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OZET

Karaciger Hasar1 Olusturulmus Sicanlarda Betulinik Asit Uygulamasinin
Protein ve Lipid Profili Uzerine Etkileri

Amag: Bu calisma asetaminofen ile karaciger hasart olusturulmus ratlarda
betulinik asidin (25 mg/kg giin) protein ve lipid profili {izerine etkilerini arastirmak
amaciyla yiirtitilmiistiir.

Materyal ve Metot: Calismada, toplam kirk adet, Wistar cinsi erkek sigan
kullanilmistir. Hayvanlar biri kontrol olmak {izere dort gruba ayrilmis ve her kafeste bes
hayvan bulunacak sekilde muhafaza edilmistir. Deneme 15 giin stirmiistiir. Deneme
sonunda sakrifiye edilen hayvanlardan alinan serum orneklerinde AST, ALT, ALP,
trigliserit, kolesterol ve total protein diizeyleri analiz edilmistir. Serum 6rneklerinde ve
karaciger dokusu orneklerinde protein ve lipid profilleri analiz edilmistir. Veriler, tek
yonlii ANOVA kullanilarak analiz edilmistir.

Bulgular: Asetaminofen ile karaciger toksisitesi olusturulan grupta kontrole gore
ALT, AST ve ALP diizeylerinde 6nemli derecede (P<0.001) artis gozlenirken, betulinik
asit uygulamasi yapilan tedavi grubunda s6z konusu degerlerin kontrole yakin diizeylerde
oldugu gozlenmistir. Serum trigliserit ve kolesterol degerleri toksisite olusturulan grupta
kontrole gore yiiksek (P<0.001), total protein diizeyi ise diisiik tespit edilmistir. Tedavi
grubunda serum trigliserit diizeyi toksisite olusturulan gruba gore 6nemli derecede diisiik,
total protein degeri ise yiiksek bulunmustur. Total oksidan durum degerinin toksisite
olusturulmus grupta diger tiim gruplara gore 6nemli derecede (P<0.001) yiiksek oldugu
gozlenmistir. Karaciger dokusu total protein diizeyi toksisite olusturulan grupta diger
gruplara gore diisiik bulunurken, tedavi grubunda total protein diizeyinin kontrole yakin
oldugu gozlenmistir.

Sonug: Asetaminofen ile olusturulan karaciger hasarinda serum ve karaciger
dokusu lipid ve protein profilinin olumsuz etkilendigi, betulinik asit uygulamasinin bu
olumsuz etkileri iyilestirme etkisinin bulunabilecegi gdzlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Asetaminofen, betulinik asit, karaciger hasari, protein

profili, lipid profili



ABSTRACT

Effects of Betulinic Acid Application on Protein and Lipid Profile in Liver
Damaged Rats

Aim: The aim of this study was to investigate effects of betulinic acid (25 mg/kg,
day) on protein and lipid profile in rats with acetaminophen-induced liver damage.

Material and method: Forty male Wistar rats were used in experiment. The
animals were divided into four groups, one of which was a control, and five animals were
kept in each cage. The experiment lasted 15 days. At the end of the experiment, serum,
AST, ALT, ALP, triglyceride, cholesterol and total protein levels were analyzed. Protein
and lipid profiles were analyzed in serum samples and liver tissue samples. Data were
analyzed using one-way ANOVA.

Results: In acetaminophen-induced liver toxicity group, ALT, AST and ALP
levels increased significantly (P<0.001) compared to control group, while these values
were close to control levels in the treatment group treated with betulinic acid. Serum
triglyceride and cholesterol levels were determined to be higher (P<0.001) and total
protein levels were lower in the toxicity group compared to the control group. Serum
triglyceride levels were significantly lower and total protein values were higher in the
treatment group compared to the toxicity group. Total oxidant status was significantly
higher in the toxicity group compared to all other groups (P<0.001). Liver tissue total
protein level was found to be lower in the toxicity group compared to the other groups,
while total protein level in the treatment group was close to the control group.

Conclusion: It was observed that serum and liver tissue lipid and protein profile
were adversely affected in acetaminophen induced liver damage and betulinic acid
application could have an improvement in these negative effects.

Key words: Acetaminophen, betulinic acid, liver damage, protein profile, lipid

profile
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1. GIRIS

Karaciger deriden sonra viicutta en biiyiik organ olup bir¢ok hayati fonksiyonda
rol almaktadir. Protein, yag ve karbonhidrat metabolizmalarinda 6nemli fonksiyonlari
olan karaciger, ayn1 zamanda bir¢ok plazma proteinini iiretme, viicuda alinmis toksik
maddelerin detoksifikasyonu, viicut igin gerekli birgok vitamin ve minerallerin
depolanmasi gibi hayati gérevleri olan bir organdir.

Karaciger ¢ok kiiciik bir parcasi kalana kadar normal fonksiyonunu siirdiirebilen
ve rejenerasyon Ozelligine sahip bir organ olmasina ragmen fonksiyonunu tamamen
yitirmesi durumunda kisa siirede 6liim ger¢ceklesmektedir. Cok sayida receteli ilag, kiiciik
kimyasal molekiiller, biyolojik ajanlar, geleneksel ilaglar, dogal ilaglar, saglik iiriinleri,
bitkisel takviyeler ve diyet takviyeleri karaciger hasarina yol acabilmektedir. Karaciger
fonksiyon bozuklugunun en énemli nedenlerinden biri ilaca bagli karaciger hasaridir.

Asetaminofen analjezik ve antipiretik 6zellige sahip, en sik kullanilan ilaglardan
biridir. Onerilen dozlarda giivenli ve etkili bir ila¢ olmakla birlikte akut asir1 doz alimi
veya giinliik doz miktarmin asilmasi durumunda hepatotoksisite ve akut karaciger
yetmezligine neden olma potansiyeline sahiptir. [laca bagl karaciger hasarlarinda ad: en
sik gegen ilaglardan biri asetaminofendir. Genel olarak, oksidatif stres ve mitokondriyal
fonksiyon bozuklugunun, asetaminofen kaynakli akut karaciger hasarinin patogenezinde
merkezi rol oynadigr diisiiniilmektedir. Asetaminofen toksisitesi sicanlarda bitki
ekstraktlarinin ve dogal bilesiklerin hepatoprotektif aktivitesini degerlendirmek icin
yaygin olarak kullanilan deneysel modellerden biridir.

Betulinik asit yaygin olarak hus agaclarindan (Betula Pendula) izole edilebilen
fakat bircok bitki tlirlinde de bulunabilen, pentasiklik lupan tipi bir triterpendir. Betulinik
asit c¢ok cesitli farmakolojik Ozellik sergilemekte olup, son yillarda antioksidan,

antienflamatuar, anti-timér, anti-anjiyojenez, anti-viral, anti-HIV, anti-neoplastik ve



anti-plazmodial 6zelliklerinin belirlenmesine yonelik ¢alismalar giincellik kazanmuistir.
Betulinik asidin farmakolojik 6zellikleri diisiiniilerek, asetaminofen ile karaciger hasari
olusturulmus ratlarda, betulinik asidin karaciger enzimleri ile protein ve lipid profilleri

tizerine etkisini belirlemek amaciyla bu ¢alisma yiiriitilmiistiir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Karaciger Anatomisi

Karaciger (liver, hepar) viicuttaki en biiyiik solid organ olup ¢ok sayida fonksiyona
sahiptir.! Karaciger ayn1 zamanda viicuttaki en biiyiik bez olup son derece vaskiilerdir.
Arteriyel kan kaynagimi hepatik arterden alir ve portal ven kani intestinal sistemden
kendisine iletir. Karaciger kani, inferior vena kavaya agilan hepatik damarlar tarafindan
bosaltilir. Deriden sonra viicutta en biiyiik organ olup, yetiskinlerde viicut agirliginin
yaklagik 1/50'ini olusturur. Karin bdlgesinin sag tist kismini kaplar. Diyaframla yakin
iliski i¢indedir ve kendisine koruma saglayan kaburgalarla kaplidir. Dogumda karaciger
goreceli olarak daha biiyiiktiir.> 3

Karaciger %76 su, %16.4 gliserid ve proteinler, %5-10 glikojen, %2.2 lipidlerden
olusmaktadir®. Sindirim sistemi ile dolagim sistemi arasinda bir bekci gibi gérev alir;
toksik maddeleri islemek ve detoksifiye etmek, besinleri depolamak ve doniistiirmek,
plazma proteinlerini sentezlemek, glukoneogenez, insiilin ve diger hormonlarin
yikimlanmasi, yaglarin sindiriminde gorevli olan safrayr salgilamak basta olmak iizere,
say1siz metabolik fonksiyonu gerceklestirir. Karaciger ¢ok kiiciik bir parcasi kalana kadar
normal fonksiyonunu siirdiirebilir ve rejenerasyon ozelligine sahiptir. Fonksiyonunu
tamamen yitirmesi durumunda ise kisa siirede &liim gergeklesir.> 4

2.2. Karacigerin Fonksiyonlari

Protein, yag ve karbonhidrat metabolizmalarinda onemli fonksiyonlar1 olan
karaciger, ayrica birgok plazma proteinini iiretme, viicuda alinmis toksik maddelerin
detoksifikasyonu, viicut i¢in gerekli bir¢ok vitamin ve minerallerin depolanmasi gibi

hayati gorevleri olan bir organdir.* °



Karaciger 12 ana metabolik alandaki 70 kismi fonksiyonun, siirekli veya biyolojik
ritimlerde devam etmesini veya spesifik gereksinimlere gére degismesini saglamaktadir.
Bu 12 ana metabolik alan;

e Bilirubin metabolizmasi

Porfirin metabolizmasi

e Safra asidi metabolizmasi
e Amino asit ve protein metabolizmasi
e Karbonhidrat metabolizmasi
e Lipit ve lipoprotein metabolizmasi
e Hormon metabolizmasi
e Vitamin metabolizmasi
e iz elementeler ve karaciger
e Biyotransformasyon ve detoksifikasyon fonksiyonu
e Alkol yikimlanmasi
e Asit-baz dengesi olarak siralanmaktadir.* °
Bir  karaciger hiicresinde yaklastk 500 ayr1  biyokimyasal islem
gerceklesmektedir. 5
2.2.1 Karacigerin Karbonhidrat Metabolizmasi ile ilgili Fonksiyonu
Glukozun glikojen seklinde depo edilmesi, ihtiya¢ halinde glikojenin
parcalanmasi, glukoneogenez, enerji i¢in glukozun yikimi, diger monosakkaritlerin
glukoza ¢evrilmesi, glukozun diger monosakkaritlere veya yaga donistiiriilmesi
karacigerde gerceklesen olaylardir.* ©
Karaciger kan glukoz seviyesinin korunmasinda merkezi bir rol oynamaktadir.
Besinlerin viicuda alinmasini takiben, bagirsaklardan emilen karbonhidratlar 6ncelikle

karacigere tasinir. Karaciger, portal dolasimdaki glukozun yaklasik %87'sini alir. Fazla



glikoz karacigerde glikojen olarak depolanmaktadir (glikojenezis)’. Bu islem insiilin
salinimi ile stimiile edilmektedir. Glikojen daha sonra aglik durumunda, kan glukoz
seviyesi diistiigii zaman, glukozun salinmasi ig¢in yikimlanmaktadir. Bu reaksiyon
glikojenoliz olarak isimlendirilmektedir. Glukoz daha sonra viicutta kullanilmak {izere
kan dolasimina girer. Karaciger ayn1 zamanda amino asit, laktat, piruvat ve gliserol gibi
karbonhitrat olmayan maddelerden de glukoz sentezlemektedir (glukoneojenezis).
Glukoneojenezis, kortizol ve glukagon tarafindan uyarilmakta ve insiilin tarafindan
inhibe edilmektedir. Boylece karaciger, karbonhidrat metabolizmasi baglaminda glukoz
homoeostazinin korunmasma dort farkli sekilde katkida bulunur: Glikojenezis,
glikojenolizis, glikoneojenezis ve glikolizis (enerji i¢in, glukozun enzimlerle piriivik asite
kadar yikilmast). °

2.2.2 Karacigerin Lipid Metabolizmasi ile Ilgili Fonksiyonu

Yag asitlerinin sentez ve yikimi bununla birlikte yag asitlerinden trigliserid
olusumu, fosfolipit, lipoprotein, keton, kolesterol sentezi, safra asitleri ve safranin
{iretilmesi karacigerde meydana gelen en énemli olaylardir.* &7

Yag asitlerinin sentezi (lipojenez) Asetil-CoA'dan, hepatositlerin sitoplazmasi
icinde gerceklesmektedir. ilk olarak, Asetil-CoA, asetil karboksilaz tarafindan Malonil-
CoA'ya doniistiiriiliir. Bu adim, lipojenezin diizenlenmesinde 6nemli bir adim olup, sitrat
tarafindan aktif hale getirilip, AMP (Adenozin monofosfat) tarafindan inhibe
edilmektedir. Daha sonra bu 2 karbon molekiilii (malonil-CoA) yag asidi sentazi
tarafindan bir yag asidine eklenir. Bu yag asidi daha sonra tasiyici bir proteine baglanir.
Lipogenez, insiilin tarafindan uyarilir, glukagon ve adrenalin tarafindan inhibe edilir.*

Aglik veya stres durumunda, karacigerde yag asitleri B-oksidasyon i¢in aktive
edilir (lipoliz). Bu olay mitokondride meydana gelir ve TCA (Tricarboxylic acid cycle-

Sitrik asit dongiisii) dongiisiine girebilen veya keton govdeleri {iretmek igin



kullanilabilecek asetil-CoA’lar iiretilir. Uzun zincirli yag asitleri her defasinda 2 karbon
asetat tinitesine boliiniir ve bunlar asetil-CoA olusturmak i¢in koenzim-A ile birlestirilir.
Bu asetil-CoA’lar daha sonra TCA dongiisiiniin baslangic igin sitrat olusturmak iizere
oksaloasetat ile birlestirilmektedir. Lipoliz glukagon ve adrenalin ile uyarilmakta, insiilin
tarafindan inhibe edilmektedir.* ’

2.2.3 Karacigerin Protein Metabolizmas ile Ilgili Fonksiyonu

Karaciger serum proteinlerinin ¢ogunun ana kaynagidir®. Protein sentezi ve
yikimlanmasinda 6nemli rolii olan bir organdir. Proteinler, besinlerle alinan amino asitler
kullanilarak karacigerde sentezlenebilmektedir. Protein sentezi, insiilin ve biiylime
hormonu tarafindan uyarilmaktadir. Albiimin, CRP (C-Reaktif protein), kan pihtilasma
faktorleri (Vitamin K’ya bagimli olarak faktor II, VII, IX ve X), trombopoietin,
anjiyotensinojen karacigerde sentezlenmektedir.®

Besinlerle alinan fazla amino asitlerin (proteinlerin veya azot bilesiklerin sentezi
icin gerekli olmayan amino asitlerin) katabolizmasinda da (yikimlanmasi) karaciger
onemli bir role sahiptir. Bu amino asitler karacigerde metabolize edilirler, ancak amino
asit katabolizma triinii olan amino grubu potansiyel olarak toksiktir ve uzaklastirlmasi
gerekmektedir. Bunun i¢in iki yol bulunmaktadir; transaminasyon ve deaminasyon.
Transaminasyonda amino grubu, alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat
aminotransferaz (AST) araciligi ile ketoasitlere aktarilmaktadir. Bu amagla amino grubu,
glutamat olusturmak tiizere alfa-ketoglutarata veya aspartat olusturmak {izere
oksaloasetata eklenebilir.* 7

Deaminasyon isleminde ise amino grubu, ketoasit ve amonyak firetilmesi igin
amino asitten ayrilmaktadir. Bu islemde, yiiksek ozgiilliklii glutaminaz veya diisiik

Ozgiilliklii L + D amino asit oksidaz enzimleri gorev almaktadir. Amonyak daha sonra



toksisite nedeniyle uzaklastirilmasi gereken bir amonyum iyonuna doniistiiriliir.
Amonyum ise glutamin veya iire dongiisii yoluyla uzaklastirilir.*

2.3. Karaciger Toksisitesi

Karaciger fonksiyon bozuklugunun en 6nemli nedenlerinden biri, asemptomatik
transaminit, akut hepatit, kronik hepatit, kolestaz ve karaciger yetmezligi gibi genis bir
semptom yelpazesine yol agabilen ilaca bagl karaciger hasaridir® *°. Cok sayida receteli
ilag, kiiclik kimyasal molekiiller, biyolojik ajanlar, geleneksel ilaglar, dogal ilaclar, saglik
iiriinleri, bitkisel takviyeler ve diyet takviyeleri karaciger hasarina yol agabilmektedir.®
11,12

Steroid olmayan anti-enflamatuar ilaglar, anti-enfektif ilaglar (anti-tiiberkiiloz
ilaglar), anti-kanser ilaglari, hormonal ilaglar, immiinosiipresif ilaglar, sedatif ve
noropsikiyatrik ilaclar dahil olmak {izere ilaca bagl karaciger hasarina neden olan bir¢ok
ilag sinifi vardir'?, flaca bagl karaciger hasarinda en sik ad1 gegen ilag asetaminofen'dir®®,

Karaciger hasar1 hepatoselliiler, kolestatik veya iki tipin karisimi seklinde
olabilir*. Kolestatik hasar genellikle ilag veya ilag metabolitine bagli olarak ortaya ¢ikar.
Ilag veya ila¢ metabolitleri, safra olusumu ve salgilanmasi igin gerekli olan kolefilik
maddelerin ve ksenobiyotiklerin hepatobiliyer tasiyict sistemlerini inhibe ederler®.
Hepatoseliiler hasar, dogrudan hepatotoksisite ve dogustan gelen ve adaptif immiin

® T1lacin neden oldugu karaciger hasar1 doza

yanitlar igeren bircok yolla olusur!
bagimly/intrinsik veya ¢ogu durumda dozdan bagimsiz/idiosenkratiktir. Diger ilaglarin
cogu doza bagimli hepatotoksisite paternine neden olurken asetaminofen genellikle doza
bagl bir sekilde karaciger hasarina neden olmaktadir.’

Ilaca bagh karaciger hasar1 ¢ogu durumda, karaciger testlerinde hafif ile orta

dereceli yiikselmeye neden olabilirken nadir durumlarda 6liimciil sonuglara yol

acabilmektedir.!® Alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST), alkalin



fosfataz (ALP), gama-glutamil transferaz (GGT) ve toplam bilirubin dahil karaciger
enzimlerinin yiikselmesine neden olabilmektedir’®. Ayrica, ilaca bagl hepatoseliiler
karaciger hasari, kolestatik hasarla karsilastirildiginda ALP'ye gore daha yiiksek ALT
yiikselmesine neden olmaktadir.’® Uluslararas1 Ciddi Olumsuz Olaylar Konsorsiyumu
(ISAEC- International Serious Adverse Event Consortium) 2011 yilinda, ilag kaynakl
karaciger hasarmm1 belirlemek igin asagidaki modifiye biyokimyasal Kkriterleri
onermistir.?°

e Alanin transferaz, > 5 ULN (Normal iist sinir)

e Alkalin fosfataz, > 2 ULN, ozellikle 5'-niikleotidaz veya GGT'li ve kemik

hastaliklari ile iliskili ALP yiiksekligi olmayan hastalarda

e Alanin transferaz, > 3 ULN ve toplam bilirubin, > 2 ULN

Genel olarak, karaciger testlerinin yiikselmesi, ilaca maruz kalma oykiisii mevcut
oldugunda ilaca bagli karaciger hasarina baglanabilmektedir. [lacin kesilmesi durumunda
karaciger hasar1 geri doniisiimliidiir, iyilesme gerceklesebilir. Tlacin yeniden aliminda
niiksetme durumu vardir.?!

2.4. Asetaminofen

Asetaminofen (Parasetamol, N-asetil-P-aminofenol, APAP), analjezik ve
antipiretik Ozelliklere sahip, orta derecede lipit ve suda coziinebilen bir asetanilit
tiirevidir.?> 2 Ik kez Morse?* tarafindan 1878'de tanimlanmis ve 1893 yilinda tibbi
kullanima sunulmustur®®. Parasetamol 100 yildan uzun bir siiredir, diinya capinda
(kismen “regetesiz ilag¢”) cocuklardan yaslilara kadar de§isen farkli hasta gruplarinda,
hafif-orta siddette agr1 ve atesin etkin ve giivenli tedavisi i¢in kullanilmaktadir.??

Asetaminofen oral, rektal ve parenteral formiilasyonlarda kullanilmaktadir®®. Oral
yoldan alindiginda sindirim sisteminden hizli bir sekilde tamamina yakini absorbe

edilerek ilk gegis metabolizmasina maruz kalir (hepatik ekstraksiyon orani yaklasik



0.2'dir). Biyoyararlanim1 yaklasik %80'dir. Emilme yar1 6mrii ve en yiiksek plazma
seviyelerine ulagsma siiresi sirasiyla 4.5 ve 20 dk’dir. %5-20 oraninda plazma
proteinlerine ve %10-20 oraninda kirmizi1 kan hiicrelerine baglanir. Ilag plasenta ve kan-
beyin bariyerini geger ve viicut i¢inde diizgiin, dengeli dagilir.??

Asetaminofen’in metabolizmasi, oncelikle karacigerde faz 1 (farkli CYP-
izoformlarnmn aracilik ettigi) ve faz II reaksiyonlar1 (konjugasyonlar) ile gergeklesir??.
Terap6tik dozlarda alinan asetaminofen biiyiik oranda, faz Il konjuge enzimler, 6zellikle
UDP-glukuronosiltransferaz ve siilfotransferaz ile metabolize edilerek, toksik olmayan
bilesiklere doniistiiriilmekte ve idrarla atilmaktadir. Degisime ugramadan idrarla atilan
kismu ise ¢ok azdir. Geriye kalan yaklagik %5-9 civarindaki APAP ise, sitokrom P450
enzimleri tarafindan yiiksek reaktif ara metabolit olan N-asetil-p-benzokinonimin’e
(NAPQI) metabolize edilmektedir. Genellikle NAPQI, glutation (GSH) ile konjuge
edilerek hizl bir sekilde detoksifiye edilmektedir.?

2.4.1. Asetaminofen Toksisitesi

Asetaminofen (APAP) analjezik ve antipiretik 6zellige sahip, en sik kullanilan
ilaglardan biridir.?® Yetiskinlerde 6nerilen asetaminofen dozu; agiz yoluyla her 4-6 saatte
325-650 mg olmak iizere glinde en fazla 4 g/giin olup, yiliksek hepatotoksisite riski olan
hastalarda giinde en fazla 2 g tavsiye edilmektedir.?’

Asetaminofen, onerilen dozlarda giivenli ve etkili bir ilag olsada akut asir1 doz
alim1 veya giinliik doz miktarinin asilmasi1 durumunda hepatotoksisite ve akut karaciger
yetmezligine neden olma potansiyeline sahiptir.?3! Genel olarak, oksidatif stres ve
mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun, APAP kaynakli akut karaciger hasarinin
patogenezinde merkezi rol oynadig1 diisiiniilmektedir.>> APAP toksisitesinin, APAP
metabolizmasi, oksidatif stres, endoplazmik retikulum stresi, otofaji, steril enflamasyon,

mikrosirkiilasyon disfonksiyonu ve telafi edici karaciger onarimi ve rejenerasyonu dahil



olmak tizere ¢ok asamali1 ve ¢ok sinyalli yollardan olustugu kabul edilmektedir. Bununla
birlikte, asir1 dozda APAP aliminda faz II metabolize edici enzimler doyurulmakta, asir
NAPQI varligina baglh olarak GSH tiiketilmekte ve bodylece serbest NAPQI,
mitokondriyal yag asidi B-oksidasyonunu baskilayan ve masif nekroz ve hepatositlerin
apoptozisi ile sonuglanan hiicresel proteinlerde, 6zellikle mitokondriyal proteinlerde

3335 Qonu¢ olarak

siilthidril gruplarinin kovalent baglanmasimma yol ag¢maktadir.
mitokondriyal oksidatif stress, islev bozuklugu ve en nihayetinde hepatositlerde nekroz
sekillenmektedir.3?

2.5. Betulinik Asit

Betulinik asit yaygin olarak hus agaglarindan (Betula Pendula) izole edilebilen
fakat birgok bitki tiirinde de bulunabilen, 3B-hidroksi-lup-20(29)-en-28-oik asit
yapisinda bir pentasiklik lupan tipi triterpendir®®*® Hus agac1 dis kabugu (Betula alba
cortex) temel olarak betulin (%34'e kadar) fakat ayn1 zamanda betulinik asit, oleanolik
asit, lupeol ve eritrodiol gibi pentasiklik triterpenler —icermektedir®®. Hus agaci
triterpenleri antiviral, antimikrobiyal ve hepatoprotektif farmakolojik aktivitelere
sahiptir‘®+2, Betulin, betulinik asit ve oleanolik asit ayrica antitiimér etkilere sahiptir34°,
Betulinik asit ¢ok ¢esitli farmakolojik Ozellik sergilemekte olup, antioksidan,
antienflamatuar, anti-timor, anti-anjiyojenez, anti-viral, anti-HIV, anti-neoplastik ve
anti-plazmodial 6zelliklerinin oldugu bildirilmektedir?? 460,

Triterpenlerin  toksisitesinin  goreceli olarak diisiik oldugu, 600 mg/kg
intraperitoneal dozun iyi tolere edilebildigi bildirilmektedir®®®2. Betulinik asidin,
intraperitoneal uygulamadan 24 saat sonra ¢esitli dokularda bulundugu (500 mg/kg; fare)
ve perirenal yagda en yiliksek konsantrasyona ulastigi, 0.23 saatte pik serum

konsantrasyonuna (4.0pg/mL) ulastig: bildirilmektedir®®. Triterpenlerin nispeten diisiik

toksisiteye sahip oldugu ve bu nedenle terapotik olarak kullanilabilecegi
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bildirilmektedir®*. Bununla birlikte, ¢oziiniiliirliiklerinin diisiik olmas1 (betulinik asidin
sudaki ¢oziiniirliigii 0.02 pg/mL)> biyoyararlanimlarini etkilemektedir®.

Betulinik asidin hepatoprotektif etkinligi ile ilgili sinirli sayida ¢alisma mevcuttur.
Yi et al.>® betulinik asidin farelerde hepatoprotektif aktivitesini ve in vivo alkoliin neden
oldugu karaciger hasarin1 Onleme potansiyelini ve mekanizmasini arastirdiklar
caligmalarinda, farelere 14 giin boyunca oral yolla degisik dozlarda (0.25, 0.5 ve 1.0
mg/kg) betulinik asit vermisler ve son betulinik asit uygulamasindan sonra 10 ml/kg
dozunda oral olarak %50 alkol kullanarak karaciger hasari olusturmuslardir. Betulinik
asidin doza bagl bir sekilde alanin transaminaz, aspartat transaminaz, toplam kolesterol
ve triasilgliseritlerin serum seviyelerini 6nemli olglide azalttigini, hepatoprotektif
etkisinin altinda yatan mekanizmanin, esas olarak doku redoks sisteminin iyilestirilmesi,
antioksidan sistemin bakimi ve karacigerde lipid peroksidasyonunun azalmasi yoluyla,
antioksidan kapasiteyi arttirmasindan kaynaklanabilecegini bildirmislerdir.

Quan et al.®" insiiline direngli HepG2 hiicreleri, primer sican hepatositleri ve
yiiksek yagli diyetle beslenen ICR farelerinden karaciger dokular1 kullanarak yaptiklar
caligmalarinda betulinik asidin, karaciger hiicrelerinde hiicre i¢i lipid birikimini etkili bir
sekilde iyilestirdigini ve bdylece yagl karaciger hastaliginin dnlenmesi igin potansiyel
bir terapdtik madde oldugunu bildirmislerdir.

Zheng et al.®® D-galaktosamin/lipopolisakkarit (D-GalN/LPS) karaciger
toksisitesinin Onlenmesinde betulinik asidin etkinligini arastirdiklar1 caligmalarinda
farelere, D-GalN/LPS enjeksiyonundan 1 saat dnce farkli dozlarda (20 ve 50 mg/kg)
intraperitoneal betulinik asit uygulamislardir. Betulinik asit ile 6n muamelenin, serum
aspartat aminotransferaz ve alanin aminotransferaz artiglarin1 6nemli 6l¢iide onledigini,

belirgin antioksidan etkiler gosterdigini ve D-GalN/LPS kaynakli akut karaciger

yetmezligini 6nledigini bildirmislerdir.
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Yi et al.>® betulinik asidin deksametazonun neden oldugu timosit apoptozisi
izerine in vivo koruyucu etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, farelere 14 giin boyunca
giinliik oral yolla degisik dozlarda (0.25, 0.5 ve 1.0 mg/kg) betulinik asit vermisler ve son
dozdan 8 saat sonra intraperitoneal yolla, 25 mg/kg seviyesinde tek doz Dex vererek
oksidatif stres yaratmislardir. Betulinik asit ile 6n muamelenin, doza bagl olarak Dex
kaynakl1 oksidatif hasar1 hafiflettigini bildirmislerdir.

Jain et al.® betulinik asit iceren Tecomella undulata kok kabugunun ve betulinik
asidin hepatoprotektif etkisini arastirdiklar1 calismalarinda, siganlara, 7 giin boyunca
Tecomella undulata metanolik 6zii veya betulinik asit veya silimarin vermisler ve
ardindan tek doz CCls ile karaciger hasari olusturmuslardir. Calisma sonucunda,
Tecomella undulata metanolik 6zii veya betulinik asit ile 6n tedavi uygulanan siganlarda
hepatosit hasarmin 6nlendigi, Tecomella undulata kok kabugunun hepatoprotektif
potansiyelinin kismen betulinik asit varligina bagl oldugu sonucuna varildiginm

bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Orneklerin toplanmasi

Bu ¢alismanin gerceklestirilmesi i¢in gerekli etik kurul onay1 Atatiirk Universitesi

Rektorliigii Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan alinmistir (30.04.2019 tarih
ve 5/93 sayili karar).

Calismada, 40 adet, 250-300 gr agirlikta, Wistar cinsi erkek siganlar kullanildi.
Sicanlar, arastirma siiresince 19-21 °C sabit sicaklikta ve 12 saat aydinlik/ karanlik siirelerin
oldugu 6zel hazirlanmis odalarda korundu. Deneysel uygulamalar siiresince ratlara standart
ticari yemi (pellet yem) ve normal igme suyu verildi. Hayvanlar her kafeste 5 sigan olacak
sekilde bulunduruldu. Siganlar 1 haftalik adaptasyon siiresi sonunda 4 gruba ayrildi.

3.2. Metot

3.2.1. Calisma Guruplan

1. Kontrol Grubu: 10 sicandan olusan kontrol grubu deney siiresi boyunca
standart yem ve igme suyuyla beslendi. Kontrol grubundaki hayvanlara herhangi bir
uygulama yapilmadi.

2. Asetaminofen Grubu: 10 sicandan olusan asetaminofen grubu deney siiresi
boyunca standart yem ve igme suyuyla beslendi. Asetaminofen grubundaki hayvanlara
karaciger hasari olusturmak iizere 15.glinde 1 g/kg, tek doz asetaminofen intraperitoneal
verildi.

3. Tedavi Grubu: 10 si¢andan olusan tedavi grubu deney siiresi boyunca standart
yem ve igme suyuyla beslendi. Tedavi grubundaki hayvanlara 14 giin boyunca 25 mg/kg
dozunda betulinik asit oral yolla verildi. 15.ginde 1 g/kg tek doz asetaminofen

intraperitoneal olarak uygulandi.
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4. Betulinik asit Grubu: 10 sigandan olusan bu gruptaki hayvanlara deney siiresi
boyunca standart yem ve i¢cme suyu ile 25 mg/kg dozunda betulinik asit oral yolla verildi.

Calisma periyodu sonunda, asetaminofen uygulamasindan 24 saat sonra tiim
siganlar ayni1 giin isoflurane ile anesteziye alindiktan sonra kalplerinden kan alinarak
sakrifiye edildi. Karaciger doku Ornekleri uygun petri kutularina alinarak calisma
zamanina kadar -80 °C’de saklandi. Analizlerde kullanilacak homojenatlarin
hazirlanmasi igin 1 gr karaciger dokusu tizerine 10 ml PBS (pH 7.4) eklenerek Ultraturrax
homojenizatérde 1 dk siireyle homojenize edildi ve elde edilen homojenatlar analizlerde
kullanild1. Lipid ve protein profili analizleri i¢in kan 6rnekleri serum tiiplerine alinip oda
sicakliginda yaklasik 1 saat bekletildi, 4000 x g’de 5 dk siire ile santrifiij edildi ve daha
sonra elde edilen serum 6rnekleri (siipernatant) analiz edilene kadar -80°C’de muhafaza
edildi.

3.2.2. Trigliserit Analizi

Prensibi: Trigliserid, lipoprotein lipaz tarafindan gliserol ve yag asitlerine
parcalanarak hidrolize edilir. Daha sonra gliserol, gliserol kinaz tarafindan katalize edilen
bir reaksiyonla adenozin trifosfat tarafindan gliserol -3-fosfata ve adenozin difosfata
fosforile edilir. Gliserol-3-fosfat daha sonra gliserolfosfat oksidaz tarafindan
dihidroksiaseton fosfat ve hidrojen peroksite doniistiiriiliir. Hidrojen peroksit, peroksidaz
tarafindan katalize edilen bir reaksiyonla kirmizi renkli kinonimin boyas iiretmek {izere
4-aminoantipirin ve paraklorofenol ile tepkimeye girer. 505 nanometredeki absorbans
artig1 trigliserid diizeyi ile dogru orantilidar.!

Deneyin gergeklestirilmesi

Trigliserid 6l¢limii i¢in 6rnek ve standartlar asag: tablodaki gibi tiiplere konuldu.
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Tablo 3.1. Trigliserid 6lgtimii i¢in 6rnek ve standartlar

Kor Standart Ornek
Su (mL) 1.0 1.0 1.0
Standart (uL) 200 mg/dL -- 10 --
Ornek (uL) -- -- 10

Tiipler homojen sekilde karistirildi ve 10 dakika siireyle oda sicakliginda
bekletildi. Siire sonunda tiiplerdeki absorbans degerleri 505 nm de 6l¢iildii. Cevirme
faktorti: mg/dL x 0.0113= mmol/L.

3.2.3 Total Kolesterol Analizi

Prensibi: Once kolesterol esteri kolesterol esterazla hidroliz edilerek serbest
kolesterol meydana gelir. Kolesterol oksidaz, oksijen kullanilarak hidrojen peroksiti
(H202) olusturur. H202, gesitli bilesiklerle reaksiyona girerek renkli bir {irin meydana
getirir. Olusan renkli karistm 500 nm’de okunur. 500 nanometredeki absorbans artisi
kolesterol diizeyi ile dogru orantilidir.®2

Deneyin gercgeklestirilmesi

Total kolesterol 6l¢limii i¢in 6rnek ve standartlar asagi tablodaki gibi tiliplere

konuldu.

Tablo 3.2. Tiip karisim miktar tablosu

Kor Standart Ornek
Su(mL) 1.0 1.0 1.0
Standart (uL) 200 mg/dL -- 10 --
Ornek (pL) -- -- 10
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Tiipler karistirildi ve 10 dakika siireyle oda sicakliginda bekletildi. Siire sonunda
tiiplerdeki absorbans degerleri 505 nm de 6l¢iildii. Cevirme faktorii: mg/dL x 0.0258 =
mmol/L.

3.2.4. Yiiksek Performans Ince Tabaka Kromatografi (YPITK)

YPITK Validasyonu:

YPITK Plakalarin On Yikamasi: YPITK plakalar1 (Silica gel 60, MERCK)
kromatografik gelistirmeden 6nce kromatografi tankinda kloroform:metanol (2:1, h/h)
karisimi ile tamamen gelistirilerek tizerlerindeki bulunan safsizliklar uzaklastirildi.

YPITK Plakalarin Aktivasyonu: YPITK plakalar1 6rnekler yiiklenmeden &nce
100 °C etiivde 1 saat bekletilerek aktive edildi ve sonrasinda desikatore konarak oda
sicakligina kadar sogutuldu. Orneklerin uygulanmasina kadar burada bekletildi.®

Kromatografi Tankinin Dengelenmesi: Kromatografi 6ncesi tanka lipidlerin
gelistirilmesi i¢in kullanilacak ¢oziicii karigimi konarak [(n-hekzan: dietileter:asetik asid
(80:20:2, h/h/h)] 30 dk tank dengelendi.®®

3.2.5. Lipid Profilinin Belirlenmesi

Bu islem, 20x10 cm Silika Jel 60 F254 YPITK plakas: kullanilarak
gergeklestirildi. 1 ml plazma iizerine 1 ml n-hekzan/izo-propanol (2:1 (h/h)) karigimi
eklendikten sonra tiiplerin kapag: kapatilarak siddetli bir sekilde vortekslendi ve 10
dakika beklendikten sonra yeniden vortekslendi. Bu islem 2 defa daha tekrar edildi®.
Vortekslenen tiipler 5000 xG’de 10 dk siireyle santrifiij edilerek iist faz (hekzan faz1) lipid
standartlar1 ile birlikte (kolesteril oleat, triolein, palmitik asid, kolesterol, gliseril 1,3-
dipalmitat, ve L-o-fosphatidilkolin) YPITK plakalarma yiiklendi. Plakalara yiiklenen
lipid smiflar1 hekzan: dietileter: asetik asit (80:20:2 (h/h/h)) karisiminda 7 cm yiiriitiiliip,
oda sicakliginda kurutuldu. Kurutulan bu plakalar tizerine %8 H3POs icerisindeki %3 liik

CuSO0q4 puskiirtiildii ve 150 °C’deki etiivde yaklasik 10 dk siireyle yakilarak lipid bantlari
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goriiniir hale getirildi. YPITK plakalar1 Epson Perfection V700 foto-tarayici ile fotografi
alindiktan sonra, her bir 6rnege ait lipid bantlarinin kapladigi1 alan Phoretix 1D (TL120)
yazilim1 kullanilarak tespit edilecek ve toplam karisimdaki % olarak ifade edildi.®

3.2.6. Protein Profillerinin Belirlenmesi

Protein Profillerinin Belirlenmesinde Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanisi;
Akrilamid Stok Soliisyonu (%30): 14.6 g akrilamid ve 0.4 g N,N'-metilen bisakrilamid,
50 ml’ye distile suyla tamamlanip ve manyetik karistirict yardimiyla 30 dakika siireyle
karistirilmistir. Stizgeg kagidindan gegirilerek siiziilmiis ve koyu renkli sisede +4 °C ’de
muhafaza edilmistir.

Stacking Jel Tamponu (0.5 M tris-HCI (pH 6.8): 6.1 g trizma-base yaklagik 90 ml
distile suda eritilerek ve 1 N HCI ile pH 6.8’¢ ayarlanmistir. Toplam hacim 100 ml’ye
distile su ile tamamlanarak +4 °C’de muhafaza edilmistir.

Resolving Jel Tamponu (1.5 M tris-HCI (pH 8.8): 18.3 g trizma-base yaklasik 90
ml distile suda eritilerek 1 N HCI ile pH 8.8’e ayarlanmis ve toplam hacim 100 ml’ye
distile su ile tamamlanarak +4 °C’de muhafaza edilmistir.

Tris-Glisin Elektrod Tamponu (pH 8.3): 1.515 g tris, 7.2 g glisin ve 0.25 g sodyum
dodesil siilfat (SDS) distile su ile 500 ml’ye tamamlanmuistir.

Ornek Tamponu: 4 ml distile su, 1 ml 0.5 mol tris-HCI (pH 6.8) (stacking jel
tamponu), 0.8 ml gliserol, 1.6 ml %10 SDS, 0.4 ml 2-B-merkaptoetanol, 0.2 ml %0.05
bromfenol blue karistirilarak koyu renkli sisede, oda 1sisinda saklanmistir. Sodyum
Dodesil Siilfat (SDS): 10 g SDS 50 ml distile suda hafifce karistirilip ¢oziilerek toplam
hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlanmuistir.

Amonyum Persiilfat (APS): 100 mg amonyum persiilfat iizerine 1 ml distile su

ilave edilerek, kullanmadan hemen once, taze olarak hazirlanmistir. Bromfenol Blue
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Soliisyonu: 50 mg bromfenol blue yaklasik 5 ml distile suda ¢oziilerek 10 ml’ye
tamamlanmustir.

Oriole Hazirlanmasi; Oriole stok soliisyonu 10 ul Deiyonize su 60 ml Metanol 400
ml Jeller 2 saat siireyle boyanmuistir.

3.2.7. SDS-PAGE Analizi

Protein profili analizi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvar’inda sodyum
dodesil ~ siilfat poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) metodu ile
gerceklestirilmistir®®. Diiz cam plaka (10x8.5 cm) ile 1.5 mm kalmligindaki plastik
seritleri (spacer) olan plaka iist iiste gelecek sekilde bir araya getirilmistir. ilk dnce
kimyasal kompozisyonu Tablo 3.3’de verilen rezolving jel 10 ml’lik bir enjektor ile
plakalarin arasina hava kabarcigi olusturmadan iist kenara 2.5 cm kalincaya kadar
doldurulmugtur. Jelin dokiilmesinin ardindan 1 ml’lik bir enjektor ile jel yiizeyi lizerinde
biitanol ile ince bir tabaka olusturularak diiz bir polimerizasyon hatti meydana
getirilmistir. Ortalama 2 saat siireyle polimerizasyon i¢in beklendikten sonra biitanol
stizge¢ kagidiyla uzaklastirilarak ve kimyasal kompozisyonu Tablo 3’de verilen stacking
jel hazirlanip, hava kabarcig1 olusturmadan bir enjektdr yardimi ile dokiilmiistiir. Hemen
ardindan 1.5 mm kalinligindaki taraklar yerlestirilerek ve polimerizasyon i¢in en az 3 saat
stireyle bekletilmistir. Siirenin sonunda 11 taraklar ¢ikarilarak, polimerizasyon artiklarini
uzaklastirmak i¢in numunelerin uygulanacaklar1 kuyucuklar 3 defa tris-glisin elektrod
tamponuyla (pH 8.3) yikanip ve yikama sonrast kuyucuklar aymi tampon ile
doldurulmustur.

Ornekler calismadan bir giin 6nce derin dondurucudan ¢ikartilarak oda
sicakliginda ¢ozdiiriilmiis ve eppendorf tiipe aliman 100 pl 6rnek tizerine 900 pl

elektroforez 6rnek tamponu eklenip tiipler iyice karistirilarak 100 °C *de 1 dk siireyle
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bekletildikten sonra 20 mA/jel sabit akim modunda yaklasik 60 dakika siireyle
elektroforez islemi gergeklestirilmistir.

Serum ve karaciger proteinleri 1 gece boyunca oriole soliisyonunda bekletilip ve
jellerin Biorad Geldoc XR jel goriintiileme sisteminde fotografi ¢cekildikten sonra, her bir
Ornege ait protein bantlarinin “volume” degerleri ve toplam protein karisimindaki bireysel

oranlar1 Image Lab 5.0 jel analiz programa ile tespit edilmistir.

Tablo 3.3. SDS-PAGE jellerinin kimyasal kompozisyonlari

Rezolving jel Stacking Jel
(% 10) (% 4)

dH20 (ml) 11 17
Tris-HCI pH 8.8 (ml) 7.5 -

Tris-HCI pH 6.8 (ml) - 7.5
%10 SDS (ul) 300 300
Akrilamid stok (ml) 10 4

APS (ul) 150 150
TEMED (nl) 5.0 5.0

Igerik: Her vial 100 ul deiyonize su ile sulandirildiktan sonra, yaklasik 2-3.5 mg
protein/ml, 62 mmol tris (pH 8.0), 1 mmol EDTA, %3 siikroz, %0.5 dithiothreitol ve
%0.005 bromfenol blue igermektedir. Hazirlanisi: Protein standart soliisyonu 5 pl’lik
porsiyonlara boliiniip, -20 °C ’de saklanmis ve elektroforez dncesi 20 pl 6rnek tamponu
ilave edilerek, 6rneklerle birlikte 2-3 dakika 95 °C’lik suda bekletilmistir. Uygulanisi:
Ornek kuyucuklarina 15 pl ilave edilmis ve 20 mA/jel sabit akimda yaklasik 60 dakika
siireyle elektroforez islemine devam edilmistir. Elektroforez sonrasi doku 6rneklerine ait
jeller oriol ile boyanip, Biorad Gel Doc XR jel goriintiileme sisteminde fotografi
cekilerek, Imagelab jel analiz programi ile analiz edilmistir. Proteinlerin molekiil

agirliklarinin hesaplanmasi: Molekiil agirliklart bilinen standart proteinlerin molekiil
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agirhiklart ve jeldeki go¢ mesafeleriyle iliskili olarak semi-logaritmik bir grafik
yardimiyla 6rnek proteinin molekiil agirliginin tespiti esasina dayanir. Her standart
protein i¢in Rf degeri hesaplanmis ve bunun icin asagidaki formiil kullanilmastir:
Fotograflar1 ¢ekilen serum proteinlerinin molekiil agirliklar1 yukaridaki prensibe gore,
BioRad firmasindan temin edilen ImagelLab programi ile otomatik olarak
gerceklestirilmistir. Analiz sonucunda her bir protein bandinin total protein
konsantrasyonu igindeki “bireysel yiizde” degerleri kullanilarak, Lowry®® yontemiyle
total protein miktarlar1 hesaplanmis olan 6rneklerde “g” olarak bireysel protein miktarlari
belirlenmistir.

3.2.8. Istatistiksel Analizler

Istatistik analizler icin SPSS Statistics 20.0 programi (IBM SPSS statistics for
Windows, New York: IBM Corp)® programi kullanilmis olup, her grubun istatistiki
hesaplamalar1 ve bu gruplara ait ortalama degerler arasindaki farkin 6nemliligi i¢in tek

yonlii varyans analizi (ANOVA), gruplar arasinda bulunan farkin 6nemini kontrol etmek

icin Duncan testi uygulanmustir.
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4. BULGULAR

Asetaminofen ile indiiklenen karaciger hasarinda betulinik asidin karaciger
enzimleri tizerine etkisi Tablo 4.1’de verilmistir. Asetaminofen grubunda kontrole gore
ALT, AST ve ALP diizeylerinde onemli derecede (P<0.001) artis gozlenirken, tedavi

grubunda s6z konusu degerlerin kontrole yakin oldugu gozlenmistir.

Tablo 4.1. Asetaminofen ile indiiklenen karaciger hasarinda betulinik asidin karaciger
enzimleri lizerine etkisi.

Gruplar
Parametreler  Kontrol Betulinik Asetaminofen Tedavi
AST, U/L 45.25+4.17° 48.63+3.10°  178.88+13.65°  75.88+7.79°
ALT. U/L 45.88+2.43° 46751221  191.25+16.222  70.88+5.17°
ALP. U/L 72.63+458°  78.38+2.90°  362.63+30.14%  184.50+14.42

a b ¢ Aym satirda farkli harf bulunduran degerler arasindaki farkliliklar istatistiki olarak anlamlidur,
(P<0.001). AST; Aspartat aminotransferaz, ALT; Alanin aminotransferaz, ALP; Alkalen fosfataz.

Karaciger hasarinda betulinik asidin total antioksidan durum, total oksidan (TOS)
durum tizerine etkileri Tablo 4.2’de verilmistir. TOS degerinin toksisite olusturulmus
grupta diger tiim gruplara gore 6nemli derecede (P<0.001) yiiksek oldugu gozlenirken,

total antioksidan durum degerlerinde gruplar arasinda anlamli bir fark tespit edilmemistir.

Tablo 4.2. Asetaminofen ile indiikklenen karaciger hasarinda betulinik asidin total
antioksidan durum, total oksidan durum tzerine etkileri.

Gruplar
Parametreler Kontrol Betulinik  Asetaminofen Tedavi
TAS, nmol/L 1.64+0.09 1.65+0.04  1.50+0.06 1.59+0.05
TOS, pmol/L 0.53+0.03° 0.57+0.03° 0.79+0.03? 0.59+0.03"

&b Aymi satirda farkhi harf bulunduran degerler arasindaki farklhiliklar istatistiki olarak anlamlidir,
(P<0.001). TAS; total antioksidan durum, TOS; total oksidan durum.

21



Karaciger hasarinda betulinik asidin serum protein, trigliserit ve kolesterol
diizeylerine etkisi Tablo 4.3’te verilmistir. Serum trigliserit ve kolesterol degerleri
toksisite olusturulan asetaminofen gurubunda kontrole gore yiiksek, total protein diizeyi
ise diisiik tespit edilmistir (P<0.001). Tedavi grubunda serum trigliserit diizeyi toksisite
olusturulan gruba gore Onemli derecede disiik, total protein degeri ise yiiksek

bulunmustur (P<0.001).

Tablo 4.3. Asetaminofen ile indiiklenen karaciger hasarinda betulinik asidin serum
protein, trigliserit ve kolesterol diizeylerine etkisi.

Gruplar
Parametreler Kontrol Betulinik Asetaminofen Tedavi
TG, (mg/dL) 138.82+4.72° 143.26+4.55° 190.27+6.097  163.01:4.83

COL, (mg/dL)  127.20+3.87° 136.64+2.31°  149.24+3.33%  141.89+2.58%°

TP, (g/dL) 5.38+0.042 5.28+0.062  4.77+0.06° 4.98+0.04°

a b ¢ Aym satirda farkli harf bulunduran degerler arasindaki farkliliklar istatistiki olarak anlamldur,
(P<0.001). TG; trigliserit, COL; kolesterol, TP; Total protein.

Asetaminofen ile indiiklenen karaciger hasarinda betulinik asidin karaciger
protein, trigliserit ve kolesterol diizeylerine etkisi Tablo 4.4’te verilmistir. Karaciger
dokusu total protein diizeyi toksisite olusturulan grupta diger gruplara gére onemli
diizeyde diigiik bulunurken (P<0.05), tedavi grubunda kontrole yakin oldugu
gozlenmistir. Betulinik asidin total karaciger homojenat1 lipit profili lizerine etkisi ise
Tablo 4.5’te verilmistir. Karaciger hasar1 olusturulan grupta triagil gliserol ve fosfolipit
diizeyleri kontrole gore diisiik, kolesterol esteri, serbest yag asidi ve kolesterol diizeyleri
yiiksek tespit edilirken (P<0.05), acil gliserol diizeylerinde guruplar arasinda fark

gozlenmemistir.
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Tablo 4.4. Asetaminofen ile indiiklenen karaciger hasarinda betulinik asidin karaciger
protein, trigliserit ve kolesterol diizeylerine etkisi.

Gruplar
Parametreler  Kontrol Betulinik Asetaminofen Tedavi
TG, umol/g 49.24+1.09%  48.30+1.20%  44.93+1.16°  44.01+0.97°
COL,umol/g  5.34+0.30 5.52+0.36 4.71+0.17 5.14+0.22
TP, mglg 138.00+1.72%  136.22+1.18%  125.26+1.39°  134.37+1.08%

ab: Ayni satirda farkli harf bulunduran degerler arasindaki farkliliklar istatistiki olarak anlamlidir, (P<0.05).
TG; trigliserit, COL; kolesterol, TP; Total protein.

Tablo 4.5. Asetaminofen ile indiikklenen karaciger hasarinda betulinik asidin total
karaciger homojenati lipit profili iizerine etkisi.

Gruplar

Parametreler Kontrol Betulinik Asetaminofen Tedavi
CE\% 32.11+0.32 32.28+0.3 30.56+0.33 31.42+0.84
TAG,% 21.62+0.65° 19.35+0.22° 19.44+0.58° 20.62+0.41%®
FFA, % 5.92+0.19° 5.98+0.39° 7.57+0.35% 6.92+0.23?
COL, % 18.17+0.53° 19.92+0.57¢ 20.95+0.70? 19.79+0.46%
PL, % 16.38+0.272 16.53+0.40? 13.49+0.55°¢ 15.18+0.37°
AG, % 5.82+0.14° 5.95+0.09° 8.00+0.37¢ 6.09+0.73°

a b ¢ Aym satirda farkli harf bulunduran degerler arasindaki farkliliklar istatistiki olarak anlamlidir,
(P<0.05). CE: kolesterol esteri, TAG; triagil gliserol, FFA; serbest yag asidi, COL; kolesterol, PL;
fosfolipit, AG; acil gliserol.

Karaciger hasarinda betulinik asidin serum protein profillerine etkisi Sekil 4.1°de,

total karaciger homojenati protein profillerine etkisi Sekil 4.2°de, lipid profillerine etkisi

ise Sekil 4.3’te verilmistir.
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Sekil 4.1. Serum protein elektroforetogrami. Lane 1 Molekiiler agirlik markeri, Lane 2-
3 Kontrol, Lane 4-5 Betulinik asid, Lane 6-7 Asetaminofen, Lane 8-9 Tedavi.
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Sekil 4.2. Total karaciger homojenat1 protein elektroforetogrami. Lane 1 Molekiiler
agirlik markeri, Lane 2-3 Kontrol, Lane 4-5 Betulinik asid, Lane 6-7 Asetaminofen,
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Lane 8-9 Tedavi.
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Sekil 4.3. Total karaciger homojenati lipid ince tabaka kromatogrami. Lane 1-4 Kontrol,
Lane 5-8 Betulinik asit, Lane 9-12 Asetaminofen, Lane 13-18 Tedavi
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5. TARTISMA

Karaciger, organizmanin ¢esitli metabolik ve fizyolojik homeostazlar ile iliskili
ana organdir. Ilaglar, serbest radikaller, alkol, ksenobiyotikler besin takviyeleri ve
kirleticiler, hepatit, siroz ve alkolik karaciger hastaliklarina neden olan baslica risk
faktorleridir®” 88, Karaciger fonksiyonunu uyarabilen ve hepatik koruma saglayabilen
veya hepatik hiicrelerin yenilenmesinde yardimci olabilecek az sayida geleneksel ilag
vardir, ancak bunlarin belirli bir dozda hepatotoksik oldugu bilinmektedir®®. Dogal
bilesiklerin etkili alternatifler olarak degerlendirilmesine ihtiya¢ vardir. Bitkisel ilaglar,
cesitli hastaliklarin tedavisinde farkli formiilasyonlar1 ile nemli bir rol oynamaktadir.

Asetaminofen analjezik ve antipiretik 6zelliklere sahip, onerilen dozlarda giivenli
bir ila¢ olarak kabul edilmekte ve yaygin olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte, asir1
dozda alindiginda insanlarda ve deney hayvanlarinda hepatik nekroz, nefrotoksisite,
ekstrahepatik lezyonlar ve hatta 6liime neden olabilmektedir’®. Asetaminofen toksisitesi
sicanlarda bitki ekstraktlarinin ve dogal bilesiklerin hepatoprotektif aktivitesini
degerlendirmek icin yaygin olarak kullanilan deneysel modellerden biridir’*"4.
Asetominofen ile Kkaraciger hasari olusturulan ¢alismalarda asetaminofen dozu ve
uygulama sekli; 2 ml/kg, intraperitoneal”™, 250 mg/kg, intraperitoneal’?, 300 mg/kg,
intraperitoneal®, 1 g/kg, oral™, 2 g/kg, oral’®, 1 g/kg’® olarak bildirilmistir. Calismanmizda
ratlarda karaciger hasari olusturmak igin 1 g/kg, tek doz asetaminofen intraperitoneal
olarak kullanilmstir.

Hepatik hasarin agik bir isareti, hepatositlerin tasima fonksiyonlarinda meydana
gelen rahatsizliktan dolayr ALT, AST ve ALP gibi hiicresel enzimlerin plazmaya
sizmasidir’’. Karaciger hasarinda serumda séz konusu enzim diizeyleri yiikselmektedir®.
Calismamizda kontrol, betulinik asit, asetaminofen ve tedavi guruplarinda ALT diizeyleri

sirasiyla; 45.88, 46.75, 191.25 ve 70.88 U/L olarak, AST diizeyleri sirasiyla; 45.25, 48.63,
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178.88 ve 75.88 U/L olarak, ALP diizeyleri ise sirasiyla; 72.63, 78.38, 362.63 ve 184.50
U/L olarak olglilmiistiir. ALT karacigere daha spesifiktir ve hepatik hasar1 analiz etmek
icin daha iyi bir parametredir’’. Calismamizda da asetaminofen grubunda ALT
diizeylerinin kontrole gore onemli derecede (P<0.001) arttigi gozlenmektedir. Yiiksek
AST seviyeleri, hiicre sizintisinin yani sira karacigerde hiicre zarinin islevsel yetenek
kaybimmi gostermekte ve ALP diizeyinin yiiksekligi ayrica karaciger hiicre hasari ile
iliskilendirilmektedir’’. Elde ettigimiz sonuglar her iki enzim diizeyininde aseaminofen
gurubunda kontrole gore onemli derecede (P<0.001) arttigimi gostermektedir. Bu
sonuclara gore uygulanan asetaminofen dozu ile karaciger hasar1 olusturuldugu
diisiiniilmektedir. Asetaminofen ile deneysel karaciger hasar1 olusturulan ¢aligmalarda
da sonuclarimizi destekler sekilde AST, ALT ve ALP diizeylerinin kontrole gore

yiikseldigi bildirilmektedir’> ™ 6,

Betulinik asit ile 6n tedavi goren betulinik asit
gurubunda ALT, AST ve ALP diizeylerinin asetaminofen uygulanan gruba gore dnemli
diizeyde (P<0.001) diisiis gosterdigi tespit edilmis olup bu sonug ratlarin 25 mg/kg dozda
betulinik asit ile on tedavisinin AST, ALT ve ALP enzimlerindeki artis1 engelledigini,
betulinik asidin asetominofenin olusturdugu karaciger hasarin1 Onlemede etkin
olabilecegini gdstermektedir.

Serbest radikaller metabolik ve fizyolojik islemlerde {iretilmekte ve
organizmalarda zararli oksidatif reaksiyonlar olusturmaktadir. Organizmalar enzimatik
ve enzimatik olmayan antioksidan mekanizmalar yoluyla oksidatif strese kars
korunmaktadir. Normal sartlar altinda serbest radikal olusum oranlar1 ile bunlarin
antioksidan enzimler ve molekiiller tarafindan uzaklastirilmasi arasinda hassas bir denge
vardir. Biyolojik 6rneklerin oksidatif durumu oksidatif stresin bir gostergesi olarak kabul

edilmekte ve toplam oksidan durumu (TOS) ile toplam antioksidan durumunun (TAS)

dlciimii oksidatif stresin dngoriilmesi icin en yaygin prosediirler olarak bilinmektedir’®,
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Calismamizda TAS degerleri bakimindan guruplar arasinda anlamli bir fark
bulunmazken, TOS degerleri kontrol, betulinik, asetaminofen ve tedavi gruplarinda
sirasiyla; 0.53, 0.57, 0.79 ve 0.59 umol/L olarak tespit edilmis olup, asetaminofen
uygulanan grupta diger gruplara gore Onemli diizeyde (P<0.001) artis gosterdigi
gdzlenmistir. Calismamizi destekler sekilde, Aksit ve Bildik’® ve Hismiogullari ve ark.&°
calismalarinda, CCls ile karaciger hasari olusturduklari ratlarda, TOS seviyelerinin
kontrole gore arttigini, TAS seviyesinin ise azaldigini bildirmislerdir. Calismamizda da
TAS seviyesi bakimindan gruplar arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark
bulunmamasimna ragmen asetaminofen grurubunda rakamsal olarak diisiis oldugu
gozlenmistir. Betulinik asit ile 6n tedavi goren gurupta TOS ve TAS seviyelerinin
kontrole yakin oldugu goriilmekte olup, bu sonuglar asetaminofen uygulamasinin
karacigerde oksidatif strese neden oldugunu, betulinik asidin toksik dozda asetaminofenin
karacigerde olusturacagi  oksidatif strese karsi koruyucu rolii  oldugunu
diisiindiirmektedir. Betulinik asidin oksidatif strese karsi koruyucu rolii yoniinde elde
ettigimiz bulgularimiz, Yi et al.>*’nin betulinik asit ile 5n muamelenin deksametazonun
neden oldugu oksidatif stresi hafiflettigi yoniindeki bildirimleriyle uyumludur.
Asetaminofen ile karaciger hasar1 olusturulmus siganlarda betulinik asit
uygulamasinin protein ve lipid profili lizerine etkilerini arastirdigimiz ¢alismamizda,
kontrol, asetaminofen ve tedavi guruplarina ait serum TG diizeyleri sirasiyla; 138.82,
190.27 ve 163.01 mg/dL olarak olgiilmiis olup, TG degerlerinin toksisite olusturulan
asetaminofen gurubunda kontrole goére artis (P<0.001) sergiledigi goriilmektedir.
Calismada kontrol, asetaminofen ve tedavi guruplarina ait serum kolesterol diizeyleri
sirastyla; 127.20, 149.24 ve 141.89 mg/dL olarak Ol¢iilmiistiir. Serum kolesterol
diizeyinin asetaminofen ile karaciger hasari olugturulan gurupta artig (P<0.001) gosterdigi

belirlenmistir. Gruplara ait serum TP diizeyleri ise kontrol gurubunda 5.38, asetaminofen
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gurubunda 4.77 ve tedavi gurubunda 4.98 g/dL olarak tespit edilmistir. Karaciger hasarl
hayvanlarda serum TP diizeyinin o6nemli derecede (P<0.001) diisiis gosterdigi
gorilmektedir. Calisma bulgularimiz karaciger hasarinda serum TP degerlerinin
diistiigiinii bildiren Murali et al.”® ve Jain et al.®*’nin ¢alismalar1 ile uyumludur. Calisma
bulgularimiz karaciger hasarinin neden oldugu, serum TG ve kolesterol diizeylerindeki
artist ve TP diizeylerindeki azalisi, 6n tedavi olarak uygulanan betulinik asidin
diizelttigini gostermistir. Calisma bulgularimiz, betulinik asidin karaciger hasarlarinda
degisen serum parametreleri lizerinde diizeltici etkilerinin bulundugunu bildiren

5. 57, 80 yyumludur. Yine calismamizda karaciger dokusunda TP diizeyi

calismalarla
incelenen parametrelerden birisi olup, kontrol, asetaminofen ve tedavi gruplarinda TP
diizeyleri gruplara gore sirasiyla; 138.00, 125.26 ve 134.37 mg/g olarak tespit edilmistir.
Asetaminofen toksisitesine bagli olarak serum TP diizeyinde oldugu gibi karaciger
dokusunda da TP diizeyinde azalis oldugu goriilmektedir (P<0.05). Betulinik asit 6n
tedavisinin asetaminofen kaynakli hasara bagli, karaciger dokusu TP diizeyindeki bu
azalig1 Onledigi tespit edilmistir.

Asetominofenle indiikklenmis karaciger hasarinda betulinik asidin lipid
profilleriyle ilgili etkisine bakildiginda; karaciger dokusunda incelenen parametrelerden
kolesterol ve agil gliserol oranlarmin karaciger hasarinda artig gosterdigi, buna karsin
serbest yag asidi, fosfolipid ve triagilgliserol oranlarinin kontrole gore azaldigi tespit
edilmistir (P<0.05). Fosfolipidler fosfor iceren kompleks lipidler olup hiicre
membranlarmin baslica bilesenleridir. Ozellikle serum fosfolipidlerin tanimi karaciger
hastaliklarmnin tanisinda, énemli bir klinik testtir®. Betulinik asitle 6n tedavinin karaciger
hasarma bagli a¢il gliserol oraninda ki yiikselisi ve fosfolipid oraninda ki diisiisti 6nledigi

gbzlenmistir. Bununla birlikte betulinik asit 6n tedavisinin, karaciger hasarina bagli triagil

gliserol ve kolesterol oranlarinda ki degisimleri dnlemede anlamli bir etkisinin olmadigi
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ancak rakamsal olarak iyilesme sagladigi goriilmiistiir. Ayrica asetominofen
uygulamasinin ve betulinik asit 6n tedavisinin karaciger dokusunda kolesterol esterleri

orani lizerinde bir etki olusturmadigi da tespit edilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Asetaminofen ile olusturulan karaciger hasarinda AST, ALT ve ALP diizeylerinin
yiikseldigi tespit edilmistir. Karaciger enzimlerinin betulinik asit uygulamasi yapilan
grupta duslis gosterdigi belirlenmistir. Karaciger hasarili grupta lipid ve protein
profilllerinin kontrol grubuyla karsilastirildiginda olumsuz etkilendigi gozlenmistir.
Calismamizda kullandigimiz betulinik asidin (25 mg/kg) karaciger hasar1 olusturulan
gurupta lipid ve protein profillerinde gozlenen bu olumsuz etkileri iyilestirici etki
gosterdigi sdylenebilir.

Calismamizda elde ettigimiz veriler 1s18inda; asetaminofen kaynakli karaciger
toksisitelerinde, betulinik asidin koruyucu ve karaciger hasarina bagli olumsuz etkileri
giderici potansiyelinin bulundugu, karaciger toksisitelerinde tedaviye ve korunmaya

yardimc1 olarak kullaniminin yararli olacagi diisiintilmektedir.
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