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ABSTRACT

The aim of the study was to investigate the effects of chrysin (CH), one of the natural flavonoids, against
isoniazid lung damage caused by isoniazid (INH), which was widely used in the treatment of tuberculosis. Male
Sprague-Dawley rats were randomly divided into five groups: a control group, INH-treated group, CH alone
treated group 50 mg / kg, INH + CH 25 mg / kg treated group, and INH+ CH 50 mg / kg treated group. It was
determined that INH caused oxidative damage by decreasing antioxidant enzyme activities such as glutathione
peroxidase (GPx), superoxide dismutase (SOD), and catalase (CAT) and increasing lipid peroxidation (LPO). In
addition, it was found that the administration of CH to INH-treated rats increased GSH level and antioxidant
enzyme activities, and decreased lipid peroxidation. It was observed that the nuclear factor erythroid 2 related
factor 2 (N1f-2) and oxygenase-1 (HO-1) expression levels were up-regulated in the INH-treated group, and the
expression of NF-»B increased in the INH-treated group in the immunohistochemical examination, and the CH
administration, on the other hand, decreased the levels of these markers. Taken together, these results suggested
that CH had beneficial effects in INH-induced lung toxicity by maintaining the oxidant-antioxidant balance and
decreasing NF-»B, Nrf-2, and HO-1 expressions.
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Ratlarda Izoniazid Kaynakli Akciger Hasarina Karg1 Krisinin Etkileri

oz

Bu calismanin amaci; titberkiiloz tedavisinde yaygin olarak kullanilan izoniazid (IZN) kaynakli akciger hasarina
karst dogal flavonoidlerden olan krisin (KRS)’in etkilerinin arastirilmasidir. Calismada Spraque Dawley cinsi 35
adet erkek rat rastgele 5 gruba ayrldi: Kontrol grubu, 1ZN uygulanan grup, KRS 50 mg/kg uygulanan grup,
1ZN+ KRS 25 mg/kg uygulanan grup ve IZN+ KRS 50 mg/kg uygulanan grup. IZN’nin glutatyon peroksidaz
(GPx), stiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (KKAT) gibi antioksidan enzim aktivitelerini ve glutatyon (GSH)
diizeylerini azaltip, lipid peroksidasyonunu (LPO) artirarak oksidatif hasara neden oldugu belirlendi. Ayrica IZN
ile kombine uygulanan KRS uygulamasinin GSH seviyesini ve antioksidan enzim aktivitelerini artirdigy, lipid
peroksidasyonunu ise azalttig1 ettigi tespit edildi. Calismada incelenen niikleer faktor eritroid 2 ile iliskili faktor 2
(Ntf-2) ve hem oksijenaz-1 (HO-1) seviyelerinin IZN grubunda gen ekspresyonu diizeyinde, niikleer faktér kappa
B (NF-xB) ekspresyonunu ise immunhistokimyasal incelemede arttgi tespit edilmis, buna karsin KRS
uygulamastnin bu belirteglerin diizeylerinde azalmaya neden oldugu gézlenmistir. Birlikte ele alindiginda, bu
sonuglar KRS'In oksidan-antioksidan dengesini koruyarak ve NF-«B, Ntf-2 ve HO-1 ekspresyonlarini azaltarak
1ZN’nin neden oldugu akciger toksisitesinde faydali etkilere sahip oldugunu diistindiirmektedir.
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GIRIS

Mycobacterium tuberculosis'in  neden oldugu bir
hastalik olan tiiberktiloz (TB), insanlik tarafindan
bilinen en eski ve en 6limcil hastaliklardan biridir
(Organization 2013). Anti-tiiberkiiloz kemoterapisinin
ortaya ctkmasiyla, hastaligin tedavisinde ciddi bir
iyilesme olmustur. Anti-tiberkiloz ilaclar arasinda
bulunan izoniazid (IZN), aktif tiberkillozun tedavisi
ve profilaksisi i¢in kullanilan ilactir (Basheer ve ark.
2017, Chowdhury ve ark. 2006, Eftekhari ve ark.
2018). Aktif tiberkilozun tedavisinde yaygin olarak
kullanilan ~ 1ZN’nin,  gastrointestinal ~ bozukluk,
hepatotoksisite, periferik ndrotoksisite, merkezi sinir
sisteminde bagta olmak tizere cesitli yan etkileri
oldugu icin kullanimi smnirlanmaktadir (Ahadpour ve
ark. 2016). Yapilan arastirmalar, oksidatif stresin 1ZN
kaynakl sitototoksisiteden sorumlu mekanizmalardan
biri oldugunu ileri stirmektedir (Cicek ve ark. 2005).
Bagarilt bir anti-tiberkiloz ilact ile tedaviden sonta
klinik olarak iyilesme gozlenmesine ragmen, anti-
tiberkiloz ilaglarin yiiksek dizeyde oksidatif stresin
devamina neden olduklart belirtilmistir (Plit ve ark.
1998).

Yeterli diizeyde reaktif oksijen tirii (ROS) normal
hiicresel fonksiyonu korumak icin sinyal molekilleri
olarak islev gorirken, pro-oksidan ve antioksidan
sistemler arasindaki denge bozukluklari nedeniyle asir1
ROS tretimi ¢ogu dokuda oksidatif hasara neden olur
(Choi 2019). Oksidatif hasar sonucu artan ROS,
DNA oksidasyonu, lipit peroksidasyonu ve endotelyal
hticre hasarina neden olur ve bu isleyis cogu dokuda
gorilen hasarin ana mekanizmasi olarak bilinmektedir
(Zhang ve ark. 2018).

Niukleer faktor kappa B (NF-xB), inflamasyon ve
cesiti otoimmiin hastahiklarda yer alan genlerin
indtklenebilir ekspresyonunun 6nemli bir
diizenleyicisi  olarak hizmet eden bir redoks
transkripsiyon faktoridiir (Caglayan ve ark. 2019).
Bilinen bir transkripsiyon faktéri olarak nikleer
faktor eritroid-2 ile iligkili faktér 2 (Ntf-2),
antioksidan ~ ve  detoksifikasyon  enzimlerinin
ekspresyonunu uyarabilen ve oksidatif stresin hiicresel
yanitint saglayan 6nemli bir transkripsiyon faktoradiir

(Celik ve ark. 2020).

Nrtf-2, oksidatif stresin diizenlenmesinde Onemli bir
rol oynayan ana redoks algilama transkripsiyon
faktori oldugu iyi bilinmektedir. Normal olarak,
oksidatif stres uyarimi altinda, Nrf-2 aktive edilir,
Keapl-  Nrtf-2  kompleksinden — salinir  ve
sitoplazmadan  ¢ekirdege aktarilir. Ayrica Heme
oksijenaz-1 (HO-1) dahil olmak tzere cesitli anti-
oksidatif genlerin transkripsiyonunu baslatir. Bununla
birlikte, bircok ¢alisma, HO-1 indtksiyonunun, Nrf-2
sinyallemesinin in vitro ve in vivo aktivasyonu ile LPS
kaynakli enflamasyon tepkilerini bloke ettigini

gostermistir (Chepelev ve ark. 2013, Park ve ark.
2013, Zhang ve ark. 2017).

Flavonoidler, anti-inflamatuar, antibakteriyel, anti-
alerjik, antiapoptotik, antitrombotik ve vazodilatér
dahil biyolojik ve farmakolojik &zellikler sergileyen
bitki kaynaklt dogal fenolik bilesiklerdir (Kandemir ve
ark. 2020). Krisin (5,7 - dihidroksiflavon) dogal bir
flavonoiddir. Bircok bitki 6ziinde, balda, propoliste ve
cesitli ciceklerin ugucu yaglarinda bol miktarda
bulunan KRS’nin varolan bircok yararh etkileri
bilinmektedir. KRS yararli etkilerinden dolayt son
yillarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Eldutar ve ark.
2017, Kandemir ve ark. 2017, Mehri ve ark. 2014,
Temel ve ark. 2020).

Sunulan ¢alismada, 1ZN’nin ratlarin  akcigerleri
uzerindeki etkisini ve bu etkilerin KRS ile birlikte
tedavi  edilerek  duzeltilip  duzeltilemeyeceginin
degerlendirilmesi amaclanmistir. Bu amaca ulasmak
icin, ratlara oral olarak gavaj yoluyla 7 giin boyunca
IZN ve / veya KRS verildi, ardindan akciger
dokularinda antioksidan aktivite, patolojik
degisiklikler ile farkli parametreler biyokimyasal,
histopatolojik ve gen ekspresyonu yontemleri ile
incelenmistir.

MATERYAL ve METOT

Kullanilan Deney Hayvanlari

Calismada agirliklars 220-250 gr, yaslart 10-12 haftalik
olan erkek Sprague Dawley cinsi rat kullanidi.
Kafeslerde bulunan hayvanlar, 24£1°C sabit sicaklikta
ve on ikiser (12 h) saatlik karanlik/aydinlik siklist
saglanarak kontrolli bir odada tutuldu. Calismaya
baslamadan Once ratlarin 7 gln siireyle ortama
adaptasyon saglamalari icin herhangi bir uygulama
yaptlmadan beklendi. Sprague Dawley ratlara yem
(pelet) ve su ad /libitum olarak verildi. Bu calisma
Atatiirk Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu Baskanligi tarafindan onaylandi
(Karar No: 118/2019).

Caligmada Kullanilan laglar

Izoniazid (IZN): Calismada kullanilan 1ZN’nin
(IN.H. 300 mg Tablet, Kocak Farma) doz se¢iminde
literattr verisinden yararlanildi (Ruan ve ark. 2018).
Krisin (KRS): Calismada kullanidan antioksidan KRS
Sigma-Aldrich firmasindan temin edildi.
Calismamizda kullanmis oldugumuz doz literatiirde
belirtildigi sekilde uyguland: (Eldutar ve ark. 2017).

Deneysel Uygulamalar

Deneyde kullanilacak ratlar, her bir grupta yedi
hayvan olacak sekilde bes gruba ayrildi. Deney
tasarimi agagidaki gibi bir kontrol ve dort deney
grubunu icermistir;
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1- Kontrol Grubu: 7 giin oral serum fizyolojik verildi.
2- IZN Grubu: 7 gin 400 mg/kg/giin 1ZN oral
olarak verildi.

3- KRS 50: 7 gin 50 mg/kg vicut agirligi/gtin KRS
oral olarak verildi.

4- IZN + KRS 25 Grubu: 25 mg/kg/giin KRS (oral)
uygulamasindan 30 dk. sonra 1ZN 400 mg/kg
dozunda oral verildi ve uygulama 7 giin yapildi.

5- IZN + KRS 50 Grubu: 50 mg/kg/giin KRS (oral)
uygulamasindan 30 dk sonra IZN 400 mg/kg
dozunda oral verildi ve uygulama 7 giin yapildi.

Numunelerin alinmasi

Yapilan son uygulamadan 24 saat sonra (8.giin) ratlar
hafif sevofloran anestezisi altinda dekapite edildi.
Ratlardan akciger dokulart alinarak bir kismi gen
ekspresyonu ve biyokimyasal analizler yapilincaya
kadar -80 °C’de muhafaza edilirken, diger bir kisim ise
patolojik incelemeler amaciyla 10 %’luk tamponlu
formaldehit solisyonda tespit edildi. Biyokimyasal
olarak ve gen ekspresyonu i¢in analizlere baslamadan
once akciger dokularindan gerekli olan miktarlarda
tartild. Yapilacak analizlerin metodlarin da belirtilen
tamponlarla  belirtilen  oranda  sulandirilarak
TissueLyser 1I (Qiagen) ile homojenizasyon islemi
yapildu.

Biyokimyasal Analizler

Akciger dokulart  homojenatlarinda  LPO  (Lipid
peroksidasyon) trinii olan MDA 6lgimii Placer ve
ark’nin (Placer ve ark. 1966), GSH diizeyleri Sedlak
ve Lindsayin (Sedlak and Lindsay 1968), GPx
aktivitesinin olctimi Matkovics’in (Matkovics 1988),
SOD aktivitesinin 6l¢imu Sun ve ark.’nin (Sun ve ark.
1988), KAT aktivitesi Aebi’nin metoduna gore
spektrofotometrik  olarak  Slculdi  (Aebi  1974).
Homojenattaki protein konsantrasyonu, Lowry ve
ark’nin metoduna gore belitlendi (Lowry ve ark.
1951).

Histopatolojik Inceleme

Akcigerlere ait histopatolojik incelemeler icin 6nceki
calismalarimizdaki prosediirler izlendi (Cengiz ve atk.
2017, Comakli ve ark. 2019, Comakli ve ark. 2020).
Tespit edilen akciger dokulart  formaldehitin
uzaklastirilmast amaciyla akan su ile muamele edildi.
Dereceli alkol ve ksilol soliisyonlarinda dehidrasyon
ve seffaflandirma islemi gerceklestirilen akciger doku
Ornekleri parafin bloklara gdmildi, daha sonra 5 p
kalinlikta kesitler normal ve polilizinli lamlara alindr.
Normal lam itzerine alinan dokular hematoksilen-
eozin (HE) ile boyandi Akcigerlerde g6zlenen
histopatolojik degisiklikler 1stk mikroskobu altinda
fotografland: (Zeiss, AX10 Scope Al, Almanya).

Immunhistokimyasal boyama

Polilizinli lamlara alinan kesitler ksilol icinde iki kez (5
dk.) parafinden arindirildi, ardindan dereceli alkol
icinde dehidre edildi ve son olarak distile suda 10 dk.

bekletilerek rehidre edildi. Kesitler spesifik olmayan
boyamayt en aza indirmek amactyla 10 dk. 3%’lik
hidrojen peroksit soliisyonunda bekletildi ve fosfat
tamponlu salin (PBS) ile 2 kez yikandr. Antijen
retrieval icin kesitler, 10 mM sitrat tamponu (pH 6.0)
icerisinde 10 dakika kaynatildi ve PBS ile ytkandi. 10
dakika boyunca protein blok solisyonu uygulandiktan
sonra kesitler, anti- NF-»B (p50) (1: 200, Santa Cruz
Biotechnology, Katalog No: sc-8414) ile 30 dk.
inktibe edildi. Kesitler ti¢ ayr1 PBS yikamast ile
durulandt ve daha sonra biyotinlenmis sekonder
antikor (Ultra Vision Large Volume Detection
System;  TP-125-HI,; Lab  Vision, Thermo)
kullanilarak 10 dakika siireyle inkiibe edildi. Son
olarak, kesitler belli bir suire DAB ile muamele edildi
ve  Mayer hematoksilin  ile zit  boyandi
Dehidrasyondan sonra, kesitler ksilen icine alindi ve
entellan ile kaplandi. Istk mikroskobu altinda
immunpozitiflikler yogunluga gére yok: 0, zayif: 1,
orta: 2, yogun boyanma: 3 seklinde incelendi (Zeiss,
AX10 Scope Al, Almanya).

Total RNA Izolasyonu

Deneysel gruplardaki ratlardan elde edilen akciger
dokularindan ~ Trizol  kullanilarak  total RNA
izolasyonu yapildi. Bu islem kitin prosediriine uygun
olarak yapildi. Total RNA izolasyonunda sonra RNA
konsantrasyonu NanoDrop ile 6lciildi. Total RNA
kalitesini kontrol etmek amactyla RNA’lar %1.5’lik
agaroz jel de 1XTBE solusyonu icerisinde 80 voltta
bir saat yuritildi ve jel gorintileme sistemi ile
gorintilenerek RNA kalitesi belirlendi.

Primer Dizayn

Apoptozis ile iliskili olan Nrf-2 ve HO-1 genlerine ait
ekspresyon seviyelerinin  Real Time PCR ile
Olciilebilmesi icin  gerekli primer dizileri
http://bioinfo.ut.ce/primer3-0.4.0/ ilgili linkindeki
Primer Design-3 programi kullanilarak tasarland.

DNaz I uygulamasi ve cDNA ¢evrimi

Izole edilen RNA orneklerinde DNA
kontaminasyonuna karst DNaz I (Thermo Scientific)
kullanildr. Dnaz I uygulamast kitte verilen protokole
uygun olarak yapildi. Daha sonra bu RNA’lardan 2-5
pg alindt ve miScript Reverse Transcription Kiti
(Qiagen) verilen protokole uygun sekilde kullanilarak
cDNA sentezlendi. Elde edilen cDNA’nin saflig1 ve
miktart spektrofotometrede yapilan 260-280 nm
absorbans Olctimleri ile belirlendi ve cDNA’lar ayni
oranlarda sulandirildi. Daha sonra Real Time PCR
calismalarinda kullanilmak tzere -20 °C de muhafaza
edildi.

Real time PCR

Nrf-2 ve HO-1 genlerinin mRNA  transkript
seviyelerini Ol¢mek amaciyla Qiagen Rotor Gene
HRM marka cihaz kullandarak qRT-PCR  yapildi.
Internal kontrol olarak GAPDH geni kullanildi. Real
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time PCR deneylerinde olusturulan master mix igerigi;
Syber Green 2X Rox Dye Master mix (Qiagen),
genler icin tasarlanmis forward ve reverse primetler,
template olarak cDNA’lar ve niikleaz free su
icermekteydi. Master mixler hazirlandiktan sonra
Ornekler Real Time cihazinda analiz edildi ve elde
edilen Ct degerleri 2—AACT metoduna uygun olarak
hesaplanarak ilgili genlerin ekspresyon seviyeleri
belirlendi (Livak and Schmittgen 2001). Genlerin
reaksiyon kosullart ve primer dizileri Cizelge 1’de
gOsterilmistir.

Istatistiksel Analiz

Calismadan elde edilen tim verilerin istatistiksel
analizi  SPSS  20.0 yazilimi kullanilarak  yapild:.
Biyokimyasal veriler tek y6nli  varyans analizi
(ANOVA) testi ile belitlenmis olup c¢oklu
karsilastirmalar icin Tukey’s HSD testi uyguland:.
p<0.05 seviyesindeki sonuclar anlamli kabul edildi.
Immunhistokimyasal verilerin analizi icin parametrik
olmayan Kruskal Wallis testi ve Mann-Whitney U
testi kullanildi. Ayrica genlere ait ekspresyon seviyeleri
analiz etmede GrapPad 7.2 (California, USA)
programi1 kullanildu.

BULGULAR

Biyokimyasal Degerlendirme

Ratlara  uygulanan 1ZN, kontrol grubu ile
karsilastirlldiginda  akciger  dokusundaki MDA
seviyesinde artisa neden oldugu belirlendi (Sekil 1A).
Kontrol grubu ile KRS gruplari arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark olmadigi (p>0.05) tespit edildi.
IZN ile uygulanan KRSnin kombine dozlarinin
uygulamast ile artan bu MDA diizeylerinde 6nemli
derecede azalmayr sagladigt belitlendi  (p<<0.05).
Benzer sekilde 1ZN uygulamasi, kontrol ve sadece
KRS uygulanan gruba kiyasla anlamli sekilde akciger
dokusundaki GSH dizeylerini azaltug (p<0.05)
gozlenirken 1ZN + KRS 50 (50 mg/kg doz)
uygulamasinin, GSH diizeyini 1ZN uygulanan gruba
kiyasla anlamli sekilde artirdigt (p<<0.05) tespit edildi
(Sekil 1B).

Akciger dokusunda SOD aktiviteleri incelendiginde;
(Sekil 2A) Kontrol ve KRS gruplarina gore 1ZN
grubunda aktivitenin azaldigi(p<0.05), IZN ile birlikte
uygulanan KRS ile azalan SOD aktivitesinin artt1g
(p<0.05) tespit edildi. Akciger dokular1 KAT
aktiviteleri incelendiginde (Sekil 2B) kontrol ve KRS
gruplarinda KAT aktiviteleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark olmadigi (p>0.05), IZN uygulanan
grupta ise kontrol ve KRS gruplarina gére aktivitede
o6nemli derecede azalma (p<0.05) oldugu gézlendi.
IZN grubu ile IZN + KRS 25 grubu arasinda
istatistiksel fark bulunamazken (p>0.05), KRS nin 50
mg/kg’lik  dozunun IZN  grubundaki —aktiviteyi
yukselttigi tespit edildi (p<<0.05).

Sekil 2Cde verilen GPx enzim aktiviteleri
incelendiginde; Kontrol ile KRS gruplarina gére
antioksidan enzim aktivitesinde O6nemli derecede
azalma (p<0.05) oldugu, IZN ile kombine olarak
verilen KRS’in 25 ve 50 mg/kg’lik dozlarinin GPx
aktivitesini artirdigt (p<0.05) 1ZN ile birlikte verilen
KRS’in 25 mg/kg ve 50 mg/kg’lik doz uygulanan
gruplart arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
olmadigt (p>0.05) gbzlendi.

Histopatolojik degerlendirme

Kontrol grubundaki ratlarin akcigerleri, histopatolojik
olarak hafif alveoler hiperemi disinda normal
histolojik yapiya sahipti (Sekil 3A). KRS uygulanan
ratlarin  akcigerlerinde de kontrol grubuna benzer
bulgular gézlendi (Sekil 3B). 1ZN uygulanan gruptaki
ratlarin  akcigerlerinde  alveoller arast  dokunun
hticresel infiltrasyona baglt artis, peribronsiyal lenfoid
dokunun hiperplazi, alveollerde hafif diizeyde
hiperemi ve amfizem bulgulari gézlendi (Sekil 3C).
IZN ile birlikte KRS uygulamalarinin akcigerdeki
histopatolojik bulgulart hafiflettigi 6zellikle KRS 50
mg/kg uygulanan dozunun etkili oldugu saptanmistir.
IZN ile KRS 25 mg/kg doz uygulanan ratlarin
akcigerlerinde alveoller arast hiicresel infiltrasyona
baglt kalinlasmanin ve peribronsiyal lenfoid dokudaki
hiperplazinin [ZN uygulanan gruba gére nispeten
hafifledigi gozlendi (Sekil 3D). 1ZN ile KRS 50
mg/kg doz uygulanan ratlarin akcigerlerinde ise
alveollerin normal histolojik yapisint  ¢ogunlukla
korudugu bazi bolgelerde alveoller arast hiicresel
infiltrasyonun arttig1 belirlendi (Sekil 3E).

Immunhistokimyasal inceleme

NF-»B icin porzitif hiicreler immunhistokimyasal
boyamada kahverengi scklinde gdbzlenmektedir.
Kontrol ve sadece krisin uygulanan gruptaki ratlarin
akcigerlerinde NF-»B immunporzitifligine rastlanmadt
(Sekil 4A, 4B). 1ZN uygulanan gruptaki ratlarin
akciger kesitlerinde yogun NF-xB immunpozitifligi
g6zlendi (p<0.05, Cizelge 2, Sekil 4C). 1ZN ile birlikte
uygulanan KRS 25 mg/kg (Sekil 4D) ve 50 mg/kg
(Sckil 4E) dozlarinin, artan NF-xB seviyelerini énemli
diizeyde azalttig1 belirlenmistir (p<<0.05, Cizelge 2).

Nrf-2 ve HO-1 genlerine ait mRINA transkript
seviyeleri

Calisma sonucunda elde edilen gRT-PCR verileri
incelendiginde, kontrol ve KRS gruplarinda Nrf-2 ve
HO-T’in ekspresyon profilinde herhangi bir degisimin
olmadig1 (p>0.05) ancak sadece
1ZN uygulanan ratlarin akciger dokularinda Nrf-2 ve
HO-1'in  mRNA  transkript = seviyesinin  arttif1
gdzlemlendi (p<0.01). Bunun yaninda 6zellikle 1ZN
+ KRS 50 grubunda bu genlere ait ekspresyon
seviyesinin sadece 1ZN uygulanan gruba gore énemli
derecede azaldigi belirlend: (p<<0.05) (Sekil 5A ve
Sekil 5B).
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Figure 1. Lung tissue MDA (A) and GSH (B) levels. Different letters (a, b, ¢, d) express the difference between
the groups (p <0.05).

12

10

U/g protein

= SOD Std Hata
SOD Ortalama

SoD

HAl

Kontrol KRS
0,31 0,45 0,19
10,77 13 6,18

IZN*KRS

0 37
7,84

SOD Ortalama ®SOD Std Hata

Cc

Ulg protein

8
6
2
C

= GPx Std Hata

GPx Ortalama

B KAT
16
14
= 12
Q
§ 10
o 8
;:;’ 6
g 4 a b
2
0 Kontrol KRS izn ImeRs iZN+KRS
ontrol
lmeRs 50
0 5 mKAT Std Hata 0,41 0,48 0,21 0, 27 0,4
) KATOrtalama 15,02 15,09 8,54 9,98 11,76
KAT Ortalama mKAT Std Hata
GPx
) | I I l l l
Kontrol KRS lmeRs N*KRS
0,57 0,48 0,2 o 23 o 35
15,73 16,46 8,67 10,36 11,51

GPx Ortalama mGPx Std Hata

Sekil 2. Akciger dokusu SOD (A), KAT (B) ve GPx (C) aktiviteleri. Farklt harfler (a, b, ¢, d), gruplar arasi
farkliligt ifade eder (p<<0.05).
Figure 2. Lung tissue SOD (A), CAT (B) and GPx (C) activities. Different letters (a, b, ¢, d) express the
difference between the groups (p<<0.05).
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Sekil 3: IZN ve KRS uygulamalarindan sonra rat akcigerlerinde histopatolojik degisiklikler. Hematoksilen ve eozin
ile boyanmis akciger kesitlerinin temsili gértntileri. Farklt deney gruplarindaki yetiskin sicanlarin akcigerlerinde
histopatoloji tablosunu gosteren Hematoksilen ve eozin boyama (H&E, 20X). (a-b) Normal alveol yapilart ve hafif
hiperemi ile gézlenen kontrol ve KRS gruplars; (c) IZN uygulanan grup, Peribronsiyoler lenfoid dokuda hiperplazi
(yildiz), alveol duvatlarinda hafif hiperemi (okbast), alveoller arast septumda yangisal hiicre infiltrasyonuna bagh
kalinlasma (ince ok) ve amfizem (kalin ok); (d) IZN+KRS (25 mg/kg) uygulanan grup, alveoller arast septumda
yangtsal hiicre infiltrasyonuna baglt kalinlasma (ince ok), alveol duvarlarinda hafif hiperemi (okbast) ve amfizem (kalin
ok); (e) IZN+KRS (50 mg/kg) uygulanan grup, amfizemli (yildiz) ve normal alveol yapilari, alveoller arast septumda
yangisal hiicre infiltrasyonuna baglt kalinlagsma (ince ok).

Figure 3: Histopathological changes in rat lungs after isoniazid and chyrsin administrations. Representative images
of lung sections stained with hematoxylin and eosin. Hematoxylin and eosin staining (H&E, 20X) showing the
histopathology table in the lungs of adult rats in different experimental groups. a-b) Control and CH groups
observed with normal alveolar structures and mild hyperemia; (c) INH-treated group, hyperplasia in the
peribronchiolar lymphoid tissue (star), mild hyperemia in the alveolar walls (arrowheadl), thickening due to
inflaimmatory cell infiltration in the septum between the alveoli (thin arrow) and emphysema (thick arrow); (d)
INH+CH (25 mg/kg) treated group, thickening (thin atrow) due to inflammatory cell infiltration in the septum
between the alveoli, mild hypetemia (artowhead) and emphysema (thick arrow); () INH+CH (50 mg/kg) group,
emphysema (star) and normal alveolar structures, thickening due to inflaimmatory cell infiltration in the septum
between the alveoli (thin arrow).
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Sekil 4: Akciger dokusunda NF-xB'nin ekspresyonu gosteren immunhistokimyasal boyama (IHC, 20 X). (a) Kontrol
grubunu gésteren fotomikrograf; (b) KRS ile muamele edilmis grup; (c) IZN uygulanan grup, siddetli yangi
sekillenen akciger dokusunda histiyositlerin sitoplazmasinda yogun NF-»B immunopozitifligi (oklar); (d) IZN+KRS
(25 mg/kg) uygulanan grup, alveoller arasindaki septumda histiyositlerin sitoplazmasinda hafif ve orta diizeyde NF-
¥B immunopozitifligi (ok); (¢) IZN+KRS (50 mg/kg) uygulanan grup, bronsiyoliin gevresindeki yangt hiicrelerinin
sitoplazmasinda hafif NF-xB immunpozitifligi (oklar).

Figure 4: Immunohistochemical staining showing the expression of NF-xB in lung tissue (IHC, 20 X). (a)
Photomicrograph showing the control group; (b) CH-treated group; (c) INH-treated group, intense NF-xB
immunopositivity in the cytoplasm of histiocytes in the lung tissue with severe inflaimmation (arrows); (d) INH+CH
(25 mg/kg) group, mild and moderate NF-xB immunopositivity in the cytoplasm of histiocytes in the septum
between the alveoli (arrow); (¢) INH+CH (50 mg/kg) treated group, mild NF-»B immunopositivity (arrows) in the
cytoplasm of inflammatory cells around the bronchiole.
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Sekil 5. Deneysel gruplardaki ratlarin akciger dokularinda Nrf-2 ve HO-1 genlerine ait mRNA transkript seviyeleri.

Degetler 3 bagimsiz Orneklemin ortalama * SD' sini temsil eder; Hata cubuklati standart sapmayr gosterir.

Istatistiksel anlamlilik (* p <0.05, ** p<0.01 ve *** p<0.001), tek yonliit ANOVA ile analiz edildi. A) Nrf-2 geninin

goreceli mRNA ekspresyon seviyelerini temsil eder. B) HO-1 geninin géreceli mRNA ekspresyon seviyelerini temsil

eder.

Figure 5. The mRNA transcript levels of Nrf-2 and HO-1 genes in the lung tissues of the rats in the experimental

groups. Values represent the mean + SD of 3 independent samples; Error bars indicate standard deviation. Statistical

significance (* p<0.05, ** p<0.01 and *** p<0.001) were analyzed by one-way ANOVA. A) Represents relative
mRNA expression levels of the Nrf-2 gene. B) Represents the relative mRNA expression levels of the HO-1 gene.
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Tablo 1. GAPDH, Nrf-2 ve HO-1 genlerine ait qRT-PCR Primer Dizileri
Table 1. qRT-PCR Primer Sequences of GAPDH, Ntf-2 and HO-1 genes

Primer Ad1 (5-3) Baglanma Reaksiyon kosullar1
(W9)

GAPDH F: AGTGCCAGCCTCGTCTCATA 56 94°C 15 / 56°C 30 s / 72°C 30 s (40
R: GATGGTGATGGGTTTCCCGT cycles)

Nrf-2 F: TTTGTAGATGACCATGAGTCGC 56 94°C 15 / 56°C 30 s / 72°C 30 s (40
R: TCCTGCCAAACTTGCTCCAT cycles)

HO-1 F: CGACAGCATGTCCCAGGATT 56 94°C 15s / 56°C 30 s / 72°C 30 s (40
R: TCACCAGCTTAAAGCCTTCCC cycles)

Tablo 2. IZN uygulamasina bagli degisen NF-xB immunporzitifligi tizerine KRS antioksidaninin etkisi
Table 2. Effect of CH antioxidant on NF-xB immunopositivity varying due to INH treatment

Gruplar Ortalama®Std. Hata
Kontrol 0,28%0,18a
KRS 0,14%0,142
IZN 2,85%0,14>
IZN+KRS 25 mg/kg 1,8520,26¢
IZN+KRS 50 mg/kg 1,57£0,20¢

Degerler ortalama £ Standart hata, p<0.05, farkli harfler (**<) gruplar arast farklilik olarak ifade edilir.

TARTISMA

Bu calismada, KRS’ nin Sprague Dawley cinsi ratlarda
IZN  kaynakli akciger hasarina karst koruyucu
etkilerini  inceledik.  Anti-tiberktloz  tedavisi,
hepatotoksisite, nefrotoksisite ve deri dékuntisti dahil
olmak Uzere cesitli ilaca bagli yan etkilere neden
olabilir (Ohta ve Nagase 2012, Suzuki ve ark. 1992).
Bu ilaglardan 1ZN’nin neden oldugu pnémonitis gibi
interstisyel akciger hastalign hakkinda bazi vaka
raporlart  bildirilmistir  (Kunichika ve ark. 2002,
Nishizawa ve ark. 2004). Yapilan bircok calismada
yine 1ZN’nin ilag kaynakli akcigerlerde pnémonitis
olugmasinin en yaygin nedeni oldugu 6ne siirilmustiir
(Suzuki ve ark. 1992, Nishizawa ve ark. 2004, Endo
ve ark. 1998). 1ZN ile indiiklenen interstisyel
pnémoni tantst esas olarak ila¢ kaynakli interstisyel
pnémoni ile uyumlu ilag Sykisi ve akciger
patolojisine dayanir (Migita ve ark. 2012). Sunulan
calismada 1ZN uygulanan gruptaki ratlarin akciger
patolojisinde akcigerlerin alveol limenlerinin bos
olmasi, alveoller arast dokuda hiicresel infiltrasyona
bagli artis ve peribronsiyal lenfoid dokudaki hiperplazi
gibi bulgularin  gozlenmesi 1ZN’nin intersitisyel
pnémoni olusturdugu ve literatlir veriyle uyumlu
oldugunu gostermistir. Yine ¢alismamizda antioksidan
olarak kullandigimiz KRS’nin farkli maddelerle
olusturulan akciger hasarlarina karst koruyucu 6zellik
gosterdigi bildirilmistir (Kilic ve ark. 2014, Yang ve
ark. 2018). Sunulan calismada 1ZN kaynakli akciger
hasarina karst KRS uygulamasinin oksidatif hasari ve
enflamatuar etkiyi azaltarak etkili oldugu gézlenmis ve
literatiir veriyle uyumlulugu belirlenmistir.

Sunulan calismada, 1ZN'nin ratlarda ROS tiretimi,
oksidasyon ve antioksidatif sistem tzerindeki etkileri
arastirtldt.  ROS, oksidatif stres icin Onemli bir
baslangic faktSriidiir ve vicuttaki artan ROS tretimi,
oksidatif stresi tetikler (Combrink ve du Preez 2020,
Jia ve ark. 2019, Schieber ve Chandel 2014).
Enzimatik (SOD, KAT ve GPx) ve enzimatik
olmayan (GSH) antioksidanlar, oksidatif hasara maruz
kalan hiicrelerin korunmasinda 6nemli bir rol oynarlar
(Eldutar ve ark. 2017). Coklu doymamus yag
asitlerinin ~ son drind olan MDA, bir lipit
peroksidasyon irtinidir Serbest radikallerin asirt
tretimi lipit peroksidasyonuna yol acar, ¢linki lipitler
hicre zarinin en 6nemli bilesenidir (Aksu ve atk.
2017, Jia ve ark. 2019). GSH diizeylerinin azalmasi,
SOD, GPx ve KAT aktivitesinin azalmasi ile
vucuttaki artan MDA, serbest radikaller ve reaktif
oksijen tirleri (ROS) gibi lipit peroksidasyon toksik
yan Urlnlerini  artirarak  oksidatif  stres, lipit
peroksidasyon hasarina neden olur (Cho ve ark. 2015,
Jia ve ark. 2019, Xiang ve ark. 2017, You ve ark.
2014). Calismada enzimatik ve non-enzimatik enzim
aktivitelerinde meydana gelen azalma ve artan MDA
diizeyleri, 1ZN uygulamasindan sonra ciddi bir
oksidatif stresin olustugunu gostermektedir. Bununla
birlikte, 1ZN ile birlikte KRS uygulamast akciger
dokularindaki SOD, KAT ve GPx enzim
aktivitelerinde 6nemli bir artis sagladigi gézlenmistir.
[ZN'nin bu antioksidan enzim aktiviteleri tizerine
azaltict etkisi Onceki calismalarda gosterilmis ve
bunun muhtemelen 1ZN’nin oksidan-antioksidan
dengeyi bozarak bakteriyi etkisiz hale getirme
¢abasindan kaynaklandigi seklinde yorumlanmistir
(Ahadpour ve ark. 2016, Karakurt ve ark. 2019,
Raghu ve Karthikeyan 2016). Ayrica farkli
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calismalarda farkli flavonoid tiirevi antioksidanlarin
MDA diizeyini azalttigi, GSH diizeyi ile GPx, SOD
ve KAT enzim aktivitelerini artirdi@ bildirilmistir
(Aksu ve ark. 2019, Benzer ve ark. 2018, Celik ve ark.
2020, Kandemir ve ark. 2020). Sunulan ¢alismada da
benzer sekilde 1ZN ile birlikte KRS uygulanmast
MDA diizeylerini azaltup, GSH diizeyleri ile GPx,
SOD ve KAT enzim aktivitelerini ise artirmistit.

Bir transkripsiyon faktorii olan NF-xB, htcresel stres
artuginda, ROS  dretildiginde ve DNA  hasan
olustugunda hiicre donguisti degisikliklerinin yant sira
bircok islev goriir ve yangi belirteclerini tetikleyerek
yangisal siireci hizlandirir (Agea ve ark. 2014). NF-
#«B'nin duzensizligi, cesitli enflamatuar hastaliklar ve
kanseri  iceren  ¢esiti  patolojik  durumlarla
iliskilendirilmistir (Benzer ve ark. 2018). Sunulan
calismada 1ZN uygulamasinin rat akcigerlerinde NF-
»B seviyelerinin immunhistokimyasal
degerlendirilmesinde yikseldigi ve yangisal strecin
hizlandig1 gorillmektedir. Yapilan farkli calismalarda
da IZN’nin benzer sekilde NF-xB seviyelerinin arttigt
bildirilmistir (Celik ve ark. 2020, Wali ve ark. 2019,
Zhang ve ark. 2019).

Nrf-2, antioksidan ve sitoprotektif —proteinlerin
ckspresyonunu dizenleyerek ROS kaynakli oksidatif
hasara karst hiicreleri koruyan bir transkripsiyon
faktoridir (Mahmoud ve ark. 2020). Nrf-2
aktivasyonu oksidatif hasari azaltmak icin, hicreleri
apoptozise karsi koruyan hem faz II ve HO-1 gibi
antioksidatif enzimlerin ekspresyonunu arttirir (Abass
ve ark. 2016, Dai ve ark. 2010).

HO, hem molekiliinii pargalayarak enzimatik olarak
bilirubine dontstirir ve setbest demir, karbon
monoksit ve biliverdin olusumunu saglar. HO-1
izozimi, substrat hem, oksidatif stres ve fenolik
bilesikler dahil olmak tizere c¢ok cesitli uyaranlarla
transkripsiyonel olarak diizenlenir (Guzman-Beltrin
ve ark. 2008). Ntf-2/HO-1 sinyalleme yolu, ¢cok ¢esitli
uyaranlara yanit olarak bir dizi antioksidan genin
ckspresyonunu diizenler ve hiicreyi oksidatif strese
karst korur (Surh ve ark. 2008). Yapilan calismada,
IZN uygulamast Nrf-2 ve HO-1 mRNA transkript
seviyesini artirmugtir. Literatiir taramast yapildiginda
bazi  calismalarda IZN  uygulamasinin ~ Nrf-2
ekspresyonunu azalttigr 6ne striilmistiir. Ancak bu
sonucun tam tersini ortaya koyan caligmalarda
mevcuttur. Yani 1ZN’nin Nrf-2 yolagt tizerine olan
etkisi hakkinda farkli sonuclar bulunmaktadir. 1ZN
uygulamast sonucu mRNA transkript seviyesinin
azalma sebeplerinden biri 1ZN’nin ilgili gende post
transkripsiyonel modifikasyona ugratmasi olabilir.
Ayni zamanda epigenetik modifikasyonlarda ve post
transkripsiyonel diizenlemede rol alan kodlanmayan
RNA’lar (miRNA gibi) bu sonucun sebepleri arasinda
sayilabilir (Jin et al. 2017, Verma ve ark. 2018, Wang
ve ark. 2018, Zhang ve ark. 2019).

Sonug olarak IZN’nin akciger dokusunda oksidan-
antioksidan dengeyi bozarak hasara neden oldugu,
inflamasyonu  arturdig  gézlenmis, KRSnin ise
antioksidan ve anti-inflamatuar etki gostererek 1ZN
kaynakli bu hasari azalttigr tespit edilmistir. Konu ile
ilgili yapilacak ileri diizey calismalar ile IZN kaynakls
akciger hasarini azaltmada ya da engellemede KRS’ nin
alternatif tedavi yontemi olarak yerini alacagi ve
konuyla ilgili farkli calismalara katki saglayacag
dusuntlmektedir.

Cikar Catigmasi: Yazarlar, cikar ¢atismast olmadigin
beyan eder.
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