vernikler,
cesitli kozmetik malzemeler, solvent tabanli temizleyiciler, yakit katki maddeleri ve
yapistiricilar dahil olmak iizere birgok ticari iiriinde ¢oziicii olarak da kullanilir
(Nagasawa ve digerleri, 2011). Ek olarak, toliien 6zellikle cocuklar ve ergenler arasinda,
en sik kotiiye kullanilan inhale ¢6ziiciidiir (Cruz, Riviera-Garcia ve Woodward, 2014),

¢linkii kolay ulasabilir, ucuz ve yasaldir (Kurtzman, Otsuka ve Wahl, 2001).

Toliiene maruz kalma esas olarak buharlarin solunmasi ve bazen oral veya dermal temas
yoluyla gergeklesir. Cesitli ¢alismalar toluenin merkezi sinir sistemi tUzerindeki olumsuz
etkilerini gostermistir. Toliiene kisa siireli veya tekrarlanan maruz kalma durumlarinda
memelilerde bas agrisi, uyusukluk, hafiza kaybi ve kas-iskelet sistemi bozukluklarina
neden oludugu gosterilmistir (Braunscheidel, Gass, Mulholland, Floresco ve Woodward,
2017). Orta veya yiiksek toliien seviyelerine maruz kalma belirtilen etkilerin yanisira
karaciger, bobrek ve akcigerlerde zararli etkiler sebep oldugu, hayvanlarda bozulmus
bagisiklik fonksiyonlarinin ortaya ¢iktigi gosterilmistir (Agency for Toxic Substances
and Disease Registry [ATSDR], 2017).

Tollen atmosferden esas olarak atomik oksijen, hidroksil radikalleri ve ozon ile
tepkimeye girerek 13 saat ile bir giin arasinda yarilanma 6mrti ile uzaklastirilir (Anonim,
1990). Toliien yiizey sularma girdiginde, 5 saatlik yarilanma 6mrii ile hizla havaya karisir.
Toprakta, 5 mg toliienin (kg toprak basina) ayrismasi, 3 ile 2 giinliik bir yar1 6mre sahiptir
(Davis ve Madsen, 1996). Havadaki toliien akcigerlerden hizla emilir ve kan yoluyla basta
beyin, karaciger, bobrek ve yag dokusu olmak iizere c¢esitli dokulara hizla dagitilir
(Gotohda, Nishimura ve Morita, 2009). Solunan toluenin ¢ogu karacigerde sitokrom p-
450 (CYP) ve glutatyon S-transferaz (GST) tarafindan metabolize edilir, metabolik ara

urlinler ve bir yan Uriin reaktif oksijen turleri (ROS) dretir (Kim, Won ve Ko, 2015).



Resveratrol (3,5,4'-trihidroksistilben), birgok bitki tiiriinde, 6zellikle tiziim, yer fistigl,
cilek ve ¢cayda dogal olarak olusan bir polifenoldiir (Shrikanta, Kumar ve Govindaswamy,
2015). Bitkiler stres, yaralanma, ultraviyole radyasyon ve mantar enfeksiyonuna yanit
olarak resveratrol sentezler (Chitarrini, Zulini, Masuero ve Vrhovsek, 2017). Resveratrol
ayrica iizlim sular1 ve sarap gibi birgok ticari {izlim iirliniinde gosterilmigken yer fistig1
gibi diger baz1 dogal kaynaklarda kiyasla yiksek miktarlarda bulundugu ileri stirilmiistiir
(Hasan ve Bae, 2017). Resveratrol yagda ¢oziiniir ve bir cis- ve bir trans-izoformda
bulunur; bununla birlikte, trans-izoformun daha fazla oldugu ve biyolojik olarak daha

aktif oldugu goriilmektedir (Navarro-Cruz ve digerleri, 2017).

Onceki galismalar resveratroliin antioksidan olarak faydalarmi gostermistir (Truong, Jun
ve Jeong, 2018), anti-enflamatuar, yaglanma karsit1 ajan (Li, Li ve Lin, 2018), antikanser
ajan1 (Espinoza, Kurokawa ve Takami, 2018), kardiyoprotektif ajan ve ndroprotektif ajan
(Villaflores ve digerleri, 2012). Oral uygulamadan sonra, resveratrol pasif diflizyonla
bagirsakta emilir ve daha sonra kan dolasimina salinir. Resveratrol metabolizmas1 esas
olarak resveratroliin glukuronidlere ve siilfatlara doniistiirtildiigii karacigerde meydana

gelir (Gambini ve digerleri, 2015).

Nitrik oksit (NO), nitrik oksit sentaz (NOS) enzim ailesi tarafindan L-arginin‘den endojen
olarak dretilen iki atomlu serbest radikal bir gazdir (Yu ve digerleri, 2018). NO, bir
serbest radikal olarak, sulu ¢ozeltide 0,1 ila 5s arasinda yar1 dmrii olan kisa dmiirlii bir
molekdldir; ancak in vivo olarak NO seviyesini NOS enzimleri tarafindan siirekli olarak
duzenlenir (Ignarro, 1990). NOS memelilerde U¢ izoformda bulunur: néronal NOS
(nNOS), endotel NOS (eNOS) ve indiklenebilir NOS (iNOS) (Pradhan, Bertels ve
Akerman, 2018). NO suda az ¢ozlnar, ancak lipitler ve polar olmayan ¢6zucdler icinde
yuksek oranda ¢ozunir ve basit difiizyonla plazma zarinin lipit iki tabakasindan serbestce

gecmesine izin verir (Toledo ve Augusto, 2012).

Dis yoriingesinde ciftlenmemis elektron tasiyan NO oldukga reaktiftir ve c¢esitli
reaktiflerle tepkimeye girebilir ve ¢coklu sinyal yollarini diizenleyebilir (Fang ve digerleri,
2021). NO, nitrit (NO2") veya nitrata (NOz") kolayca oksitlenebilir (Bryan ve Grisham,
2007). Ek olarak, NO oksijen (O>) ile tepkimeye girebilir ve metal merkezleri, DNA ve



lipit radikalleri de dahil olmak {izere dogrudan hedef molekiillere baglanabilir (Fang ve
digerleri, 2021). Ayrica, NO siiperoksit serbest radikalleri (O2") ile tepkimeye girerek
peroksinitrit (ONOO") iiretimine neden olmaktadir (Pacher, Beckman ve Liaudet, 2007).
Peroksinitrit, reaktif bir nitrojen tiri (RNS) ve lipid peroksidasyonu ve DNA bodlinmesi
gibi molekiiler hasara neden olan ve hastaliga neden olan hiicresel islev bozukluguna yol

acan giiclii bir oksidandir (Hu, Xiang, Su ve Tang, 2020).

Yapilan bir ¢alismada, toliien diizosiyanata maruz kalmanin, ROS ve RNS olusumuna
yol actig1, oksidatif stresi indiikledigi, dogrudan doku hasarina ve ¢esitli antioksidan
sistemlerde degisikliklere neden oldugu gosterilmistir (Choi ve digerleri, 2018). Bagka
bir ¢alismada sicanlarda toliien inhalasyonu sonrasi bronkoalveoler lavaj sivisinda NO
seviyeleri ve NOS-bagimli reaktif tiirlerin tretiminin arttigi gosterilmis tolUen
maruziyetinin ardindan, alveoler makrofajlar tarafindan tiretilen NO'nun serbest radikal
havuzuna katkida bulundugu ifade edilmistir (Huffman ve digerleri, 1997). Dokulardaki
yiiksek NO derisimi, iNOS fonksiyonunun yukari regiilasyonuna yol agar ve proteinlere,
DNA'ya ve lipidlere dogrudan zarar verebilecek oksidasyonu tegvik ederek hiicresel islev

bozukluguna neden olur (Kodavanti ve digerleri, 2015).

Bu ¢alismanin amaci, toliien maruziyetinin karaciger dokusu ve kanda NO (retimi
uzerindeki etkilerini belirlemek ve resveratroliin toliien toksisitesi tzerindeki koruyucu

etkisini arastirmaktir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Tolien

2.1.1. Tolien nedir?

Toliien, ham petrol ve tolu agacinda dogal olarak bulunan belirgin bir kokuya sahip,

berrak, renksiz bir sividir (ATSDR, 2017). Tollen, metil grubuna bagli bir benzen

halkasindan olusan aromatik bir hidrokarbondur (Sekil 2.1). Tollenin Kimyasal ve

fiziksel Ozellikleri Cizelge 2.1°de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Toluenin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri
(https://www.ilo.org/dyn/icsc/showcard.display?p_lang=en&p_card_id=0078&p_versio

n=2, 2020)
Ozellik Bilgi
Kimyasal ad1 Tollen
Sinonim Metilbenzen, Toluol, Fenilmetan
CAS numarasi 108-88-3
Kimyasal formul C7Hs veya CsHsCHs3
Molekal kutlesi 92,1 g/mol
Renk Renksiz
Fiziksel durum Siv1
Bagil yogunluk (su=1) 0,87 g/cm®

Cozunarluk

Parlama noktasi

Suda c¢6zinmez. Alkol, kloroform, eter, aseton,
karbon distlfid gibi organik ¢oziictlerde ¢cézUnar.

4°C

CHj

Sekil 2.1. Toliienin kimyasal yapisi
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Toluene, 2022)


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Toluene

2.1.2. Toliienin kullanim alanlar ve etKileri

Toliien endiistrilerde yaygin olarak kullanilan ¢oziiciilerden biridir. Baslica; boyalar,
boya incelticiler, oje, yapistiricilar, vernikler ve temizleyicilerde bulunmaktadir (Estevan
ve digerleri, 2012). Ayrica toluen, oktan oranlarini artirmak i¢in benzen ve ksilen ile
birlikte benzine eklenir (Anonim, 2005). Ek olarak plastik, naylon, politretan Gretiminde,
trinitrotoliien (TNT), benzoik asit, benzoil klorlr ve tollien diizosiyanat sentezinde de
kullanilmaktadir (ATSDR, 2017).

Bununla beraber toliienin inhalasyon sonrasi hizli etkileri nedeniyle diinyada en ¢ok
suistimal edilen ¢oziiciilerden biri oldugu bildirilmistir (Pelletti ve digerleri, 2018).
Toliienin koétiiye kullanimi ¢ocuklar ve ergenler arasinda yaygindir ¢linkii gesitli ticari
urtinlerde bulunur ve elde edilmesi kolaydir, ayn1 zamanda ucuzdur ve yasaldir (Balster,

Cruz, Howard, Dell ve Cottler, 2009).

Akut ve kronik toliilene maruz kalmanin insanlarda ve hayvanlarda merkezi sinir sistemini
etkiledigi goriilmiistiir (Win-Shwe ve Fujimaki, 2010). Insanlarda akut maruziyetten
sonra bas agrisi, yorgunluk, g6z tahrisi, uyusukluk ve hafiza kayb1 gibi ¢esitli etkiler
biraktigi bildirilmisken (Thetkathuek ve digerleri, 2015) ataksi ve konflizyon seklinde
motor bozulma da bildirilmistir (Benignus, Boyes, Kenyon ve Bushnell, 2007). Toliienin
uzun siireli kétiiye kullananlarda (en az 1 y1l) ise rahatsiz edici davranislar; yavas diislince
ve konugma; yaniltict yanlis yorumlama; dokunsal, isitsel, haliisinasyon ve sanrisal
fikirler de gorilmistiir (Evans ve Raistrick, 1987). Tollene kronik maruziyetten sonra
serebellar disfonksiyon, serebral ve hipokampal atrofi ve beyin hacmi kaybi oldugu ileri

stiriilmiistiir (Deleu ve Hanssens, 2000).
2.1.3. Toliienin toksikokinetigi (absorbsiyonu, dagilimi, metabolizmasi ve atilimi)
Absorbsiyonu

Tollen oldukga ugucudur ve bu nedenle toltienin ana emilim yolu solunum sisteminden
gecer (Soares ve digerleri, 2020). Bununla birlikte toliien absorbsiyonu oral ve dermal
yoldan da gerceklesebilir. Insanlarda ve hayvanlarda yapilan ¢alismalar, toliienin

inhalasyondan sonra hizli emildigini gosterilmistir (Lof ve digerleri, 1993). Tollenin oral



emilimi de vardir ancak bu oran pulmoner emiliminden daha yavastir (Sullivan ve
Connolly, 1988). Tolienin insan derisinden emilimi nispeten yavastir (Dutkiewicz ve

Tyras, 1968), emilim oranlar1 14 ile 23 mg/cm?-saat arasinda degismektedir.

Dagilhim

Absorbsiyondan sonra tollen, tiim viicuda hizla dagilir. Yapilan insan ve hayvan
inhalasyon g¢alismalarinda, yag dokusu, kemik iligi, adrenal bezler, bobrek, karaciger,
beyin ve kanda yiiksek toliien derisimi gézlenmistir (Gotohda ve digerleri, 2015). Mevcut
insan verileri, inhalasyona maruz kaldiktan sonra beyinde karacigerden daha yiiksek
tollien derisimi bulundugunu, oral maruz kaldiktan sonra ise karacigerin en yiiksek toliien
derigimi icerdigini gosterilmistir (ATSDR, 2017). Bununla birlikte hayvan ¢alismalarinda
Pyykko, Tahti ve Vapaatalo (1977), siganlarda hem oral hem de inhalasyon maruziyetini

takiben karacigerde beyinden daha fazla toliien derisimi oldugunu ileri sirmiislerdir.

Metabolizmasi

Toliien metabolizmas1 karacigerde sitokrom P450 izoformlar: tarafindan gerceklesir ve
idrarla atilan hippurik asit olusturulur (Nakajima ve Wang, 1994). Ik adim, toltienin metil
grubunun sitokrom P450 (CYP) enzim ailesi tarafindan yan zincir hidroksilasyonu ile
benzil alkol olusumudur. Benzil alkol, alkol dehidrojenaz (ADH) ve aldehit dehidrojenaz
(ALDH) ile benzoik aside hizla oksitlenir. Benzoik asidin ¢ogu daha sonra hippurik asit
olusturmak i¢in glisin ile konjuge edilir ancak kiigiik bir kisim asil-glukuronid olugturmak
icin UDP-glukuronat (glukuronik asit) ile konjuge edilebilir (Cosnier ve digerleri, 2012).
Emilen toluenin az bir miktarinin CYP enzimleri tarafindan 0-, m- ve p-kresole
dontstiiriildiigii halka hidroksilasyonu da olusabilir (Nakajima, Wang ve Elovaara, 1997;
Cosnier ve digerleri, 2012).

Kresoller, esas olarak siilfatlar ve glukuronitler olusturmak tizere gesitli konjugasyon
tepkimelerine maruz kalabilir. Glutatyon konjugasyonu ayrica gerceklesebilir.
Merkapturik asitler (MA) de dahil olmak iizere insanlarda ve siganlarda diger kiiciik
metabolitler de tanimlanmistir. S-benzilmerkapturik asit (BMA), benzil alkoliin
glutatyon-S-transferazlar tarafindan katalize edilen glutatyon ile konjugasyonu yoluyla

olusur (Takahashi, Matsubara, Hasegawa, Akane ve Shiono, 1993). Sp-toltilmerkapturik



asit (4-MPMA), epokside halkanin glutatyon-S-transferazlar tarafindan katalize edilen
glutatyon ile konjugasyonu yoluyla olusur (Angerer, Schildbach ve Kramer, 1998).

Toliienin genel metabolizmasi Sekil 2.2'de gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Toliien metabolizmasi (Cosnier ve digerleri, 2012)

Atilimi

Toliien ve tiirevlerinin eliminasyonu esas olarak bobrekte gerceklesir. Insanlarda ve
hayvanlarda yapilan caligmalar, viicuttaki toliienin ¢ogunlugunun idrarda metabolit
olarak elimine edildigini gostermistir (Lof ve digerleri, 1993; Tardif, Plaa ve Brodeur,
1992). Toltenin major idrar metaboliti hippurik asittir ve %80’e kadar solunan toliiene
maruz kaldiktan sonra 12 saat i¢inde idrarda hippurik asit (%83-94) olarak atilir. Minor
idrar metabolitleri arasinda benzoil glukuronid (%3-9), orto- ve para- kresol (%5’ten az)
ve bunlarin siilfat ve glukuronid konjugatlari, S-benzil merkapturik asit ve S-P-toluyl

merkapturik asit bulunur (Tassaneeyakul ve digerleri, 1996; Nakajima ve digerleri, 1997;



Angerer ve digerleri, 1998). Emilen toliienin yaklasik %25-40’1 degismeden akciger
yoluyla havada elimine edilir (Monster, Kezic, Van ve Gevel, 1993). Birgok ¢alismada,
solunan toliienin ¢ogunun viicuttan hizla elimine edildigi goésterilmistir. Bununla birlikte
daha kiigiik bir kism1 yag dokusunda depolanir ve 12 ile 72 saat i¢inde tamamen elimine

edilir (Janasik, Jakubowski ve Jalowiecki, 2008).

2.2. Resveratrol
2.2.1. Resveratroliin genel ozellikleri ve kullanim alanlar:

Resveratrol (3,5,4 -trihidroksi-trans-stilben), Japon knotweed (Polygonum cuspidatum),
uzuam (Vitis vinifera), yer fistigi1 (Arachis hypogaea) ve dutlar (Morus rubra) dahil olmak
tizere ¢ok sayida bitki tiiriinde bulunan dogal bir polifenoldur (Gupta, Kannappan, Reuter,
Kim ve Aggarwal, 2011). Bitkiler resveratrolii strese, yaralanmaya, asir1 giines 1s1gina,
ultraviyole radyasyona, enfeksiyon ve mantarlara karsi savunma mekanizmasi olarak

sentezler (Becker ve digerleri, 2017).

Resveratrol ayrica iliziim sular1 ve sarap, 6zellikle kirmizi sarap gibi birgok ticari liziim
tiriiniinde bulunur. Uziim kabugu, gévde, yaprak, yaprak sap1 ve kok dahil olmak iizere
tizimiin hemen hemen tiim bitki kisimlari resveratrol igerir ancak en biiylik miktar1 tiziim
kabugunda bulunur (Hasan ve Bae, 2017). Taze liziim kabugundaki resveratrol igerigi 50-
100 mg/g'dir ve sarabin tiiriine bagl olarak yaklasik 0,2-5,8 mg/L saraptir (Truong, Jun
ve Jeong, 2018).

Yapisal olarak resveratrol, molekiil agirligi 228,25g/mol olan 3,5,4'-trihidroksistilben
(Sekil 2.3) olusturan bir stiren ¢ift bagi ile baglanmis iki fenolik halkadan olusan bir
stilben smifina aittir (Gambini ve digerleri, 2015). Bu ¢ift bag, resveratroliin iki izomerik
formundan sorumludur, trans-resveratrol (Sekil 2.3 A) ve cis-resveratrol (Sekil 2.3 B).
Cis-resveratrol daha az yaygin ve ¢ok kararsizken trans-resveratrol baskin, daha kararli
ve biyolojik olarak aktiftir ve giines 15181na veya UV radyasyonuna maruz birakilarak cis-

resveratrol'e doniistiiriilebilir (Chimento ve digerleri, 2019).
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Sekil 2.3. Resveratrollin kimyasal yapisi Trans (A) ve cis (B) (Chimento ve digerleri,
2019)

2.2.2. Resveratrol absorbsiyonu ve metabolizmasi

Resveratroliin sudaki diisiik ¢oziintirligii (<0,05mg/ml) emilimini etkiler. Coziiniirligiint
artirmak i¢in etanol (50mg/ml) veya organik ¢oziiciiler kullanilmaktadir. Resveratroliin,
oral uygulamadan sonra pasif diflizyon veya membran tastyicilar (integrin) tarafindan
bagirsakta emildigi ve daha sonra kan dolagimina salindig1 ve burada ii¢ farkli bicimde
saptanabildigi gosterilmistir: glukuronid, stilfat veya degismemis olarak (Gambini ve
digerleri, 2015). Resveratroliin metabolizmas1 esas olarak resveratrolii konjuge
glukuronidlere ve siilfat metabolitlerine doniistiiren karacigerde meydana gelir. Gambini
ve digerleri, ayn1 ¢aligmada resveratroliin idrarda bes farkli metabolit olmak (izere
resveratrol monosulfat, resveratrol monoglukuronidin iki izomerik formu, monosulfat
dihidroresveratrol ve monoglukuronid dihidroresveratrol tespit edildigini ileri

stirlilmiistiir.

Resveratrol hizla emilir, genis Olglide metabolize olur ve hizla atilir ancak
biyoyararlanimi %]1'den azdir. Oliveira, Monteiro ve Navegantes-Lima (2017),
resveratrol tedavisi ile ilgili temel sorunun diisiik biyoyararlanimi oldugunu sdylenmistir.
Bazi insan ¢aligmalarinda, yiiksek doz resveratrol tedavisinin (500mg/giin) bile bu

antioksidanin diisiik plazma derisimlerine (10-71,2 ng/ml) yol a¢tigin1 bildirilmistir.



2.3. Nitrik Oksit (NO)
2.3.1. NO genel ozellikleri ve biyosentezi

NO, dis yoriingesinde bir eslesmemis elektrona sahip, oldukga reaktif, iki atomlu bir gaz
molekiludir (‘(N=0O veya'NO) (Fang ve digerleri, 2020). 1987 yilinda NO, endotel
tarafindan tiiretilen ve damar gevsemesine neden olan endotel kaynakli rahatlatici bir
faktor (EDRF) olarak tanimlandi (Ignarro, Buga, Wood, Byrns ve Chaudhuri, 1987;
Palmer, Ferrige ve Moncada, 1987). NO, suda az ¢Ozunur ancak lipidlerde ve polar
olmayan cozuctlerde yliksek oranda ¢ozuntr (Fukuto, Cho ve Switzer, 2000). Bu nedenle

NO, basit difuizyon ile plazma membranini serbestge gecebilir (Toledo ve Augusto, 2012).

NO, nitrik oksit sentaz (NOS) ile enzimatik olarak veya nitritin kimyasal indirgenmesi
(NO2) olarak tiretilebilir (Fang ve digerleri, 2020). Normal oksijen kosullar1 altinda NO,
NOS olarak bilinen enzim ailesi tarafindan L-argininin, NO ve L-sitrlline
dontistiiriilmesiyle sentezlenir (Alimoradi, Khaled, Allan ve Gregory, 2019). Tepkime,
elektron donérii olarak NADPH kullanir ve bes elektron tiikketen bir tepkimede
kofaktorler olarak hem, Flavin Adenin Dintkleotidi (FAD), Flavin Mononukleotidi
(FMN) ve (6R) -5,6,7,8-tetrahidrobiopterin (BH4) gerekir. Genel tepkime iki asamali bir
siirecten olusur. Tlk asamada NOS, L-arginini hidroksi-L-arginine hidroksile eder. ikinci
asamada NOS, hidroksi-L-arginini L-sitrtline ve NO'ya okside eder (Sekil 2.4) (Alderton,
Cooper ve Knowles, 2001).

p NADP®Y+ (H? B

Monomer 1 San L, Monomer 2

Sekil 2.4. L-argininden NO biyosentezi (Forstermann ve Sessa, 2012, s. 831)
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Nitrit'in indirgenmesi, hem globinler (6rnegin, hemoglobin ve miyoglobin) ve
mitokondriyal elektron tasima zincirinin ¢esitli bilesenleri gibi nitrit rediiktazlar
tarafindan katalize edilen NO'yu da iiretebilir (Shiva, 2013, 5.40). NOS tarafindan iiretilen
NO diisiik Oz ile sinirlandiginda NO2™'nin NO'ya indirgenmesi hipokside hayati 6nem

tasir.

2.3.2. Nitrik oksit sentaz (NOS)

NOS, viicutta NO {iretimini katalize eden bir enzim ailesidir. Memelilerde, ii¢ farkli gen
tarafindan kodlanan ii¢ NOS izoformu tanimlanmistir; néronal NOS (nNOS; NOSI1
tarafindan kodlanmistir), indiiklenebilir NOS (iNOS; NOS2 tarafindan kodlanmistir) ve
endotel NOS (eNOS; NOS3 tarafindan kodlanmistir) (Keshet ve Erez, 2018). nNOS ve
eNOS izoformlari, sirasiyla ndronlarda ve endotelyal hiicrelerde siirekli olarak eksprese
edildikleri ve kalmodulin (CaM) ve doku kalsiyumundaki artis tarafindan aktive
edildiklerinden yapisal NOS olarak da adlandirilir (Alderton ve digerleri, 2001). Ancak
sentez sliresinin ¢ok kisa olmasi, sentezlenen NO miktarinin gegici ve ¢ok diisiik olmasina

neden olmaktadir.

NNOS ve eNOS’un aksine iNOS’un ifadesi saglikli durumda mevcut degildir. Bunun
yerine iINOS’un ifadesini, sitokinler, bakteriyel lipopolisakkarit gibi inflamatuar
uyaranlara ifade edilir ve endotel, monositler, mast hiicreleri, makrofajlar, hepatositler ve
diiz kas hiicreleri gibi ¢esitli hiicre tiplerinde, iNOS tarafindan enfeksiyona yanit olarak
indUklenir (Aktan, 2004, s. 641). iNOS'un enzimatik aktivitesi kalsiyumdan bagimsizdir
ve indlksiyon sonrasit NO sentezi saatlerce hatta giinlerce siirebilir ve biiyiik miktarda

NO (>1uM) iiretir (Korde, Sheetal, Sachin, Amol ve Vaishali, 2013).

INOS tarafindan iiretilen yliksek miktarda NO, inflamasyonda oOnemlidir ve
antimikrobiyal, antiviral, antiparaziter ve antitiimor etkileri oldugu belirlenmistir. NO'nun
antimikrobiyal aktivitesine esas olarak hiicrelerin ve mikroplarin iizerindeki toksisitesi
aracilik eder (Lee, Kevin, Christine, ve Jonathan, 2017). Bununla birlikte birgok patolojik
kosul altinda iNOS tarafindan tretilen biiyiik miktardaki NO, 6nemli reaktif nitrojen
tarlerinin (RNS) ana kaynagdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu calismada kullanilan siganlar Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlan Yetistirme ve Arastirma Biriminden temin edilmistir. Calisma, Bursa Uludag
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunca verilen 2019/04-03 No’lu etik kurul

karari ile gergeklestirilmistir.

3.1. Materyal
3.1.1. Kimyasal maddeler ve Kitler

- Nitrik oksit kolorimetrik 6l¢tiim kiti, Elabscience

- Toliien, %97 saflikta

- Resveratrol >98% by HPLC

- Potasyum Dihidrojen Fosfat (KH2POa), Merck

- Sodyum Hidroksit (NaOH), Merck

- Etanol (CeHsOH)

- Polifeks % 0,9 izotonik sodyum klortr (NaCl) ¢ozeltisi
- BCA Protein Assay Kit

- RIPA Lysis Buffer System

- NuPAGE™ Novex™ 4-12% Bis-Tris Protein Gels, 1.0 mm, 12-well, Invitrogen
- NuPage Sample Reducing Agent (10X), Invitrogen

- NuPage LDS sample buffer (4X), Invitrogen

- NuPage Antioxidant, Invitrogen

- MES SDS Running Buffer (20X), Invitrogen

- iBlot® Transfer Stack, nitrocellulose, Invitrogen

- Western Blotting 20X Garintlileme soltisyonu (LumiGLO) Cell S. 7003
- BioUltraPure Tris Buffer, Bioshop

- Tween 20, Sigma Life Science

- Yagsiz Siit Tozu, Bishop

- Anti-fare IgG HRP’ye bagli antikor

- Anti-tavsan IgG antikoru

- B-aktin (C4) fare monoklonal IgG1

- INOS Antikoru, poliklonal antikor
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- nNOS Antikoru, poliklonal antikor
- eNOS Antikoru, poliklonal antikor

3.1.2. Sarf malzemeler

- Nitril, pudrasiz, laboratuvar eldiveni

- 2 ml hacimli santrifuj tipleri, ISOLAB
- 1000 ul’lik pipet uglar, ISOLAB

- 200 pl’lik pipet uglari, ISOLAB

- 96 kuyulu mikroplaka, Elabscience

- 1 mlinsulin enjektord, 100 ml enjektori
- Serolojik pipet (5ml, 10ml, 25ml)

3.1.3. Cihazlar

- Hassas terazi, Sartorius

- Homojenizatér, Schuett homgenP!™s | yar1 otomatik homojenizator
- Santrifiij, HERMLE Z 326 K sogutmal1 santrifiij
- Microfuger 16 sentrifij, Beckman Coulter

- Vorteks, VELP Scientifica

- pH metre, Sartorius PP-15

- Derin dondurucu, Argelik

- Mikropleyt okuyucu, BioTek ELx800

- 10-100 pl otomatik pipet, MICROLIT

- 100-1000 pl otomatik pipet, ISOLAB

- Mini Gel Tank, Invitrogen

- iBlot®, Invitrogen

- Sterilizatér, NUVE FN 500

- Thermo Block TDB 120, BIOSAN

- Fusion, Fx7
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3.2. Yontem
3.2.1. Deney hayvanlari

Calismada 250-350 gram agirliginda Wistar Albino erkek siganlar (36 adet) kullanildi.
Hayvanlar kontrol ve deney olmak iizere iki gruba ayrildi, su ve yeme ulasimin serbest
oldugu ortamda (Ad libitum), 22-24°C kosullarinda tutuldu. Kontrol grubundaki siganlar
iki gruba ayrildi. Birinci kontrol grubuna (n=6) serum fiziyolojik intraperitoneal (i.p)
yolla alt1 glin boyunca verilirken ikinci kontrol grubuna (n=6) %10 etanol ayni yontemle
verildi. Deney gruplarindaki siganlara ise, toliien ve resveratrol uygulamasi verildi yine

intraperitoneal olarak uygulandi.
3.2.2. Toliien maruziyetinin gerceklestirilmesi ve resveratrol uygulamasi

Tollenin LD50 dozu 1,64 g/kg’dir (Ikeda ve Ohtsuji, 1971). Birinci deney grubundaki
siganlara, alt1 giin boyunca 900mg/kg dozunda toliien verildi. Ikinci deney grubuna (n=6)
ayni dozda toliien ile birlikte Smg/kg resveratrol verilirken, iiclincli deney grubuna (n=6)
10mg/kg, dordinct deney grubuna (n=6) 20mg/kg resveratrol i.p yolla uygulandi
(resveratrol %10 etanol icerisinde hazirlandi). Enjeksiyon yapildiktan sonra hayvanlara
su ve yem serbest olarak verildi. Alt1 giiniin sonunda siganlar servikal dislokasyon yoluyla

oldiirtildii. Siganlardan karaciger ve kan dokusu siiratle alindi.

3.2.3. Doku ve kan érneklerinin toplanmasi

Kan ornekleri ependorf tlpler icinde toplanarak, 15 dakika i¢inde oda sicakliginda
bekletildi. Bu drnekleri, serum elde etmek igin 1000g’de 4°C’de, 15 dakika santrifiijlendi.
Elde edilen serumlar yeni ependorflara aktarildi ve analizleri gergeklesinceye kadar
-80°C’de sakland1. Elde edilen karaciger dokular1 pH=7,4 soguk fosfat tamponu ¢ozeltisi
ile yikanarak {izerindeki kan temizlendi ve doku kaplar i¢inde toplandi. Karaciger
dokular1 oOlgtimler i¢in kullanilan kitlerin talimatlarina gore homojenize ve santrifiij

edilerek 6rnekler analize hazir hale getirildi (Elabscience, 2018).

3.2.4. Nitrik oksit (NO) seviyelerinin 6lgimu

NO seviyelerinin 6lgmek i¢in ELABSCIENCE markasindan alinan NO 6l¢im Kiti,

kolorimetrik yontem ile gerceklestirildi.
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Deney Prensibi:

NO, -in vivo ortamda veya sulu ¢6zelti i¢inde kolayca Nitrit’e (NO2") oksitlenir. Nitrit
daha sonra kirmizimsi azo bilesigi olusturmak igin kromojenik ajanla tepkimeye girer
(Sekil 3.1). Azo bilesiginin derisimi ile NO derisimi arasinda dogrusal bir iliski vardir.
NO derisimi, 550 nm'de OD degeri 6l¢iilerek dolayli olarak hesaplandi. Analiz igin uygun
hale getirilen kan serumu ve karaciger siipernatant NO seviyeleri bu prensibe gore tayin
edildi.

Ry
Ra
NO, + L i N
R N

)

1

Sekil 3.1. Nitrit ve kromojenik ajanla tepkimesi (https://www.elabscience.com/p-nitric
oxide nocolorimetricassaykit-40590.html, 2020)

Kit Bilesenleri

- Reagent 1: Siilfat Cozeltisi (S1v1)

- Reagent 2: Alkali Reagent (S1v1)

- Reagent 3: Kromojenik Ajan A (S1v1)

- Reagent 4: Kromojenik B (Toz)

- Reagent 5: Asit Cozeltisi (S1v1)

- Reagent 6: 2 mmol/L Sodyum Nitrit Standart (Stv1)

Reagent 4’iin calisma ¢dzeltisinin hazirlanmasi: kromojenik ajan B'yi 3,8 mL distile su

ile tamamen ¢6ziiniip 4°C’de saklandi.

Kromojenik reagent hazirlanmasi: reagent 3, reagent 4 calisma ¢ozeltisi ve reagent 5,

3:3:2 oraninda karistirilip 4°C’de saklandi.

Sodyum nitrit standartlarinin hazirlanmasi:

Standart grafigi olusturmak icin ilk dnce 2 mmol/L sodyum nitrit standart ¢ozeltisini
1000, 600, 300, 200, 150, 100, 40, 20, 10, 0 umol/L farkli derisimlerde distile su ile
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seyreltildi. Sodyum Nitrit standartlar1 0-1000 pmol/L aktivite arasinda hazirlandi ve
Cizelge 3.1°de gosterilen islemler uygulanarak deney gerceklestirildi.

Cizelge 3.1. Sodyum nitrit standartlarinin hazirlanmasi

Sodyum nitrit derisimi Standart tup

1000umol/L 300pL
600pmol/L 300pL
300umol/L 300pL
200pmol/L 300pL
150pmol/L 300pL
100umol/L 300pL
40pmol/L 300pL
Opmol/L 300uL
Reagent 1 200uL
Reagent 2 100uL

Tamamen karistirihip 15 dakika’ da oda sicakliginda bekletildi
3100g'de 10 dakika santrifujlendi
Asagidaki prosediir i¢in 160uL siipernatant alindi

Orneklerin hazirlanmasai:

Yas agirliklar hassas terazide tartildiktan sonra karaciger dokulari, soguk tampon ¢ozelti
(0,01M Potasyum Fosfat Tamponu pH=7,4) icerisinde PBS hacmi (mL): doku agirhig:
(), 9:1 oraminda, Schuett homgen®!"® yar1 otomatik olan homojenizatorii kullanarak 3000
devir’de 15 dakika homojenize edildi. Homojenizasyon islemleri buzlar igerisinde
yapildi. Elde edilen doku homojenati 3100g’de 10dk boyunca 4°C’de santrifujlenip
slipernatant toplandi. Toplanan siipernatant NO seviyelerinin dl¢imine kadar -80°C’de
saklandi. Serumun NO seviyeleri dogrudan tespit edildi. Deney daha sonra asagidaki

prosedirl takiben gergeklestirildi (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Sodyum Nitrit standartlarinin hazirlanmasi

Ornek tip Karaciger dokusu Serum
200uL 250uL

Reagent 1 200pL

Reagent 2 100pL

Tamamen karistirilip 15 dakika’ da oda sicakliginda bekletildi
3100g'de 10 dakika santriftijlendi
Asagidaki prosedir icin 160uL siipernatant alindi

16



Tepkime:

Tim standart ve ornekleri, asagidaki Cizelge 3.3’teki tepkimeye gore kuyucuklara iki

tekrar olacak sekilde eklenmistir:

Cizelge 3.3. Kromogenik reagent ile tepkimesi

Standart tiip Ornek tup
Supernatant 160uL 160uL
Kromogenik reagent 80uL 80uL

2 dakika’da iyice karigtirilarak oda sicakliginda 15 dakika bekletildi

550nm dalga boyunda mikropleyt okuyucu ile absorbanslar okundu

Sonuclarin hesaplanmasi:

Tiim standart ve orneklerin absorbans ortalamalar1 hesaplandi. Kor ortalama absorbans
degerini tiim standart ve Orneklerin absorbanslarindan c¢ikarildi. X ekseninde standart

derisimi ve y ekseninde absorbans degerleri ile standart grafigi olusturdu (y = ax + b).

Her 6rnegin NO derisimi asagidaki standart grafigi gore belirlendi (Sekil 3.2).

y =0.0001x - 0.0018

- y: 550 nm'de standardin mutlak absorbans degeri

x: standart derisimi

a: standart grafiginin egimi

- b: ekseni kesim noktas1 (intercept)

[NO]
Standart Grafik
— 014
g 0.12 y =0.0001x - 0.0018
2 R?=0.9971
B ot
o 0.08
c
@ 0.06
o]
o 004
8 002
2 o

0 200 400 600 800

Derisim (umol/L)

1200

Sekil 3.2. NO standart grafigi

17




3.2.5. NOS aktivitesinin belirlenmesi

Karaciger dokusunda NOS aktivitesini belirlemek i¢in western blot analizi kullanildi.

Western blot analizi

Western blot, bir protein karisiminda hedeflenen proteini tespit etmek icin kullanilan bir
tekniktir, siras1 ile (Murphy ve Lamb 2015; Bass, Wilkinson ve Rankin, 2017):

a.

o o

@

Ornek hazirlama: protein ekstraksiyonu ve hiicre veya doku lizatlarindan protein
derisimi Olctlmesi;

Sodyum Dodesil Sulfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) Uzerinde
proteinin boyutuna gore ayrilmasi;

Jelden ayrilmis proteinlerin nitroseliilloz membrana aktarilmast;

Membran zerinde spesifik olmayan proteinlerin bloke edilmesi;

Spesifik primer antikorlarla hedef proteinlerin problanmasi;

Etiketli kemiliminesan veya floresan molekilu ile konjuge sekonder antikor ile
inkibasyon;

Antijen/antikor baglanmasini yansitan sinyallerin tespiti (kemiliiminesan sinyalin
Optimal tespiti)

llgilenilen protein bantlariin densiometri analizi (Sekil 3.3) asamalar1 uygulanur.
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Sekil 3.3. Western blot asamalarinin sematik gosterimi (Mishra, Tiwari ve Gomes,
2017)

Ornek hazirlama ve protein dl¢iimii

300mg karaciger dokusu, 3ml soguk lizis tamponu (RIPA Lysis Buffer) icerisinde, buz
Uzerinde Schuett homgenplus yari otomatik homojenizator kullanilarak homojenize
edildi. Doku homojenati buz iizerinde 30 dakika inkiibe edildikten sonra 10.000g'de
4°C’de 30 dakika santrifiij edildi. Stpernatant, taze bir eppendorf tiipiinde toplandi ve
protein derisimi i¢in analiz edildi. Her lizat i¢indeki protein derigimleri, BCA protein

tahlil kiti kullanilarak ol¢iildii.

SDS-PAGE ile protein ayrim

Her lizat 4X sample buffer (NuPage LDS sample buffer) ve 10X reducing agent (NuPage
reducing agent) ile karistirarak elektroforez icin esit miktarda protein 25ug (BCA
yontemiyle belirlenen) hazirlandi. Karisim daha sonra ornekleri denatiire etmek igin
95°C’de 7 dakika 1sitildi. Ornekler daha sonra marker (ladder) ile birlikte SDS-PAGE

jelinin (Nupage ™ Novex ™ 9%4-12 bis-Tris Protein jelleri) ayr1 kuyularina belirlenen
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miktarlarda ytiklendi. Yiikleme islemi yapildiktan sonra, jel oda sicakliginda 1 saat
boyunca 170V’de ¢alistirildi. Proteinler molekiiler boyutlarina gore ayrildi, daha kiigiik
proteinleri jelden daha hizli go¢ ederler. Elektroforezteki kullanilan ¢alistirma tamponu
(running buffer) asagidaki gibi hazirlandi:

Running buffer hazirlama:

50ml running bufer (MES SDS running buffer 20X) ve 500ul antioksidan (NuPage

antioksidan) 1000ml soguk saf suda ¢6zuldu.

Nitroseliiloz membrana protein transferi

Proteinin jel elektroforezi ile ayrilmasindan sonra, protein 7 dakika boyunca bir

nitroseliiloz membranina (iBlot ® Transfer Stack, nitroseliiloz) aktarildi.
Immiinodeteksiyon

Transfer edildikten sonra, nitroseliloz membrani 3 defa beser dakika TBS-T

(Tris-buffered saline Tween20) ile yikandi.

TBS-T yikama tamponu hazirlama (10x ila Ix):
24,23g Tris baz, 80,69 NaCl distile suda ¢ozillerek (pH=7,6) 10ml Tween20 ilave edildi

ve distile su ile 1L'ye tamamlandi.

Membran daha sonra spesifik olmayan baglanma bdlgesini bloke etmek i¢in oda
sicakliginda 1 saat boyunca TBST igerisinde %5°lik siit ¢6zeltisi igerisinde bloke edildi.
Sure sonunda membran 3 defa beser dakika TBST ile yikand1 ve gece boyunca 4°C’de
primer antikorla inkiibe edildi.

Primer antikorlarla inklibasyondan sonra, membran 3 kez beser dakika TBST ile tekrar
yikand1 ve karanlikta oda sicakliginda 1 saat boyunca sekonder antikorla inkiibasyona
birakildi. Siire sonunda, membran 3 defa beser dakika TBST ile son kez tekrar yikandi.
Primer ve sekonder antikorlar %5°lik siit ¢ozeltisi igerisinde hazirlandi (Cizelge 3.4).
Proteini tespit etmek i¢cin membran 6nce 20X LumiGLO reagent igerisinde (250p1 reagent
A, 250ul reagent B ve 4,5ml distile su) hafif ¢alkalanarak oda sicakliginda karanlik bir
odada 1 dakika inkibe edildi ve Flizyon FX-7 cihazi kullanilarak goriintiilendi.
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Cizelge 3.4. Calismada kullanilan primer ve sekonder antikorlar

Primer antikor Seyreltme Turleri Sekonder antikor
B-aktin (kontrol) 1:2000 Tavsan Anti-rabbit 1gG
INOS 1:1000 Fare Anti-mouse 1gG
eNOS 1:1000 Tavsan Anti-rabbit 1gG
nNOS 1:500 Tavsan Anti-rabbit 19G

3.2.6. istatistiksel analiz

[statistiksel analiz, GraphPad Prism 9.3.0 yazilimi kullanilarak gergeklestirildi. Kontrol
ve deney gruplar: arasindaki farklar, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ardindan post-
hoc Tukey testi kullanilarak belirlendi. Sonug ortalama deger ve standart sapma (SD)
olarak ifade edildi. Farklar, p<0,05 ve p<0,001 ile istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. NO Bulgulan

Karaciger dokusunda ve serumda NO seviyeleri Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1'de gosterilmistir.
Karaciger NO seviyeleri incelendiginde, toliienle muamele edilen deney gruplarinin
serum fizyolojik ve etanol kontrol gruplari karsilastirildiginda yaklasik %32 oraninda
anlamli bir artis gézlendi (p<0,05).

Bununla birlikte, tolten ile birlikte resveratrolin 5mg/kg, 10mg/kg ve 20mg/kg'lik farkli
dozlarda uygulanmasindan sonra, sadece toliilenle muamele edilen gruba kiyasla
karacigerdeki NO seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma bulundu (p<0,001).
Resveratrolin  5mg/kg ve 10mg/kg dozlarinda %83’liikk bir azalma bulunurken
resveratroliin 20mg/kg ise %68 duzeyinde bir azalma go6zlendi. Kontrol gruplarla
karsilastirildiginda, resveratroliin 5mg/kg ve 10mg/kg dozlarinda karacigerdeki NO
seviyesi %75’lik bir azalma bulunurken resveratroliin 20mg/kg ise %53’liik istatistiksel

olarak anlamli bir azalma bulundu (p<0,05).

Serum orneklerinde NO seviyesi incelendiginde, toliien uygulanan grupa serum fizyolojik
kontrol grubuna gore %52 lik bir artis gosterirken etanol kontrol grubuna gore ise %45
oraninda istatistiksel olarak anlamli bir artig gosterdi (p<0,05). Buna karsilik, Smg/kg ve
10mg/kg dozlarinda resveratrol uygulamasi, serumdaki NO diizeyini tollien grubuna gore

yaklasik %73 oraninda azalttigi g6zlendi (p<0,001).

Bununla birlikte, 20mg/kg resveratrol uygulamasinda, toliien uygulanan gruba gore bir
azalma gOstermesine ragmen istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (p>0,05) (Cizelge 4.1
ve Sekil 4.1). Kontrol gruplarla karsilastirildiginda, farkli resveratrol dozlar1 uygulanan

sicanlarda serumdaki NO seviyesi istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (p>0,05).
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Cizelge 4.1. Karaciger ve serum NO seviyeleri (ortalama + standart sapma)

Gruplar NO (umol/L)
Karaciger Serum
Kontrol serum fizyolojik 192,17 + 46,52 484,67 £ 166,45
Kontrol etanol 194,67 + 48,56 558 + 135
TolUen 283 £ 47,338+ 1013 + 268,51+
Tollien+Resveratrol (5 mg/kg) | 48 +21,21™ 280,5 + 59,09
Toliien+Resveratrol (10 mg/kg) | 46,75+ 19,31 268 + 120"
Tollien+Resveratrol (20 mg/kg) | 90,5 + 27,23™ 623 + 20

Degerler ortalama =+ standart sapma olarak ifade edilir

*p<0,05 toluen uygulanan gruplar kontrol gruplarina kiyasla istatistiksel olarak
anlamlidir.***p<0,001 resveratrol gruplar tolien gruplarina gore Onemli O&lglde
anlamlidir.
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Sekil 4.1. Karaciger (A) ve Serum (B) NO seviyesi
*p<0,05 toliilen uygulanan gruplar kontrol gruplarma kiyasla istatistiksel olarak

anlamhidir. ***p<0,001 resveratrol gruplar tollen gruplarina gore onemli Olcide
anlamlidir.
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4.2. NOS Akivitesi Bulgular

Toluen ve resveratrolin INOS, eNOS ve nNOS aktivitelerinin western blot analiz
sonuglar1 Sekil 4.2’de gosterilirken, kontrol gruplari, toliien ve toliien ile birlikte

resveratrol uygulamasi sonucu elde edilen histogramlar Sekil 4.3’de gosterilmistir.

Tollenin etkisiyle NOS aktivitelerinden en yiiksek olan1 iNOS 1,96 olurken eNOS 1,37
ve NNOS 0,84 B-aktin bantlarina karsilik gelen yogunluklari olarak hesaplanmistir. INOS
serum fizyolojik kontrol grubu ile karsilastirildiginda yaklasik 2 kat artis gosterirken
etanol grubu ile ise hemen hemen ayn1 degerlerde kalmistir. Resveratrol uygulamasindan
sonra INOS aktivitesinden belirgin azalmalar goériilmistir. Bu azalmalar 5mg/kg
resveratrol uygulmasinda %67,35 olurken 10mg/kg resveratrol uygulamasinda %64,79

ve 20mg/Kkg resveratrol uygulamasinda %62,75 olmustur.

Toliienin etkisiyle eNOS aktivitesinde serum fiziyolojik ve etanol kontrol gruplarina gore
az da olsa bir atrig goriilmektedir. Bu artis etanol gruba ile karsilastirildiginda %15,33
kadar olmustur. Resveratrol uygulamasindan sonra her ii¢ dozda da eNOS aktiviteleri,
toliien uygulamasindaki eNOS aktivite degerleri ile hemen hemen ayni degerlerde
hesaplanmistir. Toliien ile birlikte resveratrol uygulamasinin her ii¢ dozu, etanol grubu
ile karsilagtirlldiginda eNOS aktivitesinin arttigi dikkat ¢ekmektedir. Bu artis 5mg/kg
resveratrol uygulamasinda %18,88 olurken 10mg/kg resveratrol uygulamasinda %5,69

ve 20mg/kg resveratrol uygulamasinda %7,94 olmustur.

Toluen etkisiyle nNOS aktivitesinde etanol kontrole gére her hangi bir degisiklik
goriilmemistir. Ancak toliien ile birlikte resveratrol uygulamasinda her ti¢ dozda da nNOS
aktivitesinde bir azalma oldugu goriilmektedir (Sekil 4.3 C). Bu azalma ortalama olarak

%24,21 olarak hesaplanmuistir.
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Sekil 4.2. Tollen ve resveratroliin iINOS, eNOS ve nNOS aktiviteleri Gizerine etkisi.
Western blot, karaciger dokusundan esit miktarda protein (25ug) kullanilarak yapildi.
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Sekil 4.3. INOS (A), eNOS (B) ve nNOS (C) protein aktiviteleri. Sonuglar1 p-aktin
bantlarina karsilik gelen yogunluklar1 gore ifade edildi. T + RV: Tollen + Resveratrol
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5. TARTISMA ve SONUC

Calismamiz, intraperitoneal tollen enjeksiyonunun karaciger ve serumda NO
diizeylerinde artisa neden oldugunu gostermistir. Tollenin etkisiyle, karaciger ve
serumda NO seviyelerinin artmig olmasi, iNOS aktivitelerinin artmasindan
kaynaklandigin1 diisiiniiyoruz. Western blot analizlerinde NOS/Beta-aktin bantlarinin
tollien uygulamasindan sonra yiiksek olmasi bu goriisiimiizii desteklemektedir (Sekil 4.3
A).

Huffman ve digerleri (1997) tarafindan gergeklestirilen bir calismada, tollien diizosiyanat
(TDI) inhalasyon maruziyetinin, esas olarak bronkoalveolar lavaj hucrelerinde iNOS
izoformunun akcigerden yukari regiilasyonuna bagl olarak ortaya ¢ikan NO {iretiminin
artmasina neden oldugunu bildirilmistir. Elde ettikleri sonuglar ile alveolar makrofajlar
tarafindan iretilen NO'nun, TDI maruziyetinden sonra bu hiicreler tarafindan iiretilen

serbest radikal havuzuna katkida bulundugunu ileri siiriilmislerdir.

Toldenin etkisi ile artan NO seviyelerinin bir baska nedeni de toliien etkisi ile meydana
gelen serbest radikallerin, NO olusumunu arttirmis olmasi olabilir. Mattia, Ali ve Bondi
(1993) yaptiklari ¢alismalarda ¢esitli toliien dozlarma (0,5; 1 ve 1,5 g/kg i.p) in vivo
maruz kalmanm, karaciger ve kan dokularinda ROS olusumunun artmasiyla
sonuclandigini gosterilmislerdir. Baska bir ¢calisma da, TDI maruz kalmanin ROS ve RNS
olusumuna yol acan oksidatif stresi indiikledigini, dogrudan doku hasarina ve cesitli
antioksidan sistemlerde degisikliklere neden oldugunu bildirilmistir (Choi ve digerleri,

2018).

Toliien etkisi ile NO seviyelerinde goriilen artis karacigerin hasar gormesinden de
kaynaklanabilir. Ayn1 yaptiklari ¢calismada Huffman ve digerleri (1997), TDI'ya maruz
kalmanin akcigerlerde enflamatuar bir tepkiye, solunum yollarinda aktive lenfosit
sayisinin artmasina, interferon-gama salinimina ve alveolar makrofajlardan yiiksek NO
tiretimine neden oldugunu gosterilmistir. Karaciger hasari, tumor nekroz faktori (TNF)-
a ve interlokin (IL)-1p gibi proinflamatuar sitokinler, Kupffer hticrelerini ve hepatositleri
uyararak iNOS ekspresyonun indiiklendigi ve NO uretiminin yapilan c¢aligmalarla

gosterilmistir (Miki ve digerleri, 2016).
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Toliien ile birlikte resveratroliin farkli dozlarinin uygulanmasi NO seviyelerinde anlamli
azalmalara sebep olmustur. Bu durum da resveratrolin NO sentezini azaltmasi ile
mimkunddr. Resveratrol, iNOS ekspresiyonunu azaltarak veya inhibe ederek NO
sentezini azaltmasi miimkiin olabilir. Yapilan kaynak ¢alismalarinda birka¢ hiicre ici
sinyal yolunun, niikleer faktor kappa B (NF-xB ), protein kinaz B/Akt ve c-Jun N-terminal
kinaz (JNK) dahil olmak tizere hepatosit iNOS ekspresyonunu diizenledigi gosterilmistir
(Zhang, Perpetua, Fulmer ve Harbrecht, 2004; Hong, Zhang ve Harbrecht, 2010).
Resveratrol, NF-xB transkripsiyonunun bir inhibitéri olarak bilinir (Manna,
Mukhopadhyay ve Aggarwal, 2000). Yapilan bir ¢alismada, resveratrolin NF-xB
baglanma aktivitesini bloke ederek iNOS ekspresyonunu inhibe ettigini bildirilmistir
(Tsai, Lin-Shiau ve Lin, 1999). Diger bir ¢alisma da, resveratrolin, JNK sinyal yolunu
yukari regiile ederek hepatositlerde sitokin kaynakli iNOS ekspresyonunu ve aktivitesini

azalttig1 bildirilmistir (Kimbrough, Lakshmanan, Matheson ve Woeste, 2015).

Toliien etkisiyle artig gosteren NO, siiperoksit radikal ila tepkimeye girerek gii¢lii ve
yarilanma Omrii uzun olan peroksinitrit (ONOO") meydana getirebilir. Peroksinitrit,
DNA, lipidler ve proteinler dahil olmak {izere ¢esitli hiicresel molekiillere zarar verebilir
ve ayrica bir¢ok hedef proteinin yapisin1 ve islevini etkileyerek protein nitrasyonunu
tesvik edebilir (Kurutas, 2016). Resveratrol da agiga ¢ikan bu peroksinitritleri azaltacak
yonde etki gostermis olabilir. Polifenolik bir bilesik olarak resveratroliin giiclii bir
antioksidan ve serbest radikal temizleyici oldugu bilinmektedir (McGill, Du, Weemhoff
ve Jaeschke, 2015). Resveratrol, superoksit (O2), hidroksil radikalleri (*OH), hidrojen
peroksit (H202) ve peroksinitrit (ONOO") gibi ¢esitli oksidanlar1 dogrudan
temizleyebildigi gosterilmistir (Xia, Daiber, FOrstermann ve Li, 2017, s.1635).

Caligmamizda, toliien ile birlikte resveratrol uygulamasinin NOS aktivitelerini azalttig
goriilmektedir (Sekil 4.3 A B C) 0zellikle iNOS aktivitesinde gorilen belirgin diistisiin
diger iki NOS’ten (eNOS ve nNOS) farkli 6zellikler sahip olmasi olabilir. iINOS
transkripsyonel olarak diizenlenir ve aktivasyonu icin hticre i¢i kalsiyum ihtiya¢ duymaz.
Hicrede TNF-a, interferon, interlokin-1, endotoksin, hipoksi, okside LDL ve

lipopolisakkaridler gibi farkli enflamatuar ajanlarin etkisiyle ekspresyonu uyarilir.
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Resveratrolin en 6nemli Ozelliklerinden birisi de anti-inflamatuar etkili olmasidir.
Resveratroliin anti-enflamatuar yaniti, pro-enflamatuar sitokinleri asagi regiile ederek
gerceklestirilmektedir.  Resveratrol — pro-enflamatuar  eikosanoidlerin  sentezinin
baskilanmasmna yol acan pro-enflamatuar enzim siklooksijenaz-1'in  (COX-1)
inhibisyonunu neden oldugu Das ve Das (2007) tarafindan gosterilmistir. Ayrica anti-
inflamatuar etkilere deasetilasyon yoluyla, ana enflamatuar transkripsiyon faktori
NF-kB’yi baskilayan SIRT1 aracilik edebilecegi ileri siiriilmiistiir (Yeung ve digerleri,
2004).

Resveratroliin iNOS aktivitelerinde gosterdigi azalmanin nedenlerinden birisi de ¢esitli
serbest radikalleri ortadan kaldirilmasi olabilir. Molekiil yapisindaki hidroksil (OH)
gruplar1 bu tepkimelerde 6nemli olmaktadir (Sekil 2.3). Resveratrol NADPH oksidan
aracili ila ROS tiretimini inhibe ettigi oksidazin ekspresyonunu ve aktivitesini asagi dogru
dizenlenmektedir. Ek olarak resveratrol gesitli antioksidan enzimlerin ekspresyonunu
arttirarak ROS’un detoksifikasyonunu hizlandirildigr ileri goériilmektedir (Xia, Daiber,

Forstermann ve Li 2017).

Resveratrol uygulamasinin eNOS aktivitelerine ¢ok az olsa etkili oldugu soylenmektedir
(Sekil 4.3 B). Toliien ile birlikte resveratrol uygulamasinin her ti¢ dozu da 6zellikle
5mg/kg dozunda eNOS aktivitesinin arttigi dikkat ¢ekmektedir. eNOS 0zellikle diiz

kaslarin gevsemesini regiile etmektedir.

eNOS aktivitesinin artmasinin nedenlerinden biri resveratroliin eNOS aktivitesini yukari
regule ederek olabilir. Wallerath ve digerleri (2002), trans-resveratrollin, vaskuler endotel
hucrelerinden akut NO salinimint uyardigini ve 24 ila 72 saatlik inkiibasyondan sonra
eNOS gen ekspresyonunun yukari regiilasyonunu indikledigini bildirilmistir. Wallerath
ve digerleri (2003, 2005) tarafindan gerceklestirilen baska bir calisma da, kiiltiirlenmis
insan endotel hiicrelerinin resveratrol ile tedavisinin, eNOS'un mRNA ve protein
ekspresyonunu arttirdigin1 gosterilmistir. Resveratrolin, hem transkripsiyonel hem de
posttranskripsiyonel mekanizmalar1 gosteren eNOS promotoriiniin aktivitesini ve eNOS

mRNA stabilitesini arttirildigr ileri stirilmislerdir.

29



Resveratrol NOS iizerindeki etkisini metabolitleri araciligi ile de gosterebilir. Bazi
resveratrol metabolitleri, ana molekil kadar gicli olmasa da biyolojik olarak aktiftir
(Miksits ve digerleri, 2009; Lu ve digerleri, 2013). Resveratrol ve metabolitlerinin
dokularda birikerek etkilerini gosterebildikleri Bresciani ve digerleri (2014) ayrica Cai

ve digerleri (2015) tarafindan ileri stiriilmistiir.

Bu ¢alisma ile, tolliene maruz kalmanin karaciger dokusunda ve serumda NO diizeylerini
arttirdigi sonucuna varmistir. Tollien ile birlikte resveratrol uygulamasi ile de NO
diizeylerinin azalmasi1 resveratroliin koruycu olarak gorev aldigi goriisiimiizii
desteklemektedir. Resveratroliin, siganlarda toliene maruz kaldiktan sonra karacigerde
NOS enzimlerinin ekspresyonlarini diizenlemedeki etki mekanizmasini tanimlamak igin

daha detayli arastirmalara gerek oldugunu diistiniiyoruz.
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