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1. GIRIS

Akut hepatit viruslar, toksik ajanlar, ilaglar, alkol, gesitli metabolik ve
otoimmiin hastaliklar gibi degisik nedenlere baglh olarak meydana gelebilir ve bazen
fulminan gidis gostererek Oliimlere neden olabilir. Hepatit B (HBV) ve C (HCV)
viruslart en Onemli viral hepatit etkenleri olup tiim diinyada yaygin bir saglik
sorunudur.

Selektif bir hepatotoksin olan D-Galaktozamin (GAL) karacigerde galaktoz
yolunda metabolize olan bir amino sekerdir. Hiicre iginde GAL, {iridin tiiketimine
yol agarak hepatositlerin Riboniikleik Asit (RNA) metabolizmasini bozar ve sonugta
hepatosit nekrozuna yol acar (1, 2). D-Galaktozamin’in sitototoksik etkisinde,
endojen lipidlerin peroksidasyonunun major faktor oldugu gosterilmistir (3). D-
Galaktozamin ile yapilan deneysel hepatit, morfolojik ve fonksiyonel olarak
insanlarda goriilen viral hepatitlere ¢ok benzerdir (1).

Trimetazidin (TMZ) o0zellikle koroner arter hastaliklarinin tedavisinde
kullanilan bir ilagtir. 1970 yilindan beri tizerinde ¢esitli calismalar yapilan bu ilacin,
koroner kan akimi ve sistemik hemodinamiyi etkilemeksizin sitoprotektif etki
gosteren antiiskemik bir madde oldugu dikkati c¢ekmistir. Antianjinal etkileri
nedeniyle TMZ ile ilgili deneysel calismalar biiyilk 6lgiide miyokard hiicresi
iizerinde yogunlagsmig, daha sonraki donemlerde otolaringoloji alaninda iskemik
menseili  hastaliklarin  tedavisinde de kullanilmaya baslanmistir. Normoksi
durumunda belirgin bir etkisi goriilmemistir (4, 5). Hasar sonucunda ortaya ¢ikan
serbest oksijen radikallerinin olusumuna engel olur. Bdylece serbest oksijen
radikallerinin hiicre membranina zarar vermesi engellenmis olur (5). Yapilan
calismalarda TMZ’ nin yag asitlerinin oksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan ve pek cok
istenmeyen etkileri bulunan nonlipidik maddelerin yikimina yardimci oldugu
gosterilmistir (6-8).

Akut hepatitin sorunsuz olarak atlatilabilmesi i¢in arayislar siirmektedir. Bu
calismada, TMZ’in antioksidan 6zellikleri, antiiskemik 6zelligi ve apoptozu modiile
etmesi nedeniyle basarili olabilecegini diisiinerek GAL ile olusturulan deneysel

hepatit modelinde TMZ’nin koruyucu etkinligini arastirdik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Akut Karaciger YetmezIligi

Akut karaciger yetmezligi (AKY) daha dnce belirgin bir karaciger hastaligi
olmayanlarda ortaya c¢ikan bir klinik sendromdur. Akut karaciger yetmezligi
semptomlar ortaya g¢iktiktan sonra 4 hafta icerisinde gelisen hepatik ensefalopati
(HE) ve hepatik sentez fonksiyonunda azalma ile karakterizedir (9). Akut karaciger
yetmezliginin tipik laboratuar bulgular1 arasinda bilirubin yiiksekligi, uzamis
protrombin zamani (koagiilopati), hipoglisemi ve bazen bobrek yetmezligi yer alir.
Amerika Birlesik Devletleri'nde AKY’nin en sik nedenleri toksisite (%39),
idiyosenkratik ilag reaksiyonlar1 (%13), hepatit A ve hepatit B enfeksiyonlar1 (%12)
olarak tespit edilmistir. Olgularin %17’sinde etyoloji tespit edilememistir (10). Akut
karaciger yetmezliginin mortalitesi ¢ok yiliksektir, 0Ozellikle organ nakli
yapilmayanlarda degisik kaynaklara gore %80-97 arasinda degismektedir (11, 12).

Akut karaciger yetmezliginin siniflamasinda birka¢ degisik model
kullanilmaktadir. O’Grady’nin yaptig1 siniflamaya gore ilk 7 giin i¢inde, 828 giinler
arasinda ve 28. giinden sonra ensefalopatinin ortaya ¢ikis zamanma gore sirasiyla

hiperakut, akut ve subakut karaciger yetmezligi seklinde tanimlanir (9).

2.1.1. Akut Karaciger Yetmezligi Nedenleri

Akut karaciger yetmezligi nedenleri yasanan cografyaya gére 6nemli oranda
degiskenlik gosterir. Akut karaciger yetmezliginin pek ¢cogundan viriisler ve ilaglar
sorumludur. Bununla birlikte anlamli sayida hastada ise etyolojik bir neden
bulunamaz. Amerika ve Ingiltere’de en sik AKY nedeni parasetamol toksisitesidir
(13).

Akut karaciger yetmezligi viral hepatitlerin stk olmayan bir
komplikasyonudur, etyolojiye bagl olarak %0,2-4 oraninda goriiliir (14). Diger
virlislere gore hepatit A’da AKY riski en azdiwr, ancak hepatit A enfeksiyonunun
ortaya ¢ikis yasi arttikca risk artmaktadir. Akut hepatit B enfeksiyonunda ve kronik

HBV enfeksiyonunun alevlenme durumlarinda AKY agisindan risk en fazladir. Delta



virlistine baglh AKY insidansi hizla azalmaktadir. Akut karaciger yetmezliginin
nedeni olarak hepatit C enfeksiyonu nadiren saptanir. Hepatit E Asya ve Afrika’da
daha sik goriilir ve gebelikte Ozellikle 3. trimestirde %20’ye ulasan oranlarda
AKY’ne neden olur. Nadir AKY nedenleri arasinda herpes simpleks 1 ve 2, herpes
virlis—6, varisella zoster, Epstein Barr viriis ve sitomegaloviriis yer alir.

Her ne kadar ¢ok az kanit olsa da viral nedenli oldugu diisliniilen seronegatif
hepatit (sebebi bilinemeyen AKY) bazi bat1 toplumlarindan bildirilmistir. Siklikla
orta yaslt kadinlarda goriliir ve sporadiktir. Tan1 diger sebeplerin ekarte edilmesi ile
konur (14).

Asir1 doz parasetamol kullamimi Ingiltere’de goriilen AKY’lerin yaklasik
%40’1indan sorumludur. Bu vakalarin ¢ogunda suisidal amagh parasetamol kullanimi1
vardir; %8-30’u tedavi amaci ile (nonsuisidal) parasetamol kullanmislardir. Diizenli
alkol kullanimi, antiepileptik tedavi (enzim indiiksiyonu yolu ile) ve malniitrisyon
parasetamol toksisitesine duyarliligi artiran faktorlerdir. Asir1 doz (>150 mg/kg)
parasetamol kullanan hastalarm sadece %2-5’inde AKY gelisir. Mortalite, kullanilan
parasetamol dozu ile iligkilidir. En yiiksek mortalite suisid amaci ile kullanilan 48
gramin tizerindeki parasetamol dozlarinda ortaya ¢ikar (14).

Idiosenkratik ila¢ reaksiyonu genellikle ilacin ilk defa kullanimi sirasinda
ortaya ¢ikar. Tan1 genellikle ilag maruziyeti ile karaciger hasar1 arasindaki iligkiye
dayanarak konulur. idiosenkratik reaksiyon sonrast AKY gelisme riski nonsteroidal
ilaglarla %0,001 iken izoniazid/rifampisin kombinasyonu ile %1 civarindadir (14).

Wilson hastaligi AKY ile prezente olabilir. Genellikle hayatin 2. dekadinda
ortaya ¢ikar ve klinik olarak Coomb’s negatif hemolitik anemi ve pek ¢ok vakada
Kayser-Fleischer halkasmin varligi ile karakterizedir. Amanita phalloides (mantar)
zehirlenmesi en sik orta Avrupa, gliney Afrika ve Amerika’nin bati sahillerinde
goriiliir. Mantarin yenmesinden yaklasik 5 saat sonra kusma ile birlikte ciddi diare
baglar. Yaklasik 4-5 giin sonra da karaciger yetmezligi ortaya ¢ikar. Otoimmiin
kronik hepatit AKY ile ortaya ¢ikabilir (14).

Budd-Chiari sendromu AKY ile ortaya ¢ikabilir. Hepatomegalinin varlhig ile
tanidan siiphelenilir ve hepatik ven trombozunun gosterilmesi ile tan1 dogrulanir.

Ozellikle lenfoma olmak iizere malign infiltrasyonlar da tipik olarak hepatomegali ile



birliktedir. Ozellikle yash hastalarda iskemik hepatit, AKY nin giderek artan bir
nedenidir (14).

2.1.2 Akut Karaciger Yetmezliginin Patogenezi

Viral hepatitlerin neden oldugu karaciger hasariin patogenezi net olarak
anlagilamamistir. Akut ve kronik viral hepatit siiresince en azindan replikasyonunun
oldugu donemlerde viral hepatit etkenleri direk sitopatik etkili degildirler. Viral
hepatitlerdeki karaciger hasarmin ortaya ¢ikis zamani ve histolojik goriiniimiine gore
karaciger hasarinin major nedeni karaciger hiicre membranindan salinan viral
antijenlere kars1 etki gosteren, ozellikle sitotoksik T-hiicreleri olmak iizere immiin
cevaptir. Dogal 6ldiiriicii hiicre aktivitesi ve antikor bagimli hiicresel sitotoksisite ve
proinflamatuar sitokinler, akut viral hepatitlerde hiicre hasar1 ve inflamasyon
olusmasina katkida bulunurlar (15).

Pek ¢ok ilag lipofilik olduklarindan bagirsak firgamsi kenarlarindan emilirler.
Biyotransformasyon islemi, lipofilik terapotik ajanlarin karaciger tarafindan daha
hidrofilik hale getirilmesidir. Boylece bu {iriinler idrara ve safraya atilabilir hale
gelirler. Pek ¢ok 6rnekte biyotransformasyon, nonpolar bilesikleri degisik asamalarla
polar bilesikler haline getirir. Bu islemlerin baslangicinda sitokrom P—450
(CYPs)’nin aracilik ettigi oksidatif yollar yer alir (6r: hidroksilasyon). Bir sonraki
asama hidroksil gruplarma yiiksek derecede polar gruplarin eklenmesi ile sonuglanan
stilfatlar1 ve glukronidleri olusturmak {tizere tipik esterlestirme islemidir. Bu iki
enzimatik asama faz 1 (CYP oksidasyonu) ve faz 2 (esterlestirme) olarak bilinir.
Glutatyon-S-transferaz, asetilleyici enzimler ve alkol dehidrogenaz diger 6nemli
metabolik yollardir. Ancak pek c¢ok farmakolojik ajan icin primer metabolik yol
CYPs ve takiben esterlestirmedir (15). Genel olarak biyotransformasyon ile
detoksifikasyon arasindaki denge bozuldugu zaman, biriken toksik metabolitler
immiinolojik ve/veya non-immiinolojik mekanizmalarla hepatobiliyer patolojilere

neden olurlar (16).



2.2. D-Galaktozamin Hepatiti

Kimyasal ajanlar ile olusturulan karaciger hiicre hasari, hiicrelerde Sliimle
sonuglanabilecek ardigik kompleks olaylarin meydana gelmesine yol agabilir (17,
18). Karaciger hasar1t GAL (19), tiyoasetamid (20), ksantin ve ksantinoksidaz (21),
aktinomisin-D ve 1-B-D-arabinofuranosilsitozin (22), Fas ligand (23), tiimor nekroz
faktor (TNF) (24, 25), siklohekzimid (26, 27), lipopolisakkarid (LPS) (28) gibi
Kimyasal ajanlar kullanilarak olusturulabilir. Cesitli karaciger hastaliklarinin
patogenezini taklit edebilen bu tiir kimyasal ajanlar kullanilarak, hastaliklarla ilgili
mekanizmalara 151k tutulmaya calisilmaktadir. D-Galaktozamin ile olusan hasarin,
cesitli karaciger hastaliklarmin patogenezinde ortaya ¢ikan bircok 6zelligi taklit ettigi
bildirilmistir (29).

D-Galaktozamin, karaciger hasar1 i¢in uygun deneysel bir modeldir (29, 30)
ve tek basmna uygulandiginda hasar olusturulabildigi gibi, hepatik hasari
siddetlendirici LPS (28, 31), endotoksin (32) veya TNF-a (33) gibi kimyasallarla
beraber de kullanilabilir. D-Galaktozamin hepatositlerde protein sentezini azaltan,
RNA sentezinde inhibisyona (34) neden olan bir hepatotoksik ajandir ve hem in vivo
(29, 30, 32, 35) hem de in vitro (34, 36, 37) hepatosit olimiinii tesvik eder. D-
Galaktozamin’in  karacigerde histopatolojik  degisikliklere neden oldugu
belirtilmektedir (34, 36). Yiiksek dozlarda ve uzun siire GAL uygulanmasi histolojik
olarak tanimlanabilen karaciger hasarini siddetlendirebilir ve transaminazlar gibi
hiicre i¢i maddelerin serbest kalmasini ve kan dolasimina ge¢gmelerini tesvik edebilir.

D-Galaktozamin ile olusturulan hiicresel 6liime yol agan baslica etken sadece
karacigerde protein tiikketimi degil, ayni zamanda hiicresel enerji yiikiindeki

tiketimdir (19). Hiicre Oliimiiniin temel mekanizmasinda esas olarak kalsiyum
(Ca+2) ve adenozin trifosfat (ATP) seviyeleri rol almaktadir. Gegirgenlikteki

degisime bagli olarak hiicre i¢i Ca 2 diizeyindeki artig endoniikleaz aktivasyonuna

yol acar ve bu durumun sonucu olarak, DNA’da kiriklar meydana gelir. Kalsiyum

artist ATP tiiketiminin ve Ca 2 pompasindaki yetersizligin bir sonucudur. Hiicresel
ATP miktar1 hasarin siddetini ve nekroz veya apoptoz gibi hasarin tipini belirler (38).
Genel olarak nekroz, membran segiciliginde ve iyon pompa aktivitesinde azalma gibi

Ozelliklerle tanmimlanmaktadir. Plazma membranindaki hasara ilaveten, nekroz
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durumunda mitokondri ve diger organel membranlarinda da hasar olusmaktadir.

Membranlardaki bozulma ayni zamanda sitozolde Ca " artis1 ile aktive edilen
endojen fosfolipazlarin aktivasyonu ile de ilgilidir (19). D-Galaktozamin’in in vivo
ve in vitro’da karacigerin parankimal hiicrelerinde onkotik nekrozu tesvik ettigi
bilinmektedir (30). Ancak son arastirmalar GAL’in hepatositlerde apoptoza da neden
oldugunu gostermektedir (36). D-Galaktozamin hepatositlerde uridin-5-difosfat
(UDP)-heksozaminlere ve UDP-N-asetilheksozaminlere metabolize edilir. Bu
durumda, parankimal hiicrelerde uridin trifosfat (UTP) tiikketimi meydana gelir ve bu
tiiketim protein sentezinde ve transkripsiyonda gegici bir engellemeye neden olur
(30, 32, 34). Sonugta, D-Galaktozamin’in 6nemli membran proteinlerinin sentezini
Onlemesinin de, karacigerde parankimal hiicre onkozunun bir nedeni oldugu
diistiniilmektedir.

D-Galaktozamin panlobiiler fokal hepatositonekroza, polimorfniikleer
hiicrelerin infiltrasyonuna ve ilaca bagli hepatitte oldugu gibi makrofajlarin
artmasma yol acar (1, 39). Son yillarda GAL’in hangi mekanizma ile karaciger
hasarma neden oldugu arastirma konusudur. Ik yapilan biyokimyasal calismalar
GAL’in hepatositlerde tiridin havuzunu azaltarak bunun sonucunda mRNA’y1 ve
protein sentezini inhibe etmek suretiyle karaciger hasarina neden oldugunu
gostermistir (40-42).

Timor nekroz faktor a iiretiminin pek ¢ok modelde hepatositlerde apoptozu
uyardi@1 gosterilmistir (43, 44). Sicanlarda GAL toksisitesi ile ilgili bir diger nokta
da, GAL’in dogrudan mast hiicrelerini aktive etmesidir. Aktive olan mast hiicreleri
histamin salgilar ve sonugta bagwrsak gecirgenliginde artisa neden olur (45).
Bagirsaktan salinan bakteriyel iirlinler Kuppfer hiicrelerini aktive eder ve neticede
TNF-a gibi sitokinler salinir (30). D-Galaktozamin hepatositlerde mMRNA ve protein
sentezini, bu hiicrelerin TNF-a aracili olaylara hassasiyetini artirarak inhibe eder ve
ayrica hiicre 6liimiine yol agan sinyal yollarin1 da aktive eder. Hiicreler ilk olarak
apoptoz yolu ile 6lmeye baslar. Bu olay1 takiben inflamatuvar hiicreler karaciger
parankima dokusuna girer ve daha sonra nekrotik alanlar gelisir (46).

D-Galaktozamin notrofillerin karacigere toplanmasina neden olur. Bu durum
GAL etkisi ile salinmigs olan TNF-a ile olmaktadir (30). Timo6r nekroz faktor o

baglica makrofajlar, monositler ve karacigerdeki Kuppfer hiicreleri tarafindan
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iretilen bir proinflamatuvar sitokindir. Timor nekroz faktér o bolgesel olarak
parakrin tarzda veya hormonlarin tarzinda uzak mesafelerde de etkili olabilir. Timor
nekroz faktér o’nin hiicre biiylimesinin diizenlenmesi ve arasidonik asit
sekresyonunun uyarilmasi gibi pek c¢ok gesitli biyolojik etkileri vardir (47). Timor
nekroz faktor a’nin hepatik ekspresyonu bir¢ok akut ve kronik karaciger hastaliginda
olabildigi gibi, GAL (30), karbontetrakloriir (48) veya etanol gibi hepatotoksik
ajanlara maruz kalmayi takiben de olabilir. Ayrica TNF-o’nin intraperitoneal
injeksiyonunun farelerde apoptozu tesvik ettigi dogrulanmistir. Timor nekroz faktor
a’nin O2-+, H202 ve diger toksik metabolitleri liretmek i¢in ndtrofilleri uyardigi
bilinmektedir (49, 50).

Onceki c¢alismalarda GAL verilen farelere az miktarda endotoksin
verilmesinin apoptoza ve nekroza yol agtig1 gosterilmistir. Ayrica bu etkiler TNF-a
antiserumu ile bloke edilmistir (51). Ek olarak GAL, aktinomisin D veya amanitin ile
RNA ve protein sentezinin inhibe edilmesinin hepatositleri in vivo ve in vitro olarak
TNF-o’nin toksik etkilerine karsi duyarlilastirdigi gosterilmistir (52). Buna gore
Kupffer hiicreleri GAL hepatotoksisitesine katkida bulundugu ve aktive Kupffer
hiicreleri TNF-a’nin karacigerdeki major kaynagi oldugu i¢in (53), TNF-a’nin
sicanlardaki GAL hepatotoksisitesinde rolii oldugu diistiniilmektedir. Stachlewitz ve
ark. yaptiklar1 ¢alismada sicanlarda TNF-a antiserumu ile GAL hepatotoksisitesini
azaltarak bu fikri dogrulamislardir (46). Ek olarak GAL’in sitototoksik etkisinde,
endojen lipidlerin peroksidasyonunun major faktor oldugu gosterilmistir (40).

D-Galaktozamin’in toksik ajan olarak kullanildig1 ve gerek karaciger gerekse
diger dokularla yapilmis olan ¢alismalarda, apoptoz ve antioksidan etki mekanizmasi
ile ilgili ¢aligmalarin sinirl oldugu ve bu calismalarda antioksidan verilmeksizin
sadece mevcut antioksidan diizeylerinin Ol¢lilmiis oldugu tespit edilmistir. Bu
calismada, sicanlarda deneysel olarak GAL ile olusturulan akut karaciger hasari
iizerine antioksidan ve antiiskemik uygulamasmin hiicre ve doku diizeyindeki
etkileri, histolojik ve biyokimyasal parametrelerle incelenmistir.

Sonug olarak GAL ile yapilan deneysel hepatitin, morfolojik ve fonksiyonel

olarak insanda goriilen viral hepatitlere benzerligi dile getirilmistir (39).



2.3. Serbest Radikaller

Atomun yapisini olusturan elektronlar; orbita adi verilen yoriingede ciftler
halinde bulunurlar. Az sayida molekiilde ise elektronlar ¢iftler halinde olmayip tek
olarak bulunurlar. Eksik elektronlu bu molekiiller karsilagtiklar1 herhangi bir molekiil
ile asir1 sekilde reaksiyona girmeye egilimli olup diger molekiillerle elektron
aligverisinde bulunurlar. Iste diger molekiillerle kolayca elektron aligverisi yaparak
onlarin yapisim1 bozan bu molekiillere radikal, serbest radikal veya oksidan
molekiiller denilir. Tek olan bu elektron yapilar1 genellikle iist kisma yazilan bir
nokta (O") veya ¢izgi (O ) ile gosterilir (54, 55).

Biyolojik sistemlerde en dnemli serbest radikaller oksijenden olusanlardir.
Molekiiler oksijenin (0O2), iki tane eslenmemis elektronu bulundugundan dolay1
kendisi ayni zamanda bir radikaldir. Oksijenin bu 06zelligi onun diger serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girmesini saglar. Serbest radikal olmayan maddelerle
daha yavag reaksiyona girer. Organizmada oksijenin kismi rediiksiyonuyla, ¢ok
sayida ve yiiksek derecede reaktif iirtinler (ROS) olusur. Oksijen, hiicre i¢inde cesitli
reaksiyonlardan sonra en son H20’ya indirgenir (Cizelge 2.3.1.) (54, 56, 57).

Tablo 1. Reaktif oksijen iirtinleri (57)

Radikaller Radilal Olmavyanlar

Hidroksil (HO™) Hidrojen peroksit (H20a)
Alkoksil (RO Singlet oksijen (t0y)
Peroksil (BOO7 Ozon {03)
Siiperoksit (027 Hipoldorid asit {HOCT)
Nitrik oksit (N0 Lipid ndroperoksit (LOOH)
Arot dioksit (N0 Perolsimitnt {ONOO7

2.3.1. Siiperoksit Radikali (O2.-)

Stiperoksit radikali; tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak
indirgenmesi sonucu meydana gelir (54, 58, 59).
02 +e--> 02.-



Stiperoksit, serbest radikal olmakla beraber kendisi ¢ok zararli degildir. Asil

onemi H202 kaynagi ve gegis metal iyonlarmin indirgeyicisi olmasidir (60).

2.3.2. Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit, O2’nin enzimatik olarak iki elektron almasi ya da O2’lerin
enzimatik/nonenzimatik dismutasyon tepkimeleri sonucu olusur (54, 61).

202.- + 2H+ > H20 + 02

Yapisinda paylagilmamis elektron icermediginden radikal 6zelligi tasimaz,

reaktif bir tiir degildir (54).

2.3.3. Hidroksil Radikali

Hidroksil radikali (OH-) hemen biitiin biyomolekiillerle reaksiyona girebilen
serbest radikaller icinde en kuvvetli oksidan olan radikaldir. Suyun iyonize
radyasyona maruz kalmasi ile olusur (54, 61, 62).

H20 - H. + OH.

Hidroksi radikalleri, fenton reaksiyonu ile H202’nin Fe+2 ve diger gegis
elementleri varliginda (Cu, Mn, Zn, Cr, Co, Ni, Mo) indirgenmesiyle, H202’nin O2-.
radikali ile reaksiyona girmesiyle de (Haber-Weis reaksiyonu) olusmaktadir. Haber-
Weis reaksiyonu katalizor varliginda ya da katalizorsiiz gergeklesebilir. Katalizorsiiz
reaksiyon oldukga yavas ilerlemektedir (62-64).

02.- + Fe+3 > 02 + Fe+2

Fe+2 + H202 - Fe+3 + OH. + OH- (Fenton reaksiyonu)

H202 + 02.- > OH. + 02- + OH- (Haber-Weis reaksiyonu)

2.3.4. Singlet Oksijen

Singlet oksijen (102), ortaklanmamis elektronu olmadigr icin radikal
olmayan reaktif oksijen molekiiliidiir. Doymus yag asitleri ile dogrudan tepkimeye
girerek peroksi radikalini (ROO-) meydana getirir ve lipid peroksidasyonu (LPO)’nu
baglatabilir (62).



2.3.5. Organizmada Serbest Radikal Reaksiyonlarim1 Artiran Faktorler

Serbest radikal artiric1 faktorler eksojen ve endojen olmak iizere iki grupta
toplanabilir (65). Bunlar asagidaki sekildeki gibi siralanabilir;

Eksojen faktorler

Diyetsel faktorler: Doymamis yag asitlerince beslenme, alkol, fazla kalorili
beslenme (obezite), hayvansal proteinlerden zengin beslenme, az sebze ve meyve
yenmesi, yiyeceklerin uygun olmayan ortam ve kosullarda hazirlanmas1

Cevresel faktorler: Sigara dumani, hava kirliligi, radyasyon

[laglar: Kemoterapotik ilaglar (adriamisin), glutatyon tiiketen ilaglar

Endojen faktorler

Yogun egzersiz, sedanter yasam

Stres

Doku hasar1 ve kronik hastaliklar

Diyetsel antioksidan alimini etkileyen kosullar (malabsorbsiyon, kolestaz)

olarak belirlenebilir.

2.3.6. Serbest Radikallerin Etkileri:

Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi

tiim 6nemli bilesiklerini etkilerler (66).

2.3.6.1. Serbest Radikallerin Membran Lipidlerine Etkileri:

Serbest radikaller, savunma mekanizmalarmin kapasitesinin asacak oranlarda
olustuklar1 zaman organizmanin ¢esitli yapilarinda bozukluklara yol agarlar.
Biyomolekiillerden en hassas olani lipidlerdir (67).

Lipid peroksidasyonu c¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA)’nin oksidan
maddeler etkisiyle alkol, aldehit, hidroksi asit, etan ve pentan gibi ¢esitli iiriinlere
yikilmasint kapsayan reaksiyonlar dizisidir. Peroksidasyon ROS’in PUFA’nin yan
zincirdeki metilenik karbonlardan hidrojen atomunu ¢ikarmak i¢in yaptiklar: atak ile
baslar. Hidrojen atomunun zincirden ¢ikarilmasi, karbon atomu iizerinde eslesmemis

bir elektron birakarak karbon merkezli radikal olusumuna yol acar. Bu radikal
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molekiiler diizenleme ile konjuge dien sekline ¢evrildikten sonra molekiiler oksijenle
reaksiyona girerek ROO " radikali olusur. Bu ROO " radikali diger ROO " radikali ile

birlesebilir ya da membran proteinleri ile etkilesebilir. En 6nemlisi ROO " radikalinin
membrandaki diger yag asitlerinden hidrojen atomlarini ¢ikarmasi ve peroksidatif

zincir reaksiyonunu yaymalaridir. Boylece her defasinda lipid hidroperoksitler

(LOOH) ve yeni bir ROO " radikali olusacaktir. Peroksidasyon bir kere basladiktan
sonra yayilabilmekte, yiizlerce yag asiti zincirleri LOOH’lere ¢evrilebilmektedir. Bu
sekilde yag asitlerinin kayb1 membran hasarina yol agmaktadir (67).

Uc veya daha fazla ¢ift bag igeren yag asitlerinin peroksidasyonu

malondialdehit (MDA) iiretimi ile sonuglanir. Malondialdehit LPO’nun derecesinin

saptanmasinda kullanilan bir belirtectir. Lipid LOOH ve lipid ROO " radikalleri
hiicrenin birgok komponenti ile reaksiyona girerek toksik etkilerini gosterirler (68,
69).

Malondialdehit membran komponentlerinin polimerizasyonuna ve capraz
baglanmalarima neden olarak i¢ membranin bazi Ozelliklerini degistirir. Ayrica
diffiize olabildiginden deoksiriboniikleik asit (DNA)’nin nitrojen baglar1 ile
reaksiyona girebilir. Malondialdehit bu 6zelliklerinden dolay1 mutajenik, genotoksik
ve karsinojenik bir bilesiktir (70).

Membrandaki PUFA ve protein iceriginin fazla olmasi peroksidasyonun
yayilmasini artiran faktorlerdir. Bunun yaninda kolesteroliin varligi peroksidasyonu

baskilamaktadir. Demir ve bakir iyonlar1 ya da bu iyonlarin fosfat esterleriyle

olusturdugu basit selatlar (Fe 2 -ADP) hem, Hb ve miyoglobini de i¢eren bazi demir
proteinleri lipid LOOH’1in yapisin1 bozarak peroksidasyonu sonlandirilmaktadir.
Ayrica C ve E vitamini gibi zincir reaksiyonlarin1 durduran, kiran antioksidanlarin

varligi da peroksidasyonun sonlandirilmasinda énemlidirler (71).

2.3.6.2. Serbest Radikallerin Proteinler Uzerine Etkileri:

Proteinler serbest radikal etkisine PUFA’nden daha az hassastirlar ve
baslayan zincir reaksiyonlarmin hizla ilerleme ihtimali daha azdir. Doymamis bag ve
stilfir ihtiva eden molekiillerin ROS ile reaktivitesi yiiksek oldugundan triptofan,

tirozin, fenil alanin, histidin, metionin ve sistein gibi amino asitlere sahip proteinler
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serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler. Serbest radikallerin neden oldugu hasar

sonucu proteinlerde par¢alanma, ¢apraz baglanma ve agregasyon olusur (61, 72).

2.3.6.3. Serbest Radikallerin Karbonhidratlar Uzerine Etkileri:

Glikoz ve mannoz gibi monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu H202,
peroksitler ve okzalaldehitler olusabilir. Okzalaldehitler DNA, riboniikleik asit (13)
ve proteinlere baglanarak antimitotik etki gostererek kanser ve yaslanma olaylarinda

rol oynarlar (61, 65).

2.3.6.4. Serbest Radikallerin Niikleik Asitler ve DNA’ya Etkileri:

Serbest oksijen radikallerinin niikleik asitler ve DNA {iizerine etkisiyle, DNA
zincirinde kopmalar, bazlarda ve deoksiribozlarda kirilmalar ve hasar olusur. Sonugta

sitotoksisite, mutasyon ve malign degisim potansiyeli olusabilir.

2.4. Antioksidan Savunma Sistemleri

Serbest radikallerin zararli etkilerini engellemek {izere organizmada
antioksidan savunma sistemleri veya kisaca antioksidanlar olarak adlandirilan gesitli
savunma mekanizmalar1 gelismistir. Saglikli bireylerde olusan ROS ile antioksidan
savunma sistemi arasinda bir denge s6z konusudur. Bu dengenin bozulmasi oksidatif
stresle sonuc¢lanmaktadir.

Antioksidanlar genel olarak endojen ve eksojen olmak tizere iki grupta

incelenir.

2.4.1. Endojen Antioksidanlar

a- Enzimatik antioksidanlar (mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi, SOD,
CAT, glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon S transferaz, glutatyon rediiktaz).

b- Enzimatik olmayan antioksidanlar (vitamin E, B karoten, vitamin C,
melatonin, sistein, seruloplazmin, transferrin, laktoferrin, miyoglobulin, albumin,

bilurubin ve glutatyon).
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2.4.1.1. Enzimatik Antioksidanlar

2.4.1.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit genel olarak, zincirleme radikalik tepkimeleri baglatir ve
tepkimeler boyunca hidroksil radikali, 102 ve organik radikallerin olusumuna neden
olur. Radikalik zincir tepkimelerinin baslamasi ve tepkimeler boyunca O2.-‘den ¢ok
daha reaktif ve toksik etkili radikallerin yapimi SOD tarafindan engellenir. Serbest
radikallere karsi organizmada ilk savunma SOD enzimiyle gergeklesir. SOD, CAT
ve GSH-Px’den farkli olarak serbest radikali substrat olarak kullanir.

02.- + 02.- + 2H+ — > H202 + 02
Stiperoksit dismutaz ile katalizlenen tepkimenin iiriinii olan H202 ise CAT

ile H2O’ya indirgenmektedir.

2.4.1.1.2. Glutatyon Rediiktaz (GSH-Rediiktaz)

Rediikte glutatyon (GSH) un yiiksek konsantrasyonlari ve okside glutatyonun
(GSSG) diisiik diizeyleri organizmanm yasami i¢in gereklidir. Rediikte glutatyon,
protein siilthidrillerinin oksidasyonunu geriye ¢evirir. Yiiksek GSSG diizeyleri
protein siilthidrilleriyle reaksiyona girer ve proteinleri inaktive eden karisik GSH-
protein siilthidrilleri olusturur. Antioksidan savunmanin etkinligini siirdiirebilmesi
icin oksitlenmis GSH’m tekrar indirgenmis sekle doniismesi gerekir. Glutatyon
rediiktaz, nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) varliginda indirgenme

reaksiyonunu katalizler.

GSH Re diiktaz

GSSG + NADPH+ + H+ = > 2GSH + NADP+
NADPH/NADP+ ve GSH/GSSG oranlarindaki degisiklikler akut prooksidan

stres ile antioksidan savunma arasindaki dengesizligin belirtisidir.

2.4.1.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Hidrojen peroksidin detoksifikasyonundan esas olarak GSH-Px enzimi
sorumludur. Glutatyon peroksidaz, lipid peroksidasyonunun baslamasini ve

gelismesini engelleyici 6zellikte olan bir enzimdir (72).
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H202 + 2GSH ———— GSSG + 2H20

LOOH + 2GSH ———> LOOH + GSSG + 2H20
Glutatyon peroksidazin fagositik hiicrelerde onemli fonksiyonlar1 vardir.

Eritrositlerde de oksidan sisteme kars1 en etkili antioksidandir.

2.4.1.1.4. Katalaz

Katalaz tiim hiicre tiplerinde degisik konsantrasyonlarda bulunan hem

enzimidir. Hidrojen peroksidin O2 ve H20 indirgenmesini katalizler (62).

2H202 —=— 2H20 + 02

2.4.1.2. Enzimatik Olmayan Endojen Antioksidanlar

1. C vitamini (Askorbik Asit): Gii¢li bir indirgeyici ajan ve antioksidan olup,
02.-, peroksit ve OH- radikalleri ile reaksiyona girerek bir ara {iriin
semidehidroaskorbat yoluyla metaboliti dehidro askorbik asiti olusturur. Membran
icindeki ve ekstraseliiler dokulardaki LPO’nu onler.

2. E vitamini (a-tokoferol): Lipid peroksidasyonuna karsi koruyucu serbest
radikal temizleyicisidir. Ayni zamanda 102’nin kuvvetli bir tutucusudur. Ayrica OH-
radikali, peroksi radikali ve O2.- ile direk olarak reaksiyona girebilir (66).

3. B karoten: A vitamini 6n maddesi olan B karoten etkili bir 102 ve radikal
tutucu antioksidandir.

4. Melatonin: Pineal bezden salgilanan viicutta birgok etkisine ek olarak direk
radikal temizleyici, indirek olarak da antioksidan enzim diizeylerini artiran ve nitrik
oksit (NO) sentetaz gibi prooksidatif enzimleri baskilayarak antioksidan etki gosteren
bir hormondur (73).

5. Glutatyon (GSH): Antioksidan olarak onemli bir yer tutan GSH, serbest
radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasardan korur.
Glutatyon, proteinlerdeki —SH gruplarin1 rediikte halde tutarak bu gruplarin
oksidasyona kars1 korunmasini saglar. Glutatyon eritrositleri, l6kositleri ve goz

lenslerini oksidatif hasara kars1 korumada hayati onem tasir.
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2.4.1.3. Diger Enzimatik Olmayan Endojen Ajanlar

Bazi durumlarda irik asit, sistin, albumin, Dbilurubin, seruloplazmin,
transferin, laktoferrin, kreatinin ve Ostrojenler de serbest radikallere karsi koruyucu

rol oynarlar (62).

2.4.2. Eksojen Antioksidanlar

Ksantin oksidaz inhibitorleri (allopurinol, oksipurinol)

NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler)
Kalsiyum kanal blokerleri (verapamil, nifedipin)

Non-steroid antiinflamatuar ilaglar (ibuprofen)

Demir tutucular1 (desferroksamin, EDTA)

Rekombinant SOD (r-SOD)

Besinlerdeki dogal antioksidanlar. A, C, E vitamini ve 3 karoten
Notrofil adezyon inhibitdrleri

Asetil sistein, mannitol

Melatonin

2.5. Total Antioksidan Kapasite (TAC)

Normal kosullarda organizma, endojen veya eksojen nedenlerle olusan
serbest radikaller ve bunlara bagl gelisen oksidatif stres ile miicadele eden kompleks
bir antioksidan savunma sistemine sahiptir. Viicudun olusan oksidan durumlara kars1
redoks ayarini siirdlirebilmesinde kan c¢ok oOnemli rol oynamaktadir. Kan,
antioksidanlarin biitiin viicuda tagmmmasini ve dagitilmasini saglar.

Total antioksidan kapasiteye en biiyiik katki plazmada bulunan antioksidan
molekiillerden gelmektedir. Plazmada serbest demiri toplayan transferrin ve
seruloplazmin gibi proteinler yaninda serbest radikalleri kapan zincir kirici
antioksidanlar da bulunmaktadir. Proteinler plazmanin ana antioksidan bilegenini
olustururlar. Proteinlerin serbest siilthidril gruplar1 onlarin antioksidan cevabmdan
sorumludur. Plazmanmn serbest siilthidril gruplar1 proteinlere aittir ¢iinkii ayni sekilde
stilfhidril gruplarmna sahip olan linoleik asitin serum total serbest siilthidril seviyesine

etkisi Onemsizdir. Proteinlerin saglikli bireylerde gliclii serbest radikal
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reaksiyonlarmma karsi serum TAC’nin %49’unu olusturdugu bulunmustur. Ayni
zamanda TAC seviyesi ile serum total —SH igerigi arasinda iligki bulunmustur.
Vitamin C’nin giicli serbest radikal tepkimelerini erteledigi ve bastirdig1
gosterilmistir. Saglikli bireylerde giiglii serbest radikal tepkimelerine karsi Olgiilen
serum TAC’nin %5’ini Vitamin C olusturulmaktadir. Son ¢alismalar bilirubinin
ateroskleroz, koroner arter hastaligi ve inflamasyona karsi 6nemli bir koruma
saglayabilen gii¢clii bir fizyolojik antioksidan oldugunu gostermektedir. Ayni
zamanda bilirubinin yeni dogani oksidatif zarardan korumakta Onemli bir rol
oynadig: ileri stiriilmektedir. Yeni dogan sariligi olan infantlarin yetiskin saghkl
bireylere gore daha yiiksek serum TAC diizeyine sahip olduklar1 bulunmustur.
Plazmanin toplam bilirubin miktar1 saglikli bireylerde 6l¢iilen serum TAC degerinin
%1,69’nu olusturur. Albumin, iirik asit ve askorbik asit ise insan plazmasindaki total
antioksidan durumun %385’inden fazlasini olusturur. Bu fark kanda bilirubin, GSH,
flavonoidler, a-tokoferol ve B-karoten gibi antioksidan durumun komponentlerine
nazaran albumin, {irik asit ve askorbik asitin seviyelerinin fazla olmasma baglhdir.
Plazmada antioksidanlar etkilesim i¢indedir. Bu etkilesimden dolay1 bilesenlerin tek
baslarina yaptiklar1 etkinin toplamindan daha fazla bir etki olusmaktadir. Bu
sinerjizme Ornek olarak; glutatyonun askorbati, askorbatin da tokoferolu yeniden
aktiflestirmesini saglamasi verilebilir. Total antioksidan durumun Olglimii,
antioksidanlarm tek tek ol¢iimiinden daha degerli bilgiler verebilir. Plazma ve viicut
stvilarinda bulunan biitiin antioksidanlar toplam etkisini TAC yansitir. Bu ylizden
kanin antioksidan durumunu saptamada bireysel antioksidanlar yerine bunlarin
toplam antioksidan degerini veren TAC 0Olglimii yayginlasmaktadir (74, 75).
Plazmadaki TAC’nin 6nemli miktarini olusturan molekiiller Tablo 2.’de gosterildi
(75).
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Tablo 2. Total antioksidan kapasiteyi olusturan molekiiller (75)

Antiolsidanlar Relativ altvite Eonsantrasvon Miktar Miktar
{uAI) {mmal Trolox eqL) (%)
Tatal -5H 1.32 303 - 525 0.753 48.39
Vitamin C 1.34 25 -85 0077 5.00
Tril asit 0.19 50 -470 0059 383
Vitamin E 1.00 12-45 0.0 1.53
Biluribin 164 i-17 0.026 1.68
Diger - - 0506 3871
Total 1.540 100

2.6. Trimetazidin

Trimetazidin (1-[2,3,4-trimethoxy-benzyl] piperazine HCL) (TMZ) 6zellikle
koroner arter hastaliklarinin tedavisinde kullanilan bir ilactir. Sekil I’de TMZ’ nin ve
tirevlerinin kimyasal yapis1 gosterilmistir (76). Notr TMZ, lipofilik ve zayif bazdir
(pKal =4.45 + 0.02 ve pKa2 =9.14 + 0.02) (77). 1970 yilindan beri tizerinde ¢esitli
calismalar yapilan bu ilacin, koroner kan akimi ve sistemik hemodinamiyi
etkilemeksizin sitoprotektif etki gosteren antiiskemik bir madde oldugu dikkati
cekmistir. Bu nedenle diger antianjinal ilaglarla birlikte veya tek bagsina
arteriosklerotik kalp hastaliklarinin tedavi ve profilaksisinde kullanilmistir.
Antianjinal etkileri nedeniyle TMZ ile ilgili deneysel c¢alismalar biiyiikk Olgiide
miyokard hiicresi lizerinde yogunlasmis, daha sonraki donemlerde otolaringoloji

alaninda iskemik menseili hastaliklarin tedavisinde de kullanilmaya baslanmustir.
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Sekil 1. Trimetazidin ve tiirevlerinin molekiiler yapilar1 (76)

Trimetazidin’in etki mekanizmasini agiga ¢ikarmak amaciyla pek ¢ok ¢alisma
yapilmistir. Bugilin i¢in etki mekanizmasi kesin olarak bilinmemekle birlikte
metabolik etkilerinin mevcut oldugu goézlenmistir. Trimetazidin selektif olarak yag
asit oksidasyon yolunun son basamak enzimi olan uzun zincirli 3-ketoagil-koenzim
A- tiolaz enzimini inhibe eder (78). Normoksi durumunda belirgin bir etkisi
goriilmemistir (4, 5). Hipoksi ve iskemi esnasinda;

— Seliiler ATP diizeyinin azalmasina engel olur

— Intraseliiler inorganik fosfat birikimini azaltir

— Intraseliiler asidozu azaltir

— Mitokondrilerde oksidatif stresi azaltir ve iskemi-reperflizyon hasarma
kars1 koruyucu etki gosterir

— Hasar sonucunda serbest oksijen radikallerinin olusumuna engel olur.
Boylece serbest oksijen radikallerinin hiicre membranina zarar vermesi engellenmis
olur (5).

— Hasar goren bolgeye notrofil infiltrasyonunu engeller

Yapilan caligmalar TMZ’ nin intraseliiler Ca2+ ve Na+’in birikimine engel
oldugunu gostermistir. Kiyouse ve ark. yaptiklar1 caligmalarda TMZ’nin Ca2+’1n pik
amplitiidiinii  azalttigin1 ve intraseliiller Ca2+ konsantrasyonunu diisiirdiiglini
gosterdiler (6). Son donemlerde yapilan galigmalarda ise TMZ’nin trombosit ve
eritrositlerde dis membran gecirgenligini degistirdigi, bu maddenin membrandan
cesitli iyonlarin spontan gecisini dahi etkiledigi belirtilmektedir (7, 8). Hidrojen

iyonunun intraseliiler birikimine engel olmak suretiyle intraseliiler asidozu azalttig1
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da gosterilmistir. Yine yapilan calismalarda dokuda ortaya ¢ikan serbest oksijen
radikallerini azaltarak etkili oldugu gosterilmistir. Son zamanlarda kobayda Na+-K+-
ATP ase enzimini bloke etmek suretiyle etkili oldugu gosterilmistir. Ayrica
intraseliiler ATP kaybina engel olmak suretiyle de etkili olur (4-6).

Trimetazidin hipoksi esnasinda laktat dehidrogenazin irritan etkisine karsi
sitoprotektif etki gosterir ve trimetazidinin bu etkisi enerji kaybinin azalmasina bagl
degildir. Keza, Adenin Diniikleotid ile yapilan ¢alismalarda, hem normoksik hem de
hipoksik ortamlarda belirgin bir ATP kaybinin olmadigi gosterilmistir (5).

Izole kardiyak mitokondriler iizerinde yapilan ¢aligmalar TMZ nin
palmitoylcarnitine oksidasyonunun hizli ve potent bir inhibitorii oldugunu gosterdi.
Bu durum respirasyon esnasinda ilacin direkt etkisinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar.
Yapilan ¢aligmalarda TMZ’nin yag asitlerinin oksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan ve
pek cok istenmeyen etkileri bulunan nonlipidik maddelerin yikimina yardimci oldugu
gosterilmistir (6-8).

Hipoksi durumundaki kiiltiir ortamindaki kalp hiicresinde, membran
biitiinliiglinde 6nemli bir degisiklik olmaksizin laktat dehidrogenaz diizeyi % 50’den
fazla artig gosterir. Ancak hipoksi, glikozlu ortamda ortaya ciktiginda laktat
dehidrogenaz artis1 olusmaz. Kiiltiir hiicrelerinde nekroz diizeyine varmadan ortaya
¢ikan hipoksiye bagimli laktat dehidrogenaz artisi, bu metabolik degisime katkida
bulunan bir adaptasyon fenomeni olarak degerlendirilebilir. Bu hipoteze gore;
TMZ’e bagli laktat dehidrogenaz diizeyindeki azalma bu ilacin mitokondrilerdeki
metabolik etkileriyle iliskili olabilir (8, 79).

Trimetazidin’in mitokondriler {izerindeki etkisini izah edebilecek iki hipotez
tizerinde durulmaktadir (7);

1-Mitokondri aktivitesini kontrol eden mekanizmalar

2-Ilacin mitokondri icindeki enzimatik sistemlere yonelik etkisi: Bu
etkilerden biri mitokondrilerde ATP diizeyinin korunmasini saglar.

Doksorubusinin yaptig1 miyokard toksisitesinin serbest radikaller {izerinden
oldugunu diisiinen Perletti ve ark., TMZ ile tedavi edilen sicanlarda erken
kardiyotoksik bulgularda 6nemli azalma oldugunu gostermislerdir (80). Catroux ve
ark., siganda postiskemik akut renal yetmezlikte TMZ nin antilipoperoksidan etkisini

saptamiglardir (81). Bir baska arastirmada TMZ verilen saglikli goniilliilerden
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toplanan eritrositlerde, siiperoksit anyonlar1 ve diger serbest oksijen radikallerinin
hiicre membranma etkilerinin hafifledigi ve lipid peroksidasyonu gdstergelerinin
azaldig1 gosterilmistir (5). Isler ve ark. sicanlarda etanolle gelistirdikleri erozif
gastritte, TMZ 0n tedavisinin mide mukoza lezyonlarin1 anlamli dlglide azalttigini
gostermisler ve TMZ’nin bu etkisinin serbest oksijen radikalleri ile iliskili
olabilecegini spekiile etmislerdir (82). Pudil ve arkadaslarmin yaptigi calismada ise
TMZ tedavisi alan grupta C-Reaktif Protein (CRP) diizeyi tedavi almayan gruba
oranla diisiik saptanmistir (83). Sicanlarda tek veya 14 giinlik TMZ uygulamasiyla
beyin dokusunda radyoaktif glikoz aliminda artis saptanmustir (84). Diyabetik
sicanlarda kisa siireli TMZ uygulanmasiyla ag¢lik kan sekerinde diisme olmustur (85).
Tritto ve ark., TMZ tedavisiyle noétrofillerin aktivasyonunun Onlenmesiyle
postiskemik kalplerin korundugunu gostermisler (86). Bir diger sican ¢alismasinda
ise alkali Ozefagus yaniklarinda TMZ uygulamasiyla histopatolojik hasarda
sinirlanma ve fibrozis derecesinde azalma olmustur (87).

Trimetazidin esas olarak kardiyoloji alaninda kullanilmasma karsin,
antiiskemik ve antioksidan Ozellikleri nedeniyle farkli bir¢ok alanda c¢aligmalar

yapilan bir ajandir.
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma, Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma

Merkezi, Biyokimya ve Patoloji Laboratuarlarinda gergeklestirildi. Calismamiz

Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan

onay alinarak etik kurul kurallarina uygun olarak yapildi.

3.1. Gereg

3.1.1. Deney Hayvanlan

Bu calismada; SDU Deney Hayvanlar1 Uretim Merkezinden alinan 80 adet

Wistar-Albino cinsi, 8-12 haftalik, agirliklar1 160-246 g arasinda olan disi sican

kullanildi. Calismadaki siganlarin hepsi deney siiresince %50-60 nemli ortamda, 12

saat aydinlik ve 22-24 °C oda 1s1s1 kosullarinda bulunduruldu. Sicanlar 5’erli gruplar

halinde ayr1 kafeslere konarak yeterli miktarda igme suyu ve standart sican yemi

verildi. Deneyden 10 giin 6nce alinan si¢anlar, 10 giinlilk uyum dénemi gegirdiler.

3.1.2. Kullanilan Malzeme ve Aletler

Tablo 3. Kullanilan malzeme ve aletler

1 | Sogutmali santrifiij Eppendorf MR 5415, Almanya

2 | Derin dondurucu Facis, Fransa

3 | Hassas terazi Scaltec, Isvicre

4 | Vorteks (karistiric) Niive NM 100, Tiirkiye

5 | Otomatik pipetler (Gilson, Fransa), (Eppendorf MR 5415, Almanya)

6 | UV spektrofotometre Shimadzu UV 1601, Japonya

7 | MDA Northwest Malondialdehyde Assay, Product NWK-
MDAO1, USA

8 | TNF-a Assay Pro, Rat TNFa ELISA Kit, Catolog Number
ERT2010-1, Lot#0667826, USA

9 | Total Antioksidan Kapasite ﬁg}/rgﬂlégg,otﬁigznt Assay Kit, Cat No. 709001, Lot

10 | Trimetazidin Sigma Chemicals. Co., St Louis, MO, USA

11 | D-Galaktozamin Sigma Chemicals. Co., St Louis, MO, USA
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3.2. Yontem

3.2.1. Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Deneyin Yapilmasi

Toplam 80 sigan rastgele 4 gruba ayrildi.

Grup | (Kontrol, n=20): Sicanlara intraperitoneal 5 ml/kg serum fizyolojik
uygulandiktan sonra 6’sar saatlik araliklarla (6., 12., 18. ve 24. saatlerde) siganlardan
S’erli gruplar halinde karaciger dokular1 ve kan 6rnekleri alindi.

Grup Il (Trimetazidin, n=20): Sicanlara intraperitoneal TMZ 5 mg/kg
uygulandiktan 1 saat gegtikten sonra 6’sar saatlik araliklarla (6., 12., 18. ve 24.
saatlerde) siganlardan 5’erli gruplar halinde karaciger dokular1 ve kan Ornekleri
almdu.

Grup 11l (D-Galaktozamin, n=20): Siganlara intraperitoneal GAL 500 mg/kg
uygulandiktan sonra 6’sar saatlik araliklarla (6., 12., 18. ve 24. saatlerde) siganlardan
S’erli gruplar halinde karaciger dokular1 ve kan 6rnekleri alind.

Grup IV (Trimetazidin + D-Galaktozamin, n=20): Siganlara intraperitoneal
TMZ 5 mg/kg uygulandiktan 1 saat sonra GAL 500 mg/kg intraperitoneal uygulandi
ve 6’sar saatlik araliklarla (6., 12., 18. ve 24. saatlerde) siganlardan 5’erli gruplar
halinde karaciger dokular1 ve kan 6rnekleri alindi.

[lag ve serum fizyolojik uygulamalar1 sabah saat 09:00-10:00 arasinda
yapildi. Deney baslangicinda siganlarm agirliklarn tartildi. Ilag uygulamalari
sicanlarin agirliklarina gore yapildi. D-Galaktozamin %0,9’luk serum fizyolojik ile
100 mg/ml konsantrasyonunda ¢oziildi (28, 88, 89). Trimetazidin %0,9’luk serum
fizyolojik ile 1 mg/ml konsantrasyonunda ¢oziildii (86, 90, 91). Serum fizyolojik 5
ml/kg uygulandi. Tim gruplarin injeksiyonuna intraperitoneal yoldan ayni giin
basland1. Injeksiyonlardan sonra tiim gruplar 6’sar saat arayla toplam 24 saatlik siire
icinde, 5’erli sican gruplar1 halinde intraperitoneal Ketamin 80 mg/kg + Xylazine 10

mg/Kkg ile anesteziye edilerek dekapite edildi.

3.2.2. Doku ve Kan Orneklerinin Ahmmasi

Intraperitoneal Ketamin (Ketalar, Pfizer) 80 mg/kg ve Xylazine (Alfamin,
Alfasan IBV) 10 mg/kg ile anestezi saglanarak orta hat insizyonuyla si¢anlarin

batinlar1 agildi. Inferior vena cava’dan kan Ornekleri alindi. Kan orneklerinden 2
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ml’lik kisim PT-INR bakilmasi i¢in sitratlh numune tiipiine ve geri kalan kan
ornekleri de biyokimya numune tiipline alind1. Ayrilan serum 6rneklerinden ayn1 giin
serum aspartat amino transferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), laktat
dehidrogenaz (LDH) ve plazmada PT-INR o6lgiimleri Abbott Aeroset cihazi ile
bakildi. Uygun ticari kitler ile serumda TNF-a, MDA ve TAC diizeyleri ¢aligildi.

Histolojik incelemeler i¢in karaciger sag loblar1 alind1.

3.2.3. Orneklerin Muhafazas1 ve Hazirlanmasi

Biyokimya numune tiipline alinan kan Ornekleri ayni giin 1000Xg’de 20
dakika santrifiij edilerek serumlar1 ayrildi. Serumlar porsiyonlara ayrilarak -80 °C’lik
derin dondurucuda muhafaza edildi. Her test parametresi i¢in yeni numune ¢oziilerek
MDA, TNF-a ve Total Antioksidan Kapasite diizeyleri Olciildii. Histopatolojik

inceleme i¢in karacigerin sag lobu %10’luk formaldehit i¢inde muhafaza edildi.

3.2.4. Biyokimyasal Analizler

Serum TNF-a diizeyleri ELISA yontemiyle “Assay Pro Rat TNF” kiti
kullanilarak ¢alisildi. Calismada TNF-a kiti ile standart absorbans degerleri elde
edilemediginden siganlarmm TNF-a diizeyleri belirlenemedi.

Serum MDA diizeyinin tayini i¢in spektrofotometrik yontemle “Northwest
Malondialdehyde Assay” kiti kullanilarak calisildi. MDA, tiyobarbiturik asit reaktifi
metoduna gore Olgiildii. Tiyobarbiturik asit ile reaksiyona giren MDA, maksimum
absorbansi 532 nm olan bir renk kompleksi olusturmaktadir.

Serum TAC diizeyi, otomotize kolorometrik bir 6l¢lim metodu kullanilarak
yapildi (74). TAC diizeyi i¢in “Cayman Antioxidant Assay Kit* kullanild1. En gii¢lii
biyolojik radikal olan HO" radikali bu metotta Fenton reaksiyonunda olusur ve
reaksiyon renksiz bir molekiil olan O- dianisidine’nin sarimsi1 kahverengi renkte olan
dianisyl radikaline doniisiimiinii saglar. Bu reaksiyon ortamina plazma Orneginin
eklenmesiyle 37 C"de reaksiyon karisimindaki oksidan hidroksil radikali plazmadaki
antioksidanlar ile baskilanarak renk degisimi engellenir. Bu sekilde plazmanin
TAC’sinin etkin Ol¢iimii saglanmis olur. Test 6l¢iim sonuglart mmol Trolox eq/L

olarak belirlenir ve bu testin dogrulugu miikemmeldir (92).
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3.2.5. Histopatolojik Analiz Yontemleri

Sakrifiye edilen sicanlardan alinan karaciger 6rnekleri %10’luk formaldehit

kullanilarak fikse edildi. Parafin bloklar olusturuldu. Olusturulan parafin bloklardan

5 um kalinliginda kesitler alinarak lam tizerinde preparatlar hazirlandi. Histopatolojik

inceleme i¢in hazirlanan preparatlar hematoksilen ve eozin (H&E) ile boyanarak 11k

mikroskobunda (x100, x200 ve x400 biiyiitmede) incelendi.

Hepatoselliiler hasar derecesi Ishak ve arkadaglarinin (93) tanimladigi

skorlama sistemi kullanilarak yapildi. Bu skorlama sistemine gore hepatoselliiler

hasar agagida verilen ¢izelgeye gore derecelendirilip toplam skor elde edildi.

Periportal veya periseptal interface hepatit Skor
Yok 0
Hafif ( fokal, birkag portal alan, <%50) 1
Hafif/Orta (fokal, cogu portal alan, >%50) 2
Orta (septa veya alanlarin ¢evresinin %50’sinden azinda devamli) 3
Ciddi (septa veya alanlarin ¢evresinin %50’sinden fazlasinda 4
devamli)

Birlesen nekroz Skor
Yok 0
Fokal birlesen nekroz 1
Bazi alanlarda zon 3 nekrozu (lobiillerin %50’sinden azinda) 2
Bazi alanlarda zon 3 nekrozu (lobiillerin %50’sinden fazlasinda) 3
Zon 3 nekrozu + nadir portal santral kopriilesme (< 2) 4
Zon 3 nekrozu + ¢ok sayida portal santral kopriilesme (>2) 5
Panasiner veya multiasiner nekroz 6
Fokal litik lezyon, apoptoz ve fokal inflamasyon Skor
Yok 0
Onluk biiylitme alaninda < 1 odak 1
Onluk biiyiitme alaninda 2-4 odak 2
Onluk biiyiitme alaninda 5-10 odak 3
Onluk biiytlitme alaninda >10 odak 4

24



Portal inflamasyon Skor

Yok 0
Portal alanlarin tiimiinde veya bazilarinda hafif
Portal alanlarin tiimiinde veya bazilarinda orta

Portal alanlarin tiimiinde orta/belirgin

A w N R

Portal alanlarin tiimiinde belirgin

3.2.6. istatistiksel Analiz

Calismanin analizi bilgisayar ortaminda SPSS 15.0 istatistik programinda
yapildi. Analizde; Ol¢iim verileri aritmetik ortalama =+ standart hata seklinde
gosterildi. Gruplar aras1 farklilagsmanin 6neminin tespiti igin ANOVA ve Post Hoc
Tukey analizleri kullanildi.

Deney gruplar1 arasindaki histopatolojik  skorlarin  farkliligini
degerlendirmek i¢in Kruskall-Wallis varyans analizi kullanildi. Kruskall-Wallis testi
onemli farklilasma gosterirse, hangi grubun digerinden farkli oldugu Mann-Whitney

u testi ile arastirildi. Onemlilik diizeyi p < 0.05 kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Karaciger Fonksiyon Testleri

Karaciger fonksiyon testlerinin 6., 12., 18. ve 24. saatlerdeki degerleri

incelendi.

4.1.1. Karaciger Fonksiyon Testlerinin 6. Saatteki Degerleri

Serum AST aktivitesi, sadece GAL+TMZ grubunda Kontrol gurubundan
anlamli derecede yiiksek saptandi. Serum AST aktivitesi, TMZ+GAL grubu ile GAL
grubu arasinda anlamli farklilik gostermedi.

Serum ALT aktivitesi, gruplar aras1 farklilik karsilastirmasinda ANOV A
analizinde anlamli farkliik (p=0,027) gostermesine karsin Post Hoc Tukey
analizinde anlamli farklilik saptanmadi. Serum ALT aktivitesi, TMZ+GAL grubu ile
GAL grubu arasinda anlamli farklilik gostermedi.

Serum LDH aktivitesi bakimindan gruplar arasinda anlamli farklilik

saptanmadi.

Tablo 4. Karaciger Fonksiyon Testlerinin 6. saatteki aktiviteleri

Gruplar AST (U/L) ALT (U/L) LDH (U/L)
1. Kontrol 122+9,0 50,0 +4,9 1166 £ 215
2. TMZ 127,6 £20,0 52,2+ 6,6 980 + 178

3. GAL 226,0 = 30,7 135,8 £27,5 1305 £ 220
4. TMZ+GAL 265,2 + 58,1 177,8 £ 56,8 1155 £ 178

P (ANOVA) 0,022 0,027 0,727 (NS)

P (Post Hoc Tukey test) 1-4:0,045

Veriler, ortalama =+ standart hata olarak verilmistir.
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4.1.2. Karaciger Fonksiyon Testlerinin 12. Saatteki Degerleri

Serum AST aktivitesi, GAL grubunda, Kontrol ve TMZ gruplarina gore
anlamli derecede yiiksek saptandi (swrasiyla p=0,035 ve p=0,028). Serum AST
aktivitesi, TMZ+GAL grubu ve GAL grubu arasinda anlamli farklilik gostermedi.

Serum ALT aktivitesi bakimmdan gruplar arasinda anlamlhi farklilik

saptanmadi.

Serum LDH aktivitesi

saptanmadi.

bakimindan gruplar arasinda anlamli farklilik

Tablo 5. Karaciger Fonksiyon Testlerinin 12. saatteki aktiviteleri

Gruplar AST (U/L) ALT (U/L) LDH (U/L)
1. Kontrol 131,4+ 6,6 61,2+43 873 + 171

2. TMZ 120,0+ 5,6 53,8+3,6 980 + 204

3. GAL 433,0+137,1 369,6 + 168,5 975+ 170

4. TMZ+GAL 177,0+ 25,7 99,4+ 14,3 936 + 145

P (ANOVA) 0,019 0,054 (NS) 0,970 (NS)

P (Post Hoc Tukey test) ;:z 8:83:

Veriler, ortalama + standart hata olarak verilmistir.

4.1.3. Karaciger Fonksiyon Testlerinin 18. Saatteki Degerleri

Serum AST aktivitesi, GAL grubunda, Kontrol ve TMZ gruplarina gore
anlamli derecede yiiksek saptandi (swrasiyla p=0,004 ve p=0,004). Serum AST
aktivitesi, TMZ+GAL grubunda, Kontrol ve TMZ gruplarina gore anlamli derecede
yiiksek saptandi (sirasiyla p=0,010 ve p=0,010). Serum AST aktivitesi, TMZ+GAL
grubunda, GAL grubuna gore anlamli farklilik gostermedi.

Serum ALT aktivitesi, GAL grubunda, Kontrol ve TMZ gruplarmna gore
anlamli derecede yiiksek saptandi (sirasiyla p=0,005 ve p=0,005). Serum ALT
aktivitesi, TMZ+GAL grubunda, Kontrol ve TMZ gruplarina gore anlamli derecede
yiiksek saptandi (sirastyla p=0,012 ve p=0,010). Serum ALT aktivitesi, TMZ+GAL
grubunda, GAL grubuna gore anlaml1 farklilik gostermedi.
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Serum LDH aktivitesi bakimindan gruplar arasmda anlamli farklilik

saptanmada.

Tablo 6. Karaciger Fonksiyon Testlerinin 18. saatteki aktiviteleri

Gruplar AST (U/L) ALT (U/L) LDH (U/L)
1. Kontrol 123,0+3,2 66,0+ 5,7 693 + 160
2. TMZ 116,6 = 14,5 54,0 +4,3 910 +311
3. GAL 719,4 +158,5 703,0+177,2 1262 + 203
4. TMZ+GAL 649,4 + 127,6 640,6 + 140,4 839 + 155
P (ANOVA) 0,001 0,001 0,328 (NS)
1-3: 0,004 1-3: 0,005
P (Post Hoc Tukey test) ;:: 88(1)2 ;:;1 88;;
2-4:0,010 2-4:0,010

Veriler, ortalama + standart hata olarak verilmistir.
4.1.4. Karaciger Fonksiyon Testlerinin 24. Saatteki Degerleri

Serum AST aktivitesi, GAL grubunda, Kontrol ve TMZ gruplarina gore
anlamli derecede yiiksek saptandi (swrasiyla p=0,007 ve p=0,007). Serum AST
aktivitesi, TMZ+GAL grubunda, Kontrol ve TMZ gruplarina gére anlamli derecede
yiiksek saptandi (sirasiyla p=0,002 ve p=0,002). Serum AST aktivitesi, TMZ+GAL
grubunda, GAL grubuna gore anlamli farklilik gostermedi.

Serum ALT aktivitesi, GAL grubunda, Kontrol ve TMZ gruplarma goére
anlamli derecede yiiksek saptandi (swrasiyla p=0,027 ve p=0,028). Serum ALT
aktivitesi, TMZ+GAL grubunda, Kontrol ve TMZ gruplarina gore anlamli derecede
yiiksek saptandi (sirastyla p=0,032 ve p=0,034). Serum ALT aktivitesi, TMZ+GAL
grubunda, GAL grubuna gore anlamli farklilik gostermedi.

Serum LDH aktivitesi bakimindan gruplar arasinda anlamli farklilik

saptanmada.
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Tablo 7. Karaciger Fonksiyon Testlerinin 24. saatteki aktiviteleri

Gruplar AST (U/L) ALT (U/L) LDH (U/L)

1. Kontrol 90,8 + 4,1 442 +3,1 849 + 86

2. TMZ 90,4 +5,8 498+2,1 772 + 134

3. GAL 587,0 + 100,4 662,2 +116,6 942 + 241

4. TMZ+GAL 657,6 £153,9 645,0 + 248,9 694 + 65

P (ANOVA) <0,001 0,004 0,680 (NS)
1-3: 0,007 1-3: 0,027

P (Post Hoc Tukey test) ;:: gggi ;:: 883;
2-4: 0,002 2-4:0,034

Veriler, ortalama + standart hata olarak verilmistir.

Sekil 2, Sekil 3. ve Sekil 4.’de gruplarin karaciger fonksiyon testlerinin

saatlere gore dagilimlar1 grafik seklinde gosterilmistir.
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Sekil 2. Gruplarin AST aktivitelerinin saatlere gore dagilimlari
Cubuklar standart hatalari temsil etmektedir.

Kontrol:1, TMZ:2, GAL:3, TMZ+GAL:4

a: 1-4: p=0,045

b: 1-3: p=0,035; 2-3: p=0,028

c: 1-3: p=0,004; 1-4: p=0,010; 2—3: p=0,004; 2—4: p=0,010

d: 1-3: p=0,007; 1-4: p=0,002; 2-3: p=0,007; 2—4: p=0,002
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Sekil 3. Gruplarin ALT aktivitelerinin saatlere gére dagilimlari
Cubuklar standart hatalari temsil etmektedir.

Kontrol:1, TMZ:2, GAL:3, TMZ+GAL:4

a: 1-3: p=0,005; 1-4: p=0,012; 2-3: p=0,005; 2—4: p=0,010

b: 1-3: p=0,027; 1-4: p=0,032; 2-3: p=0,028; 2—4: p=0,034
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Sekil 4. Gruplarin LDH aktivitelerinin saatlere gore dagilimlar
Cubuklar standart hatalari temsil etmektedir.
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4.2. Protrombin Zamam (PT) ve INR Olciimleri

Gruplar 6 saatlik araliklarla degerlendirildiginden, PT ve INR ol¢limleri 6.,
12., 18. ve 24. saatlerdeki 6l¢timler halinde incelendi.

4.2.1. Protrombin Zamam ve INR Ol¢iimlerinin 6. Saatteki Degerleri

Protrombin Zamani, GAL grubunda, Kontrol ve TMZ gruplarina gére anlaml1
derecede uzamis saptandi (sirasiyla p<0,001 ve p<0,001). Protrombin Zamani,
TMZ+GAL grubunda Kontrol ve TMZ gruplarina gére anlamli derecede uzamis
saptandi (sirasiyla p<0,001 ve p<0,001). Protrombin Zamani, TMZ+GAL grubunda
GAL grubuna gore anlamli derecede uzamis saptandi (p=0,025).

INR, GAL grubunda, Kontrol ve TMZ gruplarina gore anlamli derecede
yiiksek saptandi (sirasiyla p<0,001 ve p<0,001). INR, TMZ+GAL grubunda Kontrol
ve TMZ gruplarma gore anlamli derecede yiiksek saptandi (sirasiyla p<0,001 ve
p<0,001). INR, TMZ+GAL grubunda GAL grubuna gore anlamli derecede yiiksek
saptand1 (p=0,002).

Tablo 8. Plazma PT ve INR 6. saatteki degerleri

Gruplar PT (s) INR
1. Kontrol 10,2+0,18 0,86+ 0,02
2. TMZ 10,4 +£0,33 0,88 + 0,03
3. GAL 13,7£0,5 1,1 £0,04
4. TMZ+GAL 15,4 £0,42 1,3+ 0,03
P (ANOVA) <0,001 <0,001
1-3: <0,001 1-3: <0,001
1-4: <0,001 1-4: <0,001
P (Post Hoc Tukey test) 2-3:<0,001 2-3:<0,001
2-4: <0,001 2-4: <0,001
3-4:0,025 3-4: 0,002

Veriler, ortalama =+ standart hata olarak verilmistir.
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4.2.2. Protrombin Zamam ve INR Ol¢iimlerinin 12. Saatteki Degerleri

Protrombin Zamani, GAL grubunda, Kontrol ve TMZ gruplaria gore anlamli
derecede uzamis saptandi (swrastyla p<0,001 ve p<0,001). Protrombin Zamani,
TMZ+GAL grubunda Kontrol ve TMZ gruplarina gore anlamli derecede uzamis
saptand1 (swrasiyla p=0,010 ve p=0,010). TMZ+GAL grubundaki PT, GAL
grubundakinden farkli degildi.

INR, GAL grubunda, Kontrol ve TMZ gruplarina gére anlamli derecede
yiiksek saptandi (sirasiyla p<0,001 ve p<0,001). INR, TMZ+GAL grubunda Kontrol
ve TMZ gruplarina gore anlamli derecede yiiksek saptandi (sirasiyla p=0,016 ve
p=0,019). TMZ+GAL grubundaki INR, GAL grubundakinden farkli degildi.

Tablo 9. Plazma PT ve INR 12. saatteki degerleri

Gruplar PT (s) INR
1. Kontrol 10,1+0,13 0,86 + 0,02
2. TMZ 10,1+0,12 0,88 + 0,02
3. GAL 26,2 +2,95 2,36+ 0,29
4. TMZ+GAL 20,6 + 2,74 1,82 +0,25
P (ANOVA) <0,001 <0,001
1-3: <0,001 1-3: <0,001
st o Tyt | 7508 | HO0
2-4: 0,010 2-4:0,019

Veriler, ortalama + standart hata olarak verilmistir.

4.2.3. Protrombin Zamam ve INR Ol¢iimlerinin 18. Saatteki Degerleri

Protrombin Zamani, GAL grubunda, Kontrol ve TMZ gruplarina gore anlamli
derecede uzamis saptandi (swrastyla p<0,001 ve p<0,001). Protrombin Zamani,
TMZ+GAL grubunda Kontrol ve TMZ gruplarina gére anlamli derecede uzamis
saptand1 (swrastyla p<0,001 ve p<0,001). TMZ+GAL grubundaki PT, GAL
grubundakinden farkli degildi.
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INR, GAL grubunda, Kontrol ve TMZ gruplarma goére anlamli derecede
yiiksek saptandi (sirasiyla p<0,001 ve p<0,001). INR, TMZ+GAL grubunda Kontrol
ve TMZ gruplarina gore anlamli derecede yiiksek saptandi (swrastyla p<0,001 ve
p<0,001). TMZ+GAL grubundaki INR, GAL grubundakinden farkli degildi.

Tablo 10. Plazma PT ve INR 18. saatteki degerleri

Gruplar PT (s) INR
1. Kontrol 10,0 £0,28 0,84 + 0,02
2. TMZ 10,1 £0,62 0,86 + 0,05
3. GAL 25,1+2,14 2,24+0,21
4. TMZ+GAL 22,9+ 1,31 2,06 0,12
P (ANOVA) <0,001 <0,001
1-3: <0,001 1-3: <0,001
o ocTueien) | 3000|500
2-4: <0,001 2-4: <0,001

Veriler, ortalama + standart hata olarak verilmistir.

4.2.4. Protrombin Zamam ve INR Ol¢iimlerinin 24. Saatteki Degerleri

Protrombin Zamani, GAL grubunda, Kontrol ve TMZ gruplarina gére anlamli
derecede uzamis saptandi (sirasiyla p<0,001 ve p<0,001). Protrombin Zamani,
TMZ+GAL grubunda Kontrol ve TMZ gruplarina gore anlamli derecede uzamis
saptand1 (swrastyla p=0,003 ve p=0,004). TMZ+GAL grubundaki PT, GAL
grubundakinden anlamli derecede kisalmis saptandi (p=0,036).

INR, GAL grubunda, Kontrol ve TMZ gruplarina gére anlamli derecede
yliksek saptandi (sirastyla p<0,001 ve p<0,001). INR, TMZ+GAL grubunda Kontrol
ve TMZ gruplarma gore anlamli derecede yliksek saptandi (sirasiyla p=0,003 ve
p=0,004). TMZ+GAL grubundaki INR, GAL grubundakinden anlamli derecede
diisiik saptand1 (p=0,039).
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Tablo 11. Plazma PT ve INR 24. saatteki degerleri

Gruplar PT (s) INR
1. Kontrol 10,2+ 0,23 0,86 +0,02
2. TMZ 10,3+ 0,22 0,88 + 0,02
3. GAL 29,9 +2,38 2,70 +0,23
4, TMZ+GAL 21,6 +2,98 1,94 +0,27
P (ANOVA) <0,001 <0,001
1-3: <0,001 1-3: <0,001
1-4: 0,003 1-4: 0,003
P (Post Hoc Tukey test) | 2—3: <0,001 2-3:<0,001
2-4: 0,004 2-4: 0,004
3-4: 0,036 3-4: 0,039

Veriler, ortalama + standart hata olarak verilmistir.

Sekil 5. ve Sekil 6.’da gruplarin PT ve INR O0lglimlerinin saatlere gore

dagilimlar1 grafik seklinde gosterilmistir.
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Sekil 5. Gruplarin PT siirelerinin saatlere gore dagilimlari
Cubuklar standart hatalari temsil etmektedir.

Kontrol:1, TMZ:2, GAL:3, TMZ+GAL:4

a: 1-3: p<0,001; 1-4: p<0,001; 2-3: p<0,001; 2—4: p<0,001; 3—4: p=0,025
b: 1-3: p<0,001; 1-4: p=0,010; 2—-3: p<0,001; 2—-4: p=0,010

c: 1-3: p<0,001; 1-4: p<0,001; 2—-3: p<0,001; 2—4: p<0,001

d: 1-3: p<0,001; 1-4: p=0,003; 2-3: p<0,001; 2—4: p=0,004; 3—-4: p=0,036

34



3,5 -
3 d%
—
2,5 1 b _ c ][ -
e = =
2 ) i I R
x / } .- I
= AT
= 15 - a ,7'
1 i Eﬂ L e L T L T ] . .
0,5 -
0
6. saat 12.saat 18.saat 24, saat
--------- KONTROL ===TMZ =— —GAL =--=- TMZ+GAL

Sekil 6. Gruplarin INR 6l¢iimlerinin saatlere gore dagilimlar
Cubuklar standart hatalari temsil etmektedir.

Kontrol:1, TMZ:2, GAL:3, TMZ+GAL:4

a: 1-3: p<0,001; 1-4: p<0,001; 2—-3: p<0,001; 2—4: p<0,001; 3—4: p=0,002
b: 1-3: p<0,001; 1-4: p=0,016; 2—-3: p<0,001; 2—4: p=0,019

¢: 1-3: p<0,001; 1-4: p<0,001; 2-3: p<0,001; 2—4: p<0,001

d: 1-3: p<0,001; 1-4: p=0,003; 2—3: p<0,001; 2—4: p=0,004; 3—-4: p=0,039

4.3. Serum MDA ve TAC Diizeyleri

Gruplar 6 saatlik araliklarla degerlendirildiginden, serum MDA ve TAC
diizeyleri 6., 12., 18. ve 24. saatlerdeki olgtimler halinde incelendi. Serum TAC
diizeyleri 2 kez calisildi.

4.3.1. Serum MDA ve TAC Diizeylerinin 6. Saatteki Degerleri

Serum MDA diizeyleri, GAL grubunda, Kontrol ve TMZ gruplarmma gore
anlamli1 derecede yiiksek saptandi (swrasiyla p<0,001 ve p<0,001). Serum MDA
diizeyleri, TMZ+GAL grubunda, Kontrol ve TMZ gruplaria gore anlamli derecede
yiiksek saptandi (sirasiyla p<0,001 ve p<0,001). Serum MDA diizeyleri, TMZ+GAL
grubunda, GAL grubuna gore anlamli derecede farkl degildi.

Serum TAC diizeyleri bakimindan gruplar arasinda anlamli farklilik

saptanmadi.
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Tablo 12. Serum MDA ve TAC diizeylerinin 6. saatteki 6lgiimleri

Gruplar MDA (umol/ml) | TAC (umol/L)
1. Kontrol 0,990 + 0,084 0,977+ 0,004
2. TMZ 0,853 + 0,080 0,962 + 0,015
3. GAL 2,704 £ 0,238 0,964+ 0,024
4. TMZ+GAL 2,162+ 0,072 0,948 = 0,004
P (ANOVA) <0,001 0,603 (NS)
1-3: <0,001
P (Post Hoc Tukey test) ;:g zgggi
2-4:<0,001

Veriler, ortalama + standart hata olarak verilmistir.

4.3.2. Serum MDA ve TAC Diizeylerinin 12. Saatteki Degerleri

Serum MDA diizeyleri, GAL grubunda, Kontrol ve TMZ gruplarina gore
anlamli derecede yliksek saptandi (sirasiyla p<0,001 ve p<0,001). Serum MDA
diizeyleri, TMZ+GAL grubunda, Kontrol ve TMZ gruplara gore anlamli derecede
yiiksek saptandi (sirasiyla p<0,001 ve p=0,046). Serum MDA diizeyleri, TMZ+GAL
grubunda, GAL grubuna gore anlamli derecede diisiik saptandi (p<0,001).

Serum TAC diizeyleri bakimmdan gruplar arasinda anlamli farklilik

saptanmadi.
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Tablo 13. Serum MDA ve TAC diizeylerinin 12. saatteki 6lgiimleri

Gruplar MDA (umol/ml) | TAC (umol/L)
1. Kontrol 1,057 £ 0,102 0,941 +0,011
2. TMZ 1,459 +0,122 0,949+ 0,014
3. GAL 3,137+ 0,211 0,888 + 0,023
4. TMZ+GAL 2,077 £0,141 0,939+ 0,016
P (ANOVA) <0,001 0,088 (NS)

1-3: <0,001

1-4: 0,001
P (Post Hoc Tukey test) | 2—3: <0,001

2-4: 0,046

3-4: 0,001

Veriler, ortalama + standart hata olarak verilmistir.

4.3.3. Serum MDA ve TAC Diizeylerinin 18. Saatteki Degerleri

Serum MDA diizeyleri, GAL grubunda, Kontrol ve TMZ gruplarina goére
anlamli derecede yliksek saptandi (sirasiyla p<0,001 ve p=0,002). Serum MDA
diizeyleri, TMZ+GAL grubunda, Kontrol ve TMZ gruplarma gore anlamh derecede
farkli degildi. Serum MDA diizeyleri, TMZ+GAL grubunda, GAL grubuna gore
anlamli derecede diisiik saptandi (p=0,002).

Serum TAC diizeyleri bakimmdan sadece TMZ grubunda Kontrol grubuna

oranla anlamli yiikseklik saptandi.
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Tablo 14. Serum MDA ve TAC diizeylerinin 18. saatteki 6lgiimleri

Gruplar MDA (umol/ml) | TAC (umol/L)
1. Kontrol 0,973 £0,151 0,917 +£0,019
2. TMZ 1,375+ 0,255 0,977 £0,015
3. GAL 2,527 +0,149 0,963 +0,012
4. TMZ+GAL 1,389+ 0,154 0,959 + 0,008
P (ANOVA) <0,001 0,050
1-3:<0,001
P (Post Hoc Tukey test) | 2—3: 0,002 1-2: 0,042
3-4: 0,002

Veriler, ortalama + standart hata olarak verilmistir.

4.3.4. Serum MDA ve TAC Diizeylerinin 24. Saatteki Degerleri

Serum MDA diizeyleri, GAL grubunda, Kontrol ve TMZ gruplarina gore
anlamli derecede yiiksek saptandi (sirasiyla p<0,001 ve p=0,002). Serum MDA
diizeyleri, TMZ+GAL grubunda, Kontrol ve TMZ gruplara gore anlamli derecede
farkli degildi. Serum MDA diizeyleri, TMZ+GAL grubunda, GAL grubuna gore
anlamli derecede diisiik saptand1 (p<0,001).

Serum TAC diizeyleri bakimindan gruplar arasinda anlamli farklilik

saptanmadi.

Tablo 15. Serum MDA ve TAC diizeylerinin 24. saatteki dlgtimleri

Gruplar MDA (umol/ml) | TAC (umol/L)

1. Kontrol 1,049 £0,075 0,923 + 0,025

2. TMZ 0,770 £ 0,073 0,959 + 0,010

3. GAL 2,474+ 0,171 0,970+ 0,019

4, TMZ+GAL 0,994 £+ 0,140 0,970+ 0,019

P (ANOVA) <0,001 0,325 (NS)
1-3:<0,001

P (Post Hoc Tukey test) | 2—3:<0,001
3-4:<0,001

Veriler, ortalama =+ standart hata olarak verilmistir.
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Sekil 7., Sekil 8. ve Sekil 9°da gruplarin MDA ve TAC diizeylerinin saatlere

gore dagilimlar: grafik seklinde gosterilmistir.
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Sekil 7. Gruplarin serum MDA diizeylerinin saatlere gore dagilimlari
Cubuklar standart hatalari temsil etmektedir.

Kontrol:1, TMZ:2, GAL:3, TMZ+GAL:4

a: 1-3: p<0,001; 1-4: p<0,001; 2-3: p<0,001; 2—4: p<0,001

b: 1-3: p<0,001; 1-4: p<0,001; 2-3: p<0,001; 2—4: p=0,046; 3—4: p<0,001

c: 1-3: p<0,001; 2-3: p=0,002; 3—4: p=0,002

d: 1-3: p<0,001; 2-3: p=0,002; 3—4:p <0,001
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6. saat 12.saat 18.saat 24, saat
--------- KONTROL ===TMZ =— —GAL =--=- TMZ+GAL

Sekil 8. Gruplarin serum TAC diizeylerinin saatlere gore dagilimlar
Cubuklar standart hatalari temsil etmektedir.
a: 1-2: p=0,042
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4.4, Histolojik Degerlendirme

Gruplar 6 saatlik araliklarla degerlendirildiginden, histolojik degerlendirme
6., 12., 18. ve 24. saatlerdeki bulgular halinde incelendi.

4.4.1. Histolojik Degerlendirmenin 6. Saatteki Bulgular

Ishak skoru GAL grubunda Kontrol ve TMZ gruplarina gore anlaml
derecede yiiksek saptandi (p=0,016 ve p=0,008). TMZ+GAL grubunda Ishak skoru,
Kontrol ve TMZ gruplarina gore anlamli derecede farkli degildi. TMZ+GAL
grubundaki Ishak skoru GAL grubundakinden anlamli derecede diisiik saptandi
(p=0,016).

Tablo 16. Siganlarn 6. saatteki Ishak skorlari

Gruolar Karaciger histolojisi
P Median (min-max)
1. Kontrol 0(0-1)
2. TMZ 0 (0-0)
3. GAL 1(1-3)
4, TMZ+GAL 0(0-1)
P (Kruskall-Wallis test) 0,004
1-3: 0,016
P (Mann-Whitney u test) 2-3: 0,008
3-4: 0,016

Veriler, median (min-max) olarak verilmistir.

4.4.2. Histolojik Degerlendirmenin 12. Saatteki Bulgular

Ishak skoru GAL grubunda Kontrol ve TMZ gruplarina gore anlamli
derecede yiiksek saptandi (p=0,008 ve p=0,008). TMZ+GAL grubunda Ishak skoru,
Kontrol ve TMZ gruplarmna gore anlamli derecede yiiksek saptandi (p=0,032 ve
p=0,032). TMZ+GAL grubundaki Ishak skoru GAL grubundakinden anlaml
derecede diisiik saptand1 (p=0,008).
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Tablo 17. Siganlarin 12. saatteki Ishak skorlar1

Gruplar Karaciger histolojisi
P Median (min-max)
1. Kontrol 0 (0-0)
2. TMZ 0 (0-0)
3. GAL 7 (4-10)
4. TMZ+GAL 1(0-3)
P (Kruskall-Wallis test) <0,001
1-3: 0,008
1-4: 0,032
P (Mann-Whitney u test) 2-3: 0,008
2-4:0,032
3-4: 0,008

Veriler, median (min-max) olarak verilmistir.

4.4.3. Histolojik Degerlendirmenin 18. Saatteki Bulgularn

Ishak skoru GAL grubunda Kontrol ve TMZ gruplarina goére anlamlh
derecede yiiksek saptandi (p=0,008 ve p=0,008). TMZ+GAL grubunda Ishak skoru,
Kontrol ve TMZ gruplarina gore anlamli derecede yliksek saptandi (p=0,008 ve
p=0,008). TMZ+GAL grubundaki Ishak skoru GAL grubundakinden anlamli
derecede diisiik saptandi (p=0,032). GAL grubundaki bir siganda Zon III nekrozu

saptandi.

Tablo 18. Siganlarin 18. saatteki Ishak skorlari

Gruolar Karaciger histolojisi
b Median (min-max)
1. Kontrol 0 (0-0)
2. TMZ 0 (0-0)
3. GAL 10 (6-14)
4, TMZ+GAL 5 (2-8)
P (Kruskall-Wallis test) <0,001
1-3: 0,008
1-4: 0,008
P (Mann-Whitney u test) 2-3: 0,008
2-4: 0,008
3-4:0,032

Veriler, median (min-max) olarak verilmistir.
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4.4.4. Histolojik Degerlendirmenin 24. Saatteki Bulgulan

Ishak skoru GAL grubunda Kontrol ve TMZ gruplarina goére anlamli
derecede yiiksek saptandi (p=0,008 ve p=0,008). TMZ+GAL grubunda Ishak skoru,
Kontrol ve TMZ gruplarina gore anlamli derecede yiiksek saptandi (p=0,008 ve
p=0,008). TMZ+GAL grubundaki Ishak skoru GAL grubundakinden anlamli
derecede diisiik saptandi (p=0,008). GAL grubundaki bir siganda Zon III nekrozu

saptandi.

Tablo 19. Siganlarin 24. saatteki Ishak skorlar1

Gruplar Karaciger histolojisi
P Median (min-max)
1. Kontrol 0(0-2)
2. TMZ 0 (0-0)
3. GAL 12 (6-12)
4. TMZ+GAL 3(2-4)
P (Kruskall-Wallis test) <0,001
1-3: 0,008
1-4: 0,008
P (Mann-Whitney u test) 2-3: 0,008
2-4: 0,008
3-4: 0,008

Veriler, median (min-max) olarak verilmistir.

Kontrol ve TMZ gruplarinda histolojik lezyon saptanmadi. GAL ve
TMZ+GAL gruplarmin Ishak skorlar1 Sekil 9.’da sunulmustur.
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Median Ishak Skoru

6. saat 12.saat 18.saat 24, saat

Sekil 9. GAL ve TMZ+GAL gruplarinin saatlere gore Ishak skorlari

Sekil 10., Sekil 11., Sekil 12., Sekil 13., Sekil 14. ve Sekil 15.’de gruplarin

karaciger histolojileri fotograf halinde gosterilmistir.
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Sekil 10. Kontrol Grubu karaciger histolojisi (H&E X200)
Interface hepatit, nekroz, apoptoz ve portal inflamasyon bulgulari saptanmayan normal
karaciger dokusu goériinima.
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Sekil 11. TMZ Grubu karaciger histolojisi (H&E X200)
Interface hepatit, nekroz, apoptoz ve portal inflamasyon bulgular saptanmayan normal
karaciger dokusu goriinimu.

Sekil 12. GAL Grubu 18. saat karaciger histolojisi (H&E X200)

Ciddi periportal interface hepatit, fokal nekroz alanlari, fokal inflamasyon ve apoptoz
bulgulariyla birlikte portal alanlarda yaygin inflamasyon bulgulari saptanan karaciger dokusu
goriniimii. == :Portal inflamasyon ™= : |nterface hepatit
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Sekil 13. GAL Grubu 24. saat karaciger histolojisi (H&E X200)
Orta siddette interface hepatit, Zon Ill nekrozu (Lobullerin %50’sinden fazlasinda), ciddi
siddette fokal inflamasyon ve apoptoz bulgulariyla birlikte portal alanlarda orta siddette
inflamasyon bulgulari saptanan karaciger dokusu gériinimii mwsp: Zon |l nekrozu==) :
Apoptotik cisimcik (Councilman cisimcigi)
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Sekil 14. TMZ+GAL Grubu 18. saat karaciger histolojisi (H&E X200)

Hafif siddette interface hepatit, Zon lll nekrozu (Lobdllerin %50’sinden azinda), hafif siddette
fokal inflamasyon ve apoptoz bulgulariyla birlikte portal alanlarda hafif siddette inflamasyon

bulgular saptanan karaciger dokusu gorinimd.
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Sekil 15. TMZ+GAL Grubu 24. saat karaciger histolojisi (H&E X200)
Hafif siddette interface hepatit, hafif siddette fokal inflamasyon ve apoptoz bulgulariyla
birlikte portal alanlarda hafif siddette inflamasyon bulgulari saptanan karaciger dokusu

goérunim.
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5. TARTISMA

Akut hepatit viruslar, toksik ajanlar, ilaglar, alkol, ¢esitli metabolik ve
otoimmiin hastaliklar gibi degisik nedenlere bagl olarak meydana gelebilir ve bazen
fulminan gidis gostererek 6liimlere neden olabilir. Hepatit B ve C viruslari en 6nemli
viral hepatit etkenleri olup tiim diinyada yaygin bir saglik sorunudur (94). Akut
karaciger yetmezligi daha 6nce belirgin bir karaciger hastaligi olmayanlarda ortaya
¢ikan bir klinik sendromdur. Akut karaciger yetmezligi semptomlar ortaya ¢iktiktan
sonra 4 hafta igerisinde gelisen hepatik ensefalopati ve hepatik sentez fonksiyonunda
azalma ile karakterizedir (9). Akut karaciger yetmezliginin pek ¢ogundan viriisler ve
ilaglar sorumludur. Bununla birlikte anlamli sayida hastada ise etyolojik bir neden
bulunamaz. Amerika ve Ingiltere’de en stk AKY nedeni parasetamol toksisitesidir
(13).

Fulminan karaciger yetmezligi, akut hepatitin ciddi bir komplikasyonudur.
Masif karaciger hiicre nekrozu ve ensefalopati ile karakterizedir ve yiiksek mortalite
orani ile birliktedir. Fulminan karaciger yetmezliginde etkinligi kanitlanmis tek
tedavi yontemi acil karaciger transplantasyonudur. Ila¢ hepatotoksisitesi ve viral
hepatit gibi g¢esitli etyolojilerle meydana gelen akut karaciger yetmezliginin
patogenezinde reaktif oksijen radikallerinin artmasi, glutatyon deplesyonu,
proinflamatuvar sitokinlerin artmasi, nitrik oksit ve NF-KB’nin aktivasyonu
suglanmustir  (95-97). Bugiine kadar akut karaciger yetmezliginin tedavisinde
deneysel olarak, antioksidan, NF-KB ve iNOS aktivasyonunu inhibe eden, anti-
inflamatuvar ve serum endotoksin diizeyini azaltmayi amaclayan pek cok ilag
denenmistir (98-101). Fakat medikal tedavilerin etkinligi sinirli olup yeni tedavi
yontemlerine ihtiya¢ vardir.

Selektif bir hepatotoksin olan GAL (48) karacigerde galaktoz yolunda
metabolize olan bir amino sekerdir. Hiicre iginde GAL, iiridin tiiketimine yol agarak
hepatositlerin RNA metabolizmasin1 bozar ve sonugta hepatosit nekrozuna yol acar
(1, 2). Endojen lipidlerin peroksidasyonunun, GAL’in sitototoksik etkisinde major
faktor oldugu gosterilmistir (3). Deneysel GAL hepatiti, morfolojik ve fonksiyonel

olarak insanlarda goriilen viral hepatitlere cok benzerdir (1).
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Karacigerde GAL ile olusan hasarin, cesitli karaciger hastaliklarinin
patogenezinde ortaya ¢ikan bir¢ok 6zelligi taklit ettigi bildirilmistir (29). Histolojik
olarak GAL uygulanmasiyla, tanimlanabilen karaciger hasar1 olusturabilir ve
transaminazlar gibi hiicre i¢i maddelerin serbest kalmasi ve kan dolagimima
gecmeleri tesvik edilebilir. Bu ¢alismada, siganlarda deneysel olarak GAL ile
olusturulan akut karaciger hasar1 iizerine antioksidan ve antiiskemik uygulamasmin
hiicre ve doku diizeyindeki etkileri, histolojik ve biyokimyasal parametrelerle
incelenmistir. Sonug¢ olarak GAL ile yapilan deneysel hepatitin, morfolojik ve
fonksiyonel olarak insanda goriilen viral hepatitlere benzerligi dile getirilmistir (39).

Trimetazidin, ozellikle koroner arter hastaliklarinin tedavisinde kullanilan bir
ilagtir. 1970 yilindan beri iizerinde ¢esitli ¢galismalar yapilan bu ilacin, koroner kan
akimi  ve sistemik hemodinamiyi etkilemeksizin sitoprotektif etki gdsteren
antiiskemik bir madde oldugu dikkati ¢ekmistir.

Normoksi durumunda TMZ nin belirgin bir etkisi gériilmemistir (4, 5). Hasar
sonucunda ortaya ¢ikan serbest oksijen radikallerinin olusumuna engel olur. Boylece
serbest oksijen radikallerinin hiicre membranina zarar vermesi engellenmis olur (5).
Yapilan ¢aligmalarda TMZ nin yag asitlerinin oksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan ve
pek cok istenmeyen etkileri bulunan nonlipidik maddelerin yikimma yardimci oldugu
gosterilmistir (6-8). Hidrojen iyonunun intraseliiler birikimine engel olmak suretiyle
intraseliiler asidozu azalttig1 da gosterilmistir. Yine yapilan caligmalarda dokuda
ortaya ¢ikan serbest oksijen radikallerini azaltarak etkili oldugu gdsterilmistir. Son
zamanlarda kobayda Na+-K+-ATP ase enzimini bloke etmek suretiyle etkili oldugu
gosterilmistir. Ayrica intraseliiller ATP kaybina engel olmak suretiyle de etkili olur
(4-6).

Ozellikle kardiyoloji alaninda yaygin kullanilan TMZ, antiiskemik ve
antioksidan ozellikleri nedeniyle farkli birgok alanda ¢alismalar yapilan bir ajandir.

Akut hepatitin sorunsuz olarak atlatilabilmesi i¢in arayislar stirmektedir. Bu
calismada, GAL ile olusturulan bir deneysel hepatit modelinde TMZ’ nin koruyucu
etkinligi arastirildi. Bu deneysel modelde TMZ’nin, antioksidan 6zellikleri,
antiiskemik Ozellikleri ve apoptozu modiile etmesi nedeniyle basarili olabilecegi

diistiniildii.
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Bu caligmada, siganlarda GAL ile uyarilan akut hepatitin, TMZ 6n tedavisi ile
Onlenip Onlenemeyecegini degerlendirmek amaciyla biyokimyasal ve histolojik
parametreler incelendi. Karaciger fonksiyonlarini degerlendirmek igin, hiicre igi
enzimleri olan AST ve ALT aktivitelerinin 6l¢limiiniin yani1 sira karaciger sentez
fonksiyonunu gosteren PT-INR oOl¢iimleri de yapildi. Ek olarak TMZ’nin LDH
iizerine olan etkisini degerlendirmek i¢in LDH aktivitesi de bakildi. Hepatit
sirecinde meydana gelen oksidatif stres yiikiinii, inflamatuvar aktiviteyi ve
antioksidan aktiviteyi degerlendirmek icin MDA, TNF-a ve TAC gibi parametreler
calisildi. Buna karsin dokuda meydana gelen degisiklikleri degerlendirmek i¢in de
karaciger dokular1 histopatolojik olarak incelendi.

Serumda lipid peroksidasyon triinlerinde ve karaciger enzimlerinde (AST,
ALT) artis olmasi, tek doz intraperitoneal GAL uygulamasinin (500 mg/kg viicut
agirhigi) hepatotoksisite olusturdugunu gosterir (102). Shin ve ark.’nin yaptiklar1
calismada GAL ile olusturulan hepatit modelinde serum AST ve ALT diizeylerinde
anlamli artis saptanmistir (103). Bir baska calismada Sugiyama ve ark. benzer
bulgular saptamislardir (104). Benzer GAL modellerinde bir¢ok ¢alismada karaciger
fonksiyon testlerinde anlamli derecede bozukluklar ve artiglar saptanmuistir (105-
108). Bizim ¢alismamizda da serum AST aktivitesi, Kontrol ve TMZ gruplarina gore
12. saatte sadece GAL grubunda, 18. ve 24. saatlerde hem GAL grubunda hem de
TMZ+GAL grubunda anlamli derecede yiiksek saptandi. Benzer big¢imde serum ALT
aktivitesi de hem GAL grubunda hem de TMZ+GAL grubunda, Kontrol ve TMZ
gruplarina gore 18. ve 24. saatlerde anlamli derecede yiiksek saptandi. Bu bulgular
GAL uygulamasi ile biyokimyasal olarak hepatit olustugunu gostermektedir. Serum
AST ve ALT aktivitelerinde, TMZ+GAL grubunda, GAL grubuna gore anlamli
derecede farklilik saptanmadi.

Serum LDH diizeylerinin artmis olmasi da GAL ile olusturulan
hepatotoksisite varligini destekler (102). Dolayisiyla hem hepatite eslik eden serum
LDH aktivite artisinin hem de bu artisa TMZ’nin olast etkisini degerlendirmek
amaciyla LDH aktivitelerine bakildi. Gruplarm ortalama degerlerine bakildiginda
GAL grubunun ortalama LDH aktivitesinin, 6zellikle 18. saatte diger gruplara oranla
daha fazla oldugu saptanmasina karsin, bu artis istatistiksel olarak anlamli farklilik

diizeyinde saptanmadi.
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Fulminan hepatit silirecinde tepe aminotransferaz aktiviteleri, prognozu
yansitmada yetersiz kalip, hastanin genel durumunun giderek bozulmasiyla birlikte
daha diisiik seviyelerde seyredebilir (109). Protrombin zamani, prognozun en iyi
belirtecidir; kontrole oranla PT {ist sinirdan >4 sn’den fazla uzamigsa veya PT>20 s
ise ya da INR>6,5 ise hastada yiiksek 6liim riski mevcuttur (109-113). Cihan ve
ark.’nin yaptiklari ¢alismada, GAL ile olusturulan hepatit modelinde GAL grubunda
kontrol grubuna gore PT siirelerinde uzama ve anlamli farkliliklar saptanmistir (114).
Bizim c¢alismamizda da plazma PT-INR dlglimleri hem GAL grubunda hem de
TMZ+GAL grubunda, Kontrol ve TMZ gruplarina gore anlamli derecede yiiksek
saptandi. TMZ+GAL grubundaki plazma PT-INR 6l¢iimleri GAL grubundakinden
24. saatte anlaml derecede diisiik saptandi.

Endojen lipidlerin peroksidasyonunun, GAL’in sitototoksik etkisinde major
faktdr oldugu gdsterilmistir (40). Ug veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin

peroksidasyonu MDA iiretimi ile sonuglanir. Malondialdehit LPO’nun derecesinin

saptanmasinda kullanilan bir belirtectir. Lipid LOOH ve lipid ROO  radikalleri
hiicrenin bir¢ok komponenti ile reaksiyona girerek toksik etkilerini gosterirler (68,
69). Malondialdehit membran komponentlerinin polimerizasyonuna ve ¢apraz
baglanmalarina neden olarak i¢ membranin bazi1 Ozelliklerini degistirir. Ayrica
diffiize olabildiginden DNA’nin nitrojen baglar1 ile reaksiyona girebilir.
Malondialdehit bu 6zelliklerinden dolayr mutajenik, genotoksik ve karsinojenik bir
bilesiktir (70). Hauet ve ark.’nin yaptiklari sigan bobrek dokusunda reperflizyon
hasar1 ¢aligmasinda, izole doku muhafaza sivissma TMZ uygulamasi ile MDA
diizeylerinde belirgin azalma saptanmistir (115). Bir baska ¢alismada da Siizer ve
ark.’nm yaptiklari siganlarda kortikal FeCl3 injeksiyonu ile olugsan hasar modelinde,
i.p. TMZ uygulanan grupta doku MDA diizeylerini istatistiksel olarak anlamli
farklilikta diisiik saptanmustirlar (116). Benzer birgok deneysel model ¢alismalarinda
TMZ’nin MDA diizeylerini disiirdiigii ve lipid peroksidasyonunu azalttigi
saptanmigtir (117-120). Bizim ¢alismamizda da serum MDA diizeylerinde gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar saptandi. Serum MDA diizeyi hem
GAL grubunda hem de TMZ+GAL grubunda Kontrol ve TMZ gruplarma gore
anlamli derecede yiiksek saptandi. TMZ+GAL grubundaki MDA diizeyi GAL

grubundakinden 12., 18. ve 24. saatlerde anlamli derecede diisiik saptandi.
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Total antioksidan durumun 6l¢iimii, antioksidanlarin tek tek Glgclimiinden
daha degerli bilgiler verebilir. Plazma ve viicut sivilarinda bulunan biitiin
antioksidanlarin toplam etkisini TAC yansitir. Bu yilizden kanin antioksidan
durumunu saptamada bireysel antioksidanlar yerine bunlarin toplam antioksidan
degerini veren TAC dl¢timii yayginlasmaktadir (74, 75). Yapilan birgok ¢alismada
GAL ile olusturulan hepatit modellerinde, antioksidan parametreler genelde tek tek
bakilmis ve disiik saptanmistir (121-124). Kusano ve ark. ¢alismalarinda TAC ile
degerlendirmenin daha uygun oldugunu ve daha iyi sonuglar alindigi
belirtmektedirler (125). Biz de ¢alismamizda hepatit gelisim siirecinde antioksidan
durumu ve TMZ’nin etkisini degerlendirmek igin TAC olgiimii ile degerlendirme
yaptik. Kontrol grubuna oranla TMZ grubunda 18. saat TAC diizeyi anlaml1 yliksek
saptanmasina karsin GAL ve TMZ+GAL gruplar1 arasinda anlamli farklilik
saptamadik. Dolayistyla TMZ’nin antioksidan 6zelliginin 18. saatte belirginlestigini
ancak bu etkinin koruyuculuk bakimindan yeterli diizeyde olmadigini s6yleyebiliriz.

Karacigerde =~ GAL’in, histopatolojik  degisikliklere neden  oldugu
belirtilmektedir (34, 36). Yiiksek dozlarda ve uzun siire GAL uygulanmasi histolojik
olarak tamimlanabilen karaciger hasarmmi siddetlendirebilir. Siganlarda GAL
panlobiiler fokal hepatositonekroza, polimorfniikleer hiicrelerin infiltrasyonuna ve
ilaca bagl hepatitte oldugu gibi makrofajlarin artmasima yol acar (1, 39). Cihan ve
ark. domuzlarda GAL ile olusturulan hepatit modelinde, histopatolojik olarak hepatit
bulgularini saptamislardir (114). Wilhelm ve ark. siganlarda GAL (500 mg/kg viicut
agirhigl) ile olusturulan hepatit modelinde histopatolojik olarak masif hemoraji,
inflamatuvar hiicreler ve nekroz bulgular1 saptamislardir (126). Bizim ¢alismamizda
ise GAL grubunda histopatolojik olarak belirgin hepatit bulgular1 saptanirken,
TMZ+GAL grubunda ise hafif diizeyde hepatit bulgular1 saptandi. Hepatotoksisiteye
bagli hepatit ve hepatonekroz bulgular;, GAL grubunda 6. saatten itibaren
baslamasma karsin 6zellikle 18. (hepatit bulgularinin en ¢ok belirginlestigi zaman
dilimi) ve 24. saatlerde belirginlegsmektedir. Ayrica GAL grubunda 18. saatte bir
sicanin ve 24. saatte yine bir siganin karaciger dokusunda Zon III nekrozu
saptanirken, bu hasarm TMZ+GAL grubunda saptanmamasi da TMZ’nin nekrotizan

hasar1 hafiflettiini ve koruyucu etkisi oldugunu gdstermektedir.
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D-Galaktozamin ile yapilan hepatit modelinde belirgin oksidatif stres ve
inflamatuvar yanit ortaya ¢ikmaktadir. Doza bagimli olmakla birlikte GAL ile
fulminan hepatit ve masif karaciger nekrozu da yapilabilmektedir. Literatiirdeki
mevcut ¢aligmalarda genellikle GAL injeksiyonundan sonraki 24. saatte ya da 48.
saatte incelemeler yapilmistir. Biz ¢alismamizda, 500 mg/kg dozunda GAL
uygulamasiyla hepatit bulgularmin 12. saatte basladigini, 18. saatte siddetlendigini
ve 24. saatte de aktif devam ettigini gozledik. Hem karaciger fonksiyon testlerinde
bozukluk olusmasi hem de PT-INR degerlerinde uzama saptanmasi, histolojik hepatit
bulgularma eslik etti. D-Galaktozamin’in uyardigi hepatitte, oksidatif stres ve
inflamatuvar yanit bakimmdan TMZ uygulamasiyla MDA diizeylerinde anlamli
azalma saptanmasi nedeniyle koruyucu etki olustugu disiiniildii. Histopatolojik
olarak da TMZ+GAL grubunda, GAL grubuna gore tiim inceleme siireglerinde (6.,
12., 18. ve 24. saatlerde) daha hafif diizeyde hepatit bulgular1 saptanmasindan dolay,
TMZ uygulamasiyla koruyucu etki olustugu diisiiniildii.
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6. SONUC ve ONERILER

Tek doz 500 mg/kg i.p. uygulanan GAL, si¢anlarin karaciger dokusunda
biyokimyasal ve histopatolojik olarak hepatoselliiler hasara yol agmaktadir. GAL
injeksiyonu, LPO’nun son {irlinii ve oksidatif stresin iyi bir gostergesi olan MDA
diizeylerini yiikseltmektedir. Trimetazidin, GAL hepatitindeki MDA ve kismen PT
uzamasint Onlemekte ve histolojik olarak koruyucu etki gostermektedir. Klinik

uygulamaya yonelik daha ileri ¢aligmalar yapilmasi gerekmektedir.
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OZET

Sicanlarda D-Galaktozamin Tle Olusturulan Hepatitte Trimetazidin’in
Koruyucu Etkisi

Bu calismada, sicanlarda D-Galaktozamin (GAL) ile olusturulan karaciger
hepatotoksisitesinde Trimetazidinin (TMZ) koruyucu etkinliginin arastirilmasi
amaglanmustir.

Calismaya toplam 80 disi Wistar-albino sigan alindi ve her grupta 20 sican
olacak sekilde 4 ana gruba ayrildi. Kontrol grubuna serum fizyolojik 1.p. yolla
uygulandi. TMZ grubuna i.p. TMZ 5 mg/kg dozunda uygulandi. GAL grubuna i.p.
GAL 500 mg/kg dozunda uygulandi. TMZ+GAL grubuna ise TMZ 5 mg/kg i.p.
uygulandiktan 1 saat sonra GAL 500 mg/kg i.p. uygulandi. Her gruptan si¢anlara,
S’erli alt gruplar halinde 6’sar saat ara ile laparatomi yapildi; kanlar1 alindi ve
karacigerleri ¢ikarildi. Karaciger dokular1 histolojik olarak degerlendirildi. Serumda
malondialdehit (MDA) ve total antioksidan kapasite (TAC) diizeyleri 6l¢iildii. Ayrica
inferior vena cava’dan alinan kan orneklerinden elde edilen serumda AST, ALT,
LDH ve plazmada PT-INR ¢aligild1.

Calismada 500 mg/kg dozunda i.p. olarak verilen GAL ile tiim siganlarda
histolojik ve biyokimyasal olarak akut karaciger hasari1 gozlendi. Akut karaciger
hasarinin biyokimyasal parametreleri, serum MDA diizeyleri GAL grubunda anlamli
olarak yiiksek saptandi. MDA diizeyleri TMZ+GAL grubunda GAL grubuna gore
anlamli derecede daha diisiik saptandi. PT-INR diizeyleri GAL grubunda TMZ+GAL
grubuna goére 24. saatte daha yiiksek saptandi. Serum TAC diizeyi sadece 18. saatte,
TMZ grubunda Kontrol grubuna goére yiiksek saptandi. Histolojik olarak GAL
grubunun hasarlanma skorlari, TMZ+GAL grubuna gore anlamli derecede yiiksek
saptandi.

D-Galaktozamin ile olusturulan hepatit modelinde, daha 6nceki ¢aligmalarda
antioksidan ve antiiskemik 6zellikleri bildirilen TMZ’nin, biyokimyasal
parametreleri iyilestirdigi ve histolojik diizeyde de koruyucu etkisinin oldugu
goriilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Antioksidan, D-Galaktozamin (GAL), Hepatotoksisite,
Oksidatif stres, Trimetazidin (TMZ)
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SUMMARY

The Protective Effect of Trimetazidine On D-Galactosamine Induced Hepatitis
In Rats

The aim of this study was to investigate the protective effect of trimetazidine
(TMZ) on D-galactosamine (GAL) induced hepatotoxicity.

Eighty female Wistar rats were randomly divided into four groups. All 4
groups contained 20 rats in each group. Saline was administered to Control group
intraperitoneally (i.p.). and TMZ was administered to TMZ group 5 mg/kg i.p. and
GAL was administered to GAL group 500 mg/kg i.p. and TMZ was administered to
TMZ+GAL group 5 mg/kg i.p. then one hour later GAL was administered to
TMZ+GAL group 500 mg/kg i.p.. Laparatomy was performed with 6 hour intervals
to all groups by subgroups which have 5 rats in each subgroup and then blood
samples and liver samples were taken. Liver tissue samples were histologically
evaluated. Malondialdehyde (MDA) and total antioxidant capacity (TAC) levels
were measured in serum. AST, ALT and LDH activities were analyzed in serum and
PT-INR in plasma which obtained from vena cava inferior.

Dose of 500 mg/kg i.p. GAL caused acute hepatic damage histologically and
biochemically in all rats. Biochemical parameters of acute hepatic damage, MDA
levels of serum were significantly increased in GAL group. MDA levels were found
significantly more lower in TMZ+GAL group than GAL group. PT-INR levels were
significantly higher in GAL group than TMZ+GAL group at the 24th. hour. TAC
levels were higher at the 18th. hour only in the TMZ group than Control group.
Histologically, injury scores were significantly higher in GAL group than
TMZ+GAL group.

It was shown that an antioxidant and antiischemic agent TMZ has protective
effects both according to biochemical markers and histological parameters on GAL
induced hepatitis.

Key Words: Antioxidant, D-Galactosamine (GAL), Hepatotoxicity,
Oxidative stress, Trimetazidine (TMZ)
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EKLER

CALISMA SONUCLARI
NO | GRUP ALTGRUP AST (U/L) | ALT (U/L) |LDH (U/L) | PT(s) | INR | MDA (umol/ml) | TAC (umol/L) | PATOLOJI Skor
01 Kontrol Kontrol-6 139 38 1323 10,8 0,9 1,141 0,989 0
02 Kontrol Kontrol-6 125 38 1435 10,4 0,9 0,682 0,968 0
03 Kontrol Kontrol-6 117 59 1305 10,3 0,9 1,151 0,973 0
04 Kontrol Kontrol-6 139 56 1457 9,7 0,8 0,988 0,971 0
05 Kontrol Kontrol-6 90 59 314 10,1 0,8 0,988 0,986 1
06 Kontrol Kontrol-12 123 72 376 10,3 0,9 1,111 0,940 0
07 Kontrol Kontrol-12 142 55 1309 10,0 0,8 0,897 0,911 0
08 Kontrol Kontrol-12 152 70 1191 9,8 0,8 1,314 0,955 0
09 Kontrol Kontrol-12 118 60 646 10,6 0,9 0,754 0,926 0
10 Kontrol Kontrol-12 122 49 846 10,2 0,9 1,213 0,976 0
11 Kontrol Kontrol-18 114 70 401 10,3 0,9 1,192 0,894 0
12 Kontrol Kontrol-18 127 50 1312 9,2 0,8 1,406 0,946 0
13 Kontrol Kontrol-18 133 55 626 9,8 0,8 0,601 0,974 0
14 Kontrol Kontrol-18 119 78 625 10,1 0,8 0,682 0,904 0
15 Kontrol Kontrol-18 122 77 502 10,9 0,9 0,988 0,867 0
16 Kontrol Kontrol-24 98 46 1035 11,1 0,9 1,029 0,933 0
17 Kontrol Kontrol-24 90 48 726 10,2 0,9 1,080 0,965 0
18 Kontrol Kontrol-24 91 32 750 10,3 0,9 0,866 0,825 0
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NO | GRUP ALTGRUP AST (U/L) | ALT (U/L) |LDH (U/L) | PT(s) | INR | MDA (umol/ml) | TAC (umol/L) | PATOLOJI Skor
19 Kontrol Kontrol-24 76 46 658 9,7 0,8 1,314 0,965 1
20 Kontrol Kontrol-24 99 49 1077 10,0 0,8 0,958 0,931 2
21 TMZ TMZ-6 198 73 1432 9,6 0,8 0,927 1,011 0
22 T™MZ TMZ-6 103 46 700 10,6 0,9 1,019 0,948 0
23 T™MZ TMZ-6 83 37 478 10,0 0,8 0,560 0,964 0
24 T™MZ TMZ-6 143 62 990 10,3 0,9 0,815 0,918 0
25 TMZ TMZ-6 111 43 1304 11,6 1,0 0,948 0,971 0
26 TMZ TMZ-12 117 61 488 10,4 0,9 1,692 0,937 0
27 TMZ TMZ-12 129 41 1334 10,3 0,9 1,478 0,954 0
28 TMZ TMZ-12 119 61 1079 10,2 0,9 1,447 0,942 0
29 T™MZ TMZ-12 101 54 521 10,3 0,9 1,009 0,912 0
30 TMZ TMZ-12 134 52 1479 9,7 0,8 1,671 1,001 0
31 TMZ TMZ-18 71 52 314 11,8 1,0 2,089 0,949 0
32 T™MZ TMZ-18 162 44 2035 10,7 0,9 1,039 0,945 0
33 T™MZ TMZ-18 119 57 1120 10,6 0,9 1,049 0,988 0
34 T™MZ TMZ-18 122 69 496 8,1 0,7 1,885 1,030 0
35 T™MZ TMZ-18 109 48 588 9,6 0,8 0,815 0,976 0
36 T™MZ TMZ-24 84 46 598 10,4 0,9 0,825 0,943 0
37 T™MZ TMZ-24 97 46 872 10,3 0,9 0,835 0,987 0
38 TMZ TMZ-24 75 52 427 111 0,9 0,682 0,970 0
39 T™MZ TMZ-24 87 48 745 10,2 0,9 0,540 0,969 0
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NO | GRUP ALTGRUP AST (U/L) | ALT (U/L) |LDH(U/L) |PT(s) | INR | MDA (umol/ml) | TAC (umol/L) | PATOLOJi Skor
40 T™Z TMZ-24 109 57 1220 97 08 0,968 0,926 0
41 GAL GAL-6 183 107 824 145 |12 2,405 0,993 1
42 GAL GAL-6 264 189 1986 144 |12 1,936 0,982 2
43 GAL GAL-6 329 214 1487 143 |12 2,874 1,032 3
44 GAL GAL-6 168 76 801 135 |12 3,261 0,902 1
45 GAL GAL-6 186 93 1428 118 |10 3,047 0,912 1
46 GAL GAL-12 264 117 1442 253 |23 2,905 0,921 6
47 GAL GAL-12 256 188 537 177 |15 2,680 0,931 7
48 GAL GAL-12 276 186 1179 237 |21 3,272 0,922 4
49 GAL GAL-12 972 1030 1087 36 |33 3,893 0,863 10
50 GAL GAL-12 397 327 630 288 |26 2,935 0,807 8
51 GAL GAL-18 623 554 966 234 |21 2,181 0,928 11
52 GAL GAL-18 1155 1252 1991 251 |22 2,895 0,975 6
53 GAL GAL-18 496 622 975 250 |22 2,874 1,004 10
54 GAL GAL-18 1013 895 950 326 |30 2,303 0,947 14
55 GAL GAL-18 310 192 1429 194 |17 2,385 0,964 8
56 GAL GAL-24 318 308 1882 270 |24 2,935 1,000 10
57 GAL GAL-24 613 796 881 2717 |25 2,110 0,962 12
58 GAL GAL-24 661 765 743 392 |36 2,313 1,004 12
59 GAL GAL-24 438 485 553 262 |23 2,181 0,896 6
60 GAL GAL-24 905 957 653 294 |27 2,833 0,990 12
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NO | GRUP ALTGRUP AST (U/L) | ALT (U/L) |LDH(U/L) |PT(s) | INR | MDA (umol/ml) | TAC (umol/L) | PATOLOJi Skor
61 TMZ+GAL | TMZ+GAL-6 | 145 75 869 169 |15 1,926 0,964 0
62 TMZ+GAL | TMZ+GAL-6 | 224 184 730 147 |13 2,089 0,937 0
63 TMZ+GAL | TMZ+GAL-6 | 229 110 1279 146 |13 2,201 0,949 0
64 TMZ+GAL | TMZ+GAL-6 | 488 394 1143 152 |14 2,344 0,951 1
65 TMZ+GAL | TMZ+GAL-6 | 240 126 1757 158 |14 2,252 0,941 0
66 TMZ+GAL | TMZ+GAL-12 | 243 115 1354 190 |17 2,528 0,994 3
67 TMZ+GAL | TMZ+GAL-12 | 198 103 1150 268 |24 1,875 0,904 1
68 TMZ+GAL | TMZ+GAL-12 | 87 52 534 110 |09 2,191 0,932 0
69 TMZ+GAL | TMZ+GAL-12 | 191 138 739 246 |22 1,702 0,954 1
70 TMZ+GAL | TMZ+GAL-12 | 166 89 905 21,7 |19 2,089 0,911 1
71 TMZ+GAL | TMZ+GAL-18 | 1086 1062 1352 231 |21 1,671 0,964 6
72 TMZ+GAL | TMZ+GAL-18 | 756 543 1040 236 |21 1,834 0,940 8
73 TMZ+GAL | TMZ+GAL-18 | 444 402 672 254 |23 1,131 0,990 5
74 TMZ+GAL | TMZ+GAL-18 | 370 327 560 246 |22 1,274 0,957 3
75 TMZ+GAL | TMZ+GAL-18 | 591 869 571 179 |16 1,039 0,946 2
76 TMZ+GAL | TMZ+GAL-24 | 342 183 526 202 |18 0,550 0,987 3
77 TMZ+GAL | TMZ+GAL-24 | 753 544 752 179 |16 0,917 1,025 3
78 TMZ+GAL | TMZ+GAL-24 | 359 253 858 334 |30 1,406 0,988 4
79 TMZ+GAL | TMZ+GAL-24 | 651 672 553 171 |15 0,958 0,938 3
80 TMZ-GAL | TMZ+GAL-24 | 1183 1573 785 197 |18 1,141 0,915 2
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HISTOPATOLOJi SONUCLARI

Periportal veya

Fokal litik lezyon,

NO |GRUP ALTGRUP periseptal interface Birlesen nekroz|apoptoz ve fokal Portal inflamasyon [Toplam Skor |Diger
hepatit inflamasyon
01 |[Kontrol Kontrol-6 0 0 0 0 0 -
02 |[Kontrol Kontrol-6 0 0 0 0 0 -
03 [Kontrol Kontrol-6 0 0 0 0 0 -
04 |[Kontrol Kontrol-6 0 0 0 0 0 -
05 |[Kontrol Kontrol-6 0 0 1 0 1 -
06 |Kontrol Kontrol-12 0 0 0 0 0 -
07 |Kontrol Kontrol-12 0 0 0 0 0 -
08 |Kontrol Kontrol-12 0 0 0 0 0 -
09 |Kontrol Kontrol-12 0 0 0 0 0 -
10 |Kontrol Kontrol-12 0 0 0 0 0 -
11 |Kontrol Kontrol-18 0 0 0 0 0 -
12 |Kontrol Kontrol-18 0 0 0 0 0 -
13 |Kontrol Kontrol-18 0 0 0 0 0 -
14 |Kontrol Kontrol-18 0 0 0 0 0 -
15 |Kontrol Kontrol-18 0 0 0 0 0 -
16 |Kontrol Kontrol-24 0 0 0 0 0 -
17 |Kontrol Kontrol-24 0 0 0 0 0 -
18 |Kontrol Kontrol-24 0 0 0 0 0 -
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Periportal veya

Fokal litik lezyon,

NO |GRUP ALTGRUP periseptal interface Birlesen nekroz|apoptoz ve fokal Portal inflamasyon [Toplam Skor |Diger
hepatit inflamasyon

19 |Kontrol Kontrol-24 0 0 0 1 1 -
20 |Kontrol Kontrol-24 0 2 0 0 2 Hafif steatoz
21 (TMZ TMZ-6 0 0 0 0 0 -
22 (TMZ TMZ-6 0 0 0 0 0 -
23 [TMZ TMZ-6 0 0 0 0 0 -
24 (TMZ TMZ-6 0 0 0 0 0 -
25 (TMZ TMZ-6 0 0 0 0 0 -
26 (TMZ TMZ-12 0 0 0 0 0 -
27 (TMZ TMZ-12 0 0 0 0 0 -
28 |TMZ TMZ-12 0 0 0 0 0 -
29 |TMZ TMZ-12 0 0 0 0 0 -
30 |TMZ TMZ-12 0 0 0 0 0 -
31 |TMZ TMZ-18 0 0 0 0 0 -
32 |TMZ TMZ-18 0 0 0 0 0 -
33 |TMZ TMZ-18 0 0 0 0 0 -
34 |TMZ TMZ-18 0 0 0 0 0 -
35 |TMZ TMZ-18 0 0 0 0 0 -
36 |TMZ TMZ-24 0 0 0 0 0 -
37 |TMZ TMZ-24 0 0 0 0 0 -
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Periportal veya

Fokal litik lezyon,

NO |GRUP ALTGRUP periseptal interface Birlesen nekroz|apoptoz ve fokal Portal inflamasyon [Toplam Skor |Diger
hepatit inflamasyon
38 [TMZ TMZ-24 0 0 0 0 0 Hafif steatoz (Zon 1)
39 [TMZ TMZ-24 0 0 0 0 0 Hafif steatoz (Zon 1)
40 |TMZ TMZ-24 0 0 0 0 0 -
41 |GAL GAL-6 0 0 1 0 1 Hafif steatoz (Zon 1)
42 |GAL GAL-6 0 0 2 0 2 -
43 |GAL GAL-6 0 0 2 1 3 -
44 |GAL GAL-6 0 0 0 1 1 -
45 |GAL GAL-6 0 0 1 0 1 Hafif steatoz
46 |GAL GAL-12 1 2 3 0 6 -
47 |GAL GAL-12 2 0 3 2 7 -
48 |GAL GAL-12 1 0 2 1 4 -
49 [GAL GAL-12 4 0 3 3 10 -
50 [GAL GAL-12 3 1 2 2 8 -
51 |GAL GAL-18 4 1 3 3 11 -
52 |GAL GAL-18 2 0 2 2 6 -
53 |GAL GAL-18 2 2 4 2 10 -
54 [GAL GAL-18 4 3 4 3 14 Zon Il nekrozu
55 |GAL GAL-18 1 2 3 2 8 -
56 |GAL GAL-24 4 0 2 4 10 -
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Periportal veya

Fokal litik lezyon,

NO |GRUP ALTGRUP periseptal interface Birlesen nekroz|apoptoz ve fokal Portal inflamasyon [Toplam Skor |Diger
hepatit inflamasyon

57 |GAL GAL-24 3 3 4 2 12 -
58 |GAL GAL-24 4 3 3 12 Zon 111 nekrozu
59 [(GAL GAL-24 1 2 2 1 6 -
60 [GAL GAL-24 4 2 4 2 12 -
61 [TMZ+GAL TMZ+GAL-6 |0 0 0 0 0 -
62 |[TMZ+GAL TMZ+GAL-6 |0 0 0 0 0 -
63 |TMZ+GAL |TMZ+GAL-6 |0 0 0 0 0 -
64 |[TMZ+GAL TMZ+GAL-6 |0 0 1 0 1 -
65 |TMZ+GAL |TMZ+GAL-6 |0 0 0 0 0 -
66 [TMZ+GAL TMZ+GAL-12 |1 0 1 1 3 -
67 |TMZ+GAL TMZ+GAL-12 |0 0 1 0 1 -
68 |TMZ+GAL |TMZ+GAL-12 |0 0 0 0 0 -
69 [TMZ+GAL TMZ+GAL-12 (0 0 1 0 1 -
70 [TMZ+GAL TMZ+GAL-12 (0 0 1 0 1 -
71 |TMZ+GAL TMZ+GAL-18 |1 2 2 1 6 -
72 |TMZ+GAL TMZ+GAL-18 (3 2 2 1 8 -
73 |TMZ+GAL TMZ+GAL-18 |2 0 2 1 5 -
74 |TMZ+GAL TMZ+GAL-18 |1 0 1 1 3 -
75 |TMZ+GAL TMZ+GAL-18 |0 0 1 1 2 -
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Periportal veya

Fokal litik lezyon,

NO |GRUP ALTGRUP periseptal interface Birlesen nekroz|apoptoz ve fokal Portal inflamasyon | Toplam Skor |Diger
hepatit inflamasyon

76 |TMZ+GAL TMZ+GAL-24 |0 2 1 0 3 -

77 |TMZ+GAL TMZ+GAL-24 |1 0 1 1 3 -

78 |TMZ+GAL TMZ+GAL-24 |1 0 2 1 4 -

79 |TMZ+GAL TMZ+GAL-24 |1 0 1 1 3 -

80 [TMZ-GAL TMZ+GAL-24 |1 0 0 1 2 Steatoz
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TNF-0 CALISMASI ABSORBANS VERILERININ PRINT KOPYALARI

Bio—-Telk Instruments

Assay: Quick Read Date:13/08/09 Lot: TN E A
Time:07:02:17 Operator:
Wavelength:450 Temp : Plate 1ID:
COMMENTS
1 2 3 4 5 6" 7 8 9 10 11 12

A =
CALL 3 i 19 2% 35 3 5 59 b BB
CalcOD| 0.063% 0,074 6.064 Q.O?S} 0.065 0.251 0.074 0.065 (.059 0.077 0.072 0.064
Well | SMP1 SHPY SMpL7 W25 | SMP33 | SHP41 | SMP49 | SMPST | SMP6S | SHPT3 | SMRSL | SMPGO
RSLT

B
AL . jn n 2 22 26 d 53 to b3 26
calcop| 0.04¢ | 0.082 | 0.067 | 0.045 | 0.067 | 0.09¢ | 0.05 | 0.044 | 0.039 | 0.063 0.040 | 0.039
Well | Swp2 aplo | SHPe | SHP26 | SWP34 | GNP42 | GMPSO | SMPSS | SMPG6 | SMP74 | SN2 | SMPAO
RSLT

¢ -
CALL 5 13 Wi 8 3% 45 52 &4 X ¥
caleoD! 0.038 | 0.043 | 0.145 | 0.048 | 0.048 | 0.075 | 0.040 0,055 | 0.045 | 0.058 | 0.048 | 0.048
Well | S¥P3 GUPLL | SWP19 | SMP27 | SHP3S | SMP43 | SMPSL | SHPS9 | SMPGT | SMPTS | SMP3 | SHPSI
RSLT :

D
AL b T 22 30 R ki, 5k b2 7% 4
CalcOD| 0.037 0.048 0.068 0.045 0.041 0.041 0.041 0.055 0.043 0.042 0.19 0.042
Hell SMp4 SHp12 | SMP20 SMp28 SMP36 SMP44 Sup52 SHP60 SHp68 SMP76 SMpe4 SHP92
RSLT

E 7 o ;
CALL ¥ 16" 23 24 39 k¥ s 63 k2] 39
CalcoD| 0.061 @.045 DNo.ost | 0.062 | 0.042 | 0.041 | 0.042 | 0.08 | 0.042 | 0.058 | 0.039 0.047
Well SMP5 SMP13 SMpP21 SMP29 SMP37 SMP45 SMP53 SHP61 SHP69 S¥PT77 SMP85 SHp93
RSLT

F -
CALL 4 it Ik a2 ko 48 56 bl T2 yo
caloon| 0.038 | 0.039 | 0.039 | 0.039 | 0.040 | 0.078 | 0.040 | 0.050 | 0.042 } 0,041 } 0.051 0.037
Well | oWpe |\.cwp14 | P22 | SWP30 | SMP38 | SWP46 | SHPS4 | SRe2 | SHPT0 | SHP78 | SMPS6 SMP94
RSLT

G 4
CALL U —° o 75 33 i X9 I X =
CalcODl 0.061 \__0.058\ 0.102 0.067 0.066 0.693 .080 0.234 0.063 0.063 0.074 .04
Well | SMp7 WTET | SMp23 | SMP3L | SMP39 | SMP4T | SNPSS | SMPE3 | SMP7L | SHPT9 | SMPRT | /SHMPAS
RSLT .

H .
CALL L to 1% 26 3 ¥ 50 5¢ bo H (
calconl 0.091 | 0.085 | 0.073 | 0.079 | 0.080 | 0.072 | 0.072 | 0.077 | 0.066 } 0.076 | 0.075 .04
Well | SMPS UP16 | SMP24 | SMP32 | SMP4O | SMP48 | GSMPS6 | SMP64 | SMPT2 | SMPBO | SMPBB | CSHP9%
RSLT
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Bio-~-Tek IThnstruments

Assay: Quick Read Date:13/08/09 Lot :

Time:07:02:17 Operator:
Wavelength:450 Temp : Plate ID:
COMMENTS

Interpretation of Results

Well ID BlkdOD CalcOD Call Pred Conc  RSLT Std Dev Cv% Notes:
AOL SHROOOL 0.069  0.069
B0L SHPOOO2 0.044 0,084
CO1 SMPOOO3 0.0  0.038
D01 SHROOO4 0,037 0.037
BOL SNPOOOS 0.060  0.06%
FOL SHPOOOS 0.038 0.0
Q01 SHPOOOT 0.060  0.061
HOL SHPOOOS 0.091  0.091
A2 SHROOOS 0.0 0.0%
B02 SHPOOLO 0,062 0.082
(02 SHPOOLL 0.0 0.083
D02 SHPOOLZ 0.048  0.048
502 SHPOOL3 0,066 0.045
FO2 SHPOO14 0.039  0.039
Co s>+ o0 0.05
ROZ SNPOOI6 . 0.085 0085
S Mv smoo 3006 0.0
B3 SHPOOs r  0.047 0,047
w3 SHPONL9 5 0445 0.145
Soo3 gpo020 b 0.068  0.068
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Well ID B1kdOD CalcOD Call Pred Conc  RSLT 8td Dev V% Notes:
E03 SMPOO21 ¥ 0.051 0.051
F03  SMPO022 0.039 0.039
G03 SMpoo23 9 0.102 0.102
H03 SWPOO24 10 0.073 0.073
a4 supoo2s 44 0.076 0.076
B04 SMPOO26 42 0.045 0.045
04 SMPOO27 43 0.048 0.048
D04 SHPOO28 4l 0.045 0.045
R04 SMPOG29 45 0.062 0.062
Fo4 SMPO030 4b  0.039 0.039
04 SMPO03L 1 0.067 0.067
o4 swpoo32 48  0.079 0.079
205 SHP0033 49 0.065 0.065
B05 SMPO03¢ 2O 0.067 0.067
05 SMPOO35 24 0,048 0.048
D05 SMPOO36 22  0.041 0.041
05 SHPOO37T 23 0.042 0.042
FO5 SMPOO38 2.4  0.040 0.040
605 SMPO039 25  0.066 0.066
HOS SMPOO40 26 0.080 0.080
A06 SHPOO41 2% 0.251 0.251
B06 SMPOO42 2% 0.09%4 0,094
C06 SMPOO43 29 0.075 0.075
D06 SHPOO44 3O 0.041 0.041
£06 supooas B 0.0l 0.041
FO6 SMPO046 392 0.078 0.078
Page 2
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Well ID BlkdOD CalcOD Call pred Conc  RSLT §td Dev (V% Notes:
@06 SMPO04T 33 0.693 0.693
HO6 SMPOD48 2k 0.072 0.072
207 SMPOO4S B5  0.074 0.074
BO7 SHPOOSO b 0.059 0.059
07 SMPOOSL 3% 0.040 0.040
D07 SHPo0s2 A8 0.041 0.041
B07 SMPOOS3 39 0.042 0.042
FO7T SHPOOS4 4O 0.040 0.040
07 supooss kel 0.080 0.080
HO? SMPOOS6 L. 0.072 0.072
a0 Spo0s? 43 0.065 0.065
BO§ SMPOOSS b 0,044 0.044
08 SMPOOSY <45 0.055 0.055
D08 SHPOOSO Lyl 0.055 0.055
E0B SMPOOSL JF  0.086 0.086
FO§ SHPO062 &  0.050 0.050
G08 SMP0OOG3 9 0.234 0.234
K08 SMPOOS4 So  0.077 0.077
K09 SMPOOES S4 0,059 0.059
B09 SMPOOGE 52  0.039 0.039
009 SMPOOET S 0.045 0.045
D09 SHPOOSS Sl 0.043 0.043
E09 SHP0OGY S5 0.042 0.042
FO9 SMPOOT0 Bb  0.042 0.042
609 SWPOOTI 5% 0.063 0.063
H9 SMPOOT2 S&  0.066 0.066
AL0 SMPOOT3 BY 0077 0.077
Page 3

78



Well ID B1kd0D CalcOD Call Pred Conc  RSLT Std Dev V% Notes:

B10 Smpoo7e Lo 0.068 0.068
010 SMPOOTS &% 0.058 0.058

D10 SMPOOT6 (2. 0.042 0.042

g0 swpoo77 63 0.058 0.058
F10 SMPOOT8 O 0.041 0.041
G0 SMPOOTY ©S  0.063 0.063
H10 SMPOOSD &6 0.076 0.076

AL SMPOOSL BT 0.072 0.072
pil ip0osz 68  0.060 0,040
C11 SMPO0S3 69 0.048 0.048
D11 SMP0084 Yo 0.1 0.196
E11 SMPo0ss H 0,039 0.039
F11 SHP0OOS6 P2 0.051 0.051
@11 SMpo0s7 I3 0.074 0.074

HI1 SMPO0S8 “Hy  0.075 0.078

A2 SNPO0SY . 0.064 0.064
B12 SHPOOSO P 0.039 0.039
C12 SMPOOSL > 0.048 0.048
D12 SMPOO92 & 0.042 0.042
R12 SMPO093 D 0.047 0.047
@8‘3 0.037.  0.037
(@12 SMPOO%S 0.047 0.047
H12 SMP0O6 0.045 0.045

End of Report
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