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OZET

Asetaminofen (APAP), Diinyada ve iilkemizde yaygin olarak kullanilan agr1 kesici
ve ates disliriicii bir ilactir. Asetaminofenin indiikledigi karaciger hasar1 ve bu hasarin
devaminda gelisen karaciger yetmezlikleri onde gelen Oliim nedenlerindendir. Bu
calismadaki amacimiz, APAP ile indiiklenen hepatotoksisite de, antioksidan ozellikteki

Blueberry (BB) ve kitosanin (CS) hepatoprotektif rollerinin arastirilmasidir.

Calismamizda, 63 erkek Spraque-Dawley tiirii siganlar her grupta 9 adet olacak
sekilde, kontrol grubu, BB grubu, CS grubu, APAP grubu, APAP+BB grubu,
APAP+CS grubu ve APAP+BB+CS grubu olmak iizere 7 gruba ayrilmistir. Maddelerimiz
250 mg/kg/gin APAP, 60 mg/kg/giin BB ve 200 mg/kg/giin CS olmak iizere 14 giin
siiresince gavaj yoluyla uygulanmigtir. Tiim maddeler baslandiktan sonra 15. giinde
siganlarin kan ve doku Ornekleri alindi. Serum orneklerinde AST, ALT, ALP, LDH,
seruloplazmin oksidaz enzim aktiviteleri ile total sialik asit (TSA), lipit baglh sialik asit
(LSA) diizeyleri; karacigerde arginaz enzim aktiviteleri ile ornitin, nitrik oksit (NO), TSA,
LSA, rediikte glutatyon (GSH) ve malondialdehit (MDA) diizeyleri ol¢tildii. Karaciger
dokulart histolojik olarak degerlendirildi.

Asetaminofen uygulamasi, kontrol grubu ile karsilastirildiginda karaciger arginaz
aktiviteleri ile ornitin ve MDA diizeylerini anlaml1 olarak arttirirken, seruloplazmin oksidaz
enzim aktiviteleri ile NO ve GSH diizeylerini anlamli olarak azaltmistir. APAP grubu
kontrol grubu ile karsilastirildiginda, TSA ve LSA diizeylerinde artis bulunmustur. BB ve
CS’im mono ve kombine uygulamalar1 arginaz enzim aktiviteleri ile ornitin ve MDA
diizeylerini APAP grubuna gore anlamli olarak azaltirken, NO ve GSH diizeyleri ile
seruloplazmin oksidaz enzim aktivitelerini APAP grubuna goére anlamli olarak artirmustir.

Bulgularimiz histolojik bulgularla desteklenmistir.

Sonucglarimiz, BB ve CS’m, APAP’in indiikledigi karaciger hasarma karsi dnemli
koruyucu etkilerinin oldugunu ve bu mekanizmanin intraseliiler antioksidan kapasiteyi
arttirmasiyla ilgili oldugunu gostermektedir. Sonug olarak; BB ve CS, APAP’in indiikledigi

toksisiteye kars1 potansiyel giivenli ve etkili ajanlar olarak degerlendirilebilir.

Anahtar Kelimeler: Arginaz, Asetaminofen, Blueberry, Kitosan, Sialik asit



SUMMARY

In the world and in our country, acetaminophen (APAP) is a widely used analgesic
and antipyretic drug. Acetaminophen induced liver damage and that damage developing
liver failure is one of the leading causes of death in the continuation. This study was aimed
to investigate the hepatoprotective effects of antioxidant substance Blueberry (BB) and

chitosan (CS) with APAP- induced hepatotoxicity.

In this study, 63 male Spraque Dawley rats were divided into 7 groups each consist
of 9 rats as follows: control group, BB group, CS group, APAP group, APAP + BB group,
APAP + CS group and APAP + BB+ CS group. All administrations were achieved gavage,
APAP as 250 mg/kg/day, BB as 60 mg/kg/day, and CS as 200 mg/kg/day for 14 days. After
the beginning of the study, blood and tissue samples were taken from rats by 15. day. AST,
ALT, ALP, LDH, ceruloplasmin oxidase enzyme activities and total sialic acid (TSA), lipid
bound sialic acid (LSA) levels were measured in serum; arginase enzym activity, ornithine,
nitric oxide (NO), TSA, LSA, reduced glutathione (GSH) and malondialdehyde (MDA)

levels were measured in liver. Liver tissues were evaluated histologically.

APAP treatment resulted in a significant increase in liver arginase activity, ornithine
and MDA levels whereas a significant decrease in NO, GSH levels and ceruloplasmin
oxidase activity when compared to controls. Following APAP treatment; a significant
increase total TSA and LSA levels, when compared to controls. BB and CS mono and
combination administrations caused a significant decrease in arginase activities with
ornithine and MDA levels, whereas a significant increase in NO, GSH levels and
ceruloplasmin oxidase activity when compared to APAP treated group. These findings were

confirmed with histopathological results.

Our results showed that BB and CS may have important protective effects
against APAP-induced liver damage and its mechanism is probably related to increase
the ability of intracellular antioxidant capacity. As a result, BB and CS can be a

potentially safe and potent hepatoprotective agents against APAP-induced toxicity.

Key Words: Arginase, Acetaminophen, Blueberry, Chitosan, Sialic acid
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1.GIRIS VE AMAC

Ilaglara bagli hepatotoksisite; karacigerde non-spesifik degisikliklerden akut
fulminan yetmezlik, siroz ve karaciger kanserine kadar giden bir¢cok klinik tabloya
neden olmaktadir. Hayati fonksiyonlara sahip karaciger, gastrointestinal sistemdeki
konumu nedeniyle, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu, protein sentezi, karbonhidrat ve
lipid metabolizmasindaki fonksiyonlar1 nedeniyle ilag toksisitesi i¢in hedef organdir

(147).

Gilintimiizde tedavi amacgl kullanilan bir¢ok ilag, ciddi ve geri doniisiimii
olmayan sonuclar ortaya c¢ikarmaktadir. Regetesiz satilan ilaglardan biri olan
asetaminofen (APAP) biitiin diinyada yaygin olarak kullanilan analjezik ve antipiretik
bir ilactir (20). Asetaminofen, karaciger hasarina neden olan en yaygin ajandir ve
terapotik amagli kullanilan dozlarinin bile karacigerde hasarlanmaya yol actig1
bildirilmistir. Asetaminofen, karacier, bobrek ve barsak olmak {izere {ic organda
metabolize edilmektedir fakat APAP metabolizmasi esas olarak karacigerde
gerceklesmektedir. Asetaminofen metabolizmas: glukuronid konjugasyonu, siilfat
konjugasyonu ve sitokrom P450’ye (CYP450) bagli mikrozomal oksidasyon olmak
iizere ii¢ temel mekanizma ile karacigerde gerceklesmektedir (231). Asetaminofen
metabolizmasmin  toksik  metaboliti  N-asetil-p-benzokinon-imin ~ (NAPQI)’dir.
Asetaminofenin, CYP450 enzimi ile oksidasyonu sonucu olusan NAPQI, rediikte
glutatyon (GSH) ile hizla konjuge olarak zararsiz metabolitler olan sistein ve
merkaptiirik asite doniisiir. Viicut icin toksik olmayan bu metabolitler ve APAP’in

konjuge olmayan formlar1 idrarla digar1 atilir (17,84).

Asetaminofenin toksik etkileri basta karaciger olmak iizere bobrekte de ortaya
cikarken, kardiyovaskiiler sistem, solunum ve asit- baz dengesi iizerinde belirgin bir
etkisi yoktur (17). Asetaminofen hepatotoksisitesine neden olan sebepler arasinda
oksidatif stres, kalsiyum dengesizligi, protein arilasyonu, NAPQI’in proteinlere ve

lipitlere kovalan baglanmasi sonucu meydana gelen degisikliklerdir (95).
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Karaciger GSH depolari, normalin %30’undan daha fazla diisiince NAPQI’in
detoksifiye edilememesine bagli olarak hepatik toksisite meydana gelir. Bu toksik
metabolit yasamsal oneme sahip hiicresel proteinler ve hepatosit membranlarinin lipit
bariyerleri ile etkilesirek, lipit peroksidasyonu yoluyla karacigerde nekroza neden

olabilir (95).

Bilimsel teknolojideki gelismeler, fenoller, flavon, flavonoid ve antosiyanin
iceren dogal triinlerin biiyiik bir boliimiiniin, hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisindeki
olas1 klinik o6zelliklerini anlamamiza olanak vermis olup; bu besinlerin saghigimizin
korunmasi1 ve gelistirilmesindeki rolleri arastirmacilar tarafindan ilgi odagi haline
gelmistir (54). Blueberry (BB), yapisinda bulunan fenolik asitler, flavonoidler ve
antosiyaninler agisindan zengin, yiiksek antioksidan kapasiteye sahip ve ayni
zamanda 1yi bir lif, kalsiyum, demir ve C vitamini kaynagidir (127, 188). Bluberry’nin
insan saglig1 ve beslenmesi lizerine yapilan ¢alismalarda miitkemmel dogal antioksidan
kaynagi oldugu belirtilmistir.  Yapilan arastrmalarda oksijen radikallerinin
giderilmesinde sadece organizmadan kaynaklanan savunma sistemlerinin yeterli
olmadig1 ve organizmada meydana gelen oksidatif hasarlara karsi disardan alinan
antioksidanlarm da oldukca etkili olabilecegi belirtilmistir. Blueberry yiiksek

antioksidan kapasitesi nedeniyle oksijen radikallerini absorbe edebilir (112, 158).

Blueberry noroprotektif ve antiproliferatif aktiviteye sahiptir  (180).
Blueberry’nin yaslanmayla ortaya cikan ndronal ve davranigsal fonksiyonlardaki
bozukluklar1 azalttigi, iskemik beyin hasari lizerinde pozitif etkileri oldugu ve noral
dokunun korunmasinin antioksidan ve antiinflamatuar mekanizmalarla oldugu

belirtilmistir (225, 238, 237).

Dogada yaygm olarak bulunmasi ve toksik olmayan yapisindan dolay:
kitosan (CS) gida, kozmetik, ziraat, tip, kagit ve tekstil olmak iizere bir¢cok endiistri
dalinda kullanim alanma sahiptir. Kitosan, yapisinda bulunan amin ve alkol gruplari
nedeniyle metal iyonlariyla kompleks yapabilme ve metal selatorii olarak davranabilme
ozelligine sahiptir. Antibakteriyel ve mukoyapigskan 6zellikleri nedeniyle hiicre zarinda
bulunan proteinler ile etkilesime girip proteinleri reorganizasyona ugratarak hiicre

zarmdan madde emilimini arttirarak yara iyilesmesine yardimci olur (236).
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Kitosanin polikatyonik yapisi nedeniyle lipidlerin emilimini engelleyerek etki
gosterdigi, kolesterol ve trigliserid diizeylerini onemli Glciide azalttigmi belirten
calismalar mevcuttur (226). Yiiksek viskoziteye sahip olan CS son yillarda kilo
vermeye yardimci maddeler arasinda yer almaktadwr. Kitosan toksik olmayan
yapisindan dolay1 antimikrobiyal, antikanser, hemostatik ve karaciger fonksiyonlarmin

diizenlenmesi gibi ¢esitli fonksiyonlara sahiptir (46).

Arginaz enzimi, arginini ornitin ve lireye hidroliz eden lire dongiisiliniin anahtar
enzimidir. Bir metalloenzim olan arginaz, kuaterner yapiya sahiptir. Arginaz enziminin
kuaterner yapisinin olusmasi igin manganez (Mn'?) iyonlar1 gereklidir. Mn"* iyonlar
enzim inhibisyonuna karsi enzim yapisina dayaniklilhik kazandir. Arginaz enzim
aktivitesinin en yiiksek oldugu organ karacigerdir. Ure sentezinde 6nemli role sahip
olan arginaz enzimi, iire sentezinin olmadigi dokularda da prolin, glutamat ve
poliaminlerin sentezi i¢in Onemli olan ornitin Uretimini saglar. Biyosentetik bir
prekiirsor olan ornitin, {ire dongiisiiniin merkezi bir pargasidir ve bir ¢esit geri

dontistimlii katalizordiir (12).

Arginaz enzimi, bir¢ok hastaligin gelisiminde 6nemli fonksiyonlara sahip olan
nitrik oksit (NO)’in sentezinde diizenleyici rol oynamaktadir. Antitrombotik,
antiproliferatif ve antioksidan ozellikte biyolojik bir molekiil olan NO, biyolojik
membranlardan kolayca diflize olabilen hem otokrin hem de parakrin Ozellikte
benzersiz haberci molekiildiir (98). Nitrik oksit sentezi; nikotinamid adenin diniikleotid
fosfat (NADPH), flavin adenin diniikleotid (FAD), flavin mononiikleotid (FMN), hem
ve tiyol gruplar1 koenzim olarak kullanilarak L-argininin L-sitruline oksidasyonu ile

gerceklesir. (57).

Yapilan aragtirmalarda NO’in, APAP ile indiiklenen karaciger hasarinda 6nemli
roliiniin oldugu belirtilmistir (69). Arginaz ve nitrik oksit sentaz (NOS) enzimleri
birbirleri ile yarigsma halindedir. Arginaz enzim aktivitesinin artmasi, NOS enzimini
baskilayarak iiretimi ornitin lehine ¢evirebilir. Bu durum poliamin sentezini artirirken,
NO iiretiminin azalmasma neden olur. Sonug olarak ise NO diizeylerinin azalmasi
bir¢ok hastaligin gelisim siirecini hizlandiracaktir (23). Yapilan ¢alismalarda, arginaz

enzim aktivitesinin hepatoseliiler hasarin akut fazinda 6nemli oldugunu ve hepatik

20



lezyonlarm belirlenmesinde arginaz enzim aktivitelerinin belirlenmesinin klinik agidan

onemli oldugunu belirtmektedir (90)

Sialik asit, beyin glikolipidleri ve tiikiirlik musinlerinin zayif asidik ortamda
hidrolizinden salgilanan biyolojik membranlarin 6nemli yapisal bilesenleridir. Serum ve
dokularda bulunan glikolipid ve glikoproteinlerin terminal oligosakkarit zincirlerinin
onemli bir komponenti olan sialik asit, kompleks karbonhidratlarin olusumuna ¢ok fazla
yapisal farklilik katarak katkida bulunurlar (145,178). Hiicreler ve molekiiller arasindaki
elektrostatik cekim siireclerinde rol alirlar. Sialik asit kan grubu bilesenlerinde antijenik
belirleyicidir. Hormon ve sitokinler gibi bir¢ok endojen maddenin reseptorleri igin
gerekli bir bilesendir. Bunlara ilaveten ¢ok sayida toksin, bakteri ve viriis gibi
patojenlerin hiicreleri sialik asit igeren reseptorlere baglanir (203,207). Akut ve kronik
karaciger yetmezligi, siroz, karaciger kanseri, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet,
inflamasyon ve kanser gibi bircok farkli durumda sialik asit diizeylerindeki artis

belirlenmistir (43).

Seruloplazmin tek bir polipeptid zincirinden olusan, poliamin ve polifenol
substratlar1 i¢in oksidaz aktivitesine sahip bir akut faz proteinidir. Yapismin %7-8’lik
karbonhidrat icerigini sialik asit olusturur. Seruloplazmin ferrooksidaz aktivitesine
sahiptir. Organizmada antioksidan olarak gérev yapan seruloplazmin, serbest oksijen
radikallerinin olusumunu ve lipid peroksidasyonunu engelleyerek, dokularda ve
plazmada bulunan serbest radikallerin zararlarini engellemektedir (210). Yapilan
arastirmalarda, seruloplazminin endotelyal NOS’in fonksiyonlarmin diizenlenmesinde
(212), koagiilasyon, anjiogenez, biogenik aminlerin inaktivasyonu ve oksidatif stres

iizerinde etkilerinin oldugu belirtilmistir (9).

Bu tez calismasinda amacimiz, hepatotoksik bir ajan olarak kabul edilen APAP
ile deneysel karaciger hasar1 modeli olusturmak, son yillarda aragtirmacilarin ¢cok yogun
ilgisini ¢eken BB ve CS’in karaciger hasar1 ilizerindeki etkilerini biyokimyasal ve
histolojik diizeyde arastirarak ortaya koymak ve bu siiregte BB ve CS’in potansiyel
koruyucu ajanlar olup olamayacaklarmin, Arginaz-Ornitin-NO ve Sialik asit-
Seruloplazmin Oksidaz mekanizmalarinin degerlendirilerek arastirilmasi

hedeflenmistir.
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2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. KARACIGER

Karaciger; hayati bir organ olma ozelligi tasiyan, detoksifikasyon, protein
sentezi, karbonhidrat ve lipid metabolizmasinda gorev alan ve iire, amonyak, bilirubin
gibi son iirlinlerin uzaklastirilmasi gibi fonksiyonlar: olan viicuttaki en biiyiik ikinci
organ ve salgi yapan en bliyiik organdir. Karacigeri, anatomisi ve fonksiyonlar1 olmak

iizere 2 baslik altinda tanimlayabiliriz (77).

2.1.1. Karacigerin Anatomisi

Karaciger, karmn boslugunun sag iist boliimiinde bulunan, viicut agirligmin
yaklagik 1/15’ini olusturan, hem ekzokrin hem de endokrin fonksiyonlara sahip bir
organdir. Ortalama agihgr 1.2-1.8 kg arasinda degismektedir. Karaciger,
lipoproteinler, protrombin, albumin, globulinler, fibrinojen gibi proteinleri kana
dogrudan dogruya vermesinden dolay1 endokrin fonksiyona sahip iken, safra kanallari
yoluyla safrayr duodenuma bosalttigindan ekzokrin fonksiyona sahip bir organdir
(77,99). Karaciger genis sag lob ve kiigiik sol lob olmak iizere iki lobdan olusur (Sekil
2.1) ve biiyiik bir boliimii gogiis kafesi ile korunmaktadir. Karaciger en dista seréz bir
zar olan periton ve onun altinda ise Glisson kapsiilii ad1 verilen bir kapsiil ile sarilmistir.
Glisson kapsiilii karaciger icerisine dogru uzantilar gondererek karacigeri lob, segment

ve lobiillere ayirir (1,118).

Karacigere hepatik arter ve portal ven adi verilen iki dnemli damar baghdir.
Karacigere gelen kanin %70-80’1 portal venden, %20-30’u hepatik arterden gelir. Portal
ven, gastrointestinal sistemin vendz doniisiinii karacigere tasiyan kapali bir sistem iken

hepatik arter, merkezi dolasimdan karacigere bol oksijenli kani tagiyan sistemdir (2).
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Sekil 2.1. Karacigerin yapisi (223)

Karaciger; hepatositler, endotel hiicreleri, kupffer hiicreleri, stellat hiicreleri ve
safra kanali epitelyum hiicreleri olmak tiizere yapisinda bes tip hiicre bulundurur.
Hepatositler karaciger hacminin % 80-88’ini olusturan, yag asitleri, fosfolipidler ve
trigliseridlerin metabolizmasinda gorev yapan hiicrelerdir. Hepatositler, lobiil i¢erisinde
santrale dogru yonelim gosteren tek sirali dizilim halindedirler ve yan yana gelen
hepatositler safra kanalikiillerini olustururlar (Sekil 2.2). Hepatositlerin yasam siireleri
yaklagik 150 giin veya daha fazladir. Karaciger dokusunun gesitli travmatik etkiler veya
toksik maddelerin etkisiyle bolgesel islev kayb1 durumunda hepatositler ileri derecede
rejenerasyon yetenegi gosterir ve ¢ok kisa siirede kayip dokunun yenilenmesi saglanir.
Hepatosit dizilimleri arasinda kan akimi, portal veniil ve hepatik arteriol ile baglantili
olan siniizoid ad1 verilen bosluklar bulunur. Karaciger sinuzoidlerinin duvarinda endotel
hiicreleri ve kupffer hiicreleri olmak {izere iki tiir hiicre bulunur. Kupffer hiicreleri

monositlerden koken alan ve kuvvetli fagositoz yapan hiicrelerdir (70,109).
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Sitoplazmalarinda ferritin formunda demir ve alyuvar pargaciklari bulunur.
A vitamini ve yag depolanmasinda yer alan kupffer hiicrelerinin, dalaktan kacan
yaslanmig alyuvarlarin metabolize edilmesi, hemoglobinin sindirilmesi de gorevleri
arasinda yer alir. Endotel hiicreleri, karacigerde aralikli olarak bulunan, sitoplazma ve

organelleri az olan hiicrelerdir (70,109).
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Sekil 2.2. Karaciger hiicreleri (217)

Stellat hiicreleri, siniizoidlerin duvarinda bulunan, yiiksek miktarda retinol
iceren hiicrelerdir. Aktif hale geldikleri zaman Disse araligina kollajen salgilayarak
fibrotik siirecin baglamasma neden olurlar. Stellat hiicreleri fibrogenez, ekstraseliiler
matriksin sentezi, eritropoietin sentezi, retinoid alimi, depolanmasi ve metabolizmasi,
hiicreler arasi iletisim ve kemotaktik maddelerin salinmasi gibi gesitli fonksiyonlara
sahiptir (8,70). Safra kanali epitel hiicreleri, iki hepatositin bitisik oldugu her yerde,
hiicrelerin arasinda tiibiiler bir aralik bulunur ve bu aralik safra kanalikiilii olarak

isimlendirilir (50).
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2.1.2. Karacigerin Fonksiyonlan

Bircok kimyasal reaksiyonu gerceklestirerek yasamimizda Onemli bir rol
oynayan karaciger, sindirim kanalindan emilen besinlerin islendigi ve diger viicut
kisimlarinin yararlanmasi i¢in bazilarmin depolandigi bazilarimin ise hemen dolasima
verildigi bir organdir. Karacigerin onemli gorevlerini karbonhidrat, lipit ve protein
metabolizmalari, safra iretimi ve detoksifikasyon bagliklar1 altinda toplayabiliriz

(30,142).

2.1.2.1. Karbonhidrat Metabolizmasi

Karacigerin birincil metabolik islevi, 6zellikle glukoz ve amino asitler olmak
iizere metabolitlerin ¢ogunun kandaki miktarin1 diizenlemektir. Besinlerle alinan ve
vena porta yolu ile karacigere ulasan glukoz, karacigerde glikojen seklinde depolanir.
Ogiin aralarinda karaciger, kan glukozundaki eksilmeyi karsilamak icin glikojen
depolarmi kullanabilir veya bobreklerin katilimiyla, laktat, gliserol ve amino asitler gibi
karbonhidrat dis1 metabolitleri glukoza ¢evirir. Kan glukoz miktarinin yeterli bir
diizeyde siirdiiriilmesi, glukozu zorunlu yakit olarak kullanan beyin ve alyuvar gibi bazi

dokular i¢in hayati 6nem tasir (30,142).

2.1.2.2. Lipid Metabolizmasi

Karaciger lipid metabolizmasinda merkezi bir role sahiptir ve tiim lipid
gruplarma dahil maddeleri yapisinda tasir. Dokusundaki lipid orani gesitli etkenlere
bagl olarak degismekle birlikte ortalama %S5 diizeyindedir. Karaciger de yag asitlerinin
sentez ve oksidasyonu, yag asitlerinden trigliserid olusumu, fosfolipid, lipoprotein ve

kolesterol sentezi gibi metabolik olaylar gerceklesmektedir (30,142).
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2.1.2.3. Protein Metabolizmasi

Karaciger, amino asitlerin deaminasyonu, ilire olusumu ile amonyagin viicut
swvilarindan  uzaklastirilmast  ve plazma proteinlerinin  olusumu ile protein

metabolizmasida fonksiyon goriir (30,142).

2.1.2.4. Safra Salgilanmasi

Karacigerin onemli fonksiyonlarindan biri, yaglarin sindirim ve emiliminde
gorev alan, kandan yikim iirlinlerinin atilmasi gibi 6nemli fonksiyonlara sahip olan
safray1 salgilamaktir. Safra karacigerin ekzokrin salgis1 olarak, hepatositlerde grantilsiiz
endoplazmik retikulum’da sentezlenen en 6nemli iirlindiir. Safra asitleri, elektrolitler,
fosfolipidler, kolesterol ve bilirubin safra sivisit i¢cinde bulunur. Bu maddeler, distal
intestinal epitelden emilim yoluyla hepatosit i¢ine alinir ve hepatositler araciligiyla safra
kanalikiillerine tagmir. Safra asitleri sindirim sisteminde lipidlerin emiilsiyon haline
getirilmesinde 6nemli bir fonksiyon gorerek bunlarin lipaz ile sindirilmesini saglar

(36,142).

2.1.2.5. Detoksifikasyon

Karaciger, ilaglarin, disaridan alman veya endokrin sistemde iiretilen
hormonlarin veya kalsiyum gibi minerallerin fazlasmin biyotransformasyon
reaksiyonlar1 ile organizma i¢in zararli maddeleri etkisizlestirerek atilmasimi saglar.
Karaciger, genisleyebilen bir organ oldugundan hepatik venler ve siniisler icinde
normalde var olan kan rezervuarina duruma gore ekstra kan ekleyebilmesiyle vaskiiler
rezervuar fonksiyonuna sahiptir. Portal sistemde barsaklardan gelen mikroorganizmalari
hepatik siniislerde bulunan makrofajlar araciligi ile filtrelemek, vitamin ve mineral

depolanmas1 ve koagiilasyon faktorlerinin sentezi de gorevleri arasinda yer alir

(82,142).
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2.2. HEPATOTOKSISITE

Karaciger anatomik yerlesimi, fizyolojik ve biyokimyasal rolii nedeni ile bir¢ok
toksik madde ve ilaglara sikca maruz kalan hedef organdir. Karacigerin i¢ veya dis
kaynakli pek c¢ok maddenin metabolizmasmdan sorumlu olmasi, karacigere ilag
kaynakli toksisite yoniinden onem kazandirmaktadir (147). Hepatotoksisiteye neden
olan ajanlar1 ilaclar, dogal toksik ajanlar, vitaminler ve kimyasal ajanlar olarak
sayabilirz. Hepatotoksisite; akut ve kronik hasar, siroz, tlimor gibi ¢esitli klinik
durumlarla karsimiza ¢ikabilir. {laca bagli hepatotoksisite, hepatositlerde ve safra kanali
hiicrelerinde kolestaza yol agar. Kolestaz, sirayla, toksik safra asitleri ve bosaltim
driinlerinin intrahepatik birikimine neden olur ve bu da karaciger hasarmi arttirir.
Karacigerde biiyiik rejeneratif kapasite vardwr fakat nekrotik ve apoptotik hiicre
Olimiiyle kaybolan hepatositlerin rejenerasyonu ilaca bagli hasarin belirlenmesini
engelleyebilir. Boylece hepatositlerin aktif cogalma tepkisi karacigeri karsinojenler i¢cin
hedef organ yapar. Kupffer ve sinlizoidal endotelyal hiicreleri, stellat hiicreleri,
l6kositler, notrofiller ve makrofajlar karaciger hasarimin patogenezinde 6nemli rol oynar

(93).

Hepatotoksisite, intrinsik ve idiyosenkrazik olmak tizere 2 farkli tipte
reaksiyonla gerceklesir. Bu reaksiyonlar karacigerde olusan hasardan tek sorumlu
olabildikleri gibi, her iki reaksiyonun kombinasyon seklinde isledigi durumlar da
olabilir. Intrinsik reaksiyon ile gergeklesen hepatotoksisite de, toksik metabolitler direkt
etki ile hiicrelerde ve organellerde yapisal bozukluklar yapabilir ya da indirek etki ile
metabolik yollarla etkileserek veya immun mekanizmalarla zarar verebilir. Oksijen ana
irtinleri olusumu ve hiicre membran lipitlerinin peroksidasyonu ile de hasar geligebilir.
Idiyosenkrazik reaksiyon ile gelisen hepatotoksisite, dnceden tahmin edilemez ve
etkilerinin ortaya ¢ikmasi icin belirli bir siire gegmesi gerekir. Bu tip toksik reaksiyon
doza bagl degildir ve deneysel ¢alismalarla gosterilemez. Ila¢ alimi ile karaciger
hasarmin ortaya ¢ikmasi arasinda cok uzun zaman ge¢mesi ve diger karaciger
hastaliklarina ¢ok benzer klinik ve patolojik 6zellikler gostermesi tani problemlerine yol

acabilir (10,244).
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Karaciger hasarinda 5 farkli yolak rol oynamaktadir. Karaciger hasarindaki her
mekanizma farkli organelleri hedeflemektedir fakat hepatositler 5 farkli yolakda da
onemli rol oynamaktadir (Sekil 2.3). Karaciger hasar1 mekanizmalardan ilki hiicre ici
iyon dengesinin bozulmasidir (Sekil 2.3A). Iyon dengesinin bozulmas: sonucu ilaglar
kovalent bag ile intraseliiler proteinlere baglanir. Hiicre i¢i kalsiyum dengesi bozulur.
Kalsiyum dengesinin bozulmasiyla hepatosit ylizeyinde aktin fibrilinin parcalanarak,

hiicre zarmin ve hiicrenin yikimi gerceklesir (123).

Karaciger hasarmdaki diger bir mekanizma safra kanalikiiler hasaridir (Sekil
2.3B). Bu mekanizmada iki onemli olay gerceklesir. Bunlardan ilki safra kanalikiil
membranindaki transport proteinin etkilenmesidir. Digeri ise villus prosesinin kaybi ile
safra sekresyonundan sorumlu bolgedeki aktin lifleri bozulmasidir. Her iki olay ile
bilurubin ve diger organik bilesiklerin atilimi sinirlanir. Boylece safra sekresyonunu
engellenerek kolestaz olusur. Safra asitlerinin hiicre icindeki birikimi de apoptozise

neden olur (123,202).

Ugiincii mekanizma hepatoseliiler reaksiyonlar sonucu immiin sistemin
etkilenmesidir (Sekil 2.3C, Sekil 2.3D). Ilaclar kiigiikk molekiillerdir ve immun cevap
olusturamazlar. Ancak biyotransformasyon sonucu p450 enzim reaksiyonlar: sirasinda
olusan ara metabolitler enzimlere baglanip antijen gibi algilanan bilesikler olustururlar.
Bu bilesiklerin hepatosit yilizeyine tagmmasi ile antikor olusumu ve humoral immunite
uyarilir. Sitokin salinimi ve direkt T hiicre cevabi ile sitolize de neden olurlar (123,168).
Diger bir dnemli mekanizma apoptozisdir (Sekil 2.3E). Hiicre zedelenmesi ile uyarilan
immiin sistem sitokinleri aktiflesip, hiicre i¢i kaspazlar1 tetikleyerek apoptozisi tetikler
(123,163).

Karaciger hasarinda son ve onemli olan bir diger mekanizma mitokondriyal
disfonksiyondur (Sekil 2.3F). Yag asitlerinin beta oksidasyonunun ve solunum zinciri
enzimlerinin inhibisyonu dogrudan mitokondriyal DNA’y1 etkiler. Serbest yag asitleri
metabolize olamayip, laktat ve reaktif oksijen radikallerinin birikimine yol acgar. Bu
radikaller mitokondriyal DNA’y1 zedeler. Hiicrede aerobik metabolizmada sikint1 baglar
ve anaerobik metabolizma ile laktik asidoz ve trigliserid birikimi olur. Sonugta hiicre i¢i

yaglanmasi gercgeklesir (100,123).

28



[ 3

'

!‘I
Inhibition of
Browidation, respiration,
or both
- g

Q y

Apoptoz

Sekil 2.3. Hepatotoksisite mekanizmalar1 (123)

A: Hiicre i¢i iyon dengesinin bozulmasi. B: Safra kanalikiiler hasari.

C: Enzim-ilag etkilesimi ile olusan bilesiklerin hepatosit yiizeyine tagmmmasi ile antikor olusumu ve

humoral immunite uyarilir. Direkt T hiicre cevabu ile sitolize olusur.

D: Biyotransformasyon sonucu p450 enzim reaksiyonlari sirasinda olusan ara metabolitler enzimlere

baglanip antijen gibi algilanan bilesikler olustururlar.
E: Hiicre 6liimii sonucu apoptozun aktivasyonu

F: Mitokondrial disfonksiyon
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2.3. ASETAMINOFEN

Para-aminofenol tiirevi olan APAP, tiim diinyada siklikla kullanilan analjezik ve
antipiretik ilaclardandir. Parasetamol ve N-asetil-p-aminofenol isimleriyle de bilinen
APAP, fenasetinin aktif metabolitidir. Molekiil agirhigr 151.2 g/mol olan APAP’in
kapali formulii CsH9NO, dir. N-(4-hidroksifenil)-asetamid veya 4-hidroksiasetanilit
yapisinda olan APAP, beyaz ve kristal yapidadir (Sekil 2.4). Fizyolojik pH’da aniyonize
formda bulunan APAP, etanol, methanol, sodyum hidroksit, aseton, etil asetat ve su da

¢Oziinen zay1f bir asittir (3,170).

HO NH/C\CH

Asetaminof en

Sekil 2.4. Asetaminofenin kimyasal yapisi (221)

2.3.1. Farmakokinetik Ozellikler

Diinyada ve iilkemizde recetesiz satilan ilaglar arasinda yaygin kullanilan
APAP, kandaki en yiiksek konsantrasyonlarma viicuda alinmasindan 30-60 dakika
sonra ulasir. Asetaminofen 50°den fazla preparatta tek basina etkin madde olarak, ayrica
200’den fazla farmasotik preparat igerisinde de farkli maddelerle konjuge olarak
kullanilir. Asetaminofenin plazmadaki yar1 omrii 2-3 saat arasinda degismektedir.
Asetaminofenin % 80-85’lik kismi dolasimdaki plazma proteinlerine baghdir ve
karacigerdeki mikrozomal enzimler tarafindan siilfat ve glukuronit bilesenlerine

cevrilirken, % 5°lik kismi ise degigsmeden idrarla atilir (20).
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Asetaminofenin emilimi aglik sirasinda hizli gergeklesirken, hastalikta ve narkotik
analjezik gibi ilaglarin kullaniminda emilimi yavaslamaktadir. Karaciger, bobrek ve

gastrointestinal kanalda en yiiksek APAP derisimleri bulunmaktadir (20,105).

2.3.2. Asetaminofen Metabolizmasi

Asetaminofen karaciger, bobrek ve barsak olmak iizere ii¢c organda metabolize
edilmektedir fakat APAP metabolizmasi esas olarak karacigerde gerceklesmektedir.
APAP metabolizmas1 glukuronid konjugasyonu, siilfat konjugasyonu ve sitokrom
CYP450’ye bagli mikrozomal oksidasyon olmak iizere iic temel mekanizma ile
gerceklesmektedir (231). Asetaminofen terapotik dozlarda uygulandiginda, % 80-85°1
glukuronid-siilfat konjugasyonu ile, % 10’u CYP450 enzim sistemi ile metabolize
edilmekte olup, %5’1 ise degismeden idrarla atilarak uzaklastirilmaktadir (18,72).
Asetaminofen karacigerde iiridin difosfat glukuronozil transferaz (UDP-glukuronozil
transferaz) enzimi tarafindan glukronid konjugatina, fenol-siilfotransferaz enzimiyle
stilfat konjugatina doniistiiriiliir. Glukuronid ve siilfat konjugatlarmin bir kismi safraya

gecerken, bir kismi da kan dolasimina geger (Sekil 2.5) (84).

Mikrozomal oksidasyon enzim sisteminin metaboliti karacigere toksik bir tiriin
olan NAPQI’dir. Asetaminofenin, CYP450 enzimi ile oksidasyonu sonucu olusan
NAPQI, GSH ile hizla konjuge olarak zararsiz metabolitler olan sistein ve merkaptiirik
asite doniislir. Viicut i¢in toksik olmayan bu metabolitler ve APAP’in konjuge olmayan
formlar1 idrarla disar1 atilir. Asetaminofen metabolizmasinda CYP450 enzim sistemine
baglh 3 enzim rol oynamaktadir. Terapotik dozlarda CYP3A4, toksik dozlarda ise
CYP2E1 ve CYP1A2 enzimleri calisir. Asetaminofen oral yolla alindiginda, viicuttaki
depo GSH ile zararsiz hale getirilir. Yiiksek doz APAP aliniminda, viicudun
detoksifikasyon kapasitesinin sinirli olmasi, CYP450 enzimlerinin indiiksiyonu,
glukuronidasyonun inhibisyonu ve GSH depolarinin tiikenmesi gibi nedenlerle toksik
iriin - NAPQI detoksifikasyona wugramaz. N-asetil-p-benzokinon-imin, karaciger
hepatosit hiicrelerine kovalent baglanarak hiicre 6liimiine ve karaciger hasarma neden

olur (17,59,84).
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Sekil 2.5. Asetaminofen Metabolizmasi (84)

Asetaminofen metabolizmasi 3 mekanizma ile gergeklesir.

Asetaminofenin % 80-85’1 glukuronid-siilfat konjugasyonu ile, % 10’u sitokrom P450 enzim sistemi ile

metabolize edilmekte olup, %5°1 ise degismeden idrarla atilarak uzaklagtirilmaktadir.

Toksik bir metabolit olan NAPQI, glutatyon ile hizla detoksifikasyona ugrayarak sistein ve merkaptiirik

asit konjugatlarina donfisiir.

Sayet NAPQI yeterli detoksifikasyona ugramazsa karaciger hepatosit hiicrelerinin 6liimiine ve karaciger

hasarina neden olur.
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2.3.3. Asetaminofen Toksisitesi

Asetaminofenin toksik etkileri basta karaciger olmak {izere bobrekte de ortaya
cikarken, kardiyovaskiiler sistem, solunum ve asit- baz dengesi {lizerinde belirgin bir
etkisi yoktur. Serum APAP konsantrasyonlarinin artmasi hepatotoksisiteye neden olur.
Terapotik dozlarda alindiginda bile karaciger enzimlerinde ilimli bir yilikselme
gozlenirken, yiiksek dozlarda karacigerde ciddi hasar ve nekroza yol agarak Olimciil
olabilir. Asetaminofeninin toksik dozlar1 bir defada 10 gr ve iizeri veya 150 mg/kg
olarak bildirilmistir. Yapilan ¢aligmalarda daha diisiik dozlarda APAP alinmasinin veya
4 g/giin seklinde kronik kullanilmasinin hepatotoksisiteye yol agtigr belirtilmigtir
(17,20). Asetaminofen toksisitesi klinik olarak 4 faza ayrilmistir (Sekil 2.6). Faz 1
APAP uygulamasmin ilk 24 saatlik bulgularmi olusturur. Bulanti, kusma, karmn agrisi

gibi gastrointestinal sikayetlere terleme ve yorgunluk semptomlar1 eslik eder (72,105).

Asetaminofen

toksisitesi

Faz I (24 saat)

Yorgunluk

Faz II (2-3giin)

Sekil 2.6. Asetaminofen Toksisite Fazlari
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Faz IV (5-21giin)

Terleme Abdominal agr1 Fizik muayene
i i Ensefalopati
Kusma pasiord 3 bulgular1 kaybolur
Hipotansiyon Metabolik asidoz




Asetaminofen toksisitesinin 48-72 saatlik zaman dilimlerinde ortaya c¢ikan
bulgular faz 2 olarak gruplandirilmistir. Bu donemde karaciger toksisitesinin ilk dnemli
bulgular1 ortaya cikar. Sag iist kadranda agri, tasikardi, hipotansiyon, aminotransferaz
ve bilurubin diizeylerinde artis bu asamada ortaya ¢ikar. Faz 3, APAP uygulamasinin
72-120 saatlik zaman araliginda oraya ¢ikan bulgulara gore gruplandirilmistir. Bu
donemde sarilik, ensefalopati, metabolik asidoz ve komanm eslik ettigi hepatik
yetmezlik goriilebilir. Karaciger enzimleri en yiiksek seviyelere ¢ikabilir. Bu donemde
ciddi karaciger yetmezligi olusabilir ve Oliimle sonuglanabilir. Asetaminofen
toksisitesinin faz 4 asamasinda, hasta iyilesme siirecine girerek fizik muayene bulgulari
kaybolur (51,105). Asetaminofen toksisitesi karaciger dokusunda nekroza yol
acmaktadir. Kaspaz aktivasyonu veya apoptotik hepatositlerde 6nemli bir artis olmadigi
sirece APAP toksisitesi olusmaz. Toksisiteye yol agan APAP metabolizmasinda

nekrozun olusturdugu hiicresel olaylar aydinlatilmasi1 gereken konular arasindadir

(165,198).

Asetaminofen hepatotoksisitesine neden olan sebepler arasinda oksidatif stres,
kalsiyum dengesizligi, protein arilasyonu, NAPQI’in proteinlere ve lipitlere kovalan
baglanmas1 sonucu meydana gelen degisikliklerdir (Sekil 2.7). Oksidatif stres, APAP
hepatotoksistesinin indiiksiyonunda énemli mekanizmalarindandir. APAP’nin CYP450
enzim sistemi tarafindan NAPQI’e oksidasyonundaki artis reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) iiretimini arttirir. Hidrojen peroksit (H,O,) ve siiperoksit (O,") APAP
metabolizmasmin aktivasyonu sonucu olusan {iriinlerdir. Yapilan ¢alismalarda yiiksek
dozlarda APAP alimmin katalaz ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi enzim aktivitelerini
ve GSH/okside glutatyon (GSSG) diizeylerini azalttigi bildirilmistir. N-asetil-p-
benzokinon-iminin yiiksek oksidatif kapasitesi nedeniyle olusan tiyol oksidasyonunun
karaciger toksisitesinin ana nedeni olabilecegi diisiiniilmektedir. GSH diizeylerinde
azalma, GPx aktivitelerinde azalmaya neden olur. N-asetil-p-benzokinon-imin ile
proteinlerin siilfidril gruplarinin oksidasyonu ile protein-protein ve protein-GSH
arasinda disiilfit kopriileri olusmaktadir boylece NAPQI ve proteinler arasindaki bu
kovalan baglanma hiicre fonksiyonlarinda kayip ve hiicre 6liimiine neden olmaktadir

(94,95).
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NAPQI-protein
ethkilesimi

/ Mitokondrival gecirgenligin

indiiksivonu

activation
JNK = JN

JNK mitokondriye gecer

Sekil 2.7. Asetaminofen Hepatotoksisitesi (94)

Asetaminofen metabolizmasinin metaboliti olan NAPQI mitokondrial proteinlere baglanarak
mitokondrial oksidatif stresi baglatir. Mitokondrideki peroksinitrit aktive olarak, mitokondrideki C-jun-

N-terminal kinaz (JNK) 1n sitozole gegisini uyarir. INK aktivasyonuyla mitokondrial oksidatif stres ve
peroksinitrit olusumu artar. Bu da mitokondriyal gecirgenligin indiiksiyonuyla sonuglanir. Sitokrom c,

endoniikleaz G ve apoptoz indiikleyici faktor (AIF) gibi mitokondriyal faktorler salgilanir.

Arastirmalarda APAP ile uyarilan hiicre hasarma lipid peroksidasyonun sebep
oldugu vurgulanmaktadir. Asetaminofen toksisitesi nedeniyle olusan oksidatif stresle
lipit peroksidasyonu es zamanli gelisebilmektedir. Asetaminofenin CYP450 ile
metabolizasyonu, NAPQI ve O, olusumuyla sonuglanmaktadir. Siiperoksit
konsantrasyonlarinda  yiikkselme H,O, olusumundaki yiikkselmeye ve H,0,
diizeylerindeki artis da hidroksil radikali (OH-) artisina neden olur. Bu olusan OH:-
lipitlerle reaksiyona girerek lipit peroksidasyonunu baglatir (95,121).
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Yapilan caligmalarda peroksinitrit gibi reaktif nitrojen tiirlerinin diizeylerinde
APAP hepatotoksisitesi sonucu artis oldugu bildirilmistir. Nitrik oksit ve O, ¢ok hizli
etkileserek peroksinitrit olusumuna neden olmaktadirlar. Peroksinitrit toksik tiirler i¢in
miilkemmel bir adaydir ve GSH/GPx tarafindan detoksifiye yapilir. Asir1 doz APAP
alindiginda peroksinitrit detoksifikasyon mekanizmasi bozulur ve yiiksek miktarlarda
olusan peroksinitrit proteinleri nitratlayarak lipid peroksidasyonuna neden olur (98,
121,191). Mitokondride peroksinitrit aktivasyonu sonucu, mitokondriden sitozole c-jun-
N-terminal kinaz (JNK) translokasyonu olur. JNK aktivasyonuyla mitokondrial
oksidatif stres ve peroksinitrit olusumu artar. Bu da mitokondriyal ge¢irgenligin
indiiksiyonuyla sonuglanir. Sitokrom c, endoniikleaz G, apoptoz indiikleyici faktor
(AIF) gibi mitokondriyal faktorler salgilanir. Endoniikleaz G ve AIF niikleer DNA

fragmantasyonunu baglatmak i¢in niikleusa geger (94).

Yapilan calismalarda APAP hepatotoksisitesinde makrofaj; aktivasyonunun
onemli mekanizmalardan biri oldugu vurgulanmaktadir. Kupffer hiicreleri karacigerdeki
fagositik makrofajlardir. Kupffer hiicreleri aktive olunca NO, hidrolitik enzimler, O,",
eikozanoidler gibi cesitli sinyal molekiillerinin salinimmi saglar. Asetaminofen
hepatotoksisitesinde, kupffer hiicreleri interlokin-1 (IL-1), interlokin-6 (IL-6) ve timor
nekroz faktor-alfa (TNF- a) salmmimini uyarir. Sicanlar iizerinde yapilan calismalarda

APAP hepatotoksisitesinde kupffer hiicrelerinin 6nemi vurgulanmaktadir (121,191).

2.4. FITOKIMYASALLAR

Yirminci ylizyilin son yillarinda besin endiistrisi ¢ok hizli bir gelisme
kaydetmistir. Antioksidan, hiper besleyici ve fitokimyasal gibi kavramlar, beslenme
alanindaki klasik yaklasim ve tartigmalarin yon degistirmesini saglamistir. Diinya
Saglik Orgiitii'ne goére insanlar zamanlarmin ve ekonomik imkanlarinmn 6nemli bir
kismmi sagliksiz  beslenmelerinden kaynaklanan sorunlar1 ¢dzebilmek igin

harcamaktadirlar.
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Bitkisel agirlikli beslenenlerin kendilerini daha zinde hissettikleri bildirilen
raporda, saglikli ve zinde bir yasam icin taze sebze ve meyvelerden olusan bir diyet
onerilmektedir. Son yillarda ise, bitkisel diyetlerin olas1 koruyucu etkilerinin, tasidiklar1
antioksidan 0Ozellikli maddelerden olustugu ve antioksidanlarin hiicreleri dogal
oksidasyon reaksiyonlarmn yikimlayici etkilerine karsi1 korudugu fark edilmis, boylece
arastirmalar bu bakis agisina yogunlagmistir. Bugiin ise, daha mikro planda bir
yaklagimla, bitkisel liriinlerde bulunan ve "fitokimyasallar" olarak tanimlanan maddeler
iizerinde durulmaya baslanmistir. Fitokimyasallar, bitkilerin kendilerine 6zgii renk,

koku ve tatlarinin olugsmasinda etkili role sahip olan biyolojik aktif maddelerdir (60).

Fitokimyasallar, karotenoidler, fenolikler, alkaloidler, nitrojen iceren bilesenler
ve organosiilfiir bilesenleri olmak {lizere bes gruba ayrilmaktadir (Sekil 2.8). Bu
gruplarda kendi i¢lerinde alt gruplara ayrilmaktadir. Arastirmacilar tarafindan en ¢ok
calisilanlar fenolikler ve karotenoidlerdir. Fenolikler yapilarinda bir veya daha fazla
aromatik halka ile birlikte hidroksil grup iceren bilesenlerdir. Fenolikler kendi iginde
fenolik asitler, flavonoidler, stilbenler, koumarin ve taninler olmak iizere alt gruplara
ayrilmaktadir. Diyetle alinan fenolik asitler kronik hastalik riskini azaltmaktadir.
Fenolikler yoniinden en zengin meyveler basta BB olmak iizere berry cinsi diger

meyveler, liziim, elma, brokoli ve portakal olarak bildirilmistir (126).

Flavonoidler ve diger bitki fenoliklerinin siiperoksit, lipid alkoksil, peroksil ve
NO gibi radikal temizleme, demir ve bakir selasyonu, a-tokoferol rejenerasyonu
fonksiyonlarma ek olarak; vazodilatatdr, immiinstimiilan, antiallerjik, Ostrojenik,
antiviral etkileri de s6z konusudur. Flavonoidler, glikozidler gibi canli hiicrelerde ortaya
cikarlar, sicak asit ve enzimlerle sirasiyla aglikon ve sekere parcalanabilirler. Fenolik
antioksidanlar, lipit radikallere, hizla H" vermesi seklinde lipit oksidasyonu ile etkilesir.
Gorevi lipit peroksi ve alkoksil radikalini parcalamak ve bdylece lipit peroksidasyon
zincir reaksiyonunu sonlandirmaktir (60). Iskelet yapilarmm farkli olmasina gore
flavon, flavonol, flavonon, biflavonoid, kalkon gibi alt gruplara ayrilirlar. Flavonoidler
yapilarindaki A, B, C halkalarindan dolay1 fenil benzopiran yapis1 gosterirler.
Flavonoidler antioksidan 6zelliklerini gosterebilmek i¢in serbest radikallerle reaksiyona

girerek onlar1 etkisiz hale getirirler (126).
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FITOKIMYASALLAR

Fenolik asitler, hidroksi benzoik asit ve hidroksi sinamik asit olmak iizere iki

major

Sekil 2.8. Fitokimyasallarin Smiflandirilmasi (126)

Karotenoidler Fenolikler Alkaloidler Nitrojen iceren Organosiilfiir
bilesenler bilesenler
| |
Beta-karoten Indoller
Alfa-karoten — - - - izotivosivanat
Lutein Fenolik asitler| [Flavonoidler | (Stilbenler | |Koumarin | |Tanninler
Likopen
Leksantin
Hidroksi Hidroksi Flavonoller Flavonenler | Flavanoller| Flavanonlar | Antosivanidinler) [zoflavonoidler
benzoik asit | [sinnamik asit
Gallik Kafelk | [uersetin | [Apigenin | [Katesin | [Hesperidin |[Sivanidin | Genistein
Vanilik [ Ferulik |PMirisetin | |Luteolin | |Epikatesin | (Naringenin |Delfinidin | Daidzin
Protokatesin|| Sinapik | [Fisetin Peonidin Formononetin
G;llangin Malvidin
Kamferol Petunidin

gruba ayrilir. Enzimsel aktivitelerin kontrolii, nitrozaminlerin olusumunun

engellenmesi ve kan lipit diizeyi dengesizliklerinin giderilmesinde aktif rolii vardir.

Karotenoidler, bir antioksidan gibi davranarak oksidatif kaynaki hasar1 6nemli
diizeyde azalttigi, DNA sarmal kirilmalarin1 6nledigi ve kanser onleyici etkinligi kabul
edilmektedir. Organosiilfiir bilesenler, toksik etkili endojen ve eksojen kimyasal
maddelerin kendileri ve metabolitlerinin viicuttan atilmasinda rol alan, GST, NADPH
ve quinon rediiiktaz gibi detoksifikasyon enzimlerinin aktivitesini arttirdiklari, ayrica
antioksidan savunmada yer aldiklar1 saptanmistir. Polifenoller, izoloflavonlar ve
flavonoidler antioksidan etkinligi kanitlanmis mikro besinlerdendir. Bu o6zellikleri

nedeniyle sayilan fitokimyasallar oksidasyonun rutin tahribatina kars1 diisiik yogunluklu
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lipoprotein (LDL) oksidasyonunu inhibe ederek hiicreleri korurlar. Ayn1 zamanda basta
polifenoller olmak tizere, izoflavonlar ve flavonoidler gibi bazi fitokimyasal maddelerin
steroidlerin metabolik profilini ve p450 substratlarin1 degisime wugratic1 etki

gosterdikleri belirlenmistir (60,126).

Fitokimyasal —maddelerin metabolik hastaliklara kars1 viicudu nasil
koruduklarinin tam olarak anlasilabilmesi i¢in bu hastaliklann olusum ve gelisim
asamalarinin yami1 sira fitokimyasal etki mekanizmalarinin da cok 1iyi bilinmesi

gerekmektedir.

2.4.1. BLUEBERRY

Blueberry (vaccinum angustifolium), diinya iizerindeki bircok bolgede yabani
olarak yetismekte olan, viicutta biyoaktif olarak kullanilan flavonoidlerden
antosiyaninler, flavanoller ve fenolik asitler agisindan zengin, yiiksek antioksidan
kapasiteye sahip son yillarin en ¢ok arastirma yapildig1 meyve tiiriidiir. Blueberry’nin
insan saglig1 ve beslenmesi iizerine yararlari ile ilgili yapilan arastirmalarda 100 gr
BB’de % 83 su, % 1 protein, % 0.5 yag, % 15 karbonhidrat, %1.5 lif, kalsiyum, demir
ve C vitamini bulundugu saptanmistir (127,188).

Fosfor icerigi son derece yiiksek olan BB besleyici olmasia ragmen kalori ve
sodyum icerigi disiiktiir. Lifli yapisindan dolayr bagirsak metabolizmasimi diizenler.
Birlesmis Milletler Ziraat Departmanindan alinan arastirma sonuglarina gére BB nin en
yiiksek antioksidan kapasite ve en yiikksek polifenol diizeylerine sahip oldugu
bildirilmistir. Yiiksek antioksidan kapasitesi oksijen radikallerini absorbe etme
ozelliginden gelmektedir. Blueberry yapisinda oksidatif stres iizerinde yararh etkileri

olan 20 farkl antosiyanin icermektedir (130,180,243).

Delfinidin  3- galaktozid, delfinidin-3-glukozid, siyanidin-3-galaktozid,
siyanidin-3-glukozid, petunidin-3- galaktozid, petunidin-3-arabinozid, malvidin-3-
galaktozid, malvidin-3-glukozid ve malvidin-3-arabinozid BB’ de bulunan baskin

antosiyaninlerdir. Bu dokuz antosiyaninin antioksidan 6zellikleri halka yapilarina bagh
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olan fenolik hidroksil gruplarindan gelmektedir. Farkli hidroksilasyon ve glikozilasyon
islemleri antioksidan 6zelliklerini modiile edebilir. Blueberry’de bulunan 6nemli fenolik
bilesenler elajik asit, gallik asit, kuersetin, mirisetin, pterostilben ve klorogenik asittir
(243). Elajik asit, kansere karsi gilicli savagsma yetenegi olan Onemli
fitokimyasallardandir. Blueberry’nin antikanser aktivite mekanizmasi ile ilgili
calismalar daha baslangic asamasindadir ve bununla beraber yapilan ¢aligmalarda bu
etkisinin yapisinda bulunan fitokimyasallardan kaynaklandig1 diisiiniilmekte ve 6zellikle

elajik asit iizerindeki caligmalara ilgi artmustir (144,205).

Blueberry’nin tiimor inhibisyon etkisinin yapisinda bulunan fitokimyasallardan
flavonoller, antosiyaninler ve elajik asitin aralarindaki sinerjik aktiviteden olustugu
disiiniilmektedir. Kanser lizerinde pozitif etkisi arastirmacilar tarafindan tartisilan
konulardandir. Yaymnlanan ¢alismalarda BB’nin ornitin dekarboksilazi {izerinde
inhibisyon etkisi olan kinon rediiktaz1 indiikleyerek c¢esitli kanser tlirlerine karsi

antiproliferatif etki gosterdigi bildirilmistir (144,179).

2.4.1. Blueberry’nin Etki Mekanizmasi

Blueberry, serbest radikal diizeylerinde bir azalma saglayarak ve plazma
antioksidan kapasitesini artirarak lenfositlerdeki DNA hasarlanmasini azaltabilmektedir.
Endotel doku fonksiyonun gelisimi, serum antioksidan kapasitesinin artirilmasi,
LDL’nin oksidasyona karsi korunmasi, plazmaya 0zgii protein oksidasyonunun ve
damarlarda plak olusumunun azalmasi1 BB tiiketimi sonucu gozlenen etkiler arasinda

sayllmaktadir (154,214).

Glinlimiizde yapilan caligmalar oksijen radikallerinin giderilmesinde sadece
organizmadan kaynaklanan savunma sistemlerinin yeterli olmadigmi gostermektedir.
Ozellikle yapilan arastirmalarda organizmada meydana gelen oksidatif hasarlara kars1

disardan alinan antioksidanlarin da oldukca etkili olabilecegi saptanmustir (112,158).
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Blueberry acisindan zengin diyetle beslenen kisilerde kronik hastalik risklerinin
azaldigi, bu azalmanin BB’de bulunan polifenollerden kaynaklandigi belirtilmistir.
Polifenoller, serbest radikalleri baskilayarak oksidatif stresi azaltir. Blueberry,
antiinflamatuar ve antikanser mekanizmalarla kronik hastaliklar1 etkileyebilir.
Endotelyal hiicreler ve kirmizi kan hiicrelerinde H»O; ile indiiklenen reaktif oksijen
tirleri BB ile baskilanarak serbest radikallerin hasar1 Onlenir. Blueberry’nin
yaslanmayla ortaya c¢ikan noronal ve davranigsal fonksiyonlardaki bozukluklar
azalttig1, iskemik beyin hasar1 iizerinde pozitif etkileri oldugu ve ndral dokunun
korunmasmin antioksidan ve antiinflamatuar mekanizmalarla oldugu belirtilmistir

(194,238,237).

Son yillarda yapilan c¢alismalarda BB’nin LDL ve lipozom oksidasyonunu
azalttigi ve oksidatif stresin sebep oldugu kardiyovaskiiler hasarlarin ve kanser
Olimlerinin o6nemli Ol¢lide azaltilabilecegi vurgulanmaktadir (59,244). Diyabetik
retinopati ilizerinde yapilan klinik ¢alismada BB ile beslenen diyabetik retinopatili
kisilerde olumlu gelismelerin oldugu bildirilmis ve kisilerin retinal hemorajilerinde

azalmalar gozlenmistir (53).

Blueberry’nin diyetle alinmas1 hepatotoksisiteye karsi yararli olabilir. Blueberry
Iokosit infiltrasyonunu  durdurarak inflamatuar prosesi yavaslatir. Karaciger
patolojilerinde hiicresel hasarin indiiklenmesiyle olusan doku inflamasyonu kritik rol
oynar. Notrofil kaynakli ROS asir1 tiretildiginde viicudun endojen antioksidan savunma
mekanizmalarin1 baskilayarak oksidatif strese neden olabilir. Protein transkripsiyon
faktorii (Niikleer Faktor-xB / NF-kB) oksidatif stres ve inflamatuar sitokinlerle aktive
olur. Dogal bir antioksidan olan BB igeren diyetle NF-xB diizeylerinde diisme

gozlenmistir. Bu da karaciger hasarmin diizeyini azaltir (122).

Blueberry’nin antioksidan etkileri iki mekanizma ile agiklanmaya ¢aligilmistir.
Ik mekanizma, BB yapisinda bulunan polifenollerin, yabanci maddelerin atilimmni
saglayan ve serbest oksijen radikallerinin olusturdugu hasar1 onleyen detoksifikasyon
enzimlerinin aktivitesini arttirmasidir. Diger etkisini ise Glutatyon-S-transferaz (GST),
UDP- glukuronoziltransferaz (UGT), NADPH-kuinon rediiktaz (QR) enzimleri gibi faz

IT enzimleri iizerinde gosterir. BB ile beslenen farelerde karaciger GST aktivitesinin
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kontrole gore arttig1 bildirilmistir. Kanser hiicrelerinde yapilan ¢alismalarda BB nin QR
aktivitesini arttirdigil, yine baska bir ¢alismada diyetine BB katilan farelerin karaciger
GST aktivitelerinin arttii, DNA hasarint ve lipit peroksidasyonunu azalttigi
bildirilmistir. Blueberry ile yapilan ¢alismalar oksidatif stres ve faz II enzimleri ile
sinirhidir ve son yillarda arastrmalar BB’nin farkli etki mekanizmalar1 {izerinde

yogunlasmistir (24,164,189).

2.5. KITOSAN

Dogal bir polimer olan ve B-(1,4)-2-asetamid-2-deoksi-D-glukoz ve B-(1,4)-2-
amino-2-deoksi-D-glukoz birimlerinden olusan CS, yapisindaki amin gruplar1 nedeniyle
diger dogal polimerlerden farkli olarak polikatyon davranisi gostermektedir (Sekil 2.9).
Buna bagl olarak da anyonlar ve DNA da dahil olmak {izere polianyonlarla kompleks
olusturabilmektedir. Antibakteriyel ve mukoyapiskan 0Ozellikleri nedeniyle hiicre
zarinda bulunan proteinler ile etkilesime girip proteinleri reorganizasyona ugratarak

hiicre zaridan madde emilimini arttirarak yara iyilesmesine yardimci olur (236).

CH,OH — CH,OH | CH,OH
0 e o OH
OH O OH OH
) N\
NH, | NH, _|n NH,
Kitosan

Sekil 2.9. Kitosanin Kimyasal Yapisi (219)
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Kitosanin yapisindaki amino gruplari, biyolojik ve fizikokimyasal 6zellikleri ile
basta gida, kozmetik, ziraat, tip, kagit ve tekstil olmak {izere bir¢ok endiistri dalinda
kullanim alan1 bulmustur (236). Kitosanin yapisinda bulunan 2. karbon atomuna bagl
amin grubu ile 6zellikle 3. karbon (C-3) tizerindeki hidroksil grubu, bakir (Cu®"), kursun
(Pb*"), krom (Cr*", Cr*™), nikel (Ni*"), Mn*", demir (Fe**, Fe’"), vanadyum (V°*, V*") ve
civa (Hg>") gibi agir metal iyonlar1 ile kompleks yapmaktadir (83,209). Azot atomunun
serbest elektron cifti ile metal iyonunun bos d-orbitalleri arasinda etkilesim sonucu bir
koordinasyon bagi olusmaktadir. Metal iyonu baglama mekanizmasi metal tiiriine,
adsorban boyutlarina, ¢ézeltinin pH’1 ve bilesimi ile sicakliga bagl olarak cesitlilik
gostermektedir. Notr ¢ozeltilerde kompleks olusturma mekanizmasi gecerli olabildigi
gibi asitli ¢ozeltilerde protonlanmis amin gruplar ile ¢ozeltiden iyon degistirme veya
elektrostatik etkilesim yoluyla metal iyonu adsorplanmasi da miimkiindiir. Genellikle bu

mekanizmalarin birkagmin bir arada etkili oldugu diisiiniilmektedir (80,116,166).

Kitosan, yengec, karides, 1stakoz gibi eklembacaklilarin kabuklarinda, baz1 bakteri
ve mantarlarin hiicre duvarlarinda bulunan ve dogada yaygimn olarak bulunan polimer
olan kitinin deasetilasyonu ile elde edilen bir glikozamin polimerdir (Sekil 2.10).
Glikozamin, CS’m temel monomerik birimidir. Ilk kez 1811 yilinda Henri Bracannot,
mantarlarda bulunan kitinin potasyum hidroksit i¢erisinde deasetilasyonunu saglayarak

asetil icerigi azaltilmis bir iiriin olan CS’1 elde etmistir (86,135).

Kitosanin antibakteriyel, antitiimor, fungistatik 6zellikleri tanimlandigindan beri
biyomedikal alanda uygulamalara yogunlasilmistir. En oOnemli 6zelligi toksik
olmamasidir. Kitosanin yiiksek yaglh diyetin indiikledigi lipidemiyi azaltarak
hipolipidemik etki gosterdigini aciklayan caligmalar mevcuttur. Polikatyonik yapisi
nedeniyle negatif yiikli lipidler ile etkilesime girerek emilimi engelleyerek etki
gosterdigi  diisiinilmektedir ancak etki mekanizmasi ve etkinligi tam olarak
kanitlanmamistir (133,175). Kitosan faz II detoksifikasyon enzimlerini arttirarak hiicre

ici GSH diizeylerini arttirmaktadir (229).
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Sekil 2.10. Kitosanmn Eldesi (219)

Eklembacaklilarin kabuklarinda, bakteri ve mantarlarin hiicre duvarlarinda bulunan kitinden 180°C de

sodyum hidroksit ile deasetile edilerek, kitinin asetil igerigi azaltilir ve kitosan elde edilir.

Kitosan yara iyilesmesini hizlandirmada da oldukga etkin rol oynamaktadir.
Basta diyabet hastalar1 olmak {izere viicuttaki yaralarin iyilesme hizi hastalar i¢in biiyiik
onem tasimaktadwr. Kitosan, uzun siireler yara iyilestirme Ozellikleri bakimindan
arastirilmis ve heparin ile polielektrolit kompleks olusturma 6zelligi sayesinde yara
tedavisine etkin rol oynadigi belirtilmistir. Olusan bu kompleks ve beraberinde hiicre

biiylime faktoriiniin de artmasiyla doku gelisimini desteklemektedir (42).
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Polimorfoniikleer hiicre (PMN) ve makrofajlarin aktivasyonu, kollajen
sentezinin stimiilasyonu, sitokin {iretimi ve fibroblast aktivasyonu gibi yara
iyilesmesinde Onemli olan mekanizmalardir. Kitosan bu asamalarda o6nemli rol
oynamaktadir (Sekil 2.11). Mikroorganizmalara kars1 koruyucu etki gosteren CS, PMN
migrasyonunda olumlu etkiler gostererek doku olusumunu stimiile etmektedir
(153,206). Hemostatik 6zellige sahip olan CS, eritrosit hiicre membrani ile etkileserek

klasik pihtilagsma mekanizmasindan bagimsiz bir yolakla etkisini gosterir (153,162).

Yara iyilesmesi hizlandinhr

Hiicre proliferasyonunu saglar

Enfeksiyona karsi bariver Weas folow e yom

gbrevi griir

Kollajen sentezini arttirir.

Heparin ile polielektrolit
kompleks olusturur

Polimorfoniikleer hiicre (PMN) ve

makrofajlarin aktivasyonu

Agriy1 azaltmak icin sinir uclarim
bloke eder

Sekil 2.11. Kitosanin yara iyilesmesi lizerindeki etkileri (153)

Son yillarda CS’1n antioksidan etkisi tizerindeki arastirmalara yogunlasilmistir.
Toksik 6zellikte olmayan CS’1n, ¢evre ve viicut lizerinde tamamen zararsiz olmasidan
dolay1 herhangi bir yan etkisi de bulunmamaktadir. Kitosanin polimer zincirlerindeki
aktif hidroksil ve amino gruplar: ile oksidatif reakisyonu katalizleyen metaller ile selat

olusturarak antioksidan etki gdstermektedir. Kitosanin deasetile yapilma derecesi ve
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molekiil agirhig1 serbest radikal tutucu etkilerini etkilemektedir. Kitosanin viicudun
antioksidan savunma mekanizmasin1 giliglendirerek oksidatif hasar1 ve lipid

peroksidasyonunu inhibe ederek karaciger hasarini engellemektedir (187,224).

2.6. ARGINAZ

Arginaz  (L-arginin  amidinohidrolaz, EC 3.5.3.1.) enzimi nitrojen
metabolizmasindan sorumlu olan, iire dongiisiinde gorevli olan anahtar enzimdir.
Arginaz aktivitesinin en yiiksek oldugu organ karacigerdir. Arginazin, sitozolik olan
arginaz | ve mitokondriyal olan arginaz Il olmak iizere iki izoenzimi vardir. Arginaz |
izoenzimi biliylikk miktarda karacigerde bulunan, amonyak detoksifikasyonundan
sorumlu olan sitozolik bir enzimdir. L-argininden, L-ornitin ve iire sentezini katabolize
eder (Sekil 2.12). Arginaz II izoenzimi, primer olarak ornitinden prolin, glutamat ve
spermin, piitresin gibi poliaminlerin sentezinin onciisiidiir. Bobrek, beyin, ince barsak,
meme dokusu ve makrofaj gibi ekstrahepatik dokularda bulunmakta ve mitokondriler

icinde yerlesim gostermektedir (12,62).

NHA
N 2 Ure —NHT
CH> —NH C\ CH, —NH3y
NH»
CH2 /NHQ CH2
| Hy0  0=C_ |
LA
CH-NH5 > CH-NH5
| Arginaz |
COO~ COO™
L-Arginin L-ornitin

Sekil 2.12. Argininden ornitin ve {ire olusumu (12)
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Arginaz II izoenzimi karacigerde cok diisiik diizeylerde bulunurken, arginaz I
izoenzimi karacigerde ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. Farkli iki genden
kodlanan arginaz I ve arginaz Il izoenzimleri Mn™ olan ihtiyaclart agisindan farklilik
gostermezken, hiicre alt1 yerlesimleri, doku dagilimlari, aktivitelerinin diizenlenmesi,
immunolojik 6zellikleri ve ekspresyonlar1 bakimindan farklilik gosterir. Subiiniteleri
35-40 kDa agirliginda olan arginaz izoenzimleri yaklasik olarak ayni biiyiikliiktedirler.
Trimerik kuaterner yap1 gosteren arginaz I ve arginaz Il izoenzimleri kristal bir yapiya
sahiptirler (61). Mn " cekirdegi katalitik aktivitede kritik rol oynar. Bir metalloenzim
olan arginazin, aktif merkezinde iki tane Mn" cekirdegi bulunur. Mn " cekirdegi,
arginazin tam katalitik aktivite gostermesi i¢in Onemlidir (19,61). Arginaz enzimi
biyolojik sistemler i¢cin Onemli metabolik yollarda kilit enzim oldugu icin

arastirmacilarin ilgisini cekmektedir (12,79).

2.6.1. Arginaz Enzimi ve Ure Déngiisii

Toksik bir metabolit olan azotun karacigerde enzimatik reaksiyonlarla iireye
doniistiirlerek viicuttan atilmasi iire dongiisii (Sekil 2.13) olarak adlandirilir. Ure
dongiisii karaciger hiicrelerinin mitokondri matrikslerinde gergeklesen mitokondri
evresi ve sitozol evresi olmak tizere iki evreden olusur. Mitokondri evresinde oksidatif
deaminasyon sonucu amonyak olusur. Amonyak karbomoil fosfat sentaz I enziminin
yardimiyla karbomoil fosfat olusturur. Ornitin transkarbomoilaz enziminin katalizledigi
reaksiyonla karbomoil fosfat ve ornitin reaksiyona girerek sitriiline cevrilir ve sitriilin
sitoplazmaya tasinmasiyla mitokondri evresi sonlanir. Ornitinin mitokondriye girisi ve

sitriilinin mitokondriden ¢ikisi, mitokondri i¢ zar1 tastyici sistemleri kapsar (216).

Sitoplazma da sitriilin, aspartat amino asitinden azot alarak argininostiksinat
sentaz enzimiyle reaksiyona girer ve arginosiiksinat olusur. Argininosiiksinat liyaz
enzimi tarafindan katalizlenen reaksiyonla argininosiiksinat, fumarat ve arginine
parcalanir. Ure ddngiisiiniin son tepkimesi karaciger arginazi tarafindan kataliz edilen
argininin iire ve ornitin olusturmak iizere par¢alanmasidir. Ure idrar yoluyla viicuttan

atilirken, olusan ornitin bir sonraki iire dongiisii i¢in tekrar mitokondriye gecer (216).
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Sekil 2.13. Ure Dongiisii (81)

2.6.2. Arginaz Enziminin Kinetik Ozellikleri

Okaryotik ve prokaryotik orjinli tiim arginazlarm 6zellikleri aynidir. Fizyolojik

aktivatoric Mn"* olan arginazm Ni*?,

CO+2 V+2 C d+2

+2
ve Fe

gibi metal iyonlarmida

kofaktor olarak kullanmaktadir. Maksimum aktivite gosterebilmek i¢in metal iyonlarina

ihtiyag duyan arginaz, en yiiksek aktiviteyi Mn"* varhginda gosterir. Hg™ve Ag™ gibi

agir metal iyonlar1 enzimin aktivitesini azaltmaktadwr. Arginaz enzminin aktivite

gosterdigi pH aralig1 9.0-9.5’tur (12).
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Metal iyonlar1 varliginda aktiflenen arginaz enziminin ornitin ve lizin kompetitif
inhibitdr iken, valin, 16sin, izoldsin gibi dalli amino asitler unkompetitif inhibitorleridir.
Arginaz enzimi katalizorliiglinde olusan iirenin, ornitin gibi inhibitor etkisi yoktur.
Karacigerde yiiksek miktarlarda bulunan arginaz I’in hem anyonik hem de katyonik
formlar1 tanimlanirken, bobrekte de arginaz II’nin katyonik ve anyonik formlar
belirlenmistir. Yapilan ¢aligmalarda arginaz mekanizmasmnin biyokimyasal, enzimolojik

ve yapisal 6zellikleri tanimlanmistir (32).

Arginaz enzim mekanizmasinda anahtar rol oynayan Ozellik, substrat
Ozgiilliigiidiir. Arginaz enzimi yan zincirinde bulunan aminoasit substrat 6zgiilliiglinde
rol oynar. Arginaz enziminin yan zincirinde guanidium grubunun olmasi, yan zincirin
uygun uzunlukta olmasi ve hidrofobikligi substrat Ozgiilliigiinde 6nemli rol oynar.
Arginaz enzim aktivitesi i¢in gerekli olan metal iyonlar1 bu aktiviteyi hidroksil grubuna
baglanarak saglar. Arginaz enziminin substrati olan guanidium, yapisinda hidroksil
iyonu igerir. Mn"* guanidium iizerindeki hidroksil iyonunu aktive ederek arginaz enzim
aktivasyonu saglanir. Arginaz enziminin aktif bélgesinde bulunan aminoasit rezidiileri
ya direkt olarak ya da Mn' iizerinde fonksiyon gorerek kataliz i¢in kritik rol
oynamaktadir (32,33).

2.6.3. Arginaz Enziminin Klinik ve Biyokimyasal Onemi

Azot detoksifikasyonunda oOnemli olmasi, NOS aktivitesini indiiklemesi,
poliaminler, agmatin, prolin ve glutamat sentezi icin arjininin kullanilabilirligini
diizenleme potansiyelinden dolayr diizenleyici enzim olarak arginaza olan ilgi

artmaktadir.

Arginaz enzimi ve NOS yara iyilesmesi, inflamatuar siire¢, hiicrelerde immiin
cevap regiilasyonu, diyabet ve tiimor biyolojisinde 6nemli rol oynamaktadir (15,63).
Arginaz, hiicrelerin biiylimesi ve gelismesi icin Onemli molekiiller olan prolin ve
poliaminlerin sentezi igin ornitin saglarlar (211). Immun sistemde Arginaz I ve II’nin
ekspresyonlarinin artigi, immun sitokin cevabina yol acar. Arginaz 1 ve II’nin artisi,
immun yetersizlik ile ilgili hastaliklarin patofizyolojisinin anlasilmasinda onemli rol

oynayabilir (15). Hipertansiyon, ateroskleroz, endotel disfonksiyon, diabet gibi
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hastaliklarda arginaz aktivitesindeki up-regiilasyonun NO sinyalinin bozuldugu hastalik

siireclerine katkida bulunarak NOS aktivitesini etkiler (19).

Arginaz enzimi, karacigerde yiiksek konsantrasyonlarda bulunan, karacigere
0zgli bir enzimdir. Yapilan calismalar serum arginaz aktivitelerinin hepatoseliiler
hasarin belirlenmesinde gilivenli ve Onemli bir belirte¢ olabilecegini belirtmektedir
(159). Ashamiss ve arkadaslarmin karaciger nakli olan hastalar tizerinde yaptiklar1 bir
calismada nakilden sonra serum arginaz enzim aktivitesinin karaciger fonksiyonlarmi
belirlemede kesin ve dnemli bir parametre oldugu belirtilmistir (13). Hormonlar ve
arginaz enzim aktiviteleri lizerinde yapilan ¢alismalarda, kortikosteroidler, glukagon ve
Ostrojen hormonlarmin arginaz aktivitelerini indiikledigi ve bu hormon seviyelerindeki
degisimlerin enzim akitivitelerinde de degisim meyadana getirdigini belirtmektedir.
Yine yapilan ¢alismalarda kortikosteroidlerin karaciger arginazini aktive ettigi, ancak

hormonlarin bébrek arginazi tizerine bir etkisi olmadigi saptanmgtir (63,111).

Diyabet ve diyabetik retinopati iizerinde yapilan ¢aligmalarda arginaz 11 enzim
aktivitesinin bu hastaliklarin gelisiminde 6nemli roliiniin oldugunu ve arginaz II enzim
aktivitesinin inhibisyonunun terapotik amacli kullanilabilecegi belirtilmistir (139).
Arginaz enzim aktivasyonunun NO sinyalizasyonu, kollajen sentezi, poliamin bagimli
vaskiiler diiz kas proliferasyonunu kapsayan mekanizmalarla yasa bagli vaskiiler ve
kardiyovaskiiler hastaliklarda onemli fonksiyonlara sahiptir (57,88). Arastirmacilar
tarafindan 6nemli bir sekilde arastirilan diger bir konu da arginaz- kanser iliskisidir.
Cesitli kanser tiirlerinde yapilan pek cok calismada arginazin kanserle yakindan iliskili
oldugu ve serum ve doku arginaz aktivitelerinin kanserde arttigini belirtmektedir.
Arginazin kanserin belirlenmesi ve takibi i¢in O6nemli bir enzim oldugunu

savunmaktadirlar (136,157).

2.7. ORNITIN

Arginaz enziminin katalizledigi reaksiyonu sonucu olusan ornitin, ire

siklusunda yer alir. Ornitinden iki farkli enzim ile dnemli iiriinler olusur. Ik reaksiyon
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ornitin dekarboksilaz (ODC) enzimi tarafindan katalizlenen reaksiyonla ornitinden

plitresin, spermin ve spermidin gibi poliaminler sentezlenir (Sekil 2.14).
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Sekil 2.14. Ornitinden poliaminlerin sentezi (218)

Poliamin biyosentezindeki ilk reaksiyon, ODC tarafindan kataliz olunur.
Ornitinden ODC aracilig1 ile bir molekiill CO, ¢ikmasi ile piitresin olusur. Piitresin;

spermidin sentaz ile spermidine, spermidin de spermin sentaz tarafindan spermine
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dontstiiriiliir ki bu esnada her iki reaksiyonda da dekarboksillenmis S-
adenozilmetyoninamin, 5 metiltiyoadenozine ¢evrilir (142). Poliaminler, DNA ve RNA
sentezi 1le DNA’nin stabilizasyonunda uyarici etki gosterirler. Cesitli kanser tiirleri
iizerinde yapilan ¢alismalarda hiicre i¢i poliamin sentezinin arttigi belirtilmistir. Hiicre
biiylimesi i¢in gerekli olan piitresin, spermidin ve spermin, transkripsiyon, translasyon

ve protein sentezinin baglamasida fonksiyon goren alifatik poliaminlerdir (15,19,63).

Ornitinin yer aldig1 diger bir reaksiyon da, ornitin aminotransferaz (OAT)

enziminin katalizledigi reaksiyonla glutamat ve prolin sentezidir (Sekil 2.15).
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Sekil 2.15. Ornitinden prolin ve glutamat sentezi (222)
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Prolin biyosentezindeki ilk reaksiyon, OAT tarafindan kataliz olunur. Ornitin;
OAT aracilig1 ile glutamik semialdehite, glutamik semialdehit de prolin 5-karboksilata
dontstiiriiliir. Prolin  5-karboksilattan, prolin 5-karboksilat rediiktaz enzminin
katalizledigi reaksiyonla prolin olusur. Prolin, kollajen ve kazein gibi bazi 6nemli
proteinlerin yapisima katilir. Ornitinden olusan diger 6nemli bir liriin de amonyum iyonu
transportu ve enerji metabolizmasinda fonksiyon goren glutamattir. Glutamat,
aminotransfeaz ve dehidrogenaz enzimlerinin katalizledigi reaksiyonlarla ornitinden

olusur (15,142).

Ornitin, asir1 azot Uretiminin engellenmesi i¢in lire dongiisiiniin merkezi bir
parcasidir ve bir cesit geri donilistimli katalizordiir. Protein yapisina katilmayan bir
amino asit olan ornitin, akut inflamasyona cevap olarak ve hiicre proliferasyonunu
saglamak tiizere poliaminlere doniisiir. Tiim memeli hiicrelerinde bulunan poliamin
diizeyleri, hiicre proliferasyonunun arttig1 fizyolojik ve patolojik durumlarda artar

(15,61).

2.8. NiTRIK OKSIT

Nitrik oksit, biyolojik membranlardan kolayca difiize olabilen hem otokrin hem
de parakrin Ozellikte benzersiz haberci molekiildiir. Nitrik oksit, antitrombotik,
antiproliferatif ve antioksidan ozellikte biyolojik bir molekiildiir. Oda 1sisinda ve
basincinda renksiz bir gaz olan NO, yiiksek konsantrasyonlarda oksijensiz ortamda suda

erime gosterirken, diisiik konsantrasyonlarda oksijen varliginda bile stabildir (98).

Nitrik oksit aktivitesi biliylik oranda membran permeabilitesi ve difiizyonu ile
olusur. Diflizyon kapasitesi herhangi bir biyolojik molekiilden daha yiiksektir ve tagidigi
eslesmemis elektron sebebiyle serbest radikal ozelligi gosterir. Ozellikle serbest
radikallerle ve hem demiri gibi metallerle de reaksiyona girer. Nitrik oksit, diger
molekiillere yiiksek reaksiyon hizina sahiptir ve oksijen ve siiperoksitle tepkime

vermesinden Otiirii yar1 dmrii kisadir (52,106).
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2.8.1. Nitrik Oksit Sentezi ve Fonksiyonlar

Nitrik oksit, sitozolik bir enzim olan NOS enziminin katalizledigi reaksiyonla
fizyolojik pH’da bazik bir amino asit olan L- argininden olusur (Sekil 2.16). Bu
mekanizmada arginin substrat, NO ve sitriilin irlinlerdir. Nitrik oksit sentaz ¢ok
kompleks bir enzimdir ve FAD, FMN, NADPH, BH4 ve hem olmak iizere bes tane
redoks kofaktorii kullanir. Nitrik oksit sentaz, plazma membrani, sitoplazma, niikleus,

endoplazmik retikulum ve mitokondri hiicrelerinde bulunabilir (66,98).

FAD, FMN, BH,

NH, + NH NADP* + H*

NH, 0O
%7 : N/
NADPH | .

| H,0
NH - NH
\' ; j NO
0 _
e Ca'/CaM +

)' (CH)5

(CH,)s

NOS
le'i .6 Clll
/N ] 5

NH,* coo NH;* Coo

— -NA
Argiin i Sitrilin

Sekil 2.16. Nitrik Oksit Sentezi (66)

NADPH; Nikotinamid adenin dintikleotid, BHy; fosfat tetrahidrobiopterin, FMN ; flavin mononiikleotid
FAD:; flavin adenin diniikleotid, L-NAME; N-omega-nitro-L-arginin metil ester,

Ca*/CaM; Kalsiyum/kalmodulin, cGMP; siklik guanozin monofosfat, GC;guanilat siklaz
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Nitrik oksitin oksijen ve azot atomlar1 iki farkli kaynaktan gelir. Azotu L-
argininin guanidino azot atomlarindan, oksijeni ise molekiiler oksijenden gelmektedir.
Iki reaksiyonla gerceklesen NO sentezinde ara iiriin L-argininden NOS enziminin
katalizledigi reaksiyonla olusan hidroksiarginindir. Ikinci reaksiyonda hidroksiarginin
oksidasyona ugrar ve L-sitriilin ve NO olmak tizere iki iirtin olusur. NO’in diger bir
olusum mekanizmasida gliseril trinitrat gibi vazodilatorlerin metabolizmasi sirasinda
nitritten olugsmasidir. NO 3-5 saniye gibi ¢ok kisa bir yar1 dmre sahip oldugu i¢in hizla

nitrit (NO;) ve nitrata (NOs) okside olur (27,98).

Nitrik oksit sentaz enziminin ii¢ izoformu vardir. Ik olarak tanimlanan Tip 1
NOS, noéronal dokularda bulundugu icin nNOS olarakda adlandirilir. Tip 2 NOS,
makrofaj ve hepatositlerde bulundugu ve ciddi kosullarda indiiklenebilir oldugu i¢in
INOS olarak tanimlanmistir. Son olarak tanimlanan endotelyal NOS (eNOS) veya Tip 3
NOS’dir. NOS’m bu ii¢ izoformu da 3 farkli genden kodlanir. eNOS, plazma
membraninda ve sitoplazmada primer olarak lokalize olurken, iINOS sadece
sitoplazmada bulunur. nNOS hem mitokondri hem de sitoplazmada lokalize olmustur.
eNOS ve nNOS kalsiyum bagmmli iken, iINOS kalsiyumdan bagimsizdir. Normal
kosullar altinda ¢esitli hiicre ve dokularda eNOS ve nNOS diisiik seviyelerde eksprese
olur. Ca™ bagimli eNOS ve nNOS etkisiyle, siirekli ve az miktarda NO sentezlenir.
Normal kosullar altinda eksprese olmayan iNOS, ciddi immunolojik stimiilasyon
sonucu yiiksek diizeylerde eksprese edilir. NOS izoformlarinin hepsi transkripsiyon ve

translasyon mekanizmalarina bagli ciddi uyaranlar altinda indiiklenir (4,27).

Nitrik oksit, vaskiiler ton, kan akisi, nérotransmisyon, sinyal transdiiksiyonu,
anti-mikrobyial savunma, hiicresel redoks durumu ve hepatoseliiler apoptozis olmak
iizere cok genis biyolojik aktivitede rol alir. Vazodilator olarak tanimlanan NO,
vaskiiler islevlerin kontroliinde biiyilkk O6neme sahiptir ve wvaskiiler hastaliklarin
baslangicinda, gelisiminde rol oynar. Nitrik oksit, cGMP sentezini arttirarak trombosit

agregasyon inhibitorii olarak davranir (25,28).
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Nitrik oksit, ndrojenik inflamatuar reaksiyonlarda da dnemli bir molekiildiir ve
migrenin patogenezinde de yer aldigi belirtilmistir. Nitrik oksit, agr1 iletimi i¢in gerekli
olan norotransmisyonda aracilik eder (25,235). Nitrik oksitin antitimdr fonksiyonlar1
tanimlanmistir ve bu fonksiyonu apoptotik mekanizmalarla agiklanmaya calisilmistir.
NO, mitokondrial Fe-S komplekslerini inhibe eder ayni zamanda sitrik asit dongiisii
enzimlerinden Fe-S kiimelerini iceren cis-akonitaz enzimini inhibe eder. Nitrik oksit
metabolitleri olan nitrit, nitrat, nitrozamin, peroksinitrit, DNA hasari, protein fonksiyon
bozukluklari, nekrozis ve apoptozis gibi bir¢cok biyolojik olarak 6nemli mekanizmada

onemli role sahiptirler (67,110).

Karaciger, endojen hormon metabolizmasinda, ksenobiyotik
detoksifikasyonunda ve immiin proseslerde dnemli rol oynayan ve ¢esitli hastaliklarda
NO tarafindan etkilenen major organdr. Nitrik oksit, hepatik hiicre sinyalizasyonunda
hem inhibitor, hem da antagonist olarak rol oynar. Benzer sekilde pro ve anti-oksidan
olarak fonksiyon goriir ve karacigerde apoptozisi hem indiikleyebilir veya inhibe
edebilir. Arastirmalarda endojen NO iiretiminin hepatotoksisteden sorumlu oldugu, NO
sentezinin inhibisyonun hem zararli hem de yararli etkilerinin olabilecegi

vurgulanmustir (125).

Nitrik oksit, insiiline duyarli dokularda glukoz diizeylerini ve yag asidi
oksidasyonunu diizenlemektedir. Karaciger ve adipoz dokuda glukoz ve glikojen
seztezini inhibe ederken, adipositlerde lipolizi gelistirir. NO’in  hepatik
glukoneogenezinin diizenlenmesinde rol aldigimm1 gosteren ¢aligmalar mevcuttur.
Arastirmalarda glukozdan glikojen eldesinin NO ile inhibisyona ugramasi glikojen
sentaz aktivitesinin azalmasma baglanmigtir. Nitrik oksitin, hepatositlerde glikolizi
azaltmasi, glikolizin anahtar enzimlerinden olan glukokinaz ve gliseraldehit-3-fosfat
dehidrogenaz enzim aktivitelerinin azalmasiyla iliskilendirilmistir. Rat hepatositlerinde
yapilan bir calismada NO’in laktatin piriivata doniislimiinii inhibe ettigi ve bu
inhibisyonunu fosfoenolpiriivat karboksikinaz enzim aktivitesinin inhibisyonu ile
gerceklestigi belirtilmistir. Nitrik oksit, akcigerde fizyolojik bir haberci olarak goérev
yapabilir. Azalmig NO salinimi, hipoksik pulmoner, vazokonstriiksiyon ve pulmoner

hipertansiyonda 6nemlidir (52,98).
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2.9. SIALIK ASITLER

Sialik asitler, 70 yil Once arastirmacilar tarafindan beyin glikolipidleri ve
tiikkiirik musinlerinin zayif asidik ortamda hidrolizinden salgilanan major bir iiriin
olarak kesfedildi. Yaygimn olarak dogada memelilerde bulunan sialik asit, baz1 patojenik
bakterilerde, viriisler ve bdceklerde de bulunur. Sialik asitin yapisi, kimyasi ve

biyosentezi ile ilgili ¢esitli calismalar yapilmistir (197).

Sialik asit biyolojik membranlarin 6nemli yapisal bilesenleridir. Serum, plazma,
siit, safra sivisi, sinoviyal sivi, ter, mide suyu ve idrar, tikiiriik gibi viicut sivilarinda
bulunan sialik asit, eritrosit, 16kosit, trombosit gibi kan hiicrelerinde de bulunur.
Fibrinojen, haptoglobulin, seruloplazmin, transferrin ve a-1-antitiripsin gibi proteinlerin

yapisinda yer almaktadirlar (145).

Serum ve dokularda bulunan glikolipid ve glikoproteinlerin terminal
oligosakkarit zincirlerinin o6nemli bir komponenti olan sialik asitler kompleks
karbohidratlarin olusumuna cok fazla yapisal farklilik katarak katkida bulunurlar.
Onemli pozisyonlardaki sialik asitler genelde bu molekiillerin disinda ve ucunda yer
alirlar (178). Insan serumu ve viicut sivilarinda sialik asitler %85-90 oraninda
proteinlere, %10-15 oraninda lipit molekiillerine bagli halde bulunurlar. Protein (PSA)
ve lipide bagh sialik asit (LSA) fraksiyonlar: total sialik asiti (TSA) olusturmaktadir
(145).

2.9.1. Sialik Asitin Yapisi

Asidik yapiya sahip olan sialik asidin 5. karbon atomunda bir amino grubu, 1.
karbon atomunda karboksil grubu bulunur (Sekil 2.17). Yapisindaki karboksil grubu
sialik aside negatif yilik verir. Sialik asit glikoprotein ve glikolipidlerin karbonhidrat
zincirlerinin indirgenmemis uglarma bir a-glikozidik bag ile baglanmistir. Sialik asit’in

50°den fazla tiirevi vardir (31).
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Sialik asit, yapisindaki 4, 7, 8 ve 9 no’lu karbon atomlarindaki asetatlar,
siilfatlar, fosfatlar ve metil esterleriyle hidroksillenmis gruplar igerir. Sialik asit
omurgasindaki bu gruplarm yer degistirmesi sonucu meydana gelen modifikasyonlar

sonucu sialik asit tiirevleri olusur (31,143).

CH—CH—CH,0H Rpog ¢ R7 1000 R

H HN—(HJ—CH?, 0 3
) R4

Sialik Asit (N-Asetil Noraminik Asit
NeuSAC

Sekil 2.17. Sialik asitin yapisi (143,208)

2.9.2. Sialik Asitin Biyosentezi

Sialik asitin biyosentezi sitozolik glukoz ile baslar (Sekil 2.18). Hekzokinaz
enziminin katalizledigi reaksiyonla glukozdan, glukoz-6-fosfat olusur ve glukoz-6-
fosfattan fosfohekzoizomeraz enziminin katalizledigi reaksiyonla fruktoz-6-fosfat
olusur. Fruktoz-6-fosfat, fruktoz-6-fosfat aminotransferaz enziminin katalizledigi
reaksiyonla glutaminden amino grubu alarak glikozamin-6-fosfat olusur. Asetilaz
enziminin katalizledigi reaksiyonla, glukozamin-6-fosfat asetil-CoA ile asetillenerek N-

asetil glukozamin-6-fosfati olusur (68).

N-asetil-glukozamin-6-fosfatin iki iirtinii vardir. Bunlardan biri mutaz enziminin
katalizledigi reaksiyonla olusan N-asetil glukozamin-1-fosfat, digeri ise epimeraz
enziminin katalizledigi reaksiyonla olusan N-asetilmannozamin-6-fosfat’tir. N-
asetilglukozamin-1-fosfat, iiridin difosfat (UDP)-N-asetilglukozamin fosforilaz enzimi

tarafindan katalizlenen reaksiyonla UDP-N-asetilglukozamine (UDP-Glc-NAc) cevrilir.
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Bu reaksiyon basamagi iiridin trifosfat varliginda gerceklesir (UTP). UDP-Glc-NAc,
sialik asit biyosentezinde onemli hiz kisitlayici basamaktir. UDP-Glc-NAc¢ enziminin

epimerizasyonu gergeklesir (55,182,203).

Glukoz

UDP-GIcNAc
UDP-GlcNAc

I-epimeraz

ManNAc Sialil-OGS

ManhNAc ATP
kinaz

ManNAc-6-P
PEP OGS sialil-OGS

NeuAc-9-P Cup et oz [

Neu5Ac
sialikk asit CMP-sialik asit

I":':.‘ /

e CMP-sialik asit

CTP

Sekil 2.18. Sialik Asit Biyosentezi (68)

UDP-N-asetilglukozamin; (UDP-Glc-NAc), N-asetilmannozamin; (ManNAc), N-asetilmannozamin-6-
fosfat; (ManNAc-6-P), N-asetil néraminik asit-9-fosfat; (NeuAc-9-P), Sitidin monofosfat; (CMP),

oligosakkarit (OGS)
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N-asetilglukozamin-6-fosfattan  olusan  N-asetilmannozaminin (ManNAc)
fosforillenmesiyle N-asetilmannozamin-6-fosfat (ManNAc-6-P) olusur. ManNAc-6-P,
fosfoenol piriivat ile reaksiyona girerek N-asetil noraminik asit-9-fosfat (NeuAc-9-P)
olusur. Reaksiyonu sialik asit fosfataz enzimi katalizler. NeuAc-9-P’in hidroliziyle
sialik asit olusur. Sialik asit niikleus da sitidin trifosfat (CTP) ile aktiflenerek sitidin
monofosfat- sialik asit (CMP-sialik asit) meydana gelir. CMP-sialik asit, golgi
kompleksinde sialo-oligosakkaritlerin biyosentezinde substrat olarak kullanilir. CMP-
sialik asit, sialik biyosentezinde biyosentezinde feedback inhibisyona sahiptir ve bu

yolla intraseliiler sialik asit diizeylerini kontrol eder (55,68,182).

2.9.3. Sialik Asitin Fonksiyonlar

Sialik asitin yapisal cesitliligi biyolojik fonksiyonlarina yansir. Bu seker,
biiylikliigli ve hidrofilik karakteri nedeniyle g¢evre lizerinde negatif fizikokimyasal
etkiler olusturabilir. Negatif yiikii ve hidrofilik 6zelligi ile ndral plastisite ve glomeriiler
filtrasyon’da 6nemli roller iistlenir. Temel islevi hiicresel ve molekiiler olaylarla ilgilidir
ve hiicreler ve molekiiller arasindaki elektrostatik ¢ekim siireglerinde rol alirlar. Sialik
asit kan grubu bilesenlerinde antijenik belirleyicidir. Hormon ve sitokinler gibi bir¢ok
endojen maddenin reseptorleri i¢in gerekli bir bilesendir. Bunlara ilaveten ¢ok sayida
toksin, bakteri ve viriis gibi patojenlerin hiicreleri sialik asit i¢eren reseptorlere baglanir.
Sialik asit intrinsik reseptorler i¢in ligand gorevi goriir. Sialik asitler kendilerini yararl

mikrobiyal patojenler gibi siisleyerek konak hiicrede molekiiler taklit¢iler olarak gorev
yaparlar (Sekil 2.19) (203,207).

Sialik asitin onemli bir gorevi eritrositlerin yasam siirelerinin diizenlemesidir.
Sialik asit diizeylerindeki bir azalma kirmizi kan hiicrelerinin hizli ve geri doniisiimsiiz
bir sekilde dolasimdan temizlenmesine neden olur. Sialik asit hiicre membranlarmin ve
glikoproteinlerinin yapisinin stabilizasyonuna katilir. Sialik asit karboksil grubundan

gelen negatif ytlikii sayesinde hiicre ve molekiiller arasinda etkilesimde rol oynar (208).
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Kanser tlizerinde yapilan bir¢ok ¢alismada sialik asit diizeylerinin yiikseldigi ve
serum TSA diizeylerinin takibinin tiimoriin evresi ve prognozunda onemli oldugu
belirtilmistir. Serum TSA ve LSA diizeylerinin kanser cesitlerinde 6nemli markir
olabilecegi vurgulanmistir (58,208). Glikoproteinlere ve glikolipitlere bagli olarak
bulunan sialik asitlerin, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet ve renal hastaliklarla iligkili

oldugu diistiniilmektedir (48,141).

iik Rolleri

Niral plastisite Glomeriiler filtrasyonda Antijenik belirleyi
vapisal ve fizksel fonksiyonlar

7 ﬁ\ //f ) ey
. ",
/ Selektin gibi intrinsik v/ Helikobakteri S
/ Laminin stler ici i gibi ekstrinsik
{ . reseptorler igin AN Tetanoz toksini & A
: Fakter ligand [} Kolera toksini reseptoﬂer igin l
\ Uterin ¥ Grip gand J
"u,ﬂ__h__ ’,/ \\‘\._ - -
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4\ / taklit )

oy \ \

| \

R Streptokolus |

"‘“ :\ 0/ o 0 ° Ekoli !
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Sekil 2.19. Sialik Asitin Biyolojik Fonksiyonlari (207)

Noral plastisite ve glomeriiler filtrasyon da énemli yapisal ve fiziksel fonksiyonlara sahiptir. Antijenik
belirleyici olarak da fonksiyon goren sialik asitler; selektin, laminin, faktér H ve uterin gibi intrinsik
reseptorler icin ligand, helikobakteri, tetanoz ve kolera toksini ve grip gibi ektrinsik reseptdrler i¢in ligand

gOrevi goriir.
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2.10. SERULOPLAZMIN

Seruloplazmin, 132 kDa agirliginda, yiiksek bakir icerigi nedeniyle mavi renkte
olan bir ap-globiilindir ve plazmadaki bakirin % 95’ini tasir. Seruloplazmin, basta
karacigerde sentezlenen, beyin, akciger, testis, monosit, astrosit ve sertoli hiicrelerinde
de eksprese edilen akut faz proteinidir. Seruloplazmin molekiiliinde 6 bakir atomu
bulunur ve yapisinn % 7°si karbonhidrat olan bir glikoproteindir. Yapisindaki

karbonhidrat icerigini sialik asit olusturur (158,163).

Seruloplazmin, mavi diye adlandirilan g¢oklu-bakir oksidaz enzim sisteminin
iiyesidir. Bu enzim sistemi yapilarinda bakir baglama bolgelerine gore tip 1, tip2 ve tip3
olmak tiizere gruplara ayrilir. Seruloplazmin, tip 1 bakir ailesindendir. Bu grupta bakir
atomlari, tetrahedral olarak bulunan histidin, sistein ve metiyonin rezidiilerine bagh
bulunur. Seruloplazmin, karacigerde aposeruloplazmin (Sekil 2.12) olarak sentezlenerek
golgi’ye geger. Golgi organeli, seruloplazminin bakir atomu bagladig1 bolgedir.
Yapisina bakir baglayan seruloplazmin, holoseruloplazmin olarak plazmaya salinir

(65,115,173).

Plazma
Demir nitrozilasyonu
. NO,~ __FS itoproteksivon
Seruloplazmin cut Hemoglobin
0¢ o¢
%.‘ —_— 4
Cu®
+
Aposeruloplazmin H.O Vazodilatasyvon

NO s Sinyal transdiiksivonu

Sekil 2.20. Seruloplazmin Biyosentezi (173)
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2.10.1. Seruloplazminin Fonksiyonlan ve Klinik Onemi

Seruloplazmin, bakir1 karacigerden diger dokulara tasir. Seruloplazmin, bakira
bagimli oksidaz aktivitesi gosterir ve ferroksidaz aktivitesiyle ferréz demirin (Fe*")
ferrik demire (Fe’") oksidasyonunu katalizleyerek demirin transport proteini olan

transferin ve depo proteini olan ferritine yliklenmesini kolaylastirir (173).

Seruloplazmin, serbest oksijen radikallerinin olusumunu ve lipid
peroksidasyonunu engelleyerek, dokularda ve plazmada bulunan serbest radikallerin
zararlarmi engellemektedir. Epinefrin, norepinefrin ve dopaminin oksidasyonunda
fonksiyon gorerek norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde rol oynar (210).
Seruloplazmin akut faz proteinidir ve organizmada antioksidan olarak da gorev yapar.
Damar tonusunun diizenlenmesinde etkili olan seruloplazmin eNOS fonksiyonu
iizerinde etki gosterir (212). Bu fonksiyonlarina ek olarak koagiilasyon, anjiogenez,
biogenik aminlerin inaktivasyonu, oksidatif strese karsi koruyucu ve ayni zamanda

siiperoksit ve diger reaktif oksijen tiirlerini uzaklastirir (9,64).

Seruloplazmin, ferrooksidaz  aktivitesine sahip oldugu i¢in demir
metabolizmasinda ¢ok onemlidir. Seruloplazmin geninde meydana gelen bir mutasyon
demir metabolizmasini ciddi olarak etiler. Demir ve bakir metabolizmasinda meydana
gelen hasarlarin nérodejeneratif hastaliklarin molekiiler mekanizmalariyla ilgili oldugu
belirtilmistir (7). Ateroskleroz, miyokard infarktiisii, inflamasyon, gebelik, ostrojen
kullanim1 gibi durumlarda seruloplazmin diizeyleri yiiksek iken, erken cocukluk
doneminde belirtilerini gosteren ilerleyici ndrodejeneratif bir hastalik olan menkes
hastalig1 ve otozomal resesif bir hastalik olan wilson hastaligi, karaciger yetersizligi ve
malniitrisyon gibi protein sentez bozukluklari, nefrotik sendrom ve diyabetli hastalarda
plazma seruloplazmin diizeylerinin 6nemli diizeyde diisilk oldugu bildirilmistir

(137,186).
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2.11. LIiPIT PEROKSIDASYONU

Serbest oksijen gruplarinin biyolojik sistemlerdeki en onemli etkileri lipitler
iizerine olan lipit peroksidasyonudur. Lipit peroksidasyonu, hiicrelerdeki zar
fosfolipidlerinin yiikseltgenerek peroksit tiirevlerine doniismesi olayr seklinde
tanimlanir. Fizyolojik sartlar altinda diisiik hizda gergeklesen lipit peroksidasyonunun
oksidanlar ve oksidatif stres ile olusum hiz1 artabilmektedir. Lipit peroksidasyonu
membran lipit tabakasinin fizyolojik yapisimi degistirerek hiicresel islev kaybma neden
olabilmektedir. Peroksidasyon baslangic, ilerleme ve sonlanma olmak iizere ii¢ evrede

gergeklesmektedir (Sekil 2.21).

Lipid

Oksidasyon

%

ilk basamak

Lipit hidroperoksit

COOH

OOH
(13-HPODE)
Lipit peroksit-modifiye protein

son basamak

ALDEHITLER

4-hidroksinonenal
MDA

1

Aldehit-modifiye protein

Sekil 2.21. Lipit peroksidasyonu (220)
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Lipit peroksidasyon olaymmm zincir asamasinda ortaya c¢ikan lipid
hidroperoksitler son derece dayaniksiz lriinlerdir; 6zellikle zincirde agilmalar seklinde
yapisal bozulmalara ugrayarak, aldehidler, ketonlar, alkanlar, alkenler, karboksilik
asitler ve polimerizasyon iirlinler gibi ¢esitli metabolik sekillere doniisiirler. Bu olaylar
sonucunda ortaya ¢ikan 4-hidroksinonenal (4-HNE), malondialdehit (MDA), akrolein,
glikoksal gibi oldukca toksik aldehit yapida olan iiriinler peroksidasyonunu siddetini
belirleyen maddelerdir. Peroksidasyon sonucu meydana gelen {irtinlerden o6zellikle
MDA ve 4-HNE mutajenik etki gdstermektedir. Malondialdehid 6zellikle {i¢ veya daha
fazla cift bagl yag asitlerinin yikimlanmasi ile meydana gelen bir iiriindiir.
Malondialdehit, lipit peroksidasyonunun derecesi ile korelasyon gostermektedir. Bu
nedenle biyolojik materyalde MDA o6lciilmesi lipit peroksit seviyelerinin indikatorii

olarak kullanilir (190,232).

2.12. GLUTATYON

Glutatyon (y-glutamil sisteinil glisin), antioksidan, antitoksin ve enzim
kofaktoriidiir. Glutatyon, glutamik asit, sistein ve glisinden olusan bir tripeptiddir (Sekil
2.21) ve baz1 dokularda milimolar konsantrasyonlarda bulunan gii¢lii bit antioksidandir.
Glutatyon cesitli elektrofilik bilesenleri ve peroksidazlarla detoksifikasyonda rol oynar.
Memeliler, bitkiler, mantarlar ve bazi prokaryotik organizmalarda GSH’un Onemi
aciktir. Glutatyon, detoksifikasyona ek olarak DNA ve RNA’nin rediiksiyonu, protein

ve gen ekspresyonu reaksiyonlarini da i¢ine alan hiicresel reaksiyonlarda da gorev alir.

Glutatyon, GPx tarafindan katalizlenen reaksiyonla potansiyel olarak toksik olan
hidrojen peroksidin bozunmasma katilir. Glutatyon gii¢clii bir indirgeyicidir ve
enzimlerin siilfidril gruplarmin indirgenmis halde tutulmasina yardim eder. GSH’un
okside ve rediikte olmak {lizere iki formu vardwr. Hiicrelerdeki GSH/GSSG orani
hiicrelerin hayatta kalmasi icin Onemlidir. Glutatyon eksikligi hiicrelerde oksidatif

hasara neden olur (108,201).
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Sekil 2.22. Glutatyonun kimyasal yapisi (108)

Glutatyon eksikligi karaciger hasarmin olusumunda ve karaciger hasari ile
gelisen oliimlerde 6nemli bir faktordiir. Karacigerde yiiksek intraseliiler GSH diizeyleri
bu organin detoksifikasyon fonksiyonlarini yerine getirebilmesi i¢in Onemlidir.
Glutatyon konjugatlar1 atilmadan 6nce daha ileri metabolize edilir. Glutatyona ait
glutamil ve glisinil gruplar1 6zgiin enzimler ile uzaklastirilir ve geri kalan sisteinil
parcasmnin amino grubuna bir asetil grubu eklenir. Olusan bilesik merkaptiirik asit olup
idrarlar atilir. Yapilan c¢alismalarda siilfiir igeren aminoasitleri diizenli olarak
diyetleriyle alan kisilerin hiicre i¢i GSH diizeylerinin daha yiiksek oldugu belirtilmistir.

Karacigerde GSH diizeylerinin azalmasi ¢esitli patolojilere neden olur (108).

Ilaglar, toksik maddeler ve karsinojenler GSH ile konjuge edilemediklerinde
DNA, RNA veya hiicre proteinleri ile serbestce kovalan olarak baglanir ve 6nemli
diizeylerde karaciger hasari olusur. Glutatyon kullanimmin artmasi, smirli glutatyon
sentezi ve GSSG’un hiicre i¢i rediiksiyonunun azaltilmast sonucu karaciger GSH

diizeyleri azalir (Sekil 2.23) (38,108).
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Glutatyon diizeylerinin azalmasiyla disaridan alman zararli maddelerin

olusturacagi hasarlara karsi karaciger duyarl hale gelir ve hiicreler oksidatif strese karsi

korunamaz.

Oksidatif hasar sonucu hiicresel Olimler olur.

Hepatik ATP’nin

tilkenmesiyle karaciger rejenerasyonu saglanamaz ve hasar olusur (78,215).

wmarh GSH senten, GS5H kullanuminin
artmasi, GSSG i hilcre digi
rediiksivonunun aralmas:

||i(ara ciger GSH dizevlerinin
"P-

fmitokondrial GSH eksikﬁ;'gi |

4 \«

N
mitokondrial vap: ve -| mitokondn vapisi ve iglewi kasmen

izlev bozulur korunur
T

lcaracizer rejensrasyonu inhibe J hepatilk sitoloinlerin indilcsivons

Sekil 2.23. Karaciger glutatyon diizeylerinin azalmasi (38)
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. GEREC

3.1.1. DENEY HAYVANLARININ TEMINIi VE BAKIMI

Calismalara baslamadan dnce Eskisehir Osmangazi Universitesi (ESOGU) Tip
Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulundan onay (250/2011) alindi. Calismamizda
deney hayvani olarak ESOGU Tibbi Bilimler Deneysel Arastrma ve Uygulama
Merkezi’nden (TICAM) almman 8 haftalik Spraque Dawley tiirii 63 erkek sigan
kullanildi. Calisma basinda ve sonunda deney hayvanlarinin tartimlari1 alindi. Deney
stiresince hayvanlar giinliik olarak kontrol edilerek genel morfolojik goriiniimleri (tiiy
dokiilmesi, digkilama bozukluklar1) makroskobik olarak degerlendirildi. Deney
hayvanlar1 uygun sicaklik ve havalandirma kosullarinda tutuldu ve temizlik kurallarina

dikkat edildi. Yem ve su kisitlamas1 yapilmadi.

3.1.2. DOZ VE DENEY GRUPLARI

Calismamizda kullandigimiz 8 haftalik 200-250 gr agirhigindaki Spraque-
Dawley sicanlar 7 gruba ayrild1 ve her grupta 9 adet olacak sekilde rastgele dagitildi.
Calisma gruplar1 Tablo 3.1° de gosterilmistir.

3.1.2.1. Maddelerin hazirlanmasi

e Asetaminofen hazirlanmasi: 250 mg/kg asetaminofen (Sigma, Germany) su da

coziilerek hazirlandi (149).

e Blueberry hazirlanmasi: 60 mg/kg Blueberry (Wild Blueberry, Vaccinium

angustifolium, Life Extension, USA) kapsiil formu su da ¢oziilerek hazirlandi
(152).
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e Kitosan hazirlanmasi: 200 mg/kg kitosan (Sigma, Germany) su da c¢oziilerek

hazirlandi (96).

Tablo 3.1. Deney gruplar1 ve deney gruplarinin ézellikleri

Gruplar Gruplardaki sicanlarin 6zellikleri

Kontrol Gruptaki siganlar 14 giin boyunca standart sican yemi ve igme suyu
ile beslendiler.

BB Gruptaki siganlar 14 giin boyunca standart sican yemi ve igme suyu
ile beslendiler. 1. glinden itibaren siganlara oral gavaj yontemi ile
14 giin siiresince giinde bir kez 60 mg/kg blueberry verildi.

CS Gruptaki siganlar 14 giin boyunca standart sican yemi ve igme suyu
ile beslendiler. 1. glinden itibaren siganlara oral gavaj yontemi ile
14 giin siiresince giinde bir kez 200 mg/kg kitosan verildi.

APAP Gruptaki siganlar 14 giin boyunca standart sican yemi ve igme suyu
ile beslendiler. 1. glinden itibaren siganlara oral gavaj yontemi ile
14 giin siiresince giinde bir kez 250 mg/kg asetaminofen verildi.

APAP +BB Gruptaki siganlar 14 giin boyunca standart sican yemi ve igme suyu
ile beslendiler. 1. glinden itibaren si¢anlara oral gavaj yontemi ile
14 gilin siiresince glinde bir kez 250 mg/kg asetaminofen ve
asetaminofen uygulamasindan 3 saat sonra 60 mg/kg blueberry
verildi.

APAP + CS Gruptaki siganlar 14 giin boyunca standart sican yemi ve igme suyu
ile beslendiler. 1. giinden itibaren si¢anlara oral gavaj yontemi ile
14 gilin siiresince glinde bir kez 250 mg/kg asetaminofen ve
asetaminofen uygulamasindan 3 saat sonra 200 mg/kg kitosan
verildi.

APAP + BB + CS Gruptaki siganlar 14 giin boyunca standart sican yemi ve igme suyu
ile beslendiler. 1. glinden itibaren siganlara oral gavaj yontemi ile
14 giin siiresince giinde bir kez 250 mg/kg asetaminofen,
asetaminofen uygulamasindan 3 saat sonra 60 mg/kg blueberry ve
yarim saat sonra 200 mg/kg kitosan verildi.
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3.1.3. DENEY  HAYVANLARINDAN CALISILACAK ORNEKLERIN
ALINMASI

Calismamizda tiim maddeler baslandiktan sonraki 15. giin 6rnek alim zamani
olarak belirlendi ve tiim ¢alisma gruplar1 sakrifiye edildi. Deney sonunda intraperitonal
olarak ketamin (80mg/kg) ve ksilazin (10mg/kg) uygulanan sicanlarin serum 6rnekleri
icin kardiyak yolla kanlar1 alinarak servikal dislokasyon uygulandi ve karacigerleri
cikartildi. Serum Ornekleri, separasyon tiiplerinde 20 dakika bekletildikten sonra 3500
rpm’de 10 dakika santriftij edildi ve iistte kalan slipernatant alanin amino transferaz
(ALT), aspartat aminotransferaz (AST), alkalen fosfataz (ALP), laktat dehidrojenaz
(LDH), TSA, LSA ve seruloplazmin oksidaz olgtimleri i¢in kullanildi. Cikarilan
karaciger ornekleri, soguk (4°C) % 0.9” luk sodyum kloriirle ii¢ kez yikama serisinden
gecirildi ve kisimlara ayrildi. Histokimyasal goriintiileme i¢in ayrilan karaciger
ornekleri notral formalin i¢cine alindi. Biyokimyasal analizler i¢in ayrilan karaciger
ornekleri, Arginaz, Ornitin, TSA, LSA, NO, GSH, MDA ve total protein dl¢timleri i¢in
-80°C de sakland.

3.2. YONTEMLER

3.2.1 SERUM ALT, AST, ALP VE LDH ENZiM AKTiVIiTELERININ OLCUMU

Calismamizdaki biyokimyasal degiskinler Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Biyokimya laboratuarinda calisildi. ALT, AST, ALP ve LDH’m

Olciimleri i¢cin Roche Modular otoanalizorle uyumlu kantitatif test kitleri kullanildi.

3.2.1.1. ALT él¢iim prensibi

Alanin aminotransferaz tarafindan katalizlenen reaksiyon ile artan piruvat,

LDH’1n katalizledigi reaksiyon ile laktata doniisiirken NADH da oksitlenerek NAD’ye
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dontistlir. Piruvatin olusum hizi ve dolayisiyla ALT aktivitesindeki artisla direkt orantilt

olarak NADH miktarindaki azalma fotometrik olarak ol¢iiliir.

3.2.1.2. AST ol¢iim prensibi

Aspartat aminotransferaz tarafindan katalizlenen reaksiyon ile artan
oksaloasetat, Malat Dehidrojenaz’in (MDH) katalizledigi reaksiyon ile malata
doniisiirken NADH da oksitlenerek NAD’ye doniisiir. NADH miktarindaki azalma

fotometrik olarak olgiiliir ve bu azalma AST aktivitesi ile direkt orantilidir.

3.2.1.3. ALP olciim prensibi

p-nitrofenil fosfat, magnezyum ve c¢inko iyonlar1 varliginda ALP tarafindan
hidrolize edilir ve triinler fosfat ile p-nitrofenildir. ALP aktivitesi ile orantili olarak

salinan p-nitrofenil, kolorimetrik olarak 6l¢iiliir.

3.2.1.4. LDH olciim prensibi

Laktat dehidrojenaz, piruvatin laktata doniisiimiinii katalizler ve bu esnada
NADH oksitlenir ve NAD" olusur. NADH’deki azalma orami direkt olarak LDH

aktivitesi ile orantilidir ve fotometrik olarak belirlenir.
3.2.2. DOKU ARGINAZ ENZIiM AKTIiVITESININ OLCUMU
Olgiim prensibi:

Arginaz enzim aktivitesi; substrat olan argininin, arginazla hidrolizi sonucunda
olusan iire miktarinin Tiyosemikarbazid Diasetil Monoksim Ure (TDMU) ydntemi (74)
ile spektrofotometrik olarak saptanmasi ile belirlenmistir. TDMU yontemi Feron

reaksiyonunu temel alir. Diasetilmonoksim (DAM), iire ile direkt olarak reaksiyona

girmez. ik dnce asit ortamda 1s1 etkisi ile hidroksilamin ve diasetile hidrolize olur.
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Diasetil, asit ¢Ozeltide iire ile kondanse olur ve H,O ve renkli bir bilesik olan diazin

meydana gelir. Bu rengi stabilize etmek igin tiyosemikarbazid (TSC) ve Fe™ iyonlar:

kullanilir.

Doku homojenatimin hazirlanmasi:

Derin dondurucudan g¢ikarilan karaciger dokular1 homojenizator kullanilarak

1/10 oraninda soguk 0.05 M Tris/HCI tamponu (pH: 8.05) ile homojenize edildi. Doku

homojenatlar1 11000 rpm ve +4°C’de 20 dakika siire ile santrifiij edilerek siipernatantlar
elde edildi.

Cozeltiler:

Asit Karisimi: 3.24 gr FeCl;.6H,O bir miktar distile su ile bir balon jojede
cOziindiiriiliip, tizerine %85°lik H3PO4’ten 66.7 mL eklenir. Daha sonra distile
suyla 100 mL’ye tamamlanir. Oda 1sisinda saklanir. Hazirlanan ¢6zeltiden 1 mL
almip tlizerine 999 mL %20’lik (v/v) H,SO4’ten ilave edilir. Deney asamasinda

asit karisimi olarak kullanilir. Oda 1s1sinda saklanir.

Renk ayiraci (3.6 mM Tiyosemikarbazid + 61.7 mM Diasetilmonoksim: Bu
karistm 0.0036 M TSC (91.14 gr/mol) ve 0.0617 M DAM (101.1 gr/mol)
icermektedir. 6.238 gr DAM ile 0.328 gr TSC karistirilarak bir miktar distile

suda ¢ozildiikten sonra yine distile su ile litreye tamamlanir. Oda 1sisinda ve

koyu renkli sisede uzun siire saklanabilir.

Karbonat tamponu (pH 9.7 100 mM COs/HCO3):

1.06 gr Na,COs bir miktar distile su ile balon jojede ¢oziiliir ve distile su ile 100
mL’ye tamamlanir. 0.1 M Na,COs elde edilir. 0.84 gr NaHCO; bir miktar distile
su ile balon jojede c¢oziiliir ve distile su ile 100 mL’ye tamamlanir. 0.1 M

NaHCO:; elde edilir.
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Karbonat tamponunun hazirlanmasi i¢cin; 100 mL 0.1 M Na,COs iizerine, 0.1 M
NaHCOs; ilave edilerek pH 9.7°ye getirilir. Hazirlanan tampon ¢ozelti
buzdolabinda +4°C’de saklanir.

e 50 mM arginin ¢ozeltisi: 0.87 gr L-arginin balon jojede bir miktar distile suda

¢oziiliir. 0.1 M HCl ile pH 9.7’ye getirilir. Distile su ile 100 mL’ye tamamlanur.

Hazirlanan ¢6zelti buzdolabinda +4°C’de saklanir.

e 9 mM MnCl, c¢ozeltisi: 1.781 gr MnCL.2H,O bir miktar distile su ile balon

jojede ¢oziilir ve 1000 mL’ye tamamlanir. Hazirlanan ¢ozelti buzdolabinda

+4°C’de saklanir.

e Ure standardi (0.5 umol iire/mL): 3 mg iire, 100 mL 0.016 M benzoik asit i¢inde
¢oziilir. Ure standardi 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 04, 0.5 umol iire/mL

konsantrasyonlarda hazirlandi. Ure standart ¢ozeltisi buzdolabinda +4°C’de

saklanir.

Deney protokolii:

Arginaz enzim aktivitesi tayini i¢in iki deney diizenegi kuruldu. Birinci
diizenege; numaralandirilmis deney tiipleri, ikinci diizenege ise kor, standart ve sifir
zaman tiipleri konuldu. Siipernatant i¢indeki endojen iire aktivitesinin eliminasyonu
amaci ile sifir zaman tiipleri hazirlandi. Homojenatlar 9 mM MnCl, ile 1/10 oraninda
diliie edildi. Ornek 55 °C’lik su banyosunda 20 dakika preinkiibasyona birakildi. Bu
asamada deney ve sifir zaman tiiplerine, 0.4 mL arginin ¢ozeltisi ve 0.4 mL karbonat
tamponundan konuldu. Kor tiipline 1 mL distile su, standart tiiplerine ise farklh
konsantrasyonlarda hazirlanan 1 mL iire standartlar1 konuldu. Ardindan da enzimatik
reaksiyonu engellemek amaci ile sifir zaman, standart ve kor tiiplerine 3’er mL asit

karisim1 konuldu.
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Yirmi dakikalik preinkiibasyon ardindan enzim kaynagi ve hazirlanmis olan
deney tiipleri 37 °C’de su banyosunda 3 dakika bekletilerek ayni 1silara gelmeleri
saglandi. Daha sonra 37 °C’ye gelen siipernatanttan, deney ve sifir zaman tiiplerine 0.2

mL konarak, vorteks karistirici ile iyice karistirildi.

Deney tiipleri enzimatik reaksiyonun olugmasi i¢in su banyosunda 37°C’de 15
dakika inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda 3 mL asit karisimu ilave edilerek reaksiyon
durduruldu. Bu islemleri takiben her iki diizenekteki tiiplere 2 mL renk ayiraci ilave
edildi ve vorteks karistirict ile karistirildi. Ardindan tiim tiiplerin agizlar1 kapatildi ve
tipler 10 dakika kaynar su banyosunda birakilarak renk olusumu saglandi. Deney
sonunda tlipler musluk suyu altinda sogutularak, absorbanslar1 520 nm dalga boyunda

spektrofotometre ile 6l¢iildii (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Arginaz Deney Protokolii

Doku Ornekleri MnCl, (Mangan Kloriir)
100 pL 900 pL
55°C" de 20 dakika iin-inhiikasyon

ISLEM STRAST DENEY STANDART STFIR ZAMAN

L - Arginin 0.4 mL 04 mL
Karhonat Tamponu 04 mL 04 mL
Distile su 1mL
Tire Standart: ImL
Asit Karisim 3ImL ImL ImL

Tiim Deney Diizeneklerini 37 °C"de 3 dakika inkiibasyon
1-10 Diie sipernatant | oz2ur | 02mL
37°C'de 15 dakika

Asit Karisimn ImL
Renk Reaktifi 2mL 2mL 2mL 2mL
10 dakika kaynar su hanyosu

3.= 3520 nm
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Doku arginaz enzim aktivitesinin hesaplanmasi:

e (Gergek arginaz absorbansi i¢in, deney tiiplerinden zaman tiiplerinin absorbansi
cikarilarak hesaplama yapildi. Tiim deney tiiplerinin absorbansindan, kendi sifir
zaman absorbanst ¢ikarilarak net absorbans elde edildi. Bdylece enzim

kaynagindaki endojen iirenin absorbansi hesabin disinda birakildi.

e Orneklerin konsantrasyonlarini hesaplayabilmek igin iire standardi 0.05, 0.1, 0.2,

0.3, 0.4 ve 0.5 pmol/mL konsantrasyonlarinda hazirland1.

e Farklh konsantrasyonlarda hazirlanan iire standart ¢ozeltileri ve absorbanslari
Microsoft Office Excel 2007 programi kullanilarak grafige geg¢irildi ve standart
grafigi elde edildi (Grafik 3.1). Deney sirasinda hesaplamalar i¢in kullanilan

standart konsantrasyonu 0.2 umol tire/mL olarak belirlendi.

e Arginaz enzim aktivitesini hesaplamak i¢in faktor hesaplanda.

(0.2 pmolireml)x10x5x4
Faktor =

0.2 pmol fire/'ml "nin absorbansi

10: Siipernatantin MnCl, ile sulandirilma katsayis1
5: Siipernatantin inkiibasyon ortamindaki sulanma katsayis1

4: Inkiibasyon siiresinin 1 saate tamamlanma katsayisi

Standart iirenin absorbansi (0.2 pmol iire/mL nin absorbansi): 0.648

Faktor = (0.2 pmol tire/mL) x 10 x 5 x 4 / 0.648
Faktor = 61,728 olarak hesaplandi.
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e Karaciger dokusu i¢in enzim aktivitesi; inite olarak tanimlanmistir. Enzim
aktivitesinin hesaplanmasinda net ornek absorbanslari faktor ile carpilarak doku

protein sonuglarina oranlanarak arginaz enzim aktivitesi umol iire/mg protein/saat

olarak hesaplanmistir.

Absorbans

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Konsantrasyon (umol tire/mL)

Grafik 3.1. Arginaz standart grafigi

3.2.3. DOKU ORNITIiN DUZEYLERININ OLCUMU

Ol¢iim prensibi:

Karaciger dokusu ornitin diizeylerinin hesaplanmasi, ornitinin ninhidrin ile
olusturdugu mor renkli kompleksin Chinard yontemi (41) ile kolorimetrik olarak

Ol¢iimiine dayanmaktadir.
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Doku homojenatimin hazirlanmasi:

Derin dondurucudan g¢ikarilan karaciger dokular1 homojenizator kullanilarak
1/10 oraninda soguk 0.05 M Tris/HCI tamponu (pH: 8.05) ile homojenize edildi. Doku
homojenatlar1 11000 rpm ve 4°C’de 20 dakika siire ile santrifiij edilerek slipernatantlar
elde edildi.

Cozeltiler:

%10’luk trikloro asetik asit (TCA) cozeltisi: 10 gr TCA bir miktar distile su

icinde ¢oziilerek son hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.

e Ninhidrin ayrract: 2.5 gr ninhidrin, 40 mL 6 N H3;PO4 ve 60 mL glasiyel asetik

asitin i¢inde ¢oziiliir.

e Derisik glasiyel asetik asit: Deney tiiplerine 1 mL glasiyel asetik asit eklenir.

e 0.3 umol/mL standart ornitin soliisyonu: 0.0506 gr L-ornitin bir miktar distile su

icinde ¢oziilerek son hacim distile suyla 1 litreye tamamlanir. Boylece 0.3

pumol/mL’lik ornitin konsantrasyonu elde edilir.

Deney protokolii:

Doku homojenatlar1 %10’luk TCA ile 1/1 oraninda diliie edildikten sonra 3000
rpm’de 5 dakika santrifiijlendi ve siipernatantlar elde edildi. Deney tiipiine 1 mL
siipernatant, kor tiiptine 1 mL distile su ve standart tiiplerinede 1’er mL farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan ornitin soliisyonlar1 eklendi. Tiiplere sirayla 2.5 mL
glasiyel asetik asit ve 0.25 mL ninhidrin aywraci eklendi. Tiim tiipler vortekslenerek
karistirildiktan sonra 30 dakika kaynar su banyosunda tutuldu. Su banyosundan
cikarilan tlipler hizla sogutularak 515 nm dalga boyunda absorbanslari

spektrofotometrede 6l¢iildi (Tablo 3.3).
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Tablo 3.3. Ornitin Deney Protokoli

Doku Homojenat

% 10 Tuk TCA

100 uL

100 uL

3000 rpm de 5 dakika santrifiij

ISLEM STRAST DENEY STANDART

Siipernatant 1mL
Distile su 1mL
Ornitin soliisyonu 1mL
Asetik asit 25mL 25mL 25mL
Ninhidrin ayirac: 0,25 mL 0,25 mL 0,25 mL

Tiim tiipler vortekslendikten sonra 30 dakika kaynar su hanyosunda tutuldu.

Tiipler sogutuldu

-
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L
—
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B

Doku ornitin diizeylerinin hesaplanmasi:

Orneklerin konsantrasyonlarini hesaplayabilmek igin ornitin standard: 0.03,

0.12, 0.18, 0.24, 0.30 pmol/mL konsantrasyonlarda hazirlandi.

e Standart tiiplerine 1 mL asetik asit, 0,25 mL ninhidrin ayirac1 konuldu ve farkl

konsantrasyonlardaki standarttan 1 mL numaralandirilmis tiiplere eklendi.

e Kor ve ornek tiiplerinde oldugu gibi islemlerden ge¢irildi ve 515 nm’de

absorbanslar1 okundu.

e FElde edilen absorbanslarla, konsantrasyon degerleri Microsoft Office Excel 2007
programi kullanilarak grafige gecirildi ve standart grafigi elde edildi (Grafik
3.2).

e Orneklerin konsantrasyonlari, standart grafigi kullanilarak hesaplandi.
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e Orneklerin konsantrasyonlari, homojenatlarm TCA ile sulandirma katsayis1 olan

2 ile garpild1

e Ayni homojenatlarin total proteinleri 6lgiildii ve Orneklerin konsantrasyonlari

total proteinlerine oranlandi.

e Sonuglar, umol/mg protein olarak verildi.

Absorbans

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35

Konsantrasyon (umol/mL)

Grafik 3.2. Ornitin standart grafigi

3.2.4. SERUM VE DOKU TOTAL SIALIiK ASIiT DUZEYLERININ OLCUMU
Olciim prensibi:

Serum ve doku orneklerinde TSA diizeylerini belirlemek i¢in Sydow (196)
tarafindan gelistirilen yontem kullanildi. Sialik asit, asit ile hidrolizde serbest hale
gecer. Asidik ortamda ve periyodat varliginda okside edilir. Oksidasyon sonucu olusan
iirlin, p-dimetilaminobenzaldehid varliginda pembe renkli bir iirlin olusmasma sebep

olur. Absorbanslar 525 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak olgiiliir.
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Doku homojenatimin hazirlanmasi:
Derin dondurucudan g¢ikarilan karaciger dokular1 homojenizator kullanilarak
1/10 oraninda soguk 0.1 M fosfat tamponu (pH:7.4) ile homojenize edildi. Doku

homojenatlar1 4000x g’de ve +4°C’de 20 dakika siire ile santrifiij edilerek

siipernatantlar elde edildi.

Cozeltiler:

e %5’lik Perklorik Asit Cozeltisi (V/V): 7,04 mL perklorik asit alinarak bir miktar

distile su i¢inde ¢oziildii ve son hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

e Ehrlich Aywraci: 5 gr p-dimetilaminobenzaldehid 50 mL yogun HCI asit

icerisinde ¢6ziildii ve tlizerine 50 mL distile su ilave edilerek hacmi 100 mL’ye

tamamlandi. (Ehrlich Ayiraci, her 6l¢timden 6nce taze olarak hazirlandi).

e N-asetil noraminik asit (NANA) standart soliisyonunun hazirlanmasi: Fosfat

tamponu (pH 7.4, 0.1 M) kullanilarak NANA (Sigma, Germany) standardindan
100 mg/mL stok standart ¢zeltisi hazirland1.

Stok standart c¢ozeltiden 75, 50, 25 ve 12,5 mg/100mL konsantrasyonunda
dilisyonlar yapildi. Elde edilen konsantrasyonlar ve absorbans degerlerinden
standart egri olusturuldu. Bu standart egriden doku ve serum oOrneklerinin TSA

degerleri hesaplandi.
Deney prosediirii:
0.2 mL serum ve doku homojenati lizerine 1.5 mL perklorik asitten ilave edildi.
100°C’de 5 dakika kaynatild1 ve sogutuldu. Deney tiipleri 2500x g’ de 4 dakika santrifiij

edildi.
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Siipernatanttan 1 mL almarak diger temiz tiiplere aktarildi. Uzerine 0.2 mL Ehrlich
ayiraci ilave edilerek 100°C’de 15 dakika kaynatildi. Kaynatma isleminden sonra tiipler
tekrar sogutuldu ve 1 mL distile su ilave edilerek 525 nm dalga boyunda absorbanslari

spektrofotometrik olarak okundu (Tablo 3.4).

Tablo 3.4. Total Sialik Asit Deney Protokolii

Doku homojenatlar: 4000x g de 20 dakika santrifiij

ISLEM SIRAST DENEY STANDART

Siipernatant 02 mL
Distile su 0,2 mL
NANA 0,2 mL
%5 lik perklorik asit 1,5mL 15mL 1,5mL
Tiim tiipler vortekslendikten sonra 5 dakika kaynar su banyosunda tutuldu.
Siipernatant 1mL
Ehrlich reaktifi 0,2 mL 0,2 mL 0,2 mL
Distile su 1mL 1mL 1mL
15 dakika kaynar su hanyosu
%=3525mm

Total sialik asit diizeylerinin hesaplanmasi:

e Orneklerin konsantrasyonlarmi hesaplayabilmek i¢in NANA standard1 12.5, 25,
50, 75 ve 100 mg/100mL konsantrasyonlarinda hazirlandi.

e Standart tiiplerine 1,5 mL perklorik asit, 0,2 mL Ehrlich reaktifi ve farkli

konsantrasyonlardaki standartlardan 0,2 mL numaralandirilmis tiiplere eklendi.
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Kor ve ornek tiiplerinde oldugu gibi islemlerden gegirildi ve 525 nm’de

absorbanslar1 okundu.

Elde edilen absorbanslarla, konsantrasyon degerleri Microsoft Office Excel 2007

programi kullanilarak grafige gegirilerek standart grafigi elde edildi (Grafik 3.3).

Serum ve doku Orneklerin konsantrasyonlari, standart grafigi kullanilarak

hesaplandi.

Doku sialik diizeylerinin hesabi i¢in, ayn1 doku homojenatlarin total proteinleri

Ol¢iildii ve 6rneklerin konsantrasyonlari total proteinlerine oranlandi.
Doku TSA sonuglari, birim doniistiiriilmesi yapilarak pgr/mg protein olarak
verildi.

Serum TSA sonuglar1, mg/dL olarak verildi.
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Grafik 3.3. Total sialik asit standart grafigi
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3.2.5. SERUM VE DOKU LiPiD BAGLI SIALIiK ASIT DUZEYLERININ
OLCUMU

Olgiim prensibi:

Serum ve doku Orneklerinde LSA 0Olglimii, resorsinoliin siyalik asitle
olusturdugu rengin 580 nm’de Olgiilmesi prensibine dayanan Katopodis ve
arkadaslarinin (103,104) tanimladig1 yonteme gore olctildii.

Doku homojenatinin hazirlanmasi:

Derin dondurucudan g¢ikarilan karaciger dokular1 homojenizator kullanilarak
1/10 oraninda soguk 0.1 M fosfat tamponu (pH:7.4) ile homojenize edildi. Doku
homojenatlar1 4000x g’de ve +4°C’de 20 dakika silire ile santrifiij edilerek
siipernatantlar elde edildi.

Cozeltiler:

e Rezorsinol aywraci: 0.2 gr rezorsinol tartildi ve 10 mL distile suda ¢ozildii.

Uzerine 80 mL HCI (% 36.5) ve 0.25 mL 0.1 M CuSOy ilave edilerek distile

suyla hacmi 100 mL’ye tamamlanda.

e Fosfotungistik asit: 10 gr fosfotungistik asit tartildi ve 10 mL distile suda

¢oziildil.

e Kloroform/Metanol: 200 mL kloroform, 100 mL metanol alinarak son hacim

300 mL’ye tamamland.

e Butil asetat/butil alkol: 85 mL butil asetat, 15 mL butil alkol alinarak son hacim

100 mL’ye tamamlandi.
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Deney prosediirii:

44.7 uL serum veya doku homojenati lizerine 150 pL distile su katilarak 5 sn
vorteksle karistirildi. Buz {izerine birakilan bu karisimin iizerine 3 mL Kloroform-
Metanol (2:1 v/v) ilave edilerek 30 sn tekrar vorteks ile karistirildi sonra iizerine 50 puL
mL soguk distile su ilave edildi. Karisim oda sicakliginda 15 dk 2500 rpm’de santrifiij
edildi. Ustteki siipernatantin 1 mL’si temiz bir tiipe aktarilarak {izerine 50 uL
fosfotungistik asit (1 gr.mL™) eklendi ve 15 dakika 2500 rpm’de santrifiij edildi. Ustteki
siipernatant kismi uzaklastirilarak 1 mL distile suyla dipte kat1 partikiil kalmayincaya
kadar karistirildi. Ustiine rezorsinol ayiracindan 1mL ilave edildi. Tiipler karistirildiktan
sonra 15 dakika kaynar su banyosunda bekletilmesinin ardindan 10 dakika buz
banyosunda tutuldu. Sogumus olan tiiplere 2 mL butil asetat-butil alkol (85:15 v/v)
eklenerek oda sicakliginda tiipler vortekslendi. 2500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilen
tiiplerden siipernatant alinarak 580 nm’de spektrofotometrede absorbans degerleri

okundu (Tablo 3.5).

Tablo 3.5. Lipit Bagh Sialik Asit Deney Protokolii

ISLEM SIRASI |
Siipernatant 44.7 nL
Distile sa 150 nLL
S sanive vorteks
NANA 44.7 pL
Distile sa 44.7 pL
2:1 kloroform:-metanol 3 mL 3 mL 3 mL
Sogulk distile su 50 pnL 200 nL 200 nL
2500 rpm’'de 15 dakika santrijiif
Siipernatant 1 mL
Fosfotungstik asit 50 pn. S0 pL S0 pl.
2500 rpm'de 15 dakika santrijiif
Siipernatant kism uzaklastirihir
ImL distile su ile dipteki partikiil kanstinlarak kullambr.
Rezorsinol || 1 mL || 1 mL 1 mL
15 dakika kaynar su banyvosunda bekletilir
10 dakika buz banyvesunda tutulur
Biitil asetat/biitil allol ” 2 mL || Z mL || 2 mL

2500 rpm'de 5 dakika santrijif

k=580 nm
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Lipid bagh sialik asit diizeylerinin hesaplanmasi:

e Orneklerin konsantrasyonlarmi hesaplayabilmek i¢in NANA standard1 12.5, 25,
50, 75 ve 100 mg/100mL konsantrasyonlarinda hazirlandi.

e Standart tiiplerine 3 mL Kloroform-Metanol, 50 pL fosfotungistik asit 1mL
rezorsinol aywract ve 2 mL butil asetat-butil alkol eklendi ve farkl

konsantrasyonlardaki standartlardan 44.7 pL numaralandirilmis tiiplere eklendi.

e Kor ve Ornek tiiplerinde oldugu gibi islemlerden gecirildi ve 580 nm’de

absorbanslar1 okundu.

e Elde edilen absorbanslarla, konsantrasyon degerleri Microsoft Office Excel 2007

programi kullanilarak grafige gegirilerek standart grafigi elde edildi (Grafik 3.4).

e Serum ve doku Orneklerin konsantrasyonlari, standart grafigi kullanilarak

hesaplandi.

e Doku sialik diizeylerinin hesabi i¢in, ayn1 doku homojenatlarin total proteinleri

Olctildii ve 6rneklerin konsantrasyonlari total proteinlerine oranlandi.
e Doku LSA sonuglari, pgr/mg protein olarak verildi.

e Serum LSA sonuglari, mg/dL olarak verildi.
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Grafik 3.4. Lipid bagli sialik asit standart grafigi

85



3.2.6. DOKU NIiTRIiK OKSIT DUZEYLERININ OLCUMU
Olgiim prensibi:

Nitrik oksit direkt 6l¢limii zor oldugu icin biyolojik sivilarda NO’in stabil
oksidasyon tiriinleri olan nitrat (NO™) ve nitrit (NO™) diizeyleri in vivo ve in vitro NO

markiri olarak kullanilmaktadir. Calismamizda rat karaciger dokularindaki nitrit miktari

Cortas ve arkadaslarinin yontemine gore belirlenmistir (47).
Doku homojenatimin hazirlanmasi:

Karaciger dokular1 homojenizator kullanilarak 1/10 oraninda soguk 0.1 M Fosfat
tamponu (pH:7.4) ile homojenize edildi. Doku homojenatlar1 4000x g’de ve +4°C’de 20

dakika siire ile santrifiij edilerek slipernatantlar elde edildi.

Cozeltiler:

e Kadmiyum graniillerinin aktive edilmesi: Kadmiyum graniilleri 2,5-3 gr
agirhiginda tartildi. H,SOy4 igerisinde tutulan kadmiyum graniilleri distile su
icerisinde ii¢ defa yikandi. CuSO, igerisinde iki dakika bekletildikten sonra
glisin-NaOH tamponu ile ii¢ defa yikandi ve 10 dakika icerisinde kullanildu.

e 0.2 M H,S04: 2.8 mLderisik H,SO4 alinir ve iginde 250 mL distile su olan balon

jojeye karistirilarak aktarilir ve son hacim 500 mL’ ye tamamlanir.

e 0.2 mol/L Glisin-NaOH tamponu: 15 gr glisin 100 mL distile suda ¢oziildii. 0.1

M’lik NaOH soliisyonu ile glisinin pH’ s1 9.7’ye ayarlandi. Daha sonra ¢ozelti
1000 mL’ye tamamlandi. Bu tampon ¢6zelti +4-8°C’de buzdolabinda bir ay

saklanabilir.
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e 58 mM’ lik Siilfanilamid Cozeltisi: 3M HCl’den 66.2 mL alinip hacmi distile

suyla 250 mL’ye tamamlanip 2.5 gr siilfanilamid eklendi. Siilfanilamid sicak

HCl i¢inde iyice ¢oziildii. Bu ¢ozelti oda sicakliginda saklandi.

e 0.1 M’lik NaOH: 3.2 gr NaOH tartilip 40 mL suda ¢oziildii.

e 55 mM’lik NaOH: 1.1 gr NaOH alinip bir miktar distile su ile ¢oziiliip son

hacim 500 mL’ ye tamamlanur.

e 0.77 M’lik N-Naftiletilendiamin Cdzeltisi: 50 mg N-naftiletilendiamin tartild1 ve

250 mL distile suda ¢oziildii.

e 5 mM CuSO4 Cozeltisi: 6.24 gr CuSO4. SH,O bir miktar distile suda ¢oziiliip

son hacim 500 mL’ye tamamland:.

e 75 mM ZnSO4 Cozeltisi: 10.78 gr alinip ZnSO4. 7H,O alinip distile suda

¢oziildii ve son hacim 500mL’ye tamamlandi.

e 3 M HCI Coezeltisi: 123.176 mL HCI alinip son hacim distile suyla 500mL’ye

tamamlandi.

Standart Sodyum Nitrit (NaNO;) Cozeltisi: 5, 10, 20, 50, 100 pmol/L
konsantrasyonlarda NaNO, ¢o6zeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltiler kadmiyumsuz ortamda
direkt renklendirilerek standart egri elde edildi. 100 uM NaNO, ¢ozeltisi hazirlamak
icin 6.9 mg NaNO, tartildi, bir miktar distile su i¢cinde ¢dziilerek son hacim distile su ile
1 L’ye tamamlandi. Stok c¢ozelti seyreltilerek 5, 10, 20, 50, 100 pmol/L

konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler elde edildi.
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Deney prosediirii:

Deproteinizasyon islemi i¢in 0,5 mL siipernatant, 2 mL NaOH, 2,5 mL ZnSO4
ilave edilip 10 dakika beklenilir. 3500xg hizda 10 dakika santrifiij yapildi ve
siipernatant numune olarak kullanildi. Bakir kapli kadmiyum graniilleri lizerine 1mL
glisin tamponu eklendi. Uzerine 1 mL deproteinize numune konuldu. Uzerine 2 mL
distile su ilave edildi. Oda 1sisinda 90 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda 2 mL
alinip iizerine 2,5 mL distile su, 1 mL siilfanilamid ve 1 mL N-naftiletilendiamin ilave
edildi. Oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildikten sonra 545 nm’de kore karsi okundu
(Tablo 3.6).

Tablo 3.6. Nitrik Oksit Deney Protokolii

ISLEM SIRASI DENEY KOR ‘ STANDART

Siipernatant 0.5 mL
NaOH 2mL 2mL 2mL
ZnS0, 2.5mL 2.5mL 2.5mL
3500 g'de 10 dakika santrifiij
Siipernatant I mL
Distile su ImlL 2mL 2mL
Glisin tamponu 1mL 1mL 1 mL
Kadmiyum graniilleri Eklenir Eklenir Eklenmez
90 dakika inkiibasyon
Siipernatant 2 mL
Siilfanilamid 1mL 1mL 1mL
N-naftiletilendiamin TmL 1mL 1mL
Distile su 25mL 25mL 2.5mL
60 dakika inkiibasyon
A = 545 nm
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Doku nitrik oksit diizeylerinin hesaplanmasi:

e Orneklerin konsantrasyonlarin1 hesaplayabilmek icin NaNO, standart ¢ozeltisi
seyreltilerek 5, 10, 20, 40, 80, 100 umol/L. konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler

hazirland:.

e Standart tiiplerine 2 mL NaOH, 2.5 mL ZnSO,, 1 mL glisin tamponu eklendi.
Kadmiyumsuz ortamda 1 mL siilfanilamid ve 1 mL N-naftiletilendiamin ve

farkli konsantrasyonlardaki standartlardan numaralandirilmis tiiplere eklendi.

e Kor ve Ornek tiiplerinde oldugu gibi islemlerden gecirildi ve 545 nm’de

absorbanslar1 okundu.

e Elde edilen absorbanslarla, konsantrasyon degerleri Microsoft Office Excel 2007

programi kullanilarak grafige gegirilerek standart grafigi elde edildi (Grafik 3.5).
e Doku orneklerin konsantrasyonlari, standart grafigi kullanilarak hesaplandi.

e Doku nitrik oksit diizeylerinin hesab1 i¢in, ayn1 doku homojenatlarin total

proteinleri 6l¢iildii ve 6rneklerin konsantrasyonlari total proteinlerine oranlandi.

e Doku NO sonuglari, pmol/mg protein olarak verildi.
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Grafik 3.5. Nitrik oksit standart grafigi
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3.2.7. SERUM SERULOPLAZMIN OKSIDAZ AKTIiVITE OLCUMU
Olgiim prensibi:

Optimum pH ve 1s1 kosullarinda hazirlanan o-dianizidin dihidroklorid ile inkiibe
edilen orneklerin olusturdugu renkli iirliniin absorbansinin spektrometrede 540 nm’de
Ol¢iilmesi prensine dayanan Schosinsky ve arkadaglarmimn (181) tanimladigr yonteme
gore Olciildii.

Cozeltiler:

e Substrat Cozeltisi (7,88mol/L): 2,47 gr o-dianizidin dihidroklorid, 1000 mL

distile suda ¢oziildii.

e Asetat Tamponu (0.1 M, pH 5.0): 13,608 gr sodyum asetat ve 2,6 mL glasiyel

asetik asit bir miktar distile suda ¢6ziildii. Son hacim distile suyla 1000 mL’ye

tamamlandi.

o Siilfiirik asit ¢ozeltisi (9mol/L): 256,102 mL siilfirik asit son hacim 500 mL

olacak sekilde distile suyla tamamlanir.

Deney prosediirii:

Seruloplazmin oksidaz enzim aktivitesi tayini i¢in iki deney diizenegi kuruldu.
Birinci diizenege; numaralandirilmis deney tiipleri, ikinci diizenege ise kor tiipleri
konuldu. Tiim deney ve kor tiiplerine 750 pL asetat tamponu ve 50 pL serum ilave
edilerek tiipler iyice karistirildi. Iyice karistirilan tiipler kapaklari kapatilarak 30°C’deki
su banyosunda 5 dakika inkiibasyona birakildilar. Inkiibasyon sonrasinda tiim tiiplere
sira ile 200 pL substrat ¢ozeltisi olan o-dianizidin dihidroklorid ¢ozeltisinden eklendi.
Substrat eklenmesinden 5 dakika sonra deney tiipleri su banyosundan alind1 ve 2 mL

sulfurik asit eklendi.
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Kor tiiplerine ise substrat eklenmesinden 15 dakika sonra su banyosundan almarak 2
mL silfiirik asit eklendi ve tiipler iyice karistirildi. Deney ve kor tiiplerindeki
karisimlarin absorbanslar1 spektrofotometrede distile suya karsi 540 nm’de olgildii

(Tablo 3.7)

Tablo 3.7. Seruloplazmin Oksidaz Deney Protokolii

ISLEM SIRASI

Serum 50 pL 50 pL

Tampon c¢ozelti 750 pLL 750 pL

5 dakika 30°C'de su banyvosunda inkiibasyvon

o-dianizidin 200 uL 200 uL
Siilfiirik asit 2 mL 2 mL
Tiim tiipler vortekslenir
% =540 nm

Serum seruloplazmin oksidaz aktivitesinin hesaplanmasi:

e Gergek seruloplazmin oksidaz absorbansi i¢in, tiim deney tiiplerinin

absorbansindan, kendi kor absorbansi ¢ikarilarak net absorbans elde edildi.

e Seruloplazmin oksidaz enzim aktivitesini hesaplamak icin Schosinsky ve

arkadaslarinin (121) gelistirdigi formiil kullanildi.
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Seruloplazmin oksidaz aktivitesi = (Al15-A5) X 6.25X 100
(U/L)

A15: 15 dakika inkiibasyona birakilan drnek absorbansi
AS: 5 dakika inkiibasyona birakilan 6rnek absorbansi

e Serum seruloplazmin oksidaz sonuclar1 U/L olarak verildi.

3.2.8. DOKU GLUTATYON DUZEYLERININ OLCUMU
Olciim pensibi:

Doku glutatyon 6l¢iimii, hafif alkali ortamda 5,5’-ditiyobis-2-nitrobenzoik asidin
(DTNB, Elman reaktifi), dokudaki alifatik tiyol bilesikleriyle reaksiyonu sonucu her
molekiil tiyol basma olusan, p-nitrofenol anyonunun miktarinin spektrofotometrik
olarak 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir (73).

Doku homojenatimin hazirlanmasi:

Derin dondurucudan g¢ikarilan karaciger dokular1 homojenizator kullanilarak
1/10 oraninda soguk 0.1 M Fosfat tamponu (pH: 7.4) ile homojenize edildi. Doku
homojenatlar1 4000x g’de ve 4°C’de 20 dakika siire ile santrifiij edilerek siipernatantlar
elde edildi.

Cozeltiler:

e (Coktirme cozeltisi: 1,67 gr metafosforik asit, 0,2 gr EDTA, 30 gr NaCl bir

miktar distile su i¢inde ¢dziilerek son hacim distile suyla 100 mL’ye tamamlanir.
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e % 1’lik sodyum sitrat ¢ozeltisi: 1 gr sodyum sitrat distile suda ¢oziilerek 100

mL’ye tamamlanir. Bu ¢ozelti belirtme reaktifi hazirlanirken kullanilir.

e Belirtme reaktifi: 40 mg 5,5’-ditiyobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB) % 1’°lik

sodyum sitrat ¢oOzeltisinde c¢oziilerek, yine ayni ¢ozelti ile 100 mL’ye

tamamlanir.

e Sekonder sodyum fosfat: 0.3 M Na,HPO4 ¢6zeltisi hazirlanir.

e Glutatyon standart ¢ozeltisi: 100 mg/100mL olarak hazirlanan glutatyon stok

cozeltisinden farkli konsantrasyonlarda standartlar hazirland.

Deney prosediirii:

Deney tiiplerine 0.5 mL siipernatant ilave edildi. Uzerine 0.75 mL ¢oktiirme
cozeltisinden ilave edilip, iyice karistirildiktan sonra 4000 rpm’de 15 dakika santrifiij
edilir. Siipernatan ayrilir, ¢okelti atilir. Tiiplere alinan 0,5 mL siipernatant lizerine 2 mL
fosfat soliisyonu ve 1,5 mL DTNB eklenerek tiipler vortekste iyice karistirildiktan sonra
oda 1sisinda 5 dakika bekletilir. Ornek absorbanslar1 412 nm dalga boyunda okunarak
kaydedildi (Tablo 3.8).

Tablo 3.8. Glutatyon Deney Protokolii

0.5 mL siipernatant + 0,75 mL ciktiirme cozeltisi

Doku homojenatlar:1 4000 rpm de 15 dakika santrifiij

Siipernatant 0,5mL
Distile su 0,5mL
Standart glutatyon cizeltisi 0,5mL
Sekonder sodyum fosfat 2mL 2 mL 2mL
DINE 3,5 —dmyob;ss—if—mtrobenzoﬂ{ 1,5mL 1,5mL 15mlL

Vorteksledikten sonra oda 1sisinda 5 dakika bekletilir.

A=412nm
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Doku GSH diizeylerinin hesaplanmasi:

e Orneklerin konsantrasyonlarin1 hesaplayabilmek i¢in glutatyon standard1 12.5,

25, 50, 75 ve 100 mg/100mL konsantrasyonlarmda hazirlandi.

e Standart tiiplerine 2 mL sekonder sodyum fosfat, 1,5 mL DTNB ve farkl

konsantrasyonlardaki standartlardan 0,5 mL numaralandirilmis tiiplere eklendi.

e Kor ve Ornek tiiplerinde oldugu gibi islemlerden gecirildi ve 412 nm’de

absorbanslar1 okundu.

e Elde edilen absorbanslarla, konsantrasyon degerleri Microsoft Office Excel 2007

programi kullanilarak grafige gegirilerek standart grafigi elde edildi (Grafik 3.6).
e Orneklerin konsantrasyonlar, standart grafigi kullanilarak hesaplandi.

e Ayni homojenatlarin total proteinleri 6l¢iildii ve Orneklerin konsantrasyonlari

total proteinlerine oranlandi.

e Doku glutatyon diizeyleri pmol/mg protein olarak verildi.

0,35
0,3

R* = 0,9966

0,25
0,2
0,15

Absorbans

0,1

0,05

0 20 40 60 80 100 120
Konsantrasyon (mg/100 mL)

Grafik 3.6. Glutatyon standart grafigi
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3.2.9. DOKU MALONDIALDEHIT DUZEYLERININ OLCUMU

Olgiim prensibi:

Yontem, lipid peroksidasyonu son iiriinlerinden olan malondialdehit (MDA)’ nin

tiyobarbitiirik asit (TBA) ile verdigi renk reaksiyonuna dayanmaktadir (148).

Doku homojenatinin hazirlanmasi:

Dokular -80°C’lik derin dondurucudan ¢ikarildi ve her biri tartildi. Ornek sayis
kadar alinan ve numaralandirilan tiiplere konuldu. Tiplere 1 gr doku i¢in 9 mL hacimde
olacak sekilde 0,15 N KCI soliisyonundan eklenerek oOrnekler homojenize edildi.
Homojenatlar, +4°C’de 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatantlar alind1 ve

Olciim i¢in kullanild1

Cozeltiler:

%38.1’lik sodyum dodesil siilfat (SDS): 8,1 gr SDS tartilip, bir miktar distile suda

eritildi ve son hacim 100 mL’ye tamamlandi.

e %20’lik Asetat Tamponu (pH:3.5): 20 ml asetik asit alindi ve 100 mL’ye

tamamlandi. NaOH ile pH, 3,5’e ayarland:.

o %0.8’lik TBA: 0,8 gr TBA tartilip, bir miktar distile suda eritildi ve son hacim

100 mL’ye tamamlandi.

e N-butanol/pyridine karisimi: 15/1 hacimleri karistirilarak kullanilmadan hemen

Once hazirland..
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Deney protokolii:

Kapakl tiipler alinarak kor, standart ve 6rnek tiipleri hazirlandi. Kor tiipiine, 0,2
mL SDS, 1,5 mL asetat tamponu, 1,5 mL TBA ve 0,4 mL distile su; 6rnek tiiplerine 0,4
mL siipernatant, 0,2 mL SDS, 1,5 mL asetat tamponu ve 1,5 mL TBA eklendi. Tiipler
95°C’de 60 dakika inkiibasyona birakildi ve siire sonunda musluk suyu altinda
sogutuldu. Sogutulmus tiiplere n-butanol/pyridine karistmmdan 5’er mL eklenerek
vortekslendi. 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Ustteki siipernatant alinarak dlgiim
icin kullanildi. Orneklerin absorbanslar1 532 nm’de kore kars1 okundu (Tablo 3.9).

Tablo 3.9. Malondialdehit Deney Protokoli

Doku homojenatlar: 4000 rpm de 15 dakika santrifiij

Siipernatant 0,4 mL

Distile su 0,4 mL
Standart 04 mL
SDS 0,2 mL 0,2 mL 0,2 mL
Asetat tamponu 15mL 1,5 mL 1,5mL
TBA 1,5mL 1,5mL 1,5mL

60 dakika kaynar su banyosu

N-Bitanol/piridin 5 mL 5 mL 5 mL

4000 rpm de 10 dakika santrifiij

|  A=532nmm |

Doku MDA diizeylerinin hesaplanmasi:
e Orneklerin konsantrasyonlarini hesaplayabilmek igin lipid peroksit standardi

(1.1.3.3.tetractoksipropan) 10, 20, 40, 60, 80, 100 nmol/mL konsantrasyonlarda

hazirlandi.
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Standart tiiplerine 0,2 mL SDS, 1,5 mL asetat tamponu ve 1,5 mL TBA konuldu
ve farkli konsantrasyonlardaki standarttan 0,4 mL numaralandirilmis tiiplere

eklendi.

Kor ve ornek tiiplerinde oldugu gibi islemlerden gegirildi ve 532 nm’de

absorbanslar1 okundu.

Elde edilen absorbanslarla, konsantrasyon degerleri Microsoft Office Excel 2007

programi kullanilarak grafige gegirilerek standart grafigi elde edildi (Grafik 3.7).
Orneklerin konsantrasyonlari, standart grafigi kullanilarak hesaplandi.

Ayn1 homojenatlarin total proteinleri dlgiildii ve Orneklerin konsantrasyonlari

total proteinlerine oranlandi.

Doku MDA sonuglar1 nmol/mg protein olarak verildi.

Absorbans

0 20 40 60 80 100

Konsantrasyon (nmol/mL)

Grafik 3.7. Malondialdehit standart grafigi
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3.2.10. KARACIGER DOKUSU PROTEIN OLCUMU

Olgiim Prensibi:

Olgiim, Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasmin farkli konsantrasyonlardaki
protein ¢ozeltilerinde degisik siddette mavi renk ortaya koymasina dayanan Bradford

yontemine gore yapildi (26).

Doku homojenatimin hazirlanmasi:

Arginaz, ornitin, NO, TSA, LSA, GSH ve MDA d4lgiimlerinde kullanilan
homojenatlar kullanildi ve Ol¢limlerin yapildig1 fraksiyonlarda protein degerleri

belirlendi.

Cozeltiler:

e Belirteg: 25 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 tartildi. 12.5 mL 9%95°1lik
etanolde ¢ozdiirtliip lizerine 25 mL %85°1lik H3PO4 eklendi. Son hacim distile su
ile 250 mL’ye tamamlandi. Bu derisik ¢ozeltidir. Kullanilacagi zaman 5 kat

sulandirildi. Whatman no 1 filtreden gegirildikten sonra kullanildi.

Deney protokolii:

e Kor, Ornek ve standart tiipleri hazirlandi.

e Kor tiipiine 0,1 mL distile su ve 5 mL belirte¢ eklendi. Ornek tiiplerine 0,1 mL
homojenat ve 5 mL belirte¢ eklendi.

e Tipler vortekslendikten sonra 5 dakika beklendi ve 595 nm’de absorbanslari

kore kars1 okundu.
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Sonucun hesaplanmasi:

e Ornek konsantrasyonlarmin hesaplanabilmesi igin protein standardi olarak
bovine serum albumin (BSA) 0,1, 0,2, 04, 0,6, 0,8 ve 1,2 mg/mL

konsantrasyonlarda hazirlandi.

e Belirtegten 5 mL ve farkli konsantrasyonlardaki standarttan 0,1 mL

numaralandirilmig standart tiiplerine eklendi.

e Vortekslenen tiipler 5 dakika bekledikten sonra 595 nm’de absorbanslari

okundu.

e Elde edilen absorbanslarla, konsantrasyon degerleri Microsoft Office Excel 2007

programi kullanilarak grafige gecirilerek standart grafigi elde edildi (Grafik 3.8).

e Orneklerin konsantrasyonlar, standart grafigi kullanilarak hesaplandi.

Absorbans

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4

Konsantrasyon (mg/mL)

Grafik 3.8. Protein (BSA) standart grafigi
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3.2.11. KARACIGER DOKUSU HIiSTOLOJIK PREPERATLARIN
HAZIRLANMASI

Kontrol, BB, CS, APAP, APAP+BB, APAP+CS ve APAP+BB+CS gruplarini
olusturan tiim si¢anlardan karaciger dokusu Ornekleri alindi. Siganlarin karaciger
ornekleri, 151k mikroskobik diizeyde histolojik incelemelerinin yapilabilmesi i¢in
%10’luk formalin fiksatifi icine alinarak 48 saat siire ile fiksasyonlar1 saglandu.
Fiksasyonlar1 saglanan oOrnekler fiksatifin ¢6kmesini engellemek amaciyla 3-4 saat
cesme suyunda yikandi. Cesme suyuyla yikanan doku pargalar1 daha sonra sirasiyla
kademeli olarak %70’lik, %80’lik, %90°lik ve %96’lik alkol serilerinde 45’er dakika
bekletilerek dehidratasyonlar1 saglandi. Dehidratasyonlarinin ardindan o6rnekler
seffaflandirilmak iizere 2 kez 20’ser dakika ksilolde bekletildi. Karaciger ornekleri
seffaflanmalarinin ardindan etiiv icinde 65°C’de eritilmis parafinlere alinarak 60 dakika

stireyle ti¢ ayr1 parafinde bekletildi.

Parafinize edilen dokular ayr1 ayr1 parafin iceren kasetlere gomiilerek bloklandi
ve kesit alinmaya hazir duruma getirildi. Parafin bloklardan kesitlerin almmasida
kullanilacak mikrotom bicagi buzdolabinda sogutularak, mikrotom aracilii ile her bir
ornekten 5’er mikrometre kalinhiginda doku kesitleri alindi. Kesitlerin 45°C’de su
banyosunda acilmalar1 saglanarak temiz lamlar {izerine alinmasimdan sonra etiiv i¢inde
1 saat siire ile bekletilmeleri saglandi. Preparatlar 1’er saat siire ile iki ayr1 ksilolde
tutulup deparafinizasyonlar1 saglandiktan sonra boyama asamasina gecildi. Kesitlerin
boyanmasinda Hematoksilen-Eosin ikili boyasi kullanildi. Deparafinizasyonu yapilmis
olan doku kesitleri 5’er dakika siireyle %96, %90, %80, %70’lik alkollerde ve distile
suda bekletildi. Kesitler Hematoksilen ile 2 dakika ve Eosin ile 10 dakika boyandi.
Cesme suyu ile fazla boyasi alinan kesitler hizla alkol serilerinden gegcirilip
dehidratasyonlar1 saglandi ve dokular iki ayri1 ksilolde 30’ar dakika tutularak
seffaflastirildi. Seffaflanan dokular daha sonra entellan ile kapatilarak 151k mikroskobik
diizeyde Olympus BH-2 mikroskop ile degerlendirmeleri yapildi ve karaciger
orneklerini igeren tiim preperatlarin Olympus DP-70 digital kamera ile fotograflari

cekildi.
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Bulgularin degerlendirilmesinde yogun hiicresel dejenerasyon, siniizoidal
dilatasyon, vaskiiler konjesyon ve hiicresel inflamasyona gore skorlama yapilmistir.
Karaciger dokularinda olusan yapisal degisiklikler Abdel-Wahhab ve arkadaslarmin (2)

yapmis olduklar1 skorlamaya gore degerlendirildi.

Skorlamada:

e (-) skor (0, negatif skor): hicbir yapisal degisikligin olmamasi, hasar yok
e (+) skor (1 pozitif skor): hafif derecede hasar
e (++) skor (2 pozitif skor): orta derecede hasar

e (+++) skor (3 pozitif skor): ciddi derecede yapisal hasar olarak belirtildi.

3.3. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Verilerin istatistiksel degerlendirilmesinde SPSS (Statistical Package for Social
Sciences) for Windows 20.0 paket programi kullanildi. Gruplar arasinda klinik ve
metabolik degisken Olglimleri agisindan fark olup olmadigini analiz etmek i¢in oncelikle
dagilimlarin normal dagilima uygunluklar1 analiz edildi. Parametrik verilerin normal
dagilip dagilmadigi Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk testleri kullanilarak
degerlendirildi. Normal dagilim gosteren verilerin karsilastirilmalart Tek Yonli
Varyans Analiz (Oneway ANOVA) testi ve gruplarin ¢oklu karsilastirilmalarinda
TUKEY HSD testi ve Student Newman Keuls testi kullanilmistir. Veriler,
ortalamatstandart sapma (SD, standard deviation) olarak verildi. Normal dagilim
gostermeyen verilerin karsilastirilmalarinda Kruskal-Wallis testi ve gruplarin coklu
karsilastirilmalarinda TUKEY HSD testi ve Student Newman Keuls testi kullanilmistir.
Veriler ortanca deger, 25’inci ve 75’inci yiizdelik degerler olarak ifade edilmistir.
Degiskenler arasindaki iliskiyi gosterebilmek icin normalite testleri sonucuna gore
Pearson ve Spearman korelasyon testlerinden yararlanildi. p<0,05 istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda elde ettigimiz bulgularmn istatistiki anlamliliklar1 belirtilmis ve

gruplara ait veriler hem tablo hem de grafik halinde verilmistir.

4.1. RAT AGIRLIK BULGULARI

Calisma gruplarinin, calisma basinda ve sonundaki rat agirliklar1 Tablo 4.1 de
verilmistir. Calisma basinda, gruplar arasinda agirlik bakimindan istatistiksel olarak fark

bulunmadi (p>0,05).

Tablo 4.1. Calisma basinda ve sonunda rat agirliklar

Gruplar N Cahsma basinda Cahsma sonunda
rat agirhklar rat agirhklar
Kontrol 9 221,22 £5,59 223,11 £2,40
BB 9 218,67 11,14 225,56 + 8,78
CS 9 222,78 7,50 196,00 £ 9,21
APAP 9 224,00 + 16,23 194,67 + 7,12
APAP+BB 9 218,67 + 9,43 206,11 + 6,53
APAP+CS 9 225,33 + 17,64 200,78 + 10,34
APAP+BB+CS 9 220,89 £ 11,67 213,00 + 11,12

Verilerin karsilastirilmalar1 Oneway ANOVA testi ve gruplarin ¢oklu karsilagtirilmalarinda TUKEY HSD
testi ve Student Newman Keuls testi kullanilmistir.

Istatistiksel sonuglar ortalama =+ standart sapma (SD) olarak verildi.
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Calisma sonunda rat agirliklar1 degerlendirildiginde APAP, CS ve APAP+CS
gruplarinda kontrol grubuna gore ileri derecede onemli (p<0,001), APAP+BB ve
APAP+BB+CS gruplarinda kontrol grubuna goére onemli (p<0,05) diizeyde azalma
gozlendi. BB grubunda ise kontrol grubuna gore istatistiksel olarak fark (p>0,05)

bulunmada.

Rat agrrliklar1 APAP grubuna gore degerlendirildiginde, APAP+BB+CS
grubunda ileri derecede onemli (p<0,001), APAP+BB grubunda 6nemli diizeyde
(p<0,05) artis bulundu. APAP+CS grubunda da istatistiksel olarak fark bulunmadi
(p>0,05). Calismamizda APAP, CS, APAP+BB ve APAP+CS gruplarinin rat
agirliklarinda BB grubuna gore ileri derecede onemli (p<0,001), APAP+BB+CS
grubunda da 6nemli diizeyde (p<0,05) azalma gozlendi. Caligma gruplarimizin rat
agirliklar1 CS grubuna gore degerlendirildiginde, APAP+BB+CS grubunda 6nemli
diizeyde (p<0,05) artig gozlendi. APAP, APAP+BB ve APAP+CS gruplarinin
agirliklarinda CS grubuna gore istatistiksel olarak fark bulunmadi (p>0,05). Tedavi
gruplarimiz olan APAP+BB, APAP+CS ve APAP+BB+CS kendi aralarinda
degerlendirildiginde istatistiksel olarak fark (p>0,05) bulunmamastir.

4.2. SERUM AST BULGULARI

Calisma gruplarimizin serum AST enzim aktivitelerinin istatistiksel olarak
degerlendirilmesi Tablo 4.2’ de verilmistir. Calisma gruplarimizin serum AST enzim
aktiviteleri istatistiksel olarak degerlendirildiginde APAP grubunda kontrol grubuna
gore ileri derecede Onemli (p<0,001), APAP+BB, APAP+CS ve APAP+BB+CS
gruplarinda ¢cok 6nemli (p<0,01) diizeyde artis bulundu. BB ve CS gruplarinda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak Onemli fark (p>0,05) bulunmadi. APAP+BB,
APAP+CS ve APAP+BB+CS gruplarinin serum AST enzim aktivitelerinde APAP

grubuna gore ileri derecede 6nemli (p<0,001) azalma bulundu.
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Tablo 4.2. Calisma gruplarinin serum AST enzim aktiviteleri

Gruplar N AST(U/L)

Median (%25 - %75)

Kontrol 9 28,00 (21,25 - 32,25)
BB 9 33,00 (22,50 - 37,25)
CS 9 29,00 (23,50 - 31,25)
APAP 9 198,00 (184,25 — 215,50)
APAP+BB 9 75,00 (70,50 - 83,75)
APAP+CS 9 87,00 (75,75 - 94,25)
APAP+BB+CS 9 114,00 (95,75 — 130,00)

Verilerin kargilagtirilmalarmda Kruskal-Wallis testi ve gruplarin ¢oklu karsilastiriimalarinda TUKEY
HSD testi ve Student Newman Keuls testi kullanilmistir.

Istatistiksel sonuclar median (%25-%75) olarak verildi.

Serum AST enzim aktiviteleri BB grubuna gore degerlendirildiginde APAP
grubunda ileri derecede 6nemli (p<0,001), APAP+BB, APAP+CS ve APAP+BB+CS
gruplarinda ise ¢ok Onemli (p<0,01) diizeyde artis gézlendi. CS grubunda ise BB
grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli fark (p>0,05) bulunmadi. Caligma gruplarimizi
CS grubuna gore degerlendirdigimizde serum AST aktivitelerinde APAP grubunda ileri
derecede onemli (p<0,001), APAP+BB, APAP+CS ve APAP+BB+CS gruplarinda ¢ok
onemli (p<0,01) diizeyde artis bulundu. Tedavi gruplarimiz kendi aralarinda
degerlendirildiginde, APAP+BB+CS grubunun serum AST aktivitelerinde APAP+BB
grubuna gore Onemli dizeyde (p<0,05) artis bulunmus, APAP+CS grubunda
istatistiksel olarak fark (p>0,05) bulunmamistir (Grafik 4.1).
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Grafik 4.1. Calisma gruplarmim serum AST enzim aktiviteleri

Kontrole gore : a; p<0,001, b; p<0,01, c; p>0,05.
APAP grubuna gére : d; p<0,001.
BB grubuna gore : e; p<0,001, f; p<0,01, g; p>0,05.
CS grubuna gore : h; p<0,001, j; p<0,01.

APAP+BB grubuna gore fark: k; p>0,05, 1; p<0,05.

4.3. SERUM ALT BULGULARI

Calisma gruplarimizin serum ALT enzim aktivitelerinin istatistiksel olarak
degerlendirilmesi Tablo 4.3’ de verilmistir. Calisma gruplarimizin serum ALT enzim
aktiviteleri istatistiksel olarak degerlendirildiginde APAP grubunda kontrol grubuna
gore ileri derecede onemli artis (p<0,001), APAP+BB, APAP+CS ve APAP+BB+CS
gruplarinda ¢ok 6nemli (p<0,01) diizeyde artis gbzlendi. BB ve CS gruplarinda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak Onemli fark (p>0,05) bulunmadi. APAP+BB,
APAP+CS ve APAP+BB+CS gruplarinin serum ALT enzim aktivitelerinde APAP

grubuna gore ileri derecede dnemli (p<0,001) azalma bulundu.
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Tablo 4.3. Calisma gruplarmin serum ALT enzim aktiviteleri

Gruplar N ALT(U/L)

Kontrol 9 28,89 £ 7,08

BB 9 35,00 + 6,57

CS 9 33,33 +7,29
APAP 9 174,33 + 15,77
APAP+BB 9 69,34 £ 13,79
APAP+CS 9 83,44 + 14,32
APAP+BB+CS 9 72,25 £ 15,66

Verilerin karsilagtiriimalart Oneway ANOVA testi ve gruplarin ¢oklu karsilastirilmalarinda TUKEY
HSD testi ve Student Newman Keuls testi kullanilmistir.

Istatistiksel sonuglar ortalama =+ standart sapma (SD) olarak verildi.

Serum ALT enzim aktiviteleri BB grubuna gore degerlendirildiginde APAP
grubunda ileri derecede 6nemli (p<0,001), APAP+BB, APAP+CS ve APAP+BB+CS
gruplarinda ise ¢ok onemli (p<0,01) diizeyde artis bulundu. CS grubunda ise BB
grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli fark (p>0,05) bulunmadi. Caligma gruplarimizi
CS grubuna gore degerlendirdigimizde serum ALT enzim aktivitelerinde APAP
grubunda ileri derecede 6nemli (p<0,001), APAP+BB, APAP+CS ve APAP+BB+CS
gruplarinda ¢ok 6nemli (p<0,01) diizeyde artis bulundu. Tedavi gruplarimiz kendi
aralarinda degerlendirildiginde APAP+CS ve APAP+BB+CS gruplarmin serum ALT
enzim aktivitelerinde APAP+BB grubuna gore istatistiksel olarak fark (p>0,05)
bulunmamaistir (Grafik 4.2).
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Grafik 4.2. Calisma gruplarmin serum ALT enzim aktiviteleri
Kontrole gore : a; p<0,001, b; p<0,01, c; p>0,05.

APAP grubuna gore : d; p<0,001.
BB grubuna gore : e; p<0,001, f; p<0,01, g; p>0,05.
CS grubuna gore : h; p<0,001, j; p<0,01.

APAP+BB grubuna gore : k; p>0,05.

4.4. SERUM ALP BULGULARI

Calisma gruplarimizin serum ALP enzim aktivitelerinin istatistiksel agidan
degerlendirilmesi Tablo 4.4’de verilmistir. Caligma gruplarimizin serum ALP enzim
aktiviteleri istatistiksel olarak degerlendirildiginde APAP grubunda kontrol grubuna
gore ileri derecede Onemli (p<0,001), APAP+BB, APAP+CS ve APAP+BB+CS
gruplarinda ¢ok 6nemli (p<0,01) diizeyde artis gbzlendi. BB ve CS gruplarinda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak Onemli fark (p>0,05) bulunmadi. APAP+BB,
APAP+CS ve APAP+BB+CS gruplarmin serum ALP aktivitelerinde APAP grubuna

gore ileri derecede dnemli (p<0,001) azalma bulundu.

107



Tablo 4.4. Calisma gruplarinin serum ALP enzim aktiviteleri

Gruplar N ALP(U/L)
Kontrol 9 157,78 + 35,61
BB 9 152,22 + 32,23
CS 9 156,00 + 11,03
APAP 9 480,67 £ 57,32
APAP+BB 9 232,44445,12
APAP+CS 9 254,00 + 34,27
APAP+BB+CS 9 236,10 + 26,35

Verilerin karsilastirilmalar1 Oneway ANOVA testi ve gruplarin ¢oklu karsilagtirilmalarinda TUKEY HSD
testi ve Student Newman Keuls testi kullanilmistir.

Istatistiksel sonuglar ortalama =+ standart sapma (SD) olarak verildi.

Serum ALP enzim aktiviteleri BB grubuna gore degerlendirildiginde APAP
grubunda ileri derecede 6nemli (p<0,001), APAP+BB, APAP+CS ve APAP+BB+CS
gruplarinda ise ¢ok onemli (p<0,01) diizeyde artis bulundu. CS grubunda ise BB
grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli fark (p>0,05) bulunmadi. Caligma gruplarimizi
CS grubuna gore degerlendirdigimizde serum ALP enzim aktivitelerinde APAP
grubunda ileri derecede 6nemli (p<0,001), APAP+BB, APAP+CS ve APAP+BB+CS
gruplarinda ¢ok 6nemli (p<0,01) diizeyde artis bulundu. Tedavi gruplarimiz kendi
aralarinda degerlendirildiginde APAP+CS ve APAP+BB+CS gruplarinin serum ALP
enzim aktivitelerinde APAP+BB grubuna gore istatistiksel olarak fark (p>0,05)
bulunmamaistir (Grafik 4.3).
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Grafik 4.3. Calisma gruplarmin serum ALP enzim aktiviteleri
Kontrole gore : a; p<0,001, b; p<0,01, c; p>0,05.

APAP grubuna gére : d; p<0,001.
BB grubuna goére : e; p<0,001, f; p<0,01, g; p>0,05.
CS grubuna gore : h; p<0,001, j; p<0,01.

APAP+BB grubuna gore : k; p>0,05.

4.5. SERUM LDH BULGULARI

Calisma gruplarimizin serum LDH enzim aktivitelerinin istatistiksel olarak
degerlendirilmesi Tablo 4.5’ de verilmistir. Calisma gruplarimizin serum LDH enzim
aktiviteleri  istatistiksel olarak  degerlendirildiginde = APAP, APAP+CS ve
APAP+BB+CS gruplarinda kontrol grubuna gore ileri derecede onemli (p<0,001),
APAP+BB grubunda ise ¢ok 6nemli (p<0,01) diizeyde artis oldu. BB ve CS gruplarinda
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli fark (p>0,05) bulunmadi. APAP+BB,
APAP+CS ve APAP+BB+CS gruplarinin serum LDH enzim aktivitelerinde APAP

grubuna gore ileri derecede dnemli (p<0,001) azalma bulundu.
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Tablo 4.5. Calisma gruplarmin serum LDH enzim aktiviteleri

Gruplar N LDH (U/L)

Median (%25 - %75)

Kontrol 9 363,00 (332,00 — 423,00)

BB 9 327,00 (265,50 — 358,25)

CS 9 368,00 (351,00 — 421,25)
APAP 9 2313,00 (1904,00 — 2875,25)

APAP+BB 9 929,00 (810,75 - 1005,25)
APAP+CS 9 1046,00 (908,75 - 1143,25)
APAP+BB+CS 9 1117,00 (1077,50 — 1246,00)

Verilerin kargilagtirilmalarmda Kruskal-Wallis testi ve gruplarin ¢oklu karsilastiriimalarinda TUKEY
HSD testi ve Student Newman Keuls testi kullanilmistir.

Istatistiksel sonuclar median (%25-%75) olarak verildi.

Serum LDH enzim aktiviteleri BB grubuna gore degerlendirildiginde APAP,
APAP+CS ve APAP+BB+CS gruplarinda ileri derecede 6nemli (p<0,001), APAP+BB
grubunda ise ¢ok onemli (p<0,01) diizeyde artis bulundu. CS grubunda ise BB grubuna
gore istatistiksel olarak Onemli fark (p>0,05) bulunmadi. Calisma gruplarimizi CS
grubuna gore degerlendirdigimizde LDH enzim aktivitelerinde APAP ve
APAP+BB+CS gruplarinda ileri derecede 6nemli (p<0,001), APAP+BB, APAP+CS
gruplarinda ¢ok Onemli diizeyde (p<0,01) artis bulundu. Tedavi gruplarimiz kendi
aralarinda degerlendirildiginde APAP+CS ve APAP+BB+CS gruplarmm LDH enzim
aktivitelerinde APAP+BB grubuna gore istatistiksel olarak fark (p>0,05) bulunmamistir
(Grafik 4.4).
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Grafik 4.4. Calisma gruplarmin serum LDH enzim aktiviteleri
Kontrole gore : a; p<0,001, b; p<0,01, c; p>0,05.

APAP grubuna gére : d; p<0,001.
BB grubuna gore : e; p<0,001, f; p<0,01, g; p>0,05.
CS grubuna gore : h; p<0,001, j; p<0,01.

APAP+BB grubuna gore : k; p>0,05.

4.6. DOKU ARGINAZ BULGULARI

Calisma gruplarimizin doku arginaz enzim aktivitelerinin istatistiksel olarak
degerlendirilmesi Tablo 4.6’da verilmistir. Caligma gruplarimizin doku arginaz enzim
aktivitelerini kontrol grubuna goére degerlendirdigimizde, @APAP grubunda ileri
derecede 6nemli (p<0,001), APAP+BB, APAP+CS ve APAP+BB+CS gruplarinda ¢ok
onemli diizeyde (p<0,01) artis bulunmustur. BB ve CS gruplarinin doku arginaz enzim

aktivitelerinde ise kontrol grubuna gore istatistiksel olarak fark (p>0,05) bulunmamustir.
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Tablo 4.6. Calisma gruplarmin doku arginaz enzim aktiviteleri

Gruplar N Arginaz (umol iire/mg protein/saat)
Kontrol 9 9,59 £4,96
BB 9 7,78 £2,27
CS 9 7,52 £ 3,63
APAP 9 45,42 + 10,64
APAP+BB 9 22,80 £4,23
APAP+CS 9 22,16 £ 6,02
APAP+BB+CS 9 18,77 +£ 6,62

Verilerin karsilastirilmalar1 Oneway ANOVA testi ve gruplarin ¢oklu karsilagtirilmalarinda TUKEY HSD
testi ve Student Newman Keuls testi kullanilmistir.

Istatistiksel sonuglar ortalama =+ standart sapma (SD) olarak verildi.

APAP+BB, APAP+CS ve APAP+BB+CS gruplarimin doku arginaz enzim
aktivitelerinde APAP grubuna gore ileri derecede 6nemli (p<0,001) azalma bulundu.
Arginaz enzim aktiviteleri BB grubuna gore degerlendirildiginde, APAP grubunda ileri
derecede onemli (p<0,001), APAP+BB, APAP+CS ve APAP+BB+CS gruplarinda ¢ok
onemli diizeyde (p<0,01) artis bulunmustur. Kontrol ve CS gruplarinda, BB grubuna
gore istatistiksel olarak fark (p>0,05) bulunmamistir. Calisma gruplarimizi CS grubuna
gore degerlendirdigimizde, APAP grubunda ileri derecede Onemli (p<0,001),
APAP+BB, APAP+CS ve APAP+BB+CS gruplarinda ¢cok 6nemli (p<0,01) diizeyde
artis  bulunmustur. Tedavi gruplarimizi kendi aralarinda degerlendirdigimizde
APAP+CS ve APAP+BB+CS gruplarinin arginaz enzim aktivitelerinde APAP+BB
grubuna gore istatistiksel olarak fark (p>0,05) bulunmamistir (Grafik 4.5).
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Grafik 4.5. Calisma gruplarmin doku arginaz enzim aktiviteleri

Kontrole gore : a; p<0,001, b; p<0,01, c; p>0,05.
APAP grubuna gore : d; p<0,001.
BB grubuna gore : e; p<0,001, f; p<0,01, g; p>0,05.
CS grubuna gore : h; p<0,001, j; p<0,01.

APAP+BB grubuna gére : k; p>0,05.

4.7. DOKU ORNITIN BULGULARI

Calisma  gruplarimizin  doku ornitin ~ diizeylerinin istatistiksel —olarak
degerlendirilmesi Tablo 4.7’ de verilmistir. Caligma gruplarimizin doku ornitin
diizeylerini kontrol grubuna gore degerlendirdigimizde APAP grubunda ileri derecede
onemli (p<0,001) artis bulunmustur. APAP+BB, APAP+CS, APAP+BB+CS, BB ve CS
gruplarinin doku ornitin diizeylerinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak fark
(p>0.05) bulunmamistir. APAP+BB, APAP+CS ve APAP+BB+CS gruplarinin ornitin

diizeylerinde APAP grubuna gore ileri derecede 6nemli (p<<0,001) azalma bulunmustur.
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Tablo 4.7. Calisma gruplarinin doku ornitin diizeyleri

Gruplar N Ornitin diizeyleri (wmol/mg protein)

Median (% 25-%75)

Kontrol 9 0,26 (0,25 - 0,31)
BB 9 0,30 (0,30 - 0,32)

CS 9 0,29 (0,28 - 0,31)
APAP 9 0,69 (0,56 - 0,78)
APAP+BB 9 0,33 (0,29 - 0,35)
APAP+CS 9 0,32 (0,30 - 0,33)
APAP+BB+CS 9 0,31 (0,28 - 0,35)

Verilerin kargilagtirilmalarmda Kruskal-Wallis testi ve gruplarin ¢oklu karsilastiriimalarinda TUKEY
HSD testi ve Student Newman Keuls testi kullanilmistir.

Istatistiksel sonuclar median (%25-%75) olarak verildi.

Ornitin diizeyleri BB grubuna gore degerlendirildiginde, APAP grubunda ileri
derecede Onemli (p<0,001) artis bulundu. APAP+BB, APAP+CS APAP+BB+CS,
kontrol ve CS gruplarinda, BB grubuna gore istatistiksel olarak fark (p>0,05)
bulunmamistir. Calisma gruplarimizi CS grubuna gore degerlendirdigimizde, APAP
grubunda ileri derecede 6nemli (p<0,001) artis bulunmus, APAP+BB, APAP+CS
APAP+BB+CS gruplarinda CS grubuna gore istatistiksel olarak fark bulunmamistir
(p>0,05). Tedavi gruplarimizi kendi aralarinda degerlendirdigimizde, APAP+CS ve
APAP+BB+CS gruplarmin doku ornitin diizeylerinde APAP+BB grubuna gore
istatistiksel olarak fark (p>0,05) bulunmamistir (Grafik 4.6).
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Grafik 4.6. Calisma gruplarmin doku ornitin diizeyleri

Kontrole gore : a; p<0,001, b; p>0,05.
APAP grubuna gére : c; p<0,001.
BB grubuna goére : d; p<0,001, e; p>0,05.
CS grubuna gore : f; p<0,001, g; p>0,05.

APAP+BB grubuna gore : h; p>0,05

4.8. DOKU NiTRIiK OKSIiT BULGULARI

Calisma  gruplarimizin  doku NO  diizeylerinin  istatistiksel — olarak
degerlendirilmesi Tablo 4.8’ de verilmistir. Calisma gruplarimizin doku NO diizeylerini
kontrol grubuna gore degerlendirdigimizde APAP, APAP+CS ve APAP+BB
gruplarinda ileri derecede 6nemli (p<0,001), BB, CS ve APAP+BB+CS gruplarinda
onemli (p<0,05) diizeyde azalma bulunmustur. APAP+BB ve APAP+CS gruplarinin
NO diizeylerinde APAP grubuna gore Onemli diizeyde (p<0,05), APAP+BB+CS

grubunun doku NO diizeylerinde ileri derecede dnemli (p<0.001) artis bulunmustur.
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Tablo 4.8. Calisma guplarinin doku NO diizeyleri

Gruplar N NO (pumol /mg protein)
Kontrol 9 60,08 = 7,05
BB 9 44,31 + 3,88
CS 9 42,33 + 4,80
APAP 9 17,95 + 3,26
APAP+BB 9 29,91 +2,89
APAP+CS 9 27,27 £ 4,57
APAP+BB+CS 9 38,04 + 6,02

Verilerin karsilastirilmalar1 Oneway ANOVA testi ve gruplarin ¢oklu karsilagtirilmalarinda TUKEY HSD
testi ve Student Newman Keuls testi kullanilmistir.

Istatistiksel sonuglar ortalama =+ standart sapma (SD) olarak verildi.

Doku NO diizeyleri BB grubuna gore degerlendirildiginde, APAP grubunda ileri
derecede Onemli (p<0,001), APAP+BB, APAP+CS gruplarinda 6nemli diizeyde
(p<0,05) azalma bulunmustur. CS ve APAP+BB+CS gruplarinda BB grubuna gore
istatistiksel olarak fark (p>0,05) bulunmamistir. Calisma gruplarimizi CS grubuna goére
degerlendirdigimizde, APAP grubunda ileri derecede 6nemli (p<0,001), APAP+BB,
APAP+CS gruplarinda 6nemli diizeyde (p<0,05) azalma bulunmustur. APAP+BB+CS
grubunun NO diizeylerinde CS grubuna gore istatistiksel olarak fark (p>0,05)
bulunmamaistir. Tedavi gruplarimizi kendi arasinda degerlendirdigimizde, APAP+CS ve
APAP+BB gruplarimin doku NO diizeylerinde APAP+BB+CS grubuna gore onemli
(p<0,05) diizeyde azalma bulunmustur (Grafik 4.7).
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Grafik 4.7. Calisma gruplarmin doku NO diizeyleri

Kontrole gore : a; p<0,001, b; p<0,05.
APAP grubuna gére : c; p<0,001, d; p<0,05.
BB grubuna gore : e; p<0,001, f; p<0,05, g; p>0,05.
CS grubuna gore : h; p<0,001, j; p<0,05, k; p>0,05.

APAP+BB+CS grubuna gére : [; p<0,05.

4.9. DOKU TOTAL SiALIK ASIT BULGULARI

Calisma  gruplarimizin  doku TSA  diizeylerinin  istatistiksel olarak
degerlendirilmesi Tablo 4.9 da verilmistir. Calisma gruplarimizin doku TSA
diizeylerini kontrol grubuna gore degerlendirdigimizde APAP grubunda ileri derecede
onemli (p<0,001), APAP+CS, APAP+BB ve APAP+BB+CS gruplarinda ¢ok 6nemli
derecede (p<0,01) artis bulunmustur. BB ve CS gruplarinin doku TSA diizeylerinde
kontrol grubuna gore istatistiksel fark (p>0,05) bulunmamistir. APAP+BB, APAP+CS
ve APAP+BB+CS gruplarmin TSA diizeylerinde APAP grubuna gore ileri derecede

(p<0,001) 6nemli azalma bulunmustur.
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Tablo 4.9. Calisma gruplarinin doku TSA diizeyleri

Gruplar N TSA (pg/mg protein)
Kontrol 9 8,18+ 1,61
BB 9 10,54 + 5,09
CS 9 8,51 +£2,19
APAP 9 31,21 £ 6,89
APAP+BB 9 18,77 £ 4,67
APAP+CS 9 19,76 +2,50
APAP+BB+CS 9 17,23 £ 3,02

Verilerin karsilastirilmalar1 Oneway ANOVA testi ve gruplarin ¢oklu karsilagtirilmalarinda TUKEY HSD
testi ve Student Newman Keuls testi kullanilmistir.

Istatistiksel sonuglar ortalama =+ standart sapma (SD) olarak verildi.

TSA diizeyleri BB grubuna gore degerlendirildiginde, APAP grubunda ileri
derecede onemli (p<0,001), APAP+BB, APAP+CS ve APAP+BB+CS gruplarinda ¢ok
onemli derecede (p<0,01) artig bulunmustur. Kontrol ve CS gruplarinda BB grubuna
gore istatistiksel olarak fark (p>0,05) bulunmamistir. Calisma gruplarimizi CS grubuna
gore degerlendirdigimizde, APAP grubunda ileri derecede Onemli (p<0,001),
APAP+BB, APAP+CS ve APAP+BB+CS gruplarinda ¢ok 6nemli derecede (p<0,01)
artis  bulunmustur. Tedavi gruplarimizi kendi aralarinda degerlendirdigimizde
APAP+CS ve APAP+BB gruplarinin TSA diizeylerinde APAP+BB+CS grubuna gore
istatistiksel olarak fark (p>0,05) bulunmamistir (Grafik 4.8).
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Grafik 4.8. Calisma gruplarmin doku TSA diizeyleri

Kontrole gore : a; p<0,001, b; p<0,01, c; p>0,05.
APAP grubuna gére : d; p<0,001.
BB grubuna goére : e; p<0,001, f; p<0,01, g; p>0,05.
CS grubuna gore : h; p<0,001, j; p<0,01.

APAP+BB+CS grubuna gore : k; p>0,05.

4.10. SERUM TOTAL SIALIK ASIiT BULGULARI

Calisma  gruplarimizin - serum TSA  diizeylerinin  istatistiksel olarak
degerlendirilmesi Tablo 4.10° da verilmistir. Calisma gruplarimizin serum TSA
diizeylerini kontrol grubuna gore degerlendirdigimizde APAP grubunda ileri derecede
onemli (p<0,001) artis bulunmus, BB, APAP+CS, APAP+BB ve APAP+BB+CS
gruplarinda istatistiksel olarak fark (p>0,05) bulunmamistir. CS grubunun serum TSA
diizeylerinde kontrol grubuna goére onemli diizeyde (p<0,05) azalma bulunmustur.
APAP+BB, APAP+CS ve APAP+BB+CS gruplarinin serum TSA diizeylerinde APAP

grubuna gore ileri derecede dnemli (p<0,001) azalma bulunmustur.
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Tablo 4.10. Calisma gruplarinin serum TSA diizeyleri

Gruplar N TSA (mg/dL)
Kontrol 9 39,11 £8,45
BB 9 35,85+ 12,14

CS 9 25,36 + 6,34
APAP 9 84,88 + 8,96
APAP+BB 9 44,65 + 8,72
APAP+CS 9 37,06 + 5,81
APAP+BB+CS 9 40,94 + 7,67

Verilerin karsilastirilmalar1 Oneway ANOVA testi ve gruplarin ¢oklu karsilagtirilmalarinda TUKEY HSD
testi ve Student Newman Keuls testi kullanilmistir.

Istatistiksel sonuglar ortalama =+ standart sapma (SD) olarak verildi.

Serum TSA diizeyleri BB grubuna gore degerlendirildiginde, APAP grubunda
ileri derecede oOnemli (p<0,001) artis bulundu. CS, APAP+BB, APAP+CS ve
APAP+BB+CS gruplarinin serum TSA diizeylerinde, BB grubuna gore istatistiksel
olarak fark (p>0,05) bulunmadi. Calisma gruplarimizi CS grubuna gore
degerlendirdigimizde, APAP grubunda ileri derecede 6nemli (p<0,001), APAP+BB,
APAP+CS ve APAP+BB+CS gruplarinda 6nemli derecede (p<0,05) artis bulundu.
Tedavi gruplarimizi kendi arasinda degerlendirdigimizde, APAP+CS ve APAP+BB
gruplarinin serum TSA diizeylerinde APAP+BB+CS grubuna gore istatistiksel olarak
fark (p>0,05) bulunmamistir (p>0,05) (Grafik 4.9).
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Grafik 4.9. Calisma gruplarmin serum TSA diizeyleri

Kontrole gore : a; p<0,001, b; p<0,05, c; p>0,05.
APAP grubuna gore : d; p<0,001.
BB grubuna gore : e; p<0,001, f; p>0,05.
CS grubuna gore : g; p<0,001, h; p<0,01.

APAP+BB grubuna gére : j; p>0,05.

4.11. DOKU LiPiD BAGLI SIALIK ASIiT BULGULARI

Calisma  gruplarimizin  doku LSA  diizeylerinin  istatistiksel olarak
degerlendirilmesi Tablo 4.11° de verilmistir. Calisma gruplarimizin doku LSA
diizeylerini kontrol grubuna gore degerlendirdigimizde APAP grubunda ileri derecede
onemli artig (p<0,001), BB, CS APAP+CS, APAP+BB ve APAP+BB+CS gruplarinda
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak fark (p>0,05) bulunmamistir. APAP+BB,
APAP+CS ve APAP+BB+CS gruplarmin doku LSA diizeylerinde APAP grubuna gore

ileri derecede 6nemli (p<0,001) azalma bulunmustur.
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Tablo 4.11. Calisma gruplarinin doku LSA diizeyleri

Gruplar N LSA (pg/mg protein)
Kontrol 9 6,28 £1,94
BB 9 5,16 £3,21
CS 9 4,51 +2,31
APAP 9 21,66 + 3,60
APAP+BB 9 10,60 + 3,92
APAP+CS 9 12,89 +4,20
APAP+BB+CS 9 9,78 £3,42

Verilerin karsilastirilmalar1 Oneway ANOVA testi ve gruplarin ¢oklu karsilagtirilmalarinda TUKEY HSD
testi ve Student Newman Keuls testi kullanilmistir.

Istatistiksel sonuglar ortalama =+ standart sapma (SD) olarak verildi.

Doku LSA diizeyleri BB grubuna gore degerlendirildiginde, APAP grubunda
ileri derecede Onemli (p<0,001) artig bulunmus, CS, APAP+BB, APAP+CS ve
APAP+BB+CS gruplarinda BB grubuna gore istatistiksel olarak fark (p>0,05)
bulunmamistir. Calisma gruplarimizi CS grubuna gore degerlendirdigimizde, APAP
grubunun doku LSA diizeylerinde ileri derecede 6nemli (p<<0,001), APAP+CS grubunda
onemli diizeyde (p<0,05) artis bulunmustur. APAP+BB ve APAP+BB+CS gruplarinin
doku LSA diizeylerinde CS grubuna gore istatistiksel olarak fark (p>0,05)
bulunmamistir. Tedavi gruplarimizi kendi aralarinda degerlendirdigimizde APAP+CS
ve APAP+BB gruplarmin doku LSA diizeylerinde APAP+BB+CS grubuna gore
istatistiksel olarak fark (p>0,05) bulunmamistir (Grafik 4.10).
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Grafik 4.10. Calisma gruplarinin doku LSA diizeyleri

Kontrole gore : a; p<0,001, b; p>0,05.
APAP grubuna gére : c; p<0,001.
BB grubuna goére : d; p<0,001, e; p>0,05.
CS grubuna gore : f; p<0,001, g; p<0,05, h; p>0,05.

APAP+BB grubuna gére : j; p>0,05.

4.12. SERUM LiPiD BAGLI SIALIK ASIiT BULGULARI

Calisma  gruplarimizin - serum LSA  diizeylerinin istatistiksel olarak
degerlendirilmesi Tablo 4.12° de verilmistir. Calisma gruplarimizin serum LSA
diizeylerini kontrol grubuna gore degerlendirdigimizde APAP grubunda ileri derecede
onemli (p<0,001) artig bulunmus, BB, CS, APAP+CS, APAP+BB ve APAP+BB+CS
gruplarinda istatistiksel olarak fark (p>0,05) bulunmamistir. APAP+BB, APAP+CS ve
APAP+BB+CS gruplarinin serum LSA diizeylerinde APAP grubuna gore ileri derecede

onemli (p<0,001) azalma bulunmustur.
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Tablo 4.12. Calisma gruplarinin serum LSA diizeyleri

Gruplar N LSA (mg/dL)
Kontrol 9 19,95 + 3,63
BB 9 18,63 £ 6,16

CS 9 16,20 £ 2,14
APAP 9 52,33 +3,69
APAP+BB 9 25,35 +4,31
APAP+CS 9 21,64 + 5,57
APAP+BB+CS 9 23,72 + 8,74

Verilerin karsilastirilmalar1 Oneway ANOVA testi ve gruplarin ¢oklu karsilagtirilmalarinda TUKEY HSD
testi ve Student Newman Keuls testi kullanilmistir.

Istatistiksel sonuglar ortalama =+ standart sapma (SD) olarak verildi.

Serum LSA diizeyleri BB grubuna gore degerlendirildiginde, APAP grubunda
ileri derecede Onemli (p<0,001) artig bulunmus, CS, APAP+BB, APAP+CS ve
APAP+BB+CS gruplarinin serum LSA diizeylerinde BB grubuna gore istatistiksel
olarak fark (p>0,05) bulunmamistir. Calisma gruplarimizi CS grubuna gore
degerlendirdigimizde, APAP grubunda ileri derecede 6nemli (p<0,001), APAP+BB
grubunda 6nemli diizeyde (p<0,05) artis bulunmustur. APAP+CS ve APAP+BB+CS
gruplarmin serum LSA diizeylerinde, CS grubuna gore istatistiksel olarak fark (p>0,05)
bulunmamistir. Tedavi gruplarimizi kendi aralarinda degerlendirdigimizde, APAP+CS
ve APAP+BB+CS gruplarmin serum LSA diizeylerinde APAP+BB grubuna gore
istatistiksel olarak fark (p>0,05) bulunmamistir (Grafik 4.11).
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Grafik 4.11. Calisma gruplarinin serum LSA diizeyleri

Kontrole gore : a; p<0,001, b; p>0,05.
APAP grubuna gére : c; p<0,001.
BB grubuna gére : d; p<0,001, e; p>0,05.
CS grubuna gore : f; p<0,001, g; p<0,05, h; p>0,05.

APAP+BB grubuna gére: j; p>0,05.

4.13. SERUM SERULOPLAZMIN OKSIiDAZ BULGULARI

Calisma gruplarimizin  serum seruloplazmin oksidaz enzim aktivitesinin
istatistiksel olarak degerlendirilmesi Tablo 4.13” de verilmistir. Caligma gruplarimizin
serum seruloplazmin  oksidaz enzim aktivitelerini kontrol grubuna gore
degerlendirdigimizde APAP grubunda ileri derecede oOnemli (p<0,001) azalma
bulunmus, BB, CS, APAP+CS, APAP+BB ve APAP+BB+CS gruplarinda istatistiksel
olarak fark (p>0,05) bulunmamistir. APAP+BB, APAP+CS ve APAP+BB+CS
gruplarinin serum seruloplazmin oksidaz enzim aktivitelerinde APAP grubuna gore ileri

derecede 6nemli (p<0,001) artig bulunmustur.
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Tablo 4.13. Calisma gruplarinin serum seruloplazmin oksidaz enzim aktiviteleri

Gruplar N Seruloplazmin oksidaz (U/L)
Kontrol 9 38,19 £ 7,61
BB 9 41,77 + 10,58
CS 9 33,45+11,73
APAP 9 20,04 + 8,70
APAP+BB 9 34,08 + 8,36
APAP+CS 9 40,50 + 12,55
APAP+BB+CS 9 43,45 +£ 10,94

Verilerin karsilastirilmalar1 Oneway ANOVA testi ve gruplarin ¢oklu karsilagtirilmalarinda TUKEY HSD
testi ve Student Newman Keuls testi kullanilmistir.

Istatistiksel sonuglar ortalama =+ standart sapma (SD) olarak verildi.

Serum seruloplazmin oksidaz enzim aktiviteleri BB grubuna gore
degerlendirildiginde APAP grubunda ileri derecede dnemli (p<0,001) azalma bulundu.
KOS, APAP+BB, APAP+CS ve APAP+BB+CS gruplarinin serum seruloplazmin
oksidaz enzim aktivitelerinde BB grubuna gore istatistiksel olarak fark (p>0,05)
bulunmadi. Caligma gruplarimizi CS grubuna gore degerlendirdigimizde APAP
grubunda ileri derecede 6nemli (p<0,001) azalma bulunmus, APAP+BB, APAP+CS ve
APAP+BB+CS gruplarmin serum seruloplazmin oksidaz enzim aktivitelerinde CS
grubuna gore istatistiksel olarak fark (p>0,05) bulunmamistir. Tedavi gruplarimizi
kendi aralarinda degerlendirdigimizde APAP+CS ve APAP+BB+CS gruplarinin
seruloplazmin oksidaz enzim aktivitelerinde APAP+BB grubuna gore istatistiksel

olarak fark (p>0,05) bulunmadi (Grafik 4.12).
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Grafik 4.12. Calisma gruplarinin serum seruloplazmin oksidaz enzim aktiviteleri

Kontrole gore : a; p<0,001, b; p>0,05.
APAP grubuna gore : c; p<0,001.
BB grubuna goére : d; p<0,001, e; p>0,05.
CS grubuna gore : f; p<0,001, g; p>0,05.

APAP+BB grubuna gére : h; p>0,05.

4.14. DOKU GLUTATYON BULGULARI

Calisma  gruplarimizin - doku GSH  degerlerinin  istatistiksel — olarak
degerlendirilmesi Tablo 4.14° de verilmistir. Calisma gruplarimizin doku GSH
diizeylerini kontrol grubuna gore degerlendirdigimizde APAP grubunda ileri derecede
onemli (p<0,001) azalma bulunmus, BB, CS, APAP+CS, APAP+BB ve APAP+BB+CS
gruplarinin GSH diizeylerinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak fark (p>0,05)
bulunmamistir. APAP+BB, APAP+CS ve APAP+BB+CS gruplarmin GSH

diizeylerinde APAP grubuna gore ileri derecede 6nemli (p<0,001) artig bulunmustur.
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Tablo 4.14. Calisma gruplarinin doku GSH diizeyleri

Gruplar N GSH (umol/mg protein)

Median (% 25-%75)

Kontrol 9 4,93 (3,47 - 5,85)
BB 9 5,32 (4,27 - 6,23)

CS 9 4,50 (3,26 - 5,04)
APAP 9 1,34 (0,88 - 1,60)
APAP+BB 9 3,12 (2,84 - 3,88)
APAP+CS 9 2,93 (2,49 - 3,13)
APAP+BB+CS 9 3,81 (3,76 - 4,21)

Verilerin kargilagtirilmalarmda Kruskal-Wallis testi ve gruplarin ¢oklu karsilastiriimalarinda TUKEY
HSD testi ve Student Newman Keuls testi kullanilmistir.

Istatistiksel sonuglar median (%25-%75) olarak verildi.

GSH diizeyleri BB grubuna gore degerlendirildiginde, APAP grubunda ileri
derecede onemli (p<0,001), APAP+CS grubunun GSH diizeyleri BB grubuna gore
onemli diizeyde (p<0,05) azalma go6zlendi. CS, APAP+BB ve APAP+BB+CS
gruplarmin GSH diizeyleri BB grubuna gore degerlendirildiginde istatistiksel fark
(p>0,05) bulunmadi. Calisma gruplarimizi CS grubuna gore degerlendirdigimizde
APAP grubunda ileri derecede oOnemli (p<0,001) azalma bulunmus, APAP+BB,
APAP+CS ve APAP+BB+CS gruplarinda istatistiksel olarak fark (p>0,05)
bulunmamistir. Tedavi gruplarimizi kendi aralarinda degerlendirdigimizde APAP+BB
ve APAP+CS gruplarinin GSH diizeylerinde APAP+BB+CS grubuna gore istatistiksel
olarak fark (p>0,05) bulunmadi (Grafik 4.13).
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Grafik 4.13. Calisma gruplarinin doku GSH diizeyleri

Kontrole gore : a; p<0,001, b; p>0,05.
APAP grubuna gére : c¢; p<0,001.
BB grubuna goére : d; p<0,001, e; p<0,05, f; p>0,05.
CS grubuna gore : g; p<0,001, h; p>0,05.

APAP+BB+CS grubuna gore : j; p>0,05.

4.15. DOKU MDA BULGULARI

Calisma  gruplarimizin  doku MDA  diizeylerinin  istatistiksel olarak
degerlendirilmesi Tablo 4.15 de verilmistir. Calisma gruplarimizin doku MDA
diizeylerini kontrol grubuna gore degerlendirdigimizde APAP grubunda ileri derecede
onemli (p<0,001), APAP+CS, APAP+BB ve APAP+BB+CS gruplarinda ¢ok onemli
diizeyde (p<0,01) artis bulundu. BB ve CS gruplarinin MDA diizeylerinde kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak fark (p>0,05) bulunmada.
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Tablo 4.15. Calisma gruplarinin doku MDA diizeyleri

Gruplar N MDA (nmol/mg protein)
Kontrol 9 7,73 £ 3,58
BB 9 6,54 £ 2,45
CS 9 8,62 +3,11
APAP 9 36,55 +4,71
APAP+BB 9 18,32 £ 6,40
APAP+CS 9 19,98 +£2.,45
APAP+BB+CS 9 19,51 + 4,44

Verilerin karsilastirilmalar1 Oneway ANOVA testi ve gruplarin ¢oklu karsilagtirilmalarinda TUKEY HSD
testi ve Student Newman Keuls testi kullanilmistir.

Istatistiksel sonuglar ortalama =+ standart sapma (SD) olarak verildi.

APAP+BB, APAP+CS ve APAP+BB+CS gruplarmin MDA diizeylerinde
APAP grubuna gore ileri derecede onemli (p<0,001) azalma bulundu. Doku MDA
diizeyleri BB grubuna gore degerlendirildiginde APAP grubunda ileri derecede 6nemli
(p<0,001), APAP+BB, APAP+CS ve APAP+BB+CS gruplarinda ¢ok onemli diizeyde
(p<0,01) artis bulundu. CS grubunun MDA diizeylerinde BB grubuna gore istatistiksel
olarak fark bulunmadi (p>0,05). Calisma gruplarimizi CS grubuna gore
degerlendirdigimizde APAP grubunda ileri derecede onemli (p<0,001), APAP+BB,
APAP+CS ve APAP+BB+CS gruplarinin MDA diizeylerinde CS grubuna ¢ok 6nemli
diizeyde (p<0,01) artis bulundu. Tedavi gruplarimizi  kendi aralarinda
degerlendirdigimizde, APAP+CS ve APAP+BB+CS gruplarmin MDA diizeylerinde
APAP+BB grubuna gore istatistiksel olarak fark (p>0,05) bulunmadi (Grafik 4.14).
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Grafik 4.14. Calisma gruplarinin doku MDA diizeyleri

Kontrole gore : a; p<0,001, b; p<0,01, c; p>0,05.
APAP grubuna gére : d; p<0,001.
BB grubuna gore : e; p<0,001, f; p<0,01, g; p>0,05.
CS grubuna gore : h; p<0,001, j; p<0,01.

APAP+BB grubuna gore : k; p>0,05.
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Tablo 4.16. Calisma gruplarinda MDA, GSH diizeyleri ile Seruloplazmin Oksidaz aktiviteleri arasindaki

korelasyonlar

KONTROL GRUBU

G5H {pwmol/mg protein)

MDA [ nmolfmg protein r=-331

p=0384

Seruloplazmin oksidaz

{usg
r=-.540

p=0133

BLUEBERREY GRUEU

GSH [ pmolfmg protein)

Seruloplazmin oksidaz

{u)
MDA [ nmolfmg protein) r=-188 r=-.437
p=0E2E p=0.240
KiTOSAN GRUBU
GSH {pmol/mg protein) Seruloplazmin oksidaz
{u)
MDA [ nmolfmg protein) r=-731* r=-.423
p=0.05 p=0.245
ASETAMINOFEN GRUBU
G5H [pmolfmg protein) Seruloplazmin oksidaz
[}
MDA [ nmaolfmg protein) r=-.800"" r=-7086"
p<0.01 p< 005

ASETAMINOFEN + BLUBERRY GRUBU

GSH [pmelfmg protein)

MDA [ nmol fmg protein) r=-581%

p=0.05

Seruloplazmin oksidaz

{u Ly
r=-.437

p=0240

ASETAMINOFEN + KIiTOSAN GRUBU

G5H [pmolfmg protein)

MDA [ nmol f mg protein) r=-.595*

p<0.01

Seruloplazmin oksidaz

Ul
r=-731*

p<0.05

ASETAMINOFEN + BLUEBERRY + KiTOSAN GRUBU

G5H [pmolfmg protein)

MDA [ nmol f mg protein) r=-687*

p<0.05

Seruloplazmin oksidaz

Ul
r=-711*

p<0.05

Veriler arasindaki iliskiyi gosterebilmek i¢in normalite testleri sonucuna gére Pearson ve Spearman

korelasyon testleri kullanildi.
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4.17. KARACIGERDE HIiSTOLOJIiK BULGULAR

Calismamizdaki karaciger doku 6rnekleri H&E boyama yontemiyle incelendi.
Isik mikroskobu incelemesinde tiim gruplar, yogun hiicresel dejenerasyon, siniizoidal
dilatasyon, vaskiiler konjesyon ve hiicresel inflamasyon bakimindan degerlendirilmis

olup sonuglar tablo halinde verilmistir (Tablo 4.17).

Tablo 4.17. Calisma gruplarinin 151k mikroskobu goriintiileri skorlama sonuglari

Gruplar

Kontrol
BB

CS

APAP
APAP+BB
APAP+CS

APAP+BB+CS  0,43+0,27%%F

Verilerin kargilagtirilmalart Oneway ANOVA testi ve gruplarin ¢oklu karsilastirilmalarinda TUKEY HSD

Yogun

hiicresel

dejenerasyon

0.00+0.00
0.00£0.00¢
0.00+0,00¢
2,78+0,13"
0,86+0,32"°
1,11£0,29>¢

Siniizoidal

dilatasyon

0.00+0.00
0.00+0.00¢
0.000,00°
2,64+0,32°
0,71+0,13%¢
1,08+0,38"¢
0,29+0,13%"

Vaskiiler

konjesyon

0.00+0.00
0.00+0.00¢
0.000.00°
2,71£0,13
0,91+0,28"¢
0,94+0,27°¢
0,50:0,32°%"

testi ve Student Newman Keuls testi kullanilmistir.

Kontrol grubuna gére ; a: p<0,001, b: p<0,01, ¢: p<0,05, d: p>0,05
APAP grubuna gére ; e: p<0,001;

APAP+BB, APAP+CS gruplarina gore ; f: p<0,05
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Hiicresel

inflamasyon

0.00+0.00
0.00+0.00¢
0.000.00°
2,65+0,27
0,82+0,13"¢
1,09+0,32°¢
0,47+0,29%"

Histolojik bulgularn istatistiksel sonuglari ortalama+S.D olarak tanimlandi.



Hiicresel dejenerasyon bakimindan kontrol, BB ve CS gruplarinda herhangi bir
dejeneratif bulguya rastlanmadi (p>0,05). APAP grubunda kontrol grubuna gore ileri
derecede Onemli diizeyde artis (p<0,001) bulundu. APAP+BB ve APAP+CS
gruplarinda kontrol grubuna gore ¢ok Onemli diizeyde (p<0,01), APAP+BB+CS
grubunda onemli diizeyde (p<0,05) artis bulundu. APAP grubunda ciddi derecede
yogun hiicresel dejenerasyon gozlenmistir. Tedavi gruplarimizi APAP grubuna gore
degerlendirdigimizde, APAP+BB, APAP+CS ve APAP+BB+CS gruplarinda hiicresel
dejenerasyonda ileri derecede Onemli (p<0,001) azalma gozlenmistir. Tedavi
gruplarimizi kendi aralarinda degerlendirdigimizde, APAP+BB+CS grubunda hiicresel
dejenerasyon bulgularinin APAP+BB ve APAP+CS gruplarina gére onemli diizeyde

(p<0,05) azaldig1 gbzlenmistir.

Siniizoidal dilatasyon bakimindan kontrol, BB ve CS gruplarinda herhangi bir
bulguya rastlanmadi (p>0,05). APAP grubunda kontrol grubuna gore ileri derecede
onemli diizeyde artis (p<0,001) gozlenmistir. APAP+BB ve APAP+CS gruplarinda
kontrol grubuna gore ¢ok onemli diizeyde (p<0,01), APAP+BB+CS grubunda 6nemli
diizeyde (p<0,05) artis gozlenmistir. Tedavi gruplarimizi APAP grubuna gore
degerlendirdigimizde, APAP+BB, APAP+CS ve APAP+BB+CS gruplarinda sinitizoidal
dilatasyonda ileri derecede onemli (p<0,001) azalma gézlenmistir. Tedavi gruplarimizi
kendi aralarinda degerlendirdigimizde, APAP+BB+CS grubunda siniizoidal dilatasyon
bulgularinin APAP+BB ve APAP+CS gruplarina gore onemli diizeyde (p<0,05)

azaldig1 gozlenmistir.

Vaskiiler konjesyon bakimindan kontrol, BB ve CS gruplarinda herhangi bir
bulgu gozlenmemistir. APAP grubunda kontrol grubuna gore ileri derecede onemli
diizeyde artis (p<0,001) bulunmustur. APAP+BB ve APAP+CS gruplarinda kontrol
grubuna gore cok Onemli diizeyde (p<0,01), APAP+BB+CS grubunda vaskiiler
konjesyonda onemli diizeyde (p<0,05) artis gozlenmistir. Tedavi gruplarimizi APAP
grubuna gore degerlendirdigimizde, APAP+BB, APAP+CS ve APAP+BB+CS
gruplarinda vaskiiler konjesyonda ileri derecede 6nemli (p<0,001) azalma gozlenmistir.
Tedavi gruplarimizi kendi aralarinda degerlendirdigimizde, APAP+BB +CS grubunda
vaskiiler konjesyon bulgularinmn APAP+BB ve APAP+CS gruplarma gore onemli
diizeyde (p<0,05) azaldig1 gdzlenmistir.
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Hiicresel inflamasyon bakimindan kontrol, BB ve CS gruplarinda herhangi bir
bulguya rastlanmadi. APAP grubunda kontrol grubuna gore ileri derecede Onemli
diizeyde (p<0,001) artis gozlenmistir. APAP+BB ve APAP+CS gruplarinda kontrol
grubuna gore ¢ok Onemli diizeyde (p<0,01), APAP+BB+CS grubunda hiicresel
inflamasyonda 6nemli diizeyde (p<0,05) artis gézlenmistir. Tedavi gruplarimizi APAP
grubuna gore degerlendirdigimizde, APAP+BB, APAP+CS ve APAP+BB+CS
gruplarinda hiicresel inflamasyonda ileri derecede Onemli (p<0,001) azalma
gozlenmigtir.  Tedavi  gruplarimizi  kendi  aralarinda  degerlendirdigimizde,
APAP+BB +CS grubunda hiicresel inflamasyon bulgularmin APAP+BB ve APAP+CS

gruplarina gore onemli diizeyde (p<0,05) azaldig1 gézlenmistir.

Sekil 4.1. Kontrol grubuna ait karaciger dokusu 6rneklerinin 151k mikroskobu inceleme goriintiileri (HE,
bar 200um, bar:50.0um). v; vena sentralis

Kontrol grubunda karacigerin 151k mikroskobik olarak yapilan incelemesinde
karacigerin hepatosit hiicreleri, portal alan ve igerdigi olusumlari, siniizoidal yapilari

gibi tiim yapilariyla birlikte normal gériiniimli oldugu gozlendi.
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Sekil 4.2. Blueberry grubuna ait karaciger dokusu érneklerinin 151k mikroskobu inceleme goriintiileri

(HE, bar 200um, bar:100.0um). v; vena sentralis

Blueberry grubunda karacigerin 151k mikroskobik olarak yapilan incelemesinde
karacigerin hepatosit hiicreleri ve sinilizoidal yapilar1 ile normale yakin histolojik

yapidaki karaciger oldugu gozlendi.
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Sekil 4.3. Kitosan grubuna ait karaciger dokusu drneklerinin 151k mikroskobu inceleme goriintiileri (HE,

bar 200um, bar:100.0um). v; vena sentralis

Kitosan grubunda karacigerin 151k mikroskobik olarak yapilan incelemesinde
karacigerin hepatosit hiicreleri ve siniizoidal yapilar1 ile normale yakin histolojik

yapidaki karaciger oldugu gozlendi.
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Sekil 4.4. Asetaminofen grubuna ait karaciger dokusu drneklerinin 151k mikroskobu incelenmesinde
parankim dokuda yogun hiicresel hasar, siniizoidal dilatasyon (—) ve damar i¢i kongesyon (» ) dikkat
¢cekmekte (HE, bar 200pum, bar:100.0pum). v; vena sentralis

Asetaminofen grubunun karacigerlerinin 151k mikroskobik olarak yapilan
incelemesinde parankim dokuda oOzellikle hepatosit hiicrelerinin olduk¢a dejenere
oldugu ve yogun hiicresel hasara sahip oldugu izlendi. Ayrica siniizoidal dilatasyon ve

damar i¢i kongesyon bu gruptaki karacigerlerde dikkat ¢ekti (Sekil 4.4).
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Sekil 4.5. Asetaminofen grubuna ait karaciger dokusu drneklerinin 151k mikroskobu incelenmesinde
ozellikle portal alanda vendil i¢i kongesyon (P ) ve periportal alanda hiicresel inflamasyon (—) dikkat
¢ekmekte (a,b) (HE, bar:100.0um). v; vena sentralis

Asetaminofen grubunun karacigerlerinin 151k mikroskobik olarak yapilan
incelemesinde 6zellikle portal alanda veniil i¢i kongesyon ve periportal alanda hiicresel

inflamasyon gozlendi (Sekil 4.5).

139



v Ny
‘ H\ .‘_'t

Sekil 4.6. Asetaminofen grubuna ait karaciger dokusu drneklerinin 151k mikroskobu incelenmesinde
yogun hiicresel hasar, damar i¢i kongesyon () ve periportal alanda hiicresel inflamasyon (—) dikkat
cekmekte (a,b) (bar:50.0um, HE). v; vena sentralis

Asetaminofen grubunun bir bagka goriintiisiinde de karacigerde yogun hiicresel

hasara ve damar i¢i kongesyonun oldugu ve periportal alanda hiicresel inflamasyonun
oldugu dikkat ¢ekti (Sekil 4.6).
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Sekil 4.7. Asetaminofen+Blueberry grubuna ait karaciger dokularinin 151k mikroskobik incelenmesinde
portal alanda az da olsa kismi hiicresel inflamasyon izlenmekle birlikte (») (a), genelde inflamasyonun
da azalmis oldugu goriilmekte (—) (b) hepatosit hiicreleri ve siniizoidal yapilar1 ile normale yakin
histolojik yapidaki karaciger izlenmekte. V:vena sentralis. (bar:200pm, bar:100um, HE).

Asetaminofen+Blueberry grubunda karacigerin 151k mikroskobik incelenmesinde
sadece asetaminofen verilen gruba oranla azalmis hiicresel hasar dikkat ¢ekmektedir. Bu
grubumuzda portal alanda az da olsa kismi hiicresel inflamasyon izlendi. Deney
grubumuzun karacigerinin biitiinii degerlendirildiginde inflamasyonun azalmis oldugu
gortildii. Hepatosit hiicreleri ve siniizoidal yapilar1 ile normale yakin histolojik yapidaki

karaciger izlendi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.8. Asetaminofen+Kitosan grubuna ait karaciger dokularinin 151k mikroskobik incelenmesinde
portal alanda az da olsa damar i¢i kongesyon (P ) ve kismi siniizoidal dilatasyon (—) izlenmekle
birlikte, hepatosit hiicreleri ve siniizoidal yapilari ile normale yakin histolojik yapidaki karaciger
izlenmekte. V:vena sentralis. (bar:200um, bar:100um, HE).

AsetaminofentKitosan grubunun karaciger Orneklerinin 151k mikroskobik
incelenmesinde sadece asetaminofen verilen gruba oranla azalmis hiicresel hasar dikkat
¢cekmektedir. Portal alanda az da olsa damar i¢i kongesyon ve kismi sinilizoidal
dilatasyon goriilmiistiir. Deney grubumuzun karacigerinin biitlinii degerlendirildiginde
hepatosit hiicreleri ve siniizoidal yapilar1 ile normale yakin histolojik yapidaki karaciger

gozlenmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.9. Asetaminofen+Blueberry+Kitosan grubuna ait karaciger dokularinin 1s1k mikroskobik incelenmesinde
portal hepatosit hiicreleri ve siniizoidal yapilart ile tiim gruplara gére oldukca diizgiin karaciger yapisi izlenmekte
(a,b). V:vena sentralis. (bar:200pm, bar:50.0pm, HE).

Asetaminofen+Blueberry+Kitosan grubunun karaciger Orneklerinin 151k
mikroskobik incelenmesinde tiim gruplar degerlendirildiginde o6zellikle bu grupta
hepatosit hiicreleri, portal alan ve icerdigi olusumlar ile siniizoidal yapilarimn APAP+BB
ve APAP+CS gruplarina gore olduk¢a diizgiin oldugu ve karacigerin énemli diizeyde
korunarak, kontrol grubuna yakin bulgulara sahip oldugu gézlenmistir (Sekil 4.9).
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5. TARTISMA

Organizmada biyolojik bir fabrika olarak gorev yapan ve oOnemli yasamsal
fonksiyonlar1 yliriiten karaciger, ilag toksisitesi acisindan en riskli organdir. Genetik ve
cevresel etmenler zemininde gelisen ilaca bagl karaciger hastaliklari, akut, kronik,
fulminan hepatit, siroz ve timor gibi ¢ok ¢esitli klinik durumlarla karsimiza
cikmaktadir. Tiim Diinya’da bilim adamlarinin ve ila¢ endiistrisinin ortak calistigi en
onemli saglik sorunlarindan biri olan ilaglara bagl gelisen karaciger hastaliklarinin
dogrudan hepatotoksisite ve olumsuz immiin reaksiyonlar sonucu olustugu
diistiniilmektedir. Mortalite riski tasiyan hepatotoksisitenin etki mekanizmalarinin
aciklanmasi, toksik maddelerin biyolojik takipleri ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesi

icin 6nemlidir (87).

Ilaglara bagl gelisen akut karaciger yetmezliginin % 50’den fazla oldugu ve bu
oraninda % 39’unu APAP ve % 13’lik kisminida diger ilaclarin olusturdugu
arastirmalarda belirtilmistir. Asetaminofen bir¢ok iilkede yaygin olarak kullanilan
analjezik ve antipiretik ilactir. Deneysel ve klinik caligmalarda, terapdtik dozlardan
yiiksek dozlara kadar kullanilan APAP’in oldiiriicii hepatoseliller nekroza neden
olabilecegi belirtilmistir (85). Asetaminofen metabolizmasinin minér metaboliti olan
NAPQI, yiiksek dozlarda APAP alindiginda karaciger GSH depolarmin tilkenmesine
neden olur ve protein, lipit, niikleik asitler gibi hiicresel makromolekiillerle etkilesime
gecer. Bu etkilesim sonucu protein disfonksiyonu, oksidatif stres, lipit peroksidasyonu,
DNA hasari, hiicre i¢i kalsiyum homeostazinin bozulmasi ve mitokondrial disfonksiyon
gelisir. Hiicre fonksiyonlarindaki bu bozukluk hiicre 6liimii ve karaciger yetmezligi ile

sonuglanabilir (87).

Karaciger hastaliklarinin teshisi, takibi ve tedavisinde kullanilan laboratuar
bulgulari, karaciger hasarini, karaciger ve safra yollarma iligkin patolojileri ve
karacigerin fonksiyonel durumunu gostermekte olup, rutin karaciger testleri olarak

adlandirilmaktadir (75,76).
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Karaciger hiicre hasarinin énemli parametreleri olan AST, ALT, ALP ve LDH
karaciger hastaliginin varligmi, niteligini ve tedaviye yanitin1 da degerlendiren 6nemli
rutin karaciger testlerindendir. Aspartat aminotransferaz, hem sitoplazmik hem de
mitokondrial bir enzim iken, ALT sitoplazmik bir enzimdir. Transaminazlar olarak
adlandirilan her iki enzim de intraselliiler enzimler olup oldukga yiiksek miktarlarda
hepatositlerde bulunmaktadirlar. Hepatoseliiler lezyonlarin oldugu karaciger hasarinda
bu enzimler hasarli dokudan kana salinirlar. Ilag toksisitesi, akut ve kronik karaciger
yetmezligi, akut viral hepatit, siroz, kanser ve alkolik karaciger hastaligi gibi tiim
karaciger hastaliklarinda AST ve ALT enzim aktiviteleri artis gostermektedir.
Hepatoseliiler hastaliklarda ALT enzim aktiviteleri daha spesifik bir belirteg olmasina
ragmen, bazi karaciger hastaliklarinda AST’ in daha fazla artis gostermesi miimkiindiir

(75,76).

Karacigerde safra kanali bolgesindeki hiicrelerin sitozol ve membraninda
bulunan ALP, fosfat gruplarinin transferinde gerekli izoenzimler grubundandir. Safra
asitleri tarafindan uyarilan ALP, hepatobiliyer hastaliklar, kolestaz, karaciger
lezyonlari, g¢esitli ilag ve kimyasallar i¢in duyarli bir belirtectir ve serum ALP enzim
aktiviteleri bu durumlarda yiikselmektedir (75,117). Karaciger hasarinin
gostergelerinden biri olan LDH, sitozolik bir enzimdir ve hemen hemen tiim dokularda
bulunan 5 izoenzime sahiptir. Karaciger de baskin olarak bulunan LDH izoenzimleri
LDH4 ve LDHs’dir. Karaciger parankimasimin hasarlanmasindan sonra bu izoenzimler
yiikselebilmektedir. Yiikselmis serum LDH enzim aktiviteleri genellikle karaciger

hasar1 ile iligkilidir ve hasarlanan hiicrelerden kana salinir (117).

Asetaminofen ile ilgili yapilan hem klinik hem de deneysel calismalarda
APAP’in serum AST, ALT, ALP ve LDH enzim aktivitelerini arttirdig1 bildirilmistir
(200). Asetaminofen hepatotoksisitesinin belirlendigi Bhadauria ve arkadaslarinin ratlar
iizerinde yaptiklar1 ¢alismada APAP’e bagli akut karaciger hasarinda serum AST, ALT,
LDH ve ALP enzim aktivitelerinin kontrol grubuna gore yiikseldigi bulunmustur (21).
Larrey ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir c¢alismada APAP’in karaciger yetmezligi
etiyolojisinde 6nemli bir role sahip oldugunu ve ilk siray1 aldigini belirtmislerdir. Yine
bu ¢alismada APAP’in, AST ve ALT enzim aktivitelerini hepatotoksisite artis1 ile
paralel olarak arttirdig1 bildirilmistir (120).
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Knight ve arkadaslarmin ratlar tizerinde yaptiklar1 bir ¢calismada, ratlara APAP
verilmis, ALT enzim aktivitelerinin kontrol grubuna gore yiiksek diizeyde artis
gosterdigi belirtilmistir (113). Yousef ve arkadaslar1 yaptiklar1 deneysel ¢alismalarinda,
oral 650 mg/kg dozunda 15 giin uygulanan APAP’in plazma AST, ALT, ALP ve LDH
enzim aktivitelerinde yiikselmeye neden oldugunu ileri siirmiislerdir (239).
Calismamizda da, APAP’e bagh gelisen karaciger hasarin1 degerlendirmek i¢in ayni
rutin biyokimyasal parametreler kullanilmistir. Oral gavaj ile APAP uygulanan rat
grubumuzda AST, ALT, ALP ve LDH enzim aktiviteleri kontrol grubuna gore yiiksek
bulunmustur ve bu yiliksek bulgular APAP’in toksik etkileri nedeniyle gelisen karaciger

hasarmi desteklemektedir.

Kuersetin, kurkumin, ginkgo biloba ve L-karnitin gibi antioksidan 6zelligi olan
bircok madde APAP’in karacigerdeki toksik etkilerine karsi arastirilmistir (161,231,
239). Calismamizda, APAP toksisitesine karsi koruyucu ama¢ghi BB ve CS
kullanilmistir.  Yaptigimiz hem ulusal hem de uluslararasi literatiir taramalarinda BB
ve CS’im APAP toksisitesi iizerine etkilerinin arastirildigi hicbir calismaya

rastlanilmamastir.

Calismamizda BB ve CS, APAP uygulanan gruplara hem tek olarak hem de
BB+CS kombinasyonu seklinde uygulanmis ve tedavi gruplarimiz APAP+BB,
APAP+CS ve APAP+BB+CS seklinde olusturulmustur. Her {i¢ grubumuzda da APAP
toksisitesine karsi koruyucu olarak kullandigimiz BB ve CS, serum AST, ALT, ALP ve
LDH enzim aktivitelerinin hemen hemen kontrol diizeylerine inmesini saglayarak

koruyucu etki gostermistir.

Calismamiz kapsaminda, BB ve CS’mn saglikli karaciger iizerinde herhangi bir
toksik etkisinin olup olmadigni da gozlemlemek icin saglikl ratlara da BB ve CS oral
gavaj yontemiyle uygulandi. Bu gruplarimizin serum AST, ALT, ALP ve LDH enzim
aktivitelerinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik olmamistir
ve bu sonuglara gére BB ve CS’in karaciger lizerinde toksik etkilerinin olmadigini
sOyleyebiliriz. APAP+BB, APAP+CS ve APAP+BB+CS gruplarimizi kendi aralarinda
degerlendirdigimizde, APAP+BB grubunda AST enzim aktiviteleri, APAP+BB+CS

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farkli iken; APAP+CS grubu ile arasinda
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anlamli fark bulunmadi. Bu ii¢ grubumuzun arasmda ALT, ALP ve LDH enzim

aktiviteleri yoniinden istatistiksel olarak anlamli fark gozlenmemistir.

Blueberry yapisinda bulunan flavonoidler sayesinde en yiiksek antioksidan
aktiviteye sahip meyvelerden biridir ve bircok arastirma BB’nin yararli etkilerine
odaklanmistir. Yapilan calismalarda BB’nin, antimikrobial, antikanser, antioksidan,
antimutajenik, norodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesi gibi pek c¢ok
etkileri belirtilmistir fakat karaciger hasari tizerindeki etkileri heniliz tam olarak
aciklanmig degildir (40). Yang ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir calismada karbon tetrakloriir
(CCly) ile deneysel karaciger hasar1 olusturmus ve deney hayvanlarina tedavi amacl
diyetle BB vermislerdir. Caligma sonunda BB ile beslenen deney hayvanlarinin AST ve
ALT enzim aktivitelerinin, karaciger hasar1 olusturulan deney hayvanlarina gore 6nemli
diizeyde azaldig1 ve BB’nin CCly’in indiikledigi karaciger hasarina kars1 koruyucu bir

ajan olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (228).

Asetaminofen hepatotoksisitesine karsi koruyucu olarak kullandigimiz diger bir
ajanimiz CS’dwr. Kitosan, antibakteriyal, antiiilser, antitimor ve cesitli biyolojik
aktiviteleri olan biyomedikal bir materyaldir. Son yillarda CS’in antioksidan 6zelligi
dikkat ¢ekmektedir. Jeon ve arkadaslarmin CCls ile olusturulan karaciger hasari
iizerinde yaptiklar1 bir deneysel calismada CS’in AST ve ALT enzim aktivitelerini
disiirdiigii ve karaciger hasar1 iizerindeki koruyucu etkisinin antioksidan aktivitesinden

kaynaklandig1 belirtilmistir (96).

Santhosh ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢alismada rifampisin ile deneysel
olarak olusturulan karaciger hasarinda CS’in serum AST, ALT ve ALP enzim
aktivitelerini diistirdiigi ve karaciger hasar1 iizerinde koruyucu etkisinin oldugu
belirtilmistir (175). Kitosanin koruyucu etkilerinin ¢alisildigr bir hiperkolesterolemi
calismasinda, diyetlerine CS katilan ratlarm serum AST, ALT ve LDH enzim
aktivitelerinin azaldig1 ve CS’1n hiperkolesterolemik bir ajan olarak da kullanilabilecegi

vurgulanmugtir (151).
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Karaciger hasarmin belirlenmesinde 6nemli biyokimyasal testler olan AST,
ALT, ALP ve LDH enzim aktiviteleri, karaciger dokusunda olusan hasar sonucu kana
salinmaktadir ve serum diizeyleri artmaktadir. Calisma sonucglarimiza gore, BB ve
KOS’in, APAP+BB, APAP+CS ve APAP+BB+CS gruplarinda, serum AST, ALT, ALP
ve LDH enzim aktivitelerini diisiirdiigli ve karaciger dokusunda rejenerasyonu

saglayarak karaciger hasarmi engelledigini sdyleyebiliriz.

Glutatyon, APAP’in toksik etkilerinin ortaya c¢ikmasinda onemli olan ve
metabolizmada meydana gelen serbest radikallerin yikici etkilerine karsi hiicreleri
koruyan en Onemli hiicre i¢i antioksidan maddelerden birisidir. Asetaminofen
metabolizmasi sonucu CYP450 enzim sistemi lizerinden agiga ¢ikan bir metabolit olan
NAPQI, karaciger iizerindeki toksik etkilerini hiicre i¢i bir antioksidan olan GSH ile
konjuge olarak zararsiz hale getirmektedir. Yiiksek dozlarda APAP alinmas1 sonrasinda
NAPQI metabolitlerinin miktarinda artis olur. Karaciger GSH depolarmin tiikkenmesi
sonucu, ag¢iga c¢ikan fazla miktardaki NAPQI molekiilii detoksifikasyona ugramaz ve
serbest haldeki NAPQI karaciger hepatosit hiicrelerine baglanarak, karaciger dokusunda
hasar olusumuna neden olur. Intraseliler GSH diizeyleri, APAP hepatotoksisitesinin

belirlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (169).

Shankar ve arkadaslarmmin APAP toksisitesi lizerine yaptiklar1 deneysel bir
calismada, doku GSH diizeylerinin kontrol grubuna gore onemli diizeyde azaldigi
belirtilmistir (184). APAP toksisitesi lizerine yapilan baska bir calismada, Bhadauria
ve arkadaslar1 21 giin siireyle ratlara 20 mg/kg APAP uygulamislar ve ¢calisma sonunda
karaciger GSH diizeylerinin azaldig1 gozlemlenmistir (22). Literatiire uyumlu sekilde
buldugumuz calisma sonuglarinda, APAP grubumuzun GSH diizeyleri, kontrol, BB ve
KOS gruplarina gore 6nemli diizeyde azalmistir. Asetaminofen grubumuzdaki azalmis
GSH diizeyleri, APAP metabolizmasmin toksik bir metaboliti olan NAPQI’nin,
sitozolik ve mitokondrial GSH ile kovalent olarak baglanmasi sonucu GSH diizeylerinin

tilkkenmesiyle hiicresel homeostazinin bozulmasindan kaynaklandigini géstermektedir.
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Literatiirde BB’nin GSH diizeyleri lizerine etkilerinin arastirildigi calismalar yok
denecek kadar azdir. Lu ve arkadaslarmin hepatik fibrozis iizerine yaptiklar1 deneysel
calismada, ratlara ii¢ farkli dozda BB verilmis, orta ve yiiksek doz verilen BB’ nin
hepatositlerdeki hasar1 azalttig1, karaciger GSH diizeylerini 6nemli diizeyde arttirdigi
belirtilmistir. Calismada GSH diizeylerindeki artisin BB’nin hiicre i¢i antioksidan

kapasiteyi arttirmasidan kaynaklandig: ileri stiriilmiistiir (39,128).

Bao ve arkadaslari, farkli bir protokol ile karaciger hasar1 olusturduklar1 deney
hayvanlarmi ii¢ farkli dozda BB ile beslemisler, karaciger GSH diizeylerinin hem
sagliklt kontrol hem de karaciger hasar1 olusmus gruba gore yiliksek diizeylerde artis
gosterdigini belirtmislerdir.  Glutatyon diizeylerindeki artisin, BB’nin serbest
radikalleri elimine ederek oksidatif stresi ve lipid peroksidasyonunu inhibe etmesinden

kaynaklandigini ileri siirmiislerdir (16).

Olteanu ve arkadaslar1 safra kanali ligasyonu ile olusturduklar1 karaciger
hasarinda tedavi edici ajan olarak CS kullanmiglar ve karaciger dokusunda GSH
diizeylerini arastirmiglardir. Kitosan ile tedavi edilen grubun GSH diizeylerinin,
karaciger hasar1 olusturulan gruba gore Onemli diizeyde artis gosterdigini ve hem
histolojik hem de biyokimyasal sonuglarla CS’in hepatositleri oksidatif strese karsi

onemli diizeyde korudugunu belirtmislerdir (150).

Kitosanin antioksidatif ve anti-inflamatuar etkilerinin gozlemlendigi deneysel
bir calismada, ratlarda sepsis olusturulmus ve CS’in sepsis tizerindeki etkileri
arastirilmistir. Kitosan ile beslenen grubun karaciger GSH diizeyleri, sepsis grubuna
gore Onemli diizeyde artis gostermistir. Kitosanin antioksidan ve anti-inflamatuar
ozellikleri ile oksidatif stresi inhibe ettigi ve karaciger GSH diizeylerinin azalmasini

engelleyerek sespsise karsi korucu etki gosterdigi belirtilmistir (160).

Calismamizda, BB ve CS uygulanan APAP+BB, APAP+CS ve APAP+BB+CS
gruplarmin karaciger GSH diizeyleri, APAP grubuna gore onemli diizeyde artis
gostererek kontrol grubuna yakin seviyelere gelmistir. Tedavi gruplarimiz kendi
aralarinda karsilastirildiginda GSH diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmamustir. Ug grubumuzda GSH diizeyleri benzer sekilde artis gdstermistir.
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Hiicre i¢i savunmanmn ana kaynagini olusturan GSH, ksenobiyotikler ve
oksidatif strese kars1 onemli bir koruyucudur. Calisma sonuglarimiza gore, APAP+BB,
APAP+CS ve APAP+BB+CS gruplarindaki artmis GSH diizeylerinin, BB ve CS’m
hiicre i¢i antioksidan kapasiteyi arttirarak oksidatif stresi inhibe etmesinden

kaynaklandigini diisiintiyoruz.

Karaciger GSH diizeylerinin artmasiyla APAP metaboliti NAPQI, GSH ile
konjuge olarak toksik olmayan flriinlere doniiserek viicuttan atilir ve serbest halde
dolasan NAPQI’inin azalmasiyla karaciger hasar1 engellenir. Saglikl ratlara verdigimiz
BB ve CS’m GSH diizeylerinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmamistir ve kontrol grubu ile ayni seviyelerde bulunmustur. Sonuglarimiza
gore, BB ve CS’in karacigerde toksik etkilerinin olmadigmi soyleyebiliriz. Ayni
zamanda BB ve CS’1n, APAP toksisitesine kars1 GSH yolu ile detoksifikasyonu arttiran

antidotlar olarak kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.

Asetaminofen hepatotoksisitesinde ©Onemli mekanizmalardan biri de lipid
peroksidasyonudur. Bir¢ok hastaliin olusumuna neden olan lipid peroksidasyonu,
karaciger hasarinin olusumundaki en belirgin molekiiller olan serbest oksijen
radikallerinin iiretiminin artmasi sonucu CYP450 enzim sistemi tarafindan olusturulur
(239). Asetaminofenin doz asiminda mitokondrial ve sitozolik GSH diizeylerinin
fizyolojik degerin altina diismesi sonucu, intraseliiler peroksit diizeyleri artar ve bunun
sonucu olarak fenton mekanizmasi ile oksidatif stres artar. Serbest radikallerin hiicre
membranindaki ¢oklu doymamis yag asitlerini okside etmesi lipid peroksidasyonunun

baslamasina sebep olur (85).

Aldehitler, hidrokarbon gazlar1 ve MDA, lipit peroksidasyonu sonucu olusan
genotoksik  ve  karsinojenik  {riinlerdir. Malondialdehit, karaciger hasarinin
belirlenmesinde en énemli lipit peroksidasyon iiriiniidiir. U¢ veya daha fazla ¢ift bag
iceren yag asitlerinin serbest oksijen radikalleri ile peroksidasyonu sonucunda olusan
MDA, hiicre membraninin gegirgenliginin bozulmasma, hiicresel islev kaybmna ve

inflamasyona neden olmaktadir (120,14).

150



Morsy ve arkadaglarinin yaptiklar1 deneysel ¢alismada, ratlara tek doz 650
mg/kg APAP verilmis ve karaciger doku Orneklerinde MDA ve GSH diizeyleri
Olgtilmiistiir. Asetaminofen grubunda MDA diizeyleri artmis ve GSH diizeyleri
azalmistir. Calismada azalmis GSH diizeylerinin lipid peroksidasyonunu arttirarak
MDA diizeylerini arttirdig ileri stirtiilmiistiir (140). Yapar ve arkadaslar1 ratlara tek doz
500 mg/kg APAP uygulamislar ve APAP uygulamasindan 4, 8 ve 24 sonra kan
ornekleri alinmis ve hem kan hem de karaciger doku 6rneklerinde MDA diizeylerini
Olemiislerdir. Doku ve her ii¢ saat diliminde alinan kan 6rneklerinde MDA diizeyleri

yiiksek bulunmustur (231).

Yen ve arkadaslarina gore tek doz 835 mg/kg APAP uygulanan ratlarda doku
MDA diizeyleri saglikli kontrole gore artis géstermistir. Malondialdehit diizeylerindeki
bu artisin, APAP’in indiikledigi hepatotoksisitede major mekanizmalardan biri olan
oksidatif stresden kaynaklandig1 ve yiliksek doz APAP’in antioksidan enzim diizeylerini
disiirerek lipit peroksidasyonuna neden oldugu bildirilmistir (234). Literatiirlerde
varilan ortak yargi, intraseliiler serbest radikallerin membran yag asitleriyle etkilesmesi
sonucu lipit peroksitlerinin diizeyinin arttigt ve lipit peroksitlerinin hiicre
membranindan salinarak sistemik dolasima gecerek spesifik aktivite gosterdikleridir
(239).

Calismamizda, APAP grubunda doku MDA diizeylerinin kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek ¢ikmasi, APAP toksisitesi sonucu azalmis
GSH diizeylerinin, hiicre i¢i serbest radikal diizeylerinin sitotoksik diizeylere ulagarak
oksidatif stres aracili lipid peroksidasyonunu stimiile ettigi ve MDA diizeylerini

arttirdigini diistindiirmektedir.

Asetaminofenin karaciger iizerindeki lipit peroksidasyonunu arttirici etkisini
azaltma amaciyla cesitli antioksidanlar denenmis ve APAP’in toksik etkilerine karsi
koruyucu etkileri arastirilmistir. Arastirmalarda, lipit peroksidasyonunu onlemek i¢in
cesitli savunma mekanizmalar1 tartigilmistir. Bunlardan ilki, hiicre i¢i antioksidan
enzimlerin aktivitesinin arttirilarak, peroksinitrit ve hidrojen peroksit gibi serbest

oksijen radikallerinin etkinliginin azaltilmasidir (183).
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Diger bir savunma mekanizmas: ise disaridan beslenme ile alinan antioksidanlardir.
Disaridan alinan antioksidanlar, intraseliiler antioksidan aktiviteyi arttirarak hiicre
membranindaki  lipitlerin  oksidasyonunu inhibe ederek hasar olusumunu

engelleyebilmektedir (183).

Insanlarin daha saglikli ve kaliteli bir yasam siirmeleri icin beslenme sekli ve
gida tercihleri dikkat etmeleri gereken temel ve onemli davranislardan biridir. Son
yillarda, antioksidan 6zellikli maddelerin hiicreleri, dogal oksidasyon reaksiyonlarinin
yikimlayici etkilerine karsi korudugu fark edilmis, boylece arastirmalar bu bakis acisina
yogunlagmustir.  Fitokimyasallar  polifenolik  igeriklerinden dolayr potansiyel
antioksidanlardir. Blueberry’de yiiksek polifenolik iceriginden dolayr yiiksek
antioksidan aktiviteye sahip 6nemli fitokimyasallardan biridir (180). Dulebohn ve
arkadaslar1 deneysel ¢aligmalarinda, ratlar1 3 hafta boyunca BB ile beslemislerdir.
Calismada BB’nin, yiliksek antioksidan kapasitesi sayesinde karacigerdeki DNA
hasarini azalttig1, faz II detoksifikasyon enzim aktivitelerini arttirdig1 ve oksidatif stresi
azaltarak, lipid peroksidasyonunu engelledigi ve MDA diizeylerini azalttig1 ileri

stirtilmiistiir (56).

Wang ve arkadaslarinin karaciger hasar1 tizerinde yaptiklari ¢calismada, ratlara 8
hafta siiresince CCly uygulanmis ve bu siire zarfinda ratlar ayn1 zamanda BB iceren
diyetle beslenmislerdir. Calisma sonunda BB ile beslenen gruplarda, BB ile
beslenmeyen gruba gore karaciger hasarmin onemli diizeyde azalmis oldugu ve doku
MDA diizeylerinin 6nemli Olgiide azaldigi belirtilmistir. Blueberry’nin karaciger
hasarma karst koruyucu etkilerinin, oksidatif strese karsi bir bariyer olarak gorev
yapmasindan ve karaciger inflamasyonunu inhibe ederek lipid peroksidasyonunu
engellemesinden kaynaklandig1 diistiniilmektedir (213). Literatiirdeki deneysel
calismalarda, BB ’nin oksidatif stresi azaltarak, lipid peroksidasyonunu 6nemli diizeyde
azalttig1 ve BB’nin oksidatif strese karsi koruyucu etkilerinin oldugu bildirilirken
(156,213), klinik calismalarda, BB igeren diyetle beslenen saglikli kisilerin serum
antioksidan kapasiteleri yiiksek bulunmustur (131, 167).
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Kitosanin lipit peroksidayonu iizerine etkilerinin arastirildigi caligmalar
mevcuttur fakat APAP toksisitesinin indiikledigi lipid peroksidayonu {izerine yapilmis
bir calismaya literatiirde rastlanmamistir. Jeon ve arkadaslari, ratlarda CCly ile
intraperitonal olarak karaciger hasar1 olusturmuslar ve ayni zamanda ratlar1 c¢alisma
siiresince 200 mg/kg CS ile beslemislerdir. Kitosan ile beslenen ratlarda MDA
diizeylerinin 6nemli diizeyde azaldig1 ve CS’in karacier hasarinda antioksidatif etki

gostererek lipid peroksidasyonunu 6nledigi belirtilmistir (96).

Santhosh ve arkadaglarinin yaptiklar1 deneysel calismada,  rifampisinin
indiikledigi karaciger hasarina kars1 koruyucu olarak 200 mg/kg CS uygulanmis ve lipid
parametreleri ile lipit peroksidasyonu 6l¢iilmiistiir. Kitosan ile beslenen grupta serum
orneklerinde total kolesterol ve trigliserid diizeylerinde ©nemli diizeyde azalma
gozlenirken, karaciger doku orneklerinde lipit peroksidasyonunun inhibisyonu sonucu
MDA diizeylerinde azalma gdzlenmistir. Arastirma sonucuna gore, CS’n antilipidemik
ve antioksidan 6zelligi ile lipit peroksidasyonunu engelledigi ve karaciger hasarina karsi

koruyucu roliiniin oldugu ileri siirtilmiistiir (176).

Calisma sonuclarimizda, BB ve CS ile beslenen saglikli sican gruplarimizin
MDA diizeylerinde, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamaistir
ve BB ile CS’m karaciger lizerine toksik etkilerinin olmadigint MDA sonuglarina gore
sOyleyebiliriz. Tedavi gruplarimiz olan APAP+BB, APAP+CS ve APAP+BB+CS
gruplarmin MDA diizeylerinde APAP grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli azalma
gozlenmistir. Tedavi gruplarimizin MDA diizeylerindeki azalmanin, BB ve CS’in
intraseliiler antioksidan aktiviteyi arttirarak, lipit peroksidasyonuna kars1 bariyer gorevi

gormesinden kaynaklandigini diistinmekteyiz.

Tedavi gruplarimiz  kendi aralarinda tedavi etkinlikleri bakimindan
karsilastirildiginda MDA diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir. APAP (r = -0.800, p<0.01), APAP+BB (r = -0.681, p<0.05),
APAP+CS (r = -0.695, p<0.05) ve APAP+BB+CS (r = -0.687, p<0.05) gruplarinda
MDA ve GSH diizeyleri arasinda negatif korelasyon bulunmustur. Bu gruplarimizda
MDA ve GSH diizeyleri arasindaki anlamli korelasyon, BB ve CS’m GSH

diizeylerindeki artig sonucu serbest oksijen radikallerinin tiretimini baskilayarak lipid
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peroksidasyonunu inhibe ettigini desteklemektedir. Hem CS’in hem de BB’nin APAP
toksisitesiyle indiiklenmis lipid peroksidasyonunda benzer etkiler gosterdigini

diisiiniiyoruz.

Biyolojik sistemlerde arginaz enziminin Onem tasidigi baslica metabolik
yollar, iire dongiisti, prolin ve poliaminlerin biyosentez yolu ile sitotoksik NO radikalini
sentezleyen NOS enzimiyle paylastigi substrat i¢in girdigi yarisma yoludur. Arginaz,
iire ve ornitini meydana getirirken L-arginini substrat olarak kullanan bir enzimdir.
Arastirmalarda arginazin, ¢esitli patolojik siireclerdeki dnemli biyokimyasal yolaklarda

anahtar enzim gorevi gordiigii belirtilmistir (34,44,71).

Arginaz, karacigerdeki yerlesimleri ve fonksiyonlar1 birbirinden farkli iki
izoenzime sahiptir. Toplam viicut arginaz akivitesinin ¢ogunu olusturan Arginaz I
izoenzimi periportal bolgede olusur ve amonyak detoksifikasyonuna katilir. Arginaz 11
izoenziminin ise tam olarak fonksiyonlar1 net degildir fakat perivendz bolgede lokalize
oldugu, poliaminlerin biyosentezi i¢in ornitin iletiminde fonksiyon gordiigi

belirtilmektedir (34,44,71).

Arastirmalarda, serum arginaz aktivitelerinin hepatoseliiler hasarlarda giivenilir,
spesifik ve etkili indikator oldugu belirtilmis (159), timor patogenezinde (45) ve kronik
karaciger hastaliklarinda (92) o6nemli rol oynadigi vurgulanmistir.  Literatiirde,
karaciger hasarinda arginaz enzim aktiviteleri ile ilgili caligmalar mevcuttur fakat APAP
toksisitesi ve arginaz enziminin iligkisini inceleyen calismalar yok denecek kadar azdir.
Sajedianfard ve arkadaslari, disi tavsanlara oral yoldan tek doz 3,24 gr/kg APAP
uygulamislar ve 0, 12, 24 ve 36. saatlerde kan ornekleri almislardir. Kan 6rneklerinde
AST, ALT, ALP ve arginaz enzim aktivitelerini 6lgmiislerdir. AST, ALT, ALP ve
arginaz enzim aktiviteleri karaciger hasari1 olusturulan grupta kontrol grubuna gore

onemli derecede yiiksek bulunmustur (171).

Ikemato ve arkadaslarmin yaptiklar1 deneysel bir ¢alismada, ratlarda CCly ile
karaciger karaciger hasar1 olusturulmus ve 15, 30, 45, 60 ve 90 dakika sonra ratlar
Oldiiriilerek kan ve doku 6rnekleri alinmustir. Serum 6rneklerinde AST, ALT aktiviteleri

Olciiliirken, arginaz aktiviteleri hem serum hem de doku 6rneklerinde 6lgtilmiistiir (90).
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Karaciger hasar1 olusturulmus grupta AST, ALT ve arginaz aktiviteleri saglikl
kontrole gore ¢ok yiiksek bulunmustur. Calismada arginaz aktivitelerinin 15. dakikadan
itibaren ylikseldigi, AST ve ALT’ nin daha ge¢ ylikseldigi belirtilmistir. Arastirmacilar
karaciger hasarinda arginazin, hepatik belirtecler olan AST ve ALT’ye gore daha
yiiksek miktarlarda ve daha hizli bir sekilde kan dolasimina gectigini ve klinik i¢in daha

yararli hepatik markir olabilecegini ileri siirmiislerdir (90).

Arastirmalar, basta arginaz olmak tizere iire dongiisii enzimlerinin karacigere
daha spesifik oldugu i¢in, karaciger hasarinda daha hizli bir sekilde pik yaptigi ve rutin
enzimlerle karsilastirildiginda serum konsantrasyonlarinin ¢ok daha hizli bir sekilde
degistigini bildirmistir. Ayrica arginaz ekspresyonunun, inflamatuar kosullar altinda,
cesitli hiicre ve dokularda yiikseldiginin 6nemli kanitlar1 vardir (90,92). Calismamizda
karaciger doku Orneklerinde belirledigimiz arginaz enzim aktiviteleri APAP ile
karaciger hasar1 olusturdugumuz grupta, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak dnemli

derecede yiiksek ¢cikmustir.

Son yillarda arginaz enzimi ile yapilan ¢alismalarda artig vardir. Bunun nedent,
arginazin tiire dongiisiindeki 6nemli roliiniin yani sira poliamin, prolin ve glutamat
sentezi i¢in ornitin liretimini saglamasi ve NO sentezinde oynadigi roldiir. Ornitin, iire
siklusunda yer alan nonesansiyel bir amino asittir. Ornitinin organizmada farkl
fonksiyonlar1 vardir. Kollajen sentezinin de i¢inde oldugu bircok yapisal proteinin
sentezi i¢in gerekli olan prolin, hiicre proliferasyonu ve biiylimesi i¢in gerekli olan
poliaminler ile protein sentezinde gorev alan glutamat sentezi igin ortak substrattir (62).
Literatiirde karaciger hasar1 ve ornitin arasindaki iliskiyi arastiran arastirmalar mevcut
degildir. Fakat c¢esitli kanser tiirlerinde yapilmis bir¢ok calismada arginaz enzim

aktivitelerinin ve ornitin diizeylerinin arttig1 belirtilmistir (61).

Calismamizda, APAP grubumuzda doku ornitin diizeyleri kontrol grubuna gére
onemli diizeyde artig gostermistir.  Ornitin diizeylerindeki bu artisin, karaciger
hasarinda arginaz enzim aktivitesinin artmast sonucu, NOS enzimini baskilayarak
iiretimi ornitin lehine ¢evirmesinden kaynaklandigini diisiiniyoruz. Bu durum poliamin
sentezini artirirken, NO {iretiminin azalmasma neden olacaktir. Sonug olarak ise NO

diizeyinin azalmasi, hepatoseliiler hasar stirecini hizlandirabilecektir.
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Nitrik oksit, fizyolojik ve patofizyolojik siireclerde onemli bir mediator olarak
tanimlanmaktadir. Nitrik oksitin biyokimyasi, hepatik metabolizmay1 direk ve indirek
olarak iki sekilde diizenler. Direk etkileri; NO’1, biyolojik hedef molekiil ile direk
tepkimeye sokacak kadar hizli olusan kimyasal tepkimelerdir. Hepatoseliiler
metabolizmada ve fonksiyonlarda direkt olarak degisime neden olur. Bu durumun
tersine; indirek etkileri NO’in, O, veya siiperoksit (O, °) ile tepkimeye girerek reaktif
nitrojen molekiilleri olusturmasi, ardindan reaktif nitrojen molekiillerinin biyolojik

hedefle tepkimeye girmesiyle olusan kimyasal tepkimelerdir (199).

Serbest radikal olan NO karaciger i¢in hem sitotoksik hem de hiicre koruyucu
ozellikleri olan bir reaktif molekiildiir. Baz1 arastirmalar endojen NO’in toksik oldugunu
acikca belirtirken, digerleri ise koruyucu oldugunu gostermistir. Koruyucu etkileri
antioksidan mekanizmalar tizerinden sunulurken, NO aracili toksisite hiicre 6liimiine
yol agan reaktif nitrojen tiirlerinin olusumuna dayandirilir (195). Hepatik hiicre
sinyalizasyonunda hem inhibitdr hem de agonist olarak gorev yapan NO, cesitli
karaciger hastaliklarinin olusumunda 6nemli olan bir molekiildiir. NO, hem pro-oksidan
hem de antioksidan olarak fonksiyon gorebilir. Karacigerde apoptozu indiikleyebildigi
gibi inhibe de edebilir. Arastirmalarda NO inhibisyonunun hem zararli hem de yararl

etkilerinin olabilecegi belirtilmistir (69).

Asetaminofen hepatotoksistesinde arginaz-NO ile ilgili zit goriisler
bulunmaktadir. Sharma ve arkadaglari, akut karaciger hasarinda arginaz aktivitesinin
onemli diizeyde arttigin1 ve NO diizeylerinin ise azaldigmni belirtmislerdir. Arginaz up-
reglilasyonunun, NO sinyalinin regiilasyonunun bozuldugu hastalik siire¢lerindeki

patofizyolojiye katkida bulundugu gosterilmistir (185).

Arastirmalarda karaciger hasarinda NO diizeylerinin artis gosterdigi de
belirtilmistir. Gardner ve arkadaslari, tek doz 1 gr/kg APAP uyguladiklari ratlarda,
AST, ALT ve NO diizeylerini 6lgmiislerdir. APAP’in indiikledigi karaciger hasarinda
AST ve ALT enzim aktivitelerindeki artisin, hepatositler tarafindan arttirilmis NO
iretimi ile iligkili oldugunu ve NO’in, APAP’in indiikledigi karaciger hasarinda 6nemli
bir mediator oldugunu belirtmislerdir. Ayni zamanda hepatositlerde NO’in

inhibisyonunun, AST ve ALT enzim aktivitelerinide azaltacagi belirtilmistir (69).
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Karabay ve arkadaslari, tiyoasetamid ile uyarilmig akut karaciger hasarmin
arginaz aktivitesinde diisiise yol agarken total hepatik NO derisimini arttirdigini
belirtmiglerdir. Karaciger doku arginaz enzim aktivitesindeki azalmanin enzimin
karacigerden salinmasini veya hasara bagl olarak saglam hepatosit sayismin azalmasmi

yansitabilecegi bildirilmistir (102).

Jeyabalan ve arkadaslarimin 2008 yilinda yaptiklar1 bir calismada, ratlarda
iskemi-reperflizyon ile karaciger hasar1 olusturulmus ve arginaz, ornitin, NO diizeyleri
Ol¢tilmiistiir. Karaciger hasar1 olusturulmus grupta arginaz ve ornitin diizeylerinin artis
gosterdigi ve NO diizeylerinde azalma oldugu belirtilmistir. L-arginin-NOS yolagi
karaciger hasarinda 6nemli rol oynamaktadir. Iskemi-reperfiizyon ile olusturulmus
karaciger hasarinda artan arginaz aktiviteleri, L-argininin hizli bir sekilde tiiketilmesine

neden olur (97).

Arginaz enzim aktivitesindeki artis reaksiyonu ornitin lehine ¢evirerek, ornitin
diizeylerini arttirir. L-arginin diizeylerinin tiikenmesi NO diizeylerinde azalma ile
sonuclanir. Arginin katabolizmasindaki arginaz/NOS yarisinin organizma i¢in hem
yararlt hem de zararl etkileri vardir. Arginaz inhibisyonu sonucu reaksiyon NO lehine
cevrilir. Reaksiyonunu NO lehine ¢evrilmesi, hiicre proliferasyonu ve kollajen sentezi
icin onemli mediatdrler olan poliamin ve prolin liretimini azaltir. Boylece karaciger

rejenerasyonunda yararl etkiler olusabilir (97).

Calismamizda doku NO diizeylerine baktigimizda, NO degerlerinin APAP
toksisitesi olusturulan grupda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde diistiigli gozlenmektedir. Calismamizda APAP grubunda, doku arginaz enzim
aktiviteleri ile ornitin diizeylerinde anlamli bir artis oldugu ve bu mekanizma sonucu
poliamin biyosentezinin artacagi, bu durumun ise karaciger hasarmin gelisecegi
yoniindeki mekanizmay1 tetikleyebilecegini diisiindiirmektedir. Bu olguya ek olarak
APAP grubumuzda, NO diizeylerindeki azalmanin artmis arginaz enzim aktivitesinden

kaynaklandigini diisiiniiyoruz.
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Asetaminofenin indiikledigi karaciger hasarmimn olusum mekanizmalar1 hala net
degildir. Birbirinden farkli mekanizmalar tanimlanmis ve farkli goriisler ortaya
koyulmustur. APAP aracili hepatotoksisitede; arjinaz/NO iligkisi ile zit goriisler
bulunmaktadir. Calisma bulgularimiza gore, arginaz up-regiilasyonunun serbest oksijen
radikallerinin artisina bagh olarak gelistigini diistinmekteyiz. Arginaz aktivitelerindeki
artisin hizli sekilde L-argininin tiikkenmesine neden oldugunu ve bunun sonucu olarak
NO sinyal regiilasyonunun bozuldugu hastalik siirecindeki patofizyolojiye katkida

bulundugunu diisiinmekteyiz.

Saglikli beslenme ve saglikli yasam arasindaki iliski her gecen giin 6nem
kazanmaktadir. Buna bagh olarak, ilag veya kimyasallarla kontamine olmamis dogal
antioksidanlara ilgi giin gegtikge artmaktadir. Arastirmalarda BB’nin gii¢lii bir
antioksidan aktiviteye sahip olmasmin ve besin amagli kullanilmasimin yam sira, tedavi
acisindan Onemli olan antosiyaninler ve polifenoller gibi biyoaktif molekiillerin
potansiyel bir kaynagi olarakda kullanilmasini cazip kilmaktadir. Son yillarda yapilan
caligmalar, artmis serbest oksijen radikallerinin ve lipid peroksidasyonun, bir¢ok
hastaligin patogenezinde rol aldigini1 gostermektedir. Organizmada serbest radikallerin
olusum hiz1 ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi bir denge igerisindedir ve bu durum
oksidatif denge olarak adlandirilir. Serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma

mekanizmasi arasindaki dengesizlik doku hasarina yol agmaktadir (6).

Calismamiz APAP hepatotoksisitesinde BB’nin arginaz enzim aktivitesi ve
ornitin diizeyleri iizerine etkilerinin incelendigi ilk ¢alismadir. Arastirmalarda serbest
radikallerin ve buna bagli olarak olusan oksidatif stresin arginaz enzim aktivitelerini
arttirdig1 belirtilmektedir (155). Asetaminofen hepatotoksisitesinin olusumunda en
onemli mekanizmalardan biri serbest radikallerin artisina baglh olarak gelisen oksidatif
stresdir. Karaciger hasarinda artan arginaz aktiviteleri oksidatif stres ile iliskili
bulunmus ve oksidatif radikallerin arginaz aktivitesindeki artista anahtar rol oynadigi
bildirilmistir. Arastrmalarda, birgcok hastaligin patogenezinde artmis arginaz
aktivitelerinin rol aldig1 ve buna bagl olarak azalmis NO diizeylerinin buna eslik ettigi

bildirilmistir (37).
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Sankaralingam ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada, oksidatif stresin arginaz
enzim aktivitelerinin kontroliinde 6nemli roliiniin oldugunu fakat bu roliiniin tam olarak
aydmnlatilmadigin1 belirtmislerdir (174). McAnulty ve arkadaslarmmn 2011 yilinda
yaptiklar1 c¢alismada, BB’nin anti-inflamatuar sitokinleri arttirarak oksidatif stresi

azalttig1 ve BB’nin saglik i¢cin ¢ok onemli bir besin oldugu belirtilmistir (132).

Calismamizda BB tedavisi uyguladigimiz APAP+BB ve APAP+BB+CS
gruplarinda arginaz enzim aktivitelerinin APAP grubuna gore Onemli derecede
azaldigim1 gozlemledik. Tedavi gruplarimizdaki ornitin diizeyleri de APAP grubuna
gore Onemli derecede azalmis ve hemen hemen kontrol grubuna yakin diizeylere
gelmigtir. Sonuglarimizda NO diizeylerinin APAP+BB ve APAP+BB+CS gruplarinda

onemli derecede arttigini gozlemledik.

Blueberry uygulamasmin arginaz enzim aktivitelerini diistirmesini, oksidatif
stresi azaltmasindan kaynaklandigimni diisiiniiyoruz. Azalmis arginaz aktivitelerine baglh
olarak reaksiyon NO lehine ¢evrilerek NO diizeylerinin artmasina sebep olmustur.
Reaksiyonun NO lehine ¢evrilmesinin, hiicre proliferasyonu ve kollajen sentezi i¢in
onemli mediatorler olan poliamin ve prolin {retimini azaltarak, karaciger

rejenerasyonunda yararl etkiler olusturdugunu diisiintiyoruz.

Bir¢ok alanda 6nemli yararlar1 olan CS, yapisindaki hidroksil ve amino gruplari
sayesinde selatlayic1 yeteneginin olustugu ve bu 0Ozelligine ek olarak serbest radikal
tutucu Ozelligininde oldugu belirtilmistir (89). Yang ve arkadaslari, karaciger hasari
olusturmadan once ratlara CS uygulamiglar, CS ile yapilan 6n tedaviden sonra karaciger
hasar1 olusturmuglardir. Kitosan ile yapilan tedavinin antioksidan savunma
mekanizmasini  giiglendirdigi, oksidatif hasara karsi koruyucu rol istlendigi

belirtilmistir (227).

Calismamizda CS tedavisi uyguladigimiz APAP+CS grubunda arginaz
aktiviteleri, APAP grubuna gore oOnemli derecede azalirken, NO diizeyleri artis
gostermistir. Calisma grubumuzun ornitin diizeylerinde APAP grubuna gore 6nemli

derecede azalma olmustur.
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Olteanu ve arkadaglari, CS’m hepatosit hiicrelerini oksidatif strese karsi
korudugunu bildirmislerdir (150). APAP+CS grubumuzun arginaz aktivitelerindeki
azalmanin, CS’mn serbest radikaller iizerindeki tutucu 6zelligi sonucu oksidatif stresi
azaltmasindan kaynaklandigmi diisiinliyoruz. Tedavi etkinlikleri agisindan APAP+BB,
APAP+CS ve APAP+BB+CS gruplarimizi kendi aralarinda degerlendirdigimizde
arginaz aktiviteleri ile ornitin diizeylerinde istatistiksel olarak anlaml fark gozlenirken,
BB ve CS’1 ikili kombinasyon seklinde uyguladigimiz APAP+BB+CS grubunda NO
diizeylerinde APAP+BB ve APAP+CS gruplarina gore istatistiksel olarak anlaml artis
gozlenmistir. Ikili kombinasyonun bu grupta antioksidan savunma mekanizmasini daha

fazla giiclendirdigini s6yleyebiliriz.

Asetaminofen hepatotosisitesinde BB ve CS’ m koruyucu rollerini arginaz-
ornitin-NO yolu yoniinden degerlendirdigimizde, hem BB’nin hem de CS’m,
hepatositlert APAP toksisitesi sonucu olusan oksidatif strese karsi koruyarak arginaz
aktivitelerini ve ornitin diizeylerini azalttigin1 ve reaksiyonun NO lehine g¢evrilmesi
sonucu NO diizeylerinde artis oldugunu sdyleyebiliriz. Bozulan NO regiilasyonunun
APAP+BB, APAP+CS ve APAP+BB+CS gruplarinda diizelmesi sonucu hepatoseliiler

hasar siireci yavaglamistir.

Dokuz karbonlu seker ndraminik asitin asetilenmis tiirevleri olan sialik asitler,
doku ve hiicrelerin ¢6ziinebilir ve ¢dziinemez komponentlerinin yapisal bilesenleridir.
Asidik yapilarindan dolayi hiicre yiizeyine negatif ylik kazandirirlar ve hiicre-hiicre ya
da hiicre-matriks etkilesimlerinde ©nemli rol oynarlar.  Spesifik hiicresel tanima
bolgelerini maskeleme yetenegine sahip olan sialik asitler, glikolipidlere ve
glikoproteinlere antijenik 6zellik kazandirirlar ve glukokonjugatlarin makromolekiiler
yapismi etkileyebilirler (193). Organizmada sialik asit, lipit bagli, proteine bagh ve
serbest olarak bulunur, bunlarin hepsi ise total sialik asit seviyesi ile ifade edilir (49).
Hiicre yiizeyindeki sialik asit miktarlarinin artmasi, azalmasi ya da sialik asitlerin
ozelliklerinin degismesi, hiicre ya da dokularda olusan degisikligi ortaya koymaktadir.
Akut-faz reaksiyonun goOstergesi olan sialik asit diizeylerinin, kanser, diyabet,
kardiyovaskiiler hastaliklar, bakteriyel enfeksiyonlar, romatoid artrit ve kronik karaciger
hastaliklar1 gibi pek c¢ok hastalikta yiikselmis oldugu arastirmalarda belirtilmistir
(5,11,48,141).
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Inflamatuar karaciger hastaliklarmda doku ve serum sialik asitlerinin
diizeylerindeki farklilik ©Onemli diagnostik ve prognostik bir aractir. Karaciger
hasarinda, TSA ve LSA diizeyleri hasar derecesi ile orantili bir seklide yiikselir. Bunun
nedeni dolasimdaki sialik asitlerin glikoprotenlere kovalent olarak baglanmasi ve TSA

diizeylerinin % 50’den fazlasmnin akut faz proteini gibi davranmasidir (5,114).

Cemek ve arkadaglarmnin yaptiklar1 ¢alismada karaciger hasarinda serum sialik
diizeylerinin artig gosterdigi belirtilmistir. Serum sialik asit diizeylerindeki artigin akut
faz cevabimi yansittigini, serum sialik asit diizeyleri ile lipid peroksidasyonu arasinda
paralel bir artis oldugunu ve sialik asit diizeylerinin oksidatif stres sonucu artis
gosterdigini  belirtmislerdir. Calisma sonuclarma gore sialik asidin  karaciger

hastaliklarinda prognostik ara¢ olabilecegini sdylemislerdir (35).

Calismamizda, hem doku hem de serum Orneklerinde incelenen TSA
diizeylerine bakildiginda, kontrol grubuna gore APAP uygulanan ratlarin TSA

diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit edilmistir.

Yapar ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada, APAP toksisitesi olusturulan
grupta serum TSA diizeyleri yiiksek bulunmus ve bu artisin APAP aracili karaciger
hasar1 sonucu olusan oksidatif stres ve mitokondriyal disfonksiyondan kaynaklandigmi
sOylemislerdir (49). Son yillarda yapilan arastirmalarda, yiikselmis TSA diizeylerinin,
yagl karaciger, siroz, karaciger kanseri, akut ve kronik karaciger hastaliklar1 ile iliskili

oldugu belirtilmistir (233).

Sialik asitler, lipoprotein ve lipid metabolizmasinda énemli roller oynar. Protein
ve lipidlerin sializasyonu ve glikozilasyonu karacigerde ger¢eklesmektedir. Yapilan
arastirmalarda, protein ve lipidlerin sializasyon ve glikozilasyonunda meydana gelen
degisimlerin, c¢esitli karaciger hastaliklarinin patogenezi ve ilerlemesinde Gnemli
rollerinin oldugu belirtilmistir (124). Cylwik ve arkadaslarmin yaptiklar1 ¢aligmada,
hepatoseliiler hasar da LSA ve TSA diizeylerinin artig gosterdigi ve LSA diizeylerindeki
artisgin TSA diizeylerindeki artisa neden oldugu ve hepatoseliiler hasarin biyokimyasal

parametreleri ile pozitif korelasyonlu oldugu belirtilmistir (49).
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Chrostek ve arkadaglar,, LSA diizeylerindeki artisin, lipoproteinlerin lipit
parcalarindaki sializasyonda meydana gelen degisimlerden kaynaklandigi ve bu
degisimlerin hastaligin patogenezini ve ilerleyisini etkileyebilecegini sdylemislerdir
(43). Arastirmalarda, gesitli karaciger hastaliklarinda, hiicre membran glikolipitlerinin
terminal uglarinda yerlesen sialik asitlerin salgilanmasinin, muhtemel bir lipit
peroksidasyonu ve hiicre membranlarinin yikimi sonucunda meydana gelmis
olabilecegi, TSA ve LSA artis1 ile sonuglanan bu salgilanmanin membranlardaki
glikolipitlerin yapisal biitlinliigiinii degistirmesinden kaynaklanabilecegi belirtilmistir
(233).

Calismamizda serum ve doku LSA diizeyleri, APAP grubunda, kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak 6nemli diizeyde yliksek bulunmustur. Calisma sonuglarimiza
gore, APAP ile indiiklenen karaciger hasarinda artmis TSA ve LSA diizeylerinin, artmis
lipid peroksidasyonundan ve oksidatif stres sonucu hiicre membranlarmin yikimi

sonucunda meydana gelmis olabilecegini diisiinmekteyiz.

Kitosanin dogada yaygin olarak bulunmasi ve toksik olmayan yapisindan dolayi
bircok metabolik hastalikta pozitif etkilerinin olabilecegi arastirmacilar tarafindan 6ne
stirtilmiistiir. Cesitli metabolik hastaliklar tizerinde yapilan ¢alismalar sonucu KOS’ m,
bozulmus lipid, glikoz ve antioksidan diizeylerinin iyilestirilmesi sonucu diyabete bagl
komplikasyonlarin 6nlenmesinde yararli olabilecegi (124), lokositler, sitotoksik T
hiicreleri ve natural killer hiicreler gibi immiin sistemle ilgili savunma araglarmni
uyararak timor lizerinde inhibe edici etkilerinin oldugu aciklanmistir (67). Karaciger
hasar1 {lizerinde yapilan caligmalarda varilan net sonu¢ CS’in lipid peroksidasyonunu
engelleyerek, hiicre membraninin yapisimnin bozulmasmi engelledigi ve viicudun

antioksidan savunma mekanizmasini giiclendirmesidir (227).

Calismamizda APAP+CS ve APAP+BB+CS gruplarinda serum ve doku
orneklerinin her ikisinde hem TSA hem de LSA diizeylerinde APAP grubuna gore
onemli diizeyde azalma gozlenmistir. Kitosan uygulamasi bu gruplarimizin sialik asit
diizeylerini kontrol grubu degerlerine yakin degerlere getirmistir. Saglikli ratlara
verdigimiz CS’m TSA ve LSA diizeylerinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak

anlaml1 fark bulunmamuistir.
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Arastirmalarda, CS’mn  katyonik yapisinin  fosfolipidlerdeki sialik asit
kalintilarma baglanarak, hiicre membrani1 gegirgenligini korudugu ve serbest radikal

tutucu 0zelligi sonucu oksidatif hasar1 engelledigi belirtilmistir (107,177).

Calisma sonuglarimizda CS’m, APAP+CS ve APAP+BB+CS gruplarindaki
sialik asit diizeylerini kontrol grubu seviyelerine indirmesini, lipid peroksidasyonunu
inhibe ederek, endojen antioksidan savunma sistemini arttirmasimndan kaynaklandigini
disiiniiyoruz. Ayrica literatiirdeki bilgilerden yola ¢ikarak CS’in, hiicre membranindaki
sialik asit kalintilarina baglanarak, APAP’in indiikledigi hasar1 engelledigini

sOyleyebiliriz.

Calismamizda BB uygulamas: yaptigimiz APAP+BB grubunda TSA ile LSA
diizeyleri kontrol grubuna gére dnemli diizeyde azalmis ve kontrol grubu seviyelerine
gelmistir. Saglikli kontrol grubuna verdigimiz BB’nin, TSA ve LSA diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir. BB ve sialik asit diizeylerini inceleyen
bir caliyma literatiirde mevcut degildir. Fakat yine berry cinsi bir meyve olan

cranberry’nin sialik asit diizeylerindeki artis1 inhibe ettigi belirtilmistir (29).

Lu ve arkadaslari, BB’nin GSH diizeylerini arttirarak karaciger hasarmi
onledigini ve GSH diizeylerindeki bu artisin endojen antioksidan aktiviteyi
arttirmasindan kaynaklandigi belirtilmektedir (128). Literatiirle uyumlu olan ¢aligma
sonuglarimiz, TSA ve LSA diizeylerindeki azalmanim, antioksidan kapasitenin artigina

bagli olarak GSH diizeylerindeki artistan kaynaklandigini gostermektedir.

Seruloplazmin, primer olarak karacigerde sentez edilen, bakir iceren bir
proteindir. Seruloplazminin, bakir transportu, koagiilasyonun modiilasyonu, biogenik
aminlerin inaktivasyonu, ve oksidatif strese karsi savunma gibi ¢esitli fonksiyonlar
vardir. Yapisinin  %7-8’lik  karbonhidrat icerigini sialik asit olusturur (35).
Seruloplazmin, serbest oksijen radikallerinin olusumunu ve lipid peroksidasyonunu
engelleyerek, dokularda ve plazmada bulunan serbest radikallerin zararlarini

engellemektedir (210).
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Uhlikova ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada seruloplazmin oksidaz enzim
aktivitelerinin alkole bagli karaciger hasarinda Onemli diizeyde azaldigini,
seruloplazminin yapisindaki bakir miktarnin azalmasi sonucu enzim aktivitesinde
azalma oldugunu belirtmislerdir. Seruloplazmin oksidaz enzim aktivitesindeki diisiisiin
serbest oksijen radikallerinin artisina bagl olarak gelisen oksidatif strese neden oldugu

bildirilmistir (204).

Ma ve arkadaslarmin yaptiklar1 deneysel ¢aligmada, ratlara oral gavaj yoluyla
tek doz 300 mg/kg APAP uygulanmis ve seruloplazmin oksidaz diizeyleri kontrol
grubuna gore onemli derecede diisiik bulunmustur (129). Salek ve arkadaslarinin 2010
yilinda yaptiklar1 klinik calismada, APAP kullanimi sonucu akut karaciger hasari
gelismis hastalarda seruloplazmin oksidaz enzim aktiviteleri, saglikli kontrol grubuna

gore onemli diizeyde diisiik bulunmustur (172).

Calismamizda APAP grubunda seruloplazmin oksidaz enzim aktiviteleri,
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmistir. Seruloplazmin,
serbest radikallerin hiicresel hasarmni dnlemek i¢in, peroksidasyon zincir reaksiyonlarini
engelleyerek lipid peroksidasyonunu ve hiicre hasarmi engeller. Arastirmalarda akut ve
kronik karacier hasarinda, seruloplazmin oksidaz aktiviteleri ile lipid peroksidasyonu

iiriinii olan MDA diizeyleri arasinda iliski oldugu belirtilmistir (101,134).

Arastirmalarda seruloplazmin yetersizliginin, artmig lipid peroksidasyonu,
azalmis mitokondriyal enerji iiretimi ve demir aracili serbest radikallerin artmasi

nedeniyle hiicre hasarma yol actigmi bildirmektedir (138).

Calismamizda APAP grubunda, seruloplazmin oksidaz enzim aktiviteleri ile
MDA diizeyleri arasinda (r = -0.706, p<0.05) negatif korelasyon bulunmustur. Calisma
sonuglarimiz, seruloplazmin oksidaz enzim aktivitelerindeki azalmanin, karacigerde
meydana gelen hasar sonucu seruloplazmin sentezinin azalmasina bagli gelistigini ve

bunun sonucu olarak lipid peroksidasyonunun arttirdigini gostermektedir.
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Landes ve arkadaslarmin yaptiklar1 deneysel ve klinik ¢aligmalarda, diyetlerine
CS eklenen insanlarin ve ratlarin seruloplazmin diizeylerinin, kontrol grubuna gére daha
yiiksek oldugu ve CS’mn karaciger ilizerinde herhangi bir toksik etkisinin olmadigi

belirtilmistir (119).

Calismamizda APAP+BB, APAP+CS ve APAP+BB+CS gruplarmin
seruloplazmin oksidaz enzim aktiviteleri APAP grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli
derecede artarak kontrol grubunun diizeylerine gelmistir. Her {i¢ tedavi grubumuzda da
seruloplazmin oksidaz aktiviteleri ile lipid peroksidasyonu arasinda negatif korelasyon
bulunmustur. Gruplarimizdaki artmis seruloplazmin oksidaz aktivitelerinin, BB ve
CS’m serbest radikalleri absorblama kapasitesinden kaynaklandigmni diisliniiyoruz.
Oksidatif stresi azaltan BB ve CS, endojen antioksidan mekanizmay1 kuvvetlendirerek
karaciger rejenerasyonunu saglamistir. Karaciger hasarmin azalmast sonucu
seruloplazmin diizeyleri kontrol diizeylerine yiikselmis ve bunun sonucu olarak da lipid

peroksidasyonu azalmstir.

On dokuzuncu ylizyil ile birlikte hizli gelisen sanayilesme sonucu, obezite
yayginlagsmaya baslamis ve insan saghigmi ciddi sekilde tehdit etmeye baslamistir. Bu
sebeple bircok hastalikta ilaglarla tedaviye destek olarak veya tek basina kullanilmakta
olan fitoterapétiklere olan ilgi her gecen giin artmaktadir. Bir glikozamin polimeri olan
CS, yaglara baglanip emilimi engelleyerek etki gosterdigi ve viicut agirhigini azaltmak

icin diyet destekleyici olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (241).

Zahorska-Markiewicz ve arkadaslarinin 50 obez kadin iizerinde yaptiklari
calismada, kalori kisitlamasi ile birlikte giinliik 750 mg kullanan CS tablet kullanan
kadinlarin, obeziteye eslik eden tansiyon ile birlikte viicut agirliklarinin da istatistiksel
olarak anlaml diizeyde azaldig1 belirtilmistir (240). Ni Mhurchu ve arkadaglari, kisa
donem CS kullaniminin viicut agirhigmni azalttigini belitmislerdir (146). Sumiyoshi ve
arkadaslarinin yaptiklar1 deneysel calismada, yaglh diyetle beslenen obez farelere giinde
iki kez 300 mg/kg CS uygulanmis, total kolesterol ve trigliserid diizeyleri ile viicut

agirliklarinda 6nemli diizeyde azalma olmustur (192).
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Aragtirmalarda, hizli bir sekilde ¢6ziinebilen CS’1n seker emilimini yavaslatarak
ve yag1 absorplayarak kilo kontroliinde kullanilabilen fiberler olarak diistiniilmiistiir.
Ylitalo ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada, CS’1n pozitif yiiklii amino gruplarmin,
yag asitlerinin anyonik karboksil gruplar1 ile etkilesime gectigi ve safra asitlerinin

sindirilmeden sindirim sistemi i¢erisinden gecerek yagi absorpladigi belirtilmistir (230).

Calismamizda, deneysel hayvanlarimizin agirliklarin1 hem ¢aligma basinda hem
de calisma sonunda belirledik. 200 mg/kg oral yoldan CS uyguladigimiz saglikli sican
grubumuzun c¢alisma sonundaki agirliklar,, c¢alisma basindaki agirliklarina gore
istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmustur. Bu grubumuzun karaciger
enzim aktivitelerinde,  hicbir uygulama yapmadigimiz saglikli kontrol grubuna
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Calisma sonuglarimiza gére CS’1in
karaciger tizerinde toksik etkisi olmadan viicut agrrlhiginin azalmasma yardimci

oldugunu soyleyebiliriz.

Calismamizda, kontrol, BB ve CS gruplarinda, histopatolojik olarak
degerlendirdigimiz bulgular olan yogun hiicresel dejenerasyon, siniizoidal dilatasyon,
vaskiiler konjesyon ve hiicresel inflamasyon acisindan herhangi bir patolojiye
rastlanmadi. Buna ek olarak CS grubumuzda herhangibir histopatolojik bulguya
rastlamamis olmamizdan dolayi, CS’m viicut agirhgini azaltirken herhangibir toksik

etkisinin olmadigini sdyleyebiliriz.

Asetaminofen grubunda, kontrol grubuna gore ciddi sekilde yogun hiicresel
dejenerasyon mevcuttu. Bu grubumuzda siniizoidal dilatasyon, vaskiiler konjesyon ve
hiicresel inflamasyon diizeylerinin de kontrol grubuna gore ciddi derecede arttigini
gozlemledik. Histolojik bulgularimiz, APAP’in karaciger iizerindeki toksik etkilerinin

oldugunu gostermektedir.
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Asetaminofen+Blueberry grubunda hiicresel dejenerasyon bulgulari, APAP
grubuna gore degerlendirildiginde onemli diizeyde azalma gozlenmistir. Ayn1 zamanda
kontrol grubuna gore karsilatirdigimizda hiicresel dejenerasyonun hafif siddette
olustugunu sodyleyebiliriz. Bu grubumuzda siniizoidal dilatasyon, vaskiiler konjesyon ve
hiicresel inflamasyon bulgulari, kontrol grubuna gore hafif siddette artis gostermistir.
Bulgularimiz APAP grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak onemli derecede
azalma gozlenmistir. Bu grubumuzun histolojik sonuglari, BB’ nin APAP’in indiikledigi

karaciger hasar1 tizerinde koruyucu etkisinin oldugunu gostermektedir.

Histolojik bulgularimiza gére APAP+CS grubumuz da, hiicresel dejenerasyon,
sinlizoidal dilatasyon ve hiicresel inflamasyon bulgulart APAP+BB grubuna gore daha
yiiksek seviyede olusmustur fakat bu artig istatistiksel olarak anlamli degildir. Bu
grubumuzda vaskiiler konjesyon bulgulari, kontrol grubuna gore hafif siddette artis
gostermistir. Hiicresel dejenerasyon, sinilizoidal dilatasyon ve hiicresel inflamasyon
bulgulari, APAP grubu ile karsilastiridilginda istatistiksel olarak onemli derecede
azalma gozlenmistir. Bu grubumuzun histolojik sonuglarima gére CS’n APAP’in

indiikledigi karaciger hasar1 lizerinde koruyucu etkisinin oldugunu sdyleyebiliriz.

Asetaminofen+Bluberry+Kitosan grubumuzda hiicresel dejenerasyon bulgulari,
APAP grubuna gore ¢ok Onemli diizeyde azalma gosterdi. Bu grubumuzda iyi
korunmus karaciger parankimi ve hepatositlerin gozlenmistir. Tedavi gruplarimiz
arasinda hiicresel dejenerasyon bulgusunun en az olustugu grup APAP+BB-+CS
grubudur. Bu grubumuzda sinilizoidal dilatasyon, vaskiiler konjesyon ve hiicresel
inflamasyon bulgulary, kontrol grubuna gore hafif siddette artis gdstermistir.
Bulgularimiz APAP grubu ile karsilastiridilginda istatistiksel olarak 6nemli derecede
azalma gozlenmistir. APAP+BB+CS grubumuzda, yogun hiicresel dejenerasyon,
sinlizoidal dilatasyon, vaskiiler konjesyon ve hiicresel inflamasyon bulgular1 APAP+BB
ve APAP+CS gruplarina gore daha az diizeyde olusmus ve kontrol grubuna yakin
seviyelere gelmistir. Sonuglarimiz, BB+CS kombinasyonunun karacigerde sinerjik etki

olusturarak histoloji bulgular1 kontrole yakin diizeylere getirdigini gdstermektedir.
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Sonug olarak, deneysel karaciger hasar1 olusturmak i¢cin kullandigimiz APAP,
deney hayvanlarimizin karacigerlerinde yogun hiicresel dejenerasyon, siniizoidal
dilatasyon, vaskiiler konjesyon ve hiicresel inflamasyon bulgularmin ciddi bir sekilde
olusumuna neden olmustur. Caligmamizda elde ettigimiz bulgular, APAP
hepatotoksisitesinin kac¢imilmaz oldugunu ve toksisiteye karsi diyetle BB ve CS’in
almmasmin karaciger icin koruyucu rol oynayabilecegini gostermektedir. Calisma
verilerimize dayanarak, glinlilk hayatta analjezik ve antipiretik amacli yaygin olarak
kullanilan APAP’e bagli gelisen toksik etkilerin dnlenmesinde, BB ve CS’in tedavi

protokoliine eklenmesinin yarar saglayacagini diisiinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Deneysel karaciger hasar1 modeli olusturmak icin kullandigimiz APAP’in
karacigerdeki etkilerine karst BB ve CS’in koruyucu roliine ait sonuglar asagida

belirtilmistir.

Saglikli sicanlara uyguladigimiz BB ve CS, karaciger iizerinde herhangi bir
toksisite gostermemislerdir. Kitosan verdigimiz saghkli sicanlarin viicut agirliklarinda

onemli derecede azalma gozlenmistir.

Asetaminofen ile indiiklenen karaciger hasar1 sonucu azalmis GSH diizeyleri,
hiicre i¢i serbest radikal diizeylerini sitotoksik diizeylere ulastirarak, oksidatif stres

aracili lipid peroksidasyonunu stimiile etmistir.

Asetaminofen toksisite tedavisinde kullandigimiz BB ve CS’in mono ve
kombine tedavileri uygulanan dozda herhangi bir hepatotoksisite gostermeden tedavi
etkinligi gostermislerdir. Hatta, histolojik incelemelerde BB ve CS kombine tedavisi

karaciger rejenerasyonunu mono tedavilere gore daha fazla saglamistir.

Asetaminofen, serbest oksijen radikallerini stimiile ederek arginaz enziminin up-
regililasyonuna sebep olmaktadir. Arginaz enzim aktivitesinin artmasi, NOS enzimini
baskilayarak {iretimi ornitin lehine ¢evirir. Bu durum poliamin sentezini artirirken, NO
dretiminin  azaltir. NO diizeyinin azalmasi, hepatoseliller hasar siirecini

hizlandirmaktadir.

Blueberry ve CS’m mono ve kombine tedavileri hepatositleri APAP toksisitesi
sonucu olusan oksidatif strese karsi koruyarak arginaz enzim aktivitelerini ve ornitin
diizeylerini azaltmis ve reaksiyonun NO lehine ¢evrilmesi sonucu NO diizeylerinde artis
olmustur. Bozulan NO regiilasyonunun APAP+BB, APAP+CS ve APAP+BB-+CS
gruplarinda diizelmesi sonucu hepatoseliiler hasar siireci yavaslamistir. BB ve KOS’1n
kombine tedavileri NO diizeylerini mono tedavilere gore daha fazla arttirmis, ikili

kombinasyon antioksidan savunma mekanizmasini daha fazla giiclendirmistir.
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Asetaminofen grubunda artan lipid peroksidasyonuna bagli olarak sialik
diizeyleri artmistir.  Blueberry ve CS’in mono ve kombine tedavileri, endojen
antioksidan savunma mekanizmasimni arttirarak, lipit peroksidasyonunu engellemis ve
buna bagh olarak sialik asit diizeyleri azalmistir. Polikatyonik yapiya sahip olan CS,
sialik asit kalintilarina baglanarak, hiicre membran1 gecirgenligini korumakta ve serbest

radikal tutucu 6zelligi sonucu oksidatif hasar1 engellemektedir.

Blueberry ve CS’1in mono ve kombine tedavileri, seruloplazmin oksidaz enzim
aktivitelerini arttirarak lipid peroksidasyonunu inhibe etmistir. Tedavi gruplarimizdaki
artmis seruloplazmin oksidaz aktivitelerinin, BB ve CS’in serbest radikalleri
absorblama kapasitesinden kaynaklandigin diisiiniiyoruz. Oksidatif stresi azaltan BB ve
CS, endojen antioksidan mekanizmay1 kuvvetlendirerek karacier rejenerasyonunu
saglamistir. Karaciger hasarinin azalmasi sonucu seruloplazmin oksidaz enzim
aktiviteleri kontrol diizeylerine yilikselmis ve bunun sonucu olarak da lipid

peroksidasyonu azalmstir.

Calismamizda, kontrol, BB ve CS gruplarinda, histopatolojik olarak
degerlendirdigimiz bulgular olan yogun hiicresel dejenerasyon, siniizoidal dilatasyon,
vaskiiler konjesyon ve hiicresel inflamasyon ag¢isindan herhangi bir patolojiye
rastlanmadi. Asetaminofen grubunda, kontrol grubuna gore ciddi sekilde yogun hiicresel
dejenerasyon, siniizoidal dilatasyon, vaskiiler konjesyon ve hiicresel inflamasyon
mevcuttu. Blueberry ve CS’in mono ve kombine tedavilerinin uygulandig1 gruplarda
histopatolojik bulgular hafif siddette olusmustur. Blueberry ve CS kombine tedavisi,
karacigerde sinerjik etki olusturarak histopatolojik bulgular1 kontrole yakin diizeylere

getirmistir.

Sonuglarimiz, BB ve CS’mn mono ve kombine tedavilerinin, intraseliiler
antioksidan kapasiteyi arttirarak, APAP hepatotoksisitesine kars1 biiyiikk oranda
koruyucu rol oynadigmi gostermektedir. ilag toksisitesi ve diger nedenlerin indiikledigi
hepatotoksisite modellerinde BB ve CS’1n karaciger hasarinin azaltilmasinda koruyucu
etkisinin olabilecegini sorgulayan in-vivo hayvan modelleri, in-vitro hiicre modelleri ve

ileri molekiiler caligmalarin yapilmasinin yararh olacagi diisiiniilmektedir.
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