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Ozet

Diinyada yaygin olarak kullanilan analjezik ve antipiretiklerin
basinda Parasetamol (PARA) gelmektedir. Ozellikle hamilelikteki orta
ve hafif siddetli agrilarda onerilebilmesi en muhtemel agrn kesicidir.
PARA'nin basta karaciger ve bobrek gibi dokularda olusturabilecegi
toksisite bilinmektedir. Calismamizda uzun doénem PARA
uyguladigimiz hamile ratlarin yeni dogan vyavrularindaki
hepatotoksisite ve nefrotoksisitede antioksidan o6zellikli Betainin
koruyucu roliinu arastirdik.

Calismamizda; Kontrol, PARA ve PARA+Betain gruplari
olusturduk. Gruplardaki annelere sperm gozlemlendigi giiniin ertesi
giiniinden baslayarak dogumun olacagi giine (ortalama 21 giin)
kadar maddeleri gavaj yolu ile uyguladik. Kontrol grubu igin 2 ml
serum fizyolojik (%0,09 NaCl ¢oézeltisi), PARA grubu igin 30
mg/kg/gin Parasetamol, PARA+Betain grubu icin sirasiyla 30
mg/kg/giin ve 800 mg/kg/giin Betain uygulandi. Dogumun oldugu
giin yeni dogan yavrular eter altinda bayiltildiktan sonra dekapite
edilmistir. 8 adet yavrunun bobrek ve karaciger dokusunda MDA
(malondialdehit), GSH (rediikte glutatyon), NO (nitrik oksit), PON
(paraoksanaz) ve ARE (arilesteraz) olgciimleri ve 5 adet yavrunun
karaciger ve bobrek orneklerinde ise histolojik calismalar yapilmistir.

Biyokimyasal bulgularimiz, Parasetamolun; karaciger ve bobrek
MDA ve NO diizeylerinde anlamh bir artisa sebep oldugunu, GSH
diizeylerinde belli bir oranda diisiisiin oldugunu ancak anlam ifade
etmedigini, PON aktivitesinin ise anlaml diizeyde diistiigiinii ve buna
karsilik karaciger ve bobrek ARE aktivitelerinde diisiisiin oldugunu
ancak anlam ifade etmedigini gosterdik. MDA ve NO diizeylerindeki
anlamh artisin ve PON diizeylerindeki anlamh diisiisiin karaciger ve
bobrekte olusan toksisitenin varligindan s6z etmemize yardimci
olmaktadir. Histolojik bulgularimiz ise biyokimyasal
parametrelerimizi destekler niteliktedir.

Uzun donem terapotik dozda Parasetamol uygulanan grupta
olusan hepatotoksisite ve nefrotoksisiteye karsi uyguladigimiz
antioksidan ozellikli ve iyi bir metil donorii olup hiicre ici trans
siilffiirasyon reaksiyonlarinda o©onemli bir basamaga sahip olan
Betainin toksisiteyi bir miktar engelleyebilecegini hem biyokimyasal
parametreler hem de histolojik bulgular yardimi ile arastirdik.

Anahtar Kelimeler: Parasetamol, Hamilelik, Paraoksonaz ve Arilesteraz,
Yenidogan, Betain



Summary

Paracetamol (PARA), which is antipyretic and analgesic, is
widely used around the world. Paracetamol can be recommended for
moderate or mild pains especially in pregnancy as an analgesic. It is
known that, paracetamol can cause hepatotoxicity or nephrotoxicity.
We aim that in this present study to show potential protective effect
of Betaine against hepatotoxicity and nephrotoxicity which can be
formed in long term paracetamol using at therapeutic doses.

It has been prepared 3 groups, control, PARA and PARA+Betain
groups. Paracetamol and Betaine was administered by gavage to
pregnant rats, from first day to the last day of pregnancy (aprox. 21
day). 2 ml physiological saline (%0,9 NaCl solutions), 30 mg/kg/day
Paracetamol, 30 mg/kg/day Paracetamol and 800 mg/kg/day
Betain was given by orally to control, PARA and PARA+Betain groups
respectively. The day of the birth, newborn rats anesthetized by
ether and after decapitated. 8 newborn rat's liver and kidney tissues
used for biochemical analysis (Malondialdehyde(MDA), Reduced
Glutathione (GSH), Nitric Oxide (NO) and Paraoxonase-Arylesterase
(PON-ARE)) and 5 rat's liver and kidney tissues used for histological
studies.

We showed that, MDA and NO levels was significantly
increased, while PON activities decreased. On the other hand GSH
levels and ARE activities was decreased but these decline wasn't
significant in the liver and kidney PARA group. These biochemical
results helps us to hepatotoxicity and nephrotoxicity in neonates
which can be formed in long term maternal paracetamol using at
therapeutic doses. Also our histological findings was support these
biochemical results.

We used Betaine against potential hepatotoxic and nephrotoxic
effect of long term maternal Paracetamol using at therapeutic doses
for neonates. Betaine has antioxidant properties and also used as a
methyl donor for transsulfuration reactions in the cell. Our
biochemical and histological examinations showed that Betaine
protected the tissue injury.

Key Words: Paracetamol, Pregnancy, Paraoxonase and Arylesterase,
Newborn, Betaine.
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1 GIRIS VE AMAC

Agri hamilelerde sik sik rastlanan bir durumdur. Hamilelikte ortaya
cikabilecek bu agrilarda agri kesicilere basvurulabilmektedir. Agri kesiciler
basit ilaglar olmaylp hamilelik slrecinde plasenta vyolu ile fetilse
gecebilmektedir. Plasental yolla gecen agri kesici toksik dozlarda ya da uzun
sure alimda fetls Uzerinde ciddi sorunlara neden olabilmektedir. Ayni
zamanda annelerde de bircok sorun ortaya cikabilmektedir. Gebeligin her
déneminde kisa sureli olmak kaydi ile terapoétik dozlarda analjezik ve
antipiretik olarak parasetamol kullanilabilmektedir (Savli, 2012).

Parasetamol; zayif bir asit olup fizyolojik pH araliginda noniyonize olarak
bulunur, zayif bir sekilde plazma proteinlerine baglanir ve kan-beyin bariyeri
ile plasentayr gecer. Anneden bebege lipitte ¢oziinir maddelerin gegisi
plasental kan akimi ile dogru orantili olmaktadir (Arana vd., 2001).

Parasetamolun kiiglik bir kismi dedgismeden vicuttan atilirken blyuk bir
kismi ise blylk oranda karacigerde ve belli bir oranda bdbreklerde
biyotransformasyona ugrayarak atilir. Parasetamol silfat ve glukuronid
konjugasyonu olarak atilmakla birlikte bir kismi reaktif bir metaboliti olan n-
asetil-p-benzokinonimine (NAPQI)’e doénlsmektedir. NAPQI karacigerde
sitokrom P450 sisteminde Parasetamolun metabolize edilmesi sirasinda
olusmaktadir [(Prescott, 1980); (Kugukardal vd., 2002); (Pacifici &
Allegarert, 2015)].

NAPQI temel olarak -SH grubu iceren yapilara baglanma egilimindedir
bu ytzden NAPQI olusurkenden hizli bir sekilde 6zellikle hicresel GSH'a
baglanir ve bu yolla detoksifiye edilir (Graham vd., 2005). Hicre iginde
azalan GSH dlzeyleri artan NAPQI miktarina cevap veremez dilzeye
geldiginde parasetamolun reaktif bir metaboliti olan NAPQI, diger —-SH iceren
hiicresel proteinlere badlanarak hiicresel hasarin gelismesine neden
olmaktadir.

Sitokrom P450 tarafindan metabolize edilen Parasetamol ayni zamanda
reaktif oksijen turlerinin de olusmasina neden olur. Hidrojen peroksit ve
stperoksit radikali Parasetamol metabolizmasi sonucu olusan Urtnlerdir.
Olusan NAPQI bir c¢ok proteinle birlikte mitokondriyal proteinlere de
baglanmaktadir. Mitokondri matriksinde slperoksit radikalleri NO ile
birleserek daha reaktif bir Grin olan peroksinitrit (ONOO") radikali olusur.
Mitokondri icerisinde genisleyip yayillan oksidatif stres mitokondri
membraninin  permeabilitesinde bozukluga neden olarak mitokondriyal
faktorlerin (Endontkleaz G, Apoptoz Uyarici Faktor, Sitokrom C) hucre igine
salinimini tetikler (Jaeschke vd., 2011). Parasetamolun metabolizmasi
sonucu olusumu artan superoksit radikalleri, hidrojen peroksit ve hidroksil



radikalleri lipitlerle reaksiyona girerek lipit peroksidasyonunu (LPO)
baslatirlar (James vd., 2003).

Betain hlcre ici bircok strese karsi o6nemli derecede koruma
saglamaktadir. Betain ayni zamanda bircok kimyasal yolakta meydana gelen
trans metilasyon reaksiyonlarina metil dondri olarak katilir (McCue &
Hanson, 1992). Memelilerde kolin 2 basamakta Betaine doénustdrdltr. Bu
dénisim mitokondri icerisinde mitokondriyal enzimlerce gergeklestirilir.
Betain homosistein metil transferaz (BHMT) homosisteinden metiyonin
olusumu sirasinda Betainden metil grubu saglar (Lever & Slow, 2010).

Yine proklrsor olarak Betainin kullanildigi ve BHMT enzimi aracilidi ile
meydana gelen bir baska reaksiyon zincirinde hicre igi kuvvetli bir
antioksidan olan GSH sentezlenmektedir. Burada homosistein Betainden
metil grubu alarak metiyonine dontismektedir. Metiyonin hlicresel s-adenozil
metiyonine (SAM) ve SAM de birkag reaksiyon sonunda GSH’un olusmasini
saglayacak hicresel sistein dlizeylerinin artmasina sebep olur. Bu durum
Betain’in antioksidan 6zelligini aciklar (Liu vd., 2010).

Ozellikle Amerika Birlesik Devletler'i olmak Uzere dinyanin bircok
bdlgesinde Parasetamol hamilelik sirasinda bilingsizce kullaniimaktadir.
Terapottik dozlarda alinsa bile uzun slire Parasetamol kullaniminin hem
maternal hem de fetal hasara sebep olabilecedi bilinmektedir. Bizde tez
calismamizda Parasetamol ile olusturmayi hedefledigimiz hepatotoksisite ve
nefrotoksisitenin 6nlenmesinde Betainin olasi koruyucu etkilerini arastirmay!
hedefledik. Bu amacgla Spragque-Dawley tura disi sicanlar hamile birakilmigtir
ve E1-E21 (Hamileligin 1. gininden 21. ginlne kadar) kontrol, PARA ve
PARA+Betain gruplarina ayri ayri serum fizyolojik, serum fizyolojikde
¢O0zlUlmus Parasetamol ve Betain uygulanmistir ve dogum oldugu gin yeni
doganlarin karaciger ve bobreklerinde etkisine bakilmistir. Olusan toksisiteyi
gostermek adina MDA, GSH ve NO dlizeylerine ve PON ve ARE aktiviteleri
biyokimyasal parametreler olarak ayri ayrn karacier ve bobrekte
incelenmistir. Biyokimyasal parametrelerimizi desteklemek adina bdbrek ve
karaciger doku kesitlerinin 151k mikroskobisi de yapilmistir. Bu sirecte
Parasetamolun olasi olusturabilecegi hepato ve nefrotoksisitede Betainin
potansiyel koruyucu oOzellige sahip olup olmadigi hem biyokimyasal
parametreler hem de histolojik géruntllerle arastirilmasi hedeflenmistir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Oksidatif Stres

Oksidatif stres hicre icerisindeki oksidan dengenin bozulmasidir. Hucre
icerisinde bu denge bozuldugunda serbest radikallerin diizeyi artmakta ve
hicre ici c¢esitli moleklllere badlanarak oksidatif stresi meydana
getirmektedir (Cakatay & Kayali, 2006).

2.1.1 Serbest radikallerin tanimi

Serbest radikaller dis ydéringelerinde bir veya daha fazla
ortaklanmamis elektron bulunduran reaktif atom veya molekillerdir. Serbest
radikallerin biyolojik 6nemi cgesitli dokularda hasara sebep olmasindan
kaynaklanmaktadir. Serbest radikal Uretimindeki artis, azalan antioksidan
savunma ile birlesince bircok hasarin meydana gelmesi kaginilmaz olur
(Chabot, Mitchell, Gutteridge, & Evans, 1998).

Serbest radikal denilince; insan vicudunda molekller oksijenin
kullanilma orani ve dagilimi ¢ok yiksek oldugundan ilk akla reaktif oksijen
tlrleri gelmektedir (Weight, Bell, & Nicholson, 1996).

Serbest radikaller oldukga dayaniksiz ve ayni zamanda reaktif
molekuller olup, son ydringelerinde serbest halde bulundurduklari
elektronlari sayesinde hiicre icerisindeki diger molekiillerle etkilesime girerek
oksidatif stres (hasar) meydana getirirler. Serbest radikaller normal hlicrenin
kendi metabolizmasi sirasinda olusabilecedi gibi diger dis etkenler araciligi ile
de meydana gelebilmektedir (Cakatay & Kayali, 2006).

2.1.2 Reaktif oksijen tiirleri (ROT)
2.1.2.1 Superoksit radikali (037)

Normal aerobik metabolizmanin bir Grini olan sldperoksit radikali
molekuler oksijenin (O;) bir elektron alarak indirgenmesi sonucu olusur.
Superoksit radikali cok iyi ve zayif bir oksitleyici molekll olup reaktivitesi
blylk o6lcide olusturuldugu yerdeki cevresel kosullara baglidir (Chabot vd.,
1998).

Oz + e » Do

Superoksit hizli bir sekilde stperoksit dismutaz (SOD) enzimi sayesinde
ya da htcresel nitrik oksit (NO) ile reaksiyona girerek inaktive edilir (Chabot
vd., 1998).



2.1.2.2 Hidrojen peroksit (H>0>)

Hidrojen peroksit, genellikle 6karyotik hlcre peroksizomlarinda bir kac
oksidazin katalizledigi reaksiyonda iki mol O,'nin indirgenmesi ile olusur
(Farber, 1994). Ayrica suUperoksit radikalinin bir e lektron almasi sonucu
olusan peroksitin iki proton ile (H") ile birlesmesi sonucu olusur (Sahin,
2011).

02 + e? + 2H7 Hz20:z

N

Oz~ + 1lew + 2H™ H202

e ———

Ayrica iki mol sUperoksit anyonu SOD enziminin kataliziyle molekiler
oksijeni ve H;0,'yi olusturmaktadir. Bu ylzden H,0O, superoksit radikalinin
olustugu hemen hemen her yerde ve her kosulda olusmaktadir (Farber,
1994).

SOD
20 + 2HT —* H:02 + 02

2.1.2.3  Hidroksil radikali (OH")

H.O,'nin oksijen bagdlar bir elektron eklenmesi ile koparilabilir. H,0;
Fenton reaksiyonu ile nispeten zararsiz olan hidroksit anyonuna ve oldukca
reaktif hidroksil radikaline déntsur (Farber, 1994) (Bruckdorfer, 2005).

H202 + e =———30H- + OH:



2.1.3 Nitrik Oksit (NO)

NO var olan bircok azot oksit gruplarindan biridir. Bunlardan en iyi
bilineni anestezik 6zelliklere sahip olan ve gllme gazi olarak da bilinen N,O
(Azot oksit)'dur. Gérinmez bir gaz olan NO ayni zamanda bir serbest radikal
olup, diger serbest radikaller ile reaksiyona girebilir, yine bir kahverengi gaz
olan NO, (Azot dioksit) radikalini olusturmak Uzere molekller oksijenle
reaksiyona girebilir (Bruckdorfer, 2005).

2NO + 07 — 2NO:

Nitrik oksit (NO) oksijen iceren bir serbest radikal olmakla birlikte O,
gibi hem esansiyel hem de toksiktir. NO tek bir elektrona sahip olup Fe*? gibi
tek elektron iceren diger bilesiklere baglanir. Dislk konsantrasyonlarda
fizyolojik olarak ndrotransmitter ve vazodilatasyona neden olan bir hormon
olarak godrev yapar. Yuksek konsantrasyonlarda ise toksik tUrlere dénismek
Uzere O, ve superoksitle birlesir (Cekmen, Turgut, Tdrkéz, Aygin, &
Gozlkara, 2001).

2.1.3.1 Nitrik oksit sentezi

NO, oksijen varliginda her bir hiicrede farkh olarak bulunan nitrik oksit
sentazlarin izoenzimleri tarafindan L-Arjinin kullanilarak olusturulur.
Endotelyal NOS (eNOS) ve ndronal NOS (nNOS) suirekli olarak aktif
bulunurlar ve distik miktarlarda NO (retirler. Kalsiyum bagimli olan
induklenebilir NOS (iNOS), baz sitokinler ve bakteriyel polisakkaritler gibi
faktorlerin altinda makrofajlarda, noétrofillerde, mikroglial ve astroglial
hicrelerde ifade edilir (Litvinova, et al., 2015).

NO biyosentezinin gergeklesmesi igin substrat olarak L-arjinin ve
oksijene ihtiya¢ duyulur. Ayni zamanda tetrahidrobiyoprotein (BH4), NADPH,
Ca*?, kalmodulin, flavin mono nikleotid (FMN) ve flavin adenin dinikleotid
(FAD)'e de ihtiyagc duyulur (Sekil 2.1.). Nitrik oksit sentezi, plazma
membraninda, sitoplazmada, nukleus, diz endoplazmik retikulum ve
hicrelerin mitokondrisinde gereklesmektedir. Bu sentez islemi 3 farkli NOS
izoenzimi  tarafindan  gergeklestiriimektedir.  Hilcreler herhangi  bir
immunolojik uyaran ile uyarildiginda bir cok hiicrede iINOS oldukga yliksek
miktarlarda eksprese edilir ve olusturulan iNOS genis 6lctide NO Uretilmesini
saglar (Jobgen, Fried, Fu, Meininger, & Wu, 2006).
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Sekil 2.1. L-Arginin sitruline dénidsima sirasinda NO'in olusumu (Bruckdorfer, 2005).

NO’un slUperoksit anyonu ile reaksiyonu sonucunda meydana gelen ve
oldukca aktif bir oksijen radikali olan peroksinitrit (ONOO-) meydana
gelmektedir. Toksik bir molekll olan peroksinitrit radikali hlcre igerisinde
6nce hicre zan lipitlerini oksitleyerek lipit peroksidasyonundaki artisa ve
hiicre 6limine neden olmaktadir. Bu bilgi cercevesinde cesitli yollarla NOS
inhibe ederek NO’in meydana getirebilecedi olasi hasarlar engellenmis
olabilir. NOS inhibitéru olarak yaygin kullanilanlar N-nitro-L- arginin (L-NA),
bunun metil tlrevi olan N-nitro-L-arginin metil ester (L-NAME) ve N-
iminometil-L-ornitin (L-NIO)’dir (Atakisi, Atakisi, Atabay, & Uzun, 2009).

2.1.4Lipit peroksidasyonu

Reaktif oksijen tlrleri hicre membraninda bulunan kolestrol ve
doymamis yag asitleri ile reaksiyona girerek lipit reaksiyonunu baslatirlar
(Halliwell & Gutteridge, 1984). Bu da hicre lipit cift kath tabakanin
gecirgenliginde ve akiskanlhidinda bir bozukluga ve sonra hiicre bitlinliginin
onemli derecede degismesine neden olur. Lipit peroksidasyonu (LPO);
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hicresel hasarin gelismesinde etkili bir strec¢ olarak bilinir (Gueraud vd.,
2010).

Lipit peroksidasyonu farkli mekanizmalarla gerceklesir ve asadidaki gibi
siniflandirlabilir; enzimatik, enzimatik-radikal kaynakli olmayan
peroksidasyon ve enzimatik olmayan serbest radikal aracili peroksidasyon.
Coklu doymamis yag asitlerinin (PUFAs) enzimatik olmayan serbest radikal
aracili peroksidasyonu yogun bir sekilde calisiimaktadir. LPO'nun karmasikligi
sonucta olusabilen bircok bilesenine dayanmaktadir. Temel bileseni olan lipit
hidroperoksitleri kararsizdirlar ve daha stabil ancak reaktif ve toksik ikincil
bilesenlere ayrisirlar (Gueraud vd., 2010).

R R
H0 Lipit Radikali
7/ + "OH —L» /
H Baslangi¢ -
Doymams Yag
O,
Cogalma
R R R
/ < / +
OOH H oloky
Lipit Peroksit Lipit Peroksil Radikali

Sekil 2.2, Lipit peroksidasyonu (Gutteridge, 1995).

Temelde 3 evrede gerceklesen lipit peroksidasyonunun ilk evresinde bir
hidroksil radikali ile tepkimeye giren lipit bir su cikisi ile lipit radikalini
meydana getirir (L). 2. evrede lipit radikali aerobik solunum vyapan
hiicrelerde molekiler oksijenle reaksiyona girer ve lipit peroksil radikali
olusur (LOO"). Son evrede ise bir baska doymamis lipit ile reaksiyona girer ve
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bir hidrojeni ortaklanmamis elektrona baglayarak lipit peroksit (LOOH) olusur
(Sekil 2.2.). Boylece tek bir baslatici etkisiyle yilzlerce yag asidi zincirinin
hidroperoksitlere dontisumi gerceklesebilmektedir. Lipit peroksidasyonu geri
dénlstmslz bir hasara sebep olur (Gutteridge, 1995).

Lipit peroksitlerin yikimindan olusan drtnlerden birisi malondialdehittir
(MDA). Tiyobarbiturik asit (TBA) ile reaksiyon veren MDA lipit
peroksidasyonun en 6nemli gostergelerinden biridir (Gutteridge, 1995).

Lipit peroksidasyonu hlicre membraninin fizyolojik yapisini ve
ozelliklerini degdistirerek membran batlinliglinlt bozar ve bdylece hiicre
membraninda fonksiyonel bozukluklar ortaya gikar.

2.1.4.1 Malondialdehit (MDA)

Arasidonik asit (AA) ve dokosahekzaenoik asit (DHA) gibi en az 3 tane
cift bag iceren doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu olusan bir
drindar (Sekil 2.3.) (Gueraud vd., 2010)

Z Y

O O

Sekil 2.3. Malondialdehit (MDA) (Gueraud vd., 2010).

Olusan MDA, bircok hasara sebep olabilmektedir. Basta membran
blatlnliglni bozarak membrandan iyon alis verisinin bozulmasina sebep
olur. Ayrica olusan MDA’'nin aldehit grubu DNA'nin azot iceren bazlariyla
reaksiyona girebilir ve bundan dolayr mutajenik, genotoksik ve karsinojenik
etkiler yaratabilir [(Niki, 1987); (Placer, Cushman, & Johnson, 1990);
(Porter, 1984)].

Tiobarbitlrik asit (TBA) ile reaksiyon veren ve lipit peroksidasyonun bir
artnd olan MDA, bilirubin gibi maddeler de TBA ile reaksiyon verdiginden LPO
(lipit peroksidasyonu) dizeyi TBARs olarak ifade edilir (Knight, Pieper, &
McClellan, 1988). Kisa zincirli bifonksiyonel bir aldehit olan MDA, iki aldehit
grubu ile birer amino grubuna badglanarak schiff bazini olusturmaktadir
(Horton & Fairhurst, 1987). Ayrica MDA iki molekul TBA ile reaksiyona
girerek (Sekil 2.4.) spektrofotometrede 512 nm’de okunabilen pembe renkli
bir bilesik olusturur (Sans & Chozas, 1998).
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Sekil 2.4. 2 mol TBA ile 1 mol MDA'nin olusturdugu pembe renkli birlesik (Sans & Chozas,
1998).

2.2 Parasetamol (Asetaminofen)
2.2.1Parasetamoliin yapi ve é6zellikleri

Parasetamol (N-asetil-p-aminofenol, Asetaminofen) recetesiz satilan,
analjezik ve antipiretik olarak kullanilan bir ilactir. Hafif veya orta siddetli agri
ve ateslerde tedavi icin en sik basvurulan parasetamol yeni dodanlarda dahi
kullanilabilmektedir. Parasetamol farkli yollarla kullanilabilmektedir (oral,
rektal ve intraven6z) (Pacifici & Allegaert, 2015). Molekuller formdula
CgHoNO-'dir (Sekil 2.5.). Molekiler agrihgr 151.7, erime noktasi 169°C,
yogunlugu 1.263 g/cm?® olup sudaki c¢ézinurliga 1.4 gr/ 100 ml'dir
(Bozogluer, 2009).
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Sekil 2.5. Parasetamol molekiler formilid (Graham & Scott, 2005).

Parasetamol oral yoldan alindiginda mideden emilimi zaylf,
incebadirsaklardan emilimi ise glglidir. Bazi besinler ile alindiginda bu
emilim duzeyi disebilmektedir. Parasetamol emilmeye basladiktan sonra
yaklasik 20-30 dk. icerisinde kandaki konsantrasyonu pik yapar. Plazma
proteinlerine dislik oranda badglanir. Vicut sivi ve dokularina esit oranda
dagilir. Yari omri 2,5 saat olan parasetamol karacigerde ylksek oranda
(%80-90) metabolize olur. Glukronik asit, sulfirik asit ve sistein ile konjuge
olusturarak idrar aracilgi ile atihr (Bozogluer, 2009).

2.2.2 Parasetamolun Metabolizmasi ve Toksik Etkisi

Parasetamol yluksek oranda metabolize olabilmesinin yaninda
uygulanan bir terapdtik dozun sadece % 2-5 idrarla degismeden atilr.
Biyotransformasyon codunlukla (%85-90) karacigerde (Klcikardal vd.,
2002) meydana gelmesine ragmen bir kismi  da bobreklerde
gerceklesebilmektedir (Prescott, 1980).

Parasetamolun ana metabolitleri sllfat ve glukuronid konjugatlardir;
ancak yenidoganlarda ve kuclk cocuklarda glukuronid konjugasyonu eksiktir
(sekil 2.6.). Parasetamol metabolizmasinda sullfat konjugasyonu baskin olan
metabolik yolaktir (Prescott, 1980).
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Sekil 2.6. Parasetamolun metabolik yolaklari (Graham, Scott, & Day, 2005).

Bunlarin yaninda yaklasik % 4 ile 10'luk kismi ise sitokrom P450
sistemi adi verilen bir enzim kompleksi tarafindan, parasetamolun bir ara
metaboliti  olan  n-asetil-p-benzokinonimine  (NAPQI) ddnustirilerek
metabolize edilir. Parasetamol; asiri doz uygulanmasindan sonra buyuk
oranda sitokrom P450 sistemi tarafindan metabolize edilmekte ve bdylece
NAPQI toksik seviyelere ulasabilmektedir (Pacifici & Allegaert, 2015).
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Asirt  miktarlarda hicre icerisinde biriken NAPQI karakteristik
sentralobular hepatotoksisiteye neden olur. Terapdtik dozlarda NAPQI hizli bir
sekilde glutatyon ile tepkimeye girer ve etkili bir sekilde detoksifiye edilir. Bu
ylzden, parasetamol metabolizmasi karacigerdeki hicresel glutatyon
seviyesinde carpicl bir dislse sebep olur. YUksek dozlarda parasetamolun
reaktif metabolitine donltsumu hicresel redikte glutatyon seviyesinin
dismesine neden olur ve bodylece acikta kalan NAPQI kovalent olarak
hicresel proteinlere baglanir (Mossa, Heikal, & Omara, 2013).

Glutatyon ile tepkimeye giren NAPQI, NAPQI-glutatyon konjugati
olusturur. Bu bilesik 6nce sistein konjugatina ve daha sonra da N-asetil
konjugatina doéntsturilerek idrar ile atilir (Sekil 2.6.) (Graham vd., 2005).

Sitokrom P2E1 parasetamolun oksidasyonunu saglayan bir sitokrom
enzim sistemi izoenzimidir. Ayni zamanda parasetamol MPO
(myeloperoksidaz) dahil birkag peroksidaz ile de okside olmaktadir. Ayni
zamanda parasetamol dimeri ve diger parasetamol polimerlerinin olusumu
sirasinda kullanilan peroksidazlar tarafindan da serbest radikaller
olusmaktadir (Sekil 6) (Graham vd., 2005).

2.2.3Parasetamolun Oksidatif Stres Ile Iliskisi

Parasetamolun toksik etki yaratmasi oksidatif stres, NAPQI'In
proteinlere ve lipitlere kovalent olarak baglanmasi sonucunda meydana gelen
degisikliklerdir. Parasetamolun sitokrom P450 enzim sistemi tarafindan
NAPQI'ya oksidasyonundaki artig, serbest oksijen radikallerinin artmasina da
sebep olmaktadir. Hidrojen peroksit ve siperoksit radikalleri parasetamol
metabolizmasinin aktivasyonu sonucu olusan Urlnlerdir (Jaeschke, McGill,
Williams, & Ramachandran, 2011).

Parasetamolun metabolizmasi sonucu reaktif bir metaboliti olan NAPQI
olusur ve bu metabolit bircok proteinle birlikte mitokondrial proteinlere de
badglanarak hem mitokondrial hem de hiicresel oksidatif stresi baslatir. Bu
oksidatif stresin bir sonucu olarak olusan superoksit radikalleri mitokondri
matriksi icerisinde NO (Nitrik Oksit) ile reaksiyona girerek peroksinitrit olusur
ve JINK (c-jun-N-terminal kinaz) mitokondriden c¢ikarak sitozole gecger.
JNK’'nin aktiflesip yeniden mitokondriye gecisi mitokondrial oksidatif stresi ve
peroksinitrit olusumunu daha fazla tetikleyerek, sonucta mitokondrinin
permeabilitesinin bozulmasina neden olmaktadir. Bunun bir sonucu olarak da
sitokrom ¢, endonukleaz G ve apoptoz uyaric faktér (AIF) gibi mitokondriyal
faktorler mitokondri disina salinir (Sekil 2.7.). Endontkleaz G ve AIF nlkleer
DNA fragmantasyonunu baslatmak icin nukleusa gecer (Jaeschke vd., 2011).
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Sekil 2.7. Parasetamolin mitokondri tGzerinden olusturdugu toksisite (Jaeschke vd., 2011).

Yapilan calismalarda yuksek dozlarda parasetamol aliminin katalaz
(CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi antioksidan enzim aktiviteleri ile
hiicre ici antioksidan sisteminin bir parcasi olan redlkte/okside glutatyon
dlzeylerini azalttigi bildirilmistir. NAPQI yilksek oksidatif kapasitesi sayesinde
olusan tiyol oksidasyonunun karaciger toksisitesinde énemli bir yer tuttugu
disinulmektedir. GSH (redikte glutaton) dlzeylerinde azalma, GPx enzim
aktivitesinin de azalmasina sebep olur. NAPQI ile proteinlerin stlfhidril (-SH)
gruplarinin oksidasyonu ile protein-protein ve protein-GSH arasinda disulfit
kdprileri olusmakta boylece NAPQI ve proteinler arasindaki bu kovalan
badlar hicre fonksiyonlarinda kayiplara ve hicre o6limine yol agmaktadir
[(Jaeschke vd., 2011); (James, Mayeux, & Hinson, 2003)].

Parasetamol toksisitesinde, oksidatif stresin gelisiminde lipit
peroksidasyonu hipotezi dnemli bir yer tutmaktadir (Jaeschke vd., 2011).
Parasetamol toksisitesi ile olusan oksidatif stresle lipit peroksidasyonu es
zamanh gergeklesebilmektedir. Parasetamolun metabolizmasi sirasinda
olusumu artan superoksit radikalleri hidrojen peroksit radikallerinin
miktarinin yikselmesine ve bdylece hidrojen peroksitteki artisa bagli olarak
da hidroksil radikallerinin artisina neden olmaktadir. Bu olusan hidroksil (OH")
radikalleri lipitlerle reaksiyona girerek lipit peroksidasyonunu (LPO) baslatir
(James vd., 2003).
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2.3 Hamilelikte Parasetamol Kullanimi

Hamilelerde agri sik rastlanan sikayetlerden biridir. Hamilelikte farkl
tedavi sireclerinde agri kesici ilaglarin kullanilmasi gerekebilir. Agr kesiciler
basit ilaglar olmamakla birlikte anne ve fetls organlari lzerinde icerdikleri
etken maddelerden dolayi olumsuz etkilere sebep olabilmektedirler. Gebeligin
her déoneminde kisa sireli olmak kaydi ile terapétik dozlarda analjezik ve
antipiretik olarak parasetamol kullaniimaktadir (Savh, 2012).

Amerika Birlesik Devletleri'nde en yaygin recetesiz kullanilan ilag
asetaminofendir (Parasetamol) ve bu nedenle gebelikte en sik asir doz
kullanim vakalari parasetamol kullanimi ile gérilmektedir (Savh, 2012). Asiri
dozlarda alinan parasetamol plasentadan gecerek hem fetal hem de maternal
hepatotoksisiteye neden olur (Wilkes, Clark, & Herrera, 2005).

Parasetamol; zayif bir asit olup fizyolojik pH araliinda noniyonize
olarak bulunur, zayif bir sekilde plazma proteinlerine baglanir ve kan-beyin
bariyeri ile plasentayl gecer. Anneden bebede lipitte ¢ozlinir maddelerin
gecisi plasental kan akimi ile dogru orantili olmaktadir (Arana, Morton, &
Hansen, 2001).

Standart dozlarda parasetamolun hamileligin herhangi bir trimesterinde
kullanilmasi fetal gelisimde herhangi bir yan etki olusturmadigi ginimize
kadar gelen literatlr bilgisinde goérulliyor olsa da son vyillarda hamilelikte
parasetamol kullanimi ile ilgili yapilan bazi calismalar dikkatleri parasetamol
Uizerine cekmektedir. insanlarda yapilan calismalarda prenatal parasetamol
maruziyeti ile ilgili distk yapma, disik dogum adirligi, preterm dogum
komplikasyonlari ile bir baglantisi gésterilmemistir (Scialli, Ang, Breitmeyer,
& Royal, 2010).

Kristensen ve ark.’nin 2011 vyilinda binkirk Danimarkall ve
binddrtylizyetmis Finlandiyall erkek bebedi degerlendirmisler ve bu calismada
hamilelik donemindeki annelerin parasetamol, asetil salisilik asit ve ibuprofen
gibi NSAI (non-steroid anti inflamatuar) ilag kullaniminin bir sonucu olarak bu
erkek bebeklerde kriptorsidizm gorilme riskinin arttigi konusunda baglanti
kurmuslardir (Kristensen, et al., 2012). Ayrica yapilan bir ¢ok calismada
hamilelik ddéneminde kullanilan parasetamolin c¢ocuklarda astim riski
arasinda pozitif bir baglanti oldugu savunulmaktadir ve literatiirde bu
gbrusleri elestirici ve destekleyici nitelikte yayinlar bulunmaktadir (Scialli vd.,
2010).

Parasetamollin fetlis Uzerinde istenmeyen olasi etkileri konusunda
toplumsal bilgilendirme yapilarak recetesiz parasetamol kullaniminin énlne
gecilmelidir. Farmakoloji alaninda hizla artan bilgilerin ve yeni deneyimlerin
Isiginda bir ilacin kategorisinin her an dedisebilecegi g6z o©ninde
bulundurulmalidir. Bu arastirma alanlarindaki celiskilere ragmen parasetamol
hamilelikte kullanilabilecek yegane analjezik ve antipiretik bir ilagc olmaya
devam etmektedir (Savli, 2012).
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2.4 Betain (Trimetil Glisin)
2.4.1Betainin Yapisi ve Ozellikleri

Betain mikroorganizmalar, bitkiler ve hayvanlarda bulunan &zellikle
Ispanak, seker pancari, bugday ve kabuklu deniz Grinleri gibi bircok gidada
bulunan édnemli bir bilesendir. Metil gruplarina sahip ve glisin amino asitinden
tiremis bir bilesik olan Betain (CH3)3NCH,COO olarak formdlize edilir ve
117.2 molekll agirligina sahiptir (Sekil 2.8.) (Craig, 2004).

CH, H
I |
H,C =N+ — C = COO-
I |
CH; H

Sekil 2.8. Betainin molekuler formulu (Craig, 2004).

Betainin fizyolojik fonksiyonu hem stres altindaki hicrelerde koruyucu
bir etki gbéstermesi hem de bir cok kimyasal yolakta meydana gelen
transmetilasyon tepkimelerinde bir metil donéri olarak kullanilmasidir. Bitki
ve mikroorganizmalarda Betainin temel goérevi hlicrelerde meydana gelen
ozmotik degisime karsi hicreleri korumaktir. Kuraklik, ytksek tuzluluk veya
sicaklik gibi streslere maruz kalindiginda mitokondri icinde Betain sentezi
baslar ve bu da Betainin birikmesine neden olur. Betain bir osmolit olarak
hicrelerde su tutulmasini arttinr, inorganik tuzlari degistirir, ozmotik
uyarilma ve sicaklikla uyarilan inaktivasyona karsi hicre igi enzimleri korur
(McCue & Hanson, 1992).

2.4.2Betain Metabolizmasi

Memeliler Betaini iki anahtar fonksiyon icin kullanir. Bunlardan birinicisi
Betainin temel 6zelligi olan su tutucu (osmolit) 6zelligini kullanarak bir gok
doku ve hlicre hacmini stabil tutmaktir. Bir diger fonksiyonu homosisteinin
metiyonine déndsimdu sirasinda gerekli olan metil gruplarinin dondri olarak
gbrev yapmaktir (Lever & Slow, 2010).
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Memelilerde kolin bilesigi 2 basamakta Betaine donustdrulir (Sekil
2.9.). Bu donidsimi 2 enzim katalizler; bu enzimler kolin dehidrojenaz (EC
1.1.99.1) ve Betain aldehit dehidrojenazdir (EC 1.2.1.8). Bu iki memeli
enzimi sadece karaciger ve bobrek mitokondrilerinde bulunmaktadir. Bu
dénuisim sdrecinin  ilk kontrol noktasi kolinin mitokondri igerisine
transportudur (Lever & Slow, 2010).

Betain homosistein metil transferaz (BHMT), homosisteinden metionin
ve N,N dimetilglisin olusumu sirasinda Betainden metil grubu saglar (Sekil
2.9.). Bu yolak karacigerdeki metilasyonun %50 kadarlhk bir kismini
olusturur. Bu yuzden bu yolakda Betain; metiyonin ve s-adenozil metiyonin
(SAM) konstantrasyonlarinin sdrtddrtulmesi icin ¢ok dénemli bir yer tutar
(Lever & Slow, 2010).

BESIN Fosfolipitler

\ @I o | |
(CH;3);MCH,CH;OH L Sistatyon
Kolin

& Homosistein .
(CH3)sNCH,CHO SANM 1ceren
Betain aldehit metilasyonlar
® Y aDﬂnﬂra_ﬂ.‘iilaa‘_vm @ o
(CHy)sNCH,COO" 4 (CHINCH,CO0™ QmexsBlovor\gn
Betain(Kan) Betain (Doku) "EHMT" " Clisin
Fesdback ® =
inhibigyoru 7 -- (CH4);HNCH,COO
NN-Dimetilglisin =~ —# ¢ 000
Ana volak
N.N-Dimetilglisin
Betain (ldrar) (kan ve idrar)

Sekil 2.9. Betain metabolizma yolaklari (Lever & Slow, 2010).

Yine Betainin proktlirsor olarak kullanildigi bir yolak Gzerinden de hiicre
ici kuvvetli bir antioksidan olan GSH sentezlenmektedir. Metiyonin/glutatyon
biyosentez yoladi icerisinde, metiyonin SAM'e, ki SAM daha sonra bir kag
reaksiyon sonucu sisteine ve son olarak da sisteinden glutatyona
donustdralar. Bu yolakta metil donéru olarak kullanilan Betain, BHMT enzimi
tarafindan substrat olarak kullanihr (Sekil 2.10.). Bu yolak Uzerinde sistein
biyosentezi hiz kisitlayici basamak olarak bilinmektedir. Calismalar artan SAM
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seviyelerinin hlicre ici GSH seviyelerinde bir dizelmenin oldugunu
gbéstermistir (Liu vd., 2010). Dolayisi ile disaridan alinan Betain, homosistein
remetilasyonunda kendine oldukca énemli yer bulur.

Metivonin . SAM

DG 1~;\ Va
Bhmt Bhmit2

Betain .x"f .\““
SMM

Homosistein +—— SAH

+

Sisteil == Glutatyon

Sekil 2.10. Metiyonin/glutatyon biyosentez yoladi (Liu vd., 2010).

Betain, serum metiyonin, transmetilasyon oranini, homosistein
remetilasyonu ve metiyonin oksidasyonunu arttirmaktadir. Betain enjeksiyon
yoluyla veya Betain iceren besinler araciligi ile alindiginda bir seri enzim
reaksiyonu ile katabolize olur. Bu reaksiyonlar genellikle bobrek ve karaciger
hirelerinin mitokondrilerinde gerceklesmektedir. Transmetilasyon
reaksiyonlari metiyonin ddéngustndeki metil grubu transferini icermektedir.
Homosisteinin metiyonine doénlsimi, metiyonin konsantrasyonlarininin
korumasi, DNA metilasyonunun saglanmasinda direkt metil grubu donéri
olarak gbrev alan SAM ‘In Uretiminde Betain 6énemli bir role sahiptir. Eger
Betain katabolize olmazsa da organik bir ozmolit olarak is gdrir. HUlcre igi
osmolaritenin  saglanmasi  bircok biyolojik fonksiyonun devamliligini
saglamada olmazsa olmazdir. Betainin, BHMT yoluyla homosisteini remetile
ederek (Sekil 2.10.) SAM ve glutatyon seviyelerini korudugu gosterilmistir
(Craig, 2004).

2.5 Antioksidan Savunma
2.5.1Glutatyon

Glutatyon (y-glutamil sisteinil glisin) sdlfhidril (-SH) antioksidan,
antitoksin ve enzim kofaktdérudir. Glutatyon glutamik asit, sistein ve
glisinden olusan bir tripeptitdir (Sekil 2.11.). Elektron dondérl olarak goérev
yapan sulfhidril grubu sistein aminoasiti kalintisindan gelmektedir. Glutatyon
hicrede genel olarak redikte formunda (GSH) bulunmaktadir. Saglikh bir
hicrede total glutatyon dizeyinin sadece %10 luk bir kisimini okside formu
olan GSSG olusturmaktadir (Kidd, 1997).
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Peptit Baglan

Glutamat Sistein Glisin

Sekil 2.11. Glutatyonun kimyasal yapisi (Kidd, 1997).

Onemli bir indirgeyici ajan ve antioksidan olan glutatyon hiicre igi
oksidasyon reduksiyon dengesini strdldrip hicreleri endojen ve eksojen
kaynakli oksidanlara karsi korumaktadir. Aminoasitlerin transportunda,
protein ve DNA sentezinde de dnemli rol oynayan glutatyon ayni zamanda
proteinlerin —SH gruplarinin korunmasinda ve bazi reaksiyonlarda koenzim
olarak da gorev yapar (Konukoglu & Akcay, 1995).

Vicutta normal metabolizma sonucu olusan superoksit radikali ve H,0,,
superoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzimleri
kullanilarak bu maddelerin zararli etkileri ortadan kaldirhr. Bu reaksiyonda
GSH; GPx etkisi ile GSSG'ye ve daha sonra da GSSG glutatyon reduktaz
tarafindan tekrar GSH'ya donusturilerek gergeklesir (Sekil 2.12.). Glutatyon
redoks sisteminin tim kompanentlerinin aktivitesinin yaslanma ile azaldigi
hayvan eritrositlerinde ve insanda gosterilmistir (Konukoglu & Akcay, 1995).

O.E
Siiperoksit ¥
Radikali 'O,
/'zH 6-Fosfo-glukono-
SOD /e' lakton
Glutatyon Glutatyon I}
¥ - i
o Peroksidaz Rediiktaz_ NADPH
Oksidatif e—— H:0; 2G5H +H* Glukoz

Hasar
CAT

H,0+0, _/
2H,0 GSSG NADP*

Glukoz 6-fosfat

o6-fosfat
dehidrojenaz

Sekil 2.12. Redikte/Okside glutatyon ddngtsi (Kidd, 1997).
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Glutatyon eksikligi karaciger hasarinin olusumunda ve karaciger
hasarina bagh olimlerde 6nemli bir unsur olarak ©6ne cikar. Karaciger
hlicrelerinin detoksifikasyon mekanizmalarini yerine getirebilmeleri icin hlicre
ici glutatyon seviyeleri oldukca 6nemlidir. Yapilan calismalar diyetlerinde
sulfir iceren aminoasitleri dlizenli bir sekilde alan bireylerin GSH dlizeylerinin
daha yuksek oldugu bildirilmistir. Karaciger hucreleri icerisindeki GSH
diizeylerinin azalmasi gesitli patolojik tablolara sebep olabilmektedir. ilaclar,
toksik maddeler ve karsinojenler GSH ile konjuge edilmezse DNA, RNA ve
hicre ici proteinlere kovalan olarak badlanarak 6nemli derecede hasara
sebep olur (Kidd, 1997).

2.5.2Paraoksonaz (PON) ve Arilesteraz (ARE)

PON (E.C.3.1.1.2), organofosfat paraokson’un non-toksik bir trlin olan
p-nitrofenol ve dietil fosforik asite hidrolizini katalizler. Bir aromatik esteraz
olan paraoksonaz, aktivitesi icin kalsiyuma ihtiyag duymaktadir. Serum
kolinesterazinin aksine organofosfatlar ile geri ddénidsimsiz olarak inhibe
olmaz. Ayni zamanda Arilesteraz (E.C.3.1.1.2) da aromatik esteraz olarak
tanimlanmaktadir. O- ve p- nitrofenol, beta-naftilasetat gibi dijer aromatik
esterleri hidrolize edebiliyor olmasinin yani sira, ARE’'nin asil substrati
fenilasetattir. PON gibi ARE de aktivitesi icin kalsiyuma ihtiyac duymaktadir
(Eckerson, Wyte, & La Du, 1983).

PON en az 3 tipi bulunan, PON;, PON; ve PON3 multigen ailesinin tyesi
olup kalsiyum bagimli bir serum esterazidir. Bu PON’lari kodlayan genler bir
birlerine bitisik bulunmaktadirlar. PON kodlayan genler insanlarda 7.
kromozomda bulunurken farelerde ise 6. Kromozomda konumlanmaktadir
(Labrecque vd., 2009). Bu ug farkli PON’un aminoasit dizilimi memeli turleri
arasinda yuksek seviyede benzerlik gdéstermektedir. Temel olarak PON; ve
PON3 karacigerde uretilirken PON; ise beyin, karaciger, bobrek ve testislerde
Uretilmektedir. PON; ve PONy'nin koroner kalp hastaliklari ile iliskili oldugunu
gbdsteren calismalar bulunmaktadir. Son zamanlarda PON, ve PONs’de tipki
PON; gibi antioksidan 6zelliklere sahip olduklari 6éne strtlmistir (Rodrigo,
Gil, Hernandez, Lopez, & Pla, 2003).

PON esas olarak karaciger tarafindan Uretilen ve apolipoprotein Al ve
ylksek yogunluklu lipoprotein (HDL) ile iliskili dolasima katilir. Son
zamanlarda PON;’in antioksidan savunma sistemine katkisi; HDL'lerde
bulunan PON;’in LDL oksidasyonunu Onleme (zerine oldugu bildirilmistir.
PON; ayni zamanda oksidatif strese neden olan lipit preoksitlerini ve hidrojen
peroksitleri de inaktive etmektedir (Jaichander, Selvarajan, Garelnabi, &
Parthasarathy, 2008).

PON ve ARE ayni gen tarafindan kodlanan ve aktif merkezleri benzer
olan esteraz grubundaki enzimlerdir. PON;’in polimorfik degisim gosterdigi
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bilinmesine karsin ARE enzimi genetik polimorfik bir degisim
gostermemektedir. Yine iki enziminde dodal substratlari farkli olmasina
karsin, ARE'nin dogal substrati olan fenil asetat PON; enzimi tarafindan
hidrolize edilebilmektedir. Arilesteraz PON;’'deki degisimlerden etkilenmeyen
asll proteinin gostergesi olarak kabul edilmektedir (Turkoglu, Bulmus,
Parmaksiz, Ozkan, & Giirsu, 2008).

PON;i. PON, ARE ve diyazoksanaz olmak Utzere 3 ayri aktiviteye sahip
bir enzimdir. PON;. paraokson, aromatik esterler ve fenilasetat gibi
organofosfatlari hidrolize eder. Ayni zamanda PON; tiolaktonlar dahil,
arilesterler, fosfat esterleri ve laktonlar gibi cesitli substratlari da hidrolize
etmektedir  (Isik, Koca, Ustundag, Celik, & Yildirim, 2007). PON; ve
arilesteraz aktivitesi karaciger fonksiyonunun bir goéstergesi olarak anlam
ifade eder ve PON; ile arilesteraz aktiviteleri tek bir enzim gibi islev
gostermektedir (Kilic vd., 2005).
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3 GEREGC VE YONTEMLER
3.1 DENEY HAYVANLARININ TEMIN VE BAKIMI

Calismaya baslamadan oénce, Eskisehir Osmangazi Universitesi
(ESOGU) Tip Fakiltesi Deney Hayvanlari Yerel Etik Kurulundan 410 no’lu
karar ile onay alindi. Calismamizda deney hayvanlarin bakim ve cerrahi
mudahaleleri Fen-Edebiyat Fakiltesi, Biyoloji Boélimu Deney Hayvanlari
Laboratuvarinda, biyokimyasal analizler Tibbi Biyokimya Anabilim Dali'nda,
histolojik analizler ise Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali'nda yapilmistir.
Calismamizda hamile sican olarak kullanilacak olan 12 adet 200-250 gr disi
Spragque Dawley tiri sigan, ESOGU Tibbi Bilimler Deneysel Arastirma ve
Uygulama Merkezi'nden (TICAM) temin edildi. TICAM’dan temin edilen
hayvanlar getirilen laboratuvara uyum sadlamalari icin bir hafta slresince
bekletildi. Hayvanlar 12 saat glindliz/gece olarak ayarlanmis, 22+3°C sabit
sicaklikta ve sabit nemli ortamda tutulup ad /ibitum beslenme uygulandi. 1
hafta boyunca disi ve erkek sicanlar ayri ayr kafeslerde tutulmus daha sonra
deneyin baslamasi ile kafesler birlestirilmis ve hayvanlar ciftlesmeye
birakilmistir.

3.2 HAMILELIGIN ANLASILMASI, DENEY GRUPLARI VE
MADDE UYGULANMASI

3.2.1Hamileligin Anlasiimasi

Sperm goézlemlenmesi hamileligin anlasiimasi igin kullaniimistir. Disi ve
erkek sicanlar ayni kafeslere koyulduktan sonra her ginin sabahinda rutin
olarak vaginal smear testi ile mikroskop altinda sperm varligi
gbzlemlenmistir.

Bir Pasteur Pipetine yaklasik 0,5 ml kadar serum fizyolojik cekildi ve
serum fizyolojigin tamami hayvanin vajeninden bir kag sefer bosaltilip geri
cekildi (Sekil 3.1.). Daha sonra Pasteur Pipeti igerisindeki sivi bir damla kadar
lamin Gzerine damlatildi ve mikroskop altinda sperm varligi incelenmistir.
Sigcan spermleri kanca seklinde goérintlye sahiptir (Sekil 3.2.).
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Sekil 3.1. Vaginal smear uygulanmasi.

Sekil 3.2. Sican spermi (x60 bluyttme).
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Calismada mikroskop altinda spermin gorialdigi ilk gianden (EO)
yavrularin dogacadi giine kadarki donem embriyonik prenatal dénem (E)
olarak ifade edildi. Bitiin gruplarda dogum normal 20 veya 21 (E20-21) gin
icerisinde gerceklesmistir. Her gruptaki ana sicanlarin dogum sayisi asadi
yukari 10-14 arasi olmustur. Calismamiz yeni doganlarda oldugu icin ilk 24
saatlik dilim icerisinde yeni dogan sicanlarin diseksiyonlari eter altinda
bayiltildiktan ve dekapitasyon olusturulduktan sonra gerceklestirilmistir.

Oncelikle hamileligi anlasilan sicanlar, gruplara ayrildi. Bu gruplarin her
birinde 4 adet anne olacak sekilde 3 grup olusturulup madde uygulamasi
yapildi. Dogum olduktan sonra her bir gruptaki annelerin yeni dogan
yavrulari kullanilarak yenidodan havuzu olusturuldu. Bu havuzdan her bir
grup icin onlg’er adet yenidogan yavru secildi ve arastirmalar gergeklestirildi.

3.2.2Deney Gruplari ve Madde Uygulanmasi

1. Kontrol Grubu (n=4): Bu gruptaki hamile sicanlara 2 ml serum
fizyolojik hamilelik stiresince her giin gavaj yolu ile uygulandi.

2. PARA Grubu (n=4): Bu gruptaki hamile siganlara 30 mg/kg
olacak sekilde hamilelik stresince her gin serum fizyolojik igerisinde
cozulerek taze hazirlandi ve gavaj yolu ile uygulandi.

3. PARA+Betain Grubu (n=4): Bu gruptaki hamile sigcanlara
30mg/kg olacak sekilde PARA ve 800 mg/kg olacak sekilde Betain
hamilelik stresince her gin serum fizyolojik icerisinde taze olarak
hazirlandi ve gavaj yolu ile uygulandi.

b NP - >
'& 'é Prenatal Dinem
= 2 o ja
_"‘-\-\.\
EDO E1 EZ1

| Kontrol Grubu |

Parasetamol Grobu
PARABetain

Sekil 3.3. Hamile sicanlara madde uygulanma siirecini gésteren skala.

Disi sicanlarda sperm gdzlemlendikten sonra, disi sicanlar erkek
sicanlarin yanindan ayrildi ve ayri bir kafeste tek basina bakima alindi.
EO'dan (Sperm go6zlemlendigi gin) bir sonraki gin (E1) Parasetamol
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uygulanacak gruba Parasetamol; Parasetamol+Betain uygulanacak gruba
Betain ve parasetamol her gln taze bir sekilde serum fizyolojik icerisinde
cozulerek hazirlandi ve gavaj ile uyguland: (Sekil 3.3.). Kontrol grubuna ise
sadece serum fizyolojik verildi.

3.3 CERRAHI ISLEMLER

21. ve 22. ginlerde dodan yavrular ilk 24 saatlik donem icerisinde
cerrahi midahalelere tabi tutuldu. Eter altinda bayiltilan yeni dogan yavrular
dekapite edilerek olduruldd. Blylteg altinda karaciger ve bdbrekleri cikartildi.
Biyokimyasal calismalar icin dokular galisma anina kadar -80°C ‘de saklandi.
Histolojik calismalar icin ayrilan dokular nétral formaldehitte 24-48 saat slre
ile fiske edildi. Fiksasyondan sonra dokularin histolojik takipleri yapildi.

3.4 Doku MDA Diizeylerinin Olgiimii

Olciim Prensibi:

MDA o6lgiimi icin Ohkawa ve ark. kullandigi yontem modifiye edilerek
kullanilmistir. Yontem lipit peroksidasyonunun son (Urunlerinden biri olan
malondialdehitin (MDA) tiyobarbitirik asit (TBA) ile verdigi renk
reaksiyonuna dayanmaktadir (Ohkawa, Ohishi, & Yagi, 1979).

MDA ve GSH Analizi I¢cin Doku homojenatinin hazirlanmasi:

Dokular derin dondurucudan cikarildi ve her biri tek tek tartildi. Tartilan
her bir doku ayri ayrt numaralandirilmis tuplere koyuldu. Tartilan doku
graminin 9 kati kadar 0,15 M’lik KCI dokularin bulundugu tiplere eklendi ve
15000 devir/dk hizla ortalama 1 dakika boyunca buz Uzerinde homojenize
edildi ve bdylelikle %10'luk homojenat hazirlanmis oldu. Hazirlanan
homojenatlar daha sonra +4°C’de 4000 rpm’de 15 dakika boyunca santrifij
edildi. Sipernatantlar él¢cim igin kullanildi.

Olgiim Sirasinda Kullanilan Cozeltiler:

e %8,1'lik sodyum dodesil silfat (SDS): 8,1 gr SDS tartildi ve bir miktar
distile suda ¢dézuldikten sonra son hacim 100 ml'ye tamamlandi.

e %?20lik Asetik asit (pH: 3.5): Bir miktar distile su igerisine 20 ml asetik
asit eklendi ve 100 ml'ye yakin bir degere kadar distile su eklendikten
sonra NaOH ile pH 3.5 ayarlanip distile su ile 100 ml'ye tamamlandi.
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e %0,8'lik Tiyobarbitdrik Asit (pH: 5.5): 0,8 gr TBA tartiip bir miktar
distile suda c¢oézuldikten sonra pH NaOH ve HCI kullanilarak 5,5 a
ayarlandiktan sonra distile su ile 100 ml'ye tamamlandi.

Deney Protokolii:

Kapakli tupler alinarak koér, standart ve o6rnek tlUpler hazirlandi. Kér
tiplne 20 pl SDS, 150 ul asetik asit, 150 pl TBA, 80 pl distile su koyuldu;
ornek tuplerine ise; 40 ul stipernatant ,20 pl SDS, 150 pl asetik asit, 150 pl
TBA ve 40 pl distile su koyuldu; standart tlplerine 6rnek tiplerine koyulan
maddelerin aynisi koyuldu ancak slpernatant yerine hazirlanan standart
cOzeltiler koyuldu. Tuplerin kapaklar kapatildi ve tim tlpler 100°C'de 60
dakika boyunca inklbasyona birakildi. 1 saat sonunda tim tlpler musluk
suyu altinda sodgutuldu. Sodgutulan tipler daha sonra 4000 rpm’de 10 dk
boyunca santriflij edildi. Santrifijden sonra slUpernatanttan 200 pl alinip
mikroplateler igerisine koyulduktan sonra 532 nm’de okuma vyapildi (Tablo
3.1.).

Tablo 3.1. MDA 6lcim prosedura.

Kor Numune Standart

Homojenat -- 40 pl 40 ul (Std.)
%8,1 SDS 20 pl 20 pl 20 pl
%20’lik Asetik asit 150 pl 150 pl 150 pl
%0,8’lik TBA 150 pl 150 pl 150 pl
Distile Su 80 pl 40 pl 40 pl

60 dakika boyunca 100°C'de inkiibe edilir.

N-Biitanol/piridin 500 pl 500 pl 500 pl

4000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edilir.

Siipernatantlar mikroplate icerisine alinir ve 532 nm’de olgiiliir.
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Doku MDA Diizeylerinin Hesaplanmasi

Orneklerin konsantrasyonlarini hesaplayabilmek igin standart c¢ozelti
olarak 1.56, 3.12, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 nmol/ml’lik konsantrasyonlarinda
1,1,3,3 tetraetoksipropan hazirlandi. Ayri ayri bitln standart tupleri icerisine
koyuldu. Tablodaki gibi kér ve 6rnek tlplere uygulanan asamalar uygulandi.
Elde edilen absorbanslarla konsantrasyon dederleri Microsoft Office Excel
2010 programi kullanilarak bir standart grafigi olusturuldu (Sekil 3.4.).
Orneklerin konsantrasyonlari standart grafigi kullanilarak hesaplandi. Daha
sonra her bir dokuya ait olan homojenatlar kullanilarak total protein
konsantrasyonlari da hesaplandi. Orneklerin konsantrasyonu total protein
konsantrasyonlarina oranlandi ve MDA sonuglari nmol/mg protein olarak
verildi.
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Sekil 3.4. MDA standart grafigi.

3.5 Doku GSH Diizeylerinin Olgiimii
Olciim Prensibi:

GSH 0lgima icin Beutler ve ark. kullandigi yontem modifiye edilerek
kullanilmistir. Yontem ortamdaki tiyol bilesikleriyle DTNB (5,5’-ditiyobis-2-
nitrobenzoik asit) ile reaksiyona girip olusan rengin 412 nm’'de
spektrofotometrik olarak 6lcimuine dayanmaktadir (Beutler, Duron, & Kelly,
1963).

26



Doku homojenatinin hazirlanmasi:
Doku homojenati olarak MDA icin kullanilan homojenat kullaniimigtir.

Olciim Sirasinda Kullanilan Cozeltiler:

CoOktdrdca Solusyon: 1.67 gr metafosforik asit, 0,20 gr EDTA, 30 gr
NaCl tartilip bir miktar suda c¢oézlldikten sonra son hacim distile su
100 ml'ye tamamlandi.

0.3 M NayHPO4 Cozeltisi: 2,13 gr Na;HPO4 tartilip bir miktar distile su
icerisinde ¢bzuldikten sonra son hacim distile su 50 ml'ye tamamlandi.
DTNB Solldsyonu: 0,25 gr sodyum sitrat ve 10 mg DTNB tartilip 100 ml
distile suda ¢oézullr.

0.15 M KCl Cobzeltisi: 1.15 gr KCI tartildi ve son hacim 100 ml'ye
tamamlanir.

Deney Protokolii:

Mikroplate igerisine koér, érnek ve standartlari olusturacak kuyucuklar
icerisine 160 upl NaHPO, gb6zeltisinden eklenir, daha sonra koér kuyucuk
icerisine 40 pul yalanci filtrat, 6érnek kuyucuklara daha &nceden santriflj
edilmis numunelerden elde edilen sldpernatanttan 40 pl ve standart
kuyucuklara 40 pl hazirlanmis standart cozeltilerinden eklenir. En son
Uzerlerine DTNB koyulur ve 5 dakika sonra 412 nm’de spektrofotometrik
olarak élgultr (Tablo 3.2.).

Numunenin Hazirlanisi:

25 uyl daha 6nceden hazirlanmis homojenattan, 75 ul 0.15 M KCI
cozeltisinden ve 150 pl ¢coktlricl sollisyondan tlpler igerisine koyulup 3500
rpom +4°C’'de 10 dakika siresince santriflij edilir. Sipernatant 6lgiim igin
numune olarak kullanilir.

Yalanci Filtrat:

150 pl ¢éktlricu solisyon ve 100 pl distile su tlp icerisine koyulduktan
sonra 3500 rpm +4°C’de 10 dakika slresince santrifij edilir. Stpernatant
Olgim igcin numune olarak kullanihr.
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Tablo 3.2. GSH 6lglim proseddri.

Kor Numune Standart
Na,HPO, 160 pl 160 pl 160 pl
Siipernatant -- 40 pl 40 ul (Std.)
Yalanci Filtrat 40 pl == --
DTNB 20 pl 20 pl 20 pl

5 dakika beklendikten sonra 412 nm’de odlgiiliir.

Doku GSH Diizeylerinin Hesaplanmasi

Orneklerin konsantrasyonlarini hesaplayabilmek icin standart cozelti
olarak 0.05, 0.10, 0.20, 0.40 umol/ml’lik konsantrasyonlarinda Glutatyon
hazirlandi. Tablodaki gibi kér ve 6rnek kuyucuklara uygulanan asamalar
uygulandi. Elde edilen absorbanslarla konsantrasyon dederleri Microsoft
Office Excel 2010 programi kullanilarak bir standart grafigi olusturuldu.
Orneklerin konsantrasyonlari standart grafigi kullanilarak hesaplandi (Sekil
3.5.). Daha sonra her bir dokuya ait olan homojenatlar kullanilarak total
protein konsantrasyonlari da hesaplandi. Orneklerin konsantrasyonu total
protein konsantrasyonlarina oranlandi ve Glutatyon sonuglari pmol/mg
protein olarak verildi.
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0.6 R2 = 0,9998

0,5

0,4 |

0,3

0,2 |

0,1
0 ‘ . . . .

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

[GSH], pmol/ml

Absorbans, 412 nm

Sekil 3.5. GSH standart grafigi.
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3.6 Doku NO Diizeylerinin Olciimii
Olciim Prensibi:

Nitrik oksit 6lciminde Cortas ve Wakidin 6lcim prensibi modifiye
edilerek kullanildi. Yéntem bakir kapli kadmiyum granlleri ile Nitrat (NO™)’in
Nitrit (NO™2)’ vye doénlsturilmesi ve Nitritin  dlgllmesi prensibine
dayanmaktadir (Cortas & Wakid, 1990).

Doku Homojenizatlarinin Hazirlanmasi:

Tartiip numaralandiriimis tdplere aktarilan dokularin Gzerine tartilan
miktarin 9 kati kadar 0.1 M’k Fosfat tamponu (pH: 7.4) eklendi ve
homojenizator ile buz Uzerinde yaklasik 1 dk boyunca homojenize edildi.
Homojenize edilen dokular +4°C’de 20 dk boyunca 4000x g'de santrifiij edildi
ve supernatantlar élgiim igin kullanildi.

Olgiim Sirasinda Kullanilan Coézeltiler:

e 75 mM'hik ZnS04 Cozeltisi: 5,39 gr ZnS04.7H,0’dan tartildi biraz distile
suda ¢Ozuldi ve son hacim 250 ml'ye tamamlandi.

e 55 mM’hk NaOH Cobzeltisi: 0,55 gr NaOH tartildi biraz distile su
icerisinde ¢dzuldikten sonra son hacim 250 ml'ye tamamlandi.

e 0.2 M Glisin-NaOH Tamponu: 7,5 gr glisin yaklasik 100 ml distile suda
cozuldu. 0.1 M'lik NaOH c¢ozeltisi ile glisinin pH’sI 9.7'ye ayarlandi ve
son hacim distile su ile 500 ml'ye tamamlandi.

e 0.1 M NaOH Cobzeltisi: 3.2 gr NaOH tartilip 40 ml distile suda ¢dézulda.

o Kadmiyum Grandlllerinin Aktivasyonu: Esit boyutlardaki kadmiyum
granulleri 6rnek, standart ve kor sayisi kadar ayrildi. H,SO4 igerisinde
tutulan kadmiyum grandlleri distile su ile 3 defa yikandi. CuSO4
icerisinde iki dakika bekletildikten sonra glisin-NaOH tamponu ile 3
defa yikandi ve 10 dakika igerisinde kullanildi.

e 0.2 M H,S0O4 Cozeltisi: Bir miktar distile su icerisine 1.4 ml derisik
H,S0O4 koyuldu ve son hacim 250 ml'ye tamamlandi.

e 5 mM CuSOQO4 Cozeltisi: 3.12 gr CuS04.H;0 tartildi bir miktar distile su
icerisinde ¢ézullp son hacim 250 ml'ye tamamlandi.

e 58 mM’lik Sdlfanilamid Cbézeltisi: 3M HCl'den 66.2 ml alinip hacmi
distile su ile 250 ml'ye tamamlanip 2.5 gr sdlfanilamid eklendi.
Silfanilamid sicak HCI icinde iyice ¢6zildld. Oda sicakliginda saklandi.

e 0.77 M’hk N-Naftiletilendiamin Cdézeltisi: 50 mg N-Naftiletilendiamin
tartilip bir miktar distile suda ¢6zuldikten sonra son hacim 250 ml’ye
tamamlanir.
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Tablo 3.3. NO 6lglim proseddird.

Deney Kor Standart
Siipernatant 50 pul 50 plI(D. su) -
NaOH 250 pl 250 pl -
ZnS0O, 200 pl 200 pl -
3500x g'de 10 dakika santrifiij edilir.
Siupernatant 100 pl 100 pl 100 pl (Std.)
Distile Su 200 pl 200 pl 200 pl
Glisin Tamponu 100 pl 100 pl 100 pl
Kadmiyum Graniilleri Eklenir Eklenir Eklenmez
Oda sicakhiginda 90 dakika inkiibasyon.

Siipernatant 200 pl 200 pl 200 pl
Siilfanilamid 100 pl 100 pl 100 pl
N-naftiletilendiamin 100 pl 100 pl 100 pl
Distile Su 50 pl 50 pl 50 pl

60 dk oda sicakhiginda inkiibasyondan sonra 545'nm de okundu.

Deney Protokolii:

Hazirlanan homojenizatlar santriflij edildekten sonra silpernatantlar
Olcim icin kullanildi. Deneyin ilk asamasini deproteinizasyon asamasi
olusturmaktadir. Deproteinizasyon icin kér tipe 250 pl 55 mM’lik NaOH ve
200 pl 75 mM ZnSO4 koyuldu; 6rnek tuplere 50 pl stpernatant 250 pl 55
mM’lik NaOH, 200 pl 75 mM ZnS0O4 koyuldu; standartlar igin deproteinizasyon
islemleri uygulanmadi. Daha sonra kér ve o6rnek tupler 3500x g’de 10 dk
santrifij edilir ve stpernatant bir sonraki asama igin kullanilir. Bu asamada
ornek ve kor tldp icin slpernatantlardan, standartlar igin ise hazirlanan
standart ¢ozeltilerinden 100 pl alinip Gzerine 200 ul distile su, 100 ul glisin
tamponu koyuldu. Cdzeltiler vortekslendikten sonra, érnek ve kér tuplerinin
her birine bir adet olacak sekilde bakir kapli kadmiyumlardan eklendi.
Standart tiplerine eklenmedi. 90 dakika siresince oda sicakhdinda
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inkibasyona birakildi. 90 dakika sonunda standart, kér ve érneklerden 200’er
Ml alindi ve Uzerlerine 100°er pl N-Naftiletilendiamin ve Sdlfanilamid
eklendikten sonra distile su ile 450 pl'ye tamamlandi. 1 saat slresince oda
sicakliginda inklbasyona birakilan tlplerden daha sonra 200 pl alinip
mikroplatelere koyuldu ve spektrofotometrede 545 nm’de absorbans
degerleri 6lclldi (Tablo 3.3.).

Doku NO Diizeylerinin Hesaplanmasi

Orneklerin konsantrasyonlarini hesaplayabilmek icin standart cozelti
olarak 1.56, 3.12, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 umol/L’lik konsantrasyonlarinda
NaNO; hazirlandi. Ayri ayri batdn standart tlpleri igerisine koyuldu. Tablodaki
gibi koér ve ornek tlplere uygulanan asamalar uygulandi. Elde edilen
absorbanslarla konsantrasyon degerleri Microsoft Office Excel 2010 programi
kullanilarak bir standart grafigi olusturuldu (Sekil 3.6.). Orneklerin
konsantrasyonlari standart grafigi kullanilarak hesaplandi. Sonuglar diliisyon
faktori ie carpildi. Daha sonra her bir dokuya ait olan homojenatlar
kullanilarak total protein konsantrasyonlari hesaplandi.  Orneklerin
konsantrasyonu total protein konsantrasyonlarina oranlandi ve NO sonuglari
Mmol/mg protein olarak verildi.

Nitrik Oksit Standart Grafigi

y = 0,0057x + 0,0002
0.6 7 R2 = 0,9996

Absorbans, 545

nm
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Sekil 3.6. NO standart grafigi.
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3.7 Doku Paraoksonaz ve Arilesteraz Aktivitelerinin Olgiimii
Paraoksonaz Olciim Prensibi:

Paraoksonaz aktivitesi 6lcimi ydnteminde substrat olarak kullanilan
paraoksonun hidrolizi sonucu olusan p-nitrofenolun 25°C ve 405 nm’de birim
zamandaki degisiminin 0OlcimU esasina dayanir (Beltowski, Wisniewska,
Borkowska, & Wojcicka, 2005).

Doku homojenatinin hazirlanmasi:

-80°C’den dokular cikarildi ve her biri tek tek tartildi. Tartilan her bir
doku ayri ayri numaralandirilmis tdplere koyuldu. Tartilan doku graminin 9
kati kadar 50 mM Tris-HCI tamponundan dokularin bulundugu tiplere eklendi
ve 15000 devir/dk hizla ortalama 1 dakika boyunca buz lzerinde homojenize
edildi ve boylelikle %10’luk homojenat hazirlanmis oldu. Hazirlanan
homojenatlar daha sonra +4°C’de 10.000x g’de 15 dakika boyunca santrif(j
edildi. Sipernatantlar 6lgim igin kullanildi.

Olgiim Icin Kullanilan Gézeltiler:

e 100 mM'lik Tris-HCI Tamponu (pH: 8): 3.027 g Tris, 34.7 mg CaCl; ve
14.61 NaCl tartihp 200 ml distile suda c¢ozulip HCI ile pH 8’e getirilip
son hacim 250 ml'ye tamamlandi.

e Paraokson Cozeltisi: 18 pl paraokson 654 pl aseton igerisinde ¢ozulur
ve Uzerine 12,7 ml Tris-HCI tamponu eklenir ve iyice karistirildi. Daha
sonra Udzerine 50 ml Tris- HCI tamponu eklenerek paraokson goézeltisi
hazirlanmis oldu.

Deney Protokolii:

Mikroplate icerisindeki kuyucuklara érnekler ve koér icin 190 pl Tris-HCI
tamponu koyuldu, daha sonra érneklerden karaciger igin 10 pl bébrek icin 30
ul eklendi, kor icin ise karaciger 6lciminde 10 pl bobrek 6lciminde 30 pl
distile su eklendi. En son olarak c¢oklu otomatik pipet yardimi ile seri bir
sekilde butlin kuyucuklara 47 pl paraokson c¢ézeltisi eklendi ve 405 nm’deki
absorbans degisimi 5 dakika boyunca kaydedildi (Tablo 3.4.).
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Tablo 3.4. PON aktivitesi 6lgim proseduird.

Paraoksonaz Aktivite Olciimii

Karaciger Icgin Bobrek icin
Numune | Kor Numune Kor
Tris-HCI Tamp. 190 pl 190 pyl | Tris-HCI Tamp. 190 pl 190 pl
Siipernatant 10 pl -- Silipernatant 30 pl --
Distile Su —= 10 pl Distile Su —- 30 pl
Paraokson 47 pl 47 pl Paraokson 47 ul 47 pl

Paraoksonaz Aktivitesinin Hesaplanmasi:

U/ml= AA/dk

X SFX 10°X 1/0.6
€

AA/dk: Bir dakikadaki absorbans degisimi.

€: p-nitrofenolun molar absorbtivite katsayisi, mevcut sartlar icin 17600.
SF: Seyreltme fakdtir (Total Hacim/Numune Hacmi).

10°: nmole gevirme faktori.

1/0,6: Plate 1sik yolunun uzakhdi.

Yukaridaki formule gére hesaplanan enzim aktiviteleri daha sonra
protein miktarina oranlanarak sonuglar U/mg protein seklinde verilmistir.

Arilesteraz Olgiim Prensibi:

Arilesteraz aktivitesi Olcimi ydnteminde substrat olarak kullanilan
fenilasetatin hidrolizi sonucu olusan fenolun 25°C ve 270 nm’de birim
zamandaki degisimi spektrofotometrik olarak oOlcimi esasina dayanir
(Beltowski vd., 2005).

Doku homojenatinin hazirlanmasi:

-80°C’den dokular cikarildi ve her biri tek tek tartildi. Tartilan her bir
doku ayri ayri numaralandiriilmis tiplere koyuldu. Tartilan doku graminin 9
kati kadar 50 mM Tris-HCl tamponundan (NaCl icermeyen tampon) dokularin
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bulundugu tiplere eklendi ve 15000 devir/dk hizla ortalama 1 dakika
boyunca buz Uzerinde homojenize edildi ve bdylelikle %10’luk homojenat
hazirlanmis oldu. Hazirlanan homojenatlar daha sonra +4°C’de 10.000x g'de
15 dakika boyunca santrifij edildi. Sipernatantlar 6lciim icin kullanildi.

Olciim Icin Kullanilan Cozeltiler:

e 100 mM’lik Tris-HCI Tamponu (pH: 8): 3.027 g Tris ve 34.7 mg CacCl,
tartihp 200 ml distile suda ¢ozulip HCI ile pH 8’e getirilip son hacim
250 ml'ye tamamlandi.
e Fenilasetat Cozeltisi: 24 ul fenilasetat 15.2 ml Tris-HCI tamponunda
¢ozulur ve Uzerine 40 ml Tris-HCI tamponu eklenip ¢dzelti hazirlandi.
Deney Protokolii:

Karaciger ve bobrek homojenatlari 1/40 oraninda dilie edildi ( 8 pl
slipernatanta 312 ul distile su eklendi). Seyreltiimis orneklerden karaciger
icin 40 ul bobrek icin 120 ul eklendi, kor icin ise karaciger élciminde 40 pl
bobrek 6lgiminde 120 pl distile su eklendi. Daha sonra Uzerine 800 pl
fenilasetat eklenip 270 nm’de 3 dakika boyunca kinetik okuma yapildi (Tablo
3.5).

Tablo 3.5. ARE aktivitesi 6lgim proseduru.

Arilesteraz Aktivite Olgiimii

Karaciger Icin Bobrek icin
Numune | Kor Numune Kor
Siupernatant 40 pl -- Siupernatant 120 pl --
Distile Su -- 40 pl | Distile Su -- 120 pl
Fenilasetat 800 ul 800 ul | Fenilasetat 800 ul 800 ul

Arilesteraz Aktivitesinin Hesaplanmasi:

U/ml= AA/dk

X SF X 103X 40
E
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AA/dk: Bir dakikadaki absorbans degisimi.

€: p-nitrofenolun molar absorbtivite katsayisi, mevcut sartlar icin 1310.
SF: Seyreltme fakétur (Total Hacim/Numune Hacmi).

103: pmole gevirme faktord.

40: Seyreltiimis 6rnekler.

Yukaridaki formule goére hesaplanan enzim aktiviteleri daha sonra
protein miktarina oranlanarak sonuglar U/mg protein seklinde verilmistir.

3.8 Doku Total Protein Olgiimii

Olciim Prensibi:

Olcim Bradford’un yéntemi kullanilarak uygulandi. Bu yéntemde
Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasinin farkli konsantrasyonlardaki protein
miktarina  bagll olarak verdigi farkh  siddetlerdeki mavi rengin
spektrofotometrik olarak 595nm’de d&lcimine dayanmaktadir (Bradford,
1976).

Doku Homojenatlarinin Hazirlanmasi:

MDA, NO, GSH ve PON-ARE o&lcumlerinde kullanilan homojenizatlar
kullanildi.

Cozeltiler:

e Reaktif: Coomassie Brilliant Blue G-250 tartildi. 12.5 ml %095’lik
etanolde ¢ozdlruldu ve Uzerine 25 ml H3PO4 eklendi. Son hacim distile
su ile 250 ml'ye tamamlandi. Bu stok ¢ozeltidir. Kullanilacagi zaman 5
katl seyreltilip Whatman filtre kagidindan stzlltp oyle kullanildi.

Deney Protokolii:

Mikroplate kor, 6rnek ve standart icin hazirlandi. Kér kuyucudga 5 pl
distile su, o6rnekler icin homojenizattan 5 pl ve standartlar icin hazirlanmis
olan farkli konsantrasyonlardan 5’er ul eklendi. Daha sonra Uzerlerine 250 pl
Bradford rekatifi eklendi ve 5 dakika sonra 595 nm’de dlgulda.
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Sonuglarin Hesaplanmasi:

Ornek konsantrasyonlarinin hesaplanabilmesi icin standart coézelti
olarak 0.015, 0.031, 0.062, 0.125 mg/ml konsantrasyonlarinda sigir serum
albumini (BSA) kullanildi. Yukaridaki prosedir uygulanip dlgilen absorbans
ve konsantrasyonlar Microsoft Office Excel 2010 programi kullanilarak bir
standart grafigi olusturuldu (Sekil 3.7.). Orneklerin Konsantrasyonu standart
grafigi kullanilarak hesaplandi.

Protein Standart Grafigi

y=0,7616x+ 0,0009
R?=0,9984
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Sekil 3.7. Protein standart grafigi.

3.9 Karaciger ve Bobrek Dokularinda Yapilan Histolojik
Islemler

Kontrol, parasetamol ve PARA+Betain gruplarini olusturan tim
sicanlardan karaciger ve bobrek ornekleri alindi. Alinan karaciger ve bobrek
orneklerinin % 10luk formalin fiksatifi icinde 48 saat slre ile fiksasyonlar
saglandi. Fiksasyonlari saglanan ornekler fiksatifin cokmesini engellemek
amaciyla 3-4 saat cesme suyunda yikandi. Cesme suyuyla ylkanan doku
parcalari daha sonra sirasiyla kademeli olarak %70’lik, %80°lik, %90’k ve
%96'lik alkol serilerinde 45’er dakika bekletilerek dehidratasyonlari saglandi.
Dehidratasyonlarinin ardindan 6rnekler seffaflandiriilmak Gzere 2 kez 20'ser
dakika ksilolde bekletildi. Karaciger ve bobrek ornekleri seffaflanmalarinin
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ardindan etuv icinde 65°C’de eritilmis parafinlere alinarak 60 dakika sureyle
uc ayr parafinde bekletildi.

Parafinize edilen dokular ayri ayrn parafin iceren kasetlere gémiulerek
bloklandi ve kesit alinmaya hazir duruma getirildi. Parafin bloklardan
kesitlerin  alinmasinda  kullanilacak  mikrotom bicagi  buzdolabinda
sogutularak, mikrotom araciigi ile her bir 6rnekten 5’er mikrometre
kalinliginda doku kesitleri alindi. Kesitlerin 45°C’de su banyosunda aciimalari
saglanarak temiz lamlar Gzerine alinmasindan sonra etlv icinde 1 saat sire
ile bekletilmeleri saglandi. Preparatlar 1’er saat sire ile iki ayri ksilolde
tutulup deparafinizasyonlari saglandiktan sonra boyama asamasina gegcildi.

Kesitlerin boyanmasinda Hematoksilen-Eozin ikili boyasi kullanildi.
Deparafinizasyonu yapilmis olan doku kesitleri 5’er dakika slreyle %96,
%90, %80, %70'lik alkollerde ve distile suda bekletildi. Kesitler
Hematoksilen ile 2 dakika ve Eozin ile 10 dakika boyandi. Cesme suyu ile
fazla boyasi alinan kesitler hizla alkol serilerinden gegirilip dehidratasyonlari
saglandi. Dokular iki ayri ksilolde 30’ar dakika tutularak seffaflastirildi ve
seffaflanan dokular daha sonra entellan ile kapatilarak 1sitk mikroskobik
diizeyde Olympus BH-2 mikroskop ile dederlendirmeleri yapilarak karaciger
ve bobrek drneklerini iceren tim preperatlarin Olympus DP-70 digital kamera
ile fotograflar gekildi.

3.10 Istatistiksel Analiz

Calismanin istatistiksel analizleri, Biyoistatistik Anabilim Dali'nda
yapildi. Istatistiksel analizde SPSS 22.0 Windows kullanildi. Sonuglar
ortalama * standart sapma olarak verildi. Gruplara arasindaki farkhhklar
dedgerlendirmek amaciyla Kruskal-Wallis Tek Yonli Varyans Analizi testi
kullanilmistir. P<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4 Bulgular

4.1 Biyokimyasal Bulgular

4.1.1Karaciger MDA bulgulari

Calismamizda, gavaj yolu ile PARA uygulanan grubun MDA dlzeyleri
(p<0.05).

kontrol grubunun dilzeylerinden anlamli derecede vyuksekti

“Kontrol ile PARA+Betain grubunun” ve “PARA ile PARA+Betain grubunun”
MDA duzeyleri karsilastirildidinda ise aralarinda herhangi bir fark bulunamadi

(Tablo 4.1.; Sekil 4.1.).

Tablo 4.1. Karaciger MDA dizeyleri.

Karaciger MDA Diizeyi
Gruplar N .
(nmol/mg protein £ s.s)
Kontrol 8 49,78 £ 19,37
PARA 8 88,52 + 27,51 *
PARA + Betain 8 61,11 + 21,42

* 1 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0.05

120,00

£

@ 100,00

2

Q

2 80,00

£

S 60,00

£

€ 40,00

F

g 2000
0,00

Karaciger MDA Diizeyleri

'3

KONTROL PARASETAMOL PARA+BETA

Gruplar

Sekil 4.1. Karaciger MDA Duizeyleri.

* 1 Kontrol grubu ile karsilastirildiinda p<0.05
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4.1.2Bobrek MDA bulgulari

Calismamizda, PARA ve PARA+Betain grubunun MDA dlzeyleri kontrol
grubundan anlamli dlizeyde ylksekti (p<0.05). PARA ile PARA+Betain
gruplarinin MDA dlzeyleri arasinda ise herhangi bir anlamhl fark
bulunmamistir (Tablo 4.2; Sekil 4.2).

Tablo 4.2. Bébrek MDA dizeyleri.

Bobrek MDA Duzeyi
Gruplar N )
(nmol/mg protein £ s.s)
Kontrol 8 27,76 £ 5,14
PARA 8 40,81 £ 9,79 *
PARA + Betain 8 38,65 + 8,01 *

* 1 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0.05

Bobrek MDA Diizeyleri

60,00

50,00

40,00

30,00

20,00

[MDA], nmol/mg protein

10,00

0,00

KONTROL PARASETAMOL PARA+BETA

Sekil 4.2. Bobrek MDA Diizeyleri.
* 1 Kontrol grubu ile karsilastirildiinda p<0.05
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4.1.3Karaciger GSH bulgulari

Calismada karaciger; PARA grubunun GSH dizeyleri kontrol grubu ile
karsilastirildiginda PARA grubunda bir diststn oldugu gozlemlendi ancak bu
azalma istatistiksel olarak anlamli bir farki ifade etmemektedir (Tablo 4.3.;
Sekil 4.3.).

Tablo 4.3. Karaciger GSH bulgulari.

Karaciger GSH Diizeyi
Gruplar N _
(Mmol/mg protein £ s.s)
Kontrol 8 0,78 £ 0,11
PARA 8 0,67 £ 0,13
PARA + Betain 8 0,73 £ 0,09

Karaciger GSH Diizeyleri

0,90

0,80 T
0,70
0,60
0,50
0,40
0,30
0,20
0,10
0,00

[GSH], umol/mg protein

KONTROL PARASETAMOL PARA+BETA

Gruplar

Sekil 4.3. Karaciger GSH bulgular
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4.1.4Boébrek GSH bulgulari

Calismada bdbrek; PARA grubunun GSH dlzeyleri kontrol grubu ile
karsilastirildiginda PARA grubunda bir dislstn oldugu goézlemlendi ancak bu
dlsls istatistiksel olarak anlamlh bir farki ifade etmemektedir (Tablo 4.4.;

Sekil 4.4.).

Tablo 4.4. Bébrek GSH bulgulari.

Bobrek GSH Duzeyi
Gruplar N _
(Mmol/mg protein % s.s)
Kontrol 8 0,30 £ 0,10
PARA 8 0,23 £ 0,10
PARA + Betain 8 0,28 £ 0,05

Bobrek GSH Diizeyleri

0,45
0,40
0,35
0,30
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00

[GSH], umol/mg protein

KONTROL PARASETAMOL PARA+BETA

Gruplar

Sekil 4.4. Bébrek GSH bulgular.
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4.1.5Karaciger NO bulgulari

Calismamizda, PARA grubunun NO dlzeyleri kontrol grubundan anlamli
dizeyde yuksekti (p<0.05). “Kontrol ile PARA+Betain grubunun” ve “PARA ile
PARA+Betain grubunun” NO dizeyleri karsilastirildiginda ise aralarinda
herhangi istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunamadi (Tablo 4.5.; Sekil
4.5.).

Tablo 4.5. Karaciger NO bulgulari.

Karaciger NO Duzeyi
Gruplar N )
(Mmol/ mg protein * s.s)
Kontrol 8 1,62 +£ 0,30
PARA 8 1,99 £ 0,23 *
PARA + Betain 8 1,60 £ 0,25

* 1 Kontrol grubu ile karsilastirildiinda p<0.05

Karaciger NO Diizeyleri

2,50
*

2,00

1,50

1,00

0,50

[NO], umol/mg protein

0,00
KONTROL PARASETAMOL PARA+BETA

Gruplar

Sekil 4.5. Karaciger NO duizeyleri.
* 1 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0.05
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4.1.6Bébrek NO bulgulari

Calismada PARA+Betain grubunun NO dizeyleri PARA grubu ile
karsilastirildiginda PARA+Betain grubunun NO dizeyinin anlamli dizeyde
distiglu godzlemlendi (p<0.05). “Kontrol ile PARA grubunun” ve “Kontrol ile
PARA+Betain grubunun” NO dizeyleri karsilastirildifinda istatistiksel agidan
herhangi bir anlamli fark tespit edilemedi (Tablo 4.6.; Sekil 4.6).

Tablo 4.6. Bobrek NO bulgulari.

Bdbrek NO Dlizeyi
Gruplar N )
(Mmol/ mg protein £ s.s. )
Kontrol 8 1,91 £ 0,04
PARA 8 2,06 £ 0,22
PARA + Betain 8 1,84 £ 0,07 **

** 1 PARA grubu ile karsilastirildiginda p<0.05

Bobrek NO Duzeyleri

2,50
c 2,00 s
2
2
=%
w 1,50
E
=
£
5 1,00 -
]
= 0,50 -

0,00 -

KONTROL PARA PARA+BETA
Gruplar

Sekil 4.6. Bdbrek NO bulgulari.
** 1 PARA grubu ile karsilastirildiginda p<0.05
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4.1.7 Karaciger PON ve ARE bulgulari

Calismamizda karaciger; kontrol grubu ile karsilastirildiginda PARA
grubunun PON aktivitesi istatistiksel acidan bir anlam ifade edecek derecede
dasti  (p<0.05). PARA+Betain grubunun ise PARA grubu ile
karsilastirildiginda PON aktivitesi anlamh bir sekilde ylikselmistir (p<0.05).
Kontrol grubu ile PARA+Betain grular arasinda ise istatistiksel acidan anlam
ifade edecek bir fark goéridlmedi. ARE dlzeylerinde ise gruplar arasinda
herhangi anlamli bir fark bulunmamistir (Tablo 4.7; Sekil 4.7.; Sekil4.8.).

Tabo 4.7. Karaciger PON ve ARE bulgulari.

Karaciger PON Karaciger ARE
Gruplar N Aktivitesi Aktivitesi

(U/mg protein £ s.s.) | (U/mg protein *+ s.s.)

Kontrol 8 26,29 £+ 2,48 10,79 = 3,36
PARA 8 18,93 £ 2,93 * 8,36 £ 3,53
PARA + Betain 8 23,62 + 4,35 ** 12,60 = 3,12

* : Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0.05
** 1 PARA grubu ile karsilastirildiginda p<0.05
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Karaciger PON Aktivitesi

35,00

30,00 -

25,00 -
£
[+F]
5 20,00 -
=4
£ 15,00 -
—
2

10,00 -

5,00 -

0,00 -

KONTROL PARA PARA+BETA
Gruplar
Sekil 4.7. Karaciger PON bulgulari.
* 1 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0.05

** 1 PARA grubu ile karsilastirildiginda p<0.05

U/mg protein

Karaciger ARE Aktivitesi

18,00

16,00

14,00 T I

12,00

10,00 -

8,00 -
6,00 -
4,00 -
2,00 -

0,00 -
KONTROL PARA PARA+BETA

Gruplar

Sekil 4.8. Karaciger ARE bulgulari.
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4.1.8Bobrek PON ve ARE bulgulari

Calismamizda bobrek; kontrol grubu ile karsilastiriidiinda PARA
grubunun PON aktivitesi istatistiksel agidan bir anlam ifade edecek derecede
dasti  (p<0.05). PARA+Betain grubunun ise PARA grubu ile
karsilastirildiginda PON aktivitesi anlamli bir sekilde yilkselmistir (p<0.05).
Kontrol grubu ile PARA+Betain grular arasinda ise istatistiksel acidan anlam
ifade edecek bir fark goéritlmedi. Arilesteraz (ARE) dizeylerinde ise gruplar
arasinda herhangi anlaml bir fark bulunmamistir (Tablo 4.8.; Sekil 4.9.;
Sekil 4.10).

Tablo 4.8. Bobrek PON ve ARE bulgulari.

Bébrek PON Aktivitesi | Bobrek ARE Aktivitesi
Gruplar N ) _
(U/mg protein = s.s.) [ (U/mg protein *+ s.s.)
Kontrol 8 9,93 £ 2,29 35,36 £ 5,63
PARA 8 6,48 £ 2,60 * 30,98 £ 4,91
PARA + Betain 8 9,12 £ 0,98 ** 35,90 £ 6,78

* 1 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0.05
** 1 PARA grubu ile karsilastirildiginda p<0.05
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Bobrek PON Aktivitesi

14,00
12,00 T
%k
£ 10,00 *
Q
© 8,00 T
o
[+14]
£ 6,00
S 4,00
2,00
0,00
KONTROL PARA PARA+BETA
Gruplar
Sekil 4.9. Bobrek PON bulgulari.
* 1 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0.05
** 1 PARA grubu ile karsilastirildiginda p<0.05
Bobrek ARE Aktivitesi
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o
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Sekil 4.10. Bébrek ARE bulgulari.
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4.2 Histolojik Bulgular
4.2.1Karaciger Dokusunda Histolojik Bulgular

Calismamizda karaciger dokulari HE boyama y6ntemi ile incelendi.

Sekil 4.11. Kontrol grubu histolojik gérintisu (HE, skala bar: 100um, X20).

Kontrol grubunda hepatosit hlcreleri ve sintzoidal yapilari ile normal
histolojik yapidaki fetal karaciger yapisi izlendi (Sekil 4.11.).
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Sekil 4.12. Parasetamol grubunun histolojik gortntist (HE, skala bar: 100um, X20).

* Farkh blyilltmelerde parankim dokuda yogun hiicresel dejenerasyon (—),
sentral vende kongesyon (» ), parankim dokuda ve perivaskuler alanlarda
hicresel infiltrasyon (*) izlendi.

Parasetamol grubunda farkh blyitmelerde parankim dokuda yodun
hiicresel dejenerasyon, sentral vende konjesyon, parankim dokuda ve
perivaskuler alanlarda hicresel infiltrasyon goéruldi (Sekil 4.12.).
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Sekil 4.13. PARA+Betain grubunun histolojik gortinttist (HE, skala bar: 100um, X20).

PARA+Betain grubunda farkli bilylltmelerde hepatosit hicreleri ve
sinozoidal yapilari ile azalmis hicresel hasar ve azalmis infiltrasyon ile
normale yakin fetal karaciger yapisi izlendi (Sekil 4.13.).
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4.2.2Bébrek Dokusunda Histolojik Bulgular
Calismamizda karaciger dokulari HE boyama yoéntemi ile incelendi.

Sekil 4.14. Kontrol grubunun histolojik gortntist (HE, skala bar: 100um, X20).

Kontrol grubunda Malphigi cisimciginde gézlenen normal glomirel yapi
ve tubdler yapilar ile normal gérinimli fetal bdbrek yapisi gézlemlendi
(Sekil 4.14.).
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Sekil 4.15. Parasetamol grubun un histolojik gérintiist (HE, sakala bar: 100um, 50.0pum,
X20, X40).

* Farkh bayulltmelerde Malpighi cisimciginde Bowman araliginda daralma
(=), nekrotik tlibuler yapilar (») ve intersitisyel fibrozis (*) gézlenen fetal
boébrek yapisi.

Parasetamol grubunda farkli blylltmelerde Malpighi cisimciginde
Bowman araliginda daralma, nekrotik tlbuler yapilar ve intersitisyel fibrozis
fetal bobrek yapisi gézlemlendi (Sekil 4.15.).
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Sekil 4.16. PARA+Betain grubunun histolojik gériintlist (HE, skala bar: 200pm, 100um,
X10 X20).

* Farkh blyulltmelerde normale yakin gbézlenen Malpighi cisimcikleri ve
azalmis tabdler hasar ile azalmis interstisyel fibrozis alanlari (*) gérilmekte

PARA+Betain grubunda farkh blyidltmelerde normale yakin Malphigi
cisimcikleri ve azalmis tubiler hasar ile azalmis intersitisyal fibrozis alanlari
gbzlemlendi (Sekil 4.16.).
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5 TARTISMA

Parasetamol (Asetaminofen) diinya capinda hamilelik sirasinda hafif ya
da orta siddetli agrilarda en cok 6nerilen agri kesicidir. PARA kullaniminin
uzun yillardir givenligi hakkinda bircok calisma yapilmaktadir. Parasetamol
klirensi cocuk ve yetiskinlere oranla yeni doganlarda daha dusuiktir.
Metabolik dénisimulinden sonra renal vyolla atilan PARA'nin metabolik
donldsimi, karacigerde glukuronik asit ve silfat ile konjuge edilerek
gerceklesmektedir (Scialli vd., 2010). Bunun vyaninda az bir kismi
degismeden atilirken asadi yukari %8 ile %10'luk bir kismi da toksik bir
metaboliti olan NAPQI'a dénusmektedir (Pacifici & Allegaert, 2015).

Olusan NAPQI hizli bir sekilde 06zellikle karacigerde GSH aracihdi ile
konjugasyona ugrayarak detoksifiye edilmekte ve bunun sonucu olarak asiri
dozlardaki NAPQI total hepatik GSH dlzeylerinin azalmasina neden
olmaktadir. Buna bagli olarak da NAPQI sistein grubu iceren amino asitlere
kovalan olarak baglanmaktadir (James vd., 2003). Ayni zamanda
mitokondriyal proteinlere de baglanan NAPQI, mitokondriyal oksidatif stresi
de baslatir. Mitokondri igerisinde olusan sUperoksit radikalleri NO ile
peroksinitrite dénlslr ve bu olusan reaktif oksijen tlrleri ile reaktif nitrojen
tlrleri mitokondri DNA'sinin hasarlanmasina sebep olurken mitokondriyal
membranin da permeabilitesini kaybetmesine sebebiyet verir. Bunlarin bir
sonucu olarak da hiicre nekrotik hiicre 6limu yolagina girer Ayrica oksidatif
stresin 6nemli gostergelerinden biri olan lipit peroksidasyonu, Parasetamol
toksisitesinin olusturdugu ©nemli sonuglarindan birisidir. Bu durumda
bozulmus olan hicre membrani hicrenin 6lim ile sonuglanmasina neden
olmaktadir (Jaeschke vd., 2011).

PON1 karaciger tarafindan sentezlenmekte ve dolasimdaki ylksek
yogunluklu lipoproteinlere (HDL) baglanmaktadir. PON1'in asil islevi spesifik
okside kolesterol esterlerini ve fosfolipitleri indirgeyerek, lipoproteinleri ve
hicreleri lipit peroksidasyonundan korumaktir. Okside lipitler PON1'i etkisiz
hale getirmektedir. Non-alkolik karaciger hastaliklarinin gelismesinde
oksidatif stres ana rollu Ustlenmektedir. Non-alkolik karaciger hastalarinin
mitokondriyal morfolojilerinin ve fonksiyonlarinin bozuk olmasi serbest
radikal Uretimini arttirmakta ayni zamanda lipit peroksidasyonuna da
sebebiyet vermektedir. Bu ylzden beklendigi gibi PON1 aktivitesindeki
azalma non-alkolik karaciger hastaliklariyla iliskili olabilmektedir (Camps &
Joven, 2015). PON1 ve arilesteraz aktiviteleri karacigerin fonksiyonlari ile
ilgili bir gbsterge olarak dnem tasimakta ve PON1 ile arilesterazin iligkisi tek
bir enzim gibi fonksiyon gosterdigi yonlindedir (Kilic vd., 2005).
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Literatirde PARA ile ilgili yapilan bircok calisma bulunurken hamilelikte
uzun donem kullanilan PARA'nin yeni doganlar (zerindeki hepatotoksik ve
nefrotoksik etkisini gdsteren herhangi bir calismaya rastlanmamistir.

Yapilan calismalarda yuksek doz PARA'nin, hicresel GSH dlzeylerini
azaltirken, lipit peroksidasyonunun artmasina sebep oldugu gosterilmistir.
Abdul Hamid ve arkadaslari oral yolla 7 gin boyunca 750 mg/kg PARA
uyguladiklari grubun bdébrek MDA dlzeylerinin  kontrol grubu ile
karsilastirdiklarinda ©6nemli derecede artis oldugunu buna karsihk GSH
dizeylerinde de anlamli derecede disls oldugunu gdstermislerdir (Hamid
vd., 2012). Yine bir baska calismada Galal ve arkadaslar tek doz (2 g/kg)
uyguladiklari parasetamol grubunu kontrol grubu ile karsilastirdiklarinda;
parasetamol grubu karaciger MDA dlizeylerinde artisin; GSH diizeylerinde ise
%66 oraninda azalmanin oldugunu yizdelik olarak goéstermislerdir (Galal,
Zaki, ElI-Nasr, & Agha, 2012). Naguib ve arkadaslarinin farelerde tek doz 500
mg/kg parasetamol uyguladiklari calismada hem hepatotoksisiteyi hem de
nefrotoksisiteyi ayni anda incelediler. Hem karaciger de hem de boébrekte
sonuglarin bir birine korele oldugunu go6stermislerdir. Sonuglara gore
parasetamol grubu karaciger ve bobrek MDA diizeylerinde artisin oldugunu,
GSH dlzeylerinde ise azalmanin oldugunu belirtmislerdir. GSH dlizeylerindeki
azalmanin; parasetamolun sitokrom p450 sistemi ile NAPQI'a dénidsiminden
sonra hizli bir sekilde GSH'In silfidril grubuna baglanmasiyla gergeklestigini
aciklamiglardir. Ayni zamanda azalan GSH duzeylerinin; GPx, SOD ve GST
gibi antioksidan enzim seviyelerinin dlismesine sebebiyet vererek ROT'un
antioksidan kapasiteyi asarak artan ROT'un lipit peroksidasyonuna vyol
actigini disiinmektedirler (Naguib, Azmy, Samaka, & Salem, 2014).

Calismamizda terapétik dozda hamileligin ilk glninden dogumun
olacadi gline kadar uyguladigimiz Parasetamol (30 mg/kg) grubunun kontrol
grubu ile karsilastirildiginda; karaciger ve bobrek MDA dizeyleri istatistiksel
acidan bir anlam (p<0,05) ifade edecek sekilde PARA grubunda daha
yuksekti. Bu da bize terapdétik dozlarda bile hamilelik slrecinde alinan
Parasetamolun yeni dodan yavrularinda hepatotoksisiteye ve nefrotoksisiteye
neden olabilecedini gostermektedir. Bununla birlikte istatistiksel acidan
anlam ifade etmese de karaciger ve bdbrek GSH dlizeyleri kontrol grubu ile
karsilastirildiginda PARA  grubunda bir miktar dislisin  oldugu
gozlemlenmistir. Bu disls kontrol grubu ile karsilastirildiinda karaciger
dokusu PARA grubunda % 14'lUk kadar bir dlisls olurken, bébrek dokusu
PARA grubunda ise % 23'lik kadar bir dislUs gorulmustir. Ancak literatlr
taramalarimizda terapdétik dozda uzun dénem maternal uygulanmis ve etkisi
yeni doganlarda incelenmis bir calismaya rastlamadik.

Literatir taramalarimizda PARA'nin NO (zerindeki etkisini goésteren
calismalara da rastladik. Inkielewicz ve arkadaslarinin disi ve erkekler
sicanlar ile ayni anda yaptiklan calismada Parasetamolun karaciger ve bébrek
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Uzerindeki etkilerini incelemisglerdir. Hem disilerin hem de erkeklerin
karaciger ve bobreklerinde; 6 hafta boyunca gavaj yoluyla Parasetamol (150
mg/kg) uyguladiklari grubun kontrol grubu ile karsilastirdiklarinda NO
dizeylerinde artisin oldugu gosterilmistir (Stepniak & Knap, 2012). Yine ilgili
bir baska calismada, Abdel-Zaher ve arkadaslari Parasetamol uyguladiklar
calismada rat karaciger ve bodbreklerini incelemislerdir. Parasetamol ile
indiklenmis grubun kontrol grubu ile karsilastirdiklarinda NO dizeylerinin
ylkseldigini gostermislerdir. Bu durumu PARA ile indiklenen gruplarda
karacigerin sentrilobller bélgelerinin hasarlanmasinin bir sonucu olarak iNOS
ekspresyonunun artmasindan dolayr NO sentezinin arttigini acgiklamislardir
(Zaher, Rahman, Hafez, & Omran, 2007). Cigremis ve arkadaslarinin
tavsanlar Uzerinde tek doz intraperitonal yolla Parasetamol (250mg/kg)
uyguladiklari calismada, kontrol grubu ile karsilastirildiginda Parasetamol
grubunun karaciger NO dlizeylerinin yikselmis oldugunu gostermislerdir. NO
dizeylerindeki artisin sebebi olarak ise iINOS aktivitesindeki artisa
baglamislardir (Cigremis vd., 2009).

Arastirmamizda hamileligin ilk glininden dogumun olacagi gline kadar
uyguladigimiz terapotik dozda Parasetamol (30 mg/kg) grubunun kontrol
grubu ile karsilastirildiginda, karacigerde istatistiksel acidan bir anlam
(p<0,05) ifade edecek sekilde NO diizeyinin PARA grubunda arttigi; bobrek
NO dilizeyinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda ise PARA grubunda belli bir
miktar arttigi ancak bu artisin istatistiksel acidan anlam ifade edecek bir artis
olmadigi gosterilmistir. Yukarida yapilmis calismalar isiginda karacigerdeki
NO’in istatistiksel acidan anlam ifade eden artisinin ve bdbrekteki NO
duzeylerinin artis sebebinin Parasetamol ile indiklenmis gruplarda olusan
hepatotoksisite ve nefrotoksisitede meydana gelen slperoksit radikalleri ile
reaksiyona giren NO peroksinitriti olusturur ve hicre icerisinde miktari azalan
NO, iINOS’un aktivitesinin artmasini tetikler ve bdylelikle artan enzim
aktivitesi NO miktarinda artisa sebep olur.

Literatirde ratlar Gzerinde parasetamol ile indiklenmis hepatotoksisite
ve nefrotoksisitede paraoksonaz ve arilesteraz aktivitesi ile ilgili nerdeyse
hicbir calismaya rastlanmamistir. Ancak Karadas ve arkadaslari insanlar
Uzerinde yaptiklar calismada doz asimi Parasetamol kullanan hasta grubun
normal kontrol grubu ile kiyaslandiginda PARA grubuna ait bireylerin serum
PON1 ve ARE dlzeylerinin o6nemli derecede dustigind (p<0,001)
gostermigslerdir. Bunun nedeni olarak da Parasetamolun olusturdugu
toksisite ve bir biri ile iligkili olan artmis oksidatif stres ileri strtlmustir. Yine
ayni calismada PON1‘in ve ARE'nin antioksidan enzimlerden oldugu ve
hicreyi lipit peroksidasyonuna karsi korudugundan bahsetmislerdir (Karadas
vd., 2014). Hafez ve arkadaslarinin sicanlar Uzerinde yaptiklari bir baska
calismada ise hepatotoksisite yaratabilmek icin CCls uygulamislardir.
Yaptiklari bu calismada kontrol grubu ile karsilastinlinca CCls; uygulanan
grubun PON1 dlzeylerinin anlamli  (p<0,05) bir sekilde dustigidni
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gbdstermislerdir. Karbon tetraklorir oldukca reaktif serbest radikaller Uretir ve
bu radikaller sulfhidril gruplari iceren GSH ve protein tiyolleri gibi yapilarla
reaksiyona girerler. PON1’in antioksidan aktivitesi ise -SH gruplan ile
iliskilidir; bu ylzden PON1’in antioksidan aktivitesindeki disis molekildeki
serbest tiyol gruplarinin sayisinin degismesiyle ilgili olabilecegini ileri
surmektedirler. Bu bilgilerle CCls uygulanmasi, oksidatif stresi indlkleyip lipit
peroksidasyonunu arttirir ve PON1'in aktivitesi bunlara bagli olarak azalir
fikrini desteklemektedir (Hafez vd., 2014).

Calismamizda terapdtik dozda hamileligin ilk giiniinden dogumun olacagi
gline kadar uyguladigimiz Parasetamol (30 mg/kg) grubunun kontrol grubu
ile karsilastirildiginda karaciger ve bérekte PON ve ARE dlizeylerinin bir birine
korole sonugclar gosterdigini bulduk. Bu sonuglara gore karaciger ve bobrekte
PARA uygulanan grubun kontrol ile karsilastirildiginda PON dlzeylerinin
(p<0,05) 6nemli derecede, ARE dizeylerinin ise bir miktar distigunid ancak
bu duslsln istatistiksel olarak bir anlam ifade etmedigini gosterdik. Birer
antioksidan enzim olan PON ve ARE, Parasetamolliin reaktif bir metaboliti
olan NAPQI'In olusturdugu oksidatif stresi diger antioksidan enzimler gibi
elemine eder bu da seviyelerindeki azalmaya sebep olur. Yine yukaridaki
bilgiler 1siginda PARA grubundaki PON aktivitesinin azalmasini NAPQI'In ve
NAPQI aracili olusan reaktif oksijen tlrlerinin enzim Uzerindeki —SH gruplari
ile birlesmesinden kaynaklandigini disiinmekteyiz.

Bircok hayvan calismasi Betain’in iyi bir metilleme ajani oldugunu
gOstermistir. Ratlarin karaciger, bdbrek ve testislerinde bulunan bir enzim
olan Betain-homosistein metil transferaz (BHMT) Betaini metil donéri olarak
kullanir homosisteini remetile ederek metiyonine doéntsturir (Schwahn vd.,
2004). Metiyonin yine SAM (s-adenozil metiyonin) Uzerinden homosisteine
donismektedir. Homosisteinin yine bir yoladl sistein (zerinden GSH
sentezine gitmektedir. Bu yolakta sistein biyosentezi GSH Uretimi icin hiz
kisitlayici basamaktir. Parasetamolun toksik bir metaboliti olan NAPQI hizla
GSH'in -SH gruplarn ile konjuge olarak atilmaktadir. Bu da hucre ici GSH
miktarinin dismesine sebebiyet vermektedir. Ortamdaki Betain bollugunda
ve BHMT'nin dlzenlenmesi PARA'nin olusturdugu toksisiteye karsi direncin
gelismesi artacaktir (Liu vd., 2010). Ayni zamanda Betain lipotropiktir,
disaridan verildiginde membran lipit tabakasini hizla gecer ve hiicresel
membranlarda lipit peroksidasyonu inhibe eder. Betain uygulanmasinin
nekrotik hasara karsi koruyucu oldugu Kim ve arkadaslari tarafindan yapilan
bir calismada goésterilmistir (Kim & Kim, 1998).

Kanbak ve arkadagslari etanol ile indUkleri hepatotoksisitede betainin
koruyucu etkilerini inceledikleri calismada kontrol, etanol ve etanol+betain
olmak Uzere 3 grup olusturmuslardir. Kontrol grubu ile karsilastirdiklarinda
etanol grubunda MDA dizeylerinin anlamli diizeyde ylikseldigini buna karsilik
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etanol+betain uyguladiklari grupta MDA'nin neredeyse kontrol grubundaki
seviyeye yakin bir seviyede oldugunu ve etanol grubundan anlamli derecede
farkl oldugunu géstermislerdir (Kanbak, Inal, & Baycu, 2001). Kiiciikgergin
ve arkadaslari dietilnitrozamin (DEN) ile indUkleri hepatotoksistede Betainin
koruyucu etkisine bakmislardir. Bulgularinda hasta grubun karaciger MDA
dlzeylerinin istatistiksel acidan bir anlam olusturacak sekilde ytkseldigini ve
Betain+DEN grubunda, DEN grubu ile karsilastirildiinda ylikselen MDA
dlzeyinin dustiginld gostermislerdir. Betainin pre-tedavi uygulanmasi,
hepatik prooksidan dizeyini azalttigini gostermislerdir. Arastirmalarinda
antioksidan enzim dizeylerinde bir degisiklige sebep olmamasi Betainin
koruyucu rolinin oksidan sutplrica 6zelliginden kaynaklandigini ileri
surmektedirler. Ayni zamanda Betainin SAM dlzeylerinin artmasina sebebiyet
vermektedir ve artan SAM duzeyleri hepatosit membranlarini duzeltip lipit
peroksidasyonunu azaltarak hepatoprotektif etki gosterdigini belirtmislerdir
(Ktigukgergin, et al.,, 2014). Hagar ve arkadaslarinin sisplatin ile
olusturduklari nefrotoksisitede, 21 glin slresince gavaj yoluyla koruyucu
olarak Betain (250 mg/kg) uyguladiklari calismada ise, tiyobarbitirik asit
reaktif maddelerine (TBARs), GSH ve NO dlizeylerine bakilmis. Bobrek TBARs
dlizeyleri sisplatin uygulanan grupta kontrol grubu ile karsilastirildiginda
artmisken, Betain+sisplatin uygulanan grupta TBARs dlzeylerinin kontrol
grubuna yaklastidi; GSH dizeyleri incelendiginde ise sisplatin grubunda
dismisken Betain+sisplatin grubunda GSH duzeylerinde istatistiksel agidan
anlam ifade edecek kadar yeniden ylkseldigini godstermislerdir. Oldukca
lipotropik olan Betain kolayca membrandan gegip hiicre ici bilesene diflize
olur ve bu da Betainin antioksidan etkisini arttirir. Ayrica Betain Uzerinde
bulundurdugu elektrofilik metil gruplari ile oksidatif stresin azalmasina
katkida bulunur. Ayni zamanda Betain metiyonin sentezi icerisinde bulunur
metiyonun hucresel sisteinin temel destekgisidir ve bu yol (zerinden
gerceklesen trans sulfirasyon reaksiyonlari sonucunda bir hicre igi
antioksidan olan GSH sentezi gergeklesir ve GSH da hucreyi reaktif
metabolitlerden korur (Hagar, El Medany, Salam, EI Medany, & Nayal,
2015).

Hamileligin ilk glininden dogumun olacagi gline kadar terapotik dozda
Parasetamol (30 mg/kg) ve olusabilecek olan hasara karsilik koruyucu
olarak Betain (800 mg/kg) uyguladigimiz calismamizin MDA ve GSH
dlzeylerini inceledigimizde; karaciger MDA dlizeyi PARA grubunda artmisken
PARA+Betain grubunda anlamh derecede (p<0,05) distiglini gormekteyiz;
ancak bobrekte PARA+Betain grubunda anlamli derecede bir disidsin
olmadigini gormekteyiz. Redlkte glutatyon dlzeylerine baktigimizda ise
bébrek ile karacigerin bir birine korele sonuglar gosterdigini, istatistiksel
acidan bir anlam ifade etmese de PARA grubunda belli bir miktar distigind
buna karsilik PARA+Betain grubunda is GSH duzeylerinin yeniden kontrol
grubuna yilkseldigini gérmekteyiz. Yukaridaki bilgiler dogrultusunda Betainin
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dogrudan hiicre membranlarini gectigi ve o6zellikle hepatositleri lipit
peroksidasyonundan korudugu aciktir. Ayni zamanda BHMT U(zerinden metil
dondri olarak kullanilan Betain hicre ici bir antioksidan olan GSH
dlzeylerinin sentez edilmesinde 6nemli derecede katki saglamaktadir.

Hagar ve arkadaslarinin sisplatin ile olusturduklari nefrotoksisitede, 21
gin slresince gavaj yoluyla koruyucu olarak Betain (250 mg/kg)
uyguladiklari calismada, bdébrek NO dlzeylerine baktilar. Sisplatin
uyguladiklari grupta yltkselen NO dizeylerinin Betain+sisplatin grubunda
anlamli derecede distigini ve NO dizeyinin kontrol grubuna yaklastigini
belirtmislerdir. Sisplatin grubunda artan bobrek NO sentezi hicresel hasarin
artmasina sebebiyet verebilir. Olusan fazla nitrik oksit peroksinitrit
radikallerini olusturmak Uzere slperoksit ile reaksiyona girmektedir ki bu
olusan peroksinitrit radikalleri sitotoksik olup doku hasarina sebebiyet
vermektedir. Artan NO dlzeyleri hicre ici GSH duzeylerinin azalmasina sebep
olur ve bu da hicredeki oksidatif stresin artmasini tetikler. Ancak Betain
sisplatinin olusturacagi nefrotoksisiteye karsi bir koruma gdstermektedir.
Redikta glutatyon sentezinin artmasina sebebiyet veren Betain hucrenin
oksidatif strese karsi korunmasinda bu yolak (zerinden katki sadladigi
bilinmektedir (Hagar vd., 2015).

Terap6tik dozda hamileligin ilk giininden dogumun olacagdi gline kadar
Parasetamol (30 mg/kg) ve olusabilecek olan hasara karsilik koruyucu
olarak Betain (800 mg/kg) uyguladidimiz calismamizin NO dizeylerini
inceledigimizde; karacigerde PARA para grubunun kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel acidan 6nem ifade edecek (p<0,05) kadar
artan NO duzeylerinin, PARA+Betain grubunda neredeyse kontrol grubunun
NO dizeyine kadar distigini; bobrekte ise PARA grubunun NO dizeylerinin
kontrol grubu ile karsilastirildiginda belli bir miktar artigi ancak bu artisin
istatistiksel acgidan bir anlam ifade etmedigini bununla birlikte PARA+Betain
grubunun NO dlzeyinin PARA grubu ile karsilastirildiginda 6nemli derede
distiglnd ortaya koyduk. Yukaridaki bilgiler i1siginda buldugumuz sonuglar
bize Betainin oksidatif strese karsi iyi bir koruyucu oldugunu PARA grubunda
artan NO duzeylerinin Betain kullanildiginda yeniden disebilecedini gosterdik.
Bunun nedenini 6zellikle Betainin GSH sentezindeki énemli rolinin ve de
elektrofilik metil gruplarinin oksidatif stresi azaltmaktaki katkisindan dolayi
olabilecegini disiinmekteyiz.

Varatharajalu ve arkadaslarinin yaptiklari calismada ise etanol ile
indUkledikleri hepatotoksisitede Betaini koruyucu olarak uygulamiglardir.
PON1’in de bir biyomarker olarak kullanildigi calismada; etanol uygulanan
grubun kontrol grubuna kiyasla serum PON1 aktivitesinde ileri derecede
(p<0,01) dislis oldugu; buna karsiik Betain+etanol grubunun PON1
seviyelerinin kontrol grubunun PON1 aktivitesi dlizeyine kadar yikseldigi
gosterilmistir (Varatharajalu, Garige, Leckey, Gong, & Lakshman, 2010).
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Harisa 4 hafta boyunca gavaj yolu ile sodyum selenit (Se) uyguladigi bir
diger calismada koruyucu olarak Betain denemistir. Karaciger dokusunda
bircok parametrenin yani sira PON1 in aktivitesine de bakmistir. Se grubunun
PON1 aktivitesinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda sonuglarin istatistiksel
acildan 6nem arz edecek kadar distigi; buna karsilik Se+Betain uygulanan
grupta PON1 aktivitesinin yeniden yikseldigi ve bu ylkselmenin neredeyse
kontrol grubuna yaklasalacak kadar oldugunu gostermistir. ROT, PON1'in
aktivitesini inhibe edebilir, bu ytzden selenyum uygulanmis gruplarda olusan
ROT'den dolayr PON1 inaktive olmustur. Selenyum, proteinler ve diger
biyomolekuller uUzerindeki tiyol gruplarina karsi ylksek derecede affinite
gostermektedir. PON1’in inaktivasyonu selenyumun tiyol gruplarina olan
afinitesinden kaynaklaniyor olabilir. Ayni sekilde selenyumun tiyol gruplarina
atak yapmasi tiyol gruplarinin kaybina neden olmaktadir ve PON1 Uzerinde
kaybolan tiyol gruplari enzimin aktivitesini yok eder. Harisa Betainin
koruyucu rolint 6zellikle GSH biyosentezinin bir prokirséri olarak goérev
almasi ile agiklamaktadir. Ayni zamanda ROT’u azaltip trans sulfirasyon
reaksiyonlarinda da yeri olan Betain tiyol seviyelerinin de dizelmesine katki
saglamaktadir. Boylelikle PON1 aktivitesinin korundudgunu ileri strmektedir
(Harisa, 2013).

Calismamizda terapoétik dozda hamileligin ilk glininden dogumun
olacagl gline kadar Parasetamol (30 mg/kg) ve olusabilecek olan hasara
karsilik koruyucu olarak Betain (800 mg/kg) uyguladigimiz grubun PON ve
ARE dlizeylerini inceledigimizde karaciger ve bdbrek igin bitin sonuglarin bir
birine korole oldugunu gérmekteyiz. Karaciger ve bdbrekte bir antioksidan
enzim olan PON1 aktivitesinin PARA grubunda kontrol grubu ile
karsilastirildiinda 6nemli derecede (p<0,05) dilstigidni, buna karsilik
PARA+Betain grubu PARA grubu ile kiyaslandiginda ©6nemli derecede
(p<0,05) PON1 aktivitesinin yeniden ylkseldigini gormekteyiz. Karaciger ve
bébrekte diger bir antioksidan enzim olan ARE dizeylerinde ise yine PARA
grubundaki disltse karsihlk PARA+Betain grubunda belli bir miktarda
yukselme mevcutken bu sonuglar istatistiksel acidan higbir anlam ifade
etmemektedir. Parasetamolun reaktif bir metaboliti olan NAPQI hicre
icerisindeki -SH iceren biyomolekillere baglanma egilimindedir. Ayni
zamanda NAPQI oksidatif strese neden olan bazi reaktif oksijen tlrlerinin de
aciga cikmasina neden olmaktadir. Bu reaktif metabolitler ve NAPQI PON1’in
-SH gruplarina baglanarak PON1'in aktivitesinde azalmaya neden olmaktadir.
Betainin koruyucu o6zelligi elektrofilik metil gruplarinin oksidatif stresi
azaltmaktaki katkisindan dolayi olabilecegini distiinmekteyiz. Ayni zamanda
Betain metiyonin sentezi icerisinde bulunur. Metiyonin hlcresel sisteinin
temel destekgisidir ve bu yol Uzerinden gerceklesen trans sulflirasyon
reaksiyonlari sonucunda bir hicre ici antioksidan olan GSH sentezi
gerceklesir ve GSH da hiucreyi reaktif metabolitlerden korur. Reaktif
metabolitlerden korunan bir hiicrenin PON1 aktivitesinde degisim beklenmez.
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Yine Betain PON1 Uzerinde bulunan -SH gruplarina katkida bulunarak PON1
aktivitesinin bozulmasini engelledigini dliisinmekteyiz.

Yousef ve arkadaslari Parasetamol ile olusturduklari hepatotoksistede
Istk mikroskobu altinda karaciger doku kesitlerini incelediler. PARA grubu
histolojik goérintilerinde sismis sentrilobller hepatositler, oldukca fazla
vakuollesmis sitoplazma ve lekeli cekirdek yapisi gérmuslerdir (Yousef,
Omar, El-Guendi, & Abdelmegid, 2010). Yine bir baska calismada Naguib ve
arkadaslari Parasetamol ile indliklenmis hem karaciger hemde bo6brek
dokusunda ortaya cikan hasarin mikroskobik incelemesini yapmislardir.
Karacigerde sentriolobiler nekrozun, yaglanmanin ve karaciger parankimine
sizmis lenfositlerin varligindan bahsetmislerdir. BoObrekte ise proksimal
tibllin kogllatif nekrozundan ve yer yer kanamalarin oldugunu ortaya
koymuslaridir (Naguib vd., 2014). Shi ve arkadaslar etanol ile olusturduklari
hepatotoksisitede Betaini koruyucu olarak kullandilari calismada karaciger
kesitlerini 151k mikroskobu altinda incelemislerdir. Hasta grubunda hepatik
morfolojinin bozuldugunu, yadlanma ve lobiller arasi inflamasyonun
varligindan bahsetmislerdir. Koruyucu olarak Betainin kullanildigi grupta ise
bu morfolojik bozukluklarin iyilestigini, yadlanmanin ve inflamasyonun
azaldigini belirtmislerdir  (Shi, Wang, Zhang, & Gong, 2010). Hagar ve
arkadaslarinin sisplatin ile olusturduklari nefrotoksisitede koruyucu olarak
betain kullandiklari calismada bobrek kesitlerini stk mikroskobu altinda
incelemiglerdir. Sisplatin uyguladiklari grubun géruntulerinde proksimal
tibullerde dilatasyon, vakuoler dejenerasyon, epitelyal deskuamitasyonu
takip eden nekroz gdsterilmistir. Betainin koruyucu olarak uygulandigi grupta
iste ileri derecede iyilesmenin oldugu, dejenerasyonun ve proksimal
tibdllerdeki dilatasyonun azaldigindan bahsetmislerdir (Hagar vd., 2015).

3 grup olusturdugumuz calismamizda 3 ayri grup icin hem karaciger
hem de bdbrek kesitleri alip 1sik mikroskobunda inceledik. Histolojik
sonuglarimiz  biyokimyasal  parametrelerimizi  destekler nitelikteydi.
Karacigerde; kontrol grubu ile karsilastirildiginda PARA grubu karaciger
parankim dokuda yodgun hlicresel dejenerasyon, sentral vende konjesyon ve
parankim doku ile perivaskuller alanlarda htcresel infitrasyon goésterilmistir.
Buna karsilik PARA grubu ile karsilastirildiginda PARA+Betain grubunda
azalmis hiicresel hasar, azalmis infiltrasyon ve normale yakin karaciger yapisi
izlenmistir. Bobrekte ise; kontrol grubu ile karsilastirildiginda PARA grubunda
Bowman araliinda daralma, nekrotik tibuler yapilar ve intersitisyel fibrozis
gbzlemlenirken; PARA+Betain grubunda normale yakin Malpigi cisimcikleri,
azalmig tubuler hasar ve azalmis intersitisyel fibrozis alanlari
gbzlemlenmistir. Bu sonucglar Betainin hem hepatoprotektif hem de
nefroprotektif bir etkiye sahip oldugunu goéstermektedir.

Ozetlenecek olursa calismamizi biyokimyasal incelemeler ve histolojik
incelemeler olmak lzere 2 kisma ayirabiliriz. Biyokimyasal olarak MDA, GSH,
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NO, PON ve ARE dizeylerini karaciger ve bobrek dokusunda inceledik.
Histolojik olarak da yine karaciger ve bobrek doku kesitlerini 1sik mikroskobisi
altinda inceledik.

Bircok biyokimyasal parametre ve histolojik gérintiler, uzun dénem
terapotik dozlarda bile maternal PARA uygulanmasinin yeni dogan yavrularda
bir patolojiye sebep olabilecedi cesitli yolaklar Gzerinden anlatiimis ve
tartisiilmistir. PARA'nin olusturdugu bu patolojik sonuca karsilik Betainin
koruyucu bir 6zellige sahip olabilecegi arastiriimistir.
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6 SONUC VE ONERILER

Hamilelikte kullanilan toksik ya da uzun slreli terapétik dozlardaki
Parasetamolun olusturabilecegi hem maternal hem de fetal hepatotoksisite
veya nefrototksisite acik bir sekilde bilinmektedir. Calismamizda hamilelik
sliresince Parasetamol kullaniminin olusturacagi karaciger ve bobrek
toksisitesine karsilik Betainin hepato ve nefroprotektif etkisi arastiriimistir.

Calismamizda hamile biraktigimiz disi ratlara dogumun olacadi gine
kadar Parasetamol uyguladik. Dogum oldugu gin yavrularin karaciger ve
bébrek dokularini alarak biyokimyasal &lgimler ve histolojik incelemeler
yaptik.

Parasetamol grubu karaciger ve bobrek dokularinda MDA ve NO
duzeylerinin artmis olmasi buna karsihik GSH, PON ve ARE aktivitelerindeki
dlsisln hicre ici oksidan/antioksidan dengesi icin oksidan yone kaydiginin
bir goéstergesidir. Ayni sekilde doku kesitlerinin 1sik mikroskobu altinda
histolojik incelenmesi ile de oksidan yo6nde artan dengenin dokularda
olusturdugu hasar net bir sekilde gérilmustur.

PARA+Betain grubu karaciger ve bobrek dokularinda MDA ve NO
dizeylerinin kontrol grubu dlzeylerine yaklasmis olmasi GSH, PON ve ARE
aktivitelerindeki dizelmenin de bize Betainin hlcre ici iyi bir antioksidan
oldugunu hem biyokimyasal parametrelerde hem de histolojik gorintilerde
gozlemlenmistir. Isik mikroskobisinde inceledigimiz histolojik gorintilerde
PARA+Betain grubunda Parasetamol grubu ile karsilastirildiinda neredeyse
kontrol grubuna yakin fetal karaciger ve bobrek dokusu goézlemlendi.

Sonu¢ olarak terapotik dozlarda hamilelik slresince alinan
Parasetamolun bile yeni doganlarda hepatotoksisite ve nefrotoksisiteye sebep
olabilecegi buna karsiik Betainin bu toksisiteleri azaltabilecegini
disiinmekteyiz. Parasetamolun olusturdugu bu hasara ve tedavi edici bircok
ajanin in vivo hayvan modelleri ve in vitro hlcre kultirid modelleri lzerinde
daha ileri molekller galismalarin yapilmasi ve bu bilgilerin klinik ve insan
deneyleri ile desteklenmesinin sonuglarin glvenilirligi acgisindan 6nem
tasiyacadi distntlmektedir.

63



KAYNAKLAR DiziNi

Arana, A., Morton, N. S., & Hansen, T. G. (2001). Treatment with
paracetamol in infants. Acta Anaesthesiologica Scandinavica, 45: 20-
29.

Atakisi, O., Atakisi, E., Atabay, T., & Uzun, M. (2009). L-Arjinin ve Nw-Nitro-
L-Arjinin Metil Esteri Uygulamasinin Beyin, Karaciger, Bobrek Dokusu
Nitrik Oksit ve Malondialdehit Dizeylerine Etkisi. Kafkas Universitesi
Veterinerlik Fakdiltesi Dergisi, 15 (1): 71-75.

Beltowski, J., Wisniewska, A. J., Borkowska, E., & Wojcicka, G. (2005).
Differential effect of antioxidant treatment on plasma and tissue
paraoxonase activity in hyperleptinemic rats. Pharmacological
Research, 51: 523-532.

Beutler, E., Duron, 0., & Kelly, B. M. (1963). Improved Method for the
determination of Blood glutathione. Journal of Laboratory and Clinical
Medicine, 61: 882-890.

Bozogluer, E. (2009). Ratlarda olusturulan parasetamol hepatoksisitesi
uzerine flumazenilin terapotik etkinliginin arastiriimasi . Tipta uzmanhk
tezi, TC Erciyes Universitesi, Erciyes.

Bradford, M. M. (1976). A Rapid and Sensitive Method for the Quantitation of
Microgram Quantities of Protein Utilizing the Principle of Protein-Dye
Binding. Analytical Biochemistry, 72: 248-254.

Bruckdorfer, R. (2005). The basics about nitric oxide. Molecular Aspects of
Medicine, 26: 3-31.

Camps, J., & Joven, J. (2015). Chemokine ligand 2 and paraoxonase-1 in
non-alcoholic fatty liver disease: The search for alternative causative
factors. World Journal of Gastroenterology, 21(10): 2875-2882.

Chabot, F., Mitchell, J. A., Gutteridge, J. M., & Evans, T. W. (1998). Reactive
oxygen species in acute lung injury. European Respiratory Journal, 11:
745-757.

Cigremis, Y., Turel, H., Adiguzel, K., Akgoz, M., Kart, A., Karaman, M., &
Ozen, H. (2009). The effects of acute acetaminophen toxicity on
hepatic mRNA expression of SOD, CAT, GSH-Px, and levels of
peroxynitrite, nitric oxide, reduced glutathione, and malondialdehyde in
rabbit. Molecular and Cellular Biochemistry, 323: 31-38.

Cortas, N. K., & Wakid, N. W. (1990). Determination of Inorganic Nitrate in
Serum and Urine by a Kinetic Cadmium-Reduction Method. Clinical
Chemistry, 36(8): 1440-1443.

64



Craig, S. A. (2004). Betaine in human nutrition. American Society for Clinical
Nutrition, 80: 539-549,

Cakatay, U., & Kayal, R. (2006). Serbest radikal biyokimyasinin tarihsel
surecteki gelisimi. Cerrahpasa Tip Dergisi, 37: 162-167.

Cekmen, M. B., Turgut, M., Tlrkdéz, Y., Aygun, A. D., & Gozlukara, E. M.
(2001). Nitrik oksit (NO) ve Nitrik oksit sentazin (NOS) fizyolojik ve
patolojik o6zellikleri. Tirkiye Klinikleri Pediatrik Bilimler Dergisi, 10:
226-236.

Eckerson, H. W., Wyte, C. M., & La Du, B. N. (1983). The Human Serum
Paraoxonase/Arylesterase Polymorphism. The American Journal of
Human Genetics, 35:1126-1138.

Farber, J. L. (1994). Mechanism of Cell Injury by Activated Oxygen Species.
Environmental Health Perspective, 102: 17-24.

Galal, R. M., Zaki, H. F., ElI-Nasr, M. M., & Agha, A. M. (2012). Potential
Protective Effect of Honey Against Paracetamol-induced Hepatotoxicity.
Archives of Iranian Medicine, 15(11): 674-680.

Graham, G. G., Scott, K. F., & Day, R. O. (2005). Tolerability of Paracetamol.
Drug Safety, 28(3): 227-240.

Gueraud, F., Atalay, M., Bresgen, N., Cipak, A., ECKL, P. M., Huc, L., Uchida,
K. (2010). Chemistry and biochemistry of lipid peroxidation products.
Free Radical Research, 44(10): 1098-1124.

Gutteridge, J. M. (1995). Lipid Peroxidation and Antioxidants as Biomarkers
of Tissue Damage. Clinical Chemistry, 41(12): 1819-1828.

Hafez, M. M., Al-Shabanah, O. A., Al-HArbi, N. O., Al-Harbi, M. M., Al-Rejaie,
S. S., Alsurayea, S. M., & Ahmed, M. M. (2014). Association between
Paraoxonases Gene Expression and Oxidative Stress in Hepatotoxicity
Induced by CCl4. Oxidative Medicine and Cellular Longevity .

Hagar, H., El Medany, A., Salam, R., El Medany, G., & Nayal, O. A. (2015).
Betaine supplementation mitigates cisplatin-induced nephrotoxicity by
abrogation of oxidative/nitrosative stress and suppression of
inflammation and apoptosis in rats. Experimental and Toxicologic
Pathology, 67: 133-141.

Halliwell, B., & Gutteridge, J. M. (1984). Lipid peroxidation, oxygen radicals,
cell damage, and antioxidant therapy. The Lancet, 1396-1397.

Hamid, Z. A., Budin, S. B., Jie, N. W., Hamid, A., Husain, K., & Mohamed, J.
(2012). Nephroprotective effects of Zingiber zerumbet Smith ethyl
acetate extract against paracetamol-induced nephrotoxicity and

65



oxidative stress in rats. Journal of Zhejiang University-SCIENCE B,
13(3): 176-185.

Harisa, G. I. (2013). Oxidative Stress and Paraoxonase Activity in
Experimental Selenosis: Effects of Betaine Administration. Biological
Trace Element Research, 152: 258-266.

Horton, A. A., & Fairhurst, S. (1987). Lipid peroxidation and mechanism of
toxicity. Critical Reviews in Toxicology, 12: 27-62.

Isik, A., Koca, S. S., Ustundag, B., Celik, H., & Yildirim, A. (2007).
Paraoxonase and arylesterase levels in rheumatoid arthritis. Clinical
Rheumatology, 26: 342-348.

Jaeschke, H., McGill, M. R., Williams, C. D., & Ramachandran, A. (2011).
Current issues with acetaminophen hepatotoxicity—A clinically relevant
model to test the efficacy of natural products. Life Sciences, 88: 737-
745.

Jaichander, P., Selvarajan, K., Garelnabi, M., & Parthasarathy, S. (2008).
Induction of paraoxonase 1 and apolipoprotein A-I gene expression by
aspirin. Journal of Lipid Research, 49: 2142-2148.

James, L. P., Mayeux, P. R., & Hinson, J. A. (2003). Acetaminophen-induced
hepatotoxicity. The American Society for Pharmacology and
Experimental Therapeutics, 31: 1499-1506.

Jobgen, W. S., Fried, S. K., Fu, W. J., Meininger, C. 1., & Wu, G. (2006).
Regulatory role for the arginine-nitric oxide pathway in metabolism of
energy substrates. Journal of Nutritional Biochemistry, 17: 571-588.

Kanbak, G., Inal, M., & Baycu, C. (2001). Ethanol-induced hepatoxicity and
protective effect of betaine. Cell Biochemistry and Function, 19: 281-
285.

Karadas, S., Aslan, M., Gonullu, H., Kati, C., Duron, L., Olmez, S., Demir, H.
(2014). Acetaminophen intoxication is associated with decreased
serum paraoxonase and arylesterase activities and increased lipid
hydroperoxide levels. Human and Experimental Toxicology, 33(11):
1134-1140.

Kidd, P. M. (1997). Glutathione: Systemic Protectant Against Oxidative and
Free Radical Damage. Alternative Medicine Review, 2(3): 155-176.

Kilic, S. S., Aydin, S., Kilic, N., Erman, F., Aydin, S., & Celik, I. (2005).
Serum arylesterase and paraoxonase activity in patients with chronic
hepatitis. World Journal of Gastroenterology, 11: 7351-7354.

66



Kim, S. K., & Kim, Y. C. (1998). Effects of singly administered betaine on
hepatotoxicity of chloroform in mice. Food and Chemical Toxicology,
36: 655-661.

Knight, J. A., Pieper, R. K., & McClellan, S. (1988). Specificity of the
Thiobarbituric Acid Reaction: Its Use in Studies of Lipid Peroxidation.
Clinical Chemistry, 34(12): 2433-2438.

Konukoglu, D., & Akcay, T. (1995). Glutatyon Metabolizmasi ve Klinik Onemi.
Turkiye Klinikleri Tip Bilimleri Dergisi, 15: 214-218.

Kristensen, D. M., Lesne, L., Fol, V. L., Lethimonier, C. D., Rainsford, N. D.,
Leffers, H., & Jegou, B. (2012). Paracetamol (acetaminophen), aspirin
(acetylsalicylic acid) and indomethacin are anti-androgenic in the rat
foetal testis. International Journal of Andrology, 35: 377-384.

Kigiikardali, Y., Cinan, U., Acar, H. V., Ozkan, S., Top, C., Nalbant, S.,
Danaci, M. (2002). Comparison of the Therapeutic Efficacy of 4-
Methylpyrazole and N-Acetylcysteine on Acetaminophen (Paracetamol)
Hepatotoxicity in Rats. Current Medical Research and Opinion, 18(2):
78-81.

Kiiclikgergin, C. B., Bingil, 1., Tekkesin, M. S., V, O., Abbasoglu, S. D., &
Uysal, M. (2014). Effects of carnosine, taurine, and betaine
pretreatments on diethylnitrosamine-induced oxidative stress and
tissue injury in rat liver. Toxicology and Industrial Health, 1-10.

Labrecque, B., Beaudry, D., Mayhue, M., Halle, C., Bordignon, V., Murphy, B.
D., & Palin, M. F. (2009). Molecular characterization and expression
analysis of the porcine. Gene, 110-120.

Lever, M., & Slow, S. (2010). The clinical significance of betaine, an osmolyte
with a key role in methyl group metabolism. Clinical Biochemistry, 43:
732-744.

Litvinova, L., Atochin, N. D., Nikolia, F., Mariia, V., Zatolokin, P., &
Kirienkova, E. (2015). Nitric oxide and mitochondria in metabolic
syndrome. Frontiers in Physiology, 20: 1-10.

Liu, H. H., Lu, P., Guo, Y., Farrel, E., Zhang, X., Zheng, M., Peltz, G. (2010).
An integrative genomic analysis identifies Bhmt2 as a diet-dependent
genetic factor protecting against acetaminophen-induced liver toxicity.
Genome Research, 20: 28-35.

McCue, K. F., & Hanson, A. D. (1992). Salt-inducible betaine aldehyde
dehydrogenase from sugar beet: cDNA cloning and expression. Plant
Molecular Biology, 18: 1-11.

Mossa, A. T., Heikal, T. M., & Omara, E. A. (2013). Physiological and
histopathological changes in liver of male rats exposed to Paracetamol

67



and Diazinon. American Journal of Pharmacology and Toxicology, 8(2):
83-95.

Naguib, Y. M., Azmy, R. M., Samaka, R. M., & Salem, M. F. (2014). Pleurotus
ostreatus opposes mitochondrial dysfunction and oxidative stress in
acetaminophen-induced hepato-renal injury. Complementary and
Alternative Medicine, 14:494,

Niki, E. (1987). Antioxidant in relation to lipit peroxidation. Chemistry and
Physics of Lipids, 44: 227-253.

Ohkawa, H., Ohishi, N., & Yagi, K. (1979). Assay for lipid peroxides in animal
tissues by thiobarbituric acid raction. Analytical Biochemistry, 95(2):
351-358.

Pacifici, G. M., & Allegaert, K. (2015). Clinical Pharmacology of Paracetamol
in Neonates: A Review. Current Therapeutic Research, 77: 24-30.

Placer, C. A., Cushman, L. L., & Johnson, B. C. (1990). Estimation of product
of lipid peroxidation (Malondyaldehyde) in biochemical systems.
Analitical Biochemistry, 16: 259-264.

Porter, N. A. (1984). Chemistry of lipid peroxidation. Methods in
Enzymology, 150: 273-283.

Prescott, L. F. (1980). Kinetics and metabolism of Paracetamol and
Phenacetin. British Journal of Clinical Pharmacology, 10: 291-298.

Rodrigo, L., Gil, F., Hernandez, A. F., Lopez, O., & Pla, A. (2003).
Identification of paraoxonase 3 in rat liver microsomes: purification
and biochemical properties. Biochemical Journal, 261-268.

Sans, R. G., & Chozas, M. G. (1998). The Thiobarbituric Acid (TBA) Reaction
in Foods: A Review. Critical Review in Food Science and Nutrition,
38(4): 315-350.

Schwahn, B. C., Laryea, M. D., Chen, Z., Melnyk, S., Pogribny, 1., Garrow,
T., Rozen, R. (2004). Betaine rescue of an animal model with
methylenetetrahydrofolate reductase deficiency. Biochemical Journal,
382: 831-840.

Scialli, A. R., Ang, R., Breitmeyer, J., & Royal, M. A. (2010). A review of the
literature on the effects of acetaminophen on pregnhancy outcome.
Reproductive Toxicology, 30: 495-507.

Shi, Q. Z., Wang, L. W., Zhang, W., & Gong, Z. ]J. (2010). Betaine inhibits
Toll-like receptor 4 expression in rats with ethanol-induced liver injury.
World Journal of Gastroenterology, 16(7): 897-903.

68



Stepniak, I. I., & Knap, N. (2012). Effect of exposure to fluoride and
acetaminophen on oxidative/nitrosative status of liver and kidney in
male and female rats. Pharmacological Reports, 64: 902-911.

Sahin, F. (2011). Piaglitazonun bobrek iskemi-reperflizyonu Uzerine olan
koruyucu etkisinin incelenmesi. Uzmanhk tezi, Trakya Universitesi,
Trakya.

Savli, E. (2012). Gebelikte parasetamol kullanimi. Journal of Experimental
and Clinical Medicine, 29: 91-94.

Tirkoglu, S., Bulmus, F. G., Parmaksiz, A., Ozkan, Y., & Giirsu, F. (2008).
Metabolik Sendromlu Hastalarda Paraoksonaz 1 ve Arilesteraz Aktivite
Dizeyleri. Firat Tip Dergisi, 13(2): 110-115.

Varatharajalu, R., Garige, M., Leckey, L. C., Gong, M., & Lakshman, M. R.
(2010). Betaine Protects Chronic Alcohol and x-3 PUFA-Mediated
Down-Regulations of PON1 Gene, Serum PON1 and Homocysteine
Thiolactonase Activities With Restoration of Liver GSH. Clinical and
Experimental Research, 34(3): 424-431.

Weight, S. C., Bell, P. R., & Nicholson, M. L. (1996). Renal ischemia-
reperfusion injury. British Journal of Surgery, 83(2): 162-167.

Wilkes, J. M., Clark, L. E., & Herrera, J. L. (2005). Acetaminophen overdose
in pregnancy. Southern Medical Journal, 98: 1118-1122.

Yousef, M. I., Omar, S. A., El-Guendi, M. 1., & Abdelmegid, L. A. (2010).
Potential protective effects of quercetin and curcumin on paracetamol-
induced histological changes, oxidative stress, impaired liver and
kidney functions and haematotoxicity in rat. Food and Chemical
Toxicology, 48: 3246-3261.

Zaher, A. O., Rahman, M. M., Hafez, M. M., & Omran, F. M. (2007). Role of
nitric oxide and reduced glutathione in the protective effects of
aminoguanidine, gadolinium chloride and oleanolic acid against
acetaminophen-induced hepatic and renal damage. Toxicology, 234:
124-134.

69



Ozgecmis

Bireysel Bilgiler

Adi-Soyadi :METE OZKOC

Dogum tarihi ve yeri :16/09/1991 - Gazimagusa/KKTC
Uyrugu :KKTC-TC (cift uyruklu)

Medeni durumu :Bekar

Iletisim adresleri :0zkocmete@gmail.com-05382354427

Egitim Durumu
Ilkokul: Gazi Ilkokulu (KKTC) (1997-1999)

Alasya Ilkokulu (KKTC) (1999-2002)
Ortaokul: Canakkale Ortaokulu (KKTC) (2002-2005)
Lise: 20 Temmuz Fen Lisesi (KKTC) (2005-2008)

Namik Kemal Lisesi (KKTC) (2008-2009)

Lisans: Eskisehir Osmangazi Universitesi, Fen ve Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji
Bo6lumu (2009-2013)

Y. Lisans: Eskisehir Osmangazi Universitesi, Sadlik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi
Biyokimya Anabilim Dal (2013-...)

Y. Dil: Wimbledon Language Academy (WLA) Intermediate Class, Ingiltere.
(25.06.2012-31.08.2012).

IELTS(Band Score: 5 (Modest User))
Ingilizce YDS: 60,00

Uye Olunan Bilimsel Kuruluslar: Biyologlar Dernedi

Sozli Bildiri :
1- Kevser Kusat Ol, Glngodr Kanbak, Hakan Sentirk, Mustafa Uyanoglu,
Fatma Yildiz, Mete Ozkog, Soroush Ghodratizadeh. "Betainin sicanlarda

olusturulan deneysel iskemi/reperflizyon modelinde onleyici etkisi" XXV.
Ulusal Biyokimya Kongresi S-027 No.lu 3-6 Eylul 2013. (Poster)

70



Bilimsel Etkinlikler
Projeler

1002 TUBITAK Projesi: KRONIK ALKOL TUKETIMINDE STATIN
KULLANIMININ ISKELET KASINDAKI APOPTOTIK HUCRE OLUMU UZERINE
OLAN ETKILERI VE BETAININ KORUYUCU ROLUNUN ARASTIRILMASI,
Bursiyer, 2014-2015

Kurslar ve Egitim Programlari

1. "Deney Hayvanlarn Kullanim Sertifikasi" (Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu)

2. "Deney Hayvanlarinda Cerrahi Egitim" (22. Ulusal Biyoloji Kongresi 23-27
Haziran 2014 Eskisehir)

3. "En lyi Sunum ve En iyi Igerik Dalinda 1.1lik Oduli" (Biyoloji
Cozumlemeleri Etkinlik Sergisi Poster Sunumu/ “Diyabet Ile Yasam”)

71



