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OZET

Baz ilaglar, antienflamatuvar etkilerini, hem siklooksijenaz enzimi mhibisyonuyla
hem de reaktif oksijen radikallerini inhibe ya da inaktive ederek gosteririer.
Antienflamatuvar analjeziklerden diflunisalin de, yalmizea siklooksijenaz enzimini inhibe
etmekle kalmayip, serbest oksijen radikallerini de inaktive ettigi bildinimektedir. Bu
calismada, diflunisalin degisik dozlarinin, sigan karaciger, bobrek ve kaminda katalaz
(CAT) aktivitesi ve malondialdehit (MDA) diizeyleri lizerine etkisini incelemeyi

amagladik.

Deney hayvani olarak, Raifus norvegicus turi 40 adet, 2-3 ayhk, 170-200 g
agiriginda erkek albino siganlar kullanildi ve 4 gruba aynildi. L gruba (kontrol) 0.5 cc.
serum fizyolojik, II. gruba 3.5 mg/kg/gin, III. gruba 7 mg/kg/gin, IV. gruba 14
mg/kg/gin diflunisal giinde iki kez, 12 saatte bir, intraperitoneal olarak bir hafta
siiresince verildi. Bu stire sonunda, karaciger, bobrek dokusu ve serum orneklerinde
antioksidan enzimlerden biri olan katalaz aktivitesiyle, lipid peroksidasyonunun son
tiriintt olan malondialdehit diizeyleri 6lgiilda. Ayrica, 15tk mikroskobunda karaciger ve

bobrek histolojisi de degerlendirildi.

Eide edilen bulgulara gore; 3.5 mg/kg/giin diflunisal dozunun, biitin dokularda ve
serumda, CAT aktivitesi ve MDA diizeyleri {izerine onemli bir etkisi olmadigi, 7
mg/kg/gln diflunisal dozunun serbest oksijen radikal olusjumunu artirmasinin yaninda,

karaciger dokusunda belirgin, bobrek dokusunda ise hafif hasara neden oldugu, 14
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mg/kg/giin diflunisal dozunun ise serbest oksijen radikallerini inaktive ettigi ve dnemli bir

doku hasarina yol agmadigi saptandi.

Sonug olarak, diflunisalin ancak yiiksek terapotik dozda (14 mg/kg/glin) serbest

oksijen radikallerini inaktive edebildigi kanisina varildi.

Anahtar Sozciikier: Bobrek, diflunisal, hidrojen peroksit, karaciger, katalaz,

malondialdehit, serum, sigan.
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SUMMARY

The Effects of Different Doses of Diflunisal on Catalase Activity and

Malondialdehyde Levels in Liver, Kidney and Blood of Rat

Some drugs show their antiinflamatory effects, by both inhibiting the
cyclooxygenase enzyme and inhibiting or inactivating the reactive oxygen species. It is
reported that diflunisal, one of the antuinflamatory analgesics, shows its effects by not
only inhibiting the cyclooxygenase enzyme activity but also inactivating free oxygen
radicals. In the present study, we aimed to nvestigate the effects of different doses of
diflunisal on catalase activity (CAT) and malondialdehyde (MDA) levels in liver, kidney

and blood of rat.

Forty albino male rats (Rattus norvegicus), aged 2-3 months and weighed 170-200
g, were divided into 4 g%oups. While the 1% group served as control and received only
0.5 ml physiologic saline intraperitoneaily (i.p.), the 27, 3 and 4™ groups were given i.p.
mjections of 3.5, 7 and 14 mg/kg/day of diflunisal doses respectively, in every 12 hours
(twice a day), for 7 days. At the end of this period, the activity of CAT which 1s one of
the antioxidant enzymes, and the levels of MDA which is the final product of lipid
peroxidation were measured in liver and kidney tissues, and serum. In addition, liver and

kidney histologies were also evaluated under the Iight microscope.
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The results showed that 3.5 mg/kg/day dose of diflunisal did not alter the tissue and
serum catalase activities and MDA levels, significantly. 7 mg/kg/day doses of diflunisal
increased the production of free oxygen radicals, and caused heavy tissue damage in
liver and slight damage in kidney. 14 mg/kg/day dose of diflunisal inactivated free

oxygen radicals and did not cause a significant tissue damage.

We concluded that the only high therapeutic dose (14 mg/kg/day) of diflunisal can

inactivate free oxygen radicals.

Key Words: Catalase, diflunisal, hydrogen peroxide, kidney, liver,malondialdehyde, rat,

Seruim.
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1. GIRIS

liaglar ya da gevresel kaynakli maddeler (ksenobiyotikler), organizmaya girdikleri
andan itibaren, c¢esitli enzimlerle birtakim de@isikliklere ugratiiirlar. Bu  degigime
“biyotransformasyon” adi verilir. Ilag ya da ksenobiyotiklerin biyotransformasyonu
sirasinda, bazi toksik ara metabolitlerin olustugu, bunlarin 6nemli hiicresel yapilan

etkiledigi ve membran lipid percksidasyonuna neden oldugu bilinmektedir (15, 33).

Antienflamatuvar analjeziklerden diflunisal, iilkemizde yeni kulianmima girmis bir
ilagtir. Bu ilacin etki mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte, etkisini periferal
hiicrelerde prostaglandinlerin sentezini, siklooksijenaz enzimi dizeyinde inhibe ederek
gosterdigi diisiniilmektedir. Ayrica, sekonder olarak serbest oksyen radikallerini de

etkiledigi ileri stirtilmektedir (10,17,58).

Oksijen radikalieri, molekiiler oksijeni metabolize eden bitiin canli hiicrelerinde

olugur. Ayrica; iskemi, reperflizyon, enflamasyon gibi bazi patolojik durumlarla, ilaclar,

Canlilarda molekiler oksijenin indirgenmesinden sirasiyla siiperoksit (O;) anyonu,

hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil radikali (HC') olusur (4,6,8,13,35, 38).

Oksijen radikalieri olusur olugmaz, toksik etkiler meydana getireceklerinden
ortamdan aninda uzaklagtiriimalan gerekir. Hiicrede oksijenin reaktif ve toksik Giriinlerine

karst ilk olarak koruyucu fonksiyon goren enzim stperoksit dismutaz (SOD) enzimi olup,



bu enzim iki slperoksit radikali arasindaki tepkimeyi katalizler. Daha sonra olusan
hidrojen peroksitin (H,O,) pargalanmasinda antioksidan olarak katalaz enzimi ve
glutatyon (GSH), « - tokoferol (E vitamini) gibi non - enzimatik radikal yakalayicilari da

reaktif oksijen tiriinlerini ortadan kaldirmada gorev alirlar (12,29,32,34,42,44).

Bu galiymada; tilkemizde yent kullanima girmis bir ilag olan diflunisalin degisik
dozlarinin, serbest oksijen radikalleri ile iliskisini ve lipid peroksidasyonu {izerine olan
etkisini incelemeyl amagladik. Bunun i¢in; sigan karaciger, bobrek ve kanmda,
anticksidan enzimlerden katalaz (CAT) akiivitesiyle, lipid peroksidasyonunun son triini
olan malondiaidehit (MDA) miktarint olgtiik. Ayrica karaciger ve bobrek histolojisini de

degerlendirdik.



2. GENEL BILGILER

Memelilerde ilagiar ve ¢evresel kaynakli kimyasal maddelerin (ksenobiyotikier)
¢ogu atilmadan once buyik olgide bryotransformasyona ugrarlar. Biyotransformasyon
sonucu ilaglar daha az etkili ya da etkisiz bilesikler (metabolit) haline déniistiiriiliir. Bazt
durumlarda, biyotransformasyon sonucu daha toksik bilesikler olusabildigi gibi, hicbir
degisikhife ugramadan atihm da mimkiandir. Biyotransformasyonun orani, boyutu ve
olusan Uriinlerin kimyasal yapisi, tirler ve ayni tirln bireyleri arasindaki degisiklikler
kismen de olsa genetik olarak belirlenir. Ciinkd, genetik potansiyel, ilag metabolize edict

enzim yelpazesini olusturur (33,48).

Biyotransformasyon ile lipitte ¢ozinebilen yapilarin sudaki ¢oziintrlikleri artarak,
viicuttan athimlan kolaylasmaktadir. Ancak, ¢ok hidrofobik olan ksenobiyotikler, yag

(adipoz) dokuda birikebilmektedir (33,44).

llag biyotransformasyonuyla ilgili ¢ofu bilgi, bashica metabolizma organi olan
karacier lzerindeki caligmalardan elde edilmistir. Ancak ksenqbiyotikieri metabolize
etme yetenegi, az da olsa bobrek, akciger ve gastrointestinal epitel gibi dokularda da
bulunmaktadir. Her ne kadar non-hepatik dokulardaki ilag biyotransformasyonu
mekanizmalari, karacifere gore bazi farklliklar gostermekteyse de, temel olaylar biitiin

dokularda gegerlidir (15,33).

liag biyotransformasyonunun iki fazda olustugu ileri siiriilmektedir:
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Faz I ’de; hidrofobik substratiar, polar gruplarin girmesiyle suda ¢dziinir polar

metabolitler haline gelir.

Faz II ' de; birinci fazda olusan polar metabolitler daha da polar hale gecer ve
birgok sentez reaksiyonu goriliir. Bazi ilaglar sadece birinci faz reaksiyonlarina girerek
atilirlar, ancak, ilaglarin ¢ogu pespese birinct ve ikinei faz reaksiyonlarina katilarak
metabolize edilirler. Bu nedenle belirli bir kimyasal maddenin biyotransformasyonu

sonucu degisik tipte ve oranda birgok metabolit olusur (33).

2.1. ANTIENFLAMATUVAR ANALJEZIK ILACLAR VE DIFLUNISALIN

OZELLIKLERI

Narkotik ve steroit olmayan antienflamatuvar (iltthabi onleyici) ve analjezik (agr
kesici) etkili ilaglar grubuna “non-steroit antienflamatuvar ilaglar” ya da kisaca
“antienflamatuvar analjezikler” adi wverilir. Bu grup analjezikierin antienflamatuvar
etkinligi, en giiglii antienflamatuvar steroit ilaglar olan glukokortikoitlerinkine gére daha

zayiftir (33).

Narkotik olmayan analjezikler, yiizeyel yapilarin agnlannda, o6zellikle agri hafif
veya orta derecede ve kiint nitelikte ise yeterli bir analjezi yaparlar. Bas agrsi, kas agnist
(miyalji), ekiem agnisi (artralji), dis aBrist gibi genellikie iokal iltthabi reaksiyona bagl
olan agn gesitlerinde kullambirlar. Narkotik analjezikier ise diiz kasli organlardan kaynak
alan kolik bigimindeki agrilarda, kemik kirigi, yaralanma ve yanik gibi travmalara bagli ya

da infarktis agrisi geklindeki siddetli agrilarda tercih edilir (31,33).



Bu gruptaki ilaglarin biytk bir kisminda analjezik etkiye ilave olarak antipiretik
(ates distirticli) etki de bulunur. Bunlara antipiretik analjezik ilaglar adi da verilir. Bu
ilaclar antienflamatuvar etkileri nedeniyle, iltihabin 4 ana belirtisi olan agr, ¢dem,
kizarklik ve sicaklik artmasi gibi lokal olaylari giderebilirler. Ayrica narkotik olmayan
analjezik ilaglarin gogu, hem analjezik, hem antipiretik ve hem de antienflamatuvar etkiye

sahiptir (33).

Swcanlarda yapilan incelemelerde, enflamatuvar reaksiyona bagh agrnin, iki ayn
tipte agr mediyatorii tarafindan duyusal sinir uglarinin stimilasyonuna baght oldugu
gosterilmigtir. Agri mediyatorlerinin birinei tipi, sinir ucunu dogrudan dogruya stimiile
eder, bunlar “aljezik mediyatorler” adim alir, 6rnek olarak; bradikinin, histamin,
serotonin ve anjiyotensin verilebilir. Agri mediyatérlerinin ikinct tipi ise; tek baslarina agri
olusturmazlar, fakat duyusal sinir uglarnin aljezik etkenlere karst duyarhiigim arttirirlar
ve onlann agn yapici etkilerini giiglendirirler; bu ikinci tip mediyatoriere de “hiperaljezik

agri mediyatorleri” denir. Bunlara 6rnek olarak ozellikle, aragidonik asitten olusan

prostasiklin ve prostaglandinier (¢zellikle PGE,) verilebilir (33,45).

Hormonal, allerjik, enflamatuvar, immunolojik ya da mekanik bir etkiyle hiicre
zannda fosfolipaz A, aktive olur ve fosfolipidierden arasidonik asit gibi yirmi karboniu
vag asitleri meydana gelir. Bu yag asitlerinin de siklooksijenaz, lipoksijenaz, sitokrom P-
450 monooksidaz enzimleriyle etkilesmesi sonucu aragidonik asit metabolitieri
(Eikozanoidier) olusur.  Siklooksijenaz  enziminin (riinleri; prostagiandinler,
prostosiklinler ve tromboksanlardir. Ugline birden prostanoidier genel adi verilir.

Prostaglandinler; E, F, D, A, B ve C seklinde gruplandirilirlar ve primer prostaglandinier



olan E (PGE;, PGE,, PGE;) ve F (PGFi«, PGF2., PGF34) grubunun sentez edilmedigi
doku yok gibidir. Prostagiandin D'ler sadece trombositlerde ve mast hilcrelerinde
bulunur. A, B, ve Cller ise E grubu prostaglandinlerden tiirerler ve biyolojik bir ¢nem
tasimaziar. Prostaglandinlerin gogu, birbirierine zit galigirlar. Ornegin, PGEz; damar diiz
kaslarini gevsetirken, PGF,, barsak ve uterus gibi yapilarin diiz kaslarini kasar.
Prostasiklinler damar ceperi hiicrelerinde yapilan, ¢eperde pihti (trombus) olusmasini
engelleyen onemli etkenlerdir ve prostaglandin I, (PGI;) adiyla da belirtilirier.
Tromboksanlar, trombositlerde sentez edilirler. En glgli dogal damar daraltici
(vazokonstriktér) ve brons daraltici (bronkokonstriktor) maddelerden binidir. Hiicre ve
lizozom membranina yikici etkisi vardir. Ayrica dokularda prostaglandinler,
prostasiklinler, tromboksanlarin prekiirsdrlern olan prostaglandin Gz (PGGy) wve
prostaglandin H, (PGH,) bulunur ve bunlar olustuklara yere gore prostaglandinlere,
prostasikliniere ya da tromboksanlara doniistip, etkilerini gosterirler. Lipoksijenaz (5-
lokosit, 12-trombosit, 1 5-mast hiicreleri lipoksijenazlari) enziminin {irtinleri ise Iokotrienler
olup, arasidonik asitten 6nce hidropercksi tiirevi (HPETE) ve hidroksi tirevi (HETE)
gibi ara Urinler olusur, daha sonra I6kotrienler (A4,B4,Cy, D4, Eq,Fs) meydana gelir. Bu
maddelerin  olusumu, sadece Idkositler, {rombositier ve mast hiicrelerinde
gosterilebilmigtir. Sitokrom P-450 Grinleri ise arasidonik asidin sitokrom P-450 igeren
enzimierle metabolize olmast sonucu olusur. Metabolitlerinden, HETE ler,
epoksieikozatrienoik asitler ve 19-,20- hidroksiarasidonatiar bilinmektedir. Ancak
fizyolojik onemleri ve patolojik olaylara katkilari anlasiimis degiidir. Hepsinin orfak
ozellidi, az miktarlarda giicli ve etkili biyolojik maddeler olmasi ve viicutta

depclanmamalandir. Narkotik olmayan analjezikier bu maddelerin sentezini inhibe
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2.1.) (33,45).
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peraljezik komponenti baski altina alarak agri kesici etki yaparlar (Sekil

Fosfolipidier (hiicre zan kaynakl)

Kortikostersitler — (=) | (+) « Bradikinin, Anjiotensin

Fosfolipaz A;

/_____——_ Arasidonik asit \\

Siklooksijenaz
Antienflamatuvar Analjezikier @{_)
PGG,
Prostasikiin (PGlL,) i
Hidro-
PGE; peroksidaz
PGFZG‘ \ l
5-Lipoksijenaz PGIL;
—
Tromboksan A;
k4
5-HPETE
+
Likotrienler

ekil 2.1. Antienflamatuvar analjeziklerin temel etki mekanizmas: (45
j

Hiperaljezik etkenlerin, hiicresel diizevde, duyusal sinir uglarinda adenilat siklazi

aktive ederek

SAMP diizeyini vitkselttikieri ve sinir ucuna Ca'~ girisini artirdikian

saptanmugtir (33).
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Narkotik olmayan analjezik ilaglarin, antienflamatuvar etkileri ile igili olarak one

stiriilen baslica mekanizmalar agagidaki sekilde siralanabilir (33);

[om—y

. litthap olusumunda prostaglandin olusumu ve siklocksijenaz enziminin inhibisyonu,

3

. Notrofil Iokositlerin (PMINL) ¢esitli uyaraniar tarafindan aktivasyonunun inhibisyonu,

(O8]

. Aktif oksijen radikallerinin baglanmasi,
4. Lizozom membraninin stabilizasyonu,
5. ACTH ve kortikosteroitlerle etkilesme.

Sonug olarak; bu konuda vurgulanmast gereken 6nemli bir nokta, akut veya kronik
olsun, iltihap olayinin kompleks bir olay oldugudur. Prostaglandin, prostasikiin ve diger
prostanoidier bu olayda onemli ve kismen g¢eligkili gibi goziken roller oynarlar. Ancak
iltihap olusumunda bunlardan bagka bilinen ya da bilinmeyen diger endojen maddelerin
katkisindan da soz edilmektedir. Ornegin; prostaglandin hipotezinin yanisira, aktif oksijen
radikallerinin meydana gelisini destekleven deneysel bulgular da bildiriimektedir. Bu
buigulara gore; arasidonik asitin siklik endoperoksitieri olan PGG, nin PGH, ye
déniisimil sirasinda ve ayrica arasidonik asitten lipoksijenaz aracihif ile lipit peroksitler
olusurken, aktif oksijen radikalieri olan superoksit anyonu (O5) ve. serbest hidroksil
radikali (OH) meydana gelir. Bu nedenlerie antienflamatuvar ilaglanin etkisini tek bir

varsayimla agiklamak mimkiin degildir (31,33,45).

Steroit oimayan antienflamatuvar ilaglarin en Snemi: kullanilis yerieri degisik artrit

sekilleridir. Bunlar; romatoid artrit, ankilozan spondilit, osteoartrit, psoriyatik artrit,



Reiter sendromu, romatizmal ates ve iskelet - kas sistemi ile ilgili diger lezyonlardir.
Ayrica, enfeksiyon hastaliklarinda ates digtirGimesinde, kardiyovaskiiler hastaliklarda ve

genitotriner hastaliklarda kullaniliriar (31,33).

Steroit olmayan antienflamatuvar ilaglar kimyasal yapilarina gére 8 gruba ayrilirlar;
1. Salisilatlar, 2. Para - aminofenol tiirevieri, 3. Pirazolan threvieri, 4. Profenler
(fenilpropiyonik asit tirevleri), 5. Fenilasetik asit tiirevieri, 6. Indol tirevleri, 7. Fenamik
asit tiirevieri, 8. Digerleri. Antienflamatuvar etkisi olmayan ikinci gruptaki ilaclar disinda
diger yedi gruptaki ilaglarin her biri antienflamatuvar, analjezik ve antipiretik etkiye

sahiptir (33).

Bu calsmada kullanilan diflunisal, antienflamatuvar analjeziklerin salisilatlar

grubundan olup, asagidaki farmakolojik dzellikleri gosterir.

2.1.1. Diflunisalin Farmakoloiik Ozellikleri

Salisilik asidin bir difluorofenil tiirevidir; viicutta salisilata doniigmedigi igin de
salisilat zehirlenmesine (salisilizme) neden olmaz. Bazi kaynaklarda, difiunisalin aym
miktardaki aspirin ya da asetaminofen ile esit etkinlik gosterdigi belirtiimektedir. Ayrica
aspirine gére antiplatelet ve gastrointestinal etkileri daha az gérilmektedir; diflunisalin
isitme kaybi gibi bir etkisi de yoktur. Prostaglandin E sentezini inhibe ettifi ve
siklooksijenaz enzimine reversibl olarak baglandifi saptanmustir.  Analjezik  ve
antienflamatuvar etkilerinin yaninda trikoziirik etkisi de vardir. Bitiin bu 6zelliklerine
karsin, diflunisalin yok denebilecek kadar az, zayif bir antipiretik etkisi vardir. Bunun

nedeni ilacin santral sinir sistemine tam olarak niifuz edememesi olabilir. Bu ilag,



10

oncelikle, iskelet kasi burkulmalaninda ve osteocartritin tedavisinde analjezik olarak
kullanilmaktadir; bu ozelligiyle aspirinden G¢ ya da dort kez daha gleludiir

(3,16,17,26,31,33,63).

Oral uygulamadan sonra diflunisalin hemen hemen tamanu absorbe olur ve 2 - 3
saat iginde, plazma konsantrasyonu pik yapar ve 48 saat iginde plazmadan uzaklagir.
Diflunisal, yaklasitk % 98-99 oraminda plazma proteinierine baglanir (3,18,39,40,63).
Diflunisalin % 90 1 karacierde glukuronik asitle konjuge edilerek metabolize edilir; gok
azi degismeden, buytk bir kismi ise glukronit igeren iki metabolit seklinde idrarla, % 4
de fegesle atilir. Ayrica metabolizma sirasinda molekiil yapisindaki (Sekil 2.2.) fluorine
atomlarinin kayb: da soz konusu degildir. Eliminasyon, doza bagimh kinetik gésterir.
Analjezik dozun (500 - 750 mg giinlitk doz) plazmada yarilanma 6mrii 8 - 12 saat
arasindadir. Uzun yarilanma 6mrit kismen de olsa yiksek oranda plazma proteinierine (%

Santral sinir sistemine etkisi konusunda yeterli bilgi yoktur (17,33,63,69).

Diflunisal, 250 ve 500 mg’lik tabletler sekiinde piyasaya sunulmustur; orta dereceli
yavag gelisen bir agn igin, baslangigtaki kuliamim dozu, 500 - 1000 mg seklindedir, bunu
her 8 - 12 saatte bir 250 ya da 500 mg’lik dozlar izler. Romatoid artrit ve osteoartrit igin,
glinde iki kez 250 ile 500 mg’lik uyguiazﬁaiar vardir; ginde 1.5 g’'lik dozu asmamava
dikkat edilmelidir (17). Diflunisalin en sik gorilen yan etkileri bulanti, dispepsi, karm
agnist ve diyare gibi gastrointestinal bozukiuklardir. Zayif da olsa nefrotoksik ve

hepatoksik etki potansiyeli vardir (33).
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Sekil 2.2. Diflunisalin yapisal formiilis (63)
2.2. KSENOBIYOTIKLERIN TOKSIK ETKILERI

llag ya da ksenobiyotiklerin, toksik etkilerinin en fazla gorildiigii organ
karacigerdir. Ciinkii biyotransformasyonla ilgili enzimlerin en yogun oldugu organdir.
Karacigerde olusan kisa omurlii reaktif metabolitler sadece karacigere zarar verebilir.

Daha uzun 6miirli olanlar ise dolasimla tasinarak diger organlan etkiler (33).

Ilag veya metabolitlerin fazlaca etkiledi3i diger ¢nemli bir organ bébrektir. lag ya
da metabolitler eger karacigerde metabolize olmazlarsa yogun olarak bobrefe gelirler;
dolayisiyla bobrek tiibiiliis ve toplayici kanal hiicreleri viicudun diger hiicrelerine goére
daha ¢ok ksenobiyotife maruz kalirlar. Bunun sonucunda, tUbiiliis hiicrelerine ait

enzimlerin metabolize edici etkisiyle yeni reaktif metabolitler olugabilir (33).

Ksenobiyotikler, 6nemii metabolik yollari bozarak, patolojik hasara yol acarlar. Bu
hasar ksenobiyotigin kendisi tarafindan olusturulabilecegi gibi metabolitlerinin hicresel
makromolekiiliere kovalent olarak baZlanmasiyla da meydana gelebilir. Ornegin; bir
proteine baglanarak hicrenin, antijentk Ozelliklerini, dolayisiyla immunolojik
mekanizmasini bozarak hiicresel hasar olusturabilirier. Ayrica hasar bolgesinde; enzim

inhibisyonu, DNA farklilagmasi ve lipit yapisinda degisiklikier de goriiebilir (14,33,68).



Bazi ksenobiyotikierin biyotransformasyonlarinin da, serbest radikal olusumuna

neden oldugu ve radikallerin hiicrede toksik etkilere yol agti bildirilmektedir (33,44).

2.3. SERBEST RADIKALLER VE BIYOLOJIK KAYNAKLARI

Serbest radikal biyolojisi, son yillarda dikkatleri Gzerinde toplayan bir konudur
(2,9,12,22). Serbest radikaller, dis orbitallerinde 1,3,5... gibi tek sayida elektron
bulunduran atom ya da molekiller olup, hem organik hem de inorganik molekiiller

halinde bulunuriar (Cizelge 2.1.) (32,34,65).

Cizelge 2.1, Bazi 6nemli serbest radikaller (65)

Radikalin tipi Ornek
Hidrojen merkezli Hidrojen atomu (1 proton, 1 elcktron)
Karbon merkezli Triklorometil radikali
Kiskiirt merkezli (R - 8) radikali
Azot merkezli Feniidiazin radikali (Cs Hs N=N)
Oksijen merkezli a) Inorganik
Siiperoksit
+Hidroksii radikaii (HO)
b} Organik
Alkoksi radikali
Peroksi radikali
Gegis Metal Iyonlan Cu’ / Cu®
Fe* /re’
Tii/Ti dv)

Oksijen, aerobik organizmalarin yasamlarint siirdirebilmeleri igin gerekii olmasina
kargin, potansiyel olarak toksik bir molekuldiir. Serbest radikaller, molekiiler oksijeni

metabolize eden biitin caniilar tarafindan tretilirler (Sekil 2.3.). Canlilarda olusan ilk ve



temel oksyen radikali siiperoksit radikalidir (stperoksit anyonu, O;). Bu radikal,

molekiiler oksijenin tek elektron ile indirgenmesinden olusur (21,34,37,65).

2 10-0f +¢ - 10-0l

Dogal oksijen Stiperoksit

b) Dogal oksijen + 2¢” —> |0 - O (Peroksit)
veya

Stiperoksit + 1¢” — Peroksit

¢) Peroksit +2H" — H;0, (Hidrojen Peroksit)
d) 10| + H' - OH (Hidroksil Radikali)

) |0]+2H - H0
f) Hy0,+ Cl — HOCI + OH

Sekil 2.3. Dogal oksijenden tiireyen oksidan molekiiller (50)

Siiperoksit radikali;

a) Hem, flavin ya da demir - silfir merkezleri igeren proteinler olmak lizere pek ¢ok
enzimatik tepkimelerde,

b} Baz oksidaz ve hidroksilaz tepkimelerinde,

¢) Mitokondride elektron transportu sirasmda,

d) Cesitli biyolojik molekiilerin otooksidasyonunda,

¢) Fagositoz

gibi fizyolojik olaylarda Gretilebilen bir oksijen metabolitidir (34).



14

Stiperoksit radikal olusumu bazi gevresel etkenlerle de olabilir. Bunlarin basinda;
bazi kimyasal bilesikler, ilaclar ve yiiksek enerjili 1sinlar {radyasyon) gelir. Yiiksek enerjili
iginlarin sulu ortamdan gegmesi, suyun radyolitik pargalanmasina ve asagidaki radyolitik

tranlerin olusumuna neden olur (34).
HzO —> €aq, H, HOz, HzOgr Hg, OH, 102

Hidrate elektron (e,) ve hidrojen atomu, oksijenli ortamda elektronu oksijene
vererek stiperoksit olugtururlar. Yukanidaki radyolitik drtnlerden hidroperoksit radikali
(HO;), hidroksil radikali (OH) ve singlet oksijen (‘O;) radyasyonun dier reaktif

urtnleridir. Radyasyon toksisitesi, bu radikallerin olusmast sonucudur (2,34).

Cizelge 2.2. Oksidanlarin kaynaklar1 (50)

1. Normal Biyolojik Isiemler
- Cksijenli Solunum
- Katabolik ve Anabolik Islemicr
Ii. Cksidatif Stress Yapici Durumlar
1. Iskemi - Hemoraji - Travma Radyoaktivite
Entoksikasyon
2. Ksenobivotik Maddelerin Etkisi
a.Inhale edilenler
b. Aliskaniik yapan maddeler
¢ llaglar

. Stres ile artan katekolaminierin oksidasyonu

L)

4. Pagositik enflamasyon hiicrelerinden salgilanma
5. Uzun siiveli metabolik hastaliklar
6. Diger nedenler: Sicak sokuy, giines wini

1. Yaglanma Siireci




Serbest radikallerin baglica kaynagi, molekiler oksyendir (Cizelge 2.2).
Organizmada meydana gelen birgok enzimatik olay ve biyolojik fonksiyoniar i¢in serbest
oksijen radikalleri gereklidir. Omegin;‘sitokrom P-450 aracilifindaki oksidasyoniar, diiz
kas gerginliginin diizenlenmesi ve mikroorganizmalarin oldiirilmesi gibi. Ancak, bazi
patolojik durumlarda yapimi artan bu triinler, hicresel makromolekiilierie reaksiyona
girerek, hicre hasani olustururlar. Miyokart infarktist, iskemi, reperflizyon ve
enflamasyon gibi patolojik durumlarda serbest oksijen radikallerinin olugumu artar (Sekil

2.4.)(4,21,32,35,38,55,60,62).

ATP Ksantin dehidrogenaz

l

ADP
iskemi AMP Proteaz +—— Ca™
ve/veya l

hipoksi Adenosin

inosin
*
Ksantin oksidaz Ksantin oksidaz
Hipoksaniin ¥ Ksantin * Urik asit
G,
- 50D . CAT 3
O, R H,0, ; H.C
Reoksijenasyon
i ;
J DCOKU HASARI

Radikalier

Sekil 2.4. Oksijen radikalierinin olugmasi (8)
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Klinik uygulamalarda kullandigimiz birgok ajan da serbest oksyjen radikali
olusumuna yol agar. Bunlar, ¢zellikle antineoplastik ajanlar ve aktiviteleri igin quonoid
gruplar ya da bazi metallere gercksinim duyan antibiyotiklerdir. Khnik uygulamada
kullanilan ajanlardan bagka, radyasyon, fotokimyasal hava kirleri, hiperoksi, sigara
dumani, anestetikler ve aromatik hidrokarbonlar gibi ¢evresel ajanlar da oksijenin serbest

radikallerini agiga cikarabilirler (32,33,34,59,65).

2.3.1. Kiiciik Molekiillerin Otooksidasvonu

Coziinebilir 6zelligi olan ve notral sivi ortamda oksidasyon - rediiksiyon
reaksiyonlarina girebilen hiicre komponentlerinden ¢ogu, intraseliiler olarak serbest
radikalleri aciga ¢ikanriar. Bunlar arasinda; tiyolier, hidrokinonlar, katekolaminler,
flavinler ve tetrahidropterinler bulunur. Bu maddelerin timii dioksijenin redtksiyonunu
saglarken primer olarak siiperoksit radikallerinin meydana gelmesine neden olurlar,
siiperoksit radikallerinin spontan ya da enzimatik dismutasyonu ise ikinci bir tiriini yani
hidrojen peroksiti agifa ¢ikarir. Boylece, stiperoksit radikalini veren hiicresel olaylar,

dismutasyon nedeni ile hidrojen peroksiti de meydana getirmis olurlar (4,21,32,42).

2.3.2. Codzinebilir Enzimler ve Proteinler

Katalitik sikluslari sirasinda, birgok enzim serbest radikallerin agia gikisini saglar.
Bunlardan Gzerinde en ¢ok galisilani ksantin oksidaz olup, oksijenin hidrojen peroksite
rediiksiyonu sirasinda siiperoksit radikalini meydana getirir. In vivo iskemi, ksantin

oksidazi dehidrogenaz formundan oksidaz formuna donistiriirken siiperoksit radikalini
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agifa cikanir (Sekil 2.4.). Benzer sekilde serbest radikal olusturan diger enzimler,

flavoprotein dehidrogenaz, triptofan dicksijenazdir (4,8,21,32).

2.3.3. Mitokondrival Elektron Transporiu

Mitokondriyal hidrojen peroksit yapimi ilk kez 1966°da Jensen (32) tarafindan
saptandi. Bundan sonra yapilan c¢aligmalarda, mitokondriyal hidrojen peroksidin, tamami
dedilse bile ¢ogunun, superoksit radikallerinin dismutasyonundan meydana geldigi

gosterildi (32).

Izole mitokondri ve submitokondriyal partikillerle yapilan cgalismalarda,
mitokondriyal serbest radikallerin kaynaginin, i¢ mitokondriyal membranda ver alan
elektron transport zinciri oldugu anlasilmustir. Basta sliperoksit radikali olmak tzere,
hidroksil radikali ve hidrojen peroksit mitokondri iginde meydana gelic. Normaide
stiperoksit ve hidrojen peroksit yapimi, mitokondriyal oksijen sarfinin yakiagik % 1-2’sini
olusturur. Saglam mitokondri, hidrojen peroksiti sitoplazmaya verebilirken siiperoksit
radikali i¢in  durum farklidy, colinkii mitokondrival siperoksit  dismutaz,

intramitokondriyal siiperoksit radikalini ¢ok dustk ve sabit konsantrasyonlarda tutar (32).

2.3.4. Endoplazmik Retikulum ve Nitkiear Membran Transport Sistemleri

ER ve niiklear membranda serbest radikalier, membrana bagh sitokromlarin
oksidasyonundan meydana gelirler. Olusan serbest radikaller hem intraorganel ve hem de
sitozolik reaksiyonlari baglatabilirier. Niklear membrandan agiga ¢ikmug olan radikallerin

varliginda 6zellikle DNA serbest radikal harabiyetine maruz kalabilecektir (4,14,21,32).
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ER ve nitklear membranlar ayn: elementleri; ¢rnegin sitokrom P-450 ve b5
igerdikleri igin ansatiire yag asitlerini, ksenobiyotikieri okside edebilir ve dioksijeni
indirgeyebilirler. Ayrica flavoprotein igeren sitokrom rediiktazlar otooksidasyonla
stiperoksit radikali ve hidrojen peroksit olustururlar. Mikrozomal ve niiklear membran
sitokromlari da hidrojen peroksit meydana getirebilifler.  Sican  karaciger

mikrozomlarinda da hidroksil radikalinin yapildig: belirlenmistir (32,44,65).

2.3.5. Peroksizomlar

Peroksizomlar, gugli hiicresel hidrojen peroksit kaynagidir. Bu yapilar, D-amino
asit oksidaz, tirat oksidaz, L - alfa hidroksiasit oksidazdan ¢ok zengin olup bu enzimier

hidrojen percksit agiga ¢ikarici 0zellige sahiptirler (5,32,44).

2.3.6. Piazma Membranlan

Ekstraseliler olarak agifa ¢ikan serbest radikaller, hicrenin diger kisimian ile
reaksiyona girebilmek icin ya Once plazma membranini geemelidir ya da toksik
reaksiyoniari membranda baslatmalidir. Memﬁranda bulunan fosfolipitier, glikolipitler,
gliseritler, steroller gibi doymamis yag asitleri ve kolay okside olabilen amino asitleri
iceren transmembran proteinleri serbest radikal harabiyetine aciktir. Ayrica, serbest
radikallerin baglattift lipit peroksidasyonu ya da yapisal Oneme sahip préteinierin
oksidasyonu, transmembran iyon gradiyentinin bozulmasina, sekretuvar fonksiyoniarin
kaybina ve seltifer metabolik olavlarin inhibisyonuna yol agabilir. Bu nedenlerle plazma

membrani, serbest radikal reaksiyonlari igin kritik bir verdir (4,21,32).



Oksijenin metabolize edilmesi sirasinda olusan HO,, membranlar: su kadar kolay
gegebilir ve giiclit bir hidroksil radikali kaynagidir. Ayrica siperoksit radikali de
membranlari gegebilir ve transmembran anyon kanallart yolu ile hiicre igine ulagir. Son
villarda bakteriyel membranlarla yapilan ¢aligmalar, stiperoksit sisteminden gelen reaktif
radikallerin, membrami harab ederek bakteriyi oldirdigt gosterilmistir. Bakteriyel
membranlar, ¢ok dusik konsantrasyonda poliansatiire yag asidi igerirler, bu nedenle
burada etkili olan radikal hidrojen peroksitten ¢ok, hidroksil radikalidir. Ctnkii hidroksil

radikali her tip organik molekiilie yiiksek bir hizda reaksiyona girer (4,21,32).

Bu konuda, dikkatleri ¢eken bir baska nokta da lipoksijenaz ve siklookstjenaz gibi
mikrozomal ve plazma membranina bagh enzimlierin serbest radikal agiga ¢ikarmalaridir.
Bu enzimlerin predominant substrat: olan aragidonik asitin biyolojik olarak giigli tirinlere
déniigimii sirasinda bu radikaller meydana gelir. Membrana bagli sikiooksijenaz
tarafindan aragidonik asitin enzimatik oksidasyonu ile bir karbon merkezli serbest radikal
agiga cikar. Yine siklooksijenazin katalize ettifi arasidonik asit metabolizmas: sirasinda,
bir oksijen merkezli radikal meydana gelir ki bu radikalin hidroksil radikali oldugu ve
PGG; tzerindeki hidroperoksitin pargalanmast scnucu agi@a ¢iktigi ileri stintilmektedir.
Hidroksil radikali ya da diger radikal turlerinin, prostaglandin sentezi swasinda agiga
cikist siklooksijenazin feedback regiilasyonuna yol agabilir, prostaglandin sentezinin hem

hizini hem de miktarini modile edebilir (32,33).

Serbest radikallerin etki derecesini, substratin ¢6ziinebilirligi ve difizyon mesafesi
gibi faktsrier belirler. Ornegin, hidroksil radikali, ¢ok fazla uzaga diffiize olmadan,

olustugu hiicre bolumiinde derhal reaksiyona girer. Siiperoksit radikali ise hidroksil
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radikalinden daha az reaktiftir; bu yizden agiga ¢iktift htcre bolimiinden daha uzak
noktalara rahathikla diffiize olabilir. Ancak, bu difizyon hicre igindek: siiperoksit
dismutazin (SOD) yiiksek konsantrasyonlan ile sinirlanir. Bu enzim yardimiyla, hiicre
icindeki siiperoksit anyonunun konsantrasyonu 107'-10"" M arasinda tutulur. Hidrojen
peroksit; mitokondri, percksizom ve plazma membranindan kolaylikia diffiize olur. Bu
nedenle toksik etkisi meydana geldigi noktadan ¢ok daha uzak hiicrelerde guclt bir

sekilde gorilebilir (4,21,32).
2.4. SERBEST RADIKALLERIN REAKSIYONLARI

Serbest radikallerin biyolojik reaksiyonlarini genel bir basiik altnda incelemek
oldukea giictiir. Ciinkti organizmanin yasami boyunca karsilagtigi radikal thrleri stirekli
degisir. Radikaller hiicrede olustuktan sonra, radikal reaksiyon dizileri baslar. Bu
reaksiyonlar atom transferleri ya da doymamus baglara radikal eklenmesini igerir. Serbest

radikal reaksiyonlari ilerleyerek hiicresel harabiyetle sonuclanabilir (32).

Serbest radikal reaksiyonlari, serbest radikal yakalayici bazi bilesiklerie sona
erebilir; bu bilesiklerin bir kismi, hiicresel butiinliik i¢in temel olan ve etkinlikleri
azaldifi taktirde sitotoksisiteye yol acabilen bilesiklerdir. Diger serbest radikal
temizleyiciler antioksidan savunma yapan bilesikler olarak adlandiriir ve serbest
radikallerin zararli etkilerine maruz kalan organizmanin canlilifini siirdiirmesine

yardimci olurlar {25,32).



2.4.1. Serbest Radikal Harabiveti Altindaki Hiicresel Komponentler

2.4.1.1 Protewnler

Doymamis ve silfiir igeren molekillerin serbest radikallerle reaktivitesi yiiksek
oldugu i¢in triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi aminoasitleri

iceren proteinler serbest radikalierden kolayca etkilenirler (32).

Papain ve gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz gibi yukaridaki aminoasitieri igeren

enzimler serbest radikallere maruz kaldiklarinda inhibe olurlar (32).

2.4.1.2. Nikleik Asitier ve DNA

Radyasyonla hiicre iginde enerji depolanmast sonucu; iyonlar, serbest radikaller ve
aktif molekiller meydana gelir. Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller,

DNA’yi etkileyerek hiicrede mutasyon ve ¢liime yol agarlar (14,32,34).

2.4.1.3. Membran Lipitieri

Membrana ait kolesterol ve yag asitlerinin doymamig baglari serbest radikalierie
reaksiyona girerek peroksidasyon olustururlar. Organizmada en ¢ok gorien radikal
hasar lipit peroksidasyonu seklinde olup, membranlarda ansatiire vag asitlerinden 1
hidrojenin ¢tkmasiyla L (lipit) radikali meydana gelmekiedir (LH - H — LY. Lipit
radikali, lipitlerin radyasyon ya da cesitli radikallerle etkilesimi ile olugmaktadir. Olusan
lipit radikali O, ile birlesince (L° + O;— LOO) lipit peroksi radikali, onun da diger
lipitierle zincir reaksiyonu sonucu tekrar lipit radikalleri ve lipit hidroperoksitieri meydana

gelmekiedir (LOG" + LH—> LOOH + L). Lipid peroksidasyonunda L' olusumu baslangic,



)
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LOOH olusumu gelisim basamagmnt olusturur. Bu reaksiyoniarin sonlanmalart agagidaki
sekilde olur.
L+L — L-L; LOO+L — LOOL; LOO+LOO — LOOL+0;
Ayrica gelisim basamaginda olusan lipit hidroperoksitleri 1s1, radyasyon ya da metal
ivonlani araciligi ile alkoksi (LO7) ve peroksi (LOO?} radikal yapilarina dontismektedir

(13,21,23,32,37,43,50,56).

Lipit - OOH + Fe** Cu "—> Lipit- O + Fe* " Cu® + OH

(Alkoksi radikal)

Lipit - OOH + Fe** Cu® — Lipit - 00 + Fe*" Cu'+ H”

(Peroksi radikal)
Olusan alkoksi radikali de ya yéniden asagidaki gibi zincir reaksiyoniar

baglatmakta;

Lipit-O+ Lipit-H —  Lipit~-OH + Lipit’

Lipit-O0'+ Lipt-H —  Lipit-OOH + Lipit’

Lipit*+ O, —  Lipit-OQ
va da yeni sitotoksik iirtinler olan aldehitleri ve etan, pentan gibi hidrokarbon gazlarm
meydana getirmektedir (21). Bu toksik {iriinlerin en son basamagnda yer alan malondialdehit

ise lipit peroksidasyonunun saptanmasinda kuﬁanﬂmaktadir (Sekil 2.5, (1,7,47,57).

Lipit peroksidasyonuna ugrayan membrandaki, poliansatiire vag asitieri membran
yapisiu  defistirerek permeabilitenin  artmasina ve b&ylece transport fonksiyonlarmin
bozulmasina yol agar. Bunun yaninda mitokondn membranmin gegirgeniigindeki deZisim,
hiicre oksidatif fosforilasyonunun bozuimasina, lizozomal membranlardaki gegirgenlifin
bozulmasi da hidrolitik enzimienin lizozom digina c¢ikmastyla hilcre hasarmna yol agar.

Membran tizerindeki peroksidatif hasar hiicre igi ve disi iyon dengelerinde defisime neden



olur. Omegin, intraseliler Ca® konsantrasyonu artigt, hiicre iginde kalmoduline bagi
intraseliler proteazlarin aktive olmasina neden olur. Bu yolla hem ksantin dehidrogenazin,
ksantin oksidaza doniisimii hem de fosfolipaz A mn aktive olmasiyla membran lipitlerinden
arasidonik asit sahnimu gergeklesir. Bu yolla prostaglandin metabolizmast dolayist ile

siklooksijenaz ve lipoksijenaz sentez yollan da aktivite kazanuir (21,33,50).

Arasidonik asit

(Konjuge dien)

{Percksil radikali)

. | 128  COOH
(Hidroperoksit) : {Siklik peroksit)

(Siklik endoperoksit)

G
Hidroliz ya da 1s

” H + diger Grinler
MDA

Sekil 2.5. Lipid peroksidasyonu ve MDA olugmasi {23)
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2.5. SERBEST OKSIJEN RADIKALLERINE KARSI SAVUNMA SISTEMLERI

Hiicreler, oksidatif harabiyeti Onleyen, siniriayan ya da kismen tamir eden koruyucu

mekanizmalara sahiptirier (4,21,50).

Hicrede olusan radikallerin detoksifikasyonu, oncelikle enzimatik yollarla yapilir
(intraseliler enzimatik antioksidan savunma). Antioksidan savunmamm Onemli bir
kesimini, siiperoksiti ve hidrojen peroksitt (H20,) temizleyen spesifik enzimler olugturur.
Bunlar stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPX)

enzimleridir (4,21,32,43).

Antioksidan savunmada, enzimlerden baska, hiicre igindeki makro ve
mikromolekiiller de gérev yapar. Oksijen tirevierine kargi savunma saglayan molekiiller
ve enzim sistemleri, serbest radikallerin hicrede disiik ve sabit konsantrasyonlarda
kalmalarimi saglarlar (25,50). Antioksidanlérig dogal antioksidaniar ve ilaglar olarak

baglica 2 ana grupta toplayabiliriz (Cizelge 2.3.).
Antioksidanlar, farkh etki mekanizmalarina sahiptirier (50}, bunlar:

1. SUPURUCU (scavenging) ETKI; Oksidan molekiillerin tutulup daha zayif bir molekiil
haline getirilerek etkisizlegtiriimesidir. Ornek olarak, dogal antioksidaniardan; enzimler,

trakeobronsial mukus ve kiigitk molekiilier bu tip etki gosterirler.

2. BASTIRICI (quencer) ETKI, Oksidanlara bir hidrojen aktarilarak inaktif hale
getiriimesidir. Vitaminier, flavonoitler, trimeteidin, mannitol ve antosiyanidinier boyie bir

etkiye sahiptirler.



ONARICI (repair) ETKI; Molekiilde olugan bozukluk onanlarak oksidan etkisinin

ortadan kaldinimasidir. Omegin askorbat, vitamin E radikalini onararak etkisiz hale

getirir.

ZINCIR KIRICI (chain-breaking) ETKI; Hemoglobin, seruloplazmin ve bazi mineraller

oksidanlan kendilerine baglayarak, yapilanindaki kimyasal zincirlent kirarlar ve bu sekilde

antioksidan etki gosterirler.

Cizeige 2.3. Antioksidanlar (50)

A- Dogal Antioksidanlar B- Hlaglar

I- Siiperoksit dismutaz (SOD) ~-Rekombinant b - SOD
- Glutatyon peroksidaz (Gpx) -Ebseien
- Glutatyon reduktaz (GSSGR) -21- Aminosteroitier
- Hidropercksidaz -Demir selatérieri:

- Sitokrom-C oksidaz
11~ Makromolekiiller
- Seruloplazmin
-Transferrin
- FPerritin
- Hemoglobin
Iil- Mikromolekiiller
-E vitamini ve analeglan
~C vitamini
-Thiol igerenler:
Gilutatyon N asetil sistein
Metivonin
Kaptopril
-A vitamini -Beta karoten
~Urat -Urik asit
~Ubikinon
-Glikoz
-Bilirubin

Phenanthroline, Desferrithionin,
Desferoxamine, Dimethylthiourea,
Alfa-Ketohydroxipyridine
-Sitckinler: TNF ve Interlokin-1
-Ksantin oksidaz inhibitorieri
Allopurinol,Oksipurinel, Tungsten
-Mannitol
-Flavonoitier
-Trimetazidin
-Indamapide

Hicrede oksijenin reaktif ve toksik Griinlerine karsi dogrudan koruyucu fonksivon

arasindaki tepkimeyi katalizler (4,32,34,43,61).

goren ilk ve tek enzim SUPEROKSIT DISMUTAZ’dir. Bu enzim, iki stiperoksit radikali



2H + 20, Siperoksit dismutaz s Hy0.+ O,

Siiperoksit dismutaz enzimi hiicrede birkag degistk yapida bulunur. Bunlardan
sitozolik enzim, herbiri icinde bir ekivalan Cu®* ve Zn’" tagiyan birbirine benzer 2 alt
{initeden meydana gelir. Mitokondriyal enzim ise, bakterilerde bulunana benzer sekilde

sadece Mn”" igerir. Bunlarin disinda, E. coli B nin periplazmik bdigesinde, Mn - SOD’a

benzeyen Fe - SOD tanimlanmugtir (32,34,52,64,70).

Hiicredeki diger antioksidan enzimler KATALAZ ve GLUTATYON

PEROKSIDAZ olup, bu enzimler H,O,’i pargalariar (4,18,30,32,44).

Katalaz (CAT), 4 “hem” grubu igeren bir hemoproteindir. Bu enzim, bir molekiil
H,0,’1 elektron verici bir substrat olarak, dierini de oksidan veya elektron alicisi olarak
kullanabilir. In vivo bir ok durumda, katalazin peroksidaz aktivitesi tercih ediliyor gibi
gorinmektedir. Katalaz, bu dokulardaki hiicrelerin mikrozomiarinda ya da

peroksizomlarindadir (11,44).

Katalaz
H;,;Oz + HzOz ———P 2H20 + 02

Eritrositlerde ve diger dokularda, prostetik grup olarak selenyum igeren “Glutatyon
peroksidaz” enzimi ise, indirgenmis glutatyon tarafindan H,O; ve lipit - percksitlerinin
parcalanmasini katalize eder, béylece membran lipitierini ve hemoglobini, peroksitlerin
oksidasyonuna karsi korur (44,53).

Glutatyon peroksidaz .
2H;0, + GSH 7 GS5G +2H0 + O

(Reditkic giutatyon) {Okside glutatyon)

Glutatyon rediiktaz
GSSG + NADPH+H' > 2GSH + NADP'




Siiperoksit radikali sulu ortamda o6nemli oOlgude birikmez ve kendiliginden
dismutasyon tepkimesi ile H,O, olusturabilir. Fakat SOD ile katalizlenen reaksiyon,

kendiliginden olusan reaksiyondan 10 kez daha hizlidir (34).

SOD bulunmayan bir ortamda stGperoksit uretilirse, kisa stre igin bile olsa
superoksit birtkimi olur ve kendi dismutasyon Gruni olan H,O, ile tepkimeye girerek
hidroksil radikali ve singlet oksijenin Gretimine neden olur (Haber - Weiss tepkimesi)

(34,43,44):
Oy +H,0, —, OH+OH +'0,

Hidroksil radikali, biyolojik sistemlerde olugabilen en reaktif ve en toksik bilesiktir.
Bu radikalin in vivo olarak da uretilebilecegi gosterilmistir (34). Singlet oksijen ve
hidroksil radikali ¢ok reaktif olup ¢ok disik derisimlerde bile biitiin canlilar icin toksik
etki gosterirler. Stiperoksit radikali, genel olarak zincirleme radikalik tepkimeleri baslatir
ve hidroksil radikali, singlet oksijen ve organik radikallerinin olusumuna neden olur

(Cizelge 2.4.) (34,44).

Cizelge 2.4. Reaktif oksijen partikiileri (Oksidanlar) (50)

L Radikaller 1. Non-Radikaller
-Siiperoksit Radikal (0y) -Hidrojen Peroksit 3L0,)
-Hidroksil Radikal (CH) -Lipit Hidroperoksit (LOOH)
-Alkoksil Radikal (LO) ~-Hipokiorus (HOCI)

-Peroksil Radikal (LOO)




Antioksidan savunmada gorev yapan major antioksidanlar (Cizelge 2.5.), lipofilik

ve sitozolik clmak tizere 2 grup altinda toplanmugtir (32,30):

Lipofilik olanlar; serbest radikali daha az toksik forma indirger. Ornegin vitamin
E siiperoksit, hidroksil ve lipit peroksit radikallerini etkiler. Askorbat, bir radikal
temizieyici olup, ayrica tokoferolleri de indirgenmis formda tutar. P-karoten; lipit
peroksidasyonunu Onler ve radikalleri ortadan kaldirir. Ayrica f3-karoten ve vitamin E
singlet oksijen temizleyicisi olarak da goérev yaparlar. Sekerler, doymamis aminoasitler,
siilfir iceren aminoasitier, doymamis yag asitlei de serbest radikallerle reaksiyona
girerler ve bu nedenle hiicrede serbest radikalleri temizleyici molekiilier olarak kabul

edilirler (29,32,42,50,65,66).

Sitozolik olanlar; bunlardan temizieyici "glutatyon” (GSH); hidrojen ve lipit
peroksitler1, distilfitleri, askorbat ve serbest radikalleri indirger (52,68). Avrica plazmada
yaklasik 300 mM kadar bulunabilen Grik asit; hemoglobini peroksit oksidasyonundan,
eritrositiert de lipit peroksidasyonundan korur, bu ozellikleri nedeniyvie tirik asit serbest

radikal temizieyict olarak kabul edilebilir (32,50,65).

Antioksidan savanmanin diger bir kesimini de; Haber-Weiss reaksiyonlarini katalize
ederek metalleri baglayan bilesikler olusturur. Bunlar baslica seruloplazmin, transferrin,
haptoglobin ve albumin olup eksiraseliller antioksidaniar olarak da adlandinlirlar.
Insanda, plazma antioksidan aktivitesinin biiyik kismi seruloplazmine baghdir.
Seruloplazmin; demirin transferine baglanmasim kolaylastirir ve ekstraseliler SOD gibi

davranarak antioksidan etkinlik gosterir. Transferrin; demiri, haptoglobin, demir gibi



S

davranabilen serbest hemoglobini, albumin, bakirt baglayarak antiokstdan fonksiyon

yapar (Cizeige 2.5.) (24,32,44,50).

Cizelge 2.5. Major antioksidanlar ve ézellikleri (50)

Antioksidan Yapist Yeri Etkisi
Siiperoksit CuZn -SOD Sitozoi-nukieus
Dismutaz Mn- 80D Mitckondri Oy nin H,O7 e dismutasyonuny
Cu-S0D Plazma katalize eder.
Katalaz Tetramerik Peroksizomiar HyO2 nin Hz0 ya rediksiyonunu
Hemoprotein katalize eder.
GSH Peroksidaz Selenoprotein Sitozol-mitoke ndri H;Oy in ve lipit peroksitierin
reditksiyonunu katalize eder.
GSH Reduktaz Dimerik Protein Sitozol-mitckondri GS8G' 1 GSH' a dontistirir.
Vitamin E Yagda eriyen vit. Lipit membranlar, Lipit peroksilleri inaktive
eder, lipit peroksidasyon
Ekstraseliler sivilar zincirini karar.
Vitamin C Suda eriyen vit. Hucre igi~disy sivalar O, vg OH in direkt

scavengeri,
vit. E nin rejenarasyons

Beta karoten Vit A metabolit Membranlarda O, scavenger, Direkt
prokiirsdri peroksillere etki
Bilirubin Hemoprotein Kan ve doku Reaksiyon zincirini kirar,
Metsbolizma triint LOO ' yu inaktive eder.
Urik asit santin Yaygndrr 03, OH ve peroksil
oksidasyonu scavengeri,vit C' nin
oksidasyonunu engeller.
Glukoz Karbohidrat Yaygmndir OH scavengeri
Sistein Amino asit Yaygmdir Elektron vererek organik
molekitlicri indirger.
GSH Tripeptid Hiicre igi alveoller 0O,, OH ¢ direkt etki,
enzimler icth substrathir,
Taurin Beta amino asit Radikal salgilayan HOCH ile reaksiyon,
hitcrelerde ksencbiyotiklere baglanma
rakeobronsival Protein ve Ust solunum yollan Inhale edilen cksidanian
mukus giikoprotein SCavenger
Albumin Protein Yaygn Transitiyon

metalleri baglar,




30

Ayrica serbest oksijen radikallerinin; bazi hastaliklarda, kanser, yaslanma gibi

biyolojik streglerde de rol aldigi ve sorumlu oldugu ileri stirilmektedir (Cizelge 2.6.)

(9,12,21,22,34,35,38,43,50,55 ).

Cizelge 2.6. Aktif oksijen tirevlerinin rol aldig: ileri siiriilen bazi klinik ve patolojik

durumlar {65)

Enflamasyon- immin sistem hasart
Glomeriilonefrit (idiyopatik membranfz)
Vaskiilit (virils ve ilaglarla olusan)
Cloimmiin hastalikiar

Romatoid Artrit

Kiromzs kan hilcreleri

Fenilhidrazin

Primakin ve benzeri ilaglar

Kursun zehirlenmesi

Protoporfirin fotooksidasyonu

Malarya

Orak hiicreli anemi

Favizm

Fankoni ancmisi

Kalp ve kardiyovaskijler sistem

Alkol kardiyomiyopatisi

Kesan hastaligz (Se eksikligine bagli)
Ateroskieroz

Adriyamisin kardiyotoksisitesi
Gastrointestinal kanal

Endotoksin karaciger hasari

Halojenli hidrokarbonlarin neden

oldugu karaciger hasan

Pankreatit

{laglarin diyabetojenik etkisi

Oral demir zehirlenmesi

Steroit olmayan antienflamatuvar ilaclarin
gastrointestinal kanalda olusturdugu lezyoniar
Beyin-Sinir sistemi-Noromuskiler hastaliklar
Multipi Skieroz (MS)

Hiperbarik oksijen

Vit E eksikligi

Nérotoksinler

Parkinson hastalif:

Hipertansif screbrovasidiier hasar

Allerjik ensefalomiyelit ve difer demiyclinize hast.
Aliminyum yiiklemesi

Travmatik hasar

Kas distrofisi

Iskemi

Miyokart infarktiisti

Organ transplantasyonu
Alholizm

Radyasyon hasart

Yaslanma

Erken yaslanma

Akcigerier

Sigara dumaninin etkileri
Amfizem

Hiperoksi

Bronkopulmoner displazi
Ozon (O3)

Yetigkin solunum sistemi rahatsiziigi
sendromu (ARDS)

Mineral toz pndmokonyozu
Bicomisin toksisitesi

SO, toksisitesi

Bébrek

Otoimmiin nefrotik sendrom
Amino glikozit nefrotoksisitesi
Agir metal nefrotoksisitesi
Goz

Kataraktojenaz

Okiiler hemoraji

Dejeneratif retinal hasar

Cilt

Termal hasar

Portfirya

Kontakt dermatit

Ilag ve toksinlerle oligan reaksiyoniar
Asiri demir yitkiemesi
idiyopatik hemakromatoz
Divetie asir1 demir alinimi
Beslenme yetersiziigi (Kuvagiorkor
hastaiif)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Deney Havvanlan

Bu calismada Tibbi Biyoloji Anabilim Dali hayvan laboratuvarimizda {iretilen 40
adet, 2-3 aylik, yaklagik 170 - 200 g. agirliklarinda, erkek, Ratfus norvegicus tirl albino
sigan kullamldi, Havalandirma ve diger temizlik kurallarina dikkat edilerek uretilen

sicanlara deney siiresince yeterince standart kapsil fare yemi ve musluk suyu veriidi.

3.1.2. Kimvasal Maddeler

-Diflunisal (Dolphin, Sanovel Ilag San. ve Tic. A.S.)
-Na,HPO;

-KH,PO,

-KCi

-H,0; (Sigma)

-Amonyum molibdat {Sigma)

-TBA (Merck) Tiyobarbitirik asit

~-1.1,3.3 Tetraetoksipropane (Sigma)

-Fosforik asit (Merck)

-Total Protein Kiti (Bio - clinica)

-Serum fizyolojik



-Distile su

3.1.3. Aygtiar

-pH metre

-Derin dondurucu (Caravel 8831) (-20 °C)
-Spekirofotometre (Spectronic 20D)
-Santrifiyy (Nave)

-Homojenizatgr (Ultra-Turrax T25)

-Istk mikroskobu (Olympus)

-Kronometre

-Lab. saati

-Vorteks mikser

-Mikser

-Hassas Terazi

-Otomatik pipetier

-Pipet uelar (1000’1, 100’lik)

-Pipet (10 mi'lik)

“Mexziir (100’kitk, 500°fik, 1000°Lik)

-Sige (350 mi’lik, 500 ml’iik, 1000 mi’lik)
-Santrifij deney tipleri
-Spekirofotometre deney tiiplert

-Vial

-Fotograf makinesi

]
8]
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-Fotograf filmi
-Cam kalemi
-Tiplik
-Eldiven

-Parafilm

3.2. YONTEM

3.2.1. Doz Miktarlan ve Deney Gruplan

Diflunisal dozlari, insaniara uygulanmakta olan 250 mg/giin, 500 mg/giin, 1000
mg/gin terapotik dozlara uygun olacak sekilde, sirastyla 3.5 mg/kg/gun, 7mg/kg/gin, 14
mg/kg/giin olarak ayarland: ve serum fizyolojik iginde ¢odzindiiriildii. Deneye alinan 40

adet sigan dort esit gruba aynildiktan sonra;
I. Gruba (Kontrol) 0.5 ml serum fizyolojik,
I1. Gruba 3.5 mg/kg/glin diﬂunisai;

1. Gruba 7 mg/kg/glin diflunisal

IV. Gruba 14 mg/kg/giin diflunisal,

12 saatte bir, ginde iki kez intraperitoneal enjeksiyon seklinde, yedi giin sireyle, hergiin

ayn: saatte verildi.
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3.2.2 Deney Havvanlarindan Calisilacak Orneklerin Alinmas: ve Saklanmast

Eter anestezisi ile bayiltilan deney hayvanlarindan, katalaz (CAT), malondialdehit
(MDA) oslgiimii igin karaciger ve bobrek doku ornekleri ile kalp kani alindi. Kalp kani,
EDTA’s1z santrifiyj tiibiine aktarildi. Oda sisinda iki saat bekletilen kan ornekleri, 5000
devirde 10 dk. santrifij edilerek serumian ayrildi. Karaciger ve bébrekten alinan doku
ornekleri, serum fizyolojikte 3 kez yikandi ve cam siseler iginde, serumlaria birlikte &lgtim
anina kadar -20 °C’lik derin dondurucuda saklandi. Ayrica karaciger ve bobrekten,
histolojik inceleme amaciyla %10 notral formaldehit igine her hayvandan doku 6rnekleri

alind:,

3.2.3. Dokularin Homojenizasyonu ve Santrifiiji

Karaciferin u¢ kisimlarindan, bobrek dokusunun ise korteks ve medulia
bolgesinden yaklasik 0.4 g aguliginda alinan Ornekler CAT ol¢imi i¢in sodyum-
potasyum-fosfat tamponu ile homojenize edildi. Sodyum-potasyum-fosfat tamponu

hazirlamak icin;

1. KHPO;tan 9.08 g. alindi ve 1litre distile su icinde ¢6zldii (A),

2. Na;HPO, tan 11.88 g. alindi ve 1 hire distile su i¢inde ¢dzildi (B),

3. Daha sonra 3.3 ml A ¢dzeltisinden alinarak B ¢ozeltisi ile 100’ ¢ tamamiandi ve pH 8

olacak sekilde pHmetrede ayariandi.

MDA olgtimi icin ise vine 0.4 g afuligindaki karaciger ve bobrek dokusu

- Grnekleri %1 KCl ¢ozeltisi kullanilarak homojenize edildi.
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Homojenizasyon Ultra-Turrax T25 homojenizatérde 8000 devirde, 10 wvuruda
gergekiestirildi. Daha sonra Hermle ZK 510 sogutmal santrifijde 4000 tpm’de 15 dakika

santrifiy edildi.

3.2.4. Katalaz Aktivitesi Olctimii

Katalaz aktivitesi, amonyum molibdatla stabil bir kompleks olusturan hidrojen
peroksitin spekirofotometrik olarak degerlendiriimesi temeline dayanan L. Goth’un

yontemine gore beliriendi (19). Buna gore;

1. Substrat hazirlandi. Bunun igin; % 30 Hzoz' den 8.11 ml almip, fosfat tamponu ile

1000 ml ye tamamiandi (pH 7.4).

2. 32.4 mmol/l amonyum molibdat [ (NHi)s Moy Or4.4H;0] ¢ozeltisi hazirlandi. Bunun
igin, 8 g amonyum molibdat 200 mi distile suda gozillerek her zaman taze hazidand:

ve kisa stirell bekiemelerde ¢okelti clugsmugsa vorteksten gegirildi.

3. Tampon g¢bzelti hazirlandi:
Aj 4.08 g. KHyPQ, alinarak 500 ml distile suda ¢dziildil.
B) 8.04 g Na,HPO, alinip, 500 mi distile suda ¢dziildii
Daha sonra (A) ¢ozeltisinden 3.3 ml alinarak (B) ¢ozeltisi ile 100 ml ye tamamlands

ve pH' st pHmetrede 7.4 olarak avarlandi.

4. Her bir 6rnek tiiph igin bir kor tipi (blank 1) hazirland: ve tiipler numaralandiridi.



5.

=1

Kor (B;) tuplerine; 37 °C lik sicak su banyosu i¢indeimi substrat ve 0.2 ml 6rnek
ilave edildikten sonra 1ml amonyum molibdat ¢6zeltist ilavesiyle reaksivon hemen
durduruldu. Ornek tiiplerinde ise; 1ml substrat ve 0.2 ml 6rnek, 37 °C de 60 saniye
inkiibe edildikten sonra, 1mi amonyum molibdat ¢ozeltisi ilave edilerek durduruidu.
(Bu kosullar altinda bir {nite katalaz Ipmol hidrojen peroksiti dekompoze

etmektedir)

Ornek tiiplerinin inkiibasyonu igin 60 saniyelik bekleme stiresi iginde blank 2 (B,) ve
blank 3 (B5) tipleri hazirland.
-Blank 2 tiplne; 1 ml substrat, 1 ml molibdat ve 0.2 ml tampon,

-Blank 3 tipine; 1 ml tampon, 1 ml molibdat ve 0.2 ml tampon, ilave edildi.

Molibdat ile hidrojen peroksitin sari kompleksi, spektrofotometrede 405 nm de B; ve
B; olgulditkten hemen sonra, énce kor (B;) tiipl ve arkasindan kore ait érnek tipi

okunarak, blank 3' e kars: degerlendirildi.

Spekirofotometrede okunan degerler, asagdaki formiile uygulandi ve sonuglar;
karaciger ve bobrek dokularinda total protein miktarlar: da élgilerek KU/g protein

(20), serumda ise U/l cinsinden verildi.

érnek - blank 1
Katalaz aktivitesi = X271
blank 2 - blank 3
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3.2.5. Total Protein Olciimii

Dokularin protein miktar: Biiiret yontemine (28) gore hazirlanmis total protein kiti
(bio-clinica) ile olgiildi. Biliret reaksiyonu peptid, polipeptid ve proteinler igin spesifiktir.
Iki degeriikli bakir iyonu, alkali ortamda peptid baglanyla mor renkli bir kompleks
olusturur. Total protein kiti reaktifi 18 mmol/l bakir stlfat, 30 mmol/l potasyum iyodiir,
32 mmoV/l potasyum-sodyum tartarat, 200 mmol/l sodyum hidroksit igeriyordu. Ornekier

spektrofotometrede reaktif koriine karsi okundu. Calisma igin;

1. Bir kor tapti, bir standart tiipG ve ornek sayist kadar da test tiipQ hazirlandi ve

numaralandirilds.

2. Kor tupiine; 1000ul reaktif. Standart tiiptine; 20pl standart ve 1000ul reaktif. Test

tiiptine, 20 6rnek ve 10000l reaktif ilave edildi.
3. Tupler kanstiriidi ve 20 - 25 °C de 5 dakika beklendi.

4. 546 nm de absorbanslar okundu.

Ch

Orneklerin, total protein konsantrasyonu asafidaki formiile gore hesaplandi.

A ornek
C ek = —————— X C standart (g/dl)
A standart

C = Konsanirasyon

Total protein olgtmi digindaki biitiin sonuglar; istatistiksel olarak t testi ve

korelasyon analizi ile degerlendiriidi (49). Total protein deferleri CAT aktivitesinin



hesaplanmasinda kullanildigi igin istatistiksel degerlendirilmesi yapilmadi ve olgiilen

degerler Ek-1 de gizelge olarak verildi.

3.2

> 6. Malondialdehit Diizevi Olctimii

Uchiama ve Mihara’nm yontemi kullanilarak olgtlda (67).

Yontem, lipit peroksidasyonu son uriinlerinden bir tanesi olan MDA’nm

tiyobarbitiirik asit (TBA) ile verdigi renk reaksiyonuna dayanmaktadir. Olgiim igin:

%1 fosforik asit ve %0.6 TBA hazirlandi. TBA ¢ozeltisi bekiediginde eger iginde

kristalier olusmussa vorteksten gecirilerek ¢ozdurtldi.

Her slgamde bir kor ve rnek tipleri hazirlandi.

Kor tiptine; 0.5 ml distile su, 3 ml fosforik asit, 1 ml TBA, 6rnek tipiine;, 0.5 ml

serum, 3 ml fosforik asit, 1 ml TBA. ilave ediidi

Kér ve drnek tipleri bir beherde su icinde 45 dakika kaynatidi.

Tupler soguduktan sonra iglerine 4 ml butanol ilave edildi.

532 nm’de kor ve drnek tiplerinin absorbanslan okundu.

Konsantrasyonlarin  belirlenebilmesi  igin, lipit peroksit standarti, 1.1.3.3.

tetraetoksipropan, kullanilarak standart egrisi cizildi (Sekil 3.1.).

Standart egrisinin hazirlanmast:
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-Kér tipiine; 0.5 mi distile su, 3 mi fosforik asit, 1 ml TBA,
-Standart tiiplerine; 0.5 ml farkh konsantrasyonlarda standart, 3 ml fosforik asit, 1
ml TBA ilave edildi ve 532 nm’de absorbanslari okundu. Okunan absorbansiaria,

konsantrasyon degerleri milimetrik kagit Gzerinde kargilastirilarak standart egrisi ¢izildi.

MDA sonuglars, serumda nmol/ml, dokuda ise nmol/g vas doku olarak veriidi.

1.4
13 4
1.2 4

-
1.1 4

1.0 4

Absorbans

63 -

0.8

Konsantrasyon {MDA nmol /ml]

Sekil 3.1. MDA Standart Egrisi

3.2.7 Karaciger ve Bobrek Dokularindan Histolojik Preparatlann Hazirlanisi

Histolojik galisma igin ;

A Takip metodu (51):

1. Karaciger ve bobrek dokuiart %10 nétral formalinde 24 saat tespit edildi.



2

PN

3.
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Dokular 3 saat gesme suyunda yikandi.

Daha sonra dokular sirasiyla, derecesi artan alkol serisinden gegirildi.
70° - 1 saat,
80° -1 saat,
90° (I) - 1 saat,
90° (II) - 1 saat,
96° (1) - 1 saat,
96° (1) - 1 saat,

100° - 1 saat.

Ksilol (1) - 1 saat,

Ksilol (I) -1 saat bekletiidi.

Parafin (I} - 3 saat,
Parafin (II) - 3 saat,

Parafin (III) - 3 saat gémilda.

Dokulardan, 5 p kesitler alinarak 65 °C’deki etivde 30 dk, oda isisinda 2 dk
bekletildikten sonra, dokularin deparafinize olmast igin ksilolde 45 dk beklendi ve

hematoksilen-eosin ile boyamaya gegildi.

B. Boyama metodu (51}

1.

Dokular 45 dk ksilolde bekletildi.



~

-

(9]
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Daha sonra azalan dereceli alkol serisinden gegirilerek rehidre edildi.
100°- 5 dk,
96°(1) - 3 dk,
96°(I1) - 3 dk,
90° - 3 dk,
80° - 3 dk,
70° -3 dk,

Distile su (I-1I) - 5 dk.

Hematoksilende -3 dk,
Akan ¢esme suyunda - 1 dk,
Eozinde - 5 dk,

Akan ¢esme suyunda - 1 dk yikand:

Artan dereceli alkol serisinde dehidre edildi. Sirasiyla 70°-80°-90°-96°(1)-96°(1L)

alkollerden hizla ¢alkalanip gegirilerek, 100°alkolde 2 dk bekletildi.

Ksilol (I) ve (II) de toplam 45 dk bekletildikten sonra hazirlanan preparatiar entellan

ile kapatildu.

Kesitlerin  timii gtk mikroskobunda  incelenerek, Olympus PMI10-ADS

fotomikroskopla goériintillendi.



4, BULGULAR

4.1. KARACIGER DOKUSUNA AIT BULGULAR VE ISTATISTIKSEL

DEGERLENDIRME

Katalaz aktivitesi bakimindan; gruplar kontrol grubu ile karsilagtinildiginda, IIL
deney grubunda (3.5 mg/kg/giin DF) kontrole gore istatistiksel olarak onemli bir fark
bulunmadi (p>0.05). Ancak Il (7 mg/kg/gin DF) ve IV. (14 mg/kg/giin DF) deney
grupiarinda kontrole gore 6nemli derecede bir azalma gdzlend: (p<0.05) (Cizelge 4.1,

Sekil 4.1.)

Cizelge 4.1. Karaciger dokusunda olgiilen CAT aktivitest ve MDA diizeylerinin ortalama

degerleri ve istatistiksel anlami

Grup n CAT aktivitesi MDA duzeyvi
(KU/mg protein) | (nmol/g yas doku)
i 16 11.62+42.33 3.03+£0.02
(Kontrol: 0.5 ml SF)
II 10 13.0442.31 4.75£0.05
(3.5 mg/kg/giin DF)
I 10 5.39+0.91 4.8610.06
(7 mg/kg/giin DF)
v 10 4.91+0.90 3.03+0.01
(14 mg/kg/giin DF) '
I-10 ns. i
I. - I'I * Aok
I-1V, * 1.8
i1 - I ak 1.8
I -1v. R o
Il - IV, 1.8. o

n.s. p>0.05 *p<0.05 **p<0.01 *** p<0.001
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Katalaz (CAT) aktivitesi bakunindan deney gruplart kend: aralarinda
karsilastinildiginda ise, I1. gruba gore, IIl. ve IV. deney gruplarinda katalaz degerlerinde
énemli bir azalma saptandi (sirasiyla p<0.01, p<0.001). Ancak III. ve IV. gruplar

arasinda onemli bir fark bulunmadi (p>0.05).

CAT aktivitesi (KU/mg protein)
lg - e e e : it 7.777~T. R e

1 I I v
{Kontrol: 0.5 ml SF) (3.5 mg/kg/giin DF) {7 mg/kg/gin DIY) (14 mg/kg/gin DF)

MDA diizeyi (nunollg yas doku)
6 —pnsan

I i i} v
(Kontrol: 0.5 mi 8F) (3.5 mg/kg/gim DF} (7 mglkg/gin DY) {14 mg/kg/gtin DF)

Sekil 4.1. Karacigerde oigiilen CAT aktivitesi ve MDA dtzeylerinin grafifi

MDA degerleri bakimindan; gruplar kontrol grubuna gore kargilastiriddiginda, IL
ve 1. deney gruplarinda, énemli bir artig goziendi.(p<0.001). IV. deney grubunda ise

énemili bir fark bulunmadi (p>0.05) (Cizeige 4.1., Sekil 4.1.)
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MDA degerleri bakimindan deney gruplan kendi aralarinda karsilastiriidifinda ise,
IL. grup ve III. grup arasinda onemli bir artis saptanmazken, bunlara gore IV. grupta

onemli bir azalma bulundu (p<0.001).

42. BOBREK DOKUSUNA AIT BULGULAR VE ISTATISTIKSEL

DEGERLENDIRME

Katalaz aktivitesinde, kontrole gore, 1L, IIl. ve IV. deney gruplannda istatistiksel olarak

onemli bir fark bulunmadi (p>0.05) (Cizelge 4.2, Sekil 4.2.).

Cizelge 4.2. Bobrek dokusunda olgiilen CAT aktivitesi ve MDA diizeylerinin ortalama

degerleri ve istatistiksel anlami

Grup n CAT aktivitest MDA dizeyi
(KU/mg protein) | (nmol/g yas doku)
i 10 11.53%1.96 4.43+0.16
(Kontrol: 0.5 mi SF)
i i0 12.27+0.60 4.5840.16
(3.5 mg/kg/giin DF) '
I 10 10.08£0.75 4.6140.14
(7 mg/kg/gun DF)
v 10 11.20+£1.78 3.20+0.16
(14 mg/kg/giin DF)
I -1IL n.s. n.8.
1. - III 1.5. 1.5.
1 -1V. n.S. o
1I.- Iil. ¥ n.s.
I -1V, 1.5. r
Il - IV, n.s. S

n.s. p>0.05 *p<0.05 **p<0.01 *** p<0.001



CAT aktivitesi (KU/mg protein)

i4 -

12

10

o

i i m v
(Kontrol: 0.5 mi SF) (3.5 mg/kg/giin DF) (7 mg/kg/giin DF) (14 mg/kg/gin DF)

MDA dtizeyi (nmol/g yas doku)

5 — - e e A e TS 8 e o s e

4,5

I I it v
{Kontrol: 0.5 mi 8F) (3.5 mg/kg/gim DF) (7 mg/kg/gin DF) (14 mg/kg/gin DF)

Sekil 4.2 Bobrek dokusunda olgtilen CAT aktivitesi ve MDA diizeylerinin grafigi

Katalaz aktivitesi bakimindan, deney gruplart kendi aralaninda karsilastinidiginda
ise, III. grupta II. gruba gore 1statistiksel olarak ¢nemii bir azalma gériilda (p<0.05), IV,

grup degerieri II. grup degerlerine gore ¢nemsiz bulundu (p>0.05).

MDA degerlerinde, kontrol grubuna gore, sadece IV. deney grubunda dnemli bir

azalma saptandi (p<0.01) (Cizelge 4.2., Sekil 4.2))
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MDA degerleri bakimindan deney gruplarn kendi aralarinda karsilagtinldiginda ise;

sadece 1V. grupta II. ve III. gruba gore 6nemli bir azalma goriildii (p<0.001).

4.3. SERUMA AIT BULGULAR VE ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

CAT aktrvitesi kontrole gore diger gruplarla karsilastinldiginda, II. ve IV. gruplarla
kontrol arasinda 6nemli bir fark saptanmadi (p>0.05). Ancak IIl. deney grubunda énemli

bir artis bulundu (p<0.01) (Cizelge 4.3., Sekil 4.3.).

Cizelge 4.3. Serumda olctilen CAT aktivitesi ve MDA duzeylerinin ortalama deZerleri ve

istatistiksel anlami

Grup n CAT aktivitest MDA diizeyi
(KU (nmol/ml)
I 10 24 4+3 34 1.2555+0.006
ontrol: 0.5 ml SF) '

I 10 27.7+1.72 1.2530+0.004

(3.5 mg/kg/giin DF)
I 16 36.99+3.56 1.2550+0.002

(7 mg/kg/giin DF)

v 10 21.0242.32 1.2580+0.003

(14 mg/kg/giin DF)

I -1l n.s. 8.
I -IilL o n.s.
-1V, n.s. n.s.
1i. - Til. *% n.s.
I -1v. 1n.s. 1.8,

il -1v. *oEE n.s.

n.s. p>0.05 *p<0.05 *¥#p<0.01 *** p<0.001

Katalaz aktivitesi bakimindan, deney gruplani kendi aralarinda karsilastirildiginda
ise, III. grupta I1. ve IV. gruba gbre dnemli bir artig (p<0.01).goriilirken, 1L ve IV. grup

degerleri arasinda bir fark bulunmadi (p>0.05).



MDA degerlerinde, hicbir deney grubunda kontrole gore onemli bir fark

saptanmadi (p>0.03) (Cizeige 4.3., Sekil 4.3.).

CAT akiivitesi (KU/ 1)
(Yo J— . .

45 e St b e e i e s . SO

I I it v
{Kontroi: 0.5 mi SF) (3.5 mg kg/gn DF) (7 mg/kg/gin DF) (14 mg'kg/gin DF)

MDA diizevi (amol/ mi)
1,264 e e e s o s
1,262 : :

1,260
1,258
1,256
1,254
1,252
1,250
1,248
1,246
1,244
1,242

i I I v
(Konirol: 0.5 mi SF) (3.5 mg/kg/gin DF) (7 mg/kg/gun DF) {14 mgkg/glin DF)

Sekii 4.3. Serumda ¢ligiilen CAT aktivitesi ve MDA duzeylerinin grafigi

4.4, HISTOLOJIK BULGULAR

4.4.1. Karaciger Dokusuna Ait Isik Mikroskobisi Buigular

Kontrol grubuna (0.5 ml SF) ait 10 hayvanin karacifer doku kesitlerinde portal

alan ve lobil vapisi gézlendi (Sekil 4.4)
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3.5 mg/kg/giin diflunisal verilen II. gruba ait karaciger dokusu orneklerinde; hiicre
infiltrasyonu, hiperemi ve hepatosit sitoplazmalarinda hafif diizeyde hidropik

dejenerasyon ve minimal derecede de sinuzoidal konjesyon goziendi (Sekil 4.5.).

7 mg/kg/giin diflunisal verilen III. gruba ait karaciger dokusu orneklerinin
histolojik incelemesinde , fokal odaklar geklinde mononiikleer ve polimorfoniikleer hiicre
infiltrasyonuyla birlikte bir énceki gruba gére artan hiperemi, hepatositierde yaygin
hidropik dejenarasyon ve diger gruplara gore daha fazla karaciger dokusu hasari gozlendi

(Sekil 4.6. ve 4.7.).

14 mg/kg/giin diflunisal verilen IV. gruba ait karaciger doku Omekierinde hiicre
infiltrasyonu , siniizoidal konjesyon ve hidropik dejenerasyon minimal derecede gozlendi

(Sekil 4.8.).

)3 p » ' "
Sekil 4.4. Kontrol grubuna ait karaciger doku kesiti. Orijinal buyiitme H.E. x 132.
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Sekil 4.5. II. gruba ait karaciger doku kesitinde, minimal siniizoidal konjesyon.

Orijinal buyitme H.E. x 132.

Sekil 4.6. TII. gruba ait karaciger doku kesitinde, fokal infiltrasyon odaklari.

Orijinal bityiitme H.E. x 132.
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ekil 4.7. III. gruba ait karaciger doku kesitinde, yaygin hidropik dejenerasyon.

Orijinal bityiitme H.E. x 330.

ekil 4.8. IV. gruba ait karaciger doku kesitinde, minimal hiicre infiltrasyonu.

Orijinal buytitme H.Ex 132.
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4.4.2. Bobrek Dokusuna Ait Isik Mikroskobisi Bulgulari

Kontrol grubu bobrek dokuiarina ait kesitlerde normal bobrek dokusu yapisi

gozlendi (Sekil 4.9.).

II. gruba ait bobrek dokusu orneklerinde, kontrol grubuna oranla, medulla ve

glomertiil gevresinde hafif hiperemi gozlendi (Sekil 4.10.).

II. gruba ait bobrek doku orneklerinde, intertiibiiler alanlarda hiperemi, tiibiiler

dilatasyon ve baz: tiibiil hiicrelerinde hidropik dejenerasyona rastland: (Sekil 4.11. ve 4.12.).

Yiiksek doz diflunisal kullanilan IV. grubun boébrek dokusuna ait kesitlerde tiibiil
hiicrelerinde hafif hidropik dejenerasyon, glomeriil ve gevresinde hiperemi olmakla
birlikte III. grup doku 6rneklerine gore bobrek dokusu hasarmin daha hafif dizeyde ve

hatta kontrol grubuna yakin denebilecek kadar az oldufu gozlendi. (Sekil 4.13.).

Sekil 4.9. Kontrol grubuna ait bobrek doku kesiti. Orijinal buyiitme H.E. x 132.



Sekil 4.10. II. gruba ait bobrek doku kesitinde, intertibiler alanlarda hiperemi.

Orijinal biiyiitme FLE. x 132.

Sekil 4.11. II1. gruba ait bobrek doku kesitinde, proksimal tibiiliis hiicrelerinde hidropik

dejenerasyon. Orijinal bityiitme H.E. x 330.
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Sekil 4.12. ITI. gruba ait bobrek doku kesitinde, korteks bolgesinde intertiibiiler
alanlarda yaygin hiperemi. Orijinal biyutme H.E. x 132.

¥

Sekil 4.13. IV. gruba ait bobrek doku kesitinde, korteks bolgesinde normale yakin

goriiniimde tibilisler, glomeriil ve gevresi. Orijinal biiyiitme H.E. x 132.
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5. TARTISMA

Sodyum salisilat, indometasin, fenilbutazon, sulindak, diklofenak, meklofenamat,
azapropazon gibi bazi ilaglar antienflamatuvar etkilerini, kismen de olsa, aktif oksijen
radikallerini inhibe ederek ya da olusan radikalleri baglayip inaktive ederek

gostermektedir (10,27,33,41,46).

Diflunisalin de antienflamatuvar etki mekanizmasi tam olarak bilinmemekle
beraber, siklooksijenaz enzimini inhibe etmesine yamsira aktif oksijen radikallerini de

inaktive ettii bildirilmektedir (58).

Bu galismada, diflunisalin serbest radikallerle olan iligkisini ve lipid percksidasyonu
lizerine bir etkisi olup olmadifmi incelemek amaciyla, sigan; karaciger, bobrek ve
serumunda CAT aktivitesiyle MDA diizeyleri degerlendirildi. Ayrica karaciger ve bobrek

dokularinin histolojisi de incelendi.

Karacigerde, CAT aktivitesi bakimindan kontrol grubu, diger gruplar ile
kargilastinidiginda, II. deney grubunda (3.5 mg/kg/giin DF) istatistiksel olarak énemli bir
fark bulunmad (p>0.05). Ancak III. (7 mg/kg/giin DF) ve IV. (14 mg/kg/giin DF) deney
gruplaninda kontrole gore onemli derecede bir azalma gozlend:i (p<0.05). Ayrica deney
gruplart CAT aktivitesi bakimindan kendi aralaninda karsilagtinildiginda, II gruba gore,
IIl. ve IV. deney gruplaninda CAT degerlerinde 6nemli bir azalma saptand: (sirasiyla

p<0.01, p<0.001). Ancak HI. ve IV. gruplar arasinda Onemli bir fark bulunmadi



55

(p>0.05). MDA degerleri, kontrolle kargilastinldiginda, II. ve III. deney gruplan,
kontrole gore 6nemli bir artiy gosterdi.(p<0.001). IV. deney grubuyla kontrol grubu
arasinda ise onemli bir fark bulunmad: (p>0.05). Deney gruplan MDA degerleri
bakimindan kendi aralarinda karsilagtinldifinda ise, II. grup ve IIl. grup arasinda 6nemli

bir artis saptanmazken, bunlara gore IV. grupta 6nemli bir azalma bulundu (p<0.001).

Diflunisalin %90’ min karacigerde metabolize olmasina (63) bagh olarak,
buldugumuz CAT ve MDA degerleri ile histolojik degisiklikler diflunisalin en fazla
karacigeri etkiledigini dogrulamaktadir. Karaciéerde CAT aktivitesi 3.5 mg/kg/giin dozda
degismezken, 7 ve 14 mg/kg/giin dozlarda kontrole gore anlamhi diizeyde (sirasiyla
p<0.01 ve p<0.001) azalmugtir. Karaciger dokusundaki, MDA diizeyinin 7 mg/kg/giin
doz grubunda kontrol grubuna goére énemli diizeyde artmasi (p<0.001) ve 14 mg/kg/giin
diflunisal dozunda kontrol grubundan farksiz bulunmasi 1se ilacin 7 mg/kg/giin dozunun,
serbest radikal hasarini engelleyemedigi ve bunun lipit peroksidasyonunun son trlint olan
MDA arfigina yol agtifi, oysa 14 mg/kg/giin dozda serbest radikal hasarinin engellendigi
ve bu nedenle MDA diizeyinin artmadiim disiindirmektedir. Ayrica histolojik
incelemelerde de, 14 mg/kg/giin diflunisal verilen IV. grupta kontrole benzer
bulunmugstur. Bu nedenle hem MDA diizeylen ve hem de histolojik incelemeler
diflunisalin 14 mg/kg/giin dozunun serbest radikalleri inaktive edici etkisi oldugunu
diisindsrmektedir. Bilindigi gibi analjezik ve antienflamatuvar ilaglar, antienflamatuvar
eikilerini, analjezik etkilerinden daha yitksek dozda gosterebilmektedirler (33).
Diflunisalin de serbest radikal inaktive edici etkisi, 14 mg/kg/gin dozunda hem

karacigerde hem de bobrekte dzellikle MDA diizeyinin azalmasiyla ortaya gikmaktadir ve
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histolojik incelemeler de bu sonucu destekler niteliktedir. Bu bulgular, benzer konuda

yapilan bir ¢aligmaya rastlanamadigs igin tartigilamadi.

Bobrekte;, CAT aktivitesinde, kontrole gore II. III. ve IV. deney gruplannda
istatistiksel olarak 6nemli bir fark bulunmadi (p>0.05). Aynica bébrek dokusuna ait
katalaz aktivitesinde, deney gruplar1 kendi aralarinda kargilagtinldiSinda, III. grupta II.
gruba gore istatistiksel olarak énemli bir azalma gorilda (p<0.05), IV. grup degerleri II.
grup degerlerine gore oOnemsiz bulundu (p>0.05). Bobrekteki MDA degerlerinde;
kontrole gore sadece IV. deney grubunda 6nemli bir azalma saptand: (p<0.01). Aynca
MDA. degerleri bakimindan deney gruplan kendi aralarinda karsilagtinldifinda; sadece

IV, grupta II. ve III. gruba gore 6nemli bif azalma goriidii (p<0.001).

Bobrek dokusunda goze garpan en 6nemli bulgu, 14 mg/kg/giin DF verilen IV.
deney grubunda MDA degerinin konirole gore dnemli derecede azalmasi (p<0.01) ve
histolojik incelemelerde de IV. grup bobrek dokusu orneklerinin kontrol grubuna benzer

bulunmasidir.

Serumdaki; CAT aktivitesi kontrole gore dier gruplarla kargilagtinldifinda, II. ve
IV. gruplaria kontrol arasinda énemli bir fark saptanmadi (p>0.05). Ancak III. deney
grubunda onemli bir arfis bulundu (p<0.01). Deney gruplan serumdaki CAT aktivitesi
bakimindan kendi aralarinda karsilastirildiginda, III. grupta II. ve IV, gruba gore énemli
bir artiy (p<0.01).goriilirken, II. ve IV. grup degerleri arasinda bir fark bulunmadi
(p>0.05). MDA degerlerinde, hicbir deney grubunda kontrole gore onemli bir fark

saptanmad: (p>0.05).
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Serum orneklerinde, sadece 7 mg/kg/giin DF verilen grupta CAT aktivitesinde

kontrole gére énemli bir artis (p<0.01) gozlenmesi dikkat cekici olarak degerlendirildi.

Histolojik olarak karacigerde; kontrol grubu (0.5 mi SF) doku ¢rneklerinde normal
portal alan ve lobiil yapisina ait bulgular gozlendi. 3.5 mg/kg/giin diflunisal verilen II.
gruba ait doku orneklerinde; hafif diizeyde hiicre infilirasyonu yer yer hiperemi ve
hidropik dejenerasyon, 7 mg/kg/giin diflunisal verilen IIl. gruba ait doku 6rneklerinde
mononiikleer ve polimorfoniikleer hiicre infiltrasyonu ve belirgin hiperemi, 14
mg/kg/giin diflunisal verilen IV. gruba ait doku 6rneklerinde fokal odaklar seklinde hiicre
infilirasyonu ve hafif siniizoidal konjesyon gozlendi. Bitiin bunlardan sonra III. gruba ait

bulgular diger gruplara goére karaciger doku hasar1 agisindan 6nemli kabul edildi.

Histolojik olarak kontrol grubu boébrek dokusunda normal bobrek korteksi ve
medullas: gozlendi. II. gruba ait bobrek dokusu orneklerinde, medulla ve glomeriil
¢evresinde sadece hiperemi, III. gruba ait bobrek doku orneklerinde, yaygin hiperemi,
tiibiiler dilatasyon, bazi tiibiil hiicrelerinde vakuoler dejenerasyon gozlendi. Yiiksek doz
diflunisal kullanilan IV. grubun bobrek dokusunda hiicrelerde hafif hidropik
dejenerasyon, glomeriil ve gevresinde hiperemi olmakia birlikte kontrol grubuna yakin

goriinimdeydi. Tubiler dejenerasyon bulgularina rastlanmadi.

Bitiin bu bulgulara gore; diflunisalin serbest oksijen radikallerine bagh olarak
ozellikle karaciferde ve kismen de bobrekte birtakim biyokimyasal ve histolojik
degisikliklerie birlikte hasara neden oldugu, ancak bu degisikliklerin 14 mg/kg/giin

diflunisal verilen dordincii grupta azaldid: belirlendi. Diflunisalin karacigerde gosterdidi
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etkilerin bobrektekine gore ¢ok daha fazla olmast ise, ilacin primer olarak karacigerde

metabolize olmasina baglandi.

Antienflamatuvar analjezik ilaglann etkisini tek bir mekanizmayla agiklamak
miimkiin degildir. Ciinkii bu ilaglarin, antienflamatuvar etkilerini gosterirken oncelikle
siklooksijenaz inhibisyonuna neden olmalaninin yaninda, sekonder olarak, aktif oksijen
radikallerini de inaktive ve/veya inhibe ettikleri ileri stiriilmektedir (31,33,45). Bu literatiir
bilgileri im@inda, bizim caligmamizda yer alan  antienflamatuvar analjeziklerden
diflunisalin de bir geligkiymis gibi goriinen 7 mg/kg/giin disik dozunun daha fazla hasar
verirken, 14 mg/kg/giin yiiksek dozunun daha olumlu etki gostermesinin nedeni;
diflunisalin 7 mg/kg/giin dozunun siklooksijenaz enzimini yeterince inhibe edememesi,
dolayisiyla serbest radikal olusumunu ve daha 6nceki kademelerde olugan radikallerin
neden oldugu hasan yeteri kadar onleyememesi, 14 mg/kg/giin dozunun ise enzim
inhibisyonunu yeterince gergeklestirmesi sebebiyle serbest radikallerin olugumunu

engellemesi ve radikal hasannin 6niine gegmesi olabilir.



6. SONUC

Bu ¢alismada; antienflamatuvar analjeziklerden diflunisalin terapotik dozlarmn,

sican karaciger, bobrek, serum CAT aktivitesine, MDA diizeylerine ve karaciger - bobrek

histolojisine etkileri degerlendirilerek su sonuglara vanldr:

I.

CAT aktivitesi, karacifer dokusunda 7 ve 14 mg/kg/gin diflunisal doz gruplaninda
onemli diizeyde azaldi. Bu sonug, ilacin metabolize oldugu primer organin karaciger
olmas: nedeniyle, CAT enzimi inhibisyonuna, hidrojen peroksitin ve dolaysiyla
serbest oksijen radikallerinin diginda, olusan metabolitlerin de katkisi olabilecegi

seklinde yorumlandi.

MDA diizeylerinin karaciger dokusunda 7 mg/kg/giin diflunisal ile artmasina karsin
14 mg/kg/giin diflunisal ile kontrole yakin bulunmas;;, 7 mg/kg/gin diflunisal
dozunda serbest radikal hasannin engelienemedigini, 14 mg/kg/giin diflunisal

dozunda ise serbest radikal hasarinin engellendigini diigtindiirdi.

Bébrek dokusunda ve serumda CAT aktivitesi ve MDA diizeyinde goézlenen
degisikiikler karacifer dokusundakine oranla g¢ok daha az olup, karacigerdeki

metabolik degisikliklerin bir yansimas: olarak kabul edildi.

Histolojik "incelemelerde 7 mg/kg/glin diflunisal dozunda karacifer dokusunda

belirgin, bobrek dokusunda hafif hasaf goéritimesi, 14 mg/kg/gin diflunisal dozunda
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ise karacigerde ¢ok hafif bobrekte de 6nemli bir doku hasarina rastlanmamast,

ozellikle MDA diizeylerindeki degisiklerle uyumiu bulundu.

Bu sonuglara gore, diflunisalin, serbest oksijen radikallerini ancak yiiksek terapotik

dozda (14 mg/kg/giin) inaktive edebildigi kamsmna varildi.
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EK 1 : Total protein degerleri

Grup Ornek No Karaciger T. Pro. (g/1) Bobrek T. Pro. (g/1)
1 7.21 9.6
2 7.14 11.16
3 8.63 12.20
4 6.17 6.84
I 5 6.25 5.35
6 9.37 5.65
7 8.93 5.43
8 9.97 5.43
9 6.25 4.39
10 8.03 6.10
i 10.67 14.79
2 14.66 3.18
3 12.58 9.56
4 9.08 8.92
11 5 7.64 5.89
6 10.83 7.17
7 7.80 9.24
3 8.76 8.76
9 8.92 15.29
10 11.79 10.19
i 23.87 8.44
2 16.90 14.79
3 19.62 13.13
4 20.71 13.58
I 5 22.94 14.79
6 23.54 13.13
7 18.11 13.83
8 22.03 11.92
9 2475 16.00
10 21.73 14.79
i 14.62 5.20
2 15.53 8.29
3 13.72 8.17
4 13.88 6.58
v 5 15.24 5.60
6 19.67 11.70
7 16.82 9.75
3 17.08 9.75
9 18.12 7.92
10 17.86 6.95
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