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Ozet

Yiksek flavonoid ve fenolik asit icerigi olan pepino (solanum
muricatum) serbest radikalleri ortadan kaldirma o6zelligi sayesinde kuvvetli
bir antioksidan ve anti-inflamatuardir. Pepino, ayrica cesitli biyolojik ve
farmakolojik dzelliklerinden dolay! son yillarda arastirmacilarin ilgisini ceken
dogal bir tarim GriGntdir. Anti-timor, anti-hepatotoksik, immunomodilator
etkinlik gibi 6zelliklere de sahiptir.

Vlcutta meydana gelen doku hasari veya patojen mikroorganizma
enfeksiyonundan sonra sistemik veya bdlgesel cevaplar olusur. Hasara karsi
olusan bu cevaba inflamatuar cevap veya inflamasyon denir. inflamasyon
sirasinda olusan serbest radikaller ve lipid peroksidasyonu Urtnleri, genlerde
mutasyonlara ve kanser de dahil olmak Uzere birgok hastalikla ilgili anahtar
proteinlerin translasyon sonrasi degisiklik gegirmesine sebep olmaktadir.
Inflamasyon; sepsis, aterosklerotik hastaliklar, romatoid artrit ve myokard
infarktlsa gibi bircok hastaligin patofizyolojisinde énemli rol oynar.

Lipopolisakkarit (LPS), gram negatif bakterilerin dis zarinin bir pargasi
olup, inflamatuar sitokinlerin, serbest oksijen radikallerinin, nitrik oksit ve
arasidonik asit metabolitlerinin asiri miktarda acida cikmasina yol acgarak
cesitli inflamatuar hastaliklarin patogenezinde yluksek 6lglide yere sahiptir.

Bu calismada lipopolisakkaritle olusturulan deneysel inflamasyon ile
pepino (solanum muricatum) ekstresinin inflamasyon ve antioksidan sistem
Uzerine olan koruyucu etkileri arastiriimistir.

Calismamizda 31 adet 3 aylik Sprague Dawley cinsi disi sican ile 4
calisma grubu hazirlandi. 1. Grup: DMSO+LPS ile indiklenmis hasta kontrol,
2. Grup: 250 mg/kg pepino+LPS, 3. Grup: 500 mg/kg pepino+LPS, 4. Grup:
5 mg/kg indometazin+LPS olarak belirlendi. Dért gruba da 6 gin boyunca
ilgili maddeler tek doz gavaj yolu ile verildi. 7. Gun 4 gruba da
intraperitoneal olarak 5 mg/kg LPS (E. coli, serotip 055B5) verildi. 24 saat
sonra diseksiyon islemleri yapildi. Intrakardiyak kan érnekleri ve karaciger
doku ornekleri alindi. Laboratuar calismasinda, bu &6rneklerden Aspartat
Aminotransferaz (AST), Alanin Aminotransferaz (ALT), Alkalen Fosfataz
(ALP), Gama Glutamil Transferaz (GGT), Yuksek duyarhlikli C-Reaktif Protein
(hsCRP), Malondialdehit (MDA), Myeloperoksidaz (MPO), Nitrik Oksit (NO),
Tamor Nekroz Faktor (TNF-a) dizeyleri belirlendi. Karaciger dokulari isik
mikroskopta 100-500 pm kesitte Hematoksilen-Eozin ydntemiyle incelendi.
Istatistiksel bulgular SPSS 20.0 Windows paket programda degerlendirildi.



Biyokimyasal ve histolojik bulgularimiza dayanarak LPS ile indlklenen
inflamasyon modelimizdesican doku érneklerinde serbest radikallerin artigi ile
karaciger hasarinin olustugu tespit edilmistir. Elde ettigimiz verilere gore
koruyucu etkinligin belirlenecegi tedavi gruplarimizdan basta 500 mg/kg
pepino olmak Gzere 250 mg/kg pepino ve 5 mg/kg indometazin aliminin
karaciger yapi ve fonksiyonlarinin korunmasina katki sagladigi gézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: inflamasyon, Serbest Radikal, Antioksidan, LPS, Pepino



Summary

Pepino (solanum muricatum), a high flavonoid and phenolic acid
content, is a powerful antioxidant and anti-inflammatory because of its ability
to eliminate free radicals. Pepino (Solanum muricatum) is a natural
agricultural product, and because of several biological and pharmacological
properties it has attracted researchers’ interest in recent years. It has many
effects including antitumor, antihepatotoxic, immunomodulatory activity.

After tissue injury or infection by pathogen microorganisms in the
body, responses of systemic and local events are triggered. This generalized
response to injury is referred to inflammatory response or inflammation. The
free radicals and lipid peroxidation products that occur during inflammation
cause mutations in genes and changes in key proteins related to many
diseases, including cancer, after translation. Inflammation plays key role in
the pathophysiology of many diseases such as sepsis, atherosclerotic
disease, rheumatoid arthritis and myocardial infarction.

Lipopolysaccharide (LPS) is part of the external membrane of gram
negative bacteria, causing the release of excessive amounts of inflammatory
cytokines, free oxygen radicals, nitric oxide and arachidonic acid metabolites
to a high degree in pathogenesis of various inflammatory diseases.

The aim of this study is to investigate the protective effects of pepino
(solanum muricatum) extract on inflammation and antioxidant system in an
experimental inflammation model induced by lipopolysaccharide (LPS) in
rats.

In our study, 3 months old 31 female Sprague Dawley rats were
divided into 4 groups. Group 1: %0.5 DMSO+ LPS-induced patient control,
Group 2: 250 mg/kg pepino+LPS, Group 3: 500 mg/kg pepino+LPS, Group
4: 5 mg/kg indometazin+LPS was identified. The required ingredients were
given to all four groups through a single dose of gavage for 6 days. On the 7.
Day in four groups, 5 mg/kg of LPS (E. coli, serotype055-B5) was
administered to the rats intraperitoneally. 24 hours later, the dissection was
performed. Intracardiac blood samples and liver tissue samples were taken.
The levels of Aspartate Aminotransferase (AST), Alanine Aminotransferase
(ALT), Alkaline Phosphatase (ALP), Gamma Glutamyl Transferase (GGT),
High sensitive C-Reactive Protein (HsCRP), Malondialdehyde (MDA),
Myeloperoxidase (MPQO), Nitric Oxide (NO) and Tumor Necrosis Factor (TNF-
a) levels were determined in the laboratory. The liver tissues were examined
under light microscopy. Mean values were evaluated by statistical analysis.



Based on our biochemical and histological data, LPS induced
inflammation damage in rat tissue by oxidative damage and inflammation as
a result of severe in terms of samples was detected. Our treatment group 5
mg/kg indometazin and 250 mg/kg pepino especially 500 mg/kg of pepino
were observed to show a protective effect against liver structure and
function.

Keywords: Inflammation, Free Radicals, Antioxidant, LPS, Pepino
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1 GIRIS VE AMAC

Inflamasyon; immiinolojik veya immiinolojik olmayan her tirli zararli,
yabanci ve yikici etkeneveya meydana gelebilecek icsel/dissal hasara karsi
organizmanin verdigi dodal bir savunma cevabidir. Inflamasyonun
tetiklenmesi infeksiy6z (gram-pozitif ve gram negatif bakteriler, viris,
mantar vb.) ya da infeksiy6z olmayan (travma, yanik, yabanci cisim, iskemi
vb.) bircok nedenle meydana gelebilir. Birgok mediyatér ve hucrenin etki
ettigi bu dogal savunma cevabinin amaci inflamasyonu tetikleyen nedeni
ortadan kaldirmak veya etkisizlestirmek ve/veya doku onarimina yardimci
olmaktir. Inflamasyon; ateroskleroz, miyokard infarktiisii, kanser, romatoid
artrit, yenidogan akciger hastaligi, sepsis, tlberkililoz, sarkoidoz, crohn
hastaligi, menenjit gibi ciddi hastaliklarin patogenezinde o6nemli bir yere
sahiptir (Ozbasoglu ,2009; Entok vd., 2014; Gannong, 1999; Akpinar, 2003).

Inflamasyondaki belirtileri olusturan ve doku hasarinin giderilmesinde
gbrev alan kompleman sistemi elemanlari, arasidonik asit metabolik Urinleri,
nitrik oksit, uyarilmis lenfosit, monosit ile makrofajlardan salinan sitokinler
ve lizozomal enzimler gibi mediyatérler inflamatuar siregte birbirleriyle
etkilesim gdstererek kompleks inflamatuar yaniti meydana getirirler (Barnes,
Chung & Page, 1998; Kuralay & Cavdar, 2006).

Cesitli inflamasyon modellerinde, endotoksin ile olusumlari tetiklenen
serbest  oksijen radikalleri gibi molekullere inflamasyonun gesitli
asamalarinda gorev disttiga bilinmektedir (Ozbasoglu, 2009).

Gram (-) bakterilerin hicre duvarinda bulunan lipopolisakkaritler (LPS)
vucut tarafindan hemen taninmaktadir. Deneysel olarak LPS uygulamasinin,
kanda inflamasyon mediyatoérleri ve serbest oksijen radikalleri (SOR) gibi
molekdllerin artisina neden oldugu belirlenmistir (Er vd., 2010; Huang vd.,
2012; Ozbasoglu, 2009; Yazar vd., 2010). LPS kendini badlayan protein ile
birlestikten sonra monosit ve makrofajlarin hlcre ylzeyinde bulunan
reseptdrd ile etkileserek nikleer faktor kappa B (NF-kB)'nin aktivasyonu ve
protein kinazlarin uyarilmasini saglar. Boylece I6kositler, vaskiler hiicreler ve
plazmadan inflamatuar mediyatérlerin ve serbest oksijen radikallerin
salinmasi ile inflamasyon etkenlerine karsi bir yanitolusturulur (Caroff &
Karibian, 2003; Iontcheva, Amar, Zawawi, Kantarci, & Van Dyke, 2004;
Iskit, 2005).



Serbest oksijen radikallerinin miktarlari organizmada oldukca hassas
bir dengededir (Fausto, 2000; Kulistic vd., 2004). Serbest oksijen radikalleri
ile antioksidanlar arasindaki dengenin bozulmasi "oksidatif stres" olarak
adlandirthr (Aruoma, 1998). Serbest oksijen radikallerin birikimine paralel
olarak doku-organ hasarinin 6nlenmesi vicudun kendi olusturdugu
"antioksidan  sistemi" adi verilen bir savunma mekanizmasiyla
dizenlenebilmektedir (Fausto, 2000; Nakano vd., 1998). Serbest oksijen
radikallerinin zararh etkileri, antioksidanlar tarafindan azaltilir veya tamamen
yok edilir. Hiicre icinde oksijenin metabolize edildigi her yerde antioksidanlar,
oksijen ara metabolitlerini azaltmak igin hizh ve spesifik olarak goérev
yaparlar (Xu vd., 2011).

Bitki dokulari ekzojen ve endojen kaynakli serbest radikallerin neden
oldugu oksidatif strese maruz kaldiklarindan bircok antioksidan savunma
sistemine sahiptirler. Bitkilerdeki 6nemli redoks potansiyeline sahip
antioksidan bilesenler flavonoidler, katesin, fenolik asitler, karotenoidler ve
fenolik diterpenlerdir. Fenolik asitler genellikle serbest radikalleri yakalama
Ozelligine sahipken, flavonoidler radikalleri temizleyerek ve metallerle bag
yaparak radikal olusumunu engellerler (Brewer, 2011).

Pepinonun serbest radikallerin olusturdugu hasarlara karsi koruyucu
etkisinin, igeriginde bulunan flavonoidlerin anti-inflamatuar, antioksidan ve
serbest radikalleri stpurici etkisinden ileri geldigi bildirilmistir. Flavonoidler
sadece tepkimelerin artmasini 6nlemekle kalmayip ayni zamanda serbest
radikallerin olusumunun da o6ndne geger. Yapilan arastirmalarda pepino
ekstraktlarinin SOR'lara karsi antioksidan aktiviteleri arastiriimig, antioksidan
ozellikte oldugu ve ksantin oksidaz aktivitesini belirgin bir sekilde inhibe
ederek serbest radikal olusumunu 6nledigi gozlemlenmistir. Pepinonun en
onemli antioksidan mekanizmasi; serbest radikallerin olusturdugu DNA
hasarlarini tamir edici 6zellikte olmasindan ve lipit peroksidasyonuna neden
olan polimerize zincir reaksiyonlarini kirici 6zelligi ile SOR'lar1 dokulardan
uzaklastirici etki gdstermesidir (Guilia, Mascolo & Angelo, 1999; Sudha,
Sangeetha Priya, Indhu Shree & Vadivukkarasi, 2011).

Inflamasyon kanser gelisimi igin ®énemli bir belirtegtir. Inflamasyon
sirasinda olusan serbest radikaller ve aldehitler (malondialdehit gibi), zararh
gen mutasyonlarina ve kanserle ilgili anahtar proteinlerin translasyon sonrasi
degisiklik gecirmesine neden olur (Hofseth & Wargovich, 2007).
Inflamasyonun o®nlenmesi inflamasyon igerikli hastaliklarin (pnémoni,
ateroskleroz, miyokard infarktisl, romatoid artrit, sepsis, tiberkdlloz,
sarkoidosis, crohn hastaligi, menenjit, hepatit vb.) tedavisinde blyik 6nem
tasir. Inflamasyonla olusan serbest radikaller DNA hasarina neden
olabilmekte ve kanser baslangicina sebebiyet verebilmektedir. Yapilan
literatlr taramalarn sonucunda, tibbi 6zelligi oldukga iyi bilinen pepinonun
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inflamasyon ve serbest radikal olusumu Uzerine oldukca olumlu etkilerinin
oldugu gozlenmistir (Hofseth vd., 2007).

Literatdr bilgilerinin 1siginda calismamizda LPS ile olusturulan deneysel
inflamasyon modelinde pepino ekstresinin inflamasyon ve antioksidan sistem
Uzerine olan koruyucu etkinliginin arastiriimasi hedeflendi. Arastirmamizdan
elde edecedimiz sonuglarin kanser biyogenezi, diger bircok hastaligin
patogenezinde dnemli rol oynayan inflamatuar siurecin dlizenlenmesi, yeni
dogal etken maddelerin tedavide kullanilabilmesi ve vyeni arastirma
alanlarinin belirlenmesi agisindan katki saglayabilecegi distnilmektedir.



2 GENEL BILGILER

2.1 INFLAMASYON

Canh  organizmalarin yasamlarini sltrdlrebilmek icin enfeksiyon
etkenleri gibi organizma disi istilacilari ve hasarli dokular uzaklastirmasi
gerekir. Bu fonksiyonlar, inflamasyon adi verilen, karmasik bir organizma
cevabi ile meydana getirilir. Inflamasyon genel olarak; konak hiicrenin, kan
damarlarinin, proteinlerin ve diger medyatoérlerin; travma, infeksiydz ajanlar
ve onlarin toksik Grilnleri, kimyasal maddeler, asin sicak-soduk gibi fiziksel
etkenler, cerrahi girisimler, immun cevap ve iskemi gibi hlcre hasarini
baslatan nedeni ve bu neden yilzinden nekroza ugrayan hiicre ve dokularin
ortadan kaldirmaya calistidi ve onarim sirecini baslattigi, koruyucu bir cevap
olarak belirtilmektedir (Tuzlali, 2014; Akpinar, 2003). Bu lokal zedelenme,
vaskuler ve hicresel yanitlara yol acarak plazmadan ve lokal hicrelerden ¢ok
sayida inflamatuvar mediyatorin salgilanmasini saglar (Kumar, Cotran &
Robbins, 1992). Ayni zamanda dokularda iyilesme slrecinin tetikleyicisidir
(Carrero & Stenvinkel, 2009).

Inflamasyon cok eski ¢aglarda tanimlanmistir. M.S. 1.yy’ da Galen ve
Celsus, inflamasyonun dis belirtilerini rubor (periferik vazodilatasyon), calor
(ates), dolor (agr) ve tumor (artmis kilcal gecirgenlik) olarak belirlemistir
(Vincent, Opal, Marshall, & Tracey, 2013). Daha sonra 1850’ lerde Rudolf
Virchow tarafindan Functio laesa (organ disfonksiyonu) eklenerek
inflamasyonun besinci karakteristik 0zelligi tanimlanmistir (Libby, 2007).
Temel dlzeyde, enfeksiyon veya doku vyaralanmasiyla tetiklenen akut
inflamatuar cevap, kan bilesenlerinin (plazma ve I6kositler) koordineli olarak
enfeksiyon veya yaralanma bdlgesine migrasyonunu igerir (Ryan &Majno,
1977). Inflamasyon; osteoartrit, ateroskleroz, miyokard infarktisi, kanser,
romatoid artrit, sepsis, tlberkiloz, sarkoidoz, crohn hastaligi, menenjit gibi
bircok hastaligin patogenezinde yer alir (Ozbasoglu, 2009).

Inflamatuar yanit kisaca;

1) Zararli etkenin tespit edilmesi,

2) Lokositlerin inflamatuar yanitin olusacadi yere toplanmasi,

3) Tespit edilen zararh etkenin ortadan kaldirilmasi,

4) Olusan yanitin diizenlenmesi ve denetlenmesi,

5) Hasarli bélgenin onarimi ve son olarak

6) Fonksiyon kaybinin giderilmesi asamalarini icermektedir (Tuzlal,
2014).
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Sekil 2.1. Inflamasyon siiregleri (Tuzlal, 2014)

Inflamasyonlarla ilgili birgok siniflandirma olsa da yapilan en iyi ve
gecerli siniflama, slirenin géz 6nline alinarak yapildigi siniflamadir. Buna gore
inflamasyon akut ve kronik olmak Uzere ikiye ayrilir (Tuzlah, 2014).

2.1.1 Akut Inflamasyon

Akut inflamasyon, hicre ve dokulardaki hasara karsi kisa slirede ve ¢ok
hizli olarak sekillenir. Vazodilatasyon, vaskuller sizinti, édem gelisimi ve
cogunlukla polimorfniiklear |6kositlerin gocu ile tanimlanir (Ersoy, 2010).

2.1.1.1 Akut Inflamasyonun Patofizyolojisi

Hicresel hasar olusumundan sonra, genellikle ilk olarak kisa sureli bir
vazokonstriksiyon ve bunu takip eden bir vazodilatasyon olusumu gdzlenir.
Kimyasal mediyatoérlerin salinimi ve hlcresel efektdrlerin aktivasyonu
sonucunda ortaya c¢ikan lokal vazodilatasyon, kizariklik ve is1 artisina,
mikrovaskuller yataklarin acilmasina ve interstisyuma bir miktar proteince
fakir transudat sizmasina sebep olur. Bunu izleyerek sekillenen vaskuler
permeabilitedeki artis ise proteince zengin bir sivinin damar disina ¢cikmasina,
vaskuler ozmotik basincta azalmaya ve interstisyel sivinin ozmotik basincinda
artisa, dolayisiyla da 6édem sekillenmesine neden olur (Baron & Lee, 2006;
Cheville, 1999; Kumar, Cotron, Robbins, 2000).



Vaskuler degisikliklerin gelismesi ile birlikte I6kositlerdeki hcresel
olaylar belirlenir. Tium bu vaskiler ve hilcresel olaylarin sekillenmesinde
bircok kimyasal mediyatoér rol alir. Vazodilatasyon; prostaglandinler ve nitrik
oksit araciligiyla olusur. Lokositlerin aktif hale gelmesini; bakteriyel Utrlnler
ve kemokinler (6rn: IL-8) saglar. Ates gelismesinde; IL-1, IL-6, TNF-q,
prostaglandinler, agrn sekillenmesinde; prostaglandinler, bradikininler, doku
hasarinin olusmasinda ise ndétrofil ve makrofaj lizozomal enzimleri, oksijen
metabolitleri ve nitrik oksit gibi bircok kimyasal mediyatérin rolG vardir
(Baron & Lee, 2006; Cheville, 1999; Ersoy, 2000; Kumar, Cotron, Robbins,
2000).

2.1.1.2 Akut Inflamasyonun Sistemik Etkileri

Akut inflamasyonda baslangicta ortaya c¢ikan lokal bulgulara ilave
olarak sistemik bulgular da goérilebilir. Akut inflamasyonun baslica sistemik
bulgulari ates, periferal |6kositik degisiklikler ve plazma proteinlerindeki
farklilagsmalardir (Ersoy, 2010; Tanas, 2007).

2.1.1.3 Akut Inflamasyonun Seyri

Akut inflamasyonun 2 énemli alt basligi vardir:

1. Vaskiiler Olaylar: Damarlarda meydana gelen vazodilatasyon,
inflamasyon bolgesine kan akiminin artmasini  sadlarken, damar
duvarindaki gecirgenlik artisi plazma proteinlerinin kan dolasimindan
uzaklasmalarina neden olur. Endotel hiicrelerinin aktiflenmesi ile birlikte,
l6kositler damar duvarlarindan gecerek inflamasyon bdlgesine ydnelirler
ve adezyon Ozelliklerinde artis goézlenir. Vazodilatasyon ve kan akimi
artisinin meydana gelmesi, intravaskiler hidrostatik basincin artmasina
neden olur. Bu durum kapillerden sivi filtrasyonunun artmasi ile sonlanir.
Toplanan sivi baslangicta transuda o6zellikli olsa da, damar duvarn
gecirgenligi arttigindan ve bodlgeye hiicreler toplanmaya basladigindan
protein icerikli eksuda siviya donlisim go6zlenir. Sonucta intravaskduler
ozmotik basing azalir ve interstisyel ozmotik basing artarak 6édeme sebep
olur (Kuralay & Cavdar, 2006; Ryan & Majno, 1977; Tuzlali, 2014).

2. Hiicresel olaylar: Vaskiler degisikliklerin meydana gelmesi sonrasi
l6kositler, damar disina c¢ikarak enfeksiyonlu ya da hasarli dokularin yer
aldigi inflamasyonlu bolgede bir araya gelirler. Akut inflamasyonun
olusmasinda gorev alan baslica I6kositler, nétrofillerdir (Tuzlali, 2014).

Bu hucrelerin inflamasyon bdlgesinde toplanmalari ¢cok asamali
suregleri barindirmaktadir. Streg sirasiyla su asamalardan olusur:



a. Endotel adezyon molekdilleri olan selektinler aracilidi ile notrofiller
Ooncelikle endotel ylzeyine gevsek bir sekilde yakinlasarak
yuvarlanirlar (migrasyon ve yuvarlanma).

b. Ikinci asamada yine endotel adezyon molekilleri olan integrinler
sayesinde endotele sikica tutunma (adezyon) olayi gézlenir.

c. Uclincii asamada nétrofiller endotel hiicreleri arasindaki
bosluklardan damar disina ydnelir ve gecerler (transmigrasyon).
Burada CD31 (trombosit endotel hicresi adezyon molekuli-
1/PECAM-1) adezyon molekull goérevlidir.

d. Endotel disina goé¢ eden nétrofiller, zararli etkenleri fagositoz yolu
ile ortadan kaldirmaya ugrasirlar. Fagositoz islemi 3 asamada
meydana gelir; aktif noétrofil dncelikle zararh etkeni tanir ve
Uzerine badlar, zararli etken notrofil icerisine alinarak fagosit
vakuoll igerisine hapsedilir ve myeloperoksidaz gibi enzimler ile
parcalanarak ortamdan uzaklastiriir (Ryan & Majno, 1977;
Tuzlah, 2014).

. Lokosit
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Sekil 2.2. inflamasyon siirecindeki l6kosit olaylari (Kuralay & Cavdar, 2006)

Noétrofillerin temel fonksiyonu, fagositoz ile mikroorganizmalar ortadan
kaldirmaktir ve burada myeloperoksidaz (MPO) enzimi 6nemli role sahiptir.
MPO, CI iyonlarini kullanarak H;O2'yi Hipokloroz aside (HOCI) gevirir.
Oldukga reaktif olan HOCI bircok biyolojik molekilli oksitler ve ortamdan
temizler (Klebanoff, 1999).

Akut inflamatuar cevabin amaci, hasara neden olan ajanin
inaktivasyonunu ve noétralizasyonunu sadlamaktir. Akut inflamasyon
asagidaki durumlardan biri ile biter (Baron & Lee, 2006).
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Coézlulme: Komplike olmayan akut inflamasyonlarda, doku bir
rezolisyon silreci ile normale doner. Bu slrecte, eksudat ve hlcre yikintilar
eritilerek makrofajlar ile lenfatik akim yoluyla ortadan kaldirihir (Ersoy, 2010).

Onarim: Inflamasyona neden olan etken nétralize edilmeden &nce
dokuda nekroz sekillenmisse, onarim hareketleri aktive olur. Boylece nekroze
dokular ya rejenerasyonla ya da skatriks olusumu ile dtzelir (Ersoy, 2010).

Irin olusumu: Bakteriyel enfeksiyonlarda nétrofillerin asir sekildeki
gobgleri ile birlikte erime nekrozu gdézlenir (irinli inflamasyon). Nekrotik doku
ve nétrofillerin likefaksiyona ugrayan kitlesi irin olarak adlandirihr. Irinli
bdlgenin bir duvarla gevrilmesi sonucu ise apse olusumu goézlenir (Ersoy,
2010).

Kronik inflamasyon: Sebep olan etkenlerin akut inflamatuar cevap ile
notralize edilemedigi durumlarda, viicutta bir immun yanit meydana gelir. Bu
da kronik inflamasyona sebep olur (Ersoy, 2010).

2.1.2 Kronik Inflamasyon

Inflamasyon, herhangi bir nedenle iyilestiremez duruma gelirse, akut
inflamasyon kronik bir asama baslatir. Strekli enfeksiyon durumu olusmasi
veya kronik hlcresel yaralanma gibi, tetikleyici uyaranin yok edilmesinin
mUmkin olmadigi durumlarda, haftalarca ve aylarca devam eden kronik
inflamasyon gelisir. Kronik inflamatuar durumlarda, konakgiya verilen hasar,
patojenler gibi yabanc istilacilarin degdil, konakginin kendisinin olusturdugu
inflamatuar yanit tarafindan ortaya cikar (Ahmed, 2011).

Kronik inflamasyon, hlicre ve dokulardaki hasarin devamliligi nedeni ile
provake edilen, uzun sireli (haftalar, aylar ya da belirsiz sureli) bir vakadir.
Monontuklear hucre infiltrasyonu, inflamatuar hicreler tarafindan doku yikimi,
fibrozis ve anjiyogenezis ile dokunun onarilmasi ile ilgilidir (Ersoy, 2010).

Akut inflamasyondan farkli olarak kronik inflamasyonda asagidaki
mekanizmalar gozlenir:

1. Akut inflamasyonda baslangicta noétrofilik 16kosit infiltrasyonu vardir.
Bunu 24 ve 48 saat sonra monositik hicrelerin hakimiyeti izler. Buna
karsilik kronik inflamasyonda makrofajlar, lenfositler ve plazma hicreleri
gibi tek cekirdekli hicrelerin varhgi izlenir.

2. Inflamasyonun meydana geldigi dokuda bulunan inflamatuar hicrelerin
salgiladiklari Grinler doku yikiminin gerceklesmesine neden olur.



3. Yeni damar yapilanmasi (anjiyogenez) ve fibrozisin meydana geldigi doku
onarimi goézlenir (Tuzlah, 2014).

Modern tip cagindaki kronik inflamasyonun ©6nemi, ateroskleroz,
obezite, Tip II Diabetes Mellitus, astim, inflamatuar bagirsak hastaliklari,
noérodejeneratif hastaliklar, romatoid artrit ve kanser gibi bircok hastalikla
iliskili olmasi nedeniyle g6z ardi edilemez hale gelmistir (Ahmed, 2011).

Kronik inflamasyon ylksek kanser riski ile iliskili bir rahatsizliktir.
Molekiler duzeyde, kronik inflamasyon sirasinda olusan serbest radikaller ve
aldehitler, zararli gen mutasyonlarina ve kanserle ilgili anahtar proteinlerin
post-translasyonel degisikligine sebep olabilir. Sitokinler, bliylime faktorleri
ve NF-kB gibi transkripsiyon faktoérleri de dahil olmak lzere inflamasyonun
diger Urlnleri, kanser genlerini (6rnegin, tUmor baskilayici genler ve
onkogenler) ve induklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ve siklooksijenaz-2
(COX-2) gibi 6nemli inflamatuvar enzimlerin ekspresyonuna miuidahale
edebilir. Bu enzimler dogrudan SOR’lari da etkiler. Kronik inflamasyonun
prokanserdz sonuglari; DNA hasari, artan DNA sentezi, hiicre gogalmasi, DNA
onarimi yollarinin ve hucresel ortamin bozulmasi, apoptozis inhibisyonu,
anjiyogenez ve invazyonun ilerlemesidir. Kronik inflamasyon ayni zamanda
immunsupresyon ile alakalidir ve kanser igin risk barindirmaktadir (Hofseth
& Wargovich, 2007).

2.1.3 Inflamatuar Mediyatorler

Histamin, inflamasyona ugramis dokudan, hiicrelerden veya plazmadan
kdken alan inflamatuar mediyatérlerden ilk kesfedilenidir. Bu mediyatorlerin
hicrelerde spesifik reseptorleri bulunur ve salindiklarinda birgcogunda
kimyasal degisiklikler olmaktadir. Ayrica uyarilan bir mediyator diger bir
mediyatoérld uyarmakta rol alabilir (Bienvenu, 1995).

Kimyasal mediyatdrler 8 maddede siniflandirilabilir:
2.1.3.1 Vazoaktif aminler

Vazoaktif mediyatérlerden histamin ve serotonin, akut inflamasyonda
artmis damar gegirgenliginden sorumludurlar (Bienvenu, 1995). Kokeni
kemik iligi olan mast hicreleri, kanda bulunan bazofiller ve trombositler,
histaminin kaynadidir. Histaminin salinmasi travmatik olgular, sicaklik artisi
veya azalisi gibi fiziksel etkiler, mast hicrelerinde bulunan kompleman
sistem reseptérlerinin uyarilmasi, alerjik durumlar ve nétrofillerden lizozom
proteinlerinin salinimi gibi olaylar sonucunda gdérilmektedir. Yine mast
hicrelerinden kaynaklanan serotonin ayni zamanda aktive olmus
trombositler tarafindan da salinmaktadir (Kuralay & Cavdar, 2006).
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2.1.3.2 Plazma proteazlari

Inflamatuar cevapta plazma kaynaklh maddeler olan kininler,
kompleman sistem ve koagulasyon sistemi olarak iki kisimda
incelenmektedir. En 6nemli kininler olan kallikreinler, arter genislemesine ve
damar gecirgenliginde artisa neden olan bradikinin ve kemotaktik olarak
notrofillerin bir araya toplanmasini saglar. Kompleman sistemin en 6nemli
bilesenlerinden C3a, vaskiler gecirgenligin artmasinda ve histamin
salgilanmasinda goérevlidir. C5a nétrofil kemotaksisinden sorumludur. C3b ise
mikroorganizmalarin fagositozundan sorumludur (Takabayashi vd., 1996).
Fibrinojenin fibrine dénismesi esnasinda olusan fibrinopeptidlerle fibrin yikim
drdnleri de koagulasyon kaskadini meydana getirirler (Kuralay & Cavdar,
2006).

2.1.3.3 Arasidonik asit metabolitleri

Inflamasyon nedeniyle ya da cesitli kompleman sistem Uriinleriyle (C5a
gibi) uyarilan fosfolipaz aktivasyonu hicre zan fosfolipidlerinin
parcalanmasina neden olarak arasidonik asit olusumuna sebep olmaktadir
(Cheeseman & Slater, 1993). Fosfolipaz aktivasyonu sonucu olusan
arasidonik asit daha sonra siklooksigenaz yolu ve lipoksigenaz vyoluyla
reaksiyona dahil olur ve bu yolla ilerler. Siklooksigenaz yolu prostaglandin ve
tromboksan senteziyle biter. Bircok prostaglandin ve tromboksan
tanimlanmis olup damar genislemesi, daralmasi ve trombosit agregasyonu
gibi islevlerde gérilmektedirler (Kuralay & Cavdar, 2006). Lokotrienlerden,
hidroperoksieikozatetraenoik asit (HPETE) ve hidroksieikozatetraenoik asit
(HETE) hipooksigenaz yolu urinleridir. Ozellikle nétrofillerde bol olarak
bulunan 5-lipoksigenaz enziminin etkisiyle arasidonik asitten olusan bu
metabolitler kuvvetli kemotaktik karakterdedirler. Ldkositlerin endotelle
baglanti kurmasina da destek olurlar (Haeggstrom, Nordlund, & Thunnissen,
2002).

2.1.3.4 Lékosit urdnleri
Inflamatuar yanitta gesitli sekillerde aktiflesen  nétrofil  ve
makrofajlardan salinan lizozomal enzimler ve reaksiyon sonucu meydana

gelen serbest oksijen radikalleri I6kosit Urinlerini meydana getirir
(Cheeseman & Slater, 1993).

2.1.3.5 Trombosit aktiflestirici faktér (TAF)



Trombosit aktiflestirici faktdér (TAF); nétrofil, bazofil, monosit ve damar
endotel hucrelerinin uyarilmasi sonucu trombositlerin bir araya gelmesini
saglayan ve trombosit stimilasyonunu uyaran mediyatordir. TAF, ayrica
damar gecirgenliginin artmasinda, |6kosit yapismasinda ve kemotaksisinde
de rolU vardir (Aghabeigi, 1992).

2.1.3.6 Sitokinler

Inflamatuar mekanizmanin  olusumunda, c¢ok cesitli kimyasal
medyatdrler bulunmaktadir. Bunlarin icinde ©6nemli sitokinler, hlcreler
tarafindan salgilanan klglk proteinler bir kismi olusturmaktadir (8-26 kDa)
ve hucreler arasindaki etkilesimler ve iletisimler (zerinde spesifik etkileri
mevcuttur (Zhang & An, 2007).

Sitokin genel bir isimdir; diger isimler arasinda lenfokin (lenfositler
tarafindan (retilen sitokinler), monokin (monosit tarafindan (Uretilen
sitokinler), kemokin (kemotaktik faaliyet gbsteren sitokinler) ve interldkin
(bir 16kosit tarafindan (retilen ve diger lokositler (zerine etki yapan
sitokinler-IL) bulunur. Sitokinler, kendilerini salgilayan hicrelere (otokrin
eylem), yakindaki hucrelere (parakrin etki) veya bazi durumlarda uzak
hiicrelere (endokrin eylem) etkide bulunabilirler. Sitokinler birgcok htcre
nlfusu tarafindan olusturulur, ancak yardimci T hicreleri (T- Helper, TH) ve
makrofajlar baskin Ureticilerdir (Zhang & An, 2007).

Polipeptid yapida olan sitokinler; bakteri Urlnleri, toksinler, fiziksel
olaylar ve immun sistem tarafindan uyarilip aktive olmus makrofajlar ve
yardimci T hucreleri (CD4+) gibi hlicre gruplarindan sekrete olan molekuler
yapilardir (Park & Barbul, 2004). interlékinler (6zellikle IL-1, IL-6 ve IL-8) ve
timoér nekroz faktér-alfa (TNF-a), inflamatuar sirecte etkili olan en 6nemli
sitokinlerdir. TNF-a, proinflamatuar etkilerinin yaninda hlcre blylime ve
cogalmasini dizenlemesi agisindan énemli bir yer tutar. Bu sebeple de akut
inflamasyonda ve timor imminitesinde bircok roli oldugunun calismalarla
Ustinde durulmustur. Bunlardan baska interldkinlerle birlikte |6kosit
adhezyonunun ve kemotaksisinin kontroltyle de iliskilidir. Yapilan galismalar
IL-1'in inflamatuar sindirim sistemi hastaliklarinda ve tuberkllozda sitokin
Uretimini arttirdidi sonucunu gostermistir. Ayrica anti-inflamatuar olarak,
asiri  radyasyon dozlarina karsi ve tumor hicrelerinin ¢ogalmasinin
durdurulmasi icin immun baskilayici olarak goérev aldigi sonucuna ulasiimistir.
Bunlardan baska IL-18 ile birlikte vaskiler hicre adezyon molekdlleri,
vaskuller endotelyal biyime faktdérli ve hlcre ici adhezyon molekdillerinin
ekspresyonunda da etkili oldugu konusunda da bilgi sahibi olunmustur.
Dahasi IL-1'in siklooksigenaz-2'yi (COX2) ve induklenebilir nitrik oksit sentazi
(iNOS) aktive ettigi dolayisiyla prostaglandin ile nitrik oksit (NO) sentezinde
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rol oynadigi belirtilmistir (Armstrong, Jordan, & Millar, 1996; Dinarello,
2002).

Sitokinler zararl etkenlere karsi ortaya cikan en erken badisiklik ve
inflamasyon mekanizmalarinda ve mikroplara karsi daha geg gelisen spesifik
badisikhk reaksiyonlarinda goérev alirlar. Sitokinler, goérev aldiklari
reaksiyonlara gére, pro-inflamatuar sitokinler ve anti-inflamatuar sitokinler
olmak tzere ikiye aynlirlar (Tuzlah, 2014; Zhang & An, 2007).

2.1.3.6.1 Pro-inflamatuar sitokinler

Pro-inflamatuar sitokinlerin  yapimindan adirhklhi  olarak aktive
makrofajlar sorumludur ve inflamatuar reaksiyonlarin baslatiimasinda,
siddetinin ve suresinin dizenlenmesinde dnemli yer tutarlar. IL-13, IL-6 ve
timor nekroz faktdérld (TNF)-a gibi bazi proinflamatuar sitokinlerin patolojik
agri slirecinde yer aldigi birgok kez ispatlanmistir (Zhang & An, 2007). IL-1,
IL-6 ve TNF-a akut inflamasyonda rol alan baslica etkin pro-inflamatuar
sitokinlerdir.

IL-1, o&ncelikle monositler ve makrofajlar olmak Uzere, hicre
yaralanmasi, enfeksiyon, zararh etken istilasi ve inflamasyon sirasinda
fibroblastlar ve endotel hiicreleri gibi bagisiklik sisteminde yer almayan
hlicreler tarafindan da serbest birakilir (Zhang & An, 2007). IL-1a ve B, icin
cDNA'larin  1984'de klonlamasi  gerceklestirilmistir. Ikisi de insan
kromozomunun 2. Lokasyonunda bulunan iki farklh gen tarafindan
kodlanmistir. Hicre ile iligkili molekdller igin 22-31 kDa ve salgilanmis
molekdl icin 17,5 kDa boyutlarindadir. IL-1B'nin, &zellikle lipopolisakkarit
kaynakh inflamasyon ve adgrida, TNF-a ile birlikte baslica sorumlu sitokin
oldugu calismalarla ispatlanmistir (Watkins, vd., 1994). Hem IL-1a hem de
IL-1B, hipotalamusun vaskdiler endotel hicrelerini uyararak, prostaglandin E2
sentezini arttirici ve atesi uyarici etki yapar. Ayrica T htcre proliferasyonunu
da tetikleyebilir (Feghali & Wright, 1997; Warren, 1990).

Mononukleer fagositik hucreler, IL-6'nin en énemli Gretim yerleridir. IL-
6 ayni zamanda fibroblastlar, endotel hicreleri, B ve T lenfositler,
hepatositler, keratinositler, glial hlicreler ve kemik iligi stroma hicreleri
tarafindan da olusturulur. Akut inflamasyonun basinda, IL-6 akut faz
yanitlarina aracilik eder. Pro-inflamatuar bir sitokin olarak aktivitesi
strdigiinde akut inflamasyon, immdin yanitlari iceren kronik inflamasyona
dogru ilerler. Karaciger tarafindan akut faz protein sentezinin uyariimasini
saglayan IL-6 ayrica olgun B hicreleri icin bir bliyime faktéortdir ve bu
bagisiklik  sistemi  hlcrelerinin  antikor Ureten plazma hicrelerine
dénusimlerini bagslatir. Sistemik jdvenil idiopatik artrit, Tip I Diabetes
Mellitus, ankilozan spondilit, Sedef ve Crohn hastaligi, romatizmal artrit de
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dahil olmak Uzere bazi inflamatuar hastaliklarda dolasimdaki IL-6 seviyeleri
artmistir (Feghali & Wright, 1997; Gabay, 2006; Zhang & An, 2007).

Inflamasyon olusumunda énemli rol oynayan ve ayni zamanda kasektin
olarak da bilinen bir diger pro-inflamatuar sitokin TUmor nekroz faktor alfadir
(TNF-a). Oncelikli olarak T lenfositler ve makrofajlar tarafindan
olusturulmaktadir. Salgilanan formu 17 kDa, membran formu ise 26 kDa
bldyukliginde olan bir sitokindir (Kriegler, Perez, DeFay, Albert, & Lu, 1988).
TNF, 2 hlcre yuzeyi reseptorleri olan TNFR1 ve TNFR2 vasitasiyla, apoptotik
yollari dlizenleyen, nlkleer faktor kappa B (NF-kB) ve stresle aktive protein
kinazlarin (SAPK'lar1) aktivasyonu ile inflamasyonu dizenleyen cesitli sinyal
yollari Uzerinde yodgunlasir (Zhang & An, 2007). TNF-a ve IL-1'in birgok
inflamatuar 6zellikleri benzerdir. TNF-a, IL-1 gibi, dogrudan hipotalamusun
vaskuler endotel hicreleri tarafindan prostaglandin E2 sentezinin uyariimasi
yoluyla ya da dolayli olarak IL-1'in serbest birakiimasiile atesin ylukselmesine
sebebiyet verebilir.TNF-a, IL-6 ve IL-1 gibi, karaciger tarafindan akut faz
cevap proteinlerinin Uretimini tetiklemektedir (Feghali & Wright, 1997;
Watkins et al., 1994; Zhang & An, 2007).

Sepsis sirasinda, gram negatif bakterilerden salinan lipopolisakkaritler,
makrofajlar tarafindan TNF-a 'nin (ve ardindan IL-1 ve IL-6'nin) yaygin
dretimini indukler. TNF-a'nin sistemik saliniminin, septik sokun karakterize
ettigi ates ve hipotansiyondan sorumlu oldugu belirlenmistir. Buna ek olarak,
TNF-a 'nin bazi kanser ve enfeksiyonlarda ortaya cikan kaseksiden sorumlu
oldugu akla gelmektedir (Beutler & Cerami, 1988; Feghali & Wright, 1997).

2.1.3.6.2 Anti-inflamatuar sitokinler

Anti-inflamatuar sitokinler, pro-inflamatuar sitokinlerin aktivite ve
etkilerini kontrol eden bir dizi immuun dlzenleyici molekuler yapilardir. Baslica
anti-inflamatuar sitokinler, IL-1 resept6r antagonisti, IL-4, IL-10, IL-11 ve
IL-13 olarak belirtilir. IL-1, TNF-ave IL-18 igin spesifik sitokin reseptdrleri de
pro-inflamatuar sitokinler icin inhibitoérler olarak gérev yaparlar (Zhang & An,
2007).

Tum anti-inflamatuar sitokinler arasinda, IL-10, aktive makrofajlar
tarafindan salgilanan TNF-a, IL-6 ve IL-1 gibi pro-inflamatuar sitokinlerin
ekspresyonunu baskilayan, guclid inflamasyon dnleyici dzelliklere sahip bir
sitokin olarak bilinir. Aktive edilmis T hucreleri tarafindan IFN-y Gretimini
inhibe ettigi icin, IL-10'a B hiicresi tlrevi T hicresi blyime faktoéri ve sitokin
sentezi engelleyici faktér (CSIF) olarak adlandirilmistir. Insan IL-10'u igin
1990'da klonlanan cDNA'nin, 18 kDa’lilk boyuta sahip bir protein oldugu
bulundu. IL-10, CD4+ T hicreleri, aktive CD8+ T hicreleri ve aktive B
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hicreleri de dahil olmak lzere cesitli hicre tipleri tarafindan yapilir (Chen &
Zlotnik, 1991; Feghali & Wright, 1997; Zhang & An, 2007).

IL-10, endojen anti-sitokinlerin Uretimlerini tetikleyebilir ve pro-
inflamatuar sitokin reseptdrlerinin Uretimlerini suprese edebilir. Dolayisiyla,
pro-inflamatuar sitokinlerin Uretiminin ve islevinin, ylksek dlzeylerde zit
sekilde regilasyonunu saglamaktadir (Zhang & An, 2007). Etkileri arasinda,
antijen spesifik T hilicre proliferasyonunun azaltilmasi, nitrik oksit ve
prostaglandin sentezinin baskilanmasi, IL-2 ile indiklenen IFN-y dretiminin
ve monositlerde IL-4 ve IFN-y ile indlklenen Major doku uygunlugu bileseni
(MHC) sinif II proteinlerin ekspresyonlarinin inhibisyonu bulunmaktadir
(Feghali & Wright, 1997).

T hucresi kaynakli, B hicresi bliylime faktori olarak adlandirilan dnemli
anti-inflamatuar sitokinlerden biri de IL-4'dur. Tip 2 yardimci T lenfosit (Th2)
hiicreleri esas kaynak hucreleridir. Ayrica makrofajlar, monositler, mast
hlicreleri, bazofiller, fibroblast ve endotel hlicrelerinden de salinmaktadir. IL-
4, TNF-a ve IL-6 gibi proinflamatuar sitokinlerin ve monositler tarafindan
salgilanan (monokin) parcalayici enzimlerin Gretim miktarini dtsurar. IL-13
sentezini, 0Ozellikle IL-1 reseptdér antagonistini (IL-1Ra) uyararak
baskilayabilir (Abbas, Lichtman, & JS., 2000; Ozbal, 2000).

12-17 kDa'lik bir protein olan IL-13, IL-10 gibi, lipopolisakkarit benzeri
etkenler sonrasi insan periferal kan monositleri tarafindan sekrete edilen IL-
1B, TNF-a, IL-8 ve IL-6 gibi pro-inflamatuar sitokinlerin UGretimini inhibe
ederek anti-inflamatuar etkinliklerde bulunmaktadir.IL-13, hiicresel kaynadi
Th2 hicreleri olup, birgok 6zellikleri IL-4 ile aynidir (Feghali & Wright, 1997;
Gour & Wills-Karp, 2015).

2.1.3.7 Blyime faktérleri

Cesitli hicre tiplerinin ¢odalmasinda gorev alan blyime faktorlerinin
salinmasindan sorumlu olan makrofajlar, inflamatuar strecte aktive olma
gorevini de  blnyelerinde  bulundururlar.Biyime  faktorleri,  diger
mediyatorlerden farkli olarak hiicre zarinda bulunan reseptorlere baglanarak
etkisini baslatir (Park & Barbul, 2004). Epidermal blyuime faktéri (EGF),
fibroblastlar ve bircok epitel hlcresi Gzerinde mitotik aktiviteyi arttirmaktan
sorumludur. Fibroblast blylume faktéri (FGF) ise damar farklilasmasinda
gbrevlidir. Bunlardan baska oOzellikle aktif trombositlerden olmak Uzere
endotel, diz kas ve makrofaj hlicrelerinden de salinabilen trombosit kdkenli
biaylime faktori (TKBF) de hicre cogalmasi ve lokosit kemotaksisinden
sorumludur (Sessle, 2001).
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2.1.3.8 Nitrik oksit (NO), P maddesi ve kalpainler

Nitrik oksit sentaz (NOS) tarafindan L-arjininden sentezlenen NO,
Uzerinde tasidigi eslesmemis elektron ile uzun 6murli olmayan bir serbest
radikal olarak bilinir. Endotel hicrelerinde bulunan nitrik oksit sentaz enzimi
eNQOS, indiklenebilir formda bulunan iINOS ve noéronlardaki ise cNOS olarak
isimlendirilir (Rizk, Witte, & Barbul, 2004). Yapilan calismalar sonucu NO’ in
damarlarda vazodilatasyona neden oldugu ile ilgili verilere ulasiimistir. Bu
etkinin yaninda o&zellikle iNOS’ un lipopolisakkaritler, INF-y ve TNF-a gibi
molekiller tarafindan uyarilmasiyla makrofajlarda ¢ok miktarda NO Uretimi
gerceklestigi ve patojenlere karsi bir savunma sistemi olusturuldugu sonucu
elde edilmistir. (Cendan vd., 1996). NO’ in asin Uretiminin mast hicrelerinin
aktivasyonunu engelledigi ve I|0kositlerin adhezyonunu inhibe ettigi
gbzlenmistir. Bunlardan baska 6zellikle glgll bir oksidan olan peroksinitritin
(ONOO-) olusumuna neden olmaktadir (Hibbs, 2002).

Bunlarin disinda agri iletiminde rol oynayan periferik sinirlerin terminal
uclarinda yerlesmis néropeptid grubu bir mediyatér olan P maddesi, damar
genislemesi ve salgl Uretiminde artisa neden olan analjezik etkili bir kimyasal
olarak bilinmektedir (O'Connor vd., 2004).

Son olarak kalpainler, bircok norodejeneratif hastaligin patofizyolojik
gelisiminde rol oynayan, inflamasyon, apoptoz ve hicre siklusunda rol alan
proteazlar olarak gorev yapmaktadir. Inflamasyon olusumunda ®nemli bir
transkripsiyon faktdrt olan NF-kB' nin aktive edilmesini saglayarak etkinligini
gosterdigine yonelik calismalar bulunmaktadir (Lancaster, Christman,
Blackwell, Koay, & Blackwell, 2001).

Inflamasyonun 6nlenmesinin pek c¢ok kanser tipinde hastaliktan
korunma sadladi§i ydéninde yapilan galismalar da vardir. Ozellikle akut
inflamasyona nazaran hicre ve doku hasarinin uzun sireli seyrettigi kronik
inflamasyonun, epiteliyal kanser olusumunda bir risk faktérid olarak
gorulmektedir. Ayrica viseral kanserlerin 5te 1'inde etken olarak
enfeksiyonlar rol oynamistir (Arik, Gudeloglu, & Uygur, 2011). Inflamasyon
sonucu enfeksiydz olsun ya da olmasin dokuda gelisen fagositoz aktivitesinin
artmasi ve slperoksit anyonlarinin cikisina bagli olarak olusan oksidatif
artnler sebebiyle DNA’ da mutasyonlarin gercgeklestigi gdsterilmistir. Kansere
neden olan enfeksiyoz ajan varliginda (Helicobacter pylori gibi) serbest
oksijen radikallerinin miktarinin arttigi ve vicuttaki antioksidan enzimlerin
blylk cogunlugunda bir azalma meydana geldigi belirtilmistir (Kawanishi &
Hiraku, 2006; Zhou, Xiao, Zheng, Dong, & Zhang, 2006).
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2.2 LIPOPOLISAKKARIT (LPS)

Gram negatif bakterinin hicre duvar ve sitoplazmik zarindan olusan
yapisi hicre zarfi olarak bilinir. Hlcre zarfi dis zar, orta tabaka ve plazma
zarindan meydana gelmektedir. Hucre zarfinin birincil islevi sitoplazmik zari
dis etkilere karsi savunmaktir. Dis zar gram negatif bakterilere 6zgtdur. Dis
zarda primer olarak LPS ve porinler (por proteinleri) bulunur. Ayrica antijenik
ozellige sahip olan LPS, bakteri lizisine bagh olarak hicre duvari
parcalaninca, bakteri bolinurken veya protein vezikllleri ile birlikte ortama
salinir (Dogan, 2001; Rietschel vd., 1996)

Gram-negatif (-) bakterilerin 6nemli bir dis zar bileseni olan
Lipopolisakkarit, yapisinda polisakkarit ve fosfolipid bulunan 10°-108 Da
molekiler agirliginda ve ampifilik karakterde (bir ucu hidrofilik, bir ucu
hidrofobik) bir molekul olarak bilinir. LPS’nin endotoksisitesi onun kimyasal
yapisindan kaynaklanir. LPS’ler genel olarak Ug¢ buylk yapisal alan iceren
ortak bir yapi gosterirler; polisakkarit alan en dis ylzde, cogu organizmada
oldukca degisken olan O-spesifik halkadan meydana gelir ve endotoksinin
spesifikligi ile ilgilidir. Diger bolge olan orta derecede korunmus bir cekirdek
oligosakkarit yan zincir bdlgesi (R-kor oligosakkarit) ise birbirine benzer olan
bakterilerde yapi olarak ortaktir. Fosfolipit alan olan iyi korunmus bir lipit A
alani, toksisitenin olusmasini saglayan ve inflamatuar cevaba neden olan
bélgedir (Caroff & Karibian, 2003; Dmitriev, Ehlers, & Rietschel, 1999).

. ’ -~ |
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Sekil 2.3. Lipopolisakkarit (LPS)’in yapisi

Escherichia coli (E. coli) gibi Gram-negatif bakterilerin hlicre duvarinin
bir bileseni olan ve "endotoksin" olarak da adlandirilan lipopolisakkaritler
(LPS), sican ve farelere uygulandiginda inflamasyon gézlenmistir (Ozbasoglu,
2009). Ayrica bu endotoksinler, pikomolar dizeylerde de olsa, insanlarda
dogal bagisiklik sistemini tetikleyecek inflamasyona neden olabilirler (Faraj,
McLaughlin, & Erridge, 2017). LPS’ nin inflamatuar sireci baslatmasindaki ilk
basamak karaciger tarafindan hepatositlerde sentezlenen molektler agirligi
58 kDa olan akut faz reaktani lipoprotein baglayici protein (LBP) ile
etkilesmesidir. LBP ile badglanan LPS, monosit, lenfosit ve o6zellikle
makrofajlarin zarinda bulunan molekil agirhdr 53 kilodalton olan CD14
reseptorlerinin uyarilmasini saglayarak immin yanitin baslamasina 6ncllik
eder. Konakgi htcrelerdeki CD14 molekill glikozilofosfoinozitol yapisinda bir
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reseptordlr. LPS; monosit, lenfosit ve dzellikle makrofajlarin zarinda bulunan
TLR4 sinyal reseptéri ve yardimci proteini MD-2 uyarilmasini saglayarak
immun yaniti strdirar (Dai, Zhang, & Pruett, 2005; Iontcheva, Amar,
Zawawi, Kantarci, & Van Dyke, 2004; Bilgin, 2007). Bu reseptorlerin
uyarilmasi, hicre icerisinde bir dizi sinyal yolunun aktivasyonunu saglayarak
bir ndkleer transkripsiyon faktéri olan NF-kB’ yi ve MAPK yolunun
aktivasyonunu saglar. Bunun sonucunda TNF-a, IL-1B, IL-2, IL-8 ve IL-6 gibi
bircok proinflamatuar sitokin ve iNOS’ un ekspresyonunda bir artis gdézlenir
(Heller vd., 1997). Etkenin ortadan kaldiriilmasina yardim eden bu
inflamatuar yanitin sonunda ise iNOS araciligiyla olusan NO, siklooksigenaz-2
(COX-2) etkisiyle olusan prostaglandinler ve serbest oksijen radikalleri
gibiorganizmada toksik etkiler olusturabilecek Urtnler goérular. Ayrica T ve B
lenfositlerin uyarilmasina katkida bulunan LPS, antikor (retilmesini saglar.
Bunlardan baska serum proteazlarinin, kompleman sistem elemanlarinin ve
fagositlerin aktiflesmesinde gérev almaktadir (Alexander & Rietschel, 2001
Gnauck, Lentle, & Kruger, 2016; Raetz & Whitfield, 2002).

Bircok Gram-negatif bakteri hiicre duvarinda LPS bulunmasina ragmen
inflamasyon ve sepsis calismalarinda genellikle Escherichia coli (E. coli)’ nin
degisik serotiplerinden elde edilen liyofilize toz halindeki formlarindan
yararlaniimaktadir (Iskit, 2005).

2.3 PEPINO (SOLANUM MURICATUM)

Pepino (Solanum muricatum), Solanaceae (patlicangiller) familyasindan
cok yilhk ya da tek yillik olarak da yetistirilebilen bitkilerin meyvelerine
verilen addir (Correll, 1962; Anderson & Bernardello, 1991; Anderson vd.,
1996).

Genellikle cok yilhk bir bitki olarak Guiney Amerika’nin Kuzey Andes
Bdlgesinde yetistirilen pepino, daha ¢ok deniz seviyesinin Uzerindeki bélgeleri
(800-2700 m) sevmektedir. Yeni Zelanda da ise vejetatif olarak cogaltilir ve
yillik olarak yetistirilir (Regwell & Turner, 1986; Gonzalez vd., 2000). “Pepino
dulce” (Ispanyolca’da ‘tath salatalik’) ya da “melon pear” olarak da
adlandirilan Pepino meyvesi (Solanum muricatum Ait.), dona kars! oldukca
hassas ve her zaman yesil kalabilen bir bitki tlirtdir (Ahumada & Cantwell,
1996).

Anavatani Gliney Amerika Ulkeleri olan pepino meyvesi Ulkemizde,
gece gilndiz sicakhk farkinin fazla olmadigi ihman iklim kosullarina sahip
bolgelerde (Karadeniz, Ege, Marmara ve Akdeniz bdlgeleri) Uretimi
yapilabilmektedir. Tlrkiye'de uretimine yeni baslanan Pepino cesidi olan
Miski, Peru orijinli olup Gliney Amerika'nin diger bélgelerinde de dogal olarak
Uretilmektedir (Akay, 1984).
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Sekil 2.4. Pepino cicekleri ve pepino meyvesi (Simsek,2010)

Canliliklari gevre kosullari, 6zellikle sicaklik ve nem ile degisebilen
(Mesquida ve Renard, 1982); cesitli vitaminler, aminoasitler, organik asitler,
mineraller, ozlar ve elementler bakimindan zengin (Akay, 1984) olan polen;
bitki tlrlerine gore farkliliklar géstermekle birlikte biinyesinde; vitaminlerden,
B1, B2, B3, B5, B6, B9, vitamin H (B7), C, A ve E (Sorkun 1986; Taskin,
2006); aminoasitlerden, Sistin, Lisin, Histidin, Triptofan, Metiyonin,
Fenilalanin, Arjinin, Izolésin, Valin ve Glutamin; organik asitlerden,
Parahidroksi Benzoik asit, Askorbik asit, Kafeik asit, Sinnamik asit, Kumarik
asit, Ellagik asit, Ferulik asit, Rosmarinik asit, Vanillik asit, Gallik ve Fenolik
asitler; elementlerden, Fosfor, Kalsiyum, Magnezyum, Aliminyum, Silikon;
ozlardan, Glukoz, Fruktoz ve Sukroz barindirmaktadir (Cakir, 1990).

17. yy’ da tarihgi Cobo tarafindan suyunun bodbrek atesine vyararl
oldugu tespit edilen pepino, yaprak ve meyveleri ile dekoratif bir bitki olup
slis bitkileri kataloglarinda da yer almakta, kapali mekanlara asildiginda
etrafa ¢cok hos bir koku birakmaktadir (Prohens vd., 1996a). Cok yonli bir
bitki olan pepino (Nuez ve Ruiz 1996) olgunlastiginda kavun benzeri bir tada
sahip olup (Sweet, 1986; Ruiz vd., 1996a) herhangi bir yemegin parcasi
olarak da kullanilabilmektedir.

Pepinodan elde edilen ekstrelerin, timaor gelisimini in vivo ve in vitro
olarak cift tarafli inhibe ettiginin tespit edildigi calisma; insan ve fare hiicre
hatlari; prostat, mide, karaciger, gogis, yumurtalik, kalin bagirsak ve akciger
kanser htcreleri; umbilikal ven endotel hiicre ve akciger diploid fibroblast
normal hucreleri Gzerinde vyuratlilmuas, hicre canliliklar tespit edilmistir.
Farelerin inokilasyonunda mide kanseri hicreleri ile yapilan in vivo ¢alisma,
CSG’ nin (100 pg) dogrudan timor kitlesine enjektesinin timor hacmini
distrdtginin altini gizmistir (Ren & Tang, 1999).
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Kim’ in patentli bulusu; pepino yapraklari, sapl ve meyvesini barindiran
meyve ekstraktlarinin cgesitli yontemlerle hazirlanmasiyla elde edilen bir
bilesimin, kandaki alkol yogunlugunu dislirmesi icin kullaniimasiyla iliskilidir.
Bu bulusun icerigini, pepino meyve ekstraktlari itibariyle agirlik olarak % 30-
40 pepino meyvesi; % 60-70 pepino yapraklari, pepino saplari ve meyan
kokl olusturmakla birlikte bu bilesim; alkol sersemliginin tedavisinde icecek
olarak, alkolizmin tedavisinde ilac olarak veya diyetsel lif seklinde diyet
yiyecegi olarak degerlendirilmektedir.

Pepino meyvesinin gesitleri

Pepino bitkisinin adaptasyonunu saglamak ve ylksek verim elde
edebilmek amaciyla gesitli 1slah yéntemleriyle, farkli kosullarda farkh tirler
de yetistirilmistir. Son zamanlarda, Yeni Zelanda’'da ve Avustralya’da, Sili'de
yetistirilen “El Camino” ve “Schmidt” gibi tlrlerin yani sira, “Suma”, “Miski”,
“Lincoln Long”, “Golden Litestripe” gibi gesitli ticari Urlnler de yetisitirilmistir
(Prohens vd., 1996).

Cok cesitli sekil ve renkte, sulu, hos aromali ve tath bir meyve olan
‘pepino’ glinumuzde, Peru, Sili ve Yeni Zelanda’da daha c¢ok ihraci yapilan bir
drdn olmakla birlikte Kaliforniya’da ve son yillarda Ulkemizde de ticari bir
drdn olarak yetistirilmektedir. Pepino meyvesinin, “Toma”, “Miski Prolific”,
“Colossal”, ve “EI Camino” adlariyla anilan birgok ticari cesidi de vardir
(Ahumada & Cantwell, 1996). Yetistiriciligi yapilan Pepino cesitlerinden; El
Camino, Toma, Miski, Kawi, Sweet Long, Sweet Round, Puzol, Schimit,
Suma, Gold, Golden Litestripe, Asca, Lincoln Long ve Corneraya sayilabilir
(Redgwell & Turner, 1986). Ulkemizde su anda Miski cesidi tretilmektedir.

Pepino meyvesinin %92' si su ve icerdigi kalori degeri min 25 cal/100 g
olup meyvede; sakkaroz, fruktoz ve glikozdan olusan toplam sekerin %50'
sini sakkaroz; ucucu olmayan organik asitlerin %90' dan fazlasini sitrik asit
olustururken; malik asit ve iz miktarlarda quinik asit de bulunmakta olup
aspartik asit, toplam serbest amino asitlerin %70' ini; seltloz (%71), pektin
(%17) ve hemisellloz (%11) hicre duvar polisakkaritlerini olusturmakta ve
bircok meyveden daha yuksek askorbik asit dizeyine (48,0-68,6 mg/100 g)
sahiptir. Olgunlasma sirasinda sakkaroz, sitrik asit ve dikarboksilik amino asit
seviyelerinde slrekli bir artis oldugu goézlemlenmistir (Redgwell & Turner,
1986; Yoruk, 1997).
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Sekil 2.5. Pepino meyvesinin gesitleri(Rodriguez-Burruezo, 2003)

Gelismekte olan pepino meyvelerinde, c¢6zlnebilir sekerlerin,
nisastanin, invertaz ve sakkarozun sintaz aktiviteleri incelendiginde;
sakkarozun, blylimenin erken asamasinda dislik miktarlarda bulundugu ve
meyveler tam blyUkligine ulastiginda aklimile olmaya basladidi;
olgunlasmamis meyvede bulunan nisastanin, olgun meyvede c¢ok az oldugu;
gelismekte olan geng meyvelerde ¢6ézunebilir asitin invertaz aktivitesi ylksek
bulunurken, sakkaroz akimdulasyonunun baslamasiyla birlikte dustk
seviyelere indigi, genc meyvelerde dislk olan sakkaroz sintaz aktivitesinin
ise, olgun meyvelerde arttigi belirlenmistir (Schaffer vd., 1989).

Pepinonun yliksek oranda askorbik asit icerigine ve dilretik 6zellige
sahip oldugu bilinmektedir (Ren & Tang, 1999). Pepinoda, dlstk kalori
miktarn ile ylksek askorbik asit iceriginin bir arada bulunusu kayda deger
olup tansiyon dusuridcu ve idrar sokturicu oOzellikler tasimakta (Sanchez-
Vega, 1992) ve sulu ekstraktlari kanser hucrelerine karsi tiumoér karsiti
davranis sergilemektedir (Ren & Tang, 1999).

Yeme olgunluguna gelen pepino meyveleri krem-sari renkte, bol sulu
ve kavun aromasina sahiptir. Bu sebeple bazi Ulkelerde “Armut Kavunu”
olarak da adlandirilmaktadir. Kivi, kavun, muz, ananas ve seftali tatlarinin
hepsini birden icermesi yaninda, pepino C vitamini igerigi yoninden de
oldukca zengin bir meyve olarak bilinmektedir. Ayrica, potasyum, kalsiyum
ve demir gibi mineraller bakimindan da zengindir (Redgwell & Turner, 1986).
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Pepinonun, tedavi edici 6zellikleri oldugu belirtilmektedir. Kullanimina
iliskin gesitli olasiliklar olmakla beraber diger bircgok meyveden daha fazla C
vitamini yapisinda bulundurmaktadir ki bu anlamda antiskorbltik ve tibbi
amacl kullanima da uygun goérilmektedir. Cesidine ve yetistirme kosullarina
bagh olarak C vitamini icerigi 45-70 mg/100g arasinda degisiklik gosterir
(Redgwell ve Turner, 1986). Bu deger cogu C vitamini kaynadi meyveden
bile fazladir. 17.yy’da arastirmaci Cobo, pepinonun niteliklerine dikkat
cekerek, meyve suyunun cesitli merhemlere katilarak bébrek sorunlar gibi
rahatsizliklarda rahatlikla kullanilabilecegini belirtmistir (Prohens vd., 1996).

Yiksek miktarda kalsiyum ve vitamin icerigi ve antitimor etkisi gibi
bazi tibbi etkileri olan; %9,5 kuru madde icerigi, %4,6 karbonhidrat, %0,06
asit, %34,25 mg C vitamini ve yluksek miktarda A vitamini iceren olgun
pepino meyvelerinde; esterler, aldehitler, ketonlar, terpenler, alkoller,
mesifuran ve beta-damascenone gibi aromatik ve ugucu bilesiklerin varligi
belirlenmistir (Guigin, 1998; Nemati vd., 2009).

Tablo 2.1. 100 g pepino meyvesinin bilesiminde bulunan maddeler (Wills vd., 1986).

(=) Vitaminler (mg)
Protein 0.60 c 31.00
Yag 0.10 Bl 0.03
Su 93.40 B2 0.03
Seker (2) Bl2 0.40
Glikoz 2.00
Fruktoz 1.30 EKarotenoidler (mg)
Sakkaroz 1.30 a-Karoten 0.00
Nizasta 0.00 f-Karoten 017
Seliloz 1.10
Organik Asitler (2) Mineraller (mg)
Malik 0.03 K 120.00
Sitrik 0.07 Na 1.00
Diger 0.00 Ca 5.00
Kiil 0.30 Mg g.00
Enerji (k 93.00 Fe 0.10
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2.4 SERBEST RADIKALLER, OKSIDATIF STRES VE
ANTIOKSIDANLAR

2.4.1 Serbest Radikaller

Organizmadaki metabolik olaylar sonucu dogal olarak olusan serbest
radikaller, vlcut tarafindan oksidan-antioksidan dengesi adi verilen bir dizen
icerisindedir. Bu dengenin bozulmasi bircok hastaligin da patolojisinde rol
oynayan oksidatif strese sebep olur (Mercan, 2004). Serbest radikallerin en
onemli 6zelligi son yoringelerinde, diger bircok radikal ile paylasabilecedi ve
son derece reaktif olan eslenmemis bir elektron olmasidir. Atom gekirdeginin
etrafinda bulunan elektronlar ‘orbital' denilen yoéringelerde hareketli bir
sekilde bulunmaktadir. Kararli durumlarda ilk orbitalde iki, digerlerinde sekiz
elektron vardir. Serbest radikaller kimyasal olarak kararsiz yapida
bulunmaktadir (Kurt, Basaran & Aral, 2005; Rikans, Hombrook & Cai, 1994).
Dis orbitaldeki eslesmemis elektronun eslesmesini ve daha kararh hale
gelmesini saglamak icin, herhangi bir moleklil veya atom ile etkilesime
girerek, o yapidan bir elektron alma veya bir elektron verme istegindedirler.
Bu nedenden dolayi, diger molekillerle reaksiyona girebilecek sekilde aktif
bir yapi olma egilimindedirler. Bunun sonucunda da reaksiyona girdigi
molekili bir radikal haline getirebilir. Boylece diger molekillerle reaksiyona
girmeye meyilli olup organizmada da temel organik molekullerin yapilarini
bozarak zararh hale donlsebilirler. Serbest radikal olusumunda molektle bir
elektron eklenmesi biyolojik ortamlarda en sik goérllen serbest radikal olusum
bicimidir (Mccord, 1993; O'Neill, Stebbins, Bonigut, Halliwell, & Longhurst,
1996; Halliwell & Gutteridge, 1984).

Organizmada serbest radikaller metabolik olaylar sonucu surekli
olusmakta olup biyolojik sistemlerde meydana gelme yollarinda ilk sirayi
elektronlarin radikal olusturmak igin diger bir molekile transfer olmalari
almaktadir (Seifried, Anderson, Fisher, & Milner, 2007).

2.4.2 Serbest Oksijen Radikalleri

Oksijen (02), enerji duzeylerindeki elektronlarin yapisi nedeniyle
oldukca kararsiz olan, suda ¢b6zinmeyen, kokusuz ve renksiz bir molekdl
olarak bilinir. Oksijenin kararhligi acisindan oldukga 6nemli olan bir nokta da
ayri orbitallerde (2P) bulunan elektronlarin ayni ydnde dénmesidir. Clinkd bu
elektronlardan bir tanesinin diger orbitale sicramasi ya da farkli yonde
dénmeye baslamasiyla singlet oksijen olusumu meydana gelmektedir.
Oksijenin bu reaktif yapisi ve 6zellikle oksijen kullanan canlilarda metabolik
faaliyetlerdeki kullaniminin ylUksek derecede olmasi oksijenin biyolojik
sistemlerdeki en 6nemli reaktif kaynak olmasinin sebebidir. Serbest oksijen
radikalleri, kendileri radikal olmayan fakat oksijen radikallerinin meydana
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gelmesi sirasinda acgida cikan tilrevleri de blinyesinde bulundurmaktadir
(Albayrak, 2015).

Oksijenin radikal tdrleri, biyolojik ortamlardaki en &nemli serbest
radikallerdir. Serbest oksijen radikalleri sadece serbest oksijen radikallerini
icermezken, oksijen radikali olusumunda yer alan, radikal olmayan oksijen
turlerini de bunyesinde barindirir (Halliwell & Gutteridye, 1984).

Biyolojik sistemlerde, oksidatif fosforilasyonla ATP Uretilirken oksijenin
indirgenmesi sirasinda slperoksit (Oz-) radikali olusmaktadir. Zayif bir
oksidan olan O2- radikalinin kendi basina énemli hlicre hasarlarina neden
olmasi zor olsa da oksidatif strese yol agabilen reaksiyonlari baslatabilmesi
acisindan elzemdir. En dnemli reaksiyon olan ve demir gibi gegis metallerinin
(Cu, Mn, Zn, Cr, Co, Ni, Mo) katalize ettigi Haber-Weiss reaksiyonunda dikkat
ceken 02-, H202 ve demir varliginda oldukga reaktif olan hidroksil (OHe)
radikallerini meydana getirir. Hidrojen peroksit ise hiicre zari igerisine girerek
daha reaktif olabilecek radikallerin olusmasina sebep olur. Bu sebeple tim bu
zararlarin dnlenmesi igin vucutta bir takim antioksidan sistemler meydana
gelimisitir (Nordberg & Arner, 2001; Albayrak, 2015).

Hidroksil radikali DNA’ daki deoksiriboz molekuline etki ederek DNA ve
RNA’da bulunan aromatik plrin ve pirimidin bazlariyla girdigi reaksiyonlar
sonucu mutajenik etki gdsterebilmektedir. Ayrica DNA’da zincir kirilmalari
meydana getirmektedir (Dizdaroglu, 1991). Peroksil radikali (ROO-) hicre
zarinda yer alan yag asitleriyle birlesip lipid hidroperoksitlere déntsir ki bu
olay reseptorlerin aktivitesini engellediginden hilicre zari yapisina ciddi
hasarlara sebep olmaktadir (Sleep, Wilson, Simmons, & Gratzer, 1999).
Bunlarin disinda nétrofil, makrofajlar gibi hlcrelerin fagositik faaliyetleri
sonucu olusan hipokloréz asit yine zararli bir oksidan olarak bilinmektedir
(Marcinkiewicz vd., 2000).

Inflamatuar cevapta roli olan ve damar endotelinin fizyolojik
faaliyetlerini dizenleyen NO ise hiicre icinde olusmus olan diger serbest
radikallerle reaksiyona girerek gugli bir oksidan olan peroksinitrit (ONOO-)
olusturmakta ve daha ileri reaksiyonlar sonucu hidroksil radikalinin meydana
gelmesine sebep olmaktadir (Marcinkiewicz vd., 2000; Albayrak, 2015).

Hidroksil (HOe) , slperoksit (O2-) gibi reaktif oksijen tirleri ve hidrojen
peroksit (H202) baz degisikligi (modifikasyonlari), zincir kirigi ve DNA-protein
capraz bag kiriklari gibi her tlrli DNA hasarini meydana getirmektedir.
Reaktif oksijen ve azot tlrleri direk ya da dolayh olarak hicresel
makromoleklllerde gecici ya da kalici hasara sebebiyet vermektedir. Bdylece,
oksidatif stres hasarlari meydana gelir. Nukleik asit, protein ve lipid gibi
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hiicresel makromoleklller Gzerinde oksidatif hasarlar kanser dahil bircok
hastaligin olusumuna sebep olmaktadir (Aruoma, 1998).

2.4.3 Serbest Radikal Kaynaklari

Serbest radikallerin kaynaklari endojen (hicre igi) kaynaklar ve
ekzojen kaynaklar olmak Uzere ikiye ayrilir:

-Ekzojen radikal kaynaklari: Ekzojen olarak organizmada serbest
radikal dretimine neden olan etmenler olarak; havadaki azot dioksit ve
kiklrt dioksit gazlan, c¢odzlculer, pestisitler, asbest gibi kimyasallar,
radyasyon, ultraviyole isinlari, stres, asiri alkol tiiketimi, coklu doymamis yag
asitleri, yuksek kalorili beslenme, DNA hasarina yol agabilecek asiri demir ve
bakir tiketilmesi verilebilir (Albayrak, 2015).

-Endojen radikal kaynaklari: Mitokondrial elektron transport sistemi,
iskemi, travma, inflamasyon, intoksikasyona bagl oksidatif stres durumlari,
peroksizom enzimleri, tioller, katekolaminler, hidrokinonlar, flavinler,
tetrahidroproteinler, endoplazmik retikulum ve nukleus zarindaki elektron
transport sistemleri, NADPH oksidaz, lipooksijenaz, prostaglandin sentetaz
gibi htcre igi enzimler de endojen radikal kaynaklar olarak sayilabilir
(Akpinar, 2003; Cam, 2007).

2.4.4 Serbest Oksijen Radikallerinin Biyokimyasal Etkileri

Biyolojik sistemlerdeki metabolik aktivitelerin sonucu olusan serbest
radikaller bircok hastaligin patogenezinde rol oynar. Fakat dogal
mekanizmalar tarafindan meydana gelen serbest radikaller hicre igerisinde
degisik roller de Ustlenmistir. Son vyillarda slperoksit (O2-) ve hidrojen
peroksitin (H202) ikinci haberci olarak goérev yaptigi dislincesi hizla kabul
gbérmektedir. Son yirmi bes yilda yapilan arastirmalar serbest radikallerin
hicre fonksiyonlarini dizenledigini kanitlar nitelikte sonuglar vermistir.
Ozellikle hidrojen peroksit ile yapilan calismalar, onun hiicre icerisinde insilin
baylime faktorli gibi goérev yaptigini gosterir niteliktedir. Redoks duyarl
transkripsiyon faktorlerinin kesfi sonrasi NO’in guanilat siklaz aracilhidiyla
vazodilatasyonda ve sinir iletiminde rol oynadigi ispatlanmistir. Bu gelisme
serbest radikallerin ikinci haberci olarak islev yaptiginin diger bir kaniti olarak
gosterilebilmektedir. Pek ¢cok arastirmadan elde edilen bu gibi veriler serbest
radikallerin hedefleri ve sinyal yollari hakkindaki goértsleri aydinlatmaktadir
(Bobrowski, 2005).

Vicudumuzdaki tim moleklller serbest radikaller tarafindan hasara
ugratilma riskiyle karsi karsiya kalmaktadir. Béyle hasarli molektller hicre
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fonksiyonlarini bozarlar ve hatta bircok patolojik durumda hicre 6élimlerine
sebep olacak kadar blylk sonucglar dogurabilirler (Devasagayam vd., 2004).

Serbest oksijen radikalleri normal metabolizmanin Grind olarak
olusabildikleri gibi; organizmanin; iyonize radyasyona, oksitleyici ajanlara ve
yabanci maddelere maruz kaldigi durumlarda da olusabilir. Lipidler, proteinler
ve nukleik asitler serbest oksijen radikallerinin en 6nemli hedefleridir. Hlcre
veya zarlarin lipid bilesenleri serbest radikallerin genellikle karsilastiklari ilk
yapidir. Ayrica in vivo ve in vitro yapilan calismalarda serbest oksijen
radikallerinin karbonhidratlara, lipidlere, proteinlere ve DNA ya zarar verdigi
aciga cikarilmistir (Colak,2011).

2.4.4.1 Lipidlere etkileri ve lipid peroksidasyonu

Hlcre zarlan coklu doymamis yag asitleri agisindan zengindir. Coklu
doymamis yag asitleri, oksitleyici radikaller icin kolay hedeftirler. Coklu
doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimi lipid peroksidasyonu olarak bilinir
ve zincirleme olarak kendiliginden siren bir reaksiyondur (Halliwell &
Gutteride, 1984; Kulisic, Radonic, Katalinic & Milosa, 2004).

Lipid peroksidasyonu sirasinda aciga cikan ve etkisini olustuklari alan
disinda da gosterebilen cok sayida toksik madde ikinci haberciler olarak
gbrev yapabilirler. Lipid peroksidasyonundan kaynaklanan hasarlar hicre
fonksiyonlarinin devamliligi agisindan da oldukga etkilidir. Lizozomal zarlarin
tahribi  hidrolitik enzimlerin  salinmasi ve intraselliler sindirimin
gerceklesmesine katki saglar. Biriken hidroperoksitler direkt olarak toksik
etkiye sebep olabilirler. Bunlarin yani sira duyarli aminoasit kalintilarini
(methionin, histin, stein, lizin) okside eder veya zincir polimerizasyon
reaksiyonlariyla enzimleri inaktive hale getirebilirler (Devasagayam vd.,
2004; Albayrak, 2015).

Bir proton ve bir elektrona sahip olan hidrojen atomu radikal 6zellige
sahiptir. Biyolojik bir molekilden bir hidrojen atomu ayrildiginda geride kalan
molekilde eslesmemis bir elektron kalir. Hidroksi radikali gibi etkili olan
radikaller, bir hidrojen kopararak biyolojik molekil ile etkilesmeye baslarlar.
Bu reaksiyon lipid peroksidasyonunu baslatir. Bu reaksiyonlar dort
basamakta gercgeklesir (Aruoma,1998; Gutteridge, 1995).

1. Baslama basamagi: HOe radikali, bir yag asidinin (LH) metilen

kismindan bir hidrojen atomu (H) kopararak lipid radikalini ortaya
cikarir.
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2. Ilerleme basamagi: Zincir reaksiyonu, olusan lipid radikaline O:
takviyesi ile devam eder ve lipid peroksi radikali (LOOe) ile lipid
hidroperoksidi (LOOH) meydana gelir.

3. Yikim basamagi: Tek elektron Uzerinden yeniden yapilanma lipid
parcalanmasi ile sonlanir. Bu olusan urtnlerden birisi, malondialdehittir
(MDA). Kan ve idrarda miktari belirlenebilir.

4. Sonlanma basamagi: Zincir reaksiyonu, antioksidanlar tarafindan
ayrica radikallerin birbiri ile tepkime vermesiyle bitebilir.

Lipid peroksidasyonu sonucu olusan lipid peroksitlerinin (LOOH) yikimi
icin gecis metallerinin katalizi sarttir. Lipid peroksitleri (LOOH) yikildiginda
cogu biyolojik olarak aktif olan, hlicre diizeyinde metabolize edilen ve
baslangictaki etki alanlarindan diflize olup hiicrenin diger bolimlerine hasari
yayan aldehitler agiga cikar. Malondialdehit (MDA), 4-hidroksinonenal (HNE)
ve gesitli 2-alkenaller bunlar igerisinde en 6nemlileridir. Malondialdehit (MDA)
kanda ve idrarda go6zlenir ve lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi bir
korelasyonu vardir. Lipid peroksidasyonunun zincir reaksiyonu urlnlerinden
birisi olan MDA konsantrasyonu tiyobarbiturik asit (TBA) metodu kullanarak
plazma ve cesitli doku homojenatlarinda dizeylerine bakilabilmektedir.
Sonucta dlzeyler TBA ile MDA ve diger perokside lipid yikim dritnleri
reaksiyonu ile olusan kirmizi kromoforun 532 nm' de absorbansinin élgllmesi
ile belirlenmektedir (Bobrowski, 2005; Yangi, 2012).

Lipid peroksidasyonu, zar lipid yapisindaki degisiklikleri nedeni ile zar
islevinin bozulmasi, olusan serbest radikallerin enzimler ve diger hiicre
bilesenleri Uzerine etkisi, son Urlnler olan aldehitlerin sitotoksik etkileri
sebebiyle farkll yollarla hiicre hasarina sebep oldugunu distndirmektedir
(Colak, 2011).

2.4.4.2 Proteinlere etkileri

Serbest radikallerin proteinlere etkisi proteinin aminoasit icerigine gore
farklilk gostermektedir. Bunun disinda oransal olarak daha fazla disulfid bagi
iceren hucre disi proteinler (IgG, albimin gibi) hidroksil ve peroksi radikali
saldinsina daha duyarhdir. Serbest radikallerin meydana getirdigi hasar
nedeniyle proteinlerde fragmantasyon, c¢apraz baglanma, proteinin
agregasyonu ve dolayisiyla bazi enzimlerin inaktive olmasi sonucu meydana
gelebilir. Ozellikle kukirt iceren (sistein, sistin gibi) aminoasitlerin ve
doymamis bag iceriklerinden dolayr aromatik aminoasitlerin (tirozin,
triptofan, fenilalanin) radikallerden etkilenmeleri cok daha olasidir. Yapisinda
demir bulunan hemoglobin gibi proteinler énemli derecede zarara ugrarlar.
Oksihemoglobinin superoksit radikali veya hidrojen peroksitle reaksiyona
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girmesi ferrihemoglobin ya da methemoglobin adi verilen hipoksiye neden
olan bilesikleri meydana getirir (Devasagayam vd., 2004; Erenel vd., 1992;
Reznick vd., 1992).

Serbest radikallerin protein vyapisinda meydana getirdikleri bu
deformasyon, proteinlerin antijenitesinde, nérotransmitter fonksiyonlarinda
ayrica zar proteinlerinin islevlerinde bozulmalara sebep olmaktadir.
Proteinlerin artan oksidasyonu vyaslanmayla beraber bircok hastaligin
olusumunda rold vardir. Beyin hicrelerinin ve yaslanan hicrelerin
lizozomlarinda toplanan perokside olmus lipid ve proteinlerin bir agregati
olan lipofuscinin, norodejeneratif hastaliklarla iliski icerisinde oldugunu
gbstermektedir (Devasagayam vd., 2004; Erenel vd., 1992; Reznick vd.,
1992).

2.4.4.3 Karbohidratlara etkileri

Normal fizyolojik kosullarda uygun pH ve sicaklikta glukoz gibi
monosakkaritlerin otooksidasyonu ile hidrojen peroksit ve okzaldehitler acgiga
cikabilir. Hidroksil gibi serbest radikaller rastgele olarak karbohidratin karbon
atomlarindan birinden hidrojen atomu kopararak karbon merkezli radikaller
meydana getirebilir. Olusan serbest radikallerin hyaluronik asidi parcalayarak
gozde katarakta sebep olmasi ve romatoid artritte oldugu gibi nétrofillerin
aktivasyonu sonucu olusan zararli oksiradikaller serbest radikallerin
karbohidratlara etkilerine d6rnek olarak verilebilir (Devasagayam vd., 2004;
Erenel vd., 1992).

2.4.4.4 DNA’ ya etkileri

Sagliga zararh oksijen metabolitlerinden dogrudan nikleik asitler de
etkilenerek baz hidroksilasyonu, DNA iplikciklerinin capraz baglanmasi veya
kirlimasi gibi sonuglar dogurabilir. Hicrede olusan serbest radikaller, nikleik
asitler de mutasyonlara ve hlcre 6liumlerine yol acabilir. Sitotoksisite, buyuk
oranda nukleik asit baz degdisimlerinden ileri gelen kromozom dedisikliklerine
veya DNA' nin yapisindaki dider bozukluklara baglhdir. Ozellikle hidroksil
radikalinin bazlarla ve deoksiriboz sekeriyle ok kolay bir sekilde reaksiyona
girmesi ve ayrica hidrojen peroksitin de zarlardan kolayca gecerek cekirdege,
oradan da DNA’ya ulasip hlcre o6liumlne yol acmasi radikallerin nlkleik
asitlere oldukga zarar verebileceginin bir isareti olarak 6ngorulebilir. Hidroksil
radikali saldirisina en hassas bdlge olarak pirimidin bazlarin C4-C5 cift bagi
6ne cikar. Timin glikol, urasil glikol, 5-hidroksideoksiuridin gibi pirimidin
hasar drlnleri bu hidroksil saldirisi sonucu meydana gelir. Hicrede
olusabilecek toksisite 0zellikle nilkleik asit baz dedisimlerinden ve
kromozomlarda meydana gelebilecek hasarlardan kaynaklanmaktadir. Ayni
zamanda malondialdehitin de c¢ekirdekte DNA ile reaksiyona girebilmesi
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potansiyel zararini géstermektedir (Halliwell & Gutteridge, 1984; Auraoma,
1998; Albayrak, 2015).

Nikleazlarin aktivasyonu sonucu DNA kirilmasi gercgeklesir. Serbest
radikaller ve oOzellikle malondialdehit, hicre cekirdedinde baslica DNA ile
tepkimeye girmektedir. Nikleik asit yapisindaki baz degisimleri veya DNA
zincir kopmasi sonucu kromozomal yapida degisiklikler olusturarak neden
olmaktadir (Fausto, 2000; Halliwell & Gutteridge, 1984).

Hasar, dogrudan veya dolayl o6zellik gosterebilir. Dogrudan hasar,
H>O2' den olusan hidroksil radikalinin DNA' ya c¢ok yakin bir yerde olusmasi
ve onu kirmasi seklinde gercgeklesir. Dolayh olarak ise htcre ici sivida serbest
Ca?*'nin artisi proteazlari aktive hale gegirebilir. Bunun sonucunda hicre
iskeletinde degisiklikler meydana gelir. Oksijenli sistemlerde karbon merkezli
seker radikaline molekiler oksijenin eklenmesi sonucu peroksil radikallerini
meydana getirmektedir. Seker peroksil radikallerinin en karakteristik 6zelligi
karbon-karbon bagini kirarak alkali bélge kurmalaridir. C-5 merkezli peroksil
radikali, oksil radikaline doénusttrilerek DNA zincirinin kirilmasina, saglam
bazin ve sekerin serbest kalmasina neden olmaktadir. DNA'daki dedisiklige
ugramis seker gruplari DNA zincirinden salinabilir ya da fosfat badglariyla
DNA’ya bagh durumda bulunabilir. Baz ve seker radikallerinin reaksiyonlari;
degisik modifiye baz ve sekerler olusumuna, kontrolsiiz baz dizilimine, zincir
kirllmalarina ve DNA-protein capraz baglarin olusarak sitotoksisteyesebep
olabilirler. Bugline kadar oksidatif olarak degdisiklige ugramis yaklasik 20 tip
DNA saptanmistir. Sonucgta mutajenik ve kanserojenik etkiler gbzlenmektedir
(Fausto, 2000;Devasagayam vd., 2004; Halliwell & Gutteridge, 1984;
Albayrak, 2015).

Reaktif nitrojen Grdnleri (nitrojen dioksit, peroksinitrit, dinitrojen
trioksid ve nitrik asit gibi) de DNA’da nitrozasyon ve deaminasyon
tepkimeleri ile mutajenik bir aktiviteye neden olurlar. DNA’ da meydana
gelen bu degisikliklerin yaslanma ve kanserle dogrudan iliskili olmasi ylksek
dizeyde 6nem tasir (Devasagayam vd., 2004; Halliwell & Gutteridge, 1984;
Albayrak, 2015).

2.4.5 Oksidatif Stres

Serbest radikal molekdillerinin varhdi, antioksidan savunma glcl ile
dinamik bir denge icinde bulundugu sirece organizmanin faydasinadir.
Ornegin; fagositik hiicreler tarafindan mikroorganizmalarin 8ldirilmesinin
ana mekanizmasi serbest radikal Uretimi olarak goridlmektedir. Serbest
radikaller apoptozun tetikleyicisi, habercisi ve efektért olarak islev goértrler.
Bu sekilde; asiri hiicre codalmasini Onleyerek homeostazide rol oynarlar.
Serbest radikaller ikinci haberci olup, transkripsiyon faktdrlerini
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aktiflestirirler. Hucreler arasi haberlesmede gdrevleri vardir. Hulcrenin
bliylimesini saglayan olaylari dizenlerler. Sitozolde ve mitokondride Uretilen
serbest oksijen radikali, protein sistein kalintilarinin redoksunu dizenleyerek
proteinlerin yapi ve islevinin dizenlenmesinde gdrev alirlar (Aruoma, 1998).

Organizmada serbest radikallerin zararli etkileri ortaya c¢ikmadan
etkisizlestirilmesini sadlayan glcli savunma sistemleri vardir. Serbest
radikallerin olusum hizi ile etkisizlestiriime hizi dengede oldugu siirece
organizma bu bilesiklerin etkisinde kalmamaktadir. Buna karsilik savunma
azalir ya da bu zararli bilesiklerin olusum hizi sistemin savunma guclnu
asarsa, bu denge bozulup serbest radikallere bagh zararh etkileri ortaya
koymaya baslar. Serbest radikallerin doku ve hiicrelerde oksidatif stres
olarak etkileri bulunur (Colak, 2011).

2.4.5.1 Oksidatif Stresin Etkileri

1) Hlcre organelleri ve zarindaki lipid ve protein yapisini bozarlar.

2) Hucre ici yararli enzimleri etkisiz hale getirirler.

3) DNA yapisini bozarlar.

4) Mitokondrilerdeki aerobik solunumu bozarlar.

5) Elastaz, proteaz, fosfolipaz, ksantin oksidaz gibi litik enzimleri aktive
eder.

6) Hlcrenin potasyum kaybini artirirlar.

7) Trombosit kimelenmesini artirirlar.

8) Dokulara fagosit toplanmasini artirirlar.

9) Hlcre disindaki kollajen doku parcalarini, savunma enzimlerini ve
transmitterleri yikarlar.

10) Mikro ve makromolekilleri etkileyerek kapiller gecirgenligi bozarlar.
(Yangi, 2012)

2.4.6 Antioksidan Sistem

Organizmada slrekli bicimde serbest radikal niteliginde bilesikler
ortaya cikmaktadir. Ancak bu radikallerin organizmaya zarar vermesi gugla
bir savunma sisteminin varligi nedeniyle ©6nlenmektedir. Prooksidan-
antioksidan dengenin bozulmamasi dolayisiyla oksidatif stresin olusmamasi
ve olusacak zararli etkilerin en aza indirilmesi, organizma agisindan Kkritik
dizeyde oOnemlidir. Serbest radikaller ve onlarin eylemlerini noétralize
edebilen antioksidanlar, farkli asamalarda etkilerini ortaya koyarlar. Bu
etkiler;
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+ Toplayici etki: Serbest oksijen radikallerini tutma veya daha zayif bir
molekile gevirme islemi,

+ Baskilayici etki: Serbest oksijen radikallerine bir hidrojen aktararak
aktivitelerini azaltma veya inaktif hale donlstirme islemi,

+ Kirici  etki: Serbest oksijen radikallerinin  zincirlerini  kirip
fonksiyonlarini engelleme islemi,

+ Onaricl etki: Zincir ve serbest oksijen radikallerinin yapmis oldugu
hasari tamir etme iglemidir (Devasagayam vd., 2004; Zerin, Karakilgik,
Nazligll, Bitiren, & Ozardali, 2004).

Antioksidan etkinlik, aktivasyon enerjisi, reaksiyondaki hiz sabiti ve
yukseltgenme-indirgenme potansiyeli arasinda bir iliski bulunmaktadir. En
etkili antioksidanlar serbest radikal zincir reaksiyonunu durdurmak tGzere etki
gosterenlerdir. Genellikle aromatik veya fenolik halkalar iceren bu
antioksidanlar oksidasyon sirasinda olusan serbest radikallere He vererek
kendilerini radikal haline déntstururler (Brewer, 2011).

Immun sistemdeki hiicrelerin savunma gorevlerini gerceklestirebilmek
icin serbest radikallere ihtiyaclari olsa da serbest radikallerin asir Gretimi
veya antioksidan sistem tarafindan etkisiz hale getirilememeleri hicre 8lUmu
ve doku hasar ile sonucglanmaktadir (Blokhina, Virolainen, & Fagerstedt,
2003).

2.5 KARACIGER FONKSiYON TESTLERI
2.5.1 Alanin Aminotransferaz (ALT)

ALT, karaciger hasarinin gostergesi olarak en fazla yararlanilan testtir.
Karaciger hicrelerinin sitoplazmasinda bulunur. Genellikle protein sentezinde
kullanilarak karaciger hasarinin tespitinde goérev alir. Karaciger hasarinin
olmasi durumunda ALT dederi yukselir. AST degerine gére daha karmasik bir
yapiya sahiptir (Hsu, Lin & Chen 2018).

2.5.2 Aspartat Aminotransferaz (AST)

AST, karaciger hasarinin belirlenmesinde ALT ile birlikte kullanilir.
Karaciger hicrelerinde, beyinde, pankreasta, akcigerlerde, bdbreklerde,
kirmizi kan hicrelerinde ve kalp iskelet kasinin yapisinda bulunur. Karaciger
hiicrelerinin sitoplazma ve mitokondrilerinde olusabilir. Karacigerlerin protein
sentezinde gorev alir (Hsu, Lin & Chen 2018).
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2.5.3 Alkalen Fosfataz (ALP)

ALP, karaciger ve kemik hasarlarinin gézlemlenmesinde genellikle GGT
ile birlikte kullanilir. Safra kanallarina yakin olan karaciger hicrelerinin ve
kemiklerin yapisinda bulunur. ALP dederinin ylkselmesiyle safra kanallarinin
tikanikligindan s6z edilebilir. ALP ve GGT dederleri birlikte ylkselebilir. GGT
degeri normal dederlerde olmasina ragmen ALP dederinde vyilkselme
goruliyorsa buna bagh olarak; kemiklerde hasar olusmasi, kemik
rahatsizliklari ve kemik iligi hastaliklarinin gézlemlenmesi s6z konusu olabilir
(Zhang vd., 2016).

2.5.4 Gamma Glutamil Transferaz (GGT)

GGT, karaciger hicrelerinde gorilebilen, safra kanallarina yakin olan
enzimdir. Safra kanallarinin tikanikliginda kullanilir. Genellikle ALP degeri ile
birlikte yikselir. Ayrica asirni alkol alimina bagli olarak yilkselebilir (Noyan,
2009).

2.6 iNFLAMASYON_ VE ENDOTEL FONKSIYON
PARAMETRELERI

2.6.1 C-Reaktif Protein (CRP)

CRP en duyarh akut faz reaktanlarindan biri olarak uzun zamandir
bilinmektedir. Plazma dlzeyi genellikle myokard infarktisl, stres, travma,
enfeksiyon, inflamasyon, cerrahi ve neoplastik proliferasyon sonrasi dramatik
olarak artar. CRP’nin belirlenmesi organik hastaliklarin taranmasinda,
inflamatuvar hastalidin aktivitesinin dederlendiriimesinde, sistemik lupus
eritamatozus, l6ésemi veya cerrahi sonrasi araya giren enfeksiyonlarin
saptanmasinda (plazma dizeyinde sekonder artig) ve bakteriyolojik inceleme
icin 6rnek aliniminin gl¢ oldugu neonatal septisemi ve menenjit takibinde
klinik olarak yararhdir (Ertorun, 2015).

2.6.2 Miyeloperoksidaz (MPO)

MPO’'nun halojenurler ve tiyosiyanata ek olarak nitrit (NOz), tirozin,
askorbat, Urat, ketakolaminler, 6strojenler ve serotonin gibi baska dogal
substratlari bulunmaktadir (Van der Vliet vd., 1997). Myeloperoksidazin
serumda artisinin bircok hastaligin patogenezinde rol oynadigi gosterilmistir.
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MPO’nun, inflamasyon ve kardiyovaskller hastaliklar arasinda énemli
bir roli oldugu son zamanlarda yapilan calismalarla ortaya konmustur.
Saldirgan patojenleri dldirmenin yani sira, MPO'nun enzimatik reaksiyonunda
ortaya cikan oksidanlar endotel disfonksiyona, ateroskleroz, akut koroner
sendromun gelisimi ve myokard infarktisin gelisimine neden olmaktadir
(Aratani vd., 2004).

2.7 OKSIDATIF STRES PARAMETRESI
2.7.1 Malondialdehit (MDA)

Malondialdehit (MDA), lipid peroksidasyonunun son urlnlerinden biri
olup, oksidatif hasar duzeyini belirtmek igin kullanihr. MDA, lipid
peroksidasyon urlnleri arasinda hlicrede en fazla bulunan drinlerden biridir.
Ayrica MDA, prostoglandin biyosentezinde de (Uretilmektedir. MDA’nin,
memeli hlicrelerinde ve insanlarda mutajenik karakterde, fare ve ratlarda ise
karsinojenik karakterde oldugu goésterilmistir (Spalding, 1988).
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3 GEREGC VE YONTEMLER

3.1 Deneylerde Kullanilan Kimyasallar

-Sodyum Dodesil Sulfat (SDS)(Merck, Almanya)
-Asetik Asit (Sigma, Almanya)

-Tiyobarbdutirik Asit (TBA) (Sigma, Almanya)
-Sodyum Hidroksit (Merck, Almanya)

-Bakir (II) Sdlfat (Merck, Almanya)

-Cinko (II) Sulfat (Merck, Almanya)

-Silfurik Asit (Sigma, Almanya)

-Sulfanilamid (Sigma, Cin)

-Glisin (Sigma, Almanya)

-N-Naftiletilendiamin (Sigma, Almanya)
-Dipotasyum Hidrojen Fosfat (Sigma, Almanya)
-Potasyum Dihidrojen Fosfat (Merck, Almanya)
-Etilendiamintetraasetik Asit (EDTA) (Sigma, Almanya)
-Hekzadesil Trimetil Amonyum Bromid (HETAB) (Sigma, Almanya)
-Tetrametilbenzidin (TMB) (Sigma, Almanya)
-N-N-Dimetil Formamid (Sigma, Almanya)
-Lipopolisakkarit (LPS) (Sigma, Israil)
-Tetraetosipropan (Sigma, Cin)

-Hidrojen Peroksit (Carlo Erba Reagent, Almanya)
-Dimetilstfoksit (DMSO) (Sigma, ABD)
-Indometazin (Sigma, Almanya)

-TNF-a ELISA Kit (invitrogen,ABD)

-Serum Fizyolojik (Eczacibasi, Tlrkiye)

3.2 Deneylerde Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler:

-Hassas terazi (Sartorius BP121S)

-pH Metre (HANNA pH 211)

-Vorteks (WiseMix VM-10, WISD)

-Derin Dondurucu, -80°C (Thermo, ULT 1386-5-V40)
-Su banyosu (Nive BM402)

-Santriftj (NGve NF800)

-Santriflj, sogutmali (Jouan MR22)
-Spektrofotometre (Shimadzu, UV-1601)

-Calkalayicl (WiseMax)

-Mikropleyt okuyucu (PerkinEImer2030 Multilabel reader,Victor X3)
-Mikropleyt yikayici (BioTek ELx50)

-Otomatik Pipet (Eppendorf)

-Eppendorf Tlp (2 ml) (Eppendorf)
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-Jelli TUp (BD Vacutainer)
-Cobas otoanalizatér (Roche Diagnostics)

3.3 Deney Hayvanlari

Bu calisma Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi
Biyokimya Anabilim Dali Arastirma ve Klinik Laboratuvarlari'nda
gerceklestirildi. Calisma icin Eskisehir Osmangazi Universitesi (ESOGU)
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (HADYEK) tarafindan 2015 tarihli 449-1
karar numarasi ile Etik Kurul onayi verildi. Sicanlar ESOGU Tibbi ve Cerrahi
Deneysel Arastirma Merkezi (TICAM)'nden temin edildi ve deney sonlanimina
kadar bu merkezde barindirildi.

Deneylerde 180-250 g adgirhdginda 31 adet eriskin disi Sprague-Dawley
cinsi sican kullanildi. Sicanlar,12 saat aydinlik 12 saat karanlik 1siklandirmasi
olan, 1s1 (22+ 2 °C) ve nemi (%45- 50) otomatik olarak ayarlanmis odalarda
polikarbonat seffaf kafeslerde barindirildi. TUm sicanlara standart sican yemi
ve gesme suyu temin edildi.Deney slresince hayvanlar glnlik olarak kontrol
edilerek genel morfolojik gérintimleri (tdy dokilmesi, diskilama bozukluklar)
makroskobik olarak dederlendirildi. Herhangi bir yem ve su kisitlamasi
yapilmadi.

Tum cerrahi iglemler ve Otenazi, anestezi altinda gergeklestirildi.
Cerrahi islemler 0©ncesinde tim sicanlara anestezi saglamak igin
intramuskiler 80 mg/kg Ketamin ve analjenik/kas gevsetici olarak ise
intramuskdler 10 mg/kg Ksilazin uygulandi.

3.4 Bitki Ekstresinin Hazirlanmasi

Solanaceae familyasina ait Solanum muricatum (pepino) meyveleri
toplandiktan sonra kabuklar soyuldu; sulu kisimlar ezilerek sulari alindi;
kalan kisim derin dondurucuda dondurulduktan sonra liyofilize edildi.
Kurutulmus ekstrelerde % verim hesaplandi.

3.5 Deney Gruplari

Deney gruplari, kontrol grubunda 7 adet ve diger gruplarda 8 adet
sican olacak sekilde olusturuldu.

Grup 1 (LPS Kontrol) : Bu grup deney hayvanlarina %0.05'lik DMSO 7
glin boyunca gavaj yoluyla verildi. 7. gin % 0.9luk NaCl iginde ¢dzullerek
hazirlanan 5 mg/kg LPS'nin intraperitoneal enjeksiyonundan 24 saat sonra
diseksiyon islemleri gerceklestirildi.
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Grup 2 (Pepino 250+LPS) : Bu grup deney hayvanlarina %0.05’lik
DMSO icinde c¢ozlulen 250mg/kg pepino ekstrakti 7 gin boyunca gavaj
yoluyla verildi. 7. gun % 0.9'luk NaCl icinde coziulerek hazirlanan 5 mg/kg
LPS'nin intraperitoneal enjeksiyonundan 24 saat sonra diseksiyon islemleri
gerceklestirildi.

Grup 3 (Pepino 500+LPS) : Bu grup deney hayvanlarina %0.05’lik
DMSO icinde c¢o6zilen 500 mg/kg pepino ekstrakti 7 gin boyunca gavaj
yoluyla verildi. 7. gun % 0.9'luk NaCl icinde ¢bézilerek hazirlanan 5 mg/kg
LPS'nin intraperitoneal enjeksiyonundan 24 saat sonra diseksiyon islemleri
gerceklestirildi.

Grup 4 (Indometazin+LPS) : Bu grup deney hayvanlarina %0.05'lik
DMSO iginde ¢b6zulmis 5 mg/kg indometazin 7 glin boyunca gavaj yoluyla
verildi. 7. gin % 0.9luk NaCl icinde ¢o6zllerek hazirlanan 5 mg/kg LPS'nin
intraperitoneal enjeksiyonundan 24 saat sonra diseksiyon islemleri
gerceklestirildi.

3.6 YOontemler
3.6.1 Kan ve Doku Orneklerinin Alinmasi

7 gun boyunca gavaj yoluyla verilen DMSO ¢dzeltisi, pepino ekstresi ve
indometazinden sonra 7. gln intraperitonel olarak yapilan LPS enjeksiyonu
ile olusturulan inflamasyonda, ekstre ve referans ilacin koruyucu etkinligi
dederlendirmek U(zere, sicanlarin diseksiyon islemleri 8. glin gergeklestirildi.
Sicanlardan kardiyak kan ve karaciger doku ornekleri alindi. Kan ornekleri
jelli taplere alindiktan sonra 3500 rpm’de 15 dakika santrifij edildi. Santrifdj
sonrasi elde edilen serum o6rnekleri alikotlanarak biyokimyasal analizlerin
yapilacagi gine kadar -80 °C'de buzdolabinda muhafaza edildi. Alinan
karaciger dokusunun bir kismi biyokimyasal analizlerinyapilacagi zamana
kadar -80 °C’de saklanirken, kalan kismi histopatolojik analizler igin %10’luk
tamponlu nétral formaldehid sollisyonu igerisinde, karanlik ve serin bir
ortamda muhafaza edildi.

3.6.2 Oksidatif stres ile iliskili 6lciimler
3.6.2.1 Malondialdehit (MDA) diizeylerinin 6l¢ciimu

Bu calismada tim gruplara ait doku 6rneklerinde gergeklestiriien MDA
Olcim yontemi, MDA'nin tiyobarbitirik asit (TBA) ile verdigi renk reaksiyonu
esasina dayanmaktadir(Ohkawa, Ohishi & Yagi, 1979). Doku MDA &6lgimi
icin homojenat drnekleri, karaciger dokulari 1 g doku basina 9 ml 0.15 N KCl
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olacak sekilde homojenize edilerek hazirlandi. MDA dlzeylerinin 6lcimu igin
gerekli ¢ozeltiler asagidaki gibi hazirlandi:

1) Sodyum dodesil siilfat (SDS): 8.1 g SDS tartilarak distile su ile
100 ml'ye tamamlandi.

2) % 20'lik asetat tamponu (pH:3.5): 20 miglasiyel asetik asit
distile su ile 100 ml'ye tamamlandi. Tampon hazirlanirken pH ayari NaOH ile
yapildi.

3) Tiyobarbiitirik asit (TBA) (pH:5.5-7): 0.8 g TBA tartilarak distile
su ile 100 ml'ye tamamlandi. Cozelti hazirlanirken pH ayari NaOH ile yapildi.

Kor ve numune tlpleri Tablo 3.1'de verildigi gibi hazirlandi.

Tablo 3.1. MDA 6lcimU prosedurt

KOR TUPU NUMUNE TUPU
HOMOJENAT - 400 pl/500 pl
SDS 200 200 pl
ASETIK ASIT 1500 pl 1500 pl
TBA 1500 pl 1500 pl
DISTILE SU 800 pl 400 pl

Hazirlanan tlplerin her biri 95 °C’de 60 dakika inkUbasyona birakildi.
Bu siire sonunda tlpler musluk suyu ile sogutuldu ve 4000 rpm’de 10 dakika
santrifij edildi. Elde edilen sUpernatanlardan 532 nm'de spektrofotometrede
absorbans okumalari vyapildi. 10, 20, 40, 60, 80, 100 nmol/mL
konsantrasyonlarda hazirlanan 1,1,3,3-tetraetoksipropan c¢ozeltileri ayni
iselmlerden gegcirilerek standart grafigi hazirlandi. Standart grafigi yardimiyla,
Olclilen absorbans degerlerinden numune MDA konsantrasyonlari hesaplandi.
Homojenatlarin total protein dizeyleri Gornall ve ark. (1949)'nin yontemiyle
Olgilerek nhumune MDA konsantrasyonlari ile oranlandi. Doku MDA sonucglari
nmol/mg protein olarak verildi.

Doku homojenatlarinda yapilan protein o6lgiimleri icin 6énce asadidaki
standart grafigi cizildi.
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Malondialdehit Standart Grafigi

3,0000

2,5000 -

2,0000

1,5000

1,0000

0,5000

y =0,0281x + 0,01
R?=0,9

0,0000

20 40 60 80 100

120

0,100
0,090
0,080
0,070
0,060
0,050
0,040
0,030
0,020
0,010
0,000

Absorbans

BSA Standart Grafigi

y =0,0031x + 0,0451
R?=0,9856

2 4 6 8 10 12
Konsantrasyon, mg/ml

36




3.6.3 Inflamasyon ve Endotel Fonksiyon Belirtecleri
3.6.3.1 HsCRP élgcimdi

HsCRP 6lgimi Immunotirbidimetrik 6lcim prensibine dayanan bir
testtir. Lateks mikropartikillerine baglanmis anti-CRP antikorlari ile numune
icindeki antijenin bir antijen/antikor kompleksi olusmasi esasina dayanir.
Aglitinasyonun ardindan serum hsCRP dlzeyleri tlrbidimetrik olarak dlgulda.

3.6.3.2 Miyeloperoksidaz (MPQ) aktivitesinin 6lcimu

Notrofil infiltrasyonu ve inflamasyon gdstergelerinden biri olan
miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesi serum ve doku drneklerinde Suzuki ve ark.
tarafindan bildirilen yénteme goére Olglildi. Yontem, MPO'nun katalizledigi
reaksiyon ile 3,3°-5,5"-tetrametil benzidin (TMB)  molekdillinin
oksidasyonunun 0&lgllmesi prensibine dayanmaktadir. Doku MPO aktivitesi
Olcimi icin homojenat ornekleri, karaciger dokulari 1 g doku basina 9 ml 50
mM potasyum fosfat tamponu olacak sekilde homojenize edilerek hazirlandi.

Serum ve doku MPO aktivitlerinin 6lgimd icin gerekli c¢o6zeltiler
asadidaki gibi hazirlandi:

1) 50 mM Potasyum Fosfat tamponu (pH 7.4): 6.80 g KH2PO4 tartilarak
distile suda c¢o6zuldd. 8.70 g KyHPO4 tartilarak distile suda ¢dozuldua.
Karistirilan gozeltiler 1 It'ye tamamlandi.

2) 50 mM Potasyum Fosfat tamponu (pH 6.0): 7.4’e ayarlanmis olan
Potasyum Fosfat tamponunun icine %.0.5'lik HETAB konur ve 10 mM
EDTA ile pH:6.0'ya ayarlandi.

3) 160 mM Potasyum Fosfat tamponu (pH 5.4): 21.77 g.tampon 160
mM KH2PO4 ve 160 mM KxHPO4 cozeltileri ile hazirlandi ve pH 5.4 'e
ayarlandi.

4) 3,3’-5,5'- Tetrametilbenzidin (TMB): 0,384 g TMB 100 ml N-N dimetil
formamid de ¢6zulda.

5) %0.06'hik Hidrojen Peroksit (H20:) c¢ozeltisi: 0.1 ml stok H>0>2
alinarak distile su ile 50 ml'ye tamamlandi.
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MPO aktivitesi 6lgiimu icin kér ve numune tlpleri Tablo 3.2'de verildigi
gibi hazirlandi.

Tablo 3.2. MPO aktivitesi 6lcim proseduru

KOR TUPU NUMUNE TUPU
POTASYUM FOSFAT TAMPONU 500 pl 500 pl
TMB 100 pl 100 pl
HOMOJENAT VEYA SERUM |  -—-- 20 pl
DISTILE SU 350 pl 330 pl
H20:> 50 pl 50 pl

Her bir tipe H20> hari¢ tim reaktifler sirasiyla konuldu. Okumadan 1-2
dk 6nce H20> eklendi. Numunelerin kére karsi 37°C'de 655nm’de 5 dakika
boyunca absorbans artisi izlendi. Sonuglar serum icin U/mL, doku igin ise
U/mg protein olarak hesaplandi.

3.6.3.3 Nitrik Oksit (NO) diizeylerinin 6lcimd

Birgok calismada vlcutta endojen olarak dretilen NO konsantrasyonu
total nitrit ve nitrat cinsinden hesaplanir. ClunkU Uretilen NO cok hizli bir
sekilde dnce nitrite (NO2") sonra da nitrata (NOs3") donlgsur. Deproteinizasyon
islemi ile ortamdan proteinler uzaklastirildiktan sonra nitrit ve nitrat
dlgimlerine gegcilir (Cortas & Wakid, 1990).

Bu calismada tum gruplara ait serum ve doku 6&rneklerinde
gerceklestirilen NO 6lcimt Cortas ve ark.'larinin yéntemine dayanmaktadir
(Cortas & Wakid, 1990).

NO dizeylerinin 6lcimi icin gerekli cozeltiler asagidaki gibi hazirlandi:

1) 0.05 M Sodyum Fosfat tamponu (pH 7.0): 6.8 g. NaH>PO4 tartilip
distile su ile g¢bzeltisi hazirlandi. 7.098 g. Na>HPO4 tarilip distile su ile
cOzeltisi hazirlandi. Hazirlanan iki ¢ézelti karistirlarak hacimleri distile su
ile 1 It'ye tamamlandi.

2) 5 mM CuSO04 ¢ozeltisi: 0.2496g. CuSO4 tartihp tGzerine 200 ml distile su
eklendi.

3) 75 mM ZnSO04 gozeltisi: 4.313g. ZnSOg4tartilip Gzerine 200 ml distile su
eklendi.

4) 55 mM NaOH cozeltisi: 0.44g. NaOH tartilip Gzerine 200 ml distile su
eklendi.

5) 0.1 M H2SO4 ¢goOzeltisi: 1.647 ml. tartiip Gzerine 300 ml distile su
eklendi.

6) Glisin gozeltisi: 15 g. glisin distile suda eritidi.
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7) Siulfanilamid: 5 g. Sulfanilamid 500 ml isitilmis 3M HCI igerisinde
cozulda.

8) N.Naftiletilendimin: 50 mg. N.Naftiletilendimin 250 ml distile suda
cozulda.

3.6.3.3.1 Nitrik Oksit (NO) calisma prensibi

Doku homojenatinin hazirlanmasi:

Karaciger dokulari homojenizator kullanilarak 1/10 oraninda soduk 0.1
M Fosfat tamponu (pH:7.4) ile homojenize edildi. Doku homojenatlari 4000 x
g'de ve +4°C’'de 20 dakika sure ile santrifij edilerek sUpernatantlar elde
edildi.

1) Deproteinizasyon islemi:

125 pl homojenat, 500 pl 75 mM ginko stlfat ¢ozeltisi Gzerine 625 ul 55
mM NaOH ¢ozeltisi ilave edildi. 10 dakika beklendi. Daha sonra 10 dakika
1163 g. de santriflij edildi. Elde edilen sipernatantlar élgiim igin kullanildi.

2) Kadmiyum aktivasyonu:

Yaklasik 750 mg kadmiyum 0,1 M silfirik asit icinde bekledikten sonra
alindi. 3 kez distile suda yikandi. 2 dak. 5 mM CuSO0O4 icerisinde beklenip
drenaj yapilarak glisin (%1,5) ile 3 kez yikandi ve 10 dk. igerisinde kullanildi.

3) Reaksiyon:

250 pl glisin, 250 ul stipernatant ve 500 pl distile Gzerine aktive edilmis
kadmiyum eklendi. 90 dak. oda sicakliginda beklendi. Buradan 500 l
alinarak Uzerine 25 pl distile su, 250 pul sulfanilamid (%1) ve 250 ul
Naftiletilendimin (%0,02) ¢b6zeltisi eklendi ve 45 dak. oda isisinda beklendi.
Olusan renk 545 nm’de Elisa okuyucuda 96 kuyucuklu plakalara aktarilarak
spektorofotometrik 6lcim prensibine goére dederlendirildi (Cortas & Wakid,
1990).

Standart Sodyum Nitrit (NaNO2) Cozeltisi: Stok cozelti seyreltilerek 5,
10, 20, 50, 100 upmol/L konsantrasyonlarda NaNO: c¢ézeltisi hazirlandi. Bu
cOzeltiler kadmiyumsuz ortamda direkt renklendirilerek standart edri elde
edildi. 100 pM NaNO:2 c¢ozeltisi hazirlamak icin 6.9 mg NaNO; tartildi, bir
miktar distile su icinde ¢bzilerek son hacim distile su ile 1 L'ye tamamlandi.
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Nitrik Oksit Dilizeylerinin Hesaplanmasi:

e Standart tuplerine 2 mL NaOH, 2.5 mL ZnS04, 1 mL glisin tamponu
eklendi. Kadmiyumsuz ortamda 1 mL sulfanilamid ve 1 mL
N.naftiletilendiamin ve farkli konsantrasyonlardaki standartlardan
numaralandirilmis tiplere eklendi.

e KOr ve ornek tliplerinde oldugu gibi islemlerden gecirildi ve 545 nm’de
absorbanslari okundu. Standartlarin absorbanslari kullanilarak standart
egri olusturuldu.

e Doku homojenatlarinin nitrit konsantrasyonlari, standart grafigi
kullanilarak hesaplandi.

e Doku nitrik oksit dluzeylerinin hesabi igin, ayni doku homojenatlarin
total proteinleri o6lglldi  ve o6rneklerin  konsantrasyonlari total
proteinlerine oranlandi. Doku nitrit didzeyleri, pmol/mg protein olarak
verildi.

3.6.4 Karaciger Hasari Belirtecgleri
3.6.4.1 ALT Olciim Test Prensibi

Alanin aminotransferaz enzim aktiviteleri standardize edilmis UV-
fotometrik o6lcim prensibine dayanan Roche Cobas ¢501 otoanalizér
cihazindaALT test kitiyle belirlenmistir.

a-ketoglutarat + L-alanin <22 L-glutamat + piruvat

ALT enzimi bu denge reaksiyonunu katalize eder. Piruvattaki artis,
laktat dehidrojenazin katalize ettigi bir indikatoér reaksiyonunda tayin edilir.

piruvat + NADH + Ht 2" [ -laktat + NAD*

NADH, NAD’ya yukseltgenir. Fotometrik olarak tayin edilen NADH'nin
azalma hizi; piruvatin olusma hizi ve boylelikle ALT aktivitesiyle dogru
orantilidir.

3.6.4.2 AST Olciim Test Prensibi
Aspartat aminotransferaz enzim aktiviteleri standardize edilmis UV-

fotometrik o6lcim prensibine dayanan Roche Cobas ¢501 otoanalizér
cihazinda AST test kitiyle belirlenmistir.
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a-ketoglutarat + L-aspartat«2T - L-glutamat + oksaloasetat

AST enzimi bu denge reaksiyonunu katalize eder. Oksaloasetattaki
artis, malat dehidrojenazin katalize ettigi bir indikatér reaksiyonunda tayin
edilir.

oksaloasetat + NADH + H* «M™2" 5| -malat + NAD™*

NADH, NAD*'ya ylkseltgenir. Fotometrik olarak tayin edilen NADH'nin
azalma hizi, oksaloasetatin olusma hizi ve boylelikle AST aktivitesiyle dogru
orantilidir.

3.6.4.3  ALP Olgiim Test Prensibi

Alkalen fosfataz enzim aktiviteleri standardize edilmis kolorimetrik
O6lcim prensibine dayanan Roche Cobas c¢501 otoanalizér cihazindaALP test
kitiyle belirlenmistir.

p-nitrofenilfosfat+H>0 —AM™ _, fosfat+p-nitrofenol

p-nitrofenil  fosfat, ortamda magnezyum ve ¢inko iyonlan
bulundugunda, fosfat ve p-nitrofenoliin olusmasi icin fosfatazlar ile hidrolize
edilir. Aciga ¢ikan p-nitrofenol ALP aktivesiyle dogru orantilidir ve fotometrik
olarak délgulebilir.
3.6.4.4 GGT Olciim Test Prensibi

Gamma-glutamiltransferaz, L-y-glutamil-3-karboksi-4-nitroanilidin y-
glutamil grubunu glisilglisine transfer eder. Serbest kalan 5-amino-2-
nitrobenzoat miktari GGT aktivitesi ile orantilidir ve fotometrik olarak tayin
edilebilir.

L-y-glutamil-3-karboksi-4-nitroanilit +  glisilglisin ~ «Z¢"»  L-y-
glutamilglisilglisin + 5-amino-2-nitrobenzoat

3.6.5 Inflamatuar Belirtecin Olgiimii
3.6.5.1 Tumér Nekroz faktértu — a (TNF- a) Duzeyleri

Serum TNF-a dlzeyleri rat TNF-a (KRC3011, Invitrogen Corporation,
USA) kantitatif ELISA test kiti kullanilarak élgulda.
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TNF - a Diizeyleri Olciim Metodu Prensibi:

Invitrogen TNF-a kiti solid faz sandvi¢ Enzim Bagl Immin Olgim
(ELISA) prensibine dayanir. Rat TNF-a molekiline spesifik monoklonal
antikorlar strip halindeki kuyucuklara kaplanmistir.

Ilk inkiibasyon sirasinda, bilinen konsantrasyondaki TNF-a standartlari,
kontroller ve bilinmeyen o6rnekler kuyucuklara pipetlenir. Yikamadan sonra
biyotin ile konjuge edilmis ikincil antikorlar eklenir. Tekrar yikama isleminden
sonra streptavidin ile konjuge peroksidaz enzimi eklenir. Ugilinci
inkilbasyondan sonra baglanmayan enzimler yikama islemiyle uzaklastirilir.
Substrat sollsyonu ilave edilerek badli enzimlerin reaksiyonuyla renk
degisimi gozlenir. Renk siddeti TNF-a konsantrasyonuyla orantili olarak
degisim gosterir.

TNF - a Diizeyleri Olciim Materyalleri

1) Rat TNF-a Standartlari
+ Kit iceriginde 2 adet liyofilize sise halinde bulunmaktadir.
2) Standart Dilisyon Tamponu
+ % 0,1 Sodyum azid igerisinde 25 ml'lik 1 adet sise halinde kit
iceriginde mevcuttur.
3) Inkiibasyon Tamponu
+ 1 adet sise icerisinde 12 ml'lik tampon kit iceriginde mevcuttur.
4) Rat TNF-a Kontrolleri (Yuksek ve Dusuk Konsantrasyon)
+ % 0,1 sodyum azid igerisinde liyofilize halde 2 sise halinde kit
iceriginde mevcuttur.
5) Rat TNF-a Biotin Konjugati
+ % 0,1 Sodyum azid igerisinde 11 ml’lik 1 adet sise halinde kit
iceriginde mevcuttur.
6) Streptavidin - HRP (100X)
+ 3,3 mM Timol igerisinde 0,125 ml’lik 1 adet sisede kit igeriginde
mevcuttur.
7) Streptavidin — HRP Dillent
+ 3,3 mM timol igerisinde 25 ml'lik sisede 1 adet kit iceriginde
mevcuttur.
8) Konsantre Yikama Tamponu (25X)
+ 100 ml’lik 1 adet sisede kit iceriginde mevcuttur.
9) Stabilize Kromojen, Tetrametil benzidin (TMB)
+ I'lik 1 adet sisede kit iceriginde mevcuttur.
10) Stop Sollsyonu
+ 25 ml'lik 1 adet sisede kit iceriginde mevcuttur.
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TNF - a Diizeyleri Olciim Metodu
a. Orneklerin Hazirlanmasi
+ TUm kit bilesenleri ve serumlar oda Isisina getirildi. Serumlar
mikroftj tUplnde Inkibasyon Tamponu igindel:2 oraninda
seyreltildi ve well’lere koyulmadan 6nce iyice karistirildi.
b. Kontrollerin Hazirlanmasi
+ Vial Gzerindeki bilgiye gbre hazirlanip seyreltiimeden kullanildi.
c. Standartlarin Dilisyonu
+ Rekonstitite (2,000 pg/mL) standart hazirlanisi: Vial lzerindeki
bilgiye gbre Standart Seyreltme Tamponu ile hazirlandi. Dikkatli
karistirthp en az 10 dakika oda isisinda bekletildi. 1 saat iginde
kullanildi.

+ Diger standartlarin hazirlanisi:

Standartlar (pg/ml) | Standart seyreltme |Eklenecek soliisyon
tamponu
750 375 ul 225uL 2000 pg/mL’den
375 300 pl 300pL 750pg/mL’den
187.5 300 pl 300 pL 375 pg/mL’den
93.8 300 pl 300pL 187.5pg/mL’den
46.9 300 pl 300 pL 93.8pg/mL’den
23.4 300 pl 300 pL 46.9pg/mL’den
11.7 300 pl 300 pL 23.4pg/mL’den
0 300 pl ---
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d.

Streptavidin - HRP Hazirlanmasi:

+ Oda sicakligindaki Streptavidin HRP Konsantresinden (100X) 8
kuyucuk icin 10 pL alinip 1 mL StreptavidinHRP Diluent ile
seyreltildi  (11x8  kuyucuk icin 110 uL konsantreye
11mLdilient).Hazirlanan bu sollisyon Streptavidin-HRP Calisma
Solisyonu’dur. Nazikce karistirihp 15 dakika icinde de kullanildi.

e. Yikama Tamponu dilisyonu:

+ Oda sicakligindaki Yikama Tamponu Konsantresi (25X)
kullanilmadan &nce karistirlldi. 1:25 oraninda distile su ile
seyreltildi (20 mL 500mL’ye seyreltilir). Hazirlanan bu sollsyon
Calisma Yikama Tamponu’ dur. Kuyucuk basina harcanan miktar
hesaplanarak gerekli miktarda tampon hazirlandi.

Olciim Prosediirii:

1.

Deney igin gerekli 8 kuyucuklu strip miktari belirlendi ve
kullanilmayacak fazla stripler tekrar orijinal kabina yerlestirildi.

. Sifir standart kuyucuklarina 100 pL Standart Seyreltme Tamponu

eklendi. Kromojen koéru igin ayrilmis well(ler) bos birakildi.

. Uygun kuyucuklara 100 uL standartlardan eklendi.
. Uygun kuyucuklara érnekler ve/veya kontrollerden 100 pL eklendi.

. Plate kapatildi ve oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildi. Bu asamada

ornek, standart ve kontroller igindeki mevcut TNF-a molekdulleri
kuyucuklarin i¢c duvarina kaplanmis TNF-a antikorlari tarafindan tutulur.

. Kuyucuklar 400 pL yikama tamponu ile 4 kez otomatik plate yikama

cihazinda yikandi ve sonrasinda plate, emici kagit Uzerine ters
cevrilerek vuruldu.

. Kromojen korld haric her kuyucuga biyotinlenmis Rat TNF-a Biotin

Konjugati'ndan 100 pL pipetlendi.

. Plate kapatilarak ve oda sicakhdinda 1 saat inklbe edildi.

. Kuyucuklar yine ayni 6.basamaktaki gibi 4 kez yikandi. Plate, emici

kagit Uzerine ters cevrilerek vuruldu. (Bu sirada Streptavidin-HRP
Calisma Solisyonu hazirlandi).
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10. Kromojen kord hari¢ her kuyucudga 100 pL Streptavidin-HRP Calisma
Solisyonu eklendi.

11. Plate kapatilarak oda sicakhdinda 30 dakika inklbe edildi.
12. Altinci basamaktaki yikama islemi tekrarlandi.

13. Tum kuyucuklara 100 yL Substrat (tetrametilbenzidin - TMB) eklendi
ve karanlk bir ortamda 30 dakika inklibasyona birakildi. Renk maviye
dénmeye basladi.

14. Inkibasyon islemi bitiminde tim kuyucuklara 100 pL stop soliisyonu
eklendi ve stop 6ncesi mavi rengin sari renge dedistigi gézlemlendi.
Renk degisimi 6rnekteki TNF-a konsantrasyonuyla orantili olarak 450
nm’de absorbans dlizeyleriyle belirlendi.

15. Tum sonuglar standartlar ile dilisyonlarina karsilik gizilen absorbans
edrisi Uzerinden hesaplandi. Ornek sonuclari dilisyon faktoriyle
carpilarak verildi.

3.6.6 Karaciger Doku Orneklerinin Histolojik Analizleri

Otanazi uygulanan hayvanlardan elde edilen karaciger dokulari %10’luk
tamponlu nétral formaldehit ile tespit edildi. Cesme suyu ile yikanan dokular
sirastyla %70, 80, 90 ve 96'lik etil alkol serisinden gecirilerek dehidrate
edildi. Ksilol iginde seffaflastirilan dokular sivi parafinlerden gecirilip bloklar
haline getirildi. Elde edilen parafin bloklardan 5 mm kalinhdinda seri kesitler
alinarak hematoksilin-eozin teknigi ile boyandi ve stk mikroskobunda
degerlendirildi. Mikroskoba monte dijital kamera ile gorintiler alindi.

3.6.6.1 Skorlama

Histopatolojik degisiklikler yari kantitatif yontemle puanlandi. Bunun
icin Sherif ve Al-Shaalan tarafindan uygulanan skorlama yo&nteminde
kullanilan kriterlere tarafimizdan iltihabi hicre infiltrasyonu da eklenerek
skorlama yapildi (Sherif & Al-Shaalan, 2018). Karaciger kesitlerinin her
birinde rastgele secgilen 10 mikroskobik alanda iltihabi htcre infiltrasyonu,
kanama, sinltzoidal konjesyon, hepatosit dejenerasyonu ve parankimal
nekroz 0-5 arasinda puanlandi. Puanlama asadidaki sekilde yapildi:
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0: normal histoloji

1: Lezyon alanlarin <%?10’unda g6zlendi.
2: Lezyonlarin %11-25’inde gdzlendi.

3: Lezyonlarin %26-50'sinde g6zlendi.
4: Lezyonlarin %51-75'inde go6zlendi.
5:Lezyon alanlarin >%75'inde g6zlendi.

Sonunda toplam skor hesaplandi.

3.6.7 Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyoistatistik Anabilim Dali'nda yapildi. Verilerin istatistiksel
degerlendiriimesinde IBM SPSS (Statistical Package for Social Sciences)
Statistics Version 20 paket programi kullanildi. Oncelikle gruplar arasindaki
degiskenlerin normal dagilima uygun olup olmadigi analiz edildi. Parametrik
verilerin normal dagilip dagilmadigi degerlendirildi. Normal dagilim gosteren
verilerin karsilastinimalar Tek YénlG Varyans Analiz (Oneway ANOVA) testi
kullanilmistir. Veriler, ortalamazxstandart sapma (SD, standard deviation)
olarak verildi. Normal dagilim géstermeyen verilerin karsilastiriimalarinda ise
Kruskal-Wallis kullanilmistir. Veriler ortanca deger, 25'inci ve 75’inci ylzdelik
degerler olarak ifade edilmistir. p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir.
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4 BULGULAR

Calismamizda elde ettigimiz bulgular uygun istatistik yontemler ile
degerlendirilmis ve gruplara ait veriler hem tablo hem de grafik halinde
belirtildi.

4.1 Oksidatif Stres Belirteci

4.1.1. Doku MDA dulzeyleri
Calisma gruplarimizin doku MDA dUizeyleri Tablo 4.1’ de verilmistir.

Tablo 4.1.Calisma Gruplarinin Doku MDA Duzeyleri (nmol/mg protein)

MDA (doku)
g OrtalamaxSD
HASTA
KONTROL 2,26+0,34
(Grup 1)
LPS + 250 mg/kg
pepino 2,13+0,33
(Grup 2)
LPS + 500 mg/kg
pepino 1,70+0,23AB
(Grup 3)
LPS + 5 mg/kg
Indometazin 1,770,167
(Grup 4)

Calisma gruplarimizin  doku MDA dederlerinin istatistiksel olarak
dederlendirilmesi Tablo 4.1’de verildi. Calisma gruplarimizin doku MDA
degerleri sirasiyla; 2,26+0,34; 2,13+0,33; 1,70+0,23; 1,77+0,16 nmol/mg
protein olarak bulunmustur. Grup 1’e gore istatistiksel olarak degerlendirme
yapildiginda Grup 3 ve Grup 4'te ileri derecede azalma gozlemlendi
(p<0,001). Grup 2'ye gore istatistiksel olarak degerlendirme yapildiginda ise
Grup 3'te ileri derecede azalma bulundu (p<0,001). Diger gruplar arasinda
ise istatistiksel olarak énemli bir fark bulunmadi (p>0,05)
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Doku MDA Diizeyleri
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1,757 _L
1,50 _L

| T T |
Hasta Kontrol  Pepino 250 mg/lkg Pepino 500 mg,/lqg Indometazin
(DMSO+LPS) + LPS + LPS tmg/kg + LPS

GRUPLAR

A Grup 1'e gore fark: p<0,001
B,Grup2’e gore fark: p<0,001

Sekil 4.1. Doku MDA diizeylerinin gruplar arasindaki karsilastirilmasi

4.2 Inflamasyon ve Endotel Fonksiyon Belirtecleri

Calisma gruplarimizin serum hsCRP ile serum ile doku MPO, NO ve
serum TNF-a dizeylerinin istatistiksel acidan dederlendirilmis hali Tablo 4.2,
Tablo 4.3, Tablo 4.4, Tablo 4.5, Tablo 4.6 ve Tablo 4.7'de verilmistir.
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Tablo 4.2. Calisma Gruplarinin Serum HsCRP Duzeylerinin Karsilastirilmasi (mg/dl)

HsCRP
GRUPLAR Medyan
(%25-%75)
HASTA
2,60
KONTROL ,
(Grup 1) (1,43-3,48)
LPS + 250 mg/kg 195
pepino <
(Grup 2) (1,50-2,28)
LPS + 500 mg/kg 1.40
pepino ¢’
(Grup 3) (1,13-1,55)
LPS + 5 mg/kg 0.40 AB
Indometazin !
(Grup 4) (0,13-0,98)

Calisma gruplarimizin serum HsCRP dederlerinin istatistiksel olarak
dederlendirilmesi Tablo 4.2'de verilmistir. Calisma gruplarimizin serum
HsCRP degerleri sirasiyla; 2,60 (1,43-3,48); 1,95 (1,50-2,28); 1,40 (1,13-
1,55); 0,40 (0,13-0,98) mg/dl olarak bulundu. Grup 1’e goére istatistiksel
olarak degerlendirme vyapildiginda Grup 4'te ileri derecede azalma
gozlemlendi (p<0,001). Grup 2'ye gore istatistiksel olarak degerlendirme
yapildiginda ise yine Grup 4'te ileri derecede azalma bulundu (p<0,001).
Diger gruplar arasinda ise istatistiksel olarak 6nemli bir fark bulunmadi
(p>0,05).
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[HsCRP], mg/dL

Serum HsCRP Diizeyleri

4,00
3,00
2,00
p A, B
1,007
24
00

T | T T

Hasta Kontrol Pepino 250 mg/kg Pepino 500 mglkg Indometazin

(DMSO + LPS) + LPS + LPS 5mg/kg + LPS
GRUPLAR

Sekil 4.2. Serum HsCRP dlizeylerinin gruplar arasindaki karsilastirilmasi

Her bir grubun dederi ortanca (%25-%75 persantil) olarak verildi.

A Grup 1'e gore fark: p<0,001
B:Grup 2'e gore fark: p<0,001
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Tablo 4.3. Calisma Gruplarinin Doku MPO Duzeyleri (U/mg protein)

MPO (doku)
GRUPLAR Medyan
(%25-%75)
HASTA
13,57
KONTROL !
(Grup 1) (12,62-24,12)
LPS + 250 mg/kg 12 56
pepino !
(Grup 2) (9,69-15,15)
LPS + 500 mg/kg 2 00 AB
pepino ol
(Grup 3) (5,76-8,57)
LPS + 5 mg/kg 8,31
Indometazin (6,88-12,62)
(Grup 4)

Calisma gruplarimizin doku MPO degerlerinin istatistiksel olarak
dederlendirilmesi Tablo 4.3'de verilmistir. Calisma gruplarimizin doku MDA
degerleri sirasiyla; 13,57 (12,62-24,12); 12,56 (9,69-15,15); 7,00 (5,76-
8,57); 8,31 (6,88-12,62) U/mg protein olarak bulundu. Grup 1’e goére
istatistiksel olarak degerlendirme yapildiginda Grup 3'te ileri derecede azalma
gozlemlendi (p<0,001). Grup 2'ye gore istatistiksel olarak degerlendirme
yapildiginda ise yine Grup 3'te ileri derecede azalma bulundu (p<0,001).
Diger gruplar arasinda ise istatistiksel olarak 6nemli bir fark bulunmadi
(p>0,05).
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MPO Aktivitesi, U/fmg protein

Doku MPO Aktivitesi

40,00
ot
30,007
20,007
L
A, B
10,00+
T
007

| | | |
Hasta Kontrol  Pepino 250 mg/kg Pepino 500 mg/kg Indometazin
(DMSO + LPS) + LPS + LPS 5 mg/kg + LPS

GRUPLAR
Her bir grubun dederi ortanca (%25-%75 persantil) olarak verildi.

A Grup 1'e gore fark: p<0,001
B,Grup 2’e gore fark: p<0,001

Sekil 4.3. Doku MPO duzeylerinin gruplar arasindaki karsilastiriimasi
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Tablo 4.4. Calisma Gruplarinin Serum MPO Duzeylerinin Karsilastirilmasi (U/ml)

MPO (serum)
GRUPLAR OrtalamaxSD
HASTA
KONTROL 62,34+24,99
(Grup 1)
LPS + 250 mg/kg
pepino 54,49+20,70
(Grup 2)
LPS + 500 mg/kg
pepino 39,30+14,08
(Grup 3)
LPS + 5 mg/kg
Indometazin 40,90+14,46
(Grup 4)

Calisma gruplarimizin serum MPO dederlerinin istatistiksel olarak
dederlendirilmesi Tablo 4.4'de verilmistir. Calisma gruplarimizin serum MPO
degerleri sirasiyla; 62,34+24,99; 54,49+20,70; 39,30+14,08; 40,90+14,46
U/ml olarak bulundu. Calismamizda vyer alan gruplar kendi iginde
dederlendirildiginde 6nemli bir fark bulunamadi (p>0,05).
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MPO Aktivitesi, U/mL

Serum MPO Aktivitesi

120,00
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40,00
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27

T | T T
Hasta Kontrol  Pepino 250 mg/kg Pepino 500 mg/kg  Indometazin
(DMSO + LPS) + LPS + LPS 5 mg/kg + LPS

GRUPLAR

Sekil 4.4. Serum MPO dizeylerinin gruplar arasindaki karsilastiriimasi
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Tablo 4.5. Calisma Gruplarinin Doku NO Duzeyleri (umol/mg protein)

NO (doku)
GRUPLAR Medyan
(%25-%75)
HASTA
13,31
KONTROL !
(Grup 1) (9,62-14,13)
LPS + 250 mg/kg 10.80
pepino -
(Grup 2) (9,24-12,48)
LPS + 500 mg/kg 950
pepino d
(Grup 3) (8,21-1,45)

LPS + 5 mg/kg
Indometazin
(Grup 4)

8,87
(8,09-12,35)

Calisma gruplarimizin
dederlendirilmesi Tablo 4.5'de verilmistir. Calisma gruplarimizin doku NO
degerleri sirasiyla; 13,31 (9,62-14,13); 10,80 (9,24-12,48); 9,50 (8,21-
protein  olarak  bulunmustur.

1,45); 8,87 (8,09-12,35)
Calismamizda yer alan gruplar kendi icinde degerlendirildiginde énemli bir

fark bulunamadi (p>0,05).

NO dederlerinin istatistiksel

Mmol/mg

55




[NO], pmol/mg protein

Doku NO Dizevyleri

15,007

14,00

-
ra
]
[=]

1

R |

8,007

6,00

1 T 1 T
Hasta Kontrol  Pepino 250 mg/lkg Pepino 500 mg/kg Indometazin
(DMSO + LPS) + LPS + LPS 5 mg/kg + LPS
GRUPLAR

Her bir grubun dederi ortanca (%25-%75 persantil) olarak verildi.

Sekil 4.5. Doku NO duzeylerinin gruplar arasindaki karsilastirilmasi
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Tablo 4.6. Calisma Gruplarinin Serum NO Duzeylerinin Karsilastirilmasi (pmol/ml)

NO (serum)
GRUPLAR Medyan
(%25-%75)
HASTA
5,32
KONTROL '
(Grup 1) (4,87-5,69)
LPS + 250 mg/kg 513
pepino 3
s 2) (4,56-5,58)
LPS + 500 mg/kg 4 86
pepino -
O (4,19-5,15)
LPS + 5 mg/kg 4 27
Indometazin (3 98’—5 23)

(Grup 4)

Calisma gruplarimizin serum NO dederlerinin istatistiksel olarak
dederlendirilmesi Tablo 4.6’da verilmistir. Calisma gruplarimizin serum NO
degerleri sirasiyla; 5,32 (4,87-5,69); 5,13 (4,56-5,58); 4,86 (4,19-5,15);
4,27 (3,98-5,23) pmol/ml olarak bulundu. Calismamizda yer alan gruplar
kendi icinde degerlendirildiginde 6nemli bir fark bulunamadi (p>0,05).
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Serum NO Dizeyleri
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Hasta Kontrol  Pepino 250 mg/kg Pepino 500 mg/ kg Indometazin
(DMSO + LPS) + LPS + LPS 5 mg/kg + LPS
GRUPLAR

Her bir grubun dederi ortanca (%25-%75 persantil) olarak verildi.
Sekil 4.6. Serum NO dlzeylerinin gruplar arasindaki karsilastiriimasi

Calisma gruplarimizin serum TNF-a duzeylerinin istatistiksel acidan
degerlendirilmis hali Tablo 4.7'de verilmistir.

58



Tablo 4.7. Calisma Gruplarinin Serum TNF-a Dizeyleri (pg/ml)

TNF- a
GRUPLAR Medyan
(%25-%75)
HASTA 67,61
KONTROL (62,33-79,26)
(Grup 1)
LPS + 25(_) mg/kg 75 89
pepino !
(Grup 2) (65,29-83,84)
LPS + 509 mg/kg 59 95
pepino !
(Grup 3) (52,11-67,89)

LPS + 5 mg/kg
Indometazin
(Grup 4)

59,03
(57,47-83,52)

Calisma gruplarimizin serum TNF-a dederlerinin istatistiksel olarak
dederlendirilmesi Tablo 4.7’'de verilmistir. Calisma gruplarimizin serum TNF-a
degerleri sirasiyla; 67,61 (62,33-79,26);
(52,11-67,89); 59,03 (57,47-83,52) pg/ml olarak bulundu. Calismamizda yer
alan gruplar kendi icinde degerlendirildiginde 6nemli bir fark bulunamadi

(p>0,05).
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[TNF], pg/mil

Serum TNF-a diizeyleri

4
200,00
150,001
100,00
- -|_
T 1
50,00 =

T | I T
Hasta Kontrol  Pepino 250 mg/kg Pepino 500 mg/kg  Indometazin
(DMSO + LPS) + LPS + LPS 5mg/kg + LPS

GRUPLAR

Sekil 4.7. Serum TNF-a dlzeylerinin gruplar arasindaki karsilastiriimasi
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4.3 Karaciger Hasari Belirtegleri

Calisma gruplarimizin serum ALT, AST, ALP ve GGT duzeylerinin
istatistiksel agidan dederlendirilmis halleri Tablo 4.8, Tablo 4.9, Tablo 4.10 ve

Tablo 4.11' de verilmistir.

Tablo 4.8. Calisma Gruplarinin Serum ALT Dizeyleri (U/L)

ALT
GRUPLAR Medyan
(%25-%75)
HASTA
321,00
KONTROL '
(Grup 1) (47,00-589,00)
LPS + 250 mg/kg R o
pepino '
(Grup 2) (48,75-95,50)
LPS + 500 mg/kg e 007
pepino /
(Grup 3) (29,25-47,00)

LPS + 5 mg/kg
Indometazin
(Grup 4)

31,004
(25,50-44,50)

Calisma gruplarimizin serum ALT dederlerinin istatistiksel
dederlendirilmesi Tablo 4.8’de verilmistir. Calisma gruplarimizin serum ALT
degerleri sirasiyla; 321,00(47,00-589,00);63,00(48,75-95,50);36,00(29,25-
47,00); 31,00(25,50-44,50)U/L olarak bulundu.Grup 1l’e gdre istatistiksel
olarak degerlendirme yapildiginda Grup 3 ve Grup 4'te ileri derecede azalma
gozlemlendi(p<0,001). Diger gruplar arasinda ise istatistiksel olarak 6nemli

bir fark bulunmadi (p>0,05).
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Serum ALT Aktivitesi

1000,00

200,007

500,007
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ALT aktivitesi, UL
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Hasta Kontrol Pepino 250 mg/kg Pepino 500 mg/kg  Indometazin
{DMSO + LPS) + LPS + LPS 5 mg/kg + LPS
GRUPLAR

Her bir grubun dederi ortanca (%25-%75 persantil) olarak verildi.

A. Grup 1'e gore fark: p<0,001

Sekil 4.8. Serum ALT duzeylerinin gruplar arasindaki karsilastiriimasi
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Tablo 4.9.Calisma Gruplarinin Serum AST Duzeyleri (U/L)

AST
GRUPLAR OrtalamaxSD
HASTA
KONTROL 388,00+220,06
(Grup 1)
LPS + 250 mg/kg
pepino 162,88+25,67A
(Grup 2)
LPS + 500 mg/kg
pepino 103,00+12,15%
(Grup 3)
LPS + 5 mg/kg
Indometazin 121,00+14,94A
(Grup 4)

Calisma gruplarimizin  serum AST dederlerinin istatistiksel olarak
dederlendirilmesi Tablo 4.9'da verilmistir. Calisma gruplarimizin serum ALT
degerleri sirasiyla; 388,00+220,06;162,88+25,67;103,00+12,15;
121,00+£14,94U/Lolarak  bulundu.Grup 1’e go6re istatistiksel olarak
dederlendirme vyapildiginda Grup 2, Grup 3 ve Grup 4'te ileri derecede
azalma gozlemlendi(p<0,001). Diger gruplar arasinda ise istatistiksel olarak
onemli bir fark bulunmadi (p>0,05).
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AST Aktivitesi, UL

Serum AST Aktivitesi

600,007

400,007

I = - .i.

I I I ]
Hasta Kontrol  Pepino 250 mg/kg Pepino 500 mg/kg Indometazin
{DMSO + LPS) + LPS + LPS tmg/kg + LPS

GRUPLAR

Her bir grubun dederi ortalama=SD olarak verildi.
A. Grup 1'e gore fark: p<0,001

Sekil 4.9. Serum AST duzeylerinin gruplar arasindaki karsilastiriimasi
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Tablo 4.10.Calisma Gruplarinin Serum ALP Dulzeyleri (U/L)

ALP
GRUPLAR Medyan
(%25-%75)
HASTA
KONTROL 156,00 (134,00-330,25)
(Grup 1)
LPS + 250 mg/kg
pepino 182,00 (118,25-306,50)
(Grup 2)
LPS + 500 mg/kg
pepino 127,00 (101,50-150,50)
(Grup 3)
LPS + 5 mg/kg
Indometazin 149,00 (127,50-240,25)
(Grup 4)

Calisma gruplarimizin  serum ALP degerlerinin istatistiksel olarak
dederlendirilmesi Tablo 4.10°da verilmistir. Calisma gruplarimizin serum ALP
degerleri sirasiyla; 156,00(134,00-330,25); 182,00(118,25-
306,50);127,00(101,50-150,50);149,00(127,50-240,25)U/L olarak
bulundu.Calismamizda yer alan gruplar kendi iginde dederlendirildiginde
onemli bir fark bulunamadi (p>0,05).
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ALP Aktivitesi, UfL

Serum ALP Aktivitesi
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Hasta Kontrol  Pepino 250 mg/kg Pepino 500 mg/lkg Indometazin
{DMSO + LPS) + LPS + LPS tmg/kg + LPS

GRUPLAR

Her bir grubun dederi ortanca (%25-%75 persantil) olarak verildi.

Sekil 4.10. Serum ALP duzeylerinin gruplar arasindaki karsilastiriimasi
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Tablo 4.11.Calisma Gruplarinin Serum GGT Dizeylerinin Karsilastiriimasi (U/L)

GGT
GRUPLAR Medyan
(%25-%75)
HASTA
4,65
KONTROL )
(Grup 1) (0,70-6,08)
LPS + 250 mg/kg 1.60
pepino -
(orop 2) (0,80-2,38)
LPS + 500 mg/kg 1,40
pepino 4
(R 3) (0,73-1,95)
LI_’S + 5 mg/kg 1.35
Indometazin (1 20’_2 18)

(Grup 4)

Calisma gruplarimizin serum GGT dederlerinin istatistiksel olarak
dederlendirilmesi Tablo 4.11’de verilmistir. Calisma gruplarimizin serum GGT
degerleri sirasiyla; 4,65(0,70-6,08);1,60(0,80-2,38);1,40(0,73-1,95);
1,35(1,20-2,18) U/L olarak bulundu. Calismamizda yer alan gruplar kendi

icinde degerlendirildiginde énemli bir fark bulunamadi (p>0,05).
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GGT Aktivitesi, U/L

Serum GGT Aktivitesi
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Hasta Kontrol  Pepino 250 mg/kg Pepino 500 mg/lkg Indometazin
(DMSO + LPS) + LPS + LPS 5mg/kg + LPS

GRUPLAR

Her bir grubun dederi ortanca (%25-%75 persantil) olarak verildi.

Sekil 4.11. Serum GGT duzeylerinin gruplar arasindaki karsilastiriimasi
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4.4 Karacigerde Histolojik Bulgular

Calismamizdaki karaciger doku ornekleri Hematoksilen-Eozin boyama
yontemiyle incelendi. Tium gruplardaki bulgularin degerlendirilmesinde;

Iltihap

Kanama

Konjesyon

Hepatosit Dejenerasyonu
Nekroz

VVVVY

dikkate alinarak incelendi.

Tablo 4.12.Deney gruplarina ait skorlarin istatistiksel olarak degerlendirilmesi

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Iltihap 3,00 2,00 1,00 * 1,00 *
(2,00-3,00) | (1,00-2,00) | (1,00-2,00) | (0,25-1,00)

Kanama 1,00 0,00 # 0,00 # 0,00 #
(0,00-1,00) | (0,00-0,00) | (0,00-0,00) | (0,00-0,00)

Konjesyon 3,00 2,00 1,50 0,50 #
(2,00-4,00) | (0,25-2,00) | (1,00-2,75) | (0,00-1,00)

Hepatosit 3,00 0,00 * 0,00 * 0,50 *
Dejenerasyonu (3,00-4,00) | (0,00-0,00) | (0,00-0,00) | (0,00-1,00)

Nekroz 2,00 1,00 0,00 # 0,00 #
(2,00-3,00) | (1,00-2,50) | (0,00-1,00) | (0,00-1,00)

Toplam Skor 12,00 4,50 4,00 * 2,00 *

(12,00-14,00)

(2,25-6,75)

(2,25-4,75)

(1,00-3,00)

Grup 1 e gore fark: *; p<0.001

#; p<0.05
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Sekil 4.12.Deney gruplarina ait sicanlarin karaciger kesitleri. Sadece inflamasyon
olusturulan kontrol grubu (A), inflamasyon ile birlikte indometazin verilen grup (B),
inflamasyon ile birlikte disik doz pepinoekstresi verilen grup (C) ve inflamasyon ile
birlikte yUksek doz pepino ekstresi verilen grup (D).Santral venler(*), santral
venler etrafinda biriken iltihabi hlcreler(ince oklar)ile iltihaph nekrotik odaklara
(kalin oklar) dikkat ediniz. Yiksek doz pepinoekstresi verilen grupta karaciger
histolojisinin diger gruplara gore daha tipik goriniime sahip oldugu gorilmektedir.
Kesitler hematoksilin-eozinteknigi ile boyanmistir.Barlarin hepsi 100 pm‘dir.
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Sekil 4.13. Deney gruplarina ait sicanlarin karaciger kesitleri. Sadece inflamasyon
olusturulan kontrol grubu (A), inflamasyon ile birlikte indometazin verilen grup (B),
inflamasyon ile birlikte dlstk doz pepinoekstresi verilen grup (C) ve inflamsyon ile
birlikte ylksek doz pepino ekstresi verilen grup (D). Santral venler(*), santral
venler etrafinda biriken iltihabi hicreler (ince oklar) ile iltihaph nekrotik odaklar
(kalin oklar)gorilmektedir. Yliksek doz pepinoekstresi verilen grupta karaciger
histolojisinin diger gruplara gore daha tipik goérinime sahip olduguna, B ve D
goruntilerinde santral venlerin iginde iltihabi hicrelerin marjinasyonuna dikkat
ediniz. Kesitler hematoksilin-eozin teknigi ile boyanmistir. Barlarin hepsi 50 pm‘dir.
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Sadece inflamasyon olusturulan kontrol grubunda karacigerde 6zellikle
santral venler etrafinda yogun mono nikleer iltihabi hicre infiltrasyonlar
izlendi. Santral venler ve karaciger sinlzoidlerinde konjesyon go6zlendi.
Karaciger parankiminde nekrotik hepatositleri de iceren c¢ok sayida kulcgik
iltihap odaklar dikkati cekti (Sekil 4.13A ve 4.14A). Toplam hasar skoru en
yiksek olan bu gruptu. Inflamasyon ile birlikte indometazin uygulanan
grupta toplam hasar skoru kontrole gére azalmasina karsin iltihabi hicre
infiltrasyonu ve nekroz odaklarina rastlandi (Sekil 4.13B ve 4.14B).
Inflamasyon ile birlikte diisiik doz pepino ekstresi uygulanan grupta toplam
hasar skoru puani indometazin grubuna benzerdi. Mikroskobik incelemede
iltihabi hlcre infiltrasyonu ve nekroz odaklar kontrole gére énemli derecede
azalmis olsa da yer yer goézlendi (Sekil 4.13C ve 4.14C). Inflamasyon ile
birlikte yiksek doz pepino ekstresi uygulanan grupta ise toplam hasar skoru
en dusuk olarak belirlendi. Bu grupta iltihabi htcre infiltrasyonu en hafif
dizeye gerilemisti. Nekrotik odaklar ise sadece birka¢g hayvanda gézlendi
(Sekil 1D ve 2D). Kanama bakimindan gruplar karsilastirildiginda kontrol
grubunun her 3 tedavi grubuna kiyasla dnemli derecede kanama odaklarina
sahip oldugu (p=0.002), ancak tedavi gruplan arasinda belirgin bir fark
olmadigi saptandi. Konjesyon bakimindan vyapilan karsilastirmada sadece
kontrol grubu ile yuksek doz pepino ekstresi verilen grup arasinda 6nemli
fark gorildi (p=0.002) ve bu fark konjesyonun pepino grubunda azalmasi
seklinde gergeklesti. Hepatosit dejenerasyonu bakimindan yapilan
karsilastirmaya goére kontrol grubunun her ¢ tedavi grubundan o6énemli
derecede ylksek hasar puanina sahip oldugu (p<0.001) ve tedavi gruplari
arasinda ise énemli bir fark olmadigi belirlendi.

Butiin bu histolojik bulgularin isiginda indometazinin inflamasyonun
histolojik etkilerini kismen geriletebildigi, fakat tek basina koruyucu etki
saglayamadigi gorildi. Pepino ekstresi uygulanan gruplara bakildiginda,
dusuk doz pepino ekstresi uygulamasinin indometazine benzer sekilde kismi
bir histolojik diizelme sagladigi ve ylksek doz pepino ekstresi verilmesinin
ise histolojik hasari dikkate deger bir bicimde gerilettigi sonucuna varildi.
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5 TARTISMA

Escherichia coli (E. coli) gibi gram-negatif bakterilerde hlicre duvarinin bir
bileseni olan ve "endotoksin" olarak adlandirilan lipopolisakkarit (LPS), deney
hayvanlarina uygulandiginda inflamasyonu tetiklemektedir. Cesitli akut ve
kronik deneysel inflamasyon modellerinde, endotoksin ile olusumlari
tetiklenen TNF-a, IL-8 ve IL-1 gibi proinflamatuvar sitokinlerin venitrik oksit,
prostanoidler ve serbest oksijen radikalleri gibi molekullerin inflamasyonun
cesitli asamalarinda rol aldiklar bilinmektedir (Yangi, 2012).

Radikallerin asiri reaktif yapilarina bagli olarak, hiicrede karbonhidrat,
protein ve lipidlerin okside olmasi ile sonuglanacak hasarlarin 6nlenmesi
antioksidan duzeyleriyle iligskilidir. Enzimatik antioksidanlar serbest radikal
zincir tepkimesinin baslamasi icin gerekli olan serbest radikal miktarinin
azaltilmasini sagladiklari igin primer antioksidanlar olarak da adlandirilirlar.
Genel olarak enzimatik savunma sistemleri, zararl oksijen turevlerini yok
ederler (Yangi, 2012).

Inflamasyon ve oksidatif stres gibi bircok mekanizma, akut karaciger
hasarina neden olmaktadir. LPS’nin organizmadaki detoksifikasyonu,
karacigerde retikuloendotelyal sistemin baslica bilesenleri olan Kupffer
hiicreleri tarafindan meydana gelmektedir. Kupffer hcreleri, endotoksemi
sirasinda, proinflamatuar sitokinlerin ve SOR’larin baslica kaynadi olmasi
nedeniyle, bu hicrelerin aktivasyonu, LPS kaynakli meydana gelen akut
hepatik hasarin nedeni olabilecedi disintlmektedir (Kalaz, vd., 2016; Yan,
vd., 2016).

Bu tez calismasinda; literatiirde anti-inflamatuar etki gosterdigi
bildirilen pepinonun, lipopolisakkarit ile olusturulan 24 saatlik deneysel
inflamasyon Uzerinde koruyucu etkilerinin bazi biyokimyasal ve histolojik
analizler yardimiyla arastirilmasi amaclandi. Calismada ratlara, gavaj yoluyla
250 mg/kg ve 500 mg/kg %0.5'lik DMSO ¢o6ziciusu icerisinde pepino ekstresi
ve intraperitonel yolla 5 mg/kg LPS enjeksiyonlari yapildi. Cbzicu olarak
secilen DMSO, referans ilag olarak belirlenen indometazin ve deneysel
inflamasyon modeli icin secgilen LPS dozlari, ratlarda toksik dozun altinda
olacak sekilde ve literatirle uyumlu olarakuygulandi (Cho, Choi, Kim & Lee,
2009; Quaile, vd., 2010). LPS uygulamasindan 24 saat sonra intrakardiyak
kan ornekleri ve karaciger doku 6rnekleri alindi.
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Lipit peroksidasyonunun son Urlnlerinden biri olan malondialdehit
dizeyinin dlgilmesi mevcut klinik ve deneysel calismalarda en sik kullanilan
oksidatif hasar belirteglerinden biridir. Lipit peroksidasyonu endotoksin
bagimli hepatik hasarin sorumlularindan biri olan MDA'nin, en fazla karaciger,
akciger ve serumda biriken biyokimyasal bir belirte¢ oldugu bildirilmistir
(Haugaard, 1968).

Hsu ve arkadaslarinin alkol tiketiminden sonra ylkselmis olan lipit
peroksidasyonu Uzerine pepinonun sivi ekstresinin etkisini arastirdiklari bir
calismada, alkol grubundaki MDA igerigi kontrol grubuna gore 1.6 kat daha
ylksek oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte pepinonun %1'lik ve %?2’lik
sivl ekstresi kullanilan gruplarda MDA seviyesinin alkol grubuna gére 6énemli
Olclide distk ve kontrol grubu ile neredeyse paralel oldugu sonucuna
ulasiimistir. Bu sonuglar alkol kullanimi  ile  indlklenen lipid
peroksidasyonunun, sivi pepino ekstresi kullanimi ile kontrol altina
alinabildigini gostermistir (Hsu vd., 2011).

Standart toz yem ile %2’lik ve %4’lik oranlarda karnstirilarak
hazirlanan (w/w) kurutulmus sulu pepino ekstresinin diyabetik sigcanlara
uygulandigi bir calismada, pepino tedavi gruplarinda MDA dlizeylerinin hasta
kontrol grubuna gére 6nemli oranda distigu belirtilmistir (Hsu, Lin & Chen,
2018). Bu sekilde pepino ekstresinin MDA olusumunu azaltarak renal
oksidatif stresi azaltabilecegi distndlmuistlir. Pepino ile tedavi edilen
diyabetli sicanlarda gb6zlenen bu antioksidan etkinin, pepino ekstresi iginde
bulunan askorbik asit, fenolik asitler ve flavanoidlerden kaynaklandigi ileri
suralmastar.

Bu calismadaise karacijerde meydana gelen oksidatif hasarin boyutu,
MDA duzeyleri Uzerinden incelenerek degerlendirimeye calisildi. Hasta
kontrol grubu olan LPS grubundatespit edilen MDA dlzeylerindeki artis,
LPS'nin karacigerde belirgin olarak oksidatif hasar meydana getirdigini
sonucunu ortaya koydu. Hasta kontrol grubu ile karsilastirildiginda, pepino
500 mg/kg grubunda MDA duzeyleri istatistiksel acidan anlamli olarak azaldi.
LPS grubuna oranla, tedavi gruplari karsilastirildiginda ise, referans ilag
olarak indometazin kullanilan ratlarda da anlamh dizeyde azalma tespit
edildi. Pepino 250 mg/kg ile Pepino 500 mg/kg arasi anlaml fark bulunmasi
250 mg/kg’hk dozun doku hasari lzerinde beklenen etkiyi saglamayadigini
dasundurda.

C-reaktif protein inflamasyon icin spesifik olmayan bir biyokimyasal
belirtectir. Dlzeyi akut inflamatuar durumlarda veya doku hasarinda gegcici
olarak 1000 katina kadar cikmakta, kronik inflamatuar olaylarda ise sirekli
ylksek degerlerde seyretmektedir (Ertorun, 2015).

74



Shathish ve Guruvayoorappan’in yaptigi calismada ratlarda pepino
ekstresinin formaldehit kaynakli kronik inflamasyonu dénemli 6lgide inhibe
edebilecedi vurgulanmistir. Bu calismanin sonuclari pepino ekstresinin akut
ve kronik inflamasyon icin gigli bir inhibitor olarak goérev vyaptigini
gostermektedir. Mekanizma, inflamatuar mediatérlerin  olusumunun
inhibisyonuna bagl olabilecegi, ancak Pepino ekstresinin anti-inflamatuar etki
mekanizmasini agida c¢ikarmak igin ayrintih calismalara ihtiyag oldugu
belitilmektedir (Shathish & Guruvayoorappan, 2014).

Bu calismamizda akut inflamasyonun tespiti icin serum hsCRP dizeyleri
incelendi. Hasta kontrol grubunda dilzeyleri ylUksek seyreden hsCRP,
indometazin grubunda hasta kontrol ratlarina goére istatistiksel olarak anlaml
degdisiklikler gosterdi. Dislk doz pepino uygulanan sicanlarda ise hsCRP
duzeyleri hasta kontrol grubu ratlan ile paralellik gosterdi ve indometazin
grubu ile istatistiksel yonden anlamli farkhhklar tespit edildi. Buna karsin,
yuksek doz pepino grubu serum hsCRP dlzeylerinde azalma gdzlendi, ancak
bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildi.

Calismamizda LPS wuygulamasli sonrasinda, sicanlarin karaciger
hlicrelerinde meydana gelen nétrofil infiltrasyonu ve inflamasyonun tespiti
icin myeloperoksidaz enzim aktivitesi Olgcimleri yapildi. Sadece LPS
uygulanan 1. gruptaki sicanlarin karaciger MPO dlizeylerinde yiksek diizeyde
artis gorildi. Bunun yanisira ayni grupta karaciger dokulari histolojik olarak
degerlendirildiginde iltihabi hiicre odaklari, yer vyer kanamalar ve
dejenerasyona ugramis hepatositler gibi inflamasyonu isaret eden bulgular
oldugu belirlendi. LPS grubu olan 1. Grup ile LPS Oncesi pepino uygulanan 2.
Grup kiyaslandiginda, MPO dizeylerinde anlamli farkhlik gézlenmedi. Ayni
zamanda 2. Grubun karaciger dokulari incelendiginde, iltihabi ve kanama
odaklarinda gerilemeler goézlendi ancak bu dedisiklikler istatistiksel olarak
anlaml degildi. 3. Grup olan LPS 6ncesi daha yiliksek doz pepino alan ratlarin
karaciger dokularinda iltihabi hiicre odaklari en hafif dizeye gerilemisti.
Genel olarak neredeyse referans ilag olan indometazin grubuna yakin
histolojik inceleme sonuglari olmasi, pepinonun karacigerde LPS'nin meydana
getirdigi inflamasyonu kontrol altinda tuttugunu distndirdi. Hasta kontrol
grubuna kiyasla, 3. Grup olan LPS 6ncesi pepino 500 mg/kg grubunda ise
istatistiksel olarak anlaml bir azalma olmasi, bu dozun inflamasyonu kontrol
altina almada etkili olabilecegini ortaya koymaktadir.

Otokrin ve parakrin bir hicresel ajan olan nitrik oksit, fizyolojik ve bazi
patofizyolojik kosullar altinda homeostazin sirdirilmesinde édnemli bir yere
sahiptir. Septik sok, reperfizyon hasari gibi durumlarda NO aktivitesi
artmaktadir. NO etkisini, akut inflamatuar olaylarda hem koruyucu hem de
hasar verici bir molekll olarak ortaya koyabilir. NO, olusan SOR’'lar ile
reaksiyon vererek glclu bir oksidan olan ONOOH olusturmakta ve sonucta da
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HOe radikali olusumuna yol acmaktadir. NO bazi durumlarda da bir
antioksidan gibi davranarak hicreleri lipit peroksidasyonundan korumaktadir
(Memisogdullari, 2005). Bu paradoks ve puliripotent aktivite, NO etkisinin
yorumlanmasinda glglige neden olmaktadir (Kuyumcu, Polat Dizgin,
Ozmen & Besler, 2004).

Shathish ve Guruvayoorappan’in yaptigi bir calismaya gore, sicanlarda
timor gelisimi sirasinda pepino ekstresinin NO salinimi Gzerindeki etkileri
arastirilmistir. Elde ettikleri bulgulara goére, kanserli sicanlarda 15. glnde
gbzlenen serum nitrik oksit didzeyindeki artis pepino ekstresi kullanimi ile
anlaml duzeyde gerileme gdstermistir. Bu durumun NO’ nun vazodilatasyon
etkisi nedeniyle timordeki kan akisini artirmasindan kaynakladigi
disinulmuUstir ve bu yodnlyle anti timoér ajani olarak da kabul edilebilecegi
ileri strtlmustir (Shathish & Guruvayoorappan, 2014).

Herraiz ve arkadaslarinin yaptiklari bir calismada, pepino ekstresinin
1:1 ve 1:10 seyreltiimis 6rneklerinin LPS ile muamele edilmis makrofaj
hicreleri Uzerie etki ederek NO saliniminda inhibisyona sebep oldugu tespit
edilmistir. Calismada,1:10luk seyreltilmis Pepino ekstresinin NO saliniminin
inhibisyonu Uzerinde 1:1’lik seyreltiimis ekstreden cok daha etkili oldugu
tespit edilmistir. Pepino ekstresinin bu etkisi nedeniyle in vivo anti-
inflamatuar 6zellige sahip olabilecegi ileri strldlmuistir. Ayrica Pepinonun bu
inhibisyon etkisinin nedeni olarak, igerisinde bulunan klorojenik asitin nitrik
oksit sentazi inhibe edici etkisi oldugu belirtilmistir (Herraiz vd., 2016).

Deneysel olarak inflamasyon olusturulan bu calismamizda, nitrik oksit
dizeyleri incelendiginde literatir ile uyumlu sonuglar elde edildi. Hasta
kontrol grubunda nitrik oksit diizeylerinin arttigi, diisiik/yiksek doz pepino ve
ayrica indometazin verilen gruplarda nitrik oksit dizeylerinde dusus tespit
edildi, ancak bu degisiklikler istatistiksel olarak anlamli degildi.

Calismamizda inflamatuar belirteclerden, proinflamatuar sitokin olan
serum TNF-a duzeyleri 6lglilmis, ancak TNF-a dizeylerinde gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farkhlik gézlemlenmistir.

LPS uygulamas! sonrasinda, ratlarin karaciger hicrelerinde hasar
olusup olusmadigini tespit etmek amaciyla, serum orneklerinde AST, ALT,
ALP ve GGT enzim aktivitelerinin tayini yapildi.

Hsu ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada, 5 hafta boyunca alkol
diyeti uygulanan sicanlarda kontrol grubuna oranla ALT ve AST dlzeyleri
yukselmistir. Tedavi amacl planlanan %1’lik ve %?2’lik dozlar halinde
uygulanan sivi pepino ekstresinin, ALT ve AST dlzeylerinde azalmaya vyol
actigi tespit edilmistir (Hsu, Lin & Chen 2018).
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Calismamizda, deneysel inflamasyon olusturulmus hasta kontrol
grubunda yer alan sicanlarda serum ALT ve AST dlzeylerinin dnemli
derecede artmis oldugu goézlemlendi. Fakat pepinonun koruyucu etkinligininin
arastinildigi, 7 gin boyunca farkli dozlarda pepino ekstresi ve indometazin
verilen gruplarda serum ALT ve AST dlzeyleri anlamli dizeyde dusus
gb6stermistir. 500 mg/kg pepino ekstresi verilen ve referans ilac olan
indometazin verilen sicanlarda paralel sonuclar tespit edildi. 500 mg/kg
pepino grubunda meydana gelen AST ve ALT aktivitelerindeki azalma,
pepinonun LPS’nin karaciger fonksiyonlarini etkileyecek dizeyde hasar
vermesini engelledigini ve koruyucu etki gosterdigini ortaya koymaktadir.

Karacigerin safra kanallarina bakan ylizeylerinden sentezlenen ALP ve
GGT beraber degerlendiriimeleri gereken enzimlerdir. Bu nedenle
calismamizda, karacigerde LPS indlkli inflamasyon sonrasi, safra kanallarina
bagli olasi defektlerin lizerinde pepino ekstresinin etkileri dederlendirildi.

Zhang ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada, alkol ile birlikte pepino
ekstresi verilen sicanlarda ALP seviyelerinin meyve ve alkolden etkilenmedigi
tespit edilmistir (Zhang vd., 2016). Bu calisma ile uyumlu olarak, bizim
calismamizda da serum ALP dlzeyleri, LPS verilen grup ile pepino tedavi
gruplari arasinda anlamli degisiklik géstermedi.

GGT, aminoasit veya kuguk peptidlerin gama glutamil artiklarinin
transferini katalizleyen bir enzimdir. Serumdaki GGT'nin en dénemli kaynagdi
karacigerdir ve safra epitelinde de ylksek miktarda sentezlenmektedir
(Noyan, 2009).

Lenfoma hucreleri verilerek olusturulan sican kanser modelinde pepino
ekstresinin etkilerinin arastirildigi bir calismada (Shathish &
Guruvayoorappan, 2014), pepino ekstresi uygulamasinin kontrol grubu
sicanlara kiyasla GSH seviyelerini azalttigini ortaya koymustur. Hucresel
proliferasyon igin bir belirteg olan ve gama-glutamil molekdllerinin GSH’dan
diger amino asit ve dipeptitlere transferini katalizleyen bir enzim olan GGT
aktivitesi, normal hayvanlarla karsilastirildiginda hasta kontrol grubu
hayvanlarin serumunda artis géstermistir.Pepino ekstresi tedavisinin, serum
GGT aktivitesini 6nemli 6lcide azaltarak metastaz (zerinde inhibitdr etki
gosterdigi ileri sGrdlmustir (Shathish & Guruvayoorappan, 2014).
Kemoterapinin etkinliginin GSH dlzeyini azaltmasi ile iliskilendirildiginde,
pepino ekstresi uygulamasinin anti-proliferatif bir etkiye sahip oldugu
disundulebilir.,
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Bulgularimiza goére, LPS indikll inflamasyonda serum GGT aktivitesi
hasta kontrol grubunda artis gdésterdi, ancak bu artis istatistiksel olarak
anlami degildi. LPS oncesi uyguladigimiz pepino gruplarinda ve indometazin
grubunda ise GGT aktivitelerinde disls tespit edildi, ancak hasta kontrol
grubu ile karsilastirildiginda bu dists anlamli dizeyde degildi.
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6 SONUC VE ONERILER

Calismamizda, deneysel model olarak LPS ile ratlarda inflamasyon
olusturuldu ve tedavi icin, cok eski caglardan bu yana insanlar tarafindan ya
cesitli hastaliklarin tedavisinde ya da etkilerinin azaltiimasinda kullaniimis,
ginimuzde anti-timor, anti-hepatotoksik, immunomoduilatér gibi biyolojik
aktivitelere sahip, dodal meyveekstraktinin inflamasyon ve antioksidan
sistem Uzerine olan etkileri arastinldi.

Sonug¢ olarak bu calismanin verileri, LPS'nin inflamasyon ve oksidatif
strese neden oldugu, dogal bir tarim Urind olan pepinonun karaciger
dokularinda goésterdigi koruyucu etkinin muhtemel mekanizmasinin, reaktif
oksijen radikallerinin temizlenmesi sonucu lipid peroksidasyonunun ve/veya
antioksidan tiketiminin engellenmesi ile olabilecedini dusindirmektedir.
Antioksidan etkinligi tGzerinde pepinonun, LPS'nin neden oldugu inflamasyon
ve oksidatif hasara karsi koruyucu olarak kullanilmasi ¢alismanin verilerinden
hareketle Onerilebilir. Endojen antioksidan enzim seviyelerinin
ylkseltiimesinde pepinonun faydali etkilere sahip oldugu disinilmektedir.
Pepinonun etki mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasi, doz ve tolerabilite
konularinin tamamen acgikhda kavusturulmasi igin preklinik ve klinik
calismalara gereksinim vardir. Calismanin gelecekte yapilacak iyi tasarlanmis
arastirmalara énder olacagini distiinmekteyiz.
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