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OZET

Karaciger Karsinoma Hiicrelerinde Olusturulan Parasetamol Toksisitesi Uzerine
Resveratrol’iin In Vitro Etkilerinin Arastirilmasi

Amagc: Mevcut ¢alismada, asetamonifen ve muhtemel koruyucu etkisinin olabilecegini
diislindiigiimiiz resveratrol’iin uygulandigi Hep3B insan hepatoma hiicrelerinde
olusturulmus asetaminofen kaynakli hepatotoksisitenin incelenmesi amaglanmistir. Bu
caligmada o6zellikle bazi proinflamatuvar parametrelerin rolii ve asetaminofen-aracili

sitotoksisitenin muhtemel sebeplerinden biri olan oksidatif stres arastirilmistir.

Materyal ve Metot: Bu ¢alisma i¢in Hep3B insan hepatoma hiicre hatt1 kullanilmistir.
In vitro calismalar (GSH, SOD, KAT, AST, ALT, TNF-alfa, IL-6 ve canlilik analiz
testi), Biyokimyasal analizatér, ELISA, Real-Time PCR ve MTT gibi farkli metotlar
kullanilarak gerceklestirilmistir. Asetaminofen ve resveratrol, hiicrelere farkli doz ve

zamanlarda uygulanmigtir.

Bulgular: Hep3B hiicrelerinde yalnizca asetaminofen uygulanan gruplarda SOD, KAT
ve GSH seviyelerinde azalma tespit edilirken, asetaminofen ve resveratrol’iin beraber
uygulandigr gruplarda bu enzimlere ait seviyeleri yiikselmistir. Diger yandan,
asetaminofen ve beraberinde yapilan resveratrol uygulamalari (6zellikle 160 uM

resveratrol dozu) TNF-alfa ve IL-6 seviyesinde ciddi bir artisa sebep olmustur.

Sonug: Mevcut calismada, asetaminofen’in karaciger toksisitesine sebep oldugunu ve
ilging bir sekilde resveratrol uygulamalar1 yukarida belirtilen parametrelerin seviyelerini
ciddi derecede etkiledigi gosterilmistir. Yalnizca asetaminofen uygulamasi pro-
inflamatuvar sitokin seviyelerinde ve anti-oksidant enzim seviyelerinde anormal artis
ve/veya azaliglara sebep olmustur. Buna ilaveten asetaminofen ile beraber yapilan
yiiksek doz resveratrol uygulamasi inflamasyon ve oksidatif stres olusumuna Onciiliik
etmistir. Bu sonuglar, resveratrol’iin hepatik hasarin onlenmesi ve tedavisinde oldukga

etkili bir ajan olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Asetaminofen, Hepatotoksisite, Hep3B, Oksidatif stres,

Resveratrol, Sitokinle



ABSTRACT

The Examination of The Invitro Effects of Resveratrol on Paracetamol toxicity
Occurred in Liver Carcinoma Cell Line

Aim: We therefore wanted to investigate acetaminophen hepatotoxicity by using
Hep3B human hepatoma cells exposed to acetaminophen and resveratrol, used as a
protective agent. Specifically, we studied the role of some proinflammatory markers and

oxidative damage as possible mechanisms of acetaminophen-associated cytotoxicity.

Materials and Method: The Hep3B human hepatoma cell line was used for this study.
In vitro studies (GSH, SOD, CAT, AST, ALT, TNF-alpha, IL-6 and cell viability) were
performed by using different methods such as Biochemical analyzer, RT-PCR, ELISA
and MTT. Acetaminophen and resveratrol were applied to cells in a different time and

doses.

Results: Only acetaminophen treatment decreased SOD, CAT and GSH levels in
Hep3B cells whereas acetaminophen and resveratrol co-treatment increased these
enzymes levels. On the other hand, acetaminophen and resveratrol co-treatment
(especially 160 uM dose of resveratrol) lead a severe increase in TNF-alpha and IL-6

levels.

Conclusion: It is shown that acetaminophen has caused hepatotoxicity but interestingly
but resveratrol treatment effects the related parameters mentioned above. Only,
acetaminophen administration may cause abnormal decreases and/or increases in
antioxidant enzymes and proinflammatory cytokines levels. Additionally,
acetaminophen and high dose resveratrol co-treatment triggered the inflammation and
oxidative stress. These results showed that resveratrol have a potential to be an effective

agent on the treatment and protection of hepatic damage.

Key Words: Acetaminophen, Hepatotoxicity, Hep3B, Oxidative stress, Resveratrol,
Cytokines

vi



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

ALT : Alanin Aminotrenferaz

AMPK : AMP-activated protein kinase
APAP : Asetominofen

ASK : Apoptozis signal-regulating kinase
ATP : Adenozintrifosfat

B-Amiloidin : B-Amyloid-Induced Neuronal Apoptosis
BC; . Reverse transkripsiyon tamponu
Cat, : Kalsiyum

CO; : Karbondioksit

COX . Siklooksijenaz

Cu . Bakar

CYPaso : Sitokrom P450

DMEM : Dulbecco's Modification of Eagles. Medium
DMSO . Dimetilsulfoksit

DNA : Dimetilstlfoksit

FAM . Fluorescein

FBS : Fetal Bovine Serum

GPOX . Glutatyon Peroksidaz

GR : Glutatyon Reduktaz

GSH-PX . Glutatyon Peroksidaz

GST : Glutatyon-S-transferaz

H,0, : Hidrojen Peroksit

1C50 . Baskilayici konsantrasyon

Vii



IGF-I
IL-1
IL-10
IL-13
IL-4

IL-6

IL-8
INF-o
INF-B
INK
KAT
LPS
MN-SOD
MSS
MTT
NAPQI
NO

NSAI
or

Paso

Paso - MFO
PAI-1
PBS

RE;

RLT

: Insulin-like growth factor-1

: Interldkin-1

: Interldkin-10

: Interldkin-13

. Interldkin-4

. Interldkin-6

. Interldkin-8

. Interferon-alfa

. Interferon-beta

: Jun-N-Terminal Kinaz

: Katalaz

. Lipopolisakkarit

: Mangan Superoksit dismutaz
: Merkezi Sinir Sistemi

: Hiicresel Canlilik Analizi

: N-Acetyl-p-benzoquinone imine
: Nitrik oksit

: Non-Steroid Anti-Inflamatuar
: Oksijen

: Sitokrom enzim sistemi

: Mixed-function oxidase

: Plasminogen activator inhibitor-1
: Fosfat Tampon Soliisyonu

: Reverse transkripsiyon enzim karigimi

: Beta-merkaptoetanol igeren tampon

viii



RNT
ROT
SIRT1
SOD
TNF -a
TNFR,

TNFR.

. Reaktif Nitrojen

: Reaktif Oksijen

: Mammalian sirtuins-1

: Siper Oksit Dismutaz

: Tumor Nekroz Faktor - Alfa

: Tumor Nekroz Faktor Alfa Reseptor-1
: Tumor Nekroz Faktor Alfa Reseptor-2
. Cinko

. Alfa

: Beta



Sekil No
Sekil 2.1.

Sekil 2.2.
Sekil 2.3.
Sekil 2.4.
Sekil 4.1.
Sekil 4.2.

Sekil 4.3.

Sekil 4.4.

Sekil 4.5.

Sekil 4.6.

SEKILLER DiZINi

Sayfa No

Parasetamol’ TN YaPIST......ueiiveiiiiiiiiiiiesiie sttt 3
Parasetamol’ TN YaPIST......eviiiviiiiiiieiiiie st 3
Inflamasyon siirecindeki 16kosit 01aylart ........c.coceeveveereeeeerereeeeeeeee e, 12
IL-6‘nin kaynaklart ve etKileri .........cccvvveiiiiiiiii e 15
Resveratrol ve Parasetamol’iin AST ve ALT seviyeleri tizerine olan etkileri 30
Tim deney gruplarina ait canlilik analiz test sonuglari...........cccceveveiiiiennen. 31
Parasetamol ve Resveratrol uygulamalarinin SOD aktivitesi Uzerine olan

BEKIIBIT ... 33
Parasetamol ve Resveratrol uygulamalarinin KAT aktivitesi {izerine olan

BEKIIEIT ...t 34
Parasetamol ve Resveratrol uygulamalarinin GSH aktivitesi iizerine olan

BEKIIEIT.....oiciii 35
Parasetamol ve Resveratrol uygulamalarinin TNF-alfa ve IL-6 tzerine olan

BEKITBI T 37



TABLOLAR DiZiNi

Tablo No Sayfa No
Tablo 3.1. PCR ¢alismasi i¢in kullanilan primer dizileri.........ccocviiverviieeiivnsesiiesnennnns 28

Tablo 4.2. Tiim deney gruplarina ait 24 ve 48 saatlik canlilik analiz testi sayisal

VEITIEIT o 31
Tablo 4.3. Deney gruplarina ait SOD aktivitesinin sayisal Verileri ........cccoccovvverervennnns 32
Tablo 4.4. Deney gruplarina ait KAT aktivitesinin sayisal verileri ........cccoccovvereiivenns 34
Tablo 4.5. Deney gruplarina ait GSH aktivitesinin sayisal verileri .........cc.ccovveiervenns 35

Tablo 4.6. Tiim deney gruplarinin TNF-alfa ve IL-6 ekspresyon seviyelerine ait

L 15 1) SRS 38

Xi



1. GIRIS

Son yillarda yapilan tedavi kokenli bilimsel ¢aligsmalar genellikle alternatif etken
maddeler iizerine yogunlasmaktadir. Birgcok biyolojik aktiviteye sahip olan, gliniimiizde
elde edilmesi gayet kolay olan ve dogal bir polifenol bilesik olan resveratrol’de bu etken
maddelerden sadece bir tanesidir. Bir¢ok bilimsel c¢alismada, resveratrol’lin anti-
karsinojenik, anti-diyabetik, apoptotik, anti-anjiyogenik, anti-mikrobiyal, anti-viral,
anti-norotoksik ve benzeri bircok etkiye sahip oldugunu gdstermistir.”® Bu alanda hem
in-vivo hem de in-vitro ¢alismalar gergeklestirilmistir, ancak parasetamol toksisitesi ile
resveratrol etkinligini in-vitro olarak degerlendiren literatiire rastlanmamistir. Mevcut
caligmada, asetamonifen ve muhtemel koruyucu etkisinin olabilecegini diisiindiiglimiiz
resveratrol’iin  uygulandigt Hep3B insan hepatoma hiicrelerinde olusturulmus
asetaminofen kaynakli hepatotoksisitenin incelenmesi amaglanmistir. Bu caligmada
Ozellikle bazi proinflamatuvar parametrelerin rolii ve asetaminofen-aracili
sitotoksisitenin muhtemel sebeplerinden biri olan oksidatif stres arastirilmistir. Elde
edilen veriler, bu hedefe ulasildiginin bir kanit1 olarak karsimizda durmaktadir. In vitro
olarak gergeklestirdigimiz bu ¢alismada; hem anti-oksidant sistem hem de inflamatuvar

siirecle ilgili resveratrol’iin ciddi derecede etkili oldugu kanisina varilmstir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Parasetamol

2.1.1. Parasetamol’Un Tarihgesi

Basta sogiit agact kabugu ve kina kina agaci kabuklar1 olmak iizere ¢esitli
bitkilerden ilk ¢aglarda ve orta cagda agrn kesici ve ates digstiriicii olarak
faydalamlmlstlr.l'3 19. ylizyilda kina kina agacinin zor bulunur hale gelmesi insanlari
yeni ilaglar aramaya itmis ve 1873 yilinda Harmon Northrop Morse tarafindan
parasetamol sentezlenmistir.*  1887de gelistirilen fenasetinden daha toksik oldugu
diisiiniilen parasetamol uzun siire klinikte kullanilamadi. Parasetamolun asetinilid gibi
zararlh etkileri olmadigin1 Brodie ve Axelrod 1948 yilinda yaptiklar1 caligmalarda
bildirdiler.® 1955 yilinda ilk kez Amerika Birlesik Devletleri’nde ‘Tylenol’ adiyla satisa
sunulan parasetamol Ingiltere’de ‘Panadol’ ticari adi ile 1956da piyasaya siiriildii.
Kiiciik bir yan etkiye sahip analjezik olarak giderek 6nem kazandi.

2.1.2. Parasetamol’iin Yapis1 ve Ozellikleri

Parasetamol (Asetaminofen, N-asetil-p-aminofenol; APAP) analjezik (agri
kesici)ve antipiretik (ates diisiirlicii) etkiye sahip bir ilagtir. Molekiil formiiliiniin
CsHoNO; olmasindan dolay1 asetaminofen olarak adlandirilir. Sistematik adi sistematik
ad1 N-(4-hydroxyphenyl) acetamide’dir. Molekdiler agirligi 151,2 g/mol dir ve suda az
¢oziinen sentetik yapida bir bilesiktir. Zayif bir asit olmasi nedeniyle fizyolojik pH’da
aniyonize sekilde bulunur.® Acimsi bir tadi olan parasetamol kokusuz, beyaz, kristal toz
bir yapldadlr.7

2.1.3. Parasetamol’iin Etki Mekanizmasi

Parasetamol’iin kimyasal yapisinin asetilsalisilik aside benzemesinden dolay1
siklooksijenaz (COX) enzimini inhibe ederek ve prostaglandin iiretimini baskilayarak

etki ettigi dl'isl'iniih'irdl'i.8 Parasetamoliin pihtilagsma iizerine etkisi olmamasina karsilik



asetilsalisilik asit tromboksanlarin tiretiminde gorevli olan siklooksijenazi inhibe ettigi
i¢in kanin pihtilasmasini azaltir. Inflamasyona sebep olan prostaglandin sentezini
etkilemedigi icin NSAI (Non-Steroid Anti-Inflamatuar) olarak diisiiniilmemektedir.>°
Parasetamoliin etki mekanizmasi tam olarak anlagilamamis olmakla beraber, yapilan
caligmalarda merkezi sinir sistemi (MSS) {izerinde santral COX inhibisyonu ve
serotoninerjik sistemle Indirekt etkilesim yoluyla etki ettigi gésterilmistirs. 2002 yilinda

yapilan bir ¢aligmada parasetamol tarafindan selektif olarak inhibe edilen, bilinen COX-

1 ve COX-2’den farkli bir COX enzim varyanti bildirilmis ve COX-3 olarak

adland1r11m1$t1r.11

=1
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Sekil 2.1. Parasetamol’iin yapisi Sekil 2.2. Parasetamol’iin yapisi

2.1.4. Parasetamol’tn Metabolizmasi

Parasetamol (Asetaminofen, APAP) basta karaciger olmak iizere bobrek ve
bagirsakta metabolize olur. APAP metabolizmasindaki ii¢ temel mekanizma glukuronid
konjugasyonu, sitokrom CYP450’ye bagli mikrozomal oksidasyon ve silfat
konjugasyonudur'?. Asetaminofen terapétik dozlarda uygulandiginda, % 80-85’i
glukuronid-sulfat konjugasyonu ile, % 10’u CYP450 enzim sistemi araciligiyla
metabolize  edilmekte  olup, %5’it ise  de@ismeden  idrarla  atilarak

uzaklastiriimaktadir."*** CYP450 parasetamol metabolizmasinda islev géren en 6nemli



enzimdir. Toksik dozlarda CYP2E1 ve CYP1A2, terapdtik dozlarda ise CYP3A4
enzimleri gérevyapar.*

2.1.5. Parasetamol’iin Yan Etkileri

Parasetamol terapotik dozlarda genellikle iyi tolere edilebilmektedir. Nadiren
alerjik cilt reaksiyonlar1 (kizariklik, tirtiker), hipoglisemi, alerjik ilag¢ atesi, hematolojik
yetmezlik ve bobrek yetmezligi goriilebilir.’® Yiiksek dozlarinda dezoryantasyon, bas
donmesi ve huzursuzluga yol agsa da en ciddi yan etkisi toksik dozlarinda hepatik
nekrozdur.®” Hepatotoksik etkisi karaciger hastaligi, malniitrisyon ve kronik alkol
kullanimiyla artabilir. Epidemiyolojik calismalarda parasetamol kullanimiyla astim,
gastrointestinal problemler ve renal hastaliklar arasinda iliski oldugu gosterilmistir.'
Parasetamol’iin asit-baz dengesi Uzerine, kardiyovaskiler sistem ve solunum sistemine
belirgin bir etkisi goriilmemistir.

2.1.6. Parasetamol’tn Toksisite ve Patofizyolojisi

Parasetamol’in eriskinlerdeki tedavi dozu oral 500-1000 mg’dir. Gerekli
gorildiigiinde 4-6 saat araliklarla tekrarlanabilir. Giinlilk maksimum doz 4 g olarak
kabul edilir. Bir defada 150mg/kg’dan yiksek dozlar toksik kabul edilirken 300mg/kg
lizerindeki tek seferlik dozlar 6liimciil kabul edilir.***®*° Tedavi dozlarinda glukuronid
ve sulfat konjugatlar1 seklinde karacigerde inaktive olan parasetamolun yaklasik %8
oraninda toksik ara metabolitleri de olusur. CYP450 enzim sistemi ile oksidasyona
ugrayan parasetamoliin toksisiteye neden olan metaboliti N-asetil-pbenzoquinoneimine
(NAPQI) dir.Biyolojik yar1 6mrii kisa olan NAPQI glutatyona baglanarak detoksifiye
edilir. Terapotik dozlarin agimi agiga NAPQI miktarin1 da arttirir ve glutatyonun
NAPQI baglama kapasitesini agmasiyla serbest haldeki NAPQI karacigerde
molekillerle kovalent bag yapip hepatik nekroza kadar gidebilen karaciger hasarina

neden olur.?® Bu hasarim karaciger hiicrelerinde hiicre i¢i dengenin bozulmasiyla ortaya



ciktigi diisiiniilmektedir.* Histolojik olarak hepatik nekrozun en fazla P450-MFO
(karma fonksiyonlu oksidaz sistemi) aktivitesinin goriildiigii sentrilobiiler bdlgede
olustugu bildirilmistir.22 Hiicre i¢i dengenin bozulmasiyla hiicre icerisinde biriken Ca*
hicre 6limine sebep olan katabolik enzimlerin sayisin1 artmasina sebep olur.
Apoptozis, nitrik oksit, reaktif oksijen tiirleri ve lipid peroksidasyonunun da karacigerde
toksisiteye neden oldugu bilinir.®

2.2. Hepatoksisite ilag ile uyarilmis hepatotoksisite

Karaciger sistemik dongiiniin ve emilimin yapildigi, yabancit maddelerin elemine
edildigi ve metabolizmanin merkezi denilebilecek 6zellige sahip bir organdir. Ilaca
bagli hepatotoksisite, tiim diinyada saglik alaninda gittik¢e artan ciddi saglik sorunu
haline gelmistir. ABD’de yapilan baz1 c¢aligmalar, yiiksek doz 1ilaca bagh
hepatotoksisiteyi de igeren karaciger yetmezligi %350°den daha fazla oldugunu
gostermektedir. Gegmiste, ilaca bagli hepatotoksisite ile iliskili olarak meydana gelen
hastalik ve 6liimlerden dolay1 bir¢ok ilag piyasadan g:el<ilmi§tir.24’25’26

Karaciger hasarina sebep olan maddeler hepatotoksin olarak adlandirilirlar.
Hepatotoksinler iki sekilde siniflandirilir: “intrinsik” ve “idiosentratik”. Intrinsik
hepatotoksinler doza bagh tarzda etki gosterir ve bu yolla meydana gelen
hepatotoksisite intrinsik hepatotoksisite olarak isimlendirilir. Doza bagli olmayan tarzda
etki gdsteren hepatotoksinler idisentratiktir. Karaciger yetmezligine biiyiik oranda neden
olan hepatotoksisite intrinsiktir ve buna en guzel 6rnek olarak asetaminofen (APAP ya
da parasetamol) verilmektedir. Idiosentratik hepatotoksinlere maruz kalan hasta sayisi
10000’de 1’dir. 1000°den fazla ila¢ ve bitkisel Grtinler ise idiosentratik hepatotoksiktir

ve akut karaciger yetmezliginin %10’undan fazlasini olusturur.?**’



2.3. Hucre Kulturi

In vitro galigmalar olarak da adlandirilan hiicre kiiltiirleri, hiicrelerin tek hiicreyi
dahi kapsayabilecek sekilde, doku olarak diizenlenmeden ¢ogalabilmeleridir.
Organizmadan direkt olarak alinan organ, doku veya hiicrelerden iiretilen kiiltiirler
primer Kkiiltiirler olarak adlandirilirlar. Primer hiicre kiiltlirlerine baz1 6zel kimyasal ve
medyumlarin uygulanmasi sayesinde bazi spesifik 6zellikleri olan hiicreler elde edilir.
Bu hiicrelerin kiiltiirde yasamlar siiresince belirleyici 6zellikleri devam eder; hiicrelerin
pasaj yapilmis olmasi, onlarin belirleyici 6zelliklerini etkilemez. Hiicre suslar1 ve hiicre
soylar1 diploid veya heteraploid olabilirler, hiicrelerin heteraploid oluslar1 onlarin habis
hiicreler olduklar1 veya in vitro ¢gogalmalarinin siirsiz oldugu anlamina gelmez. Hiicre
kilturlerinde smirsiz gogalan hiicre soy veya suslari, devamli hiicre soylar1 seklinde
tanimlanarak, yasam siireleri smirli diploid veya heteraploid hiicre soylarindan
aynhrlar.28

Genel kani olarak giiniimiizde, hiicre kiltlirleri esas olarak iki yolla
uretilmektedir: Tek tabak hicre kilturleri (Mono layer) ve stispansiyon halinde hiicre
kilturleri. Tek tabaka hiicre kultirleri, cam veya plastik zemine sahip olan 6zel flasklar
lizerine tutunarak yasayan ve iireyen hiicrelerdir. Siispansiyon halindeki hiicre
kalturlerinde, hiicreler hayatsal islev ve tiremelerini siispansiyon halinde bulunduklari
ortamda siirdiirebilir. Doku kiiltiirii ve yontemleri kullanarak, hiicre yapisi, fizyolojisi,
patojen hiicre iliskileri, iyonlastirict 1sinlarin hiicre diizeyinde incelenmesi ve ¢esitli
radyobiyolojik problemlere bagl olarak tiimor biiylimesinin agikliga kavusturulmasina
calisilir. Hiicre kiiltlirlerinde, in vivo sartlarda miimkiin olmayan, kisa zaman arali§inda

gerceklestirilmesi istenen fiziksel ve kimyasal etkenler incelenebilir.?®



2.4. Oksidatif Stres

Reaktif oksijen (ROT) ve reaktif nitrojen (RNT) tiirleri organizmadaki birtakim
metabolik  reaksiyonlar sonucu endojen veya ekzojen olarak meydana
gelebilmektedirler. ksantin oksidaz enzimlerinin aktiviteleri, nétrofil ve makrofaj
stimdlasyonu, solunum zinciri reaksiyonlar1 ve sitokrom P450 gibi mekanizmalari
kapsayan etmenler endojen kaynakli etmenler olarak bilinirler. Ekzojen kaynakli
etmenlere ise endiistriyel kimyasallar, ilaglar, radyasyon, bagimlilik yapan maddeler,
stres, hava kirliligi, sigara gibi indikleyiciler girmektedir.”***3" Birtakim hiicresel
cevaplarin olugsmasinda diisiik konsantrasyonlardaki serbest radikallerin 6nemli bir yeri
vardir. Bununla birlikte, ROT ve RNT olusumlarinin asir1 artisi, oksidan/antioksidan
dengenin bozulmasmna yol agmaktadir. Eger, artan ROT ve RNT olusumlari,
antioksidant savunma sistemleri tarafindan hizli bir sekilde uzaklastirilmazsa oksidatif
stres meydana gelmektedir.®® Oksidatif stres DNA, protein, lipit ve karbonhidratlar
tizerinde hasarlara yol acgarak tiimor olusumlarina ve kansere neden olabilmektedir.*®

2.5. Antioksidan Sistemler

Hiicreler serbest radikallerin hasarlarina kars1t pek ¢ok savunma mekanizmasi
gelistirmiglerdir. Bunlarin basinda antioksidan enzimler gelir. Hiicre iginde enzim
olmayan antioksidanlar da hiicreleri oksidatif hasara karsi savunmada gorev yapar.
Antioksidanlar, “endojen antioksidanlar ve “ekzojen antioksidanlar olmak Uzere ikiye
ayrilirlar (tez). Endojen antioksidanlar da kendi icinde “enzim olanlar” ve “enzim
olmayanlar” seklinde iki alt kategoriye ayrilirlar. Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(KAT), Glutatyon peroksidaz  (GSH-Px), Glutatyon-S-transferaz ~ (GST),
hidroperoksidaz ve mitokondriyal sitokrom oksidaz enzimleri enzimatik endojen

antioksidanlara verilebilecek 6rneklerdir.®*



2.5.1. Enzim Olan Antioksidanlar

2.5.1.1. Suiperoksit Dismutaz

Butlin aerobik hiicrelerde bulunan bu enzim siiperoksit anyonlarini (O;—)
hidrojen perokside (H,O,) ve oksijene doniisiimiinii katalize ederek bu radikallerin
radikallerin hiicrelerde ki toksik etkilerini azaltir.**

SOD aktivitesi yas ilerledik¢e artar. SOD enzimi hem sitozol de hem de
mitokondride bulunur. Memelilerde, metal iyonlarina gore sitozolik dimerik bakir/¢inko
stperoksit dismutaz (Cu/Zn-SOD) ve mitokondriyal tetramerik (mangan stperoksit
dismutaz) Mn-SOD olarak adlandirilan 3 tip SOD enzimi mevcuttur.®*® Serbest
radikallerin olusturdugu yikici etkiyi onlemede, SOD enziminin katalaz enzimi ile
beraber incelenmesi gerektigi disiiniilmektedir. Ciinkii SOD ile katalizlenen tepkime
sonunda olusan hidrojen peroksit, oksijenin toksik tdrlerinden biridir ve Kkatalaz
tarafindan meveut birikim énlenmektedir.*

2.5.1.2. Katalaz

Katalaz (CAT), molekiil agirhigi 248 kDa olan ve yapisinda kovalent olmayan
bag ile bagli dort protoporfirin igeren bir enzimdir. Katalaz esas olarak peroksizomlarda
bulunur. Hemen hemen biitiin dokularda bulunmasina ragmen en yiiksek aktivite
peroksizomlarin yliksek oranda bulundugu karaciger, bobrek ve eritrositlerde goriiliir.
Katalaz, hidrojen peroksitin suya doniisiimiinii katalizler. Hidrojen peroksit bir radikal
olmamasina ragmen Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlarina girerek oldukca toksik olan
OH- radikalini olusturur. Bu nedenle hidrojen peroksitin ortadan kaldirilmasi
gerekmektedir.*

2.5.1.3. Glutatyon (GSH)

Glutatyon (GSH) karacigerde genetik bilgiye gerekduymadan glisin, sistein ve

glutamat amino asitlerinden sentezlenebilen bir tripeptitdir. Glutatyon (GSH) ciddi



O6neme sahip bir antioksidandir, serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek
hlcreleri oksidatif hasara karsi korur. Hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine
dontistimiiniin engellenmesinde rol alir. Ayrica proteinlerdeki siilthidril (-SH) gruplarini
rediikte halde tutar ve bu gruplart oksidasyona karsi korur, bdylece fonksiyonel
proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller.144 Glutatyon (GSH) yabanci
bilesiklerin detoksifikasyonu ve amino asitlerin membranlardan transportunu da saglar.
Glutatyon (GSH) eritrositleri, 16kositleri ve goz lensini oksidatif strese kars1 korumada
cok ciddi 6neme sahiptir.%’

2.6. Biyokimyasal Parametreler

2.6.1. Aspartat Aminotransferaz (AST)

Aspartat aminotransferaz veya serum glitamik oksalasetik transaminaz (AST)
organa spesifik olmayan bir enzimdir. Hepatositlerde, kalp kasinda, iskelet kaslarinda,
bobrek dokusunda ve plasentada bulunur. Bu dokularda nekroz gelistiginde serum AST
konsantrasyonun’da  artis  goriiliir.  Hepatositlerin  iginde bulunan aspartat
aminotransferazin % 60-80’i mitokondri i¢inde bulunurken diger bolimii ¢oziiniir
formda sitoplazma icinde bulunur. AST’nin mitokondriyel formunun salinimi igin
membran permeabilitesinde degisime neden olan harabiyetten daha siddetli bir
bozuklugun olmasi gereklidir. Bunun sonucu olarak AST aktivitesindeki artig, alanin
aminotransferazin artisindan daha ge¢ gerceklesir. AST nin konsantrasyonun’daki artis
en yaygin olarak hepatoseliiler hastaliklarda gdriiliir.***®

2.6.2. Alanin Aminotransferaz (ALT)

Alanin aminotransferaz veya serum glitamik pirtvik asit transaminaz (ALT)
sitoplazmik bir enzimdir. Hepatoseliller membran permeabilitesinin artiginda hiicre
disina salinimi artar. Yiiksek serum alanin aminotransferaz seviyesi hepatoseliiler

hasarin siddetli oldugunu gosterir. ALT transferazlar grubunda yer alir ve albumin



metabolizmasinda aspartat aminotransferaz ile birlikte gorev alir. Alanin
aminotransferaz, hicre sitoplazmasinda L-alanin ve L-ketoglutarat’in piruvat ve
glutamata geri doniistimlii transaminasyonunu katalize eder. Piridoksal 5’-fosfat, ALT
ve pek ¢ok aminotransferazlara siki sekilde baglanan bir kofaktordiir ve ASTde oldugu
gibi B6 vitamininin alimimindaki yetersizlik enzim aktivitesinde azalmaya sebep olur.
Serum ve spinal sivida ALT aktivitesi olmasina ragmen, ¢ok diisiik renal spesifik
aktivitesi nedeniyle idrarda ALT aktivitesi yoktur. AST ve ALT’nin serumdaki
yiikselmis aktiviteleri genellikle klinik pratikte ve saglik taramalarinda karaciger
hastaliklarinin belirteci olarak kullanilir. Bu bozukluklar yiiksek alkol alim1 ve hepatitis
virlisi enfeksiyonu olmadan rastlanan alkolik olmayan karaciger yaglanmasinin
tamminda énemlidir.*°

2.7. Inflamasyon

2.7.1. inflamasyonun Tanim

Inflamasyon, endojen veya eksojen bircok uyarmin hiicre ve dokularda meydana
getirdigi hasara karsi olusan kompleks bir yanittir. Bu uyaranlar, inflamasyonu
baglatmak i¢in plazmada bulunan ve hiicrelerden serbestlesen bazi kimyasal
mediyatorleri tetikler. Toksinler ve bakteri Grtinleri ekzojen mediyatorler olup; endojen

! Cogu hastaligin patolojisinden kaynaklanan

mediyatdrlerin - salinimini tetikler.*
sistemik ya da lokal etkiyle olusan hasarlara karsi organizmanin savunucu mekanizmasi
olarak islev goriirken; dokulariniylesme siirecinde de baslangictir.** Bunlarla birlikte
viicuda zarar veren etkenlere karsi organizmanin direncini artirir.**inflamasyon akut ve
kronik olmak iizere iki farkli grupta siniflandirilmaktadir.

2.7.2. inflamasyonun Tarihgesi

Inflamasyonun ilk tanim1 M.S. 1.yy’a dayanmaktadir. Dokunun hasara verdigi

yanit yani inflamasyon; dolor(agri), rubor(kizariklik), calor(ist artigi), tumor(sislik)
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olarak M.S. l.yy’da Celsus tarafindan tanimlanmistir.1850’lerde ise ‘“‘organ
disfonksiyonu” nu da inflamasyon belirtilerine ekleyen Rudolf Virchow inflamasyonun
karakteristik besinci 6zelligini belirlemis oldu.**

2.7.3. Akut inflamasyon ve Patofizyolojisi

Akut inflamasyon, organizmanin olusan hasara kars1 verdigi yanitin ¢ok hizli ve
kisa zamanda olmasidir. Bu siiregte ilk olarak inflamasyon bolgesinin kan akiminda

44 Daha sonra 6dem gelisimi ve l8kositlerin

artis ve vazodilatasyon olusur.
inflamasyon bolgesine goci gergeklesir.46’47 Kan hiicrelerinin gogii ile zararin oldugu
bolgedeki etkilesim ve aktivasyonlar1 inflamasyon seyrinde esastir.*® Hiicrelerin
hasarlanmasindan sonra dnce kisa siireli vazokonstruksiyon daha sonra vazodilatasyon
olusur. Salinan mediyatorlerin etkisiyle meydana gelen vazodilatasyon; kizariklik, 1s1
artist ve intersitisyuma transuda sizmasimma neden olur. Bunun sonucunda olusan
vaskiiler permeabilite artis1 damar disina proteinden zengin sivi ¢ikmasina ve
interstisyel s1vi ile vaskiiler osmotik basingta azalmayla 6dem olusmasina yol agar.
Lokositlerdeki hiicresel olaylar olusan bu vaskiiler degisikliklerle birlikte
sekillenir. Lokositlerin vaskiiler limenden ektravaskiiler bosluga ¢ikmalar1 sonucunda
fagositoz ve degraniilasyon faaliyetleri baslar.*’***® Likositlerin ektravaskiiler bosluga
¢ikmalart interlokin-1 (IL-1) ve interlokin-8 (IL-8) gibi sitokinlerin etkisiyle olur.
Lokositler fagositoz 6zelligiyle zararli maddelerin hiicre igine alinarak sindirilmesinde
rol oynar. Lokositlerin yaptig1 fagositoz sonucunda zararli etkenler yokedilirken kismi

bir doku hasar1 da olusur.*”*

Lokositler fagositoz siirecinde glukoz kullanir. Bunun
sonucunda fosfolipidlerin yikim ve yapiminda ve laktik asit liretiminde bir artis olur.
Inflamasyon siirecinin sonunda hasar olusan dokuda l8kositlerin de bir kismi liir.

Dokudaki nekrotik kalintilar ile 6lii 16kositler, icinde doku sivisi bulunan bir kavite

olusturur. Inflamasyon bittiginde ise nekroza ugrayan doku ve olii 16kositler cevre
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dokular tarafindan yok edilirler.*® Birgok kimyasal mediyator ve bazi sitokinler bu

vaskiiler ve hiicresel olaylarin gelismesinde rol oynar.

1 )

o # B
Endotel hiicre yiizeyindeki a " =
kemotaktik ajanlar :

Dokudaki diger
kemotaktik ajanlar

Sekil 2.3. Inflamasyon siirecindeki 16kosit olaylar

2.7.4. inflamasyon Gelismesinde Gorevli Sitokinler

Sitokinlerin immiin cevabin programlanmasi ve yonetilmesinde énemli gérevleri
vardir. Bu maddeler immiin sistem hiicreleri arasinda veya immiin sistem ile diger
organlar arasindaki iletisim aginda haberci gorevi goriirler.”® Inflamatuvar siirecte etkili
olan en 6nemli sitokinler interlokinler (6zellikle I1L-1, IL-6 ve IL-8) ve tumor nekroz
faktor-alfadir (TNF-a).>? Sitokinler anti-inflamatuvar ve pro-inflamatuvar olarak ikiye
ayrilir;

Anti-inflamatuvar sitokinler (IL-4, 1L-10, IL-13) inflamatuvar reaksiyonlari
baskilarken; Pro-inflamatuvar sitokinler (IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a, IFN-0, IFN-B) ise
inflamatuvar reaksiyonlari arttirirlar.”® TNF-o; pro-inflamatuvar etkisinin yaninda
hiicrelerin biiyiime ve cogalmasi iginde Onemlidir. Yapilan caligmalar da timor
immiinitesi ve akut inflamasyonda da etkili oldugu gdsterilmistir.>® Sitokinler aktive
makrofaj ve T lenfositlerden iiretilir ancak yapilan caligmalarda yag hiicrelerinden de
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salgilandig1 gosterilmistir. Ekstraseliiler siviya sitokin salgilayan hiicrelerden biri de yag
hlcreleridir. Leptin, resistin, TNF-a, adiponektin, adipsin, IL-6, PAI-1, transforme edici
buyime faktori-a, anjiotensinojen, agilasyon stimiile edici protein ve IGF-I (Insiiline
benzer buyume faktori-1) gibi mediatérlerin yag hiicresinden salgilandigi tespit
edilmistir.>

2.7.4.1. Tumor Nekrozis Faktor-a (TNF- a)

TNF- a, enfeksiyon varliginda sentezlenen, inflamatuvar fonksiyonlar1 olan ve
endojen immiin yanitta rol oynayan pro-inflamatuar bir sitokindir.>**® TNF- o’nin
Inflamasyon disinda hiicrenin farklilasmasi, proliferasyonu ve apoptozis gibi gorevleri
de vardir. TNF- o’nin inflamasyon ve bakteriyel kaynakli toksinlere kars1 verdigi yanit
farklidir. Yapilan caligmalar da TNF-a artis1 insiilin direnci ile birlikte obez insanlarda
gosterilirken; kilo kaybiyla beraber TNF-aplazma seviyesinde azalma oldugu da
belirtilmistir.”®*>" Kandaki TNF-o miktar1 asir1 yiikseldiginde septik sok, coklu organ
hasar1 ve 6liim gibi sonuglar olabilmektedir.*®

TNF- o en ¢ok makrofajlardan sentezlenir. Bunun yaninda T-lenfositlerden,
Natural Killer hicrelerinden, diiz kas, sinir, epidermal hiicreler ve mast hucreleri gibi
normal hiicrelerin yaninda bazi malign hiicreler tarafindan da sentezlenmektedir. Gram
negatif bakterilerin hiicre membraninda bulunan LPS; TNF- asentezlenmesinin en giicli
uyaricisidir. LPS’nin  yaninda bazi imminkompleksler, Cb5a, virlsler, iskemi
reperfiizyon hasart ve TNF- o’nin kendisi de TNF- o sentezini uyarabilmektedir. 6.
kromozomun kisa kolunda bulunan TNF-a geni pro-hormon seklinde sentezlenir daha
sonra 17 KDa agirhgindaki olgun protein ortaya ¢ikar.””®

Akut durumlarda TNF-a iiretilmesi; enfeksiyon olan boélgeye makrofaj ve
notrofillerin gitmesine izin vererek faydali rol bir oynar. Ayni1 zamanda olii hiicre

kalintilarimin temizlenmesi igin fagositleri uyarir.”*Fakat yapilan calismalarda uzun
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suren TNF-a maruziyeti sonucu olusan kandaki TNF-a yiiksekligi; travma ve toksik sok
hastalarinda metabolizma bozulmasiyla iliskili bulunmustur.”® TNF-o’nin yiiksek dozda
lokal olarak uygulanmasi tiimoér kan damarlarini tahrip ederek anti-timor aktivitesi
gosterir. Ancak dulzensiz bir sekilde fazla diretilmesinin de kansere yol agtigi
belirtilmistir.60Yap11an bazi caligmalar sonucunda da TNF-o’nin lipoprotein lipaz
aktivitesini inhibe ederek lipogenik enzimlerin ekspresyonunu azalttigi S('jylenmistir.61
Bunun yaninda adipositlerde meydana gelen apoptozisi de arttirabilecegi S('jylenmistir.‘r’4

Insan ve hayvanlarda yapilan tedavi ¢alismalarinda insiiline duyarli maddeler
kullanilip TNF-a konsantrasyonun azaltilmasiyla karaciger yaglanmasinin Onemli
Olclide azaldigi gézlenmistir.GzTNF-a fonksiyonlarini TNFR1 ve TNFR2 reseptorleri
araciligiyla yerine getirmektedir. TNFR1’ in TNF- a fonksiyonlart TNFR2’ den baskin
olmasma ragmen TNFR2’ nin TNF- a’ya baglanma afinitesi daha yl'iksektir.58'60’61'62
TNFRL1, apoptozis signal-regulating kinase (ASK) ve c-Jun N-terminal kinase (JNK)
aktivasyonu ile apoptozise, TNFR2 ise epitelyal tirozin kinazi uyararak hiicre
proliferasyonuna neden olur.®®

2.7.4.2. interlokin-6 (1L-6)

Interlokin-6 immunglobulin salgilatan pleitropik bir sitokindir. 22-28 kD
agirh@indaki 1L-6 184 aminoasit olgun kismi ve 28 aminoasit sinyal dizisi olarak
toplam 212 aminoasitli bir onciil protein olarak sentezlenmektedir.®” IL-6’nin
hepatositler ve B lenfositler lizerine de 6nemli etkileri vardir. Akut faz yanitinda rol
oynayan plazma proteinlerinin birgogunun hepatositler tarafindan sentezlenmesinde
onemli rol oynarlar.?® IL-6; T hiicre aktivasyonu, IL-2 yapimimin uyarilmasi, hepatosit
aktivasyonu(akut faz proteinlerinin sentezi), B hiicrelerinden Ig yapiminin uyarilmasi,
hematopoetik koloni stimiilasyonu, ates, prolaktin, biliylime hormonu ve luteinizan

hormonun salinmasinda stimiilator etki, osteoklast aktivasyonu, glukokortikoid
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sentezinin uyarilmasi, keratinosit biiyiimesinin stimiilasyonu ve infeksiyonlara karsi
nonspesifik diren¢ olugmasi gibi olaylarda biyolojik etki gbsterir.69'7° IL-6; T ve B
lenfositler, fibroblastlar, monosit ve makrofajlar, epitelyal ve endotelyalhicreler,
keratinositler, astrositler, mezensimal hiicreler, dentritik hiicreler, osteoblastlar, ndronal
hiicreler, mikroglia, epidermal langerhans hicreleri ve mast hiicreleri gibi bircok hiicre

taranindan iiretilmektedir.”"?
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- o X
j ; :," = * — Otoimmiinite
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I W —u
S - matosil
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Mezengiyal hiicre Fibrinojen® — Hiperkoagiilasyon
Serum Amiloid A — Amiloid A amiloiosis
- Hepsidin & — inflamasyon anemisi

% @, Albumin &

lliliyelomf Flazmasitnm hiicre | )
I %

pgak it
Anjiyogenez , SIHWIg!hmbI ga s

Buyumo >

VEGF™

RANKL D3 poetik kék hiicre ( ( Platelet iretimi

~
Osteoklast farklilagsmas

3 Muiltipotansiyel koloni formasyonu

Sekil 2.4.IL-6°nin kaynaklar1 ve etkileri

2.8. Resveratrol

3, 4', 5 trihidroksistilben ya da 3, 4', 5 stilbenetriol olarak adlandirilan resveratrol
patojenik saldir1 ve cevresel sartlara yanit olarak iizlim, karadut ve yer fistigindan
iretilmistir. Polifenik yapida bir fitoaleksin olan resveratrol’iin geometrik olarak cis ve
trans olmak tlizere 2 formu vardir. Her ne kadar baslangicta cis izomeri i¢in aktif degil

densede her iki izomerininde biyolojik aktiviteye sahip oldugu kanitlanmistir. Sadece

15



termodinamik etkilerden kaynaklanan dogol sebeplerle trans formunun daha yaygin
oldugu belirlenmistir.”®

2.8.1. Resveratrolin Tarihgesi

4500 yila yakin bir tarihi olan resveratrol’(in tarihte ilk olarak Hintliler tarafindan
kirmiz1 liziim suyundan elde edildigi bilinmektedir. Cin ve Japonya da yetistirilen
Polygonum cuspidatum bitkisinin kurutulmus kokleri resveratrol’dn en &énemli
kaynagidir. Bircok Inflamatuar hastalik, ateroskleroz, hiperlipidemi gibi hastaliklarda
Polygonum cuspidatum kullanmilmistir. Langcake ve Pryce tarafindan 1976 yilinda
yapilan ¢aligmalarla ilk kez tizlimde fitoaleksin olarak resveratrol bulunmustur.73

2.8.2. Resveratrol’in Biyosentezi

Bitkilerin yaprak c¢icek dokular1 ve tanelerinde, fitoaleksin olarak
sentezlenmektedir.  Biyosentezi  stilben sentaz  enziminin  Kkatalizorliigiinde
gerceklesmektedir. Bitkiler tarafindan strese bagli olarak sentezlenmekte olana
resveratrol normal zamanlarda cok az miktarda bulunmaktadir.incelemeler sonucunda
bitkilerin diger yapilarindada resverastole rastlanmis ve bu yapilar ¢iirime gibi
durumlara kars1 korudugu tespit edilmistir.”

2.8.3. Resveratrolin Biyolojik Etkileri

Dogal anti oksidan etkileri arasinda reaktif oksijen tlirevlerinin (ROS) artigini
sinirlama, mitokondrilerde olusan siiperoksit radikallerini temizleme ve fenton
reaksiyonu sonucunda olusan iirlinlerin indiikledigi lipid peroksidasyonunun inhibe
edilmesinden olusan 3 farkli durum vardir. Gugli antioksidan etkiye sahip olan
resveratrol Hem serbest radikalleri temizler hemde bu radikallerin sebep oldugu
hasarlar1 engeller. OH radikalinin neden oldugu lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi

belirlenen resveratrol OH ve H,O; nin neden oldugu DNA hasarinida onlemektedir.”
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Resveratrol  baglica bakir iyonlarinin  selasyonunu etkileyerek  lipid
peroksidasyonunu inhibe eder. Resveratrolun her iki geometrik izomeride lipid
peroksidasyonunu inhibe ederken cis izomeri bu inhibisyonu trans izomerine gore 2 kat
daha kuvvetli yapar. Serbest radikali viicuttan temizleme etkileri ise aynidir. Resveratrol
bu etkilenin yaninda membran lipitlerinin oksidasyonunuda inhibe etmektedir. Hiicre
membran yapisinin koruyan resveratrol, canli hiicrelerdeki oksidatif stres etkisinide
azaltmaktadir.”"®

Resveratrol inflamasyona sebep olan maddelerin olusumunu inhibe ederek anti-
inflamatuvar 6zellik gosteren bir maddedir. Resveratrol’in anti inflamatuvar etkisinin
NO ya bagimli oldugu yapilan caligmalarla belirlenmistir. Resveratrol un COX-2
transkripsiyonunu ve ornitin dekarboksilazi inhibe ederek kanser gelisimini ve
ilerlemesini azalttig1 bildirilmistir.”® Resveratrol salisilik asitin uzun siire kullanilmasi
durumunda mide duvarinda olusan kronik inflamasyonun tedavisinde de
kullanilmaktadir.”® Makrofajlar ve epitel hiicreleri ile dendritik ve myeloid hiicrelerde
NF-kappa B’nin inhibisyonu ile antiinflamatuar etki olusturdugu bildirilmistir.®°

Bunlarin  yaninda resveratrol lipopolisakkarrit kaynakli hava yolu
inflamasyonunu, kronik gelisen ©6demi ve kemik iltthabim1 Onemli derecede
azaltmaktadir.! Resveratrol ayni zamanda anti-inflamatuvar dzelligi sayesinde iskemik
kalpte kardiyoprotektif etkiye sahiptir. Yapilan c¢aligmalarda kontrol grubu ile
resveratrol verilen grup karsilastirildiginda resveratrol’iin miyokardiyal enfarkt1 azalttig1
ve iskemi sonrasi ventrikiillerde gozlenebilen iyilesmelere sebep oldugu belirlenmistir.??

Tum bunlara ilaveten, birgok sinyal yolagi iizerinden resveratrol’in
kardiyoprotektif etkisi vardir. SIRT1 ve AMPK aktivasyonu ve fosfodiesteraz
inhibisyonu ile damar fonksiyonunu dlzenler ve ateroskleroz, oksidatif stres ve

apoptozu azaltarak kardiyak hipertrofi ve kalp yetmezliginde iyilestirici etki gosterir.
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Ote yandan RES SIRTI aktivasyonu ile anjiyogenez gelisimini saglayarak, NO
iiretimini artirarak ve oksidatif stresi azaltarak iskemi/reperfiizyon hasarini hafifletir.®®
Resveratrol’in, Alzheimer, Parkinson, Huntington ve epilepsi hastaliklarin’daki
antioksidan oOzelligi ve SIRT1 aktivasyonu yolu ile noroprotektif etkisi deneysel
hayvanlar ve insalarda yapilan calismalarla g('jsterilmistir.84 Ayn1  zamanda
resveratrol’in siganlar’da medulla spinalis hasarinin néronlarda neden oldugu
proapoptotik Bax protein artisin1 inhibe ettigi ve antiapoptotik Bcl-2 protein
ekspresyonunu artirdigi belirtilmistir.%® In vitro bir calismada ise resveratrol’iin PC12
hiicrelerinde B-amiloidin neden oldugu apoptozu SIRT1 aktivasyonu yolu ile inhibe

ettigi gt')sterilmistir.86
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3. MATERYAL VE METOT

Bu tez calismasi kapsaminda gergeklestirilen in vitro ve molekiiler metotlar

Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali Doku ve Hiicre Kiiltiirii

Laboratuvarinda, biyokimyasal metotlar ise Atatiirk Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Biyokimya Anabilim Dal1 Arastirma Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir.

3.1. Gereg

3.1.1. Kullanilan Maddeler ve Kitler

Hep3B Human Hepatoma Cell line

FetalBovine Serum, Heatinactivated
Dulbecco‘sModifiedEagleMedium

L-glutamin

Trypsin EDTA

Trypan Blue

DMSO, dimethylsulfoxide
Penisiline/Streptomycin Solusyonu

MTT Hiicresel Canlilik Analiz Kiti

Resveratrol

Parasetamol, Asetaminofen, APAP
Glutathioneperoxidase (GSH) ELISA Kiti
SuperoxideDismutase (SOD) Assay ELISA Kiti
Catalase (CAT) Assay ELISA Kit

Human TNF-alfa PCR primer-Tagmanprobe seti
Human IL-6 PCR primer-Tagmanprobe seti
Human Beta-actin PCR primer-Tagmanprobe seti

RNeasy Mini Kit

(ATCC-HB-8064)
(Sigma)
(Biologycallndustries)
(Biologycallndustries)
(Biologycallndustries)
(BiologycalIndustries)
(Sigma)

(Sigma)

(Sigma)

(Sigma)

(Laboratories UPSA)
(Elabscience)
(Elabscience)
(Elabscience)

(Primer Design)
(Primer Design)
(Primer Design)

(Qiagen)
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e Q-PCR Master Mix

e RT?First StrandcDNASynthesis Kit
3.1.2. Kullanilan Gerecler

e Karbondioksitli Inkiibator

e Laminar Akim Kabini

e Su Banyosu

e Otoklav

e invert Mikroskop

e Sogutmali Santrifiij

e Derin Dondurucu

e Buzdolab1

e Sarjli pipet

e Safsu Cihazi

e UV VisibleSpektrofotometre
e Real-Time PCR

e Hassas Terazi

¢ Sivi Nitrojen Tank1

Mikropipetler

3.2. Yontem

3.2.1. Deney Gruplar

1. Kontrol grubu

2. 160 pl Resveratrol uygulanan grup

3. 80 ul Resveratrol uygulanan grup (R80)
4. 40 ul Resveratrol uygulanan grup (R40)

5. 20 pl Resveratrol uygulanan grup (R20)

(R160)

(Qiagen)
(Qiagen)

(Niive)
(Niive)
(Memmert)
(Niive)
(Optika)
(Niive)
(Niive)
(Ariston)
(Ependorf)
(Millipore)
(Epoch)
(Roche)
(Sartorius)
(Arpege)

(Eppendorf)
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6. 20 pl APAP +160 pl Resveratrol uygulanan grup (APAP+R160)

7. 20 pl APAP + 80 pl Resveratrol uygulanan grup (APAP+R80)

8. 20 pl APAP + 40 pl Resveratrol uygulanan grup (APAP+R40)

9. 20 pl APAP + 20 pl Resveratrol uygulanan grup (APAP+R20)

10. 20 pl APAP uygulanan grup

3.2.2. Hucre Kalturd

Mevcut ¢alismada Amerikan Hiicre Kiiltir Koleksiyonu (ATCC) hcre
bankasindan ticari yollar ile temin edilen Hep3B (ATCC-HB-8064) Human hepatoma
hiicre hatt1 kullanilmistir. Hep3B hepatoselliilerkarsinoma hiicreleri i¢in besi ortami,
inaktive edilmis %10 FBS, 100 IU/ml penisilin/Streptomycin soliisyonu iceren DMEM
medyumu kullanilmistir. Hiicreler bu besi ortamini igeren 75 cm?’lik hiicre flasklarinda,
%5 CO, ve nem igeren inkiibatorde 37°C’de bekletildi ve 2 giinde bir rutin pasajlar
yapilarak tiretildi.

3.2.2.1. Hiicre Soylarimin Baslatilmasi

Siv1 azot igerisinde bekletilen hiicrelerin i¢inde bulundugu vial’ler ¢oziinme
islemi gerceklesinceye dek 37°C’ye kadar 1sitilmis benmari igerisinde tutuldu. Coziinen
hiicreler %10’luk FBS iceren medyuma alindi ve 1500 rpm’de 3 dksantrifiij edildi.
Stipernatant uzaklastirildiktan sonra, olusan pelet medyum ile ¢oziilerek flasklara
ekimler yapildi. Flasklar tizerine gerekli bilgiler kaydedildikten sonra inkiibasyon
amactyla %5 CO; igeren inkiibatorler igerisine yerlestirildi.

3.2.2.2. Hucrelerin Buyutulmesi

Hiicreler, 5ml medyumda 25 cm?flasklarda, icerisinde 0,2 mM L-glutamin ve
%10 FBS igeren DMEM medyumu igerisinde %80 konfluense ulastiklarinda haftada 2

kez olmak kaydiyla rutin olarak pasajlandi.
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3.2.2.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Flasklar icerisindeki hiicreler %80 konfluent oldugunda pasajlama islemlerine
gecildi ve flasktaki medyum uzaklastirildi. Ardindan, pasteur pipeti ile 2-3 ml steril
PBS alinarak flaska aktarildi ve hiicreler yikandi. PBS uzaklastirildiktan sonra yine
pasteur pipeti yardimiyla yiizeyi kaplayacak kadar Trypsin-EDTA flaska ilave edildi ve
3 dk slireyle CO; inkiibat6rinde bekletildi. Mikroskopta hiicrelerin ayrilmasi izlendikten
sonra Trypsin-EDTA (zerine 2-3 ml medyum ilave edilerek tripsinin etkisi bloke edildi
ve 15 ml’lik santrifuj tlpine siispanse halde toplanan hiicreler 1500 rpm’de 3 dk
santrifiij edilerek slipernatant uzaklastirildi. Son olarak 5 ml medyumla siispanse edilen
hiicreler 5 ayr1 flaska 1’er ml olacak sekilde dagitildi ve toplam hacim DMEM ile 5
ml’ye tamamlanarak CO; inkubatoriine yerlestirildi. Medyum degistirme haftada 2 kez
yapildi.

3.2.2.4. Hiicre Sayim

Toplam hiicre siispansiyonunun mililitresindeki hiicre sayisini1 hesaplamak igin,
Thoma lamlar1 kullanilmigtir. Canli ve Olii hiicreleri ayirt etmek i¢in 10 ul hiicre
stispansiyonu 10 ultrypanblue (1:1diliisyon oraninda) ile 3 dk oda 1sisinda inkiibe edildi.
Olii hiicreler mavi renge boyanirken, canl hiicreler renksiz olarak gériildii. Siispansiyon

mililitresindeki toplam hiicre sayis1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmustir.

Ortalama sayilan xLamin biiylitmexSeyreltme orani
Hiicre sayisi orani
Toplam hiicre say181= ----=--==mmmm = e

4

3.2.2.5. Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicreler %80 konfluent olduklarinda, igerisindeki medyum uzaklastirildi.
Pasteur pipeti yardimiyla 2-3 ml PBS ile yikama islemi gergeklestirildi ve yiizeyi
kaplayacak kadar Trypsin-EDTA eklenerek 3 dk inklbatorde bekletildi. Mikroskopta

hiicrelerin yiizeyden kalktiklar1 gézlemlendikten sonra tripsinin etkisini bloke etmek
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amaciyla medyum eklendi ve siispansiyon 15 ml’lik santrifiij tiipiine toplanarak 1500
rpm’de 3 dk santrifiij edildi. Siipernatant atilip tizerine %20 DMSO ve %40 FBS iceren
freze-medyum eklendi. Saklama tiipleri ilk olarak bir gece -20 °C’de ve 1 gece -80
%C’de bekletildikten sonra sivi nitrojen igerisine alindilar. Tiipteki son konsantrasyonlar
2,5x10° hiicre/ml olarak hesaplanarak dondurma islemi gerceklestirilmistir.

3.2.3. Resveratrol ve Parasetamol Dozlarinin Uygulanmasi

Hiicrelerin toplanmasi asamasinda flasklardaki medyum dokildi ve (zerine
Trypsin-EDTA eklenerek 3 dk inkiibatorde bekletildi. Mikroskopta hiicrelerin ylizeyden
kalkislar1 tespit edildikten sonra tripsinin etkisini bloke etmek amaciyla 2-3 ml medyum
eklendi. Ardindan, 15 ml’lik santrifiij tiiplerine toplanan hiicre slispansiyonu 1500
rpm’de 3dk santrifiij edildi ve siipernatant atildi. Hiicrelerin iizerine taze medyum
eklenerek sayim islemlerinin gerceklestirilmesinin ardindan 6 kuyucuklu kiiltiir
kaplarina (6-well plate) her kuyucuga tamami canli 1.000.000 Hep3B hiicresi ekildi.
Ticari olarak temin edilen asetaminofen (APAP-Parasetamol) medyum icerisinde
cozdiiriilerek 20 ul olacak sekilde kontrol kuyucugu hari¢ tiim deney gruplarina ilave
eidlmistir. 1 saatlik inkiibasyonun ardindan, dogal bir polifenol bilesik olan resveratrol,
20; 40; 80; 160 uM konsantrasyonlar’da olacak sekilde medyum igerisinde ¢ozdiiriilmiis
taze ¢oOzeltileri 100°er pl’lik esit hacimlerde hiicrelere verilmistir. Her bir resveratrol
dozu igin 3 farkli kuyucuga ekim islemleri gerceklestirilmistir. TUm gruplar icin 24 ve
48 saatlik ekimler yapilarak hiicreler takip edildi. Ekimleri takip eden 24. ve 48.
Saatlerde kuyucuklarda bulunan hiicreler tekrar trypsin ile muamele edilerek toplandi ve
santrifiijlendi. Siipernatant atildiktan sonra 1 ml medyum ile slspansiyon haline

getirilerek sayim iglemleri gerceklestirildi.
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3.2.4. MTT Hiicresel Canlihik Analiz Deneyi

MTT Hucresel Canlihk Analiz Deneyin’de Sari tetrazolium tuzu canli hiicrelerin
mitokondrilerindeki dehidrogenaz enzimleri araciligi ile tetrazolium halkasinin kirilmasi
sonucu formazan kristallerine doniistiiriiliir. Olusan formazan kristalleri izopropanol ve
DMSO gibi ¢oziiciilerde ¢oziilmesi sonucu ortamda olusan renk, spektrofotometrik
yontemle Olciiliir ve dlgiilen deger canli hiicrelerin sayist ile iligkilidir.

Bir falkon tupe 2 ml %10 FBS igceren DMEM koyuldu ve Uzerine 100.000/ml
hiicre eklendi. Iyi bir sekilde pipetaj yapildiktan sonra 96 kuyucuklumikroplagmn 20
kuyucugunun her birine bu siispansiyondan 100 pl eklendi. Mikroplak 37°C’ de %5
CO2’li inkiibatorde 48 saat kiiltiire olmasi i¢in inkiibasyona birakildi.

48 saat boyunca her 24 saatte bir kiiltliriin yiizey kaplamasi mikroskopta
bakilarak gozlemlendi. 48 saatlik inkiibasyon sonucunda dnce parasetamol ve takiben
farkli konsantrasyonlardaki resveratrol maddesi kuyucuklara eklendi. Hicresiz olarak
medyum ile ilacin etkilesiminin degerlendirilebilmesi icin, yine 20 kuyucuga medyum
ile parasetamol ve farkli konsantrasyonlardaki resveratrol miktarlar1 eklendi. Aym
sekilde hiicresizmikroplak da 37°C’ de %5 CO’li inkubatorde 48 saat inkibasyona
birakildi. Mikroplagin 24 saatlik inkiibasyonundan sonra, 25 pg MTT/50 pl hazirlandi
ve hiicreli ve hiicresiz olarak her kuyucuga hazirlanan MTT soliisyonundan 50 pl
eklendi. Mikroplak tekrar 37 °C’ de %5 CO.’li inkiibatorde 24 saatlik inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonunda mikroskobik olarak hiicreler iizerinde meydana gelen
formazan kristallerinin olusumuna bakildi. Hiicrelerde olusan formazan kristalleri,
hiicreli ve hiicresiz her bir kuyucuga 150 pl DMSO eklenerek oda sicakliginda pipetaj
yapilarak ¢oziildii. DMSO ile kristaller ¢oziildiikten sonra mikroplak ELISA ile 570

nm’de okutuldu. Microsoft Excel programi yardimi ile uygulanan doz ve % hiicre
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viabiliteegrisi belirlenerek %50 baskilayict konsantrasyon (IC50) degeri logaritmik
egim grafigi ile hesaplandi.

3.2.5. Biyokimyasal Analizler

Inkiibasyon islemlerini takiben, hiicre siispansiyonu 15 ml’lik santrifiij tiipiine
toplanarak 1500 rpm’de 3 dk santrifiij edildi ve siipernatant kismi atildi. 5 ml taze
medyum ile sulandirilan hicre suspansiyonundan alaninaminotransferaz (ALT) ve
aspartataminotransferaz (AST) karaciger enzim seviyeleri otomatik biyoanalizor cihaz
tarafindan ol¢tildi.

3.2.5.1. Superoksit Dismutaz (SOD) Aktivite Tayini

SOD enzim aktivitesi Sun ve Oberley“in® gelistirdigi yontemin modifiye
edilmesi sonucu yapildi. Bu metod, ksantin-ksantin oksidaz ile olusan siiperoksitlerin
SOD tarafindan kullanilarak, nitroblue tetrazolium (NBT)’dan mor renkli formazan
boyasi olusumunun engellenmesi esasina dayanir. Ortamdaki SOD aktivitesi ne kadar
yuksek ise ortamdan o kadar ¢cok stperoksit radikali kaldirilacag: igin reaksiyondan
sonra olusan rengin siddetinde azalma gozlenir. Reaksiyon sonucu olusan renkli

bilesigin absorbansi 560 nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢iiliir. Hesaplamalara gore %

inhibisyon cinsinden yapildi.

Ah’nr _‘qnumune % 100

% inhibisiyon = 5
Kar

3.2.5.2. Katalaz (CAT) Aktivite Tayini

CAT enzim aktivitesini belirlemede Aebi® yontemi modifie ederek kullanild:.
Bu yontemin temeli H,O,’nin enzimatik bozulmasi sonucu 240 nm’de absorbanstaki
diisiisiin takip edilmesine dayanur.

Olgiimlerde lineer olarak absorbans azalmasi olan araliktan dakika basina
absorbans azalmasi hesaplandi. Isik yolu (b)= 10mm, azalma katsayisi (eH,0;), 0,00394

(mmol™ x mm™) alinarak A = e.b.c formiliinden 240 nm'de, dakikada 1 mmol H,O,'nin
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harcanmasini saglayan enzim miktar1 (=EU) hesapland1. BUitin aktiviteler bu formiilde

yerine konulan absorbans degerlerinden hesaplandi. CAT aktivitesi, diliisyon faktorleri

dikkate alinarak mmol/dakika/mg doku olarak tarif edildi. Deneyler 3 paralel tekrar
halinde yapildi.

3.2.5.3. Total Glutatyon (GSH) Miktar Tayini

Hep3B  hiicre Kkiiltiirii  slipernatantlarinda  bulunan GSH  miktarinin
belirlenebilmesi amaciyla ticari olarak temin edilen ELISA kiti (Elabscience) kullanildi.

Uretici firma protokolleri dogrultusunda gergeklestirilen deneylerin ardindan, ELISA

pleyti ELISA okuyucusunda 560nm dalga boyunda okutularak absorbans degerleri elde

edildi. Olgiilen absorbans degerlerinin analizleri gerceklestirilerek tiim gruplara ait GSH
miktarlar belirlendi ve ilgili grafikler Microsoft Excel yardima ile ¢izildi.
3.2.6. RNA Izolasyonu

. Total RNA Izoalsyonu RNeasy Mini Kit (Qiagen) kullanilarak gerceklestirildi.

o Medyum uzaklagtirildiktan sonra, 3 ml PBS ile hiicreler yikandi ve ardindan PBS
pasteur pipetleri yardimiyla ortamdan uzaklastirildi.

o Hicrelerin Gzerine 350 ul RLT (10 pl/ml Beta-merkaptoetanol igceren) tamponu
pipetlendi ve hiicre kaziyici ile hiicreler toplanarak 1.5 ml tiipe alindi.

o Hiicre siispansiyonu 20 gauge (0.9 ml ¢apl) enjektorden 5-6 kez gecirilerek
homojenize edildi.

. Ardindan, 350 pl %70 etanol eklendi ve pipetlenerek karistirildiktan hemen sonra
kolona transfer edildi. 700 pl RW1 tamponu eklendi, 8000 rpm’de 15
snsantrifiijlendi ve siv1 kisim uzaklastirildi.

. Kolon yeni bir toplama tiipiine aktarildi ve maksimum hizda (12.000 rpm) 1

dksantrifiijlendi.
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Kolon 1.5 1 tiipe aktarildi ve 40 pl RNase-free su, pipetin ucu kolondaki
membrana temas ettirilmeden eklendi, 1 dk beklendi ve 8000 rpm’de 1
dksantrifijlendi.
RNA konsantrasyonu ve safligi ThermoNano-Drop yardimi ile spektrofotometrik
olarak 6lcildi (Azso/Azzo Ve Ageol Azgo).

3.2.7. cDNA Sentezi
Her bir RNA 06rnegi i¢in genomik DNA eliminasyonu karisimi hazirlandi ve

42°C’de 5 dkinkiibe edildikten sonra hemen buz iizerine alinarak 1 dk bekletildi.

o0 Karsim: RNA 12 Ug
GE Tamponu 22 ul
Su : degisken
Toplam hacim 10 pl

e Ters transkriptaz karisim1 hazirlandu.
0 Karnisim (1 reaksiyon icin): 5x BC3 tamponu c4ul
Control P2 1l
RE3 ters transkripsiyon tamponu  : 2
RNase-free su s 3l
Toplam hacim 10 pl
e 10 pl GE karigimin tizerine 10 pl ters transkriptaz karigimi eklendi ve
pipetlenerek karistirilda.
e 42°C’de 15 dakika inkiibe edildikten sonra reaksiyon 95°C’de 5 dkinkiibasyon
ile durduruldu ve 6rnekler buz iizerine alindu.
3.2.8. Kantitatif PCR (Q-PCR)

e Reaksiyon karigimi hazirlandi.

o Karisim: Primer 1l
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RNase-free su D7l
cDNA 22 ul
Hidroliz probe enzimi: 10 pl

Toplam hacim 20 ul

e Calismada kullanilan gen bolgelerine ait primer diziler Tablo3.1’de detayl

sekilde verilmistir.

¢ Reaksiyon kosullari:

0 Pre-inkiibasyon : (Lsiklus)  95°C’de 10 dk
o Amplifikasyon : (45 siklus)  95°C’de 10 sn
60°C’de 30 sn
72°C’de 1sn  (FAM)
o Cooling :(Lsiklus)  40°C’de 30sn
Tablo 3.1. PCR ¢aligsmasi i¢in kullanilan primer dizileri
Primerler  Forward Reverse
TF-alfa 5-CCAGGAGAAAGTCAGCCTCCT-3 5-TCATACCAGGGCTTGAGCTCA-3'
I1L-6 5-CGAAAGTCAACTCCATCTGCC-3 5-GGCAACTGGCTGGAAGTCTCT-3'
p-aktin 5- GCAAGCAGGAGTATGACGAG -3 5- CAAATAAAGCCATGCCAATC-3'

3.2.9. istatistiksel Yontem

Yapilan deneylerden elde edilen verileri degerlendirmede SPSS 20.0 (IBM, New

York, ABD) istatistik programi kullanildi. Gruplar arasi

farkin anlamliligini

degerlendirmede one-way ANOVA, Tukey ve Duncan’s Multiplerange analiz testleri

kullanild1. Anlamlilik sinir1 p< 0,05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 Resveratrol ve Parasetamol’iin Karaciger Enzimleri Uzerine Olan Etkisi

Calismamizda yer alan deney gruplarinda uygulanan parasetamol ve resveratrol
maddelerinin Hep3B hicrelerinde AST ve ALT enzim aktiviteleri Gzerine olan
etkilerini arastirilmistir. Elde edilecek veriler ile parasetamol’lin karaciger enzimlerinde
artisa sebep olarak karaciger hasarina sebep olup olmadigi, resveratrol ’Uin ise bu
aktiviteler Gzerinde degisiklik olusturup olusturmadig arastirilmustir.

Elde edilen veriler incelendiginde, Sekil 4.1.’de de goriildiigii tizere ALT enzimi
aktivitesinde gruplar arasinda farklilik saptanmamustir. Kontrol grubu ile mukayese
edildiginde diger deney gruplarina ait ALT aktiviteleri (APAP+R160 grubu haric)
arasinda istatistiksel agidan bir fark tespit edilememistir (p>0.05). Ancak APAP+R160
grubuna ait karaciger ALT aktivitesi ile diger tiim gruplar arasinda istatistiksel a¢idan
anlamli farklilik ortaya ¢ikmistir (p<0.05). Diger taraftan, karaciger AST aktiviteleri bu
fikri biraz daha dogrulamaktadir. Kontrol grubu, R160 grubu, APAP+R80 grubu,
APAP+R40 ve APAP+R20 gruplari AST enzim aktivitesi bakimindan birbirleri ile
karsilastirildiklarinda anlamli farklilik olmadigi tespit edilmistir (p>0.05). Ancak
parasetamol uygulamasinin karacigerde AST enzim aktivitesinde yikselmeye sebep
oldugu ve buna ilaveten yiiksek doz resveratrol uygulamasininda ayni sekilde AST
aktivitesinde ciddi yiikselmeye sebep oldugu tespit edilmistir (p>0.05).Sekilde yer alan

harf ve rakamlar gruplar arasindaki anlamlilig1 ifade etmektedir.
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Sekil 4.1. Resveratrol ve Parasetamol’iin AST ve ALT aktiviteleri izerine olan etkileri

4.2. Resveratrol ve Parasetamol’tin Hep3B Hiuicrelerine invitro Etkisi

Gergeklestirdigimiz hiicre kiiltiirii ¢alismalarindan elde edilen hiicresel canlilik
analiz sonuglar1 detayli sekilde Tablo 4.2°de ve Sekil 4.2’de gosterilmistir. Elde edilen
sonuglar incelendiginde deney gruplar1 arasinda hiicre canliliklar1 bakimindan
istatistiksel olarak anlamli degisiklikler tespit edilmistir. 24 saatlik MTT test
sonuglara gore; Kontrol grubuna ait canlilik analiz sonuglari ile yalnizca resveratrol
uygulanan gruplara ait canlilik analiz sonuclar1 arasinda anlamli fark goriilmemistir
(p>0.05). Diger deney gruplarina goz atildiginda, parasetamol uygulamasinin canli
hiicre sayisinda kontrol ve yalnizca resveratrol uygulanan gruplarina kiyasla ciddi
derecede azalmaya sebep oldugu saptanmistir (p<0.05). Buna ilaveten; parasetamol ile
beraber resveratrol uygulanan gruplardaki canli hiicre sayisi kontrol grubuna kiyasla
daha az olarak tespit edildi. Sekil 5 ve Tablo 2’de de karaciger enzim sonuglari
verilmistir. Parasetamol uygulanan gruplarin igerisinde en az canli hiicre APAP+R160
grubunda tespit edilmistir. Bu durumda, yiiksek doz (160 uM) resveratrol canli hiicre

sayis1 lizerine ciddi derecede etki etmis ve kontrol ve diger tiim deney gruplar ile
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kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli derecede canli hiicre sayisini azaltmistir

(p<0.05).
m24h
MTT Sonuglari
48 h
2,0 -
1,6 A . 1 a a
1
| 1,2 a a
1,2 g 1,23 123 ]
. 0 2}3,4 . Z,TA pas P 3,45
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04 - |
0,0 B T T T T l T 1
N o o o o Q N o o o
&L & ¥ & QP & ¥ ¥
< R I, S
¥ ® ® ®

Sekil 4.2. Tiim deney gruplarina ait canlilik analiz test sonuglari

MTT  hiicre canlilik analiz

testinden elde edilen 48 saatlik wveriler

degerlendirildiginde; 24 saatlik verilere paralel sonuclar tespit edilmistir. Kontrol grubu

ile resveratrol uygulanan gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmazken(p>0.05),

parasetamol-resveratrol uygulanan gruplar ile kontrol grubu arasinda anlamli bir azalma

tespit edilmistir (p<0.05). Sonug olarak, parasetamol’iin canli hiicreler iizerinde toksik

etki yaratmasinin yani sira yiiksek doz resveratrol uygulamasi da aym sekilde canli

hiicre sayisinda ciddi azalmalara sebebiyet vermektedir.

Tablo 4.2. Tiim deney gruplarina ait 24 ve 48 saatlik canlilik analiz testi sayisal verileri

24 saat 48 saat
Kontrol 1,184 0,074 a 1,106 0,349 1
R160 1,238 0,170 a 1,053 0,068 1,2
R80 1,107 0,074 a 0,958 0,058 1,2,3
R40 1,121 0,064 a 0,838 0,260 1,234
R20 1,111 0,018 a 0,994 0,033 1,2,3
APAP 1,267 0,261 a 1,140 0,150 1
APAP-R160 0,367 0,002 c 0,737 0,110 2,34
APAP-R80 0,667 0,131 b 0,632 0,206 45
APAP-R40 0,807 0,074 b 0,418 0,114 5
APAP-R20 0,739 0,061 b 0,704 0,065 3,45

a-C; 24 saatlik MTT sonuglar: arasindaki istatistiksel farki gosterir.

1-5; 48 saatlik MTT sonuglar1 arasindaki istatistiksel farki gosterir.
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4.3. Resveratrol Uygulamasinin SOD Aktivitesi Uzerine Olan Etkileri

Tim deney gruplarina ait siiper oksit dismutaz (SOD) aktivite sonuglari
incelendiginde, baz1 gruplar arasinda anlamli artig ve azaliglarin oldugu tespit edilmistir.
Parasetamol uygulanan deney grubuna ait SOD aktivitesi tiim deney gruplarindan
anlamli derecede farkli ve en diisiik diizeyde seyretmekteydi (p<0.05). Bu durumun
aksine, ylksek doz resveratrol uygulanan gruba ait SOD aktivitesinde ise kontrol grubu
ile kiyaslandiginda anlamli derecede artip tespit edilmistir (p<0.05). Parasetamol
uygulamas: ile azalan SOD aktivitesini, farkli dozlarda uygulanan resveratrol’iin
yiikselttigi tespit edilmistir (Sekil 4.3). Resveratrol’iin 20, 40, 80 ve 160 uM’lik dozlari,
parasetamol ile en diisiik seviyesinde bulunan SOD aktivitesini kademeli ve anlaml

olarak yiikseltmistir (Tablo 4.3) (p<0.05).

Tablo 4.3. Deney gruplarina ait SOD aktivitesinin sayisal verileri

Deger SD SE
Kontrol 2,697 0,386 0,158
APAP 1,644 0,067 0,027
APAP+R20 2,229 0,188 0,077
APAP+R40 2,693 0,330 0,135
APAP+R80 2,907 0,148 0,060
APAP+R160 3,236 0,461 0,188
R160 3,324 0,510 0,208

Tiim verilere ilaveten, yalmizca yiiksek doz uygulanan resveratrol grubu ile
APAP ile beraber uygulanan yuksek doz resveratrol grubuna ait SOD aktivitesi
bakimindan anlamli farklilik tespit edilmemistir. Ancak bu iki grubun, kontrol grubu ile
kiyaslandiklarinda istatistiksel olarak onemli bir artisa sahip olduklar tespit edilmistir

(p<0.05).
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Hep3B hiicrelerinde SOD Aktivitesi
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Sekil 4.3. Parasetamol ve Resveratrol uygulamalarinin SOD aktivitesi Uzerine olan

etkileri
a-e; Tim deney gruplar1 arasindaki SOD Aktivitesi bakimindan istatistiksel farki gosterir.

4.4 Resveratrol Uygulamasinin KAT Aktivitesi Uzerine Olan Etkileri

Tim deney gruplarina ait katalaz (KAT) aktivite sonuglar1 incelendiginde, yine
SOD verilerine benzer sekilde bazi gruplar arasinda anlamli artis ve azaliglarin oldugu
tespit edilmistir. Parasetamol uygulanan deney grubuna ait KAT aktivitesi tiim deney
gruplarindan anlamli derecede farkli ve en diisiik diizeyde seyretmekteydi (p<0.05).
Parasetamol uygulanan gruba ait katalaz aktivitesi kontrol grubuna ait aktivitenin
neredeyse yarisi kadar azalmistir (p<0.05). Ancak, diger deney gruplar1 incelendiginde,
resveratrol uygulanan gruplara ait katalaz aktivite degerlerinde doza bagiml olarak ve
istatistiksel agidan anlamli derecede artis tespit edilmistir (Sekil 4.3) (p<0.05). En ciddi
artis yiikksek doz (160 uM) resveratrol uygulanan grupta saptanir iken, en diisiik artig
diisiik doz (20 uM) resveratrol uygulanan grupta saptanmistir. Tiim deney gruplarina ait
katalaz aktivitesi degerleri, standart hata ve sapmalar Tablo 4.4’de ayrintili sekilde

verilmistir.
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Hep3B hiicrelerinde KAT Aktivitesi
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Sekil 4.4. Parasetamol ve Resveratrol uygulamalarinin KAT aktivitesi iizerine olan

etkileri
a-e; Tim deney gruplar1 arasindaki KAT Aktivitesi bakimindan istatistiksel farki gosterir.

Deney gruplarindan yalnizca Kontrol grubu ve APAP+R80 arasinda istatistiksel
acidan anlamli fark bulunmamaistir (p>0.05). Ancak, bunun disindaki tiim deney gruplari
hem kendi i¢inde hem de kontrol grubu ile karsilastirildiklarinda istatistiksel olarak

anlamli derecede artmis veya azalmistir.

Tablo 4.4. Deney gruplarina ait KAT aktivitesinin sayisal verileri

Deger SD SE
Kontrol 0,3195 0,0024 0,0010
APAP 0,1920 0,0025 0,0010
APAP+R20 0,2390 0,0030 0,0012
APAP+R40 0,2982 0,0015 0,0006
APAP+R80 0,3223 0,0071 0,0029
APAP+R160 0,3510 0,0025 0,0010
R160 0,3112 0,0016 0,0007

4.5. Resveratrol Uygulamasimin Total Glutatyon (GSH) Miktan1 Uzerine
Olan Etkileri

Parasetamol ile indiiklenmis karaciger toksisitesinde GSH miktar1 Uzerine
resveratrol’iin etkilerini degerlendirdigimizde, yine SOD ve KAT aktivitelerinde oldugu
sekilde APAP uygulamasi yapilan gruba ait degerler kontrol grubu ile kiyaslandiginda

ciddi derecede azaldigini tespit ettik(Sekil 4.5) (p<0.05). SOD ve KAT sonuglarindan
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elde edilen verilerin aksine resveratrol uygulanan toksisite gruplarindaki GSH
seviyelerinde doza bagl bir artis tespit edilmemistir. APAP+R20 grubuna ait GSH
degeri ile yalmizca APAP uygulanan grup arasinda anlamli bir farklilik tespit
edilmemistir (p>0.05). Bunun yani sira kontrol grubu ile APAP+R40 ve APAP-+R80
arasinda da anlamli bir artis veya azalis tespit edilmemistir (p>0.05). Ancak,
parasetamol uygulanan gruba ait GSH seviyeleri kontrol grubu ile kiyaslandiginda ciddi

derecede diisiik bulunmustur (p<0.05).

Hep3B hiicrelerinde GSH Aktivitesi
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Sekil 4.5. Parasetamol ve Resveratrol uygulamalarinin GSH aktivitesi lizerine olan

etkileri
a-e; Tim deney gruplar arasindaki GSHAktivitesi bakimindan istatistiksel farki gosterir.

GSH seviyesi en yiiksek R160 uygulanan grubunda, en diisiik ise APAP
uygulanan grupta tespit edilmistir. Doza bagli bir artis olmasa da APAP+R20 uygulanan
grup disinda ki resveratrol gruplarinin (R40, R80 ve R160) GSH diizeylerinde APAP
grubuna kiyasla anlaml derecede yiikselme tespit edilmistir (p<0.05).

Tablo 4.5. Deney gruplarina ait GSH seviyesinin sayisal verileri

Deger SD SE
Kontrol 18,971 1,517 0,619
APAP 15,773 0,560 0,229
APAP+R20 15,948 0,979 0,400
APAP+R40 18,034 0,901 0,368
APAP+R80 20,270 0,711 0,290
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APAP+R160 21,676 1,444 0,589
R160 24,032 1,497 0,611
4.6. Resveratrol Uygulamasinin Pro-inflamatuvar Sitokinler Uzerine Olan

Etkileri

Mevcut caligmada resveratrol’iin parasetamol ile indiiklenmis karaciger
toksisitesi Uzerine olan anti-inflamatuvar etkilerinin incelenmesi amacglanmistir. Bu
baglamda pro-inflamatuvar sitokinler olan TNF-alfa ve IL-6 sitokinlerine ait ekspresyon
seviyeleri arastirilmistir. Real-time PCR metodu uygulanarak elde edilen veriler
sonucunda kontrol grubuna ait veriler 1 olarak degerlendirilmis ve diger deney gruplari
kontrol grubu ile kiyaslanarak kat artis grafigi c¢ikarilmistir. TNF-alfa sonuglari
degerlendirildiginde, kontrol grubu ile parasetamol uygulanan grup arasinda yaklasik 3
kat artis tespit edilmistir. APAP grubunda, kontrol grubundan 3 kat daha fazla eksprese
olan TNF-alfa; en yiiksek ekspresyon seviyesine APAP+R160 grubunda ulasmustir.
Tiim deney gruplari, kontrol grubu ile kiyaslandiginda TNF-alfa ekspresyon seviyesi
bakimindan ciddi bir artisa sahiptir (Sekil 9). Yiiksek doz resveratrol uygulamasi da
APAP uygulamasi1 gibi TNF-alfa miktarin1 anlamli derecede artirmistir (p<0.05).
Parasetamol ile beraber uygulanan ylksek doz resveratrol TNF-alfa miktarin1 daha da
artirarak inflamasyon olaymi ciddi derecede tetiklemistir. Ancak diger resveratrol
dozlar1 TNF-alfa miktarint APAP uygulanan gruplarda azaltsa da, kontrol grubuna ait
seviyeye indirememistir. Sonu¢ olarak, TNF-alfa miktar1 yiiksek doz resveratrol
grubunda ve APAP+R160 grubunda ciddi derecede artarken, diger resveratrol dozlari

bu artis1 bir nebze geriletebilmistir. (Sekil 4.6.ve Tablo 4.6.)
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Sekil 4.6. Parasetamol ve Resveratrol uygulamalarinin TNF-alfa ve IL-6 izerine olan
etkileri

a-b; TNF-alfa yoniinden deney gruplar arasindaki istatistiksel farki gosterir.
1-3; IL-6 yoniinden deney gruplari arasindaki istatistiksel farki gosterir.

Diger bir pro-inflamatuvar sitokin olan IL-6’ya ait ekspresyon seviyeleri TNF-
alfa ile benzerlik gostermekteydi. Kontrol grubu IL-6 ekspresyon seviyesi bakimindan 1
olarak kabul edildiginde, en yiiksek kat artisi hem parasetamol hem de yiiksek doz
resveratrol uygulanan grupta tespit edilmistir. Deney gruplar1 birbirleri ile
kiyaslandiginda da anlamli derecede artis ve azaliglar tespit edilmistir. Parasetamol
uygulanan grupta beklendigi iizere, kontrol grubuna kiyasla ciddi bir artig tespit
edilmistir (p<0.05). Bununla paralel olarak yiiksek doz resveratrol uygulamasi diger
tim parametrelerde oldugu gibi IL-6 seviyesinde de toksik etkiye sebebiyet verecek
degisiklige sebep olmus ve anlamli derecede artmistir (p<0.05). Hem parasetamol hem
de ygksek doz resveratrol uygulanan gruba ait IL-6 ekspresyon seviyesi de diger iki
grup gibi artmistir. Diger tiim resveratrol dozlarinin uygulandigi gruplar IL-6 seviyesini
geriletmis ancak kontrol grubu seviyesine indirememistir. Sonug olarak, yiiksek doz
resveratrol ve parasetamol IL-6 seviyesini artirir iken, R80, R40 ve R20 uygulanan

gruplar IL-6 seviyesini diistirmiistiir (Sekil 4.6ve Tablo 4.6).
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Tablo 4.6.Tim deney gruplarmin TNF-alfa ve IL-6 ekspresyon seviyelerine ait kat

artisi
Mean Std. Dev. DUNCAN

Kontrol 1,0000 0,0000 b
R160 2,6353 1,5886 a,b
APAP 3,3125 2,0027 a,b

TNF -« APAP-R160 5,2487 0,8499 a
APAP-R80 5,0259 2,0930 a
APAP-R40 2,0810 0,9057 b
APAP-R20 1,2621 0,3908 b
Kontrol 1,0000 0,0000 1
R160 1,6168 0,3005 2,3
APAP 1,9765 0,0204 12

IL6 APAP-R160 1,8711 0,2360 3
APAP-R80 1,3356 0,3094 123
APAP-R40 1,3212 0,0309 3
APAP-R20 1,6647 0,0546 3
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5. TARTISMA

Mevcut calismada, parasetamol ile indiiklenmis in vitro hepatotoksisite
modelinde ortaya ¢ikan inflamatuvar ve oksidatif stres parametreleri lizerine, dogal bir
polifenol bilesik olan resveratrol’iin dnleyici etkilerinin aragtirilmasi amacglanmistir. Bu
amac¢ dogrultusunda, Hep3B insan hepatoma hiicrelerinde yiiksek doz parasetamol ile
karaciger hasar1 olusturulmus ve ardindan resveratrol uygulamasi ile bu hasarda devreye
giren TNF-alfa, IL-6, SOD, KAT ve GSH gibi imminolojik ve biyokimyasal
parametrelerdeki degisiklikler tespit edilmistir.

Parasetamol uygun dozlarda alindiginda ¢ok az yan etkileri olan, iilkemizde ve
diinya c¢apinda yaygin olarak kullanilan analjezik ve antipiretik bir ilagtir.%
Parasetamol’lin kisi basina diisen yillik tiiketim miktarinin 8 gramdan az olmasinin
onerilmesine ragmen bazi iilkelerde (ABD, Ingiltere, Kanada, Avustralya ve Yeni
Zelanda) bu oran kisi basi 20 gramin {izerine <;1kabilmektedir.90‘91 Tiiketim miktarinin
yuksek olmasi ve kolay erisilebilir bir ila¢ olmasi nedeniyle organ toksisitesi olusma
riski de oldukga yiiksektir. Uygun ve tedavi edici dozlarda tiiketildiginde gayet ideal bir
ilag profiline sahiptir, fakat supraterapotik dozlarda kullanildiginda ciddi
hepatotoksisiteye ve hatta Oliimciil karaciger yetmezligine neden olabilmektedir.
Terapotik dozlarda parasetamol, glukronil transferaz enzimi tarafindan glukuronik aside
cevrilir (%60), siilfonil transferaz enzimi tarafindan ise siilfirik aside cevrilir (%35)
veya sisteine doniistiiriiliip idrar ile atilir.” Viicuda alan parasetamol’lin %2’si ise
idrarla degismeden atilir. Yine de kii¢iik bir miktar parasetamol sitokrom P-450 enzimi
tarafindan N-Acetyl-p-benzoquinone imine (NAPQI)’ya metabolize olur. Bu metabolit
ilk olarak GSH’y1 tiiketir ardindan mitokondriyal proteinleri de igeren bir takim
hiicresel proteinlere baglanir ve bu baglanmalar da karaciger hasarinm baslatir.”® Bu

hiicresel olaylarin sonucunda, ATP’nin tiiketimi ve mitokondriyal oksidatif stres
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olaylar1 gozlemlenmektedir. ATP tiiketimi hepatositler ve sinlizoidal endotelyal
hiicrelerde, seltileronkotik nekroza yol acar.™

Genelde yiiksek doz parasetamol aliminsan sonra fulminan karaciger toksisitesi
meydana gelmektedir. Bu hasarin gostergesi olarak, karaciger transaminazlarinin (AST
ve ALT) yiiksekligi gosterilebilir. Bu enzimlere ait degerlerin yiikselmesi parasetamol
ile indiiklenmis karaciger hasarinin gosterilme anlamina gelmektedir. Ayn1 zamanda bu
yiikselme, hiicre zarinin fonksiyonel biitiinliigiiniin bozuldugunu géstermektedir.94
Yapilan konu ile alakali diger bilimsel ¢alismalarda da parasetamol’iin karaciger AST

95,96 Hem

ve ALT enzim aktivitelerinde yiikselmelere sebep oldugunu goéstermistir.
deney hayvanlarinda yapilan ¢alismalarda hem de invitro ¢alismalarda parasetamol’iin
karaciger enzim aktivitelerinde anlamli seviyelerde yiikselmelere sebep oldugu tespit
edilmistir.”” Meveut ¢alismamizda da, parasetamol uygulamasinin karaciger hiicreleri
tizerinde toksik etkiye sebep olup olmadiklarini anlayabilmek i¢in karaciger AST ve
ALT enzim aktiviteleri arastirilmistir. Elde edilen veriler, parasetamol uygulanan
gruplarda kontrol grubuna nazaran istatistiksel olarak daha yiiksek oldugunu
gostermekteydi ve bu durum da ¢calismamiz da planladigimiz hepatotoksisite modelinin
olustugunu bize gostermekteydi. Bulgular kisminda da belirtildigi gibi, resveratrol
uygulamasi yapilan gruplarda ki AST ve ALT seviyelerinin parasetamol uygulanan
gruba nazaran geriledigi ve kontrol grubuna yaklastigi mevcut c¢alismada tespit
edilmistir. Sonug olarak, AST ve ALT aktivitelerindeki bu artig parasetamol’iin toksik
dozunun P-450'ye bagli hepatotoksisiteye sebep oldugunun bir isaretidir.® Bu
enzimlerin aktivitelerindeki artist Onlemesi resveratrol’iin enzimatik diizeyde
hepatoprotektif etkisinin primer kanitidir. Bununla paralel olarak Anundi ve

arkadaslan®, yiiksek doz parasetamol uygulamas: ile hiicre kiltiiriinde periportal ve

perivendz hepatotoksisiteyi gérmiislerdir.
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Parasetamol ile indiiklenen hepatoksisitede ©nemli rolii oldugu bilinen
mekanizmalardan birisi de oksidatif strestir. Normal kosullarda serbest radikaller ile
viicuttaki antioksidan savunma mekanizmalar1 bir denge halindedir, fakat serbest
radikal hasarina karsi koymak iizere mevcut antioksidanlar kullanilabilecek durumda
degilse veya radikal olusumu bas edilemeyecek kadar fazla ise, oksidan-antioksidan
dengesi oksidanlar lehine bozulur ve oksidatif stres ortaya ¢ikar.'*

Reaktif toksik bilesiklere ya da oksidatif strese karsi hiicresel savunmada rol
oynayan c¢ok onemli molekiillerden biri GSH’dir. Glutatyon hicre icinde okside ve
redilkte olmak {izere iki formda bulunmakta ve iki form arasinda bir denge mevcuttur.
Redlkte formunda, sisteininthiol grubu reaktif oksijen Urunleri gibi stabil olmayan
molekiillere, indirgeyici ekuvalanlar1 verebilme yetenegindedir. Bu mekanizma,
hidrojen peroksit ve siiperoksit radikalleri gibi serbest radikal tiirlerini uzaklastirarak
doku hasarim1 onleyebilmektedir. Parasetamol’iin yeterli derecede yiiksek dozlarinda
oksidatif stresin bir mediatorii olarak NAPQI'nin, GSH diizeylerinde azalmaya ve bu
azalmaya bagli olarak lipit peroksidasyonunda artmaya yol ac¢tifi bilinmektedir.*™
Mevcut calismamizda GSH degerleri, bilinen literatiir bilgisine paralel olarak tespit
edilmistir. Parasetamol uygulanan gruplarda diisiik olarak gézlemlenirken, resveratrol
uygulanan gruplarda ciddi artislar gézlemlenmistir. Farkli etken maddelerin terapotik
ajan olarak kullanildig1 bazi bilimsel ¢aligmalarda mevcut verilerimizi desteklemektedir.
Manda ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada; GSH degerleri parasetamol ile
indiiklenmis karaciger toksisitesi olusturulan grupta, kontrol grubuna kiyasla azaldig:
tespit edilmis ve uygulanan beta-karoten tedavisi ile bu degerlerde artis belirlenmistir. %
Ayni sekilde bir bagka ¢aligmada da parasetamol toksisitesi grubunda GSH seviyesi
disik bulunurken, L-karnitin uygulanan grupta GSH seviyesinde yukselme

goriilmiistiir.*®
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Parasetamol  toksisitesinde ortaya ¢ikan oksidatif stresten sorumlu
parametrelerden biri de stperoksit radikalidir ve bu radikaller sliperoksitin oksijen ve
hidrojen perokside dismutasyonunu katalizleyenbir enzim ailesidir. Oksijeni metabolize
eden hiicreleri, sliperoksit serbest radikalinin zararli etkilerine kars1 korur. Bu nedenle
oksijene maruz kalan neredeyse tim hicrelerde énemli bir antioksidan savunma
mekanizmasidir.'® Bazi ¢alismalar, serbest oksijen radikallerinin artmasina sebep olan
mekanizmalarin hepsinde siiperoksit seviyesinin artmasinin oksidatif stres olugsmasinda
oldukca dnemli bir géreve sahip oldugundan bahsetmistir.**>*%*%” SOD gibi antioksidan
enzimler lipit peroksidazlar ya da reaktif oksijen iriinleri tarafindan kolayca inaktive
olurlar ve bu nedenle parasetamol toksisitesinde bu enzim aktivitelerinde azalmalar
saptanir. Mevcut ¢alismamizda da parasetamol uygulamasi yapilan gruplarda SOD
aktivitesinin anlamli derecede azaldigi tespit edilmistir. Buna ilaveten, resveratrol
uygulamast bu gruplara ait SOD aktivitelerini doza bagl olarak artirmistir. Literatiir
taramas1 yapildiginda, benzer mekanizmaya sahip bilimsel c¢alismalar oldugu
saptanmaktadir. Bu caligmalardan birinde, parasetamol ile olusturulmus akut karaciger
toksisitesinde SOD seviyeleri diisiik ¢ikmis, ancak artan dozlarda verilen Picroside II
deney gruplarindaki SOD seviyelerinin yiikselmesine sebep olmustur.’® Yine buna
benzer bir ¢alisgmada ayni sekilde toksisite grubunda SOD miktar1 azalirken, tedavi
grubunda SOD seviyesinin arttig gozlemlenmistir.’® Ayni sekilde, benzer etkilere
sahip birgok bilimsel ¢alisma gerceklestirilmis ve SOD aktivitesinin akut karaciger
hasarinda azaldig1 gosterilmigtir. '

Katalaz enzimi prokaryotik ve Okaryotik biitiin canlilarda yaygin bir sekilde
bulunan antioksidan bir enzimdir. Katalaz giiclii ve kararli bir yiikseltgen olan hidrojen
peroksitin su ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizler. SOD, glutatyonperoksidaz

(GPOX), ve glutatyonreduktaz (GR) gibi 6nemli antioksidan enzimler de oldugu gibi
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katalaz enzimi de oksidatif stresten etkilenmektedir. Katalaz ve SOD gibi antioksidan
enzimler lipit peroksidazlar ya da reaktif oksijen iiriinleri tarafindan kolayca inaktive
olurlar ve bu nedenle parasetamol toksisitesinde bu enzim aktivitelerinde azalmalar

112 Calismamizda da, bu bilgilere paralel olarak parasetamol grubunda KAT

saptanir.
seviyesi azalmis olarak tespit edilmis ve resveratrol tedavisi sonrasinda KAT
miktarlarinda istatistiksel agidan anlamli yiikselisler gézlemlenmistir. Yapilan diger
bilimsel c¢alismalarda tipki diger antioksidan enzimlerde oldugu gibi mevcut
bulgularimizla uyum igerisindeydi. Awolede ve arkadaglarinin gerceklestirdigi bir
calismada parasetamol ile indiiklenmis akut karaciger toksisitesinde KAT aktivitesinin
azaldigi, ancak Carica papaya Linn uygulamasinin KAT seviyesinde artisa sebep oldugu
gésterilmistir.113 Benzer sekilde iilkemizde gercekletirilen bir bagka c¢alismada yine
parasetamol ile olusturulmus hepatotoksisite modelinde KAT seviyelerinin azaldigi,
ancak thiamine pyrophosphate uygulamasinin bu seviyelerde diizelmelere sebep oldugu
belirtilmigtir.***

Kendi ¢alismamiza ait veriler ve mevcut literatiir hesaba katildiginda,
resveratrol’iin karaciger hiicrelerinde meydana gelen oksidatif stresi azalttig1 ve hepatik
antioksidan enzim aktivitelerini arttirdigini soyleyebiliriz.

Parasetamol toksisitesine bagli akut karaciger hasarinda oksidatif stresin yani
sira inflamasyon olaymin dnciileri olan ve pro-inflamatuvar sitokinlerden olan TNF-alfa
ve IL-6’nin rolii son yapilan bilimsel caligmalarda ortaya koyulmustur. TNF-alfa
cogunlukla karacigerdeki makrofajlardan iretilen bir proinflamatuvar sitokindir.
Sistemik toksisitenin ve karaciger hasarmnin primer mediyatériidiir. iskemireperfiizyon
ve fulminan hepatik yetmezlik de dahil olmak {izere karaciger hasarinin bircok

formunda TNF-alfa’nin énemli bir rolii oldugu bilinmektedir."> TNF-alfa asir1 agresif

inflamatuvar siireci baslatarak hiicre hasarin1 daha da kétiilestirebildigi gibi apoptozisi
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ve hiicre proliferasyonunu uyararak da doku onarimima yardim eden santral bir
regulatordir. Bu konu ile ilgili literatir incelemesi yapildiginda parasetamol ile
indiiklenmis akut karaciger toksisitesinde TNF-alfa ekspresyon seviyesinini ciddi
derecede yiikseldigi gérﬁlmﬁstﬁr.116'1l7 Yapilan caligmalar, benzer sekilde inflamasyon
olaymnin baglangicinda rol alan TNF-alfanin hepatotoksisitede anlamli derecede arttigini
ve anti-inflamatuvar O6zellige sahip ajanlarin kullanimi ile bu seviyelerin ise ciddi
derecede azaldig g('jsterilmistir.118 Bizim g¢alismamizda da mevcut literatiire paralel
olarak parasetamol uygulanan gruba ait TNF-alfa miktar1 kontrol grubuna kiyasla 3 kat
artis olarak bulunmusken, resveratrol uygulanan gruplarda ise istatistiksel agidan
anlamli derecede azalmalar tespit edilmistir.

Yine benzer sekilde bir pro-inflamatuvar olan Interlokin-6nin karaciger
hasarinda koruyucu bir etkisi vardir, bu koruyucu etki; mitokondriyal islev
bozuklugunun Onlenmesi ve oksidatif stresin baskilanmasi iizerinden ortaya

119 Yine benzer sekilde, son yillarda gergeklestirilen bilimsel ¢aligmalar

¢ikmaktadir.
parasetamol ile indiiklenmis akut karaciger toksisitesinde IL-6 seviyesinin arttifini1 ve
bunu takiben uygulanan terapotik ajanlarin  IL-6  seviyesini  gerilettigini
géstermistir.lzo’121 Mevcut caligmada da, benzer olarak parasetamol grubunun IL-6

seviyesinde artia sebep oldugu ancak resveratrol uygulamasinin TNF-alfa’da oldugu

gibi farkli dozlarda bile etkinlik gostererek azalmaya sebep oldugu gosterilmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Son yillarda yapilan tedavi kokenli bilimsel ¢aligsmalar genellikle alternatif etken
maddeler Tlizerine yogunlagsmaktadir. Birgok biyolojik aktiviteye sahip olan
resveratrol’de bu etken maddelerden sadece bir tanesidir. Bir¢ok bilimsel ¢alismada,
resveratrol’in anti-karsinojenik, anti-diyabetik, anti-mikrobiyal, anti-viral, anti-
norotoksik ve benzeri bir¢ok etkiye sahip oldugunu goéstermistir. Mevcut ¢alisma ile
ulasilmak istenen hedef, parasetamol ile olusturulmus karaciger hasarinda resveratrol’{in
anti-oksidan ve anti-infamatuvar etkilerini gosterebilmekti. Elde edilen veriler, bu
hedefe ulasildigmin bir kamiti olarak karsimizda durmaktadir. In vitro olarak
gergeklestirdigimiz bu ¢alismada;

Karaciger hasarinin 6nemli gostergesi olan serum ALT ve AST seviyelerinde
resveratrol grubunda parasetamol grubuna gore daha iyi derecede dizelmeler
gozlemlenmistir.

Antioksidan sisteme ait dnemli enzimlerden SOD ve KAT aktiviteleri ve GSH
seviyeleri parasetamol grubunda diisiik ¢ikmis, ancak resveratrol uygulanan gruplarda
rejenere olduklart gozlemlenmistir.

Bunlara ilaveten, parasetamol’in TNF-alfa ve IL-6 ekspresyon seviyelerinde
artisa sebep oldugu ve resveratrol’lin bu artis1 geriletebildigi gosterilmistir.

Bu sonuclar, resveratrol’in hepatik (karaciger) hasarin énlenmesi ve tedavisinde
oldukca etkili bir ajan olabilecegini gostermektedir. Bu baglamda, resveratrol’lin hiicre
ici sinyal yolaklari ile iligkili siireclere olan etkilerinin daha kapsamli ve molekiiler
metotlar ile incelenmesi ve bu koruyucu etkisinin hangi mekanizmalar araciligiyla

gergeklestirildiginin aydinlatilmasi gerekmektedir.
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