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ARASTIRMA

Nitrozomorfolin Uygulanmis Ratlarda Enginar (Cynara
scolymus L.)’In Lipid Peroksidasyon Duzeyleri ve Bazi
Antioksidan Enzim Aktiviteleri Uzerine Etkisinin Arastiriimasi

Calismada, lipid peroksidasyonu ve antioksidan enzimlerin aktiviteleri degerlendirilerek, ratlarin
kaninda nitrozomorfolin (NMORY)’in olusturabilecegi toksisiteye karsi enginarin etkisini arasgtirmak
amaclanmistir. Wistar-Albino erkek ratlar; kontrol grubu, enginar uygulanan grup (1.5 g/kg vicut
agirhigi, gavaj yoluyla, 14 giin), NMOR uygulanan grup (10 mg/kg viicut agirhgi, gavaj yoluyla, 14
guin) ve NMOR+enginar uygulanan grup seklinde dort gruba ayriimistir. NMOR ve enginar
uygulamalarina ayni anda baslanmistir. Deney periyodunun sonunda tim ratlar sakrifiye edilmis ve
kan ornekleri antikoagulant igeren tuplere alinmistir. Calismada, enginarin NMOR kaynakli
toksisitesi Uzerindeki etkilerini belilemek amaciyla malondialdehid (MDA), redukte glutatyon (GSH)
dlzeyleri, katalaz (KAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve siperoksit dismutaz (SOD) aktiviteleri
Olgllmustir. NMOR uygulanan grupta kontrol grubu ile karsilastirildiginda MDA (P=0.036)
dizeylerinde anlamh artiglar saptanirken, GSH (P=0.001) dizeyleri ile KAT (P=0.001), GSH-Px
(P=0.003) ve SOD (P<0.001) aktivitelerinin kontrol grubuna goére anlamli dususler gosterdigi
saptanmistir. NMOR+enginar uygulanan grupta tim parametrelere ait degerler kontrol grubu
degerleri duzeyine ulagsmisti. NMOR+enginar uygulanan grup NMOR uygulanan grup ile
karsilastirildiginda MDA duzeylerinin dustigi, KAT, GSH-Px ve SOD aktivitelerinin ise arttigi
belirlenmisken GSH dulzeylerinin degismedigi gézlenmistir. Sonuglar NMOR uygulanan ratlarin
plazmasinda MDA duizeylerinin arttigini, eritrosit GSH diizeyleri ve antioksidan enzim aktivitelerinin
azaldigini gostermistir. Bununla birlikte, enginarin NMOR'un neden oldudu toksisiteye karsi
koruyucu etkisi olabilecegi sonucuna variimigtir.

Anahtar Kelimeler: Nitrozomorfolin, enginar, malondialdehid, antioksidan

Investigation of the Effect of Artichoke (Cynara scolymus L.) on Lipid
Peroxidation Levels and Some Antioxidant Enzyme Activities in
Nitrosomorpholine Applied Rats

In this study, it was aimed to investigate the effects of artichoke against the toxicity in the blood of
rat caused by nitrosomorpholine (NMOR) by evaluating lipid peroxidation and antioxidant
enzymes. Male Wistar-Albino rats were divided into four groups as; control group, artichoke-treated
group (1.5 g/kg/day body weight, by gavage for 14 days), NMOR-treated group (10 mg/kg/day body
weight, by gavage for 14 days) and NMOR+artichoke-treated group. NMOR and artichoke
applications were started at same time. At the end of the experiment, all animals were sacrificed
and blood samples were removed into anticoagulant containing tubes. In this study,
malondialdehyde (MDA), reduced glutathione (GSH) levels, catalase (CAT), glutathione peroxidase
(GSH-Px) and superoxide dismutase (SOD) activities were measured to determine the effects of
artichoke on NMOR-induced toxicity. In NMOR-treated group, MDA levels (P=0.036) were
significantly higher while GSH levels (P=0.001), CAT (P=0.001), GSH-Px (P=0,003) and SOD
(P<0.001) activities were significatly lower compared to control group. In NMOR+artichoke group,
all parameters were similar to control group values. When NMOR+artichoke group was compared
with NMOR group, MDA levels were decreased, CAT and GSH-Px were increased, and SOD
activities and GSH levels did not change. The results showed that plasma MDA levels were
increased and erythrocyte GSH levels and antioxidant enzyme activities decreased in NMOR
treated rats. It is concluded that artichoke may have protective effect against the toxicity caused by
NMOR.

Key Words: Nitrosomorpholine, artichoke, malondialdehyde, antioxidant

Girig

Nitrozaminler dodada c¢ok cesitli ve yaygin olarak bulunan kanserojenik
bilesiklerdir. Bu nedenle deneysel modellerde nitroso bilegiklerinin etkileri incelenmis ve
kanser olusumuna sebep olabilecegi yoninde énemli bilgilere ulasiimistir (1-4). Tavsan,
balik, fare gibi birgok hayvan tiriinde gergeklestirilen deneysel ¢alismalarda
nitrozaminlerin karaciger, bobrek, akciger, idrar kesesi, bagirsak, yemek borusu, beyin,
sinir sistemi ve mide gibi énemli organ ve sistemlerde timdr olusumuna neden oldugu
belirlenmistir. Bu tumoral olugsumlar nitrozaminlerin alinan miktarina ve yapisina bagl
olarak bir veya birka¢ organda meydana gelebilmektedir (2-5).

Nitrozomorfolin (NMORY)'in kanserojen ve mutajenik ¢zelliklere sahip oldugu iyi
bilinmektedir (6). NMOR’in bebek siseleri ve emziklerdeki kauguklar da dahil olmak
Uzere kauguk Urtnlerinde bir kirletici madde olarak bulundugu ve ayrica cesitli
sebzelerde, peynirlerde, alkolli igeceklerde ve meyvelerde de bulundugu gbézlenmistir.
NMOR’in ABD’de ticari olarak kullanimi yasaklanmistir. NMOR'in saglk UGzerindeki
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etkileri hakkinda sinirli bilgi mevcuttur. insanlarda
NMOR’in  akut, kronik, Ureme, gelisimsel veya
kanserojen etkileri hakkinda yeterli bilgi mevcut degildir.
Hayvan calismalarinda, oral yoldan NMOR’e maruz
birakilan hayvanlarda karaciger, nazal bosluk, akciger ve
bdbrekler Uzerinde etkileri oldudu bildiriimistir (6-8).

Normal sartlarda kararli bir yapiya sahip olan
nitrozaminlerde nitrozo grubuna bagh karbon atomunda
sitokrom P-450'ye bagh olarak hidroksillenmesi ile
baslayan reaksiyonlar g¢esitli hucrelerin  nukleofilik
bélgelerinde etkilesime gecerek timdr olusmasinda etkili
olan elektrofilik ara ardnlerin olugsmasiyla
sonuglanmaktadir. Bunu ise énemli hicresel faaliyetlerin
degismesiyle ortaya c¢ikan reaktif oksijen tirleri
(ROTY)'nin artmasi izlemektedir (6, 9).

GlUnimuzde kimyasal toksik maddelere ve
karsinojenlere maruziyet sonucu olusan toksikasyonlara
bagli meydana gelen oksidatif stresin 6nlenmesi ya da
azaltilmasi Uzerinde c¢galisilan konularin  basinda
gelmektedir. Bu amagla antioksidan 6zelligi olan
maddelerin arastiriimasi ve geligtiriimesi Uzerine yapilan
calismalara gegmiste oldugu gibi simdide gereksinim
duyulmus ve in vitro ve in vivo cesitli modeller
kullanilmigtir (10).

Enginar (Cynara scolymus L.) gugli antioksidan
Ozellige sahip olup, igeriginde bulunan flavonoitler
(luteolin, apigenin) ve kafeoil kinik asit tiirevleri (sinarin
ve klorogenik asit) sayesinde karaciger koruyucu,
antimikrobiyal, kolesterol dislrictu 6zellikleri oldugu
belirtiimistir. Bununla birlikte dispepsi ve bagirsak
sendromu gibi durumlarda da sik¢a kullaniimaktadir
(11). Etken maddelerin suda ¢o6zinurliginden ve aci
lezzetinden dolayl tibbi olarak daha ¢ok caylan ve
kurutulmug yapraklarin sulu ekstreleri kullaniimaktadir
(11, 12). Birgok arastirmada (13-16) enginarin
antioksidan ve hepatoprotektif etkisi lizerinde durulmus
ve etkili oldugu kanitlanmigtir.

Calismada; ratlarin plazma malondialdehid (MDA),
kan redikte glutatyon (GSH) dizeyleri ile bazi
antioksidan enzim aktiviteleri incelenerek, NMOR’un
olusturabilecedi toksisiteye kargi enginarin etkilerinin
arastirilmasi amaclanmistir.

Gereg ve Yontem

Hayvanlar ve Calisma Diizeni: Calisma, Firat

Universitesi Deneysel Arastirmalar  Etik  Kurulu
Bagkanhigrnin  izni ile  yapilmistir  (2017/07-30).
Calismada Firat Universitesi Deney Hayvanlan

Yetistirme Unitesinden temin edilen 28 adet 2.5 aylik
erkek Wistar-Albino cinsi ratlar kullaniimigtir. Ratlar,
%60-65 dizeyinde nem, 2512 °C sabit 1s1 ve
havalandirmali odalarda; 12 saat aydinlik ve 12 saat
karanlik olmak Uzere standart sartlarda barindiriimis ve
deneysel uygulamalar boyunca ratlara standart ticari rat
yemi (pellet yem) ve musluk suyu ad libitum
saglanmigtir.

Ratlar dért gruba ayrilmis olup kontrol grubundaki
ratlara herhangi bir uygulama yapilmamigtir. Diger
gruplara sirasiyla; enginar, NMOR ve NMOR-+enginar
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uygulanmistir. NMOR Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA, CAS No: 59-89-2), enginar yaprak ekstrakti ise Ari
Muihendislik (Ankara/Turkiye) firmalarindan temin edilmis
ve distile suda c¢o6zilerek hazirlanmistir. NMOR 10
mg/kg vucut agirhgr dozunda, enginar ise 1.5 g/kg vucut
agirhgr dozunda gavaj yoluyla 14 gin sire ile
uygulanmigtir (15, 17). NMOR ve enginar
uygulamalarina ayni anda baslanmis ve 14 gun sure ile
devam edilmistir. Calisma sonunda kan dokuda MDA,
GSH duzeyleri ile katalaz (KAT), glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) ve sliperoksit dismutaz (SOD) gibi antioksidan
enzimlerin aktiviteleri spektrofotometrik olarak
belirlenmistir.

Biyokimyasal Analizler: Uygulamalarin sonunda
ratlar sakrifiye edilerek kan Ornekleri etilendiamin
tetraasetik asit (EDTA) igeren tlplerde toplanmis ve
plazmalarin ayrilmasi igin tipler 10 dk boyunca +4 °C’'de
3.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Plazma MDA, tam kan
ise GSH ve GSH-Px tayini igin kullanilmistir. EDTA’lI kan
ornekleri plazmalari ayrildiktan sonra serum fizyolojik ile
3 kez yikanmig ve eritrositlerde KAT ve SOD aktiviteleri
ile hemoglobin dizeyleri belirlenmistir.

Plazma &6rneklerinde MDA duzeylerinde meydana
gelen degisimler spektrofotometrik olarak Placer ve ark.
(18)dan modifiye edilmis olan ybnteme gore
Olcllmustir. Bu metot lipid peroksidasyonunun aldehit
Urinlerinden olan MDA ile tiyobarbitlrik asit (TBA)in
reaksiyonu temeline dayanmaktadir. GSH tayini Ellman
(19) tarafindan bildirilen metotla yapiimistir. Bu ydntem,
5,5'dithiobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB) eklendiginde
sulfidril gruplarinin  meydana getirdigi sari rengin
spektrofotometrik olarak 6lglilmesi temeline dayanan bir
yontemdir. KAT aktivitesini belirlemek igin Aebi metodu
(20) kullanilmistir.  KAT, hidrojen peroksit (H2O2)'in
yikimini katalizleyen bir enzimdir. H,O2'in KAT enzimi
tarafindan yikim hizi, 240 nm dalga boyunda H-O:'in
15191 absorbe etmesinden faydalanilarak
spektrofotometrik olarak belirlenmistir. GSH-Px aktivitesi
Olguimu icin Beutler metodu (21) kullaniimistir. GSH-PX,
GSH’un okside glutatyon (GSSG)’a oksidasyonunu H,0»
kullanarak katalizler. GSSG’un olusum hizi glutatyon
rediiktaz reaksiyonu vasitasiyla él¢llir. SOD aktivitesi
Sun ve ark. (22)’'nin modifiye ettikleri metoda goére tayin
edilmigtir. SOD aktivite 6lgimu, ksantin-ksantin oksidaz
sistemi ile Uretilen stperoksit radikali (O2")'nin nitroblue
tetrazolium (NBT)'u indirgeyerek renk olusmasi esasina
dayanan metot ile dlgllmustir. Frankel ve ark. (23)'nin
metodu hemoglobin dizeyi tayininde kullaniimistir.
Ferrisiyanir hemoglobindeki Fe+2’yi oksitleyerek +2
degerden +3 degerli demire gevirerek methemoglobine
donusmesine neden olur. Bunu takiben potasyum
siyanid ile stabil bir pigment olan siyanomethemoglobin
meydana gelir. 546 nm’de siyanomethemoglobinin
absorbansi okunarak hemoglobin dizeyleri
belirlenmigtir.

istatistiksel Analiz: Elde edilen veriler ortalama +
standart hata olarak belirlenmis ve istatistiksel analizler
SPSS 22 programi kullanilarak yapilmigtir. Calisma
sonucunda elde edilen verilerin Shapiro-Wilk normallik
testi sonucunda normal dagilim gdsterdigi belirlenmistir.
Gruplar arasindaki degerlendirme igin tek yonlu varyans
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analizi (One-way ANOVA) ve ve ileri analizler igin de
Tukey’'s HSD testi kullanimistir. P<0,05 degerleri
istatistiksel olarak anlaml kabul edilmistir (24).

Bulgular

Tablo 1 kontrol ve deney gruplari kan érneklerinde
MDA ve GSH duzeyleri ile KAT, GSH-Px ve SOD gibi
antioksidan enzimlerin  aktivitelerini  gdstermektedir.
Enginar uygulanan grup kontrol grubuyla
karsilastiriidiginda istatistiksel olarak anlamh fark
bulunmamistir. NMOR uygulanan grupta kontrol grubu
ile karsilastinldiginda MDA (P=0.036) duzeylerinde
anlamli artiglar saptanirken, GSH (P=0.001) duzeyleri ile
KAT (P=0.001), GSH-Px (P=0.003) ve SOD (P<0.001)
aktivitelerinin  kontrol grubuna gbére anlamli dususler

goOsterdigi  saptanmistir.  NMOR+enginar uygulanan
grupta tum parametrelere ait degerler kontrol grubu
degerleri duzeyine ulagmigtir. NMOR+enginar
uygulanan  grup NMOR uygulanan grup ile

karsilagtirildiginda MDA duzeylerinin  dustigu, KAT,
GSH-Px ve SOD aktivitelerinin ise arttigi belirlenmigken
GSH dizeylerinin degismedigi gdzlenmisgtir.

Tartisma

Nitrozaminler, test edilen bitiin hayvan tirlerinde
kanserojen oldugu bulunan ve bu nedenle insanlarda da
kanserojen oldugundan suphelenilen genis bir kimyasal
bilesik  grubudur  (25-27). NMOR’in  indikledigi
toksisitenin patogenezi halen dahi iyi anlasiimamis
olmasina ragmen, toksisitesinin ana mekanizmasi olarak
serbest radikal olusumu One sirilebilmektedir. MDA
diizeyindeki artig, oksidatif stresin énemli bir belirtisidir.
MDA dizeyi, lipid peroksidasyonunun bir indeksi olarak
belirlenir ve lipid peroksidasyonu, bircok karsinojenin
toksisite ve karsinojenezinin ana belirtilerinden biridir
(28). Cahsmada, NMOR uygulanmis ratlarin
plazmasinda MDA dizeylerindeki artis NMOR'’in
olusturdugu hasarin bir gostergesi olarak dislndlebilir.
GSH, bircok toksik maddenin detoksifikasyonunda
6nemli bir rol oynamaktadir. GSH; peroksidasyonun
meydana gelmesini engellerken, hiicre membranlarinin
korunmasini  ve  serbest radikallerin  ortadan
kaldirimasini  gerceklestirmektedir (29). Calismada,
NMOR uygulanmis ratlarin kaninda GSH diizeylerindeki
disis NMOR veya metabolitlerinin GSH ile konjugat
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meydana getirip vucuttan atilimini  kolaylastirmasi
sirasindaki kullanimina baglanmaktadir. Ayrica GSH,
NMOR’in zararl etkilerinden dokularin korunmasinda
kritik bir rol oynamakta ve sonug¢ olarak GSH tiketimi
GSH-Px aktivitesinde de oOnemli dislslere neden
olabilmektedir. GSH-Px'in NMOR uygulamasi sonrasi
aktivitesindeki azalma, substratin (GSH)
mevcudiyetindeki azalmaya ve ayrica protein
yapisindaki ROT kaynakli degisikliklere bagli olabilir (29-
31).

KAT ve GSH-Px gibi antioksidan enzimler
ROT’lerine kars! ilkk savunma hattini olugturan enzimler
olup, NMOR uygulamasi ile enzim aktivitelerinde disus
belirlenmistir. NMOR'’in neden oldugu oksidatif stresin
KAT ve GSH-Px aktivitelerini distrmesi, NMOR’in
sebep oldugu ROTnin bu enzimler Uzerine gdstermis
olabilecegi inhibisyon etkisi ya da GSH-Pxin, GSH
varliginda lipid peroksidin hidroksi asitlere déntsumdini
katalize etmesi esnasinda substrat olarak GSH
kullanilabilirliginin azalmasi nedeniyle olabilir (29-31).
Calismada enginar takviyesinin, kan antioksidan
aktivitelerini  artirdii  ve  bdylece peroksidasyon
Urtnlerinin zararh etkilerini dnledigi tespit edilmigstir.

Farkli  nitrozamin  bilegiklerinin  uygulandigi
calismalarda plazma MDA duzeylerinde dnemli artis,
eritrosit antioksidan enzim aktivitelerinde ise genel
olarak dusus belirlenmistir.  Arastirmacilar nitrozo
bilesiklerinin oksidatif strese neden olabilecegini ve artan
ROT’nin doku ve hucrelerde hasar olusturabilecegini
belirtmiglerdir (32, 33). Kim ve Choi (34) NMOR’in sebep
olabilecegi hepatokarsinogeneze karsi Kamicheonggan-
tang’in etkilerini inceledikleri calismalarinda NMOR
uygulamasi sonrasi MDA duzeylerinin arttigini, GSH
dizeylerinde ise belirgin degisikliklerin olmadigini
saptamislardir. Arastirmacilar NMOR’un lipid
peroksidasyonuna sebep olarak MDA dizeylerini
artirdigi sonucuna varmiglardir. Robichova ve ark. (35)
memeli hicrelerinde  NMOR’in - genotoksik etkilerini
arastirdiklari galismalarinda NMOR ile muamele edilmis
Caco-2 hicrelerinde reaktif oksijen / nitrojen tirlerinin
(ROT/  RNT) olusumunu floresan analizleri ile
belirlemigler ve  NMOR ile muamele edilmis model
hicrelerde mutasyon artisi gdzlemlemislerdir. Elde
edilen veriler sonucunda NMOR'in ROT / RNT
olusumuna neden oldugunu dogrulamiglar ve NMOR'in

Tablo 1. NMOR uygulanan ratlarda enginarin plazma MDA ve eritrosit GSH duzeyleri ile KAT, GSH-Px ve SOD

aktiviteleri Gzerine etkileri

Parametreler Kontrol Enginar NMOR NMOR+ Enginar
MDA (nmol/mL) 8.17+0.01° 8.15+0.08" 8.60+0.10° 8.18+0.15°
GSH (umol/mL) 52.01+1.26° 50.54%1.45° 43.74%1.69" 47.18+1.25®
KAT (k/g Hb) 53.96+1.57° 53.58+4.32° 38.38+1.24° 51.43+3.86°
GSH-Px (U/g Hb) 0.498+0.01° 0.508+0.03° 0.370+0.02° 0.475+0.02°
SOD (U/g Hb) 76.74+0.80% 78.030.28° 70.76+0.39° 75.38+0.87°

abc Ayni satirda farkli harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05).
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DNA hasarini sadece ilag metabolize edici enzimler
tarafindan aktivasyonu ile dolayl olarak degil, ayrica
dogrudan ROT / RNT olusumu vyoluyla da
indlkleyebilecegini  gostermislerdir. Robichova ve
Slamerfiovda (36) NMOR ve  N-metil-N'"-nitro-N-
nitrosoguanidin (MNNG) gibi iki farkli nitrozo bilesiginin
hamster V79 hicreleri ve insan kolon karsinoma (Caco-
2) hucreleri Uzerindeki sitotoksik etkileri ile bu etkilere
karsi E ve C vitaminlerinin etkilerini degerlendirdikleri
calismalarinda NMOR'’in her iki hiicre hattinda doza
bagh canh hucrelerin azalmasina neden oldugunu;
MNNG'in ise sadece V79 hicrelerinde doza bagh bir
sitotoksik etki yarattigini saptamiglardir. Aragtirmacilar
bu sonuglar ile farkli nitrozo bilesiklerinin, hicresel
makromolekiillerle farkli tepki goésterebilecedini ortaya
koymuglardir.  Ratlarda ve hamsterlerde NMOR
buharlarinin kanserojen potansiyelini degderlendirmek
amaciyla yapilan bir inhalasyon calismasi ile NMOR
buharinin inhalasyonu sonucu da toksik etkiler meydana
getirebilecegi gosterilmistir (37). Mevcut calismada da
NMOR uygulamasi sonrasi MDA ve GSH duzeyleri ile
antioksidan enzim aktivitelerinde istatistiki olarak anlaml

degisimler saptanmis olup NMOR toksisitesinde
radikallerin ~ blyldk bir rol oynadi§i hipotezi
desteklenmigtir.  Calismadaki  bulgular  NMOR’in

meydana getirdigi oksidatif stresteki ylkselis nedeniyle
aktif serbest radikallerin olusumuna sebep olabilecegini
dusundirmektedir.

NMOR’in  indikledigi  toksisiteyi  engellemek
amaciyla bazi antioksidan o6zelligi oldugu duslndlen
bilesikler denenmis olup (34, 36), ratlarda NMOR'in
indukledigi toksisite modellerinde enginar tedavisi verilen
galismaya rastlaniimamistir. Enginar yaprak ekstraktinin
onkojenik 6énemi olan sinyal yolaklari Gzerindeki etkisi
nedeniyle antitimoral aktivitesi deneysel testlerle
gOsterilmistir (38). Calismada olusan toksisite NMOR ve
metabolitlerinin direkt ya da dolayli etkileri ile hucre
membraninda meydana gelen hasara bagh olarak
olugsmaktadir. NMOR ile birlikte uygulanan enginarin
MDA diizeyini azaltmasi, antioksidan enzim aktivitelerini
artirmasi oksidatif hasara karsi bir koruma olustugu
anlamina gelmektedir. Cesitli calismalarda, enginarin
antioksidan etkisi sinarin, klorojenik asit ve flavonoidler
gibi bilesenlerin metalik iyonu selatlama ve radikal
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supurme etkilerine baglanmistir. Enginarin antioksidan
etkisi, inflamatuvar yollarin gen ifadesine midahale ve
oksidatif stresi indirgemesi ile sonuglanan antioksidan
enzim sentezinin indiksiyonu ile iligkilendirilmektedir
(39).

Kaymaz ve ark. (16) alfa-amanitin ile olugturulmus
toksisite  Uzerine enginarin  etkilerini  inceledikleri
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