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OZET

Son yillarda ksenobiotikler ile ortaya ¢ikan toksik etkiler tizerinde
serbest radikallerin 6nemli bir paya sahip olabilccegi belirtilmektedir.

Bu ¢aligmada, p-aminofenol (PAF) ile ortaya ¢ikan toksik etkiler
ile serbest radikaller arasindaki iligki arastirildi. Ayrica nonenzimatik bir
antioksidan olan rediikte glutatyon’un PAF toksisitesi tizerindeki etkileri
incelendi. Bu amagla ¢aligsmaya alinan ratlar ii¢ gruba ayrildi. Bir gruba
PAF, diger bir gruba ise PAF’e ek olarak GSH uyguland:. Kontrol grubu
olarak alinan ratlara ise sadece serum fizyolojik verildi. Daha sonra
hayvanlardan 1, 24, 48, 72 ve 96. saatlerde kan alindi. Hayvanlar 96. saat
sonunda dekapite edilerek oldiiriildii. Ratlarin eritrositlerinde siiperoksit
dismutaz (SOD) ve plazmalarinda ise malonildialdehit (MDA) diizeyleri
olgiildii. Ayni parametreler bobrek ve karaciger dokularinda da tayin
edildi.

PAF grubu eritrositlerinde 1. saatte dlgiilen SOD aktivitesi, kontrol
grubuna oranla istatistiksel olarak anlaml: bir sekilde diisiiktii (p<0.001).
Ayni saatte PAF+GSH grubu ile kontrol grubu arasinda fark yoktu. Diger
saatlerde de gruplar arasinda istatistik agidan anlaml: bir fark bulunamadi.

PAF ve PAF+GSH gruplarinda 6lgiilen plazma MDA diizeyleri 24,
48 ve 96. saatlerde konrol grubundan ileri derecede yiiksekti (24 ve 96.
saatlerdep<0.001, 48. saatte p<0.01). PAF grubunda 72. saatte 6lg¢iilen
MDA diizeyleri kontrol grubuna oranla belirgin bir bigimde artmigti
(p<0.001). Bununla birlikte PAF+GSH grubu ile kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05).

Karaciger dokusunda her iki grupta dlgiilen SOD aktivitelerinin
kontrol grubuna gore farkli olmadig1 saptandi. MDA degerleri ise PAF

grubunda kontrol grubuna oranla yiiksekti (p<0.05).
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PAF+GSH grubuna ait renal SOD aktiviteleri, kontrol grubuna
oranla ileri derecede yiiksek bulundu (p<0.001). Her iki grupda o&lgiilen
MDA diizeyleri kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel agidan
anlamli sekilde yiiksekti (p<0.001).

Bulgularimiz, PAF toksisitesinde serbest radikallerin onemli bir
paya sahip olabilecegini gostermektedir. GSH, renal toksisitenin ortadan

kaldirilmasinda etkili olmamaktadir.



SUMMARY

Recent years, many study was reported that the free radicals have
an important role on toxic effects of xenobiotics.

In this study, the correlation beetween p-Aminophenol (PAP)
induced toxic effects with the free radicals was investigated. It was also
examined that the effects of reduced glutathione (GSH) which is a non-
enzymatic antioxidant, on this mechanisms. With this aim, Rats were
divided into three groups. PAP was infused one of the group. PAP plus
GSH was infused one of the other group. Rats of control group were
taken only 0.9% Sodium Chloride. Blood was taken from rats at 1, 24,
48, 72 and 96 th hours. Rats were killed at the end of 96 th hours.
Siiperoxide Dismutase (SOD) activities were determined in the rat
erythrocytes and malondialdhyde (MDA) was measured in the rat plasma.
These are also determined in the liver and kidney tissues.

SOD activity in the first hour was significantly lower than control
group in the erythrocyte of PAP group (p<0.001). PAP+ GSH group was
not different from control group in the first hour. However, there was no
difference in the other blood specimens.

Plasma MDA levels in the 24, 48 and 96 th hours were
significantly higher than control group in the PAP and PAP+GSH groups
(for 24 and 96 th hours p<0.001, for 48 th hour p<0.01). MDA level in
the 72 th hour was higher than control group in the PAP group (p<0.001).
But PAP+GSH group was not significant statistically from control group
(p>0.05).

SOD activities in the liver tissue were not different from control
group in both two groups. MDA levels were higher than the control group
(p<0.05).

Renal SOD activities in the PAP+GSH group significantly high as
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compared to control group (p<0.001). MDA levels were higher than the
control group in the both groups (p<0.001).
Our findings shown that free radicals may have an important role

in PAP toxicity. However, GSH has no protective effect on PAP toxicity.



vil

TESEKKTUR

Tez caligmam sirasinda ilgi ve deste8ini gordii§iim Biyokimya
Anabilim Dali Bagkani, degerli hocam Prof.Dr. Mine INAL’a ve
Yrd.Dog¢.Dr. Omer COLAK’a, Yrd.Dog¢.Dr. Ozkan ALATAS’a,
Yrd.Do¢.Dr. Emine SUNAL’a, Yrd.Dog¢.Dr. Sema USLU’ya, istatistiksel
degerlendirmelerimde yardimci olan Prof.Dr. Kazim OZDAMAR’a,
Yrd.Dog.Dr. Setenay DINCER e, Aras.Gor. Fezan SAHIN’e ve histolojik
caligmalarda yardimc: olan Dog¢.Dr.Cengiz BAYCU’ya ve Biyokimya
Anabilim Dali’nda ¢alisan tiim ¢aligma arkadaslarima tesekkiirii bir borg

bilirim.



viil

ICINDEKILER

Sayfa
OZET . . iii
SUMMARY .. e v
TESEKKUR . . ... e e . vii
ICINDEKILER . . ... i i e e e e e viii
SEKILLER DIZINI . ..... ... ... . .. . .. ix
CIZELGELER DIZINT .. ... ... .. . .. . .. X
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI . ............... xi
1. GIRIS ... e 1
2. GENEL BILGILER ... ......... ... ...t uunn.. 3
2.1. Faz I Reaksiyonlart ... ... ... ... . ... . ... .. 3
2.1.1. Oksidasyon .. ... ... ... o ... 4
2.1.2. Rediiksiyon . ... .. ... ... .. .. 5
2.1.3. Hidroliz .. ... ... . . . . .. 5
2.2. Faz Il Reaksiyonlart . ... ... ... .. ... ... ..., 6
2.2.1. Glukronidasyon . ............ ... ..., 6
2.2.2. Silfatasyon ... oo oo 6
2.2.3. Glutatyon Konjugasyonu . ............... 7
2.3. Ksenobiotiklerin Toksik Etkileri . ... ........... 8
2.4. p-Aminofenol (4-Aminofenol) . ................ 9
2.5. Serbest Radikaller ve Antioksidan Savunma ......... 13
2.5.1. Serbest Radikallerin Biyolojik Kaynaklart ...... 13
2.5.2. Serbest Radikal Riski Bulunan Hiicresel
Komponentler . ... ... ... ... ... ... ... 14
2.5.3. Serbest Radikallere Karsi Hiicresel Defans .. ... 15

3. GEREC VE YONTEM ... ...ttt 19



viii

Sayfa
4. BULGULAR . . .. i i ii e 22
4.1. Plazma ve Entrositiere Ait Bulgular ve Istatistiksel
Degerlendirilmest .. ... ... ..... ... .. ..., 22
4.2. Karaciger Dokusuna Ait MDA ve SOD Bulgular:
ve Istatistiksel Degerlendirmesi . .............. 23
4.3. Bobrek Dokusuna Ait MDA ve SOD Bulgular:
ve Istatistiksel Anlam1 .. ................... 24
4.4. Histolojik Bulgular ... ... ... ... ... ... ..., 25
4.4.1. Karaciger Dokusuna Ait Isik Mikroskopi
Bulgular: . ... ... ... . . 0., 25
4.4.2. Bobrek Dokusuna Ait Isik Mikroskopi Bulgular1 . 28
5. TARTISMA ............... .. 4 . 4 ... 32
6. SONUGC . .. e e e e 38
KAYNAKLAR DIZINI ... ... i i e 39
EK-CIZELGELER DIZINI ... ....... .. ... . ... ...... 47
EK-CIZELGE-1 ... . .. i it 47
EK-CIZELGE-2 . .. ... e ie e 48
EK-CIZELGE-3 ... ... . i 49
EK-CIZELGE-4 ... .. .. ittt 50

OZGECMIS . 51



SEKILLER DiziNi

Sekil Sayfa
2.1. Sitokrom p-450 Siklusii . ... ... ... L o 4
2.2. Glutatyon Konjugasyonu . ... ................... 7
2.3. p-Aminofenol Bilegikler1 .. ... ... ... ... . ... ... 10
4.1. Kontrol Grubu Karaciger Dokusunda Normal Histolojik Yapt . 26
4.2. PAF Grubu Karaciger Dokusunda Yaglt Dejenerasyon ... 27
4.3. PAF Grubu Karaciger Dokusunda Nckrotik Alan .. ... .. 27
4.4. PAF+GSH Grubunda Diizelmis Karaciger Dokusu ... ... 28

4.5. Kontrol grubu Bobrek Dokusunda Normal Histolojik Yapt .. 29
4.6. PAF Grubu Bébrek Dokusunda Kortcks Bolgesindeki

Hasarlar, Liimende Kast Birikimi. Dilate ve Nekroze

Tubiiller ve Hiicre Infiltrasyonu .. .............. 30
4.7. PAF+GSH Grubu Bobrek Dokusunda Tiibiiler Nekroz

ve Kast Birikimi .. ... ... ... .. .. o ... 31



CIZELGELER DizZiNI

Cizelge Sayfa
2.1. Faz I Reaksiyonlart ... ... ... .. ... ... . .. .. ... 5
2.2. Hiicrei¢i Antioksidan Defans Mekanizmalar1 ........... 16

4.1.1.  Gruplara Ait Eritrosit SOD Aktivitelerinin

Istatistiksel Degerlendirilmesi . .................
4.1.2.  Gruplarin Plazma MDA Diizeylerinin

Istatistiksel Degerlendirilmesi . .................
4.2.1. Karaciger Dokusunda Olgiilen SOD ve MDA

Degerlerinin Istatistiksel Degerlendirilmesi ....... ..
4.3.1. Bobrek Dokusunda Olgiilen SOD ve MDA Degerlerinin

Istatistiksel DeBerlendirilmesi . ....... .........
Ek-Cizelge 1. Gruplara Ait Eritrosit SOD Bulgular:r .. .........
Ek-Cizelge 2. Gruplara Ait Plazma MDA Bulgular1 ...........

Ek-Cizelge 3. Karaciger Dokusunda Olgiilen SOD ve MDA Degerleri .
Ek-Cizelge 4. Bobrek Dokusunda Olgiilen SOD ve MDA Degerleri . .



SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINi

Simgeler

p-Aminofenol

Siiperoksit Dismutaz

Rediikte Glutatyon

Nikotinamid Adenin Diniikleotid
Flavin Adenin Diniikleotid
4-Dimetil Aminofenol

Lipid Hidroperoksit
Malonildialdehit

Okside Glutatyon

Nitroblue Tetrazolium

Tiobarbuurik Asit

Aciklama

PAF
SOD
GSH
NADPH
FAD
DMAF
LOOH
MDA
GSSG
NBT
TBA

X1



1. GIRIS

Endiistriyel ve teknolojik geligmelere paralel olarak, 6zellikle
geligmis toplumlar, giderek artan bir bicimde ¢esitli kimyasal maddelerin
etkisi altinda kalmaktadir. Besinle alinan dogal bilesikler diginda kalan ve
cesitli yollardan insan viicuduna giren kimyasal maddelere
“ksenobiotikler” adi verilir. Cagdas yasamda hergiin insan viicuduna
cgesitli gekillerde ksenobiotik girmektedir. Bunlar arasinda; ilaglar,
gidalara katilan koruyucu kimyasallar, insektisid ve fungusid artiklari
(besin kontaminantlari), havay: ve sular1 kirleten endiistriyel artiklar ve
egsoz dumanlari yer tutar (9, 26, 32).

Ksenobiotikler viicutta c¢esitli enzimlerin etkisi ile degisime
ugrarlar. Ancak bu degisim sirasinda ortaya ¢tkan reaktif ara metabolitler,
hiicre yagsaminda fonksiyonel 6nemi olan subselliiler yapilar ve
makromolekiiller ile etkileserek toksik hasar olustururlar (20, 26, 32).

p-Aminofenol (PAF), kuvvetli nefrotoksik bir bilesiktir. Ayrica
methemoglobinemi’ye yol ac¢tig: bilinmektedir. Antipiretik ve analjezik
etkinligi olmasina kargin ilag olarak kullanildiginda oldukga toksiktir. Bu
nedenle N-asetil-p- aminofeno] (asetaminofen, parasetamol) ve fenasetin
gibi tiirevleri ilag olarak kullanilmaktadir. Ancak PAF, bu bilesiklerin
metaboliti olmasi1 nedeniyle, deneysel analjezik toksite ¢aligmalarinda
model olarak kullanilmaktadir (10, 16, 18, 39, 45).

Aerobik organizmalar ; molekiil oksijenin univalent indirgenmesi
nedeniyle siiperoksit anyonu (O3"), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil
radikali (OH") gibi reaktif oksijen iiriinleri liretme yetenegindedirler.
Normal kosullar altinda siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve glutatyon
peroksidaz gibi intraselliiler antioksidan enzimler ve rediikte glutatyon

(GSH), a-tokoferol (E vitamini) gibi nonenzimatik radikal yakalayicilar:



reaktif oksijen firfinlerini ortadan kaldirirlar. Bu koruyucu mekanizmalar,
hiicre komponentlerini radikal hasarindan korumaktadir. Bununla birlikte
iskemi, reperfiizyon ve inflamasyon gibi baz:i patolojik durumlar ve
radyasyon gibi gevresel etkenler serbest radikallerin olusumunu arttirirlar.
Oksijenden tiireyen serbest radikaller, birgok biyokimyasal substrata atak
yaparak membran lipid peroksidasyonu, esansiyel enzimlerin
inaktivasyonu ve DNA hasarina yol agar. Lipid peroksidasyonu, serbest
radikallerin yol agti§1 ve poliansatiire yag asitlerinin degradasyonu ile
olugan otokatalitik bir prosestir (2, 22, 38, 43).

Son yillarda ksenobiotikler ilc ortaya g¢ikan toksik etkilerin
molekiiler temelinde serbest radikailerin 6nemli bir rolii olabilecedi ileri
siiriilmektedir (26, 44). Bu nedenle ksenobiotikler ile serbest radikaller ve
hiicresel antioksidan defans mekanizmalari arasindaki iligki tizerinde ¢ok
durulan konulardan bir tanesidir.

GSH, antioksidan bir bilesik olmasi1 yaninda, ksenobiotikler ile
ortaya c¢ikan reaktif metabolitlerin zararli etkilerinin ortadan
kaldirilmasinda 6nemli bir role sahiptir.

Calismamizda, PAF’iin bilinen toksik etkileri lizerinde serbest
radikallerin roliinii aragtirdik. Ayrica radikal yakaliyan bir madde olan
GSH’un PAF toksisitesi ilizerindeki etkilerini inceledik. Bu amacgla,
caligmaya alinan ratfarin bir grubuna PAF verdik. Diger bir gruba ise
PAF’e ilave olarak GSH uyguladik. Daha sonra ratlarin eritrositlerinde
SOD, plazmalarinda lipid peroksidasyonu son iiriinii olan malonildiaidehid
(MDA) diizeylerini dlgtiik. Ayrica her iki parametreyi bobrek ve karaciger

dokularinda da tayin ettik.



2. GENEL BILGILER

Ksenobiotik (Xenos:Yabaici) terimi viicuda yabanci olan bilesik
anlamindadir. Tip alaninda énemi olan ksenobiotikler ilaglar ve kimyasal
karsinojenler gibi g¢esitli kimyasal bilesiklerdir (32).

[laglarin ve diger ksenobiotikierin gesitli enzimlerin katalize ettigi
reaksiyonlar ile daha az etkili ya da etkisiz bilegikler (metabolitler) sekline
déniigmesine “Biotransformasyon” veya “Detoksifikasyon” adi
verilmektedir. Bazi durumlarda ise biotransformasyon sonucu daha toksik
bilesikler meydana gelebilir. Bir kisim ksenobiotik ise degisiklige
ugramadan viicuttan atilrr.

Biotransformasyonun amaci, lipidde ¢oziinebilen yapilarin sudaki
¢oziiniirliklerini arttirmak ve boylelikle viicuttan atilimlarini
kolaylastirmaktir. Suda ¢oziiniir bu yapilar, hiicrelere daha az absorbe olur
ve kolaylikla elimine edilebilir. Eger ¢ok hidrofobik olan bazi
ksenobiotiklerin polariteleri arttirtlmazsa bu bilesikler adipoz dokuda
birikir (9, 20, 26, 32).

Biotransformasyon reaksiyonlarinda gorev alan enzimler
karacigerde lokalizedir. Bu enzimler ayrica bobrek, akciger,
gastrointestinal epitel gibi dokularda diisiik oranlarda bulunmaktadir (26).

Enzimatik biotransformasyon reaksiyonlar:, Faz I ve Faz II

reaksiyonlar:1 adi verilen iki sinifta ayrilmaktadir.

2.1. Faz I Reaksiyonlari

Faz I reaksiyonlarinda ksenobiotikler: oksidasyon, rediiksiyon ve

hidroliz reaksiyonlar: ile daha polar metabolitlere doniigiirler.



2.1.1. Oksidasyon

Hepatik endoplazmik retikulum’un lipid matriksinde
“monooksijenazlar” seklinde adlandirilan oksidatif enzimler
bulunmaktadir. Bu enzim sistemlerinin en 6nemli 6rnegi Sitokrom p-450
monooksijenaz sistemi (veya miks-fonksiyonlu oksijenaz)’dir.

Bu sistem coupled bir sistemdir ve NADPH bagimli bir sitokrom p-
450 rediiktaz enzimini igerir. Bu enzim, bir enzim substrat kompleksine
NADPH’dan bir elektron transferini saglar. Daha sonra molekiiler okSijen
ile kompleksin oksidasyonunu gercgeklestirir ve molekiiler oksijenin

elektron alarak suya doniigiimiinii katalize eder (18, 20, 26, 32, 47).

Substrate A-H

P-450-A-H
Fer-

NADP+ FADH, 2Fe,5,*"
0.
o-
NADPH+H+ ¢

P—4150»A-H
Fe?>-0,

I [ NADPH-CYT P-450 REDUCTASE |

P-4' 50-A-H
Fe?s OF

A-OH

Sekil 2.1. Sitokrom p-450 Sikliisii

Sekilde AH ¢ok genig bir ila¢ grubunu, karsinojenleri, gevre
kirliligine neden olan etkenleri ve steroidler gibi pekgok bilesigi
simgelemektedir. Sitokrom p-450 sistemi ile AH okside bir bilesige

dontismektedir (AOH).



2.1.2. Rediiksiyon

Oksidasyona oranla daha az meydana gelen bir olaydir. NADPH ile
birlikte FAD (flavin adenin diniikleotid) veya diger flavinlerin yardimi ile
gerceklesir. Karaciger ve diger dokularin endoplazmik retikulumunda
bulunan enzimler azo ve nitro bilesiklerinin rediiksiyonunu katalize eder

(18, 20, 32).

2.1.3. Hidroliz

Esterler karaciger, plazma, gastrointestinal sistem ve diger
dokularda non-spesifik esterazlar ile hidroliz edilir. Amid bilesikleri
biiyiik oranda karacigerde hidrolize ugrar. Polipeptidlerin hidrolizi ise
plazma, eritrosit ve diger dokular da proteaz ve peptidazlarin katalizi ile

gerceklesir (18, 20, 32).

Cizelge 2.1. Faz I reaksiyonlar:

I. Oksidatif reaksiyonlar
-Aromatik bilesiklerin hidroksilasyonu
-Alifatik bilesikler ve alifatik yan zincirlerin hidroksilasyonu
-Oksidatif O-dealkilasyon
-Oksidatif N-dealkilasyon
-Tioeter oksidasyonu (siilfoksidasyon)
-Halka aromatizasyonu
-Primer aldehit ve ketonlarin oksidasyonu
-Arseno bilegiklerinin oksidasyonu

-N-oksidasyon ve N-hidroksilasyon



I1. Rediiktif Reaksiyonlar
-Azo bilesiklerinin rediiksiyonu
-Aromatik nitro bilesiklerinin rediiksiyonu
-Aldehit ve ketonlarin rediiksiyonu

I1I. Hidroliz
-Esterlerin hidrolizi
-Amidlerin hidrolizi

-Polipeptidlerin hidrolizi

2.2. Faz II Reaksiyonlari

Faz 1I reaksiyonlari, ksenobiotilerin fonksiyonel gruplarinin
glutatyon, glukronik asit veya siilfatlar gibi yapilarla konjugasyonunu
kapsar. Bu mekanizma, konjugatlar: suda daha kolay ¢6ziiniir ve atilabilir
hale getirir. Konjugatlar boylelikle idrar ve safra ile atilirlar. Konjugasyon

bir¢ok durumda biyolojik aktiviteyi azaltir(26, 32).

2.2.1. Glukronidasyon

Reaksiyon glukronil transferaz enzimi ile katalize edilir. Bu enzim
glukronat vericisi olarak iiridin difosfat glukronat (UDP-glukronat)
kullanir. Glukronil konjugasyonu yabanct bilesiklerin COOH, OH, SH
gibi gruplar: ile olusur. 2-asetil-aminofloren, anilin, benzoik asit ve

steroidler gibi pekgok bilesik glukronatlar seklinde atilir (18, 26, 32, 47).

2.2.2. Siilfatasyon

Bu reaksiyonlar fenol veya alkollerin hidroksil gruplarina siilfat

transferini kapsar. Siilfat donérii Adenozin-3-fosfat-5-fosfosiilfat

(PAPS) dir (26, 32).



2.2.3. Glutatyon Konjugasyonu

Glutatyon (y-glutamil-sisteinil-glisin), glutamik asit, sistein ve
glisinden olugan bir tripeptid’dir. Elektrofilik yapidaki ksenobiotikler,

glutatyon’un sistein amino asidine elektrofilik atak yaparlar.

Glu

I Glutatyon -s- Transferaz

§1S-SH + R-x » G-S-R

Gli Glutatyon konjugati

(Tioeter formu)

i

!

I

]

I

Y
- OOC\

CHCHy-S-R

2/

Ha C-C-HN
3 Merkaptiirik Asit

Sekil 2.2. Glutatyon Konjugasyonu

Bu reaksiyonlar: katalize eden enzimlere Glutatyon-S-transferaz’lar
ad:r verilir. Glutatyon konjugasyonu’nun reaktif elektrofillerin
toksisitesinde onemli bir hiicresel koruma olusturdugu bildirilmistir (17,
25, 26, 27, 32).

Glutatyon konjugeleri atilim oncesi daha ileri metabolizasyona
ugrarlar. Once glutatyonun glutamil ve glisinil gruplar: spesifik enzimler
tarafindan uzaklastirilirlar ve geri kalan sisteinil kisminin amino grubuna
bir asetil grubu eklenir. Sonugta olusan bilesik idrarla atilima ugrayan N-
asetil sistein’in konjugesi olan Merkaptiirik asit’tir.

Diger 6nemli konjugasyonlar ise Asetilasyon ve metilasyon’dur (32).



2.3. Ksenobiotiklerin Toksik Etkileri

Toksik etkilerin en sik olustugu organ karaciger ve bobreklerdir.
Karaciger hiicresi biotransformasyon olaylarinin en yogun yasandig1 bir
yer olmasi nedeniyle reaktif metabolitlere en stk maruz kalan yapidir.
Karaciger’de olusan reaktif metabolitierin bir kismi ¢ok kisa omiirliidiir.
Bu iiriinler sadece karacigere zarar verebilirler. Daha uzun 6miirlii olanlar
ise dolagimla diger organlara taginarak onlarada zarar verebilirler. Bobrek
Tubuluslarinda, glomerular filtrat i¢indeki ila¢ veya metabolitlerin ¢ok
konsantre olmasi, tubulus ve toplayici kanal hiicrelerinin viicudun diger
hiicrelerine oranla ¢ok yiiksek konsantrasyonda ksenobiotife maruz
kalmasina yol acar. Ayrica, tubulus hiicrelerinin ilag ve ksenobiotik
metabolizmasina katilan enzimlerinin etkisi altinda orada reaktif
metabolitleri olusabilir (20, 26).

Ksenobiotikler, patolojik lezyonlarin olusumu ve 6nemli metabolik
yollarin bozulmasi ile patolojik hasara yol agarlar. Hasar bélgesinde enzim
inhibisyonu, DNA farlilagmas:1 ve lipid yapilarin bozulmasi gibi etkiler
olustugu tespit edilmistir (20).

Ksenobiotigir; kendisi etken olabildigi gibi, reaktif metabolitleri de
hiicresel makromolekiillere kovalan olarak baglanarak hiicrede
fonksiyonel, biyokimyasal ve yapisal degisiklikler meydana getirebilirler.

Reaktif metabolitlerin bir 6rnegi epoksitlerdir. Bu bilesikler
aromatik halkanin hidroksillenmesi sirasinda olugsan dayaniksiz ara
iirinlerdir. Epoksit hidrolaz enzimi, epoksitleri dihidrodiollere
doniistiirerek toksik etkilerini azaltir. Diger reaktif metabolit 6rnekleri N-
oksid ve N-hidroksil tiirevleridir (26).

Yabanci molekiiller, membran transport proteinlerine baglanarak
membran gecirgenligini etkileyebilir. Ayrica reaktif metabolitlerin
mitokondrial oksidatif fosforilasyonu etkiledigi gdsterilmistir (7, 20, 32).

Ksenobiotiklerin reaktif tiirleri, bir proteine baglanarak onu



degisiklige ugratabilir ve antijen o6zelligini degistirebilir. Bunun
sonucunda hiicrenin biyokimyasal olaylaritni bozan immiinolojik
mekanizmalar ile hiicresel hasar olugabilir.

Kimyasal karsinogenez’de kimyasal karsinogenlerin DNA ile
olugsan reaksiyonlarda ¢ok dnemli oldugu diigiintilmektedir (20, 32).

Ksenobiotiklerin bazilari ile olugan hastaliklarin goriiniimii, kanin
fonksiyonel ve morfolojik goriinimii ile birliktedir. Hemoglobin
satiirasyonu ve yikimindaki artig, ayrica pihtilagma bozukluklar: toksik
ajanlar sayesinde olusabilir.

Hemoglobindeki 2 degerlikli demir (ferro), oksitlenerek 3 degerli
demir (ferri) haline gelirse methemoglobin adin1 alir.

Methemoglobin’i okside hemoglobin’e indirgeyen enzim sistemleri
bulunmaktadir. Bunlardan en onemlisi Nikotinamid adenin diniikleotid
fosfat (NADPH) methemoglobin rediiktaz’dir.

Oksidatif stressorler viicuda ¢esitli sekillerde girerler. Endiistride
methemoglobinemi aromatik nitro ve amino bilesikleri ile olusabilir. Bu
bilesikler farmakolojide, anilin boyalarinin sentezinde, lastik ve kauguk
sanayinde yaygin olarak kullanilmaktadir (20).

Son yillarda bazi ksenobiotiklerin biotransformasyonlar: sirasinda
serbest radikal iiretimine neden olduklari ve radikallerin hiicre diizeyindeki

toksik etkilerden sorumlu olduklar: gosterilmistir (21, 26, 44, 46).

2.4. P-Aminofenol (4-aminofenol)

p-Aminofenol, aromatik nitro bilegiklerinden birisidir.

NHp

CH p- Aminofenol (4- Aminofenol)
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Kuvvetli antipretik ve analjezik etkinlife sahiptir. Ancak ilag
olarak kullanildiginda oldukga toksiktir. Bu nedenle p-aminofenol derivesi
olan asetaminofen (Parasetamol), anilin, fenasetin ve asetanilid bilesikleri
ilag olarak kullanilmaktadir. Bu analjezikler “komiir katrani analjezikleri”

olarak adlandirilmaktadir (16, 18, 39).

NH - COCHj4
NH - COCHg
B OCzHs
Asetanilid Fenasetin (Asetofenetidin)
14
y, N
’ \
/ \
’ AY
/ \
/ N
\ NH,
NHa NH - COCHg @
<< 0.
OH : Fenetidin

Anilin .
N-Asetil - p - aminofenol

Sekil 2.3. p- Aminofenol Bilesikleri

PAF’iin bu analjeziklerin metaboliti oldugu bilinmektedir. Bu
nedenle PAF, bu analjeziklerin toksik etkilerinin arastirildigi caligmalarda
model olarak kullanilmaktadir.

PAF tek enjeksiyonla proksimal tibiillerde nekroza yol agan bir
bilesiktir. PAF enjeksiyonuna baglt olarak proksimal nefropati ile birlikte
iiriner enzim artigi, glukoziiri ve amino asidiiri goriillmiigtiir. Ayrica PAF
enjeksiyonundan sonra BUN (blood iirea nitrogen)’da 24 ve 48. saatlerde
artig oldugu bildirilmistir (16).

PAF katalitik olarak, elektronlarin ferrohemoglobinden oksijene
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transferini saglar. Kendisi de fenoksil radikali ve kinonimin bilegigine

okside olur.

olusan okside iiriinler ferrohemoglobin tarafindan indirgenir ve

ferrihemoglobin (methemoglobin) olugur.

o= =NH; 4+ 2HbFe ————> OH_@NHz + 2HbFeOH

Ferohemoglobin Methemoglobin

Katalitik ferrihemoglobin olusumu, rediikte glutatyon ve hemoglobinde’ki
SH gruplarina PAF’iin baglanmas: ile sonlanir. Glutatyon konjugasyonu
ile PAF’1n glutatyon-S-konjugatlar: olugsur. Eritrositlerde aminofenollerin
reaksiyonlari, 4-dimetilaminofenol (DMAF) ile ¢alisilmistir. DMAF’iin
tioeter formasyonu ile ilgili kinetik g¢aligmalar, baglangigta S,5-(2-
dimetilamino-5-hidroksi-fenilen)-bis-glutatyon (di (GS)-DMAF)
olugtuBunu gostermigtir. Bu tioeter yiiksek oranda otookside olma
yetenegindedir ve diger tiol grubunun eklenmesi ile stabil bir bilesik olan
S,S,S-(2-dimetilamino-5-hidroksi-1, 3, 4-fenilen)-tri-glutatyon (tri (GS)-
DMAF) bilesigi meydana gelir.

Aminofenol’lerin kiiciik miktarlar:, ¢ok biiyiik miktarlarda
hemoglobini methemoglobine doniigtiirebilir. Viicutta o- ve p-
aminofenollere doniisebilen bilesikler methemoglobin olusumundan
sorumlu olabilir.

[zomerik monoaminofenollerin %60-70°lik bir kismi1 glukronit
konjugat: halinde atilmaktadir. %12-15’lik bir kismi ise siilfat esteri
halinde atilir. Ayrica methemoglobin olugumu sirasinda olugan glutatyon-

S-konjugatlari, eritrositlerin detoksifikasyonda 6nemli bir paya sahip
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oldugunu gostermektedir (10, 11, 12, 47).

Arilaminler, sitokrom p-450 monooksijenaz sistemi ile N-
hidroksilasyona ugrarlar. Arilaminlerin N-hidroksilasyonu karaciger,
bobrek, akciger ve diger organlarin endoplazmik retikulumunda
olmaktadir. Bu bilesiklerden bir tanesi asetaminofen’dir. Bu bilesik
sitokrom p-450 ile N-asetaminofen’e okside olur. Daha sonra
dehidratasyon ile N-asctil-p-benzokinonimin bilesigi meydana gelir (15,

23, 34).

NHCOCH3; HO-N-COCHjs NCOCH3 NCOCHj NHCOCH4

Q=00 ¢

O GSH GSSG  OH

Sitokrom p-450 ile biotransformasyonun benzer bir 6rnegi p-Aminofenol
icin ileri siiriilmiigtiir. Bununla birlikte PAF’a ait kinonimin formu N-
asetil-p-benzokinonimin’e oranla ¢ok daha anstabildir ve hizla
kondenzasyon ve detoksikasyon iiriinlerine doniisgiir.

Kinonimin bilesiklerinin olusumu bir serbest radikal mekanizmasi

iizerinden yiiriimektedir.

NH;

olugsan radikal semikinon radikalidir.
p-Aminofenol’ler ve onlarin oksidasyon iiriinlerinin : sitokrom p-
450 bagimli mikrozomal monooksijenaz sistem enzimlerini inhibe etmesi

nedeni ile DNA koruyucu etkilerinin oldugu bildirilmistir (34).
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2.5, Serbest Radikaller ve Antioksidan Savunma

Serbest radikaller son yoriingelerinde tek sayida elektron
bulunduran atom veya molekiillerdir. Organizmada meydana gelen pekc¢ok
reaksiyon igin (sitokrom p-450 ile olugsan oksidasyonlar gibi. Sekil 1)
serbest radikaller gereklidir. Ancak ¢esitli patolojik durumlarda yapimi
artan bu iriinler, hiicresel makro molekiiller ile reaksiyona girerek hiicre

hasari olugtururlar,

2.5.1. Serbest Radikallerin Biyolojik Kaynaklari

Oksijen aerobik organizmalarin yagsamlarin: siirdiirebilmeleri igin
gerekli olmasina karsin potansiyel olarak toksik bir maddedir. Serbest
radikallerin baglica kaynagi molekiiler oksijendir. Molekiiler oksijenin tek
elektronla indirgenmesi sonucu siiperoksit radikali ortaya ¢ikar.

Siiperoksit radikali, siiperoksit dismutaz enziminin katalize ettigi
bir reaksiyon ile:

205.7 + 2HY  cmmmr e > H202 + O3
Hidrojen peroksit (H20»2)’e doniigiir. HyO2 toksik bir iiriindiir. Yine
ozellikle mitokondri iginde Fenton reaksiyonu diye bilinen bir reaksiyon
ile:

Fe2+ + HpOn  —oommmmmmmoceem > Fe3* + OH* + OH~
Hidroksil radikali (OH.) olusur. Hidroksil radikali reaktif oksijen iiriinleri
arasinda en toksik olanidir.

Organizmadaki serbest radikal kaynaklari asagidaki gibi
Ozetlenebilir :

1. Sitokrom p-450 (ksenobiotiklerin oksidasyonu)

2. Mitokondrial elektron transport zinciri

3. Graniilosit ve makrofajlarin aktivasyonu

4. Ksantin oksidaz enzimi

5. Katekolaminler
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Hiicrenin normal metabolizmas: sirasinda serbest oksijen
radikalleri gosterilen yollarla agiga c¢ikabildigi gibi, iskemi ve
reperfiizyon, hiperoksi, inflamasyon ve radyasyon gibi bu mekanizmalari
ilgilendiren etkenler serbest radikal iiretiminin artmasina neden olmaktadir

(2, 22, 43).

2.5.2. Serbest Radikal Riski Bulunan Hiicresel Komponentler

Proteinler : Doymamig bag§ ve siilfiir igceren molekiillerin
radikallerle etkilesmesi daha fazladir. Sistein, metionin, triptofan, tirozin,
fenilalanin ve histidin gibi amino asitleri iceren proteinler serbest
radikallerden kolaylikla etkilenirler. Aktiviteleri i¢in bu aminoasitlere
bagli olan enzimler serbest radikallerden kolaylikla etkilenerek inhibe
edilirler.

Sitozol proteinleri, sitoplazmik serbest radikaller nedeni ile
etkilenerek degigime ugrarlar. Hemoproteinler, 6rnegin oksihemoglobin,
siiperoksit radikallerinin ya da H202’in demirle reaksiyonu sonucu

methemoglobine doniisiir.

O2.- + Hb-Fe2+-0p  ~-cmmmmemmeaaaoeeee > Hb-Fe3*+ + Hp05 + O
H,07 + 2HbFe2+-0p  ~mommmmeoeeeee > 2Hb-Fe3* + 2H,0 + O2

Niikleik asitler ve DNA : Serbest radikaller DNA’y1 etkileyerek
hiicrede mutasyon ve dliime yol agarlar (2, 13, 14, 22, 30, 43).

Membran lipidleri : Membran kolesterol ve yag asitlerinin
doymamis baglari, serbest radikallerle reaksiyona girerek peroksidasyon
olustururlar.

Lipid peroksidasyonu; kanser, inflamatuar hastaliklar, ateroskleroz

ve yaslanma gibi patolojilere neden olabilen doku hasarindan sorumludur.
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Lipid peroksidasyonu, organizmada olusan kuvvetli yiikseltgen bir
radikalin, zar yapisinda bulunan poliansature yag asidi zincirindeki a-
metilen gruplarindan bir hidrojen atomunun uzaklagtirilmasi ile baglar.

Biyolojik sistemlerde reaksiyonu baslatan radikalin Oz "veya OH.
oldugu kabul edilmektedir. Hidrojen atomunun uzaklastiritlmas1 ile zincir
radikal niteligini kazanir (L*) ve molekiil i¢i ¢ift bag aktarilmalariyla dien
konjugatlari olusur. Daha sonra lipid radikali molekiiler oksijenle birlesir
ve lipid peroksit radikali meydana gelir. Olusan lipid peroksit radikalleri
de zar yapisinda bulunan poliansature ya§ asitlerini etkiler ve yeni lipid
radikallerinin olusumunu saglar. Yani lipid peroksidasyonu bir zincir
reaksiyonudur ve daha ileri lipid peroksidasyonu baslatan radikaller igin
devamli bir kaynak saglar. Lipid peroksit radikalleri, bir hidrojen atomu
alarak lipid hidroperoksitlere doniigiir (LOOH).

Lipid peroksidasyonu, lipid hidroperoksitlerinin aldehit ve diger
karbonil bilesiklerine doéniismesi ile sona ermektedir. Bu bilesiklerden bir
tanesi malonildialdehit (MDA)’dir. Lipid peroksit diizeylerinin
saptanmasinda siklikla MDA 6l¢iimii yapilir. Ayrica dien konjugatlari,
lipid hidroperoksitleri ve son iiriinlerden olan etan ve pentan gazlarinin
ol¢iimii de son yillarda lipid peroksidasyonunun Olgiisii olarak
kullanilmaktadir.

Lipid peroksidasyonu membran lipidlerini etkilemesi nedeni ile

membran islevini bozar ve doku hasarina neden olur (28, 32, 38).

2.5.3. Serbest Radikallere Kars: Hiicresel Defans

Organizmada oksijenden tiireyen serbest radikallerin yok edilmesi
buna bagli doku hasarinin Onlenmesinde ¢esitli antioksidan defans

mekanizmalar: bulunmaktadir.
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Cizelge 2.2. Hiicrei¢i Antioksidan Defans Mekanizmalari

I. Enzimatik Savunma
Siiperoksit Dismutaz (SOD)
Glutatyon Peroksidaz
Katalaz
Glutatyon Rediiktaz
NADPH-Kinonoksidorediiktaz (DT-diaforaz)
Epoksit Hidrolaz
Konjugasyon Enzimleri : UDP-Glukronil Transferaz
Siilfonil Transferaz
GSH-S-Transferaz
NADPH saglayan enzimler : Glukoz-6-Fosfat Dehidrojenaz
[zositrat Dehidrojenaz
Malik Enzim
Transport Sistemleri : GSSG atilimi

Konjugat atilimi1

II. Non-enzimatik Savunma
Rediikte Glutatyon (GSH)
a-Tokoferol
Askorbik Asit
B-Karoten
Urat

Plazma Proteinleri (Seriilloplazmin)

I. Enzimatik Savunma

Reaktif oksijen iiriinlerinin ortadan kaldirilmasinda ilk basamak

SOD enziminin katalizi ile siiperoksit radikalinin H202’e doniigmesidir.



17

Siiperoksit Dismutaz (E.C.1.15.1.1.) enzimi, metaloprotein
yapisindadir. Cu-Zn ve Mn igeren iki formu bulunmaktadir. Cu-Zn SOD
sitozol ve mitokondride bulunurkesn Mn SOD sadece mitokondride
bulunur. Cu-Zn SOD her hiicrede bulunmaktadir. Oysa Mn SOD sadece
kalp, karaciger ve beyin gibi mitokondrice zengin dokularda
bulunmaktadir.

SOD ile olusan H2O», hem igeren bir enzim olan katalaz enzimi
tarafindan su ve molekiiler oksijene indirgenir.

Katalaz
2HoOn ~=mmmmmmmme e > 2H-0 + O9

H,02’i indirgeyen bir bagka enzim ise selenyum igeren glutatyon
peroksidaz’dir. Bu enzim ayni1 zamanda lipid hidroperoksitlerini de
ortadan kaldirir.

Glutatyon Peroksidaz
2H2072 + GSH ~----mmmmmmmmee e > GSSG + 2H70 + O

Bu enzimlerin organizmadaki katalizleri sayesinde peroksidatif
hasar ortadan kaldirilir.

Olugsan okside glutatyon (GSSG), glutatyon rediiktaz enziminin
katalize ettigi bir reaksiyon ile tekrar GSH’a indirgenir.

Glutatyon Rediiktaz
GSSG + NADPH + Ht  —-oemmmmmmm oo > 2GSH + NADP*

Bu reaksiyonun koenzimi olan NADPH, pentoz fosfat yolunda
sentezlenir.

Glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz enzimleri coupled
calisan enzimlerdir. Bu enzimler ile hiicrei¢i GSSG/GSH oran1 (1/500)
korunur. Bu oran hiicrelerin oksidan ajanlara karsi antioksidan
savunmalarinda son derece 6nemlidir. Hiicrei¢ci GSH un azalmasi oksidatif

strese yol agar (2, 13, 14, 22, 43).
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II. Non-Enzimatik Savunm::

Rediikte Glutatyon : Tiol (-SH) gruplari, reaktif oksijen
liriinlerine karg: hiicresel savunmada olduk¢a 6nemlidir. GSH (y-Glu-sis -
gli), protein yapisinda olmayan bir tripeptid’dir. Bu bilesik sisteine ait
fonsiyonel bir -SH grubuna sahiptir. GSH gerek nonenzimatik ve gerekse
glutatyon peroksidaz enziminin etkisi ile enzimatik olarak GSSG’a
doniiglir. Bu yolla hidrojen pcroksid’i, lipid peroksitleri, disiilfidleri,
askorbat ve serbest radikalleri indirgeyebilir (2, 22, 25, 27, 43).

GSH ayrica glutatyon-S-transferaz enzimlerinin katalizi ile,
elektrofilik ksenobiotikler ile glutatyon konjugatlart olugturur. Glutatyon
konjugasyonu, ksenobiotik transformasyonunda onemli rol oynar. Bazi
ilaglarin GSH tiiketimine ncden olarak toksik etkiler olusturduklar:

gosterilmistir (10, 11, 32).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Caligmada santrifiij islemlerinde Hettich Universal tipi santrifiij
kullanildi. Numunelerin optik dansiteleri Schimadzu UV-1201 tipi
spektrofotometre ile yapildi. Numuneler 6l¢iim anina kadar BOCH marka
derin dondurucuda -25 °C’de saklandi.

Caligymada kullanilan kimyasallar :

p-Aminofenol, GSH, SOD standardi, 1.1.3.3 tetraoksipropan,
Nitroblue tetrazolium (Sigma Chemical Co.), Riboflavin, Heparin

(Roche), TBA (Merck)
Deney Prosediirii :

Caligmada 24 erkek Wistar albino rat kullanildi.

Deney hayvanlari li¢ gruba ayrildi :

I. PAF grubu (n=8) : Bu gruptaki hayvanlara 200 mg/kg p-aminofenol
uygulands (100 mg/m!). PAF serum fizyolojik iginde c¢oziilerek
hayvanlara verildi.

II. PAF+GSH grubu (n=8) : Hayvanlara 1. gruba egdeger oranda PAF ve
300 mg/kg GSH uygulandi.

III. Kontrol grubu (n=8) : Bu gruptaki hayvanlara diger gruplara esdeger
oranda serum fizyolojik verildi.

Hayvanlara yapilan tiim enjeksiyonlar, intraperitonal olarak tek
dozda uygulandi. injeksiyon isleminden sonra, hayvanlara intrakardiak
olarak girildi ve 1, 24, 48, 72 ve 96. saatler de heparinize tiiplere 1 ml
kan alindi. 96. saat sonunda hayvanlar dekapite edilerek oldiiriildii.
Oldiiriilen ratlarin karaciger ve bobrek dokulari alindi. Dokular ii¢ kez

serum fizyolojik ile yitkandr ve kurutma kagid: iizerinde fazla suyu
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emildikten sonra tartildi. Tartilan dukular daha sonra derin dondurucuda
ﬁlgbﬁm anina kadar saklandi. Olgiim aninda dokular homojenize edildi.
Homojenize materyal 2000 g de 10 dakika santrifiij edildikten sonra
siipernatant fraksiyonu ayrildi.

Histolojik caligma ig¢in karaciger ve bobrek dokular1 %10°luk n&tral
formalinde 24 saat tespit edildikten sonra artan dereceli alkollerde
dehidrate edilip parafine gomiildiiler. S5y luk kesitler, hematotoksilen eosin
ile boyandilar. Kesitler incelenerek olympus PM10-ADS fotomikroskop ile
mikrofotograflar: ¢ekildi.

Dokularin protein miktar: Biiiret yontemi ile belirlendi (49).

Doku homojenatlarinda SOD ve MDA dlgiimleri yapildi.

Heparinize tiiplere alinan kanlar, 1000 rpm de santrifiij edilerek
plazmalar: ayrildi. Ayrilan plazmalar lipid peroksit 6l¢iimleri yapilincaya
kadar -25°C’de derin dondurucu da saklandi.

Plazmalarin ayrilmasindan sonra kalan eritrositler en az ii¢ kez
serum fizyolojik ile yikandi ve eritrosit paketi hazirlandi. Eritrosit
paketinde hemoglobin dl¢iimleri Drapkin yontemine gore belirlendi. Daha
sonra distile su kullanilarak hemoglobin miktar: 10 mg/dl ye ayarlandi.
Eritrosit paketlerinden son olarak eritrosit hemolizatlari hazirland:.

Hemolizatlar SOD tayinleri yapilincaya kadar derin dondurucuda saklandi.
Superoksit Dismutaz Tayini :

SOD aktivitesi, Wintern bourn ve ark’in yontemine gore belirlendi
(48).

Yontem fotorediiktan bir madde olan riboflavin ile oksijenin
reaksiyonundan agi§a ¢ikan siiperoksit, radikalinin NBT u indirgemesinin
SOD enzimi tarafindan engellenmesi esasina dayanmaktadir.

Enzim iinitesi : NBT rediiksiyonunun maksimum inhibisyonunun yarisina

yol acan enzim miktar: 1 iinite olarak tanimlandi.
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Sonuglar hemolizatlar i¢in U/g Hb. doku homojenatlar: i¢in U/mg

protein cinsinden verildi.

Lipid peroksidasyonu 6lciimii :

Bu yontem Ohkawa ve ark. (36) yontemi modifiye edilerek
kullanilmigtrr.

Yontem, lipid pcroksidasyonu (LP) son iiriinlerinden bir tanesi
olan MDA’in TBA ile verdigi renk reaksiyonuna dayanmaktadir. Olusan
renk 532 nm’de okundu. Lipid peroksit standard: olarak 1.1.3.3
tetraoksipropan kullanildi.

Sonuglar plazmada nmol MDA/ml, dokuda ise nmol MDA/mg
protein olarak verildi.

Tiim istatistiksel degerlendirmeler, tek yonlii varyans analizi ve

Tukey w-testinin birlikte kullanilmasiyla yapild: (37).
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4.1. Plazma ve Eritrositlere Ait Bulgular ve Istatistik Anlami

Ek-Cizelge 1’de gruplara ait eritrosit SOD aktiviteleri, Cizelge

4.1.1 de ise bulgularin istatistiksel anlam1 verilmistir.

PAF grubunda 1. saatte dlgiilen SOD aktiviteleri kontrol grubu ile

karsilagtirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diigtiktii

(p<0.001). Ayni saatte, PAF+GSH ile kontrol grubu arasinda fark yoktu

(p>0.05). 24, 46, 72 ve 96. saatlerde de gruplar arasinda istatistik
bakimdan fark bulunamad1 (p>0.05).

Cizelge 4.1.1.

Gruplara ait eritrosit SOD (U/g Hb) aktivitelerinin

istatistiksel degerlendirmesi (Ortalama +Standart hata).

Kan Alma
ani (Saat)

Gruplar 1. 24. 48. 72. 96.
Kontrol (n=8) 4051+90.23 |3768+144.4 |4384+188.5 | 3860+87.6 |4363+132.3
PAF (n=8) 3257+119.9|3886+173.3 [4289+133.4 [3980+146.9 [4532+112.2
PAF + GSH (n=8)  |4207+149.0|3401:120.6 | 4433+196 [4229+131.2 |4571+133.2
Kontrol ile PAF p<0.001 p>0.05 p=>0.05 p>0.05 p>0.05
Kontrol ile PAF + GSH| p>005 | p>005 p>0.05 p>0.05 p>0.05
PAF ile PAF + GSH p<0.001 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
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Ek-Cizelge 2’de plazma lipid peroksit degerleri verilmistir.
Bulgularin istatistik deZerlendirmesi ise Cizelge 4.1.2 de gosterilmigtir.

PAF ve PAF+GSH gruplarinda 6l¢iilen lipid peroksit diizeylerinin,
24, 48 ve 96. saatlerde kontrol grubuna gore ileri derecede yiikseldigi
saptanmigstir (24 ve 96. saatlarde p<0.001, 48. saatte p<0.01). 72. saatte
PAF grubu lipid peroksit degerleri kontrol grubuna gore belirgin bir
gostermigtir (p<0.001). Bununla birlikte PAF+GSH grubu
bir fark

bi¢cimde artig

ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli

bulunamamigtir (p>0.05).

Cizelge 4.1.2.  Gruplarin plazma MDA (nmol/ml) diizeylerinin

istatistiksel degerlendirmesi (Ortalama +Standart hata).

Kan Alma

amant (Saat)
Gruplar 1. 24. 48. 72. 9.
Kontrol (n=8) 3.5:0.08 | 2.7+0.010 | 3.2+0.08 |3.6+0.207 | 3.4+0.127
PAF (n=8) 3.0£0.212 | 3.5:0.07 | 3.5+0.010 | 4.5+0.140 | 53:0.164
PAF + GSH (n=8) 3.1+0.160 | 3.5:0.131 | 3.7+0.011 |3.6+0.104 | 4.9+0.489
Kontrol ile PAF p>0.05 | p<0.001 p<0.0l | p<0.001 | p<0.001
Kontrol ile PAF + GSH{ p>0.05 | p<0.001 p<0.01 p>0.05 p<0.001
PAF ile PAF + GSH p>0.05 p>0.05 p>005 | p<0.001 p>0.05

4.2. Karaciger Dokusuna Ait Lipid Peroksit ve SOD Bulgular:

ve Istatistiksel Degerlendirilmesi

Ek-Cizelge III’de karaciger dokularina ait SOD ve lipid peroksit

degerleri yer almaktadir. Bu bulgulara ait istatistiksel degerlendirme ise
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Cizelge 4.2.1°de verilmistir.

PAF ve PAF+GSH gruplarina ait SOD aktivitelerinin kontrol
grubundan farkli olmadig: bulunmustur (p>0.05).

PAF grubunda 6lgiillen LP degerlerinin kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir gekilde yiikseldigi tespit edilmistir
(p<0.05). Ancak PAF+GSH grubu ile kontrol grubu arasinda fark yoktur
(p>0.05).

Cizelge 4.2.1. Karaciger dokusunda Slgiillen SOD ve MDA degerlerinin

istatistiksel degerlendirilmesi (ortalama=standart hata)

SOD MDA

Gruplar (U/mg prot.) (nmol MDA/mg prot.)
Kontrol (n=8) 5.7+£0.2 0.67+0.07

PAF (n=8) 5.5£0.4 0.94+0.08

PAF + GSH (n=8) 4.8+0.1 0.83+0.08
Kontrol ile PAF p>0.05 p<0.05
Kontrol ile PAF + GSH p>0.05 p>0.05

PAF ile PAF + GSH p>0.05 p=>0.05

4.3. Bibrek Dokusuna Ait SOD ve Lipid Peroksit Bulgular: ve

Istatistiksel Anlam

Ek-Cizelge I1V’de bobrek dokularinda o6lgiilen SOD ve MDA
degerleri bulunmaktadir. Bulgularin istatistik anlami ise Cizelge 4.3.1°de

gOsterilmistir.



PAF+GSH grubunun SOD aktiviteleri kontrol grubundan 6nemli
diizeyde yiiksektir (p<0.001). PAF grubunun SOD degerleri de 1liml1 bir
sekilde artmasina kargin bu yiikselmenin istatistik anlam1 yoktur (p>0.05).

Her iki grupta olgiilen MDA degerleri, kontrol grubundan belirgin

sekilde yiiksektir (p<0.001).

Cizelge 4.3.1. Bobrek dokusunda olgiilen SOD ve MDA degerlerinin

istatistiksel degerlendirilmesi (ortalamazstandart hata)

SOD MDA

Gruplar (U/mg prot.) (nmol MDA/mg prot.)
Kontrol (n=8) 4.9+0.13 0.55+0.051

PAF (n=8) 5.4+0.37 1.114+0.062
PAF + GSH (0=8) 7.‘110.36 0.97+0.046
Kontrol ile PAF p>0.05 p<0.001
Kontrol ile PAF + GSH p<0.001 p<0.001

PAF ile PAF + GSH p<0.001 p>0.05

4.4. Histolojik Bulgular

4.4.1. Karaciger Dokusuna Ait Isik Mikroskopi Bulgular:

Kontrol Grubu : Kontrol grubu karacigerinde normal histolojik yapi
disinda bir bulguya rastlanmadi. Hepatositlerde (H.E. boyanmasiyla)
normal sitoplazmik ve niikleus boyanmas: goriildii. Ayrica lobiillerde

normal i1sinsal diizen vardt (Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1. Kontrol grubu karacier dokusunda normal histolojik

yapt (H.E X 132)

PAF grubu : PAF grubu karacigerde az sayida nekrotik alanlar
saptandi. Hepatositlerde yogun hidropik dejenerasyon goriildii. Ayrica
yagli dejenerasyon ve buna bagli olarak lipid birikimi ¢ok belirgindi.($eki1
4. 2., 4.3.).



Sekil 4.2.

Sekil 4.3.
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PAF verilen grupta yagli dejenerasyonlu hepatositler (¥)

(H.E X 320)

PAF verilen grupta nekrotik alan (kisa ok) (H.E X 132)
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PAF+GSH grubu : Bu grupta dikkati ¢eken ilk bulgu PAF grubunda
goriilen nekrozun tamamen ortadan kalkmasiydi. Dokunun bazi
lobiillerinde diizelmenin gayet iyi oldugu, ancak bazi lobiillerin
hepatositlerinde hidropik dejenerasyonun devam ettifi, yagh
dejenerasyonun ortadan kalktig1 goriildii.

Karacigerin PAF grubuna gore daha iyi korundugu ancak tam diizelme

olmadid1 gozlendi (Sekil 4.4.).

Sekil 4. PAF+GSH verilen grupta diizelmis karaciger dokusu
(H.E X 132)

4.4.2. Bobrek Dokusuna Ait Isik Mikroskopi Bulgulari

Kontrol Grubu : Kontrol grubu bébrek dokusunun histolojik
incelenmesinde glomerul ve tiibiiler sisteme dahil yapilar (Distal ve

proksimal tiibiiller) ve medulla yapilari normaldi (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5.. Kontrol grubu bobrek dokusunda normal histolojik yap:
(H.E X 132).

PAF Grubu : PAF grubunun histolojik incelenmesinde yogun bobrek
hasarina rastlandi. Bunlar arasinda ozellikle distal tiibiil yapilarinda
dilatasyonlar ve liimende kast birikimi vardi. Bu goriinim hem dis hemde
ickorteks’deki distal tiibiillerde yer almaktaydi. Korteks bolgesindeki
proksimal tiibiillerin incelenmesinde yer yer eozinofilisi kaybolmug ve
hidropik sitoplazmali proksimal tiibiil epitellerine rastlandi. Korteksin
medullaya yakin bolgelerinde ileri derecede nekroze proksimal tiibiiller
goriilmekteydi. Az olmak kaydiyla lokal hiicre infiltrasyonuna rastlandi.

Genellikle proksimal tiibiiller dig kortekste iyi korunmus olup, nekroz
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medullaya yakin bolgelerde yogunlagmisti. Glomerullerin ise Bowman
Kapsiilii duvari ve kapiller yumaginda belirgin bozukluklara rastlanmada.
Ancak bazi glomeriil yumaklarinin ¢aplar: biiylimiistii. Medulla bolgesinde

tiibiiler yapilarda herhangi bir bozukluga rastlanmadi (Sekil 4.6.).

Sekil 4.6. PAF verilen grup bobrek dokusunda 6zellikle korteks
bolgesindeki hasarlar. Liimende kast birikimi ( * ;) ve
dilate hatta nekroze tiibiiller goriilmekte. Sag iiste hiicre

infiltrasyonu (® ) goriilmektedir (H.E X 132).

PAF+GSH grubu : Bu grupta bobrek hasarinda artig gézlendi. PAF
grubunda dis korteks bolgesinde gozlenen tiibiiler hasar bu grupta da
vardi. Yine i¢ korteks bdlgesinde de proksimal tiibiillerde yogun nekroze
yapilar vardi. Kast birikimi tiim bobrek béliimlerinde yogun bir sekilde

gozlendi. Proksimal tiibillerin Pars Konvoliitas1 korteksin dig
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boliimlerinde yer yer saglam kalmisti. I¢ kortekste proksimal tiibiiler

nekroz daha ¢ok Pars Rekta’da goriildii (Sekil 4.7.).

Sekil 4.7. PAF+GSH verilen grupta bdbrek dokusunda artan
tiibiiler nekroz ve kast birikimi (H.E X 64).
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5. TARTISMA

Yapisal toksik etkilerin olugmasinda ksenobiotikler ve ilaglarin
kendisi etken olabilecegi gibi biotransformasyonu sirasinda olugsan reaktif
metabolitler de etken olabilirler. Reaktif metabolitler; methemoglobin
olusumu, hemoliz, lipid peroksidasyonu ve membran hasari, irreversbl
baglanma ve selliiler nekroz, tiimdr indiiksiyonu, mutasyon gibi etkiler
olusturarak hiicrede fonksiyonel, biyokimyasal ve yapisal degisikliklere
yol agarlar (23, 26).

PAF’iin hiicre proteinlerine in vivo olarak baglanmasinin sitotoksisite
de rolii olmadig: bildirilmistir. Ayni zamanda PAF, in vitro olarak bobrek
mikrozomal proteinlerine baglanmakta, karacigerde ise baglanma daha az
kapsamda olmaktadir. Baglanma, PAF’iin havada preinkiibasyonu ile
artmakta, GSH, NADPH ve askorbat ile azalmaktadir (5).

Bir baska ¢caligmada PAF’iin karacigere parasetamol’den daha fazla
baglandig: ancak parasetamol’iin hepatotoksik etkilerine zit olarak hiicre
hasarinin olugmadig1 gosterilmistir (29).

Bazi bilesiklerin kendisi veya biotransformasyon iiriinii direkt olarak
toksik etki yapmaz. Ancak bunlarin hiicrede katildiklar: veya aktive
ettikleri reaksiyonlar sirasinda ortaya ¢ikan rektif oksijen tiriinleri
toksisiteden sorumludur (26).

Son yillarda bazi ksenobiotiklerin oksijen iiriinlerinin veya diger
serbest radikallerin ortaya ¢ikmasina neden olarak oksidatif hasara yol
actigr yapilan caligsmalarda gosterilmistir. Karbon tetrakloriir (CClg) bu
bilesiklerden bir tanesidir. Bu bilesik rediiktif dehalojenizasyona ugrarken
triklorometil (CCl3-) radikali olusur. Olusan radikallerin etkisiyle lipid
peroksidasyonu artar ve karaciger dokusunda oksidatif hasar meydana

gelir (33, 46). Ayni sekilde etanoliin’de reaktif oksijen iiriinlerinin ortaya
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cikmasina neden oldugu gosterilmigtir (20, 42).

Kinon grubu igeren birgok ilag ve bilesik serbest oksijen radikallerini
ortaya ¢ikarirlar (4, 6, 21, 44). Kinon bilegiklerinin metabolizmasi, bir
veya iki elekron rediiksiyonu’nu i¢ermektedir. Tek-elektron rediiksiyonu
semikinon radikali olusumuna neden olur. Semikinon radikali, molekiiler
oksijeni hizla indirger ve siiperoksit radikali olusur. Bu radikalin
dismutasyonu ile H2O2 ve diger reaktif oksijen iiriinleri ortaya gikar.
Doxorubicin (Adriamycin) kinon grubu igeren bir ilagtir. Bu ilacin oksijen
varliginda semikinon radikali iizerinden reaktif oksijen iiriinlerini ortaya
cikardig1 caligsmalarla gosterilmistir (19, 44).

Benzer sekilde PAF’in reaktif metaboliti, kinoid yapida olan p-
benzokinonimin bilesigidir ve PAF biotransformasyonu sirasinda, radikal
olustugu bildirilen kinon-hidrokinon doniisiimii olmaktadir (34).

Iwashashi ve ark. (24), 3-hidroksiantranilik asit ve PAF’1n molekiiler
oksijenle spontan olarak otooksidasyona ufradi§in: ve siiperoksit anyonu
olusumuna neden olduklarini bildirmislerdir.

Boogard ve ark. (3), Cisplatin (CDDP) ile olusan nefrotoksisitenin
Bi3+ ile tedavi edildigi ve tedavinin renal metalotionein (MT) olusumu
sayesinde gerceklestigini ileri siirmiislerdir. Yayinda, MT nin serbest
radikal yakalayicisi olarak etki yaptigi gosterilmigtir. Calismacilar;
bulgularinin, PAF ile olusan nefrotoksisitenin oksijen radikalleri
sayesinde ortaya ¢iktiina dair goriiglerini destekledigini belirtmektedir.

Rediikte glutatyon (GSH), hiicrenin oksidan ajanlar ile ortaya ¢ikan
peroksidatif hasardan korunmasinda ve ksenobiotik transformasyonunda
onemli bir role sahiptir. Toksik hasarin olugmasinda selliiller GSH
diizeyinin azalmas: 6nemli bir bulgudur. Ozellikle karaciger hiicresinde
olmak iizere reaktif metabolitler, GSH ile konjuge edilerek zararsiz hale
getirilirler. Hepatotoksik ilaglarla akut zehirlenmelerde fazla miktarda
olusan rektif metabolitler, karaciger hiicrelerinin GSH havuzunu tiiketerek

bu hiicreleri savunmasiz hale getirmektedir. Tedavi i¢cin sistein ve
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glutatyon olusumunu arttiran ilaglarin kullanilmasi, hiicrenin reaktif
metabolitlere dayanma giiciinii arttirmaktadir (17, 25, 27, 31, 32).

PAF uygulamasiyla bébrek GSH diizeyinin 2 saat i¢cinde kontrol
degerlerinin %29’una indigi, 24 saat sonra ise kontroliin %50°si oraninda
yeniden kazanildig1 gosterilmistir. Aymi ¢aligmada GSH diizeyinin gegici
olarak diistiigii (kontroliin %77’si) belirtilmektedir (8).

Bagka bir yayinda; eritrositlere in vivo uygulanan PAF’1n %5’inin
tioeter formuna (glutatyon konjugati) doniistiigii ve buna selliiler GSH’ nin
%60 azaliginin eslik ettigi gosterilmigtir. Caligmacilar bulgularina
dayanarak ksenobiotik transformasyonunda eritrositlerin dnemli bir roli
bulundugunu belirtmektedir (10).

Biz de ¢caligmamizda bu bulgulara dayanarak bir grup hayvana PAF’a
ek olarak 300 mg/kg GSH verdik.

SOD enzimi, siiperoksit radikalinin H»O2’e dismutasyonunu katalize
eder ve serbest radikallere karsi enzimatik savunmanin ilk basamagini
olusturur (2).

Calismamizda; 1. saat de PAF grubunda eritrosit icinde 6lgiilen SOD
aktivitesi, kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlaml: bir sekilde
azaldi (p<0.001). Ancak PAF+GSH grubu ile kontrol grubu arasinda fark
bulunamadi (p>0.05). Diger saatlerde de Slgtiigiimiiz SOD aktivitelerinde
gruplar arasi istatistiksel bir fark yoktu (p>0.05).

Ayni1 sekilde karaciger dokusunda PAF ve PAF+GSH gruplarinda
olgiilen SOD aktiviteleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
bir fark bulunamadi (p>0.05).

Oysa bobrek dokusundaki SOD aktiviteleri, gerek PAF gerekse
PAF+GSH gruplarinda kontrol grubuna oranla yiiksekti. GSH verilen
gruptaki artis, istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.001).

Boogard ve ark. (3), cisplatin uygulanan ratlarin renal SOD
aktivitelerinin arttigint bildirmigler ve bu artigin CDDP ile olugan

peroksidatif hasar ile paralel oldugunu belirtmislerdir.
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Bir bagka ¢alismada, K»oCr2O7 uygulanan ratlarin bobrek korteksinde
SOD aktivitesinin akut dozda diigtiigii, 30 giin boyunca bu bilesi§in
verilmesiyle yiitkseldigi bildirilmigtir (40).

Malonildialdehit (MDA), poliansature yag asitlerinin oksidasyonu ile
olusan kisa zincirli bir aldehitdir ve MDA lipid peroksidasyon
iiriinlerinden bir tanesidir (32).

Albrecht ve ark. (1), Akut parasetamol (N-asetil-p-Aminofenol)
intoksikasyonu’nun Starved farelerde in vivo lipid peroksidasyonuna yol
actigini bildirmislerdir.

Caligmamizda, plazma MDA diizeyleri PAF grubunda 24, 48, 72 ve
96. saatlerde kontrol grubuna oranla artt1 (24, 72 ve 96. saatler p<0.001,
48. saat p<0.01). GSH uygulanan grubun MDA diizeyleri de 24, 48 ve 96.
saatlerde yiiksekti (p<0.001). 1 ve 72. saatlerde ise kontrol'grubundan
farksizdi (p>0.05). Ayrica 96. saatte de MDA artisinin PAF grubuna
oranla tliml1 bir sekilde azaldig1 dikkat ¢ekiciydi.

Karaciger dokusunda o6l¢iilen MDA diizeyi PAF grubunda artmigken
(p<0.05), GSH grubunda ise kontrol grubu diizeyine inmisti (p>0.05).

Bobrek dokusunda ise her iki grupta da belirgin bir sekilde
yikselmisti (p<0.001).

PAF uygulamasiyla eritrosit SOD enziminin ilk saatte azalmasi,
eritrosit i¢i siiperoksit anyonu konsantrasyonu’nun artmis olabilecegini
gostermektedir. Azalmanin ilk saatte olmasi; SOD enziminin enzimatik
antioksidan savunmanin ilk basamagini olusturmasindan ileri gelebilir.

Plazma MDA konsanﬁasyonu’nun ilk saatten sonra kontrol
degerlerinin listiine ¢ikmasi, eritrosit membran lipidlerinde PAF’a ait
peroksidatif bir hasarin oldugunu gostermektedir.

Eritrositlere PAF ile methemoglobin olusumu, kinonimin bilegigi
iizerinden olur. Bu durum diger kinon bilegiklerinin metabolizmalarinda
oldugu gibi reaktif oksijen iiriinlerinin ortaya ¢ikmasina neden olabilir.

Bundan bagka eritrosit GSH diizeyinin dnceki ¢aligmalarda gosterildigi
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gibi PAF uygulamasiyla azalmasi, eritrosit i¢ginde H2O02 ve organik
hidroperoksitlerin konsantrasyon artisina neden olabilecektir. Ciinki
GSH, glutatyon peroksidaz enziminin substratidir. Methemoglobin
rediiktaz enziminin koenzimi olan NADPH, ayni zamanda glutatyon
rediiktaz enziminin de koenzimidir. Her iki enzim NADPH tiikettigi i¢in
glutatyon rediiktaz enziminin aktivitesindeki olasi bir azalmaya bagh
olarak eritrosit icinde GSSG konsantrasyonu artabilir. Bu durumda
eritrosit igindeki GSSG/GSH (1/500) orant GSSG lehine kayarak oksidatif
bir stress yaratabilir.

PAF+GSH grubunda ise GSH, SOD enziminin aktivitesinin
azalmasini engellemistir. Bunun nedeni GSH’nun hiicresel bir radikal
yakalayicisi olmasindan ileri gelebilir. GSH ayrica plazma MDA diizeyinin
artigin1 da Onlemistir. Bulgular GSH uygulamasinin, eritrositlerin
antioksidan kapasitesini arttirarak peroksidatif hasarin énlenmesinde
basarili olacagini gostermektedir. Calismamizda PAF grubu ratlarinin
karaciger dokularinda lipid peroksidasyonunda artig oldugunu saptadik.
Histolojik ¢aligmada goriilen az sayidaki nekrotik alanlar, yogun hidropik
dejenerasyon, yagli dejenerasyon buna bagl: lipid birikimi, artan lipid
peroksidasyonunun bir sonucu olabilir. GSH uygulanan grupta, lipid
peroksidasyonu’nun kontrol grubu diizeyine inmesi, histolojik ¢caligmadaki
nekrotik alanlarin ve lipid birikiminin ortadan kalkmasi ile paraleldir. Bu
bulgular GSH’nun PAF ile ortaya g¢ikabilecek peroksidatif hasarin
onlenmesinde basarili oldugunu gosterir niteliktedir.

Bulgularimiz PAF’iin bobrek dokusunda da peroksidatif hasari énemli
olclide arttigin1 gostermektedir. Bu peroksidasyon, karacier dokusuna
oranla belirgin bir gekilde fazladir ve GSH, lipid peroksidasyonunu
onlememistir.

SOD aktivitesi her iki grupta da artmasina ragmen PAF+GSH
grubundaki artig istatistiksel olarak anlaml: diizeydedir. SOD

aktivitesindeki yiikselme enzim sentezinde bir artig olabilecegini akla
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getirmektedir (35).

Daha o6nce yapilan bir histolojik ¢alismada, PAF ile olugan
nefrotoksisitenin daha ¢ok kortekste yogunlastigi ve proksimal tiibiillerin
pars komnvoliita ve rektalarinda goriildigii bildirilmigtir. Histolojik
bulgularimiz bu ¢aligma bulgularint dogrulamaktadir (16). Ayrica
mikroskopik bulgularimiz GSH ile muamele edilen grupta renal hasarin
diizelmedigini hatta arttigini gostermektedir. Ozellikle renal SOD
degerlerimiz bu bulguyu desteklemektedir.Serrine ve ark (41), 1.4-
benzokinon ile glutatyon arasindaki konjugasyon reaksiyonunda, kinon
halkasina glutatyon katilimi arttikca nefrotoksisitenin arttigini
bildirmiglerdir. Olugan selektif nefrotoksisitenin bobrek dokusu gibi y-
glutamil transpeptidaz enziminin zengin oldugu renal hiicrelere bu
konjugatlarin alinmas: ve konjugatlarin hiicre ig¢inde kinon formuna
oksidasyonu ile olugtugu belirtmiglerdir.

Eritrosit ve karacigerde toksisitenin bobrek dokusuna oranla daha az
olusunu, eritrositlerde ve karacigerde olugan glutatyon konjugatlarinin
membrana bagli ATP-bagimli translokaz ve GS-ATP az enzimleri
tarafindan hiicre disina ¢ikariimasina ve idrarla atilmak tizere bobreklere
gelmesine baglamaktayiz.

Sonug olarak bulgularimiz, PAF toksisitesinin serbest radikaller
iizerinden ortaya ¢iktigini diigiindiirmektedir. GSH antioksidan kapasiteyi
arttirarak peroksidatif hasarin ortadan kaldirilmasinda basarili olmaktadir.
Ancak GSH uygulanmasi, bobrek dokusunda hasari arttirmaktadir. Bu
nedenle GSH’nun PAF detoksifikasyonunda gerekli olmadigini
diistinmekteyiz. Bununla birlikte karacifer, eritrosit ve plazma
bulgularimiz, GSH’dan bagka antioksidanlarin serbest radikal yakalayicisi

olarak toksisitenin 6nlenmesinde yararli olabilecedini gdstermistir.
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SONUC

Sonuglarimiz, nefrotoksik olan ve methemoglobinemi’ye yol acan
bir bilesik olan PAF toksisitesinin reaktif oksijen iiriinleri éizerinden
olabilecegini gostermektedir.

Tedavi amaciyla verdigimiz GSH’un bobrek dokusunda toksik
etkileri ortadan kaldirmadigi, hatta arttirdig1 saptanmigtir. Bu nedenle
GSH’un PAF toksisitesinde kullanilmamasi gerektigini diisinmekteyiz.
Karaciger, eritrosit ve plazma bulgularimiz ise serbest radikallerin ortadan
kaldirtlmasinda etkili olan diger antioksidanlarin PAF toksisitesinde

yararli olabilecegini gostermistir.
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Ek-Cezelge 1. Gruplara ait eritrosit SOD aktiviteleri (U/g Hb).
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Kan Alma
Zamani 1 24 48 72 96
Gruplar
1| 369 | 3680 | 3669 | 3770 | 4181
2 4527 4240 5197 4121 3925
3 4065 4140 5010 3751 4382
Kontrol 4 4092 3560 4693 4305 4931
Grubu (n=8) 5 4263 4240 4199 3927 4899
6 3986 3510 3907 3760 4090
7 3880 3090 4201 3529 4400
8 3899 3690 4198 3720 4100
1 3814 3210 4037 3459 3867
2 3590 3620 4675 4203 4711
3 3339 4310 4636 3822 4465
PAF 4 2877 3810 4675 4575 4977
Grubu (n=8) 5 2920 4110 4389 4475 4493
6 2917 3480 4102 3682 4493
7 3300 3800 3603 3579 4560
8 3305 4750 4200 4055 4690
1 3710 3210 3960 4924 3857
2 4176 3600 4371 4296 4324
3 5160 3450 5389 4221 4940
PAF + GSH 4 4247 4065 5137 2477 5099
Grubu (n=8) 5 4003 2895 3977 3545 4550
6 4016 3300 3883 4225 4655
7 4150 3240 4400 4150 4550
8 4170 - 3450 4350 4200 4600




Ek-Cezelge 2. Gruplara ait plazma MDA degerleri (nmol MDA/ml)
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Kan Alma

Zamani 1 24 48 72 96

Gruplar
1 3.5 238 3.2 3.0 3.2
2 34 2.2 3.1 3.5 3.6
3 3.5 24 3.5 4.4 3.0
Kontrol 4 34 28 33 3.9 33
Grubu (n=8) 5 3.9 3.0 33 3.7 3.1
6 3.1 2.8 3.2 3.8 3.9
7 3.5 2.9 2.7 2.5 3.8
8 33 2.9 3.2 3.8 3.0
1 3.3 33 4.1 4.4 53
2 4.4 3.6 3.5 S8 47
3 2.7 3.7 33 4.2 5.1
PAF 4 2.8 3.2 3.6 43 5.6
Grubu (n=8) 5 2.8 3.5 33 4.0 5.5
6 2.5 32 3.2 5.0 5.0
7 2.8 35 3.5 4.5 . 6.1
8 29 3.6 3.5 4.8 4.8
1 2.7 34 4.0 3.9 5.5
2 3.1 3.2 3.5 3.1 7.0
3 34 3.7 4.3 39 6.7
PAF + GSH 4 4.1 43 33 3.5 33
Grubu (n=8) 5 2.8 34 3.8 3.9 3.8
6 3.1 3.8 3.8 34 4.4
7 2.8 34 3.5 34 3.9
8 3.0 3.2 3.6 3.6 4.3




Ek-Cizelge 3. Karaciger Dokusunda olgiilen SOD (U/mg protein) ve
MDA (nmol MDA/mg protein) diizeyleri

SOD MDA
Gruplar
1 4.6 0.75
2 53 0.53
3 5.6 1.10
Kontrol 4 5.8 0.65
Grubu (n=8) 5 6.4 0.60
6 6.0 0.47
7 59 0.60
8 5.6 0.63
1 4.1 1.12
2 6.2 0.92
3 | 4.0 1.33
PAF Grubu 4 6.7 0.88
(n=8) 5 6.1 0.94
6 4.9 0.51
7 6.3 0.93
8 6.1 0.89
1 4.3 0.77
2 4.5 - 1.10
3 4.8 0.95
PAF + GSH 4 5.1 0.43
Grubu (n=8) 5 4.8 0.96
6 53 0.89
7 4;9 0.89
8 4.8 0.67




Ek-Cizelge 4. Bobrek dokusunda 6l¢iilen SOD (U/mg protein) ve
MDA (nmol MDA/mg protein) degerleri

SOD MDA
Gruplar

1 4.2 0.65

2 4.5 0.51

3 5.2 0.43

Kontrol 4 5.1 043
Grubu (n=8) 5 5.0 0.51
6 5.1 0.87

7 5.0 0.51

8 5.1 0.52

1 6.2 0.86

2 5.4 131

3 5.4 0.96

PAF Grubu 4 3.9 1.00
(n=8) 5 4.9 136

6 6.0 1.15

7 5.4 1.21

8 59 1.08

1 6.0 1.07

2 6.5 - 1.20

3 6.2 0.89

PAF + GSH 4 9.0 0.95
Grubu (n=8) 5 8.2 0.76
6 6.7 0.95

7 7.2 0.92

8 6.9 1.03
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