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OZET

Bu arastirmada, siganlarda karbon tetrakloridin neden oldugu oksidatif stres ve

karaciger hasar1 {izerine Cynara scolymus L. yaprak ekstraktinin etkileri arastirildi.

Calismada 42 adet 4 aylik Wistar cinsi erkek albino sican kullanilarak 6 grup
olusturuldu. Kontrol grubu, intraperitonel yolla zeytinyagi verilen zeytinyagi kontrol
grubu ve gavaj teknigi ile enginar yapragi ekstrakti verilen Cynara scolymus L. kontrol
grubu CCl, uygulamas: almadi. CCly, CCls dogal iyilesme ve kiiratif grup deney
hayvanlarina g¢alismanin ilk 10 giiniinde zeytin yaginda 1:1 oraninda ¢ozdiiriilen
CCly (0,2 ml/kg) intraperitonel yolla verildi. CCl;uygulamasi sonrasinda kiiratif
gruptaki deney hayvanlarina 14 giin boyunca intragastrik olarak gavaj yOntemi
ile Cynara scolymus L. yaprak ekstrakti (1,5 g/kg) distile suda c¢oziindiiriilerek
verildi. CCl, grubu siganlardan 10. giin, diger deney gruplarimizdaki siganlardan ise
calismanin 24. giinii tamamlandiktan sonra, etik kurallara uygun olarak anestezi altinda,
uygun teknikler kullanilarak kalp kani1 ve karaciger doku oOrnekleri alindi. Kan
serumlarinda aspartat aminotranferaz (AST), alanin amino transferaz (ALT), alkalen
fosfataz (ALP) ve laktat dehidrogenaz (LDH); hemolizat ve homojenatta katalaz ve
stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi ile malondialdehit (MDA) diizeyi 6l¢iildii.
Karaciger dokusunda DNA fragmantasyonu 6l¢timii yapildi.

Karaciger hasar1 olusumu sonrasinda Cynara scolymus L. yaprak ekstrakti verilen
kiiratif grupta AST enzim aktivitesinin ¢ok onemli diizeyde kontrole yaklastigi, ALT ve

ALP enzim aktivitelerinin ise CCl, grubuna gore diisiik oldugu belirlendi.

Hemolizatta kiiratif grup SOD inhibisyonu ve katalaz aktivitesinin kontrole
yaklastigi; CCls dogal iyilesme grubuna gore kiiratif grup hemolizat MDA diizeyinin
azaldig1 belirlendi.

Karaciger homojenatinda CCly uygulanan gruplarda SOD inhibisyonunda azalma

bulundu. Kiiratif grupta SOD inhibisyonunda azalmanin daha az oldugu belirlendi.
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Kiiratif grup homojenat katalaz aktivitesinde artis belirlendi. Kiiratif grup homojenat

MDA diizeyinin CCls dogal iyilesme grubuna gore diisiik oldugu belirlendi.

CCly kullanim1 sonucunda DNA fragmantasyonunun arttigir ve Cynara scolymus
L. yaprak ekstraktinin kullanildig1 kiiratif grupta DNA fragmantasyonunun azaldigi
belirlendi.

Histolojik yonden incelendiginde; CCly ile olusturulan karaciger hasarinin Cynara

scolymus yaprak ekstrakti kullanimi sonucunda azaldigi belirlendi.

Sonug olarak, karacigerde hasara sebep olan karbon tetrakloridin neden oldugu
oksidatif stres ve karaciger hasar1 iizerine Cynara scolymus L. yaprak ekstraktinin

onemli 6l¢lide hasar1 azaltma yoniinde etkili oldugu belirlendi.

Anahtar Sozciikler: Cynara scolymus L. yaprak ekstrakti, CCly, karaciger hasari,

oksidatif stres



ABSTRACT

In this study, the effects of Cynara scolymus L. leaf extract on oxidative stress

and liver damage were investigated.

Totally, there were 42, 4-month old Wistar male albino rats in 6 groups in the
study design. Three groups did not receive CCls; which were control group, olive oil
control group receiving olive oil intraperitoneally and Cynara scolymus L. control
group receiving artichoke leaf extract by gavage technique. Three other groups were
intraperitoneally given CCl, (0,2 ml/kg) dissolved in olive oil (1:1) for the first 10 days
of the study, which were CCl,, CCl, natural recovery and curative groups. Then, the
following 14 days the curative group intragastrically received the Cynara scolymus L.
(1,5 g/kg) leaf extract dissolved in distilled water by gavage technique and meanwhile
CCl, natural recovery group was left to recover itself. Afterwards, heart blood samples
and liver tissue samples were collected from each rat in all the groups under anesthesia
following the ethics regulation. The sample collection was carried out at the end of day
10 for CCl, group and at the end of day 24 for the other groups. Moreover, aspartate
aminotransferase (AST), alanin amino transferase (ALT), alkaline phosphatase (ALP)
and lactate dehydrogenase (LDH) parameters were measured from blood serum
samples; catalase and superoxide dismutase (SOD) activity and malondialdehyde
(MDA) levels were measured from haemolysate and homogenate samples; and DNA

fragmentation was analyzed from liver tissue samples.

The test results showed that, after the liver damage, the curative group receiving
the Cynara scolymus L. leaf extract had AST enzyme activity levels close to the control

values, and ALT and ALP enzyme activity levels lower than the CCl, group.

The SOD inhibition and catalase activity measures of the haemolysate samples
of the curative group were close to the control values. Also, the curative group MDA

levels were lower than that of the CCl, natural recovery group.

The liver homogenate of the CCl,; group had decreased SOD inhibition

measures. Curative group liver homogenate had decreased SOD inhibition measures to
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a lesser degree. In addition, the curative group liver homogenate MDA level was lower
than that of the CCl, natural recovery group. However, there was an increase in the
catalase activity of the curative group liver homogenate.

The results indicated that the DNA fragmentation was increased by CCl,
application and the fragmentation was decreased in the curative group receiving the
Cynara scolymus L. leaf extract.

Histological analysis provided evidence for Cynara scolymus L. leaf extract to
decrease the liver damage induced by CCl, application.

Overall, the study showed that Cynara scolymus L. leaf extract has an important
effect on decreasing the oxidative stress and liver damage induced by CCl..

Keywords: CCls, Cynara scolymus L. leaf extract, liver damage, oxidative stress.
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1. GIRIS VE AMAC

Endiistriyel bilesikler, pestisitler ve ilaglar gibi insan yapimi kimyasallar ile dogal
toksinlere maruz kalinarak ya da bu maddelerin detoksifikasyonu sonucunda
karacigerde hasarlar olusur (97). Detoksifikasyon reaksiyonlarinda enzimler zararli
maddelerin etkilerini ortadan kaldirirken, diger maddelerin toksisitesini arttirabilir ya da
biyoaktivasyonunu saglar. Bu biyoaktivasyon sonucunda olusan reaktif oksi ve hidroksi
gibi serbest radikallerin lipid peroksidasyonu veya diger yollarla hepatosit hiicre
membranlarininda hasara sebep olurlar. Olusan bu serbest radikallerin hem in vivo hem
de in vitro ortamlarda proteinler, lipidler, karbonhidratlar ve DNA yapisinda da hasar
olusturduklar1 belirtilmistir (52, 97).

Karbon tetraklorid (CCls) karaciger toksisitesi olusturmada en iyi tanimlanmis
hepatotoksindir. Ozellikle sicanlarda karbon tetrakloridin  (CCl;) indiikledigi
hepatotoksisite, serbest radikal aracili karaciger hasar1 ¢aligmalar1 igin klasik bir model
olup (36) hayvanlarda insan karaciger hastaligina yakin bir hasara neden olur. Karbon
tetraklorid (CCl), akut etkisini hepatosit endoplazmik retikulumunda morfolojik
degisikliklerle olusturmaktadir (25, 52, 73). CCl,’ iin karaciger tizerindeki toksik etkisi,
serbest radikallerle olusan biyotransformasyon ve lipid peroksidasyonu ile agiklanabilir
(25, 52, 73). Serbest oksijen radikalleri olustugunda hiicre membran lipidlerinin
doymamis yag asitleri ile reaksiyona girerek hiicre membranmda hasar olusturarak
toksisiteye sebep olmaktadir. Mitokondriyal fonksiyonlar bozulmaktadir. Lipid
peroksidasyonu tarafindan olusan pargalanma firiinleri ¢esitli enzimlerin silfidril
gruplart ve diger proteinler tarafindan elimine edilir. Lipid peroksidasyonu ayni
zamanda lizozom membraninin pargalanmasina ve desktriiktif enzimlerin sitoplazma
icerisine bosalmasina neden olmaktadir. CCly hidropik dejenerasyona ve hepatoselliiler
nekroza da neden olmaktadir (52, 73). Hasar mekanizmasinda ilk olarak CCl,, hepatik
graniilsiiz endoplazmik retikulumda sitokrom P-450 tarafindan triklorometil (CCls*)’ e;
daha sonra triklorometil (CCls*) oksijen varliginda hizla triklorometil perokside

(CCl502*) veya hidrojen atomlarini kaybetmis olan kloroform formuna doniisiir (73, 76,



100). Olusan bu serbest radikaller lipidlere, proteinlere ya da niikleotidlere kovalent
olarak baglanirlar. Hiicre zarinda lipid peroksidasyonu baslatarak hepatotoksiteye yol
acar (25, 76). Ayrica CCly uygulanmasi, karacigerdeki histolojik degisikliklere sebep
olur. Bu degisimler balonlagsma dejenerasyonunu, komsu hepatosit yag baskalagimini,
hiicre nekrozunu, hiicre iltihabini, santral ven ¢evresinde lenfosit ve kupffer hiicre

infiltrasyonunu igermektedir (73).

Organizmadaki serbest oksijen radikallerinin miktarlar1 olduk¢a hassas bir
dengededir (22, 45). Organizmada normal degerlerinin istiine ¢iktiklarinda potansiyel
tehlike olusturmaktadir. Serbest oksijen radikallerin birikimine paralel olarak doku-
organ hasarmnin 6nlenmesi viicudun kendi olusturdugu ‘“antioksidan sistemi” adi
verilen bir savunma mekanizmasiyla saglanabilmektedir (22, 58). Viicuttaki serbest
oksijen radikalleri ile antioksidanlar arasindaki dengenin bozulmasi “oksidatif stres”
olarak adlandmrilmaktadir (8). Normal kosullarda bu dengenin saglanmasinda
antioksidan molekiillerin serbest oksijen radikalleri ile baglar kurarak, viicutta gerekli
yapisal molekiillerin zarar gérmesini engelledigini gosteren arastirmalar bulunmaktadir
(46, 59). Serbest radikallerin zararh etkileri, baz1 maddeler tarafindan azaltilir veya
tamamen ortadan kaldirilir. Hiicre i¢ginde oksijenin metabolize edildigi her yerde
antioksidanlar, oksijen ara metabolitlerini azaltmak i¢cin hizli ve spesifik olarak
calisirlar. Antioksidan savunmada Oncelikle etkili olanlar enzimatik antioksidanlardir.
Bunlar siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz (GSH-Py) ve glutatyon
rediiktaz gibi enzimlerdir (101). Bitki kokenli antioksidanlar ise (6rnegin; fenolik asit,
katesin, flavonoidler vs.) redoks ozellikleri sayesinde serbest oksijen radikallerinin

yakalanmasinda ve etkisiz hale getirilmesinde 6nemli rol oynar (69).

Cynara scolymus L. Asteraceae familyasma ait olup, yaygmn olarak Akdeniz
iilkelerinde yetisir ve C vitamini, hidroksisinaminik asitler ve flavonlar gibi dogal
antioksidanlarca zengindir. Cynara scolymus L. ekstrakti uzun yillardir karaciger
koruyucu, antimikrobiyal ve kolesterol diistiriicii 6zelliklerinden dolayr halk arasinda
alternatif tedavi amaciyla kullanilmaktadir (26, 37, 55, 56, 71, 85). Cynara scolymus L.

yaprak ekstraktlarinin kiiltiire sican hepatositlerinde oksidatif strese karsi koruyucu



antioksidatif etki gosterdigi bildirilmistir (72, 85, 96). Benzer sekilde CCls ile
indiiklenmis karaciger hasar1 dncesi ve sonras1 Cynara scolymus L. ekstrakti kullanim1
lipid peroksidasyonu ve reaktif oksijen tiirlerinin olusumu iizerine olumlu etkilerinin
oldugu bildirilmistir (26, 55, 72, 85). Cynara scolymus L. ekstrakt1 hepG2 hiicrelerinde
kaspaz 3 bagimh olarak apoptozu indiiklemistir (18). Kiiltiire sigan hepatositleri ve
insan hepatoma hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada, Cynara scolymus L. ekstraktinin
H,0, iiretiminin azalmasi sonucunda lipid peroksidasyonunu engelledigi, bu nedenle

kanser 6nlenmesi ve tedavisinde kullanabilecegi bildirilmistir (56).

Bu c¢aligmada, halk arasinda kullanilan Cynara scolymus L. yaprak ekstraktinin
CCly, ile karaciger toksisitesi olusturulan sigcanlarda antioksidan sistem tiizerine etkileri

arastirilmstir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 KARACIGER VE KARACIGER HASARI

Karaciger, ilag ve toksinlerin biyotransformasyonunda énemli bir rol oynadigi i¢in
ilaglarla olusan hasarlarin ana hedefidir. Hepatotoksisite (hepatik toksisite), karaciger
hasar1 igin kullanilan genel bir terimdir (50, 94). Hepatotoksisite, dogal toksinler,
endiistriyel bilesikler, pestisitler ve farmasotik ilaglar gibi bircok insan yapimi
kimyasallara maruz kalma sonucu olusur. Karaciger hasarma sebep olan bu tiir

kimyasallar, hepatotoksin olarak adlandirilir (36, 79, 97).

Asir1 dozda alinan tibbi maddelerin yani sira, terapdtik siirda alinan bazi ilaglar
karacigerde toksisite olusturabilir. Dogal kimyasallar, bitkisel kokenli maddeler,
laboratuar ve endiistride kullanilan kimyasal maddeler hepatotoksisiteyi tetikleyebilir
(19, 21, 73, 101).

2.1.1. KARACIGER

Karaciger, viicudun en karmasik ve en biiylik organlarindan biridir. Karin
boslugunun sag yukari kisminda diyaframin altina yerlesmistir. Karacigerin iki yiizii iki
kenar1 vardir (16, 24, 34). Ust yiizii diyafram, alt yiizii karin organlar1 ile komsudur. Bu
yiizden H seklinde bir yarik goriiliir, bu yariklar karacigeri 4 loba aymrir. Bu loblar; sag
lob (lobus hepatis deskter), sol lob (lobus hepatis sinister), dortgen lob (lobus quadratus)
ve kuyruklu lob (lobus caudatus) olarak adlandirilmaktadir (87).



2.1.1.1 Karaciger Yapisi

Karaciger yapisinda, hepatosit, endotel hiicreleri, kupffer hiicreleri, stellat
hiicreleri ve safra kanali epitel hiicreleri olmak {izere bes hiicre tiirii bulunrmaktadir.

Karaciger organi dokusunun % 80’1 hepatosit hiicre tipinden olusur (38).

Hepatositler; hem i¢ hem de dis salgilama islevine sahip hiicrelerdir. Birgok

maddenin sentezini yapar ve biriktirir. Birgogunu da detoksifiye eder (73).

Kupffer hiicreleri, karacigerde yerlesik makrofajlar olup yabanci parcaciklari
fagosite etme ve endotoksinleri detoksifiye etme yeteneklerinden dolayr savunma

sisteminde 6nemli rol oynamaktadir (5, 7, 38).

Endotel hiicreleri, karacigerde en ¢ok bulunan hiicre yapilarindan biridir.
Bagirsaklardan gelen ve organizmaya zararli olabilecek c¢esitli kimyasal maddeler

(ksenobiyotikler) ve mikroorganizmalar i¢in karmasik bir filtre gorevi goriirler (38, 73).

Stellat hiicreler, yildiz goriinimiinde olup, siniizoid duvarinda bulunmaktadir.
Oksidatif veya baska kaynakli hasarlanmalarda, siirecin fibroz asamasini bloke
edebilmek i¢in stellat hiicreler tedavide hedef olarak se¢ilmektedir. Bu hiicrelerin
apoptoza ugratilmasiyla, fibroz doku olusumunun yavaslayabilecegi, hatta ortadan
kalkabilecegi diisiiniilmektedir (20).

Safra kanal epitelyum hiicreleri, karacigerde bulunan bir diger hiicre tipidir.
Safra kanallar1 baslangi¢larini iki hepatosit arasindaki safra kanalcigindan almakta ve
gitgide birleserek biiyiik safra kanallarini olusturmaktadirlar. Ana safra kanalin1 teskil

ederek duodenumun ikinci kisminda sonlanmaktadir (38, 73).



2.1.1.2 Karacigerin gorevleri

Karaciger, hem endokrin hem de ekzokrin gorevlerinden dolayr viicudun cok
yonlii bir organidir. Protein sentezi, safra salgilanmasi, detoksifikasyon, A, D, E, K, B,
vitaminlerinin ve demirin depolanmasi, A vitamininin Uretimi, glikozun glikojen
seklinde depolanip, insiilin denetiminde kana verilmesi, kan pihtilasmasinda gorev alan
proteinlerin TUretilmesi ve lenf yapiminda gorev almak gibi Onemli gorevleri

bulunmaktadir (2, 30, 39, 70, 80).

2.1.2 KARACIGER HASARI TURLERI

2.1.2.1 Karaciger Hasar Tiirleri ve Karaciger Hasarinda Biyokimyasal Bulgular

Karaciger hasarlarmin tiiri toksik maddenin tiiriine, zehirlenme siddetine ve bu

maddeye maruz kalma ( akut ya da kronik) tipine baghdir.

Igsel (intrensek) hepatotoksinler genis insidans ve doza bagl iliski gosterirler.
Genellikle, insanda ve hayvan modellerinde benzer toksisite goriiliir. Hapatotoksinlere
dolayli olarak maruz kalan kisilerde ise asir1 duyarlilik ya da beklenmeyen metabolik
dontigiimlerle sonuglanan sinirli toksisite gozlenir. Bunun sebebi ilaglarin metabolize

edilmesini saglayan genlerdeki polimorfizmdir (35, 87, 99).

Zarar goren karaciger hiicreleri alanin amino transferaz (ALT), aspartat amino
transferaz (AST), alkalen fosfataz (ALP) gibi kana karacigere 6zel enzimler salgilar.
AST ve ALT enzimleri hepatosit hasar1 biyomarkirlar1 olarak kullanilirken, ALP safra
kanali epitelyum hasarmin belirlenmesinde kullanilir. Bu enzimler genel olarak klinik
olarak ve hayvan caligmalarinda hepatotoksisitenin saptanmasinda takip edilmektedir.

Karaciger hasart ALT seviyesinin normal seviyeden ii¢ kat, ALP seviyesinin iki kat



daha fazla olmasi ya da ALP ve ALT seviyelerinin artigi ile iliskili olarak toplam

biliribin seviyesinin normalden iki kat fazla olmasi ile tanimlanir (28, 52, 97).

2.1.2.2 Karaciger Hasarinda Histopatolojik Bulgular

Ilaglar ve diger kimyasal maddelerle olusan karaciger hasarlar1 morfolojik genis
bir etki alanin1 kapsar ve karaciger hastaliklarinin hemen hemen tiim histolojik 6rnekleri
gozlenebilir. Bu durumlar steatoz, kolestaz hepatitler, graniilomlar dejenerasyon,

nekroz, fibrozis, siroz, vaskiiler bozukluklar ve neoplazidir.

Steatoz, yag damlaciklarinin hepatositler igerisinde birikmesi olayidir. Steatoz,
yag damlalarinin biiyiikliigiine bagl olarak mikrovezikiiler ve makrovezikiiler steatoz

olmak tizere iki histolojik gruba ayrilir. (11, 97).

Kolestaz, herhangi bir nedenle ortaya ¢ikan safra akimidaki azalma sonrasinda
histopatolojik olarak karacigerde hepatosit ve safra kanallarinda safra pigmentinin artisi,
klinik olarak ise kan ve degisik dokularda, normalde safra ile atilmas1 gereken biliriibin,
safra asitleri ve kolesterol gibi maddelerin birikmesi ile seyreden bir tablodur ( 47, 93,
100).

Akut veya kronik olaylarda, inflamatuar hiicrelerin karacigere gelmesi ile olusan
hepatosit hasar1 ile birlikte olan inflamasyon varligina hepatit adi verilir. Hepatit,
karacigerde viral, toksik, metabolik, farmakolojik bir ajan ve ya immiinolojik bir atak
ile olusan hasarin sonucu meydana gelir (13, 14). Hepatitin akut hepatit ve kronik

hepatit olmak tizere iki ana tiiri bulunmaktadir (87).

Graniilom, fibroblastlar, histiyositler, lenfositler ve baska bag doku hiicrelerinin

olusturdugu- ¢evresi sinirl nodiiller bag doku olusumlaridir.



Kimyasal, ila¢ etkilesimli ya da bagisiklik sistemindeki bozukluklar sonucunda

karaciger dokularinda olusan hasar dejenerasyon olarak isimlendirilmektedir.

Fibrozis, kollajen lifler bakimindan zengin, hiicre ve damarlardan yoksun bag
doku miktarmin artmasi olarak tanimlanmaktadir (20, 90). Karacigerde inflamasyona ya
da toksik hasara cevap olarak fibrotik doku olusur (23). Bu olusum sonucunda kollajen

birikimi hepatik kan akim diizenini ve hepatosit perflizyonunu etkiler (12, 51).

Vaskiiler bozukluklar, vaskiiler endotel hiicrelerinin hasar gérmesi sonucu

olusur. Genellikle ilaca bagimli durumda ortaya ¢ikar (74).

Canli organizmada bir grup hiicre veya lokal doku 6liimii sonucu meydana gelen
lezyona nekroz denir. Oliimii izleyen olaylar, hiicre i¢i enzimlerinin kendi organellerini
ve niikleusunu parcalayip eritmesidir. Bu enzimatik aktivite etkisi ile dokuda nekroz
denilen patolojik goriinlim ortaya ¢ikar. Nekrozun sebepleri fiziksel (sicak, soguk,
radyasyon, elektrik akimi v.s.), kimyasal (asitler, alkaliler, ¢esitli ilaglar v.s.), canli
hastalik etkenleri, damarsal nedenler (anoksi), organizmanin kendi sekresyonlari
(midede hidroklorik asit, pankreasta lipaz) ve immiin mekanizmada bozukluk olabilir.
Hepatosit nekrozu karacigerde hasara yol agan bir olay tarafindan olusturulabilir (78,
97).

Patolojik anlamda yeni doku olusumu anlamma gelen neoplazm herhangi bir
smirlanma veya sonlanma gdstermeyen konak canlinin kontrol mekanizmalarinin
etkisinde kalmayan, hizli, sinirsiz ve anormal bir hiicre ¢ogalmasi ile karakterizedir.
Karacigerde neoplazmin bazi ilaglar veya toksinlere uzun siire maruz kalinmasi

sonucunda olustugu belirtilmektedir.

Siroz, karacigerde kronik olarak hasar yapan Hepatit B ve C gibi viral
hastaliklar, hemokromatoziz, otoimmiin hepatit, gibi bircok hastaligin son evresidir.

Hastalik sebebi ile oldugu gibi toksik maddeler ve enfeksiyon da siroza sebep olabilir.



Normal karaciger dokusunun yerini yara tamirinde kullanilan bag dokusu kaplar.
Karaciger hiicreleri dliirken onlarin yerini de bag dokusu alir (16, 19). Baslangicta
karaciger normal faaliyetini siirdiiremeyen hiicrelerin yerini doldurmak igin biiyiir.
Zamanla daha fazla bag dokusu olusur ve karaciger kiigiiliir. Bu durumda kanin organa
gelmesi zorlasir. Kan akisi tersine doniip, karacigere ugramadan genel dolasima gecer
ve onemli besinlerini alip gotiiriir. Kanin akisindaki bu degisiklik dalagin biiyiimesine

neden olur (23, 54, 60).

2.1.3 KARBON TETRAKLORID (CCl;) TOKSISITESI

Karbon tetraklorid hem biyokimyasal hem de patolojik olarak tiim diinyada en
fazla iizerinde calisilmis bir hepatotoksik maddedir (61). Ozellikle siganlarda karbon
tetraklorid (CCly) indiiklii hepatopati serbest radikal aracili karaciger hasar1 ¢alismalari

icin klasik bir model olup (36) insana yakin karaciger hastaligi tiretir (20, 57).

Karbon tetraklorid (CCls) kimyasal olarak iiretilen bir madde olup, kararh bir
yapiya sahiptir. Biyolojik olarak aktif degildir. Aktivasyonlar1 i¢in reaktif toksik
metabolitlere ¢evrilmeleri gerekir. Bu 6zelliklerinden dolayr karacigerde sitokrom P-
450 sistemi CCly> i reaktif serbest radikale doniistiiriir (42, 75, 96). Olusan bu
metabolitler mikrozomlarda karaciger bilesenleri ile reaksiyona girerek, karaciger

hasarina sebep olur. Bu hasar sentobiiler nekroza kadar gelisebilir (10, 43, 63).

2.1.4 KARBON TETRAKLORID (CCl)) TOKSISITESININ SERBEST
RADIKALLER ILE iLiSKiSI

CCl, karacigerde etkisini iki asamali olarak olusturur (7). Ilk olarak sitokrom P-
450 tarafindan reaktif serbest radikal olan triklorometil (CCls¢?)’ e donistiiriilmesi
sonucu CCly’ iin toksik etkisi hiicre zar1 hasari ile iligkili olan lipid peroksidasyonuna
sebep olur (64). Bu hasar su ve sodyum gegcirgenligini arttirir. Apolipoprotein sentezini

azaltir ve karaciger yaglanmasi olusur (15, 82).
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Hasar mekanizmasinda ilk olarak CCl,, sitokrom P-450 tarafindan triklorometil’
e (CClz*); daha sonra triklorometil (CClze") oksijen varhiginda hizla triklorometil
perokside (CCl30;2¢) veya hidrojen atomlarmi kaybetmis olan kloroform formuna
dontisiir. Olusan bu serbest radikaller lipidlere, proteinlere ya da niikleotidlere kovalent
olarak baglanir ( 3, 40, 89). Daha sonra sekonder olarak olusan konjuge dien, lipid
hidroperoksit ve malondialdehit gibi yapilar ile kisa zincirli karbonhidratlar olusur.
Toksik etki sonucu olusan serbest oksijen radikalleri, hiicre membranlarindaki
fosfolipidlerde bulunan doymamis yag asitlerinin peroksidasyonuna neden olarak
karaciger hiicre nekrozuna yol agarlar. Triklorometil (CClse") radikalinin oksijenle
reaksiyonu sonucu meydana gelen CCI3O," radikali de kuvvetli bir lipid
peroksidasyonu baglaticisidir. Bu olaylar1 takiben serbest radikal iiretimi karacigerde
antioksidan savunmalar1 asar; bu da hiicre membranlarmin oksidatif yikimi1 ve ciddi

doku hasari ile sonuglanir (9, 63, 52).

CCl, ile olusan hepatotoksisite kismi olarak dokulardaki oksijen basinci ile de
iliskilidir. Diistik oksijen basincinda CCly; metabolizmasinin ilk basamaginda C- Cl bagi
sitokrom p 450 monooksijenaz sistemi ile katalizlenir. Triklorometil (CCls*) ve CI
radikalleri olusur. Triklorometil (CCls*), hidroksil radikallerde oldugu gibi lipid
peroksidasyonunu baslatir. Lokal olarak meydana gelen serbest radikaller membran
fosfolipidlerin ig¢inde var olan polienik yag asitlerinin otooksidasyonuna neden olur.
Lipidlerin oksidatif yikim1 baslar ve oksijen ile reaksiyondan sonra organik peroksitler
meydana gelir. Peroksit radikallerden yeni radikaller meydana geldigi i¢in bu reaksiyon
otokatalitiktir. Lipidlerin yapisinin bozulmasi nedeniyle endoplazmik retikulumun yapi

ve fonksiyonunda hizli bir yikim baslar (52, 65, 97).
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Sekil 2.1. Karbon tetraklorid metabolizmasi ve reaktif metabolitlerin olusumu ( Wallace, A.D. , Meyer, S.
A., 2010, Hepatotoxicity kitabindan modifiye edilmistir(97))

Lipid peroksidasyonu, lipid peroksitlerin olusumunu baglatan doymamis yag
asitlerinin  oksidasyonu ile bir dizi olaylar zincirini baglatir. Olusan lipid
hidroperoksitler, 6zellikle distal dokularda toksisiteye sebep olan aldehitler olmak tizere
bircok son iirline doniistiiriilir. Bu nedenden dolayr hiicresel hasar yalnizca
endoplazmik retikulum, mitokondri ve lizozom gibi organellerin intraselliiler membran
yikimi ve plazma membraninda hasar ile degil, ayn1 zamanda olusan reaktif aldehitlerin
diger dokulara tagsinmasi ile de olusur. Parcalanma iiriinleri, hiicrede birikerek hasarmn
daha da agirlasmasina sebep olurlar ( 1, 61, 95, 102). Lipid peroksidasyon, lipoprotein
sentezi i¢in gerekli olan yapilar1 da hasara ugratarak hepatik lipidozise yardimci olur.
Karacigerde asir1 lipid birikimi sonucu, organda fonksiyon bozuklugu ve siroza dogru

ilerleyen degisimler ortaya ¢ikar.

Ikinci asamada, Kupffer hiicreleri, karaciger yildizs: hiicresi ve siniizoidal endotel
hiicreleri dahil olmak tizere bazi karaciger hiicreleri, karaciger fibrogenezine sebep olan
sitokinlerin salgilanmasini aktive ederler. Bu inflamatuar tepkiyi saglar ve karaciger
hasar1 olusur (15, 67, 81, 92). Aktive olmus kupffer hiicrelerinden salman toksik
molekiiller de hasar olusumuna sebep olurlar. CCly ile parankimal hiicrelerde olusan
hasar, Kupffer hiicrelerinin aktivasyonunu basglatir (7, 77) Kupffer hiicrelerinin zararh

sitokinleri araciligi ile inflamatuar tepki baslar ve karaciger hasar1 olugur (17, 100, 105).

CCly aym1 zamanda DNA hasarmma da sebep olur. CCl, ilk 6nce reaktif ara

tirtinlere metabolize edilir. Daha sonra bu iirlinler DNA’ ya kovalent olarak baglanirlar.
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Reaktif oksijen tiirleri olusur. Olusan bu serbest oksijen radikallerinin ortamda
toplanmasi, oksidatif stresi baslatir. Reaktif oksijen tiirleri DNA ile etkilesime girer ve
dogrudan DNA zincirlerinin kirilmasma sebep olur. DNA’ nin oksidatif hasari, bircok

insan hastaliginin olusumunda 6nemli bir faktor olarak kabul edilmektedir (44, 49).

CCly, apoptoz veya nekroz ile sonuglanan kaspazlarin aktivasyonunu igeren
yolaklarda, sinyalizasyonu aktive eden mitokondriyal strese neden olur. Bu hiicrelerde
mitokondri, oksidatif fosforilasyon ile ATP saglamamin yani sira, hiicre i¢i Ca*?
dengesi, pH kontrolii, apoptotik ve sitotoksik hiicre 6limii gibi diger bir¢ok hiicresel
mekanizmada rol almaktadir (73, 101).

CCl, ile olusan karaciger hasarinin gelisim basamaklar1 rediiktif dehalojenasyon,
radikallerin kovalent baglanmasi, protein sentezinin inhibisyonu, yag birikimi, kalsiyum

sekresyonunda kayip, apoptoz, fibrozistir (97, 99).

CCly; wuygulamas: sonrasi olaylar dizisi bir¢ok arastirmaci tarafindan
tamimlanmistir. CCly uygulanmasi sonrasinda, karacigerdeki histolojik degisiklikler
balonlasma dejenerasyonunu, komsu hepatosit yag bagkalasimini, hiicre nekrozunu,

hiicre iltihabmi, santral ven ¢evresinde lenfosit ve kupffer hiicre infiltrasyonunu igerir

(62).

Karbon tetraklorid ile muamele edilen siganlarda ALT, AST, ALP seviyesi
yikselir (4). Karaciger hiicre zar1 hasar gordiigiinden dolayi, normalde sitoplazmada
bulunan enzimler kana gecer (31, 52). Bu enzimler karaciger hiicre hasarmnin tiirii ve
boyutunun belirlenmesinde faydali bir nicel belirteg olup, serum marker enzimleri
olarak nitelendirilirler (18, 21, 85).
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2.2 SERBEST RADIKALLER, ANTIOKSIDANLAR VE OKSIDATIF STRES

2.2.1 SERBEST RADIKALLER

Atom ¢ekirdeginin etrafinda bulunan elektronlar ‘orbital’ denilen yoriingelerde
hareket halindedir. Kararli durumlarda ilk orbitalde iki, digerlerinde sekiz elektron
bulunur. Bir veya daha fazla orbitalinde eslenmemis elektron bulunan atom veya
molekiiller serbest radikal olarak tanimlanir. Serbest radikaller kimyasal olarak kararsiz
yapilardir (46, 76). Dis orbitaldeki eslesmemis elektronun eslesmesini saglamak ve daha
kararli hale gelmesi igin, herhangi bir molekiil veya atom ile etkilesime girerek, o
yapidan bir elektron alma veya bir elektron verme egilimindedirler. Bu nedenden
dolayi, diger molekiillerle reaksiyona girebilecek sekilde aktif bir yap1 gosterirler (25,
32).

Serbest radikaller 3 yolla olusabilir (22, 32). Bunlar;

1. Normal bir molekiiliin kovalent bagmm, molekiiliin her bir parcasinda

eslesmis elektronlardan bir tanesi kalacak sekilde homolitik boliinmesi ile;

XY > Xe+Ye

2. Normal bir molekiilden tek bir elektron kaybi ile veya bir molekiiliin
kovalent bagindaki iki elektronun bir atomda kalacak sekilde heterolitik

bolinmesi ile;

X > X'+e'

X: > Xie- + Y+
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3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile;

X +e-

v
%

Serbest radikal olusumunda molekiile bir elektron eklenmesi biyolojik ortamlarda

en sik goriilen serbest radikal olusum seklidir (32).

2.2.1.1 Serbest Oksijen Radikalleri

Biyolojik ortamlardaki en 6nemli serbest radikaller, oksijenin radikal tiirleridir
(Reaktif oksijen tiirleri; ROT). Reaktif oksijen tiirleri sadece serbest oksijen
radikallerini igermeyip, oksijen radikali olusumunda yer alan, radikal olmayan oksijen
tirlerini de igerir (8, 32, 76). Radikal olan ve olmayan oksijen tiirevleri bilesiklerine

ornekler tabloda verilmistir.

Tablo 2.1.Radikal Olan ve Olmayan Oksijen Tirevleri

Radikal Oksijen Tiirleri Radikal Olmayan OKksijen Tiirleri
Hidroksil HO- Hidrojen peroksit  H,O;
Alkoksil RO- Singlet oksijen O,
Peroksil ROO- Ozon O3
Siiperoksit Oy Hipoklorid asit HOCI
Nitrik oksit NO- Lipid LOOH
hidroperoksit
Azot dioksit NO3e Peroksinitrit ONOO

Hidroksil (HO«) , siiperoksit (O2*") gibi reaktif oksijen tiirleri ve hidrojen peroksit
(H20;) baz degisikligi (modifikasyonlar1), zincir kirigi ve DNA-protein ¢apraz bag
kiriklart gibi her tiirlii DNA hasarina neden olmaktadir. Reaktif oksijen ve azot tiirleri
direk ya da dolayl olarak hiicresel makromolekiillerde gecici ya da kalic1 hasara yol

agmaktadir. Boylece, oksidatif stres hasarlar1 olusur. Niikleik asit, protein ve lipid gibi
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hiicresel makromolekiiller iizerinde oksidatif hasari kanser dahil birgok hastaligin
olusumunda sorumlu tutulmustur (3, 8, 65). Ayrica, reaktif oksijen tiirlerinin fibrozis

olusumunda ve ilerlemesinde etkisi bulunmaktadir (20, 29, 32, 41).

Hidrojen peroksit (H2O;), oksijenin enzimatik olarak iki elektron ile
indirgenmesiyle ya da siiperoksitlerin enzimatik veya non-enzimatik dismutasyonu
tepkimeleri sonucu meydana gelir. Yapisinda paylagiimamis elektron icermez. Bu
nedenden dolay1 radikal 6zellik tasimaz ve reaktif bir tiir degildir. Demir, bakir gibi
metal iyonlarinin varhiginda hidroksil radikalinin Onciilii olarak davranmasi hidrojen

peroksitin oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin sebebidir (8, 32, 41).

Siiperoksit radikalleri (Oe;), hiicrelerde rediikte -elektron tasiyicilarinin
oksidasyonu ile olusur. Siiperoksit olusumu, elektron tastyicisinin redoks durumuna ve
ortamdaki oksijen konsantrasyonuna baghdir. Zayif bir oksidan olan siiperoksit
radikalinin tek basma 6nemli hiicre hasarlarina yol agmasi olanaksizdir. Siiperoksit
radikalleri yalnizca oksidatif strese yol agabilen bir dizi reaksiyonlar1 baslatabilir (32).
Bu reaksiyonlarin en 6nemlisi Haber-Weiss reaksiyonudur. Bu reaksiyonda O, ve H,0,

demir varliginda etkileserek oldukg¢a reaktif olan OH™ radikalini olusturmaktadir.

H,O, + O ¢ 5~ » OHe + OH + O,

Bu reaksiyon sonucu olusan OHe radikalleri reaktif olup, hiicrede 6nemli
hasarlara sebep olurlar. Siiperoksit radikalleri ¢ok kisa bir yar1 émre sahip olup

dismutasyon reaksiyonu ile H,O, ve O, olustururlar.

Hemen hemen tiim aerobik hiicrelerde O,¢” olusur. En 6nemli kaynagi, fagositik
hiicrelerin yabanci partikiiller ve ya immiin komplekslerle etkilestiklerinde, fagositik
hiicrelerin solunum ile pargalanmasi sonucu olusur. Nétrofiller, monositler, makrofajlar

ve eosinofiller siiperoksit radikali olusturan fagositik hiicrelerdir (29, 32).
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Singlet O,, yapisinda eslesmemis elektronu bulundurmazlar. Fakat serbest radikal
reaksiyonlarini baglatabilme ozelligine sahiptir. Bu sebepten dolayi serbest radikal
smifina dahil edilmistir. Singlet O, oksijen elektronlarindan birinin disaridan enerji
almast sonucu kendi doniis yOniiniin tersi yonde olan farkli bir yoriingeye yer
degistirmesi neticesi olusabilir ya da siiperoksit radikalinin dismutasyonu ve hidrojen

peroksitin Hipoklorid ile reaksiyonu sonunda da olusabilir (29, 32).

Singlet oksijen, in vivo ve in vitro olarak; bitkilerde 1s1§a maruz kalmis

kloroplastlarda, memelilerde ise goz retinasi ve lenslerinde olusur (32).

Hidroksil radikali (OHe), en aktif ve en toksik oksijen radikali olup, tiretildigi
her yerde bir¢ok molekiil ile reaksiyon verir. OHe radikali suda olmak {izere ortamda
rastladigr her molekiil ile reaksiyona girebilir. Biitiin bu tepkimeler, OH’ 1n
paylasilmamis elektron igeren dig orbitaline elektron alma ilgisinden kaynaklanir.
Hidroksil radikalinin sebep oldugu bilinen en énemli hasar, lipid peroksidasyonudur.
Hiicre zar1 su igermediginden OH’ n baslica hedefi yag asitleridir. Zar lipidlerinin

peroksidasyonu zarin yapisini bozar ve gegirgenligini artirarak hiicre 6liimiine sebep

olabilir (29, 32).

2.2.1.2 Serbest Radikallerin Kaynaklar

Serbest oksijen radikalleri normal metabolizmanin {iriinii olarak olusabildikleri
gibi; organizmanin, iyonize radyasyona, oksitleyici ajanlara ve yabanci maddelere
maruz kaldigi durumlarda da ortaya ¢ikabilir (27). Bu sebepten dolay: serbest radikal
kaynaklar1 endojen ve eksojen serbest radikal kaynaklar1 olmak iizere iki ana bashk
altinda incelenir (Tablo 2.2) (32, 71).
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Tablo 2.2. Serbest Radikallerin Kaynaklari

Serbest Radikal Kaynaklan

Eksojen Serbest Radikal Kaynaklarn Endojen Serbest Radikal Kaynaklarn
Aktive Olmug Fagositler Kii¢iik Molekiillerin Oksidasyonu
Anti Neoplastik Ajanlar Enzimler ve Proteinler
Radyasyon Mitokondriyal Elektron Transportu
Ahskanhk Yapan Maddeler Endoplazmik Retikulum Elektron

Transportu

Cevresel Ajanlar Niiklear Membran Elektron Transportu
Stres Peroksizomlar

Plazma Membrani

2.2.1.3 Serbest Radikallerin Biyokimyasal Etkileri

Serbest radikallerin en 6nemli hedefleri lipidler, proteinler ve niikleik asitlerdir.
Serbest radikallerin genellikle karsilastiklar1 ilk yap1 hiicre veya zarlarin lipid
bilesenleridir (76). Ayrica in vivo ve in vitro yapilan ¢aligmalarda serbest radikallerin
proteinlere, karbonhidratlara, lipidlere ve DNA ya zarar verdigi belirtilmistir (27, 33,
71).

2.2.1.3.1 Serbest Radikallerin Lipidlere Etkileri: Lipid Peroksidasyonu

Hiicre zarlar1 ¢oklu doymamus yag asitleri agisindan zengindir. Coklu doymamis
yag asitleri, oksitleyici radikaller i¢in kolay hedeftirler. Coklu doymamis yag asitlerinin
oksidatif yikim1 lipid peroksidasyonu olarak bilinir ve zincirleme olarak kendiliginden

sliren bir reaksiyondur (32, 45).
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Bir proton ve bir elektrona sahip olan hidrojen atomu radikal 6zellik gosterir.
Biyolojik bir molekiilden bir hidrojen atomu ayrildiginda geride kalan molekiilde
eslesmemis bir elektron birakir. Hidroksi radikali gibi etkili olan radikaller, bir hidrojen
kopararak biyolojik molekiil ile etkilesime girerler. Bu lipid peroksidasyonunu baglatan

bir reaksiyondur. Bu reaksiyonlar dort basamakta olusur (8, 29, 58). Bunlar:

1. Baslama basamagi: HO- radikali, bir yag asidinin(LH) metilen kismindan bir

hidrojen atomu (H) kopararak lipid radikali olusturur.

2. ilerleme basamag: Zincir reaksiyonu, olusan lipid radikaline O, ilavesi ile
devam eder ve lipid peroksi radikali (LOO-*) ile lipid hidroperoksidi (LOOH)

olusur.

3. Yikim basamagi: Tek elektron {izerinden yeniden yapilanma lipid
pargalanmasi ile sonuglanir. Bu olusan triinlerden birisi, malondialdehittir
(MDA). Kan ve idrarda saptanabilir.

4. Sonlanma basamagi: Zincir reaksiyonu, antioksidanlar tarafindan ayrica

radikallerin birbiri ile tepkime vermesiyle sonlandirilabilir.

Lipid peroksidasyonunun, zar lipid yapisindaki degisiklikler nedeni ile zar
islevinin bozulmasi, olusan serbest radikallerin enzimler ve diger hiicre bilesenleri
iizerine etkisi, son iirlinler olan aldehitlerin sitotoksik etkileri gibi farkli yollarla hiicre

hasarina sebep oldugu diisiiniilmektedir (1, 9, 58).

MDA

Test malzemelerinin etkisini degerlendirmek amaciyla lipid peroksidasyonunun
zincir reaksiyonu friinlerinden birisi olan malondialdehit (MDA) konsantrasyonu

tiyobarbitiirik asit (TBA) metodu kullanarak plazma ve karaciger homojenatinda
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belirlenmektedir. Yontem TBA ile MDA ve diger perokside lipid yikim iiriinleri
reaksiyonu ile olusan kirmizi kromoforun 532 nm’ de absorbansinin Glgiilmesi esasina

dayanmaktadir (6, 8).

2.2.1.3.2 Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Proteinler, serbest radikallerden, ¢oklu doymamis yag asitlerine gore daha az
etkilenirler. Radikaller ¢ok yogun olmadigi takdirde proteinlere ¢ok hasar verici
degildir. Proteinlerin serbest radikal harabiyetinden etkilenme dereceleri amino asit
bilesimlerine baglhdir. Doymamis bag ve kiikiirt iceren molekiillerin serbest radikallere
ilgisi yiiksek oldugundan, triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metionin, sistein gibi
amino asitler iceren proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler. Bu amino
asitlerin oksidasyonu proteinlerin parg¢alanmasina, ¢apraz bag olusumuna, proteinlerin

proteolitik pargalanmaya yatkin hale gelmesine sebep olmaktadir (8, 76).

2.2.1.3.3 Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkileri

Serbest radikallerin karbonhidratlar {izerine de onemli etkileri vardir. Fizyolojik
pH ve 1sida, glikoz gibi monosakkaritlerin oto-oksidasyonu ile H,O,, peroksitler ve
okzaloaldehitler olusabilir. Bunlar, diyabet ve sigara kullanimu ile iliskili kronik

hastaliklar gibi patolojik siireglerde de 6nemli rol oynarlar.

Okzoaldehidler; DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda capraz
baglar olusturabilme Ozelliklerinden dolay1 proteinlerin serbest radikal saldirisina
duyarliligmi artirir ve antimitotik etki gosteririler. Kanser ve yaslanma olaylarinda rol

oynarlar.

Poliansatiire yag asitleri ve karbonhidrat oksidasyonunun bir iiriinii olan glyoksal’

in hiicre boliinmesini inhibe ettigi kaydedilmistir.
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2.2.1.3.4 Serbest Radikallerin DNA’ ya Etkileri

Sagliga zararli oksijen metabolitlerinden dogrudan niikleik asitler de etkilenerek
baz hidroksilasyonu, DNA iplik¢iklerinin capraz baglanmasi veya kirilmasina yol
acabilir. Bu da hiicre 6liimii veya mutasyonla sonuglanir. Sitotoksisite, biiyiik oranda
niikleik asit baz degisimlerinden ileri gelen kromozom degisikliklerine veya DNA’ nin
yapisindaki diger bozukluklara baglidir. Hidroksil radikali, deoksiriboz ve bazlarla

kolayca reaksiyona girer ve degisikliklere yol agar (8).

Hasar, dogrudan veya dolayli olabilir. Dogrudan hasar, H,O,’ den olusan
hidroksil radikalinin DNA” ya ¢ok yakin bir yerde olusmasi ve onu kirmasi seklindedir.

Dolayli olarak ise hiicre i¢i sivida serbest Ca*?’

nin artis1 proteazlar1 aktive edebilir.
Bunun sonucunda hiicre iskeleti bozulur. Niikleazlarin aktivasyonu sonucu DNA
kirilmasi gergeklesir. Serbest radikaller ve 6zellikle malondialdehit, hiicre ¢ekirdeginde
baslica DNA ile tepkimeye girmektedir. Niikleik asit yapisindaki baz degisimleri veya
DNA zincir kopmasi sonucu kromozomal yapida degisiklikler olusturarak
sitotoksisitiye neden olmaktadir. Bugiine kadar oksidatif olarak degismis yaklasik 20 tip

DNA saptanmistir. Sonugta mutajenik ve kanserojenik etkiler gozlenmektedir (22, 32).

Lipid peroksidasyonu ve kiikiirt iceren proteinlerin oksidasyonu sonucu zar
gecirgenliginin artmasi ile zar enzimlerinin aktivitesi azalmakta ve hiicreye Ca*? girisi
artmaktadir. Hiicre ici serbest Ca™ artisma bagl olarak artan fosfolipaz aktivitesi
fosfolipid kaybmin artmasina, zar gegirgenliginde degisiklik ve potansiyel farkindaki
azalmaya bagl olarak saghiga zararh etkide artisa, proteaz aktivasyonu ile proteolitik
etkilerin artmasina, katabolik enzimlerin aktivitesinde artisa ve endoniikleaz aktivitesi

ile DNA yikimlarma yol agmaktadir (8, 22).
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2.2.2 ANTIOKSIDAN SISTEM

2.2.2.1 Antioksidan Sistem Tanim ve Etki Tipleri

Organizmada siirekli bigimde serbest radikal niteliginde bilesikler olusmaktadir.
Ancak bu radikallerin organizmaya zarar vermesi gii¢lii bir savunma sisteminin varlhigi
nedeniyle engellenmektedir. Bu nedenle serbest radikallerin olusum hiz1 ile
etkisizlestirme hizinin dengede tutulmasi son derece 6nemlidir. Bu denge bozuldugu
zaman, serbest radikallerin zararh etkileri ortaya ¢ikmakta ve ¢esitli organ ve sistemler

olumsuz etkilenmektedir (29, 59, 103).

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari
Onlemek icin organizmada birgcok savunma mekanizmalar1 gelismistir. Bunlar
“antioksidan savunma sistemleri” ya da kisaca “antioksidanlar” olarak bilinirler. In vivo
ve in vitro deneyler antioksidanlarin serbest radikallere karsi koruyucu rol oynadigmi

gostermektedir (9, 24, 54).

Antioksidan etki tipleri dort baslik altinda toplanabilir (104).

1. Toplayici etki (scavenging)

2. Baskilayici etki (guencher)

3. Zincir kirict etki (chain breaking)

4. Onarici etki (repairing)

Radikallerin asir1 reaktif yapilarma bagli olarak, hiicresel Dbilesenlerdeki
karbonhidrat, protein ve lipidlerin oksidasyonuyla sonuglanacak zararin Onlenmesi

antioksidanlarin gorevidir (68, 83). Serbest oksijen radikallerini etkileyerek, onlar

21



tutma veya ¢ok daha zayif yeni bir molekiile ¢cevirme islemine “toplayici etki”; serbest
oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini azaltma veya
inaktif hale doniistirme islemine “baskilayici etki”; serbest oksijen radikallerini
kendilerine baglayarak reaksiyon zincirini kiran etkiye “zincir kiric1 etki” ve tamir

fonksiyonuna da “onarict etki” denir (55, 91).

2.2.2.2 Antioksidan Etki Mekanizmasi

Antioksidanlar etkilerini, simdiye kadar tespit edilebilen alt1 degisik mekanizma
ile gosterirler. Bu mekanizmalar, birbirinden bagimsiz veya bir arada

isleyebilmektedirler (55, 86). Bu mekanizmalar:

1. Antioksidan maddeler, oksijen ile reaksiyona girerek ya da onun yerini alarak
dokudaki oksijen konsantrasyonunu azaltabilir.

2. Hidroksil (OHe) radikali yapisinda yer alan hidrojen atomu ve bag
olusturabilecek yapidaki iriinleri ortadan temizleyerek, peroksidasyonun
baslamasini dnleyebilirler.

3. Hiicre zar1 lipidlerini direk etkiyerek peroksit olusturabilen singlet oksijeni
baskilayabilir ya da temizleyebilirler.

4. Metal iyonlar1 ile reaksiyona girip, reaktif gruplarin lipid peroksitlerden peroksil
ve alkoksil radikallerinin olusumunu onleyebilirler.

5. Peroksitler ile reaksiyona girerek, radikal olmayan iiriinlere doniistiirebilirler.
Ornegin; GPx, peroksitleri bu yolla temizleyen bir antioksidandir.

6. Zincir reaksiyon olusumuna neden olabilen serbest radikallerle reaksiyona
girebilir ve yag asidi zincirlerinden siirekli hidrojen iyonu salinimini dnleyebilir

ve bdylece zincir reaksiyonlar1 kirabilirler
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2.2.2.3 Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidan sistem; enzimleri, suda ve yagda ¢oziinen radikal tutucularini ve
metal iyonlarim1 baglayan proteinleri kapsamaktadir. Antioksidanlar genel olarak,
endojen kaynakli ve eksojen kaynakli antioksidanlar olmak iizere baslica iki ana grupta
toplanir (29, 55, 65). Endojen ve eksojen kaynakli antioksidanlar primer savunma
sistemleri, lipolitik enzimler, proteolitik enzimler ve DNA tamir edici enzimler ise

sekonder savunma sistemleri olarak adlandirilir (103).

2.2.2.3.1 Endojen Antioksidanlar

Hiicrede oksijenin metabolize edildigi boliimlerde serbest oksijen radikalleri
azaltmak i¢in hizli ve spesifik olarak ¢alisirlar (1, 65). Enzimatik ve enzimatik olmayan

antioksidanlar olarak iki gruba ayrilirlar (Tablo2.3).

2.2.2.3.1.1. Enzimatik Antioksidanlar

Stiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi redoks dongiistinde yer
alan enzimler enzimatik antioksidanlar1 olustururlar. Hiicre i¢indeki primer korunma
sistemini meydana getirirler (29, 33). Enzimatik antioksidanlar serbest radikal zincir
tepkimesinin baglamasi icin gerekli olan serbest radikal miktarmi azaltilmasini
sagladiklar1 i¢in primer antioksidanlar olarak da tanimlanirlar. Genel olarak enzimatik
savunma sistemleri suda ¢oziinerek, sitoplazmadaki zararli oksijen tiirevlerini ortadan

kaldirirlar.
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Tablo 2.3. Endojen Antioksidanlar

Endojen Antioksidanlar

Enzimatik olmayan

Enzimatik antioksidanlar antioksidanlar
Lipid Faz Sivi Faz
Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi a-tokoferol Askorbik Asit
Siiperoksit Dismutaz (SOD) p-karoten Melatonin
Katalaz (CAT) Urat
Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Sistein
Fosfolipid Hidroperoksit Glutatyon Peroksidaz Seruloplazmin
(PLGSH-Px) Trasferrin
Glutatyon S-transferaz (GST) Miyoglobin
Glutatyon rediiktaz Hemoglobin
NADH peroksidaz Metionin
Ferritin
Alblimin
Biliriibin
Glutatyon

2.2.2.3.1.1.1 Mitokondriyal Sitokrom Oksidaz Sistemi

Oksidazlar hidrojen alicis1 olarak oksijeni kullanarak bir substrattan hidrojenin
ayrilmasmi kataliz eder. Reaksiyon {iriinii olarak su veya hidrojen peroksit olusturur.
Molekiiler oksijen elektron alicisi olup, oksijen atomlar1 okside {irlin yapisinda yer

almaz.

Sitokrom oksidaz, bakir igeren oksidaz olarak tanimlanir. Birgok dokuda yaygin
olarak bulunan bir hemoprotein prostetik grup olan Hem’ leri ( hem a ve hem a3) ve

2CuA/CuB igerir. Mitokondri i¢ membraninda yer alan elektron transport zincirinin
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(solunum zinciri) son iiyesidir. Substrat molekiillerinin dehidrogenazlarla oksidasyonu

sonucunda ortaya ¢ikan elektronlari, son alicilar1 olan oksijene aktarilmasi reaksiyonunu

kataliz eder (97).

40, + 4H' +4e  Sitokromcoksidaz  opy o

Enzim CO, CN- ve H,S tarafindan inhibe edilir.

2.2.2.3.1.1.2 Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz enzimi siiperoksitin, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene

doniisiimiinii katalizler.

SOD
20,2 + 2H" » H)O,+ Oy

Stiperoksit radikalinin ortamdan temizlendigi tepkimeye dismutasyon tepkimesi
denir. Bu tepkime SOD enzimi tarafindan iki siliperoksit radikali kendi aralarinda
etkileserek H,O, ve O, olusur. Bu lipid peroksidasyonunu engeller (29, 65). Hiicre
icerisindeki  boliimlerde siliperoksit diizeylerini kontrol etmede rol oynar.
Mitokondrilerde bulunan sitokrom sistemi, hiicre i¢i sitoplazmik yapilar1 oksidanlarin
zararl etkilerinden korur. Fakat bu sistemin yetersiz kaldig1 ve oksidatif stresin artig1
durumlarda, SOD ve diger dogal enzimler devreye girip, organizmada aktivitelerini

artirarak koruyucu etkinliklerini siirdiiriirler (29).

SOD’ un iki tipi bulunmaktadir. Bunlar, sitozolde bulunan dimerik, Cu ve Zn
bulunduran izomer Cu, Zn-SOD ile mitokondride bulunan tetramerik Mn bulunduran
izomer Mn-SOD’ dur. Cu, Zn-SOD ile Mn-SOD’ un etki mekanizmasi1 aynidir. ki
enzim arasindaki temel fark, pH' m aktiviteleri iizerine etkisidir. Her ikisi de pH 7 de

aktiftir. Fakat Cu, Zn-SOD' un aktivitesi pH 5,5-10 araliginda degisiklik gostermezken,
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Mn-SOD pH 7’ nin iizerine c¢iktiginda aktivitesini kaybeder. Her iki SOD’ un

katalizledigi reaksiyon aynidir.

SOD aktivitesi, yiiksek oksijen kullanimi olan dokularda fazladir. Ayrica doku
pO, artis1 ile artar. Normal metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan yiiksek oranda
stiperoksit tiretimi olmaktadir. Bu enzim sayesinde intraselliiler siiperoksit diizeyleri

diisiik tutulur. SOD fagosite edilmis bakterilerin §ldiiriilmesinde de rol oynar.

2.2.2.3.1.1.3 Katalaz (KAT)

Yiiksek dontistim hizlarindan birgne sahip olan katalaz, hidrojen peroksidin su ve
molekiiler oksijene doniigiimiinii saglar. Peroksizomlarda lokalize olmustur ve hiicre
disinda bulunmaz. Kan, kemik iligi, bobrek ve karaciger hiicrelerinde bulunur. Katalaz
enzimi, lipid hidroperoksitlere degil hidrojen peroksit ve metil hidroperoksit gibi kiigiik
molekiillere etki ederek oksidazlarmn etkisi ile olusan toksik H,O, nin direk olarak suya

cevrilmesini saglar.

KATALAZ
2H202 > 2H20 + 02

Boylece ikinci derecede sentezlenen toksik hidroksil radikallerinin temizlenmesini
saglayarak, H,O2’ nin viicutta birikimini engelleyerek makromolekiilleri H,O2’ nun
yikici etkisinden korur (29, 64). Diisiik H,O, konsantrasyonlarinda diger peroksidaz
enzimleri gorev alir. Ayrica kanser, diyabet, retinopati, arteroskleroz, iskemik-
reperflizyon hasari, nérodejeneratif hastaliklar, beslenme yetersizligi ve yaslanma gibi
bircok cok patolojik olayda ortaya ¢ikan oksidatif strese karsi savunmada katalaz

antioksidan sistemin oncelikli enzimidir (21).
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2.2.2.3.1.1.3 Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz, tetramerik ve 4 selenyum atomu ihtiva eden sitozolik bir
enzim olup, hidrojen peroksitlerin indirgenmesinden sorumludur. Birbirine kenetli
enzim sistemi GSH-Px ve GSH-Rd glutatyon harcayarak H,O;’ nin rediiksiyonunu
katalizler (21).

2.2.2.3.1.2. Enzimatik Olmayan antioksidanlar

Hiicrelerde birgok enzimatik olmayan antioksidanlar bulunmaktadir. Bu sistem
enzimatik antioksidan sistemlerinin aktivitesini tamamlayic1 seklinde gorev yaparlar.
Boylece ortamda asir1 olusan reaktif oksijen tiirlerinin temizlenmesi ve enzimlerin in
vivo ortamda modiilasyonunu saglayarak olusan hiicreleri oksidatif stresten korurlar (3).
Bu antioksidanlar kendi aralarinda lipid fazda bulunan ve sivi fazda bulunan

antioksidanlar olarak iki kisimda incelenir.

Lipid faz antioksidanlarindan olan a-tokoferol, dokudaki major E vitamini formu
olup, E vitamininin % 80 - % 90’ in1 olusturmaktadir. Yagda ¢6ziinen ve zincir kirici bir
antioksidandir (29, 53). a-tokoferol, hiicre tarafindan kullanilan zara bagimli olan en
onemli antioksidanlardan birisidir. En onemli gorevi oksijen serbest radikallerinin
ataklarma karsi membran lipidlerindeki yag asitlerini korumaktir (33). Tokoferoliin
antioksidan etkisi yiiksek oksijen konsantrasyonlarinda etkilidir. Bir diger lipid faz
antioksidani olan B-karoten, A vitamininin 6ncli maddesi olup, triplet molekiilleri ve
singlet oksijeni siipiirerek, serbest radikalleri inhibe ederek hiicreyi oksidatif stresten

korur.

Siv1 faz antioksidanlarindan askorbik asit, suda ¢6ziinen en giiglii antioksidan
molekiil olup, lipid peroksidasyonunu baglatan radikallerin etkilerini yok ederek,
lipidleri oksidasyona karsi korur (29, 64). Melatonin sivi faz antioksidanlarindan olup,

OHe radikalini ortadan kaldiran lipofilik yapiya sahip olan ¢ok giiclii bir antioksidandir.
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Bu nedenden dolay1 kan beyin bariyerini kolayca gecerek antioksidan aktivite gosterir.
Melatonin yiiksek dozlarda ve uzun siire kullanimda toksik etkisi bulunmamaktadir.
Prooksidan aktiviteye sahip degildir (29). Melatonin fibroblast proliferasyonu ve
kollajen sentezini azaltabilir. Buna ek olarak, melatonin dolayli glutatyon peroksidaz
(GSH), siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon (GSH) gibi potansiyel antioksidan
diizeylerini artirarak da etkisini gdsterir (90). Urat siv1 faz antioksidanlarindandir. Lipid
radikalleri tlzerine etkisi yoktur. Normal plazma konsantrasyonunda siiperoksit,
hidroksil, peroksi radikallerini ve singlet oksijeni temizler. C vitamini oksidasyonunu
engelleyici etkisi de bulunmaktadir (29). Sistein, siiperoksit ve hidroksi radikali
toplayicisidir (29). Seruloplazmin, ferrooksidaz aktivitesine sahip olup, 2 degerlikli
ferro demiri, 3 degerlikli ferri demire okside eder. Seruloplazminin ferrooksidaz
aktivitesi, demir iyonuna bagh lipid peroksidasyonunu engeller (29). Transferrin,
plazmada bulunan demiri baglayan bir glikoprotein olup; serbest demiri baglayarak,
demirin lipid peroksidasyon tepkimelerini baslatmasini 6nlemektedir (29). Ferritin,
dokudaki demiri baglar (29). Albiimin, viicutta bir¢ok fonksiyonuna ek olarak bakir
iyonunu baglama yetenegine de sahiptir ve boylece bakir iyonuna bagl lipid
peroksidasyonunu ve hidroksil radikali olusumunu inhibe eder (29). Biliriibin,
stiperoksit ve hidroksil radikali toplayicisidir (29). Glutatyon, serbest radikaller ve
peroksitlerle reaksiyona girerek, hiicreleri oksidatif hasara karsi korur. Proteinlerde —SH
gruplarin1 rediikte halde tutar ve bu gruplar1 oksidasyona karsi korur. Islevsel
proteinlerin  ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller. Yabanci bilesiklerin

deodoksifikasyonunu ve amino asitlerin membrandan tasinmasini saglar (29).

2.2.2.3.1.2 Ekzojen Antioksidanlar

Eksojen kaynakli antioksidanlar, endojen antioksidanlar gibi primer savunma
sistemini olustururlar (26). Ekzojen antioksidanlar, vitaminler, ilaglar ve gida

antioksidanlar1 olmak tizere siniflandirilirlar (Tablo 2.4).
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Tablo 2.4. Ekzojen Antioksidanlar

EKZOJEN ANTIiOKSIDANLAR

Vitamin . ) . o
) Ila¢ Eksojen Gida Eksojen Bitki Kokenli
Eksojen o o o
o Antioksidanlar Antioksidanlar Antioksidanlar
Antioksidanlar
a-tokoferol Ksantin oksidaz inhibitérleri ~ Butillendirilmis Hidroksitoluen = Askorbik Asit
B-karoten NADPH oksidaz inhibitorleri  Butillendirilmis Hidroksianizol =~ E Vitamini
Askorbik asit Rekombinant siiperoksit Sodyum Benzoat, Fenolik Asit
Folik asit dismutaz Fe-Siiperoksit Dismutaz Katesin
Nonenzimatik serbest radikal Flavonoidler
toplayicilar Karotenoitler

Demir redoks dongiisii
inhibitorleri

Notrofil adezyon inhibitdrleri
Sitokinler

Barbitiiratlar

Demir selatorleri

2.2.3 OKSIDATIF STRES

Serbest radikal molekiilleri, antioksidan savunma giicii ile dinamik bir denge
icinde bulundugu siirece organizma igin yararhdir. Ornegin; fagositik hiicreler
tarafindan mikroorganizmalarin 6ldiiriilmesinin ana mekanizmas1 serbest radikal
dretimidir. Serbest radikaller apoptozun tetikleyicisi, habercisi ve efektorii olarak gorev
yaparlar. Bu sekilde; asir1 hiicre poliferasyonunu onleyerek homeostazide yer alirlar.
Serbest radikaller ikinci haberci olup, transkripsiyon faktorlerini aktive ederler.
Hiicreler arasi haberlesmede goérev alirlar. Hiicrenin biiylimesini saglayan olaylar1

diizenlerler. Sitozolde ve mitokondride iiretilen serbest oksijen radikali, protein sistein

29



kalintilarmin redoksunu diizenleyerek proteinlerin yap1 ve islevinin diizenlenmesinde

rol oynarlar (8, 49).

Organizmada serbest radikallerin zararli etkilerini ortaya koymadan
etkisizlestirilmesini saglayan giicli savunma sistemleri bulunmaktadir. Serbest
radikallerin olusum hizi ile etkisizlestirilme hizi dengede oldugu siirece organizma bu
bilesiklerden etkilenmemektedir. Buna karsilik savunma azalir ya da bu zararh
bilesiklerin olusum hiz1 sistemin savunma giiciinii asarsa, bu denge bozulup serbest

radikallere bagl zararh etkiler ortaya ¢ikmaktadir.

Serbest radikallerin olusum hizi, bunlar1 etkisiz hale getiren veya azaltan endojen
antioksidan enzimlerden olusan savunma sistemlerinin hizi ile dengede oldugu stirece,
organizma etkilenmez. Ancak bu denge bozulursa, serbest radikaller zararli olmaya

baslar ve oksidatif stres olarak etkilerini gosterirler (8, 37, 46, 56, 66).

2.2.3.1 Oksidatif Stresin Etkileri

1. Hiicre organelleri ve zarindaki lipid ve protein yapisini bozarlar.

2. Hiicre i¢i yararli enzimleri etkisiz hale getirirler.

3. DNA yapisini1 bozarlar.

4. Mitokondrilerdeki aerobik solunumu bozarlar.

5. Elastaz, proteaz, fosfolipaz, ksantin oksidaz gibi litik enzimleri aktive eder.
6. Hiicrenin potasyum kaybini artirirlar.

7. Trombosit kiimelenmesini artirirlar.

8. Dokulara fagosit toplanmasini artirirlar.
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9. Hicre disindaki kollajen doku pargalarini, savunma enzimlerini ve

transmitterleri yikarlar.

10. Mikro ve makromolekiilleri etkileyerek kapiller gecirgenligi bozarlar.

2.3 Cynara scolymus L ( Enginar)

Bilimsel siniflandirma

Alem : Bitkiler

Boliim - Kapali tohumlular
Simif - Iki ¢enekliler
Takim . Asterales
Familya . Asteraceae

(Papatyagiller)

Alt familya : Carduoideae
Oymak : Cynareae
Cins :  Cynara
Tiir : C. scolymus
Sekil 2.2. Cynara scolymus L
Binominal adi : Cynara scolymus L.

Cynara scolymus, Papatyagiller familyasindan mavi-mor renkli gigekler agan, 50-
150 cm boyunda ¢ok senelik otsu bir bitkidir. A ve C vitaminlerinin yaninda kalsiyum,
potasyum, demir, manganez ve fosfor gibi ¢esitli mineralleri orta seviyede bulunduran
Cynara scolymus L.” nin iilkemizdeki {iretimi Ege ve Marmara bdlgelerinde

yogunlagmustir (6, 55).
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2.3.1. Cynara scolymus L KIMYASAL OZELLIKLERI

Cynara scolymus L yapragi Avrupa Farmakopesi’ nde kayithidir. Yapraginin
birlesiminde, % 1,7 - 4,2 oraninda hidroksisinamikasit bulunmaktadir. Hidroksi
sinamikasit, kafeilkinik asit tiirevleri olan sinarin, kafeik asit, klorojenik asit,
neoklorojenik asit, kriptoklorojenik asitleri bulundurur. Yaprakta ayrica flavonoitler
(luteolin, rutin), seskiterpen laktonlar (sinaropikrin, dehidrosinaropikrin, grosheimin,
sinaratriol), tanen, inulin bulunmaktadir. Seskiterpen laktonlarin orani %1-4 arasinda
olup en Onemlileri; % 50 - 90 oraninda sinaropikrin ve az miktarda grosheimin,
dehidrosinaropikrin ve sinaratriol’den olusur. Flavonitler % 0,5 civarinda olup en
onemlileri; cynarosid (luteolin-7-0-glukozit), scolymosid (luteolin-7-o-rutinosid), rutin,
luteolin ve cynarotriosid’dir. Ayrica tanen, inulin, zamk, B vitamini, C vitamini ve

provitamin A igerir (55, 98).

2.5.2. Cynara scolymus L. YAPRAK EKSTRAKTININ GUNLUK HAYATTA
KULLANIM YERLERI

Cynara scolymus L. yaprak ekstrakti uzun yillardir halk arasinda alternatif tedavi
amaciyla kullanilmaktadir (26, 37, 55, 56, 71, 86). Halk arasinda antimikrobiyal,
antioksidan, anti inflamatuar, safra uyarici, karaciger koruyucu, kolesterol diistiriicii,

idrar soktiiriicii ve seker disiiriicti olarak kullanilmaktadir.
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2.5.2. Cynara scolymus L YAPRAGI UZERINE YAPILAN CALISMALAR

Wang ve arkadaslarinin Cynara scolymus L. yapragi lizerinde yaptiklari ¢aligma
sonucunda bitki yaprak ektraktinin fenolik bilesikler ve antioksidanlar igin iyi bir

kaynak oldugu belirlenmistir (98).

Perez-Garcia ve arkadslarinin yaptig1 bir ¢alismada, kafeik asit, klorojenik asit,
sinarin ve lutein bulunan Cynara scolymus L ektraktmm insan I6losit kiiltiirii tizerine
antioksidatif etkisi oldugu bildirilmistir (72).

Cynara scolymus L. yaprak ektraktmin kiiltiire sigan hepositlerinde hidroperoksit
ile indiiklenen oksidatif strese karsi koruyucu ve antioksidatif etki gosterdigi
bildirilmistir (26).

Benzer sekilde CCly ile indiiklenmis karaciger hasar1 oncesi Cynara scolymus L.

ektrakt1 kullaniminimn, lipid peroksidasyonu ve reaktif oksijen tiirlerinin olusumu tizerine

olumlu etkilerinin oldugu bildirilmistir (26, 55, 72, 86).

Kiiltiire sican hepatositleri ve insan hepatoma hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada,
Cynara scolymus L. ekstrakti, hepG2 hiicrelerinde kaspaz 3 bagimli olarak apoptozu
indiiklemistir (56). Ayrica bu c¢alisma sonucunda Cynara scolymus L. ekstraktinin

kanser onlenmesi ve tedavisinde kullanabilecegi bildirilmistir (56).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu caligma Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji
Anabilim Dalinda gergeklestirildi. Calisma Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Etik Kurulunda 03.03.2011 tarih ve 34 no.’ lu toplant: ve 195 karar no.’ lu
onay alinarak yapildi. Calismanin tiim agamalarinda hayvan haklar1 evrensel bildirgesi

kurallarina uyuldu.

3.1 GEREC

3.1.1 Deney Hayvanlar

Bu c¢alismada; 4 aylik, 42 adet Wistar-Albino cinsi erkek sigan kullanildi.
Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dalinda
yetistirilen deney hayvanlarinin, gruplarina uyum saglamalar1 agisindan, gruplar deneye
baslanilmadan 1 hafta 6nce olusturuldu. Deney hayvanlar1 deney siiresince 12; 12
aydmlik / karanlik isiklandirmasi olan, ortalama 22 = 2 °C 1s1 ve % 45- 50 nem
kosullarinda yasatildi. Deney siirecinde tiim deney hayvanlari kafeslerde, standart sigan
pellet yemi ile (Oguzlar Yem Sanayi) ad libidum beslendi ve her giin taze ¢esme suyu

verildi.

3.1.2 Kimyasal Maddeler

- % 10 Notral formalin
-% 70 - 80 - 90 - 96 alkol serileri
- %30 H,0, (Sigma)

- 1.1.3.3 Tetraetoksipropane (Sigma)
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- 2- Merkaptoethanol (Sigma)

- Absolii Alkol

- Absolii kloroform

- Amonyum molibdat ((NH4)sM070244H,0) (Sigma)
- Karbon tetraklorid (CCl,) (Sigma)

- Cynara scolymus yaprak ekstrakti (Kale Natural)
- Distile su

- Entellan

- Eozin

- Fosforik asit (H,PO4 ) (Merck)

- Hidroklorik Asit (HCI) (Merck)

- Hematoksilen

- Heparin

- Potasyum Kloriir (KCI)(Merck)

- Potasyum Fosfat (KH,PO,) (Merck)

- Ksilol (Merck)

- Sodyum dihidrojenfosfat (Na,HPO,) (Merck)

- n-Biitanol (Sigma)

- Amonyak (NHs) (Laborsan)

- Parafin

- Serum fizyolojik

- Sodyum Karbonat (Na,COg3) (Merck)

35



- Superoksit Dismutaz Olgiim Kiti (Fluka 19160)
- tiyobarbitiirik asit (TBA) (Merck)
- Total Protein Kiti (Human, Total Protein Liquicolor)

- Zeytin Yag (Komili)

3.1.3 Aygatlar

- Buz makinesi

- Buzdolabi1 (+4)

- Ceker ocak

- Derin dondurucu (-20)

- Derin dondurucu (-80)

- Distile su cihazi

- Enjektor (10 ml)

- Etiiv (Niive NT 715)

- Fotograf filmi (Kodak)

- Fotograf makinesi (Olympus DP-70 )
- Hassas terazi (Precisa-125A)

- Hayvan kafesi

- Hemoglobin pipeti (20 ul)

- Homojenizator (IKA-Ultra —Turrax T25)

- Homojenizator ucu (IKA-T25, S25N 10G)
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- Kronometre

- Lab. saati

- Manyetik karistirict (Niive)

- Mikroskop (Olympus BH-2)

- Mikrotom (Reichert Jung 820)

- Operasyon takimi

- Otomatik pipetler

- Parafilm

- pH metre

- Pipet (10 ml)

- Santrifiij tiipleri

- Sogutmal1 santrifiij (Heraeus Megafuge 1.0. R)
- Spektrofotometre (Shimadzu UV-1601)
- Spektrofotometre tiipleri ( 1 ml, 2 ml)

- Su banyosu (Niive)

- Vorteks mikser (Restch)
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3.2 YONTEM

3.2.1 Deney Gruplari ve Doz Miktarlar

Calismada 4 aylik, 42 adet Wistar-Albino cinsi erkek sican kullanildi. Deney
hayvanlar1 arasindan rastgele secimle her biri 7 sicandan olusan 6 grup deneye
baslanmadan 1 hafta once olusturuldu. Deney hayvanlarmin agirliklar1 her giin ayni
saatte Olclildii. Olusturulan deney gruplari, deney gruplarina uygulanan maddeler ,

miktarlari ile birlikte Tablo 3.1’ de belirtilmektedir.

Tablo 3.1 Deney gruplari, deney gruplarma uygulanan maddeler, miktarlari ve uygulamalar

GRUPLAR Grup Hayvan ilk 10 Giin 10 Giin Sonrasi
Sayisi
Kontrol Grubu I | e | e
0,2 ml/kg zeytin yag
Zeytin Yag Grubu 7 p. | e
0.2 ml/-'lfg CCl, 10. giin sonunda
CCl4 Grubu 7 S deney
0.2 ml/kgi] ;eytm yag sonlandirild1
Cynara scolymus L. - S 1,5 g/kg Cynara
Yapragi Grubu scolymus L
CCl, Dogal Iyilesme 0.2 mI/-I:g CCls
Grubu ! 0,2 ml/kg zeytinyag |
i.p.
0,2 ml/kg CCl,4
. + 1,5 g/kg Cynara
Kiiratif Grup ! 0,2 ml/kg zeytin yag scolymus L
I.p.
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Calismanm ilk 10 giiniinde, CCls, CCly dogal iyilesme Ve kiiratif grupta bulunan
deney hayvanlarina 10 giin boyunca giinde iki uygulama olarak 0,2 ml/kg CCly zeytin
yaginda 1:1 oraninda ¢oziindiiriilerek intraperitonel (i.p.) verildi (46, 76).

CCl, dogal iyilesme grubunda bulunan deney hayvanlarina, 10. giinden sonra bir

islem uygulanmada.

Kiiratif gruptaki deney hayvanlarina 6n uygulamay1 takip eden 14 giin boyunca
intragastrik olarak gavaj yontemi ile 1,5 g/kg lik Cynara scolymus L yaprak ekstrakti
distile suda ¢oziindiiriilerek verildi (48, 55, 86).

Zeytin yag grubunda bulun deney hayvanlarma i.p. olarak 0,2 ml/kg zeytinyagi
10 gilin uyguland1.

Cynara scolymus L. yaprak grubunda bulunan deney hayvanlarina intragastrik
olarak gavaj yontemi ile 1,5 g/kg Cynara scolymus L ekstrakti su igerisinde

¢ozdiiriilerek 14 giin uygulandi (48, 55, 86).

3.2.2 Deney Hayvanlarindan Cahsilacak Orneklerin Ahnmasi

CCl, Grubu siganlardan 10. giin sonunda, diger deney gruplarimizdaki siganlardan
ise ¢alismanin 24. giiniinde, etik kurallara uygun olarak anestezi altinda, uygun

teknikler kullanilarak kalp kani ve karaciger doku 6rnekleri alindi.

Deney hayvanlarinin kalp kani, yapilacak isleme gore, normal, EDTA’ 1 tiiplere
ve hemoglobin pipetlerine alindi. Hemoglobin pipetlerine alinan kanlarda hemoglobin
degerleri belirlendi. Alman kan orneklerinin serumlarinda ise, alkalen fosfataz (ALP),
alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotranferaz (AST) ve laktat dehidrogenaz
(LDH) enzim degerleri otoanalizorde (Roche/Hitachi, Japan) konvansiyonel

prosediirlere uygun olarak analizleri yapildi. EDTA’ 11 tiiplere alinan kan 6rneklerinden
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protokole uygun hemolizatlar hazirlanarak, her bir gruba ait malondialdehit (MDA)
diizeyi, katalaz (KAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi spektrofotometrik olarak

slciildi.

Alman karaciger doku oOrneklerinden hazirlanan homojenatta; malondialdehid
(MDA) diizeyi, siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi ve katalaz (KAT) aktivitesi,
spektrofotometrik olarak 6lgiildii. Karaciger dokusunda DNA fragmantasyonu ol¢iimii

spektrofotometrik olarak yapildi.

Histolojik degerlendirme i¢in tiim siganlardan total karacigeri Kkapsayacak
ornekler almarak, %10 tamponlanmis notral formaline konuldu. Bu 6rneklerden rutin
histolojik preparat hazirlama yontemi ile karaciger doku preparatlar1 hazirlandi, 151k

mikroskobunda degerlendirilip fotograflandi.

3.2.3 Serum Olgiimleri

Serum Eldesi

Intrakardiyak yolla kalpten alman kan ornekleri; +4°C, 10 dakika 3000 rpm
devirde santrifiijlenerek serumlar elde edildi. Polietilen tiiplere aktarilan serum 6rnekleri
biyokimyasal analizler igin -80°C derin dondurucuda saklandi. Bu serum 6rneklerinde
alkalen fosfataz (ALP), alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotranferaz (AST)

ve laktat dehidrogenaz (LDH) enzim degerleri 6l¢iildii.
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Aspartat aminotransferaz (AST)

Serumda AST diizeyi Roche marka ticari kit kullanilarak, Roche/Hitachi
MODULAR P otoanalizator ile belirlendi.

Olciim Prensibi:

Metod Karmen ve Al tarafindan gelistirilmis daha sonra Henry ve Al tarafindan
optimize edilmistir. Serumda AST enzimi, reaksiyon sonunda meydana gelen
oksaloasetatmn NADH varliginda L-Malata doniismesi esnasinda, NADH in NAD"’ye
okside olmasi ile absorbansta meydana gelen azalmanin 6l¢iimiine dayanan metoda gore
hazirlanmus ticari Kitler ile spektrofotometrede 340 nm de absorbanslar1 dlgiilerek tayin

edildi. Reaksiyon semasi asagidaki gibidir:

AST
L- Aspartat + 2- Oksogluterat _— 5 Oksaloasetat + L- Glutamat
. MDH .
Oksaloasetat + NADH + H® ————> L-Malat + NAD

Alanin aminotransferaz (ALT)

Serumda ALT diizeyi Roche marka ticari kit kullanilarak, Roche/Hitachi
MODULAR P otoanalizator ile belirlendi.

Ol¢iim Prensibi:

Metod Wrobleski ve LaDue tarafindan gelistirilmis daha sonra Henry ve
Bergmeyer tarafindan optimize edilmistir. Serumda ALT enzimi, reaksiyon sonunda

meydana gelen piruvat’in, NADH varliginda laktata doniismesi esnasinda, NADH’ i
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NAD" ye okside olmas ile absorbansta meydana gelen azalmanin 6l¢iimiine dayanan
metoda gore hazirlanmus ticari Kitler ile spektrofotometrede 340 nm de, absorbanslari

Olciilerek tayin edildi Reaksiyon semast asagidaki gibidir:

L- Alanin + 2- Oksogluterat ALT Piirivat + L- Glutamat
——

LDH
Piirivat + NADH + H® ———= L- Laktat + NAD"

Alkalen fosfataz (ALP)

Serumda ALP diizeyi Roche marka ticari kit kullanilarak, Roche/Hitachi
MODULAR P otoanalizator ile belirlendi.

Ol¢iim Prensibi:

Method Lowry, Bessey ve Brock tarafindan gelistirilmis, daha sonra Hausamen ve
arkadaglar: tarafindan diizeltilmistir. Magnezyum ve ¢inko iyonlar1 varliginda; p-
nitrofenil fosfat, fosfat ve p-nitrofenol olusturmak igin fosfatazlar tarafindan hidrolize
edilir. Bu siiregte AMP gegici fosfat alicidir. Renkli p-nitrofenol serbest birakilmasi
ALP aktivitesi ile orantilidir. spektrofotometrik olarak 6l¢iildii (405 nm).

. . ALP .
p-Nitrofenil Fosfat+ H,O — 5 Fosfat + p-Nitrofenol
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Laktat dehidrogenaz (LDH)

Serumda AST diizeyi Roche marka ticari kit kullanilarak, Roche/Hitachi
MODULAR P otoanalizator ile belirlendi.

Olciim Prensibi:
Metod Henry ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilmistir. Ornekteki LDH aktivite
oran1 ve NADH" m NAD" a doniismesinden dolay1 olusan absorbanstaki azalma 340

nm’ de olgtldii.

LDH

Piirivat + NADH + H ™ <———> L-Laktat + NAD"

3.2.4 Kan Olciimleri

Hemoglobin Diizeyinin Olciilmesi

TANYER G. “Hematoloji ve Laboratuar -1985” kitabinda oksihemoglobin
metodu yontemi ile 6l¢iildii (96).

a. Cozeltiler

% 0.1 Sodyum karbonat ¢ozeltisi: 100 mg sodyum karbonat cam mezura konarak

100 ml ye tamamlandi.
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b. Spektrofotometrede Okuma

1. Hemoglobin pipetine 20 pl kan g¢ekildi.

2. Ornek sayisi kadar tiipe 3,5 ml sodyum karbonat ¢dzeltisi kondu ve

3. Ornekler, distile suya karsilik 540 nm’de spektrometrede okundu.

tizerine 20 pl. kan eklendi.

¢. Sonuclarin Hesaplanmasi

Okunan degerler, TANYER G. (96) tarafindan Tablo 3.2’ de verilen
dansiteler ve hemoglobin g/dl tablosundan g/dl olarak belirlendi.

“optik

Tablo 3.2. Orneklerin optik dansiteleri ve hemoglobin g/dl degerleri (TANYER G., 1985)

N‘g‘g“e g';gl N‘g‘g”e Hb g/d| N‘g‘g”e Hb g/d| N‘g‘gne Hb g/d|
0,05 2,0 0,18 7,4 0,38 15,4 0,58 23,6
0,10 4.0 0,19 7,8 0,39 15,9 0,59 24,1
0,11 44 0,20 8,2 0,43 17,5 0,60 24,5
0,12 49 0,21 8,6 0,50 20,4 0,61 24,9
0,13 5,4 0,22 9,0 0,51 20,8 0,62 25,3
0,14 5,7 0,23 9,4 0,54 22,0 0,63 25,7
0,15 6,1 0,24 9,8 0,55 22,4 0,64 26,2
0,16 6,5 0,25 10,2 0,56 22,8 0,65 26,6
0,17 7,0 0,26 10,6 0.57 23.2 0,66 27,0
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Eritrosit Hemolizatlarinin Hazirlanmasi

Eritrosit hemolizat1 hazirlanmasi i¢in YI-SUN, LARRY, W. OBERLEY ve YING

LI, 1988 metodu kullanildi (96).

1. 2cclik EDTA’h CBC tiipiline 2 ml kan alinda.

2. +4°C de 3000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi.

3. Plazma ve lokosit ayrildi. Tiipte eritrosit peleti birakild.

4. Eritrosit peleti kadar serum fizyolojik eklendi.

5. +4°C de 3000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi.

6. Supernatant atildi.

7. Geride kalan pelet hacmi kadar serum fizyolojik eklendi.

8. +4°C de 3000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi.

9. Supernatant atildi.

10. Geride kalan pelet hacmi kadar serum fizyolojik eklendi.

11. +4°C de 3000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi.

12. Supernatant atild1.

13. Geride kalan pelet hacmi kadar distile su eklendi.

14. +4°C de 5000 rpm de 15 dakika santrifiij edildi.

15. Supernatant alind1 ve SOD, MDA ve katalaz 6lgiimii yapilana kadar -70°C’ de

muhafaza edildi.
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3.2.5 Karaciger Dokusundan Homojenat Hazirlanmasi

10.

11.

Ornek says1 kadar tiip alindi ve numaraland.
Her hayvandan ortalama 1 g. kadar karaciger dokusu alind.

Alman doku parcast 0,16 mg/ml heparin igeren %0,9 NaCl soliisyonunda
yikand1.

Alinan doku miktar1 kadar serum fizyolojik ilave edildi.

Tiipler buz dolu bir kap icinde homojenizatér cihazinda 8000 devirde 10

vuruda homojenize edildi.
Homojenizasyon sonrasi 3000xg’de 10 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi siipernatant ayrildi.

Ayr1 bir test tiipiine siipernatant’m 250 pl’ si ve buzda sogutulmus

ekstraksiyon reagent’ inin 400 ul’ si ilave edildi.
30 saniye vortekslendi.
+4°C°de 3000xg’ de 10 dakika santrifiij edildi.

Ustte toplanan siipernatant bir viale alindi. Ayni giin i¢inde 8l¢iim yapilacaksa

+4°C’ de, daha sonra 6lgiim yapilacaksa -86°C derin dondurucuda saklandi.

3.2.6 Karaciger DokusundaTotal Protein Ol¢iimii

Dokularn total protein miktar1 Biiiret yontemine gore hazirlanmis total protein

Kiti (Human, Total Protein Liquicolor 10570) kullanilarak spektrofotometrede 6lgiildii.
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Olciim Prensibi:

Peptid, polipeptid ve proteinler i¢in Biiiret reaksiyonu spesifiktir. iki degerlikli

bakir iyonu, alkali ortamda peptid baglar1 ile mor renkli bir kompleks olusturur.

Spektrofotometre’ de 6l¢iim
Ornekler spektrofotometrede reaktif koriine karsi okundu. Olgiim igin;
1. Bir kor tiipii, bir standart tiipii ve 6rnek sayisi kadar da test tlipii hazirlandi ve

numaralandirildi.

2. Kor tiipline; 1000 pl reaktif. Standart tiipiine; 20 ul standart ve 1000 pl reaktif.
Test tiiptine; 20 pl 6rnek ve 1000 pl reaktif ilave edildi.

3. Tiipler karistirild1 ve 20 - 25 °C’ de 5 dakika beklendi.
4. 546 nm’ de absorbans degerleri 6lgtildii.

5. Orneklerin total protein konsantrasyonu asagidaki formiile gére hesaplandi.

A O0rnek

C ornek = A standart X Cstandart (g/dl)

Bu Olciim degerleri homojenatta, KAT aktivitesi ile MDA diizeyi

hesaplanmasinda kullanild1.
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3.2.7. Hemolizat ve Homojenat Enzim Aktivitelerinin Ol¢iimii

SOD Aktivitesi Olciimii

SOD aktivitesi, DOJINDO’nun gelistirdigi WST (water-soluble tetrazolium salt)
reaksiyonuna dayanan FLUKA SOD Determination Kit (Cat. N0:19160) ile belirlendi.

a. Ol¢ciim Prensibi:

Stiperoksit anyonlar1 (O7"), Ksantin/Ksantin oksidaz sistemi tarafindan olusturulup

kromojen soliisyon kullanilarak 6l¢timii yapild.

b. Olciim Yontemi

1. Kit’te verilen ¢alisma soliisyonu hazirland1.
2. Kit’te verilen enzim ¢alisma soliisyonu hazirlandi.

3. Asagidaki gosterildigi gibi 96’ lik mikroplate kuyularma 6rnek ve digerleri

konuldu.

Ornek 20 pl 20 ul

De iyonize 20 pl
su e TP e
Cahsma
Soliisyonu
Enzim
Cahsma 20p 20
Soliissyonu T 7
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4. Plate 37°C’de 20 dakika inkiibe edildi.

5. Elisa ile 490 nm’de 6l¢iim yapildi.

c¢. Sonucun Hesaplanmasi

Asagidaki formiile gore % inhibisyon olarak hesaplandi.

(Korl — Kor3) — (Ornek — Kor2) «

Korl — Kor3 100

SOD Aktivitesi (% inhibisyon) =

U/ml/protein olan SOD degeri, TANYER G tarafindan Tablo 3.2.’de verilen
“optik dansiteler ve hemoglobin g/dl > tablosundan belirlenen hemoglobin (g/dl)
degerine gore SOD degeri U/g Hb olarak hesaplandi.

Katalaz (KAT) Aktivitesi Olciimii

a. Olciim Prensibi:

Katalaz aktivitesi, amonyum molibdatla stabil bir kompleks olusturan hidrojen
peroksitin spektrofotometrik olarak degerlendirilmesi temeline dayanilarak Olgiimler

gerceklestirildi (GOTH L., 1991)(96).
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a. Ornek Hazirlanmasi

Homojenat Hazirlanmasi:

1. Ornek sayis1 kadar tiip almarak numaralandi.

2. Yaklasik 0,4 g agirhiginda karaciger doku 6rnekleri alindi.
3. Alman ornekler SF ile yikandi.

4. Buz dolu bir kap i¢inde tiipe gecirildi.

5. Daha sonra tiip i¢indeki Ornekler, sodyum-potasyum-fosfat tamponu ile
homojenize edildi.

Sodyum-Potasyum-Fosfat Tamponu:

a. KH;PO,’ den 9,08 g alind1 ve 1 litre distile su i¢inde ¢oziindii (A).
b. Na;HPOs’den 11,88 g alind1 ve 1 litre distile su iginde ¢6ziindii (B).

c. Daha sonra 3,3 ml A ¢o6zeltisinden alinarak B ¢6zeltisi ile 100 ml’

ye tamamland1 ve pH = 8 olacak sekilde pH metrede ayarlandi.

6. Buz dolu bir kap icindeki tiipte bulunan 6rnek, homojenizatdr cihazinda 8000

devirde 10 vuruda homojenize edildi.

7. Daha sonra sogutmali santrifiijde +4°C” de 4000 rpm’ de 15 dakika santrifiij
edildi.

8. Ustte toplanan siipernatant ayr1 bir viale alinarak dlgiimde kullanildi. Ayni1 giin
icinde 6l¢iim yapilacaksa +4°C’ de, daha sonra 6l¢iim yapilacaksa -86°C derin

dondurucuda saklanda.
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b. Cozeltiler

1) Substrat ¢ozeltisi: %30 H,O,’ den 8,11 ml alinip, fosfat tamponu ile 1000 ml
ye tamamlanip pH 7,4 ayarlandi.

2) 32,4 mmol/l amonyum molibdat ((NH4)sM07024 4H,0) ¢ozeltisi: Bunun
icin, 8 g amonyum molibdat 200 ml distile suda ¢oziilerek hazirlandi. Her
zaman taze olarak kullanild1 ve kisa siireli beklemelerde ¢okelti olusmussa

Ol¢tim yapilmadan 6nce ¢ozelti vortekslendi.

3) Tampon ¢ozeltisi:

A) 4,08 g KH,PO, alinarak 500 ml distile suda ¢6ziildi.

B) 8,04 g Na;HPO, alinarak 500 ml distile suda ¢oziildii.

Daha sonra (A) ¢ozeltisinden 3,3 ml alinarak (B) ¢ozeltisi ile 100 ml’® ye

tamamland1 ve pH=7,4" e ayarlandi.

c. Spektrofotometrede Olgiim

1. Her bir 6rnek tiipli icin bir blank tiipii (blank 1, B;) hazirland1 ve tiipler

numaralandi.

2. Blank (B,) tiiplerine; 37°C’ de su banyosu i¢inde 1 ml substrat ve 0,2 ml 6rnek
ilave edilerek baglatilan reaksiyon, aninda 1 ml amonyum molibdat ¢ozeltisi

ilavesiyle reaksiyon durduruldu.

3. Ornek tiiplerine ise; 1 ml substrat ve 0,2 ml 6rnek konularak, 37°C” de 60
saniyelik inkiibasyon siiresince devam eden reaksiyon yine 1 ml amonyum

molibdat ¢o6zeltisi ilavesiyle durduruldu.
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4. Ornek tiiplerinin inkiibasyonu i¢in 60 saniyelik bekleme siiresi iginde blank 2
(B2) ve blank 3 (Bs) tiipleri hazirlandu.

5. Blank 2 tiiptine; 1 ml substrat, 1 ml molibdat ve 0,2 ml tampon ilave edildi.
6. Blank 3 tiipiine; 1 ml tampon, 1 ml molibdat ve 0,2 ml tampon, ilave edildi.

7. Spektrofotometre 405 nm’ de distile suyla sifirlandiktan sonra B, ve Bs
tiiplerindeki ¢ozeltilerin absorbans degerleri okundu, sonra blank (B1) tiipleri

ve arkasmdan ornek tiiplerinin absorbanslar1 okundu.

d. Sonucun Hesaplanmasi

Spektrofotometrede okunan degerler, asagidaki formiile uygulandi ve sonuglar;

homojenatta kU/g protein olarak bulundu.

Catalan Aktioitoci Ornek — Blank1(B1) % 271
atalaz AKtVILesL = g1 2 (B2) — Blank3(B3)

Malondialdehit (MDA) Diizevi Olciimii

Yontemin amact; lipid peroksidasyonu son iiriinlerinden bir tanesi olan MDA’ nin
tiyobarbitiirik asit (TBA) ile verdigi renk reaksiyonuna dayanmaktadir (UCHIAMA ve
MIHARA 1978) (96).
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a. Cozeltiler
1) % 1 Fosforik asit cozeltisi: 1 ml fosforik asit, distile su ile 100 ml ye
tamamlanda.

2) % 0,6 TBA (Tiyobarbitiirik Asit) cozeltisi: 6 g TBA 1000 ml suda

¢Oziindiirtldii.

b. Spektrofotometrede Okuma

1. Her 6l¢limde bir kor ve 6rnek tiipleri hazirlandi.

2. Kor tiipiine; 0,5 ml distile su, 3 ml fosforik asit ¢ozeltisi, 1 ml TBA ¢ozeltisi,
ornek tiipiine; 0,5 ml h 6rnek, 3 ml fosforik asit ¢6zeltisi, 1 ml TBA ¢ozeltisi

ilave edildi.
3. Kor ve ornek tiipleri bir beherde su i¢inde 45 dakika kaynatild1.
4. Tipler soguduktan sonra iglerine 4 ml butanol ilave edildi.
5. 3500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
6. Olgiim icin siipernatant alindi

7. Spektrofotometre 532 nm' de distile su ile sifirlandiktan sonra kor ve ornek

tiiplerinin absorbanslar1 okundu.

¢. Sonucun Hesaplanmasi

1. Konsantrasyonlarin belirlenebilmesi i¢in; lipid peroksit standard (1.1.3.3.
tetraetoksipropan) 1, 2, 4, 6, 8, 10 nmol/ml de hazirland1 (Sekil 3.1).

2. Standart egrisinin hazirlanmast:
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o Kor tiipline; 0,5 ml distile su, 3 ml fosforik asit ¢ozeltisi, 1 ml TBA

¢Ozeltisi konuldu.

o Standart tiiplerine; 0,5 ml farkli konsantrasyonlarda standart, 3 ml
fosforik asit ¢ozeltisi, 1 ml TBA ¢ozeltisi ilave edildi ve absorbanslar
okundu. Okunan absorbanslarla, konsantrasyon degerleri milimetrik

kagit tizerinde karsilastirilarak standart egrisi ¢izildi (Sekil 3.1).

o Standart egrisinde, spektrofotometreden okunan absorbans degerine

karsilik gelen konsantrasyon degerleri okundu.

12 1
1 -
0,9605
g
s 08 +
<]
]
2 0,6 - —o— Abs
<
04 +
02 —+
0 1
0 2 4 6 8 10
Konsantrasyon (MDA nmol/ml)

Sekil 3.1. MDA standart egrisi

Grafikten belirlenen degerler homojenatta nmol/g yas doku olarak hesaplandi.

Hemolizatta MDA degerleri KU/gHb olarak hesaplandi.
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3.2.8. Karaciger Dokusunda DNA Fragmantasyonu Olciimii

DNA fragmantasyonu 6l¢iimiinde spektrofotometrik bir 6l¢iim metoduna dayanan

difenilamin reaksiyonu kullanilmistir (84, 88).

Olciim Prensibi

Temel olarak DNA’nin hidrolizi esasina dayanir. Agiga ¢ikan 2-deoksi-riboz’ lar
dehidrasyon ile aldehite doniistiigiinde, ortama eklenen difenilamin ile mavi renkli

bilesikler olusur. DNA konsantrasyonu arttik¢a mavi renk koyulasir (84, 88).

Ornek Hazirlanmasi

a. Doku homojenatinin hazirlanmasi

1. Dokular -80 °C derin dondurucudan ¢ikarildi ve her biri 0,3 gram tartildi.

2. Uzerlerine 2,7 ml Lizis buffer (5 mM. Tris-HCI, 20 mM EDTA, % 0,5 Triton
X- 100, pH8) eklenerek homojenize edildi.

3. Homojenat, +4 °C’ de, 26 000xg’ de 25 dakika santrifiij edildi.

4. Fragmante DNA iceren kisim olan siipernatant dikkatlice alind1 ve bagka bir

tiipe aktarildi. pellet ise intact DNA igeren kisimdir.

5. Siipernatantin ve pelletin DNA igerikleri difenilamin reaksiyonu kullanilarak

Olctldd.
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b. Cozeltiler

° 0,5 N Perklorik Asit: 43ml perklorik asit alind1 ve distile su ile son hacim

olan 1000 ml.’ye tamamlandu.

° Soliisyon A: 1,5 gram difenilamin, 100ml glasiyel asetik asitte ¢oziildii.

Uzerine 1,5 ml siilfiirik asit eklendi ( bu soliisyon karanlikta saklanir).

°  Soliisyon B: 50 ml deiyonize su ile 1 ml asetaldehit karistirilarak hazirlandi (

bu soliisyon taze kullanilir).

C. Spektrofotometrik ol¢iim

1. Siipernatantlarin DNA iceriginin 6l¢tiimi
e Numaralandirilan 6rnek tiiplerine 1917ul siipernatant alindi.
e Uzerlerine 86 ul konsantre perklorik asit eklendi.
e Kor olarak 0,5 N perklorik asit kullanildi
e Kor ve ornek tiipleri 90°C’ de 15 dakika inkiibasyona birakildi.
e Inkiibasyon sonras1 1500 rpm’ de 10 dakika santrifiij edildi.

e Siipernatanttan 0,75 ml alindi, 0,75 ml soliisyon A ve 3,75ul soliisyon B

eklendi.
e (Oda isisinda 18 saat inkiibasyona birakildi.

e Inkiibasyon sonrasi, Orneklerin absorbanslart 600 nm’ de kére karst

okundu.
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2. Pelletlerin DNA igeriginin 6l¢iimii
e Numaralandirilan pelletlerin izerine 6ml 0,5 N perklorik asit eklendi.
e Kor olarak 0,5 N perklorik asit kullanildi
e Kor ve pellet tiipleri 90°C’ de 15 dakika inkiibasyona birakildi.
e Inkiibasyon sonras1 1500 rpm’ de 10 dakika santrifiij edildi.

e Siipernatanttan 0,75 ml alindi, 0,75 ml soliisyon A ve 3,75ul soliisyon B
eklendi.

e (Oda isisinda 18 saat inkiibasyona birakildi.

e Inkiibasyon sonrasi, drneklerin absorbanslar1 600 nm’ de kore karsi

okundu.

d. Sonucun hesaplanmasi

Orneklerin absorbanslar1 600 nm’ de spektrofotometrik olarak &lgiildiikten sonra,

DNA fragmantasyon sonuglar1 % olarak, asagida verilen formiile gére hesaplandi:

DNA FRAGMANTASYONU (%)= Spernatant Absorbans x100
(%)= Stipernatant Absorbansi + Pellet Absorbansi
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3.2.9. Karaciger Orneklerinden Histolojik Preparatlarin Hazirlanmasi

Deney gruplarini olusturan tiim siganlardan, karaciger ornekleri alindi. Alinan
karaciger orneklerinin % 10’ luk formalin fiksatifi i¢cinde 48 saat siire ile fiksasyonlar1
sagland1. Fiksasyonlar1 saglanan ornekler fiksatifin ¢okmesini 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. Dehidratasyonlarmin ardindan 6rnekler
seffaflandirilmak tizere 2 kez 20’ser dakika ksilolde bekletildi. Karaciger ornekleri
seffaflanmalarmin ardindan etiiv i¢inde 65°C’ de eritilmis parafinlere alinarak 60 dakika
stireyle ii¢ ayr1 parafinde bekletildi. Parafinize edilen dokular ayr1 ayr1 parafin iceren
kasetlere gomiilerek blokland1 ve kesit alinmaya hazir duruma getirildi. Parafin
bloklardan kesitlerin alinmasinda kullanilacak mikrotom bigcag1 buzdolabinda
sogutularak, mikrotom aracilig1 ile her bir 6rnekten 5’er mikrometre kalinliginda doku
kesitleri alindi. Kesitlerin 45°C’ de su banyosunda agilmalar1 saglanarak temiz lamlar
iizerine alinmasindan sonra etiiv iginde 1 saat siire ile bekletilmeleri saglandi.
Preparatlar 1’er saat siire ile iki ayr1 ksilolde tutulup deparafinizasyonlari saglandiktan
sonra boyama asamasma gegildi. Kesitlerin boyanmasinda Hematoksilen-Eosin iKili
boyas1 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 alman kesitler
hizla alkol serilerinden geg¢irilip dehidratasyonlar1 saglandi. Dokular iki ayr1 ksilolde
30’ar dakika tutularak seffaflastirildi ve seffaflanan dokular daha sonra entellan ile
kapatilarak 151k mikroskobik diizeyde Olympus BH-2 mikroskop ile degerlendirmeleri
yapild1 ve karaciger ve bobrek orneklerini igeren tiim preperatlarm Olympus DP-70

dijital kamera ile fotograflari ¢ekildi.

3.2.10 istatistiksel Analiz

Stirekli degiskenlerin (alkalen fosfataz (ALP), alanin aminotransferaz (ALT),
aspartat aminotranferaz (AST) , laktat dehidrogenaz (LDH), katalaz (KAT) ve
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stiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktiviteleri, malondialdehit (MDA) diizeyi,
hemoglobin, deney hayvanlarmin ilk ve son agirliklari, agirhik farklari) normal dagilma
uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi ile analiz edildi. Normal dagilim gdsteren
degiskenlerin gruplar arasindaki karsilastirilmalar1 tek yonlii varyans analizi (one-way
ANOVA) ile yapildi. Coklu karsilagtirma testi olarak Least Significant Difference testi
(LSD) kullanildi. Deney oncesi ve sonrast es gozlemlerin karsilastirilmasinda
eslestirilmis t testi kullanildi. Histoloji sonuglarinin gruplar arasindaki karsilastirilmalari
exact ki-kare analizi ile gergeklestirildi. Analizlerde p<0,05 anlamlilik diizeyi olarak

kabul edildi. Tiim analizler SPSS 15.0 paket programi kullanilarak yapildi.
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4. BULGULAR

Calismanin 1. giiniinde ve 24. giin sonunda sican agirliklar1 (CCls grubu agirligi
10. giin sonunda) olgiilerek kaydedildi. Calisma sonunda si¢anlardan alinan kan ve doku
ornekleri kullanilarak aspartat aminotranferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT),
alkalen fosfataz (ALP), ve laktat dehidrogenaz (LDH), hemoglobin, siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (KAT) enzim aktiviteleri, malondialdehit (MDA) diizeyi ve
DNA fragmantasyonu yiizdesi belirlendi. Ayrica karaciger doku ornekleri H&E
boyama yontemi ile incelenerek, patolojik degisiklikler degerlendirildi.

4.1 SICAN VUCUT AGIRLIKLARI

4.1.1 Sican Viicut Agrhklarimn Grup Icerisinde ilk ve Son Agirhklarinin

Karsilastirilmasi

Istatistiksel olarak, kontrol grubu 1. giin (256,57 + 18,05 @) ile 24. giin sican
agirliklart (285,57 + 15,67 g) ve zeytin yag kontrol grubu 1. giin (260,71 + 16,20 g) ile
24. giin sigan agirliklarinda (280,43 + 16,07 g) ¢ok 6nemli diizeyde (p < 0,001) artis
bulundu. Cynara scolymus L. Yaprak ekstrakti grubu 1. giin (265,86 + 8,99 g.) ile 24.
giin sigan agirhiklar1 (243,71 + 6,34 g) karsilastirildiginda ise sican agirliklarinda ¢ok
onemli diizeyde p < 0,001) azalma bulundu. CCl, grubu 1. giin (287,57 + 5,88 g) ile 10.
giin agirhigt (260,57 + 5,44 g) karsilastirildiginda, istatistiksel olarak si¢anlarin
agirliklarinda ¢ok 6nemli diizeyde azalma (p < 0,001) bulundu. CCl, dogal iyilesme
grubu sican agirliklarinm 1. giin (234,28 + 20,77 g) ile 24. giin (206,14 + 14,44Q)
degerleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak sigan agirliklarinda ¢ok 6nemli diizeyde
azalma (p < 0,001) bulundu. Kiiratif grupta 1. giin (302,00 + 8,85 Q) ile 24. giin sigan
agirliklar: (281,85 + 13,12 g) karsilastirildiginda sican agirliklarinda 6nemli diizeyde
(p < 0,01) azalma bulundu. Gruplara ait viicut agirliklar1 Tablo 4.1 ve Sekil 4.1° de

verilmistir.
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Tablo 4.1. Kontrol ve deney gruplarinin grup igerisinde ilk ve son agirliklar1 ve bunlarin

istatistiksel degerlendirilmeleri

Grup 1. Giin Agirhk(g) 24. Giin Agirlik ()
Gruplar N p
no Ortalama + Standart sapma Ortalama + Standart sapma
1 Kontrol Grubu 7 256,57 + 18,05 285,57 + 15,67 0,000***
o | Zeytin Yag Kontrol | 260,71 + 16,20 280,43 + 16,07 0,000%**
Grubu
3 Cynara scolymus 7 265,86 + 8,99 243,71+ 6,34 0,000***
Yaprak Eks. Grubu
4 CCl, Grubu 7 287,57 + 5,88 260,57 + 5,44 0,000***
5 | CCli Dogal Iyilesme | 234,28+ 20,77 206,14 + 14,44 0,000%**
Grubu
6 Kiiratif Grup 7 302,00 + 8,85 281,85+ 13,12 0,001**
*p< 0,05 ** p<0,01 ***p<0,001
4 CCl, Grubu Agirlig: 10. giin sonunda olgiildi
350 -
300 -
250
200
150 | ilk Agirlik
100 M Son Agirhk
50
0 T T T T T
Kontrol  ZeytinYag Cynara  CClsGrubu CCl, Dogal Kdiratif
Grubu Kontrol  scolymus iyilesme Grup
Grubu  Eks. Grubu Grubu

Sekil 4.1. Kontrol ve deney gruplarmin grup igerisinde ilk ve son agirliklar
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4.1.2 Sican Viicut Agirhk Farklarinin Gruplar Arasi Karsilastiriimasi

Deneyin 1. giinii ile 24. giinii arasindaki sigan agirliklarinin farklari, kontrol grubu

(29,00 + 6,21 g), zeytin yag kontrol grubu (19,71 + 2,87 g), Cynara scolymus L. yaprak
ekstrakt1 grubu (-22,14 + 3,56 g), CCly dogal iyilesme grubu (-28,14+ 7,10 Q) ve kiiratif
grubunda (-20,14 + 9,01g) hesaplandi. CCl, grubunda sigan agirlik fark: (-27,00+ 3,56

g) deneyin 1. giinii ile 10. giinii arasindaki agirlik farki kullanilarak hesaplandi.

Deney siiresince deney hayvanlarinin viicut agirliklarinin degisimi istatistiksel

olarak incelendiginde; kontrol grubuna gére, zeytin yag kontrol grubunda (p > 0,05) bir

fark bulunmazken; CCl,, CCl, dogal iyilesme, Cynara scolymus L. yaprak ekstrakti ve

kiiratif grup sigan viicut agirlik farklarinda ¢ok 6nemli diizeyde (p < 0,001) azalma

bulundu.
Tablo 4.2.Kontrol ve deney gruplarinin viicut agirliklari farki ve bunlarin istatistiksel
degerlendirilmeleri
Viicut Agirhk Farki Coklu Karsilagtirma
Gr:gp Gruplar 9 F p
Ortalama + Standart sapma 1 2 3 4 5 6
1 Kontrol Grubu 29,00+ 6,21 ns *hk | Kk | kkk | KAk
2 Zeytin Yag 19,71+ 2,87 ns Kkk | Kkk | kkk | Kk
Kontrol Grubu
Cynara scolymus -22,14 + 3,56 Hkk | Ak
3 Yaprak Eks. Grubu ns ns ns
33,42 | 0,000
4 | CCl, Grubu -27,00+ 3,56 *ax | kx| g ns | ns
5 CCI4 Dogal -28,14+ 7,10 *kK | KAk ns ns ns
lyilesme Grubu
6 | Kiiratif Grup -20,14+9,01 #x% | %% | s | ops | ons

*p< 0,05 ** p<0,01 ***p<0,001
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40

i Kontrol Grubu

__ 30 I
20 20 T M Zeytin Yag Kontrol Grubu
=
S
S 10
> ® Cynara scolymus Yaprak Eks.
= O Grubu
20D
< -10 H CCl,Grubu
e
2 20 .
s H CCl, Dogal lyilesme Grubu
-30
1
-40 M Kuratif Grup
GRUPLAR
Sekil 4.2. Kontrol ve deney gruplarmin grup igerisinde ilk ve son agirliklari
42 SERUM DEGERLERINE AIiT BULGULAR VE  ISTATISTIKSEL
DEGERLENDIRMELER

4.2.1 Serum Aspartat Amino Transferaz (AST) Enzim Aktivitesine Ait Bulgular ve

Istatistiksel Degerlendirme

Serum AST diizeyi, kontrol grubunda 184,14 + 5,78 U/l, zeytin yag kontrol
grubunda 284,00 + 32,10 U/I, Cynara scolymus L. yaprak ekstrakti grubunda 248,42 +
19,68 U/I, CCl4 grubunda 342,14 + 21,42 U/l, CClsdogal iyilesme grubunda 213,57 +
10,45 U/l ve kiiratif grupta 202,42 += 21,57 U/l bulundu.

Serum AST diizeyleri istatistiksel olarak kontrol grubu ile karsilastirildiginda;
zeytin yag kontrol, Cynara scolymus L. yaprak ekstrakti ve CCl; gruplarinda gok
onemli diizeyde (p < 0,001), CCls dogal iyilesme grubunda p < 0,05 diizeyinde artis

bulunurken kiiratif grupta (p > 0,05) fark bulunmadi (Tablo 4.3, Sekil 4.3).
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Tablo 4.3. Kontrol ve deney gruplarinin serum aspartat amino transferaz (AST) degerleri ve

bunlarn istatistiksel degerlendirilmeleri

100 ~

H CCl, Dogal iyilesme Grubu

AST(U/I Coklu Karsilastirma
Gr:gp Gruplar L F
Ortalama =+ Standart sapma 1 2 3 4 5 6
1 Kontrol Grubu 184,14 + 5,78 Fhk | kkk | kkk |k ns
2 Zeytin Yag 284,00 + 32,10 —_— Kk | hhk | kkk | KAk
Kontrol Grubu
3 Cynara scolymus 248,42 + 19,68 dkk | Kk Kkk | kk | xk
Yaprak Eks. Grubu 36,22 | 0,000
4 CCl, Grubu 342,14 +£21,42 Fhx | Kkk | Kkk Fhk | Fxk
5 CC|4 Dogal 213,57 + 10,45 * Kkk | kK| kkk ns
lyilesme Grubu
6 Kiiratif Grup 202,42 + 21,57 ns | *** | ** | ***x | ng
*p< 0,05 ** p<0,01 ***p<0,001
400 L1 Kontrol Grubu
350 -
300 - H Zeytin Yag Kontrol Grubu
= 250 -
> H Cynara scolymus Yaprak Eks.
E 200 1 Grubu
< 150 -+ H CCl4Grubu
0

GRUPLAR

M Kuratif Grup

Sekil 4.3. Kontrol ve deney gruplarinin serum aspartat amino transferaz (AST) degerleri
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4.2.2 Serum Alanin Amino Transferaz (ALT) Enzim Aktivitesine Ait Bulgular ve

Istatistiksel Degerlendirme

Serum ALT diizeyi, kontrol grubunda 70,71 + 6,24 U/l, zeytin yag kontrol
grubunda 117,71 £ 26,56 U/l, Cynara scolymus L. yaprak ekstrakt1 grubunda 78,86 +
16,23U/L, CCl, grubunda 201,00 £ 9,74 U/l, CCl, dogal iyilesme grubunda 101,00 +
8,92 U/l ve kiiratif grupta 96,43 + 7,28 U/l bulundu.

Serum ALT diizeyleri istatistiksel olarak kontrol grubu ile karsilastirildiginda;
zeytin yag kontrol grubu, CCl, grubu, CCl, dogal iyilesme grubu ve kiiratif grupta ¢ok
onemli diizeyde artis (p < 0,001) bulunurken, Cynara scolymus L. yaprak ekstrakti
grubunda fark bulunmadi (p > 0,05) (Tablo 4.4, Sekil 4.4).

Tablo 4.4. Kontrol ve deney gruplarmm serum alanin amino transferaz (ALT) degerleri ve

bunlarin istatistiksel degerlendirilmeleri

Grup ALT (UN) Coklu Karsilastirma
no Gruplar n F p
Ortalama + Standart sapma 1 2 3 4 5 6
1 | Kontrol Grubu 7 70,71+ 6,24 I ng | | ) e
2 Zeytin Yag 7 117,71 + 26,56 Hokk sk | wkx |k Hox
Kontrol Grubu
3 Cynara scolymus 7 78.86 + 16,23 ns | *x* dkk | Ak *
Yaprak Eks. Grubu 78,78 | 0,000
4 CCI4 Grubu 7 201’00 + 9’74 *k*k *k*k **x*k **k **k
CCl, Dogal 101.00 + 8.92 *hk | % *k | KAk ns
5 T . 7 > ’
lyilesme Grubu
6 | Kiiratif Grup 7 96,43 + 7,28 TR R ons

*p< 0,05 **p<0,01 ***p<0,001
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250 ~ i Kontrol Grubu

200 A H Zeytin Yag Kontrol Grubu

150 7 ® Cynara scolymus Yaprak Eks.

Grubu

100 - H CCl, Grubu
g
50 + . i
M CCl, Dogal lyilesme Grubu
0

M Kiratif Grup

ALT(U/I)

GRUPLAR

Sekil 4.4. Kontrol ve deney gruplarmin serum alanin amino transferaz (ALT) degerleri

4.2.3 Serum Alkalen Fosfataz (ALP) Enzim Aktivitesine Ait Bulgular Ve

Istatistiksel Degerlendirme

Serum ALP diizeyi, kontrol grubunda 2,71 + 0,49 U/l, zeytin yag kontrol
grubunda 4,00 + 1,15 U/l, Cynara scolymus L. yaprak ekstrakt: grubunda 7,86 + 3,80
U/l, CCl, grubunda 84,00 + 3,96 U/I, CCl,dogal iyilesme grubunda 2,00 + 0,58 U/l ve
kiiratif grupta 8,14 + 1,46 U/l bulundu.

Serum ALP diizeyleri bakimindan gruplarin kontrol grubu ile istatistiksel olarak
karsilastirilmas1 sonucunda zeytin yag kontrol ve CCls dogal iyilesme grubunda fark
bulunmazken (p > 0,05); Cynara scolymus L. yaprak ekstrakti, CCl, ve kiiratif
gruplarinda ¢ok 6nemli diizeyde artis (p < 0,001) bulundu (Tablo 4.5, Sekil 4.5).
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Tablo 4.5. Kontrol ve deney gruplarmim serum alkalen fosfataz (ALP) degerleri ve bunlarn

istatistiksel degerlendirilmeleri

Grup
no

Gruplar

ALP(U/I)

Ortalama + Standart sapma

Coklu Karsilastirma

2

3

4

5

Kontrol Grubu

2,71 +0,49

Zeytin Yag
Kontrol Grubu

4,00+1,15

Cynara scolymus
Yaprak Eks. Grubu

7,86 + 3,80

1182 | 0,000

CCl, Grubu

84,00 + 3,96

CC|4 Dogal
lyilesme Grubu

2,00+ 0,58

Kiiratif Grup

8,14+ 1,46

ns

**kx

**kx

ns

**k%x

ns

**

**k%x

ns

**

**kx

**

**k%x

*kx

ns

**kx

**k%x

**k%x

*k%k

**k%x

ns

ns

**k%x

**k%x

*k%k

**kx

**

ns

**kx

*k%x

*p< 0,05 ** p<0,01 ***p<0,001

ALP(U/1)

100 -+
90 -
80 -
70 A
60 -
50 -
40 -
30 -
20 A

0 L s=a &4 i

k4 Kontrol Grubu

E Zeytin Yag Kontrol Grubu

® Cynara scolymus Yaprak Eks.

Grubu

H CCl; Grubu

H CCl, Dogal iyilesme Grubu

ﬁi_

GRUPLAR

M Kuratif Grup

Sekil 4.5. Kontrol ve deney gruplarinin serum alkalen fosfataz (ALP) degerleri
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4.2.4 Serum Laktat Dehidrojenaz (LDH) Enzim Aktivitesine Ait Bulgular ve

Istatistiksel Degerlendirme

Serum LDH diizeyi, kontrol grubunda 2806 + 132 U/I, zeytin yag kontrol grubu’
nda 3886 + 261 U/l, Cynara scolymus L. yaprak ekstrakti grubunda 3844+ 463 U/I,
CCl,4 grubunda 589, + 80 U/l, CCl,4 dogal iyilesme grubunda 2977+ 460 U/l ve kiiratif
grupta 2398+ 249 U/l bulundu.

Serum LDH diizeyleri bakimindan gruplarin kontrol grubu ile istatistiksel olarak
karsilastirilmasi sonucunda zeytin yag kontrol ve Cynara scolymus L. yaprak ekstrakti
grubunda ¢ok 6nemli diizeyde (p < 0,001), kiiratif grupta p < 0,05 diizeyinde artma ve
CCl,4 grubunda ¢ok onemli diizeyde azalma (p < 0,001) bulunurken CCl, dogal iyilesme
grubunda fark bulunmadi (p > 0,05) (Tablo 4.6, Sekil 4.6).

Tablo 4.6. Kontrol ve deney gruplarmim serum laktat dehidrojenaz (LDH) degerleri ve bunlarin

istatistiksel degerlendirilmeleri

LDH (U/I Coklu Karsilastirma
G;gp Gruplar n L F p
Ortalama + Standart sapma 1 2 3 4 5 6
1 | Kontrol Grubu 7 2806 +132 R R e s | X
2 Zeytin Yag 7 3886 + 261 *kk NS | Fxx | Rxx | Ak
Kontrol Grubu
3 Cynara scolymus 7 3844 + 463 *x% | ng Fkk | dkk | dkk
Yaprak Eks. Grubu 80,85 | 0,000
4 CCI4 Grubu 7 589 + 80 *k*k *k*k **x*k **k **k
CC|4 Dogal 2977 + 460 ns *hkk | kkk | hhk *%k
5 - 7
lyilesme Grubu
6 | Kiiratif Grup 7 2398 + 249 A e il Ml B

*p< 0,05 ** p<0,01 ***p<0,001
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5000 - 4 Kontrol Grubu
4500 -

4000 -
3500 -

3000 1 1 M Cynara scolymus Yaprak Eks.
2500 - Grubu
2000 - H CCly Grubu
1500 -
1000 1 H CCl, Dogal iyilesme Grubu
500 - i
0

M Kiratif Grup

M Zeytin Yag Kontrol Grubu

LDH (U/1)

GRUPLAR

Sekil 4.6. Kontrol ve deney gruplarmin serum laktat dehidrojenaz (LDH) degerleri

4.3 KAN DEGERLERINE AiT BULGULAR VE iISTATISTIKSEL DEGERLENDIRMELER

4.3.1 Hemoglobin

Kan hemoglobin diizeyi, kontrol grubunda 12,34 + 0,22 g/dl, zeytin yag kontrol
grubunda 12,11 + 1,39 g/dl, Cynara scolymus L. yaprak ekstrakt1 grubunda 20,76 = 0,71
g/dl, CCl, grubunda 16,70 = 1,21 g/dl, CCl, dogal iyilesme grubunda 8,12 + 2,10 g/dl ve
kiiratif grupta 6,98 + 1,07 g/dl bulundu.

Hemoglobin diizeyi bakimindan gruplarin kontrol grubu ile istatistiksel olarak
karsilastirilmas1 sonucunda zeytin yag grubunda fark bulunmazken (p > 0,05), Cynara
scolymus L. yaprak ekstrakt1 ve CCl, grubunda ¢ok 6nemli diizeyde (p < 0,001) artig
bulundu. CCl, dogal iyilesme grubu ve kiiratif grup hemoglobin degerlerinin kontrol
grubuna gore ¢ok 6nemli diizeyde (p < 0,001) azaldig1 bulundu (Tablo 4.6, Sekil 4.6).
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Tablo 4.7. Kontrol ve deney gruplarinin hemoglobin degerleri ve bunlarin istatistiksel

degerlendirilmeleri
HEMOGLOBIN Coklu Karsilastirma
Gru
nop Gruplar (g/dl) F p
Ortalama =+ Standart sapma 1 2 3 4 5 6
1 Kontrol Grubu 12,34+ 0,22 NS | *** | Fkk | kkak ] ke
Zeytln Yag *k*k *k*k *k*k *k*k
2 Kontrol Grubu 12,11+1,39 ns
Cynara SCOImeS *k*k *k*k *k*k *k*k *k*k
3 Yaprak Eks. Grubu 20,76+0,71
140,52 | 0,000
4 CCl4 Grubu 16,70 £ 1,21 Fhk | Kk | kkk falaiall Bhaiaiad
5 CCI4 Dogal 8.12+2.10 *hk | KAk | khk | kkx ns
Iyilesme Grubu ’ ’
6 Kiiratif Grup 6,98 1,07 Fkk | Rkk | ek | ek | g
*p< 0,05 ** p<0,01 ***p<0,001
25 ~ L1 Kontrol Grubu
% 20 - Zeytin Yag Kontrol Grubu
o
E 15 1 H Cynara scolymus Yaprak Eks.
Q T Grubu
g 107 | CCl, Grubu
=
W _
T H CCl, Dogal lyilesme Grubu
0 .
M Kuratif Grup
GRUPLAR

Sekil 4. 7. Kontrol ve deney gruplarinin hemoglobin degerleri
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4.4 HEMOLIZATA AIiT BULGULAR VE iSTATISTIiKSEL DEGERLENDIRMELER

4.4.1 Hemolizatta SOD Aktivitesi

45,57 £ 5,79, Cynara scolymus L. yaprak ekstrakti grubunda 29,00 =+ 4,65,

SOD % inhibisyonu, kontrol grubunda 46,71 + 3,72, zeytin yag kontrol grubunda
CCly

grubunda 58,43+ 6,00, CCl, dogal iyilesme grubunda 31,00 + 4,76 ve kiiratif grupta
41,43 + 8,14 bulundu.

SOD % inhibisyonu bakimindan gruplarin kontrol grubu ile istatistiksel olarak

karsilagtirilmast sonucunda zeytin yag kontrol ve kiiratif grupta Onemli bir fark

bulunmazken (p>0.05), Cynara scolymus L. yaprak ekstrakti ve CCly dogal iyilesme

grubunda ¢ok 6nemli diizeyde (p < 0,001) azalma, CCl, grubunda ¢ok 6nemli diizeyde
(p < 0,001) artma bulundu (Tablo 4.8, Sekil 4.8).

Tablo 4.8. Kontrol ve deney gruplarmim hemolizatta SOD % inhibisyonu ve bunlarin istatistiksel

degerlendirilmeleri
Grup SOD (%) Coklu Karsilastirma
no Gruplar F p
Ortalama + Standart sapma 1 2 3 4 5 6
1 Kontrol Grubu 46,71 +£3,72 ns Khkk | kkk | kkk ns
Zeytin Yag 45,57+5,79 el R R
2 Kontrol Grubu ns ns
3 Cynara SCOImeS 29,00 + 4,65 *hk | KKk *hk ns | ***
Yaprak Eks. Grubu 3276 | 0.000
4 CCl, Grubu 58,43 + 6,00 *kk | kkk | kkk *kk | KAk
5 CCI4 Dogal 31,00+ 4,76 Fhk | kxk | g | Hxx *kk
lyilesme Grubu
6 Kiiratif Grup 41,43 +8,14 NS | NS | **7 | *x ) exx

*p< 0,05 ** p<0,01 ***p<0,00
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70 A i Kontrol Grubu

60 -
M Zeytin Yag Kontrol Grubu

50 A I
40 - ® Cynara scolymus Yaprak Eks.
Grubu
30 A
H CCly Grubu
20 A
10 - H CCl, Dogal iyilesme Grubu
0

M Kiratif Grup

SOD % inhibisyon

GRUPLAR

Sekil 4. 8. Kontrol ve deney gruplarmin hemolizatta SOD % inhibisyonu

4.4.2 Hemolizatta KAT Aktivitesi

Hemolizatta KAT aktivitesi, kontrol grubunda 3,25+ 0,34 kU/ml, zeytin yag
kontrol grubunda 1,04 + 0,38 kU/ml, Cynara scolymus L. yaprak ekstrakti grubunda
0,38 + 0,24 kU/ml, CCl, grubunda 4,49 + 0,69 kU/ml, CCl, dogal iyilesme grubunda
1,51+ 0,73 kU/ml ve kiiratif grupta 3,07 + 0,80 kU/ml bulundu.

Katalaz aktivitesi bakimindan gruplarin kontrol grubu ile istatistiksel olarak
karsilagtirilmas1 sonucunda kiiratif grupta fark bulunmazken (p > 0,05), zeytin yag
kontrol, Cynara scolymus L. yaprak ekstrakti ve CCly dogal iyilesme grubu katalaz
aktivitelerinde ¢ok dnemli diizeyde azalma (p < 0,001), CCl, grubu katalaz aktivitesinde
ise ¢ok onemli diizeyde artma (p < 0,001) belirlendi (Tablo 4.9, Sekil 4.9).
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Tablo 4.9. Kontrol ve deney gruplarinin hemolizatta katalaz aktivitesi degerleri ve bunlarin

istatistiksel degerlendirilmeleri

KAT (kU/ml Coklu Karsilastirma
Gr:;lp Gruplar n ( ) F p
Ortalama =+ Standart sapma 1 2 3 4 5 6
1 | Kontrol Grubu 7 3,25+0,34 K| k| ek | ek ] ng
2 Zeytin Yag 7 1,04+ 0,38 Hekk x| wxx | pg | www
Kontrol Grubu
3 Cynarlil S(I:(olymus 7 0,38 + 0,24 wxk | * e R e
Yaprak Eks. Grubu 43,60 | 0,000
4 CCl, Grubu 7 4,49 + 0,69 P [ e e Kkk | Kkk
5 CC|4 Dogal 7 1,51+ 0,73 **%% | g *k | Kkk *kk
lyilesme Grubu
6 Kiiratif Grup 7 3,07+0,80 NS | FHE | Ak | xwx | aax
*p< 0,05 ** p<0,01 ***p<0,001
6 - 4 Kontrol Grubu
5 .
—_ H Zeytin Yag Kontrol Grubu
€ 4
3 I ® Cynara scolymus Yaprak Eks.
N 3 Grubu
—
= 5 H CCl4 Grubu
<
4 ,
1 - M CCl, Dogal lyilesme Grubu
0 1L

M Kuratif Grup
GRUPLAR

Sekil 4. 9. Kontrol ve deney gruplarmin hemolizatta katalaz aktivitesi degerleri
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4.4.3 Hemolizatta MDA Diizeyi

Hemolizatta MDA diizeyi, kontrol grubunda 0,22 + 0,04 kU/g Hb, zeytin yag

kontrol grubunda 0,33 + 0,04 kU/g Hb, Cynara scolymus L. yaprak ekstrakt1 grubunda
0,17 + 0,02 kU/g Hb, CCls; grubunda 0,24 + 0,02 kU/g Hb, CCl; dogal iyilesme

grubunda 0,59 +£0,04 kU/g Hb ve kiiratif grupta 0,45 + 0,09 kU/g Hb bulundu.

MDA diizeyleri bakimindan gruplarin kontrol grubu ile istatistiksel olarak

karsilastirilmasi sonucunda CCl; grubunda fark bulunmazken (p > 0,05), zeytin yag

kontrol, CCl, dogal iyilesme ve kiiratif grupta ¢ok 6nemli diizeyde (p < 0,001) artis

bulundu. Cynara scolymus L. yaprak ekstrakt1 grubunda ise p < 0,05 diizeyinde azalma
bulundu (Tablo 4.10, Sekil 4.10).

Tablo 4.10. Kontrol ve deney gruplarinin hemolizatta MDA degerleri ve bunlarin istatistiksel

degerlendirilmeleri
MDA Coklu Karsilastirma
Grup
Gruplar (kU/g Hb) F p
no 1|2 |3|4]|5]6s
Ortalama + Standart sapma
1 | Kontrol Grubu 0,22 £0,04 wxk | k| g | Hwx | ek
2 Zeytin Yag 0,33 £0,04 *kk Kkk | Kk | kkk | kkk
Kontrol Grubu
3 Cynarli- S(I:(Olymusb 0,17 +£0,02 * Kk Kk | kkk | dekk
Yaprak Eks. Grubu 62,23 | 0,000
4 CC|4 Grubu 0,24 0,02 ns *% *k Kkk | Kkk
5 CC|4 Dogal 0,59 +0,04 Kk | Kkk | kkk | kkk Kk
lyilesme Grubu
6 Kiiratif Grup 0,45 +0,09 *kk | Kkk | kkk | kkk | xk

*p< 0,05 ** p<0,01 ***p<0,001

74




0,7
0,6
0,5
0,4

0,3

MDA (kU/g Hb)

0,1

0,2 -

Iill“

GRUPLAR

i Kontrol Grubu

H Zeytin Yag Kontrol Grubu

H Cynara scolymus Yaprak EKs.
Grubu

H CCl, Grubu

B CCl, Dogal lyilesme Grubu

H Kiiratif Grup

4.5 KARACIGER HOMOJENATINA AIiT BULGULAR VE iSTATISTIKSEL

Sekil 4. 10. Kontrol ve deney gruplarinin hemolizatta MDA degerleri

DEGERLENDIRMELER

4.5.1 Karaciger Homojenatinda Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi

SOD % inhibisyonu, kontrol grubunda 57,57 + 1,13, zeytin yag kontrol grubunda
55,43 + 6,07, Cynara scolymus L. yaprak eckstrakti grubunda 33,57 + 3,73, CCl,
grubunda 46,57 + 2,69, CCl, dogal iyilesme grubunda 31,00 + 2,64 ve kiiratif grupta

38,57 + 3,21 bulundu.

SOD % inhibisyonu bakimindan gruplarin kontrol grubu ile istatistiksel olarak
karsilagtirilmas1 sonucunda zeytin yag kontrol grubunda fark bulunmazken (p > 0,05)

diger gruplarda ¢ok onemli diizeyde (p < 0,001) azalma bulundu (Tablo 4.11, Sekil

4.11).
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Tablo 4.11. Kontrol ve deney gruplarinin karaciger homojenatinda SOD % inhibisyon degerleri ve

bunlarn istatistiksel degerlendirilmeleri

Grup SOD % inhibisyon Coklu Karsilagtirma
no Gruplar F p
Ortalama =+ Standart sapma 1 2 3 4 5 6
1 Kontrol Grubu 57,57+1,13 NS | *** | Fxk | kx| kkk
2 Zeytin Yag 55,43 + 6,07 ns Kk | khk | kkk | kkx
Kontrol Grubu
3 Cynarlil S(;(OlmeS 33,57 +3,73 *hk | KAk *** | ng *
Yaprak Eks. Grubu 71.66 | 0,000
4 CCl, Grubu 46,57 + 2,69 Hkk | kkk | kkk hkk | ko
5 CC|4 Dogal 31,00 £ 2,64 sk | kxk | g | Ak Kk
lyilesme Grubu
6 Kiiratif Grup 38,57 +3,21 hkk | kkk | k| kkk | kxk
*p<0,05 ** p<0,01 ***p<0,001
70 ~
& Kontrol Grubu
60 1 ;
g 50 - H Zeytin Yag Kontrol Grubu
>
2
ﬁ 40 - ® Cynara scolymus Yaprak Eks.
£ Grubu
\o 30 T
°° H CCl, Grubu
O 20 -
n .
10 - ® CCl, Dogal lyilesme Grubu
0 M Kiratif Grup
GRUPLAR

Sekil 4. 11. Kontrol ve deney gruplariin karaciger homojenatinda SOD % inhibisyon degerleri
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4.5.2 Karaciger Homojenatinda Katalaz (KAT) Aktivitesi

Karaciger homojenatinda KAT aktivitesi, kontrol grubunda 2,89 + 0,40 kU/mg

yas doku, zeytin yag kontrol grubunda 1,43 + 0,30 kU/mg yas doku, Cynara scolymus
L. yaprak ekstrakti grubunda 4,10 + 0,70 kU/mg yas doku, CCl, grubunda 2,75 + 0,19
kU/mg yas doku, CClsdogal iyilesme grubunda 1,51 + 0,49 kU/mg yas doku ve kiiratif

grupta 3,94 + 0,37 kU/mg yas doku olarak bulundu.

Katalaz aktivitesi bakimindan gruplarin kontrol grubu ile istatistiksel olarak

karsilastirilmasi sonucunda zeytin yag kontrol ve CCl; dogal iyilesme grubunda g¢ok

onemli diizeyde azalma (p < 0,001) bulunurken, kiiratif grupta ¢ok énemli (p < 0,001)

ve Cynara scolymus L. yaprak ekstrakti grubunda énemli diizeyde (p < 0,01) artma
bulundu. CCl, grubunda fark bulunmadi (p > 0,05) (Tablo 4.12, Sekil 4.12).

Tablo 4.12. Kontrol ve deney gruplarinin karaciger homojenatinda katalaz (KAT) degerleri ve bunlarin

istatistiksel degerlendirilmeleri

KAT Coklu Karsilastirma
Gru
nop Gruplar (kU/mg yas doku) F p
1 2 3 4 5 6
Ortalama + Standart sapma
1 Kontrol Grubu 2,89+0,40 FhE kx| g | REK | xRk
2 Zeytin Yag 1,43 +£0,30 *kk *kk | kxk | g | HFxx
Kontrol Grubu
3 Cynara scolymus 4,10+0,70 *kk | KAk wkx | Hkx | g
Yaprak Eks. Grubu 53.07 | 0,000
4 CC|4 Grubu 2,75 + 0,19 ns *kk | hkk *kk | Khk
5 CC|4 Dogal 1,51+0,49 *kk | g | KRk | Kxk *kk
lyilesme Grubu
6 Kiiratif Grup 3,94+ 0,37 x| wxk | pg | Awx | wwx

*p< 0,05 ** p<0,01 ***p<0,001
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i Kontrol Grubu
H Zeytin Yag Kontrol Grubu

H Cynara scolymus Yaprak EKs.

I Grubu
H CCl, Grubu
i i B CCl, Dogal lyilesme Grubu
0

H Kiiratif Grup

KAT (kU/mg yas doku)
N

[E
1

GRUPLAR

Sekil 4. 12. Kontrol ve deney gruplariin karaciger homojenatinda Katalaz (KAT) degerleri

4.5.3 Karaciger Homojenatinda Malondialdehit (MDA) Diizeyi

Karaciger homojenatinda MDA diizeyi, kontrol grubunda 00,36 + 0,02 nmol/g yas
doku, zeytin yag kontrol grubunda 0,75 + 0,04 nmol/g yas doku, Cynara scolymus L.
yaprak ekstrakti grubunda 0,66 + 0,02 nmol/g yas doku, CCls grubunda 1,04 +0,22
nmol/g yas doku, CCl, dogal iyilesme grubunda 0,81 + 0,16 nmol/g yas doku Ve kiiratif
grupta 0,60 + 0,08 nmol/g yas doku olarak bulundu.

MDA diizeyi bakiminda gruplarimn kontrol grubu ile istatistiksel olarak

karsilastirilmas1 sonucunda tiim gruplarda ¢ok 6nemli diizeyde (p < 0,001) artis bulundu
(Tablo 4.13, Sekil 4.13).
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Tablo 4.13 Kontrol ve deney gruplarinin karaciger homojenatinda malondialdehit (MDA) diizeyi ve

bunlarn istatistiksel degerlendirilmeleri

MDA Coklu Karsilagtirma
Gru
nop Gruplar n | (nmol/g yas doku) F p
Ortalama =+ Standart sapma 1 2 3 4 5 6
1 Kontrol Grubu 7 0,36 + 0,02 hkk | kkk | kkk | kkk | kkk
Zeytin Yag 0,75+0,04 Hkk Kkk *
2 Kontrol Grubu ! ns ns
Cynara scolymus 0.66 + 0.02
3 7 s y *** | ng KAk * ns
Yaprak Eks. Grubu 30,00 | 0,000
4 CCl, Grubu 7 1,04 £0,22 *kk | kkk | dkk R ey
5 CC|4 Dogal 7 0,81 +0,16 **% | ng * | kkk *k
lyilesme Grubu
6 Kiiratif Grup 7 0,60+0,08 faleiall e ns | *** | **
*p< 0,05 ** p<0,01 ***p<0,001
1,4 -+
1 Kontrol Grubu
§ 1,2 A
] H Zeytin Yag Kontrol
o 19 Grubu
©
> 08 - B Cynara scolymus Yaprak
§ Eks. Grubu
] 0,6 -
£ H CCl, Grubu
c
< 0,4 - I o
(a) ® CCl, Dogal lyilesme
S 02 - Grubu
0 H Kiiratif Grup
GRUPLAR

Sekil 4. 13 Kontrol ve deney gruplarinin karaciger homojenatinda Malondialdehit (MDA) Diizeyi
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4.6 DNA FRAGMANTASYONU

Karaciger dokusunda ol¢iilen DNA fragmantasyonu yiizdesi, kontrol grubunda

20,11 + 2,69, zeytin yag kontrol grubunda 20,21 + 0,82, Cynara scolymus L. yaprak
ekstrakti grubunda 20,07 + 1,83, CCl,s grubunda 33,96 + 0,35, CCl; dogal iyilesme
grubunda 29,18 + 2,61 ve kiiratif grupta 25,66 + 2,15 olarak bulundu.

DNA fragmantasyonu %’ Si bakiminda gruplarin kontrol grubu ile istatistiksel

olarak karsilastirilmasi sonucunda zeytin yag kontrol ve Cynara scolymus L. yaprak

ekstrakt1 grubunda fark bulunmazken (p > 0,05); CCl,, CCl, dogal iyilesme ve kiiratif
grupta ¢cok 6nemli diizeyde (p < 0,001) artis bulundu (Tablo 4.14, Sekil 4.14).

Tablo 4.14. Kontrol ve deney gruplarinin karaciger homojenatinda DNA fragmantasyonu yiizdesi ve

bunlarin istatistiksel degerlendirilmeleri

DNA Coklu Karsilastirma
fragmantasyonu
Grup Gruplar g % y F p
no (%)
1 2 3 4 5 6
Ortalama + Standart sapma
1 | Kontrol Grubu 20,11+2,69 NS | ns | *x% | ek | xkx
Zeytin Yag 20,21 +0,82 el T R
2 Kontrol Grubu ns ns
3 Cynara scolymus 20,07 + 1,83 ns | ns gk | dkk | ke
Yaprak Eks. Grubu 53.40 | 0,000
4 CCI4 Grubu 33’96 :t 0,35 *k*k ***k **k **k **k
5 CC|4 Dogal 29,18 +2,61 kkk | kKK | kkk | Kkk *k
lyilesme Grubu
6 Kiratif Grup 25,66 =+ 2,15 Fkk | kkk [ kkk | kkk *k

*p< 0,05 ** p<0,01 ***p<0,001
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40
X 55
2 i Kontrol Grubu
O 30 -
o H Zeytin Yag Kontrol
< 25 Grubu
<Zt 20 - I B Cynara scolymus
s Yaprak Eks. Grubu
g 15 H CCl, Grubu
£ 10 - .
< ® CCl, Dogal lyilesme
2 5 - Grubu
o 0 ® Kiiratif Grup

GRUPLAR

Sekil 4. 14. Kontrol ve deney gruplarinin karaciger homojenatinda DNA fragmantasyonu yiizdesi

4.7 KARACIGERDE HiSTOPATOLOJIK BULGULAR

Calismamizdaki karaciger doku ornekleri H&E boyama yontemi ile incelenerek,

patolojik degisiklikler 1 /2 /3 pozitif (+ / ++ / +++ ) olarak degerlendirildi.

Calismamizda tim gruplar, nekroz, siniizoidal dilatasyon, konjesyon,
inflamasyon, hiicresel hasar, vakuolizasyon, hipertrofik hiicreler ve hiicre niikleuslar1

olusumu bakimindan degerlendirilmistir.

Kontrol grubuna ait karaciger 6rnekleri nekroz, siniizoidal dilatasyon, konjesyon,
inflamasyon, hiicresel hasar, vakuolizasyon, hipertrofik hiicreler ve hiicre niikleuslar1
olusumu bakimindan degerlendirilmis olup, karacigerlerde hasar tespit edilmemistir.
Karacigerlerde normal parankimal yap1 gozlenmistir. Hepatositler vena sentralis
cevresinde olup, portal alanlarda ve terminal venlerde degisimler bulunmamaktadir(

Sekil 4.15).
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Sekil 4. 15. Kontrol grubuna ait normal gériiniime sahip karaciger yapisi goriilmektedir (v; vena
sentralis, HE, a X10, b X20).

Zeytin yag kontrol ve Cynara scolymus yaprak ekstrakti gruplarnin karaciger
kesitlerinde kontrol grubuna benzer bulgular bulundu ( Sekil 4.16 sekil 4.17 ).

Sekil 4.16. Zeytin Yag Grubu’na ait normal gériiniime sahip karaciger yapisi goriilmektedir (v;
vena sentralis, HE, ,a X10, b X20)
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Sekil 4.17. Cynara scolymus yaprak ekstrakt grubuna ait vena sentralis yapisi (v), portal alanlari

ve hepatosit hiicreleriyle birlikte normal goriiniimlii karaciger yapis1 goriilmektedir (a,b) (HE,
X10).

CCls kontrol grubunda ¢ok onemli karaciger hasari gozlenmistir. Parankimal
yapida diizensizlik gozlenmis olup, klasik lobiil yapisi ayirt edilememektedir. Hepatosit
hiicrelerinde siniizoidal dilatasyon (++), konjesyon (+), inflamasyon (++), yogun
dejenerasyon, vakuolizasyon, nodiiler tarzda hiicresel hasar, eozinofilik sitoplazmali,
piknotik niikleuslu nekrotik hiicreler ve hipertrofik hiicre yapilar1 (+++) gdzlenmektedir
(Sekil 4.18).

CCly dogal iyilesme grubunda siniizoidal dilatasyon (+), inflamasyon (+)

konjesyon (+) ve hiicresel hasar (+) gézlenmistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.18. CCl, grubuna ait karacigerde hepatosit hiicrelerinde gozlenen vakuolizasyon (ince

ok) (a) (HE, X20)siniizoidal dilatasyon (sar1 ok) (b,c) ve remark hiicre kordonlarinda yogun
dejenerasyon, nodiller tarzda hiicresel hasar (*) (c) ve eozinofilik sitoplazmali, piknotik
niikleuslu nekrotik hiicreler (ok basi) ve hipertrofik hiicre yapilari (siyah ok) (d) goriilmektedir
(HE, X40,100).
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"A"/t,no"l L _f.;
% L) - v . \

Sekil 4.19. CCl,; Dogal lyilesme Grubu’na ait normale yakin karaciger yapis1 goriilmektedir (a,b)
(v; vena sentralis, HE, a X20, b X40).

Kiiratif Grup hepatosit hiicrelerinde kismi dejenerasyon (+), konjesyon (+) ve

perisentral alanda siniizoidal dilatasyon (+) goriilmektedir ( Sekil 4.20).

Sekil 4.20. Kiiratif Gruba ait karaciger hepatosit hiicrelerinde kismi dejenerasyon (ok basi) ve

perisentral alanda sintizoidal dilatasyon (ok) goriilmektedir (a,b) (HE, a X10,b X20).
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5. TARTISMA

Calismamizda, CCl, hasar1 olusturulan siganlarda Cynara scolymus L. yaprak
ekstraktinin viicut agirliklari, aspartat aminotranferaz (AST), alanin amino transferaz
(ALT), alkalen fosfataz (ALP), laktat dehidrogenaz (LDH), hemoglobin, siiperoksit
dismutaz (SOD), Kkatalaz (KAT) enzim aktiviteleri, malondialdehit (MDA) diizeysi,
DNA fragmantasyonu yiizdesi ve H&E boyama yontemi ile incelenen karaciger doku
orneklerinde patolojik degisiklikler olansiniizoidal dilatasyon, konjesyon, inflamasyon,
hiicresel hasar, vakuolizasyon, hiicre niikleuslarina ve nekroza olan etkileri sirasiyla

karsilastirilip, tartisilacaktir.

5.1 SICAN VUCUT AGIRLIKLARI

5.1.1 Sigcan Viicut Agirhklar

Kontrol ve zeytin yag kontrol grubundaki sigan viicut agirliklar: siireye paralel
olarak ¢ok 6nemli diizeyde artmustir. Bununla birlikte Cynara scolymus L. yaprak
ekstrakti, CCly, ve CCly dogal iyilesme grubu sigan viicut agirliklar: siireye baglh olarak
cok onemli diizeyde azalirken kiiratif grup sigan viicut agirliklarinda da 6nemli diizeyde
azalma belirlenmistir. Sonug¢ olarak, Cynara scolymus L. yaprak ekstrakti tedavisinin
CCl, ile indiiklenen karaciger hasarinda si¢an viicut agirliklar1 lizerine etkisinin oldugu
ve agirlik kaybmin bu tedavi kullanilmasi sonucunda daha az oldugu belirlendi. Ayrica,
Cynara scolymus L. yapragi ekstrakti grubundaki viicut agirligindaki disiisiin idrar
soktiiriicti 6zelliginden kaynaklandig1 disiiniilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda, CCly ile
indiiklenen karaciger hasarma sahip siganlarin viicut agirliklarinda azalma oldugu
belirtilmistir (1, 97). Adewole S.O ve arkadaslarinin karbon tetraklorid ile indiiklenmis
bobrek hasari lizerine melatonin in etkisinin arastirildigi ¢alismada CCls uygulamasinin
sicanlarda agirlhik kaybma sebep oldugu belirtilmistir (1). Bu sonuglar bizim

bulgularimizla uygunluk gdstermektedir.
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5.1.2 Sican Viicut Agirhklan Farki

Kontrol gruplar1 diger gruplarla karsilastirildiginda zeytin yag kontrol
grubunda bir fark bulunmazken; CCls, CCls dogal iyilesme, Cynara scolymus L. yaprak
ekstrakt1 ve Kiiratif grup sigan viicut agirlik farklarinda ¢ok onemli diizeyde azalma
bulunmustur. Sicanlarda CCl ile olusturulmus karaciger hasarinda yiliksek oranlara
varan agirlik kayiplar1 belirlenmistir (1, 97). Elde ettigimiz sonuglar literatiir bilgileri
ile paralellik gostermektedir. Cynara scolymus L. yaprak ekstraktinin karaciger hasari
tedavi edici Ozelliginin viicut agirhiklar1 tizerine etkileri ile ilgili literatiire

rastlanmamustir.

52 SERUM DEGERLERINE AIiT BULGULAR VE ISTATISTIKSEL
DEGERLENDIRMELER

Karaciger fonksiyon bozuklugu karaciger fonksiyon testleri ile belirlenmektedir.
Bir¢ok enzimin 6l¢iimii ile gergeklestirilen bu degerlendirme karacigerdeki hiicre hasari
ve kolestaz hakkinda da bilgi vermektedir. Karaciger hastaliklarini degerlendirmekte
kullanilan bu testler karaciger hastaligini, hastaligin tedavisini takip etmek ve karaciger
rezervini 0lgmek icin de kullanilabilir. Calismamizda, karaciger fonksiyonlari; ALT,

AST, LDH ve ALP ile degerlendirilmistir.

5.2.1 Serum AST Enzim Aktivitesi

Kontrol Grubu ile karsilastirildiginda zeytin yag kontrol, Cynara scolymus L.
yaprak ekstrakti ve CCly gruplarinda AST enzim aktivitesinde ¢ok dnemli diizeyde artis
bulunurken, kiratif grupta fark bulunmadi. CCls; dogal iyilesme grubu AST enzim
aktivitesinde diger grup AST enzim aktivitelerinden daha az olmakla birlikte artis
belirlendi. Kiiratif grupta AST enzim aktivitesinde kontrol grubu ile fark bunmamasi ve
CCl, grubuna gore ¢ok anlamli bir sekilde diisiik olmas1 doku hasarinin bu grupta daha

az oldugunu gostermektedir. Serum AST aktiviteleri bakimmdan yapilan ¢alismalarda
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dokularin hasar goérmesi sonucunda AST’ nin sistemik dolasima katildig1 ve serum
aktivitelerinde artis oldugu belirtilmektedir. Ayrica CCls uygulanmis sicanlarla yapilan
deneylerde bu gruplarin AST enzim aktivitelerinin kontrol gruplarina kiyasla daha
yiiksek oldugu bildirilmistir (27, 36, 62, 65, 95). CCl, ile indiiklenen karaciger hasari
olusturulan siganlarda Cynara scolymus yaprak ekstraktinin karaciger {izerine koruyucu
etkilerinin arastirildigi ¢alismada, tek basina yaprak ekstraktmin kullaniminin AST
aktivitesinde degisiklige sebep olmadigi, CCls uygulamasi sonrasinda AST seviyesinde
63 kat artis oldugu; CCls uygulamasi 6ncesinde Cynara ekstrakti kullaniminin AST
aktivitesinde azalmaya sebep oldugu belirtilmistir (55). Benzer sekilde, Goker ve
Ozmen’ in (2007) sicanlarda 1sirgan otu (Urtica dioica L.) yapragi ile beslenmenin akut
karbon tetraklorid uygulamasina bagli gelisen karaciger hasar1 iizerine koruyucu
etkisinin oldugu ve AST enzim aktivitesinin CCl, uygulanan grupta anlamli sekilde
yliksek bulundugunu bildirmislerdir (27). Ayrica bu c¢alismada 1sirgan otunun
kullanilmasmin AST aktivitesini anlamli sekilde disiirdiigii belirtilmistir (27). Aymi
sekilde Xu ve arkadaslarinin (2009) yaptig1 bir ¢alismada da CCl; uygulamasmin AST
aktivitesini arttirdig1 belirtilmistir. Yine bu ¢alismada, CCl,’tin CClze” serbest radikaline
doniismesi sonucunda CClze™ hiicre zar1 yapisinda bulunan doymamis yag asitlerinin
peroksidasyonunu baslattigi ve zar yapisinin bozulmasi nedeni ile AST, ALT gibi
enzimlerin sistemik dolasima katildigi ve bu durumlarda serum aktivitelerinde artma
goriildigii  belirtilmistir(101). Bu sonuglar bizim bulgularimizla uygunluk

gostermektedir.

5.2.2 Serum ALT Enzim Aktivitesi

Caligmamizda serum ALT enzim aktivitesi kontrol grubu ile karsilastirildiginda;
zeytin yag kontrol grubu, CCl, grubu, CCls dogal iyilesme grubu ve kiiratif grupta ¢ok
onemli diizeyde artis bulunurken, Cynara scolymus L. yaprak ekstrakti grubunda fark
bulunmadi. Sonug olarak Cynara scolymus L. yaprak ekstraktmm kullanildig: kiiratif
grupta ALT enzim aktivitesinde CCl, grubuna gore ¢ok anlamli bir sekilde diisiik olmasi
doku hasarmin bu grupta daha az oldugunu gostermektedir. Yapilan ¢aligmalarda; CCls

kullanilarak olusturulmus karaciger hasarinda serum ALT aktivitelerinin arttig1 ve artan
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serum ALT aktivitesinin karaciger hasarina karsi daha spesifik oldugu belirtilmistir (
24, 27, 34, 62, 97, 101). Farkli doz ve yontemlerin karsilastirilmasi igin yapilan bir
calismada, CCl,’ tin intraperitonel olarak uygulanmasinin serum AST, ALT ve ALP
aktivitelerinde artisa sebep oldugu belirtilmistir (36). CCly ile indiiklenen karaciger
hasar1 olusturulan siganlarda Cynara scolymus yaprak ekstraktinin karaciger iizerine
koruyucu etkilerinin arastirildig1 ¢alismada, tek basina yaprak ekstraktinin kullanimimimn
ALT aktivitesinde degisiklige sebep olmadigi, CCly uygulamasi sonrasinda ALT
aktivitesinde 32 kat artis oldugu; CCls uygulamasi Oncesinde Cynara ekstrakti
kullaniminin ALT aktivitelerinde azalmaya sebep oldugu belirtilmistir (55). Ayni
sekilde Speroni E. ve arkadaslarinin (2003) yaptiklar1 ¢alismada CCl; uygulamasi
oncesinde Cynara ekstrakt1 kullaninminin AST ve ALT aktivitelerindeki artis1 azaltarak
normal seviyede tuttuklar1 belirtilmistir (86). Bu sonuglar, calismamizda tespit ettigimiz
ALT aktivitesinde artis1 ile paralellik gostermektedir. Karaciger hasarmi tedavi
edilmesi amaci ile Cynara scolymus yaprak ekstrakti kullaniminin ALT diizeyine olan
etkilerinin arastirildigi herhangi bir caligmaya rastlayamadigimizdan bunlarla ilgili

karsilagtirma yapilamamaistir.

5.2.3 Serum ALP Enzim Aktivitesi

Calismamizda ALP aktivite diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda, zeytin
yag kontrol ve CCl, dogal iyilesme grubunda fark bulunmazken; Cynara scolymus L.
yaprak ekstrakti, CCly ve kiiratif gruplarinda ¢ok dnemli diizeyde artis bulundu. CCl,
grubu ile dogal iyilesme grubu ve kiiratif grup Kkarsilastirildiginda ise ALP
aktivitelerinin ¢ok onemli diizeyde azalma tespit edildi. Bu bulgular ALP aktivitesinin
karaciger hasar1 onariminin baslamasi ile kontrol seviyesine dondiigiinii géstermektedir.
Yapilan ¢aligmalarda CCly kullanilarak olusturulmus karaciger hasarinda serum alkalen
fosfataz (ALP) aktivitesinin arttig1 bildirilmistir ( 24, 27,36, 62, 65, 97, 101). Verilen

bu bilgiler bizim sonuglarimizla paralellik gostermektedir.

89



5.2.4 Serum LDH Enzim Aktivitesi

Calismamizda LDH aktiviteleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda zeytin yag
kontrol ve Cynara scolymus L. yaprak ekstrakti grubunda ¢ok onemli diizeyde artma
bulunurken, CCl, grubunda ¢ok anlamli diizeyde azalma bulundu. CCl, dogal iyilesme
grubunda fark bulunmazken, kiiratif grupta artma tespit edildi. CCl, grubu ile CCl,
Dogal Iyilesme Ve kiiratif gruplar karsilastirildiginda ise LDH aktivitesinde istatistiksel
anlamda c¢ok ileri diizeyde artis bulundu. Laktat dehidrogenaz (LDH) karaciger
biyokimya ¢alismalarinda siklikla kullanilan sitoplazmik bir enzimdir. LDH
aktivitesinde belirgin artig, hepatoselliiler nekrozda, kanserde veya hemoliz ile birlikte
olan karaciger hastaliklarinda saptanabilmektedir (31). Yapilan ¢alismalarda karaciger
hasarmin serum AST, ALT, ALP ve LDH aktivitelerini yiikselttigi belirtilmektedir (4,
31). Noyan ve arkadaslar1 (2006) CCly; uygulanmasinin serum LDH seviyesini
arttirdigini, melatonin ve pentoksifilin tedavisinin LDH seviyesini diisiirdigiinii
belirtmislerdir (61). Bu bilgiler bizim sonuglarimizla paralellik gdstermemektedir.
Cynara scolymus L. Yapragi Ekstraktmin LDH {izerine etkisi ile ilgili litaratiire

rastlanmamustir.

5.3 Kan Degerlerine Ait Bulgular ve istatistiksel Degerlendirmeler

5.3.1 Hemoglobin

Caligmamizda, hemoglobin degerlerinde kontrol grubuna gore, zeytin yag
grubunda fark bulunmazken, Cynara scolymus L. yaprak ekstrakt: ve CCl, grubunda
cok Onemli diizeyde arti bulundu. CCls dogal iyilesme grubu ve kiiratif grup
hemoglobin degerlerinin kontrol grubuna gore ¢ok dnemli diizeyde azaldigi bulundu.
CCly ile olusturulan karaciger hasar1 ve bu hasarin Cynara scolymus L. yaprak

ekstraktin tedavisinin hemoglobin iizerine etkisi ile ilgili literatiire rastlanmamustir.
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5.4 Hemolizata Ait Bulgular ve Istatistiksel Degerlendirmeler

5.4.1 Hemolizatta SOD Aktivitesi

Calismamizda, hemolizatta SOD % inhibisyonu bakimindan gruplarin kontrol
grubu ile istatistiksel olarak karsilagtirilmasi sonucunda zeytin yag kontrol ve kiiratif
grupta 6nemli bir fark bulunmazken Cynara scolymus L. yaprak ekstrakti ve CCl, dogal
iyilesme grubunda ¢ok 6nemli diizeyde azalma, CCl; grubunda ¢ok 6nemli diizeyde
artma bulundu. CCl, grubuna gore CCly dogal iyilestirme ve kiiratif grup SOD %
inhibisyonunda anlamli diizeyde azalma belirlendi. CCl,; dogal iyilestirme grubu SOD
% inhibisyonunda ¢ok dnemli diizeyde artigin bulunup, kiiratif grupta fark bulunmamasi
bu grupta asir1 miktarda serbest oksijen radikallerinin {iretilmesi ve sonug olarak CCl,
uygulamasi sonrasinda tedavi edici bir antioksidan ortamda bulunmamasi nedeniyle
endojen antioksidan olan SOD seviyesinin azalmasi olarak agiklanabilir. Yapilan
caligmalarda CCl; uygulamasinin homojenatta SOD diizeyini azalttig1 bildirilmektedir
(3, 15, 33, 60, 65). Ajiboye (2011) ile Cuciureanu ve arkadaslarmnin (2009) yaptiklari
caligmalarda CCl; uygulamasimin antioksidan sistemini olumsuz yonde etkileyerek,
SOD diizeyini azalttigi belirtilmistir (3, 15). Bu bilgiler sonug¢larimizla paralellik
gostermemektedir. Cynara scolymus L. yapragi ekstraktinin SOD {izerine etkisi ile ilgili

litaratiire rastlanmamustir.

5.4.2 Hemolizatta KAT Aktivitesi

Caligmamizda, katalaz aktivitesi bakimindan kontrol grubuna gore, kiiratif grupta
fark bulunmazken, zeytin yag kontrol, Cynara scolymus L. yaprak ekstrakti ve CCl,
dogal iyilesme grubu katalaz aktivitelerinde ¢ok 6nemli diizeyde azalma, CCls grubu
katalaz aktivitesinde ise ¢cok 6nemli diizeyde artma bulundu. CCl, grubuna gore, Kiiratif
grup ve CCls dogal iyilestirme grubu katalaz aktivitesinde anlamli diizeyde azalma
tespit edildi. Bu azalma CCl, dogal iyilestirme grubunda daha fazla olup, kiiratif grupta
kontrol grubu katalaz aktivitesine yakin sonug¢ elde edildi. Bu, CCls; uygulamasi

sonrasinda tedavi edici bir antioksidanin ortamda bulunmamasi nedeni ile endojen
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antioksidan olan katalaz seviyesinin zamanla azaldig1 ve Cynara scolymus L. yaprak
ekstraktinin endojen bir antioksidan 6zellik gosterdigi seklinde agiklanabilir. Fahmy,
S.R. ve arkadaglarinin yaptiklar1 bir ¢aligmada, Yyiiksek doniisim hizlarindan birine
sahip olan katalazin, hidrojen peroksidin su ve molekiiler oksijene doniisiimiini
sagladigmi; lipid hidroperoksitlere etki etmeyerek, hidrojen peroksit ve metil
hidroperoksit gibi kiiciik molekiillere etki ettiklerini ve bunun sonucunda da ikinci
derecede sentezlenen toksik hidroksil radikallerinin temizlenmesini saglayarak, H,O;’
nin viicutta birikimini engelledigini belirtilmistir (21). Ayrica Cuciureanu ve
arkadaglarinm (2009) yaptiklar1 ¢alismada CCl; uygulamasmim antioksidan sistemini
olumsuz yonde etkileyerek, hemolizat KAT diizeyini azalttig1 belirtilmistir (15). Bu

bilgiler, elde ettigimiz sonuglar ile uyumlu degildir.

5.4.3 Hemolizatta MDA Diizeyi

Hemolizat MDA diizeyi bakimindan, kontrol grubuna gére, CCl, grubunda fark
bulunmazken, zeytin yag kontrol, CCls dogal iyilesme ve kiiratif grupta ¢ok onemli
diizeyde artis bulundu. Cynara scolymus L. yaprak ekstrakti grubunda ise diizeyinde
azalma bulundu CCl, grubuna gore, CCl, dogal iyilesme grubu ile kiiratif grupta ¢ok
onemli diizeyde artis belirlendi. Ayrica CCly dogal iyilesme grubu ile kiiratif grup MDA
diizeyi karsilastirildiginda Cynara scolymus yaprak ekstrakti kullanilan kiiratif grup
MDA diizeyinde anlamli bir azalma tespit edildi. MDA seviyesindeki bu farkliligin
sebebi kiiratif grupta kullanilan Cynara scolymus yaprak ekstraktinin olusan serbest
radikalleri ortadan uzaklastirmasi olarak agilanabilir. Cuciureanua, M. ve arkadaslarinin
(2009) CCl4 karaciger hepatoksisitesi iizerine yaptiklar1 ¢aligmada, hemolizat MDA
diizeyinin arttig1 bildirilmistir (15). Devi R. ve arkadaslarinin (2010) yaptigi calismada
da CCls uygulanilan gruplarda hem homojenat hem de hemolizat MDA seviyesinin
arttig1 ve CCly uygulamasindan once giindiiz sefasi (Ipomoea hederacea) kullaniminin
MDA seviyesini azalttig1 belirtilmistir(18). Aktay G. ve arkadaglarmin halk arasinda
kullanilan ilaglarin karaciger koruyucu etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada CCl,
uygulamasindan oOncesinde Cynara scolymus yaprak Ekstrakti kullanimmin lipid

peroksidasyonunu inhibe ettigini ve MDA diizeyini diisiirdiigii bildirilmistir (6). Bu
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sonuglar, c¢alismamizda tespit ettigimiz MDA diizeyinin artist ile paralellik
gostermektedir. Karaciger hasarini tedavi edilmesi amaci ile Cynara scolymus yaprak
ekstrakti kullanimmin MDA diizeyine olan etkilerinin arastirildigi herhangi bir

calismaya rastlanilmadigindan bunlarla ilgili karsilastirma yapilamamastir.

5.5 KARACIGER HOMOJENATINA AIT BULGULAR VE ISTATISTIiKSEL
DEGERLENDIRMELER

5.5.1 Homojenat SOD Diizeyi

Homojenat SOD % inhibisyonu bakimindan, kontrol grubu ile zeytin yag kontrol
grubu arasinda istatistiksel olarak onemli bir fark bulunmadi. Buna karsilik, Cynara
scolymus L. yaprak ekstrakti, CCl; CCl4 dogal iyilesme ve kiiratif grupta ¢ok 6nemli
diizeyde azalma belirlendi. Kontrole gore bu gruplarda SOD % inhibisyonundaki
azalmanm nedeni, SOD enzim aktivitesinin ortamda asir1 miktarlarda olusan lipid
peroksitler ve reaktif oksijen tiirleri tarafindan inhibe edilmesi gosterilebilir. Ayrica
Cynara scolymus L. yaprak ekstrakti kullanimi, SOD % inhibisyonu bakimindan
kontrol grubu ile karsilastirildigindaki azalmanin daha az oldugu belirlendi. Bu sonug
Cynara scolymus L. yaprak ekstraktinin CCl, sonucu olusan reaktif serbest radikallerin
ortamda azalmasimi sagladigini diistindiirmektedir. Hsiao G. ve arkadaslarinin(2001)
yaptig1 calismada Siiperoksit dismutaz’in karaciger hiicrelerinde reaktif oksijen
tiirlerinin  (stiperoksit), hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii
katalizleyen 6nemli bir enzim oldugu bildirilmistir (33). Ayrica SOD enziminin lipid
peroksitler veya reaktif oksijen tiirleri tarafindan kolayca inaktive oldugu belirtilmistir
(33). Ajiboye T.O. (2011) ile Cuciureanu M. ve arkadaslarmin (2009) yaptiklari
calismalarda CCly uygulamasinin antioksidan sistemini olumsuz ydnde etkileyerek,
SOD diizeyini azalttigi belirtilmistir (3, 15). Bu bilgiler bizim ¢alismamizdan elde
ettigimiz SOD % inhibisyon azalmasi ile ilgili bulgularimizla paralellik gostermektedir.
Karaciger hasari tizerine Cynara scolymus L. yaprak ekstraktinin tedavi edici etkisinin

daha dnceden ¢alisilmamasi nedeni ile herhangi bir karsilastirma yapilamamaistir.
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5.5.2 Homojenat KAT Diizeyi

Calismamizda, Kkatalaz aktivitesi bakimindan kontrol grubuna gore, zeytin yag
kontrol ve CCl; dogal iyilesme grubunda ¢ok 6nemli diizeyde azalma bulunurken,
kiiratif grupta ¢ok 6nemli ve Cynara scolymus L. yaprak ekstrakti grubunda 6nemli
diizeyde artma bulundu. CCl,; grubunda fark bulunmadi. CCls; grubu ile
karsilastirildiginda CCly dogal iyilesme grubu katalaz aktivitesinde ¢ok 6nemli diizeyde
azalma bulunurken, kiiratif grup katalaz aktivitesinde c¢ok oOnemli diizeyde artis
belirlendi. Boylece, kiiratif grupta karaciger hasarmi tedavi edici olarak kullanilan
Cynara scolymus L. yaprak ekstraktinin ortamdaki serbest radikallerin uzaklastirarak ya
da metabolize ederek katalaz enziminin bu radikallerden etkilenmesini azalttigi ve
endojen antioksidan sistemi giiglendirdigi bu ¢alisma sonucunda ortaya konmustur.
Hsiao G. ve arkadaglarmin (2001) yaptig1 ¢alismada, katalazin karaciger hiicrelerinde
hidrojen peroksidin su ve molekiiler oksijene doniisiimiinii sagladigi ve bu enzimin
karaciger dokularinda ksenobiyotiklerin redoks siirecinde iiretilen reaktif oksijen
tirlerinin ortadan kaldirilmasinda 6nemli bir rol oynadigi belirtilmistir (33). Ayrica,
Cuciureanu M. ve arkadaslarinin (2009) yaptiklar1 ¢alismalarda CCls uygulamasmin
antioksidan sistemini olumsuz yonde etkileyerek, KAT diizeyini azalttig1 belirtilmistir
(15). Natarajan, S.K ve arkadaslarinin oksidatif stres ile karaciger sirozu gelisiminde iKi
farkli deneysel modelin karsilastirilmasini yaptiklari ¢alismada; CCl; uygulamasimnin
peroksizomlarda lipid ve protein peroksidasyonu parametrelerinde kademeli artisa
sebep olurken, peroksizomlara lokalize katalaz aktivitesinde azalma oldugunu
belirtmislerdir (60). Bu sonuglar, bizim sonucumuz ile uyumlu degildir. Ayrica, CClyile
olusturulmus karaciger hasarinda, Cynara scolymus L. yaprak ekstraktinin homojenat

KAT diizeyine olan etkisi ile ilgili bir literatiire rastlanmamustir.

5.5.3 Homojenat MDA Diizeyi

Karaciger homojenat MDA diizeyinde, kontrol grubuna gore zeytin yag kontrol,
Cynara scolymus L. yaprak ekstrakti, CCls, CCls dogal iyilesme ve kiiratif grupta g¢ok
onemli diizeyde artis bulunundu. Ayrica, CCls dogal iyilesme ve kiiratif grup MDA
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diizeylerinin CCl, grubu MDA diizeyine gore diisiik oldugu belirlendi. Kiiratif gruptaki
MDA diizeyinin CCl, dogal iyilesme grubu MDA diizeyine gore diisiikk oldugu bulundu.
Bu bulgulara gore yaptigimiz ¢aligmada; CCly uygulanmasinin hem CCls hem de CCl,
dogal iyilesme grubunda lipid peroksidasyon iiriinii olan MDA diizeyini arttirdigi
belirlendi. Ayrica kiiratif gruba tedavi edici olarak verilen Cynara scolymus L. yaprak
ekstraktinin MDA seviyesinin anlamli olarak azaltmasi lipid peroksidasyon diizeyinin
azaldigim1 gostermektedir. Bu azalma, kullanilan Cynara scolymus L. yaprak
ekstraktinin antioksidan etkisini gostererek, CCly’tin lipid peroksidasyonunu azaltici
yonde etki ettigini gostermektedir. Ustiindag B. ve arkadaslarmm (2005) yaptig1 bir
caligmada, CCly uygulanmasimin karaciger dokusunda lipid peroksidi arttirdigi ve soy
izoflavon uygulanmis grupta artmis MDA diizeylerini anlamlh olarak diisiirdiigii
gozlenmistir (95). Oztiirk I.C. ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada CCl, uygulamasinin
MDA diizeyini anlamli olarak arttirdigini, askorbik asidin karaciger tedavi edici olarak
giiclii bir antioksidan oldugu bildirilmistir (65). Devi R. ve arkadaglarinin (2010) yaptigi
calismada da CCly uygulanilan gruplarda homojenat MDA seviyesinin arttigi ve CCly
uygulamasindan once Ipomoea hederacea kullannmmin MDA seviyesini azalttigi
belirtilmistir(18). Mehmet¢ik ve arkadaslarinin CCly ile indiiklenen karaciger hasari
olusturulan siganlarda Cynara scolymus L. yaprak ekstraktinin karaciger iizerine
koruyucu etkilerinin arastirildigi ¢alismada, CCl; uygulamasmnin karaciger MDA
seviyesini artirdigr; CCly uygulamasi oncesinde Cynara ekstrakti kullanimmnin MDA
seviyesinde CCl, uygulanan gruba gore anlamli bir sekilde azaldigi belirtilmistir (55).
Yapilan ¢alismalarda CCl, ile olusan hepatotoksisite olusumunda, CCl; metabolizmasi
sitokrom p 450 monooksijenaz sistemi ile katalizlenerek triklorometil (CCls*) ve CI
radikalleri olusturdugu ve bunun hidroksil radikallerde oldugu gibi lipid
peroksidasyonunu baslattig1 ve gruplarda lipid peroksidasyon artiginin belirlenmesinde
lipid peroksidasyonun son iiriinii olan MDA diizeyi kullanildigi ve CCl, uygulamasinin
MDA diizeyini arttirdig1 bildirilmistir (3, 60, 102). Cynara scolymus L. yaprak
ektraktinin kiiltiire sican hepatositlerinde hidroperoksit ile indiiklenen oksidatif strese
kars1 koruyucu ve antioksidatif etkilerinin karsilastirildigi bir ¢alismada da, homojenat
MDA seviyesinde yaprak ekstrakti dozuna bagli olarak azalma olusturuldugu
bildirilmistir ~ (26). Cynara scolymus L. yaprak ektraktmin farkli preperatlarinin

kullanildig1 bir ¢caligmada da MDA seviyesinin CCls uygulamasi sonrasinda arttigi fakat
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bu uygulama oncesinde ekstrakt kullaniminin MDA seviyesindeki artis1 diistirdigii
bildirilmektedir (86). Yapilan tiim bu caligmalar CCls kontrol grubu bulgularimizla
paralellik gostermektedir. CCly karaciger hasarinda, Cynara scolymus L. yaprak
ekstraktinn MDA diizeyine ait bulgularimiz1 karsilagtirabilecek bir literatiire

rastlayamadik.

5.6 DNA Fragmantasyonu

Calismamizda DNA fragmantasyonu % degerleri kontrol grubu ile
karsilastirildiginda; CCls, CCly dogal iyilesme ve kiiratif grupta ¢ok dnemli diizeyde
artis bulunmustur. Zeytin yag kontrol ve Cynara scolymus yaprak ekstrakti grubunda ise
fark bulunmadi. CCl, grubu ile yapilan karsilastrmada, CCls dogal iyilesme ve kiiratif
grup DA fragmantasyon % degerlerinin anlamh bir sekilde azaldigi belirlendi. Ayrica
CCl, dogal iyilesme grubuna gore kiiratif grupta DNA fragmantasyon % degerinin daha
az oldugu bulundu. Bu grupta DNA fragmantasyon % degerinin daha az olmasi
karaciger hasarini tedavi edici olarak kullanilan Cynara scolymus L. yaprak ekstraktinin
DNA fragmantasyonunu azaltici etki gosterdigini diisiindiirmektedir. CCl,’iin reaktif ara
iirlinlere metabolize edilmesi ve bu metabolik {riinlerin DNA ile kovalent olarak
baglanmasi, tiimor promotorlerinin baglanmasma aracilik eder. Timor promotdrii, bir
stiperoksit anyonu indiikleyicisi olarak gorev yaparak reaktif oksijen molekiilleri ve
hidrojen peroksit olusumunu saglar. Bunun sonucunda siiperoksit ve hidrojen peroksit
birikimi gerceklesir. Bu birikim, koruyucu antioksidan mekanizmanin azalmasmi ve
yiiksek oranda reaktif hidroksil radikali olusumunu saglar. Bu olaylar zincirinde olusan
hidroksil radikalleri deoksiribozda parcalanmalara sebep olarak, DNA’nin
oksidasyonunu baslatir (49). DNA kiriklar1 olusur. Bu sebepten dolayr CCls uygulanmis
sicanlarda DNA fragmantasyonu % ‘sinin kontrol gruplarina kiyasla arttig1 bildirilmigtir
(57, 49, 84, 96). Lavanya, G. ve arkadaslarinin (2009) ile Mir A. ve arkadaslarinin
(2010) yaptiklar1 ¢aligmalarda, karaciger hasari olusturmak icin kullanilan CCly ¢ iin
DNA hasarma yol agtigi bildirilmistir (49, 57). Bu sonuglar CCl,s uygulanmis sicanlarda
elde ettigimiz sonuglarla uyumludur. Sonu¢ olarak, Cynara scolymus L. yaprak

ekstraktinin DNA fragmantasyonu azaltici etkisi belirlenmistir. Cynara scolymus L.
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yapragi ekstraktinin CCl, tarafindan olusturulan karaciger hasar1 sonucu olusan DNA
fragmantasyonu diizeyine olan etkilerinin arastirildigi herhangi bir ¢alismaya

rastlayamadigimizdan, bunlarla ilgili karsilagtirma yapilamamistir.

5.7 KARACIGERDE HIiSTOPATOLOJIK BULGULAR

Histolojik yonden incelendiginde, kontrol grubuna ait karaciger Orneklerinde
normal parankimal yapi1 gozlenmis olup hepatositler vena sentralis cevresinde
diizenlenmistir. Zeytin yag kontrol ve Cynara scolymus yaprak ekstrakti gruplarmin
karaciger kesitlerinde kontrol grubuna benzer goriiniim gézlenmistir. CCly verilen
grupta ¢ok onemli diizeyde karaciger hasar1 gdzlenmistir. Bu hasarda hepatositlerde
sitoplazmik vakuolizasyon, inflamasyon, balonlagsma ve yagli dejenerasyon(steatoz),
periportalde diffuz sentrilobiiler nekroz ve parankimal yapida diizensizlik gbzlenmis
olup klasik lobiil yapis1 ayirt edilememektedir. Kiiratif grup hepatosit hiicrelerinde
kismi dejenerasyon, fokal inflamasyon, konjesyon ve nodiiler yapilar gériilmektedir.
Soy izoflavonlarm karbon tetraklorid’e bagli karaciger hasar1 ve plazma paraoksonaz ile
arilesteraz aktivite diizeylerine olan etkilerinin arastirildigi bir g¢alismada, CCl,
uygulanmis grupta yaglanma (steatozis) derecelerine bakildiginda sadece CCl, verilmis
gruptaki steatozisin, soy izoflavon uygulamasiyla anlamli olarak geriledigi belirtilmistir.
Ayrica, CCly uygulanmis grup inflamasyon ve nekroz agisindan degerlendirildiginde
artmis olan inflamasyon ve nekrozun, CCl, ile birlikte soy izoflavon verilen grupta
anlamli olarak azaldigi ve CCls uygulanmis gruptaki fibrozisinde soy izoflavon
uygulamasi ile anlaml olarak geriledigi belirtilmistir (95). Lima C. ve arkadaslarinin
(2007) yaptiklar1 ¢caligmada CCls uygulamasinin dejenerasyon ve nekroza sebep oldugu;
morfolojik degisimler, histolojik calismalar ve plazma transaminaz sonuglarinin
birbirleri ile tutarhi olduklarini belirtilmistir (52). Yapilan bu ¢alismalar, elde ettigiz
CCly; uygulamas: sonrasindaki karaciger bulgularimizla ortigmektedir. CCly ile
olusturulan karaciger hasarinin Cynara scolymus yaprak ekstrakti kullanimi sonucunda
azaldig1 belirlenmistir. Bulgularimiz1 karsilagtirabilecek bir literatiire rastlanilamamasi

nedeni ile bunlarla ilgili karsilagtirma yapilamamustir.
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6. SONUC

Calismamizda karacigerde hasara sebep olan karbon tetrakloridin (CCls) neden
oldugu oksidatif stres ve karaciger hasar1 ilizerine Cynara scolymus L. yaprak

ekstraktinin etkilerine ait sonuglar asagida belirtilmistir.
1.  Sican viicut agirhklan

CCl, ile karaciger hasari olusturulduktan sonra Cynara scolymus L.
yaprak ekstrakti verilen kiiratif grupta sigan viicut agirlik kaybmin daha

az oldugu belirlendi.
2. Serum enzim aktiviteleri:

CCl4 uygulamasi sonrasinda karaciger hasarini tedavi etmek i¢in Cynara
scolymus L. yaprak ekstrakti kullanilan kiiratif grup serum AST enzim
aktivitesinin ¢ok onemli diizeyde kontrole yaklastigi belirlendi. Ayrica
kiiratif grupta serum ALT ve ALP enzim aktivitesinin CCl, grubuna gore
¢ok anlamli bir sekilde diistik oldugu belirlendi. LDH aktiviteleri kontrol
grubu ile karsilastirildiginda CCly grubunda ¢ok anlamli diizeyde azalma,

kiiratif grupta ise artma tespit edildi.
3. Hemoglobin diizeyi

CCly dogal iyilesme grubu ve kiiratif grup hemoglobin degerlerinin

kontrol grubuna gore ¢ok dnemli diizeyde azaldig: belirlendi.
4. Hemolizatta KAT, SOD aktivitesi ve MDA diizeyi

Gruplarin kontrol grubu ile karsilastirilmas: sonucunda kiiratif grup SOD
% inhibisyonu ve Kkatalaz aktivitesinin 6nemli diizeyde kontrole
yaklastig1 belirlendi. CCls dogal iyilesme grubuna gore kiiratif grup
MDA diizeyinin énemli diizeyde azaldig1 belirlendi.
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5. Karaciger homojenatinda KAT, SOD aktivitesi ve MDA diizeyi

Karaciger homojenatinda CCly, CCl, dogal iyilesme ve kiiratif grup SOD
% inhibisyonunda ¢ok oOnemli diizeyde azalma bulundu. Cynara
scolymus L. yaprak ekstraktt kullanilan kiratif grupta SOD %
inhibisyonunda azalmanmm daha az oldugu belirlendi. Karaciger
homojenatinda kiiratif grup katalaz aktivitesinde ¢ok onemli diizeyde
artig belirlendi. Karaciger homojenatinda Kiratif gruptaki MDA
diizeyinin CCls dogal iyilesme grubu MDA diizeyine gore diisiik oldugu
belirlendi.

6. DNA fragmantasyonu %’ si: DNA fragmantasyonu % degerleri kontrol
grubu ile karsilastirildiginda; CCly, CCly dogal iyilesme ve kiiratif grupta
¢ok oOnemli diizeyde artis belirlendi. CCl; grubu ile yapilan
karsilastirmada, CCl, dogal iyilesme ve kiiratif grup DNA fragmantasyon
% degerlerinin anlaml bir sekilde azaldig1 belirlendi. Ayrica CCls dogal
iyilesme grubuna gore kiiratif grupta DNA fragmantasyon % degerinin
daha az oldugu belirlendi. Cynara scolymus L. yaprak ekstraktinin DNA

fragmantasyonu azaltici etkisi oldugu belirlenmistir.

7.  Histolojik olarak: Histolojik y6nden incelendiginde; CCly ile
olusturulan karaciger hasarmm Cynara scolymus yaprak ekstrakti

kullanimi1 sonucunda azaldig1 belirlendi.

Sonug olarak, karacigerde hasara sebep olan karbon tetrakloridin neden oldugu
oksidatif stres ve karaciger hasari iizerine Cynara scolymus L. yaprak ekstraktinin
onemli dl¢lide hasar1 azaltma yoniinde etkili oldugu ortaya kondu. Karaciger hasarmin
ilerlemis safhalarinda Cynara scolymus L. yaprak ekstraktinin bitkisel antioksidan
olarak destekleyici ve tedavi edici etkinliklerinin belirlenmesi amaci ile yeni ¢alismalara

ihtiyac vardir.
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