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KISALTMALAR

CAPE Caffeic acid phenethyl ester

GAL D-Galaktozamin

ALP Alkalen fosfataz

AST Aspartat aminotransferaz
ALT Alanin aminotransferaz
SOR Serbest oksijen radikali
AKY Akut Karaciger YetmezIligi
TNF-a Tiimor nekrozis faktor alfa
MPO Myeloperoksidaz

MDA Malondialdehit

SOD Stiperoksit dismutaz

CAT Katalaz

GSH-Px  Glutatyon peroksidaz
GSSG Okside glutatyon

GSH Rediikte glutatyon
UDP Uridin difosfat
uTP Uridin trifosfat
OH Hidroksil iyonu
(073 Stiperoksit anyonu
H;0; Hidrojen peroksit
NO Nitrik oksit

HOCI Hipoklor6z asit
LOOH Lipid hidroperoksit

LOO Peroksil radikalleri
ATP Adenozin trifosfat
i.p. Intraperitoneal

SF Serum fizyolojik



1. GIRIS ve AMAC

Akut hepatit viruslar, toksik ajanlar, ilaglar, alkol, c¢esitli metabolik ve
otoimmiin hastaliklar gibi degisik nedenlere bagli olarak meydana gelebilir ve bazen
fulminan gidis gostererek Oliimlere neden olabilir. Hepatit B (HBV) ve C (HCV)
viruslar1 en 6nemli viral hepatit etkenleri olup tiim diinyada yaygin bir saglik

problemidir (1).

Selektif bir hepatotoksin olan D Galaktozamin (GAL) karacigerde galaktoz
yolunda metabolize olan bir amino sekerdir. GAL hiicre i¢inde {iridin tiiketimine yol
acarak hepatositlerin RNA metabolizmasini bozar ve sonugta hepatosit nekrozuna
yol agar (2, 3). GAL’1n sitototoksik etkisinde, endojen lipidlerin peroksidasyonunun
major faktor oldugu gosterilmistir (4). GAL ile yapilan deneysel hepatit, morfolojik

ve fonksiyonel olarak insanlarda goriilen viral hepatitlere ¢ok benzerdir (2).

Caffeic acid phenethyl ester (CAPE), yapica flavonoidlere benzeyen bal arisi
propolisinin aktif bir bilesenidir. Mikromolar konsantrasyon araliginda linoleik asit
ve arasidonik asitin 5-lipooksijenaz tarafindan olusturulan oksijenizasyonunu inhibe
etmektedir (5). Yapilan bircok calismada CAPE’nin antiinflamatuvar, sitostatik,
antiviral, antibakteriyel, antifungal ve antioksidan Ozellikleri oldugu gosterilmistir

(6,7).

Akut hepatitin sorunsuz olarak atlatilabilmesi i¢in arayislar siirmektedir. Bu
calismada, GAL ile olusturulan bir deneysel hepatit modelinde CAPE’nin preventetif
etkinligini arastirdik. CAPE’nin bu deneysel modelde, antioksidan &zellikleri ve

apopitozu modiile etmesi nedeniyle basarili olabilecegini diisiindiik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Akut Karaciger Yetmezligi

Akut karaciger yetmezligi (AKY) daha 6nce belirgin bir karaciger hastaligi
olmayanlarda ortaya ¢ikan bir klinik sendromdur. AKY semptomlar ortaya ¢iktiktan
sonra 4 hafta icerisinde hepatik ensefalopati (HE) ve hepatik sentez fonksiyonunda
azalma ile karakterizedir (8) AKY nin tipik laboratuar bulgular1 arasinda bilirubin
yiiksekligi, uzamig protrombin zamani (koagiilopati), hipoglisemi ve bazen bobrek
yetmezligi yer alir. Amerika Birlesik Devletleri’'nde AKY’nin en sik nedenleri
toksisite (%39), idiyosenkratik ila¢ reaksiyonlari (%]13), hepatit A ve hepatit B
enfeksiyonlar1 (%12) olarak tespit edilmistir. Olgularin %17’sinde etyoloji tespit
edilememistir (9). AKY’nin mortalitesi ¢ok yiiksektir, ozellikle organ nakli
yapilmayanlarda degisik kaynaklara gore %80-%97 arasinda degismektedir (10,11).

AKY’nin simiflamasinda birka¢ degisik model kullanilmaktadir. O’Grady’nin
yaptig1 siiflamaya gore ilk 7 giin i¢inde, 8-28 giinler arasinda ve 28. giinden sonra
ensefalopatinin ortaya c¢ikis zamanina gore sirasiyla hiperakut, akut ve subakut

karaciger yetmezligi seklinde tanimlanir (8).

2.1.1.Akut Karaciger Yetmezligi Nedenleri

AKY nedenleri yasanan cografyaya gore onemli oranda degiskenlik gdsterir.
AKY’nin pek cogundan viriisler ve ilaglar sorumludur. Bununla birlikte anlaml
sayida hastada ise etyolojik bir neden bulunamaz. Amerika ve Ingiltere’de en sik

AKY nedeni parasetamol toksisitesidir (12).

AKY viral hepatitlerin sik olmayan bir komplikasyonudur, etyolojiye bagl
olarak %0,2-%4 oraninda goriiliir (13). Diger viriislere gore hepatit A’da AKY riski
en azdir, ancak hepatit A enfeksiyonunun ortaya ¢ikis yasi arttik¢a risk artmaktadir.

Akut hepatit B enfeksiyonunda ve kronik HBV enfeksiyonunun alevlenme
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durumlarinda AKY agisindan risk en fazladir. Delta virlisiine bagli AKY insidansi
hizla azalmaktadir. AKY nin nedeni olarak hepatit C enfeksiyonu nadiren saptanir.
Hepatit E Asya ve Afrika’da daha sik goriiliir ve gebelikte 6zellikle 3. trimestirde
%20’ye ulasan oranlarda AKY ne neden olur. Nadir AKY nedenleri arasinda herpes
simpleks 1 ve 2, herpes virilis-6, varisella zoster, Epstein Barr viriis ve

sitomegalovirlis yer alir.

Her ne kadar ¢ok az kanit olsa da viral nedenli oldugu diisiiniilen seronegatif
hepatit (sebebi bilinemeyen AKY) bazi bati toplumlarindan bildirilmistir. Siklikla
orta yash kadinlarda goriiliir ve sporadiktir. Tan1 diger sebeplerin ekarte edilmesi ile

konur (13).

Asirt doz parasetamol kullanimi Ingiltere’de goriilen AKY’lerin yaklasik
%40’ 1ndan sorumludur. Bu vakalarin ¢ogunda suisidal amacli parasetamol kullanimi
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 hastalarin sadece %2-5’inde AKY gelisir. Mortalite kullanilan
parasetamol dozu ile iligkilidir. En yiiksek mortalite suisid amaci ile kullanilan 48

gramin lizerindeki parasetamol dozlarinda ortaya ¢ikar (13).

Idiosenkratik ilag reaksiyonu genellikle ilacin ilk defa kullammi sirasinda
ortaya ¢ikar. Tan1 genellikle ila¢ maruziyeti ile karaciger hasar1 arasindaki iliskiye
dayanarak konulur. Idiosenkratik reaksiyon sonrast AKY gelisme riski nonsteroidal

ilaglarla %0,001 iken izoniazid/rifampisin kombinasyonu ile %1 civarindadir (13).

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 varlig 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 diyare
baslar. Yaklasik 4-5 giin sonra da karaciger yetmezligi ortaya ¢ikar. Otoimmiin

kronik hepatit AKY ile prezente olabilir (13).

Budd-Chiari sendromu AKY ile prezente olabilir. Hepatomegalinin varlig: ile

tanidan siiphelenilir ve hepatik ven trombozunun gdsterilmesi ile tan1 dogrulanir.



Ozellikle lenfoma olmak {izere malign infiltrasyonlar da tipik olarak hepatomegali ile
birliktedir. Ozellikle yashi hastalarda iskemik hepatit AKY nin giderek artan bir
nedenidir (13).

2.1.2 Akut Karaciger Yetmezliginin Patogenezi

Viral hepatitlerin neden oldugu karaciger hasarinin patogenezi net olarak
anlagilamamigtir. Akut ve kronik viral hepatit siiresince en azindan replikasyonunun
oldugu donemlerde viral hepatit etkenleri direk sitopatik etkili degil gibidirler. Viral
hepatitlerdeki karaciger hasarinin 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 (14).

Pek cok ilag¢ lipofilik olduklarindan barsak fircamsi kenarlarindan emilirler.
Biyotransformasyon islemi lipofilik terapodtik ajanlarin karaciger tarafindan daha
hidrofilik hale getirilmesidir. Boylece bu {iirlinler idrara ve safraya atilabilir hale
gelirler. Pek ¢ok ornekte biyotransformasyon nonpolar bilesikleri degisik asamalarla
polar bilesikler haline getirir. Bu islemlerin baglangicinda sitokrom P-450
(CYPs)’nin aracilik ettigi oksidatif yollar yer alir (6r: hidroksilasyon). Bir sonraki
asama hidroksil gruplarina yiiksek derecede polar gruplarin eklenmesi ile sonuglanan
silfatlar1 ve glukronidleri olusturmak {izere tipik esterlestirme iglemidir. 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 ¢ok famakolojik ajan i¢in primer metabolik yol CYPs
ve takiben esterlestirmedir (14). Genel olarak biyotransformasyon ile detoksifikasyon
arasindaki denge bozuldugu zaman, biriken toksik metabolitler immiinolojik ve/veya

non-immiinolojik mekanizmalarla hepatobiliyer patolojilere neden olurlar (15).



2.2. D-Galaktozamin Hepatiti

Selektif bir hepatotoksin olan GAL karacigerde galaktoz yolunda metabolize
olan bir amino sekerdir. Ratlara GAL verilmesi tekrarlanabilir karaciger hiicre
hasarina yol acar (16,2). Karaciger hiicrelerinin bu ajana kars1 verdigi reaksiyonun
pek cok ozelligi, galaktozamine bagli hiicre hasariin hiicre 6liimii fenomeninde altta
yatan biyokimyasal olaylar1 aciklayabilmek icin kullanisli bir deneysel model
olabilecegini diisiindiirmektedir (17). Hiicre 6liimii ve nekrozu karaciger parankimal

hiicrelerin akut hasara kars1 verdikleri reaksiyonun baskin 6zelligidir (16).

GAL’m yaptig1 karaciger nekrozuyla ilgili birbirini takip eden 3 fizyopatolojik
asama oldugu diisiiniilmektedir (18). Ilk olarak GAL’m karaciger hiicreleri
tarafindan metabolize edilmesi sonucu hizli bir sekilde hiicre icinde UDP-GAL
birikimi olur. Normalde UDP-heksozaminleri N-asetilli iken GAL’1n metabolizmasi
sonucunda ortaya ¢ikan UDP-GAL’in ¢ogunlugu N-asetillenmis degildir. UDP-
GAL’1n artis1 tiridin niikleotidlerinde ve UDP-heksozlarda azalmaya neden olur.
Ikinci asamada bu metabolik anormallikler tam bilinmeyen mekanizmalarla
karaciger hiicresinin plazma membranminda degisikliklere neden olurlar. Ugiincii
asamada karaciger hasari hiicre i¢i ile hiicre dis1 arasindaki elektrokimyasal gradyent
farkindan dolay1 hiicre icine kalsiyum girisinin artmasi ile iliskilidir. Artmis
kalsiyum igerigi sonunda hiicre 6liimiine neden olacak mekanizmalara aracilik eder,
en azindan bu mekanizmalar1 baglatir (19). ‘Kalsiyum hipotezi’ olarak da bilinen
intraseliiler kalsiyum konsantrasyonunun diizenlenmesindeki bozuklugun, hiicre

6limiine yol agan final ortak yolu olusturdugu pek ¢ok ¢alismada gosterilmistir (20).

Literatiirdeki bilgiler 1s181inda arastirmacilar GAL’1n ratlarda yaptig1 toksisiteyi
sOyle bir modelle agiklamislardir. GAL direkt olarak mast hiicrelerini aktive eder ve
boylece mast hiicrelerinden histamin salinmasmma yol acar. Histamin de
gastrointestinal traktin permeabilitesinde artisa neden olur (21). Gastrointestinal
trakttan salinan bakteriyel iiriinler Kupffer hiicrelerini aktive ederek bu hiicrelerden
TNF-o gibi sitokinlerin salinmasina neden olur (22). GAL, TNF-a ile ilgili hiicre
Olimiine neden olan sinyallerin aktivasyonuna kars1 karaciger hiicrelerininin
duyarliligin1 artirarak mesenger RNA (mRNA) ve protein sentezini inhibe eder

(23,24). Hiicreler apopitoz yolu ile en erken 6 saat sonra dlmeye baslarlar. Sonra



inflamatuar hiicreler karaciger parankimine girerler ve daha sonra nekroz alanlari
ortaya c¢ikar. Literatiirdeki veriler 1s1¢inda sonradan ortaya c¢ikan nekroz da
apoptozise neden olan benzer mekanizmalar ile olusmaktadir. Ciinkii her iki

mekanizma da Kupffer hiicre aktivasyonuna ve TNF-a iiretimine bagimlidir (25).

GAL panlobiiler fokal hepatositonekroza, polimorfoniikleer hiicrelerin
infiltrasyonuna ve ilaca bagli hepatitte oldugu gibi makrofajlarin artmasina yol acar
(2, 26). Son yillarda GAL’1n hangi mekanizma ile karaciger hasarina neden oldugu
aragtirma konusudur. Ilk yapilan biyokimyasal ¢alismalar GAL’m hepatositlerde
iridin havuzunu azaltarak bunun sonucunda mRNA’y1 ve protein sentezini inhibe

etmek suretiyle karaciger hasarina neden oldugunu gostermistir (27, 28, 18).

TNF-o iretiminin pek ¢ok modelde hepatositlerde apoptozisi uyardigi
gosterilmistir (29,30).

Onceki calismalarda GAL verilen farelere az miktarda endotoksin verilmesinin
apoptozise ve nekroza yol actig1 gosterilmistir. Ayrica bu etkiler TNF antiserumu ile
bloke edilmistir (31). Ek olarak GAL, aktinomisin D veya amanitin ile RNA ve
protein sentezinin inhibe edilmesinin hepatositleri in vivo ve in vitro olarak TNF-
a’nin toksik etkilerine kars1 duyarlililagtirdigi gosterilmistir (32). Buna gore Kupffer
hiicreleri GAL hepatotoksisitesine katkida bulundugu ve aktive Kupffer hiicreleri
TNF-o’nin karacigerdeki major kaynagi oldugu i¢in (33), TNF-o’nin ratlardaki GAL
hepatotoksisitesinde rolii oldugu diisiiniilmektedir. Stachlewitz ve arkadaslar
yaptiklari ¢calismada ratlarda TNF-a antiserumu ile GAL hepatotoksisitesini azaltarak
bu fikri dogrulamiglardir (25). Ek olarak GAL’n sitototoksik etkisinde, endojen

lipidlerin peroksidasyonunun major faktdr oldugu gosterilmistir (27).

Sonug olarak GAL ile yapilan deneysel hepatitin, morfolojik ve fonksiyonel

olarak insanlarda goriilen viral hepatitlere benzerligi dile getirilmistir (26).



2.3. Serbest Oksijen Radikalleri ve Oksidatif Stres

Oksijenin zararli etkilerinin nedenleri 1954 yilinda Gershman’in oksijen
toksisitesinin serbest radikal teorisi yayinlanincaya kadar iyi bilinmiyordu. Bu teori
ile oksijen toksisitesinin 6zellikle rediikte oksijen formlari ile olustugu bildirilmistir.
(34). Daha sonra 1956 yilinda yaslanmada serbest radikallerin rol oynadigim
gosteren calismasi ile Harman biyolojik sistemlerde serbest radikalleri agiklamigtir
(35). Bu calisma daha sonra serbest radikallerle ilgili yapilacak yogun c¢alismalarin
yolunu agmustir. Serbest radikallerle ilgili ikinci 6nemli devir 1969 yilinda McCord
ve Fridovich’in siiperoksit dismutaz (SOD) enzimini kesfetmeleridir (36). Mittal ve
Murad’in 1977 yilinda hidroksil radikalinin (OH) guanilat siklaz aktivasyonunu ve
‘ikincil mesenger’ siklik guanozin monofosfat (cGMP) iiretimini artirdigini
gostermeleri serbest radikallerle ilgili liglincli onemli bulustur (37). Daha sonra,
yasayan organizmalarin serbest radikallere adapte oldugu ve g¢esitli fizyolojik

fonksiyonlar i¢in serbest radikallerin faydali oldugu gosterilmistir (38).

Serbest oksijen radikalleri ya da daha yaygin olarak kullanilan adiyla reaktif
oksijen trtinleri (ROS, Reactive Oxygen Species) ve reaktif nitrojen triinleri (RNS)
normal hiicresel metabolizmanin iiriinleridir. ROS’un canli sistemlerde hem faydali
hem de zararli 6zellikleri ile birbirine zit ikili rolleri vardir (39). ROS’un faydali
etkileri diisiik/orta konsantrasyonlarda ortaya c¢ikar. Infeksiydz ajanlara karsi
savunma, hipoksiye karsi hiicresel cevap ve bircok hiicresel sinyal sistemlerine
aracilik fonksiyonu gibi fizyolojik durumlarda ROS’un bu faydali etkileri goriiliir.
Bir diger diisiik/orta konsantrasyondaki faydali etkisi mitojenik cevabi uyarmaktir

(38).

Serbest radikallerin potansiyel biyolojik hasara neden olan zararli etkileri
oksidatif stres olarak bilinir (40,41). Biyolojik sistemler iizerine bu zararl etkileri bir
yanda ROS agir1 {iretimi diger yanda enzimatik ve nonenzimatik antioksidan
sistemlerin yetmezligi durumunda goriiliir. Bagka bir deyisle oksidatif stres oksijeni
kullanan metabolik reaksiyonlar sonucu olusur ve canli organizmada
prooksidan/antioksidan reaksiyonlarindaki dengenin bozuldugunu gosterir. Asiri
ROS hiicresel lipidlerde, proteinlerde ya da DNA’da onlarin normal fonksiyonlarini

bozan hasarlar yapar. Bundan dolay1r yaslanmada oldugu gibi bir¢ok hastalikta



oksidatif stres saptanmistir. Serbest radikallerin faydali ve zararh etkileri arasindaki
hassas denge canli organizmalar i¢in ¢ok 6nemli bir konudur ve bu denge ‘redoks
diizenlemesi’ olarak bilinen mekanizmalarla saglanir (38). ‘Redoks diizenlemesi’
islemi canli organizmalar1 ¢esitli oksidatif streslerden korur ve in vivo redoks

durumunu kontrol etmek suretiyle redoks hemostazinin devamini saglar (42).

2.4. Reaktif Oksijen Uriinleri (ROS)

Serbest radikaller atomik veya molekiiler orbitallerinde bir ya da daha fazla
eslesmemis elektron bulunduran molekiil ya da molekiiler parcalar olarak
tanimlanabilir (43). Bu eslesmemis elektronlar serbest radikallere 6nemli derecede
reaktivite kazandirirlar. Oksijenden koken alan radikaller canli sistemler tarafindan
tiretilen radikal irilinlerinin 6nemli bir kismint olusturur. (44). Molekiiler oksijen
(dioksijen) farkli bir elektronik konfigiirasyona sahiptir ve kendisi bir radikaldir.
Dioksijene bir elektron eklenmesi ile siiperoksit anyon radikali olusur (O,7) (44).
Metabolik islemler sirasinda artan ya da fiziksel radyasyonun tetikledigi oksijen
aktivasyonu primer ROS’u olusturur. Primer ROS daha sonra direk ya da enzimlerin
veya metallerin katalizledigi islemlerle diger molekiillerle etkilesime girerek

‘sekonder’ ROS’u tiretir (45).

Siiperoksit olusumu en ¢ok hiicrenin mitokondrisinde gergeklesir (46).
Mitokondiriyal elektron transport =zinciri memeli hiicrelerinde ATP’nin asil
kaynagidir ve bundan dolay1 yasam i¢in vazgeg¢ilmezdir. Enerji {iretimi sirasinda az
miktarda elektron prematiir olarak oksijene sizarak ¢esitli hastaliklarin
patofizyolojisinde rol oynayan oksijen serbest radikali sliperoksiti meydana getirir
(47). Submitokondriyal partikiiller iizerinde yapilan dlgiimler transport zincirindeki
tiim elektronlarin %1-3’liniin oksijeni suya rediikte etmek yerine siiperoksit iiretimi
icin sizdiklarint gostermistir. Siiperoksit elektron transport zincirinin kompleks 1 ve
3’1 tarafindan {retilir ve bir kez anyonik forma gecince kolayca mitonkondriyal

membran i¢ine girmek i¢in ¢ok giiclii bir sekilde yiiklenir (38).

Hidroksil radikali (-OH) hidroksil iyonunun nétral formudur. Hidroksil radikali
ylksek reaktiviteye sahiptir ve bu yilizden ¢ok tehlikeli bir radikaldir. Yarilanma

8



émrii in vivo yaklagik olarak 10” saniyedir (48). Bundan dolay1r hemen tamamen in
vivo olarak olustugu yerde etki gosterir. Hiicrenin redoks durumu g¢ogunlukla bir
demir (ve bakir) redoks cifti ile baglantilidir ve dar fizyolojik limitlerde tutulur.
Demir regiilasyonu sonucunda intraseliiler serbest demir bulunmaz ancak in vivo
stres durumlarinin varliginda asir1 siiperoksit demir igeren molekiillerden ‘serbest
demir’ salimmma neden olur. Salman Fe** yiiksek derecede reaktif hidroksil
radikalinin olusumu ile sonuglanan Fenton reaksiyonuna katilir (Fez+ +H,0, —F et
+ ‘OH+OH"). Boylece stres durumlarinda O2" [4Fe-4S] kiimesi igeren enzimler
icin oksidan etki yapar ve Fe*" i Fenton reaksiyonu icin kullanilabilir yaparak H,O,
‘den "OH iiretimini kolaylastirir (44). Siiperoksit radikali Haber-Weis reaksiyonuna
katithr (02" +H,0, —O0, + -OH+OH') ve bir Fenton reaksiyonu ile Fe’*
indirgenmesini birlestirerek Fe** ve oksijen iiretimini saglar (Fe’” +02"~ —Fe*" +0,)

(49).

Oksijen kokenli diger reaktif radikaller peroksil radikallerdir (ROO"). En basit
peroksil radikali (HOO") hidroperoksil radikali ya da perhidroksil radikali olarak
isimlendirilir. Siiperoksitin protonize formudur (50). Hidroperoksil radikali yag asidi
peroksidasyonunu iki paralel yol ile baglatir (51). Hidroperoksilin baslattig1 yag asidi
peroksidasyonunun lipid hidroksiperoksit (LOOH) bagimmli yolu in vivo lipid
peroksidasyonunun baslangic mekanizmasi ile iliskili olabilir. Ksantin oksidaz (XO)
ve ksantin dehidrogenaz (XD) ayni enzimin birbirine doniistiiriilebilir formlaridir ve
ksantin oksidorediiktaz (XOR) olarak bilinir (52). Piirin katabolizmasinda XOR 6nce
hipoksantinin ksantine sonra da ksantinin iirik aside oksidatif hidroksilasyonunu
katalizler. Urik asit potent bir antioksidan ve serbest radikal temizleyicisidir. Bundan
dolay1 XOR oksidatif strese kars1 dnemli bir hiicresel savunma enzimidir. Her iki XO
ve XD formlar ile ama 6zellikle XO formu ile pek ¢cok ROS sentez edilir (53).
Bundan dolayr hem antioksidan (iirik asit) hem de pek cok serbest radikalinin
sentezlenmesi XOR’u hiicresel redoks potansiyelinin onemli bir koruyucusu ve

diizenleyicisi yapiyor (38).

Peroksizomlar fizyolojik sartlarda H,O, tretirler ancak O, {iretmezler (47).
Peroksizomlar hiicre i¢inde oksijen tiiketiminin major yeridir ve oksijeni kullanan
pek ¢ok metabolik fonksiyona katilirlar. Peroksizomda oksijen tiikketimi H,O,
tiretimine yol acar ve bu da daha sonra ¢esitli molekiillerin oksidasyonunda

kullanilir. Bu organel ayn1 zamanda katalaz enzimi de ihtiva eder. Katalaz enzimi
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hidrojen peroksidi ayristirir ve bu toksik bilesigin birikmesini engeller. Bdylece
peroksizom bu enzimlerin rolatif konsantrasyonlarini ya da aktivitelerini hassas bir
dengede tutarak net bir ROS {iretimini engeller. Bu organelin bu dengeyi nasil
korudugu agik degildir. Peroksizomlar hasarlandiginda ve hidrojen peroksidi etkisiz
hale getiren enzimleri azaldiginda hidrojen peroksit sitozole salinir ve onemli bir

sekilde oksidatif strese katkida bulunur (38).

Notrofil gibi bir fagositik hiicre bir uyarana maruz kalirsa yabanci partikiilii
taniyabilir hale gelir ve respiratuar yanma olarak bilinen bir dizi reaksiyon gegirir
(54). Nikotin adenin diniikleotid fosfat (NAD(P)H) oksidaz nétrofillerdeki en iyi
karakterize edilmis enzimdir. Bu enzimin irliini olan siliperoksit bakteriyel

destriiksiyon icin gerekli olan respiratuar yanmayi saglar. Enzim kompleksinin

1 phox 2phox

gp9 ve p2 adinda iki membran baglanma komponenti vardir. Enzim

kompleksinin enzimatik merkezi sitokrom b558 igerir. Aktivasyondan sonra sitozolik

7 phox 7 phox 0 phox

komponentler ( p4 , p6 ve p4 ) ve kiigiik G proteinleri (Rac ve RaplA)
aktif enzim kompleksini olusturmak icin membrana hareket ederler. Non fagositik
NAD(P)H oksidazlar tarafindan iiretilen siiperoksit notrofillerde iiretilen siiperoksitin
%1-10’u kadarin1 olusturur ve bu olusan siiperoksitin intraseliiler sinyal yollarinda

fonksiyon gordiikleri diistiniiliir (38).

2.5. Serbest Oksijen Radikal Kaynaklar:

Serbest oksijen radikallerinin iki 6nemli kaynag: vardir:
A) Eksojen kaynaklar

¢ Alkol, uyusturucu gibi bagimlilik yapan maddeler

e Iyonize ve non iyonize radyasyon

¢ Ksenobiyotikler: hava kirliligi, solventler, hiperoksi, aromatik hidrokarbonlar,
pestisitler, anestezik maddeler, sigara dumant vs.

o Stres; streste katekolamin diizeyi artar ve artan katekolamin oksidasyonu ile
radikal tiretimi artmaktadir.

e Yiyeceklerde bulunan ¢esitli katki maddeleri
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e Sisplatin,  doksorubisin, metotreksat, bleomisin, siklosporin  gibi
antineoplastik ilaglar

e Metal iyonlari

B) Endojen kaynaklar

¢ Enzimler ve proteinler; XO, triptofan dioksijenaz, hemoglobin vs.

o Tetrahidroproteinler, katekolaminler, hidrokinonlar, tioller, gibi kiigiik
molekiillerin otooksidasyonu

e Makrofa; ve diger fagositik hiicrelerin aktivasyonu ile meydana gelen
solunumsal patlama

e Endoplazmik retikulum ve niikleus membran elektron transport sistemleri
(sitokrom p-450)

e Mitokondriumda bulunan elektron transport sistemi

e Peroksizomlarda var olan enzimler

e Iskemi, travma, intoksikasyon gibi durumlarin sonucu olusan oksidatif stres

e NADPH oksidaz, lipooksijenaz, prostaglandin sentetaz igeren plazma
membrani enzimleri ve lipid peroksidasyonu

e Yaslanma

2.6. DNA, lipidler ve proteinlerin oksidatif hasarlanmasi

Yiiksek konsantrasyonlarda ROS hiicre yapilarinin, niikleik asitlerin, lipidlerin
ve proteinlerin hasarlanmasina yol acan onemli bir uyaran olabilir (39). Hidroksil
radikali DNA molekiiliiniin tiim komponentleri ile reaksiyona girerek hem piirin hem
de pirimidin bazlarinda hasar yapar ayrica deoksiriboz iskeletine de zarar verir (43).
En genis oOlgiide calisilan DNA lezyonu 8-OH-G olusumudur. Bu oksidatif
hasarlanma olaylar1 sonucu olusan kalic1 genetik materyal degisiklikleri mutagenez,

karsinogenez ve yaslanmanin ilk agamasini olusturur (38).

Metallerin uyardigit ROS iretimi sadece DNA’ya saldirmaz ayrica
fosfolipidlerin kalintist olan poliansatiire yag asitleri gibi diger hiicresel
komponentlere de zarar verir. Bu poliansatiire yag asitleri oksidasyonlara asiri
derecede hassastirlar (55). Peroksil radikalleri bir kez olusunca bir siklizasyon

reaksiyonu ile endoperoksitlere (malondialdehitin  prekiirsorleri) yeniden
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diizenlenirler ve sonugta peroksidasyon son iiriinii olan malondialdehit (MDA) olusur
(56,57). Lipid peroksidasyonunun malondialdehit disindaki diger major aldehit iiriinii
4-hidroksi-2-nonenal (HNE)’dir. MDA bakteriyel ve memeli hiicrelerinde
mutojeniktir ve ratlarda karsinojeniktir. Hidroksinonenal zayif mutojeniktir ama lipid

peroksidasyonunun major toksik iirtinii gibi durmaktadir (38).

Amino asitler, basit peptidler ve proteinler iyonize radyasyona maruz
birakilarak hidroksil radikalleri ya da hidroksil/siiperoksit mika radikalleri
olusturulmustur. Yapilan bu ¢aligmalarla ROS’un uyardigi protein oksidasyon
mekanizmalart agiklanmistir (58). Proteinlerin tiim amino asitlerinin yan zincirleri,
ozellikle sistein ve metyonin amino asitleri ROS’un neden oldugu oksidasyona
duyarhdir (58). Sistein kalintilarinin oksidasyonu basta glutatyon (GSH) olmak {izere
diisik molekiil agirlikli tiollerle protein tiol gruplar1 arsinda reversible miks
distilfidlerin olusumuna yol agar. Pek ¢ok mekanizmalarla iiretilen karbonil
gruplariinin  konsantrasyonu ROS ile iliskili protein oksidasyonunun iyi bir

gostergesidir (59).

2.7. Enzimatik ve Nonenzimatik Antioksidan Sistemler

2.7.1. Nonenzimatik Antioksidanlar

E Vitamini: Vitamin E, lipid fazda ¢ozlinen zincir-kirici etkisi olan bir
antioksidandir. Dokularda Vitamin E aktivitesinin yaklasik %90’indan sorumlu en
aktif ve en yaygin formu a-tokoferol’dur. Yapisindaki fenolik hidroksil grubuna ait
aromatik halka, vitaminin kimyasal olarak aktif kismini olusturur ve antioksidan
ozelligi bu gruptan kaynaklanir. Lipid peroksidasyonuna karsi ilk siradaki savunma
mekanizmasidir (60,61). Membranlarin lipid kisminda ve ekstraseliiler sivilarda
bulunur. Hiicre membranlarinda O, , OH gibi radikalleri inaktive eder ve lipid

peroksit zincirini kirarak lipid peroksidasyonu reaksiyonlarin1 durdurur (62).

C vitamini: Ekstraselliiler sivilarda bulunur. Siiperoksit ve hidroksil

radikalinin dogrudan temizleyicisidir (62).
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Transferrin: Dolasimdaki serbest demiri baglayarak antioksidan 6zellik

gosterir (63).
Bilirubin: Serbest radikalleri tutar, O,” ve OH" toplar (64).

Albiimin: Gegis metallerini baglar, lipid LOOH ve hipoklorit (HOCI)
toplayicisidir (64).

Urik asit: Normal plazma konsantrasyonlarinda O,”, OH' ve peroksil

radikallerini temizlemektedir (64).

Seruloplazmin: SOD benzeri bir etki gosterdigi diisiiniilmektedir. Demirin +2
degerlikli halden +3 degerlikli hale yiikseltgenmesini saglayarak Fenton

reaksiyonunu inhibe eder. Bu sayede serbest radikal olusmasini engeller (65).
Piruvat: Giiclii antioksidandir ve H,O, baglayici 6zelligi vardir (66).

Taurin: Ksenobiotiklere baglanir. Hipoklorit ile tepkimeye girer ve etkisini
azaltirlar. LPO ve nétrofil infiltrasyonunu inhibe eder. Antioksidan etkisinin oldugu

gosterilmistir (67).

p-Karoten: Vitamin A’nin prekiirsoriidiir. Hiicre membranlarinda bulunur.
Serbest radikal temizleyicisidir. Peroksitlere kars1 dogrudan etki ederek onlari inaktif

hale getirir (68).

Glutatyon: Glutamat, sistein ve glisin aminoasitlerinden genetik bilgiye sahip
olmadan karacigerde tripeptid yapida sentezlenmektedir. Glutatyon, oksidatif stresin
Ol¢iimiinde kullanilan ¢ok giiclii bir antioksidandir. Rediikte glutatyon (GSH) /
okside glutatyon (GSSG) orani, oksidatif durumlarda azalmaktadir. Proteinlerdeki
—SH gruplarimi rediikte halde tutarak oksidasyondan korur. Serbest radikaller ve

peroksitlerle tepkimeye giren glutatyon; hiicreleri oksidatif hasara kars1 korur (69)

Melatonin: Primer olarak pineal bezde sentezlenen, 6zellikle gece salgilanan
ve triptofandan sentez edilen bir hormondur. Lipofilik o6zelligi yiiksek olup
membranlart kolaylikla geger. Organizmada yapilan ve tahrip edici 6zelligi ¢ok

yiiksek olan hidroksil radikali temizler (70).

Sistein: Potent bir antioksidandir. Glutatyon sentezi i¢in prekiirsordiir (71).
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2.7.2. Enzimatik Antioksidanlar

2.7.2.1. Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) yapisinda bir metal olan selenyum bulunur. Bu
nedenle metalloenzim grubunda degerlendirilir. in vitro ortamda GSH’y1 GSSG’ye
cevrilir. Bu tepkimede H,O,yi yiiksek 6zgiilliik ile katalizleyerek detoksifiye eder
(Sekil 1). GSH un GSSG haline doniistligli reaksiyonda GSH-Px enzimi H,O,’1 suya
indirger. Daha sonra glutatyon rediiktaz enziminin katalizledigi reaksiyon ile
NADPH harcanarak okside glutatyon tekrar rediikte hale donistiiriilebilir (70).
Hidrojen peroksidin diisiik konsantrasyonda olmasi durumunda GSH-Px katalaza

gore (CAT) daha etkilidir (71). Tepkime asagida verilmistir:

2GSH + H,0, = GSSG + 2H,0

NADP* GSH Hz0.

GR GSH-Px

NADPH GSSG H.O

Sekil 1: Glutatyonun okside ve rediikte formlar1 arasinda doniisiimii (GSH=Rediikte
glutatyon, GSSG=Okside glutatyon, GSH-Px=Glutatyon peroksidaz, GR=Glutatyon
rediiktaz, H,O,=Hidrojen peroksit).

2.7.2.2. Katalaz

CAT enzimi esas olarak peroksizomlarda lokalize olan ve yapisinda 4 “hem”
grubu bulunan bir hemoproteindir (60). Ozellikle hidrojen peroksidin yiiksek
konsantrasyonlarda bulundugu ortamlarda etkilidir (72). Dokularda enzimin
aktivitesi biiyiik farklilik gosterir. Karaciger ve bobrekte en yiiksek aktivite, destek
dokuda ise en diisiik aktivite gosterdigi tespit edilmistir (73). Ortamda olusan
H,0;‘yi okside edici enzimlerin etkisiyle direkt olarak suya doniistiiriir. CAT enzim
aktivitesi, ortamda H,O, konsantrasyonunun ¢ok arttig1 durumlarda belirgin olarak

artmaktadir. Ortamdaki H,O, konsantrasyonu diisiik oldugu durumlarda hidrojen
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peroksidi substrat olarak kullanan diger antioksidan enzimler (GSH-Px gibi) devreye
girerek hidrojen peroksidi ortamdan uzaklastirirlar (74). CAT ve GSH-Px enzimleri,
etkilerinin benzer olmasina ragmen hiicre icindeki yerlesim yerleri ve etki yerleri
bakimindan farklilik gostermektedirler. CAT enzimi peroksizomlarda daha etkili iken
(75), GSH-Px enzimi baslica sitozol ve mitokondride daha etkilidir (71). CAT

enziminin katalizledigi reaksiyon asagida gdsterilmistir:
CAT

2H202 _— 2H20 + 02

2.7.2.3. Siiperoksit Dismutaz

Stiperoksit Dismutaz (SOD), siiperoksit anyonunun hidrojen peroksit ve
molekiiler oksijene doniistiiriilmesini katalizleyerek organizmayi1 toksik reaktif

oksijen metabolitlerine kars1 koruyan bir metalloenzimdir (76).
SOD
20, 4+2H — —» H,0, + O,

Spontane olarak bu tepkime olusabilmektedir, SOD enzimi bu tepkimeyi
katalize ettiginde hiz normale gore 4 kat artar (47). Radikallere kars1 hiicreyi koruyan
savunma mekanizmalar1 arasinda SOD enzimi ilk gorevi iistlenir. SOD enzimi ile
katalizlenen tepkime sonucu olusan iirlinlerin birikmesi CAT enzimi tarafindan
bertaraf edilmektedir. Fizyolojik sartlarda metabolik asamalarda O,” radikalinin
olusumu olduk¢a fazladir. O," radikalinin hiicre i¢i konsantrasyonunu diisiik
seviyelerde tutarak O, seviyelerinin kontroliinii saglayip hiicreleri O, radikallerinin

etkilerinden korur (71).

2.8. CAPE’nin Yapisi ve Ozellikleri

CAPE [Phenethyl 3-(3-4 dihydroxyphenyl) acrylate] immiin sistemi

diizenleyici ve imminostimiilator etkisi bilinen bal arisinin {rettigi yapica
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flavonoidlere benzeyen, propolis maddesinin aktif bir bilesenidir (77). CAPE’nin
hepatotoksisiteden koruyucu, antioksidan, antiinflamatuar, antiviral,
immiinomodiilatér, noroprotektif ve sitostatik etkileri oldugu bilinmektedir (78,7).
Diger propolis bilesenlerine gore arasidonik asit kaskadini giiglii sekilde modiile
ettiginden antiinflamatuar etkisi daha belirgindir (77). CAPE’nin iki halkasal yapisi
vardir (79). Bu halkasal yapilardan bir tanesi, CAPE molekiiliiniin neredeyse tiim
kimyasal 6zelliklerini gdsteren fonksiyonel iki OH™ grubu tasir (sekil 2). Bu hidroksil
gruplari, elektronlar1 aktif bir sekilde alip verir ve bu sayede oksitleyici ve
rediikleyici 6zellik gosterir. Aromatik ve alifatik yapida ¢ok uzun karbon gruplar
tasimas1 nedeni ile lipofilik oOzellige sahiptir (5,80). Ornitin karboksilaz, 5-a
rediiktaz, proteaz, siklooksijenaz, lipooksijenaz, HIV-1 integraz gibi enzimlerin
potansiyel inhibitoriidiir (5,81,82,83). Niikleer transkripsiyon faktorii olan Niikleer
Faktor Kappa-B’nin aktive olmasini 6zgiil ve gii¢lii bir sekilde engeller (84).

- o

Sekil 2: Kafeik asit fenetil ester (CAPE)’in kimyasal yapis1 (79).

2.9. CAPE’nin Antioksidan EtKisi

Genellikle 10 umol/L. konsantrasyonda in vitro kosullarda nétrofiller veya
ksantin dehidrogenaz/ksantin oksidaz sistemi tarafindan meydana getirilen reaktif
oksijen tiirlerininin hepsini bloke ettigi gdsterilmistir (5). Ayrica CAPE linoleik asit
ve arasidonik asitin 5'-lipooksijenaz enzimi tarafindan olusturulan oksijenasyonunu

inhibe eder (77).

Yilmaz ve ark. streptozosin ile ratlarda deneysel diyabet olusturmuglar ve
ratlarin karaciger dokusunda MDA seviyeleri, SOD ve CAT enzim aktivitelerini

incelemislerdir. Streptozosinin olusturdugu hasar iizerine CAPE’nin koruyucu
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etkisini arastirmislardir (85). Diyabetik yapilan ratlarin karaciger dokusunda MDA
seviyesinin ve SOD, CAT enzim aktivitesinin kontrol grubuna gére artmis oldugunu
bulmuslardir. Streptozosin+CAPE grubunda MDA seviyelerinin ve SOD, CAT enzim
aktivitelerinin kontrol grubuyla benzer oldugunu saptamiglardir. Yazarlar CAPE’nin
diyabetik yapilan ratlarin karaciger dokusunda olusan oksidatif hasar1 onledigini

savunmuslardir (85).

Gokalp ve ark. izoniazid ile ratlarin eritrositlerinde oksidatif hasar olusturarak
CAPE’nin bu hasar1 6nlemedeki etkinligini arastirmiglardir. Ratlarin eritrositlerinde
MDA seviyeleri, GSH-Px, SOD ve CAT enzim aktivitelerini incelemislerdir.
Izoniazid grubunda eritrositlerde MDA seviyesinin kontrol grubuna gore yiikselmis
oldugunu bulmuslardir. izoniazid+CAPE grubunda ise MDA seviyesinin kontrol
grubuyla benzer oldugunu gormiislerdir. Yazarlar SOD enzim aktivitesini izoniazid
grubunda anlamli artmis bulmuslardir. 1zoniazid+CAPE grubunda ise SOD enzim
aktivitesinde artis olmamasini, CAPE’nin ksantin oksidaz enzimi inhibisyonu yolu
ile SOR’lar1 temizlemesine bagli olabilecegini bildirmislerdir. GSH-Px ve CAT
enzim aktivitelerinin izoniazid grubunda azalmis olarak tespit edilmesinin artmis
oksidatif stresi destekledigini savunmuslardir. izoniazid+CAPE grubunda GSH-Px
seviyesinin izoniazid grubundan yiiksek tespit edilmesinin CAPE’nin antioksidan
enzim sistemi tlizerine diizenleyici etkisine bagli olabilecegini belirtmislerdir.
Yazarlar izoniazid ile ratlarin eritrositlerinde olusan oksidatif hasar1 CAPE’nin

Onleyebilecegini savunmuslardir (86).

Propolis bilesenlerinden biri olan galanginin ve CAPE’nin antioksidan
etkinliginin karsilastirildigi bir ¢alismada; her iki bilesenin de ortamdaki O;~
radikallerini ve ksantin oksidaz sistemi tarafindan olusturulan reaktif oksijen tiirlerini
temizledikleri gosterilmistir. Ayrica CAPE’nin O," radikallerini ve ksantin oksidaz
sistemi tarafindan olusturulan reaktif oksijen tiirlerini temizleyici etkisinin
galanginden daha belirgin oldugu da bildirilmistir. Ayrica CAPE’nin ortamdaki MDA
seviyesini galanginden daha belirgin azalttig1 bildirilmistir (80).
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3. MATERYAL ve METOD

Calisma, Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma
Merkezi, Biyokimya ve Patoloji Laboratuarlarinda gergeklestirildi. Calismamiz
Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan onay alinarak etik

kurul kurallarina uygun olarak yapildi.

3.1. Materyal

3.1.1. Deney Hayvanlari

Bu ¢alismada; 32 adet Wistar-Albino cinsi, 8-12 haftalik, agirliklar1 162-235 g
arasinda olan erkek rat kullanildi. Calismadaki ratlarin hepsi deney siiresince standart
nem, 151k (12 saat giin 15181/12 saat karanlik) ve oda 1sist kosullarinda (20-22 °C)
bulunduruldu. Ratlar 4’erli gruplar halinde ayr1 kafeslere konarak yeterli miktarda

igme suyu ve standart rat yemi verildi.
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Tablo 1. Kullanilan malzeme ve aletler

3.1.2. Kullanilan Malzeme ve Aletler

1

Sogutmali santrifiij

(Eppendorf MR 5415, Almanya)

2 Derin dondurucu (Facis, Fransa)
3 Hassas terazi (Scaltec, Isvicre)
4 Vorteks (karistirict) (Niive NM 100, Tiirkiye)
5 Otomatik pipetler (Gilson, Fransa), (Eppendorf MR 5415,
Almanya)
6 UV spektrofotometre (Shimadzu UV 1601, Japonya)
7 Homojenizator (Ultra Turrax T25, Almanya)
Immundiagnostic AG, Stubenwald-Allee
8 MDA 8a, D-64625 Bensheim Germany, KC:
1900-070709
Immundiagnostic AG, Stubenwald-Allee
9 MPO 8a, D-64625 Bensheim Germany,
K6631/K6631A ST
BioSource International Inc. 542 Flynn
10 TNF-o Road, Camarillo, California, 93012 USA
(Immunoassay Kit), KRC3011
BioSource International Inc. 542 flynn
11 IL-10 Road, Camarillo, California, 93012 USA
(Immunoassay Kit), KRC0101
Sigma Chemicals. Co., St Louis, MO,
12 CAPE USA
13 D-Galaktozamin Sigma Chemicals. Co., St Louis, MO,

USA
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3.2. Metod

3.2.1. Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Deneyin Yapilmasi

Toplam 32 rat rasgele 4 gruba ayrildu.

Grup I (Kontrol, n=8): 3 giin boyunca giinde bir kez serum fizyolojik (SF)
intraperitoneal (i.p.) yoldan verildi. 3. giin SF enjeksiyonundan 1 saat sonra SF i.p.

yoldan tekrar verildi.

Grup II (CAPE, n=8): 3 giin boyunca giinde bir kez 10 umol/kg CAPE 1i.p.
yoldan verildi. 3. giin CAPE enjeksiyonundan 1 saat sonra SF i.p. yoldan verildi.

Grup III (GAL, n=8): 3 giin boyunca giinde bir kez SF i.p. yoldan verildi. 3.

giin SF enjeksiyonundan 1 saat sonra 1g/kg Galaktozamin i.p yoldan verildi.

Grup IV (CAPE+GAL, n=8): 3 giin boyunca giinde bir kez 10 umol/’kg CAPE
1.p. yoldan verildi. 3. giin CAPE enjeksiyonundan 1 saat sonra 1g/kg Galaktozamin

i.p verildi.

[lag ve SF uygulamalar1 sabah saat 09:00-10:00 arasinda yapildi. Deney
baslangicinda, 2. ve 4. giinlerde ratlarm agirliklar: tartildi. Ilag uygulamalari ratlarm
agirliklarina gore yapildi. CAPE %10’luk etanol ile, GAL serum fizyolojik ile
cozildi. CAPE 10 pmol/ImL konsantrasyonunda ¢oziildi. GAL 1gr/lmL
konsantrasyonunda ¢6ziildii. SF Iml/kg uygulandi. Tiim gruplarin enjeksiyonu i.p.
yoldan ayni1 giin basland: ve 3 giin boyunca yapilarak ayn1 giin sonlandirildi. Ugiincii
glin uygulanan enjeksiyonlardan 24 saat sonra, si¢anlar intraperitoneal ketamin 80

mg/kg + xylazine 10 mg/kg ile anesteziye edilerek dekapite edildi.
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3.2.2. Doku ve kan orneklerinin alinmasi

Sakrifikasyon yapilan giinlin sabahi siganlar i.p. ketamin (Alfamin, Alfasan
IBV) 80 mg/kg + ksilazin (Alfamin, Alfasan IBV) 10 mg/kg ile anesteziye edilerek
orta hat insizyonuyla batmlar1 acildi. Inferior vena cava’dan kan 6rnekleri alindi.
Alinan kan o6rnekleri ayn1 giin 1000Xg’de 20 dakika santrifiij edildi. Ayrilan serum
orneklerinden ayni giin serum AST, ALT, ALP, total bilirubin 6l¢iimleri Abbott
Aeroset cihazi ile uygun ticari ELISA Kkitleri ile ¢alisildi. Histolojik ve biyokimyasal
incelemeler i¢in karacigerden doku ornekleri alindi. Histopatolojik inceleme igin
karacigerin sag lobu %10’luk formaldehid i¢inde muhafaza edildi. Biyokimyasal
calismalar i¢in ise karacigerin sol lobu alinarak doku ornekleri -80°C’lik derin

dondurucuda muhafaza edildi.

3.2.3. Orneklerin Homojenizasyonu ve Deney icin hazirlanmasi

3.2.3.1. Homojenizasyonda Kullanilan Reaktifler

Karaciger dokularinin homojenizasyonunda ve biyokimyasal ¢alismalarda pH:

7,5, 0,2 mM Tris-HCL tamponu kullanild1 (60).

3.2.3.2 Homojenizasyonda Yapilan Islemler ve Numunelerin Hazirlanmasi

-80°C’de saklanan dokulardan 0.5 g alindi. Buna 250 pL 500 ppm BHT
eklendikten sonra uygun oranda 7.4 pH Fosfat Tamponu ilave edilerek soliisyon
Ultra-Turrax T25 (IKA-Labortechnik, Staufen, Almanya) homojenizoriinde 10,000
rpm’de buzlu ortamda homojenize edildi. Homojenatlar 10,000 x g’de 30 dk boyunca
+4°C’de santrifiij edilerek silipernatantlar1 ayrildi. Bu silipernatantlar porsiyonlara
ayrilarak -70 derecede saklandi. Her test parametresi i¢in yeni niimune ¢oziilerek
glutatyon, MDA, MPO, GSH-Px, SOD, CAT, TNF-a ve IL-10 diizeyleri dl¢iildii ve
protein tayini yapildi.
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3.2.4. Dokularda Biyokimyasal Analizler

Biyokimya  Anabilim Dali  Laboratuarinda  karaciger = dokusunda
myeloperoksidaz, TNF-alfa ve IL-10 aktiviteleri ELIZA ile galisildi. SOD, GSH-Px
ve CAT enzimlerinin aktivite 6l¢limii ve protein tayini spektrofotometrik yontemle

yapildi. Glutatyon, Ellman reaktifi kullanilarak spektrofotometrik olarak ¢alisildi.

Protein tayini Lowry metoduna gore yapildi (87). MDA diizeyinin tayini i¢in
HPLC (High Performance Liquid Chromatografi) yontemi kullanildi1 (88). SOD
enzim aktivitesi Sun ve arkadaslarinin metoduna gore (89), CAT enzim aktivitesi

Aebi metoduna gore (90), GSH-Px enzim aktivitesi Paglia metoduna gore calisildi

91).

3.2.5. Histopatolojik Analiz Yontemleri

Sakrifiye edilen ratlardan alinan karaciger ornekleri % 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 151k

mikroskobunda (x100, x200 ve x400 biiyiitmede) incelendi.

Hepatoselliiler hasar derecesi Ishak ve ark.’nm (92) tanimladig1 skorlama
sistemi kullanilarak yapildi. Bu skorlama sistemine gore hepatoselliiler hasar asagida

verilen skalaya gore derecelendirilip toplam skor elde edildi.

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

Ciddi (septa veya alanlarin ¢evresinin %50’sinden fazlasinda 4
devamli)
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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 biiyilitme alaninda < 1 odak 1
Onluk biiyiitme alaninda 2-4 odak 2
Onluk biiyiitme alaninda 5-10 odak 3
Onluk biiyiitme alaninda >10 odak 4
Portal inflamasyon Skor
Yok 0
Portal alanlarin tiimiinde veya bazilarinda hafif 1
Portal alanlarin timiinde veya bazilarinda orta 2
Portal alanlarin timiinde orta/belirgin 3
Portal alanlarin tiimiinde belirgin 4

23



3.2.6. istatistiksel Analiz

Calismanin analizi bilgisayar ortaminda SPSS 11.0 istatistik programinda
yapildi. Analizde; Ol¢lim verileri aritmetik ortalama + standart hata seklinde
gosterildi. Gruplar arasi farklilagmanin Oneminin tespiti i¢in tek yonli ANOVA
analizi kullanildi. Varyans analizinde anlamli farklilasma saptanmigsa Post Hoc

Tukey testi ile ikili karsilastirmalar yapildi.

Deney gruplar1 arasindaki histopatolojik skorlarin farkliligimi degerlendirmek
icin Kruskall-Wallis varyans analizi kullanildi. Kruskal-Wallis testi 6nemli
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

Serum AST aktivitesi GAL grubunda Kontrol ve CAPE gruplarina gore
anlamli derecede yiiksek saptandi (p=0,01). Serum AST aktivitesi CAPE+GAL
grubunda Kontrol ve CAPE gruplarina gore anlamli derecede yliksek saptandi
(p<0,01). CAPE-GAL grubundaki AST aktivitesi GAL grubundakinden farklh
degildi.

Serum ALT aktivitesi GAL grubunda Kontrol ve CAPE gruplarina gore
anlamli derecede yliksek saptandi (p<0,01). Serum ALT aktivitesi CAPE+GAL
grubunda Kontrol ve CAPE gruplarina gore anlamli derecede yiiksek saptandi
(p<0,01). Serum ALT aktivitesi CAPE+GAL grubunda GAL grubuna gore anlamhi
derecede diisiik saptandi (p<0,05).

Serum ALP aktivitesi GAL grubunda Kontrol ve CAPE gruplarma gore
anlamli derecede yiiksek saptandi (p<0,05). Serum ALP aktivitesi CAPE+GAL
grubunda Kontrol ve CAPE gruplarina gore anlamli derecede yiiksek saptandi
(p<0,05). CAPE-GAL grubundaki ALP aktivitesi GAL grubundan farkli degildi.

Tablo 2’de hayvan gruplarindaki serum AST, ALT ve ALP aktiviteleri
gosterilmistir. Sekil 3’de AST aktiviteleri, Sekil 4’de ALT aktiviteleri, Sekil 5’de
ALP aktiviteleri grafik seklinde gosterilmistir.
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Tablo 2. Karaciger fonksiyon testleri

Gruplar AST(U/L) | ALT(U/L) | ALP(U/L)
Grup 1 (Kontrol) 111+4 58+3 214 £21
Grup 2 (CAPE) 103 +4 60+3 156 + 14
Grup 3 (GAL) 1384+ 186 | 1012 +£86 | 395+ 59
Grup 4 (CAPE+GAL) | 1152 +269 | 683 £ 129 | 447 +49
P (ANOVA) <0.001 <0.001 <0.001
P (Post hoc Tukey test) 1-3: <0.001 1-3: <0.001 1-3: <0.05
1-4: =0.001 1-4: <0.001 1-4:=0.01
2-3:<0.001 2-3:<0.001 2-3:=0.001
2-4:=0.001 2-4: <0.001 2-4: <0.001
3-4: <0.05
Veriler, ortalama =+ standart hata olarak verilmistir.
AST (UIL) ALT (UL)
1400 1200
1000 — — 800
800 — — 600 _— |
600 — —
400 [ | 400 — —
200 _— | 200 _— -
0 T T T 1 0 T T T 1
S & Y o S & o v
& P o Q((:‘o & & o Q@xo
& &

Sekil 4. Serum ALT aktivitelerinin gruplara gore
dagilimi

Sekil 3. Serum AST aktivitelerinin gruplara gore
dagilimi
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ALP (U/L) GLUTATYON
(mg/gr protein)

500 —
400 6 —
5 4
300 3
200 - — 3 —
100 4 2]
0 T | 0 T
L4 ¢ & L © &
R s
Sekil 5. Serum ALP aktivitelerinin gruplara gore Sekil 6. KC dokusunda glutatyon diizeylerinin
dagilimu gruplara gore dagilimi

4.2. Karaciger dokusunda glutatyon diizeyleri

Karaciger dokusunda glutatyon diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli
farklilik goriilmedi. Bununla birlikte her ne kadar anlamli olmasa da CAPE grubunda
Kontrol grubuna gore glutatyon diizeyleri daha yiiksek saptandi. GAL grubunda ise
Kontrol ve CAPE gruplarina gore istatiksel olarak anlamli olmayan distiklik
saptandi. CAPE+GAL grubunda glutatyon diizeyleri istatiksel olarak anlamli olmasa
da GAL grubuna gore yliksek, Kontrol ve CAPE gruplarina gore ise diigiik saptandi.
Karaciger dokusundaki glutatyon diizeyleri Tablo 3’de, grafik olarak Sekil 6’da

gosterilmistir.

4.3. Karaciger dokusunda antioksidan enzim diizeyleri

Karaciger dokusunda CAT ve GSH-Px enzim diizeyleri agisindan gruplar arasinda
istatiksel olarak anlamli farklilik goriilmedi. SOD enzim diizeyi GAL grubunda
CAPE grubuna gore anlamli olarak diisiik saptandi. SOD enzim diizeyi agisindan
diger gruplar arasinda anlamli farklilik yoktu. Bununla birlikte CAPE grubunda CAT,
SOD, GSH-Px enzim diizeylerinde Kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli
olmayan yiikseklik saptandi. GAL grubunda ise CAT, SOD, GSH-Px enzim
diizeylerinde Kontrol ve CAPE gruplarina kiyasla istatiksel olarak anlamli olmayan

azalma saptandi. Ek olarak CAPE+GAL grubunda CAT ve SOD diizeyleri GAL
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grubuna gore istatiksel olarak anlamli olmasa da yiiksek saptandi. CAPE+GAL ve

GAL gruplar arasinda GSH-Px enzimi agisindan ise belirgin bir farklilik yoktu.

Karaciger dokusunda antioksidan enzim diizeyleri Tablo 3’de, grafik olarak CAT

Sekil 7°de, SOD Sekil 8’de ve GSH-Px Sekil 9°da gosterilmistir.

Tablo 3. Karaciger dokusunda MDA ve antioksidan enzim diizeyleri

MDA Glutatyon Katalaz SOD GSH-Px
(mmol/g-prot) (mg/g-prot) (k/g-prot) (U/g-prot) (U/g-prot)
1. Kontrol 0.74+0.03 5.14+1.35 22.82+5.05 | 709.18+25.84 | 130.75+11.20
2. CAPE 0.77+0.02 5.68+0.72 26.09+6.16 | 742.43+20.46 | 151.94+6.70
3.GAL 1.37+0.04 2.60+0.62 11.0942.60 | 661.00+14.52 | 127.34+8.03
4. CAPE+GAL 1.00+0.05 3.84+0.64 16.13+4.49 | 687.68+17.33 | 128.35+7.88
P (ANOVA) <0.001 ns ns <0.05 ns
P (Post hoc Tukey 1-3: <0.001 2-3:<0.05
test)
1-4: =0.001
2-3:<0.001
2-4: <0.01
3-4: <0.001
Veriler, ortalama + standart hata olarak verilmistir.
KATALAZ SOD
(katal/gr protein) (U/gr protein)
30 800 —
— 700 —
25— 600 1
20 1 500 1
15 ] 400 -
H — 300 1
10 200 1
5T 100 -
0 L) L) L} 1 0 T T T 1
\ & v N > <& % %%
&‘o (;vg o x@?' 660 (,?g (©) x('a?.
« & s &
o8 s

Sekil 7. KC dokusunda CAT diizeylerinin

gruplara gore dagilinu

Sekil 8. dokusunda SOD diizeylerinin gruplara

gore dagilimi
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GSH-Px
(U/gr protein)

160
140
120 [ ]
100 -
80 -
60
40
20 ~

Sekil 9. KC dokusunda GSH-Px diizeylerinin gruplara gore dagilimi

4.4. Karaciger dokusunda MDA diizeyleri

Karaciger dokusunda MDA diizeyleri GAL grubunda Kontrol ve CAPE
gruplarmma gore anlamli derecede yiiksek olarak saptandi (p<0,01). Karaciger
dokusunda MDA diizeyleri CAPE+GAL grubunda Kontrol ve CAPE gruplarina gore
anlamli derecede yiiksek olarak saptandi (p<0,01). Karaciger dokusunda MDA
diizeyleri CAPE+GAL grubunda GAL grubuna gore anlamli derecede diisiik olarak
saptandi (p<0,01).

Karaciger dokusundaki MDA diizeyleri Tablo 3°de, grafik olarak Sekil 10°da

gosterilmistir.
MDA MPO
(mmol/gr protein) (ng/mg protein)
1.6 70
1.4 60 — —
40 1
o8 I 0 1]
0.4 H 20 1
0.2 1+ 10 +
0 L} L} L) 1 0 L} L} L) 1
& 2 ol ol & 3 o ¥
(¢ (@)

Sekil 10. KC dokusunda MDA diizeylerinin Sekil 11. KC dokusunda MPO diizeylerinin gruplara
gruplara gore dagilimi gore dagilimi
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4.5. Karaciger dokusunda MPO diizeyleri

Karaciger dokusunda MPO diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli bir

farklilik saptanmadi. Bununla birlikte her ne kadar istatiksel olarak anlamli olmasa

da MPO diizeyleri GAL grubunda Kontrol grubuna gore yiiksek saptandi.

CAPE+GAL grubunda ise GAL grubuna gore diisilk Kontrol grubuna gore yiiksek

saptandi. MPO diizeyleri Tablo 4°da, grafik olarak Sekil 11°de gosterilmistir.

Tablo 4. Karacigerde dokusunda MPO diizeyleri
Gruplar MPO (ng/mg protein)
Grup 1 (Kontrol) 50,34 +2,86
Grup 2 (CAPE) 56,35 +9,35
Grup 3 (GAL) 61,78 £6,55
Grup 4 (CAPE+GAL) 54,64 £ 7,70

Veriler, ortalama + standart hata olarak verilmistir.

4.6. Karaciger dokusunda TNF-a diizeyleri

Karaciger dokusunda TNF-o diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlaml

farklilik saptanmadi. TNF-a diizeyleri Tablo 5’de, grafik olarak Sekil 12°de

gosterilmistir.

Tablo 5. Karaciger dokusunda TNF-a vr IL-10 diizeyleri

Gruplar TNF-a (pg/mgprotein) IL-10 (pg/mgprotein)
Grup 1 (Kontrol) 314,94 + 3,93 15,78 £ 1,39
Grup 2 (CAPE) 305,69 + 5,80 19,50 + 1,78
Grup 3 (GAL) 311,57 £ 13,75 24,59 +2,32
Grup 4 (CAPE+GAL) 326,38 + 3,87 24,18 £ 1,57
P (ANOVA) ns <0.01
P (Post hoc Tukey test) 1-3: <0.01

1-4: <0.05

Veriler, ortalama + standart hata olarak verilmistir.
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TNF-ALFA IL-10
(pg/mg protein) (pg/mg protein)
350 — 30
300 - [ ] 25 —
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Sekil 12. KC dokusunda TNF-a diizeylerinin Sekil 13. KC dokusunda IL-10 diizeylerinin
gruplara gore dagilimi gruplara gore dagilimi

4.7. Karaciger dokusunda IL-10 diizeyleri

Karaciger dokusunda IL-10 diizeyleri GAL grubunda Kontrol grubuna gore
anlamli diizeyde yiiksek olarak saptandi (p<0,01). Karaciger dokusunda IL-10
diizeyleri CAPE+GAL grubunda Kontrol grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek
olarak saptandi (p<0,05). IL-10 diizeyleri Tablo 5’de, grafik olarak Sekil 13’de

gosterilmistir.

4.8. Histolojik Degerlendirme

Sican gruplarinda karacigerin histolojik olarak degerlendirilmesinde, GAL alan
gruplarda almayanlara gore nekroinflamatuar skor anlamli derecede yiiksek saptandi
(p<0,01). Kontrol gruplar1 arasinda ve GAL alan gruplar arasinda anlamli diizeyde
farklilik goriilmedi. Sigcanlarin gruplara gore histolojik sonuglar1 Tablo 6’da

gosterilmistir.
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Tablo 6. Sicanlarin gruplara gore histolojik degerleri

Gruplar

Karaciger histolojisi

Median (min-max)

Grup 1 (Kontrol) 0 (0-0)
Grup 2 (CAPE) 0(0-2)
Grup 3 (GAL) 4 (3-6)
Grup 4 (CAPE+GAL) 4 (2-5)
P (Kruskal-Wallis Test) P<0.001
P (Mann-Whitney Test) 1-3: <0.001
1-4: <0.001
2-3:<0.001
2-4:<0.001

Veriler, median (min-max) olarak verilmistir.

32



5. TARTISMA

Akut hepatit viruslar, toksik ajanlar, ilaglar, alkol, c¢esitli metabolik ve
otoimmiin hastaliklar gibi degisik nedenlere bagli olarak meydana gelebilir ve bazen
fulminan gidis gostererek oliimlere neden olabilir. Hepatit B ve C viruslar1 en 6nemli

viral hepatit etkenleri olup tiim diinyada yaygin bir saglik problemidir (1).

GAL’mm deney hayvanlarinda neden oldugu karaciger lezyonunun morfolojik
ve patofizyolojik ozelliklerinin, insan viral hepatitindekine bir¢ok agidan benzedigi
bildirilmistir (26). GAL hiicresel iiridin trifosfat konsantrasyonunu azaltmak suretiyle
RNA ve protein sentezini inhibe ederek karaciger hiicre nekrozuna neden olmaktadir
(2). GAL’1n sitototoksik etkisinde, endojen lipidlerin peroksidasyonunun major
faktor oldugu gosterilmistir (4). GAL’mm neden oldugu oksidatif hasarlanma,
genellikle lipid peroksidasyonunun uyaricist ve hiicre membraninin yikiminin
kaynagi olan hidroksil radikali (OH’) olusumu ile iligkili bulunmustur (93).
Sicanlardaki GAL hepatitinde; SOD, CAT ve GSH-Px gibi antiperoksidatif enzim

diizeylerinin azalmis oldugu da bildirilmistir (94).

GAL direkt olarak mast hiicrelerini aktive eder ve boylece mast hiicrelerinden
histamin salinmasina yol acar. Histamin de gastrointestinal traktin permeabilitesinde
artisa neden olur (21). Gastrointestinal trakttan salinan bakteriyel tirlinler Kupffer
hiicrelerini aktive ederek bu hiicrelerden in vivo GAL toksisitesinde ¢ok énemli olan
TNF-a gibi sitokinlerin salinmasina neden olur (22). GAL TNF-a ile ilgili hiicre
Olimiine neden olan sinyallerin aktivasyonuna kars1 karaciger hiicrelerininin
duyarliligin1 artirarak mesenger RNA (mRNA) ve protein sentezini inhibe eder
(23,24). Hiicreler apopitoz yolu ile en erken 6 saat sonra dlmeye baslarlar. Sonra
inflamatuar hiicreler karaciger parankimine girerler ve daha sonra nekroz alanlari
ortaya cikar. Literatiirdeki veriler 1s1¢inda sonradan ortaya c¢ikan nekroz da
apoptozise neden olan benzer mekanizmalar ile olusmaktadir. Ciinkii her iki

mekanizma da Kupffer hiicre aktivasyonuna ve TNF-a iiretimine bagimlidir (25).

CAPE, vyapica flavonoidlere benzeyen bal arisi propolisinin aktif bir
bilesenidir. Yaklasik olarak 10 pumol/L konsantrasyonda in vitro sartlarda nétrofiller
veya ksantin/ksantin oksidaz sistemi tarafindan olusturulan reaktif oksijen tiirlerini

tamamen bloke ettigi bildirilmistir (5). Yapilan bir¢ok calismada CAPE’nin

33



antiinflamatuvar, sitostatik, antiviral, antibakteriyel, antifungal ve antioksidan

ozellikleri oldugu gosterilmistir (6,7).

GAL’m tetikledigi hepatit modelinde antioksidan 6zellikleri bilinen CAPE’nin
koruyucu etkisi literatiirde daha 6nce ¢alisilmamistir. Ancak diger deneysel hepatit
modellerinde ve bagka organlarin oksidatif stres durumlarinda CAPE’nin koruyucu

etkisi yaygin olarak aragtirma konusu olmustur.

Akut hepatitin sorunsuz olarak atlatilabilmesi i¢in arayislar siirmektedir. Bu
calismada, insan viriis hepatitine histolojik olarak ¢ok benzeyen GAL ile olusturulan
bir deneysel hepatit modelinde CAPE’nin etkinligini arastirdik. CAPE’nin bu
deneysel modelde, antioksidan Ozellikleri ve apopitozu modiile etmesi nedeniyle

basarili olabilecegini diisiindiik.

Calismamizda GAL alan gruplarda almayanlara gore histolojik olarak anlaml
derecede nekroz saptanmasi ve GAL grubunda Kontrol ve CAPE gruplarina gore
AST ve ALT aktivitelerinde anlamli derecede yiikseklik saptanmast GAL grubunda
hepatotoksisite gelistigini gostermektedir. CAPE+GAL gurubu ile GAL gurubu
arasinda histolojik a¢idan anlamli derecede farklilik olmamasi CAPE’nin GAL’1n

indiikledigi hepatotoksisiteyi histolojik olarak azaltamadigini gostermektedir

Pekmez ve ark. sigara dumanina maruz birakilan ratlarda AST ve ALT
aktivitelerindeki yiiksekligin CAPE ile anlamli olarak azaldigini gosterilmislerdir
(95). Bizim ¢alisgmamizda da CAPE+GAL grubunda ALT aktivitelerinin Kontrol ve
CAPE gruplarina gore yiliksek iken GAL grubuna gore anlamli derecede diisiik
saptanmast karaciger fonksiyon testleri agisindan CAPE’nin GAL hepatitinden

kismen koruyucu etkisinin oldugunu gdéstermektedir.

Daha oOnce bahsedildigi gibi oksidatif stres durumlarinda nonenzimatik
antioksidan GSH ve enzimatik antioksidanlar olan SOD, CAT ve GSH-Px diizeyleri
azalirken lipid peroksidasyonunun son iriinii olan MDA ve MPO diizeyleri

artmaktadir.

Jajanus indicus bitkisinden elde edilen bir proteininin GAL hepatitinden
koruyuculugunun arastirildigi bir calismada farelere 800 mg/kg dozunda 3 giin
boyunca GAL verilmis ve GAL verilen grupta SOD, CAT, GSH diizeylerinin kontrol

grubuna gore azaldig: tespit edilmistir. Bu bulgularla GAL’1n oksidatif hasarlanma
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yaparak antioksidan savunmayi baskiladig1 belirtilmistir. Ayni g¢alismada fare
karaciger dokusunda lipid peroksidasyonunun son iirlinlerini saptamak ig¢in
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) olusumuna bakmislar ve  GAL
grubunda TBARS’1 kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulmuslardir. Bu
calismada %99’unu MDA nin olusturdugu TBARS’ 1n bahsedilen protein ile azaldig:
tespit edilmistir (96). Ates ve ark.’nin yaptiklar1 bir ¢aligmada 3 giin boyunca soguk
stresine (7£1°C) maruz birakilan ratlarlarin karaciger dokusunda SOD, CAT, GSH-
Px ve GSH diizeylerinde azalma ve MDA diizeylerinde artis saptamislardir.
Bahsedilen ¢alismada soguk stresi ile olusan antioksidan enzimlerindeki azalmay1
artmis ROS’a sekonder agir1 tiikketime baglamislardir. Ayrica CAPE tedavisi ile soguk
stresine bagli antioksidan enzim diizeylerindeki azalmanin ve MDA diizeylerindeki
artisgin engellendigi bildirilmistir. Bu calismada arastirmacilar CAPE’nin GSH

sentetazi artirarak GSH’y1 regiile etmis olabilecegini diistinmislerdir (97).

Ratlarla yapilan bir baska c¢aligmada sisplatin (16 mg/giin) ile indiiklenen
karaciger hasarinda karaciger dokusunda SOD, CAT, GSH-Px ve GSH diizeylerinin
azaldigt MPO diizeylerinin arttig1 gosterilmistir. Aymi1 ¢alismada sisplatinin
indiikledigi hepatotoksisitede 6 giin boyunca her giin tek doz CAPE tedavisinden 12
saat sonra bakilan antioksidan enzim diizeylerinde anlamli yiikselmeler oldugu ve
MPO diizeylerinde de anlamli derecede azalma oldugu gosterilmistir (98). Yilmaz ve
ark. 7mg/kg tek doz sisplatin ile indiiklenen hepatoksisitede CAPE’nin
koruyuculugunu degerlendirdikleri ¢alismada sisplatininin SOD enziminde azalmaya
neden oldugunu saptamislardir. Ayni ¢alismada son CAPE tedavisinden 12 saat sonra
CAT ve SOD enzim aktivitelerinde artis oldugunu gostermisler ve bu artist
CAPE’nin bu enzimlerin transkripsiyonel ve/veya translasyonel yollarini etkileyerek

sagladigini spekiile etmislerdir (99).

Oktem ve ark. ratlara 4 hafta boyunca haftada 2 kez lityum (25 mg/kg) vererek
olusturduklar1 nefrotoksisitede bobrek dokusunda SOD, CAT, GSH-Px enzim
aktivitelerini kontrol gurubuna gore diisiik bulmuslar ve giinde bir kez 4 hafta
boyunca hergiin verilen CAPE tedavisi ile azalmis olan bu antioksidan enzim
diizeylerinde anlamli artis saptamislardir. Bu sonuclarla Oktem ve ark. CAPE’nin
lityumun indiikledigi nefrotoksisitede tiibiiler hasar ve oksidatif strese karsi koruyucu

oldugunu bildirmislerdir (100).
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Anti oksidan 6zelligi daha onceden bilinen Ganoderma Lucidum’un farelerde
GAL hepatitinden koruyuculugunun arastirildigi bir ¢alismada 750 mg/kg GAL
verilen grupta karaciger GSH ve SOD diizeyleri anlamli olarak azalirken MDA
diizeyleri artmistir. Antioksidan Ganoderma Lucidum ile tiim bu degisen
parametrelerin  kontrol grubu ile benzer diizeylere geldigi goriilmiistir (101).
Antiinflamatuar etkileri bilinen ve karbon tetrakloriir hepatotoksisisine karsi
koruyuculugu daha Once kanitlanmis olan Pinitolin GAL (650 mg/kg)
hepatotoksisitesindeki ~ koruyuculugunun arastirildigi  bir ¢alismada GAL
enjeksiyonundan 12 saat sonra  degerlendirildiginde  Pinitolin ~ GAL
hepatotoksisitesine bagli karaciger dokusundaki GSH ve CAT deplesyonunu ve
MDA artisint engelledigi, bildirilmistir (102). GAL (800 mg/kg) ile olusturulan
hepatotoksisite modelinde Lygodium flexuosumun hepatotoksisite olusturulmadan
once ve sonra verilmesinin GAL ile azalan GSH diizeylerinde artis ve GAL ile artan
MDA diizeylerinde azalma sagladigi gosterilmistir (103). Diger bir calismada
diabetik ratlarin beyin dokusundaki GSH deplesyonunun CAPE ile engellendigi
bildirilmigtir (104). Rat deneylerinde lityum, metotreksat gibi cesitli ajanlarla
oksidatif stres olusturulan gruplara kiyasla CAPE’nin koruyucu ilag olarak verildigi
gruplarda MDA seviyesinin anlamli olarak diisiik bulundugu bildirilmistir (105,106).
Tiirkyilmaz ve ark. glikodeoksikolik asit ile yaptiklar1 akut nekrotizan pankreatit
modelinde, CAPE tedavisinden 42 saaat sonra akut nekrotizan pankreatite sekonder
artan pankreas MPO ve MDA diizeylerinin azaldigini gostermislerdir. (107). Benzer
sekilde Fadillioglu ve ark. CAPE tedavisinin doksorubusinin indiikledigi kardiak
hasarda MPO aktivitesini azalttigin1 saptamislardir (108).

Bizim calismamizda karaciger dokusunda MDA diizeylerinin GAL grubunda
Kontrol ve CAPE gruplarina gore anlamli derecede yiiksek olmasi ve SOD diizeyinin
GAL grubunda CAPE gurubuna gore anlamli derecede diisiik olmasi GAL
gurubunda oksidatif stresin arttigin1 gostermektedir. Karaciger dokusunda MDA
diizeylerinin CAPE+GAL grubunda Kontrol ve CAPE gruplarina gore anlaml
derecede yiiksek iken GAL grubuna gore anlamli derecede diisiik olmasi ise GAL’1n
karacigerde yol actig1 oksidatif hasara karst CAPE’nin kismen koruyucu oldugunu

gostermektedir.

Ek olarak her ne kadar istatiksel olarak anlamli olmasa da GAL gurubunda

GSH, CAT, SOD ve GSH-Px diizeylerinin kontrol gurubuna gore diisiik olmasi ve
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MPO diizeylerinin kontrol gurubuna gore yiiksek olmasit GAL gurubunda oksidatif
stresin arttigin1 gostermektedir. CAPE-GAL gurubunda ise yine istatiksel olarak
anlamli olmasa da GAL gurubuna gére GSH, CAT ve SOD diizeylerinin yiiksek ve
MPO diizeylerinin diisiik olmast CAPE tedavisinin GAL’1n karacigerde yol agtig1

oksidatif hasara kars1 kismen koruyucu etkisinin olabilecegini diisiindiirmektedir.

TNF-a, aktive olmus makrofajlar tarafindan salgilanan, proinflamatuar, pirojen,
akut faz reaktan1 bir sitokindir. Endotoksin, inflamatuar olaylar, immiin kompleksler,
fiziksel hasar ve toksinler salinimim1 uyarmaktadir. Hepatotoksik ilaglarin neden
oldugu hepatoselliiler hasar ve hiicre nekrozunda TNF-o’nin etkili olduguna dair pek
cok deneysel kanit vardir. Proinflamatuar sitokinlerin, 6zellikle TNF-o’nin, akut

fulminan hepatitte hiicre yikiminda rol aldig1 diistiniilmektedir (109).

Bazi otorler, anti-TNF-a antikorunun GAL + Lipopolisakkarid (LPS)‘in
indiikledigi fulminan karaciger yetmezliginde koruyucu etkisinin oldugunu ve
mortaliteyi azalttigin1 gostermislerdir (110). Pleotropik proinflamatuar bir sitokin
olan TNF-a, doku hasarina cevap olarak hizli bir sekilde tiretilir (111). Artmis TNF-a
diizeyi histolojik hepatik nekroz ve artmig serum aminotransferaz aktiviteleri ile

direkt olarak korele bulunmustur (112).

Yoshida ve ark. glycyrrhizin’in LPS/GAL hepatitinden koruyuculugunu
arastirdiklar1 caligsmalarinda, BALB/c farelerine 25 ng LPS ve 20 mg GAL verdikten
2 saat sonra serum TNF-qa, IL-6, IL-10 ve IL-12 diizeylerinin maksimum seviyeye
ulastigini tespit etmislerdir. 8 saat sonra ise TNF-a diizeyinin kontrol grubu ile
anlaml fark olusturmayacak kadar diistiigiinii tespit etmislerdir (113). Bicycloliin
koruyuculugunun arastirildig: bir calismada farelere 15 mikrog/kg LPS ve 800mg/kg
GAL verilerek hepatit yapilmis, serum TNF-a 60. dakikada anlamli derecede artmis
(yaklasik 100 pg/ml), 90. dakikada pik yapmus (yaklasik 400 pg/ml), 6. saatte diizeyi
diismiistiir (yaklasik 50 pg/ml) (114).

Pinitoliin GAL (650 mg/kg) hepatotoksisitesinde koruyuculugunun arastirildigi
ratlar iizerinde yapilan bir ¢alismada sadece GAL verilen grupta GAL verildikten 24
saat sonra serum TNF-a diizeyi Kontrol grubuna gore anlamli olarak artmistir (102).
Benzer sekilde yesil ¢ayin GAL hepatitinden koruyuculugunun arastirildig: ratlarda
yapilan bir ¢alismada 500 mg/kg GAL verilen grupta karaciger dokusunda reverse
transkriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) yontemi ile calisilan TNF-a
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mRNA ekspresyonunun GAL verildikten 24 saat sonra arttigi gosterilmistir (115).
Ratlarda GAL’m (800 mg/kg) indiikledigi hepatite karsi L-alanin, L-glutamin, L-
serin, L-glutamik asitin koruyuculugunun arastirilidigi bir ¢alismada GAL verilen
grupta serum TNF-a GAL verildikten sonra 8. saatte yliksek saptanmig ve 24. saatte
bu yiikseklik devam etmistir (116).

Sermon ve ark. sitokinlerin etkisini arastirdiklar1 deneysel alkolik hepatit
modelinde hem alkol ile sensitize edilen grupta hem de GAL (1g/kg) verilen fare
grubunda serum TNF-a seviyesini GAL enjeksiyonundan 24 saat sonra saptanabilir
diizeyde bulamamislardir. Bununla birlikte etanol Ontedavisi + GAL grubunda
karacigerde dokusunda TNF-a mRNA ekspresyonunda artig tespit edilmistir.
Aragtirmacilar ¢cok az diizeylerde de olsa, GAL ile sensitize edildikten sonra hiicre
hasarina neden olabilecek intrahepatik TNF-o’nin salinmis olabilecegini ama bu
kadar disiik seviyelerinin su an kullanimda olan ydntemlerle tespit edilememis

olabilecegini spekiile etmislerdir (117).

Liu ve ark, bir niikleer import inhibitoriiniin stafilokokkal enterotoksin B’nin
indiikledigi toksisiteye karsi koruyuculugunu arastirdiklar1 ¢alismada, BALB/c
farelerine 20 mg GAL vermisler ve 0.5, 1.5, 4 ve 6. saatlerde plazma sitokinlerini
calismislardir. Bu calismada SEB ve GAL injeksiyonu 90. dakikada pik yapan hizl
bir plazma TNF alfa artisina neden olmustur. Zit olarak sadece GAL verildiginde
herhangi bir etki saptanmamistir. Bu sonuca dayanarak bu inflamatuar yanitin

kaynaginin SEB'e bagli oldugu yorumunu yapmuslardir (118).

Bir TLR-3 agonisti olan Polyinosinic-polycytidylic acid [poly(I:C)]’in GAL ile
sensitize edilen farelerde etkilerini arastiran bir ¢aligmada poly(I:C) ile poly(I:C) +
GAL’1in TNF-q tiretimleri karsilastirilmig ve anlamli bir farklilik bulunamamaisgtir. Bu
sonucun GAL’in serum TNF-o konsantrasyonu iizerine etkisinin olmadigi fikrini
gliclendirdigini bildirmislerdir. Aym1 calismada TNF-a ya da onun reseptoriiniin
yoklugunda GAL ile sensitize edilen farelerde poly(I:C)’nin karaciger hasari
olusturmadigin1 gdstermislerdir. Sonu¢ olarak GAL ile sensitize edilen farelere
poly(I:C) verilmesi ile olusan letal hepatit olusumunun tamamen TNF ile iliskili

oldugunu diisiinmiislerdir (119).

Biz c¢aligmamizda karaciger dokusunda TNF-a diizeyleri agisindan gruplar

arasinda anlamli farklilik saptamadik. Literatiirdeki veriler degerlendirildiginde
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sadece GAL ile yapilan hepatotoksisitede her ne kadar 2 kaynakta (102, 116) 24.
saatte serum TNF-o  diizeyleri Kontrol grubuna gore yliksek saptanmigsa da
literatiirde karaciger dokusunda GAL enjeksiyonundan 24 saat sonra TNF-a
olgiimleri bildirilmemistir. Ozellikle LPS/GAL modeli hepatitlerde (114,113) acikca
goriildiigli gibi serum TNF-a seviyesi ilk 1-2 saatte pik yapip 6-8 saatlerde kontrol
gruplartyla benzer degerlere inmektedir. Bizim ¢alisjmamizda da sadece GAL
kullanilmakla beraber erken saatlerde artmis olan karaciger dokusundaki TNF-a
diizeyi 24. saatte gerilemis olabilir. Bir diger ihtimal de literatiirde baz1 ¢aligmalarin
toksik madde ve toksik made + GAL gruplar1 arasinda TNF-a diizeyinin farklilik
gostermemesi ile destekledikleri gibi GAL hepatitinde TNF-o’nin etkisi olmayabilir
(118,119).

IL-10 primer olarak T hiicreleri ve aktive makrofajlardan salinan
multifonksiyonel esansiyel antiinflamatuar bir sitokindir. Ilk olarak T hiicreleri,
monositler ve makrofajlarin aktivasyonunu ve efektor fonksiyonlarini baskilayabilme
ozellikleri ile tammmistir (120). IL-10’un asetaminofen toksisitesine karst NO ve

INOS yapimim kontrol ederek koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir (121).

Asetaminofen toksisitesinde artmis proinflamatuar sitokinlerin toksisiteye
katkida bulunabilecegi ve bunlarin IL-10 gibi antiinflamatuar sitokinler tarafindan
regiile edildigi disiiniilmistir (122). LPS (16pg/kg)/GAL (400 mg/kg) hepatit
modelinin kullanildigi bir rat calismasinda Na/H exchanger inhibitorii olan
FR183998’in proinflamatuar sitokinleri azaltarak ve antiinflamatuar olan IL-10"u
artirarak karaciger hiicresini hasardan korudugunu ve bu etkinin en azindan bir
kisminin IL-10 artisina bagl oldugunu diisiinmiislerdir (123). Benzer olarak nétrofil
elastaz inhibitoriiniin LPS/GAL hepatit modelinde koruyuculugunu arastiran bir
calismada noétrofil elastaz inhibitoriiniin koruyuculugu gosterilmis ve bu etkinin bir
kisminin nétrofil elastaz inhibitdriiniin IL-10"u artiric1 etkisine bagh olabilecegini

bildirmislerdir(124).

Sermon ve arkadaslarinin yaptig1 deneysel alkolik hepatit modelinde de yalniz
GAL verilen grupta IL-10 seviyelerini 24. saatte kontrol grubuna gére anlamli olarak

yluksek tespit etmislerdir (117).

CAPE’nin beyin dokusunda streptozosin ile olusturulan diyabete sekonder

gelisen inflamasyon ve oksidatif stresi azalttiginin gosterildigi bir calismada ise hem
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diyabet grubunda hem de diyabet + CAPE tedavi grubunda IL-10 mRNA
ekspresyonu tespit edilebilir seviyelerde bulunmamistir (85). CAPE’nin sepsisin
indiikledigi akciger hasarindaki koruyuculugunun arastirildigi bir ¢alismada CAPE’
nin IL 10 diizeyini etkilemedigi gosterilmistir (125).

Bizim calismamizda karaciger dokusunda IL-10 diizeylerinin GAL ve
CAPE+GAL gruplarinda Kontrol grubuna goére anlamli diizeyde yiiksek olarak
saptanmast GAL’1in indikledigi hepatotoksisitede proinflamatuar sitokinlere
reaksiyon olarak IL-10’un arttigin1 diisiindiirmektedir. CAPE+GAL grubu ile GAL
grubu arasinda karaciger dokusunda IL-10 diizeyleri agisindan anlamli bir farklilik

olmamas1 CAPE nin IL 10 diizeyini etkilemedigini gostermektedir.
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6. SONUC

Tek doz 1 gr’/kg GAL ratlarin karaciger dokusunda biyokimyasal ve
histopatolojik olarak hepatoselliiler hasara yol agmaktadir. GAL enjeksiyonu,
LPO’nun son iirlinii ve oksidatif stresin iyi bir gostergesi olan MDA seviyesini
yiikseltmektedir. CAPE, GAL hepatitindeki MDA ve ALT yiikselmelerini kismen

onlemekle birlikte, histolojik olarak koruyucu etkisi saptanmamustir.
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7. OZET

AMAC: Bu calismada, siganlarda D-galaktozamin (GAL) ile olusturulan karaciger
hepatotoksisitesinde caffeic acid phenethyl ester (CAPE)’in koruyucu etkinliginin

arastirilmasi amaglanmstir.

MATERYAL VE METOD: Calismamiza 32 erkek Wistar-albino rat alinarak, her
grupta 8 rat olacak sekilde 4 gruba ayrildi. 3 giin boyunca Kontrol ve GAL gruplarina serum
fizyolojik, CAPE ve CAPE+GAL gruplarina 10 umol/kg/giin CAPE intraperitoneal (i.p.)
olarak verildi. Ugiincii CAPE enjeksiyonundan 1 saat sonra GAL ve CAPE+GAL gruplarina
lgr/kg dozunda GAL i.p. olarak verildi. 24 saat sonra ratlarin yasamlarina son verilerek
laparatomi yapildi ve karacigerleri ¢ikarildi. Karaciger dokusu histolojik olarak
degerlendirildi, doku diizeyinde malondialdehit (MDA), glutatyon, TNF-o. ve IL-10
diizeyleri ile siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve
myeloperoksidaz (MPO) aktiviteleri Ol¢iildii. Ayrica inferior vena cava’dan alman kan

orneklerinden elde edilen serumda AST, ALT ve ALP aktivitelerine bakildi.

BULGULAR: 1gr/kg dozunda i.p. olarak verilen GAL ile tiim sicanlarda histolojik ve
biyokimyasal olarak akut karaciger hasar1 gézlendi. Akut karaciger hasarinin biyokimyasal
parametreleri ve karaciger dokusunda MDA diizeyleri GAL grubunda anlamli olarak yiiksek
saptandi. ALT ve MDA diizeyleri CAPE+GAL grubunda GAL grubuna goére anlaml
derecede daha diisiik saptand1 (sirasiyla p<0,05 ve p<0,01). Glutatyon, SOD, CAT ve GSH-
Px enzim diizeylerinde GAL grubu ile CAPE+GAL grubu arasinda anlamli bir farklilik
saptanmadi. Histolojik olarak GAL ve CAPE+GAL gruplarindaki hasarlanma skorlar1 farkl
degildi.

SONUC: GAL ile olusturulan hepatit modelinde, daha o6nceki c¢alismalarda
antioksidan 6zelligi bildirilen CAPE’nin biyokimyasal parametreleri kismen iyilestirmesine

karsin histolojik diizeyde koruyucu etkisinin olmadig1 goriilmektedir.

Anahtar kelimeler: Kafeik asit fenetil ester (CAPE), Hepatotoksisite, Oksidatif stres, D-

galaktozamin
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8. SUMMARY

AIM: Investigation of the possible protective effect of caffeic acid phenethyl ester
(CAPE) on the D-galactosamine (GAL) induced hepatotoxicity.

MATERIALS AND METHODS: Thirty two male Wistar rats were randomly
divided into four groups. All 4 groups contained 8 rats in each group. Control and GAL
groups were received serum saline; and CAPE+GAL and CAPE groups were received 10
pmol/kg/day CAPE intraperitoneally (i.p.) for three days. In third day, one hour after CAPE
or saline injections, CAPE+GAL and GAL groups were received 1g/kg i.p. GAL. Twenty-
four hours later all animals were sacrificed, laparotomy was performed and liver tissues were
taken. Liver tissue samples were histologically evaluated. Malonyldialdehyde (MDA),
glutation, TNF-a and IL-10 levels were measured in liver tissue. Superoxide dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GSH-Px) and myeloperoxidase (MPO)
enzyme activities were also analzed in liver tissue. AST, ALT and ALP activities were

analyzed in serum which obtained from vena cava inferior.

RESULTS: Dose of 1gr/kg i.p. GAL caused to acute hepatic damage histologically
and biochemically in all rats. Biochemical parameters of acut hepatic damage and MDA
levels of liver tissue were significantly increased in GAL group. ALT and MDA levels were
detected significantly more lower in CAPE+GAL group than GAL group (respectively;
p<0,05 ve p<0,01). Glutation, SOD, CAT and GSH-Px enzyme levels were not significantly
different between GAL and CAPE+GAL groups. CAPE and CAPE+GAL groups were not
significantly different histologically.

CONCLUSION: It was shown that although CAPE has ameliorating effects
according to biochemical markers, it has no protective effect histologically on GAL induced

hepatitis.

Key words: Caffeic acid phenethyl ester (CAPE), Hepatotoxicity, Oxidative stress, D-

galactosamine
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