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1. OZET

Lipoik Asidin, Valproik Asit Ile Olusturulan Toksisitede, Karacigerde Baz
Antiosidan Ve Oksidan Parametreler Uzerine Etkisinin Incelenmesi

Ogrenci Adi: Seda Giiler
Damisman: Prof.Dr.Aysen Yarat
Anabilim Dal: Eczacilik Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dali

Amag: Alfa-lipoik asit (LA), serbet radikallere karsi reaktivitesinin yiiksek olmasi
nedeniyle C ve E vitaminlerinin rejenerasyonunu kolaylastirarak doku glutatyon
diizeylerini artirir. Antiepileptik bir ilag olan valproik asit (VPA) ise antioksidan-
oksidan dengesini bozarak dokularda bazi zararli etkiler olusturabilir. Bu calismada
amag, VPA ile olusturulan toksisitede sigan karaciger dokusu iizerine alfa lipoik asidin

olas1 koruyucu etkisini aragtirmakti.

Materyal ve Metod: Disi siganlar rastgele dort gruba ayrildi. Zeytin yagi verilen
kontrol grubu (1 mL, gavaj); LA verien grup (50 mg/kg/day, gavaj); VPA verilen grup
(500mg/kg/day, ip) ve VPA+LA wverilen grup (aym dozlarda). LA, VPA
uygulamasindan 1 saat dnce sicanlara verilmistir. VPA enjeksiyonundan 16 giin sonra
sicanlar dekapite edilerek karaciger Ornekleri alinarak homojenize edilmistir.
Biyokimyasal inceleme i¢in glutatyon (GSH), malondialdehit (MDA) diizeyleri,
superoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT) and doku faktoérii (DF) %10 g hik (w/v)

karaciger homojenatlarinda tayin edilmistir.

Bulgular: VPA uygulanan grupda kontrol grubuna gore karaciger MDA, GSH
diizeyleri anlaml olarak artmig, SOD ve KAT aktiviteleri ise anlamli olarak azalmist1.
DF deki degisme ise anlamli degildi. Sicanlara LA verilmesi, VPA grubunda GSH
diizeylerinde, SOD ve DF aktivitelerinde anlamh artisa, MDA ve KAT degerlerinde ise

anlamli azalmaya neden olmustur.

Sonug¢: Bu bulgularimiza gére LA’in, VPA’ nin karacigerde olusturdugu oksidatif stresi

Onleyebilecegini soylebiliriz.

Anahtar kelimeler: Karaciger, valproik asit, alfa lipoik asit, antioksidan-oksidan

parametreler



2. SUMMARY

The Investigation of the Effects Of Lipoic Acid on Liver Antioxidant-Oxidant
Parameteres in Valproic Acid Induced Toxicity

Student’s Name: Seda Giiler
Supervisor: Prof.Dr.Aysen Yarat
Department: Department of Biochemistry, Faculty of Pharmacy

Aim: Alpha-lipoic acid (LA) increases glutathione levels through its high reactivity to
free radicals that facilitates vitamins C and E regeneration. Valproic acid (VPA) is an
antiepileptic drug that has some adverse effects on tissues as it impairs the oxidant-
antioxidant balance. The aim of this study was to investigate the putative protective role

of LA on rat liver in VPA toxicity.

Materials and Methods: Female rats were randomly divided into four groups as
follows: Olive oil given control group (1mL, gavage); LA given group (50 mg/kg/day,
gavage); VPA given group (500mg/kg/day, ip) and VPA+LA given group (in same
doses). LA was given 1 h prior VPA administration. 16 days after VPA injection, rats
were decapitated and liver samples were taken and homogenized. For biochemical
analysis, glutathione (GSH), malondialdehyde (MDA) levels, superoxide dismutase
(SOD), catalase (CAT) and tissue factor (TF) activities were determined in 10% (w/v)

liver homogenates.

Results: Liver MDA, GSH levels increased and SOD, CAT activities decreased
significantly in the VPA group when compared with control group. The change in TF
activity was not significant. In the VPA group, LA administration caused significant
increases in GSH levels, SOD and TF activities; significant decreases in MDA levels
and CAT activities.

Conclusion: Based on these results we suggest that LA might prevent VPA induced

oxidative stress in liver.

Key words: Liver, valproic acid, alpha lipoic acid, antioxidant-oxidant parameters



3. GIRIS VE AMAC

Epilepsi hastalifi beyinde bulunan sinir hiicrelerinin ¢esitli nedenlerden dolay1
uyariminin artmasindan (noranal hipereksitabilite) kaynaklanan epizoik serebral bir
bozukluktur. Epilepsi nobeti gri maddedeki artmig, hizli elektriksel bosaltimlardan
koken alir ve klinikte, belli bir siireye 6zgli davranis, bilgi, duygu, hareketlerde ve

algilamanin fonksiyonlarinda stereotipik bir bozukluk gézlenir (Ethemoglu, 2006).

Valproik asit (2-propil-pentanoik asid, VPA), c¢ocuklar ile yetiskinlerde,
diinyada ¢ok yaygin olarak tercih edilen bir antiepileptik ilagtir. Genis spektrumlu bir
ilag olan VPA epilepsili hastalarin tedavisinde, duygu bozuklugu, bipolar ve sizoefektif
diizensizliklerin kontrol altinda tutulmasinda, néropatik acilarin ve migren tedavisinde
kullanilmaktadir (Gram ve Bentsen, 1985; Silva ve ark., 2008). Cesitli nobet tiplerinde
monoterapi ya da ek tedavi seklinde de kullanilmaktadir. Valproik asit kullanimi bazi
durumlarda ciddi komplikasyonlara neden olabilir. Bunlarin mekanizmasi, nasil oldugu
heniiz tam olarak anlagilamamistir. Cesitli calismalar oksidatif stres kaynakli oldugunu
gostermektedir (Spiller ve ark., 2000). Uzun zamanl kullanimi sart olan epileptik ilacin
yarariin oldugu kadar, bu ilaca bagli olusan yan etki ve zararlarinin bilinmesi, bu
yondede takibi olduk¢a oOnemlidir. Valproik asit kullanimima bagli yan etkilerin
cogunlugu benign Ozellikte olmasina karsin hepatotoksisite, teratojenite ve pankreatit
gibi ciddi etkiler de gozlenebilmektedir (Levin ve ark., 1997; Herzog ve Schacter,
2001). Yapilan bazi arastirmalarda yiiksek dozlarda uygulanan VPA''n karacigerde
toksik hasara yol agtigi gosterilmistir (Gram ve Bentsen, 1985; Rimmer ve Richens,
1985; Rettie ve ark., 1998). Valproik asit’in yiiksek dozda alinmasi koma ve oliim ile
sonuglanmaktadir (Gram ve Bentsen, 1985; Rimmer ve Richens, 1985; Spiller ve ark.,
2000).

Valproik asit, serum proteinlerinden 6zellikle de albumine baglandigindan,
albumin diisiikliigli 6nemlidir. Hipoalbuminemisi olan kisilerde proteine bagli olmayan
VPA diizeyi artacagindan toksisite riski de artacaktir (Haroldson ve ark., 2000; Rugino
ve ark., 2003). Epilepsiye veya antiepileptik ila¢ kullanimina bagli sekonder olarak
olusabilecek ve immun sistemi etkileyen degisiklikler, hastalarda tekrarlayan
enfeksiyonlar, malignansiler ve otoimmun hastaliklara yol agabilmektedir. Antiepileptik
ilaglarin immiin sistem {iizerindeki etkilerini inceleyen c¢alismalarin sonuglar1 farkl

farklidir (Hemingway ve ark., 1999; Incecik ve ark., 2007).



Antioksidanlar, serbest radikallerle reaksiyona girerek hiicre hasarini onlerler.
Bu 6zellikleriyle hiicrelerin anormallesme ve tiimor olusturma riskini azaltirlar (Aslan
ve ark., 1995). Alfa lipoik asit olarak da anilan Lipoik asit (LA) viicutta sentezlenen ve
bazi besinlerde bulunan antioksidan bir maddedir. Hem suda hem de yagda ¢oziiniir.
Serbest radikalleri uzaklastirir, E vitamini, C vitamini gibi diger antioksidanlar1 rejenere
eder, agir metalleri baglayip atilimlarini kolaylastirir. Mitokondirisi bol olan dokularda
fazlaca bulunur. Mitokondiri enzimlerinin kofaktdriidiir. Insanlarda LA enerji
olusumunu igeren ¢esitli 2-okso asit dehidrogenazlarin parcasidir (Karaca, 2007). Sekiz
karbonlu olup ditiyolen halka yapisinda iki stilfiir atomu igerir. Lipoik asidin okside ve
rediikte olmak tizere iki formu bulunmaktadir. Rediikte formuna dihidrolipoik asit de
(DHLA) denilir. Dihidrolipoik asit diger formuna gore daha aktiftir. Lipoik asit agil
gruplarini baglar ve onlart diger enzim kompleksinin bir parcasina transfer eder. Bu
islem boyunca LA, DHLA’ya indirgenir ki bu sonradan NADH’ 1n olusumu altinda
lipoamid dehidrogenaz ile reokside olur. Boylece LA ve DHLA bir redoks ¢ifti
gibi davranabilir (Snell ve ark., 1937). Lipoik asit’in DHLA’e indirgenmesi antioksidan
aktivite i¢in Onemlidir. Lipoik asit ve DHLA  siiperoksit radikalleri, hidroksil
radikalleri, peroksil radikalleri ve singlet oksijen gibi reaktif oksijen bilesikleri ile
reaktive olur. E vitamini ve C vitaminini rejenere eder (Kagan ve ark., 1992; Cremer ve
ark., 2006). Lipoik asit oral olarak verildiginde %93 den fazlasi barsakdan emilir.
Karacigerde metabolize edilir. Emilimini takiben ditiyolen halkas1 indirgenerek DHLA
formu olusur. Sonra S-metilasyona ugrayabilir. Lipoik asit ve DHLA her ikiside beta
oksidasyonana ugrar. Lipoik asit idrarla atilir (Busse ve ark., 1992; Packer ve ark.,
1995).

Antiepileptik bir ilag olan VPA’mn gastrointestinal, norolojik, hematoloji ve
iireme sistemi lizerine etkilerinin olmasi, LA ise potansiyel serbest radikal dnleyicisi
olmasi nedeniyle bu calismanin amaci lipoik asidin, VPA ile olusturulan toksisitede
karacigerde antioksidan-oksidan parametreler iizerine etkisini karaciger homojenatinda
total protein, glutatyon (GSH), lipid peroksidasyon gostergesi olan malondialdehit
(MDA), superoksid dismutaz (SOD), katalaz (KAT) ve doku faktorii (DF) aktivitesi
tayin ederek incelemektir. Epilepsi tedavisinde kullanilan VPA’nin olusturdugu
karaciger hasarinda LA’nin koruyucu etkisinin gosterilmesi epilepsi tedavisine katki

saglayacaktir.



4.GENEL BIiLGILER
4.1. EPILEPSI

[k ¢aglardan beri bilinmekle birlikte ilk kez M.O. 460 yilinda epilepsi Hipokrat
tarafindan bir beyin hastalig1 olarak, 19. ylizyilin sonlarinda ise “sinir dokusunun ara

sira, asir1, diizensiz desarj1” olarak tarfindan tanimlanmistir (Segmen, 2005).

Bu hastalik, beyinde sinir hiicrelerinin g¢esitli nedenlerden dolayr artmis
uyarilabilirligi dolayisiyla (n6ronal hipereksitabilite) epizodik serebral bir bozukluktur.
Bu nobetler gri maddedeki artmis, hizli elektriksel bosalimlardan kéken alir ve klinikte
belli bir zamana bagl siirli olarak, biling, davranis, duygu, hareket ve algilama
gorevleriyle alakali stereotipik bir bozukluk olarak gozlenir (Shih ve ark., 1999).
Epilepsi hastalig1 oldukga fazla rastlanan, sonuglarida insan hayatini ve yasam Kkalitesini
etkileyen mithim nérolojik hastaliklardandir. Epilepsi prevalansi 5-10/1000 kisi arasinda
degismektedir (Zahn ve ark., 1998).

Etyolojileri baz alinarak epileptik ndbetler; idiopatik, kriptojenik ve
semptomatik siiflara ayrilmaktadir. Idiopatik epilepsilerin ge¢misinde patolojik olarak
farkli stiregcler bulunmamaktadir, ailesel 6zellikler ve nobetler degisiklik gostererek
daha azdir boylece tedaviye olumlu cevap vermektedir. Semptomatik epilepside altta
yatan beyin hastaligina ve 5 tane norolojik bozukluklarin neden oldugu saptanmustir.
Tedaviye cevaplar degiskendir ve spontan son verme ihtimali oldukg¢a diisiik
olmaktadir. Kriptojenik epilepsilerde nedeni bilinmeyen ama altinda edinsel nedenlerin
oldugu disiiniilen gruptur. Epilepsi ¢esitleri anatomik sekilde lokalize edildiginde ise;
temporal, frontal, oksipital ve pariatel lob epilepsileri seklinde siniflara ayrilmstir.
Epilepsili hastalarda fokal baglangici olan ndbetler daha fazla goriilmektedir (Patsalos
ve ark.,2002).

Toksik veya akut metabolik nedenlere bagli nobetler diger hastaliklarda oldugu
gibi kompleks bir kalitim gosterirler bunlarin saptanmasinda molekiiler genetik
calismalar zor olmaktadir. Bir¢ok epilepsinin %40-60’min etyolojisinde genetik
faktorlerin rol oynadigi ozellikle vurgulanmaktadir. Epilepsili hastalarda yapilmasi
gereken ilk islem taninin dogru olarak konmasi, bunun devaminda da ilaglarla tedaviye
gerek olup olmadigi saptanmasidir. Epilepsili hastalarda %80’inde nd&betlerin
antiepileptik tedaviyle ya tam olarak kontrol altina alinabilir veya siklig1 azaltilabilecegi
vurgulanmaktadir. Epilepsi’de antiepileptik olan bu ilaglarin epilepsiyi tam bir

tedavisini saglamamakla birlikte nobetlerin 6nlenmesi i¢in 6nem arz etmektedir.



Epilepsili hastalarda nobetlerin baslangici hastaligin erken donemindeki ndbet sayisi,
antiepileptik tedaviye erken cevap ve bazi spesifik elektroensefalografi bulgular gibi
ozellikler, prognozu degerlendirmek ic¢in 6nem tagimaktadir. Nobetlerin kontrolu
acisindan iyi bir prognoza sahip olmakla birlikte epilepsili hastalarda, epilepsi
olmayanlara gore daha ¢ok oranlarda 6liim riski olabilmektedir. Bu 6liimiin nedeni ise
epilepsiye neden olan altta yatan durumlara bagh veya epilepsinin tamamen kendisi de
olabilmektedir (Sander, 2003).

4.1.1. EPILEPSI TEDAVISI

Ozel bir etiyolojik yaklasimm bulunmamas1 ve patofizyolojik isleyisin tam
olarak ¢oziilememesi Sebebiyle, bu hastaligin ilagla tedavisine yaklasimi, epilepsiye
neden olan etkenlerin yok edilmesinden daha ¢ok, kronik antiepileptik ilaglarin
kullanimiyla semptomlarin kontrolii ve boylece nobetleride baskilanabilmesi miimkiin
olmaktadir. Epilepsiye karsi kullanilan ilaglar, epileptojenezis devaminda beyin
dokusunda gelismis durumda olan kronik hipereksitabilite etkisini gostermektedir.
Tekrar hipereksitabilitenin seyrini azaltmak ile beraber, patolojik hiicreler iizerinde
inhibisyonun saglanmasi sartiyla epileptik nobetin olusmasini 6nlemektedir. Bu sebeple
antikonvulzif tedavi yanlizca semptomatik etki gostermektedir. Hastaligi tamamiyla

tedavi edici ortadan kaldirict olmadigi bildirilmistir (Loscher, 1998).

Tedavinin saglanmasi i¢in epilepsi hastaligi igin son on yil’da yeni
antiepileptiklerin olusturulmas1 ve ayrica eski ilaclarin yapisindaki degisikliklerle
beraber farkli ilerlemeler kat edilmistir. Bunun sonucunda hastalarda yan etkiler
olusmus ve tolere edilen antiepileptik doz seviyeleriyle zayif ndbet kontroliiniin

olabilecegi gosterilmistir (Loscher, 1998)).

Epilepsinin tedavisinde birinci sart, taninin dogru konabilmesi bunun sonucunda
ilagla tedaviye gerek olup olmadiginin belirlenmesi 6nemli bir asamadir. Epilepsi
hastalarinda tedavi gerektiginde giinde en diisiik dozlarla birlikte, yan etkisi goriilmeden

nobet kontroliiniin saglanabilecegi vurgulanmaktadir (Bora ve Taskapioglu, 2003).

Tanis1 yeni konmus epileptik hastalarda antiepileptik tedaviye baslarken,
monoterapi tedavisiyle baslanmasi gerekmektedir. Monoterapik tedaviyle yaklasik
%60- 70 oraninda epilepsili hastalarda olduk¢a basarili bir nébet kontroliiniin olacagi
gosterilmistir. Bununla beraber epilepsi hastalarinin 1/3’inde monoterapi tedavi
yontemi nobet kontroliinde yetersiz olamamakta ve politerapi olan bir tedaviye ihtiyag

olabilmektedir (Sander, 2004). Epilepsi tedavisinde basar1 elde etmek i¢in epileptik



nobetin dogru teshisi, teshisten hemen sonra antiepileptiklerin de bu yonde dogru
secilmesi oldukca 6nem tasimaktadir (Yamatogi, 2004). Antiepileptiklerin zararlari ve
hasarlar1 goz 6iinde tutuldugunda bugiin i¢in ilk basamak segilen antiepileptiklerin
jeneralize idiyopatik epilepside 6zellikle VPA kullanilirken, karbamezapin ve fenitoin
gibi ilaglarin parsiyel nobetlerde daha iyi sonug verecegini gostermistir. Antiepileptik
ilaclar giiniimiizde oldukg¢a fazla bulunmaktadir. Baslarda kullanilmaya baslamilan
ilaglar arasinda fenitoin, fenobarbital, karbamezapin, VPA, simdilerde yeni kullanilan
ilaglar arasinda ise; oksokarbazepin, lamotirijin, vigabatrin, tiagabin, topiramat,
gabapentin, levatirasetam gibi ilaglar yerini almaktadir. Epileptik ilaglar1 kullananlarda
bu hastalarinin %60 kadarinda ¢ok iyi nobet kontrolii saglanirken, %40 kadarinda erken
ve yeterli dozda antiepileptige ragmen tedaviye direng olusabilmektedir.
Antiepileptiklerde yeni ilaglarin eskilerine gore daha iyi tolere edilebildigi belirtilmekle
beraber tedaviye direngli ve nobet kontrolii zorlanilan hastalarin nicel degisimlerinde

onemli bir farklilik olmadig: tespit edilmistir (Bora ve Tagkapioglu, 2003).
4.2. Valproik asit

Kimyasal yapi olarak VPA, 2-propil pentanoik ya da dipropil asetik asit olarak
da anilan, basit dalli zincirli karboksilik bir asit olarak bilinmektedir. Organik
¢oziiciilerle iyi ¢oziinebilen suda ise olduk¢a az ¢6ziinen renksiz bir sividir (Kusunoki
ve ark., 1987). Valproik asit, epilepsi tiirlerinin (fokal, sekonder, jeneralize, tonik
klonik, absans, myokloni gibi) ¢ogunu etkileyen, 6zellikle yetiskin ve ¢ocuk gruplarinda
olduk¢a yaygmn kullanilan antiepileptik bir ilagtir (Toprak, 2010). Valproik asit, yap1
bakimindan diger antiepileptiklerden farkli olup bir yag asididir (Gugler and VVon unruh,
1980). Ik kez 1881 yilinda Burton tarafindan sentezlenmis, ancak 1963 yilina dek
antiepileptik 06zelliginden s6z edilmemistir (Grant and Barot,1975). Antikonviilzan
ozelligi ise Pierre Eymard’in diger bazi bilesikleri ¢d6zmek amaci ile bu ilact
kullanmasiyla tesadiifen bulunmustur (Brodie, 2007). Antikonviilsan etkili valproik asit

ve tlirevleri asagidaki Sekil 1”7 de gosterilmistir.

Bilesik Formiil
Valprqik asit o CH;CH,CH,CHCOOH
2-Propilpentanoik asit '
GHy
Valpromit
) . CH,CH,CH,CHCONH
2-Propilpentanamit B :
CsHy
Sodyum valproat CHSCHQCHQ(IJHCOONa

Sod 2-propilpentanoat
yum Z-propilp CH,




Sekil 1: Anti konviilsan etkili VPA ve tiirevleri
(http://yunus.hacettepe.edu.tr/~ucalis/PDF/K04.pdf, Erisim Tarihi: 11.08.2016).

Valproik asit, epilepsi hastalarina baglangigta giinde 600 mg dozunda oral olarak
uygulanir, giinliik dozlar, tige boliinerek verilir ve giinde 200 mg arttirilarak giinde 2.5 g
‘a kadar artiralabilir (Kesim, 2009; Dogdu, 2013). Baslangigtan itibaren yliksek dozda
uygulanirsa belirgin sedasyon hatta koma olusturabilir. Cocuklarda 30-40 mg/kg

(maksimum) kullanilir. Tercihen yemeklerden sonra alinmasi 6nerilir (Dogdu, 2013).

Valproik asit, serum proteinlerine baglanabilme 6zelligindedir. Plazma
proteinlerine % 90-95 oraninda baglanir. Ozelliklede albiimine baglanabilir. Terapétik
etki ve toksisite igin proteine bagli olmayan VPA etkili olmaktadir. Albiimin
kisithginda, yani hipoalbiiminemisi olan kisilerde proteine bagli olmayan Valproik asit
diizeyi artacagindan toksisite riski de artar (Haroldson ve ark., 2000; Rugino ve ark.,
2003). Valproik asit idame dozda verildiginde plazma yarilanma 6mrii 7-10 saattir.
Asirt dozda alindiginda ise bu siire 30 saate kadar ¢ikabilmektedir. VPA karacigerde
metabolize edilen ve ¢ok sayida metaboliti olusan yapidadir. VPA ayrica karaciger
enzim indiiksiyonuna neden olmaz (Bayar, 2007). Valproik asit’in % 30-40 kadarlik
kism1 ise metabolize olmadan atilir. Metabolize edilen valproat glukoronidle konjuge

edilerek idrarla atilir (Kesim, 2009).

Yapilan ¢alismalarda VPA’nin beyinde GABA’nin ndronal geri alimini inhibe
ederek postsinaptik GABA etkinligini arttirmak ve sodyum kanallarini inhibe etmek
suretiyle etkili oldugu diistiniilmektedir. Ancak beyin GABA diizeyi {izerindeki
etkilerinin insanda tedavi dozlarinda olusmasi tartismalhidir. Ayrica valproatin
membrandaki potasyum kanallarim1 acarak hiperpolarizasyon yaptig1 da gosterilmistir.
Valproatin, genis etki spektrumunu birden fazla molekiiler mekanizmaya bor¢lu oldugu

diisiiniilmektedir (Dogdu, 2013).

Valproik asit ¢esitli ilaglarla etkilesebilir. Trisklik antidepresanlari potansiyelize
edebilir. Aspirin valproatin plazma proteinlerine baglanmasini azaltarak serbest
fraksiyonun konsantrasyonunu arttirir ve ilacin metabolizmasini inhibe eder. Valproik
asit; Fenitoin (PHT) ile karmasik sekilde etkilesir, baslangigta serbest PHT serum
konsantrasyonunu arttirabilir, sonra birka¢ hafta i¢inde diisme olur ve 1-4 ay icinde
PHT diizeyi normale doner. Fenobarbital (PB) verilmekte olan hastaya valproat da
verilmeye baglanirsa, bu ila¢ PB serum diizeyini arttirir, belirgin sedasyon ve daha ciddi

santral sinir sistemi (SSS) depresyonu belirtilerine neden olabilir (Dogdu, 2013).


http://yunus.hacettepe.edu.tr/~ucalis/PDF/K04.pdf

Valproik asit uzun soluklu bir kullanimi bazi durumlarda hepatotoksite,
teratojenite ve pankreatit vb. gibi ciddi yan etkilere neden olabilmektedir (Levin ve ark.,
1997; Herzog ve Schacter, 2001). Bunlarin mekanizmasi, nasil oldugu heniiz tam olarak
anlagilamamistir. Cesitli calismalar oksidatif stres kaynakli oldugunu goéstermektedir
(Dogdu, 2013). Yapilan bazi arastirmalarda yiiksek dozlarda uygulanan VPA' in
karacigerde toksik hasara yol actig1 gosterilmistir (Levin ve ark., 1997). Valproik asit’in
yiiksek dozda alinmasi koma ve &liim ile sonuglanmaktadir (Dogdu, 2013). flacin yan
etkileri ve olusabilecek toksisitenin takibi énem arz etmektedir (Levin ve ark., 1997;
Herzog ve Schacter., 2001).

Epilepsi’ye bagli olarak veyahut antiepileptik ilaglarin kullanimina bagli olarak
sekonder olusabilecek immun sistemi etkileyen degisiklikler, hastada tekrarlayabilecek
enfeksiyonlar, malignansiler, ve otoimmun hastaliklara yol acabilir (Hemingway ve
ark., 1999; Garzon ve ark., 1985). Antiepileptik ilaglarin immiin sistem tizerindeki
etkilerini inceleyen calismalarin sonuglar1 farkli farklidir (Callenbach ve ark., 2003;
Aarli, 2000). Valproik asit’in immiin sistem tizerine etkilerinin incelendigi ¢alismalarin
sonuglart ¢eligkilidir. Bazilarinda VPA’in serum immiinglobulin seviyesini diisiirdiigi,
bazilarinda immiinglobulin diizeyini artirdigin1 ve diger bir kisminda ise serum
immiinglobulin seviyeleri {izerine etki etmedigi belirtilmektedir (Hemingway ve ark.,
1999; Callenbach ve ark., 2003; Joubert ve ark., 1977; Lenti ve ark., 1991). Bu
nedenlerle VPA kullanan  epileptik  hastalarda, = serum  proteinleri  ve
immunglobulinlerinin belirli araliklarla takibi yapilmasi gereklidir (Incecik ve ark.,
2007). Valproik asit’in mitokondride beta-oksidasyonunu inhibe ettigi bildirilmektedir.
Kronik VPA kullanimi sirasinda yag asitlerinin beta oksidasyonunun baska bir yoldan
(omega-oksidasyon) gerceklestigi ve bu sirada serbest karnitinin tiiketildigi
diistiniilmektedir. Bir diger goriis ise, VPA’ ’nin kendisinin bir ¢esit kisa zincirli yag asidi
oldugu ve beta- ya da omega-oksidasyona girerek karnitin tiiketimine yol actigi
seklindedir. Bununla birlikte, VPA kullanan hastalarda ortaya c¢ikan karnitin

eksikliginin kesin nedeni tam olarak bilinmemektedir (Segmen, 2005).



4.3. KARACIGER

Onemli bir organimiz olan karaciger’de sindirim kanalindan emilimi saglanan
besinlerin islem gordiigii ve diger viicut bolgelerinde yararlanmak iizere iginden
secilenlerin ise depolandigr bazilarminsa acil bir sekilde dolasima katildig:

organimizdir.
Karaciger tiim sistemlerle iliskili olabilecek gorevlere sahipdir.
Temel fonksiyonlari su sekilde 6zetlenebilir (Sherlock and Dooley, 1997).

1. Vaskiiler rezervuar gorevleri: Karaciger genisleyebilen organ olmasi sebebiyle
hepatik venler ile siniisler iginde normalde var olan 450 ml’lik kan rezervuarina ek

olarak 500 — 1000 ml daha kani haznesine ekleyebilir bir yapiya sahiptir.

2. Filtre gorevleri: Barsaktan portal sisteme gelen mikroorganizmalar hepatik

siniislerde bulunan kupffer hiicrelerinin sayesinde bir siizgegten gegcirilir.

3. Metabolik gorevleri: Karbonhidratlarin, yaglarin ve proteinlerin metabolizmalarinda
onemli fonksiyonlar1 gerceklestirmektedir. Barsakta glikoz, fruktoz ve galaktoz‘un
emilimi gerceklesir. Karacigerde fruktoz ve galaktoz, glikoza gevrilmektedir. Tim
hiicrelerce glukoz monosakkaridi enerjinin temelini olusturur ve ATP sentezinde 6nemli
bir kaynaktir. Yag dokusuyla birlikte karaciger fosfoglukonat yolunu kullanip enerji
saglamanin yaninda yag asidi sentezi gerceklestirmektedir. Ilk olarak glikoz, glikojen
seklinde glikojen kapasitesi sinirin1 asmast durumunda; yag seklinde depo edilmektedir.
Glikojen ¢ok hizli olarak glukoza doniisebilmektedir. Hiicre i¢i osmolalitesinede bir
katkis1 bulunmamaktadir. Karaciger ile kas hiicrelerinde sadece glikojen olarak depo
edebilmektedir. Bu glikojen depolar1 karaciger i¢in normal 70 gr kadar bulunmaktadir.
Yirmidort saat a¢ kalindiginda bu glikojen depolart tiilkenmektedir. Tiikenmenin
sonrasinda ise ¢ok acil olarak yeni bir glikoz olusumuna gerek duyulmaktadir. Bazi
enzimler ornegin; karaciger laktat, piruvat, amino asitlerden ve yag metabolizmasinin
triinii gliserolden glukoz iiretebilmektedir. Hepatik glukoneogenez kanda glukoz
seviyesini normale yakin degerlerinde tutabilirler. Baz1 protein ve karbonhidrat depolari
dolunca bu depolarin fazlasin1 yaga cevrirler. Bu yag asitleri ya acil olarak enerji
kaynaginda kullanilir yada yag dokusu i¢in ve karacigerde depo edilmektedir.
Cogunlukla biitiin hiicrelerde, eritrositlerle, bobrek medullasinin diginda, yag asitlerinin
fonksiyonlarini devam ettirebilmek icin enerji kaynag: seklinde kullanabilir. Bazi néron
hiicreleri normal sartlarda glukozu uzun siiren a¢ kalmada yag asitlerini

kullanabilmektedirler. Bu kullanimda; yag asitleri ilk olarak asetil koenzim A’ ya



okside olmaktadir. Sonucunda olusan sitrik asit siklusunda okside olup enerji’yi
olusturmaktadir. Karaciger hiicresi olan hepatositten salinan asetoasetat yedek ek enerji
olusturmaktadir. Hiicre membranlar1 olusturulurken gerekli olan kolesterol ve
fosfolipidlerinde yapimi igin asetil koenzim A kullanilmaktadir. Lipoproteinlerin
karacigerden olusumlar1 ve lipid aktariminda olduk¢a 6nem arz etmektedir. Karaciger
proteinlerin metabolizmas1 i¢in ayrica onemlidir. Amino asitlerinde karbonhidratla,
yaga donmeleri igin deaminasyonun yani olusum reaksiyonlarinin olmasi gerekir.
Enzimatik yollarla beraber amino asitlerde keto asitlere doniistiiriiliir yan iirtin olarakta
amonyak olusturulmaktadir. Hepatik glukoneogenez i¢in alanin deaminasyonu 6nem arz
eder. Bu organimiz ayrica dalli amino asitlerin disinda proteindeki amino asitlerin
bircogunu deamine edebilmektedir. Amino asitlerden dalli gruplar iskelet kaslarinda
metabolize olmaktadir. Amonyak deaminasyon’la olusturulur ve barsakta bakteriler
vasitasiyla rezorbe olur. Enzimatik islemler sonucu karaciger iki molekiil amonyakla
birlikte karbondioksit’den iire olusturmaktadir. Bu olusturulan iire ise bobrekle atilir.
Kararcigerde keto asitlerin transaminasyonu non esansiyel amino asitlerini olusturmakta
ve diyette eksiklilklerini karsilamaktadir. Bazi esansiyel amino asitlerin olusumlari
viicutta yapilamayip besinle birlikte alinmak sarttir. Immiin globulinlerin disinda
plazma proteinlerinin hepsi karacigerde sentezlenip olusturulmaktadir. Proteinlerden en
miithim olan1 albiiminle birlikte koagiilasyon faktorleride yer almaktadir. Proteinlerden
albiimin plazmanin onkotik basincini saglayan 6nemli bir proteindir, bir¢ok ila¢ ve
hormonlarda  tasiyict  gorevleri  iistlenir.  Onemli  protein  olan  albiimin
konsantrasyonunun azalmasiyla ilaglarda serbest parcalar artabilmektedir. Faktor VIII
ve von Willebrand faktorii disinda biitiin koagiilasyon faktorleri karacigerde
yapilmaktadir. Protrombin (FII), F VII, IX ve X ’un olusumlar1 i¢in K vitaminine gerek

duyulmaktadir.

4. Detoksifikasyon gorevleri: Bazi disardan alinmasi gerekli ilaglarin, disaridan
alinmis yada endokrin sistem iginde olusturulmus hormonlarin fazlasinin yada kalsiyum
gibi minerallerin fazlasi tekrar biyotransformasyonlarida karaciger gergeklestirmektedir.
Olusturulan son firtinler inaktif olabilmekte veyahut suda ¢oziinebilen safra yada idrar

ile birlikte atilmi kolaylastirilmis maddelerden olusur.

5. Sekretuar gorevleri: Biitiin sistemlerle etkilesimi olan karacigerde safra asitlerinin
yapimu ile gastrointestinal sisteme aktarimi iglevlerinide yerine getirmektedir. Karaciger
hiicresi hepatositlerce, kolesterolden yapimi saglanan safra asitleri barsakta yaglarin
emilimini kolaylagtirmaktadir. Safra asitleri’nin diger 6énemli bir yardimida kolesterol

eliminasyonunu saglar. Kolik asit ile kenodeoksi kolik asit basta olmak iizere iki asitin



tuz formu olusmaktadir. Safrayla ¢ikmazdan 6nce glisin ve taurin konjuge olmaktadir.
Bu safra tuz olusumu ve salgilanmadaki aksamalarda, yaglar ve yagda coziinen

vitaminler (A, D, E, K vitaminleri) emilimi bozulmaktadir.

6. Bilirubin metabolizmasinda gorevleri: Karacigerin bilirubin metabolizmasinda
mithim bir gorevi bulunmaktadir. Son iiriinii olan hemoglobin metabolizmasinda
unkonjuge bilirubin serum albumine baglanip karacigere taginmaktadir. Siniizoidlerde
albuminden ayrilan bilirubin ise diffiizyon ile birlikte hepatosit igerisine alinmaktadir.
Bilirubin alindiktan sonra sitoplazma iginde konjuge edilecek olan mikrozomlara
tasinmaktadir. Bundan sonra {iridin difosfat glukuronosil transferaz enziminin
vasitasiyla glukuronik asitle konjuge olabilir. Bilirubinler konjuge olduktan sonra safra
kanalikiillerinden ekskrete edilebilmektedir . Ustlendigi biitiin buradaki 6nemli
gorevleri sebebiyle insan biyokimyasi bilimi i¢in énemli odaginda bulunan organimiz

karaciger bulunmaktadir (Okten, 2001).



4.3.1. Valproik asit’ in karaciger iizerine etkileri

Valproik asit’ in karaciger lizerinde toksik etkisi vardir. Nadir de olsa fetal
hepatit yapar. Serumda karaciger enzim diizeylerinde yiikselmeler olabilir.
Transaminazlarda 6nemli artislara neden olur. Onemli bir enzim olan laktat
dehidrogenaz’da daha sik ve doza baglh olarak artis meydana gelebilmektedir. Valproik
asit karaciger metabolizmasinda iire sentezini inhibe eder ve hiperamonyemiye neden
olur ve bunun sonucunda ensefalopatiye yol agabilmektedir. Tekrar karacigerde
koenzim A’y1 baglayarak yag asitlerinin oksidasyonunu inhibe etmekte ve bunun
sonucu ise ketoasidoza yol acgabilmektedir. Pankreatit nadiren goriilebilmekle birlikte
fetal seyirlidir. Zarar veren teratojenite orant %4-6 arasinda seyreder (Dreifuss ve
Langer, 1988). Yeni doganda noral tiip defektine yol agabilir. Mitokondriyal
disfonksiyonuna neden olan VPA ii¢ farkli yapida gozlenebilir.

1) Yag asidi beta-oksidasyonun inhibisyonu

2) Solunum zinciri enzimlerinin inhibisyonu

3) Mitokondriyal DNA’ya dogrudan etki ile saglamaktadir.

Farkli bazi ilag gruplar1 hem beta-oksidasyonu hem solunum zinciri enzimlerinin
gorevlerini inhibe edebilirler. Metabolize olamayan serbest yag asitleri, laktat ve reaktif
oksijen radikalleri birikimine yol agabilmektedir. Biriken bu radikaller mitokondriyal
DNA’y1 zedelemektedir. Valproik asit’te farkl tipteki ilaglardan olan tetrasiklin yada
aspirin ilaglart zedelenmeye yol agan ilaglar grubunda yer almaktadir(Jaeschke ve ark.,
2002; Pessayre ve ark., 2001). Yasanan bu {i¢ olay sonrasinda hiicrede enerji sikintisi
olmaktadir.  Mikrovesikiiler steatosis, Steatohepatitis ve sitolitik hepatitis
gerceklesebilmekte, anaerobik metabolizma ile laktik asidoz ve trigliserid birikimi
olabilmektedir (hiicre i¢i mikrovesikiiler yag birikimi) (Pessayre ve ark., 2001; Jonsson
ve ark., 2000). Nanolkolik steatohepatitis (hiicre disinda biiyiik veikiillerle
enflamasyonunda eslik ettigi yag birikimi) ilerleyici olarak makrovakuoler yada
mikrovesikiiler steatohepatitis sonras1 geligir. Hiicre Oliimii, Mallory cisimcigi
olusumunu, polimorfoniikleer hiicre infiltrasyonunu, fibrozis ve sirozla
sonuglanabilmektedir. Karacigerin farkli hiicrelerinde ila¢ hasarinin hedefi durumuna
gelebilmektedir. Ornegin kuppfer hiicreleri sitokinleri aktive edip hasarin artmasina
neden olabilmektedir. “Stellates hiicreleri” olarak adlandirilan yag depo hiicreleri veya
makrofajlar fibrozis, graniilomlar olusturarak hasara neden olabilir. Kemoterapdtik
ajanlar sinozoidal endotelial hiicrelere zarar verip venooklusiv hastalik olusumuna

neden olabilmektedir (Lee, 2003; Jonsson ve ark., 2000; Deleve ve ark., 2002).



Valproik asit 6zelliklede karacigerde glukuronidasyon yolu ile metabolize olur
ve aktif metabolitine doniigiir. Bu metabolitleri, karacigerde iire metabolizmasinda yer
alan karbamil fosfat sentetaz ve ornitin karbamil transferaz enzimlerini engellemektedir.
Bu nedenle karacigerde lire sentezi aksar ve toksik bir madde olan amonyak, kanda
yiikselir. Karacigerde olan engelleme toksisiteyi artiran bir faktordiir. Ayrica VPA’nin
bobreklerde mitokondri membranindan glutamin gegisini artirdigi ve kanda amonyak
birikmesine katki bulundugu bildirilmistir (Lheureux ve ark., 2005; Kimmel ve ark.,
2005). Aymi zamanda VPA, alfa-ketoglutarat seviyesini disiirerek karacigerde ve
bobrekte sentezlenen oksidatif stresi azaltan karnitin maddesinin biyosentezini engeller.
Karnitin, yag asitlerinin ve VPA’nin beta oksidasyonunda rol alan bir kofaktordiir.
Karnitin biyosentezinde azalma, VPA’nin beta oksidasyonla mitokondride yikilmasini
azaltmakta ve bazi toksik maddelerin olusma riskini arttirmaktadir (Verotti ve ark.,
2002). Bu olusumlar VPA kullaniminin tedavi edici 6zelliginin yaninda teratojenite

riskini artirmaktadir.
4.4. Alfa LIPOIK ASIT

Antioksidanlar, serbest radikallerle reaksiyona girerek hiicre hasarini onlerler.
Bu ozellikleriyle hiicrelerin anormallesme ve timor olusturma riskini azaltirlar. Alfa
lipoik asit (ALA) farkli yiyeceklerde bulunabilen ve viicutta sentezlenebilen antioksidan
¢esididir. Mitokondrisi ¢ok bulunan hayvan vaya bitki dokularinda olduk¢a fazla
miktarda bulunabilir. Bitkilerden en fazla ALA igerigi bulunduranlar sira ile; 1spanak,
brokoli ve domates gruplaridir. Hayvan dokularinin i¢inde ise en fazla ALA bulunduran
doku doku bobrek, kalp ve karacigerdir (Karaca,2007).

Lipoik asit viicudumuzda dogal olarak bulunmasina karsin 1930 yilina kadar
varlig1 bilinmemekteydi. 1937 yilinda patates ekstresinde tesbit edilmistir (Snell ve ark.,
1937). 1950 yilinda Reed ve arkadaslari ilk kez karacigerden ALA’i saflastirmiglardir
(Karaca, 2007). Ardi sira takip edilen yillarda molekiiler yapist agiga kavusturulmus ve
1,2 ditiyolen-3 pantotenik asit olarak isimlendirilmistir (Karaca, 2007)
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Sekil 2: Alfa Lipoik Asit (ALA)’in yapisal gosterimi.
https://en.wikipedia.org/wiki/Lipoic acid#/media/File:Lipoic-acid-2D-skeletal.png
(Alis Tarihi: 09.08.2016)

Lipoik asit, suda ve hem de yagda ¢Oziinebilir bir antioksidandir. Serbest
radikalleri uzaklastirir ve farkli antioksidanlarida yenileyebilir bir giice sahiptir. Agir
metalleri biinyesine baglayip atilimlarmida kolaylastirir. Mitokondiri enzimlerinin
kofaktoriidiir. Insanlarda ALA enerji olusumunu igine alan farkli 2-oksoasit
dehidrogenazlarin bir parcgasidir. Sekiz karbonlu olup ditiyolen halka yapisinda iki
siilfiir atomu igerir. Lipoik asidin okside ve rediikte olmak iizere iki formu vardir.
Rediikte formuna DHLA denilir. Dihidro lipoik asit diger formuna gore daha aktiftir.
Lipoik asit’in DHLA’e indirgenmesi antioksidan aktivite i¢in 6nemlidir. Lipoik asit ve
DHLA siiperoksit radikalleriyle, hidroksil radikalleri, peroksil radikalleri ile singlet
oksijenleri gibi reaktif oksijenle reaktive olmaktadir. E vitamini ve C vitaminini

rejenere eder (Karaca, 2007).

Lipoik asit oral olarak verildiginde %93 den fazlasi1 barsakdan emilir. Karaciger
bunu metabolize etmektedir. Emilimini takiben ditiyolen halkasi indirgenerek DHLA
formu olusur. Sonra S-metilasyona ugrayabilir. Lipoik asit ve DHLA her ikiside beta
oksidasyonana ugrar. Lipoik asit idrarla atilir (Herbert and Guest, 1975; Busby ve ark.,
1999).

Lipoik asit acil bir tasiyicisidir, iki elektron transfer etmekle ilgili gérevi vardir.
Alfa-ketoglutarat dehidrogenaz enzimiyle, piriivat dehidrogenaz olarak bilinmekte olan
iki multienzim kompleksi icinde bulunmaktadir (Oztiirk, 2015). Lipoik asit piriivatin
oksidatif dekarboksilasyonunda koenzimi olarak fonksiyon goérmektedir. Piriivat ilk
once karboksil gruplarint kaybeder ve hidroksietil tiirevi seklinde enzime baglh tiyamin
pirofosfata baglanabilir. Sonrasinda ise elektronlar ve asetil grubu dihidrolipoil

transasetilaz enzimine bagli olan LA’e transfer edilmekte ve 6-asetil DHLA


https://en.wikipedia.org/wiki/Lipoic_acid#/media/File:Lipoic-acid-2D-skeletal.png

olusmaktadir. Sonra LA iizerinde bulunan asetil grubunu koenzim A’ya aktarmakta ve
rediikte DHLA olusmaktadir. Lipoik asit’in okside olan bir sekle donmesi dihidrolipoil
dehidrogenaz tarafindan olusturulmaktadir. Lipoik asit karboksil grubu olan
dihidrolipoil dehidrogenaz enzimindeki lizin amino asidinin g-amino grubuna amid
bagiyla baglanmaktadir. Buradaki baglanma ATP bagimli sentetazca basarilmakta,
koparilmasiysa bir hidrolaz enzimi tarafindan yapilmaktadir (Karaca, 2007). Diyabet,
iskemi-reperfiizyon dejenerasyonu, katarakt olusumu, HIV aktivasyonunu, sinir
dejenerasyonu ve radyasyon hasar1 gibi sorunlarda oksidatif stres modellerindede LA
verilmesinin yararli olabilecegi saptanmistir. Ayrica LA miyoglobin, prolaktin,
tiyoredoksin ve NF kapa B transkripsiyon faktor gibi proteinlerinde indirgeyici
diizenleyicisi olarakta gorev alabilmektedir (Packer ve ark., 1995). Lipoik asit
antioksidan molekiiller arasinda tektir, bunun nedeni hem rediikte hem de okside
sekilleriyle koruyucu etkilere sahiptir. Bununla beraber DHLA antioksidan gorevleri

yerine getirmede daha etkin rol oynar.

Antioksidanlarin aktivitesi rolatif olarak genellestirilmis bir kavramdir, oksidatif
substrat veya oksidatif stresin tipine bagli olmaktadir. Packer (1995) ve arkadaslarina
gore ise; bir maddenin antioksidan potansiyelini degerlendirmeye alirken asagidaki

Kriterler goz oniine alinmahidir (Packer ve ark., 1995, Han ve ark., 1997):

1- Serbest radikalleri uzaklagtirmaktaki spesifikligi

2- Diger antioksidanlarla etkilesimleri

3- Metal selasyon aktivitesi

4- Gen ekspresyonundaki etkisi

5- Biyoyararlanimi

6- Lokalizasyonu

7- Oksidatif hasar1 tamir edebilmesi.

Eger istenen normal bir antioksidansa bu kriterlerin hepsini yerine getirebilmelidir.
Lipoik asit/ Dihidro lipoik asit redoks ¢ifti ideale yaklagmaktadir, evrensel antioksidan
sayilabilir (Han ve ark., 1997). Lipoik asit ve de onun rediikte formunu olusturan
DHLA dokularda serbest halde bulunmaktadir. Dihidro lipoik asit ¢ok gii¢lii bir
rediiktan olmakta ve bdyleliklede okside olan antioksidanlar1 tekrar rejenere edebilir.
Antioksidanlar, radikalleri uzaklastirdiklar1 zaman kendileri radikal hale gelirler.
Dihidro lipoik asit direkt ve indirekt olarak askorbat, glutatyon, koenzim Q10 ve E
vitamin’nini rejenere edebilir (Karaca, 2007). Dihidro lipoik asit tiim antioksidanlarin

hepsini rediikte edebilmektedir 6zellikle; lipoamid rediiktaz, glutatyon rediiktaz ve



tiyoredoksin rediiktaz enzimlerini rejenere edebilmektedir. Bunun sonucu olarakta;
lipoik asitle DHLA antioksidan agda merkezi gorevler iistlenmis olmaktadir. Lipoik asit
ayrica su veya yagda c¢oOziinebilme ozelligine sahip oldugundan lipid/su fazlar
arasindaki okside antioksidanlarin indirgenmesini olanak saglamaktadir. Ayrica LA
tedavisi in vivo ve in vitro GSH seviyelerini artirir (Podda ve ark., 1994; Ou ve ark.,
1995).

Lipoik asitle onun metaboliti DHLA metal selasyonunu olusturarak, serbest
radikallerini tutarlar ve endojen antioksidanlarimida onarip oksidatif hasari
onlemektedirler. Lipoik asit demir iyonlarmi baglar, DHLA ise daha ¢ok kadmiyum
iyonlarimi kendisine baglamaktadir. Lipoik asit metabolitinin prooksidan etkisine karsi

antioksidan olarak davranmaktadir (Biewenga ve ark., 1997).
4.5. INCELENEN PARAMETRELER
4.5.1. Lipid Peroksidasyonu

Coklu doymamis yag asidlerinin (PUFA) (-CH=CH- CH,-CH=CH-) hidrojen
acisindan zengin metilen gruplarimi (CH) igermektedir. Coklu doymamis yag
asidleri’nin ROS saldirisina ugratilmasiyla ard1 sira bir seri reaksiyonlar meydana gelir
ve peroksil radikallerini olusturur. Olusan zincirlemede reaksiyonlar lipid peroksil
(LOO") radikallerinin ayrimiyla karbon zinciri uzunluklari farkli cesitli aldehit

gruplarint meydana getirir. Sonucunda olusan tepkimelerden sonra son iirtin, ROS’dan

daha ¢ok kararlidir (Poon, 2004).

Lipid peroksidasyonun siireci genelde ardi sira bir zincir tepkimesi ile baslatilir.
Yag molekiiliinlin peroksidasyonu; inisiyasyon, degradasyon ve terminasyon
tepkimelerini icermektedir. Inisiyasyon evresinde: HOradikali, bir lipid substratindan
(LH) bir hidrojen atomunu koparip, lipid radikalini (L*) olusturmaktadir. Degradasyon
evresinde ise: Zincirleme tepkimelere giren lipid radikaline O, eklenmektedir LOO" ile
lipid peroksit meydana gelir. Terminasyon evresinde: Antioksidantlarla zincir

tepkimeleri son bulmakta ve stabil son {iriin olusmaktadir (Porter ve ark., 1995).
LH+HO — L'+ HOH
L+ O, —» LOO’ (Lipid Peroksil Radikali)

LH + LOO — L* + LOOH (Lipid Hidro Peroksid)



Malondialdehit, LPO’in son UrlinU olarak meydana gelir ve oksidatif
hasarda muhim olan bir indikatordur (Duzguner, 2005). Lipid peroksidasyonu
stiresince zincirleme tepkimelerinde sonucu olarak lipid alkolsil radikaller (LO*), MDA
gibi aldehidler, alkanlar, lipidepoksidler ve alkolleri olusur. Olusan iirlinlerin ¢ogu
toksiktir (Sole ve ark.,1990). Hasari olusturan ROS’un hiicre iginde etkisinin
arastirtlmasinda biyobelirte¢ olarak LPO {irliniinii olusturan MDA olusma miktar1 6lgiit
alinmaktadir. MDA tiyobarbitlirik asit tepkimesi ile Olgiilebilir indikatordiir
(Valavanidis ve ark., 2006). Malondialdehit 6l¢iimiinde, MDA oksijenli ortamlarda
sartlarda pH 3,4 de tiyobarbitiirik asitle 95 °C’de inkiibasyon yapilmast sonucu pembe
renkli bir kompleks olustururlar. Olusan kompleksin 532 nm’de spektrofotometrik

Olgtimiiyle MDA miktar: saptanmis olur (Sushil, 1986)

Antioksidan kapasitesindeki azalma veya farkli nedenlerle fazla miktarlarla
olusan serbest radikallere bagli durumda hiicrelerde LPO sonucu meydana gelen
malondialdehit cogunlukla LPO’nun belirlenmesinde indikator olarak kullanillabilir (de
Zwart ve ark., 1999). Hiicre i¢ginde ROS’un doymamis yag asitleriyle tepkimesi
sonucunda meydana gelen lipit hidroperoksitlerinin yikimiyla aldehitler (baslica MDA),
pentan, konjlige dienler vb. bir grup son iiriinler meydana gelir (Slater, 1984). Agiga
¢ikan MDA biyolojik olarak aktif bir molekiil olup hiicrede DNA, proteinler ve
membran bilesenleri ile ¢apraz bag olusturarak buralarda yapisal olan hem de
gorevlerde bozulmalara neden olmaktadir (de Zwart ve ark., 1999). Oksidatif hasarin
siddetini ise, lipid peroksidasyon sonucu meydana gelen son iiriinlerin (MDA gibi) ve
antioksidan enzim aktivitesinin kan ve dokulardaki seviyelerinin Olgiimiiyle
belirlenmektedir (Halliwell B, Chirico S., 1993).

4.5.2. Glutatyon

Glutatyon, glutamik asit, sistein ile glisinden olusan tripeptit olup antioksidan ve
indirgeyici bir ajandir. Organizmada temel olarak; peroksidaz aracili peroksitlerin
katabolize edilmesi, hiicresel tiyol ve redoks potansiyelinin diizenlenmesi, bir
norétransmiter veya immiinofarmakolojik tiyol gorevi iistlenerek endokrin ve immdiin
sistem arasindaki interaksiyonu saglamasi, redoksa duyarli transkripsiyon faktorlerinin

ekspresyonunu artirarak strese cevabin aktivasyonu gibi gorevler iistlenir (Droge ve

ark., 1994; Hayes ve McLellan, 1999; Haddad ve ark., 2000).

Tripeptid yapisinda GSH hiicrede en ¢ok bol bulunabilen diisiik molekiil
agirh@ina sahip antioksidan sistemin elemanlaridir. Sisteinin siilfidril grubu rediiksiyon

ve konjugasyon reaksiyonlarinda GSH’1n 6nemli bilesenini olusturmaktadir (Forman ve



ark., 2009). Cogu hiicre igerisinde GSH derisimi 1-2 mM oldugu halde karaciger
hiicrelerinde iretim ¢ok oldugu igin derisimi 1-10 mM arasinda degiskenlik
gostermektedir. Hiicresel GSH derigimini diizenleyen birgok enzim bulunmaktadir

(Cnubben ve ark., 2001).

vy—Glutamil transpeptidaz enzimi ise y-peptid bagini1 kirar ve hiicre de GSH’in
meydana gelmesi igin lazim olan y-glutamil rezidiilerini transfer etmektedir. Intraseliiler
GSH metabolizmasinda glutamin (gln), sistin (cys-cys) ve glisin (gly) hiicrenin igerisine
alinmaktadir. Hiicre ig¢inde gln ve cys-cys glutamik asit (glu) ve sisteine (cys)
doniistiriilmektedir. y—glutamilsisteinil sentetaz enzimi ile L-y- glutamil-L-sistein
olusturulur. Glutatyon sentetaz enziminin sayesinde L-y-glutamil-L-sistein yapisina
glisin amino asiti ATP ‘nin var olmasiyla baglanarak GSH’1 meydana getirir (van de

Poll, 2004) (Sekil 3).

Okaryotik olan hiicrede GSH depolanmas: ii¢ yerde yapilmaktadir: % 90’1
sitoplazma’da, %10’a yakin bolgesi mitokondride ve %1°den az kismi ise endoplazmik
retikulum da bulunmaktadir (Shelley, 2009). Hiicredeki tiyol redoks dongiisiiniin
devamliliginin saglanmasi i¢in GSH 6nemlidir ve GSH; endojen ve eksojen radikallerin
detoksifikasyonu, sisteinin tasinmasiyla depolanmasi, protein ve DNA sentezi, hiicre
dongiisii regiilasyonu ve hiicre farklilasmasi vb. reaksiyonlarda yer alir (Poon, 2004).
Ayrica sitosolik GSH, redoks dongiisiinde ROS’a substrati gibi davranir ve direkt olarak
baglanarak inaktive eder (Knapen, 2000).

9'“_ NADPH

cys T-GCS

c 31’5 -1 glu-cys

gy (m&?s'im ﬁs -%_ —GSSG

\ -cys -ﬂhr

Sekil 3: GSH biyosentezi ve GSH redoks dongiisii (van de Poll, 2004).

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimi araciliginda hidrojen peroksit’in (H,0)
suya ve oksijene doniisiimiinde koenzim olarak yapmaktadir. GSH diizeylerindeki
azalma hiicrelerde serbest radikal hasarina kars1 hassasiyetini artirmaktadir (Wu ve ark.,

2004). Doku GSH diizeyi yanlizca senteze Kkatilan enzimler tarafindan



diizenlenmemektedir, tiol igeren amino asitlerin yeterince olmasi da bu durumda
olduk¢a dnemlidir. /n vivo sentezlenebilen ve ince barsaktanda kismen emilebilen GSH,
endojen ve ekzojen bir antioksidan olarak anilmaktadir. Glutatyonun oksidasyonuyla
GSH-radikali (GS-) olusur. GS diger bir GS ile birlesir ve okside GSH (GSSG)
meydana gelir, bu da NADPH bagimli GSH-rediiktazla GSH’ya indirgenir. Glutatyon,
GSHtransferaz ve peroksidazlar i¢in substrat olup ksenobiyotik ve reaktif oksijen
tirevlerinin detoksifikasyonuna katilabilmektedir. Ayrica, antioksidan etkili C ve E
vitaminleri tizerinde orta diizeyde koruyucu bir etkiyede sahip olmaktadir (Atmaca,
2003; Parcell, 2002; Fang ve ark., 2002).

4.5.3. Siiperoksit Dismutaz

Siiperoksit dismutaz 1968 senelerinde oksijenli solunum yapabilen canlilarda
saptanmigtir. Bu enzimin; siiperoksit anyon radikalinin, hidrojen peroksit ve molekiiler
oksijene doniisimiinii katalizlemektedir. Hidrojen peroksit sonrasinda glutatyon
peroksidaz ve katalaz enzimi sayesinde etkisiz hale getirilmektedir. Hiicre

boliinmelerindeki siiperoksit diizeylerini kontrol etmede 6nemlidir (Fridovich, 1983).
Dort ¢esit SOD tanimlanmustir.

1.Mangan igeren dismutaz (Mn SOD): Homotetramer yapidadir. Mitokondrideki
solunum zinciri ve oksijen radikalinin major kaynagidir. Mn-SOD siiperoksit radikalini

uzaklastiran primer antioksidan enzimdir. Fe-SOD ile homologtur.

2. Bakir ve ¢inko iceren dismutaz (Cu/Zn SOD): 32 kDa agirliginda dimerik yapidadir.

Sitoplazmada bulunur. Hiicrede en ¢ok bulunan izomerdir (Andersen ve ark., 1997).

3. Ekstraselliiler dismutaz (EC-SOD): Intertisyel alanda ve plazma, lenf ve sinovial

stvilarda bulunan tetramerik yapida bakir ve ¢inko igeren bir enzimdir.

4. Nikel i¢eren dismutaz (Ni-SOD): Streptomyces sp ve Streptomyces coelicolor' un
sitozolik fraksiyonundan saflastirilmistir. Amino asit kompozisyonu diger SOD’ lardan

farklidir. Siyanid ile inhibe olmaktadir (Mates ve Sanchez-Jimenez, 1999).

Bu enzimin fizyolojik gorevi; oksijeni metabolize edebilen hiicreleri siiperoksit
radikallerinin zararlarina karsi koruyabilmektedir. Bunun sonucu ise LPO inhibe eder.
Siiperoksit dismutaz aktivitesinde, yiiksek oksijen kullanimiyla olusan dokularda goktur
ve doku O3 ‘nin yiikselisiyle artmaktadir. Normal metabolizmada hiicrelerce yiiksek

oranlarda siiperoksit olusumu olmasina ragmen bu enzimin sayesinde hiicre i¢indeki



stiperoksit seviyesi diislik tutulur. Siiperoksit dismutaz’in hiicre dis1 aktivitesi oldukca
diistiktiir.  Stiperoksit dismutazin, siiperoksit anyonuna etkisi ise su sekilde
gozlenmektedir. Siiperoksit anyonu, Cu** ve bir arginin rezidiisiiniin guanido grubuna
baglanip, bu baglanma ile siiperoksitten bir elektron Cu®* ye transfer olur ve sonucunda
Cu™* ve molekiiler oksijen olusur. ikinci bir siiperoksit anyonu olan Cu®* dan bir
elektron, baglanma ortagindan ise iki proton alarak hidrojen peroksiti meydana

getirirken, enzim tekrardan Cu®* formuna dénmiis olmaktadir.

Stiperoksit dismutazin, fagosite olmus bakterilerin hiicre igerisinde etkisiz sekle
getirilmesinde etkili olmaktadir. Bunun i¢in SOD, graniilosit fonksiyonu i¢in oldukga
onem arz eder. Lenfositlerde de graniilositlerden olduk¢a fazla miktarda SOD
bulunmaktadir. SOD enziminin yiiksek katalitik aktivitesi nedeniyle hiicrelerde
stiperoksit birikimine izin verilmemektedir. Fakat farkli bir¢cok patolojik durumda
siiperoksit yapiminin artmasiyla, siiperoksite spesifik olan reaksiyonlar goriiliir.
Siiperoksit metal iyonlarini indirgeyerek bagli bulunduklari proteinlerden salinimina
neden olur, kofaktorlerin oksidasyon seviyelerinide bozar, metal iyonlarinin katildig:
hidroksil radikali’nin olusum reaksiyonlarini1 hizlandirmaktadir. Diger radikallere gore
oldukga az bir reaktif olsa da, siiperoksit, indirgenmis niikleotidleri, baz1 amino asitleri
ve antioksidan bilesikleri (glutatyon, askorbik asit, tokoferol) oksitler. Siiperoksit, hiicre
zarlarinin hidrofobik ortamlarinda daha uzun Omiirli ve ¢oziiniirliigiide daha fazla
olmaktadir. Zar fosfolipidlerinin bulunmasi nedeniyle hiicre zarindaki yiizeyler asidiktir
ve stiperoksit burada daha kolayca proton alarak hidroperoksit radikalini (HOO")
olusturmaktadir. Bu radikal de ¢ok reaktif olup, hiicre zarlarinda LPO’yu baglatabilir ve
tokoferol vb. gibi antioksidanlarida oksitleyebilmektedir (Andersen ve ark., 1997).

45.4. Katalaz

Katalaz (KAT) dort tane hem grubunu yapisinda bulunduran bir hemoproteindir.
Her alt birim ayricada bir molekiill NADPH igermektedir. Bu molekiil enzimin
kararliligini etkilemektedir. Katalaz enzimi sitokrom sistemini i¢ere tiim aerop solunum
yapabilen hiicrelerin yapisinda mevcuttur. Katalaz esasinda peroksizomlarda bulunmak
sarttyla endoplazmik retikulum ve sitozolde olduk¢a yogundur. Aktivitesi; karaciger,
bobrek, miyokard, ¢izgili kaslar ve eritrositlerde yogundur. Fonksiyonu ise; hidrojen
peroksiti oksijen ve suya parcalayabilmektir. Peroksidaz aktivitesi yapabilmesine ek;
katalaz bir molekiil hidrojen peroksiti elektron verici bir substrat olarak, digerine ise
oksidan yada elektron alicis1 olarakta kullanabilmektedir (Akkus, 1995). Katalaz

enziminin indirgeyici aktivitesinin hidrojen peroksit ve metil, etil hidroperoksitleri vb.



kiigiik olan molekiillere karsidir. Biiylik molekiillii lipid hidroperoksitlerine etki
etmemektedir. Katalaz diisiik hizlarda H,0, olustugu durumlarda veya ortamda yiiksek
miktarda elektron alicist bulundugunda peroksidatif tepkime ile, H,O, olusum hizinin
yiiksek oldugu durumlarda Katalitik tepkimeyle H,O, suya doniistiirerek ortamdan
uzaklastirmaktadir (.(Jenkins ve Tengi, 1981).

H,O, + AH, — 2H,0 + A
H,O, + H,0O, — 2H,0O + O,
4.5.5. Doku Faktorii

Bir transmembran proteini olan doku faktorii (DF), FVII ve FVIla igin hiicresel
bir reseptér ve kofaktordiir. Elde edildigi kaynaga gore degisik oranlarda protein,
fosfolipid ve karbonhidrat icerir. Molekiil agirlig: tiirler arasinda degismekle beraber
53-425 kDa arasinda degigsmektedir. DF, 263 amino asitten olusur. Transmembran
bolge, ekstraseliiler bolge ve bir sitoplazmik kuyruk olmak iizere ii¢ bolgeden olusur.
Ekstraseliiler bolge hemostatik aktivite i¢in 6dnemlidir ve hidrofiliktir. Transmembran
bolge, molekiiliin stabilizasyonu ve proteolitik aktivitesi i¢in onemlidir. Sitoplazmik
bolgenin gorevi ise tam olarak aydinlatilamamistir. 219 amino asit ekstraseliiler
bolgede, 23 amino asit transmembranal bolgede ve 21 amino asit de intraseliiler bolgede
bulunur. Posttranslasyonel modifikasyonla proteine karbonhidrat eklenir. Prokoagulan
proteinlerden sadece DF integral membran proteinidir (Alturfan, 2006; Mackman,
2004).

Doku faktori’niin lipid kismi, kolesterol, serebrosidler, gangliosidler ve
fosfolipidlerden olusur. Fosfolipid igerigini fosfotidiletanolamin, fosfotidilserin,
fosfotidilkolin, sfingomyelin, fosfotidilinositol, lizofosfotidil etanolamin olusturur.
Protein kismi, doku faktorii aktivitesine sahiptir ancak lipid bileseninin eklenmesiyle
doku faktoriiniin aktivitesi 950 kez artar. DF’de bulunan fosfolipidin negatif yiikiiniin
koagiilan aktivite icin kritik bir yol oynadigi kabul edilmistir. DF’nin kofaktor
fonksiyonunun tam olarak olusmasi i¢in yapisindaki proteinler ile fosfolipidlerin bir

arada olmasi gereklidir (Alturfan, 2006; Mackman, 2004; Rauch ve Nemerson, 2000).

Arter duvarindaki DF, kan pihtilagsmasini ve trombus olusumunu baslatan
baslica hiicresel elemandir. Damar hasarini takiben doku faktorii kan dolagimina katilir.
DF FVIla ile bir kompleks olusturur ve FX (Faktor 10) un FXa’ya aktivasyonunu
saglar. DF-FVIIa kompleksi koagulasyon proteaz kaskadini aktiflestirir bu da fibrin



olusumuna ve trombositlerin aktivasyonuna neden olur. Damarsal DF’ye maruz kalma
ekstrensek koagulasyon kaskadi olarak bilinen sistemin baslamasini saglar (Alturfan,

2006; Roberts ve ark., 2000; Yarat, 2003).

Doku faktorii degisik dokularda farkli oranlarda bulunur. DF beyin, akciger ve
plasentada yiiksek diizeyde, kalp, bobrek, barsak, uterus ve testislerde orta diizeyde
bulunurken dalak, timus, iskelet kas1 ve karacigerde ise az miktarda bulunur. Beyin,
akciger, kalp, plasenta ve uterusta DF’nin fazla olmasi bu hayati organlara bir damar
hasar1 sonucundaki kanamayi azaltacak ilave bir hemostatik koruma saglar. Ekstrensek
yolda DF: FVIIa kompleksi yiiksek oranda DF igeren dokularda kanamayi &nler. Iskelet
kast ve eklemler gibi az miktarda DF iceren dokularda ise kanama intrensek yoldaki

FVIlla:FIXa kompleksi vasitasiyla onlenir (Alturfan, 2006; Mackman, 2004).
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ARCELIK, -25, AEG NoFrost Deepfreeze

ORION pH/ISE meter model 710A

JANKE&KUNKEL IKA Labortechnik

SARTORIUS

SCALTEC SPB62

GILSON

SHIMADZU UV-120-02

JANKE&KUNKEL IKA Labortechnik RW20

OEHRINGER-MANNHEIM PRECITHERM-PFV

HEIZBAD, KERMANLAR, 34680



5.2. Kullanilan kimyasal maddeler

Calismamizda kullandigimiz maddeler analitik safliktadir. Kullanilan kimyasal
maddeler asagida belirtilenler; Sigma, Merck, Mp-Biomedisis, Fluka firmalarindan elde
edilmistir.

5.3. Deney Hayvanlari ile Olusturulan Gruplar ve Izlenen Protokol
Spraquae-Dawley tiire ait 6 aylik toplam 28 adet disi sican her grupta 7 hayvan olmak

tizere rastgele dort gruba ayrildi.

Konrol Grubu : 15 giin boyunca 1 mL zeytin yag1 verilen grup.
Lipoik asit Grubu : 15 giin boyunca sadece lipoik asit (50 mg/kg/giin)
verilen grup.

Valproik asit (VPA) Grubu : 15 giin boyunca sadece lipoik asit (0.5 g/kg/giin)

verilen grup.
VPA+Lipoik asit Grubu  : Ayni doz ve aynt siire ile VPA+lipoik asit

verilen grup.
Lipoik asit gavaj yolu ile VPA intraperitonal olarak verildi. Grup I de ayni hacimde
zeytin yagi gavaj yagi ile verildi. Valproik asit, lipoik asit verilmesinden 1 saat sonra
verildi. Sicanlar i¢in VPA yarilanma 6mrii: 1-2 saattir. Deneyin 16. Giiniinde, bir gece
oncesinde a¢ birakilmis tiim siganlar sakrifiye edilerek karaciger dokusu alindi.
Karaciger dokusu ¢ikartilarak serum fizyolojik ile yikandi. Zar ve damarlarindan
temizlenerek buz icerisinde kiiciik parcalara ayrildi. Bu kiigiik parcalar daha sonra
cerrahi makasla kesilmek siiretiyle kiyma haline getirildi ve tartildi. Dokular agirliklart
kadar serum fizyolojik ilavesi ile homojenize edilerek %10 luk doku homojenatlart
hazirlandi. Hazirlanan doku homojenatlar tiiplere konarak derin dondurucuda -20
santigrat’ta kullanilacag tarihe kadar saklandi. Derin dondurucuda saklama siirelerinin
aynt olmasma dikkat edildi. Karaciger homojenatlarinda total protein, GSH, MDA,
SOD, KAT ve DF aktivitesi tayin edildi.



5.4. Deney Hayvanlarinin Beslenmesi

Deney hayvanlari, beslenme ve su (musluk suyu) ihtiyaglarinin giinliik olarak saglandig:
kontrollii laboratuvar sartlarinda muhafaza edildi.
Beslenmeleri i¢in igerigi asagida belirtilen pellet tipi sigan yemi kullanildi.

Tablo 1: Deney hayvanlarinin yem igerigi

Yemin I¢erigi Miktari Alt Sinir Ust Sinir
(%9/9) (%g/9) (%9/9)

Agirlik 100.00 100.00 100.00
Kuru Madde 88.21 86.00 90.00
Ham Protein 20.00 20.00 20.00
Ham Seliiloz 5.96 0.00 7.00
Ham Kiil 5.40 0.00 8.00
Ham Yag 2.85 0.00 6.00
Kalsiyum 0.97 0.80 1.00
Total Fosfor 0.50 0.00 0.50
Ortalama Fosfor 0.19 0.00 0.44
Lizin 1.03 0.00 1.20
Metiyonin 0.33 0.00 1.00
Metiyonin+Sistein 0.65 0.00 1.00
Sodyum 0.14 0.14 0.14
Linoleik asid 1.13 0.00 2.00

Sagladig1 metabolik enerji: 2600 kalori/ kg



5.5. Incelenen Parametrelere ait Tayin Yontemleri

5.5.1. Total protein tayini (Lowry ve ark., 1951)

Prensip: Bu metotta once proteinler alkali ortamda bakir iyonlari ile reaksiyona
sokulur. Daha sonra fosfomolibdik-fosfotungstik asit reaktifi (folin reaktifi) ile
indirgenir. Olusan mavi rengin siddeti spektrofotometrik olarak degerlendirilir. Olusan
mavi rengin siddeti protein konsantrasyonu ile orantilidir.

Gerekli Cozeltiler:

A cozeltisi: Sodyum karbonat ¢ozeltisi (%2 g, 0.1 N NaOH’teki); 2 g sodyum karbonat
hazirlanan 0.1 N NaOH ¢d6zeltisinde ¢oziiliir ve hacmi 100ml’ye 0.1 N NaOH ¢ozeltisi
ile tamamlanir.

Bakir siilfat ¢ozeltisi (%1 g): 1 g bakir siilfat biraz distile suda ¢oziliir ve hacmi distile
su ile 100 mL’ye tamamlanr.

Sodyum potasyum tartarat cozeltisi (%2 g): 2 g sodyum potasyum tartarat biraz
distile suda ¢oziiliir ve hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.

B c¢ozeltisi: %1 g’lik bakir siilfat ¢ozeltisi ile %2 g’lik sodyum potasyum tartarat
¢oOzeltisi esit hacimde (1/1) karistirilarak kullanilir (taze hazirlanir).

C cozeltisi: 50 mL A c¢ozeltisi ve 1 mL B ¢ozeltisi karnistirilarak kullanilir (taze
hazirlanir).

Folin cozeltisi: 100 g sodyum tungstat, 25 g sodyum molibdatx2H,0, 50 mL %85 g’lik
fosforik asit, 100 mL derisik HCI ve 700 mL distile su bir balona konularak 10 saat geri
sogutucu altinda kaynatilir. Sogutulur. Uzerine 150 g Li,SO, ilave edilip, geri sogutucu
altinda 15 dk daha kaynatilir. Soguduktan sonra, 5-6 damla brom katilir. (Cozelti
bozuksa renk siyahlasir, bu durumda ¢ozelti tekrar hazirlanir, bozuk degilse renk sari
yesil olur). Cozelti distile su ile 1000 mL’ye tamamlanir ve kullanilir. Koyu renkli
sisede saklanir, uzun siire dayanir.

Serum fizyolojik (%060.9 g NaCl): 0.9 g NaCI (Sodyum kloriir) biraz suda ¢o6ziiliir ve
hacmi 100 mL’ye tamamlanr.

Protein stok standart cozeltisi (%100 mg’hk albumin cézeltisi): 100 mg albumin
biraz serum fizyolojikte ¢oziildiikten sonra hacmi 100 mL’ye serum fizyolojik ile
tamamlanir.

Protein ¢calisma standart c¢ozeltileri: Stok ¢ézeltiden uygun hacimler alinarak %35, 15,
25 mg albumin ihtiva edecek sekilde serum fizyolojik ile seyreltilerek hazirlanir

(Deneyin yapilisina bakiniz).



Deneyin Yapihisi: 5 deney tiipii alinarak numune (N), standart 1 (Stl), standart 2 (St2),

standart 3 (St3) ve kor (K) olmak iizere isaretlenir ve asagidaki gibi calisirlir.

Numune Stl St2 St3 Kor (K)
%5mg %10mg %15mg
Albumin | Albumin Albumin
Albumin (%100mg) _ 25uL 50uL 75uL _
Doku stipernatanti
10uL _ _ _ _
Serum Fizyolojik 490uL 475uL 450uL 425uL 0.5mL
Toplam Hacim 0.5mL 0.5mL 0.5mL 0.5mL 0.5mL
Vortekste karigtirilir.
C ¢ozeltisi 3mL 3mL 3mL 3mL 3mL
Vortekste iyice karigtirilir ve oda sicakliginda 10 dk bekletilir.
Folin Ayiraci 0.1 mL 0.1 mL 0.1 mL 0.1mL 0.1mL

Vortekste iyice karistirilir, oda sicakliginda 30 dk bekletilir. 30 dk sonunda 500 nm’de

kore kars1 absorbanslar kaydedilir. Standart grafigi ¢izilir. Doku i¢in protein miktar

"mg Protein/g nemli doku” cinsinden hesaplanir.




5.5.2. Lipid peroksidasyonu tayini (Ledwozyw ve ark., 1986)

Prensip: LPO diriinii olan malondialdehit (MDA) ile tiyobarbitiirik asit (TBA)
arasindaki reaksiyon sonucu olusan pembemsi rengin absorbansi spektrofotometrik
olarak degerlendirilir.

Gerekli Cozeltiler:

TBA ¢ozeltisi (0.047 M): 500 mg TBA ile 6 mL 1 M’lik NaOH ile karistirilir. Uzerine
69 mL distile su ilave edilir.

Sodyum hidroksit (NaOH) cozeltisi (1 M): 4 g NaOH tartilir, biraz distile su da
¢Oziiliir, hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.

Triklorasetik asit (TCA) ¢ozeltisi (1.22 M, 0.6 M HCI (Hidroklorik asit)’deki): 20
mL TCA (%100 g TCA) ile 5 mL HCI (%37 g’lik d=1.19 g/dI’lik HCI) karistirilir ve
hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.

n-biitanol: Direkt olarak orijinal sisesinden kullanilir.

Deneyin Yapihisi: 2 tane deney tiipii alinarak numune ve kor olmak iizere isaretlenir ve

asagidaki gibi ¢aligilir.

Numune Kor

Doku stipernatanti 0.25 mL _

Distile Su _ 0.25 mL
TCA 1.25 mL 1.25mL

Vortekste karigtirilir ve 15 dk bekletilir
TBA 0.75 mL 0.75 mL
Vorteks ile karistirilir ve 30 dk kaynar su banyosunda inkiibe edilir

n-biitanol 2mL 2mL

[lave edilir. Vortekslenir ve 10 dk 4000 rpm’de santrfiij edilir. Biitanol faz1 almarak 532
nm’de kore karsi absorbanslar kaydedilir. MDA i¢in saptanmig ekstinksiyon katsayisi
(1.56.10° M™cm™) kullanilarak doku i¢in "nmol MDA/ g doku cinsinden sonuglar

hesaplanir.




5.5.3. Glutatyon tayini (Beutler, 1975)

Prensip: Ellman ayraci, 5-5° ditiyobis 1-2 nitro benzoik asit (DTNB) ile siilfidril
gruplarinin  reaksiyonu sonucu olusan renkli riin spektrofotometrik olarak

degerlendirilir.

Gerekli Cozeltiler:

Sodyum sitrat ¢ozeltisi (% 1 g): 1 gr sodyum sitrat tartilir, biraz distile suda ¢oziilerek
hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.

Ellman ayraci (%40 mg DTNB): 40 mg DTNB (5-5’ ditiyobis 1-2 nitrobenzoik asit)
tartilir, biraz sodyum sitrat ¢ozeltisinde (% 1 g) ¢6ziiliir. Hacmi % 1 g’lik sodyum sitrat
cozeltisi ile 100 mL’ye tamamlanir.

Proteinsizlestirme c¢ozeltisi: 1.67 g metafosforik asit, 0.2 g etilen diamin tetra asetik
asit sodyum tuzu (EDTA-Na), 30 g sodyum kloriir ayr1 ayr1 biraz distile suda ¢oziiliir.
Hepsi birlestirilir ve hacmi 100 ml’ye distile su ile tamamlanir.

Disodyum fosfat c¢ozeltisi (0.3 M): 4.26 g Na;HPO, veya (5.34 g Na;HPOsx2H,0)
biraz distile suda ¢oziiliir ve hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.

Deneyin Yapihisi: Bir deney tiipiine 0.2 mL doku siipernatanti konur. Vorteks ile
karistirilir. Uzerine 0.3 mL proteinsizlestirme ¢dzeltisinden ilave edilir. Vorteksle
kanigtirlir. 5 dk oda sicakliginda bekletilir. 4000 rpm’de 10 dk santrfiij edilir. Cokelti
atilir. Siipernatant almnir. iki tane deney tiipii alinir. Numune ve kor olarak isaretlenerek

asagidaki gibi caligilir.

Numune Kor
Distile su - 0.2mL
Stipernatant 0.2mL -
Na;HPO, 0.8 mL 0.8 mL
Ellman ayiraci 0.1 mL 0.1mL

Tiipler vortekste karistirildiktan sonra oda sicakliginda 5 dk bekletilir. Kore kars1 412
nm’de absorbanslar kaydedilir. Sonuglar seyreltme faktorii ve olusan sar1 renkli {iriiniin
412 nm’de ekstinsiyon katsayist (13600/M™*cm™) kullanilarak doku i¢in "mg GSH/g

doku cinsinden hesaplanir.



5.5.4. Siiperoksid dismutaz aktivitesi tayini (Mylorie ve ark., 1986)

Prensip: Siiper oksit dismutaz aktivitesi, riboflavin ile duyarlandirilmis o-dianisidinin
fotooksidasyon hizini arttirma yetenegi olarak oOlgiiliir. Riboflavinin floresans 15181
etkisiyle olusturdugu siiperoksit radikali, ortamdaki SOD’1n etkisiyle hidrojen peroksite
doniistir. H,O, ise o-dianisidin ile reaksiyona girerek renkli {iriin olusturur. SOD
aktivitesi ne kadar ¢ok ise renkli iiriin olusumu da o kadar fazla olur. Olusan renkli

tirtiniin absorbans1 460 nm’de spektrofotometrik olarak degerlendirilir.

Gerekli Cozeltiler:

Fosfat tamponu (50 mM, pH=7.8 ): 0.136 g KH,PO, ve 0.697 g K,;HPOy, tartilip ayr1
ayr1 biraz distile suda ¢0ziiliir, birlestirilir ve hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlanir
(hacim 100 mL’ye tamamlanmadan 6nce pH kontrol edilir, pH 7.8’e ayarlanir) (2°C de
saklanir).

Fosfat tamponu + 0.1 mM’hik Na-EDTA: 0.0037 g Na-EDTA tartilir biraz 50 mM’lik
fosfat tamponunda ¢oziilir ve hacmi 50 mM’lik fosfat tamponu ile 100 mL’ye
tamamlanir.

Potasyum fosfat tamponu (10 mM , pH= 7.5): 0.041 g KH,PO, ve 0.122 g K;HPO,
tartilip ayr1 ayr1 biraz distile su i¢inde ¢oziiliir, birlestirilir ve hacmi distile su ile 100
mL’ye tamamlanir (hacim 100 mL’ye tamamlanmadan 6nce pH kontrol edilir, pH 7.5’e
ayarlanir) (2°C de saklanir).

Riboflavin (0.2 mM): 7.5 mg riboflavin 100 mL potasyum fosfat tamponunda (100
mM’lik , pH=7.5) ¢oziiliir.

o-dianisin (6 mM): 19 mg o-dianisin 10 mL distile suda ¢oziiliir.

SOD (120 1U/ml) stok standardi (Sigma S-2515-3000 U): Liyofilize SOD standardi
120 IU/ml olacak sekilden soguk distile su ile ¢dziiliir. Daha sonra bu stok standartdan

uygun hacimler alinarak deney ortaminda 3,6,9,12 {inite SOD olmas1 saglanir.



Deneyin Yapihisi: Doku siipernatant1 alinir, gerekirse serum fizyolojik ile seyreltilerek

calisilir. Numune, standart ve kor olmak iizere 3 deney tiipii alinir. Asagidaki gibi

calisilir.
| Standartlar |
Numune |3 U 6U QU 12U Kor
Fosfat tamponu 2.6 2.6
2.6 mL 26mL |26mL |2.6mL
mL mL
o-dianisidin 0.1 0.1
0.1mL 0lmL |01mL [01mL
mL mL
Distile su 0.075 0.005 0.025 0.1
mL mL mL mL
Stok standart 0.025 0.005 0.075 0.1
(120 U/ml) mL mL mL mL
Doku siipernatanti 0.1 mL - - - - -
Her tiipe 30 sn ara ile 0.2 mL riboflavin konur, karistirilir.460 nm’de absorbansi
okunur
Sonra tiipler oda sicakliginda 20 W floresans lamba bulunan kutu i¢inde 8 dk inkiibe
edilir. 460 nm’de absorbans1 okunur.

NOT: Lamba 20 dk onceden acilir ve 1sinmasi saglanir. Standart grafigi yardimiyla
yapilan seyreltmeler de g6z Oniine alinarak SOD aktivitesi doku siipernatanti i¢in "U/g

doku” cinsinden hesaplanir.



5.5.5. Katalaz aktivitesi tayini (Aebi, 1974)

Prensip: Katalaz enzimi; H,O,’nin , HyO’ ya doniisiim reaksiyonunu Katalizler. Bu
doniisiim 240 nm’de absorbansin azalmasi ile takip edilebilir. 1 dk’da absorbanstaki
azalma katalaz aktivitesi ile ilgilidir.

Gerekli Cozeltiler:

Fosfat tamponu (50 mM, pH= 7.0): a) 6.81 g KH,PO, ve b) 8.90 g Na,HPO,x2H,0
tartilip ayr1 ayri biraz distile suda ¢oziildiikten sonra hacimleri ayr1 ayr distile su ile
1000 mL’ye tamamlanir. Kullanilacagi zaman a’dan 1 hacim b’den 1.5 hacim alinarak
kanstirilir (pH=7.0 olmal1) (2°C de saklanir) (fosfat tamponu bakteriyal kontaminasyon
olmadig siirece stabildir, kullanilabilir).

H,0, cozeltisi (30 mM) +Fosfat tamponu: Yogunlugu d=1.11 g/mL olan %30 g’lik
H,O; ¢ozeltisinden 0.31 mL alinir ve 50 mM’lik fosfat tamponu (pH=7.0) ile 100
mL’ye seyreltilir (taze hazirlanir).

Doku homojenati: Doku serum fizyolojik ile homojenize edilir. Gerekirse doku, serum
fizyolojik ile seyreltilebilir. On denemelerle dokunun ne kadar seyreltilecegi énceden
tespit edilmelidir.

Deneyin Yapihsi: Doku silipernatanti alinir ve gerekirse serum fizyolojik ile
seyreltilerek ¢aligilir. Diliisyon olduktan sonra 5-10 dk i¢inde mutlaka caligilmalidir.

Numune ve kor olarak isaretlenmis 2 ayr1 deney tiipti alinir. Asagidaki gibi ¢aligilir.

Numune Kor
Fosfat tamponu - 0.2mL
Doku siipernatanti 0.4 mL 0.4 mL
H20, ¢ozeltisi + fosfat tamponu 0.2mL -

llave edilir, karistirilir. 1 dk sonra 240 nm’de absorbanslari okunarak kaydedilir.
Sonuglar bu deney i¢in ekstinksiyon katsayis1 0.0004 (0.00394) mM™/mm™dir. Katalaz

aktivitesi doku i¢in "kU/g Doku” cinsinden hesaplanir.



5.5.6. Doku faktorii aktivitesi tayini (Ingram ve Hills, 1976)

Prensip: Doku faktorii aktivitesi saglikli kisilerden alinan plazma kullanilarak Quick
metoduna gore tesbit edilir. Doku faktorii (Tromboplastin) kaynagi olarak doku
homojenatt kullanilir. CaCI, (Kalsiyum kloriir) ilavesinden sonra fibrin olusumu i¢in
gegen siire tayin edilir. Aktivite siire ile ters orantili olarak degisir (Ingram ve Hills,
1976).

Gerekli Cozeltiler

Sodyum sitrat c¢ozeltisi (%3.8 g): 3.8 g sodyum sitrat biraz distile suda ¢oziillir ve
hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.

Plazma: Saglikli kisiden sitrath kan (9 mL kan + 1 mL % 3.8 g’lik sitrat) alinarak
plazmasi kullanilir.

Stok kalsiyum Kkloriir ¢ozeltisi (0.2 M): 2.22 g CaCl, biraz distile suda ¢oziilerek
hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.

Seyreltik kalsiyum Kloriir ¢ozeltisi (0.02 M): 1 mL stok kalsiyum kloriir ¢ozeltisi
tizerine 9 mL distile su konur ve karistirilir. 37°C’de tutulur. (Taze hazirlanir.)

Deneyin Yapilist: 37°C’lik su banyosunda yapildu.

Kiiciik deney tiipii igine
Doku tromboplastin homojenati 0.1 mL
2 dakika inkiibe edilir.
Plazma 0.1 mL ilave edilir ve karistirilir.

30 saniye inkiibe edilir.

0.02 M CaCl, 0.1 mL ilave edilir ve karistirilir.

P1ht1 olusum zamani kronometre ile tayin edilir.

5.6 Istatiksel Degerlendirme

Calismanin biyoistatistiksel analizinde Graphpad Prism 6.0 (Graphpad Yazilim, San
Diego, Ca, ABD) programi kullanilmistir. Veriler ortalama + standart sapma olarak
tanimlanmistir. Coklu gruplar1 karsilastirmada ANOVA varyans analizi, gruplararasi
ikili karsilagtirmalar i¢in de Tukey testi kullanilmistir.

P < 0,05‘en kii¢iik degerler anlaml1 kabul edilmistir.




6. BULGULAR

Calismamizda kullandigimiz Sprague-Dawley tiirii 6 aylik toplam 28 adet disi
sican rastgele 7 tanesi kontrol grubu, 7 tanesi LA verilen kontrol grubu, 7 tanesi VPA
uygulanan grup ve 7 tanesi de LA verilen VPA grubu olarak dort gruba ayrildi. Deney
baslangicinda tiim gruplarda yer alan siganlarin kilolar1 arasinda istatistiki agidan

anlaml fark bulunmadi (p>0.1).
6.1. Total Protein Sonuclar:

Karaciger dokusunda total protein degerleri arasinda anlamli fark bulunmadi

(p>0,1) (Tablo 2, Sekil 4).

Tablo 2- Tim gruplarda karaciger dokusuna ait total protein degerleri ve
karsilastiriimasi

K K+LA VPA VPA+LA | Panova)
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
Ort+ SD Ort+ SD | Ort £+ SD | Ort + SD

Total Protein | 37,54 +5,71 | 36,59+8,46 | 35,15+9,66 | 44,23+ 6.20 | 0,7260
(mgP/ gD)

K: Kontrol, LA: Lipoik asit, VPA: Valproik asit, P: Protein, D:Doku, Ort: Ortalama,
SD: Standart sapma

60+

T T

204

Total protein (mg pro/g doku)

Sekil 4- Karaciger dokusu total proteinin degerlerinin grafiksel gosterimi



6.2. Lipid Peroksidasyon Sonugclar:

Karaciger MDA degerleri VPA uygulanan grup da K ve K+LA gruplarina gore
anlamli olarak artt1 (p<0,0001). LA verilmesi MDA degerlerini VPA+LA grubunda
VPA, K+LA ve K gruplarina gére anlamli olarak azaltt1 (siras1 ile p<0,0001, p<0,01,
p<0.05) (Tablo 3, Sekil 5)

Tablo 3- Tiim gruplarda karaciger dokusuna ait MDA degerleri ve karsilastiriimasi

K K+LA VPA VPA+LA | Pianova)
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
Ort+ SD | Ort+x SD | Ort £ SD | Ort £ SD

MDA 0,88+0,05 | 0,92+ 0,03 | 1,13+ 0,06 | 0,80 + 0,08 | 0,0001

(anV *%* %% 0000 * *T+++,00

gD) | |

K: Kontrol, LA: Lipoik asit, VPA: Valproik asit, P: Protein, D:Doku, Ort: Ortalama,
SD: Standart sapma, MDA: Malondialdehit, ****p<0.0001, *p<0,05: kontrol grubuna
gdre anlamli, 7 "p<0.0001: VPA grubuna gore anlamli, °p<0.01, ***°p<0.0001: K+LA
grubuna gore anlaml

1.5+
~
> 0000
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Sekil 5- Karaciger dokusu MDA degerlerinin grafiksel gosterimi



6.3. Glutatyon Sonuclari

Karaciger GSH degerleri VPA uygulanan grupda K ve K+LA gruplarina gore
anlamli olarak artt1 (p<0,0001). LA verilmesi VPA+LA grubunda GSH degerlerini tiim

gruplara gore anlamli olarak arttird1 (p<0,0001) (Tablo 4, Sekil 6).

Tablo 4- Tiim gruplarda karaciger dokusuna ait GSH degerleri ve karsilastirilmasi

K K+LA VPA VPA+LA
(n:7) (n:7) (n:7) (n:7) I:>(Anova)
Ort+ SD Ort+ SD Ort £ SD Ort £ SD
GSH
(mg/gD) [0,10+0,10 |0,11+0,01 | 0,14+0,01 |0,19 +0,01 | 0,0001
K%K+ 0000

*kkhk THHT
1

0000

K: Kontrol, LA: Lipoik asit, VPA: Valproik asit, P: Protein, D:Doku, Ort: Ortalama,
SD: Standart sapma, GSH: Glutatyon, ****p<0.0001: kontrol grubuna gore anlamli,
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Sekil 6- Karaciger dokusu GSH degerlerinin grafiksel gdsterimi




6.4. Siiperoksit Dismutaz Sonuclar:

Karaciger SOD degerleri VPA uygulanan grup da K ve K+LA gruplarina gore
anlamli olarak azaldi (p<0,0001). LA verilmesi SOD degerlerini VPA+LA grubunda

VPA grubuna gore anlamli olarak arttirdi ( p<0,001). Ayrica LA verilmesi K+LA

grubunda SOD degerini K grubuna gore de anlamli olarak arttirdi (p<0.0001) (Tablo 5,

Sekil 7).

Tablo 5- Tiim gruplarda karaciger dokusuna ait SOD degerleri ve karsilastirilmasi

K K+LA VPA VPA+LA P(anova)
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
Ort+ SD Ort+ SD Ort £ SD Ort £ SD
SOD 203,90+5,10 | 230,30 +£9,29 | 160,80 +7,94 | 182,40 +9,58 | 0,0001
(U/ gD) *k kK ****’0000 ***’ ++++, 0000

K: Kontrol, LA: Lipoik asit, VPA: Valproik asit, P: Protein, D:Doku, Ort: Ortalama,
SD: Standart sapma, U: Unite, SOD: Siiperoksit dismutaz, ****p<0.0001, ***p<0,001:

kontrol grubuna gore anlamli, *"p<0.0001: VPA grubuna gére anlamli, °°*°p<0.0001
K+LA grubuna gore anlaml

SOD (U/g D)

3001

2004

10019

*k k%

ooo0o0

0000
*k%k
+++
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Sekil 7- Karaciger dokusu SOD degerlerinin grafiksel gosterimi




6.5. Katalaz Sonuclari

Karaciger KAT degerleri VPA uygulanan grup da K grubuna goére anlamli olarak
azaldi (p<0,05). LA verilmesi KAT degerlerini VPA+LA grubunda VPA ve K
gruplaria goére anlamli olarak azaltti (sirasi ile p<0,01, p<0,0001). Ayrica LA verilmesi
K+LA grubunda KAT degerini K grubuna gore de anlamli olarak azaltti (p<0.001)
(Tablo 6, Sekil 8).

Tablo 6- Tiim gruplarda karaciger dokusuna ait KAT degerleri ve karsilastirilmasi

K K+LA VPA VPA+LA
Ortx SD Ortx SD Ort £ SD Ort £ SD

KAT 3758+2,28 | 3245+2,26 | 34,27+156 | 30,59 +£1,30 0,0001
(kU/ gD) Kk K * ****’ ++

K: Kontrol, LA: Lipoik asit, VPA: Valproik asit, P: Protein, D:Doku, Ort: Ortalama,
SD: Standart sapma, kU: Kilo Unite, KAT: Katalaz, ****p<0.0001, ***p<0,001,

*p<0.05: kontrol grubuna gére anlamli, “"p<0.01: VPA grubuna gore anlamli
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Sekil 8- Karaciger dokusu KAT degerlerinin grafiksel gosterimi



6.5. Doku Faktorii Sonuclan

Karaciger DF degerleri VPA uygulanan grupda
degistirmedi (p>0.1). LA verilmesi DF aktivitesini VPA+LA grubunda VPA, K+LA ve
K gruplarina gore anlamli olarak arttird1 (siras1 ile p<0,0001, p<0,001, p<0.01). Siirenin

kisalmasi aktivitenin arttig1 anlamina gelmektedir (Tablo 7, Sekil 9).

K grubuna gore anlamli olarak

Tablo 7- Tiim gruplarda karaciger dokusuna ait DF degerleri ve karsilastirilmasi

K K+LA VPA VPA+LA P (anova)
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
Ort+ SD Ort+ SD Ort £ SD Ort £ SD
DF 93,14+ 4,38 | 89,57 £ 7,25 93,86 +4,85 | 76,14 +7,65 0,0001
(Sn) ***’++++,00

K: Kontrol, LA: Lipoik asit, VPA: Valproik asit, P: Protein, D:Doku, Ort: Ortalama,
SD: Standart sapma, sn: Saniye, DF: Doku faktorii, ***p<0,001: kontrol grubuna gore

anlamli,

++++

DF (sn)
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Sekil 9- Karaciger dokusu DF degerlerinin grafiksel gosterimi

p<0.01: VPA grubuna gore anlamli, ©°p<0,01 K+LA grubuna gore anlamli




7. TARTISMA

Antiepileptik tedavi senelerce devam edebilen hatta hastalarin ¢ogunda yasam
boyu devam eden bir uygulama olabilmektedir. Epileptik ilaglarin etkin dozlarda veya
beraber kullanimlari 6nem olusturan yan etkileri ortaya ¢ikabilmektedir. Cogu kronik
yan etkiler yillarca taninamamakla birlikte bazi olas1 toksisite durumlarinda net bir
yaklasim ortaya konmamustir. Antiepileptiklerin kullanimi1 sirasinda akut dénemde
beliren yan etkiler daha ¢ok hipersensivite tepkimeleri ile ya da dozla iliskili iken,
kronik yan etkiler ise gesitli sekillerde ortaya ¢ikabilmektedir, saptanmasi da oldukga
giiclesebilmektedir (Uysal, 2008). Karbamezapin, fenitoin ve VPA parsiyel epilepsi ve
sekonder jeneralize epilepsi tedavisinde ilk seg¢ilecek ajanlardir. Yeni antikonviilzanlar
parsiyel epilepsilerde kulanilmakla birlikte bu ilaglarda deneyimler sinirlidir. Valproik
asit tim primer jeneralize epilepsilerde etkili bir ajandir. Cok sayida deneysel hayvan
modellerin de ; in vivo ve in vitro calismalarda valproik asidin genis spektrumlu

antiepileptik etkinligi kanitlanmistir (Herranz ve ark., 1988).

Karacigerimiz bircok toksin, kimyasal etken ile ilaglarla siirekli olarak karsilagan
ve bunlar detoksifiye eden bir organimizdir. Karaciger; sindirim sistemi ile dolasim
sistemi arasindaki yerlesimi ve ortaya koydugu gorevleri nedeniyle pek ¢ok nedenle
hasarlanabilen bir organdir. Bu siiregte etkin bir rejenerasyonla veya onarimla
cevaplanilmazsa normal Karaciger yapisi ve gorevlerinde olusan toksisite nedeniyle
harabiyet meydana gelebilmektedir (Cnubben ve ark., 2001). Olusan normal sartlarda i¢
ve dis kaynakli farkli stres faktorleri hiicresel dengeyi siirekli olarak degistirmektedir.
Bu olusumlara karsi korunmadaysa antioksidanlar 6nemli rol almaktadir (Yiice ve

Aksakal, 2007).

Odabasoglu’nun yaptigi arastirmalarda antioksidan’in antioksidan di olarak
anilan LA tedavisinin bdbrek ve karaciger fonksiyonlarmi normallestirdigini olusan

hasarlar1 onardigi ifade edilmektedir (Odabasoglu, 2001).

Calismamizda epilepsi hastalarinin  uzun siire kullanimmi  gerektiren
antiepileptik ila¢ olan VPA in karacigerde olusturabilegi teratjenite ve hepatoksisitenin
dogal bir antioksidan olan LA ile diizelip diizelmeyecegi, karaciger yapt ve
fonksiyonlarin normale gelip gelmeyecegi arastirildi. Valproik asit’in terapotik serum
konsantrasyonu 50-100 pg/ mL arasindadir. Bu degerlerin uzerinde zehirlenme
bulgular1 ortaya cikmaktadir. Terapotik konsantrasyonlarda %90’ 1 proteine baglanir.

Fakat serum konsantrasyonu arttikca baglanma yuzdesi azalir (Yardan, 2008). Serum



konsantrasyonu 100 pg/mL {izerinde oldugunda nobet sikliginda artma, beyin 6demine
bagli konfiizyon, letarji, koma, kemik iliginin baskilanmasina bagli pansitopeni,
pankreatit, hepatotoksisite, elektrolit bozukluklari, metabolik asidoz ve hiperamonyemi
goriilebilir (Temrel ve ark., 2013; Sztajnkrycer, 2002; Temel ve ark., 2013). Spiller ve
ark. (2000)’nin yaptig1 ¢alismada kan VPA duzeyi 850 pg/mL olan tum hastalarda

koma tablosunun gelistigini bildirmislerdir.

Viicudumuzda olusan oksidatif stresi onlemeye yarayan, ¢esitli bircok enzim ve
endojen maddeler bulunmaktadir. Ancak bazen oksidanlar belli bir seviyenin iistiine
cikar veya antioksidanlar yetersiz kalip, denge bozulursa s6z konusu oksidan molekiiller
organizmanin yapi elemanlari olan protein, lipid, karbonhidrat, niikleik asitler ve yararl
olan enzimleri bozarak teratdjenik etkiler olusturabilirler. Zararli etkilerin tiimiine
oksidatif stres denilmektedir. Bu nedenle viicuda disardan koruyucu, engelleyici,

iyilestirici 6zelliklere sahip olan antioksidan alinmasi 6nemlidir (Valko ve ark 2007).

Hiicre membraninda bol miktarda bulunan kolesterol ve doymamis yag
asitlerinin ROS ile reaksiyonu sonucunda lipid peroksitleri olusarak hiicresel
komponentler {izerinde toksik etki gosterir (Kavas, 1994). Lipid peroksidasyonunun son
tiriinii olan MDA oksidatif hasarda 6nemli bir indikatordiir (Diizgiiner, 2005, Tong ve
ark., 2005). Membran komponentlerine ¢apraz baglanabilme ve DNA bazlar ile de
reaksiyona girebilmesi nedeniyle membran esnekligi, transportu gibi Ozellikleri
degistirebilir. Bu 6zellikleri ile MDA genotoksik ve karsijoniktir (Mukai ve Goldstein,
1976). Glutatyon basta karaciger olmak lizere pek cok dokuda yiiksek diizeylerde
bulunan ve bir tripeptit yapili antioksidandir (Anderson ve Meister, 1989). Valproik asid
ve metabolitlerinin sicanlara verilmesiyle ilgili yapilan bir caligmarda karacigerde
toksisite olustugu oksidan parametrelerin arttif1 ve antiksidan parametrelerin azaldigi

tesbit edilmistir;

Hacihasanoglu (2011) yaptigi calismada VPA ile karacigerde toksisite
olusturmus, karacigerde VPA verilen grupda kontrol grubuna gére GSH’nun anlaml
olarak azaldigin1 ve LPO’nun anlamli olarak arttigi saptanmistir (Hacihasanoglu,
2011). Sokmen ve ark. 500mg/kg/giin dozunda 15 giin boyunca VPA verilen si¢anlarin
karacigerinde kontrol grubuna oranla LPO’nun arttigmi ve GSH’nun azaldigin
gostermiglerdir (Sokmen ve ark., 2012). Abdel-Dayem ve arkadaslari da S00mg/kg/giin

dozunda 14 giin boyunca VPA verilen sicanlarin karacigerinde kontrol grubuna oranla



LPO’nun arttigimi ve GSH’nun azaldigimi ifade etmislerdir (Abdel-Dayem ve ark.,
2014). Calismamizda biz de 500 mg/kg/giin dozunda 16 giin boyunca VPA verdigimiz
sicanlarda bu caligmalara uyumlu olarak kontrol grubuna gore karacigerde anlamli
olarak LPO’nun artig1 ancak farkli olarak GSH miktarinda azalma yerine anlamli olarak
artis oldugu tespit edildi. Hacthasanoglu ve ark. yaptig1 ¢alismadan farkli olarak total
protein degerlerinde gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi. Calismamizda VPA
uygulanan grupta kontrol grubuna gore karaciger SOD ve KAT aktivitelerinde ise

anlamli bir azalma saptandi. DF deki artis ise anlamli ¢ikmad.

Valproik asit yiiziinden zehirlenmelerde klinikte optimal tedavi yontemide net
acikca bilinmemektedir. Bu sekildeki zehirlenmelerde halen destek tedavisi ilk
kullanilan segenektendir. Bircok zehirlenmelerde oldugu gibi merkezi sinir sistemi
depresyonu gelisen hastalarda hava yolu korunmasi 6nemlidir. Siv1 elektrolit, asit baz
bozukluklarini ve pihtilasma bozukluklariyla birlikte izlenmelidir, gerekirsede bu tedavi
edilmesi sarttir. Nobetlerin  gelistigi olgularda benzodiazepinler ve propofol
kullanilabilmektedir. Oral yoldan VPA alimini takiben birinci saatte yapilan gastrik
lavaj ve tekrarlayan aktif komiir uygulanmasi ilacin emilimini azaltarak kan VPA

diizeyinide azaltabilecek 6zelliktedir (Sztajnkrycer, 2002; Perrott ve ark., 2010).

Valproik asit veya diger maddelerin karacigere verdigi hasar1 gidermek igin
cesitli deneysel calismalar yapilmistir. Bu calismalarda edaravon (Hacihasanoglu,
2011), U vitamini (Sokmen ve ark, 2012), taurin (Dogru-Abbasoglu S., 2014, Hagar
ark., 2006), resveratrol (Keser ve ark. 2006) ve omega-3 yag asidi ( Abdel-Dayem ve
ark., 2014) kullanilmistir.

Literatiirde VPA ile olusturulan karaciger hasarina LA etkilerini arastiran
calismaya rastlamadik. Ila¢ etkilesimlerini inceleyen VPA ve LA ile ilgili ve
mitkondiriyal beta oksidasyonu diizeyinde oldugunu belirten bir ¢alisma mevcuttur
(Phua ve ark. 2008). Calismamizda VPA uygulanan siganlara antioksidan etkileri

oldugu bildirilen LA’in karaciger iizerine etkileri incelenmistir.

Ispanak, brokoli ve domates gibi bitkilerin yan1 sira akciger, bobrek,
karaciger ve kalp gibi hayvansal dokular da LA en onemli kaynaklarindandir. Oral
olarak alinan lipoik asit ince bagirsaklardan hizla emilerek karacigere gelir. Hiicre
icinde DHLA indirgenir. Aliman LA’in yaklasik %80’i idrarla atilir. Diyet takviyesi

olarak kullanilan ticari formlarinda 50-600 mg arasinda alfa lipoik asit bulunmaktadir.



Lipoik asidin etkilerini incelemek igin genel olarak 100-800 mg arasindaki dozlar
kullanilmistir (Yiiriik ve Ayaz, 2014). insanlarda yapilan bir calismada giinliik 600-
2400 mg dozun glivenilir oldugu bildirilmistir. (Reljanovic ve ark., 1999). Cok yiiksek
dozlarda alimimin alerjik deri reaksiyonlar1 ve hipoglisemiye neden olabilecegi rapor

edilmistir (Packer ve ark., 2001).

Lipoik asit’in hiicre i¢i ROS’larin pek g¢ogunun radikalik etkisini siipiirerek
oksidadif stresle savastig1 pek cok calisma ile gosterilmistir (Bilska ve Wlodex, 2005).
ROS’larin radikal etkilerini ortadan kaldirmasi bir tarafa C vitamini, E vitamini ve
glutatyon GSH’in diger hiicresel antiokSidanlarin rejenere edilerek yeniden

kullanilabilir forma getirilmesinide LA nin sagladig belirtilmistir.

Kang ve ark. farelerde olusturdugu karaciger hasarinda antioksidan olarak kivi
ekstrakti kullanmiglar ve siroz grubunda azalan GSH rediiktaz aktivitesinin antioksidan

kullanildiginda kontrol grubuna yaklastigini belirlemislerdir (Kang ve ark., 2012).

Hagen ve ark. diyetle a-LA uygulamasinin siganlarin karacigerinde yaglanmaya
bagli olarak artan MDA diizeylerinde azalmaya yol ac¢tigini bildirmislerdir (Hagen ve
ark., 1999). Serebrovaskiiler bolgeye streptozotosin enjekte edilmis siganlarda diyetle
verilen a-LA’in, merkezi sinir sistemindeki oksidatif hasar1 ve MDA diizeylerini

azalttigr bulunmustur (Sharma ve ark., 2003).

Kadmiyum ile toksik etki olusturulan bir arastirmada GSH ve a-LA uygulamasinin
bobrek dokusunda LPO olusumunu onledigi vurgulanmistir (Veljkovic ve ark., 2012).
Lipopolisakkaritle akut akciger hasarin1 olusturmadan hemen oOncesinde yada
sonrasinda a-LA kullanimi, hasarin neden oldugu inflamatuar cevap belirteclerinde ve

histolojik degisimde azalmayi sagladigi gosterilmistir (Lin ve ark., 2013).

Suh ve ark. yaglanmaya bagli olarak beyin ve miyokardiyal doku GSH ve redoks

durumunda goriilen azalmanin o-LA uygulamas: ile onlenebildigini tespit etmislerdir

(Suh ve ark., 2004).

In vivo arastirmalarda LA tiyol/disiilfit reaksiyonlarin1 modiile ettigi, glutatyon
sentezini arttirdigl, glutatyon sentaz ve vy -glutamilsistein sentetaz enzimlerinin

indiiklenmesine neden oldugu gosterilmistir (Packer ve Cadenas, 2011).

Lee ve ark. ile yapilan bir arastirmada, gerbil beyin homojenatlarinda invitro
H,O; ve FAS uygulanmasiyla lipid peroksidasyon saglanmis ve a-LA’in doza bagiml

olarak lipid peroksidasyonunu azalttigi bulunmustur. Ayn1 ¢alismada H,0, ve ferroz



iyonlarin oksidasyon yapici etkilerinden dolay1r biyolojik hasara yol agtiklar

bildirilmistir (Lee ve ark., 2003).

Arsenik toksisitesi gelistirilmis siganlarda o-LA uygulamasmin karaciger ve
bobrekte MDA ‘nin olusumu azaldigi gosterilmistir (Kokilavani ve ark., 2005).
Doksorubisin ile miyokard toksisitesi gelistirilmis ratlarda a-LA uygulamasimin kalp
dokusundaki MDA olusumunu azalttigi bulunmustur. Doksorubisin metabolitlerinin
Fe?i ferritinden ayirdigi ve ferréz iyonlarm elektron transferi ile H,O; ve OHe
olusturarak LPO’na yol a¢tig1 bildirilmistir. a-LA metal selasyonu yapma ve OHe
radikali gibi serbest radikalleri temizleme yetenegine sahip giiglii bir antioksidant
oldugu ileri siiriilmektedir (Al-Majed ve ark., 2002).

Lipoik asit’le ilgili verilen bazi ¢alismalarda sican karaciger dokusu MDA

diizeyinde azalma, GSH diizeyinde ise artma bulunmustur (Yapar, 2006).

Calismamizda LA verilen VPA grubunda GSH diizeylerinde, SOD ve DF
aktivitelerinde anlamli artisa, MDA ve KAT degerlerinde ise anlamli azalmaya neden

olmustur.

Transmembran proteini olan DF, membran kompozisyonu, 1s1, pH degisimleri ve
oksidatif stresten etkilenmektedir (Yarat, 2003). Calismamizda VPA verilmesi ile
oksidatif stresin artmas1 DF aktivitesinde anlaml1 degisime neden olmadi. Valproik asid
verilen gruba LA verilmesi ile karaciger DF aktivitesi anlamli derecede arttirdi.

Karacigerde kanamaya meyili azalmaktadir.

Superoksid dismutaz enzimi, siiperoksit anyonunu hidrojen peroksit’le
molekiiler oksijen’e doniisiimii katalizlemektedir. Hidrojen peroksit sonrasinda
glutatyon peroksidaz ve katalaz enzimiyle etkisiz sekle gelmektedir. Hiicre
boliinmelerindeki siiperoksit seviyelerini kontrol etmek i¢in 6nemlidir (Fridovich,
1983). VPA kullaniminin yararli bir antioksidan olan SOD ve KAT aktivitesinde
miktarinda diisiise neden olurken LA verilmesi ise SOD aktitesini arttirdi, KAT
aktivitesini azaltti. LA verilen konsantrasyonu v uygulanan siire VPA’nin azalttigt KAT

aktivitesini yiikseltmeye yetmemistir.



8.SONUC

Valproik asit uygulanan grupda kontrol grubuna gore karaciger MDA ve GSH
diizeyleri anlamli olarak artmis, SOD ve KAT aktiviteleri anlamli olarak azalmistir.
Doku faktoriinde anlamli degisme olmamaistir. Sicanlara LA verilmesi, VPA grubunda
GSH diizeylerinde, SOD ve DF aktivitelerinde anlamli artisa, MDA ve KAT

degerlerinde ise anlamli azalmaya neden olmustur.

Sonug¢ olarak, VPA’nin olusturdugu karaciger hasarinda LA’nin koruyucu
etkisinin tesbiti epilepsi tedavisinde LA’nin bir alternatif yaklasim olabilecegini ve

tedaviye katki saglayabilecegi goriilmektedir.
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PP — 103 The Effects of Lipoic Acid on Rat Liver in Valproic Acid Toxicity
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Background: Alpha Lipoic acid (LA) increases glutathione levels through its high reactivity to free radicals that
facilitates vitamins C and E regeneration (1,2). Valproic acid (VPA) is an antiepileptic drug that has some adverse
effects on tissues as it impairs the oxidant-antioxidant balance (2). The aim of this study was to investigate the

putative protective role of LA on rat liver in VPA toxicity.

Method: Rats were randomly divided into four groups as follows: Olive oil given control group (1ml, gavage); LA
given group (50 mg/kg/day, gavage); VPA given group (500mg/kg/day, ip) and VPA+LA given group (in same doses).
L& was given 1 h prior VPA administration. 16 days after VPA injection, rats were decapitated and liver samples
were taken and homogenized. For biochemical analysis, glutathione (G5H) (4), malondialdehyde (MDA) (5] levels,
superoxide dismutase (S0D) (6), catalase (CAT) (7) and tissue factor (TF) (B) activities were determined in 10%

(e liver homogenates.

Results: Liver MDA, G5H levels increased and 50D, CAT activities decreased significantly in the VPA group when
compared with control group. The increase in TF activity was not significant. In the YPA group, LA administration
caused significant increases in G5H levels, 50D and TF activities; significant decreases in MDA levels and CAT

activities.



Conclusion: Based on these results we suggest that LA might prevent WVPA induced oxidative stress in liver.

Key words: Liver, valproic acid, alpha lipoic acid, antioxidant-oxidant parameters
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