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OZET

Ratlarda Parasetamol ile Olusturulan Hepatotoksisite Uzerine Taraxacum
Officinale Etanol Ekstraktinin Etkisi

Amag: Bu calismanin amaci ratlarda paracetamol ile hepatotoksisite olusturulup
Taraxacum officinale etanol ekstraktinin hepatotoksisite iizerine, kan ve karaciger
dokusundaki bazi biyokimyasal parametrelere ve karaciger dokusunun histopatolojisi
iizerine etkilerinin arastirilmasidir.

Materyal ve Metot: Bu ¢alismada, 5 aylik yasta 36 adet Sprague Dawley rat kullanild:.
Sprague dawley ratlar rastgele her grupta 6 rat olacak sekilde 6 gruba ayrildi.
Paracetamol verilecek gruplardaki hayvanlar 24 saat a¢ birakilip ekstrakt verildikten 1
saat sonra 2 g/kg p.o. PARA verildi. 1.Grup Kontrol grubu % 5’lik DMSO 1.p, 2.Grup
TOE1 grubu 200 mg/kg/gin/i.p. Taraxacum officinale ekstraktt %5’lik DMSO’da
coziilerek 1.p, 3.Grup TOE2 grubu 250 mg/kg/giin/i.p. Taraxacum officinale ekstrakti,
4.Grup PARA Grubu, 2 g/kg/p.o. Paracetamol, 5.Grup PTOEI grubu Paracetamol 2
g/kg/glin/p.o. +TOE 200 mg/kg/giin/i.p, 6.Grup PTOE2 grubu Paracetamol 2
g/kg/glin/p.o. +TOE 250 mg/kg/giin/i.p 8 giin boyunca uygulandi. Calisma sonunda
ratlardan aliman kan ve karaciger dokusunda biyokimyasal ve histopatolojik analizler
yapild1.

Bulgular: Plazma AST, ALT, ALP, MDA, GSH, CAT, SOD, GPx, Nitrit, Nitrat,
diizeyleri; karaciger MDA, GSH, CAT, SOD, GPx, Nitrit, Nitrat diizeyleri
farkliliklarinin gruplar arasindaki 6nemi sirasiyla, p<0.001, p<0.001, p<0.001, p<0.001,
p<0.01, p<0.001, p<0.001, p<0.05, p<0.001, OS; p<0.001, p<0.001, p<0.001, p<0.001,
0S, p<0.001, p<0.001 olarak saptandi.

Sonug: Parasetamoliin ratlarda olusturdugu hepatotoksisiteyi Taraxacum officinale Wig.
bitkisinin toprak istii aksamlarindan yapilan etanol ektresinin kullanildigt TOE 200
mg/kg uygulanan miktarinin hepatotoksisiteyi Onemli oranda azalttigi ve lipid
peroksidasyonu o6nledigi, TOE 250 mg/kg uygulanan hayvanlarda toksik etki yaptigi
tespit edildi. Elde edilen ektraktin hepatotoksisite iizerine ve biyokimyasal kan
parametreleri iizerine etkilerinin tespiti literatiire 6nciil ¢aligma olarak sunuldu.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, ekstrakt, lipid peroksidasyonu, parasetamol,
Taraxacum officinale.

v



ABSTRACT

The Effect of Taraxacum Officinale Ethanol Extract on Paracetamol
Induced Hepatotoxicity in Rats

Aim: In this study was aimed to investigate on the the hepatoprotective effects on the
some biochemical and histopatological parameters in plasma and liver tissue of
Taraxacum officinale extract of paracetamol induced hepatotoxicity in rats.

Material and Method: In this study was utilized 36 Sprague dawley male rats, aged 5
months. Rats were divided 6 groups of 6 rats each, randomly. Animals of administered
paracetamol was hungered 24 hour and 2 g/kg p.o. Paracetamol was given after the 1
hour extract was given. 1.Group Control % 5 DMSO 1i.p., 2. Group TOEl 200
mg/kg/day/i.p. Taraxacum officinale extract was dissolved in % 5 DMSO in distilled
water, 1.p., 3. Group TOE2 250 mg/kg/day/i.p. Taraxacum officinale extract, 4. Group
PARA 2 g/kg/p.o. Paracetamol, 5. Group PTOEI; Paracetamol 2 g/kg/day/p.0o.+TOE
200 mg/kg/day/i.p, 6. Group PTOE2 Paracetamol 2 g/kg/day/p.o.+TOE 250
mg/kg/day/i.p were administered for 8 day. At the end of the study biochemical and
histopatological analyses were made from sample of blood and liver tissue.

Results: The statistical importances respectively of differences between groups level of
plasma AST, ALT, ALP, MDA, GSH, CAT, SOD, GPx, Nitrite, Nitrate; liver tissue
MDA, GSH, CAT, SOD, GPx, Nitrite, Nitrate; p<0.001, p<0.001, p<0.001, p<0.001,
p<0.01, p<0.001, p<0.001, p<0.05, p<0.001, OS; p<0.001, p<0.001, p<0.001, p<0.001,
0S8, p<0.001, p<0.001.

Conclusion: Paracetamol in rats formed hepatotoxicity Taraxacum officinale Wig. plant
stem, excluding other parts made from ethanol as extract is used TOE 100 mg / kg of
the amount of hepatotoxicity significantly decreased and prevented lipid peroxidation.
Toxic effect was determined in animals administered TOE 250 mg/kg. Determination of
the levels of used the Taraxacum officinale was affected on hepatotoxicity and
biochemical blood parameter in liver and plasma was the Pioneer fort he scientifical
literature.

Anahtar Kelimeler: Antioxidant, extract, lipid peroxidation, paracetamol, Taraxacum
officinale.
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1. GIRIS

Gilintimiizde bircok hastaligin tedavisinde kullanilan anti-kanser, non-steroid,
antienflamatuar ilaglar ve antibiyotikler gibi ilaclar tedavi edebilmesinin yaninda ciddi
oranda karaciger hasarina da yol agmaktadirlar.

Karaciger, gastrointestinal sistemdeki konumu nedeniyle karsilastigi bircok
yabanci maddenin metabolizmasindan sorumlu olup ilag toksisitesi i¢in hedef olan bir
organdir. Ilag toksisitesine bagli Oliimlerin nedeni karaciger yetmezligi olarak
degerlendirilir.'

Parasetamol (Asetaminofen-APAP), 1950 yilindan beri siklikla kullanilan
analjezik ve antipiretik 6zelliklere sahip ilaclardan biridir.*> Parasetamoliin kullanim
sikligmin artmasiyla ya da asir1 doz alimlarinda karaciger toksisitesi ve Oliim
oranlarinda artig goriiliir. Parasetamol, oral alindiktan sonra karacigerde sitokrom p450
mikrozomal enzim sistemi tarafindan N-acetyl-p-benzoquinonimine (NAB) metabolize
olur. Bu metabolit parasetamoliin normal doz kullanimlarinda endojen glutatyon ile
detoksifiye edilir. Fakat yliksek dozda alindiginda glutatyon depolar1 tiikenerek NAB
detoksifiye edilemeyeceginden karaciger toksisitesi olusur ve karaciger fonksiyon
testlerinin yiikselmesine neden olur.”*

Insanoglu eski caglardan beri hastaliklar1 iyilestirmede cesitli bitkilerden sik¢a
yararlanir. Gelisen teknoloji ile birlikte canlida gerek kimyasal madde birikimi ile
gerekse stresin olusturdugu oksidan seviyelerindeki artis sebebiyle dogadaki
antioksidan kaynaklarina yogun bir yonelim olmaktadir. Ulkemizinde genis bir floraya
sahip olmasi ve biinyesinde cok degisik tiirler bulundurmasi nedeniyle cesitli
hastaliklarin tedavisinde bu bitkilerin kullamlmasina ihtiyag duyulmaktadur.>®

Taraxacum officinale (Karahindiba-Dandelion) igerdigi terpenoid ve sterol

yapilari, potasyum, kalsiyum mineralleri ile birlikte vitamin A, vitamin C, nikotinik asit



gibi bircok onemli bilesikten kaynaklanan oldukg¢a besleyici bir degere sahip sikca
rastlanan bitkidir.” Sahip oldugu bu faydal 6zelliklerinden dolay1 6zellikle karaciger ve
safra kesesi hastaliklarini, karacigeri en olumlu etkileyebilen bitkilerden biri olan
Taraxacum officinale’nin taze olarak 5-6 tane ci¢ek sapmin yenmesi kronik karaciger
iltihaplarinda ve karaciger yaglanmasinda iyilesme saglayarak safra kesesinin
calismalarini diizenler. Bununla beraber seker hastaligi, cilt hastaliklari, vitaminoz
(vitamin eksikligi), damar sertligi, kan sekerini diisiirmede, istah agilmasinda, kanin
temizlenmesinde, kansizlikta, romatizma ve gut hastaliklarinda, kemik sagliginin
korunmasinda, mide sivilarini diizene sokarak mideyi atik maddelerden temizlemede ve
baz1 kanser tiirlerinde biiyiik etkiye sahip olmasina ragmen ne yazik ki pek cok kisi
tarafindan taninmaz ve zararli bir ot olarak bilinir.”°

Serbest radikaller savunma mekanizmalarinin kapasitesini asacak oranda
olustuklar1 zaman organizmanin ¢esitli yapilarinda bozukluklara yol agarlar. Normal
seviyede bulunmasinda ise viicudun hastaliklara karsi diren¢ kazanmasma katkida
bulunurlar. Ilaglar, egzoz, sigara dumani, bozulmus gidalar ve gesitli sekillerde maruz
kalinan kimyasallar ve canlinin metabolizmasmin kendi biiyiikk oranda radikal
olusumunda etkilidir.'' Serbest radikallerin 6nlenmemesi ve yok edilmemesi
durumunda hiicre membraninin lipit ve proteinlerini yok ederek, bagisiklik sistemindeki
hiicreleri hasara ugratirlar. Boylece canlidaki biyomolekiillerin yapismi bozarlar.'> '
Hiicreler reaktif oksijen flriinlerinin olusumunu ve bunlarm neden oldugu hasari
6nlemek tizere antioksidan savunma sistemlerini gelistirirler.'

Bu calismada; Taraxacum officinale bitki ekstraktinin hepatoprotektif ve
antioksidan Ozelliklerini aragtwrmak tlizere, kanda AST (Aspartat transaminaz), ALT

(Alanin transaminaz), ALP (Alkalen Fosfataz) diizeyleri ile MDA (Malondialdehid),

GSH (Glutatyon), CAT (Katalaz), SOD (Siiperoksit dismutaz), GPx (Glutatyon



peroksidaz), Nitrit, Nitrat ve karaciger dokusundaki MDA, GSH, CAT, SOD, GPX,
Nitrit, Nitrat diizeyleri ile birlikte karaciger dokusunun histopatolojik muayenesiyle
parasetamol ile olusturulan deneysel hepatotoksisite lizerindeki koruyucu etkinligini

goOstermeyi amacladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.  Taraxacum officinale Bitkisinin Tanim

Tiirk¢e ad1 Karahindiba olan bu bitki papatyagiller (4steraceae) familyasinin bir
iiyesidir. Daha ¢ok Kuzey Yarimkiirede oOzellikle Avrupa ve Asya’nin iliman
bolgelerinde sik¢a rastlanan bir tiirdiir. Tiirkiye’de ise c¢ogunlukla Nisan-Mayis
aylarinda, cayirlarda, yol kenarlarinda yetisebilen ¢ok yillik sar1 renkte ¢igekleri olan ve
dikey olarak gelisen kazik koklii ve otsu bir bitki olup 30 cm’ye kadar uzayabilen
tiiysiiz, silindirik ve i¢i bos bir yapiya sahip sap kismindan olusur. Her bir sapin ucunda
acik sar1 renkte cigekleri meveuttur.” '

Taraxacum officinale (Sekil 2.1) bitkisinin karahindiba, arslan disi, radika,
seytan arabasi gibi yoresel adlarmin yani sira diger iilkelerde kullanilan Dandelion, Irish

Daisy gibi ¢esitli isimleri de mevcuttur.>'®

Sekil 2.1. Taraxacum officinale bitkisi."’



2.1.1.Tarihgesi

Misrr ve Kipgak Tiirklerinin katagan, Cagatay Tiirklerinin sagratku olarak
adlandirdiklar1 bu bitki giinlimiize Arapca kokenli hindiba sozciiglinden karahindiba
seklinde tiiretilerek gelmistir. Bir goz hastaligi olan trahomun tedavisinde

kullanildigindan, adinin buradan geldigi diisiiniilmektedir.'

2.1.2. Taraxacum officinale’nin Kimyasal Ozellikleri

Karahindiba (Taraxacum officinale) bitkisi kok, yaprak ve cicekleri halinde bir
biitin olarak incelendiginde fitokimyasal bakimdan olduk¢a zengin bir tirdir.'®
Taraxacum officinale tiirii belli bir diizeyde acidir. Bu aciligi sebebi de seskiterpen
laktonlardan ileri gelmektedir. Genellikle glikozidlerin olusturdugu seskiterpen
laktonlar taraksakolitleri, dihidro tiirevlerini, taraksinik asit gibi bircok yapiy1
icerirler.'”*°

Karahindiba’ nin bilesimindeki seskiterpen laktonlarin anti-inflamasyon etki ve
kansere kars1t koruyucu o6zellikleri kaydedilmekle birlikte bu bitkinin tasidigi birkag
fenil propanoid sayesinde anti-inflamasyon etkisinin oldugu bilinmektedir. Ayni
zamanda Dbarindirdigr terpenler, polisakkarit bilesenleri; bagisiklik sistemini
diizenlemede, trombosit birikimini dnleme ve karaciger koruyucu etkilerine sahiptir.
Ote yandan bu bitkinin igeriginde bulunan bir baska bilesen olan iniilin igin de immiin
sistem lzerindeki arastirmalar hala devam etmektedir. Taraxacum officinale tiiriiniin
vitamin ve minarellerce de ¢ok zengin oldugunu gésteren calismalar mevcuttur.”' ™ A,
B, C, D, E vitaminlerinin yani sira kolin, inozitol, lesitin, mineraller ve oligoelementleri
(kalsiyum, sodyum, magnezyum, demir, bakir, fosfor, ¢inko, manganez) bulundurmasi
acisindan oldukg¢a Onemli bir bitkidir. Ayrica besleyici degeri olan Taraxacum
officinale, yiliksek oranda potasyum icermesinden dolayr en i1yi dogal potasyum

kaynaklarindan biridir.'® >*2¢



Tablo 2.1. Karahindiba’ nin yaprak ve govde kisimlarinin fitokimyasal ve farmakolojik

ozellikleri.?’

Karahindiba’ min yaprak ve Fitokimyasal grubu ve Fitokimyasallar:
govde kisimlarindaki  biyolojik aktivitesi
bilesikler
Seskiterpen laktonlar Taraksinik asit B-D-
Terpenler Anti-inflamasyon ve glukopiranozid
) o 11,13-dihidrotaraksinik-asit
mikrobiyal 6zellikler B-D- glukopiranozid
Triterpenler / Fitosteroller Arnidiol
Kolesterol absorbsiyonundaki p-sitosterol
- amyrin
diististi 6nleme
Fenolik Bilesikler Fenolik asitler Kikorik asit
immiino-uyaric1 dzellikler Monokafeoiltartarik asit
Kafeik asit
Klorojenik asit

Flavonoidler

Antioksidan 6zellikler

Kumarinler
Kardiovaskiiler sistem

uzerinde rol alma

p-hidroksifenilasetik asit

Luteolin 7-O-glukozid

Luteolin 7-O-rutinozid
Isorhamnetin ~ 3-O-glukozid
Quercetin 7-0-glukozid

Apigenin 7-O-glukozid

Kikorin
Eskiilin




Tablo 2.2. Karahindiba koklerinin fitokimyasal ve farmakolojik 6zellikleri.”’

Karahindiba Koklerindeki Fitokimyasal grubu ve Fitokimyasallari
Bilesikler biyolojik aktivitesi
Terpenler Seskiterpen laktonlar Tetrahidrodentin B
Anti-inflamasyon ve Tlaraksakolid-O-B-glukopiranozid
. L Taraksakozid
mikrobiyal dzellikler Asctillendirilmis ~ y-butirolakton
glukozid
11, 13-dihidrolaktusin
Likserin D
Taraksinikasit B-glukopiranozid
Ainsliosid
11,13-dihidro-taraksinik ~ asit  p-
glukopiranozid
Triterpenler / Fitosteroller Taraksasterol
Kolesterol absorbsiyonundaki ~W-taraksasterol
o Arnidiol
diistisii onleme Faradiol
a- amyrin
B- amyrin
[B-sitosterol
B-sitosterol-p-D-glukopiranozid
Stigmasterol
Fenolik Bilesikler Fenolik asitler Kikorik asit
immiino-uyarici 6zellikler Monokafeoiltartarik asit
4-kafeoilkuinik asit
Klorojenik asit
Kafeik asit
p-kumarik asit
Ferulik asit
p-hidroksibenzoik asit
Protokatekuik asit
Vanillik asit
Syringic asit
p-hidroksifenilasetik asit
Kardiovaskiiler sistem Umbelliferon
iizerinde rol alma Eskiiletin
Skopoletin
Depo karbohidrati Iniilin
Prebiyotik aktivite




Tablo 2.3. Karahindiba ¢iceklerinin fitokimyasal ve farmakolojik ozellikleri.”’

Karahindiba cicekleri Fitokimyasal grubu ve Fitokimyasallar
biyolojik aktivitesi
Fenolik Bilesikler Fenolik asitler Kafeik asit

Klorojenik asit

Immiino-uyaric1 ézellikler )
Monokafeoiltartarik asit

Flavonoidler Luteolin 7-O-glukozid
Antioksidan 6zellikler Luteolin 7-diglukozid
Serbest luteolin

Serbest krisoeriol

2.1.3. Taraxacum officinale’nin Antioksidan Aktiviteleri

Karahindiba yillar boyunca fenolik icerige sahip bitkisel ilag olarak kullanilan
bitkilerden biridir. Besleyici olmasi1 acisindan biiyiik 6neme sahip karahindiba kokiiniin
ayrica mikrobiyolojik analizlerde besiyeri olarak da kullamldig izlenir.** >

Son zamanlarda vyiiriitiillen caligmalarda; yaslanma, kanser, kardiyovaskiiler
rahatsizliklar, katarakt vb. hastaliklara, viicudun barindirdig1 serbest radikallerin sebep
oldugu goriiliir. *°

Taraxacum officinale (karahindiba) bitkisini igeren yaprakli sebzelerle
olusturulan karisimin plazma, karaciger, kalp ve bobrekte faydalariyla birlikte
antioksidan seviyeleri (glutatyon ve [-karoten) ve antioksidan enzimlerinin
aktivitelerini (sitiperoksit dismutaz, peroksidaz, rediikte glutatyon) farelerde arttirdigi
ayrica lipid peroksidasyonunu da énemli 6lgiide azalttigi goriiliir.”’

Taraxacum officinale nin 6zellikle kok ve yapraklarinin ratlara uygulanmasiyla

endojen antioksidan profilinde gelisim gézlenir.** >

2.1.4. Taraxacum officinale’nin Tibbi Etkileri

Karahindiba aslinda yabani bir ot olarak bilinen ve kiiltiirii yapilmayan bir
bitkidir. Canli metabolizmasi i¢in ¢ok dnemli bir yere sahip bu bitki iilkemizde sik
rastlanan ve eskiden beri bilinen, halk hekimliginde de ozellikle kok ve taze

yapraklarindan sikga yararlamlan bir tiirdiir.”



Karahindiba’nin icerdigi siitlin safra kesesi ve mesane taslarimi yok ettigi ve
mesane iltihaplarina kars1 etkili oldugu bilinir. Siitli, deride olusan nasir, sigil ve bazi
deri hastaliklarinda kullanilmistir. Cigeklerinden elde edilen distile su, cilt temizliginde
ve derideki cillerin giderilmesinde kullanilir. Bitkiden yapilan ¢aym gaz soktiiriict,
idrar arttirict etkilerinin yaninda koklerin terletici, mide sivilarini diizenleyici ve atik
maddelerden armdiran 6zellikleri vardir.' Ayrica ¢igeklerinin kaynatilmasi tilsere karsi
kullamlir. Koklerinin sigir siitii ile kaynatilmasi da sulu yaralarda kullanilir.>*

Bitkinin ¢ig olarak yenilmesi veya cay olarak tiiketilmesi kan temizleyici, ter ve
idrar soktiirticii sindirimi diizenleyici 6zelliklere sahiptir. Potasyum kaybma neden
olmayan bir idrar soktiiriicii olmas1 da 6nemini arttirir. Kanm koyu olmasi halinde, kani
sulandirmada etkili bir sekilde kullamilir. Pankreas, karaciger ve bobrekler lizerinde
olumlu etkileri gozlenir."

Yesil kisimlarmin  tiiketilmesi seker hastaliginda, kansizlikta, kanin
temizlenmesinde ve kronik mide agrilarinda tedavi edicidir. Ayrica kdkiiniin de safra
kesesi ve karaciger tlizerinde c¢ok olumlu faydalar1 gorilir. Sarilik ve dalak
hastaliklarinda etkili sonuglar almmustir.” Son yillarda yapilan galismalar gdstermistir ki
prostat ve gogiis kanseri iizerinde antitiimér etkisi sozkonusudur.?'*>

Cok besleyici ve zengin icerige sahip Taraxacum officinale bitkisi pisirilerek, ¢ig
olarak (salata vb.) veya c¢ay seklinde tiikketimi disinda piyasada, ekstrakt seklinde

satilmaktadir.

2.2.  Karacigerin yapisi

Insanda ortalama agirlig1 1200-1500 g olan karaciger viicudun en kompleks ve
deriden sonra en biiylik organidir. Canli organizmada c¢ok onemli fizyolojik ve de
biyokimyasal fonksiyonlar1 gerceklestiren bu doku, viicudun sag tarafinda 7-11.

kaburgalarm arkasinda yer alir.*®



Vena Cava Inferior

Koroner Ligament

Sag Lob |

Falsiform Ligament

ligamentum teres

Safra Kesesi

Sekil 2.2. Karacigerin goriinimii’’

Insan karacigeri, diizgiin bir geometriye sahip olmayip iiggen biciminde dort
loba sahip, kirmiz1 kahverengi tonlarinda yumusak bir organdir. Karacigerde portal ven
ve hepatik arterle tasinir. Portal ven; barsaklar, dalak ve mideden gelen kirli kan1 sol
loba tagir. Hepatik arter ise temiz kani getirir; bu kan da sag loba gider. Bu iki damardan
gelen kan birleserek karacigere gelmelerine ragmen, karismadan sag ve sol loblara
gider. Portal ven kani tiim gastrointestinal kanaldan sindirilmis besinleri biinyesinde
barindirir. Hepatik arter ise dalak ve pankreastan gelen kanlar1 aorta tagimakla
yikiimlidiir. Karacigere giren ve ¢ikan yapilarin oldugu yere karaciger kapisi anlamina
gelen porta hepatis ad1 verilir. Bu kapidan oksijen bakimimdan zengin kani karacigere
tagityan Arteria hepatica, bagirsaktan emilmis besinleri tasiyan Vena porta ve sinirler
girer. Lenf damarlari ve safra kanallar1 da karacigerden cikar.*

2.2.1. Karacigerin islevleri

Protein, yag ve karbonhidrat metabolizmalarinda 6nemli fonksiyonlarin

gergeklesmesinde etkin rol oynayan karaciger ayni zamanda kan igerigindeki birgok
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plazma proteinini liretme, viicuda girmis bir¢ok ilacin ve zehirin neden oldugu
toksisiteyl azaltma veya ortadan kaldirma ve 6nemli biyomolekiillerin depolandigi
hayati bir organdir.>®

Karacigerin Karbonhidrat Mekanizmasiyla Tlgili Fonksiyonu: Glikojenin
depo edilip parcalanmasi, glukoneogenez, glukozun pentoz fosfat yolunda yikim,
galaktoz ve fruktozun glukoza ¢evrilmesi, glukozun diger monosakkaritlere veya yaga
dontistiiriilmesi karacigerde gerg;ekles,ir.z2

Karacigerin Lipid Metabolizmasiyla ilgili Fonksiyonu: Yag asitlerinin sentezi
ve yikimi, yag asitlerinden trigliserid olusumu, fosfolipit sentezi, lipoprotein sentezi,
keton cisimlerinin sentezi, kolesterol sentezi, safra asitlerinin ve safranm iiretilmesi
karacigerde gerceklestilir.”

Karacigerin Amino Asit ve Azot Metabolizmas1 Ile Ilgili Fonksiyonu:
Karacigerde deaminasyon, transaminasyon, endojen amino asitlerin sentezi, plazma
proteinlerinin sentezi, lire sentezi, iirik asit sentezi, kreatinin sentezi, porfirin sentezi ve
safra asitleri sentezi yapilir.*?

Karacigerin Bilirubin Metabolizmasiyla Tlgili Fonksiyonu: Bilirubin
karacigere getirilir, konjuge edilip safra yoluyla barsaga atilir.*?

Karacigerin  Hematolojik  Fonksiyonu:  Karacigerde = hemoglobinin
parcalanmasmin yani sma pihtilasma faktorlerinden faktér 1 (fibrinojen), II
(protrombin), V, VII, IX ve X sentezi de yapilir. Fetiiste eritrositlerin sentezinde rol
alir.”?

Karacigerin Ekskresyon ve Detoksifikasyon Fonksiyonu: Amino asitler
karacigerde deamine edildigi zaman ortaya ¢ikan amino grubu amonyaga dontistiiriiliir
ve amonyak Tlreye cevrilir. Kolesteroliin de bir kismi safra asitlerine doniistiiriilerek

safra ile atilir. Steroid hormonlar da karacigerde metabolize edilirler. ilaglarin bircogu,
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sitokrom p-450 sistemi igeren endoplazmik retikulum enzimleri tarafindan metabolize
ve inaktive edilir.”

Karacigerin Depolama Fonksiyonu: Glikojen, demir ve bakir, D ve B,
vitamininin depolanma yeri karacigerdir.®

Karacigerin immiinolojik Fonksiyonu: Karaciger kupffer hiicreleri fagositoz,

antikor olusumu ve humoral savunmada rol alir.*®*

2.2.2. Karaciger Hastaliklarinin Goriilme Nedenleri

Karaciger hastaliklarinin goriilmesinin altinda ¢esitli etkenler vardir. Hepatit A,
B, C, D ve E viriislerini igeren viral hepatitler bu etkenlerdendir. Bu viriislerin diginda
da HSV1,2,6; EBV, CMV ve Adenovirus gibi ¢ok farkli viriislere bagli hepatitler
karaciger yetmezliginin gostergesi olur.*"*!

Asetaminofen (parasetamol), Izoniazid, Amiodaron, NSAIl ve CCl; gibi
idiyosenkratik ila¢c reaksiyonu gibi ilaglara bagli ve mantar (Amanita phalloides),
organik bilesikler, fosfor vb. sebeplerden dogan toksikasyonlar karaciger hastaliklarinda
son derece etkilidirler. Gebeligin akut yagl karacigeri, reye sendromu gibi metabolik
bozukluklarin yaninda akut dolasim yetmezligi, Budd-Chiari sendromu, Venookluzif
hastalik, sinuzoidal obstriikksiyon sendromu, hepatik arter trombozu, portal ven
trombozunun yer aldig1 vaskiiler olaylar ile Wilson Hastaligi, otoimmiin hepatit, masif

timor infiltrasyonu, karacier transplantasyonu sonrasi primer graft fonksiyon
bozuklugu karaciger yetmezligine sebep olan énemli etkenlerdendir.**

2.2.3. Karacigerde Nekroz

Nekroz, hiicrenin veya hiicre topluluklarmin patolojik nedenlerle zedelenmesi ve
eski haline gelemeyecek sekilde Oliimiinlin gergeklesmesidir. Doku 6liimii olarak da
bilinen nekrozun olusma sebepleri; yanma, yaralanma, enfeksiyon, enflamasyon,

zehirlenme ve kanser olabilir.**
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Genel olarak karacigerde olusan nekroz tipleri; koagiilasyon nekrozu,
kazeifikasyon nekrozu, likefaksiyon nekrozu, yag nekrozu, kangren6z nekrozu olmakla
birlikte karaciger dokusuna ait giive yenigi biciminde nekroz ve kopriilesme nekrozu
gibi Ozellesmig tiirler de goriiliir. Hiicre zedelenmesi, hiicresel sisme, hepatositlerde
balonlasma dejenerasyonu olarak isimlendirilirken, ayn1 zamanda vakuoler degisiklik
olarak da isimlendirilen bu tablo, her tiirlii hasar verici nedenlerle meydana gelmesinin

yaninda diger tip nekroz alanlarma komsu hepatositlerde de yogun olarak gbriiliir.**

2.2.4. Karacigerin Yaglanmasi

Karaciger canlmin en biiylik ve islev bakimindan en kompleks organi olup
lipidlerin metabolizmasinda ve depolanmasinda dnemli yer tutar.*’ Karaciger agirligmin
%5’inden fazlasinda yag birikimi olmasi halinde veya 151k mikroskopisinde yag
damlaciklar1 bulunduran hepatositlerin, tiim hepatositlerin %5’inden fazla olmasi
yaglanmay1 olusturur. Karacigerde biriken lipidler cogunlukla trigliseritlerdir.*®

Hepatosteatoz, karaciger hiicrelerinde asir1 yag birikiminin olustugu durumdur.
Yetiskin her dort bireyden birinde goriilen bu tablonun en 6nemli sebebi alkol tiiketimi
olmakla beraber sismanlik, diabet (seker hastaligl) ve kan yaglarmin yiikselmesinden
kaynaklanir. Bu sebeplerin disinda gecirilen hepatit (sarilik), Reye sendromu, Wilson
hastaligi, Refsum hastaligi, hemakromatoz, abetalipoproteinemi, protein bakimimdan
fakir beslenme, kortikosteroid (kortizon) kullanim, tetrasiklin ve diger bazi ilaglarin
kullanomi1 vb. nedenler karaciger yaglanmasma ilaveten karacigerde biiyiime veya
karaciger enzim (SGOT, SGPT vb.) degerlerinin yiikselmesi 6nemlidir.*’

2.2.5. Siroz ve Nedenleri

Siroz; karacigerin viral hepatit, alkol ve cesitli sebeplerin neden oldugu diffiiz
olarak fibrozis, nodiil olusumu ve rejenerasyon gosteren geri doniisiimii olmayan bir

lezyonudur. Hepatositlerin Oliimiine sebep olup uzun siiren siirecler, fibrozis ve
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rejenerasyonla birlestigi zaman siroz ortaya c¢ikar. Sirozun olusma hizi ve seyri,
etiyolojiye gore degisiklik gosterir. Siroza yol acan en 6nemli nedenler virus hepatiti (B,
C, D), alkol, hemakromatozis, Wilson, a-1 antitripsin, tip IV glikojenez, galaktozemi,
tirozinemiyi olusturan metabolik nedenler, primer ve sekonder bilier (kolestaz),
otoimmiin hepatit, Budd-Chiari sendromu, kalp yetmezligi, ilaglar ve toksinler seklinde

siralanabilir.*®

2.2.6. Sirozun Patolojik Ozellikleri

Sirozla birlikte dokunun sahip oldugu parlaklik ve piiriizsiiz yap1 kaybolarak
nodiiler-graniiler goriiniime doniisiir. Kesit ylizeyinde de nodiilarite izlenir. Asiner yap1
bozularak parankim, fibroz bantlarla ¢evrili nodiillere ayrilir. Portal alanlar ile terminal
veniillerin birbirleriyle olan iliskileri ve baglantilar1 bozulur. Sirotik nodiillerde farkl
boyutlarda rejenerasyon izlenir. Fibréz septumlar iizerinde lenfositler ve diger
inflamatuar hiicreler bulunabilir. Fibroz bantlarla parankimin birbirine yaslandigi
alanlarda nekrozun ve inflamatuar hiicre infiltrasyonunun varligi sirozun "aktif"
oldugunu, hepatosit nekrozunun siirdiigiinii gosterir. Bu tabloya ragmen yerlesmis bir
siroz vakasinda inflamasyon ve nekroza hemen hi¢ rastlanmamasi ihtimali de vardir
(inaktif siroz). Sirozlarm morfolojik bulgular1 genellikle tamamiyla nonspesifiktir;
morfolojik inceleme ile etiyolojik tam1 konulmasi genellikle miimkiin degildir.
Tiirkiye’de de sirozun en sik goriilen nedeni viral hepatitlerdir.**

Toksik maddeler (karbon tetrakloriir, alkol, fosfor, kloroform, manganez,
arsenik, komiir katrani v.b.) enfeksiyonlar ve parazit larvalari, karacigerde alyuvar
yikimi sonucunda asir1 diizeyde hemosiderin birikimi gibi etkenler siroz olusumuna

neden olurlar.*®#

14



2.3.  Parasetamol’iin yapis1 ve ozellikleri
Para-aminofenol ailesinin ilk liyesi olan asetanilidin ¢ok toksik bir kimyasal
olarak degerlendirilmesi iizerine fenasetin bulunmus; fakat bu maddenin de cesitli
olumsuz etkilerinden dolayr dikkatler parasetamol (asetaminofen) {izerine
yogunlagmstir. Parasetamol de asetanilid ve fenasetin’in ortak metaboliti olup yine
analjezik ve antipiretik giice sahiptir.”
H
N_ _CHs

O
HO
Sekil 2.3. N-(4-hidroksifenil) etanamid’in (parasetamol) kimyasal yapis1.”’

Parasetamol (Asetaminofen, N-asetil-p-aminofenol) agr1 kesici (analjezik) ve
ates distiriicti (antipiretik) etkilere sahip olup kimyasal ad1 N-(4-hidroksifenilasetamid)
ve molekiiler formiilii CsHoNO, dir. Kimyasal yapisindan dolay1 asetaminofen admni
almistir. Molekiil agirhigi 151.17, erime noktasi 169 °C, yogunlugu 1.263 g/cm’, sudaki
¢ozinirligi 1.4 g/100 mL (20 °C) dir.”

Oral alindiktan 30-60 dakika igerisinde plazmada pik seviyeye ulasilir ve plazma
yart omrii terapotik dozdan sonra 2 saattir. Viicut sivilarmin tamamina esit olarak
dagilir. {1k giiniin sonunda verilen dozun % 90-100’ii hepatik konjugasyona ugramis bir
sekilde idrarla disariya atilmis olur. En ¢ok karsilagilan yan etkileri; alerjik reaksiyonlar

ve deri dokintiileridir. En tehlikeli yan etkisi doza bagimli toksik hepatittir.>

Uygun dozlarda alindiginda giivenli ve orta sidette etkili bir ilag olan
parasetamol bas agrisi, ates, migren, dis agrisi, soguk algmligi ve gribal enfeksiyonlara

bagl agrilar, kas ve eklem agrilari, orta kulak agrilari, siniizit, cerrahi operasyonlar,
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yaralanmalar ve ¢ok ¢esitli agrilarda uzun yillar kullanilmistir. ilacmn kronik kullanimi

bobrekte de hasara neden olabilir.>®>*

2.3.1. Parasetamol’iin olusturdugu toksikasyon
N-asetil-p-aminofenol (APAP) seklinde kimyasal olarak adlandirilan
parasetamol azami dozlarda kullanildiginda glivenli ve etkili bir ilactir; hatta kiigiik

cocuklara ve bebeklerde dahi kulanilabilir.”

Oral yolla almabilen parasetamoliin
metabolize oldugu yer karaciger olup giinliik alinma dozu 140 mg/kg’1n lizerindedir. 24
saat icerisinde 7.5 grammm ok biiyilk oranda toksik etki gosterdigi bildirilir.*
Parasetamoliin karacigerde gergeklestirdigi biyotransformasyon; glukuronidasyon,
siilfasyon ve sitokrom p-450’ye bagli oksidasyon olmak iizere 3 ana mekanizmayla
olur. Siilfasyon ve glukuronidasyon konjugasyonu sonucu olusan metabolitler toksik
degildir ve de idrarla disariya atilirlar.””’

Parasetamoliin asir1 dozda alinmasiyla sitokrom p-450 mikrozomal enzimleri
aracilifiyla reaktif ara iiriin olan NAPQI (N-asetilbenzokinonimin)’ nin derisiminin
artmastyla hepatik nekroz ve ileri durumlarinda da karaciger yetmezligine neden oldugu
goriiliir.”® * NAPQI'nin birikmesi viicuttaki serbest GSH’in baglanmasini saglayarak
hiicrede var olan GSH’1 tiiketir bu da hiicrede oksidatif stresin olusumuna yol agar.
NAPQI siilthidril (-SH) gruplarini okside etmesine neden olup Ca’" konsantrasyonunun
artmasia ayrica NAPQI hiicre i¢i proteinlerini yok ederek hiicrenin 6liimiine yol acar.®

2.4. flaca Bagh Toksisite

Karaciger hasarinin goriilmesinin en Onemli nedenlerinden birisi ilaglarin
olusturdugu toksik olaylardir. Toksisitenin nedeni, cogu ila¢ ve kimyasal ajanin
metabolizmasimin karacigerde gerceklesmesidir. Toksik hepatitin olusum nedeni {i¢ ana
grupta incelenebilir. Bunlar; ilaglar, dogal toksik ajanlar ve kimyasal maddelerdir.

Tedavide kullanilan ilaglar, vitaminler, alkol, kokain, ekstazi, mantar ve endiistriyel
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kimyasal ilaglarin yaninda bilhassa son zamanlarda kullanilan sifali bitkilerin de
karaciger toksisitesine yol acabilecegi bildirilmistir.®'’

2.4.1. Karaciger toksisitesinin nedenleri

Aneljezikler, antienflamatuar 1ilaglar, anestezikler, antikonvulzan ajanlar,
antimikrobiyal ajanlar, kardiyovaskiiler 1ilaglar, hormonlar, immiinsupresifler,
noropsikyatrik ilaglarin yaninda bazi yiyecekler, alkol, sifali bitkiler, bakteriyel
enfeksiyonlar, mantar, bocek ve akrep toksinlerinin olusturdugu dogal toksik ajanlar
karaciger toksisitesine yol agar. Ayrica isyerlerinde kimyasallara maruz kalma,
endiistride yasanan kazalarla veya intihar amaclh viicuda aliman kimyasal maddeler de
hepatotoksisiteye neden olan ajanlardandir. Cesitli sekillerde olusan toksik hepatit
cogunlukla karaciger fonksiyon testlerinin (AST, ALT, ALP) yiikselmesi ile kendini ele
verir.”% %

1950’lerden bu yana kullanilan fenasetinin bir metaboliti olan parasetamol asir1

doz alimlarinda biiyiik oranda karaciger toksisitesi ve sonrasinda 6liim oranlarinda artig
gé')sterir.3

2.5. Serbest Radikaller

D1s orbitallerinde eslesmemis elektron barindiran kisa dmiirlii reaktif atom veya
molekiillere, serbest radikal adi verilir. Olusan serbest radikalleri ve reaksiyonlarmi
onlemeye calisan maddelere de antioksidanlar denir. En sik rastlanilan radikaller
hidrojen (H"), siiperoksit (O,"), hidroksil (OH"), peroksit radikali (HO,), nitrojenoksit
(NO) ve nitrojendioksit (NO,)’tir. Serbest radikaller normal metabolizma tarafindan

olusturuldugu gibi etki bakimindan molekiiler degisimin neden oldugu gen mutasyonu,

yaslanma ve doku-hiicre yikimma da yol acabilirler.'
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Serbest radikaller dogada sik¢a bulunan tiirler olup biyokimyasal reaksiyonlar1
katalizlemede rol alirlar (mitokondriyal enerji metabolizmasi, solunum, prostaglandin

sentezi, detoksifikasyon).*

2.5.1. Serbest Radikal Cesitleri

Siiperoksit Radikali (O;')

Neredeyse biitiin aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi
sonucu, serbest siiperoksit radikal anyonu olusur.

O +e —> Oy

Stiperoksit radikali, ksantin oksidaz’in rol aldig1 enzimatik tepkimelere girerler.
Bu radikal tiiri, bazi oksidaz tepkimelerde, fagositoz esnasinda elektron transport
sistemi esnasinda olusur. Siperoksit radikalinin enzimatik dismutasyona girerek
azalmasi, SOD ile katalizlenmesinin sonucunda olur.”

Hidrojen Peroksit (H>O)

Hidrojen peroksit serbest radikal olmamasina ragmen biyolojik zarlara niifuz
edebilme ve reaktif oksijen tiirlerinin iiretilmesindeki katkisindan dolayr onemlidir.
Diger bir énemli fonksiyonu ise hiicre i¢i sinyal molekiilii olarak gorev yapmasidir.”"

Molekiiler oksijenin etrafindaki molekiillerden iki elektron almasi veya
stiperoksitin bir elektron almasi sonucu peroksit olusur. Peroksit molekiilii iki hidrojen
atomu ile birlesmesiyle hidrojen peroksiti (H,O,) meydana getirir. H,O, membranlardan
kolaylikla gegebilen, uzun omiirlii bir oksidandir. Ancak biyolojik sistemlerde hidrojen
peroksitin asil {iretimi siiperoksitin dismutasyonu ile gergeklesir.”

20, + 2H" SOD H,O, + O,
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Hidroksil Radikali (OH-")

Hidrojen peroksitin geg¢is metallerinin varliginda indirgenmesiyle (Fenton
reaksiyonu) bu radikal olusur.

Fe* + H,0, ——> Fe’' +OH-~ + OH

Son derece reaktif bir oksidan molekiil olup yarilanma Omrii ¢ok kisadir.
Hidroksil radikali olustugu yerde biiyiik hasara sebep olur. Tioller ve yag asitleri gibi
cesitli molekiillerden bir proton kopararak yeni radikallerin olusmasina yol acar.”’

Singlet Oksijen (‘O,)

Singlet oksijen eslesmemis elektron igermediginden dolayr serbest radikal
degildir. Oksijene ait eslesmemis elektronlarindan birinin aldig1 enerji ile bagka orbitale
veya kendi spininin tersi yoniinde hareket etmesiyle olusur. Ancak orbitalinde
barindirdig1 elektronlarin ayni yonde olmasi singlet oksijenin diger reaktif oksijen
tiirleri ile okside olmasmna katki saglar. Fotokimyasal reaksiyonlar acisindan singlet
oksijen oldukca 6nemli rol oynar.'* "

Nitrik Oksit (NO-)

Kimyasal olarak azot oksit veya azot monoksit isimleriyle de adlandirilan bu
bilesik renksiz ve bir hayli toksik bir gazdir. NO otokrin ve parankim bir hiicresel ajan
olup birgok patolojik durumda homeostazin siirdiiriilmesinde 6nemli bir etkendir.”

NO, L-Argininin sitruline doniisiimii swrasinda olusan bir ara iirlindiir, bu
reaksiyon da nitrik oksit sentetaz (NOS) enzimi tarafindan katalizlenir.

L-arjinin + NADPH + O, X°% 5 L-sitrullin + NO* + NADP”

NO sentezinde FAD (flavin adenin diniikleotit), FMN (flavin mononiikleotit),
NADPH (Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat’m yiikseltgenmis hali), BHy

(tetrahidrobiopterin) ve Hem (hemoglobin) kofaktorleri araciligi ile sitruline doniisiir.”*

75
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NO- radikali eslesmemis elektrona sahip olmasima karsin bircok biyomolekiil ile
rahatlikla tepkimeye giremez ayni zamanda peroksil, alkil gibi diger serbest radikallerle
kolayca tepkimeye girip daha az reaktif molekiil olusturur. Nitrik oksit (NO-) Fe-S
proteinlerinden demiri ¢ikararak yerine kendisi baglanir, boylece Fenton reaksiyonunu
stimiile eder ve bu mekanizma ile karsinogeneziste rol oynar. Yiiksek miktarlarda O;"
iretimi NO- ile paraleldir ve birbirlerini etkileyerek OH: ve NO;* olusumuna sebep
olurlar. Tepkime sirasinda ise peroksinitrit (ONOO) ve peroksinitroz asit (ONOOH) ara
iriinleri meydana gelir. Bu olusum da tirozini 3-nitrotirozine (NO,Tyr) doniistiirtir.
NO,Tyr diizeyinin artmasi oksidatif hasarin var oldugu durumda gozlenir. Ayrica
NO,Tyr diizeyinin aterosklerozis, septik sok, ndrodejeneretif hastaliklar, akut akciger
hasar1, organ plantasyonu, yangili barsak, enfeksiyonlari, romatoid artrit, bakteriyel ve
71,73

viral enfeksiyonlar, yaslanma ve sigara icenlerde arttig1 belirtilir.

Peroksinitrit, nitrit (NO,) ve nitrat (NO,’) olusturmak lizere metabolize edilir.

NO' radikalinin stabil son {iriinleri nitrit ve nitrattir. Plazma gibi ¢ogu viicut sivisinda
nitritin ¢ogu nitrata dontigmiistiir. NO" elektriksel alanda yliksiiz oldugundan reseptore
ihtiya¢ duymadan kolayca membrandan gecebilir ve bir dizi nitrojen dioksitlere
déniisebilir.”
2NO" + O;—> 2NOy _s, N;O4_H:05, NO; +NO3 '+ 2H"
NO;* + N0, %NO- +2 NO;
NO- +NOy» —> N2O3 H,0, 2NO; + 2H"

Diger Serbest Radikaller

Serbest oksijen radikallerinin etkisiyle karbon merkezli radikaller (R-), peroksil
radikalleri (ROQO-), alkoksil radikalleri (RO-), tiyol radikalleri (RS-) gibi 6nemli serbest

radikaller de meydana gelebilir. Ozellikle ¢oklu doymamis yag asitlerinden olusan

peroksil radikali yar1 6mrii uzun olan bir radikaldir. Tiyol radikalleri de tekrar oksijenle
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reaksiyona girerek siilfenil (RSO-) veya tiyol peroksil (RSO, ) vb. gibi radikalleri

olusturabilirler.”® "’

2.5.2. Serbest Radikallerin Kaynaklan

Serbest radikaller normal metabolik yollarla olusabilecegi gibi cesitli etkenlerle
de meydana gelebilir. Serbest radikaller elektriksel olarak (+) yiikli, (-) yiiklii veya notr
olabilirler. Radikal olmayan bir yapiyla serbest bir radikal, reaksiyona girdigi takdirde,
baska bir serbest radikal olusturur. Bu da 6zellik serbest radikallerin zincir reaksiyon
olusturmalarmi saglar. Serbest radikaller, hiicrelerde endojen ve ekzojen kaynakli
etmenlere bagli olarak olusurlar.”

Bilinen endojen radikal kaynaklarini; katekolaminler, hidrokarbonlar, tiyoller,
flavinler ve antibiyotiklerin otooksidasyonu, enzimler ve proteinler (ksantin oksidaz,
triptofan dioksijenaz, hemoglobin), mitokondriyal elektron transportu, lipoksijenaz,
prostoglandin, NADPH oksidaz, iskemi, travma, oksidazlar ve flavoproteinler
olustururken , eksojen radikal kaynaklarmi ilaglar, cevresel etmenler (radyasyon vb.) ve
diyetsel etkenler olusturur."

Tablo 2.4. Hiicredeki serbest radikallerin kaynaklari.

ENDOJEN KAYNAKLAR EKSOJEN KAYNAKLAR
Mitokondriyal elektron transport zinciri ilac¢ oksidasyonlari (Or: parasetamol,
Kloroplast elektron transport zinciri CCly)

Oksidan enzimler: Iyonize radyasyon

Ksantin oksidaz Giines 15181

Triptofan dioksijenaz X-1g1nlar1

Galaktoz oksidaz Is1 soku

Siklooksijenaz Glutatyonu okside eden maddeler
Lipooksijenaz Ortam havasi:

Mono aminooksidaz Sigara dumani

Fagositik hiicreler: Ozon

Notrofiller Kiikiirtdioksit
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Monosit ve makrofajlar Egzos gazlari
Eozinofiller
Endotelyal hiicreler

Oto-oksidasyon reaksiyonlar1 (Fe 2 epinefrin)

Ekzojen kaynakli onemli etkenlerden biri olan ila¢ toksikasyonlari, karbon
tetrakloriir, parasetamol vb. iyonize ve ultraviyole radyasyon, hava kirliligi yapan
fitokimyasal maddeler, sigara dumani, solventler gibi ¢evresel faktorler, nitrofurantoin,
bleomisin, doksorubisin ve adriamisin gibi antineoplastik ajanlar, alkol ve uyusturucu
benzeri aliskanlik yapabilen maddeler bulunmasi, serbest radikalleri toksikolojik a¢idan

oldukc¢a 6nemli kilar.”

2.5.3. Serbest Radikallerin Membran Lipidlerine Etkileri

Doymamis yag asitlerinin siiperoksit radikalleri tarafindan peroksitler, alkoller,
aldehitler, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi ¢esitli liriinlere yikilmasini kapsayan
reaksiyonlar dizisine lipid reaksiyonu ad1 verilir.*

Hiicre membram lipid ve proteinlerden olusur. Lipid peroksidasyonuna maruz
kalindiginda lipitlere oldugu kadar zar proteinlerine de zarar verilmis olur.”

Yag asitlerinin peroksidasyonu ile agiga c¢ikan iirlinler zarin gegirgenligi ve
akiskanligi bakimindan hiicreyi ciddi sekilde etkiler, hiicre ve organel igeriklerinin
dagilmasmma neden olabilecek kopma ve kirilmalara sebebiyet verir. Lipit
peroksidasyonu ile meydana gelen zardaki hasar geri doniisiimsiizdiir.®"- **

Lipid peroksidasyonu, membran ya da ¢oklu doymamis yag asitlerinin icerdigi

metilen grubundan (_CHz_) bir hidrojen (H-) atomunun koparilmasiyla baslar. H-’nin

uzaklagsmas1 sonucunda karbon merkezli --CH- lipid radikali meydana gelir. Olusan
lipid radikali dayanikli bir bilesik olmamasindan dolay1 birka¢ reaksiyona maruz

kalarak degisiklige ugrar, molekiil i¢i ¢ift baglarin pozisyonlarmin degismesiyle
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konjuge dien yapilar1 olusur (bir alkenin iki ¢ift bag1 arasinda bir tane tekli bag varsa bu
yap1 konjuge dien olarak isimlendirilir). Ardindan lipid radikallerinin molekiilleri
oksijenle etkilesmesi ile lipid peroksil radikali meydana gelir. Lipid peroksil radikalleri,
membran yapisindaki diger c¢oklu doymamis yag asitleri ile reaksiyona girerek
radikaller olustururken, kendileri de aciga c¢ikan H- parcacigi ile birlesip lipid
hidroperoksitlerini olusturur ve bdylece olay kendi kendine devam ederek zincir
reaksiyonlarmin baslamasina neden olur.*" %%

Lipit peroksidasyonu sonucu en Onemli peroksidasyon {iriinii olan
malondialdehitin yani sira; lipit peroksil radikali (ROO), lipit alkoksil radikali, alkil
radikali, lipit aldehit v.b. gibi peroksidasyon f{iriinleri de meydana gelir. Olusan
malondialdehit hiicre membranindan iyon aligverisine etki etmesiyle membrandaki
bilesiklerin, ¢apraz baglanmasmma neden olur ve bdylece membranin iyon
gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi ile sonug¢lanir. Malondialdehit bu
degisimden sonra DNA’nin nitrojen bazlar1 ile de etkilesime girebilir. Bundan dolay1

malondialdehit, mutajenik, kiiltiir hiicreleri i¢in genotoksik ve l<arsinojeniktir.85'88

2.6. Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin ortaya ¢ikardigi hasar1 6nlemek
ya da en aza indirgemek i¢in viicut bircok savunma mekanizmasi gelistirmistir. Bunlar
antioksidan savunma sistemleri olarak adlandirilirlar. Antioksidanlar, endojen ve
ekzojen kaynakli olup ayn1 zamanda serbest radikal olusumunu engelleyen ve mevcut
radikalleri etkisiz hale getirenler seklinde de ikiye ayrilirlar. Ayrica enzim olanlar ve
enzim olmayanlar seklinde smiflandirilan antioksidanlar hiicrelerin hem sivi hem de
membran kisminda bulunurlar. ¥

Antioksidanlar;

1) Endojen (Dogal) Antioksidanlar
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a. Primer (Enzimatik): SOD, CAT, GPx, GR

b. Sekonder (Non-enzimatik)

* Lipid fazda olanlar: a,f,y-tokoferol (Vitamin E), B-karoten

* Siv1 fazda olanlar (hiicre sitozolii veya kan plazmasinda): Askorbik asit, {irik asit,
sistein, seruloplazmin, transferin, laktoferrin, miyoglobin, ferritin, alblimin,
bilirubin, glutatyon, melatonin, hemoglobin, metionin, laktoferrin.

2) Ekzojen Antioksidanlar

2.6.1. Endojen (Dogal) antioksidanlar

Endojen antioksidanlar kendi aralarinda enzimatik ve nonenzimatik
antioksidanlar olmak tlizere gruplara ayrilir.

Insanda belli basli hiicre ici antioksidanlar siiperoksit dismutaz, katalaz,
glutatyon rediiktaz ve glutatyon peroksidaz enzimleridir. SOD'un yapisinda bakir, ¢cinko
ve manganez; GPx'de ise selenyum iyonu bulundugundan bu enzimler metaloenzim
olarak da adlandirilirlar. Hiicre i¢i ortamin aksine hiicre disi ortamda antioksidan
savunmadan E ve C vitamini, transferrin, haptoglobin, seruloplazmin, albumin,

bilirubin, p-karoten ve a-1 antitripsin sorumludur.”

a) Primer Antioksidanlar (Enzimatik Antioksidanlar)

Siiperoksit dismutaz (SOD): ilk olarak 1968 yilinda Mc Cord ve Fridovich
tarafindan temellendirilen siiper oksit dismutaz, metalloenzim ailesinden bir enzimdir.”"
2 E.C.1.15.1.1 olan bu enzim siiperoksidin, H,O, ve molekiiler oksijene doniisiimiinii
katalizleyerek, selliiler bolmelerdeki stliperoksit diizeylerini kontrol etmede Onemli

derecede katki saglar.”>

O™ + 0™ + 2H" SoD > H>,0, + O
Insanda SOD’un iki tiirii mevcut olup bunlar mitokondride tetramerik Mn ihtiva

eden Mn-SOD ve sitozolde bulunan dimerik ¢inko (Zn) ve bakir (Cu) ihtiva eden
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Cu-Zn-SOD izomerlerdir. Hiicrede en bol miktarda bulunan izomer Cu-Zn-SOD olup
21. kromozomda; Mn-SOD ise 6 numarali kromozomda yer alir. Her iki SOD’un
katalizledigi reaksiyon da ayni olmakla birlikte sitozolik Cu / Zn-SOD siyanid ile inhibe
edilirken, mitokondrial Mn-SOD inhibe olmaz.”"** Siiperoksit dismutaz, tetramerik Cu
ve Zn igeren bir glikoproteindir. Siiperoksit dismutaz, siiperoksit radikallerini hizla
uzaklastirmay1 saglayarak hiicresel hasar1 en aza indirger. Oksijen kullaniminin yiiksek
oldugu dokularda, aktivitesinin de yliksek oldugu gozlenir. Ancak ekstraseliiler sivilarda
SOD’un aktivitesi diisiiktiir.”

Stiperoksit dismutazin formlar1 arasinda aminoasit dizilimi, aktif metal bolgesi
ve hiicresel dagilim gibi farkliliklar da mevcuttur. Fe ve Mn-SOD prokaryotlarda,
Skaryotlarda ise Mn, Cu/Zn ve ekstraselliiler SOD bulunur.’® Hiicrede Mn-SOD icerigi
kalp, beyin, karaciger, bobrek gibi metabolik aktivitesi yiiksek dokularda daha
yogundur ve kimyasal olarak homotetramer yapida olup her bir alt biriminde bir Mn
iyonu igerir. Cu/Zn-SOD; iki protein alt iinitesine bagli Cu ve Zn barindirmakla birlikte
memelilerde 6zellikle karaciger, bobrek, eritrosit ve merkezi sinir sisteminde bulunur.
EC-SOD ise daha fazla vaskiilatiir, akciger, uterus ve tiroid bezlerinde meveuttur.”” 8
SOD-Cu”? — 5  SOD-Cu" + 0,

SOD-Cu™' + 0" + 2H" ————> SOD-Cu” + H,0,

Katalaz (CAT): Ilk defa 1901'de Leew tarafindan bulunan katalaz enziminin
dogada bol miktarda oldugu kanitlanmigs ve 1937'de Summer ve Dounce tarafindan
karaciger dokusundan kristal formda izole edilmistir. Molekiil kiitlesi 240.000 dalton
olan bu enzim homotetramerik yapida olup dort alt iiniteden olusur ve her alt {inite bir
hem grubu ve NADPH molekiilii bulundurur. Cogu katalazda da NADPH molekiilii
ylizeye yakin ve siki bir bigimde baghdir. Peroksizomlarda, lizozomlarda ve

mitokondride bulunan katalazin kandaki aktivitesi Oonemli dercede eritrositlerden
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saglandigindan, insan eritrositleri katalaz yoniinden olduk¢a zengin sayilir. Glutatyon
peroksidaz temelde mitokondri ve sitozolde bulunurken, katalaz peroksizomlarda
bulunur. Eritrositlerde mitokondri olmamasina ragmen yiiksek aktivitede CAT ve GPx
bulundurur. Dort tane hem grubu ile bir hemoprotein olan CAT, biiylik molekiillii lipid
99, 100

hidroperoksitleri etkilemeyip, H,O,’yi oksijen ve suya pargalar.

2H,0, — AT < 0, + 2H,0

Glutatyon peroksidaz (GPx): Hidroperoksidlerin indirgenmesini saglayan
tetramerik dort tane selenyum atomu igeren glutatyon peroksidaz ayrica sitozolik bir
metalloenzim olma o6zelligine sahiptir. Ilk defa Mills ve ark. tarafindan memeli
eritrositlerinden karakterize edilen bilgiler zamanla gelistirilmistir. Daha ¢ok sitozolik
bir enzim olup mitokondride de diisiik diizeylerde mevcuttur. GPx aktivitesindeki
azalma ile hidrojen peroksitte artma ve bdylece hiicrede hasar olusumu gozlemlenir.
GPx'in beyin diizeyleri diisiiktiir. Glutatyon peroksidaz, sitozolik hasara karsi etkin
koruyucu bir rol tstlenerek H,O,'yi ve lipid peroksitlerini GSH'yi kullanip rediiksiyon
yoluyla uzaklastirir. Glutatyon peroksidaz asagida gosterilen reaksiyonlari katalizler.'!

H,0,+2GSH — % 5 GSSG +2H,0
ROOH +2GSH — % 5 GSSG+ROH +H,0

Sitozolik bir enzim olan fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PLGPx),
monomerik yapida olup selenyum atomu igerir. Ayrica membran fosfolipid
hidroperoksitlerini alkollere indirger. Membrana bagli bir antioksidan olan vitamin E’
nin yeterli olmamasi durumunda, PLGSH-Px membranin peroksidasyonuna kars1
korunmasma yardimei olur.'%* 1%

Hidroperoksitlerin rediikte olmas1 ile olusan yiikseltgenmis glutatyon (GSSG),

glutatyon rediiktazi (GSSG-R) katalizledigi reaksiyon ile tekrar GSH’a doniisiir. GSH-

26



Px’1n, hiicredeki dagilimi, GSSG-R’a bagimlidir. Her iki enzim de sitozolde en yiiksek
konsantrasyonlarda mevcuttur.'> "’
GSSG + NADPH + H _S%¢R S 2GSH + NADP

Glutatyon rediiktaz (GR): Glutatyon rediiktazin kalitimi otozomal dominant
olmakla birlikte 8. kromozom iizerinde yer alir. Glutatyon peroksidaza benzer bir doku
dagilimi gosterir. Glutatyon rediiktaz flavin adenin dintikleotid icerir, NADPH’tan bir
elektronun GSSG’nin distilfiid baglarina aktarilmasini katalizler. Bu nedenle NADPH
serbest radikal hasarma kars1 gereklidir ve ana kaynag1 pentoz fosfat yoludur.®

Bu enzimin gorevi GSSG’yi GSH haline doniistiirmektir. Bu indirgenme islemi
esnasinda NADPH’dan gelen elektronlar okside glutatyonun disiilfid bagma direkt
olarak iletilmeyip, genellikle once rediikte nikotinamid adenin diniikleotid fosfattan
(NADPH) flavin adenin diniikleotide transfer edilirler. Daha sonraki alt birimlerdeki iki
sistein arasmdaki disiilfid kopriisiine transfer edilmek iizere okside glutatyona transfer
edilmis olurlar. Her bir alt iinite, FAD baglayici, NADPH baglayic1 ve ara yiiz
alanindan olusan {i¢ tane yapi barindimrir. Flavin adenin diniikleotid ve NADP’nin
izoalloksozin ve nikotinamid halkalar1 birbirine baglanirlar. Okside glutatyon icin
baglayict alanin bir alt biriminin FAD alan ile diger alt birimin ara yiiz alanindan
olusur.”

GSSG + NADPH + H" «“® 5 2GSH + NADP"

b) Sekonder antioksidanlar (Non-enzimatik Antioksidanlar)

Lipid fazda olan antioksidanlarin; a, B, vy (-) tokoferoller (E vitamini) ve -
karoten, Sivi1 fazda (hiicre sitozolii veya kan plazmasinda) bulunanlarin ise; askorbik
asit, miyoglobulin, melatonin, hemoglobin, iire, ferritin, sistein, metionin, seruloplazmin,

albiimin, laktoferrin, bilirubin ve glutatyondur.
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Glutatyon (GSH): Glutatyon, 1888°de ilk kez De Rey Pailhade tarafindan izole
edilen bir enzimdir. 1921°de Hopkins tarafindan kristallestirilmis ve 1929 yilinda ise
kimyasal formiili agiklanan bir tripeptid olma o6zelligine sahiptir. 1935 yilinda
Harrington ve Mead tarafindan d-Lglutamil-L-sisteil-glisin seklinde sentez edilmistir.
Glutatyon; glutamik asit, sistein ve glisinden olusur.'**'%°
Oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlarinda, hiicre zarinda aminoasitlerin

tasinmasina katki saglayarak glutatyonun rediikte hali GSH olarak kisaltilir. Sisteinin

siilfidril (-SH) grubu molekiiliin iyon aligverisini gergeklestirdigi kismidir.'*®

HOO I T COOH

=H

Sekil 2.4. Glutatyonun agik formiilii.'"’

Kandaki glutatyonun hemen hemen hepsi eritrositlerde barmnmaktadir ve

108,199 Eritrositler i¢inde sentezi

eritrositleri oksidatif yikima karsi korur.'**
gerceklestirilen glutatyon 3 kademede gergeklestirilir ve bu asamalarda olusan herhangi
bir genetik bozukluk GSH yetersizligine yol agar. Bu durum ¢ok dnemli bir antioksidan
oldugunu gosterir. Bu sebeple glutatyon serbest radikaller ve peroksitlerle etkileserek
hiicreleri oksidatif zarara karsi korur. Hiicre zarindaki doymamis yaglari peroksitler
tarafindan oksitlenmesi ile patolojik degisiklikler olusur ve kalp, akciger, kas, savunma,
sindirim sistemi ile ilgili hastaliklar, yaslanma, arteroskleroz, kanser, diabet, romatoit
artrit gibi bir¢ok patolojik durumdan serbest radikaller sorumlu tutulur. Bu patolojik

sorunlar glutatyon peroksidaz enzimi ile onlenir hiicre fonksiyonlar1 rutin bir bigimde

devam eder. GPx aktivitesinin yeterli olmas1 halinde hiicrelerin onkojenik maddelere
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kars1 direnci artar. GPx bobrek, karaciger ve pankreasi nekrotik dejenerasyonlardan
korur. Ayrica rediikte glutatyon bazi ilaglar ve karsinojenler gibi cesitli toksik
bilesiklere kars1 viicudun 6nemli bir savunma mekanizmasimi olusturur.” %12

Diger sekonder antioksidanlar: Miktarlar1 insan viicudunda sinirli olmasina
ragmen vitaminlerin etkisi viicuda olduk¢a yogundur. Vitamin A ve E viicut
hiicrelerinde olusan hasar1 6nleyerek hiicrelerin normal islevlerini devam ettirmelerinde
ve bazi zararli maddelerin aktivitelerinin azaltilmasinda (antioksidan etki) rol alirlar.
Antioksidanlar, hiicreleri, serbest radikalleri notiirlestirerek radikal saldirilarma karsi
savunma olustururlar. Beta karoten ve tokoferollerin antioksidan yoniinden etkileri uzun
zamandan beri bilinmektedir. B-karoten, hiicre disinda savunma ile gorevli iken; hiicre
duvarmdan igeri sizmak isteyen saldirganlara karsi savunmay1 selenyumun yardimu ile
E vitamini tistlenir.”
E vitamini lipidleri oksidatif hasardan korur. Ince barsaklardan kolayca emilir

ayrica viicudun tiim dokularma tasmmastyla hiicre membranlari etrafinda depo edilir. Bu

durum hiicre membraninda koruyucu bir tabakanin meydana gelmesine olanak saglar.”
2.6.2. Ekzojen antioksidanlar (ilaclar)

-Ksantin Oksidaz Inhibitérleri: Tungsten, allopiirinol, oksipiirinol, folik asit, pterin

aldehid.

-Soya Fasulyesi Inhibitérleri: Ksantin dehidrojenazim proteolitik etki sonucu ksantin

oksidaza doniisiimiinii inhibe ederler.

-NADPH Oksidaz Inhibitorleri: Adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal

blokerleri, non-steroid antiinflamatuar ilaglar, cetiedil, difenilin iodunyum

-Recombinant siiperoksit dismutaz

-Troloks-c: E vitamini analogu
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-Endojen Antioksidan Aktiviteyi Arttiran Maddeler: Glutatyon peroksidaz
aktivitesini arttiran ebselen, asetilsistein.

-Diger Nonenzimatik Serbest Radikal Toplayicilari: Mannitol, albumin, DMSO.
-Demir Redoks Déngiisiiniin inhibitorleri: Deferroksamin, seruloplazmin

-Nétrofil Adezyon inhibitorleri

-Sitokinler: TNF ve interlokin-I

-Barbiitiratlar
-Demir Selatorleri '

Antioksidan etki tipleri: Antioksidanlar dort farkl bigcimde etki ederler;

1.Toplayic etki (scavenging etki) : Serbest oksijen radikallerini etkileyip tutma veya
reaktif olamayan yeni bir molekiile doniistiirmeye toplayici etki denir.

2.Bastiric1 etki (quencher etki) : Serbest oksijen radikalleri ile etkilesip bir hidrojen
atarak aktivitelerini azaltan veya inaktif sekle doniistiiren etkiye bastirici etki denir.
3.0nana etki (repair etki) : Genellikle DNA’daki hasarlarin onarilmasinda bu etki
stirekli gecerlidir.

4. Zincir kincr etki (chain breaking etki ) : Serbest oksijen radikallerini kendilerine

baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarmma engel olan etkiye zincir kiric1 etki adi

verilir.,''*
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Hayvan materyali

Calisma icin kullanilan ratlar Atatiirk Universitesi'ne bagli Tibbi Deneysel
Uygulama ve Arastirma Merkezi (ATADEM) tarafindan saglanmis olup 25.03.2013
tarih ve 36643897-475 sayili yazi ile gereken etik kurul belgesi ile onaylanmistir.

Arastirma i¢in 5 (bes) aylik olan 36 adet Sprague-Dawley cinsi rat kullanild1
Canli agirliklar1 250-300 g olan hayvanlar 12 saat aydinlik/karanlik dongiisiinde 22+2
°C oda sicakliginda tutuldular. Bir hafta siireyle ortama adaptasyonlar1 saglanan ratlar
calisma boyunca standart rat yemi ve musluk suyu ile ad libitum beslendiler.

3.1.2. Taraxacum officinale ekstrakti

Arastirmada kullanilan Taraxacum officinale bitkisi ¢igekli donemde toplanarak
gblgede kurutuldu. Daha sonra bu bitki dgiitiilerek, Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Ugucu Yag Laboratuvarinda 48 saat siire ile etil alkolde bekletilip siiziildii. Rotary
evaporator yardimiyla ¢oziiciiniin uzaklastirilmasinin ardindan ekstreler, +4 °C’de

buzdolabinda muhafaza edildi.'"

3.1.3. Parasetamol materyali

Ratlarda toksisite olusturmak amaciyla kullanilan parasetamol, piyasadan temin
edilip, 2 g/kg Parasetamol ; % 1’lik CMC, 1xPBS tamponunda ¢6ziildii.''®

PBS Tamponunun Hazirlamsi: 8 g NaCl, 0.2 g KCI, 1.44 g Na,HPOy4, 0.24 g
KH,POy tartilir 980 mL’de pH 7.4’e ayarlanir ve ¢ozelti 1L’ ye tamamlanir.

Parasetamoliin Hazirlamsi: 9 g Parasetamol, 0.36 g CMC tartilip 36 mL

hazirlanan 1xPBS tamponu ile ¢oziildii ve ratlara oral yolla 2 cc uygulandu.
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3.1.4. Analizlerde kullanilan cihaz ve malzemeler

Cihazlar;

Sogutmali santrifiij
UV-Visible EIA Spektrofotometre
pH metre

Hassas terazi

Magnetik karistiricilar
Otomatik pipetler
Buzdolab1

Saf su cihazi
Calkalayicili su banyosu
Homojenizator

Etiv

Vortex

Quartz plate

Rotary Evaporator

Malzeme ve kimyasallar

Amonyum molibdat — Merck

H,0, (Hidrojenperoksit) - Merck

NaH,PO4 (Sodyum dihidrojen fosfat) — Merck
CuSO4 — Merck

Hidrazin stilfat - Merck

NaOH (Sodyum hidroksit) - Merck
H3PO4(Fosforik asit) - Merck

Siilfanilamid - Merck

Hettich Universal 32 R
Biotechepoch
Thermo Orion Star III
Denver

Heildolpf

Eppendorf

Ariston

GFL 2012

GFL

Ika-T-18 Ultraturrax
Ecocell

Ika-MS2 Minishaker
Hellma

Buchi
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N-(1-naftil)-etilendiamin hidroklorid — Merck
Ksantin — Sigma

EDTA (Etilendiamintetraasetikasit) - Sigma
NBT (Nitroblue-tetrazoliumnit) - Sigma
Na,CO3(Sodyum karbonat) - Sigma

BSA (Bovine serum albumin) - Sigma
Ksantin oksidaz - Sigma

CuCl, (Bakar(IT) kloriir) - Sigma

Tris-HCI — Sigma

Sodyum potasyum tartarat - Merck

KI (Potasyum iyodiir) - Merck

H,SO4 (Siilfirik asit) - Merck

Stilfosalisilik asit - Merck

Askorbik asit - Merck

Glioksilik asit - Merck

DTNB (2,2’-Dinitro-5,5ditiyo-dibenzoikasit) - Merck
TBA (Tiyobarbutirik asit) - Merck

TCA (Trikloroasetik asit) - Merck
Perklorik asit — Merck
Trishidroksimetilaminometan - Merck
EDTA-Na; - Sigma

HCI (Hidroklorik asit) - Merck

Red. GSH (rediikte glutatyon) - Sigma

CHPO (Cumenhidroperoksid) — Merck
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3.2. Metot

3.2.1. Deneysel Uygulamalar

Bu calismada, 5 aylik 36 adet Sprague Dawley rat kullanildi. Ratlar rastgele her
grupta 6 rat olacak sekilde 6 gruba ayrildi. Paracetamol verilecek gruplardaki hayvanlar
24 saat a¢ birakilip ekstrakt verildikten 1 saat sonra 2 g/kg p.o. PARA verildi. 1. Grup
Kontrol grubu % 5’lik DMSO 1.p, 2. Grup TOE1 grubu 200 mg/kg/giin/i.p. Taraxacum
officinale ekstrakti % 5’lik DMSO’da ¢oziilerek i1.p, 3. Grup TOE2 grubu 250
mg/kg/glin/i.p. Taraxacum officinale ekstrakti, 4. Grup PARA Grubu, 2 g/kg/p.o.
Paracetamol, 5. Grup PTOEl grubu Paracetamol 2 g/kg/giin/p.o.+TOE 200
mg/kg/glin/i.p, 6. Grup PTOE2 grubu Paracetamol 2 g/kg/giin/p.o.+TOE 250
mg/kg/glin/i.p 8 glin boyunca uygulandi. Calisma sonunda ratlardan alinan kan ve
karaciger dokusunda biyokimyasal ve histopatolojik analizler yapilda.

3.2.2. Numunelerin Alinmasi:

Deneysel uygulamanin 8. giiniinde biitiin ratlar usuliine uygun olarak kesilip kan
ve karaciger dokular1 alindi.
Plazmanin Hazirlanmasi: Alinan kan lityum heparinli tiiplere aktarilarak, 3000
rpm’de, +4 °C’de 10 dk santriflij edilerek plazmalar1 ayrilip, biyokimyasal analizler
yapilincaya kadar -20 °C’de deep freezde saklandi.
Biyokimyasal ve Histopatolojik Analizler: Alinan kan ve dokular bazi biyokimyasal
analizler i¢in -20 °C deep freezde saklanip, alinan dokular % 10’luk formaldehit igine

konulup histopatolojik analizler yapilincaya kadar saklandu.

3.2.3. Biyokimyasal analizler
1) Plazmada Aspartat aminotransferaz (AST/GOT) tayini:
TML, Aspartat aminotransferaz (AST) ticari kiti analizde kullanildi.

Analizde kullanilan ¢ozeltiler:
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R1 (Reaktif 1): Tris tamponu pH 7.80, 88 mmol/L; L-Aspartat 260 mmol/L; LDH
>1500 U/L; MDH >900 U/L, Reaktif 2: o-Ketoglutarat 12 mmol/L; NADH 0.24
mmol/L.

Prensibi: Bu enzimatik metoda gore;

L-Aspartat + a-Ketoglutarat — 23" s Okzaloasetat + L-Glutamat

Okzaloasetat + NADH + H" — MPH <1 _Malat + NAD"

Seklinde reaksiyonlar gerceklesereck NADH, NAD’ye yiikseltgenir.'"”

Analizin yapihsi: Prosediirde verilen yontemlerle spektrofotometrede 340 nm dalga
boyunda 3 dakika boyunca 6lgiilerek plazma AST degerlerinin dakika basina degisen
optik yogunlugu hesaplandu.

2) Plazmada Alanin aminotransferaz (ALT) tayini:

TML, Alanin aminotransferaz (ALT) ticari kiti analizde kullanilda.

Analizde kullanilan cozeltiler:

R1 (Reaktif 1): Tris tamponu pH 7.50, 110 mmol/L; L-Alanin 600 mmol/L; LDH
>1500 U/L, R2 (Reaktif 2): a-Ketoglutarat 16 mmol/L; NADH 0.24 mmol/L

Prensibi: Enzimsel kinetik olan bu metoda gore;

L-Alanin + o-ketoglutarat — 2T 5 Piruvat + L-Glutamat

Piruvat + NADH + H" — % < 1 [aktat + NAD"

Seklinde reaksiyonlar gercekleserek NADH, NAD ye yiikseltgenir.'"”

Analizin yapihsi: Prosediirde verilen yontemlerle spektrofotometrede 340 nm
dalgaboyunda 3 dakika boyunca oOlciilerek plazma ALT degerlerinin dakika basina
degisen optik yogunlugu hesaplandi.

3) Plazmada Alkalen fosfataz (ALP) tayini:

TML, Alkalen fosfataz (ALP) ticari kiti analizde kullanildi.

Analizde kullanilan ¢ozeltiler:
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R1 (Reaktifl): Dietanol tamponu pH 10.2, 1.25 mol/L; Magnezyum kloriir 0.625
mmol/L, R2 (Reaktif 2): p-Nitrofenilfosfat 50mmol/L

Prensibi: Alkalen fosfatazin kinetik saptanmasi reaksiyonun olusmasi ile sonuglanr.''™

119

p-Nitrofenilfosfat + H,O0 —2 > p-Nitrofenol + inorganik Fosfat

Analizin yapihsi: Prosediirde verilen yontemlerle spektrofotometrede 405 nm
dalgaboyunda 3 dakika boyunca Olcililerek plazma ALP degerlerinin dakika basina
degisen optik yogunlugu hesaplandi.

4) Plazmada MDA tayini:

Analizde kullanilan ¢ozeltiler:

% 20 Trikloroasetik asit (TCA) ¢ozeltisi, TBA ¢ozeltisi (% 0.67) ve n-biitanol.
Prensip: Tiyobarbiitirik asit tepkimesi kullanilarak lipid igerik, diisik pH’da TBA
varliginda 1sitilarak 535 nm’de en yiiksek pik olusturan stabil kirmizi—-pembe renk elde
edildi. Bu rengi bir MDA molekiilii ile iki TBA molekiiliiniin birlesmesi sonucu olusan
kromojen verir. MDA'nin bir kismi peroksidasyon swrasinda olusurken, biiyiik
cogunlukta, ortam asitlestirildikten sonra uygulanan 1sitma asamasinda lipid
peroksidlerin yakilmasi sonucu olusur.'*’

Standart Egrinin Cizilmesi:
2.5-5-10 ve 20 pmol/L derisimlerinde olacak sekilde, etil alkolde ¢6ziinmiis 1.1.3.3-

tetraetoksipropan kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izildi.

Deneyin Yapihsi:

Test isaretli tiipe 0.5 mL plazma konulduktan sonra iizerine 2.5 mL TCA
cozeltisi, kor isaretli diger bir tiipe ise 3 mL TCA eklendi. Her iki tiipe de birer ml TBA
cozeltisi ilave edildi. Yarim saat 95 °C’de su banyosunda bekletildi. Daha sonra buzlu

su icerisinde hizla sogutuldu. Tiplere 4’er mL n-biitanol ilave edildi ve karistirildi

36



3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. n-biitanol tabakasi ayri bir tiipe alinarak,
absorbans 535 nm’de spektrofotometrede okundu. Standart egri kullanarak plazmadaki
MDA diizeyleri hesaplandu.

5) Plazmada GSH tayini:

Analizde kullanilan cozeltiler

- Proteinsizlestirme ¢ozeltisi: % 10’ luk TCA ¢ozeltisi

- 400 mM Tris-HCI tamponu (pH: 8.9)

- 2.5 mM DTNB ¢ozeltisi

- Standart ¢ozelti: 1 mM stok GSH c¢ozeltisi hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden SpuM- 100uM
arasinda seyreltmeler yapilarak standart ¢ozeltiler hazirlandi.

Plazmada glutatyon diizeyinin Ol¢lilmesinde Tietze yontemi kullanildi. Bu
yonteme gore plazma ile aynit hacimde eklenen TCA ¢dzeltisi ile proteinsizlestirilmis
orneklerdeki glutatyonun hem siilthidril hem de primer amino grubu 5,5-ditiyobis-2-
nitrobenzoik asit (DTNB) ile siddetli kolorimetrik tiirevler olusturur ve bu tiirevlerin
olusturdugu renk spektrofotometrik olarak saptandi.

Deneyin Yapihisi: TCA ile yapilan proteinsizlestirme isleminden sonra ¢okelti santrifiij
edilerek uzaklastirildi. Ust fazda GSH tayini yapildi (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Plazmada GSH tayini

Cozelti/Numune Kor Ornek Standart
Distile su 200 pL - -
Ust Faz Ornek - 200 uL -
GSH - - 200 uL
400 mM Tris-HCI 700 pL 700 pL 700 pL
2.5 mM DTNB 100 ul 100 ul 100 ul

Oda sicaklhiginda 10 dakika inkube edilerek absorbanslar 412 nm’de okundu.
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Hesaplama: Serum glutatyon diizeyleri, glutatyon standart grafigi kullanilarak okunan
absorbans degerlerinin karsilastiriimasiyla sonuglar pM olarak hesapland.'*’
6) Plazmada CAT tayini:

Katalaz tayininde H,O; ile plazmanin inkiibe edilmesinden sonra ortamda kalan
hidrojen peroksitin amonyum molibdatla stabil bir kompleks olusturmasi ve bunun
spektrofotometrik 6lgiimii temeline dayanan bir metod kullanilds.'**

Fosfat tamponu ile 20 kez dilue edilmis plazmanin 0.2 mL’si, 1 mL substrat (60
umol/L, pH: 7.4 sodyum potasyum fosfat tamponu i¢inde 65 mmol/mL H,0, ) ile 37
°C’de 60 sn inkiibe edildi. Enzimatik reaksiyon 1 mL amonyum molibdat (32.4mmol/L)
eklenerek durduruldu ve hidrojen peroksidin molibdatla olusturdugu sar1 renkli
kompleksin absorbanst 405 nm’de kore karst spektrofotometrede Olgiilerek A
numune’nin absorbans degeri elde edildi. A korl’in absorbans degeri 1 mL substrat, 1

mL molibdat ve 0.2 mL plazmanin ilave edilmesi sonucu elde edilerek asagidaki

formiile gore sonuglar hesaplandi. Asagidaki formiile gére sonuglar hesaplandu.
Katalaz aktivite hesab1 (kU/L) = ( (A korl —A numune ) / (A kor2-A kor3) ) x 271
7) Plazma ve karaciger dokusunda SOD tayini:

Analizde kullanilan ¢ozeltiler:

A) Olgiim Karisimi: 0.3 mM Ksantin, 0.6 mM EDTA-150 uM NBT, 0.4 M Na2COs3;
1.2 g/L BSA (Bovin Serum Albumin)

B) SOD enziminin aktivitesini 6l¢mek icin kullanilan ¢ozelti (167 U/L Xanthine
oksidaz): Hazir olarak temin edilen (1 mL’sinde 32 mg protein ve 0.3 U enzim ihtiva
eden) enzimden 70 pL alindi ve iizerine 4 ml soguk 2 M (NH4),SO4 ¢ozeltisi ilave
edildi.
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C) 2M (NH4):SO4 (Amonyum siilfat) : 1.0571 g (NH4)ZSO4 alindi, bir miktar distile
suda ¢oziildii ve hacmi saf soguk su ile 4 mL’ ye tamamlandi. Bu ¢ozelti taze olarak

hazirlandi ve +40C’de bekletilerek soguk bir sekilde kullanildi.

D) 0.8 mM CuCl, (Bakir Kkloriir): 0.0136 g CuCl2 alindi, bir miktar saf suda ¢oziiliip

hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamland1.

Prensibi :Ksantin, ksantin oksidaz enzimi vasitasiyla lirik asite doniistiiriiliiglinde
olusan siiperoksit radikalleri, ortamda NBT’nin (nitrobluetetrazolium) varliginda NBT
ile reaksiyona girerek 560 nm dalga boyunda, maksimum absorbans veren formazon
bilesigini meydana getirirler.Eger ortamda SOD enzimi varsa siliperoksit radikalleri bu

enzim tarafindan HzOz’ye dontstiiriildiigii icin formazon olusumu azalir ve buna baglh

olarak 560 nm’de Olciilen absorbans azalir. Absorbanstaki azalmanin miktar1 bize SOD
aktivitesi hakkinda bilgi verecektir.

SOD’ un Olgtimii ve aktivitesinin belirlenmesi olusan formazon miktarlar
dikkate alinarak gelistirilen formiille hesaplandz.'*
Deneyin Yapihisi: 25 g doku alinir hazirlanan homojenat tamponu ile hacmi 2.5 mL’ye
tamamlanarak ultraturraks ile 45 sn homojenize edildi ve 5000 G’de 60 dk santrifiij
edilip siipernatantlar1 kullanilmak iizere ayrildi. Bos deney tiiplerinin her birine 2.85 mL
Olciim tamponu konuldu. Test tiiplerine 100 pL hazirlanan slipernatant/ sulandirilmig
plazma eklenirken kor tiiptine 100 pL distile su eklendi. 50 pL. Xanthine Oxidase
cozeltisi tiim tiiplere aktarildiktan sonra 25 °C’de 20 dk inkiibe edildi. Sonra tiim tiiplere
ImL CuCl, ilave edilip, 560 nm’de reaktif soliisyonuna kars1 okundu.
Hesaplama (EU/mg doku) = (AAkor — AAnumune) / AAkor

(U/mL plazma) = (AAkSr — AAnumune) / AAkor

8) Plazma ve karaciger dokusunda Glutatyon peroksidaz (GPx) tayini:

Analizde kullanilan ¢ozeltiler:
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-TAMPONI-Tris-HCl tamponu (50mM pH:7.6): 6.057 g Trishidroksi
metilaminometan ve 0.372 gr EDTA-Na; ve 3.90 mL HCI alinip toplam hacim distile su
ile 1000 mL’ye tamamland.
-TAMPON II- Tris tamponu (0.4M pH: 8.9): 48.46 g Trishidroksi metilaminometan
almarak hacim distile su ile 1000 mL’ye tamamlandi ve pH HCl ile 8.9’a ayarland.
-Red GSH Soliisyonu: 6 mg Red Glutatyon alinarak hacim tampon I ile 10 mL’ye
tamamlanda.
-CHPO: 5uL alinarak tampon I ile 10mL’ye tamamlandi.
-DTNB Soliisyonu: 0.099 gr DTNB alinip hacim metanolle 25 mL’ye tamamlanda.
-TCA: % 10’luk TCA ¢0zeltisi hazirland1.

Her numune i¢in bir kontrol bir de 6rnek tiipli hazirlandi. Tiiplere 0.1 mL kan
(0.5 mL siipernatant) numunesi konuldu. Tiiplere 0.7 mL tampon I’den ilave edildi (0.3
mL dokuda). Sadece 6rnek tiiplerine 0.1 mL CHPO konulup ardindan 6rnek ve kontrol
tiiplerine 5’er sn araliklarla 0.1 mL Red. GSH eklendi ve 37 °C’de 10 dakika bekletildi.
Uzerlerine 5 sn araliklarla 1 mL TCA soliisyonu eklendikten sonra 5 dakika beklenip
2500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra yeni tiiplere siipernatantlardan 1mL
aktarildi. Bunlarin iizerine de 2 mL tampon II ilavesinden sonra 0.1 mL DTNB konarak
oda sicakliginda 5 dakika bekletildi ve 412 nm’de su kériine kars1 okundu.'**
Hesaplama= (E Kontrol- E Ornek) x Ekstinksiyon katsayisi/mg protein
Ekstinksiyon katsayis1: 0.76989
9) Dokuda MDA tayini:
Analizde kullanilan ¢ozeltiler:
-Renk ayraci: % 10’luk TCA ile perklorik asitle hazirlanan TBA 1yice karistirilir.

-Homojenat Tamponu: 0,2 mM, pH 7.4 olan, 150 mL Tris-HCL'®
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Deneyin Yapihsi:
Tablo 3.2. Dokuda MDA tayini

Cozelti/Numune Test Kor

FTS (fizyolojik

-- 250pL
tuzlu su)
Numune 250uL --
Renk ayraci 2250uL 2250uL

Vortekslenir, 100 °C’de 20 dk beklenir.

3000 rpm’de 10 dk santrifiij edilir.

Siipernatant 532 nm’de okunur.

Tiyobarbiitirik asit tepkimesi kullanilarak lipid igerik, diisik pH’da TBA
varliginda 1sitilarak 532 nm’de en yiiksek pik olusturan stabil kirmizi—-pembe renk elde
edildi. Bu rengi bir MDA molekiilii ile iki TBA molekiiliiniin birlesmesi sonucu olusan
kromojen verdi. MDA'nin bir kismi peroksidasyon sirasinda olusurken, biiyiik
cogunlukta, ortam asitlestirildikten sonra wuygulanan 1sitma asamasinda lipid
peroksidlerin yakilmasi sonucu olustu. Sonuclar 1.1.3.3 tetraethoxypropane’dan 10 pL
alinarak 10 mL absolut etanolde ¢6zdiiriiliip +4°C’de koyu bir sisede saklanan
standarttan standart kalibrasyon egrisi olusturularak hesaplandi ve nmol/g olarak
degerlendirildi.

10) Dokuda GSH tayini

GSH’1n doku ekstraksiyonu ve analizi i¢in 0.5 g doku tartildi. Doku iizerine 5
mL % 5’lik stilfosalisilik asit (SSA) ¢ozeltisi eklenerek dokular cam bagetle ezildi ve
vortekste iyice karistirilarak homojenize edildi. Homojenat 4500 rpm’de 15 dakika

santrifiij edildi. Elde edilen silipernatant igeriginin 1 mL’sine 5 mL fosfat tamponu
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eklenerek 60 °C’de 10 dakika bekletildi. Bu soliisyon ¢abucak oda 1sisina getirildi ve 1
mL DTNB ayirac ilave edilerek 412 nm’de ayrag¢ koriine kars1 optik dansitesi okundu.
Glutatyon hesaplamasi (umol GSH/g doku), glutatyon standardi (% 5 stilfosalisilik asit)
ile elde edilen kalibrasyon egrisinden hesaplandi.'*® '’

Hesaplama (mmol/g) = ((ODnumune-ODkor) x Ekstinksiyon kat sayisi-ODstd) x f

f: Sulandirma katsayisi

11) Dokuda CAT tayini:

Katalaz tayininde H,O; ile plazmanin inkiibe edilmesinden sonra ortamda kalan
hidrojen peroksitin amonyum molibdatla stabil bir kompleks olusturmasi ve bunun
spektrofotometrik 6l¢iimii temeline dayanan bir metod kullanilds.'**

Fosfat tamponu ile 20 kez dilue edilmis dokunun 0.2 mL’si, 1 mL substrat (60
umol/L, pH: 7.4 sodyum potasyum fosfat tamponu i¢inde 65 mmol/mL H,0, ) ile 37
°C’de 60 sn inkiibe edildi. Enzimatik reaksiyon 1 mL amonyum molibdat (32.4mmol/L)
eklenerek durduruldu ve hidrojen peroksidin molibdatla olusturdugu sar1 renkli
kompleksin absorbanst 405 nm’de kore karst spektrofotometrede Olgiilerek A
numune’nin absorbans degeri elde edildi. A korl’in absorbans degeri 1 mL substrat, 1

mL molibdat ve 0.2 mL silipernatant ilave edilmesi sonucu elde edilerek asagidaki

formiile gore sonuglar hesaplandi.
Katalaz aktivite hesab1 (kU/g) = ( (A korl —A numune ) / (A kor2-A kor3) ) x 271
12) Nitrit tayini

Analizde kullanilan ¢ézeltiler: Coupling ayiraci ve distile sudan olusur.
-Coupling ayraci: 300 mL distile su, 100 mL fosforik asit, 40 g siilfanilamid, 2 g N-(1-

naftil) etilen diamin hidroklorid alinarak karisim 1 litreye distile su ile tamamlanir.'?®
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Tablo 3.3. Nitrit analizinin yapilis asamalar1

Cozelti/Numune Test Kor
Numune 100uL --
Distile su -- 100puL

3 mL distile su

Vortekslenir iizerine 1 mL Coupling

Vortekslenir 10 dk beklenir ve 520 nm’de kdre kars1 okunur.

Nitrit standart1 olarak (100ppm) stok sodyum nitritten (koruyucu olarak % 0.1
kloroform kondu.) 0.5, 1.0, 3.0, 6.0, 10.0, 20.0 ppm standart soliisyonlar ¢ift distile
suyla hazirlandi. Standart egriden nitrit diizeyi 6l¢iildi.

13) Nitrat Tayini

Analizde kullanilan ¢ozeltiler:

-CuSO4 (Bakar (ID)siilfat): 0.0025 g alinarak 50 mL’ye distile su ile tamamlanir.
-Hidrazin Siilfat: 0.05 g hidrazin stilfat alinir, 50 mL’ye distile su ile tamamlanur.
-NaOH(Sodyum hidroksit): 0.4 g NaOH almip 50 mL’ye distile su ile tamamlanir.
-Coupling ayraci: 300 mL distile su, 100 mL fosforik asit, 40 g siilfanilamid, 2g N-(1-
8

naftil) etilendiamin hidroklorid almarak karisim 1 litreye distile su ile tamamlanur. 12

Tablo 3.4. Nitrat analizinin yapilis agamalar1

Cozelti/Numune Test Kor

Numune 100pL --

Distile su -- 100uL
ImL CuSO4

1 mL hidrazin sulfat

1 mL NaOH
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Vortekslenir iizerine 1 mL Coupling

Vortekslenir 10 dk beklenir ve 520 nm’de kdre kars1 okunur.

Nitrat standart1 olarak (100 ppm) potasyum nitrattan 2.5, 5.0, 7.5, 10, 12.5,15.0, ppm
sulandirma soliisyonlar1 double distile suyla hazirlandi. Standart egriden nitrat diizeyi
olctldi.

3.2.4. Histopatolojik Analizler

Hayvanlarin karaciger dokusunun bir kismi da histopatolojik incelemeler igin
dokular % 10’luk tamponlu formalin i¢ine alindi. Histopatolojik degerlendirme amaciyla
alinan karaciger dokular1t % 10’luk formalin soliisyonunda 24 saat tespit edildikten sonra,
akan ¢esme suyunda 10 saat yikandi. Rutin doku takibinde alkol (70°, 80°, 90°, 96° ve
100°) ve ksilol serilerinden gectikten sonra parafinde bloklara gomiildii. Her bloktan 4
pm kalinliginda kesitler alinip lam {izerinde preparatlar hazirlandi. Histopatolojik
inceleme i¢in hazirlanan preparatlar Hematoksilen-Eozin (HE) ile boyanip 151k

mikroskobu ile incelendi.

3.2.5. Istatitiksel Analizler
Kontrol, TOE1, TOE2, PARA, PTOEI ve PTOE2 gruplar1 arasindaki farkliligin
onemi icin SPSS 11.5 paket programi kullanilarak varyans analizi yapildi. Coklu

karsilastirma icin de Duncan testi yapildi.'*
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular

Parasetamol ile olusturulan hepatotoksisite ve TOE uygulanan gruplarin
plazmalarindaki AST, ALT, ALP, MDA, GSH, CAT, SOD, GPx, Nitrit ve Nitrat;
karaciger dokularindaki MDA, GSH, CAT, SOD, GPx, Nitrit ve Nitrat diizeyleri Tablo
4.1°de ve Tablo 4.2°de gosterilmistir.

4.1.1. Kan plazmasina ait biyokimyasal analizlerin sonuclan

Kontrol, TOE1, TOE2, PARA, PTOEl, PTOE2 gruplarinda plazma AST
diizeyleri swrastyla  52.250-47.673-57.080-167.099-80.315-184.834 U/L  olarak
saptanmig, TOE1 grubunda kontrol grubuna gore bir azalma, Para grubunda ise kontrol
grubuna gore bir artma gorilmiistiir. Gruplar arasinda yapilan istatistiksel analizlerde
p<0.001 diizeyinde 6nem bulunmustur (Tablo 4.1).

Plazma ALT diizeyi kontrol grubunda 44.801 U/L iken kontrol grubuna gore
TOEI1 grubunda hafif bir azalma ile birlikte TOE2 grubunda artig goriilmiistiir. Tablo
4.1°deki siras1 ile 44.801-43.353-54.564-133.473-77.178-127.585 U/L olarak 6l¢iilen
ALT diizeyi istatistiksel olarak p<0.001 diizeyinde anlamli bulunmustur (Sekil 4.2).

Kontrol grubu ALP diizeyi icin 44.727 U/L iken diger gruplar (TOE1, TOE2,
PARA, PTOE1, PTOE2) Tablo 4.1°deki sirasiyla 42.907-49.649-129.274-68.465-
119.293 U/L olarak 6l¢iilmiis ve kontrol grubuna gore kiyaslama yapildiginda TOE1
grubunda bir azalma goriliircken digerlerinde (TOE2, PARA, PTOEl, PTOE2)
yiikselme sz konusu olmustur. Istatistiksel olarak bu sonuglar degerlendirildiginde
p<0.001 diizeyinde 6nem bulunmustur.

Plazma AST, ALT ve ALP diizeyleri karaciger toksisitesiyle beraber 6nemli
derecede artmig PTOEIl grubunda ise bu parametrelerde 6nemli oranda (p<0.001)

azalmistir.
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Tablo 4.1. Kontrol grubu ile TOE1, TOE2, PARA, PTOEI1, PTOE2 gruplarinin plazmasindaki baz1 biyokimyasal parametreler.

MDA GSH NITRIT NITRAT
GRUPLAR AST (U/L) ALT (U/L) ALP (U/L) CAT (KU/L) SOD (U/mL) GPX (U/mL)
(mmol/L) (mmol/L) (ppm) (ppm)
KONTROL " 44.801£1.430  44.727+2.15  10.917+0.450 , 243.775+11.5  13.694+0.130 - i
52.250+1.952™ i 0.233+0.011* i , 5.893+0.117° 0.439+0.022° 10.590+0.263
(X+Sx) n=6 ¢ 3¢ ¢ 16° a
TOEI1 (X+Sx) i 43.35342.050  42.907+2.17  10.300+0.281 . 432310£20.1  13.959:0.096 - i
47.673+1.56 8° ] 0.218+0.009" N , 5.938+0.182" 0.450+0.008° 9.888+0.151
n:6 < 90 c 70d a
TOE2 (X+Sx) . 54.564+0.612  49.649+0.11  11.167+0.222  464.581+26.4 , - .
57.080+0.569" . gt ] 0.168+0.007° " 13.829+0.14* 5.934+0.187° 0.824+0.141 10.929+0.335
n:6 c a
PARA (X+Sx) ©133.473£045  129.274+0.4  15.267+1.187 w 379164259  12.879:0.267 . ,
167.099+22.228" , , . 0.190+0.018" . . 5.490+0.101 1.256+0.021° 10.951+0.391
n=6 3 34° 06
PTOEI (X+Sx) . 77.178+0.820  68.465£0.67  10.417+0.163 . 449442681  13.959:0.137 , i
. 80.315+2.182 . " . 0.202+0.009" » . 6.430+0.447° 0.595+0.041° 10.229+0.200
=
PTOE2 (X+Sx) , 127.585+0.76  119.293+0.2  19.200+0.716 . 453185172 14.118+0.157 - i
184.834+2.998" . . , 0.215+0.012" , , 5.856+0.186" 0.545+0.037° 10.474+0.277
n=6 2 69 @ 1* a
P .

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 ve a, b, c, d, e: Ayn1 siitunda farkli harfle gdsterilen ortalamalar aras1 fark 6nemlidir (p< 0.05).



Plazma MDA diizeyinin incelenmesi sonucunda kontrol grubunda 6l¢iilen deger
10.917 mmol/L iken bu gruba goére TOE1 ve PTOE1 gruplarindaki diistis ile birlikte
TOE2, PARA, PTOE2 gruplarinda kontrol grubuna gore yiikselmeler izlenmistir. Tablo
4.1°deki siraya gore MDA diizeyleri 10.917-10.300-11.167-15.267-10.417-19.200
mmol/L olarak belirlenmis ve istatistiksel olarak p<0.001 diizeyinde 6nem saptanmistir.

GSH diizeylerine gore gruplar Tablo 4.1°deki sirasiyla 0.233-0.218-0.168-0.190-
0.202-0.215 mmol/L olarak o6l¢iilmiis ve kontrol grubuna gore TOE2 ve PARA
grubundaki belirgin azalma istatistiksel olarak p<0.01 diizeyinde anlamli oldugu tespit
edilmistir.

Plazma katalaz diizeyleri i¢in kontrol grubu 243.775 kU/L olarak 6l¢iiliirken,
ozellikle bitki gruplarinda (TOE1, TOE2, PTOE1L, PTOE2) olmak iizere kontrole gore
bir artma saptanmistir (p<0.001) Gruplar Tablo 4.1’deki swrasiyla 243.775-432.310-
464.581-379.164-449.442-453.185 kU/L olarak 6l¢tilmiistiir.

Plazma SOD diizeyi kontrol grubunda 13.694 U/mL iken buna gére PARA
grubunda azalma ve diger gruplarda (TOE1, TOE2, PTOEIl, PTOE2) artma
belirlenmistir. Tablo 4.1°deki sirastyla 13.694-13.959-13.829-12.879-13.959-14.118
U/mL olarak ol¢iilmiis ve istatistisel olarak p<0.001 diizeyinde 6nem saptanmustir.

GPx tayini sonucunda sayisal olarak, kontrol grubunda olglilen deger 5.893
U/mL olup, TOE gruplarinda (TOE1, TOE2, PTOE1, PTOE2) kontrol grubuna gore
artis, PARA grubunda azalma goézlenmistir. Tablo 4.1°deki swraya gore 5.893-5.938-
5.934-5.490-6.430-5.856 U/mL seklindedir. Istatistiksel olarak ¢ok énemli olmamakla
birlikte p<0.05 diizeyinde 6nem gdzlenmistir.

Nitrit diizeyi kontrol grubunda 0.439 ppm iken bu gruba gore TOE ve PARA

gruplarinda genel olarak bir artis s6z konusu olmustur. Gruplar Tablo 4.1’deki sirasina
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gore 0.439-0.450-0.824-1.256-0.595-0.545 ppm olarak Olclilmiis gruplar arasindaki
istatistiksel agidan 6nem p<0.001 diizeyinde anlamli olmustur.

Kontrol grubunda nitrat diizeyi 10.590 ppm ve gruplar Tablo 4.1°de gosterilen
sirasina gore 10.590-9.888-10.929-10.951-10.229-10.474 olarak Olgiilmiis istatistiksel
olarak énem saptanmamistir (OS).

Tablo 4.1.’de verilen kontrol grubu, TOE1, TOE2, PARA, PTOEI ve PTOE2
gruplariin plazmalarindaki tiim parametrelerin degisimleri Sekil 4.1-10°da grafiksel

olarak gosterildi.

250,00

200,00 184,83

-
()]
~
=
o

150,00 e

100,00 LEETET 80,32

50,00

0,00

AST (U/L)

% KONTROL B TOE1 ®TOE2 == PARA I PTOE1 °- PTOE2

Sekil 4.1. Plazma AST diizeyinin gruplara gore dagilimi.
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Sekil 4.2. Plazma ALT diizeyinin gruplara gore dagilima.
160
140 129,274
100 ——
80 68,465
60
40

20

ALP (U/L)

N KONTROL RTOE1 @TOE2 ¥PARA IIPTOEL = PTOE2
Sekil 4.3. Plazma ALP diizeyinin gruplara gére dagilimu.
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20 19,2
15 odum

10,417
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5% KONTROL B TOE1 @ TOE2 = PARA IIPTOE1 = PTOE2

Sekil 4.4. Plazma MDA diizeyinin gruplara gore dagilimi.
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Sekil 4.5. Plazma GSH diizeyinin gruplara gore dagilima.
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Sekil 4.6. Plazma CAT diizeyinin gruplara gore dagilima.
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Sekil 4.7. Plazma SOD diizeyinin gruplara gore dagilima.
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Sekil 4.8. Plazma GPx diizeyinin gruplara gore dagilimi.
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Sekil 4.9. Plazma Nitrit diizeyinin gruplara gére dagilimu.
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Sekil 4.10. Plazma Nitrat diizeyinin gruplara gore dagilimi.

4.1.2. Karaciger dokusuna ait biyokimyasal analizlerin sonuclar

Karaciger MDA diizeyi kontrol grubunda 47.467 nmol/g olarak tespit edilirken
kontrol grubuna gére TOE1 ve TOE2 gruplarinda artis (65.024-68.077 nmol/g), PARA
grubundaki artisin en fazla oldugu (108.502 nmol/g) ve PTOEI ve PTOE2 gruplarinin
PARA grubuna gore 6nemli oranda azalma (p<0.001) gosterdigi saptanmastir.

Karaciger dokusu GSH diizeyi TOE1, PARA, PTOEI1 gruplarinda kontrol grubu

karsilastirildiginda bu gruplarda azalma; TOE2, PTOE2 gruplarinda artis gostermistir.
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Tablo 4.1°deki sirasiyla 0.436-0.414-0.598-0.240-0.337-0.460 mmol/g olarak Sl¢iilmiis
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.001).

Karacigerde CAT diizeyi kontrol grubunda 123.701 U/g olarak saptanirken
TOE’nin verildigi gruplarda (TOE1, TOE2, PTOE1, PTOE2) kontrol grubuna gére
artis gozlenmistir. Gruplardaki diizeyler Tablo 4.2°deki swrasiyla 123.701-239.880-
181.870-102.651-155.107-132.00 U/g seklinde belirtilmistir. PARA grubunda CAT
diizeyi 6nemli oranda azalmis, PTOE1l ve PTOE2 gruplarindaki bu diizey PARA

grubuna gore onemli oranda artmistir (p<<0.001).
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Tablo 4.2. Kontrol grubu ile TOE1, TOE2, PARA, PTOEI1, PTOE2 gruplarinin karaciger dokusundaki bazi biyokimyasal parametreler.

GRUPLAR MDA (nmol/g) GSH (mmol/g) CAT (U/g) SOD (EU/mg) GPX (U/mg) NIiTRIT (ppm) NiTRAT (ppm)
KONTROL(X*Sx) N b b b d
47.467+3.178°¢ 0.436+0.032"° 123.701+13.399°° 7.317+0.288 10.509+0.850 12.478+1.035 76.783+5.032
n=6

TOE1(X+Sx)n=6 65.02443.236" 0.41440.044% 239.880+36.241° 8.853+0.196" 10.350+0.674 12.922+0.728° 93.416+1.028%
TOE2(X+Sx)n=6 86.077+2.436% 0.598+0.038* 181.870+21.375° 8.917+0.356° 11.195+0.542 12.512+0.570° 89.598+3.332%4
PARA(X+£Sx)n=6 108.502+18.310° 0.240+0.011¢ 102.651+4.411°¢ 6.938+0.302" 9.265+0.679 18.989+0.411°% 121.19946.559°

PTOE1(X£Sx)n=6 53.327+1.897°¢ 0.337+0.060% 155.107+8.673" 7.390+0.348° 1.699+0.586 17.278+1.354* 95.515+1.892°¢
PTOE2(X£Sx)n=6 58.802+5.243° 0.460+0.030° 132.000+11.531% 5.6414+0.937¢ 9.606+0.930 18.512+0.706* 140.994+ 10.492°

p stk ok stk ok stk ok stk ok OS stk ok stk ok

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 ve a, b, ¢, d: Ayn siitunda farkl: harfle gosterilen ortalamalar arasi fark 6nemlidir (p< 0.05).
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SOD tayini i¢in karaciger dokusunda yapilan 6l¢iimlerde kontrol grubu 7.317
EU/mg olarak olcililmiis sadece bitki ekstrakti uygulanan gruplarda (TOE1, TOE2)
SOD enzim diizeyi kontrol grubuna gore artmis (8.853-8.917 EU/mg), PARA
grubundaki SOD diizeyi kontrol grubuna gore 6nemli oranda azalmistir. Ayrica PARA
grubuna gore PTOE1 grubunda bu diizeyde artis s6z konusuyken PTOE2 grubunda
azalis sz konusudur. Istatistiksel analiz sonucunda gruplar arasindaki 6nem p<0.001
diizeyinde 6neme sahip olmustur (Tablo 4.2).

GPx diizeyi Tablo 4.2’deki sirasiyla 10.509-10.350-11.195-9.265-11.699-9.606
U/mg olarak 6l¢iilmiis ve TOE2, PTOEI gruplarinda kontrol grubuna gore bir artma séz
konusu iken istatistiksel agidan dnem tespit edilmemistir (OS).

Karaciger nitrit diizeyi kontrol grubunda 12.478 ppm iken Tablo 4.2°deki
gruplarin sirast ile nitrit diizeyleri swasiyla 12.478-12.922-12.512-18.989-17.278-
18.512 ppm olarak 6lgiilmiistiir. TOE1, TOE2, PTOEI, PTOE2 gruplarinda kontrol
grubuna gore bir artma ile birlikte, PARA grubunda 6nemli oranda artis (p<<0.001) tespit
edilmistir (Tablo 4.2).

Kontrol grubu karaciger dokusu nitrat diizeyi 76.783 ppm iken bitki ekstrakti
gruplarinda (TOE1, TOE2, PTOEI1) artis ile birlikte PARA ve PTOE2 gruplarinda
anlaml oranda artig goriilmiistiir (p<0.001). Kontrol grubu disindaki diger gruplardaki
nitrat diizeyi Tablo 4.2°deki siras1 ile 76.783-93.416-89.598-121.199-95.515-140.994
ppm olarak ol¢iilmiistiir. Gruplar arasinda istatistiksel olarak p<0.001 diizeyinde anlam
bulunmustur (Tablo 4.2).

Tablo 4.2.°de verilen kontrol grubu, TOE1, TOE2, PARA, PTOE1 ve PTOE2
gruplarmin karaciger dokusu tiim parametrelerinin degisimleri Sekil 4.11-17°de

grafiksel olarak gosterildi.
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4.2. Histopatolojik Bulgular

Bu calismada yapilan patolojik muayene sonucuna gore; Kontrol, TOEI ve

PTOEI gruplarinda bulunan ratlarin karacigerleri koyu kahverenginde iken PARA,

TOE2 ve PTOE2 gruplarindaki ratlarin karacigerlerinin solgun, genislemis ve kenarlari

kiit sonlandig1 goriildii.
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Karacigerin  histopatolojik  incelemelerinde  kontrol —grubu ratlarinda

karacigerlerin normal histolojik yapida oldugu gozlenmistir (Sekil 4.17).

Sekil 4.19. TOE1 grubu ratlarinin karacigerlerinin normal histolojik yapist (HxE)
Bar=50pm.

TOE1 grubu ratlarmin karaciger hepatositlerinde kontrol grubu gibi normal

histolojik yapida oldugu gozlenmistir (Sekil 4.18).

Sekil 4.20. TOE2 ratlarmin karacigerlerinde hafif hidropik dejenerasyon (HxE)
Bar=50pm.
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TOE2 ratlarinin karaciger hepatositlerinde periportal bdlgelerinde hafif bir

hidropik dejenerasyon gozlenmistir(Sekil 4.19).

Sekil 4.21. PARA grubu ratlarinin karacigerlerinde siddetli hidropik dejenerasyon
(HxE) Bar=50pm.

PARA grubu ratlarinin karacigerlerinde hepatositlerde siddetli diffuz hidropik

dejenerasyon ve yer yer nekrotik hiicrelere rastlanmistir (Sekil 4.20).

Sekil 4.22. PTOEI grubu ratlarinin karacigerlerinde ¢ok hafif hidropik dejenerasyon.
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PTOE1 grubu ratlarinin karacigerlerinde ¢ok hafif bir hidropik dejenerasyon

gorilmistiir (Sekil 4.21).

Sekil 4.23. PTOE2 grubu ratlarmin karacigerlerinde ¢ok siddetli hidropik dejenerasyon

(HxE) Bar=50pm.

PTOE2 grubu ratlarinin karacigerlerinde hidropik dejenerasyon c¢ok siddetli

oldugu belirlenmistir (Sekil 4.22).

Tablo 4.3. Karacigere parasetamoliin etkileri

GRUPLAR KARACIGERDE  HiDROPIK
DEJENERASYONUN SIiDDETI

KONTROL -

TOE1 -

TOE2 -

PARA -+

PTOEI +

PTOE2 -+
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5. TARTISMA

Parasetamol, asetoaminofen olarak bilinen analjezik ve antipiretik ilagtir ve asiri
dozda alindiginda hayvanlarda ve insanlarda hepatotoksisite ve nefrotoksisiteye neden
olur.”?® Parasetamoliin yiiksek dozda almmasi sonucu sitokrom p-450 enzimleriyle
toksik metabolit olan NAPQI’ya (N-asetil-p-benzokuinonimin) doniisiip oksidatif
strese, glutatyon tiiketimine ve ¢oklu doymamis yag asitlerinden hidrojen alarak lipid

. 130-132
peroksidasyonunun artmasma yol agar."*%"?

Bu reaktif metabolitler glutatyon tiiketimi
gibi cesitli mekanizmalarla hiicre stresini baglatir veya bu metabolitler enzimlere,
lipitlere, niikleik asitlere ve diger hiicresel yapilara baglanabilirler.'*?

Onceden yapilan bircok calisma oksidatif stres siiresince farkli dokulardaki
enzimatik sistem antioksidanlarmm farkli miidahalelerinin oldugunu gostermistir."** Bu
enzim miidahalelerinin ¢esitliligi, miktarindaki farkliliktan, dogalligindan ve 6zellikle
de dokularm enzim aktivitesinden kaynaklanir. Farkli hiicre i¢i boliimlerle baglantili
bazi enzimler farkli etkiler olusturabilirler.'** Karacigerdeki diisiik antioksidan enzimler
yalnizca dokulardaki hasara degil ayn1 zamanda enzimin yapisini, fonksiyonunu ve
enzimatik gen ekspresyonunun zarar gérmesine neden olurlar.'*

Dogal antioksidanlar sadece besin lipidlerini oksidasyondan korumakla kalmaz
biyolojik dejenerasyondan kaynaklanan hasarlar1 dnleyerek saglik {izerine olumlu katki
saglarlar.”®” Antioksidan savunmanmn azalmasi ROS (Reaktif oksijen tiirleri) tiretimini,
dolayisiyla oksidatif stresin olugmasini ve kronik karaciger hastaliginin ortaya
¢ikmasina neden olur."*® ROS iiretimin artmasi da enzimatik proteinlerin ¢ok yogun bir
bicimde oksidatif modifikasyonundan ileri gelir.”’

Modern tibbin ilerlemesine ve hepatik hiicrelerin rejenerasyonuna yardimci ve
karacigeri koruyan ilaglarin yaygin olmasma ragmen karaciger hastaliklarmi dnlemede

birok bitki ekstakti kullanilmaktir.'* Geleneksel tipta ihtiyag olduk¢a bazi bitkiler
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karaciger hastaliklarinin tedavisi i¢in etnofarmakolojik yaklasimla detayli bir inceleme
ile kullanilmiglardir. Kullanilan bu bitkileri fenoller, kumarinler, lignanlar, terpenoidler,
karatenoidler, glikozidler, flavonoidler, organik asitler, alkoloidler ve ksantinleri igeren
aktif yapilar1 olustururlar. Bunlardan bazi fitomolekiillerin karaciger koruyucu oldugu
bildirilmistir."*’

Bitkilerin koruyucu etkilerinin olmasi bitkisel ilaglarin kullanilmasmin devamina
olanak saglar. Flavonoidler gibi fenolik ve diger antioksidan bilesikler karaciger
bozukluklarini da igeren ¢ogu kronik hastaliklarda 6nemli rol oynarlar.'*!#*

Dandelion kokleri karaciger fonksiyonlari desteklemekte, c¢esitli dermotolojik
ve sistemik bozukluklarda karaciger fonksiyonunu arttirici ve detoksifikasyonunda
kullanilan bir bitki tiriidir. " '*'48

Bazi ¢alismalar Taraxacum officinale’nin antioksidan aktivite gosterdigi, yangi
6nleyici ve karaciger koruyucu bir bitki oldugunu agik¢a gdstermislerdir.'* '°
Dandelion immun sistemi korumaya yardimeci olmakla birlikte klinik yonden sagligi
korur. Koklerini kullanmak karaciger detoksifikasyonuna ve yapraklari da bobrek

fonksiyonlarmi desteklemek igin etkilidir.*®

Dandelion genellikle safra kesesi
hastaliklarinda ve hepatit tedavisinde kullamilan bitkisel karisimlarda kullanilmaktadir.”’

Karaciger hasari; karaciger enzimleri ve oksidatif statii ile belirlenir. Karaciger
yaralanmalarinin en duyarli indikatorlerinden biri dolagimdaki transaminazlar ve
serum/plazma alkalen fosfatazlardir."”' Karaciger hasarmimn belirleyici enzimleri olmasi
acisindan 6nem tasiyan enzimler; aspartataminotransferaz (AST), alaninaminotransferaz
(ALT), alkalenfosfataz (ALP) ve bilurubindir.”’AST hepatositlerin mitokondrilerinde
baskin olarak bulunurken ALT daha spesifik bir sekilde stoplazmada mevcuttur. Bu

durumun karaciger hasarini belirlemede daha etkili oldugu bilinir. Serum ve plazma

ALP ve bilirubin hepatosit hasariyla daha ¢ok baglantilidir. Bdylece karaciger
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bozuklugunu degerlendirmek i¢in AST, ALT, ALP biyokimyasal markerlermin yaygin
olarak kullamldig1 bildirilmistir.">* '**

Parasetamol ya da bagka bir toksik maddenin (CCls, etanol vb.) viicuda
alimmasiyla AST, ALT, ALP’deki onemli degisiklikler karacigerin biitiiniinde hasarin
meydana geldigini gosterir. Ciinkii lokasyonu sitoplazmik olup hepatotoksisitenin
gelisimini gosteren selliiler hasardan sonra bu enzimler salmirlar.'>*'*

Karaciger hiicrelerinde toksisite inflamasyonundaki karaciger hasar1 AST,
ALT’deki yiikselme ile kendini gosterir ve safra kesesi hiicrelerindeki yangida agirlikli
olarak serum/plazma ALP diizeyindeki yiikselme ile sonuglanir.'® 7 5%
Parasetamoliin oral olarak ratlara uygulanmasiyla karaciger hasarini gosteren serum
veya plazma AST, ALT, ALP enzim aktivitelerindeki onemli artis olarak kendini
gostermis bu diizeylerin toksikasyon grubu ile kontrol grubunun karsilastirilmasinda
artisin s6z konusu olmasi (p<0.05) toksik etkisinin oldugunu ortaya koymustur.'”
Buna benzer bagka calismalarda ratlarda hepatotoksisite olusturulmasinda toksisite
grubu kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak p<0.001 diizeyinde 6nemli

100-162 Baska galismalarda da ratlarda CCly ile olusturulan karaciger

bulunmustur.
hasarinda serum AST, ALT, ALP diizeylerinin kontrol grubu ile kiyaslanmasinda
6nemli derecede artma (p<0.05) oldugu ifade edilmistir.'®> '** Al-Malki ve ark.'®’nin
calismasina gore serum AST, ALT, ALP diizeyleri i¢in toksikasyon gruplari ile kontrol
grubu karsilastirildiginda p<0.01 oraninda artis gosterirken, buna benzer ¢aligmalarda
benzer sonuclar bulunmustur.'®'®® Tabassum ve ark.'® aragtirmasinda olusturdugu
toksisite grubunu kontrole gore karsilastirdiginda AST diizeyinde 6nemli olmamakla
birlikte bir artma, ALT diizeyinde p<0.01 oraninda bir yiilselme ve ALP diizeyinde

p<0.001 oraninda bir artis tespit etmistir.'® Ratlarda CCl, ile hepatotoksisite olusturan

baska arastirmalarda AST, ALT ve ALP diizeylerinin kontrol grubuna gbére dnemli
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derecede arttigmi (p<0.001) gozlemislerdir.'’>'"" Bu ¢alismada da  toksikasyon
grubunda plazma AST, ALT, ALP seviyelerinin kontrol grubuna gore yiikselmesi
p<0.001 diizeyinde 6nemli bulunarak yapilan caligmalarlar ile Ortiistiigii saptanmistir.
Literatiirde bulunan verileri destekleyen bir¢ok calisma vardir, bu calismada
toksikasyon gruplarinda genel olarak AST, ALT, ALP seviyelerinde artis ile beraber
verilen bitki ekstrakti ile karaciger enzim seviyeleri karacigerin iyilesmesinden dolay1
azalmistir.

Fallah Huseini ve ark.’nin' ¢alismasma gore Taraxacum officinale bitkisinin
koklerinden hazirlanan etanol ekstraktmin ratlara verildigi 300 mg/kg dozunda serum
AST, ALT, ALP diizeyleri toksisite grubu ile kiyaslandiginda azalma goézlenmistir.
Toksikasyon grubunda da belirtilen parametreler kontrol grubuna gore yiikselme
gdstermistir.””® Diger bir ¢alismada etanolle olusturulan toksik hepatitte, hepatik
markerlarin diizeyinde Taraxacum officinale bitkisinin kdklerinden elde edilen su
ekstraktinin uygulandig1 farelerde onemli derecede azalma (p<0.05) gozlenmis ve
bitkinin koklerinde mevcut olan seskiterpen laktonlarin karaciger koruyucu etkisinden

sorumlu oldugu vurgulanmistir.'*

Dandelionun yapraklar1 ile elde edilen su
ekstraktinin kullanildig1 bir arastrmada toksikasyon olusturulan bir gruba 0.5 g/kg
ekstre verilmesi AST ve ALT diizeylerini toksisite grubuna gore azaltirken 2 g/kg
dozunda ekstre uygulanmasmmn daha etkili oldugu savunulmustur (p<0.05).'°* Baska bir
calismada farelerde Parasetamol ile olusturulan toksik hepatitte plazma AST, ALT
diizeyleri artmis, Taraxacum officinale yapraklarmmn 0.1 ve 0.5 mg/mL dozlar
uygulanarak karaciger iizerine koruyucu etkileri gozlenmistir.'*®

CCly ile toksisite olusturulmus farelerde Taraxacum officinale koklerinin su-

etanol ekstraktinin 200 ve 600 mg/kg dozlarinin uygulanmasiyla toksikasyon grubunda

kontrole gore bu parametrelerin 6nemli oranda arttigin1 (p<0.05) belirtmislerdir. CCly
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ve CClL+200 mg/kg bitki ekstrakti dozunun verildigi gruplar kontrol grubuna gore,
AST, ALT, ALP diizeylerini p<0.05 diizeyinde arttirmis, CCls +600 mg/kg’lik dozda bu
degerlerde AST ve ALT’de artisin (p<0.05) ve ALP’nin normal smnirda oldugu
goriilmiistiir. Diger taraftan sadece ekstrenin 600 mg/kg dozunun uygulandigi grubun
AST, ALT ve ALP diizeylerini, toksisite grubuna gore azalttigini1 (p<0.05) ve 600
mg/kg dozun kontrol grubu ile karsilastirilmasinda serum markerlarini etkilemedigini

! Domitrovic ve ark.”' gdre 600 mg/kg’lik dozun karaciger koruyucu

belirtmiglerdir.
ozelliginin 200 mg/kg dozundan daha fazla oldugu bildirirken bu calismada 250
mg/kg’lik dozun toksik etki yaptig1 saptanmustir.

Bulgularimizin aksi olan bir diger calismaya gore Taraxacum officinale’nin kok
ekstraktmin 750 mg/kg/giin dozunun ratlara uygulanmasi serum AST diizeyini
toksikasyon grubuna gore p<0.01 6nemde, serum ALP diizeyini p<0.0001 6nemde

diisiirdiigiini saptamuslardir.'”?

Fakat bu c¢alismadaki bulgulara gore PTOE2
(Parasetamol+TOE250 mg/kg/giin) grubunda bu diizeylerin diismedigi go6zlenmis
aksine karaciger lizerinde toksik etki yaptigi bununda kullanilan ekstraktin ¢igek, govde
ve yapraklarinida kapsamasindan kaynaklanabilecegi kanaatine varilmistir.

CCly; veya parasetamol gibi maddelerin olusturdugu metabolitler c¢oklu
doymamis yag asitleriyle lipid peroksidasyonuna yol agan bir zincir reaksiyon
olustururlar veya lipidlere kovalent olarak baglanarak proteinlerin ve hiicre
membraninin  yikimmma yol agarlar. Lipid peroksidayonunun nedeni hiicre
membranindaki ¢oklu doymamis yag asitlerinden ileri gelen biiylik bir aldehit olup
MDA seviyesinin ylikselmesi ile sonuglanir, bu sonuclar da beraberinde karaciger hasar1
olusumunu meydana getirir.'”>"7°

Ratlarda parasetamol ile hepatoksisite olusturulan g¢alismalarda toksikasyon

grubunun kontrol grubu ile karsilasgtirilmasinda MDA diizeyinde ¢ok Onemli bir
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yiikselme (p<0.05) séz konusu olmustur.”” 77

Parasetamolle toksik hepatit
olusturulmus ratlarda plazma MDA diizeyi kontrol grubuna gore artis (p<0.05)
gosterirken karaciger MDA diizeyi 6nemli oranda (p<0.001) artis gdstermistir.'®”
Parasetamol ile olusturulan toksik hepatitte plazma'’® ' ve karaciger'®*'** MDA
diizeylerinin arttig1 gosterilmistir. Yapilan farkli ¢aligmalar antioksidan 6zellige sahip
cesitli bitkilerin hepatoprotektif 6zelliklerinden yararlanilarak karaciger hasarmni tedavi
edip lipid peroksidasyonunu azalttig1 yoniindedir,'** 196160 183

Taraxacum officinale’nin ¢icek, yaprak, sap ve koklerinin ekstrelerinin yalniz
veya CCl, gibi toksik etmenlerle kombinasyonlarinda Fe™ ve askorbik asit ile olusan
lipozomal lipid peroksidasyonu Olgiilerek belirlenmistir. Dandelion ekstraktinin
antioksidan etkilerinin lipid peroksidasyonunu azalttigmi belirtmislerdir.'** Dandelion
ve yesil yaprakli birkac sebzeden olusan bitki karisimindan farelere uygulama yapilan
bir bagka ¢alismada lipid peroksidasyonunu azaltarak karaciger dokusunda hepatositleri
koruyucu etkileri gézlenmistir.’' Dandelion’un su ile yapilan ekstraktmi kullamilan
calismada bitki grubundaki lipid peroksit diizeyini kontrol grubundakine gore daha
diisiik bulmugtur.'®

Sumanth ve Rana’nin'® caligmasma gore Taraxacum officinale koklerinden
alkolle yapilan ekstraktim1 oral yolla 50 ve 100 mg/kg olarak iki ayr1 dozda
uygulamislar; 100 mg/kg dozunda MDA diizeyinde toksisite grubuna gore azalma
(p<0.01) gosterdigini tespit etmislerdir. Ayrica toksisite grubunu kontrol grubu ile
kiyasladiklarmda MDA diizeyinde 6nemli derecede yiikselme (p<0.001) gériilmiistiir.'®

You ve ark.'* alkolle yapmis oldugu toksikasyon ile meydana gelen karaciger
hasari, ROS iiretimi ile lipid peroksidasyonunun artmasinin (p<0.05) biiyiik oranda

oksidatif stresle baglantili oldugunu, Taraxacum officinale koklerinden su ile yapilan

ekstraktin radikal temizleyici o6zelliginin olmasi bakimindan faydali olacagini
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belirtmiglerdir. Toksisite ile olusturulan karaciger MDA diizeyindeki artisin; lutein,
luteolin-7-O-glukozid ve polifenoller igeren Dandelion’un verilmesiyle MDA diizeyinin
azaldig1 saptanmustir.'®* '’ Park Chung Mu’ya'® gore toksisite olusturulan grupta
kontrol grubuna gére MDA diizeyinin 6nemli derecede yilikselmesiyle (p<0.05) birlikte
Dandelion yapraklarmin su ekstraktinin toksisite olusturulan gruba gore 0.5 g/kg dozu
icin MDA diizeyinde azalma gosterirken 2 g/kg dozu daha biiyiik bir distis (p<0.05)

gdstermistir. %

Bu calismada da Taraxacum officinale’nin ¢icek, goévde ve
yapraklarindan elde edilen etanol ekstraktinin hepatotoksisiteyi ve lipid
peroksidasyonunu azalttigi (p<0.001) saptanmustir.

Dandelion’un yaprak ekstrakti kok eksrakti ile kiyaslandiginda; yaprak
eksraktinin hidrojen peroksit temizleme aktivitesinin daha yiliksek oldugu bunun
sebebinin de yaprak igeriginin daha fazla polifenol tasimasindan ileri geldigi
bildirilmistir."® Taraxacum officinale’nin ¢iceklerinden elde edilen ekstraktin reaktif
oksijen tiirlerinden dogan hasar1 inhibe ettigi, ROS’dan DNA’y1 korudugu ve nitrik
oksit hasarinda etkili oldugu goriilmiistiir. Bu etkinin kafeik asit ve klorojenik asit
yanimnda lutein ve luteolin-7-O-glukozid flavonlarindan kaynaklandig1 diisiiniilmiistir.'™
188, 189

GSH; hidrojen peroksit, siiperoksit radikalleri gibi radikal tiirleri uzaklastirir ve
membran protein tiyollerini korur. Hepatik mitokondrideki GSH tiiketimi parasetamol
ile olusturulan hepatotoksisitedeki en dnemli mekanizma olarak diisiiniiliir. Parasetamol
gruplarinda indirgenmis GSH seviyesinin tiilkenmesinin NAPQI ile GSH’in
konjugasyonundan olusan merkapturik asitten ileri geldigi bildirilmistir."”® Hepatik
GSH enzimatik olmayan ROS temizliginde ve enzimatik antioksidanlarin korunmasinda

192

hayati rolii olan ¢ok onemli bir antioksidandir."" Parasetamol kaynakli

hepatotoksisitenin NAPQI reaktif metabolitlerini etkisiz hale getiren GSH’nin
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tiikenmesiyle karaciger hasarma yol actigi belirtilmistir.'®® Literatiirde Parasetamol
hepatotoksisitesinde tam kan GSH diizeyini gosteren calismaya rastlanmamistir.'”®

Parasetamol kaynakli glutatyon yetersizligi renal toksisitede 6nemli bir etkendir.
Bu durum hepatorenal sendrom olarak adlandiriimaktadir."”*"*® Parasetamol karaciger
ve bobrekte metabolize olurken, nefrotoksisitenin bobrekte glutatyon kaynagina bagl
olarak olustugu, hepatotoksisiteden bagimsiz bir sekilde gelistigi bildirilmistir.'®” =%

Etanole maruz brrakilma ile gézlenen ROS’un ve onu takip eden oksidatif stresin
artmast GSH’m hizli kullanimiyla iliskilidir. Hepatik GSH’m bu tiikkenisi metionin
adenoziltransferazin inaktivasyonunu arttirirken hiicre ici GSH seviyesindeki tilkkenmeyi
kétiiye ¢eviren S-adenozilmetionini azaltir.*"’

Parmar ve ark."”® gore parasetamol ile toksisite olusturulan grup ile kontrol
grubu karsilastirildiginda toksisite grubunda GSH diizeyinin azaldigini bulmuslardir. >’
Bu calismada da plazma ve karaciger GSH diizeyleri toksikasyon grubunda diisiis
gostererek bu ¢alisma ile benzer sonuglar elde edilmistir.

Ilagla tedavi edilen hepatotoksik farelerde oksidatif streste ve lipid
peroksidasyonunda azalma ile indirgenmis glutatyonun arttigini rapor etmislerdir.'*’ Bir
baska calismada Dandelion polisakkaritleriyle yapilan caligmada karaciger enzimlerinde
fark edilir oranda bir azalma (p<0.05) ile serbest radikallleri temizleme aktivitesinde bir
artiy s0z konusu olup glutatyon tiiketimini iceren diger hepatit iligkili semptomlar1
tersine cevirmistir."*® Park ve ark.'®* caligmalarinda toksisite olusturulan grupta kontrol
grubuna gore GSH diizeyinin 6nemli derecede azalmasinin (p<0.05) yaninda Dandelion
yapraklarmin su ekstraktinin toksisite olusturulan gruba gore 0.5 g/kg dozu icin GSH

diizeyinde artis ile birlikte 2 g/kg dozunun daha biiyiilk bir artisa neden (p<0.05)

oldugunu gostermislerdir.'®*
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Taraxacum officinale koklerinin alkol ekstresini oral yolla 50 ve 100 mg/kg
olarak iki ayr1 dozda uygulanan calismada; toksisite grubu ile kontrol grubu
kiyaslandiginda GSH diizeyinde 6nemli derecede azalma (p<0.001) gormiistiir. Ayrica
100 mg/kg dozunda GSH diizeyinde toksisite grubuna gore Onemli oranda artig
(p<0.001), 50 mg/kg dozunda herhangi bir 6nem saptanmadig1 goriilmiistiir.'*®

Baska bir ¢alismaya gore toksikasyon grubundaki GSH diizeyi, kontrol grubuna
gore azalmis; Taraxacum officinale kokleri ile tedavinin olusturuldugu grupta ise GSH
diizeyi yiikselmistir."”® Bulunan bu sonuglar ile yapilan ¢alisma uyum gostermektedir.

GPx (Glutatyonperoksidaz) oksitlenmis glutatyonu indirgenmis glutatyona
dontistiirerek hidrojen peroksit uzaklastirabilen ve kismen hiicre membraninda bulunup
selenyum igeren metaloenzimlerdendir. Ayni1 zamanda GPx lipid hidroperoksitleri hiicre
membranindan  uzaklastirarak  lipid peroksidasyonunun zincir reaksiyonunu
smirlandirabilir.?** 2%

Zhang ve ark’nin"** ¢alismasina gore karaciger ve bobrekteki enzim aktivitesinin
baska dokulara (beyin, kas) oranla daha fazla oldugunu belirtirken'*® ¢alismasina gore
toksisite grubu kontrol grubu ile kiyaslandiginda hafif bir azalma gozlemekle beraber
onem saptanmamistir. Bunun yaninda GPx diizeyinin ortaya konuldugu baska bir
calismada etanolle toksiste olusturulan bir grutaki GPx diizeyi kontrol grubuna gore
azalma gosterdigi ifade edilmistir.'”®

186 calismasinda Taraxacum officinale koklerinden alkol

Sumanth ve Rana’nin
ekstraktinin 100 mg/kg dozunun GPx diizeyini toksisite grubuna gore énemli derecede
arttirdigini (p<0.001) gostermistir. Ayrica toksisite grubu kontrol grubu ile kiyaslandigi
zaman GPx diizeyinde 6nemli derecede azalma (p<0.001) goriilmiistiir.'®®

Hepatoprotektif bitkilerin kullanimi1 ile GPx diizeyini arttiran, yapilan calismaya

paralel bir baska galisma mevcuttur.”* Ayrica glutatyon peroksidaz diizeyi, kontrol
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grubu ile Dandelion yapraklarimin su ekstresinin verildigi grup kiyaslandiginda;
Dandelion grubunda 6nemli derecede artisin olmasi da bu calisma ile ortiismektedir.'
Bu calismada da Taraxacum officinale bitkisinin kok hari¢ diger kisimlarinin
etanol ekstresinin toksisite olusturulan ratlara uygulanmasinda plazma GPx diizeyinde
sayisal olarak 6nemli bulunarak istatistiksel agidan p<0.05 oraninda 6nem saptanmustir.
Karaciger GPx diizeyinde de 6nem saptanmamuistir (p>0.05).
CAT, zararli hidrojen peroksidi su ve oksijene doniistiiriir, yiiksek oranda reaktif

hidroksil radikalindan dokular1 korur.?’’

Hiicrelerde oksidatif stres olusturan
parasetamoldeki H,O, ve oldukga yliksek olan toksik metabolitlerin birikmesiyle enzim
aktivitesinde azalma meydana gelir.'*

Taraxacum officinale koklerinin alkol ekstrakt1 50 ve 100 mg/kg olarak iki ayr1
dozda uygulamis; 100 mg/kg dozunda CAT diizeyinde toksisite grubuna gore 6dnemli
derecede artig (p<0.001), 50 mg/kg dozunda p<0.01 oraninda bir artig gostermistir.'*®
Buna ek olarak toksisite grubu kontrol grubu ile kiyaslandigi zaman CAT diizeyinde
onemli derecede diisiis (p<0.001) s6z konusu olmustur.

Parasetamol uygulanan bir c¢alismada hepatotoksisite olusturulan gruplarda
kontrol grubuyla karsilastirildiginda CAT  aktivitesinin ~ distiiglinii  (p<0.05)
gé')stermis,tir.]59 Bu c¢alisgmada da benzer sonuclar elde edilmis, plazma CAT diizeyinde
artis saptanmisken, karaciger CAT diizeyinde kontrol grubuna gore azalma tespit
edilmistir. TOE1 grubu hayvanlarda TOE’nin CAT aktivitesini arttirarak parasetamol
toksisitesinden karacigeri koruyup asir1t miktarda serbest radikal birikimini onledigi
kanisina varilmustir.

Dandelion yapraklarmin su ekstresinin uygulandigr bir calismada CAT

diizeyinin, Dandelion grubunda Onemli derecede artmast da bu calisma ile

ortiismektedir.'™ Bir baska calismada Taraxacum officinale’nin kok eksteresini 250-500
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ve 750 mg/kg olmak iizere ii¢ ayr1 dozda uygulamasina ragmen karaciger dokusunda
GSH ve CAT diizeylerinde hicbir grupta herhangi bir nem saptanmamustir.'’? Fakat bu
calismada CAT diizeyi plazma ve karacigerde p<0.001 diizeyinde dnemli bulunmustur.
Bunun sebebinin Taraxacum officinale koklerinin flavanoid ve antioksidan
maddelerinden fakir olmasindan kaynaklanabilecegi kanaatine varilmastir.

Baska bir calismaya gore Taraxacum officinale koklerini 300 mg/kg dozunda
CCly hepatotoksisitesine karst uyguladiginda serum CAT diizeyini toksisite grubu ile
karsilastirnca hafif bir artma ile birlikte herhangi bir Onemin saptanmadigi
gdriilmiistiir. "

Stanislawa ve ark'*® caligmasinda CCl, ile olusturdugu toksisitede SOD diizeyi
hafif bir yiikselme ile birlikte 6nem saptanmamisken Domitrovich ve ark."' gére
toksisite olusturulan grup, kontrol grubuyla karsilastirildigi zaman serum SOD
diizeyinde onemli derecede artis (p<0.05) tespit edilmistir. Bunun yaninda CCls+200
mg/kg, CCly; +600 mg/kg ve sadece 600 mg/kg bitki ekstrakti dozlarinin verildigi
gruplarda SOD diizeyinin toksisite grubuna gore p<0.05 diizeyinde arttigmi ifade

etmislerdir. Sumanth ve Rana’nin'*®

yaptig1 arastirmada Taraxacum officinale
koklerinin alkol ekstrakti 100 mg/kg dozunda karaciger SOD diizeyinde toksisite
grubuna gore onemli derecede artig (p<<0.001), 50 mg/kg dozunda p<0.01 oraninda bir
artig gostermistir. Toksikasyon olusturulan grup da kontrol grubu ile kiyaslandigi zaman
SOD diizeyinde 6nemli derecede diisiis (p<0.001) s6z konusu olmustur.'™

CCly ile toksisite olusturulan grupta kontrol grubuna gére SOD diizeyinin 6nemli
derecede azalmanin (p<0.05) yaninda Dandelion yapraklarmin su ekstraktinin toksisite

olusturulan gruba gore 0.5 g/kg dozu icin SOD diizeyinde artma ve 2 g/kg dozunun

daha biiyik bir artisin (p<0.05) oldugunu gdstermislerdir.'®® Yapilan calisma cogu
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arastirma ile benzer sekilde sonug¢lanmis, karaciger ve plazma SOD diizeylerindeki
artisin p<0.001 diizeyinde 6neme sahip oldugu saptanmustir.

NO bilesigi , karacigerde bulunan parankim ve parankimal olmayan hiicrelerde
L-arjinin amino asidinden uyarilabilir nitrik oksit sentaz (iNOS) enzimi ile iiretilen
reaktif oksidan kapasiteye sahiptir.”’> **’ Sentezi i¢in nikotinamid adenin diniikleotid
fosfat (NADPH), kalmodulin, oksijen ve dort kofaktére (hem, flavin, mononiikleotid,
flavin adenin diniikleotid ve tetrahidrobiyopterin) ihtiya¢ duymaktadir.’”® NO’nun
karacigerde asir1 iiretilmesi, endotoksin sokuna, karacigerdeki iltihabi reaksiyona ve
hasara neden olabilecegi ileri siiriilmiistiir.”” NO’nun karacigerdeki etkilerinin neden
ortaya ciktig1 tam olarak bilinmemesine karsin, bu bilesenin sitokrom p-450° de
azalmaya yol a¢tig,”'® karacigerdeki proteinlerin DNA sentezini baskiladigi ve
apoptozun yani sira nekrozu da uyardigini gdsteren calismalar meveuttur.”' 2

Dandelion’un igerdigi fenoller; nitrik oksit (NO), prostaglandin E2 ve
lipopolisakkarit diizenleyici makrofajlardaki proenflamatuar sitokin (TNF-o ve IL-1)
iretimini azaltirlar. Bazi1 arastrmacilar Dandelion ¢igek ekstraktindaki luteolin ve
luteolin 7-O-glukozidin (<20uM) hem nitrik oksit sentaz (INOS) hem de enzim
aktivitesine eslik eden siklooksijenaz-2 (COX-2) enziminin azaltilmasi yoniinde bir
etkisi oldugunu tespit etmislerdir.'*™ '**

Dandelion’dan izole edilen polisakkaritlerin karaciger koruyucu etkisinin olup
olmadigmi arastiran bir calismada oksidatif hasarin giderilmesi ve antienflamatuar
yanitin olusturulmasi sonucu bu bitkinin hepatoprotektif etkisinin oldugunu ortaya
koymustur. Toksisite olusturulan caligmalarda karaciger hasar1 Dandelion’un igerdigi
polisakkaritler vasitasiyla; INOS, COX-2, TNF- o ve IL-1 diizeylerinin

diizenlenmesiyle karaciger hasar1 azaltilmistir.'*® Colle ve ark.”’® nin arastirmasma

gore farelerde Parasetamol ile olusturulan toksik hepatitte Taraxacum officinale
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yapraklar1 2.2-difenil-1-pikrilhidrazil ve nitrik oksit radikallerine karsi temizlemesinin
yaninda antioksidan aktivite gostermistir. ROS ve reaktif nitrojen tiirlerine karsi
temizleme 6zelligi, ekstrakttaki fenolik bilesiklerin igerigiyle alakalidir.'”®

Luteolin ve luteolin 7-O-glukozid’den olusan iki flavonoid bilesigi Taraxacum
officinale nin etilasetat fraksiyonunda zengin olup nitrik oksit sentaz (INOS) enziminin
uyarilmasimi ve nitrik oksit iiretimini baskilar.'*®

Bu calismada da nitrat ve nitrit degerleri icin bu sonuglara benzer sonuglar
bulunmustur. Genel olarak toksikasyon grubunda kontrole gore bir yiikselisin oldugu
s0z konusu iken TOE gruplarinda bu degerlere gore bir diisiis s6z konusu olmustur.

Bu calismada histopatolojik olarak Al-Malki ve ark.'® yaptig1 calismalara ¢ok
benzer sonuglar bulunmustur. Dandelion yapraklarinin su ekstraktinin (0.5 ve 2 g/kg)
kullanildig1 gruplarda bu ekstraktin hepatotoksisiteye karsi koruma sagladigi
belirtilmistir.'** Baska calismalarda da toksisiste olusturulan gruplarmn kontrol grubu ile

karsilastirildiginda; hepatositlerde siskinlik ve nekrozun gozlendigi rapor edilmistir.'®

213,214
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6. SONUC VE ONERILER

Geleneksel tipta karaciger koruyucu bitkiler eskiden beri kullanilmaktadir.
Taraxacum officinale de bu bitkilerden olup kok, govde, yaprak ve ciceklerinin gesitli
kombinasyonlar1 ile kullaniminda genellikle olumlu etkiler gozlenmistir. Karaciger
koruyucu 06zelligi bitkinin farkli kisimlarindaki ¢esitli aktif yapilarin varligindan ileri
gelmektedir. Bilesimindeki terpenler, polisakkaritler, fenoller, flavonoidler gibi yapilar
antioksidan savunma sistemini giiclendirerek bagisiklik sistemini diizenlemede rol
oynarlar. Fakat bitkilerin asir1 kullanimi veya yiiksek dozda alinmasi da toksisiteyi
kacmilmaz kilmastir.

Sonu¢ olarak ratlarin karacigerinde Parasetamol ile toksikasyon olusturarak
antioksidan savunma sistemlerinin zayiflatilmasiyla Taraxacum officinale bitkisinin kok
disinda cigek, sap ve yapraklarindan elde edilen etanol ekstraktinin karaciger koruyucu
etkisinin olup olmadig1 arastirildi. Yapilan ¢alismada genel olarak 6lgiimii yapilan
biyokimyasal parametreler ve histopatolojik bulgulara gore 7. officinale ekstraktinin
200 mg/kg uygulanan miktar1 parasetamol ile olusturulan hepatotoksisite ve karaciger
iizerine olumlu etkilerinin oldugu; 7. officinale ekstraktmin 250 mg/kg uygulanan
miktar1 ise ratlar iizerinde toksik etki yaparak lipid peroksidasyonu arttirdigi,
antioksidan enzim diizeylerini 6nemli oranda azaltmasi nedeniyle toksik etkisinin
oldugu tespit edildi. 7. officinale bitkisinin ¢igcek, govde ve yapraklarindan elde edilen
ekstraktin 200 mg/kg miktarmin hepatotoksisite iizerine karaciger hasarindan karacigeri
koruyabilecegi kanaatine varildi. Elde edilen ekstraktin biyokimyasal ve histopatolojik

parametreler iizerine etkilerinin tesbiti literatiire 6nciil calisma olarak sunuldu.
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