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OZET

Nigella sativa L. Etanol Ekstresinin Ratlarda Parasetamolle indiiklenen Akut

Bobrek Toksisitesi Uzerine Etkilerinin Arastirilmasi

Amag: Parasetamol tiim diinyada yaygin olarak kullanilan, tedavi dozlarinda
oldukca giivenilir bir ilag olup kolay ve hizli ulasilabilir olmas1 dolayisiyla bilingsiz
kullanim1 sonucu karaciger ve bobrek iizerinde ciddi hasara neden olan analjezik ve
antipiretik bir ajandir. Calismamizda ratlarda parasetamol ile olusturulan akut bébrek
toksisitesinde gii¢lii bir antioksidan olan Nigella sativa L.’nin (NS) etanol ekstresinin
etkileri biyokimyasal olarak aragtirilmistir.

Materyal ve Metot: Calismamizda 8 gruptan olusan 48 adet disi rat kullanildi.
Gruplar; I: Saglikli, II: Saglikli + NS 1000 mg/kg, III: Saglikli + NAC 140 mg/kg, IV:
Parasetamol 2 g/kg, V: NAC 140 mg/kg + Parasetamol 2 g/kg VI: NS 250 mg/kg +
Parasetamol 2 g/kg, VII: NS 500 mg/kg + Parasetamol 2 g/kg, VIII: NS 1000 mg/kg +
Parasetamol 2 g/kg’dir. NS ve NAC uygulamalarinin 1 saat sonrasinda Parasetamol
uygulamasi yapilip 24 saat sonra ¢alisma sonlandirildi.

Bulgular: Calisma sonucunda, parasetamol verilen gruplarda kontrol grubuna
gore iire ve kreatinin seviyelerinde belirgin bir artis oldugu goriilmiistiir. Parasetamol ile
beraber NS etanol ekstresi verilen tiim gruplarda iire ve kreatinin anlamli olarak diistik
bulunmustur (p<0.05). Bobrekte parasetamol verilen gruplarda kontrol grubuna gore
MDA seviyesinde artis, GSH seviyesinde ve SOD aktivitesinde diisiis tespit edilirken,
parasetamol ile beraber NS etanol ekstresi verilen gruplarda MDA seviyesi anlamli
olarak azalmis, GSH seviyesi ve SOD aktivitesi doza baglh olarak istatistiksel olarak
anlamli artig gostermistir (p<0.05).

Sonu¢: NS etanol ekstresi uygulamasi sonucu bobreklerde oksidatif stresin
azaldig1 ve buna bagl olarak nefrotoksisitenin gostergelerinden BUN ve kreatinin
seviyelerinin azaldigi belirlenmistir. Bu etkinin NS etanol ekstresi igerisinde major
olarak bulunan ve flavonoid ailesinin 6nemli liyeleri olan kuersetin, kaempferol ve rutin

gibi antioksidan maddelerden kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Bobrek toksisite, Nigella sativa L., oksidatif stres,

parasetamol, rat.



ABSTRACT

Investigation of the Effects Nigella sativa L. Ethanol Extracts induced by

paracetamol on acute kidney toxicity in rats

Aim: Paracetamol, an analgesic and antipyretic drug which is widely used all
over the world, is a quite safe drug at therapeutic doses and because of being easily and
quickly accessible, it can cause serious damage on the liver and kidneys. In our study,
the effects of Nigella sativa L. (NS) ethanol extract, which is a strong antioxidant, have

been biochemically investigated on paracetamol induced acute kidney toxicity in rats.

Material and Method: Totally 48 female rats in 8 groups have been used in our
study. Groups; I: Healthy, Il: Healthy + NS 1000 mg/kg, Ill: Healthy + NAC 140
mg/kg, 1V: Paracetamol 2 g/kg, V: NAC 140 mg/kg + Paracetamol 2 g/kg VI: NS 250
mg/kg + Paracetamol 2 g/kg, VII: NS 500 mg/kg + Paracetamol 2 g/kg, VIII: NS 1000
mg/kg + Paracetamol 2 g/kg. Paracetamol administration has been carried out 1 hour
after NS and NAC, and then the study has been ended 24 hours later.

Results: As a result of this study, a significant increase in urea and creatinine
levels was observed in paracetamol given group when compared to the control group. In
all groups where NS ethanol extract has been administered with paracetamol, the levels
of urea and creatinine has been found to be significantly decreased (p<0.05). In kidney
tissue, While MDA level increased and GSH level and SOD activity were increased in
paracetamol-given groups when compared to control group, MDA level has
significantly decreased and the GSH level and SOD activity have dose-dependently
increased in paracetamol+NS etanol extract given groups (p<0.05).

Conclusion: As a result of NS ethanol extract administration oxidative stress
was decreased in kidneys and in relation to this urea and creatinine levels, the indicators
of nephrotoxicity, have also been decreased. This effect is thought to result from
antioxidant substances such as quercetin, kaempferol, and rutin, that are majorly found

in the NS ethanol extract and important members of flavonoids family.

Key Words: Kidney toxicity, Nigella sativa L., oxidative stress, paracetamol,

rat.
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1. GIRIS

Akut bobrek yetmezligi bobregin hasar gérmesi sonucu meydana gelen bobrek
fonsiyonlarinin ani azalma olayidir Bu durumda normalde bobreklerin ¢ikardigi azotlu
ve azotsuz atiklar1 olan iire ve kreatinin gibi bilesenler viicutta birikir. Akut bobrek
yetmezliginde 6zellikle bu azotlu atiklarin birikintisi metabolik asidoz ve hiperkalemi
gibi metabolik bozukluklara ve bununla birlikte viicudun sivi dengesinin degisimine ve
diger organ fonksiyonlarinin da bozulmasia yol acar.® Ilaclara bagli olusan bobrek
fonksiyon bozuklugu oldukga genis bir konudur ve agr kesici ilaglarin sik kullanilmasi
da bu konuya olan ilgiyi artirmaktadir.

Asetaminofen ya da N-asetil-p-aminofenol olarak da bilinen parasetamol,
antipiretik (ates diisiiriicii) ve analjezik (agr1 kesici) bir ilag olup tiim diinyada yaygin
olarak kullamlmaktadir.* Parasetamol, 6zellikle son 50 yildir tim diinyada yaygin
olarak kullanilan, terapodtik dozlarda giivenli olmast ve yan etkilerinin de az olmasi
dolayisiyla siklikla kullanilmaktadir. Kolay ulasilabilir olmast ve sik kullanilmasi
nedeniyle parasetamole bagh toksisite riskini de arttirmaktadir.> ® Parasetamol diinya
¢apinda toksisitesinin baslica nedenlerinden biridir’ ve asir1 dozda alindiginda yaygin
olarak karaciger8 ve bobrek hasarina neden olmaktadir.”

Parasetamoliin tek seferde ¢ocuklarda 150 mg/kg, yetiskinlerde ise 7.5 gr’in
iizerinde almmasi® veya 24 saat igerisinde gocuklarda 250 mg/kg, yetiskinlerde 12

10, 11
gr’dan fazla alinmasi

toksisiteye neden olmaktadir. Parasetamol biiyiik oranda
karacigerde stilfat ya da glukronik asit ile konjuge edilerek metabolize edilir.
Parasetamol terapotik dozlarda alindiginda kiigiik bir kismi sitokrom p450 enzimi
(CYP-450) ile oldukca reaktif iiriinii olan N-asetil-p-benzokinonimine (NAPQI)
dontisiir. NAPQI metaboliti oldukga reaktif bir elektrofilik molekiil olup karacigerde

12, 13

glutatyonla detoksifiye edilerek idrarla atilir. Parasetamol asir1 dozda alindiginda,


http://tr.wikipedia.org/wiki/B%C3%B6brek
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=B%C3%B6brek_fonksiyonu&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=B%C3%B6brek_fonksiyonu&action=edit&redlink=1

NAPQI miktar artar ve glutatyonun baglama kapasitesini asarak karaciger ve bobrek
hasarma sebep olur.*? Analjezik nefropatisi, uzun siire ve asir1 miktarda analjezik
konbinasyonu kullanimi sonrasinda ortaya ¢ikan ve kronik interstisyel nefrit ve renal
papiller nekroz ile karakterize olan bir tablodur. Parasetamol analjezik nefropatisine en
sik yol acan ilaglar arasinda yer alir. Zararli etkilerin temel mekanizmasi tam olarak
bilinmemekle birlikte, bu ilacin bobrekte sentezlenen vazodilatér prostaglandinleri
azaltarak yan etki yaptiklar diisiiniilmektedir. Renal vazodilatér prostaglandin sentezi
normal fizyolojik kosullarda ¢ok fazla degildir. Ancak hipertansiyon, konjestif kalp
yetmezligi, siroz, glomeriiler hastaliklar, bobrek yetmezligi gibi durumlarda renal
vazodilator prostaglandin sentezi 6nem kazanmaktadir. Bu ilacin olumsuz etkileri de bu
tiir durumlarda daha ¢ok goriilmektedir. Bu etkileri kan basinci iizerindeki etkiler, akut
bobrek hasari ve kronik bdbrek hastaligi olarak gruplamak miimkiindiir.** *° Akut
bobrek yetmezliginde sebep olarak gosterilen bu mekanizmalarin yami sira oksidatif
hasarin da 6nemli rol oynadig1 yapilan calismalarla desteklenmistir. Biyolojik yapilarda
olusan bu oksitleyici hasarlarin sebebi serbest radikallerdir. Oksidan bilesikler ve asiri
oksitleyici stresin sebep oldugu serbest radikal iiretiminin artmasi veya viicuttaki
siipiiriicii etkinin azalmasi ile birlikte, oksidatif hasar meydana gelmektedir.'® Canli
dokulardaki hiicreler reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) hasarlarin1 onleyebilecek veya
tamir edebilecek pek ¢cok savunma mekanizmasina sahiptir. ROS’un tahribatlari, primer
ve sekonder olarak bircok makro ve mikro molekiiller tarafindan azaltilir.'”%°
Parasetamol toksisitesinin tedavisinde aktif komiir uygulamasi, gastrointestinal
dekontaminasyon, uygun zamanda N-Asetilsistein (NAC) kullanimi gibi gesitli
destekleyici tedavi yontemleri bulunmaktadir.”* Bu tedavi yontemlerinin yani sira

alternatif tedavi yontemleri ozellikle de bitkisel tedaviler son zamanlarda oldukca

yaygmlasmistir. Tedavi yaptigi ileri siirilen, ancak bu etkileri bilimsel metotlarla



kanitlanamayan geleneksel veya giincel tibbi uygulamalar olarak bilinen alternatif
tedavi yonteminin baslicasi bitkisel tedavilerdir ve bitkisel tedavi amaciyla kullanilan
sifali bitkilerden biri de Nigella sativa L. dir.

Nigella sativa L. halk arasinda ¢orek otu olarak da bilinen ve hem gida olarak
hem de tedavi amach sik¢a tiiketilen bir bitkidir. Ranunculaceae (Digiin gicegigiller)
familyasindan Nigella tiirlidiir. Bitki ismini siyah tohumlarindan almistir ve halk
arasinda hem besin olarak hem de tedavi edici olarak tohumlarindan faydalanilmaktadir.
Bitkinin tohumlarinda énemli miktarda ugucu ve sabit yag bulunmaktadir. Igerigindeki
ucucu ve sabit yaglarda giiclii antioksidan aktiviteye sahip bilesenler bulunmaktadir. Bu
bilesenlerden en o©nemlileri arasinda flavonoid ailesinin {iyesi olan kuersetin,
kaempferol ve rutin géze carpmaktadir. Son zamanlarda yapilan klinik ve deneysel
caligmalar da bu bitkinin bir¢ok terapétik etkilerinin oldugunu ortaya koymustur.

Nigella sativa L. nin antioksidan aktiviteye sahip olmasi, lipid peroksidasyonunu
Onlemesi ve serbest radikallerin sebep oldugu oksidatif hasara karsi koruyucu rol
oynayacadl diislincesiyle nefrotoksisitede faydali olacagi kanisiyla bu c¢aligmay:
planladik. Bu c¢alismadaki amacimiz; ratlarda parasetamolle indiiklenen bdbrek
toksisitesinde antioksidan Ozellik gosteren NS’nin etanol ekstresinin etkilerinin
biyokimyasal olarak incelenmesidir. Bu amacla parasetamol toksisitesi olusturulmus
ratlarda NS etanol ekstresi uygulamasi sonucu elde edilen serumlarda bobrek fonksiyon
testleri olan iire ve kreatinin seviyeleri Ol¢iilecek, bobrek dokularinda ise oksidatif
stresin olusturdugu hasarin 6nemli gostergeleri olan siiperoksit dismutaz (SOD) enzim
aktivitesi ile malondialdehit (MDA) ve glutatyon (GSH) seviyelerinde ne gibi

farkliliklar oldugunu kontrol gruplar ile karsilastirmali olarak degerlendirilecektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Bobrek Anatomisi ve Fizyolojisi

Her biri yaklasik bir yumruk bilyiikligiinde ve 150 gr olan bdbrekler
retroperitoneal boslukta yer alan organlar olup, karacigerin pozisyonundan dolay1 sag
bobrek sola nazaran biraz asagidadir. Bobregin yetiskin bir insandaki boyutlar1 kiginin
viicut yiizey alanmiyla degismekle birlikte yaklasik olarak: uzunlugu 12-13 cm, eni 6-7
cm ve derinligi 3 cm’dir.?

Bobrek cortex renalis ve medulla renalis olmak {izere iki kisma ayrilir. Bu iki
boliimiin fonksiyonlar1 birbirinden farklidir. Cortex renalis idrar yapan olusumlari
icerirken, Medulla renalis ise toplayici kanallardan olusur.

Bobregin en kiiclik anatomik ve fonksiyonel iinitesi nefrondur. Her bir bobrekte
yaklagik 1.000.000 - 1.200.000 nefron bulunur. Nefron glomerulus, proksimal kivrimli
tibiil, henle kulpu, jukstaglomeruler aparat ve distal kivrimli tiibiilden olusur. Kan
glomerulusa afferent arteriol ile gelir ve efferent arteriol ile glomerulustan ayrilir.
Glomerulusta Bowman kapsiilii ile cevrelenmis bir kapiller ag1 yer alir. Kanin filtrasyon
islemi glomerulusta gerceklesir. Saglikli bir glomerulusta olusan filtratta su, suda
¢oziinen maddeler plazmada bulunan diger kiiciik molekiiller bulunur. Glomeruler
kapiller duvart plazma proteinlerinin gecisini dnleyen bir bariyer olusturdugundan,
plazma proteinleri filtrata gecemez. Hastalik durumunda glomeruler membran yapisi
bozuldugundan filtrata ve idrara protein ve hiicreler geger.

Bobrekler kanda bulunan metabolik atiklarin  ve yabanct maddelerin
eliminasyonunu saglar. Ayrica bobrekler viicudun su-elektrolit dengesinin siirdiiriilmesi,
kan asit-baz dengesinin saglanmasi, glutamik asitten glutamin iireterek hidrojen iyon

homeostazinin saglanmasi, kan basincin1 diizenlemek amaci ile renin, alyuvar



tiretiminde gorev alan eritropoetin ve vitamin D’nin en aktif formu olan 1.25-dihidroksi
vitamin D3 hormonlarinin salgilanmasi gibi bir¢ok metabolik proseste rol alirlar. 2%

2.2. Akut Bobrek Yetmezligi

Akut bobrek yetmezligi, renal fonksiyonlarin kayb1 ve buna bagli olarak iire ve
kreatinin gibi azot igeren artik irlinlerin birikmesi ve sivi elektrolit dengesindeki
anormalliklerle ortaya ¢ikan bir durumdur.?®

Akut bobrek yetmezliginin temel fizyolojik etkisi kanda ve ekstraseliiler sivida
su, metabolik tiriinler ve elektrolitlerin birikiminden kaynaklanmaktadir. Bu durum su
ve tuz yiiklenmesine dolayisiyla 6deme ve hipertansiyona yol acabilir. Glomeriiler
filtrasyon hizinin (GFH) akut azalmasi olusan yikim {irlinlerinin (iire, kreatinin),
sodyum (Na), hidrojen (H), potasyum (K), fosfor (P) gibi iyonlarin ve suyun atiliminin
bozulmasina sonugta soliit ve suyun retansiyonuna sebep olur. Bobrek fonksiyon
bozuklugunun siiresine ve agirligina bagli olarak bu iirlinlerin birikimi ile metabolik
asidoz, hiperkalemi, viicut sivi denge bozuklugu ve gesitli organ sistemlerine etkisi
(¢oklu organ yetmezligi) ile ortaya ¢ikmaktadir.?” %
Akut bobrek yetmezliginin nedenleri ti¢ baslik altinda incelenebilir;
1) Prerenal akut bobrek yetmezligi: Serum kreatinin ve kan iire diizeyinde geri
doniistimlii bir artistan dolay1 olmakta glomeriiler filtrasyon hizinda azalmaya yol agan,
bobrege yetersiz kan akimi sonucu olusan bobrek yetmezligidir.
2) Intrarenal akut bobrek yetmezligi: Bobregin bizzat igindeki kan damarlarini,
glomeriilleri veya tiibiilleri etkileyen anormallikler nedeniyle olusur.
3) Postrenal akut bobrek yetmezligi: Ya i¢ ya da dis kiitle tarafindan {iriner toplayici
sistemin tikanmasindan kaynaklanmaktadir. Bobregin disinda iiriner sistemin

tikanmasia yol agan en Onemli olaylar kalsiyum, iirat veya sistin ¢okmesi sonucu

bobrekte olusan taglardir.



Akut bobrek yetmezligi siklikla akut tiibiiler nekroz ile aymi anlamda
kullanilmaktadir, ancak bu tanim prerenal ve postrenal akut bobrek yetmezligi
nedenlerini icermemektedir. En yaygin sebebi iskemik veya toksik hasardan
kaynaklanan akut tiibliler nekrozdur. Akut tiibiiler nekroz, tiibiillerdeki epitel hiicrelerin
tahribati ile olusmaktadlr.ze’ 2931

2.3. Zehirlenmeler

Zehirlenmeler eski ¢aglardan beri toplumlar ilgilendiren 6nemli sorunlardan biri
olrnustur.32 Zehirlenme, viicut i¢in zararli olan maddelerin viicuda degisik yollarla
girmesi sonucu organizmada dogal isleyisin bozulmasi olarak tanimlanmaktadir.®
Zehirler; diisiik dozda kullanildiginda tedavi edici madde olsalar da, yiiksek dozda
kullanildiklar1 zaman 6ldiiriicii etki yaparlar. Paraselsus "Tiim maddeler zehirdir, ilact
zehirden ayiran dozudur" diyerek zehire doz kavramini getirmistir.34

Insanoglu giinliik yasaminda pek ¢ok kimyasal maddeye veya biyolojik etkene,
basta diyet yoluyla olmak iizere tibbi, c¢evresel, mesleki nedenlerle bilingli veya
bilingsiz akut veya kronik zehirlenmeye neden olan ajanlara maruz kalir. Toksisite
olusumunda dozun miktari, temas siiresi ve temas yolu oldukca 6nemlidir.® 3
Zehirlenmelerde oliimler genellikle akut olarak ortaya ¢ikmaktadir.®® ilaglar (analjezik,
antidepresan, antihistaminik, antihipertansif, antiepileptik vb.), tarim ilaglar1 ve bocek
oldiirticiiler (organofosfatli, karbamatli, piretrin grubu vb.), ev i¢i kimyasallar (camasir
suyu, lavabo acici, kire¢ coziiciiler, deterjanlar, naftalin vb.), zehirli gazlar
(karbonmonoksit, bogucu gazlar), diger kimyasallar, bitki ve besinler (mantarlar, salon
bitkileri, balik, delibal, kayis1 c¢ekirdegi, vb.) ve zehirli hayvan 1sirma ve sokmalari

(akrep, yilan, oriimcek, art vb.) en sik gorillen akut zehirlenme etkenleridir.*’

Zehirlenmelere bagli olarak gozlenen bazi belirti ve bulgulardan organlarda fonksiyon



bozukluklarina siklikla rastlanmakta ve hatta oliimle sonug¢lanan vakalarda
bulunmaktadir.®

Zehirlenmeye yol agan etkenin belirlenip toksisitesinin tam olarak saptanmasi
zehirlenmenin basar1 ile tedavi edilebilmesi icin gereklidir. Ancak zehirlenme
etkenlerinin olduk¢a az bir kismina kars1 spesifik antidot bulundugundan, zehirlenme
olaylarinin bir ¢ogunda semptomatik tedavi ve genel tedavi yontemleri
uyg:,rulammaktadlr.38

2. 4. Parasetamol (Asetaminofen)

Parasetamol (Asetaminofen), diinyada en ¢ok tiiketilen analjezik-antipiretik
ajanlardan biri olup, terapdtik dozlarda kullanildiginda giivenli, yiiksek dozda
kullanildiginda ise karaciger nekrozu, bobrek toksisitesi ve hatta 6liime neden oldugu

deney hayvanlar1 ve insanlarda yapilan calismalarda belirtilmistir.*®

H
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Sekil 2.1. Parasetamol’iin kimyasal yapis1

2.4.1. Parasetamoliin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Parasetamol, diger bir adiyla asetaminofen CgHgNO; formiiliine sahip, molekiil
agirhgr 151,2 g/mol olan, sudaki ¢oziiniirliigii az, sentetik yapida olan bir bilesiktir.
Fizyolojik pH’da zayif bir asit olmasi nedeniyle aniyonize sekilde bulunur.*’
Parasetamol, para-aminofenol tiirevi olan fenasetin metabolitlerinden biridir. Erime
noktasi 170 °C, yogunlugu 21 °C’de 1.293 g/em®diir.*! 4-hidroksiasetanilit veya N-

asetil-p-aminofenol olarak da bilinen parasetamol kokusuz, beyaz, acimsi bir tadi olan

kristal toz bir yapiya sahiptir.42



2.4.2. Parasetamoliin Emilimi ve Dagilimm

Parasetamol oral yolla alindiginda gastrointestinal yoldan hizli bir sekilde
tamamen emilir ve etkisi erken baslar.*® Yaklagik 1 saat icerisinde doruk plazma
konsantrasyonuna ulasir. Yarilanma omrii iki saat olup analjezik etkisi 3-4 saat kadar
devam eder. Normal dozda eliminasyon ile yarilanma omrii 2.4 saat iken asir1 dozda ise
eliminasyonu 7.3 saate kadar ¢ikabilir. Gastrointestinal toksisitesinin diisiikligi
nedeniyle tam dozda, antiinflamatuvar analjeziklerin diisiik dozlar1 ile de kombine
edilmektedir.**

Yapilan c¢aligmalarda en yiliksek ila¢ konsantrasyonu karaciger, bobrek ve
gastrointestinal kanalda oldugu belirtilmistir. Beyine gecisi ise diger dokularin aksine
cok daha yavas olmaktadir. Parasetamoliin ¢ok kiiciik bir kismi ise eritrositlere
baglanmaktadir. Ayni zamanda parasetamoliin rektal yoldan da emilimi olup hizi
yavast1r.45'47

2.4.3. Parasetamoliin Metabolizmasi

Metabolizmasi esas olarak karacigerde gergeklesen parasetamoliin bir kismida
barsak ve bobreklerde de metabolize edilir. Parasetamol terapdtik dozlarda alindiginda
yaklasik % 80-85°1 glukuronid-siilfat konjugasyonu seklinde, % 10-15" sitokrom P450
(CYP450) enzim sistemi ile metabolize edilirken, %2-5’ ise higbir degisime ugramadan
idrarla atilmaktadir.*®

Parasetamoliin biiyiik bir kism1 glukuronidasyon ve siilfasyon yollar ile siilfat ve
glukuronid konjugatlarina doniiserek yaklasik % 30-55’lik kismi glukuronid ve siilfat
konjugati olarak idrarla atilirken, glukuronid konjugatinin az miktar1 safrayada verilir.
Parasetamoliin glukuronidasyon kapasitesi daha yiiksek iken siilfasyona olan ilgisi daha

fazladir, 12 4% %0



Insanlarda parasetamol metabolizmasinda islev gdsteren en onemli CYP450
enzimi, parasetamoliin terapotik doz aliminda CYP3A4, intoksikasyon ve daha yiiksek
doz parasetamol alinnminda ise CYP2E1 ve CYP1A2 enzimleridir.*> * Parasetamol
kiiciik bir oranda sitokrom P450 enzim sistemi (CYP2E1 ve CYP1A2 izozimleri) ile N-
hidroksilasyona ugrar ve reaktif ara iiriinii olan N-asetil-p-benzokinonimin (NAPQI)'i
olusturur.”™ > Bu metabolit proteinlere kovalent olarak baglanarak zarar verir ve
fizyolojik kosullarda glutatyondaki siilfidril gruplar1 ile reaksiyona girerek zarar
vermeden merkaptiirik asit ve sistein konjugatlar1 seklinde idrarla atilmaktadir,*> 133193
NPAQI’'in karacigerde hasar olusturabilmesi igin parasetamol’iin yiiksek dozlarda
alinmasi1 gerekir. Bu reaktif iirliniin GSH depolarin1 tamamen tiiketmesinden dolay1
karaciger hasarina neden olur.*

Mugford ve ark.’nin yaptiklari ¢alismada, NAPQI ve p-aminofenol’iin si¢anlarda
parasetamolle uyarilan bobrek toksisitesiyle iliskili olduguna dair kanitlar
gosterilmistir.” Parasetamol bobreklerde deasetillenerek bir nefrotoksin olan ve renal
kortikal nekroz olusturan p-aminofenol metabolitine doniisiir. Parasetamoliin Terapdtik
dozlarda aliminda olusan p-aminofenol karacigerde NAPQI metabolitine benzer sekilde
glutatyonla konjuge edilerek inaktif glutatyon konjugatlar1 seklinde atilir. Bunun
yaninda parasetamoliin bobrek korteksinde de sitokrom P450 enzim sistemi ile

oksidasyonu sonucu ortaya c¢ikan reaktif ara TUriinler bobrek korteksinde hasar

olusturabilmektedir.®
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Sekil 2.2. Parasetamoliin metabolizmast®

2.4.4. Parasetamol Toksisitesi
Parasetamol yiliksek doz alimmindan sonra konjugasyon yolu ile hizla

satiirasyona ugrar ve CYP450 enzim sistemi ile okside edilerek NAPQI miktarinda
artisa neden olur. Hepatik GSH hizli bir sekilde tiiketilmeye baslar ve NAPQI artisini
uzun siire tolere edemez. Sonugta derisimi hizla artan NAPQI, nekroza ve hatta hiicre
slimiine neden olmaktadir.**

Yapilan calismalarda yiliksek doz parasetamol uygulamasi sonrasi karaciger
yetmezligi olmaksizin akut bobrek yetmezligininde gelisebildigi gosterilmistir. Bununla
birlikte parasetamoliin uzun dénem terapdtik doz uygulamasi ile kronik bobrek hastaligi
riskinde artisa neden oldugu gésterilmistir.lz' 45

2.4.4.1. Karaciger Toksisitesi

Parasetamoliin CYP450 enzim sistemi ile oksidasyonu sirasinda olusan NAPQI
karacigerde toksisiteye neden olmaktadir. Parasetamoliin GSH ile olusturdugu konjugat

hiz siirlayici basamak olarak rol oynamaktadir.* Yiiksek dozda parasetamoliin alinimi

sonrasinda bu metabolit olusmaya devam ederek GSH depolarimi tiiketir ve toksik
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etkilerin olusumuna neden olur.*

Parasetamoliin yiiksek dozlarda alinmasi ile
NAPQI'nin olusumunda artis olur ve detoksifikasyon kapasitesini asmis olur. GSH
aciga c¢ikan fazla miktardaki NAPQI’'ni baglayamaz ve serbest halde fazla bulunan
NAPQI karacigerde biiyiik molekiillere kovalent olarak baglanip karacigerde hasara yol
acar ve bu hasar sonucu hepatik nekroz olusur.”® Yiiksek dozda parasetamol alimina
bagli olarak karaciger toksisitesinde hiicre i¢i dengenin bozulmasiinda etkisi oldugu
diisiiniilmektedir.>® Hiicre i¢i dengeninin bozulmasi ile Ca*? birikerek hiicre Sliimiine
neden olan katabolik enzimlerin miktarlarinda artis meydana gelir. Nitrik oksit (NO),
reaktif oksijen tirleri (ROS), lipid peroksidasyonu ve apoptozisinde karacigerde
toksisiteye yol agtig1 bilinmektedir.®

Oksidatif stresin parasetamol toksisitesinde onemli rol oynadigi kabul edilip,
parasetamol’iin NAPQI’ya oksidasyonundaki artisi, siliperoksit radikali (O2-) ve
hidrojen peroksit (H,0,) olusumlarinda artisa sebep olmaktadir. NAPQI’'nin oksidatif
kapasitesi yiiksek olmasi1 nedeniyle olusan tiyol oksidasyonunun karaciger toksisitesinin
ana nedeni oldugu diistiniilmektedir. NAPQI'nin GSH’1 okside etmesi ile hiicrede
GSH/Okside glutatyon (GSSG) ve Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
(NADPH)/NADP" orani azalmaktadir. GSH derisimindeki bu azalma, glutatyon
peroksidaz (GPx) enzim aktivitesinde azalmaya neden olmaktadir. NAPQI proteinlerin
stilfidril gruplarinin oksidasyonu ile protein-protein ve protein-GSH arasinda distilfit
kopriileri olugmaktadir. NAPQI ve proteinler arasindaki kovalan baglanma hiicre
fonksiyonlarinda azalmaya ve hiicre 6liimiine neden olmaktadir.

Parasetamol toksisitesi ile olusan oksidatif stresle lipit peroksidasyonu es
zamanl gelisebilmektedir. Parasetamol’iin CYP450 enzim sistemi ile metabolizasyonu

sonucu NAPQI ve O;" olusmaktadir. O, derisimindeki artis hidrojen peroksit (H20,) ve
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buna bagli olarak hidroksil radikali (OH-) olusumundaki artis takip eder. Bu olusan OH-
lipitlerle reaksiyona girerek lipit peroksidasyonunu baslatmaktadir.'?

2.4.4.2. Bobrek toksisitesi

Yapilan c¢alismalarda yliksek doz parasetamol alimindan sonra prostoglandin
endoperoksit sentaz (PGES), N-deasetilaz ve CYP450 enzimlerini i¢eren yollar olusan
bobrek toksisitesi mekanizmasinda rol oynamaktadlr.61 Toksik hasar bobrek proksimal
tubiillerinde gelismekte olup glomeriiler filtrasyon hizi azalmaktadir.*? Karacigerde
oldugu gibi bobrektede renal mikrozomlarda P450 enzim sistemi ile parasetamol okside
edilir. Karaciger ve bobrekteki CYP450 enzimleri arasinda farkliliklar olmasina
ragmen, parasetamoliin NAPQI oksidasyonunu katalizleyen CYP450 enzim aktivitesi
benzer yapidadir.®? Bu parasetamole bagli akut bobrek hasarminda biyokimyasal
mekanizmalarla gergeklestigini gosterir. Parasetamol bdobreklerde 4-aminofenol’e
deasetillenerek toksik etki gosterir.”® CYP450 enzimleri ile oksidasyonu ve GSH
kaynakli konjugatlar1 parasetamol kaynakli nefrotoksisitede onemli role sahiptirler.
Bobrek toksisitesi olusumunda CYP2E1 enziminin 6nemli oldugu diistiniilmektedir. Hu
ve ark., yaptiklar1 ¢alismada farelerde testosteron uygulamasinin parasetamol’le olusan
bobrek toksisitesini - azalttigini gés‘[ermislerdir.62 Bobreklerde bulunan PGES
parasetamoliin toksik metabolitlere doniisiimiinii aktive eder. Bu metabolizma bdbregin
medullasinda gergeklesir. Toksik metabolitler hiicresel proteinlere kovalant baglanarak
hiicre 6liimii ve dokuda nekroza sebep olur.

Bobrek korteksinde N-asetilasyon ile olusan NAPQI ve 4-aminofenol GSH
depolariin tiikenmesi sonucu birikir. NAPQI membranlara ve siilfidril proteinlere
baglanip bobrekte toksik etki gdsterirken, p-aminofenol de renal makromolekiillere
kovalan baglarla baglanarak bobrekte hasara neden olur.”® Parasetamol ile indiiklenmis

renal yetmezlik akut tiibiiler nekroz ile iliskilidir. Idrar analizleri renal yetmezligin diger
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nedenlerini bu durumdan ayirt etmek i¢in kullanilabilir. Akut tiibiiler nekroz sirasinda
idrar sedimentasyonu hematiiri ve piyiiri ile birlikte artmistir. Bunun yaninda bobrek
fonksiyonlarinin degerlendirilmesi i¢in serum iire ve kreatinin diizeyleri de parasetamol

toksisitesi nedeni ile bobrekte olusacak hasar1 degerlendirmede kullanilabilir. 61,63
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Sekil 2.3. Parasetamoliin bobreklere gegisi64

2.5. Parasetamol Toksisitesinde Teshis

Parasetamol agri, ates, soguk alginligi ve nezle gibi durumlarda cok sik
kullanilan, regetesiz alinabilen, terapdtik dozda kullanildiginda tolere edilebilen
analjezik ve antipiretik bir maddedir.®

Klinik bulgular dort evrede gerceklesir:

1. Evre (0-24 saat): Karin agrisi, diare, istahsizlik, bulanti, kusma, karin agrisi,
letarji, genel kiriklik ve terleme goriilmektedir. karaciger fonksiyon testleri normal veya
degerler minimum diizeyde bozulmustur.*®

2. Evre (24-72 saat): Karaciger hasari belirgin hale gelmistir. Semptomlar gegici
olarak kaybolmakta ve biyokimyasal degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir. Bu biyokimyasal
degisiklikler karaciger transaminazlarinda yilikselme, bilirubin seviyesi artis ve

protrombin zamaninda uzama olarak go6zlenir. Faz 2’nin sonlarina dogru ise
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hepatomegali goriilebilir. Sag {ist kadranda yerlesmis agr1 dikkati ¢eker ve bu evrenin
sonlarina dogru sarilik goriilmektedir.

3. Evre (72-96 saat veya daha uzun): Hepatotoksisite pik yapar ve karaciger
enzim anomalileri bu sathada en iist seviyeye c¢ikmis olup oligoiiri ve akut tiibiiler
nekroz da goriilebilmektedir. Gastrointestinal semptomlar yeniden baslar, kusma
yeniden ortaya ¢ikar veya daha da kotiilesir. Bu belirtilere halsizlik, fiziki muayenede
rahatlikla tespit edilir hale gelen sarilik ve konfiizyon, uyku hali veya koma gibi santral
sinir sistemi bulgular ortaya ¢ikar ki bu bulgular faz 3’in 6nemli bulgularidir ve ¢ok
hizl1 hareket edilmesi gerektigini gosterir. Hepatoseliiler hasar ve parasetamole bagl
6liim en sik bu sathada géﬁjlmek‘[edir.67’ o8

4. Evre (96 saatten 14 giine kadar): Karaciger hasarinin diizeldigi ve enzimlerin
eski haline geldigi iyilesme evresidir. Semptomlarin ve karaciger fonksiyon
enzimlerinin yavas yavas diizeldigi gézlenir ancak tam diizelme 3 ay kadar siirebilir.®"®

2.6. Parasetamol Toksisitesinde Tedavi

2.6.1. Gastrointestinal Sistem Dekontaminasyonu

Parasetamol yiiksek doz alimminda ilk olarak barsak dekontaminasyonu
diisiiniilse de rutin kullanimi1 &nerilmez. ipeka surubu intoksikasyondan 1 saat sonra
uygulandiginda etkinligin olduk¢a azaldigin1 gosteren caligmalar bulunmaktadir,”
Ayrica olusturacagi kusma nedeniyle oral NAC verilecek hastalarda kullanimi
kontrendikedir.  Intoksikasyonlu  vakalarda  gastrointestinal  sistem  (GIS)
dekontaminasyonunun faydali oldugunu gosteren ¢alisma bulunmamaktadir ve
kullanilmas: da tavsiye edilmez.”

2.6.2. N-Asetil Sistein (NAC)

1974 yilin Prescott ve Matthew ilk olarak NAC’nin parasetamol toksisistesinde

kullanilabilecegini gostermis olup 1977 yilinda 15 hasta {izerinde -etkinligini
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ispatlamlslardlr.72‘ ® NAC uygun zamanda ve yeterince uygulanirsa parasetamole bagli
hasarlar: biiyiik oranda énleyebilir.” NAC hiicreye girdikten sonra sisteine metabolize
olur ve GSH miktarin1 artirarak NAPQI ile direkt olarak baglanmasin1 veya NAPQI
olusumunu énlemektedir.”* Bu konudaki tartismalar NAC’nin, verilme yolu ve verilme
zamani ile alakalidir. Amerika Birlesik Devletleri’nde 72 saatlik 1330 mg/kg oral rejim
uygulanmaktadir. Kanada ve Ingiltere’de ise 300 mg/kg’lik 20 saatlik intravendz (IV)
rejim uygulanmaktadir. Diger bir rejim ise 980 mg/kg 48 saat IV uygulamasldlr.75
Hayvan deneyleri, doz arttikga NAC’ninde etkisinin arttigin1 gostermistir. Parasetamol
alimidan hemen sonra parasetamole esit dozda verilen NAC, biiyiik oranda toksisiteyi
onlemektedir.”* Parasetamol alimi ve NAC baslanmasi arasindaki siirenin azalmasi
sliim ve toksisite riskini dnlemede etkilidir.”® Onbirbin yiiz doksan bes vaka ile yapilan
bir ¢alismada hepatotoksisite orani; parasetamol alinimindan sonraki ilk 10 saatte
verilen NAC tedavisinde % 6.1, 10-24 saatleri arasindaki tedavide ise % 26.4
bulunmustur.”” NAC'm uygulama yollar ile etkisi arasinda bir fark bulunmamaktadir.”

2.6.3. Aktif Komiir Uygulamasi

Oral aktif komiir uygulamasi parasetamol zehirlenmesinin ilk 4 saatinde
uygulanir ise etkin bir tedavi yontemi olabilir. Gastrik gavaj, ipeka surubu ve aktif
komiir uygulamasi arasinda 20 hasta {izerinde yapilan karsilastirmali bir ¢alismada aktif
komiir uygulamasinin kan parasetamol diizeyini 6nemli bir sekilde azalttigini gostermis
olup diger ydntemlerden iistin oldugu gosterilmistir.”” Parasetamol zehirlenmesi ile
bagvuru yapan hastalarda yapilan caligmalarda mide gavaji sonrasi aktif komiir
vermekle, tek basma aktif kdmiir verme arasinda bir fark olmadigi gosterilmistir.” Oral

aktif komiir uygulamast tek doz olarak 1 gr/kg olarak verilmektedir.””
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2.7. Serbest Radikaller

Biyolojik sistemlerde dis orbitallerinde paylasilmamis elektron igeren veya
elektron kabul eden molekiiller radikal (veya serbest radikal) diye adlandirilmaktadir.”®
8l Herhangi bir atom veya molekiilin dis orbitallerinde bir veya daha fazla
paylasilmamis elektronun bulunmasi, kimyasal tiriin reaktifligini artirir. Serbest
radikallerin aktif oksijen tiirevlerine oksidan denir. Bu tiirevler hedef molekiillerden
elektron alma yetenekleri sebebiyle, hedef molekiiliin yapisim1i ve fonksiyonlarini
degistirerek hiicre zarmi, DNA, riboniikleik asit (RNA) gibi genetik materyali ve
degisik enzimatik olaylar1 etkileyip hiicre hasarina neden olur.®? Hiicre intraselliiler
normal metabolizma sonucu olusan ve ekstraselliiler olarak ise UV radyasyon, iyonize
radyasyon veya kisaca ksenobiyotik etkiler sonucu siirekli olarak serbest radikal
tirlerinin maruziyeti altindadir. Oksijenden olusan bu serbest radikallere Reaktif
Oksijen Species (ROS) denir. Bunlar hidroksil radikali (OH"), siiper oksit radikali (Oy"),
hidrojen peroksidi (H,O;)’dir. Nitrojenden olusan serbest radikallere ise Reaktif
Nitrojen Species (RNS) denir.%® Baslica RNS tiirleri arasinda nitrik oksit (NO°), nitrit
(NO2) ve nitratt (NOj3) gosterebiliriz. ROS ve RNS’nin hiicre ig¢i oksidatif
modifikasyon yapacagi hedefler arasinda DNA, lipit ve proteinleri sayabiliriz.84 Bunun
yani sira bu modifikasyonlarin siras1 ise; ROS’nin {iretim yeri, oksitlenecek molekiiliin
bagil yetenegine ve metal iyonlarinin varligi gibi birkac faktore de baghidir. ROS ve
diger serbest radikallerin saldirilarina karsi onlem i¢in hiicrelerde bir¢ok savunma
sistemi vardir. Bu savunma sistemlerinden en basiti vitamin C ve vitamin E gibi diisiik
molekiil agirlikli antioksidan molekiillerdir. Bu molekiiller kendi kendine reaktif hale
gelmis az reaktif radikaller olsalar da hiicresel biyomolekiillere kars1 zarar1 6nlerler. Ote
yandan daha kompleks yaklagimlari iceren SOD, Katalaz (CAT), Glutatyon Peroksidaz

(GPx) gibi enzimler ise ROS’un miktarini yavas bir sekilde smirlandirir.®® ® Biyolojik
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sistemlerdeki en biiyiik radikal kaynag1 oksijendir. Clinkii oksijen atomu orbitallerinde
iki eslesmemis elektrona sahiptir. Oksijenin bu 6zelligi onun diger serbest radikallerle
kolayca reaksiyona girmesini saglarken, radikal olmayan maddelerle ise daha yavas
reaksiyona girmesini saglamaktadir. Oksijen atomu orbitallerindeki elektronlarin farkli
dizilimi ile siiperoksit, peroksit ve singlet oksijen gibi radikallerin olusumuna da neden
olmaktadir. Ayrica serbest oksijen radikali olusumunun anahtar maddeleri arasinda
oksijen, stiperoksit, hidrojen peroksit, gecis metal iyonlar1 ve hidroksil radikalleride yer
alir. Oksijenli (Aerobik) solunum yapan canlilar disaridan aldiklar1 besin maddelerini
oksijen kullanarak enerjiye ¢evirirler. Dolayisiyla aerobik solunum yapan canlilar
serbest radikallerin en fazla olustugu canli grubudur ve aerobik solunum yapan canlilar
serbest radikallerin etkilerine daha fazla maruz kalmaktadirlar.®> %
2.7.1. Serbest radikal cesitleri

2.7.1.1. Siiperoksit radikali (O;")

Oksijen molekiiliiniin igerdigi iki serbest elektrondan bir tanesini disaridan bir

elektron alarak indirgenmesi ile siiperoksit radikali olugsmaktadir.
O, + e — 02'_

Siiperoksit radikali (O, ) hemen hemen biitiin aerobik hiicrelerde bulunur.
Stiperoksit radikalinin eozinofil, monosit, makrofaj ve notrofil gibi fagositik hiicreler
tarafindan iiretilerek radikal olusumunu artirir.®®

Stiperoksit radikali nadir olarak oksidatif hasara neden olur. Ciinkii SOD enzimi
ile hizli bir sekilde hidrojen peroksite (H20,) ¢evrilmektedir. Siiperoksit radikallerinin
asil zararlar1 ise hidrojen peroksit kaynagi ve gegis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi
olmalarindandir.®” iki stiperoksit radikalinin bir araya gelmesi sonucu hidrojen peroksit

meydana gelir.

0"+ 0, + 2H" — Hy,0, + O,
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Stiperoksit radikali ve peroksil radikali birbirleriyle reaksiyona girince biri
okside olurken digeri indirgenir. Bu dismutasyon reksiyonu sonucu da hidrojen peroksit
ve oksijen olusur.

HO; + 0"+ H' — H,0, + O,

Stiperoksit radikalinin nitrik oksit radikali ile birer eslesmemis elektronlarin

kovalent baglanmalari sonucunda peroksinitrit olusur.®
0O," + NO' — ONOO" ( peroksinitrit)

Hipoklorik asit (HOCI) oksijen metabolitleri ile reaksiyona girme oOzelligine
sahip olmast nedeniyle ilgi uyandirmistir. Hipoklorik asitin siiperoksit radikali ile
reaksiyona girmesi sonucunda olduk¢a giiclii oksidan olan OH' radikalinin olustugu
géﬁilmﬁstﬁr.7g’ 8

O, + HOCl — OH + Cl'+ Oy

Stiperoksit anyonu hem indirgeyici hem yiikseltgeyici 6zellige sahiptir.
Adrenalin, dopamin, askorbat ve hidroksilamini oksitler nitrobluetetrazolium ve
sitokrom c’yi indirger. Rediiktan olarak gorev yaptiginda ferrisitokrom c’nin
rediiksiyonunda bir elektron kaybeder ve oksijene okside olur. Oksidan olarak gorev
yaptiginda ise epinefrinin oksidayonunda bir elektron alir ve hidrojen peroksite
indirgenir.”®

Diger taraftan gec¢is metallerinin otooksidasyonu sonucunda da siiperoksit
radikali olusabilmektedir.**

Fe*?+ 0, — Fe™ + 0,
Cu"+ 0, —» Cu?+ 0y
Bu reaksiyonlar geri doniisiimlii redoks reaksiyonlar1 olup serbest radikal

reaksiyonlarinin hizlanmasinda ok biiyiik neme sahiptir.?® %%
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2.7.1.2. Hidrojen peroksit (H,0,)

Asidik ortamda molekiiler oksijenin ortamdan iki elektron almasi veya
siiperoksitin bir elektron almasi sonucu hidrojen peroksit meydana gelir. **

0y +e +2H"— H,0,
0, +2e +2H" - H,0;

Biyolojik sistemlerdeki hidrojen peroksitin asil kaynagi herhangi bir sistem
tarafindan iiretilen siliperoksit radikalinin dismutasyon reaksiyonudur. Ayrica iirat
oksidaz, glukoz oksidaz, ve D-aminoasit oksidaz gibi enzimler iki elektronunu oksijene
vererek H,O, olustururlar.94

20, +2H" % H20; + O

Hidrojen peroksit kendi basina cok zayif oksidan ozelligi gosterir. Ciinkii
ortaklanmamis bir elektron i¢cermemektedir. Hidrojen peroksit gerektiginde hiicreler
tarafindan selenyum igeren glutatyon peroksidaz, katalaz ve belirli peroksidazlar
tarafindan ortadan kaldirilabilir. HO; serbest bir radikal olmadigi halde, ROS igine
girer ve serbest radikaller igerisinde 6nemli bir rol oynar. Ciinkii Fe ve Cu gibi gecis
metalleri varliginda siiperoksit ile reaksiyona girerek en reaktif ve en zarar verici serbest

oksijen radikali olan hidroksil radikali olusturmak iizere kolaylikla yikilabilir.2” %

Fe*?veya Cu*
H,02+ Oy~ — OH +OH + O3
Bu reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu adi verilir. Haber-Weiss reksiyonu
katalizorlii veya katalizorsiliz olarak meydana gelebilir. Ancak katalizor olmadigi zaman
ok yavas ilerler. Bu reaksiyonda once ferri demir (Fe*) siiperoksit tarafindan ferro

demir’e (Fe+2) indirgenir. Daha sonra bu ferro demir kullanilarak Fenton reaksiyonu ile
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hidrojen peroksitten OH' ve OH" iiretilir.®>

reaksiyonun mekanizmas1 agagidaki
sekildedir.®
Fe**+0,” — Fe+0,

Fe*? + H,0, — Fe*® + OH + OH"

2.7.1.3. Hidroksil radikali (OH")

Hidroksil radikalleri, hidrojen peroksitin gecis metalleri varliginda yani Fenton
reaksiyonu sonucu ve suyun yiiksek enerji ile iyonlarina ayrilmasi ile olusan son derece
reaktif oksidan radikaldir. Hidroksil radikali 6zellikle biyolojik molekiiller iizerine
saldiran ve olustugu yerde biiylik hasarlara neden olan olduk¢a hareketli bir
oksidandir.”’

H,O0 — OH + H + e — Hy0;
Fe*? + Hy0, — Fe™ + OH + OH

Hidroksil radikali birgok biyolojik molekiilden hidrojen atomu koparir.
Bunlardan birisi de tiollerdir.

R-SH + OH — RS + H,0

Meydana gelen siilfiir radikali oksijenle birleserek tiyol peroksil (RSO) ve
stilfenil (RSO') gibi oksisiilfiir radikallerini meydana getirir. Bu radikaller de biyolojik
molekiillerde hasar yapici etkiye sahiptir.

Belki de OH radikalinin en iyi tanimlanmig biyolojik hasari lipit
peroksidasyonunu stimiile etmesidir. Bu durum hidroksil radikallerinin membrana yakin
bir yerde iiretilmesi ve membran fosfolipit zincirinin yag asidi tabakasina atak yapmasi

ile meydana gelir.

2.7.1.4. Singlet Oksijen (*O,)
Singlet oksijen eslesmemis elektron ya da elektronlara sahip olmadigindan

dolay1 bir serbest radikal degildir. Oksijenin eslesmemis elektronlardan birinin verilen
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enerji sonucu bulundugu orbitalden baska bir orbitale veya kendi spininin ters yoniinde
yer degistirmesiyle olusur. Ancak orbitalinde icerdigi elektronlarin ayni yonlii olmasi
singlet oksijenin diger ROS ile okside olmasini artirmaktadir. Singlet oksijen o6zellikle
fotokimyasal reaksiyonlar i¢in oldukca onemlidir.® %%

2.7.1.5. Nitrik oksit (NO")

NO renksiz bir gaz olup, serbest radikal 6zelligine sahip basit bir molekiildiir.
NO, L-arginin (Arg) amino asitinden in vivo olarak tretilmektedir. NO’nun Arg’den
sentezi Nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi tarafindan iki basamakla gerceklesir. NO ¢ok
yonlii bir biyolojik haberci molekiil olup, farkli biyolojik etkilere sahip olabilen bir
kimyasal tiirdiir. Baglangicta cesitli biyolojik fonksiyonlarin regiilasyonunda gorev alan,
hiicre ici ve hiicreler arasi bir haberci molekiil olarak tatmmlanmlsur.83 Bu gorevlere
tipik Ornek olarak sinir sistemindeki norotransmitter fonksiyonu ve damar diiz
kaslarinin gevsemesine olan etkileri sayilabilir.

2.7.2. Serbest radikal kaynaklar:

Serbest radikaller organizmanin normal yasamani siirdiirmesi i¢in gerekli olan
metabolik faaliyetlerini devam ettirmesi i¢in gerekli olan reaksiyonlarin sonunda
olusabildigi gibi stres ve radyasyon gibi ¢evresel faktorlerin etkisiyle de olusmaktadir.
Bu nedenle serbest radikal kaynaklari endojen ve eksojen radikal kaynaklar1 olmak
izere ikiye ayrlhr.86

2.7.2.1. Eksojen radikal kaynaklari

Ilag oksidasyonlar1, radyasyon, giines 15181, UV-1sinlar1 sigara dumani, egzoz

gazlari, kiikiirtdioksit, ¢cevresel ajanlar ve stresdir, " 100 101
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2.7.2.2. Endojen radikal kaynaklar

a. Kiiciik molekiillerin otooksidasyonu: Normal ortamda tiyoller,
hidrokinonlar, katekolaminler, flavinler, tetrahidrobiyopterin gibi pek cok bilesik
otooksidasyon reaksiyonlart ile serbest radikalleri olusturur.”™ 1%

b. Enzimler ve proteinler: Bir¢cok enzimin katalitik sikluslar1 sirasinda da
serbest radikaller agiga cikar. Ksantin oksidaz, aldehit oksidaz ve triptofan dioksijenaz
boyle enzimlerden olup, serbest radikal olusumuna neden olurlar.*

¢. Mitokondriyal elektron tasinmasi: Normalde hiicrelerde en biiyiik serbest
radikal kaynaklarindan biri elektron tasima sisteminden (ETS) sizan elektronlardir.
Mitokondriyal ETS’den elektron iki yerde sizmaktadir. Birincisi, NADPH-dehidrogenaz
basamaginda, ikinci olarak koenzim Q ya da ubikinon basamaginda elektron sizmasi
goriilmektedir. ETS nin son basamaginda elektronlarin O;’ye tasinmasindan sorumlu
olan sitokrom oksidaz enzimi, oksijenin % 97-99’unu harcayarak suya indirger. Ancak
O2’nin % 1-3’1, elektron transport zincirinden sizan elektronlarla bir araya gelerek
stiperoksit radikalinin iiretimini arttirr.'®

d. Endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron transport
sistemleri: Endoplazmik retikulum ve niikleer membranda ise serbest radikal itiretimi
membrana bagli sitokromlarin oksidasyonundan kaynaklanir. Membrana bagli sitokrom
p450 ve bs, doymamis yag asitleri ve ksenobiyotikleri rediikte ederken dioksijen ve
diger substratlari ise okside ederler.'®

e. Peroksizomlar: Peroksizomlar ¢ok Onemli hiicre i¢i hidrojen peroksit
kaynagidirlar. Bu organeldeki D-aminoasit oksidaz, iirat oksidaz, L-hidroksilizin
oksidaz ve yag asidi a¢il-CoA oksidaz gibi oksidazlar O;" iiretmeden, bol miktarda
H,0; iiretimine sebep olurlar. Ancak CAT aktivitesi ¢ok yiiksek oldugu i¢in bu

organelden sitozole ne kadar H,0, gectigi bilinmemektedir.” 1%*
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f. Plazma membrani: Plazma membrani serbest radikal tiretimi i¢in kritik bir
yer olusturmaktadir. Ekstraseliiler olarak {retilen serbest radikaller diger hiicre
komponentlerine ulasmadan Once plazma memranim1 gegmesi gerekir. Bu gecis
sirasinda membranda toksik reaksiyonlarin olusmasina da neden olabilirler. Membranda
yer alan fosfolipitler, glikolipitler, gliseridler ve membran proteinleri serbest
radikallerden etkilenirler. Lipit peroksidasyonu veya yapisal proteinlerin oksidasyonu
sonucu membran permabilitesinde bozukluklar meydana gelmektedir. %> 1%

2.7.3. Serbest radikallerin etkileri

Serbest radikaller etkilerini 6zellikle canli hiicreler i¢in yasamsal dneme sahip
olan DNA, yaglar ve proteinlere saldirarak gdsterirler. Mitokondride oksijenli solunum
sonucunda meydana gelen serbest radikallerin alveolar epitel tabakada ve DNA ya zarar
vererek yapisal ve metabolik ¢esitli hastaliklarin  olugmasina neden oldugu
dﬁsﬁnﬁlmektedir.107’ 108

2.7.3.1. Membran lipitleri iizerine etkileri

Membranlar {izerindeki bir¢ok bilesik ve molekiiliin serbest radikallerden
etkilenmesine ragmen, radikallerin en belirgin etkileri yag asitleri iizerine etki ederek
LPO'yu baglatmalar1 olarak bilinir. LPO, polidoymamis yag asitlerinin radikaller ile
oksidasyonu sonucu baglayan ve otokatalitik zincir reaksiyonlar1 seklinde devam eden
bir¢ok biyolojik yapida hasarlara neden olan reaksiyon siirecidir. LPO membranlarda
olusturdugu yikici etkisi genellikle reaksiyon sirasinda agiga ¢ikan OH' radikalinin
membran yag asidi yan zincirlerine saldirmasiyla olusur. LPO ile meydana gelen
membran hasari geri déniisiimsiizdiir. " 109 10
Lipit  hidroperoksitlerinin  membranlarda  birikimi ~ sonucu, membran

fonksiyonlarinda bozukluklar meydana gelir. Ayrica Lipit hidroperoksitleri gecis

metalleri katalizorliiglinde yikilmasi sonucu ¢ogu zararli olan aldehitler olusur. LPO
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sonucunda ortaya c¢ikan c¢esitli aldehitlerden en iyi bilinenleri MDA ve
4-hidroksinonenal (HNE)’dir. MDA 6lgiimii ile LPO’nun degerlendirilmesi
yapilabilmektedir. Bu bilesikler ya hiicresel olarak metabolize olurlar ya da baslangicta
etkili olduklar1 bolgeden difflize olup hasarli hiicrenin diger boliimlerine yayarlar. Lipit
radikallerinin hidrofobik yapida olmasi dolayisi ile reaksiyonlarin ¢ogu membrana bagl
molekiillerde meydana gelir.m‘ 12

2.7.3.2. Karbohidratlara Etkileri

Serbest radikallerin karbohidratlar lizerinde de 6nemli etkileri bulunmaktadir.
Monosakkaritlerin oto oksidasyonu sonucu peroksitler ve okzalaldehitler olusur. Bu
olusan iirlinler diyabet ve sigara i¢imi ile iliskili kronik hastaliklardada 6nemli rol
oynamaktadirlar. Okzalaldehitler DNA, RNA ve proteinlere baglanip capraz baglar
yapabilme oOzelliklerinden dolayr antimitotik etki gosterirler. Boylelikle kanser,
inflamatuar eklem hastaliklari, katarakt olusumu ve yaslanma olaylarinda 6nemli rol
oynamaktadirlar. 48,79, 113

2.7.3.3. DNA iizerine etkileri

Genetik materyalin molekiiler biitiinliiglinde ekzojen veya endojen faktorlerin
etkisiyle meydana gelen tiim degisiklikler “DNA hasari” olarak adlandirilir.™* insan
genomik DNA’sin biitiinliigi farkli DNA hasarlarina neden olan ultraviyole,
X-1sinlar1, kimyasal bilesikler gibi cevresel faktorlerin etkisiyle ve ayni zamanda
hiicresel metabolizmanin yan f{irlinii olarak iiretilen serbest radikaller gibi endojen
ajanlar da DNA’da farkli mekanizmalar ile; baz ve sekerde lezyonlara, tek ve ¢ift zincir
kiriklarina, abazik bolgelere, DNA-protein ¢apraz baglanmasi gibi bir takim
modifikasyonlara neden olur.®>® DNA cok sayida negatif yiiklii fosfat gruplari

+2/+3 v

icerdiginden, ¢esitli katyonlar1 baglama yetenegine sahip biiyiik bir anyondur. Fe e

Cu™*? jyonlar1 negatif yiiklii DNA’ya siirekli bagl bulunabildikleri gibi oksidatif stres
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altinda hiicre i¢inde bulunan demirli ve bakirli proteinlerden serbestleserek de DNA’ya
baglanabilmektedirler. OH' radikali, deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girer ve
baz modifikasyonlarina yol agar. Hidroksil radikali, niikleik asitlerde doymus karbon
atomlarindan hidrojen cikarir veya ¢ift baglara katilma tepkimeleri ile sonuglanan
tepkimelere girer ve DNA hasarina neden olurlar.*? Eger hidroksil radikali DNA’nin
yakininda meydana gelirse mutasyonlara da neden olabilir. Siiperoksit anyonu gii¢lii bir
oksitleyici oldugundan, guanin gibi yiiksek elektron yogunluklu bolgeler igeren

2L 12 Aktive olmus nétrofillerden

molekiillerle daha kolay tepkimeye girer.
kaynaklanan hidrojen peroksit membranlardan kolayca gecerek ve hiicre c¢ekirdegine
ulasarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre 6liimiine yol agabilir.'??
123 ROS'ye bagli olarak DNA’nin oksidatif hasart sonucu yaslanma, kanser,
kardiyovaskiiler hastaliklar, immdiin sistem hastaliklari, dejeneratif hastaliklar gibi ¢esitli
hastaliklar gérﬁlebilir.84’ 124
Aynt zamanda RNS’de (NO;, ONOOH, N;03;, HNO;) DNA bazlarinin
nitrolanmasina veya deaminasyonuna neden olmaktadir. RNS etkisi ile sitozinden
urasil, guaninden ksantin ve adeninden hipoksantin olusmaktadir. ONOO™ guaninden 8-
nitroguanin ve hipoksantin olusturabilir. 8-nitroguanin DNA yapisi i¢inde dayaniksiz
oldugundan spontan olarak deplirinasyona ugrar ve abazik alanlarin olusmasina neden
olur 125,126
2.7.3.4. Proteinler iizerine etkileri
Proteinler, lipitlere gore serbest radikallerden daha az etkilenirler. Proteinlerin
etkilenme dereceleri icerdikleri amino asit kompozisyonuna baglidir. Doymamis bag ve
siilfiir iceren aminoasitlerden (triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metiyonin, sistein

gibi) meydana gelmis proteinler serbest radikallerden daha c¢abuk etkilenirler.

Proteinlerin radikaller ile reaksiyona girmesi sonucu karbon merkezli radikaller ve
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siilfiir radikalleri meydana gelir. Bu karbon merkezli radikallerden karbonillerin
Olctlilmesi ile proteinlerde meydana gelen oksidatif hasar 6l¢iilebilir. Serbest radikallerin
olusturdugu hasar sonucunda proteinlerde parcalanmalar, ¢apraz baglanmalar ve
proteinlerin agregasyonu meydana gelebilir. Birgok biyokimyasal yapinin ve 6zellikle
enzimlerin yapisinda bulunan proteinlerin hasar gérmesi sonucu hiicrenin normal
fonksiyonlarinda bozukluklar ve enzim aktivitelerinde aksakliklar meydana gelir.79’ 127

2.8. Antioksidan savunma sistemleri

Canlilar serbest radikallerin zararli etkilerini engellemek icin hem hiicre
icerisinde hem de hiicre membranin da etki gosteren bircok mekanizma
gelistirmislerdir. Bu mekanizmalar gerek radikal {iretimini engelleyerek gerekse olusan
radikallerin zararli etkilerini ortadan kaldirmak icin tasarlanmistir. Iste canli
organizmalarin olusturdugu bu sisteme antioksidan savunma sistemi veya kisaca
antioksidanlar denilmektedir. Antioksidanlar, hem direkt, hem de dolayli olarak
ksenobiyotiklerin, ilaglarin, karsinojenlerin ve toksik radikal reaksiyonlarin istenmeyen
etkilerine kars1 hiicreleri koruyan maddelerdir.'** 1%

Antioksidanlar dort ayr sekilde etki ederler:*?°

1) Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya daha zayif yeni
molekiile ¢cevirme toplayic1 etkidir. Antioksidan enzimler, trakeobrongiyal mukus ve
kiiciik molekdiller bu tip etki gosterirler.

2) Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini azaltma veya inaktif sekle doniistirme bastiric1 etkidir. Vitaminler,
flavanoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler.

3) Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini

engelleyici etki zincir kiricr etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir

kiric1 etki gosterirler.
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4) Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi onarici etkidir.

Serbest radikallere karsi islev yapan antioksidan gruplar ve ozellikleri Sekil
2.3.”de gosterilmektedir.

. Radikal Yakalayic Onarict / Yenileyici
Onleyici Antioksidanlar Antioksidanlar Antioksidanlar
Stiperoksit Dismutaz C vitamini E vitamini Lipaz
Glutatyon Peroksidaz Urat Ubikinol Proteaz
Metallerle Kompleks Albumin Karotenoidler DNA Onariet
Yapici Proteinler Flavonoidler Enzimler
l l 17 Transferazlar
Radikal . . l
olusumunu b Z11nc1r et ngr} r/l . Zarari onararak dokulan
snleyerek aglamasint | ilerlemesini / zincir veniden diizenleyerek
onleyerek sonunu bozarak
l Serbest l Lipid l Z%ncir _l, l—>
Radikal |~ |Radikali |~ |Oksidasyonu =

Sekil 2.4. Antioksidanlarin serbest radikallere karsi etkileri**®

Antioksidanlar endojen ve ekzojen kaynakli olarak ikiye ayrilmakla beraber
serbest radikal olusumunu engelleyen ve mevcut radikalleri etkisiz hale getirenler veya

enzim ve enzim olmayanlar seklinde de siniflandirilabilmektedir.'®

Antioksidanlar
\
Dogal antioksida‘ﬁ Sentetik antioksidanlar
o~ ~. BHT, BHA,
Enzimatik Enzimatik olmayan Te:rlzltoc])(livtil?szli;“
SOD / \ ientetik f‘naddeler
Katalaz Endojen Eksojen
Glutatyon peroksidaz Glutatyon E Vitamini
Glutatyon rediiktaz Seriiloplazmin pB-Karoten
Glutatyon-S-transferaz Bilirubin Askorbik Asit
Ferritin Flavonoidler
Laktoferrin
Urik asit
Haptoglobinler
Albumin

Sekil 2.5. Antioksidanlarin siniflandirilmas™
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2.8.1. Endojen (Dogal) antioksidanlar

Primer antioksidanlar (Enzimler)

SOD Enzimi: Bu enzim siiperoksitin, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene
doniistimiinii katalizleyen enzimdir. SOD’nin aktivitesi yas artisiyla beraber artar. SOD
yaklasik olarak biitiin canlilarda bulunmaktadir. Memelilerde ii¢ tipi vardir. Bunlar
sitozolde bulunan dimerik bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) ihtiva eden Cu-Zn-SOD,
extraselular etki gosteren Cu-Zn-SOD ve mitokondri de bulunan tetramerik mangan
(Mn) ihtiva eden Mn-SOD izomerlerdir. SOD’nin Fe ihtiva eden izomeri Fe-SOD ise
sadece mikroorganizmalarda ve bazi bitkilerde bulunmaktadir. SOD’nin tiim c¢esitleri

stiperoksitin dismutasyon reaksiyonunu katalizleyebilirler.m’ 133

0y + 02"+ 2 H"— Hy,0, + O,

Serbest radikallerin olusturdugu yikici etkinin onlenmesinde SOD enziminin
katalaz enzimi ile birlikte incelenmesi gerektigi ve hatta iki enzimin bir kompleks haline
getirilip fenton reaksiyonu sonucu olusan radikallerin giderilmesinde daha etkili olacagi
diistiniilmektedir. Ciinkii SOD ile katalizlenen tepkime sonunda olusan hidrojen
peroksit oksijenin toksik tiirlerinden biridir ve katalaz tarafindan birikimi
6nlenmektedir.**

Katalaz Enzimi (CAT): Katalaz, tim canli hiicre tiplerinde degisik
konsantrasyonlarda bulunan, dort tane alt grup igeren ve her bir alt grubu 60,000 dalton
agirliginda olan enzimdir. Bu enzimin en dnemli gorevi hidrojen peroksiti molekiiler
oksijen ve suya katalizlemektir.'*®

CAT
2H,0p —— > 2H,0+0;,
CAT enzimi daha ¢ok peroksizomlarda lokalizedir. CAT 1n indirgeyici aktivitesi

hidrojen peroksit ile metil, etil hidroperoksitleri gibi kiiciik molekiillere karsidir. Biiyiik
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molekiillii Lipit hidroperoksitlerine etki etmez. Kan, kemik iligi, mukoz membranlar,
karaciger ve bobreklerde yliksek miktarda bulunmaktadir.”

Sekonder antioksidanlar

Glutatyon (GSH): GSH, bir¢ok hiicrede bulunur ve bir tripeptiddir. GSH L-

glutamat, L-sistein ve glisinden iki basamakta sentezlenir.

Glutatyon

sentetaz

L-Glutamat + L-Sistein + ATP » y-Glutamil sistein + ADP +P;

y-Glutamilsistein

o o sentetaz
v-Glutamil sistein + Glisin + ATP » GSH + ADP + P;

GSH, hemoglobin ve diger eritrosit proteinlerinde bulunan sistein rezidiilerini
indirgenmis halde tutarak siilfhidril tamponu gérevini gériir. Indirgenmis glutatyon yani
GSH, aktif bolgesinde selenyum iz elementini igeren bir enzim olan GPx enzimi
katalizorliigiinde H,O, ve organik peroksitlerle reaksiyona girerek antioksidan etki
sergiler ve Hy0,’yi alyuvarlardan uzaklastirir. H,O, birikmesi hemoglobinin
methemoglobine  oksidasyon hizim1  artirarak  alyuvarlarin = yasama  siiresini
azaltabildiginden bu tepkime ¢ok Onemlidir. Ayrica alyuvarlarda hemoglobinin
methemoglobine otooksidasyonu ile siiperoksit olusurken diger dokularda ise bu CYP-
450 rediiktaz ve XO gibi enzimlerle olusur. 3 137

GSH, H,0,’yi veya organik oksitleri kimyasal olarak detoksifiye edebilir. GSH
peptid bagindan dolay1 diisiik enerjili bilesikler arasinda kabul edebiliriz. GSH, hiicre
proteinlerini indirgemis sekilde tutan disilfit-stilfidril degisimi tepkimelerinde etki

gosterir. Belirli oksidaz tepkimeleriyle olusan hidrojen peroksidi uzaklastiran enzim

GPx’e substratlik yaparak proteinlerin siilfidril gruplarin1 da korur. GSH yoklugunda
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H,0O, birikir. GSSG, glutatyon rediiktaz tarafindan siirekli GSH’ye indirgenerek GSH
miktari diizenlenir.*®

2.8.2. Eksojen (Sekonder) Antioksidanlar

C vitamini Sulu ortamlarda genis antioksidan kapasiteye sahip, lipit ortamlarin
giiclii antioksidani olan vitamin E'nin antioksidan etkisini andiran rol iistlenerek kan ve
vicuttaki diger sivilarin primer antioksidan savunmasini gergeklestirir. Vitamin C
organizmada cesitli hidroksilasyon reaksiyonlarinda indirgen olarak rol oynamaktadir.
Safra asitlerinin sentezinde ve demirin emiliminde 6nemli fonksiyonlara sahiptir.81
Askorbik asit antioksidan mekanizmasi singlet oksijenin siipiiriilmesi ve molekiiler
oksijenin ortadan kaldirilmasi1 esasina dayanmaktadir.

E Vitamini, ilk olarak 1922 yilinda izole edilmis tokoferol yapisinda olup alfa,
beta, gama ve delta olarak adlandirilan dort tokoferol karisimidir. Dogal dagilimi en
genis ve biyoaktivitesi en fazla olam1 a-tokoferoldur. a-tokoferol dokularda degisik
drisimlerde bulunmaktadir. E vitamini mitokondri ve mikrozomlar gibi membrandan
zengin hiicre kisimlarinda yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. E vitamini yagda
¢oziinen bir vitamin olup temel gorevi lipitleri oksidatif hasardan korumaktir. Ince
barsaklardan kolayca emilir ve viicudun tiim dokularina taginarak hiicre membranlari
etrafinda depolanir. BOylece hiicre membraninda koruyucu bir tabaka olusturmus
olur.” 8

2.9. Oksidatif Stres Hipotezi

Oksidatif stresin genel bir tanimi, prooksidan-antioksidan dengesinin prooksidan
yoniine kaymasi sonucu potansiyel hiicresel hasarlara yol ag¢masi durumudur.®
Organizmada serbest radikallerin olusumu ile bunlarin ortadan kaldirilmasi siirekli bir

denge halindedir. Oksidatif denge dedigimiz bu durum siirdiiriilebildigi siirece serbest

radikaller organizmada herhangi bir patolojik sonu¢ dogurmamaktadir. Ancak serbest
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radikallerin olusum hizinda artis ya da ortadan kaldirilma hizinda bir azalma oldugunda
‘oksidatif stres’ olarak adlandirilan siire¢ gézlenmekte ve bu durum doku hasar ile
sonuclanmaktadir.**® Bununla birlikte, oksidatif stres durumunun 8lgiimii, diizeltme ve
onarimi yapan kompleks endojen savunma sistemlerin olmasindan dolay1 zor olabilir.
Oksidatif stres, serbest radikal tiretiminin artis1 ve antioksidan savunmanin azalmasi
sonucu olabilir. Bu nedenle, oksidatif stres biyobelirteci olarak antioksidan tiiketiminin
arastirilmasi antioksidan miktarlarindaki azalis veya onlarin metabolitlerindeki artisin
degerlendirilmesi ile olabilir.**°

2.10. Nigella sativa L. (Corek otu)

Nigella sativa L. (NS) Ranunculaceae (diigiin ¢igegigiller) familyasindan olup
giiniimiizde basta Dogu Akdeniz {ilkeleri olmak iizere birgok iilkede yaygin olarak
tarim1 yapilan yillik otsu bir bitki tiirtidiir. Tiirkiye’de 12 Nigella tiirii yetismektedir.
Cogunun kimyasal ve farmakolojik ozellikleri heniiz incelenmemistir. Bunlardan
Nigella sativa, Nigella damascena ve Nigella arvensis’in tohumlar1 halk hekimliginde
ve baharat olarak daha yaygm bir bicimde kullanilmaktadir. Ulkemizde tarimi yapilan

141

ve ticarete konu olan tek tiir yalnizca black cumin (Nigella sativa L.)’dir.”™™" Tiirkiye’de

yaygin olarak Afyon, Isparta, Burdur ve Konya yorelerinde tarimi yapilmaktadir.
Corekotu tohumu ve tohumundan elde edilen preparatlar eskiden oldugu gibi
giinimiizde de hala Ortadogu ve bazi Asya iilkelerinde halk hekimliginde, soguk
alginligi, bas agrisi, astim, gaz giderme, idrar soktiiriicii, sarilik, g¢esitli romatizma ve

iltihap hastaliklar1 vb. bir¢cok hastaligin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir.**?

Corekotu tohumu ve bilesenlerinin, anti-timdr aktivite,"*® anti-bakteriyel aktivite,***

145 146

anti-inflamatuar  aktivite, antioksidan aktivite, ve bagisiklilik  sistemini

147

kuvvetlendirici aktivite™" gibi daha birgok faydali farmakolojik etkiye sahip olduklari
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148, 149

belirlenmistir. Besin olarak kullanilan kismi tohumlaridir ve yiiksekligi yaklasik

20-30 cm’dir.*™

A ' '?‘o;

Sekil 2.6. Nigella sativa L.

2.10.1. Nigella sativa L.’nin Kimyasal Ozellikleri

Nigella sativa L. tohumunun kimyasal yapisi, bitkinin toplandigi mevsime,
tiiriine ve yetistirildigi yerdeki iklime gore degislik gostermektedir.*** Nigella sativa L.
tohumundan c¢ogu aktif bilesikler, izole edilmis ve tanimlanmistir. En onemli aktif
bilesikler olarak timokinon, ditimokinon (% 30 -48), p- simen (%7 -15) , karvakrol (%
6-12 ), 4- terpineol (% 2 -7), t- anetol (%1- 4), longifolen (%1-8), a - pinen ve timol gibi
bilesiklerdir. Nigella sativa L. tohumlar1, izokinolin (nigellisimin ve nigellisimin - N -
oksit) ve indazol halkasi tasiyan pirazol (nigellidin ve nigellisin) gibi iki farkli alkaloit
tiirlerini, bunlarin yaninda alfa- hederin, suda ¢oziiniir bir pentasiklik olan triterpen ve
saponin, potansiyel anti-kanser maddesi igerir. Ayn1 zamanda karvon, limonen,
sitronelol gibi bazi bilesiklerde eser miktarlarda bulunmaktadir. Nigella sativa L.
tohumlar1 % 26.7 protein, % 28.5 yag, % 24.9 karbonhidrat, % 8.4 ham seliiloz ve %
4.8 toplam kiil igermektedir. Cu, P, Zn ve Fe gibi cesitli mineralleri, karaciger

tarafindan vitamin A’ya doniistiiriilen karoten ve bir miktarda vanilik asit ihtiva

32



etmektedir.®* *** Nigella sativa L. tohumu doymamus yag asitlerince ¢ok zengin olup,
esas kismu linoleik asit ( % 50-60), oleik asit ( % 20), eikodadienoik asit ( % 3) ve
dihomolinoleik asit’ten ( % 10) olusmaktadir. Yaklasik % 30 ve daha az kismi ise
doymus yag asitleri olan palmitik ve stearik asittir.™

Nigella sativa L. tohumlar1 % 70’lik etanol ile eksrakte edilmis ve bu eksraktan
tic yeni flavonoit glikoziti bulunmustur. Bulunan bilesikler; kuersetin-3-O-f3-
glukopiranozil(1—2)-O-B-galaktopiranozil(1—2)-O-B-glukopiranozil, kaempferol-3-O-
B-glukopiranozil(1—2)-O-B-galaktopiranozil(1—2)-O-B-glukopiranozit ve kuersetin-3-
O-(6-feruloil-B-glukopiranozil)(1—2)-O-B-galakto piranozil (1—2)-O-B-glukopiranozit'
tir. Bu yeni bilesiklerle birlikte kuersetin-3-glukozit, kaempferol-3-glukozit ve rutin de
etanol ekstresinden izole edilrnistir.ls6

2.10.1.1. Flavonoidler

Sar1 renkli olmalari nedeniyle Latince’de sart anlamina gelen ‘flavus'
sozciiginden tiiretilerek flavonoid adimi almiglardir. 15 C atomlu 2-fenil benzopiron
(difenil propan) yapist (Cs-C3-Cg) gosterirler. Bu yapilart nedeniyle polifenolik bilesik
olarak kabul edilirler. Flavonoidleri P vitamini olarak kabul eden goriisler de vardir.>’
Flavonoidler fenolik yap1 gosteren dogal fitokimyasallardir. Bitki ¢i¢eklerine renk
veren, bitkiyi UV-B isinlarinin zararli etkilerinden ve mikrobiyal saldiridan koruyan
flavonoidler hayvan hiicrelerinde sentez edilemediginden, insanlar tarafindan bitkisel
besinlerin tiiketimi yoluyla almmaktadir.™®® Flavonoidler viicuda girdikten sonra ¢esitli
reaksiyonlarla aglikon, glikozit ve metilenmis formlara dondiiriilerek metabolize

edilir.**

Gilinlimiizde bilinen ¢ok fazla sayida farkl flavonoid vardir. Bircok alt gruplari
olmakla birlikte, heterosiklik oksijen halkalarinin yapisal farklilifina goére 6 temel

flavonoid  grubu  vardir:  Flavonlar, flavonoller, flavononlar, flavanoller,

dihidroflavonoller ve biflavonoidler.®” ' Flavonoidlerin gosterdikleri aktivitelerin

33



cesitliligi cogunlukla bu yapisal farkliliklardan kaynaklanmaktadir."®® Kuersetinin de
aralarinda bulundugu flavonoidler dogada yaygin olarak bulunan polifenoller i¢inde yer

alan diisiik molekiil agirlikli bilesiklerdir. ®*

Sekil 2.7. Flavonoid molekiil yapis1

Flavonoidler antitoksidan 6zelliklerini serbest radikallerle reaksiyona girip onlar1 etkisiz
hale getirerek gosterirler. Flavonoidlerin etki mekanizmalarin;

1. Siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimlerini inhibe ederek,*®* 1%

2. Siiperoksit radikalini (O27), hidroksil radikalini (OH’) ve singlet oksijeni (*Oy)
temizleyerek, %% 1

3. Peroksil radikalini (ROO") ve alkoksil radikalini (RO’) yakalayarak, lipid

peroksil zincirini kirarak, %168

4. Protein kinaz enzimini inhibe ederek,**’
5. Demir ve bakir gibi gecis metallerini sela‘[layarak,169
6. Laktat transportunu engelleyerek,*’

7. Enzim fonksiyonlarina bagimmli kalsiyum modiilasyonuyla hiicresel
regiilasyonda 6nemli rol oynayan kiiciik bir asidik protein olan kalmodiilini inhibe
ederek, ™’ gosterdiklerini soyleyebiliriz.

Flavonoidlerin serbest radikal yakalama ve antioksidan 6zelliklerinin yapilarinda
bulunan;

1. Radikal hedef yeri olan B halkasindaki o-dihidroksi grubu,

2. Elektron delokalizasyon i¢in C halkasindaki 4-okzo grubu ile 2-3 ¢ift bag

34



3. Maksimum radikal yakalama ve metal selatlama icin gerekli 3 ve 5 hidroksil
grubu olarak sayilabilecek ti¢ gruptan ileri geldigi 6ne siirilmektedir. "

Kuersetin tizerinde bu {i¢ grubu gorebiliriz. Bu ii¢ gruba sahip olan kuersetin vb.
flavonoidler maksimum aktivite gosterirken eksik gruba sahip olanlarin aktiviteleri daha
diisiiktiir. Yani ayn1 konsantrasyonda kuersetinin MDA olusumu tiizerindeki inhibisyonu
rutine gore daha fazladir. Yine ayni konsantrasyondaki diosminin inhibisyon orani
kuersetin ve rutine gore ¢ok dﬁsﬁktﬁr.m Rutin bilesigi ise bir flavonol olan kuersetinin
3. C atomuna bagli OH grubuna rutinozun konjugasyonuyla olusan bir flavonoiddir.}

Kuersetin

Sekil 2.8. Kuersetin
[2-(3,4-dihidroksifenil)-3,5,7-trihidroksi-4H-kromen-4-on; Cy5H1007]

Kuersetin bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan fenolik bir flavonoiddir. 131,173

Merfort ve arkadaslar™® tarafindan 1997 yilinda yaptiklart bir arastirmada Nigella
sativa L. Tohumlarinin % 70’lik etanolle ekstraksiyonundan elde ettikleri flavonoid
glikozitleri arasinda kuersetinin de varligini bildirilmigdir. Kuersetin enzimatik olmayan
antioksidanlardan biridir. Dogal bir flavonol olan kuersetin giiclii bir antioksidandir.
Oksidatif stresin neden oldugu hasarlara karsi hiicreyi korumada reaktif oksijen
tirlerinin  stipliriilmesi ve metal katyonlarmin selatlanmasi {izerinden etkilidir.*®

Chengelis ve ark.'™

yaptiklar bir calismada pestisitlerin neden oldugu oksidatif stresi
azaltmak ya da tamamen ortadan kaldirmak i¢in kullanilan antioksidan maddelerden en

onemlileri arasinda kuersetinin de yer aldigmi bildirmislerdir. Ayrica antibakteriyal,
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antiviral, antioksidan, antiinflamatuar, antikarsinojenik etkileri vardir.}”® Bu bilesikler
serbest radikalleri ortamdan uzaklastirarak bilayer oOzellik gosteren hiicre zarinda
bulunan fosfolipitleri lipit peroksidasyonuna karsi korurlar.’®® "® Fenolik asit
bakimindan zengin besinler antioksidan, antiinflamatuar, antibakteriyel, antiallerjik,
antiviral 6zellik gosterirler. Fenolik bilesenlerden zengin besinlerin karaciger lizerinde
de koruyucu etkileri vardir."”’

Pawlikowska-Pawlega ve arkadaglari'’®

yaptiklar1 bir caligmada kuersetinin
farelerde eritrosit membranlarin1 oksidatif hasara karsi korudugunu bildirmisler ve
kuersetinin apoptozu indiikleyip timor gelisimini engelledigini, fosfolipaz A2 ve
protein kinazlar1 inhibe ettigini, membran akiskanligini arttirdigini belirtmislerdir. Ek
olarak, kuersetinin de arasinda bulundugu flavonoidler diisiikk yogunluklu lipoprotein
(LDL) oksidasyonunu engellerler ve NOS aktivitesini takiben vazodilatasyona neden
olan NO seviyesini arttirirlar.”

Inal ve arkada@lam180 yaptiklar1 bir calismada UV A ile deride irritasyon
meydana getirmisler ve bunun sonucunda MDA seviyesinde artis, CAT, SOD
seviyelerinde azalma meydana geldigini gozlemislerdir. UV A ile birlikte kuersetin
verilen grup ile sadece UV A'ya maruz kalan grup karsilastirildiginda MDA diizeyinde
azalma, CAT ve SOD enzim aktivitelerinde ise artis gézlemlemislerdir.lgo Ratlara
cisplatin ile beraber kuersetin uygulandiginda sadece cisplatin verilen gruba gore viicut
agirhginda ve membran bagimli ATPaz'larin  aktivitesinde artis ve lipit
peroksidasyonunda ise azalma meydana geldigini belirtmislerdir.’® Bagka bir
caligmada; haftada 5 giin olacak sekilde 22 hafta boyunca Wistar cinsi ratlara
subkutandz yolla nikotin uygulanmis grup kontrolle karsilastirilmis ve nikotin
uygulanan gruptaki ratlarin viicut agirliginda azalma ve karaciger dokularindaki SOD,

CAT aktivitelerinde azalma oldugunu gozlemlenmistir. Nikotinle beraber kuersetin
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uygulandiginda nikotin grubuna gore viicut agirliginda kazanim ve SOD, CAT enzim
aktivitelerinde anlamli bir artis meydana geldigi gt')zlemlenmistir.182

Kuersetinin iskemi-reperfiizyon hasarina kars1 koruyucu rolii de vardir. Yapilan
bir arastirmada kuersetin uygulanan gruplarda reperfiizyon periyodunun her fazinda
biyokimyasal parametrelerin kontrol grubuna kiyasla belirgin olarak daha 1yi
miyokardiyal iyilesmeyi sagladigi belirtilmistir. Sonug¢ olarak kuersetinin antioksidan
etkinligi ile oksidatif strese bagli doku hasarim1 azaltarak iskemi sonrasi iyilesmeyi

arttirdigini belirtmislerdir.*®

Kaempferol

OH O
Sekil 2.9. : Kaempferol (3,3',5,7,tetrahidroksiflavon; C15H100s)

Dogal bir antioksidan bilesik olan kaempferol flavonol siifinda yer alir.'®

> vyaptiklari bir ¢alismada flavonoidlerin kimyasal ve

Pannala ve arkadaslarl18
antioksidan 6zelliklerini incelemisler ve kaempferoliin 4'-OH ve 3-OH gruplarina bagl
olarak yiiksek antioksidan aktivite gosterdikleri belirtmislerdir.

Kaempferol, kuersetin ve rutin ile benzer sekilde radikal tutucu aktivitesiyle lipid
peroksidasyonunu engelleyici 6zellik gostermektedir.'®

Nigella sativa L. etanol ekstresi igerisinde de bulunan kuersetin, kaempferol ve

rutin flavonoidlerinin antioksidan aktiviteleri bazi sentetik kaynakli antioksidanlarla

karsilastirildiginda antioksidan ozelliklerinin daha yiiksek oldugu gozlemlenmektedir.
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Yapilan bir ¢alismada bu antioksidan aktiviteler karsilastirilmis ve Tablo 2.4." de
gosterilmistir.

Tablo 2.1. Antioksidan bilesiklerin antioksidan kapasitelerinin karsﬂas‘unlmamm1

Antioksidan Antioksidan aktivite £ SD (%)
o Biitil hidroksi toliien 99.51 +0.81
b Biitil hidroksi anisol 98.61 +0.04
= Etoksikuin 86.14 + 0.99
@ Propil Gallat 85.01 + 0.89
Luteolin 98.65 + 0.04
Kuersetin 92.91 +0.40
Karnosol 92.36 £0.17
Vitamin E 91.61 +0.60
Fisetin 86.32 + 0.66
Kaempferol 85.88 + 0.62
Mirisetin 80.54 £ 0.54
Rutin 70.46 £ 2.95
= Vitamin C 68.79 + 0.99
= Siyanidin kloriir 60.52 +1.98
s Epikatekin 48.58 +1.89
Flavon 42.33 £3.78
Gallik asit 3342 +£3.11
Kafeik asit 32.55+1.36
Taksifolin 30.51+1.22
Naringenin 28.54 + 6.46
Klorojenik asit 2491 +2.32
Vitamin A 18.95 +1.49
Sinnamik asit 10.48 +£1.69

2.10.2. Nigella sativa L.’nin Hepatotoksik ve Nefrotoksik Etki

Hayvan deneylerinde Nigella sativa L.’nin hepatotoksisiteye karsi koruyucu rolii
arastirilmig olup yaslanma prosesi tizerindeki olasi etkilerini belirlemek igin Nigella
sativa L. 0.27 g/100 g viicut agirligy/ giin verilerek ratlarin karaciger ve bobreklerindeki
degisimler ile yaslanmayla alakali olabilecek degerler Glglilmiistiir. Sonuglar Nigella

sativa L.’nin ratlardaki yaslanmayi geciktirdigini gostermistir.™®’
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Yapilan bir ¢alismada CCly ile olusturulan hepatotoksisitede NS aktif bilesenleri
antioksidan mekanizmalarla farelerde karacigeri korudugu belirtilmistir.**®  Yine
tavsanlarda CCly ile deneysel olarak olusturulan karaciger sirozu ve fibrozunu NS’in
once verilmesiyle onledigini ve karacigerdeki oksidatif ve histolojik durumu diizelttigi
g('jsterilmistir.189

Nefrotoksik bir ila¢ olan sisplatinin uygulanmasindan 30 dk. dnce Nigella sativa
L. ekstresi (50 mg/kg) verilmesinin nefrotoksisitede biyokimyasal ve fizyolojik sartlari
diizeltmede etkili oldugunu gt')stermistir.lgo

2.10.3. Nigella sativa L.’nin Antioksidan Ozelligi

Nigella Sativa L.’nin etki mekanizmasi bir¢ok hastaligi tedavi edebilmesi ve
yapisinda birden fazla etken madde bulunmasindan dolay1 tam olarak bilinmemektedir.
NS’nin farmakolojik 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in 1960 yillardan beri ¢alismalar
yapilmakta ve yapilan bu ¢aligmalarda Nigella Sativa L.’nin bir¢ok faydali 6zellikleri
bulunmustur. Yapisindaki yararli bircok madde bulunmasindan dolayr antitoksik ve
antioksidan Ozellik gostermektedir. Yapilan in vitro calismalarda NS tohumlarinin
hiicreyi osmotik basing ve lipopolisakkaritlere karsi koruyudugu belirlenmistir. in vivo
caligmalarda ise: Karaciger ve bobrekte toksisiteye neden olan tert-butil hidroperoksit,
cisplatin, karbon tetrakloriir (CCly), gentamisin, metionin, potasyum bromat (KBrOs3)
gibi maddelere kars1 koruyucu etki gosterdigi bildirilmigtir,*© 189 191 192
Nigella sativa L.’nin tavsanlarda olusan karaciger fibrozisini'®® ve gentamisin

kaynakli nefrotoksisiteyi azalttigini, ayrica metiyonine karsi koruyucu etkisi

oldugunuda géstermislerdir.lg?’
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3. MATERYAL VE METOT

Bu calisma, Atatiirk Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvari,
Atatiirk Universitesi T1ip Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali Molekiiler Farmakoloji
Aragtirma Laboratuvari gergeklestirildi.

3.1. Materyal

3.1.1. Deney Hayvanlan

Bu calismamizda Atatiirk Universitesi Deneysel Arastirma ve Uygulama
Merkezi (ATADEM) biinyesindeki deneysel hayvan laboratuvarindan temin edilen
toplam 48 adet ve agirliklar1 200-220 gram arasinda degisen Albino Wistar cinsi disi
sican kullanildi. Deney siiresince, siganlara yeteri kadar (ad libitum) su ve yem (Yem
Kurumu, Standart Sican Yemi) verildi. Hayvanlar deney Oncesi gruplar halinde
laboratuvarda normal oda sicakliginda (22 'C) barmdirild1 ve beslendi. Calismalarimizin
tiim asamalar1 Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunu tarafindan
31.05.2013 tarih ve 361 sayili yazis1 ve Atatiirk Universitesi Saglik Bilimleri Etik
Kurulu tarafindan 31.05.2013 tarih ve 2013.1.33 numarali karar ile etik kurallara uygun
oldugu onaylanmuistir.

3.1.2. Kullanilan flaclar

Parasetamol: Calismada, parasetamoliin rat basina 2 g/kg dozu 2 ml’ye tekabiil
edecek sekilde Phosphate buffer saline’nin (PBS) % 1 lik Karboksi Metil Seliiloz
(CMC) ¢ozeltisinde siispanse edilerek hazirlandi. Hazirlanan siispansiyon gastrik sonda
yardimiyla oral yoldan uygulandi. (Parasetamol, Doga Ilagc Hammadde Ltd. sirketi,
Istanbul)

Nigella sativa L. Etanol Ekstrakti: Bitki aktardan temin edilip Agr1 Ibrahim
Cegen Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dali’nda gorevli Yrd.

Dog. Dr. Yalgin KARAGOZ tarafindan teshis edildikten sonra 200 gr tartilip 50 °C’de
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500 ml % 70’lik etanolde {i¢ kere 24 saat boyunca geri sogutucu altinda ekstrakte edildi.
Ardindan etanol kism1 ve bir miktar su evaporatdr ile uzaklastirildi. Koyu kahverengi
renginde yaklasik % 25 verimle 200 ml NS Etanol ekstresi elde edildi. Elde edilen
ekstrakt 250, 500 ve 1000 mg/kg’lik dozlarda ratlara verilmek iizere + 4 °C
buzdolabinda muhafaza edildi. Doz hesabi 1 ml Etanol ekstresi 50 “C’de etlivde
tutularak tiim su igeregi uzaklastirildi. 1 ml etonol ekstresinin kuru agirligi 195 mg
olarak belirlendi. Buna gore her bir mlI’de 195 mg madde oldugu kabul edilerek ratlara
verilecek dozlar ayarlandi.

N-asetil Sistein (NAC): Calismada, % 0.9 luk NaCl ¢6zeltisinde hazirlanan, 600
mg tek tablet NAC (Mentopin, Hermesarzneimittel Gmbh, Miinih-Almanya) gavaj
yardimiyla oral yoldan kullanildi.

Tiyopental sodyum: Calismada i.p. olarak Otenazi igin 50 mg/kg Tiyopental
sodyum (IE ULAGAY) verildi.

3.1.3. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Cihazlar

Eliza Okuyucu
Mikroplate Yikayici
Santrifiij (Sogutmalr)
pH Metre

Manyetik Karistirici
Doku Homojenizatorii
Hassas Terazi

Etiv

Karistirici

Buzdolab1 (-80 °C)

Modeli ve Firmasi

Epoch Microplate Spectrophotometer, BioTek, USA
Stat Fax 2600 Microplate Washer, USA

Hettich Zentrifugen 320R, Germany

SCHOTT Instruments Lab 850, Germany

Wisd WiseStir MSH-20A, Germany

Ika-Werke

Shimadzu ATX224, USA

Memmert WNB 7-45, Germany

IKA- MS 3 basic, USA

Nuaire NU-9483E, USA
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Derin Dondurucu Vestel BZP-X1.3402W, Tiirkiye
Otomatik Multikanal Pipet Eppendorf Research Pro (20-300p)
Pipet Seti Eppendorf Research Plus
3.2. Metot
3.2.1. Deney Plani
Calismada, 8 deney grubu ve bir kontrol grubu olusturuldu. Her bir grupta 6 adet
olmak tizere toplam 48 adet sigan kullanildi. Deney plani, Tablo 3.1.'de verilmistir.
Deney Oncesi tiim gruplar 16 saat a¢ birakildi.
Ag kalan hayvanlar agsagidaki gruplarda belirtilen deney protokollerine alindi:
Grup I: Saglikli grubu. 2 ml PBS (% 1’lik CMC igeren), oral gavaj ile oral yoldan
verildi.
Grup I1: Saglikli + Nigella sativa L. etanol ekstresi (1000 mg/kg) grubu. 1000 mg/ kg
dozunda Nigella Sativa etanol ekstresi, gavaj yardimiyla oral yoldan verildi.
Grup I1: Saglikli + NAC (140 mg/kg) grubu. 140 mg/kg NAC oral yoldan verildi.
Grup IV: Parasetamol Kontrol grubu. 2 g/kg dozunda 2 ml parasetamol ¢ozeltisi, gavaj
yardimiyla oral yoldan verildi.
Grup V: Parasetamol 2 g/kg + NAC (140 mg/kg) grubu. 140 mg/kg N-AsetilSistein
oral yoldan verildikten 1 saat sonras1 2 g/kg dozunda 2 ml parasetamol ¢ozeltisi, oral
gavaj ile oral yoldan verildi.
Grup VI: Parasetamol 2 g/kg + Nigella sativa L. etanol ekstresi 250 mg/kg(oral)
Grup VII: Parasetamol 2 g/kg + Nigella sativa L. etanol ekstresi 500 mg/kg(oral)
Grup VII1: Parasetamol 2 g/kg + Nigella sativa L. etanol ekstresi 1000 mg/kg(oral)
Calismada wuygulanan biitlin parasetamol dozlari, 1ilgili literatiire gore

belirlenmistir.*** '*® Parasetamol uygulamasindan 4 saat sonra tiim gruptaki ratlara

42



deney sonuna kadar, yeteri kadar su ve yem verildi. 2 g/kg dozunda oral gavaj ile 2 ml
uygulanan parasetamol 24 saat bekledikten sonra bobrek toksisitesi olusturuldu.

Tablo 3.1. Deney Plani

Gruplar Hayvan Tedavi Doz

Sayisi
| 6 Saglikll 2 ml PBS
1 6 Saglikli + Nigella sativa L. etanol ekstresi 1000 mg/kg
11 6 Saglikli + NAC 140 mg/kg
v 6 Parasetamol 2 g/kg
\ 6 Parasetamol + NAC 2 g/kg + 140 mg/kg
Vi 6 Parasetamol + Nigella sativa L. etanol ekstresi 2 g/kg + 250 mg/kg
VII 6 Parasetamol + Nigella sativa L. etanol ekstresi 2 g/kg + 500 mg/kg
VI 6 Parasetamol + Nigella sativa L. etanol ekstresi 2 g/kg+1000 mg/kg

Tim gruplara parasetamol uygulamasindan 24 saat sonra yiiksek doz tiyopental
(50 mg/kg) ile 6tanazi uygulanarak deney sonlandirildi. Tiim gruplardaki hayvanlarin
bobrek dokulart ve kan ornekleri alindi. Alinan bobrek dokularmin biyokimyasal
analizlerinin yapilmasi i¢in -80 °C dondurucuda muhafaza edildi. Toplanan kanlar 4.000
g’de santrifiij edilerek serumlar1 elde edildi ve serumlar -80 °C dondurucuda muhafaza
edildi.

3.2.2. Biyokimyasal Calismalar

3.2.2.1. Bobrek Dokusunda Yapilan Analizler

Makroskopik analizlerden sonra, rat dokular1 -80 °C ’de saklandi. Her ratin
bobregi teker teker sivi azot esliginde havanda homojenize edildi. Daha sonra her bir
bobrek dokusu 6l¢ciimii icin yaklasik 100 mg doku spesifik homojenat tamponunda
ultra-turraks doku homojenizatorii ile homojenize edildi. Daha sonra yontemdeki
direktiflere gore santrifiij edildi. Bobrekteki biyokimyasal c¢alismalar igin her

siipernatanttan SOD enzim aktivitesi yiiksek hassasiyetteki Cayman Chemical

43



Superoxide Dismutase Assay Kit Item Number 706002 ELISA kitiyle, MDA seviyeleri
yiiksek hassasiyetteki Cell Biolabs OxiSelect™ TBARS Assay Kit (MDA Quantitation)
STA-330 ELISA kitiyle, GSH seviyesi ise Sedlak ve arkadaslarmnin gelistirmis oldugu
yontemin ELISA’ya modifiye edilerek 96’lik well plate’te her bir rat bobregi ikiser
tekrarlamali olarak 61<;ii1d1'i.196

Siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivite tayini
Kullanilan Reaktifler: Assay buffer (50 mM Tris-HCI, pH:0.8, 0.1 mM diethylene
triamine penta acetic acid (DTPA)), Sample Buffer (50 mM Tris-HCI, pH: 0.8), Radical
Detector (Tetrazolium tuzu), Sod Standart (Bovine eritrosit SOD (Cu/Zn)), Xanthine
Oxidase.
Deneyin prensibi: CAYMAN’mn Siiperoksit Dismutaz Assay kiti kullanildi. Bu
metotta, ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile iiretilen siiperoksit radikalleri Tetrazolium'u
indirgeyerek renkli formazon olusturur. Bu kompleks 560 nm'de maksimum absorbans
verir. Enzimin olmadigi ortamda meydana gelen indirgenme mavi-mor renk
olusturmaktadir. Ortamda SOD oldugunda ise Tetrazolium indirgenmesi tam olmayip
enzim miktar ve aktivitesine bagl olarak agik renk olugmakta, buradan aktivite hesabi
yapilabilmektedir.
Deneyin yapilisi:

Doku homojenizasyonu;

1. Dokular kirmizi kan hiicresi ve pihtilarini uzaklastirmak i¢in PBS ile yikandi

2. Swvi azot altinda dokular homejenize edildi

3. 70 mM siikroz, 210 mM mannitol ve 1 mM EDTA igeren pH’1 7.2 olan doku

basina 1 ml soguk HEPES buffer ile ultra-turrax homojenizatdrde buz
iistiinde 1 dakika boyunca homojenize edildi.

4. Tim numuneler islem bitene kadar + 4 °C'de muhafaza edildi.
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5. +4°C'de 1.500x g’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi.

Stipernatant kisminda 6l¢tim yapildi
Calisma 96 kuyucuklu plate'lerde gerceklestirildi.

1. Ornek Kuyularina 20 ul 6rnek ve standartlardan eklendi.

2. 200ul Seyreltilmis Radikal Detektér tiim kuyulara eklendi ve 10 dk.

calkalayiciya (karistiriciya) konuldu.

3. Reaksiyonu baslatmak ic¢in 20 ul seyreltilmis Xantin Oksidaz eklendi.

4. Birkag saniye plate’in iistii kapali sekilde ¢alkalayicida bekletildi.

Oda sicakliginda 20 dk boyunca inkiibe edildikten sonra 460 nm’de Elisa reader
da okutuldu.
SOD aktivitesinin hesaplanmasi: Olugsan mavi-mor rengindeki formazon boyasindaki
azalmanin absorbans miktarlar1 460 nm’de 96’lik well plate kullanilarak okundu ve
seyreltme katsayilar1 dikkate alinarak Onceden hazirlanan SOD stok c¢ozeltisi ile
olusturulan standart grafikten yararlanarak ol¢iimler hesaplandi. Numunelerin SOD
aktivitesi, U/mg protein olarak tarif edildi. Her bir doku faktoriiniin etkisi 2 kez tekrar
yapilarak belirlendi.

Total Glutatyon (GSH) tayini
GSH miktarmin dlgiilmesi ve prensibi: Sedlak ve arkadaslarinin gelistirdigi yontem
esas alinarak gerceklestirildi.**® Ol¢iim ortamindaki 5,5'-Ditiyobis (2-nitrobenzoik asit)
(DTNB) disiilfit bir kromojendir ve siilthidril gruplu bilesikler tarafindan kolayca
indirgenir. Meydana gelen sar1 renk 412 nm spektrofotometrik olarak olgiilebilir.
GSH miktarimin 6lciilmesi: Sedlak ve arkadaslarinin gelistirdigi yontem esas alinarak
ELISA’ya uyarlanarak gergeklestirildi. 0.1 g doku iizerine 4.5 ml 50 mM Tris-HCI (pH
7.4) ilave edilerek homojenize edildi. Homojenatlar, 12000 g 4 °C'de 10 dakika santrifiij

edildi ve siipernatantlar, GSH miktarmin belirlenmesinde kullanildi. 96’lik elisa plate
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igerisine 150 ul 6l¢tim tamponu (0.2 mM EDTA ig¢eren 200 mM Tris-HCI, pH = 8.2),
25 ul stipernatant ve 10 ul DTNB pipetlenerek karistirildi. Karisim 37 °C'de 30 dakika
inkiibasyona birakildi ve sonra 412 nm’de 6l¢timleri alindi.
GSH miktarmin hesaplanmasi: Olusan sar1 renk miktarlar1 412 nm’de 96’lik well
plate kullanilarak okundu ve seyreltme katsayilar1 dikkate alinarak 6nceden hazirlanan
GSH stok ¢ozeltisi ile olusturulan standart grafikten (Sekil 3.1.) yararlanarak ol¢timler
hesaplandi. Numunelerin GSH miktarlari, nmol/mg protein olarak tarif edildi. Her bir
doku faktoriiniin etkisi 2 kez tekrar yapilarak belirlendi.

Tiyobarbitiirik asit reaktif maddeleri (TBARS) miktarinin tayini
Kullanilan reaktifler: MDA standart (malondialdehyde bis), Thiobarbituric acid
(TBA), SDS lysis solution, TBA acid diluent, Sodyum hidroxide soliisyonu, BHT
soliisyonu (Igerisinde % 5 lik butylated hydroxytoluene)
Deneyin Prensibi: Cellbiolabs’in oxiselect MDA quantitation kitine gore ¢alisildi. En
cok kullanilan lipid peroksidasyon tayin yontemidir. Asidik ortamdaki tiyobarbitiirik
asit ile 90-95 °C'de reaksiyona giren malondialdehit (MDA) ve diger TBARS, pembe
renkli kromojen meydana getirir. 15 dakika kaynatildiktan sonra hizla sogutulan
numunelerin absorbanslar1 532 nm'de spektrofotometrik olarak okundu.

Deneyin Yapihisi:

Doku homojenizasyonu;
1. Dokular kirmizi kan hiicresi ve kan pihtilarin1 uzaklastirmak i¢in PBS ile
yikanip,
2. Sivi azot altinda dokularimizi homejenize edildi.
3. Homojenize dokulardan 100'er mg tartilarak tiiplere konuldu. Her tiipe
hazirladigimiz 1X BHT in PBS soliisyonundan 1 ml eklendi.
4. Tipler buz i¢ine konularak homojenizatorde 30 sn homojenize edildi.

5. Homojenize dokular 10.000 g de 5 dk santrifiij edildi ve slipernatantlar1 toplandi.
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Calisma 96 kuyucuklu platelerde yapild.

1.

7.

8.

Santrifiij sonrasinda elde ettigimiz siipernatantlar1 yeniden numaralandirdigimiz
bagka tiiplere 100 ul hacminde eklendi. Bunun yaninda standartlarimiz da ayri
tiiplere 100 er ul olacak sekilde koyuldu.

Kristalize durumdaki SDS lysis solutionunu ¢ozdirdiikten sonra her bir
numunemize (standartlar da dahil) 100 er ul eklendi.

Oda sicakliginda 5 dk. Inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra &lgiim
yapacagimiz her tiipe 250 ul TBA reagent eklendi.

Oda sicakhiginda 5 dk. Inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra 6lgiim
yapacagimiz her tiipe 250 pul TBA reagent eklendi.

Tiiplerin agzin1 kapatip 95 °C'de 45 ila 60 dk inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonrasinda tiipler 5 dk buz iizerinde bekletildi.

Daha sonra tiim tiipler 3000 rpm de 15 dk santrifiij edildi. Siipernatant1 alindi.

96 well plate’e numuneler 200 pl yiiklendi ve 532 nm Abs'de okutuldu.

Hesaplama: 20 mM/L stok standat ¢ozeltisinden degisik konsantrasyonlarda hazirlanan

standartlar, numunelerle ayni sartlarda calisildi ve olusan pembe renk miktarlar1 532

nm’de 96’lik well plate kullanilarak okundu elde edilen sonuglar ile standart grafigi

cizildi. Bu grafikten elde edilen egim sabiti numunelere uygulanarak TBARS miktari

yas gram doku basima nanomol olarak hesaplandi. Daha sonra numunelerin TBARS

miktarlari, nmol/mg protein olarak tarif edildi. Her bir doku faktoriiniin etkisi 2 kez

tekrar yapilarak belirlendi.

Protein Tayini

Protein konsantrasyonlar1 ticari protein standartlar1 kullanilarak Lowry metodu

ile tespit edildi. (Sigma Aldrich, total protein seti - TP0300 - 1KT - ( ABD))
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3.3. Serumda yapilan analizler

3.3.1. Serum Ure Seviyesinin Olgiilmesi

Ure, protein ve amino asitlerin yikimmin son {iriiniidiir. Prerenal ( kalp
yetmezligi, su azalmasi, protein katabolizmasi artisi, yiiksek proteinli diyet), renal
sebepler ( akut glomerulo nefrit, kronik nefrit, polikistik bobrek hastaliklari, nefro
skleroz, tubiiler nekrozis) ve postrenal nedenler (tiimérler) iire artisina sebep olur. Ureaz
amonyak ve karbondioksitden iire hidrolizini, glutamat dehidrogenaz varliginda NAD
vermek lizere NADH ve sodyum ketoglutarat reaksiyonlarini katalizler. Absorbansin
azalmas1 Ornekteki iire konsantrasyonu ile orantilidir. Bu dogrultuda iire oOl¢limi
ratlardan elde edilen kan serum Orneklerinde BK151 referans numarali BEN
(Biochemical Enterprise) kiti ile 340 nm’de ChemWell biyokimya analizorii ile 6l¢iildii.

3.3.2. Serum Kreatinin Seviyesinin Olciilmesi

Kreatinin kasda ki kreatinin fosfatin yikim iiriiniidiir ve genellikle kas agirligina
bagli olarak viicut tarafindan sabit bir oranda {iretilir. Kreatinin bobrekler tarafindan
kandan siiziiliir. Eger bobreklerde yeterince siiziilmez ise kandaki seviyesi artar. Alkalin
ortamda kreatinin pikrik asit ile kirmizi-turuncu renkte kompleks verir. Renkli
kompleksin kinetik artist numunede ki kreatinin konsantrasyonu ile orantilidir. Bu
dogrultuda kreatinin Ol¢limii ratlardan elde edilen kan serum Orneklerinde CR280
referans numarali BEN (Biochemical Enterprise) kiti ile 510 nm’de ChemWell
biyokimya analizori ile olgtildii.

3.4. Istatistiksel Analiz

Deneylerden elde edilen sonuglar ortalama + standart sapma olarak verildi ve
0.05'in altindaki P degerleri, istatistiksel acidan anlamli olarak kabul edildi. Gruplar
aras1 farkin Onemlilik derecesi One-Way ANOVA testinde Post Hoc Coklu

karsilastirmali testlerden Duncan’a gore yapildi. p<0.05 anlamli olarak kabul edildi. Her
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bir farkli harf diger gruptan istatistiksel olarak anlamli oldugunu gostermektedir. Ayni

harfler anlamsiz oldugunu géstermektedir.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Analizler
4.1.1. Ure ve Kreatinin Analizleri

Tablo 4.1. Ortalama Kreatinin ve Ure Seviyeleri

GRUPLAR Kreatinin (U/L) URE (U/L)
Saghkh 0.31+0.08° 49.80 +11.91°2
Saghkl + NS 1000 mg/kg 0.37+0.11% 48.64 + 5572
Saghkl + NAC 140 mg/kg 0.38 + 0.09 46.30 + 12.72 2
Parasetamol 2 g/kg 0.80 +0.21 ¢ 88.05 + 25.69 ©
NAC 140 mg/kg + Prst 2g/kg 0.55+0.25° 59.86 + 12.67 2°
NS 250 mg/kg + Prst 2 g/kg 0.64+0.16 65.60 + 11.57°
NS 500 mg/kg + Prst 2 g/kg 0.57+0.07° 56.00 + 14.52 2
NS 1000 mg/kg + Prst 2 g/kg 0.52+0.11" 54.18 + 8.50 *°

NS: Nigella Sativa L., Prst: Parasetamol NAC: N-Asetilsistein. Sonuglarin istatistigi One-Way ANOVA
testinde Post Hoc Coklu karsilastirmali testlerden Duncan’a gore yapildi. p<0.05 anlamli olarak kabul
edildi. (Degerler: Ortalama + Standart Sapma)

Tablo 4.1°de goriildigi gibi saglikli grubundaki sigcanlarin serumlarindaki
kreatinin ve iire diizeylerinin ortalamalart sirasiyla 0.31 + 0.08 U/L ve 49.80 + 11.91
U/L iken 2 g/kg parasetamol verilmis kontrol grubunda bu diizeyler sirasiyla 0.80 =+
0.21 U/L ve 88.05 + 25.69 U/L olarak tespit edildi. Sadece NAC verilen grupta ise
kreatinin ve {iire diizeyleri sirasiyla 0.38 + 0.09 U/L ve 46.30 + 12.72 U/L olarak
belirlendi. Parasetamol + NAC verilen siganlardaki kreatinin ve iire diizeylerinin
ortalamalari sirasiyla 0.55 + 0.25 U/L ve 59.86 + 12.67 U/L olarak o6lgiildii. Sadece NS
1000 mg/kg verilen grupta ise kreatinin ve tire diizeyleri sirasiyla 0.37 + 0.11 U/L ve
48.64 + 5.57 olarak Ol¢iildii. Parasetamol + NS 250 mg/kg verilen grupta ise kreatinin
ve iire diizeyleri sirastyla 0.64 £ 0.16 U/L ve 65.60 + 11.57 U/L; parasetamol + NS 500
mg/kg verilen grupta sirastyla 0.57 + 0.07 U/L ve 56.00 + 14.52 U/L, parasetamol + NS
1000 mg/kg verilen grupta sirasiyla 0.52 = 0.11 U/L ve 54.18 + 8.50 U/L olarak

oOlciildii.
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Saglikli grubuna gore Parasetamol grubunda kreatinin seviyesinin istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde yiiksek oldugu gozlendi (p<0.05). Saglikli NAC ve NS
gruplarinin Kreatinin seviyeleri saglikli grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlaml bir degisiklik oldugu goriildii (p<0.05). Parasetamol 2 g verilen gruba gore Prst
2 g + NAC 140 mg/kg, Prst+NS 250 mg/kg, Prst+NS 500 mg/kg ve Prst 2 g + NS 1000
mg/kg gruplarinin Kreatinin seviyesini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalttig
gozlendi (p<0.05). Prst + NS 1000 mg/kg grubunun Kreatinin seviyesini azaltmada daha

etkili oldugu gorildii.

Kreatinin (U/L)

Sekil 4.1. Rat serumlarinda kreatinin seviyelerinin karsilastirilmasi
NS: Nigella sativa L., NAC: N-Asetilsistein, Prst: Parasetamol. Aym siitunda ayni1 harf veya harflerle

gosterilen degerler arasinda Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore istatistiksel olarak onemli bir fark
yoktur. (p<0.05)

Saglikli grubuna gore parasetamol 2 g grubunda Ure seviyesinin parasetamol 2 g
grubunda oldukca yilikselmis oldugu gozlendi (p<0.05). Saglikli NAC ve NS
gruplarindaki Ure seviyeleri saglikli grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlaml1 bir degisiklik olmadig1 goriildii (p>0.05). Parasetamol 2 g grubuna gore Prst +

NAC 140 mg/kg, Prst + NS 500 mg/kg ve Prst + NS 1000 mg/kg gruplarmin
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istatistiksel olarak iire seviyesini anlamli bir sekilde disiirdigi gozlendi (p<0.05).

Istatistiksel olarak en iyi diizelme Prst + NS 1000 mg/kg grubunda oldugu gdzlendi.
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40
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Sekil 4.2. Rat serumlarinda iire seviyelerinin karsilagtirilmasi
NS: Nigella sativa L., NAC: N-Asetilsistein, Prst: Parasetamol. Aymni siitunda aym harf veya harflerle
gosterilen degerler arasinda Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore istatistiksel olarak 6nemli bir fark

yoktur. (p<0.05)

4.1.2. SOD, GSH ve MDA analizleri

Tablo 4.2. Ortalama SOD, GSH ve MDA Seviyeleri

MDA
GRUPLAR (U/mzoprDotein) (nmol/rizgrotein) (nmol/_mg
protein)
Saghkl 44.97 +8.98° 2.39 +0.43 " 1.80 +0.68 2
Saghkh + NS 1000 mg/kg 45.69 + 10.62 ° 2.61+0.54°¢ 1.76 £0.40 2
Saghikh + NAC 140 mg/kg 41.22+10.95° 2.46+0.65° 2.08 +0.76
Parasetamol 2 g/kg 2331+6.622 1.32+0.42°2 4.06+0.29 ¢
Prst 2 g/lkg + NAC 140 mg/kg ~ 36.31+ 13.25° 2.08 +0.47 > 2.81+0.74
Prst 2 g/kg + NS 250 mg/kg 25.79+8.79 2 1.85+0.40° 3.16+1.59°
Prst 2 g/kg + NS 500 mg/kg 39.40+8.91° 2.08 + 0.59 > 323+058°
Prst 2 g/kg + NS 1000 mg/kg 46.54+£9.11° 2.26+051" 2.26+0.53%

NS: Nigella sativa L., Prst: Parasetamol, NAC: N-Asetilsistein. Sonuglarin istatistigi One-Way ANOVA
testinde Post Hoc Coklu karsilastirmali testlerden Duncan’a gore yapildi. p<0.05 anlamli olarak kabul
edildi. (Degerler: Ortalama + Standart Sapma)
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Tablo 4.2.°de goriildiigii gibi saglikli grubundaki siganlarin bobrek dokusunda
SOD aktivitesi, GSH ve MDA seviyelerinin ortalamalar1 sirasiyla 44.97 + 8.98 U/mg
protein, 2.39 + 0.43 nmol/mg protein ve 1.80 + 0.68 nmol/mg protein iken, 2 g/kg
parasetamol verilmis grupta bu diizeyler sirasiyla 23.31 + 6.62 U/mg protein, 1.32 +
0.42 nmol/mg protein ve 4.06 £+ 0.29 nmol/mg protein olarak tespit edildi. Saglikli NAC
grubunda bu degerler sirasiyla 41.22 + 10.95 U/mg protein, 2.46 = 0.65 nmol/mg
protein ve 20.8 + 0.7 nmol/mg protein olarak, Prst + NAC 140 mg/kg sirasiyla 36.31 +
13.25 U/mg protein, 2.08 + 0.47 nmol/mg protein ve 2.81 + 0.47 nmol/mg protein
olarak ol¢iildii. Sagliklit NS grubunda sirasiyla 45.69 + 10.62 U/mg protein, 2.61 + 0.54
nmol/mg protein, 1.76 + 0.40 nmol/mg protein olarak Sl¢iildii. Prst + NS 250 mg/kg
grubunda SOD aktivitesi, GSH ve MDA seviyeleri sirasiyla 25.79 + 8.79 U/mg protein
1.85 + 0.40 nmol/mg protein ve 3.16 + 1.59 nmol/mg protein olarak tespit edildi. Prst +
NS 500 mg/kg grubunda SOD aktivitesi, GSH ve MDA seviyeleri sirastyla 39.40 + 8.91
U/mg protein, 2.08 + 0.59 nmol/mg protein ve 3.23 £+ 0.58 nmol/mg protein ve Prst +
NS 1000 mg/kg grubunda SOD aktivitesi, GSH ve MDA seviyeleri sirasiyla 46.54 +
9.11 U/mg protein, 2.26 + 0.51 nmol/mg protein ve 2.26 £+ 0.53 nmol/mg protein olarak

tespit edildi.
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SOD (U/mg Protein)

Sekil 4.3. Rat bobrek dokusundaki SOD aktivitelerinin karsilagtirilmasi.

NAC: N-Asetilsistein, NS: Nigella sativa L., Prst: Parasetamol. Aym siitunda ayni1 harf veya harflerle
gosterilen degerler arasinda Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore istatistiksel olarak onemli bir fark
yoktur. (p<0.05)

Saglikli grubuna gore Parasetamol grubunun SOD aktivitesinde istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde azaldig: goriildii (p<0.05). Saglikli NAC ve NS gruplarinin
GSH seviyeleri Saglikli grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamsiz oldugu
gozlendi (p>0.05). Parasetamol 2 g grubuna gore Prst 2 g + NAC, Prst 2 g +NS 500
mg/kg ve Prst 2 g +NS 1000 mg/kg gruplar istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit
gozlendi (p<0.05). Prst 2 g +NS 1000 mg/kg grubunun SOD aktivitesini arttirmada

daha etkili oldugu goriildii.
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GSH (nmol/mg Protein)

Sekil 4.4. Rat bobrek dokusundaki GSH seviyelerinin karsilastirilmasi.

NAC: N-Asetilsistein, NS: Nigella sativa L., Prst: Parasetamol. Aym siitunda ayni1 harf veya harflerle
gosterilen degerler arasinda Duncan c¢oklu kargilagtirma testine gore istatistiksel olarak onemli bir fark
yoktur. (p<0.05)

Saglikli grubuna gore Parasetamol grubunda Olglilen GSH seviyesinin
istatistiksel olarak azalmis oldugu gozlendi (p<0.05). Saglikli NAC ve NS gruplarinin
GSH seviyeleri Saglikli grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu
goriildii (p<0.05). Parasetamol 2 g grubundaki azalmig GSH seviyesinin Prst 2 g +
NAC 140 mg/kg, Prst 2 g + NS 500 mg/kg ve Prst 2 g + NS 1000 mg/kg gruplarinda

istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1 gézlendi (p<0.05). Istatistiksel olarak Prst 2

g + NS 1000 mg/kg grubunun GSH seviyesini anlamli bir sekilde arttirdig1 goriildii.
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Sekil 4.5. Rat bobrek dokusundaki MDA seviyelerinin karsilagtirilmast.

NAC: N-Asetilsistein, NS: Nigella sativa L., Prst: Parasetamol. Aym siitunda aym harf veya harflerle
gosterilen degerler arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore istatistiksel olarak dnemli bir fark
yoktur. (p<0.05)

Saglikli grubuna gore parasetamol grubunda MDA seviyesinin anlamli bir
sekilde artmis oldugu gozlendi (p<0.05). Saglikli grubunun Saglikli NAC grubuna gore
MDA seviyesinin anlamli oldugu (p<0.05), saglikli NS grubuna gore ise istatistiksel
olarak anlamsiz oldugu gorildii (p>0,05). Parasetamol 2 g/kg grubuna gore Prst 2 g +
NAC 140 mg/kg, Prst 2 g + NS 250 mg/kg, Prst 2 g + NS 500 mg/kg ve Prst 2 g + NS
1000 mg/kg gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu goézlendi
(p<0.05). Istatistiksel olarak Prst 2 g + NS 1000 mg/kg grubunun MDA seviyesini

belirgin bir sekilde azalttig1 goriildii.
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5. TARTISMA

Bobrekler viicut homeostazisinin diizenlenmesinde 6nemli fonksiyonlara sahip
olup, viicudun su ve elektrolit dengesini saglayarak kanin asit-baz dengesini sabit
tutmak, kan basincini kontrol etmek, kan yapimina yardimci olmak, D vitaminini aktif
hale getirerek kan kalsiyum diizeyini ayarlamak, ihtiya¢ fazlas: inorganik elementlerin
ve metabolizma yikimlanmasi sonucu olusan zararli maddelerin idrar yoluyla viicuttan
disari atilmasini saglamak gibi gorevleri vardir?* ¥ Bébrekler ksenobiyotik
metabolizmasinda da gorev alirlar ve metabolizasyon sonucunda olusan elektrofilik
reaktif ara lrlinler hedef hiicrelerdeki makromolekiillerle kovalent baglanarak ya da
peroksidatif reaksiyonlarla bobrek hasarina neden olabilir.?®

Parasetamol yaygin olarak kullanilan analjezik ve antipretik bir ilagtir, 9820
Parasetamol, diinya ¢apinda zehirlenmelere neden olan ilaglar arasinda ilk siralarda yer
almaktadir’ ve asir1 dozda alindiginda yaygi bir sekilde karaciger ve bobrek hasarina
neden olmaktadir.® Ayrica santral etkili bir ilag olup, merkezi sinir sistemi tizerinde
santral siklooksijenaz (COX) inhibisyonu ve olasi etkisini seratoninerjik sistemlerin
aktivasyonuyla dolayli olarak olduguna inanilan non-opioid bir ajandlr.202 Parasetamol
oral yol ile alindiginda biyoyararlanimmin ¢ok iyi olmasi ve gastrointestinal yan
etkilerinin de diisiik olmasi nedeniyle analjezik olarak en ¢ok kullanilan ilaglardan
biridir. Ingiltere’de yapilan bir galismada 7000 anneden % 84’iiniin ilk 6 ayda yeni
dogan cocuklarina parasetamol verdigini rapor edilmistir.2® 2006 yilinda Amerikan
zehir kontrol merkezi verilerine gore parasetamole bagli 14000 zehirlenme vakasi
bildirilmistir ve bu zehirlenme vakalarindan 100’i 6liimle sonu(;lanmlstlr.59 Terapotik
dozlarda aliniminda giivenli olan parasetamol asir1 dozda alindiginda hepatotoksisiteye
ve nefrotoksisiteye neden olmaktadir. Terapdtik dozlarda parasetamol glukronil

transferaz enzimi ile glukuronik aside, siilfonil transferaz enzimi tarafindan ise stilfirik
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aside cevrilir ya da sisteine doniistiiriilerek idrarla atilir.®® Alman parasetamoliin % 2’si
ise idrarla degismeden atilirken, Kiigiik bir miktar1 ise sitokrom p450 ile reaktif
metaboliti olan NAPQI’ya ¢evrilir. Bu metabolit olduk¢a elektrofilik bir molekiil olup
intraseliiler proteinlerin sistein kisimlarina kovalent olarak baglanip 3-(cysteine-S-yl)
selatini olustururak doku hasarma neden olur.® Terapotik dozlarda NAPQI glutatyon ile
detoksifiye edilir ve safra yoluyla atilir.> ** Agiri dozlarda ise NAPQI karacigerdeki
glutatyon depolarin tiiketir ve serbest kalan NAPQI intraseliiler proteinlere baglanarak
hepatotoksisiteye neden olur. Parasetamol ile indiiklenen karaciger toksisitesinde bu
mekanizma ana yolak olarak kabul edilmektedir.*? Parasetamol karacigerde metabolize
edildikten sonra bobrekler tarafindan atilir. Bobrek korteksinde N-asetilasyon sonucu
olusan NAPQI ve p-aminofenol glutatyon depolarinin tiikenmesi ile birikerek
membranlara ve proteinlerdeki siilfidrile baglanarak bobreklerde hasara neden olur.
Ayrica p-aminofenol de renal makromolekiillere kovalent baglanip bobrekte hasar
olusturur.>

Serbest radikallerin olusumu parasetamol toksisitesinde artarak doymamis yag
asitlerinin yikilmasina yol acar ve hiicrede hasara neden olur. ® * Lipit peroksidasyonu,
yapisindaki ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonuyla zincirleme bir kimyasal
reaksiyondur. Organizma agisindan LPO’un Onemi ise, reaksiyon sonucunda olusan
aldehitlerdir. Bu iiriinler, protein sentezini inhibe ederek, proteinlerde capraz
baglanmalara neden olarak, DNA replikasyonunu bloke ederek ve hiicre membraninin
akiskanhgin azaltarak hiicresel fonksiyonlar1 bozmaktadirlar.”®* ?® Serbest radikaller
bircok dejeneratif hastalik yaninda ksenobiyotik toksisitesinde de 6nemli rol oynayarak

06

LPO'yu stimile edebilirler.’® Bu doku hasarmin bir gostergesi olan lipid

peroksidasyonu sonucu olusan MDA seviyesindeki artigtir.2%> %%
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N-asetilsistein (NAC) parasetamol toksisitesiyle hastaneye basvuran hastalarin
tedavisinde kullanilan bir antidottur ve ayni etkiyi deney hayvanlarinda da

g('jstermektedir.208

Deney hayvanlarinda benzer etkiler gosterdigi igin bizde
calismamizda NAC’yi pozitif kontrol olarak kullandik. Parasetamol ile olusturulan
toksisitede hasarlarin 6nlenmesinde NAC disinda farkli antioksidan ajanlarda
kullanilmakta olup, bunlar melatonin, vitamin E ve Bauhinia racemosa, Vernonia
amygdalina, Wedelia paludosa, Rauwolfia serpentina, Tamarindus indica, Kohautia
grandiflora gibi ¢ok ¢esitli bitkiler de gosterilebilir. Bobrek dokusunda parasetamole
bagli toksisiteyi Onlemede ise vitamin C, Zencefil gibi farkli ajanlar da
kullanilmaktadir.2*%2"/

Gilinlimiizde {retilen modern ilaglarin yaklagik % 25’1 bitkisel kaynaklidir.
250.000 bitkiden yalnizca % 10’u kimyasal olarak arastirilmistur. Bundan dolay:
bitkisel ajanlarin 6nemi olduk¢a artmistir. Bilindigi gibi tibbi bitkilerin canli sistemler
tizerinde sedatif, analjezik, antipiretik, kardiyoprotektif, antibakteriyel ve antiviral gibi
bir¢ok etkisi yapilan ¢aligmalarda gtisterilmistir.218 Hastaliklarin tedavisinde kullanilan
ilaglarin yan etkilerinin ¢ok olmasi bitkilere olan ilgiyi artirmistir. Bu tiir bitkilerin ilag
olarak kullanilmas: ilaglara gore daha az toksik etkiye sahip olmasindan dolay1 tercih
edilmektedir. Bu kapsamda Nigella sativa L. adli bitki tiirii son yillarda genis ¢apta
bircok arastirmaya konu olmustur, %% 2% 22

Nigella sativa L. sifal1 bir bitki olarak ¢ogu Ortadogu ve Uzak Dogu {iilkelerinde
2000 yili askin siiredir birgok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir. Genel olarak
siyah tohumlariyla bilinen Nigella sativa L. Ranunculaceae (Diiglin ¢igegigiller)
familyasindan olup giiniimiizde basta Dogu Akdeniz iilkeleri olmak iizere bir¢ok tilkede

yaygin olarak yetisen yillik bir bitkidir.”*® Nigella sativa L. bitkisinin tohumlar1 halk

hekimliginde gaz giderici, siit arttirici, istah agici olarak kullanilmaktadir. Lezzet ve

59



koku verici 6zelliginden dolayr tohumlar1 birgok hamur iiriinlerinde ve bazi peynir
cesitlerinde kullanilmaktadir.®* Nigella sativa L. tohumu ayrica sedef hastaligi ve
egzema gibi deri rahatsizliklarinin tedavisinde, yaniklar, deri enfeksiyonlari, eklem
agrilarim1 azaltmada, diiiretik, diyaforetik, stomasik, karaciger kuvvetlendirici, diyare,
hazimsizlik, hepatik ve dijestif rahatsizliklarda, kronik bas agris1 ve migrende, civa

zehirlenmesi, deri ilserleri, lokodermi, alopesi, egzema gibi hastaliklarda

kullanilmaktadar, 1% 221 222

NS’nin birgok hastalig1 tedavi edebilmesi ve yapisinda birden fazla etken madde
bulundurmasi sebebiyle etki mekanizmasi tam olarak belirlenememistir. Bugiline kadar
yapilan bir¢ok calismada faydali 6zelliginin oldugu ortaya konulmustur. Yapisinda

bulunan yararli birgok maddeden dolayr antioksidan veya anti-toksik ozellik

gostermektedir.'** 223, 224

Farmakolojik etkilerinden sabit ve ugucu yaglar sorumlu tutuldugu igin bu iki

etken madde grubu iizerinde ¢aligmalar artmistir. Tohumlarda bulunan sabit yaglarin

ozellikle ¢oklu doymamis yag asitleri agisindan zengin olusu antioksidan,'® 146 188 189

16, 145, 190, 224, 226-228 229, 230

225 antiallerjik,** % 2% antienflamatuar, immiinmodulatér,

antibakteriyel,*** %! antifungal,®* antiviral,'® %*? antisestod,"®" %3 antitiimor,**" 22 234

2% antidiyabetik,?* antihepatonefrotoksik,'®1% 23" 28 yardiyovaskiiler sistem ve kan

239-241 242-244 7 5

lizerine, gastrointestinal sistem {izerine, aflatoksine karsl,18 t')s‘[rojen,24

f1246 (247-249

antinosisepti noroprotekti ve antikonviilzan®® gibi etkiler gostermektedir.
Parasetamol zehirlenmelerine bagli olusan nefrotoksisitede iire, kreatinin ve

proteiniiri gibi parametreler degerlendirilmektedir.?®! Kreatinin, kaslarda enerji deposu

olarak rol alan kreatinin fosfatin yikimi ile olusan bir iirlindiir. Kisinin viicut ve kas

kitlesine bagli olup sabit hizda iiretilir. Bu nedenle erkeklerde kandaki seviyesi kadin ve

cocuklarinkine oranla daha yiiksektir. Kreatinin testi genellikle bobrek fonksiyonlarini
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ve hastaliklarin1 degerlendirmek amaciyla rutin olarak kullanilan testlerden biridir.
Dehidratasyon, nefrotoksisite, transplantasyon rejeksiyonu, akut tiibiiler nekroz gibi
durumlarda kreatinin seviyesi yiikselmektedir. Kan iire azotu testi, bdbrek
fonksiyonlarinin Ol¢lilmesinde kullanilan diger bir testtir. Memelilerin viicudunda
proteinlerin yikilmasi sonucu meydana gelen amonyak, karacigerde karbondioksitle
iireye doniistiiriiliir. Kana gecen iire, idrarla disarrya atilmaktadir. Ure degeri,
dehidrasyon, bobrek hastaliklar1 (glomerulonefrit, piyelonefrit, diyabetik nefropati),
idrar yolu tikanmalar1 (prostat hipertrofi), ilaclar (aminoglikozidler ve diger
antibiyotikler, ditiretikler, lityum, kortikosteroidler), gastrointestinal kanamalar ve
azalmis bobrek kan akimi gibi durumlarda yiikselirken, karaciger hastaliklari, koti
beslenme, gebeligin 3. trimesteri gibi durumlarda iire degeri diismektedir.? 22

Parasetamol’lin yiiksek dozda uygulanmasiyla karacigerin yani sira bobreklerde
de hasar olusturdugu yapilan bircok calismada gosterilmistir. Cekmen ve arkadaslarinin
1000 mg/kg parasetamol vererek bobrekte hasar olusturduklart ve 200 mg/kg zerdecalin
etkilerini inceledikleri ¢alismada {ire ve kreatinin degerlerinin parasetamol grubunda
kontrole gore yiikselirken, parasetamol+zerdegal verdikleri grupta ise bu degerlerin
kontrol grubundaki degerlere yaklastigini gdzlemlemislerdir. Parasetamol uygulanan
grubun 151k mikroskopik incelemesinde tiibiil epitelinde dejenerasyon, vakualizasyon,
hiicre dokiilmeleri ve 6zellikle proksimal tiibiil hasari izlenmistir. kortikal intersitisyel
damar konjesyonu yalnizca parasetamol grubunda goriilmiistiir. Parasetamol + zerdecal
grubunda ise hafif derecede tiibiiler dejenerasyon ve proksimal tiibiilde epitel
vakuolizasyonu gozlense de, hiicre dokiilmeleri minumum seviyede olup glomeriillerin
yapisinin kontrol grubuna benzer 6zellikte oldugunu belirtmislerdir.?*

Lucas ve arkadaglarinin Riboz sistein’in (RibCys) bdbrekte olan hasarin

koruyucu etkilerini inceledikleri c¢alismada, parasetamol verilen grupta koagulatif
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proksimal tiibiiler nekroz, karyoreksis ve piknotik ¢ekirdek gibi olusumlar gézlenirken,
belirte¢ olarak iire degerinin kullanildig1 kontrol grubuna kiyasla parasetamol grubunda
iire seviyesinin arttig1 goriilmiistiir. Yapilan ¢alismalarda hiicre ici GSH seviyesi ve
kovalent baglanma ile toksisite olusumu arasinda bir bag oldugu ileri siirtilmiistiir.
RibCys’nin GSH sentezini tetiklemesi ve parasetamoliin toksik metaboliti olan
NAPQI'nin GSH’a kovalent bag ile baglanarak bdobreklerde bulunan hiicresel
proteinlere = NAPQI'm  baglanmasimi  engellediginden  toksisiteyi  oOnledigi
belirtilmektedir.>® Ksenobiyotiklerin biyotransformasyonu (oksidasyon, rediiksiyon,
hidroliz ve konjugasyon) bobrek proksimal tiibiillerinde gerceklestirilmekte olup,
proksimal tiibiil hiicrelerinde olusan bir hasarin, kreatinin ve iire seviyelerinde degislige
neden oldugu bilinmektedir. Literatiire baktigimizda bu giline kadar Parasetamol
toksititesinde olusan bobrek hasarinda Nigella sativa’nin koruyucu etkilerini arastiran
calisilmaya rastlanilmamistir. Mevcut c¢aligmalar 151¢inda bizim calismamizda da,
parasetamol uyguladigimiz grupta gelisen bobrek hasari literatiirlere uyumlu olarak tire
ve kreatinin seviyesini yiikselttigini, bunun yani sira Nigella sativa L. etanol ekstresinin
ve NAC uygulanan gruplarda ise yiikselen bu degerlerin kontrol grubu seviyesine kadar
diigiriildiigi goriilmektedir. Hatta NS’ nin uygulanan 1000 mg/kg’lik dozunda en iyi
etkiyi gostermis oldugu ve bu etkinin NAC’den istatistiksel olarak daha giiclii oldugu
belirlenmistir (p<0.05). Bu sonuglar Nigella sativa L.’nin etanol ekstresi ile yapilan
uygulamanin parasetamole bagli renal hasar1 bobrek fonksiyon testleri olan iire ve
kreatinin bakimindan istatistiksel olarak anlamli sekilde diizelttigi gosterilmistir.
Organizmalar ROS’larin toksisitesine karsi hem enzimatik hem de enzimatik
olmayan savunma mekanizmalarina sahiptirler.254' 2 ROS’lara kars1 (6zellikle de [O2]
siiperoksit anyonuna kars1) savunmada 6nemli siipiiriicii enzimlerden biri de SOD’dur.

SOD’lar (sitoplazmik Cu/zZn SOD, Mitokondrial Mn-SOD), O,-~ anyonunun H,0,’ye
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dontistimiinii  katalizlerken, CAT ve GPx ise H;O2’nin H;O’ya doniisiimiini
katalizler.”®® Bu nedenle oksijene maruz kalan tiim hiicrelerde énemli bir antioksidan
savunma mekanizmasidir. O, hiicrelerde ana reaktif oksijen iirtinlerinden biridir ve bu
nedenle SOD anahtar bir antioksidan enzimdir. CAT ve SOD gibi antioksidan enzimler
lipit peroksidazlar ya da reaktif oksijen iiriinleri tarafindan kolayca inaktive olurlar. Bu
nedenle parasetamol toksisitesinde bu enzim aktivitelerinde azalmalar meydana gelir.?>’

Xin ve arkadaslarinca yapilan bir ¢alismada Cu, Zn-siiperoksid dismutaz
yetersizligi bulunan farelerde, parasetamol toksisitesine karsi olan direngleri arastirilmis
ve farelerden alinan kan 6rneklerinden elde edilen serumlarda yaptiklari caligmada SOD
parasetamol ile toksisite olusturulan farelerde azaldig belirlenmistir.258 Yousef ve
arkadaslarinin  sicanlarda parasetamol kaynakli oksidatif streste kuersetin ve
kurkumin’in koruyucu etkilerini arastirdiklar1 ¢aligmada, parasetamol uygulanan grubun
kontrol grubuna gore bobrek dokusunda SOD aktivitesinde Onemli bir azalis
gosterdigini gézlemlemislerdir.259 Mevcut caligsmalarda oldugu gibi bizim ¢alismamizda
da, parasetamol uygulanan grupta gelisen bobrek hasari literatiirlere uyumlu olarak
SOD aktivitesini azalttigini, bunun yani sira Nigella sativa L. ve NAC uygulanan
gruplarda ise SOD aktivitesinin belirgin artis gosterdigi ve bu degerin saglikli gruba
benzerlik gosterdigi saptanmustir. Artan dozla birlikte NS uygulanan gruplarda SOD
aktivitesinde artiglar goriilmiis ve en iyi etkinin ise 1000 mg/kg NS grubunda oldugu ve
bu etkinin de NAC’a gore istatistiksel olarak daha anlamli oldugu goézlemlenmistir
(p<0.05).

Enzimatik olmayan 6nemli antioksidanlardan biri olan GSH ise; kimyasal olarak
reaktif toksik bilesikler ya da oksidatif strese karsi hiicresel savunmada rol oynayan en
onemli molekiillerdendir. Glutatyon rediikte ve okside sekillerde bulunabilir. Rediikte

formunda, sisteinin tiyol grubu reaktif oksijen tiriinleri gibi stabil olmayan molekiillere,
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indirgeyici ekuvalanlar1 verebilme yetenegine sahiptir. Koruyucu etkisi bu mekanizma
ile ortaya c¢ikar. GSH enzimatik olmayan antioksidan sisteminin énemli parcalarindan
biridir. Azalmis hiicresel GSH seviyeleri ve GSH sentez kapasitesi gibi durumlarda
hiicreler radyasyona ve bazi ilaglara duyarli hale gelmektedir. Parasetamol’iin yeterli
derecede yliksek dozlarinda oksidatif stresin bir mediatorii olarak NAPQI’'nin, GSH
seviyesinde azalmaya ve bu azalmaya bagl olarak lipit peroksidasyonunda artisa yol
actig1 bilinmektedir. Bu toksik metabolit hiicresel proteinlere baglanarak hiicrelerde
nekroza sebep olmaktadir.?®

Sener ve arkadaslarimin farelerde melatonin, vitamin E ve N-asetil sistein’in
parasetamol’le indiiklenen toksisitedeki koruyucu etkilerini inceledikleri ¢alismada,
parasetamol uygulanan grubun kontrol grubuna goére bobrek dokusundaki GSH
seviyesinin azaldigini gé’)s‘[ermislerdir.217 Abdel-Zaher ve arkadaglariin 7 giin boyunca
750 mg/kg uyguladiklar1 parasetamol kaynakli karaciger ve bobrek hasarina karsi
aminoguanidin, gadolinyum kloriir ve oleanolik asit’in etkilerini inceledikleri ¢aligmada
parasetamol grubunun kontrol grubuna gore bobrek dokularinda o6lgiilen GSH
seviyesinin dnemli bir sekilde azaldigini gé’)zlemislerdir.261 Bu c¢aligmalar paralelinde
bizim ¢aligmamizda da parasetamol uyguladigimiz grupta gelisen bobrek hasart bu
literatiirlere uyumlu olarak kontrol grubuna gére GSH seviyesini azalttigini, bunun yani
sira Nigella sativa L. ve NAC uygulanan gruplarda ise GSH seviyesinde belirgin artis
gosterdigi ve bu degerin saglikli gruba benzerlik gosterdigi saptanmistir. Artan dozla
birlikte NS uygulanan gruplarda GSH seviyesinde artis goriilmiis olup en iyi etkinin ise
1000 mg/kg NS grubunda oldugu ve bu etkinin de NAC’ye gore istatistiksel olarak daha
anlamli oldugu gorilmistiir (p<0.05).

Lipit peroksidasyonu parasetamole bagli doku hasarina neden olan en 6nemli

mekanizmalardan biridir ve serbest oksijen radikallerine bagli olarak ortaya
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cikmaktadir. Lipit peroksidasyonu, serbest radikallerin ¢oklu doymamis yag asitlerine
etkisi sonucu baslar. Lipit peroksidasyonunun oksidatif stres altinda bulunan
dokulardaki hiicre fonksiyon kaybinda major bir rolii oldugu rapor edilmistir. MDA
lipid peroksidasyonunun son iiriiniidiir ve lipit peroksidasyonunun en yaygin kullanilan
belirleyicilerinden biridir. Oksidatif strese maruz kalan dokularda, MDA diizeyinde artis
goriiliir. Yani MDA seviyesi oksidatif stres i¢in biyomarker olarak kullanilabilir.?®?
Abdiil Hamid ve arkadaslarinin 7 giin boyunca oral yolla 750 mg/kg parasetamol
vererek bobrek hasar1 olusturduklar1 Zingiber zerumbet’ in koruyucu etkisini
inceledikleri calismada parasetamol verilen grupta kontrol grubuna gore plazma ve
bobrek dokusunda MDA seviyesinde 6dnemli bir sekilde artis goriildiigiinti, 200 ve 400
mg/kg’lik Zingiber zerumbet gruplarinda ise bu degerin kontrol grubuna yaklastigini
belirlemiglerdir. Parasetamol uygulanan grubupta bobrek ve viicut agirliklarinda
azalma, 1s1k mikroskobik incelemesinde tiibiiler ve glomerilik hasar oldugunu tesbit
etmiglerdir. 200 ve 400 mg/kg Zingiber zerumbet verilen gruplarda tiibiiler ve
glomerilik hasarin azaldigimi, bobrek ve viicut agirliklarinin  kontrol grubuna
yaklastirdigin1 en iyi diizelmenin ise 400 mg/kg dozunda oldugunu géstermistirler.263
Ghosh ve arkadaglarinin Cajanus indicus L. nin Parasetamol ile olusturduklar1 karaciger
ve bobrek hasarindaki roliinii inceledikleri ¢aligmalarinda parasetamol verilen grubun
kontrol grubuna goére MDA seviyesinin 6nemli bir sekilde arttigi gérﬁlmﬁstﬁr.264
Mevcut calismalarda oldugu gibi bizim calismamizda da ayni sekilde parasetamol
uygulanan grupta MDA seviyesinin 6nemli bir sekilde artis oldugu goriilmektedir.
Ayrica Nigella sativa L. ve NAC uygulanan gruplarda ise MDA seviyesinin belirgin bir
sekilde azaldig1 ve bu degerin saglikli gruba benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Artan

doza bagli olarak NS uygulanan gruplarda MDA seviyesinde azalmalar goriilmiis ve en
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anlamli etkinin 1000 mg/kg NS grubunda oldugu ve bu etkinin de NAC’ye gore

istatistiksel olarak daha iyi oldugu gozlemlenmistir (p<0.05).
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, parasetamolle indiiklenen akut bobrek hasarinda sigan bobrek
dokularinin Nigella sativa L. etanol ekstresinin koruyucu etkisinin olup olmadigini
pozitif kontrol olarak kullandigimiz NAC’a karst deneysel hayvan modeliyle
karsilastirmali olarak calismayr amagladik. Bu amagla, iire ve kreatinin seviyeleri ile
SOD enzim aktivitesi GSH ve MDA seviyesindeki degisiklikler incelenmistir.

Deneysel calismalar sonucunda; bobrek hasarinin 6nemli gostergesi olan serum
tire ve kreatinin seviyeleri ile SOD, GSH ve MDA seviyeleri {izerinde artan dozla
birlikte 6zellikle Nigella sativa L. 1000 mg/kg dozunun istatistiksel olarak ¢énemli bir
etkiye sahip oldugu goriilmektedir. Caligmamizin sonuglarina gore parasetamol ile
indiiklenen nefrotoksisitede bobrekteki hasarin siddetini azaltmada giiclii  bir
antioksidan olan Nigella sativa L.’nin rol alabilecegi soylenebilir. Parasetamol
toksisitesine karsi Nigella sativa L. uygulanmasi serbest radikallerin temizlenmesi ve
antioksidan aktivite artisiyla bobreklerde hasar1 engeleyerek antioksidan aktiviteye katki
sagladig1 goriilmustiir. Parasetamol indiiklenmesiyle olusan hasara karsi antidot olarak
kullanilan NAC’a goére daha basarili olmasi Nigella sativa L.'nin tedavide
kullanilabilecegini gostermistir. Nigella sativa L.’nin ratlarda NAC tedavisinde oldugu
gibi antioksidan bir etki gosterdigi, parasetamoliin olusturdugu hasar1 azaltigi ve
koruyucu etkide bulundugu gosterilmistir. Bu ¢alismanin sonuclar1 ile parasetamol ile
indiiklenen bobrek hasarinda Nigella sativa L.’nin koruyucu etkiye sahip olabilecegi
sOylenebilir.

Sonug¢ olarak; parasetamolle indiiklenen nefrotoksisitede etkinligiyle Nigella
sativa L. belirgin bir etki yapmustir. Nigella sativa L. parasetamol ile birlikte
alindiginda, hem serbest radikal olusumunun inhibe edilmesi hem de antioksidan

diizeylerinin 1iyilestirilmesinde rol alabilecigini ortaya koymustur. Literatiirdeki
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caligmalarda dikkate alindiginda bizimde c¢alismamizda ortaya ¢ikan toksisitiyeyi
azaltan etken olarak ekstre i¢inde oldugu muhtemel olan kuersetin, kaempferol ve rutin
gibi flavonoidlerden kaynaklandigini diisiiniiyoruz. Literatiirde Nigella sativa L.’dan
elde edilen etken maddeler ile ilgili yeterince calisma bulunmamaktadir. Bundan
sonraki deneysel calismalarimiz bitkiden gerek fenolik gerek fenolik olmayan igerigin
izole edilecek karakterize edilmesi etken maddelerin mekanizmanin tam olarak
aydinlatilabilmesi i¢in devam edecektir. Nigella sativa L. etanol ekstresinin bobregi
oksidatif strese korumada etkin bir rol oynamasi sebebiyle klinik olarak yararli olabilir.
En 6nemli avantaji ise bu bitki herkes tarafinda kolayca temin edilebilmesi, tadinin ve
lezzetinin insanlarin damak tadina hitap etmesi nedeniyle sadece parasetamol toksisitesi
ile ilgili olaylarda degil viicudumuzun an be an her dakika kaldig1 oksidatif stress ile
iligkili tiim olaylara olumlu yonde katkisi gz Oniinde bulundurarak sofralarimizdan
eksik etmemeliyiz. Deneysel hayvan modelleri dogrudan klinik uygulamalara
uyarlanmasa da yaptigimiz calismanin sonuclarinin bu konuya 1sik tutmasini iimit
ediyoruz. Bu c¢aligmamiz sonucunda literatiirde ilk kez Nigella sativa L.’nin

parasetamol ile indiiklenen bobrek hasarinda koruyucu etkisinin oldugu gosterilmistir.
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