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1. GIRIS ve AMAC

Hepatotoksisite, ilaglar veya diger kimyasal ajanlar ile olusan karaciger
hasandir (1). KaraciBer hasar, gesitli kimyasal ve farmakolojik ajanlarin inhalasyon,
parenteral veya enteral yolla almmasiyla olugabilir. Bunlar endiistriyel toksinler,
mantar zehiri ve daha siklikla medikal tedavide kullamlan farmakolojik ajanlardir
(2). Toksik ajanlara ve ilaglara bagl karaciger hasarinin ciddiyeti, hepatik yap ve
fonksiyonlardaki spesifik olmayan mindr degisikliklerden fulminan Kkaraciger
yetmezligi, siroz ve karacifer kanserine kadar degisebilir (1). Toksik hepatit,
6zellikle yagh insanlardaki karacifer hastaliinda 6nemli bir sebeptir (1). Bati
tilkelerinde 50 yag iizerindeki hastalar arasinda hepatitin % 43 sebebi ilaglardir (1).
Fulminan karaciger yetmezligi, toksin ve ilaglara bagl karacifer hasarmmn nadir
ancak ciddi bir komplikasyonudur. Yiiksek mortaliteye sahiptir. . Bu durumun
tedavisi igin kullamilan farkh medikal tedavi metodlar1 olmasima ragmen etkili tek
tedavi acil karaciger transplantasyonudur (3).

Tioasetamid, ratlarda toksik hepatit olugturmakta kullanilan hepatotoksindir.
Tioasetamid doz bagimh hasar olugturur. Tioasetamidin yiiksek dozda verilmesini
takiben massif karaciger nekrozu, hizli nérolojik kétillesme, ciddi ensefalopati ve
beyin 6demi olusur (3).

Tioasetamid, karaciger nekrozu yapic1 ve karsinojenik aktivitesi olan, thiono-
siilfiir igeren bir maddedir. Uygulamadan kisa siire sonra asetamid, tioasetamid-S-
okside ve siilfene metabolize olur, Bu metaBolitler polar iiriinler iceren ¢ok reaktif

bilesiklerdir. Doku makromolekiillerine baglanarak hepatik nekroza neden olurlar

3).
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Oksidatif stres; asetaminofen toksisitesi, hemokromatozis, alkolik karaciger
hasari, toksik maruziyetler ve viral hepatitler gibi gesitli karaciger hastaliklarmin
patogenezinde rol oynamaktadir (3). Reaktif oksijen metabolitleri ve oksidatif
stresin, tioasetamid toksisitesinde de yeri olabilecegine dair bulgular mevcuttur.

Melatonin pineal bezden salgilanir. Glighii bir radikal kurtaricidir (scavenger),
Oksidatif hasara karsi melatoninin koruyucu etkisi c¢esitli invivo ve invitro
calismalar ile gosterilmigtir (4,5).

L-karnitin, uzun zincirli yag asitlerinin oksidasyonunu kolaylagtirir, KoA ile
KoA-SH’'mn oramim diizenler, peroksizom ve mitokondride bulunan agil
rezidiillerine katilir. Kamitin ayrica dalli zincirli aminoasitlerin metabolizmasina
kattlir ve hiicresel membranlarm stabilizasyonunu saglar. Karnitin, serbest radikal
kurtaric1 (scavenger) dir. Niikleer transkripsiyonun kontroliinde rol oynadigi
diigiiniilmektedir (6).

Bu calismada; ratlarda tioasetamid ile olusturulan akut toksik hepatit
modelinde melatonin ve l-kamitinin olast koruyucu roliiniin arastirilmasi

amaclanmigtir.
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2. GENEL BILGILER

2.1.TOKSIK HEPATIT

Hepatotoksisite ilaglar veya kimyasal maddeler ile olugan karaciger hasandir
(1). Kimyasal ve farmakolojik ajanlar inhalasyon, parenteral veya enteral olarak
ahnabilir. Bunlar endiistriyal toksinler (karbontetrakloriir, trikloretilen vs.), mantar
zehiri ve daha siklikla medikal tedavide kullanilan farmakolojik ajanlardir (2). Ilaca
bagli karaciger hasarmin ciddiyeti, hepatik yap1 ve fonksiyondaki spesifik olmayan
mindr degisikliklerden fulminan karaciger yetmezligi, siroz ve karaciger kanserine
kadar degisebilir.

Hepatotoksisite, toplumdaki sarnihk ve akut hepatitin % 5’inden daha azm
olusturur. Bununla birlikte hastaneye akut hepatit tanisiyla yatan hastalarm %]10-
15%inin  ilaca bagh oldugu samilmaktadir. Blli yasin tizerinde bu oran %40’lara
¢ikmaktadir (1).

Hepatotoksik ajanlar mitokondri ve plazma membrani gibi énemli yapilarda
geri dOniiglimsiiz hasara neden olur. Bu hasar enerji firetimini bozar, iyonik
gradientleri dagitir ve hiicrelerin fizyolojik biitiinltigiinii aksatir (1).

Toksik maddelerin oksidasyonu ile karbon kékenli radikaller, nitro radikaller
ve serbest oksijen metabolitleri olugur, Bu reaktif metabolitler hiicresel molekiiller ile
birlesir. Ozellikle thiol zengin proteinler ve niikleik asitler ile etkilegirler. Antioksidan-
prooksidan arasindaki denge oksidatif stresin durumunu degerlendirmede nemlidir
(1).

2.2 OKSIDATIF STRES

Karacier hastaliklarinin birgok formunda, patogenezde reaktif oksijen

metabolitleri (ROM) rol oynar. Karaciger hiicreleri asirn ROM’a maruz kaldig zaman
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oksidatif stres ortaya cikar ve hiicresel fonksiyonlarin gogu etkilenir. Gen
ckspresyonunda degisiklik olur. ROM; sitokinler, adezyon molekiilleri, Fas ligandin
artmasima neden olur. Mitokondride permeabilite degisikligine neden olup 6liimle
sonuglanabilir. Lipid peroksidasyonuna neden oldugu bilinmektedir. Protein
oksidasyonu ve DNA oksidasyonu oksidatif stresin difer sonuglaridir. ROM’ un
diigiik seviyelerine maruz kalindiginda apopitosis olusurken, yiiksek seviyede ROM’a
maruziyet sonucu nekroz olusur (7).

Intraselliiler seviyede tiim hiicreler ROM ftiretme kapasitesine sahiptir. Hiicre
iginde ROM’un iiretildigi baglica yer mitokondridir (7). Mitokonri hiicre fonksiyonu
icin gerekli olan enerji iiretiminde vazgegilmezdir. Bu gorevin tamamlanmasinda
biiylik miktarda molekiiler oksijen gerekir. Oksijenin siirekli tiikketimi ROM’un
olusumuna neden olur (8). Hepatosit mitokondrisinde oksijen tiikketiminin % 2-5°i
ROM’a déniistir, geri kalanlar H;O’ya indirgenir (7). ROM un iiretimi stiperoksit
anyon olugumu ile baglar. Stiperoksit anyon, Mn-SOD ile hidrojenperoksite déniisiir.
Hidroksil radikal ve diger reaktif iiriinler olugur (sekil 1). Bunlarin yasam siireleri kisa
olmasina karsin lipid, protein ve DNA gibi hiicresel elemanlari yikabilir (8).
Mitokondride ROM’un {iretimi TNF-c,, seramid, safta asitleri, iskemi-reperfiizyon N
ve tioasetamid (9) ile artar. Bu uyarilarin tiimii elektron transportunda blok yapar veya
indirgenmis ara tirlinlerin olugmasina yol agar. Bunlar oksitlenmeye neden olur. Hafif
dereceli oksidatif stresde apopitosis olusurken ciddi oksidatif stresde mitokondri
membraninda permeabilite degisikligine bagl litik nekroz olusabilir (7).

Mitokondride olusan oksidatif stresden korunmada mitokondriyal glutatyonun
(GSH) Snemli rolii olabilir. GSH, toksin ve serbest radikallere karg: savunma yapan
protein olmayan thioldiir (10). Yapilan ¢alismalarda TNF-o’nin uyardig sitotoksisite,

apopitosis, kronik etanol verilmesi (8), tioasetamid verilmesi (11) gibi mitokondride
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oksidatif stresin neden oldugu doku hasarmda mitokondriyal fonksiyonlarn
korunmasi, hiicre canhlify, transkripsiyon faktor aktivasyonu ve gen regiilasyonun
sa@lénmasmda mitokondriyal GSH’nin 6nemli rol oynayabilecegi gosterilmistir (8).
Karacigerdeki en o6nemli antioksidan glutatyon sistemidir. Glutatyon
hepatositlerde yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. Glutatyon, glutatyon peroksidazin
kofaktoriidiir. Glutatyon peroksidaz, organik peroksitler, serbest radikaller ve
clektrofilik ilag metabolitlerinin yok edilmesinde yiiksek afiniteye sahiptir (sekil 2)
(8).
2.3. TIOASETAMID

Tioasetamid (TAA), thiono-siilfiir igeren bir bilesiktir. Ratlarda, kisa dénemde
yiiksek doz verildiginde sentrilobiiler hepatik nekroz yapan deneysel hepatotoksindir
(12,13). Bunu hepatoselliiler rejenerasyon takip eder. TAA’in uzun siireli ve diigiik
dozlarda oral verilmesi séfra duktus proliferasyonu, karaciger sirozu ve nodiiler
karaciger tlimoriine neden olur (12).

Karaciger hasar1 hepatotoksik ajanin mikrozomal FAD-monooksijenaz sistem
ile biyotransformasyona ugramasiyla baglar (9,13). Serbest radikaller bu oksidatif yol
ile meydana gelir (14).

TAA, ratlarda invivo olarak hmzlica siilfene, asetamid ve tioasetamid S-oksid
(TASO )’ e metabolize olur (12,13). TAA’in toksik etkisinden esas metaboliti olan
TASO sorumludur (13). Asetamid metaboliti ratiarda karaciger tiimériine neden
olur. TAA’den, 6nce TASO olusur. TASO daha sonra asetamid formuna doniistir
(12). TASO’nun bir kismi sulfene, tioasetamid S-dioksid gibi gok reaktif bilegiklere
donligiir. Bu metabolitler doku makromolekiillerine baglanarak karaciger

harabiyetine neden olur (3).
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TAA biyotransformasyonundan sonra su olaylar olusur;
1) Oksidatif stres
2) Lipid peroksidasyonu
3) Sitozolik kalsiyumda artma
4) Hiicre siklusu DNA ploidy ve dagiliminda degisiklikler (9)
5) Apopitosis (15)

Lipid peroksidasyonu sonucu toksik oksijen tiriinleri olusur. Bu da karaciger
hasarina neden olur (16) (sekil 3).

TAA, ratlara subletal dozlarda verildiginde malondialdehitin hepatik
konsantrasyonunda anlamli artiga neden olur. Malondialdehit, lipid peroksidasyonu
ve oksidatif stres ile iliskili bir metabolittir. Bunu glutatyon azalmasi takip eder
(9,11,17). Carmen D. ve arkadaglanimn yaptip1 ¢calismada, TAA verildikten 12 saat
sonra glutatyon ve rediikte glutatyon (GSH)/okside glutatyon (GSSG) oraminda
azalma gorillmistiir (11). TAA maruziyetinden sonra GSSG seviyesindeki art1s
oksidatif hasar i¢in énemli olmakla birlikte asil énemli olan GSH seviyesindeki

azalmadir (11) (sekil 2).

2.4. MELATONIN

Melatonin (5-metohoxy-N-acetyltryptamine), seratonin derivesidir. ik kez
Aaron Lerner tarafindan sifir pineal bezinden clde edilmistir. Melatoninin pineal
bezden salgilanmasi gece olur. Maksimum seviyeye gecenin ortasinda ulasir. Cogu
organizmada gece seviyeleri, giindiiz seviyelerini birkag kat geger.

Orijinal melatonin pineal bezde bulunur. Melatoninin pineal bez disindaki

kaynaklari retina ve beslenme sistemidir (18).
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Melatonin, yiiksek lipofilik ve orta hidrofilik 6zelliklere sahip bir maddedir
(5,19). Kolaylikla hiicre membranlanm geger (18) ve subselliiler kompartmanlara
girer (5). Plasenta ve kan-beyin bariyerine mzhca penetre olur. Anne siitiinden de
salgilanir (18).

Melatonin  hayvanlarda mevsimlik iireme kontrolii, sirkadyan ritmin
regiilasyonu ve uykunun normal seyrinin siirdiiriilmesi gibi ¢esitli fizyolojik
fonksiyonlara katilr. Insan ve kemirgenlerde néroimmiinomodiilasyonda rol
oynayabilir (19).

Melatoninin simdiye kadar saydigimiz 6zellikleri spesifik membran resptérleri
tarafindan diizenlenmektedir. Melatoninin reseptérden bagimsiz yaptig1 fonksiyonlari
da vardir. Melatonin, elektrondan zengin aromatik indol halkas: icerir ve elekiron
dondril olarak gérev yaparak elektrofilik radikalleri onarir. Melatonin bir serbest
radikal tarafindan okside edildiginde nitrojen merkezli indol katyon radikali olusur
(sekil 4). Daha sonra indol radikal reaksiyona girer. Siiperoksid anyon radikal, toksik
olmayan forma okside olur. Sonugta, stabil iiriin 5-methoxy-N-formyl-kynuremanie
olusur. Bu islemde melatonin oksijenin bir molekiiliinii tiiketir. En son olugan pirol
halkasi enzimatik olmayan yollarla geri déniisiimsiiz olarak okside edilir.

Melatoninin hidroksil radikallerini (OH) temizleme yetenegi 1993 yilinda
ortaya gikmugtir. Hidroksil radikali, tiim serbest radikallerin en reaktif ve toksik
olanidir. Melatonin ile hidroksil radikalinin etkilesim {irtinit olan indol katyon radikali,
oksijen radikalini (O,") temizler (gekil 4). 0" tek basma ¢ok toksik olmamasina
ragmen hizlica ‘OH’a indirgenebilir (sekil 1). Ayrica, O;” nitrik oksit ile reaksiyona
girip peroksinitrit anyonu (ONOQ’) olusturabilir. Peroksinitrit anyon (ONOQ),
radikal olmayan toksik bir iiriindiir. Son zamanlarda, ONOO™“nun aym: zamanda

melatonin tarafindan temizlendigi g6sterilmigtir (5,20).
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Melatoninin peroksil radikalini (LOO") detoksifiye etmekte de etkili oldugu
goriilmiistiir (5,20).

Melatoninin fizyolojik ve farmakolojik diizeyleri, major bir antioksidan enzim
olan glutatyon peroksidazin (GPx) aktivitesini uyarir. GPx, hidrojen peroksit (H,0,)
ve diBer peroksitlerin hiicre ici seviyelerini azaltir. Melatonin, GPx’i uyararak, yitksek
oranda toksik olan "OH’a indirgenen reaktif oksijen ara iiriiniinil ortadan kaldirmig
olur. Bdylece, GPx’in antioksidatif etkinligi dolayh yoldan ‘O iiretimini azaltmasina
baglhdir. Ayrica, melatonin glutatyon rediiktaz aktivitesini (GRd) uyarir. Béylece,
okside glutatyon geri ddniisiime ugrayarak rediikte formuna déniistir. Bunu da GRd
igin gerekli bir kofakidr olan NADPH’1 iireterek yapar. Melatonin, glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz (G6PDH)’1 uyararak NADPH nin yerini doldurur (sekil 2),

Melatonin, manganez siiperoksit dismutaz (SOD) ve bakir-¢inko SOD’in

mRNA seviyelerini yiikseltir. Bu enzimler Oy ‘yi H,O, ‘ye doniistiirmede dnemlidir

(sekil 1).

Melatonin, prooksidatif enzim olan nitrik oksit sentetaz: (NOS) da inhibe eder
(5,20). Serebellum ve hipotalamusta NOS aktivitesini, dolayisiyla nitrik oksit
liretimini azaltmak igin fizyolojik diizeylerde melatonin bulunur. Bu serbest radikal
triinleri O,™ ile reaksiyona girip ONOO"yu olusturabilir. ONOO" radikal olmayan bir
irtindiir. "OH’a indirgenebilir. Melatonin béylece NOS’u inhibe ederek hiicre ici
makromolekiillere zarar veren radikallerin olugumunu etkili bir sckilde azaltir (20).

Melatonin, intraniikleer yiiksek konsantrasyonlara ulagmakta ve bu sayede
DNA’y1 oksidatif hasardan korumaktadir. Bir ¢ok karsinojenik ajan, toksik serbest
radikaller olugturarak DNA da oksidatif hasara yol agmaktadir (5,20).

Melatonin hiicre membranlarini stabilize ederek oksidatif hasara kars: direngli

hale getirir (5).
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Iyonize radyasyon, hiicrelere zarar veren serbest radikaller olugturarak
molekiillerin pargalanmasina neden olan bir karsinojendir. Melatonin, radyasyon ile
temastan 6nce alindimda iyonize radyasyonun yol agtigt DNA hasarini azaltmaktadir
(20).

Lipid peroksidasyonu serbest radikaller tarafindan baslatilabilir veya mevcut
olan lipid peroksidasyonu serbest radikaller ile arttirilabilir. Lipid peroksidasyonu
hiicrelerin morfolojik ve fonksiyonel biitiinliigiinii bozar. Melatonin yiiksek lipofilik
ozelliginden dolayr serbest radikallere bagh vag asidi oksidasyonunu 6nlemek
amaciyla yagdan zengin membranlarda yiiksek oranda bulunmasi beklenir. Melatonin
lipid peroksidasyonumu baslatan radikalleri temizleme yetenegine sahiptir. Ayni
zamanda islemi provake eden LOO ‘yu detoksifiye edebilir. Cesitli gahgmalarda,
bakteriyel lipopolisakkarit, karbon tetraklorid, potasyum siyanid, kainat, Fenton
reaktifleri (FeSO4 + H0,) ve L-sistein verilen hayvanlarda membran lipidlerine olan

peroksidatif  hasan azaltmada melatonin degerli bulunmugtur, Ayrica iskemi-
reperfiizyon, alkol kullamumi, asir egzersiz, Alzheimer amiloid B-proteinin yol agtig
lipid hasan melatoninle engellenebilir (20) (sekil 3).

Melatoninin, stirekli 15132 maruz kalan ratlarda GPx’in etkisini arttirarak

hidroksil radikallerini (‘OH) temizledigi goriilmiistiir (21).

2.5. L-KARNITIN

L-karnitin (B-hidroksi-y-trimetilaminobutirik asit) memeli metabolizmas: icin
onemli olan suda ¢oziinebilir bir molekiildiir (21). L-karnitin 1905°de kesfedilmesine

ragmen 1955°e kadar énemli rolii agiklanamamustir (22). L-karnitin, karacigerde lizin
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ve methioninden sentezlenmektedir (22,23). Fakat L-karnitin gereksiniminin bliyiik
kism1 &zellikle kirmiz et ve siit tiriinlerinden alirur (21).

L-karnitin, uzun zincirli yag asitlerinin oksidasyonunu kolaylagtirir, KoA ile
KoA-SH'min oranmi diizenler ve peroksizom ve mitokondriden yakalanan acil
rezidiilerine katilir (6). Karnitin aynica dalh zincirli aminoasitlerin metabolizmasina ve
hiicresel membranlarin stabilizasyonuna katilir. Karnitin, serbest radikal kurtarici
(scavenger) dir ve niikleer transkripsiyonun kontroliinde olast rol oynar (24).

L-karnitinin en iyi bilinen rold, enerji iiretiminde kullanilmak tizere mitokondri
i¢ine uzun zincirli yag asitlerinin girisini kolaylagtrmaktir (23). Yag asitleri,
sitoplazmada yag asit baglayan proteine baglantr, Bunu takiben acil-KoA sentetaz ile
uzun zincirli a¢il-KoA’ya déniigiir. Hiicresel membranlar uzun zincirli acil-KoA’ya
geeirgen olmadigindan  mitokondriyal uzun zincirli yag asidi ¢ kamitin spesifik
enzimin etkisiyle PB-oksidasyona girebilir. Bu enzimlerin birincisi, karnitin
palmitoiltransferaz-1 (KPT-1) mitokondri dis membramnda bulunur. Uzun zincirli
agil-KoA dan uzun zincirli. agilkamitin sentezlenmesini katalizler. Ikinci enzim
acilkarnitin-karnitin translokaz (KTL) mitokondri i¢ membraninda bulunur., Uzun
zincirli  agilkamitinden serbest karnitin  olusturur. Uglincii  enzim  karnitin
palmitoyiltransferaz-2 (KPT-2) dir. Mitokondri i¢ membranimin matriks tarafinda yer
alir. KPT ~V’in tersi reaksiyonu katalizler. Olusan uzun zincirli acil-KoA [-
oksidasyona ugrayarak asetil KoA olugur (sekil 5) (25).

L-karnitin, normal veya anormal metabolizma sonucu mitokondride biriken
kisa ve orta zincirli yag asitlerinin mitokondriden taginmasim kolaylagtirir. Kisa ve
orta zincirli asitler, B-oksidasyon veya diger mitokondriyal olaylar sonucu olusan agil-

KoA esterleri karnitin agil transferazin etkisiyle karnitine transesterifiye olur. Bunu
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takiben agil karnitin esterleri, karnitin-acil karnitintranslokaz ile mitokondrinin digima
tasimir (23).

L-karnitinin iskemik kalbi reperfiizyon hasarindan korudugu gosterilmistir.
Miyokard hiicrelerinde oksijen radikallerinin olusumunu ve bunu takip eden
proteinlerin oksidatif hasarim nledigi gésterilmistir. Bu etki serbest radikal kurtarici
veya hidroksil radikal olusumunu énleyici etkisiyle olabilir (23,24).

Karnitin verilmesi, iire siklus defekti, kronik valproik asit tedavisi, karaciger
yetmezligi, organik asidemiler ve Reye’s sendromunu igeren amonyak metabolizmas
bozukluklarinda anlamhi yarar saglayabilir (23). Santral sinir sistemi dejeneratif
hastalif, beyin iskemisi, Alzheimer ve AIDS de karnitin verilmesinin yararli oldugu
goriilmiigtiir. L-kamitinin hemodiyaliz hastalarimda uzun sitre verilmesinin eritrosit

fonksiyonlarini diizelttigi goriilmiistiir (6).

11
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. CALISMA GRUPLARI

Deneysel c¢alisma gruplart toplam 55 adet erkek Wistar albino rat ile
olusturuldu. Daha once bagka aragthrmalarda kullanilmams, saglikli, ortalama
agirhklart 276+29 gr olan ratlar 4 gruba ayrildilar.

Grup 1: 10 ratdan olusturuldu. Kontrol grubu. Bu ratlara  sadece
intraperitoneal (LP) serum fizyolojik verildi.

Grup 2: 15 ratdan olusturuldu. Tioasetamid (TAA) grubu. Bu ratlara 1P TAA
verildi.

Grup 3: 15 ratdan olusturuldu. TAA + melatonin grubu. Bu ratlara [P TAA +
melatonin verildi.

Grup 4: 15 ratdan olusturuldu. TAA -+ karnitin grubu. Bu ratlara I.P TAA +

karnitin verildsi.

3.2. YONTEM

Tum ratlar uygun sartlarda, ayri kafeslerde, Bagkent Universitesi deney
hayvanlari kurallarma uygun davranilarak takip edildiler. Tiim ratlar 12 séatlik
aydinlik- karanlik siklusuna maruz birakildilar. Grup 1 deki ratlara 3 giin boyunca
giinde 1 kez 1P serum fizyolojik verildi. Grup 2 deki ratlara, 1.giin 1.P serum
fizyolojik verildi, 2 ve 3. giin 200mg/kg IP TAA (thioacetamide, Sigma)
uygulandi. Grup 3 deki ratlara 1, 2 ve 3. giinlerde hergiin 10 mg/kg I.P melatonin
(melatonin, Sigma) verildi. 2 ve 3. giinlerde melatoninden 30 dakika sonra
200mg/kg LP TAA uygulandi. Grup 4 deki ratlara 1,2 ve 3. giinlerde hergiin 400

mg/kg 1P kamitin (carnitine, Santa Farma) verildi. 2 ve 3. giinlerde karnitinden 30

12
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dakika sonra 200mg/kg IP TAA uygulandi Grup 2, 3 ve 4’deki ratlara destek
tedavisi ( %5 dektroz + 20 mEq/lt potasyum igeren %0.9 NaCl ) verildi,

Tim gruplardaki ratlardan, ¢alismada kullamilan maddelerin son LP
uygulanmasindan 24 saat sonra kan ve doku ornekleri alindi.Tiim ratlara anestezi
sirasinda ketamin 50 mg/kg ve xylazine 10mg/kg LP uygulandi. Karin orta hat
insizyon ile agilarak biyokimyasal testler icin her rattan ortalama 3 cc kan Ornegi
alindi. Ardindan karaciger gikarilarak 5x5 mm boyutlannda parcalar halinde doku
ornekleri alindi. Karacier doku émekleri 6zel buzluk ile — 86° C sicaklikta

saklanmak tizere derin dondurucuya tagindi.

3.3. DOKULARIN HAZIRLANMASI ve TESTLER

Tim doku &mekleri biyokimyasal analizler yapilincaya kadar ~-86°C’de
saklandilar. Yapilan tiim biyokimyasal testler her hayvandan alnan iki farkl
karaciger 6rneginde ¢ift ¢alisma (toplam 4 ¢alisma) yapilarak elde edildi. Doku total
protein ¢alismalart Lowry’nin tarifledigi teknikle yapild:  (26). Bir lipid
peroksidasyonu iiriinii olan malondialdehit (MDA) ve antioksidan rediikte glutatyon
(GSH) diizeyi tespitleri igin karaciger homojenatlar 0,15 M KCl, buz sogugu, icinde
hazirlandilar. MDA, bir lipid peroksidasyonu ve serbest radikal aktivitesi markeri
olarak Buege ve Aust’un tarifledigi sekilde thiobarbutiturik asit reaksiyonu ile
hazirlanan karaciger homojenatlarindan gahsild: (27). Bir hacim 6mek, 2 hacim %15
trichloroasetik asid, %0,375 thiobarbutirik asid ve 0,25 N HCl i¢ren stok reagenti ile
karigtirildi. Hazirlanan Srnekler 15 dakika kaynayan su iginde isitildiktan sonra

sogutularak 10 dakika 1000 rpm ile santrifuj edildi. Elde olunan sitpernatanin
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absorbansi 535 nm’de &lgiildii, Katsayr 1,56x10° M'.em™ kullamlarak sonuclar
nmol MDA/gr doku olarak verildi.

Rediikte ~GSH  diizeyleri Ellman‘mm tarifledigi metod ile doku
homojenatlanndan  ¢ahgildi  (28). Ormeklerin  deproteinizasyonu  sonrasinda
siipernatanlar doku siilfidril gruplar ile reaksiyona giren Ellman’in renkli reagenti ile
karigtirildi. Elde olunarak renkli kompleks 412 nm’de &lgiildii. GSH kalibrasyon egrisi
kulanilarak sonuglar nmol GSH/mg protein olarak verildi.

Ratlardan alinan kanlar 2500 rpm ile 10 dakika santrifuj edilerek serumlari elde
edildi. Taze olarak serum omeklerinden aspartat aminotransferaz (AST), alanin

aminotransferaz (ALT) ve laktat dehidrogenaz (LDH) diizeyleri tespit edildi.

3.4. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Sayisal degerler; normal dagilima uyup uymadiklarina gére ortalamazstandart
deviasyon olarak verilmistir. Data analizi one way ANOVA, post-hoc Duncan’s test
kullantlarak gergeklestirilmistir. Tiim testlerde gruplar arast farkin anlamlihg p< 0,05
olarak kabul adilmigtir. [statistiksel degerlendirmeler SPSS for Windows, versiyon

10.0 kullanilarak yapilmastir,
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4. BULGULAR

Deney sirasinda Grup 1°de (kontrol grubu) 1 ratin karacigeri makroskopik olarak
hasta goriindiigli igin ¢ahsiimamigtir. Diger ratlarin hepsinden yeterli serum ve
karaciger doku 6rnekleri alimip, biyokimyasal testler (AST, ALT, LDH) ve tiim doku
testleri bagart ile sonuglandirtlmistir (n=9). Grup 2°de tiim ratlardan yeterli serum ve
karacifer doku Ornekleri almip, biyokimyasal kan testleri basar1 ile
sonu¢landinlmustir (n=15). Bu grupta 2 ratin doku homojenatinin hazirlanmasinda
sorun olmasi nedeniyle MDA ve GSH testleri bagarth olamamugtir, bu nedenle bu iki
ratin sonuglari ¢alismaya alimmamigtir. Grup 3’deki ratlarin 2’si deney sirasinda
kaybedilmis, dier ratlann biyokimyasal sonuclart bagan ile ¢alisilmustir (n=13).
Grup 4°deki ratlarin 1’i deney sirasinda kaybedilmis, diger 14 ratin kan ve doku
ornekleri bagari ile alinmistir. Bu grupta 1 ratin doku homojenatinm hazirlanmasinda
sorun olmas nedeniyle doku MDA ve GSH testleri bagarili olamamistir, Sonugta,

Grup 4’de 13 ratmn sonuglan ¢alismaya alinmigtir.

4.1. SERUM BiYOKIMYASAL TESTLERI

Grup 1’de biyokimyasal testleri yapilan 9 ratin serum AST ortalamasi 165+39
U/L, ALT ortalamas: 51+16 U/L, LDH ortalamas1 282441340 U/L olarak tespit
edilmistir, Grup 2’de biyokimyasal testleri yapilan 15 ratin serum AST ortalamasi
632812756 U/L, ALT ortalamas1 490321670 U/L, LDH ortalamast 530042734 U/L
olarak tespit edilmistir. Grup 3’de biyokimyasal testleri yapilan 13 ratin serum AST
ortalamas1 4566+2318 U/L, serum ALT ortalamas1 3821+2001 U/L, serum LDH
ortalamast 368512268 U/L olarak bulunmustur. Grup 4’de biyokimyasal testleri

yapilan 14 ratin serum AST ortalamas: 3447+2654 U/L, ALT ortalamas1 2976+1487
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U/L, LDH ortalamas1 29591597 U/L olarak tespit edilmistir. AST, ALT ve LDH
degerlen Grup 2’de diger gruplara gore daha yiiksek bulunmustur. AST, ALT ve
LDH degerleri Grup 2°de Grup 1’e gore anlamii olarak yitksek bulunmustur (AST
ve ALT igin p<0,01, LDH igin p<0,03). AST, ALT ve LDH’nin serum diizeyleri
Grup 3°de Grup 2’ye gore istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte daha diisiik
bulunmusgtur (p<0,39). Grup 4’de ALT ve AST serum diizeyleri Grup 2’ye gore
istatistiksel olarak anlamh sekilde diisiitk bulunmugtur (p<0,01). Grup 4’de LDH

serum diizeyleri Grup 2’ye gore anlamli olarak daha diigiik bulunmustur (p<0,02).

(Tablo 1).

4.2. KARACIGER DOKU MDA DUZEYLERI

Grup 1°de ¢alisilan 9 ratin karaciger dokusu MDA diizeyi ortalamasi 28,5+2,1
nmol/gr olarak bulunmustur. Grup 2’de ¢aligilan 13 ratin karaciger dokusu MDA
diizeyi ortalamasi 36,3+3,3 nmol/gr olarak bulunmustur. Grup 3’de ¢alisilan 13
ratin karacifer dokusu MDA diizeyi ortalamasi 45,6+13,1 nmol/gr olarak
bulunmugtur. Grup 4’de ¢aligilan 13 ratin karaciger doku MDA diizeyi ortalamasi
32,4+2,6 nmol/gr olarak bulunmustur. Karaciger doku MDA diizeyleri Grup 2’de
Grup 1’e gore yiiksck bulunmustur. Ancak istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamistir (p<0,21). Grup 4’de karaciger doku MDA diizeyleri Grup 1’e gére
yiksek, Grup 2’ye gore diisiik bulunmugtur. Ancak istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamigtir. Karaciger doku MDA diizeyleri Grup 3’de diger gruplara gore

yitksek bulunmustur (Tablo 2).
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4.3. KARACIGER DOKU REDUKTE GLUTATYON DUZEYLERI

Grup 1°de galisilan 9 ratin karaciger dokusu GSH diizeyi ortalamasi 26,614,3
nmol/mg olarak bulunmustur. Grup 2’de galisilan 13 ratin karaciger dokusu GSH
diizeyi ortalamas: 29,8+4,5 nmol/mg olarak bulunmustur. Grup 3’de ¢alisilan 13
ratin  karacier dokusu GSH diizeyi ortalamasi 21,1+5,1 nmol/mg olarak
bulunmustur. Grup 4’de ¢alisilan 13 ratm karaciger doku GSH diizeyi ortalamas
26,114,1 nmol/mg olarak bulunmustur. Karaciger doku GSH diizeyleri Grup 1, Grup

2 ve Grup 4’de farkh bulunmamstir.
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5. TARTISMA

laglar ve ¢esitli toksik maddeler ile olugan karacifer hasarmna bagh
hepatotoksisitc son zamanlarda giderek artmaktadir. Endiistriyel ve gevresel
hepatotoksinler giderek 6nem kazanmaktadir. Geleneksel bitkisel ilaglar ve
vitaminleri igeren alternatif tedaviler gittikce artan miktarda kullamlmaktédm
ﬁepatotoksisite toplumdaki sanlik ve akut hepatitin %5’ini olusturmakla birlikte
karaciger hastahigimn daha ciddi tipleﬁnin énemli bir sebebidir. Bat: iilkelerinde
akut karacifer yetmezliginin % 20-75°ini olusturmaktadir. Elli yag iizeri hastalar
arasinda hepatitin % 43’{iniin sebebidir.

I Karaciger, gastrointestinal sistem ve portal dolagim ile periferik organlar ve
sistemilk dolasim arasinda yer alan bir organdir. Hem hepatik arter hem de portal ven
ile kanlandifindan dolayi gerek oral gerekse parenteral yolla alman hemen tim
ilaglar ve toksik maddelerin ulastif1 bir organdir. Normal sartlarda ilaglar ve
kimyasal maddeler karacigerde metabolize edildikten sonra viicuttan idrar, safra ve

diski ile atilirlar. Bu metabolizma sirasinda toksik metabolitler de olusur, Bu toksik

metabolitler ise detoksifikan enzimler tarafindan detoksifikasyon islemine tabi

‘tutulur. Toksik madde olusumu ile detoksifikasyon arasindaki denge bozuldugu

zaman hepatobiliyer patolojiler olusur. Toksik metabolitler hiicrede yagamsal
fonksiyonlar: olan belirli yerlere etki ederek, hiicre hasar1 veya &liime sebep olurlar
(29).'\

- Karaciger hastaliklarnmin ¢ogu formunda reaktif oksijen metabolitleri (ROM)
patogénezde onemli rol oynar. Toksik karaciger hasarinda da ROM’leri énemli rol
oynarlar. Karaciger hiicreleri agin ROM’a maruz kaldign zaman oksidatif stres

ortaya ¢ikar ve hiicresel fonksiyonlar etkilenir (7). Oksidatif stres sonucu olusan
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ROM’leri lipid, protein ve DNA gibi hiicresel elemanlar1 yikabilir (8). Lipid
peroksidasyonu sonucu doku malondialdehit (MDA) diizeylerinde artig gériiliir.
Glutatyon (GSH), toksin ve serbest radikallere karst savunma yapan thioldiir.
Karacigerdeki en 6nemli antioksidandir (10).

Tioasetamid (TAA), ratlarda kisa donemde yiiksek doz verildiginde hepatik
nckroz yapan bir hepatotoksindir. Karaciger hasari, TAA’in biyotransformasyona
ugramas1 sonucu olusan serbest radikaller ile meydana gelir (9,14). Bu serbest
radikaller karaciger dokusunda oksidatif strese yol agarlar (9). TAA, ratlara subletal
dozlarda verildiginde MDA’nin hepatik konsantrasyonunda anlaml artisa neden
olur. Bumu glutatyon azalmas: takip eder (9,11,17). Biz bu ¢alismay1 antioksidan
etkiler1 oldugu bilinen L-karnitin ve melatoninin ratlarda TAA ile olusturulan toksik
hepatit modelinde karaciger hasarindan koruyucu etkilerini arastirmak amaciyla
planladik.

Hepatotoksinler ile olusan karaciger hasarinin tanmmasi ve takibinde
biyokimyasal testler énem tagimaktadir (29). TAA’nin intraperitoneal uygulanmasi
sonrast serum aminotrasferaz deferlerinde yiikselme olmasi uyguladigimiz
hepatotoksik ajamn  belirgin hepatik fonksiyon bozukluguna yol agtifim
gostermektedir. Bizim aragtirmamizda TAA grubunda (Grup 2), kontrol .grubuna
gore (Grup 1) serum AST, ALT, LDH seviyelerinde istatistiksel olarak anlamly artis
saptandi (p<0.01). Ozellikle biyokimyasal test degerlerinde TAA grubu (Grup 2) ve
kamnitin grubu (Grup 4) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmast karnitin
grubunun toksik hasardan daha az etkilendigini gostermektedir (p<0,01) (tablo 1).
Atilla K. ve arkadaglarimn rat karacigeri iizerinde uyguladiklan iskemi-reperfiizyon
modelinde, karnitin verilen grupta serum aminotransferaz enzimlerinin diizeyi

karnitin verilmeyen gruba gére anlaml olarak diisifk bulunmustur (30). Ancak bu
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¢alisgmada L-karnitinin karaciger dokusunu koruyucu etkisinin neye bagh oldupu
gosterilememistir.

TAA’ya bagh karaciger hasarmm patogenezinde &nemli yere sahip olan
oksidatif stresi en iyi gbsteren parametrelerden bir tanesi rediikte glutatyondur
(GSH). Arasgtirmarmzda TAA+L-karitin verilen grupta (Grup 4) karaciger doku
GSH dtizeyleri kontrol grubu (Grup 1) ile benzer bulunmustur (tablo 2). L-karnitinin
antioksidan rolii, mitokondriyal fonksiyonlar iizerine olan olumlu etkisi nedeniyle
mitokondriyal stiperoksit iiretiminin daha az olmas: olabilir. Boylece hiicre igi
reaktif oksijen radikali miktar1 diisecek dolayisiyla rediikte glutatyon diizeyleri
diismeyecektir.

L-karnitin yag asitlerinin mitokondride B-oksidasyona girmesini saglayarak
hiicre enerji metabolizmas: icin kritik &neme sahip oldufu bilinmektedir (24).
Oksidatif stresin belirleyicisi olan GSH’min miktarinda azalma serbest radikal
olusumu ve bunu takip eden mitokondri hasarina yol agabilir. Bu da enerji
tiretiminde defekte neden olabilir (32). L-karnitin, GSH dengesini diizeltebilir.
Antioksidan GSH’min sentezlenmesi ATP bagimh olan iki basamakta diizenlenir
(sekil 2). Karnitin verildikten sonra karaciger doku GSH seviyelerinin kontrol grubu
ile benzer bulunmasinin sebebi karnitinin enerji arttirma etkisi olabilir.

Reaktif oksijen {riinleri lipid peroksidasyonuna yol agmaktadir. Lipid
peroksidasyonu hiicre organel membranlarinim yapisal ve fonksiyonel yapisim
zedelemektedir. Bu TAA’a bagh hepatotoksisitede énemli bir rol oynamaktadir (9).
TAA ile yapilan galismalarda MDA’nin hepatik konsantrasyonunda anlamh artig ‘
saptanmigtir. Hiicreyi §ltime g6tiiren mekanizma lipid peroksidasyonu ile baghyor

olabilir (9,11,17).
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Bu aragtirmada lipid peroksidasyonu iiriinit olarak karaciger dokusunda MDA
diizeyleri ¢aligilmistir. Oksidatif stres sonucu olusan lipid peroksidasyonu ile doku
MDA diizeyinde artig beklenmektedir. Aragtirmamizda TAA verilen grupta kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlaml: olmasa da karaciger doku MDA diizeyleri
yiiksek bulunmustur (36,3+3,3 nmol/gr vs 28,5+2,1 nmol/gr). Arastirmarmzda Grup
4’deki karaciger doku MDA diizeyleri, tek bagina TAA verilen gruba (Grup 2) gore
istatistiksel olarak anlamli fark olmamakla birlikte daha diisiik bulunmustur
(32,4£13,1 nmol/gr vs 36,3+3,3 nmol/gr, p>0,05). Bu sonug, L-karnitinin lipid
peroksidasyonunu ¢aligmamizda uyguladigimz dozlarda kismi olarak engelledigini
gostermektedir. Dayanandan A. ve arkadaglarinin yaptiy bir deneysel ¢alismada 300 |
mg/giin  L-kamitin uygulamasinn, ratlarin karacifer ve kalp dokusunda lipid
peroksidasyonunu belirgin olarak azalttifimt belirtilmistir (30). Bu sayede L-
karnitinin hiicrelere 6nemli bir antioksidan ézellik kazandirdiga belirtilmistir,

Vanella A. ve arkadaslarinin yaptifi deneysel ¢alismada karnitinin kalbin
iskemi-reperflizyon hasarma karst koruyucu oldupu belirtilmistir. Miyokard
hiicrelerinde oksijen radikallerinin olugumunu, bunu takip eden proteinlerin oksidatif
hasarim Onledifini gdstermistir . Bu etkisinin birkag nedene bagli olabilecegini
belirtmigtir. Bu nedenlerden birisi L-karnitinin lipid peroksidasyonunu énleyici
etkisidir. L- karnitinin siiperoksit anyon ve hidroksi radikal olusumunu inhibe
ettigini géstermiglerdir (24).

Rani PJA. ve arkadaglarinin yaptig1 deneysel ¢alismada kamitinin yaslanma
boyunca olugan oksidatif hasari baskiladigim gdstermislerdir (32).

Sonug olarak L-karnitinin toksik hasara kars: karacigeri korumasi birkag etki
ile olabilir. Bunu &zellikle mitokondri ve fonksiyonlan fizerine yaptigi olumlu etki

nedeniyle oksidatif stresi azaltarak yaptigim sSyleyebiliriz. Bu calismada ortaya
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¢ikan lipid peroksidasyonunu kismi olarak &nleyici etkisi, L-kamitinin birkag
6zelligi nedeniyle olusmus olabilir. Hiicre i¢i oksijen radikali kaynagi olan
mitokondriyi oksidatif hasardan korumasimin sonucunda mitokondride iiretilen
siiperoksit anyon miktar1 azalmms olabilir. Bu sayede L-karnitin reaktif oksijen
radikallerinin yaptig1 lipid peroksidasyonunu azaltmada katk: saglamaktadir.
Melatoninin (MEL) in vitro ve in vivo antioksidan fonksiyonlari oldugu
bilinmektedir, Son zamanlarda yapilan gesitli in vitro galigmalar pineal hormon olan
melatoninin etkili antioksidan fonksiyonlar1 oldugunu géstermistir (33). Melatonin,
serbest oksijen radikallerini elimine eder. Hidroksil radikal, single oksijen, hidrojen
peroksit, peroksil radikal gibi serbest oksijen radikallerine kars: kurtarict (scavenger)
etkisi vardir. Ayrica melatonin Inormal rat karacigerinde oksidatif stresi azaltir, Bunu
sliperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon rediiktaz
(GSSG-R) gibi antioksidan enzimlerin ve antioksidan GSH’nmn seviyelerini
arttirarak yapar (5). Hayvanlar ve dokular lipid peroksidasyonuna maruz kaldiginda
lipidlerin oksidatif hasarma kars: melatonin énemli korunma saglar (34,35). Aktif
oksijen iiriinleri yoluyla uyanlan lipid peroksidasyonu etanol, haloalkanlar,
endotoksik gsok, iskemi-reperfiizyon ile uyarilan akut karaciBer hasarinin
patogenezinde rol oynar. Melatonin antioksidan etkisi yoluyla ratlarda IR ve
endotoksik sok ile uyarilan akut karaciger hasarna kars1 koruyucu etkiyi arttirdign
rapor edilmisti_r. Yukarida da bahsedildigi gibi TAA, ratlarda yiiksek doz
verildiginde hepatik nekroz yapar. Bu hasarda oksidatif stresin biiyiik rolii vardir.
TAA, ratlara subletal dozlarda verildiginde MDA’mn hepatik konsantrasyonunda
artma ve GSH’nin hepatik konsantrasyonunda azalma -gériiliir (9,14). Bu gallsma};l

planlamamizin sebeplerinden birisi de antioksidan etkileri oldugu bilinen
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melatoninin ratlarda TAA ile olugturulan toksik hepatit modelinde oksidatif stresden
koruyucu roliinii arastirmaktir.
TAA’nin intraperifoneal  uygulanmas: sonrasi serum aminotrasferaz

degérlerinde yiikselme olmasi uyguladlglmlz hepatotoksik ajamn belirgin hepatik

- fonksiyon bozuklupuna yol agtifimi gosterdigini daha 6nce belitmistik.

Aragtirmamizda melatonin uygulanan grupta (Grup 3) serum biyokimyasal testlerin
tek bagina TAA uygulanan gruba gére (Grup 2) istatistiksel olérak anlamh olmasa
da daha dugtik olmasi melatonin grul"aunun‘toksik hasardan daha az etkilendigini

¥

gostermektedir (tablo 1). Bu sonug, ratlardaki TAA. ile uyanlan- akut kar;it;igef

hasarinda melatoninin koruyucu rolii olabilec_egihi gostermektedir. Daha 6nce

melatonin ile yapilan g¢alismalar melatoninin toksik karacifer hasarinda koruyucu
oldugunu gostermistir. Ohta Y. ve arkadaglarimn yaptifi ¢alismada, karbon
tetrakloriir (CCly) ile olugturulan akut karaciger hasarmda melatonin verilen grupta
serum aminotransferaz enzimlerinin diizeyleri melatoninr verilmeyen gruba gére
anlamh olarak diisik bulunmustur.  Bu sonug:iarm, ratlardaki CCly’e bagli akut
karacifer hasarinda melatoninin muhtemel antioksidan etkisi yoluyla olugtugu
sOylenmistir (33). Yine Ohta Y. ve arkadaglarinin yaptigr diger bir ¢alismada a-
naphthyiisothiocyanate (ANIT) ile uyarilan akut karaciger hastahgimnimn ilerlemesinde
melatoninin koruyucu etkisine bakllmlgtllr. Hepatik hiicre hasarinin géstergesi olan -
serum ALf, AST ve LDH diizeylerinde tek basma ANIT alan grupta kontrol

grubuna gére anlaml yiikseklik saptanmirken, ANIT+melatonin alan gruptaki ratlarin

- serum AST, ALT ve LDH diizeyleri tek bagma ANIT alan gruba gére anlaml olarak

azaltrmistir (35).
TAA’ya bagh oksidatif hasan géstermede GSH’nm &nemli parametrelerden

biri oldugundan daha 6nce bahsetmistik. Arastirmamizda karaciger dokn GSH
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diizeylerine bakildiginda melatoninin koruyucu rolii saptanmamgstir. Bu sonug,
melatoninin oksidatif stresden korunmadaki etkisinde bagka faktorlerin de roliiniin
olabilecegini akla getirmistir. Daha &nce melatoninin oksidatif hasardan
korunmadaki rolii iizerine yapilan ¢alismalarda verilen melatonin dozu tizerinde
durulmaktacir. Ohta Y. ve arkadaglarimin yapti1 ¢alismada CCly verilen ratlarda
olusan akut karaciger hasarinda melatoninin tedavi edici etkisine bakllrmstlr.} CCly
ile birlikte 10, 50 ve 100 mg/kg olmak tizere ti¢ farkh doz melatonin uygulanmstir.
CCly ile birlikte 50 ve 100 mg/kg melatonin verilen_ gruplarda tek bagma CCly
verilen gruba goére anlamli kéraciger doku GSH art;si izlenirkeq/,lo mg/kg verilen
grupta tek bagina CCly verilen gruba gore karac.iger doku GSH diizeylerinde fark
| saptanmamigtir. Sonugta, melatoninin kofuyucu etkisinin doz bagimli oldugu .‘
sOylenmistir (33). Bizim ¢alismamzda da melatonin 10 mg/kg uygulanmugtir. Bu
dozda uygulaﬁan melatonip_ile yeterli _mti-okéidatif etki olusturulamamus olabileceji
distiniildii. —
‘Ohta Y. ve &kadaslmn1n yaptigi  bir diger calismada, a-

naphthylisothiocyanate (ANIT)’in ratlarda olusturdugu akut karaciger hasarimin

_ilerlemesinde. melatoninin koruyucu etkisine bakilmistir. ANTT’m serbest oksijen
radikalleri olusturarak lipid peroksidésyonuna baglt  karacifer hasari yaptija
belirtilmistir. iBurada melatonin 10 ve 100 mg/kg olmak iizere iki farkli dozda
uygulanmistir. ANIT ile karaciger _;a:sén olusturulan ratlarda 10 ve 100 mg/kg

melatoninin oral verilmesi hepatik GSH konsantrasyonundaki artig1 etkilemedigi

belirtilmistir. _B/]unun sebebi olarak da hepatik GSH diizeylerinde erken evre
o /——,-.TAi Do . . e ; e

. ' o
. yiukselme gériilse de bu etkinin 48 saat sonra ortadan kalktip olarak gosterilmistir,

. Dolayisiyla ratlarda ANIT’a bagh karacier hasarinda koruyucu olarak melatonin

verilmesi karaciger dokusundaki GSH artis1 lizerine etkisiz bulunmugtur (35). Bizim
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¢aligmamizda da melatoninin son dozu verildikten 24 saat sonra karaciger doku
omekleri alinimgtm Bu nedenle hepatik GSH diizeylerinde daha erken dénemde
olabilecek yiikselme 24 saat sonra normale gelmis olabilir.

Hiicrelerin ve dokularmn oksidatif strese bagl hasan ile lipid peroksidasyonu
olugmaktadir. Bu durumda oksidatif hasara karst karaciger hiicrelerini korudugu iyi
bilinen GSH’nmn doku diizeyleri azalirken lipid peroksidasyonu iiriinii olan
malondialdehit (MDA) dﬁzeylérinde artis goriilmektedir (33). Bizim yaptigimiz
¢alismada da TAA verilen gfuptaki (Grup 2) karaciger doku MDA diizeyleri kontrol
grubuna (Grup 1) gére daha yliksek bulunmugtur (p<0,21). Bu da oksidatif hasara
bagli lipid peroksidasyonuna baglanabilir. TAA+melatonin verilen grupta (Grup 3)
karacifer dokn MDA seviyelerine bakildifinda melatoninin oksidatif stres
iizerindeki etkisi saptanamamugtir,

Jahovic N. ve arkadaglarimin ratlardé yvaptift calismada methotreksata

(MTX) bagh hepatorenal oksidatif hasarda melatoninin koruyucu etkisine

bakilmustir.  Methotreksata baglh  karaciger ve bébrek hasarmin  olasi

mekanizmalarindan birisinin lipid peroksidasyonu oldugu s6ylenmistir. Serbest
oksijen radikalleri aracihf ile olusan lipid peroksidasyonunun hiicre
membranlarinin  hasannin  6nemli sebeplerinden bid olduguna inamlmaktadir.
Ratlara methotreksat verilmesi karaciger dokusunda MDA diizeylerinde artis ile
sonug:lahmmﬂr. Melatoninin ise bu etkiyi geri dondiirdiigii belirtilmistir. Melatoninig
ayn: zamanda karaciger doku GSH diizeylerinde melatonin verilmeyen gruba gére
anlaﬁ11 artisa neden olmustur. Melatoninin bu etkileri sayesinde MTX’in oksidatif

toksik etkisini geri doniistirme yétenegine sahip oldugu belirtilmigtir (36).

Sonu¢ olarak melatonin ile yapilan ¢ahgmalarin ¢ogunda melatoninin

antioksidan etkileri oldugu gosterilmistir. Bizim yaptifimiz ¢alismada ise TAA ile
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olusturulan karacier hasarinda melatonin  karacifer enzimlerinin serum

seviyelerinde azalma saglamistir. Ancak oksidatif hasara karsi korumada etkili

bulunmamistir. Melatoninin TAA ile olusturulan karaciger hasarmdan korumas:

oksidatif stres disinda baska mekanizmalarla da olabilecegi diisliniilmiisttir,
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6. SONUCLAR

Ratlarda tioasetamid ile olugturulan toksik hepatit modelinde, L-karnitinin,
Szellikle karaciger enzimlerinin serum diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli
azalma yapti§i gOriilmiistir, L-karnitinin, oksidatif stresin  yarattigi lipid
peroksidasyonu {izerine kismi koruyucu etki safladign goriilmiistiir. Melatonin,
ticasetamidin karacigerde olugturdugu toksik hasarda transaminazlarn serum
sevi:yelerinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da azalma yaparak karaciger

hasarma karg1 koruyucu olabilecedi goriilmiistiir. Melatoninin, oksidatif stres iizerine

“koruyucu etkisi saptanamarmgtir. L-karnitin ve melatoninin oksidatif strese kars:

olan etkilerinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in ek ¢aligmalarin planlanmasimn gerekli

oldugu diigtintilmiigtiir.

27



Ve

3

o

]

L.}

3

L7

&

1 g 3

: t

L

[

2

L.

7. 0ZET

Karacifer hastabklarimn ¢ogu formunda oksidatif stres &nemli rol
oynamaktadir. Oksidatif stresin patogenezinde reaktif oksijen metabolitleri énemli
rol oynar. Karaciger hiicreleri asin reaktif oksijen metabqlitine maruz kaldi@ zaman
oksidatif stres ortaya gikar ve hiicresel fonksiyonlar etkilenir. Oksidatif stres sonucu
olugan reaktif oksijen metabolitleri lipid, protein ve DNA gibi hiicresel elemanlart
yikabilir ve lipid peroksidasyonu olusabilir. Deneysel hepatotoksin olan tioasetamid
karacigerde oksidatif stres ve lipid peroksidasyonuna neden olmaktadir., Antioksidan
ve serbest radikallere karsi kurtarici ozellikleri oldugu bilinen L-karnitin ve
melatoninin tioasetamide bagl karaciger hasarinda muhtemel oksidatif stresden
koruyucu etkilerini saptayabilmek amact ile bu aragtirma planlandi.

Toplam 55 Wistar albino rat ¢aligmaya dahil edilmistir. Ratlar 4 gruba
aynlmigtir. Kontrol grubunda 10 diger gruplarda 15 rat bulunmaktadir.

Grup 1; intraperitoneal serum fizyolojik verilen kontrol grubu,
Grup 2; intraperitoneal tioasetamid verilen grup,

Grup 3; intraperitoneal tioasetamid+melatonin verilen grup,
Grup 4; intraperitoneal tioasetamid+L-karnitin verilen gruptur.

Ttim ratlardan iglemler tamamlandiktan sonra serum aminotransferazlar {AST,
ALT) ve laktatdehidrogenaz (LDH) c¢alisilmak tizere kan ornekleri ve doku
malondialdehid ve rediikte glutatyon diizeylerini tespit etmek iizere karaciger doku
dmekleri almmustir.

Aragtirma bulgulannda: Grup 2, Grup 3 ve Grup 4 serum biyokimyasal testleri
(AST, ALT ) degerleri kontrol grubundan yiiksektir (p<0.01). Tioasetamid ile

birlikte melatonin verilen grupta (Grup 3) serum AST ve ALT degerleri tek basina
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tioasetamid verilen gruba (Grup 2) gore daha diisiik bulunmugtur (p<0,39).
Tioasetamid ile birlikte L-karnitin verilen grupta (Grup 4) AST ve ALT degerleri tek
bagina tioasetamid verilen gruba (Grup 2) gore daha diigiik olup aralarinda
istatistiksel olarak anlaml fark bulunmustur (p<0.01). Karaciger dokusunda MDA
diizeyi ortalamasi Grup 2’de kontrol grubuna gére daha yiiksek bulunmustur
(p<0.21). Grup 3’de doku MDA diizeyi ortalamasi kontrol grubuna gére daha
yiiksek bulunurken Grup 4°de daha diigiik bulunmustur.

Ratlarda olusturulan karacigerin toksik hepatit modelinde L-karnitinin serum
transaminaz seviyelerini istatistiksel olarak anlamh olacak sekilde diigtirerek toksik
hasara kars1 koruma sagladign goriilmiistiir. L-karnitin, oksidatif stresin yol agtif
hasarni kismi olarak azaltarak karaciger dokusunu korudugu saptanmstrr.
Melatoninin ise serum transaminaz seviyelerinde diisme saglayarak toksik hasara
kars1 kismi koruma sagladify gériilmiigtiir. Melatoninin oksidatif stres iizerine

koruyucu etkisi saptanamamustir.
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Sekil 1: Oksijen metabolizmasi
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Sekil 2: Glutatyonun antioksidatif etkisi

02“4 02

H0, __ , OH

GSH NADP+
ory G><
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Pentos
yolag

GSH: Rediikte glutatyon

GSSG: Okside glutatyon

GPx: Glutatyon peroksidaz

GR:  Glutatyon rediiktaz
G6PDH:Glikoz 6-fosfat dehidrogenaz
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Sekil 3: Lipid peroksidasyonu
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Sekil 4: Melatonin - OH ve O, i¢in kurtarict (scavenger) etkisi
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Tablo 1: Biyokimyasal test sonuclar (ortalama + standart deviasyon)

AST (U/L) ALT (U/L) LDH (U/L)
Grup 1 165439 5116 2824:+1340
Grup 2 632812756 4903+1670 530042734
Grup 3 456612318 382142001 368542268
Grup 4 344742654 297641487 2959+1597
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Tablo 2: Karaciger doku MDA ve GSH testleri sonuclan (ortalama + standart

deviasyon)

Doku MDA diizeyi (amol/gr)

Doku GSH diizeyi (nmol/mg)

Grup 1 28,5421
Grup 2 36,343,3
Grup 3 45,6+13,1
Grup 4 32,4426

26,6+4.3

29,8+4,5

21,1+5,1

26,1+4,1

MDA: Malondialdehit, GSH: rediikte glutatyon
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