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TESEKKUR
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degerlendirilmeleri konusunda bize yardimci olan degerli hocam Dog¢. Dr. Mehmet
GUL’e, Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali personeline ve
degerli ablam Dr. Fatma OZYALIN’a, Inonii Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Birimi personeline, Inonii Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim Merkezi
personeline ve Inonii Universitesi Egitim Fakiiltesindeki degerli hocalarim ve

caligma arkadaslarima tesekkiir ederim.

Yiuksek lisans ve doktora egitimim siiresince, destegi ve sevgisi ile her zaman
yanimda olan sevgili esim Hakan AYDOGAN’a ve hayattmin her déneminde,
aldigim her kararda yanimda olan, sevgi ve destekleri her zaman benimle olan canim

annem, babam ve abime tesekkiir ve minnetlerimi sunarim.



OZET

Alkol kullanimi giinimiizde bir¢ok toplumda onemli bir saglik problemi
haline gelmistir. Kronik alkol alimi basta karaciger yetmezligi olmak tlizere cesitli
hastaliklara yol a¢maktadir. Alkolin metabolize edildigi baslica yerin karaciger
olmasi, kronik alkol kullaniminda karacigerde onemli hasarlar olugmasina neden
olmaktadir. Alkolik karaciger hasari ginimuzde karaciger hastaliklarinin baginda

gelmektedir.

Caligmamizda, kronik alkol kullanimina bagli olarak gelisen ve oksidatif stres
nedeni ile ortaya ¢ikan karaciger hasarinda, her biri giicli antioksidanlar olan
silimarin, resveratrol ve E vitamininin koruyucu etkilerini kiyaslamak amaciyla, 40
adet erkek rat 5 esit gruba (n=8) bolindu; 1. grup: kontrol grubu (K), 2. grup: alkol
grubu (AK) ve 3. grup: resveratrol grubu (RSV), 4. grup: silimarin grubu (SLY), 5.
grup: E vitamini grubu (E VIT). Calismamiz 4 hafta sirdii. Biitiin ratlar Modifiye
Sivi Diyet (MSD; inek sutii + glukoz) ile beslendi. Kontrol grubu harig, diger biitiin
gruplara % 7,2 oraninda etanol igeren MSD verildi. 3.ncii gruptaki ratlara 50
mg/kg/giin dozunda resveratrol, 4.ncti gruptaki ratlara 150 mg/kg/giin dozunda
silimarin, 5.nci gruptaki ratlara ise 300 mg/kg/giin dozunda E vitamini giinliik olarak
gavaj ile verildi. Caligmanin sonunda, tim gruplardaki ratlarin kanlar1 ve karaciger
dokular1 alindiktan sonra sakrifiye edildiler. Alinan kanlarin serumu ayristirildiktan
sonra serumlar ve doku ornekleri derin dondurucuda -70 °C saklandi. Serum
orneklerinde, AST, ALT, ALP, TP, HDL-K, TBARS, PON1 parametreleri, karaciger
orneklerinde ise TBARS, GSH, MPO ve PON1 parametreleri ¢alisild.

Karaciger hasarin1 6énlemek i¢in uygulanan tedaviler sonunda tedavi gruplari
ile kontrol ve alkolik kontrol gruplar1 arasinda serum AST, ALT, PON1 ve TBARS
diizeyleri yoniinden anlamli farklar tespit edildi. Benzer sekilde, karaciger doku
orneklerinde TBARS ve MPO analizleri agisindan tedavi ve kontrol gruplart arasinda

anlamli farklar bulunmustur.
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Buna gore, alkolik karaciger hasarina karst koruyucu etkilerini kiyaslamaya
calistigimiz antioksidanlardan resveratrol, doku orneklerinde MPO ve PONI
bakimindan, serum orneklerinde PON1 ve ALT bakiminda digerlerine gore daha
gicli iyilesme saglamistir. Silimarin, serum Orneklerinde AST bakimindan diger
antioksidanlara gore daha giicli iyilesme saglamistir. E vitamini ise hem karaciger
hem de serum orneklerinde TBARS bakimindan diger antioksidanlara kiyasla daha

gicli tyilesme saglamistir.

Sonug olarak, ratlarda alkol tiikketimine bagli olarak ortaya ¢ikan karaciger
hasarinin énlenmesinde resveratroliin, silimarin ve E vitaminine kiyasla daha giicli

bir hepatoprotektif etki gosterdigini sdyleyebiliriz.

Anahtar Kelimeler: Alkolik rat, silimarin, resveratrol, E vitamini, TBARS.
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ABSTRACT

COMPARISON OF THE HEPATOPROTECTIVE PROPERTIES OF
SILYMARIN, RESVERATROL AND VITAMIN E IN ALCHOLIC RATS.

Alcohol usage is became an important health problem in many population in
nowadays. Because of the liver is the main place of the alcohol metabolism, chronic
alcohol uptake cause to many serious disease mainly in liver. Alcoholic liver disease

is one of the important liver diseases.

For the purpose of comparing the protective effects of silymarine, resveratrol
and vitamin E, that are strong antioxidants, in liver disease which is improve due to
chronic alcohol usage and described with oxidative stres; 40 male rats were divided
in 5 groups (n=8). Grp 1: control group (K), grp 2: alcohol group (AK), grp 3:
resveratrol group (RSV), grp 4: silymarine group (SLY), grp 5: vitamin E group (E
VIT). Our study last 4 weeks. All of the rats were feeded with Modified Liquid Diet
(MSD) (cow milk + glucose). Except control group, %7,2 ethanol was added to
MSD. In group 3; 150 mg/kg/day silymarine, in group 3; 50 mg/kg/day resveratrol
and in group 5; 300 mg/kg/day vitamin E was given with gavage daily. At the end of
the study, all groups blood samples and liver tissues were taken and the rats were
sacrified. The serums and the tissues were stored at -70°C until analysis. In serum
samples, AST, ALT, ALP, TP, HDL-K, TBARS and PON1 were measured. In liver
tissues, TBARS, GSH, MPO and PON1 were measured.

The antioxidant treatment, that was performed to prevent the liver disease due
to chronic alcohol usage, was statistical significant in respect to AST, ALT, PONI
and TBARS in serum samples. In liver samples, treatment was statistical significant

in respect to TBARS and MPO.

According to this, resveratrol which is one of the antioxidants that we tried to
compare the protective effects against to alcoholic liver disease, provided stronger
healing on MPO and PONI1 levels in tissue samples and on PON1 and ALT levels in
serum samples comparing with silymarine and vitamin E. silymarine was provided

stronger healing in respect to AST levels comparing with the other antioxidants.
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Vitamin E was provided stronger healing in respect to TBARS levels both in serum

and tissue samples comparing with silymarine and resveratrol.

In conclusion, we can say that, resveratrol has a stronger hepatoprotective
effect on preventing liver disease based on alcohol consumption in rats, in

comparison to slymarine and vitamin E.

Keywords: Alcholic rat, slymarin, resveratrol, vitamin E, TBARS.
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1. GIRIS:

Alkol kullanim1 ginimiizde bir¢ok toplumda énemli bir saglik problemi haline
gelmigtir. Kronik alkol alimi gesitli hastaliklara yol a¢gmaktadir. Alkoliin viicutta
metabolize edildigi yerin baslica karaciger olmasi, kronik alkol kullaniminda
karacigerde onemli hasarlar olugmasina neden olmaktadir. Alkolik karaciger hasar1

ginimizde karaciger hastaliklarinin baginda gelmektedir.

Kronik alkol kullanimi karacigerde ti¢ farkli tablo gelismesine neden olmaktadir.
Bunlar karaciger yaglanmasi, alkolik hepatit ve alkolik sirozdur. Karaciger
yaglanmasi alkolik karaciger hasarinin ilk tablosudur. Karaciger yaglanmasindan
sonra ortaya ¢ikan tablo alkolik hepatittir. Alkolik hepatit, bagirsaktan karacigere
gecen artmig lipopolisakkaritler, nétrofil ve makrofajlarin infiltrasyonunu baglatir ve
inflamasyon olugmasiyla ortaya ¢ikar. Alkolik karaciger hasarinin son tablosu alkolik
sirozdur. Alkolik hepatitten siroza gecis igin belli bir stire yoktur, ¢ok hizli ya da

uzun surede olugabilir (1, 2).

Alkol kullaniminda ortaya ¢ikan karaciger hasarinin patogenezinde, artmig
NADH olusumu, asetaldehit birikimi ve asetaldehitin ileri metabolizmast sonucu

olusan serbest radikaller vasitasiyla oksidatif stres etkilidir.

Alkol kullanimi, alkolik karaciger hasari1 ve oksidatif stres arasindaki iligkiyi
tanimlayabilmek i¢in bir¢ok ¢aligma yapilmistir (1,2,17). Bu ¢alismalarda genellikle
antioksidanlarin alkolik karaciger hasarint 6nlemedeki glgleri arastirilmigtir.
Literatirde alkolik karaciger hasarini 6nlemede en etkili antioksidanlardan biri

silimarin olarak belirtilmigtir (3).

Silimarin devedikeni bitkisinden elde edilen bir flavonoiddir. Karaciger
hastaliklarinin  tedavisi Uzerine en ¢ok ¢alisilan maddedir. Silimarin lipid
peroksidasyonunu oOnleyerek ve serbest radikalleri sipiirerek antioksidan oOzellik

gostermektedir (3).



Resveratrol, asmanin yaprak ve tane kabugunda yiksek miktarda sentezlenen ve
fitoaleksin oOzelligi gosteren bir stilben grubu bilesiktir. Resveratroliin serbest
radikallerin sebep oldugu hiicre hasarini engellemeye yardimci olabilen giigli bir
antioksidan oldugu gosterilmistir (4). Son yillarda resveratroliin karaciger hasarina

karst koruyucu etkilerini aragtiran ¢aligmalar yapilmaktadir.

E vitamininin antioksidan ozelligi, serbest radikallerin baglattigr lipid
peroksidasyonunu inhibe etmesinden ileri gelir. Tokoferoller, alkoksil radikalleri,
singlet oksijen, nitrojen dioksit, peroksinitrit, ozon ve siiperoksit gibi diger reaktif
oksidanlarla da tepkimeye girer. Singlet oksijen hari¢, a-tokoferol, bu diger

oksidanlar stiptirmede, goreceli olarak kiigik kinetik tstunliige sahiptir (6,61).

Caligmamizda, kronik alkol kullanimina bagli olarak geligsen ve oksidatif stres ile
aciklanan karaciger hasarinda, koruyucu etkileri bilinen ve her biri gigli
antioksidanlar olan silimarin, resveratrol ve E vitamininin koruyucu etkilerini

kiyaslamay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER
2.1. Karacigerin Yapis1 Ve Fonksiyonlar::

Karaciger karin boslugunun st kisminda yer alan ¢ok buytk bir organdir.
Hemen hemen tamami kemik ve kikirdak kaburgalarin altinda uzanir ve regio
epigastrica’y1 ¢aprazlayarak yerlesir. Erigkin erkekte 1.4-1.5 kg, erigkin kadinda 1,2-
1,4 kg agirliga sahiptir. Diyaframin altinda, karnin sag tist ceyreginde bulunmakta ve
kaburga kemikleri tarafindan korunmaktadir. Sag ve sol olmak tizere iki anatomik
loba ayrilmigtir. Karaciger hepatik arter ve portal venin sag ve sol kollar1 tarafindan

beslenmektedir (8,9).
Karaciger, abdominal organlar iginde ¢ift kan dolagimina sahip tek organdir:

1. Sindirim sisteminin kapiller yatagindan besin maddelerince zengin kani
tastyan portal ven

2. Merkezi dolagimdan karacigere bol oksijenli kani tagiyan hepatik arter.

Hepatositlerde sentezlenen safra, safra kanalciklarina, ordan daha genis
intrahepatik safra kanallarina, sonunda sag ve sol hepatik safra kanallarina akar.
Hepatik safra kanallari, safra kesesinden safra kanali ile birleserek ortak safra

kanalint olusturur (8).

2.2. Karacigerin Biyokimyasal Fonksiyonlari:

Karacigerin  onemli sentetik ve metabolik fonksiyonlart  vardir.
Detoksifikasyon veya bobreklere benzer sekilde son metabolik trtnin ekskresyonu
yaninda fagositik fonksiyona sahip retikiiloendotelyal sistem hiicreleri olan hepatik
makrofajlar ve kuppfer hiicreleri de organdaki kan damarlarinin duvart boyunca

yerlesmiglerdir.



Karbonhidrat, lipid, protein metabolizmasi, glukoneogenez ve B-oksidasyon

gibi ¢ok 6nemli metabolik olaylarda karaciger santral rol oynamaktadir (10).
2.2.1. Karbonhidrat Metabolizmasi:

Karaciger, glukoz konsantrasyonunun surekliligin saglanmasinda rol alir.
Yemek sonrasi, portal vendeki glukoz konsantrasyonu yiiksek ise glikojen
sentezlenir ve depo edilir, glukoz yag asitlerine ¢evrilir ve adipoz dokuya taginir.
Aclik esnasinda ise sistemik glukoz diizeyinin sabit kalmasi i¢in glikojeneze ara
verilir ve glukoneogenetik yolla gliserol, laktat, amino asit gibi substratlardan glukoz
sentezlenir. Yag asitleri lipolizle depolardan karacigere ulasir. Burada once ikiser

karbon birimlerine ayrilir, daha sonra trikarboksilik asit siklusunda okside olur (10).
2.2.2. Lipid Metabolizmasi:

Karaciger, karbonhidrat ve proteinlerden, yag asitlerinin baslica sentezlendigi
bolgedir. Yag asitlerinin B oksidasyonu ve fiziksel egzersizler ya da aglik siiresince
dokularin devamliligi icin enerji saglamak igin asetil CoA’dan asetoasetik asit
olusumu i¢in en aktif yerdir. Hiicre membraninin yapist i¢in 6nemli olan fosfolipid

ve lipoproteinler karacigerde sentezlenir (11).

Karaciger, kolesterol sentezinin % 80’inin gergeklestigi organdir. Kolesterol,
hiicre membrani, safra asitleri ve steroid hormonlarin sentezi i¢in kullanilir. Bir kismi1
ise yag asitleri ile esterifikasyonun ardindan lipid damlaciklart halinde depolanir.
Geri kalan onemli bir kismi serbest ya da esterlesmis yapida VLDL’in yapisina

katilir ve kana verilir (2,10).
2.2.3. Detoksifikasyon Fonksiyonu:

Karaciger, hem wviicuda disaridan giren hem de metabolizma sonucunda
ortaya ¢ikan c¢esitli metabolitlerin ekskresyonundan ve detoksifikasyonundan

sorumludur.

Amino asitlerin deaminasyonu sonucu ag¢iga ¢ikan amino grubu amonyaga

donisir. Bu amonyak portal ven yoluyla karacigere gelir ve burada tireye ¢evrilir.



Steroid hormonlar, karaciger tarafindan metabolize edilirken glukoronat ve
sulfatla konjiige edilerek inaktive edilirler, suda ¢oziinebilen forma donistirilerek

idrarla atilirlar.

Ilaglarin gogu, endoplazmik retikulum enzimleri tarafindan metabolize ve

inaktive edilir. Bazilar safraya ekskrete edilir (10).

Hemoglobin yikimindan sonra agiga ¢ikan ve retikiiloendotelyal sistemde
sentezlenen biliriibin de karacigerde glukoronik asitle konjuge edilerek suda erir hale

getirilir ve safra ile atilir (2,11).
2.2.4. Depo Fonksiyonu:

Karacigerin, karbonhidratlar diginda, vitaminleri depo etme 6zelligi vardir. En
¢ok depo edilen vitamin, A vitaminidir. A vitamini eksikli§ini uzun bir sire
engellemeye yetecek kadar A vitaminin depo edilir. D, E, K, B9, B12 vitaminleri de

yine karacigerde depo edilir.

Vicutta, kandaki hemoglobin diginda, demirin biyik bolumu karacigerde
ferritin gseklinde depo edilir. Karaciger hiicrelerinde, demirle birlesebilen apoferritin
bol miktarda bulunur. Boylece wviicut sivilarinda demir miktart arttigi zaman,
apoferritin ile birleserek ferritin olusturur ve gerektiginde baska bir yerde
kullanilmak tzere saklanir. Dolagimdaki demir dusiik bir diizeye indiginde ferrititn
demiri serbest birakir. Boylece karacigerdeki apoferritin-ferritin sistemi bir demir

deposu gorevi yaptigi gibi kan demirinin tamponu islevini de yiratir.
Karaciger, demir diginda bakir’t da depo eder (12).
2.2.5. Safra Tuzlarimin Sentezi:

Safra tuzlari, karacigerde, kolesterolden sentezlenir. Karacigerden saligilanan
safra tuzlari, % 65 safra asitleri, % 20 fosfolipidler, % 4 kolesterol, % 5 proteinler, %
0.3 safra pigmentleri ve biliribinin karigimi seklindedir. Safra asitleri, baglica glisin
ve taurin ile konjuge durumdadir. Salgilanan safranin % 50 si esit miktarda Na ve K
iceren H,O’dur, bununla beraber, plazmada major anyon CI iken, safrada HCOs

“diir, bu nedenle izotoniktir. Safra asitleri, lipid sindirimi ve emiliminde 6nemlidir.



Ayrica yagda ¢ozinen tim vitaminler safra tuzlarinin yardimi ile emilirler. Safra
sekresyonundaki defekt, birka¢ giin i¢inde K vitamini eksikligine ve buna bagli

olarak karacigerde, koagiilasyon faktorlerinin sentezinde bozulmaya neden olur (13).
2.3. Alkol:

Alkol, eski ¢aglardan beri insan yasantisini olumsuz yonde etkileyen 6nemli
bir madde olmustur. Ozellikle alkollii igkilerin ortaya ¢ikist bireysel, toplumsal,

ekonomik ve saglik sorunlarini da beraberinde getirmistir (14).

Igkilerde kullanilan etil alkoldiir (etanol). Bu alkoliin saf hali renksizdir ve ac1
ve yakici bir tadi vardir. Etil alkol, arpa ve Gziim gibi tahil ve meyvelerin dogal

yapisinda bulunan sekerlerin fermantasyonundan elde edilir.

Gegmiste alkolin "yasam iksiri" olduguna ve yasami uzattigina inanilirdi.
Ancak zaman gegtik¢e bu inanigin dogru olmadigi kanmitlandi. Alkol merkezi sinir
sistemini baskilayarak sakinlestirir ve biling durumunu da degistirir. Cok fazla
icildiginde alkol oldurticii bir zehir olabilir. Alkol, bir gram yagin i¢erdigi kaloriden
biraz daha az kalori igerdiginden teknik olarak bir besin maddesidir (15).

Agir alkol titketimi ve karaciger hastaliklar: arasindaki iligki 200 yildan daha
uzun sire once fark edildi. Karaciger, alkole bagli hasara karsi1 baglica duyarl olan

organdir, ¢iinkii alkol metabolizmasinin primer bolgesi karacigerdir (16,17).
2.3.1. Alkol Metabolizmasi:

Karaciger alkolin metabolik yikimindan sorumlu temel organdir ve total
eliminasyonun %75'inden sorumludur. Bébrek, mide, ince bagirsak, akciger, kalp,
beyin, kan hiicreleri ve iskelet kas1 da az miktarda fakat belirgin alkol oksidasyon

kapasitesine sahiptirler (18).

Karacigerde alkol (etanol) metabolizmasindan sorumlu olan baglica 3 yolak

vardir. Bunlar sirasiyla:
1. Hepatosit sitozoliinde bulunan alkol dehidrogenaz yolagi,

2. Hepatosit endoplazmik retikulumunda bulunan mikrozomal enzimler,



3. Hepatosit peroksizomlarinda bulunan katalaz yolaklaridir.

2.3.1.1. Alkol Dehidrogenaz Yolag::

Alkol dehidrogenaz (ADH); etanolii, hepatosit sitozoliinde, asetaldehid’e
donigstirtr. Karacigere toksik etki gosteren asil madde asetaldehit’dir. Dusuk
konsantrasyonlarda bile ¢ok yitksek toksik etki gosterir. Asetaldehit, mitokondriyal
Aldehit Dehidrogenaz (ALDH) enzimi tarafindan asetat’a donusturilir. Her iki
basamakta da NAD, NADH’e indirgenir. Asetat ise enerji veya yararli molekilleri
ureten metabolik dongiilere girer (Sekil 1.1) (19, 2).

C,HsOH + NAD' —— > CH;CHO + NADH

Protein
metabolizmasi
Alkol Aldehit .
dehidrogenaz dehidrogenax
Karbonhidrat
# #
Etanol IAsetaidehit Asetat metabolizmas!
— )
N
metabolizmas:

Sekil 1.1: Alkol metabolizmasinda alkol dehidrogenaz yolagi
2.3.1.2. Mikrozomal Etanol Okside Edici Sistem (MEOS):

Mikrozomal enzimler, ADH yolagt kadar etkili olmasa da, etanolin
metabolizmasinda onemli rol oynarlar. MEOS olarak isimlendirilen bu sistem,
ilaglar1 metabolize eden sitokrom P450 gibi enzimlerle bir¢ok ortak 6zelligi paylagir.
Bu paylagim, bir ¢ok etanol-ilag etkilegimlerini agiklar. MEOS un etanole affinitesi,
ADH enzimine gore ¢ok azdir (12). Dolayisiyla az miktarlarda alinan etanoliin

metabolizmasinda MEOS un roli yoktur (Sekil 1.2) (19).

Endoplazmik retikulumda lokalize bazi sitokromlar, zararli bilegiklerin
detoksifikasyonunda gorev alirlar. MEOS, karaciger endoplazmik retikulumunda

bulunan sitokrom p450 2E1 (CYP2E1) araciligiyla alkoli asetaldehite okside eder.



Normalde dugsiuk diizeyde fonksiyon gosteren CYP2EI, alkol varliginda ¢ok yiiksek
bir diizeye sitimule edilir. Daha sonra, asetaldehit, asetata okside edilirken, NADPH
ise NADP’ye oksitlenir. Bu yol serbest demirle iligkili olarak, oksidatif strese yol
acan serbest radikaller uretir. Oksidatif stres yeterli buyuklikteyse, membran ve

lipoproteinlerdeki lipidler peroksidasyona ugrar, sonrasinda nekroz veya apoptoz

gelisir (19, 2).
CYP2E1
C,HsOH + NADPH' + H + 0 ———> CH;CHO + NADP" + 2H,0

Reaksiyon sonucu bir reaktif oksijen radikali olan H,O; olusur. Bu molekul
glutatyon ile noétralize edilmediginde lipit peroksidasyonuna yol agar. Lipid
peroksidasyonu sonucu hiicre membraninin kalsiyuma gegirgenligi artar, hiicre
icinde kalsiyum birikimi olur ve bu olaylar sonucu yaglanmig karacigerde

inflamasyon ve fibroz baglar, sonug siroza kadar gidebilir (3).

g Etanol ilaglar
-4

E 2 v

Alkol -
dehidrogenaz @

Karaciger

v

Asetaldehit Metabolitler

Sekil 1.2. Alkol metabolizmasinda Mikrozomal Etanol Okside Edici Sistem

2.3.1.3. Katalaz Yolag::

Katalaz yolag1 etanol metabolizmasinda 6nemli bir role sahip degildir. Etanol
peroksizomlarda katalaz ile okside edilir. Hi¢ katalaz enzimine sahip olmayan

kisilerin bile, etanol alimin1 takiben asemptomatik olduklar: bilinmektedir.



2.3.2. Alkolik Karaciger Hastahg:

Alkol kullaniminin  karaciger hastaliklarina yol acgtig1  yuzyillardir
bilinmektedir. Bugiin i¢in alkol kullanimi ile yagli karaciger, alkolik hepatit ve siroz
gibi karaciger hastaliklar: arasindaki iligki iyice arastirtlmistir. Yagl karaciger; alkol
(etanol) kullaniminin birakilmasi ile geriye donebilen selim bir durumdur. Ancak
hastada alkolik hepatit geligsmis ise bu tedavi gerektiren daha ciddi bir sorundur,
gerekli tedavi yapilamazsa siroza kadar ilerleyebilir. Siroz gelismis ise; bu son
donem karaciger hastaligidir, tedavi gOormeyen hastalarda kisa siirede portal
hipertansiyon ve komplikasyonlari, karaciger yetmezligi gelisebilir ve sonunda

oliime yol agar (19).

Uzun stre alkol kullanimi alkolik karaciger hastaliginda major rol oynasa da,
alkolik karaciger hastalig1 gelisme orani agir igicilerin yarisindan daha fazla degildir.
Bu bulgular karaciger hastaliklarinda diger faktorlerin, heredite, ¢evresel veya her

ikisi birden, etkili oldugunu distindirmektedir.

Organizmada etanol metabolizmas: esnasinda meydana gelen artmug lipid
peroksidasyonu, ya karacigerde olusan peroksidatif siirece bagli olarak indirek, ya da
etanoliin dolasan lipidler ve hiicre membranlari tzerine direk etkisinden ileri

gelebilir.

Asirt NADH olusumu, hiper metabolizmaya ve bu olayda doku hipoksisine
neden olur. Hipoksinin en belirgin oldugu bolge Zone 3 yani perisentral bolgedir.
Karacigerin kan akimi periferden merkeze, yani portal alandan Zone 1’e sonra Zone
2’e sonra Zone 3’e ve sonra da santral vene dogrudur. Ortaya g¢ikan perisentral
hipoksi hiicre i¢i laktat miktarinda artmaya yol agar ki, bu da fibrozisi tetikleyen bir
olaydir (3).

2.3.3. Alkolik Karaciger Hastalig1 Tipleri:

Alkolik karaciger hastaligi ti¢ kategoriye ayrilabilir:
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2.3.3.1. Yagh Karaciger:

Agir igicilerin hemen hemen tamaminin karacigerinde birka¢ derece
yaglanma olusur. Bu ayrica, tek bir i¢ki oturumu sonrasinda da gegici olarak
gorulebilir. Yaglh karaciger geri dontigimliidiir ve daha tehlikeli hasarlara yol agtigi

disinilmez.

Yagl karaciger hastaliginin ilk bulgusu hepatositlerdeki yag birikimidir.
Normal karacigerde lipidlerin miktar1 karaciger agirliginin % 5’ini gegmez ve bunun
icinde trigliseridler, fosfolipidler, kolesterol ve kolesterol esterleri bulunur.
Yaglanmis karacigerde bir yandan genel lipid miktart artarken diger yandan da
trigliserid birikiminin 6n plana ¢iktig1 goruliir. Normalde trigliseridler karacigerdeki
lipidlerin %15 kadarin1 olustururken, yaglanmig karacigerde bu oran %60’lara kadar

yukselir.

Karaciger yaglanmasi ya triglidserid sentezinin artmasi veya sentezlenen
trigliserid molekiilinin hepatosit digina ¢ikiginin  yetersiz olmast sonucunda

meydana gelmektedir.

Ancak ayni metabolik bozukluklari tagiyor olmasina ragmen bazi hastalarda
sadece yaglanma goriliirken digerlerinde ise steatohepatit gelismesi yagli karaciger
hastaliginin  tim formlarinin  sadece bu metabolik bozukluklar zemininde
aciklanmasini imkansiz kilmaktadir. Bu gergekten hareketle gelistirilen “’two hits’
(iki darbe) hipotezi bugiin i¢in yagl karaciger hastaligi patogenezindeki en gegerli
kuram durumundadir. Bu kurama gore birinci darbe sadece karaciger yaglanmasina
neden olmakta, hastalar ikinci darbe ile karsilagmadik¢a bu durum karaciger
yaglanmas: olarak devam etmektedir. Ikinci darbe (second hit) ile karsilasan
hastalarda ise birinci darbe ile yaglanarak duyarli hale gelmis olan iltihabi
infiltrasyon ve fibrozis gelismekte neticede yagli karaciger hastaliginin diger bir
klinik formu olan steatohepatit ortaya ¢ikmaktadir. Bu patogenez surecinde ikinci

vurudan sorumlu olan, serbest radikaller ve bunlarin artmasina yol agan kosullardir

(20).
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2.3.3.2. Alkolik Hepatit:

Bu hastalik, karaciger dokusunun bozulmasi ve yaygin inflamasyon ile
karakterizedir. Agir igicilerin %50’sinde ortaya g¢ikar. Ates, sarilik ve karin agrisi
semptomlar1 gézlenir. Fibroz denen siire¢ baglar ve scar doku saglikli dokunun yerini
almaya baglar. Hepatositlerde yer yer sisme ve nekroz, nekroz odaklar etrafinda ve
icinde de notrofil birikimi mevcuttur. Hastalarin  ¢ogunun hepatositlerinde
intrasitoplazmik hyalen materyal (Mallory Cisimcikleri) gorulir. Bu cisimcikler,
alkolik hepatitte karakteristiktir ancak tanisal degildir. Karaciger hiicre nekrozunu
takiben nétrofillerin hakim oldugu bir infiltrasyon meydana gelir, lenfositler ve
makrofajlar da katilirlar ancak bu katilim nétrofillere gore daha az orandadir. Alkol

bagimlili devam ederse, yaygin nekroz, inflamasyon ve fibroz gorilir (2, 16).
2.3.3.3. Alkolik Siroz:

Agir igicilerin % 15-30’ununda gorillen ve karaciger hastaliginin en ileri

boyutu alkolik sirozdur. Alkolik karaciger hastaliginin son evresidir.

Hastaligin  baglangicinda etiyolojik nedene bagli olarak gelisen bir
hepatoseliiler hasar ve buna eslik eden iltihabi infiltrasyon s6z konusudur. Uzun siire
devam eden iltihabi infiltrasyon karacigerde asirt bag dokusu birikimi olarak ifade
edebilecegimiz fibrozise neden olmakta, gelisen fibrozis karacigerin normal yapisi
ile mikrovaskiiler iligkilerini bozmakta ve devam eden bu siire¢ neticesinde karaciger
sirozu gelismektedir. Bu yapisal degisiklikler presintizoidal alan, sintizoidler diizeyi

ve postsiniizoidal alanda (santral ven) farkli morfolojik olusumlarla temsil edilir (21).

Karaciger kiigulir ve normal karacigere gore agirligt azalir. Skar olusumu

artar, karaciger parankimi azalir, fibroz belirginlesir (2).

2.4, Silimarin:

Silimarin devedikeni (Silybum marianum) bitkisinin tohum ve meyvesinin
ekstresinden elde edilir ve tg¢ ayr1 bilesik olan silibinin (silybin), silydianin ve

silychristine’den olusur (22,23).
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Sekil 3: Silimarinin kimyasal formilu
Etki Mekanizmast:

Literatirde silimarinin etki mekanizmasi i¢in dort farkli yol agiklanmigtir

ancak gercek mekanizma tam olarak bilinememektedir.

1. Hepatotoksik ajanlarin  hepatositlere girmesini engelleyen hiicre
membrani stabilizatorii ve permeabilite regiilatorleri olarak.

2. Glutatyonun intraseliiler konsantrasyonunun regiilatorii olarak.

3. Karaciger rejenerasyonunu stimiille ederek RNA polimerazin hiicre
cekirdegindeki aktivitesini uyarici olarak.

4. Siroz olusturan kolajen liflerin depozisyonundan sorumlu hepatositlerin

miyofibroblastlara transformasyonunun inhibitori olarak (25).

2.4.1. Fonksiyonlar::

2.4.1.1. Antioksidan Ozelligi:

Silimarinin, bir¢ok deneysel hayvan modelinde ve insan hepatik hasarinda
lipid peroksidasyonuna karst koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir (25). Hem serbest
radikal stiptriicii hem de oksidatif stres sonucunda azalan redukte glutatyon miktarini
arttirarak antioksidan ozellik gosterir. Ratlarla yapilan bir g¢aligma, silimarinin
lipoksijenaz yolaginda lokotrien sentezini dnleyerek, enzim peroksidasyonunu inhibe

ettigi gozlenmistir (25 - 27).
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2.4.1.2. Karaciger Uzerine Etkisi:

Karaciger vicudun detoksifikasyonundan sorumludur. Viicudumuza
aldigimiz zararli kimyasallar, ilaglar ve alkol karaciger hiicreleri tarafindan
filtrelenir. Silimarin, toksinleri kandan uzaklastirmaya yardimcit olan kan
proteinlerinin niteligini arttirarak karacigere yardimci olur.

Silimarinin kimyasal komponentleri, dogru hepatoprotektif ya da karaciger
dostu olarak adlandirilir. Silimarinin, karacigeri koruma ve fonksiyonlarini arttirma
kapasitesi, karaciger hasarina neden olan faktorleri inhibe edebilme yetenegine
baglidir. Bu faktorlerin en 6nemlileri 16kotrienler ve serbest radikallerdir. Silimarin
bilesiklerini bu kadar etkili ve onemli kilan sey, karacigeri korurken ayni zamanda
karaciger protein sentezini sitimiile etmesidir. Silimarin varliginda, hasarli karaciger,
dokular1 daha hizli yenileyebilir (28).

Oksijenin bir poliansature yag asidine transferi ile olusan lokotrienler
karaciger dokusuna zarar verir. Bu reaksiyonun gergeklesebilmesi igin lipoksijenaz
enziminin varli@ gereklidir. Silimarin, bu enzimin etkisini inhibe ederek
lokotrienlerin olusumunu inhibe eder (29).

Silimarini de kapsayan flavonoid-benzeri bilesikler karaciger tzerinde iki
spesifik etkisi vardir:

1. Silimarin hepatosit membranlarina baglanarak, c¢evresel toksinlerin,
yabanct kimyasallarin, endojen zehirlerin ve serbest radikallerin olasi
hasarlarindan korur.

2. Silimarin karaciger hiicrelerinin i¢ine girer, karacigerin sagligi i¢in hayati
onem tagtyan enzimleri iiretme yetenegini tesvik eder. Bu etkisi karaciger
hiicrelerinin  hasar ve hastaliklarinin  1yilegsmesini  hizlandirir. Bu
enzimlerin Uretimini hizlandirarak, karaciger hiicre yenilenmesi de

sitimiile edilmis olur (29).

2.4.1.3. Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Etkisi:

Silimarin, arter duvarlarinin zarar gérmesine neden olan serbest radikalleri
supuricu olarak etki gostererek kalbi korur. Kalp krizi ge¢irmis ve kan basinci

yiksekliginden sikayetei kigiler i¢in yararlidir.
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2.4.1.4. Antiinflamatuar ve Antikarsinojenik Etkisi:

Lokotrien ve prostaglandinlerin sentezinin inhibisyonu, Kupffer hiicrelerinin
inhibisyonu, nétrofil goginin inhibisyonu, silimarinin literatiirde bildirilmig
antiinflamatuar etkilerinden bazilaridir. Silimarinin topikal kullanimi ile farelerde

UVB 1sinlart ile olusturulmus cilt kanserini 6nleyebildigi gosterilmistir (22).
2.3. Resveratrol:
2.5.1. Tarihce:

Resveratrol (3,4’,5-trihidroksi stilben), 1930’ lu yillarin baginda tibbi bir bitki
olan Veratrum grandifolium reg¢inelerinde tanimlanmigtir (Sekil 1.4) (30). Cin ve
Japon bilim adamlari bagta olmak iizere, bir¢ok bilim adami tarafindan yillarca
arastirllmigtir.  Japonya ve Cin’de halk arasinda geleneksel olarak kullanilan
Polygonum cuspidatum (kojo-kon ya da Idatori ¢ay1) ad1 verilen, ve deri hastaliklar1,
karaciger ve damar hastaliklarini tedavi edici, bitkinin en yiksek resveratrol

miktarina sahip oldugu belirtilmektedir (30,31,32,33,34).

Sekil 1.4. Resveratroliin yapist

Resveratrol, uzimin yaprak ve oOzellikle tanesinin kabugunda yuksek
miktarda bulunan ve fitoaleksin 6zelligi gosteren bir stilben grubu bilesiktir (35). Cis
ve trans izomer sekillerde bulunur. Cis ve trans seklinde glukosid olarak trans ve cis-
piceid seklinde glukoz molekiiliine baglanarak da olusur. Kapali formiilii C;4H ;203
tiir (36).

Resveratroliin 72 bitki tiriinde uretilebildigi belirlenmistir. Asma, yaban

mersini, dut, Antep fistig1, basta olmak iizere, bogurtlen, kizilcik, yer fistigi gibi
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bir¢ok meyve ve bitkide tespit edilmistir (37, 38). Asmalarin resveratrol tiretebilme
kapasitesi diger birkilere kiyasla daha yuksektir ve bu ozelligi Gziimiin taze ve
islenmis drinlerinin yayginlastiriimasinda etkili olmaktadir. Resveratrol, ozellikle
renkli kabuklu tziimlerde bol miktarda sentezlenmektedir. Taze uzimiin her
graminda 0,30 - 14,10 mg, kuzu tziimde ise gram’da 9,30 - 78,50 mg resveratrol

bulunmaktadir (5,38)

Resveratrol 1stya dayaniklidir. Bu nedenle, ¢ogu gidada aktif formunu (trans
formu) korumaktadir. % 60 nem ve oda sicakliginda 2 yil, % 70 nem ve 40°C’de ise
4 sene sureyle stabilitesini korudugu belirtilmistir (39). Isik ve oksijene maruz

kaldiginda trans izomerlerin cis izomerlere doniistiigi belirlenmistir (36).
2.5.2. Sentezi:

Resveratrol asmanin, yaprak, ¢igek dokular1 ve tanelerinde, fitoaleksin olarak
sentezlenmektedir. Bu dokularda resveratroliin sentezlenebilmesi i¢in bitkinin bir
stres faktorti ile karsilagsmasinin gerekli oldugu, uyarict etkisinin bulunmadig:
durumlarda ise bu dokularda resveratrol iiretiminin gerceklesmedigi veya ¢ok az
miktarda gergeklestigi belirtilmigtir (40,41). Resveratrol tanelerde, tane kabuk
hiicrelerinde, yapraklarda ise alt/iist yaprak dokusundaki hiicrelerde sentezlenir.
Bunun yanisira, asmanin diger odunsu kisimlarinda da resveratrolin bulundugu ve

bu kistmlar1 giriimelere karst korudugu belirtilmistir (42,43,44).
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Sekil 1.5. Resveratroliin Sentezi
2.5.3. Etkileri:

1992 yilinda Siemann ve Creasy’nin saraplarda resveratrolii tammlamalariyla
birlikte, resveratroliin saglik tizerine etkisi ile ilgili ¢alismalar da hiz kazanmistir.
Resveratroliin; antioksidan, antitimér ve antimutajen Ozellikleri nedeniyle insan

saglig1 icin dogal bir kimyasal koruyucu oldugu belirtilmigtir (45,46,47).
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Resveratroliin saglik iizerine olumlu etkileri soyledir:

1. Serbest radikal olusumunu engellemektedir (48).

Trombosit agregasyonunu engellemektedir (49,50)

Diustk yogunluklu lipoproteinlerin oksidasyonunu onlemektedir (51,52).
Koroner kalp rahatsizlig: riskini digirmektedir (53,54,55).

Sinir dokularint korur ve Alzheimer’a kars1 iyi bir koruyucudur

Hiicre membrani i¢in koruyucudur (56).

Sinir hiicrelerinin olgunlagsmasina yardimer olmaktadir (56).

o N kR WD

Kanserin baglangi¢, gelisme ve ilerleme olarak bilinen 3 agamasinda da
etki gostererek insanda goriilebilecek agiz, deri, kolon, bobrek, karaciger,
prostat ve meme kanseri gibi tim kanser c¢esitlerinde azalma
saglanmaktadir (55).

9. Gugli bir anti inflamatuardir (45).

10. Yaslanmay1 diizenleyen genleri aktive etmektedir.

11. Damarlardaki nitrik oksit sentezini arttirarak damarlarin genislemesine

yardimci olup kan akiminin rahatlamasini saglamaktadir (56).

2.5.4. Saghk Uzerine Etkileri:
2.5.4.1. Antikanserojen Aktivite:

Resveratrol, kanserin pek ¢ok asamasinda durdurucu ve engelleyici 6zellige
sahiptir. Hiicreyi apoptozise gotiiren timor baskilayict gen pS3°in olup olmamasina

bagli olmaksizin kanser hiicrelerini yok etmektedir (57).

Serbest radikallerden zarar goren hiicrelerin, saglikli hiicrelere kiyasla
kansere donigme olasiligi daha yuksektir. Kemoterapi ve radyasyon sonrast dlip
parcalanan hiicreler viicut igerisine yayilarak komsu hiicrelerde inflamasyona neden
olmaktadir. Resveratrol, bu hiicreler parcalandiktan sonra kalan hiicre kalintilarinin

akyuvarlar tarafindan temizlenmesini uyarmaktadir (5).

Resveratrol, Faz 1 ve Faz II, siklooksijenaz ve nitrik oksit sentazin
modiilasyonu, kanser hiicrelerinde buyimeyi durdurma ve apoptozisi uyarma

mekanizmalari ile antikanser etki gostermektedir (58, 59).



18

2.5.4.2. Antioksidan Aktivite:

Resveratrol hem serbest radikalleri stiptirerek hem de bu radikallerin sebep
oldugu zararlar1 engellemeye yardimci olabilen giiglii bir antioksidandir. In vivo

antioksidan olarak fonksiyon gorir, in vitro antioksidan aktivitesi zayiftir (5).

Resveratroliin, O, , OH radikallerini siipiirdigti ve OH' radikalinin neden
oldugu lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi belirlenmistir. OH ve H,O;’in neden

oldugu DNA hasarint 6nlemektedir

Poliansature yag asitlerinin (PUFA) oksidasyonuna bagli olarak dusuk
yogunluklu LDL’lerin 6zelliklerindeki degisikliklerin aterosklerozda belli baglt bir
rol oynadigina inamilmaktadir.  Resveratroliin lipid peroksidayonunu inhibe
edebilmesi baglica bakir iyonlarinin gelasyonu yoluyla gerceklestigi gosterilmistir.
Resveratroliin her iki izomerininde serbest radikal siipiiriici etkisinin ayni olmasina
ragmen trans-izomerinin selasyon kapasitesi cis-izomerinin iki katidir. Bu sonug
hidroksil gruplarinin pozisyonunun bakir selasyon kapasitesinde ¢nemli oldugunu
gostermigtir.  Bununla beraber, trans-resveratrol ferréz iyonlarimi  selate
edememektedir. Resveratrol, membran lipidlerinin oksidasyonunu da inhibe
etmektedir. Rat karaciger mikrozomlarinda, non-enzimatik ve ya NADPH-bagimli
peroksidasyonda, %350 inhibisyon saglamak i¢in  gereken resveratrol
konsantrasyonunun ayni oranda inhibisyon saglayan quercetin miktarindan 3 kat

daha az oldugu bildirilmistir (60,61).

Resveratrol, hiicre membranlarini koruyarak, canli hiicrelerde oksidatif stresin

etkilerini azaltmaktadir.
2.5.4.3. Antiinflamatuar Aktivite:

Resveratrol, inflamasyondan sorumlu maddelerin olusumunu inhibe ederek

antiinflamatuar aktivite gostermektedir (5).

Resveratrol’in COX-2 transkripsiyonunu ve ornitin dekarboksilazi inhibe

ederek, kanser gelisimini ve ilerlemesini azalttig1 bildirilmistir (34).

Resveratrol siklooksijenazlari inhibe edebilmektedir.



19

Iskemik bir kalpte resveratrolin  kardiyoprotektif ozelligi  onun
antiinflamatuar aktivitesinden kaynaklanmaktadir (62). Inflamasyonun, arterlerin ig
yuzeyinde lipid depolanmasina katki saglayict faktor oldugu belirtilmistir. Bu lipid
bilesikler, arterlerin tikanmasina ve boylece kalp krizine veya bunun tetiklenmesine
neden olabilir. Resveratrolin, inflamatuar enzimlerin aktivitesini engelleyerek kalbi

korudugu bildirilmistir (5).
2.5.4.4. Ostrojenik Aktivite:

Resveratrol ile sentetik oOstrojen dietilstilbestrol (4,4’-dihidroksi-trans-
dietilstilben) arasindaki yapisal benzerlik resveratrolin Ostrojenik aktivitesi olup
olmadig1 sorusunu akla getirmistir. Ostrojen pozitif ve negatif insan gogiis
adenokarsinom hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada, resveratrol, diger biyolojik
aktivitelerini gostermesi i¢in gerekli konsantrasyonunda, ostrojen ile kiyaslanmig ve
resveratroliin, ostrojen-bagimli gogiis kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini uyardigi ve

yerel regiile genlerin ekspresyonunu arttirdigi bulunmustur (60).
2.5.4.5. Hepatoprotektif Aktivite:

Karaciger fibrozunda kritik bir rol oynayan stellat hicrelerinin ¢ogalmasi
oksidatif stres ile artar. Bu nedenle, bu hiicrelerin aktivasyonunu inhibe edebilen
bilesikler hepatik fibrogenezi dnleyebilir. Yapilan bir ¢alismada, resveratroliin, hiicre
protein dongusi ekspresyonunu ve sinyal ileti yolagini bozarak stellat hicre
aktivasyonunu inhibe ettigi bulunmustur. Dahasi arastirmacilar, resveratroliin,
lipopolisakkarid-stimiile Kupffer hiicreleri ile timoér nekroz faktori o (TNF-a ) ve

nitrik oksitin Gretimini inhibe edebildigini géstermistir (60).
2.5.4.6. Antiplatelet Aktivite:

Platelet agregasyonu, arasidonik asitten eikosanoidlerin sentezi ile iligkilidir.
Potent bir vazodilatator olan prostasiklin PGI,, ve bir proagregant ve vazokonstriktor
ajan olan tromboksan TxA,, siklooksijenaz (COX) yolagi ile uretilir. Ayrica,
hidroksiasitler ( HHT, HPETE ve HETE) ve 16kotrienler (LT) lipoksijenaz yolagi ile
uretilirler. LTBy4, bir inflamasyon mediatorii ve proagregant ajandir. Yapilan bir

caligmada, resveratroliin, rat peritonel polimorfoniiklear 16kositlerinde TxBs4 ve
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lipoksijenaz urtnlerinin olusumunu inhibe ettigi gosterilmistir. Bu bilesikler, platelet
agregasyonu ve kemotaktik bilesiklerin olusumu gibi inflamatuar proseslere yol

acarlar (60).

Resveratrol izomerlerinin antiplatelet aktivitesi kiyaslaninca arastirmacilar,
benzer konsantrasyonlarda, trans-izomerin, cis-izomere gore kismen daha az aktif

oldugunu gozlemlemiglerdir (60).
2.5.4.7. Vazorelaksan Aktivite:

Uziim ya da sarap ekstrakti, damar duvarinda 3’,5’-monofosfat (cGMP)
miktarini arttirir, hem relaksasyon hem de cGMP’de artis N®-monometil-L-arjinin ya
da N%nitro-L-arjinin (endotelyuma bagli gevsetici faktoriin sentezinin kompetitif
inhibitorii) tarafindan ters gevrilir.  Uziimdeki irtnler tarafindan indiiklenen
vazorelaksasyona NO-cGMP yolu aracilik eder. Vazorelaksayonda NO’in dogrudan
rolii resveratrol ile muamele edilen pulmoner arter endotel hiicre kiiltiirinde nitrik
oksit sentaz (NOS) etkinliginde artis bulundugunda gosterilmistir. Resveratroliin

NOS tretimini etkileyerek kardiyoprotektif etki gosterdigi de saptanmugtir (62).
2.5.4.8. Lipid ve Lipoprotein Metabolizmasini1 Diizenleyici Aktivite:

Resveratrol yaklagik 20 yil 6nce rat lipid metabolizmasi igin yararli olarak
bulundu. Normal karaciger parankimal hicrelerin fonksiyonlarinin  ¢ogunu
bulunduran, insan hepatokarsinoma hiicre-line HepG2 kullanilarak yapilan bir
caligmada, trans-resveratrol konsantrasyonundaki artisa yamt olarak ApoB’nin
intraseltler konsantrasyonunda anlamli bir azalma kaydedilmistir . Dahasi, kolesterol
esterleri ve trigliseridlerin sekresyon orani diigmiis, bu da daha az VLDL ve buna
bagli olarak daha az LDL iuretildigini disindirmuagtir. Bu, LDL aterojenik
oldugundan, potansiyel olarak yararlidir (60).

2.6. E Vitamini:

E vitamini ilk olarak 1936 yilinda izole edilmistir. Deneysel olarak E vitamini
verilen ratlarin nesillerinin daha saglikli oldugunun gorilmesi Uzerine, tokos:

dogurmak, phero: tagimak kelimelerinden ve bilesigin alkol olmasindan yola



21

cikilarak ‘tokoferol’ adi verilmistir. Bilesigin birbirine benzeyen 4 farkli yapidaki
bilesiklere o, B, v ve & tokoferol adi verilmigtir (7).

Tokoferoller bir¢ok bitki ve hayvan dokularinda bulunurlar. En zengin

kaynaklar1 yesil yaprakli bitkiler yagli tohumlar ve yaglari, sert kabuklu meyvelerdir.

Tokoferoller yapigkan kivamli ve agik sar1 renge sahip maddelerdir. Yagda ve

organik ¢oziciilerde ¢oziinirler, suda ¢oziinmezler.

Oksitlenince biyolojik etkileri kaybolur, oksijensiz ortamda 200°C’ye kadar
dayaniklidir.

Serbest radikaller, saglikli hiicrelere saldirarak hiicre membranlarini zayiflatir
ve hiicre hasarina neden olurlar. Poliansature yag asitleri, serbest radikkallerden
etkilenmeye ¢ok musaittir. E vitamininin, zincir kirict bir antioksidan olarak,
fosfolipidlerin yag asitleri boyunca baslayan peroksidasyonunun yayilmasini

engelledigi distinilmektedir.

Zincir kirict bir antioksidan iglevi goren E vitamini hiicre membranlarinin
fosfolipid tabakasinda ve plazmada bulunan lipoproteinlerde yer alir. Alfa
tokoferoliin hidrofobik yapisina bagli bir hidroksil grubu vardir. Bu hidroksil
grubunun hidrojen atomu ¢ok kolay uzaklastirilabilir. Bu nedenle lipid
peroksidasyonu sirasinda olusan LOO ve LO' radikalleri komgu bir yag asidi ile

birlegsmek yerine tokoferolle birlesir. Bu olay zincir reaksiyonunu sonlandirir (63).

E vitaminin, primer olarak peroksil radikali ile tepkime vermesinin nedenleri

sunlardir:

1. Ilerleme safhas: lipid peroksidasyonunun en yavas basamagidir ( 3.ncii
reaksiyon), ve peroksil radikalleri diger radikaller i¢inde en yiiksek
konsantrasyona sahip olanlaridir.

2. Peroksil radikalleri, diger molekiillere gore, E vitamini ile daha hizli
tepkime verirler.

3. E vitamini 1.nci ve 2.nci reaksiyonlar igin zayif bir inhibitordir.
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Tokoferoller, alkoksil radikalleri, singlet oksijen, nitrojen dioksit,
peroksinitrit, ozon ve stperoksit gibi diger reaktif oksidanlarla da tepkimeye girer.
Bu oksidanlarla olan tepkimeleri bir ¢ok model sistemiyle calisilmigtir. Singlet
oksijen hari¢, a-tokoferol, bu diger oksidanlar1 sipirmede, goreceli olarak kiigiik

kinetik Gstinlige sahiptir.

Antioksidan teorisi, bir ¢ok hayvanda, E vitamini eksikligi hastaliklarinin
antioksidanlar ile engellemesiyle, dahasi, E vitamini eksik hayvanlarin dokusunda

lipid peroksidasyonunun artmasi kaniti ile, desteklenmistir.

Antioksidan teoriye gore, tokoferol metabolitlerini belirlemek mimkin
olabilir, a-tokoferol, in vivo ortamda a-tokoferol quinon’a doniistiirilebilir ve bazi

hayvanlarda a-tokoferol’tn oksidan tiriinleri kaydedilmistir (7).
2.6.1. E Vitamininin Metabolizmasi:

E wvitamini, diger yagda eriyen oOgeler gibi safra asitleri ve yaglarin
yardimiyla, ince bagirsakta emilir. E vitamini plazmada B-lipoproteinlere bagli olarak
taginir ve safra ile nispeten kiigiik miktarlarda atilir. Oral yolla alinan E vitamininin
yaklasik % 70’1 karaciger, yag dokusu, kalp, adrenal korteks ve kaslara iletilir ve
depo edilir (7).

2.7. Antioksidan Savunma Sistemleri:

Hicrelerde oksidatif hasart onleyen ya da smirlayan mekanizmalar
bulunmaktadir. Memeli hiicrelerinde oksidatif hasara karsi savunma ti¢ sekilde olur;
Birincisi ve en etkili savunma mekanizmasi, enzim sistemleriyle 6zellikle de tim
hiicrelerde bulunan SOD enzimiyle olur. Cord ve Fridowich SOD enziminin aerobik
hiicreler i¢in gerekli oldugunu gostermislerdir (64). Diger enzimler ise tim

hiicrelerde bulunan katalaz, GSH-Px, G6PD, GSH-R gibi enzimlerdir (65).

SOD bir enzim grubu olup hiicrelerin sitozol, mitokondri ve plazmasinda
bulunur. Insanda bakir (Cu), ginko (Zn) ve mangan (Mn)-SOD bulunmaktadir.
Kuvvetli bir radikal olan stiiper oksit anyonunu dismute ederek daha az zararli olan

H,0; ve molekiiler O,’ye donustirmektedir. (66).
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20,°+2H —> SOD — H;0, + O,

Katalaz ise dort hem grubu igeren bir hemoproteindir. Katalaz kan, kemik
iligi, mikéz membranlar, bobrek, karaciger ve hemen hemen tim hiicrelerde
bulunur. Gorevinin, dismutazla olusan hidrojen peroksidin yikimi oldugu

sanilmaktadir.

Katalaz
2H,0, - » 2H,O + O

Ikinci savunma mekanizmasi ise sitoplazmik yerlesimli glutatyon (GSH),
GSH-Px, turat, vitamin C, A ve E gibi maddelerle olur. Bunlardan GSH-Px
stoplazmada olusan H,O;’yi suya ¢evirir. Vitamin A ve E’nin membran lipidlerinin

oksidatif strese dayanikliligini artirarak etki gosterdikleri diisintlmektedir (67).

Ugiinciisii ise hiicre dist seruloplazmin, transferrin, albumin, haptoglobulin,
ostrojen gibi maddelerle olur. Seruloplazmin demirin transferrine baglanmasini
kolaylagtirarak ve albuminin ise bakir1 baglayarak (¢iinkii ortamdaki serbest
metallerin varligr oksijen radikali olusumunu artirir) antioksidan etki yaptig
bildirilmistir. Ostrojen ise yapisindaki fenolik gruplar ile karacigerde mikrozomal

lipid peroksidasyonunu inhibe ederek etkisini gostermektedir (67).
2.7.1. Serbest Oksijen Radikalleri:

Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamis elektronlarindan dolay1
cok reaktif olan atom veya molekillerdir. Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest
radikaller oksijenden olusan radikallerdir. Mitokondriler, ksantin oksidaz enzimi,
prostaglandin biyosentezi ve inflamatuvar cevapta rol oynayan fagositler (notrofil ve
monosit), siperoksit radikali, hidroksil radikali ve hidrojen peroksitin ve diger reaktif
oksijen urtnlerinin kaynagi olarak bilinirler. Cu, demir (Fe), Mn ve molibden (Mo)
gibi gecis metalleri de reaksiyonlar1 katalize ettiklerinden dolay1 serbest radikal

olusumunda 6nemli rol oynarlar (65).

Reaktif oksijen triinleriyle reaksiyon veren maddelerin (SOD, katalaz gibi)
veya inflamatuvar hiicrelerde serbest radikal tiretimini engelleyici ajanlar (ibuprofen,

BW755C ve allopurinol gibi) doku hasarini azaltirlar (68).
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Reaktif metabolitlerin olugsma hizi, hiicrenin oksidatif strese karst savunma
kapasitesini asarsa toksik etki olugsmaya baslar. Hiicrenin antioksidan mekanizmalar1
arasinda SOD, katalaz, GSH-Px ve GSH-Rd vardir. Pentoz monofosfat yolag1 da
NADPH saglayarak reditkte glutatyon olusumuna ve lipid peroksitlerinin
detoksifikasyonunda rol alan GSH-Px’a yardim eder. Ayrica C ve E vitamini ve
GSH-Px’1in kofaktorii olan selenyumun da hiicredeki antioksidan mekanizmalarda

rolii vardir (69).

Reaktif metabolitler, biyolojik hedeflerle (lipid, katekolamin, DNA, protein,
karbonhidrat) direk reaksiyona girerler ve sonugta lipid peroksidasyonu,
mitokondrial solunum zincirinin inhibisyonu, Na" kanallart membran Na/K ATP az
aktivitesinin inhibisyonu gibi I/R hasar1 fizyo-patolojisinde rol oynayabilen olaylari
meydana getirebilirler. DNA hasar1 olusturan radikaller hiicrede niikleer bir enzim
olan poli ADP-riboz sentazi (PARS) aktive ederler. PARS enzimi nikotinamid
adenin diniikleotidi (NAD) substrat olarak kullanilir. Sonugta bu olay ATP
tikketimine ve hiicrelerin 6limune yol agabilir. Antioksidan tedavi PARS aktivitesini

inhibe ederek I/R hasarini onleyebilir.

Olusan serbest radikaller, hiicre membrani ve hiicre i¢i organelleri etkilerken
ekstraselliler kompartmana da gegerek uzak etkilerini olusturur. Burada serbest
radikalin ¢6zinirligi ve diffizyon hizi 6nem kazanmaktadir. Serbest radikaller
incelendiginde, hidroksil radikali ¢ok gugli olmasina ragmen, diffizyon hizi
yavagtir. Bu yiizden ancak olustugu yerde ya da yakininda etki gosterir. Buna kargin
H,0, daha az gi¢li olmasina ragmen plazma membranini, mitokondrial ve

peroksismal membranlari rahatlikla gegerek uzak etki gosterebilir (71).

Reaktif oksijen urtnleri hiicresel metabolizmanin normal urtnleri olarak
surekli olugurlar. Oksidatif fosforilasyon sirasinda mitokondriyal sitokrom oksidaz
enzimi ile molekiiler oksijen 4 elektron (¢) alarak suya indirgenir. Bununla birlikte
bu yolaktan oksijenin yaklasik %1-51 sizarak enzimatik olmayan, basamakli ve her
basamakta tek e kullanildig: bir bagka yolaga girerek toksik ara tirtin olustururlar. Bu

reaksiyonlarin ilkinde siiperoksit olusur.
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Superoksit radikali, en ¢abuk ve en kolay olusan radikaldir. Aktivitesi kismen
disik oldugu halde diger radikalleri olusturdugu ve gecis metal iyonlarini

indirgedigi i¢in 6nemlidir. Oksijenin bir elektron alarak indirgenmesiyle olusur.
0, + &€ ——> O

Reperfiizyonda fazla miktarda olusan stuiperoksit radikali NO ile reaksiyona
girerek reaktif bir oksijen turevi olan peroksinitriti (ONOQO) olusturur. Ayni
zamanda endotel hasar1 gibi pek ¢ok dejeneratif siirecin baglamasina neden olabilir.

Fizyolojik pH’da peroksinitrit hizla hidroksil ve nitrojen dioksit radikaline ¢evrilir.
0 + NO ———> ONOO-
ONOO" + H ——> ONOOH

ONOOH —> OH + NOy

NO’un superoksitle reaksiyonu peroksinitrit tizerinden hidroksil ve nitrojen
dioksit (NOy) radikallerini olusturur. Peroksinitrit gii¢lii bir prooksidan madde olup
SOD ile reaksiyona girerek selluler proteinlerin tirozinlerini nitrozlar. Boylece
hiicresel fonksiyon bozukluklarina neden olur. Peroksinitrit proteinlerdeki veya
serbest haldeki tirozini orto pozisyonundan nitrolayarak 3-nitrotirozini olusturur.
Peroksinitrit notrofillerde etkin bir priming ajandir ve bu etkisine tirozin artiklarinin

nitrasyonu aracilik eder (71).

Hiicrelerin, olduk¢a zararli olan serbest radikallere karsi savunma
mekanizmalar1 vardir. SOD enzimi bunlardan biridir ve siiperoksiti, hidrojen
peroksite indirger. Spontan olarak sulu ortamda siiperoksit, hidrojen peroksit ve

singlet oksijene ayrisir ve hiicre hasar1 olusturur.
200 + 2H ——> M0, + 0

SOD tarafindan olusturulan hidrojen peroksit daha ¢ok intraselliiler ortamda
bulunan katalaz enzimi ile, su ve oksijene donisturuliir. Ekstraselliller ortamda ise
katalazin gorevini daha ¢ok selenyum bagimli bir enzim olan GSH-Px dustlenir.

Okside olan GSH ise GSH-Rd ile glutatyona gevrilir.
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2H,0, — Katalaz— 2H,O + 0O,
2GSH + H,0,- — GSH-Px— G-S-S-H + 2H,0
G-S-S-H + 2NADPH' — GSH-Rd — 2GSH + 2NADP

Hidroksil radikali bu grupta en gugli serbest radikaldir. En reaktif okside
edici ajandir ve in vivo kosullarda 109 M's™ gibi yiiksek bir reaksiyon hiziyla
hemen hemen her molekiile saldirir. Olugmasi i¢in ortamda demir veya bakir gibi
transizyonal metallerin varligi gereklidir. Transizyonal bir metal tarafindan

katalizlenen bu reaksiyonlar, Fenton reaksiyonu olarak bilinir:
H,0, + Fe*' —> Fe' o+ OH + OH
H,0, + Cu' —> @’ + OH +  OH

Bir transisyonel metalin varliginda stperoksit radikali hidrojen peroksit ile
tepkimeye girerek hidroksil radikalini olusturur. Bu reaksiyona Heber-Weiss

reaksiyonu denir;
Fe'' + 0 5 Fe* o+ 0,

Fe¥' + H,0, ——> F&&™ + OH + OH

H,0, + o — 5 0, + OH + OH

Indirgenmis gegis metallerinin otooksidasyonu da siiperoksit meydana

getirebilir.
Fe*"  + 0, —> Fe&" + o*
Cu' + 0, —> ' + o~
Haber-Weis reaksiyonu fizyolojik ortamda yavas gelistiginden biyolojik

sistemlerde Fe ve Cu araciligiyla meydana gelen modifiye Fenton reaksiyonu

araciligilyla OH radikali olustugu kabul edilmektedir. Dolayisiyla stperoksit ve
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hidrojen peroksitin in-vivo olusturdugu hasarin ¢oguna hidroksil radikali aracilik

etmektedir (70,72).

Hidroksil radikali hiicre i¢inde bulunan tiim molekiillerle reaksiyona girebilir.
Diger serbest radikaller gibi DNA’y1, lipidleri, karbonhidratlari ve proteinleri
etkileyebilir. Hidroksil radikali lipid peroksidasyonu olarak bilinen klasik serbest
radikal zincir reaksiyonunu baglatabilir. Membran fosfolipidlerinin yakininda OH
radikali olustugu zaman peroksil radikali, lipid hidroperoksitler gibi radikaller olusur.
Hidroperoksitlerin birikimi, membran fonksiyonunu bozabilir ve sitotoksik aldehitler

olusturabilir (73).

Reaktif serbest radikaller ve metabolitler membranda bir H
uzaklagtirmalariyla lipid peroksidasyonunu baglatirlar. Olusan lipid radikal (L-) O2
ile reaksiyona girerek lipid peroksil radikalini (LOO-) olusturur.

L + 0, —> LOO

Reperfiizyonda adenozin ve hipoksantin seviyeleri hizla yukselir.
Resirkiilasyon ile ksantin oksidaz enzimi hipoksantini ksantine, sonra da ireye
cevirir. Bu enzim hizinin reperfiizyonda arttigr bilinmektedir. Ksantin oksidaz
enzimi, hipoksantini ksantine dontstirirken molekiiler oksijen kullanir ve stiperoksit
ortaya ¢ikmasina neden olur. Artmus hiicre ici Ca®" bir proteaz olan kalpanini aktive
edebilir. Bu enzim de ksantin dehidrogenazdan bir peptit yapinin ayrilmasi ile
ksantin oksidaza doniismesini saglayabilir (6zellikle vaskiler endotelde). Boylece

serbest radikal yapimi artar.

Ayrica, hicre i¢i artan Ca*’ girigi ile beraber azalan ¢ikigi, selltler Ca*"
homeostazini bozar. Iskemi sirasinda, hiicrede enerji tiikkendiginden sitoplazma ve
mitokondride asir1 miktarda Ca”" birikip toksik etki gdstermesine neden olmaktadir.
Fizyolojik kosullarda, hiicre ici biriken fazla Ca®” disari atilarak ya da hiicre i¢inde
depolanarak tolere edilir. Ancak iskemi sirasinda enerji eksikligi nedeniyle pompalar
ve depolama mekanizmalari iflas eder ve artan Ca>" diizeyi fosfolipazlari, proteazlari
aktive ederek radikal ve yag asitleri olusumunu artirirlar ve hiicreyi 6lime

surtkleyebilirler (74).
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2.8. Paraoksonaz :
2.8.1. Kimyasal Yapis1 Ve Substratlar:

Paraoksonaz (PON), hem arilesteraz (E.C. 3.1.1.2) hem de paraoksonaz
(arildialkil fosfataz; organofosfat hidrolaz; paraokson hidrolaz; (E.C.3.1.8.1)
aktivitesine sahip bir ester hidrolazdir (75). Enzim, paration diginda diizopropil
florofosfat (DFP) gibi organik fosforlu insektisitlerle, yine ayni kimyasal gruptan
olan sarin, tabun gibi sinir gazlarinin; ¢esitli karbamatlarin; fenilasetat, 4-nitrofenil
asetat, 2-naftil asetat gibi bir¢ok aromatik karboksilik asit esterlerinin hidrolizini de
katalize etmektedir. Bununla birlikte, PON’un dogal substrati kesin olarak belli
degildir (76,77)

Insan serum paraoksonaz enzimi HDL ile iliskili, antioksidan fonksiyona
sahip oldugu dustnilen bir enzimdir (78). PON1 enziminin HDL-K’un Apo-Al ve
APO-J (Clustrein) proteinleri ile iligkili oldugu gosterilmistir (79). Insan serum
paraoksonaz enzimi, karacigerde sentezlenen, arildialkilfosfataz olarak da ad-
landirilan Ca bagimli, HDL ile iligkili ve 354 amino asitten olusan 43 - 45 kDa
molekil agirliklt bir ester hidrolazdir. Kalsiyum, enzimin hem aktivitesi hem de
stabilitesi i¢in gerekmektedir ve katalitik mekanizmada da rol oynamaktadir. Aktif
bolgeden dietilfosfatin uzaklagstirilmast bu bolgenin uygun konformasyonel yapi

kazanmasini saglar (80).
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Sekil 1.6. Paraoksonazin Yapist (78)

Enzimin HDL ile etkilesimi i¢in N-terminaldeki hidrofobik sinyal peptidine
ihtiyag vardir. Bu peptid aracilig: ile fosfolipidlere ve lipoproteinlere baglanir.
Paraoksonaz glikoprotein yapili bir enzimdir (80). Agirhiginin % 15,8’ini
karbonhidrat birimleri olusturmaktadir ve bu birimler proteine dort farkli konumda
baglanmaktadir (81). Paraoksonazin 16zin igerigi yiksek olmasina ragmen, sistein
icerigi kringle yapisina sahip olacak kadar ¢ok degildir. 42, 284 ve 353. konumlarda
yer alan sistein artiklart enzimin yapisal ve fonksiyonel ozelliklerine katkida
bulundugu soylenmektedir. 42. ve 353. konumlarindaki sistein molekulleri, molekiil
ici disulfid baginin olusumuna katilirken, sistein 284’tin, enzimin aktif merkezine
yakin bolgede bulundugu ve bu bolgenin substrata baglanma i¢in gerekli oldugu
dustnilmektedir (80,82,83). Polipeptid zincirinin siklik yapisi, protein yapisinda
bulunan tek disiilfid bagindan kaynaklanmaktadir (83).

Paraoksonazi kodlayan gen, farelerde 6.nc1 kromozom tuzerinde, insanlarda
7.nci kromozomun uzun kolunda q 21-22 bolgesinde yerlesiktir (80). Memelilerde
ayno kromozom izerinde birbirine komsu PONI, PON2 ve PON3 genleri
bulunmaktadir (84).
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Paraoksonaz enzimi 55. ve 192. pozisyonlarindaki aminoasitlerin degisimi ile

ortaya ¢ikan iki genetik polimorfizm gosterir:

Birinci polimorfizm (192. Polimorfizm); 192. pozisyondaki aminoasit
glutamin ise Q aleli (Tip A) veya arginin ise R aleli (Tip B) izozimleri olugsmaktadir
(83,86).

ikinci polimorfizm (55. Polimorfizm); 55. Pozisyondaki metionin (M aleli)

16sin (L aleli) ile degisince ikinci polimorfizm olugmaktadir (83,86).

Paraoksonaz enzimi karacigerde sentezlenir ve fiziksel olarak HDL’ye
baglidir. HDL’nin ateroskleroza karst koruyucu etkisine katkida bulundugu
disuntlmektedir (86). Enzim, karaciger, bobrek ve ince bagirsak basta olmak tizere

bir¢ok dokuda ve serumda bulunmaktadir (80).

Enzim aktivitesi, yenidoganlarda yetiskinlerin yaklasik yaris1 kadardir.

Dogumdan bir yil sonra erigkindeki diizeyine ulagir ve hayat boyu devam eder (80).

Paraoksonaz Reaksiyonu: enzime adini veren paraokson (o0,0-dietil-o-p-
nitrofenil fosfat), paraoksonaz aktivite tayininde en ¢ok kullanilan substratlardan
biridir. Paraokson, organofosfat bilesiklerinden parationun aktif katabolik
metabolitidir (87). Paraoksonazin, paraoksonu hidroliz etmesiyle agiga g¢ikan p-
nitrofeol veya fenolin  konsantrasyonu tzerinden, enzimin  aktivitesi

spektrofotometrik olarak tayin edilebilmektedir (81).

0

HgC= =0 son 1 HsC—HyC—0 -]

HaC— Hal" — /P_ “NOz T \P—OH + OH— —NQ3
3§ H--0 H3C—H,C—0 /

parackson dietil Fosfat p-mitrofensl

Arilesteraz reaksiyonu : Paraoksonaz enziminin aktivitesinin tayininde
siklikla kullanilan substratlardan biri de, aromatik karboksilik asit esterlerinden fenil

asetattir (75).
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< PO 1
—O-C—CHy —> _OH + CHO0D

Fenil asetat Fenol Asetat

2.8.2. Sentez Ve Salinima:

PONI1 karaciger tarafindan tretilir ve kana verilir. Kanda HDL ile birlikte
bulunur. Insanda serum PON1 konsantrasyon ve aktivitesi genis bir araliga sahiptir.
Enzim aktivitesinin ve konsantrasyonunun PON1 geninin polimorfizmiyle birlikte

beslenme, yagam bi¢imi ve ¢esitli hastaliklardan etkilendigi gosterilmistir.

PON1 sekresyonunun mekanizmasi onemlidir. Cinki ¢esitli faktorler bu
mekanizmay1 degistirerek serum dizeyinin belirlenmesini saglar. Lipoproteinlerin
yoklugunda az miktarda PON1 salinir. Hucrelerden salinan PON1’i fosfolipid
migeller ve HDL sekresyonu stimiile ederken, LDL ve ApoAl etki gostermez.
PON1, HDL ile fosfolipidlerden ayrilabilir. Membrana bagli PON1 fenilasetata etki
gosterir. HDL nin belirmesiyle bu etki ortadan kaybolur. Bu da HDL’nin PON1’i
hiicre membranindan ayirabildigini gosterir. HDL ile indiikklenmis PON1 sekresyonu
konsantrasyona bagimlidir. Ayn1 zamanda reseptore de bagimlidir. HDL en uygun
alici olmasina ragmen fosfolipid kompleks tek bagina hiicrelerden PON1 salinimini
uyarma kapasitesine sahip oldugu gosterilmistir . Bununla birlikte sadece fosfolipid
iceren lipid kompleks salinim i¢in yeterli degildir. Bu da PONI salgilanmast i¢in
niye LDL’nin yetersiz oldugunu agiklamay:r saglayabilir . PONI1’in hicre
membraninin dig yizeyinde bulundugu ve HDL yaklaginca lipoproteinler vasitasiyla
HDL’ye gectigi belirtilmistir . HDL i¢in bir reseptor olarak daha 6nceden tantmlanan
scavenger reseptor B1 (SR-B1)’in HDL ile PONT iligkisini sagladigi hipotezi ortaya
atilmigtir. SR-B1 HDLyi hiicre membranina baglanmasini ve hiicre ile lipoproteinler
arasinda materyal degisimini saglar. SR-B1, yiiksek afinite ile HDL‘ye baglanir ama
bagt gevsektir ve fosfolipid komplekse baglanma kapasitesi vardir. Sonunda

PONT1’in karacigerden bol miktarda salindigi belirtilmistir (Sekil 1.7 ) (88).
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Sekil 1.7. Hiicre membraninda bulunan PON1’in HDL ye transferi (88)
2.8.3. Fonksiyonlari:

Paraoksonaz enzimininen iyi bilinen fonksiyonu , aromatik karboksilik asid
esterleri ve paraokson, diazookson, sarin, soman gibi organofosfat tiurevlerini
hidroliz yoluyla detoksifiye edebilmektedir (80,82). Memelilerde bulunan
paraoksonaz enziminin bu substratlara karg: affinitesi distktir. Bu nedenle tarimla
ugrasanlarda organofosfat zehirlenmesine sik rastlamir. Ancak diusik dozda
organofosfatlara uzun siire maruz kalinmast durumunda PON1’in daha etkili oldugu
caligmalarda gosterilmistir (75). PON1’in substratlarini hidroliz edebilme giici,
kigiler arasinda buytk bir ¢esitlilik gosterir. Paraoksonun hidrolizinde R tipi, Q tipine
gore daha etkili olmasina ragmen, organofosfatlarin ¢ogunu Q tipi daha iyi hidroliz
eder (84). Enzim, paraoksondaki O-P ester baginin hidrolizinden sorumlu olan
esterazdir. PONI ayrica laktonaz, siklik karbonat esterleri ve farmakolojik ajanlari

da hidroliz etmektedir (78).
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PONT’in hem LDL’yi, hem de HDL’yi oksidasyondan korudugu
bildirilmistir (75). HDL ile iligkili enzimlerin [PON1, LCAT, Trombosit Aktive
Edici Faktor Asetil Hidrolaz Platelet (PAF-AH)] oksidatif modifikasyonlara karsi
lipoproteinleri koruduguna inanilmaktadir (78,80). PONI’in HDL vasitasiyla
antioksidan etkiye katkida bulundugu ve HDL’nin inhibitér etkisinde, metal iyon
selasyonu ve/veya peroksidaz benzeri aktivite ile iligkili olabilecegi ileri
surilmektedir. HDL-PON1, uzun zincirli okside fosfolipidleri hidroliz edebilme
yetenegine sahiptir (89). HDL’nin LDL oksidasyonu tzerine koruyucu etkisinin
oncelikle PON1°dan kaynaklandig1 diisiniilmektedir. PON1’in, Cu™* nin indikledigi
lipoprotein oksidasyonunu in vitro olarak inhibe ettigi ve nonkompetetif PONI
inhibitorlerinin  serbest radikal olusumunu ve Cu'*nin indikledigi HDL
oksidasyonunu arttirdig1 gosterilmistir. Ayrica, PON1’in makrofajlardan kolesterol

cikisint arttirdig da bildirilmistir (90).

PAF-AH, MM-LDL’deki aktif lipidleri yikmaktadir. PAF-AH ve PON1’in
ayn1 ortamda bulunduklari zaman bu aktif lipidleri tek baglarina gosterdikleri etkinin
toplami bir etki ile yiktiklar1 galigmalarla gosterilmistir. Cu? iyonu ile uyarilan LDL
oksidasyonunda PAF-AH; Apo-B100 modifikasyonunu ve konjuge dien olusumunu
inhibe etmesi ragmen TBARS olusumu tzerine etkisi yoktur. Paraoksonaz ise hem
TBARS iretimini hem de lipid peroksit olusumu inhibe etmektedir. Paraoksonazin
yoklugunda PAF-AH ve LCAT, LDL’yi oksidasyondan korumada c¢ok etkili
degildirler. HDL-K, lipid peroksitlerin serumdaki en 6nemli tagiyicisidir ve oksidatif
stres altinda oksidasyona maruz kalmaktadir. HDL-K yapisindaki kolesterol ester
hidroperoksitler, LDL’de bulunanlara oranla daha hizli ancak daha az reaktif
hidroksitlere indirgenmektedir. HDL’nin oksidatif modifikasyonu; ters yonde
kolesterol tagima fonksiyonunda bozulmalara yol agar. Paraoksonaz, HDL’yi
oksidasyondan koruyarak HDL-K’nin ters kolesterol tagima fonksiyonunun devamini
saglar. Bu durum makrofajlarda kolesterol birikimini engelleyerek koptk hiicre

olusumunu ve ateroskleroz gelisimi yavaslatmaktadir (78).

HDL-K yapisinda bulunan PON1 enzimi, Minimal Modifiye LDL (MM-
LDL)’deki aktif lipidleri yikar ve boylece arter duvarinda yer alan hiicrelerde

inflamatuar cevap olusumuna karst koruyucu etki gosterebilir. Paraoksonaz, okside
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LDL’deki kolesteril linoleat hidroperoksitleri ve spesifik okside fosfolipidleri
hidroliz eder (91,92).

Oksidatif streste, lipoproteinlerle birlikte, hiicrenin yapisindaki lipidler de
lipid peroksidayonuna ugrar. Paraoksonaz lipid peroksitlerinin aterojenik etkilerini

gidererek hiicre membranini koruyucu etki gosterir (82).

LDL’in oksidasyonu sirasinda olusan okside kolesterol esterleri,
lizofosfatidilkolinler paraoksonazdaki serbest siilfidril grubu ile (284. sistein)

etkilesime girerek enzimin inaktive olmasina yol agarlar (78).
2.9. Miyeloperoksidaz:

Miyeloperoksidaz (MPO), baslica insan polimorfontikleer noétrofillerinde
(PMN) yaklasik olarak % 5 oraninda bulunmaktadir. Ayrica monositlerde ve doku

makrofajlarinda MPO varligi belirlenmistir.

Miyeloperoksidaz, 146 kD molekil agirliginda, katyonik 6zellikte ve dimer
yapidadir. Monomerleri arasinda tek bir distlfit koprist (sistein 153-319)
bulunmaktadir (93,94).

MPO, laktoperoksidaz, eozinofil peroksidaz ve tiroid peroksidaz memeliler
ailesine aittir. MPO i¢in optimumu pH 5.5’tir ancak genis bir pH araliginda aktif
kalmaktadir.

Tamamlanmig MPO sistemi olarak adlandirilan sistem, enzim MPQO, hidrojen
peroksit (H,O,), ve okside olabilen kofaktorlerden olugmaktadir. Temel halde MPO
demiri peroksidazlar i¢in esas substrat olan H,O, varliginda yukseltgenen, ferrik
formunda bulundurmaktadir. H,O; ile yiikseltgenmesi sonrasinda MPO, bilesik I
(Bil. ) olarak adlandirilan kisa ¢murlii bir redoks ara urtiniine donigmektedir. Bil. I’
de hem demiri ferril (Fe™) halinde bulunmaktadir ve diger okside edici esdeger ise
porfiril radikali formundadir. Bil. I, oksijen atomunun ikili bag ile demire baglandigi

bir ferril n-katyon radikal tiirii olarak kabul edilir (93,95).

Bil. I, iki agamada birer elektron transferi ile aromatik amino asitler, indol

turevleri gibi sayisiz organik ve inorganik substratlart da oksitlemektedir. Bu
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oksidasyon esnasinda halojenlerle reaksiyona girmeyen ve amino asit merkezli
radikalini kaybetmis olan ferril hem demir molekiili, Bil. II olusmaktadir. Ikinci
adim, Bil. I’ nin temel hale indirgendigi adimdir ve tipik peroksidaz dongtsiiniin hiz
kisitlayict basamagidir. Bu adim nétrofillerde bol bulunan siiperoksit anyon radikali

(O27) ya da askorbik asit gibi fizyolojik indirgeyiciler ile hizlandirilabilmektedir.

MPO’nun fizyolojik substratinin klortr oldugu disinilmektedir. MPO-bil. 1
icin diger onemli bir substrat da nitrite (NO;) yikseltgenen nitrik oksittir (NO).
Ancak fizyolojik sartlarda tirozin ya da askorbat gibi yarigmali indirgeyicilerin
konsantrasyonlart NO’e kiyasla ¢ok yiiksek oldugundan, NO’in MPO-bil. T ve II
tarafindan direkt oksidasyonu miimkin goérinmemektedir. Bunun yerine MPO’nun,
daha sonra NO’1 okside ederek NO;  olusumuna sebep olacak tirozil ya da askorbil

radikalleri gibi kiigiik ara urtnler olusturdugu dusintlmektedir (93,95).
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3. GEREC VE YONTEM:
3.1. Deney Hayvanlar:

Bu deneysel ¢alisma Inonii Universitesi Deney Hayvanlari Uretim ve
Arastirma Merkezi (INU-DEHUM)’den temin edilen ratlar iizerinde gergeklestirildi.
Wistar-albino cinsi, agirliklart 250-300 gram arasinda degisen 40 adet erkek rat
kullanildi. Ratlar, her bir kafeste bir rat olacak sekilde yerlestirildi ve standart
sartlarda (12 saat aydinlik, 12 saat karanlik, havalandirmali, sabit 1sil1 odalarda)
bakild1.

3.2. Calisma gruplar:

1. Grup: Kontrol grubu (K; n=8): Dort haftalik deney siiresince ratlara
etanol igermeyen modifiye sivi diyet (MSD: 100 mL inek sita + 1,7 gram glukoz)
verildi. MSD uygulamasi ¢alismanin 4.ncii giinii baslad1. Ilk 3 giin tedavi gruplarina
on uygulama yapildi. MSD, ‘(1995) Uzbay T ve Kayaalp SO’nun metoduna gore
hazirlandi (96).

2. Grup: Alkol grubu (AK: n=8): Dort hafta boyunca % 7.2 etil alkol igeren
modifiye sivi diyet ( 92,8 mL inek sttt + 7,2 mL etil alkol + 1,1 gram glukoz) verildi
(96).

3. Grup: Silimarin grubu (SLY; n=8): Alkol grubuna benzer sekilde beslendi,
ek olarak 4 hafta boyunca 150 mg/kg/giin dozunda silimarin gavaj yoluyla verildi
(97).

4. Grup: Resveratrol grubu (RSV; n=8): Alkol grubuna benzer sekilde
beslendi, ek olarak 4 hafta boyunca 50 mg/kg/giin dozunda resveratrol gavaj yoluyla
verildi (98).
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5. Grup: E Vitamini grubu (E VIT; n=8): Alkol grubuna benzer sekilde
beslendi, ek olarak 4 hafta boyunca oral yoldan 300 mg/kg/giin dozda E vitamini
verildi (99).

MSD, giinlik hazirlandi ve her sabah ayni saatte verildi. MSD verilen ratlara
ayrica pellet yem ve su verilmedi. MSD siseleri giinlitk olarak yikandi. Gunluk

tikketilen MSD miktar1 6lgtldi.

3.3. Silimarin Cozeltisinin Hazirlanisi:

Silimarin Cozeltisi: % 10’luk etil alkol i¢inde 3300 mg/dL.

Silimarin, etil alkol iginde yuksek ¢oziintrlige sahip oldugu i¢in 6nce etil
alkol i¢inde ¢ozuldikten sonra distile su ilavesiyle etil alkol konsantrasyonu % 10
(v/v)ya seyreltildi. Ratlara, giinlik 150 mg/kg/gtin dozunda silimarin verildi. Doz

ayarlamasi silimarin grubundaki ratlarin ortalama agirliklar1 dikkate alinarak yapildi.

Silimarin grubundaki ratlarin ortalama agirliklar1 222+14 gramdi. Bir rat igin

verilecek silimarin miktari su sekilde hesaplandi:
222 g x 1 kg/1000 g x 150 mg/kg/giin = 33.3 mg/giin

Her bir rat i¢in 33.3 mg silimarin igeren 1 mL’ lik ¢ozelti gavaj ile verildi.
Cozeltiler haftalik hazirlandi.

3.4. Resveratrol Cozeltisinin Hazirlanisi:

Resveratrol Cozeltisi: % 10’luk etil alkol i¢inde 1120 mg/dL.

Resveratrol, % 10’ luk (v/v) etil alkol i¢inde ¢oziilerek hazirlandi. Cozelti her
defasinda 5 giinliik kullanim i¢in hazirlandi. Ratlara, giinliitk 50 mg/kg/giin dozunda
resveratrol verildi. Doz ayarlamasi resveratrol grubundaki ratlarin ortalama

agirliklart dikkate alinarak yapildi.

Resveratrol grubundaki ratlarin ortalama agirliklart 224+12 gramdi. Bir rat

icin verilecek resveratrol miktar1 su sekilde hesaplandi:
224 ¢ x 1 kg/1000 g x 50 mg/kg/gtin = 11.2 mg/giin

Her bir rat igin 11.2 mg resveratrol igeren 1 mL’ lik ¢ozelti gavaj ile verildi.
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E Vitamini Cozeltisinin Hazirlanisi:
E Vitamini Cozeltisi: % 10’luk etil alkol i¢inde 6975 mg/dL.

E vitamini sivi ay¢icek yagi iginde ¢ozilerek hazirlandi. Doz ayarlamasi E

vitamini grubundaki ratlarin ortalama agirliklar1 dikkate alinarak yapildi.

E vitamini grubundaki ratlarin ortalama agirliklar1 233+4 gramdi. Bir rat i¢in

verilecek E vitamini miktart su sekilde hesaplandi:
233 gram x 1 kg/1000 g x 300 mg/kg/giin = 69.75 mg/giin

Her bir rat i¢in 69.75 mg E vitamini i¢eren 1 mL’ lik ¢ozelti gavaj ile verildi.

Cozeltiler haftalik hazirlandi.
3.5.  Biyokimyasal Analizler:
3.6.1. Miyeloperoksidaz Aktivitesi Tayini:

Miyeloperoksidaz (MPO) enziminin aktivitesi, MPO aracili H,O, ile yapilan
oksidasyon i¢in substrat olarak 4-aminoantipirin/fenol soliissyonu kullanilarak yapildi

(100).
Reaktifler:

1. lzotonik fosfat tamponu: 50 mM KH,PO, soliissyonuna 50 mM K,HPOj4
pH 6.0 oluncaya kadar eklenir.
50 mM KH,PO,: 6,805 g KH;PO, tartilir ve son hacim 1 L olacak
sekilde distile su iginde ¢ozilur.
50 mM K,;HPOy: 2,177 g K;HPOy tartilir ve son hacim 250 mL olacak
sekilde distile su i¢inde ¢oziilur.
Hazirlamisi: 890 mL 50 mM KH,PO, tizerine 110 mL 50 mM K,HPO,
cozeltisi eklenir. Karigtmin pH’s1 6.0 oluncaya kadar tizerine az miktarda
asidik veya bazik ¢ozeltiden ilave edilir.

2. 25 mM 4-aminoantipirin (4-AAP) (% 2’lik (w/v) fenol icinde): Once
% 2’lik fenol ¢ozeltisi hazirlanir. Bu amagla, 2 gram fenol tartilir ve son

hacim 100 mL olacak sekilde distile su i¢inde ¢ozilir.
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25 mM 4-AAP i¢in; 0,57825 gram 4-AAP alinir % 2’lik fenolde ¢oziilur.
3. 1,7 mM H;0,: 34,7 pL % 30’luk H,O; alinir ve fosfat tamponu ile 100
mL’ye seyreltilir.
4. % 0,05’lik (w/v) hexadecyltrimetil amonnium bromid (HDTMAB):
0,5 gram alinir bir miktar distile su i¢inde ¢oziildiikten sonra 100 mL’ye

tamamlanir.

Analizin Yapihsi:

MPO aktivitesi, 4-AAP’nin molar ekstinksiyon katsayist (€) kullanilarak

kinetik olgiim yontemi ile olguildii.

Blank Numune
Distile Su 200 uL. -
4-AAP/Fenol Soliisyonu 1,3 mL 1,3 mL
Substrat (H>0;) 1,5 mL 1,5 mL
Numune - 200 uL.

Tupler karigtirtlir 510 nm’de blank ile sifir ayar1 yapildiktan hemen sonra 30
saniye araliklarla 3 dakika boyunca numune tiipindeki absorbans artigi izlenir.

Daikadaki ortalama absorbans degisimi (AA) hesaplanir.

6
UlL= AAXVtxI10 /
ExTxVsxl

Vt = Toplam hacim; Vs = Numune hacim; | = 151k yolu=1cm; T = zaman (dk)

€ = % 2lik fenol iginde hazirlanmig 4-AAP’in molar ekstinksiyon
katsayisidir (1.72x10* mol™ ecm™).

Bulunan toplam aktivite doku ekstraktindaki protein konsantrasyonuna

bolunerek U/g.protein cinsinden spesifik aktivite hesaplanir.
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3.6.2. TBARS Tayini:
TBARS analizinde ‘Buege & Aust, 1970 yontemi kullanildi (101).
Reaktifler:

1. % 0,37 TBA c¢ozeltisi (0,25 mol/L. HCI icinde): 6nce 200 mL 0,25 M
HCI ¢ozeltisi hazirlanir. Bu maksatla, % 37’1lik derisik HCI’den 4,16 mL
alinir ve distile su ile 200 mL’ye seyreltilir. 18,5 mg TBA tartilir ve 50
mL 0,25 M HCl iginde ¢oziilur.

2. % 15 TCA (0,25 mol/L. HCl icinde): 22,5 gram TCA tartilir ve 150 mL
0,25 M HCl i¢inde ¢oziilur.

3. 20 mmol/LL stok standart: Standart ¢oOzeltisi hazirlamada 1.1.3.3.
tetrametoksipropan kullanilir. 329 uL tetrametoksipropan alinir ve etanol
ile 100 mL’ye seyreltilir. Bu ¢ozeltinin konsantrasyonu 20 mmol/L’dir.
Bu ¢ozeltiden diliisyon yolu ile 40 pmol/L, 20 pmol/L, 10 umol/L, 5
umol/L, 2,5 umol/L, 1,25 umol/L’lik standart ¢ozeltiler hazirlanir.

Analizin yapihisi:

Caligma vida kapakl tupler ile yapilir. Tiplere, numune, TCA ve TBA ilave

edilir. Blank ve standartlarda ayni sekilde hazirlanir.

Blank Numune Standart

Distile Su 250 uL. - -
Standart - --- 250 uL.
Numune --- 250 uL -
TBA 0,5 mL 0,5 mL 0,5 mL
TCA 1,5 mL 1,5 mL 1,5 mL
Tiipler kanstirilir, 30 dk siireyle kaynar suda inkiibe edilir. Inkiibasyondan

hemen sonra tiipler musluk suyu altinda sogutulur.
n-Biitanol 3 mL 3 mL 3 mL
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Tupler vortekslenir. 2000xg’de 10 dakika santrifiij edilir. Siipernatantlar 535
nm dalga boyunda n-biitanole karsi okunur. Standart konsantrasyonlarinin
absorbanslarina bolunmesiyle elde edilen faktorlerin ortalamast ya da kalibrasyon
grafiginde lineer regresyon analizi ile bulunan formil (y=0,0141x-0,0069)

kullanilarak numunelerin TBARS miktarlari hesaplanir.

0,6 -

0,5 4

04 -

03 1

Absorbans

0,2 -
y =0,0141x - 0,0069

0,1 4 R? = 00,9995

0 : . r : ,
0 10 20 30 40 50
TBARS Standart (mg/dL)

Sekil 3.1. TBARS Kalibrasyon Grafigi
3.6.3. GSH Analizi:

Glutatyon analizinde Ellman metodu kullanildi. Yontem ortamda bulunan
GSH’in DTNB ile reaksiyonundan olusan sari-yesilimsi rengin 410 nm dalga

boyundaki absorbsiyonunun él¢iimii esasina dayanir (102).

Reaktifler:

1. % 10’luk TCA (w/v): 10 gram TCA tartilir ve son hacim 100 mL olacak

sekilde distile su i¢inde ¢oziilur.

2. % Y’lik trisodyum sitrat (w/v): 100 mg trisodyum sitrat tartilir ve son

hacim 100 mL olacak sekilde distile su i¢inde ¢ozulir.

3. 0,3 M Na,HPOy : 4,25 gram Na,HPO, tartilir ve son hacim 100 mL

olacak sekilde distile su i¢inde ¢ozulir.
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4. 5,5’-ditiyobis 2-nitrobenzoik asit (DTNB) ¢ozeltisi: 4 mg DTNB 10 mL

% 1’lik trisodyum sitrat i¢inde ¢ozilir.
Analizin Yapihsi:

Plastik tuplere pipetlenmis homojenatlarin tizerine TCA eklenir, iyice
vortekslendikten sonra 3000xg” de 10 dk santrifiij edilerek protein cokeltisi
uzaklagtirilir. Stupernatantlar alinir hafif alkali ortam olusturmak i¢in Uzerlerine
Na,HPO, eklenir. Daha sonra tuplere DTNB ¢ozeltisi pipetlenir. DTNB
nonenzimatik bir reaksiyonlar GSH tarafindan 2TNB’ye indirgenir ve hafif alkali
ortamda renksiz okside DTNB sar1 renkli reditkte TNB’ye dontistiralir.

Kor Numune Standartlar
D.su 250 uL. - —
Standartlar --- --- 250 uL.
Numune --- 250 uL -
DTNB 250 uL 250 uL. 250 uL.
Na,HPO, 2000 uL. 2000 pL 2000 uL.

Tipler kanistinilir ve 5 dakika inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra olusan sari
rengin absorbanst 410 nm dalga boyunda kore karsi okunur. Standartlarin
konsantrasyonlarinin absorbanslarina bolinmesi ile elde edilen faktér ya da
kalibrasyon grafiginde lineer regresyon analizi ile bulunan formiil (y=0,001x-0,0121)

kullanilarak numunelerin GSH miktarlar1 hesaplanir.
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y=0,001x-0,0121
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Sekil 3.2. GSH Kalibrasyon Grafigi
3.6.4. Paraoksonaz Analizi:

PONI1 aktivitesi, substrat olarak kullanilan paraoksonun (O,O-diethyl-O-p-
nitrophenylphosphate) enzimatik olarak hidrolizi sonucu olugan p-nitrofenoliin
verdigi renkli Grtiniin absorbansinin 412 nm dalga boyunda 6l¢timii ile belirlenmesi

esasina dayanir (103).
Reaktifler:

1. 37 mM Glisin-NaOH tamponu: 7,5 gram glisin tartilir yaklagik 400 mL
distile suda ¢ozilur. 1 N NaOH ilavesi ile glisin ¢ozeltisinin pH’s1 10.5
oluncaya kadar NaOH ¢ozeltisi eklenir. pH ayar1 yapildiktan sonra toplam
hacim distile su ile 500 mL’ye tamamlanir.

2. 1 mM CaCl: 11,1 mg CaCl, tartidir 100 mL 37 mM Glisin-NaOH
tamponunda ¢ozilir.

3. Substrat Soliisyonu: Calisma aninda hazirlanir. 1 mM CacCl, igeren 100
mL 37 mM Glisin-NaOH tamponu igerisine 2 mM paraokson (40 uL)

ilave edilerek hazirlanir.
Analizin Yapihsi:

Paraokson, analizin yapilacagi an tampona katilir ve bekletmeden ¢aligilir.
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Blank Numune
Distile Su 50 uL. -
Substrat Soliisyonu 2 mL 2 mL
Numune - 50 uLb

412 nm dalga boyunda blank ile sifir ayar1 yapildiktan hemen sonra 30 saniye
araliklarla 3 dakika boyunca numune tiipiindeki absorbans artigi izlenir. Dakikadaki

ortalama absorbans degisimi (AA) hesaplanir.

6
UlL= AAxVixI0 /
ExTx Vsxl1

Vt = Toplam hacim; Vs = Numune hacim; | = 151k yolu=1cm; T = zaman (dk)
€ = p-nitrofenol’iin molar ekstinksiyon katsayisidir (1.7x10* mol™ cm™).

Bulunan toplam aktivite doku ekstraktindaki protein konsantrasyonuna

bolunerek U/g.protein cinsinden spesifik aktivite hesaplanir.
3.6.5. Protein Tayini:

Protein tayininde Lowry Metodu kullanildi (104). Bu metod alkali ¢ozeltide
bakir-protein kompleksi olusturarak fosfomolibdat-fosfotungstat (Folin-Ciocalteau)
reaktifinin indirgenmesi ile olusan koyu mavi rengin 595 nm dalga boyundaki
absorbansinin 6l¢iimii esasina dayanir. Rengin koyulugu protein konsantrasyonu ile

dogru orantilidir.

Reaktifler:

1. Lowry A: 0,1 M NaOH i¢inde %2’lik Na,COs
2. Lowry B: %1’lik CuSOy, distile su ile hazirlanir.
3. Lowry C: % 2’lik sodyum potasyum tartarat (NaKC4H404.4H,0)
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4. Folin Reaktifi: Fenol Reagent-2N (Folin-Ciocalteau Reagent) ad: altinda
kullanima hazir ticari preperat olarak bulunur. Kullanilmadan 6nce distile

su ile 1:1 dilue edilir.

300 mL Lowry soliisyonu i¢in; 294 mL Lowry A + 3 mL Lowry B + 3 mL
Lowry C karistirlir.

Standart ¢ozeltisi olarak kullanilmak tizere, laboratuarimizda bulunan 6,4 g/L
konsantrasyonundaki protein kalibratéra 1/200, 1/100, 1/80, 1/40 ve 1/20 oraninda

seyreltildi ve faktor tayini yapilarak protein miktari hesaplanmasinda kullanildi.

Analizin Yapihsi:
Blank Numune Standart
Distile Su 500 uL. 490 pL 490 uL
Numune - 10 uL 10 uL.
Lowry Soliisyonu 2500 uL 2500 uL 2500 pL
Karigtirilir ve karanlikta oda sicakliginda 15 dk inkiibe edilir
Folin Reaktifi 250 uL 250 uL 250 uL

Tupler karistirtlir ve pipetlemenin ilk yapildigi tipten baslanarak 595 nm
dalga boyunda kore karst okunur. Standartlarin konsantrasyonlarinin absorbanslarina
bolinmesi ile elde edilen faktor ya da kalibrasyon grafiginde bulunan formiil

(y=0,0011x+0,0025) kullanilarak numunelerin protein miktarlar1 hesaplanir.
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Sekil 3.3. Lowry Yontemi ile protein analizi kalibrasyon grafigi

3.6.6. ALP, AST, ALT, TP Tayini:

ALP, ALT, AST ve TP analizler laboratuvarimizda bulunan mevcut Olympus
AU-600 klinik otoanalizérinde (Olympus Cooparation, America Inc.) ayni marka
kitler kullanilarak analiz edildi. Analizlerin tekrarlanabilirlik degerleri (%cv) % 5’ten

daha kiguikta.

ALP analizinde, dietanol amin tamponunun ve paranitrofenilfosfat
substratinin kullanildig, kinetik kolorimetrik GSSC (German Society for Clinical

Chemistry) yontemi kullanildi.

AST ve ALT analizlerinde, tampon olarak tris tampon ve koenzim olarak
piridoksal fosfatin kullamildigi, IFCC (International Federation for Clinical

Chemistry)’nin 6nerdigi kinetik enzimatik UV metodlar kullanild1.

TP analizinde, Biiiret 6l¢im yontemi kullanildi.
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3.6.7. Serum HDL-K Diizeyleri Tayini:

Serum lipid diizeyleri Abbott marka klinik otoanalizoriinde c¢aligildi. Bu
amagla otoanalizorle ayn1 marka orijinal Abbott analiz kitleri ( Abbott Diagnostics,

Abbott Park, Illinois, USA) kullanild1.
3.6.8. Dokularin Histopatolojik Incelenmesi:

Histopatolojik inceleme i¢in karaciger dokusu ornekleri % 10’luk formaldehit
ile tespit edildi. Tespit islemi sonrasinda karaciger doku ornekleri rutin histolojik
doku takip islemi basamaklarindan gecirildikten sonra parafin bloklara gomuldi.
Parafin bloklardan mikrotom yardimiyla 6 pm kalinliginda kesitler hazirland1.
Lamlar tizerine alinan kesitler hematoksilen — eozin (H-E) ile boyandiktan sonra
Leica DFC 280 151k mikroskobu ve Leica Q Win Goriintii Analiz Sistemi (Leica
Microsystems Imaging Solutions, Cambridge, UK) ile incelenerek fotograflar

cekildi.

Karaciger kesitlerindeki histopatolojik degisiklikler (inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu, hepatositlerdeki vakuolizasyon ve hepatik nekroz) O ile 3 arasinda (O;
yok, 1; hafif, 2; orta dercede, 3; siddetli-yaygin) maksimum toplam skor 9 olacak
sekilde skorland1 (105).

3.7. lstatistiksel Analizler:

Verilerin istatistiksel analizi SPSS paket programi (16.0) ile yapildi. Nicel
degiskenlere iligkin veriler ortalamatstandart hata seklinde sunuldu. Gruplardaki
nicel degiskenlere iligkin veriler Shapiro Wilk normallik testi ile test edildi. Normal
dagilim gostermedigi saptandi (p<0.05). bu nedenle ikiden fazla gruplarin
karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis varyans analizi sonucu anlamli bulunanlarin ikili
karsilagtirilmasinda Bon Ferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi kullanildi.
Degiskenler arasindaki iligkiyi saptamada Sperman korelasyon analizi kullanildi.

p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.



4. BULGULAR:

4. 1. Serum AST Diizeyleri:
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Kontrol grubuna kiyasla, serum AST diizeyleri alkol grubunda istatistiksel

olarak anlamli bir artis gostermistir. Tedavi gruplarinin hepsinde serum AST

diizeyleri, alkolik kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak azalmistir (p=0,09) (Sekil

4.1).
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# . Alkolik kontrol grubuna gére anlamli (p<0.05)
*: kontrol grubuna gore anlamli (p<0.05)

Sekil 4.1. Serum AST diizeyleri.

4. 2. Serum ALT Diizeyleri:

Kontrol grubuna kiyasla, serum ALT duzeyleri alkolik kontrol grubunda

istatistiksel olarak anlamli bir artig gostermigtir. Alkolik kontrole kiyasla, resveratrol

grubunda anlamli bir azalma saptanmigtir. Silimarin ve E vitamini gruplarinda

azalma bulunamamistir (Sekil 4.2).
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*: kontrol grubuna gore anlamli (p<0.05)
#: kontrol grubuna gére anlamli (p<0.05)

Sekil 4.2. Serum ALT duzeyleri.

4. 3. Serum ALP Diizeyleri:

Gruplar arasinda, serum ALP duzeyleri bakimindan, istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunamamaistir (p=427) (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Serum ALP diizeyleri.
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4. 4. Serum PON1 Diizeyleri:

Kontrol grubuna kiyasla, alkolik kontrol grubunun serum PONI1 dizeyleri
anlamli olarak azalmigstir. Alkolik kontrole kiyasla, tedavi gruplarindan resveratrol
grubunda serum PONI dizeyleri anlamli olarak artmistir. Resveratrol grubunun
PON1 dizeyleri, silimarin grubuna kiyasla, anlamli olarak yitksek bulunmustur
(Sekil 4.4).
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*: Kontrol grubuna gére anlamh (p<0.05)
#: Alkolik kontrol grubuna gore anlamli (p<0.05)
= Resveratrol grubuna gore anlamli (p<0.05)

Sekil 4.4. Serum PON1 dizeyleri.
4. 5. Serum TBARS Diizeyleri:

Kontrol grubuna kiyasla, alkolik kontrol grubunun serum TBARS dizeyleri
anlamli olarak artmugtir. Alkolik kontrol grubundaki artisa kiyasla silimarin ve E
vitamini gruplarmin  TBARS dizeyleri istatistiksel olarak anlamli azalma

gostermistir (Sekil 4.5).
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*: Kontrol grubuna gére anlamh (p<0.01)
#: Alkolik kontrol grubuna gore anlamli1 (p<0.01)

Sekil 4.5. Serum TBARS duzeyleri.

4.6. Serum HDL-K Diizeyleri:

Kontrol grubuna kiyasla alkolik kontrol grubunun serum HDL-K dizeyleri
anlamli olarak azalmistir. Tedavi gruplarindan silimarin grubunda alkolik kontrole

kiyasla serum HDL-K diizeyleri anlamli olarak artmistir (Sekil 4.6).
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*: Kontrol grubuna gére anlamh (p<0.05)
#: Alkolik kontrol grubuna gére anlamli (p<0.05)
Sekil 4.6. Serum HDL-K diizeyleri
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4. 7. Serum TP Diizeyleri:

Serum TP diizeyleri bakimindan gruplar arasi anlamli fark bulunamamigtir

(p=0,286) (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Serum TP dizeyleri.
4. 8. Karaciger TBARS Diizeyleri:

Kontrol grubuna kiyasla, alkolik kontrol grubunun karaciger TBARS
diizeyleri anlamli olarak artmistir. Alkolik kontrol grubundaki artiga kiyasla silimarin
ve E wvitamini gruplarinda istatistiksel olarak anlamli azalma saptanmistir.

Resveratrol grubundaki azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (Sekil 4.8).
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*: Kontrol grubuna gére anlamh (p<0.05)

#: Alkolik kontrol grubuna gore anlamli (p<0.05)
= Resveratrol grubuna gore anlamli (p<0.01)
1= Silimarin grubuna gore anlamli (p<0.001)

Sekil 4.8. Karaciger TBARS diizeyleri.
4. 9. Karaciger GSH Diizeyleri:

Karaciger GSH dizeyleri bakimindan gruplar arast anlamli fark

bulunamamigstir (p=0,643) (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Karaciger GSH diizeyleri.
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4. 10. Karaciger MPO Diizeyleri:

Kontrol grubuna kiyasla alkolik grubun MPO duzeylerindeki azalma
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Alkolik kontrol grubundaki azalmaya
kiyasla tedavi gruplarindan sadece resveratrol grubunda anlamli artig saptanmigtir

(Sekil 4.10).
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#: Alkolik kontrol grubuna gére anlamli (p<0.05)

Sekil 4.10. Karaciger MPO diizeyleri.

4. 11. Karaciger PON1 Diizeyleri:

Kontrol grubuna kiyasla, alkolik kontrol grubunun PONI1 dizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli azalma saptanmigtir. Alkolik kontrole gore tedavi

gruplarinda gozlenen artig istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Sekil 4.11).
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*: Kontrol grubuna gére anlamli (p<0.05)
Sekil 4.11. Karaciger PON1 duzeyleri.

4. 12. Serum PON1 ve HDL-K Arasindaki Korelasyon

Serum PON1 ve HDL-K diizeyleri arasinda korelasyon bulunamamigtir

(r=0,078819) (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Serum PON1 ve HDL-K dagilim grafigi
4. 13. Serum PON1 ve TBARS Arasindaki Korelasyon

Serum PON1 ve TBARS diizeyleri arasinda anlamli negatif korelasyon (r=-
0,47554, p <0.05) bulunmustur (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Serum PON1 ve TBARS dagilim grafigi

4. 14. Karaciger PON1 ve TBARS Arasindaki Korelasyon
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Karaciger PON1 ve TBARS diizeyleri arasinda korelasyon bulunamamistir

(r=-0,02575) (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Karaciger PON1 ve TBARS dagilim grafigi
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Tablo 4.1. Serum parametreleri gruplara gore tanimlayici istatistiksel olgitleri

K AK RSV SLY E VIT
AST 77+6 126 + 57 73 +13° 63 + 16 76+2
(U/L) (n=7) (n=8) (n=7) (n=6) (n=8)
ALT 357499 | 138+133* | 38+11 45+ 10 46 + 1%
(U/L) (n=7) (n=8) (n=7) (n=6) (n=8)
ALP 320 + 81 392 + 59 363 £ 18 360+£26 | 435+ 100
(U/L) (n=7) (n=8) (n=7) (n=6) (n=8)
PON1 48,5+20,5 | 248+28 51,144 | 284+164 | 435+7,6
(U/L) (n=7) (n=8) (n=7) (n=6) (n=7)
TBARS 10,4+3,1 | 18,5+24" | 145+1,2*" | 14,6 +0,8*° | 11,5+ 2,9
(nmol/mL) (n=7) (n=8) (n=7) (n=6) (n=7)
HDL 439+0 |348+156%| 40,7+35 | 454+28" | 394+7]1
(mg/mL) (n=7) (n=8) (n=7) (n=0) (n=8)

a: kontrol grubuna gore anlamli (p<0.05)
b: Alkolik kontrol grubuna gére anlamli (p<0.05)
c: Resveratrol grubuna gére anlamli (p<0.05)

Tablo 4.2. Karaciger parametreleri gruplara gore tanimlayici istatistiksel olgitleri

K AK RSV SLY E VIT
TBARS 243 +45 30,4 +1,4" | 26,6 £10,9* | 26,2+ 3,4b 15,0+ 3,1a’b

(nmol/g.prt (n=7) (n=8) (n=7) (n=6) (n=8)

GSH 224 £ 73 194 + 92 329 + 164 342 + 86*P 302+ 117
(n=7) (n=8) (n=7) (n=6) (n=8)

MPO 575+12,1 50+£12.6 81 ﬂ:29,7b 76 + 38 60 + 285
(n=7) (n=8) (n=7) (n=6) (n=8)

PONI1 25,9+3,1* 21,6 £2.5 25.5+47 235+ 21 | 242+38
(n=7) (n=8) (n=7) (n=6) (n=8)

a: kontrol grubuna gore anlamli (p<0.05)
b: Alkolik kontrol grubuna gore anlamli (p<0.05)
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4.15. Karaciger Histopatalojik Bulgular:

4.15.1. Kontrol grubu: Incelenen karaciger kesitlerinde karaciger
lobullerinin - merkezinde yer alan santral ven g¢evresindeki hepatositlerde
vakuolizasyon izlendi (Sekil 4.15.1A). Bu vakuolizasyon izlenen hepatosit
kordonlarinin yer yer lobuller arasinda kopriilesmeler olusturdugu gorildi (Sekil
4.15.1B). Vakuolizasyon gortlen karaciger lobullerinin bazilarinin santral venlerinde
endotel hasar1t ve perivaskiler alandaki hepatositlerde dejenerasyon saptandi (Sekil

4.15.1C). Vakuolizasyon goriilen alanlar disindaki hepatositler ve sinuzoidler ile

karaciger parankimi ve portal alanlar normal histolojik yapida degerlendirildi (Sekil

4.15.1A, B, D).

Sekil 4.15.1A. Kontrol grubu histopatolojik inceleme, H-E, x20
B. Kontrol grubu histopatolojik inceleme, H-E, x10
C. Kontrol grubu histopatolojik inceleme, H-E, x40

D. Kontrol grubu histopatolojik inceleme, H-E, x40
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4.15.2. Alkolik Kontrol Grubu: Bu gruba ait karaciger kesitlerinde yer
subkapsiler bag dokusu artist ve safra kanali hiperplazisi saptandi. Karaciger
parankiminin bazi alanlarinda hepatositlerde piknotik nukleus ve koyu eozinofilik
sitoplazma yapist ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonu dikkati ¢ekti (Sekil 4.15.2A).
Bu gruptaki ¢ sicana ait karaciger kesitlerinde hepatositlerde intrasitoplazmik

mikro ve makrovezikiler vakuolizasyon saptandi (Sekil 4.15.2B). Ayrica bu grupta

iki sigana ait karaciger kesitlerinde yer yer kii¢iik nekroz alanlari1 saptandi.

Sekil 4.15.2A. Alkol kontrol grubu histopatolojik inceleme, H-E, x20

B. Alkol kontrol grubu histopatolojik inceleme, H-E, x40

4.15.3. Resveratrol Grubu: Incelenen karaciger kesitlerin bazilarinda santral
ven cevresindeki hepatositlerde vakuolizasyon (Sekil 4.15.3A), yer yer parankimal
nekroz alanlart ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonu izlenmekle birlikte normal

histolojik yapida degerlendirilen karaciger kesitleri de mevcuttu (Sekil 4.15.3B).
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Sekil 4.15.3A. Resveratrol grubu histopatolojik inceleme, H-E, x20

B. Resveratrol grubu histopatolojik inceleme, H-E, x20

4.15.4. Silimarin Grubu: Incelenen karaciger kesitlerinde yer vyer
hepatositlerde vakuolizasyon (Sekil 4.15.4A) ve minimal inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu saptandi. Vakuolizasyon gosteren hepatositler digindaki karaciger

parankim alanlar1 normal histolojik yapida degerlendirildi (Sekil 4.15.4B).

Sekil 4.15.4A. Silimarin grubu histopatolojik inceleme, H-E, x20

B. Silimarin grubu histopatolojik inceleme, H-E, x40

4.15.5. E Vitamini Grubu: Bu gruba ait karaciger kesitlerinde yer yer
Glisson kapsulinde fibrozise bagli kalinlagma ve subkapsiller bolgedeki bazi
hepatositlerde heterokromatik-piknotik nukleus yapist saptandr (Sekil 4.15.5A).

Karaciger parankiminde, ozellikle lobiillerin merkezi bolgelerinde ve yer yer genis
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parankimal alanlardaki hepatositlerde vakuolizasyon mevcuttu. Ayrica karaciger

parankimi i¢inde yer yer nekroz alanlar1 ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (Sekil

4.15.5B) saptandu.
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Sekil 4.15.5A. E vitamini grubu histopatolojik inceleme, H-E, x20

B. E vitamini grubu histopatolojik inceleme, H-E, x20

4.16. Karacigerin Histopatolojik Degerlendirilmesi:

Karaciger dokularinin histopatolojik degerlendirilmesinde gruplar arasindaki

fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamaigtir.
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2,000 -

1,500 -
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Histopatolojik Derecelendirme

0,000

K AK RSV SLY

Gruplar

Sekil 4.16. Karaciger histopatolojik verilerin gruplara gore degisimi



Tablo 4.3. Karaciger histopatolojik skorlama
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K Inflamatuvar Hiicre | Vakuolizasyon Nekroz Toplam skor
Infiltrasyonu
1 1 | - 2
2
3 - | - 1
4 - | - 1
5 - | - 1
6 1 2 - 3
7 - 2 - 2
8 - 1 - 1
AK
1 1 - - 1
2 1 - | 2
3 1 - - 1
4 1 - | 2
5 1 - - 1
6 - 2 - 2
7 - 2 - 2
8 1 2 - 3
RSV
1 - | - 1
2 2 | 2 5
3 - 2 - 2
4 - - - 0
5 - - - 0
6 1 | 1 3
7
8 - - - 0
SLY
1 - | - 1
2 - - - 0
3 - | - 1
4
5
6 1 2 - 3
7
8 - 2 - 2
E VIT
1 - 2 - 2
2 1 2 1 4
3 - - - 0
4 2 | - 3
5 3 2 2 7
6 - | - 1
7 2 | 1 4
8 1 - - 1
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5. TARTISMA:

Karaciger hastaliklar1 birgcok nedene bagli olarak gorilebilir. Bunlar; genetik,
toksik, viral, konjenital gibi nedenler olabilir. Alkol kullanimina bagli olarak gortilen
karaciger hasari, tim dinyada, 6zellikle gelismis toplumlarda ¢ok yaygin ve énemli
bir problemdir. Alkole bagli karaciger hasarini anlayabilmek ve onleyebilmek igin

birgok caligma yapilmistir ve yapilmaya devam edilmektedir (106).

Alkol, karaciger sirozunun, bati toplumlarinda birinci, tlkemizde ise ikinci

onemli nedenidir (107).

Karacigerin, alkoliin metabolize oldugu en 6nemli organ olmasi nedeniyle
caligmalar karaciger tzerinde yogunlagmigtir. Yapilan ¢aligmalarda, alkoliin
karaciger tizerinde hasar olusturma mekanizmalarinda gesitli faktorlerin etki ettigi
bildirilmigtir. Alkolik karaciger hastaligi, yagli dejenerasyon, inflamasyon ve
nekrozun goruldiagi, alkol kullanimi birakilmaz veya tedavi edilmezse siroza kadar

gidebilen olimciil bir hastaliktir (108).

Alkolik karaciger hasarinin patogenezinde, oksifatif stresin rol oynadigi bir
cok calisma ile gosterilmistir. Bu baglamda, serbest radikallerin, alkole bagli
karaciger hasarindaki roli yillardan beri arastirilmaktadir (106). Hiucresel
metabolizmada uretilen reaktif oksijen tirleri (ROS) dusik seviyelerde cogu
hiicrelerin fonksiyonu i¢in Onemli olmasina ragmen yilksek miktarlarda bu
fonksiyonlarda ters etki yapmaktadirlar (108). Alkolin metabolizmast sirasinda
ortaya ¢ikan asetaldehit, serbest radikal aktivitesinde artmaya, lipid peroksidayonuna,
glutatyon aktivasyonunda ve antioksidan fonksiyonunda bozulmaya neden
olmaktadir. Asetaldehit olusumu esnasinda ortaya ¢ikan NADH, elektronlari
mitokondriyal solunum sistemine vererek oksijenin siiperoksit olusturmak izere
indirgenmesine neden olur. Asetaldehit, ileri oksidasyona ugrayip serbest radikal
uretimini  artirarak, antioksidanlarin  hem fonksiyonunu bozarak hem de

antioksidanlari tiketerek etki eder (2).
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Silimarin, deve dikeni bitkisinden elde edilen bir flavonoiddir. Silimarinin
toksinlere, ¢gogu kimsayala ve farmakolojik ilaglara bagli olarak gelisen karaciger
hasarina karst koruyucu etki gosterdigi bir ¢ok in vivo ve in vitro ¢aligma ile
bildirilmigtir. Serbest radikallere karsi antioksidan etki gostermesi ve sitokin
uretimine etki ederek immin dizenleyici olmast muhtemel iki mekanizma olarak

bildirilmis olmasina ragmen, etki mekanizmasi tam olarak agiklanamamistir. (109).

Yuksek derecede reaktif olan bazi maddeler serbest radikal Ureterek veya
radikal gibi davranarak karacigere zarar verebilir ve canli dokuyu yok edebilirler.
Alkol bu maddelerden biridir. Yapilan ¢aligmalarda, alkol kullananlarda, gugli bir
antioksidan olan silimarin verilmesinin alkoliin olusturdugu hasara karsi koruyucu

etki gosterdigi belirtilmigtir (110).

Silimarinin antioksidan aktivitesinin E vitamininden on kata kadar daha etkili
oldugunu gostermistir (111). Glutatyon karacigerin detoksifikasyonunda hayati 6nem
tagir. Silimarinin, alkol kullamimi ya da diger toksinlere maruziyet sonucu ortaya
cikan glutatyon tilkenmesini onleyerek etki ettigi ve ayrica karacigerin glutatyon
seviyesini %35 arttirdigr gosterilmigtir (111). Bizim c¢aligmamizda da silimarin

glutatyon seviyesini alkolik kontrol grubuna kiyasla %43 arttirmigtir.

Silimarinin oksidatif hasarla korelasyon gosterdigi, yag asidi oksidasyonunun
son urinid olan malondialdehit (MDA) diizeyini dusurdigu, katalaz ve glutatyon

peroksidaz gibi endojen antioksidan enzim aktivitelerini artirdigt bildirilmigtir. (112).

Hidrojen peroksidin zararsiz hale getirilmesinde glutatyon, glutatyon
peroksidaz (GPx) enzim aktivitesi araciligi ile okside glutatyona (GSSG)
donistaralir. Glutatyon, okside glutatyona katalizlenirken NADPH tiiketilir. Katalaz
bir hemoproteindir ve aktif formda olabilmesi i¢in NADPH iiretimine ihtiyag¢ vardir.
Bu yizden NADPH bu enzimlerin is gormesinde onemli role sahiptir. NADPH
seviyesi glukoz-6- fosfat dehidrogenaz (GP6D) aktivitesine baglidir. GR/GPx hiicre
sitoplazmasinda aktif iken, katalaz baglica peroksizomlarda aktiftirr GSH ve
katalazin uretimi i¢in gerekli olan NADPH pentoz fosfat yolunda tretilir. Silimarin,
hiicrenin glukoz alinimini artirma 6zelligine sahiptir. Sonugta pentoz fosfat yolu ve

oksidatif fosforilasyon i¢in enerji kaynagini artirict olarak is gorebilir. Bu sebeble
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NADPH/NADP 1n hiicredeki seviyesini ve katalaz seviyesini artirir. NADPH
seviyesinin dolayisiyla glutatyon reditktaz (GR) aktivitesinin artmasi ile glutatyon
peroksidaz (GPx) i¢in substrat olan redikte glutatyon seviyesi artar. Kisacasi,

silimarin katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimlerinin miktarinin artmasina yol agar

(113).

Kronik alkolik karaciger hasart olan hastalarla yapilan bir caligmada,
‘silimarin, serbest radikal reaksiyonlarinin zararli etkilerini iyilestirerek hiicrelerin

antioksidan savunmalarini arttirabilmektedir’ sonucuna vartmigtir (114).

Gunluk belirli miktarda silimarin kullantminin, ¢evresel kirliliklere, diyetsel
toksinlere ve agir metallere kargt karacigeri koruyabildigi bildirilmistir. Canli
dokularda birikme gosteren kadminyumu gercek anlamda etkisizlestirdigi
gosterilmistir (115). Bagka bir c¢aligmada ise toksik serbest demiri bagladigi
bildirilmigtir (116). Hucresel savunmay1 desteklemek i¢in tamamlayici tedaviler

listesine eklenmesi gerektigi belirtilmistir.

Resveratrolin ~ dogal antioksidan roli ¢ farkli mekanizma ile
aciklanmaktadir. Bunlardan biri, koenzim Q ile yarismak ve ROS olusum yerinde
oksidatif zincir kompleksini azaltmaktir. Digeri, mitokondride olusan stperoksit
radikalini yakalamak, sonuncusu ise fenton reaksiyonu duriinleri tarafindan
induklenen lipid peroksidayonunun inhibisyonudur. Resveratrolin hem stperoksit
hem de hidroksil radikalini yakalama yeteneginin oldugu g¢aligsmalarda gosterilmis

olsa da, bu 6zelligi diger giicli antioksidanlardan daha zayiftir (62).

Resveratrol, biyolojik sistemlerde bulunan antioksidanlarin hiicre igi
konsantrasyonlarinin siirdirilmesini de saglamaktadir (117). Yapilan bir ¢aligsmada,
resveratrolin hidrojen peroksit ile aktive olan insan lenfositlerinde glutatyon

miktarini arttirdig1 gosterilmistir (62).

Yapilan ¢aligmalarda, resveratroliin hepatoprotektif etkileri gosterilmis ve bu
etkilerin antioksidan ozelliklerine bagli oldugu belirtilmistir. Ayrica resveratrol,
kalpte alkole bagli lipid peroksidasyonunda azalmaya neden olmaktadir. Bu da
kirmiz1 sarap tuketiminin kardiyovaskuiler hastaliklar iizerine yararl etkilerini

aciklamaktadir. Bununla beraber, resveratroliin etki sekli hala tartigmalidir (118).
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In vivo yapilan bir ¢alismada, resveratroliin, alkol hasarina kars1 noroprotektif
etki ortaya koydugu gosterilmigtir (118). Resveratroliin, LDL’lerin damar
endotelinde birikmesini dolayisiyla ateroskleroz gelisimini onledigi bildirilmistir

(34).

Zengin resveratrol igeriginden dolayr sarap ve yesil cay gibi dogal urtnlerin
uzun sire kullanilmasinin bir ¢ok yararli biyolojik etkiler gosterdigi saptanmistir. Bu
polifenoller i¢inde, en dikkat ¢ekicisi ve etkisi fazla kanitlanmig olani resveratroldiir.
Resveratroliin  farmakokinetigi hakkinda yapilan c¢aligmalar, biyolojik etki
calismalarina nazaran oldukga azdir. In vitro calismalardaki kanitlanmis yiksek

biyolojik etkinligi resveratroliin popularitesini arttirmistir (119).

Serum PONI, baglica karacigerde sentezlenen HDL bagli bir enzimdir.
PONT’in dogal substratlar1 bilinmemesine ragmen, son zamanlarda yapilan
caligmalar PON1’in lipid peroksitleri hidroliz ederek LDL oksidayonunu
engelledigini gostermistir. HDL nin biyolojik rolt, kendine bagli olan PONT’in
varligina baghdir. Yapilan caligmalar, PON1’in aktif bolgesinde 283. Sisteinde
serbest tiol (SH) gruplart oldugunu gostermigtir (120 - 122). Lipid peroksitlerin
hidrolizi i¢in PON1’in aktif bolgesi 284. sistein aminoasitte serbest bir stlthidril
grubu gerektirir. Lipid peroksitler bu bolgeyle kovalent olarak baglanarak enzimin
inhibisyonuna neden olur. Dolayisiyla artan oksidatif stresin net sonucu azalan
PONI1 aktivitesidir (123). Bununla beraber son zamanlardaki ¢aligmalar, HDL nin
fonksiyonunda sorumlu olan, PON1’deki 283. sistein aminoasitinin serbest SH

gruplarindan bagska bilesiklerin de sorumlu oldugunu belirtmistir (124).

Karaciger, PONI sentezinde anahtar rol oynar ve kronik Kkaraciger
hastaliklarinda PON1 serum duzeyleri azalir. Son g¢aligmalar PON1 aktivitesi ile
proteinin  silthidril (SH) gruplart arasindaki iligkiye dikkat g¢ekmektedir.
Hepatositler, major plazma proteini olan albimini sentezler. Protein tizerindeki SH
gruplart in vivo major antioksidanlar olarak kabul edilir. Vicuttaki SH gruplari
diizeyleri antioksidan statiiyu belirtir ve diisik protein SH dizeyleri, yiikselmis ileri

oksidasyon protein trtinleri (AOPP) duzeyleri ile koreledir (125,126).
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Marsillah ve arkadaglari yaptiklart bir ¢aligmada, kronik alkol kullanan
hastalarda PON1 aktivitesinin azaldigini ve PONI1 aktivitesinin anlamli olarak
karaciger hasarinin derecesi ile iligkili oldugunu gostermistir. Yine ayni ¢aligmada,
normal karacigeri olan alkolik hastalarda, standart biyokimyasal analizlere gore
hepatik fonksiyonda dikkate deger bir inhibisyon derecesi gozlenmigstir. Bu
hastalarda serum PONT1 aktivitesi oksidatif stresin bir gostergesi olan plazma MDA
konsantrasyonu ile ters olarak iliskili bulunmustur (123). Benzer sekilde, bizim
calisgmamizda da serum PONI ve TBARS konsantrasyonu arasinda negatif yonde

anlaml1 korelasyon bulunmustur.

Karaciger hastaligi olan hastalar HDL sentezini diizenleyen ¢esitli enzimlerin
sentezinde bozulma gosterirler. Kolesterol ester sentezindeki bozulmanin bir sonucu

olarak HDL nin yapisinda ve seklinde degisiklik gozlenir (127).

Karaciger hastaligi, cogunlukla ikincil olarak hepatit C, olan kisiler tizerinde
yapilan bir ¢aligmada, serum PONI konsantrasyonlarindaki artigin, fibrinogenezin
serolojik gostergesi olarak karaciger biyopsilerinde artmig serum PONI ifadesi ile

direk korele oldugu gozlenmis (128).

Prakash ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢aligmada, alkolik karaciger hasart olan
alkoliklerde PON1 seviyeleri anlamli olarak azalmigtir. PONT1 aktivitesi, karacigerin
azalan PON1 sentez edebilme kapasitesi ve hepatosit membranindaki hasar1 gosteren

yilksek karaciger enzimleri ile negatif olarak korele bulunmugstur (125).

Biz g¢aligmamizda, kronik alkol kullaniminin karaciger hasari olusturdugu
ratlarda, gu¢li antioksidanlar olan silimarin, resveratrol ve E vitamininin

hepatoprotektif 6zelliklerini kiyasladik.

Caligmamizda karaciger hasarinda azalmasi beklenen serum PONT1 aktivitesi,
kontrol grubuna kiyasla alkolik grupta istatistiksel olarak anlamli dusiik ¢ikmugtir.
Hem resveratrol hem de silimarin tedavisi ile istatistiksel olarak anlamli bir iyilegsme

saptanmigtir.

Transaminazlar, hepatotoksisitenin 6nemli bir gostergesi olarak kabul

edilmektedir. Hepatositlerde bulunan bu hiicre i¢i enzimlerin, karaciger hasarinda



68

hiicre disina sizmalariyla kan seviyeleri yiikselir. Aspartat aminotransferaz (AST)
hepatositlerin sitozoliinde ve mitokondrilerinde bulunur, ayrica iskelet kasi, kalp,
bobrek, beyin ve pankreasta da bulunur. Alanin aminotransferaz (ALT) daha ¢ok
karacigerde, hepatosit hiicrelerinin sitozolinde bulunur. Bu enzimlerin kandaki
aktivitesi, karaciger hasarinin giddetini gosterir ancak AST kalp ve iskelet kasi

harabiyetinde de yiikseldigi i¢in ALT karacigere daha 6zguldiir.

Caligmamizda serum AST duzeylerinin, kontrol grubuna kiyasla alkol
grubunda istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu gorilmistir. Tedavi

gruplarinin hepsinde AST duzeyleri alkol grubuna gore anlamli olarak diigmuistur.

Alkol grubu ALT dizeyleri kontrol grubuna gore anlamli olarak artmigtir.

Resveratrol tedavisi ile istatistiksel olarak anlamli bir iyilegsme saptanmistir.

Alkol uygulamasi serum ALP dizeyinde anlamli bir artiga neden olmamugtir.

ALP duzeyleri bakimindan gruplar arasi anlamlilik bulunmamaistir.

Serum TBARS diizeyleri istatistiksel olarak anlamli ¢ikmigtir. Alkol verilen
ratlarin serum TBARS diizeyleri kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak yiiksek
cikmigtir. Antioksidan tedavisi ile TBARS diizeyleri, alkol grubuna kiyasla

istatistiksel olarak anlamli azalma gostermistir.

Serum AST, ALT, ALP duzeyleri ve PONI aktivitesinde, alkol grubuna
kiyasla, en fazla iyilesme resveratrol grubunda, TBARS diizeylerinde ise E vitamini

grubunda gozlenmisgtir.

Karaciger TBARS duzeyleri istatistiksel olarak anlamli ¢ikmistir. Alkol
uygulamasi, hiicresel hasarin gostergelerinden biri olan karaciger TBARS
diizeylerini kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak arttirmigtir. Biitin tedavi

gruplarinda TBARS diizeyleri alkol grubuna kiyasla anlamli olarak diigmustur.

GSH, peroksitlerin, serbest radikallerin ve ROS’lerin neden oldugu hiicresel
hasara kars1 koruma saglayan bir antioksidandir. Yapisindaki tiol gruplart indirgeyici
ajanlardir. Glutatyon bir elektron donérii gibi davranarak, sitoplazmik proteinlerde
olusan disulfid baglarini indirger, bu sirecte glutatyon okside formu olan okside

glutatyona (GSSG) dontsir (129).
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Oksidatif streste digmesi beklenen karaciger GSH aktivitesinin bizim
caligmamizdaki dustst  istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Bu sonucun,
karacigerde GSH’in bol bulunmasi, bu nedenle alkol uygulamasinin GSH’1
tiketmeye yetmemesinden kaynaklandigint disinmekteyiz. GSH dizeyi bakimindan

antioksidan tedavileri anlamli bir artig gdsterememistir.

MPO, nétrofillerin solunumsal patlama siiresince ClI° anyonu ve H,O,’den
HOCI (hipoklorik asit) olusturur. Ayrica H,O,’yi okside edici ajan olarak kullanarak
tirozini tirozil radikaline oksitleyerek, notrofillerin HOCI ve tirozil radikalini

kullanarak bakteri ve diger patojenleri yok etmesine yardimci olur.

MPO aktivitesinin karaciger hasarinda diismesi beklenir. Bizim ¢aligmamizda
alkol grubunun MPO aktivitesindeki disme istatistiksel olarak anlamli
bulunmamigstir. Bunun nedeninin verilen alkol miktarinin karacigerdeki enzim
aktivitelerini inhibe etmeye yeterli olmadigini ve alkol uygulamasinin daha uzun siire
yapilmast gerektigini disinmekteyiz. Tedavi gruplarindan resveratrol grubunun
MPO aktivite diizeyleri alkol grubuna kiyasla anlamli bir artig gostermistir. Silimarin

ve E vitamini gruplarinda anlamli bir artig bulunmamaigtir.

Karaciger doku kesitlerinin histopatolojik incelenmesi sonucunda kontrol
grubunda vakuolizasyon gozlenmistir. Bunun ratlarin besinlerinin yag bakimindan
zengin olmasma baglamaktayiz. Alkolik grupta istatistiksel olarak anlamli bir
patoloji gozlenmemistir. Resveratrol ve silimarin tedavisi ile patolojik hasarda
iyilesme gozlense de bu iyilesme yine istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. E
vitamini grubunda hasarin yiksek olusunu, E vitamininin yagda ¢ozuldikten sonra

ratlara verilmesine bagli oldugunu diiginmekteyiz.

PON1 aktivitesinin karaciger hasarina bagli olarak azaldigi caligmalarda
gosterilmistir. Bizim g¢aligmamizda da literatiire uyumlu olarak alkol grubunda
karaciger PONI aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir diisme saptanmuigtir.
Tedavi gruplarinda en etkili artiy resveratrol grubunda gozlense de bu artig

istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir.
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6. SONUC VE ONERILER:

Kronik alkol tiikketimine bagli karaciger hasarinin oksidatif stres ile baglantili
olmasindan yola ¢ikarak, gugli antioksidanlar olan silimarin, resveratrol ve E
vitamininin, alkol kullanimina bagli karaciger doku hasar1 tzerine etkilerini

arastirdik.

Genel olarak antioksidan tedavisi verilen gruplarda iyilesme gozlenmis olsa

da, bu iyilesmelerin bir kismu istatistiksel olarak anlam gostermemistir.

Aragtirmamizda kullanilan her ti¢ antioksidan madde de hem serum AST ve
TBARS hem de karaciger TBARS dizeylerinde alkolik kontrol grubuna gore
iyilesme saglamistir. Ilave olarak resveratroliin karaciger MPO diizeyleri iizerinde de

iyilestirici etkiye sahip oldugu gorilmistir.

Her ne kadar ti¢ antioksidanin da benzer etkilere sahip olduklar1 goriilse de bu
etkilerin derecelerinin ve doku Ornekleri Uzerindeki farkliliklarinin etki tirlerinin

farkli olmasindan kaynaklandigina inanmaktay1z.

Sonu¢ olarak, alkolik karaciger hasarina kargt koruyucu etkilerini
kiyaslamaya ¢alistigimiz antioksidanlardan resveratrol, doku 6rneklerinde MPO ve
PON1 bakimindan daha gii¢lt iyilesme saglarken, serum ¢rneklerinde PON1 ve ALT
bakimindan digerlerine gore daha gugli iyilesme saglamigtir. Silimarin, serum
orneklerinde AST bakimindan diger antioksidanlara gore daha gugli iyilesme
saglamigtir. E vitamini ise hem karaciger hem de serum orneklerinde TBARS

bakimindan diger antioksidanlara kiyasla daha gii¢li iyilesme saglamistir.

Kronik alkol kullanimina bagl karaciger hasarini 6nlemenin en iyi yolu
alkolii birakmak olsa da olasi hasarlar1 en aza indirgeyebilmek i¢in bir ¢ok alternatif
tedavi yontemine basvurulmaktadir. Bu yontemlerden biri antioksidan destektir.
Caligmamizda kullandigimiz resveratrol, silimarin ve E vitamininin, bol bulunduklari
besinlerin tiikketimi ya da ticari olarak mevcut sentetik formlarinin kullanimi ile alkol
kullanimina bagli  karaciger hasarim1  Onlemeye yardimci  olabilecegini

distinmekteyiz.
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