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Ozet

Diklofenak analjezik, antipiretik ve antiinflamatuvar etkilerinden
dolayr diinyada receteli ve recgetesiz olarak en ¢ok kullanilan
nonsteroidal antiinflamatuvar ilaglardan biridir. Yaygin kullanimi
sebebiyle diklofenak kaynakhl idiyosenkratik hepatotoksisite vakalar
sitkca gorilebilmektedir. Lipoik asit, silfidril gruplari sayesinde
oksidatif strese karsi korunmayi saglayan dogal bir antioksidandir.
Calismamizda, yetiskin sicanlarda akut diklofenak ile indiiklenen
oksidatif stres kaynakh karaciger hasarina karsi lipoik asidin
koruyucu ve tedavi edici etkisini ve transsiilfiirasyon yolaginin bu
mekanizmadaki roliinii incelemeyi amagladik.

Calismamiz sadece tasiyic1 ¢ozeltiyi (%5 DMSO) intraperitonal
(ip) yolla uyguladigimiz kontrol grubu, lipoik asit (25mg/kg/giin, ip)
uyguladigimiz LA grubu, diklofenak (200mg/kg, ip) uyguladigimiz DF
grubu, diklofenak (200mg/kg, ip) ile indiiklenen karaciger hasarina
karsi lipoik asidin (25mg/kg/giin, ip) koruyucu etkisini inceledigimiz
LA+DF grubu ve yine diklofenak (200mg/kg, ip) ile indiiklenen
karaciger hasarina karsi lipoik asidin (25mg/kg/giin, ip) tedavi edici
etkisini inceledigimiz DF+LA grubu olmak lizere bes gruptan olusan,
bes giin siiren bir deney modelini icermektedir. 6. giin gruplardaki
tim hayvanlar anestezi altinda ekssanguinasyon (kanatma veya
viiksek miktarda kan alma) yontemiyle sakrifiye edildi ve
laboratuvarlarimizda serumda aspartat aminotransferaz (AST),
alanin aminotransferaz (ALT), alkalen fosfataz (ALP), total bilirubin
(T.Bil), direkt  Dbilirubin (D.Bil) ve karaciger dokusunda
malondialdehit (MDA), katalaz (CAT), glutatyon (GSH), homosistein
(Hcy) diizeyleri olgiildii. Ayrica karaciger dokusunun histolojik
incelemeleri de gergeklestirilmistir.

Sonuglarimiz, diklofenak uygulanmasi sonucu karaciger
hasarinda onemli klinik belirtecler olan serum AST, ALT, T.Bil, D.Bil
diizeylerindeki artisin hepatik MDA diizeylerindeki artis ile paralel
oldugunu; buna karsilik hepatik GSH ve CAT diizeylerinde diisiis
yasandigini gostermektedir. Bu tablo diklofenak kaynakh oksidatif
stresin neden oldugu karaciger hasarindan s6z etmemize olanak
saglamaktadir. Lipoik asidin gelisen hasara karsi koruyucu etkisini
inceledigimiz LA+DF grubunda ise AST, ALT, T.Bil, D.Bil, MDA
degerlerinin DF grubuna gore belirgin bir sekilde diistiigiinii ve Hcy
dizeylerindeki azalmayla birlikte GSH seviyelerinin belirgin bir
sekilde yiikseldigini gozlemledik. Ayrica CAT aktiviteleri, kontrol
grubu diizeylerine ulasarak iyilesme gostermistir. Elde ettigimiz
histolojik bulgular da biyokimyasal bulgularimizla ortiismektedir.
DF+LA grubunda, biyokimyasal ve histolojik olarak belirgin bir
iyilesme gozlenmemistir.



Calismamiz, diklofenak kaynakl oksidatif stresin neden oldugu
karaciger hasarina karsi lipoik asidin antioksidan ozelligi ve
homosisteinden transsiilfiirasyon yolag: araciligiyla GSH sentezini
inditklemesi sebebiyle hepatoprotektif etkilerinin olabilecegini
gostermistir.

Anahtar kelimeler: Diklofenak, karaciger hasari, lipoik asit,
homosistein, glutatyon.



Summary

Diclofenac is one of the most commonly used nonsteroidal
antiinflammatory drugs in the world both as prescription and over
the counter due to its analgesic, antipyretic and antiinflammatory
effects. Diclofenac-induced idiosyncratic hepatotoxicity cases can be
seen frequently because of its widespread use. Lipoic acid is a
natural antioxidant that protects against oxidative stress thanks to
its sulfhydryl groups. In our study, we aimed to investigate the
protective and therapeutic effect of lipoic acid on adult rats against
acute diclofenac-caused oxidative stress induced liver damage and
the role of transsulfuration pathway in this mechanism.

Our study is a five days lenght study model which consists of
control group which we administered intraperitoneally (ip) only
vechile solution (%5 DMSO), LA group which we administered lipoic
acid (25mg/kg/day, ip), DF group which we administered diclofenac
(200mg/kg, ip), LA+DF group which we examined the protective
effect of lipoic acid (25mg/kg/day, ip) against diclofenac
(200mg/kg, ip) induced liver injury and DF+LA group which we
examined the therapeutic effect of lipoic acid (25mg/kg/day, ip)
against diclofenac (200mg/kg, ip) induced liver injury.

On day 6, all animals in the groups were sacrificed by
exsanguination (bleeding or high blood sampling) under anesthesia
and in our laboratories, aspartate aminotransferase (AST), alanine
aminotransferase (ALT), alkaline phosphatase (ALP), total bilirubin
(T.Bil), direct bilirubin (D.Bil)  were measured on serum and
malondialdehyde (MDA), catalase (CAT), glutathione (GSH),
homocysteine (Hcy) levels were measured on liver tissue.

Our results indicate that, after diclofenac administration, the
increase in serum AST, ALT, T.Bil, D.Bil levels, which are important
clinical markers in liver injury, is paralleled by an increase in hepatic
MDA levels; whereas there is a decrease in hepatic GSH and CAT
levels. This view allows us to talk about liver damage caused by
diclofenac induced oxidative stress. In the LA+DF group in which we
examined the protective effect of lipoic acid against diclofenac
induced liver injury, we observed a significant decrease in AST, ALT,
ALP, T.Bil, D.Bil, MDA values and a significant increase in GSH levels
with the decrease in Hcy levels according to DF group. Besides, CAT
activities improved by reaching the control group levels. The
histological findings we obtained are also consistent with our
biochemical findings. No significant biochemical and histologic
improvement was observed in the DF+LA group.



Our study has shown the lipoic acid’s hepatoprotective effects
against diclofenac caused oxidative stress induced liver injury due to
its antioxidant property and ability to stimulate GSH synthesis from
homocysteine via the transsulfuration pathway.

Key words: Diclofenac, liver injury, lipoic acid, glutathione,
homocysteine.
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1. GIRIS VE AMAC

Karaciger sindirim yoluyla alinan bitin maddelerin viicuda giris kapisi
olmasi nedeniyle blUylk oranda toksik olabilecek maddelere maruz
kalmaktadir. Ayrica vlcudun biyokimyasal mekanizmalarinin temelini
olusturmasi ve pek cok yabanci maddenin vicuttan atilimi icin gerekli olan
kimyasal dontsimlerin karacigerde yapilmasi, bu organin bircok metabolitle
karsi karsiya kalmasina neden olmaktadir (Amin & Hamza, 2005; Dilek,
2003; Lee, 2003).

Hepatik hasarlarin baslica nedeni, ilaclarin yol actigi toksisitedir. ilaglar
veya aktif metabolitleri hepatik homeostazi bozarak ve gen ekspresyonuna
etki ederek hepatik disfonksiyona neden olurlar (Ingawale, Mandlik, & Naik,
2014).

Diklofenak  (DF), 1973 yilinda  gelistirilmis  olan  analjezik,
antiinflamatuvar, antipiretik etkileri bulunan fenilasetik asit tlrevi olup;
nonsteroidal antiinflamatuvar ilaclar (NSAII) grubuna dahildir. Diklofenak
romatoid artrid, ankilosan spondilit, rejeneratif eklem hastaliklari gibi
inflamatuvar hastaliklarin tedavisinde ve mindr cerrahi girisimler, travma,
dismenore, migren gibi durumlardan kaynakli agrinin kontroliinde kullanilir
(Baravalia, Vaghasiya, & Chanda, 2011; Brogden, Heel, Pakes, Speight, &
Avery, 1980).

NSAII, antiinflamatuvar 6zelliklerinden dolayr romatolojik hastaliklarin
tedavisinde o6nemli bir rol oynamakla birlikte, analjezik ve antipiretik
etkilerinden dolaylr da receteli veya recetesiz olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Baravalia vd., 2011).

Diger NSAII gibi, uzun dénem diklofenak kullanimi asemptomatik,
karaciger fonksiyon testlerinde reversibl ylikselmelere neden olan belirgin
karaciger toksisitelerine yol agmaktadir. Diklofenak maruziyeti sonucu gelisen
ciddi hepatotoksisite vaka ylUzdesinin dlsltk olmasina karsin, dinyada en ¢ok
recete edilen NSAII arasinda oldugu godz éniine alindignda yiiksek sayida
hepatik vakanin var oldugu anlasiimaktadir. Bu nedenle diklofenak kaynakli
hepatotoksisteye karsi koruyucu ve tedavi edici protokollerin gelistirilmesi
6nem tasimaktadir(Food & Administration, 2014).

Toksisite mekanizmasi henliz aydinlatilamamis olup, diklofenagin
peroksidazlar tarafindan katalizlenen oksidasyonu sonucu olusan nitroksit
veya katyon radikalleri ile diklofenagin 4’-OH ve 5-OH metabolitlerinden
olusan p-benzokinonimin turevlerinin oksidatif strese yol agarak toksisitede
rol oynadigi 6ne slridlmustir (Boelsterli, 2003).

4'-OH diklofenak ve 5-OH diklofenak metabolitleri, p-benzokinonimine
dénusebilmektedir. Kinoniminler, tiyol reaktivitesine sahip olan elektrofilik
gruplar olup; proteinlerin veya nonprotein yapilarin sulfidril gruplar ile
kovalent bagd olusturmaktadir. Ayrica kinoniminler redoks siklusunda yer
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alarak oksidatif strese yol acmaktadir. Olusan oksidatif stresin ve
makromolekdllerin kovalent modifikasyonunun hepatotoksisiteye yol actigi
savunulmaktadir (Boelsterli, 2003).

Lipoik asit (LA), hlicrenin hem lipofilik hem de hidrofilik kisimlarinda
serbest radikal siipirme etkisine sahip olan dogal olarak diyetlerle alinabilen
metabolik antioksidandir. Yapilan calismalarda, lipoik asitin vitamin A,
vitamin C ve intraselller redikte glutatyon (GSH) gibi endojen
antioksidanlarin rejenerasyonunu da indlikledigi 6ne sidrilmuistir (Abdel-
Zaher, Abdel-Hady, Mahmoud, & Farrag, 2008).

Hicrede glutatyon sentezinin %50’si homosistein kaynakli olup;
transsilfirasyon yolagi Uzerinden gerceklesmektedir. Homosisteinin
transsilflirasyon yoluyla glutatyon olusumunun redoks reaksiyonlarindan
etkilendigi rapor edilmistir. Bu yolakta prooksidanlarin glutatyon sentezini
arttirdigi  savunulurken; antioksidanlarin ise metiyonin sentezine dogru
reaksiyona yon verdigi savunulmaktadir (Vitvitsky vd., 2003).

LA'nin  karaciger glutatyon dizeylerini arttirdigina dair bulgular
calismalar tarafindan desteklenmektedir. LA’'nin antioksidan 6&zelliginin
yaninda prooksidan 6zelliginin de bulundugu ve boylelikle glutatyon sentezini
indlkledigi, yapilan calismalar tarafindan 0One sirtlmustir (Moini, Packer, &
Saris, 2002; Shay, Moreau, Smith, Smith, & Hagen, 2009).

Bu calismada, LA'nin antioksidan 0&zelliginin ve homosisteinden
transsulfiirasyon yoladi araciligi ile glutatyon sentezine etkisinin, bir NSAII
olan diklofenak kaynakl oksidatif stresin neden oldugu hepatotoksisite
Uzerine koruyucu etkisi incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 KARACIGER

Karaciger, deriden sonra vicudun en biytk organi olup; uzunlugu 20-25
cm, genisligi 12-14 cm, ylksekligi ise 15-16 cm'dir Ayni zamanda viicudun
en blyldk salgl bezi olan karaciger; oldukca esnek, yumusak, kirmizi-
kahverengi renkte bir organdir (Arifoglu, 2016).

2.1.1 Karacigerin Fonksiyonlari

Karaciger, vicutta dolasan kanin bilesimini ayarlayan en &nemli
organdir. Sindirim kanalinin absorbsiyon ylzeyinden alinan kanin timd,
hepatik portal sistemle karacigere gelir. Karaciger hicreleri bu kani hepatik
venlerle sistemik dolasima aktarmadan Once absorbe edilmis besinlerin
fazlasini alirlar, depolarlar ve uzaklastirirlar(Hall, 2015; Ozcelik, 2012).

Karbonhidrat metabolizmasi

Karaciger, kan glukoz konsantrasyonunun yaklasik 90 mg/dl seviyesinde
tutulmasini saglar. Vicut kan glukoz dilizeyi ylkseldigi zaman, bu glukozun
bir kismi glikojene cgevrilerek karacigerde depolanir (glikojenez). Kan glukoz
dlizeyi distigl zaman karacigerdeki glikojen glukoza parcalanir (glikojenoliz)
ve kana glukoz verilir. Karaciger ayni zamanda glikoneojenez olayinin
gerceklestigi yerdir(Kutchai, 2008).

Yag metabolizmasi

Lipogenezin 6nemli kismi karacigerde gergeklesir, yine kolesterol,
fosfolipid ve lipoprotein sentezi de burada meydana gelir.

Aclik durumlarinda fazla miktardaki asetil-KoA karacigerde keton
cisimlerine dénusturaldr.

Karaciger, dolasimdaki vyad asitleri, triacilgliserol ve kolesterol
seviyelerini ayarlar. Bunlarin fazlaligina ve azligina goére biyokimyasal
yolaklari kontrol ederek, depolar veya serbestlestirir (Hall, 2015; Kenneth &
Carol, 2007; Martini F, 2006; Widmaier, Raff, & Strang, 2006).

Protein metabolizmasi

Karaciger plazma lipoproteinleri, albumin, globulinler, fibrinojenler ve
kanin pihtilasmasinda goérevli diger proteinler de dahil olmak (zere cogu
plazma proteinlerinin sentezlendigi yerdir (Kenneth & Carol, 2007; Kutchai,
2008).



Karacigerde yodgun olarak gerceklesen deaminasyon reaksiyonlari
sonucu olusan toksik Ozellikteki amonyagin dreye doéntsimi vyine
karacigerde gerceklesir. Ayrica karaciger, transaminasyon reaksiyonlari ile
esansiyel olmayan amino asitlerin sentezini de gerceklestirir (Kenneth &
Carol, 2007; Martini F, 2006; Ozcelik, 2012; Pocock & Richards, 2009).

Safra yapimi ve sekresyonu

Karaciger htcreleri, yaglarin sindirimi ve emiliminde goérev alan safrayi
salgilar. Safra; su, sodyum bikarbonat, safra tuzlari, safra pigmentler,
kolesterol, musin, lesitin ve bilirubinden meydana gelmistir (Pocock &
Richards, 2009).

Karaciger, sentezledigi safra tuzlar ve lesitin sayesinde vyadglarin
emdlsifiye edilmesini ve sindirimini saglar. Ayrica bikarbonat gibi iyonlar
iceren sivi sayesinde duedenumdaki asidin nétralize edilmesine yardimci olur
(Hall, 2015; Kenneth & Carol, 2007; Martini F, 2006; Pocock & Richards,
2009).

Karacigerin Diger Gorevleri:

Yagda c¢ozinen vitaminler (A,D,EK), vitamin Bi2 karacigerde
depolanmaktadir. Ayrica demir, ferritine gevrilerek karacigerde protein-demir
kompleksi halinde depo edilmektedir (Hall, 2015; Kenneth & Carol, 2007;
Martini F, 2006; Ozgelik, 2012; Widmaier vd., 2006).

Karaciger, fibrinolitik faktérlerin hem sentezinden hem de yikimindan
sorumludur (Hall, 2015; Ozcelik, 2012; Widmaier vd., 2006).

Karaciger epinefrin, norepinefrin, instlin, tiroid hormonlari, steroid
hormonlari ve kortikosteroidlerin absorbsiyonunun ve geri dénlisimunin
saglandigi primer bdlgedir. Ayrica blyime hormonuna yanit olarak, insilin
benzeri biyime faktérint (IGF-1) salgilar (Martini F, 2006).

Notralizasyon islemi, bilesiklerin kimyasal yapisinin degistirilerek inaktif
ve kolayca atilabilecek hale getirilmeleri ile gergeklesir. Ksenobiyotiklerin
notralizasyonundan sorumlu ana organ karacigerdir (Pocock & Richards,
2009).

2.2.Hepatotoksisite

Karaciger sindirim yoluyla alinan bitin maddelerin viicuda giris kapisi
olmasi nedeniyle blylk oranda toksik olabilecek maddelere maruz
kalmaktadir. Ayrica vicudun biyokimyasal mekanizmalarinin temelini
olusturmasi ve pek cok yabanci maddenin vicuttan atilimi icin gerekli olan
kimyasal dontsimlerin karacigerde yapilmasi, bu organin bircok metabolite
karsl karsiya kalmasina neden olmaktadir (Amin & Hamza, 2005; Dilek,
2003; Lee, 2003).



Karaciger hasari, serum alanin aminotransferaz (ALT) veya konjuge
bilirubin (D.Bil) veya kombine olarak aspartat amino transferaz (AST),
alkalen fosfataz (ALP) ve total bilirubin (T.Bil) seviyelerinde azami degerin
iki katindan daha fazla ylkselisi ile tanimlanmis; bunlardan herhangi birinin
saglanmasi karaciger hasarinin gostergesi olarak kabul edilmistir. Karaciger
hasari, ALT seviyelerindeki artisin baskin oldugu hepatoseliiler hasar ve ilk
olarak serum ALP seviyelerinin artis gosterdigi kolestatik hasar olarak iki ayri
kategoride incelenmektedir (Navarro & Senior, 2006).

Hepatotoksisiteye neden olan ajanlar ilaglar, dodal toksik ajanlar,
vitaminler ve kimyasal ajanlar olarak sayilabilir. Ilaglara bagl élimlerin ve
ilaclarin piyasadan cekilmesinin en 6nemli sebebi ilaclara bagli karaciger
hastaliklaridir. Ila¢c kaynakli hepatotoksisite, intrinsik ve idiyosenkratik olmak
Uzere iki alt baghkta incelenmektedir. Intrinsik toksisite doza badimli olarak
gelisirken, idiyosenkratik toksisite sadece toplumun belli bir kesiminde
dozdan bagimsiz olarak gorilmektedir. Bu nedenle intrinsik toksisite
ongorulebilirken; idiyosenkratik toksisite farkl baslangic zamanlarina sahip
oldugundan herzaman tahmin edilememektedir (Kaplowitz, 2005; Roth &
Ganey, 2010).

Ilac kaynakli karaciger hastaliklari, akut hepatik nekroz, kronik hepatit
ve vaskuler hasardan safra kanalciklarinin hasari ve neoplazmaya kadar
genis bir spektrumu kapsamaktadir. Model, diagnostik acidan yardimci
olmasa da, hasarin mekanizmasinin ve prognozunun anlasilmasi agisindan
yararli olabilir. Bircok farkh ilag kaynakli hepatotoksisite mekanizmasi
tanimlanmistir: ilacin ve aktif metabolitlerinin meydana getirdigi reaktif
oksijen turlerinin oksidatif strese yol agmasi ve bu aktif metabolitlerin hicre
proteinlerine kovalent baglanmasi sonucu hiicre membraninin hasarlanmasi
ve hucre 6limu ve/veya yeni eklentilerin olusmasi ve vicut tarafindan
immunolojik hedef olarak algilanmasi sonucu immdunolojik reaksiyonlarin
olusumu; ilag metabolizmasinin hicresel yolaklarinin inhibisyonu; hicre igi
aktin filament veya transport kanal bozukluklarinin neden oldugu anormal
safra akisi sonucu kolestaz ve sarilik olusumu; timoér nekroz faktér ve fas
yolaklari araciigiyla apoptoz; oksidatif stres sonucu mitokondriyal
fonksiyonlarin inhibisyonu ve lipid peroksidasyonu, yad birikimi ve hiicre
6lima bunlardan bazilaridir (Bissell, Gores, Laskin, & Hoofnagle, 2001;
Pandit, Sachdeva, & Bafna, 2012; Willis, Kendall, Flinn, Thornhill, & Welling,
1979).

Rapor edilen vakalarin seyrekligi géz 6ntne alindiginda, ilaca bagli
hepatotoksisite klinik calismalarda goérilemese de, kullanima sunulmasindan
sonra Yyuksek kitleye ulasmakta ve bu nadir toksik etkiler meydana
cikabilmektedir (Dereci & Akcam, 2015; Dilek, 2003; Navarro & Senior,
2006).



2.3.Diklofenak

Diklofenak  (DF), 1973 yihinda  gelistirilmis  olan  analjezik,
antiinflamatuvar, antipiretik bir fenilasetik asit tlrevi olup; nonsteroidal
antiinflamatuvar ilaclar (NSAII) sinifindandir (Sekil.1) Diklofenak romatoid
artrid, ankilosan spondilit, rejeneratif eklem hastaliklari gibi inflamatuvar
hastaliklarin tedavisinde ve mindr cerrahi girisimler, travma, dismenore,
migren gibi durumlardan kaynakli agrinin kontroliinde kullanilir (Baravalia
vd., 2011; Brogden vd., 1980).
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Diklofenak Sodyum
(sodyum;2-[2-(2,6-dikloroanilino)fenil]asetat)

Sekil 2. 1 Diklofenak Sodyum (Galati, Tafazoli, Sabzevari, Chan, & O'Brien, 2002)

2.3.1 Diklofenak metabolizmasi ve farmakolojisi

Diklofenak (sodyum tuzu Ma = 318,1) lipofilik ve zayif asidik (pKa:4;
p:13,4) bir bilesiktir. Diklofenak, ilk olarak reaktif glukronit metabolitlerinin
olusumunda substrat olan karboksilik asit kismiyla bir fenilasetik asit
tirevidir. Ikinci olarak, oksidorediiktif stres olusumuna neden olan sekonder
aminin yer aldigi difenilamin iskeletine sahiptir(Boelsterli, 2003).

In vivo ortamda, diklofenak diger tim NSAII gibi asidik 6zelliginden
dolayr %99,7 gibi bir oranda plazma proteinlerine (6zellikle de albumine)
badlanir. Ik gecis etkisi nedeniyle de alinan diklofenadin %60 1 kan
dolasimina gecmektedir. Yarilanma émri (T12) 1,8 saattir. Maksimal plazma
konsatrasyonuna 1,5-2 saat sonrasinda ulasilir (Altman, Bosch, Brune,
Patrignani, & Young, 2015; Boelsterli, 2003; Emea, 2003; Willis vd., 1979).

Diklofenak, karacigerde CYP2C9 ‘un katalizledigi halka hidroksilasyonuna
ugrayarak baslica oksidatif metabolit olan 4’-OH diklofenadi olusturmaktadir.
Ayrica CYP3A4'Un katalizlemesiyle 5-OH diklofenak metaboliti ile metoksilli,
monohidroksilli veya dihidroksilli metabolitler de olusmaktadir (Sekil 2.2).
Daha da onemlisi, 4'-OH ve 5-OH diklofenak, halka sistemin herhangi
birinden oksidasyona ugrayarak, oksidatif strese yol acan benzokinoniminlere
doénusebilirler (Boelsterli, 2003; Galati vd., 2002).
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Sekil 2. 2 Diklofenagin major fazl metabolitleri (Boelsterli, 2003)

Faz 1 metabolitleri, faz 2 reaksiyonlariyla glukronid ve silfat
konjugatlarina dontsturilmektedir. Faz 2 reaksiyonlarinda ana yolak,
diklofenak acil glukronidin meydana geldigi glukronidasyon yoladidir (Sekil
2.3). (Boelsterli, 2003; Ponsoda, Bort, Jover, Gomez-Lechon, & Castell,

1995).
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Sekil 2. 3 4’-OH diklofenak agil glukronid olusumu. Diklofenagin CYP2C9 aracil
hidroksilasyonu sonucu faz 1 metaboliti 4’-OH diklofenak olusumunun ardindan faz2
reaksiyonlari kapsaminda glukronid konjugasyonu sonucu 4'-OH diklofenak agil
glukronid olusumu sekilde go6sterilmistir. Bu yolakta faz 2 metabolizmasi, fazl
metabolizmasi tarafindan da izlenebilir (Boelsterli, 2003).



Ayrica oksidatif metabolitler glutatyon varliginda S- glutatyonilasyon
reaksiyonlari sonucu sulfat konjugatlari da olusturmaktadir (Sekil 2.4). Bu
konjugatlar Uriner metabolitlere ddonlserek %65 oraninda idrarla atilirken,
%35 oraninda da safrayla atilmaktadir (Altman, Bosch, Brune, Patrignani, ve
Young, 2015; Boelsterli, 2003; Tang vd. 1999)
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Sekil 2. 4. 4'-OH ve 5-OH diklofenaktan potansiyel reaktif metabolit olan
p-benzokinonimin ve akabinde S-glutatyonilasyonun gergeklesmesi gésterilmektedir(Tang
vd., 1999).

Diklofenak, yemeklerle birlikte de alinabilmekte olup, eriskinlere
baslangicta ginde ¢ kez 25-50 mg dozunda agizdan verilerek daha sonra
azaltilabilmektedir. Diklofenak, intramuskuler olarak 75 mg dozunda glinde
1-2 kez injekte edilebilmektedir. Cocuklarda gunlik dozu 1-3 mg/kg'dir
(Adadioglu 1, 2010).

2.3.2 Diklofenak Indiiklii Hepatotoksisite

Diklofenak, cogu NSAII gibi duyarli bireylerde idiyosenkratik
hepatotoksisiteye yol acmaktadir. Cogunlukla genetik 0Ozellikler nedeniyle
olmakla birlikte; altta yatan hastaliklar, beslenme statlisl, polimedikasyon,
hicresel stres veya enfeksiyon sebebiyle duyarlilik gelisen bazi bireylerde



meydana gelen 6zgun bir mekanizmaya sahip 6ngdrlilemeyen toksisiteye
idiyosenkratik toksisite denilmektedir (Boelsterli, 2003; Kaplowitz, 2005).

Idiyosenkratik reaksiyonlar gériinim olarak tim bireylerde ayni olabilir
fakat form olarak cok dislik dozlara tepki verebilecek kadar duyarli bir hale
barinmustlir. Bu nedenle ayni ilac bazi insanlarda idiyosenkratik
hepatotoksisiteye neden olurken, deneysel calismalarda kullanilan hayvan
modellerinde ancak c¢ok yuksek dozlarda toksisiteye ulasilabilmektedir
(Boelsterli, 2003).

Toksisite mekanizmasi henlz aydinlatilamamis olup, yapilan in vivo ve
in vitro calismalar, diklofenagin sitokrom 450 araciliiyla gerceklesen
metabolizasyonu sonucu olusan 4’-OH diklofenak ve 5-OH diklofenak
metabolitlerinin  oksidasyonuyla meydana gelen p-benzokinoniminlerin
toksisitede rol oynadigina dair gigli kanitlar sunmuslardir (Boelsterli, 2003;
Cantoni vd., 2003) (Sekil 2.5).
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Sekil 2. 5 Faz 1 metabolitleri olan 4-OH ve 5-OH diklofenagin tekrar
oksidasyonuyla tiyol reaktif p-benzokinonimin metabolitlerinin olusumu gésterilmektedir
(Tang vd., 1999).

Benzokinoniminler, tiyol reaktivitesine sahip olan elektrofilik gruplar
olup; proteinlerin veya non-protein yapilarin sulfidril gruplarn ile kovalent
badlar olusturmaktadir. Redoks siklusuna girip OH- radikali gibi reaktif



oksijen turlerinin olusumuna yol acarak oksidatif strese neden olmaktadirlar
(Powis, 1987) (Sekil 2.61).
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Sekil 2. 6 Benzokinon bilesiklerinden reaktif oksijen turlerinin olusumu ve
enzimatik antioksidanlarin 6zellikle de katalazin  bu olusumu ©&nleyici roll
gosterilmektedir.

Benzokinoniminlerin elektrofilik 6zellikleri nedeniyle GSH" alkillemesiyle
hiicresel GSH rezervuarlarinin tlikenmesi sonucu ivme kazanan o6nemli
hicresel proteinlerin kovalent modifikasyonlarinin ve benzokinoniminlerin
redoks siklusu sonucu meydana gelen reaktif oksijen tirlerinin olusturdugu
oksidatif stresin hepatoseliler nekroza neden olan sinyalizasyon yolaklarinin
aktivasyonuna neden oldugu belirtiimektedir. Ayrica oksidatif stres kaynakli
mitokondriyal permeabilite  gegis porunun acllmasiyla membran

1 Sekil 2.6 powis ve arkadaslarinin makalesinde yer alan bilgilerden yararlanilarak hazirlanmistir(Powis,
1987).
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potansiyelinin tamamen dismesi ve hepatositlerde bulunan mitokondrilerin
cogunun hasar goérmesi nedeniyle enerji Uretiminin durmasi sonucu da
nekrozun indiklendigi distnldlmektedir (Boelsterli, 2003; Powis, 1987; Tang,
Stearns, Bandiera, Zhang, Raab, Braun, Dean, Pang, Leung, Doss, vd.,
1999).

Diklofenagin peroksidazlar tarafindan katalizlenen oksidasyonu sonucu
olusan nitroksit veya katyon radikallerinin de oksidatif strese ve
mitokondriyal hasara neden olduguna dair farkl bir mekanizma daha mevcut
olup, in vitro ve in vivo calismalarca yeteri kadar desteklenememistir. Ayrica
diklofenagin glukronidasyon reaksiyonlari sonucu olusan acilglukronitlerin
protein reaktif ara Urlnler olan izoglukronidlerin olusumunda rol oynadiklari
ve bu elektrofilik izoglukronitlerin proteinlerin kovalent modifikasyonuna yol
actiklari da dusunudlmektedir (Boelsterli, 2003).

Deneysel veriler, idiyosenkratik hepatotoksisite gérilen bireylerin
hepatobiliyer kompartimanlarinda reaktif metabolit olusumunda artis
oldugunu gostermektedir. Biyoaktivasyon enzimlerini kodlayan genlerde veya
gen ekspresyonlarindaki kalitsal anomaliler gibi genetik faktoérler veya altta
yatan hastaliklar, beslenme statiisli, polimedikasyon, hulcresel stres veya
enfeksiyon gibi epigenetik faktdrler hepatotoksisiteye yol acan yolaklar
guglendirerek veya detoksifikasyon yolaklarini engelleyerek bireyin
hepatotoksisiteye karsi duyarl hale gelmesine yol agmaktadir (Boelsterli,
2002).

Ilac advers reaksiyonlari genellikle akut hepatoseliiler hasar ile iliskili
olarak serum transaminazlarin yukselmesi, serum alkalen fosfataz
dizeylerinde hafif ylkselme ve degisken sarilik seklinde goérilmektedir
(Kaplowitz, 2005).

2.4 Lipoik asit

Lipoik asit (LA), (1,2 ditiyolan-3-pentanoik asit), iki sdlfidril grubu
sayesinde oksidatif strese karsi korunmayi saglayan dodgal bir ditiyol
bilesigidir (Sekil 2.7). Bircok prokaryotik ve o6karyotik mikroorganizmada

bulundugu gibi, gesitli bitki ve hayvan dokularinda da bulunmaktadir (Shay
vd., 2009; Teichert, Hermann, Ruus, & Preiss, 2003).

(Y\/\/YO
S—S HO

Lipoik asit (1,2 ditiyolan-3-pentanoik asit)

Sekil 2. 7 Lipoik asit (Navari-Izzo, Quartacci, ve Sgherri, 2002)
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Calismalara go6re Ispanak, brokoli, domates, kuskonmaz, patates,
bugday LA'nin diyetsel kaynaklarini olusturmaktadir (Abdel-Zaher vd., 2008;
Moini vd., 2002; Navari-Izzo, Quartacci, & Sgherri, 2002; Shay vd., 2009).

LA, vicudumuzda mitokondride oktanoik asitten enzimatik sentezi
gerceklestiriien dogal bir bilesik olup, mitokondriyal alfa-ketoasit
dehidrogenaz enzimi icin gerekli bir kofaktérdlir ve bu nedenle mitokondriyal
enerji metabolizmasinda édnemli rol oynamaktadir (Navari-Izzo, Quartacci, &
Sgherri, 2002; Shay vd., 2009)

LA'nin kiral bir merkeze sahip olmasindan dolayl iki enantiyomeri
bulunmaktadir (Sekil 2.8) (Shay vd., 2009).

S—s HO sS—s HO

R- Lipoik asit . . R
S- Lipoik asit

Sekil 2. 8 Lipoik asidin enantiyomerleri (Shay vd., 2009)

Yapilan calismalara goére, disaridan alinan lipoik asit absorbe edilip;
dokulara transport edilir ve dihidrolipoik aside (DHLA) indirgenir.
Mitokondriyal dihidrolipoamid dehidrogenaz ve sitozolik glutatyon rediktaz
enzimleri LA'nin DHLA'ya indirgenmesini saglamaktadir (Biewenga, Haenen,
& Bast, 1997; Moini vd., 2002).

Guncel klinik calismalar rasemik LA’'nin vicuda alinmasindan sonra
gastrointestinal sistemden hizlica absorbe edilerek, maksimum plazma
konsantrasyonuna 0,8 sa sonrasinda ulastigini gostermektedir (Teichert,
Hermann, Ruus, ve Preiss, 2003).

LA'nin intestinal absorbsiyonundan monokarboksilat tasiyicisinin sorumlu
oldugu dusuntlmektedir. Ek olarak yapilan in vitro calismalarla LA'nin,
sodyum (Na*) bagimh multivitamin tasiyicisinin da substrati oldugu ve
boylelikle hem gastrointestinal aliniminin  hem de kandan dokulara
transportunun sadlandigi belirtilmistir. Karmasik tutulum ve dagihm
sistemlerinin karakterizasyonu, LA absorbsiyonunun bircok faktérle (substrat
yarismasli, transkripsiyonal, translasyonal ve posttranslasyonal dlizenleme
mekanizmalar gibi) iliskili oldugunu gostermektedir. Bu nedenle, LA'nin
biyoyararlanimi birgcok tasiyici proteine baghdir (Shay vd., 2009).

LA'nin hizli bir sekilde gastrointestinal absorbsiyonu ve dokulara dagilimi
gerceklesmektedir. LA gecici olarak oOncelikle karaciger, kalp ve iskelet
kaslarinda birikmekte, bununla beraber diger dokularda da bulunmaktadir.
Ayrica yapilan bazi calismalar sonucu LA'nin kan beyin bariyerini de gectigi
belirtilmektedir (Shay vd., 2009).

Ratlarda LA, valerik asit yan zincirinden beta oksidasyona ugrayarak
metabolize edilir. Beta hidroksi bisnorlipoik asit, bisnorlipoik asit ve
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tetranorlipoik asit tanimlanan major metabolitlerdir. Dolasima gegen bu
metabolitler 1,2-ditiyolan halkasindan redliksiyona ve akabinde S-
metilasyona udrayarak basta idrarla olmak Uzere hizli bir sekilde vicuttan
atilmaktadir (Sekil 2.9) (Moini vd., 2002; Shay vd., 2009).

Reduction/oxidation f-Oxidation B-Oxidation & S-Methylation
coon " COOH
r'/\ v NSNS /‘\/\/("“ ,//\\/\\/\\/
= i Dihydrolipoic Acid L s 8
_ Bisnorlipoic Acid o
[-—‘ 6.8-Bismethyithio-octanoic Acid
D OO
/\ /- COOH
i NSNS s s (\'/
v} UpolcAcid Tetranorfipoic Acid ( i
Wy Ol

4, 6-Bismethyithio-hexanoic Acid

(Y
CHy &,

2.4-Bismethyithio-butanoic Acid

COCH

Sekil 2. 9 LA metabolizasyonu sonucu olusan baslica metabolitler (Shay vd., 2009)

LA, karboksilik asit yan zincirinin beta oksidasyonu ve ditiyolan yapisinin
S-metilasyonu vyoluyla karacierde ugradigi genis capli ilk gecis etkisi
nedeniyle dusidk biyoyararlanim gdstermektedir. Ayni sekilde kisa yart d6mru
(<1sa) LA'nin karacigerde ve periferal dokularda ylksek oranda elimine
edildiginin gostergesidir (Patel & Packer, 2008).

LA'nin siganlar icin LD50 dozu 2000mg/kg olarak belirlenmistir.
Insanlarda LA’'nin doza badli advers etkilerinin belirlenmesi igin yapilan klinik
arastirmalarda ise, kisa sureli 2400 mg/gin LA alinnmi sonucu plesabo
grubuna goére herhangi bir advers etkiye rastlanmamistir. Alti ay boyunca
1800mg LA'nin oral olarak alinmasiyla gerceklesen bir baska klinik
calismada da yine plesabo grubuna gére herhangi bir advers etki
gorulmemistir (Maritim, Sanders, & Watkins, 2003; Shay vd., 2009).

LA, reaktif oksijen turlerini temizleme, metal iyonlariyla selat olusturma,
endojen ve eksojen antioksidanlarin rejenerasyonlarini saglama oOzelliklerine
sahiptir. LA'nin bilinen antioksidan aktivitesinin yaninda sinyal iletimi
slirecinde de 6nemli rol oynayarak doku hasarinin énlenmesinde gorev aldigi
yapilan cgalismalar sonucunda bildirilmistir (Bast & Haenen, 2003; Fei vd.,
2016; Shay vd., 2009).

LA, antioksidanlar arasinda cok 6nemlidir ¢linkil antioksidan 6zelligini
hem yulkseltgenmis (LA) formunda hem de indirgenmis (DHLA) formunda,

13



hem sitozol gibi hidrofilik ortamlarda hem de hicre membranlar gibi
hidrofobik alanlarda devam ettirmektedir (Abdel-Zaher vd., 2008; Moini vd.,
2002; Navari-Izzo, Quartacci, & Sgherri, 2002; Shay vd., 2009).

Sicanlar lGzerinde yapilan deneysel calismalar sonucu LA'nin antioksidan
ozelliginin goéruldigd doz araligi 25-100 mg/kg olarak belirlenmistir(Moini
vd., 2002).

LA, antioksidan ozelligi geregi serbest radikallerle etkilesimi esnasinda
tek elektron oksidasyonuyla tiyil (RS-) radikallerini olusturmaktadir (Sekil
2.10). Olusan bu radikallerin reaktivitesi genellikle ihmal edilmektedir; fakat
aslinda tiyollerin koruyucu ve iyilestirici etkilerinin saglanmasinda RS:
radikallerinin kimyasal 6zelliklerinin de énemli rol oynadidi belirtiimektedir.
RS- radikallerinin hizh ve etkili bir sekilde uzaklastirilmasi, antioksidan
reaksiyon dengesini bozmakta ve dolayisiyla redoks duyarlh hicre
sinyalizasyon mekanizmalarinin uyarilmasinda 6nemli rol oynamaktadir
(Moini vd., 2002; Vertuani, Angusti, & Manfredini, 2004).

(Radical)- + RSH = radical-H + RS-

Sekil 2. 10 Tiyol gruplarinin serbest radikallerle etkilesimleri sonucu tiyil
radikallerinin olusumu(Wardman ve von Sonntag, 1995) .

Yapilan calismalar, LA'nin endojen antioksidanlarin  sentezini
indukleyerek ve/veya antioksidan enzim aktivitelerini arttirarak hicresel
antioksidan savunmayi gerceklestirdigini rapor etmistir. Bu alanda
gerceklestirilen c¢ok sayidaki calisma, LA'nin 0&zellikle 6nemli endojen
antioksidan olan glutatyon (GSH) seviyelerini arttirici ydnde etkisinin
oldugunu belirtmektedir(Shay vd., 2009).

Oral aliniminin  ardindan gegici hlcresel birikimi ve mikromolar
duzeyindeki konsantrasyonu, LA ve DHLA'nin sitokiyometrik temelli potent
antioksidan o6zelligini aciklamakta yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle, direkt
antioksidan etkisinin yaninda LA'nin hicresel redoks durumunu degistirerek
sinyalizasyon kaskadini harekete gecirip GSH’In sentezini stimile ettigi
distnulmektedir (Petersen Shay, Moreau, Smith, & Hagen, 2008; Shay vd.,
2009).

2.4. Serbest Radikaller

Atomik yada molekuler yapilarinda bir veya daha fazla eslenmemis
elektron tasiyan tirlere serbest radikal denir (Bayr, 2005; Cavdar, Sifil, &
GCamsari, 1997).

Biyolojik sistemde bulunun radikallerden bazilari sunlardir: hidrojen
(H*), sutperoksit (02°7), hidroksil (OH*), hidrojen peroksit radikali (H202),
nitrikoksit (NO) singlet oksijen (10z), lipid peroksit (LOOH) (Vishal Tandon
MD, 2005).
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Oksijen, maddelere transfer edilerek enerji eldesi ve ksenobiyotiklerin
detoksifiye edilmesi icin gereklidir. Canli organizmalarda, aerobik kosullar
altinda tlketilen oksijenin %90'iIndan fazlasi elektron transport zincir
sistemindeki sitokrom oksidazlar araciligi ile son elektron akseptori olarak
islev gormekte ve daha stabil bir bilesik olan suya dénusturtlmektedir. Bu
reaksiyon sireci tek elektron rediliksiyonu serisi seklinde devam ettiginden
dolayi, reaktif oksijen turleri olusmaktadir. Reaktif oksijen turleri, radikal ve
nonradikal olarak ikiye ayrilmaktadir (Tablo.1) (Lushchak, 2014; Vishal
Tandon MD, 2005).

Tablo.1. Reaktif oksijen tiirlerinin siniflandirilmasi (Kohen & Nyska, 2002)

Name Symbol
Oxygen radicals
Oxygen (bi-radical) Oy
Superoxide ion O
Hydroxyl OH
Peroxyl ROO
Alkoxyl RO
Nitric oxide NO
Nonradical oxygen derivatives

Hydrogen peroxide H>0;
(Organic peroxide) ROOH
Hypochlorou s acid HOCL
Ozone O3
Aldehydes HCOR
Singlet oxygen 'O,
Peroxynitrite ONOOH

Fizyolojik oksidasyon reaksiyonlari ve kacginilmaz ikincil reaksiyonlar
disinda vyiyeceklerin igerisindeki bircok madde de oksidan 06zellikte veya
oksidan prekirséri olabilmektedir. Yine ilaglarin metabolizasyonu sonucunda,
toksik 6zellikte reaktif metabolitler olusabilmektedir. Ayrica havay kirletici
maddeler, sigara dumani, ginesten gelen ultraviyole isinlarinin deriden
absorbsiyonu da cesitli oksidanlarin  olusumuna neden olmaktadir.
Organizma, stabil olmayan bu durumlara antioksidan savunma sistemi
sayesinde istenmeyen reaksiyonlari Onleyerek ve hasarli moleklil ve
dokularin iyilestirilmesini saglayarak adapte olmasina ragmen 6nlenemeyen
az miktardaki hasarli dokular birikerek uzun dénemde zararh olabilmektedir
(Sorg, 2004).

2.4.1 Siperoksit Anyonu
Kimyasal ve enzimatik silrecler sonucu yaygin olarak olusan reaktif

oksijen turadudr. Mitokondrideki ETC (elektron transport sistemi)den -6zellikle
de koenzim Q dan- kacgan elektronlar molekuler oksijenle etkilesime girerek
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superoksit anyonlarinin  olusumuna neden olurlar. Direk toksisite
olusturabildigi gibi diger reaktik oksijen tirlerine donlserek indirekt sekilde
de hasar meydana getirebilmektedir(Franco, Sanchez-Olea, Reyes-Reyes, &
Panayiotidis, 2009; Valko vd., 2007; Vishal Tandon MD, 2005).

Superoksit radikallerinin (O2") sUperoksit dismutaz enzimi tarafindan
(SOD) dismutasyonu sonucu hidrojen peroksit olusur (Vishal-Tandon, Gupta,
ve Tandon, 2005).

20, +2HT 22, 0, + H,0,

2.4.2 Hidrojen Peroksit

Membrana kolaylikla penetre olabilmesi ve gdéreceli olarak ylUksek
konsantrasyonlarda (10 pM) hicre hasarina yol agmalari nedeniyle radikal
olmamalarina ragmen reaktif oksijen metabolitlerinden kabul edilirler (Kohen
& Nyska, 2002).

Olusan hidrojen peroksit (H202) katalaz enzimi ve glutatyon bagimli
peroksidaz (GPx) gibi cesitli peroksidazlar tarafindan tarafindan
indirgenmektedir:

EHEG: ﬁh" EH: I:H' 02

H202 + 2GSH —=m H20 + GSSG

2.4.3 Hidroksil radikalleri

Hidroksil radikali (OH-), hidroksit iyonunun nétral formudur. OH- radikali,
ylksek reaktiviteye ve cok kisa yarilanma omrine sahip olmasi (10sn)
nedeniyle tehlikelidir. Bu nedenle de in vivo olarak Uretildiginde yakin gevre
ile etkilesime girmektedir (Valko vd., 2007).

H>O. indirgeyici ajan olarak Fe?* veya Cu?*'nin yer aldigi fenton
reaksiyonu ile OH- radikaline doéntsebilmektedir. Ek olarak, Haber Weiss
reaksiyonlari sonucu da OH- radikalleri olusabilmektedir (Franco, Sanchez-
Olea, Reyes-Reyes, & Panayiotidis, 2009; Valko vd., 2007).

H,0, + Fe®* —== OH +OH + Fe**

0;7+H,0, — 0,+0H +OH
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DNA’ ya yakin bdlgelerde hidroksil radikalinin Gretimi sonucu purin ve
pirimidinlerde modifikasyonlara ve zincir kirilmalarina neden olabilmektedir.
Ayrica mikrozomal mitokondrial membranda ve hicre membraninda lipid
peroksidasyonuna neden olabilir (Vishal Tandon MD, 2005).

2.4.4 Singlet oksijen

Siglet oksijen (!02), bir serbest radikal olmayip dis orbitaldeki
elektronun zit spine yerlesmesiyle olusur (Vishal Tandon MD, 2005).

10, peroksidazlar ve lipoksijenazlarin yer aldigi reaktif oksijen tirlerinin
arasinda gerceklesen reaksiyonlar sonucu olusabilmektedir. Ayrica isik,
oksijen veya konjenital eritropoietik porfiriada oldugu gibi porfirin gibi
fotosensitizanlar da singlet oksijet tGretimine neden olurlar (Sorg, 2004).

H,0, + CIo- — 10, + CI + H,0

304 151K + fotosensitizdr 102'" Cr+ HEC]

“=

2.4.5 Lipid Peroksid

Coklu doymamis yad asidlerinin radikaller tarafindan oksidasyonu
sonucu yag asidi radikalleri meydana gelip, bu yapiya hizlica oksijenlerin
eklenmesiyle olusan bilesik baska c¢oklu doymamis vyad asidlerinin
oksidasyonuna neden olarak lipid hidroperoksidlerin olusumuna yol acar.
Lipid hidroperoksidler ise lipid peroksil, lipid alkoksil ve aldehidler (6rnegdin
malondialdehit, MDA) gibi daha reaktif radikal tirlerine parcalanabilmektedir.
Coklu doymamis yag asidlerinin oksidatif tahribatina lipid peroksidasyonu adi
verilir. MDA lipid peroksidasyonunun son drint olup; bilimsel alanda
oksidatif stres belirteci olarak dinya capinda kabul gérmustir. Bu metabolik
ara uUrunler membran yapisina direkt olarak zarar verebildikleri gibi DNA,
RNA, proteinler ve enzimler gibi gibi hlicresel yapilara dolayl sekilde de zarar
verebilmektedir (Vishal Tandon MD, 2005).

LH+R — L'+RH

L+0Q, —™ LOGCr (lipid peroksi radikali )
LOOr + 'H —== LOOH (Lipidhidroperoksit) + L
LOCH — OO, L0, Aldehitier (MDA)
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2.4.6 Diger serbest radikaller

Nitrik oksit, eslenmemis bir elektrona sahip klglk bir molekdldir.
Biyolojik dokularda spesifik nitrik oksit sentaz (EC 1. 14. 13. 39) tarafindan
argininin sitrilline déntsimu sirasinda olusmaktadir (Morrell, 2008).

Nitrik oksit tdrlerinin asirn Uretimi nitrosatif strese yol acgar. Nitrozatif
stres nitrozilasyon reaksiyonlarina yol acarak protein yapisini bozar ve
normal fonksiyonlarini inhibe eder (Morrell, 2008).

Serbest oksijen radikallerinin etkisiyle olusan karbon merkezli radikaller,
alkoksil radikalleri, peroksil radikalleri, tiyil radikalleri diger onemli reaktif
oksijen radikallerindendir(Vishal Tandon MD, 2005).

2.4.7 Serbest Radikallerin Organizmaya Etkileri

Surekli olarak endojen ve eksojen kaynakli reaktif oksijen turlerinin
akisi, hicre kompartimanlarinda birikimli bir oksidatif hasara ve hicresel
fonksiyonlarda bozulmalara neden olur. Hlcrede oksidatif strese karsi en
savunmasiz hedefler enzimler, lipid membranlar ve DNA'dir (Kohen & Nyska,
2002).

Oksidatif stres, lipid peroksidasyonu adi verilen reaksiyonlar ile
doymamis yag asitlerini polar lipid peroksitlerine doéntstirerek hicresel
biyomembranlarin radikal kaynakh hasarina neden olmaktadirlar. Lipid
peroksidasyonu, membrana bagl reseptdr veya enzimleri inaktive ederek,
membran akiskanhdini bozarak, sitozolik igerigin sizmasina neden olarak
normal hlicre fonksiyonlarini bozabilmektedir. Ayrica lipid peroksidasyonunun
son Urdni olan MDA’nin mutajenik ve karsinojenik etkilerinin oldugu
bildirilmistir (Deavall, Martin, Horner, & Roberts, 2012; Kohen & Nyska,
2002).

Fosfatazlar, kinazlar, transkripsiyon faktoérleri ve metabolik enzimler gibi
proteinler oksidasyona duyarh olup; protein oksidasyonu hicre
sinyalizasyonuna, hlcre yapisina ve enzimatik slreglere direkt etki ederek
hiicresel homeostasiyi etkileyebilmektedir. Proteinlerin yan zincirlerindeki
aminoasit kalintilari, 6zellikle de sistein ve metiyonin kalintilari, reaktif
oksijen tdrleri (veya reaktif nitrojen tdrleri) ile oksidasyona duyarhdir
(Deavall vd., 2012; Valko vd., 2007).

Yiksek konsantrasyonlardaki NSAIi, oksidatif strese yol agmaktadir. Ilag
indukll oksidatif stres ilk olarak kurtarma yolaklarina yardimci olmakta;
fakat uzun sireli oksidatif stres mitokondriyal hasara, apoptoz ve/veya
nekroza neden olmaktadir (Boelsterli, 2003; Galati vd., 2002).
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2.5. Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen turleri, normal hicresel metabolizmma sonucu
olusmaktadir. Belli konsantrasyonlara kadar fizyolojik fonksiyonlarda goérev
alirlarken; yluksek konsantrasyonlarda lipidler, proteinler ve DNA gibi cesitli
hiicre bilesenlerinde olumsuz modifikasyonlara neden olmaktadirlar.
Oksidanlar/antioksidanlar arasindaki oranin oksidanlar yénlinde artis
gbstermesi, oksidatif stres olarak adlandirilmaktadir(Bayr, 2005; Birben,
Sahiner, Sackesen, Erzurum, & Kalayci, 2012).

2.5.1 Endojen Antioksidanlar

Endojen antioksidanlar, enzimatik ve non enzimatik antioksidanlar
olmak lzere iki kategoride incelenmektedir.

2.5.1.1 Enzimatik Endojen Antioksidanlar

Canli hucrelerde bulunan protein, lipid, karbohidrat ve DNA gibi okside
olabilecek maddelerin oksidasyonunu 6énleyen veya geciktirebilen maddelere
antioksidanlar ve bu olaya antioksidan savunma denir. Antioksidanlar reaktif
oksijen tdrlerinin olusumunu engelleyerek veya diger biyomolekdiller ile
etkilesmeden &nce reaktif oksijen turlerini sUplrerek, oksidatif hasar
minimize ederler (Close H, 2006; Cavdar vd., 1997).

Siuiperoksid dismutaz

Superoksit dismutaz (SOD; EC1.15.1.1) metalloenzim sinifindan olup,
superoksit radikal anyonlarinin hidrojen peroksit ve oksijene dismutasyonunu
katalizlemektedir. (Bergendi, Benes, Durackova, & Ferencik, 1999; Fattman,
Schaefer, & Oury, 2003; Grune, 2005).

05 + O3 + 2H* — H,0, + O,

Katalaz

Katalaz (CAT, EC1.11.1.6) hidrojen peroksidin su ve oksijene
dismutasyonunu katalizlemektedir. Hayvan hicrelerinde temel olarak
peroksizomlarda ve sitoplazmada lokalizedir. Mitokondri ve endoplazmik
retikulum az miktarda CAT icermektedir. Bu nedenle de hicre ici H20>
peroksizomlara diffiize olamazlarsa elimine edilemezler(Grune, 2005; Limon-
Pacheco & Gonsebatt, 2009).CAT enzimleri, fiziksel ve biyokimyasal

19



Ozelliklerine gbre U¢ gruba ayrilmistir. Peroksidatif aktivitesi artmis olan grup
katalaz-peroksidazlar olarak adlandinimaktadir. Aktif bdlgesinde mangan
iceren diger bir grup ise non-hem katalazlar olarak adlandiriimaktadir.
Uclinci grup gercek katalazlar yani tek fonksiyonlu hem Kkatalazlardir.
Katalaz-peroksidazlar prokaryotlarda yaygin olarak goérilebilmekteyken, bazi
Okaryotlarda da bulunabilmektedir. Mn-katalazlar, sadece prokaryotlarda
tespit edilmis olup, gercek katalazlar okaryotlarda bol miktarda bulundugu
gibi, bircok prokaryotta da bulunmaktadir (Grune, 2005; Kohen & Nyska,
2002).

Enzim dort protein alt biriminden olusup, her alt birim aktif boélgesinde
bir hem, ferriprotoporfirin IX, icermekte olup; i¢c kisimda lokalize olan bu
bélgeye gecisin dar bir gecitten saglanmasi enzimin yalnizca az miktarlarda
substrat icin kullanilabilecegini aciklamaktadir. Her alt Ginite doért ayri yapisal
Unite icermektedir: N-terminal kol (ilk 70 aminoasidi igerir), beta ficl
domenleri, domen badlar (sargi domeni, kalinti 380-438), alfa- helikal
domen. Katalazin klguk alt Gnitesi ayrica 150 kalinti icgren C- terminal bolgesi
de icermektedir. insanlarda bulunan katalazda her alt (initeye bir rediikte
nikotinamid adenin dindkleotit fosfat (NADPH) molekllt baghdir (Grune,
2005; Kirkman & Gaetani, 2007).

Dismutasyon reaksiyonunun son drint olan H>O> katalaz ve glutatyon
peroksidaz gibi peroksidaz ailesinin diger Uyeleri tarafindan uzaklastirilir.
Katalazin Km dederi ¢ok yliksek olup, yiksek konsantrasyonlardaki H>O:; vi
uzaklastirmaktadir. Glutatyon peroksidazin H>O ye affinitesi katalazdan daha
fazladir. H2O2 iki molekul su ve bir molekil Oz atomunun agida ciktigi katalaz
aracili reaksiyonla uzaklastiriimaktadir (Bayr, 2005; Kohen & Nyska, 2002;
Percy, 1984).

Catalase
2H,0, —> 2H,0 + O,

Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidaz (GPx, EC 1.11.1.9), indirgeyici olarak glutatyonu
(GSH) kullanarak H202 ‘nin veya organik peroksitlerin suya veya uygun
alkollere donlsimini katalizlemektedir (Brigelius-Flohé & Maiorino, 2013;
Espinoza vd., 2008).

GLUTATHIONE
PEROXIDASE

O, " + O, +2H+ — H,0,+ ROOH— HO+ ROH

Superoxide Hydrogen Lipid Lipid
Peroxide Peroxide Alcohol
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Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon reduktaz (GR,EC 1.6.4.2) oksidize glutatyonu (GSSG) redukte
glutatyona (GSH) indirgeyen; es zamanl olarak da NADPH oksidasyonunu
gerceklestiren flavin enzimdir. Asadidaki esitlikte de gorildigli gibi bu
enzimin fonksiyonu redikte glutatyonun devamliligini saglamaktir (Chang,
van der Hoeven, & Haddox, 1978).

GSSG+NADPH +H™ «— % 5 2GSH + NADP'

2.5.1.2 Non Enzimatik Endojen Antioksidanlar

Glutatyon q,B,y-tokoferol (Vitamin E), B-karoten, askorbik asit, Grik asit,
sistein, seruloplazmin, transferin, laktoferrin, miyoglobin, ferritin, albimin,
bilirubin, melatonin, hemoglobin, metionin, laktoferrin non enzimatik endojen
antioksidanlardandir.

Glutatyon

Glutatyon (GSH) glutamat, sistein ve glisini iceren; glutamat ve sistein
arasinda olagandisi bir gama peptid bagi bulunduran bir tripeptiddir
(Anderson, 1998)(Sekil 2.11).

GSH, bircok memeli ve prokaryotik organizmada bulunmakta olup, hicre
icinde en c¢ok bulunan dislik molekdl agirlikh tiyoldidr (0,2-10mM). Hicre
icinde, NADPH-bagimli glutatyon disilfid rediktaz enzimi sayesinde tiyol
formunda tutulmaktadir (Anderson, 1998; Wu, Fang, Yang, Lupton, &
Turner, 2004).

ISH
0. L P
\/C-CH-CH,_-CHZ-S-NH-CH-](II-NH-CHZ-C\
HO oT 0 OH
y-carboxyl

linkage

v-glutamyl  cysteinyl glycine

Sekil 2. 11 Glutatyonun agik formalt (Lu, 2009)
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GSH, hilcre ici antioksidan savunmada énemli rol oynamaktadir. GSH,
serbest radikalleri direk olarak veya enzimatik reaksiyonlarla indirekt olarak
etkili bir sekilde temizlemektedir. Bu reaksiyonlarda GSH oksidize formu olan
GSSG'ye donismekte, daha sonra NADPH-bagimli glutatyon rediktaz ile
tekrar indirgenerek eski haline dénmektedir. GSH/GSSG hicrenin antioksidan
kapasitesini belirleyen ana redoks ciftidir. Ayrica selenyum igceren bir enzim
olan glutatyon peroksidazin H>O. ve diger peroksidleri rediksiyonu GSH-
bagimli olarak gerceklesmektedir (Vitvitsky vd., 2003; Wu vd., 2004).

Oksidasyon-rediksiyon reaksiyonlarindaki indirgeyici 0zelligine ek
olarak, proteinlerin kovalent modifikasyonunda, lipofilik ksenobiyotiklerinin
konjugasyonunda ve atiliminda rol oynamaktadir. Bu nedenle GSH, zararli
maddelerin detoksifikasyonunu gercgeklestirmesi acisindan da buylk édneme
sahiptir (Anderson, 1998; Wu vd., 2004).

Karaciger, GSH’In blyluk miktarda sentezinin gerceklestigi ve ayni
zamanda GSH’In en fazla kullanildigi yerdir. Bunun yaninda plazma GSH
dlizeyleri de blyilk oranda karacigerden kaynaklanmaktadir. Hemen hemen
tim memeli dokularda bulundugu belirtilen GSH’In ana biyosentez yeri olan
karacigerde 5-10mM, diger dokularda ise 1-2mM diizeylerinde bulundugu
yapilan ¢calismalar sonucunda bildirilmistir (Wu vd., 2004).

GSH tim memeli hiicrelerinde, hicrelerin  kendi aminoasit
preklrsoérlerinin - kullanildigi  ATP bagimh iki reaksiyonlu bir vyolak ile
sentezlenir. Bu yolakta ilk olarak gama-glutamil sistein ligaz (GCL)
aracihdiyla birer molekll glutamat ve sisteinden gama-glutamil sistein
olusmaktadir. Yolagin ikinci reaksiyonunda ise, bilesige glisinin ilavesiyle GSH
sentetaz aracil tripeptid olusumu gergeklesmektedir. Bu yolak hemen hemen
tim hicrelerde bulunmakta olup, karaciger GSH'In ana (Ureticisi ve
tasiyicisidir (Anderson, 1998; Wu vd., 2004).

L-Glu + L-Cys + ATP<L-7-Glu — L-Cys + ADP + Pi

L-7-Glu-Cys + Gly + ATP=GSH + ADP + Pi

Hlcre ici aminoasit seviyeleri dokuya, beslenme durumuna ve tlrlere
gore farkli olmasina ragmen; L- sistein dlizeyleri aslinda belirgin bir sekilde
L-glutamat ve glisin dlzeylerinden dustktlr. L-sistein GSH sentezinin
kisitlayici  substratidir cinkl sadece kuguk bir L- sistein havuzu metabolik
olarak aktif ve ¢cok daha bluylk olan GSH havuzunu muhafaza edebilmek icin
kullanilabilir durumdadir(Griffith, 1999).

Karacigerde, homosisteinden sistein sentezinin gerceklestigi
transsilfirasyon yolagi aracilidiyla sistein alinimi arttirilarak hicre ici GSH
sentezi desteklenmektedir. Yapilan c¢alismalar, hepatik GSH sentezinde
kullanilan sisteinin yaklasik %50’sinin homosistein kaynakl oldugunu
gbstermektedir(Selhub, 1999; Vitvitsky vd., 2003).
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GSH, GSH konjugatlari ve az miktarda GSSG membrana dogru tasinarak
membrana bagh gama glutamil transpeptidaz ve dipeptidazlar tarafindan
hicre disinda yikima ugramaktadirlar. S6z konusu enzimlerin araciligiyla
aminoasit varliginda transpeptidizasyon reksiyonlari meydana gelir ve gama-
glutamil aminoasitler olusur. Olusan gama glutamil aminoasitler, gama
glutamil siklotransferazlarla 5-oksoproline ve karsilik gelen aminoasitlere
dénusurler. 5-oksoprolinler de daha sonra glutamata donustlurtlmektedir.
Boylelikle, GSH’In yikilimi sonucu olusan aminoasit gruplarindan tekrar
yaralaniimaktadir(Griffith, 1999; Selhub, 1999).

2.5.2 Eksojenik Antioksidanlar

Vitamin C, vitamin E, karetenoidler, ¢inko, selenyum, polifenolik asitler,
flavonlar 6nemli eksojen antioksidanlardandir (Bouayed ve Bohn, 2010).

2.5.3.Homosistein

Canli organizmalarda homosistein, iki stlfir iceren aminoasit olan sistein
ve metiyoninin metabolik yolaklarinda ara Grindir. Homosistein, sistein
yapisina ek olarak yan zincirinde bir metilen (-CH2) grubu tasimakta olup;
metyoninin yapisindan ise bir metil (-CH3) grubu eksiktir (Sekil 2.12)
(Ganguly ve Alam, 2015; Jakubowski, 2014).

Methionine Homocysteine Cysteine
H H H
| | |
NH;—-:lz—Coo— NHg—CI:—coo— NH;—cl:—c:oo-
CH, CH,, (|3H2
| |
CH, CH, SH
| |
S SH
[
CH

Sekil 2. 12 Metiyonin, homosistein ve sistein agik formilleri (Masella & Mazza,
2009)

Metiyonin ve sistein 6zel aminoasit kodonlarina gdére sentezlenebilen
aminoasitler iken, homosisteinin spesifik kodonlari bulunmamaktadir. Bu
nedenle de homosistein, nonprotein aminoasit grubunda yer almaktadir
(Jakubowski, 2014).

Metiyonin, sekiz esansiyel aminoasitten biri olup, insan vicudunda
homosisteinin tek kaynadidir. Metiyonin, vicuttaki her hiicrede iki ana yolak
ile metabolize edilmektedir. Birincil olarak ribozomal biyosentez esnasinda
yeni proteinler olusturmak (izere metabolize edilmektedir. ikinci olarak,
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poliamin biyosentezinde propil grubu saglayan ve biyolojik metilasyon
reaksiyonlarinda da metil grubu dondéri olan S-Adenozilmetyonin (AdoMet /
SAM) olusturmak icin kullanilmaktadir. Metiyoninin, AdoMet olusturmak Uzere
kullanilmasi sonucunda homosistein olusumu gortlmektedir. AdoMet, metil
grubunu akseptér grubuna transfer ettiginde, S-adenozilhomosistein
(AdoHcy) olusmaktadir. AdoHcy, AdoMet’'in aksine bircok transmetilasyon
reaksiyonunun inhibisyonunda rol oynar. AdoHcy'nin enzimatik hidroliz
reaksiyonu sonucu homosistein olusmaktadir. Bu reaksiyon, insan ve hayvan
vlicudu icin homosisteinin olusum kaynagidir (Graham, Refsum, Rosenberg,
& Ueland, 2012; Stabler, Sekhar, Allen, O'neill, & White, 2009).

Homosistein duzeyleri, remetilasyon ve transsilfirasyon yolaklar ile
dizenlenmektedir. Remetilasyon yolaginda homosistein, metiyonin sentaz
(MS) aracilhidgiyla metiyonine donismektedir. Transsilflirasyon yolaginda ise,
homosistein sistatyonin beta sentaz (CBS) enzimi araciliiyla serin ile
kondanse olarak sistatyonini meydana getirmektedir. Olusan sistatyonin,
gama sistatyonaz (CSE) enziminin katalizledigi hidroliz reaksiyonu
sonucunda sistein ve ketobdtirat olusturmaktadir. MS enzimi aracil
remetilasyon vucutta her organda gercgeklesirken; CBS tarafindan
gerceklestirilen  transsllfirasyon yolagi karacijerde ve  bobrekte
bulunmaktadir (Bolander-Gouaille, 2002; Selhub, 1999).

Transsilfirasyon vyoladl, karacigerde GSH havuzlarinin nicel olarak
korunmasinda ©6nemli rol oynamaktadir. Yapilan calismalar, karacigerin
glutatyon sentezinde gerekli olan sisteinin yaklasik %50’sinin homosistein
kaynakh oldugunu géstermektedir (Sekil 2.13) (Selhub, 1999; Vitvitsky vd.,
2003).

AdoMet —_— AdoHcy
T MS
(B.,.. CH,-THF) CBs CSE GCL GS
Metiyonin --(W Homosisteina—":'- Sistatyonin ——= Sistein 3= _Glutamilsistein ——=GSH
5 Bg
Transmetilasyon Yolag: Transsilfurasyon yolad

GSH sentez yoladi

Sekil 2. 13 Karaciderde transstlfirasyon, transmetilasyon ve GSH sentezi yolaklari.
Remetilasyon yolaginda MS enzimi vitamin B12 ve 5,10 metiltetrahidrofolata (CH3-THF)
gereksinim duymaktadir. Transsllfirasyon yolaginda ise B6 vitaminine gereksinim
duyulmaktadir(Vitvitsky, Mosharov, Tritt, Ataullakhanov, & Banerjee, 2003).

Iki homosistein kavsak enzimi olan MS ve CBS in vitro kosullarda redoks
(indirgenme yilkseltgenme) degdisimlerine karsi duyarliik goéstermekte ve
boylelikle glutatyon sentezini modlle etmektedir. Vitvitsky ve ark. reaktif
tirlerin hicresel redoks durumundaki dedisikliklere neden olmasi sonucu
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transsilfirasyon yolagi boyunca akisin ve GSH sentezinin indiklendigini
belirtmektedir (Vitvitsky vd., 2003).

3- GEREGC VE YONTEMLER

3.1. Gereg

Bu calisma, Eskisehir Osmangazi Universitesi (ESOG[J__) Tip Fakultesi
Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvarlarinda ve ESOGU Tibbi Bilimler
Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi'nde (TICAM) gergeklestirilmistir.

3.1.1. Deney Hayvanlarinin Temini ve Bakimi

Calisma protokolii olusturulduktan sonra ESOGU Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar Etik Kurulundan onay (539/2016) alindi. Calismada deney
hayvani olarak ESOGU TICAM’dan temin edilen Spraque Dawley tiiri 350-
400g adirhginda 40 adet erkek sican kullanildi. Calisma basinda deney
hayvanlarinin tartimlari alinarak doz ayarn yapildi. Deney hayvanlari deney
sturesince 12; 12 aydinhk/ karanlk siklandirmasi olan, uygun
havalandirmaya sahip, sicakhdi (22+ 2°C) ve nemi (%45- 50) otomatik
olarak ayarlanmis odalarda, polikarbonat seffaf kafeslerde, herhangi bir su ve
yem kisitlamasi yapilmaksizin standart sican yemi ile beslenerek, temizlik
kurallarina uygun bir sekilde yasatiimis ve deney sliresince hayvanlar ginluk
olarak kontrol edilmistir.

3.1.2. Doz ve Deney Gruplari
Calismamizda kullandigimiz 4 aylik 350-400g adirligindaki Spraque-

Dawley sicanlar 5 gruba ayrildi ve her grupta 8 tane sican olacak sekilde
rastgele dagitildi. Calisma gruplar Tablo 3.1’ de gosterilmistir.
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Tablo 3.1 Deney gruplari ve uygulanacak islemler

Gruplar Uygulanan Islemler

5 glin boyunca tasiyici ¢ozelti olan %5
Kontrol Grubu (K) lik DMSO 2ml hacminde intraperitonal
olarak verildi.

4 glin boyunca 25mg/kg lipoik asit,
Lipoik asit Grubu (LA) 5.gln %5 lik DMSO ¢ozeltisi 2ml
hacminde intraperitonal yolla verildi.

4 glin boyunca %5 lik DMSO cozeltisi,
Diklofenak Grubu (DF) 5. giin 200mg/kg tek doz diklofenak
2ml hacminde intraperitonal yolla
verildi.

4 glin boyunca 25mg/kg/gun lipoik
Lipoik Asit + Diklofenak asit, 5.glin 200mg/kg tek doz
Grubu (LA + DF) diklofenak 2ml hacminde verildi.

Diklofenak + Lipoik Asit 1.gun tek doz 200mg/kg diklofenak,

Grubu (DF+LA) ardindan 4 gin boyunca 25mg/kg/gin
lipoik asit 2ml hacminde intraperitonal
yolla verildi.

Calismamizda, LA+DF grubunda diklofenak kaynakli oksidatif stresin
neden oldugu hepatotoksisiteye karsi lipoik asidin koruyucu etkisi
incelenmistir. LA+DF grubumuzda ise diklofenak kaynakli oksidatif stresin
neden oldugu hepatotoksisiteye karsi lipoik asidin tedavi edici etkisi
incelenmigtir.

Calisma kapsaminda tim gruplardaki sicanlar 5 gin boyunca standart
sican yemi ve icme suyu ile beslendiler.

3.1.2.1. Uygulanacak Maddelerin Hazirlanmasi
Diklofenak uygulanmasi

Diklofenak sodyum (Across 445250100, China) dozu 200 mg/kg va
(vicut agirhdi) olacak sekilde %5 lik DMSO cozeltisi icinde c¢ozllerek

hazirlandi ve 2ml hacminde intraperitonal yolla verildi (Hargus JS ve ark.,
1994).
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Lipoik asit uygulanmasi

Alfa lipoik asit (Sigma T5625, Germany), dozu 25 mg/kg va olacak
sekilde %5 DMSO cozeltisi icerisinde ¢dzulip, taze hazirlanarak ve pH ayari
yapilarak (pH:7,4) 2ml hacminde intraperitonal olarak verildi (Suh JH ve
ark., 2004).

3.1.3. Deney Hayvanlarindan Orneklerin Alinmasi

Deney prosedirine gore yapilacak son enjeksiyondan 24 saat sonra
(6. glin) 6rnek alim zamani olarak belirlendi ve tim calisma gruplari sakrifiye
edildi. Deney sonunda intraperitonal olarak ketamin (50mg/kg) ve ksilazin
(10mg/kg) uygulanan siganlarin serum o6rnekleri igin kardiyak yolla kanlari
alinarak ekssanguinasyon (kanatma veya yuksek miktarda kan alma)
yontemiyle sakrifiye edilerek karacigerleri cikartildi. Kan oOrnekleri,
separasyon tuplerinde 20 dakika bekletildikten sonra 3500 rpm’de 10 dakika
santrifij edildi ve elde edilen serum, alanin amino transferaz (ALT), aspartat
aminotransferaz (AST), alkalen fosfataz (ALP), Total bilirubin (T. Bil) ve
direkt bilirubin (D.Bil) olgimleri igin kullanildi. Alinan karaciger dokusunun
belirli bir kismi glutatyon (GSH), malondialdehit (MDA), katalaz (CAT),
homosistein (Hcy), total protein dizeylerinin élciilmesinde kullanilirken, diger
kismi ise histolojik incelemeler icin kullaniimistir. Histokimyasal gérinttleme
icin ayrilan karaciger ornekleri %10 formaldehit cozeltisi icerisine alindi.
Biyokimyasal analizler icin ayrilan karaciger érnekleri, -80°C’ de saklandi.

3.2. Yontemler
3.2.1 Serum ALT, AST, ALP, T ve D. Bil olgiimii

Calismamizdaki serumda olgllen biyokimyasal dediskenler Eskisehir
Osmangazi Universitesi Tip Fakiltesi Klinik Biyokimya laboratuvarinda
calisildi. Alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST),
alkalen fosfataz (ALP), total ve direkt bilirubin (T. ve D. Bil) dlgumleri igin
Roche Modular otoanalizérle uyumlu kantitatif test kitleri kullanildi.

3.2.1.1. ALT oOlgiim prensibi

Alanin aminotransferaz tarafindan katalizlenen reaksiyon ile artan
piruvatin, laktat dehidrogenazin (LDH) katalizledigi reaksiyon ile laktata
dondsimi esnasinda NADH da oksitlenerek NAD*'ye doénusir. Piruvatin
olusum hizi, ALT aktivitesindeki artis ile direkt orantil oldugundan, NADH
miktarindaki azalma fotometrik olarak oélgultr.
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ALT
L-Alanin + 2-oksoglutarat = piruvat + L-glutamat
LDH
Piruvat + NADH + H* == | -|aktat + NAD®

3.2.1.2. AST olgiim prensibi

Numunedeki AST, L-aspartat ve 2-oksoglutarat arasinda bir amino
grubu tasinarak oksaloasetat ve L-glutamat olusmasini katalize eder.
Ardindan oksaloasetat, malat dehidrojenazin (MDH) varlidinda NADH ile
reaksiyona girerek NAD™* olusturur.

AST
L-Aspartat + 2-oksoglutarat - Oksaloasetat + L-glutamat

MDH
Oksaloasetat + NADH + H* == L-malat + NAD™*

NADH oksidasyonunun hizi katalitik AST aktivitesiyle dogru orantilidir.
Absorbanstaki azalmanin 6lgllmesiyle tayin edilir.

3.2.1.3. ALP dlgiim prensibi

p-nitrofenil fosfat, magnezyum ve g¢inko iyonlari varliginda ALP
tarafindan hidrolize edilir ve fosfat ile p-nitrofenol UGrinleri olusur. ALP
aktivitesi ile orantili olarak Uretilen p-nitrofenol, kolorimetrik olarak &lgulir.

Absorbanstaki artis dlgulerek tayin edilir.

ALP
p-nitrofenil fosfat + H20 === fosfat + p-nitrofenol

3.2.1.4. Total Bilirubin (T. Bil) olgiim prensibi
Kolorimetrik diazo yontemi
Uygun kimyasallar varliginda total bilirubin, glcli bir asidik ortamda

hizli bir sekilde 3,5-diklorofenil diazonyum ile birlesir.
asit
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Bilirubin + 3,5-DPD === azobilirubin
Olusan kirmizi azo boyanin renk siddeti total bilirubin ile dogru
orantilidir ve fotometrik olarak olgultr.

3.2.1.5. Direkt Bilirubin (D.Bil) dlciim prensibi
Diazo yontemi

Konjuge bilirubin (direkt bilirubin), asit tamponunda 3,5-Diklorofenil
diazonyum tuzu ile direkt olarak reaksiyona girerek kirmizi renkli azobilirubini
olusturur.

asit
Bilirubin + 3,5-DPD == azobilirubin

Olusan kirmizi azo boyanin renk siddeti direkt (konjuge) bilirubin
konsantrasyonu ile dogru orantilidir ve fotometrik olarak &lgltr.

3.2.2. Dokuda Total protein tayini
Prensip

Doku orneklerinde total protein dlizeyi Gornall ve ark. tarafindan
bildirilen Bilret yéntemine goére yapilmistir (Gornall, Bardawill, & David,
1949). Bu ydntem, alkali kosullar altinda Cu*? iyonlarinin peptid bagini
olusturan azot atomu ile mavi-mor renkli kompleks olusturmasi esasina
dayanmaktadir. Olusan renkli kompleksin absorbansi spektrofotometrik
olarak 545 nm dalga boyunda dlgllmektedir. Standart olarak bovin serum
albumin kullaniimistir.

Cozeltiler

Biliret reaktifi: 1,5g bakir(2)sullfat, 6 g sodyum potasyum tartatarat
300ml 2,5 N NaOH c¢ozeltisisinde ¢ozduruldli. Daha sonra c¢ozelti distile suyla
1 L'ye tamamlandi.
Deney protokolii

Kor, numune ve standart tlpleri, tabloda bellirtildigi gibi hazirlandiktan
sonra karanlik ortamda 15 dk bekletildi (Tablo 3.2).
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Tablo 3.2 Total protein tayini deney protokolii

KOR NUMUNE STANDART
Homojenat - 50 pL -
Standart - - 50 pL
Distile su 50 uL - -
Biliret cozeltisi 1,25ml 1,25 ml 1,25 ml

Orneklerin absorbanslari, spektrofotometrede 545 nm’'de koére Kkarsi
okutularak elde edildi.

Hesaplama

Bilret standardi olarak 20mg/ml sigir serum albumin (BSA)
cOzeltisinden seri dilisyon metoduyla 10 mg/ml; 5 mg/ml; 2,5 mg/ml; 1,25
mg/ml; 0,625 mg/ml; 0,312 mg/ml; 0,156 mg/ml| konsantrasyonlari elde
edilmistir. Elde edilen c¢ozeltiler tabloda belirtildigi Gzere kér ve numune
tiiplerine uygulanan asamalara tabi tutulmustur. Islemler sonucunda dlgiilen
absorbanslarla konsantrasyon dederleri Microsoft Office Excel programi
kullanihp grafige gegcirilerek standart grafigi elde edilmistir.

Orneklerin konsantrasyonlari, standart grafigi kullanilarak
hesaplanmistir.

Total Protein Standart Egrisi
0,6
0.5 vy = 0,0491x + 0,0062
) Rz = 0,9995
B
ﬂ 0,4
uy
2 03
]
$
w 02
=
<
0,1
0
0 5 10 15
‘BSA] mg/ml

Sekil 3. 1 Total protein standart grafigi
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3.2.3 Dokuda Katalaz (CAT) aktivitesinin tayini
Prensip

Katalaz (CAT), vlcutta antioksidan savunma sisteminde yer alip; H20:
yikilimini  katalize etmektedir. CAT aktivite 6lcimi icin Beutlerin yéntemi
modifiye edilerek kullaniimistir. CAT enzim aktivitesi, H202'nin 230 nm’de
verdigi maksimum absorbans dederinden vyararlanilarak, CAT aktivitesine
bagh olarak zamanla absorbanstaki disls ile spektrofotometrik olarak
Olculmektedir (Beutler, 1986b).

CAT
2 HZOQ—’ 2 Hzo L Og

Doku homojenatinin hazirlanmasi

Derin dondurucudan (-80°C) cikarilan karaciger  dokulari,
homojenizatér kullanilarak 1 g dokuya 10ml 0,1 M fosfat tamponu (pH:7,4 )
eklenmesi ile 15000 devirde 1 dk homojenize edildi.

Homojenatlar, 4°C de 4000 g de 20 dk santrifij edildi ve slUpernatantlar
alindi.

Cozeltiler

Tris-EDTA-HCI ¢ozeltisi (pH 8,0):12,1g Tris; 0,186g EDTA tartilarak
40ml distile suda ¢ozuldu.
2M HCI ¢ozeltisiyle pH 8’e ayarlandi ve daha sonra son ¢dzelti distile suyla
100ml ye tamamlandi.
2M HCI hazirlamak icin 16,6ml HCI distile suyla 100ml ye tamamlandi.

10mM H20:2 ¢ozeltisi :172 pL H202 alindi ve distile suyla 200ml’ye
tamamlandi.
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Deney protokolii

Tablo 3.3 CAT tayini deney protokolii

KOR NUMUNE
Tris+EDTA+HCI 100 pL 100 pL
H202 - 1800 pL
Distile su 1900 pL 60 uL
37° C'de 10 dk inkiibasyon
Numune | - | 40 pL

Yukaridaki gibi hazirlanan tlpler su banyosunda 37°C de 10dk inktbe
edildi. 3ml hacimli quvartz kuvetlere 40 uL , 1/40 oraninda seyreltilmis olan
homojenat Uzerine, numune tuplerindeki karisim eklenip, 230 nm’de 5dk
slire boyunca absorbansi 6lglldi. H20> azaldigindan yavas yavas absorbansta
disus gdzlendi.

230 nm’de dakikada bir dlcim vyapilarak 5 dk boyunca absorbans
degerleri kaydedildi.

Hesaplama

(AOD x Vi)
(0,071 X Vo)

Katalaz aktivitesi (U/L) =

AOD= Zamana Goére Absorbans Degisimi

Vt = Toplam Hacim

V6 = Ornek Hacmi

0,071 = H>02 nin 230 nm’deki mM ekstinksiyon katsayisi

Aktivite hesaplamasinda 1/40 oraninda dilisyon yapmamiz nedeniyle sonug
dilisyon katsayisi ile carpiimistir.

Katalaz aktivitesi

Spesifik Katalaz Aktivitesi (U/mg protein) =

Total protein miktar:
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3.2.4. Dokuda malondialdehit (MDA) tayini
Prensip

Malondialdehit (MDA) lipid peroksidasyonunun sekonder bir Grint olup,
lipitlere ait peroksidasyonun belirlenmesinde yaygin olarak kabul goéren
onemli bir parametredir. Doku homojenatinda MDA dizeyi Ohkawa ve
ark.’nin bildirdigi yonteme goére yapilmistir (Ohkawa, Ohishi, & Yagi, 1979).
Bu yonteme goére; MDA'nin aerobik sartlarda pH 3,5 te tiyobarbitlrik asit
(TBA) ile 95°C’de inklibasyonu sonucu pembe renkli bir kompleks olusmakta
ve bu kompleks spektrofotometrede 532 nm dalga boyunda 6élglilmektedir.

Doku homojenatinin hazirlanmasi

1g doku dzerine 9ml %1,15 lik pH=7 KCI ¢6zeltisi doku tzerine eklendi.
15000 devirde 1dk slreyle buz lzerinde homojenize edildi. Daha sonra 3500
rpm de 10 dk santrifij edilerek stpernatant alindi.

Cozeltiler

%8,1 Sodyum dodesil siilfat(SDS): 8,1 g SDS bir miktar distile
suda ¢o6zllerek son hacim 100ml’ye tamamlandi. Taze hazirlandi.

%20 Asetat ¢ozeltisi (pH: 3,5)
20ml asetik asite (H2S04) 100ml’ye yaklasik distile su ilave edilip; konsantre
NaOH ile pH 3,5 e ayarlandiktan sonra son hacim 100ml’ye tamamlandi.

%00,8 Tiyobarbitiirik asit (TBA) : 0,8 g TBA, bir miktar distile suda
¢b6zUindukten sonra pH 5,5-7 arasinda olacak sekilde pH ayart NaOH ile
yapildl ve distile suyla 100ml’ ye tamamlandi. Taze hazirland.
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Deney Protokolii

Kor, standart ve numune tipleri, tabloda gosterildigi gibi kapakl tipler
icerisine hazirlandi (Tablo 3.4).

Tablo 3.4 MDA tayini deney protokolii

KOR NUMUNE STANDART
Homojenat - 0,2ml -
Standart - - 0,2ml
SDS 0,2ml 0,2ml 0,2ml
Asetik asit 1,5ml 1,5ml 1,5ml
TBA 1,5ml 1,5ml 1,5ml
Distile su 0,8ml 0,6ml 0,6ml

Hazirlanan tipler 95°C de 60dk inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonrasi musluk suyunda sogutuldu ve karistirildi.

Plastik tuplere aktarildi.

4000 rpm de 10dk santriftj edildi.

Spektrofotometrede 532nm’de kére karsi absorbans dederi kaydedildi.

Hesaplama

Standart olarak 1,1,3,3 tetraetoksipropan 100nmol/ml
konsantrasyonunda hazirlanmis ve seri dilisyon metoduyla 50 nmol/ml; 25
nmol/ml; 12,5 nmol/ml; 6,25 nmol/ml; 3,125 nmol/ml; 1,562 nmol/ml
konsantrasyonlari elde edilmistir. Tabloda belirtildigi lzere kér ve numune
tiplerine uygulanan tim asamalar, standart tlplerine de uygulanmistir. Elde
edilen konsantrasyonlara karsilik gelen absorbans degerleri o&lgllerek

kalibrasyon grafigi elde edildi. Orneklerin konsantrasyonlari, standart grafigi
kullanilarak hesaplandi.
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MDA Standart Egrisi
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Sekil 3. 2 MDA standart grafigi

Karaciger MDA dulzeyleri, ayni homojenatta 0&lglilen total protein
duzeylerine oranlanarak nmol/ mg protein olarak verildi.

3.2.5 Dokuda glutatyon (GSH) diizeylerinin tayini
Prensip

Doku orneklerindeki glutatyon GSH dlzeylerinin 6lgimu, hafif alkali
ortamda GSH’In sulfidril grubu 5,5’-ditiyo-bis-2-nitrobenzoik asitle (DTNB,
Ellman reaktifi) reaksiyona girmesiyle olusan sar renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoik
asidin (TNB) absorbansinin 412 nm’de spektrofotometrik olarak élgtlmesi ile
GSH konsantrasyonunun belirlenmesi  esasina dayanmaktadir (Beutler,
1986).

Doku homojenatinin hazirlanmasi:
-80 °C de dondurulmus olan karaciger dokulari homojenizator
kullanilarak 1/10 oraninda soguk 0.1 M Fosfat tamponu (pH: 7.4) ile

homojenize edildi. Doku homojenatlari 4000x g'de ve 4°C’de 20 dakika sure
ile santriflij edilerek stpernatantlar elde edildi.

35



Cozeltiler:

Coktiirme c¢ozeltisi: 1,67 g metafosforik asit, 0,2 g EDTA, 30 g NaCl
bir miktar distile su icinde c¢o6zulerek son hacim distile suyla 100 mL'ye
tamamland:.

% 1’'lik Sodyum sitrat c¢ozeltisi: 1 g sodyum sitrat distile suda
cozulerek 100 mL’ye tamamlandi. Bu cozelti belirtme reaktifi hazirlanirken
kullanildi.

Belirtme reaktifi: 40 mg 5,5'-ditiyobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB)
% 1’lik sodyum sitrat c¢ozeltisinde c¢6zllerek, yine bu c¢dzeltiyle 100 mL'ye
tamamlandi.

0,3 M Sekonder sodyum fosfat gozeltisi: 0.3 M Na HPO4 ¢oOzeltisi
hazirlandi.

Glutatyon standart c¢ozeltisi: 100mg/100mL olarak hazirlanan

glutatyon stok cOzeltisinden seri dilisyon yontemiyle farkh
konsantrasyonlarda standartlar hazirlandi.
Deney protokolii

Homojenat santriflij edildikten sonra deney tldplerine 0,5 ml

stpernatant alindiktan sonra tzerine 0,75 ml goktirme gozeltisi ilave edilip
karistirildiktan sonra 4000 rpm‘de 15 dk santriflj edildi. Numune tapleri, elde
edilen slUpernatanttan 0,5 ml alinarak Uzerine tabloda belirtildigi gibi
sekonder fosfat gozeltisi (2ml) ve DTNB (1,5ml) eklenerek hazirlandi. Kér ve
standart tlpleri de tabloda belirtildigi sekilde hazirlanarak, tlpler iyice
karistirildiktan sonra oda sicakliginda 5 dk inklibe edildi (Tablo 3.5).

Tablo3.5 GSH tayini deney protokolii

0,5ml stipernatant + 0,75 ml coktirme cbzeltisi eklenir.
Doku homojenatlari 4000 rpm de 15 dk santrifGjlenir.
NUMUNE KOR STANDART
Siipernatant 0,5 ml - -
Standart GSH - - 0,5ml
cozeltisi
Distile su - 0,5ml -
Sekonder sodyum 2ml 2ml 2ml
fosfat
DTNB 1,5ml 1,5ml 1,5ml
Vortekslendikten sonra 25°C de 5 dk inklibe edilir.

Orneklerin absorbanslari 412 nm'de

okutularak kaydedildi.

spektrofotometrede koére karsi
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Hesaplama

Standart glutatyon c¢dzeltisinden seri dilisyon metoduyla 0,8 pmol/ml;
0,4 pmol/ml; 0,2 pmol/ml ; 0,1 pmol/ml ; 0,05 pmol/ml konsantrasyonlari
elde edildi. Tabloda belirtildigi Gizere kér ve numune tlplerine uygulanan tim
asamalar, standart tlplerine de uygulandiktan sonra elde edilen absorbanslar
ile Microsoft Office Excel programi kullanilarak standart kalibrasyon grafigi
hazirlandi. Orneklerin  konsantrasyonlari, standart grafigi kullanilarak
hesaplandi.

Doku glutatyon dlzeyleri, ayni homojenatta d&lgllen total protein
duzeylerine oranlanarak nmol/mg protein olarak verilmistir.

GSH Standart Egrisi
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o 0,0
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0,2

0

0 0,2 0,4 0,6 0.8 1
GSH Standart Cozeltisi pmol/ml

Sekil 3. 3 GSH standart grafigi
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3.2.6 Dokuda homosistein diizeylerinin tayini
Prensip

Bu analiz, cift antikorlu sandvi¢ enzime bagli immiinosorbent yéntemi
(ELISA) iceren immiinolojik ve kantitatif bir test teknigidir. Kit, homosisteine
6zglu antikorlarla kapl mikroplaka icermektedir. Standart ve numuneler
kuyucuklara pipetlenerek icerisindeki homosistein bu sabit antikorlar
tarafindan baglanir. Baglanmayan maddelerin uzaklastiriimasindan sonra,
homosistein antikoruna 6zgu biyotin konjugati kuyucuklara eklenir. Yikama
islemi sonrasi, avidin ile konjuge edilmis horse radish peroksidaz kuyucuklara
ilave edilir. Ardindan vyapilan yikama sonrasi, substrat g¢o6zeltisinin
kuyucuklara eklenmesiyle baslangicta baglanmis olan homosistein
konsantrasyonuna gore renk olusur. Renk dedisimi sabitlenir ve renk
koyuluguna gore 6lgiim yapilir.

Doku homojenatinin hazirlanmasi

100 mg doku 1ml fosfat tamponu icerisinde homojenize edildi ve bir
gece boyunca -20 C de beklendi. Iki kez tekrar edilen dondur c¢dzdir
dénglsinden sonra homojenatlar 5000 g de 5 dakika 2-8°C de santrif(j
edildi. Supernatant alindi ve 1/100 oraninda seyreltilip, bir an 6nce galisildi.

Deney prosediiri

e Kimyasallar, numuneler ve standartlar protokole gbére hazirlandi.

e 100 puL standart veya numune kuyucuklara eklendi ve 2 saat boyunca
37°C de inklbe edildi.

e Kuyucuklarin igerisi bosaltildi; fakat yikanmadi.

e 100pl biyotin antikoru her bir kuyucuga eklendi ve 1 saat boyunca
37°C de inklbe edildi.

e Aspirasyon ve 3 defa yikama gergeklestirildi.

e 100 pL HPR- avidin herbir kuyucuga eklendi ve 1 saat boyunca 37°C de
inklbe edildi.

e Aspirasyon ve 5 defa yikama gerceklestirildi.

e 90 pL TMB substrati kuyucuklara eklendi ve isiktan korunarak 15dk
boyunca 37°C de inklbe edildi.

e 50 pL stop solisyonu kuyucuklara eklendi ve 5 dk icerisinde 450nm’de
okutuldu.
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Hesaplama

Elde edilen strandart grafigi denklemine go6re konsantrasyonlar
otomatik olarak hesaplandi ve bulunan konsantrasyonlar 6érneklerin yas doku
agirligina oranlandi. Sonuglar, mmol/mg yas doku olarak verildi.

3.2.7 Karaciger dokusu histolojik preperatlarin hazirlanmasi

Deney hayvanlari ketamin ve ksilazin anestezik maddesi verilerek
uyutuldular ve ardindan sakrifiye edildiler. Karaciger o6rnekleri deney
hayvanlarindan alinir alinmaz otoliz olmamasi icin daha dnceden hazirlanmis
%10luk formalin fiksatifi igine alindi. 48 saat bu fiksatifte fiksasyonlari
saglandiktan sonra o6rnekler 3-4 saat gcesme suyu altinda yikandi. Ardindan
dokudaki fazla suyun gitmesi (dehidratasyon) ve dokunun sertlesmesi igin
sirastyla %70-%80-%90-%961-%96II olacak sekilde dereceli alkol serilerine
alindilar. Bu alkollerde 30-45’er dakika tutulan dokular alkol asamasinin
ardindan ksilol icine alindilar. 2 ayr ksilolda 20’ser dakika tutulan karaciger
ornekleri seffaflanmalarinin ardindan parafin icine alindilar. Sirasiyla parafin
I, parafin II, parafin III olacak sekilde 3 ayri parafin asamasinda 1’er saat
olacak sekilde tutuldular. Karaciger érnekleri parafinizasyonlarinin ardindan
Isitict  Uzerindeki 1sitilmis demir kasetlere gomdilerek bloklandilar ve
mikrotomda bloklardan 3-5 mikronluk kesitler alinarak rutin olarak
mikroskopta incelemek amaciyla Hematoksilen-Eozin boyasiyla boyandilar.
Dokular Olympus BH-2 1sik mikroskop altinda incelenerek fotograflandilar.

Skorlamada;

0 (sifir): Hasar yok

1 (bir) : Az hasar

2 (iki) : Orta hasar

3 (Ug) : Siddetli hasar olarak degerlendirilmistir.

3.2.8 istatistiksel analiz

Verilerin istatistiksel degerlendiriimesinde SPSS (Statistical Package for
Social Sciences) for Windows 20.0 paket programi kullanildi. Gruplar
arasinda degiskenler acgisindan fark olup olmadigini analiz etmek igin
oncelikle dagilimlarin normal dagilima uygunluklari analiz edildi. Parametrik
verilerin normal dagihp dagilmadigi Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk
testleri kullanilarak dederlendirildi. Normal dadilim gosteren verilerin
karsilastinlmalari Tek Yoénli Varyans Analiz (Oneway ANOVA) testi ve
gruplarin coklu karsilastiriimalarinda TUKEY HSD testi kullanilmistir. Veriler,
ortalamazxstandart sapma (ss) olarak verildi. p<0,05 istatistiksel olarak
anlamh kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 Serum Bulgulari
4.1.1 Serum AST bulgulari

Serum AST enzim aktiviteleri istatistiksel olarak dederlendirildiginde DF,
LA+DF ve DF+LA grubunda kontrol grubuna goére ileri derecede 6nemli
(p<0,001) dizeyde artis bulunmustur.

LA grubunda kontrol grubuna goére istatistiksel olarak 6nemli fark
(p>0,05) bulunmadi.

LA+DF ve DF+LA grubu AST aktivitelerinde, DF grubuna gdére ileri
derecede dnemli (p<0,001) dizeyde azalma goérulmauastur.

LA grubuna goére DF, LA+DF ve DF+LA grubu AST aktivitelerinde ileri
derecede 6nemli (p<0,001) dizeyde artis gézlemlenmistir.

AST seviyelerinde LA+DF grubunda, DF+LA grubuna goére ileri derecede
onemli (p<0,001) duzeyde azalma goérulmustur (Tablo 4.1, Sekil 4.1).

Tablo 4.1. Serum AST aktiviteleri

Gruplar N Serum AST Aktiviteleri
(U/L)
Kontrol Grubu 8 143,0 £9,75
(K)
Lipoik asit Grubu s
(LA) 8 144,88 +7,61
Diklofenak
Grubu 8 1151,13+ 87,81 ***
(DF)
Lipoik asit ve
Diklofenak 8 1005,134 3,52%%x ###
Grubu
(LA+DF)
Diklofenak ve
Lipoik asit Grubu 8 418,25 £29,31***,###
(DF+LA)

Verilerin karsilagtirilmalari Oneway ANOVA testi ve gruplarin ¢oklu
_ karsilastinlmalarinda TUKEY HSD testi kullaniimistir.
Istatistiksel sonuglar ortalama * standart sapma (ss) olarak verildi.
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Serum AST Aktiviteleri
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Sekil 4. 1 Serum AST Aktiviteleri
*#*% 1 Kontrol grubu ile karsilastinldiginda p<0,001
### : DF grubu ile karsilastinldifinda p<0,001

4.1.2 Serum ALT bulgulari

Serum ALT enzim aktiviteleri istatistiksel olarak degerlendirildiginde DF
ve LA+DF grubunda kontrol grubuna goére ileri derecede 6nemli (p<0,001)
dizeyde; DF+LA gruplarinda cok énemli (p<0,01) dlzeyde artis
bulunmustur.

LA grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak énemli fark
(p>0,05) bulunmadi.

LA+DF ve DF+LA grubu ALT aktivitelerinde, DF grubuna goére ileri
derecede 6nemli (p<0,001) dlzeyde azalma gérulmaustar.

LA grubuna goére DF, LA+DF grubu ALT aktivitelerinde ileri derecede
6nemli (p<0,001) dizeyde, DF+LA grubu ALT aktivitelerinde ise ¢cok dnemli
(p<0,01) duzeyde artis gézlenmistir.

DF+LA grubu ALT aktivitesinde, LA+DF grubuna gore ileri derecede
onemli (p<0,001) duzeyde azalma goérulmustir (Tablo 4.2, Sekil 4.2).
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Tablo 4.2. Serum ALT aktiviteleri

Gruplar N Serum ALT Aktiviteleri
(u/L)
K 8 63,25+ 5,55
LA 8 61,88+ 4,16###
DF 8 240,25+ 8,83***
LA+DF 8 163,75+ 7,30%** ###
DF+LA 8 78,54 9,72%** ###

Verilerin karsilastinlmalari Oneway ANOVA testi ve gruplarin goklu
_ karsilastinlmalarinda TUKEY HSD testi kullaniimistir.
Istatistiksel sonuglar ortalama * standart sapma (ss) olarak verildi.
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Sekil 4. 2 Serum ALT Aktiviteleri
*®* : Kontrol grubu ile karsilastinldifinda p=0,01
®#** : Kontrol grubu ile karsilastinldiginda p<0,001
###: DF grubu ile karsilastinldiginda p<0,001
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4.1.3 Serum ALP buigulari

Serum ALP enzim aktiviteleri istatistiksel olarak degerlendirildiginde DF,
LA+DF ve DF+LA grubunda kontrol grubuna goére artis olmasina ragmen
istatistiksel olarak énemli fark (p>0,05) bulunmadi.

LA grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak énemli fark
(p>0,05) bulunmadi.

LA+DF grubu ALP aktivitesinde, DF grubuna gore ileri derecede 6nemli
(p<0,001) dlzeyde azalma goérulmustir. DF+LA grubu ALP aktivitesi ile DF
grubu ALP aktivitesi arasinda 6nemli bir fark gézlenmemistir.

ALA grubuna goére DF, LA+DF ve DF+LA grubu ALP aktivitelerinde artis
olmasina ragmen istatistiksel olarak énemli fark (p>0,05) bulunmadi.

ALP aktivitesinde DF+LA grubunda, LA+DF grubuna gdére azalma
olmasina ragmen istatistiksel olarak énemli fark (p>0,05) bulunmadi (Tablo
4.3, Sekil 4.3).

Tablo 4.3. Serum ALP aktiviteleri

Gruplar N Serum ALP Aktiviteleri
(u/L)
K 8 121,75+ 9,19
LA 8 122,88+ 3,04
DF 8 132,88+ 12,46
LA+DF 8 112,25+ 9,15###
DF+LA 8 120,38+ 6,80

Verilerin karsilastirilmalari Oneway Anova Testi ve
gruplarin goklu karsilastirimalarinda Tukey Hsd Testi
kullanilmigtir.

Istatistiksel sonugclar ortalama + standart sapma (ss)
olarak verildi.
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Serum ALP Aktiviteleri
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Sekil 4. 3 Serum ALP Aktiviteleri
###: DF grubu ile karsilastinldiginda p<0,001

4.1.4 Serum total bilirubin bulgulari

Serum T.Bil seviyeleri, istatistiksel olarak degerlendirildiginde DF,
DF+LA ve LA+DF gruplarinda kontrol grubuna gore ileri derecede dnemli
(p<0,001) dizeyde artis bulunmustur.

LA grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak énemli fark
(p>0,05) bulunmadi.

LA+DF T.Bil seviyelerinde, DF grubuna gére ileri derecede 6nemli
(p<0,001) dlizeyde azalma olmakla birlikte, DF+LA grubu T.Bil
seviyelerinde, DF grubuna gére dnemli dizeyde (p<0,05) artis gérulmustar.

LA grubuna gore DF, LA+DF ve DF+LA grubu T.Bil seviyelerinde ileri
derecede dnemli (p<0,001) dlzeyde artis gbzlemlenmistir.

T.Bil seviyelerinde LA+DF grubunda, DF+LA grubuna goére ileri derecede
6nemli (p<0,001) dizeyde azalma goérulmustir (Tablo 4.4, Sekil 4.4).
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Tablo 4.4 . Serum T.Bil seviyeleri

Gruplar N Serum (Tr;lBg“/d?)uzey'eri

K 8 0,04%0,01

LA 8 0,04+0,01###

DF 8 0,27%0,05%**
LA+DF 8 0,16:+£0,01%%* ###
DF+LA 8 0,31+0,03%%%*#

Verilerin karsilastirilmalari Oneway ANOVA testi ve gruplarin coklu
_ karsilastinlmalarinda TUKEY HSD testi kullaniimistir.
Istatistiksel sonuclar ortalama + standart sapma (ss) olarak verildi.
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Sekil 4. 4 Serum T.Bil Dizeyleri
*#* : Kontrol grubu ile karsilastinldiinda p<0,001
# : DF grubu ile karsilastinldiqinda p<0,05
### : DF grubu ile karsilastinldiinda p<0,001
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4.1.5 Serum direkt bilirubin bulgulari

Serum D.Bil seviyeleri, istatistiksel olarak degerlendirildiginde DF,
LA+DF ve DF+LA gruplarinda, kontrol grubuna goére ileri derecede 6nemli
(p<0,001) dlzeyde artis gézlenmistir.

LA grubu D. Bil seviyelerinde, kontrol grubuna gére istatistiksel olarak
onemli fark (p>0,05) bulunamamistir.

LA+DF D. Bil seviyelerinde, DF grubuna goére ileri derecede dnemli
(p<0,001) dlizeyde azalma olmakla birlikte, DF+LA grubu D. Bil
seviyelerinde, DF grubuna gore ileri derecede 6nemli (p<0,001) dlzeyde
artis gérulmustar.

LA grubuna gére DF, LA+DF ve DF+LA grubu D. Bil seviyelerinde ileri
derecede 6nemli (p<0,001) dizeyde artis gézlemlenmistir.

D. Bil seviyesi LA+DF grubunda, DF+LA grubuna gore ileri derecede
onemli (p<0,001) duzeyde azalma goérulmustir (Tablo 4.5, Sekil 4.5).

Tablo 4.5. Serum D. Bil diizeyleri

Gruplar N Serum (l)n;gB}Idll))ﬁzeyleri

K 8 0,03+0,00

LA 8 0,03+0,01###

DF 8 0,14+0,03***
LA+DF 8 0,070,011 %%* ###
DF+LA 8 0,22+0,02%%* ###

Verilerin karsilastirilmalari Oneway ANOVA testi ve gruplarin coklu
_ karsilastirlmalarinda TUKEY HSD testi kullanilmistir.
Istatistiksel sonuglar ortalama % standart sapma (ss) olarak verildi.
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Serum D.Bil Diizeyleri
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Sekil 4. 5 Serum D.Bil Dizeyleri
*#*®% . Kontrol grubu ile karsilastinldiinda p<0,001
###: DF grubu ile karsilagstinldiginda p=0,001

4.2 Doku Bulgulari
4.2.1 Karaciger dokusu CAT aktivitesi bulgulari

Doku CAT enzim aktiviteleri istatistiksel olarak dederlendirildiginde DF
grubunda kontrol grubuna gére énemli ileri derecede 6nemli (p<0,001)
dizeyde dlsus gézlenmistir.

Doku CAT enzim aktiviteleri DF+LA grubunda kontrol grubuna gdre ileri
derecede 6nemli (p<0,001) dlzeyde dlsls gézlenmis olup; LA+DF grubunda
kontrol grubuna gdére fark gézlenmemistir.

LA grubu CAT enzim aktivitelerinde, kontrol grubuna gdére istatistiksel
olarak énemli fark (p>0,05) bulunamamistir.

LA+DF grubu CAT aktivitelerinde, DF grubuna gdére ylkselme olmasina
ragmen istatiksel olarak anlamli degildir.

DF+LA grubu CAT aktiviteleri, DF grubuna gore ileri derecede 6nemli
(p<0,001) dlzeyde azalma gdstermektedir.

LA grubunda, DF ve DF+LA grubu CAT aktivitelerine gore ileri derecede
onemli (p<0,001) duzeyde; LA+DF grubu CAT aktivitelerine gore ise 6nemli
(p<0,05) dizeyde artis gortlmektedir.

LA+DF grubunun CAT aktivitelerinde, DF+LA grubuna gdre ileri derecede
6nemli (p<0,001) dizeyde artis goérilmustur(Tablo 4.6, Sekil 4.6).
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Tablo 4.6. Karaciger Doku CAT Aktivite Diizeyleri

Karaciger Doku CAT
Gruplar N Aktivite Diizeyleri
(U/mg protein)
K 8 209,38+ 36,12###
LA 8 215,64+ 24,44**x*
DF 8 152,66+ 14,63
LA+DF 8 179,57+ 22,81
DF+LA 8 74,85+ 10,45%** ###

Verilerin karsilastirilmalari Oneway ANOVA testi ve gruplarin coklu
karsilastirilmalarinda TAMHANE testi kullaniimistir.
Istatistiksel sonuglar ortalama
+ standart sapma (ss) olarak verildi.
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Sekil 4. 6 Doku CAT Aktiviteleri
®#% : Kontrol grubu ile karsilastinldiinda p<0,001
###: DF grubu ile karsilastinldiginda p<0,001
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4.2.2 Karaciger dokusu MDA bulgulari

Doku MDA seviyeleri, istatistiksel olarak degerlendirildiginde DF
grubunda kontrol grubuna godre c¢ok oOnemli (p<0,01) dizeyde artis
bulunmustur.

LA+DF grubu doku MDA seviyelerinde, kontrol grubuna goére O6nemli
(p<0,05) duzeyde dlusus gorulmustar.

DF+LA grubu doku MDA seviyelerinde, kontrol grubuna gére cok dnemli
(p<0,01) dizeyde artis bulunmustur.

LA grubunda kontrol grubuna gdére istatistiksel olarak dnemli fark
(p>0,05) bulunmadi.

DF grubuna gdre LA+DF grubu MDA seviyelerinde ileri derecede 6nemli
(p<0,001) duzeyde azalma goérulmustir. DF grubu ile DF+LA grubu MDA
seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir.

LA grubuna gére DF ve DF+LA grubu MDA seviyelerinde &nemli
(p<0,05) duzeyde artis gézlenmis olup; LA+DF grubu MDA seviyelerinde ise
cok 6nemli (p<0,01) duzeyde azalma gorulmustar.

LA+DF grubu MDA seviyelerinde, DF+LA grubuna goére ileri derecede
6nemli (p<0,001) duzeyde azalma goérulmustur(Tablo 4.7, Sekil 4.7).

Tablo 4.7. Karaciger Doku MDA Diizeyleri

Karaciger Dokusu MDA
Gruplar N Diizeyleri
(nmol/mg protein)

K 8 5,14+ 0,69

LA 8 5,45+ 0,26%

DF 8 6,30+£0,49%**
LA+DF 8 4,26+ 0,53* ###
DF+LA 8 6,35+ 0,71**

Verilerin karsilagtirimalari Oneway ANOVA testi ve gruplarin

~ Goklu karsilagtirlmalarinda TUKEY testi kullaniimistir.

Istatistiksel sonuglar ortalama + standart sapma (ss) olarak
verildi.
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Sekil 4. 7 Doku MDA Dizeyleri
* : Kontrol grubu ile kargilastinldifinda p<0,05
** 1 Kontrol grubu ile karsilastinldifinda p<0,01
# : DF grubu ile karsilagtinldifinda p<0,05

### . DF grubu ile kargilastinldiginda p<0,001

4.2.3 Karaciger dokusu GSH bulgulan

Doku GSH seviyeleri, istatistiksel olarak degerlendirildiginde DF
grubunda kontrol grubuna gére dnemli (p<0,05) dlzeyde dlslUs gbzlenmistir.

LA+DF grubunun doku GSH seviyelerinde, kontrol grubuna gére cok
onemli (p<0,01) dlzeyde artis bulunmustur.

DF+LA grubu ile kontrol grubu doku GSH seviyeleri arasinda goére
anlamh bir fark gézlenmemistir (p>0,05) .

LA grubu GSH seviyelerinde, kontrol grubuna gére énemli (p<0,05)
dizeyde artis gézlemlenmistir.

DF grubuna goére LA, LA+DF ve DF+LA GSH seviyelerinde ileri derecede
6nemli (p<0,001) duzeyde artis gérilmustar.

LA grubuna gére LA+DF ve DF+LA GSH seviyelerinde istatistiksel olarak
anlamh fark (p>0,05) bulunamadi.

LA+DF grubu GSH seviyelerinde, DF+LA grubuna goére istatistiksel
olarak anlamli fark (p>0,05) bulunamadi (Tablo 4.8, Sekil 4.8).
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Tablo 4.8 Karaciger Dokusu GSH Diizeyleri

Karaciger Dokusu GSH
Gruplar N Diizeyleri
(nmol/mg protein)

K 8 57,44+3,76

LA 8 68,36+9,15* ###

DF 8 47,11+6,48%
LA+DF 8 70,45+7,34%*, ###
DF+LA 8 63,64+5,28###

Verilerin karsilastirilmalari Oneway ANOVA testi ve gruplarin goklu
_ karsilastinlmalarinda TUKEY testi kullanilmistir.
Istatistiksel sonuglar ortalama * standart sapma (ss) olarak verildi.
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Sekil 4. 8 Doku GSH Dilzeyleri
* : Kontrol grubu ile karsilagtinldiginda p=<0,05
** : Kontrol grubu ile karsilagstinldiinda p=<0,01
###: DF grubu ile karsilagtinldiinda p=<0,001
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4.2.4 Karaciger dokusu homosistein bulgulari

Doku homosistein seviyeleri, istatistiksel olarak degerlendirildiginde DF
grubunda kontrol grubuna gdre ileri derecede énemli (p<0,001) dlzeyde
didsls bulunmustur.

LA+DF ve DF+LA grubu doku homosistein seviyelerinde, kontrol
grubuna gore ileri derecede dnemli (p<0,001) dlzeyde dlslts gozlenmistir.

LA grubu homosistein seviyelerinde, kontrol grubuna gére énemli
(p<0,05) dizeyde dusus gozlenmigstir.

DF grubuna gére DF+LA homosistein seviyelerinde ileri derecede énemli
(p<0,001) dlzeyde, LA+DF grubu homosistein seviyelerinde ise cok énemli
dizeyde (p<0,01) azalma goérialmustar.

LA grubuna gbére LA+DF ve DF+LA grubu homosistein seviyelerinde ileri
derecede 6nemli (p<0,001) dizeyde artis gdézlenmistir.

DF grubu ile LA grubu homosistein seviyeleri arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli degildir (p>0,05).

DF+LA ile LA+DF grubu homosistein seviyeleri arasinda anlaml bir fark
bulunamamistir (p>0,05) (Tablo 4.9, Sekil 4.9).

Tablo 4.9. Karaciger Dokusu Homosistein Diizeyleri

Karaciger Dokusu Hcy
Gruplar N Diizeyleri (mmol/mg yas
doku)

K 8 32,72+3,48

LA 8 28,71+ 2,06*

DF 8 25,50+1,47***
LA+DF 8 20,65+1,98%**, ##
DF+LA 8 18,07+ 2,19%*x*, ###

Verilerin karsilagtinimalari Oneway ANOVA testi ve gruplarin goklu
_ karsilastinlmalarinda TUKEY testi kullanilmistir.
Istatistiksel sonuglar ortalama =+ standart sapma (ss) olarak verildi
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Karacijer Dokusu Hcy Diizeyleri

40

35 T

30 J

T
25 %

20

Homosistein (mmol/mg yas doku)

B Aoy
S
P +hF
(DL
A il e
Finiri -"i-'-":-
v Pr e T k)
o] N e o
T ERE Y [T Iw]
frmmcmn] NN e
15 Fensoed et R
[ ERE T
frmmcmn] NN DLy
T ERE Y [T Iw]
frmmcmn] NN DLy
T ERE Y [T Iw]
frmmcmn] NN DLy
ID T ERE Y [T Iw]
frmmcmn] NN DLy
T ERE Y [T Iw]
frmmcmn] NN DLy
T ERE Y [T Iw]
frmmcmn] NN DLy
T ERE Y [T Iw]
5 frmmcmn] NN o
T ERE Y [T Iw]
frmmcmn] NN DLy
T ERE Y [T Iw]
frmmcmn] NN DLy
T ERE Y [T Iw]
[ormrmrr] LR el
0 o] s ko [
K LA DF LA+DF  DF+LA
Gruplar

Sekil 4. 9 Doku Hcy Dizeyleri
* 1 Kontrol grubu ile karsilagstinldiinda p<0,05
*#*®% . Kontrol grubu ile karsilastinldiinda p<0,001
## : DF grubu ile karsilastinldiinda p<0,01
###: DF grubu ile karsilastinldiginda p<0,001
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4.3 Karaciger Histoloji Bulgulari

Sekil 4. 1 Kontrol grubu
Kontrol (K) grubu: Hepatosit hticreleri, sintizoidal yapilar ve portal alan yapilar ile normal
histolojik yapidaki karaciger (a,b) (v: vena sentralis, (scale bar:200um (X10), scale
bar:50.0um (X40), HE).
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LA grubu: Hepatosit hicreleri, sintizoidal yapilari ve portal alan (») yapilar ile normal histolojik yapidaki
karaciger (a,b) (v: vena sentralis, (scale bar:200um (X10), scale bar:50.0um (X40), HE).

Sekil 4. 12 DF grubu

DF grubu: Karacigerin 1sik mikroskobik incelenmesinde farkl blyultmelerde karacigerde
yogun hasar goriilmekte. Parankim dokuda asimetrik hlicresel dizilim, nekrotik hlicre
odaklar (=) ve portal alanda hicresel infiltrasyon (*) ile vaskiler kongesyon gorilmekte (e)
(a,b) (scale bar:200pm (X10).

.

Sekil 4. 13 DF grubu

DF grubu: Karacigerin 1sik mikroskobik incelenmesinde farkli blyiltmelerde karacigerde
yogun hasar gorilmekte. Parankim dokuda piknotik nikleuslu eozinofilik sitoplazmali
nekrotik hiicreler (») ve nekrotik hiicre odaklar (—) dikkat cekmekte (a,b), (scale
bar:100pm (X20), scale bar:50.0um (X40), HE).
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DF grubu: Karacigerin 1sik mikroskobik incelemesinde farkl blyultmelerde karacigerde
yodun hasar gortlmekte. Parankim dokuda asimetrik nikleuslu hiicre yapilari (») ve
hipertrofik hiicreler (—), perisantral hiicrelerde vakuolizasyon (va) ve siniizoidal dilatasyon
(d) gérilmekte (a,b), (v: vena sentralis), (scale bar:50.0um (X40), HE).

Sekil 4. 4 LA+DF grubu

LA+DF grubu: Karacigerin 1sitk mikroskobik incelemesinde farkl biyultmelerde karacigerde
az sayida nekrotik hicre (») ve azalmis nekrotik hiicre odaklar disinda (—), hepatosit
hicreleri, sinGizoidal yapilar ve portal alan yapilari ile normale yakin histolojik yapidaki
karaciger (a,b) (v: vena sentralis) (scale bar:200um (X10), scale bar:50.0um (X40), HE).
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Sekil 4. 5 DF+LA grubu

DF+LA grubu: Karacigerin i1sik mikroskobik incelemesinde farkli blytltmelerde karacigerde
yogun hasar goriilmekte. Parankim dokuda perisantral vakuolizasyon (—), nekrotik hlicre
odaklarn (*), piknotik nikleuslu eozinofilik sitoplazmali nekrotik hiicreler (») ve sinizoidal
dilatasyon (d) gorilmekte (a-b), (scale bar:100um (X20), scale bar:50.0um (X40), HE).
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Tablo 4.10 histolojik skorlama

Hicresel
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Histolojik bulgular

Histolojik gérintileme ve skorlama tablosuna gére sonuclarimiz
asagidaki gibidir:

K grubu: K grubuna ait deney hayvanlarindan alinan karaciger
orneklerinin 1sik mikroskobik degerlendirmelerinde parankim dokusu
hepatosit hicreleri, sintizoidal yapilari ve portal alan yapilari ile normal
histolojik yapida g6zlendi.

LA grubu: LA grubuna ait deney hayvanlarindan alinan karaciger
orneklerinin 1sik mikroskobik degerlendirmelerinde parankim dokusu
hepatosit hicreleri, sintizoidal yapilari ve portal alan yapilari ile normal
histolojik yapida g6zlendi.

DF grubu: DF grubuna ait deney hayvanlarindan alinan karaciger
orneklerinin 1sik mikroskobik degerlendirmelerinde karacigerde yogun hasar
goruldu. Parankim dokuda asimetrik hicresel dizilim, nekrotik hlicre odaklari
ve portal alanda hicresel infiltrasyon ile vaskuler kongesyon gorildu. Ayrica
parankim dokuda piknotik nikleuslu eozinofilik sitoplazmali nekrotik hicreler,
asimetrik ntkleuslu htcre yapilari, hipertrofik hicreler, perisantral hiicrelerde
vakuolizasyon ve sintzoidal dilatasyon dikkat gekti.

LA+DF grubu: LA+DF grubuna ait deney hayvanlarindan alinan
karaciger 6rneklerinin i1sitk mikroskobik degerlendirmelerinde DF grubuna
oranla azalmis hasar dikkat ¢ekti. Bununla birlikte az sayida nekrotik hlcre
ve kismi nekrotik hiicre odaklari gorildi. Karaciger genel olarak
degerlendirildiginde karaciger yapisinin korundugu gozlendi.

DF+LA grubu: DF+LA grubuna ait deney hayvanlarindan alinan
karaciger 6rneklerinin i1sik mikroskobik degerlendirmelerinde DF grubuna
oranla daha az olmakla birlikte yine de hasarin devam ettigi goéralda.
Parankim dokuda perisantral vakuolizasyon, nekrotik hlicre odaklari, piknotik
nitkleuslu eozinofilik sitoplazmali nekrotik hlcreler ve sintzoidal dilatasyon
dikkat cekti.
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5- TARTISMA

Karaciger sindirim yoluyla alinan tim maddelerin viicuda giris kapisidir.
Alinan maddelerin biyotransformasyonlari da burada gerceklestiginden,
karacigerin potansiyel toksik maddelere maruziyet riski oldukca fazladir.
Yapilan calismalarda, ilac kaynakli karacier hasarinin (IKKH) yaygin olarak
gérildigi belirtiimis ve IKKH'nin karaciger yetmezliginin ve dolayisiyla
karaciger nakillerinin ana nedeni oldugu rapor edilmistir (Amin & Hamza,
2005; Lee, 2003; Russmann, Kullak-Ublick, & Grattagliano, 2009).

IKKH vakalarinin codunda sdz konusu ilacin birakilmasi ve genel destek
tedavisi uygulanmasinin disinda etkili bir tedavi protokolli bulunmamaktadir;
cunkud ilag kaynakli hepatotoksisite  tek bir hastalikk  olarak
distnudlememektedir. Bu durum, bazi hepatotoksisite vakalarinin
ongorilebilir olmasinin  yaninda, bazilarinin ise idiyosenkratik dogalari
nedeniyle karakteristik bir hasar modeli olusturmasindan kaynaklanmaktadir.
Codunlukla genetik o6zellikler nedeniyle olmakla beraber altta yatan
hastaliklar, beslenme statlisi, polimedikasyon, hicresel stres veya
enfeksiyon gibi faktdrler sebebiyle duyarlilik gelisen bazi bireylerde meydana
gelen 6zgun bir mekanizmaya sahip o6ngoérilemeyen toksisiteye
idiyosenkratik toksisite denilmektedir (Navarro & Senior, 2006).

Diklofenak, 1973 yilinda gelistiriimis olan analjezik, antiinflamatuvar,
antipiretik bir fenilasetik asit tlrevi olup; nonsteroidal antiinflamatuvar ilaglar
sinifindandir. Diklofenak romatoid artrid, ankilosan spondilit, rejeneratif
eklem hastaliklari gibi inflamatuvar hastaliklarin tedavisinde ve minér cerrahi
girisimler, travma, dismenore, migren gibi durumlardan kaynakli agrinin
kontrolinde kullanilmaktadir (Baravalia vd., 2011; Brogden vd., 1980).

Diklofenak, diger nonsteroidal antiinflamatuvar ilaglar gibi duyarli
bireylerde idiyosenkratik hepatotoksisiteye yol agmaktadir. Diklofenak
kaynakl ciddi hepatotoksisite vaka yuzdesinin disuk olmasina karsin,
dinyada en c¢ok regete edilen nonsteroidal antiinflamatuvar ilaglardan biri
oldugu gbéz o6nltne alindiginda yiksek sayida hepatik vakanin var oldugu
anlasiimaktadir (Altman vd., 2015; Food & Administration, 2014).

Diklofenak kaynakl hepatotoksisite mekanizmasi henlz
aydinlatilamamis olup, yapilan in vivo ve in vitro galismalar 4’-OH diklofenak
ve 5-OH diklofenak metabolitlerinin sekonder oksidasyonu sonucu meydana
gelen benzokinoniminlerin toksisitede rol oynadigina dair glgcli kanitlar
sunmuslardir. Benzokinoniminler, tiyol-reaktif elektrofilik gruplar olup,
esansiyel proteinlerin tiyol veya amin gruplarinin alkilasyonuna neden
olabilmektedir. Bu reaktif ara Urlnlerin detoksifikasyonu surecinde yer alan
glutatyon (GSH) ile konjugasyonlari sonucunda hicresel GSH rezervuarlarinin
tikenmesi nedeniyle savunmasiz hale gelen esansiyel proteinlerin kovalent
modifikasyonlari, c¢esitli hlcre ici fonksiyonel bozukluklara neden
olabilmektedir. Ayrica benzokinoniminler, redoks siklusuna girerek hidrojen
peroksidin (H20?) sitotoksik dizeylere ulasmasina ve akabinde hidroksil (OH-)
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radikallerinin olusumuna yol acarak, prooksidan antioksidan dengesinin
bozulmasiyla oksidatif strese neden olmaktadir(Boelsterli, 2003; Cantoni vd.,
2003; Tang, Stearns, Bandiera, Zhang, Raab, Braun, Dean, Pang, Leung, ve
Doss, 1999).

Elektrofilik benzokinoniminlerin GSH ile konjugasyonlari sonucu hticresel
GSH havuzlarinin tikenmesiyle ivme kazanan 6nemli hlcresel proteinlerin
kovalent modifikasyonlarinin ve vyine benzokinoniminlerin redoks siklusu
sonucu olusturdugu oksidatif stresin yol actigi hasarin, hepatoseliler nekroza
neden olan sinyalizasyon yolaklarini aktive ettigi disinidlmektedir (Boelsterli,
2003; O'brien, 1991; Powis, 1987).

Lipoik asit, etkili bir dogal antioksidan olup; stperoksit anyonu (0O2°),
OH- ve peroksit radikali (O2-2) gibi cesitli reaktif oksijen tirlerini temizleme,
metal iyonlariyla selat olusturma, endojen ve eksojen antioksidanlarin
rejenerasyonlarini  saglama Ozelliklerine sahiptir. Lipoik asidin bilinen
antioksidan aktivitesine ek olarak, sinyal iletimi sirecinde de &énemli rol
oynarak doku hasarinin 6nlenmesinde etkili oldugu belirtiimektedir(Moini vd.,
2002; Shay vd., 2009).

Moringa oleifera, Curcuma longa, Woodfordia fruticosa gibi bazi bitki
ekstraktlarinin antioksidan 6zelliklerinin diklofenak maruziyeti sonucu olusan
hepatotoksisiteye karsi iyilestirici ve koruyucu etkileri calisiimis olup;
calismamizda, 6zgin olarak diklofenak kaynakl akut karaciger hasarina karsi
lipoik asidin koruyucu ve tedavi edici etkisi incelenmistir (Baravalia vd.,
2011; Hamza, 2007).

Karaciger hasarinin énemli parametreleri olan aspartat aminotransferaz
(AST), alanin aminotransferaz (ALT), alkalen fosfataz (ALP), total bilirubin
(T.Bil) ve direkt bilirubin (D.bil) karaciger hastaliginin teshisi, seyri ve
tedaviye yaniti hakkinda bilgi veren énemli rutin karaciger testlerindendir
(Ozcgelik, 2012; Tolman ve Rej, 2005). Mevcut calismamizda da, diklofenak
nedeniyle gelisen karaciger hasarini dederlendirmek icin AST, ALT, ALP , T.Bil
ve D.Bil parametreleri kullaniimistir.

AST enzimi (E.C 2.6.1.1) kalpte, karacigerde, iskelet kasinda,
bobreklerde ve alyuvarlarda bulunurken; ALT (E.C 2.6.1.2) bagslica
karacierde olmak Uzere, iskelet kasinda ve bobreklerde de disik
konsantrasyonlarda bulunmaktadir. Transaminazlar hepatositlerde ylksek
miktarda bulunduklarindan, ilag kaynakli hepatotoksisite, akut hepatitis,
siroz, akut ve kronik karaciger yetmezligi gibi karaciger hastaliklarinda
hasarli hepatositlerden kana sizarak plazma aktivitelerinde artisa neden
olurlar (Giannini, Testa, & Savarino, 2005).

ALP enzimi (E.C 3.1.3.1) hemen hemen tim dokularda bulunmakla
birlikte  6zellikle barsak epitelinde, bobrek tidbullerinde, kemikte
(osteoblastlarda), karacigerde ve plasentada yilksek konsantrasyonlara
ulasmaktadir. Hepatit ve siroz gibi hepatoselliler hasari iceren karaciger
hastaliklarinda hasarli hicrelerden kana sizmasi nedeniyle serum ALP enzim
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aktivitelerinde hafif yldkselmeler goérulebilmektedir (Giannini vd., 2005;
Ozerol, 2017; Tolman ve Rej, 2005).

Calismamizda, serum AST ve ALT aktiviteleri istatistiksel olarak
degerlendirildiginde DF grubunda kontrol grubuna goére belirgin bir artis
gorilmektedir. Serum ALP enzim aktivitelerinde ise, DF grubunda kontrol
grubuna gore artis olmasina ragmen istatistiksel olarak anlaml degildir.

Amin ve arkadaslarinin yaptiklari deneysel bir calismada, sicanlara
intraperitonal olarak 200mg/kg tek doz diklofenak uygulanmasindan 24 saat
sonra Olglilen AST ve ALT aktivitelerinde anlaml ylkselmelerin goézlendigi
rapor edilmistir(Amin & Hamza, 2005).

Baravalia ve arkadaslarinin gergeklestirdigi deneysel bir calismada
50mg/kg diklofenak uygulanmasi sonucu serum AST, ALT ve ALP
aktivitelerinde belirgin ylkselmelerin gbzlendigi belirtilmis ve mevcut veriler
histolojik bulgularla birlikte ele alinip karaciger hasarinin gelistigi sonucuna
varilmistir (Baravalia vd., 2011).

Karaciger hasar belirtecleri olan AST, ALT aktivitelerinde artis ve
nekrozu iceren histolojik bulgularimiz varliginda calismamizda, tek doz
200mg/kg diklofenak uygulanmasiyla literatiirde de belirtildigi gibi karaciger
hasarinin meydana geldigini dislinmekteyiz.

GCalismamizda LA+DF grubu serum AST, ALT ve ALP aktivitelerinde,
kontrol grubu dlzeylerine ulasilamamakla birlikte; DF grubuna gére anlamli
dususler gézlenmistir.

Abdel-Zaher ve arkadaslari, bir calismalarinda sicanlara 7 gliin boyunca
750mg/kg parasetamol uygulayarak hepatotoksisite modeli olusturmus ve
toksisite sonucu serum AST, ALT, ALP aktiviteleriyle serum bilirubin
duzeylerinde artis gozlemislerdir. Calismada tedavi amaciyla 7 gin boyunca
parasetamol ile es zamanl olarak 25mg/kg/gun lipoik asit uygulanmistir.
Deney sonucunda, tedavi grubunda parasetamol grubuna gére serum AST,
ALT ve ALP aktivitelerinde ve bilirubin dlUzeylerinde anlaml azalmalar
goruldigu rapor edilmistir. Boylelikle lipoik asidin (25mg/kg) parasetamol
indUklG karaciger hasarina karsi tedavi edici etkisinin bulundugu belirtilmistir
(Abdel-Zaher, Abdel-Hady, Mahmoud, & Farrag, 2008).

Fei ve arkadaslar, bir calismalarinda olusturduklari Concanavalin A
kullaniminin neden oldugu hepatotoksisite modeline karsi lipoik asidin
koruyucu etkisini arastirmak amaciyla farelere 4 gin boyunca lipoik asit 6n
tedavisi uygulamisglardir. Calisma sonucunda, lipoik asit 6n tedavi grubu AST
ve ALT enzim aktivitelerinin toksin grubuna goére 6nemli diizeyde azaldigini
belirtmislerdir. Boylelikle, lipoik asidin Concanavalin A kaynakl karaciger
hasarina karsi koruyucu bir ajan olarak kullanilabilecegi sonucuna
ulasmiglardir. (Fei vd., 2016).

Mevcut biyokimyasal ve histolojik sonuglardan yola cikarak, LA+DF
grubunda lipoik asit 6n tedavisinin diklofenak kaynakli hepatotoksisiteye
karsi koruyucu etkisinin oldugunu dislinmekteyiz.
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DF+LA grubu serum AST ve ALT aktiviteleri kontrol dlzeylerine
ulasamamis; fakat DF grubu serum AST ve ALT aktivitelerine gére anlamli
sekilde azalmistir. ALP aktiviteleri ile kontrol grubu ve DF grubu ALP enzim
aktiviteleri arasinda bir fark gézlenmemistir.

Al-Ghamdi ve arkadaslarinin yapmis olduklari bir calismada, CCls-
indUkli karaciger hasari modelinde, serum AST ve ALT dizeylerinin kontrol
grubuna gore azaldigi rapor edilmistir. Karaciger hasan varlidinda
gerceklesen bu azalmanin, hasarin yogunlugu sonucu enzim sentezinin
bozulmasindan kaynaklandigi belirtilmistir (Al-Ghamdi, 2003).

Elde ettigimiz verileri, mevcut histolojik bulgularla dederlendirdigimizde
DF+LA grubumuzda, DF uygulandiktan sonraki 4 gln boyunca yapilan lipoik
asit tedavisinin dozu nedeniyle yetersiz kaldigini disinmekteyiz. Bu grupta
yeterli iyilesme goérlilmemesi nedeniyle hasarin ileriki stregteki etkisi de
gbzlenmistir. Bu slireg zarfinda, diklofenak toksisitesi sonucu meydana gelen
hasarin hepatositlerin sentez fonksiyonunu da olumsuz etkilemesi nedeniyle
serum AST ve ALT enzim aktivitelerinde dusus yasanmis olabilir.

Bilirubin, hemoglobinin retikuloendotelyal sistemle katabolizmasi sonucu
olusan bir Grundilr. Karacigerde bilirubinin glukronik asitle konjugasyonu
gerceklesmekte ve daha sonra konjuge Dbilirubinin safraya atilimi
saglanmaktadir (Giannini vd., 2005; Tolman ve Rej, 2005).

Calismamizda, DF grubu serum T.Bil ve D.Bil seviyelerinin kontrol
grubuna gore onemli dlzeyde arttigi gézlenmistir. LA+DF grubu serum T.Bil
ve D.Bil duzeyleri kontrol grubu dizeylerine erisememekle birlikte; DF
grubuna goére Onemli dizeyde azalmistir. DF+LA grubu T. ve D. Bil
seviyelerinde ise DF grubuna gére 6nemli dizeyde artis géralmustur.

Banks ve arkadaslarinin derledigi bir calismada yer alan diklofenak
kaynakli hepatotoksisite vakalarinda, diklofenak alan hastalarin AST, ALT,
ALP aktivitelerinde ve serum total bilirubin duzeylerinde anlamh artiglar
oldugu kaydedilmistir (Banks, Zimmerman, Ishak, & Harter, 1995).

Giridharan ve arkadaslari, sicanlara 2 gin boyunca diklofenak
(50mg/kg/gin) uyguladiklarinda, bu grubun serum T.Bil ve D.Bil
dizeylerinde kontrol grubuna gore belirgin artiglar gézlemlemislerdir. Bunun
yaninda diklofenak grubu serum AST, ALT ve ALP aktivitelerinde de gdrullen
anlamh artislar sonucunda, diklofenak kaynakli karaciger hasarinin
varligindan s6z edilmistir (Giridharan ve Sabina, 2017).

Ilag advers reaksiyonlari, genellikle akut hepatoselliiler hasar ile iligkili
olarak serum transaminazlarin yukselmesi, serum ALP dlzeylerinde hafif
ylkselme ve degisken sarilik seklinde gorilmektedir(Kaplowitz, 2005).

Calismamizda diklofenak kaynakl karaciger hasari, serum transaminaz
aktivitelerinde belirgin ylkselmeleri ve hiperbilirubinemiyi iceren bir tablo
olusturmustur. Bu nedenle, meydana gelen hepatotoksisitenin hepatoselller
hasar kaynakli oldugunu disinmekteyiz.
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Bulgularimiz dogrultusunda, DF grubunda olusan hepatik hasar
sonucunda konjuge bilirubinin safraya atiliminin gergeklestirilememesi
nedeniyle direkt ve total bilirubin seviyelerinde artis meydana gelmis olabilir.

Armagdan ve arkadaslarinin metotreksat kaynakli oksidatif stresin neden
oldugu karaciger hasarini inceledikleri bir calismalarinda hepatotoksisite
sonucu yukselen D.Bil dizeylerinin, metotreksat uygulanmasindan 4 gln
Once baslanan ve tek doz metotreksat uygulanmasiyla 6 guin daha surdurilen
100mg/kg/gin lipoik asit tedavisinin sonucunda distigini rapor etmislerdir
(Armagan vd., 2015).

LA+DF grubumuzda serum T.Bil ve D.Bil dlzeylerinin DF grubuna gére
onemli dizeyde azalmasi, lipoik asit 6n tedavisinin toksisitenin hafiflemesini
sagladiginin diger bir gdstergesi olabilir.

DF+LA grubumuzda olusan karaciger hasarinin geri déndirilmesinde LA
dozunun vyetersiz kaldigini, bu sebeple hepatositlerin birgok enzimi
sentezleyemedigi gibi, bilirubin metabolizmasina dair gorevlerini de
gercgeklestiremedigini disiinmekteyiz.

Glutatyon, organizmay: reaktif oksijen tlrlerine karsi savunmada o6nemli
rol oynayan etkili bir endojen antioksidandir. Hepatotoksisiteye yol actidi
disinulen diklofenak metaboliti p-benzokinoniminler, glutatyonla
konjugasyona udrayarak etkisiz hale getirilebilmektedir. Idiyosenkratik
toksisitenin dogasi geregi, genetik veya epigenetik faktorler nedeniyle aktif
benzokinonimin metabolitlerinde artis meydana gelebilmekte ve artan aktif
metabolitlerin GSH ile konjugasyonu sonucu karacier GSH depolarinin
tikenmesi, 6nemli hucresel makromolekdullerin aktif metabolitlere ve bu
metabolitlerin meydana getirdigi reaktif oksijen tirlerine karsi savunmasiz
kalmasina sebep olmaktadir. Bu nedenle hicre ici GSH dizeyleri, diklofenak
kaynakli karaciger hasarinin gelismesinde veya onlenmesinde énemli bir role
sahiptir (Boelsterli, 2003; Powis, 1987; Tang, Stearns, Bandiera, Zhang,
Raab, Braun, Dean, Pang, Leung, Doss, vd., 1999).

Giridharan ve arkadaslarinin diklofenak toksisitesi (50mg/kg) Uzerine
yaptiklari deneysel bir calismada hepatik GSH dlzeylerinin kontrol grubuna
gore anlamh dizeyde azaldidi rapor edilmistir (Giridharan ve Sabina, 2017).

Baravalia ve arkadaslarinin yaptigi diger bir calismada ise, toplamda 5
gunlik deney protokolinde iki gin sidreyle sigcanlara 50mg/kg diklofenak
uygulanmis ve calisma sonunda karacier GSH dlzeylerinin azaldig
go6zlenmistir(Baravalia vd., 2011).

Calismamizda da literatirle uyumlu bir sekilde, DF grubu hepatik GSH
dizeyleri, kontrol ve LA gruplarina goére anlaml dlzeyde azalmistir (Baravalia
vd., 2011; Giridharan ve Sabina, 2017). Diklofenak metabolizmasinin toksik
metabolitleri olan benzokinoniminlerin GSH ile konjugasyonu sonucu DF
grubu hepatik GSH dlzeyleri azalmis olabilir.

Calismamizda LA grubunda, kontrol grubuna gére GSH seviyeleri
istatiksel olarak anlamli bir artis géstermektedir. Yine koruyucu olarak lipoik
asit uygulanan LA+DF hepatik GSH dlizeyleri, DF grubuna gére anlaml artis
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gbstererek kontrol grubundan daha ylksek seviyelere ulasmistir. DF+LA
grubu GSH dulzeyleri DF grubuna goére artis gostermis ve kontrol grubu GSH
dlzeylerine ulasmistir. Koruyucu etkinin arastirildigi LA+DF hepatik GSH
dlzeyleri ile tedavi edici etkinin arastirildigi DF+LA grubu GSH dizeyleri
arasinda anlamli bir fark bulunamamistir.

Han ve arkadaslarinin yaptigi deneysel bir calismada, insan ve sican
hicre hatlari lipoik asit ile muamele edilmis ve calismanin sonucunda GSH
dizeylerinin 6nemli dlzeyde arttigi belirtilmistir. Bu calismada, lipoik asidin
metabolik rediksiyonu ile olusan dihidrolipoik asidin sistinin sisteine
donisimind saglayarak GSH sentezini indikledigi 6ne siridlmiastar (Han
vd., 1997).

Shila ve arkadaslari, yapmis olduklari bir calismada sican beyninde
olusturduklari arsenik toksisitesi Uzerine lipoik asidin tedavi edici etkisini
incelemiglerdir. Deney sonucunda, arsenik maruziyeti nedeniyle azalan
GSH duzeylerinin lipoik asit uygulamasiyla iyilestirildigi gdzlenmistir. Bu
calismada, lipoik asidin antioksidan 6zelligi nedeniyle glutatyona alternatif
stlfidril ndkleofili gibi davranip reaktif oksijen tlrlerinin detoksifikasyonunu
saglayarak ve glutatyonun oksidasyonunu engelleyerek diizeylerini korudugu
O6ne surdlmustar (Shila, Subathra, Devi, ve Panneerselvam, 2005).

Elde ettigimiz sonuglara gére LA, LA+DF ve DF+LA gruplarinda lipoik asit
aliniminin hepatik GSH sentezini indlkledigini disinmekteyiz.

Hepatik GSH dlzeylerinin artisiyla, oksidatif strese yol agan diklofenak
metabolitleri olan benzokinoniminler, S-glutatyonilasyon reaksiyonuyla toksik
Ozellik gbstermeyen Uuriner metabolit olan merkaptlrik asit bilesiklerine
dénlismuis ve boylelikle, serbest kinonimin metabolitlerinin azalmasiyla
karaciger hasari hafiflemis olabilir.

Lipidler, oksidatif stres icin énemli hedef biyomolekdllerdir. MDA lipid
peroksidasyonunun son urdnt olup; bilimsel alanda oksidatif stres belirteci
olarak dinya capinda kabul gérmustir. MDA dlzeylerindeki artis, toplam
antioksidan kapasitenin dismesi ve reaktif oksijen turlerinin olusumunda
artis ile karakterize oksidatif stresin bir sonucudur (Del Rio, Stewart, &
Pellegrini, 2005; Hamza, 2007).

Algasoumi ve arkadagslari ile Hamza ve arkadaslarinin yaptiklari deneysel
calismalarda, toksin kontrol grubundaki sicanlara tek doz 150mg/kg
diklofenak verilmis ve 24 saat sonunda hepatik MDA dlzeylerinin kontrol
dliizeylerine goére anlaml bir sekilde ylksek oldugu belirtilmistir (Algasoumi,
Yusufoglu, Farraj, & Alam, 2011; Hamza, 2007).

Calismamizda, DF grubu hepatik MDA duzeylerinde, kontrol grubuna
gbre belirgin artislar gdézlenmistir. DF uygulamasiyla olusan aktif
metabolitler, redoks siklusuna girerek serbest radikal olusumuna yol agcmis
olabilir. Ayrica bu tiyol-reaktif metabolitlerin GSH ile konjugasyonlari sonucu
GSH seviyeleri azalmis ve prooksidan-antioksidan dlzeyleri arasindaki
dengenin bozulmasiyla oksidatif stres meydana gelmis olabilir. Oksidatif
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stresin lipid peroksidasyonunu indiklemesi sonucu DF grubu MDA
dlizeylerinin ylkseldigini distinmekteyiz.

Calismamizda LA+DF grubu MDA duzeyleri DF grubuna gdre belirgin bir
sekilde azalmis; hatta kontrol grubu MDA dlzeylerinden daha dusuk
seviyelere ulasmistir. DF+LA grubu MDA seviyeleri ise, kontrol grubuna gére
belirgin bir artis géstermis ve DF grubu MDA dlizeyleriyle aralarinda anlamli
bir fark bulunmamistir.

Dadhania ve arkadaslarinin sicanlara metotreksat uygulayarak oksidatif
stres olusturduklari deneysel calismada metotreksata karsi koruyucu olarak
25mg/kg lipoik asit uygulanan grubun MDA seviyelerinde, sadece
metotreksat uygulanan gruba goére anlamli seviyede duslus go6zlenmistir
(Dadhania, Tripathi, Vikram, Ramarao, & Jena, 2010).

Anandakumar ve arkadaslarinin adriamisin kaynakli karaciger hasari
Uzerine yaptiklan bir galismada, lipoik asidin koruyucu etkisi arastiriimis ve
adriamisin oncesi lipoik asit uygulanan gruplarda karaciger hasarinin ve
paralel olarak doku MDA dlzeylerinin 6nemli dlizeyde azaldigi rapor
edilmistir. Lipoik asidin antioksidan 0zelligi sebebiyle serbest radikalleri
stipirerek oksidatif stresi azalttigi ve boylelikle de MDA olusumunu 6nemli
dizeyde azalttigi belirtilmistir (Anandakumar, Malarkodi, Sivaprasad, &
Saravanan, 2007; Navari-Izzo, Quartacci, & Sgherri, 2002).

Calismamizda LA+DF grubu MDA duzeylerindeki azalma, lipoik asidin
02, OH- ve 022 radikallerini stplrtci etkisiyle ve vicutta bulunan diger
antioksidanlarin sentezini ve/veya rejenerasyonlarini arttirarak oksidatif
stresi azaltmasindan kaynaklandigini disiinmekteyiz. Diger taraftan, DF+LA
grubunda meydana gelen MDA dizeylerindeki ylikselmenin karacigerde
diklofenak maruziyeti sonucu gelisen yogun hasarin Uzerine lipoik asidin
tedavi edici dozunun yetersiz kalmasindan dolayr meydana geldigini
disinmekteyiz.

Katalaz, hidrojen peroksidin su ve oksijene dismutasyonunu
katalizleyerek oksidatif strese karsi savunma mekanizmasinda énemli rol
oynayan antioksidan enzimlerden biridir (Ozerol, 2017).

Hamza ve arkadaslarinin sicanlara tek doz diklofenak (150 mg/kg)
uygulayarak gerceklestirdikleri akut hepatik hasar modelinde, hepatik CAT
aktivitelerinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamh bir sekilde
azaldigi bildirilmistir. CAT aktivitelerinde yasanan bu dlsislin, diklofenak
maruziyetiyle gelisen oksidatif stresin antioksidan kapasiteyi azaltmasi
dolayisiyla gergeklestigi belirtilmistir (Hamza, 2007).

Huang ve arkadaslarinin farelere 14 glin boyunca 50mg/kg diklofenak
uygulayarak karaciger hasari olusturduklari deneysel calismalarinda, sadece
diklofenak uygulanan grupta hepatik katalaz aktivitesinin distligd rapor
edilmistir. Katalaz aktivitesindeki duststn, reaktif oksijen tlrlerindeki artis
sonucunda meydana geldigi 6ne strtlmuistir (Huang vd., 2016).

Calismamizda, DF grubunda kontrol grubuna goére CAT aktivitelerinde
istatiksel olarak anlamlh bir dists goérulmuastir. CAT aktivitelerindeki bu
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azalma, yuksek duzeylere ulasan benzokinoniminlerin direkt etkisiyle ve/veya
akabinde gerceklesen rediksiyonlari sonucu meydana gelen reaktif oksijen
tarlerinin enzimlerin inaktivasyonuna yol agmasindan kaynaklanmis olabilir.

Calismamizda, lipoik asit 6n tedavisinin gerceklestigi LA+DF grubu CAT
aktivitelerinde, diklofenak uygulanmasi sonucu kontrol grubundaki normal
CAT aktivite seviyelerine gore istatistiksel bir degisiklik gozlenmemistir.

Saad ve arkadaslari, siganlara izoniazid ve rifampisin uygulayarak
olusturduklari karaciger hasarina karsi lipoik asidin (20mg/kg i.p) tedavi edici
etkisini arastirmiglardir. Deney sonucunda lipoik asit ile tedavi edilen
sicanlarin hepatik katalaz aktivitelerinin sadece izoniazid ve rifampisin
uygulanan gruba goére anlamh sekilde ylkseldigi rapor edilmistir (Saad, El-
Gowilly, Sherhaa, & Bistawroos, 2010).

Lipoik asidin reaktif oksijen tlrlerini temizlemesi ve GSH sentezini
indiklemesi sonucu oksidatif stresin azalmasiyla LA+DF grubunda 6énemli bir
antioksidan enzim olan CAT enziminin aktivitesi korunmus olabilir.

GCalismamizda DF+LA grubu CAT aktiviteleri, kontrol grubu CAT
aktivitelerine gore oldugu gibi; DF grubu CAT aktivitelerine gore de belirgin
bir sekilde dusik bulunmustur. DF+LA grubu CAT aktivitelerinde meydana
gelen bu dusus, diklofenak kaynakli hepatoseliler hasarin indiklenmesinden
24 saat sonra baslanan lipoik asit tedavi dozunun yetersiz olmasi ve/veya
zamanlamasl nedeniyle etkili bir tedavinin gerceklesmemesinden
kaynaklanmis olabilir. Ayrica bu grupta diklofenak uygulanmasinin ardindan
120 saat sonra gercgeklesen sakrifikasyon sonrasinda 6lgim alindigindan,
hasarin uzun dénem etkileri sonucu CAT aktivitelerindeki azalma DF grubuna
gore istatistiksel agidan daha belirgin hale gelmis olabilir.

Homosistein, karacigerde transsilfiirasyon yolagr ile GSH sentezini
gerceklestirip, mevcut hepatik GSH havuzunun %50’'sini saglayarak
antioksidan savunma sistemine onemli katki saglamaktadir (Vitvitsky vd.,
2003).

Calismamizda, DF grubu homosistein duzeylerinin, kontrol grubu
homosistein dizeylerine gére azaldigi gdézlenmistir.

James ve arkadaslari, gergeklestirdikleri klinik bir calisma sonucunda
otizmli bireylerde oksidatif stres sonucu S-adenozil homosistein hidrolaz
enziminin adenozin birikimiyle aktivitesinin azaldigini ve bu nedenle
homosistein sentezinin dolayisiyla da serum homosistein dlzeylerinin
azaldigini rapor etmislerdir (James vd., 2004).

DF grubunda meydana gelen belirgin oksidatif stres nedeniyle S-adenozil
homosistein hidrolaz enziminin inaktivasyonuyla homosistein sentezinin
azalmasi sonucu hepatik homosistein seviyeleri azalmig olabilir.

Calismamizda LA, LA+DF ve DF+LA gruplarinda homosistein duzeyleri,
kontrol grubu homosistein dlzeylerine gére anlamli  bir dilsls
gbstermektedir. Yine LA+DF ve DF+LA grubu homosistein dizeyleri, DF
grubuyla karsilastirildiinda belirgin bir dists godstermektedir. LA+DF ve

67



DF+LA grubu homosistein dlzeyleri arasinda ise, istatiksel olarak bir fark
gbzlenmemistir.

Mosharov ve arkadaslarinin insan hepatoma hicre hatti GUzerinde
gerceklestirdikleri  calismada, prooksidan varliginda homosisteinden
transsilftirasyon yolagiyla glutatyon sentezinde ve GSH seviyelerinde anlamli
bir artisin oldugu rapor edilmistir (Mosharov, Cranford, & Banerjee, 2000).

Vitvitsky ve arkadaslarinin  insan  karaciger hiicre hattinda
gerceklestirdikleri bir calismada, karacigerde glutatyon sentezinin yaklasik
%50'sinin  saglandigi  transsilfirasyon yolagi aracii  homosisteinden
glutatyon  olusumunun redoks reaksiyonlarindan etkilendigi  savi
desteklenmistir. Bu yolakta prooksidanlarin glutatyon sentezini arttirdigi
savunulmaktadir (Vitvitsky vd., 2003).

Lipoik asidin antioksidan 0zelliginin yaninda prooksidan 6zelliginin
bulundugu ve bodylelikle glutatyon sentezini indikledigi yapilan calismalar
tarafindan belirtilmektedir (Moini vd., 2002; Shay vd., 2009).

Kontrol ve DF gruplarina gére, LA ve LA+DF grubu homosistein
duzeylerindeki duststin ve GSH dlzeylerindeki artisin, lipoik asidin
antioksidan aktivitesi esnasinda meydana getirdigi tiyil radikalleriyle
baglantih  oldugunu  distinmekteyiz.  Tiyil  radikallerinin  tiyollere
rediksiyonunun saglanmasiyla hiicre ici redoks durumu degismis olabilir. Bu
durum sonucunda, reaktif oksijen tiarleri sinyalizasyon kaskadinin
uyariimasiyla redoks degisimlere  duyarli  transmetilasyon yoladi
enzimlerinden metiyonin sentazin (MS) inhibisyonu gergeklesirken,
transsilfirasyon yolagi enzimlerinden sistatyonin beta sentazin (CBS)
indiklenmesi sonucu transsilfiirasyon yolagi aracili homosisteinden sistein
olusumu artmis ve sistein kullaniminin artmasiyla GSH sentezi ivme
kazanmis olabilir.

DF+LA grubunda, belirgin oksidatif stres varlidinda S-adenozil
homosistein hidrolaz enziminin inhibisyonu sonucu homosistein sentezi
azalmis olabilir. Bu grupta da lipoik asit alimi sonucu olusan tiyil radikallerinin
sinyalizasyon kaskadini uyarmasiyla homosisteinden transsilfiirasyon yolagi
aracili sistein sentezinde ve dolayisiyla GSH sentezinde artis meydana gelmis
olabilir. GSH seviyelerinde, DF grubu GSH seviyelerine gobre gergeklesen
ylkselmenin olusan hasari geri dondirmede yetersiz kaldigini, bu nedenle de
histolojik ve biyokimyasal olarak LA+DF grubunda gdzlenen iyilesme kadar
etki saglanamadigini distinmekteyiz.

Histolojik bulgularimiza gére, DF grubunda karacigerde yogun hasar
géruldi. Parankim dokuda asimetrik hicresel dizilim, nekrotik hicre odaklari
ve portal alanda hucresel infiltrasyon ile vaskiler kongesyon goéruldi. Ayrica
parankim dokuda piknotik nikleuslu eozinofilik sitoplazmali nekrotik htcreler,
asimetrik nukleuslu hicre yapilari, hipertrofik hiicreler, perisantral hicrelerde
vakuolizasyon ve sinlizoidal dilatasyon dikkat cekti. Elde ettigimiz histolojik
bulgular, diklofenagin karaciger (zerinde toksik etkilerinin oldugunu
desteklemektedir.
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LA+DF grubunda hicre hasart bulgulari, DF grubuna goére
degerlendirildiginde 6nemli dizeyde azalma goézlenmistir. Kontrol grubuna
gére ise, az sayida nekrotik hicre go6zlemlenmis olup; hucresel
dejenerasyonun kismi olusumu séz konusudur. LA+DF grubunun histolojik
sonuglar biyokimyasal sonucglarla paralel olarak, diklofenak kaynakli
karaciger hasari Uzerinde lipoik asidin koruyucu etkisini destekler niteliktedir.

DF+LA grubunda hicre hasart bulgulari, DF grubuna goére
degerlendirildiginde parankim dokuda perisantral vakuolizasyon, nekrotik
hlicre odaklari, piknotik nikleuslu eozinofilik sitoplazmali nekrotik hlicreler ve
sinlizoidal dilatasyon gorulmis olup; DF grubuna goére azalmakla birlikte
hasarin devam ettigi gozlemlenmistir. DF+LA grubunun histolojik sonuglari
biyokimyasal sonuclarla paralel olarak, diklofenak kaynakl karaciger hasari
Uzerinde lipoik asidin 25mg/kg/gln olarak uygulanan tedavi dozunun hasari
geri dondirmede yetersiz kaldigini géstermektedir.

Sonuglarimiz ve literatirler dahilinde, diklofenagin sitokrom P450
araciligiyla gerceklesen oksidatif metabolizmasi sonucu olusan 4'-OH
diklofenak ve 5-OH diklofenak metabolitlerinden benzokinonimin gibi reaktif
bilesenler olusmaktadir. Olusan reaktif metabolitlerin, 6nemli endojen
antioksidan olan GSH duzeylerini dusurerek ve redoks siklusuyla H>02 , Oz,
OH:- gibi serbest radikallerin olusumunu arttirarak oksidatif strese yol acgtigi
distnulmektedir. Oksidatif stresin lipid peroksidasyonuna, enzimlerin
inaktivasyonuna ve DNA hasarina yol actigi bilinmektedir. Calismamizda da
meydana gelen oksidatif stres, CAT gibi ©6nemli antioksidan enzim
aktivitelerinde azalmaya ve lipid peroksidasyonunu indukleyerek MDA
duzeylerinde artisa neden olmustur.

Elektrofilik benzokinoniminlerin GSH ile konjugasyonu sonucu, htcresel
GSH havuzlarinin tikenmesiyle ivme kazanan énemli hlicresel proteinlerin
kovalent modifikasyonlarinin ve benzokinoniminlerin redoks siklusu sonucu
meydana gelen reaktif oksijen tlrlerinin olusturdugu oksidatif stresin
hepatoseliler nekroza neden olan sinyalizasyon yolaklarinin aktivasyonuna
neden oldugu savi da biyokimyasal ve histolojik bulgularimizla értiismektedir.

Lipoik asit, antioksidan 6zelligini gergeklestirirken meydana getirdigi tiyil
radikalleriyle hicresel antioksidan dengesini etkileyerek reaktif oksijen turleri
sinyalizasyon kaskadini harekete gecirmis ve boylelikle redoks duyarli
transsilfiirasyon yolagini uyarmis olabilir. Hepatik transsilfiirasyon yolaginin
uyariimasiyla homosisteinden glutatyon sentezi indiklenerek hepatik GSH
diizeylerinin arttigini distinmekteyiz.

Diklofenak, dinyada en c¢ok kullanilan nonsteroidal antiinflamatuvar
ilaclardan biridir ve bu nedenle diklofenak kaynakl potansiyel hepatotoksisite
vakalarina karsi énlem alinmasi 6énem arz etmektedir. Cevresel ve genetik
faktorler nedeniyle 6zellikle duyarl bireylerde goérilen toksik reaktif ara
drinlerin  olusumunda artis veya antioksidan savunma sistemindeki
yetersizlik sonucu diklofenak kaynakli idiyosenkratik hepatotoksisite
gortlmektedir. Calismamiz, lipoik asidin antioksidan 6zelligi ve karacigerde
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GSH acgisindan 6nem arz eden bir yolak olan transsllfiirasyon yolagi
aracihgiyla homosisteinden GSH sentezini indiklemesi nedeniyle diklofenak
kaynakli hepatotoksisiteye karsi koruyucu ajan olarak kullanilabilecegini
gbéstermektedir.
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6- SONUC VE ONERILER

Diklofenak kaynakl deneysel karaciger hasari modeline karsi lipoik
asidin koruyucu ve tedavi edici etkisine dair sonuclar asagida belirtilmistir.

Saglikli sicanlara uyguladigimiz lipoik asit, karaciger Uzerinde herhangi
bir toksisiteye yol acmamistir.

Yiksek doz diklofenak maruziyeti sonucu reaktif metabolitler olan
benzokinoniminlerin GSH ile konjugasyonu sonucu hepatik GSH dizeylerinde
azalma ve bu aktif metabolitlerin redoks siklusuyla olusan reaktif oksijen
trlerinin birikmesi ile CAT gibi 6nemli antioksidan enzim aktivitelerinde
disls nedeniyle oksidatif stres meydana gelmistir. Oksidatif stres nedeniyle
gelisen lipid peroksidasyonu sonucu doku MDA dlzeylerinde artis
gbzlenmistir.

Lipoik asit, antioksidan 6zelligini gergeklestirmesi esnasinda meydana
getirdigi tiyil radikalleri sebebiyle, organizmada hafif bir hasara yol acarak
sinyalizasyon mekanizmasini devreye sokup, homosisteinden
transsilfiirasyon yolagi araciligiyla sistein olusumu indiikleyerek hepatik GSH
sentezini arttirmistir.

Lipoik asit Oz, OH: ve 0272 radikallerini temizlemesi ve GSH dizeylerini
arttirmasiyla oksidatif stresi azaltarak ve dolayisiyla oksidatif stres sonucu
meydana gelen lipid peroksidasyonunun urdnleri olan MDA ve
4-hidroksinonenal gibi toksik drdnlerin olusumunu engelleyerek protein
sentezinin ve enzim aktivitelerinin inhibisyonunu 6énlemis ve organizmanin
oksidatif strese karsi savunma mekanizmasinda o6nemli roli olan CAT
enziminin aktivitesini de arttirmistir.

Calismamizda kontrol ve LA gruplan histopatolojik  olarak
degerlendirildiginde, karaciger hasarina dair bugulara rastlanmamistir. DF
grubunda kontrol grubuna gore yodgun nekrotik hasar gozlenmistir. Lipoik
asidin koruyucu olarak uygulandigi LA+DF grubunda, DF grubuna goére
belirgin bir iyilesme goérulmis; kontrol grubuna gore ise nekrotik bulgular
hafif diizeyde olusmustur. Tedavi edici olarak lipoik asidin uygulandigi DF+LA
grubunda ise, DF grubuna goére nispeten azalmakla birlikte, nekrotik
bélgelerin halen belirgin oldugu gorilmistir.

Diklofenak kaynakh karaciger hasarina karsi koruyucu ve tedavi edici
etkisini arastirdigimiz  lipoik asit, uygulanan dozda herhangi bir
hepatotoksisiteye neden olmadan koruyucu etki géstermis; ancak dozaj ve
zamanlama nedeniyle belirgin bir tedavi edici etki saglamamistir.

Diklofenak maruziyeti sonucu indliklenen oksidatif stres kaynaklh
karaciger hasarinin azaltilmasinda cgesitli doz araliklari ve uygulama streleri
belirlenmis lipoik asidin koruyucu ve tedavi edici etkisini arastiran in vivo
hayvan calismalari, hucre kaltirtd calismalari ve molekller calismalarin
yapilmasinin klinik acidan yararli olacagi distnilmektedir.
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