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OZET

Tiyoasetamid (TAA) deneysel arastirmalarda sik¢a kullanilan bir
hepatotoksindir. Birgok aragtirmaci tek dozunun sentrolobiiler karaciger hasarina
neden olabildigini ve kronik uygulanmasinin  sirozla sonuglandigini rapor
etmistir. TAA’ in hepatotoksisite mekanizmast tam olarak bilinmemesine ragmen
TAA serbest radikal reaksiyonlarini arttirarak hasar olusturdugu ve prooksidan
/antioksidan dengesinin akut TAA uygulamasindan etkilendigi ileri stirilmistur.

Nigella sativa (NS)’nin antioksidan ve antiinflamatuar etkisinin  oldugu
degisik caligmalarda gosterilmigtir. NS yagi aromatik yaglar, eser elementler
vitaminler ve enzimler gibi yuiz lizerinde bilegen igerigi nedeniyle ¢ok faydalidir.

Bu calismanin amaci ratlada tiyoasetamidle indiklenmis karaciger hasarina
karst ¢orek otu yaginin muhtemel koruyucu etkisini aragtirmaktir.

Calismada 12 haftalik ve 200-250 g agirligindaki 41 Wistar Albino erkek
sicanlar kullanildi.Siganlar 5 gruba ayrildi;grup 1(n:7) kontrol; grup 2(n:9), TAA
(300 mg/kg/gtin (i.p.); grup 3(n:9), Iml/kg/gin NSY+ TAA; grup 4(n:8),
10ml/kg/giin NSY+ TAA; group 5(n:8), N-Asetil sistein(NAC) (50 ml/kg/giin) +
TAA. Tum ratlar 6. ginin sonunda kan ve karaciger dokulari alindiktan sonra
sakrifiye edildi.

Siganlarda alinan karaciger dokusunun bir kismi histopatalojik incelemeler
icin %10 luk formaldehitte saklandi. Katalaz (CAT), siiperoksitdismutaz (SOD),
gulutatyon  peroksidaz  (GSH-Px), miyeloperoksidaz =~ (MPO) aktiviteleri
malondialdehid (MDA) ,hidroksiprolin ve protein karbonil seviyeleri karaciger
dokusunda analiz edildi. AST, ALT, GGT, ALP aktiviteleri kolestrol ve total
bilurubin miktarlar1 plazmada analiz edildi

Hasara maruz kalan siganlarin karaciger dokusunda lipid peroksidasyonu
gostergesi olan MDA igerigi ile antioksidan savunma sistemlerinden olan CAT ve
GSH-Px enzim aktivitelerinde kontrol grubuna goére anlamli bir fark gézlenmezken
NSY’nin SOD, PC ve MPO diizeyleri tizerinde 6énemli bir etkiye sahip oldugu acik
bir sekilde goriilmektedir.

Histopatolojik bulgular NSY’ nin TAA ile indiklenen karaciger sirozunun
olusumunu inhibe ettigini gostermistir.

TAA toksisitesine kargt NSY uygulanmasiyla, serbest radikallerin

temizlenmesi, antioksidan aktivitenin artist ve protein karbonil gruplarinin
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olusumunun kismen engellenmesi saglanarak NSY’nin karaciger hiicre hasarinin
engellenmesinde katkist oldugu gosterilmistir. Ayrica karaciger dokularinda TAA
uygulanan gruba verilen NSY, NAC tedavisi ile oksidan /antioksidan dengeyi
tamamen ayni olmasa da hemen hemen paralel bir sekilde olumlu yonde degistirmis
ve protein karbonil gruplarinin olusumunu engellemistir. Boylece NSY’nin
sicanlarda NAC tedavisinde oldugu gibi antioksidan bir etkiye sahip oldugu, TAA’in
olusturdugu hasar1 kismende olsa gerilettigi ve koruyucu etkide bulundugu

soylenebilir.

Anahtar kelimeler; Karaciger, N-Asetilsistein (NAC ), Nigella Sativa Yag1 (NSY),
Tiyoasetamid (TAA),
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ABSTRACT
EFFECT OF NiGELLA SATIiVA OIL DAMAGE ON THIOASETAMIDE-
INDUCED RATS HEPATOSIT

Thioacetamide (TAA) is a hepatotoxin frequently used for experimental
purposes. Several investigators have reported that a single dose of this hepatotoxic
agent could produce centrilobular hepatic necrosis and that chronic administration
led to cirrhosis. Although the mechanism of TAA hepatotoxicity is not clear, some
investigators have suggested that TAA hepatotoxicity may be due to free radical —
induced reactions and prooxidant-antioxidant balance in TAA-induced liver cirrhosis
was concerned.

Nigella sativa (NS) has been shown to have antioxidant and antiinflammatory
activities in different conditions. The oil of NS (NSO) is so beneficial due to its
content of over a hundred components such as aromatic oils, trace elements,
vitamins, and enzymes.

The aim of this study was focused on investigating the possible protective
effect of NSO against TAA-induced liver injury in rats.

Fourty one male Wistar-albino rats ,(12 weeks old) weighing around 200-
250 g, were divided into five equal groups as follows:groupl(n:7) kontrol, group
2(n:9), TAA (300 mg/kg/day i.p.); group 3(n:9), Iml/kg/day NSO+ TAA; group
4(n:8), 10ml’kg/day NSO+ TAA; group 5(n:8), N-Asetil sistein (NAC) (50
ml/kg/day 1.p.) + TAA . On treatment day 6,all rats were humanely killed then blood
and liver tissues were removed.

A sample of removed liver tissue was kept in 10% formalin for
histopathological analysis. Catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD), glutathione
peroxidase (GSH-Px), myeloperoxidase (MPO) activities and malondialdehyde
(MDA),hidroksi proline, protein carbonyl (PC) levels were determined in liver tissue.
Gamma glutamyl transferase (GGT), alkaline phosphatase (ALP), aspartate
aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), and activities and total
bilirubin, cholesterol were determined in plasma.

Histopathological findings also suggested that NSO has an inhibitive effect
on TAA-induced hepatic cirrhosis.

On liver tissue of rats, which exposed to damage, while an indicator of lipid

peroxidation MDA content and antioxidant defense systems, the CAT and GSH-Px
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enzyme not a significant difference compared with control group, NSO had a
significant impact on the SOD activities, PC and MPO levels.

The prevention of NSO has been shown to contribute to liver cell damage
with implementation of NSO against the TAA toxicity, removal of free radicals,
increase antioxidant activity and partly prevented by ensuring the formation of
protein carbonyl groups. In addition, the liver tissues of the group received TAA
NSO, NAC treatment of oxidant / antioxidant balance, but not exactly the same
positive direction, have changed almost in parallel, and inhibited the formation of
protein carbonyl groups. Thus, can be said that NSO has an antioxidant effect as in
the treatment of NAC in rats, at least in part reversed and protective effect of TAA
the injury.

Key words; Liver, N-acetylcysteine (NAC), Nigella Sativa Oil (NSO),
Thioacetamide (TAA)
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1.GIRIS

Turkgesi ¢orek otu olan Nigella sativa (NS) Ortadogu ilkeleri arasinda
bir¢ok derdin dermant oldugu i¢in “Habbat Al Barakah” ya da “Kutsanmig Tohum”
olarak bilinir. Corek otu bir yillik otsu bir bitkidir, tohumlarindan ¢ogalir. Tohumlari
haghag bitkisinde oldugu gibi kozalak (kapsul) igerisinde olgunlagir. Tohumlart 2-3
mm boyunda G¢ yiizeyli mat olmayan siyah renklidir.

NS tohumu % 36-38’1 sabit yag, proteinler, alkoloidler, saponinler ve % 0,4—
2,5 esansiyel yag icerir. NS tohum yagi, hos kokulu yaglar, eser elementler,
vitaminler ve enzimler gibi igerdigi yiizden fazla bilesen sayesinde ¢ok yararlidir.
Omega 6 ve omega 3’1 igeren esansiyel yag asitlerinin % 58’ini igerir. NS tohum
yaginin  farkli  bilegenlerini aragtirmak i¢in ¢esitli farmokolojik testler
gerceklestirilmesine ragmen NS tohum yaginin aktivitesi hakkinda ¢ok az bilgi
vardir.

Nigella sativa tohum yagimin faydali etkileri antioksidant, antidiabetik,
antihistaminik, antiepileptogenik, antiinfektif, antitimoér ve antiperoksidatif
ozellikleriyle ilgilidir. Butin bu o6zellikleriyle NS tohum yagi gelecekte serbest
radikal hasartyla ilgili karaciger hastaliklarinda etkili ilaglarin iretilmesinde
potansiyel bir hedef olarak gorulmektedir.

Bir tio-sulfur birlesimi olan tiyoasetamid (TAA) deneysel olarak indiklenen
karaciger hasarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Akut TAA uygulamasi hepatitle
sonuglanirken, kronik TAA uygulamasinin karaciger sirozuna neden oldugu
gosterilmigtir. Oksidatif stresin TAA ile induklenen hepatit ve sirozun patogenezinde
onemli bir rol oynadigi rapor edilmistir. TAA ile indiklenen hasara karg1 karacigeri
korumada antioksidanlarin yararl etkileri yapilan g¢esitli ¢aligmalarla gosterilmistir.

Nigella sativa tohum yaginin TAA ile indiiklenen karaciger hasarindaki roli
calistimamistir. Bu nedenle bizim yapmak istedigimiz tez c¢aligmasinin amaci
sicanlarda, TAA ile indiklenen karaciger hasarinda antioksidan 6zelligi olan Nigella

sativa tohum yaginin muhtemel koruyucu etkisini arastirmaktir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Karacigerin Yap1 ve Fonksiyonlan

2.1.1. Karacigerin Anatomisi

Karaciger, gebeligin tigiincii haftasinda duodenumdan i¢i bos bir endodermal
tomurcuk olarak olugsmaya baglar. Bu yap1 karaciger ve safra olusturmak tizere ikiye
ayrilir. Hepatik bolumd, ¢ift potansiyelli oncil hiicreler igerir. Bunlar hepatositler ya
da erken primitif safra kanal yapilarina katilan kanal hiicrelerine dontsir. Bu
degisime, hiicre igerisinde sitokeratin tipin degisimide eslik eder.(1-2)

Karaciger viicudun en buytk organidir. Agirligi1 1200-1500 g arasinda olup
yetigkinlerde toplam viicut agirliginin 1/50°si kadardir. Yenidoganlarda karaciger
nispeten daha biyiiktir. Dogum agirliginin 1/80’nini olusturur. Bu durum sol lobun
biyiik olmasindan kaynaklanir.

Karaciger, sag st kadranda kostalar tarafindan korunur. Iki anatomik lobu
bulunur. Sag lob, sol lobdan alt1 kat daha buyiktir. Sag lobun kugik
segmentlerinden kaudat lob posterior ylizde, kuadrat lob ise inferior ylizde bulunur.
Sag lob ve sol loblar 6nden falsiform ligament denen peritona sarilarak, arkadan
ligamentum venosum fissturiiyle, asagidan ise ligamentum teres fissuriyle

ayrilmistir.(3-2)

dnden goriniii vena kava mferior

saffa keses1

Sekil 2. 1:Karacigerin anterior and posterior gérinimii (4)



Sag lobun st siniri, 5. kosta seviyesinde ve sag midklavikiiler hattin 2 cm
medialinde (sag meme ucunun 1 cm altinda) bulunur. Sol lobun st sinir1, 6. kostanin
st seviyesine tekabiil edip sol midklavikiiler hatta (sol meme basinin 2 c¢cm altinda)
bulunur. Burada karaciger, diyafram araciliiyla kalbin tepesinden ayrilir.

Alt sinir, 9. sag kostal kartilajdan 8. sol kostal kartilaja yukart dogru egik
olarak geger. Ayrica alt sinir, orta hatla sifoid ve gobek merkezi arasinda yari yolda
kesigir. Sol lob sternumun soluna dogru sadece 5 cm uzanir. (2)

Karaciger, kanit iki kaynaktan temin eder. Portal ven, vendz kan
bagirsaklardan ve dalaktan getirir. Hepatik arter ise koliak aksisten arteriyal kani
karacigere tasir. Bu damarlar, sag lobun inferior yiizinde bulunan porta hepatis
fissuriinden gegerek karacigere girer. Porta igerisinde portal ven ve hepatik arter
dallara ayrilip sag ve sol loba gider. Sag ve sol hepatik safra kanallar1 birleserek ana
hepatik kanali olustururlar.(3-2)

Karacigerde venoz drenaj, karacigerin arkasindan ¢ikan sag ve sol hepatik
venle olur. Bu venler ayni anda inferior vena kavaya girerler. Inferior vena kava, orta
hattan 2 cm kadar kaudat lobun sagina derin bir oluk yapar.

Karaciger, li¢ yer hari¢ tamamen periton ile kaplidir. Inferior vena kava
cukurunun saginda yer alan ¢iplak alan vasitasiyla diyafram ile direk temas eder.
Peritonsuz diger alanlar ise inferior vena kava ve safra kesesi ¢ukurlaridir.

Karaciger, peritonal ligamentlerle ve karin duvarinin kas tonu tarafindan
iletilen intra-abdominal basingla pozisyonunu korur.(2)

2.1.2. Fonksiyonel Anatomi

Sekil 2. 2: Karaciger loblarinin sematik gérinimi



Dig goriiniise gore karaciger, falsiform ligamentin araladigi hat boyunca
ayrilmis olan sag ve sol loblara sahiptir. Bu ayrilma, kan kaynagi veya safra drenaji
ile iligkili degildir. Fonksiyonel anatomi, damarlara ve safra kanallarina vinil enjekte
edilerek vaskiler ve safra ¢ikist c¢aligmalariyla tanimlanmaktadir. Ayrica bu
siniflandirma gorunttileme teknikleri ile de iligkilidir.

Ana portal ven, sag ve sol dallara ayrilir. Daha sonra bunlardan her biri
ayrica iki subiiniteyi olusturur. Bunlara sektor denir. Sagda anterior ve posterior
sektorler, solda ise medial ve lateral sektorler olmak tzere toplam dort sektor
olustururulur.

Bu dort sektor ayrica segment denilen alt bolimler olustururlar. Sag anterior
sektor V. ve VIIL segmenti, sag posterior sektor VI. ve VII. segmenti, sol medial
sektor 1V. segmenti, sol lateral sektor II. ve III. segmenti igerir. Segmentlerin
makroskopik damarlar1 arasinda vaskiiler anastomoz bulunmaz. Fakat iletigim
sintizoidal seviyede olur. Segment I, kaudat lob olarak da bilinir. Bu segment,
kanlanmay1 direk major portal dallardan yapmaz ya da ii¢ major hepatik venin
herhangi birinden drenaj yapmaz.

Bu fonksiyonel anatomik siniflandirma, radyolojik verinin yorumlanmasinda
ve karaciger rezeksiyonunun cerrahi planlanmasinda 6nemlidir.(5-2)

2.1.3. Sican Karacigerinin Anatomisi

Sigan karacigeri mediyan lob ve sag lateral lob, sol lateral lob ve kaudal lob
olmak tizere dort lobtan olugmustur. Mediyan lob, longitudinal fisiirle, sag merkez ve
sol merkez olarak 2’ye boliiniir. Sag merkez lob, sag lateral lob tarafindan sarilmigtir.
Sol lateral lob, buytk bir lobtur ve hemen sol merkez lobun arkasinda uzanir. Kaudal
lob, transvers fistrle yariklagip, kiiciik omentum ve mide kivrimi arasinda uzanan iki
kiiciik lobtan meydana gelir (Sekil 2,2.)

Anatomik olarak mediyan lob, iki merkez kismiyla ve sol lateral lob ile

birlikte bir biitiin formda, bir dereceye kadar cerrahi ¢ikarima uygundur.(6)



kaudat lob

sol lateral lob

sol mediyal lob

Sekil 2. 3:Rat Karacigeri (7)

2.1.4. Karacigerin Histolojisi

Karaciger buyik hacimli ve olduk¢a damarli bir organdir. Ayrica kollajen
lifler, yaygin fibroblastlar, miyeloblastlar, kii¢ilk kan damarlari ve lenfatiklerden
olugmus ince bir kapsiil tarafindan ¢evrilmistir. Kapsiil, kan damarlarinin karacigere
girig yaptigi ve safra kanallarinin ayrildigi yer olan porta hepatis ¢evresinde en kalin
yapidadir. Parankimada kapsul, portal sistemleri ¢evreleyen bag doku ile birlesir.

Portal sisteme giren damarlar ve santral venler hepatik sintizoitlere uzanir. Bu
alanlarda kan ve karacigerin tek hiicreli tabakalari arasinda alig-verig meydana gelir.
Histolojik kesitlerde, portal sistemler (hepatik arter dallari, portal ven, bir ya da iki
safra kanali, lenfatikler, sinirler, birka¢ lenfosit ve yumusak bag dokuda
fibroblastlar), santral lobiiler ven (terminal hepatik ven) ve lobtler parankima
tanimlanmistir. Karacigerin goriinen yapisal tniteleri ¢ok yuzli prizma seklinde
lopguklardir. Bunlarin merkezinde sentrolobtler ven bulunur.(8-9)

Normal karacigerde en az 15 degisik hiicre tipi bulunabilir.(10-9)
Hepatositler, tek hiicreli bir tabaka ya da lamina seklinde diizenlenmistir. Bu hepatik
lamina, dallanarak karmasik bir duvar sistemi olusturmak tizere birbiriyle anastomoz
yapar.(9—11-12) Portal sistemi g¢evreleyen hepatositler, sistemin bag dokusu ile

hepatik parankima arasinda sinirlayici tabakadan bir arayiizey olusturur.



Sekil 2. 4:Normal karacigerin sematik diyagrami (13)

Sintizoidal membran (total hiicre ylizey alaninin %70’°1), yiizey alanini alt1 kat
artiran mikrovil ile kaplidir. Disse araligt boyunca kan ve hepatositler arasinda
madde degisimi yalnizca sintizoidal plazma membraninin gorevidir.

Tim hiicresel mekanizma birgok fonksiyonu; onarimi, transportu, sentezi,
biyotransformasyonu ve yikimi (protein, lipid, karbonhidrat, hormon, ksenobiyotik
ve safra) gerceklestirir.

Yaslandik¢a hepatosit sayisi azalir ve hipertrofi goriulir. Diger taraftan
poliploidi, lizozom ve diiz endoplazmik retikulum sayist artar.

Sintizoidler ozel kapillerlerdir. Bunlar; gegirgen endotelyal bariyerine,
sintizoidlerin girisinde koruma saglayan yerlesik makrofajlara (kupfter hicreleri),
bazilar1 buytk graniiler lenfositler olmak tzere karacigere birlesik lenfositlere ve
vitamin A depolayan stellat huicrelerine sahiptirler. Siniizoidler, ger¢ek taban
membranlarina sahip olmamasi vasitasiyla disse araligi boyunca hepatositlerle giren
kan arasindaki alig-verisi ve immunolojik savunma mekanizmalarini kolaylagtirir.(9—
14-15)

Zon 1’de sintizoidler kivrimli, dar ve anastomotik olup zon 3’e gore daha
paralel ve genisleme egilimindedir.(9-16-17) Kan akisgt tekyonli olarak

sintizoidlerde zon 1’den zon 3’e¢ dogru olur. Sintzoidlerde mikrosirkiilasyon



degisiklik gosterir. Sintizoidal hiicreler, lobuler parankimanin %6’sin1 (%2,5
endotelyal, %2 kupffer ve %1,4 stellat hiicreleri) ve karacigerin plazma membraninin
%26,5 ini temsil eder. (9-18-19)

Endotelyal hiicreler, siniizoidlerin bariyerini olustururlarAna karakterleri;
genis bir alan1 kapsayan ¢ok ince bir olusum (karacigerin tim plazma membraninin
%15°1) ve grup halinde kiimelenip daha kiigik molekiillerin gegisine izin veren
ortalama 100 nm ¢apli gozeneklere sahiptirler. Ayn1 zamanda endositik kapasiteyi
artiran ¢ok sayida pinositik vezikiiller bulundururlar. (9-16-20)

Kupffer hiicreleri, sintizoidal lumen igerisinde yer alir ve endotelyal duvarin
genig bir alani kaplar.(21) Zon 1°de zon 3’ten daha fazla bulunurlar. Ayrica ¢ok
sayida lizozom igerirler. Kupffer hicreleri, KP1 (anti-CD68) gibi monoklonal antikor
ile tammlanabilir. Bu hucreler, lateks partiktlleri gibi ¢ogu maddeyi, denatiire
albtiminleri, bakteri ve immiin kompleksleri fagositoza ugratir.(9)

Hepatik stellat hiicreleri ayn1 zamanda peristiinizoidal ya da Ito hiicreleri
olarakda bilinirler.(22) Bunlar siklikla interhepatositik girintide yer alarak lipid ve
vitamin A igerirler. Endotelyal hiicreleri ¢evreleyen uzun ve ince bir sitoplazmik
yapidadir.(23)Hepatik stellat hiicrelerini ¢evreleyen taban membran bulunmaz. Bu
hiicreler vitamin A depolar, mikrovaskuler toniisiin diizenlenmesine ve ekstraselliler
matriksin sentezine katilirlar.

Disse araligi, stellat hiicre tabakasi ve hepatositlerin siniizoidal membrani
arasinda uzanir. Ayrica hepatik parankimanin %2-4’tuni olusturur.(9-24)

2.1.5. Hepatositler

Hepatositler, herbirinin boyutu 20-30 um ebatinda biyik, poligonal
hiicrelerdir. Karaciger hiicre toplulugunun yaklagik %80’ini olustururlar. Hepatosit
cekirdegi, buyiik ve sferik olup, hiicre merkezinde bulunur. Hepatositler, karaciger
lobullerinde anastomozlagan hiicre tabakalar1 olustururlar. Erigkin karacigerinde
pekeok hiicre ¢ift ¢ekirdeklidir ve hiicrelerin ¢ogu tetraploittir (4n miktarinda DNA
igerirler). Heterokromatin, nikkleoplazmada daginik demetler seklinde ve niklear zarf
altinda ayr1 bir bant seklinde bulunur. Her bir ¢ekirdekte iki veya daha fazla iyi
gelismig ¢ekirdekgik bulunur. Hepatositler, nispeten uzun yasayan hiicrelerdir. Hayat
siireleri yaklasik 5 aydir. Ilaveten, karaciger hiicreleri, karaciger dokusu hepatotoksik

olusumlar, hastaliklar veya cerrahi ile kaybedildigi zaman 6nemli rejenerasyon



yetenegi gosterirler. Hepatosit sitoplazmast genellikle asidofiliktir. Rutin ve 6zel
boyama iglemleri ile spesifik sitoplazmik yapilar1 tanimlanabilir. Bazofilik bolgeler,
ribozomal ER ve serbest ribozomlar igerirler. Vital boyama veya enzim histokimyasi
ile 800-1000 mitokondriyon gosterilebilir. Spesifik boyamalardan sonra, her hiicrede
cok sayida kiigik golgi kompleksi gorilebilir. Cok miktarda peroksizom
immunohistokimya ile gosterilir. Periyodik Asit-Schiff (PAS) islemi ile boyanan
glikojen depozitleri gorilir. Bununla beraber, iyi korunmug hematoksilen & eozin ile
boyanmis preparatlarda, glikojen dizensiz araliklar seklinde gorilebilir. Genellikle
sitoplazmaya kopukli bir gorinim verir. Uygun fiksasyon ve Sudan boyamadan
sonra, degisik boyutlarda lipid damlalar1 goruliir. Lipid damlalarinin sayisi, etanol
gibi belirli hepatotoksinlerin verilmesinden sonra artar. Lipofuksin, lizozomlardaki
bir pigmenttir. Rutin H&E boyamalarda degisik miktarlarda gorilur. Sinirlart belirli,
kahverengi graniiller PAS metodu ile de goriilebilir. Hepatositlerde ¢ok sayida
peroksizom bulunur. Herbir hepatositte en az 200-300 peroksizom bulunur. Bunlar
nispeten buyuktir ve c¢aplart 0,2—1,0 um’dir. Peroksizomlar, oksijen kullanmiminin
ana alanlaridir. Bu yolda mitokondriyonlara benzer bir fonksiyon gelistirirler. Toksik
hidrojen peroksidi olusturan buiyiik miktarlarda oksidaz igerirler. Peroksizomlarda,
ayni zamanda katalaz enzimi bulunur. Katalaz, hidrojen peroksidi oksijen ve suya
indirger. Bu tip reaksiyonlar, karacigerde olusan pekg¢ok detoksifikasyon yolu ile
ilgilidir (Alkollerin detoksifikasyonunda oldugu gibi). Normalde, sindirimle alinan
etanoliin  yarisi, karaciger peroksizomlarinda bulunan enzimler tarafindan
asetaladehite cevrilir. Insanlarda peroksizomlarda katalaz, D-amino asit oksidaz ve
alkol dehidrojenaz bulunur.ilaveten, peroksizomlar, yag asitlerinin B-oksidasyonu,
glikoneojenez ve purin metabolizmast ile ilgili organellerdir.Hepatositlerde diiz
endoplazmik retikulum yaygin olabilir, fakat bu metabolik aktivite ile degisir. Diiz
endoplazmik retikulum, toksinlerin, ilaglarin, kolesteroliin ve lipoproteinlerin lipid
bolimlerinin sentezinden sorumlu enzimlerin indirgenmesi ve konjugasyonu ile ilgili
enzimler igerir. Hepatositlerin ilaglar, toksinler veya metabolik uyaricilarla
kargilagmasi durumunda, diz endoplazmik retikulum hiicredeki yaygin organel
olabilir. Belirli ilaglar ve hormonlar, diiz endoplazmik retikulumu uyarmalarina
ilaveten yeni diz endoplazmik retikulum membranlarinin ve ilgili enzimlerin

sentezini de tesvik ederler. Diiz endoplazmik retikulum, alkol, c¢esitli ilaglar



(fenobarbital, anabolik steroitler ve progesteron gibi) ve kanser tedavisinde
kullanilan kemoterapotiklerin uygulanmasini takiben hipertrofiye ugrar. Etanol
tarafindan uyarim, diz endoplazmik retikulumun ilaglari, belirli karsinojenleri ve
baz1 pestisitleri detoksifiye etme yetenegini artirir. Diger yandan, diiz ER tarafindan
olugan metabolizma, hepatosit hasar1 yapan CCly ve 3,4-benzpiren gibi toksik
bilesiklerin etkileriyle ger¢ekten artabilir. Hepatositlerdeki biiyiikk Golgi aparatusu 50
kadar golgi uniti igerebilir. Kalin kesitlerin agir-metal preparasyonlart (golgi
boyamalar1), yaygin golgi agin1 gosterir. 50 kadar ¢ok miktarda golgi Ginitinin herbiri
sikica paketlenmis 3-5 sisterna igerir. Ayrica hepatositlerde biyik ve kiiguk
vezikiiller bulunur. Bu tnitler, agir-metal preparatlarinda golgi aparatusunun dallar1
olarak gorulur. Golgi aparatusunun safra kanalikiliine yakin elementlerinin ekzokrin
safra sekresyonu ile ilgili olduguna inanilir. Hicrenin siniizoidal yiizeyine yakin
golgi sisternalar1 ve vezikuller, 25-80 nm capinda elektro-dens graniiller igerirler,
bunlarin ¢ok diisiik dansiteli lipooroteinler (CDDL) ve diger lipoprotein prekiirsorleri
olduguna inanilir. Bu maddeler, hepatositlerin endokrin fonksiyonunun bir boélimu
olarak dolagima salinirlar. Diz endoplazmik retikulumun genislemis bolimlerinde
benzer yogun globiller gorilir. Bazen de ribozomal endoplazmik redikulmiin
sternalarinin  geniglemis son kisimlarinda ki burast sentezlendikleri yerdir,
gorulebilir. Lizozomlar safra kanalikiillerine yakin boélgede yogundur, histolojik
kesitlerde gorilen peribiliyer yogun cisimlere karsilik gelirler. (25)

2.1.6. Karacigerin Fizyolojisi

Karaciger tarafindan pek cok plazma proteinleri uretilir ve salgilanir.
Karaciger, besin maddeleri ve vitaminlerin kan dolagimindan alinmasindan,
depolanmasindan ve dagitilmasindan sorumludur. Ayni zamanda, kan glukoz
diizeylerini korur ve dolasan ¢ok diistik dansiteli lipoprotein (CDDL) dizeylerini
diizenler. Ilaveten, karaciger ¢ok sayida toksik maddeleri indirger veya baglar, fakat
boyle maddeler tarafindan da harap olabilir. Karaciger, ayn1 zamanda bir ekzokrin
organdir. Safra tuzlar, fosfolipidler ve kolesterol igeren safra salgisini sentezler. Son
olarak, karaciger 6nemli endokrin benzeri fonksiyonlar gerceklestirir.

Karaciger, dolasan plazma proteinlerinin ¢ogunu uretir. Bunlarin baglicalart:

Albumin, plazma kolloid ozmotik basincini koruyarak doku sivi dengesinin

ve plazma yogunlugunun diizenlenmesini saglar.
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Lipoproteinler, karacigerde ¢ok fazla CDDL sentezlenir, bunlar
trigliseritlerin karacigerden diger organlara taginmasina istirak eder. Karaciger, ayni
zamanda az miktarlarda diger plazma proteinlerini de sentezler. Bunlar, diisuk
dansiteli lipoprotein (DDL) ve yiiksek dansiteli lipoprotein (YDL)’lerdir. DDL,
kolesterol esterlerini karacigerden diger dokulara tasir. YDL, kolesteroli ¢evre
dokulardan alir ve karacigere tasir.

Glikoproteinler, demir taginimi ile ilgili proteinler, haptoglobin, transferrin ve
hemopeksin gibi.

Protrombin ve fibrinojen, kan pihtilagmasinin 6nemli bilesikleridir.

Non-immiin a- ve B- globulinler, plazma ozmotik basincinin korunmasina
yardimci olur ve degisik maddelerin tagiyici proteini olarak rol oynar.

Karaciger, cesitli vitaminleri, demiri depolar ve donisimiini saglar. Cesitli
vitaminler, kan dolagimindan alinarak karaciger tarafindan depolanir ve/veya
biyokimyasal olarak modifiye edilir:

A Vitamini (retinol), gérmede 6nemli bir proteindir. Gozde rodopsin sentezi
icin gereken retinalin prekursoridiir. Karaciger, vitamin A’nin alinmasi, depolanmasi
ve dolasan dizeylerinin korunmasinda onemli rol oynar. Kandaki vitamin A
diizeyleri diistiigii zaman karaciger, Ito hiicrelerinde bulunan depo alanlarindan
vitamin A’y1 harekete gegirir. Daha sonra, A vitamini retinol baglayici proteine
(RBP) bagli bir sekilde dolagima salinir. Karaciger, ayn1 zamanda RBP sentezler.
RBP sentezi, plazma A vitamini diizeyleri ile diizenlenir. Gece korligi ve multiple
deri hastaliklari, A vitamini eksikligi ile ilgilidir.

D vitamini (kolekalsiferol), kalsiyum ve fosfat mekanizmasinda onemli bir
vitamin olan D vitamini diyetteki D3 vitamininden olusturulur, ayrica ultraviyole
isinlarina maruz kalan deride, 7-dehidrokolesteroliin g¢evirimiyle de uretilir. A
vitamininden farkli olarak, D vitamini karacigerde depolanmaz, fakat iskelet
kaslarina ve yag dokusuna dagilir. Karaciger, D vitamini metabolizmasinda 6nemli
bir rol oynar. D3 vitaminini 25-hidroksikolekalsiferole donusturir. Bu, dolagan D
vitamininin yaygin seklidir. Bobrekte, daha ileri ¢evirim agsamasi gergeklesir ve 1,25-
dihidroksikolekalsiferole doniigiir. Bu, D3 vitamininden 10 kat daha fazla aktiftir. D;
vitamini, iskelet sistemi, immin sistem, diglerin gelisimi ve blylimesi i¢gin temel bir

vitamindir.
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K vitamini, protrombin ve ¢esitli diger pihtilasma faktorlerinin karacigerde
sentezi i¢in 6nemlidir. Viicuda diyetsel olarak alinir ve ince barsaktaki bakteriyel
flora tarafindan sentezlenir. K vitamini, silomikronlarla karacigere tasinir. Burada
hizl1 bir sekilde absorbe edilip, daha sonra CDDL ile salgilanir. K vitamini eksikligi,
hipoprotrombinemi ve kanama bozukluklart ile iligkilidir.

Ilaveten, karacigerin depolama, metabolizma, demir dengesini diizenleme
gibi fonksiyonlar1 vardir. Demir taginimi ve metabolizmasi ile ilgili hemen hemen
biitiin proteinleri sentezler (transferrin, haptoglobin ve hemopeksin gibi). Transferrin,
bir plazma demir tagiyici proteinidir. Haptoglobin, plazmadaki serbest hemoglobini
baglar; bu kompleks, karaciger tarafindan depo demiri olarak ortadan kaldirilir.
Hemopeksin, kandaki serbest hem’in taginimi ile ilgilidir. Demir, hepatosit
sitoplazmasinda ferritin seklinde depolanir veya hemosiderin grantllerine
donistirtlebilir. Yeni ¢aligmalarda, hepatositlerin uzun dénem demir depolanmasi
icin ana merkezler oldugu gosterilmistir.

Hepatositler, ilaglarin, toksinlerin ve viicuda yabanci diger proteinlerin
(ksenobiyotikler) indirgenmesi ile ilgilidir. Pek¢ok ilaglar ve toksinler hidrofilik
degildir. Bundan dolayi, bobrekler tarafindan dolasimdan etkin bir sekilde elimine
edilemeyebilirler. Karaciger, bu maddeleri daha ¢ozulebilir sekillere dontistiiriir. Bu
yol, hepatositler tarafindan iki fazda gerceklestirilir:

Faz 1, oksidasyon olarak isimlendirilir. Yabanci bilesiklere hidroksilasyon
(OH grubu eklenmesi) ve karboksilasyonu (COOH grubu eklenmesi) igerir. Bu faz,
hepatosit diz endoplazmik retikulum ve mitokondriyonunda gerceklesir. Proteinleri
sitokrom p—450 olarak isimlendirilen, bir seri biyokimyasal reaksiyonu igerir.

Faz II, konjugasyon olarak isimlendirilir. Glukuronik asitin, glisin ve taurinle
konjugasyonu gerceklesir. Bu yol, faz I tirtinlerini daha suda eriyebilir hale getirerek
bobrekler tarafindan ortadan kaldirilmasina yardimer olur.

Karaciger pekc¢ok diger onemli metabolik yollarla ilgilidir. Karaciger,
karbonhidrat metabolizmasi i¢in énemlidir. Ciinkii hiicre prosesleri igin yeterli besin
destegini saglar. Glukoz metabolizmasinda, karaciger gastrointestinal yoldan emilen
glukozu fosforile ederek glukoz—6-fosfata doniistiiriir. Enerji istegine bagli olarak,
glukoz—6-fosfat ya karacigerde glikojen seklinde depolanir veya glikolitik yolda

kullanilir. A¢lik sirasinda, glikojen glikojenoliz ile yikilir ve glukoz kan dolagimina
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verilir. Karaciger, lipid metabolizmasinda da rol oynar. Plazmadan koken alan
yagasitleri, P-oksidasyon ile hepatositlerde isleme girer ve enerji elde edilir.
Karacigerde, ayn1 zamanda diger organlar i¢in yakit olarak kullanilan keton cisimleri
uretilir.

Karaciger, kolesterol metabolizmasinda da onemli fonksiyon goriir.
Kolesterol; safra tuzlarinin olusumunda, D3 vitamininin, steroid hormonlarin, CDDL
sentezinde ve organellerin biyosentezinde rol oynar. Karaciger, protein ve nikleik
asit indirgenmesi ile olusan amonyum iyonlarindan ire sentezinin yapildigt ana bir
organdir. Ilaveten, karaciger non-esansiyel aminoasitlerin sentezlendigi ve esansiyel
amino asitlere ¢evrildigi bir organdir.

Safra uretimi karacigerin ekzokrin bir fonksiyonudur. Safra, konjuge ve
indirgenmig atik Griinler igerir. Safra salgist ince bagirsaga ulagtirilir. Safra, karaciger
parankiminden safra kanali ile taginir, safra kanallar1 birleserek hepatik kanali
olusturur. Daha sonra, sistik kanal safrayr safra kesesine tasir, safra burada
yogunlasir. Safra, daha sonra sistik kanal aracilig1 ile genel safra kanalina verilir. Bu
kanal, safray1 karaciger ve safra kesesinden duodenuma tagir.

Karacigerde pek¢ok hormonun yapt ve fonksiyonu dizenlenir. D vitamini,
karacigerde 25-hidroksikolekalsiferole dontistirtliir. Tiroksin, tiroit bezi tarafindan
tetraiyodotironin olarak sentezlenir. Karacigerde deiyodinasyon ile biyolojik olarak
aktif formu olan trityodotironine doniistirilir. Biytime hormonu (GH), hipofiz bezi
tarafindan sentezlenen bir hormondur. GH un islevleri, karaciger tarafindan iretilen
biyime hormonu salgilatict hormon (GHRF) tarafindan dizenlenir ve
gastrointestinal kanalin enteroendokrin hiicreleri tarafindan sentezlenen somatostatin
tarafindan inhibe edilir. Insiilin ve glukagon, pankreatik hormonlardir. Bu hormonlar,
pek ¢ok organda indirgenirler fakat karaciger ve bobrek en Onemli indirgenme
bolgesidir.(25-26-27-28)

2.2.Tiyoasetamid

Bir tiyo-sulfur bilesimi olan tiyoasetamid (TAA) toksik bir kimyasaldir. A¢ik
formulia CH;CSNH, seklindedir.

Tiyoamid gruplart dogal olarak nadir bulunur ve Methylosinus trichosporium

OB3b methanobactin bakir selator bilesiklerinde bulundugu kanitlanmistir.(29)
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TAA fungisitlerde, organik ¢oziciilerde, kagugugun vulkanizasyon igleminin
hizlandirilmasinda, deri, tekstil, kagit sanayide ve motor yaginin stabilizasyonunda
kullanilmaktadir. 2,6-Diklorbenzonamid (klordiamid) herbisid olarak
kullanilmaktadir. Tiyoamid urtnlerinden olan 2-ethyl-4-pyridinecarbothioamide
(ethionamide) c¢oklu ila¢ tedavisine direngli Mycobacterium tuberculosis ve M.
Leprae ilag tedavisinde ikinci bir alternatif olarak kullanilmaktadir. (30-31) TAA’in
hepatotoksik bir kimyasal oldugu ilk kez Fitzhugh ve Nelson tarafindan 1948 yilinda
bildirildi. TAA ‘in tek dozunun hayvanlarda sentrolobiiler nekroza neden
olabildiginin ve buna yanit olarak hiicresel yenilenmenin olustugu rapor
edilmigstir.(32-33) TAA ‘in duzenli olarak kullanimi karaciger sirozuna ve karaciger
kanserine neden olmaktadir.(34-35-36)

Yiksek dozda karbontetrakloriir, tiyoasetamid, dimetilnitrozamin ve amanita
falloides verilerek ratlarda agir karaciger zedelenmesi meydana getirildiginde,
lizozom enzimlerinin karaciger dokusu ve serumdaki aktivitelerinin gelisen karaciger
nekrozu ile orantili sekilde yiikseldigi saptanmistir. Bazi deneylerde enzim artisi bir
bekleme donemi olmaksizin ve hiicre nekrozunun morfolojik belirtileri ortaya
¢ikmadan once meydana gelmistir(37-38-39-40-41-42-43)

TAA toksisite olusturma makanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Ancak
vucuda aliman TAA CYP2EI araciligiyla TAA siilfokside (TASO) ve olusan TAA
sulfoksid TAA-S,S-diokside (TASO;) donisur. Olusan TASO; in hepatosit
membranlarinda lipid peroksidasyonunu baglatir ve membran proteinlerine kovalent

baglanarak nekroz olusumunu saglar.(44)

CH;CSNH, QGPEL ., CH;CSONH, —SP2EL . CH;CSO,NH,
—KOVALAET BAG. —  KARACIGER HASARI

TAA ile indiiklenen karaciger patolojisinde oksidadif stresin énemli bir rol
oynadigi belirtilmesine ragmen TAA hepatotoksisitesinde oksidadif stres
mekanizmast hala agik degildir.(45-46—47-48-49-50) Antioksidanlarin TAA
uygulamasinda olusan hasarlara karst koruyucu etkileri rapor edilmistir.(45-46-51-

53-52-54)



2.2.1. TAA ‘nin fiziksel ve kimyasal ozellikleri

Tablo 2. 1. TAA nin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

S

CHy” NH,

TAA ‘NIN ACIK FORMULU

Molekiiler formuilia; CH;CSNH,

CAS No: 62-55-5

Gorunim: Renksiz kristaller

Molekil agirligt: 75,13

Koku: Hafif bir koku

Buhar Yogunlugu (1latm) : 2,6

Cozunurlik: suda-etanolde ¢ozlnebilir

Suda ¢oziintrlik:16;3g/100 ml(25 C)

Erime Noktast: 110-115°C

LD50/LC50:Oral, sigan:301mg/kg

14
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2.2.2. TAA ‘min Metabolizma Yol Haritasi

TAA nin Mycobacterium spp ve memeliler tizerindeki toksik etkisi tioamid
sulfur atomunun flavoprotein monooksijenaz ya da sitokrom P450 tarafindan siralt
oksijenizasyonundaki trtinlerin metabolik aktivasyonuna baglidir.(56-57-58)

Tiyoamid S-oksit toksik olmamasina ragmen heniiz izoleadilememis olan
tiyoamit S,S-dioksit ve daha ileri oksadasyon uiriinleri toksik etkiye sahiptir.(59-60)

TAA’nin bu aktivitesi tiyoamid kikiirt eliminasyonu ve nitril veya amid
tirevlerine doniisimuyle sonuglanir (56-58-59).Ralstonia pickettii azot ve karbon
kaynagi olarak sadece tiyoasetamid kullanarak biiyiiyebilir fakat degragasyon yolu
hala tamamen bilinmemektedir. (61)

Tiyoasetamid S-oksidin  oksijenaz aracili mekanizma ile bir ara metabolik
oldugu tespit edildimistir. Tiyoasetamid yikimi sirasinda, 3,5-dimetil-1,2 4-
thiadiazol ortamda birikir ve daha fazla metabolize olmaz. Bu bilesik tiyoasetamid ve
tiyoasetamid S-oksit ile bilesik olusturmaz. Bu nedenle, muhtemelen tiyoasetamid S,
S-dioksit gibi daha okside tirler, tiyoasetamid ile reaksiyona girerek dontisimsiz
metabolitleri olusturdugu ileri surilmiistir. Tiyoasetamid metabolizmasi sirasinda
ortamda kukurt dioksit / sulfit gibi kikirt elimine edildi. Tiyoasetamid S,S-
dioksitden bu basamakta bilinmeyen bir mekanizma ile meydana gelen kikurt
salimimi, ek iki elektron oksidasyonu gerektirir. Tiyoasetamid degragasyonu
siresince salinan nitrojen amonyum iyonu miktariyla tesbit edilir. Bu model
mekanizma R. Pickettii’ nin karbon ve azot kaynagi olarak kullandig: tiyoasetamid
sulfuriin asetonitrile ve asetamide dontsimunden uyarlanmigtir. Fakat her ikiside
TAA degragasyonu boyunca tesbit edilemiyebilir ¢inkii bu substratlarin hidrolizi
sulfur yayilimindan daha hizlidir.(61)



16

TAA’nin metabolik yol haritasi(62)-
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2.3. N-Asetilsistein

2.3.1. Farmakodinamik o6zellikler

Asetilsistein dogal bir aminoasit olan L-Sistein’in N-Asetillenmisg tiirevi olup
mukolitik olarak kullanilan ajandir. Yapisinda bulunan silfidril grubu ile
glikoprotein igerisindeki disulfit baglarini koparma 6zelliginden dolayr mukoid ve
mukoptrilan sekresyonlar tizerine mukolitik etki gostermektedir. Solunum
yollarinda biriken balgam yogunlugunu ve yapigkanligini azaltir. Bu ozelligi
sayesinde balgami su gibi akici kivama getirir. Balgamin ¢ozilmesine de yardimci
olur. Brongiyal sekresyonlarin atidimina ve solunumu kolaylastirarak akciger
fonksiyonlarinin  diizenlenmesine yardimci olur. Mukolitik etkisinden bagka
asetaminofen zehirlenmesinde de tedavi edici bir ajan olarak kullanilir. Asetilsistein,
asetaminofenin doz asimina bagli olarak olusan hepatotoksisite tizerine etkisini
karaciger glutatyon seviyesini koruyarak veya arttirarak gosterir. Glutatyon
hepatotoksik oldugu bilinen asetaminofenin ara metabolitini inaktif etmek i¢in
gerekmektedir. Doz asimi sonucu primer metabolik yolu (glukoronid ve silfat
konjugasyon) satiire oldugu i¢in bu ara metabolit dizeyinde artig gorilmektedir.
Asetilsistein etkisini bu ara metaboliti ana madde haline donistirerek veya
metabolitin konjigasyonu i¢in sulfhidril vererek gosteriyor olabilir. Deneysel
caligmalar; asetilsistein ve stlthidril i¢eren diger maddelerin kullaniminin bu ara

metabolitin  inaktivasyonu  Uzerine  direkt  etkisini = gostermektedir.(63)

@]
e er CH,—SH
I~|H-I
C
HyG” YO

Formiil 2. 1:N-ASETILSISTEIN ‘IN ACIK FORMULU
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2.3.2. Farmakokinetik ozellikler

Asetilsistein, oral olarak uygulandiktan sonra hizli bir sekilde absorbe edilir.
Ik olarak akciger, bobrek ve karacigere geger. Mide ve barsak sivilarinda stabildir.
Akciger ve plazmada asetilsistein hem serbest hem de distlfit koprileri yardimiyla
proteinlere geri doniisimlii olarak baglanmis halde bulunur. Ilacin alinimindan 4 saat
sonra dagilim oran1 0.33-0.47 l/kg arasinda degisir ve proteinlere %50 oraninda
baglanir. A¢ veya tok karnina uygulanmasinda bir farklilik yoktur. Uygulamadan 30—
60 dakika sonra plazma konsantrasyonu tepe noktasina ulasir. Genellikle viicutta
birikkmemekle beraber akciger dokusunda yiksek konsantrasyonda bulunabilir.
Karacigerde metabolize olur. Bobrek, karaciger ve akciger yolu ile vicuttan
atilmaktadir. %70 atilim1 bobrek dist olup bobrek klirensi 0.190-0.211 I/h/kg olarak
belirtilmigtir.

2.3.3. Endikasyonlan

Alt solunum yollarinda; soguk alginlig1 ve tisiitme sonucu olusan balgamlarin
atilmasinda, ekspektorasyonun kolaylastirilmasi gereken durumlarda,
bronkopulmoner hastaliklarda ve bronsiyal sekresyon bozukluklarinin tedavisinde
endikedir.(63)Bunun yani sira; N-asetilsistein stlfur tabanli bir amino asit olup,
bagisiklik sistemi igin ¢ok onemli bir antioksidan olan glutatyonun olusumunda yer
alir. Ayrica sistein; tirnaklarda, deride ve saglarda bulunan ana protein beta-keratinde
yeralir. Kollajen iiretiminde de bulunur, cildin elastikiyetini saglar. N-asetilsistein;
kanser, agir metal zehirlenmesi, sigara kaynakli oksurik, bronsit, kalp hastaligi,
kistik fibrozis, asetaminofen zehirlenmesi ve septik sokun 6nlenmesi ve tedavisinde
etkili olabilir.

N-asetilsistein T, lenfositlerinin tretimini uyardigindan N-asetilsistein
takviyesi AIDS tedavisinde de denenmektedir. Asetilsisteinin bagisiklik sistemini
kuvvetlendirici etkisi, gribe karst koruma saglayabilir. Asetilsistein takviyesi grip
virislerine karst en dayaniksiz grup olan yaglilar ve kronik rahatsizliklari olanlar igin
faydali olabilir. Bazi g¢aligmalar asetilsisteinin akcigerleri sigaranin kanserojen
etkilerinden, karacigeri alkoliin toksik etkilerinden koruyabilecegini ve kanser
ilaglarinin yan etkilerini azaltabilecegini gosteriyor. Asetilsistein; arsenik ve civa

zehirlenmelerine kars1 da kullanilmaktadir.
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Asetilsisteinin, glnlik tavsiye edilen kullanim dozu yoktur. Viicut tarafindan
uretilebilmektedir. Et, yumurta gibi yiiksek protein iceren hayvansal gidalar, bugday,
brokoli, sarmisak, sogan ve kirmizibiber asetilsistein bakimindan zengindir.(63)

2.4.Nigella Sativa

Nigella sativa (¢orek otu), diigiin ¢icegigiller (Ranunculaceae) familyasindan
bir yillik otsu bir bitkidir. Tohumlarindan ¢ogalir. Kumlu gevsek topraklari sever,
ciceklenme donemine kadar su ister daha sonra sulanmaz. Tohumlari haghag
bitkisinde oldugu gibi kozalak (kapsiil) igerisinde olgunlagir. Tohumlari 2-3 mm
boyunda 3 ylizeyli mat olmayan siyah renklidir.

Yunan filozof, Dioskorides; bag agrilarini, burun tikanikliklarini, dis agrisini
ve bagirsak parazitlerini tedavi etmek i¢in ¢orek otu kullanmigtir. Modern tibbin
babast kabul edilen Hipokrat, ¢orek otunu karaciger ve sindirim rahatsizliklarinin
devast olarak tanimlamistir. Tip tarihinin en tnli kitaplarindan biri olan Tibbin
Kanunu (Canon of Medicine- El-Kanun fi't-Tib)’nun yazar1 olan Ibn-i Sina, ¢orek
otunun metabolizmay1 uyardigini, uyusuklu ve halsizligi engelledigini savunmusgtur.

Nigella sativa, Ortadogu tulkeleri arasinda bir¢ok derdin dermani oldugu i¢in
“Habbat Al Barakah” ya da ”Kutsanmig Tohum” olarak bilinir. Binlerce yildir
Ortadogu, Asya ve Afrika'da kullanildigt gibi giinimizde tim dinyada
kullanilmaktadir.

Corek otu tohumlarinda % 6,4 su, % 4 kiil, % 32 yag, % 20,2 ham protein, %
6,6 ham lif ve % 37,4 karbonhidrat bulunur. Sabit yagin % 1,2 miristik, % 8,4
palmatik, % 2,9 stearik, % 17,9 oleik, % 60,8 linoleik, az miktarda arasidik ve % 1,7
eikosadienoik asitlerden olustugu bildirilmistir. Corek otu tohumunda ayrica az
miktarda B;, B, ve B¢ vitamini; proteinlerin yapi tast olan aminoasitler; iz elementler
olarak bilinen ve organizmada pek ¢ok dnemli metabolik faliyette rol alan, besin ve
su ile disaridan alinmasi gereken demir, kalsiyum, magnezyum, ¢inko ve selenyum
gibi mineraller de vardir. Cérek otu tohumlarindaki muessir madde (kristal halinde)
nigellon, ancak 1959'da izole edilebilmigtir.

Son yillarda yapilan ¢alismalar ¢orek otu yaginin timor tedavisinde,
kemoterapide gorilen negatif yan etkileri gostermeyip buyuk basarilar sagladigini
kanitlamigtir. Calismalarda ayrica Nigella sativa’nin kemik iligi biyiime oranint %

250 gibi bir rakama ¢ikardig1 ve timoriin buytimesini %50 oraninda azalttig: tespit
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edilmistir. Bu durum, bagisiklik sistemini uyararak hiicreleri virtslerin yok edici
ozelliginden koruyan interferon uretimini arttirmaktadir. Arastirmacilar, Nigella
sativa’nin anti bakteriyel ve anti mikotik etkilerini onaylamig ve diyabet tedavisinde
esas olan seker seviyesini dusirmekte de faydali oldugunu tespit etmiglerdir.(64)

Son zamanlarada AIDS konusunda yapilan bagimsiz ¢aligmalar, ¢orek
otunun dogal katil hiicre aktivitesini arttirirken aymi anda yardimer ve bastirict T
hiicreleri arasindaki orani da gelistirip savunma sistemi tzerinde meydana getirdigi
sasirtict etkilerini ortaya cikarmigtir.

Corek Otu Yagi (Black Cumin Oil veya kalonji oil) i¢inde barindirdigi; hos
kokulu yaglar, elementler, enzimler ve vitaminler gibi i¢erdigi yiizden fazla 6geden
dolay1 oldukga faydalidir. Iginde omega 3 ve omega 6 ihtiva eden % 58 oraninda
temel yag asidi vardir. Bunlar, bagisiklik sistemini alerji ve enfeksiyonlara karsi
gi¢lendirip dengeleyerek kronik hastaliklara karsi koruma saglayan Prostaglandin E1
olusumu i¢in gereklidir. Bu olusum saglikli hiicreleri virtislerden koruyup timor
olusumunu engeller.(65) Bruits ve Bucar’in yaptiklar: bir ¢aligmada NS esansiyel
yaginin antioksidan aktivitesini arastirmiglar ve radikal supurict 6zelliklerini
gostermiglerdir. Aymi1 zamanda etkili bir hidroksil radikal siptrici ajanlar
olduklarin1 da belirtmislerdir.(66)

Preliminer caligmalar sabit yag ile esansiyel yagin temel bileseni olan
Timokinin (TQ)’in lipozomlardaki nonenzimatik lipid peroksidasyonunu inhibe
ettigini gostermistir. Timokinin Nigella sativa bitkisinde bulunan fotokimyasal bir
bilesiktir. Yapilan hayvan c¢aligmalarinda kalp, karaciger ve bobrek hasarina karsi
koruyucu etkisi ve antioksidan etkisi kanitlanmigtir. Aym1 zamanda g¢ok i1yi anti

kanser etkisine sahiptir.(67-68—69)
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Tablo 2.2: Timokinin’in fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

O

TIMOKIN ‘IN ACIK FORMULU

Molekiiler formiili: CioH;202

CAS No: 490-91-5

IUPAC: 2-Isopropyl-5-methylbenzo-1,4-quinone

Molekiil agirhigr: 164.2 g¢/M

2.4.1.Nigella Sativa Tohum Yaginin Yag Asidi Analiz Sonuclari

Calismamizda kullandigimiz ¢orek otu yagi Inonii Univesitesi Bilimsel ve

Teknolojik Aragtirma Merkez Laboratuvarinda gaz kromotografisi yontemiyle

yapildi



Tablo 2. 3: Corek Otu Yagi nin gaz kromotografisi ile yag asidi igerigi

22

Renk: Sart

Koku: Natiirel

Yag Asidi yuzde %
Miristik Asit (14:0) 0.1
Palmitik Asit (16:0) 7.1
Palmitoleik Asit (16:1) Eser
Margarik Asit (17:0) Eser
Stearik Asit (18:0) 32
Oleik Asit (18:1) 272
Linoleik Asit (18:2) 59.2
Linolenik Asit (18:3) 0.5
Aragidonik Asit (20:0) Eser
11-Eikosenik Asit (20:1) 0.2
Behenik Asit (22:0) 0.6
Lignoserik Asit (24:0) Eser
Doymus Yag Asit 11.6
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Doymamig Yag Asit 87.6

Doymamig / Doymus 7.6

Yag asidi analizine gore linoleik asit (C18:2n—6) ve oleik asit (C18:1n-9)
corek otu yaginin major yag asitleridir. Ek -1

2.5. Serbest Radikaller

Dogada bulunan molekiillerin ¢ogu son yoériungelerinde ¢ift elektron
tagitmasina ragmen bazi molekiiller bir ya da birka¢ eksik elektron tagimakta olup
boyle molekiillere serbest radikal denilmektedir. Serbest radikaller olduk¢a kararsiz
yapidadir. Dolayisiyla elektron aligverisine ve reaksiyona girmeye oldukca
meyillidirler. Girdikleri bu reaksiyonlar sonucunda ise karsisindaki molekiillerin
yapisint bozarlar. Baglica serbest radikaller; serbest oksijen radikalleri (reaktif
oksijen partiktlleri-ROS ), siiper oksit radikali (SOR), hidrojen peroksit, hidroksil
radikali ve singlet oksijendir. Bunlar diginda karboksi, peroksil, alkoksil ve sulfiir
radikalleri de vardir.(70-71)

Organizmada fagositer sistemin elemanlar1 olan nétrofil, monosit, makrofa;j
ve eozinofillerin yaptiklart fagositoz sonucunda, bir takim kemoterapotiklerin ve
antibiyotiklerin kullanimi, iyonize ve non-iyonize radyasyona maruz kalma, sicak ve
soguga maruziyet, travma, sigara kullanimi, fizyolojik yaglanma, hava kirliligi,
solventler, anestezi uygulamalari ve aromatik hidrokarbon igeren yiyeceklerin
tikketilmesi sonucu serbest radikaller olusur. Ayrica hiicre i¢inde ger¢eklesen kugiik
molekillerin  (katekolamin, flavinler) oksidasyonunda ksantin oksidaz gibi
¢oziinebilir enzim ve proteinlerle, peroksizomlarla, mitokondrial elektron transportu,
endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron transport sistemi ile de serbest
radikaller olusur(72)

Bir serbest radikal 3 yolla ortaya ¢ikabilir. (73)

1. Kovalent bag tasiyan normal bir molekiiliin homolitik yikimi sonucu
olugurlar (Boliinme sonrasi her bir parcada ortak elektronlardan biri kalir).

X:Y—->X"+Y"
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2. Normal bir molekulden tek bir elektronun kaybi ya da bir molekiliin
heterolitik olarak bolinmesi ile olusurlar. Heterolitik boluinmede kovalent bagi
olusturan her iki elektron, atomlardan birisinde kalir.

X Y-X+Y"7

3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile olusurlar.

A+e — ALY

Serbest radikaller, pozitif yikli, negatif yukli ya da noétral olabilirler.
Biyolojik sistemlerde en fazla elektron transferi ile olusurlar.(74—75)

Serbest radikaller; hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbohidrat gibi tim
onemli bilesiklerine etki ederler ve yapilarinin bozulmasina neden olurlar. Biyolojik
sistemlerdeki reaktif oksijen tirleri, siiperoksit anyonu (20;7), hidroksil radikali
(HO"), nitrik oksit (NO’), peroksil radikali (ROO") ve radikal olmayan hidrojen
peroksit (H,O,) gibi serbest radikaller oksidatif stresin en ©6nemli nedenlerini
olustururlar. (76)

2.5.1. Serbest Radikallerin Lipidlere Etkileri

Lipidler serbest radikallerin etkilerine kars1 en hassas olan biyomolekiillerdir.
Hiicre membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon triinleri olustururlar.
Poliansatiire yag asitlerinin oksidatif yikimi lipid peroksidasyonu olarak bilinir. Lipid
peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve
olduk¢a zararlidir. Hiicre membranlarinda lipid serbest radikalleri (L) ve lipid
peroksit radikallerinin (LOO-) olugmasi, reaktif oksijen tirlerinin (ROS) neden
oldugu hiicre hasarinin énemli bir 6zelligi olarak kabul edilir.

Serbest radikallerin sebep oldugu lipid peroksidasyonuna "nonenzimatik lipid
peroksidasyonu" denir. Hiicre membranlarinda lipid peroksidasyonuna ugrayan
baslica yag asitleri poliansatiire yag asitleridir. Lipid peroksidasyonu genellikle yag
asitlerindeki konjuge ¢ift baglardan bir elektron igeren hidrojen atomlarinin
cikarilmast ve bunun sonucunda yag asidi zincirinin bir lipid radikali niteligi
kazanmasiyla baglar.

Lipid radikali (L) dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige ugrar. Lipid
radikallerinin (L-) molekuler oksijenle (O,) etkilegsmesi sonucu lipid peroksit

radikalleri (LOO-) olusur. Lipid peroksit radikalleri (LOO-), membran yapisindaki
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diger poliansatiire yag asitlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumuna yol
acarken kendileri de agiga c¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipidperoksitlerine
(LOOH) donusgurler ve boylece olay kendi kendini katalizleyerek devam eder. Lipid
peroksidasyonu sonucu olusan lipid peroksitlerinin (LOOH) yikilimi gecis metalleri
iyon katalizini gerektirir. Plazma membrant ve subselliler organel lipid
peroksidasyonu serbest radikal kaynaklarinin hepsiyle uyarilabilir ve gegis

metallerinin varliginda artar. Lokal olarak hidrojen peroksitten (H,O,) fenton

reaksiyonu sonucu hidroksil radikali (OH*) olugmasi zincir reaksiyonunu baglatabilir.

Lipid peroksitleri (LOOH) yikildiginda ¢ogu biyolojik olarak aktif olan
aldehitler olusur. Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya
baslangigtaki etki alanlarindan diffiize olup hiicrenin diger bolimlerine hasari
yayarlar.

U¢ veya daha fazla cift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda
malondialdehit (MDA) meydana gelir. Malondialdehit (MDA) kanda ve idrarda
ortaya ¢ikar, yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikatori
olmamakla beraber lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon gosterir. Bu
nedenle biyolojik materyalde malondialdehit (MDA) olgiilmesi lipid peroksit
seviyelerinin indikatort olarak kullanilir,

Nonenzimatik lipid peroksidasyonu ¢ok zararli bir zincir reaksiyonudur.
Direkt olarak membran yapisina ve urettigi reaktif aldehitlerle indirekt olarak diger
hiicre bilesenlerine zarar verir. Boylece doku hasarina ve birgok hastaliga neden olur.

2.5.2. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Proteinler serbest radikallere karsi poliansatiire yag asitlerinden daha az
hassastirlar. Proteinlerin serbest radikal harabiyetinden etkilenme derecesi amino asit
kompozisyonlarina baglhidir. Doymamis bag ve kukirt igeren triptofan, tirozin,
fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest
radikallerden kolaylikla etkilenirler. Bu etki sonucunda 6zellikle stlfiir radikalleri ve
karbon merkezli organik radikaller olusur.

Serbest radikallerin etkileri sonunda, yapilarinda fazla sayida disulfit bagi
bulunan immiinoglobulin G (IgG) ve albiimin gibi proteinlerin tersiyer yapilari
bozulur, normal fonksiyonlarini yerine getiremezler. Prolin ve lizin reaktif oksijen

turleri (ROS) treten reaksiyonlara maruz kaldiklarinda nonenzimatik hidroksilasyona
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ugrayabilirler. Hemoglobin gibi hem proteinleri de serbest radikallerden onemli

oranda zarar goriirler. Ozellikle oksihemoglobinin siperoksit radikali (0,") veya
hidrojen peroksitle (H,0,) reaksiyonu methemoglobin olusumuna neden olur.

2.5.3. Serbest Radikallerin Niikleik Asitler Etkileri

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller DNA'y1 etkileyerek
hiicrede mutasyona ve olime yol agarlar. Hidroksil radikali (OH-) deoksiriboz ve
bazlarla kolayca reaksiyona girer ve degisikliklere yol acar. Aktive olmus

notrofillerden kaynaklanan hidrojen peroksit (H,O,) membranlardan kolayca gegerek

ve huicre ¢ekirdegine ulagarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre

olumiine yol agabilir. Siiperokside (O,) maruz kalan DNA molekulleri hayvanlara

enjekte edildiklerinde daha fazla antijenik 6zellik gosterirler ki bu olduk¢a 6énemli bir
etkidir, ¢linkii otoimmiin bir hastalik olan sistemik lupus eritematozusta (SLE) ve
romatoit artritte (RA) dolagimda anti-DNA antikorlar bulunur.

2.5.4.Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkileri

Serbest radikallerin karbonhidratlara etkisiyle cesitli irinler meydana gelir
ve bunlar, ¢esitli patolojik siire¢lerde 6nemli rol oynarlar.

Diyabet ve diyabet komplikasyonlarinin gelisimi, koroner kalp hastaligi,
hipertansiyon, psoriyazis, romatoit artrit, Behget hastaligi, cesitli deri ve g6z
hastaliklar1, kanser gibi bir¢ok hastalikta ve yaglilikta serbest radikal tretiminin
arttig1, antioksidan savunma mekanizmalarinin yetersiz oldugu gosterilmistir. Ancak
bu hallerde serbest radikal artiginin sebep mi yoksa sonu¢g mu oldugu tam olarak
bilinmemektedir.

2.6. Antioksidanlar

Serbest radikallerin zararl etkilerine kargin viicutta pek ¢ok savunma sistemi
geligtirilmigtir. Gelistirilen bu sistemlere antioksidan savunma sistemleri, bu
sistemde kullanilan molekullere ise antioksidanlar denilmektedir.

Antioksidanlar dort ayri sekilde etki ederler:

1) Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya daha zayif yeni
molekiile ¢evirme toplayic etkidir. Antioksidan enzimler, trakeobrongiyal mukus ve

kiigik molekiiller bu tip etki gosterirler.



27

2) Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini azaltma veya inaktif sekle doniistirme bastiricr etkidir. Vitaminler,
flavanoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler.

3) Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini
engelleyici etki zincir kirier etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir
kiricr etki gosterirler.

4) Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi onarici etkidir.(77)

Antioksidanlar, endojen kaynakli veya eksojen kaynakli olabilirler.

Endojen antioksidanlar

Endojen antioksidanlar, enzim ve enzim olmayanlar olmak tizere iki sinifa
ayrilirlar.

Enzim olan endojen antioksidanlar sunlardir: 1) Superoksit dismutaz
(SOD). 2) Glutatyon peroksidaz (GSH-Px). 3) Glutatyon S-Transferazlar (GST). 4)
Katalaz (CAT). 5) Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi. 6) Hidroperoksidaz.

Enzim olmayan endojen antioksidanlar sunlardir: 1) Melatonin. 2)
Seruloplazmin. 3) Transferrin. 4) Miyoglobin. 5) Hemoglobin. 6) Ferritin. 7)
Bilirubin. 8) Glutatyon. 9) Sistein. 10) Metiyonin. 11) Urat. 12) Laktoferrin. 13)
Albiimin.

Eksojen antioksidanlar

Eksojen antioksidanlar, vitaminler, ilaglar ve gida antioksidanlari olmak
tizere siniflandirilabilirler.

Vitamin eksojen antioksidanlar sunlardir: 1) a-tokoferol (vitamin E). 2) -
karoten. 3) Askorbik asit (vitamin C). 4)Folik asit (folat).

Tlac olarak kullamlan eksojen antioksidanlar sunlardir: 1) Ksantin oksidaz
inhibitorleri (allopiirinol, oksiptrinol, pterin aldehit, tungsten). 2) NADPH oksidaz
inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal blokerleri, nonsteroid
antiinflamatuvar ilaglar, diphenyline iodonium). 3) Rekombinant stperoksit
dismutaz. 4) Trolox-C (vitamin E analogu). 5) Endojen antioksidan aktiviteyi
artiranlar (GSH-Px aktivitesini artiran ebselen ve asetilsistein). 6) Nonenzimatik
serbest radikal toplayicilar (mannitol, albimin). 7) Demir redoks dongiist
inhibitorleri (desferroksamin). 8) Notrofil adezyon inhibitorleri. 9) Sitokinler (TNF
ve IL-1). 10) Barbitiiratlar. 11) Demir selatorleri.
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Gidalardaki eksojen antioksidanlar sunlardir: 1) Butylated hydroxytoluene
(BHT). 2) Butylated hydroxyanisole (BHA). 3) Sodium benzoate. 4) Ethoxyquin. 5)
Propylgalate. 6) Fe-superoksit dismutaz.

2.6.1.Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Mc Cord ve Fridovich tarafindan 1968°de kesfedilmistir. 3 tiir SOD vardir.
Birincisi mitokondride lokalize Mn-SOD, ikincisi sitozolde lokalize Cu-Zn SOD ve
tcuncisi de Cu igeren ve plazmadaki siiperoksit radikallerini metabolize eden
vaskiiler endotele bagli Cu-SOD’dur.(78-79)

SOD enzimi, siperoksit radikalini dismutasyona ugratarak H,O, ve
molekiiler oksijene donugiimiini saglar. Organizmada substrat olarak serbest radikal

kullanan tek enzim SOD’dur.(80)

2/ 0y +2/H %2 2 /H,0, + 0,

2.6.2. Katalaz

Sumer ve Dounce tarafindan 1937°de kristalize halde saflastirildi. Her biri bir
prostetik grup olan ve yapisinda Fe™ bulunduran 4 hem grubundan olusmus bir
hemoproteindir. (78-79)

Katalaz esas olarak mitokondri ve peroksizomlarda bulunmaktadir. Ayrica
sitoplazma ve endoplazmik retikulumda da aktivitesi vardir. CAT organizmay1 H,O,
qin zararli etkilerinde koruyan en o6nemli enzimlerden biridir. H,O; nin
konsantrasyonunun agir1 arttigi ortamda aktivite gosterir H,O, ‘nin disik
konsantrasyonunda (glutatyon peroksidaz gibi) diger enzimler devreye girer(81).En
yiksek CAT aktivitesi karaciger ve bobrekte saptanirken en az aktivite ise desdek
dokusunda gozlenir. Iki tane H,O, molekiiliinii iki H;O ve bir O,’ye doniistiirerek

antioksidan etkisini gosterir.(82)
2/ H0, ML 2/H0+ 0,
2.6.3.Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) sitozolde bulunup 4 selenyum atomu igerir

ve tetramerik yapidadir.(83)Redukte glutatyonu yukseltgerken H,O;’i de suya
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cevirir. Boylece membran lipidlerini ve hemoglobini oksidan strese karsi korur (84—
79)
H,0, +2/GSH - GSSG +2/H,0

Fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PLGSH-Px), membrana bagl
en 6nemli antioksidan olan vitamin E yetersiz oldugunda membrani peroksidasyona
karst korur. GSH-Px’1n fagositik hiicrelerde de 6nemli fonksiyonlar1 vardir. Diger
antioksidanlarla birlikte GSH-Px, solunum patlamasi sirasinda serbest radikal
peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin zarar gérmesini Onler.

GSH-Px, eritrositlerde oksidatif strese karsi en etkili antioksidandir. Eritrosit
GSH-Px aktivitesi yaglilarda ve Down sendromlu hastalarda yiksek, prematiirelerde
ise dugik bulunmugtur.

2.6.4. Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon reduktaz, GSH-Px vasttasiyla hidroperoksitlerin indirgenmesi
sonucu olusan okside glutatyonun (GSSG) tekrar indirgenmis glutatyona (GSH)
doniisimiini katalize eder.(83) Iki subiinitten olusmus bir dimerdir. Her bir subiinit 3
tane yapisal alan icerir. Bunlar NADPH baglayan alan, FAD baglayan alan ve ara
yuz alandir. Okside glutatyonun, bir subtinitin FAD alan1 ve diger subiinitin arayiiz
alanindan olusan bir baglanma bolgesi vardir.(78-79)

2.6.5. Glutatyon S-Transferazlar (GST)

GST, dimerik yapida olup sitozolde bulunur. Cok sayida izoenzimi vardir.
Yabanct maddelerin biyotransformasyonunda énemli roli olan GST, ¢esitli endojen

bilesiklerin GSH ile konjugasyonunu kataliz eder.(80)

R-X+GSH — GS-R+HX

GST; katalitik ve katalitik olmayan ¢ok sayida fonksiyona sahiptir. Hem
detoksifikasyon yapar hem de hiicre i¢i baglayict ve tastyict roli vardir. Ayni
zamanda GST, karacigerde sitokrom P450 enzim sistemi tarafindan reaktif ara
urinlere doniistiriilen yabanct maddelerin daha az reaktif konjugatlara dontisimiini

katalizler.(83)
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2.6.6. Mitokondriyal sitokrom oksidaz
Mitokondriyal sitokrom oksidaz solunum zincirinin son enzimidir ve

superoksidi (O,") detoksifiye eder. Bu reaksiyon fizyolojik sartlarda strekli cereyan

eden normal bir reaksiyondur, bu yolla yakit maddelerinin oksidasyonu tamamlanir

ve bol miktarda enerji tretimi (ATP) saglanir. Ancak ¢ogu zaman siiperoksit (O,’)

tretimi mitokondriyal sitokrom oksidaz enziminin kapasitesini asar ve bu durumda

diger antioksidan enzimler devreye girerek stiperoksidin (O,") zararli etkilerine engel

olurlar.

2.6.7. Vitamin E (o-tokoferol)

Ik olarak Evans tarafindan 1938 yilinda bulunmustur. Yagda ¢oziinen
vitamin oldugu i¢in hem selliler hem de subselliler membranlarda ve
lipoproteinlerde bulunur. Membranlarda oksijen radikallerinin ana temizleyicisidir. E
vitamini i¢inde alfa, beta, gama ve delta tokoferolleri bulunur. Bunlarin i¢inden
ozellikle a-tokoferol onemli bir antioksidandir. En aktif formu ve antioksidan
aktivitesi en yuksek olan a-tokoferol’diir. Yapisinda bulunan fenol halkasindaki
hidroksil grubu, molekilin antioksidan o6zelligini saglayan aktif kismini
olusturur.(79)

Bitkisel yag ve tohumlar, E vitamininden zengin kaynaklardir.(80) Vitamin
E, c¢ok gigli bir antioksidan olup hiicre membran fosfolipidlerinde bulunan
poliansatiire yag asitlerini serbest radikal etkisinden koruyan ilk savunma hattini
olusturur. Vitamin E, stiperoksit radikalini ve hidroksil radikalini, singlet oksijent,
lipid peroksit radikallerini ve diger radikalleri indirger. Vitamin E, zincir kirici
antioksidan olarak bilinir. Lipid peroksidasyonu zincir reaksiyonu, vitamin E
vasitasiyla sonlandirilabilir. Vitamin E okside olduktan sonra ve pargalanmadan 6nce

askorbik asit ve glutatyon tarafindan yeniden indirgenebilmektedir.(83)

Formiil 2. 2:a-TOKOFEROL’ UN ACIK FORMULU
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2.6.8. Vitamin C (askorbik asit)

C vitamini olarak bilinen askorbik asit kapali formuli C¢HgOs olan bir
ketolaktondur. Suda eriyebilen, insanlarda sentez edilmedigi i¢in besinlerle alinmasi
gereken gugli bir antioksidan molekiildiir. Yesil renkli taze sebze meyve ve
turunggillerde bol miktarda bulunur. Ince bagirsaklardan kolayca emilir. Plazma
konsantrasyonu 0,1 mM ‘dir. C vitamini omurilik, akciger ve goz gibi pek ¢ok
hayvansal dokunun sulu boliimlerinde oldukga yiiksek yogunlukta (milimolar ve
istil) bulunur. (80-85)

Askorbik asit oksijen tutma 6zelligine sahip olmasi nedeniyle antioksidan
olarak kullanilir. Yaglarin ve yagli besinlerin uzun siire saklanabilmesi, beyaz
renkteki sebze ve meyvelerin kararmasinin 6nlenmesi igin kullanilir. Ayrica ¢abuk
sogutularak dondurulumus meyveler erime sirasinda dogal renk ve kokularini yitirir.
Bunlara dondurmadan once saf askorbik asit katmakla bu sakincalar
onlenebilmektedir. Oksijen hosa gitmeyen degisiklikleri yapmadan once askorbik
asit tarafindan tutulur.

Siiperoksit ve hidroksil radikalleriyle reaksiyona girip onlar1 temizleyen bir
antioksidan olmasinin yani sira tokoferoksil radikalinin tekrar tokoferole
doniigmesini saglar.(79)

Askorbik asit antioksidan etkisinin yaninda oksidan etki de gosterir. Demir
ve bakir tuzlarimin askorbattan H,O, ve hidroksil radikallerinin olusumunu
destekledigi iyi bilinir ki bu muhtemelen onun bazi kosullarda sitotoksik olabilmesi
veya prooksidan olarak davranmasiyla ilgilidir. Askorbik asit proteine bagli ferri
demiri uzaklagtirarak ya da dogrudan ferri demiri indirgeyerek Fenton reaksiyonunda
hidrojen peroksit ile etkilesmeye ve sonunda hidroksil radikali (OHe) olusturmaya
uygun ferro demire donistirir. Bu 6zelliginden dolay1 vitamin C, serbest radikal
reaksiyonlarinin 6nemli bir katalisti veya bir prooksidan olarak degerlendirilir.
Ancak bu tip etkisinin sadece digik konsantrasyonlarda (0,2mM’dan az) goruldugu,
yiksek konsantrasyonlarda gii¢clii bir antioksidan olarak etki ettigi kaydedilmisgtir.

(86)
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Formiil 2. 3:ASKORBIK ASIT’IN ACIK FORMULU

2.6.9. Karotenoidler

Karatenoid bitkilerde ve bazi diger fotosentetik mikroorganizmalarda
(yosunlar, bazi mantarlar ve bazi bakterilerde) bulunan pigmenttir. Alt1 ylziin
tizerinde bilinen karotenoid vardir. Karotenoidlerin pek ¢ok fizyolojik islevi vardir.
Yapilart geregi serbest radikalleri etkili bir sekilde bertaraf ederler ve bagisiklik
sistemini gi¢lendirirler. Epidemiyolojik ¢alismalarda diyetinde ve kan plazmasinda
yiksek oranda beta-karoten bulunan kisilerde akciger kanser riskinin anlamli
derecede azaldigi bulunmustur. Ote yandan sigara kullananlarin yiiksek dozda beta-
karoten kullanmasinin kanser riskini artirdigt bulunmustur. Bir olasilikla asir1
miktarda beta-karotenin yikim triinleri plazmadaki A vitaminini azaltip, sigara
dumaninin neden oldugu akciger hiicrelerindeki ¢ogalmay1 kétilestirmektedir. (87)

Vitamin A’nin 6n maddesi olan B-karoten singlet oksijeni bastirabildigi,
superoksit radikalini temizledigi ve peroksit radikalleriyle direkt olarak etkilesip
antioksidan iglev gordigi saptanmigtir.(83)

2.6.10.Glutatyon (GSH)

Glutatyon (GSH) karacigerde genetik bilgiye ihtiya¢ olmadan glisin, sistein
ve glutamat amino asitlerinden sentezlenebilen bir tripeptitdir. Glutatyon (GSH) ¢ok
onemli bir antioksidandir, serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek
hiicreleri oksidatif hasara karsi korur. Hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine
doniigimiiniin  engellenmesinde rol alir. Ayrica proteinlerdeki silthidril (-SH)
gruplarini reditkte halde tutar ve bu gruplari oksidasyona karst korur, boylece

fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller. Glutatyon (GSH)
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yabanci bilesiklerin detoksifikasyonu ve amino asitlerin membranlardan transportunu
da saglar. Glutatyon (GSH) eritrositleri, 16kositleri ve goz lensini oksidatif strese
karst korumada hayati 6neme sahiptir.

2.6.11.Melatonin

Melatonin en zararli serbest radikal olan hidroksil serbest radikalini (OH-)
ortadan kaldiran ¢ok giigli bir antioksidandir, gunimize kadar bilinen
antioksidanlarin en gii¢list olarak kabul edilmektedir. Melatonin serbest hidroksil
radikali (OH-) ile reaksiyona girdikten sonra bir indolil katyon radikaline dontsur ki

bunun da ortamdaki stiperoksit radikalini (O,’) tutarak antioksidan aktivite gosterdigi

kaydedilmistir. Melatoninin antioksidan olarak diger bir 6zelligi lipofilik olmasidir,
hiicrenin bitin organallerine ve hiicre ¢ekirdegine ulasabilir ve boylece ¢ok genis bir
dagilimda antioksidan aktivite gosterir. Serbest oksijen radikalleri olusturmak
suretiyle kansere sebep olan safrolin DNA tzerine hasar olusturucu etkisinin,
melatonin tarafindan ¢ok etkili sekilde inhibe edildigi gosterilmistir. Melatonin
kanserin ilerleme ve gelisme sathalarini geciktirir. Yaglanma ile birlikte melatonin
uretimi de azalir ki bunun da yaslanma ve yaslanmaya bagli hastaliklarin
patogenezinde 6nemli roli olabilecegi kaydedilmistir.

2.6.12.Urat

Normal plazma konsantrasyonunda trat, hidroksil, stperoksit, peroksit
radikalleri ve singlet oksijeni temizler. Fakat lipid radikalleri tizerine etkisi yoktur.
Ayrica vitamin C oksidasyonunu engelleyici etkisi vardir.

2.6.13.Bilirubin

Bilirubin stiperoksit ve hidroksil radikali toplayicisidir.

2.6.14.Albiimin

Albiimin LOOH ve HOCI toplayicisidir.

2.6.15.Seruloplazmin

Seruloplazmin olasilikla SOD'a benzer mekanizmayla etki gosterir. Ferro
demiri (Fe™) ferri demire (Fe'®) yiikseltgeyerek Fenton reaksiyonunu ve boylece
hidroksil radikali olusumunu inhibe eder.

2.6.16.Transferrin ve Laktoferrin

Transferrin ve laktoferrin dolagimdaki serbest demiri baglarlar.
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2.6.17.Ferritin

Ferritin dokudaki demiri baglar.

2.6.18.Sistein

Sistein siiperoksit ve hidroksil radikali toplayicisidir.

2.6.19.Ebselen

Ebselen selenyumlu bir bilesiktir. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
aktivitesini gii¢lendirir ve lipoksijenaz yolunu inhibe eder.

2.6.20.Sitokinler

Sitokinler basta katalaz olmak iizere antioksidan enzimleri aktive ederler.
Ancak proteolitik enzimleri aktive ettiklerinden dolay1 zararli da olabilirler.

2.6.21.Demir selatorleri

Demir selatorleri hiicre igine girerek serbest demiri baglamak suretiyle onu
etkisizlestirirler, boylece Fenton reaksiyonunu ve sonugta hidroksil radikali
olusumunu inhibe ederler. Bu 6zelliklerinden dolay1 reperfiizyonda kullanilmalarinin
faydali oldugu kaydedilmistir.

2.6.22.Desferroksamin

Desferroksamin serbest Fe'3'ii baglar.

2.6.23.0Oksipiirinol

Oksipiiranol allopuirinolin metabolitidir, dogrudan hidroksil radikali ve
hipokloriti azaltict yonde etki eder.

2.6.24.Mannitol

Mannitol hidroksil radikalini toplayici etki gosterir.

2.6.25.Probukol

Probukol kan kolesteroliinii diisirmede kullanilir. Lipid peroksidasyonu
zincir reaksiyonunu kirict etkisi vardir.

2.7. Oksidatif Stres

Fizyolojik kosullarda serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma
sistemi bir denge halindedir. Bu dengenin serbest radikal tarafina kaymasiyla hiicre
organelleri ve membrandaki lipid ve protein yapist bozulur, hiicre i¢i enzimler
inaktiflesir, DNA hasar1 olusur, mitokondrilerdeki aerobik solunum bozulur, litik
enzimler aktive olur, hiicreden K' kaybi artar, damar gegirgenligi bozulur,

ekstraseliiler kollajen doku komponentleri yikilir, trombosit agregasyonu ve dokulara
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fagositlerin gogt artar. Organizmadaki tim bu fonksiyonel ve yapisal degisikliklere
oksidatif stres denir. Oksidatif stresin kanser ve ateroskleroz basta olmak tizere pek
cok hastaliga yol a¢gmasinin yaninda pek g¢ok hastalik ve fizyolojik durum da
oksidatif strese yol agabilir. Hipertansiyon, diabetes mellitus ve osteoporoz gibi
patolojilerde oksidatif stresin arttig1 rapor edilmigtir. Ayrica son zamanlarda
hamilelik gibi fizyolojik durumlarda da oksidatif stresin arttigi bildirilmigtir.
Hamileligin 6zellikle meme, uterus ve over kanserlerine karst koruyucu 6zelliginin
bilinmesinin yaninda bir takim hormonal degisiklikler ile oksidatif strese yol
acabilecegi de dustinilmektedir(74—88-89)

2.7.1 Oksidatif Stres Parametreleri

2.7.1.1. Nitrik Oksit (NO)

1980 yilinda Furchgott ve Zawadski asetil kolin uyarisiyla endotel
hiicrelerinde yapilan damar diuz kasini gevsetici bir madde bildirdiler. Bu maddeye
endotel kaynakli gevsetici faktor (EDRF: Endotel Derived Relaxing Factor) adi
verildi. 1987 yilinda Palmer ve arkadaslari EDRF’nin bilinen biyolojik etkilerinde
nitrik oksit (NO) adli bir gazin sorumlu oldugunu buldular.(90-91)

Nitrik oksit, nitrik oksit sentaz (NOS) olarak bilinen sitozolik bir enzimin
aktivitesi ile olusur.(92-76) NO renksiz bir gaz olup oksijen yoklugunda olduk¢a
stabildir. Fakat hava ile temas durumunda hizla oksijenle reaksiyona girerek nitrojen
diokside (NO,) donisir. Nitrojen dioksit doku hasari yapabilecek toksik bir
gazdir.(91-93)

NO bazit durumlarda bir antioksidan gibi davranir ve lipid peroksidasyonuna
karst koruma saglar. Bununla birlikte stperoksid dizeylerinin arttigi durumlarda
stperoksidle reaksiyona girer ve bir prooksidan olan peroksinitrit olusturur.(79-92)

NO, sinyal iletimi ile gorevli birka¢ gazdan biridir. Ayni1 zamanda ¢ok reaktif
bir bilesik olup membranlardan hizlica diffiizyona ugramaktadir. Birkag saniyelik
yart omri vardir. Damarin i¢ endotel tabakasi, NO sinyaliyle kendisini kusatan
damar duz kasin1 gevsetir. Boylece vazodilatasyon ve kan akimi artar.

NO; damar diiz kasinin kasilmasini, bayiimesini, kan pulcugu kiimelenmesini
ve endotele akyuvar yapigmasini inhibe ederek damar homeostazisinde 6nemli bir
yer edinmektedir. Ayrica insanda immin yanitin bir bileseni olarak makrofaj ve

notrofillerde de tretilmektedir. (94)
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2.7.1.2. Malondialdehid (MDA)

Lipid peroksidasyonu, membranda bulunan (fosfolipid, glikolipid, gliserid ve
sterol yapisinda yer alan) poliansatire yag asitlerinin, serbest oksijen radikalleri
tarafindan peroksitler, alkoller, aldehidler, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi
cesitli trtinlere yikilmasi reaksiyonudur. Lipid hidroperoksitlerinin yikim ile olusan
ve biyolojik olarak aktif olan aldehidler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler ya
da baslangigtaki etki alanlarindan diffiize olup hiicrenin diger bolimlerine hasari
yayarlar.(95-96) Serbest oksijen radikallerin baglattig1 lipid peroksidasyon zincir
reaksiyonu sonucunda lipid hidroperoksitleri (LOOH) ve konjuge dienler olusur.
Lipid hidroperoksitleri (LOOH) ve konjuge dienler de daha sonra alkan aldehitler,
alken aldehitler, hidroksialken aldehitler, malondialdehit (MDA) ve ugucu
hidrokarbonlar olusturmak tizere parcgalanirlar.

Serbest radikal tretimi artiginin belirlenmesi i¢in lipid hidroperoksitlerinin
(LOOH) olgumi, konjuge dienlerin olgimi, MDA digindaki aldehitlerin 6lgimi,
ucucu hidrokarbonlarin 6l¢timi, lipid peroksidasyonu fluoresan triinlerinin 6lgimii
ve malondialdehit (MDA) olgimu yapilabilir. Her bir teknigin kendine gore
zorluklart vardir ve hi¢bir metodun lipid peroksidasyonunu tam bir dogrulukta
olgtigii soylenemez. Ayrica, olusan Urinlerin miktarn ¢esitli faktorlerden
etkilenebildiginden bir tek triin yerine birden fazla tiriinii 6l¢gmek idealdir.

Lipid hidroperoksitlerinin (LOOH) dlciimii ¢esitli tekniklerle plazmada
yapilir. Bu tekniklerden biri, hassas olmakla birlikte pahali bir teknik olan gaz
kromatografisi-kiitle spektrometrisi (GC-MS) teknigidir.

Plazma lipid hidroperoksitlerinin (LOOH) o6l¢timt ticari olarak mevcut
kitlerle de yapilabilir. Ancak bu 6l¢iimlerin sonuglart diger metotlarin sonuglariyla
iy1 bir korelasyon gostermemektedir.

Konjuge dienlerin 6l¢iimii biyolojik materyallerde hem proteinleri gibi bazi
maddelerin varligindan dolay1 zordur. Ayrica normalde insan plazmasinda mevcut
olan dustk diizeylerdeki konjuge dienler de 6l¢timii zorlagtirirlar.

MDA disindaki aldehitlerin dl¢iimii genellikle zaman alici, pahali ve rutin
olarak kullanilmaya uygun olmayan metotlar: gerektirir.

Ucucu hidrokarbonlarin dl¢iimii flame iyonizasyon dedektorli gaz

kromatografisi yontemiyle, disart verilen solunum havasinda yapilir. Yontem
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oldukga hassastir ve olgulardan tekrar tekrar numune alinabilme avantaji vardir, fakat
zaman alict ve pahalidir. Ayrica sigara dumani ve egzoz gazi gibi eksojen
kaynaklardan hidrokarbon kontaminasyonu riski vardir.

Lipid peroksidasyonu fluoresan iiriinlerinin 6l¢iimii peroksidasyonun geg
asamasini yansitir ve her laboratuvarda uygulanmasi zordur.

Malondialdehit (MDA) ol¢iimii lipid peroksidasyonunun derecesinin
belirlenmesi i¢in en sik bagvurulan testtir. MDA o6l¢imi en yaygin olarak
tiyobarbitiirik asit (TBA) yontemiyle yapilir. Bazi deneysel sistemlerde TBA
yonteminin esas olarak MDA'nin kendisini 6lgtigii gosterilmistir. Ancak g¢ogu
sistemde bu test MDA igin spesifik olmadigindan tiyobarbitirik asit ile reaksiyon
veren maddelerin (TBARS) ol¢iimii seklinde ifade edilir. Saf lipidlerle yapilan
caligmalar ve hayvanlar iizerinde yapilan denemeler, TBARS ol¢imu ile lipid
peroksidasyonunu o6lgen diger metotlar arasinda iyi bir korelasyon oldugunu
gostermigtir.

TBARS olguimii ¢ok basit ve hizli olmakla birlikte biyolojik materyallere
uygulanmasinda c¢esitli problemler vardir. Numunede mevcut ya da reaksiyon
sirasinda agiga ¢ikan pigmentler kolorimetrik 6lgimu interfere edebilirler. Ayrica
MDA disindaki aldehitler de tiyobarbiturik asitle (TBA) renkli kompleks olusturmak
tizere reaksiyona girebilirler.

Serbest MDA'nin direkt tayini en giivenilir sekilde yiksek performans likit
kromatografisi (HPLC) yontemiyle yapilir. HPLC ¢ok hassas ve hizli bir metottur ve
az numune gerektirir. Fakat teknik ¢ok dikkatli numune hazirlig1 gerektirir.(79-97)

2.7.1.3. Protein karbonil (PCO)

Proteinlerin; reaktif oksijen turleri veya oksidatif stresin sekonder trtinleri ile
reaksiyonu, karbonil gruplarina sahip peptit fragmanlari veya protein tirevlerinin
olusumuna neden olabilir. Karbonil gruplarinin olusumu birkag mekanizma ile
gergeklesebilmektedir.

1. Proteinlerin; reaktif oksijen tiirleri tarafindan okside edilmesi araciligiyla
peptit baglarinin yikilmast sonucu karbonil gruplari ortaya ¢ikabilir.

2. Metal kataliz aracili oksidasyon sistemleri ile bazi proteinlerin amino asit
rezidilerinin yan zincirlerinin oksidasyonu sonucu da karbonil gruplari ortaya

cikabilmektedir.(98-99)
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3. Reaktif karbonil grubu igeren proteinler ayni zamanda, indirgeyici sekerler
veya onlarin oksidasyon urinleri ile proteinlerin lizin rezidiilerinin primer amino
gruplarinin sekonder reaksiyonlar1 sonucu olusabilir.(99-100)

Protein oksidasyonu reaksiyonlari ilk defa Swallow (101), Garrison(102) ile
Shuessler ve Schilling (103) adli arastirmacilarin ¢aligmalariyla aydinlatiimaya
baslanmistir. Bu aragtirmacilar protein oksidasyonuna yol agan ana mekanizmanin
polipeptid omurgasindaki c¢esitli amino asitlerin o-karbon atomlarindan OH.
(hidroksil) radikalinin etkisiyle hidrojen atomunun ¢ikarilmasi sonucunda basladigini
saptamiglardir

Protein oksidasyonu XX. yizyilin ortalarindan beri arastirilmis olmakla
birlikte bu reaksiyonlarin trtnlerinin in vivo oksidatif hasarin spesifik, genel
markirlart olarak kullanilmasi ancak son yillarda gergeklesmistir. Bunun nedeni
olugsan trinlerin yapisinin bilinmemesi ve bu urlnleri biyolojik materyalde
saptayacak duyarli metodlarin mevcut olmamasidir. Protein oksidasyonunun protein
karbonil (PCO) gibi markirlarinin in vivo protein oksidasyonunun derecesini
gosterecek bir ara¢ olarak kullanilmasi ise nispeten daha uzun bir ge¢mise
dayanmaktadir.(98—105)

Proteinlerin reaktif tirevleri tarafindan oksidatif modifikasyonu bir dizi
bozuklugun ve hastaligin etyolojisi veya ilerlemesinde rol oynar. Proteinlerin
oksidasyonu aromatik amino asit bakiyelerinin nitratlagmasina, tiyol gruplarinin
oksidasyonuna, ileri oksidasyon protein Uriinlerinin olugsmasina ve bazi amino asit

bakiyelerinin karbonil tiirevlerine dontigimiine yol agar. (104—105)
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2.7.2. Antioksidan aktivitenin dl¢iilmesi

Oksitatif  stres c¢alismalarinda, organizmada antioksidan savunma
sistemlerinin yetersizligini arastirmak ig¢in c¢esitli biyolojik materyalde c¢esitli
antioksidanlarin aktiviteleri veya konsantrasyonlart siklikla ol¢iilmektedir. Enzim
olan ve enzim olmayan bir¢ok antioksidan ¢esitli yontemlerle ol¢iilmektedir.

Rediikte glutatyon (GSH) dl¢iimii eritrositlerde, kolorimetrik yontemle
yapilir. Bunun i¢in EDTA'l1 veya heparinli tam kan alinir. Tam kan, 4 C° 'de 1 gin
stabildir.

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesi Ol¢iimii eritrositlerde, UV
yontemle yapilir. Bunun i¢in EDTA'1 tam kan alinir. Tam kan, 4 C° 'de 20 giin
stabildir.

Glutatyon rediiktaz aktivitesi dl¢iimii eritrositlerde, kolorimetrik yontemle
yapilir. Bunun i¢in EDTA'l1 veya heparinli tam kan alinir. Tam kan, 4 C° 'de 20 gtn
stabildir.

Glutatyon S-tansferaz aktivitesi Ol¢limii i¢in ¢esitli  yOntemler
kullanilmaktadir

Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi 6l¢iimii eritrositlerde, kolorimetrik

yontemle yapilir. Bunun i¢in EDTA'l1 veya heparinli tam kan alinir.
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Katalaz aktivitesi olciimii eritrositlerde, titrimetrik yontemle yapilir. Bunun
icin EDTA'l1 veya heparinli tam kan alinir.

B- karoten ol¢iimii serumda, HPLC ile yapilir. Isiktan korunmalidir ve
serum hemolizli olmamalidir. =70 C° 'de yillarca stabildir.

Vitamin C (askorbik asit) olciimii oksalatl, EDTA'li veya heparinli
plazmada, serumda, l16kositlerde kolorimetrik yontemle ve HPLC ile yapilabilir.
Plazma ve serum hemolizli olmamali, 16kositler eritrositlerle kontamine olmamalidir.

Vitamin E (o-tokoferol) dl¢iimii serum veya heparinli plazmada, HPLC ile
yapilir. Numune aglik fazinda alinmali ve 1siktan korunmalidir.

Melatonin él¢iimii plazmada ELISA yontemiyle yapilmaktadir.

2.8. Biyokimyasal Parametreler

2.8.1. Aspartat Aminotransferaz (AST, SGOT)

Aspartat aminotransferaz (EC numarast: 2.6.1.1.) amino asid katabolizmasi
sirasinda amino gruplarini glutamattan okzaloasetata transfer eder. AST’nin ¢ok
yaygin bir doku dagilimi vardir. Buttin viicut dokularinda bulunmakla beraber kalpte,
karacigerde ve kas dokusunda en yiiksek konsantrasyonda bulunur. Bobrek, pankreas
ve eritrositlerde ise daha diisiik konsantrasyonda bulunur.(106)

Herhangi bir nedene bagli karaciger hiicre zedelenmesi veya hasari,
kolestatik ve obstruktif sarilik, kronik hepatitler, kalp veya iskelet kasi nekrozu veya
travmasi, kalp veya iskelet kasi inflamatuar hastaliklari, miyokart enfaktiisi, agir
egzersiz, kalp yetmezligi, ciddi yaniklar, hipotiroidizm, intestinal obstriiksiyon,
malign hipertermi ve talasemi majorde serum AST diizeyi artar. Azotemi, kronik
renal diyaliz, pridoksal fosfat eksikligi durumlarinda ise AST duzeyi azalir.(106)

2.8.2. Alanin Aminotransferaz ( ALT, SGPT)

Alanin aminotransferaz , (EC numarast: 2.6.1.2.) alanin amino grubunun &-
ketoglutarata transferini katalizleyerek pirtivat ve glutamat olusumunu saglar. ALT
hiicre sitoplazmasinda bulunan bir enzim olup yarilanma 6mri yaklagik 48 saattir. En
cok karaciger ve bobrek hiicresinde bulunur. Kalp ve iskelet kasinda daha az
miktarda bulunur. Pankreas, akciger ve dalakta ise oldukc¢a disiik miktarlarda
bulunmaktadir. Enzimin eritrositteki aktivitesi, serumun yaklasik alti1 katidir. Bu
nedenle hemolizli niimunelerde ALT aktivitesi hemolize bagli olarak yiiksek

cikabilir.
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Akut hepatit atagindan sonra ALT seviyesinin yiiksek kalmasi kronik hepatit
gelisimi i¢in yuiksek risk faktort olarak kabul edilmektedir.

Hepatit, sag kalp yetmezligi, siddetli sok, siddetli travma, akut anoksi, siroz,
tikanma sariligi, karaciger timorleri, muskiiler distrofi, preeklemsi, kas travmasi,
yaglt karaciger ve kronik alkol kullanimi durumlari ALT seviyesinin yiikkselmesine
neden olur.(107)

2.8.3. Alkalen Fosfataz (ALP)

Alkalen fosfataz (EC numarasi:3.1.3.1) bir hidrolaz enzimidir. Nukleotidler,
proteinler ve alkaloidler dahil olmak iizere cesitli molekiillerden fosfat gruplarinin
koparilmasini saglar. Fosfat gruplarinin koparilmasi strecine defosfarilasyon denir.
Adindan da anlagilacagi tizere, alkalen fosfataz en etkili alkali ortamlarda iglev gortir.

Alkalen fosfataz (ALP) butin vicut dokularinda bulunan, 6zellikle hiicre
membraninda yer alan bir enzimdir. En ¢ok; bagirsak epiteli, bobrek tiibiil hiicreleri,
kemik osteoblastlar1, karaciger safra kanali hiicreleri ve plesantada bulunmaktadir.

Saglikli kigilerin serumunda bulunan ALP aktivitesinin %95’inden fazlasi
karaciger ve kemik kaynaklidir. Normal yetiskinde kanda 6lgiilen ALP’nin yarisi
karaciger yarist da kemik kokenlidir.(106)

Cocuk ve genglerde hizli kemik buyimesi nedeniyle normal yetigkine gore
ALP degerleri 2—4 kat daha fazla olabilmektedir. Yine doguma yakin gebelerde de
plasenta tarafindan sentezlendiginden ALP degerleri yiiksektir. Safra yollarindaki
tikanma sonucu ALP degerleri yukselir. Ayrica kemik hastaliklarinda da (6zellikle
Paget hastaligl) ALP degerleri yiikselir. Pek ¢ok ilag da ALP dizeylerini
yikseltebilir. Bu nedenle ALP yiiksekligi ¢ogu zaman bir hastalik belirtisi
olmayabilir.(106)

2.8.4. Gama-Glutamil Transferaz (GGT)

Gama-Glutamil Transferaz (GGT), (EC numarast: 2.3.2.2) bir membran
enzimidir. Karacigerde (duktal ve kanalikuli hiicrelerinde), bobrekte (proksimal renal
tibiiler epitelde), beyinde, prostatda ve pankreasta (duktal ve asiner hiicrelerde)
bulunur. Hiicrelerde baglica antioksidan molekil olan glutatyonun hiicre digt

metabolizmasindan sorumlu bir enzimdir. Yarilanma émrt 7-10 giindiir.(108)
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Karaciger ALP’sini yukselten kolestaz, hepatit, karacigerde yer kaplayan
lezyonlar ve karaciger sirozu aynit zamanda GGT degerlerini de yikseltir. GGT, en
yiksek diuzeyine kolestazda ¢ikar.

GGT ozellikle siroz, metastatik kanser ve hepatik infiltrasyonu gostermede
duyarlidir. Kronik alkolizmde serum GGT duzeyi yiikselir ve bu artig alkol alinmasi
ile parellellik gosterir.(109)

2.8.5. Bilirubin

Bilirubin, insan safrasinin esas pigmentini olusturur ve altin saris1 rengini
verir. Buyik oranda parcalanmig eritrositlerin hemoglobinlerinden kaynaklanir
(%75). Bu yikim retikiiloendotelyal sistemde olmaktadir. Bilirubinin; glukuronik asit
ve sulfiirik asitle olusturdugu esterlere konjuge (direkt) bilirubin adi verilir. Kandaki
bilirubinin bir kismi proteinle kompleks olusturur. Buna da serbest bilirubin adi
verilir. Posthepatik bilirubin, direkt bilirubin olup laboratuvar analizlerinde verilen
kimyasal maddelerle direkt olarak reaksiyona girer. Prehepatik bilirubin ise indirekt
bilirubin olup laboratuvar analizinde reaksiyon olusturmak ic¢in metil alkol ilavesi
gerekmektedir.

Indirekt (unkonjuge) bilirubin suda ¢oziinmez. Kanda albumine bagli olarak
dolasir. Indirekt bilirubin toksiktir. Kandaki seviyesi arttiginda beyindeki bazal
gangliyonlarda birikerek ozellikle ¢ocuklarda kernikterusa neden olabilir. Direkt
(konjuge) bilirubin karacigerde konjuge olmus bilirubindir. Suda ¢oziintir. Boylece
safraya atilabilir. Indirekt bilirubinden daha az toksiktir. Kandaki seviyesi
yikseldiginde bobrekten siiziilerek idrarla atilabilir.(110)

2.8.6. Kolesterol

Kolesterol, yasam icin gerekli olan mum kivaminda yagims: bir maddedir.
Kolesterol; beyin, sinirler, kalp, bagirsaklar, kaslar, karaciger basta olmak tizere tim
viicutta yaygin olarak bulunur.

Vicut kolesterolii kullanarak hormon (kortizon, steroid hormonu), D vitamini
ve yaglart sindiren safra asitlerini tretir. Bu iglemler i¢in kanda ¢ok az miktarda
kolesterol bulunmasi yeterlidir. Kanda fazla miktarda kolesteroliin bulunmasi; kan
damarlarinda birikmesine, kan damarlarinin sertlesmesine ve daralmasina

(arteriyoskleroz) yol agar.



43

Kolesterol, kanda normal kosullarda ¢6ziinmez. Kolesterolin, kanda
¢oziinmesi ve taginmasi i¢in karacigerde bir protein ile birlestirilir. Kolesterol ile
protein birlesimine lipoprotein ad1 verilir. Degisik tipte lipoproteinler vardir. Bunlar;

LDL, HDL, VLDL, IDL ve silomikronlardir.(111)

HO

Formiil 2. 4:KOLESTEROL UN ACIK FORMULU
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Deney Hayvanlarimin Temini

Calismamizda kullanilan Wistar albino turii erkek siganlar, Inonii
Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi’nden temin edildi.
Calismanin tiim asamalarinda Inonii Iniiversitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu
esaslarina uygun ¢alisildi. Caligmada kullanilan 12 haftalik 200-250 gram
agirhigindaki erkek siganlar deney giniine kadar standart barinma kafeslerinde
tutuldu. Igme sulart giinliik degistirildi ve giin asirt kafes temizligi yapildi. Ratlar oda
sicakligr 24-27 C° arasinda, havalandirma sartlar1 saglanmig, aydinlatilmast 12 saat
aydinlik 12 saat karanlik olacak sekilde ayarlanan odalarda barindirildilar. Siganlar
calisma boyunca ad libitum standart pellet yemle beslendi. Bir kafeste en ¢ok 4 sican
olacak sekilde rastgele gruplara boliindii. Ratlar 5 gruba ayrildi. Istatistiki agidan
anlamli sonuglarin elde edilebilecek en az sayida rat kullanilarak her gruba 7 rat
alindi; TAA gruplarinda kayip olabilecegi olasilig dusinildiginden 1-2 adet fazla
rat ayrildi.1. grup kontrol grubu; 7 adet rat, 2.grup TAA grubu; 9 adet rat, 3.grup
Iml/kg/giin NSY +TAA,; 9 adet, 4. grup 10ml/kg/gtin NSY+TAA; 8 adet, 5. grup N-
Asetil sistein(NAC) +TAA; 8 adet olacak sekilde toplam 41 adet rat kullanild1.

3.2 Deney Gruplarmin Olusturulmasi

1. Kontrol Grubu (n=7):

Bu gruptaki siganlara herhangi bir iglem yapilmadi diger ratlarla ayni siire,
ayni laboratuvar kosullarina tabii tutularak 6. ginde karaciger dokulart ve kan
alinarak sakrifiye edildi.

2. TAA Grubu (n=9):

Bu gruptaki siganlara c¢alismaninl. 2.ve 3. giinlerinde hi¢bir mudahale
yapilmazken 4. 5. ve 6. gunlerinde giinde 300 mg/kg/gin TAA intraperitonal (i.p.)
olarak enjekte edildi ve ¢aligmadaki TAA enjekte edilen 2, 3, 4 ve 5. gruplardaki tim
ratlarda hipoglisemi olusumunu engellemek i¢in TAA enjeksiyonundan yarim saat
sonra 10ml/kg % 5 lik dekstroz ¢ozeltisi 1.p. olarak enjekte edildi. 6. giinde karaciger
dokular1 ve kan alinarak sakrifiye edildi. Calisma 7 adet ratla sonlandirildi.

3. 1ml/kg/giin NSY +TAA Grubu (n=9):

Bu gruptaki siganlara 1. 2.ve 3. giinde 1ml/kg/giin NSY gavajla oral olarak
verildi 4. 5. ve 6. giinlerde 1ml/kg/giin NSY’ den sonra 300 mg/kg/giin TAA 1i.p.
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olarak enjekte edildi. 6. giinde karaciger dokulart ve kan alinarak sakrifiye edildi.
Calisma 6 adet ratla sonlandirild.

4. 10ml/kg/giin NSY + TAA Grubu (n=8):

Bu gruptaki siganlara 1. 2.ve 3. ginde 10ml/kg/giin NSY gavajla oral olarak
verildi 4. 5. ve 6. giinlerde 10ml/kg/giin NSY’ den sonra 300 mg/kg/giin TAA 1.p.
olarak enjekte edildi. 6. giinde karaciger dokulart ve kan alinarak sakrifiye edildi.
Calisma 8 adet ratla sonlandirild1.

5. N-Asetil sistein + TAA Grubu (n=8):

Bu gruptaki siganlara 1. 2.ve 3. giinde 50 ml/kg/giin NAC i.p. enjekte edildi.
4. 5. ve 6. ginlerde 50 ml/kg/giin NAC dan sonra 300 mg/kg/giin TAA 1i.p. olarak
enjekte edildi . 6. giinde karaciger dokular1 ve kan alinarak sakrifiye edildi. Caligma
8 adet ratla sonlandirildi.

3. 3. NAC, TAA VE NSY Uygulamasi

NAC ve etanol igerisinde ¢ozilmis TAA uygulamast 100 unitelik (1
mililitrelik) instlin enjektori ile intra peritonal yapildi.

NSY uygulamasinda ratlar bas ve boyunlarindan tutularak gavajla oral
olarak verildi.

3.4. Kan ve Karaciger Dokularmin Elde Edilmesi ve Analizlere
Hazirlanmasi

Caligmanin 6. giininde 5 mg/kg xylazine ile 50 mg/kg ketamin kokteyli i.p.
uygulanarak genel anestezi altinda siganlarin karin derisi bistiri yardimiyla agildi.
Duodenum st uctan asilarak abdominal vena kava inferior goriiniir hale getirildi. 5
ml’lik enjektorlerle siganlarin kanlari alindi. Alinan kan 6rnekleri 3000xg’de 10
dakika santrifiij edildikten sonra elde edilen serum tiplere aktarildi. Sonrasinda
sicanlardan alinan karaciger dokusunun bir pargast patalojik incelemeler igin %10
formaldehid igerisinde fikse edilerek saklandi. Diger parcasi ise ikiye ayrilarak
hemen aliminyum folyoya sarillip grup numaralari belirtilerek plastik kaplara
konuldu. Sonra tim numuneler -70 C° dereceye ayarli derin dondurucuda
biyokimyasal testlerin yapilacag: giine kadar sakland1.

3.5. Kan ve karaciger dokularinin analizlere hazirlanmasi

Deneyden bir giin 6nce derin dondurucudan ¢ikarilan karaciger dokularinin

bir kismi1 MPO ve hidroksiprolin analizi igin tekrar derin dondurucuya kaldirildi ve
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bir kismi da bir gece siireyle buzdolabinda (+4 C°) bekletilerek buzlarinin ¢éziilmesi
saglandi Ertesi giin karaciger dokulari soguk SF ile yikandi. Kurutma kagidi ile
kurulanan dokular sonra tartilarak her bir 6rnegin yas doku agirligt kayit edildi.
Homojenizasyon oncesi bistiiri yardimiyla yaklagik 0,3-0,5 gram agirhiginda kiigik
pargalara ayrilan doku ornekleri, i¢i buz dolu tagima kaplarina yerlestirilmis cam
tiplere aktarilarak soguklugu muhafaza edildi. Daha oOnce ikiye ayrilmig olan
dokularin bir bolimuntn tzerine soguk 2 ml Tris-HCI tamponu (pH:7.4 , 0.2 mM)
eklenerek homojenizatorde 16000 devir/dakika hizda 2 dakika siireyle homojenize
edildi. Homojenat tizerine 1 ml daha tampon ilave edildi ve 1 dakika streyle tekrar
homojenize edilerek siire 3 dakikaya tamamlandi. Homojenat vortekslendikten sonra
ependorf tiiplere aktarildi ve bu homojenatlarda TBARS, PC ve protein tayinleri
yapildi. Homojenatlarin bir boluimi, 1 saat sireyle 2200 g’de +4 C° sogutmali
santrifiijde santrifiij edilerek siipernatant elde edildi. Ayrilan siipernatantlar SOD,
CAT, GSH-Px ve protein tayinlerinde kullanild1.

3.6. Karaciger dokusunda yapilan analizler

3.6.1. Siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivite tayini

Kullanilan Reaktifler: Substrat soliisyonu [0,3 mmol/L ksantin, 0,6 mmol/L
Na;EDTA, 150 umol/L NBT (Nitro blue tetrazolium), 400 mmol/L Na,CO3, 1 g/L
sigir serum albiimini (BSA)], ksantin oksidaz (X0O:167 U/L), 2M (NH4);SO,, 0,8
mmol/L. CuCl,.

Deneyin prensibi: Stperoksit dismutaz aktivitesi Sun ve arkadaslar
tarafindan tanimlanan (113), Durak ve arkadaslar1 tarafindan modifiye edilen (114)
NBT indirgeme yontemiyle ¢alisildi. Bu metotta, ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile
uretilen siiperoksit radikalleri NBT’yi indirgeyerek renkli formazon olusturur. Bu
kompleks 560 nm’de maksimum absorbans verir. Enzimin olmadigi ortamda
meydana gelen indirgenme mavi-mor renk olusturmaktadir. Ortamda SOD
oldugunda ise NBT indirgenmesi tam olmayip enzim miktar ve aktivitesine bagli
olarak ag¢ik renk olugsmakta, buradan aktivite hesab1 yapilabilmektedir.

Bir SOD initesi; NBT rediiksiyonunu %50 oraninda inhibe eden enzim
aktivitesidir.

Deneyin yapilisi: Daha once elde edilen homojenat siipernatantinin bir kismi

1/1 (v/v) oraninda kloroform/etanol (3/5, v/v) karisimi i¢inde vortekslenip 1 saat
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siireyle 2200 g’de sogutmali santrifiijde santrifiij edildi. Ustte olusan etanol fazindan

SOD enzim aktivite tayini yapildi.

Kor Numune
Substrat soliisyonu 2.85 ml 2.85 ml
Kloroform-Etanol Extrakti - 0.100 ml
Bidistile su 0.100 ml -
XO (167 UN) 0.050 ml 0.050 ml
25 C®de 20 dakika inktibasyon siiresi baglatildi.
CuCl, 1 ml 1 ml

Distile suya kargt korden baglanarak numuneler 560 nm’de okundu.

SOD aktivitesinin hesaplanmasi:

% Inhibisyon= (Ax-Ax)/Axx100

Ax: Kor absorbansi

Ax: Numune absorbansi

%350’lik inhibisyona 1 U denildigi i¢in

Aktivite (U/ml)= [(% inhibisyon/50) x (1/0.1)] ml

Spesifik aktivite (U/ mg protein)= [U/ml/mg/ml protein]. Sonuglar, U/mg
protein olarak ifade edildi.

3.6.2. Katalaz (CAT) enzim aktivite tayini

Kullanilan reaktifler: Fosfat tamponu (pH 7.0, 50 mM) ve fosfat tamponu
kullanarak absorbansi 0.500 ‘e ayarlanmis olan H,O; ¢ozeltisi.

Deneyin prensibi: Katalaz aktivitesi Aebi’nin metoduna gore ¢aligildi.(115)
240 nm’de maksimum absorbans veren H,O, deney ortamina ilave edilen katalaz
aktivitesiyle su ve oksijene pargalanir. Bu durum uv spektrumunda absorbans
azalmasina neden olup absorbanstaki azalma CAT enziminin aktivitesi ile dogru
orantilidir.

Bir CAT unitesi: Birim zamanda bir mikromol H,O;’1 suya g¢eviren enzim
miktaridir.

Deneyin yapihisi: Kor olarak fosfat tamponunun kullanildigi  uv
spektrofotometrede 240 nm dalga boyunda sifir ayari yapildiktan sonra H,O;

cozeltisi 0.500 absorbans verecek gekilde ayni tampon ile dilie edildi ve substrat
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olarak kullanildi. Substrat igine numune ilavesiyle her 15 saniyede bir defa olmak
tizere 5 dakika siire ile absorbans azalmasi kaydedildi. Hesaplamada 1 dakikalik

lineer absorbans azalmasi degerleri esas alind1.

Kor Numune
Fosfat Tamponu (50 mM, pH=7) | 3 ml -
H,0; ¢ozeltisi (A240=0.500) - 2.99 ml
Stipernatant - 0.01 ml

CAT aktivitesinin hesaplanmasi:

k=[2.3 x log (OD;/OD,)] /At (sn)

k/g protein =k /[(g/ml protein) x 1000]

Sonuglar, k/g protein olarak hesaplandi. Burada k, reaksiyon hiz sabitidir.

3.6.3. Glutatyon-peroksidaz (GSH-Px ) enzim aktivite tayini

Kullanilan reaktifler: 150 mM redikte GSH, 8 mM NADPH, 1 M NaNj,
enzim [1,5 ml 3,2 M (NH4),SO4 + 50 ul GSH-rediiktaz], 2 mM H,0,, fosfat tamponu
(50 mM, pH.:7,5).

Deneyin prensibi: GSH-Px aktivitesi Paglia ve arkadaglarinin metoduna
gore caligildi.(116) GSH-Px hidrojen peroksit varliginda rediikte glutatyonun (GSH)
okside glutatyon (GSSG)’a yikseltgenmesini katalizler. Hidrojen peroksidin
bulundugu ortamda GSH-Px ‘in olusturdugu GSSG, glutatyon rediiktaz ve NADPH
yardimi ile GSH’a indirgenir. GSH-Px aktivitesi NADPHin NADP ’ya
yikseltgenmesi sirasindaki absorbans azalmasinin 340 nm’de okunmasiyla
hesaplanir.

Enzim tnitesi; birim zamanda okside olan mikromol NADPH miktaridir.

Deneyin yapilisi: Dalga boyu 340 nm’ye ayarlanan spektrofotometrede
numunelerin absorbans degerleri 5 dakika boyunca kaydedildi. Lineer aktivite

azaliginin 1 dakikalik stresi esas alinarak hesap yapildi.
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Fosfat tamponu 5 mM EDTA’l1 2.65 ml
Redikte GSH (150 mM) 0.10 ml
NADPH (8 mM) 0.10 ml
Enzim (23,3 U/L) 0.01 ml
NaNj3 (1 M) 0.01 ml
Stipernatant 0.02 ml
30 dakika oda 1sisinda inkiibasyon
H,0; (2 mM) 0.100 ml

GSH-Px aktivitesinin hesaplanmasa:

IU/L = [(AA/t) / 6.22 x 10°] x (1/0.02)

Spesifik aktivite [U/L mg protein = (IU/L) / (1000 x W)

W: gram protein miktari

3.6.4. Miyeloperoksidaz (MPO) enzim aktivite tayini

Kullanilan reaktifler: 20,5 ‘lik hexadecyltrimethyl ammonium bromid
(HDTMAB), % 2 lik phenol i¢inde hazirlanan 25 mM 4-aminoantipyrine (4-AAP)
¢ozeltisi, 1,7 mM H,O; kullanildi.

Deneyin prensibi: Miyeloperoksidaz (MPO; EC 1.11.1.7) enziminin
aktivitesi MPO aracili H,O, ile yapilan oksidasyon i¢in substrat olarak 4-
aminoantipyrine /phenol solusyonu kullanilarak yapildi.(117)

Deneyin yapihisi:Daha onceden ayrilmis olan doku 6rnekleri MPO enzim
aktivitesi tayininde kullanilacak olan siipernatantin elde edilmesi i¢in % 0,5 lik
hexadecyltrimethyl ammonium bromid, doku agirliginin bes kati olacak sekilde,
ilave edilerek 16000 devir/dakika hizla 2 dakika homojenize edildi. Homojenize
edilen dokular 3500 g 40 dakika +4 C° santrifiij edildi. Elde edilen siipernatan

deneyde kullanild1.
Numune
4-AAP-% 2 lik phenol (25 mM) 1.3 ml
H,0, (1,7 mM) 1.5ml
Ekstrakt siipernatant 0.2 ml
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510 nm de 20. 40. 60. ve 80. sn de absorbans artig1 kaydedildi. Lineer aktivite
artiginin goézlendigi absorbans degerleri hesaba katildi.

MPO aktivitesinin hesaplanmasi:

U/L=[A OD/ At (dakika )]x(3/0.2)] xF

Bir enzim tnitesi; 25 C° 1 dakikada 1umol H,O, ‘yi harcayan enzim olarak
kabul edilir formiildeki F, 6n caligmalarla elde edilen bir reaksiyon sabitidir.
Sonuglar U/g protein olarak ifade edildi.

3.6.5. Tiyobarbitiirik asit reaktif maddeleri (TBARS) miktarinin tayini

Kullanilan reaktifler: % 0,675 tiobarbitirik asit (TBA) ¢ozeltisi, %10
triklorasetikasit (TCA) ¢ozeltisi ve 20 mM/L 1,1,3,3- tetrametoksipropan (standart).

Prensibi: Esterbauer ve Cheeseman’nin metodu ile ¢aligildi.(118) En ¢ok
kullanilan lipid peroksidasyon tayin yontemidir. Asidik ortamdaki tiyobarbitiirik asit
ile 90-95 C° de reaksiyona giren malondialdehit (MDA) ve diger TBARS, pembe
renkli kromojen meydana getirir. Onbes dakika kaynatildiktan sonra hizla sogutulan

numunelerin absorbanslar: 532 nm de spektrofotometrik olarak okundu.

Deneyin Yapilisi:

Numune Kor
Homojenat 0.5 ml -
TCA %10 2.5 ml 2.5 ml
Deiyonize su - 0.5 ml

90 C° 15 dakika bekletildikten sonra 3000 g ‘de 10 dakika santrifiij

Stipernatant 2 ml 2 ml

TBA (% 0,675) 1 ml 1 ml

90 C° 15 dakika bekletilir, sogutulur ve kore karst 532 nm ‘de okunur.

Hesaplama: 20 mM/L stok standat ¢ozeltisinden degisik konsantrasyonlarda
hazirlanan standartlar, numunelerle ayni sartlarda ¢alisildi ve elde edilen sonuglar ile
standart grafigi ¢izildi. Bu grafikten elde edilen egim sabiti numunelere uygulanarak

TBARS miktar1 yag gram doku bagina nanomol olarak hesaplandi.
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3.6.6. Protein karbonil (PC) tayini

Kullanilan reaktifler: %10-20 TCA (trikloroasetik asit), 2 N HCI, 10 mM
DNPH (2,4-dinitrophenylhydrazine), etanol/etil asetat (1:1, v/v) ¢ozeltisi, 6 M
guanidin hidroklorid

Deneyin yapihisi: Levine ve arkadaglarinin metodu ile ¢alisildi.(119)Dilie
edilmis proteinler, soguk trikloroasetik asit (TCA, %20) ile ¢okeltildikten sonra 3-5
dakika santrifiij edildi. 2 N HCI’de 10 mM DNPH’1n (2,4-dinitrophenylhydrazine)
solisyonu her bir nimunenin protein pelletine eklenerek 1-2 mg/ml protein
konsantrasyonu elde edildi. Numuneler oda 1sisinda 1 saat karanlikta bekletilip her
10 dakikada bir vortekslendi. Daha sonra %10-20 TCA ile ¢okeltilip 5 dakika
santrifiij edildi. Supernatan atilip ve protein pelletleri %10-20 TCA ile bir kez daha
yikandi. Kalan DNPH’1 uzaklastirmak i¢in 1 ml etanol/etil asetat (1:1, v/v) ile 3 kez
yikanip, numuneler 6 M guanidin hidroklorid ig¢inde 37 C° 'de 15 dakika
calkalayicida yeniden askiya alindi. Karbonil igerigi 366 nm absorbansda tespit
edildi.

3.6.7. Doku homojenat, siipernatant ve ekstraktlarinda protein tayini

Kullanilan reaktifler: A reaktifi: 20 mmol CuSQO4, 34 mmol NazSitrat, B
reaktifi: 0.19 mmol Na,COs;, 0,1 mol NaOH ve Folin-Ciocalteu-Fenol (FCF)
reaktifleri kullanilda.

Deneyin prensibi: Protein miktart Lowry metoduna gore tayin edildi.(120)
Bu yontemde, alkali ¢ozeltide bakir-protein kompleksi olusarak fosfomolibdat-
fosfotungstat reaktifini (Folin-Ciocalteu-Fenol reaktifi) rediikler ve koyu mavi bir
renk olusur. Burada rengin koyulugu ortamdaki protein konsantrasyonu ile dogru
orantilidir. Folin reaktifinin ilavesinde sunlara dikkat edilmesi gerekmektedir: Bu
reaktif sadece asit ortamda dayamiklidir. Fakat ifade edilen bu rediikkleme ise pH
10°da olugmaktadir. Bu yiizden folin reaktifi sturatle alkali bakir-protein ¢ozeltisine
ilave edilmeli ve vortekslenmelidir. Bu uygulama ile fosfomolibdat-fosfotungstat
(folin) reaktifi parcalanmadan once rediklenme olay1 gergeklesir.

Deneyin yapilisi: Standart grafigi ¢izmek i¢in konsantrasyonu bilinen sigir
serum albimininden hazirlanmis ¢ozeltiler kullanildi. “OD — mg/ml protein
konsantrasyonu” grafigi ¢izilerek protein degerleri bu grafikten okundu. Standart ve

numuneler kore kargt 700 nm’de okundu.



52

Numune Kor
Numune 10 ul -
Deiyonize su 490 pl 500 ul
C Reaktifi (5/1:B/A) 2.5 ml 2.5 ml

Karigtirtlir, 5-10 dakika beklenir.
D Reaktifi (1/1:FCF/d.s.) 0.25 ml 0.25 ml
30 dakika oda 1sisinda bekletilir ve 700 nm’de kore karst OD okunur.

Hesaplanmasi:

Protein (mg/ml) = (K¢/Ag) X Ax

Kg: Standardin konsantrasyonu

Ag: Standardin absorpsiyonu

Ax: Numunenin absorpsiyonu

3.6.8.Hidroksiprolin tayini (OH-P)

Kullanilan reaktifler: Deney islemleri esnasinda; OH-P standardi, koramin
T, P-dimetil amino benzaldehit, perklorik asit, isopropanol , Na-asetat.3 H,O, Na-
sitrat.5.5 HyO, 12 N HCI, 1 mM HCI kimyasallar1 kullanildi. (Merck&Co., Inc
Whitehouse Station , NJ, USA).

Hidroksiprolin standardi; 1.231 mg OH-P 5 ml =0.001 M HCIl’de ¢ozulerek

*2

giinliik stok standart ¢oeltisi hazirlandi. Daha sonra bu stok standart ¢ozeltisi 1/2, 1/4,
1/6, 1/8, oranlarinda diliie edilerek daha diisiik konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler
hazirlandi. Sonra OH-P deney islemleri bu 6rneklerede uygulanarak 558 nm’de
standart korine karst okundu. Cikan absorbans degerleri ile standart grafigi
olusturuldu. Bu grafikten egim bulunarak hesap islemlerinde kullanild1.

Kloramin T ¢ozeltisi; 70 mg kloramin T 1 ml bidistile suda ¢ozilerek
tizerine 4 ml asetat /sitrat tamponu ilave edilerek giinliik hazirland:.

Erlich reaktifi; 4 gr P-dimetil amino benzaldehit 6 ml (% 60’ lik) perkloro
asitte ¢ozulerek iizerine 26 ml isopropanol ilave edilerek gunlik hazirlandi.

Asetat/sitrat tamponu; 57 g Na-asetat 3 H,O ve 44.47 gr Na-Sitrat.5.5 H,O
400 ml bidistile suda ¢oziildii. Uzerine 385 ml isopropanol ilave edilerek HCI ile pH
6’ya ayarlandiktan sonra hacmi 1000 ml tamamlandi. Daha sonra deney islemleri

asagidaki tabloya gore yapildi.
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Deneyin yapilisi: — 70 C° 'de dondurularak, OH-P diizeyi tesbiti i¢in deney
giniine kadar saklanan, dondurulmus dokular ¢oziilerek izotonik NaCl ile yikand1 ve
kurutma kagidina serilerek kendi halinde kurumaya birakilarak tartildi. Agz1 agik
cam tiplere konularak 100 C° 'ye ayarlanmig etiivde 72 saat kurutuldu.
Kontaminasyon engellenerek kurutulan dokular kiigik bir havan i¢inde toz haline
getirildi. Toz haline gelmis kuru dokularin herbirinin kuru agirliklar1 hassas terazide
olgulerek kaydedildi. Toz halindeki dokular 15 ml’ lik vidali kapakli cam tiipler
icerisine konularak tizerine 2ml 12 N HCl ilave edildi. Daha sonra ettivde 130 C° 'de
3 saat kaynatilarak hidrolize edildi. Buharlagma nedeniyle miktar1 1 ml’ nin altina
disenler olgiilerek 12 N HCI ile tekrar 1 ml tamamlandiktan sonra 3000 rpm’de 15
dakika santrifiij edildi. Ustteki siipernatant kismindan 0.5 ml alinip {izerine 0.5 ml
isopropenol eklenerek 2500 g’ de 10 dakika daha santrifiij edildi. Sonra st fazdan
0.3 ml alinarak calisildi. Hidroksiprolin tesbiti Woessner’ in tarif ettigi yontemle

kismen modifiye edilerek yapildi.(121)

Kor Numune
Bidistile su 0.3 ml -
Numuine - 0.3 ml
Isopropanol 0.2 ml 0.2 ml
Kloramin-T 0.1 ml 0.1 ml
Erlich reaktifi 2.6 ml 2.6 ml

Numune ve kor tiplerinin Uzerine reaktifler yukaridaki siraya gore
eklendikten sonra vorteksle karigtirildi ve 60 C° 'de su banyosunda 25 dakika inkiibe
edildikten sonra 558 nm’ de kore karsit okundu. Sonuglar mg/g kuru doku olarak
verildi.

3.7.Serumda Kolestrol, Total Biluribin, AST, ALT, ALP, GGT Tayini

Plazma kolestrol, total biluribin, AST, ALT, ALP, GGT analizleri Inoni
Unv. Turgut Ozal Tip Merkezi Merkez laboratuvarinda Abbott Aeroset Otoanalizor

sistemlerinde ayn1 markanin kitleriyle yapild1.
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3.8. Patalojik Degerlendirme

Karaciger dokulart %10 luk formalin igerinde patoloji laboratuarina
gonderildi. % 10 luk formaldehit icerisinde laboratuara gelen 6rnekler standart doku
takip isleminden sonra parafine gomildiler. Dokulardan 4 mikron kalinliginda
kesitler alinip camlar H&E ve Mason Trikrom boyasi ile boyanip 151k mikroskopik
inceleme tek patolog tarafindan kor olarak yapildi. Dokular su kriterlere gore
skorlandt:
0: Normal karaciger
1: periveniiler kollajen kalinlagmasi ve ince kollajen septa
2: portal alanlar veya sentral venler arasinda inkomplet koprillesme ile ince septa
3: ince septa ve yaygin koprilesme
4: kalin septa ile portal alanlarin komplet koprillesmesi ve nodiler gériinim

3.9.istatistiksel analizler

Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro Wilk testi ile yapildi. Normal
dagilima sahip degiskenlerin gruplar arast karsilastirilmasinda tek yonla varyans
analizi ve ¢oklu karsilagtirmalarinda ise varyanslarin homojen oldugu durumlarda
Tukey testi, olmadig1 durumlarda Tamhane'nin T2 testi ile yapildi. Normal dagilima
sahip olmayan degiskenlerin gruplar aras1 karsilagtirilmasinda Kruskal Wallis H testi
ve ¢oklu karsilagtirmalarinda ise Conover testi uygulandi. p<0.05 ve p<0.01 degerleri
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3.10. Kullanilan Aletler

Tez g¢aligmamizdaki laboratuvar deneyleri esnasinda SIGMA ve MERCK
ticari firmalara ait kimyasallar ve belirtilen aletler kullanildi: T25 Basic Ultra Turrax
marka homojenizatér (Almanya), Visemix VM10 marka vorteks (Kore), Memmert
SV1422 marka Ben Mary (Almanya), Shimadzu AEG-320 marka hassas terazi
(Japon), Rotina 46R marka sogutmali maksimum 5000 g kapasiteli santrifiij
(Almanya), Shimadzu UV-1201V marka Spektrofotometre (Japon) ve Kendro HFU

586 Basic marka derin dondurucu (Almanya).
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4. BULGULAR

Tablo 4.1: Kontrol ve deney gruplarinda normal dagilim gosteren KOL.
CAT ve OH-prolin degerleri. Sonuglar Ortalama + Ortalama standart sapma olarak
verilmistir. A.D.(Anlamli degil)

GRUP KOLESTROL(mg/dL) OHprolin CAT(k/g prot)
1-Grup(n=7): 42,29+5,28 3,83+0,98 0,48+0,36
2.Grup(n=7): 4,80+2,33 2,79+0,44 0,47+0,26
3.Grup(n=06): 6,50+1,00 3,14+0,79 0,45+0,11
4.Grup(n=8): 13,00+4,30 2,85+0,47 0,55+0,15
5.Grup (n=8): 16,43+6,86 3,00+0,58 0,65+0,28
P degerleri P=0,001 P=0,04 P=0,56

1-2 <0,001 0,050

1-3 <0,001 AD.

1-4 <0,001 AD.

1-5 <0,001 AD.

2-3 AD. AD.

2-4 0,007 AD.

2-5 0,016 AD.

3-4 AD. AD.

3-5 0,044 AD.

4-5 AD. AD.
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Tablo 4.2: Kontrol ve deney gruplarinda normal dagilim gosteren ALT, AST

ALP degerleri. Sonuglar Ortalama + Ortalama standart sapma olarak verilmigtir.

A.D.(Anlamli degil)

GRUP

1-Grup(n=7):
2.Grup (n=7):
3. Grup (n=6):
4. Grup (n=8):
5.Grup (n=8):
P degerleri
1-2

1-3

1-4

1-5

2-3

2-4

2-5

3-4

3-5

4-5

AST (U/L)

77.86£17.27
10836,14+7269,22
8138,17+5322,17
5730,00+4340,52
5576,13+1990,34
P=0,002

AD.

AD.

AD.

0,001

AD.

AD.

AD.

AD.

AD.

AD.

ALT (U/L)

46,29+7,74
5339,20+1886,62
498467229574
3586,63+2138,95
4569,38+770.45
<0,001
0,003
0,032
0,022
<0,001
AD.
AD.
AD.
AD.
AD.

AD.

ALP (U/L)

203,14+43,26
342,29+46.48
552,50497.85
506,00492.02
304,00+29,73
P<0,001
0,017
<0,001
<0,001
AD.
<0,001
<0,001
AD.
AD.
<0,001

<0,001
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Tablo 4.3: Normal dagilim gostermeyen TB, TBARS, PC degiskenlerin

gruplar arasi karsilagtiriimasi p<0.05 ve p<0.01 degerleri istatistiksel olarak onemli

kabul edildi. Sonuglar median (min- max) olarak verildi.

GRUP

1.Grup (n=7):

2.Grup (n=7):

3.Grup (n=6):

4.Grup (n=8):

5.Grup (n=8):

p degerleri

1-2

1-3

1-4

1-5

2-3

2-4

2-5

3-4

3-5

4-5

TB (mg/dL)

0,1(0,1-0,1)

1,3(0,3-3)

1,5(0,5-7,9)

2,0(0,1-3,4)

2,5(0,6-3,6)

0,002

0,001*

0,001*

0,002*

0,001*

AD.

AD.

AD.

AD.

AD.

AD.

TBARS (nmol/g doku)

5,41(2,12-11,7)

7,33(5,54-18,5)

6,35(3,27-12,28)

9,69(5,78-26,1)

13,48(6,4-20,34)

0,0312

AD.

AD.

<0,05

<0,05

AD.

AD

AD

AD

<0,05

AD.

PC(nmol/mgprot)

0,10(0,10-0,16)

0,60(0,14-1,51)

1,16(0,15-1,15)

0,17(0,09-1,33)

0,14(0,12-0,15)

0,003

<0,05

<0,05

AD.

AD.

AD.

AD

<0,05

<0,05

<0,05

AD.
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Tablo 4.4: Normal dagilim gostermeyen GGT, GSH-Px, MPO ,SOD

degiskenlerin gruplar arasi kargilagtiritlmast. p<0.05 ve p<0.01 degerleri istatistiksel

olarak onemli kabuledildi. Sonug¢lar median (min- max) olarak verildi.

GRUP

1.Grup(n=7):

2.Grup(n=7):

3.Grup(n=06):

4 Grup(n=8):

5.Grup(n=8):

P degerleri
1-2
1-3
1-4
1-5
2-3
2-4
2-5
3-4
3-5

4-5

GGT(U/L)

1(1-3)

2(1-5)

6(4-10)

3,5(1-20)

2(1-3)
0,0036
AD.
<0,05
<0,05
AD.
<0,05
AD.
AD.
<0,05
<0,05

AD.

GSH-Px
(U/g/prot)
1,01(0,99-1,18)

1,02(0,75-2,40)

1,09(0,68-1,2)

0,96(0,60-1,15)

0,76(0,23-1,26)

0,37

2

MPO (U/g/prot)

119,7(18,4-143)

190(145-239)

156(97-236)

167(91-255)

93(65-148)
0,001
<0,05
<0,05
<0,05
AD.
AD.
AD.
<0,05
AD.
AD.

AD.

SOD (U/mg/prot)

0,31(0,24-0,39)

0,21(0,12-0,32)

0,26(0,16-0,33)

0,20(0,10-0,24)

0,20(0,17-0,41)
0,015
<0,05
AD.
<0,05
<0,05
AD.
AD.
AD.
AD.
AD.

AD.
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4.1. Sicanlarm Karaciger Dokularinda CAT Aktivitesi

CAT analizlerinde 5 grup ortalamasi farkli olmadigi i¢in (p=0,56) tek yonli
varyans analizi anlamli bulunmamagtir.

4.2. Sicanlarm Karaciger Dokularinda GSH-Px Aktivitesi

GSH-Px analizlerinde 5 grubun ortancalart karsilastiriimasinda ( p=0,37)
gruplar arasi fark bulunmamagtir.

4.3. Sicanlarim Karaciger Dokularinda SOD Aktivitesi

SOD analizlerinde 5 grubun ortancalari karsilastirilmasinda kontrol grubu ile
sadece TAA, 10ml/kg/giin NSY +TAA grubu, N-Asetil+TAA sistein grubu arasinda
anlaml bir farklilik (p<0,05) hesaplanmustir.

0,400 = Error Bars show Mean +/- 1,0 SD

T

0,300

0,200

SOD U/mg prot

0,100

0,000

Grup

Grafik 1: Doku SOD (U/mg prot) aktiviteleri.1;kontrol grubu,2;TAA, 3;
Iml/kg/giin  NSY+TAA grubu,4; 10ml/kg/gin NSY+TAA grubu, 5;N-Asetil
sisteintTAA grubu

4.4. Sicanlarin Karaciger Dokularinda TBARS Seviyesi

TBARS analizinde 5 grubun ortancalari karsilagtirilmasinda kontrol ile
10ml/kg/giin NSY+TAA grubu, kontrol ile N-Asetil sisteintTAA gruplart ve
Iml/kg/giin NSY+TAA grubu ile N-Asetil sisteintTAA grubu arasinda fark oldugu
gozlenmistir (p<0,05).
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4.5. Sicanlarin Karaciger Dokularinda Protein Karbonil Seviyesi

PC analizinde 5 grubun ortancalari karsilastirildi. Kontrol grubu ile sadece
TAA grubu, kontrol grubu ile 1ml/kg/gin NSY+TAA grubu, TAA grubu ile N-
Asetil sisteintTAA grubu. 1ml/kg/gin NSY+TAA grubu ile 10ml/kg/giin
NSY+TAA grubu ve 1ml/kg/giin NSY +TAA grubu ile N-Asetil sisteintTAA grubu

arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bulunmustur.

Error Bars show Mean +/- 1,0 SD
1,500000 =

1,000000 =

0,500000 =

PC nmol/mg prot

0,000000

-0,500000 ™

Grafik 2: Doku PC (nmol/mg prot) miktar1 1;kontrol grubu,2;TAA, 3;
Iml/kg/giin NSY + TAA grubu,4; 10ml/kg/giin NSY + TAA grubu, 5; N-Asetil
sistein TTAA grubu

4.6. Plazmada T.BiL. ve KOL., Seviyesi

T.Bil analizinde gruplar arast fark anlamlidir (p=0,002).Kontrol ile TAA
grubu arast fark (p=0.001), TAA ve Iml/kg/gin NSY+TAA grubu ile arasindaki
fark (p=0.001) TAA ve 10ml/kg/gtin NSY+TAA grubu ile arsindaki fark (p=0.002),
TAA ve N-Asetil sisteintTAA grubu ile arsindaki fark (p=0,001) istatistiksel
olarak anlamlidir.

Kolesterol analizinde kontrol grubu ile diger gruplar arsi fark istattistik
olarak anlamli bulundu. TAA grubu ile Iml/kg/giin NSY +TAA grubu arasindaki
fark ve TAA grubu ile 10ml/kg/giin NSY+TAA gruplar arasi1 fark anlamsiz iken
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TAA Grubu ile 10ml/kg/giin NSY +TAA grubu arasindaki fark (p=0,007) ve TAA
grubu ile TAA veN-Asetil sistein grubu arsindaki fark ist olarak anlamli (p= 0,016)
bulundu. 1ml/kg/giin NSY+TAA grubu ile N-Asetil sisteintTAA grubu arast fark
anlamli (p=0,044) iken 10ml/kg/giin NSY+TAA grubu ile N-Asetil sisteintTAA
grubu arasi anlamsiz hesaplandi.

4.7. Plazmada ALT, AST, ALP, GGT Seviyesi

AST analizinde gruplar arast fark olup kontrol ile N-asetil sistein gruplari
arasindaki fark anlamlidir(p=0,001).

GGT analizinde gruplar arasi fark olup kontrol ile 1ml/kg/giin NSY+TAA
grubu, kontrol ile 10ml/kg/giin NSY+TAA grubu , TAA ile 1ml/kg/giin NSY+TAA
grubu, Iml/kg/giin NSY+TAA grubu ile 10ml/kg/gin NSY+TAA grubu
velml/kg/giin NSY+TAA grubu ile N-Asetil sisteintTAA grubu arasindaki farklar
istatistik olarak anlamlidir (p<0.05).

ALT analizinde gruplar arsinda fark anlamli bulunmugtur. Kontrol grubu ile
TAA grubu arasindaki fark p=0,003 olarak kontrol grubu ile 1ml/kg/giin NSY
+TAA grubu arasindaki fark p=0,032 olarak, kontrol grubu ile 10ml/kg/giin
NSY+TAA grubu arasindaki fark p=0,022 olarak ve kontrol grubu ile N-Asetil
sisteintTAA grubu arasindaki fark p<0.001 olarak hesaplanmistir.

ALP analizinde gruplar aras1 fark gozlemlenmistir. Kontrol ile TAA grubu
arasinda p=0,017, kontrol grubu ile Iml/kg/giin NSY+TAA grubu arasindaki fark
p<0.001 olarak, kontrol grubu ile 10ml/kg/giin NSY+TAA grubu arasindaki fark
p<0.00lolarak ve kontrol grubu ile N-Asetil sisteintTAA grubu arasindaki fark
anlamsiz bulundu. TAA grubu ile 1ml/kg/giin NSY +TAA grubu aras1 fark p<0.001
TAA grubu ile 10ml/kg/giin NSY+TAA grubu arasinda ,1ml/kg/giin NSY+TAA
grubu ile N-Asetil sisteintTAA grubu arasindaki fark p<0.001 10ml/kg/giin
NSY+TAA grubu ile N-Asetil sisteintTAA Grubu arasindaki fark p<0.001 olarak
hesaplanmustir.

4.8. Sicanlarin Karaciger Dokularinda MPO Aktivitesi

MPO aktivitesi hesaplamalarinda 5 grubun ortancalari karsilastirildi. Kontrol
grubu ile TAA grubu arasinda ;kontrol grubu ile 1ml/kg/giin NSY+TAA grubu ve
konrol grubu ile 10ml/kg/giin NSY+TAA grubu ve TAA grubu ile N-Asetil

sisteintTAA grubu arasindaki fark istatistik olarak anlamli p< 0.05 bulunmustur
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250,00

-1 T T

100,00 =

Error Bars show Mean +/- 1,0 SD

MPO (mU/g protein)

50,00 ™

T T T T T
1 2 3 4 5

Grup

Grafik 3: Doku MPO (mU/g prot) aktiviteleri.1;kontrol grubu,2;TAA,
3;1ml/kg/giin NSY+TAA grubu,4; 10ml/kg/giin NSY+TAA grubu, 5;N-Asetil sistein
+TAA grubu

4.9. Sicanlarin Karaciger Dokularinda OH-Prolin Seviyesi

Gruplar arast OH-Prolin diizeyi farkli olmasina ragmen (p=0.04) sadece
kontrol grubu ile TAA Grubu arsindaki fark istatistik olarak anlamli p= 0,050
bulunmustur.

4.10. Karaciger Dokusunda Histopatolojik Bulgular

Tablo 4.5: Kontrol ve deney gruplarinin patolojik skor tablosu

1.Grup(n=7) 2.Grup(n=7) 3.Grup(n=6) 4.Grup(n=7) S5.Grup(n=8)

1,2,3,4,5,6.7
0
123457 1 1,6,7 45,7
1
6 23,456 23,45 1,2,3,6,8
o)
3
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x200)

Resim 4.2 TAA grubunda sentrosentral kopriilesme ve kismi nodiil olusumu
(trikrom boyas1 x200)
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Resim 4.3 1ml/kg/giin NSY+TAA grubunda kismi nodiil olusumu (Trikrom
boyas1 x100)

Resim 4.4 10ml/kg/giin NSY+TAA grubunda perisentral kollajen
kalinlagmasi ve kismi nodiil olusumu (Trikrom boyas1 x100)
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Resim 4.5 N-Asetil sistein +TAA grubunda perisentral kollajen kalinlagmasi

ve kismi nodiil olusumu (Trikrom boyasi x100)
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5. TARTISMA

Karaciger yasam i¢in gerekli bir¢ok farkli fonksiyona sahiptir. Aminoasitleri,
karbonhidratlari, lipidleri alir isler ve depolar .Birgok plazma proteininin, safra
asitlerinin sentezinden sorumludur.llaglar ve toksinler gibi ekzojen bilesiklerin,
lipofilik  maddelerin  hidrofilik  yapiya  donuastirilmesi  olarak  bilinen
biotransformasyon igleminin gergeklestigi yerdir.Ayrica tiroid,steroid ve diger
hormonlarin baglica katobolizma yeridir ve plazma hormon dizeylerini diizenler.

TAA hepatotoksisitesi ispatlanmig tek bir dozu bile hayvanlarda hasara
neden olan uzun ve yiiksek dozlari siroz ve hepatokarsinomaya neden olan toksik bir
kimyasaldir. Bizimde ¢alismamizda karaciger hasari olustumak ig¢in TAA
segcmemizin nedeni TAA’nin karacigere yiiksek spesifitesinden (karaciger nekrozu-
karaciger yetmezligi) dolay1 yillardir kullanilan ideal bir model olmasidir.(32-33—
34-35-36-44-122 ) TAA toksisitesi, ozellikle CYP2E1 ve FAD monooksijenazlar
gibi, karma fonksiyonlu oksidaz sistemler tarafindan biyoaktivasyonuyla giderilir.
(44-47-123 ) Karaciger hasarinin TAA nin verilen dozuyla orantili bir sekilde arttigi
toksokinetik, enzim kinetik c¢aligmalari ve kovalent baglanma deneyleriyle
kanitlanmistir.(44)Bizimde c¢alisma sonuglarimizda TAA uygulanmayan kontrol
grubu ile TAA uygulanan gruplar arasindaki fark bu bilgileri desdeklemektedir.

NAC, mikrosirkiilasyonda diizelme ve indirgenmis glutatyon seviyelerinde
artiga yol acarak oksidatif doku hasarina kargt koruma saglar.(124-125) Bozulmus
hepatik mikrosirkiilasyon ile iligkili siiperoksit anyonlarinada kars1 koruyabilir.

Ayrica NAC’in kemotaksisi ve antiinflamatuvar etki yoluyla insan fagositik
hiicreleri tarafindan oksijen radikallerinin tretimini bozdugu gosterilmektedir(126)
NAC ekstra antioksidan oOzellikleriyle direkt olarak hidrojen peroksiti temizleme
ozelligine sahiptir.(127) Ayn1 zamanda yapisindaki tiyol parcaciklarinin kimyasal
ozelliginden dolayr farkli kullamim alanlarina sahiptir. NAC indirgenmis tiyol
pargaciklart  sayesinde  reaktif oksijen tlrlerini  temizleme islemlerini
gerceklestirmektedir.(127-128) Tiyol redoks durumunu diizelterek oksidatif stresi
azaltir. Boylece oksidatif metabolizma ve nétrofil, monosit kemotaksis
inhibisyonunu saglar. Siuperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikallerini
temizler.(127) Notrofil aktivasyonunu inhibe eder ve makrofajlarin fonksiyonunu

dizenler.(129)NAC, hepatik kan akigint dizeltir. Ayni zamanda kardiyak gostergede,
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hepatik ve splanknik (karini¢i organlar) perfiizyonda artis yoluyla oksijen dagitimini
duzeltigi de gosterilmistir. NAC hepatik disfonksiyonlu, agir hastalikli ve septik
soklu hastalarda hepatik fonksiyonu duzeltir.(130-131) Yine yapilan ¢aligmalarda
NAC’1n karaciger transplantasyonu sonrasi olusan komplikasyonlar1 engelleyebildigi
gosterilmigtir. (132) Calismamizda NAC grubu ile kontrol grubunda bakilan hasar
parametreleri sonuglar1 yakin degerlerde bulundu.

Nigella sativa yag1 (Black Cumin Oil veya kalonji oil) iginde barindirdigy;
hos kokulu yaglar, elementler ve vitaminler gibi igerdigi yiizden fazla 6geden dolay1
oldukga faydalidir. Iginde omega 3 ve omega 6 ihtiva eden % 58 oraninda temel yag
asidi vardir. Bunlar, bagisiklik sistemini alerji ve enfeksiyonlara karsi guglendirip
dengeleyerek kronik hastaliklara kargt koruma saglayan Prostaglandin E1 olusumu
icin gereklidir. Bu olusum saglikli hiicreleri viriislerden koruyup timér olusumunu
engeller.(65) Bruits ve Bucar’in yaptiklari bir ¢aligmada NS esansiyel yaginin
antioksidan  aktivitesini  arastirmiglar ve radikal sipurici  6zelliklerini
gostermiglerdir. Aymi1 zamanda etkili bir hidroksil radikal siptrici ajanlar
olduklarint da belirtmislerdir (66). F. Isik ve ark yapmis olduklari deneysel kolit
modelinde NSY nin serum kolestrol ve trigliserit seviyesini diusurdigu, oksidan
parametrelerde azalmaya neden olurken antioksidan enzim seviyelerinde artigsa neden
oldugu belirtilmistir(68). NSY nin biyolojik membranlardaki lipid peroksidasyonunu
inhibe ettigi rapor edilmistir. El-Abhar ve arkadaglarinin yaptigr bir ¢aligmada,
NSY’nun 4 hafta oral alimmin erkek albino ratlardaki bazi karaciger fonksiyon
testleri tizerindeki etkileri karbon tetraklortrle (CCly) induklenen hepatoksisite ile
arastirllmigtir. NSY, CCly ile hepatoksisitenin inditksiyonundan 6nce 4 hafta verilmis
ve sonugta CCl, hepatoksisitesine karst kismen koruyabildigi gorilmustir. NSY 4
hafta siireyle 800 mg/kg dozunda oral olarak alindiginda serum total kolesterol, LDL
(dustk dansiteli lipoprotein) ve trigliserid dizeylerinde 6nemli bir azalmaya yol
acarken, serum HDL (yuksek dansiteli lipoprotein)’inde anlamli bir artig saglamistur.
Kanter ve arkadaglarinin ¢ok yakin zamanda yaptiklart bir ¢aligmada, CCly ile
muamele edilen ratlarda Nigella sativa (NS) min lipid peroksidasyonu ve karaciger
enzim aktivitelerini azaltirken, antioksidan savunma sistemini olusturan enzim

aktivitelerini arttirmigtir.(134)
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Serbest oksijen radikallerinin dokulara etkisi ile olusan, lipid peroksidasyonu
esnasinda bir dizi reaksyon sonucu meydana gelen, oldukca reaktif olan metabolik
urinler tiyobarbitiirik asit reaktif maddeleridir (TBARS). Plazma TBARS diizeyinin
belirlenebilmesi dokulardaki lipid peroksidasyonunun ve dolayisiyla oksidatif stresin
hassas gostergelerinden birisidir. Lipoperoksidasyon hiicre membrani hasarinda bir
gosterge olup lipoperoksidasyon ara bilegikleri ve malondialdehit olusumu ile
olgulebilir. J. Balkan ve ark. yaptig1 TAA ile olusturulan karaciger siroz modelinde
TAA uygulamasinin TBARS dizeyinde anlamli bir artiy gozlenmistir.(46)
Caligmamizda TBARS dizeyleri gruplar arasinda farklilik gosterirken kontrol grubu
ile kiyaslandiginda anlamli bir degisim gozlenmemistir NSY nin yuksek dozu N-
asetil sisteine yakin bir degerde iken diisiik dozunun sadece TAA uygulanan gruptan
fazla olmast NSY nin dusiik miktarda lipid peroksidasyonunu arttirmig olabilecegini
diisindiirmektedir. I.Yaman ve ark. yaptigi calismada NSY nin etkisi bizim
bulgularimizi desteklemektedir.(135)

Glutatyon peroksidaz, antioksidan savunma sisteminde olduk¢a 6nemli bir
enzimdir. Ayrica selenyum ve indirgenmis glutatyona bagimli olarak suda hidrojen
peroksitin donigimiini katalizler. Bu enzim hepatik nekrozda majoér bir koruyucu
role sahiptir.(136) NAC glutatyon i¢in substrat olarak gorev yaptigindan dolay1r bu
enzimin hepatik seveyesini de yeniden duzenler. (137) J. Balkan ve ark. yaptigt TAA
ile olusturulan karaciger siroz modelinde taurinin koruyuculugu aragtirilmig ve TAA
in GSH-Px aktivitesini dusirdigi gozlenmigtir.(46) Calismamizda TAA verilen
gruplarda kontrol grubuna gore bir disiis gozlenmesine ragmen gruplar arasi farklilik
degisimi istatistiksel olarak anlamli degildir.

Notrofiller ve monositlerin primer lizozomal graniillerinde Fe-hem iceren
miyeloperoksidaz enzimi bulunur. Cesitli uyaricilarin  etkisiyle fagositler
miyeloperoksidaz igeren grantllerini ekstraselliller araliktaki fagositik vakuol igine
bosaltirlar. Miyeloperoksidaz, hidrojen peroksit (H,0O,) varliginda kloriir, iyodiir ve
bromiiriin oksidasyonunu katalizleyerek hipoklorik asit (HOCI), hipoiyodik asit
(HOI) ve hipobromik asit (HOBr) olusturur. Bu bilesikler ve bunlarin tuzlar1 gigla
oksidanlardir ve biyolojik olarak o6nemli molekillerle reaksiyona girerek
mikroorganizmay: etkileyen toksik ajanlar meydana getirirler. Mehmet Kanter ve ark

yaptig1 etonolle olusturulmusg gastrik hasar modeli ¢alismasinda Nigella Sativa’ nin
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MPO aktivitesi uzerinde azalma saglayarak koruyucu etki gosterdigi belirtilmistir.
Caligmamizda yapilan MPO aktivitesi 6lgtiimiine MPO aktivitesi gruplar arasinda
farklilik gostermis ve istatistik olarak anlamli bulunmustur. Ve sonuglarimiza gore
NSY ‘nin digiik dozu yitksek dozuna gore kontrol grubuna daha yakindir. Buda NSY
‘nin etkinliginin dozuyla ilgili olabilecegini disindirmektedir.

Normal hiicreler kendilerini reaktif oksijen turlere kargt birgcok enzimatik ve
nonenzimatik endojen savunma sistemleri ile koruyabilirler. SOR’u elemine etmede
gorev yapan SOD, CAT gibi enzimler bu savunma sistemlerinin bir pargasini
olustururlar.

SOD enzimi, siperoksit radikalini dismutasyona ugratarak H,O, ve
molekiiler oksijene doniigiimiini saglar. Organizmada substrat olarak serbest radikal
kullanan tek enzim SOD’dur.(80) J. Balkan ve ark. yaptigt TAA ile olusturulan
karaciger siroz modelinde SOD aktivitesinde anlamli olmayan azalma
gozlenmistir.(46) Thsan Yaman ve ark yapmus olduklar1 gentamisin ile indiiklenen
bobrek hasart g¢alismasinda NS‘nin  disik dozonun yiksek dozundan SOD
aktivitesini daha fazla arttirdigr belirtilmistir.(135) Calismamizdaki SOD
aktivitesindeki sonuglara gore disik doz NSY nin uygulandigi grupta yiiksek doza
gore aktivite daha yiiksektir. Buda MPO bulgularinda oldugu gibi NSY nin dozuyla
ilgili olabilecegini diugiindirmektedir.

Oksidatif stresin biyomarkirt olarak protein karbonil gruplarinin kullanim,
diger oksidasyon uriinlerinin 6l¢iimii ile kiyaslandiginda goreceli erken olusumlar: ve
karbonile proteinlerin stabiliteleri nedeniyle bazi avantajlar igermektedir. Yuksek
diizeyde protein karbonil gruplar1 alzheimer hastaligi, romatoit artrit, diyabet, kronik
renal yetmezlik ve respiratuvar distres sendromu gibi bir¢ok hastalikta
gozlemlenir.(138) Siiperoksit (Oy), hidroksil (OH'), peroksil (ROy), alkoksil (RO),
hidroperoksil (HOy) gibi radikal tiirlerin ve hidrojen peroksid (H,O;), hipoklorik asit
(HOCI), ozon (03), singlet oksijen (O;), peroksinitrit (ONOQ") gibi nonradikal
turlerin dahil oldugu reaktif oksijen turleri protein oksidasyonuna yol agar. (139)
Karbonil gruplart (aldehit ve ketonlar) protein yan zincirleri tizerinde uretilirler.
Protein karbonil igerigi ¢ok genel bir gosterge olup protein oksidasyonunda
kullanilan en yaygin markirdir.(105) Protein oksidasyonu protein karbonillerde artig

ve protein tiyol gruplarinda dists olarak olgulir (140).Oksidatif stresin diger
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parametreleri ile karsilastirildiginda protein karbonil gruplar erken olusurlar ve
hastalarin kaninda uzun periyotlarla sirkiile olurlar. Serumdaki yiiksekligi en az 4
saat stabil kalir.(141) Protein karbonil gruplart hemen hemen tim reaktif oksijen
tirleri tarafindan induklenebilir. Dolayisiyla bu gruplar oksidatif stresin kaynagini
yeterince aydinlatmaz. Yiiksek seviyede protein karbonilin tespiti genellikle oksidatif
stresin ya da protein disfonksiyonunun igaretidir.(142)Ayn1 zamanda aktif
proteinlerin enzimatik olarak inaktivasyonuna yol agabilirler. Protein oksidasyonu,
protein  disfonksiyonu ve hastaliklar arasindaki iliski hentiz yeterince
aydinlatilamamugtir. Fakat enzimlerin ve yapisal proteinlerin oksidatif modifikasyonu
hastaliklarin etiyolojisinde onemli bir rol oynayabilir.(143) Caligmamizdada N-asetil
sistein verilen grubun kontrol grubuna yakin olugu N-asetil sisteinin koruyuculugunu
desdeklemektedir. NSY nin yiiksek dozunun koruyuculugu anlamli 6lgiide mevcuttur
fakat diigiik dozunun higbir koruyucu madde verilmeyen gruptan yiiksek olmast NSY
nin ancak belli dozlarda koruyucu etkisinin oldugunu gostermektedir.

Lizozom enzimleri bakimindan organizmanin en zengin organi karacigerdir
(144-145-146) Karaciger hiicresinin aglik, hipoksi, endotoksinler veya ¢esitli toksik
maddelere maruz kalmasi halinde lizozomlar uyarilarak aktiviteleri artmaktadir.(40—
42-147) Karaciger hiicre zedelenmesine neden olan etken ¢ok giiglu ise, lizozom
zarlar1 zedelenerek enzimler kontrolsuz sekilde sitoplazmaya, oradan da hicre digt
stvilara bogalmakta, boylece hiicre zedelenmesinin siddetlenmesine ve geniglemesine
yol agmaktadir.(37-40-43-148-149-150-151)

Aminotransferazlar,  aspartat  aminotransferaz  (AST) ve alanin
aminotransferaz (ALT) ,karaciger hasarini ve karaciger hiicre nekrozunu belirlemede
en sik kullanilan enzimlerdir. Ilk kez 1955 yilinda De Ritis ve ark. viral hepatitlerde
AST vyiiksekligine dikkat ¢ekmiglerdir. Daha sonra Wroblewski ve La Due diger
birgok karaciger hastaliginda da bu enzimin yiiksek oldugunu saptamislar. Sonraki
caligmalarda da AST vyiksekligi ile birlikte ALT yiiksekligi de saptanmis bu
enzimlerin karaciger hiicre hasarimin gostergeleri oldugu dusinilmistiir. Ancak bu
enzim testlerindeki yikseklik, birgok karaciger hastaliginda mevcut olup
hastaliklarin ayirict tanisinda sinirlt bir degere sahiptir.(152—153)

Alkalen fosfatazlar aktif merkezde serin igeren ¢inkometalloenzim

ailesindendir. Cok sayidaki organik fosfat esterlerinin hidrolizlerini 6zellikle alkalen
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pH’da katalizleyen enzim grubudur. Karacigerde farkli iki alkalen fosfataz formu
vardir. Sintsoid ve kanalikiil membraninda oldugu gibi sitozol i¢inde de enzim
bulunmaktadir ve safraya bol miktarda salgilanmaktadir Serum alkalen fosfataz
diizeyleri birgok karaciger hastaliginda yukselebilmekle birlikte en sik safra akiminin
engellendigi intra veya extrahepatik kolestazda veya primer metastatik karaciger
timorlerinde yukselmektedir. GGT membrana bagli bir glikoprotein olup gama
glutamil gruplarin1 6zellikle de glutatyonu gama glutamil peptidlerden diger
peptidlere, amino asitlere ve suya tasimaktadir. Baglica hiicre membranlarinda
bulunmakta ve yiiksek oranda sekresyon ve absorbsiyon aktivitesine sahiptir. Biiyiik
miktarlarda bobreklerde, pankreasta, karacigerde ve prostatda bulunmaktadir
GGT’nin klinik uygulamada en sik kullanim alani; alkalen fosfataz yiksekligi
saptanan hastalarda GGT’ nin kemik hastaliklarinda yitkselmemesi nedeni ile kemik
ve karaciger hastaliginin ayriminda yardimeci olarak kullanilmasidir.(154)

Caligmamizdaki sonuglarda gostermistirki, TAA uygulamast G. Mehmetcik
ve ark. TAA uygulamali ¢aligmalarinda oldugu gibi siganlarda karaciger hasar
enzimlerinin serumdaki miktarinda artiga neden olmug (155) ve N-asetil verilen
grupdaki ratlarda enzim aktivitesi kontrol grubuna daha yakin daha sonra 10
ml/kg/giin NSY verilen grup ve en yuksek aktivite 1 ml/kg/giin NSY verilen grup
oldugu belirlenmistir

Bircok c¢alisma doku hidroksiprolin diizeyini kollajen miktarinin bir
gostergesi olarak kullanmistir.  Yiksek doku hidroksiprolin diizeyi kollajen
sentezinin yiksek oldugunu gosterir. Anastomoz iyileslmesinin biyokimyasal tayini
kollajen igerigi ile sinirlidr ve sadece kollajende bulunan hidroksiprolin igerigi ile
temsil edilir. Kollajen konsantrasyonuna dayanan sonuglar nonkollajenaz
substratlardaki degisilikliklerden etkilenebileceginden, kollajen diizeyinin 6lgtlmesi,
anastomoz kollajen igerigini daha iyi yansitmaktadir. (156—157)

F Isik ve ark yapmig olduklari kolit ¢aligmasinda NSY’ nin kollajen miktari
tizerinde artisa neden oldugunu bildirmiglersede heniiz litaratirlerde NSY’ nin
hidroksiprolin miktar1 tizerindeki etkisine dair bir bilgi yoktur. Calismamizdaki
gruplarda OH prolin diizeylerindeki farkliliklar sadece kontrol grubu ile koruyucu

madde igermeyen TAA uygulanmig grup arasinda anlamlidir.
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Organizmaya ait biyomembranlar ve hiicre i¢i organeller; membran
fosfolipidlerindeki PUFA (¢oklu doymamis yag asitleri) varli§i nedeniyle oksidatif
ataklara duyarlidir. PUFA, hiicresel fonksiyonun yapilabilmesi ve 6zellikle hiicre
membrani, endoplazmik retikulum ve mitokondri gibi hayati oneme sahip organeller
icin gereklidir. Digardan alinan ¢oklu doymamis yag asitlerinin, oksidatif siireg
icerisine giren dokudaki azalmaya yiiz tutmus PUFA yerine gegmek suretiyle
koruyucu etkisini gosterdigi ileri siralmiigtir. (158-159)

Patalojik incelemeler sonucunda TAA uygulamasinin karaciger dokularinda
nekroz olusumuna neden oldugu gozlendi. Koruyucu verilen gruplarda belirgin bir
nodillesme ve septa olusumu izlenmedi. Koruyucu olarak NSY ve NAC verdigimiz
gruplarda sirozlagsma gozlenmemis ve koruyuculugunu arastirdigimiz NSY, NAC ile
ayni dizeyde koruyuculuk gostermistir. Bu da bize biyokimyasal sonuglarimizdaki
gibi NSY’ nin NAC gibi koruyucu bir etkiye sahip oldugunu diistindiirmektedir.

Calismamizda lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan TBARS, protein
karbonil ve hidroksiprolin diizeylerinin analizi ve oksidan / antioksidan diizeyini
belirlemek i¢in SOD, CAT, GSH-Px ve MPO enzim aktivitelerinin 6lgimiiyle ¢orek
otu yaginin tiyoasedamid ile indiklenmis karaciger hasarina kars1 koruyucu etkisinin
oldugu gosterilmistir.

TAA toksisitesine karst NSY uygulanmasiyla, serbest radikallerin
temizlenmesi, antioksidan aktivitenin artist ve protein karbonil gruplarinin
olusumunun kismen engellenmesi saglanarak NSY’nin karaciger hiicre hasarinin
engellenmesinde katkist oldugu gosterilmistir. Ayrica karaciger dokularinda TAA
uygulanan gruba verilen NSY, NAC tedavisi ile oksidan /antioksidan dengeyi
tamamen ayni olmasa da hemen hemen paralel bir sekilde olumlu yonde degistirmis
ve protein karbonil gruplarinin olusumunu engellemistir. Boylece NSY’nin
sicanlarda NAC tedavisinde oldugu gibi antioksidan bir etki gosterdigi, TAA’in
olusturdugu hasar1 kismende olsa gerilettigi ve koruyucu etkide bulundugu
soylenebilir.

Mevcut calismanin sonuglart ile TAA’in indikledigi karaciger hasari
tizerinde NSY’ nin koruyucu etkiye sahip olabilecegi gosterilmistir. Gerek rutin
karaciger fonksiyon testleriyle gerekse oksidan /antioksidan parametreler ve

histopatolojik degisikliklerle belirlenen hepatoksisitenin NSY ile kismen inhibe
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edildigi gosterilmistir. TAA ile ortaya ¢ikan karaciger hasarina pek ¢ok faktor
katilirken, reaktif oksijen tiirleri major rol oynar. Mevcut datalarla NSY nin SOD,
PC ve MPO diizeyleri tizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu agik bir sekilde
gorulmektedir. Bizim c¢aligmamizin sonuglarina gore NSY, TAA ile indiiklenen

hepatoksisitenin siddetini azaltmaya yardimci olabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu caligmada, tiyoasetamidle indiiklenen karaciger hasarinin sigan karaciger
dokusu oksidan /antioksidan dengesi tizerine etkisi ile bu etki tizerinde ¢orek otu
(Nigella sativa) yagimin (NSY) olast koruyucu rolinin olup olmadigint pozitif
kontrol olarak NAC’nin kullanildigt deneysel hayvan modeliyle aragtirmay1
amagladik. Bu amagla, oksidan antioksidan parametrelerden, TBARS ve PC
diizeyleri ile SOD, CAT, GSH-Px ve MPO aktivitelerindeki degisiklikler izlenmistir.

Mevcut calismanin sonuglart ile TAA’in indikledigi karaciger hasari
uzerinde Nigella sativa yaginin koruyucu etkiye sahip olabilecegi gosterilmistir.
Gerek rutin karaciger fonksiyon testleriyle gerekse oksidan /antioksidan parametreler
ve histopatolojik degisikliklerle belirlenen hepatoksisitenin NSY ile kismen inhibe
edildigi gosterilmistir. TAA ile ortaya ¢ikan karaciger hasarina pek ¢ok faktor
katilirken, reaktif oksijen tiirleri major rol oynar. Mevcut datalarla NSY nin SOD,
PC ve MPO duzeyleri tizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu acik bir sekilde
gorulmektedir. Bizim c¢aligmamizin sonuglarina gore NSY, TAA ile indiiklenen
hepatoksisitenin siddetini azaltmada yardimct olabilir.

TAA toksisitesine karst NSY uygulanmasiyla, serbest radikallerin
temizlenmesi, antioksidan aktivitenin artist ve protein karbonil gruplarinin
olusumunun kismen engellenmesi saglanarak NSY’nin karaciger hiicre hasarinin
engellenmesinde katkist oldugu gosterilmistir. Ayrica karaciger dokularinda TAA
uygulanan gruba verilen NSY, NAC tedavisi ile oksidan /antioksidan dengeyi
tamamen ayni olmasa da hemen hemen paralel bir sekilde olumlu yonde degistirmis
ve protein karbonil gruplarinin olusumunu engellemistir. Boylece NSY’nin
sicanlarda NAC tedavisinde oldugu gibi antioksidan bir etki gosterdigi, TAA’in
olusturdugu hasar1 kismende olsa gerilettigi ve koruyucu etkide bulundugu
soylenebilir.

Hasara maruz kalan siganlarin karaciger dokusunda lipid peroksidasyonu
gostergesi olan TBARS igerigi ile antioksidan savunma sistemlerinden olan CAT ve
GSH-Px enzim aktivitelerinde kontrol grubuna gore anlamli bir fark gézlenmemistir.
TAA siganlarin karaciger dokusundaki oksidan/ antioksidan denge iizerinde bu
parametrelerde istatistiksel olarak anlamli bir degisime yol agmamigtir. NSY nin

antioksidan aktivitesinin degerlendirilmesinde CAT aktivitesinde gruplar arasinda
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istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamasina ragmen, TAA grubunda
azalan CAT aktivitesi 10 ml/ kg/ giin NSY verilen grupta ve NAC grubunda artig
kaydetmesi de NSY’ nin NAC’ye benzer bir antioksidan aktiviteye sahip oldugunun
bir gostergesi olarak degerlendirilebilir.

Karacigerde TAA ile induklenen toksisite, TAA grubunda proteinlerin
oksidatif hasarini arttirmigtir. 1 ml/kg/giin NSY+TAA grubundaki PC diizeylerinin
TAA grubundan daha yiksek olmasi, NSY’nin digik dizeylerde toksik etki
olusturabilecegini gostermektedir. 10ml/kg/giin NSY dozunun ise TAA toksisitesiyle
olusan PC diizeylerinde bir miktar azalmaya neden olmasi, NSY nin bu hepatoksisite
modelinde faydali olabilecegi seklinde degerlendirilmistir. TAA+NAC grubundaki
PC degerlerinin neredeyse kontrol grubu degerlerine inmesi, NSY dozunun
arttirilmasiyla, NAC grubundaki sonuglara yakin bir korumanin saglanabilecegini
gostermektedir. PC diizeyleriyle 1ilgili bu sonuglar sican karaciger dokusunda
NSY’nin antioksidan etkisinden dolay1 serbest radikalleri yok ettigini
gostermektedir.

Notrofillerin dokulara infiltrasyonu, primer olarak nétrofillerde bulunan bir
enzim olan MPO aktivitesindeki degisikliklerle degerlendirilmektedir. Sican
karacigerinde MPO aktivitesinin artis1 hepatoselliiler toksisiteye karst inflamatuar bir
cevabin aktivasyonunu onermektedir. Bizim ¢alismamizda, TAA verilen si¢anlarin
karaciger dokularinda MPO aktivitesinde kontrol grubuna gore yaklagik olarak % 50
oraninda bir artig oldugunu gozlemledik. Tek basina bu bulgu TAA ile indiklenen
karaciger hasarinda notrofil kaynakli serbest radikal olusumunu arttirdiginin delili
olabilir. NAC uygulanmasi karaciger nétrofil invazyonunu, MPO aktiviteleri goz
ontine alindiginda kontrol grubunda olan degere ¢ok yakin bir aktiviteye dustrirken,
NSY gruplarinda ise 6zellikle 1 ml NSY verilen grupta NAC kadar olmasa da TAA
grubuyla kiyaslandiginda nispeten MPO aktivitelerinde bir azalma oldugu tespit
edilmistir. Boylece NSY, NAC’ye benzer bir etki sergilerken, bu etki NAC’nin
etkinligi kadar g6z doldurucu degildir.

Superoksit radikalini karacigerde yikan major antioksidan enzim SOD’dur.
NSY ve NAC, TAA ile birlikte verildiginde SOD’un enzim aktivitesini sadece TAA
verilen gruba gore daha yuksek seviyeye ¢ikarmasi bu iki antioksidan karakterli

maddenin direkt olarak reaktif oksijen turlerini sipurici etkilerinin bir gostergesidir.
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Sonu¢ olarak, NSY’nin TAA ile indiklenen hepatoksisitede faydali
olabilecegi kanaatindeyiz. Boylece, NSY’nin TAA ile birlikte alinmasi, hem serbest
radikal  olusumunun inhibe edilmesi hemde antioksidan dizeylerinin
iyilestirilmesinde rol oynayabilecegini ortaya koymustur. NSY’nin etki
mekanizmasinin tam olarak ortaya konulabilmesi i¢in bundan sonraki deneysel
caligmalarin farkli patolojik modellerde degisik dozlardaki NSY uygulamalar: ile
devam etmesi gerekmektedir. NSY karacigeri oksidatif strese kargt korumada klinik
olarak yararli olabilir. Dolayisiyla deneysel hayvan modelleri dogrudan klinik
uygulamalara uyarlanmasa da yaptigimizin ¢alismanin sonuglari bu konuda 11k
tutabilir. 1k kez bizim datalarimizla Nigella sativa yaginin TAA ile indiiklenen
toksisiteye kargt karaciger dokusunda kismen de olsa koruyucu bir etki

sergileyebilecegi gosterilmisgtir.
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