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FARELERDE PARASETAMOL iLE OLUSTURULAN AKUT
ZEHIRLENMEDE ANETHUM GRAVEOLENS (DEREOTU)’IN
ETKISI

Serap KORKMAZ

Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dah Yiiksek Lisans Tezi, Ekim 2016

Damisman: Prof. Dr. Feride KOC

OZET

Parasetamol (PT), para aminofenol grubu bir ilag olup yiiksek dozda kullanildiginda
zehirli metaboliti n-asetil-p-benzokuinonenimin sekillenmesi ile karaciger dokusundaki
okside lipidlere ve siilfidril gruplarina kovalent olarak baglanarak hasara yol
acmaktadir. Anethum graveolens (AG) ise gilinlimiizde yaygin olarak tiiketilen, ugucu
yaglar ve antioksidan maddelerce =zengin aromatik bir bitkidir. Bu bitki
antiinflamatuvar, antiiilseratif, antihiperlipidemik, antibakteriyel, antifungal ve
antioksidan etkilere de sahiptir. Bu calismada PT ile deneysel akut karaciger
toksikasyonu olusturulan farelerde, olusan hasara karst AG ekstresinin koruyucu
etkilerinin olup olmadiginin belirlenmesi amaglandi. Bu amagla, 50 adet, 2 aylik, 20-25
gr agirligindaki Balb-c erkek fareler her grupta 10 hayvan olacak sekilde 5 gruba
ayrildi. Uygulamalar oral gavaj yoluyla gerceklestirildi. I. gruptaki (kontrol grubu)
hayvanlara 7 giin sadece izotonik sodyum kloriir ¢ozeltisi; II. gruptaki hayvanlara PT
400 mg/kg tek doz, Il1. gruptaki farelere PT+AG1 7 giin siireyle (100 mg/kg AG ve son
ekstre uygulamasindan 1 saat sonra 400 mg/kg PT), V. gruptaki farelere PT+AG2 (200
mg/kg AG+PT 400 mg/kg), V. gruptaki farelere ise 200 mg/kg AG 7 giin siireyle oral
gavaj yoluyla verildi. Son uygulamalardan 5 saat sonra ketamin ve ksilazin anestezi
altinda kalpten kan alindi. Servikal dislokasyon sonrasi karaciger ve bobrek dokulari
alindi. Serum 6rneklerinde sitokin diizeyleri (interleukin-18, interleukin-6, interleukin-
10 ve tiimor necrosis factor-o) bazi biokimyasal enzimler (ALT, AST), dokularda lipid
peroksidasyon parametreleri (MDA, SOD, GSH) ile karaciger ve bobrek histopatolojik

incelemeleri yapildi.



Vil

Calismada, PT verilmis gruplarda serum AST, ALT ile sitokin ve doku MDA
diizeylerinde yiikselme, SOD ve GSH seviyelerinde diisiis belirlenmistir. Diger taraftan,
iki farkli dozda (100 ve 200 mg/kg) ekstre alan gruplari, sadece PT uygulanmis gruplar
ile karsilastirdigimizda, istatistiksel olarak anlamli bir sekilde, AG uygulamasinin
serumda IL-1pB, IL-10, IL-6, TNF-o, ALT ve AST diizeylerini azalttig1 tespit edilmistir.
AG uygulanan gruplarin dokularinda ise MDA diizeyinin azaldigi, GSH ve SOD’nin ise
yiikseldigi ve doza bagli olarak degiskenlik gosterdigi belirlenmistir. Histopatolojik
bulgular biyokimyasal bulgular ile uyumlu bulunmustur. Sonug olarak, AG uygulamasi
farelerde PT ile indiiklenen akut karaciger ve bobrek toksikasyonunda, oksidatif stresi,

sitokin cevabini etkileyerek organ hasarini 6nlemektedir.

Anahtar Kelimeler: Fare, Anethum graveolens, Parasetamol, Lipid Peroksidasyon,
Zehirlenme.



viii

THE PROTECTIVE EFFECTS OF ANETHUM GRAVEOLENS IN
PARACETAMOL-INDUCED ACUTE TOXICASION IN MICE
Serap KORKMAZ
Erciyes University, Institute of Health Sciences
Veterinary Pharmacology-Toxicology
Master of Science, October 2016
Supervisor: Prof. Dr. Feride KOC

ABSTRACT

Parasetamol (PT), para aminophenol group is a drug and cause damage on liver tissue
by bonding covalently to oxide lipids and sulphidrile groups when used in high doses
with formation of its toxic metabolite n-asetil-p-benzokuinonenimin. Anethum
graveolens (AG) is an aromatic plant rich-essential oils and antioxidant substances, it
has been widely consumed, nowadays. The plant has also antiinflammatory,
antiulcerative, antinyperlipidemic, antibacterial, antifungal and antioxidant effects. The
purpose of this study is to determine whether the protective effect of the AG extract
against experimental liver acute toxication formed by PT in mice. For this purpose 2
months old, 20-25 g weight Balb-c male mice of 50 divided into 5 groups which each
contain 10. Applications were made by oral gavage. Group 1 is designated as the control
group and isotonic NaCl given for 7 days, Group Il of animals 400 mg/kg a single dose
PT applicated orally, Group Il is PT+AG1 (100 mg/kg AG given for 7 days and 1
hours after last extract application 400 mg/kg PT given, Group IV is PT+AG2 (200
mg/kg AG+PT 400 mg/kg), Group V. AG2 (200 mg/kg AG were given orally for 7
days. About 5 hours after these applications the blood was taken from heart under
ketamin and xylazine anesthesia; liver and kidney tissue were taken after cervical
dislocation. Assessments were performed serum cytokine levels (interleukin-18,
interleukin-6, interleukin-10 and tumor necrosis factor-a)), some biochemical enzymes
(ALT, AST), lipid peroxidation levels in tissues (MDA, SOD, GSH) with liver and
kidney histopathological examinations. In our study, it is determined that AST, ALT,
cytokine and tissue MDA levels increased, SOD and GSH levels decreased in PT group.

On the other hand, when we compare the groups received two different doses (100 and



200 mg/kg) of extract with only PT applied group, AG application significantly
decreased IL-1p, IL-10, IL-6, TNF-a, ALT and AST levels in serum. It is determined
that MDA level decreased, and GSH and SOD levels increased depending on dose.
Histopathological findings are consistent with biochemical findings. As a result, AG
applications can prevent organ damage via affected cytokine answer and oxidative

stress in PT-induced acute liver and kidney toxications in mice.

Key Words: Mice, Anethum graveolens, Paracetamol, Lipid peroxidation, Toxication.
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1. GIRIS VE AMAC

Karaciger hasarinin en bilinen nedenlerinden biri de yiiksek dozda parasetamol (PT)
alimidir. Sonugta karaciger i¢in zehirli n-asetil-p-benzokuinonenimin sekillenmesi ve
olusan bu metabolit karaciger dokusundaki okside lipidlere ve siilfidril gruplarina
kovalent olarak baglanarak hiicre zarlarinda siddetli hasara yol agmaktadir (1-5).
Karacigeri koruyucu olarak ilag ve bitkisel kaynakli maddelerin kullanimina yonelik
aragtirmalar popiilerligini halen korumaktadir.

Anethum graveolens (AG) (dereotu) giiniimiizde hem diinyada hem de iilkemizde
yaygin olarak tiiketilen bir bitkidir. Ugucu yaglar ve antioksidan maddelerce zengin
aromatik bir bitki olan AG, antiinflamatuvar (6,7), antiiilseratif (8), antihiperlipidemik
(9), antibakteriyel (10,11,12), antifungal (13,14), antidiyabetik (15,16), antioksidan
(17,18), antikonvulzan (19) ve disi lireme sistemi (20) {izerine olumlu etkilere de
sahiptir. Bu giine kadar yapilan ¢alismalar incelendiginde, AG ekstresinin deneysel
olarak indiiklenerek karaciger hasar1 olusturulan farelerde, karaciger ve bobreklerde
oksidasyona, sitokin ve enzim diizeylerine etkilerine yonelik histopatolojik ve
biyokimyasal yonden bir arastirmaya rastlanilmamistir. Bu calisma ile model olarak
kullanilan deney hayvanlar1 sonuglari lizerinden yorumlamalar yapilarak, basta insanlar
olmak {izere tiim canlilarda karacigeri koruyucu olarak yeni bir farmakolojik ajanin
kullanimi1 hedeflendi.

Bu ¢alismada, PT ile deneysel akut karaciger toksikasyonu olusturulan farelerde, olusan
hasara karst AG ekstresinin koruyucu etkilerinin olup olmadigini belirlenmesi

amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. PARASETAMOL

Bir para aminofenol tiirevi olan PT, 19. asrin sonlarindan itibaren antipiretik olarak
tedavide kullanilmaya baslanmistir. ilag, hafif ve orta siddetli agrilarda ve atesin
diisiiriilmesinde yaygin olarak kullanilan, tedavi dozlarinda olduk¢a giivenli bir ilag
olarak bilinmektedir (21). Yiiksek dozda kullanildiginda ise karaciger nekrozu, bobrek
toksisitesi ve hatta O6lime neden oldugu deney hayvanlarinda yapilan calismalarda
belirtilmistir (22). Tek basina veya kombine olarak ¢ogu agr1 kesici ve ates diisiiriiciiniin
igerisinde bulunmaktadir. PT’nin farmasétik sekilleri ¢ogu zaman tablet, siispansiyon,
tek kullanimlik toz ve suppozituvar seklindedir. Ayrica kafein, fenasetin, efedrin,
pseudoefedrin, kodein, antihistaminikler vb. gibi ilaglarla kombine edilmis preparatlarla

grip tedavisinde de kullanilmaktadir (23).



2.1.1. Parasetamoliin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

— QO
HO —NH—C—
N/ CHs

Parasetamol

O

N-asetil benzokuinon imin

Sekil 1. Parasetamol ve n-asetil benzokuinonimin kimyasal formiilasyonu (24).

Parasetamol, diger bir adiyla asetaminofenin formiilii CgHgNO2, molekiil agirligr 151,2
g/mol, suda ¢ozlinlirligli az, sentetik yapida bir bilesiktir. Bu madde zayif bir asit
olmasi nedeniyle noniyonize sekildedir (25) ve para aminofenol tiirevi olan fenasetinin
metabolitlerinden biridir. Erime noktas1 170 °C, yogunlugu 21 °C'de 1.293 g/cm® diir
(26). 4-hidroksi asetanilit veya n-asetil-p-aminofenol olarak da bilinen kokusuz, beyaz,
acimsi bir tadi olan kristal tozdur (27).

2.1.2. Parasetamoliin Emilimi ve Dagilimi

Parasetamol agizdan alindiginda gastrointestinal sistemde hizli bir sekilde emilir ve
etkisi hizla baslar (28). Yaklasik 30-60 dakikada terapotik serum diizeyine ulasir.
Analjezik etkisi 3-4 saat kadar devam eder ve plazma yarilanma 6mrii yaklasik 2 saat
tir. Yiiksek dozda alindiginda 2-4 saat i¢inde plazma pik yogunlugu olusur ve % 98’i
karacigerde metabolize olur, % 2’de oraninda idrarla degismeden atilir (29).

Normal dozda eliminasyon ile yarilanma omrii 2,5 saat iken asir1 dozda ise
eliminasyonu 7,5 saate kadar cikabilir. Gastrointestinal sistemde toksin olusturma
thtimalinin diisiikligi g6z Oniinde tutularak antiinflamatuvar analjeziklerin diigiik
dozlar ile parasetamol tam dozda kombine edilmektedir (30). Yapilan ¢alismalarda en

yiiksek ila¢ konsantrasyonunun karaciger, bobrek ve gastrointestinal kanalda oldugu



rapor edilmistir. Beyine gegis diger dokulara oranla ¢ok daha yavastir ve ilacin ¢ok
kiigik bir kismu ise eritrositlere de baglanmaktadir. Parasetamoliin rektal yoldan da
emilimi de vardir (31, 32).

2.1.3. Parasetamoliin Mekanizmasi

Normal dozda alinan parasetamoliin biiyiik bir kismu siilfat ve glukuronik asitle birlesme
tepkimeleriyle metabolize olur; ¢ok az bir kismi da karaciger sitokrom P-450
enzimleriyle oksidasyon tepkimelerine maruz kalir ve karaciger i¢in zehirli n-asetil-p-
benzokuinonenimin olusmasia neden olur. Karacigerde olusan zehirli oksidasyon
metabolitleri, siilfidril gruplar1 igeren glutasyonla birleserek idrarla atilan zehirsiz
metabolitlere doniisiir (Sekil 2) (33). Fakat yiiksek dozda alinan parasetamol,
glutasyonun n-asetil-p-benzokuinonenimini etkinsizlestirme kapasitesini sinirlandirir ve
karacigerde glutasyon depolar1 tiikenir. Yiiksek dozda alinan parasetamol karacigerde
oncelikle siilfasyon ve glukuranidasyon tepkimeleriyle reaktif olmayan metabolitlere
doniisiir ancak bu metabolitler karaciger sitokrom P-450 enzim sistemi ile karaciger
tizerine zehirli bir reaktif metabolite (n-asetil-p-benzokinonimin) doniismektedir.
Olusan metabolit karaciger dokusundaki okside lipidlere ve siilfidril gruplarina kovalent
olarak baglanarak hiicre zarlarinda siddetli hasara yol agmaktadir (1-5). Hepatotoksisite,
glutamik oksaloasetik transaminaz (GOT) yiikselmesi ile baglar, sonunda bilirubin
yiikselmesi ve protrombin zamani1 uzamasina kadar ilerler. Hepatik hasara bagli olarak
parasetamolun yar1 dmrii de uzamaya baslar. Yapilan ¢aligsmalarda alimindan yaklagik 4
saat sonra olusan ila¢ serum diizeyi ile GOT yiikselmesi arasinda korelasyon oldugu

ifade edilmistir (29).



parasetamol
2085-90 silfiirik asit %04-6 sitokrom
ve glukronik asit ile p450 karma %524 idrar ile atilir
konjugasyvon ve fonksivonlu
idrarla atilim oksidaz sistemi
Glutatyon ile Proteinlere
konjugasyon ve r baglanir, hepatosit
A ¢ NAPQI N Sanir. Aep
merkaptiirik asit gliimil ve karaciger
konjugat: olarak nekrozu olusur

idrarla atilim

Sekil 2. Parasetamoliin Etki Mekanizmas1 (33).

2.1.4. Parasetamol ile Zehirlenmenin Klinik Tablosu

Parasetamol toksikasyonunda en c¢ok etkilenen organlar karaciger ve bobreklerdir.
Karacigerde P-450 oksidasyon sistemiyle agiga cikan reaktif metabolit glutasyonda
konjuge edilir. Glutasyonun azalmasi sonucunda konjuge olamayan ara metabolit
karaciger ve bobrek tubul hiicrelerinde nekroz olusturur. Hastalarda klinik tabloda 4

evre izlenir (29).

1. Evre: Bu evrede 6. saatte kusma baslar ve 14. saatte tiim belirtiler gozlenir; GOT,
glutamik piruvik transaminaz (GPT), bilirubin, protrombin zamani normal diizeydedir
(29,34).

2. Evre: 24. saatten sonra genel durum bozuklugu diizelmeye baslar. Bulanti, kusma,
terleme azalir veya tamamen ortadan kalkar. Ancak karaciger fonksiyon testlerinde

bozulma gozlemlenir. Karacigerin boyutunda ve hassasiyetinde artis olabilir (29,35,36).



3. Evre: Bu evre 48-96 saat arasini kapsar. Asir1 dozda alimlarda GOT ¢ok yiikselebilir.
Hepatotoksisite olusur ve histolojik bakida karacigerde sentrilobuler nekroz gézlemlenir
(29,37). Akut parasetamol zehirlenmelerinde goriilen karaciger hasarindan n-asetil-p-
benzokinoniminin sorumlu oldugu bilinmektedir (38,39). Karaciger yetmezligi ile
birlikte hipotermi ve ndrolojik bozukluklar ortaya cikar.
4. Evre: Alimdan 7-8 giin sonra GOT yiiksek olsa bile karaciger fonksiyonlar1 diizelir.
Renal fonksiyonlarda bozulmalar bu devrede goriilebilmektedir (29). Semptomlarin ve
karaciger fonksiyon enzimlerinin yavas yavas diizeldigi gozlenir ancak tam diizelme 3

ay kadar stirebilir (35,40).

Parasetamoliin 300 mg/kg ve tizerindeki dozlar1 farelerde de siddetli akut karaciger
nekrozuna yol agtigi bildirilmistir (41,42). Parasetamol zehirlenmelerinde karaciger
GSH depolarmin da tikendigi bildirilmektedir (39). Farelerde parasetamoliin
oksidasyonunun azaltilmast ve GSH sentezinin uyarilmasinin, parasetamoliin
zehirliligini azalttig1 ortaya konmustur (43). Viicutta GSH depolarinin tiikkenmesi direkt
olarak GSH araciligi ile oksidatif strese sebep olabilecegi gibi, dolayli olarak
antioksidan enzim aktivitesinin azalmasi da ayn1 yonde etki olusturur (44,45). Yapilan
literatiir incelemelerinde, hayvanlarda parasetamole bagl karaciger hasarinda GSH-Px

ve tiyol transferaz enzim aktivitelerinde azalma gozlendigi bildirmektedirler (46,47).

2.1.5. Zehirlenmenin Tanis1

Toksik doz genellikle 140 mg/kg c.a. ve flizeri olarak kabul edilirken yapilan
aragtirmalarda 250 mg/kg c.a. ve lizeri dozda karaciger hasarinin gelistigi 350 mg/kg
c.a. asildiginda siddetli karaciger toksisitesi olustugu goriilmustiir (29,41,42).
a) Serum parasetamol diizeyinin Sl¢iilmesi: Ila¢ aliminda 4 saat icerisinde alinan
serumdan PT diizeyine gore karar verilir.
b) Idrardan tespit yontemi: Parasetamol tayini hasta idrarmda ekstraksiyon dlgiimii
ile yapilir.
¢) Karaciger biyopsisi: Normal yap1 bozulmus, hepatositler normalden daha siskin
ve hepatoselluler nekrozun sekillenmis oldugu goriiliir.
d) Diger laboratuar testleri: 2. giinden itibaren karaciger fonksiyon testlerine
bakilabilir. 1lk olarak GOT seviyesi yiikselir ardindan GPT, bilirubin
seviyesinde ve protrombin zamaninda uzama belirlenir. Karaciger yetmezligi

ilerledikge hipoglisemi, amonyak seviyesinde ve alkalen fosfatazda yiikselme



sekillenir. Yogun parasetamol zehirlenmesinde ise koma durumu ve erken

metabolik asidoz gozlenebilir (29).

2.1.6. Parasetamol Zehirlenmesinde Tedavi Yontemleri

a)

b)

d)

Gastrointestinal sistem dekontaminasyonu: Parasetamol yiiksek doz alinminda
ilk olarak bagirsak dekontaminasyonu diisiiniilse de rutin kullanimi 6nerilmez.
Hastaya kusturmaya yonelik yardimei girisimler yapilabilir. Ipeka ile kusturulan
hastaya ilk kusma baglamadan aktif komiir kullanilmamalidir. Aktif kémiir
kusma sonrasi ya da mide lavaji sonrasi uygulanilmalidir (48).

Metabolik aktivasyonun durdurulmasi: Parasetamol aliminda glutasyonun
baskilanmasi nedeniyle hepatotoksisite olustugu i¢in P-450 oksidaz enzim
sistemi bloke edilirse toksik metabolit olusumu engellenmis olur. Bu amagla
etanol ve simetidin hayvan deneylerinde kullanilmigtir (29).

Diger koruyucu maddeler: Hayvan deneylerinde E vitaminin parasetamole bagli
hepatotoksisiteyi onledigi belirtilmistir. C vitaminin ise parasetamolun hepatik
mikrozomlara  baglanmasin1  azalttigit  ve  n-asetil-p-benzokuinoniminin
parasetamole tekrar rediikte olmasimi hizlandirdigr belirtilmistir  (31,33).
Parasetamol zehirlenmelerinde bazi hayvansal kaynakli dogal iiriinlerin yararl
etkileri oldugu bildirilmektedir. Yedi giin boyunca 10 ve 25 mg/kg dozda
propolis ve ardindan 400 mg/kg doza parasetamol verilen farelerde O6liim
oraninin ve hepatik nekrozun siddetinin azaldigini, propolisin ve benzer bir
baska calismada ise ar1 siitiiniin karaciger hasarina ve hiicre 6liimlerine kars1
koruyucu etkileri olabilecegini belirtmislerdir (49,50,51).

Antidotal tedavi: Tedavide ideal antidot glutasyondur. Parasetamolle
zehirlenmelerde glutasyon depolarinin tiikenmesinden hareketle, tedavide n-
asetil sistein gibi glutasyon oOnciisii maddeler kullanilmaktadir (50). Farelerde
400 mg/kg dozda verilen parasetamoliin karaciger hasarina neden oldugunu, 7
giin boyunca 200 mg/kg/giin dozda verilen asetil sisteinin parasetamol ile
sekillenen karaciger hasarmin gostergesi olan bazi biyokimyasal ve lipid
peroksidasyon gostergelerinde diizelme sagladigini; asetil sisteinin parasetamol
ile olusan karaciger hasar1 tizerinde kismen Koruyucu etkiler gosterdigi tespit

edilmistir (40,42).



e) Diger tedavi yontemleri: Hipotermi oOnlenir, kanamalar varsa taze plazma,
vitamin K uygulanir. Sivi elektrolit takviyesi yapilabilir, hipoglisemiye karsi
uygun dekstroz soliisyonlar1 verilir, metabolik asidozu onlemek igin bikarbonat
tedavisi yapilabilir (29).

2.1.7. Parasetamoliin analitik toksikolojisi

Parasetamol izolasyonu kan ve idarda yapilabilir. Asit ya da notr ortamda organik
solventlerle (etilasetat, kloroform) ekstraksiyonu dogrudan ya da Stas-Otto yontemiyle
yapilabilmektedir. Daha sonra da asagidaki testler yapilarak nicelik oOl¢timleri
gerceklestirilir.

1. Kolorimetri

2. Spektrofotometre

3. Floresan polarizasyon teknigi

4. Gaz kromatografisi

5. Yiiksek performansl likit kromatografisi (29)
2.2. DEREOTU (ANETHUM GRAVEOLENS)

Gilinlimiizde iretilen ilaglarin yaklagik % 25’1 bitkisel kaynaklidir. Bundan dolay1
bitkisel kaynakli ilaglarin 6nemi olduk¢a artmigtir. Tibbi bitkilerin canli sistemler
tizerinde sedatif, analjezik, antipiretik, kardiyoprotektif, antibakteriyel, antifungal ve
antiviral gibi pek ¢ok etkileri ¢caligmalarla ortaya konulmustur (52,53). Bitkiler serbest
radikalleri notralize ederek, oksidatif stres ve reaktif oksijen tiirleri ile baglantili bir gok
kronik hastaligin ilerlemesini dnlemektedir (53,54). Hastaliklarin tedavisinde kullanilan
ilaglarin yan etkilerinin ¢ok olmasi bitkilere olan ilgiyi her gecen giin arttirmaktadir. Bu
tiir bitkilerin ilag olarak tercih edilmesinin en 6nemli sebebi ilaglara gére daha az toksik
etkiye sahip olmalaridir. Bu kapsamda, Anethum graveolens adli bitki tiirii son yillarda
genis capta birgok arastirmaya konu olmustur (6-20,55). Maydonozgiller (Apiaceae)
ailesinden olan bu bitkinin botanik sinonimi Peucedanum graveolens 'dir ve orijini Orta
Asya’dir. Dereotu kisa Omiirlii, aromatik, kokulu bir bitkidir fakat kurutulma yada
isitilma isleminden sonra esansiyel yaglarinin parcalanmasindan dolayr aromatik ve
koku 6zelliklerini kaybederler. Bu bitkinin medikal alandaki kullanimi Yunan ve Misir
medeniyetlerine kadar dayanmaktadir. Misirhilar bu bitkiyi kozmetik ve parfiim
yapiminda kullanmislardir. Bu aromatik bitki, tursu, salata, sos, ve ¢corba gibi mevsimlik

tiketilen yiyeceklere tat vermesi ic¢in de kullanilmaktadir (56,57). Dereotu yag,



cekirdeginden, yapragindan ve bitkinin koklerinden {iretilmekte ve bu yag yiyecek
sanayinde 6nemli boyutlarda kullanilmaktadir (56,58). Halk arasinda agiz kokusunun
giderilmesi, anne siitliniin artirtlmasi, idrar yolu hastaliklari, mide-bagirsak hastaliklari,
hemoroit ve ruhsal hastaliklarin tedavisi amaciyla tiiketilmektedir (59,60). Bu giine
kadar AG ile ilgili yapilan arastirmalar incelendiginde, antioksidan nitelikli
fitokimyasallar1 (yliksek oranda ugucu yaglar, flavonoidler, fenolik bilesikler vb.)
icerdigi ve canlilarda oksidatif stresi azalttigi rapor edilmektedir (17,18,53,60). AG,
antiinflamatuvar (6,7), antiiilseratif (8), antihiperlipidemik (9), antibakteriyel (10,11,12),
antifungal (13,14), antidiyabetik (15,16), antioksidan (17,18), antikonvulzan (19) ve disi
tireme sistemi (20) olumlu etkileri ortaya konulmustur. Yapilan ¢aligmalar
incelendiginde, AG ekstresinin farelerde PT ile olusturulmus akut Kkaraciger
toksikasyonunda etkilerinin  belirlenmesine  yonelik yapilan bir ¢aligmaya
rastlanmamustir. Yapilan bu arastirmada PT ile indiikklenerek olusturulan akut karaciger
toksikasyonunda farelerde AG ekstresinin karaciger koruyucu etkileri olup olmadigi

ortaya konulmustur.

2.2.1 Anethum graveolensin kimyasal ozellikleri

Yapilan aragtirmalar, dereotu bitkisinin fitokimyasal yapisinda 40 farkli ugucu bilesene
sahip oldugunu gosterilmistir (Tablo 1) (61). Anethum graveolens’in tohumlari,
yapraklart ve koklerinin fitokimyasal analizi Tablo 2’de gosterilmistir. Terpenler
dereotu bitkisinde en fazla goriilen uguculardir (56). Dereotu yaginda gaz
kromatografisi ile tanimlanan bilesiklerin yiiksek oranda karvon ve limonen igerdigi
rapor edilmektedir. Yapraklarda ana bilesenleri a-fellandren (% 62,71), limonen (%
13,28) ve anethofuran (% 16,42) olarak belirlenmistir. Ciceklerin ana bilesenleri o-
fellandren (% 30,26), limonen (% 33,22), ve anethofuran (% 22) seklindedir (61).
Polifenoller, serbest radikalleri notralize ederler, peroksitleri azaltirlar ve bu antioksidan
aktiviteleri ile fenolik bilesiklerin miktar1 arasinda pozitif bir iliski oldugu
belirtilmektedir (63,64,65).
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Tablo 1: Anethum graveolens’in  ucucu bilesenlerinin gaz  kromatografi-kiitle
spektrofotometresi yontemiyle analizi (61).
Sira | Kl Alan Tespit edilen bilesik | Sira | Kl Alan Tespit edilen bilesik
No (%) No (%)
1 933 1,43 a-Pinene 21 | 1480 0,45 Gremacene
2 1002 | 1,95 3-2-Carane 22 | 1496 0,3 (2)-Dihydroapofarnesol
3 1014 | 4,63 a-Phellandrene 23 | 1512 0,37 y-Cadinene
4 1017 | 5,44 a-Terpinene 24 | 1527 0,25 Vetinene
5 1040 | 0,74 Trans B-ocimene 25 | 1540 0,25 a-Calacorene
6 1067 | 1,98 Sabinene 26 | 1553 0,25 Elemicin
7 1080 | 2,13 p-Cymene 27 | 1566 0,26 Caryophyllene alcohol
8 1110 | 0,97 Camphenol 28 | 1577 0,28 Spathulenol
9 1122 | 0,85 Cis-pinene hydrate 29 | 1648 0,69 B-Eudesmol
10 1143 | 1,07 Camphor 30 | 1675 0,14 Androencocalinol
11 1160 | 13,9 Limonene 31 | 1684 6,81 Epi-a-bisabolol
12 1205 | 0,83 Para-cymen-9-ol 32 | 1758 2,25 (E)-Nuciferol
13 1307 | 0,93 Iso-vebranol acetate | 33 | 1760 2,5 B-Bisabolen-12-ol
14 1315 | 0,29 Terpinly acetate 34 | 1773 1,57 (E)-a-atlantone
15 1320 | 0,51 Dihydro citronellal | 35 | 1797 14,28 I-Carvone
acetate
16 1356 | 0,73 Eugenol 36 | 1808 2,12 Cryomeridiol
17 1389 | 0,58 Cubebene 37 | 1905 1,63 2-Phenylethyl-phenyl
acetate
18 1418 | 0,47 (E)-Caryophyllene 38 | 1990 0,28 4-Methyl stilbene
19 1442 | 0,56 y-Patchoulene 39 | 2136 0,51 Osthol
20 1462 | 0,38 Allo-aromadendrene | 40 | 2234 24,43 7-a-hydroxy manool

KI: Kovalent indexi
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Tablo 2: Anethum graveolens ’in tohumlari, yapraklar1 ve koklerinin fitokimyasal analizi (56).

Metaboliti Tohumlar Yapraklar Kokler
Tannin + + ¥
Terpenoid + + ¥
Saponin + - +
Steroid - + T
Flavanoid + + T
Phylobatannin - - -
Cardiac-glycoside + + +
Antraquinone + - -
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. CIHAZ, MALZEME VE KIMYASALLAR

3.1.1. Cihaz ve Malzemeler

© © N o g bk~ w P

N DN NN N NN R R P B B B B R R
N o O B WN P O © 0N OO0 W N e o

Mouse IL-18 platinum ELISA Kit (eBioscience, BMS 6002, Farmasina, Istanbul)
Mouse IL-6 platinum ELISA kit (eBioscience, BMS 603/2, Farmasina, Istanbul)
Mouse IL-10 platinum ELISA kit (eBioscience, BMS 614/2, Farmasina, Istanbul)
Mouse TNF-o ELISA kit (Invitrogen, Life tech, KMC3011, Lokus, Kayseri)
TBARS assay kit (elabscience, BC0184, Atlas med, Ankara)

SOD assay kit (elabscience, BC0020, Atlas med, Ankara)

GSH assay kit (Oxford biomed res, GT20, Ardi med, Istanbul)

Enjektor (21G)

Vakumlu kan alma tiipti 5 ml jelli

. Ependorf tiip (mikrosanrifiij, 1,5 ml, 2 ml)

. Vorteks (Heidolp Reax top)

. Santrifiij (Sigma 3K30)

. Deiyonize su cihazi (Millipore Milli-DI)

. Derin dondurucu (Sanyo Ultra-MDF-U3086S -80 °C)

. Buz dolab1 (Profilo BD 2663TM)

. Otomatik pipet ve uglar1 (Finnpipette 10-100 pl, 100-1000 ul, 1-10 ml)
. Hassas terazi (Santorius BP121S)

. Plate calkalayic1 (Heidolph Rotomax 120)

. ELISA microplate reader (Biotek synergy H1 reader)

. ELISA Plate Yikayici (Bio-Tek ELx 50)

. Sogutmal1 Santrifiij cthaz1 (Hettich 38 R)

. Homojenizatér (MRC-HOG 24)

. Isik mikroskobu (Olympus BX52 with DP72 camera system)
. Rotary evaporator (Biichi rotavapor R-200)

. Inkubatér (Memmert WB-100 wnb-14)

. pH metre (Mettler Toledo)

. Rutin laboratuvar malzemeleri.


https://www.google.com.tr/search?biw=1366&bih=651&q=memmert+WB-100+wnb-14&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwit7fyKjqHPAhUKthQKHaZPCG4QvwUIGCgA
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3.1.2. Kimyasallar

1. % 10’luk formol

2. Ksilazin (Rompun, Bayer)

3. Ketamin (Ketalar, 500 mg enjektabl 1 flakon)

4. Parasetamol (99,99999 saflik) (Doga ilag, Istanbul)

5. Bitki ekstresi (elde edilisi detayli olarak 3.1.3.’de acgiklanmustir).

3.1.3. Ekstre hazirlanmasi

Kayseri civarindaki marketlerden temin edilen taze dereotunun tiim kisimlari (yaprak ve
kok) golgede, havadar bir ortamda kurutuldu. Daha sonra toz edilerek 40 °C'de 4 saat
geri ¢eviren sogutucu altinda metanol ile ekstrakte edildi. Eksrakt siiziiliip, siiziintii
rotary evaporatdrde yogunlastirildi. Elde edilen ekstre +4 °C'de muhafaza edildi ve
hayvanlara verilmeden 6nce distile su ile ¢oziildi.

3.2. YONTEM
3.2.1. Hayvan Materyali

Calismada, 50 adet 2 aylik 20-25 g agirhgindaki Balb-c erkek fareler kullanildi. Fareler
Erciyes Universitesi DEKAM’dan temin edildi ve calisma burada gergeklestirildi.
Hayvanlar deney oncesi gruplar halinde laboratuvarda normal oda sicakliginda (22 °C),
uygun sartlarda, yeterli yem ve su verilerek barindirildi. Hayvan deneyleri, Erciyes
Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu kararlarina (Etik Rapor N0:15/128) uygun
olarak gerceklestirildi.

3.2.2. Gruplar

Birinci gruptaki (kontrol grubu), 7 giin izotonik sodyum kloriir ¢ozeltisi oral yolla
verildi. Tkinci gruptaki farelere de 7 giin siireyle izotonik sodyum kloriir ¢dzeltisi oral
yolla verildi ve son uygulamadan 1 saat sonra PT 400 mg/kg c.a. tek doz parasetamol
oral yolla uygulandi. Ugiincii gruptaki farelere 100 mg/kg c.a. oral yolla Anethum
graveolens 7 giin siireyle verildi ve son ekstre uygulamasindan 1 saat sonra PT 400
mg/kg parasetamol oral yolla verildi. Dordiincii gruptaki farelere 200 mg/kg Anethum
graveolens oral yolla 7 giin siireyle verildi, son ekstre uygulamasindan 1 saat sonra 400
mg/kg PT oral gavaj ile verildi. Besinci gruptaki farelere ise 200 mg/kg Anethum
graveolens oral yolla 7 giin siireyle verildi. Son uygulamalardan 5 saat sonra tiim

gruplardaki farelerden kalp punksiyonu ile kan 6rnekleri jelli tiiplere alindiktan sonra
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fareler servikal dislokasyonla 6tanazi edilerek karaciger ve bobrekleri alindi. Kanlar
4000 rpm’de 10 dakika +4 °C’de santrifiij edilerek serumlar1 ¢ikarildi. Serumlar ELISA
IL-18, IL-6,

degerlendirilinceye kadar derin dondurucuda (-80 °C) saklandi. Bir kisim serumlar ise

kitleri ile IL-10 ve TNF-o diizeyleri olgiilerek sitokin etkinlik
karaciger fonksiyon enzimleri (ALT, AST) aktivitesi belirlenmek iizere +4 °C’de
muhafaza edildi. Dokularin bir kismi (karaciger ve bobrek) MDA, SOD, GSH
diizeylerinin belirlenerek antioksidan analizleri i¢in derin dondurucuda (-80 °C)

saklandi. Diger kisim histopatolojik inceleme igin % 10°luk formollu kaplara alindi.

Tablo 3. Gruplar ve uygulanan maddeler

Grup | 1.Giin 2.Giin 3.Giin 4.Giin 5.Giin 6.Giin 7.Giin
| | 009NaCl | 009NaCl | 009NaCl | 009NaCl | 009NaCl | 0,09 NaCl 0,09 NaCl
(0,4 ml) (0,4 ml) (0,4 ml) (0,4 ml) (0,4 ml) (0,4 ml) (0,4 ml)
" 0,09NaCl | 0,09NaCl | 0,09Nacl | 0,09Nacl | 0,09Nacl | 009Nacl | 09 ESCL (04
(0,4 ml) (0,4 ml) (0,4 ml) (0,4 ml) (0,4 ml) ©OAm) | o7 (045 m)
N AG AG AG AG AG AG (100Am% o)
(100 mg/kg) | (100 mg/kg) | (100 mg/kg) | (100 mg/kg) | (100 mg/kg) | (100 mg/kg) +PT (0,45 ml)
" AG AG AG AG AG AG (200 ne "
" | (200 mg/kg) | (200 mg/kg) | (200 mg/kg) | (200 mg/kg) | (200 mg/kg) | (200 mg/kg) 97g
PT (0,45 ml)
V. AG AG AG AG AG AG AG
(200 mg/kg) | (200 mg/kg) | (200 mg/kg) | (200 mg/kg) | (200 mg/kg) | (200 mg/kg) (200 mg/kg)

AG: Anethum graveolens

PT:Parasetamol
NaCl: Sodyum kloriir

3.2.3. Biyokimyasal Analizler
3.2.3.1. Karaciger ve bobrek dokularinin homojenizasyonu

Dokular homojenizasyon edilmeden 6nce PBS ile yikandi. Daha sonra dokular porselen
havanda sivi azot ile pargalanmistir. Daha sonra homojenize edilerek analiz icgin

hazirlandi. Analizler kit prosediirlerine uygun olarak asagidaki gibi gerceklestirildi.

Lipid peroksidasyon analizleri

a. MDA (TBARS) analizi

Doku ornekleri i¢in; yaklasik 20 mg doku i¢in soguk 200 pl PBS (7,2 pH) eklenerek
yikama islemi gerceklestirildi. Buz iizerinde homojenizator ile dokular parcalandi. 1,5

ml’lik etiketlenmis tiiplere 100 pl siipernatant konuldu.
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Her 100 pl 6rnek igin 200 pl TCA soliisyonu eklendi. Caligmalar buz {izerinde
yapilmistir. Buz iizerinde 5 dk inkiibe edildi. 14.000 rpm de 5 dk santrifiij edildi ve
temiz 1,5 mI’lik eppendorflara siipernatant aktarildi.

Analiz Protokoli

1. Su banyosu ya da isitict blogu 100 °C’ye ayarlandi. Tim bilesenleri oda
sicakligina getirildi.

2. Standart 15 mM iken bunu 1,5 mM yapabilmek igin; 45 pl standart+450 ul
deiyonize su ile seyreltildi ve tekrar kullanmak i¢in -20 °C ‘de saklanildi.

3. Standartlar 15 pl, 1,5 mM’lik MDA dan alindi. Uzerine 750 pl ddH20 ekleyip
final 30 uM MDA olusturuldu. Asagidaki tablo da gosterildigi gibi diliie edildi.
Vida kapakli tiiplere 200 ul standartlardan eklendi.

Tiip No 30 uM MDA+ddH20  Hacim (uL) MDA (uM)
1 300 uL+0 uL 300 30,0

2 180 pL+120 pL 300 18,0

3 90 pL+210 pL 300 9,0

4 0 uL+300 pL 300 0,0

Her bir 6rnekten 200 pl ayn tiiplere eklendi. Renk reaksiyonu i¢in; standart ve drnek
bulunan her tiipe 200 ul TBA reagent eklendi ve vorteks yapildiktan sonra, 100 °C’de
60 dk bekletildi. Oda sicakligina gelen tiipler vorteks ve santrifiij yapildi. 96 well
plate’e dublike olacak sekilde her bir tiipten 100 ul yiiklendi. 525-545 (535) nm’de
ELISA’da okuma yapildi.

b. SOD Analizi

Doku &rneklerinin  homojenizasyonu: Ornekler PBS ile yikandi (pH 7,0-7,4). 1:9
oraninda doku PBS soliisyonu kullanilarak buz {izerinde homojenizator ile mekanik
olarak pargalandi. 2500 rpmde 10 dk santrifiij edildi ve stipernatantlar ependorflara

alindi.
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Bilesenler Kor 1 Koér 2 Ornek Kor 3
Ornek (pl) 20 20
ddH,0 (ul) 20 20

Enzim ¢alisma soliisyonu (pl) 20 20

Seyreltme soliisyonu (ul) 20 20
Substrat ¢alisma solusyonu (ul) 200 200 200 200

Karigim 37 °C’de 20 dk boyunca inkiibe edildi. Daha sonra 450 nm dalga boyunda
6l¢ctim yapildu.
HESAPLAMA FORMULU:

SOD AKTIVITE (% INHIBISYON ORANI) : (Awsri-Axsr2)-(Asmek-Axsrz) X100

Axor1-Axor2

Doku 6rnegi ile yapilan deneylerin hesaplama formiilii: SOD aktivitesi (U/mg.protein):
% SOD inhibisyon orani + % 50 X reaksiyon sistemin ¢oklu diliisyonu (0,24 ml /0,02
ml ) + Protein test konsantrasyon orani (mg.protein/ml).
c. GSH Analizi
Doku o6rneklerinin homojenizasyonu; 1X PBS (pH 7,2) ile doku yikandi. Kurutma
kagidinda kurutuldu. Dokulardan 1 g alindi. Buz {izerinde % 5°lik MPA 10 ml eklendi.
Homojenize edildi. Homojenatler 3000 rpm’de 4 °C’de 10 dk santrifiij edildi.
Stipernatant alindi.
e Her bir kuyucuga dilue edilmemis ornekler ile GSH standartindan 50 pl
eklendi.
e Her kuyucuga 50 ul DTNB ve oksidoreduktaz soliisyonundan eklendi.
e (Oda 1sisinda 10 dk inkiibe edildi.
e Reaksiyonu baslatmak {izere her bir kuyucuga 50 ul B-NADPH2 eklendi.
e 0. ve 10. dakikalardaki 405-412 nm dalga boyunda O&lgiilerek sonug
belirlendi.

NADPH Hazirlanmast: Sisenin igerigini sulandirmak igin 500 pl assay buffer eklenerek

vorteks yapildi, ¢oziildiikten sonra 5,5 ml assay buffer eklenerek buz iizerine birakildi.
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Oksidoreduktaz Hazirlanmasi: 30 ul oksidoreduktazin {izerine 6 ml assay buffer

eklenerek ve buz tizerinde birakilarak hazirlandi.

DTNB Hazirlanmasi: Sisenin igerigini sulandirmak i¢in 500 pl assay buffer eklenmistir.

Coziildiikten sonra 5,5 ml assay buffer eklenerek vorteks uygulanmistir. Oda 1sisinda

birakildi.

GSH calisma soliisyon hazirlanmasi: 50 ul glutasyon standart ile 950 ul % 5 MPA

eklendi ve vorteks uygulandi hazirlanan soliisyon buz iizerinde bekletildi.

STANDART HAZIRLAMA

Standart Konsantrasyon % 5 MPA hacim GSH c¢alisma stok
GSH (UL) soliisyonu

BO 0,0 1000 0

S1 0,5 995 5

S2 1,0 990 10
S3 2,5 975 25
S4 5,0 950 50
S5 10 900 100
S6 15 850 150
S7 20 800 200

Hesaplama: (10. dak. OD. degeri -0. dak. OD. degeri)/10

3.2.3.2. Serum Sitokin Diizeylerinin Belirlenmesi

Analizler kit prosediirlerine uygun olarak agagidaki gibi gerceklestirildi.

a. IL-16 Analizi

Anti-mouse IL-1B kapli olan stripler +4 °C’de muhafaza edilmektedir. Ilk olarak

external standard dilusyonu hazirlandu.
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7 adet ependorf tiip S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7 olarak isimlendirerek hazirland1 ve
S1...S7’ye kadar 225 pl kadar sulandirici konuldu. Standart ¢ozelti 440 ul distile su ile
seyreltilerek S1’e 225 pl eklendi; ardindan S1°den S2 ye 225 ul, S2’den S3’e 225 ul,
S3’den S4’e 225 ul, S4’den S5’e¢ 225 pl, S5’den S6’a 225 ul, S6’dan S7°e 225 pl,
S7°den 225 pl (kullanilmamak iizere) bos ependorfa aktarildi. ikili halde 7 adet standart
ve en sonda da blank (kor) kuyucugu bulunacak sekilde dizayn edildi. Sirasiyla
dilusyonlardan (S1....S7) standard kuyucuklarina 100 ul konuldu {izerine de 100 pl

sample diluent soliisyon eklendi, en sondaki blank’e 200 ul numune konuldu.

e Standard 1: 500,0 pg/ml

e Standard 2: 250,0 pg/ml

e Standard 3: 125,0 pg/ml

e Standard 4: 62,5 pg/ml

e Standard 5: 31,3 pg/ml

e Standard 6: 15,6 pg/ml

e Standard 7: 7,8 pg/ml

e Kor
Standardlar disindaki G6rneklerin bulundugu kuyucuklara serum o6rneklerinden 50 pl
konuldu ve tizerine 50 pl ¢oziicii soliisyon eklendi. Uygulamadan hemen sonra assay
buffer (1-6 strip ig¢in 2,5 ml assay buffer konjugat+47,5 distile su) ve kullanimindan
yarim saat once biotin konjugat (1-6 strip i¢in 0,03 ml biotin konjugat + 2,97 ml assay
buffer) hazirlandi. Her bir kuyucuga 50 pl biotin konjugat eklenerek oda 1sisinda 2 saat
inkubasyona birakildi. Inkubasyonun ardindan streavidin HRP soliisyonu (1-6 strip i¢in
0,03 ml streavidin-HRP+5,97 assay buffer) hazirlanmistir. Daha 6nceden hazirladigimiz
yikama soliisyonu (1-6 strip i¢in 25 ml wash buffer soliisyonu+475 ml distile su) ile 4
kere yikama islemi gerceklestirildi. Ardindan 100 pl streavidin-HRP (1-6 strip i¢in 0,06
ml streavidin-HRP+5,94 ml assay buffer) soliisyonunda blankte dahil biitiin
kuyucuklara uyguland: ve oda 1sisinda 1 saat inkubasyona birakildi. Inkubasyonun
ardindan 4 kere yikama soliisyonu ile yikama islemi yapilarak biitiin kuyucuklara 100 pl
TMB substrat soliisyonu eklendi ve 10 dk karanlik inkubasyonunun ardindan
kuyucuklarda mavi renkler gozlemlendi. Son olarak 100 ul stop soliisyonu eklenerek

olusan sar1 rengin abserbansi1 450 nm’de ELISA cihazinda okundu.
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b. IL-6 analizi
Anti-mouse IL-6 kapli olan stripler +4 °C de muhafaza edildi. ilk olarak external
standard dilusyonu hazirlandi. 7 adet ependorf tiip S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7 olarak
isimlendirerek hazirlandi ve sample diluentten S1...S7’ye kadar 225 pl konuldu ve
standard dissolve 600 pl distile su ile seyreltilerek S1 225 pl’e eklendi ardindan S1’den
S2 ye 225 ul, S2’den S3’e 225 pl, S3°den S4’e 225 ul, S4’den S5’e 225 pl, S5’den S6’a
225 ul, S6’dan S7°e 225 ul, S7°den 225 pl aktarilds. ikili 7 adet standartlar olusturuldu,
en sonunda da blank (kor) kuyucugu bulunduruldu. Sirastyla dilusyonlardan S1....S7)
standard kuyucuklarina 100 pl konuldu ve iizerine de 100 pl sample diluent eklendi,
blank’e 200 pl sample diluent konuldu.

e Standard 1: 2000 pg/ml

e Standard 2: 1000,0 pg/ml

e Standard 3: 500,0 pg/ml

e Standard 4: 250,0 pg/ml

e Standard 5: 125,0 pg/ml

e Standard 6: 62,5 pg/ml

e Standard 7: 31,3 pg/ml

e Kor
Standartlar disindaki 6rnek kuyucuklarma numune serumlardan 50 pl konuldu ve
tizerine 50 pl sample diluent soliisyon eklendi. Uygulamadan hemen sonra assay buffer
(1-6 strip igin 2,5 ml assay buffer konjugat+47,5 distile su) ve kullanimindan yarim saat
once biotin konjugat (1-6 strip i¢in 0,03 ml biotin konjugat+2,97 ml assay buffer)
hazirlandi. Her bir kuyucuga 50 pl biotin konjugat eklenerek oda i1sisinda 2 saat
inkubasyona birakildi. Inkubasyonun ardindan streavidin HRP soliisyonu (1-6 strip i¢in
0,06 ml streavidin-HRP+5,94 assay buffer) hazirlandi. Daha 6nceden hazirlanan yikama
soliisyonu (1-6 strip i¢in 25 ml wash buffer solisyonu+475 ml distile su) ile 5 kere
yikama islemi gergeklestirildi. Ardindan 100 pl streavidin- HRP (1-6 strip igin 0,06 ml
streavidin-HRP+5,94 ml assay buffer) soliisyonunda blankte dahil biitiin kuyucuklara
uygulanmis ve oda 1s1sinda 1 saat inkubasyona birakilmistir. Inkubasyonun ardindan 5
kere yikama soliisyonu ile yikama islemi yapilarak biitiin kuyucuklara 100 pl TMB

substrat soliisyonu eklenmis ve 30 dk karanlik inkubasyonunun ardindan kuyucuklarda
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mavi renkler gozlemlendi. Son olarak stop soliisyonu 100 pl eklendi, sariya donen
rengin absorbansi ve 450 nm dalga boyunda ELISA’da okundu.
c. IL-10 Analizi
Anti-mouse IL-10 kapli olan stripler +4 °C’ de muhafaza edilmektedir. ilk olarak
external standard dilusyonu hazirlanmaktadir. 7 adet ependorf tiip S1, S2, S3, S4, S5,
S6, S7 olarak isimlendirerek hazirlanir ve sample diluentten S1’den...S7’ye kadar 225
ul konuldu ve standard dissolve 590 ul distile su ile seyreltilerek S1 225 ul’e eklendi
ardindan S1’den S2 ye 225 ul, S2’den S3’e 225 pul,S3°den S4’e 225 pul, S4’den S5°e 225
ul, S5°den S6’a 225 ul, S6°dan S7°e 225 ul, S7°den 225 ul aktarilir. ikili 7 adet
standardlar ve en sonda da kor kuyucuk bulunmaktadir. Sirasiyla dilusyonlardan
(S1°den S7 ye kadar) standard kuyucuklarma 100 pl konuldu ve iizerine de 100 pl
sample diluent soliisyon eklendi en sondaki kor kuyucuga 200 pl sample diluent
konuldu.

e Standard 1: 1000.0 pg/ml

e Standard 2: 500.0 pg/ml

e Standard 3: 250.0 pg/ml

e Standard 4: 125.0 pg/ml

e Standard 5: 62.5 pg/ml

e Standard 6: 31.3 pg/ml

e Standard 7: 15,6 pg/ml

e Kor
Standardlar disindaki 6rnek kuyucuklarina numune serumlardan 50 pl konuldu ve
tizerine 50 pl sample diluent soliisyon eklenmistir. Oda 1sisinda 2 saat inkubasyona
birakilmistir. Uygulamadan hemen sonra assay buffer (1-6 strip i¢in 2,5 ml assay buffer
konjugat+47,5 distile su) ve kullanimindan yarim saat 6nce biotin konjugat (1-6 strip
icin 0.06 ml biotin konjugat+5,94 ml assay buffer) hazirlandi. Daha 06nceden
hazirladigimiz yikama soliisyonu (1-6 strip i¢in 25 ml wash buffer soliisyonu+475 ml
distile su) ile 4 kere yikama islemi gergeklestirildi. Her bir kuyucuga 100 pl biotin
konjugat eklenerek 1 saat oda 1s1sinda inkubastona birakilmistir. Inkubasyonun ardindan
streavidin HRP soliisyonu (1-6 strip i¢in 0,03 ml streavidin-HRP+5,97 assay buffer)
hazirlanmistir. Inkubasyonu takiben 4 kere yikama islemi gergeklestirildi. Ardindan 100

ul streavidin- HRP soliisyonunda blankte dahil biitiin kuyucuklara uygulanmis ve oda
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isisinda 1 saat inkubasyona birakilmistir. Inkubasyonun ardindan 4 kere yikama
soliisyonu ile yikama islemi yapilarak biitiin kuyucuklara 100 ul TMB substrat
soliisyonu eklenmis ve 10 dk karanlik inkubasyonunun ardindan kuyucuklarda mavi
renkler gozlemlenmistir. Son olarak 100 pl stop soliisyonu eklenerek kuyucuklardaki
renk saritya donmiis ve 450 nm dalga boyunda ELISA’da okutuldu.

d. TNF-o Analizi

Ilk olarak standard dilusyonu hazirlanmaktadir.

7 adet ependorf S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7 olarak isimlendirerek hazirlanir ve sample
diluentten S1’e 800 ul, S2, S3, S4, S5, S6, S7 ye ise 300 ul konuldu ve standard
dissolve 1.7 ml standard diluent ile seyreltilerek S1 200 ul’e eklendi ardindan S1’den
S2 ye 300 pl, S2’den S3’e 300 pul ,S3°den S4’e 300 pl, S4’den S5°e 300 pl, S5’den S6’a
300 pl, S6°dan S7°e 300 pl, S7°den 300 pl aktarilir. Striplerden dublike standardlar
olusturuldu, en sonda da blank (kor) kuyucugu bulunur. Sirasiyla dilusyonlardan
standard kuyucuklarina 100 pl konuldu. Serumlar ise 50 ul serum, 50 ul standart diluent
buffer sekilde dilue edildikten sonra 6rnek kuyucuklarina 100 pl eklenmistir.

e Standard 1: 1000,0 pg/ml

e Standard 2: 500,0 pg/ml

e Standard 3: 250,0 pg/ml

e Standard 4: 125,0 pg/ml

e Standard 5: 62,5 pg/ml

e Standard 6: 31,3 pg/ml

e Standard 7: 15,6 pg/ml

o Kor
Biitiin kuyucuklara (blank hari¢) 50 ul biotin konjugat konuldu ve 90 dk oda 1sisinda
inkubasyona birakildi. Daha 6nceden hazirladigimiz yikama soliisyonu ( 1-6 strip i¢in
16 ml wash buffer solisyonu+384 ml distile su) ile 4 kere yikama islemi
gerceklestirildi. Ardindan uygulamadan 15 dk dnce hazirladigimiz (10 ul streavidin-
HRP+990 pnl streavidin-HRP soliisyonu) 100 pl streavidin-HRP soliisyonunda blank
hari¢ biitin kuyucuklara uygulandi ve oda 1sisinda 30 dk inkubasyona birakildi.
Inkubasyonun ardindan 4 kere yikama soliisyonu ile yikama islemi yapilarak biitiin
kuyucuklara 100 pl stabilized chromogen soliisyonu eklendi ve 30 dk karanlik

inkubasyonunun ardindan kuyucuklarda mavi renkler gézlemlendi. Son olarak stop
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soliisyonu 100 pl eklenerek kuyucuklardaki renk sariya dondii ve 450 nm’de ELISA’da
olciildi.
3.2.3.3. Serum ALT ve AST Diizeylerinin Belirlenmesi

ALT ve AST; serum ve plazmadaki aminotransferaz aspartat ve alanin transferazin
sayisal degerini belirlemek igcin Roche/Hitachi Cobas C sistemlerinin yapilan bir
labarotuvar testidir. Enzim aspartat aminotransferaz ve alanin transferaz, en ¢ok
karaciger dokusu iizerinde, deride, kalp kasi ve bobreklerde genis capta etki
gostermektedir. Testin kurali; bu arastirma IFCC’nin Onerileri dogrultusunda
yiritilmektedir fakat performans ve stabilite {izerinde optimize edilmistir.
izlenebilirlik: Bu method IFCC formiilasyonuna kars1 standardilize edilmistir, manuel
fotometre ile birlikte kalibre edilmis pipetler mutlak degerler kosulu ve substrat spesifik
sogurganlik ile kullanilir.

Hesaplama; Roche/Hitachi Cobas C sistemleri otomatik olarak her bir 6rnegin analit
konsantrasyonunu hesaplamaktadir.

Ozel Yikama Programi: Roche/Hitachi Cobas C sistemlerinde belirgin test
kombinasyonlar1 bir araya geldiginde 06zel yikama programindaki adimlarin
uygulanmasit  zorunludur. Tasima {izerinden kurtulmanin  son  versiyonu
NaOHD/SMS/Multiclean/SCCS ya da NaOHD/SMS/SmpcIn1+2/SCCS  metot
talimatlar1 ile bulunmaktadir. Cobas C ile ilgili yapilacak olan biitiin 6zel temizleme
uygulamalari i¢in el ile yapilacak olan miidaheleler daha gecerli sayilmaktadir. Yiiksek
konsantrastyonlar ile 6rnekleri bulma yolu 1:10 degeri ile 6rnekleri sulandirma islemi
yapilir. Testin diisiik tespit edilen limiti sifirdan baslayarak en diisiik 6l¢iilebilir analit
seviyeyi temsil etmektedir. Bu durum {i¢ standart sapma degeri ile yukaridaki en disiik
deger baz alinarak yapilmaktadir (standart 1+3, tekrar edilebilirlik, n = 21)

Metot karsilagtirmasi: Serum ve plazma Ornekleri i¢in AST degerleri ROCHE-
HITACHI Cobas C 501 tarafindan analiz edilmis ve karsilastirilmistir.

3.2.4. Histopatolojik Degerlendirme

Rutin alkol-ksilol takip islemleri sonrasinda tiim 6rnekler parafin bloklara gomiilerek
mikrotom cihazi ile 5 p kalinliginda seri kesitler alindi. Alinan kesitler hemotoksilen-
eosin ile boyanarak (66) 1sik mikroskobu altinda (Olympus BX52 with DP72 camera
system, Erciyes Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Patoloji ABD) incelenerek

fotograflandi.
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3.2.5. istatistiksel Degerlendirme

Verilerin normal dagilima uygunlugu histogram, q-g grafikleri ve Shapiro-Wilk testi ile
degerlendirildi. Varyans homojenligi Levene testi ile test edildi. Ikiden fazla gruplar
arasi1 karsilastirmalarda parametrik varsayimlar saglandiginda tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) saglanmadiginda ise Kruskal Wallis testleri kullanildi. Coklu karsilastirmalar
icin Dunn-Bonferroni ve Tukey testi uygulandi. Veriler R Studio 3.2.2 program ile
degerlendirildi. Anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular
Calisma gruplart arasinda doku (karaciger ve bobrek) antioksidan (MDA, SOD ve
GSH), serum sitokin (IL-1p, IL-6, IL-10 ve TNF-a) ve karaciger enzim (ALT ve AST)

diizeyleri asagida tablolar halinde gosterildi.
Gruplarin MDA, SOD ve GSH seviyeleri Tablo 3, Tablo 3.1, Tablo 4 ve Tablo 4.1°de

gosterildi.

Tablo 4: Anethum graveolens ekstresinin fare karaciger dokularinda MDA, SOD ve
GSH diizeyleri iizerine etkileri.

Karaciger MDA SOD GSH
(nmol/mg.prot) (U/mg.prot) (nmol/mg.prot)

Kontrol 3,33+0,49° 3,33£1,50° 3,47+0,33°

PT 7,23+1,72" 0,95+0,09° 2,22+0,26"

PT+AG1 5,91+0,60" 3,37+1,56° 2,30+0,22°

PT+AG2 5,20+1,67° 3,51+0,66° 3,27+0,34°

AG2 4,26+0,70° 4,60+0,83° 3,70+0,44%

Veriler ortalamatstandart sapma ve ortanca (1.¢eyrek-3.ceyrek) olarak ifade edilmistir. Ayn
siitunda yer alan ayni harfler gruplar arast benzerligi farkli harfler gruplar arasi farklilig ifade
etmektedir.

®PT fare grubundan 6nemli derecede farkli (P<0,05),
*kontrol fare gruplarindan énemli derecede farkli (P<0,05).
AGL1: 100 mg/kg. c.a.

AG2: 200 mg/kg. c.a.

PT: 400 mg/kg. c.a.
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Tablo 5: Anethum graveolens ekstresinin fare bobrek dokularinda MDA, SOD ve GSH
diizeyleri lizerine etkileri.

Bobrek MDA SOD GSH
(nmol/mg.prot) (U/mg.prot) (nmol/mg.prot)
Kontrol 5,68+0,38° 2,1(1,5-2,6) 3,6(3,4-4,1)*
PT 7,01+0,50° 1,6(1,0-2,2) 2,3(2,1-2,4)b
PT+AG1 5,94+0,32° 1,4(1,1-2,2) 2,3(1,8-2,4)b
PT+AG2 5,98+0,21° 1,2(0,6-2,9) 3,2(3,2-3,8)*
AG2 4,91+0,30 2,2(0,9-3,6) 3,3(3,2-3,5)°

Veriler ortalamatstandart sapma ve ortanca (1.¢eyrek-3.ceyrek) olarak ifade edilmistir. Ayni
siitunda yer alan aym harfler gruplar aras1 benzerligi farkli harfler gruplar aras1 farklilig: ifade
etmektedir.

4PT fare grubundan énemli derecede farkli (P<0,05),
® kontrol fare grubundan énemli derecede farkli (P<0,05).

Calismadaki deney gruplarinin karaciger ve bobrek MDA seviyeleri karsilastirildiginda,
PT grubunda, diger gruplara kiyasla belirgin 6l¢iide artt1 (p<0,05). MDA (karaciger)
degiskeninin ¢oklu karsilastirmasinda PT grubu; kontrol, PT+AG2 ve AG2 gruplarina
gore anlamli diizeyde yliikseldi ve kontrol grubu ile PT ve PT+AG2 gruplar arasinda
anlamli  diizeyde farkliliklar belirlendi. MDA  (bobrek) degiskeninin  ikili
karsilagtirmasinda PT grubu ile diger gruplar karsilastirildiginda PT grubu anlamli
diizeyde diger gruplardan ytliksek bulundu.

Calismada, PT grubundaki hayvanlarin karaciger ve bobrek SOD seviyeleri diger
gruplara gore belirgin dlclide diismiistiir (p<0,05). Ekstre alan gruplarin karaciger SOD
seviyelerinde gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir yilikselme soz
konusuyken, SOD bobrek seviyelerinde anlamli diizeyde dagilim saptanamamistir. SOD
(karaciger) degiskeninin ¢oklu karsilastirmasinda PT grubu; kontrol, PT+AGI,
PT+AG2 ve AG2 gruplarina gore anlamli diizeyde diisiik bulundu ve PT grubu ile diger
gruplar arasinda anlaml bir farklilik mevcuttur.

Diger taraftan, GSH bakimindan gruplar aras1 mukayese yapildiginda, PT ve PT+AGI
gruplarinda karaciger ve bobrek dokularinda GSH seviyeleri diger gruplara oranla
belirgin ol¢iide azalmistir (p<0,05). GSH (karaciger) ve GSH (bobrek) degiskeninin
coklu karsilagtirmasinda PT grubu ve PT+AG1 grubu; kontrol, PT+AG2 ve AG2
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gruplarima gore anlaml diizeyde diisilk bulundu PT ve PT+AGI gruplan ile diger
gruplar arasinda anlamli bir farklilik belirlendi.

Gruplarin IL-1pB, IL-6, IL-10 ve TNF-a seviyeleri Tablo 5’de gosterildi.

Tablo 6: Anethum graveolens ekstresinin fare serumlarindaki IL-1pB, IL-6, IL-10 ve
TNF-a {lizerine etkileri.

IL-1p IL-6 IL-10 TNF-a

(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
Kontrol 1,81+0,60% 52,67+7,12° 260,50+42,33° 3,37+0,73%
PT 40,69+3,12" 295,00+95,86" 410,83+123 54° 8,43+2,04°
PT+AG1 9,54+4,73 103,00+16,92° 333,00+43,56 3,96+0,70%
PT+AG2 5,534+2,12° 87,00+24,14° 272,83+46,37% 3,49+0,78%
AG2 1,54+0,76% 39,00+6,32° 239,33423,63? 1,47+0,53

Veriler ortalamatstandart sapma ve ortanca (1.¢eyrek-3.ceyrek) olarak ifade edilmistir. Ayni
siitunda yer alan aym harfler gruplar arasi benzerligi farkli harfler gruplar aras1 farklilig: ifade
etmektedir.

®PT fare grubundan énemli derecede farkli (P<0,05),

® kontrol fare grubundan énemli derecede farkli (P<0,05).

Yapilan ¢alismada, farelerin serum IL-1f seviyeleri diger gruplara kiyasla PT grubunda
belirgin Ol¢iide yiiksekti ve gruplar arasindaki dagilimi istatistiksel olarak anlamli
diizeydeydi (p<0,05). Coklu karsilastirma testine gore IL-1B degiskenin ikili
karsilastirmasinda, kontrol grubu ile PT karsilastirildiginda PT grubunda anlamli bir
artis belirlendi ve ekstre verilen gruplarda ise anlaml diizeyde diisiisler mevcuttu.
Hayvanlarin serum IL-6 seviyeleri diger gruplara kiyasla PT grubunda belirgin dl¢iide
yiiksekti ve farkli dozlarda ekstre alan biitiin gruplarda diislisler gozlenmistir.
Farkliliklar istatistiksel olarak olduk¢a anlamli bulundu (p<0,05).

Farelerde serum sitokinlerinden IL-10 seviyeleri diger gruplara kiyasla PT grubunda
belirgin dlciide yiiksektir (p<0,05). interleukin 10 degiskeninin ¢oklu karsilastirmasinda
PT grubunun; kontrol grubu, PT+AG2 grubu ve AG2 grubuna gore anlaml diizeyde
yiiksekti ve farklilik 6nemliydi.
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Calismada, olciilen TNF-a seviyeleri de diger gruplarla kiyaslandiginda PT grubunda

belirgin olglide artt1 ve ekstre alan gruplar kontrol grubu ile de benzerdi (p<0,05).

Gruplarin serum ALT ve AST seviyeleri Tablo 6’de gosterildi. PT grubundaki
hayvanlarin ALT ve AST seviyeleri diger gruplarla kiyaslandiginda belirgin 6lgiide
yiiksekti (p<0,05). Ekstre alan gruplarda bu enzim seviyelerinde diisiisler izlendi.
PT+AG1 grubu, PT+AG2 grubu ile, kontrol grubu da AG2 grubu ile benzerdi.
Sonuglar istatistiki olarak oldukga anlamli idi.

Tablo 7: Anethum graveolens ekstresinin fare serumlarindaki ALT ve AST iizerine

etkileri.

ALT AST

(U/L) (U/L)
Kontrol 9,5(6,8-11,3)° 17,5(14,5-19,0)%
PT 172,0(42,8-1643,8)° 317,5(109,3-1436,8)"
PT+AG1 28,0(26,5-29,3) 64,0(63,8-66,0)
PT+AG2 26,0(22,3-28,0) 55,0(44,3-59,5)
AG2 9,5(6,8-12,5)° 19,5(14,5-25,5)?

Veriler ortalama+standart sapma ve ortanca(l.¢ceyrek-3.¢eyrek) olarak ifade edilmistir. Ayni
siitunda yer alan aym harfler gruplar aras1 benzerligi farkli harfler gruplar arasi farklilig: ifade
etmektedir.

® PT fare grubundan 6nemli derecede farkli (P<0,05),

® kontrol fare grubundan énemli derecede farkli (P<0,05).

4.2. Histopatolojik Bulgular

Deney gruplarinin histopatolojik bulgular1 resimlerde (Resim 1,2,3,4,5) verildi.
Patolojik degisiklikler resimler {izerinde gosterildi.

Kontrol grubuna ait normal fare karaciger dokusuna ait histolojik yap1 Resim 1 olarak
verildi.

Parasetamol verilen deney grubu farelerinin karaciger dokulari incelendiginde orta
diizeyde bag dokusu artis1, nekrotik hiicreler, lobilil merkezinde nekroz, orta ve ciddi
diizeyde enflamatuar hiicre artis1 ile konfluent nekroz alanlar1 goriildii (Resim 2).
PT+AG1 (Anethum graveolens 100 mg/kg+Parasetamol 400 mg/kg) grubundaki
hayvanlarin karaciger dokusunda belirgin nekroz, kanama alanlar1 ve 16kosit birikimi

izlendi (Resim 3).
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PT+AG2 (Anethum graveolens 200 mg/kg+Parasetamol 400 mg/kg) grubundaki
hayvanlarin karaciger dokusunda nekroz alanlari gozlendi (Resim 4).

[zotonik sodyum kloriir ve sadece AG2 (200 mg/kg) verilen deney gruplarmnimn
histopatolojik incelemesinde Onemli patolojik bulgu olmaksizin normal karaciger
dokusu gozlendi. Karaciger hiicreleri radyal yerlesmis, hasarsiz biiyiik kiiresel ¢ekirdek
ve graniiler sitoplazma gozlendi (Resim 5).

Bobrek dokularmin histolojik incelenmesinde degisiklikler gozlenmedi, bobrek

dokusunun histolojik goriiniimii genel olarak ayni karakterde olup gruplar arasinda

belirgin farkliliklar yoktur.

[} ity o’ AL L ot A
Resim 1: Kontrol grubu fare karaciger dokusunun normal histolojik goriiniimii, HE, 100 um,
200 pm.
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100 pm, 200 pm.

Resim 3: PT+AG1 (Anethum graveolens 100 mg/kg+Parasetamol 400 mg/kg) grubu fare
karacigerinde belirgin nekroz alanlar1 (oklar), kanama alanlar1 (ok baslari), HE, 100
pm, 200 pm.
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karacigerlerinde nekroz alanlar1 (oklar), HE, 100 um, 200 pum.

.(‘ v

;e ,
kus

Resim 5: AG2 (Anethum graeolens 200 mg/kg) grubu f
histolojik goriiniimii, HE, 100 pm, 200 pm.

"l,/‘.} 4 ", 14"
karaciger do

unun normal



5.TARTISMA VE SONUC

Parasetamol, ag1z yoluyla alindiginda biyoyararlaniminin yiiksek ve gastrointestinal yan
etkilerinin olduk¢a diisiikk olmasi nedeniyle siklikla kullanilan antipiretik ve analjezik
bir ilagtir (31,67,68). Tedavi dozunda alindiginda oldukga giivenli olan parasetamol,
yiiksek dozda alindiginda, zehirlenmelere neden olan ilaglarin en basinda yer alir ve
basta karaciger olmak iizere yaygin doku hasarina neden olur (69,70).

Oksidatif stres, hiicrelerde oksidan ve antioksidanlar arasinda bir dengesizliktir. Bu
durum oksidatif hasara neden olur (71). SOD ve GSH, peroksit ve serbest radikaller gibi
reaktif oksijen tiirlerinin hiicre i¢i koruyucu mekanizmada olusturdugu Onemli
antioksidanlardir (72). Malondialdehyde (MDA), c¢oklu doymus yag asitlerinin
peroksidasyonundan kaynaklanan ve oksidatif stresin en Onemli gostergelerinden
biridir. MDA miktarina gore lipid peroksidasyon diizeyi tahmin edilebilmektedir
(73,74). PT yiiksek dozlarda alindiginda olusan metaboliti n-asetil-p-benzokuinonenim
(NAPQI) karacigerdeki glutasyon depolarini tiiketir ve serbest kalan NAPQI intraseliiler
proteinlere tutunur, membranlara ve proteinlerdeki siilfidrile baglanarak doku hasari
olusturur (75,76). PT toksikasyonunda, serbest radikallerin olusumu artarak doymamis
yag asitlerinin yikilmasina neden olmakta ve sonugta endojen antioksidan kapasitenin
azaldig1, oksidan/antioksidan dengenin bozulmasi ile hiicre hasari olustugu ve oksidatif
stres olarak tanimlanan bu tablonun bu siirecte serbest radikallerin artisindan
kaynaklandigi rapor edilmektedir (77,78).

Fenolik bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidler olmak iizere iki gruba ayrilirlar.
Flavanoidler, bitkilerin dogal yapilarinda bulunan polifenolik antioksidanlardir. AG
bitkisindeki; serbest radikalleri ortadan kaldirabilecek dogal antioksidanlardan birisi
polifenoldur. Polifenoller, serbest radikalleri ndtralize etmek ve peroksitleri yikmak
suretiyle antioksidan etkilerini ortaya koyarlar. Dereotu ekstresinin iginde TPC (Toplam
fenolik madde tayini) Folin-Ciocalteu yontemi kullanilarak degerlendirilmistir,

antioksidalarin aktivite potansiyeli ve fenolik bilesiklerin miktar1 arasinda pozitif bir



32

iliski olduguna dikkat ¢ekilmektedir (63,64,65). AG iginde bulunan fenolik bilesikler,
flavonoid ve flavonol antioksidan 6zelliklerinin esasini olusturur (63). AG; alkaloid (%
2,8), flavonoid (%11,05), tannin (%19,71), saponin (0,55) icermektedir (64). AG icinde
bulunan bu maddeler antioksidan kapasite ve antiinflamatuvar etkiler olusturmaktadirlar
(65). Onceki calismalarda, PT toksikasyonunda n-asetil sistein antidot olarak tedavide
kullanilmakta ve koruyucu amagla da pek ¢ok farmakolojik ajanlar (Vit C, E, melatonin
vb.) ve bitki ekstreleri farkli hayvan tiirlerinde arastirmacilar tarafindan incelenmistir
(79-81). Ancak, farelerde PT toksikasyonunda, AG ekstresi ile yapilan bir ¢alismaya
rastlanmamustir. Yapilan bu ¢alismada ise, farelerde in vivo olarak olusturulan deneysel
PT toksikasyon modeli kullanilmistir. Farkli iki dozda oral gavaj yoluyla uygulanan AG
ektrelerinin PT toksikasyonunda en ¢ok etkilenen karaciger ve bdbrek gibi hayati
organlara antioksidan/oksidan denge ve histopatolojik degisimler ile serum sitokin ve
enzim diizeylerine etkileri yoniinden arastirildi.

MDA lipid peroksidasyonunun son iriiniidiir ve lipit peroksidasyonunun en yaygin
kullanilan belirleyicilerinden biridir. Oksidatif strese maruz kalan dokularda, MDA
diizeyindeki artig, oksidatif stres i¢in biyomarker olarak kabul edilmektedir (73,74).
Benzer bir ¢alismada ratlara toksik dozda asetaminofen (500 mg/kg) ve aspirin (200
mg/kg) vermislerdir. Sonugcta asetaminofen ve aspirinin plazma ve karacigerde MDA
diizeylerinde 6nemli bir artisa neden oldugu bildirilmistir (82). Bir baska ¢alismada ise
ratlara yiiksek doz asetaminofen vererek (400-600 mg/kg), MDA seviyesinin artip
GSH’nin azaldig1 ve karacigerde masif sentrilobuler hepatosit nekrozu yaptigim
belirtilmistir (83). Abdiil Hamid ve arkadaslari’nin (84) 750 mg/kg parasetamol vererek
bobrek hasari olusturduklari ve 7 giin boyunca oral yolla Zingiber zerumbet vererek
koruyucu etkisi {lizerine yapilan ¢aligmada parasetamol verilen grupta kontrol grubuna
gore plazma ve bobrek dokusunda MDA seviyesinde Onemli bir sekilde artis
goriildiigiini, 200 ve 400 mg/kg c.a. dozlarda Zingiber zerumbet verilen gruplarda ise
bu degerin kontrol grubuna yaklagtigini belirlemiglerdir (84). Ghosh ve arkadaglari’nin
(85) Cajanus indicus L.’nin parasetamol ile olusturduklari karaciger ve bobrek
hasarindaki roliinii inceledikleri ¢alismalarinda parasetamol verilen grubun, kontrol
grubuna gore MDA seviyesinin 6nemli bir sekilde arttig1 goriilmiistiir (85). Curhan ve
arkadaglar’’nin (86) ratlarda yaptiklari bir ¢alismada, ratlara asetaminofen ve alkol
uygulayarak, bu iki maddenin rat karacigerinde olusturdugu patofizyolojik degisiklige,
serum MDA ve ALT diizeyindeki artislarina bakilmistir. Sonugta bu iki madde ile MDA
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ve ALT diizeyleri artarken vitamin E tedavisi verilenlerde bu artis daha diisiik
diizeylerde olmustur (86).

Enzimatik olmayan 6nemli antioksidanlardan biri olan GSH ise; kimyasal olarak reaktif
toksik bilesikler ya da oksidatif strese kars1 hiicresel savunmada rol oynayan en 6nemli
molekiillerdendir. Glutasyon rediikte ve okside sekillerde bulunabilir. Rediikte
formunda, sisteinin tiyol grubu reaktif oksijen {iriinleri gibi stabil olmayan molekiillere,
indirgeyici ekuvalanlar1 verebilme yetenegine sahiptir. Koruyucu etkisi bu mekanizma
ile ortaya ¢ikar. Azalmis hiicresel GSH seviyeleri ve GSH sentez kapasitesi gibi
durumlarda hiicreler radyasyona ve bazi ilaglara duyarli hale gelmektedir (4,80,83).
Parasetamoliin yeterli derecede yiiksek dozlarinda oksidatif stresin bir mediatorii olarak
NAPQI'nin, GSH seviyesinde azalmaya ve bu azalmaya bagli olarak lipit
peroksidasyonunda artisa yol actifi bilinmektedir. Bu toksik metabolit hiicresel
proteinlere baglanarak hiicrelerde nekroza sebep olmaktadir (5,87). Farelerde melatonin,
vitamin E ve n-asetil sisteinin parasetamolle indiklenen toksisitedeki koruyucu
etkilerini inceledikleri ¢alismada, parasetamol uygulanan grubun kontrol grubuna gore
bobrek dokusundaki GSH seviyesinin azaldigini gostermislerdir (81). Abdel-Zaher ve
arkadaslari’nin (88). 750 mg/kg uyguladiklar1 parasetamol kaynakli karaciger ve bobrek
hasarina karsi aminoguanidin, gadolinyum kloriir ve oleanolik asitin etkilerini
inceledikleri ¢aligmada, parasetamol grubunun kontrol grubuna gdre bobrek dokularinda
olglilen GSH seviyesinin 6nemli bir sekilde azaldigini gézlemislerdir (88). Yapilan bir
baska caligmada, ratlara asetaminofen ve glutasyon glikozit (GSH-glyc) verildiginde
MDA ve GSH degisiklikleri onlenmis ve ratlarin ¢ogunda karaciger nekrozunun
histolojik belirtileri ya tamamen kaybolmus ya da biiyiik oranda azalmistir (83).
Organizmada SOD gibi antioksidan enzimler, lipit peroksidazlar ya da reaktif oksijen
tirtinleri tarafindan kolayca inaktive olurlar. Bu nedenle parasetamol toksisitesinde bu
enzim aktivitelerinde de azalmalar meydana gelir (89). Slater ve arkadaslari’nca (90)
yapilan bir bagka c¢alismada ise SOD’nin parasetamol ile toksisite olusturulan farelerde
azaldig1 belirlenmistir (90). AG ekstresi, disi ratlarda kortikosteroidlerle indiiklenerek
olusturulan tip II diyabette hem antidiyabetik (serum glukoz ve insiilin diizeylerini
etkileyer) hem de antioksidan (kortikosteroidler tarafindan etkilenen hepatik LPO, SOD,
CAT ve GSH seviyesini diizelterek) etki gostermistir (15). Yukaridaki arastirmalarda
oldugu gibi, bizim calismamizda da aynmi sekilde PT wuygulanan grupta MDA
seviyesinde oOnemli bir sekilde artis, GSH ve SOD diizeyinde diisiis oldugu
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goriilmektedir. Calismada iki farkli dozlarda ekstre alan AG gruplari, sadece PT
uygulanmis gruplar ile mukayese ettigimizde de, istatistiksel olarak anlamli bir sekilde,
MDA diizeyinin azaldigi, GSH ve SOD diizeyinin ise yiikseldigi goriildii. Calismanin
sonuglart hem PT toksikasyonlu hayvanlardaki, hem de koruyucu amagla kullanilan
maddelerle yapilan MDA, SOD ve GSH seviyesindeki degisimler bakimindan benzerlik
gostermektedir. Larrey ve arkadaslari (91) yaptiklar1 bir ¢alismada asetaminofenin
karaciger yetmezligi etiyolojisinde énemli bir role sahip oldugunu ve ilk siray1 aldigini,
aminotransferaz diizeylerinin ilk saatlerde normal oldugunu ve zehirlenmenin ilerleyen
saatlerinde karaciger yetmezliginin gostergesi olarak artis gosterdigi belirtilmistir (91).
Yapilan bir bagka aragtirmada, PT ile olusturulan karaciger hasarina kars1 karnosit asitin
(CA) etkinliginin belirlenmesi amaciyla 400 mg/kg PT erkek farelere uygulanmis ve
sekillenen hepatit nekroza bagli olarak ALT-AST ve GSH seviyelerinde artis
izlenmistir. PT uygulanan gruptaki ALT-AST seviyesi oldukca yiiksek, PT+CA
grubunda ise diistis sekillenmis, MDA ve GSH seviyelerinde de anlamli degisimler
olmustur. PT ile olusturulan karaciger hasarinda IL-1B, TNF-o ve hepatit makrofajda
artis gézlenmistir (92). 250 mg/kg PT uygulanarak olusturulan akut karaciger hasarina
kars1 Liuweiwuling tabletin etkinliginin belirlenmesine yonelik baska bir ¢aligmada ise,
ALT-AST seviyesinde toksikasyona bagli ciddi bir yiikselis gozlenmistir. Bu yiikselis
Liuweiwuling tabletin uygulanmasini takiben 48 saat i¢cinde normale yakin seviyeye
diismiistiir. PT uygulamasi sonucunda IL-1PB, TNF-a, IL-6 degerlerinde go6zlenen
yiikselisin Liuweiwuling tabletin uygulanmasii takiben diistiigli belirlenmistir (93).
Allil metil disiilfid (AMDS)'in PT toksikasyonu sonucunda olusan karaciger hasarina
etkinligini belirlemek amaciyla farelere 400 mg/kg PT uygulamasi sonucu yiikselen
MDA, IL-6, TNF-a, ALT, AST seviyeleri 3 farkl1 dozda AMDS uygulamas: sonucunda
distiigi ve SOD, GSH’nin yiikseldigi belirlenmistir (94). Geleneksel Kore saglik
icecegi olan Taemyeongcheong (TMC)'un PT ile olusturulan hepatotoksisite {izerine
etkinligini belirlemek i¢in yapilan bir aragtirmada ise farelere 800 mg/kg PT uygulamasi
sonucunda GSH, ALT, AST, IL-6, TNF-o, IL-1B degerlerinde ciddi bir yiikselis
gozlenmis ve TMC’nin farkli dozlarda verilmesini takiben doza bagl olarak azalmalar
gbzlenmistir (95). Aminotriazole (ATZ)nin PT zehirlenmesine bagl karaciger hasarinm
azaltmaya yonelik etkisini belirlemek tizere farelere 350 mg/kg PT uygulamasi
takiben, ALT, AST, TNF-a, MDA seviyelerinde artis izlenmis ve ATZ (125-250-500

mg/kg) uygulanmasi sonucunda doza bagh olarak degerlerde azalmalar gézlenmistir
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(96). Anethum graveolens’in etanollii ekstresi, si¢anlarda karbontetrakloriir ile
olusturulan karaciger hasarinda denenmis ve serum glutamat okzaloasetat transaminaz,
serum glutamat piriivat transaminaz, alkalin fosfataz, toplam bilirubin ve toplam protein
diizeyleri Olciilmesi sonucunda, ekstrenin dikkate deger hepatoprotektif etki gosterdigi
bulunmustur (97). Erkek farelerde PT (400 mg/kg) uygulamasiyla olusturulan bobrek ve
karaciger hasarina karsi Moringo oleifera (MO) bitki ekstresinin antioksidan ve
antiinflamasyon etkisinin belirlenmesine yonelik bir c¢alismada ise toksikasyon
grubunda, MDA, IL-1pB, IL-6, TNF-a, IL-10 seviyelerinde ciddi bir yiikselis, SOD ve
GSH seviyesinde diisme belirlenmistir. Ekstre uygulamasina takiben ise, MDA, IL-1§,
IL-6, TNF-a, IL-10 degerlerinde anlamli bir diisiis, SOD ve GSH diizeylerinde ise
artiglar belirlenmistir (98). Farelerde asetaminofen (250 mg/kg) uygulamasi sonucu
olusan hepatotoksisiteye karsi metforminin (100/200 mg/kg) koruyucu etkinliginin
belirlenmesine yonelik calismada PT uygulamasini takiben MDA, ALT, AST, ALP, IL-
6 ve TNF-a yiikselirken, GSH ve SOD seviyelerinde diistisler izlenmistir. Metformin
uygulamasini takiben ise tam tersi degisimler meydana gelmistir (99). Farelerde
asetaminofen (200 mg/kg)’in intraperitonal yolla uygulanmasi ile olusan karaciger
hasarma kars1 withaferin'nin (40 mg) etkinliginin belirlenmesi amaciyla yapilan
caligmada hepatotoksisite grubunda ALT, IL-6, IL-1B3, TNF-a seviyelerinin yiikseldigi
ve withaferin'nin uygulamasini takiben ise bu degerlerin azaldig1 kaydedilmistir (100).
Bir baska ¢alismada, farelerde PT (400 mg/kg) ile olusturulan karaciger hasarina karsi
klorojenik asit kullanilmistir. PT uygulamasini takiben ALT, AST, TNF-a,IL-18, IL-6
seviyelerinde yiikselis belirlenmistir ve klorojenik asit uygulamasi ile anlamla bir diisiis
kaydedilmistir (101). PT ile olusturulan karaciger toksikasyonuna kargi paeonol'iin
oksitatif stres etkinliginin belirlenmesi yoniinden yapilan bu ¢aligmada ALT, AST,
TNF-0, IL-1B, IL-6, seviyesindeki yiikselmelerin paconol uygulamasi sonucunda
diistiigii bildirilmistir. PT uygulamasi sonucu yiikselen MDA ve diisiis gosteren GSH ve
SOD degerlerinin paeonol uygulamasi ile MDA seviyesinde diisiis, SOD ve GSH'da ise
yiikselis sekillendigi belirtilmistir (102). Tavsanlarda yapilan bir ¢alismada AG
biyokimyasal degerleri etkiledi ve ALT, AST diizeyini distirdii (103). Yukaridaki
caligmalar dogrultusunda PT toksikasyonu olusturulan canlilarda ALT, AST gibi
enzimler ile sitokinler (IL-1B, TNF-a, IL-6 ve IL-10)’in arttig1 ve koruyucu olarak
diisiiniilen maddelerin verilmesi sonucu hem enzimlerin hem de sitokinlerin azalig

gosterdigi anlagilmistir. Mevcut ¢alismamizda da, PT uygulanan toksikasyon grubunda
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ALT, AST, IL-1B, TNF-a, IL-6 ve IL-10 seviyesinde onemli bir sekilde yiikselis
gozlemlenmistir. AG ile yapilan bir ¢alismada LPS ile indiiklenerek olusturulan
inflamasyonda, nitrik oksit sentetaz1 (iNOS) ve IL-1 ve IL-6 gibi sitokinlerin mRNA
expresyonunu inhibe ederek antiinflamatuvar ozellik gostermistir. AG igerisindeki
polifenoller ve flavonoidler bu 6zellikte etkili olmustur (7). Tip Il diyabet hastaliginda
Anethum graveolens’in antiinflamatuvar 6zelligi lizerine yapilan ¢alismada serum IL-6,
TNF-o ve CRP seviyelerinde olumlu bir diisme belirlenmistir (16). Calismada AG
ekstresi alan gruplar hasta gruplarla kiyaslandiginda, istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde, ALT, AST, IL-1B, TNF-a, IL-6 ve IL-10 diizeylerinin distiigii gorilmistiir.

Calismanin sonuglar1 6nceki ¢aligmalarla benzerlik gostermektedir.

Sonu¢

Mevcut c¢alisma ile farelerde parasetamol toksisitesine karsi Anethum graveolens
uygulanmasinin serbest radikallerin temizlenmesi ve antioksidan enzimlerin artisiyla
karaciger ve bobrekte hasari engeleyerek antioksidan aktiviteye katki sagladigr ve
sitokin diizeyindeki azalmalar ile antiinfilamatuvar etkiler olusturdugu belirlenmistir.
Antioksidan kapasite, karaciger enzimleri ve sitokin bakimindan sonuglar histopatolojik
degerlendirmeler ile karaciger dokularinda uyumludur ve birbirini desteklemektedir.
Histopatolojik olarak bdobreklere yonelik 6nemli bir bulguya rastlanmamustir.

Anethum graveolens parasetamol ile birlikte alindiginda, hem serbest radikal
olusumunun inhibe edilmesi hem de antioksidan diizeylerinin iyilestirilmesine katki
saglayabilecegi diisiiniildiiglinden klinik olarak yararli olabilir. En 6nemli avantaji ise,
bu bitki herkes tarafindan kolayca temin edilebilmesi ve iilkemizde yaygin tiiketilen bir
bitki olmasi nedeniyle sadece parasetamol toksisitesi ile ilgili olaylarda degil, oksidatif
stres olusturan tiim olaylara olumlu yonde katkis1 g6z oniinde bulundurarak daha sik
tiiketilebilir. Deneysel hayvan modelleri dogrudan klinik uygulamalara uyarlanmasa da
yaptigimiz ¢aligmanin sonuglarinin gelecekte bu konuya 11k tutmasini iimit ediyoruz.
Bu ¢alismamiz sonucunda literatiirde ilk kez Anethum graveolens’in farelerde PT ile

indiiklenen toksikasyonda organ hasarlarinda koruyucu etkisinin oldugu gosterilmistir.
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