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OZET

Deneysel Karaciger intoksikasyonunda N Asetil Sisteinin Karacigerdeki Bazi

Lektinlerin Ekspresyonu ve Lokalizasyonu Uzerine Etkileri

Bu ¢aligmanin amaci; karaciger dokusunda, GSH o6nciisiit NAS intraperitonal
uygulamalarinin, karacigerdeki bazi lektinlerin ekspresyonu ve lokalizasyonu {izerine

etkilerini belirlemektir.

Karaciger toksisitesi olusturmak amaciyla, siganlara CCly, periton i¢i (i.p.) 1
ml/kg 1/1 oraninda, zeytinyagindaki ¢ozeltisi seklinde, birer giin ara ile 3 defa
enjekte edildi. CCl, enjeksiyonundan 24 saat sonra eter anestezisi altinda, karaciger
dokusu alindi. N Asetil Sisteinin koruyucu etkisinin belirlenmesi amaciyla, NAS
uygulamasi (periton i¢i 50 mg/kg/giin) CCls enjeksiyonundan 3 giin 6nce basladi ve
deney siiresince devam etti. Hayvanlarin son enjeksiyondan 24 saat sonra eter
anestezisi altinda karaciger dokular1 alindi. Karaciger dokusundan alinan kesitlerde
Galaktoza (EEL), Laktoza (RCA 1) ve Mannoza (GNL) spesifik oligosakkarit
tiniteleri biotinlenmis isaretli lektinlerin kullanilmas: ile belirlendi. Reaksiyonlarin

degerlendirilmesi 151k mikroskobunda gergeklestirildi.

Histokimyasal olarak reaksiyonlar; sentralobiiler damar ve Kkaraciger
dokusunun, siniisoidal kapillerlerinde gézlemlendi. Hepatositlerde boyanma tespit
edilmedi. Kontrollere gére CCly grubunda, daha yogun bir boyama tespit edildi. NAS

ise boyama yogunlugunu azaltt1.

Sonug olarak, hiicrelerin CCls’e bagh karaciger hasarindan kendilerini
korumak i¢in oligosakkarit {initelerini artirdig1 goriildii. NAS’1n, siganlarin hepatik
hiicrelerinde CCly ile olusturulan hasara karsi koruyucu ve tedavi edici etkileri

oldugu gozlemlendi.

Anahtar Kelimeler: CCly, EEL, GNL, NAS, sican, RCA 1



ABSTRACT

Effects of N Acetylcysteine on expression and localization of some lectins

in the liver of experimental hepatic intoxication
The aim of this study was to investigate the effects of intraperitoneal
applications NAC that is a GSH precursor, determine the effects of some lectins

expression and localization of the liver.

Liver toxicity of CCl, in rats in order to create, intraperitoneal (i.p.) 1 ml / kg
1/ 1 ratio of olive oil in the form of solution injected 3 times with an interval of one
day. 24 hours after CCly injection, liver tissue taken under ether anesthesia. In order
to determine the protective effect of N Acetyl Cysteine, N Acetyl Cysteine
application (i.p. 50 mg / kg / day) 3 days prior to CCl, injection started and continued
during the experimental period. Animals liver tissue were taken 24. hours after the
last injection under the ether anesthesia. Galactose (EEL), Lactose (R Il) and
Mannose (GNL) specific oligosaccharides were determined using biotinylated
labeled lectins in liver tissue sections. Evaluation of the reaction was performed by

light microscopy.

Histochemically, the reactions have been observed in centrilobular vein
sinusoidal capillaries of liver tissue. No staining was detected in hepatocytes.
Compared with controls, CCl, group were more intense staining. NAC reduced the

staining intensity.

As aresult, cells increase their oligosaccheride units to protect themself from
the liver damage of CCl,. It was observed that NAC had protective and therapeutic

effects against damage induced by CCly in rats hepatic cells.

Keywords: CCly, EEL, GNL, NAS, rat, RCA |
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1.GIRiS

Karaciger, karin boslugunda yer alan en biiylik i¢ organ olarak Onemli

fonksiyonlar gosterir (Kayali, 1992).

Karaciger lobiillerinin sekillenmesinde, karaciger dolasiminin rolii oldugu gibi,

stromanin da biiyiik rolii vardir (Fausto ve Campbell, 2003).

Karaciger parankimasi, mikroskopik muayenede, lobiiler olarak gorilir. Bu
loblarin merkezlerinde, karacigerden kalbe kan tasiyan, santral ven yer almaktadir. Bu
ven, sublobuler venler ile infrahepatik venlere bosalir ve vena cava’ya giren vena

hepatica’y: olusturur (Ones, 1977).

Hepatositler karaciger hiicreleridir. Hepatositlerin sitoplazmasi eozinofiliktir.
Hepatositler; yapisal, biyokimyasal ve histokimyasal farklilik gosterirler (Junqueira ve

ark., 1998; Tekelioglu, 2002).

Karacigerde kan depolanmasi (Guyton ve Hall, 2013), kanin siiziilmesi (Guyton
ve Hall, 2013), safra salgilanmas1 (Junqueira ve ark., 1998) karacigerin gorevleridir.
Ayrica sekresyon, detoksikasyon, ekskresyon, hemotopoez, konjugasyon, esterlestirme,

fagositoz ve metabolizma diger fonksiyonlaridir (Guyton 1991).

Karaciger sirozu, Diinyanin bir¢ok bélgesinde 6liime sebep olan Onemli bir
hastaliktir (Anthony ve ark., 1977). Belirli bir donemde, farkli ve degisik etiyolojik
nedenlerin baglattig1 olaylar zincirinin sonucu olarak bilinir. Bu durumda, karaciger
sertleserek kii¢iiliir ve nodiiler bir yapiya donisiir (D’Amico ve ark., 1986). Karaciger
sirozu, c¢ok ¢esitli nedenlerden kaynaklanan kronik karaciger hastaliklariin son patolojik
yoludur (Qua ve Goh, 2011).



Deneysel karaciger sirozun olusumunda kullanilan kimyasallardan biri, karbon
tetrakloriirdiir (CCly). Karbon tetrakloriir (CCly); renksiz, seffaf, kolay buharlasan ve

yanici olmayan bir sividir (Kus ve ark., 2005).

Antioksidan savunma sistemi, oksidatif stresi bastiran ve serbest radikallerin

olusturdugu hasardan dokular1 koruyan kompleks sistemidir (Mural ve ark., 2007).

N Asetil Sistein (NAS), L-sisteinin N asetillenmis tiirevi olup molekiiler yapisi
sayesinde hiicrelere kolayca girerek ve onemli bir antioksidan olan glutatyon (GSH)
olusumunda 6nciil rol oynadigi, oksidan strese karsi dokularin savunmasini destekledigi,
yapisinda bulunan serbest tiyol gruplar1 ile direkt antioksidan etki gosterdigi

bilinmektedir (Sener ve ark., 2003; Zafarullah ve ark., 2003).

Karaciger sirozunun tanisinda, lektinlerden yararlanilir. Lektinler, patolojik
dokular ile normal dokular arasindaki farkliliklarin tespit edilmesi, hastaliklarin teshis
edilmesi, ayrici tan1 konmasimin yani sira biyokimya, hiicre biyolojisi, immunoloji gibi

alanlarda ve histokimyasal boyamalarda kullanilirlar (Scillitani ve ark., 2007).

Ricinus communis agglutinin | (RCA 1), hint yag bitkisinin (R. communis)
tohumlarindan tiretilen bir glikoproteindir. Bu lektin, A tipi ve B tipi olarak iki zincirden
olusan bir tetramerdir (Liener ve ark., 1986). Yiiksek afinite ve terminal beta-d-galaktosil
artiklari igeren glikokonjugeleri nedeniyle RCA 1, 6zel bir ilgi ¢gekmektedir (Baenziger ve
Fiete, 1979).

Euonymus Europaeus Lektin (EEL) iki disiilfid bagl zincirler olusturdugu
goriilmektedir. Galaktosil (a-1,3), galaktoz igeren oligosakkaritleri baglar. Uyarilmis
sican periton lenfoid hiicrelerinin yilizeyi lizerindeki karbonhidrat yapilarini algiladig

bildirilmistir. (Vector Laboratories, 19 Kasim 2014).

Galanthus Nivalis Lektin (GNL), kardelen soganlarindan izole edilmistir (Van
Damme ve ark., 1987). GNL, ayrica in vitro olarak retrovirus ve sitomegalovirus’un ¢ok

kuvvetli ve segici inhibitorleri olarak bilinmektedir (Balzarini ve ark., 1991).



Yapilan ¢aligmada karaciger dokusundaki hiicrelerin hiicre yiizeyi ve ektraselliiler
matriksinde bulunan glikokonjugat iinitelerinde meydana gelen degisikliklerin izlenmesi
amaclanmistr. Boyle bir ¢alismanin yapilmasi karaciger toksisitesi olusturulduktan sonra
NAS uygulanan sigcanlarin karacigerindeki glikokonjugat {initelerindeki karbonhidrat
rezidiilerinin ekspresyon ve lokalizasyonunda meydana gelen degisimler belirlenmistir.
Hiicre yiizeyi glikokonjugatlari, bir¢ok bakteri ve virus i¢in adhezyon amaciyla
kullanilabildigi gibi, bunlarda gézlenen farkliliklar, patolojik olgularin agiga ¢ikmasina
da neden olmaktadir. Boyle bir ¢alismanin yapilmasi bu alanda literatiire onemli bir katki

saglayacaktir.

Karacigerde CCly ile olusturulan toksisite (siroz) modelinde; Galaktoza (EEL),
Laktoza (RCA 1) ve Mannoza (GNL) spesifik lektinlerin ekspresyon ve
lokalizasyonlarina, N Asetil Sisteinin etkisinin olup olmadigi incelendi. Sonug olarak;
hiicrelerin CCly’e baglh karaciger hasarindan kendilerini korumak i¢in kendi oligosakkarit

tinitelerini artirdig1 goriildii.

NAS’in si¢anlarin hepatik hiicrelerinde CCly ile olusturulan hasara karsi yararli,

koruyucu ve tedavi edici etkileri oldugu gézlemlendi.



2. GENEL BILGILER

2. 1. Karaciger Hakkinda Genel Bilgi

Karaciger, kirmizi-kahverengi goriiniimlii ve karin boslugunda yer alan en biiyiik

i¢ organ olarak onemli fonksiyonlara sahiptir (Kayali, 1992).

Bir erigkinin toplam viicut agirliginin % 2.5’ini olusturur ve agirh@ da 1.400-

1.700 gr arasindadir (Odar, 1950).

2. 1. 1. Karacigerin Yerlesimi

Karnin sag iist kisminda yer alan karaciger, diyaframin altinda, ona yakin
uzanmaktadir. Karacigerin sag boliimiiniin biiyiik bir kismi, kaburgalar tarafindan ortiiliir.
Karin 6n duvari ile sadece bir kismi komsudur. Karaciger, arka tarafta mide ve
bagirsaklar1 orterken, istte ise akcigere komsu olarak bulunur. Karin zarindaki baglar
harig, karin i¢i basinci sayesinde yerinde tutulmaktadir (Junqueira ve ark., 1998;
Tekelioglu, 2002).

Karaciger lobiillerinin sekillenmesinde, karaciger dolagimimnin rolii disinda,
stromanin da biiyiik rolii vardir (Fausto ve Campbell, 2003). Lobiiller aras1 bag dokusu
olarak da bilinen organin stromasi, Ozellikle birka¢ lobiiliin birbirlerine koseleri
aracilifiyla temas ettigi yerlerde, fazlaca gelismistir. Bag dokusunun fazlaca bulundugu
bu bolgeler; Kiernan araligi, Glisson tiggeni, portal alan, portal aralik veya periportal alan
olarak da bilinirler. Bu alanda, bir arter (Arteria hepatica’'nin dali, Arteriola
interlobularis), bir ven (Vena porta’nin dali, Vena interlobularis), bir safra kanali (ductus
biliferi, ductus interlobularis) ve lenfatik damar kesitleri bulunur (Junqueira ve ark.,
1998; Tekelioglu, 2002).



kaudat lob

sag mediyal lob

sol mediyal lob

Sekil 2.1. Sican karacigerinin yapisi (Bilging, 2011).

2. 1. 2. Karacigerin Yapisi

Karaciger, safra yollar1 ve kan damarlar1 boyunca, organ i¢ine dogru uzanan
kollajen ve elastik dokudan yapili bir kapsiil ile ortiilmektedir. Bu kapsiil, Glisson
kapsiilii olarak bilinir ve tabakalar halinde siralanmis olan ve aralarinda ‘sinusoid’ olarak
bilinen karmasik bir kapiller sistemin yer aldig1, siingere benzer bir hiicre kiitlesini orter.
Mikroskopik muayenede, karaciger parankimasi lobiiler olarak goriiliir. Karacigerden
kalbe kan tasiyan santral ven, bu loblarin merkezlerinde yer alir. Sublobiiler venler ile
santral ven, infrahepatik venlere bosalarak, vena cava’ya giren, vena hepatica’yi

olustururlar (Ones, 1977).

2. 1. 3. Karacigerin Hiicreleri (Hepatositler)

Alt1 veya daha fazla yiizeye sahip olarak 20-30 mikrometre civarinda bulunan
hepatositler, karaciger hiicreleri olarak bilinmektedir. Karaciger hiicrelerinin sitoplazmasi
eozinofiliktir. Bunun nedeni, Hematoksilen-Eozin ile boyanmis kesitlerde, ¢ok sayida
mitokondri ve bir miktar diiz endoplazmik retikulumun bulunmasidir (Junqueira ve ark.,
1998; Tekelioglu, 2002).

Ayrica karaciger hiicresi, viicudun ¢ok yonlii bir hiicresi olarak bilinir. Ekzokrin
ve endokrin fonksiyonlar1 vardir. Bazi maddelerin sentezinde ve depolanmasinda rol

alirken, bazilarinin da detoksifiye edilmesini ve tasinmasi saglar (Cetinkaya, 2009).



Karaciger hiicreleri; yapisal, histokimyasal ve biyokimyasal degisiklik gosterirler.
Hepatositlerin yiizeyi, Disse aralig1 boyunca sinusoidlerin duvariyla ve karacigerin herbir
hiicresinin yilizeyi ile temas halindedir. Karaciger hiicreleri, yiizeysel olarak diger
hepatositlerin ylizeylerine ve doku araliginda sintisoidlerin duvari ile baglantilidir.
Hepatositlerde gap junctionlar sik¢a goriiliirler. Hiicrelerin fizyolojik aktivitelerinin
koordinasyonunda 6nemli rol oynayan hiicrelerarasi iletisim bolgeleri olarak bilinir
(Junqueira ve ark., 1998; Tekelioglu, 2002).

Karacigerin ikili dolasimi vardir. Bunlardan biri fonksiyonel, digeri ise
arteriyeldir. Kanin % 70-80’inin girdigi yol olan ve vena porta ile baslayan dolagim,
fonksiyonel dolasimdir. Vena porta, besinden zengin kani tasir ve abdominal organlardan

gelen oksijenden fakirdir (Junqueira ve ark., 1998; Kayali, 1992).

Kanmn diger kismi ise bagka bir yolla girer. Bu yol, arteriyel dolasimdir ve

karacigere oksijenden zengin kani getiren hepatik arter ile baslar (Kayali, 1992).

Karacigerde kan akimi yiiksektir, vaskiiler direng ise diigiiktiir. Dakikada yaklagik
1.050 ml kan, portal ven yolu ile gelmektedir ve sinusoidlere dokiilmektedir. Ayrica ek
olarak, dakikada hepatik arter yolu ile 300 ml kan gelir ve toplam olarak 1.350 ml/dak’ya
ulagmaktadir (Guyton ve Hall, 2013).

2. 1. 4. Karacigerin Fonksiyonlari

Karacigerin ¢ok sayida endokrin ve ekzokrin fonksiyonu bulunur (Junqueira ve
ark., 1998).

a) Karacigerde kan depolanmasi: Genisleme giicii olan bu organ, kendi kan
damarlarinda, bol miktarda kan depolayabilir. Hepatik siniisoidlerdeki ve hepatik
venlerdeki kan ile beraber, bu organin kan hacmi 450 ml olup, toplam viicut hacminin %
10’u kadardir (Guyton ve Hall, 2013).

b) Kamn siiziilmesi: Kupffer hiicreleri, karaciger siniisoidlerinin i¢ yiizeyinde
bulunurlar ve portal kan ile gelen yabanci parcaciklarin veya bakterilerin, neredeyse

tiimiinii ortadan kaldirabilirler. Bu yabanci pargaciklar veya bakteriler, Kupffer hiicresi



ile temasindan hemen sonra, 0.01 saniyeden bile daha az bir siirede, bu hiicrelerin
duvarlarindan igeriye giris yaparak sindirilene kadar orada tutulurlar (Guyton ve Hall,
2013).

¢) Safra salgilanmasi: Safra iiretilmesi, karacigerin en 6énemli fonksiyonlarindan

biridir (Junqueira ve ark., 1998).

Hepatositler tarafindan kan komponentleri alinir, doniistiiriildiikten sonra safra
kanalikiilleri igine salgilanarak ekzokrin faaliyetlerini yerine getirmis olurlar (Junqueira

ve ark., 1998; Tekelioglu, 2002).

Safra sivisinda; elektrolitler, su, kolesterol, fosfolipidler, bilirubin ve safra asitleri
vardir. Distal intestinal epitelden emilim yoluyla bu maddelerin % 90’1 alinip,

hepatositler araciligiyla, kandan safra kanalikiillerine taginirlar (Junqueira ve ark., 1998).

Ayrica sekresyon, detoksikasyon, ekskresyon, hemotopoez, konjugasyon,

esterlestirme, fagositoz ve metabolizma, diger fonksiyonlaridir (Guyton 1991).

d) Karbonhidrat metabolizmasi: Karaciger, kan sekeri seviyesinin normal
siirdiiriilmesinde dnemli rol oynar. Kan sekeri seviyesi, glikoz fazlaliginin glikojen olarak
depolanma ve kana glikoz vermesi ile ayarlanir. Karacigerin karbonhidrat
metabolizmasinda yiriittigii islevler: Glikoneojenez, biiyikk miktarlarda glikojen
depolama, aminoasit, gliserol, laktat gibi Onciilleri glukoza g¢evirme, karbonhidrat
metabolizmasinin  ara iriinlerinden, O6nemli olan c¢ogu kimyasal maddelerin

olusturulmasidir (Guyton ve Hall, 2013).

e) Yag metabolizmasi: Yag metabolizmasmin baz1 islemleri, karacigerde
gerceklesir. Karacigerin yag metabolizmasinda yiriittiigii islevler; biiyilk miktarda
kolesterol, lipoprotein ve fosfolipid sentezi, diger viicut islevleri igin enerji saglamak
lizere yag asitlerinin oksidasyonu, karbonhidrat ve proteinlerden yag sentezidir (Guyton

ve Hall, 2013).

f) Protein metabolizmasi: Protein metabolizmasinda karaciger fonksiyon gérmez

ise viicut, sadece birka¢ giin dayanabilir. Karaciger, protein metabolizmasinda, su



islevleri yiiriitir: Plazma proteinlerinin Sentezi, amino asitlerin deaminasyonu, iire
olusumu ile amonyagin viicut sivilarindan uzaklastirilmasi, viicuttaki metabolik olaylar
icin 6nemli olan maddelerin ve amino asitlerin birbirine doniisiimleri. Karacigerin diger
metabolik islevleri: Karacigerin demiri ferritin seklinde depolamasi, vitaminlerin
depolanmasi, kan pihtilasmasi ile hormonlarin, ilaglarin ve diger maddelerin

uzaklastirilmasi (Guyton ve Hall, 2013).

2. 1. 5. Karaciger Enzimleri

Enzimler, canli dokularin temel 6zelliklerini meydana getiren ve biyokimyasal

reaksiyonlar1 hizlandiran biyokatalistlerdir (Mengi, 1991).

Enzim parametrelerinin incelenmesi, hastalara teshis koymamizda onemlidir.
Doku hiicrelerinin tahrip olmasi ile enzimler hiicre disina ¢ikar ve bu durum, plazma ve
serumda ¢ogu enzimin aktivitesini ve degisimlerini artirir. Enzimler gibi izoenzimler de
pekgok belirli dokuya spesifik oldugundan dolayir plazma ve serum enzim aktiviteleri,

dokulardan hangisinin tahrip oldugunu gosterir (Tore, 1978).

Hiicre igerisinde ise enzimler, farkli organellerde bulunmaktadirlar. Enzimlerin

bulunduklar1 organeller, organin ve dokunun islemleri ile yakindan iligkidir (Tore, 1978).

2. 2. Karaciger Sirozu

Diinyanin bir¢ok bdlgesinde oOliime sebep olan 6nemli hastaliklardan biri,
karaciger sirozudur. Bu hastalik; karacigerin hepatoselliiler nekroz, nodiiler olusum ve
fibroz doku olusmasi ile seyreden degismeler sonucunda, ilerleyici bir hastalik olarak
bilinir (Anthony ve ark., 1977).

Karaciger sirozu, belirli bir donemde, farkli ve degisik etiyolojik nedenlerin
baslattigi olaylar zincirinin sonucudur. Bu durumda karaciger kiigiiliir, sertlesir ve

nodiiler bir yap1 kazanir (D’ Amico ve ark., 1986).

Karaciger sirozunun ilerleyen evrelerinde, komplikasyonlar olusur; karaciger
yetersiz kalir ve 6liim gerceklesir. Eger tedavi olunmazsa, dldiiriicii hastaliklardan biridir

(Ozgiir, 2014).



2. 2. 1. Karaciger Sirozunun Nedenleri

Siroz nedenleri, genellikle serolojik ve histopatolojik goriintiileme yontemleri ile

birlikte, hastanin 6ykiisii ve klinik bulgular ile tespit edilebilir (Tangerman ve ark., 1994).

Tiirkiye’de karaciger siroz nedenlerinden, en sik hepatit B enfeksiyonu goriiliir.
Siroz yapan diger hastaliklar sunlardir: Hepatit C, hepatit D, karaciger yaglanmasi, toksik
etki gosteren ilaglar, demir ve bakirin karacigerde depolanmasi (Wilson sirozu olarak
bilinir), otoimmun hastaliklar (6rnegin; otoimmun hepatit, primer sklerozan kolanjit,
primer biliyer siroz gibi), karacigerin toplardamarlarinda tikanma, kronik alkol tiiketimi.
Hastalarin bazilarinda viral hepatit, alkol ile beraber bulunmaktadir. Siirekli alkol alan
hastalarda, eger hepatit B veya C goriiniirse, sirozun meydana gelme riski daha fazladir
(Ozgiir, 2014).

2. 2. 2. Karaciger Sirozunun Tanisi
» Kan muayenesi
« Idrar muayenesi
* Biyopsi (histopatolojik inceleme)
* Fizik muayene bulgular1
* Goriintiileme yontemleri (USG, BT, MR)

* Hastanin hikayesi (Dolar, 2002).

2. 2. 3. Karaciger Sirozunun Komplikasyonlari

Hastalik stirecinde, hastalarda yasam riski gosteren, eger hemen gereken

miidahale olmazsa 6liime yol agan komplikasyonlar gelisebilir (Dolar, 2002).

Goriilen  komplikasyonlar:  Hepatik  ensefalopati, hepatorenal sendrom,
hepatopulmoner sendrom, portal hipertansiyon (6zofagus varis kanamalari, asit),
karaciger yetmezligi, asit ve spontan asit enfeksiyonlar1 (spontan bakteriyel peritonit),
hepatoseliiler karsinoma, hipersplenizm ve hematolojik bozukluklar, gastrointestinal

komplikasyonlar, endokrin bozukluklar ve enfeksiyonlardir (Dolar, 2002).



2. 2. 4. Karaciger Sirozunda Hemostatik Bozukluklar

Siroz ve kotli prognoza sahip olan hastalar, laboratuvar ve klinik testlerden
gee¢melidir. Laboratuvar parametrelerine gore karaciger yetmezliginin skorlanmasi, tedavi
ve takipte Oonemlidir. Karaciger hastalik seviyesinin artmasi ile laboratuvar testlerinde

bozukluklar gelisir ve hemostatik anormaliteler artarak agirlagir (Vierling, 1984).

2. 3. Karbon Tetrakloriir (CCly)

2. 3. 1. Karbon Tetrakloriir’iin Genel Ozellikleri

Karbon tetrakloriir; renksiz, seffaf, kolay buharlasan, yanici olmayan bir sividir

(Kus ve ark., 2005).

Deneysel c¢alismalarda, CCls’lin  karacigerdeki etkileri:  Hepatositlerde
dejenerasyon, fibrosis, siroz, hepatik yag dejenerasyonu, mitotik aktivite artigi, kanser,

mononiikleer hiicre infiltrasyonu (Kus ve ark., 2005).

CCly ayrica, ¢oziicii ve kuru temizleme 6zelligine de sahiptir. CCly’in viicuda

alinmast; sindirim, solunum ve deri yolu ile gergeklesir (Sismanoglu, 1995).

CCly, solunum yolu ile 65 ppm, agizdan ise 4 ml miktarda alindiginda toksik etki
gosterir. Viicuda alindiginda CCls organ, dokulara dagilir ve yag dokusunda birikim ile
sonuclanir. Dokulardan ayrilisi, 2 ile 6 giin igerisinde olur. Atilimi, akciger ve bobrekler
yolu ile gergeklesir. Agiz, solunum ya da deri yolu ile emildikten hemen sonra
zehirlenme belirtileri meydana ¢ikar. CCly ile zehirlenme, merkezi sinir sisteminde bask1
olusturur. Diger belirtiler ise bas donmeleri, bas agrilari, ataksi, uyku halleri, biling
kayiplari, gérme bulanikliklaridir. Zehirlenmenin ilk giinlerinde karin agrisi, bulant1 ve
kusma belirtileri goriiliir. CCls emildikten sonra birkag¢ giin i¢inde, karaciger yaglanmasi
olusarak belirtileri goriiliir. Enzimlerden aspartat aminotransferaz (AST) ve aldolaz
artar. Bu artisin nedeni karaciger hiicrelerinde olusan nekrozdur. Protrombin zamani ise

uzar (Wang ve ark., 2005).

Eger birkag hafta CCls’e maruz kalinirsa, cilt kurur, ciltte lekeler olusur, tirnaklar
kirilir.  Semptomlar, CCl; solunumu olmadiginda azalir ama zehirlenme yeniden

tekrarlanirsa semptomlar da yeniden meydana gelir (Wang ve ark., 2005).
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2. 3. 2. Karbon Tetrakloriir ve Karaciger

CCl, fizyolojik ve biyokimyasal rolii ve anatomik lokalizasyonu nedeniyle
karacigerde hasara ve degisik patolojik tablolara neden olan maddelerden biridir

(Robbins ve ark., 2000).

CCly, karbon distilfiiriin klor ile reaksiyona girmesi veya kiikiirt monokloriir ile
reaksiyona girdikten sonra olusur. Eger CCly dozu fazlaya kacgar ise viicutta birikir ve
siroza yol agabilir (Wang ve ark., 2005).

Bu hasar, oksidatif stres ve olusan serbest radikaller ile meydana gelmektedir.
Hidroksi ve oksi radikallerin hepatosit membranda hasar olusturabilecegi in vivo/in vitro

ortamlarda deneysel olarak belirtilmistir (Foulis ve ark., 1988).

Karacigerde, CCls’iin mitokondriyal monooksijenaz (P450 2E1) tarafindan
metabolize edilmesinden sonra olusan serbest radikaller, membran lipidlerine ve

membran proteinlerine iki yol ile saldirida bulunabilirler (Nadkarni ve Souza, 1988).

2.3.2. 1. Karbon Tetrakloriiriin Direkt EtKisi

Oncelikle metabolizma sirasinda, baslangic metaboliti olan anstabil serbest
radikal triklormetil olusur. Sonrasinda triklormetil (CCl3"), protein ve lipidler ile kovalent
baglar olusturur ve kloroforma veya triklormetil peroksite doniisiir (CC13OZ._). Sekonder
olarak konjuge dien olustuktan sonra kisa zincirli karbonhidratlar meydana gelir
(Recknagel ve ark., 1989; Slater, 1982). Bu karbonhidratlar, malondialdehid ve
hidroperoksit yapilardan olusur. Toksik etkiye maruz kalindiginda serbest oksijen
radikalleri olusur ve hiicre membraninda bulunan fosfolipidlerde doymamis yag
asitlerinin peroksidasyonunu gerceklestirir. Boylece karaciger hiicrelerinin nekrozu

gelisir (Arii ve ark., 1990; Dashti ve ark., 1992; Poli ve ark., 1990).
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Sekil 2.2. CCl, metabolizmasi (Giiner, 2010).

2. 3. 2. 2. Karbon Tetrakloriiriin indirekt Etkisi

CCI3OZ.' radikali, oksijenin CCls.” radikal ile reaksiyona girmesi ile olusur.
CCI30%" lipidlerin peroksidasyonunu baglatan giiclii bir radikaldir. Bu olaylarin
sonrasinda karacigerde meydana gelen antioksidan savunmalari, serbest radikal {iretimi
ile asilir, boylece ciddi doku hasarlari olusur ve hiicre membrani oksidatif yikima ugrar
(Akkus, 1995; Poli, 1993). Karacigerde, karbon tetrakloriir’iin yaptigi 3 nekroz:
Yaglanma, hidropik dejenerasyon ve hepatoselliiler zon (Fujiwara ve ark., 1988; Sezer,
1992).

CCl, tarafindan olusan hasarda lipid peroksidasyonu meydana gelir. Buna bagli
olarak olusan hasar sonrasinda karaciger fibrozisi ardindan siroz olusabilmektedir.
Ekstraselliller matriks olan komponentlerin artmasi sonucunda, karaciger fibrozisi
meydana gelir. Ekstraselliiler matriksin yikimi ile yapimi arasinda olan denge, devamli
matriks yapimu tarafindan bozulur. Bu olayda meydana gelen toksik oksijen radikallere
bagli olarak potent profibrojenik mediatorler de aktive olur (Liebert ve ark., 2005).
Karaciger hastaliklar1 hakkinda yapilan caligmalarinda, oksidatif strese olan bagl
karaciger hasar1 ve fibrosis iliskisi goriilmektedir (Shimiziu, 2001; Shimiziu, 2003).

2. 3. 3. Karbon Tetrakloriir ve Karaciger Sirozu

Normal ve dejenere hepatositler ¢evresinde, interstisyumda ve Disse araliginda

kollajen birikimi, karaciger fibrosisinin morfolojik bulgularidir (Mak ve ark., 1984).

Ekstraselliler matriks, iki ana eleman tasir: Yapisal glikoproteinler ve

proteoglikanlar (Ozbilim ve ark., 1988).
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Normal insan karacigerinde total proteinin % 4’t kollajendir (Loreal ve ark.,
1993). Bu kollajenin yapist % 53 oraninda tip I dir % 47’si ise tip III kollajendir. Siroz
olan karacigerde ise total proteinin % 10’u kollajendir. Bu kollajenin % 75’1 tip 1
kollajen, % 25’1 de tip 111 kollajendir. Total protein sigan karacigerinde farklidir % 0.55°1
kollajendir. Bu kollajenin % 60’1 tip I kollajen olup % 40’1 tip 11l kollajendir. CCl, ile
olusan sirozda % 2 olarak bu oran artar, fakat kollajen orani ayni kalir (Maher ve ark.,
1988).

Sican karacigerinde, kollajenler farkli yerlerde bulunur. Tip I kollajen karaciger
kapsiiliinde, Disse araliginda ve portal stromada bulunurken, tip IV kollajen néral, duktal,

vaskiiler bazal membranlar ile sinusoid duvarinda bulunur (Tsukamoto ve ark., 1985).

2. 4. Antioksidan Sistemi ve N Asetil Sistein (NAS)

Oksidatif stresi bastiran ve serbest radikallerin olusturdugu hasardan dokulari

koruyan kompleks sistemi, antioksidan savunma sistemidir (Mural ve ark., 2007).

Radikalleri ve reaksiyonlar1 dnlemeye ¢alisan, enzimatik veya enzimatik olmayan

yapilardan meydana gelen maddeler antioksidanlardir (Byung, 1994).

Antioksidan savunma, farkli sekilde ayrimlanan 5 blokta yiiriir. Bunlar; olusan
hiicre harabiyetinin onarimi, radikal metobolit {iretiminin 6nlenmesi, liretilen radikallerin
temizlenmesi, endojen antioksidan kapasitenin artirilmasi ve sekonder radikal iireten

zincir reaksiyonlarinin durdurulmasidir (Gutteridge, 1995).

Baz1 yazarlara gore, antioksidan savunma komponentlerinin enzimsel olup
olmamasina bakarak SOD, katalaz ve GSH-Px’in rol oynadig1 antioksidan aktiviteler,
enzimatik antioksidan savunma olarak tanimlamislardir. Vitamin E, vitamin A, iirik asit,
glutatyon, askorbat tarafindan gergeklestirilen deoksidasyon islemleri ise enzimatik
olmayan savunma olarak belirtilmistir (Byung, 1994). Antioksidan savunma,
antioksidanlara daha spesifik rollerin yiiklendigi caligmalarda, ekstraselliiler, selliiler ve

membransal olarak siniflandirilir (McCord ve Fridowich, 1996).
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Normal sartlarda hiicresel denge, i¢ ve dig kaynakli birgok stres faktorii tarafindan
degistirilir (Ustiindag ve ark., 2005). Antioksidanlar bu faktdrlere karst korumada rol
oynamaktadir (Yiice ve Aksakal, 2007).

Karaciger hastaliklarinda, NAS’in antitoksik ve antioksidan ozellikler gostererek

yararli oldugu belirtilmistir (Jones, 1998).

NAS, molekiiler yapisi sayesinde, hiicrelere kolaylikla girebilir ve glutatyon
olusumunda 6nciil rol oynamaktadir. Onemli bir antioksidan olarak, yapisinda bulunan
serbest tiyol gruplari nedeniyle, direkt antioksidan etki gosterebilecegi ve oksidan strese
kars1 dokularin savunmasini destekleyebilecegi bildirilmistir. NAS’1n yapisinda yer alan
serbest tiyol gruplari ile direkt antioksidan etki de gosterdigi ve oksidan molekiiller ile
(6rnegin; hidroksil radikali, hipoklordz asit ve hidrojen peroksit) etkiye gecerek radikal
toplayict etki gostermekte oldugu bildirilmektedir (Sener ve ark., 2003; Zafarullah ve
ark., 2003).

NAS, diisiik dozlarda uygulandiginda, oksidatif hasara karsi fareleri korurken,

yiikksek dozlarda uygulandiginda ise akciger hasari ve Oliime neden olabilmektedir

(Sprong ve ark., 1998; Wang ve ark., 2006).

2. 5. Lektinler

[lk defa 1888°de Stillmark tarafindan ‘Ricin’ ismi ile bilinen ve toksik etkisi olan
bitkiden elde edilerek eritrositleri ¢oktiirdiigii bilinmektedir (Kilpatrick, 2002). Lektin

kelimesinin anlami, segcmektir ve Latince kokenlidir (Franz, 1986).

Lektinler; bakteri, bitki, virus, mantar, insan ve hayvanlarda degisik c¢esitlerde

bulunurlar (Bulgakow ve ark., 2004).

Patolojik dokular ile normal dokular arasindaki degisikligin tespit edilmesinde,
hastaliklarin teshis edilmesinde, bireylerin farkli yas evrelerinin ve tiirlerin incelenip

teshis konulmasinda kullanilir (Scillitani ve ark., 2007).

Biyokimya, hiicre biyolojisi, immunoloji gibi alanlarda lektinler, yaygin
kullanilmaktadir (Scillitani ve ark., 2007).
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Ayn1 zamanda lektinler, histokimyasal boyamalarda, dogrudan ya da dolayl
olarak kullanilmaktadir. Lektinler, dogrudan yontemde enzimler ile isaretlenerek boyama
esnasinda substrat eklenir ve 151k ya da fluoresan mikroskopta gozlemlenir. Dolayli
yontemde ise spesifik bolgeye baglanan lektinler boyanirken, antilektin olarak bilinen
enzim kompleksi Avidin-Biotin-Peroksidaz eklenir ve izlenilir (Brooks ve Wilkinson,
2003).

Lektinlerin  histokimyada ¢ok¢a kullanilmasinin nedeni, glikolipid ve
glikoproteinlerin  ucunda bulunan karbonhidratlara baglanmalari ve hiicreye

yerlesmeleridir (Murnane ve ark., 1989).

Sekil 2.3. Hiicre zarinda bulunan glikoprotein ve glikolipidler (Diani, 2010).

Hiicrelerin yiizey reseptorlerindeki karbonhidrat birimlerine baglanan lektinler,
hiicrelerin ¢okmelerine neden olan molekiillerdir (Lis ve Sharon 1986). Bir lektinin,
karbonhidrat zincirlerinden sadece birine baglanmasi, agliitine edici etkisinin
sekillenebilmesi i¢in yeterli olmayip, en az iki karbonhidrat yapisina baglanmasi gerekir.
Lektinler, kendilerine spesifik olan monosakkaritler ile etkilesime girerler. Ornegin; D-
Mannoz, D-Galaktoz, L-Fruktoz gibi. Bazi lektinler, kompleks sekerler ile [O-D-
Galaktozido (1-3) N-Asetil-D-Galaktozamin] basit seker yerine, reaksiyona girerler (Basu
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ve ark., 1987; George ve ark., 2007). Bu grup molekiiller, hiicre yiizeyindeki
oligosakkaritlere baglanirlar ve boylece hiicrelerin farklilagmasini, gelismesini, biyolojik
bilgilerin kodlanarak iletilmesini, degisik patolojilere yanit vermesini gerceklestirirler.
Lektinler ve tanidiklar1 hiicre i¢i ve disi reseptorler ile ilgili yapilan g¢alismalar, bu

nedenle giderek 6nemsenmektedir (Harrison, 1991).

Sitoplazma

Bazalmembran

Galektin-1

in.tegrin

t%. Hiucre membram

Ekstraselliiler
Matriks

Sekil 2.4. Lektinler ile kompleks sekerlerin reaksiyonu (Seyrek ve Bildik, 2001).

Lektinler, ekzojen ve endojen olarak organizmalarda bulunmaktadirlar (Diani,
2010).

Memelilerde bulunan lektinler, endojen lektin olarak adlandirilmistir (Kayser ve
ark., 1994). Sigir kalbinde yer alan lektine, sarkolektin ismi verilmistir (Gabius, 1987).

Insan plasentasinda bulunan lektin ise galektin-1 olarak adlandirilmistir (Diani, 2010).

Endojen lektinler, tiimorli veya tiimorsiiz dokularda bulunurlar (Zeng ve ark.,
1994).
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Sekil 2.5. Hiicre yiizey lektin - karbonhidrat etkilesimleri (Lis ve Sharon, 2004).

Ekzojen lektinler, birden fazla bitkide belirlenmistir. Belirlendikleri bitkilerin
adlar1 ile anilirlar. Ornegin; bugday tohumundan elde edilen lektin ‘Bugday Tohumu
Aglutinin” (WGA) olarak adlandirilir; soya fasulyesinden elde edilen lektine ‘Soya
Fasulyesi Agliitinin’ (SBA) denir; 6kse otundan elde edilen lektine ise ‘Okse Otu
Agliitinin’ (VAA) ismi verilmistir (Franz, 1986; Itoh ve ark., 1985).

2.5. 1. Lektin Familyalar

Lektinler, karbonhidratlara baglanma ozelliklerine gore smiflandirilir ve bazi

familyalara ayrilirlar. Bunlar;

+ Galektinler: Hayvansal lektinlerin familyasi olarak bilinirler. Galaktoz baglanma

ozelligi gosterirler.
» C-Tipi (Ca-bagh) Lektinler: Hayvansal lektinlerin biiyiik familyasi olarak bilinirler.

Farkl1 fonksiyon ve yap1 gosteren tiyeleri vardir. C tipi lektinlerin de gesitleri vardir.
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a) Selektinler: C tipi familyasinda bulunan selektinler, 16kositlerin endotel hiicrelere
hiicrelerine baglanmasini saglarlar ve bodylece C tipi lektinlerin alt familyas1 olarak

ayrilirlar.

b) Kolektinler: Mannoza baglanirlar. C tipi familyasinin alt familyasi1 olmalari, kollajen
benzeri bir yap1 gosterdikleri i¢in ve C tipi lektin pargalarini igerdikleri i¢indir.

* Omurgasiz Lektinleri: Omurgasizlarin viicut sivilarinda bulunurlar. Bu lektinler,

omurgasizlarin viicutlarini koruyan bir faktor gibi gérev yaparlar.

e Anneksinler: Protein yapisinda, lipidlere affinitesi olan lektinler olarak bilinirler.
Glikozaminoglikanlara baglanma ozellikleri vardir. Bitkilere ait lektinler olarak

bilinmektedirler.

* Baklagiller (Leguminosae) Lektinleri: Cok sayida tiyesi olan lektin grubudur. Birden

¢ok karbonhidrata baglanma 6zelligi olan lektinlerdir. Ornegin; Concanavalin A.

* Ricinler: Cok uzun yiizyillar 6ncesinden Rusya’da kesfedilmis ilk lektindir. Birden
fazla homolog tiyesi bulunmaktadir. Toksik ya da sekerlere baglanma 6zelligine sahiptir
(Lis ve Sharon, 2004; Sharon, 1977).
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Tablo 2.1. Lektin familyalarinin 6zeti (Dodd ve Drickamer, 2001).

Lelktin grubu CRD vapisi Tipik ligandlar Fonksiyonlarimmm drnekleri
Calnexin Rilinmivor Gle,Man, Endoplazmik
i retikulumda
protein siralamasi
T i . Man,

M-tipi lektinler Bilinmiyor Glikoproteinlerin
endoplazmik retikulum
iliskili yikam

L-tipi lektinler B-sandwich Cegitli Endoplazmik

retikulumda
protein siralamasi
_tipi i by iz [3- i
P-tipi lektinler v:ﬂZEfSiZ Zengim Man 6-P Golgi sonras:
yap swralama proteini
Benzersiz Cesitli Hiicre adezyonu (selektinler),
C-tipi lektinler kanstirilms o Gll!_cuprutem kllre'{m’
R i : Dogustan gelen bamsikhk
aibyapr (Kolektinler)
. B-sandwich A-aalaktosidler Hiicre dis1 matrisinde
Galektinler 9 glikan capraz baglayici
I-tipi lektinler Immiinoglobulin Sialik asit Hiicre adezyonu
siiper familyas1
B-trefoil Enzim hedefleme,
R-tipi lektinler Cegitli Glikoprotein hormon

2. 5. 2. Lektinlerin Ozellikleri

Lektinler, kendilerine spesifik olan karbonhidrat

kalintilarina  baglanip
karbonhidrat  yapilarmi  degistirmeden

enzimlerden degisik oOzellik  gdsterip
glikosiltransferaz ve glikosidazlardan farkli rol oynarlar (Riidiger ve Gabius, 1993).

Lektinler ve karbonhidratlar arasindaki baglar, hidrojen baglaridir (Rini ve
Lobsanov, 1999).
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2. 5. 3. Lektinlerin Fonksiyonlari

Hiicrelerarasi iletisim ve iliski kurulmasi dokularin sekillenmesinde olduk¢a 6nem
tagimaktadir. Membran ylizeylerindeki siyalik asitin yarattigi negatif yiikten dolayi,
hiicrelerin hemen hepsi birbirleriyle dogrudan iletisim saglayamazlar. Hiicreler
iletisimlerini zarlardaki karbonhidratlar, lektinler, laminin gibi birgok aract molekiil
tizerinden kurarlar. Uzun yillar Oncesinden bilinen, hiicrelerin birbirlerine karsi

gosterdikleri belli bir yatkinlik vardir (Wieser ve Brunner, 1982).
Hiicre zarlarindaki karbonhidrat Uniteleri ile lektinler arasinda, anahtar - Kilit

prensibine dayanan karbonhidrat - protein etkilesimleri;

- Hicrelerarasi haberlesmede,

- Hiicre farklilasmasinda ,

- Hiicre i¢i protein transportunda,

- Hiicre adhezyonunda,

- Sinyal transferinde,

- Dollenmede,

- Interferon ve sitokinin salgilanmasi gibi immunolojik olaylarda,

- Patolojik olaylarda hiicrelerin transformasyonunda,

- Biiylimenin kontroliinde,

- Embriyogenezde,

- Ekzositoz ve endositozda,

- Makrofajlarin fagositoz i¢in uyarilmasinda,

- Metastazda rol alirlar (Lis ve Sharon, 2004; Seyrek ve Bildik, 2001).
Hiicre zarlarindaki glikoprotein  veya glikolipid reseptorlerinin  terminal

bolgelerinde bulunan karbonhidrat birimlerine hayvansal ve bitkisel lektinler spesifik
olarak baglanirlar (George ve ark., 2007; Seyrek ve Bildik, 2001).
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Tablo 2.2. izole edilmis baz1 bitkisel lektinler ve spesifik karbonhidratlar (Drickamer ve

Taylor, 1998).

1zole edilen bitki Kisaltilmis adi Spesifik oldugu seker
Canavalia ensiformis ConA mannoz, glukoz
Triticum vulgaris WGA (GlcNAc):»
Phaseolus vulgaris PHA GalNAc

Ricinus communis RCA Galaktoz

Ulex europaeits UEA Fukoz

Tablo 2.3. izole edilmis baz1 hayvansal lektinler ve baglandiklar1 spesifik karbonhidratlar

(Seyrek ve Bildik, 2001).

Adr

Bulundugu Yer

Spesifik Karbonhidrat

Selektinler (L.P.E)

Lakositler(L).trombositler(P).

Fukozlannus/sulfatlannus

endotel hiicreleri(E.P) epitoplar
Mannoz-baglayan lektin Plazma. karaciger Mannoz. fukoz
Asialoglikoprotein-reseptorii | Hepatositler. testis Galaktoz

Stirfaktan rotein A ve D

Alveolar stirfaktan

Fukoz. maltoz. ManNAc¢

CDe69

Aktif T ve B hiicreleri.
notrofiller, Trombositler

Bilinmiyor

Galektin-1

Bir ¢ok hiicre tiirtinde

Galaktoz

Ortamda karbonhidratlar bulundugu zaman, bu karbonhidratlar,

lektinlerin

baglanacagi reseptorlere baglanip, lektin baglanmasmi inhibe ederler. Karbonhidrat
birimleri, N-Asetil-D-Galaktozamini, BPA lektini, D-Galaktozu inhibe eder. Glukoz ve

mannoz ise Con A lektinini inhibe etmektedir. Metotreksat, filotoksin etoposid, 5'-

dezoksifloruridin gibi hiicreler icin toksik olan ilaglar, tiimorlii dokular i¢in spesifik olan

bir lektin ile baglanip viicuda verildiginde, toksik madde, timér hiicrelerinde lokalize

olur ve lektin sayesinde, bunun normal somatik hiicrelerdeki etkisinin minimuma

indirildigi tespit edilmistir (Thom ve ark., 2007).
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2.5.4. RCA

Ricinus communis agglutinin 1 (RCA 1), hintyagi bitkisinin (R. communis)
tohumlarindan iiretilen bir glikoproteindir. Yaklasik 120 kDa bir molekiil agirligina sahip
olan bu lektin, A tipi ve B tipi olarak iki zincirden olusan bir tetramerdir (Liener ve ark.,
1986). Yiiksek afinitesi ve terminal beta-d-galaktosil artiklari igeren glikokonjugatlar
nedeniyle RCA | 6zel bir ilgi ¢ekmistir (Baenziger ve Fiete, 1979). Lipozomlarin ve
miseller igeren galaktosil artiklar1 ile glikolipidlerin yami sira, polisakkaritler ve

glikoproteinlerin baglanmasini tesvik eder (Kawaguchi ve ark., 1999).

Ricinus communis agglutinin (RCA 1), yaygin olarak hiicre yiizeylerini incelemek
ve glikanlar1 arindirmak i¢in bir ara¢ olarak kullanilan en 6nemli lektinlerden biridir.
Karbonhidrat spesifitesinin RCA 1 ile tanimlanmasina ragmen, alinan bilgiler, cogunlukla
basit Gal-beta-bagli oligosakkaritlere ve basit kiimelerin inhibisyonuna odaklanmistir.
Burada, tiim tanilan RCA I bagh glikan faktorlerin enzim-baglantili, lektin emici ELISA
ve inhibasyon deneyleri, bilinen memeli Gal/GalNAc karbonhidrat yapisal birimleri

kullanarak ve dogal polivalent glukanlar ile incelenmistir (Albert ve ark., 2006).

2.5.5. EEL

EEL, pH 4.3 ve pH 4.7 arasindaki izoelektrik noktas: ile 6 yakindan iligkili
lektinden olusur. 35 kDa alt birimlerinin ¢ogunu, yaklasik 17 kDa, iki disiilfid bagh
zincirlerin olusturdugu goriilmektedir. Bu lektin, tip 1 ya da tip 2 zincir kan grubu B
yapilara dogru bir karbonhidrat baglanma 6zgiinliigline sahiptir ama galaktosil (a-1,3)
galaktoz iceren diger oligosakkaritleri de baglar. Ulex europaeus ve Lotus tetragonolobus
lektinlerinin aksine, EEL tiirlinlin 1 zincirinin, kan grubu H yapilara dogru yiiksek bir
afinitesi vardir. Bu lektinin, insan ve diger canlilardan elde edilen endotel hiicrelerine
baglandig: bildirilmistir. Uyarilmis sigan periton lenfoid hiicrelerinin ylizeyi lizerindeki
karbonhidrat yapilarin1 algiladigi da bilinmektedir. (Vector Laboratories, 19 Kasim
2014).
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2.5.6. GNL

Mannoz spesifik lektin (Galanthus Nivalis Lectin), kardelen soganlarindan izole

edilmistir (Van Damme ve ark., 1987).

Galanthus nivalis lektin, karbonhidrat igermeyen 12.5 kDa alt iiniteden olusan
tetramerik bir proteindir. Son yillarda, benzer lektinler, Amaryllidaceae bitki ailesinin,
tiim temsillerinin soganinda bulunmustur. Ornegin; nergis (Van Damme ve Peunians,
1988).

Amaryllidaceae lektinlerin, glikoproteinlerin analizi ve saflastirilmasi ig¢in ¢ok

faydali bir ara¢ oldugu bulunmustur (Shibuya ve ark., 1988).

Bu lektin, ayrica in vitro olarak retrovirus ve sitomegaloviruslarin ¢ok kuvvetli ve

secici inhibitorleri olarak bilinmektedir (Balzarini ve ark., 1991).
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3. GEREC ve YONTEM

3. 1. Deney Hayvanlari

Bu calismada, deney hayvami olarak 28 adet, 15-17 haftalik, 170-210 gram
agirhginda erkek Sprague-Dawley tiirii sican kullanildi. Deney hayvanlar1 22 + 2 °C’de,
12 saat karanlik, 12 saat aydinlik ortamda, standart kafeslerde, serbest pelet yem ve su

alimi saglanarak barindirildi.

3. 2. Deney Gruplari ve Uygulama Protokolii

Hayvanlar, ¢alisma baglamadan 3 hafta 6nce standart kafeslere konularak ortama
alismalari i¢in bekletildi. Calismada, 4 grupta, 7’ser hayvandan olusan toplam 28 hayvan

kullanilmistir. Gruplara su islemler uygulandi:

Grup 1: Karaciger toksisitesi olugturmak amaciyla CCly, periton i¢i (i.p.) 1 ml/kg
1/1 oraninda zeytinyagindaki ¢6zeltisi seklinde, birer giin ara ile 3 defa enjekte edildi.
Hayvanlar, son enjeksiyondan 24 saat sonra eter anestezisine alinarak karaciger dokulari

alindi.

Grup 2: Karaciger toksisitesi olusturulup N Asetil Sisteinin koruyucu etkisinin
belirlenmesi amaciyla CCly i.p. 1 ml/kg 1/1 oraninda zeytinyagindaki ¢ozeltisi seklinde,
birer giin ara ile 3 defa enjekte edilip, N Asetil Sistein uygulamasi (i.p. 50 mg/kg/giin),
CCl, enjeksiyonundan 3 giin 6nce basladi ve deney siiresince devam etti. Hayvanlar, son

enjeksiyondan 24 saat sonra eter anestezisine alinarak karaciger dokular1 alindu.

Kontrol 1: 1 ml/kg zeytinyagi i.p. birer giin ara ile 3 defa enjekte edildi.
Hayvanlar, son enjeksiyondan 24 saat sonra eter anestezisine alinarak karaciger dokulari

alindi.
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Kontrol 2: 1 ml/kg zeytinyagi i.p. birer giin ara ile 3 defa, N Asetil Sistein
uygulamasina (i.p. 50 mg/kg/giin) zeytinyagi enjeksiyonundan 3 giin once baslandi ve
deney siiresince devam etti. Hayvanlar, son enjeksiyondan 24 saat sonra eter anestezisine

alinarak karaciger dokular1 alindi.

Ratlardan alinan karaciger ornekleri % 10'luk formaldehit ¢ozeltisinde, 24 saat
tespit edildi. Daha sonra 6rnekler, damitik su ile yikandi ve alkol serilerinden (%70 %80
%90, %100, %100°lik alkol) gecirilerek dehidrasyonu yapildi. Parafin gdmme ortamina
alindi. Parafin gomme ortamindaki bloklardan, mikrotom ile 5 mikron kalinliginda

kesitler alind1 ve polilizinli lam {izerine konuldu.

3. 3. Kesitlerin Lektinler ile Boyanmasi

Polilizinli lam tizerine alinan kesitler, 70°C etiivde, 30 dakika tutularak parafini
eritildi. Kesitlerdeki parafin artiklari, dnce saf ksilolde sonra % 96’lik alkolde, 30’ar
dakika bekletilip uzaklastirildi. Deneylerde, fosfat tamponu (Phosphate-Buffer Saline,
PBS) (pH: 7.4) hem soliisyonlarin hazirlanmasinda, hem de boyama islemi sirasinda,

kesitlerin yikanmasinda kullanildi.

3. 4. Boyama Asamalar

Kesitler ilk olarak, endojen peroksidazlarin bloke edilmesi igin H,O,’de (hidrojen
peroksit) 10 dakika bekletildi.

- Uygun konsantrasyonlarda hazirlanan lektin soliisyonunda kesitler, 1 saat bekletildi.
- Kesitler, PBS ile 30 dakikada (10 dakika araliklarla) 3 kez yikandx.

- Avidin - Biotin - Peroksidaz enzim kompleksi ile kesitler, 45 dakika inkiibe edildi.

- Inkiibasyon sonunda kesitler, 10 dakika aralarla, PBS ile 3 kez yikand: (30 dakika).
- Sonra hazirlanmig Diaminobenzidin’de (DAB) kesitler, 5 dakika inkiibe edildi.

- Daha sonra kesitler, Hematoksilen’de 5 sn bekletilerek zit boyand: ve yikandi.

-Boyanmis Kesitlerin hiicre zarlarina lektinlerin baglanmasi, 151k mikroskobunda

incelendi
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4. BULGULAR

Deneysel karaciger intoksikasyonunda, N Asetil Sisteinin karacigerdeki bazi
lektinlerin ekspresyonu ve lokalizasyonu iizerine etkileri, histokimyasal olarak

belirlenmistir.

Sekil 4.1., 2., 3.,4.,5,6.,7., 8., 9., 10, 11., 12.°de goriildiigii tizere; EEL, GNL
ve RCA | i¢in reaksiyonlar, sentralobiiler damar ve karaciger dokusunun siniisoidal
kapillerlerinde gozlemlendi. Hepatositlerde boyanma tespit edilmedi. Kontrollerde daha
hafif boyanma go6zlemlenirken, karbon tetrakloriiriin boyama yogunlugunu artirdigi
belirlendi. N Asetil Sistein uygulamasi, boyanma yogunlugunun azalmasina neden oldu.
220u (10x)

4. 1. Histokimyasal Sonug¢lar

Sekil 4.1. CCl,uygulanan grupta EEL baglanma bolgeleri.
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Sekil 4.2. CCl, + NAS uygulanan grupta EEL baglanma bdolgeleri.

Sekil 4.3. Kontrol (Zeytinyagi) grubunda EEL baglanma bolgeleri.
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Sekil 4.4. Kontrol (Zeytinyag1 + NAS) grubunda EEL baglanma bolgeleri.

Sekil 4.5. CCl, uygulanan grupta GNL baglanma bolgeleri.
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Sekil 4.6. CCl, + NAS uygulanan grupta GNL baglanma bolgeleri.

Sekil 4.7. Kontrol (Zeytinyagi) grubunda GNL baglanma bdlgeleri.
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Sekil 4.8. Kontrol (Zeytinyag1 + NAS) grubunda GNL baglanma bdolgeleri.

Sekil 4.9. CCl,uygulanan grupta RCA | baglanma bolgeleri.
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Sekil 4.11. Kontrol (Zeytinyagi) grubunda RCA | baglanma bolgeleri.
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Sekil 4.12. Kontrol (Zeytinyagi + NAS) grubunda RCA | baglanma bolgeleri.
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5. TARTISMA

Lektinlerle ilgili yapilan ¢ok fazla sayida c¢alisma olmasina ragmen N Asetil
Sistein, si¢an karacigerleri ve lektinler arasindaki iliskiler hakkinda ve Karaciger sirozu
ile Galaktoza spesifik EEL, Mannoza spesifik GNL ve Laktoza spesifik RCA | lektinler

arasindaki iliskiye dair yapilan ¢alismalar, yok denecek kadar azdir.

Tiim zehirli maddelerin detoksifikasyonu, karacigerde yer alir. Bu nedenle
karaciger, CCl, gibi zararli kimyasal maddelerin ortadan kaldirilmasi igin merkezi bir
organdir. Histopatolojik incelemeler, CCl4'lin akut ve kronik karaciger hasarina neden

oldugunu ortaya koymustur (Handa ve Sharma, 1990; Rojkind, 1973).

N Asetil Sistein, kolayca hiicrelere girebilen bir antioksidan olarak in vivo ve in
vitro ¢alismalarda kullanilmigtir. NAS, GSH diizeylerini artirarak karaciger hiicrelerini
korur (Howard ve ark., 1987). Daha 6nce yapilan g¢alismalarda da CCl'tin verdigi

zararlara karsi, NAS'im karaciger hiicrelerini korudugu belirlenmistir (Kelly, 1998).

Kursunlu (2011) tarafindan yapilan bir ¢aligmada; galaktoz {initelerine spesifik
EEL lektin ile yapilan boyamalarda, hem kontrol grubundaki, hem de deney grubundaki
hayvanlarin bag dokusunda bulunan bazi hiicrelerin, tek tiikk reaksiyon verdikleri
belirtilmistir. Reaksiyonlarin siddetinin her iki grupta da ¢ok hafif oldugu bildirilmistir.
Aragtirmaci, galaktoz tnitelerinin diseti dokusundaki miktar1 ve lokalizasyonu ile kan

glikoz konsantrasyonu arasinda bir iligkinin bulunmadigin1 belirtmistir.

Aksit ve ark. (2015) yaptiklar1 bir ¢alismada; CCly ile olusturulan karaciger
hasarindaki oksidatif zarar1 onarmada, NAS’in oksidan strese karsi dokularin
savunmasini destekleyebilecegi ayrica oksijen radikallerini uzaklastirarak reaktif oksijen
tirlerinin zararli etkilerinden korumada yararli olabilecegi, GSH ve GSH ile iliskili
enzimlerin aktivitesinde artiga neden olabilecegi ve direkt antioksidan etki gosterebilecegi

bildirilmistir. Bu baglamda, tespit edilen veriler 1s1§inda, NAS uygulamasinin,
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antioksidan metabolizmay1 destekleyerek karaciger hasarli olgularda hasarin

rejenerasyonu siirecinde olumlu etkiler yapabilecegi belirtilmistir.

Hormia ve Virtanen (1989); WGA, RCA120’yi de igeren 14 farkli lektin ile insan
gingiva dokusu lizerine yaptiklar1 bir calismada, bu lektinlerin baglanmasi ile ilgili
yapilan ¢alismada elde edilen sonuglarla paralel bulgular ortaya koymuslardir. Diseti bag
dokusunun RCA, WGA lektinleri ile baglandigini bildirmislerdir.

Even ve Pusztai (1999) tarafindan yapilan bir arastirmada; sican bagirsak
epitelinde GNL iizerine ¢alisilmistir. Mannoza spesifik GNL, jejunum ve ileumda pozitif

aktivite gosterdigini bildirmislerdir.

Zaccone ve ark. (1987) yaptiklar1 bir ¢alismada; Ambistoma tirinum larvalarinin
epidermis hiicrelerini, cesitli lektinlerle boyamislardir. Epidermis hiicrelerinin apikal
zarlarina lektinlerin kuvvetli baglandigi, lateral ve bazal yiizeylerine ise sadece Ricinus
Communis Agglutinin (RCA 1) lektininin kuvvetli baglandigin1 belirtmiglerdir. Hiicre
yiizey polaritesine bagli olarak hiicrelerin apikal ylizeylerinde ndétral kompleks
karbohidratlarin, lateral ve bazal yiizeylerinde ise asidik karbohidratlarin bulundugunu

bildirmislerdir.

Mayanski ve ark. (1993) yaptiklari bir ¢alismada; CCl, bagli karaciger sirozu olan
siganlarda, kan temizlenme oraninda 2 kat azalma ve kolloidal karbon pargaciklarini alan
Kupffer hiicrelerinin sayisinda da 4 kat bir azalma oldugunu gozlemlemislerdir. Zimosan
uyariminin, CCly sirotik karacigerdeki graniilom benzeri yapilara yol agmadigi, sirotik
sicanlarda kontrollerden farkli olarak, karaciger dokusunun katepsin D etkinliginin
zimosan muamele ile ¢ok az arttigim1 ve kolajenolitik aktivitede herhangi bir artisin

hemen hemen hi¢ olmadigini belirtmislerdir.

Setshedi ve ark. (2011) yaptiklar1 bir hayvan deneyinde; etanol ile beslenen
sicanlara NAS eklenmesinin, karacigerde inflamasyonu azalttigi, steatozu mikrovezikiiler
formdan makrovezikiiller forma dogru degistirdigi, proinflammatuvar sitokin gen

ekspresyonunu azalttig1 ve IGF-1 ve IGF-2 diizeyini artirdig1 gosterilmistir.
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Bampton ve ark. (1991) yaptiklart bir ¢alismada; 15 farkli lektin kullanarak
sulkular epitelyum, gingival epitelyum, bag dokusu ve bazal membran ile olan baglanma
iliskileri hakkinda arastirma yapmuslardir. N-Asetil Glikozamin’e spesifik WGA’nin
gingival, sulkular ve bag dokusu epitelyumunda pozitif oldugunu, bazal membranda ise

negatif oldugunu bildirmislerdir.

Ariosto ve ark. (1989); karbon tetrakloriirii laboratuvar hayvanlarina inhalasyon,
subkutan ya da intragastrik yolla vererek deneysel siroz olusmasini saglamiglardir.
Enjekte edildikten ortalama 8-10 hafta igerisinde deney hayvanlarinda siroz
gozlemlenmis ve biyokimyasal parametrelere bakarak bu olusumun desteklendigi
bildirilmistir. SGPT diizeyleri, kontrol grubunda 33 mU/ml dir; deney grubunda ise 118

o

mU/ ml’ye arttig1, albumin miktarin da 3.95 g/dl den 3.3 g/dl’ye degistigi goriilmiistiir.

Gabolde ve ark. (2001) tarafindan yapilan bir ¢alismada; immun sisteminin
onemli bir proteini olan Mannoz Baglayici Lektin (MBL)'nin allel varyantlarinin 216
homojen homozigot AF508 hasta popiilasyonunda siroz varligr ile iliskisi aragtirilmis ve
kistik fibroz hastalarinda siroz varliginin, MBL ile iliskili oldugu veriler tarafindan
gosterilmistir. Virus veya bakteriyel kaynakli hepatotoksik hasarin, MBL varyantlar1 ile
iligkili immun yetersizligin artirilabilmesi ve karaciger durumunun bozulmasini
kolaylastirabildigi i¢in kistik fibroz siroz olusumunda, MBL’nin rolii oldugu
bildirilmistir.

Bacigalupo ve ark. (2013) yaptiklar bir calismada; galektinlerin (Galektinl, 3, 4,
8, 9) kronik inflammasyon ve fibrozis ile iliskili diger karaciger patolojilerinde kilit rol
oynadigimi belirtmislerdir. Bu alandaki arastirmalarin yeni baslamis olmasina ragmen,
hepatoselliiler karsinom (HCC) biyolojisinde hayvan modellerinden ve insan
orneklerinden biriken kanitlarin genis bir yelpazesiyle galektinlerin roliinii

dogrulamisglardir.

Murakami ve ark. (1992) tarafindan insanlarda yapilan ¢aligmada; normal ve
sirozlu karaciger dokulari ile hepatoselliiler karsinomda, 14 lektinin baglanma 6zellikleri,
Avidin-Biotin Peroksidaz Kompleks (ABC) yontemi kullanilarak incelenmis ve lektinleri

normal dokulardaki baglanma sekillerine gore 4 gruba ayirmislardir; (A) Hepatositlere ve
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sinusoidal hiicrelerinin ¢ tiiriine bagli PHA, MPA, Lch RCA 1 ve WGA, (B)
Hepatositlere hari¢, Kupffer hiicrelerine, interlobuler arterler ve venlerin endoteline ve
portal sistemde safra kanali epitele bagli BPA, GS-1, PNA, ve SBA, (C) Sadece
interlobuler arterler ve venlerin endeteline ve portal sistemde safra kanali epiteline bagl
UEA-I, (D) Higbir baglanma kurmayan LBA, Lotus, LPA ve SJA. Bdylece B grubu
lektin, Kupffer hiicrelerinin faydali belirtecleri olabilecegi sdylenmistir. Sadece elektron
mikroskopik inceleme ile sinusoidal hiicrelerde ve hepatositlerde lektinlerin tam
baglanma yerlerinin tespit edildigi bildirilmistir. Karaciger siroz ve hepatoseliiler
karsinom (HCC) baglayict lektinin gosterdigi hepatosit hiicre ylizey polaritelerinin,
normal karacigerden farkli goriildiiglinii belirtmislerdir. Karaciger siroz ve HCC'de
polarite degisikliklerleri lektin baglama karbonhidrat dagilimindaki degisimden veya

glikokonjugatlarinin degistirilmis glikosilasyondan kaynaklanabilecegi diistintilmiistiir.

Lohr ve ark. (2008); siganlarda testis ve epididimis epitel dokularinda siyalik asite
spesifik MAA, N- Asetil Glikozamin ve Galaktoza spesifik SNA ile yapilan
histokimyasal ¢alisma ile MAA’nin epitel hiicrelerde pozitif boyanma gosterirken bag
dokusunda negatif sonuglar verdigini belirtmiglerdir. SNA ise bag dokusunda ve epital

hiicrelerde negatif boyanma gdsterdigi bildirilmistir.

Takata ve ark. (1990); oral gingival, sulkular ve bag epitelinde ¢esitli lektinlerle
yaptiklar1 histokimyasal bir calismada, BPA gingival ve sulkular epitelyum tabakalarinda
pozitif boyanma gosterirken, bag dokusu epitelinde negatif reaktivite gosterdigini
bildirmiglerdir. GSL 1, gingival ve sulkular epitelyumun suprabazal ve bazal
tabakalarinda ve ayrica bag dokusu epitelinin apikal bolgesinde pozitif boyanma

gozlemlemislerdir.

Alroy ve ark. (1984) yaptiklari bir ¢alismada; karbohidrat depolama
hastaliklarinin teshisinde, dalak hiicrelerine Con A, UEA-I ve PNA lektinlerin
baglanmasin1 aragtirmiglardir. Mannoz depolama hastaliginda (mannosidozis) dalak
hiicrelerine Con A’nin ¢ok kuvvetli, UEA-I ve PNA’nin hi¢ baglanmadig1 bildirilmistir.
Fukoz depolama hastaliginda (fukosidozis) Con A’nin zayif, UEA-I'nin orta kuvvette
baglandigt ve PNA’nmin ise hi¢ baglanmadigi rapor edilmistir. Mannosidozis
hastaligindaki dalak hiicrelerinin Con A’y1 kuvvetli ve PNA’y1 az baglamasi Proteus’lu

dalak hiicreleri ile benzerlik gosterdigi belirtilmistir. Proteus’la enfekte olan dalak
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hiicrelerine ve lektinlerin karbohidrat depolama hastaligindaki dalak hiicrelerine degisik
kuvvetle baglanmasi, hastalik ve enfeksiyon karbohidratlari baglayan veya pargalayan

enzimlerin yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerini etkilebilecegi diistiniilm{istiir.

Yapilan caligma, lektinlerle ilgili yapilan onceki ¢aligmalarla uyumlu sonuglar
gostermis ve Kkaraciger dokusunun sinusoidal kilcal damarlarinda reaksiyonlar
gbzlemlenmis, hepatositlerde ise biotinlenmis lektinlerle yapilan boyamalarda reaksiyon
tespit edilmemistir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, karbon tetrakloriir grubunda
boyama yogunlugunun arttigi, N Asetil Sistein uygulamasmnin ise bu boyama

yogunlugunun azalmasina neden oldugu belirlenmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Yapilan calismada, deneysel karaciger intoksikasyonunda, N Asetil Sisteinin
karacigerdeki bazi lektinlerin ekspresyonu ve lokalizasyonu {iizerine etkileri

arastirilmistir.

EEL, GNL ve RCA | i¢in yapilan histokimyasal boyamalarda reaksiyonlar,
karaciger dokusunun siniisoidal kapillerlerinde ve sentralobiiler damarlarinda
gozlemlenmistir. Hepatositlerde ise reaksiyon goriilmemistir. Kontrollerde hafif bir
boyama belirlenirken, karbon tetrakloriirin boyama yogunlugunu artirdigi, NAS

uygulamasinin ise boyama yogunlugunun azalmasina neden oldugu tespit edilmistir.

Hiicrelerin, CCls’e bagh karaciger hasarindan kendilerini korumak i¢in kendi

oligosakkarit tinitelerini artirdig1 goriildii.

NAS’in, siganlarin hepatik hiicrelerinde CCls ile olusturulan hasara karsi

koruyucu ve tedavi edici etkileri oldugu gézlemlendi.
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TOPLANTI TARIHI TOPLANTI SAYISI ’
28/11/2011 _ T 201112

KARAR 2011/12 : !
1- Universitemiz Veteriner Fakiltesi Ogretim Uyesi Yrd. Dog. Dr. Hasan AKSIT’in
yiiriitiiciisii oldugu “Deneysel Karaciger Intoksikasyonunda N Asetil Sisteinin Glutatyon

Metabolizmas: ve Lipid Peroksidasyonuna Etkileri” konulu projesinin goriiiilmesine gegildi.

Goriisme sonunda; Projenin uygun olduguna,

Oy birligiyle karar verildi.

HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU UYELERI |
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