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1. GIRIS

Karaciger ¢esitli anatomik yapilardan olugsmus organizmadaki en biiyiik ve en
onemli metabolik organdir. Karaciger, anatomik yerlesimi, fizyolojik ve
biyokimyasal fonksiyonlar1 nedeni ile toksik maddelere ve cesitli ilaglara ¢ok sik

maruz kalmaktadir.

Karacigerde hasar dahil cesitli patolojik tablolara yol acan 100’lerce maddeden
biri de karbontetrakloriir (CCl)’diir. Bu hasarin degisik sekillerinin, oksidatif stres
ve bunu takiben ortaya ¢ikan serbest radikallerle olustugu bilinmektedir. Toksik oksi
ve hidroksi radikallerinin lipit peroksidasyonu ve baska vyollarla hepatosit
membranlarin1 hasarlayabilecekleri in vivo/in vitro ortamlarda deneysel olarak

gosterilmistir (Erdogan ve ark. 2004).

Serbest radikal iiretiminin artmasi ile antioksidan kapasitenin bu duruma yanit
vermesinin yetersiz kaldig1 durumlarda, olusan stres hiicrede proteinlerin, DNA nin
ve lipidlerin dogrudan hasara ugramasina sebep olur. Boylece hiicrelerde fonksiyon

bozukluklar1 meydana gelir.

Oksidatif DNA hasar belirteci olarak siklikla baz hasarlarinin analizi
yapilmaktadir. Cu*? iyonlarinin DNA’da G-C’den zengin bolgelerde yiiksek oranda
bulunmasi nedeniyle oksidatif hasara en fazla maruz kalan baz guanindir. Bu sebeple
en yaygin olarak 6l¢iilen baz hasar1 8-OHdG’dir ve oksidatif DNA hasarinin belirteci
olarak kabul edilmektedir (Burgak ve Andican 2004, Eken 2012).

Proteinler, hiicrede reaktif oksijen tiirleri (ROT) tarafindan saldir1 igin ana
hedeflerdendir. ROT c¢esitleri arasinda hidroksil radikali (OH") alkoksil radikali (RO)
ve nitrojen reaktif radikalleri agirlikli olarak protein hasarina yol agarlar. Protein
oksidasyon {iriinleri siklikla aldehitler, keto bilesikler ve karbonillerdir. Kolay
saptanabilen major iiriinlerden biri olan 3-nitrotirozin, protein oksidatif hasari i¢in iyi

bir biyobelirte¢ olarak kabul gérmektedir (Kohen ve Nyska 2002).



Apopitoz; gelisim, dokularda hiicre populasyonun korunmasi ve yaslanma gibi
hemostatik bir mekanizmanin saglanmasi amaciyla fizyolojik olarak meydana gelir.
Bunun yaninda hiicreler, hastaliklar veya zararli ajanlar tarafindan zarar gordiigiinde
veya immiin reaksiyonlarda koruyucu bir mekanizma olarak ortaya ¢ikmaktadir
(Vaux ve Flavell 2000, Giiles ve Eren 2008). Apopitoz ile, organizmada hasar
gormiis veya tehlike potansiyeli olan hiicreler, ¢evreye zarar vermeksizin ortadan

kaldirilmaktadir.

Insanlik tarihi boyunca birgok hastalik bitkiler kullanilarak tedavi edilmeye
calistlmustir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO), diinyada yaklasik 4 milyar insanin saglik
sorunlarmi ilk etapta bitkisel droglarla gidermeye calistiklarini bildirmektedir.
Ayrica, gelismis iilkelerde regeteli ilaglarin yaklasik % 25’ini bitkisel kokenli etken
maddeler olusturmaktadir (Farnsworth ve ark. 1985, Faydaoglu ve Siiriiciioglu

2011).

Nigella sativa, ¢ogu ortadogu ve uzak dogu iilkelerinde 2000 y1l1 agkin siiredir
bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilan gifali bir bitki olarak tanimlanmaktadir. Bu
bitki Ranunculaceae (Diigiingigegigiller) familyasindandir. Nigella sativa igin
tilkemizde kullanilan diger isimler: ¢orek otu, ekilen ¢orek otu, kara ¢orek otu ve

siyah kimyondur (Baytop 1984).

Yaptigimiz ¢alismada; ratlarda, CCly’tin indiikledigi akut karaciger hasarina
kars1 Nigella sativa yaginin koruyucu etkisi 8-OHdG ve 3-NT diizeyleri olgiilerek,
antiapopitotik  etkisinin ise M30, kaspas-3 ve kaspaz-9 aktiviteleri ile

degerlendirilmesi amaglanmistir.



1. 1. Karaciger

1. 1. 1. Karacigerin Anatomisi

Viicuttaki en biiyiikk i¢ organ ve bez olan karaciger yetiskinde 1-2,5 kg
agirligindadir. Karaciger, diyaframin altinda bulunur ve yukarida diyafram araciligi
ile de plevra, akcigerler, perikardiyum ve kalp ile komsuluk yapar. Kama veya yarim

bir elipsoid seklinde olup, kirmizi-kahve rengindedir (Yildirim 2003 ve Elhan 2006).

Karaciger, sag iist kadranda kostalar tarafindan korunur. Lobus dexter (sag)
ve lobus sinister (sol) olmak {izere iki anatomik lobdan olusur. Sag lob sol lobdan alt1
kat daha biiytiktiir. Ayrica sag lobun alt yiiziinde iki kii¢iik lob daha bulunur. Bunlar
lobus kuadratus (dortgen lob) dnde ve alt yiizde, lobus kaudatus (kuyruklu lob) arka
yiizdedir (Sturgill ve Lambert 1997).

Karacigerin facies diaphragmatica ve facies visceralis olarak adlandirilan iki
yiizli vardir. Facies diaphragmatica diyaframin alt yiizline uyacak sekilde diizgiin
satthli, konveks (kubbe seklinde) olup iist, on, sag ve arka boliimlere ayrilir.
Karacigerin karin organlari ile komsuluk yapan, asagiya-arkaya-sola bakan yiiziine
facies visceralis denir. Intraperitoneal bir organ olan karaciger, peritoneal ve ventral
mezenter orijinli baglara sahiptir (Sekil 1.1). Diaphragmatik yiizde diaphragma ve
karaciger arasinda vertikal olarak falsiform bag (falsiform ligamenti), diaphragma ile
karaciger arasinda frontal plan boyunca uzanan sagda ve solda trianguler baglar
olarak goriilen koroner bag (coronarium ligamenti) ve falsiform bagin alt serbest ucu
boyunca uzanan karacigerin yuvarlak bagi (lig. teres hepatis) bulunmaktadir

(D’ Angelica ve Fong 2004).
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Sekil 1.1. Karaciger anterior gortiniimii (http://www.webmd.com/digestive-
disorders/picture).
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1. 1. 2. Karacigerin Histolojisi

Karaciger, kollajen ve elastik lif iceren bir kapsiil olan Glisson kapsiilii ile
cevrelenmis olup; periton ile kaplidir. Hilumda organa portal ven ve hepatik arter
girer, sag ve sol hepatik kanallar ve lenfatikler ¢ikar. Karacigerde fonksiyonel ve
yapisal birim; karaciger lop¢ugudur. Karaciger lobiilii 0,7x2 mm boyutlarinda
poligonal bir doku kitlesidir. Insanlarda, lobiiller birbirleriyle yakin temasta olduklari

icin, kesin siirlar1 ayirt etmek oldukea giigtiir (Junqueira ve ark. 1993).

Bazi kenar boliimlerinde, lopguklar safra kanallari, lenfatikler, sinirler ve kan
damarlar1 iceren bag dokusuyla sinirlanmistir. Portal alanlar adi verilen bu bolgeler,
lopguklarin kdselerinde bulunur. Insan karaciger lobiiliinde 3-6 portal alan bulunur
ve her bir portal alanda bir veniil (portal venin bir dali); bir arteriyol (hepatik arterin
bir dal1); bir kanal (safra kanali sisteminin bir pargasi) ve lenfatik damarlar bulunur

(Kierszenbaum 2006).

Karaciger lobiilli i¢cindeki hepatositler 1ginsal olarak dizilmis ve bir duvarin
tuglalarina benzer bicimde diizenlenmistir. Bu hiicre plaklari lobiiliin periferinden
merkezine dogru yonlenmislerdir. Labirent seklinde ve siinger benzeri bir yapi
olusturacak bi¢cimde serbest¢e anastomozlasirlar. Bu plaklar arasindaki boslukta
karaciger sinilizoidleri adi verilen kapillerler bulunur. Siniizoidler sadece kesintili
pencereleri endotelyal hiicre tabakasindan olusan diizensiz olarak genislemis
damarlardir. Pencereler yaklasik 100 nm ¢apinda elege benzer plaklar olusturan

kiimeler halinde toplanmiglardir (Erbengi 1985).

Karaciger lobiilii ti¢ farkli yaklasimla acgiklanmaktadir.

Klasik karaciger lobiilii; Genelde altigen bir yapr olarak izah edilen, kan

siniizoidlerinin birlestigi merkezi bir veniil igeren polihedral bir yapidir (Sekil 1.2).

Portal lobiil; Portal ven ile hepatik arterin birer dallar1 ve bir safra kanali
seklinde portal triad1 olusturan bu yapilar, altigenin koselerinde yer alirlar. Merkezde

bulunan portal triad etrafi saran hepatosit parankimasindan safray1 toplamaktadir.



Karaciger asinusu; Iki komsu klasik lobiil i¢inde ayni interlobiiler venden
kanlanan gruplar hepatik asinus olarak adlandirilir. Lobiiller arasinda ilerleyen
interlobiiler ven komsu iki lobiile dagilmaktadir. Sinirlar1 2 vena sentralis ve 2 portal
araligin birlestirilmesiyle ¢izilir. Hepatik asinusta dagitici venlere olan yakinliina

gore hiicreleri 3 zona ayirmak miimkiindiir (Bissel ve Maher 1996).

Periferik zon (Zon 1); kan damarlar1 lobiiliin periferinden merkezine dogru
ilerledigi i¢in, glikojen, oksijen ve diger maddelerden en zengin kanla karisan
periferik hiicreler bu bolgede bulunur. Kandaki her tiirlii maddeden de ilk etkilenen
bu hiicrelerdir. Glikojen en ¢ok bu hiicrelerde depolanir, daha az olarak da i¢
zonlarda birikir. A¢lik durumunda glikojenin yeniden kana verilmesi gerektiginde
periferik hiicreler glikojeni bosaltmaktadir. Bu zondaki hiicrelerde glikojen tiikenene

kadar diger zondaki hiicrelerden glikojen verilmez.

Ara zon (Zon I1); oksijen ve besin maddeleri agisindan ara bir durumdadir ve
aktivitesi degisen bir zondur. Bu fonksiyonel farkliliga bagli olarak da graniillii

endoplazmik retikulum ve mitokondri sayisi farkli zonlarda farkli sayilardadir.

Santral zon (Zon 111); merkezi vene en yakin olup oksijen agisindan fakirdir.
Buradaki hiicreler santral ven g¢evresinde dar bir bdlgede bulunan dinlenme
evresindeki hiicrelerdir. Bu zonal diizenleme, hepatositlerin ¢esitli zararli ajanlar ya
da hastaliklarda, farkli derecelerde hasar gormelerinin nedenini ag¢iklamaktadir

(Okten 2001).

Portal area (PA)
Hepatic artery.
Bile duct

Portal vein—

Central

Liver lobule

Sekil 1.2. Karacigerde Lobiil Yapis1 (http://okulsel.net/docs/index11629.html)
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1.1. 2. 1. Karaciger Hiicre Yapisi
Karacigerde bes tip hiicre bulunmaktadir. Bunlar hepatosit, endotel hiicreleri,

Kupffer hiicreleri, Ito hiicreleri ve safra kanali epitel hiicreleridir.

Hepatosit

Hepatositler polihedral, 6 ya da daha fazla yiizeyli ve 20-30 um ¢apindadir.
Hematoksilen eozinle boyanmis kesitlerde, ¢ok sayida mitokondri ve bir miktar diiz
endoplazmik retikulumun bulunmasi nedeniyle sitoplazma eozinofiliktir. Portal
triadlardan farkli uzakliklarda bulunan hepatositler, yapisal, histokimyasal ve
biyokimyasal ag¢idan farkliliklar gosterirler. Her bir hepatositin ylizeyi, diger
hepatositlerin ylizeyi ve Disse araligi boyunca sinilizoidlerin duvariyla temas
halindedir. Hepatositin Disse arali§ina bakan yiizeyinde bu araliga dogru uzanan ¢ok
sayida mikrovillus bulunmakla birlikte bu hiicreler ile siniizoid duvarinin hiicreleri

arasinda her zaman bir bosluk (Disse araligi) vardir (Tekelioglu 2002).

Hepatosit, bir ya da iki tipik ¢ekirdek¢ik igeren bir ya da iki yuvarlak
cekirdege sahiptir. Cekirdeklerin bazilari poliploiddir; yani haploid kromozom
sayisinin ¢ift katlarinda kromozom igerirler. Poliploid ¢ekirdeklerin boyutlar1 daha
biiyiliktiir. Hepatositte kaba endoplazma retikulumu sitoplazma igine sag¢ilmis
kiimeler olusturur, bunlar bazofilik cisimler olarak isimlendirilir. Bu yapilardaki
poliribozomlarda farkl: tip protein sentezi yapilmaktadir. Sitoplazma i¢inde yaygin
olarak dagilmis diiz endoplazma retikulumunda cesitli maddelerin viicuttan
atilmadan oOnce etkisizlestirilmesi ya da zehirlenmeyi Onlemek icin gerekli

oksidasyon, metilasyon ve konjugasyon iglemleri yapilmaktadir (Cormarck 2001).

Her bir hepatositte yaklasik 2000 mitokondri bulunur. Sik goriilen diger bir
hiicresel yapida sayilart biiylik farkliliklar gosteren lipid damlaciklaridir. Hepatosit
lizozomlar1 hiicre i¢i organelleri yikimi ve doniisiimii i¢in dnemlidir. Peroksizomlar
da lizozomlar gibi enzim iceren ve hepatositlerde bol miktarda bulunan organellerdir.
Peroksizomlarin islevlerinden bazilari, fazla yag asitlerinin oksidasyonu, bu
oksidasyon sonucu olusan hidrojen peroksitin yikilmasi, piirinlerin fazlasinin trik
aside yikilmasi, kolesterol, safra asitleri ve miyelin yapiminda kullanilan bazi

lipitlerin sentezine katilmaktir (Kierszenbaum 2006).



Endotelyal hiicreler

Karacigerde en ¢ok bulunan hiicrelerden olup, hepatositlerden Disse araligi
ad1 verilen subendotelyal bir boslukla ayrilmislardir. Bu aralikta retikiiler lifler ve
hepatositlerin mikrovilluslar1 bulunur. Kan sivis1 endotelyal duvardan kolayca gecer
ve hepatosit ylizeyi ile temas eder. Bagirsaklardan gelen ve organizmaya zararh
olabilecek cesitli kimyasal maddeler ve mikroorganizmalar i¢in karmasik bir filtre

gorevi goriirler (Poli 2000).

Kupffer hiicreleri

Karaciger siniizoidleri igerisinde c¢ok degisik sekil ve yerlesimde
bulunabilirler. Kupffer hiicreleri tipik makrofajlardir. Asil fonksiyonlar1 yash
eritrositleri metabolize etmek, hemoglobini sindirmek, immiinolojik olaylarla ilgili
proteinleri salgilamak ve kalin bagirsaktan portal kana gecen bakterileri ortadan
kaldirmaktir. Hiicre i¢i ¢cok zengin lizozomal yapilar hiicre i¢i sindirim kapasitesini
yansitmaktadir. Cok 1iyi gelismis graniilli endoplazmik retikulum ve Golgi
kompleksi hiicrede aktif bir protein sentezi oldugunu gostermektedir (Bouwens 1986,

Jones ve ark. 1988).

Karaciger Stellat hiicreleri (Ito hiicreleri)

Bu hiicreler endotelyal hiicre tabakasi altinda, Disse araligina yerlesmistir.
Endotelyal hiicrelere bitisik veya hepatositlerin  mikrovilluslar1  igerisine
gomiliidiirler. Endotelin altinda ve sinozoidlerde uzun sitoplazmik uzantilar
bulunan, hepatositler arasinda baglantiy: saglayan hiicrelerdir. Bu hiicreler disaridan
verilen A vitaminini lipid damlalar iginde retinil esterler halinde biriktirme
kapasitesine sahiptir. Saglikli karacigerde bu hiicreler, retinoidlerin alinmasi,
depolanmast ve salinmasi, baz1 ekstraseliller matriks proteinlerinin = ve
proteoglikanlarin sentezi ve salgilanmasi, biiylime faktorlerinin ve sitokinlerin
salgilanmasi ve cesitli diizenleyici maddelere yanit olarak siniizoid liimen ¢apinin

diizenlenmesi gibi bazi iglevler goriir (Hautekeete 1993).

Safra kanah epitel hiicreleri
Safraya pasif olarak karisan amino asitler ve glukoz, kanallarda aktif olarak
geri alinirlar. Sekretin gibi hormonlarin kanal epitel hiicrelerine etkisi ile safraya su

ve bikarbonat salgilanmasi saglanir (Oniir ve Beyler 2001).



1. 1. 3. Karacigerin Fizyolojisi

Karacigerin en 6nemli fizyolojik fonksiyonu kandan gelen besin maddelerinin
alimi, depolanmasi ve dagilimidir. Karacigere arteriyal sistem kani yaninda, venoz
sistem kan1 da gelmektedir. Karacigere dakikada 1500 ml. kan gelmektedir. Bu
miktarin %25’ hepatik arter, %75’1 portal venden gelir. Karacigerin oksijen
ihtiyacinin ise %350’sini hepatik arter, %50’sini portal ven karsilamaktadir

(Skandalakis ve ark. 2000).

1. 1. 4. Karacigerin Fonksiyonlar:

Karaciger gastrointestinal sistemden emilen besinlerin metabolize edildigi ve
depolandig1 organdir. Bu nedenle sindirim sistemi ile kan arasinda bir gec¢is bdlgesi
olusturmaktadir (Junqueira LC ve ark. 1993). Ozefagusun abdominal kismindan
itibaren, mide duodenum-jejenum-ileum, kalin bagirsaklarin tiimii, dalak ve pankreasin
tiim vendz kani, i¢indekilerle beraber kalbe donmeden dnce islenmek tizere karacigerden
geemek zorundadir. Bu durum karacigeri, metabolik faaliyetlerin merkezi haline

getirmektedir (Karadz 2002).

1.1. 4. 1. Metabolik Fonksiyonlar1

Karaciger karbonhidrat, yag ve protein metabolizmalarinda énemli fonksiyonlara
sahiptir. Kanda normal glukoz konsantrasyonunun devamliliginin saglanmasinda glikoz
tampon islevi gormektedir. Glikojenin depo edilmesi ve glikojenoliz, glukoneogenez,
glukozun pentoz fosfat yolunda yikimi, galaktoz ve fruktozun glukoza doniistiiriilmesi

gibi gorevleri vardir (Barrett ve ark. 2011).

Karacigerin, protein metabolizmasinda, aminoasitlerin deaminasyonu, iire
olusumu ile amonyagin viicuttan uzaklastirilmasi, endojen aminoasitlerin ve albumin,
protrombin, fibrinojen, lipoproteinler gibi plazma proteinlerinin sentezi, aminoasitlerin

ve diger maddelerin birbirine dontigiimlerini saglar (Onat ve ark. 2006).

Karaciger lipid metabolizmast acgisindan da onemli gorevlere sahiptir. Diger
viicut fonksiyonlar1 icin enerji saglayacak yag asitlerinin sentezi ve oksidasyonu,
lipoprotein, fosfolipid, keton cisimleri ve kolesterol sentezi, yag asitlerinden trigliserit
olusumu, safra asitleri ve tuzlarimin olusturulmasi karacigerde gerceklesmektedir

(Guyton ve Hall 1996).



1.1. 4. 2. Safra Salgillanmasi

Karacigerin en o©nemli fonksiyonlarindan biri de safra salgilamasidir.
Hepatositler kan komponentlerini alip, doniistiirerek safra kanalikiilleri igine
salgilayarak ekzokrin bir faaliyet olustururlar. Safra sivisi igerisinde; su, elektrolitler,
safra asitleri, fosfolipidler, kolesterol, bilirubin bulunur. Bu maddelerin %90°1 distal
intestinal epitelden emilim yoluyla alinir ve hepatositler aracilifiyla kandan safra
kanalikiillerine taginir. Safra asitleri sindirim sisteminde lipidlerin emiilsiyon haline

getirilerek lipaz ile sindirilmesini saglar (Junqueira ve ark. 1998).

1. 1. 4. 3. Detoksifikasyon ve Inaktivasyon Fonksiyonu

[laglarm, disaridan alman veya endokrin sistemde iiretilen dstrojen, Kolesterol,
aldosteron, tiroksin gibi hormonlarin fazlasinin veya kalsiyum gibi minerallerin
fazlasinin detoksifikasyonunu veya safra ile atilimini saglar. Karaciger harabiyetinde,
¢ok defa bu hormonlardan birinin ya da birgogunun viicutta birikmesi, hormonal
sistemin asir1 faaliyetine yol acar. Birgok ila¢ karacigerde p 450 enzim sistemi tarafindan
metabolize ve inaktive edilmektedir. Karaciger, viicutta c¢esitli metabolitlerin zararsiz
hale getirilmesinden de sorumludur. Hemoglobinin yikim iriinii olan bilirubin
karacigerde glukronik asitle konjuge edilerek suda erir hale getirildikten sonra safra yolu
ile viicut disina atilir. Protein yikimindan ortaya ¢ikan ve hiicreler igin toksik bir madde

olan amonyag, iireye doniistiirerek idrarla atilmasim saglar (iligin ve ark. 1996).

1. 1. 4. 4. Karacigerin Diger Onemli Fonksiyonlari

Hepatik venlerdeki ve hepatik sinuslardaki kan ile birlikte karacigerin normal
kan voliimii 450 ml’dir. Sag atriumda basing yiikseldigi zaman karacigerde de basing
artar ve genisleyebilen bir organ oldugundan normalde var olan rezervuarina duruma
gore ekstra 500 — 1000 ml daha kan ekleyebilir. Portal sistemde bagirsaklardan gelen
mikroorganizmalar hepatik  siniislerde  bulunan makrofajlar araciligi ile
filtrelenmektedir. Kanda koagiilasyon isleminde kullanilan fibrinojen, protrombin,
globulin, faktor V, VII, IX, X gibi maddeler karacigerde yapilir. Karacigerde A, D ve
B12 vitamini depo edilmektedir. Biitiin bu fonksiyonlari nedeniyle biyokimya

biliminin odaginda bu organ vardir (Guyton ve Hall 1996).



1. 5. Karaciger Hasar1 ve Mekanizmasi

Karaciger, anatomik yerlesimi, fizyolojik ve biyokimyasal fonksiyonlar
nedeni ile toksik maddelere ve ¢esitli ilaglara ¢ok sik maruz kalmaktadir. Karaciger
hasarina yol acan ve hemen hemen her tiir karaciger hastalig tablosuyla sonuglanabilen

600’den fazla ilag vardir. Karaciger hasar1 5 temel mekanizma ile olusabilmektedir.

1. 5. 1. Hiicre I¢i Iyon Dengesinin Bozulmasi
Iyon dengesinin bozulmas1 sonucu ilaclar kovalent bag ile intraseliiler
proteinlere baglanir. Hiicre i¢i kalsiyum dengesi bozulur. Hiicrede sisme, zarda

parcalanma ve hiicre yikimi gergeklesir.

1.5. 2. Safra Kanalikiiler Hasar1

Safra kanalikill membranindaki transport proteini etkilenerek veya safra
sekresyonundan sorumlu bdlgedeki aktin liflerinin yikimma neden olarak safra
sekresyonuna engel olup kolestaza neden olur. Safra asitlerinin hiicre i¢indeki

birikimi de apopitoza neden olmaktadir.

1. 5. 3. Apopitoz (Programh Hiicre Oliimii)
Hiicre zedelenmesi ile uyarilan immiin sistem sitokinleri (TNF gibi)

aktiflesip, hiicre i¢i kaspazlari tetikleyerek apopitoza neden olurlar.

1. 5. 4. immiin Mekanizma

llaglar kiiciik molekiillerdir ve immun cevap olusturamazlar. Ancak
biyotransformasyon sonucu p450 enzim reaksiyonlart sirasinda olusan ara
metabolitler enzimlere baglanip “addukt” denilen antijen gibi algilanan bilesikler
olustururlar. Bu bilesiklerin hepatosit yiizeyine tasinmasi ile antikor olusumu ve

humoral immunite uyarilir. Direkt T hiicre cevabu ile sitolize neden olurlar.

1. 5. 5. Mitokondriyal Disfonksiyon

Bu tip hasar 3 sekilde gerceklesebilmektedir. Yag asitlerinin beta
oksidasyonunun inhibisyonu, solunum zinciri enzimlerinin inhibisyonu veya
dogrudan mitokondriyal DNA’y1 etkiler. Serbest yag asitleri metabolize olamayip,
laktat ve reaktif oksijen radikallerinin birikimine yol agar (Eren ve ark. 2004, Arict
2008).
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1. 2. Karbontetrakloriir

Karbontetrakloriir endiistride ¢oziicii, temizleyici ve yag sokiicli olarak uzun
stire yaygin bir sekilde kullanilmistir. Giintimiizde CCly, hepatotoksisitenin neden
oldugu yagl dejenerasyon, fibrozis, hepatoselliiler 6liim, ve kanser gibi vakalarin

hepatotoksik etki mekanizmalart aydinlatmak i¢in bir model olarak kullanilmaktadir.

CCly, sitokrom (CYP) 2E1, CYP2B1 veya CYP2B2 ve muhtemelen CYP3A
tarafindan triklorometil radikali CCI3e olusturulmasi i¢in aktive edilir. Bu radikal
niikleik asit, protein, lipit gibi hiicresel molekiillere baglanabilir, lipid
metabolizmasindaki gibi 6nemli hiicresel siirecleri bozarak yagli dejenerasyona
(steatoz) sebep olur. CClz» ve DNA arasindaki adduct olusumu hepatik kanseri
baslatict islev gordiigli diistiniilmektedir. Bu radikal ayrica oksijen ile reaksiyona
girerek yliksek reaktif olan trichloromethylperoksiyi CCl300- olusturur. CCl300,
poliansature yag asitleri ile reaksiyonu baslatir. Hiicrede, mitokondri, endoplazmik
retikulum ve plazma membranlarinin permeabilitesinin bozulmasi ile hiicresel
kalsiyum dengesi kaybolur. Hiicre i¢i yiiksek Ca*? diizeyleri, hiicre iskeleti
yapilarinin yikilmasina, proteazlar, endoniikleazlar ve fosfolipazlar gibi ¢esitli
katabolik enzimlerin aktive olmasina neden olur. Sonugta apopitoz veya nekroz

yoluyla hiicre 6liimii gerceklesir (Manibusan ve ark. 2007).

Hepatotoksik kimyasallar genellikle, karacigerde metabolik aktivasyon
gerektirenler ve gerektirmeyenler olarak iki gruba ayrilirlar. CCl, ilk grup
hepatotoksinlerdendir, karma fonksiyonlu oksijenazlar ile metabolize olarak daha alt
molekiillere ayrilir ve bu molekiiller de baska enzim sistemleri i¢in substrattir
(Nelson ve Pearson 1990). CCls’iin dozu, uygulama siiresi, tetikleyici etken varligi
ya da uygulandif§i organizmanin yasina bagli olarak hiicrelerde rejenerasyon

olusabilir ve karaciger hasar1 tamamen ortadan kalkabilir.

Reaktif bilesiklerin veya metabolitlerinin toksisitesi, DNA, protein, lipit ve
karbonhidrat gibi 6nemli hedef molekiillerle kovalent olarak baglanmalar1 (primer)
veya sekonder iliski yoluyla (lipit peroksidasyonu, ROT olusumu, GSH/GSSG
oraninda degisiklik) hedef molekiillerde degisiklik olusturmalari sonucunda ortaya
¢ikabilir (Weber ve ark. 2003).
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1. 3. Serbest Radikaller

Atomlarin ¢ekirdeklerini c¢evreleyen ve iginde -elektronlarin bulundugu
bosluklara orbital adi verilmektedir. Her bir orbitalde spinleri birbirine ters yonde
olan iki elektron bulunur. Bu elektronlara eslenmemis veya ortaklanmamis

elektronlar denir (Halliwell ve Gutteridge 1984).

Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron ihtiva eden
atom veya molekiillerdir. Bu tip maddeler, ortaklanmamis elektronlarindan dolay1
oldukca reaktiftirler. Ortaklanmamis elektron, genel olarak iist kisma yazilan bir

nokta ile gosterilir (Akkus 1995).

Bir serbest radikal 3 yolla ortaya ¢ikabilir (Wu ve Cederbaum, 2003):

1. Kovalent bag tastyan normal bir molekiiliin homolitik yikimi sonucu olusurlar

(boliinme sonrasi her bir pargada ortak elektronlardan biri kalir).

X:Y —» Xe+Ye

2. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi ya da bir molekiiliin heterolitik
olarak boliinmesi ile olusurlar. Heterolitik boliinmede kovalent bagi olusturan her iki

elektron, atomlardan birisinde kalir.

X:Y — X +Y"

3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile olusurlar.

X+e-—» X

Oksijen metabolizmas1 ara tirlinleri olan oksijen tiirleri, halojen atomlar,
sodyum (Na"), potasyum (K*) gibi alkali metal atomlari, bir orbitalinde tek elektron
bulunduran nitrit (NO"), nitrat (NO") gibi bilesikler, klor (CI") veya brom (Br’) gibi
tek atomlu yapilar radikaller olarak siniflandirilmaktadir. Radikaller; pozitif, negatif

yada notr olabilirler. Biyolojik sistemlerde en fazla elektron transferi ile olusurlar
(Valko ve ark. 2007).
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1. 3. 1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Organizmada genellikle en etkili serbest radikaller oksijenden olusan
radikallerdir. Bunlar Reaktif Oksijen Tiirleri (Reactive Oxygen Species-ROS) olarak
adlandirilirlar. Molekiiler oksijenin kendisi ise iki eslenmemis elektrona sahip olmasi
sebebiyle bir diradikal olarak tanimlanir (Yu 1994). Reaktif Oksijen Tiirleri Cizelge

1.1.’de verilmistir.

Cizelge 1.1. Biyolojik 6énemi olan oksijen tiirleri (Turko ve Murad 2002).

Reaktif ve Nonreaktif Oksijen Tiirleri

Siiperoksit Radikali O,
Hidroksil Radikali HO-
Peroksil Radikali ROO-
Alkoksil Radikali RO-
Hidroperoksil Radikali HO,e
Hidrojen Peroksit H.0;
Hipokloréz Asit HOCI
Ozon O3
Singlet Oksijen 0,

1. 3. 2. Reaktif Azot Tirleri

+1°den +5’¢ kadar degisen farkli oksidasyon durumlarindaki azot atomu

bulunduran yapilar ¢esitli azot oksitlere siklikla maruz kalmaktadirlar.

Oksidasyon durumlar1 guanido azot ile nitrat arasinda bir ara metabolit olan bu azot

oksitlere Reaktif Azot Tiirleri (Reactive Nitrogen Species-RNS) adi verilir (Vliet ve

ark. 1996). Cizelge 1.2°de verilmistir.

Cizelge 1.2. Reaktif ve nonreaktif azot tiirleri (Turko ve Murad 2002).

Reaktif ve Nonreaktif Azot Tiirleri

Nitrik Oksit NO-
Azot Dioksit NO,e
Nitroz Asit HNO,
Nitrik Asit HNO;
Nitrozil Katyonu NO*
Nitrozil Anyonu NO
Diazot Tetraoksit N,O4
Diazot Trioksit N,O4
Peroksinitrit ONOO™
Peroksinitroz Asit ONOOH
Nitril (Nitronyum) Katyonu NO,"
Nitril (Nitronyum) Kloriir NO,CI
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1. 3. 3. Serbest Radikallerin Kaynaklari

Biyolojik Kaynaklar: Aktive olmus fagositler, antineoplastik ajanlar
(nitrofurantoin, bleomisin, doxorubicine ve adriamicine), radyasyon, aligkanlik yapan

maddeler, ¢cevresel ajanlar (hava kirliligi yapan fotokimyasal maddeler).

Intraseliiler  Kaynaklar: Kiiciik molekiillerin (tioller, antibiyotikler,
katekolaminler, flavinler, tetrahidropterinler, hidrokinonlar) otooksidasyonu,
enzimler ve proteinler (triptofan dioksijenaz, ksantin oksidaz, hemoglobin),
mitokondrial elektron transport zinciri, endoplazmik retikulum ve niikleer membran
elektron transport sistemleri (sitokrom p450 ve sitokrom b5 gibi), peroksizomlar
(oksidazlar, flavoproteinler), plazma membraninda (lipoksijenaz, prostaglandin
sentetaz, lipid peroksidasyonu, fagositlerde NADPH oksidaz) ve oksidatif stres
yapict durumlar (iskemi, travma, intoksikasyon) serbest radikallerin intraseliiler

kaynaklaridir (Akkus 1995, Ozkan ve Fiskin 2004).

1. 3. 4. Siiperoksit Radikali O,*

Aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi

sonucu, serbest siiperoksit radikal anyonu (O»*" ) olusur.

O2+e——>» 02

Stiperoksit  radikali H,O, kaynagi olmasi ve gecis metallerini
indirgeyebilmesinden dolay1 dnemlidir. Iki molekiil siiperoksit proton alarak hidrojen

peroksit (H,O;) ve molekiiler oksijene doniisiir (Nodberg ve Arner 2001).
Oy’ + Oz'_‘|'2H+ — H,0, +O2
Stiperoksidin, fizyolojik bir serbest radikal olan nitrik oksit ile birlesmesi

sonucu reaktif bir oksijen tiirevi olan peroksinitrit meydana gelir (Giimriik¢iioglu

2009).

O2¢+ NOs — ONOO’
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1. 3. 5. Hidrojen Peroksit (H202)

Hidrojen peroksid, molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden 2
elektron almasi veya siiperoksidin bir elektron almasi sonucu peroksit olusmaktadir.
Peroksit molekiilii 2 hidrojen atomu ile birleserek hidrojen peroksidi (H20,)
meydana getirir. H,O, membranlardan kolayca gecebilen, uzun Omirli bir
oksidandir (Cheesman ve Slater 1993).

O+ e + 2H ——— H>0O,

O,+2e + 2HY —— H->0,

Ancak, biyolojik sistemlerde H,0,’in asil iiretimi O,¢™ nin dismutasyonu ile
olmaktadir. Bu dismutasyon kendiliginden yada SOD enzimi aracilifiyla katalizle

olabilmektedir (Palmieri ve Shlendorio 2006).

20,2 + 2H" —— H,0,+ 0
1. 3. 6. Hidroksil Radikali (OH")

Hidroksil radikali (OH"), hidrojen peroksidin ge¢is metallerinin varliginda
indirgenmesiyle (Fenton reaksiyonu ile) meydana gelir. Suyun yliksek enerjili
Iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda da hidroksil radikali olusur
(Song 2004).

H-O-H—— H + OH’

Son derece reaktif bir oksidan radikalidir. Yarilanma Omrii ¢ok kisadir.
Olustugu yerde biiyiik hasara sebep olmaktadir. Hidroksil radikali hiicresel DNA
hasarmin olusumundan ve iyonize radyasyonun membranlara etkisinden de

sorumludur (Fantel 1996).
1. 3. 7. Singlet Oksijen (O2)

Singlet oksijen (O;), ortaklanmamis elektronu olmadig i¢in radikal olmayan
reaktif oksijen molekiiliidiir. Oksijenin yiliksek enerjili ve mutajenik formudur.
Eslesmemis elektronlarindan birinin verilen enerji sonucu bulundugu orbitalden
baska bir orbitale veya kendi spin yoniiniin tersine yer degistirmesi sonucunda olusur

(Ames ve ark. 1993).
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1. 3. 8. Nitrik Oksit (NO)

Canli sistemlerde olusan reaktif azot tiirlerinin en 6nemlisidir. Renksiz ve son
derece toksik bir gaz olan NO, 20-30 saniyelik yar1 dmre sahip bir serbest radikaldir.
Yiiksek konsantrasyondaki NO oksijensiz ortamda oldukc¢a stabil olup suda erime
Ozelligi gosterirken, diisiik konsantrasyondaki NO oksijen varliginda dahi stabildir.
Havadaki NO, kisa siirede O, ile oksitlenerek nitrojen dioksite (NO2) doniisiir. NO;
dokular i¢in olduk¢a zararli bir bilesiktir. NO’in iizerinde yiik tagimamasi ve
ciftlenmemis elektron bulundurmasi, hiicreden hiicreye higbir bariyer ile

karsilasmadan kolaylikla gegmesini saglamaktadir (Schulman 1997).

NO fizyolojik konsantrasyonlarda hemen hemen tiim organ sistemlerinde
degisik biyolojik etkilere sahiptir. NO gastrointestinal sistem diiz kasi, hava yollar
diiz kas1 ve kavernéz dokulardaki vaskiiler diiz kaslarin gevsemesinde énemli rol
oynamaktadir. Ayrica, NO merkezi sinir sisteminde hafizanin sekillenmesini de dahil

olmak iizere ¢esitli fonksiyonlar i¢in ndrotransmiterdir (Wass ve ark. 20006).

Bununla birlikte NO”’nun yiiksek konsantrasyonlardayken, ¢esitli enzimlerin
aktivitelerini inhibe ederek, lipit peroksidasyonunu indiikleyerek, antioksidanlarin
azalmasma ya da DNA’da mutasyonlara sebep olarak ayni zamanda Sitotoksik

etkilere sahip oldugu da gosterilmistir (Wink ve Mitchell 1998).

1. 3. 8. 1. Nitrik Oksitin Biyosentezi ve Nitrik Oksit Sentazlar

Nitrik oksit (NO), pek cok hiicrede nitrik oksit sentaz (NOS) enzim ailesi
tarafindan katalizlenen reaksiyon ile sentezlenmekte ve L-arginin ile O, molekiilleri,
NO ve sitrillin molekiillerine dontstiiriilmektedir (Sekil 1.3). NO’in sentez
reaksiyonu sirasinda molekiiler O;’nin yami sira kofaktor olarak flavin adenin
diniikleotid (FAD), flavin mononiikleotid (FMN), nikotinamid adenin diniikleotid
fosfat (NADP), tetrahidrobiopterin (BH;) ve hem kullanilir. Bu kofaktérler arasinda
elektron transferi gerceklesmektedir (Alderton ve ark. 2001)
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NHztyNH2 NOH_ NHz OYNHE
NH NH NH
02, NADPH 02, 1/2 NADPH
»- - + *NO
NOS NOS
NH3+ COO- NHy+ COO- NH3+ COO-
L-ARTININ N-HIDROKSI L-ARJININ L-5ITRULIN

Sekil 1.3. Nitrik oksitin sentezi (Eiserich ve Patel 1998).

NOS’un iki izoenzimi tanimlanmistir (Richard 1994).
A.Yapisal (Constitutive) NOS (cNOS)

Yapisal (Constitutive) NOS, normal biyolojik sistemlerdeki diisiik
miktarlardaki NO sentezinden sorumludur. Bu izoenzimin esas 6zelligi aktivitesinin
kalsiyuma bagimli olmasidir. Asetilkolin gibi bir haberci, hiicre iizerindeki
reseptoriine baglanarak olusan impulsla Ca*? iyon kanallar1 agilarak intraselliiler Ca*?
diizeyi yiikselir. Kalsiyumun kalmodiiline baglanmasiyla olusan kompleks NOS’u
uyarir. Intraselliiler kalsiyumu artiran etkiler cNOS un aktiflesmesini saglamaktadir.
Uyarn ortadan kalkinca intraselliiler kalsiyum da azalmaya baslar ve enzim aktivitesi
ortadan kalkar. cNOS ilgili hiicrelerde daima mevcuttur ancak intraselliiler Ca+?
diizeyi yiikselinceye kadar inaktif durumdadir.

c¢NOS’un bulundugu yer ve olusturdugu etkiye gore nNOS ve eNOS olarak

adlandirilan iki izoformu bulunmaktadir (Atmaca ve Mert 2001).

I-Néronal NOS( nNOSs)

En disik molekiil agirlikli organik norotransmitterdir. Santral —sinir
sisteminde noromodiilator olarak gorev yapar. Presinaptik wugtan salgilanan
glutamatin etkisiyle postsinaptik uctaki hiicrenin nNOS’u aktiflestirilir ve olusan NO
ile hedeflenen etkisini olugturur. Sinapslarin sekillenmesine yardimci olur. Bununla
birlikte koku alma, goérme, agriy1 algilama ve hafiza olusmasi islevlerinde de rol
oynar. Dokularin kan basinglarinin ve akis hizinin diizenlenmesinde solunum

fonksiyonlarinda, mesane sfinkter islevinde fonksiyon gosterir (Ercan E. ve ark.

2003).
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I1-Endotelyal NOS( eNOS)

Vaskiiler endotel hiicrelerinde ve bobrek tiibiil hiicrelerinde bulunan NO,
endotelden ¢ikarak komsu diiz kas hiicrelerine girer. Diiz kas hiicrelerinin
sitozolindeki guanilat siklazin hem grubundaki demirine baglanarak onu aktiflestirir
ve GTP’den cGMP olusumunun artmasina neden olur. Boylece, diiz kas hiicrelerinde
cGMP’ye bagimli protein kinazlarin aktive olmasini saglanir ve miyozin hafif
zincirli kinazlar fosforillenir. Fosforillenmis miyozin hafif zincirli kinazlarin
kalsiyum-kalmodiilin kompleksine afinitesinin azalmasiyla daha az miyozin hafif
zinciri fosforillenir. Miyozinin regiilatér hafif zincirinin fosforile edilememesi
enzimin inaktif formda kalmasina ve diiz kas kontraksiyonunun azalmasina sebep
olur. Boylece vaskiiler tonus azalir. Endotel hiicrelerinde kalsiyum konsantrasyonu

artirtlmasi ile eNOS aktive olur (Loscalzo 1998).

eNOS’un, diiz kaslarin gevsemesini saglayarak kan basincini, kan akis hizin
ve boylece kalp kasilmasini organize ettigi (Bossenge 1994), trombositlerin, adezyon
ve agregasyonlarini inhibe ettigi (Salveminive ark. 1989 ) ve endotel hiicresi ve
vaskuler diiz kas hiicrelerinde antiproliferatif etkiye sahip oldugu bildirilmistir

(Usmar ve Radomski 1994).

B- Uyarilabilir (Inductible) NOS (iNOS)

Bu sistem 6zellikle makrofajlarda goriilmektedir. Bu tip enzim indiiklenebilir
NOS olarak adlandirilir. Burada lipopolisakkaritler ve sitokinler gibi ajanlar Ca**ya
bagimli olmadan NOS'u indiiklemektedirler. Ilgili hiicrede énceden NOS yoktur ya
da c¢ok azdir. Nukleer Faktor Kappa B gibi transkripsiyonel faktorlere cevap olarak
sentezlenir. Bu sentez Kappa B’ye cevap veren elemanlarin iNOS promotor gen
bolgesini aktive etmesiyle baslar. Bu aktivasyon sonucunda enfeksiyon, enflamasyon
yada vaskiiler travma durumlarinda diger iki NOS formunun firettiginin 100-1000
kati kadar NO {iretimi saglanmir (Bivalacqua 2002).

Nitrik oksit cesitli hiicresel islevlerde bir ikincil mesajc1 olarak onemli rol

oynamasina ragmen, siiperoksit anyonu ile reaksiyona girdiginde oldukca toksik

peroksinitrit radikaline doniismektedir.
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1. 4. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller, lipidler, karbonhidratlar, proteinler ve niikleik asitler gibi
temel hiicresel bilesenlerde hasara yol agmaktadirlar. Olusan bu hasarin kanser,
ateroskleroz, amiloidoz, yasa baghi bagisiklik yetersizligi, senil demans ve
hipertansiyon gibi cesitli hastaliklar ile iligkili oldugu ve biyolojik yaslanma
stirecinde rol oynadig1 bilinmektedir (Kopéni ve ark. 2006).

1. 4. 1. Lipitler Uzerine Etkileri

Serbest oksijen gruplarinin biyolojik sistemlerdeki en 6nemli etkilerinden biri
lipidler tizerine olamidir. Bu olay lipid peroksidasyonu olarak bilinir ve kisaca
hiicrelerdeki zar fosfolipidlerinin yiikseltgenerek peroksit tiirevlerine donismesi

olay1 seklinde tanimlanir (Aricioglu 1994).

Karbon merkezli radikaller hizli bir sekilde oksijen ile reaksiyona girerek
peroksil radikalini olustururlar. Bu peroksil radikali lipid peroksidasyonunu baslatan
radikal olup, ¢ok uzun dmiirliidiir. Lipit peroksidasyonu, membran yapisinda yer alan
coklu doymamis yag asitlerinin (PUFA) oksijen radikallerine maruz kalmasi

sonucunda ve dort asamada olugmaktadir (Sekil 1.4).
Baslama basamagi: OHe radikali PUFA zincirindeki (LH) o-metilen
gruplarindan hidrojen atomunun ¢ikarmasi ve bunun sonucunda yag asidi zincirinin

radikal niteligi kazanmasiyla baslar.

Ilerleme basamagi: Zincir reaksiyonu, olusan lipid radikaline O2 ilavesi ile

devam eder ve lipid peroksi radikali (LOQe) ile lipid hidroperoksidi (LOOH) olusur.

Yikim basamag:i: Tek elektron iizerinden yeniden yapilanma lipid

par¢alanmasi ile sonuglanir.

Sonlanma basamag:: Zincir reaksiyonu, antioksidanlar tarafindan ayrica

radikallerin birbiri ile tepkime vermesiyle sonlandirilabilir.
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Baslama:

/

Coklu doymamis
\/ \/ \ yag asitleri (LH)
*=RH
Lipit radikali (L* )

llereme:

/ Dien konjugat

oY \/ . it pers

radikali LGD )
1
\~.h.,|_.
0—0—H
!/’ Lipit hidroperoksit
l (LOOH)

Parcalanma Granleri
(aldehitler ve difer karbonil bilesikler,
etan, pentan v.s.)

Sekil 1.4. Lipit peroksidasyonu (Uysal 2010).

Lipid peroksitlerinin konsantrasyonlar1 arttikga, membranlarin akigkanliklar:
azalir ve kalsiyum gibi iyonlarin hiicre icine gegisi kolaylasir sonucgta hiicre
fonksiyonlarinda bozukluklar ortaya ¢ikar. Lipid peroksidasyonu sirasinda olusan
bilesiklerden aldehitler en toksik maddeler olup diger hiicre boliimlerine de yayilarak

hasara neden olurlar (Glimiistas ve Atukeren 2008).

1. 4. 2. Karbonhidratlar iizerine etkileri
Fizyolojik pH ve 1sida, glukoz gibi monosakkaridlerin otooksidasyonu ile
H,0,, peroksitler ve okzalaldehidler olusabilir. Karbonhidratlarin proteinlere

baglanmasi ise, proteinlerin serbest radikal saldirisina duyarliligini artirmaktadir.
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1. 4. 3. Proteinler iizerine etkileri

Serbest radikallerin oksidan etkisi sonucu meydana gelen oksidatif protein
modifikasyonu ve bunun sonucu oksitlenmis proteinlerin fazla miktarda birikmesi
hiicre ve doku hasarma bagli olarak cesitli patolojik durumlara yol agmakla birlikte

yaslanma nedenleri arasinda bulunmaktadir (Stadtman 1992, Dean ve ark. 1997).

Reaktif oksijen tiirlerinin {liretimine neden olan tiim reaksiyonlar ve ajanlar
protein oksidasyonuna yol acgabilmektedir (Berlett ve Stadtman 1997, Giilbahar
2007). Protein oksidasyonu, ROS ile dogrudan veya oksidatif stresin sekonder
iriinleri ile reaksiyonu sonucu dolayli olarak indiiklenen, proteinlerin kovalent
modifikasyonu olarak tanimlanmaktadir (Giilbahar 2007). Proteinlerde in vivo olarak
meydana gelen oksidatif degisiklikler, proteinlerin rol oynadigi c¢esitli hiicresel
fonksiyonlart etkiler. Tagima sistemlerinin, sinyal ileti mekanizmalarinin, yapisal
proteinlerin, reseptorlerin ve enzimlerin rol aldigi hiicresel fonksiyonlar oksidatif
protein hasarindan etkilenir (Reznick ve Packer 1994). Protein oksidasyonu bir¢ok
mekanizmayla gerceklesebildigi ve amino agil yan zincirlerinin hepsi oksidatif olarak
modifiye olabilmesi sebebiyle ¢ok farkli tipte oksidatif protein modifikasyonlari

vardir.

Peroksinitrit Radikali Araciligiyla Protein Oksidasyonu;

Arjinin metabolizmas: ile ilgili olarak sentezlenen nitrik oksit ¢esitli hiicresel
islevlerde bir ikincil mesajc1 olarak 6nemli rol oynamasina ragmen, siiperoksit
anyonu ile reaksiyona girdiginde olduk¢a toksik peroksinitrit radikaline donisiir.
Peroksinitrit radikali sisteinin siilfidril gruplarmin nitrolanmasina, tirozin ve
triptofana nitrat grubunun eklenmesine ve metiyoninin oksitlenmesine sebep olur.
Nitrotrozin olusumu protein oksidasyonuna yol agan bir baska molekiiler

mekanizmadir (Biiyiikgiizel 2013).

Peroksinitrit olusumu:

Peroksinitrit (ONOQO’), nitrik oksidin (NO), siiperoksit ile reaksiyonu
sonucunda olusan reaktif bir tiirevdir (Stadtman ve Levine 2000). Siiperoksit ve
nitrik oksit radikallerinin peroksinitrite gore nispeten daha dayanikli olmalarina
karsilik, peroksinitrit daha reaktiftir. Normal kosullarda siiperoksit dismutaz, olusan

tim siliperoksit radikallerini dismutasyona ugratmaya yetecek diizeydedir fakat
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stiperoksit diizeyleri ¢ok artmigsa ya da fazla miktarda nitrik oksit radikali meydana
gelmigse, nitrik oksidin siiperoksit radikali ile tepkimesi sonucu daha reaktif

peroksinitrit olusur (Kayali ve Cakatay 2004, Biiyiikgiizel 2013).

Bu reaksiyon hizi siiperoksitin SOD ile olan reaksiyon hizindan yaklasik 3
kez daha fazladir. Cu-Zn SOD’un intraseliiler konsantrasyonu (2-40 uM)
siiperoksitin intraseliiler konsantrasyonundan (10-100 pM) yaklasik 1 milyon kez
fazla oldugundan normal kosullarda ¢ok az peroksinitrit olusabilir (Demiryiirek ve
ark. 2004). Normal sartlarda NO’nun fizyolojik konsantrasyonu yaklasik 10-100 nM
kadardir ve SOD konsantrasyonundan cok diisiiktiir. Inflamasyon gibi birgok
patolojik olayda hiicre ici kalsiyum konsantrasyonu artarak NO ve siiperoksitin
simultane olarak saliverilmesine yol acar. Makrofajlar ve noétrofiller stimiile
edildiklerinde NO ve siiperoksiti salivererek peroksinitrit olusumuna neden
olabilecekleri gibi, NO ve siiperoksit farkli hiicrelerden saliverilip peroksinitrit

olusturabilirler (Gow ve ark. 1998).

Biyolojik sistemlerdeki peroksinitrit reaksiyonlar1 apopitotik ya da nekrotik
hiicre 6liimiiyle sonuglanan sitotoksik olaylara neden olabilir (Pacher ve ark. 2007).
Sitotoksik etki genellikle cesitli efektdor molekiil ve siireclerin katilimini igeren
oksidasyon ve nitrasyon reaksiyonlar ile tetiklenmektedir. Ornegin, poly (ADP-
ribose) polimeraz aktivitesi ile oksidatif DNA hasarinin tetikledigi nekroza gore
mitokondrial membran komponentlerinin Peroksinitrit-aracili oksidasyonu pro-

apoptotik faktorlerin salinimini kolaylastirmaktadir (Szabo” ve ark. 2007).

Peroksinitrit membranlardaki ¢esitli iyon pompalarini, membran Na'/K*
ATPaz aktivitesini ve Ca* ile aktive olan potasyum kanallarmin inhibe etmektedir.
Mitokondriyal hasar, Ca*? homeostazinin bozulmast ile kaspaz aktivasyonu, ve hiicre
sinyal iletiminde bozukluklar olusturmakta, ortaya ¢ikan DNA’nin hasarlanmasiyla

nekroz veya apoptoz ile hiicre 6liimiine sebep olmaktadir (Szabo 2003).

Peroksinitrit proteinlerdeki veya serbest haldeki tirozinin fenolik halkasina
nitro grubu ekleyerek 3-nitrotirozini olusturur. Bu reaksiyon spontan olarak
olusabilecegi gibi, gecis metalleri, SOD, CO, ve miyeloperoksidaz tarafindan
katalize edilebilir (Sampson ve ark. 1996, Royall ve ark. 1997).

22



1. 4. 3. 1. 3-Nitrotirozin (3NT)

Peroksinitrit proteinlerdeki tirozin rezidiilerinin 3-pozisyonundaki hidroksil
grubuna bir nitro grubu ekleyerek, stabil bir son iiriin olan 3-nitrotirozin (3-NT)’i
olusturur (Ischiropoulos ve ark. 1992) (Sekil 1.5).

OH C
MNO5
OMNOO™ o
CHo CHo
HoM C——COOH HaoM C——COOH
A i
Tirozin 3-Witrotirozin

Sekil 1.5. Tirozinin peroksinitrit tarafindan nitrasyonu (Yaman 2000).

3-NT protein nitrasyonunun indirekt ve stabil iiriinii olup, nitrozatif stresi

gostermede yaygin olarak kullanilmaktadir (Van Der Vliet ve ark. 1999).

In vivo 3-NT olusumunun ilk kanit1 1990 yilinda Ohshima ve arkadaslari
tarafindan insan idrarinda serbest nitrotirozin ve onun deaminlenmis,
dekarboksillenmis metaboliti olan 3-nitro-4-hidroksifenil asetatin tespit edilmesiyle
elde edilmistir. 3-NT, normal bireylerin plazma ve dokularinda saptanamayacak
kadar diistik seviyelerdeyken, NO' iiretiminin artmasi ve oksidatif stresle ilgili

durumlarda artis gostermektedir (Eiserich ve ark. 1998).

3-nitrotirozinin nodrodejeneratif hastaliklar, kardiyovaskiiler hastaliklar,
iltihaplanma ve metabolik hastaliklar gibi ¢esitli patolojik durumlarda belirgin

oldugu bildirilmektedir (Laura ve ark. 2011).

NO-, ONOO ve benzeri tiirler olduk¢a ¢abuk bozulan radikaller olmalar
nedeniyle in vivo olarak NO- ve NO- deriveli maddelerin Sl¢iimii i¢in spesifik
markirlar kullanilmaktadir. Peroksinitritin stabil ve spesifik bir son {iriinii olan 3-NT,
insan hastaliklarinda ve hayvan modellerinde, peroksinitrite bagli protein hasarinin

tespit edilmesinde yaygin sekilde kullanilmaktadir (Yaman ve ark. 2000).
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1. 4. 4. DNA iizerine etkileri

Oksidatif stres, DNA fizerinde baz ve seker modifikasyonlari, tek ve cift
zincir kiriklari, abazik bolgeler, DNA-protein ¢apraz baglanmasi gibi ¢esitli
lezyonlara neden olarak hasara neden olmaktadir (Williams ve Jeffrey 2000, Cooke

ve ark. 2003).

DNA’nin oksidatif hasarlanmalar ile ilgili ilk ¢calisma 1952 yilinda Beers ve
Sizer tarafindan yapilmistir. Bu calismada niiklear DNA’nin KMnO4 (potasyum
permanganat) ve OsO,4 (osmiyum tetraoksit) gibi oksidasyon ajanlari ile muamele
edildiginde timin glikol olarak isimlendirilen bir oksidasyon iirliniiniin ortaya ¢iktig1
saptanmigtir. Reaktif oksijenler deoksiriboz-fosfat omurgasina zarar verirken, piirin
ve pirimidin bazlar1 arasinda da degisime neden olarak DNA-protein yapisinda

degisime yol agmaktadir (Zwart ve ark. 1999, Ekici ve Sagdi¢ 2008).

Serbest radikaller niikleik asitlerin baz ve seker gruplarini etkilemekte, fakat
en ¢ok timin-tirozin baglantisina zarar vermektedir (Beckman ve Ames 1998). Fare
karacigerinin ¢ekirdek DNA’sinda oksidatif hasar sonucu timidin glikol olustugu

ince tabaka kromatografisi teknigi ile gosterilmistir (Frenkel ve ark. 1981).

1.4.4. 1. DNA Hasar1 ve Olusum Mekanizmasi

DNA hasari, hiicrenin yasami boyunca stirekli goriilen ve mutasyon, kanser,
yaslanma ve sonugta hiicre 6liimiine yol agabilen bir olaydir. DNA, yasam boyunca
hiicresel metabolitler ve ekzojen ajanlar tarafindan devamli degismektedir. Bu
degisimler sonugta tek hiicreli organizmalarda hiicresel 6liime veya cok hiicreli
organizmalarda dejenerasyon ve yaslanma sebebi olmaktadir (Sancar ve ark. 2004,

Atmaca ve Aksoy 2009).

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

*2 nin artigi proteazlari

seklindedir. Dolayli olarak ise hiicre i¢i sivida serbest Ca
aktive etmekte boylece hiicre iskeleti bozulmaktadir. Niikleazlarin aktivasyonu

sonucu DNA kirilmas1 gerceklesmektedir.
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Reaktif oksijen tiirleri Sekil 1.6°da goriildiigii gibi DNA’da 20’den fazla
oksidatif baz hasar iirliniiniin olugmasina yol a¢gmaktadir (Dizdaroglu 1998). Bu
hasara ugrayan bazlar arasinda 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG) oldukga
duyarli ve en sik karsilasilan oksidatif DNA hasari belirtecidir (De Martinis ve De
Lourdes Pires Bianchi 2002).

0
CH,

5-hydroxy-6-hydro-
thymine

Sekil 1.6. Modifiye baz yapilar1 (Evans 2004, Dizdaroglu ve Jaruga 2012).
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1. 4. 4. 2. 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG)

Guaninin, DNA bilesenleri igerisinde en diisiik iyonizasyon potansiyeline
sahip olmasi, Cu*? iyonlarmin en ¢ok G-C’ce zengin bolgelerde bulunmasi nedeniyle
oksidasyona en yatkin olan bazdir (Helbock ve ark. 1999, McDorman ve ark. 2005).
8-hidroksi-2’-deoksiguanozin, guaninin 8. karbon atomuna hidroksil radikali ataklari
sonucu olusan, reaktif oksijen tiirlerinin DNA’da yaptig1 yirmiden fazla oksidatif
baz hasar {irtiniidiir ve oksidatif DNA hasarinin belirteglerinden biridir (Sekil 1.7). 8-
OHdG, ROS’un DNA’da yaptig1 baz hasar iiriinlerinden mutajenitesi en iyi bilinen
ve en c¢ok karsilasilan biyomolekiildiir. Bu molekiil, normal oksidatif metabolizma
sirasinda iiretilen endojen ROS ya da ekzojen kaynakli ROS tarafindan DNA’da
sekillenmektedir. OH radikali, guaninin 4, 5 ve 8. pozisyonlarindaki karbon atomlar1
ile reaksiyona girerek DNA {iriin radikallerini olugturmaktadir. OH- radikalinin C-
8’e katilmasi ile olusan katilma fiiriinii radikali (C8-OH) bir elektron ve proton
kaybederek 8-OHGua’e okside olur (Yokus ve Cakir 2002, Atmaca ve Aksoy 2009).
DNA replikasyonu sirasinda kaliptan yanlis okunma yoluyla G-C’den A-T’ye
doniisiime neden olarak mutasyona egilimi artirmaktadir (McDorman ve ark. 2005).
8-OHdG ol¢timii, DNA’daki oksidatif hasarin direkt gostergesi oldugu kabul edilerek
oksidatif DNA hasarini belirlemede son zamanlarda en sik ¢alisilan parametre haline

gelmistir (Helbock ve ark. 1999).

A ? B '
P i N~y NH
NH 7
< 1 1 w— ¥
L N ~ -
N N NH,, = N NH,
guanin 8-hidroksiguanin (8-OHGua)
O O
N~ ~ N—_
Vi LS I T
HO—< | : HWO—C |
N7 NT e N TONT Tm,
1
rﬂ\\ HO_
|_—o- | —o—
— —
OH OoH OH H
8-hidroksiguanozin (8-OHG) 8-hidroksideoksiguanozin (8-OHdG)

Sekil 1.7. 8-OHdAG nin olusumu (Altuntas 2007).
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1. 4. 4. 3. DNA Hasrma Verilen Yamtlar

Tim organizmalar, hiicreleri ¢evresel hasarlara kars1 korumak amaciyla DNA
onarim mekanizmasi: igerirler.  DNA onarimi, hiicre o6limind, mutasyonu,
replikasyon hatalarini, DNA hasarinin devamliligini ve genomik kararsizligi azaltan
biitiin islemlerde kullanilir. Bu islemlerdeki bir anormallik kansere ve yaslanmaya
yol acar (Biitiiner ve Kantarct 2006). DNA hasar1 hiicrede, hasar1 ortadan kaldiracak
eger hasar giderilemiyorsa programli hiicre 6liimiinli saglayacak bir [ ¢ok hiicresel

mekanizmayi aktiflestirir.

Hiicre DNA hasarina dort sekilde yanit verir;

1-Hasarli DNA’nin [J ¢ikarilarak DNA [J ¢ift zincirinin dogru bir sekilde

yeniden yapilandirilmasi (DNA onarimi),

2-DNA hasar1 kontrol noktalariin aktivasyonu ile hiicre dongiisiiniin
ilerlemesinin engellenmesi, bu sekilde hasarli genetik materyalin onarimina imkan

saglanmasi1 ve hasarli kromozomlarin genetik ge¢isinin 6nlenmesi,

3-Hiicredeki gen transkripsiyon diizeylerinin hiicrenin yararina olacak sekilde

degismesi (transkripsiyonel cevap),

4-Ciddi olarak hasar gérmiis hiicrelerin elimine edilmesi (programli hiicre

oliimi= apopitoz)

Bu yanitlardan herhangi birinin islev gérmemesi hiicre diizeyinde genomik
kararsizliklara, organizma diizeyinde ise genetik hastaliklara, kansere veya
yaglanmaya sebep olur. Dinamik bir yapiya sahip olan DNA molekiilii, onarilabilen
tek biyomolekiil olmas1 bakimindan 6nemlidir. Hiicre, DNA hasarlarina kars1 farkl
metabolik yollar ile cevap verir. Agir DNA hasarlar1 hiicrenin apopitoz yolunu aktive
ederek hiicreyi 6liime gotiiriir ya da hasar DNA onarim mekanizmalari ile onarilabilir

(Friedberg 1984, Onur ve ark. 2009).
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1. 5. Apopitoz (Programh Hiicre Oliimii)

Hiicre o6liimiiyle ilgili ilk bilgiler 1920 yilinda 151k mikroskopunun ve yeni
boya yontemlerinin kesfiyle baglamis olup ilk olarak nekroz tanimlanmistir. 1972
yilinda, iskemiye maruz kalan dokunun etrafinda nekrozdan daha farkl: hiicre 6liimii
gosterilmis ve buna, aga¢ yapraklarinin gévdeden ayrilarak dokiilmesi anlamina

gelen “apopitoz’’ adi verilmistir (Cohen 1998).

Apopitotik hiicreler organizmanin bazi dokularinda ve hiicrelerinde siirekli
olarak olugsmaktadirlar ve bu olusum 6miir boyu siirer. Bu sekilde 6liim (apopitoz) ve
yeniden yapim (mitoz) bu dokularda doku homeostazisini saglamak {izere dinamik

bir denge halinde devam eder (EImore 2007).

Insan viicudunda her saniyede 100 000 hiicre mitoz ile olusurken, yine benzer
sayida hiicre apoptozis ile 6liir (Vaux ve ark. 1999). Apopitoz hem fizyolojik hem de
patolojik bir siirectir. Programlanmis hiicre 6liimii, embriyolojik gelisim ve eriskin
dokunun gelisiminin siirdiiriilmesinde anahtar rol oynar. Apopitoz, hiicrenin yasam

¢cemberi boyunca yapim, yikim dengesinin siirdiiriilmesini saglar (Cooper 1994).

1. 5. 1. Apopitozun Morfolojisi

Apopitozda ana morfolojik olay, niikkleusun kondensasyonu ve daha sonra
parcalara ayrilmasidir. Kromatin, normalde mikst kondens bir yapida olup diffiiz bir
goriiniimdedir. Apopitozda siiperkondens bir hal alarak niikleus zar1 altinda kresentik
goriiniim olusur. Floresan boyamada DNA boncuklanmalar geklinde goriiliir, bunun
nedeni DNA’nin endoniikleaz ile olduk¢a o6zgiil sekilde interniikleozomal
bolgelerden 180-200 bp (baz ¢ifti) biiyiikliiglinde parcalara ayrilmasidir (Narula ve
ark. 1997). Immiin elektroforez yapildiginda “ladder patern’’ olarak isimlendirilen

merdiven seklinde bir gérliniim olusur (Gavrieli ve ark. 1992).

Normalde bir hiicrede birbirini takip eden 7 kirilma onarilirken, apoptoziste
yaklagik 300 000 kirilma meydana gelir ve hiicre onarimi yapilamaz. Apopitozun
erken evresinde hiicreler birlesme bolgelerinden ayrilir, Ozellesmis yiizey
organellerini kaybeder ve belirgin sekilde biiziiliir, birka¢ dakikada hacimlerinin

1/3’linti kaybederler.
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Apopitoza ugrayan bir hiicrede laminin ve aktin filamentlerinin kesilmesi ile
sitoplazma ¢ekilmeye ve kiiciilmeye baglar. Kromatin ve ¢ekirdekte bulunan yapisal
proteinlerin pargalanmasi sonucu ¢ekirdekte kondensasyon baslar. Hiicre biiziiliip,
kiiciilmesiyle makrofajlarin taniyabilecegi ve normal hiicrelerden daha kolay ayirt
edilebilecegi membranla gevrili kiigiik parcalar olusur. I¢lerinde sitoplazma ve sikica
paketlenmis organeller ve bazilarinda ¢ekirdek parcalar1 da mevcut olan apopitotik

cisimler meydana gelir (Trump ve ark. 1997, Pmarbasi1 2007).

Cekirdek de hiicre gibi biiziisiir ve bazen membranla sarili olarak birkag
parcaya ayrilabilir. Niiklear porlar kromatinin membrana komsu olmadigi bolgelerde
yogunlagirlar. Apopitotik hiicreler komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan taninir
ve fagosite edilir. Apopitotik hiicrelerin taninmasi, plazma membranindaki
degisikliklerle olur. Normalde hiicre membraninin i¢ tabakasinda olan fosfatidil
serin, aminofosfolipid transferaz enzimiyle membranin dis yapragina goc eder.
Fagositik hiicrelerin vitronektin, lektin 6zelligindeki reseptorleri fosfatidil serin ile

baglanir ve fagositozu uyarir (Cohen 1998).

Apopitoz mekanizmasinda ii¢ temel grup rol alir. Bunlar: Oliim reseptorleri,
adaptor proteinler ve proteolitik enzimlerdir (kaspazlar). Adaptér proteinler,
reseptorle gelen sinyal sonucunda kaspazlara baglanip onlari aktive ederler. Bu
reseptorlerin en ¢ok bilinenleri TNF reseptori—1 (TNFRI1) ile Fas (CD95) ‘dir.
Bunlar karacigerde bol miktarda bulumaktadir. Fas'in etkisiyle kaspaz dizisi
(kaskad1) aktive olur ve kaspazla aktive olan DNaz (caspase-activated DNase; CAD)

aracilig1 ile DNA yikimina neden olur (Biiylikgebiz ve Caferler 2001).

1.5. 2. Kaspazlar

Apopitoz sirasinda meydana gelen selliiler ve morfolojik degisimler,
kaspazlarin rol oynadigi siiregler sonucunda gelisir (Nicholson 1999). Apopitotik
hiicre 6liimiinde rol oynayan multigen ailesinden olusan sistein-proteaz grubu enzim
"Cysteine Aspartate Specific ProteASEs- CASPASE" olarak tiiretilmistir. Inaktif
proteinler olarak sentezlenen bu enzimler cesitli yollarla aktive edilmelerinin
ardindan hiicresel hedeflerdeki tetrapeptit yapilari tanir ve bazi dnemli hiicre ici

proteinleri, aspartik asit rezidiilerinden keser. Bu sekilde hiicreyi kontrollii bir sekilde
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oliime gotiirtirler. Apopitotik programin merkezi bileseni kaspazlardir (Hampton ve

Orrenius 1998). En az 14 kaspaz tanimlanmistir (Alnemri ve ark. 1996).

Kaspaz aktivasyonu hiicreye oOzgiidiir ve kaspaz inhibitorlerinin (IAP)
effektor kaspazlari inhibe ederek apoptozu engelledigi gosterilmistir (Biiyilikgebiz ve
Caferler 2001). Ayrica IAP (Inhibitors of Apoptosis) ailesinin kaspazlardan ayri
olarak, transkripsiyon faktorlerinin modiilasyonu ve hiicre siklusunun kontroliinde de
yer alarak apopitozu inhibe ettigi bilinmektedir. Bu inhibitorler malign hiicrelerde

asir1 olarak gozlenmektedirler (Israels ve Israels 1999).

1. 5. 3. Apopitozun Mekanizmasi

Yapilan arastirmalar sonucunda, apopitoz ve apopitozdan sorumlu molekiiler
mekanizmalar agikliga kavusmustur. Apopitoz indiiklenmesi i¢in iki ana yol ortaya
cikarilmistir; Birinci yol (ekstrensek yolak) hiicre dis1 sinyallerle CD95 ligandina
(Fas ligand= CD95L) baglanan tiimor nekrozis faktor alfa (TNF a) ailesi tarafindan
uyarilmaktadir. Bu baglanma, reseptérde ATP’den bagimsiz bir takim degisikliklere
neden olarak 6liim indiikleyici sinyal kompleksi olusumuna neden olur. CD95
adaptor molekiil Fas reseptorii iligkili 6liim iinitesi, prokaspaz-8 ve prokaspaz-10 ile
birleserek oliim indiikleyici sinyal kompleksini olusturmaktadir. Sonraki adimda
prokaspaz-8 aktifleserek, kaspaz-3’ten proteoliz ile kiigiik altiinitenin ayrilmasina,
boylece enzimin aktiflesmesine neden olmaktadir. Bu yolak kaspaz-3 aktivasyonu
tizerinden mitokondriyal yolak ile birleserek apoptoz sinyalini giiglendirmektedir

(Kuwano 2007).

Ikincisi ise, mitokondriyel bir yolaktir ve aym zamanda intrinsik yolak da
denilmektedir. DNA hasarin1 da igeren ¢esitli hiicresel streslere cevap olarak aktive
olur. Bu yolagin ayirict 6zelligi mitokondriyel tutulum ve apoptozom olusumu ve
kaspaz aktivasyonunu icermesidir (M De Falco 2005). Hiicre i¢i sinyal bcl-2
ailesinin pro-apoptotik iiyelerini uyararak mitokondriye goglinii saglarken, pro-
apoptotik  iiyeler dis mitokondriyal membrana yerleserek burada porlar
olusturmaktadir. Bu porlar mitokondriden sitokrom-c ayrilmasina olanak saglar.
Sitokrom-c, Apaf-1, ATP, dATP ve prokaspaz-9 ile birleserek apoptozomu olustur.
Olusan apoptozom kaspaz-3’ii aktive eder. Baglangiglar farkli olmakla birlikte, her

iki yol kaspaz-3 aktivasyonuna neden olmaktadir (Sekil 1.8).

30



SR CD95/Fas ligand

/ Cp?;/fas

1” u\Ul 3

3 ";i._n "%y

Adaptor

1

Kaspaz 8 * Prokaspaz-8

—

= Olum indtikleyici sinyal
rokaspaz 3 P ) kompleksi
Kaspaz 9 \ ‘l S 9 ] Oliim indiikleyici
H 4 S\ sinyal kompleksi
Kaspaz- 3 T~ A |
_.Z:—-"\’“ Sitokronlc/ i
=5 i ‘T o ~ Mitokondri
Apoptozom — 3P
Apoptoznsm = =]

anlm R Prokaspaz-9 Apaf-1

Sekil 1.8. Apopitoz mekanizmasi
(https://www.meduniwien.ac.at/pharmakologie/mitarbeiter)

Bcl-2 ailesi

Bcl-2 ailesi, antiapoptotik ve proapoptotik iiyelerden olusan ve apopitozu
diizenlemede en Onemli role sahip olan onkoprotein grubudur. Bcl-2 ve Bcl-XL
apopitozu engelleme fonksiyonunu ya kaspazlarin 6ncii formlarini durdurarak ya da
kaspaz akisini direkt olarak aktive eden sitoplazmadaki apoptoz uyarict faktor (AIF)
ve sitokrom-C gibi apoptogenik faktorlerin mitokondriden serbestlesmesini

engelleyerek gerceklestirmektedir (Tsujimoto 1998).

p53

p53 apopitozu uyarict bir proteindir. Birgok anti-timéor ilag, hedef olarak
hiicre DNA’si1 secer ve p53 seviyesini artirir. Bu aktivasyon ile hiicre boliinmesi
durdurularak hasarin tamiri i¢in zaman kazandirilir ya da hasar onarilamayacak

diizeyde ise hiicre apopitoza yonlendirilir (Fisher 1994).
Kaspazlara ek olarak bir serin proteaz olan granzim-B gibi baska proteazlar

da kaspaz aktivasyonunda gorev alir ve bazen de kaspazlarin yerine fonksiyon

gorerek apopitotik hiicre 6liimiine katkida bulunmaktadir.
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Son zamanlarda yapilan arastirmalarda apopitoz yoluyla hiicre 6liimiiniin
artmast ya da azalmasinin kanser, otoimmiin bozukluklar, viral infeksiyonlar,
norodejeneratif hastaliklar gibi bir¢ok hastaligin patogenezinde rol oynadigi
gosterilmistir (Kiess ve Gallaher 1998). Apopitoz tanisina 6zgii baz1 aktivasyonlarin
belirlenmesi i¢in ¢ok gesitli yontemler gelistirilmistir. Bu yontemler Cizelge 1.3°te
verilmistir. Apopitozun belirlenmesine yonelik gelistirilen metodlar, apoptotik
epitelyal hiicrelerde bulunan kaspaz aktivitesiyle kirilan bir protein olan keratin 18'in
kirildiktan sonraki 6zgilin formunu saptayan antikorlar kullanilarak daha spesifik

olarak saptama yapilmasini saglamistir.

Cizelge 1.3. Apopitozun belirlenmesinde kullanilan yontemler

Apopitozun belirlenmesinde kullanilan yontemler

Morfolojik goriintiileme yontemleri Isik mikroskobu kullanimi

Floresan mikroskobu / Lazerli konfokal
mikroskop kullanimi

Elektron mikroskobu

Faz kontrast mikroskobu

Immiinohistokimyasal yontemler Anneksin V Yontemi
TUNEL Y o6ntemi
M30 Yontemi

Kaspaz Yontemi

Biyokimyasal yontemler Agaroz Jel Elektroforezi
"Western" Blotting

"Flow" Sitometri

Immiinolojik yontemler ELISA: (DNA fragmentasyonu, M30
diizeyi)

Flourimetrik Yontem

Molekiiler biyoloji yontemleri "DNA Microarrays"
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Kaspaz aktivasyonu hastaliklarda hiicre hasarinin bir belirtegdir. Kaspaz-3
yontemi ile sadece apoptotik hiicrelerde olusan aktif kaspaz-3 belirlenebilir. Bunun
i¢in, dokunun kaspaz-3 eksprese ettiginin bilinmesi ya da ¢alisilan dokuda apopitoza
yol agan ajanin kaspaz-3'i kirip kirmadiginin bilinmesi gerekir. Ancak, bu bilinirse
apoptotik hiicreler bu metodla tespit edilebilirler. Yine aymi yontemle farkli
kaspazlarin antikorlar1 kullanilarak bu kaspazlarin aktiflikleri immiinohistokimyasal

olarak degerlendirilebilir.

Sitokeratin-18 (CK-18) hepatositlerin baslica sitoplazmik ara filament
proteinidir ve apoptoz esnasinda spesifik olarak fragmente olmaktadir. Son yillarda
yapilan ¢alismalar apoptotik kaspazlar (kaspaz 3,6,7) ile kesilmis serum CK-18 (M30
antijen) diizeyinin karaciger hastaliklarinda karaciger hasarini anlamli bir sekilde
yansitabilecegi gostermistir. M30 antijen diizeyinin plazmada Sl¢iimii biyokimyasal

bir parametre olarak sik¢a kullanilmaktadir.

1. 6. Antioksidanlar

Normal fizyolojik sartlarda, hiicreler olusan serbest radikal {irtinlerinin belirli
bir diizeyin altinda tutulmast ve onlarin neden oldugu oksidatif hasarlarin
engellenmesi i¢in enzimatik ve nonenzimatik yapilardan olusan antioksidan savunma
sistemlerine sahiptirler. Hiicreler bu sayede serbest radikallerden ve lipit

peroksidasyonundan korunurlar (Thomas 1995,).

Antioksidanlar enzimatik ve nonenzimatik olarak smiflandirilirlar. Hiicresel
seviyede etkili olan enzimatik sistemlerden baslicalar1 antioksidan enzimler arasinda
sliperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz (GSH-Px) dir. Non enzimatik
antioksidan savunma sistemleri ise glutatyon (GSH), vitamin A, C, E, melatonin, en

cok bilinenler arasinda siralanabilir (Aydin ve ark. 2001).
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Antioksidanlar etkilerini temel olarak iki sekilde gosterirler; (Winston 1991, Murray
ve ark. 1993, Hermes-Lima ve ark. 2001).

A- Serbest radikal olusumunun engellenmesi
1- Baglatici reaktif tlirevleri uzaklagtirarak
2- Oksijeni uzaklastirarak veya konsantrasyonunu azaltarak

3- Katalitik metal iyonlarin1 uzaklastirarak

B- Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi

1- Toplayict etki: ROS’lar etkileyerek onlari tutmaya ve daha az reaktif baska
molekiillere cevirmeye yonelik etki (enzimler).

2- Bastiricr etki: ROS’lar ile etkilesip onlara bir proton ekleyerek aktivite

kaybina neden olan etki (flavinoidler, vitaminler).

3- Onarici etki: Serbest radikallerin olusturduklari hasarin onarilmasi

4- Zincir kiricer etki: ROS’lar1 ve zincirleme reaksiyon baglatacak olan

diger maddeleri kendilerine baglayip reaksiyon zincirini kirarak fonksiyonlarin

onleyici etki (hemoglobin, seroplazmin, mineraller, vitaminler).

Ozellikle enzimatik savunma sistemleri reaktif oksijen tiirevleri (ROS), reaktif
nitrojen tiirevleri (RNT) ve bunlarin ara iirlinlerini ortadan kaldirma ya da siiplirme

yetenegine sahip molekiilleri icerirler (Mruk ve ark. 2002).

Antioksidanlar viicutta 6zellikle protein, lipit, karbonhidrat ve DNA gibi yapisal ve
fonksiyonel molekiillerin hasarlanmasina engel olan, diisiik konsantrasyonlarda bile
oksidan denen substratlara kars1 etkili olan maddelerdir (Vinson 2006). Yapilan
calismalar antioksidan tiiketimindeki artisla birlikte, serbest radikal mekanizmasi
tizerindeki etkinin arttigini, daha uzun ve kaliteli bir yasam saglandigini ortaya

koymustur (Meydani 1999).
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1.7.Nigella sativa (Corek otu)

Resim 1.1. Nigella sativa ¢i¢egi ve tohumu

Nigella sativa bitkisinin sistematigi (Tanker ve ark. 2007).
Alem: Plantae
Sube: Spermatophyta

Altsube: Angiospermae

Sinif: Dicotyledonnae
Takim: Ranales
Familya: Ranunculaceae
Cins: Nigella

Tiir : Nigella sativa L.

Tek senelik otsu bitki olan ¢orek otu, dikine inen iplik seklinde bir kok
sistemine sahiptir. Az veya ¢ok dallanan govdesi 20- 40 (60) cm arasinda olup, az
veya cok tliylidiir. Esas yapraklar alternat (yapraklarin karsilikli degil aralikli olarak
sagda ve solda yerlesmis olmasi) diziliste olup, tiglii bir durum gosterirler. Alt
yapraklar1 sapli, iist yapraklar ise sapsiz durumdadir. Renkleri acik yesildir. Cigek
rengi beyaz ya da acik veya koyu mavi olabilir. Meyvesi ¢ok tohumlu olup 5

fonikulumun tepeye dogru birlesmesinden meydana gelmis bir kapsiil seklindedir.
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Nigella sativa’nin kullanilan kismi tohumudur (Resim 1.1). Mat siyah renkli
3-4 koseli olan tohum, 2.5-4 mm uzunlukta 1.5-2.0 mm genislikte ve 1 mm
kalinliktadir. Sicak, besin maddelerince zengin topraklar Nigella sativa yetistiriciligi
icin uygundur. Ozellikle kumlu-tinli topraklarda iyi yetisir. Meyve kabugu
siyahlagsmaya basladigi zaman hasat edilir (Ceylan 1983).

Bitki, ismini tohumlarinin siyah renginden almistir. ‘Nigella’ kelimesi
Latince siyahimsi anlamina gelen ‘nigellus’dan tiiretilmistir. Nigella sativa bitkisinin
Tiirkge karsiligr olarak ¢orek otu; kara ¢orek otu ve siyah kimyon isimleri ile de
anilmaktadir. Corek otunun anavatan1 Dogu Akdeniz iilkeleri, Dogu ve Giiney
Avrupa'dir. Corek otu diger iilkelere buradan yayilmistir. Bu bitkinin ikinci vataninin
Kuzey Afrika, Hindistan ve Tiirkiye oldugu soylenebilir. Bu bitki, Tiirkiye'de
bilhassa Afyon, Burdur, Isparta, Kiitahya ve Konya yorelerinde iiretilmektedir
(Baytop 1984). Giiniimiizde Giiney Avrupa, Rusya, Kuzey Afrika, Ortadogu tilkeleri
ve Hindistan’da ¢orek otu biiyiik 6lciide liretilmekte ve tiiketilmektedir (Tiirker ve

ark. 1997).

Tirkiye’de 14 Nigella tiirii yetismektedir. Cogunun kimyasal ve farmakolojik
Ozellikleri heniiz incelenmemistir. Bunlardan Nigella sativa, Nigella Damascena
(Sam ¢orek otu) ve Nigella Arvensis’in (kir ¢orek otu) tohumlar1 halk hekimliginde
ve baharat olarak daha yaygin bir bicimde kullanilmaktadir (Resim 1.2). Ulkemizde
tarim1 yapilan ve ticarete konu olan tek tiir, yalnizca Black cumin, Nigella sativa

L.dir (Segmen ve ark. 2000).

Nigella safiva

Resim 1.2. Nigella sativa, Nigella Damascena ve Nigella Arvensis
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1. 7. 1. Nigella sativamin Kimyasal Icerigi

Corek otu tohumunun kimyasal igerigi bitkinin yetistirildigi bolgeye, hasat
mevsimine, ¢esidine ve iklime gore degismektedir. Nigella sativa tohumlari,
karbonhidratlar, yaglar, vitaminler, mineraller, ve 9 esansiyel amino asidin sekizini
igeren proteinler ihtiva etmektedir (Chun ve ark. 2002). Nigella sativa tohumun
SDS PAGE ile fraksiyonlanmasi sonucunda molekiil kiitleleri 94 — 10 kDa araliginda
degisen bir dizi protein bandi elde edilmistir (Haq ve ark. 1999).

Nigella sativa tohumlari, ugucu yag (% 0,38- 0,49), sabit yag (% 30- 40),
protein (% 20- 30), saponin, melantin, nigellon ve tanen ihtiva eder. Ulkemizde
yapilan bir arastirmada; ¢orek otu tohumlarinda % 6,4 su, %4 kiil, % 32 yag, % 20,2
ham protein, % 6,6 ham lif ve % 37,4 karbonhidrat bulundugu belirlenmistir. Sabit
yagin; % 1,2 miristik, % 8,4 palmatik, %2,9 stearik, %17,9 oleik, % 60,8 linoleik, az
miktarda arasidik ve % 1,7 eikosadienoik asitlerden olustugu bildirilmistir (Nergiz ve
Otles 1993). Monosakkaritlerden glukoz, ramnoz, ksiloz ve arabinoz icerdikleri

bildirilmistir (Rouhou ve ark. 2007).

Nigella sativa yaginin HPLC analizi ile en aktif maddesi olan timokinon (TQ)
ve ditomikinon (DTQ), nigellon, timohidrokinon (THQ), timol (THY) (Sekil 1.9),
karvakrol o ve B pinen, d-limonen, p-cymen, d-citronellol, 2-(2-metoksipropil)-5-

metil-1, 4-benzendiol izole edilmistir (Salem 2005).

" r - "
O i i1
Timokinon Dit 'n-::-I-:_irIl-: I
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Sekil 1.9. Nigella sativa yaginin temel bilesenleri
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Doymamis ve esansiyel yag asitleri bakimindan zengin Nigella sativa
tohumlar1 yag asidi profili incelendiginde, linoleik asidinin Nigella’da en bol bulunan
doymamis yag asidi oldugu gorilmiistiir (Mahmoud ve ark. 2002, Nickavar ve ark.
2003). Nigella sativa’da bulunan temel fosfolipid smiflar1 fosfatidilkolin,
fosfatidiletanolamin, fosfatidilserin ve fosfatidilinisitoldiir (EI-Mahmoudy ve ark.
2002). Ayrica az miktarda B1, B2 ve B6 vitamini, organizmada 6nemli metabolik
faaliyetlerde rol alan, besin ve su ile disaridan alinmasi gereken demir, kalsiyum,

magnezyum, c¢inko ve selenyum gibi mineralleri de ihtiva etmektedir (Mahfouz ve
El-dakhakhny 1960).

Ulkemizin Dogu Anadolu Bélgesinde yetisen ¢drek otu tohumlari yag asidi,
vitamin ve eser element icerikleri yapilan bir ¢aligmayla belirlenmistir (Vatansev ve

ark. 2013). Bu igerikler Cizelge 1.4., 1.5. ve 1.6.’da gosterilmistir.

Cizelge 1.4. Nigella sativa L. Yag Asidi Icerigi (Vatansev ve ark. 2013).

Yag Asidi %
Palmitik C16:0 54
Stearik C18:0 11
Oleik C18:1 235
Linoleik C18:2 66.5
Linolenik C18:3 0.8
Eikosadienoik 20:2 2.7
Total ansature yag asidi 93.5
Total sature yag asidi 6.5

Cizelge 1.5. Nigella sativa L. Eser Element Diizeyleri (ng/g kuru madde)

Co Ni Fe Zn Cu Mn Cr

0.12+0.02 | 1.489+0.125 | 117.32+18.7 | 41.42+5.8 | 30.26+4.5 28.56+2.5 2.5540.18

Cizelge 1.6. Nigella sativa L. Vitamin Degerleri (1g/g kuru madde)

a-tocopherol | 6-Tocopherol | Retinol Vitamin D2 Vitamin K1 Vitamin K2

10.19 2.28 0.18 1.38 1.85 2.15
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1. 7. 2. Nigella Sativanin Etkileri
1.7.2. 1. Solunum Sistemine EtkKisi

N. sativa tohumlar1 ve yagi astim tedavisi i¢in siklikla kullanilmaktadir.
Nigellonun bronsiyal astim i¢in miikemmel bir profilaktik madde olup yetiskinlere
oranla ¢ocuklarda daha etkili oldugu kanitlanmistir (Randhawa ve Al-Ghamdi 2002).
Astima kars1 N. sativanin iyilestirici ve koruyucu etkileri anti-histaminik 6zelligine
bagli olabilir (Chakarvarti 1993). N. sativa ugucu yagi doza bagimli olarak,
mepiramin, atropin ve rezerpin ile antagonize olan solunum hizi ve intra-trakeal
basingtaki artis1 indiikler( El-Tahir K ve ark. 1993). Kuveytte N. Sativa ekstresi
burun kanamalarinda dogal yag ile birlikte kullanilmaktadir (El-Kadi ve Kandil
1986).

1.7. 2. 2. Kardiyovaskiiler Sisteme EtKkisi

N. sativa tek basina ya da bal veya sarimsak ile bir arada hipertansiyonun
tedavisi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Ugucu yag ve thymoquinone arteriyel
kan basinci ve kalp hizinda doza bagh bir azalma olusturmaktadir. Nigella sativa
tohumlarinin ekstresi ile yapilan bir ¢alismada hipertansiyonlu farelerde hipotansif
etki aragtirllmistir. Farelere 0,6 mL/kg dozda oral olarak Nigella sativa ekstresi 15
giin boyunca verilerek ekstrenin, idrar sikligin1 % 16-30 oraninda artirdigs; CI', Na",
K* ve iirenin idrarla atilmasmin da arttigi gozlenmistir. Ayrica arteryel kan
basincinin % 22 oraninda distiigli saptanmustir. Nigella sativa tohumlarinin
hipotansif etkisinin diiiretik 6zelliginden kaynaklanmis olabilecegi bildirilmistir

(Zaou1 ve ark. 2000).

1. 7. 2. 3. Uriner Sisteme EtKkisi

Gentamisin ile indiiklenen toksisitede Nigella sativa yagi ile yapilan tedavi,
nefrotoksisitenin biyokimyasal ve histolojik parametrelerinde doza bagimli iyilesme
saglamis, ayrica iyilesmeye, renal korteksteki GSH konsantrasyonu ve toplam
antioksidan diizeyinde artig gézlenmistir (Yaman ve Balik¢1 2010). Doksorubisin ile
indiiklenen nefropatide proteiniiri ve hiperlipidemi ile iligkili nefrotik sendrom igin
Timokinonun koruyucu bir madde olarak kullanilabilecegi 6nerilmistir (Badary O ve

ark. 2001)
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1.7. 2. 4. Gastrointestinal Sisteme Etkisi

N. sativa, karin agrilarinda, gaz giderici ve miishil ilact olarak
kullanilagelmistir (Gilani ve ark. 2004). N. sativanin alkolik ekstresinin pilor
ligasyonu ve aspirin ile olusturulan gastrik iilser modellerinde antiiilser etkinlik
gosterdigi bildirilmistir (Rajkapoor ve ark. 2002). N. Sativa yagmin gastroprotektif
etkisi gastrik lezyonlara kars1 gastrik mukozal redoks durumunun korunmasi ile ilgili

olabilir (EI-Abhar ve ark. 2003).

N. sativanin, anti-iilser etkisi muhtemelen prostaglandin aracili ve / veya
antioksidan ve anti-sekretuar aktiviteleriyle iligkili olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Al
Mofleh ve ark. 2008).

1. 7. 2. 5. Santral Sinir Sisteme Etkisi

Nigella sativa tohumlarmin sulu ve metanollii ekstresi, genel davranis
bicimlerinde bir degisiklik, anlik hareketlilikte dnemli azalislar, viicut sicakliginda
diisiis, hot plate ve basing testlerinde onemli analjezik etki, santral sinir sistemi
tizerinde sakinlestirici etki ve kas gevsetici gibi santral sinir sistemini baskilayici

etkileri bulunmustur (Al-Naggar ve ark. 2003).

Yapilan calismalarda Timokinon oksidatif stresi inhibe ederek santral sinir
sisteminin  demiyelinizan hastaliklarinda  deneysel alerjik ensefalomiyelitli
hayvanlarda gelisme saglamistir. Boylece timokinonun Multiple Skleroz
tedavisindeki rolii diisiiniilebilir (Mohamed ve ark. 2003).

1.7.2. 6. Anti-Diyabetik Etkisi

Diabetes Mellitus, bir¢cok etiyolojisi olan karmasik bir metabolik bozukluktur.
Insiilin sekresyonunun bozulmas, insiilinin etki mekanizmasinin bozulmasi veya her iki
durumun da ayni anda ortaya ¢ikmasiyla, karbonhidrat, yag ve protein metabolizmalarini

etkileyen, kronik hiperglisemi ile karakterize edilmektedir.
Streptozotosin ile diyabet olusturulmus farelere verilen N. sativa yaginin

hipoglisemik etki olusturdugu ve bunun da kismen hepatik glikojenezisdeki bir

azalistan kaynaklandig: bildirilmistir (Fararh ve ark. 2004).
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1.7.2. 7. immiin Sisteme EtKkisi

Giinde bir gram N. sativa iki kez goniillii insanlarda uygulanmig ve T hepler
hiicrelerin (T4), T siipressor hiicrelere (T8) oranin1 %72 artirmis ve naturel killer
hiicre aktivitesini artirmustir. Ancak, immunglobulin (IgA, IgG ve IgM) diizeyleri

azalma oldugu gozlenmistir (Omar ve ark. 1999).

Farkli bir calisma ile Nigella sativa tohumunun, T lenfosit ve total 16kosit
degerlerinde anlamli bir artis yaptigi gosterilmis ve c¢orekotu tohumunun insan

bagisiklik sistemini giiclendirebilecegi sonucuna varilmistir (Kaya ve ark. 2003).

Nigella sativa yagi ve Timokinon ile yapilan caligmada ise ikisininde T
lenfosit hiicrelerine ve immiin cevaba aracilik eden Natural killer hiicrelerinin artigini
saglayarak Oonemli oranda immiinomodiilator etki gosterdigi bildirilmistir (Salem

2005).

1. 7. 2. 8. Anti-inflamatuar Etkileri

Reaktif oksijen tiirleri, doku harabiyetine sebep olan bol miktarda toksik
oksidatif reaksiyonlar baglatmaktadir. Nigella sativa’nin anti-inflamatuvar aktiviteleri
hiicresel NO olusturma kapasitesinin inhibisyonu yolu ile agiklanmaktadir. Pek¢ok
dokuda nitrik oksit sentaz (NOS) aracilifiyla L-argininden sentezlenen NO ¢ogu
inflamatuvar hastalikla iligkilidir. Tunus’tan toplanan Nigella sativa tohum yagi ve
bilesenleri iizerinde bir ¢alisma yapmis ve bu calismaya gore Nigella sativa yagi
LPS-indiiklii NO sekresyonunu %90 oraninda, Nigella sativa’nin temel aktif bileseni
timokinonun ise NO iiretimini %95 oraninda inhibe ettigi bildirilmistir (Bourgou ve
ark. 2010). Timokinonun NO iiretimi {izerindeki inhibisyon etkisi uyarilabilir ROS
mRNA’s1 ve protein ekspresyonunu azaltma yoluyla gergeklestigi one siirilmiistiir

(El-Mahmoudy ve ark. 2002).

1.7. 2. 9. Antiiilser Etkisi

Nigella sativa yagmin gastrik sekresyon ve farelerde etanol ile indiiklenen
ilser modelindeki etkileri arastirilmig ve Nigella sativa yagmin farelerde etanolun
neden oldugu iilserlere karsi koruyucu bir etki sagladigi one siiriilmiistiir (El-Dakhak
ve ark. 2000).
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1.7. 2. 10. Anti-Mikrobiyal Etkileri

S. masonili farelere Nigella sativa yagiyla muamele edilmesiyle karacigerdeki
S. masoni kurtlarinin sayisinin azaldigi, karaciger ve bagirsaktaki yumurta miktarinin
distiigli goriilmiistiir. Bu farelere Nigella sativa yagi verilmesi ile serum albumin
diizeyi ile ALT, ALP ve GGT aktiviteleri gibi enfeksiyona bagli biyokimyasal ve
patolojik degisimleri ortadan kaldirmistir (Mahmoud ve ark. 2002). Tunus’tan
toplanan Nigella sativa tohumlarinin yagi ve bilesenlerinin S. aureus ve E. coli

tizerinde antibakteriyel 6zelligi bulundugu bildirilmistir (Bourgou ve ark. 2010).

1.7.2.11. Antikoagulan EtkKisi

N. sativa ekstresi kullandiktan sonra ratlarda kanama zamaninda 6nemli bir
kisalma gozlenmistir. Ancak, trombin siiresi ve protrombin siiresi lizerinde dnemli
bir etkisi olmazken parsiyel tromboplastin zamani kisalmigtir. Farkli bir ¢alismada
ise N. sativa tavsanlarin kan pihtilasma siliresi ve plazma pihtilasma siiresini

kisaltmistir (Salama 2010).

1.7.2.12. Antioksidan Savunma Sistemine Etkisi

Son zamanlarda Nigella sativa tohumlari, yagi ve etken maddeleriyle yapilan
klinik ve deneysel caligmalarla Nigella sativanin antioksidan &zellikleri ortaya
konulmus ve oksidatif hasarin sebep oldugu bir¢ok hastaligin engellenmesinde ya da
tedavisinde faydali olabilecegi savunulmustur. Tunus’taki ¢drekotu tohumlarinin yagi
tizerinde yapilan ¢aligmada Nigella sativa yaginin ROS iiretimini belirgin bigimde inhibe
ettigi tespit edilmistir. ROS inhibisyonu hiicreleri oksidatif stresten korumaktadir

(Bourgou ve ark.2010).

Yapilan in-vitro ¢aligmalarla, Nigella sativa tohum ekstresinin yilan ve akrep
zehirlerinin hemolitik etkisini onledigi, eritrositleri lipit peroksidasyonuna, protein
denaturasyonuna, H,O, nin sebep oldugu artan ozmotik kirllganliga kars1 korudugu
ve laringeal karsinoma hiicrelerini, lipopolisakkarit veya kortisol tarafindan

indiiklenen apoptozisten korudugu gosterilmistir (Salem ML. 2005)
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1.7.2.13. Anti-Histaminik Etkisi
Brongial astim, atopik ekzama, allerjik i¢ burun iltihab1 gibi allerjik hastalig
bulunan bireylerde, Nigella sativa yagi uygulanmasinin IgE, eosinofil sayisi, plazma

ve idrardaki endojen kortizol miktarinin diismesine sebep oldugu bildirilmistir (Kalus

ve ark. 2003).

Ulser indiiksiyonundan once Nigella sativa yagi verilen sicanlarin ve
verilmeden iilser indiiklenen sicanlarin gastrik mukozadaki histamin miktarlar
Olciilmiis ve onceden Nigella sativa yagi ile muamele edilen sigcanlarin gastrik
mukozadaki histamin igerikleri daha diisiik bulunmustur. Nigella sativa yagiyla
muamelenin, gastrik mukozadan histamin salinmasina karst % 53.56 oraninda

koruyucu etki gosterdigi savunulmustur (EI Dakhakhny ve ark. 2000).

1.7. 2. 14. Anti-Tiimor Etkisi

Yapilan bir¢ok ¢alisma ile Nigella sativa tohumlarinin ve aktif bilesenlerinin
anti-timor etkileri gosterilmistir. Nigella sativa yagmin ve aktif bilesenlerinin in
vitro anti-tiimor etkileri, farkli tiimor modelleri {izerinde yapilan in vivo ¢alismalarla
teyit edilmistir. In vitro sitotoksik bir calismada Nigella sativa’nmin ham metanol
ekstraktinin Ehrlich Assit Karsinomu, Dalton lenfoma ve Sarkoma-180 hiicreleri
tizerinde yaklasik %50 oraninda sitotoksik etki yaptigi gosterilmistir. Ayrica Nigella
sativa yagmin topikal uygulanmasinin farelerde kroton yagi ile indiiklenmis deri
kanserinin baglama ve artmasini inhibe ettigi gosterilmistir (Salomi ve ark. 1992).
Nigella sativa yagmin timor boyutunu kiiciiltmekte, karacifer metastazini
engellemekte ve P815 mastositoma tiimor tasiyan farelerin oliimiinii geciktirdigi

bildirilmistir (Mbarek ve ark. 2007).

1.7.2.15. Toksik Etkisi

N. sativa tohumlarin sabit yaginin toksisitesi LD 50 degerlerinin belirlenmesi
ve olas1t biyokimyasal, hematolojik ve histopatolojik degisikliklerin incelenmesi
yoluyla fare ve ratlarda arastirilmistir. Yiikksek LDS50 degerleri tarafindan diisiik
toksisite kanitlanmis, nemli karaciger enzimlerinin stabilitesi ve organ biitlinliigii N.
sativa tohumlarin sabit yagi i¢in tedavi dozlarinda genis bir gilivenlik marji

onermekte oldugu bildirilmistir (Zaoui A. ve ark. 2002).
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2. GEREC VE YONTEM

Calismalar, Necmettin Erbakan Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve
Uygulama Merkezi, Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji-Genetik-Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dallar1 Aragtirma Laboratuarlar1 ile Tibbi Biyokimya

Anabilim Dali Metabolizma-Arastirma ve Rutin Laboratuarlarinda yapilmustir.

2. 1. Deney Hayvanlari

Calismada agirligr 200-300 g arasinda degisen, 32 adet Wistar cinsi saglikli
ratlar kullanildi. Deney siiresince hayvanlar, Necmettin Erbakan Universitesi
Deneysel Tip Arastirma Ve Uygulama Merkezi laboratuvarinda 12 saat aydinlik ve
12 saat karanlik ve 24°C kontrollii odalarda % 20 protein igeren kuru pelet yem ve su

ad libitium verilerek beslendi. Deney hayvanlar1 4 gruba ayrildi.

1. Kontrol Grubu (n=6)

2. Nigella Sativa Yagi Grubu (NSY) (n=6)

3. CCla Grubu (CCls) (n=10)

4. CCla+Nigella Sativa Yag1 Grubu (CCls+ NSY) (n=10)

2. 2. Karaciger Hasar1 Olusturulmasi

Calismamizda karaciger hasari olugturulmak tizere kullanilan CCls, 1ml/1ml
(1 birim CCl4: 1 birim zeytinyag1) olacak sekilde zeytinyagi igerisinde ¢ozdiiriilerek

(Susan; 2002) yontemine gore hazirlandi.

Kontrol Grubu: 14 giin boyunca her giin giinde bir kez 0,4 mL/kg zeytinyagi
intraperitonel (i.p.) uygulandi. Deney bitiminden 24 saat sonra ketamin anestezisi ile

ratlarin kalplerinden kan 6rnekleri alindi.
Nigella Sativa Yagi Grubu: 14 giin boyunca her giin giinde bir kez 0,4 mL/kg

Nigella sativa yagi (i.p.) uygulandi. Deney bitiminden 24 saat sonra ketamin

anestezisi ile ratlarin kalplerinden kan 6rnekleri alindu.
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CCl4 Grubu : 14 giin boyunca hergilin giinde bir kez 0,4 mL/kg zeytinyag1 (i.p.)
uygulanip 14. glin uygulamadan 1 saat sonra karbontetrakloriir 1 mL/kg (ip.)
uygulandi. Deney bitiminden 24 saat sonra ketamin anestezisi ile ratlarin

kalplerinden kan 6rnekleri alindi.

CCl+ Nigella Sativa Yagi Grubu: 14 giin boyunca hergiin giinde bir kez 0,4
mL/kg Nigella sativa yagi (i.p.) uygulanip 14. giin uygulamadan 1 saat sonra
karbontetrakloriir 1 mL/kg (ip.) uygulandi. Deney bitiminden 24 saat sonra ketamin

anestezisi ile ratlarin kalplerinden kan 6rnekleri alindi.

Tiim gruplarda kanlar alindiktan sonra ratlar ketamin anestezisi ile sakrifiye
edildi. Alinan kanlar 3.000 rpm’de 5 dakika santrifiije edildi ve serumlar1 ayrildi.
Serumlar ayr1 ayr1 eppendorf tiiplere bdliinerek -80°C’de saklandi. Karaciger
dokular1 % 0,9’luk NaCl ile yikandiktan sonra, immiinohistokimyasal ¢aligmalar i¢in
formaldehitte, biyokimyasal ¢alismalar igin ise sivi azotda dondurularak -80°C’de

saklandi.

2. 3. Kullanilan Cihazlar
Otoanalizor (Architect 1600)
Benmari (BM 302)

Elisa okuyucu (RT-2600 Rayto)
Elisa calkalayici (GFL 3017)

Buz makinas1 (Scotsman AF 100)
Santrifiij (Sigma)

Sogutmali santrifiij (Beckman Coulter Mikrofuge 22R)
Etiiv

Nuge erleni

Degazer

HPLC (Agilent 1200)

Vorteks

Homojenizator

Hassas Terazi

Frozen kesit i¢in kreostat

Mikroskop (Olympus DP72)
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pH Metre
Magnetik karigtirici, magnetik bar
0.45um seliiloz asetat filtre

2. 4. Kullamlan Kimyasallar

AST Kkiti (Abbott)

ALT kiti (Abbott)

LDH Kiti (Abbott)

niikleaz P1 (Sigma N 8630)

Alkalen Fosfataz (Merck Millipore 524572)
8-hidroksi-2-deoksiguanozin (EIA Kit Cayman 589320 USA)
M30 (EIA Kit Eastbiopharm CK-E90547)
Sodyum asetat (Merck 106268)

Sitrat (Merck 100244)

Saf metanol (Merck 106008)
3-Nitro-L-Tirozin (N 7389)

HCL (Merck 100317)

TCA (Merck 100807)

NaOH (Merck 106498)

Formaldehit (Sigma- Aldrich F8775)
Aseton (Sigma 179124)

Goat serum (Abcam ab 7481)

Twen 20 (Sigma- Aldrich P228)

Glisin (Merck 104201)

Kaspaz 3 primeri (Abcam ab 4051)
Kaspaz 9 primeri (Abcam ab 4053)
Sekonder antikor (Texas Red sc-2780)
Mounting Medium(sc-24941)
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2. 5. Biyokimyasal Analizler

2.5. 1.

Karaciger fonksiyon testleri

-80°C’de muhafaza edilen serumlar oda isisinda ¢oziilereck AST, ALT ve LDH

diizeyleri otoanalizorde 6l¢iildii ve U/L olarak birimlendirildi.

2.5.2.

Karaciger Dokusunda 8-OHdG Olciimii

DNA Izolasyonu:

-Niiklei lizis soliisyonu hazirlanmasi

© ©o N o g B~ w D

[EEN
o

11.
12.
13.

Tris EDTA, pH 8,0 iml
5M NaCl 8ml
0,5M EDTA 0,4ml

dH,O ile 100ml1’ye tamamlanir.

-80°C’de saklanan karaciger dokusundan 0,5 mm ¢apinda parga alinarak 1ml
distile su icersinde bistiiri ile daha kiiciik pargalara ayrildi. Uzerine 850 ul
niiklei lizis ve 10pg /ml proteinaz K eklendi.

Vortekslenerek bir gece 65° C’de inkiibe edildi.

850 ul kloroform eklenip vortekslendi.

Karisim 1,5-2,0 ml’lik ependorf tlipe aktarildi.

10000 rpm’de 3 dk. santrifiij edildi.

Stipernetant igerisinde 1ml %96’lik alkol bulunan ependorf tiipe aktarildi.
Alt-tist edilip, DNA goriiniir hale geldi.

DNA gozle goriiniir hale geldikten sonra 13000 rpm’de 3.dk santrifiij edildi.
Stipernetant dokiiliip %70’lik alkolde yikandi.

. 13000 rpm’de santrifiij edildi ve siipernetant dokiilerek kurutma kagidinda

Kurutuldu.

Uzerine 200-300 pl steril distile su eklendi.

Vortekslenip oda 1sisinda 37° C’de 1-2 saat inkiibe edildi.

Tekrar vortekslendi ve kullanincaya kadar -20° C’de muhafaza edildi.

Izole edilen DNA, niikleaz P1 ile pargalandi. 1 M Tris ile pH’s1 7,5-8,5 olacak
sekilde ayarlandi. Her 6rnege 1 {inite Alkalen Fosfataz eklendi ve 37° C’de 30 dakika

inkiibe

edildi. 10 dakika 95° C’de kaynatildi ve kullanilincaya kadar buzda

bekletildi.
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Hazirlanan ekstraktlarda 8-hidroksi-2-deoksiguanozin analizi, 8-OHdG
monoklonal antijeninin (Anti 8-OHdG) o6rnek, standart veya onceden kaplanmis
kuyucuklarina baglanmamis 8-OHdG’lere yarigsmali olarak baglanma o6zelliginden
yararlanarak hazir ticari kit (8-hidroksi-2-deoksiguanozin EIA Kit) kullanilarak
yapildi ve 405 nm’de okutuldu. Curve Fit programi ile hesaplanan veriler pg/ml

olarak verildi.

2. 5. 3. Karaciger Dokusunda 3-NT Olgiimii
2.5. 3. 1. Karaciger Dokularimin Hazirlanmasi

Sivi azotda dondurularak -80°C’de saklanan karaciger dokulari, potasyum
fosfat tamponu ile (1:3) homojenize edildikten sonra, 300 uLL homojenata proteinleri
coktiirmek amaciyla 300 pL. TCA eklendi. Karisim vortekslendikten sonra 3000
RPM’de 5 dk santriflij edildi. Daha sonra siipernatanlar atilip, ¢okeltiye hidroliz
amactyla 1 ml 6 N HCI eklendi. Her numune ortalama 1 dk kadar sonike edildikten
sonra hidroliz tiiplerine alind1 ve 24 saat etiivde, 105°C’de bekletildi. Ertesi giin
etiivden ¢ikarilan ornekler ¢esme suyunda sogutuldu. Iml 6N NaOH eklenerek
vortekslendi, 5dk 3000rpm’de santrifiij edildi. Siipernatan 0,45 pum’lik membran

filtrelerden stiziilerek HPLC sistemine verildi.

2.5. 3. 2. Dokularda 3-NT Miktar Hesaba:

HPLC de elde edilen standart 3-NT degerlerine gore, numunelerin pik
alanlarindan numune 3-NT konsantrasyonlar1 pmol/L olarak elde edildi. Elde edilen
bu degerler, kullanilan doku miktar1 igin elde edilen 3-NT konsantrasyonunu ifade
etmektedir. Buradan 1g doku igin elde edilen 3-NT konsantrasyonu hesaplanarak,

doku 3-NT miktart nmol/g doku seklinde verildi.

2. 5. 3. 3. Kullanilan Reaktifler
1.Mobil faz: 50 mM Sodyum asetat, 50 mM sitrat, % 8 saf metanol i¢erecek
sekilde hazirland1 ve pH’st 3.1°e ayarlandi. Hazirlanan mobil faz daha sonra 0.45

um’lik seliiloz asetat filtreden siiziilerek degaze edildi.

2.3-Nitrotirozin Standardi: 23 mg 3-Nitro-L-Tirozin’in 0,01 N HCI i¢inde
¢oziilmesiyle elde edilen 100 pM’lik stok standart taze olarak diliie edilerek, 0,3125 -
0,625-1,25-2,5-5 - 10 uM’lik standartlar hazirlandi.
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3.Asit hidroliz reaktifleri: Dokularin asit hidroliz islemleri igin % 10’luk

TCA, 6 N HCI, 6 N NaOH hazirland:.

4.Fosfat tamponu: 50 mM hazirlandi pH:7,4’e ayarlandi.

2.5. 3. 4. HPLC Sistemi

Kulanilan 6l¢iim programi ¢izelge 2.1°deki sekilde sisteme yiiklendi. Sistem

calistirilarak 24 saat siire ile kolondan mobil faz akis1 saglandi.

Cizelge 2.1. 3-NT tayininde kullanilan HPLC sistem parametreleri

HPLC Modeli Agilent 1200

Dedektor uv

Mobil Faz %8 Metanol igeren 50 mmol/L NaOAc /
50 mmol/L sitrat tampon, pH:3.1

Analitik Kolon 4.6. 1.D.x 250 (mm)

Dalga boyu 274 nm

Akim Hiz1 1.0 mL/dakika

Ornek Hacmi 70 uL

Calisma Siiresi 30 dakika

Sensitivite 0,1pumol/L

Numune Lopu 100 uL

Enjeksiyon sistemi

Rheodyne Injektor

Bilgisayar Unitesi

Kromotografi programi ile donanimli
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2. 5. 3. 5. 3-Nitrotirozin Standart Ol¢iimleri ve Grafigi
0,01 N HCI iginde hazirlanan 0,3125 - 0,625-1,25-25-5- 10 uM
konsantrasyonlarindaki 3-nitrotirozin standartlar1 otosampler ile HPLC sistemine

verildi sonra, pikin ortaya ¢ikis zamani numuneye standart eklenerek tespit edildi.

| WD A, Wavelength=274 nm (MITRONURCAMDEF_LC 2013-12:27 09-41-312M2000008.1)

mAll

E v‘”@

28-

0 25 § 15 0 125 1 174 1 i

Sekil 2.1. 3-NT 1,25 uM konsantrasyonlarindaki standart kromatogrami

| VU, Wavelength=2re nm (N1 RUNURLARDER LU 20750028 U41-378 TAN000E0)

0 25 § 15 10 125 15 it | 25

Sekil 2.2. 3-NT 2,5 uM konsantrasyonlarindaki standart kromatogrami



DA A, Wavelength=274 nm (NTRONURCAMDEF _LC 2043-02:27 0981-312T12000008.0)

mAll N q,',;»
] o, &
-
0|
46~
20_
——— - r "~ " e
0 25 § 78 ] 125 [ 175 il nh

Sekil 2.3. 3-NT 5 uM konsantrasyonlarindaki standart kromatogrami

DT A, Wavelength=274 nm (MITRONURCAMDEF L 2013-42-27 DB41-3\2742000004.0)

Sekil 2.4. 3-NT 10 uM konsantrasyonlarindaki standart kromatogrami
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S =4.37420082
r=0.99924517

ALAN(mM AU)

P T T T T T T T T T T T T T T
0.0 19 3.7 5.5 7.3 9.1 11.0

3-NT(mikromol/L)

Sekil 2.5. 3-NT Standart egrisi

Standart ¢caligmalardan elde edilen pik alanlar1 esas alinarak, regresyon analizi
yapilarak 3-NT standart egrisi ¢izildi. Elde edilen standart 3-NT degerlerine gore,

numunelerin pik alanlarindan 3-NT konsantrasyonlar1 hesaplandi.

2.5. 4. Serumda M30 Ol¢iimii
Serum apopitotik M30 antijen diizeyi M30 (EIA Kit Eastbiopharm CK-E90547)
ile kantitatif olarak tayin edildi.

2. 6. Karaciger Dokularinda Apoptotik Hiicrelerin Kaspaz 3 ve Kaspaz 9
Aktivitelerinin Belirlenmesi

%10’luk formol i¢inde saklanan karaciger dokusundan kiigiikk parcalar
alarak 3 giin siireyle %30 siikroz ¢ozeltisinde bekletilerek poly-L-lysine kaplh
lamlara 5 mikron kalinliginda kaspaz 3 ve kaspaz 9 i¢in ayr1 ayr1 Kreostat kesitler
alindi. Postfiksasyon i¢in, kesitler iizerine dokuyu ortecek sekilde aseton damlatildi
ve -20°C’de 30 dakika bekletildi. Oda sicakliginda tekrar aseton damlatilarak 5-10
dakika bekletildi. 3 kez 5’er dakika PBS ile yikandiktan sonra %0,1 PBS/Triton X-
100°den damlatilarak 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. Tekrar 3 kez 5’er dakika
PBS ile yikandi. Daha sonra kesitlere nonspesifik ve yalanci pozitif isaretlenmeleri
engellemek amact ile: Goat serum, Tween 20 ve Glisin igeren blok soliisyonu
damlatilarak 1-2 saat oda 1sisinda bekletildi. Bir kez PBS ile yikandi ve iizerine
kaspaz 3 i¢in alinan kesite goat anti rabbit anti-kaspaz 3 ve kaspaz 9 igin alinan
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kesite goat anti rabbit anti-kaspaz 9 primer antikoru damlatilarak 1 gece +4°C’de
bekletildi.

Ertesi giin %0,1 PBS/Tween 20 ile oda 1sisinda 3 kez 10’ar dakika yikandi.
Lamlara fluoresan konjuge (Texas Red) antirabbit IglG sekonder antikoru
damlatilarak karanlik ortamda 1-2 saat oda 1sisinda bekletildi. Ardindan yine karanlik
ortamda 3 kez %0,1 PBS/Tween 20 ile 5’cr dakika yikandi. Lamlar DAPI’l1
fluoresan kapatma soliisyonu ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar foto atagmanli
fluorasan mikroskopta Texas Red ve UV filtreleri ile incelenip degerlendirmeler

yapilarak gorlintii alind1.

Histolojik olarak, apopitoz miktar1 ya da orani, apopitotik indeksle ifade
edilmektedir. Bu indeks, apopitotik hiicre sayisinin canli hiicrelere yiizdesel orani ile
bulunmaktadir (Prieto ve ark, 2002). Floresans mikroskopla X40 biiyiitmede doku
kesitlerinin rastgele farkli bolgelerinden hiicre sayimi yapildi. Fluoresan
mikroskobun UV filtresi kullanilarak; c¢ekirdekleri DAPI ile mavi fluoresan
isaretlenen hiicreler belirlendi ve sayimi yapildi. Sayilan 100 hiicre i¢inde Texas Red
filtresi ile kirmizi fluoresan isaretlenen kaspaz 3 ve kaspaz 9 pozitif apopitotik hiicre
sayimlar1 yapilarak apopitotik indeksleri hesaplandi [Apopitotik Indeks =
(Apopitotik hiicre sayisi/canlt hiicre say1s1)x100].

2. 7. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler Minitab-14 programi ile yapildi. Normal dagilim
Kolmogorov Simirnov testi ile belirlendi. Buna gére M30, 8-OHdG, Kaspaz 3 ve
Kaspaz 9 sonuglart normal dagilim gostermedikleri igin Non parametrik Krukal-
Wallis varyans analizi ile degerlendirildi ve farkliligin hangi gruplar arasinda oldugu
Mann-Whitney U Testi ile Bonferroni diizeltmesi yapilarak bakildi. AST, ALT,
LDH, 3-Nitrotirozin sonuglari ise normal dagilim gosterdikleri igin parametrik
Anova varyans analizi uygulandi ve Post Hoc Tukey HSD testi ile degerlendirildi.

p<0,05 anlamlilik derecesi olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR
3. 1. Karaciger Dokusu Morfolojik Bulgular:

Karaciger dokularmin sakrifikasyondan sonraki makro goriintiileri
incelendiginde, CCl, uygulanan grupta belirgin bir dejenerasyon ve yaglanma
oldugu, CCly ile birlikte NSY verilen grupta yaglanmanin azaldigi goézlenmistir.
Sadece NSY verilen grupta ise yaglanma bagladigi tespit edilmistir. Gruplarin

karaciger goriintiileri Sekil 3.1°de verilmistir.

Sekil 3.1. Ratlardan alinan karaciger dokular1 A: Kontrol grubu karaciger dokusu
B: NSY grubu karaciger dokusu C: CCl, grubu karaciger dokusu D: CCl,+NSY
grubu karaciger dokusu
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3. 2. Aspartat Aminotransferaz (AST), Alanin Aminotransferaz (ALT) ve Laktat
Dehidrogenaz (LDH) Sonuglar:

Otoanalizorle 6l¢iilen enzim diizeyleri, CCly verilen grupta kontrol grubuna
gore AST degerleri yaklasik 25 kat, ALT degerleri 60 kat, LDH degerleri 2 kat
artmis bulundu. CCly ile NSY verilen grupta ise artan bu degerler kontrol grubuna
yakin diizeylerde bulundu. Gruplar arasi fark istatistiksel anlamli bulundu. Boxplot
grafikleri AST igin Sekil 3.2°de, ALT i¢in Sekil 3.3’de, LDH igin Sekil 3.4’te, bu

enzimlerin diizeyleri ve istatistiksel sonuglari ¢izelge 3.1°de verilmistir.

AST Enzim Duzeyleri Boxplot Grafidi

Gr

M ccia
4000 ‘ @ ccla+nsy
- Kontrol

O nsy

3000 1

2000 A

AST (ull)

1000 H

- =r= ==

CCl4 CCI4+NSY Kontrol NSY

Sekil 3.2. Kontrol ve deney gruplarinin serum AST degerleri

ALT Enzim Duzeyleri Boxplot Grafidi
Gr
4000 [ ccia
@ ccla+nsy
- Kontrol
O NSy
3000 -
3
— 2000 -
|
<
1000 -
0- == —i— ——
CCl4 CCI4+NSY Kontrol NSY

Sekil 3.3. Kontrol ve deney gruplarinin serum ALT degerleri
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LDH Enzim Duzeyleri Boxplot Grafiéi
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Sekil 3.4. Kontrol ve deney gruplarinin serum LDH degerleri

Cizelge 3.1. AST, ALT ve LDH Sonuglari ve Istatistik

Gruplar | n AST (U/L) ALT (U/L) LDH (U/L)
Mean + SD Mean £ SD Mean + SD
Kontrol 6 189+81,221 61,83+ 17,371 1566,83+539,480
NSY 6 | 172,33+ 58,732° 68,83+20° 1083,33+305,2"
ccl, 10 | 3992,50+£373,901%7¢ | 3484,38+ 831,364*°° |  3410+1,689%°
CCl,+NSY | 10 | 353,78+151,216" 94,56+ 21,755 1516,44+818,522°

a: Kontrol- CCl,

b: CCl,- CCly+ NSY

c: NSY- CCl,
d: Kontrol- CCl,

: p<0,001
: p<0,001
: p<0,001
: p<0,016

e: : CCl,- CCl,+ NSY : p<0,005

f: NSY- CCl,

: p<0,002
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3. 3. 3-Nitrotirozin Sonuglar:

HPLC sistemi ile karaciger dokusunda olgiilen 3-NT sonuglarinin, CCly

verilen grupta arttigi goriildii. CCly + NSY verilen grupta ise 3-NT diizeylerindeki

artisin ¢ok daha az oldugu saptandi. Gruplar arasi fark istatistiksel anlamli bulundu

(p<0,001). 3-NT diizeyleri ve istatistiki sonuglar Cizelge 3.2°de ve Sekil 3.5’te grafik

olarak verilmistir.

3-NT (nmol/g doku)

2500,0 -

2000,0 -

1500,0 1
1000,0 1
500,0 1 |l

0,0
KONTROL

CCL4 CCL4+NSY

Sekil 3.5. Kontrol ve deney gruplariin 3-Nitrotirozin (3-NT) degerleri

Cizelge 3.2. 3-Nitrotirozin Sonuglari

3 NT (nmol/g)
Gruplar n Mean + SD
Kontrol 6 717,5£118,76
NSY 6 1021,83+32,52¢
CCl, 10 2257,7+696,44 ¢4
CCl,+NSY | 10 1317,8+211,64 ¢

a : Kontrol- CCl, :p<0,001
b :Kontrol- CCl,+ NSY :p<0,001
c : CCl,- CCl,+ NSY  :p<0,001
d: CCl,- NSY :p<0,001
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3. 4. 8-OHdG Sonuclar ve istatistik

Karaciger dokusundan izole edilen DNA orneklerinde, CCly verilen grupta 8-
OHdG seviyelerinin kontrol grubuna gore arttigi goriildii. CCly ile NSY verilen
grupta da 8-OHdAG diizeyleri artmis olup bu artis CCly grubuna gére daha diisiik
seviyelerde bulundu. Gruplar arasi fark anlamsiz bulundu (p>0,05). 8-OHdG
sonuclar1 Cizelge 3.3’te ve Sekil 3.6 grafik olarak verilmistir.

8 OHdG ( pg/ml)

620

600*”"/””’”,,,,,

580*””/””,,,,,,

560

540

520 1

500 ‘ ‘ ‘
KONTROL NSY ccL4 CCL4+NSY

Sekil 3.6.Kontrol ve deney gruplarinin 8-OHdG degerleri

Cizelge 3.3. 8-OHdAG Sonuglari

80HdG (pg/ml)
Gruplar n Mean + SD
Kontrol 6 535,6+£74,7"
NSY 6 541,8+89,5"
CCl, 10 607,3+62,8"
CCl,+ NSY 10 568,2+130,7*
X : p>0,005
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3. 5. M30 Sonuglari

ELISA yontemiyle belirlenen M30 diizeylerinin, CCl, verilen grupta kontrol
grubuna gore arttigi goriildii. CCly ile NSY verilen grupta ise M30 diizeyleri CCly
grubuna gore daha diisiik seviyelerde bulundu. Gruplar arasi fark anlamsiz bulundu

(p>0,05). M30 sonuglar1 grafik olarak Sekil 3.7 de ve diizeyleri ise Cizelge 3.4’te

verilmigtir.
M30 (U/L)

50 -~

48 -

46 -

44 -

42 - l

40 T T T 1

KONTROL NSY CCL4 CCL4A+NSY

Sekil 3.7. Kontrol ve deney gruplarinin M30 degerleri

Cizelge 3.4. M30 Sonugclari

M30 (U/L)
Gruplar n Mean + SD
Kontrol 6 43.32+16,26"
NSY 6 43,29+8,5%
CCl, 10 49,50+6,7*
CCl,+ NSY 10 43,49+5"

X : p>0,005
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3. 5. Kaspaz 3 Sonuclari

Immiinohistokimyasal y&ntemlerle boyanan karaciger dokularinda, CCly
verilen grupta Kaspaz 3 ile boyanan apopitotik hiicrelerin arttigi, Nigella sativa yagi
uygulamasinin apopitotik hiicre sayisini azalttigi, Kontrol grubu ve sadece Nigella
sativa yag1 verilen gruplarda ise apopitotik hiicrelerin yok denecek kadar az oldugu
goriildi. Gruplar arasi fark anlamli bulundu (p=0,001). Hepatositlerdeki kaspaz 3
aktivitelerinin mikroskobik goriintiileri Sekil 3.8 de ve apopitotik indeksler ise

Cizelge 3.5’te verilmistir.

Al B1 Cc1 D1
(B
Sekil 3.8. Kaspaz 3 aktivitesi sonuglar1; Al:Kontrol grubu apopitotik hiicreler, B1:NSY
grubu apopitotik hiicreler, C1: CCly grubu apopitotik hiicreler, D1: CCly + NSY grubu
apopitotik hiicreler, A2: Kontrol grubu canli hiicre ¢ekirdekleri, B2: NSY grubu canli

hiicre ¢ekirdekleri, C2: CCl, grubu canli hiicre g¢ekirdekleri, D2: CCly + NSY grubu

canli hiicre ¢ekirdekleri.
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3. 6. Kaspaz 9 Sonuclari

Immiinohistokimyasal y&ntemlerle boyanan karaciger dokularinda, CCly
verilen grupta Kaspaz 9 ile boyanan apopitotik hiicrelerin arttigi, Nigella sativa yagi
uygulamasinin apopitotik hiicre sayisin1 azalttigi, Kontrol grubu ve sadece Nigella
sativa yagi verilen gruplarda ise apopitotik hiicrelerin 1-2 tane oldugu goriildii.
Gruplar arasi fark anlamli bulundu (p=0,001). Hepatositlerdeki kaspaz 9 aktiviteleri
mikroskobik goriintiilleri  Sekil 3.9’da ve Cizelge 3.5’te apopitotik indeksler

verilmistir.

Al Bl C1l
AN

Sekil 3.9. Kaspaz 9 aktivitesi sonuglari; Al:Kontrol grubu apopitotik hiicreler, B1:NSY

grubu apopitotik hiicreler, C1: CCl, grubu apopitotik hiicreler, D1: CCly + NSY grubu
apopitotik hiicreler, A2: Kontrol grubu canli hiicre ¢ekirdekleri, B2: NSY grubu canli
hiicre ¢ekirdekleri, C2: CCly grubu canli hiicre g¢ekirdekleri, D2: CCly + NSY grubu

canli hiicre ¢ekirdekleri.
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Immiinohistokimyasal bulgular degerlendirildiginde apopitotik hiicrelerin

kontrol gruplarinda yok ya da ¢ok az sayida oldugu, CCly gruplarinda arttigi ve CCly

ile birlikte Nigella sativa yagi verilen gruplarda azaldig1 goriilmiistiir.

Cizelge 3.5. Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 Apopitotik indeksi ve istatistik

Gruplar n KASPAZ-3 KASPAZ-9
Median (min-max) Median (min-max)
Kontrol 6 0,25(0-2) 0(0-1)
NSY 6 0.25(0-2)" 1,15(0-2)"
CCly 10 25(20-30)""¢ 22,5(19-32)*"
CCl,+ NSY 10 10(7,2-12)% 10(7,5-12)%

a: Kontrol- CCl,

b: NSY- CCl,

c: CCl,- CCl,+ NSY
d: NSY- CCl,+ NSY

:p=0,001
:p=0,001
:p=0,001
:p=0,001

e: Kontrol- CCl;+ NSY :p=0,001
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4. TARTISMA

Karacigeri ¢ikarilan canlinin birka¢ saat yasayabilmesi bu organin dnemini
ortaya koymaktadir. Pekgok 6nemli fonksiyonu bulunmakla birlikte temel gorevleri;
sekresyon, ekskresyon, depo, fagositoz, detoksikasyon, konjugasyon, esterlestirme,

metabolizma ve hemopoez’dir (Guyton 1991, Cinar ve ark. 1999).

Karaciger konak savunma mekanizmalarinda biiyiik bir role sahiptir. Bir
yandan sepsise neden olan bakterilerin, endotoksinlerin, sepsis sirasinda olusan
vazoaktif maddelerin detoksifikasyonunu saglamakta, diger yandan da konak
savunmasinda yer alan hiicrelerin aktivitelerini diizenlemektedir. Karaciger,
enflamatuvar mediyatorlerin  kaynagi olmakla birlikte, ayn1 zamanda bu

mediyatorlerden etkilenen hedef organ durumundadir (Mete, 2006).

CCly karacigerde sitokrom P450 enzim sistemi tarafindan zararli bir ara
metabolit olan triklorometil radikaline (CCls+) ve daha sonra oksijen varhiginda
triklorometilperooksi radikaline (CCl300-) dondistiiriiliir. CCL4s’Gin - bu  reaktif
metabolitleri poliansatiire yag asitleri ile tepkimeye girerek lipit peroksidasyonunu
baslatir ya da kovalent olarak yaglara ve proteinlere baglanarak hiicre zarinin
bozulmasina ve sonugta Ozellikle karaciger hasarina sebep olur (Sheweita ve

ark.2001, Kus ve ark. 2004).

Son zamanlarda bir¢ok bitkinin karaciger hasarin1 Onleyici etkileri
aragtirtlmaktadir. Bu alanda Nigella sativa tohumu, yagi ve etken maddeleri ile ilgili
olarak genis c¢apli arastirmalar siirdiiriilmektedir. Nigella sativa L. tohumlar
doymamis ve esansiyel yag asitleri agisindan zengindir (Randhawa ve Al-Ghamdi
2002). Nigella sativa tohumu %0,38-0,49 oraninda ugucu yag ihtiva etmektedir.
Nigella sativanin aktif bileseni Timokinon ugucu yagda %27,8-57,0 oraninda bulunur
(Hosseinzadeh ve Parvardeh 2004). Cesitli sekillerde antioksidan 6zellik gdsteren
TQ’nun siiperoksit radikal anyonu ve hidroksil radikallerini igeren birgok reaktif
oksijen tiirlerini siiplirtici etki gosterdigi (Badary ve ark. 2003) ve 5-
hidroksieikozatetraenoik asit ile 5-lipoksijenaz sentezini inhibe ettigi bildirilmistir
(El-Dakhakhny ve ark 2002).
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Tiirkdogan  ve  arkadaslarinin  (2003)  Nigella  sativanin  CCly
hepatotoksisitesine karsi koruyucu etkisini arastirdiklart ¢alismada kontrol grubuna
sadece CCly/zeytinyag: (1:1 i.p.) haftada 2 kez verilmis. Grup IIA’ya haftada 2 kez
Nigella sativa yagi (2 mL/Kg i.p.) ve CCls/zeytinyag: (1:1 i.p.) , Grup IIB’ye
CCly/zeytinyagr (1:1 i.p.) ile birlikte Nigella sativa ugucu yag1 haftada 3 kez (10
mL/L) verilmistir. Sadece CCls verilen grupta periasinar bolgelerde (Zon IlI)
koagiilasyon nekrozu ve hidropik dejenerasyon ile portal kanallarda fibroz
gorilmistiir. CCly ile Nigella sativa sabit yag1 ve CCly ile Nigella sativa ugucu yagi
verilen gruplarda periasinar bolgelerde seyrek nekroz koagiilasyonu hari¢ ciddi

histopatolojik bulgularin hic¢biri saptanmamustir.

Mansour ve arkadaslarinin (2001), tek doz (15 pl/kg ip.) CCly ile
olusturduklar1 akut karaciger hasarma karst Nigella sativanin aktif bileseni
Timokinonun (TQ) etkisini arastirdiklar1 ¢alismada, tek doz CCl, uygulanan grupta
AST, ALT, LDH degerlerinde anlamli artis tespit etmislerdir. Ayni grupta non-
protein siilfidril (-SH) konsantrasyonunda 6nemli diisiis ve lipit peroksidasyonu
gostergesi olan MDA degerlerinde anlamli bir artig gorilmiistiir. CCly
enjeksiyonundan bir saat once 12,5 mg/kg TQ enjekte edilen grupta ise, serum
enzimlerinde ve MDA’da anlamli bir azalma ile non-protein siilfidril gruplarinda

anlamli bir artis olmustur.

Yurti¢i ve yurtdisinda yapilan bir¢ok calismada tek doz halinde uygulanan
CCl, ile olusturulan akut toksisite sonrast AST, ALT ve LDH degerlerinin 24 saat
icinde anlamli sekilde arttigi goriilmistiir (Y1lmaz 2010, Arosio 2000, Yang ve ark.
2007). Yaptigimiz ¢alismada literatiirle uyumlu olarak CCI4 uygulanan grupda akut
hepatotoksisite meydana geldigi goriilmistiir. Yalnizca CCly uygulanan grupta AST,
ALT ve LDH degerlerinde anlamli derecede artis meydana gelmis, CCI, verilmeden
once Nigella sativa yag1 verilen grupdaki AST, ALT ve LDH degerlerindeki artis cok
daha az olmus ve bu grupdaki degerler kontrol grubundaki degerlere yakin

bulunmustur.

Nigella sativa tohumlarinin hem ekstre hem de yag biciminde
kullanilmasiyla, antioksidan ozelliklerinin aracilik ettigi potansiyel antitoksik
etkilerinin oldugu bildirilmektedir (Nagi ve ark.1999, Meral ve Kanter 2003).
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[lhan ve Seckin (2005) CCly’iin indiikledigi karaciger fibrozisinin
engellenmesinde Nigella sativanin roliinii arastirdiklar1 ¢alismalarinda, 27 eriskin
Wistar-albino rat, 3 grup halinde (kontrol, CCls’iin indiikledigi hepatotoksisite ve
hepatotoksisite + NS tedavisi) ayirmislardir. Kontrol grubuna miidahale edilmeyip,
hepatotoksisite grubuna 4 hafta boyunca haftada 3 kez 0,15ml/100 g CCl,
subkutandz olarak verilmistir. Hepatotoksisite + NS grubuna ise haftada 3 kez
0,15ml/100 g CCl,4 subkutan6z verilmesine ilave 800 mg/kg Nigella sativa ekstrakti 4
hafta boyunca hergiin oral olarak verilmistir. Ortalama plazma AST, ALT ve MDA
diizeyleri CCly’in indiikledigi  hepatotoksik ratlarda kontrol grubu ile
karsilastirildiginda anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.05). Ortalama eritrosit
GSH-Px ve SOD diizeyleri CCls’lin indiikledigi grupta kontrol grubu ile
karsilastirildiginda anlamli sekilde diisiik bulunmus ve bu parametrelerin diizeyleri

NS tedavisinden sonra anlamli sekilde arttig1 goriilmustiir.

Literatiirde CCl, ’iin oksidatif (Bayram ve ark. 2004, Sener ve ark.2010) ve
nitrozatif hasar (Slater 1984, Kadiiska ve ark. 2005, Ghafour-Rashidi ve ark. 2007)
olusumuna sebep oldugunu bildiren yayinlar bulunmaktadir. Yaptigimiz literatiir
aragtirmasinda CCl,’lin sebep oldugu strese karsi Nigella sativanin etkisini karaciger
dokusunda arastiran bizim calismamiz gibi bir calismaya rastlamadik. Literatiirde
CCly ve farkli ajanlar ile olusturulan toksisitenin DNA, peroksinitrit diizeyleri ve
apopitoz tizerine etkilerini farkli koruyucu maddeler kullanilarak yapilan arastirmalar

mevcuttur.

OH radikali, Guanin’in 4, 5 ve 8. pozisyonlarindaki karbon atomlariyla
reaksiyona girerek DNA {iriin reaksiyonlarini olusturmaktadir. 8-OHdG, OH
radikalinin DNA bazlarindan guaninin 8. karbonunu oksitlemesi ile olugmaktadir. 8-

OHJG oksidatif stresin DNA’da olusturdugu hasar1 yansitmaktadir.

Nakamoto ve ark. (2003) akut karaciger toksisitesinde serbest radikal
stipiirticii antioksidan Edaravone ile yaptiklari ¢calismada, Ratlar1 3 gruba ayirmiglar
ve kontrol grubuna sadece zeytinyagi, diger gruba CCly (2ml/kg i.p.) ve son gruba
CCls (2ml/kg i.p.) uyguladiktan 3 saat sonra Edaravone intravendz uygulanmis farkli
saatlerde kanlar alinarak ratlar sakrifiye edilmistir. ALT ve LDH degerleri CCly4

grubunda kontrol grubuna gore anlamli 6l¢iide artmig, CCly + Edaravone grubunda
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anlaml diizeyde azalmistir. CCl,; grubunda IL-6 6.saatte artmis, TNF-a 12.saatte
artmistir. CCly + Edaravone grubunda ise, IL-6 ve TNF-a degerleri her iki zaman
diliminde de CCl; grubuna goére azalmis bulunmustur. Ayni ¢alismada CCly
grubunda MDA 24 saat sonra anlamli derecede artis gostermis, CCl, + Edaravone
grubunda ise, 24.saatte anlamli diizeyde diisiik bulunmustur. CCl4 grubunda 24 saat
sonra yagl dejenerasyon ve Zon III’te nekroz sekillenmistir. 8-OHdG diizeyleri 48
saat sonra CCl, + Edaravone grubunda CCl, grubuna gore anlamli 6lglide azalmis
fakat 24. saatte aliman 6rneklerde iki grup arasinda anlamli bir fark bulunmamustir.
Yine 24.saatte bakilan 6rneklerde Zone II ve I1I"te TUNEL + hiicreler CCl4 grubunda
artmig, CCls+ Edaravone grubunda azalmistir iki grup arasindaki fark anlamh

bulunmustur.

Aksit (2011), CCl, ile olusturulan deneysel karaciger intoksikasyonunda bir
antioksidan olan N Asetil Sistein (NAS)’in DNA hasari iizerine koruyucu roliinii
arastirdigi calismasinda, karaciger toksisitesi olusturmak amaciyla CCly, periton igi 2
ml/kg 1/1 oraninda zeytinyagindaki ¢ozeltisi seklinde tek doz enjekte edilmis ve
deney gruplarinda NAS uygulamasina (periton i¢i 50 mg/kg/glin) CCly
enjeksiyonundan 3 giin Once baglanarak deney siiresince devam edilmistir. CCly
enjeksiyonundan 6 ve 72 saat sonra eter anestezisi altinda kan ve karaciger dokusu
alinarak deney sonlandirilmistir. Serum AST, ALT, MDA diizeylerinin, CCl4 verilen
grupta 6. saatte kontrol grubuna goére arttigi, 72. saatte artisin oldugu fakat altinci
saate gore azaldigi belirlenmistir. CCl4 + NAS verilen grupta ise 6. ve 72. saatte
kontrol grubuyla karsilastirildiginda artisin oldugu fakat CCl, gruplarina gore
diizeyinin azaldigi belirlenmistir. Niikleer ekstraklarda yapilan 8-OHdG analizinde,
CCly verilen grupta 6. saatte kontrol grubuna gore 8-OHdAG diizeyinin arttigi, 72.
saatte de artisin oldugu fakat altinci saate gore diizeyinin azaldigi belirlenmistir. CCly
+ NAS verilen grupta ise 6. ve 72. saatte kontrol grubuyla karsilastirildiginda artigin

oldugu fakat CCl4 grubuna gore diizeyinin azaldigi saptanmustir.

Kadiiska ve arkadaslar1 (2005) yaptiklari ¢alismada ratlar1 3 gruba ayirmislar
ve diisiik doz (120 mg/kg CCly i.p.), yiiksek doz (1200 mg/kg CCly i.p.) ve kontrol
grubu olusturmuslardir. CCl, enjeksiyonundan 2, 7 ve 16 saat sonra kan alarak analiz
yapmuslardir. MDA, her iki CCl4 grubunda 2 saat sonra kontrol grubuna gore yiiksek,
7 saat sonra sadece yiiksek doz CCls grubunda yiiksek, diger CCl,; grubunda
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azalmaya basladigi 16 saat sonra ise diizeylerin her iki grupta da kontrol grubuna
gore yliksek fakat 2. saate gore diisiik oldugu belirlenmistir. Ayni ¢alismada yapilan
8-OHdG analizinde, yiiksek doz CCl,; grubunda 7. saatte kontrol grubuna gore
yaklasik 6 kat, diisiik doz CCly grubunda ise yaklasik 2 kat artma, 16. saatte ise 8-
OHJG diizeyi CCl, grubunda kontrol grubuna gore yiiksek fakat 7. saate gore diigiik
oldugu tespit edilmistir. 3-NT diizeylerinde ise, farkli doz CCly gruplarinda ve farkl

saatlerde alinan 6rneklerde istatistiksel anlamli bir artig goriilmemistir.

Kadiiska ve arkadaslarinin ve Aksitin ¢aligmalarindan anlasildigina gore 8-
OHAJG diizeyleri verilen CCls dozuna ve toksisite i¢in beklenilen siireye bagli olarak,
CCly4 uygulanmasindan sonra belli bir zaman diliminde pik yapmakta daha sonra bu
diizeyler diismektedir. Nakamoto ve arkadaslarinin yaptigi calismada ise CCly
uygulamasindan 24 saat sonra gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmadig
bildirilmistir. Yaptigimiz ¢aligmada ratlara CCly (1ml/kg i.p.) uygulandiktan 24 saat
sonra kan ornekleri alinarak ratlar sakrifiye edilmis ve karaciger dokular1 alinmstir.
CCly verilen grupta karaciger dokularinda 8-OHdG seviyelerinin kontrol grubuna
gore arttig1 goriilmistiir. CCly + NSY verilen grupta da 8-OHdG diizeyleri artmis
olup bu artis CCly grubuna gore daha diisiik seviyelerde kalmistir. Gruplar arasi fark
istatiksel olarak anlamsiz bulunmustur (p>0,05). Ratlara verilen (1ml/kg i.p.) CCl,
dozu 24 saat sonunda oksidatif stresi, 8-OHdG parametreleri agisindan

yansitmamaktadir.

Reaktif Nitrojen Tiirleri (RNT) reaksiyonlarinin bazi amino asit kalintilarinin
nitrasyonu veya proteinlerin pargalanmasi sonuglart vardir (Lushchak 2007).
3-nitrotirozin ise nitrozatif hasarin sik kullanilan bir gostergesidir. Soleimani ve
arkadaglar1 (2008) yaptiklar1 ¢alismada, CCl,’lin nitrozatif stresi indiikledigini toksik
grupta artan protein oksidasyonu, timor nekroz faktor alfa (TNF-a), NO radikalleri
ve azalan total antioksidan kapasite (TAS) ve total tiol molekiilleri (TTM) ile

kanitlamislardir.

Taysi ve arkadaslar1i (2014) Nigella sativa yaginin lenslerde iyonize
radyasyonun indiikledigi katarakta karsi antioksidan ve radyoprotektif etkilerini
arastirmuglardir. Ratlar alt1 gruba ayrilarak; Iyonize Radyasyon (IR) + NSY grubuna
tek doz 5 gray IR verilerek 10 giin boyunca NSY (1 g kg™ d™) oral verilmis, IR +
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TQ grubuna IR verilerek 10 giin boyunca her giin TQ (50 mgkg™ d™) (i.p.) verilmis,
IR grubuna tek doz 5 gray IR ve 1 ml serum fizyolojik verilmis, kontrol gruplarindan
birincisine sadece 1 ml serum fizyolojik verilmis, ikincisine dimetil siilfoksit verilmis
son gruba ise herhangi bir muamele yapilmamistir. Onuncu giin IR grubundaki
ratlarin %80’inde katarakt gelismis, bu oran NSY verilen grupta %20’ye, TQ verilen
grupta ise %50’ye diismiis olup grade 1 ve grade 2 ile sinirli kalmistir. Nitrozatif
stres parametresi olarak Olgiilen Nitrik oksit sentaz aktivitesi, Nitrik oksit ve
peroksinitrit diizeyleri diger gruplara gore radyoterapi grubunda artmistir. Nitrozatif
stres parametreleri NSY ve TQ verilen gruplarda IR grubuna gore anlamli bir sekilde

azalmistir.

Peroksinitrit miktarinin indirek belirteci olarak o6l¢tiiglimiiz 3-NT seviyeleri
yalnizca CCl, uygulanan grupta artmig CCl, verilmeden once Nigella sativa yagi
verilen grupta ise 3-NT seviyelerinin artisi baskilanmistir. Gruplar arasi fark
istatistiksel anlamli  bulunmustur (p<0,001). Literatiire uygun olarak CCly4
karacigerde nitrozatif hasar olusturmustur. Nigella sativa yag1 ise antioksidan etkisi

ile peroksinitrit artisini inhibe ederek hiicreleri hasara karsi korumustur.

Artan peroksinitrit miktar1 hiicresel hasar olusturacak diizeye ulastiginda
hasar tamir edilememekte ve hiicre apopitoz veya nekrozla 6lime yonelmektedir

(Erdal ve ark. 2008).

Seruma salinan sitokeratinler, hiicre Olimiiniin sonuglanmasindan sonraki
evreyi yansitmaktadir. M30 diizeyleri karacigere spesifik olmayip tiim dolasgimdaki
apopitozu gostermektedir. Calismamizda dolasimda apopitoz belirteci olan serum
M30 diizeyleri, CCl, grubunda kontrol gruplarina gore artmis, CCly ile birlikte NSY
verilen grupta ise azalmis olmakla birlikte deney gruplar1 arasindaki fark istatistiksel

olarak anlamsiz bulunmustur.

Fizyolojik ortamda ya da hasar tarafindan baslatilan programli hiicre 6liimii
stireci olan apopitoz organizmada homeostazin devami i¢in 6nemlidir. Apopitoz ile
diger dokularda oldugu gibi karacigerde de hasar gérmiis hiicreler ¢evreye zarar

vermeden ortadan kaldirilir.
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Apopitoz, hiicre dist ya da hiicre i¢i sinyaller ile tetiklenebilmektedir.
Dokularda kaspaz 8 ve kaspaz 9 antijenler icin belirlenen apopitotik indekslerle,
apopitozun reseptor aracili ekstrensenk ya da mitokondri aracili intrensenk olarak

indiiklendigi yorumlanabilmektedir. Kaspaz 3 ise bu iki yolagin kesisim noktasidir.

Kanter (2010) formaldehite (FA) maruz birakilan siganlarin frontal
kortekslerindeki ndronal hasara kars1 Nigella sativa’nin (NS) muhtemel koruyucu
etkilerini arstirdigi calismasinda, kontrol grubu, FA uygulanan grup ve FA+NS
uygulanan grup olarak {i¢ grup olusturmustur. FA, 10 giin boyunca hergiin 10 mg/kg
intraperitoneal uygulanmistir. NS uygulanan gruptaki ratlara, 400 mg/kg NS 10 giin
boyunca agizdan giinde bir kez, FA uygulanmasindan hemen sonra verilmistir. FA
uygulanan gruba ait frontal korteksteki piknotik ve dejenere olmus nukleuslara sahip
noronlarin olduk¢a koyu goriinimlii oldugu goriilmiis, FA ile birlikte NS tedavisi
uygulanan gruptaki néronlarin morfolojilerinin kontrol grubundaki noéronlar kadar
olmasa da 1iyi korunduklar1 tespit edilmistir. FA uygulanan grubun frontal
korteksindeki apopitotik noron sayist kontrol ve FA ile birlikte NS tedavisi
uygulanan gruptakilere oranla daha fazla bulunmustur. FA uygulanmasindan sonra
frontal korteksteki dejenere olmus noronlarda kaspaz 3 immunreaktivitesinin arttigi
goriilmiistiir. NS ile tedavinin FA uygulanmasindan sonra olusan dejenere

ndronlardaki immunreaktivitenin belirgin bir sekilde azaldig1 gézlenmistir.

CClytin - karacigerde Kaspaz 3’0 aktive ederek apopitozu arttirdigi
bildirilmistir (Sun ve ark. 2001). Calismamizda karaciger dokusunda Kaspaz 3 ve
Kaspaz 9 aktivasyonu incelenmistir. Kontrol gruplarinda apopitozun yok denecek
kadar az oldugu, CCl, grubunda apopitozun 6nemli oranda arttig1 ve CCly ile birlikte
Nigella sativa yagi verilen gruplarda azaldigi goriilmiistiir. Nigella sativa yaginin

hiicreleri hasara kars1 koruyarak apopitozu inhibe ettigi diisiinmekteyiz.
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5. SONUC VE ONERILER

CCly ile karacigerde tek doz ile olusturulan akut hasar tizerine Nigella sativa

yaginin antioksidatif ve apopitotik yonleriyle koruyucu etkisinin arastirilmasi

amaciyla yapilan bu tez calismasinda;

Deney gruplarinda CCly ile karaciger toksikasyonu olusturuldu. Artan serum
AST ve ALT degerleri karaciger hasarinin bir gostergesi olarak kabul edildi.
CCl, ’den 6nce Nigella sativa yagi verilen grupta serum AST, ALT ve LDH
degerleri CCly; grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundu ve sonuglar
kontrol grubuyla yakinlik gdsterdi. Bu gruplardaki karaciger hasarinin CCly
grubuna gore daha az oldugu belirlendi. Nigella sativanin CCls’e karst

karacigerde hepatotoksisite gelismesini 6nledigi gézlendi.

CCly’tin karaciger dokusunda nitrozatif hasar olusturdugu saptandi. Karaciger
dokularinda nitrozatif stres parametresi olarak olgiilen 3-NT seviyeleri
CCly’den Once Nigella sativa yagi verilen grupta, CCl, grubuna goére anlaml
olarak diisiik bulundu. Nigella sativanin, CCly’tin olusturdugu nitrozatif

hasara kars1 karacigeri korudugu belirlendi.

Hepatosit DNA’sindaki oksidatif stres belirteci olarak olgiilen 8-OHAG

diizeyleri i¢in gruplar arasi fark istatistiksel olarak anlamsiz bulundu.

Dolagimda apopitozun belirteci olan M30 diizeylerinin gruplar arasindaki
farki anlamsiz bulundu. Hepatositlerde CCl, grubunda artan kaspaz 3 ve
kaspaz 9 aktivasyonu CCl,’iin apopitozu intrensek yolaktan tetikledigini ve
hepatositlerde CCl, + NSY grubunda azalan kaspaz 3 ve kaspaz 9
aktivasyonu ile Nigella sativanin hiicreyi hasara karsi koruyarak apopitozu

engelledigi gozlendi.
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Bu alanda daha once yapilmis calismalar daha ¢ok lipid peroksidasyonu odakli
olmustur. Bu c¢alismada nitrozatif stres ve DNA hasarlanmasi dikkate alinarak
hepatositlerde apopitozun tetiklenmesi incelenmistir. Sonu¢ olarak; Nigella sativa
yag1 nitrozatif stresi baskilayarak apopitozu 6nlemis ve toksisitenin sebep oldugu

hasara karsi karacigeri korumustur.
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6. OZET

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

Nigella sativanin ratlarda deneysel karbontetrakloriir hepatotoksisitesi
modelinde koruyucu etkilerinin arastirilmasi

Nurcan Evliyaoglu

Tibbi Biyokimya Anabilim Dah

DOKTORA TEZi/ KONYA-2014

Bu ¢aligmada, ratlarda, CCl,’lin indiikledigi akut karaciger toksisitesine karsi Nigella sativa
yagimin koruyucu etkisinin aragtirtlmasi amaclanmistir. Karbon tetrakloriir (CCly) 06zellikle
karacigerde, doku hasarina yol agan organik bir kimyasal ajandir.

Calismada agirhigt 200-300 gram arasinda degisen, 32 adet Wistar cinsi saglikli ratlar
kullanilarak 4 grup olusturulmustur. Kontrol grubundaki ratlara 14 giin boyunca her giin giinde bir kez
0,4 mL/kg zeytinyagi (i.p.) uygulanmistir. Nigella sativa yagi grubundaki ratlaral4 giin boyunca her
giin giinde bir kez 0,4 mL/kg Nigella sativa yagi (i.p.) uygulanmistir. CCl, grubundaki ratlara 14 giin
boyunca hergiin giinde bir kez 0,4 mL/kg zeytinyag:t (i.p.) uygulanip 14. giin uygulamadan 1 saat
sonra karbontetrakloriir 1 mL/kg (ip.) uygulanmistir. CCl,+Nigella sativa yag1 grubundaki ratlara 14
giin siireyle Nigella sativa yagi 0,4 ml/kg i.p olarak uygulanip 14. giin 1saat sonra CCly 1 mL/kg (ip.)
uygulanmistir. Deney bitiminden 24 saat sonra ketamin anestezisi ile ratlarin kalplerinden kan
ornekleri alinmistir. Daha sonra ratlar ketamin anestezisi ile sakrifiye edilerek karaciger dokular
alinmistir.  Serumda aspartat aminotranferaz (AST), alanin amino transferaz (ALT), laktat
dehidrogenaz (LDH) enzim aktiviteleri spektrofotometrik metodlarla belirlenmistir. Sitokeratin-18 (M
30) ELISA metoduyla, karaciger doku homojenatlarinda da 3 Nitrotirozin (3-NT) HPLC metoduyla
Ol¢iilmiistiir. DNA hasarini gostermek icin DNA izolasyonu sonucu elde edilen niikleer extraklarda 8
Hidroksideoksiguanozin (8-OHdG) &l¢iimleri ELISA metoduyla yapilmistir. Karaciger dokularinda
kaspaz 3 ve kaspaz 9 antijen diizeyleri immiinohistokimyasal boyama ydntemleriyle belirlenerek
apoptotik indeksler hesaplanmuistir.

Yapilan ¢alismada serumda CCI,’in uygulandig1 grupta enzimatik olarak hasar olustugu
gosterilmistir. M 30 ve 80HdG diizeylerinde gruplar arasi istatistiki fark goériilmemistir. CCly’tin
nitrozatif hasar olusturdugu goriilmiistiir. CCl,+NSY grubunda apopitotik indeks ve 3-NT diizeyleri
CCl, grubundakine gore istatistiksel fark olusacak sekilde (p=0,001) daha az belirlenmistir.

Sonug olarak, CCly ile karacigerde nitrozatif stres olusdugu Ve hiicrelerin apopitoza yoneldigi
tespit edilmistir. Nigella sativa yaginin hiicreleri nitrozatif hasara karsi koruyarak apopitozu inhibe

ettigi saptanmistir.

Anahtar Sozciikler: Hepatotoksisite; Karbontetrakloriir; Nigella Sativa, 3-NT, 8-OHdG, M 30
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7. SUMMARY

Protective effects of Nigella sativa on carbon tetrachloride-induced
hepatotoxicity model in rats

The potential protective effects of Nigella sativa oil on carbontetrachloride-induced acute
liver injury in rats was investigated in this work. Carbontetrachloride (CCly) is an organic chemical,
which causes tissue damage, especially to the liver.

32 healthy Wistar rats were divided into 4 groups which 200-300 grams of weight, in the
study. The rats in the control group were received 0,4 mL/kg olive oil intraperitonealy for 14 days.
The rats in the Nigella sativa oil grup were received 0,4 mL/kg Nigella sativa oil intraperitonealy for
14 days. The rats in the CCl, group were received 0,4 mL/kg olive oil intraperitonealy for 14 days. On
14th day one hour after treatment CCl, 1 mL/kg (ip.) performed to rats. The rats in the CCl,+ Nigella
sativa oil grup were received 0,4 mL/kg Nigella sativa oil intraperitonealy for 14 days. On 14th day,
one hour after the treatment CCl, 1 mL/kg (ip.) was performed to rats. 24 hour after end of the
experiment, blood samples were obtained from the animals under ketamine anesthesia. Then the rats
were sacrificed with ketamine anesthesia and liver tissues were taken. AST, ALT and LDH activities
were measured in the blood serum with spectrophotometric method. Citokeratin-18 (M 30) were
measured with ELISA method, 3 Nitrotirosine (3-NT) were measured with HPLC method in tissue
homogenates 8-hydroxy-2-deoxyguanosine (8-OHdG) analysis in nuclear extract with ELISA.
Caspase-3 and Caspase-9 activity were determined with immunohistochemical methods in liver
tissues.

This study has shown that damage occurs enzymatically in the CCl4 group. For M 30 and 8-
OHAG levels there wasn’t found significance. CCl, was caused nitrosative damage. It was obtained
that apoptotic indexes and 3-NT levels in group CCI;+NSY were lower than group CCl,. This
decrease was found significantly (p=0,001).

Consequently, It was determined that cells towards apoptosis as a result of CCl, induced
nitrosative damage. Nigella sativa oil has been found to inhibit apoptosis by protecting cells against
nitrosative damage.

Key Words: Hepatotoxicity, Carbontetrachloride, Nigella Sativa, 3-NT, 8-OHdG, M 30
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9.EKLER
Ek A. Etik Kurul Raporu

T:C.
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
DENEYSEL TIP ARASTIRMA VE UYGULAMA MERKEZI
DENEY HAYVANLARI ETiK KURUL KARARLARI

Karar Sayisi: 2012-090 ‘ Karar Tarihi: 05.12.2012
Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya A.B.D.’den Yrd.Dog.Dr.Hiisamettin VATANSEV, |
Nurcan EVLIYAOGLU ve Histoloji ve Embriyoloji A.B.D.’den Prof.Dr. Ender ERDOGAN tarafindan
sunulan “Nigella sativa’mn  ratlarda deneysel karbontetrakloriir hepatotoksisitesi modelinde
koruyucu etkilerinin aragtinimasy” baslikl Tez projesi 6 tiyenin katilimi ile degerlendirildi.

Projede toplam 4 grupta 32 siganin kullanilacagy; sicanlarin Ketamin anestezisi sonras eter verilerek
sakrifiye edilecegi bildirilmistir.

Projenin deney hayvanlarina iliskin yonlerinin Necmettin Erbakan Universitesi Deneysel Tip Arastirma
ve Uygulama Merkezi Deney Hayvanlari Etik Kurul Yonergesinin 6nct maddesinde belirtilen “Etik
Kurallara Uygunluk Esas1” dikkate alinarak hazirlandig1 belirlenmistir.

Necmettin Erbakan Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezi Deney Hayvanlar Etik
Kurul Yénergesinde “Bagvuru Sahibinin Sorumluluklari” baghig: altinda yer alan kurallar ve madde 6°da
belirtilen “Hayvan Deneyleri ile llgili Etik ilkeler” sakli kalmak kogulu ile projenin hazirlanmasinda
“Btik Kurul Yonergesi Ilkelerine Uyulduguna”, ¢alismanin deneysel kismim yapacak caligmacinn
“Deney Hayvanlari Kullamim Sertifikasina” sahip oldugu dikkate almarak projenin hayvan kullamm
etigi agisindan “Uygun” olduguna oybirligi ile karar verilmistir.
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