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Ozet

Bu calismada Karbon tetraklorlir(CCls) uygulamasinin meydana
getirdigi oksidatif stres kaynakl karaciger hasarina karsi Viscum album ve
probiyotiklerin sinerjistik etkileri dlistunullerek koruyucu ve tedavi edici etkileri
arastirildi.

Lipit peroksidasyonunun serbest radikallerden kaynaklanan bir
mekanizma ile basladigini ve "pozitif feed back" ile serbest radikallerin
artisina sebep oldugu gosterilmistir. Viscum album(VA) cesitli biyolojik aktif
maddeler iceren bir bitkidir ve bu bitkinin antioksidan etkileri bilinmektedir.
Probiyotikler(pro) ise barsak mikrobiyotasinin gelismesinde énemli rol oynar
ve bdylelikle CCls gibi toksik maddelerin olumsuz etkilerini azaltip VA nin
terapotik etkilerini arttiracagi distndlmistir. Hem oksijenaz-1 (HO-1),
strese tepki veren bir enzimdir. 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OHdG),
serbest radikal kaynakli oksidatif lezyonlarin baskin formlarindan biridir ve
oksidatif stres ve karsinogenez icin bir biyobelirteg olarak kullaniimaktadir.

Bu calismada 56 adet wistar rat kullanulmistir, bunlar; Kontrol, Kronik
Hasar (k) CCls, (k) CCls+VA, (k) CClsa+VA+Probiyotik, Akut Hasar (a) CCla,
VA+CCls (a), VA+Probiyotik+CCls (a) olmak lGzere yedi grup olusturulmustur.
Hayvanlardan karaciger doku ve kan ornekleri alindiktan sonra dokuda ve
plazmada lipit peroksidasyon dlizeyi belirteci olarak Malondialdehit (MDA),
oksidatif stres parametrelerinden doku ve tam kan Glutatyon (GSH)
seviyeleri ve doku Katalaz (KAT) aktiviteleri dlguldi. Serumdan ise rutin
biyokimya ile HO-1 ve 8-OHdG seviyeleri 6lglldi. Viscum album’un metanolli
ekstresi 300mg/kg ve probiyotik bakteriler oral yolla verilmek (zere
hazirlandi. Kronik hasar grubuna 1 ml/kg CCls4, akut hasar grubuna 2mli/kg
CCls i.p. olarak enjekte edildi.

Kronik hasar gruplarindaki karaciger KAT aktivitesine bakildiginda CCl4
(C) grubu ile kiyaslandiginda VAPC (VA+Pro+CCls) grubunda anlamh bir
ylkselis vardir(p<0.05). Kronik hasar gruplarindaki karaciger MDA dlzeyleri
C grubu ile kiyaslandiginda VAPC grubundaki seviyeler anlamli olarak
azalmistir(p<0.001). Akut hasar gruplarindaki plazma ve karaciger MDA
dizeyleri C grubuna gére VA+CCl4(VAC) ve VAPC gruplarinda anlaml sekilde
azaldi(p<0.01,p<0.001). Kronik hasar HO-1 dlzeyleri incelendiginde C
grubuna goére VAPC grubunda anlamli bir ylUkselis vardir(p<0.01).

Sonug olarak bu calismada CCls hasari ile olusturulmus kronik ve akut
karaciger hasarinda, VAPC grubu, genel anlamda VAC grubuna goére daha
etkili oldugu goézlemlendi.

Anahtar Kelimeler: Viscum album, Probiyotik, Oksidatif stres, CCls, Karaciger
hasari



Summary

In this study, protective and therapeutic effects of Viscum album and
probiotics against oxidative stress induced liver damage caused by carbon
tetrachloride (CCls) were investigated.

It has been shown that lipid peroxidation starts with a mechanism
originating from free radicals and causes an increasment in free radicals by
"positive feed back". Viscum album (VA) is a plant that contains a variety of
biologically active substances and its antioxidant effects are known.
Probiotics (pro) play an important role in the development of intestinal
microbiota, thus reducing the negative effects of toxic substances such as
CCls and eventually it will increase the therapeutic effects of VA. Heme
oxygenase-1 (HO-1) is a stress response enzyme 8-Hydroxy-2'-
deoxyguanosine (8-OHdG) is one of the dominant forms of free radical-
derived oxidative lesions and is used as a biomarker for oxidative stress and
carcinogenesis.

In this study, 56 male wistar rats were divided into 7 groups, including
Control, Chronic Damage (k) CCls, (k) CCls + VA, (k) CCls + VA + Probiotic,
Acute Damage (a) CCls, VA + CCls (a), VA + Probiotic + CCls (a). After liver
tissue and blood samples were taken from the animals, tissue and whole
blood Glutathione (GSH) levels, tissue KATalase (KAT) activities and tissue
and plasma malondialdehyde (MDA) oxidative stress parameters were
measured. Rutine biochemical and HO-1 and 8-OHdG levels were measured
in the serum. The methanolic extract of Viscum album was prepared for 300
mg/kg and probiotic bacteria giving for oral administration. CCls 1ml/kg was
injected in the chronic damage group, and 2ml/kg was injected in the acute
Injury group.

When the CAT activity in chronic damage groups was examined, there
was a significant increase in VAPC group compared to group C (p <0.05).
Liver MDA levels in chronic damage groups significantly decreased in VA +
Pro + CCls (VAPC) group compared to group C (p <0.001). Plasma and liver
MDA levels in acute injury groups decreased significantly in VA + CCls (VAC)
and VAPC groups according to C group (p <0.01, p <0.001). When chronic
damage HO-1 levels were examined, there was a significant increase in VAPC
group compared to group C (p <0.01).

In conclusion, in this study, VAPC group was found to be more effective
than VAC group in chronic and acute liver injury caused by CCls damage.

Keywords: Viscum album, Probiotic, Oxidative stress, CCls, Liver damage
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1 - GIRIS VE AMAC

GlUndmduzde bircok hastaligin temelinde antioksidan savunma sisteminin
yetersiz kalmasi vardir. Insanlarin antioksidan savunma sistemini
glglendirdigimizde vicudun cevresel etkenlere karsi direnci artmakta ve
hastalik riski azalmaktadir.

Viscum album (6kseotu) bircok terdpatik etki géstermektedir. Avrupa ve
Amerika’da antikanser ilac olarak kullanilan bu bitki tGlkemizde hentz ilag
olarak kullaniimamaktadir. Antikanser etkilerinin yani sira karaciger hasarinin
da 6nlenmesinde ve bu hasarin iyilestiriimesinde potansiyel etkilere sahiptir.

Viscum albumun antioksidan, anti-kanser etkileri ve hipertansiyon, kalp
rahatsizhidi, bobrek yetmezligi ve kanser gelisimini hafiflettigi bilinmektedir.
Probiyotikler ise barsak mikrobiyotasinin gelismesinde énemli rol oynar ve
boylelikle CCls gibi toksik maddelerin olumsuz etkilerini azaltip VA nin
terapotik etkilerini arttiracagi distinilmektedir.

Yapilan galismalarda, glinimuizde birgok kisinin barsak floralarinin
bozulmus oldugu gosterilmistir. Bozulmus olan bu floranin iyilestiriimesi
hastaliklarin 6nlenmesinde ve tedavisinde 6nemli bir yere sahiptir (Dogan
2011).

Vicut her hangi bir ajana maruz kaldiginda vicudun bu ajana tepkisi
hizlanmaktadir. Viscum album potansiyel olarak hepatoprotektif bir ilag
olarak kullanilabilir (Jung ve ark. 2013). Probiyotiklerin de karaciger
koruyucu etkisi go6zlemlenmistir. Probiyotiklerin barsak mikrobiyotasini
gelistirdigi bu sebeple de emilimi ve sindirimi etkiledigi bilinmektedir (Dogan
2011).

Teknolojinin gelismesi, fabrikalasma, kozmetik, temizlik Urlnleri ve
endustiriyel besinler ile birgok kimyasala maruziyetimiz artmaktadir. Bu
durumu minimalize etmek ve maruz kaldigimiz bu kimyasallarin olumsuz
etkilerini azaltmak icin probiyotik bakteriler ve gesitli tibbi bitkilerden yardim
almak ginuimuz sartlar igin é6nemlidir.

Oral yolla alinan ilaglarin optimum etkinlik goésterebilmesi icin uygun
barsak florasinin saglanmis olmasi gerektigiyle ilgili calismalar devam
etmektedir, bu nedenle probiyotiklerin Viscum albumun etkilerini
arttirabilecedi dislinildiginden bu deney tasarlanmistir. Viscum albumun ve
probiyotiklerin koruyucu ve tedavi edici etkileri arastirilmistir.



2 - GENEL BILGILER

2.1 - Viscum album

Viscum album cesitli biyolojik aktif maddeler(flavonoidler, lektinler ve
viskotoksinler vb) iceren yarn parazit bir bitkidir (Sekil 1) (Culcu T. 2015).
Viscum album Loranthaceae ailesine aittir. Bitkinin, tim dinyada en genel
olarak bilinen adi "mistletoe"dur. Ayrica "Korean mistletoe", "Californian
mistletoe" olarak adlandirilan tlrler de rapor edilmistir. "Mistletoe" kelimesi,
her derde deva anlamina gelen bir kelimeden tlretilmistir. TUlrkcede
kullanilan "6kseotu" ismi ise, eski zamanlarda bu bitkinin meyvelerindeki
yapiskan maddeden (vissin) yapilan ve kus tuzagi olarak kullanilan 6kseden
gelmektedir.

Okse otundan hazirlanan ekstreler tedavi amaciyla kullaniimak tzere
Almanya, Avusturya ve Isvicre’deki cesitli firmalar tarafinca tum diinyaya
pazarlanmaktadir. Bu ticari trunler bir cok arastirmaya konu olmus ve sahip
olduklari aktiviteleri bilim gevrelerince de desteklenmistir. Bitkinin toplandigi
yer ve zaman, bitki ekstresinin hazirlanma sekli ve bitkinin (izerinde yasadigi
konakgl adacin tirt bu ekstrelerin kimyasal iceriginin farklihk gosterecegi
vurgulanmaktadir (Cetin E. 2011).

Sekil 1. Viscum album’un konakgi Gzerindeki hali.



2.1.1 - Viscum album’un biyokimyasal olarak aktif bilesenleri

Okseotunun kimyasal icerigine yénelik ilk arastirma 1860 yilinda
Reinsch tarafindan gergeklestirilmistir (Franz, 1985). Viscin adini verdigi
meyvelerde bulunan yapiskan maddeyi analiz etmistir. Bu sayede Viscum
album’un cgesitli aktif bilesiklerin zengin bir kaynagi oldugunu biliyoruz.

Lektinler, alkaloidler, flavonoitler, viskotoksinler, polisakkaritler, fenolik
asitler, fenilpropanlar poliholozitler, ve lignanlar 6kse otundaki aktif
bilesenlerdir. Lektinler ve viskotoksinler bitkinin sitotoksik etkisinin ortaya
konuldugu calismalarda 6n plana gikmaktadir (Ergun ve Deliorman 1995,
Cetin E. 2011).

Miktarlar ve biyolojik olarak aktif olan Viscum album bilesikleri, konak
agaci ve hasat zamanina bagh olarak blylk degiskenlik goésterebilir. 9
niceliksel bilesim ile ilgili olarak, alt tlrlerin belirli igerigi Uzerinde sadece
birkac calisma yapilmistir; viskotoksinler (Schaller ve ark. 1998),
fenilpropanaoidler (Deliorman, 1999) ve flavonoidler (Lorch, 1993)
karsilastirmali olarak incelenmis ve alt tlrlere bagh olarak farkl
konsantrasyonlarda oldugu gosterilmistir. Ayrica bu bitkinin yaprak ve
dallarinin ursolik asit, kaempferol, quercetin, pectin, beta - sitosterol,
syringin ve lektinleri ana bilesenler olarak igerdigi bildirilmistir (Ergun ve
Deliorman, 1995, Suveren E.2013).

2.1.2 - Viscum album’un farmakolojik ozellikleri

Bitkilerin ilag, besin ve kozmetik amach kullanimi insanhk tarihininin
baslangicindan glnimuze kadar gelmistir. Bitkisel kaynakh ilag tedavisi,
gecmiste baska alternatiflerin bulunmamasi, sentetik ilaglar Uretebilecek
teknolojinin gelismemesi gibi nedenlerden o zamanlarda saglik alaninda cok
onemli yeri vardi. Cesitli hastaliklarin tedavi edilmesi amaciyla bitkilerin
kullanilmasi ve her bitkiye ait spesifik 06zellikler insanlar tarafindan
kesfedilmesi bu teknoloji ile gelistirilmistir (Baytop, 1999). GunUmuzde
20000'den fazla bitki alternatif tedavi amaciyla kullaniimaktadir. Bu
gelismeler sayesinde hastaliklara karsi ilagc veya etken madde kesfi son
derece 6nem kazanmistir (Temur N. 2006).

Geleneksel tipta kullanilan gesitli bitki ve sebzelerin terapdtik etkileri
genellikle antioksidan bilesiklerine atfedilir. Antioksidanlar ayni zamanda gida
kalitesini korumak icin de kullanilirlar, ¢inkl lipidlerin oksidatif bozulmasini
Onlerler. Guvenlik kaygilari nedeniyle artik bitkisel bazli antioksidanlar
sentetik olanlara tercih edilmektedir. Bir bitkinin kimyasal bilesiminin bir
profili ile birlikte antioksidan aktivitesi bilgisi, terapotik potansiyelinin makul
bir tahminini verecektir (Akinmoladun ve ark., 2007). Viscum album 06zleri de
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oksijen icermeyen radikallerin zararli ve mutajenik etkilerini azaltabilir.
Bitkilerin tibbi etkileri, gogunlukla fenolik olan fitokimyasal bilesenlerin
antioksidan aktivitesine baglanir. Fenoliklerin antioksidan aktiviteleri,
indirgen maddeler, metal selatlayicilar ve serbest radikal séndurlculer olarak
islev gbérmelerine izin veren redoks 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir (Rice-
Evans ve digerleri, 1996; Oboh, 2006; Oboh ve Rocha, 2007).

Viscum album L., cesitli hastalik ve bozukluklari dnlemek veya tedavi
etmek icin alternatif tipta yaygin olarak kullanilmaktadir. Tlrkiye'de diyabet
ve diyabette kardiyak bozukluklar ve hipertansiyon igin kullanilmaktadir
(Baytop, 1999; Gengler-Ozkan ve Koyuncu, 2005). Ek olarak, Viscum album
L.'nin preparatlari Avrupa'da adjuvan kanser tedavisinde klinik olarak
kullanilmis ve bu nedenle 1926'dan beri bitki (zerinde cesitli calismalar
yapimistir (Yesilada ve ark. 1998, Sever, M 2012).

Simdiye kadar belgelenmis olan farmakolojik calismalar, Viscum album
L.'nin  badisiklik uyarici, kardiyotoksik ve sitotoksik yeteneklerine
odaklanmistir (Gupta ve ark., 2012).

2.1.2.1 - Viscum album’un kardiyovaskiiler sistem iizerine etkileri

Wagner ve ark. (1986), Viscum albumda flavanoidlerin, fenol
karboksilik asitlerin, fenil propanlarin ve lignanin olasi kardiyovaskiler
aktivite tdrevleri olarak kabul edildigini ve ayrica Viscum albumun butanolik
ekstrelerinin CAMP - fosfodiesterazin (PDE) inhibisyonunda rol oynadigini
ileri sirmuslerdir.

Deneysel bir calismada, Viscum album’uniin zemin yapraklarindan izole
edilen GABA'nin, anestezi uygulanmis farelerin kan basincinda keskin bir
azalma sagladigi bildirilmistir (Samulsen, 1959).

Benzer sekilde, birkag arastirma, hipertansiyonun dkseotu tedavisi ile
basarili bir sekilde yo6netilebilecedini distndirmektedir (Yucecan, 1988;
Khosh ve Khosh, 2001; Thompson, 2003).

Ofem ve ark. (2006), ham su yapradi ekstresinin etkilerinin sicanlarda
kalp hizinda herhangi bir degisiklik olmaksizin antihipertansif etki yarattigini
gostermistir. Baska bir calisma, Viscum albumden elde edilen ham ekstrenin,
doza bagiml bir sekilde normotansif ve hipertansif sicanlarda kan basincinin
dismesine neden oldugunu gostermistir (Eno ve ark. 2004).

Tenorio ve ark. (2005), langendoorffs'in izole ve perfiize kalp modelini
kullanarak Viscum album’un sulu ekstraktinin énemli bir koroner vazodilator
aktivitesini géstermistir.



2.1.2.2 - Viscum album’un antikanser etkileri

1916'da Rudolf Steiner ilk kez kanser tedavisi igin 6kseotu ekstrelerinin
kullanimini  6nerdi. Viscum album, Anthroposophic (tinsel bilim-felsefe)
tibbinda kanser bakiminda lider ¢6zim olarak merkezi roluyle dikkat
cekmistir. Ilk Antroposluk hekimlerinden biri olan Ita Wegman (1876-1943)
dnerisini aldi ve Zirich'de bir eczaci ile ilk 6kseotu ilaci olan Iscar, 1926'da
Iscador olarak yeniden isimlendirildi. Okseotu tedavisi en iyi bilinen
Antroposofik terapi haline gelmistir ve Orta Avrupa'daki Almanlarda su anda
kanser igin en sik recete edilen tamamlayici terapilerden biridir.

Akciger, kolon, mide v.s kanseri gibi cesitli kanser vakasi olan 10,226
hasta Uzerinde yapilan calismada; ilag haline getirilmis Viscum album
ekstreleri ile tedavi uygulanan hastalarin uygulanmayanlara goére 40 % daha
uzun sure hayatta kaldiklar tespit edilmistir (Grossarth, 2001).

Laboratuar c¢alismalan, Viscum album ekstresinin kanser hucresi
apoptozunu (Khil ve ark. 2007), sitotoksik aktiviteyi (Valentiner ve ark.
2002), periferik kan mononukleer hicrelerinde DNA tamirini (Kovacs, 2002),
anjiyogenez inhibisyonunu (Elluru ve ark. 2009), kanser hilcre cizgilerinde
antiproliferatif etkiler (Urech ve ark. 2006), insan dendritik hucrelerinin
olgunlasmasi ve aktivasyonu (Elluru ve ark. 2008) ve GM-CSF, IL-5 ve
IFNgamma uretiminin uyarilmasi (Huber ve ark. 2005) g6stermistir.

Bugline kadar bu biyolojik islevler hakkinda belgelenen farmakolojik
arastirmalara dayanarak, Viscum album L. (VA) preparatlari, kanserin
tamamlayici bir tedavisi olarak yaygin sekilde kullaniimaktadir. Viscum
albumun anti-timoér aktivitesini anlamak igin yapilan bir calismaya goére,
apoptosisi indikleyerek ve anjiyojenezi ve diger bircok immuino-modilator
mekanizmay! inhibe ederek anti-timoér aktivitesi sergiler (Hedge ve ark.
2011).

Ostermann ve ark. (2009), klinik calismalarin birlestirilmis analizini
rapor etmis ve adjuvan Viscum tedavisinin kanser hastalarinin daha iyi bir
sagkalim orani ile iliskili oldugunu ileri stirmistur.

Yine de, 2008 yilinda Horneber ve ark. Tarafindan yayinlanan Cochrane
Database sistematik bir derlemesi Viscum album sagkalim (zerindeki etkisini
desteklemek icin randomize kontrolli calismalardan elde edilen kanitlarin
zayIf oldugu ve Viscum'un glvenligini ve etkinligini degerlendirmek icin daha
ylksek kalitede, bagimsiz bir klinik arastirmaya ihtiyac duydugu sonucuna
varilmistir (Horneber ve ark. 2008).



2.1.2.3 - Viscum album’un hipoglisemik etkileri

Viscum album vyapraklari ekstraktlarinin diyabet semptomlarini
hafifletmek icin faydali etkileri oldugu bildirilmistir (Gray ve Flatt, 1999;
Orhan ve ark. 2005). Viscum album sicanlardaki agir hiperglisemik
semptomlari hafifletmek icin de kullanildigi gosterilmistir (Swanston-Flatt ve
digerleri, 1989).

Viscum album ekstresinin glisemik kontrol Gzerindeki etkisi, polidipsi,
hiperfaji ve vicut kilo kaybr dahil olmak (zere adir hiperglisemik
streptozotosin-diyabetik  farelerin  diyabetik  semptomlarini  hafifletti
(Swanston-Flatt ve arkadaslari, 1989). Viscum album ekstresi yapraklarinin,
dinyadaki yerel ilaglarda diyabet semptomlarini hafifletmek igin yararh
etkilere katkida bulunan antidiyabetik 6zelliklere sahip insilin salici dogal
artn varligina bildirilmistir (Gray ve Flatt, 1999; Burger ve ark., 2001).

Okseotu yapraklarinin diyabet belirtilerini hafifletmek icin faydal bir
etki gosterdigi bildirilmistir (Gray & Flatt, 1999). Viscum albumun
hipoglisemik 6zellikleri Ohiri ve ark. (2003) Tarafindan alloksan kaynakh
diyabetik hayvanlarda gdsterilmistir.

2.1.2.4 - Viscum album’un antioksidan aktivitesi

Son vyillarda, basta bitkilerden olmak Uzere dogal kaynaklardan elde
edilen antioksidanlar, oksidatif hasari onlemek icin yodun bir sekilde
kullanilmaktadir. Dodgal antioksidanlarin sentetik olanlara goére bazi
avantajlari vardir. Kolayca, ekonomik olarak elde edilebilir ve hafif veya
ihmal edilebilir yan etkilere sahip olabilirler.

Viscum album ekstrelerinin antioksidan aktivitesi, subakut
streptozotosin (STZ) ile uyarilan diyabetik sicanlarin karaciger, bobrek ve
kalp dokularinda da calisilmistir. Avrupa o6kseotu (Viscum album L.) alt
tdrlerinin konakg! bitkiye bagh olarak gigli antihiperglisemik ve antioksidan
aktiviteye sahip oldugunu gostermistir (Orhan ve ark. 2005).

Onemli tibbi degderlere sahip olan bitkilerin fenolik olarak zengin oldugu
ve yluksek antioksidan potansiyele sahip olduklari bulunmustur (Akinmoladun
ve ark., 2007). Cesitli calismalarda diabetes mellitusun artmis serbest radikal
olusumu ve antioksidanlarda azalma ile iliskili oldugu gosterilmistir (Rahimi
ve ark. 2005). Viscum album, hidroperoksit olusumuna karsi radikal
sUpuricu aktivite ve koruyucu etkiye sahiptir (Onay-Ucar ve ark. 2006).



2.2 - Probiyotikler
2.2.1 - Insanda mikrobiyal flora

Insan viicudunda insan hicre sayisinin (10%3) 10-20 kati kadar
prokaryotik hlcre bulunmaktadir. Saglikli bireylerin bagirsaklarindaki
mikrorganizma turi ve sayisi 500“den fazladir ve bulyldk c¢ocuk ile
eriskinlerdeki viicut agirhginin 1-2 kg kadarini olusturmaktadir. Intestinal
flora her barsakta kalitatif ve kantitatif olarak farklidir ayrica yas, diyet,
genetik ve gevresel faktorlerle de etkilenir (Scarpelleni E. Ve ark. 2010).

2.2.2 - Probiyotiklerin tanimi

Probiyotik kelimesi yunanca bir kelime olup "yasam igin" anlamina
gelir. Yirminci ylzyillin basinda, Nobel 6dili sahibi Elie Metchnikoff, canli
bakterilerin yodurt seklinde tiketilmesinin GIS sadhgini iyilestirdigini ve
yasami uzattigini bildirmistir (Metchnikoff E. 1908).

Besinlerle birlikte ya da ayrn olarak alinan, mukozal ve sistemik
immdaniteyi dlzenleyeren, badirsaklarda besinsel ve mikrobiyal dengeyi
saglayan ve konakginin sagligini olumlu yonde etkileyen bu canli
mikroorganizmalara "probiyotik" denir. Ilk olarak 1965 yilinda Lilly ve
Stillwell tarafindan "bir mikroorganizma tarafindan salgilanarak diger bir
mikroorganizmanin gogalmasini uyaran maddeler" anlaminda ve "antibiyotik"
teriminin karsiti olarak kullanilmistir (Kaur IP ve ark. 2002).

Probiyotikler barsak mikrobiyotasinin gelismesinde énemli bir rol oynar.
Probiyotiklerin islevleri nutrisyonel, bozulmus bariyer fonksiyonunun yeniden
kazandirilmasi, kolesterol seviyelerinin disirilmesi, kabizligin hafifletiimesi,
badirsak motilitesinin diizenlenmesi, badisiklik sisteminin uyarilmasi, patojen
kolonizasyonunun  dnlenmesi, mukozanin  beslenmesini, dolasiminin
saglanmasi ve mukozal bitinligin devam ettiriimesi seklinde 6zetlenebilir.

2.2.3 - Probiyotiklerin genel islevleri

1. Patojen bakterilerin sayilarinin azaltilmasi

2. Dogal bagisikligin uyarilmasin ve badisiklik sisteminin iyilestirilmesi

3. Besin ve prebiyotik Urtnler igin patojen bakterilerle yarismak

4. Antibakteriyel maddeleri Gretmek

5. Bagirsak bariyer batinliginin korunmasini saglamak ve badirsak
ylzeyine yapismak

6. Anti-inflamatuvar sitokinlerin  reglilasyonunu saglamak ve
proinflamatuar sitokinlerin Gretimini engellemek

7. Mikrobiyal metabolizmada degisiklik yapmak
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8. Toksinlere ve toksin reseptoérlerine etki etmek
9. Enzim aktivitesini etkilemek ve enzim tasinimini saglamak
10. Antimutajenik ve antigenotoksik etki géstermek (Isik M. 2016).

2.2.4 - Probiyotiklerin biyokimyasal etkileri

Intestinal mikrobiyota normal immiin sistemin gelismesi, barsaklarin
yabanci cisimler ve bakteriler icin dodal bariyer olusturmasi, vitaminin
sentezi icin gereklidir. Intestinal floranin metabolik aktivitesi oldukca yiiksek
olup karacigerin metabolik aktivitesine yakindir (Coskun 2006).

Gastrointestinal sistem epitel hicreleri ile intestinal mikrobiyotanin
devaml iletisim halinde olmasi konadin barsak gelisimi, beslenmesi,
immdnitesi ve intestinal epitel homeostazina o6nemli katki saglayan
fonksiyonel bir iliski olusturur. Karsilasilan besin antijenlerine, patojen
mikroorganizmalara ve c¢evresel ajanlara karsi intestinal epitel bariyeri,
mukozal immun sistem ve intestinal mikrofloranin yardimi ile korunur (Hill
HS, Guarner F 2001).

Probiyotikler bakteriler tarafindan uretilen maddeler;

Vitaminler: K vitamini, B9, B5, B1, B2, B12, B3 ve B6 vitaminleri. B.
bifidum GIS florasinda bulundugunda, B6 vitamini %400 artirir.

Enzimler: Laktaz gibi sindirim enzimleri, bazi karbonhidrat enzimleri,
sindirim ve protein enzimleri, yag enzimleri. Endojen ve ekzojen karbon ve
enerji kaynaklarinin fermentasyonundan sorumludur.

Ugucu Yag Asitleri: Besinlere ait yag asitlerinin kisa zincirleri yardimiyla
Uretilen bu yag asitleri sayesinde, optimum diizeyde sindirim icin gerekli olan
pH dengesi saglanir. Konak canliyr patojenlere karsi koruyarak ve immin
sistemini glclendirerek etki gdsterirler.

2.3 - Karaciger Hasari
2.3.1 - Karaciger hasarinda biyokimyasal bulgular

Karaciger hasarlarinin cesidi toksik maddenin tirlne, zehirlenme
siddetine ve bu maddeye maruz kalma ( akut ya da kronik) tipine baglidir.
Zarar goren karaciger hicreleri alanin amino transferaz (ALT), aspartat
amino transferaz (AST), alkalen fosfataz (ALP) gibi kana karacigere 6zel
enzimler salgilar. AST ve ALT enzimleri hepatosit hasari biyomarkirlar
olarak kullanilirken, ALP safra kanali epitelyum hasarinin belirlenmesinde
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kullanilir. Bu enzimler genel olarak klinik olarak ve hayvan calismalarinda
hepatotoksisitenin saptanmasinda takip edilmektedir. Karaciger hasari ALT
seviyesinin normal seviyeden U¢ kat, ALP seviyesinin iki kat daha fazla
olmasi ya da ALP ve ALT seviyelerinin artisi ile iliskili olarak toplam
bilirbin seviyesinin normalden iki kat fazla olmasi ile tanimlanir (Guicciardi
ve ark 2010, Lima ve ark. 2007, Wallace ve ark. 2010).

2.3.2 - Karbon tetrakloriir (CCl;)

Karbon tetraklorir (CCls) ile deneysel olarak yapillan hayvan
calismalarinda CCls'lGn karacigerde, mitotik aktiviteyi artirdigi, hepatositlerde
dejenerasyon, monontklear hiicre infiltrasyonu, hepatik yag dejenerasyonu,
fibrozis, siroz ve kansere sebep oldugu goésterilmistir. Olusturdugu karaciger
dejenerasyonu, insandaki siroz gelisim silrecine benzerlik goésterdiginden
CCls, kemirgenlerde deneysel calismalarda kullanilan bir cesit kimyasal
ajandir. CCls'e bagh karaciger toksisitesinin olusmasinda oksidatif stres
6nemli rol oynar. Malon dialdehitleri (MDA),glutatyon (GSH) ve katalaz,
oksidatif stresin 6nemli gdstergeleridir. CCls ile olusturulan karaciger
hasarinda total kolesterol, trigliserit, HDL, LDL gibi parametrelerinin
degisiklik gosterdigi bilinmektedir.

cl cl cl
1 1 1
P 450 o
cl-c-cl cl-c- __ "% _ Cl-C—-0-0- _  cocCl
— = ——
| 1 I
ci Cl cl

L Dusiik O2

Lipid
peroksidasyonu

Sekil 2.1. Karbon tetraklorid metabolizmasi ve reaktif metabolitlerin olusumu( Wallace,
A.D. , Meyer, S.A., 2010, Hepatotoxicity kitabindan modifiye edilmistir)

2.4 DNA Hasari ve Oksidatif Stres Biyomarkerlari

Canh htcre, normal hicre metabolizmasindan kaynaklanan veya hicre
disi olabilen potansiyel olarak zararli serbest radikal tlrlere maruz
kalmaktadir. Bu maruziyet sonucu oksidatif modifikasyona maruz kalan DNA,
biyobelirtecleri dogrulamaya en yakin etkiye sahiptir (Evans ve ark. 2009).

2.4.1 Hem oksijenaz 1 (HO-1)
Hem oksijenaz-1 (HO-1), bircok memeli dokusunda yaygin olarak
bulunan, strese tepki veren bir enzimdir ve hemin biliverdin, serbest demir

ve karbon monoksit parcalanmasindan sorumludur. HO-1 ifadesi, hem, agir
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metaller, sitokinler ve kimyasal kanserojenler dahil olmak Uzere ¢ok cesitli
uyarilar tarafindan uyarilir. Ustelik HO-1'in bir takim kimyasal 6nleyici
ajanlarin  potansiyel hedefi oldugu distntlmektedir. HO-1 aracili
sitoproteksiyonun, oksidatif strese karsi savunmasiz dokular icin kritik oldugu
gosterilmistir. Bu nedenle, HO-1, birtakim kimyasal 6nlem ve sitoprotektif
ajanlar icin 6nemli bir hedef olarak kabul edilmektedir (Farombi, E. Olatunde
ve ark 2008).

Fe2+ Femitin L _
Heme- oo~ Biliverdin
oXygenase Reductase

Heme Biliverdin P Bilirubin

CO

Sekil 2.2. HO-1 mekanizmasi

2.4.2 - 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OHdG)

Oksidatif hasarin hlcresel membranlar, proteinler ve DNA lipitleri
Uzerinde sirekli olarak ortaya ciktigi kapsamli deneysel kanitlar vardir.
Nikleer ve mitokondriyal DNA'da 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OHdG),
serbest radikal kaynakli oksidatif lezyonlarin baskin formlarindan biridir ve bu
nedenle oksidatif stres ve karsinogenez igin iyi bir biyolojik belirteg olarak
yaygin sekilde kullanilir (Valavanidis ve ark. 2009).

(@] o
N N
HN HN
ds L s J
N N H.N N N
Radical 2
_—
HOH,C o HOH,C o
OH 4G OH 8.0H-dG

Sekil 2.3. 8-OHdG mekanizmasi
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2.5 — Oksidatif Stres

Oksidatif stres, serbest radikal Uuretimiyle antioksidan savunma
arasindaki dengenin bozulmasi durumunda hlcre hasariyla sonuglanan bir
olaydir (Jenkins, 2000). Normal fizyolojik kosullarda, htcreler, olusan serbest
radikallerin neden olabilecegi oksidatif hasara karsi antioksidan savunma
sistemleri tarafindan korunur. Hava Kkirliligi, yanmis gidalar, kimyasal
maddelerle etkilesimler ve CCls gibi serbest radikal kaynaklar hicrelerdeki
radikal olusumunu hizlandirarak oksidan-antioksidan dengeyi bozmaktadir
(Aslan, sekeroglu, Glltekin & Bayiroglu, 1997; Thomas, 1995).

Serbest radikalleri ve reaktif 6zellik gésteren maddeleri olusturan ana
kaynaklar oksidan veya prooksidan olarak tanimlanir. Radikallerin hicre
homeostazini  bozmasini  6nleyen maddeler ise antioksidanlardir.
Vicudumuzda fizyolojik aktivite sonucu serbest radikaller strekli olarak
uretilmektedir, bu radikalleri de antioksidan sistem kontrol altinda
tutmaktadir. Cok hassas olan oksidan-antioksidan dengenin 0&zellikle
oksidanlar lehine kaymasi membran lipitleri, proteinler ve
DeoksiriboNUkleikAsit (DNA) gibi énemli yapilarda bozulmalara ve patolojik
olaylarin baslamasina sebep olur (Dindar & Aslan, 1999).

Oksidan-antioksidan dengesinin bozulmasinda baslica endojen sebep
mitokontrial oksijen hareketleridir. Asiri oksijene maruz kalinmasi, litik enzim
(hidrolazlar, proteazlar, lipaztar, fosfatazlar gibi) aktivitelerindeki artislar,
kimyasal cevre kirliliginin oldugu ortamlarda bulunma, yodun stres, sigara ve
CCls maruziyeti gibi durumlar antioksidan savunma sisteminin yetersiz
kalmasina ve oksidan-antioksidan dengenin oksidanlar lehine kaymasina
neden olmaktadir (Dindar & Aslan, 1999).

Oksidan-antioksidan dengenin bozulmasi sonucu zincirleme bir takim
reaksiyonlar meydana gelir. Bu zincirleme reaksiyonlarla serbest radikaller,
serbest olmayan radikallerle yeni radikaller olustururlar (Tablo 2.1)( Halliwell,
Murcia, Chirico & Aruoma, 1995).

Tablo 2.1 Serbest radikallerin radikal olmayanlarla radikal olusturmak igin girdikleri
reaksiyonlar (Dindar & Aslan, 1999)

Reaksiyon Tipi Genel Gésterim Ornek
DMA guaninine OH eklenmesiyle 8-

x+y — = [xvy]

Eklenme hidroksiguanin radikali olusmasi
indirgeme (radikalin elektron  + Xt Paraquat radikalinin O2'ni siperoksit
vermesi) Y Y radikaline indirgemesi

. S _. - -
Yikseltgeme (radikalin x+y X +y* 02" + H'—= askorbat + H202 askorbik
elektron almasi) asitin gasterimindeki gibi yikseltgenmesi
Yilkseltgenme (radikalin H Lipid peroksil radikali ile a-tokoferolin

K+y-H— = x-H+y

atomu almasi) reaksiyonu aTH + LOO —= LOOH +oT
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2.5.1 - Serbest radikaller

Dis orbitalinde ciftlesmemis elektron tasiyan halojenler, alkali metal
iyonlari, oksijenin indirgeme ara UrunlU olan slUperoksit, hidrojenperoksit,
hidroksil gibi kisa omdurli ve reaktif olan yapilar serbest radikal olarak
tanimlanir (Aslan, sekeroglu & Bayiroglu, 1995; Yu, 1994). Bazi serbest
radikallerin simgeleri ve isimleri tablo 2.2 de verilmistir.

Tablo 2.2 Bazi serbest radikaller ve simgeleri

Radikal Simge Tanimlama
Hidrojen H- Bilinen en basit radikal
Superoksit 02~ Oksijen metabolizmasinin ilk ara drini
Hidroksil OH- En toksik (reaktif) oksijen metaboliti radikal
Hidrojen Reaktivitesi cok dusuk, molekller hasar
peroksit H20> yetenedi zayif
Yarilanma édmru hizli, gugla oksidatif oksijen
Singlet oksijen 02~ formu
Perhidroksi Lipidlerde hizl g6ztnerek lipid
radikal HO>- peroksidasyonunu artirir
Perhidroksile oranla daha zayif etkili, lipidlere
Peroksil radikal ROO™ lokalize olur
CCls metabolizmasi Urinl karacigerde
Triklorometil CCls Uretilen bir radikal
Sulfarlt ve giftlenmemis elektron igeren
Thyl radikali RS- tlrlerin genel adi
Organik peroksitlerin yikimi ile Uretilen
Alkoksil RO- oksijen metaboliti
Nitrojen oksit NO L- arjinin amino asitinden in vivo Uretilir.
Nitrojen dioksit NO> NQO’in oksijen ile reaksiyonundan Uretilir.

Serbest radikallerin olusmasinda iki ana mekanizmadan bahsedilir.
Bunlar, hemolitik bag ayrilmasi ve elektronun molekiller arasi transferidir

(Thomas, 1995).

A-B—> A- + B:
A+B—>

A* + B

Olusan serbest radikallerdeki eslesmemis elektronlardan dolayi, fazla
elektronu baska atomlarla paylasincaya kadar bu radikaller reaktiftir. Bu
ylzden serbest radikaller diger molekillerle reaksiyona girme egilimdedirler.
Ancak iki serbest radikalin reaksiyonu ile nétr tlrler olusur (Aslan vd., 1995).
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Serbest radikallerin olusmasinda bahsedilen hemolitik bag ayrilmasi ve
elektronun molekiller arasi transferi mekanizmalarinin 6zellesmesiyle su
mekanizmalar ortaya atilmistir (Tablo 2.3).

Tablo 2.3 Serbest radikal olusturan mekanizmalar (Koca & Karadeniz, 2003;
Halliwell & Gutteridge, 1990)

Atmosferik oksijen tarafindan katalizlenen serbest

Otooksidasyon radikal zincir reaksiyonudur.

Demir ve bakir gibi gegis metal iyonlari canli
sistemlerde serbest radikal olusturan gugla birer
oksidatif katalisttir.

~ Gegig Metal
Iyonlarinin Etkisi

Fotokimyasal iz yollari, oksidasyonlarda baslatici
olarak rol oynayan peroksitlerin olusumunda anahtar
Fotooksidasyon role sahiptir. Isigin bir molekdil tarafindan
absorbsiyonu ile elektron transfer prosesi sonucu

superoksit anyonu uretilebilmektedir.

Vicutta lipoksigenaz, siklooksigenaz, ksantin oksidaz,
Enzimatik miyeloperoksidaz ve sitokrom P-450 gibi birgok
Oksidasyonlar enzimin aktivitesi sonucu olarak reaktif oksijen turleri

dretilmektedir.

Kontamine icgme sularinda bulunan halojenlenmis
hidrokarbonlar ve hava kirleticileri olarak bilinen azot
oksitler de serbest radikal meydana getirirler.
(Ornedin; Karbontetrakloriir (CCls),
bromotriklorometan (CBrCl3))

Halojenlenmis
Hidrokarbonlar

Oksijenin suya kadar indirgenmesi sirecinin ara basamaklarinda reaktif
metabolitler ortaya cikar. Ornedin oksijen bir elektron alarak Nikotin Amid
Difosfat Hidrojen (NADPH)’e bagli olarak slperoksit radikali olusmasina
sebep olur (Fridovich, 1978).

O+e” —» 02

Superoksit daha stabil metaboliti olan H202'e dénusir (Fridovich,
1975).

0> + 02r + 2H* ——» H02 + 02

SlUperoksit bazi radikallerle ve gecis metalleri ile kolay reaksiyona girer
ve H202 ile (Haber-Weis tepkimesi) oldukca toksik olan hidroksil radikalini
olusturur (Haber & Weiss, 1934). Demir iyonlari ile reaksiyon ortalama
hizindan daha da hizlanir (Fenton tepkimesi) ( Aslan, sekeroglu & Bayiroglu,
1995).
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02" + H202 — OH* + OH™ + O2 (Haber-Weis tepkimesi)

Fe3* + O "—> Fe2*+ O
Fe2* + H,O, — Fe3* + OH* + OH™ (Fenton tepkimesi)

Aerobik organizmalarda superoksitle olan reaksiyonlari engellemek igin
superoksit dismutaz (SOD), hidrojen peroksidi ortamdan kaldirmak icin KAT
ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimleri kullaniimaktadir (Ji, Stratman &
Lardy, 1988; Lawrence & Burk, 1976).

2.5.2 - Antioksidan savunma sistemi

Serbest radikallerin sebep oldugu oksidasyonlari 6nleyen, serbest
radikalleri tutma ve stabili hale getirme 0zelligi gbdsteren maddelere
“antioksidan” adi verilir. Antioksidanlar mekanizmalarina goére, birincil ve
ikincil antioksidanlar olmak Uzere ikiye ayrilmaktadir (Koca & Karadeniz,
2003; Elliott, 1999). Birincil antioksidanlar; mevcut radikallerle reaksiyona
girerler ve daha zararli formlar olusmasini dnleyerek yeni serbest radikal
olusumunu engelleyen bilesiklerdir. Birincil antioksidan olarak SOD, GSH-Px
ve KAT gibi enzim sistemleri serbest radikalleri yok etme yetenedine sahiptir.
Bu enzimler serbest radikallerin DNA, protein ve lipid gibi hlicresel bilesenlere
zarar vermesini engeller (Koca & Karadeniz, 2003; Diplock, 1998).

Ikincil antioksidanlar ise; oksijen radikalini tutan ve radikal zincir
reaksiyonlarini kiran C vitamini, E vitamini, Urik asit ve polifenoller gibi
bilesiklerdir (Koca & Karadeniz, 2003; Ou, Huang, Hampsch-Woodill,
Flanagan & Deemer, 2002).

Antioksidan savunma sisteminde homoestazin korunmasinin ana
gucinl vitaminler olusturmaktadir. Antioksidan 6zellik gésteren A, C, E, K
vitaminleri ve koenzim Q antioksidan savunma mekanizmalarindan en az biri
Uzerinden oksidan-antioksidan dengesini korur (Dlindar & Aslan, 1999).

Antioksidan savunma sistemi;

v' Organizmadaki antioksidan enzimlerle enzimatik olmayan antioksidan
kapasitenin arttiriimasi

v' Serbest radikallerin antioksidanlar tarafindan elimine edici 6zellikleri ile
tutulmasi veya stabil hale getirilmesi

v' Zincirleme reaksiyonlari durdurarak serbest radikal Gretiminin
engellenmesi

v Baskilayici 6zelligi ile reaksiyon hizinin azaltiimasi
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v Onaricl etki ile lipit, protein ve DNA gibi yapilarda olusan hasarlari
yenilemesi

v Hulcresel kinaz kayiplarini engelleyerek oksidasyon reaksiyonlarini
durdurmasi

olmak Uzere alti farkh mekanizma ile calisir (Van Der Meulen, McArdle,
Jackson & Faulkner, 1997; Packer, 1991; Evelson, Ordénez, Llesuy &
Boveris, 1997; Stratton & Liebler, 1997).

Intrasesiiler antioksidanlar;

Sluperoksit dismutaz: Sltperoksidin giderilmesi reaksiyonlarinda

Katalaz: H202'nin ylksek konsantrasyonlarinin giderilmesinde

Glutatyon peroksidaz: H202"nin dasuk konsantrasyonlarinin
giderilmesinde

Stokrom oksidaz: Oksijenin indirgenmesi basamaklarinda reaktif tar
olusmasini 6nler (Aslan ark., 1995).

Membran antioksidanlar;

Vitamin E: Membran lipidlerinde ¢éziinerek peroksidasyon zincirini kirar

Koenzim Q: Mitokondriyal enerji metabolizmasinda rol alir

B-Karoten: Radikal tirleri koparir, singlet oksijen olusumunu inhibe
eder (Gutteridge, 1995).

Ekstraseliiler antioksidanlar;

Askorbik asit: Hidroksil radikal giderici ve tokoferoll indirgeyici
antioksidan vitamin

Transferrin: Serbest demir iyonlarini baglayarak fenton reaksiyonunu
inhibe eder

Laktoferrin: Diaslk pH’l ortamlardaki demir iyonlarini baglar

Haptoglobinler: Hemoglobin baglayarak “hem”in salinmasini énler

Hemopeksin: Ortamdaki serbest hem proteinlerini baglayarak
oksidasyonu inhibe eder

Albumin: HOCL radikalini toplar, hem proteini ve bakir metal iyonlarini
baglar

Serlloplazmin: Slperoksit radikalini noétralize eder, bakir iyonlarini
baglar

Bilirubin: Peroksil radikali toplayicisi

Mukus: Hidroksil radikali toplayicisi

Urik asit: Genelde metal baglayici olarak calisirken degisik radikalleri
de toplar
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Glikoz: Hidroksil radikali giderici antioksidan molekuldir (Gutteridge,
1995).

Antioksidan savunma sisteminin intraseltiler, membransal ve
ekstraselller olarak da siniflandirildigi gérilmektedir (Tablo 2.4) ( McCord &
Fridovich, 1969).

Tablo 2.4 Etki yerlerine gére antioksidanlar (DlUndar & Aslan, 1999)

SOD, GSH-Px, KAT ve sitokrom
Intraseliiler oksidaz gibi seltler antioksidan

antioksidanlar enzimlerce reaktif oksijen

metabolitleri indirgenir.

Basta a-tokoferol olmak Uzere,
Membransal ubiquinal bilesikleri, B-karoten ve
antioksidanlar koenzim Q temel membran
antioksidanlaridir.
Transferrin, laktoferrin, albumin,
Ekstraselller seruloplazmin, bilirubin, Grik asit gibi
antioksidanlar proteinler ekstraselller
antioksidanlardir.

2.5.3 - Lipit peroksidasyonu

Hicre zarindaki fosfolipitlerin ylkseltgenerek peroksit tidrevlerine
dénusmesi ile olusan lipit peroksidasyonu, serbest oksijen gruplarinin
biyolojik sistemedeki en dnemli etkilerindendir. Oksidanlar ve oksidatif stres
sebebiyle, fizyolojik durumlarda disuk seviyede olan lipit peroksidasyonu
artmaktadir. Artan lipit peroksidasyonu hilcrede fonksiyon kaybina sebep
neden olmaktadir. Lipit peroksidasyonu U¢ evrede gercgeklesir: baslangig,
ilerleme ve sonlanma (Sekil 2.1).

Sekil 2.1 Serbest radikal toksisitesi(Ozcan,2015)

H+
RH —£&—» R* Karbonmerkezli

Coymamig yaf asiti radikal
{PUFA) g‘
Kanjugedienier
lf O!
ROO" Lipidperoksil radikali
ROOH lipidhidroperchsit
I B
Hegzenal & H * 4-Hidroksinonenal [HHE)

*
Malondialdehit
(MDA
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Lipit peroksidasyonu sonucu olusan lipit radikalleri, aldehitler, ketonlar
ve reaktif drlnler; 4-hidroksinonenal (4-HNE), MDA, akrolein gibi toksik
maddeleri meydana getirir. Bu maddelerin miktari peroksidasyonun siddeti
hakkinda bilgi saglamamiza yardimci olur. Ozellikle MDA (i¢ veya daha fazla
cift bagh yag asitlerinin yikimi ile meydana geldiginden lipit peroksidasyonu
ile korelasyon géstermektedir (Ozcelik, E. 2012).

2.5.4 - Glutatyon

Genel anlamda karacigerde sentezlenen glutatyon degisik miktarlarda
beyin, bbdbrek, karaciger gibi cogu dokuda da sentezlenmektedir. Serbest
radikallerin ve reaktif tlrlerin detoksifikasyonunda 6énemli bir yere sahip olan
glutatyon ayni zamanda kasiyum homeoastazi ve protein ve DNA'nin sentezi
gibi 6nemli mekanizmalarda da yer almaktadir.

SH

gama glaotamil sisteinil glisin

GLUTATYOMN

Sekil 2.2 Glutatyon yapisi

Glutatyon (y-glutamil sisteinil glisin), glutamik asit, sistein ve glisin
aminoasitlerinden olusan ve antioksidan, antitoksin ve enzim kofaktéri olan
bir tripeptiddir (sekil 2.2). GSH-Px tarafindan katalize edilen reaksiyon ile
reaktif olan hidrojen peroksidin bozulmasin saglar. Peroksitlerle ve serbest
radikallerle etkileserek hicreyi oksidatif stresten korur (sekil 2.3). Guglu bir
indirgeyici olan glutatyon enzimlerin sulfidril gruplarini indirgeyerek etkisini
gbsterir. Antioksidan olarak glutatyon oksidanlarin temizlenmesi sirasinda
GSH-S transferaz igin kofaktdér olurken, gamaglutamil transpeptidaz igin
glutamini substrat olarak kullanir (Kidd, P. M. 1997; Townsend, D. M., Tew,
K. D., & Tapiero, H. 2003; Ozcelik, E. 2012)
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o- HO Y GSSG Y NADPH

Glutatyon (lutatyon
Peroksidaz Eediiktaz

Dismutaz
. D?JL . Aw

Sekil 2.3 Glutatyonun antioksidan aktivitesi

Stperoksit

2.5.5 - Katalaz

Her bir alt biriminde Hem grubu ile bir molektl NADPH bulunduran dort
alt birimden olusmus ve peroksizomlarda lokalize olan antioksidan bir
enzimdir (E.C.1.11.1.6). Eritrositler ile karaciger hlcrelerinde aktivitesi en
fazladir. SOD enzim katalizorligiinde olusan hidrojen peroksitin, diger reaktif
tlirler arasinda en fazla oksidatif harabiyete sebep olan hidroksil radikaline
dénusmesini  6nler. Ortamda yidksek miktarda hidrojen peroksit
bulundugunda katalaz hidrojen peroksiti su ve molektler oksijene pargalar
(sekil 2.4)(Cengiz, S. 2007).

2 H202 —Ka'tﬂaz—'P 2 Hzo + 02

Sekil 2.4 Katalaz katalizorligindeki reaksiyon
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3 - GEREGC VE YONTEMLER

3.1 - Gereg

Bu calisma Eskisehir Osmangazi Universitesi (ESOGU) Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyokimya Anabilim Dalinda 2017-1767 proje kodlu Bilimsel Arastirma
Projeleri(BAP) destegi ile yapilmistir.

3.1.1 — Deney hayvanlari

Deneyde kullanilan hayvanlar Eskisehir Osmangazi Universitesi
(ESOGU) Tibbi Bilimler Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi’'nden
(TICAM) temin edildi. Deney hayvanlari deney slresince 12;12 aydinhk/
karanlik isiklandirmasi olan, 1si (22+2°C) ve nemi (%45- 50) otomatik olarak
ayarlanmis odalarda barindirildi. Deney slrecinde tim siganlar polikarbonat
seffaf kafeslerde standart sican yemi ve gesme suyu ile beslendi. Deneysel
asamada 300-350 gram adirliginda 56 adet Wistar cinsi, erkek albino sican
kullanildi. Calisma igin gerekli 06.09.2017 tarihli 620 karar numarali etik
kurul raporu ESOGU Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (HADYEK)'ndan
alindi.

3.1.2 - Doz ve deney gruplari
Grup 1- Kontrol grubu (Viscum albumun ¢dzlcusu SF)
Kronik hasar gruplari

Grup 2- CCls grubu (gln asiri 1 ml/kg ip 1:1 oraninda siviyag karisimi)
Grup 3- CCls (gin asirn 1 mil/kg ip 1:1 oraninda siviyag karisimi) + Viscum
album (her giin 1ml/300mg )

Grup 4- CCls (gin asin 1 ml/kg ip 1:1 oraninda siviyag karisimi) + Viscum
album (her gin 1mI/300mg ) + Probiyotik (her gin orogastrik 1cc :
0,125x10° : 1g /kQg)

Akut hasar gruplari

Grup 5- CCl4 (sakrifiye edilmeden 24 saat once 2 ml/kg ip 1:1 oraninda
siviyag karisimi

Grup 6- Viscum album (her giin 1mI/300mg ) + CCls (sakrifiye edilmeden
24 saat once 2 mi/kg ip 1:1 oraninda siviyag karisimi)

Grup 7- Viscum album (her giin 1ml/300mg ) + Probiyotik (her gin
orogastrik 1cc : 0,125x10° : 1g /kg) + CCl4 (sakrifiye edilmeden 24 saat
once 2 ml/kg ip 1:1 oraninda siviyag karisimi)
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Bu calismanin hayvanlarla olan kismi 14 gin strdi. 15. glinidn sonunda
hayvanlar anestezi altinda sakrifiye edildi.

Sase formundaki probiyotik sollisyonu (nbl probiyotik gold; iceriginde
lactobacillus acidophilus, lactobacillus rhamnosus, bifidobacterium bifidum,
enterococcus faecium ve 24 bifidobacterium longum mevcut) icme suyu
icerisine eklenerek vortekslendi. Ratlara verilecek her doz 1cc: 0,125x10° : 1
g/kg olacak sekilde ayarlandi (Celikkaya 2014).

3.1.3 - Deney hayvanlarindan orneklerin alinmasi

Deney planina gére yapilan son enjeksiyondan 24 saat sonra sicanlar
anestezi maddeleriyle (ketamin ve ksilazin) uyutuldu ve ekssanguinasyon
(kanatma veya yluksek miktarda kan alma) yodntemiyle sakrifiye edildi.
Siganlarin karacigerleri cerrahi yontemlerle alindi. Alinan karaciger dokusu
soguk serumda (%9 NaCl) perflize edildi; karacigerin birisi biyokimyasal
parametrelerin 6lclilmesinde (KAT, MDA, GSH) kullanilirken, diger karaciger
dokusu histolojik incelemelerde kullanildi. Histoloojik inceleme icin alinan
karaciger ornekleri deney hayvanlarindan alinir alinmaz otoliz olmamasi igin
daha dnceden hazirlanmis Formol fiksatifi icine alindi. Hayvanlardan kardiyak
yolla alinan kan drneklerinin bir kismi etilendiamin tetraasetik asit (EDTA)'li
tiplere konuldu ve tam kandan GSH cgalisildi. Kalan tam kan 1200xg’de 10
dk santrifij edildi ve plazmalari MDA calisiimasi igin ayrildi. Bir kissm kan da
serumdan rutin biyokimya, Hem oksijenaz 1 (HO-1) ve 8-hydroxy-2-
deoxyguanosine (8-OHdG) dlgilmek lzere biyokimya tuplerine alindi.

3.1.4 - Viscum album ekstresinin hazirlanmasi

Calismamizda Eskisehir Osmangazi Universitesi ormanindaki ¢am
agaclarindan 2017 Nisan ayinda toplanan Okseotu bitkisinin kurutulmus
yapraklar kullanildi. Yapraklar temizlendikten sonra direkt glines almayan bir
odada kurutuldu. Kurutulan yapraklardan Anadolu Universitesi Eczacilik
Faklltesi Farmakognozi Anabilim Dalinin laboratuvarinda methanol ile 24
saat slre bekletilerek mesarasyon hazirlandi. Methanollli ekstreden bitkiler
ayrildi. Sizulen methanolli viscum album ekstresi rotavapdr cihazina
yerlestirildi. Methanol uguruldu. Hayvan basina gunlik 300 mg olacak sekilde
viscum album ekstresi porsiyonlandi ve -20 C derecede saklandi ( Oluwatosin
ve ark. 2012).

3.1.5 - Kullanilan kimyasal maddeler ve cihazlar
Kimyasal maddeler

» NaOH (Merck)
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H2504 (Merck)

KNO3 (Merck)

Sulfanilamid (Alfa easer)

SDS (Sodyum Dodesil Sulfat) (Merck)

TBA (Thiobarbdutirik asit) (Sigma)

Asetik Asit (Merck)

KCI (Merck)

Tris (Sigma)

EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit) (Merck)
HCI (Sigma)

H>02 (Merck)

K2HPO4 (Merck)

KH2PO4 (Merck)

TMB (3,3'-5,5'-tetrametilbenzidin) (Sigma)
Metafosforik asit (Merck)

NaCl (Merck)

Trisodyum sitrat (Merck)
5,5’-ditiyobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB) (Sigma)
Na2HPO4 (Merck)

Glutatyon (Sigma)

Cihazlar

Hassas terazi (Sartorius BP121S)

pH Metre (HANNA pH211)

Vorteks (WiseMix VM-10, WISD)

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

Santriftij (NUve NF800)

Sogutmali santrifij (Jouan MR22)

Spektrofotometre (Shimadzu, UV-1601)

Shaker (WiseMax)

Manyetik Karistirici (Labinco Hotplate Magnetic Stirrer)
Homojenizatdér (Hangzhou Miu Instruments, MT-30K)
Mikropleyt okuyucu (PerkinElmer2030 Multilabel reader, Victor X3)
Mikropleyt yikayicl (BioTek ELx50)

Plastik ve cam tupler

Buzdolabi

Otomatik pipetler

Enjektorler

Operasyon takimi
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3.2 - Calisilan yontemler
3.2.1 - Malondialdehit (MDA) diizeyinin éIciimii ve prensibi

Biyolojik orneklerdeki lipit peroksidasyonunun kantitatif olarak
belirlenmesi, lipit peroksidasyon son urinu olan MDA ile tiyobarbiturik asit
(TBA) arasindaki renk tepkimesine dayanir (sekil 3.1). Vicut sivilarinda veya
hiicrelerdeki lipit peroksidasyonu oksidatif stresin belirteci olarak
degerlendirilmektedir.

Doku homojenati ve plazma MDA dlizeyleri Ohkawa vd. bildirdigi
yonteme goére dlcllmustir (Ohkawa, Ohishi & Yagi, 1979).

o H
”S\I/N o \(I?/
| | CH,
N S I
&
OH \/ &
TBA MDA

SH

SY Mo 01 HO. /N\l/.
. . | B 2 H50
N\l/ CH——CH=—/—=CH ‘\ N

OH OH
Sekil 3.1 TBA ile MDA arasindaki tepkime

Cozeltiler

e Sodyum Dodesil Silfat (SDS) (%8.1). 8,1 gram SDS 100 ml distile
suda ¢oézulda.

e Asetat tamponu (%20, pH:3.5). 20 ml asetik asit 60 ml’ye
seyreltilir. pH’si konsantre NaOH ile 3,5'e ayarlandiktan sonra son
hacmi distile su ile 100 ml'ye tamamlanir.

e KCI ¢ozeltisi (%1.15). 1,15 gram KCI 100 ml distile suda ¢ézuldu.

e Tiyobarbitlrik asit (TBA) (%0.8, pH:5.5-7). 0,8 gram TBA distile
suda ¢ozuldi. NaOH ile pH’si 5.5-7 arasinda ayarlandiktan sonra
son hacmi distile su ile 100 ml'ye tamamlandi (Taze
hazirlanmalidir).
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Homojenizasyon

Dokulardan 0,1 gram kesit tartildi ve 1/10 oraninda KCI c¢ozeltisi ilave
edilerek homojenize edildi. Homojenatlar +4 °C 1500xg’de 15 dk santrifiij

edildi. Stpernatant kismindan &él¢cimler yapild.

Deney prosediirii

Tablo 3.1 de belirtilen gbzeltler ve dlgim yapilacak érnekler icin kapakh

tipler hazirlandi.
Tablo 3.1 MDA 6lcimi deney proseduru

Kor |Ornek plazma|Ornek doku|Standart
1.1.3.3.tetraetoksipropan Standardi - - - 0.2 ml
Plazma, Supernatant - 0.5 ml 0.4 ml -
SDS 0.2 ml 0.2 ml 0.2 ml 0.2 ml
Asetat Tamponu 1.5 ml 1.5 ml 1.5 1.5 ml
TBA 1.5 ml 1.5 ml 1.5 1.5 ml
Distile Su 0.8 ml 0.3 ml 0.4 0.6 ml

95 °C de 60 dakika inkibasyona (pembe renk olusumu) birakilir.

Musluk suyu ile sogutulduktan sonra 3500 rpm’de 5 dk santriflij edilir.

Slupernatant 532 nm dalga boyunda kdre karsi okunur.

MDA icin standardizasyon

e Stok c¢ozeltilerinin hazirlanmasi: 100 nmol/ml stok lipid peroksit

standardi (1.1.3.3.tetraetoksipropan) hazirlandi.

e Stok c¢Ozeltiden 1:2 oraninda seri dilisyonlar yapildi

ve

konsatrasyonlari bilinen bu standart ¢oézeltilerin absorbansi belirtilen

protokol izlenerek dlguldid (Tablo 3.1).

e Konsatrasyonlari bilinen standartlardan okunan absorbans degerleri ile
Microsoft Office Excel’de standart kalibrasyon grafigi cizildi (Grafik

3.1).

e Ornek konsatrasyonlar standart kalibrasyon grafigi kullanilarak

hesaplandi.

e Ayni homojenattan protein konsatrasyonlari dlguldd ve

MDA

konsatrasyonlari 6rnek total protein konsatrasyonlarina oranlandi.

Doku MDA sonuglari nmol/mg protein olarak verildi.
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Malondialdehit Standart Grafigi
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Grafik 3.1 MDA standart kalibrasyon grafigi
3.2.2 - Glutatyon (GSH) diizeyinin ol¢iimii ve prensibi

Alifatik tiyol bilesiklerinin hafif alkali ortamda 5,5'-ditiyobis-2-
nitrobenzoik asid (DTNB, Elman reaktifi) ile tepkimesi sonucu tiyol basina
olusan p-nitrofenol anyonunun spektrofotometrik olarak 6lgllmesi prensibine
dayanir.

Doku homojenati ve tam kandaki GSH dlizeyi Beutler ve vd. bildirdigi
yonteme goére olcllmustir (Srivastava & Beutler, 1968).

Cozeltiler

e (CoOktlrme ¢ozeltisi: 1.67 gram metafosforik asit, 0.2 gram EDTA ve 30
gram NaCl bir miktar distile suda ¢ozulir. Bu ¢oézeltiler birlestirilip son
hacim 100 ml'ye tamamlanir.

e %1 Sodyum sitrat c¢ozeltisi: 1 gram trisodyum sitrat tartihp 100 ml
distile suda ¢dzulur. Belirtme reaktifinin hazirlanmasinda kullanilir.

e Sekonder sodyum fosfat ¢ozeltisi: 0,3 M NaxHPO4 distile suda ¢ozulir
ve son hacim 250 ml‘ye tamamlanir.

e Belirtme reaktifi: 40 miligram DTNB 6nceden hazirlanmis olan %1’lik
sodyum sitrat ¢bzeltisinde ¢ozllldr ve son hacim 100 ml’'ye tamamlanir.
(Taze hazirlanmahdir.)

e Fosfat tamponu (0.1 M, pH:7.4). 3.4 gram KH2PO4 tartilir ve 250 ml
distile suda ¢ozular. 4.35 gram K2HPO4 tartihir ve 250 ml distile suda
cozullir. K2HPOa4 lzerine azar azar KH2PO4 eklenmesiyle pH’si 7.4'e
ayarlanir.
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Homojenizasyon

Dokulardan 0.1 gram Kkesit tartildi ve 1/10 oraninda soguk 0.1 M,
pH:7.4 fosfat tamponu ilave edilerek homojenize edildi. Homojenatlar +4 °C
4000xg’'de 15 dk santriftij edildi. Stipernatant kismindan élgimler yapildi.

Deney prosediirii

Hazirlanan c¢ozeltiler ile tablo 3.2 da belirtildigi gibi 6lcim islemi yapilir.

Tablo 3.2 GSH 6lcimi deney prosedurt

Kor Ornek Standart
Tam kan, Slpernatant - 0.5 ml -
Goktlirme Cozeltisi - 0.75 ml -

Karistirildiktan sonra 1500xg’de 15 dakika santrifij edilir. Buradaki
Slpernatantdan devam edilir.

Glutatyon standardi - = 0.5 ml
Supernatant - 0.5 ml -
Distile Su 0.5 ml - -
Sekonder Sodyum Fosfat 2 ml 2 ml 2 ml
DTNB 1.5 ml 1.5 ml 1.5 ml

Vorteksle iyice karistirildiktan sonra 5 dakika beklenir ve 412 nm dalga
boyunda kére karsl absorbansi okunur.

GSH icin standardizasyon

e Stok go6zeltisinin hazirlanmasi: 100 mg glutatyon 100 ml distile suda
cozulda.

e Stok c¢Ozeltiden 1:2 oraninda seri dilisyonlar vyapildi ve
konsatrasyonlar bilinen bu standart ¢o6zeltilerin absorbansi belirtilen
protokol izlenerek dlguldid (Tablo 3.2).

e Konsatrasyonlari bilinen standartlardan okunan absorbans dedgerleri ile
Microsoft Office Excel’de standart kalibrasyon grafigi cizildi (Grafik

3.2).
o Ornek konsatrasyonlari standart kalibrasyon grafigi kullanilarak
hesaplandi.

e Ayni homojenattan protein konsatrasyonlari 6lctildi ve GSH
konsatrasyonlari 6rnek total protein konsatrasyonlarina oranlandi.
Doku GSH 6élgim sonuglari pmol/mg protein olarak verildi.
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GSH Standarti
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Grafik 3.2 GSH standart kalibrasyon grafigi
3.2.3 - Katalaz (KAT) enzim aktivitesinin dlgiimi ve prensibi

Katalaz htcre igin zararh olan H202'yi su ve oksijene pargalayan bir
enzimdir. Loew tarafindan 1901 yilinda H202’yi pargalayan enzim olarak
dinyaya tanitilmigtir (Nicholls, 2012). H202'nin 240 nm dalga boyundaki
absorpsiyonundaki azalmanin takip edilmesi ile ortamdaki KAT aktivitesinin
Olcilmesi esasina dayanir (Aebi, 1984).

Katalaz
2H02 ———— » 2H>0 + O2

Karaciger doku homojenatindaki KAT enzim aktivitesi Aebi tarafindan
bildirilen yonteme gdére 6lculmustir (Aebi, 1984).

Cozeltiler

e Tris-EDTA-HCI ¢bzeltisi: 12.1 gram tris ile 0.186 gram disodyum EDTA
tartilarak 40 ml distile suda ¢ozular. 2 M’lik HCI ile pH’sI 8’e ayarlanir
ve son hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

e HCI (2M). 16.6 ml HCI iginde distile su bulunan balon jojeye yavas
yavas aktarilir ve son hacmi 100 ml’ye tamamlandi.

e H202 (10 mM). 200 pl H202 distile su ile 200 ml'ye seyreltildi.

e Fosfat tamponu (0.1 M, pH:7). 3.4 gram KH2POg4 tartiir ve 250 ml
distile suda ¢oézulir. 4.35 gram K>HPO4 tartilir ve 250 ml distile suda
cozulir. KyHPO4 lzerine azar azar KH;PO4 eklenmesiyle pH’si 7'ye
ayarlanir.
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Homojenizasyon

Karaciger dokularindan 0.1 gram kesit tartildi ve 1/10 oraninda soguk
0.1 M, pH:7 fosfat tamponu ilave edilerek homojenize edildi. Homojenatlar
+4 °C 600xg’de 10 dk santrifij edildi. Stpernatant kismindan o&lgimler
yapildi.

Deney prosediirii

Hazirlanan gozeltiler ile tablo 3.3 de belirtildigi gibi 6lgim islemi yapilir.

Tablo 3.3 KAT enzim aktivitesi 6lcimi deney prosediri

Kor Ornek
Tris-EDTA-HCI 100 pl 100 pl
H202 - 1800 pl
Distile Su 1900 pl 60 pl
37 °C de 10 dk inktibasyona birakilir.
Slpernatant - 40 pl

230 nm dalga boyunda 5 dakika boyunca koére karsi absorbansi okunur.
(Kinetik okuma yapilir.)

e Supernatant 1/40 oraninda seyreltildikten sonra kullanilir.

e H>02, 6rnek tlplerini inkiibasyona koymadan hemen 0&nce tlplere
konulmalidir.

o Inkiibasyon sonrasi kuvartz tiipte hazir bulunan 40 pl Sipernatant
Uzerine inklbe edilen sollisyon eklenir. Kesinlikle karistirma veya
calkalama yapilmadan 6lgim yapilr.

e Ortamda H:0: azalacagindan absorbans degisiminde azalma olmaldir.

KAT enzim aktivitesinin hesaplanmasi

KAT enzim aktivitesinin hesaplanmasinda Lartillot ve vd. tarafindan
bildirilen formal kullanilmistir (Lartillot, Kedziora & Athias, 1988; Nelson &
Kiesow, 1972).

AVt .DF
e.tlVe
A: Enzimatik aktiviteden kaynakli absorbans degisimi
Vt: Toplam reaksiyon hacmi (pl)
DF: Dillisyon faktori
€: H202nin 240 nm’deki ekstinksiyon katsayisi (0.0394)(M-t.cm)

t: Reaksiyon suresi (dk)
Ve: Ornek hacmi (ul)

Akt =
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KAT spesifik aktivitesi katalaz aktivitesinin, ayni homojenattan 6élcllen

ornek protein
hesaplanmistir.

Katalaz spesifik aktivitesi (U/mg protein) =

konsatrasyonuna oranlanmasiyla

U/mg protein

Katalaz aktivitesi

Protein miktar

3.2.4 — 8-Hidroksi-dezoksiguanozin (8-OhdG) él¢ciimii

Icindekiler Miktar
Standart (24 ng/mL) 0.5 mL
Standart Diltenti 3 mL
Plate (llazigt)
Str-HRP Konjugat Reaktifi | 6 mL
Yikama Sollsyonu (30X) |20 mL
Biotin-8-OHdG Ab 1 mL
Kromojen Sollsyonu A 6 mL
Kromojen Sollisyonu B 6 mL
Durdurma Solisyonu 6 mL
Plate membrani 2 adet
Kilitli poset 1 adet

Deney Prosediirii:
1) Standart Dilisyonu yapllir:

olarak

DilUenti

Standart | Hazirlama Son Derisim
120 uL Orijinal Standart + 120 uL
Std-> | Standart Diliienti 12 ng/mL
120 pL -5+ 120 puL
Std-4 O u .Std 5 0 uL Standart 6 na/mL
DilGenti
-4 +
Std-3 120 uL .Std 4 + 120 pL Standart 3 ng/mL
DilGenti
Std-2 120 pL.Std-3 + 120 pL Standart 1.5 ng/mL
DilGenti
-2 +
Std-1 120 uL Std-2 + 120 ulL Standart 0.75 na/mL
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2) Yikama Sollusyonu (X) hazirlanir: Konsantre Yikama soltsyonu (30X)
distile su ile 30 kat seyreltilir.

3) Gerektigi kadar strip cikarilir, kalanlar kilitli posete konup buzdolabina
kaldirihr.

4) Pipetlemeler yapilir:

- Kor kuyucugu: Numune, Biotin-8-OhdG-antikoru ve Streptavidin-HRP
eklenmez; yalnizca Kromojen solisyonu A ve B eklenir, diger asamalar ayni
sekilde uygulanir,

- Standart kuyucuklari: 50 uL standart, 50 uL Streptavidin-HRP eklenir.

- Numune kuyucuklari: 40 puL numune eklenir, sonra 10 uL 8-OhdG-
antikoru ve 50 ulL Streptavidin-HRP eklenir. Plate membranla kapatilir ve
calkalayicida 37 °C’de 60 dakika inkUbe edilir.

5) Yikama yapilir: Membran dikkatlice cgikarilir; sivi aspire edilir. 0,35 mL
diliie Yikama Solisyonu (X) eklenir, 1-2 dakika beklenir, sivi aspire edilir, bu
islem birkac kez tekrarlanabilir. Aspirasyon sonrasinda plate emici kagit
Uzerine vurularak igcerideki sivi uzaklastirilir.

6) Tum kuyulara 50 uL Kromojen soltisyonu A, sonrasinda 50 uL Kromojen
solisyonu B eklenir. Nazikge karistirilir; 37 °C’de 10 dakika karanlikta inklbe
edilir.

7) Tum kuyulara 50 pL Durdurma Sollisyonu eklenir (mavi renk sariya
doéner). 15 dakika icerisinde 450 nm’de okunur (Blank well sifir olarak alinir).
Standart edrinin lineer regresyon esitliginden yararlanarak numune
konsantrasyonlari hesaplanir.

8-Hidroksi-dezoksiguanozin (8-OhdG) ol¢iimii icin standardizasyon

Grafik 3.3 8-OHdG standart kalibrasyon grafigi

8-OH- Dezoksiguanozin Diizevleri

1.4
1.2 v =0,2013x + 00,0039 -
; Rz =0,9918 -
= 1
g
= 0.8
S °
0.6
jumt
o
o 0.4 -
-
0,2
."‘
o &
0 2 4 6 a8

29



3.2.5 - Hem Oksijenaz (OH-1) él¢ciimii

Icindekiler Miktar
Standart (64 ng/mL) 0.5 mL
Standart DilGenti 3 mL

1 adet
Plate (12x8)

Str-HRP Konjugat Reaktifi | 6 mL
Yikama Solltsyonu (30X) 20 mL

Biotin-(HO-1) Ab 1 mL
Kromojen Sollisyonu A 6 mL
Kromojen Sollsyonu B 6 mL
Durdurma Solisyonu 6 mL
Plate membrani 2 adet
Kilitli poset 1 adet

Deney Prosediirii:
1) Standart Dilisyonu yapilir:

Standart | Hazirlama Son Derisim

120 uL Orijinal Standart + 120 uL

Std-5 Standart Diltenti 32 ng/mL

-5 +

Std-a 120 uL'Std 5+ 120 pL Standart 16 ng/mL
Diltenti
120 uL -4 + 120 uL

Std-3 O u .Std 0 uL Standart 8 ng/mL
Diltenti

Std-2 120 uL.Std—3 + 120 plL Standart 4 ng/mL
Diltenti

Std-1 120 uL.Std-Z + 120 pL Standart 2 na/mL
Diltenti

2) Yikama Soltsyonu (X) hazirlanir: Konsantre Yikama soltsyonu (30X)
distile su ile 30 kat seyreltilir.

3) Gerektigi kadar strip cikarilir, kalanlar Kkilitli posete konup buzdolabina
kaldirilir.
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4) Pipetlemeler yapilir:

- Kor kuyucugu: Numune, Biotin-(HO-1)-antikoru ve Streptavidin-HRP
eklenmez; yalnizca Kromojen solisyonu A ve B eklenir, diger asamalar ayni
sekilde uygulanir,

- Standart kuyucuklari: 50 uL standart, 50 uL Streptavidin-HRP eklenir.

- Numune kuyucuklari: 40 puL numune eklenir, sonra 10 uL (HO-1)-
antikoru ve 50 uL Streptavidin-HRP eklenir. Plate membranla kapatilir ve
calkalayicida 37 °C’de 60 dakika inkube edilir.

5) Yikama yapilir: Membran dikkatlice cgikarilir; sivi aspire edilir. 0,35 mL
dilie Yikama Solisyonu (X) eklenir, 1-2 dakika beklenir, sivi aspire edilir, bu
islem birkac kez tekrarlanabilir. Aspirasyon sonrasinda plate emici kagit
Uzerine vurularak icerideki sivi uzaklastirilir.

6) Tum kuyulara 50 uL Kromojen soltisyonu A, sonrasinda 50 uL Kromojen
solisyonu B eklenir. Nazikge karistirilir; 37 ©C’de 10 dakika karanlikta inklbe
edilir.

7) Tum kuyulara 50 pL Durdurma Solisyonu eklenir (mavi renk sariya
doéner). 15 dakika icerisinde 450 nm’de okunur (Blank well sifir olarak alinir).
Standart egrinin lineer regresyon esitliginden yararlanarak numune
konsantrasyonlari hesaplanir.

Hem Oksijenaz (OH-1) o6lciimii icin standardizasyon

Grafik 3.4 HO-1 standart kalibrasyon grafigi
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3.2.6 — Protein diizeyinin olciimii

Biiiret yontemi: Alkali ortamda protein ve peptitlerdeki peptit bagi
azotuyla Cu?2* iyonlarinin reaksiyonu sonucu olusan mavi-mor rengin 545
nm’deki absorpsiyonunun 6lctlmesi esasina dayanir.

Karaciger doku homojenatindaki protein diizeyi Gornall vd. bildirdigi
Bilret yontemine gére dlglulmustir (Gornall, Bardawill & David, 1949).

Cozeltiler
e Na-K Tartarat: 6 gram tartilir ve bir miktar distile suda ¢dézulur.
e CuSO0g4: 1.5 gram tartilir ve bir miktar distile suda ¢oézulur.
e NaOH: 30 gram tartilir ve bir miktar distile suda ¢ézulir.

Bu Ug c¢ozelti karnstirilarak Bilret reaktifi hazirlanir ve son hacim 1
litreye tamamlanir.

Deney prosediirii

Hazirlanan gozeltiler ile tablo 3.4 da belirtildigi gibi 6lgim islemi yapilir.

Tablo 3.4 Protein 6lgimU deney proseduiri

Kor Ornek Standart
Distile Su 50 pl - -
Bilret 1250 pl 1250 pl 1250 pl
Homojenat - 50 pl -
BSA Standarti - - 50 ul

15 dk karanhkta bekletildikten sonra 545 nm dalga boyunda kére karsi
absorbansi okunur.

Protein icin standardizasyon

» Bovin serum albimin (BSA) standartindan 20 mg/ml stok standart
cOzeltisi hazirlandi. Stok ¢bzeltiden 1:2 oraninda seri dilisyon yapilarak
farkli konsantrasyonlarda standartlar hazirlandi.

» Konsatrasyonlarn bilinen standartlardan 545 nm dalga boyunda okunan
absorbans dederleri ile Microsoft Office Excel’de standart kalibrasyon
grafigi cizildi (Grafik 3.4).

> Karaciger dokusu protein konsatrasyonlar standart kalibrasyon grafigi
kullanilarak hesaplandi.
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BSA Standarti
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Grafik 3.5 BSA standart kalibrasyon grafigi
3.3 - Istatistiksel analiz

Sarekli veriler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir. Verilerin
normal dadilima uygunlugunun arastiriimasinda Shapiro Wilk's testinden
yararlanilmistir. Normal dagilim gdésteren gruplarin karsilastiriimasinda grup
sayisl Ug ve Uzerinde olan durumlar icin Tek yénlld varyans analizi (One-Way
ANOVA) kullanilmigtir. Analizlerin uygulanmasinda "SAS Institute Inc. 2015.
SAS/IML® 14.1 User’s Guide. Cary, NC: SAS Institute Inc." programindan
yararlanilmistir. Istatistiksel ©®nemlilik igcin p=0.05 dederi kriter kabul
edilmistir.
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4 - BULGULAR

Yapilan kisaltmalar su sekildedir; K (kontrol), C(CCls), VAC (viscum album +
CCls) ve VAPC (Viscum album + Probiyotik + CCls), (a) akut hasar, (k) kronik
hasar.

4.1 - Biyokimyasal Bulgular

Kronik hasar gruplarinda serum total bilirubin ve direkt bilirubin
diizeyleri

Total bilirubin seviyelerinde K grubuna gbére C grubunda anlamh bir
ylkselis vardir (p<0.001). C grubu ile kiyaslandiginda VAPC grubunda
anlaml bir disls s6z konusudur (p<0.05).

Direkt bilirubin seviyelerinde K grubuna gdre C grubunda anlamli bir
yukselis vardir (p<0.001). C grubuna gére VAPC grubunda anlaml bir dusus
s6z konusudur (p<0.001).

Tablo 4.1 KH Total Bilirubin(mg/dL) Tablo 4.2 KH Direkt Bilirubin(mg/dL)
Direkt
BiIiru;?:?r:ﬁg/dL) Bilirubin(mg/dL)
Grup N ort sd Grup N ort sd
K 8 0.047 0.021 K 8 0.038 0.022
C (k) 8 0.461 0.245 C (k) 8 0.256 0.147
VAC (k) 8 0.398 0.114 VAC (k) 8 0.195 0.050
VAPC (k) 8 0.215 0.106 VAPC (k) 8 0.093 0.062
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Total Bilirubin (mg/dl
o
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K C k) WVAC (k) WAPC (k) K C (k) VAC (k) VAPC (k)
Grup Grup

Grafik 4.1 KH T. Bilirubin dlzeyleri(mg/dL) Grafik 4.2 KH D. Bilirubin diizeyleri (mg/dL)
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Kronik hasar gruplarinda serum total protein ve albumin diizeyleri

Total protein seviyeleri K grubuna gére C grubunda anlamh bir sekilde
distk bulunmustur (p<0.05,). C grubuna gére VAPC grubu anlamli sekilde
yukselmistir (p<0.05).

Albumin  seviyelerinde istatistiksel olarak anlaml  bir fark
gbézlemlenmemistir (p>0.05).

Tablo 4.3 KH Total Protein(g/dL) Tablo 4.4 KH Albumin(g/dL)
Total Albumin(g/dL)

Protein(g/dL) Grup N Ort sd
Grup N ort Sd K 8 3.92 0.19
K 8 5.90 0.16 C (k) 8 3.35 0.65
C (k) 8 5.40 0.52 VAC (k) 8 3.68 0.38
VAC (k) 8 5.65 0.41 VAPC (k) 8 3.76 0.53
VAPC (K) 8 5.93 0.15

N _O_- ‘ = 10 ‘ T T

Total Protein (g/dl)
Albumin (gidl)

30

45 20 (=]
K CiKk) VAC (k) VAPC (k) K Ck VAC (k) VAPC (k)
Grup Grup

Grafik 4.3 KH Total Protein dlzeyleri(g/dL) Grafik 4.4 KH Albumin dizeyleri(g/dL)
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Kronik hasar gruplarinda serum AST ve ALT aktivitesi

AST seviyeleri icin K grubuna gére C grubunda anlamli bir ylkselis vardir
(p<0.001). C grubuna godre VAC ve VAPC gruplarinda AST seviyeleri anlamli
bir sekilde dustk bulunmustur (p<0.05, p<0.01).

ALT seviyeleri icin K grubuna gdére C grubunda anlamli bir sekilde
yukselme s6z konusudur (p<0.001). C grubuna gére VAPC grubundaki ALT
seviyelerinde anlamh bir dists vardir (p<0.05).

Tablo 4.5 KH AST aktivitesi(U/L)

AST(U/L)
Grup N ort Sd
K 8 98.75 28.65
C (k) 8| 2329.25 1466.6
VAC (k) 8| 905.75 541.0
VAPC (k) 8| 580.25 702.4
I
= B T

C k) VAC (k)

o

VAPC (k)

Grafik 4.5 KH AST dulzeyleri(U/L)

36

ALT (/L)

Tablo 4.6 KH ALT aktivitesi(U/L)

ALT(U/L)
Grup N Oort Sd
K 8 31.0 5.34
C (k) 8 1619.1| 960.90
VAC (k) 8 791.0 585.41
VAPC (k) 8 514.3| 658.92
-

rup

VAC (k) VAPC (k)

Grafik 4.6 KH ALT dlizeyleri(U/L)




Kronik hasar gruplarinda serum ALP ve LDH aktivitesi

K grubuna goére C grubundaki ALP seviyelerinde anlamli bir yukselis

vardir (p<0.001).

K grubuna gdére C grubundaki LDH seviyelerinde anlaml bir ylkselme
C grubuna gére VAC ve VAPC gruplarinda LDH seviyeleri
anlamli bir sekilde dusik bulunmustur (p<0.01, p<0.01).

vardir (p<0.001).

Tablo 4.7 KH ALP aktivitesi (U/L)

ALP(U/L)
Grup N ort Sd
K 8 68.00 10.99
C (k) 8| 223.75 86.10
VAC (k) 8 172.12 66.50
VAPC (k) 8 151.75 62.46
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C (k) VAC (k) VAPC (k)
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Grafik 4.7 KH ALP diizeyleri(U/L)
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Tablo 4.8 KH LDH aktivitesi (U/L)

LDH(U/L)
Grup N ort Sd
K 8| 265.00 67.07
C (k) 8| 670.12 187.94
VAC (k) 8| 378.00 149.39
VAPC (k) 8| 374.00 85.15

LDH (/L)
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400

|

Fo

=-0

CK
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Grafik 4.8 KH LDH diizeyleri(U/L)




Kronik hasar gruplarinda serum trigeliserid ve kolesterol diizeyleri

K grubuna goére C grubundaki trigliserit seviyeleri anlamli olarak
artmistir (p<0.001). C grubuna gére VAC ve VAPC gruplarinda trigliserit
seviyeleri anlamh bir sekilde distk bulunmustur (p<0.05, p<0.05).

K grubuna gére C grubundaki kolesterol seviyeleri anlamli olarak
artmistir (p<0.05). C grubuna gére VAPC grubundaki kolesterol seviyelerinde
anlamli bir dasts vardir (p<0.01). VAC grubuna gére VAPC grubunda da
anlamh bir disls vardir (p<0.05).

Tablo 4.9 KH Trigliserid duzeyleri(mg/dL) Tablo 4.10 KH Kolesretol dizeyleri(mg/dL)

Trigliserid(mg/dL) Kolesterol(mg/dL)
Grup N Oort Sd Grup N Oort Sd
K 8 22.25 7.36 K 8 43.62 8.89
C (k) 8 72.00 37.41 C (k) 8 66.50 14.97
VAC (k) 8 41.12 8.14 VAC (k) 8 59.37 19.61
VAPC (k) 8 39.50 12.79 VAPC (k) 8 39.00 8.43

150 100

Trigliserid (mg/di)
3 &
o
o
-
Kolesterol (mg/dl)
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-

i . ~ ) 40 L o
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K C k) o VAC (k) VAPC (k) K Cik) - VAC (k) VAPC (k)
Grafik 4.9 KH TG dizeyleri(mg/dL) Grafik 4.10 KH Kolesretol dizeyleri(mg/dL)

38



Kronik hasar gruplarinda serum LDL kolesterol ve HDL kolesterol
diizeyleri

K grubuna goére C grubundaki LDL kolesterol seviyelerinde anlamli bir
artis vardir (p<0.05). C grubuna gére VAPC grubunda anlamh bir disus
vardir (p<0.01). VAC grubuna gbére VAPC grubunda da anlamh bir dusus
vardir (p<0.05).

HDL kolesterol seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir (p>0.05).

Tablo 4.11 KH LDL duzeyleri(mg/dL) Tablo 4.12 KH HDL duzeyleri(mg/dL)
LDL HDL

Kolesterol(mg/dL) Kolesterol(mg/dL)

Grup N Ort Sd Grup N ort sd
K 8 10.37 2.06 K 8 26.75 7.16
C (k) 8/ 19.87] 10.21 C (k) 8 25.00 5.92
VAC (k) 8 16.37 /.50 VAC (k) 8 26.00 4.95
VAPC (k) 8 7.25 3.01 VAPC (k) 8 28.25 5.77

25 i ©

& T T 1] T

Fo3

LDL-Kolesterol (mg/dl)
HDL-Kolesterol (mgydl)
[o]

T 15
K Ck VAC (k) VAPC (k) K C (k) VAC (k) VAPC (k)
Grup Grup

Grafik 4.11 KH LDL dizeyleri(mg/dL) Grafik 4.12 KH HDL dizeyleri(mg/dL)
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Kronik hasar gruplarinda tam kan GSH diizeyleri
Tam kan GSH dlzeylerinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi tablo

4.13 ve grafik 4.13 de verilmistir (ortalama + SD). Yapilan istatistiksel analiz
sonrasinda Istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05).

Tablo 4.13 Kronik Hasar Gruplarinda tam kan GSH Dizeyleri (mikromol/mL)

GSH Tam Kan

(mikromol/mL)
Grup N ort Sd
K 8 0.27 0.04
C (k) 8 0.28 0.07
VAC (k) 8 0.26 0.05
VAPC (k) 8 0.31 0.04

0.35

Q
0.30

0.25

0.20 o i

0.15

GSH Tam Kan (mikromaol/mL)

kK C (k) WAC (k) WAPC (k)
Grup

Grafik 4.13 Kronik Hasar Gruplarinda tam kan GSH Dizeyleri (mikromol/mL)
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Kronik hasar gruplarinda karaciger GSH diizeyleri

Karaciger GSH dizeylerinin istatistiksel olarak degerlendiriimesi tablo
4.14 ve grafik 4.14 de verilmistir (ortalama + SD). Yapilan istatistiksel analiz
sonrasinda Istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05).

Tablo 4.14 Kronik Hasar Gruplarinda karaciger GSH Duzeyleri (mikromol/mg protein)

0.04

0.03

0.0z

GSH KC (mikromol/mg protein)

0.01

0.00

GSH Karaciger
(mikromol/mg
protein)
Grup N ort Sd
K 8 0.018 0.003
C (k) 8 0.020 0.008
VAC (k) 8 0.026 0.011
VAPC (k) 8 0.026 0.003
o ‘ o
.
%3
L
K C (k) WAL (k)
Grup

VAPC (k)

Grafik 4.14 Kronik Hasar Gruplarinda karaciger GSH Dizeyleri (mikromol/mg protein)
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Kronik hasar gruplarinda karaciger MDA diizeyleri

Karaciger MDA dulizeylerinin istatistiksel olarak degerlendiriimesi tablo
4.15 ve grafik 4.15 de verilmistir (ortalama + SD). Yapilan istatistiksel analiz
sonrasinda C ve VAC grubuna gbére VAPC grubunda anlaml bir dislts vardir
(p<0.001, p<0.05).

Tablo 4.15 Kronik Hasar Gruplarinda karaciger MDA Duizeyleri (nmol/mg protein)

MDA Karaciger

(nmol/mg protein)
Grup N ort Sd
K 8 1.55 0.14
C (k) 8 1.90 0.59
VAC (k) 8 1.65 0.30
VAPC (k) 8 1.06 0.29
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Grafik 4.15 Kronik Hasar Gruplarinda karaciger MDA Duizeyleri (nmol/mg protein)
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Kronik hasar gruplarinda plazma MDA diizeyleri
Plazma MDA dizeylerinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi tablo 4.16

ve grafik 4.16 de verilmistir (ortalama * SD). Yapilan istatistiksel analiz
sonrasinda K grubuna goére C grubunda anlaml bir ylkselis vardir (p<0.05)

Tablo 4.16 Kronik Hasar Gruplarinda plazma MDA Duzeyleri (nmol/mL)

MDA
Plazma(nmol/mL)
Grup N ort Sd
K 8 5.39 2.00
C (k) 8 9.95 3.95
VAC (k) 8 7.44 1.39
VAPC (k) 8 7.17 1.54

17.5 —_—

15.0

125

MDA Plazma (nmol/mL)

10.0 E O
7.5 F |
L"_
o
5.0 |
2.5
K C (k) WVAC (K) VAPC (k)

Grup

Grafik 4.16 Kronik Hasar Gruplarinda plazma MDA Dizeyleri (nmol/mL)
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Kronik hasar gruplarinda karaciger Katalaz aktivitesi

Karaciger KAT dizeylerinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi tablo
4.17 ve grafik 4.17 de verilmistir (ortalama * SD). Yapilan istatistiksel analiz
sonrasinda K ve C grubuna gére VAPC grubunda anlamli bir yukselis vardir
(p<0.05, p<0.05)

Tablo 4.17 Kronik Hasar Gruplarinda karaciger KAT Aktivitesi (U/mg protein)

Katalaz Karaciger

(U/mg protein)
Grup N ort Sd
K 8 37.28 4.09
C (k) 8 36.18 6.58
VAC (k) 8 43.37 6.07
VAPC (k) 8 46.70 9.48
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Grafik 4.17 Kronik Hasar Gruplarinda karaciger KAT Aktivitesi (U/mg protein)
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Kronik hasar gruplarinda serum HO-1 diizeyleri

Serum HO-1 dlzeylerinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi tablo 4.18
ve grafik 4.18 de verilmistir (ortalama * SD). Yapilan istatistiksel analiz
sonrasinda C grubu ile VAPC grubu kiyaslandiginda VAPC grubu anlamh
olarak yukselmistir (p<0.01)

Tablo 4.18 Kronik Hasar Gruplarinda serum HO-1 Dizeyleri (ng/mL)

HO-1(ng/mL)
Grup N ort Sd
K 8 7.80 1.65
C (k) 8 6.64 1.43
VAC (k) 8 9.01 2.50
VAPC (k) 8 9.37 1.38
12
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Grafik 4.18 Kronik Hasar Gruplarinda serum HO-1 Dizeyleri (ng/mL)
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Kronik hasar gruplarinda serum 8-OHdG diizeyleri
Serum 8-OHdG diizeylerinin istatistiksel olarak dederlendirilmesi tablo

4.19 ve grafik 4.19 de verilmistir (ortalama + SD). Yapilan istatistiksel analiz
sonrasinda Istatiksel olarak anlamli bir fark gézlemlenmemistir (p>0.05).

Tablo 4.19 Kronik Hasar Gruplarinda serum 8-OHdG Dizeyleri (ng/mL)

8-OHdG (ng/mL)
Grup N ort Sd
K 8 3.31 0.52
C (k) 8 3.84 0.41
VAC (k) 8 3.69 0.30
VAPC (k) 8 3.58 0.34
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Grafik 4.19 Kronik Hasar Gruplarinda serum 8-OHdG Diuizeyleri (ng/mL)
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Akut hasar gruplarinda serum total bilirubin ve direkt bilirubin
diizeyleri

Total bilirubin dizeyleri K grubu ile kiyaslandiginda C grubu anlaml
olarak yukselmistir (p<0.001).

Direkt bilirubin dizeyleri K grubu ile kiyaslandiginda C grubu anlamh
olarak yukselmistir (p<0.01).

Tablo 4.20 AH Total Bilirubin(mg/dL) Tablo 4.21 AH Direkt Bilirubin(mg/dL)
Direkt
Total ir .
Bilirubin(mg/dL) Bilirubin(mg/dL)
Grup N Ort sd Grup N Ort Sd
K 810.04 0.02 K 8/0.03 0.02
C (a) 810.29 0.10 C(a) 8/0.18 0.07
VAC (a) 8/0.22 0.08 VAC (a) 8 0.14 0.05
VAPC (a) 810.22 0.11 VAPC (a) 8/0.13 0.08
Eﬂ 03 = T % 02 _ T
© 02 | E 3 £ J_ _J
L T o . | L
) —|— ==

0.0 0o
K Cia) VAC (a) VAPC (a) K C@ VAC (a) VAPC (a)
Grup Grup

Grafik 4.20 AH Total Bilirubin (mg/dL) Grafik 4.21 AH Direkt Bilirubin (mg/dL)
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Akut hasar gruplarinda serum total protein ve albumin diizeyleri

Total protein dlzylerinde istatiksel olarak anlanli  bir fark
gb6zlemlenmemistir (p>0.05).

Albumin dizeylerinde K grubu ile kiyaslandiginda C grubu anlamli
olarak distk bulunmustur (p<0.001).

Tablo 4.22 AH Total Protein (g/dL) Tablo 4.23 AH Albumin (g/dL)
Total Albumin(g/dL)
Protein(g/dL)

Grup N Oort Sd Grup N Ort Sd
K 8 5.90 0.16 K 8 3.92 0.19
C (a) 8 5.51 0.28 C (a) 8 3.27 0.18
VAC (a) 8 5.60 0.20 VAC (a) 8 3.48 0.21
VAPC (a) 8 5.71 0.43 VAPC (a) 8 3.53 0.19

i 5

L S - w1 T

550 £ | 5 E =2
325 o L
525 l !
300 l

K Cila) VAC (a) VAPC (a) K Cia) VAC (a) VAPC (a)
Grup Grup

Total Protein (g/dl)
Albumin (g/dl)

o

Grafik 4.22 AH Total Protein dizeyleri (g/dL) Grafik 4.23 AH Albumin dizeyleri (g/dL)
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Akut hasar gruplarinda AST ve ALT aktivitesi

AST dlzeylerinde K grubu ile kiyaslandiginda C grubu anlamli olarak
ylUkselmistir (p<0.001). C grubu ile kiyaslandiginda VAPC grubu anlamli
olarak disuk bulunmustur (p<0.05).

ALT dilzeylerinde K grubu ile kiyaslandiginda C grubu anlamh olarak
ylkselmistir(p<0.001). C grubu ile kiyaslandiginda VAC ve VAPC
gruplarindaki ALT seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma s6z
konusudur (p<0.05, p<0.01).

Tablo 4.24 AH AST aktivitesi (U/L) Tablo 4.25 AH ALT aktivitesi (U/L)
AST(U/L) ALT(U/L)
Grup N ort Sd Grup N ort Sd
K 8 98.75 28.65 K 8 31.00 5.34
C (a) 8| 1178.62 311.70 C (a) 8| 1535.50 385.01
VAC (a) 8| 900.12| 247.37 VAC (a) 8| 1069.75 264.92
VAPC (a) 8 818.37 203.26 VAPC (a) 8 970.12 372.46
2 1000 H T ] T i} - [ T 1 —‘7
L B Lol | 5 ° .
L ° L
L ——
K Ca o WVAC () VAPC (a) K C@ o VAC (a) VAPC (a)
Grafik 4.24 AH AST aktivitesi (U/L) Grafik 4.25 AH ALT aktivitesi (U/L)
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Akut hasar gruplarinda serum ALP ve LDH aktivitesi

ALP dizeyleri K grubu ile kiyaslandiginda C grubu istatistiksel olarak

anlamli sekilde yukselmistir (p<0.05)

LDH dlzeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlemlenmemistir

(p>0.05).

Tablo 4.26 AH ALP aktivitesi (U/L)

ALP(U/L)
Grup N ort Sd
K 8 68.00 10.99
C (a) 8 116.50 34.99
VAC (a) 8 99.75 23.92
VAPC (a) 8 98.62 46.63
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Grafik 4.26 AH ALP aktivitesi (U/L)

LDH (U/L)

Grafik 4.27 AH LDH aktivitesi (U/L)
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Tablo 4.27 AH LDH aktivitesi (U/L)

400

100

LDH(U/L)
Grup N ort Sd
K 8 265.00 67.07
C (a) 8 273.75 45.67
VAC (a) 8 248.25 53.60
VAPC (a) 8 224.62 102.27
|
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Akut hasar gruplarinda serum trigliserit ve kolesterol diizeyleri

K grubundaki Trigliserit dlzeyleri C grubu kiyaslandiginda, C
grubundaki trigliserit dizeyleri anlaml olarak yukselmistir (p<0.001).

Kolesterol dlizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gb6zlemlenmemistir (p>0.05).

Tablo 4.28 AH Trigliserid dlizeyleri (mg/dL) Tablo 4.29 AH Kolesretol diizeyleri (mg/dL)

Trigliserid(mg/dL) LRI s L

Grup N ort Sd Grup N ort Sd

K 8  22.25 7.36 K 8  43.62 8.89

C (a) 8  64.62] 12.08 C (a) 8 5550  11.62

VAC (a) 8 6237 27.28 VAC (a) 8  53.62| 11.52

VAPC (a) 8 6175 17.72 VAPC (a) 8  48.75  13.87
: Lo ] T

oo 4[, F T 7
20 i ] L 1 J

K Cia) VAC (a) VAPC (a) K Cia) VAC (@) VAPC ()
Grup Grup

Grafik 4.28 AH TG duzeyleri (mg/dL) Grafik 4.29 AH Kolesretol dizeyleri (mg/dL)
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Akut hasar gruplarinda serum LDL ve HDL kolesterol Diizeyleri

LDL kolesterol

gbézlemlenmemistir (p>0.05).

HDL kolesterol

gbézlemlenmemistir (p>0.05).

Tablo 4.30 AH LDL dizeyleri(mg/dL)

dlizeylerinde

dizeylerinde

LDL
Kolesterol(mg/dL)
Grup N Oort Sd
K 8 10.37 2.06
C (a) 8 14.75 5.80
VAC (a) 8 13.62 3.33
VAPC (a) 8 13.00 5.18

LDL-Kolesterol (mg/dl}

L 1

K Cia) VAC (a) VAPC (a)
Grup

Grafik 4.30 AH LDL dizeyleri(mg/dL)

istatistiksel

istatistiksel

HDL-Kalesterol (mg/dl)
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Tablo 4.31 AH HDL dlzeyleri(mg/dL)

HDL
Kolesterol(mg/dL)
Grup N ort Sd
K 8 26.75 7.16
C (a) 8 23.25 7.26
VAC (a) 8 26.75 6.60
VAPC (a) 8 26.87 5.56
i |

C@

Grup

VAC (a) VAPC ()

Grafik 4.31 AH HDL dlzeyleri(mg/dL)




Akut hasar gruplarinda tam kan GSH diizeyleri

Tam kan GSH dulzeylerinin istatistiksel olarak dederlendirilmesi tablo
4.32 ve grafik 4.32 de verilmistir (ortalama £ SD). Yapilan istatistiksel analiz
sonrasinda K grubu ile kiyaslandiginda C grubu anlamli olarak yilkselmistir
(p<0.01). C grubu ile kiyaslandiginda VAC grubu anlamli olarak duslk
bulunmustur (p<0.05).

Tablo 4.32 Akut Hasar Gruplarinda tam kan GSH Duizeyleri (mikromol/mL)

GSH Tam Kan
(mikromol/mL)
Grup N ort Sd
K 8 0.27 0.03
C (a) 8 0.38 0.05
VAC (a) 8 0.30 0.04
VAPC (a) 8 0.32 0.08
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Grafik 4.32 Akut Hasar Gruplarinda tam kan GSH Diizeyleri (mikromol/mL)
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Akut hasar gruplarinda karaciger GSH diizeyleri

Karaciger GSH dlizeylerinin istatistiksel olarak dederlendirilmesi tablo
4.33 ve grafik 4.33 de verilmistir (ortalama + SD). Yapilan istatistiksel analiz
sonrasinda K grubu ile kiyaslandiginda VAC grubu anlamli olarak duslk
bulunmustur (p<0.05).

Tablo 4.33 Akut Hasar Gruplarinda karaciger GSH Dulizeyleri (mikromol/mg protein)

GSH Karaciger
(mikromol/mg
protein)
Grup N ort Sd
K 8 0.02 0.003
C (a) 8 0.01 0.003
VAC (a) 8 0.01 0.003
VAPC (a) 8 0.01 0.00
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Grafik 4.33 Akut Hasar Gruplarinda karaciger GSH Diizeyleri (mikromol/mg protein)
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Akut hasar gruplarinda karaciger MDA diizeyleri

Karaciger MDA dizeylerinin istatistiksel olarak degderlendirilmesi tablo
4.34 ve grafik 4.34 de verilmistir (ortalama * SD). Yapilan istatistiksel analiz
sonrasinda C grubu ile kiyaslandiginda VAC ve VAPC gruplari anlamh olarak
disitk bulunmustur (p<0.01, p<0.001).

Tablo 4.34 Akut Hasar Gruplarinda karaciger MDA Dizeyleri (nmol/mg protein)

MDA Karaciger

(nmol/mg protein)
Grup N Oort Sd
K 8 1.54 0.14
C (a) 8 1.84 0.32
VAC (a) 8 1.31 0.34
VAPC (a) 8 1.18 0.34

2.0 °
E O

MDA KC (nmol/mg protein)
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Grafik 4.34 Akut Hasar Gruplarinda karaciger MDA Duizeyleri (nmol/mg protein)
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Akut hasar gruplarinda plazma MDA diizeyleri

Plazma MDA dlzeylerinin istatistiksel olarak dederlendirilmesi tablo
4.35 ve grafik 4.35 de verilmistir (ortalama £ SD). Yapilan istatistiksel analiz
sonrasinda K grubu ile C grubu kiyaslandiginda C grubunda anlamli bir
ylUkselis gozlenmistir (p<0.01). C grubu ile kiyaslandiginda VAC ve VAPC
gruplari anlamli olarak distk bulunmustur (p<0.01, p< 0.01).

Tablo 4.35 Akut Hasar Gruplarinda plazma MDA Dizeyleri (nmol/mL)

MDA Plazma
(nmol/mL)
Grup N Oort Sd
K 8 5.39 2.00
C (a) 8 11.55 5.65
VAC (a) 8 6.55 1.61
VAPC (a) 8 5.83 0.65
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Grafik 4.35 Akut Hasar Gruplarinda plazma MDA Dilizeyleri (nmol/mL)
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Akut hasar gruplarinda karaciger Katalaz aktivitesi

Karaciger KAT dizeylerinin istatistiksel olarak degerlendiriimesi tablo
4.36 ve grafik 4.36 de verilmistir (ortalama * SD). Yapilan istatistiksel analiz
sonrasinda gruplar arasinda anlaml dizeyde fark olmadigi bulunmustur.

Tablo 4.36 Akut Hasar Gruplarinda karaciger KAT Aktivitesi (U/mg protein)

Katalaz Karaciger

(U/mg protein)
Grup N ort Sd
K 8 37.28 4.09
C (a) 8 30.21 4.84
VAC (a) 8 35.30 9.57
VAPC (a) 8 36.61 12.41
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Grafik 4.36 Akut Hasar Gruplarinda karaciger KAT Aktivitesi (U/mg protein)
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Akut hasar gruplarinda serum HO-1 diizeyleri

Serum HO-1 dlzeylerinin istatistiksel olarak dederlendirilmesi tablo
4.37 ve grafik 4.37 de verilmistir (ortalama * SD). Yapilan istatistiksel analiz
sonrasinda gruplar arasinda anlaml dizeyde fark olmadigi bulunmustur.

Tablo 4.37 Akut Hasar Gruplarinda serum HO-1 Duizeyleri (ng/mL)

HO-1(ng/mL)
Grup N Oort Sd
K 8 7.80 1.65
C (a) 8 9.17 1.37
VAC (a) 8 8.62 1.45
VAPC (a) 8 8.50 2.35
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Grafik 4.37 Akut Hasar Gruplarinda serum HO-1 Dlzeyleri (ng/mL)
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Akut hasar gruplarinda serum 8-OHdG diizeyleri

Serum 8-OHAG dulzeylerinin istatistiksel olarak dederlendirilmesi tablo
4.38 ve grafik 4.38 de verilmistir (ortalama £ SD). Yapilan istatistiksel analiz
sonrasinda gruplar arasinda anlaml dizeyde fark olmadigi bulunmustur.

Tablo 4.38 Akut Hasar Gruplarinda serum 8-OHdG Dizeyleri (ng/mL)

8-OHdG (ng/mL)
Grup N ort Sd
K 8 3.31 0.52
C (a) 8 3.93 0.56
VAC (a) 8 3.21 0.57
VAPC (a) 8 3.15 0.72
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Grafik 4.38 Akut Hasar Gruplarinda serum 8-OHdG Dizeyleri (ng/mL)
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4.2 - Histolojik Bulgular
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Sekil 4.2.1 K grubunu olusturan sigcan karacigerinin farkli blyultmelerdeki 1sik mikroskobik
goruntdsa

Kontrol (K) grubu: Kontrol grubuna ait deney hayvanlarinin karacigerleri
Uzerinde 1sitk mikroskobik olarak yapilan incelemelerde hepatosit hlcreleri,
sinltizoidal yapilar ve vena sentralis (v) yapilariyla beraber normal karaciger
yapisi gorilmekte (A1-A2) (HE, scale bar:100pum, 50.0um).

Sekil 4.2.2 KH C grubunu olusturan sican karacigerinin farkli buyultmelerdeki 1sik
mikroskobik gérintlsu

CCls (C) kronik hasar grubu: Kronik hasar C grubuna ait deney
hayvanlarinin  karacigerleri Ulzerinde 1sik mikroskobik olarak yapilan
incelemelerde K grubuyla karsilastirildiinda parankim dokuda piknotik
ntkleuslu eozinofilik sitoplazmali nekrotik hucreler (O), asimetrik nukleer
yapili hepatosit hicreleri (—), hepatosit hlcrelerinde karyolizis (») ve portal
alanda inflamasyon (inf) ve vaskller kongesyon (*) dikkat ¢cekmekte (B1-
B2), (HE, scale bar: 100pm, 50.0um)
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Sekil 4.2.3 KH VAC grubunu olusturan sican karacigerinin farkli blyulltmelerdeki 1sik
mikroskobik gorintisu

CCls + VA (VAC) kronik hasar grubu: Kronik hasar VAC grubuna ait deney
hayvanlarinin  karacigerleri Uzerinde 1sik mikroskobik olarak yapilan
incelemelerde kronik hasar C grubuyla karsilastirildiginda azalmis hasara
ragmen parankim dokuda makrovezikiler yapilarin (—) ve karyolizisin (»)
devam ettigi gozlenmekte (C1-C2) (HE, scale bar:100um, 50.0pum).

Sekll 424 KH VAPC grbunu olusturan sican karaC|ger|n|n farkh blyultmelerdeki 1sik
mikroskobik gérintlsul

CCl4 + VA+ pro (VAPC) kronik hasar grubu: Kronik hasar VAPC grubuna
ait deney hayvanlarinin karacigerleri Gizerinde i1sik mikroskobik olarak yapilan
incelemelerde kronik hasar C grubuyla karsilastirildiinda azalmis hasar ve
birkag makrovezikller vyapilarin (—) disinda normale yakin karaciger
gb6zlenmekte (D1-D2) (HE, scale bar:100um, 50.0pm).
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Sekil 4.2.5 AH C grubunu olusturan sigan arciériin farkli bl'.'lytmlerdeki |§|
mikroskobik goriintlsu

CCls (C) akut hasar grubu: Akut hasar C grubuna ait deney hayvanlarinin
karacigerleri tizerinde 1sik mikroskobik olarak yapilan incelemelerde parankim
dokuda mikrovezikuler yapili (») ve dejenere hepatosit hicreleri (*),
inflamasyon (inf) ve vaskuler kongesyon (—) dikkat cekmekte (G1-G2) (HE,
scale bar:100um, 50.0pum).

mikroskobik goérintisi

VA + CCls (VAC) akut hasar grubu: Akut hasar VAC grubuna ait deney
hayvanlarinin  karacigerleri Uzerinde stk mikroskobik olarak yapilan
incelemelerde akut hasar C grubuyla karsilastirildiginda azalmis hasar
gbdzlenmekle birlikte parankim dokuda kismi mikrovezikiler yapili hicrelerin
(») ve karyolizisin (—) devam ettigi gozlenmekte (E1-E2), (HE, scale
bar:100um, 50.0um).
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R AR WL b AN S P B T KA AT
Sekil 4.2.7 AH VAPC grubunu olusturan sican karacigerinin farkl bayilltmelerdeki isik
mikroskobik goriintlsu

VA + pro + CCl;s (VAPC) akut hasar grubu: Akut hasar VAPC grubuna ait
deney hayvanlarinin karacigerleri Uzerinde isik mikroskobik olarak yapilan
incelemelerde akut hasar C grubuyla karsilastirildiginda portal alanda goértlen
birkac vaskiler kongesyon (») disinda azalmis hasar ve normale yakin
karaciger gozlenmekte (F1-F2), (HE, scale bar:100um, 50.0um).

Karaciger histoloji skorlama

KARACIGER | Kar | Nek | Asimetrik | Damar | Mikrovez | Makrove | Inflamas
yoli | roz niikleer | konges ikiiler zikiiler yon
zis yapidaki yonu yapih yapih
hepatosit hepatosit | hepatosit
cekirdekl hiicreleri | hiicreleri
eri
K1 0 o} o (V] o o o
K2 0 (1} o 0 (1} (1} (1}
K3 0 o o 0 (1} (1} (1}
K4 0 o} o (V] o o o
K5 0 o o 0 (1} (1} (1}
K6 0 o o 0 (1} (1} (1}
K7 (1} o o 0 o o o
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K8

C (k)1

C (k)2

C (k)3

C (k)4

C (k)5

C (k)6

C (k)7

C (k)8

VAC (k) 1

VAC (k) 2

VAC (k) 3

VAC (k) 4

VAC (k) 5

VAC (k) 6

VAC (k) 7

VAC (k) 8

VAPC (k) 1

VAPC (k) 2

VAPC (k) 3

VAPC (k) 4

VAPC (k) 5

64




VAC (a) 1

VAC (a) 2

VAC (a) 3

VAC (a) 4

VAC (a) 5

VAC (a) 6

VAC (a) 7

VAC (a) 8
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VAPC(a)1 | 0 | © ) 3 ) )
VAPC(a)2 | 1 ) ) 2 ) )
VAPC(a)3 | 0 | © ) 2 ) )
VAPC(a)4 | 0 | ©O ) 2 ) )
VAPC(a)5| 0 | © ) 3 ) )
VAPC(a)6 | 0 | © ) 3 0 0
VAPC(a)7Z | 0 | © 0 3 ) 1
VAPC (a) 8 | 1 ) 0 2 ) 1

Skorlamada 0: HASAR YOK, 1: AZ HASAR, 2: ORTA HASAR, 3:YOGUN
HASAR olarak skorlanmistir.
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5 - TARTISMA

Kronik hasar gruplarindaki serum total bilirubin ve direkt bilirubin
dizeyleri karsilastirildiginda K grubuna gore C grubundaki total bilirubin ve
direkt bilirubin seviyeleri ylkselmistir (p<0.001,p<0.001). Bu yiukselmede C
grubundaki hasarin azaltilmasinda VA ve probiyotiklerin birlikte veriimesi
hem total bilirubin hem de direkt bilirubin seviyelerinde etkili olmustur
(p<0.05, p<0.001). Yapilan bu calismadan elde edilen sonuclar ile Roseline
ve ark. elde ettigi sonuclar arasinda istatistiksel olarak benzerlik olsa da, bu
calismadaki kronik hasar serum total bilirubin ve direkt bilirubin duzeyleri
Roseline ve ark. calismasina gbére daha dusuk seviyelerde seyretmistir
(Roseline ve ark. 2018)

Akut hasar gruplarindaki serum total bilirubin ve direkt bilirubin
dlzeyleri igin, K grubu ile kiyaslandiginda C grubundaki dlizeylerde anlamlh
bir ylkselis (p<0.001,p<0.001) olmasina karsin iyilesme s6z konusu
olmamistir. VA ve probiyotiklerin birlikte verilmesi bilirubin dtzeyleri icin
koruyucu etki gdstermemistir. Cebovic ve ark. yaptidi calismada da
istatistiksel olarak akut hasar gruplarindaki bu parametrelerde iyilesme
gb6zlemlenmemistir (Cebovic ve ark. 2006).

Kronik hasar gruplarindaki total protein dizeyleri karsilastirildiginda K
grubu ile kiyaslandiginda C grubundaki seviyelerde anlamli bir azalma vardir
(p<0.05). C grubuna gére VAPC grubundaki seviyelerde iyilesme s6z konusu
olmustir (p<0.05). Bununla beraber Roseline ve ark. elde ettigi sonuclar ile
kiyaslandiginda total protein dizeylerine iliskin sonuclar paralellik gésterse
de bu calismada albimin seviyelerinde anlamli bir fark gézlemlenmemistir
(Roseline ve ark. 2018).

Cebovic ve ark. yaptigi calismanin aksine, bu calismada akut hasar
gruplarindaki total protein dilzeyleri karsilastirildiginda anlamh bir fark
gb6zlemlenmemistir (Cebovic ve ark. 2006). Albumin dlzeyleri K grubu ile
kiyaslandiginda C grubu anlamli olarak distk bulunmustur (p<0.001).

Kronik hasar gruplarindaki AST dlzeyleri karsilastirildiginda K grubuna
gére C grubunda anlamh bir yukselis vardir (p<0.001). Kronik hasar
grubundaki AST seviyeleri igin Viscum albumin(VA) tek basina verilmesi ve
probiyotikler ile kombinlenerek verilmesi de anlamh olarak karaciger
hasarinda azalmaya yardimci olmistur (p<0.05,p<0.01).

Kronik hasar gruplarindaki ALT dizeyleri karsilastirildiginda K grubuna

gbére C grubunda anlamh bir ylUkselis vardir (p<0.001). Kombine tedavi ALT
seviyelerinin disuridlmesinde etkili olmustur (p<0.05).
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Roseline ve ark. elde ettigi kronik hasardaki ALT ve AST seviyeleri ile
bu calisma arasinda paralel sonuclar gézlemlenmistir (Roseline ve ark.
2018). Probiyotiklerin hepatolojideki bircok tedavi ydnteminin bir parcasi
haline gelmesi, kombine tedavinin tek basina VA tedavisine kiyasla daha
etkili olmasina katki saglamistir (Lata ve ark. 2011).

Kronik hasar gruplarindaki ALP dizeyleri karsilastirildiginda K grubuna
gére C grubunda anlamli bir yulkselis vardir (p<0.001). Ancak tedavi
asamasinda anlaml bir fark gézlenmemistir.

Kronik CClI4 maruziyeti rat karaciger enzimlerinde anlamli artisa sebep
olmustur. Bu hasarin iyilestirilmesinde Viscum album tek basina yeterli olsa
da kombine tedavi daha da etkin olmustur. Viscum albumun icerdigi
fitokimyasallar ve probiyotik bakterilerin karaciger koruyucu etkileri bir araya
geldiginde karsimiza gikan bu sonuglar beklentilerimizi karsiladi.

Akut hasar gruplarindaki AST dizeyleri karsilastirildiginda K grubuna
gbre C grubunda anlamh bir yukselis vardir (p<0.001). C grubuna goére
VAPC grubunda anlamli bir disls vardir (p<0.05). Kombine tedavi karaciger
hasarina karsi koruyucu etki géstermistir.

Akut hasar gruplarindaki ALT dlzeyleri karsilastirildiginda K grubuna
gbre C grubunda anlamh bir yukselis vardir (p<0.001). C grubuna goére VAC
ve VAPC gruplan anlamli sekilde azalmistir (p<0.05, p<0.01). VA'nin tek
basina verilmesi de kombine sekilde verilmesi de etkili olmustur. Ancak
kombine tedavi ALT seviyelerinin distrtlmesinde daha da etkili olmustur.

Abdel-Salam ve ark. yaptidi calismadaki ALT ve AST seviyeleri ile bu
calismadaki seviyeler arasinda istatistiksel olarak anlaml farkliliklar paralellik
gbsterse de bu calismadaki ALT ve AST seviyelerindeki artis Omar ve ark.
yaptigi calismadaki artisdan fazladir (Abdel-Salam ve ark. 2010).

Akut hasar gruplarindaki ALP dlzeyleri karsilastirildiinda K grubuna
gbre C grubu anlamli bir sekilde ylikselmistir (p<0.05). Akut hasar grubunda
VA tek basina verilmesi ve probiyotikler ile kombinlenerek verilmesi de
koruyucu etki saglamamistir. Patrick-Iwuanyanwu ve ark. yaptigi calisma ile
paralel sekilde bu calismada da ALP seviyeleri K grubuna gére C grubunda
artis gostermis ancak onlarin aksine bu calismada herhangi bir koruyucu
etkis g6zlemlenmemistir (Patrick-Iwuanyanwu ve ark. 2010).

Hem kronik hem de akut hasar gruplarinda ALT, AST ve ALP dlzeyleri

benzer sekilde seyretmistir. Her iki durum igin de kombine tedavi daha etkili
olmustur.
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Kronik hasar gruplarindaki LDH dlizeyleri karsilastirildiginda K grubu ile
kiyaslandiginda C grubunda anlamli bir yikselme vardir(p<0.001). C grubu
ile kiyaslandiginda VAC ve VAPC gruplarinda anlamli bir disids vardir
(p<0.001,p<0.001). Kronik hasar grubunda VA tek basina verilmesi ve
probiyotikler ile kombinlenerek verilmesi de ayni sekilde tedavi saglamistir.

Akut hasar gruplarindaki LDH duzeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamh bir fark bulunmamistir (p>0.05).

Kronik hasar gruplarindaki trigliserit dizeyleri karsilastirildiginda K
grubu ile kiyaslandiginda C grubunda anlamli bir yikselme vardir(p<0.001).
C grubu ile kiyaslandiginda kombine tedavi(VAPC) ve VA(VAC)'nin tek basina
verilmesi trigliserit  seviyelerinin dusdrdlmesinde  etkili olmustur
(p<0.05,p<0.05).

Kronik hasar gruplarindaki kolesterol dizeyleri karsilastirildiinda K
grubu ile kiyaslandiginda C grubunda anlaml bir ylikselme vardir (p<0.05). C
grubu ile kiyaslandiginda VAPC grubunda anlamli bir disils vardir (p<0.01).
Kombine tedavi (VAPC) ile kiyaslandiinda VA grubuna gore kolesterol
seviyelerinin dlsurilmesinde VAPC daha etkili olmustur (p<0.05).

Akut hasar gruplarindaki trigliserit dizeyleri karsilastirildiginda K
grubuna gére C grubunda anlaml bir yikselis vardir (p<0.001). VA ve VAPC
gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. Iki grup da koruyucu etki
gostermemistir.

Akut hasar gruplarindaki kolesterol dlzeyleri karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlaml bir fark gézlemlenmemistir (p>0.05).

Kronik hasar gruplarindaki LDL dizeyleri karsilastirildiginda K grubu ile
kiyaslandiginda C grubunda anlaml bir ytkselis vardir (p<0.05). C grubuna
gére VAPC grubunda anlamh bir distus vardir (p<0.01). Kombine tedavi
(VAPC), VA'nin tek basina verilmesine gére LDL seviyelerinin disldrilmesinde
daha etkili olmustur (p<0.05). Kronik hasar gruplarindaki HDL duzeyleri
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark goézlemlenmemistir
(p>0.05).

Akut hasar gruplarindaki LDL dizeyleri karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli bir fark gézlemlenmemistir (p>0.05). Akut hasar gruplarindaki
HDL dizeyleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamh bir fark
go6zlemlenmemisti(p>0.05).

Avcl ve ark. (2006), Turk halk tibbinda bir care olarak Viscum album’un
antihipertakolesteroemik etkisinin kullanildigini géstermistir.
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Viscum album (Mistletoe) yapraklarindan hazirlanan sulu ekstrenin
plazma kolesterol ve albimin dlzeyleri Uzerine etkisi incelenmistir (Ben ve
ark. 2006). Analiz sonuclarinda total kolesterol (TC) azalip, yuksek
yogunluklu lipoproteinlerin (HDL) diizeyi 6nemli 6lclide artarken, LDL'nin,
toplam protein ve albimin diizeylerinin anlaml bir degisiklik géstermemistir.

Oksidatif stres, serbest radikal Gretimiyle antioksidan savunma sistemi
arasindaki dengenin bozulmasi sonucunda hicresel hasarla sonucglanan bir
durum olarak tanimlanir (Jenkins, 2000). Olusan oksidatif stres antioksidan
savunma sistemi ile kontrol edilmeye cgalisilsa bile bazen yetersiz kalir ve
disaridan antioksidanlara ihtiyac duyulur (Thomas, 1995). CCls'Un serbest
radikaller ile karacier hasarina sebep oldugu cesitli calismalarda
gOsterilmistir (McBrien, 1982).

Son vyillarda, basta bitkilerden olmak Uzere dogal kaynaklardan elde
edilen antioksidanlar, oksidatif hasari 6nlemek icin yodun bir sekilde
kullaniimaktadir. Dodgal antioksidanlarin sentetik olanlara goére bazi
avantajlan vardir. Kolay, ekonomik olarak elde edilebilir ve hafif veya ihmal
edilebilir yan etkilere sahiptirler.

Oksidatif stres durumlarinda nonenzimatik antioksidan GSH ve
enzimatik antioksidanlar olan KAT aktivitesi azalirken lipid
peroksidasyonunun son uridnt olan MDA duzeyleri artmaktadir.

Kronik hasar gruplarindaki tam kan GSH dlzeyleri karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlemlenmemistir (p>0.05). Kronik hasar
gruplarindaki karaciger GSH dlzeyleri karsilastirildiginda da istatistiksel
olarak anlamli bir fark gézlemlenmemistir (p>0.05).

Akut hasar gruplarindaki tam kan GSH dizeyleri karsilastirildiginda K
grubuna goére C grubundaki seviyeler anlaml olarak yukselmistir (p<0.01). C
grubu ile kiyaslandiginda VAC grubundaki seviyeler anlaml olarak disuk
bulunmustur (p<0.05). VA tek basina GSH dulzeylerinin duslrilmesinde
koruyucu rol oynamistir. Akut hasar gruplarindaki karaciger GSH duzeyleri
karsilastirildiinda K grubuna gére VAC grubundaki seviyeler anlamli olarak
distk bulunmustur (p<0.05). VA tek basina GSH dlzeylerinin
disuridlmesinde koruyucu rol oynamistir.

GSH dizeylerinde Cebovic ve ark. yaptigi calismaya paralel sonuglar
go6zlemlenmistir (Cebovic ve ark. 2006).

Kronik hasarda anlamli fark gézlenmezken akut hasar gruplarindaki bu
degisiklikler, CCla maruziyetine vicudun olusturdugu tepkiden
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kaynaklanabilir. Kronik maruziyette vicut CCl4 hasarina karsi GSH Uretimini
arttiripp bu maruziyete karsi koymaya calismis ve bunun sonucunda GSH
seviyeleri surekli artip azalmis olabilir. Bu nedenle de anlamh farkliliklar
gézlemlenmemis olabilir. Ancak akut hasarda vicudun GSH sistemi son 24
saatte devreye girip GSH harcanmis bu sebeple de GSH seviyeleri dismus
olabilir.

CCl4 maruziyeti kaynakli karacigerdeki oksidatif stres sonucunda
dokudaki ve plazmadaki lipit peroksidasyonunun belirlenmesi icin doku ve
plazma MDA seviyeleri élguldu.

Kronik hasar gruplarinda karacier MDA dizeylerinde C ve VAC
gruplarina gbére VAPC grubundaki seviyelerde anlamh bir dusts vardir
(p<0.001, p<0.05). VA ve probiyotiklerin kombine sekilde verilmesi kronik
karaciger MDA seviyeleri igin anlamli bir tedavi bigcimi olabilir.

Vicutta hicre zarinin yapisinda bulunan lipitler veya lipit iceren
molekduller Viscum album ile korunarak reaktif serbest radikallerin hlicreye
zarar vermesi engellenir. Dis etkilerle olusan lipit radikalleri oksijenle
reaksiyona girerek reaktif lipitperoksidi olusturur. Olusan lipitperoksit lipit ve
lipoproteinleri hasara ugratir (Orhan ve ark. 2005).

2005 yihinda Chen ve ark. tarafindan yapilan bir calismada selenyumla
zenginlestirilmis Lactobacillus'un farelerde karbon tetraklortir (CCls)
tarafindan indiklenen hepatik yaralanma zerindeki koruyucu etkisini
gbstermistir.  Etki, makrofaj fonksiyonunun ve antioksidan enzim
aktivitelerinin artmasiyla ve bunun sonucunda lipid peroksidasyonunun ve
TNF'nin salinmasinin azalmasiyla iliskiliydi (Chen ve ark.2005, Cesaro, 2011).

Vicas ve ark. (2011) yaptidi calismada Viscum album L., serbest
radikalleri temizleyerek dkse otunun antioksidan aktivitesini géstermistir.

Kronik hasar gruplarindaki plazma MDA dlzeylerini inceledigimizde K
grubuna goére C grubundaki MDA seviyelerinde anlamli bir ylkselis vardir
(p<0.05)

Akut hasar gruplarindaki karaciger MDA dlizeylerini inceledigimizde C
grubuna goére kiyaslandiginda VAC ve VAPC gruplarinda anlamh bir disls
gozlemlenmistir (p<0.01, p<0.001). Akut CCls hasarinda karaciger MDA
diazeyleri icin VA'nin tek basina veya probiyotikler ile kombine sekilde
verilmesi de koruyucu etki gosterebilir.

Viscum album, hidroperoksit olusumuna karsi radikal stpulricu aktivite
ve koruyucu etkiye sahiptir (Onay-Ucar ve ark. 2006).
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Akut hasar gruplarindaki plazma MDA dlizeylerinde ise K grubuna goére
C grubunda anlamli bir ylkselis vardir (p<0.01). C grubunagére VAC ve
VAPC gruplarinda anlamli bir dists vardir (p<0.01, p<0.01). Akut CCl4
hasarinda plazma MDA dizeyleri icin VA'nin tek basina veya probiyotikler ile
kombine sekilde verilmesi kontrol grubuna yakin sonucglar elde etmemiz
acisindan anlamlidir.

Chiva ve ark. CCl4 kaynakli sirozlu sicanlarda Lactobacillus johnsonii
LAl ve antioksidanlarin bir kombinasyonu uyguladi. 10 gunlik tedaviden
sonra, intestinal enterobakterilerde ve enterokoklarda ve bakteriyel
translokasyonda tedavi edilmemis kontrol sicanlarina kiyasla bir azalma ve
malonildialdehit (MDA) seviyelerinde bir azalma oldugu gézlemlenmistir
(Chiva ve ark. 2002). Yine Chiva ve ark. (2002) yaptigi calismada tek basina
veya probiyotikler ile kombinasyon halinde antioksidanlar alan siroz fareler,
muhtemelen antioksidanlarin etkisinin bir sonucu olarak bagirsak MDA'sinda
istatistiksel olarak anlamli bir azalma géstermistir.

Bu calismadaki MDA dizeyleri ile Cebovic ve ark. yaptigi calismaki
sonuglar paralellik géstermektedir (Cebovic ve ark. 2006).

Onemli tibbi degderlere sahip olan bitkilerin fenolik olarak zengin oldugu
ve yuksek antioksidan potansiyele sahip olduklar bulunmustur (Akinmoladun
ve ark., 2007). Cesitli calismalarda diabetes mellitusun artmis serbest radikal
olusumu ve antioksidanlarda azalma ile iliskili oldugu gosterilmistir (Rahimi
ve ark. 2005).

Viscum album ekstresinin antioksidan aktivitesini belirlemek icin doku
malondialdehid (MDA) ve protein olmayan sulfidril gruplarinin  (GSH)
duzeyleri spektrofotometrik yontemler kullanilarak 6lgtimustir. Deneylerde
elde edilen bulgular Avrupa ékseotu (Viscum album L.) alt tlrlerinin konakgl
bitkiye bagli olarak glcli antioksidan aktiviteye sahip oldugunu gostermistir
(Orhan ve ark. 2005).

Deliorman ve ark.(2005) ¢ Viscum album sulu ve etanolik
ekstraktlarinin  antioksidan aktivitesini incelemislerdir ve antioksidan
aktivitesini belirleyen doku MDA ve GSH duzeyleri spektrofotometrik
yontemler kullanilarak dlgmustur.

KAT enzimi oksidatif stresin belirlenmesinde kullanilabilen 6nemli
enzimlerden birisidir. Oksidatif stres ile konsantrasyonu artan H>O2'nin su ve
oksijene parcalanmasini katalize ederek antioksidan 6zellik gdésterir. CCl4
hiicresel diizeyde serbest radikal miktarini arttinr. Onemli serbest
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radikallerden biri olan H20> dizeyindeki artis ortamdaki KAT aktivitesinde
azalmaya neden olur.

Kronik hasar gruplarindaki karaciger KAT aktiviteleri karsilastirildiginda
K ve C grubuna goére VAPC grubunda anlamli bir yukselis vardir (p<0.05,
p<0.05). Kombine tedavi(VAPC) KAT enzim aktivitesinde tedavi gorevi
Ustlenmigtir.

Avcl ve ark.(2006), Turk halk tibbinda bir care olarak Viscum album’un
antioksidan aktivitesinin kullanildigini gostermistir.

Akut hasar gruplarindaki karaciger KAT aktiviteleri karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlemlenmemistir (p>0.05). Akut
hasar KAT dizeylerinde Cebovic ve ark. yaptigi calismanin aksine bu
calismada anlamli bir fark gézlemlenmemistir (Cebovic ve ark. 2006).

Kronik hasar gruplarindaki serum HO-1 dizeyleri karsilastirildiginda C
grubu ile VAPC grubu kiyaslandiginda VAPC grubunda anlamli bir yikselis
vardir (p<0.05). Kombine tedavi HO-1 dlzeyleri Gzerinde etkili olmustur.
Kronik hasar gruplarindaki serum 8-OHdG dizeyleri karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlaml bir fark gézlemlenmemistir (p>0.05).

Akut hasar gruplarindaki serum HO-1 dlzeyleri karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlaml bir fark gézlemlenmemistir(p>0.05). Akut  hasar
gruplarindaki serum 8-OHdG duizeyleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamh bir fark gézlemlenmemistir (p>0.05).

HO-1 ve 8-OHdG seviyelerindeki degisiklikler deney sliresine bagl
olarak heniz seruma yansimamis olabilir. Bu sebeple anlamli farkliliklar
gbézlemleyememis olabiliriz.

DNA hasarini ve oksidatif stresi tespit edebilmek adina serumda dlgllen
HO-1 ve 8-OHdG dulzeyleri beklentinin aksine anlamh sonuglar vermemistir.
Parametreler serumda dedil de karaciger dokusunda o6lgllseydi daha farkl
sonuglar ile karsilasabilirdik.

Kienle (2010) calismasinda, Viscum album L.'nin fagositozda makrofaj
yetenedinin artmasinda rol oynadigini gdstermistir. Viscum album L.,
lektinler ve viskotoksinlerin aktif bilesenleri, blUylUme inhibisyonu ve
sitotoksik etkiler sergiler. Viscum album L., timUs bezlerinin uyarilmasinda rol
oynar ve bagisikhk sistemini giglendirmek icin T-hicreleri, granulositler,
monositler, dodal o6ldlrict hicreler ve dendritik hicrelerin aktivasyonunu
gelistirir. Ayni zamanda DNA stabilizasyon 6zelliklerine sahip oldugunu 6ne
surmastdar.
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GuUnumuzde birkag fitokimyasalin ya hepatotoksinin  atilimini
hizlandirarak ya da onun neden oldugu lipid peroksidasyonunu inhibe ederek,
mikrozomal enzimleri indikleme kabiliyetine sahip oldugu aciktir (Mehta ve
ark, 1999). Flavonoid, triterpen, saponin ve alkaloit gibi bitki bilesenleri
hepatoprotektif faaliyetlere sahip oldugu bilinmektedir. Bu fitokimyasallarin
ekstrelerde bulunduklarn bildirilmistir(Yusuf, L., Oladunmoye, M. K., &
Ogundare, A. 0. 2015).

Cebovic ve ark. 2006’da yaptiklati galismada Viscum album L'nin deney
hayvanlarinda in vivo CCls kaynakl oksidatif strese karsi énemli antioksidan
ve hepatoprotektif potansiyel gosterdigini godstermistir. Mekanizmanin
cogunlukla antioksidan enzim aktivitelerinin indlksiyonuna aracilik ettigi
dusunulmektedir. Ek olarak, uygulanan o6kseotu ekstresi ayrica normal
dokularda etkili bir antioksidan olarak bozulmus oksidatif dengenin
restorasyonu Uuzerinde faydali etkilere sahip olabilir. Verileri dkseotunun,
oksidatif doku hasarinin yol actigi karaciger yaralanmalarinin dnlenmesinde
potansiyel olarak yararli olabilecegini, ancak etki mekanizmalarinin daha da
aciklanmasinin gerekliligini vurguladigini gostermektedir (Cebovic ve ark.
2006).

Alpsoy ve ark. (2010), Viscum album L.'nin anti-oksidan ve anti-
mutajenik aktivitelerini arastirmislardir. Trikloretilen (TCE), oksidatif ve
genotoksik hasari indlklediginden, TCE maruz kalan lenfosit kultlrlerine
Viscum album L. ekstresi uygulanmistir. TCE maruz kalan lenfosit kultlrleri
Uzerinde bulunan Viscum album L., 6zellikle lipit peroksidasyonuna ve DNA
tamir mekanizmasina indlksiyon 0&zelliklerine karsi koruyucu &zellikler
gobsterdi ve tedavi edilen lenfosit kllturleri de anti-oksidan ve anti-mutajenik
aktiviteler sergiledi (Alpsoy ve ark. 2010).

Buglne kadar bu biyolojik islevler hakkinda belgelenen farmakolojik
arastirmalara dayanarak, Viscum album L. (VA) preparatlari, kanserin
tamamlayici bir tedavisi olarak yaygin sekilde kullaniimaktadir. Viscum
albumun anti-timoér aktivitesini anlamak igin yapilan bir calismaya goére,
apoptosisi indikleyerek ve anjiyojenezi ve diger bircok immuno-modilator
mekanizmay! inhibe ederek anti-timor aktivitesi sergiledigi ortaya
konmustur (Hedge ve ark. 2011).

Onay ve Ucar ve ark. (2006) 12 serbest radikal temizleme aktivitesini
(DPPH), metanolik Viscum album ssp. Ferrik indirgeyici antioksidan
kapasitesini (FRAP) incelemistir.

Okse otu (Viscum album) ekstresinin, CCls indiiksiyonunun neden
oldugu hepatik hasarin zararli etkisini tersine cevirmede etkili oldugu
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kanitlandi. Aslinda, kronik hepatit C hastalarinda yapilan ve 1 yil boyunca
monoterapi olarak dkse otu preparatlan ile tedavi edilen iki yeni calisma,
ylksek transaminazlarda belirgin bir gelisme oldugunu bildirmistir (Rosalki ve
Mcintyre, 1999, Roseline 2018).

Bununla birlikte, Viscum album’un hepatik enflamasyonu modile ettigi
mekanizma (lar) hala belirsizligini koruyor. Viscum album ekstraktlari
Okseotu lektinler, viskumin veya aglitinin olarak da bilinen sitotoksik
glikoproteinler ve hlicre zarina zarar veren bir peptid olan viskotoksin icerir
(Green ve Flamm, 2002). Diger bilesenler polisakkaritler (galakturonan ve
arabinogalaktan) ve alkaloitlerdir. Viscum album o6zitleri hem badisiklik
dizenleyici (TNF-a ve IL-12'yi indlikler) hem de doza bagimli olmasi
muhtemel apoptoz indukleyici 6zelliklere sahiptir (Boyde ve Latner 1967,
Roseline 2018).

Kronik hasar karaciger histolojisini inceledigimizde K grubuna gore C
grubunda nekrotik hulcreler, asimetrik netrotik yapili hepatosit hucreleri,
karyolizis, inflamasyon ve kongesyon dikkat gekmektedir. C grubuna goére
VAC grubunda azalmis hasara ragmen parankim dokuda mikrovezikiler
yapilarin ve karyolizisin devam ettigi gdzlenmistir. C grubu ile kiyaslandiginda
VAPC grubunda birkag mikrovezikller yapilarin disinda azalmis hasar ve K
grubuna yakin karaciger gézlenmistir.

Akut hasar karaciger histolojisini inceledigimizde K grubuna gore C
grubunda parankim dokuda mikrovezikiler yapi, dejenere hepatosit
hicreleri, inflamasyon ve vaskuler kongesyon dikkat gekmektedir. C grubuna
gore VAC grubunda azalmis hasara ragmen parankim dokuda mikrovezikiler
yapilarin ve karyolizisin devam ettigi gdzlenmistir. C grubu ile kiyaslandiginda
VAPC grubunda portal alanda goérilen birkag vaskuler kongesyon disinda
azalmis hasar ve K grubuna yakin karaciger gozlenmistir.

Biyokimyasal bulgular ile histolojik bulgular paralellik géstermektedir.
VAC grubu oksidatif stres kaynakl karaciger hasarina karsi koruyucu ve
tedavi edici etkinlik gésterse de VAPC grubu daha etkili olmustur.

Tam bu sonuglar géz 6nine alindiginda Viscum album ile birlikte verilen

probiyotiklerin, CCls kaynakli karaciger hasarinda hem koruyucu hem de
tedavi edici etkileri olabilecedini disinmekteyiz.
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6- SONUC VE ONERILER

Bu calismadaki amacg¢ Viscum album ile beraber verilen probiyotiklerin
karaciger hasarina kars! koruyucu ve tedavi edici etkilerinin arastiriimasiydi.
Probiyotik takviyesi ile sicanlarin barsak sistemini desteklemek bdylelik de
oral yolla verilen Viscum album’un etkinligini arttirmak amaclandi.

Calismadaki elde edilen édnemli sonuclar su selikdedir; Serum total ve
direkt bilirubin seviyelerinde kombine tedavi koruyucu ve tedavi edici etkinlik
gbstermistir (p<0.1, p<0.001). Serum ALT ve AST seviyelerinde kombine
tedavi hem koruyucu hem de tedavi edici etkinlik gosterdi (p<0.01,p<0.01).
Kronik hasar gruplarindaki karaciger MDA dulizeyleri C grubuna kiyasla VAPC
grubunda anlaml bir sekilde azalmistir(p<0.001). Kronik hasar gruplarindaki
karaciger KAT aktivitesine bakildiginda C grubuna kiyasla VAPC grubunda
anlamh bir yuUkselis vardir (p<0.05). Akut hasar gruplarindaki plazma ve
karaciger MDA dizeyleri C grubuna goére VAC ve VAPC gruplarinda anlamli
sekilde dismus g6zlemlenmistir (p<0.01,p<0.001).

Hem akut hem de kronik CCls maruziyeti sicanlarin karaciger
enzimlerinde, lipid profilinde ve de oksidatif stres parametrelerinde farliliklar
meydana getirdi. Kombine tedavi karaciger enzimlerinin normal seviyelere
inmesinde etkin rol oynadi. Lipid profili igin de umut vadeden sonuglar
gozlemlendi. Viscum album’un antikanser 6zelliginden yola cikarak
tasarlanmis bu calismada oksidatif strese karsi kombine tedavinin etkili
olabilecegi gosterilmistir.

Akut veya kronik CCls maruziyetine karsi Viscum album’un etkinligini
gosteren birkag calisma olsa da higbiri bu calisma kadar kapsamli degildi.
Calismanin gelecekte vyapilacak iyi tasarlanmis arastirmalara &nderlik
edecegini disinmekteyiz.

Viscum album ve probiyotik takviyesinin potansiyel hepatoprotektif

etkileri gdsterilen bu calisma, kanita dayali tedavi igin ileriki calismalara
ihtiyagc duymaktadir.
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