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OZET
Karaciger Tiimoriinde Antioksidan Sistem ve Kolgisinin Etkisi

Hepatoselliiler karsinoma (HCC) &liimle iligkili kanser sebeplerinin en
biiyiik figiincii sebebidir ve insidans1 her giin biraz daha artmaktadir. Oksidatif
stres varhgimmda serbest radikal olusumunun arttif1 ve serbest radikallere uzun
siire maruz kahnmast ile DNA iizerinde oksidatif hasar riskinin artacag
diisiiniilmektedir.

Kolsisin yiizyilllardir tipta; Gut , Behget Hastahg, Ailesel Akdeniz Atesi
(FMF), karaciger sirozu, dermatolojik hastahklar ve skleroderma tedavisinde
yaygm kullanimi olan eski bir ilactir. Kolsisinin tedavi amag¢h kullamidig: bu
hastahklarin ¢ofunda nétrofil fonksiyonlarinda ve serbest oksijen tiirevlerin
iretimide artiy gozlenmektedir.

Bu ¢ahsmamizda HCC’ da antioksidan sistem ve Malondialdehiti (MDA) ve
bunu yam sira antimitotik ve mikrotiibiil inhibitorii olan Kkolsisinin HCC iizerine
etkisini aragtirdik. Bu amagla kimyasal bir karsinojen olan N-Nitrosodietilamin ile
sicanlarda deneysel HCC modeli olusturduk.

Antioksidan etkiyi gizlemek amaci ile eritrositlerde ve karacier
dokularinda antioksidan enzimlerden glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve
siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktiviteleri, bir serbest radikal temizyecisi olan
rediikte glutatyon (GSH) miktar ve lipit peroksidasyonunun gdstergesi olarak ise
MDA diizeyi saptandi. Ayrica ALT, AST, ALP ve total protein serum diizeyleri
Olciildii. Eritrositlerde ve Kkaracifer dokularinda GSH ve GSH-Px Beutler
yontemleri ile; karacier dokularmmda SOD enzimi ve MDA diizeyi siras: ile
McCord et al. ve tiyobarbiitirik asit yontemi ile dlciildii. Histopatolojik incelemeler
151k mikroskepisi ile yapildi

Elde ettigimiz sonuclar is1ginda serbest radikallerin HCC’ m olusumun
nedenlerinden biri olabilecegi diigiiniilmektedir. Kolgisin HCC olusumunu dnleyici
bir etkiye sahiptir fakat bu etki antioksidan sistem ile iligkili degildir.

Anahtar sézciikler: Hepatoselliiler karsinoma, Kolsisin, Serbest radikaller,
antioksidan, N-nitrosodietilamin.



ABSTRACT

Antioxidant system in liver tumor and the effect of colchicine on liver tumor

Hepatocellular carcinoma(HCC) is representing the third largest cause of
cancer related death and its incidence is increasing day by day. It would be
reasonable to expect that oxygen radicals would likely persist longer under
conditions of oxidative stress presenting an increased risk of oxidative damage to
DNA.

Colchicine is an ancient drug, widely use in the the treatment of gout,
Behcet’s disease(BD), Mediterranean fever (FMF), liver cirrhosis, dermatologic
disorders and scleroderma. Increased neutrophil functions and excessive
production of reactive oxygen species(ROS) were claimed some of these diseases
that colchicine is used for treatment.

In this study we aimed to study antioxidant system and malondialdehyde
(MDA) in HCC and also effect of colchicine on HCC, an antimitotic and
microtubulin formation disturbing drug. For this purpose we developed an
experimental HCC model by using N-nitrosodiethylamine (DEN), a chemical
carcinogenic agent.

The activities of antioxidant enzymes including glutathione peroxidase
(GSH-Px), superoxide dismutase (SOD) and a well-known oxyradical scavenger
reduced glutathione (GSH) and MDA one of the end product of lipid peroxidation
were determined in erythrocytes and liver. Also ALT, AST, ALP and total protein
were determined in serum. GSH-Px enzyme activity and level of GSH were
assayed according to Beutler methods. SOD enzyme activity and MDA content
were assayed according to Mc Cord and thiobarbituric acid methods, respectively.
Histopathologic investigations were performed light microscopy.

In the light of the results, it was concluded that free radicals in liver may be
the one of the reason for the formation of HCC. Colchicine inhibit formation of

HCC but this effect wasn’t occured by antioxidant system.

Key Words: Hepatocelluler carcinoma, Colchicine, Free radicals,
Antioxidants, N-Nitrosodiethylamine.



1.GIRIS

Hepatoselliller karsinoma (HCC) diinyada en yaygmn gorillen kanser tipidir’.
HCC’ nin insidans: her giin biraz daha artmaktadir. HCC igin bashca risk faktorleri
alkol ve/veya Hepatit B(HBV) ve C viriisleri ile olusan karaciger sirozudur’’. Diger risk
faktorleri arasmda demir yiiklemesi, ilaclar, birden fazla viriis enfeksiyonlari, lipit ve
karbohidrat metabolizmasmdaki degisimler sayilabilir®.

Serbest radikaller bir veya daha fazla paylagilmarms elektron igeren molekiiller
olup oksijenin rol aldii normal hiicre metabolizmas1 sonucu veya patolojik olarak
viicutta olusabilirler’. Olugan bu radikallerin karsinogenezin etiolojisindeki rolii tam
olarak bilinmemesine ragmen oksijen radikallerinin siireklilifi DNA’nm oksidatif hasar
riskinini arttrmaktadu®.

Bitkilerden ve mikro organizmalardan saglanan dogal iirlinler gesitli toplumlar
tarafindan ytizyillardan bu yana ila¢ olarak kullanilmaktadir. Bu maddeler farmasotik
endiistride yeni ila¢ arastirmasmda incelenen 6ncii bilegiklerinde en 6nemli kaynaklarmi
olugturmaktadr. Son yillarda arastrmacilar geleneksel halk ilaglarma tekrar donis
yapmuslardir’.

Annual Reports of Medicinal Chemistry 1984-1995 yillar1 arasmda yaymlanan
raporlarinda antikanser ve antiinfeksiydz yeni ilag ham maddelerinin % 60’1 dogal
orijinli oldugu belirmektedirler®.

Kolsisin; akut gut ataklarmda ve proflaksisinde, Ailesel Akdeniz Atesinde
(FMF)®, karaciger sirozunda'’, Behget hastahpmnda'!, Sedef hastaliginda, Sweet’s
sendromunda, skleroderma ve sarkoidozda yaygmn kullanmm olan oldukga eski bir
ilagtir'?. Kolsisin mitoz ve diger mikrottibiil bagimh fonksiyonlar tizerinde mikrotiibiil
olugumunu inhibe etmek gibi etkileri vardir>*, Kolsisinin tedavi amagh kullanildip: bu
hastabklarm birgogunda nétrofil fonksiyonlarinda artis ve reaktif oksijen tiirevlerinin
agir1 {iretiminin oldugu belirtilmistir'>1517.

Bu ¢ahgmamizda HCC’ da antioksidan sistem ve kolsisinin etkisini aragtmrmak
lizere kimyasal bir karsinojen olan N-Nitrosodietilamin (DEN) ile sicanlarda deneysel
HCC modeli olusturmay1 planladik . DEN kullammndaki mortalite ve morbiditenin
diistik olmas, bu karsinojen ajan1 segmemize neden olmugtur'®.



HCC’ da antioksidan sistem ve kolgisinin etkisini aragtirmak iizere bir serbest
radikal temizleyicisi olan rediikte glutatyonu (GSH)Y, peroksitleri metabolize eden
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)*® ve serbest radikalleri hidrojen peroksite donistiiren
stiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitelerini ve ayrica da lipit peroksidasyonun
gostergesi olan malondialdehit (MDA) miktarmi Slgmeyi amagladik®'. Karaciger hiicre
hasarm teyit etmek amactyla ALT, AST, ALP ve total protein® serum diizeylerini
dlciilmeyi ve timor gelisimini izlemek amagh ise gk mikroskopisi ile histopatolojik
incelemeler gergeklestirmeyi planladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hepatoselliiler Karsinoma

Hepatoselliiler karsinoma (HCC) hepatositlerin malign tiimoriidiir. Hepatositler
epitelial hiicrelerdir ve bundan dolayr HCC adenokarsinoma olarak tammlani®. HCC
yida en az 1 milyon kisinin Sliimiine neden olan, diinyada gbzlenen en yaygm solid-
organ tiimoridir***. HCC insidanst 1993 ile 2000 yillar1 arasmda 15.000 vakadan
20,200 vaka sayisma yiikselerek %48 oranmnda artis gostermistic®>. HCC kanser iligkili
Gliimlerde 3. sray1 alir. En ¢ok goriilen kanser tipinde, kadmlarda 8. erkeklerde ise 5.
siradadr®®. HCC’ nm etiyolojisi, hastahgm klinik ve patolojik &zelligini etkilerken,
yasam siiresi {izerine bir etki gostermedigi Sne siiriilmiistiir®’.

HCC’ nin olusumunda infeksiyonlar, siroz, gevresel faktdrler ve metabolik
hastaliklar rol oynar®, HCC olusum risk faktorleri arasinda ilk siray: alkol ve/veya
Hepatit B ve C viriisleri yer alir’®??, Farkh nedenlerden dolay: olusan siroz ise % 60-80
oram ile Onemli bir yer iggal etmektedir’. Kimyasal karsinojenler ve nitritler,
hidrokarbonlar, organoklorin pestisitler, primer metaller gibi kimyasallar da HCC
gelisiminde rol oynarlar (Cizelge 2.1.)*.



Cizelge 2.1.: HCC’nin geligimi ile ilgili veya geligimine yatkinlif olan durumlar

Infeksiyonlar

Hepatit B virtisii
Hepatit C viriisii

Siroz

Alkol

Otoimmiin hepatit
Primer biliyer siroz
Kriptojenik siroz
Cevresel faktorler
Androjenik steroidler
Aflatoksinler

Sigara

N-nitrozo bilesikler
Pirrolizidin alkaloitler
Metabolik hastahklar
Hemokromatozis
a;-Antitripsin yetersizligi
Wilson hastahig
Porfiria kiitentarda

Tip 1 ve 3 glikojen depo hastalig1
Galaktozemi
Sitriillinemi

Herediter tirozinemi

Ailesel kolestatik siroz

HCC’ nin tedavisindeki zorluklar ve mortalitenin bu kadar yiiksek olmasi bir
takim faktSrlere baghdir. Bunlardan birincisinde, HCC genellikle siroz ile iligkilidir ki
hastabgmn tek sebebi degildir, fakat aym zamanda kanser tedavisindeki segenekleri
kisitlar. Ikincisi ise, HCC’min genellikle erken evrelerde asemptomatik olmasi ve



primer tiimoriin kigiik oldugu zamanda dahi intravaskiiler veya intrabiliyer sahada
yayilm igin oldukea biiyiik egiliminin olmasidir*?*,

HCC’nin izlenmesi olduk¢a karmagiktir ¢iinkii tiimdr degigik radyolojik
goriintiilere sahiptir ve sikhikla sirotik regeneratif ve displastik nodiillerle bir arada
bulunurlar. HCC’nm biyopsisi risklidir. Bundan dolay: tarama ve hasta takibi genellikle
tercih edilir”®, HCC igin cerrahi ve dokuyu gikarma yaklagimi disinda standart bir tedavi
bulunmamaktadir ve prognozu oldukga zayiftr®®,

2.2. Kolgisin

Kolsisin gut tedavisinde ve FMF’te yaygm olarak kullamlan eski, alkoloit
yapida bir ilagtr. Colchicum latince adidir®. Kolsisin Liliacae familyasmdan
Colchicum autumnale’den (sar1 safran, ¢igdem), difer colchicum tiirlerinden, ayrica
yine Liliacea familyasmdan Gloriosa superba’ dan da elde edilir*® 3!,

Bitki Orta ve Giiney Avrupa’ da yetismektedir. Tiirkiye’ de Trakya’ da Edirne
civarmda ve Canakkale’ de Kaz daginda bulunur. Adindan da anlagilacag: iizere,
sonbaharda ¢igek acan bir bitkidir ve bu nedenle tohumlar ertesi yiin haziran-temmuz
aylarinda olgunlasir. Meyve li¢ gozlii bir kapsiildiir ve tohumlar bu kapsiillerde
plasentaya bagh olarak bulunur. Bu alkaloit, bitkinin olgunlagtiktan sonra toplanip
kurutulmus tohumlarmdan ekstre edilir®2.

Kolsisin soluk sari, suda ¢dziinebilen ve 1518a maruz birakildiginda rengi kararan
bir alkaloittir. UV 1smina maruz tutuldugunda farkh fotoizomerlere doniigtir'?,

2.2.1. Kolsisinin Tarihgesi

Kolsisin alkaloitini ihtiva eden sar1 safranmn (¢igdem) soZanlarinm tibbi
kullammindan ik olarak MS l.ylizyilda Anazarbos’un Dioscorides’ inde soz
edilmistir'?. Kolsisinin gut tedavisinde kullammmndan ise ik olarak MS 6. ylizyilda
bahsedilmistir’®3!.

Kolsisinin 8dem ve diger antiromatizmal hastaliklarin tedavisinden ¢ok podagra
igin kullanim Baron Von Storch tarafindan 1763’te yapilmustir™ .



Daha sonra 1820°de ise kolgisin gut i¢in ¢gok daha etkin tibbi kullammm ile tekrar
giindeme gelmis ve 1972°den bu yana FMF’e kars1 proflaksi i¢in tek etkili ilag olarak
popiilarite kazanmgtir. Bu yilda Goldfinger, kolsisin kullanan gut ve FMF’ li bir
hastada, her iki hastahgin da klinik belirtilerinde nemli 6lgiide diizelme kaydedildigini
gozlemistir™.

2.2.2, Kolsisinin Kimyasal Yapis1 ve Analoglan

Dewar, kolsisin molekiilintin yapisim 1945°te agiklamistir®’. Heterosiklik bir
alkaloit olan kolsisinin kimyasal yapisi, N-(5,6,7,9, tetrahidro-1,2,3,10, tetrametoksi-9
oksobenzo [a] hep-tain-7-il) asetamit olarak isimlendirilir®®. Sekil 2.1.” de gdsterildigi
gibi kolsisinin azotu halka digindadir ve bir asetamit teskil etmistir. Bu asetamit grubu 4
tane metoksil tasiyan benzosikloheptano tropolon halka sisteminde sikloheptana bagh
olarak bulunur. Burada tropolon, bir keton grubu tagtyan, yedi tiyeli ve doymanus bir
halkadir. 4 metoksil grubunun 3 ii benzen, biri tropolon halkasmna baglanmigtir®?,

Sekil 2.1. Kolsisinin kimyasal yapisi

Kolsisinin farkli metabolitleri veya analoglar1 vardir. Bunlarm genel yapis1 Sekil
2.2’de ve bu metabolitlerin degigsken gruplart (R;, Ry, R; ve Ri) Cizelge 2.2.°de
agiklanmugtir. Dezasetilmetil kolgisinin ti¢ boyutlu kristallografik ¢alismasi Margulies,
C halkasinim yapismm tamamu ise King ve arkadaglan tarafindan agiklanmigtir. Yedi



iiyeli troponoloid halkas: diizlemsel ve 54° agihk dihedral yap: olusturur. Diger yedi
{iyeli halka ise kayik konfigiirasyonu seklinde katlanir’!.

Cizelge 2.2. Kolsisinin metabolitleri ve analoglar

R1* R2 R3 R4
Kolsisin CH; COCH; o OCH;
Dezasetilmetilkolsisin CHj CH; 0 OCH;
Dezasetiltiyokolgisin ~ CHj H o SCH;
Kolsikozit CsH110s COCH; 0] OCH;
Trimetilkolsisineikasit CHj H 0] OH
Kolsisein CH; COCH; OH O

* Bakwmz Sekil 2.2

Sekil 2.2.: Kolgisin gekirdeginin genel yapisi. Bakimiz Cizelge 2.2.



Kolsisin, UV 1gmnmda izomerlerinin olugturdugu bir karigima doniigiir. Kolsisin
gibi, tiirevleri de 1giga hassas olup, bunlar o, B ve y lumikolsisinlerdir. Kolsisin ve
anologlar1 yap1 farklihfindan dolayi, degisik hastahklarda birbirinden farkh etki

gosterirler®~>3*,

2.2.3. Biyolojik Etkiler

Mikrotiibiiller sinir hiicreleri, titrek tiiyli hiicreler, lokositler ve sperm
kuyruklarmda bulunurlar. Andreu ve arkadaglari kolgisinin hiicresel diizeydeki
etkilerinin daha ¢ok mikrotiibiiller ile etkilesimine bagh oldugunu iddia etmigtir®.
Kolsisin tlibiiline iki bolgeden baglanmaktadwr. Bu bolgelerden biri olduk¢a cahgilan
yiiksek afinite bélgesidir. Kolsisin bu bdlgeye 1siya bagiml, geri doniistimsiiz ve yavag
baglanir. Diger bolge diigiik afinite bolgesidir ve baglanma geri dontistimliidiir’.
Kolsisin ve sentetik analogu tiyokolsisin, hiicre bSlinmesini tiibiiline baglanarak ve
tiibiilin polimerizasyonunu inhibe ederek engeller. Bu bilegiklerin, 16semili P388 ve
L1210 farelerine karsi antitlimor etkisi géstermelerine ragmen toksik etkileri nedeni ile
medikal kullanmmlar1 smirlanmstir®’.

Kershenobich ve arkadaglari kolsisinin, primer biliyer sirozlu hastalarda
fibroblastlarm proliferasyonunu inhibe ettigini ve monositleri tarafindan interlokin 1°in
{iretimini azalttiklarme®®, bir difer ¢ahgmada ise sicanlarda karbontetrakloriir ile
indtikleyerek olusturduklar1 siroz vakalarinda, oral kolsisin uygulamas: ile kollajen
sentezinin ve depolarmm inhibe edildigini gostermislerdir®. Warnes ve Kaplan da
galigmalarinda kolsisinin pirimer siroz igin yararh oldugunu bildirmiglerdir** A

FMF; peritonit, plérit ve sinouit ile olusan, ates ve agri ile seyreden paroksimal
ataklar ile gocukluk doneminde baglayan bir hastahktir'’. Akut ataklar siiresince
nétrofillerin  degraniilasyonuna ve lizozomal enzimlerin pirojenik maddelerinin
sahnimma bagh olarak polimorfoniikleer 16kositlerin serozal zara siddetli bir gekilde
akist vardr'’. Antiinflamatuar etkisinden dolayr kolsisin FMF akut ataklarmm
onlenmesinde kullamhr*>*, Bu etkisinden dolayr kullamldigi diger bir hastalk ise
Behget Hastahigidir. Behget Hastaligt kronik, inflamatuar bozuklugu olan etiolojisi



bilinmeyen, mukokiitanoz, okiiler, artikiiler, vaskiiler ve santral sinir sistemi
diizensizlikleri ile seyreden bir hastaliktu***,

Gut, artrit ile karakterize edilen hastaliklarm grubudur ve monosodyum tirat
kristallerinin eklemlerde ve yumusak dokuda depolanmasi ve tirat metabolizmasmin
hasann ile sonuglamr. Klinik belirtiler akut ve kronik artriti, interstisyel bobrek
hastahgmm ve iirik asit bobrek tagi olugumunu kapsar. Akut krizler kolsisin, steroit
olmayan antiinflamatuar ilaglar (NSAID) veya steroitler ile tedavi edilir*® .

Kolsisin aym1 zamanda 16kositoklastik vaskiilit, psSriazis ve Sweet’s sendromu,
Bullous hastahg gibi cilt hastaliklarinda yararh etki gosterir'”.

Kolsisinin erken uygulanmas: sicanlarda Peyronie hastalifma benzer durumlarda
hastaligm olusmasim baskilar®’.

Kolgisin 16kositlerde yitksek derisimde bulunmasmdan dolayr yapigkanhk,
ameborel hareketlilik ve lizozomlarin degraniilasyonu gibi 16kosit etkilerini inhibe eder.
Bununla beraber en Onemli etkisi 16kosit kemotaksisi {izerinedir. Kolsisinin bu
etkilerinden kemotaksi 1x10® mol/L. kadar diisiik derisimlerde olusurken diger etkilerin
goriilmesi i¢in daha yiiksek doza ihtiyag vardur®.

Kolgisinin diger etkileri ise insulini, tiroksini, tiroid stimule edici hormonu,
amilaz ve katekolamin salimimimi; mast hiicrelerinden histamin salmmum; fagositler
tarafindan lizozomal hidrolazlar azaltmasmu ve ekstraselliler bosluga kollojen
taginmasim inhibe etmesidir”.

2.2.4. Kolsgisinin Emilim ve Dagihmi

Kolsisinin uygulanmasi oral yolla veya soliisyonlar ile intravenéz yolla
olmaktadir. Yapilan ilk caligmalarin sonunda, oral yolla ilag ahmu sonucu, ilacin
yaklagik olarak tamamimn absorblandifi ve biyoyararlammin %100’¢ yakn oldugu
diigliniiliiyordu. Ancak yapilan son cahgmalar ile kolgisinin biyoyararlammmm %25-
%50 arasmda oldugu gosterilmistir. flacm tam olarak hangi bolgeden absorblandig
bilinmemekle birlikte, agir1 dozda veya kronik kolsisin kullammmda barsagin ileum
bolimiinde disfonksiyonun olugmas1 ilacm bu bolgeye kadar vardigm
dustindtirmektedir *°.



Wallace ve Ertel kolsisinin farmakokinetifini ¢aligmakta oncii olmuslardir. 2 mg
kolsisin intravendz uygulamasmdan sonra ise ilk 10 dakikada plazma diizeylerinde hizh
ve bunu takiben logaritmik bir diisiis gzlenmistir*®.

Kolsisinin oral uygulamasmdan sonra plazma maksimum diizeyine erigme sfiresi
(Tmax) 1-3 saat arasindadir. Tmax tablet veya soliisyon kullamminda benzerdir. Son
zamanlarda, kolsisinin afizdan alindiktan sonra 6 saat i¢inde ikinci bir maksimum
diizey olusturdugu, bunun da ikinci bir emilim bolgesi ve enterohepatik dongii ile ilgili
olabilecegi ileri siiriilmiigtiir. Bununla beraber maksimum derigime ulagma stiirelerinde
ve maksimum derigimlerinde kigiler arasinda biiyikk farkhibklar gézlenmektedir. Bu;
gastrointestinal mukoza, emilim bolgesindeki pH veya kolsisinin barsakta baglandif
bilesiklerden ayrilmas: ile izah edilebilir®.

Kolgisinin plazmadan hizla temizlenisi ve daha sonraki giinlerde siirekli olarak
sahnmi; ilacin  viicut dokularma baglanarak depolandifimi  diistindiirmektedir.
Kolsisinin dokulara baglandifmin bagka bir ispat1 ise intraven6z uygulamadan 10 giin
sonra Iokositlerde tayin edilebilmesidir’®. Ayrica diger bir ¢ahgma ile kolsisinin
%>50’sinin plazma proteinlerine baglandig1 gosterilmistir'>>°.

Kordon kanmdan alman Orneklerde gok kiigiik miktarda kolsisinin bulunmasi,
kolsisinin plasenta aracilig ile fetlise gectigini diistindtirmektedir® 0

Kolsisinin anne siitiinde de bulunmas1 yag asitlerine ve protein bilesiklerine
baglantyor olmasm diistindiirmektedir®®.

2.2.5. Kolgisinin Atilim1

Idrarla atihm intraven6z dozun %20’si igin 2 saat ve %30°u igin 24 saat sonra
olarak tespit edilmigtir. Ancak ¢ok kiigiik fakat olgiilebilir degerde kolsisin miktar1 7. ve
10. giinlerde de idrarda tespit edilmistir. Hayvan deneyleri sonucu kolsisinin, bobrek
yolu ile atilmasmin yam sira karaciferde bir ¢ok metabolizmaya da girdigi ileri
siriilmiis olup baghca, safra atimmm takiben sitikrom Piso (CYP) sistemi ile
demetilasyon olusumudur. Yapilan c¢ahigmalar sonucunda kolsisinin %10’ nun insan
karaciger mikrozomlarmda, 3 demetil kolgisin ve 2 demetilkolsisin’e metabolize oldugu
agiia cikarilmugtir. Bu metabolitlerin iiretimi baghca CYP 3A4 izoformlar: tarafindan
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gerceklestirilmektedir’®*®,  Kolgisin metabolitlerinin  roli ve biyolojik etkileri
bilinmemektedir. Kolsisinin ve metabolitlerinin olduk¢a biiylik miktarlarda safra ve
barsak salgilarinda bulunmasi enterohepatik dongiiye tekrar girdigini ortaya
koymaktadir®®,

Onceleri yapilan cahsmalarda, terminal atihm yar yagam siiresinin (T1p) IV
uygulama igin 19 dakika, oral uygulama i¢in ise 16 saat kadar oldugu gésterilmigtir. Son
¢ahgmalarda ortalama Ti, 9,3 saat olarak bulunmugtur. Ben-chetrit ve arkadaglarmin
bobrek ve karaciger hastah@i olmayan FMF’ li hastalarda yaptiklari ¢cahsmada benzer
bir sonug (Ty2 9 + 4 saat) bulmugtur®.

Wallace ve arkadaglari, C-isaretlenmis kolsisin kullanarak yapian ¢ahgmada,
Tin ve ilacm klerensinde bSbrek yetersizligi olan hastalar ile saglikh kisiler arasinda
Onemli bir fark gozlememislerdir. Ayrica karacifer hastalifi ve normal bdbrek
fonksiyonu olan hastalarda, kontrol grubu ile karglagtirildiginda maksimal derigim
(Cuax)’in daha yiiksek, dagihm hacminin daha diistik ve T, siiresinin daha kisa oldugu
g6zlenmigtir. Saglhkh kisilerle Kkargilagtirildiginda ciddi bobrek yetersizligi olan
hastalarda kolsisinin Typ’sinin normaline gére 2-3 kat daha uzun oldugu; bobrek
yetersizlifi ve siroz olan hastalarda ise bunun 10 kat daha uzun oldufu tespit
edilmistir*®.

Leighton ve arkadaglar1 karaciger sirozu olan hastalarda benzer sonuglar elde
etmiglerdir. Bu bulgular kolsisinin bilinen dozunu kullansalar dahi karacifer veya
bobrek hastaligi olan hastalarm takip edilmelerini ileri stirmektedir™.

2.2.6. Kolsisinin Etki Mekanizmasi

2.2.6.1. Akut Gut Artritte

Gut hastalarmmn sinovyal sivilarinda sodyum {irat kristallerinin birikmesi,
polimorfontikleer l6kositlerin, bu iirat kristallerini fagosite etmesi yoniinde bir seri
reaksiyonuna Onciilik ederler. Bu islem lizozomal enzimlerin, kininin ve
komplementlerin sahnmm ile yogun bir biyokimyasal trafigi baglatwr. Urat ¢okelme
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dongiisine dogru inflamasyon yamt ¢ogalr ve genisler. Gutta ve denecysel iirat
kristalleri ile indiiklenen artritte, kolsisinin toropatik etkisinin, kemotaktik faktoriin
iiretiminin ve notrofiller tarafindan salmmmin baskilanmas: ile iligkili oldugu
diistiniilmektedir. Diger bir etki mekanizmasi ise, iiratlarm polimorfoniikleer
I6kositlerin hareketlerini rastgele arttirdigi ve kolsisinin bu hareketliligi inhibe ettigi
yoniindedir. Kolgisin ayrica, fagositoz ile ilgili 16kositlerin damar duvarma yapigmasin,
iiratlar ile uyanlan hareketliligi, kemotaksisi ve diger fonksiyonlar etkileyebilir®!.

2.2.6.2. Hiicre Zan Etkisi

Fagositoz genellikle sitoplazmik mikrovizkozitenin diistisi ile iligkilidir. Oysa
kolsisin ilave edildifinde hiicre zan mikrovizkozitesindeki bu karakteristik diisiis
olugmaz. Fagositoza zar lipitinin tekrar yapilanmas: eslik eder. Bunun yam sira yapilan
baz1 galismalar ise kolgisinin, hiicre zan bilesenlerinin lateral hareketinide etkiledigini
gostermistir®’ .

2.2.6.3. Mitoz ve DNA Sentezinin Inhibisyonu

Onceki in vitro galismalar kolsisinin mitozisi metafazinda bloke ettigini degil,
DNA sentezinide inhibe ettifini géstermistir. Aym zamanda hiicrenin DNA sentezine
girigini de baskilar. Kolsisinin, hiicre diizenleyici olaylar1 erken G; veya M faz1 gibi
kritik zamanda degistirebilecegi ve bunun da daha sonra DNA sentezinin inhibisyonu
ile sonuglanabilecegi baz arastrmacilar tarafindan belirtilmektedir®’.

2.2.6.4. Amiloidoz’da Etki Mekanizmasi

Kolsisin, FMF’in amiloidozunda 6nleyici ve tedavi edici etkiye sahiptir. In vitro
cabgmalarda serum Amiloid A proteinin salgilanmasmm inhibe ettigi gozlenmigtir.
Amiloidozun patogenezi tam olarak bilinmemekle beraber farelerde ve FMF’li
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hastalarda bu protein hepatositlerde sentezlenir ve amiloid depolarmin baghca
bilesenlerindendir®3!.

2.2.6.5. Kolgisin ve Siklik 3°, 5"-Adenozin Monofosfat

Kolsisin mikrotiibiillerin bir araya gelmesini 6nler ve insan l6kositlerinde siklik
3",5’-Adenozin monofosfat (cAMP) artigina neden olur. Bu etki mekanizmasi tam
olarak bilinmemektedir*’.

2.2.7. Kolsisinin Yan Etkileri

Kolsgisin kullanan hastalarda ilk olarak diareyi takiben bulanti, kusma ve
abdominal agrn gibi gastrointestinal semptomlar go6zlenir. Kolsisinin kullaniminda
oldukca sik gbzlenen diger yan etkiler ise miyopati ve néropatidir. Ikinci agamada ise
kemik depresyonu, hemolitik anemi, karaciger harabiyeti, bobrek yetmezligi, respiratuar
distres sendromu, aritmi, néromiiskiiler distriblisyonlar (miyopati, paraliz) ve yayimg
intravaskiiler koagiilasyon gézlenir. Hiponatremi ve metabolik asidoz olugur’®*,

2.3. Serbest Radikaller

Serbest radikaller bir veya daha fazla paylasilmanug elektron iceren
molekiillerdir. Serbest radikaller oldukc¢a reaktif olup, genis reaksiyon yelpazeleri
vardr. Bu reaksiyonlardan belli bagh iki grubu, kovalen bag olugumu ile sonuglanan
elektron transferi ve toplama reaksiyonlaridir. Serbest radikaller rediikleyici (elektron
verenler) ve oksitleyici (elektron alanlar) olmak iizere iki smifta toplamrlar*- .
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2.3.1. Patolojik Onemi Olan Serbest Radikal Tiirleri
Organizmada bir ¢ok serbest radikal bulunmaktadir. Fizyopatolojik olarak
Snemli oksijen radikalleri (Cizelge 2.3.) ve radikal olmayan oksijen tiirevleri (Cizelge

2.4.) agagida Szetlenmistir’ >3,

Cizelge 2.3.: Patolojik olarak Snemli oksijen radikalleri

Adr Molekiiler formiilii
Siiperoksit radikali 0™

Hidroksil radikali ‘OH

Nitrik oksit NO

Ferril iyonu FeO™*?

Perferril iyonu FeO,*?

Alil R

Alkoksil RO

Peroksil ROO

Cizelge 2.4.: Radikal olmayan oksijen tiirevi bilesikler

Ad1 Molekﬁler formiili
Hidrojen peroksit (H0,)

Singlet oksijen ('O

Ozon (03)

Hipoklorit asit (HOCI)

Lipit hidroperoksit (LOOH)
Peroksinitrit (ONOO)

Molekiiler oksijen, paralel spin konfliglirasyonu ile iki tane ¢iftlenmemis
elektrona sahip bir diradikaldir. Elektronlarm aym orbitali paylagmalan icin ters spinleri
olmahdir. Molekiiler oksijene ilave edilen elektron her seferinde rediiksiyonu boyunca
birinden digerine transfer edilir ki bu da bir ¢ok oldukga reaktif ara firiin olusturur’’.
Reaktif oksijen tiirleri elektron transferi ile bir zincir reaksiyonu seklinde olugur™.
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Sekil 2.3.:Reaktif oksijen bilegiklerinin olusumu

2.3.2. Reaktif Oksijen Bilesikleri

2.3.2.1. Siiperoksit Radikali (0™)

Oksijen molekiiliine (O5) bir elektron girigi ile olusur > . O™, radikali &zellikle
mitokondri zarmm i¢ kismm gibi elektrondan zengin ¢evrelerde sponton olarak olusur.
Bununla beraber ksantin oksidaz gibi flavoenzimler, lipooksigenaz ve siklooksigenaz
enzimleri, fagositik hiicrelerin NADPH-bagimhi oksidaz enzimi gibi endojen
kaynaklardan da olusabilirler’’*®, Tki molekiil O, radikalinin hizh bir sekilde hidrojen
peroksite ve molekiiler oksijene dismutasyonu ya spontan olarak (Reaksiyon 1) ya da
stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi (Reaksiyon 2) ile gergeklesir™.

O +0%+ 2H — H,0, (Reaksiyonl)

SOD
0, +0,2H" — H;0,+0,  (Reaksiyon 2)

2.3.2.2. Hidrojen Peroksit (H,0,)

O™’e ikinci bir elektron eklenmesiyle olugan peroksit iyonu fizyoloik pH’da
derhal proton olarak HyO,’e doniigir. H,O,’nin olugumu H,O,’nin dismutasyonu,
NADPH —oksidaz, glukoz oksidaz ve ksantin oksidaz enzimleri tarafindan gerceklesir’..
H0, bir serbest radikal degildir, fakat bilinen en reaktif serbest radikal olan "OH’nin
kaynag1 olmasmdan dolay1 olduk¢a Snemlidir®.
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2.3.2.3. Hidroksil Radikali (OH)

‘OH fazla miktarda tiretildifinde veya hiicresel antioksidan sistem defansmn
yetersiz kaldiginda hiicre hasari olusturur. ‘OH, suyun iyonize radyasyon ile muamele
edildiginde bir elektronun hidrojene ve diger elektronun oksijene gegisi ile olusur
(Reaksiyon 3)%.

H-O-H — ‘H+ OH (Reaksiyon 3)

‘OH olusum yollarindan bir digeri ise HO,’nin gecis metal iyonlan ile
reaksiyonudur. Bu reaksiyon Fenton reaksiyonu olarak adlandiriir (Reaksiyon 4)52.

M®* + H,0, — M®V* + -OH + OH" (Reaksiyon 4)

‘OH olusum yollarmdan biri de Haber-Weiss reaksiyonudur. O;", dismutasyon
tiriinili olan H,0, ile tepkimeye girerek ‘OH ve 'O, olusumuna neden olur (Reaksiyon
5)%2,

0"+ H, 0, - OH+ OH + 102 (Reaksiyon 5)

O, ve bir vazodilatr radikal olan NO arasindaki etkilesim sonucunda da "OH
radikali olugur (Reaksiyon 6)%.

NO' + Oy~ — ONOO" (peroksinitrit)
ONOO" + H" — ONOOH
ONOOH — "OH + ‘NO, (Reaksiyon 6)

2.3.2.4. Nitrik Oksit (NO")

NO’, nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi tarafindan olusturulur®”. NO, O, ile
reaksiyona girerek reaktif bir ara {iriin olan peroksinitriti (ONOO") olusturur (Reaksiyon
6)%.
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2.3.2.5. Singlet Oksijen (*0,)

Oksijen molekiiliine enerji girisi ile olugan oldukga reaktif bir oksijen formudur.
Orbitalde paralel gezinen elektronlar enerji girisi ile anti paralel olurlar. (*05), Oy ’nin
kendiliginden dismutasyonu, superoksit radikali ve hidroksil radikalinin etkilesmesi ile
Haber-Weiss tepkimesi, O,’nin diagil peroksitlerle tepkimesi ve fagositoz sonucu

olusur®,

2.3.3. Serbest Radikallerin Olusumu ve Etkileri

2.3.3.1. Serbest Radikallerin Olusumu

Bagta O~ ve H,0; olmak {izere bir ¢ok hastahin olusumunda rol alan serbest
radikallerin ¢ogunlugunu, oksijen tiirevleri olugturmaktadir (Sekil 2.4.)°>%3,
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Endojen Kaynaklar Serbest Radikal Uretimi Eksojen Kaynaklar

« Mitokondrial sizint1 » Sigara dumani
* Solunumsal patlama » Kirleticiler
 Enzim reaksiyonlar1 * UV 1s51m
« Otooksidasyon reaksiyonlar » Iyonize radyasyon

\ 4

*Ksenobiyotikler
072, Hy0,
OH
Lipit peroksidasyonu Protein hasar1
Modifiye DNA bazlar1
Doku Hasar

Sekil 2.4.: Serbest Radikallerin Olugumu ve etkileri

2.3.3.2. Serbest Radikallerin Etkileri
Olusan serbest radikaller doku hasari ile sonuglanan lipit peroksidasyonuna®5>,
DNA bazlaninin modifikasyonuna®® ve protein hasarina® neden olurlar(Sekil2.4.).

2.3.3.2.1. Lipit Peroksidasyonu

Serbest radikallerin hedeflerinden birisi biyomembranlardr®. Biyolojik
sistemlerde olusan ¢oklu doymamus yag asitlerinin serbest radikaller ile oksidasyonu
lipit peroksidasyonu olarak tanmlamir ve dort asamada olusur® %

1.Baglama Asamasi: Lipit peroksidasyonu g¢oklu doymamus yag asitlerinin
metilenkarbonundan veya yan zincirinden bir hidrojen atomu (H") koparilmasi ile baglar
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(Reaksiyon 7)**. Bu islem sonucunda, yag asiti zincirinde bir giftlenmemis elektron
bulunur, dolayis ile lipit radikali olugur®.

LH+ OH —» L +H;O (Reaksiyon 7)

2. llerleme Asamasi: Karbon merkezli radikal, konjuge dien olusturmak {izere
tekrar molekiiler diizenlemeye girerler. Burada oksijen ile reaksiyona girerek peroksi
radikalini (LOOY) olusturur. Olusan LOO" diger yag asitlerinden H' alrak kendisi lipit
peroksit haline dSniigtirken yeni bir karbon merkezli radikal olusturur (Reaksiyon 8). Bu
sekilde zincirleme reaksiyon baglar®* 6.

L +0, - LOO

LOO +LH - LOOH+L'  (Reaksiyon 8)

3. Yikim Agamasi: Olusan lipit hidroperoksitler pargalanarak farkli yikim
tirlinleri olugtururlar ki bu {lirilinler sitotoksik, mutajenik ve genotoksik &zelliklere
sahiptir®’. Bu friinlerin baghcalar1 dien konjugatlari, 4-hidroksinonenal, MDA, 8-
epiprostaglandin F,q, pentan ve etandm®*6>63.69,

4. Sonlanma Asamasi: Lipit peroksidasyonu E Vitamini gibi zincirleme
reaksiyonu sonlandirict bir antioksidan ile sonlamr (Reaksiyon 9)%.

L +EVit—>LH+E Vit

E Vit +L' — LH + Okside E Vitamini

2.3.3.2.2. Serbest Radikallerin Olusturdugu Protein Hasan

Serbest radikallerin proteinler lizerinde olusturduklar: hasar ile proteinlerin ve
amino asitlerin yapilarinda modifikasyonlar olusur. Bu da proteinlerin spesifik
gorevlerinin engellenmesi ile sonuglamr™.

Lipitlerde oldugu gibi proteinlerde de oksidasyon gergeklesir®™. Protein
oksidayon {iriinleri ve protein karbonil tiirevleri; amino asit yan zincirlerinin oksidatif
modifikasyonlari, proteinlerin lipit ve karbohidrat oksidasyon tirlinleri ile reaksiyona
girmesi sonucu olusur. Son zamanlarda proteinlerde karbonil grubunun varlg,
proteinin oksidatif hasara ugradiginin bir gostergesi olarak kabul edilmektdir.Dokularda
ki protein karbonil iceriginin artist romatoid artrit, Alzheimer Hastahigi, respiratuar
disstres sendromu (ARDS), Parkinson hastalifi ve ateroskleroz gibi hastahklarla
iligkilidir".

19



Fenil alanin oksidasyonu sonucu olusan orfo-tirozin, L tirozinde tek elektron
oksidasyonu sonucu olusan tirozil radikallerinin birbiri ile etkilegimi sonucu olusan
ditirozin, okside amino asitler”, 2-okzo histidin, 3-kloro tirozin gibi biyomarkerlar
dlgiilerek oksidatif stres hasrmn proteinler lizerine etkisi tespit edilmektedir®*.

2.3.3.2.3. Serbest Radikallerin Olusturdugu DNA Hasan

Reaktif oksijen tiirevleri ile ilk olarak olusan DNA baz hasarmdan mutasyonlara
kadar onciilik eden birgok farkli yolak vardir. Bunlarda en basit olam kimyasal
modifikasyonlardir™ .

Serbest radikaller 6zelikle ‘'OH DNA-protein ¢apraz baglarinda, deoksiriboz-
fosfat omurgasmnda, ayrica plirin ve pirimidin bazlarmin 6zgiin kimyasal yapilarinda
modifikasyon gerceklestirerek DNA hasar1 olusturur’® ",

Oksidatif baz modifikasyonlari mutasyonu ile DNA iplik kirilmalar
inditklenebilir”®. Deoksiriboz yapilarmm iizerindeki kimyasal degigimler purin ve
pirimidinlerin salinmmlarma ve mutajenik olan bazik olmayan kisimlarn olugmasma
neden olur. ‘OH radikali adenin ve guaninin 5-formamido-4,6-diamino- pirimidin gibi
kirtk halka yapilara veya 8-hidroksi-guanin gibi hidroksi purinlere; timini ve sitozini ise
siras1 ile timin glikole wve 5-hidroksisitozine doniistirerek DNA bazlarinda
modifikasyona neden olur™.

10, genellikle guanin tizerinde 8-hidroksilasyon modifikasyonu olusturur’. 8-
okzoguanin ve timin glikol spontan olarak uyarilan DNA hasaridir’’. Her bir hiicrede
oksidatif metabolizma tarafindan uyarilan 8-okzoguanin lezyon diizeyi yaklagik olarak
10° bazda 0,2°dir™.

Oksidatif metabolizma ile uyarilan DNA lezyonlarni gogunlukla tek lezyon
olmasmna rafmen, rastgele coklu lezyonlarinda uyanlma olasihg vardr. Bitisik
niikleotidler tizerinde olusan iki lezyon olarak bilinen rastgele DNA lezyonlar1 bir ‘OH
ile DNA kismmm etkilesimi sonucu baslatir”’.

Deoksintikleotidler mono-niikleozidlere metabolize edildikten sonra idrar ile
atihr. In vivo’da idrarda okside niikleotidlerin normal sartlarda da varlig bu olaym
patolojik olmayan kogullarda da olugtugunu gdstermektedir”.
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2.3.4. Serbest Radikaller ve Kanser

Normal sartlarda, oksijen tiirevleri hiicrede detoksifiye edilir. Ancak reaktif
oksijen tiirevlerinin artis1 ile onkojenik mutasyonlarmn onciiliigtinde makromolekiillerde
ve hiicre cevresinde bir takim degisiklikler olusur ve bu da kanser patogenezine ve
tiimor geligimine katkida bulunur (Sekil 2.5.)% .

DNA tamir
enzimlerinin |
etkisinde

B
g

- ———————-

Oksijen

Tiirevieri DNA ko
Bazlarda kimyasal degisimler
] 3 ; ) .,
. *,
2 A

B

nformasyonun:
degisim

&

<
‘0’ % 5,
& kY

[ Yetersiz replikasyon |

mutasyonundaj

Sekil 2.5. : Serbest oksijen tiirevleri ve Kanser patogenezi

Fazla miktarda serbest reaktif oksijen iiretimi ile antiproteazlarm inhibisyonu ve
lokal doku hasar1 meydana gelir ki buda tlimér farkhlasim, invazyon ve metaztazinin
ilerlemesine neden olur®®.

Serbest radikaller RNA dizilerinde, nokta mutasyonlar, delesyonlar, gen
amplifikasyonu ve tekrar yapilanma gibi pek ¢ok farkliliklar1 uyarirlar. DNA’ nn
kimyasal modifikasyonlar;; hidrojen baglanma 6zgiinkiigiinde degisiklige, acik halka
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piirin ve pirimidin iirtinlerinin olugpumuna neden olarak, DNA replikasyonunu engeler.
DNA’ daki konformasyonel degisiklikler DNA polimrazlar tarafindan replikasyonun
dogru olarak yapilmasmu azaltir. Diger yandan proteazlar ve doku {izerinde olusan
oksidatif hasar tiimor gelisimine ve metastaza yol agar. Oksidatif hasarm polimeraza
6zgiin baglanma bdlgelerindeki (hot-spot) etkisi ile mutasyon olugur®.

Bununla beraber lipit peroksidasyonundaki artiy genomun biitiinkigiinii
korumakla g6revli iplik kirma tamir enzimleri ve baz eksizyon tamir enzimleri gibi
defans mekanizmalarmin etkisini azaltwr. Bunun sonucunda bir ¢ok proto-onkojen
ve/veya baz1 tiimdr baskilayic1 genler aktive olur (Sekil 2.5.)% .

Baz modifikasyonlarmin DNA konformasyonu iizerine etkisi {izerine yapilan
caligmalar heniiz baglamis olmalarma ragmen okside bazlarin nonpolar oldugu ve
bunlarin lokal DNA yapisina zarar verebilecegi bilinmektedir. Farkli kanser tiplerinde,
yapilan son aragtirmalarda antioksidan enzim diizeyinin diistiili ve hidroksile DNA baz
diizeyinde ise oksidatif hasara bagl olarak artis oldugu gozlenmistire.

Serbest Radikaller bashca karaciger, beyin, kardiyovaskiiler sistem, bSbrek ve
genel viicut sistemlerini hedef alirlar. Bu nedenle bir ¢ok hastahmn olusumunda etkin
olarak rol alirlar (Cizelge 2.5.) 3>,
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Cizelge 2.5.: Serbest Radikallerin Olusturdugu Hastaliklar

Inflamasyon hastabklar:
Vaskuilit

Artrit

Glomerulonefrit

Lupus erithematosus
Kardiyovaskiiler sistem hastahklan
Ateroskleroz
Iskemi-reperfizyon hasari
Yaslanma

Otoimmun hastaliklar
Norodejeneratif hastahklar
Parkinson hastali
Alzheimer hastalif
Muskiiler distrofi
Amiootrofik lateral skleroz
ARDS

Kanser

Akciger

Deri

Barsak

Kolorektal

Losemi

Karaciger

Oftalmik hastahklar
Katarakt

Glokom

Enfeksiyoz hastahklar
Hepatit

AIDS

Pnémoni .

Alerjik hastahklar
Brongial astma
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2.4. Antioksidan Sistem

Serbest radikallerin hemen hemen tiim  hiicre Dbilesenlerine hasar
olusturmalarindan dolay1 buna kargi endojen ve eksojen kaynakl antioksidanlar, hiicre
bilesenlerini bu zarardan koruma amagh bir defans sistemi olugtururlar. Bunlar
antioksidan enzimler, zincir kiran antioksidanlar ve gecis metallerini baglayan
proteinler olmak iizere ii¢ ana grupta toplamirlar (Sekil 2.6.)>.

Serbest radikal iiretimi
Antioksidan enzimler
» Siiperoksit dismutaz Metal baglayici proteinler
*Glutatyon peroksidaz *Transferin
* Katalaz “Ferritin
*Seruloplazmin eLaktoferrin
» Stiperoksit rediiktazlar
» Peroksiredoksinler
*Tiyoredoksin sistemi
* Glutatyon S-transferaz
* Glutatyon rediiktaz v

073 H,0,; OH

Zincir kiric1 antioksidanlar Gegis metalleri Fe**, Cu*
* Direkt temizleyiciler

Lipit Faz Sivi faz

» Tokoferoller « Askorbat

« Ubikinol » Urat

* Karotenoidler * GSH ve diger tiyoller

¢ Flavonoidler

Doku Hasar1
57

Tamir Mekanizmast

Sekil 2.6.: Serbest Radikallere karg antioksidan sistem
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2.4.1. Antioksidan Enzimler
Antioksidan sistemde bulunan enzimler birbirinden farkl reaksiyonlar: kataliz
etmelerine ragmen tiim reaksiyonlar birbirine baghdir (Sekil 2.7.) %
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= ' GSSH
P450 GSH-R

H.O
0k31daz oksidazlar 5
2
SH-Px
NADPH SH CAT/
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Ksantin \,v g3t
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Sekil 2.7, Antioksidan Enzimler

2.4.1.1. Siiperoksit Dismutaz Enzimi (SOD)
Stiperoksit dismutazlar, iki O™’ ni H,0,” te ve molekiiler oksijene
dismutasyonunu kataliz eden enzimlerdir (Reaksiyon 10)7 7.

20 +2H" - H,0,+0, (Reaksiyon 10)

Okaryotik hiicrelerde, hiicre icinde metal igeren iki SOD izoenzimi bulunur.
Bunlar mitokondriyal, 90kDa’luk tetramerik MnSOD ve sitozolik, 32kDa’luk dimerik
Cu,ZnSOD enzimleridir™.

O™’ nin mitokondride olduk¢a fazla bulunmasmdan dolayr mitokondriyal
MnSOD esansiyeldir. MnSOD’ nin mutasyonunda neonatal Sliim gozlenir. Cu, Zn-
SOD’in tersine MnSOD’in ekspresyonu oksidatif stres ve ilging olarak tiyoredoksin
(Trx) ile uyarilir’.

25



Sitozolik Cu,Zn-SOD, MnSOD’den daha az 6nemlidir. Bu enzimin eksik oldugu
transjenik hayvanlarda adaptasyon olusabilmekte ve fenotipler normal olarak
goriilmektedir. Sitozolik SOD gen mutasyonu ile letal n6rodejeneratif bir hastalik olan
Amiyotrofik lateral skleroz olusur’.

SOD’ nin tgilincit izoenzimi ise ekstraseliler SOD’ dir (EC-SOD). EC-SOD
lenf, sinovyal stvi ve plazma gibi ekstraseliller matrikslerde bulunur. Marklund ve
arkadaglan tarafindan 1982’ de bulunmugtur. EC-SOD tiirden tiire farkhilik géstermekle
birlikte 135kD molekiiler agwhktadir. EC-SOD birgok organizmada tetramer,
bazilarmda ise dimerdir. EC-SOD herbir subiinitte bir Cu ve Zn atomu igerir. EC-SOD
geni Cu,ZnSOD ile yaklagik %60, MnSOD ile ise minimal homoloji gésterir. EC-SOD
nitrik oksit ile uyarilan sinyal reaksiyonlarmda Snemlidir™.

2.4.1.2. Glutatyon Peroksidaz Enzimi (GSH -Px)

Memelilerde hepsi selenosistein igeren en az dort farklh GSH-Px vardir. Tiim
GSH-Px’ler GSH’1 substrat olarak kullanarak H,O,’in rediiksiiyonunu kataliz ederler
(Reaksiyon 11)""78 ,

GSH-Px
H,0,+ 2GSH —» GSSH +2H,0 (Reaksiyon 11)

GSH-Px’ lar hiicre zarindaki lipit peroksitler gibi diger peroksitleride alkole
doniigtiirerek indirgeyebilirler (Reaksiyon 12)*'.
GSH-Px
ROOH +2GSH ——» ROH + GSSH + 2H,0 (Reaksiyon 12)

GSH-Px1 (klasik enzim) ve GSH-Px2 (gastrointestinal GSH-Px) her ikiside
sitozolik enzimler olup tiim dokularda fazlaca bulunur. GSH-Px1 oksidatif strese karg
acil etki gosterirr GSH-Px2 gastrointestinal alanda ifade edilir ve lipit
peroksidasyonunun toksik etkisine kars: Snemlidir’.
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GSH-Px3 (plazma GSH-Px) bobrekte, akciger, kalp ve plasentada ifade edilir ve
ekstra seliiler alanda ise baghca plazmada bulunur. GSH-Px3, GSH-Px4’ ten daha az
etkin olmasmna ragmen, ¢ok daha karmagik lipitlerin hidroperoksitlerini indirger”""'®,

GSH-Px4 (fosfolipit hidroperoksit GSH-Px) yaklagik tiim dokularda bulunur.
Diger izoenzimler tetramer yapidayken GSH-Px4 farkhh olarak monomerdir. Kiigiik
yapis1 ve hidrofobik &zelliginden dolayr zarlarda bulunan perokside fosfolipitleri ve
kolesterolii indirgeme 6zelligi vardir. Mitokondriyal GSH-Px4’ {in hiicrenin oksidatif
stresten korunmasinda primer olarak rol aldi®1 diistintilmektedir’"””. GSH-Px4’in sperm
baginda yap: proteini olarak bulundugu’ ve sperm olgunlagmasmda en az tig farkh
gorevi oldugu belirtilmektedir’*.

2.4.1.3. Katalaz (CAT)

Birgok organizmada bulunan ve hem igeren enzimlerdir. Memelilerde
peroksizomlarda bulunur ve H,0O;’in suya ve molekiiler oksijene dismutasyonunu
kataliz eder (Reaksiyon 13).

2H,05 = 0, + 2H,0 (Reaksiyon 13)

CAT” tin fenoller gibi farkh substratlar1 da detoksifiye etme 6zellikleri vardir.
H,0, + R'H, — 2H,0 + R!

Katalaz H,O,’den O™; olusum riskini azaltwr. CAT NADPH’a baglanarak,
naktivasyondan korunur ve etkisi artar. NADPH’ m olgunlasmamis eritrositlerde
azaldig1, Glukoz-6-fosfat-dehidrogenaz enzim eksikligi hastahginda hemolizin, daha
Onceden mamldig: gibi GSH-RA/GSH-Px aktivitesinin azalmasmdan ¢ok artik CAT m
inhibisyonundan dolay: olusabilecei diigtiniilmektedir>°,

2.4.1.4. Tiyoredoksin Sistemi

Tiyoredoksin iki antioksidan sistem olan, tiyoredoksin (Trx) ve tiyoredoksin
rediiktaz1 (TrxR) icerir. Tiyoredoksinler oksidorediiktaz aktivitesi gbsteren proteinlerdir.
Memelilerde ve prokaryotik hiicrelerde bulunurlar. TrxR enzimi NADPH’ 1 kullanarak
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Trx’ in disiilfit aktif bolgesini ve bir ¢ok substrati rediiklerler. Redikte Trx,
peroksiredoksinler ve okside glutatyon dahil bir gok protein ve peptitlerde bulunan
disilfitleri indirgemede oldukga etkindirler’".

2.4.1.5. Peroksiredoksinler

Peroksiredoksinler; H,O,, alkil hidroperoksitler gibi peroksitleri direk olarak
rediikleyebilen enzimlerdir. Bu enzimler iizerindeki yapilan cahgmalar yeni olmakla
beraber en az 13 memeli peroksiredoksinin varlig: bilinmektedir>".

2.4.1.6. Siiperoksit Rediiktazlar

O™’ni direkt azaltarak etki gosteren, yeni bulunan siiperoksit temizleyici
enzimlerdir. Bu enzimler demir igermektedirler ve gsuana kadar anaerobik stilfat
rediikleyici bakterilerde gozlenmislerdir (Reaksiyon 14)°'.

Oy +e+ 2H - H,0, (Reaksiyon 14)

2.4.1.7. Seruloplazmin
Ferroksidaz aktivitesine sahiptir. Fe***i Fe*"e okside eder ve boylece H,0,’dan
‘OH olusumunu ve demire bagimh lipoperoksidasyonu inhibe eder®.

2.4.1.8.Glutatyon Rediiktaz (GSH-Rd)

GSH-Px, H,O, ve diger lipit peroksitleri indirgerken, aym zamanda GSH
yiikseltgenerek GSSH formuna doniisiir (Reaksiyon 12). GSH-Rd, GSSH’ m
organizmada 6nemli bir serbest radikal temizleyicisi olan rediikte formuna dénmesinde
rol alir (Reaksiyon 15)'.

GSH-Rd
GSSH + NADPH+ H* —» 2GSH + NADP" (Reaksiyon 15)
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2.4.1.9.Glutatyon S-Transferaz (GST)

Glutatyon S-Transferazlar (GST) oldukga farkli gorevleri olan enzimlerdir.
Ksenobiyotiklerin GSH konjugatlarmm  olusumunda, farkh hormon ve organik
iyonlara baglanmada ve lipit peroksitlerin indirgenmesinde rol abrlar (Reaksiyon 16).
GST’lar {i¢ sitozolik ve bir mikrozomal olmak {izere dért ana gruba ayrilirlar. Sitozolik
GST’lar a, p, © ve O olmak {izere 4 gruba ayrilirlar. GST-n prekanser6z lezyonlarda ve
farkh tiimoér dokularinda ifade edilmelerinden dolayr tiimér marker1 olarak Snem

kazanmglardir® % 34,

GSH-Px
ROOH +2GSH —— ROH + GSSH + 2H,0 (Reaksiyon 16)

2.4.2. Zincir Kine: Antioksidanlar

Serbest radikaller bir molekiil ile reaksiyona girerek yeni bir serbest radikal
olustururlar. Bu olusum bazen zincirleme olarak devam eder. Bu igleme verilecek en
klasik 6rnek lipit peroksidasyonudur. Bu reaksiyon iki radikalin birlegerek stabil bir
iirlin olugturmasma veya zincir kirici bir antioksidan ile birlegmesine kadar devam eder.
Zincir kiric1 antioksidanlar lipit ve sulu faz olmak iizere iki grupta toplanmugtir”!.

2.4.2.1. Lipit Faz Zincir Kirnc1 Antioksidanlar

2.4.2.1.1. Tokoferoller

Tokoferollerin o, B, 7, 8 olmak tizere d6rt farkhi formu vardir. aTokoferol dogal
dagilimm en genis ve biyolojik aktivitesi en fazla olan formudur. E Vitamini antioksidan
etkinlifi en fazla olan o tokoferoldiir. o Tokoferol membranda, lipoproteinlerde ve
adrenal bezlerinde yogun bir sekilde butunur % .

Coklu doymamms yag asitlerinden daha hizh hareket ederek peroksil radikalleri
ile reaksiyona girer’’. o Tokoferol hidrofobik yapisma bagh hidroksil grubundaki
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hidrojen atomunu kolayhkla uzaklastirabilir. Boylece lipit peroksidasyonunda olusan
peroksi ve alkoksi radikalleri ortamda bulunan yag asitleri yerine o tokoferol ile
reaksiyona girer™.

o Tokoferolliin rejenerasyonu askorbik asit, GSH ve tirat ile; ki a Tokoferol
radikalinin birlesmesi ile veya tokoferol kuinona oksidasyonu ile gergeklesir®.

Lipit peroksidasyonunu inhibe etmesi ile LDL’ nin aterojenik modifikasyonunu
inhibe eder®. 'O, ile reaksiyona girer ve ‘OH ortamda uzaklastirarak membran koruma
bzelligine sahiptir .

2.4.2.1.2. Karotenler

Membran (zar) ve lipoproteinlerde en az 20 gesit karoten olmasmna ragmen en
onemlisi B karotendir. Karotenler en gok 'O, tizerine etkilidir. Aym zamanda diigiik
oksijen basincinda en az a tokoferoller kadar etkin antioksidanlardir. A Vitaminin 8nciil
maddesi olmalarmdan dolay1 ¢ok Onemlidirler. A vitamini de antioksidan o6zellik

gostermektedir 36%7.

2.4.2.1.3. Ubikinon

Ubikinonlar lipitlerde ¢6ziinen ve izoprenoid taki igeren kinon tiirevleridir.
Ubikinon mitokondride elektron transport zincirinin bir pargasidir. Insanlarda bulunan
temel ubikinon, Ubikinon 10 dur (Koenzim Q) . Oksijen kaynakh radikalleri ve singlet
oksijen ile etkileserek lipit peroksidayonunun baglamasmi ve béylece biyomolekiillerin
hasarim &nler®,
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2.4.2.1.4. Flavonoidler

Flavonoidler bitki pigmentlerini olugturan polifenolerdir. Peroksidasyonu
baglatan radikallleri tutma, metal iyonlarm baglama ve radikal olusturucu enzimleri
inhibe ederek antioksidan etki gosterirler®*®,

2.4.2.2. Sivi Faz Zincir Kiricl Antioksidanlar

2.4.2.2.1. Askorbat

Askobat suda ¢Oziinen, olduk¢a giichi indirgeyici Ozellife sahip bir
antioksidandrr. o tokoferol radikali, peroksitler, O, ve 'OH radikali ile kolayca
reaksiyona girerek bu radikalleri ortamdan uzaklagtirirlar. Askorbat &zellikle hiicre
zarmdaki lipitleri korur. Bu o6zelliginden dolayr aterosklerotik plaklarm olugumunu

engeller"’ 0.91,92.93.94

2.4.2.2.2 Rediikte Glutatyon(GSH)

Glutamik asit, sistein ve gilisin amino asitlerinden meydana gelen bir tripeptittir.
‘OH ve singlet oksijen gibi serbest radikallerin temizleyicisi olup olduk¢a Snemli bir
intraselliiller antioksidandir’. GSH intraselliler alanda tiyol gruplarmmn bashca

kaynagidir. Aym zamanda GSH-Px enzimi igin esansiyel bir faktordiir™,
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2.4.2.2.3 Urat
Piirin metabolizmasmm son son tirtinli olan tirat (iirkk asit) plazma normal
konsantrasyonlarmnda lipit peroksidasyonunda ve radikal temizleticisi olarak rol alirlar®.

2.4.3. Metal Baglayici Proteinler

Metal baglayic1 proteinlerden transferrin ve laktoferrin dolagimdaki serbest
demiri baglayarak antioksidan etki gosterir. Ferritin ise dokulardaki demiri baglar.
Demir ve bakir iyonlar1 serbest radikal reaksiyonlarma katilarak ortamda bulunan
radikallerin daha reaktif hale donmesini hizlandirmalarmdan dolay1 metal baglayict
proteinlerin antioksidan savunmada Onemli rolii vardir. Metal baglayict proteinler

ozellikle “OH ve lipit peroksidasyonunun olusumunu énlemektedirler "%
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3. GERECLER VE YONTEMLER

3.1. Geregler

3.1.1. Cihazlar
1. UV spektrofotometre Shimadzu-UV 260
2. UV spektrofotometre Shimadzu-UV 120-02
3. UV spektrofotometre Shimadzu-UV 1601
4. Spektrofotometre Bausch and Lamb Spectronic 20
5. Santrifiij Sorvall RC2 B-20.000 rpm
6. Manyetik karistirict Heidolph MR 2002
7. Homojenizator Heidolph S0110R2R0
8. Buz makinasi Scotsman AF-10
9. Elektrikli Terazi Mettler P 1210
10. Digital pH metre WTW pH S25
11. Otomatik pipet Gilson P-20, P-100, P-200, P-1000 pL
12. Biyokimya otoanalizérii Olympus AU 5200
3.1.2. Kimyasal Maddeler
1. Folin ciocalteu (Sigma)
2. n-Butanol (Merck)
3. Asetik asit (Sigma)
4. Tiyobarbitiirikasit (Sigma)
5. Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Sigma)
6. 1,1,3,3-tetrametoksipropan (Sigma)
7. 5,5'-ditiyo-bis [2-nitrobenzoyik asit}(DTNB) (Sigma)
8. Rediikte glutatyon (GSH) (Sigma)
9. Rediikte nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) (Sigma)

10. Glutatyon rediiktaz (Sigma)
11. t-butil hidroperoksit (Sigma)
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12. Ksantin (Merck)
13. Ksantin oksidaz (Sigma)
14. 2-[4-iyodofenil] -3- [4-nitrofenol}-5-feniltetrazoliyum klorid (INT) (Sigma)
15. 3-(sikloheksilamino)-1-propan siilfonik asit (CAPS) (Sigma)
16. N-nitrozodietilamin (DEN) (Sigma)
17. Kolsisin (Sigma)
Diger kimyasallar analar kalitede olup Merck ve Sigma firmalarindan temin
edilmistir. Cozeltiler saf su kullanilarak hazirlanmmgtir,

3.2. Deney Hayvanlarimin Segimi ve Temini

Cahsmamizda deney hayvam olarak C.U. Tibbi Deneysel Arastirma Merkezi’nden
(TIBDAM) temin edilen ortalama agirhklar1 170-220 g olan, ergin, erkek Wistar albino
sicanlar1 kullamlida.

Sicanlar, deneyler siiresince (19 hafia) sicakhgi (22 + 2°C) ve nemi (% 55+ 8) sabit
tutulan odalarda muhafaza edildi. Havalandirma, pencere tipi aspiratorle saglamrken
odann aydmhk-karanhk dongiisti otomatik denetleyici bir aygit ile 12 saat aydmnhk-12
saat karanhk olacak sekilde ayarlandi.

Siganlar, temizlifi diizenli olarak saglanan plastik kafeslerde tutuldu ve
beslenmeleri igin hazir standart yem, su gereksinimleri igin ise 6zel uygulamalar harig
cesme suyu kullamlds

3.3. On Cahsma

Siganlarda tlimdr olugum siiresini tespit etmek amaci ile bir 6n ¢ahgma olusturuldu.
Saglikh geng erigkin Wistar albino siganlardan olugturulan grubun, giinliik igme sularma
son derisimi 100 ppm olacak sekilde DEN ilave edildi. Baslangigta (Kontrol), 4. ,10. ve
19. haftalarm sonlarmda gruptan rast gele 3 adet sican ahmarak sakrifiye edildi.
Sicanlarin karaciger dokular1 histopatolojik olarak incelendi. Hepatoselliiler karsinoma
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olusumu 19. haftanin sonunda g6zlendi. Elde edilen bu sonugtan dolay1 tiim ¢ahgma
gruplarmdaki uygulamalar 19 hafta boyunca siirdiirtildii.

3.4. Cahsma Gruplan

Caligma her grupta 8 sican olmak fizere 5 grupta yapildi. Tiim uygulamalar 19 hafta
sliresince devam etti.

Grup I: (Kontrol grubu) Bu gruptaki siganlar 6zel bir uygulamaya tabi tutulmadan
Béliim 3.2.°de belirtilen sartlarda saklandi.

Grup II: (40 pg kolsisin’kg uygulanan siganlar) Bu gruptaki siganlara haftada 3 kez
1 mL saf suda ¢6ziinmiis 40 pg kolsisin/kg, gavaj ile uyguland1.

Grup III: (DEN uygulanan siganlar) Bu gruptaki sicanlarin giinliik igme suyuna son
derigimi 100 ppm olacak sekilde DEN ilave edildi.

Grup IV: (DEN + 40 pg kolsisin/kg uygulanan siganlar) Bu gruptaki siganlarin
giinlik igme suyuna son derisimi 100 ppm olacak sekilde DEN ilave edildi. Aym
zamanda bu siire boyunca haftada 3 kez 1 mL saf suda ¢6ziinmiis 40 pg kolsisin/kg
gavaj ile uygulands.

Grup V: (DEN sonras1 40 p g kolsisin/kg uygulanan sicanlar) Bu gruptaki siganlara
ilk olarak giinliik igme suyu olarak son derigimi 100 ppm olacak sekilde DEN ilave
edilmis ¢ozelti verildi. 19. haftadan sonra ise sadece haftada 3 kez 1 mlL saf suda
¢Ozinmiis 40 pg kolsisin gavaj ile uygulandi Kolsisin uygulamas: ile artan
mortaliteden dolay: bu uygulama 2 hafta siirdiirtildii.
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3.5. Calisma Orneklerinin Hazirlanist

3.5.1. Kan Ornekleri

Yukarida belirtilen gruplardaki sicanlar uygulama sonrasi anestezik madde
verilmeden servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi. Intrakardiyak olarak alman kan
Ornekleri 2’ye ayrildiktan sonra EDTA’L tiiplere konuldu. Birinci kisim kanlarin 3000x
g’de 10 dakika yapilan santrifuj sonrasi ayrilan plazmalarmda ALT, AST, ALP ve total
protein ¢ahgildi Ikinci kistm kanlarda ise GSH miktar1 ve GSH-Px enzim aktivitesi
Sletildil.

3.5.2. Dokn Ornekleri

Sicanlardan intrakardiyak kan ahmmdan sonra karacigerleri diseke edildi ve iki
pargaya ayrildi Birinci parga doku homojenati hazirlanincaya kadar —70°C’da
saklanirken, diger parga ise histopatolojik incelemeler yapimak iizere %10°luk
formaldehid igerisinde patoloji laboratuvarina génderildi.

3.5.2.1. Doku Homojenatmm Hazirlanigi

Homojenizasyon, 10 mM Fosfat tamponunda (pH 7,0) 2 dakika siireyle ve 2200
devirde cam-teflon tip homojenizatér kullamlarak yapildi. Elde edilen homojenat,
+4 °C’da 14000x g’de 30 dakika siireyle santrifuj edilerek supernatan ayrildi ve ayrilan
supernatanda GSH-Px ve SOD enzim aktiviteleri ile GSH ve MDA diizeyleri 6l¢tildii.

3.5.2.2. Histopatolojik incelemeler i¢in Dokularin Hazirlanmasi
Karaciger doku oOrnekleri % 10’luk formaldehitte fikse edildi. Dehidratasyon,
parafinizasyon ve seffaflagtirma iglemlerinden sonra 5 pm kalnhigmda doku kesitleri

36



alindi. HARRIS Hematoksilen eosin, Masson’s trikrom, retikiilin, PAS, Prusya mavisi
histokimyasal yOntemleri uygulandi. Olimpos mikroskopta degerlendirildi ve
fotograflan cekildi.

Tiimérhi olgulardaki tiim6r dokusunda, immunohistokimyasal yontem ile o-
fetoprotein arastirildi. Immunohistokimyasal galismada Strept Avidin Biotin Boyama
Yo6ntemi kullamlds.

3.6. Analiz Yontemleri

3.6.1. Biyokimyasal Analizler

3.6.1.1. Antioksidan Sistemin incelenmesi

3.6.1.1.1. Eritrositlerde GSH Miktarimmm ve GSH-Px Enzim Aktivitesinin
incelenmesi

3.6.1.1.1.1. Eritrosit GSH Ol¢iimii

Prensip:

Eritrositlerdeki GSH halinde bulunan tiim nonprotein siilfidril gruplarmin, bir
disiilfid bilegigi olan 5,5'-ditiyo-bis [2-nitrobenzoyik asit] (DTNB)’yi rediikleyerek, 412
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nm dalga boyunda absorbans veren san renkli bir kompleks olusturmasi esasma
dayamr. Olgiilen absorbans degeri GSH miktarim yansitir’ .

Ayrraglar:

1. Coktiriict Cozelti
Glasiyel metafosforik asit 1,67 g
Disodyum EDTA 20g
NaCl 300 g
Saf su ile 1000 mL’ye tamamlanur.

2. 0,3 M Na,HPO,
Na,HPO, 42,59 ¢
Saf su ile1000 mL’ye tamamlanir.

3. % 0,40 DTNB Cozeltisi
DTNB 40 mg

% 1’lik Sodyum Sitrat ile 100 mL’ye tamamlamir.

Hemolizat Hazirlanmasi
200 pL tam kan tizerine 2 mL saf su ilave edilerek hazirlanan hemolizatm 200
uL’ si hemoglobin Sl¢limiinde, geriye kalan 2 mL ise GSH 6l¢iimiinde kullambir
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Ydntem
Deney tlipleri asagida verilen sekilde hazirlanir.

Kor (mL) Ornek (mL)

Hemolizat - 2

Saf su 2 -
Coktiiriict 3 3

5 dakika bekletilir, 6rnek filtre kagidmdan siiziiliir.

Siiztintii 2 2

0,3 M Na,HPO, 8 8

412 nm’de absorbans degeri kore karsi okunur (OD1). Tiiplere:
%0,04 DTNB 1 1

Ilave edilir ve 412 nm’de absorbans degeri tekrar kore karst okunur (OD2).

Hesaplama
C (OD2-0D1) x 11 5 100
= X X
1000 13600 2 2 Hb (g/dL)

(OD2-0D1)x 101
C (umol/gHb) =

Hb (g/dL)

OD1 = DTNB ilave edilmeden 6nceki absorbans
OD2 = DTNB ilave edildikten sonraki absorbans
13600 = GSH ile DTNB etkilesimi sirasinda olusan sar1 rengin molar ekstinksiyon
katsayisi
1000 = pmole doniigiim katsayis1
Hb = Hemoglobin (g/dL)
11/2; 5/2 = Seyreltme katsayisi

39



3.6.1.1.1.2. Eritrosit GSH-Px Olg¢iimii

Prensip: GSH’ m okside glutatyona (GSSG) oksidasyonu, t-biitil hidroperoksit
varhgmda GSH-Px ile gerceklesir. Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi l¢timiindeki
prensip ise bu oksidasyon sonucunda olusan GSSG’m glutatyon rediiktaz (GSH-Rd)
enzimi ile tekrar GSH’a doniisiim reaksiyonun da kullamian NADPH’m NADP’ye
oksitlenmesi sirasinda, 340 nm dalga boyundaki absorbans degeri farkinn zamana kargi
okunmasi esasmna dayamnir’®.

GSH-Px
2GSH+R-0-0-H » GSSG + H,O0+ R-OH
GSH-Rd
GSSG + NADPH + H' » 2 GSH+NADP*
Ayiraglar
1. Tris Tampon (pH 8.0)
Tris HCI 88¢g
Tris Baz 54¢g
EDTA 0,14 g
Saf su ile 100 mL’ye tamamlamr.
2. 0,1 M GSH
GSH 31 mg
Saf su ile 1 mL’ye tamamlanir.

Kullamlacak miktar giinliik olarak hazirlamr.
3. 10 U/ mL Glutatyon Rediiktaz
Kullamlan glutatyon rediiktazin U/mL’si {izerinden hesaplanir.
4. 2 mM NADPH
NADPH 17 mg
Saf su ile 10 mL’e tamamlanir.
Kullanilacak miktar giinliikk olarak hazirlanir.
5. 7 mM t-biitil hidroperoksit
% 70’lik st t-biitil hidroperoksit 1:1000 oraninda saf su ile sulandirilir,
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Hemolizat Hazirlanmasi

+4 °C’de sogutulmus serum fizyolojik ile 4 defa yikanmmg eritrosit pelletinden 50
uL abnip iizerine 2 mL saf su ilave edilerek hazirlandi. Tiip buz kabinda muhafaza
edilir.

Yéntem
Cozeltiler k6r ve 6rnege ait deney tiiplerine agagidaki sekilde konulur.
Cozeltiler Kor Ornek
1 M Tris Tamponu (uL) 100 100
0,1l MGSH (n L) 20 20
10 U / mL Glutatyon Rediiktaz (uL) 100 100
2 mM NADPH (uL) 100 100
Hemolizat (pL) - 10
Saf su (uL) 670 660
Karigimlar 37 °C’de 10 dakika inkiibe edilir.
t-butil-hidroperoksit (uL) - 10

Daha sonra 340 nm dalga boyundaki absorbans degisikligi farklt zaman araliklarinda
izlenir.

Hesaplama

Dogrusal artis gosteren zaman araligmdaki OD degerinden yararlanilarak GSH-
Px enzim aktivitesi hesaplanir.

AOD / dak VT
GSH-Px Aktivitesi (U / mL) = X
6,22 VS

AOD = Optik dansitedeki degisim

VT = Toplam hacim

VS = Hemolizat hacmi

6,22 = 1 mmol NADPH’nin 1 cm’lik 151k yolunda verdigi OD degeri

GSH-Px Spesifik aktivitesi (U/gHb) = U/mL
Hb (g/dL)

Hb = Hemoglobin
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3.6.1.1.1.3. Hemoglobin Tayini

Prensip: Drabkin ¢6zeltisinde bulunan ferrisiyaniir hemoglobindeki +2
degerlikli demiri +3 degere yiikseltgeyerek, hemoglobini methemoglobine déniigtiiriir.
Bu ise potasyum siyaniir ile birleserek kararh bir bilesik olan siyanomethemoglobini
olusturur. Siyanomethemoglobinin 540 nm dalga boyunda verdifi optik dansite
olgnilerek hemoglobin (Hb) miktari saptanir *”.

Ayrraglar:

1. Drabkin ¢bzeltisi
K3Fe(CN)e 189 mg
KCN 52 mg
NaHCO; 1 mg

Saf su ile 1000 mL’ye tamamlanur.

Hemoglobin Standart Egri Cizimi
Cozeltiler tiiplere agagidaki sekilde konur,

Tiip No Kor 1 2 3 4 5
Derisim (g/dL) 0 1 2 3 4 5
Standart (pL) - 100 100 100 100 100
Drabkin (mL) 5 5 5 5 5 5

15 dakika oda isisinda bekletilir. Spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda optik
dansite okunarak standart e@ri ¢izilir,
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Hemoglobin Standart Egrisi
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Konsantrasyon (g/dL)

Yintem
Cozeltiler tiiplere asagidaki sekilde konur.
Kor Ornek
Hemolizat (uL) - 100
Drabkin Cozeltisi (mL) 5 5

15 dakika oda 1sisinda bekletilir. Spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda optik
dansite okunarak standart egriden degerlendirilir.
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3.6.1.1.2. Karaciger Dokusunda GSH ve MDA miktan ile GSH-Px ve SOD

Enzim Aktivitesinin incelenmesi

3.6.1.1.2.1. Doku GSH Ol¢iimii

Prensip: Dokuda GSH Olgtim Yontemi 3.6.1.1.1.1.°de agiklanan prensip esasina

dayanmaktadir.
Ydntem
Kor ve ornege ait deney tiipleri agagida verilen sekilde hazirlanir.
Kor (mL) Ornek (mL)
Doku homojenati - 2
Saf su 2 -
Coktiiriicii 3 3
Karnigim 5 dakika bekletilir, 6rnek filtre kagidindan siiziiliir.
Stiziinti 2 2
0,3 M Na,HPO4 8 8
Ornegin absorbans degeri 412 nm’de kdre kars1 okunur (OD1). Daha sonra tiiplere:
%0,04 DTNB 1 1

ilave edilir ve 6rnek tiipte olusan renk 412 nm’de kore kars1 okunur (OD?2).
Hesaplama
Glutatyon derigimi pmol/mg protein olarak hesaplanir:

C (umol/mL) (OD2-0D1) 5
= X
1000 13,600 2

C (umol/mL) = (OD2-OD1) x 0,185

C (umol/mL)
umol/mg protein = ——
Protein (mg / mL)



13,600: GSH ile DTNB etkilegimi sirasinda olusan sari rengin molar ekstinksiyon
katsayisi

C: pmol /mL Glutatyon

OD1: DTNB ilave edilmeden dnce 412 dalga boyunda &l¢iilen optik dansite

OD2: DTNB ilave edildikten sonra 412 dalga boyunda 6l¢iilen optik dansite

1000 : pmol’e ddniigiim katsayisi

5/2 : seyreltme katsayist

3.6.1.1.2.2. Doku GSH-Px Olgiimii

Prensip: Dokuda GSH-Px Olgiim Yontemi 3.6.1.1.1.2.°de agiklanan prensip
esasina dayanmaktadir.

Yintem
Dokuda GSH-Px enzim aktivitesinin ol¢timii 3.6.1.1.1.2 agiklandig: gekilde

yapilmagtir.

Hesaplama

AOD VT
X

GSH-Px aktivitesi (U/mL) = .
6,22 VH

AOD = Optik dansite farki

6,22 = 1 mmol NADPH’nin 1 cm’lik 151k yolunda verdigi OD degeri
VT = Total hacmi

VH = Doku Homojenatmin hacmi

GSH-Px aktivitesi (U/mL)
GSH-Px Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) =

Protein (mg protein/mL)

45



3.6.1.1.2.3. Doku MDA Olgiimii

Prensip: Lipit peroksidasyonu sonucunda, sekonder bir iiriin olarak olusan MDA’ m
aerobik sartlarda, pH 3,4’te tiyobarbitiirik asit (TBA) ile 95 °C’de inkiibasyonu sonucu
olusan pembe renkli kompleksin, 532 nm’deki absorbans degerinin Sl¢limii esasmna
dayanir’®.

Ayrraglar
1. % 8,1'lik SDS
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) 81g
Saf su ile 100 mL’ye tamamlamr.
2. % 20°lik Asetik Asit
Asetik asit 20 mL
Saf su ile 100 mL’ye tamamlanur.
Doymus NaOH ile pH 3,5°¢ ayarlanir.
3. % 0,8’lik TBA
Tiyobarbitlirik asit 08¢g
Saf su ile 100 mL’ye tamamlanr.
Doymug NaOH ile pH 3,5’e ayarlamr.
4. n-Butanol / Piridin (nBw/Pri) Cozeltisi (15/1)

n-Butanol 15 mL
Piridin 1 mL
5. Stok Standart

1,1,3,3 tetrametoksipropan (yogunluk = 0,99 g/mlL)
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Yontem Cahgmas:
Ornek gahismas icin ayrraclar agagida tabloda belirtildigi sekilde tiiplere konur.

Cozeltiler Kor Standart Ornek
Doku homojenatt (mL) - - 0,1
Standart (mL) - 0,1 -
SDS (mL) 0,2 0,2 0,2
Asetik Asit (mL) 1,5 1,5 1,5
TBA (L) 1,5 1,5 1,5
Saf Su (L) 0,8 0,7 0,7
95 °C’de 30 dakika inkiibe edilir, sogutulur.

Saf Su (mL) 1,0 1,0 1,0
nBu/ pri 5,0 5,0 5,0

Cozeltiler vortekslendikten sonra 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilir, tistteki
organik kisim alnarak 532 nm’de absorbans degeri okunur. Sonug giinliik standart
kullanilarak degerlendirilir.

nmol / mL

MDA (nmol/mg protein)=
Protein (mg/mL)

Sonug giinliik standart kullamlarak degerlendirilir.

3.6.1.1.2.4. Doku SOD Olgiimii

Prensip: Oksidatif yolla enerji liretimi sirasinda olusan endojen veya eksojen
kaynakh toksik stiperoksit radikallerinin (O™,) suya (H,O) ve molekiiler oksijene (O,)
dismutasyonunu hizlandiran SOD enzim aktivitesinin 6l¢iim prensibi, ksantin varhginda
ksantin oksidaz’in (XOD) agiga cikardig: siiperoksit radikallerinin 2-[4-iyodofenil] - 3-
[4-nitrofenol] - 5 — feniltetrazoliyum klorid (INT) ile 505 nm’de absorblanan kirmmzi

renkli formazon boyas: olugturmasinm, ortamda bulunan SOD enzimi ile inhibisyonuna
dayanir’
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XOD )
Ksantin ———» Urik asit + O™,
0
INT ———p Formazon boyas1 veya

SOD
0, —» 0, + H;0,

Ayrraclar
1. CAPS (3-(sikloheksilamino)-1-propan siilfonik asit) Tamponu
CAPS 1,10g
EDTA 0,35¢g
Saf su ile 100 mL’ye tamamlanit.
CAPS tamponu ile 2-8 °C’da saklanmaldir. pH NaOH ile 10,2’ye ayarlanir.
2. Stok Substrat Karisinm
Ksantin 0,0015 g
INT 0,0025 g
CAPS tamponu ile 10 mL’ ye tamamlarr,
3. Giinlitk Substrat Karigmm:
CAPS tamponu ile 1:20 diliisyonda hazirlanir. Bu ¢dzelti 2-8 °C’da 10 giin siireyle
dayamkhdr.
4. Ksantin Oksidaz (80 U/L)
5. 0,01 M Fosfat Tamponu (pH:7,0)
Na,PO, 54,91 mg
NaH,PO, 73,58 mg
Saf su ile 100 mL’ye tamamlanir.
6. Standart (S6): 5,6 U/mL SOD igeren Ransod kitinin standartidir.
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SOD Standart Egri Cizimi

Liyofilize olarak hazirlanmig SOD standart1 (S6) 10 mL bidistile su ile sulandirihr.
Standart egri ¢iziminde kullanilacak olan diger SOD derigimleri ise fosfat tamponuyla
asafidaki tabloda verildigi sekilde hazlanr. 2-8 °C’de saklandifinda 2 hafta siireyle
dayanikhdr.

Cahgyma Standartlarinin Hazarlamisi

SOD Derigimi Kullanilacak Standart 0,01 M Fosfat Tamponu
S5 (2,8 U/mL) 5mL S6 5 mlL
S4 (1,4 U/mL) Sml S5 5mL
S3 (0,7 U/mL) SmL S4 5mL
$2 (0,23 U/mL) 3 mlL §3 6 mL

Standart efri ¢izimi igin tliplere ayraglar agagidaki sekilde ilave edilir.

Cozeltiler Cahyma Korii Standart
Standart (mL) - 0,05
Fosfat tamponu (mL) 0,05 -
Giinliik Substrat Karigim (mL) 1,7 1,7
Tyice kangtirilr.

Ksantin Oksidaz (mL) 0,25 0,25

Tekrar karistirildiktan 30 saniye (Al) ve 3,5 dakika sonra (A2) 37°C’da, 505 nm
dalga boyunda havaya karsi absorbans degerleri okunur.
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Hesaplama

Caligma korii SOD icermedifi i¢in inhibisyona ugramammug reaksiyon olarak
kabul edilir ve degeri % 100 olarak ahmir. Tiim standartlar i¢in % inhibisyon degeri
bunlara ait degerin ¢ahgma koriiyle oranlanarak 100°den ¢ikariimas: sonucu hesaplanir.

A2- Al A2- Al
AA/dakadm= — AA/dﬂkgalmMrit: —_—
3 dakika 3 dakika

AA / dakgandart x 100

% Inhibisyon = 100 -
AA / dakgaigma korn

Her bir standart i¢in hesaplama yapidiktan sonra X (yatay) eksenine SOD
derisimlerinin (U/mL) logaritmik doniigiim degerleri, Y (dikey) eksenine standartlara ait
% inhibisyon degeri yazilarak dogrusal bir standart egri elde edilir.

SOD Standart Egrisi

90 -
80 -
70 -
60 -

5 ¢
40 - .
30

20 -
10 -

(a)
T T o T 1

-1 -0,5 0 0,5 1
Log Konsantrasyon (U/mL)

% inhibisyon
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Ornek Cahsmas::
Ayrraglar, tiiplere asagida gosterildigi gibi konulur.

Cozeltiler Cahgma Korii Ornek
Doku homojenati (mL) - 0,05
Fosfat tamponu (mL) 0,05 -
Giinliik Substrat Karigmm (mL) 1,7 1,7
Iyice karigtirihir.

Ksantin Oksidaz (mL) 0,25 0,25

Tekrar karistirildiktan sonra olusan rengin absorbans degerleri 30. saniye(Al) ve
3,5 dakika (A2) 37°C, 505 nm dalga boyunda havaya kars: okunur.

Hesaplama
Calisma korii ve 6rnek AA/dak cinsinden agagidaki sekilde hesaplanir.

A2- Al A2- Al
AA/dak 6mek ™ «—m————— AA/dak caligma kora — ———————
3 dakika 3 dakika

Hesaplanan AA/daksmec ve AA/daKgigma xora asagidaki formiil uygulanarak
degerlendirilir.

AA / daKgangma kora
Ornege ait hesaplanan yiizde inhibisyon degerine karsiik gelen SOD degeri ise
standart egri kullamlarak bulunur ve agagidaki hesaplama yapilarak U/mg protein
cinsinden ifade edilir.

% Inhibisyongmex= 100 -

SOD aktivitesi (U/mL)

SOD aktivitesi (U/mg protein) =
Protein (mg protein)
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3.6.1.1.2.5. Lowry Yontemi ile Protein Tayini

Prensip:Alkali ortamda proteinlerin bakir siilfat ve fosfotungstik asit ile reaksiyona
girerek olusturdugu mavi renkli kompleksin 550 nm dalga boyunda absorbans degerinin

olgiilmesi prensibine dayamr'®.

Ayiraglar
1. % 2 (w/v) Na,CO;
Na,COj3 2g
Toplam 100 mL 0,1 NaOH ile ¢6zlindir.
2. % 1 (w/v) CuSO4SH,0
CuSO45H,0 lg
Saf su ile 100 mL’ye tamamlanir.
3. % 2 (w/v) Na-K tartarat
Na-K tartarat 2g
Saf su ile 100 mL’ye tamamlanir.
4. Ayrrag C: 50 mL %2 (w/v) NayCOs3, 0,5 mL %1 (w/v) CuSO45H,0 ve 0,5mL %2
(w/v) Na-K tartarat ilave edilerek hazirlanir.
5. Folin-Ciocalteu Ayrraci
1:1,5 saf su ile dilue edilir.
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Protein standart egri ¢izimi:
Asagida verilen derisimlerde hazirlapan bovin serum albumin (BSA) standartlari
kullanilarak standart egri ¢izimi yapildi

Tiip No Kor 1 2 3 4 5 6 7
Kullamlan BSA Standart

Derigim (ug/mL) 0 60 120 180 300 400 450 500
Ilgili BSA Standart

¢ozeltisi (mL) - 03 03 03 03 03 03 03
Serum fizyolojik (ml.) 0,3 - - - - - - -
Ayirag C (mL) 30 30 30 30 30 30 3,0 3,0
Oda s1sinda 10 dk bekletilir.

Folin-ciocalteu ayraci(mL) 0,3 0,3 03 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3

Oda sismda 30 dakika bekletilir ve 550 nm’de kore karst okunur ve standart
konsantrasyonlarina kars1 absorbans degerleri gizilir.

Protein Standart Egrisi

Absorbans (550nm)

0 T T 1 1 T 1
0 100 200 300 400 500 600

Konsantrasyon (mikrogram/ mL)
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Yontem

Cozeltiler tiiplere agagidaki gekilde konur.

Kor Ornek
Serum fizyolojik (mL) 0,3 -
Doku homojenati (mL) - 0,3
Giinliik ¢6zelti (mL) 3,0 3,0
Oda 1sisinda 10 dakika bekletilir.
Folin-ciocalteu ayiract (mL) 0,3 0,3

Oda sisinda 30 dakika bekletilir, absorbans degeri 550 nm’de okunur. Protein
konsantrasyonu standart egriden degerlendirilir.

3.6.1.2. AST, ALT, ALP ve Total Protein Diizeylerinin incelenmesi
AST, ALT, ALP ve total protein diizeyleri merkez laboratuarinda biyokimya
otoanaliz6rii Olympus AU 5200 ile dl¢iildii.

3.6.2. Karaciger Dokularmin Histopatolojik incelenmesi

3.6.2.1. immunohistokimyasal Boyama Evreleri

1. Her kesitin fizerini tamamen kaplayacak sekilde 3-4 damla “peroksidaz
blocking reagent” (% 3 Hidrojen peroksidaz soliisyonu) damlatilarak 15 dakika oda
sicakiginda, nemli ortamda bekletildi. Burada ama¢ mevcut endojen peroksitleri yok
ederek nonspesifik zemin boyanmasim azaltmakt1.

2. Kesitler tizerindeki fazla soliisyon dokiilerek onceden hazirlanmms fosfat
buffered tampon solisyonunda (PBS 0,001 M pH 7,2) beger dakika siire ile yikand..
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3. Kesitlerin etrafi kurutulduktan sonra iizerlerine Reagent 1A (serum blocking
soliisyon-% 10 non immiin serum) damlatilarak 10 dakika bekletildi.

4. Kesitler PBS soliisyonunda bes dakika siire ile yikandi. Doku g¢evresindeki
PBS soliisyon fazlalig: silinerek uzaklagtirildi.

5. Kesitlerden birine primer antikor diger dokuya “negatif kontrol reagent”
damlatilarak kesitler 60 dakika nemli ortamda, oda sicaklimda bekletildi.

6. Kesitler PBS soliisyonunda bes dakika siire ile yikandi. Doku gevresindeki
PBS soliisyon fazlahgi uzaklastimidi.

7. Kesitler lizerine reagent 1B (biotinylated second antibody) damlatilarak 10
dakika bekletildi.

8. Kesitler PBS soliisyonunda bes dakika siire ile yikandi. Doku gevresindeki
PBS soliisyon fazlah: silinerek uzaklastirilds.

9. Kesitler tlizerine Reagent 2 (enzyme conjugate-streptavidin-peroksidase.
conjugate) damlatilarak 15 dakika bekletildi.

10. Kesitler PBS soliisyonunda beg dakika siire ile yikandi. Doku cevresindeki
PBS soliisyon fazlalig: silinerek uzaklagtirildi.

11. Kesitlere tarife gbére hazirlanan dimethyl formamide i¢inde 3-amino-9ethyl
carbazole (AEC working color reagent) bol miktarda damlatildi ve 15 dakika siire
sicakhiginda nemli ortamda bekletildi.

12. Kesitler musluk suyunda yikandi

13. Mayer’s hematoksilen ile 30-60 saniye zemin boyanmasi yapildi. Yikanarak
% 0,3’liik amonyakl: su ile mavilegtirildi ve tekrar yikandi.,

14. Kesitler gliserin jel ile kapatilarak mikroskobik incelemeye hazir hale
getirildi. Ornekler 155k mikroskobunda degerlendirildi. Leitz marka mikroskopta kodak
21 DM/ 100 ASA film kullanarak resimler ¢ekildi.
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4. BULGULAR

Cahisma stiresince C.U. TIBDAM’ da {iretimi ve bakimi yapilan toplam 60 adet
Wistar albino sigan kullanildi. Bunlardan 20 adet sican n ¢alismada kullamldi.

4.1. On Calisma ile ilgili Histopatolojik Bulgular

Saglikhi geng erigkin Wistar albino sicanlarm giinliik igme sularina son derigimi
100 ppm olacak gekilde DEN ilave edildi. Siganlarda tlimér olusum siiresini tespit
etmek amaci ile DEN uygulamadan 6nce (Kontrol) (Sekil 4.1.) ve uyguladiktan sonra
4., 10. ve 19. haftanin sonunda grupta bulunan sicanlardan rast gele 3 sigan almarak
sakrifiye edildi.

Histopatolojik incemeler sonucunda DEN uygulamadan (Kontrol) énce sakrifiye
edilen sicanlarda normal karacifer dokusu go6zlendi. 4. haftanin sonunda sakrifiye
edilen siganlarm karaciger dokusunda ise portal alanlarda dagmik mononiikleer iltibabi
hiicre infiltrasyonu, fibrozis, parankimde rejenerasyon gézlendi (Sekil 4.2.).

10. baftanin sonunda portal fibrozisin artti1, portal-portal ya da portal-santral
kopriilesmeler olusturan fibr6z doku proliferasyonun gelistigi, ayrica portal alanlarda
mononiikleer iltihabi hiicre infiltrasyonu ile parankimde tek hiicre nekrozlar, belirgin
rejenerasyon bulgular1 izlendi. Karacier dokusunun normal yapisim kaybettii ve
fibroz bantlarla mikronodiillere ayrildig: gozlendi (Sekil 4.3., Sekil 4.4., Sekil 4.5.).

19. haftamin sonunda ise karacifer dokusunda large-cell displazi alanlarlarma
komsu genis tiim6r odaklar1 dikkati ¢ekti. Tiimoriin oval- hiper kromik niikleuslu,
genisge eozinofilik sitoplazmali atipik hepatositlerden meydana geldigi goriildi (Sekil
4.6.).
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Sekil 4.1. : HE x 100 kontrol grubu sicanlarda normal karaciger dokusu.
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Sekil 4.2. : HE x 100 4 hafta siiresince giinliik igme sularina son derigimi 100 ppm DEN ilave edilen

siganlarda karaciger dokusunda portal alanlarda daginik mononiikleer iltihabi hiicre infiltrasyonu, fibrozis,

parankimde rejenerasyon bulgulari.



Sekil 4.3. : HE x 25 10 hafta siiresince i¢me sularina son derisimi 100 ppm DEN ilave edilen sicanlarda

karacierde sirotik goriiniim. Normal yapr tamamen bozulmus ve Kkaraciger fibroz septalar ile

mikronodiillere ayrilms.
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Sekil 4.4. : HE x 100 10 hafta siiresince giinliik i¢me sularina son derisimi 100 ppm DEN ilave edilen

sicanlarda siroz. Portal alan-Lobiil simrinda diizensizlik, fibroz septalarda ve portal alanlarda

mononiikleer iltihap hiicreleri, pakarankimde rejenerasyon bulgulari.
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Sekil 4.5. : Retikiilin x 100 10 hafta siiresince giinliik igme sularina son derisimi 100 ppm DEN ilave

edilen sicanlarda siroz. Retikiiler catida kabalasma ve nodiiler gériiniim.
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Sekil 4.6. : Retikiilin x 100 19 hafta siiresince giinliik igme sularina son derisimi 100 ppm DEN ilave

edilen sicanlarda displastik karaciger hiicrelerine komsu timor odagi. Timor hiicreleri hiperkromatik

niikleuslu, genis eozinofilik sitoplazmali, trabekiiler yapilar olusturmus.
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4.2. Biyokimyasal Analizlere Ait Bulgular

4.2.1. Eritrositlerde ve Karaciger Dokularinda Antioksidan Sisteme Ait
Bulgular

On galisma tamamlandiktan sonra geriye kalan 40 adet sigan ile her bir grupta 8
adet olmak {izere asagida belirtilen galisma gruplari olusturuldu. Tiimér olusumunun 19
hafta siirmesi nedeniyle galisma gruplarmdaki tiim uygulamalar 19 hafia siiresince

devam etti.

Calisma Gruplan

Grup I: (Kontrol grubu) Bu gruptaki siganlar ozel bir uygulamaya tabi
tutulmadan Béliim 3.2.’de belirtilen sartlarda saklands.

Grup II: (40 pg kolsisin/kg uygulanan siganlar) Bu gruptaki siganlara haftada 3
kez 1 mL saf suda ¢oziinmiis 40 pug kolsisin/kg gavaj ile uyguland:.

Grup III: (N-nitrozodietilamin (DEN) uygulanan sicanlar) Bu gruptaki
siganlarmn giinliik igme suyuna son derisimi 100 ppm olacak sekilde DEN ilave edildi.

Grup IV: (DEN + 40 pg kolsisin/kg uygulanan siganlar) Bu gruptaki siganlarm
giinlitk igme suyuna son derigimi 100 ppm olacak sekilde DEN ilave edildi. Aym
zamanda bu siire boyunca haftada 3 kez 1 mlL saf suda ¢oziinmils 40 pg kolsisinkg
gavaj uygulamast yapildi.

Grup V: (DEN sonrast 40 pg kolsisin/kg uygulanan siganlar) Bu gruptaki
sicanlara ilk olarak 19 hafta siiresince giinliik igme suyu olarak son derigimi 100 ppm
olacak sekilde DEN ilave edilmis ¢ozelti verildi. 19. haftadan sonra haftada 3 kez 1 mL
saf suda ¢oziinmiiy 40 pg kolsisin/kg gavaj uygulamasi yapidi. Bu uygulama
sicanlarda mortalite artigmdan dolay1 ancak 2 hafta kadar stirdiriildii.

Uygulamalarin sonlandirildig1 galisma gruplarinda sigan kaninda GSH diizeyi ve
GSH-Px enzim aktivitesi (Cizelge 4.1.), plazmada ise ALT, AST, ALP ve total protein
degerleri saptandi (Cizelge 4.4.). Sicanlardan intra kardiyak kan ahmi sirasinda bazi
siganlardan az miktarda kan alinmasi ve bazilarindan ise alman kanlarin tamamen
hemoliz olmasi nedeni ile eksik olan sonuglar Cizelge 4.1. ve Cizelge 4.4 kayit
edilmedi.
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Cizelge 4.1. : Eritrositlerde GSH miktarinin ve GSH-Px enzim aktivitesi

ORNEK GSH(umol/g Hb) | GSH-Px(U/ g Hb)
Grupl 1 10,68 313
2 11.72 159
3 10,5 193
4 9,39 220
5 8,26 314
6 10,71 237
Grupll 1 9,48 446
2 8,9 537
3 8,36 457
4 8,56 215
5 7.1 329
6 7,42 407
GrupIll 1 6,28 532
] 5,99 1030
3 7 420
4 5,74 758
5 6,35 691
6 5,43 749
7 4,23 546
8 6,39 498
GruplV 1 521 424
2 6,81 462
3 7,65 358
4 4,46 442
5 6,23 644
6 E 702
GrupV 1 1,06 782
2 2,43 722
3 2,01 810
4 2,84 924
5 1,93 758
6 - 991
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Cizelge 4.2. : Eritrositlerde GSH miktarinin ve GSH-Px enzim aktivitesinin istatistiksel verileri

Grup I Grup II Grup III Grup IV GrupV
(X +SD) (X +SD) (X +SD) (X +SD) (X +SD)
GSH (umol/gHb) 10,21 +1,21 8,30 + 0,90 5,92 +£0,83 6,07 1,26 2,05+ 0,66
n=6 n=6 n=8 n=5 n=5
GSH-Px (U/ gHb) 239,3 +63,2 398,5+112,6 |653,0+195,8 5053 +135,7 | 831,2+104,2
n=6 n=6 n=8 n=6

n=6 J

Eritrositlerde GSH miktarmin ve GSH-Px enzim aktivitesi diizeyinin X +SD’ s1
elde edildikten sonra galisma gruplari arasindaki istatistiksel farklliklar karsilastirildi.
Ikili grup karsilastirmalarma ait p degerleri Cizelge 4.3.’de gosterilmistir. Eritrositlerde
GSH diizeyinde Grup III ve Grup IV (p=0,999) arasindaki iliski hari¢ tiim grup
kargilagtirmalarinda anlamli farkhliklar gozlenmektedir. Eritrositlerde GSH-Px enzim
aktivitesinde ise Grup I ve Grup II (p=0,410) , Grup II ve Grup IV (p=0,761) , Grup III
ve Grup IV (p=0,418), Grup IIT ve Grup V (p=0,237) arasindaki iligki hari¢ tiim grup
kargilagtwrmalarmda anlamh farkliliklar gozlenmektedir.

Cizelge 4.3. : Cizgelge 4.2.” de verilen degerlerin ikili grup karsilastirmalarina iliskin p degerleri

Gruplar GSH GSH-Px
I-1I1 0,048 0,410
I-IIX 0,001 0,001
I-Iv 0,001 0,042
I-v 0,001 0,001
II-1TX 0,004 0,036
I-Iv 0,022 0,761
n-v 0,001 0,001
m1-1v 0,999 0,418
m-v 0,001 0,237
Iv-v 0,001 0,008

p<0,050 istatistiksel anlamh farklilik gosterir.
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Sekil 4.7. Eritrositlerde Kontrol grubu (Grup 1) ile calisma gruplart GSH degerlerinin karsilagtiriimast
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Sekil 4.8. : Eritrositlerde Kontrol grubu (Grup I) ile ¢alisma gruplart GSH-Px degerlerinin
kargilagtiriimast
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Cizelge 4.4. : Plazmada ALT, AST, ALP ve Total Protein degerleri

ORNEK ALT (U/L) [AST (U/L) |ALP (U/L) |Total protein (g/dL)
Grupl 1 |73 112 3 :
2 |62 208 3 6,1
3 |45 137 2 5,5
4 |39 117 6 5,7
5 |53 134 3 62
6 |74 123 3 74
Grupll 1 |56 120 5 73
2|65 117 2 6,6
3|55 148 3 54
4 N 135 6 53
5 |49 111 ] 5,7
6 |51 E 3 6,6
7 |42 E = =
8 |60 L " 2
GrupIll 1 [109 207 12 6,3
2 |86 195 12 64
3 [180 421 11 54
4 [319 319 13 6,6
5 [250 392 12 7
GrupIv_1___ 271 333 12 55
TR 186 11 5,9
3 [260 248 14 6.2
4 [319 271 12 44
5 247 369 11 47
6 - - 12 -
GrupV 1 |448 237 9 48
2 [340 184 11 43
3 |[361 261 12 5.9
4 390 233 13 6,8
5 327 391 13 4,1
6 279 253 2 2
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Cizelge 4.5. : Plazmada ALT, AST, ALP ve Total Protein degerlerine ait istatistiksel veriler

Grup I Grup II Grup III Grup IV Grup V
(x £SD) (x +SD) (x +SD) (x +SD) (x £SD)
ALT(U/L) 57,7.£145 || 156,1i92 188,8 £97,1 |259,2+43,3 | 357,5+57,7
n=6 n=8 n=5 n=>5 n=6
AST(U/L) 138,5+35,4 | 126,2+ 15,1 | 306,8 +103,6 | 281,4 £ 71,9 | 259,8 + 69,6
n=6 n=5 n=5 n=5 n=6
ALP(U/L) 32:£15 3,54 1,6 12,0 £0:7 12{0= 1.1 11564107
n=6 n=6 n=5 n=6 n=5
Total Protein | 6,4 +0,8 6,2+0,8 6,310,6 5.3 +10:8 5:2::k1 1
(g/dL) n=6 n=6 n=5 n=5 n=5

Plazmada ALT, AST, ALP ve total protein degerlerinin X +SD’ si elde

edildikten sonra cahyma gruplari arasindaki istatistiksel farklihklar kargilagtirildi.

Cizelge 4.6.’da ikili grup karsilastirmalarina ait

p degerleri gosterilmistir. ALT

degerlerinde Grup I ve Grup IV (p=0,002), Grup I ve Grup V(0,001), Grup II ve Grup
IV (p=0,004), Grup II ve Grup V (p=0,001) arasmda anlamh farkhlklar
gozlenmektedir. AST degerlerinde ise sadece Grup IT ve Grup V (p=0,045) arasinda
anlamh farklilik gozlenmektedir. ALP degerlerinde Grup I ve Grup II (p=0,996), Grup
III ve Grup IV (p=1,000), Grup III ve Grup V (p=0,994), Grup IV ve Grup V (p=0,993)
hari¢ diger gruplar arasmda anlamh farklliklar gozlenmektedir. Total protein

olgtimiinde ise tiim gruplar arasmda anlamli bir farklilik yoktur.
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Cizelge 4.6. : Cizelge 4.5.” de verilen degerlerin ikili grup kargilastirmalarina iliskin p degerleri

Gruplar ALT AST ALP Total Protein
I-1II 1,000 0,998 0,996 0,995
I-1IT 0,324 0,176 0,001 1,000
I-Iv 0,002 0,075 0,001 0,417
-V 0,001 0,058 0,001 0,277
TI-1II 0,318 0,156 0,001 0,997
I-1v 0,004 0,072 0,001 0,641
n-v 0,001 0,045 0,001 0,473
-1V 0,883 1,000 1,000 0,486
n-v 0,125 0,995 0,994 0,339
V-V 0,100 1,000 0,993 0,999

p<0,050 istatistiksel anlamh farkhihk gosterir.
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Sekil 4.9. : Kontrol grubu (Grup ) ile calisma gruplart AST degerlerinin kargilastiriimasi
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Sekil 4.10. : Kontrol grubu (Grup I) ile calisma gruplart ALT degerlerinin karsilagtinimasi

o7
%20
12 RN
|
10+

ALP
@

Sekil 4. 11. : Kontrol grubu (Grup 1) ile ¢ahiyma gruplart ALP degerlerinin kargilagtirilmasi
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Sekil 4.12. : Kontrol grubu (Grup 1) ile ¢alisma gruplart Total protein degerlerinin karsilastirilmast

Eritrositlerde ki dlgiimlerin yan sira sigan karaciger dokularinda da GSH-Px ve
SOD enzim aktiviteleri ile GSH ve MDA diizeyleri 6l¢iildii (Cizelge 4.7.).
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Cizelge 4.7. : Sigan karaciger dokularinda GSH, GSH-Px, SOD ve MDA degerleri

ORNEK GSH GSH-Px SOD MDA
(umol/mg protein) | (U/ mg protein) | (U/mg protein) | (nmol/mg protein)
Grupl 1 0,0146 0,74 0,25 0,483
2 0,0141 0,63 0,278 0,251
3 0,0118 0,66 0,203 0,327
4 0,0052 0,51 0,307 0,196
5 0,0117 0,45 0,145 0,296
6 0,011 0,78 0,304 0,319
7 10,0107 0,86 0,231 0,321
8 0,0112 0,6 0,245 0,274
Grupll 1 0,0116 0,683 0,365 0,438
2 0,0074 0,79 0,338 0,393
3 0,0178 0,582 0,336 0,516
4 0,012% 0,71 0,248 0,324 .+
by 3 0,0099 0,82 0,201 0,21
6 0,0071 0,743 0,189 0,561
7 0,0065 0,865 0,179 0,428
8 0,0083 0,766 0,229 0,321
GrupIlI 1 0,0038 0,84 0,364 0,71
2 0,0059 0,914 0,392 0,698
3 0,0051 0,654 0,564 0,44
4 0,0072 0,46 0,566 0,431
5 0,0068 0,5 0.572 0,473
6 0,0055 0,727 0,604 0,486
7 0,0061 0,693 0,471 0,641
8 0,0048 0,86 0,25 0,628
GruplV 1 0,0048 1,74 0,648 2,23
2 0,0042 1,218 0,852 1,49
3 0,0032 1,046 0,887 2,94
4 0,0048 1,192 0,73 1,76
5 0,0054 1,134 0,92 1,61
6 0,0067 0,894 0,873 1352
7 0,0059 0,948 1295 1,9
8 0,0022 1,05 1,116 1,72
GrupvV 1 0,0059 1,297 2,032 2.11
2 0,0032 1,888 2,678 3,6
3 0,0058 1,168 25 3.7
4 0,0062 1,29 2222 3,0
S 0,0042 1,26 1595 2,43
6 0,0032 0,981 1,46 2.9
7 0,0051 1,622 1,871 241
8 0,0038 13 2,421 34
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Cizelge 4.8. : Sicanlarin karaciger dokularinda GSH, GSH-Px, SOD ve MDA degerlerine ait istatistiksel

veriler

Grup I Grup Il Grup III Grup IV Grup V
(X SD) (X +SD) (X +SD) (X 4SD) (X +SD)
GSH 0,0113£ 0,003 | 0,0102+0,004 | 0,0057 +0,001 | 0,0047 £ 0,001 | 0,0047 + 0,001
(umol/mg protein) n=8 n=8 n=8 n=8 n=8
GSH-Px 0,65+ 0,14 0,74 £ 0,09 0,71 £0,17 1,15+ 0,26 1,35 10,28
(U/mg protein) n=8 n=8 n=8 n=8 n=8
SOD 0,253 +£0,05 | 0,260 +0,7 0,47 +£0,13 0,91 £0,20 2,14+£0,39
(U/mg protein) n=8 n=8 n=8 n=8 n=8
MDA 03101 0,40 +£0,1 0,56 +0,1 1,90 £ 0,5 2,86 0,6
(nmol/mg protein) n=8 n=8 n=38 n=8 n=8

Sican karaciger dokularmda GSH ve MDA diizeyleri ile GSH-Px ve SOD enzim

aktivitelerinin x +SD’ si elde edildikten sonra cahgma gruplar arasindaki farkliliklar
karsilagtinldi.  Ikili grup kargilagtirmalarina  ait p degerleri Cizelge 4.9.°da
gosterilmigtir. GSH degerlerinde Grup I ve Grup II (p=0,999), Grup II ve Grup III
(p=0,111), Grup III ve Grup IV (p=0,788) Grup III ve Grup V (p=0,713), Grup IV ve
Grup V (p=1,00) arasnda anlamh farkhliklar bulunmamaktadir. GSH-Px enzim
aktivitesinde ise Grup I ve Grup II (p=0,533), Grup I ve Grup III (p=0,991), Grup II ve
Grup III (p=0,997) Grup IV ve Grup V (p=0,434) arasnda anlaml bir farklilik
gozlenmemektedir. SOD enzim aktivitesinde sadece Grup I ve Grup II(p=1,000)
arasinda anlamh bir farkhhk olmadifi gozlenmektedir. MDA diizeylerinde Grup I ve
Grup II (p=0,618), Grup II ve Grup III (p=0,367) arasinda anlamh bir farklilik olmadig1

gozlenmektedir.
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Cizelge 4.9. Cizelge4.8."de verilen degerlerin ikili grup kargilastirmalarina iliskin p degerleri

Gruplar GSH GSH-Px SOD MDA
-1 0,999 0,533 1,000 0,618
-1 0,005 0,991 0,010 0,003
IV 0,001 0,001 0,001 0,001
[BY 0,002 0,001 0,001 0,001
-1 0,111 0,997 0,017 0,367
-1V 0,039 0,008 0,001 0,001
n-v 0,041 0,001 0,001 0,001
-1V 0,788 0,003 0,002 0,001
-V 0,713 0,001 0,001 0,001
V-V 1,000 0,434 0,001 0,001

p<0,050 istatistiksel anlamh farkhhk gosterir.
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Sekil 4.13. Sigan karaciger dokularinda Kontrol grubu (Grup I) ile calisma gruplart GSH degerlerinin
kargilagtirilmast
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Sekil 4.14. Sigan karaciger dokularmda Kontrol grubu (Grup 1) ile ¢alisma gruplart GSH-Px degerlerinin

kargilagtiriimasi

30

254

20

SOD (U/ mg protein)

GRUP

Sekil 4.15. Sican karaciger dokularinda Kontrol grubu (Grup 1) ile ¢ahgma gruplar1 SOD degerlerinin
kargilagtiriimast
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Sekil 4.16. Sigan karaciger dokularinda Kontrol grubu (Grup I) ile ¢alisma gruplart MDA degerlerinin

kargilagtirilmast

4.3. Karaciger Dokularmn Histopatolojik Bulgular

Grup I: Kontrol grup siganlardan elde edilen karaciger doku orneklerinde normal
yapmimn korundugu, portal alanlarda seyrek lenfosit infiltrasyonu, hepatositlerde yer yer
bulanik sisme ve kupfer hiicrelerinde hiperplazi diginda patolojik bulgu saptanmadi
(Sekil 4.17.).

Grup II: 40 pg kokisin uygulanan siganlardan elde edilen karaciger dok u drneklerinde
portal alanlarda az sayida mononiikleer iltihap hiicreleri gdriilmiis, portal alan-lobiil
smrmin korundugu, parankimde hepatositlerde hidropik dejenerasyon, niikleer
vakuolizasyon, tiim dokuda yaygm konjesyon diginda patolojik bulgunun olmadii
gOriilmiistir

Grup III: Karaciger dokusunda genel yapmm tiimiiyle bozuldugu, portal alanlarda
belirgin mononiikleer iltihabik hiicre infiltrasyonu, az sayida polimorf niiveli Iokositler,
safra kanalikiil proliferasyonu ve lobiil igerisine tasarak portal-portal ya da portal-
santral kopriilesmeler olusturarak karacigeri nodiillere ayiran belirgin fibréz doku
proliferasyonu gériilmiigtiir. Bu sirotik zemin iizerinde karaciger hiicrelerinin yer yer
displastik hal aldigi ve bu alanlara komsu bir odakta ya da birkag odakta atipik
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hiicrelerin  olustuu tiiméral yap: izlenmistir. Timor hiicreleri iri hiperkromatik
niikleuollu, genis poligonal sitoplazmal atipik hiicreler olup, trabekiiler ya da glandiiler
yapilar teskil etmisler ve immiinohistokimyasal yntemle uygulanan Alfa fetoprotein ile
pozitif boyanma gostermislerdir (Sekil 4.18.).

Grup IV: Kolsisin + DEN grubu sicanlardan hazirlanan karaciger Srneklerinde,
histolojik kesitle bazilarmda (K4, Ks, Ks) genel arsitektiiriin tiimiyle bozuldugu,
karacigerin fibr6z septalar ile nodiillere ayrldigi, portal alanlarda mononiikleer iltihap
hiicrelerinin varhgi, bazi portal alanlarda daha belirgin olmak iizere safra kanalikiil
proliferasyonu izlendi. Parankim hiicrelerinde yaygm rejenerasyon bulgulari, K, ve Kg
kayith 6rneklerde largecell displazi bulgulart ile Ks ve Kg nolu drneklerde malign
neoplastik gelisim dikkati gekti. Tiimér hiicre sitoplazmalarmda safra pigmenti saptandi.
Immiinohistokimyasal yontemle uygulanan alfa-feto protein ile tiimérde pozitif
boyanma goriildii. Bu grup icinde yer alan diger siganlardan elde edilen karaciger
dokularinda ise portal alanlarda fibrozis, mononiikleer iltihabi hiicre infiltrasyonu,
parankimde belirgin kolestozis, yer yer safra golciikleri nekrozlari, asidofil cisimcikler,
konjesyon, balonlasma dejenerasyonu izlendi.

Grup V: Bu grup sicanlardan elde edilen tiim karaciger doku orneklerinde malign
neoplastik gelisim dikkati ¢ekti. Tiimoriin sintizoid vaskiiler yiizeylerce trabekiillere
ayrildigs, dallar veya papiller yapilar halinde gelisim gosterdigi, dar bir stromaya sahip
oldugu, yer yer asiner ya da psédoglandiiler paternler olusturdugu, bu gland benzeri
yapilarm limenlerinin genellikle bos oldufu ya da safra igerdi3i izlendi. Bazen ise
timdriin  sikigik trabekiiller ve komprese siniizoidler nedeniyle solid bir patern
sergiledigi dikkati gekti. Tiimor hiicreleri eosinofilik graniiler sitoplazmali, iri yuvarlak
nikleuslu idi ve hepatositleri taklid eden goriiniimdeydi. Niikleolus belirgindi,
nikkleositoplazmik oran artmugti, bazi hiicrelerde belirgin peomofizm, bizormitotik
figiirler ve tiimor dev hiicreleri goriildii. Tiimoriin genellikle tek odakta basladig1 bazen
ise birden fazla odaktan koken aldig dikkati gekti. Cevre karaciger dokusu sirotik
goriinimlii yada portal fibrozisin belirgin oldugu bir yapidayd: (Sekil 4.1 99).
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Sekil 4.17. : HE x 100 kontrol grubu siganlarda normal karaciger dokusu.
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Sekil 4.18. : HE x 100 Grup III'te bulunan sicanlarda displastik karaciger hiicrelerine komsu timor

odagi.

79



Sekil 4.19. : HE x 100 Grup V'te bulunan sicanlarda displastik karaciger hiicrelerine komsu timdr

odag.
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5. TARTISMA

Serbest radikaller bir veya daha fazla paylasilmanus elektron igeren reaktif
maddelerdir'®. Serbest radikallerin baghca kaynaklar1 hepatosit mitokondri ve CYP
enzimleri, endotoksin tarafindan aktive edilen makrofajlar (Kupffer hiicreleri) ve
nétrofillerdir' %%,

Karaciger hasarmm gozlendigi tiim hastahklarda birbiri ile tutarh bir gekilde
reaktif oksijen tiirevlerinin {iretiminde artis ve/veya antioksidan savunmasinda Gnemli
bir diistis gdzlenmektedir'®,

Reaktif oksijen tirevleri hepatositlerde; Ca? birikiminde, dolagimda ve tagmma
gorevlerinde, nitrik oksit sentezi ve metabolizmasinda, sitokin gen ifadesinde, kaspaz
aktivasyonunda, bilylime faktSrlerinin sentez ve aktivitesinde, DNA parcalanmasinda,
Na akiminda ve daha birgok olayda etkilerini gdsterirler. Bu olaylarm sikhg: ve bir veya
daha fazlasmmm aym anda g6zlenmesi ile farkh tipte karacifer hastaliklan
olusmaktadir'®2,

Son yillarda ¢ok iyi bilinmektedir ki oksidatif hasar fibrozis i¢in bir substrattir.
Diabet, obesite, toksik ajanlara maruz kalma, ilaglar, etanol, ve HCV infeksiyonlan gibi
bilinen klinik durumlarda kronik karacifer hasarmm ilk basamag: olan yagh karaciger
olusur. Serbest oksijen tiirevlerinin {iretiminin artisn srasmda CYP2E1 ve CYP
enzimlerinin uyarnlmasi, =zar lipit peroksidasyonu ve ATP harcanmasiy, yagh
karaciferden steatohepatite ve daha sonra fibrozis, siroz ve HCC’ya kadar ilerlemeyi
baglatir'®,

HCC diinyada en yaygm bulunan kanser tiirlerinden birisidir. HCC olusumunda
baghca HCV ve HBV gibi infeksiyonlar, siroz, ¢evresel faktdrler ve metabolik
hastaliklar rol alir?,

HCC igin cerrahi miidahale standart tedavidir ve uzun siireli yagam veya kiir igin
timit vadeden tek tercihtit. Bir¢ok hasta cetrahi midahale yapilmasinin artik
imkansizlagtifn zayif karacifer fonksiyonunun oldugu, bilobar hastahkta veya
ekstrahepatik metastazin oldufu evrede tespit edilebilindifinden dolayr garesiz bir
prognoz ile kan kargiya gelir. Cerrahi miidahale edilebilecek hasta sayisi sadece %10-
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20 arasmdadir ve bu hastalardan %83°nde ise hastaligm 5 yil iginde tekrarlamasi
gozlenmektedir'*1%4,

Bu calismamizda sicanlarm giinliik icme sularma son derigimi 100ppm olacak
sekildle DEN ilave ederek deneysel HCC olusturmak {izere bir on c¢ahsma
gerceklestirdik. Bu 6n ¢aligmada 4. haftamin sonunda sakrifiye edilen sicanlar karaciger
dokusunda portal alanlarda dagimk mononiikleer iltihabi hiicre infiltrasyonu, fibrozis ve
parankimde rejenerasyon gozlendi (Sekil 4.2.). 10. haftann sonunda ise portal-santral
kopriilesmeler olugturan fibrz doku proliferasyonun gelistigi, ayrica portal alanlarda
monontikleer iltiwabi hiicre infiltrasyonu ile parankimde tek hiicre nekrozlar, - belirgin
rejenerasyon bulgular: kaydedildi. Karaciger dokusunun normal yapisim kaybettigi ve
fibr6z bantlarla mikronodiillere ayrildig1 gézlendi (Sekil 4.3.; Sekil4.4.; Sekil 4.5. ). 19.
baftamin sonunda ise karaciger dokusunda large-cell displazi alanlarma komsu genis
timdr odaklan dikkati ¢ekti. Tlimdriin oval-hiper kromik niikleuslu genisge eozinefilik
sitoplazmal atipik hepatositlerden meydana geldigi goriildii (Sekil 4.6.).

Elde ettigimiz bu sonug sonrasinda antimitotik ve mikrotiibiil olusumunu inhibe
edici bir ajan olan kolsisin ile HCC arasindaki iligkiyi serbest radikal temizleyici bir
madde olan GSH diizeyini, antioksidan sistemde yer alan GSH-Px, ve SOD enzim
aktivitelerini'® ve lipit peroksidasyonunun bir gostergesi olarak tanmimlanan MDA
miktarm'% saptadik. Ayrica karaciger fonksiyonlarmi takip etmek iizere ALT, AST,
ALP enzimlerini ve total protein miktarmi belirledik?2.

Bu c¢ahsmamizda eritrosit GSH miktari, kontrol grubu ile ¢alisma gruplan
kargilagtinldiginda tiim gruplarda anlamh istatistiksel farkhhk gozlenmistir. HCC
olusan (Grup III) ve DEN + kolsisin uygulanan denekler (Grup IV) arasinda anlamh bir
farkhhk bulunmamstr. Bu da kolsisinin HCC’da olusan oksidatif hasar sonras1 GSH’m
titketimini engellemedigini diigiindiirmektedir.

GSH miktarmda kolsisin uygulanan deneklerde (Grup II) smirda olmakla
birlikte (p=0,048) diger ii¢ grupta bariz bir sekilde diisiis kaydedilmistir. Hiicrede
baglica rediikte formunda bulunan endojen kaynakh bir antioksidan olan GSH, 6zellikle
hidroksil radikalinin tiretimini engeller ve ksenobiyotik detoksifikasyonunda gérev alr.
GSH diizeyinin diigmesi ortamda serbest radikallerin {iretiminin artmasmin ve oksidatif
hasara karst miicadele edilmesinin Snemli bir gostergesidir’® . Eritrosit GSH
diizeyindeki en farkh azalma Grup V’ te (2,05+0,66) gozlenmistir. HCC’de oksidatif
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hasarin gdzlendigi birgok calisma da belirtilmigtir'”. Olusan HCC {izerine kolsisin
uygulanmas1 GSH tliketimini arttwdifi diistiniilmektedir. Wohabieb ve arkadaslar:
yaptiklann ¢alisma da benzer bir gekilde DEN ile beslenen siganlarda ertrosit GSH
tiketimini ve H,O; ile uyarilan MDA firetimi ile iligkii GSH-Rd enzim aktivitesinin
azalmasim saptamslardar'®,

Hepatositler viicut havuzunun total GSH %I10’munu  olugturmaktadir'®,
Karaciger dokularinda ki GSH olgiimleri, kontrol grubu ile karsilastildiginda ise
kolsisin uygulanan grup hari¢ (p= 0,999) DEN uygulanan gruplarm hepsinde | Grup III
(p=0,005); Grup IV (p=0,001); Grup V (p=0,002) ] GSH diizeyi istatistiksel olarak
anlamh bir azalma gozlenmigtir. Scholz ve arkadaglar1 DEN uygulamas: ile sigan
karacigerlerinden preneoplastik nodiillerinde aktif oksijen tiirevlerinin olusumunu
kemiluminesans ile tespit etmistir''’. Muzio ve arkadaglarmmn yaptigi cahsmada ise
GSH igeriginin ve GST enzim aktivitesinin DEN ile beslenen sicanlarda diistiigli
saptanmls’urm.

Bizim g¢aligmamiza benzer gekilde Das ve arkadaslari da 7 giin sliresince gavaj
ile 100 mg kolsisin / giin uygulamalarindan sonra kontrol ile kargilastirdiklarimda GSH
miktarinda bir farkhlk gozlememislerdir''2. Buna karst Kumar ve arkadaglan ise 21
giin intraserebroventrikiiler kolgisin uygulamas: ile beyin dokularmda GSH diizeyini
anlamh olarak azaldigim saptamuglardar’ 3,

GSH-Px GSH’1 substrat olarak kullanarak viicutta olusan peroksitleri dzellikle
de H,0,’in rediikksiyonunu kataliz eder. Eritrositlerde olctiigimiiz GSH-Px enzim
aktivitesinde Grup I ve Grup II arasinda (p=0,410) anlamh bir farkhlik gézlenmemigtir.
HCC olusan diger ti¢ grupta ise (Grup IIL, IV, V) kontrol ile kargilastinidignda anlamh
artig goriilmektedir. En yiiksek artiy HCC olustuktan sonra kolgisin uygulana grupta
(Grup V) 831,2 + 104,2°dir.

Karaciger dokularinda olctilen GSH-Px ise kontrol grubu ile difer gruplar
karstlastirildiginda kolsigin uygulanan denekler (Grup II) (p=0,533 ) ve DEN uygulanan
denekler (Grup II) (p=0,991) arasmda anlamh bir farkhihk g6zlenmezken DEN
uygulanan fibrozis ve HCC olustugu diger iki grupta (Grup IV ve Grup V) anlamh
farkhlik gézlenmigtir. HCC® da oksidatif hasarm arttii bilinmektedir''*'">. Oksidatif
hasarla karsilastirldigmda®® viicudun ilk savunma mekanizmasmdan biri olan GSH-Px
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enziminin, HCC olugan deneklerde (Grup III) artmamas: uyumlu bir sonug degildir. Bu
sonucun denek sayismin fazla olmamasindan kaynaklanabilecegi diistintilmektedir.

Bansal ve arkadaglan sigan karacifer mitokondrisinde artan miktarda DEN ilave
ettikleri ¢alismada 1mp DEN’e maruz brraktiklar: ortama kadar total GSH-Px enzim
aktivitesinde bir artiy gézlememiglerdir. 1mp DEN’dan daha yiiksek konsantrasyonda
ise DEN miktar: arttikca GSH-Px enzim aktivitesi de artmistir. Aym ¢ahigmada HyO5’in
substrat olarak kullanildii Se-GSH-Px enzim aktivitesi Ol¢limiinde ise total Se-GSH-
Px’ in tersine her konsantrasyonda Se-GSH-Px enzim aktivitesi azalmigtir ve bu azalma
doza bagh olarak goézlenmistir. Se-GSH-Px enzim aktivitesi Sl¢timiinde H,O5’in
substrat  olarak  kullamilmasi  Se-GSH-Px enzim  aktivitesini  baskiladig1
digiindiirmektedir'*®.

SOD enzim aktivitesi sadece kolsisin uygulanan denekler (Grup II) ile kontrol
grubu arasinda anlamh bir farkhlik g6stermezken diger tiim gruplarla (Grup III, IV, V)
arasinda anlamh bir farklilk g6zlenmektedir ve SOD enzim aktivitesinde artis oldugunu
saptamuglardir. SOD enzimi ‘OH iiretimini engellemekte ve ayrica antiproliteratif ajan
olarak antikarsinojen ve karsinogenezin baglama, ilerleme ve tranformasyon
basama@inda goérev almaktadir'’’. SOD’nin fibrozis ve HCC olusan gruplarda artms
olmasi bu ozelligi ile iligkili olabilir. Bansal ve arkadaslan sican karaciger
mitokondrisinde artan DEN konsantrasyonu ile birlikte SOD enzim aktivitesinde
istatistiksel olarak anlamh bir fakhlik gézlememislerdir'*® .

Lipit hidroperoksitler ve hidroperoksitlerin yikim {irlinlerinden olusan tiriinler
oksidatif hasarm O6lciimiinde ¢ok  Onemlidir'® Bu ¢ahsmamzda lipit
peroksidasyonunun son driinlerinden biri olan MDA 6l¢iimii yapimugtir. Kontrol gruBu
(Grup I) ile kargilagtinldiginda kolsisin uygulananlar (Grup II) hari¢ diger tiim
gruplarda (Grup III, IV, V) lipit peroksidasyonunun bir gostergesi olarak MDA
diizeyinde artig saptanmistir. MDA karsinogenezden sorumlu olduguna inanilan DNA
“adduct” olusumunda artmaktadir'’. Bansal ve arkadaglari da sigan karaciger
mitokondrisinde artan DEN Kkonsantrasyonuna ve siireye bagimh olarak lipit
peroksidasyonunun artigm gézlemislerdir''®, Hietanen’de DEN uygulamasi ile lipit
peroksidasyon iiriinlerinde artis olacagim saptarmsgtir'*®,

Cedillo ve arkadaglan siganlarda CCl; ile olusturduklar1 siroz modelinde,
kolsisinin ve trimetilkolgisinik asitin lipit peroksidasyonu {iizerine etkisini
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aragtirmuglardir. Her ikisi de CCly’iin etkisi ile artiy gdsteren MDA diizeyine onleyici bir
etki gostermemigtir''®. Das ve arkadaglarmm 7 giin siiresince gavaj ile 100 mg
kolsisin/giin uygulamalarmdan sonra kontrol ile karsilagtirdiklarmda MDA diizeylerinde
bir farklihk gozlenmemektedir'’>. Kumar ve arkadaslan ise 21 gin

/ intraserebroventrikiiler kolgisin uygulamasi ile beyin dokularmda MDA diizeyinde artig

saptamuslardir' 3.

Buna ¢ahgmalara kargti Rhoden ve arkadaglar1 CCly ile olugturduklar1 hepatik
sirozda ise kolgisin uygulanan siganlarm sirotik karacifer dokularmda lipit
peroksidasyonun azaldip: gozlenmistir'®,

Karaciger dokularmm histopatolojik bulgular1 incelendifinde Kontrol grup
siganlardan (Grup I) elde edilen karacier doku 6rneklerinde normal yapmin korundugu,
kolsisin uygulanan siganlardan (Grup II) elde edilen karaciger doku 6rneklerinde portal
alanlarda az sayida mononiikleer iltihap hiicreleri goriilmiis olup portal alan-lobiil
smirmmn  korundugu, parankimde hepatositlerde hidropik dejenerasyon, niikleer
vakuolizasyon, tiim dokuda yaygmn konjesyon digmda patolojik bulgunun olmadigi
goriilmiistiir. Grup III ve V’ de ise sirotik zemin {izerinde karaciger hiicrelerinin yer yer
displastik hal aldigs ve bu alanlara komsu bir odakta ya da birkag odakta atipik
hiicrelerin olustugu tiiméral yap: izlenmigtir. Kolsisin + DEN uygulanan siganlarda
(Grup IV) Parankim hiicrelerinde yaygm rejenerasyon bulgulary, K4 ve Kg kayith
orneklerde largecell displazi bulgular ile Ks ve Kg nolu Srneklerde malign neoplastik
gelisim dikkati cekti. Ttmoér hiicre sitoplazmalarinda safra pigmenti saptandi
Immiinohistokimyasal yontemle uygulanan alfa-feto protein ile tiimorde pozitif
boyanma goriildii. Bu grup i¢inde yer alan diger 5 sicandan (K1, K2, K3, K6 ve K7)
sicanlardan elde edilen karaciger dokularinda ise portal alanlarda fibrozis, mononiikleer
iltihabi hiicre infiltrasyonu, parankimde belirgin kolestozis, yer yer safra golciikleri
nekrozlary, asidofil cisimcikler, konjesyon, balonlagma dejenerasyonu izlendi.
Kolsisinin tiimér olugumunu Snledigi diigiiniilmektedir.

Timdr invasyonu; tutunma, gé¢ etme ve metastaz olmak iizere i basamakta
gerceklesti'!, Aslnda tiimdr invazyonu tiimdr hiicreleri ve ekstraselliler matriks
arasinda kompleks ve incelikle gelisen, fizyolojik ve biyokimyasal etkilesimleri iceren

dinamik yapigma iglemidir'?2.
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Kolsisinin mikrotiibiil olugumunu inhibe etme mekanizmasi, direkt tubiiline
baglanmas1 ve toplanma/toplanmama dengesinde islemi toplanmama yo6niinde etki
gostermesidir'. Shao ve arkadaslar1 hepatosit ve HCC hiicrelerinden olusan ortamlara
mikrotiibiil polimerizasyon inhibitérli olan kolsisin ilave etmisler ve daha sonra
sonuglar1 kontrol grubuyla karsilagtinldiklarmda HCC hiicrelerinin  yapigkanhk
kuvvetlerinin azaldif1 ve buna karsi hepatositlerin yapigkanik kuvvetlerin de ise bir
artig oldugunu gozlemiglerdir. Aym zamanda morfolojik incelemeler g&stermistir ki
kolsisin uygulamasmdan sonra her iki hiicrede de yuvarlak biiyiik sekiller olusmugtur'?2,
Insan karacigerinde mikrotiibiil olusumunun engellenmesi ile poligonal formdan ig veya
yuvarlak olmak tizere hiicre morfolojisinde degisim gozlenmektedir'®. Bu sonug
kolgisinin HCC olusumunu engelleyici y6nde oldugunu fakat normal Kkaraciger
hiicrelerin de ise yapigsmaya neden oldugunu géstermektedir.

Bu ¢ahsmamizda Grup IV’te (Kolsisin +DEN) K4, K5, K8 No’lu 6rnekler haric¢
diger 6rneklerde tiimor olusumunu fibrozis, siroz asamasinda kalmusgtrr.

Siroz HCC’nin en 6nemli sebeplerinden biridir ve Avrupa ve Asya’da yilik
gelisim hiz1 %1-6 arasmdadi®. Kolsisin siroz igin yararh oldugu pek ¢ok galsmada
belirtilmigtir'?*12126127  poo ve arkadaglan kolsisinin kronik olarak siganlarda safra
kanal baglanmasinda uygulandigmda hepatik fibrozisi ve portal hipertansiyonu
onledigini saptamislardir'?®,

Primer biliyer siroz; fibrozis, siroz, karaciger yetmezligi ve Sltimii takip eden
kronik kolestatik hastahktir. Aboutwerat histolojik olarak primer biliyer sirozun
kanitlandid1 hastalarda yaptiklan ¢aligmada lipit peroksidasyon markerlarmdan plazma
ve idrarda 8-izoprostan, plazma MDA diizeylerinin kontrol ile karglastirildifinda
anlamh olarak yiikseldigini g6zlemiglerdir. Bu ¢aliymada en ¢arpici sonug ise primer
biliyer sirozlu hastalarda saptanan plazma total GSH miktarmdaki azalmadir. Ayrica
serum antioksidan diizeyinde, serum Se ve A vitamini diizeyindeki azalma istatistiksel
olarak anlamh bulunmugtur. Bu sonuglar cergevesinde oksidatif stresin Slglimiiniin
primer biliyer sirozun erken evrelerinde nemli olabilecegi savunulmaktadir'®.

Kolsisinin uygulanan sicanlar (Grupll) kontrol Grubu ile kargilastirildiginda
sadece eritrosit GSH miktarmda (p=0,048) ki bu sonugta simirda olmak tizere anlamh
istatistiksel farklilk g&zlenmigtir. Eritrosit ve karaciger GSH-Px enzim aktivitesinde
sirast-ile (p=0,410), (p=0,533); karaciger GSH miktarmda (p=0,999); SOD enzim
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aktivitesinde (p=1.000); MDA diizeyinde (p=0.618) ve karaciger fonksiyon testlerinde
ALT (p=1,000); AST (p=0,998); ALP (p=0,996) ve topal protein (p=0,995)
degerlerinde anlamh istatistiksel farklihk go6zlenmemistirr Bu sonu¢ kolsisinin
karacierde lipit peroksidasyonuna sebep olmadigm ve karacier hasan
olusturmadifim fakat bu arada da ne yazik ki antioksidan mekanizmay: olumlu yonde
uyarici bir 6zelliginin olmadifin diistindiirmektedir.

Kolgisinin tedavi ama¢h kullamldid1 hastaliklarm bircogunda nétrofil
fonksiyonlarinda artiy ve reaktif oksijen tiirevlerinin agm iiretiminin oldugu
belirtilmistir. Bu hastaliklarda kolsisinin antioksidan 6zeligi arastiritougtr'>%17,

Matsumato ve arkadaslarikronik piyelonefritin son agamasi olarak kabul edilen
renal skarlarm tedavisinde kolsisin ve SOD uygulamasi1 ile skar olusumunu
engellemiglerdir. Renal skar olusumunun mekanizmasi tam olarak bilinmemekle
beraber bakteriyel ve/veya inflamatuar islemlerin 6nemli rol oynadig: disiiniilmektedir.
Bille ve Glauser bébrek infeksiyonunu takiben olusan renal hasarm bakterilerin
gelisiminden ¢ok O," , !0, ve 'OH gibi birgok aktif madde salgilayan
polimorfolkosilerden dolayr oldugunu savunmaktadirlar. Kolgisinin 16kosit gdgiinii
inhibe ederek bu etkiyi sagladig: diistiniilmektedir' %!,

Behget Hastahgmda kemotaksi, fagositoz ve O, iiretiminde artis gibi
polimorfoniikleer hiicrelerin farkli fonksiyonlarmda artiy gozlenmektedir. Behget
Hastahginm etiolojik mekanizmas1 hala tam olarak bilinmemesine ragmen, Behget
Hastahginda goézlenen bu etkilerin oksidatif doku hasan ile iliskili oldugu
diistiniilmektedir. Behget Hastahi@inm aktif dénemi in aktif d6nele kargilagtinldiginda
MDA diizeyinin Snemli derecede arttig1 gdzlenmigtir*>-13%133,

Proni ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢ahsmalarda, polimorfoniikleer hiicrelerin siiper
oksit radikal yakalama aktivitesinin Behget Hastah@i olan kigilerde diigik oldugunu
bulmuglardir. Bu kisilere kolgisin uygulanmas: ile polimorfoniikleer hiicrelerin siiper
oksit radikal yakalama aktivitelerinin normal diizeye ¢ikmasi saglanmmgtir 134,

Kose ve arkadaglari ise Behget Hastalifi olan kigiler ile kontrol grubunu
kargilagtirdiklarmda, plazma ve eritrositlerde C-reaktif proteinde, eritrosit
' sedimantasyonunda, MDA diizeyinde ve eritrosit SOD enzimin aktivitesinde artma
ancak GSH-Px enzim aktivitesinde azalma g6zlemiglerdir®.
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Kolgisinin kullanldigt O~ tiretiminin artti1 hastaliklardan bir digeri ise
FMF’tir. FMF’li hastalarm kan kiiltlirlinde klastojenik fakt6rler ve kromozal hatalar
gozlenmektedir'’,

Kolsisinin yam swa kolsisinin metabolitlerinin de antioksidan 6zelligi
aragtirilmugtir. Insanda olugmamasma ragmen kolsisein olarak adlandmlan10-
demetilkolsisin rodentlerde CYP homologlan ile metabolize olmakta ve kronik ve akut
CCl, ile karaciger hasar1 olugturulan siganlarda bu hasar 6nledigi saptanmistir. Muriel
ve Suarez’in E Vitamini ile kargilagtirmah olarak yaptiklari ¢ahgmada kolsiseinin lipit
peroksidasyonunu  6nledigi  saptanustir'®®.  Kolsiseinin yiikksek konsantrasyonlarda
atmosferik oksijene karst GSH’m korudugu ve esansiyel siilfidril grubu bulunan
enzimlerin oksijen ile inditklenen inaktivasyonlarm onledigi gdzlenmigtir'>®., Kolsisein
kolsisinden daha iyi antifibrotik etkiye sahiptir'®’.

Insanda kolsisin CYP3A4 ile 2-demetilkolsisine ve 3-demetilkolsisine
metabolize olur. Modriansky ve arkadaslarmm 2-demetilkolsisinin, 3-demetilkolsisinin
ve kolsiseinin zincir kiric1 antioksidan Ozelligini arastirmuglardir. Arastirmalarmin
sonucunda daha Once yapilan galigmalarin tersine zincir kiric1 antioksidan &zelliginin
olmadigm ve aym zamanda kolsisin metabolitlerinin de GSH oksidasyonuna kargi
koruyucu etkisinin olmadigim gozlemislerdir'*®.

Aminotransferazlar, ALT ve AST normal sartlarda hiicre i¢i enzimlerdir.
Plazmada yiiksek aminotransferaz diizeyleri, bu enzimlerin fazlaca bulunduklar:
hiicrelerin hasara ugradifmmn bir gdstergesidir. Plazma AST ve ALT diizeyleri yaklagik
tiim karaciger hastaliklarinda yiikselir. ALT karaciger hastaliklarinda AST’ye gére daha
ozgiindir'®® .

Bu cahgmamzda ALT enzim diizeyleri kontrol grubu (Grup I) ile
karsilagtirildiginda Grup II (p =1,000) ve Grup III (p =0,324) arasmda anlamh
istatistiksel fark gozlenmezken Grup IV (p =0,002) ve Grup V (p =0,001) arasmda
anlamh istatistiksel fark bulunmugtur. ALT enziminin karaciger hasarinda artigm ve bu
gruptaki sicanlar da ise HCC olustufunu g6z Oniine alirsak bu uyumlu bir sonug
degildir. Grup II’e ait ALT enzim diizeylerinin ortalamas: (188,84+97,1) kontrol
Grubunun (57,7+14,5) yaklagik 4 kati olmasma karst istatistiksel anlamh fark
gozlenmemesinin nedeni SD’ nin oldukga yiiksek olmasindan kaynaklanmaktadwr. SD
degérihin bu kadar yiiksek olmast ise drnek sayisiin yetersiz olmasi ile iligkilidir.
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AST enzim ve total protein diizeylerinde de benzer bir sekilde istatistiksel
anlamh sonug kaydedilmemigtir. Kontrol grubu ile karsilagtirildiklarinda her {i¢ grupta
SD degerleri oldukea yiiksektir.

ALP membrana bagh glikoprotein yapisinda bir enzimdir ve obstriiktif
hastaliklarda yiikselir'*®, Bu galismamizda ALP enzim diizeyleri ile kontrol grubu (Grup
I) karsilagtirildiginda Grup II (p =1,000) hari¢ diger ii¢ grup ile Grup III (p =0,001);
Grup III (p =0,001); Grup III (p =0,001) arasmnda istatistiksel anlamh fark tespit
edilmistir.

Rhoden ve arkadaglar1 sicanlarda CCly ile olusturduklari siroz modelinde;
kolsisin uygulanan siganlarda kolsisinin etkisi ile ALT, AST, ALP enzim diizeylerinin
ve total protein degerinin yiikseldigini saptanuglardir'?°,

Kaplan ve arkadaglar ise primer biliyer siroz oldugu histopatolojik olarak tespit
edilmis hastalara 2 yil siiresince kolsisin uygulamasi baglatmuglar. 2 yil siiresince takip
edilen hastalarda AST, ALT ve ALP enzim diizeylerinde ve bilirubin degerlerin de art1s
saptamslardir'®,

DAS ve arkadaglari siganlarda CCly ile olusturduklar1 siroz modelinde ise tek
doz CCly uygulamasi ile ALT, AST, ALP degerlerinin arttifm ve kolsisinin ise bu
artisa engel olmadigim gozlemislerdir''2.
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6. SONUCLAR

1. Kolsisinin Antioksidan §zelige sahip degildir.

. HCC olugsan deneklerde oksidatif stress gostergesi olan parametrelerde artis
gbzlenirken, buna karsi antioksidan sistem savunmasinda yer alan enzim ve
maddelerde bir azalma saptanmugtir.

. Kolsisin HCC olusumunu engellemektedir fakat bu mekanizma antioksidan sistem
tizerinden degildir.

ONERILER

. DEN ile olugturulan deneysel HCC modeli ile daha farkh c¢ahismalar
gerceklestirilebilinir.

. Aym caligsma kolsisinin farkh analoglar1 kullanilarak tekrarlanabilir.
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