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Ozet

Karbon Tetrakloriir ile Karaciger Hasar1 Olusturulan Ratlarda Matricaria

chamomilla L. nin Karaciger Uzerine Koruyucu Etkilerinin Arastirilmas

Karacigerde viral, toksik, metabolik, farmakolojik bir ajan veya immiinolojik bir atak
ile olusan hasarin sonucu meydana gelen hepatitler ile asir alkol tiikketimi, obezite ve
diyabete baglh olarak gelisen siroz, diinyada ¢ok sik rastlanan hastaliklardan olup ¢ok
sayida kisiyi etkilemektedir. CCly, neden oldugu akut hasarin yaninda uzun siire
kullaniminda siroza kadar uzanan kronik hasarlar da olusturmakta ve CCly ile
deneysel olusturulan karaciger hasar1 insanlardaki karaciger hasarma uygunluk
gostermektedir. CCly’iin lipid peroksidasyonunu artirarak oksidatif stres olusturdugu
bilinmekte ve bu da antioksidanlar ve oksidanlar arasinda dengenin, oksidanlar

lehine bozulmasina neden olmaktadir.

Bu calisma, ratlarda oksidatif stres olusturan ve kronik kullanimda karacigere toksik
etkisi bilinen CCly’ e karsi, Matricaria chamomilla L. bitkisinin karacigeri koruyucu
etkisinin olup olmadig1 ve varsa ne derece oldugunun arastirilmast amaciyla

gercgeklestirildi.

Calismada 35 adet 3 aylik Wistar-Albino erkek rat kullanildi. Ratlar her grupta 7 adet
olmak {iizere bes gruba ayrildi. Kontrol grubundaki ratlar standart 14 giin yemle
beslendi. CCly grubundaki ratlara 14 giin 0,8 ml/kg CCL intraperitoneal olarak
uygulandi. Diger gruplardaki ratlara ise intraperitoneal olarak uygulanan 14 giin 0,8
ml/kg CCly’e ilave olarak sirasiyla 50 mg/kg, 100 mg/kg, 200 mg/kg Matricaria
chamomilla L. ekstresi gavajla verildi. Caligmanin basinda ve sonunda rat agirliklar1
Olciildii. Uygulamadan sonra tiim hayvanlardan eter anestezisi altinda uygun
teknikler kullanilarak aliman kanlarda, AST ve ALT aktivite diizeyleri serumda;
oksidatif stresin gostergesi olan malondialdehid (MDA) ve rediikte glutatyon (GSH)
diizeyleri tiim kanda; antioksidan Ozellik gosteren siiperoksit dismutaz (SOD),
glutatyon peroksidaz (GPx) ve katalaz (CAT) aktivite diizeyleri ise eritrositlerde

spektrofotometrik yontemle ol¢iildii.
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Yapilan caligmada kan Ornekleri incelendiginde CClLy’tin uygulandigr gruptaki ALT
ve AST degerlerinin kontrol grubuna gore anlaml bir sekilde arttigi (p<0.001),
MCE’nin ise MDA diizeylerini azalttigi bunun yanmda GSH degerlerini artirdig:
gorilmiistiir. 200 mg/kg ekstrenin uygulandigi gruptaki GSH artis1 (p<0.01) daha
fazladir. MCE, SOD ve GPx aktivite diizeylerini de anlamli bir sekilde artirmustir.
Katalaz aktivite diizeyleri incelendiginde, CCls grubu ve 50 mg/kg ekstrenin
uygulandig1r grupta p<0.001 anlamlilikta, 100 mg/kg ve 200 mg/kg ekstrenin

uygulandigi gruplarda ise p<0.01 anlamlilikta azalma gdzlenmistir.

Sonug olarak, Matricaria chamomilla L.’nin doza bagh olarak ratlarda CCly, ile
olusturulan karaciger hasar1 ve buna bagl oksidatif stresi azalttig1 ve antioksidan
sistemi olumlu yonde etkiledigi goriilmiistiir. Oksidatif strese karsi antioksidan etki
gosteren Matricaria chamomilla L.’ nin karaciger hastaliklarmin klinik tedavisinde

destekleyici olabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler : Matricaria chamomilla L., Karaciger, CCly, Oksidatif stres,

Antioksidan Enzimler
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Summary

Investigation of Liver Protective Effects of Matricaria chamomilla L. on Liver

Damage Induced by Carbon Tetrachloride

Hepatitis which is occured with the result of damage viral, metabolic, a
pharmacological agent or an immunological attack in liver and cirrhosis wich is
depended on chronic alcohol comsumption, obesity and diabetes are frequent
diseases and affect lots of people. CCly causes not only acute damage but also
chronic damage

developing to the cirrhosis. Experimental CCly damage is very similar to human liver
damage. It is known that CCly; causes oxidative stress by increasing lipid
peroxidation and this causes to spoilt to equilibrate between antioxidants and

oxidants to oxidants.

It was investigated in this experimental study how protective Matricaria chamomilla
L., was against CCl4 which causes oxidative stress in rats and causes toxic effects in

the liver with chronic use.

Thirty-five, 3-month-old male Wistar Albino rats were used in the study. The rats, 7
in each group, were divided in five groups. The rats in the control group were fed
with standart food for 14 days. The rats in the CCly group were received 0,8 mg/kg
CCly intraperitonealy for 14 days. Rats in the ohter groups were received 0,8 mg/kg
CCL (i.p.) and given respectively 50 mg/kg, 100 mg/kg, 200 mg/kg Matricaria
chamomilla L. extract orally by gavage for 14 days. At the beginning and end of the
study, weights of rats were measured. At the end of the experiment, blood samples
were obtained from the animals under ether anesthesia by using appropriate
technigeus. AST and ALT activities were measured in the blood serum.
Malondialdehyde (MDA) which is sign of lipid peroxidation and reduced glutathione
(GSH) levels were measured in whole blood; antioxidant enzymes Superoksid
Dismutase (SOD), Glutathione Peroxidase (GPx) and Catalase (CAT) activities

which are showed antioxidant specialties were measured in erythrocyte.



XVI

It was determined that AST ve ALT activities of blood serum were significantly
higher (p<0.001) compared with control group. Matricaria chamomilla L. decreased
MDA values and increased GSH levels. Highest levels of GSH were detected
(p<0.01) in group which received 200 mg/kg MCE extract. Matricaria chamomilla
L. increased SOD and GPx activities as significantly. Catalase activities were
significantly decreased in CCly (p<0.001), 50 mg/kg MCE extract received group
(p<0.001), 100 and 200 mg/kg MCE groups (p<0.01).

It was concluded that Matricaria chamomilla L., decreased the liver damage and
oxidative stress induced by CCly in a dose dependent manner. It is considered that
Matricaria chamomilla L. might be used as auxiliary for the clinical treatment of

liver diseases.

Key Words : Matricaria chamomilla L., Liver, CCl4, Oxidative Stress, Antioxidant

Enzymes.



1. GIRIS

Karaciger karmm boslugunda, diyaframim altinda yer alan viicudun en biiyiik
organlarindan biridir. Pek cok ©Onemli fonksiyonu bulunmakla birlikte temel
gorevleri; sekresyon, ekskresyon, depo, fagositoz, detoksikasyon, konjugasyon,
esterlestirme, metabolizma ve hemopoez’dir. Karaciger, sindirim ve dolasim sistemi
arasinda bulundugundan ve 6nemli fonksiyonlar1 oldugundan pek ¢ok etkenden zarar
gorebilmektedir. Kemoterapétiklerin yaygin kullanimi, pestisit ve ¢evresel toksinlere
maruz kalma, yanlis beslenme aligkanliklar1 ve bunlarm ortaya cikardigi tibbi
problemler, artan sigara ve alkol tiiketimi ile viral hepatitler gibi nedenlere bagl
olarak daha sik ortaya ¢ikmaktadir. Meydana gelen hasarlanma etkin bir rejenerasyon
ve onarimla cevaplanmazsa normal karaciger yapisi bozulur (1-3). Bundan dolay1
siroza kadar gidebilecek karaciger hasarlarmin daha baslangic doneminde
engellenmesi Onem kazanmaktadwr. Karaciger hastaliklarnin genel toplumda
rastlanma sikligt % 15-25 oramindadir. Kroniklesen karaciger hasarlari ve siroz
ozellikle bati iilkelerinde basta gelen 6liim sebeplerindendir (4).

Oksidatif stres; hiicresel antioksidan diizeyinin, reaktif oksijen diizeylerine
kars1 yetersiz kalmasi sonucu, toksik bir etkinin baslamasi olarak tarif edilir. Bu
durum ya antioksidan savunmalarin yetersizligi, ya reaktif oksijen tiirlerinin asiri
tiretimi, ya da her ikisinden dolay1r olmaktadir. ROS iiretiminin asir1 artmasi veya
antioksidan savunmanin azalmasindan dolay1 her iki sistemin dengesizligi oksidatif
strese yol acmaktadir. Deneysel calismalarda pek cok etkenle karaciger hasari
olusturulabilmesine ragmen insandaki siroz gelisim siirecine benzerlik gosterdigi
icin, en ¢ok tercih edilen ve kullanilan karbon tetrakloriir (CCL)’diir (2-10). CCly
lipid peroksidasyonu olusturarak oksidatif hasara yol agmaktadir. Oksidatif hasarda,
karaciger stellat hiicreleri ve fibroblastlar uyarilarak bunlarm ekstraselliiler matriks
ve kollajen sentezini gerceklestirmeleri saglanir (11-14). Ayrica hasarlarla uyarilmig
olan Kupffer hiicreleri; proinflamator sitokinler, tomiir nekrozis faktor-o (TNF-a) ve
interlokin-1h (IL-1h) iiretimini uyarirlar. Bundan dolayi, oksidatif stresin inhibe
edilmesi faydali sonuglar saglayacaktir (1). Cevresel ve hiicresel faktorlerin etkisiyle
olusturulan reaktif oksijen tiirlerinin detoksifiye edilmesinde, ekzojen olarak alinan

ya da fizyolojik olarak yapilan antioksidanlar gorev almaktadir (12).



Karaciger harabiyetini tedavi etmek veya hasara kars1 korumak amaciyla doga
zengin bir kaynak sunmaktadir. Tedavi edici veya hastaliklar1 onleyici etkileri olan
bitkiler, bir¢cok bilim adami tarafindan arastirilmistir. 20. ylizyilin baslarinda sentetik
kimyanin farmakolojide olusturdugu ilerleme, bitkilere tedavi amaghi yonelmeyi
azaltsa da, aymi yiizyilin sonlarina dogru, daha ucuz ve kolay ulasilabilir olmalari,
toksik ve yan etkilerinin daha az olmas1 ve dogal olmalar1 sebebiyle bitkiler yeniden

popiiler olmuglardir (15).

Ulkemizin cografyasi itibariyle ¢ok genis (10,000 tiir) bir bitkisel floras1 vardur.
Dolayisiyla bitkilerin tipta tedavi amacli kullanimi i¢in ¢cok uygun bir ekosistem
bulunmaktadir. Halk arasmmda tedavi maksath kullanilan bitkilerden biri de
Matricaria chamomilla L.’dir. Matricaria chamomilla L., idrar ¢ogaltici, istah acici,
yatistiricl, gaz ve safra soktiiriicii 6zellik yaninda bogaz iltihaplarina kars1 gargara
yapilarak kullanildig1 gibi hemaroid yaralarini da iyilestirici 6zelligi vardir (16).

Bu ¢alismada; ratlarda, CCly ile karacigerde olusturulan oksidatif hasar iizerine
Matricaria chamomilla L. ekstresinin antioksidatif etkisinin arastirilmasi

amaclanmustir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1 Karacigerin Yapisi

2.1.1 Karacigerin Makroskopik Anatomisi

Karaciger, insan viicudunda bulunan en biiyiik organdir. Agirlig1 yetiskinlerde 1200-
1600 gr. kadardwr (17). Karin boslugunun saginda ve on tarafta bulunur. Piramid
seklinde ve biiytik bir kismi sag kaburgalar kenarinin altina gizlenmis durumdadir.
Piramidin tepesi ksifoid’de, tabami ise sag hipokondriyum lateralinde yer alir.
Karacigerin 5 yiizii vardir. Bunlar iist, 6n, sag lateral, arka ve alt yiizlerdir. Ust, on,
sag lateral ylizler sag diyaframimn alt yiiziine uyacak sekilde konvekstirler. Bu
yiizlerde cesitli anatomik yap1 ve bolimler yer alir (Sekil 2.1).

Karaciger baslica sag ve sol olmak iizere iki loptan meydana gelir. Sag lob, sol
lobtan 6 defa daha biiyiiktiir. Sag lobun alt yiiziinde quadrate lob, arka yiiziinde ise
caudate lob denen daha kii¢iik boliimler vardir.

Karaciger alt yiizii sag bobrek, duodenum, kolon ve mide ile komsuluk eder.
Karaciger diyaframa, karm duvarma, mide ve duodenuma periton pilileri i¢cinde
bulunan bag dokusu bantlar1 ile yapisir. Karaciger bantlari denen bu yapilarin
fonksiyonu karacigeri yerinde tutmak ve karacigere gelen ve ondan giden kan ve lenf
damarlari ile sinir pleksiislerini tagimaktir.

Karaciger kan dolasimi, diger organlara oranla dnemli bir farkhilik gosterir.
Diger organlar sadece arteriyel sistemden kan aldigi halde karaciger hem arteriyel
(A. hepatica), hem de venal (V. portae) sistemden kan alan tek organdir. A. hepatica,
oksijenden zengin kani, biiylik dolasimdan karacigere iletir. V. portae, 0Ozellikle
bagirsak duvarindan gelen ve gida maddelerinin emilimi ile zenginlestirilmis kani
karacigere iletir. A. Hepatica, V. Portae ile birlikte karaciger i¢cinde kiiciik kollara
ayrilarak ilerleyip tek sira hiicrelerden olusan plaklar arasinda yer alan sinusoidlerde
sonlanir. Sinuzoidler karaciger lobiili diizeyinde merkezi venalara (V. centralis)

acilirlar. Bu venalarda karaciger toplardamarina (V. hepatica) acilir (18-22).
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Sekil 2.1 Karacigerin Makroskopik Yapisi (23)

2.1.2 Karacigerin Mikroskopik Anatomisi

Karaciger, ‘lobiil’ veya ‘asiniis’ denilen histolojik {initelerden olusur. Koselerinde
portal alanlarin, merkezinde terminal hepatik veniiliin (santral ven) bulundugu
poligonal {initelere karaciger lobiilii denmektedir. Bir portal alanda portal ven ve
hepatik arter dallari ile interlobiiler safra kanali bulunur. Asiniis ise bir portal alan ile
komsu santral ven arasinda kalan iicgen seklinde bir birimdir. Karaciger parankimini
olusturan hepatositler, biri digerinin iizerinde olacak sekilde kordonlar yaparak bir
portal mesafeden bir santral vene dogru uzanir. Bu kordonlarin (Remarck kordonlar1)
arasindaki mesafe siniizoid olarak adlandirilir, burada portal alanlardan santral vene
kan akimi mevcuttur. Siniizoidler endotelyal hiicreler ile ¢evrilidir. Endotel hiicreleri
ile hepatositler arasinda disse araligi1 bulunur (24-26).

Hepatik asiniis modeli; kanin arteriyel ve portal vendz damarlar ile karaciger
parankimine ulasip, kordonlar bi¢iminde dizilen hepatositlerce islendikten sonra
terminal hepatik veniillere dokiilmesi temel alinarak olusturulmustur. Sekil 2.2 de
gosterilen bu model hepatositleri, bol oksijenli kandan yararlanma derecelerine gore
tic alanda gruplar: En iyi kanlanan periportal kisim alan 1, en az kanlanan
periveniiler kisim alan 3 olarak adlandirilir. Iskemik olaylardan en cok 3’iincii

alandaki hepatositlerin etkilenmeleri bu modelle kolayca aciklanabilmektedir. Safra



akimi, kan akmminin tersi yolu izleyerek (alan 3'den alan 1l'e dogru) karaciger
parankimini portal alanlardan terk eder (25-28).

Karaciger parankimi belli islevleri iistlenmis kesin simirlarla ayrilan boliimler
icermez, her hepatosit karacigere ait her islevi yerine getirebilir. Ancak, alan 1'deki
hepatositler daha c¢ok glukoneogenez, yag asidi oksidasyonu, aminoasit
parcalanmasi, kolesterol iiretimi ve safra asidi sekresyonu ile ilgili gorevler
tistlenirken, alan 3'teki hepatositler glukoliz, lipogenez, detoksifikasyon gibi islevlere

agirhik verir.

o P3
Sekil 2.2 Karacigerde Lobiil Yapis1 (29)
(PS: Portal Alan; CV: Santral Ven)

2.1.3 Karaciger Sitolojisi

Karacigerde bes tiir hiicre bulunmaktadir. Bunlar hepatosit, endotel hiicreleri, kupffer
hiicreleri, stellat hiicreleri ve safra kanali epitel hiicreleridir ve sekil 2.3 de

gosterilmistir. Tiim hiicre tiplerinin % 80’ini hepatositler olusturur (30-32).
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Sekil 2.3 Karaciger Hiicreleri (33)

2.1.3.1 Hepatositler

Bu hiicreler polihedral, alt1 ya da daha fazla yiizeyli ve 20-30 um ¢apinda, ¢cok sayida
mitokondri ve bir miktarda diizgiin yiizeyli endoplazmik retikulum igerigi nedeniyle
eozinofilik boyanan hiicrelerdir. iki hepatositin birlestigi yerde, hiicrelerin arasinda
tiibiiler bir aralik bulunur ve safra kanalikiilii olarak adlandirilir. Hepatositler
arasinda bulunan siki baglant1 bolgeleri “Gap Junction”lar hiicrelerin fizyolojik
aktivitelerinin koordinasyonunda énemlidir (30).

Hepatositler graniillii ve graniilsiiz endoplazmik retikulumlar agisindan olduk¢a
zengindirler. Graniilli endoplazmik retikulum, stoplazma i¢inde dagilmis kiimeler
olusturur. Bu yapilardaki poliribozomlarda, albumin ve fibrinojen gibi proteinlerin
sentezi yapilir (30). Ayrica graniilli endoplazmik retikulumda cesitli maddelerin
viicuttan atilmasindan Once inaktive ve detoksifiye edilmesi i¢in gerekli oksidasyon,
metilasyon ve konjugasyon reaksiyonlar1 gerceklestirilir.

Hepatositler, organizmada yag metabolizmasinin merkezi konumundadirlar.
Sentezledikleri safra tuzlar1 bagirsak limeninde misel olusumunu saglar. Emilen yag
asitleri ya silomikronlar icerisinde ya da albumine bagh olarak kan dolasgiminda

taginirlar. Onemli bir kismi karaciger tarafindan alarak burada metabolize edilirler.



Yag asitlerinin bir kism1 mitokondride B-oksidasyon siirecine girer. A¢lik durumunda
ise yag dokusundan serbest hale gecen yag asitleri karacigere tasinip burada keton
cisimlerine doniistiiriildiikten sonra enerji kaynagi olarak kullanilmak iizere kas

dokusuna gonderilir (31).

2.1.3.2 Endotel Hiicreleri

Karaciger damar yoniinden olduk¢a zengin bir organdir, bu nedenle endotel hiicreleri
acisindan da zengindir. Siniizoidler arteryel kanin yam sira venoz kan da igerirler, bu
yiizden bagirsaklardan gelen ve organizmaya zararhi olabilecek cesitli kimyasal
maddeler (ksenobiyotikler) ve mikroorganizmalar i¢in de kompleks bir filtre gérevi

goriirler (31).

2.1.3.3 Kupffer hiicreleri

Orjin olarak monositlerden koken alan ve perisiniizoidal alanda yerlesen, lokal
makrofajlardir (31). Fagosite edilen mikroorganizmalar1 ve yabanci cisimleri yikan
lizozom igerirler. Immunoglobinler ve komplemanlar icin reseptorleri vardir (32).
Antijen sunan hiicre olarak gorev yaparlar ve hiicresel immuniteyi aktive ederler
(31). Interlokinler (IL), timor nekroz faktor (TNF), kollajenaz, prostoglandinler ve

inflamatuar cevaba katilan diger faktorleri salgilarlar (32).

2.1.3.4 Stellat Hiicreler

Deniz yildiz1 goriiniimiindeki bu hiicreler, yag depolamakta ve ito hiicreleri olarak da
bilinmektedirler. Siniizoidlerin duvarinda bulunurlar ve yiiksek miktarda retinol
icerirler. Organizmadaki retinol deposunun c¢ok Onemli bir kismi bu hiicrelerde
bulunmaktadir. Stellat hiicreler aktive olduklarinda disse aralifina kollajen
salgilamaya baslarlar. Bu da fibrotik siireci baslatan ana nedenlerdendir, ancak geri
doniisiimsiiz degildir. Hepatositten salinan metaloproteinaz enzimi, hasar goren
alandaki fibrotik dokuyu parcalar ve yok eder. Stellat hiicrelerin apopitoza

ugratilmasiyla, fibroz doku olusumunun yavaslatilabilecegi diisiiniilmektedir (31).



2.1.3.5 Safra Kanah Epitel Hiicreleri

Hepatosit arasindaki safra kanalcigindan baslayan safra kanallari, safrayr kanin ters
yoniinde yani klasik lobiiliin merkezinden periferine dogru tasirlar. Periferde safra,
safra kanalciklarma ya da Herring kanallarina girer. Daha sonra Herring kanallari
portal triaddaki safra kanallarina acgilir. Ana safra kanali, duodenumun ikinci

kisminda sonlanir (30).

2.2 Karacigerin Gorevleri

Karaciger, hem endokrin hem de ekzokrin fonksiyon gosteren viicudun ¢ok yonlii bir
organidir. Protein sentezi, safra salgilanmasi, detoksifikasyon, A, D, E, K, B 12
vitaminlerinin depolamanmasi, A vitamininin iiretimi, glikozun glikojen seklinde
depolanip, insiilin denetiminde kana verilmesi, kan pihtilasmasinda gorev alan
proteinlerin iiretilmesi, lenf yapiminda gorev almak gibi ¢ok Onemli fonksiyonlar:

vardir (34-36).

2.2.1 Protein Sentezi

Karaciger hiicresi, kendisi i¢in iirettigi proteinlere ek olarak albumin, protrombin,
fibrinojen ve lipoproteinler gibi plazma proteinlerini de sentezler. Bu proteinlerin
sentezi graniiler endoplazmik retikuluma bagli poliribozomlarda yapilir. Diger bez
hiicrelerinin aksine, hepatositler proteinleri stoplazmada depolamayip, kan
dolasimina vererek endokrin bir bez 6zelligi gosterirler. Karaciger tarafindan disariya
verilen proteinin % 5’°lik bir kism1 Kupffer hiicreleri tarafindan tiretilmektedir (34-

36).

2.2.2 Safra Salgilanmasi

Karacigerin en énemli fonksiyonlarindan biri de safranin iiretilmesidir. Hepatositler

kan komponentlerini alip doniistiirerek ve safra kanallar1 icine salgilayarak ekzokrin



faaliyetlerini yerine getirmis olurlar. Safra sivisi icerisinde; su, elektrolitler, safra
asitleri, fosfolipidler, kolesterol, bilirubin bulunur. Bu maddelerin % 90’1 distal
intestinal epitelden emilim yoluyla alinir ve hepatositler araciligiyla kandan safra
kanallarina tasinir. Safra asitleri sindirim sisteminde lipidlerin emiilsiyon haline
getirilmesinde 6nemli bir fonksiyon gorerek bunlarin lipaz ile sindirilmesini saglar.
Biiyiik boliimii hemoglobinin parg¢alanmasi sonucu meydana gelen bilirubin,
mononiikleer fagosit sistemde olusur ve hepatositlere tasinir. Hepatosit diiz
endoplazmik retikulumda; suda c¢oziinmeyen bilurubin, glukuronik asitle konjuge
edilir ve suda c¢oziinebilen bilirubin glukronid olusur ve daha ileri asamada, bilirubin

glukronid safra kanallar1 icerisine salgilanir (34-36).

2.2.3 Detoksifikasyon Fonksiyonu

Karaciger viicuda disaridan giren ilag, ksenobiyotik ve cesitli zararli maddelerin
detoksifikasyonundan sorumlu oldugu gibi, viicutta cesitli metabolitlerin zararsiz
hale getirilmesinden de sorumludur.

Protein yikimindan ortaya c¢ikan amonyak, hiicreler i¢in toksik bir maddedir.
Karaciger, amonyagi1 mitokondriyel ve sitozolik enzimlerce katalizlenen bir takim
reaksiyonlarla tireye doniistiirerek idrarla atilmasini saglar.

Viicutta farkli dokularda sentezlenen hormonlar1 metabolize ederek, atilmaya
hazir hale getirir. Hemoglobin yikimindan sonra aciga c¢ikan bilirubin de karacigerde
glukronik asitle konjuge edilerek suda erir hale getirildikten sonra safra yolu ile

viicut disina atilir (35, 36).

2.3 Karaciger Hastahklar

Viral enfeksiyonlar, ilaglar ve toksinler, safra yolu lezyonlari, metabolizma

bozukluklari, hipoksi ve timor gibi pek c¢ok etken karaciger hastaliklarina neden

olabilmektedir.
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2.3.1 Hepatitler

Hepatit terimi, karacigerde viral, toksik, metabolik, farmakolojik bir ajan veya
immiinolojik bir atak ile olusan hasarin sonucu meydana gelen hastalik grubunu
tanimlamak i¢in kullanlir.

Akut hepatit (AH); alt1 aydan kisa bir siire devam eder, kronik hepatit (KH);

alt1 aydan uzun siiren durumu tanimlar (37-39).

2.3.1.1 Akut Viral Hepatitler

Akut Viral Hepatit (AVH), viriislerin karacigerde yaptiklar1 inflamasyon sonucu
olusan akut sistemik bir infeksiyondur. AVH halsizlik, bulanti, kusma, diisiik
dereceli ates gibi sistemik semptomlar ile baslar. Sarilik, birka¢ giin i¢inde baslayip
onuncu giinde en iist diizeye ulasabilir. Bu donemde idrar koyulasirken digskinin rengi
de soluklagir. Sariligin baslangici ile semptomlar azalir, bulgular birka¢ haftada
geriler ve birkag ay i¢cinde hasta her bakimdan normale doner. Serum transaminazlar1
normalin 20-30 kat1 degerlere yiikselir. AVH olgularma sebep olan ajanlar; Hepatit
A viriisii (HAV), Hepatit B viriisii (HBV), Hepatit C viriisii (HCV), Hepatit D viriisii
(HDV), Hepatit E viriisii (HEV), Hepatit G viriisi (HGV) ve TTV (Transfusion
Transmitted Virus)’dir (40). Ebstein-Barrviriis (EBV), Sitomegalo-viriis (CMV),
adenoviriis ve enteroviriis gibi viriisler, bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda
hepatite neden olabilirler. DNA viriisii olan HBV disinda, hepatit viriislerinin hepsi
RNA viriisleridir.

Viriis etkisiyle karacigerde nekroz ve hasar olusur. Hasar siddetini viriis tipi ve

konak cevabi olusturur (41, 42).

Fulminan Kkaraciger yetmezligi (FKY); Onceden herhangi bir karaciger
hastalig1 bulunmaksizin karaciger fonksiyonlarimin aniden ve ciddi bir sekilde
bozulmasiyla karakterize, geri doniisiimlii olabilen, ancak mortalitesi olduk¢a yiiksek
bir klinik sendromdur. FKY olgularmin % 60-80’ninde etyolojik ajan
belirlenebilmekte, ilk swrayr hepatit viriisleri, ikinci sirayi ise toksin ve ilaclar

olusturmaktadir. Paramiksoviriis, CMV ve EBV gibi hepatotrop olmayan viriislerde



11

KY’ye yol acabilmektedir. Hastalarda agir bir karaciger yetmezligi tablosu vardir ve
prognoz kronik karaciger hastaligma gore daha kotiidiir, fakat geri doniistimlii

olabildigi i¢in sag kalanlarda iyilesme tamdir (43, 44).

2.3.1.2 Kronik Viral Hepatitler

Karaciger hastaliinin semptomatik, biyokimyasal veya serolojik bulgularmin 6
aydan uzun siirmesi kronik hepatit (KH) olarak kabul edilir. HBV, HCV, HDV,
HGYV viriisii infeksiyonu, otoimmiin nedenlerle ve ilaclarla KH olusabilir. Gelisen
fibroz genellikle geri doniissiizdiir; rejenerasyon ile birlikte oldugunda siroza
doniisiir (40, 45, 46).
KVH’lerin hepsinin ortak 6zellikleri sunlardir:
e Portal alanda lenfositlerin agirlikli oldugu bir inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu,
¢ Portal alan-parankim sinirindaki hepatositlerde nekroz (giive yenigi nekrozu)
ve bu alanda inflamatuvar infiltrasyon,
¢ Komsu portal alanlar1 birlestiren nekroinflamatuvar olay ve fibroz,

e Parankimde nekroz odaklar1 (fokal nekroz) (40, 45, 46).

Sekil 2.4 de akut ve kronik hepatitin histopatolojisi gosterilmistir.

Akut Hepatit Kronik Hepatit

Portal Alan

inflamatuvar Portal Alan

1 Lenfoid agregatlar
¥, Infiltrat SR G
r - Lt " Kapriilegme Hekrozu
Food :‘-" Safra kanal RENY e e e ’”@
T ¢ reaksiyonu Lo S e
== _": Sentral Ven

Kopriilegme Fibrozu

L Periportal Hekroz
i

{14
Balonlagma dejenerasyonu /

- ’_-Apop‘toz Periportal
7 Fibroz

Periportal
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Biyiik kadeh hiicreleri
™ (HBV)

(&)
@ o "".‘ ¢\, Makrofaj
0' e .l" T agregatlan
> Ohet
% % Apoptoz .*.
Yagh dedigiklik L] )
{HCV) ¥ % Kolestaz Lanfositlar - %
Apoptoz—' *"
L3 Makrofaj ~ # X
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Sentral Ven

Sekil 2.4 Akut Hepatit ve Kronik Hepatitin Histopatolojisi (47)
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2.3.2 Alkole Bagh Karaciger Hastahig:

Alkolik karaciger hastaligi, uzun siireli fazla miktarda alkol tiiketimine bagh, siddeti
degisik derecede olan karaciger hasari ile karakterize bir tablodur. Asir1 miktarda
alkol tiiketimi, kisilerde karaciger yaglanmasi, alkolik hepatit ve alkolik siroza kadar
giden bir klinik spektrum meydana getirir. Ciddi karaciger hastalig1 alkol
kullananlarin yaklasik % 20’sinde gelisir. Yatkinligi olan sahislardaki hazirlayici
faktorler kesin belli olmamakla birlikte, icilen alkoliin miktar1 ve siiresi en dnemli
sebeptir (48, 49).

Alkolle indiiklenen oksidatif stres karacigerde ¢ok daha fazla etkindir, ¢linkii
alkol metabolizmasinin baslica yeri karacigerdir. Karaciger hiicresinde alkol
metabolizmasi icin ii¢ ana yol bulunur ve bunlarm her biri farklh bolimlerde yer alir.
Alkol metabolizmasinda rol oynayan enzimler;

1. Sitozolde yer alan alkol dehidrogenaz (ADH)

2. Endoplazmik retikulumda lokalize olan mikrozomal etanol okside edici sistem
(MEOS)

3. Peroksizomlarda lokalize olan katalaz (49).

Stoplazmik bir enzim olan ADH, alkoliin, karaciger hepatositlerinde
asetaldehite cevrilmesini katalize eder ve alkoliin parcalanmasinda en etkin rolii

oynar (48).

CHsOH + NAD' —=20 > CH,CHO + NADH+ H'

Etanol Asetaldehit

Bu ADH aracili oksidasyonda, NAD" rediikte formu olan NADH’a cevrilir.
Bunun sonucunda sitozolin redoks potansiyeli belirgin sekilde degisir.
NADH/NAD" oramindaki belirgin artis ¢ok ©nemli metabolik sonuglar dogurur.
Laktat/Piruvat orani artar. Bu durum laktik asidoza yol acar. Kandaki yiiksek laktik
asit diizeyi hiperiirikasidemiye neden olur. Alkol tarafindan indiiklenmis ketoz ve
artmug piirin yikimi da hiperiirisemiyi arttirabilir (50). Artan piirin indirgenmesinin
diger bir olas1 sonucu, ksantin oksidaz (XO) tarafindan ROS’larm iiretimidir (49,

51). Artrus NADH/NAD" oran1 lipogenezin artmasina ve hipoglisemiye neden olur.
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Sitrik asit siklusunun aktivitesi azalir. Yag asidi oksidasyonunun azalmasina bagli
olarak trigliserit sentezi artar. Bu durumda karaciger yaglanmasi ortaya ¢ikar (50).

Asetaldehit de primer olarak mitokondrial bir enzim olan asetaldehit
dehidrogenaz (ALDH) tarafindan oksidasyona ugratilarak asetat ile karbondioksit ve
suya cevrilebildigi gibi, sitrik asit dongiisiine girerek yag asitleri gibi Onemli
biyokimyasal maddelere doniisiir. Bu sistemde kofaktdr olarak NAD" kullamlir ve
ortamda NADH miktarinda artig goriiliir (52).

ALDH ]
CH;-CHO + NAD' + H,0 ———— CH;CO0" + NADH + H'
Asetaldehit Asetat

Asetaldehit, metabolik olarak son derece reaktif ve toksiktir. Proteinlere ve
diger makromolekiillere baglanir ve bu bilesiklere karsi antikor olusumuna neden
olur. Dolayisiyla alkolik karaciger hastaligi olanlarin serumlarinda genellikle bu
antikorlara rastlanir (49, 52). Hiicrelerdeki mikrotiibiiler sistem asetaldehit etkisiyle
bozulur ve protein atillmi durur. Tutulan proteine es miktarda su da tutulur ve
bundan dolay1 karaciger hiicreleri siser. Asetaldehit, glutatyonun 3 aminoasidinden
biri olan L-sistein ile hemiasetal olusturarak, glutatyon kaybma yol agar. Ayrica,
aldehit oksidaz tarafindan okside edilerek, demir varliginda serbest radikal
olusumuna neden olur. Yine serbest radikallerin yol actigi lipid peroksidasyon
iriinleri olan, MDA ve hidroksinonenal (4-HNE) ile kompleksler olusturarak
sitokrom p450E2 sistemine baglanir ve hiicre yiizeyinde antijenik yapilar olusturur
(53, 54).

Alkol metabolizmasinda rol alan diger bir enzim sistemi MEOS, etanolii

mikrozomal sitokrom p450 2E1 enzimi tarafindan oksidasyona ugratir (48, 50).

MEOS
C,HsOH + NADPH + H* 4+ 20, ——— CH;-CHO + NADP" + H,0,

Etanol Asetaldehit

Reaksiyon sonucu bir reaktif oksijen radikali olan H,O, olusur (50). Bu
molekiil glutatyon ile nétralize edilmediginde lipid peroksidasyonuna yol agar. Lipid

peroksidasyonu sonucu hiicre membraninin kalsiyuma gecirgenligi artar, hiicre
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icinde kalsiyum birikimi olur ve bu olaylar sonucu yaglanmis karacigerde
inflamasyon ve fibroz bagslar, sonug siroza kadar gidebilir (48, 55).

MEOS, alkoliin oksidasyonunda rolii cok az olup, ancak yiiksek kan ve doku
etanol diizeyinde devreye girer. Bu sistemde ortaya ¢ikan ROS’lar hepatoselliiler
hasara sebep olabilme yetenegindedir (48). Hiicresel asetaldehit artis1 sonucu bu yan
Uriiniin albumin, kollajen ve lipoproteinlerce alkilasyonu hizlanir. Bu yeni
kombinasyonlar, neoantijen olarak etki gdstererek immun cevaba yol acar ve sonucta
inflamatuar mekanizmalar1 baslatir (56).

Ayrica, katalaz da alkolii okside eden ancak fizyolojik sartlarda alkol

metabolizmasinda 6nemli rolii olmayan peroksizomal bir enzimdir (48).

C,HsOH + H,0, —44l9%, CH,-CHO +2 H,0
Etanol Asetaldehit

Organizmada etanol metabolizmas: esnasinda meydana gelen artmis lipid
peroksidasyonu, ya karacigerde olusan peroksidatif siirece bagh olarak indirek, ya da
etanoliin dolasan lipidler ve hiicre membranlar: iizerine direk etkisinden ileri gelebilir
(57, 58).

Asir1t NADH olusumu, hipermetabolizmaya ve bu olayda doku hipoksisine
neden olur. Ortaya ¢ikan perisentral hipoksi hiicre i¢i laktat miktarinda artmaya yol
acar ki, bu da fibrozisi tetikleyen bir olaydir (48, 49). Non-parenkimal hiicreler,
ornegin kupffer hiicreleri, endotel ve yag depolayan stellat hiicreleri toksik siirecte ve
fibrosiz gelisiminde devreye girerler. Sekil 2.5 de goriildiigii gibi alkol, kupffer
hiicrelerinden TNF-a, TGF-$ ve IL-6 salinimina neden olur. TNF-q, direkt olarak
karaciger hiicre nekrozuna neden olur, 16kosit adherens ve aktivasyonunu tetikler,
hepatosit ve kupffer hiicrelerinden IL-8 iiretimini stimiile ederek, notrofil
kemotaksisine sebep olur. TGF- B ve IL-6 da fibrozis gelisiminde rol alir.
Asetaldehit, dogrudan stellat hiicrelerini aktive ederek kollajen artimma yol acar.
Intestinal endotoksinler ve neo-antijen olusumu kupffer hiicrelerini aktive ederek,
kupffer hiicrelerinden salgilanan TGF- ile stellat hiicrelerinin uyarilmasina neden
olur. Diyetteki ¢oklu doymamis yaglar, lipid peroksidasyonu yaparak ve lipid

aldehitleri olusturarak sitokrom yoluyla serbest oksijen radikallerini arttirir, bir



15

yandan da stellat hiicrelerini aktive eder. Sonucta hiicresel toksisite, fibrosiz ve

alkolik hepatit tablosu yani inflamasyon olusur (48, 55, 59, 60).
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Sekil 2.5 Alkole Baglh Karaciger Hasarinin Mekanizmasi (61)
2.3.3 Non-Alkolik Yagh Karaciger Hastalhig

Non-alkolik yaglh karaciger hastaligi (NAYKH) toplumda acik farkla en sik rastlanan
karaciger hastaligidir. NAYKH kapsamu icinde yer alan ve yaglanmaya ilave olarak
inflammasyon ve fibrozun da bulundugu NASH (Non-alkolik steatohepatit) ise genel
toplumda % 2-3 oraninda rastlanan ve % 20 oraninda siroza gidis riski tasiyan bir
hastaliktir. NAYKH siklikla obezite ve tip II diabetes mellitus ile iligkilidir.
Olgularin % 90’1nda hiperlipoproteinemi de mevcuttur. Seyrek olarak ilaclara bagh

olarak da ortaya ¢ikmaktadir. isminin nonalkolik yagl karaciger hastali§1 olmasmin
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nedeni etyolojisinde alkol bulunmamasmna ragmen hastaligin klinik ve histolojik
tablosunun alkole bagli karaciger hastaligina cok benzerlik gostermesidir. Bu olayin
etyolojisinde de serbest radikal hasar1 6nemli bir rol oynamaktadir. Karacigere gelen
fazla miktardaki yag asidi, B-oksidasyon siireci ve VLDL olusumu ile iistesinden
gelinebilecek kapasitenin ¢ok iizerindedir ve sonucta trigliserid halinde depolanma
on plana ¢ikmaktadir. Ancak alkol hasarinda oldugu gibi olay yalnizca yaglanma
diizeyinde kaldiginda prognoz oldukca iyidir. Prosese serbest radikal hasar1
eklendiginde lipid peroksidasyonu ve NASH tablosu ortaya ¢ikmakta ve stellat
hiicrelerin de devreye girmesiyle ilerleyici fibroz tabloya eklenmektedir. Tip II
diabetes mellitus, insiilin rezistansi ile karakterizedir ve bu nedenle sirkiilasyondaki
insiilin diizeyi yiiksektir. Insiilin karacigerde B-oksidasyon ve VLDL olusumunu
baskilarken yag asidlerinden trigliserid olusumunu arttirmaktadir, yani karaciger
yaglanmasini tetiklemektedir. Bu hastalarm ¢ogunlugunun viicut kitle indeksleri de
zaten yiiksektir. Ayrica karbonhidrat metabolizmasi bozuklugu sonucu sirkiilasyonda
diizeyleri artan keton cisimleri CYP2E] sistemini aktive ederek ROS olusumuna yol

acmaktadirlar (62-66).

2.3.4 Siroz

Karaciger sirozu, karaciger yapisinin yaygin olarak hepatoseliiler nekroz,
rejenerasyon ile bozularak degismesi sonucu meydana gelen ilerleyici geri
doniisiimsiiz bir hastaliktir (67, 68). Hepatositlerin 6liimiine yol acan uzun siirecler,
fibrozis ve rejenerasyonla birlikte olduklarinda siroz ortaya ¢ikar.

Siroza neden olan baslica durumlar; kronik viral hepatitler, alkolik karaciger
hastaligi, safra yolu hastaliklari, primer hemokromatosis, Wilson hastaligidir. Baz1
sirozlarm nedeni idiyopatiktir yani sebebi bilinmemektedir. Ulkemizde karaciger
sirozunun baslica nedeni viral hepatitlerdir. 1994-1997 yillarim kapsayan 4 yillik
donemde, 393 vakalik karaciger sirozu serisinde, viral hepatitlerin % 60, alkoliin %
11, alkol+viral hepatitin % 4, diger nedenlerin (Otoimmiin hepatit, biliyer sirozlar,
metabolik nedenler v.b.) % 9 oraninda rol oynadigi saptanmis ve % 16’sinda

herhangi bir neden bulunamamistir (Kriptojenik siroz). Viral hepatitlerden
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HBV’unun katkis1 % 42.6, HCV’unun katkis1 % 34.5 ve HDV’nun katkis1 ise % 15.7
bulunmustur (68-70).

Sirozun olusum hizi ve seyri, etyolojiye gore degisiklik gosterir. Alkol
kullananlarda siroz, yavas olarak ve uzun vadede ortaya ¢ikar. Onceleri karaciger
yagli ve biyiktir. Yiizeyi diizgiin, sar1 kahverengi ve yaghh olup kesitinde
mikronodiiler siroz paterni (1-3 mm c¢apl nodiiller) goriilir. Fibroz artisiyla yag
miktar1 azalir ve karacifer daha kahverengi bir hal alir. Ilerleyen doénemlerde
karaciger hiicre rejenerasyonuna bagli olarak daginik ve daha genis nodiiller gelisir.
Skar doku genisler ve makronodiiler siroz ortaya ¢ikar. Karaciger kiiciiliir ve normal
karacigere gore agirlhigir azalir, hatta 1 kg’in altina bile inebilir. Skar dokunun
olusumu ve rejenerasyon normal lobiil yapisini bozarak ilerler, karaciger parankimi
azalir, fibroz daha da belirginlesir. Hepatositlerde hala bir miktar yag bulunur ve

alkolik hepatite bagl degisiklikler de es zamanli olarak goriilebilir (71).

2.4. Karaciger Hiicrelerinin Oksidatif Stresle Iliskisi

Karacigerde bulunan hiicreler; hepatositler, endotel hiicreleri, kupffer hiicreleri,
stellat hiicreler ve safra kanali epitel hiicrelerinin hepsi oksidatif stresle iliskili

hiicrelerdir.

1-Hepatosit: Bu hiicreler, organizmada yag metabolizmasinin merkezi
konumundadirlar. Hepatositlerin olusturduklar: safra tuzlarmin teskil ettigi migeller
sayesinde absorbe olan yag asitleri, karacigere gelerek metabolize olmakta veya
kahverengi yag dokusunda trigliserit olarak depolanmaktadirlar. Siklikla yag iceren
bir 6giin, karbonhidrat da icermektedir ve bu kosullarda ileride olusabilecek kithiga
kars1 onlem almak isteyen organizma, karbonhidratlari, kas hiicrelerinde enerji
kaynagi olarak kullanirken, yag asitlerini de yag dokusunda trigliserid olarak
depolayarak aclik esnasinda enerji kaynagi olarak kullanmayi planlamaktadir. Bu
arada yag asitlerinin bir kismi mitokondride B-oksidasyon siirecine girmekte ve
olusan enerji organizmanin 1sisinin muhafazasimi saglamaktadir. A¢hik durumunda
ise yag dokusundan serbestlesen yag asitleri karacigere tasmip apolipoproteinlerle

birlestirilerek, VLDL’ye doniistiiriilmekte ve bu yapilar da enerji kaynagi olarak kas
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dokusuna gonderilmektedirler. Karbonhidratlarla birlikte alman yaglarm bu tarzda
tasarruf edilmesinde en 6nemli rolii oynayan hormon insiilindir. Ciinkii insiilin bir
yandan karbonhidratlarin kas dokusunda metabolize edilmesini ve karacigerde
glukozun glukojen olarak depolanmasini saglarken 6te yandan hepatositte yaglarin -
oksidasyon siirecini ve VLDL olusumunu baskilamakta, ve yag asitlerinin trigliserid
olarak depolanmasin1 arttirmaktadir (72).

Karaciger, yag asitlerinin B-oksidasyonunu gerceklestiren mitokondrice zengin bir
organdir. Mitokondride dis ve i¢c olmak lizere iki membran bulunmaktadir ve yag
asitlerinin oksidasyonu i¢ membrana yakin bir bolgede yer almaktadir. Organizmada
enerji aciga ¢ikmasin saglayan prosesler, metabolik siireclerde ortaya ¢ikan serbest
elektronlarin bir sistemden digerine aktarilmasmin sonucudur. Bu elektronlar son
olarak sitokrom sisteminde oksijene aktarilmakta ve su olusturulmaktadir. Her iki
H,O molekiilii olusumu i¢in oksijene 4 elektron aktarilmaktadir. Elektron sayisini
tamamlayarak notral hale gelmemis ve tek elektron ihtiva eden oksijen molekiilii, Oy’
(singlet oksijen) serbestlesmesi tehlikeli bir yapidir ve Sitokrom-c sistemi i¢inde

elektronlar1 tamamlanincaya kadar siki bir sekilde tutulmaktadir (72).

NADH NAD" + H' + 2¢

Sitokron] b-c1 kompleksi

~ -
~
~ .
~
-~
-~
~ -
~

Sitokrom O, Oksidaz

2H +2e+ 120, —>H,0

Sekil 2.6 Singlet Oksijenin Sitokrom-c Sisteminde Tutulmasi (72)

Serbestlestigi taktirde bu radikal bulabildigi her sistemden elektron kopartmaya
caligmakta ve Ozellikle mitokondri ve hiicre membranina lipid peroksidasyonu
yoluyla hasar vermektedir. Ancak, fizyolojik kosullarda da az miktarda serbestlesen
oksijen radikallerini fizyolojik antioksidan savunma, ciddi bir hasar olusmadan

notralize edebilmektedir (73).
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Hepatositteki, serbest oksijen radikalleri (ROS)’ nin tek kaynagi mitokondriler
degildir. Sitozolde bulunan p450E1 (CYP2E1l) mikrozomal oksidasyon sistemi de
ozellikle fazla miktarda alkol aliminda ve ilag metabolizmas1 esnasindaki
indiiksiyonla onemli bir ROS kaynagi haline gelebilmektedir. Hepatositin cesitli
nedenlerle strese maruz kalmasi (alkol, ilag, hipoksi, viral infeksiyon, immunolojik
hasar) halinde serbestlesen oksijen radikalleri, antioksidan savunmanin koruma
kapasitesini astiklarinda hiicre hasar1 ve Olimiine yol acabilmektedirler. Bunun
nedeni oksidatif potansiyelin ¢ok giiclii olmasi olabilecegi gibi, antioksidan

savunmanin zay1flig1 da olabilir (72, 73).

2- Endotel hiicreleri: Karaciger oldukc¢a vaskiiler bir organ oldugundan
endotel hiicrelerinden zengindir. Karaciger, vaskiiler yapisi agismmdan ozgiin bir
organdir, ¢iinkii arteryel sistem yaninda, ayni zamanda, vendz bir sistemden (portal
ven) de kanlanmaktadir. Portal ven intestinal sistemle, sistemik dolagim arasinda ¢ok
komplike bir giris yeri olan karacigere karbonhidrat, yag ve protein yapisindaki yap1
taglarim getirmektedir. Karaciger ayn1 zamanda bagirsaklardan gelen ve organizmaya
zararl olabilecek ¢esitli kimyasal maddeler (ksenobiyotikler) ve mikroorganizmalar
icin de kompleks bir filtre gdrevi yapmaktadir. Hepatositlerin asiniis modeline gore
kabul edilen ii¢ alan arasindaki bosluklar, bagirsaklardan gelen makromolekiillerin
hepatosite gecisine imkan vermek icindir (73).

Endotel hiicreleri de oksidatif hasardan ciddi sekilde etkilenmektedirler.
Aslinda fizyolojik dozlardaki bazi serbest radikaller karaciger sirkiilasyonunun
optimal olarak gerceklesmesinde yararlidirlar ve bunlarin basinda NO (nitrik oksit)
gelmektedir. Endotel hiicrelerinde eNOS (endotelyal nitrik oksid sentetaz) ve kupffer
hiicresinde iNOS (inducible nitrik oksit sentetaz) tarafindan iiretilen NO karaciger
mikrosirkiilasyonun siirdiiriilmesine hem gerektiginde vazodilatasyon saglayarak,
hem de kanin sekilli elemanlarinin endotel duvarma adhezyonunu engelleyerek
yararli olmaktadir. Ancak serbest oksijen radikallerinin artmasiyla kupffer
hiicrelerinden fazla miktarda serbestlesen sitokinler, kanin sekilli elemanlarmin
endotel hiicrelerine adhezyonuna yol acarak mikrosirkiilasyonu tikayabilmektedirler.
Bu, hepatositlerde iki yonlii zarara yol agmaktadir: Bir yandan hepatositler hipoksiye

maruz kalmaktadirlar, Ote yandan da endotel hiicrelerinin tahrip olmasiyla
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onlerindeki bariyerden mahrum kalmalar1 dolayisiyla immun hiicrelerin atagma acik
hale gelmektedirler. Alkole baglh karaciger hasarinda lipid peroksidasyonunun iiriinii
olan malondialdehit (MDA) ve 4-Hidroksinonenal gibi iiriinler, alkol metabolizmas1
tiriinii olan asetaldehit ile kompleks yapilar olusturmaktadirlar. Benzer yapilarin ilag
toksisitesi esnasinda da olustugu bilinmektedir. Deneysel olarak hepatositte hasar
olusturabilecek olaylar zincirini endotel diizeyinde bloke edebilecek tedavi

yontemleri olusturulmaya ¢alisilmaktadir (73).

3- Kupffer hiicreleri: Kupffer hiicreleri siniisodial alanda yer alan
makrofajlardir. Kuppfer hiicreleri sagkalim faktorii de denilen NFxb sisteminin
merkezidir. Fizyolojik kosullarda bu sistemin aktive ettigi kaskad ile olusan
sitokinler hepatosite, ¢esitli zararli etkenlere kars1 savunma saglamaktadirlar. Ancak
bu sitokinler asir1 miktarlarda ve siirekli salgilanmalar1 halinde, hepatositlerde bizzat
hasar nedeni de olabilmektedirler. Bu sitokinlerin basinda TNF-a gelmektedir ve
hepatositte (mitokondri veya CYP2E1’de) olusan ROS kupffer hiicresini uyararak
TNF-a olusumuna yol agmaktadir. TNF-o’nin mitokondri iizerindeki etkisi sekil

2.7°de Ozetlenmistir (74).
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Sekil 2.7 TNF-o’nin Mitokondri Uzerine Etkisi (74)

ROS: Reaktif Oksijen Tiirleri
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Tek uyaran TNF-a degildir, toksinler ve ROS’un da benzer etkiler gosterdigi
bilinmektedir. TNF-a etkisiyle mitokondrial ATP tiikenmekte, kaspas sistemi aktive
olmakta ve hepatosit apoptoza ugramaktadir. Ancak ROS diizeyi yiikseldiginde
kaspaz sistemi asilmakta ve nekroz tarzinda daha zararlhi bir hiicre Oliimii ortaya
cikmaktadir. Burada MMPT (mitochondrial membrane permeability transition)
fenomeni de etkilidir. MMPT mitokondrinin i¢ ve dis membranlar1 arasinda, enerji
sarfedilerek korunan elektriksel potansiyelin kayb1 anlamimna gelmektedir ve sonug
permeabilitenin artmas: ile mitokondrinin tahrip olmasidir. Yine oksidatif strese
yanit olarak kupffer hiicresi fazla miktarda NO ve TGF-f§ da iiretmektedir. NO bir
bakima oksidatif stresin zararinin sinirlanmasina katkida bulunmaktadir, ¢iinkii
serbest oksijen radikallerini baglamaktadir. Ancak bu baglanma esnasinda olusan
peroksinitrit hizli bir sekilde yok edilmezse nitrosative stres ve daha sonra lipid
peroksidasyonu olugmaktadir. Deneysel olarak karaciger toksisitesi olusturulmadan
once NO olusumunu bloke eden L-NAME gibi ajanlar kullanilmasi halinde karaciger
hasarmin smirlanabilmesine karsilik, hasar basladiktan sonra uygulama yapildigi
taktirde tablo agirlagsmaktadir. TGF-f ise fibroza yol agmaktadir. Hedef hiicresi
stellat hiicredir. Kupffer hiicreleri bunun yaninda antijen sunan hiicre olarak da gorev

yapmaktadirlar ve hiicresel immuniteyi aktive etmektedirler (74-76).

4- Stellat hiicreler: Bir deniz yildiz1 goriiniimiinde olan bu hiicreler, siniiosid
duvarinda bulunmakta ve yiiksek miktarda retinol icermektedirler. Organizmadaki
retinol deposunun ¢ok dnemli bir kismu stellat hiicrelerde bulunmaktadir. Fizyolojik
kosullarda inaktif haldedirler. Kupffer hiicrelerinin, ornegin oksidatif stres ile,
uyarilmalariyla ortaya cikan TGF-p, stellat hiicreleri aktif hale getirmekte ve bu
hiicreler retinol kaybetmektedirler. Aktif stellat hiicre disse mesafesine kollajen
salgilamaya baslamaktadir. Bu, fibrozun baslangicidir, ancak doniisiimsiiz degildir.

Son yillarda stellat hiicreler, oksidatif veya baska kaynakli hasarlanmalarda,
siirecin fibroz asamasimi bloke edebilmek i¢in tedavi hedefi haline gelmislerdir. Bu
hiicrelerin apoptoza ugratilmasiyla, fibroz doku olusumunun yavaslayabilecegi, hatta

ortadan kalkabilecegi diisiiniilmektedir (31, 77).
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S- Safra kanal epitel hiicresi: Safra kanallar1 baglangiclarini iki hepatosit
arasindaki safra kanalcigindan almakta ve birleserek biiyiikk safra kanallarimi
olusturmaktadirlar. Daha sonra ana safra kanalini olusturarak duodenumun ikinci
kisminda sonlanmaktadirlar. Hepatositler tarafindan ¢evrili olan safra kanalciklarini,
safra kanal1 epitel hiicreleri ile c¢evrili kanallara birlestiren yapilara herring kanali
denilmektedir ve bu kanallar hepatosit kok hiicrelerini bulundurmaktadir. Safra
kanali epitel hiicrelerinin hasariyla karakterize immiinolojik hasara Ornek
hastaliklardan birisi olan primer sklerozan kolanjit de ROS hasarmin da rol oynadig:

bilinmektedir (30, 78).

2.5 Karbon Tetrakloriir ile Karacigerde Olusturulan Membran Hasar

Toksik ajanlar membrani ¢esitli yollardan tahrip edebilirler, bunlar genellikle direk
olarak membrana temas suretiyle veya membran lipidlerinde peroksidasyona sebep
olan serbest radikalleri sekillendirmek suretiyle zedelenmeye yol acarlar. Karbon
tetrakloriir solventinin intoksikasyonu riski dolayisiyla sekillenen hepatoseliiler
nekroz ¢ok incelenmistir. Karbon tetrakloriir (CCly) membran peroksidasyonunda rol
oynar. CCl4, membran permabilitesi artar ve 6zel membran fonksiyonu kaybolur.
mitokondriyal monooksijenaz (P4502E1) sistemince metabolize edilir. Metabolizma
esnasmda Oncelikle stabil olmayan baslangic metaboliti triklorometil (CCls") serbest
radikali olustuktan sonra lipidler ve proteinler ile kovalent baglar olusturarak hizla
triklormetil peroksite (CzCOQ") veya hidrojen atomlarini kaybetmis olan kloroform
formuna doniisiir. Daha sonra sekonder olarak olusan konjuge dien, lipid
hidroperoksit ve malondialdehit gibi yapilar ile kisa zincirli karbonhidratlar olusur
(79-81).

CCl, lipid peroksidasyonu olusturarak oksidatif hasara yol a¢maktaktadir.
Oksidatif hasarda, karaciger stellat hiicreleri ve fibroblastlar1 uyarilarak ekstraselliiler
matriks ve kollajen sentezini gergeklestirmeleri saglanir (11-14). Ayrica hasarlarla
uyarilmis olan Kupffer hiicreleri; proinflamator sitokinler, TNF-a ve IL-1h iiretimini
uyarirlar. Bundan dolayi, oksidatif stresin inhibe edilmesinin yararli sonuclari
olacaktir (1). Bu hasara bagh olarak ilerleyen siire¢ sonunda karaciger fibrozu ve

siroz olusabilir. Karaciger fibrozu, ekstraselliiler matriks komponentlerinin artmasi
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ile karakterize bir siirectir. Ekstraselliiler matriksin yapim ve yikimi arasmdaki
denge; olusan toksik oksijen radikallerine bagli olarak, matriks yapimi yOniinde
bozulmaktadir. Yapilmis olan bir cok ¢alismada karaciger hastaliklarinda oksidatif
stres ve buna bagl olarak ortaya ¢ikan karaciger hasari ile fibrozis arasinda iligki

oldugu gosterilmistir (70-72).

2.6 Oksidan—Antioksidan Sistem

Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron iceren atom veya
molekiillerdir. Bu atom veya molekiil ortaklanmamais elektronunu bir bagka molekiile
vererek veya bagska bir molekiilden alarak daha kararli hale gelme egilimindedir. Bu
nedenle serbest radikaller son derece reaktif bilesiklerdir (81-84).

Organizma dogustan kazandigi ¢ok hassas bir donanmim sayesinde, fizyolojik
aktivitenin dogal sonucu olan serbest radikal nitelikli biyokimyasal iiriinleri, oksidan-
antioksidan denge olarak tanimlanabilecek bir ¢izgide tutmay1 basarir. Tehlikeli olan
durum, radikallerin varligindan daha ¢ok oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki bu
dengenin herhangi biri lehine bozulmasidir (88) .

Organizmaya ani ve asir1 miktarda oksijen girisinin artmasi; adrenalin ve diger
katekolaminlerin artis1; laktik asit, laktat dehidrogenaz, kreatinin fosfokinaz gibi litik
enzim aktivitelerinin yiikselmesi; egzersiz, gebelik, yaslilik gibi fizyolojik haller;
kimyasal ¢evre kirliliginin yogun oldugu ortamlarda uzun siire yasam, yogun stres,
sigara ve alkol kullanimi, diyette doymamis ve kolay peroksillenebilen yaglarin fazla
miktarda bulunmasi, antioksidan savunma sistemi yetmezlikleri veya savunma
duvarmin asilmast gibi durumlarda hassas olan oksidan-antioksidan denge,
oksidanlar lehine bozulabilir ki; bu da oksidatif stres olusumuna neden olur. Bu
durum serbest radikallerin olusumunun artisindan ya da antioksidan aktivitesinin

yetersizliginden ileri gelebilir (88) .

2.6.1 Oksidan Molekiil Kaynaklari

1- Biyolojik Kaynaklar: Antineoblastik ajanlar (nitrofrontoin, bleomisin,

doxorubicin gibi kanser tedavisinde kullanilan ilaglar), aligkanlik yapan maddeler,
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cevresel ajanlar (hava kirliligi yapan fotokimyasal maddeler), radyasyon ve stres
serbest oksijen radikallerinin biyolojik kaynaklar1 i¢inde yer almaktadir.

2- intraseliiler Kaynaklar: Kiiciik molekiillerin (tioller, katekolaminler, flavinler,
tetrahidropterinler, hidrokinonlar, antibiyotikler) otooksidasyonu, enzimler ve
proteinler (triptofan dioksijenaz, ksantin oksidaz, hemoglobin), mitokondrial elektron
transport zinciri, endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron transport
sistemleri (sitokrom p450 ve sitokrom bS5 gibi), peroksizomlar (oksidazlar,
flavoproteinler), plazma membram (lipoksijenaz, prostaglandin sentetaz, lipid
peroksidasyonu, fagositlerde NADPH oksidaz) ve oksidatif stres yapici durumlar
(iskemi, travma, intoksikasyon) serbest oksijen radikallerinin intraseliiler

kaynaklaridir (89).

2.6.2 Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller, atomik veya molekiiler yapilarinda eslenmemis elektron iceren ve
bu nedenle reaktif Ozellik tasiyan molekiillerdir. Hiicre metabolizmasi sirasinda
meydana gelen biyokimyasal redoks reaksiyonlar: ile ortaya cikabildikleri gibi,
cesitli dis etkenlerin varliginda da olugmaktadirlar. Eslenmemis elektrona sahip bu
molekiil veya atom, elektronunu bir baska molekiile vererek veya ondan elektron
alarak daha stabil hale gelme egilimindedir (90-93). Serbest radikaller, viicutta
siirekli olarak olusturulan ve antioksidan savunma sistemi tarafindan ortadan
kaldiridan molekiillerdir. Bu dengenin bozulmasi, serbest radikallerin artmasma ve
hiicre hasar1 olusturmalarina yol acar. Bu duruma oksidatif stres denilmektedir.

Biyolojik sistemlerdeki radikaller su sekilde siniflandirilabilir (91):

1. Oksijen Kaynakh Serbest Radikaller: Siiperoksit anyon radikali, hidrojen

peroksit, singlet oksijen

2. Karbon Kaynakh Serbest Radikaller: CCL,
CCl, —> CCI; + CI

CCl;" + O, — > '0,CCl; (Triklorometil peroksil radikali)
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3. Nitrojen Kaynakh Serbest Radikaller: Nitrik Oksit (NO) ve fenilhidrazin
radikali (C¢HsN=N")

4. Siilfiir Kaynakh Serbest Radikaller: Tiyol bilesikleri (R-SH) gecis
metallerinin varliginda oksitlenerek RS radikali olustururlar.

R-SH + Cu> —> RS + Cu" + H'

5. Gecis Metal Kompleksleri: Fe** / Fe™® ; Cu**/Cu ™"
Cu** , Fe" , Mn"™ ve Mo™ gibi gecis metallerinin de eslenmemis elektronu
bulunmaktadir. Tam olarak serbest radikal kabul edilmemekle birlikte, bu
iyonlar reaksiyonlar: katalize ettiklerinden dolay1 serbest radikal olusumunda

Oonemli rol oynarlar.

6. Fosfor Kaynakh Radikaller: Lipid peroksidasyonuna sebep olarak
hepatotoksik etki gosterirler (91).

2.6.3 Reaktif Oksijen Tiirleri

Aerobik organizmalar i¢in serbest radikallerin baslica kaynagi molekiiler oksijendir.
Biyolojik sistemlerdeki en onemli serbest radikaller oksijenden olusan radikallerdir.
Serbest radikallere oksidan molekiiller, serbest oksijen radikalleri veya ‘“Reaktif
Oksijen Tiirleri (ROS)” de denilmektedir.

Normal metabolizma esnasinda gelisen oksidasyon-rediiksiyon olaylari
sonucunda olusan reaktif oksijen tiirevleri biyolojik bir bozukluga neden olmamasina
ragmen; bazi hiicresel metabolik bozukluklar nedeniyle (iskemi, inflamasyon,
radyasyon, hiperoksi vb.) c¢cok daha fazla miktarlarda iiretilmeleri sonucu
membranlar, niikleik asitler, enzimler ve polisakkaritler iizerinde degisik derecelerde
toksik etki yaparak cesitli dokularda hasara yol a¢maktadirlar. Bunlar, elektron
eksiklikleri nedeniyle baska molekiiller ile kolayca elektron aligverisi yapabilenler
(radikaller) ve elektron eksiklikleri olmadig1 halde baska molekiillerle radikallerden
daha zayif bir sekilde birlesenler (nonradikaller) olmak iizere iki grupta toplanabilir
(94, 95) (Tablo 2.1).
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Tablo 2.1 Radikalik ve Nonradikalik Reaktif Oksijen Tiirleri (90)

Radikalik Reaktif Oksijen Tiirleri Nonradikalik Reaktif Oksijen Tiirleri

Siiperoksit anyon radikali (O,") Hidrojen peroksit (H,0)
Hidroksil radikal (OH") Singlet Oksijen (‘0,)
Peroksil radikal (ROO") Lipid hidroperoksit (LOOH)
Alkoksil radikal (RO") Peroksinitrit (ONOO)
Organik radikaller (R’) Hipokloroz asit (HOCTI)

Organik peroksit radikali (RCOO") Hipohaléz asit (HOX)

Nitrik oksit (NO") Azot dioksit (NO»)

Semikinon radikali (HQ") Ozon (O3)

Hemoproteine bagl serbest radikaller ~ N- halojenli aminler (R-NH-X)

2.6.3.1 Siiperoksit Radikali (O;")

Biyolojik sistemlerde en fazla oksijen tasiyan primer serbest radikal, kendisinin
protonlanmus sekli olan perhidroksi radikali (HO,") durumundaki siiperoksit radikali
(O;7)’dir. Bu radikalin en 6nemli kaynagi mitokondri, kloroplast ve endoplazmik

retikulum elektron transport zincirinden kiiciik elektron sizintilaridir. Hemen hemen
tiim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin (O,) bir elektron alarak indirgenmesiyle
kararsiz bir yapi olan O, radikali olugsmaktadir (90, 93, 96).

0, + ¢ — = 0,

Siiperoksit radikali, organizmaya direkt olarak zarar vermemesine ragmen bir
hidrojen peroksit (H,0O») kaynagidir ve ge¢is metal iyonlarinin indirgenmesine neden

olmaktadir. Siiperoksit radikali ayrica nitrik oksit ile reaksiyona girerek reaktif bir

oksijen tiirii olan peroksinitriti (ONOQO") olusturmaktadir.
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02" + NO© —— > ONOO’

Boylece NO”nun etkisi inhibe edilir. Peroksinitritlerin proteinler tizerine direkt
zararh etkileri de vardir, ayrica daha baska reaktif ve toksik iiriinlere (azot dioksit
(NOy"), hidroksil radikali (OH) ve nitronyum iyonu) doniisebilirler (90).

Siiperoksit radikalinin baglica kaynaklar1 (96, 97):
Elektron transport zincirinden elektron sizintilari,
Aktive fagositleri,
Ksantin ve hipoksantinin ksantin oksidaz tarafindan oksidasyonu,
NADPH’in NADPH oksidaz tarafindan oksidasyonu,
Dopamin, epinefrin, norepinefrin gibi biyolojik aminlerin otooksidasyonu,

Sitokrom p450 tarafindan O, nin bir elektron indirgenmesi,

A o

Arjinin ve tetrahidrobiopterin bulundugu zaman eNOS ve nNOS tarafindan

O nin bir elektron alarak indirgenmesi,

8. Indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu da O, meydana getirilebilir.

Fe"> + 0, —> Fe” + O,

Cut + 0, —> Cu"” + O

Ortamda biriken O, radikallerinin girebilecegi baslica tepkimeler:

1. Ortamdan bir proton alarak perhidroksi radikali (HO,") olusturabilir.

2. Hy0; ile tepkimeye girerek hidroksil radikali ve singlet oksijen olusturabilir.

0, + H,0, —> '0, + OH' + OH'

3. Hidroksil radikali ile tepkimeye girerek singlet oksijen iiretimine neden olur

97).

0, + OHF —> '0, + OH’
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Stiperoksit radikali kendiliginden dismutazyon tepkimesi ile veya bir
metalloenzim olan siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan katalizlenerek H,O,

ve molekiiler oksijene doniisiir (98):

202.- + 2H" —> H,O, + O,

2.6.3.2 Hidrojen Peroksit (H,0O»)

Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden 2 elektron almasi veya O,” nin bir
elektron almasi sonucu peroksit olusur. Peroksit molekiili 2 hidrojen atomu ile

birleserek H,O,’yi meydana getirir.

0, + 2¢ + 2H —> H,0,

02.- + C- + 2H+ —_— H202

Ancak, biyolojik sistemlerde H,O,’in asil iiretimi O,” nin dismutazyonu ile
olmaktadir. Bu dismutazyon spontan olarak veya SOD enzimi araciligiyla katalizle

olabilir:

20," + 2HF —>H,0, + O,

H,0O, gercekte bir serbest radikal tiirii olmamasina ragmen, serbest elektron
icermesi, serbest hidroksil radikali olusturabilmesi ve hiicresel membranlara
kolaylikla girebilmesi nedeniyle onem kazanmaktadir. H,O,, gecis metal iyonlarinin
varliginda kolayca pargalanarak en reaktif ve en toksik oksijen radikali olan hidroksil
radikali (OH") olusmaktadir. H,O,, OH" iiretmek suretiyle canl sistemlerde 6nemli
hasarlara sebep olmaktadir (99).

SOD aktivitesi sonucu ortaya c¢ikan H>O,, katalaz (CAT) ve glutatyon

peroksidaz (GPx) enzimleri ile su ve oksijene doniistiiriiliir (100).
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1,0, AL » HoO+ O,

H,0, + GSH _ S _ 2H,0 + GSSG

2.6.3.3 Hidroksil Radikali (OH)

Hidroksil radikali; hemen hemen biitiin molekiillerle reaksiyona girebilen ¢ok reaktif
bir yap1 olup, oksidatif streste en giiclii oksidan olarak bilinmektedir. Biyolojik
sistemlerde hidroksil radikali birkag¢ sekilde olusabilmektedir (99-102).

1. Fenton Reaksiyonu: H,O,, Fe'* ve diger gecis elementleri (Cu, Zn, Mn,

Cr, Co, Ni, Mo) varliginda indirgenerek OH" radikali olusur.

0,” + Fe®/Cu™ —> H,0, +0, + Fe ™/Cu*

Fe **/Cu* + H,O, —> Fe™/Cu™ + OH + OH

2. Haber-Weiss Reaksiyonu : H,O,, O," ile reaksiyona girerek hidroksil

radikalini olusturur.

H0, + O —> 0, + OH + OH

3. Suyun yiiksek enerjili iyonizan radyasyona maruz kalmasiyla da OH'

olusur:

H,0 —> H + OH

4. H;0; ‘nin UV 15181na maruz kalmasi ile de OH" olusabilir:

H202 —> 20H
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OH’ radikali hiicresel DNA hasarinin olusumundan ve iyonize radyasyonun
membranlara etkisinden sorumludur. Tiyoller ve yag asitleri gibi cesitli

molekiillerden bir proton kopararak yeni radikallerin olugmasina da sebep olmaktadir

(90).

R-SH + 'OH —> RS + H)O

-CH- + OH —> -CH- + H)O

Ayrica lipid peroksidasyon prosesini de baslatmaktadir.

2.6.3.4 Singlet Oksijen ('0,)

Yapisinda eslesmemis elektronu bulunmamasi nedeniyle serbest radikal olmadigi
halde reaktif oksijen tiirleri arasinda yer alan 'O, serbest radikal reaksiyonlarmin
baslamasia neden olmasi acisindan 6nem tasimaktadir. 'O, oksijen elektronlarindan
birinin disaridan enerji almasi sonucu kendi doniis yOniiniin tersi yonde olan farkl
bir yoriingeye yer degistirmesi sonucu olusabilecegi gibi, siiperoksit radikalinin
dismutazyonu ve hidrojen peroksitin hipoklorit ile reaksiyonu sonucunda da

olusabilir (90, 103).

2.6.3.5 Nitrik Oksit (NO)

Onceleri tasidig1 ortaklanmamis elektronu nedeniyle serbest radikal oldugu icin
zararli bir molekiil olarak nitelendirilen NO, aslinda kan basincin1 ve
vazodilatasyonu dengede tutan 6nemli bir molekiildiir (104).

NO bir¢ok memeli hiicre ve dokusunun fonksiyonlarini diizenlemede rol
almaktadir (105). Renksiz bir gazdir. Yiiksek konsantrasyondaki NO oksijensiz
ortamda olduk¢a stabil olup suda erime Ozelligi gosterirken, diisiik
konsantrasyondaki NO oksijen varliginda dahi stabildir. Havadaki NO, kisa siirede
O, ile oksitlenerek nitrojen dioksite (NO,) doniisiir. NO, dokular icin oldukg¢a zararl
bir bilesiktir. NO’in {izerinde yiik tasimamast ve ciftlenmemis elektron

bulundurmasi, hiicreden hiicreye hi¢cbir bariyer ile karsilasmadan kolaylikla
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gecmesini saglamaktadir. Ayni zamanda NO, tasidigi ciftlenmemis elektron
nedeniyle radikal molekiil olarak isimlendirilmektedir. Diger serbest radikaller her
konsantrasyonda hiicreler i¢in zararliyken NO diisiik konsantrasyonlarda ¢ok énemli
fizyolojik islevlerde rol almaktadir. Ancak asir1 ve kontrolsiiz NO sentezi hiicreler
icin zararl olmaktadir. NO bu 6zellikleri ile ¢ok ideal bir fizyolojik haberci molekiilii
ozelligi kazanmaktadir (106). Her ne kadar NO sinir sisteminin atipik
norotransmitteri olarak tanimlansa da ikincil mesajct veya hormon olarak kabul
etmek daha uygun goriinmektedir (107, 108). NO diger serbest radikaller gibi ¢ok
kisa yarilanma siiresine sahip olup 2-30 saniye icinde daha stabil bir yap1 olan nitrata
oksitlenir (109, 110). NO klasik noromediatorlerden farkli olarak noronlarda
vezikiiller icinde depo edilmez, iiretilen NO hemen noron digina saliverilir ve
lipofilik olmas1 nedeniyle saliverildigi hiicrenin ¢evresinde nispeten genis bir alana

yayilir, hiicre ve sinir uglarmin icine kolaylikla girerler (111, 112).

2.6.4 Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller viicutta antioksidan savunma mekanizmasinin kapasitesini astiklar1
zaman cesitli bozukluklara yol acarlar. Karbonhidrat, lipid, protein ve DNA gibi
biyomolekiillerin tiim smiflar1 ve tiim hiicre komponentleri ile etkilesme 0zelligi

gostererek hiicrede yapisal ve metabolik degisikliklere neden olurlar (113-115).

2.6.4.1 Proteinler Uzerine Etkileri

Proteinler serbest radikallere karsi lipidlerden daha az hassastir. Etkilenme dereceleri
icerdikleri amino asit kompozisyonuna bagldir. Doymamis bag ve siilfiir iceren
amino asitlerden (triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metiyonin, sistein gibi)
meydana gelmis proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenir. Karbon
merkezli radikaller ve siilfir radikalleri meydana gelir. Bu karbon merkezli
radikallerden karbonillerin Olgiilmesi ile proteinlerin oksidatif hasari Olciilebilir.
Serbest radikallerin meydana getirdigi hasar sonucunda proteinlerde fragmantasyon,
capraz baglanmalar ve proteinlerin agregasyonu meydana gelir. Yapilar1 bozulan

proteinler normal fonksiyonlarin1 meydana getiremezler. Enzimler protein yapisinda
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olduklarindan enzim aktivitelerinde degisiklikler meydana gelir. Hem proteinleri de

serbest radikallerden ©nemli oranda zarar goriirler. Ozellikle oksihemoglobin 02.-

veya H,O; ile reaksiyona girerek methemoglobin olusur (113, 116, 117).

0,” + Hb-Fet?20, + 2H' — » 0, + Hb-Fe© + H,0,
2

H,0, + 2 Hb-Fe*?-0, + 2H* —— O, + 2Hb-Fe" + 2 H,0

2.6.4.2 Karbonhidratlar Uzerine Etkileri

Serbest radikallerin karbonhidratlar {izerine de Onemli etkileri vardir. Glukoz,
mannoz ve deoksi sekerler fizyolojik sartlarda otooksidasyona ugrayarak, siiperoksit
ve hidrojen peroksiti meydana getirirler. Monosakkaritlerin otooksidasyonunun,
protein ¢apraz baglanmalarina yol acarak agrega olmalarina sebep oldugu gibi bazal
membran kalinlagsmasina ve sonugta katarakt, mikroanjiopati gelisimine de sebep
olduklari ileri siirtilmektedir (114).

Serbest radikaller, bu etkilerinden dolayi ¢ok cesitli hastaliklarin patogenezinde
onemli rol oynarlar. Diabet ve diabete bagli komplikasyonlarin gelisimi, koroner
kalp hastaligi, hipertansiyon, psoriasis, romatoid artrit, behcet hastaligi, cesitli deri,
kas ve goz hastaliklari, kanser ve yaslilik gibi bircok hastalikta serbest radikal
lretiminin arttig1 ve antioksidan savunma mekanizmalarinmm yetersiz oldugu
gosterilmistir (100, 114, 118, 119).

Okzoaldehitler DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda capraz
baglar olusturma Ozelliklerinden dolay1 antimitotik etki gosterirler. Boylece kanser
ve yaslanma olaylarinda rol oynarlar (120-122).

Glukozaminoglikan olan ve sinovyal sivinin viskositesinde dnemli rol oynayan
hyaliironik asitin reaktif oksijen tiirleri ile etkilenmesi ile bag dokusu stabilitesi
bozulur. Hyaliironik asit parcalanmasi inflamatuar eklem hastaliklarinda sinovyal
stvinin karakteristik bir 6zelligidir. Goziin vitreous humourunda da bol miktarda
hyluronik asit bulunur. Bunun da oksidatif hasar1 katarakt olusumuna katkida

bulunur (114, 121).
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2.6.4.3 Niikleik Asitler ve DNA Uzerine Etkileri

Iyonize edici radyasyona bagl hiicre oliimiiniin baslica nedeni niikleik asitlerin
reaktif oksijen tiirleri ile reaksiyonudur. Reaktif oksijen tiirleri DNA ¢ift sarmalinin
ayrilmasma veya niikleik asit baz degisimlerine neden olabilir. Bu da kromozal
mutasyonlar ve sitotoksisite ile sonu¢lanir (100, 114).

Hidroksil radikali, deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girer ve
degisikliklere yol acgar. Eger hidroksil radikali DNA’nin yakininda meydana gelirse
piirin ve pirimidin bazlarma saldirabilir ve mutasyonlara neden olabilir. Hidroksil
radikali, niikleik asitlerde doymus karbon atomlarindan hidrojen ¢ikarir veya cift
baglara katma tepkimeleri ile sonuclanan tepkimelere girer. Singlet oksijenin niikleik
asitlerle tepkimeye girme yetenegi daha smirhdir. Siiperoksit anyonu giiclii bir
oksitleyici oldugundan, guanin gibi yiiksek elektron yogunluklu bdlgeler iceren
molekiillerle daha kolay tepkimeye girer (123).

Aktive olmus notrofillerden kaynaklanan hidrojen peroksit membranlardan
kolayca gecerek ve hiicre cekirdegine ulagarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna
ve hatta hiicre 6liimiine yol acabilir. Reaktif oksijen tiirleri, DNA’nin oksidatif hasar1

sonucu karsinogenesis, hastaliklar ve yaslanma da énemlidir (124, 125).

2.6.4.4 Lipidler Uzerine Etkileri

Serbest radikallerin en belirgin etkileri, lipid peroksidasyonu (LPO)’na neden olarak,
bir dizi hastaliin komplikasyonlarinin ortaya ¢ikmasinda ve progresyonunda rol
oynamalaridir. Biyomolekiillerin tiim biiylik siniflar1 serbest radikaller tarafindan
etkilenirler, fakat lipidler en hassas olanlaridirlar. LPO, zar fosfolipidlerindeki ¢coklu
doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna neden olan ve boylece zar lipid yapisini
degistirerek hiicre yap1 ve fonksiyonlarini bozan bir olaydir. LPO’nun olusumu
baslama, ilerleme ve sonlanma seklinde 3 asamada gerceklesir (Sekil 2.8).

Baslama; redoks katalisti olarak gorev yapan Fe™ veya Cu* gibi gecis metal
iyonlarinin varliginda, serbest radikallerin hepsi, LPO’nu baslatabilir. Peroksidasyon,
serbest radikallerin, poliansature yag asidinin metilenik yan zincirinden bir hidrojen

atomu c¢ikarmak icin yaptiklar1 atakla baslar. Boylece, yag asidi zinciri iizerinde
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karbon merkezli bir lipid radikali olusur. Radikal olusumunu takiben yag asidi
zincirindeki ¢ift baglar, konjuge dien seklinde yeniden diizenlendikten sonra, O, ile
reaksiyona girerek peroksi radikalini olustururlar (115).

Ilerleme; peroksi radikali diger bir peroksi radikaliyle birlesebilir ya da
membran proteinleriyle etkilesebilir. Fakat en 6nemlisi, bu radikallerin kendilerine
komsu yag asidi zincirlerinden hidrojen atomlarim ¢ikartabilmeleri ve peroksidatif
zincir reaksiyonunu yaymalaridir. Peroksidasyon bir kere basladiktan sonra
otokatalitik olarak yayilabilmekte ve yiizlerce yag asidi zinciri, lipid
hidroperoksitlerine ¢evrilebilmektedir.

Sonlanma; lipid hidroperoksitleri, hem proteinleri veya bazi metal kompleksleri
varhigmda, siklik peroksitler ya da endoperoksitler iizerinden cesitli iiriinlere
yikilmaktadir. Cogu, biyolojik olarak aktif olan bu iirtinler -OH, -OOH, -COOH veya

-CHO gruplari igceren kisa zincirli yag asitleri ile etan ve pentan gibi gazlardir (126).
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Sekil 2.8 Lipid Peroksidasyonunun Zincir Reaksiyonlar1 (115, 126)

Lipid peroksidasyonu, lipid hidroperoksitlerin aldehit ve diger karbonil
bilesikler ile etan, pentan gibi ucucu gazlara doniismesi ile son bulur. Olusan son
iriinlerden birisi de kan plazmasinda kolaylikla teshis edilebilen ve oksidatif stres
Olciimlerinde kullanilan malondialdehit molekiiliidiir.

Lipid peroksidasyonu tepkimeleri sonucunda basta aldehitler olmak iizere ¢ok
sayida iiriin olusmaktadir. Peroksidasyon sirasinda olusan peroksi radikalleri, lipid
hidroperoksitler ve bunlarin yikim iirtinleri, biyomembranlar, subselliiler organeller
ve enzimler iizerinde toksik etkilerini gosterirler. Olusan lipid radikalleri ve MDA
gibi  peroksidasyon iirlinleri araciligiyla lipid peroksidasyonu, biyolojik
membranlarda yaygin hale geldigi zaman hiicresel yap1 fonksiyon hasarlar1 ortaya

cikmaktadir. Yapisal hasarin derecesine gore, plazma membranmnda akiskanhigin
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azalmasi, membran gecirgenliginin degismesi, membran potansiyelinin azalmasi,
membrana bagl enzimlerde (Na* ve K" ATPaz) aktivite azalmas1 goriiliir. Ciinkii
enzimler dahil bircok protein yapisinda bulunan serbest tiyol (-SH) gruplarini,
disiilfitlere (S-S) oksitleyerek, bu bilesiklerin aktivite ya da fonksiyonlarinin
degismesine neden olurlar. Lizozomal mitokondriyal membranlar: ilgilendiren ileri
derecede lipid peroksidayonu ile organel igerigi (mitokondrial matriks enzimleri,
lizozomal enzimler gibi) hiicre i¢ine salinir. Normal kosullarda lizozomlar i¢inde
giivenli bir sekilde tutulan lizozomal proteolitik enzimlerin stoplazmaya salimalar1
ile hiicre i¢i proteoliz hizlanir, doku hasar1 siddetlenir. Membran gegirgenliginin
bozulmasi ile protein sentezi i¢in ¢cok 6nemli olan K*, Mg*™ konsantrasyonlarinin

degiserek buna bagli olarak protein sentezinin inhibisyonu goriiliir (127).

2.6.5 Malondialdehit (MDA)

Viicutta dogal metabolik yollarla serbest radikaller olusur, ancak radikal parcalayan
antioksidan sistemlerle olusan serbest radikaller ortadan kaldirildigindan, herhangi
bir sitotoksisite ortaya cikmaz. Ancak bu isleyisin radikaller lehine bozuldugu
durumlarda bir dizi patolojik olay ortaya c¢ikar. Organizmada serbest radikal
olusturan dogal olaylarin baslicalari, mitokondrial elektron transportu, heksoz
monofosfat yolu, ksenobiotiklerin metabolizmasi, dogal uyaranla fagositik hiicrelerin
aktivasyonu, biyosentetik ve biyokimyasal yikim olaylaridir. Serbest radikallerin
hiicre dis1 etkileri hiicreler aras1 bosluk ve sivilarda ortaya ¢ikar (128).

Ozellikle eklem ve beyin omurilik sivilarinda antioksidan savunmanin yetersiz
olmas1 nedeniyle, bu bolgelerde serbest radikallere bagli yikimm daha fazladir.
Serbest radikallerden etkilenen membran yapisindaki coklu doymamis yag asitlerinin
oksidasyonu  sonucunda  lipid  peroksidasyonu  gelisir. ~ Olusan  lipid
hidroperoksitlerinin aldehit ve karbonil bilesiklerine doniismesi sonucunda gelisen
MDA, oksidatif hasarin, sistemik dolasimda diizeyi saptanabilen dolayli bir
gostergesidir. Yaslanma, koroner kalp hastaliklar1 ve kanser basta olmak iizere
bir¢ok hastalikta lipid peroksidasyonunun onemli rol oynadig: bilinmektedir. Lipid
peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA doku reaksiyon zincir hizinin bir gostergesi

olarak kullanilmaktadir. MDA, SOR’nin seviyesinin tespitinde kullanilan 6nemli bir
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gostergedir. Plazma MDA Kkonsantrasyonu enzimatik olmayan oksidatif lipid
peroksidin parcalanmasi sonucu olusur. MDA, proteinlerin amino gruplarina,
fosfolipidler veya niikleik asitlere baglanarak toksik etkisini gosterir (127).

Lipid hidroperoksitler dogrudan DNA zincirini kirabilir ve lipid peroksil ve
alkoksil radikalleri DNA’da oksidasyona sebep olabilirler. Okzoaldehidler DNA,
RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda c¢apraz baglar olusturma
ozelliklerinden dolay1 antimitotik etki gosterirler. BOylece, kanser ve yaslanma
olaylarinda rol oynarlar. Kanserli hastalarda MDA diizeyleri artarken, antioksidan
enzim aktiviteleri artma ya da azalma gosterebilmektedir. ROS’nin yaptig1 yikimin
tiriinii olan MDA 'nin kendisi de mutajen ve potansiyel karsinojen etkilidir (129).

MDA diizeyindeki artmanin karsinomda yetersiz damarlasmadan meydana
gelen nekroz olusumu ile ilgili olabilecegi ve kanser hiicrelerinde serbest oksijen
radikallerinin artmasimin enzimlerin asir1 ekspresyonuna sebep olabilecegi, artmis
antioksidan enzim aktivitesinin de hiicrelerin kanserojen ajanlara hassasiyeti ile ilgili
olabilecegi diisiiniilmektedir.

MDA disinda lipid peroksidasyonu sonucu ortaya c¢ikan baska aldehit
bilesikleri de mevcuttur. Bunlar sicak ortamda tiyobarbitiirik asitle pembe renkli
kromojenler olusturduklar1 ic¢in, lipid peroksitlerin Olciimiinde bu Ozellikten
yararlanilir. Bu bilesiklerin tiimiine birden “tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler”

denilir (130).
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2.6.6 Viicudun Antioksidan Savunma Mekanizmalari

Serbest radikallerin zararli etkilerine karsi organizmada koruyucu mekanizmalar
vardir. Bu mekanizmalardan bir kismi serbest radikal olusumunu, bir kismi ise
olusmus serbest radikallerin zararli etkilerini Onler. Bu islevleri yapan maddelerin
tiimiine birden genel olarak antioksidanlar denir (114, 118, 125).

Antioksidanlar, selliiler lokalizasyonlar1 gore intraselliiler ve ekstraselliiler
olmak tizere smiflandirilabilirler. Fonksiyonlarina gore de, radikal olusumunu
Onleyen (metal selatorler, SOD, katalaz, glutatyon peroksidaz) ve olusan radikallerin
dokudaki etkilerini 6nleyen (E vitamini, ubikinon, retinoik asit, f-karoten, glutatyon,
tirat) antioksidanlar olarak iki kategoride incelenirler. Ayrica Tablo 2.2 de goriildiigii
gibi enzim ve enzim olmayan (nonenzimatik) antioksidanlar seklinde de

smiflandirma yapilmaktadir (114).

Tablo 2.2 Enzimatik ve Nonenzimatik Antioksidanlar (114)

Enzimatik Antioksidanlar Nonenzimatik Antioksidanlar
Siiperoksit Dismutaz (SOD) Glutatyon Albumin
Glutatyon Peroksidaz (GPx) Vitamin E Seruloplazmin
Katalaz (CAT) Vitamin C Transferin
Fosfolipid hidroperoksit glutatyon Karotenler Ferritin
Peroksidaz (PLGSH-Px) Flavonoidler Laktoferrin
Glutatyon —S-transferaz (GST) Urik Asit Melatonin
Glutatyon rediiktaz (GSSG-R) Bilirubin Sistein

Antioksidanlar etkilerini, simdiye kadar tespit edilebilen alti degisik
mekanizma ile gosterirler. Bu mekanizmalar, birbirinden bagimsiz veya bir arada

isleyebilmektedirler (114, 118, 120).

1. Oksijen ile reaksiyona girerek ya da onun yerini alarak lokal oksijen

konsantrasyonunu azaltabilirler.



39

2. Hidroksil (OH.) radikali yapisinda yer alan hidrojen atomlari, bag
olusturabilecek  yapidaki iiriinleri temizleyerek  peroksidasyonun
baslamasini 6nleyebilirler.

3. Membran lipidlerine direk etkiyerek peroksit olusturabilen singlet oksijeni
('0,) baskilayabilir ya da temizleyebilirler.

4. Metal iyonlarmi baglamak yoluyla reaktif gruplarm ve/veya lipid
peroksitlerden peroksil ve alkoksil radikallerinin olusumunu 6nleyebilirler.
Membranlarda LPO’nun baslamasina hangi reaktif iiriinlerin neden oldugu
tartisilmaktadir, ancak hem baslangic icin ve hem de olusan lipid
peroksitlerinin dekompozisyonu i¢in transisyonel metal iyonlarina ihtiyag
oldugu diisiiniilmektedir.

5. Peroksitleri, alkol gibi nonradikal iiriinlere cevirebilirler. Ornegin; GPx,
peroksitleri bu yolla temizleyen bir antioksidandir.

6. Zinciri kirabilirler yani; zincir olusumuna neden olabilen serbest
radikallerle reaksiyona girebilirler ve yag asidi zincirlerinden siirekli
hidrojen iyonu salimimini onleyebilirler. Zincir kiric1 antioksidanlar i¢inde
fenoller, aromatik aminler ve en yaygm olan1 o-tokoferol yer almakla

birlikte baska zincir kiric1 antioksidanlar da vardir.

Bir oksidatif zincirde antioksidanlar, farkli basamaklarda etki gosterirler.
LPO’nu yukaridaki mekanizmalardan ilk dort tanesi ile Onleyenler ‘“koruyucu
antioksidanlar” olarak kabul edilmektedir. Dordiincii mekanizma ile etki edenler
reaksiyon sirasinda tiiketilemezler. Besinci mekanizma ile etki eden antioksidanlar
ise koruyucu olmakla birlikte reaksiyon sirasinda kimyasal karakterlerine gore,
tikketilebilir ya da tiiketilemezler. Altinct mekanizma ile etki eden zincir kirici
antioksidanlar ise zincir uzama reaksiyonlarma neden olan radikallerle kompleks
yaptiklarindan kirma reaksiyonu siirecinde tiiketilirler. Antioksidanlarm pek ¢ogu tek
bir mekanizma iizerinden etki etmez, birden fazla mekanizma ile asil etkisini
olusturur. Bu mekanizmalar normal biyokimyasal olaylar swrasinda az miktarda
olusan radikalleri notralize edebilirler. Ancak hiperoksi, iskemiden sonra
reperflizyon, dokularda reaktif oksijen radikalleri olusturan ksenobiyotiklere maruz

kalma ve bu radikalleri bol miktarda olusturan aktive edilmis nétrofillerle diger
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fagositlerin dokuda toplanmasi gibi durumlar oksidan/antioksidan dengesinin
bozulmasina, antioksidan mekanizmalarin tiilkenmesine ve sonucta sitotoksik radikal
etkinliginin artmasina bagl olarak hiicre zedelenmesine ve dliimiine yol acar (114,
119, 122, 131).

Antioksidanlar, yiyecek katkilar1 olarak, hiicresel komponentler veya plazma
bilesenleri olarak ¢ok Onemli rol oynamaktadirlar. Cok sayida yiyecek katkilar:
gilinlimiizde koruyucular, antioksidanlar, renk vericiler, tatlandiricilar, koyulastirict
ajanlar, besleyici olmayan sekersiz tatlandiricilar olarak kullanilmaktadir. Yiyecek
katkis1 olarak kullanilanlarin bazilarinin yasaklandigi ve bunlarin mutajenik,
karsinojenik ve toksik etkili oldugu belirtilmistir (132).

Antioksidanlarin oksidatif hasarlara karst dokular1 veya hiicreleri koruyucu
ozellikleri goz Oniine alindiginda; yaslanmaya, doku hasarlarina ve toksik ajanlar ile

zehirlenmeye karsi koruyucu ajanlar olarak gosterilmektedir (133).

2.6.6.1 Enzimatik Antioksidanlar

2.6.6.1.1 Siiperoksit Dismutaz (E.C.1.15.1.1)

Hiicrede oksijenin reaktif ve toksik iiriinlerine kars1 dogrudan koruyucu fonksiyon
goren en Onemli enzim siiperoksit dismutaz’dir. Bu enzim iki siiperoksit molekiilii

arasindaki dismutazyon reaksiyonunu katalizler (98, 134).

SOD
2H" + 20, —> H;0, + O,

SOD’un tiim formlar1 ¢ekirdekte kodlanir. Hedef edinilen hiicre ici bolgeye
amino terminal hiicre zinciri ile taginir. Prokaryot hiicreler ve bir¢cok dkaryotik algler

Mn-SOD ve Fe-SOD izozimlerini igerir (135, 136).

SOD enzimi kofaktor olarak icerdikleri metal iyonlarma gore 3 gruba ayrilir;

Bakir ve Cinko Iceren Dismutazlar (Cu-Zn-SOD): Bakir iceren bu mavi yesil

protein ilk defa biiyiikbas hayvan kanindan izole edilmis haemocuprein olarak
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isimlendirilmistir. 1953 yilinda benzer protein at karacigerinden izole edilmis
hepatocuprein olarak isimlendirilmistir. Daha sonralar1 bu gibi enzimler beyinden
de izole edilmis ve cerebrocuprein denilmistir. 1970 yilinda eritrositte bakira ek
olarak cinko iceren bir protein daha bulunmustur. ilk olarak bu proteinlerin hicbir
fonksiyonu olmadig1 metal depo ettikleri diisiiniilmiistiir. Fakat 1968 yilinda McCord
ve Fridovich bu eritrosit proteininin katalitik olarak siiperoksit radikalini uzaklastiran
faaliyet gosterdigini bulmus ve onu siiperoksit dismutaz olarak adlandirmustir.
Simdiye kadarki caligmalar degerlendirildig§inde SOD enzimlerinin siiperoksit
radikalini siiptirmek icin spesifik oldugu bilinmektedir (100).

Okaryotlarda bakir igeren SOD iki ayr1 alt birimden olusmustur. Alt birimler
birbirlerine tek disiilfit bag1 ile baglanir. 32.000 molekiil agirligindadir. Enzimin
etkinligi i¢in bakir mutlaka gereklidir. Zn*? ise Co** ve Cd*? ile yer degistirebilir.
Dismutazyonda bakir ile O, radikali arasinda etkilesim vardir. Siyonid, enzimin
yapisindaki ¢inkoya baglandigindan enzim siyonide duyarlidir. Mitokondri matriksi
disinda Okaryotik hiicrenin her organelinde bulunan dismutazdir. Tiim 6karyotik
hiicrelerde bulunur. Prokaryotik hiicrelerde bulunmazlar (137).

SOD uzaysal bir yapiya sahip olup dis mekandaki bakir atomlarimin aktif
katalitik merkezi olusturdugu, i¢c mekandaki ¢inkonun enzimatik aktivitede rolii
olmadig1 bilinmektedir (138).

Mangan Igeren Dismutazlar (Mn-SOD): Bu siiperoksit dismutaz ilk olarak E.
coli’den izole edilmistir. Cu-Zn-SOD’dan tamamen farkli olup pembe renklidir.
Siyanid veya dietilditiokarbamat ile inhibe edilmez, molekiil agirlig1 40.00 dir ve iki
alt birimden olusmustur. Kloroform veya etanol ile muamele edildikleri zaman
denaturasyona ugrarlar. Aktif merkezlerinde Mn bulunur. Mn-SOD, Cu-Zn-SOD gibi
O, yi siipiirme reaksiyonlarini katalizler. Cu-Zn-SOD’dan farkli olarak Mn-SOD’in
alkali pH’da oran sabitesi azalir. Boylece dokularda yiiksek pH’da SOD aktive
tayinlerinde Mn-SOD miktar1 Cu-Zn-SOD’a nispeten az goriilir. Mn-SOD deterjan
gibi kimyasallar veya sicakliga bagli denaturasyona kars1 Cu-Zn-SOD‘dan daha
yatkindir (100).

Mitokondri Mn-SOD dismutazi prokaryotlarn Mn-SOD dismutazina benzer.
Ancak 80.000 molekiill agirhiginda tetramer yapidadir. Mitokondri ve diger

prokaryotlarm dismutazlar1 pek ¢ok ortak 6zellik yaninda primer yapilar: da birbirine
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cok benzer. Mitokondri dismutazlarinin bu 6zelligi mitokondrinin prokaryotik orjinli
olup dkaryotik hiicre icine girerek simbiyotik bir yasam olusturduguna kanit olarak
kabul edilir. Aymi tepkimeyi katalizlemeleri disinda Mn-SOD ile Cu-Zn-SOD
arasinda hicbir ortak yapisal 6zellik yoktur. Hem mitokondrial hem de sitozolik
enzimdir (137-140).

Demir i¢eren Dismutazlar (Fe-SOD): Baz1 bakteriler birden cok SOD igerirler.
Bunlardan biri tiim prokaryotlarda bulunan Mn-SOD olup, hiicre stoplazmasinda
bulunur. Bazi bakteriler periplazmik bolgelerinde demir iceren bir SOD daha
bulundurur. E. coli bakterisinden 3 enzim daha purifiye edilebilir. Bunlardan biri
Mn-SOD dur. Digeri demir iceren enzim Fe-SOD’dur. Uciinciisii E.coli SOD hibrit
enzimi olup, ayn1 dimerik molekiilde mangan ve demir subiiniteleri igerir. Fe-SOD
ve Mn-SOD E. coli’de hiicre matriksinde bulunur. Fe-SOD kofaktér disinda Mn-
SOD’a benzer. Mikroorganizmalarda matriks enzimin (Mn-SOD) endojen O,

radikallerine, Fe-SOD’un ise ¢evreden gelen radikallere karsi koruyucu fonksiyon

gordiigii kabul edilmektedir (100, 137).

2.6.6.1.2 Katalaz (E.C.1.11.1.6)

Katalaz enzimi yapisinda dort adet hem grubu iceren alt iiniteden olugsmus kompleks
bir hemoproteindir. Yapisinda prostetik grup olarak Fe** iceren bir protoporfirin IX
bulunur. Her alt birime bagli bir molekiil NADPH vardir. Her bir alt birim yaklasik
olarak 6000 dalton civarinda bir molekiil agirhigina sahiptir. Katalazlarin
subiinitelerine parcalanmasi aktivitelerinin kaybolmasina neden olur. Bu parcalanma
depolanma ile enzimin asit veya alkaliye birakilmasiyla olabilir.

Katalaz, sitokrom sistemi iceren tiim hiicrelerde bulunur (90, 141). Aerobik
canlillar katalaz icerse de bakterilerden Ornegin Bacillus popilliae, Mycoplasma
pneumniae, alglerden Euglena katalaz icermez. Anaerob canlilarin biiyiik bir
cogunlugu katalaz icermez. Hayvanlarda katalaz viicudun tiim organlarinda
toplanmustir. Fakat karaciger ve eritrositlerde fazla miktardadir. Beyin, kalp ve
iskelet kas1 az miktarda katalaz icerir, fakat kaslar arasinda ve ayni kasta baska

bolgelerde bile aktivitesi degisir.
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Katalazin en oOnemli gorevi H,O;’in enzimatik yikimidir. Ancak H,O»
konsantrasyonu diisiik oldugunda katalaz, etil ve metil hidroperoksitleri gibi kiiciik
molekiillii elektron vericilerini indirgemekte (peroksidatik aktivite), biiyiikk molekiillii
lipid hidroperoksitlerine karsi etkili olamamaktadir. Katalazin etki mekanizmasi

asagidaki gibidir (100, 142).
Katalaz - Fe(Ill) + H,O, — Bilesik 1
Bilesik 1 + H,O, —> Katalaz - Fe(Ill) + H,O + O,

Katalaz stoplazmada % 20, peroksizomlarda % 80 oraninda lokalize olmustur

(143).
2.6.6.1.3 Glutatyon Peroksidaz (E.C.1.11.1.9)

Glutatyon peroksidaz enzimi ilk kez 1957 yilinda Mills tarafindan hayvan dokusunda
kesfedilmistir. Genellikle yiiksek bitkilerde ve bakterilerde bulunmamasima karsin
bazi alglerde ve mantarlarda bulundugu bildirilmistir (85, 144).

GPx’ler selenyum-bagimli GPx’ler ve selenyum-bagimsiz GPx’ler olarak iki
gruba ayrilabilir. Birincisi, aktif bolgesinde selenosistein formunda kovalent bagh
selenyum iceren selenyum-bagimli GPx’dir. Selenyum-bagimli GPx’ler, H,O, ve
organik hidroperoksitleri indirgeyebilir. H,O, dahil ¢esitli hidroperoksitlerin yikimini
GSH’mn oksidasyonu yoluyla katalizler. Okside glutatyon (GSSG), glutatyon
rediiktaz (GR) enzimi araciligiyla tekrar GSH’a indirgenir.

H,0, (ROOH) + 2GSH —Z% > 21,0 (ROH) + GSSG

GSSG + NADPH + H* —SY% » 2GSH + NADP*

Enzimin diger tipi ise, katalizleme islemleri i¢cin selenyuma bagli olmayan
proteinlerden olusur ve H,O, e kars1 ihmal edilebilir bir aktivite gosterir. Bu grup
enzimler glutatyon S-transferaz (GST) olarak adlandirilir ve elektrofilik bilesikler ile

GSH’1n konjugasyonunu katalize eden proteinler olarak tanimlanir (85).
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Selenyum-GPx, her iinite aktif bolgesinde bir atom selenyum elementi iceren
dort protein alt {initesinden olusur. Molekiil agirlig1 yaklasik 85.000°dir. Sitosol ve
mitokondride bulunur. Se elementi selenosistein seklinde olup, normal sisteindeki
stilfiir yerine Se bulunur (R-SH yerine R-SeH). GSH, enzim igerisindeki selenyumu
indirger ve indirgenmis enzim H,O, ile reaksiyon verir. Selenyum-GPx enziminin
katalitik dongiisii sekil 2.9 da gosterilmistir. Selenyum-GPx’m selenolat formu (E-
Se’) peroksid substratini (ROOH) alkole indirgerken, kendisi okside aside doniisiir
(E-Se-OH). GSH bu devrede reaksiyona katilarak selenosiilfidi olusturur (E-Se-S-G).
Ikinci bir GSH’1n selenosiilfide baglanmasi ile enzim aktif formu olan selenolat

formuna donerken GSH da GSSG’a okside olur (85, 145).

E-Se”
GSSG + H Selenolat ROOH + H*
GSH ROH
E-Se-S-G E-SeOH
Selenosiilfid Selenenik Asid

Sekil 2.9 Selenyum-GPx Enziminin Katalitik Dongiisii (145)

Selenyum-GPx enzimi, karacigerde yiiksek; kalp, akciger ve beyinde orta ve
kasta diisiik aktivitede bulunur. Karacigerde sitosolde ve mitokondride yerlesmis
olarak bulunur (146).

Selenyum-GPx’dan bagka, fosfolipid peroksid GPx enzimi (PL-GPx) vardir ve
molekiil agirligr 20.000°dir. Bir selenyum atomu ihtiva eden sitosolik bir enzim olup
membran fosfolipid hidroperoksidlerini alkollere indirger. Membranlara bagli en
onemli antioksidanlardan olan E vitamini yetersiz oldugu zaman membranin

peroksidasyona kars1 korunmasini saglar (85, 90, 147).
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2.6.6.1.4. Glutatyon S-Transferaz (E.C.2.5.1.19)

Glutatyon S-transferazlar bazi aktivasyon reaksiyonlar1 disginda cok genis bir
alandaki kimyasal gruplarin detoksifikasyonunda yer alan bir multigen enzim
ailesidir. GST’ler elektrofilik substratlar tizerine GSH’in niikleofilik atagini
katalizleyerek bunlarin hiicresel makromolekiiller {izerine olan reaktifliklerini
azaltmaktadirlar. Bu enzimler bitki, hayvan ve bakterileri kapsayan hemen tiim canli
tiirlerinde bulunmaktadirlar. Kiigiik bir mikrozomal GST ailesi ve GST kapa olarak
tanimlanan mitokondriyal bir GST disinda GST’lerin biiyikk kismi c¢oziilebilir
enzimlerdir. insanda ve rodentlerde karaciger total ¢oziilebilir proteinlerin yaklasik
% 4 ’tinti olusturmaktadir. Kesin fizyolojik rollerinin tanimlanmamis olmasina karsin
a-B-ansatiire ketoprostaglandinler ve 4-hidroksi-2-nonenal gibi endojen yag asiti
oksidasyonu iiriinleri belirli GST’ler i¢in substrat olmaktadirlar.

Coziinebilir formlar: her bir alt iinitesi yaklasik 25 kD agirhiginda olan dimerik
proteinler halinde bulunmaktadir. Dimerik enzimin her bir alt {initesi iki farkli
fonksiyonel bolgeden olusan bir aktif bolgeye sahiptir. Fizyolojik G bdlgesi ve
yapisal olarak farkli elektrofilik subsratlarin baglanmas: icin hidrofobik bir ortam
saglayan komsu bir H bolgesi. G bolgesi yiiksek GSH spesifikligi nedeni ile biitiin
GST’lerde oldukga benzerdir; fakat H bolgesi farklit GST’ ler arasinda tamamen farkl1
olabilir ve olduk¢a genis bir substrat baglanma spesifikligine sahiptir (148).

GST’ler

GSH +R-X —> GSR + HX
Sekildeki genel bir reaksiyonu katalizlemektedirler. Enzimin fonksiyonu:
1. Proteinin aktif merkezinde hem GSH hem de elektrofilik subsratin
baglanmasi ile GSH ile substratin yaklasmasini saglamak,

2. GSH iizerindeki siilfidril grubunu aktive ederek elektrofilik substrat iizerine

GSH’1n niikleofilik atagini1 saglamaktir (148).
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Glutatyon  S-transferazlar merkaptiirik asit  biyosentezinin  baslangig
reaksiyonlarina aracilik etmektedirler. Merkaptiirik asit biyosentezi baslangicta GSH
konjugat1 ile baslayan ve sonra y-glutamil transpeptidaz (y-GT; EC 2.3.2.2)
tarafindan glutamik asidin uzaklastirilmas: ile sonuglanan, sisteinil-glisin
konjugatinin olusumu ile devam eden birka¢ basamaktan olugmaktadir. Bu
reaksiyonu glisinin uzaklastirilmasi ile sisteinil S- konjugatimin yani pre-merkaptiirik
asidin olusumu izler. N-asetiltransferazlar tarafindan sisteinil S-konjugatinin
asetilasyonu-merkaptiirik asit olusumu ile sonug¢lanir (149).

Cok sayida kimyasal GST’ler icin substrat olabilmektedir. Bircok epoksit
karsinojen GST’ler tarafindan detoksifiye edilir ve spesifik izoformlarin
tanimlanmalarindaki farkliliklar hedef organ ve tiirlerin duyarhliklarinin
belirlenmesinde ©6nemli olabilmektedir. Klorlanmis nitrobenzenler (1-kloro-2,4-
dinitrobenzen, CDNB; 1,2-dikloro-4- nitrobenzen, DCNB) hemen tiim GST’ler i¢in
standart substratlar olarak kullanilmaktadir.

Substratlarin elektrofilik fonksiyonel merkezleri karbon, nitrojen veya siilfiir
olabilmektedir. Elektrofilik bilesik ve GSH’in sistein rezidiisii arasinda GST
tarafindan katalizlenen tiyoeter bagmin olusumu genellikle suda daha ¢ok
¢Oziinebilen ve daha az reaktif olan iirlinler olusturur. Bu nedenle GST reaksiyonlar1
genellikle detoksifikasyon reaksiyonlaridir. Bununla beraber, etilen dibromiir ve
metilen kloriir gibi haloalka(e)nler i¢in GST aracilikli GSH konjugasyonu oldukc¢a
reaktif ara bilesiklerin olusumunu saglayabilir bu nedenle bu reaksiyonlar aktivasyon

reaksiyonlar1 olarak rol oynayabilirler (147, 148).

2.6.6.1.5 Glutatyon Rediiktaz (E.C.1.8.1.7)

Hiicresel GSH diizeyleri, GSH’in sentezi ve kaybi arasindaki bir steady-state
dengesini yansitmaktadir. Steady-state (sabit durum) dengesi, sistemin tiim
parcalar1 arasindaki dengeyi ifade eder. Bu denge sabitlestirilmis veya statik
degildir. Fakat sistemin fonksiyon gosterebilmesi i¢in degismeye (denge icinde)
firsat verir. GSH’1n sentezi de novo (kendiliginden) gerceklestigi gibi, GR enziminin
katalizledigi GSSG’den GSH rejenerasyonu yoluyla da olmaktadir. GR normal
kosullarda total GSH havuzunu baskin olarak rediikte formda tuttugu i¢in GSSG ve
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GSH arasindaki redoks dongiisii hiicresel GSH diizeyleri lizerine genelde 6nemli bir
etki yapmamaktadir. Diger taraftan yiiksek diizeydeki oksidatif ve nitrosatif stres
durumunda 6zellikle GR aktivitesinin genetik bozukluklarla veya kanser ilaci olan
1,3-bis(2-kloroetil)- 1-nitrozoiire (BCNU) gibi bir inhibitoriin verilmesi ile azalmasi

sunucunda GSH dengesi GSSG diizeyleri lehine hizl bir sekilde degismektedir.

Normal hiicrelerde GSH’1n GSSG’ye orami oldukc¢a yiiksektir, bu nedenle
hiicrede olusan GSSG’nin yeniden GSH’a indirgenmesi zorunlulugu vardir. Bu

indirgenme olay1 GR enziminin aktivitesi ile saglanmaktadir.

GR
GSSG +NADPH + H* — > 2 GSH + NADP'

Glutatyon rediiktaz her biri aktif merkezinde FAD igeren iki protein alt
tinitesinden olusmaktadir. Enzimin katalizledigi reaksiyon sirasinda FAD, NADPH
tarafindan indirgenir. Bundan gelen elektronlar da enzimin aktif merkezinde
GSSG’nin iki sistein rezidiisii arasindaki disiilfid bagina (-S-S) tasinir. Bu sekilde iki
—SH grubu olusurken GSSG iki GSH’a indirgenmektedir (85). Sekil 2.10°da

antioksidan 6zellik gosteren enzimler gosterilmistir.

Frafedl s
SoD + Fe™
0,7 m g + Fe'* + OH~
Fenton Reaksivonn
NADPH + H' - 2 GSH
GR
NADP" GISG

Sekil 2.10 Enzim Savunma Mekanizmasi (135, 142, 144)
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2.6.6.2 Non-Enzimatik Antioksidanlar

2.6.6.2.1 Glutatyon

Glutamik asit, sistein ve glisin amino asitlerinden olusan Glutatyon (GSH) hemen
hemen biitiin hiicrelerde, oldukca yiiksek konsantrasyonlarda mevcuttur. {lk kez 1921
yilinda Hopkins tarafindan kesfedilmistir. Ik onceleri glutamil-sisteinden ibaret bir
dipeptid oldugu diisiiniilmiistiir. Fakat 1929 yilinda kristal halinde elde edildikten
sonra yapisinin tripeptid oldugu anlasgilmistir. 1935 yilinda ise Harrington ve Mead

tarafindan d-Lglutamil-L-sisteil sentez edilmistir (150).

N
r A N\ A N N
|SH
CH,
) H, H | | | | | H, H,
O0C—C—N—C—C N cC—¢cC C C—+ COO
H NH;

GSH, tiim memeli hiicrelerinde bol miktarda (0,5-10 mM) sentezlenir. Bu
sentez 2 basamakta gergeklesir. Birinci basamakta, y-glutamilsistein sentetaz isimli
enzim GSH''n prekiirsor amino asitleri olan glutamat ve sisteinden, 7v-
glutamilsisteinin olusumunu katalizler. ikinci basamakta ise, glutatyon sentetaz, glisin
ve y-glutamil-sisteinden glutatyonu olusturur (Sekil 2.11). GSH negatif feed-back ile
glutamilsistein olusum hizim1 ve boylelikle kendi sentezini de denetler. Bu sentezde
bir molekiil GSH icin 2 molekiill ATP’nin hidrolizi gerekir. GSH siirekli hiicreler
tarafindan kullanildigindan, sentezinin inhibisyonu hizli tiikkenmesine yol acabilir
(151).

Indirgenmis glutatyon, serbest bir siilfidril gurubu iceren bir tripeptiddir.
Indirgenmis durumda hemoglobin ve eritrosit hiicre proteinlerinin sistein artiklarini
muhafaza eden bir siilfidril tamponu olarak hizmet eder. indirgenmis glutatyonun
(GSH), oksitlenmis forma (GSSG) orani1 normalde yaklagik 500/1°dir. Indirgenmis

form H,O, ve organik peroksitlerin sebep oldugu detoksifikasyon reaksiyonlarinda
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onemli bir rol oynar (137). GSH ayn1 zamanda GSH peroksidazlar (selenyum iceren

ve digerleri) i¢in substrat olabilir.

IL- Sistem + L-Glutamat

Geri ATP ]
Bildirim Sistein Sentetaz

Inhibasyom ADP

o — Glutamat Sistein + L-Glisin

ATP
) 75H Sentetaz

ADP
GSH

v-lutamil Transpeptidaz

Sistemilghsim + Glutamat

Dipeptidaz
Glisin + Sistein

Sekil 2.11 Glutatyon Biyosentezi (151)

GSH’mn eritrositlerin normal hiicre yapisinin korunmas: ve hemoglobindeki
demirin ferro durumunda tutulmas: i¢cin de gerekli oldugu ileri siiriilmektedir. Daha
diisik diizeyde indirgenmis glutatyon iceren hiicreler, hemolize daha hassastir.
Eritrositlerdeki GSH konsantrasyonu bir cift otozomal allel gen tarafindan
diizenlenmektedir ve yiiksek diizeydeki glutatyonu (GSSH) kontrol eden genin diisiik
diizeydeki glutatyonu (GSHh) kontrol eden gene karst dominant oldugu ileri siiriilse
de temel gen etkisi ¢evre ve diger genetik faktorlerin etkisi altindadir. GSH dogadaki
en bol ve her yerde bulunan kiiciik organik molekiillerden biridir. Nerdeyse tiim
yasayan hiicrelerde yiiksek konsantrasyonlarda bulunan bu endojen antioksidanin

onemli fonksiyonel rolleri oldugu bircok defa incelenmistir. Ksenobiotikler,
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karsinojenler, serbest radikaller ve lipid peroksidler gibi bircok endojen ve ekzojen
maddelerin  detoksifikasyonu, intraselluler metabolizmada ve aminoasitlerin
transportunda, protein yapilarinin ve fonksiyonlarinin korunmasi, protein sentezinin
ve yikiminin diizenlenmesi, oksidatif zarara karsi koruma ve immun fonksiyonun
korunmasi bu rollerinden bazilaridir. Kanser, diyabet, alkolik karaciger hastaligi,
katarakt, AIDS ve Parkinson hastaligi da dahil olmak iizere bir ¢ok dejeneratif
durumun ve hastaligin patogenezinde bozulmus GSH statiisii gosterilmistir. GSH’in
ayrica serbest radikallerin genotoksik etkilerine karsi koruyucu etkisi oldugu
diisiiniilmiistiir. Oksidatif ve serbest radikaller, radyasyona baghh mutasyon olusumu
ve karsinogenezde Onemli faktdor oldugu distiniilmistiir. Glutatyon, GSH
peroksidazlar, GSH disiilfat rediiktazlar ve yardimc1 NADPH saptayici reaksiyonlar
ile beraber hiicredeki oksidatif stres ve serbest radikal hasarinda savunmada anahtar
rol oynar (152).

Indirgenmis glutatyon (GSH) icerdigi tiyol grubu araciligi ile hiicre iginde
redoks potansiyeli yiiksek bir ortam saglayarak, hiicreyi oksidatif hasarlara karsi
korur. Glutatyon peroksidazin (GPx) kofaktorliigiinii yaparak, hidrojen peroksidi
metabolize eder.

Oksidatif stres sonucunda artan ROS olusumunun hiicre hasarlarindaki
etkilerinin detoksifikasyonu, glutatyonun indirgenmis formunun (GSH) oksitlenmis
dimer formuna (GSSG) doniisiimii ile saglanmaktadir. Hiicre yiiksek miktarda
oksidana maruz kaldiginda, GSSG olusumu metabolik sinirin1 agsmakta ve oksidatif
stres olusmaktadir. Detoksifiye olamayan oksidanlar membran lipidlerinin ve
hiicrenin ¢esitli fonksiyonel ve yapisal proteinlerinin bozulmasina neden olmaktadir.
Ayrica GSSG'nin kendisi de, proteinlerin siilfidril gruplariyla (-SH) reaksiyona
girerek kalic1 zararli etkiler meydana getirmektedir (152). Sekil 2.12°’de GSH’in

antioksidan fonksiyonlar1 sematize edilmistir.
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GSH|
/ Protein cksidasyonu

<fjm— . ROS O e Lipid peroksidasycnu

Protein Cokelmesi

—— .
iR R R I - la
LA .1'.1.J..'_{F__.__.!.f."_.'f[{.f P e

Membran akiciiginda . :
Mitokondriyal fonksivon bozuklugu diizensizlik Protein (P) konjugatlan

Sekil 2.12 GSH’1n Antioksidan Fonksiyonlarinin Sematik Gosterilmesi (152)

2.6.6.2.2 Vitamin E (a-Tokoferol)

1922 yilinda Evans ve Bishop tarafindan kesfedilen bu maddeye 1924 yilinda Sure
tarafindan “E vitamini’’ ismi verilmistir (153). Yagda ¢oziinen E vitamini, ince
bagirsaktan emilir ve kan yoluyla karacigere iletilir (154-156). a- tokoferol tekrar
kana salmir. a-tokoferolun gorevini yerine getiren maddeler E vitamini olarak
adlandirilmaktadir (156). Dogal olarak mevcut olan 8 tane tokoferol vardir ve

bunlardan en aktif olan1 a-tokoferoldur (157).
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a-tokoferol plazmadaki E vitamininin % 80-90’1n1 olusturmaktadir ve dokudaki
major E Vitamini formudur. Bunun sebebi o-tokoferolun LDL i¢inde ©ncelikle
reinkorporasyonuna (tokoferol baglayici protein (TBP) yoluyla ve y-tokoferol‘un
karacigerde cabuk yikilmasina) baghdir. Bu yiizden o-tokoferol iistiine daha ¢ok
odaklanilmistir ve E vitamin suplemantasyonun major formudur. a-tokoferol kanda
y-tokoferol’den 4-10 kat fazladir (156, 158).

E vitamini dogada yaygim olarak bulunan bir vitamindir. Bitkisel yaglar E
vitamini bakimindan zengindir. Ayrica hububat tanelerinin yag fraksiyonlar1 pamuk
yagi, soya yagi, misir yagi ve diger bitkisel sivi yaglarda ve bunlardan elde edilen
margarinlerde, ayrica orta derecede karaciger ve yumurtada bulunur. Giinliik besinin
onemli bir kismmi olusturan hububat tiirleri E vitamini icermektedir ve E vitamini
besinlerde yaygin olarak bulunur. Giinliik gereksinim viicut biiyiikliigiine, kisinin
fizyolojik durumuna, hatta beslenmede bulunan uzun zincirli yaglarin oranina gore
degismektedir. E vitamini i¢in Onerilen giinliik gereksinim erkeklerde 10 mg
kadinlarda 8 mg’dir. E vitamini gereksinimi ¢coklu doymamis yag asiti alimi arttigi
zaman artar (153, 157).

E vitaminin 6nemli bir Ozeligi antioksidan etkinliginin olmasi nedeniyle
peroksidleri ve oksijen radikallerini nétralize etmesidir (159). Yani oksijeni
baglayarak, oksijen etkisi ile olusabilecek istenmeyen etkilerin Oniine geger.
Hiicrelerde doymamis yag asitleri (lineoleik asit ve arasinodik asit gibi)
kendiliginden ya da oksidan metabolitlerinin etkisi sonucu kolayca oksitlenebilirler.
Boylece lipid peroksidasyonuna veya protein ve yaglara kovalent baglanarak
membran hasarina neden olurlar (153, 156). Serbest oksijen radikalleri olusmasinin
eslik ettigi bu olay zincirini membranda Onleyen ve olustugunda notralize eden en
giiclii antioksidan E vitaminidir.

Diger antioksidan sistemleri (C vitamini, glutatyon peroksidaz ve B-karoten
gibi) E vitamini kadar etkili degildir. Biitiin hiicre membranlarmin lipidleri serbest
radikaller tarafindan oksidasyona maruz kalarak yikilirlar. a-tokoferol bu yikim
reaksiyon zincirini engeller ve serbest radikalleri durdurur.

E vitamini, hiicre ve organellerin membran lipidleri iizerindeki bu etkisi
nedeniyle membranlar1 oksidatif zedelenmeye karsi korur. Boylece genel olarak

membran stabilitesini saglar (156).
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E vitamini lipid peroksil radikallerini etkisiz hale getirmek i¢in, kendinin bir
fenolik hidrojen atomunu peroksil radikaline (ROO") transfer etmek suretiyle

antioksidan etkisini asagidaki sekilde iki basamakta gerceklestirir:

ROO" + Tok-OH — > ROOH + Tok-O

ROO" + Tok-O° — > ROOH + stabil vitamin metaboliti

E vitamininin bir diger islevi de A vitamininin bagirsaktan absorbsiyonunu ve
dokulardaki diizeyini arttirmasidir. Bu durum biiyiik bir olasilikla, A vitamininin

oksidasyonla kaybinin azalmasina baghdir (156).

2.6.6.2.3 Vitamin C (Askorbik Asit)

Askorbik asit yapica, glukoza ve diger alt1 karbonlu monosakkaritlere benzeyen,
kapali formiilii CsHsOg olan ve suda ¢oziinen bir vitamindir. Askorbik asit dokularda
bir enzimin katalitik aracilig1 olmadan bile kolayca dehidroaskorbik aside oksitlenir.
Bu 06zelligi nedeniyle askorbik asit indirgeyici nitelik gosterir; dehidro sekline
doniismesi molekiil basina iki hidrojen atomunun serbest kalmasina neden olur.
Dehidroaskorbik asit ortamda iki hidrojen atomu almak suretiyle kolaylikla askorbik
aside indirgenir. Bu kimyasal Ozelliklerinden dolayi, askorbik asit ve
dehidroaskorbik asit viicut sivilarinda denge halinde bulunurlar, birbirlerine kolayca

doniisiirler ve boylece redoks niteligi gosterirler.

&
CH,OH
g
HO—CH
O
4 1=0
H 2 2
o] 0

Asleorbile Asit Deludro Aslorbile Asit
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C vitamini giiclii indirgeyici aktivitesi nedeniyle ayni zamanda gii¢lii bir
antioksidandir (160, 161). Hiicre dis1 sivida bulunan en 6nemli antioksidan maddedir.
Hiicrelerin icinde de antioksidan etkinlik gosterir. Siiperoksit anyonunu, hidrojen
peroksit, hipoklorit, hidroksil radikali, peroksil radikalleri ve singlet oksijeni giiclii
bir sekilde baglayarak islevsiz kilar. Plazma lipidleri ile yapilan incelemeler, peroksil
radikali olugmasmi tesvik eden maddelerin yaptig1 lipid peroksidasyonunu
baskilayan en onemli plazma komponentinin askorbik asit oldugunu gostermistir.
Boylece biyomembranlar1 ve DNA’y1 peroksidatif zedelenmeden koruyabilir. Ayrica
tokoferol’un antioksidan etkinligini giiclendirir (162).

C vitamininin, ferri demiri ferro demire indirgeyen, siiperoksit radikali
disindaki tek hiicresel ajan oldugu diisiiniilmektedir. Boylece askorbat, ayn1 zamanda
proteine bagh ferri demiri uzaklastirp Fenton reaksiyonunda hidrojen peroksit ile
etkilesmeye uygun olan ferro demire doniistiirdiigiinden dolay1 serbest radikal

reaksiyonlarmin dnemli bir katalizoriidiir (160).

Asc + Fe’*- protein — DHAsc + Fe** + protein

C vitamini organizmada bircok hidroksilasyon reaksiyonlarinda indirgeyici ajan
olarak gorev yapar. Kollajen sentezinde lizin ve prolinin hidroksilasyonu igin
gereklidir. Epinefrinin tirozinden sentezinde dopamin B-hidroksilaz basamaginda,
tirozin yikiminda p-hidroksi-fenil piruvatin homogentisata oksidasyonunda ve safra
asitlerinin olusumunda 7 a-hidroksilaz baslangic basamaginda gereklidir. Demirin
emiliminde enzimatik olmayan bir yol ile indirgeyici rol oynar. Midede ferri demirin
ferro demire indirgenip absorbsiyonunda gorev alir. Bagisiklik ve yara iyilesmesinde

gereklidir (162-164).
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2.7 Matricaria chamomilla L.

Resim 1. Matricaria chamomilla L. Bitkisi

Alem: Plantae

Alt alem :Tracheobionta
Sube: Magnoliophyta
Sinif: Magnoliopsida
Altsimif: Asteridae
Takim: Astereles
Familya: Asteraceae

Cins: Matricaria

Matricaria chamomilla Linnaeus var pappulose, Matricaria cinsinin 4 tiiriinden
biridir. Mayis papatyast (Matricaria chamomilla L.), iilkemizde adi papatya, hakiki
papatya, tibbi papatya ya da sadece papatya adlariyla bilinir.

Papatya anavatant Dogu Avrupa ve Asya’dir. Ancak bu birkag yiizyildan beri
Orta Avrupa’ya da yayillmistir. Amerika ve Avusturalya’ya ise tahillarla beraber
gotiiriilmiistiir. Cok eskiden Chamaemelon ad1 altinda Plinius ve Dioskorides (M.S.
77-79) tarafindan, ayn1 zamanda Arap hekimleri tarafindan bilinmekte idi. O

zamanlar papatya ciceklerinden elde edilen yagdan hazirlanan preparatlarin omalarda
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kullanildig: belirtilmektedir. Bugiin dahi mavi yag diye bilinen papatya yagindan ilk
defa 1588 de bahsedilmistir.

Mayis papatyasi bugiin diinyanin bircok yoresine yayilmis bulunmakta ve pek
cok iilkede kiiltiirii yapilmaktadir. En fazla iiretimi yapilan iilkeler Almanya,
Macaristan, Rusya, Belcika, Fransa , Ispanya, Yunanistan ve Tiirkiye’dir (165, 166).

Adi papatya tek yillik, 60 cm kadar yiikseklikte bir bitkidir. Topragin st
sahasinda yayilan ince bir sacak koke sahiptir. Genellikle dik gelisen cok fazla
dallanmis saplar1 vardir ve saplarin icleri doludur. Yapraklar: almasikli durumda olup
2-3 parcalidir. Sap wuclarinda tek tek bulunan cicek diigmeleri cicekleri
olusturmaktadir. Kapitulmun c¢api ortalama 18-28 mm arasinda degisir. Kalmlhigi ise
5-10 mm” dir. Ancak 1slah edilmis gesitlerde, 6zellikle tetraploid tiplerde bunlar daha
biiyiik olabilmektedir. Cicek diigmesinin tabani (recep-taculum) konimsi olup i¢i
bostur. Canak yapraklar (involukru) 20-30 kadar tek sira halinde dizilmis, uzunumsu,
derimsi, kiit u¢ludur. Papatya’da bir ¢igek diigmesinin kenarlarinda 12-18 adet beyaz,
disi dil cicekleri ile ¢cok sayida 5 koseli sar1 hermafrodit boru cicekleri ve cicek
tabani (infloresens) bulunur. Beyaz dil ¢igeklerinin sonlar1 3-4 disli olup her biri 4
esas damarhdir. Bunlar genellikle 3-6 mm uzunlukta, 3 mm kadar genisliktedir.
Cicek tabanmi gen¢ devrede hafif, daha sonra kuvvetli kubbemsi olup i¢ kism1 bostur
ve buna benzer diger kompositelerden 6nemli bir ayrim farkhiligidir. Dil ¢igekleri
once dik olarak acarlar, gelisme ile ¢igek tablosunun ortasindaki ¢iceklerin gelisimi
ile burasi yiikselir. Driize tiiyleri gelismenin ¢ok erken devrelerinde olusur ve
zamanla gelisimlerini tamamlarlar. Bunlar sizogen tipi ucucu yag hiicrelerine
sahiptir. Papatya’da meyve cok kiigiiktiir. 0,7-1,2 mm uzunlukta 0,3 mm
genisliktedir. Rengi sarimsi-gridir (166).

Papatya ovalardan yiiksek yerlere kadar hemen her yerde bulunur. Agir ve
hafif topraklarda yetisebilir. Ozellikle kirecli topraklar: tercih eder. Papatya degisik
toprak reaksiyonunda yani asitli topraklardan alkali topraklara kadar yetisir ancak en
uygunu pH 7,3-8,1 olan yerlerdir. Iyi bir biiyiime icin sicak yerler gereklidir. Hafif
nemli yerlerde Ozellikle ¢cok 1yi gelisir. Papatya, yetistigi ekolojik bolgeye yani
toprak tipi ve iklim kosullarina gore biiylimesi ve icerdigi ucucu yag orani
degismektedir. Papatya cicekleri ugucu yag icerir. En fazla ucucu yag boru

ciceklerinde bulunur. Bitki biiylimesi esnasinda ¢iceklerdeki ugucu yagin 2 defa
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maksimuma ulastig1 saptanmistir. Ugucu yaglardan zengin iiriinii elde etmek icin,
hasadin ¢icek acmasindan 3-5 giin sonra yapilmas: onerilmektedir. Papatyada en
uygun hasat zamanmi saptamak i¢in ¢icek diigmesinin farkl gelisim devrelerinde
agirhigl, icerdigi ucucu yag miktar1 ve bu ugucu yagda en 6nemli kismi olusturan
Azulen oranim1 bularak uygun hasat zamanini belirlemeye yonelik calismalar da
vardir (165-167).

Papatyada esas etken madde ugucu yagdir. Papatya ugucu yagi mavi veya
mavi-yesil renktedir. Bu ucucu yagm biiyiik kismi (% 65) boru cigeklerinde,
ortalama % 25°i ¢icek tabaninda ve % 10 kadar dil ¢iceklerinde bulunur. lyi bir
papatya drogu su buhar1 destilasyonuyla % 0,5-1,5 arasinda ugucu (eterik) yag
icermektedir.  Yagda siklik sesquiterpenler =~ Chamazulen, Bisabolol ile

Bisabolonoxidler bulunur.

%

2
s
7

Bisabololoxid A Bisabololoxid B Bisabolol

Chamazulen bitkilerde bulunmaz, ancak destilasyonda renksiz Proazulen (Matrizin)
onciil maddesinden meydana gelmektedir. Ugucu yaga mavi rengi chamazulen verir.
Bu renkte olmayan yaglar degersizdir. Ucucu yaglarin 1siktan korunmasi

gerekmektedir (168-171).

OCOCH; _ -H0
CH3COOH
CH— CH3 H3

COOH
Proazulen © Chamazulen

3
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Papatya eskiden beri midevi, karm agrilarina karsi, tonik hafif antiseptik ve sag
boyayict olarak kullanilmaktadir. Ayrica yara tedavilerinde disaridan lapa seklinde
uygulamasi da vardir. Papatyanm sindirime iyi geldigi ve bagirsak mukozasinda
olumlu etkileri oldugu bulunmustur. Ulkemizde, tedavi amagh kullanilan bitkilerin
belirlenmesine yonelik bir yapilan ¢alismada papatyanin, oksiiriik, akne, karin agrisi,
bagirsak bozukluklari, soguk alginligi, astim brongit gibi hastaliklarin tedavisinde
kullanildig1r belirlenmistir. Yaprak ve cicekleri kaynatilarak elde edilen sivi ile
yapilan gargaranin agiz i¢i enfeksiyonlara 1yi geldigi goriilmiistiir (172-174).

Gastrointestinal hastaliklarin tedavisinde kullanilan, igerisinde Mentha piperita,
Melisa officinalis gibi bitkilerle beraber Matricaria chamomilla L.’nin de bulundugu
dokuz bitkinin etanol ekstrakti olan STW 5’in antioksidatif 6zelliklerinin incelendigi
bir ¢calisma sonucunda bu bitkisel ilacin dikkate deger oksidan temizleyici oldugu
sonucuna varilmistir (176).

Geleneksel olarak uyku bozukluklari i¢in kullamlan Matricaria chamomilla L.
ve Passiflora incarnata’nin (apigenin ve chrysin gibi flavonoid igerikleri nedeniyle)
kiyaslandig1 bir calismada, Matricaria chamomilla L.’nin daha iyi sakinlestirici,
rahatlatici etkisi bulunmustur (177).

Matricaria chamomilla L.’ nin onemli oranda igerdigi chamazulenin lipid
peroksidasyonu ve serbest radikaller iizerine etkilerinin incelendigi c¢alismada,
chamazulenin lipid peroksidasyonunu engelledigi goriilmiistiir (178).

Matricaria chamomilla L.’nin, yanik yaralarmin iyilestirilmesine katkilarmin
incelendigi bir baska calismada, bitki ekstresinin iyilestirmeyi hizlandirict 1yi bir
potansiyele sahip oldugu bulunmustur (179).

Hepatitler (sarilik), asir1 dozda kullanilan ilaclar, ¢cevre kirliligi, artan sigara ve
alkol tiiketimi gibi nedenler sonucu ortaya cikan karaciger hastaliklar1 diinya
lizerinde ¢ok sayida insani etkilemektedir. Ilaglarm yan etkileri de diisiiniildiigiinde
bunlarin metabolizma yeri olan karaciger hastaliklarinin tedavisinde kimyasal yerine
bitkisel yontemi se¢gmek daha faydali goriilmektedir.

Canli organizma serbest radikallerin etkisinden korunmak i¢in antioksidatif
korunma sistemine sahiptir. Baz1 durumlarda antioksidatif koruyucu sistemin iyi
calismamasindan dolayi, serbest radikallerin viicutta fazlalastig® goriiliir.

Antioksidanlar, hiicreye zarar veren serbest radikallerle reaksiyona girerek bunlarin
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baslattig1 zincir reaksiyonunu durduran ve boOylece viicudumuzdaki hayati
bilesenlerin zarar gormesini engelleyen molekiillerdir. Son yillarda sentetik
antioksidanlarin yan etkilerinin goriilmeye baslamasi nedeniyle besin kimyas: ve
koruyucu tibbin bitkisel kaynakli dogal antioksidanlara ilgisi artmistir. Giiniimiizde
ozellikle gelismis iilkelerde alternatif tedavi yontemleri ragbet goriip yiikselen bir
deger olmaya baslamistir. Yaygin olarak hastaligi 6nlemek ya da cesitli hastaliklar1
tedavi etmek i¢in alternatif tiptan (bitkisel ilag ve cesitli teknikler) yararlanilmaktadir
(15, 175).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

3.1.1 Deney Hayvam

Calismada 35 adet 150-200 g agrrhgindaki 3 ayhk Wistar-Albino erkek rat
kullanildi. Ratlar, Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1
Merkezinden temin edildi. Arastirma Afyon Kocatepe Universitesi Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Biyokimya laboratuvarinda, AKU Hayvan Etik Kurulunun 18-07 referans
no’lu onay1 dogrultusunda gerceklestirildi. Ratlar, Deney Hayvanlar1 Arastirma ve
Uygulama Merkezinde barindirildi.

Ratlar ortama uyum saglamalar1 icin Afyonkarahisar Kocatepe Universitesi
Deney Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama Merkezine geldikten bir hafta sonra
caligmaya baslandi. Ratlarin bakimi, 12 saatlik ideal aydinlik ve 12 saatlik ideal
karanlikk ortamda, uygun sicaklikta, rat bakimi i¢in tasarlanmis polipropilen
17x30x42 cm boyutlarindaki 6zel kafeslerde yapildi. Her bir kafese yedi adet konan
ratlarin altlarina serilen kaba talas her giin degistirilerek, kafeslerde kuru bir ortam
olusmasi saglandi. Deney hayvanlarina Afyonkarahisar Yem Fabrikasindan temin

edilen yem ve su verildi.

3.1.2 Matricaria chamomilla L. Ekstresinin Hazirlanmasi

Calisma i¢in gerekli olan Matricaria chamomilla L., May1s ayinin {iciincii haftasinda
toplanarak bir hafta boyunca golgede, kapal ortamda, oda sicakliginda kurutuldu.
Daha sonra kurutulan Matricaria chamomilla L. Anadolu Universitesi Bitki Ila¢ ve
Bilimsel Arastirmalar Merkezine getirildi. Matricaria chamomilla L. ¢igekleri burada
ogiitiiclide ogiitiildi. 75 gr ogiitiilmiis Matricaria chamomilla L. ¢icegi, 500 ml’lik
soxhelet aparatina doldurularak, 1 L’lik balona kaynama taslar1 konulup balon
soxhelet govdesine baglandi. Soxhelet’e bir sifon yapana kadar alkol (% 37’lik etil
alkol) dolduruldu. Sonra bu islem tekrarlanip toplam 1 L alkol konuldu. Soxhelet

listte sogutucuya, altta da 1sitici igine yerlestirilmis balona silifle baglandi (Resim 2).
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Resim 2. Soxhelet Diizenegi

Sogutucu ve daha sonra da isitic1 agilip, ekstraksiyona 8 saat boyunca devam
edildi. Siire sonunda balondaki ekstre alinarak siizge¢ kagidindan siiziildii. Rotary
evaporator balonuna alinarak 60 °C su banyosunda (Buchi Heating Bath B—490)
rotary evaporatorda (Buchi Rotavapor R—200) vakum altinda alkolii uzaklastirildi.
Sulu ekstre kavanozlara aktarilarak derin dondurucuda dondurulduktan sonra
liyofilizatore (Leybold-Heraceus LYO VAC GT 2) konulup suyu tamamen uguruldu
ve bu islemden 13.26 gr kuru ekstre elde edildi. % verim hesab1 yapildiginda verim
% 17.7 olarak bulundu. Sonugta 102.2 gr kuru Matricaria chamomilla L. ekstresi
(MCE) elde edildi ve cam bir kabin icerisine yerlestirilerek hava almayacak sekilde
kapatild.

3.2 Metot

Ratlar cahisma boyunca AKU Deney Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama Merkezinde

bir hafta standart yem ile beslenerek gozlem altinda tutuldular. Ratlardan viicut
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agirliklarina gore her biri yedi rattan olusmak iizere toplam bes grup olusturuldu.
Ratlarin viicut agirliklar1 baglangigta ve 14. giinde 6lciildi.

Deneyden 24 saat 6nce tiim ratlar a¢ birakildi (su icmeleri serbest), digkilarini
yemelerini Onlemek icin kafeslerin altina tel 1zgara yerlestirildi. Caligma gruplar:

asagidaki gibi belirlendi.

1. Grup (Kontrol grubu) : Ratlar 14 giin boyunca standart yemle beslenmistir.

2. Grup (CCl4 grubu) : Ratlar 14 giin boyunca standart yemle beslenmis ve
ratlara 14 giin boyunca her giin 0,8 ml/kg CCly, 0,8 ml/kg siv1 yag icinde ¢oziilerek
intraperitoneal olarak uygulanmustir.

3. Grup (CCly ve Matricaria chamomilla L. ekstresi): Ratlar standart yemle
beslenmis ve ratlara 14 giin boyunca her giin 0,8 ml/kg CCl, 0,8 ml/kg siv1 yag
icinde coziilerek intraperitoneal olarak ve 50 mg/kg Matricaria chamomilla L.
ekstresi ise suda c¢oziilerek gavajla uygulanmustir.

4. Grup (CCly ve Matricaria chamomilla L. ekstresi) : Ratlar standart yemle
beslenmis ve ratlara 14 giin boyunca her giin 0,8 ml/kg CCls, 0,8 ml/kg siv1 yag
icinde coziilerek intraperitoneal olarak ve 100 mg/kg Matricaria chamomilla L.
ekstresi ise suda c¢oziilerek gavajla uygulanmustir.

5. Grup (CCly ve Matricaria chamomilla L. ekstresi) : Ratlar standart yemle
beslenmis ve ratlara 14 giin boyunca her giin 0,8 ml/kg CCls, 0,8 ml/kg siv1 yag
icinde coziilerek intraperitoneal olarak ve 200 mg/kg Matricaria chamomilla L.

ekstresi ise suda c¢oziilerek gavajla uygulanmistir.
3.2.1 Kan Orneklerinin Alinmasi1 ve Hazirlanmasi

Deneyler icin gerekli olan kan, enjektdr yardimiyla hayvanlarin kalbinden alind:.
Kanlar, EDTA’I cam tiiplere alindi. Lipid peroksidasyon iiriinii malondialdehit
(MDA) ve rediikte glutatyon (GSH) seviyeleri tayinleri hemen gerceklestirildi.
Eritrosit paketleri elde edildikten sonra derin dondurucuda -20 °C de siiperoksit
dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz enzim aktiviteleri tayinine kadar saklandi.
AST ve ALT tayinleri serum iizerinde gerceklestirildi. Normal tiiplere alinan kan

ornekleri oda sicakliginda bekletildikten sonra santrifiij edilerek tiipiin iistiinde
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toplanan berrak serum numunesi ependorf tiiplere aktarildi ve analiz yapilana kadar

derin dondurucuda 2 hafta bekletildi.

3.2.2 Eritrosit Paketinin Hazirlanmasi

Deneyler i¢in gerekli olan kan, enjektorler yardimiyla hayvanin kalbinden EDTA’1
cam tiiplere alindi. Bir saat +4 °C de bekletildikten sonra 3000 rpm’de +4 °C de
sogutmal1 santrifujde 15 dakika santrifiij edildi. Olusan plazma atildi. Altta kalan
hacme esit oranda serum fizyolojik (% 0,9 NaClI) eklenerek eritrositlerin yikanmasi
gerceklestirildi. Serum fizyolojik eklenen tiipler +4 °C de 2000 rpm’de 8 dakika
santrifiij edilerek eritrosit yikama islemi ii¢ kez tekrarlandi. Siiperoksit dismutaz,
glutatyon peroksidaz ve katalaz enzim aktiviteleri tayinine kadar derin dondurucuda

(-20 °C) 2 hafta saklandu.

3.2.3 Biyokimyasal Analizler

3.2.3.1 Malondialdehit (MDA) Tayini

Serbest radikallerin, doymamis yag asitlerini peroksidasyona ugratarak
olusturduklar1 son iirlinlerden biri malondialdehittir (MDA). MDA, TBA
(tiyobarbitiirik asit) ile reaksiyona girerek renkli formda bir bilesik meydana getirir.
Olusan bu renkli bilesigin 532 ve 600 nm dalga boylarinda spektrofotometrede
(Shimadzu 1700 UV/VIS ) absorbansi 6lgiilerek lipid peroksidasyonu tayini yapildi
(180).

H

Hs\r yc% \r

OH OH
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3.2.3.2 Glutatyon (GSH) Tayini

Tiim kandan distile su ile hazirlanan hemolizatin icindeki -SH (siilfidril) tasiyan
biitiin proteinler, prespitasyon (¢oktiiriicii) ¢ozeltisi ile proteinler coktiiriiliip,
stiziilerek ayrilir. Rediikte glutatyon (GSH), elde edilen berrak sivida -SH gruplarinin
DTNB (5,5’-2- Dithiobis nitrobenzoik asit) ile reaksiyonu sonucunda olusan
absorbansi sar1 rengin 412 nm dalga boyunda spektrofotometrede olciildii (181).

HOOC COOH COOH

GSH + OZNOS—SO*NOZﬁ GSSQNGZ+ HSONGZ

COOH

3.2.3.3 Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivite Tayini

Oksidatif enerji basamaginda iiretilen toksik siiperoksit radikalinin, hidrojen
perokside ve molekiiler oksijene dismutazyonu siiperoksit dismutaz tarafindan
hizlandirilmaktadir. Bu metodla ksantin ve ksantin oksidaz kullanilarak siiperoksit
radikali, 2-(iyodofenil)-3-(4- nitrofenol)-5-feniltetrazoyum kloriir (INT) ile kirmizi

renkli forma doniisiir. SOD aktivitesi, bu reaksiyonun inhibisyon derecesi ile olciiliir.

ksantin oksidaz . ' .
Ksantin » Urik Asit + O,

O .
IN.T. ——2 5 Formazan dye veya;

0, + Oy 42" 390

02 + H202

SOD enzim aktivitesi Randox-Ransod enzim Kkiti ile spektrofotometrik olarak (505
nm) Ol¢iildii. Analiz materyali olarak onceden hazirlanan ve analiz zamanina kadar
derin dondurucuda bekletilen eritrosit paketi kullanildi. Eritrosit paketinden alinan

numune lizerine eklenen ayiraclar karistirilarak ilk absorbans A; 30 sn sonra ve son

absorbans 3 dakika sonra okunarak hesapland1 (182-184).



65

3.2.3.4 Glutatyon Peroksidaz (GPx) Enzim Aktivite Tayini

Glutatyon peroksidaz, kiimen hidroksidin ile indirgenmis glutatyonu (GSH) okside
eden reaksiyonunu katalizler. Ortamda glutatyon rediiktaz (GR) ve nikotin adenin
diniikleotid fosfat hidrojen (NADPH) bulunursa yiikseltgenmis glutatyon (GSSG),
NADPH’m NADP’ye oksidasyonu ile GSH’a indirgenir.

GPx
2 GSH + ROOH — ROH + GSSG+ H,O

GSSG + NADPH 4+ i —%® L NADP*, 2 GsH

Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi Randox-Ransod enzim kiti kullanilarak
spektrofotometrede Olgiildii. Analiz materyali olarak 6nceden hazirlanan ve analiz
zamanina kadar derin dondurucuda bekletilen eritrosit paketi kullanildi. Analiz i¢in
eritrosit paketinden alinan numune iizerine eklenen maddeler karistirilarak, ornek ve
koriin absorbanslar1 340 nm’de 1 dakika sonra okundu. Ikinci ve iigiincii dakikalarda

da absorbanslar okunarak kaydedildi (185).
3.2.3.5 Katalaz (CAT) Enzim Aktivite Tayini

Katalaz enzim aktivite tayini Aebi yontemine gore yapildi (186). Numunede mevcut
katalaz enzimi substrattaki H,O,’yi su ve oksijene parcalamaktadir. Bu durum

spektroskopide 240 nm dalga boyunda absorbans azalmasina neden olmaktadir.

k
2 H,0, —4E o 50 40,

Analiz materyali olarak onceden hazirlanan ve analiz zamanimna kadar derin
dondurucuda bekletilen eritrosit paketi kullanilmigtir. Absorbans azalmasi numunede
mevcut enzim miktartyla dogru orantilidir. Absorbans degerleri 0. sn ve 15. sn

okunarak katalaz miktar1 tayin edilmistir.
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3.2.3.6 Aspartat Aminotransferaz (AST) Enzim Aktivite Tayini

Serumda AST enzimi, reaksiyon sonunda meydana gelen oksaloasetatin NADH
varhiginda L-Malata doniismesi esnasinda, NADH’ 1n NAD"’ye okside olmas: ile
absorbansta meydana gelen azalmanin dl¢iimiine dayanan metoda gore hazirlanmis
ticari kitler ile spektrofotometrede 340 nm de, 1., 2. ve 3. dakikalarda absorbanslar1

Olciilerek tayin edildi (187-189).

AST
L- Aspartat + 2-Oksoglutarat — Oksaloasetat + L-Glutamat
MDH

Oksaloasetat + NADH + HY L-Malat + NAD"

3.2.3.7 Alanin Aminotransferaz (ALT) Enzim Aktivite Tayini

Serumda ALT enzimi, reaksiyon sonunda meydana gelen piruvatin, NADH
varhginda laktata doniismesi esnasinda, NADH'1In NAD"’ye okside olmas1 ile
absorbansta meydana gelen azalmanin dl¢iimiine dayanan metoda gore hazirlanmis
ticari kitler ile spektrofotometrede 340 nm de, 1., 2. ve 3. dakikalarda absorbanslar1

Olciilerek tayin edildi (187-189).

ALT -

L-Alanin + 2-Oksoglutarat —— Piriivat + L-Glutamat
LDH

Piriivat + NADH + H" =—=—=——== Laktat + NAD"

3.3 istatistik Analizler

Verilerin istatistik analizleri, SPSS 10.0 paket programi kullanilarak yapildi.
Calismada elde edilen veriler “ortalama + standart sapma” olarak ifade edildi (X +
SD). Gruplara varyans analizi (ANOVA) Tukey post testi uygulanarak istatistiksel
iliski belirlendi. Istatistiksel anlamlilik icin p<0.05 kabul edildi (190).
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4. BULGULAR

Calisma sonunda ratlardan alinan kan Orneklerinde alanin transaminaz (ALT),
aspartat aminotransferaz (AST), malondialdehit (MDA), rediikte glutatyon (GSH),
siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) ve katalaz (CAT) enzim
aktivite diizeyleri belirlendi. Ayrica calismaya baslamadan 6nce ve calisma sonunda
rat agirhklar1 da Olgiilerek kaydedildi. Bu degerler yardimiyla her grup icin
hesaplamalar yapilarak standart sapmalar1 bulundu. Caligma gruplarina ait bulgular

tablo ve grafiklerde de gosterilmistir.

4.1 Rat Agirhklan

Gruplara ait viicut agirliklar1 Tablo 4.1 ve Grafik 4.1 de verilmistir. Grup I’den elde
edilen rat agirliklari; baglangicta 210.875 +2.59 g, 14.giinde 214.750 £+ 5.31 g olarak
tespit edilmistir. Bununla birlikte ayn1 grupta gecen siire icerisinde istatistiksel
onemde farkliliklar tespit edildi. 0. giin ile 14. giin arasinda (P>0.05) istatistiksel fark
gozlendi.

Grup II’de ¢alisma siiresince rat agirliklari; 0. giinde 203.667 + 3.14 g, calisma
sonunda 178.658 + 8.55 g olarak Ol¢iilmiistiir. Bu grupta gecen siire igerisinde
istatistiksel onemde farkliliklar tespit edildi. 0. giin ile 14. giin arasinda (P>0.001)
istatistiksel fark goriildii.

Grup III’den elde edilen rat agirhklary; ilk tartimda 193.210 + 2.59 g, son
tartimda 181.603 + 9.29 g olarak tespit edilmistir. Bununla birlikte ayni1 grupta gecen
siire icerisinde istatistiksel onemde farklhiliklar tespit edildi. 0. giin ile 14. giin
arasmda (P>0.05) istatistiksel fark bulundu.

Grup IV’de 183.204 + 2.39 g ve 179.610 = 4.06 g olarak tespit edilmistir.
Bununla birlikte ayn1 grupta gecen siire igerisinde istatistiksel onemde farkliliklar
tespit edildi. 0. giin ile 14. giin arasinda (P>0.05) istatistiksel fark gdzlendi.

Deneysel caligmanin basinda V. gruptaki ratlarin agirliklar: 171.343 £ 4.55 g ve
170.332 + 6.41 g olarak tartildi. Bu grupta 0. giin ile 14. giin arasinda (P>0.05)

istatistiksel fark bulundu.
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Tablo 4.1 Calisma Baslangicinda ve Sonunda Elde Edilen Rat Agirliklar1 (g)

Gruplar n 0. Giin 14.Giin P degeri
Kontrol 7 210.875+2.59 214750+5.31  P>0.05
CCly 7 203.667 £3.14  178.658 £8.55  P<0.001
CCly + 50 mg/kg Matricaria chamomilla L. ekstresi 7 193.210+2.59 181.603+£9.29  P>0.05
CCl, + 100 mg/kg Matricaria chamomilla L. ekstresi 7 183204 +£239 179.610£4.06 P>0.05
CCly + 200 mg/kg Matricaria chamomilla L. ekstresi 7 171.343 £4.55 170.332 £ 641  P>0.05
Rat Agirhklan (g)

2507
200+

150+

O 0. Giin
H 14. Giin

100

50

0 ,
Kontrol CCl, CCl; + 50 CCl, + 100 CCl, + 200
mg/kg mg/kg mg/kg
Matricaria Matricaria Matricaria
chamomilla L. chamomilla L. chamomilla L.
ekstresi ekstresi ekstresi

Grafik 4.1 Calisma Baslangicinda ve Sonunda Elde Edilen Rat Agirliklari

4.2 Alanin Aminotransferaz ve Aspartat Aminotransferaz Enzim Aktivite Diizeyleri

Calisma gruplarmin serum ALT aktiviteleri sirasiyla; 52.913 + 5.27 U/L, 279.981
+12.38, 108.758 + 9.08 U/L, 88.786 + 8.63 U/L, 72.024 + 11.55 U/L olarak

Olciilmiigtiir. CCL; grubuna ait ALT aktiviteleri, kontrol grubuna gore Onemli

istatistiksel fark gostermistir (p<0.001). CCly ile birlikte 50 mg/kg ekstrenin verildigi
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grubun serum ALT aktivitesi, kontrol ve CCly grubunun aktivitesinden p<0.001
oraninda farkli bulunmustur. IV. grubun ALT aktivitesi, kontrol ve CCl4 grubunun
aktivitesinden p<0.001 oraninda ve III. Grubun aktivitesinden p<0.05 oraninda farkli
oldugu goriilmiistiir. CCly ile birlikte 200 mg/kg ekstrenin verildigi V. gruptaki ALT
aktivitesi, kontrol grubunun aktivitesine gore istatistiksel dneme sahiptir (p<0.01).
Ayrica V. grubun aktivitesi, CCly ve III. Gruplarinm aktivitelerinden p<0.001
oraninda, IV. grubun aktivitesinden p<0.05 oraninda farklhidir (Tablo 4.2, Grafik 4.2).

Tiim gruplarin serum AST aktivite diizeyleri sirasiyla; 52.913 + 5.27 U/L,
279.981 +12.38 U/L, 108.758 + 9.08 U/L, 88.786 + 8.63 U/L, 72.024 + 11.55 U/L
olarak Olciilmiistiir. CCI4 grubunun AST aktivitesi, kontrol grubunun aktivitesinden
istatistiksel yonden (p<0.001) farkli bulunmustur. CCls ile birlikte 50 mg/kg
ekstrenin verildigi grubun aktivitesi, kontrol ve CCl; grublarmin aktivitelerinden
p<0.001 oraninda farkli bulunmustur. IV. grubun aktivitesi, kontrol grubunun
aktivitesinden p<0.01 oraninda ve CCl4 grubunun aktivitesinden p<0.001 oraninda
farkli oldugu goriilmiistiir. CCly ile birlikte 200 mg/kg ekstrenin verildigi V. grubun
aktivitesi ise CCly grubunun ve III. grubun aktivitesinden farkl istatistiksel dneme

sahiptir (p<0.01) (Tablo 4.2, Grafik 4.3).

Tablo 4.2 ALT ve AST Enzim Aktivite Diizeyleri

Gruplar n ALT (U/L) AST (U/L)
Kontrol 7 52913+5.27 141.726 + 11.84
CCl, 7 279.981 £12.38* 745.673 +48.41 °
CCly + 50 mg/kg Matricaria chamomilla L. ekstresi 7 108.758 £9.08 ¢ 244.330 £21.45*¢
CCl, + 100 mg/kg Matricaria chamomilla L. ekstresi 7~ 88.786 +8.63 > ¢ 202.218 +23.14 "¢
CCl, + 200 mg/kg Matricaria chamomilla L. ekstresi 7 72.024+11.55>%"  169.545 +25.40 © ¢

% Kontrol’den farkhidir (p<0.001)

: Kontrol’den farklidir (p<0.01)

¢. CCly farklidir (p<0.001)

4 CCl + 50 mg/kg Matricaria chamomilla L. ekstresi’den farklidir (p<0.05)
. CCly + 50 mg/kg Matricaria chamomilla L. ekstresi’den farklidir (p<0.001)
L CCly + 100 mg/kg Matricaria chamomilla L. ekstresi’den farklidir (p<0.05)
& CCly + 50 mg/kg Matricaria chamomilla L. ekstresi’den farklidir (p<0.01)

=2
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Grafik 4.2 ALT Enzim Aktivite Diizeyleri
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Grafik 4.3 AST Enzim Aktivite Diizeyleri
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4.3 Malondialdehit ve Rediikte Glutatyon Diizeyleri

Sunulan ¢alismada her bir grupta bulunan 7 adet ratin kanlar1 alinmis ve tiim kan
tizerinde malondialdehit (MDA) ve rediikte glutatyon (GSH) diizeyleri analiz
edilmistir.

Gruplarin elde edilen rediikte glutatyon (GSH) degerleri swrasiyla; 42.060 +
2.94 mg/dl, 36.560 + 3.31 mg/dl , 42.759 + 1.91 mg/dl, 41.776 + 2.28 mg/dl, 44.251
+ 3.36 mg/dl olarak Ol¢iilmiistiir. Kontrol grubu, CCIls grubundan istatistiksel
onemde (p<0.05) farkli bulunmustur. III. ve IV. gruplarda CCl4 grubundan
istatistiksel onemde (p<0.05) farklidir. V. grup ise CCl4 grubundan p<0.01 oraninda
farklidir (Tablo 4.3, Grafik 4.4).

Kontrol, CCly4, CCls + 50 mg/kg Matricaria chamomilla ekstresi, CCl4 + 100
mg/kg Matricaria chamomilla ekstresi, CCly + 200 mg/kg Matricaria chamomilla
ekstresi gruplarindaki MDA degerleri 1.851 + 0.24 nmol/ml, 3.357 + 0.50 nmol/ml,
2.397 + 0.33 nmol/ml, 2.435 + 0.54 nmol/ml, 2.226 + 0.59 nmol/ml olarak
Olciilmiistiir. Kontrol grubu, CCI4 grubundan istatistiksel énemde (p<0.001) farkl
bulunmustur. 1. ve IV. gruplarda CCl4 grubundan istatistiksel dnemde (p<0.05)
farklidir. V. grup ise CCl4 grubundan p<0.01 oraninda farklidir (Tablo 4.3, Grafik
4.5).

Tablo 4.3 GSH ve MDA Diizeyleri

GSH MDA
Gruplar
(mg/dl) (nmol/ml)

Kontrol 7 42.060 £2.94° 1.851+£0.24°¢
CCly 7 36.560 +3.31 3.357 +£0.50
CCly + 50 mg/kg Matricaria chamomilla L. ekstresi 7 42,759 +191° 2.397+£0.33°
CCly + 100 mg/kg Matricaria chamomilla L. ekstresi 7 41.776 £2.28* 2.435+£0.54*
CCl, + 200 mg/kg Matricaria chamomilla L. ekstresi 7 44.251+3.36° 2.226+0.59°

% CCly’den farkhdir (p<0.05)
®. CCly’den farkhdir (p<0.01)
¢. CCly’den farkhidir (p<0.001)
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4.4 Siiperoksit Dismutaz, Glutatyon Peroksidaz, Katalaz Enzim Aktivite Diizeyleri

Gruplara ait Siiperoksit Dismutaz (SOD), Glutatyon Peroksidaz (GPx), Katalaz
(CAT) enzim aktivite degerleri Tablo 4.4 de sunulmustur.

L, IL, IIT., IV. ve V. gruplara ait siiperoksit dismutaz aktivite degerleri sirasiyla;
226.53 £12.6 U/ml, 189.09 + 14.6 U/ml, 194.24 + 15.6 U/ml, 193.47 + 13.3 U/ml,
238.43 + 18.7 U/ml olarak belirlenmistir. CCl4 grubunun SOD aktivite diizeyin,
kontrol gurubunun aktivitesinden istatistiksel olarak p<0.01 diizeyinde farklidir. III.
ve IV. gruplardaki aktiviteler, kontrol grubu ve V. grubun aktivitelerinden p<0.01
diizeyinde farklidir. V. grubun aktivitesi ile CCl4 grubun aktivitesi arasinda p<0.001
oraninda bir fark bulunmustur (Tablo 4.4, Grafik 4.6).

Gruplara ait GPx aktivite diizeyleri sirasiyla; 7678.65 + 666.2 U/L, 4210.72 + 586.9
U/L , 5509.86 + 483.1 U/L, 5878.50 + 543.5 U/L, 6005.54 + 667.6 U/L olarak
Olciilmiistiir. Kontrol grubunun aktivitesi, II. grubun aktivitesinden istatistiksel olarak
(p<0.001) farkhidir. III. grup ile kontrol grubun aktiviteleri arasinda p<0.01 olarak
bulunan istatistiksel bir fark belirlenmistir. IV. grubun aktivitesi, kontrol grubunun
aktivitesinden p<0.01 ve CCl; grubunun aktivitesinden p<0.05 diizeyinde farklidir.
Son grubun aktivitesi ise kontrol grubunun aktivitesinden p<0.05 ve CClL
grubununaktivitesinden p<0.01 oraninda farklidir (Tablo 4.4, Grafik 4.7).

Kontrol, CCLs, CCly + 50 mg/kg Matricaria chamomilla L. ekstresi, CCly + 100
mg/kg Matricaria chamomilla L. ekstresi, CCl4 + 200 mg/kg Matricaria chamomilla
L. ekstresi gruplarindaki katalaz aktivite diizeyleri sirasiyla; 5898.91 + 450.6 kU/L,
4013.78 + 638.7 kU/L, 4044.92 + 547.7 kU/L, 4676.74 + 507.6 kU/L, 4795.9 +
670.8 kU/L olarak bulunmustur. II ve III. Gruplarin katalaz aktivitesi istatistiksel
olarak kontrol grubunun aktivitesinden p<0.001 oraninda, I'V. ve V. grubun aktivitesi
ise kontrol grubunun aktivitesindne p<0.01 oraninda farkli bulunmustur (Tablo 4.4,

Grafik 4.8).
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Tablo 4.4 Siiperoksit Dismutaz, Glutatyon Peroksidaz, Katalaz Enzim Aktivite Diizeyleri

SOD GPx CAT
Gruplar
(U/ml) (U/L) (kU/L)
Kontrol 226.53+12.6 7678.65 + 666.2 " 5898.91 + 450.6
CCl, 189.09 £ 14.6* 4210.72 +586.9 4013.78 + 638.7 ¢

19424 +15.6*°  5509.86 +483.1°
193.47+133%°  5878.50 +543.5“¢
238.43£18.7° 6005.54 + 667.6 **

CCly + 50 mg/kg Matricaria chamomilla L. ekstresi
CCl, + 100 mg/kg Matricaria chamomilla L. ekstresi

NN 99

CCl, + 200 mg/kg Matricaria chamomilla L. ekstresi

4044.92 +547.7 ¢
4676.74 £ 507.6 *
47959+ 670.8 *

* Kontrol’den farkhdir (p<0.01)
: CCly’den farkhdir (p<0.001)

=2

. CCly + 200 mg/kg Matricaria chamomilla L. ekstresi’den farklidir (p<0.01)

4. Kontrol’den farklidir (p<0.05)
¢: CCly’den farkhdir (p<0.05)

% CCly’den farkhdir (p<0.01)

: Kontrol’den farkhidir (p<0.001)

uq

SOD (U/ml)

300
250+
200
150+
100
501

O 1 T T 1

Kontrol CCl CCl + 50 mg/kg CCly + 100 mg/kg CCly+ 200 mg/kg

Matricaria Matricaria Matricaria
chamomilla L. chamomilla L. chamomilla L.
ekstresi ekstresi ekstresi

Grafik 4.6 SOD Enzim Aktivite Diizeyleri
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S. TARTISMA

Sindirim ve dolasim sistemi arasindaki yerlesimi ve ortaya koydugu Onemli
fonksiyonlar nedeniyle karaciger, pek cok etkenle hasara ugrayabilmektedir. Toksik
maddeler (karbon tetrakloriir, alkol, fosfor, kloroform, manganez, arsenik, komiir
katran1), mikrobiyal etmenler, dolasim sistemi hastaliklar1 ve neoplastik hastaliklar
karacigeri etkilemektedir (1-3).

Karaciger hastaliginin etkeni olan viriislerden Hepatit B, tiim diinyada ciddi bir
saglik sorunu olmakla beraber, karaciger sirozu ve kanserinin Onde gelen
nedenlerinden biridir. Bugiin yasayan insanlar arasinda 2 milyardan fazlast HBV ile
hayatlarinin belirli bir doneminde karsilasmistir. Bu kisilerin yaklasik 350 milyonu
kronik enfeksiyonludur ve hastaligim tasiyicis1 durumundadir. Diinya niifusunun iicte
biri yiiksek enfeksiyon riski olan bolgelerde yasamaktadir. Her yil 4 milyondan fazla
akut klinik HBV vakasiyla karsilagilmaktadir ve tasiyicilarin % 25’1, 1 milyon insan
her yil kronik aktif hepatit, siroz veya primer karaciger kanseri nedeniyle hayatlarini
kaybetmektedir ve en sik 6liim nedenleri icinde 10. siradadir (4, 40, 45, 46).

Giiniimiizde artan alkol tiiketimi de karaciger hastaliklarina neden olmaktadir.
Alkoliin metabolize edildigi yer karacigerdir. Ancak karacigerin birim zamanda
zararsiz hale getirebilecegi alkol miktar1 siirhidir. Karacigerin fazla miktarda alkolii
zararsiz hale getirme islemi sirasinda, diger fonksiyonlar1 da aksar. Karaciger
hiicreleri zarar gorebilir, yapisal degisikliklere ugrayabilir (yaglanma). Bazi
durumlarda karacigerde alkolik hepatit ve/veya siroz geligebilir (45, 46).

Karacigerde c¢esitli nedenlerle dejenerasyon olusurken ayni zamanda
rejenerasyon da olusur. Ancak organa gelen hasar siirekli olur ve tekrarlanirsa hiicre
yenilenmesinden daha fazla oranda bag dokusu artis1 meydana gelir. Hepatik fibroz,
cok sayida hiicresel ve molekiiler siirecin oldugu ilerleyici bir patolojik durumdur.
Viral hepatitler, alkol kullanimi, ilaglar ve metabolik hastaliklar, kronik hasarlar
olusturarak karaciger fibrozisi olusturur. Tahribat rejenerasyon ve onarimla
cevaplanamazsa karacigerin normal yapis1 bozulur. Kollajen ve ekstraseliiler matriks
proteinleri disse araliginda (endotel hiicreleri ile hepatositler arasindaki mesafe)
birikkmeye baslar. Bag dokusundaki bu artis karaciger yapisindaki bozuklukla

sonuglanir ve siroz olarak isimlendirilir (46).
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Deneysel siroz olusumunda c¢ogunlukla CCI; kullanilma sebebi, olusan
karaciger hasarmnin ratlarda ve insanlarda, birbirlerine uygunluk gostermesinden
dolayidir. CCly, akut hasarlar olusturmasi yam sira uzun siireli kullanimi ile kronik
hasarlar olusturarak siroza kadar uzanan sonuglar vermektedir (2-10, 191).

Sunulan ¢alismada karaciger hasar1 olusturulmak iizere bir ksenobiyotik olan
CCl4 kullanilmistir. Karbon tetrakloriir (CCly) deneysel olarak ve mitokondriyal
monooksijenaz (p4502E1) sistemince metabolize edilir. Metabolizma esnasinda
oncelikle stabil olmayan baslangic metaboliti triklorometil (CCls’) serbest radikali
olustuktan sonra lipidler ve proteinler ile kovalent baglar olusturarak hizla
triklormetil peroksite (CzCOQ") veya hidrojen atomlarini kaybetmis olan kloroform
formuna doniisiir. Daha sonra sekonder olarak olusan konjuge dien, lipid
hidroperoksit ve malondialdehit gibi yapilar ile kisa zincirli karbonhidratlar olusur.
Olusan bu serbest radikaller hiicre membranlarindaki fosfolipidlerde bulunan yag
asidlerinin peroksidasyonuna yol acarak hiicre harabiyetine neden olurlar. CCly lipid
peroksidasyonunu artirarak 0Ozellikle endoplazmik retikulum ve mitokondriyi
bozmakta, karacigerde kaspas-3’li aktive ederek apoptosisi artirmaktadir. Nekroz,
CCl4 uygulanmasindan 12 saat sonra yogunluk kazanir. CCly’iin tek enjeksiyonu
uygulama sonrasinda hepositlerde yag dejenerasyonu koagiilasyon nekrozu meydana
getirmesinin yaninda, tekrar eden enjeksiyonlar da siroz meydana getirir (11-14, 79-
84).

Cluet ve arkadaslar1 (192) ratlara deneysel olarak 3 giin siireyle fenobarbiton ve
CCl; verildiginde CCly’tin alken (eten, penten) salgisina yol agtigini, fakat
fenobarbitonun endojen lipid peroksidasyonda etkili olmadigint bulmuslardir.
Fenobarbiton ve CCly’tin birlikte etkisiyle ratlarda, karaciger sirozu ortaya
cikmaktadir. Her iki ksenobiotik, hepatik antioksidan enzim olan katalaz, GSH-Px
enzimlerini ve lipid peroksidasyonunu etkilemektedir.

Grizzi ve arkadaglar1 (193), akut olarak CCl4 uyguladiktan 2 ve 24 saat sonra
yaptiklar1 incelemelerde; 2 saat sonra sentrobiiler zonda hepatosit nekrozu ve
makrofaj ile lenfositten yogun inflamator hiicre infiltrasyonu bulmuslardir.
Sentrobiiler zonda yer alan hepatositlerde hidrofilik dejenerasyon, vakuolizasyon ve

sisme gormiislerdir. Yaglh degisimlerin birka¢c damlacik tarzinda ve degisik
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hacimlerde oldugunu saptanmistir. Ayni1 bulgular 24 saat sonraki incelemelerde de
siddetlenmis olarak goriilmiistiir.

Yang ve arkadaslarinin (194), 2007 yilinda 30 rat iizerinde CCly ile karaciger
hasar1 olusturup piknogenal’in karaciger lizerine koruyucu etkisini arastirmak iizere
yaptiklar1 bir calisma, 1,25 mlL/kg lik tez doz halinde uygulanan CCly’iin
hepatotoksitite gosterdigi ve serum AST, ALT degerlerinin arttigin1 géstermistir.

AST ve ALT, Kkaraciger hasarin1 saptamada rutinde sik kullanilan
belirleyicilerdir. AST karacigerde oldugu kadar kalp, kas, beyin, pankreas, bobrek,
akciger, beyaz kiire ve kirmizi kiirelerde de yogun olarak bulunmaktadir. Buna
karsilik ALT yogun olarak yalnizca karacigerde bulunur. Yaklasik olarak hepatositte
bulunan AST’nin % 80’1 mitokondridedir. Oysa ALT nin predominant formu non
mitokondriyal olanidir. Bu nedenle hafif hepatoselliiler hasarda, hepatosit membrani
hasara ugramis ancak mitokondrial membrani saglam ise sitoplazmik AST ve ALT
seruma salinir. Alkolik olmayan karaciger hastaliklarinda AST ve ALT seviyeleri
saglikli bireylere gore bir¢cok kat artis gosterir. Serum aminotransferazlar1 kronik
hepatitlerde ve akut viral hepatitlerinin hafif vakalarinda ve ilaca bagh hepatitlerde
orta derecede artar. Sirozda, nonalkolik hepatosteatozda, kolestatik karaciger
hastaliklarinda, karaciger yaglanmasinda ve karaciger tiimorlerinde serum
aminotransferazlar1 hafifce artar. Daha ciddi hepatoselliiler hasarlarda mitokondri
membraninda da hasar olur ve mitokondriyal AST salmimu ile sonuglanir (195-197).

Yapilan ¢alismada literatiirle uyumlu olarak CCly uygulanan gruplarda hasar
meydana geldigi goriilmiistiir. Yalmz CCly’tin uygulandigr grupta AST ve ALT
degerlerinde oldukca biiyiik artis meydana gelmis, CCly ile birlikte degisik dozlarda
tedavi uygulanan gruplardaki AST ve ALT degerlerindeki artis daha az olmustur. Bu
gruplardaki degerler kontrol grubundaki degerlere yakindir.

Radyasyon, ila¢ toksikasyonu, kimyasal maddeler veya hastaliklarin olusumu
ile birlikte serbest radikal iiretiminde artis ve buna bagl olarak hiicresel bilesiklerde
cesitli zararh etkiler olusmaktadir. Serbest radikallerin hiicre savunma sistemini
asacak miktarda meydana gelmesi sonucunda, metabolizmada zararli etkileri en
hassas bilesikler olan lipidler iizerinde gosterirler. Membran yapisinda yer alan
doymamuis fosfolipidler ve kolesterol, serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek

lipid peroksidasyonunu olusturur. Hiicresel hasarin 1yi tammmlanmis bir mekanizmasi
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olan lipid peroksidasyonu, doku ve hiicrelerdeki oksidatif stresin gostergesi olarak
kullanilmaktadir. Lipid peroksidasyonu esnasinda meydana gelen aldehitler, serbest
radikallerin ilk olustugu merkezden daha uzaktaki intra ve ekstra hiicresel hedefine
diffiize olabilir. MDA, membran lipidlerindeki doymamis yag asitlerinin
peroksidasyonundan olusan son iiriindiir. MDA, ayn1 zamanda metabolik, genotoksik
ve mutajenik etkilerinin yani sira hiicre cogalmasi iizerindeki inhibitor aktivitesinden
dolay1 hiicresel toksik aldehitlerden biridir (87-90, 94, 95, 128). Tablo 4.3 ve Grafik
4.5’de gorildiigii gibi CCly’iin uygulandigir grupta MDA miktarinda istatistiksel
acidan artig goriilmiistiir. Bu, CCly’iin radikal iiretimini indiiklemesi sonucu lipid
peroksidasyonuna neden oldugu seklinde aciklanabilir. Ayrica hiicresel antioksidan
savunma sistemini olumsuz etkileyerek radikallerin ortadan kaldirilma
mekanizmasin1 sekteye ugratmis ve doymamis yag asitlerine saldirarak lipid
peroksidasyonunu hizlandirmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Katalaz, SOD ve GPx
enzim aktivitelerindeki azalma bunu destekler niteliktedir.

Antioksidan savunma; radikal metabolit {iretiminin Onlenmesi, {retilmis
radikallerin temizlenmesi, olusan hiicre hasarlarinin onarilmasi, sekonder radikal
tireten zincir reaksiyonlarinin durdurulmas: ve endojen antioksidan kapasitenin
arttirilmas:  gibi degisik sekillerde etkiler. Organizma, degisen kosullara karsi
hiicresel homeostazisi korumak durumundadir. Serbest radikaller ve lipid
peroksidasyonuna kars1 bu yolla antioksidan savunma sistemi olusturularak hiicresel
denge korunmaya calisilir (114, 118, 125).

Serbest radikallerin detoksifikasyonunda énemli gorevleri olan glutatyonun asil
kaynag kiikiirt iceren aminoasitler, dzellikle sistein ve metiyonindir. Kandaki diisiik
GSH diizeyinin, yetersiz GSH sentezinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
Glutatyon, serbest radikal artisina ve lipid peroksidasyonuna yol a¢gmasimna bagli
olarak meydana gelen iiriinlerle kolayca reaksiyona girerek metabolizma icin zararli
olan bu iirlinlerin ortamdan uzaklagtirilmasi icin gorev alan giiglii bir antioksidandir.
Oksidatif hasardan kaynaklanan lipid peroksidasyon iiriinleriyle reaksiyona girerek
okside glutatyona doniigiir. Cesitli arastirmalarda serbest radikal hasar1 ve lipid
peroksidasyon {iriinlerinde artis, glutatyon diizeylerinde ise azalmalar tesbit
edilmistir. GSH ve onu metabolize edici antioksidan enzimler, reaktif oksijen

tiirevlerinin yol agtig1 hiicresel hasarlar karsisinda biiyiik savunma saglar (150-152).
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Kurata ve arkadaslar1 (198), bazi memeli tiirlerindeki eritrosit antioksidan
sistemlerini karsilastirdiklar1 caligmada, antioksidan korumadan dolayr GSH’in
bittigini gostermiglerdir. Reaktif oksijen tiirevlerinin etkisi altinda artan oksidatif
stresin degistirilmesi yoniinde kullaniliyor olmasindan dolayr GSH seviyelerinde
azalma oldugu diisiiniilmektedir. GSH’da goriilen bu azalma oksidatif stres riskini
artirmaktadir.

Glutatyon, hiicrelerin serbest radikallerinden olusan hasardan korunmasi yani
sira yabanci toksik maddelerin ortadan kaldirilmasinda da gorev almaktadir. Bununla
birlikte, GSH’un GSSG’a oksidasyonu ve adaptasyon mekanizmasinin
kaybedilmesinden dolay1 gelisen ciddi bir oksidatif stres durumu GSH diizeyini
baskilayabilir. Buna gore uygulanan CCly serbest radikal iiretimini artirmakta ve bu
radikalleri notralize etmek icin ortamdaki GSH’larin kullanildig: diisiiniilmektedir.
Lipid peroksidasyonunun {iiriinii olan MDA artis1 da bu diisiincemizi destekler
niteliktedir.

Antioksidan savunmanin ilk basamag siiperoksitin H,O,’e dismutasyonunu
katalizleyen siiperoksit dismutaz enzimidir. SOD aerobik hiicrelerde oksijen
radikalinin zararma kars: intraselliiler savunmada biiyiik rol oynar. SOD enziminin
canlhilardaki dagilimi katalaz ile birlikte incelenmelidir. Ciinkii SOD ile katalizlenen
tepkime sonunda olusan {iriin, oksijenin toksik tiirlerinden biridir ve katalaz
tarafindan birikimi Onlenmektedir (100, 137). Siiperoksit dismutaz aktivitesindeki
azalma siiperoksit radikalinin birikiminin sonucudur. Siiperoksit radikali katalaz
enzimini de inhibe etmektedir. Katalaz miktarinda meydana gelen azalma Tablo 4.4
ile Grafik 4.8’de gosterilmistir. Reaktif oksijen radikalleri basta yag asitlerinin ve
proteinlerin doymamis baglarma saldirarak inhibe eder ve bunun sonucunda lipid
peroksidasyonu ve protein oksidasyonuna neden olurlar (100). Oksidatif stresin
biiytikliigiine bagh olarak gelisen adaptasyonla birlikte hiicrelerdeki SOD aktivitesi
artmaktadir. Antioksidan savunma enzimlerinden SOD aktivitesinde meydana gelen
bu artis stiperoksit radikalinde goriilen artisin bir gostergesi sayilabilir.

GPx, hidrojen peroksit ve lipid peroksidlerin indirgenmesini katalizlemektedir.
Lipid peroksidasyonuna karsi etkili koruma saglayan enzim olarak kabul edilir.
Hiicresel savunma elemanlarindan glutatyon peroksidaz aktivitesinde, ilk asamada bu

zararh etkileri notralize etmek amaciyla artis gerceklesmistir. Serbest radikal
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olusumunun ve lipid peroksidasyonunun uzun siireli artisina bagli olarak hiicresel
antioksidan savunma sisteminin asilmasi halinde ise antioksidan enzim
aktivitelerinde azalma olacag bildirilmektedir (85, 90). CCl4 uygulanmasindan sonra
artan lipid peroksidasyonuna paralel olarak hiicresel antioksidan savunma
mekanizmalarindan olan glutatyon peroksidaz aktivitesinde artiy olmasi kan
diizeyinde hiicresel antioksidan savunma sisteminin asilamadigini ortaya koymustur
(85, 90).

Katalaz, glutatyon peroksidaz gibi hidrojen peroksidin ortamdan
uzaklastirilmasinda rol oynar. Katalaz, H,0,’in yiiksek konsantrasyonlarda
parcalanmasinda  gorev  alirken,  glutatyon  peroksidaz  H,O,’in  diisiik
konsantrasyonlarda parcalanmasinda gorev alir (100, 142). Buna gore CCly
uygulanan ratlarda eritrosit katalaz enzim aktivitesinin azalmasinin, diisiik H>O»
konsantrasyonundan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. CCls uygulanmas: ratlarin
eritrosit katalaz enzim sentezini inhibe etmis olabilir.

Yang ve arkadaslarmin (194), 2007 yilinda 30 rat iizerinde CCly ile karaciger
hasar1 olusturup piknogenal’in karaciger lizerine koruyucu etkisini arastirmak tizere
yaptiklar1 bir ¢caligmada yalniz CCl; uygulanan gruptaki MDA seviyelerinde artis;
SOD, katalaz ve GSH seviyelerinde ise anlamli diizeyde (p<0.01) azalma
gorilmiistiir.

Wang ve arkadaslart (199) 50 rat ilizerinde 5 mmol/kg i.p. olarak uygulanan
CCly’lin karacigerde olusturdugu akut toksikasyon iizerinde salvianik asitin karaciger
tizerine koruyucu etkisini arastirmak iizere yaptiklar1 calisma sonucunda CCly
grubundaki MDA seviyelerinde artma ve SOD, katalaz, GSH seviyelerinde anlaml1
diizeyde diisme tespit etmislerdir.

Cabre ve arkadaslar1 (200) yaptiklar1 ¢alismada CCly ile siganlarda olusturulan
karaciger fibrozu modelinde lipid peroksidasyonunun arttigin1 ve karaciger GPx ve
GSH diizeylerinin azaldigini gostermisler ve lipid peroksidasyonu ile GPx arasinda
negatif bir korelasyon oldugunu saptamislardir (r= -0,47; p<0,001). GSH seviyeleri
erken donemde % 49 azalmis fakat ge¢ donemde kontrol grubundan farklilik
gostermemistir.

Sunulan caligmada literatiirle uyumlu olarak CCly uyguladigimiz grupta Tablo
4.3’de gosterildigi gibi MDA degerlerinde anlamli bir artis (p<0.001) ve GSH
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degerlerinde istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) diizeyde azalma s6z konusudur.
SOD degerleri (p<0.01), GPx ve katalaz  degerlerinde (p<0.001) azalma
goriilmektedir (Tablo 4.4).

Bitkiler yiiksek oranda icerdikleri ¢esitli kimyasallar nedeniyle ilag, kozmetik
ve gida endiistrileri icin primer kaynaktir. Antioksidan aktivite, bitkiler acisindan bu
tic endiistri kolunun merkezi durumundadir. Canli organizmada cesitli oksidatif
stresin kanser, diyabet, karaciger hastaliklari, hematolojik bozukluklar gibi bircok
hastalikta rol almasi, antioksidan bilesiklere ve ©zellikle de dogal antioksidanlara
ilgiyi artirmistir. Antioksidan ve antiradikal etkilerinden dolay1 bu etkileri gosteren
bitkiler son yillarda yogun bicimde ¢alisilmaktadir (15, 175).

Salvia Miltiorrhiza bitkisinden ekstrakte edilen Savianik Asitin etkisinin
arastirildigl calismada Wang ve arkadaslar1 (199), 5 mmol/kg i1.p. olarak uygulanan
CCly karacigerde olusturdugu toksikasyonun iizerine Savianik Asitin antioksidatif
mekanizma ile koruyucu etki gosterdigini belirtmislerdir.

Jordao ve ark. (201), serbest radikallerin karaciger hasarinin patogenezinde yer
aldigmi ve bunu reaktif oksijen tiirlerini artirarak ve antioksidanlari azaltarak
gerceklestirdigini ifade etmis, E vitamininin de bu etkilerden karacigeri korudugunu
ve antioksidan Ozellikteki bu vitaminin uygulanmasmin oksidasyonu azalttigini
belirtmistir.

Xu ve arkadaglar1 (202) karacigerde CCly ile toksikasyon olusturduklar: grupta
AST, ALT, MDA, GSH, CAT, SOD degerlerini 6l¢gmiisler, AST, ALT, MDA
degerlerinde artig; GSH, SOD ve katalaz degerlerinde ise azalma meydana geldigini
belirtmigler ve hepatoksititeye karsi 5-4-Dihidroksi-3', 5'-dimetoksi 7-0-B-D
glukopiranoksi flavon kullanmis ve bu maddenin koruyucu olarak kullanilabilecegini
aciklamiglardir.

Yaping ve arkadaslar1 (203) 2002 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada, insan ve
hayvanlarda hepatotoksisite olusturan bir ksenobiyotik olan CCl; metabolizmasinda
oksijen varliginda olusan triklorometil peroksil radikaline (CClz0;") kars1 likopenin
antioksidan aktivitesini arastirmiglardir. Calismada, likopenin absorbe edildigi yerde
renginin agildig1r goriilmiistir. Bu da likopenin CCL0;" ile kolayca reaksiyona

girdigini gostermektedir. Calismanin sonucunda CCly ile hasar verilmis sicanlarda
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hayatta kalma siiresinin artmasi iizerine, likopenin faydali etkisi oldugu seklinde
yorumlanmistir.

Ulkemizin ¢ok genis bir bitkisel florasi vardir. Dolayisiyla bitkilerin tipta
tedavi amaglh kullanimi i¢in ¢cok uygun bir ekosistem bulunmaktadir. Halk arasinda
tedavi maksatl kullanmilan bitkilerden biri olan Matricaria chamomilla L., idrar
cogaltic, istah acici, yatistirici, gaz ve safra soktiiriicli 6zellikleriyle bilinir (16).

Yilmaz tarafindan yapilan tez ¢calismasinda (204) Matricaria chamomilla L.’nin
etil alkol ile olusturulan akut mide hasari iizerine etkisi incelenmis ve bitkinin gastrik
mukozal hasar1 6nlemede etkili oldugu sonucuna varilmistir. Matricaria chamomilla
L.’nin doza bagl sekilde antiiilserojen oldugu goriilmiistiir.

Cemek ve arkadaslar1 (205) tarafindan yapilan caliymada streptozotozin ile
ratlarda diyabet olusturulmus ve Matricaria chamomilla L.’nin antidiyabetik etkisi
arastirilmistir. Artan Matricaria chamomilla L. ekstre dozlariin antidiyabetik etki
gosterdigi sonucuna varilmistir.

Sunulan bu c¢alismada, ratlara CCly4 uygulayarak karacigerde toksikasyon ve
bunun sonucunda oksidatif stres olusturulmaya calisilmistir. Matricaria chamomilla
L. ekstresi 50 mg/kg, 100 mg/kg ve 200 mg/kg ‘lik dozlar halinde tedavi edici olarak
ratlara gavajla verilmistir. Uygulanan farkl dozlardaki ekstrenin etkilerinin de farkli
oldugu goriilmiistiir. Bu ii¢ tedavi grubundaki AST ve ALT degerlerinde onemli
oranda azalma goriilmiistir. MDA degerleri azalirken GSH degerlerinde artma
goriilmektedir. 200 mg/kg ekstrenin uygulandigi gruptaki SOD degerlerinde
istatistiksel Onemde artis goriilmiistiir. 100 ve 200 mg/kg ekstrenin uygulandig:
gruplardaki katalaz aktivitesi artmistir. Bu ii¢ gruptaki GPx degerlerinde ise

istatistiksel onemde artis s6z konusudur.
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6. SONUC

CCly ile karacigerde olusturulan oksidatif hasar tizerine Matricaria chamomilla L.
ekstresinin 50, 100 ve 200 mg/kg canli agirhik miktarlarinin 14 giin boyunca
uygulanmas1 sonucunda antioksidatif etkisinin arastirilmasi amaciyla yapilan bu

doktora tez calismasinda;

® Deneysel calismalarda pek ¢ok etkenle karaciger hasari olusturulabilmesine
ragmen, insandaki siroz gelisim siirecine benzerlik gosterdigi i¢in bu
calismada CCls tercih edildi. Kontrol grubu disindaki ratlarda CCly ile
karaciger toksikasyonu olusturuldu. Artan AST ve ALT serum degerleri

karaciger hasarmin bir gostergesi olarak degerlendirildi.

e (Calismamizda CCly + ekstre grublarinda serum AST, ALT degerleri CCl4
grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundu ve sonuglar kontrol grubuyla
yakimlik gosterdi. Bu gruplardaki karaciger hasarinin CCly grubuna gore daha

az oldugu goriildii.

e Oksidatif stresin indikatorii olan MDA degerlerinin ¢ok yiiksek oldugu CCly
grubunda serbest radikal iiretiminin artti§i, CCL; + ekstre gruplarinda ise
kontrol grubuna yakin olan MDA degerlerinin Matricaria chamomilla L.’nin

oksidatif stresi azalttig1 diisiiniilmektedir.

e Reaktif oksijen tiirlerinin etkisiyle artan oksidatif stresin azalmasi icin
kullaniliyor olmasmmdan dolay1 GSH seviyesinde azalma oldugu
diisiiniilmektedir. 200 mg/kg ekstrenin uygulandig1 5. gruptaki yiiksek GSH

degeri ekstrenin antioksidan sistemi destekledigini gostermektedir.

e 50 mg/kg ve 100 mg/kg ekstrenin uygulandigi gruplardaki SOD degerlerinin,
kontrol grubuna gore diisiik ve CCl4 grubu degerlerine yakin bulunmus ve bu
grublarda uygulanan MCE miktarlarin SOD miktar1 yeterince artirmadigi
gorilmiistiir. 200 mg/kg ekstrenin uygulandigi gruptaki yiiksek SOD
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degerinin kontrol grubundan yiiksek olmasi bu dozun antioksidan sistemi

giiclendirdiginin gostergesi olarak goriilmektedir.

e Uc farkli dozda ekstrenin uygulandigi gruplardaki GPx degerlerinin, CCl,
grubu degerlerine gore arttig1 fakat kontrol grubu degerlerinden diisiik oldugu
bulunmugstur. Bu sonu¢ farkli dozlarda uygulanan ekstrenin, oksidatif stresi

azaltma miktarlarin1 gdstermektedir.

e 100 mg/kg ve 200 mg/kg ekstrenin uygulandigi gruplardaki katalaz
degerlerinin, CCIy ve 50 mg/kg gruplarinin degerlerinden fazla, kontrol
grubundan diisiik oldugu goriilmiistiir. Yiiksek dozlarda uygulanan ekstrenin

hiicresel antioksidan savunmaya katkis1 oldugu diisiiniilmektedir.

Sonug olarak; Matricaria chamomilla L. ekstresinin CCly ile karacigerde olusturulan
oksidatif hasar iizerine etkisinin arastirildigi bu ¢calismada; Matricaria chamomilla L.
ekstresinin oksidatif stresi baskilayip antioksidan sistemi gii¢lendirdigi, 6zellikle
artan dozlarda elde edilen sonuclarin daha etkili oldugu goriilmiistiir. Matricaria
chamomilla L. ekstresinin karaciger harabiyetini tedavi etmek veya hasara karsi
korumak amaciyla insanlar ilizerinde faydali olabilecegi, karaciger hastaliklarinin
klinik tedavisinde destekleyici olarak degerlendirilebilecegi ve yardimer tedaviler

arasina girebilecegi diisiiniilmektedir.
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