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OZET

Agn kesici ve ates disiiriicii etkisi olan parasetamol, giivenilir, ucuz ve ulasilabilmesi
kolay olmasi bakimindan diinyada en ¢ok kullanilan ilaglardan biridir. Parasetamoliin

yiiksek doz kullanimi nefrotoksisiteye neden olur.

Propolis maddesinin aktif bilesenlerinden biri olan Kafeik Asit Fenetil Ester (CAPE),

arilarin bitkilerden topladigi 6ziitlin iginde bulunur.

Bu c¢alismada ratlarda parasetamol ile indiiklenmis nefrotoksisite modelinde kafeik asit
fenetil esterin (CAPE) koruyucu etkisi arastirildi. Calismada 36 adet deney hayvani
rastgele secgilerek 6 guruba ayrildi. Bunlar; Kontrol, parasetamol, parasetamol + CAPE,
parasetamol + NAC, CAPE ve Etanol gurubu. Kontrol grubu yalnizca standart yem ile
beslendi. Parasetamol gurubuna distile suda ¢ozilen, 2g/kg oraninda 2ml gavaj yolu ile
parasetamol uygulamasi yapildi. Parasetamol + CAPE gurubuna 2g/kg oral parasetemol

uygulamasi sonrasinda, 10mikrogram/kg CAPE uygulamasi yapilirken, Parasetamol +



NAC gurubuna 140 mg/kg N-AsetilSistein oral yoldan verildikten 1 saat sonrast 2 g/kg
dozunda, 2 ml parasetamol uygulamas: yapildi. CAPE gurubuna tek basma 10

mikrogram/kg CAPE etanol ile ¢6zdurilup intraperitoneal uygulandi.

Parasetamol grubunun BUN ve Kreatinin degerleri; kontrol, parasetamol+CAPE,
Parasetamol+NAC, CAPE, Etanol guruplarina goére anlamli olarak yiiksek (P<0,05)
bulunmustur. Ayrica parasetamol grubunda, SOD, CAT ve GSH duzeyleri ile birlikte TAS
(total antioksidan seviyesi) ve analizini yaptigimiz eser element degerlerinde anlamli bir
azalma gozlenirken, TOS (total oksidan seviyesi) degerinde anlamli bir artig gézlemlendi.
Parasetamol MDA ve 8-OHdG degerlerinde de anlamli bir (p<0,05) artis gézlemlendi.
Ayrica bobrek dokusunda yapilan histopatolojik incelemede paraetamol grubunda vakuoler

dejeneratif degisiklikler goriildii.

Calismanin sonucunda, CAPE'nin oksidatif hasara ve parasatemol kaynakli bobrek

hasarina kars1 koruyucu bir rol oynadigi ortaya koyulmustur.
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Sayfa Adedi: 72

Tez Yoneticisi: Dr. Ogr. Uyesi Funda KARABAG COBAN



THE EFFECT OF CAFFEIC ACIiD PHENETHYL ESTER ON OXIiDATIVE
STRESS AND TRACE ELEMENT IN PARACETAMOL-INDUCED
NEPHROTOXICITY MODEL

(M.Sc. Thesis)
USAK UNIVERSITY

GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

ABSTRACT

Paracetamol is a pain reliever and antipyretic effect; is one of the most used drugs in the
world in terms of being reliable, cheap and easy to reach. High doses of paracetamol cause
nephrotoxicity.

Caffeic Acid Phenethyl Ester (CAPE), which is one of the active components of propolis,
is found in the essence of plants collected by bees.

In this study, the protective effect of caffeic acid phenethyl ester (CAPE) in paracetamol-
induced nephrotoxicity model in rats was investigated. In this study, 36 experimental
animals were randomly selected and divided into 6 groups. These; Control, paracetamol,
paracetamol + CAPE, paracetamol + NAC, CAPE and Ethanol group. The control group
was fed with standard feed only. The paracetamol group was treated with 2 ml gavage at a
rate of 2g / kg dissolved in distilled water. After paracetamol + CAPE group 2g / kg oral
paracetemol administration, 10 microgram / kg CAPE was applied, and Paracetamol +
NAC group received 140 mg / kg N-AcetylCysteine orally. After 1 hour, 2 ml paracetamol
was administered at a dose of 2 g / kg. 10 micrograms / kg of CAPE alone was dissolved
and intraperitoneal applied to the CAPE group.

BUN and Creatinine levels of paracetamol group were significantly higher (P<0,05) than
control, Paracetamol + CAPE, Paracetamol + NAC, CAPE, Ethanol groups. In addition,
there was a significant decrease in antioxidant SOD, CAT and GSH levels as well as TAS
(total antioxidant level) and trace element values that we analyzed, and a significant
increase in TOS (total oxidant level) was observed in the paracetamol group. A significant
increase (p<0,05) was also observed in paracetamol MDA and 8-OHdG.



As a result of the study, it was reported that CAPE prevented kidney damage by preventing
oxidative damage, accelerated treatment period and had protective effect on kidney.
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1. GIRIS ve AMAC

Nefrotoksisite bobregin toksik kimyasallar nedeniyle hasar gérmesi ve fonksiyonunda
azalma meydana gelmesi durumudur. Bu durumda normalde bébreklerin ¢ikardigr azotlu
ve azotsuz atiklar1 olan iire ve kreatinin gibi bilesenler vicutta birikir. Bu da bazi
metabolik sorunlara, sivi dengesinin bozulmasina ve diger organlarin da fonksiyonlarinda

bozulmalara neden olur [1-3].

Diinya genelinde acil servislere basvuran zehirlenme olaylarinda ilaglar en biiyiikk neden
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. 2008 yil1 Ulusal Zehir Danisma Merkezi Calisma Raporunda
en ¢ok zehirlenme sebebi olan etkin maddeler arasinda parasetamolun (asetaminofen) ilk
sirada oldugu (%6.78) tespit edilmistir [4]. Insanin giinde 4 gramdan fazla parasetamolu,
uzun streli kullaniminin toksik etkiye neden olabilecegi bilinmektedir. Parasetamoliin
toksik doz kullanimi akut tiibiiler nekroza (ATN) yol agabilir [5-7]. Parasetamol
toksisitesinin neden oldugu akut renal yetmezlik tek bagina ya da hepatik nekroz ile birlikte
gorulebilmektedir [6, 8-11].

Parasetamoliin toksik doz kullanimmin neden oldugu akut renal yetmezliginin nedeni bir
sekilde belirlenememekle birlikte gegmis kaynaklar, bobrekler toksik doz parasetamole
maruz birakildiginda sitokrom p-450 sistemi ile meydana gelen parasetamol
oksidasyonunun tubtler hasara neden oldugunu gostermistir [5, 6, 8-12]. Parasetamol
toksisitesine bagli olusan nefrotoksisitenin patofizyolojisinde, karacigerde oldugu gibi
bobrekte de bulunan, oksidasyon enzimleri, prostaglandin sentetaz ve deasetilaz gibi
sitokrom P-450 (CYP-450) izoenzimleri ile olusan N-asetilp-benzokinonimin (NAPQI)
suglanmaktadir ~ [13].  Glutatyon = (GSH), parasetamol ve  konjugatlarinin
detoksifikasyonunda dnemlidir ve parasetamol-sistein konjugatlarinin da renal toksisiteyi

agreve ettigi diistiniilmektedir [14]. Bir¢ok calisma yiiksek doz parasetamolin oksidatif



stresi arttirdig1, nekroz ve apoptotik yolaklardan tubuler hucre 6lumiine neden oldugunu
gostermistir [15-17]. Parasetamol toksisitesinde N-asetilsistein (NAC), metionin gibi
ilaclar kullanilmaktadir. NAC, parasetamole bagh karaciger nekrozunu onlemede 6nemli
role sahiptir, ancak nefropatiyi Onlemede karacigerdeki kadar etki gostermedigi
distiniilmektedir [18]. Bu durum arastirmacilart oksidatif stresteki hasar1 azalttig

diistiniilen farkli antioksidan etkili tedavi yontemlerine yonlendirmistir.

Kafeik asit fenetil ester (CAPE), propolis ekstresinin aktif bir bilesenidir [19]. 10 uM
konsantrasyonda laboratuvar kosullarda nétrofiller veya ksantin/ksantin oksidaz sistemi
tarafindan olusturulan reaktif oksijen tlrlerini tamamen durdurur [20]. Yapilan
caligmalarda, = CAPE’nin  antienflamatuvar,  antifungal,  antimikrobik  [21],
immunomodiilator [22], antimutajenik [23] ve antioksidan [24,25] 6zelliklere sahip oldugu

belirtilmistir.

Bu g¢alismada parasetamol indiiklii bobrek hasari olusturulan ratlarda, biyokimyasal ve
histopatolojik analizler yapilarak, CAPE’in parasetemol kaynakli bobrek hasar1 iizerine

korucu etkileri degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1.B6brek

Omurgalilarda bosaltim sisteminin bir bolimiinii olusturan bobreklerin gorevi kandaki
zehirli maddeleri siizmek ve idarar seklinde atmaktir. Karinin arka duvarinin éninde
bulunurlar ve ¢ogunlukla 2 tanedir (tek oldugu durumlar herhangi bir saglik problemi teskil
etmez). Boyutlar1 9-13cm arasinda degismektedir ve fasulye seklindedir [155].

2.1.1. Bobregin Temel Fonksiyonlari

Plazma hacim ve igeriginin ayarlanmasi, kan basincinin diizenlenmesi, kan pH’sinin, su ve
elektrolit dengesinin dlzenlenmesi, kanin, metabolik artiklardan, endojen ve egzojen
toksiklerden temizlenmesi, hormon Uretimi ve peptit hormonlarin yikimi bobregin temel
fonksiyonlarindandir. Bébreklerde kanm stizilmesi sonucu idrar olusur. Idrar ile birlikte
piirin bazlarinin ve proteinlerin metabolizmasi sonucu olusan nitrojen igeren metabolizma
urtnleri (tirik asit ve tre) atilir. Toksik bir madde olan amonyak once karacigerde iireye

cevrilir ve daha sonra bobreklerde stzilir [26-27].

2.1.2. Bobrek fonksiyonlarim degerlendirmede kullanilan yontemler

Bobrek fonksiyonunu degerlendirmede en uygun yol GFH (Glomeriler Filtrasyon
Hizi)’nin degerlendirilmesidir. GFH oOl¢glimunde ise sik kullanilan ydntem kreatinin

klirensidir. Kreatinin daha ¢ok iskelet kasindaki kreatin ve fosfokreatinden olusur. Bobrek,



karaciger ve pankreasta enzim ile sentezlenen kreatin, sentezlendikten sonra kan yoluyla
beyine ve kaslara gonderilir. Burada fosfokreatin ve kreatinin birbirlerine doniisiir. Kastaki
serbest kreatin ve fosfokreatin % 1-2'si geri doniisiimsiiz olarak kreatinine doniistir. Her
giin olusan ve kas kiitlesi ile orantili olan kreatinin orani zamanla degismez. Kreatin
metabolizmasi sonucu serbest kretinin olusur. Tiim viiciit sivilarinda bulunur ve glomeruler
filtrasyona ugrar. Kreatinin, viicut sivilarinda sabit bir hizla salinir ve renal klirensi
GFH'nin bir gostergesidir. Kan ve idrardan ol¢timii yapilir. Kandaki Ure, kan lre azotu
(BUN) olarak tanimlanir. Karacigerde metabolize olan amino asit miktarina bagl olarak
ure ve BUN parametleri artis gostermektedir. Olusan fazla BUN ve iire bobreklerden atilir.
Fakat renal hasar olmasi durumunda bobrekler goérevini yerine getiremez ve kandaki
diizeylerinde artis gozlenir. Deneysel ¢alismalarda da BUN ve kreatinin diizeyleri bobrek

fonksiyolarini degelendirmede kullanilmaktadir [28-29].

2.1.3. Nefrotoksisite

Renal perfizyonu azaltan nefrotoksik metabolitler, oksijenin hiicrelere tasinmasini
engelleyerek, ATP kullanimini artirir ve mitokondrideki enerji Gretimini bozarlar [30].
Oksidatif stresin, lipid peroksidasyonu ve glutatyon titkenmesine bagli olarak kimyasallara
bagli bobrek toksikasyonuna neden oldugu diisiiniilmektedir [31]. Bobreklerden atilan
kimyasallar 6nce toksik hiicresel hasar olusturarak sonra bobrek fonksiyonlarini bozarak
etkilerini gosterirler [32]. Tlacin karacigerde ve ekstrahepatik dokularda metabolize olmasi
ile parasetamol toksisitesi olusur [33]. Parasetamolin asir1 doz kullaniminin
nefrotoksisiteye sebep oldugu gorilmistiir [34]. Ayrica akut tubuler nekrozla birlikte

goriildiigi tespit edilmistir [35-37].

2.2.Parasetamol

Parasetamol ilk kez p-nitrofenoliin asetik asitle indirgenmesi ile olusmustur. Harmon

Northrop Morse tarafindan 1873’te bulunmasindan sonra tipta kullanilmaya baslamas1 igin



20 sene beklenmistir. 1948 yilinda, Brodie ve Axelrod parasetamoliin asetanilid gibi toksik

etkili olmadigini bildirmislerdir [38].

Parasetamol piyasaya ilk kez Amerika’da 1955 yilinda, Ingiltere’de ise 1956 yilinda
siiriilmiistiir. 1958 de gocuklar igin 6zel formu Uretilmistir. Ileriki yillarda ise yaz etkisi az
oldugundan biiyiikk ragbet gormiistir. Ulkemizde ve diinyada yaygin olarak
kullanilmaktadir. Tedavi dozlarinda c¢ocuk ve yetiskinlerde giivenilir ila¢ olarak
gorulmektedir [39-40].

2.2.1. Parasetamoliin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Parasetamol, sudaki ¢oziiniirliigii az, molekiil agirligi 151,2 g/mol olan sentetik bir
bilesiktir. Zayif bir asit olmasi nedeniyle ortamda aniyonize sekilde bulunur [41].
Parasetamol, fenasetin metabolitlerinden biridir. Erime noktast 170 santigrad derecedir.
Yogunlugu 21 santigrad derecede 1.293 g/cm3 dur [42]. Parasetamol kristal toz bir
yapidadir. Beyaz ve kokusuzdur. [43].

H
N_ _CHs

HO

Sekil 2.1. Parasetamoliin yapisi [44]



2.2.2. Parasetamolun Metabolizmasi

Tedavi edici dozda alinan paraetamoliin biiyilk bir kismi (%85-90) karacigerde [45]

metabolizma edilen parasetamoliin bir kismi da bdbreklerde metabolize olur [46]. Tedavi

edici dozun %2-5’1 idrarla degismeden atilir. Bir baska deyisle %80-85 glukuronid-stlfat
konjugasyonu ile, %10-15i sitokrom P450 (CYP450) enzim sistemi ile metabolize edilir

[47].
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Parasetamolun ana metabolitleri siilfat ve glukuronid konjugatlaridir; ancak
yenidoganlarda ve kii¢iik ¢ocuklarda glukuronid konjugasyonu eksiktir. Parasetamol

metabolizmasinda siilfat konjugasyonu baskin olan metabolik yolaktir [46].

Sitokrom P450 sistemi, parasetamolu bir ara metaboliti olan n-asetil-p-benzokinonimine
(NAPQI) dontstiiriilerek metabolize eden bir enzim kompleksidir. Yiksek doz
parasetamol uygulanmasi Sitokrom P450 sistemi tarafindan metabolize edilir. Bu da
NAPQI toksik seviyelere ¢ikmasina neden olur [49].

parasetamol
2085-90 siilfiirik asit %4-6 sitokrom
ve glukronik asit ile p450 karma %02-4 idrar ile atilir
konjugasvon ve fonksiyvonlu
idrarla atilim oksidaz sistemi
Glutatvon ile Proteinlers
konjugasyon ve - baglanir, hepatosit
) NAPQI > g - Aepatost
merkaptiirik asit < Q

olimii ve karaciger
konugati olarak nekrozu olusur

idrarla atilim

sekil 2.3. Parasetamoliin metabolizmasi [50]



2.2.3. Parasetamol Toksisitesi

Parasetamol yiiksek doz alinimindan sonra konjugasyon yolu ile hizla satiirasyona ugrar ve
CYP450 enzim sistemi ile metabolize edilerek n-asetil-p-benzokinonimine (NAPQI)
doniistiiriiliir. N-asetil-p-benzokinonimine  miktarinda artis olur ve bunu tolere eden
hepatik GSH azalir. Hepatik GSH ortamda tiikendiginde NAPQI hizla artar. Hiicre
6lumune ve nekroza neden olmaktadir [51,52].

Yapilan ¢aligmalar parasetamoliin yiiksek doz uyugulanmasi sonucu, karaciger yetmezligi
ve karaciger yetmezligi goriilmeksizin bobrek yetmezligine de neden olabildigini ve ayrica
tedavi edici dozda parasetamolun uzun donem kullanimi bobrek hastaligi riskinin

arttirdigini gostermistir [51,53].

2.2.4. Parasetamol Indiiklii Bobrek Toksisitesi

Yapilan ¢alismalar bobrek toksisitesine CYP450, N-deasetilaz, prostoglandin endoperoksit
sentaz (PGES) enzimlerini i¢eren yollarin rol oynadigini gostermistir [54].

Parasetamoliin NAPQI oksidasyonunu katalizleyen CYP450 enzim aktivitesi karaciger ve
bobrekte benzer yapida olmasma ragmen, CYP450 enzimleri arasinda bazi farkliliklar
vardir. Parasetamol kaynakli nefrotoksisitede CYP450 enzimleri ile oksidasyonu ve GSH
kaynakli konjugatlar1 6nemli bir yere sahiptir. CYP2E1 enziminin nefrotoksisite

olusumunda 6nemli rolii oldugu diistiniilmektedir [55].

Nefrotoksisitede GSH depolarmin tiikenmesiyle NAPQI ve 4-aminofenol birikir. 4-
aminofenol renal makromolekiillere baglanarak bobrekte hasar olustururken, NAPQI

membrana ve sulfidril proteinlere baglanip bobrekte toksisite olusturur [56].

Parasetamol induklt renal yetmezlik, akut tubtler nekroz ile baglantilidir. Renal
yetmezligin diger sebeplerini bu durumdan ayirmak icin idrar analizlerine bakilabilir. Akut
tibdler nekroz esnasinda idrar sedimentasyonu hematiri ve piydri ile artmistir. Ayrica
serumdan alinacak Orenklerin Ure ve kreatinin duzeyleri parasetamol indukli

nefrotoksisiteyi degerlendirmede bobrek fonksiyonlarmin incelenmesi i¢in kullanilabilir
[54,57].



H H
CHs N _CHs

H
N
D — 0O O
O

0 Fenolsiilfotransferaz
UDP-Glukuronosil.  HO o)

/ \Glucuronide transferaz Parasetamol <%5 h 804 /
(% 5-15) l Sitokrom p450

| Renal Ekstraksiyon |

N
N N oHy o OSH e
T Glutatyon-S- O
o]
O

| Renal Ekstraksiyon |

CHjs

(0] transferaz
N-asetil-p-benzokinonimin
NAPQI

SG

Parasetamol-merkaptat

Sekil 2.4. Parasetamoliin bobreklere gegisi [58]

2.2.5. Parasetamol Toksisitesinde Tedavi

2.2.5.1. N-Asetil Sistein (NAC)

Prescott ve Matthew ilk kez 1974 yilinda parasetamol toksisitesinde NAC’nin antidot
olarak olarak kullanilabilecegini géstermistir. 1977 yilinda ise 15 hasta izerinde basarili
sonuglar elde edilmis ve etkinligi kanitlanmistir [59,60]. Yiiksek doz parasetamol alinmasi
sonucu NAPQI miktar1 artar ve buna bagl olarak GSH miktar1 azalir. NAC verildiginde
sisteine metabolize olur, GSH miktarim1 artirir ve bunun sonucu olarak NAPQI
detoksifikasyonunu saglar. Ayrica antioksidan 6zellikte oldugu icin serbest radikallerin
yok edilmesini saglar [61,62]. Hayvan deneylerinde parasetamol uygulamasinin hemen
ardindan ayn1 dozda yapilan NAC uygulamasi toksisiteyi biiyiik oranda engellemektedir.
Artan dozun ise NAC’nin etkisini artirdigin1 géstermistir [63]. Parasetamol alimi ile NAC
tedavisine baglanmasi arasindaki siire tedavi etkisi igin 6nemlidir. Kisa siirede NAC’ye
baslanmasi 6liim ve toksisite riskini azaltmaktadir [64]. Yapilan bir ¢calismada onbirbin yiiz
doksan bes denek kullanilmis. Yiiksek doz parasetamol alimindan hemen sonra, ilk 10
saatte verilen NAC tedavisinde %6,1, 10-14 saatleri saatleri arasindaki tedavide ise % 26.4

hepatotoksisite orant bulunmustur [65].



2.2.5.2. Aktif Komiir Uygulamasi

Uygulama parasetamol zehirlenmesinin ilk 4 saatinde yapilir ise etkin bir tedavi yontemi
olabilir. ilk 30 dk ile 2 saat igerisinde biyoyararlanimi ylksektir. 20 hasta tizerinde denenmis
olan, gastrik gavaj, ipeka surubu ve aktif komiir uygulamasi arasinda yapilan
karsilagtirmali bir ¢alismada aktif komiir uygulamasinin kandaki parasetamol seviyesini
onemli bir sekilde azalttigin1 gostermis olup digerlerinden daha etkili oldugu
gozlemlenmistir. Oral aktif komiir uygulamasi tek doz ve 1 gr/kg olacak sekilde

uygulanmaktadir [66].

2.2.5.3. Simetidin

Bir ¢alismaya gore Slattery ve arkadaslari parasetamol alimindan 8 saat sonra 300 mg
simetidin alinmasinin NAPQI olusmunda bir azalma meydana getirdigini ve bu nedenle
simetidin uygulamasinin, parasetamol alimindan hemen sonra kisa surede yapilmasinin
Onemini vurgulamiglardir. Yapilan bagka bir ¢alismada ise simetidinin ve NAC nin birlikte

alinmasinin hepatoprotektif 6zelligi artirtig1 gosterilmistir [67,68].

2.3. Oksidatif Stres

Oksidatif stres hiicre igerisindeki oksidan dengenin bozulmasi ile meydana gelir. Hiicre
icerisinde eger bu denge bozulursa serbest radikallerin diizeyi artar ve hiicre i¢i cesitli

molekiillere baglanarak oksidatif stresi meydana getirmektedir [69].

2.3.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dis orbitalinde bir veya birden fazla eslesmemis elektron bulunan kisa
Omdarld, kararsiz ve reaktif 6zellikleri olan molekdllerdir. Biyolojik sistemde bilinen en iyi
radikaller oksijen kaynakli siiperoksit, peroksit ve singlet oksijen olsa da gecis metal
iyonlart ve hidroksil gibi baska radikaller de bulunur. Serbest radikaller hiicrelerde

metabolik dengenin saglanmasi i¢cin devamli olarak sentezlenirler. Hiicrelerdeki serbest
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radikallerin yapisi ve etki ettigi yer farkli oldugundan dolayr hiicrenin farkli yerleri risk
altinda olur [70-72].

Serbest radikaller (¢ yolla meydana gelebilirler:

1- Bir molekiilii olusturan kovalent bagin kirilmasi sonucu yapisinda bulunan iki
elektrondan her birinin ayr1 pargada kalmasiyla gelir,

X:Y > Xe+Ye

2- Radikal olmayan bir molekiilden tek elektron kaybiyla gelir,

XY ->Xi+Y+

3- Radikal olmayan bir molekile tek elektronun ilavesiyle gelir,

X+e- — Xe-

Serbest radikaller viicutta stres durumuna bagli olarak ya da bagisiklik sisteminin viicutta
gelisen zararli etkilerle miicadele sirasinda kendiliginden olusabildigi gibi viriisler, sigara
dumani, agir metaller, giibre, kirlilik, baz1 kimyasal maddeler, radyasyon, enfeksiyon gibi

dis nedenlerle de olusabilmektedirler [71,72].

2.3.1.1. Suiperoksit radikali (O2 -)

Normal aerobik metabolizmanin bir iiriinii olan siiperoksit radikali molekiiler oksijenin
(O2) bir elektron alarak indirgenmesi sonucu olugmaktadir. Siiperoksit radikali ¢ok iyi ve
zayif bir oksitleyici molekiil olup reaktivitesi biiylik 6l¢lide olusturuldugu yerde bulunan

cevresel kosullara bagli olmaktadir [73].

2.3.1.2. Hidrojen peroksit (H2032)

Hidrojen peroksit, genellikle oOkaryotik hiicre peroksizomlarinda bir ka¢ oksidazin
katalizledigi reaksiyonda iki mol O2'nin indirgenmesi ile olusmaktadir (Farber, 1994).
Ayrica siiperoksit radikalinin bir elektron almasi ile olusan peroksitin iki proton ile (H+ )

ile birlesmesi sonucu olusmaktadir [74].
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2.3.1.3. Hidroksil radikali (OH-)

H202'nin oksijen baglar1 bir elektron eklenmesi ile koparilabilmektedir. H202 Fenton
reaksiyonu ile nispeten zararsiz olan hidroksit anyonuna ve oldukga reaktif hidroksil
radikaline dontismektedir [75, 76].
H-O-H — H- + OH- (Hidrojen
Radikali)

2.3.2. Antioksidan Sistemler

Antioksidanlar, oksitleyici zincir reaksiyonlarinin baslatilmasini veya ¢ogalmasini inhibe
ederek diger molekiillerin oksidasyonunu inhibe eden veya Onleyebilen bilesiklerdir [77].
Antioksidan defans sisteminin biyolojik sistemde oksidatif stresin olugsmasini baskilama ya
da olabilecek bir hasar1 6nleme gibi ¢esitli fonksiyonlara sahiptir. Antioksidanlar htcre igi
ve hiicre disinda bulundugu gibi membranlarda da fonksiyonu oldugu bilinmektedir [78].
Ornek olarak hiicre icinde katalaz, stiperoksit dismutazlar, glutatyon rediiktaz; hiicre
disinda alblimin, seruloplasmin, bilirubin, hemopeksin; membranda ise E vitamini,
karoten gosterilebilmektedir. Antioksidanlar endojen ve eksojen kaynakli olmak {izere iki
madde halinde incelenir. Endojen olarak gorev yapanlar ise enzim yapida olanlar ve
nonenzimatik antioksidanlar olmak tzere ikiye ayrilmaktadir. Enzim yapida olanlar ise :
stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz (CAT), glutatyon-S-
transferaz (GST), glutatyon rediktaz ve mitokondrial oksidaz sistemidir. Nonenzimatik
olanlar ise : bilirubin, albumin, drik asit, a-tokoferol, selenyum, askorbik asit,
seruloplazmin, transferrin, ferritin ve glutatyon gibi maddelerdir. Eksojen olarak da
allopurinol, folik asit, C vitamini, E vitamini, asetilsistein, mannitol, adenozin, kalsiyum
kanal blokerleri, non steroid antiinflamatuar ilaglar ve demir selatorleri
gosterilebilmektedir [79,80].

2.3.2.1. Antioksidan Enzim Sistemleri

Superoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon redox siklus enzimlerinden,
glutatyon peroksidaz (GSH-Px), GSH reduktaz, glukoz-6-fosfat dehidrojenaz, reaktif
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oksijen radikallerini daha az toksik {irlinlere donistiirebilen antioksidan enzim

sistemleridir.

2.3.2.1.1. Super Oksid Dismutaz (SOD)

Stiperoksit radikallerinin, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalize
etmektedir. Meydana gelen H202, eger az miktarda ise indirgenmis GSH-Px tarafindan
suya ve oksijene doniistiiriilerek, eger fazla miktarda ise de katalaz enzimi devreye girerek
ayni sekilde yok edilebilmektedir. Eger yok edilemezse viicuttaki demir ve bakir iyonlar

tarafindan hidroksil radikaline doniistiiriilmektedir.

2.3.2.1.2. Katalaz (CAT)

Katalaz enzimi peroksizomlarda yer alan ve yapisinda hem grubu iceren
hemoproteinlerdir. Bircok dokuda da baska gorevleri vardir. Karaciger ve bobrek CAT’1n
en fazla fonksiyonu oldugu organlardir. Katalaz hidrojen peroksiti, okside edici enzimler
ile birlikte suya doniistiirmektedir. Hidrojen peroksit seviyesinin artmasiyla birlikte katalaz
enziminin aktivitesinde artig goziikiir. Ortamdaki hidrojen peroksit (H202) konsantrasyonu
diistiigiinde ise hidrojen peroksiti substrat olarak kullanan GSH-Px gibi bagka antioksidan
enzimler etkilesim gostererek hidrojen peroksitin ortamdan uzaklastirilmasini saglarlar

[71,72,78].

2.3.2.2. Non enzimatik antioksidanlar

2.3.2.2.1. Malondialdehit (MDA)

Slperoksit radikali ve hidroksil radikali mitokondri, niikleus, sitoplazma ve endoplazmik
retikulum membranlarinda lipid peroksidasyonunu baslatmaktadir. Bu da membran
permeabilitesinin artisina sebep olmaktadir. Olusan LOOH, iltithap hiicrelerine karsi

kemotaktik olduklar1 i¢in bu hiicreleri dokuya dogru g¢ekerek inflamatuvar reaksiyonu
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olustururlar. LOOH’mn yikilmasma bagli ¢cogu biyolojik olarak aktif olabilen aldehitler
olusmaktadir. Ug veya daha fazla sayida cift baga sahip yag asitlerinin peroksidasyonu ile
malondialdehit (MDA) olusmaktadir., MDA kanda ve idrarda bulunup, lipid
peroksidasyonunun seviyesiyle korelasyon gostermektedir. Bu sebeple MDA diizeyi lipid

peroksit seviyelerinin gostergesi olarak kullanilabilir [81,82].

2.3.2.2.2. Glutatyon (GSH)

Indirgenmis glutatyon, hiicrelerde (8zellikle en ¢ok karacigerde) sistein, glisin, glutamik
asitten sentezlenen bir tripeptit olup reaktif oksijen radikallerini ya dogrudan ya da
enzimatik olarak yakalayabilmektedir. Enzimatik ve enzim dis1 antioksidan mekanizmalar
ise genellikle tek baslarina yalniz degil birbirleri ile etkilesim halinde bir arada calisir ve
dokular1 oksidatif hasardan korumayi hedefler. Hepatik hasar, renal hasar, kardiyak
hastaliklar, norodejeneratif hastaliklar, diyabet, pulmoner hastaliklar ve kanser gibi
hastaliklardan serbest oksijen radikalleri sebep tutulmaktadir [83,84]. GSH ve SOD’un
dokulardaki aktivitelerinin dlcuimleri, deneysel ¢alismalarda serbest oksijen radikallerine
bagli sebeple olusan oksidatif stresin yaptigi hasar1 ve tedaviye verilen cevabi

degerlendirmede belirteg olarak kullanilmaktadir [85,86].

2.3.2.2.3. Flavonoidler

Flavonoidler, meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunan bir grup polifenolik bilesiklerdir.
Flavonoidlerin antioksidan aktivitesi, oksidan inhibisyonu, demir selatlama ve serbest
radikal temizleme Ozelliklerinin bir kombinasyonundan kaynaklanmaktadir. BOyle olunca
da reaktif oksijen tiirleri ve organik hidroksiperoksitlerin olusumu Onlenir. Kilcal
damarlarin gegirgenligini ve kirilganligini aza indirerek vaskiiler hastaliklara karsi da

koruma saglarlar [87,88].
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2.3.2.3. Ekzojen antioksidanlar

Eksojen antioksidanlara curcumin, melatonin, ve flovonoid icerikli olan polen, CAPE,
propolis érnekleri verilebilir. Eksojen antioksidanlar; kanser tedavilerinde kemoterapi ve
radyoterapiden saglikli hiicreleri muhafaza etmek i¢in kullanilmaktadir. Disaridan alinan
antioksidanlar fizyolojik ve biyokimyasal olarak canlilarda olumlu tesirler olusturur.
Giliniimiizde terapdtik maddelerden dogal ari iiriinlerine Ornegin propolis, CAPE fazla
dikkat c¢ekmektedir. Ayrica ekzojenleri de vitamin, gida antioksidanlar1 olarak siraya
koymak mumkundur. Vitaminlerdeki ekzojenlere; vitamin E ve vitamin C sitokinler (TNF
ve IL-1) sayilabilmektedir. Gidalardaki ekzojenlere ise superoksit dismutaz Ornek
olabilmektedir [89].

2.4. Baz1 Eser Elementlerin Organizmadaki Fonksiyonlari

2.4.1. Magnezyum

Organizma icin gerekli ve muhim bir element olan magnezyum, vicudumuzda
sentezlenmedigi i¢in gidalarla disardan alinmaktadir. Magnezyumun organizmadaki yeterli
kaynaklarinin korunmasi besinler yoluyla saglandigindan dolay1 beslenmenin bu anlamda
rolu blydktir. Ortalama 70 kg agirlhigindaki bir kisi 20-28 g magnezyum bulundurmasi
lazimdir ve bunun viicuttaki dagiliminin ¢ok biiylik bir bolimi kemik, kas ve yumusak
dokuda, %1 gibi ¢cok az bir bolumi de ekstraselliiler sivida bulunur [90,91]. Magnezyum
klorofilde fonksiyonel bir element oldugundan dolay:1 6zellikle yesil yaprakli bitkilerde,
balik, badem, ceviz, taze fasiilye, pirasa, muz, domates gibi besinlerde bol miktarda
bulunur. Yapisinda oksalat ve filik asit ihtiva eden bazi besinler magnezyumla bag kurarak
emilimini zorlagtirirlar. Ayrica alkol ve ditiretik ilag alan kisilerde idrarla magnezyum
atilimi ¢ok fazla oldugu i¢in magnezyum eksikligi ortaya ¢ikmistir [91,92].

Magnezyum, 300°den fazla enzimin yapisinda kofaktor olarak bulunmakta ve organizmada
cok fazla gorevi bulunmaktadir. Elektrostatik birlesme 6zelligiyle oksijen ve nitrojen
atomlariyla reaksiyona girebilirmektedir. Hiicrelerin biiyliylip gelismesi ve yenilenmesi,

DNA transkripsiyonu, protein sentezi, hiicre membraninin elektriksel yapisini korumak ve
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gecirgenligini saglayabilmek, Na-K ATPaz aktivitesinde rol alir, kaslarin giliglenmesini
saglar, noronlar arasindaki noérotransmitter maddelerin salinimini saglar [93-96]. Onemli
gorevlere sahip magnezyumun eksikliginde (hipomagnezemi) ya da fazlalifinda
(hipermagnezemi) birtakim sorunlar ortaya ¢ikar.

Eksikliginde ortaya ¢ikan bazi durumlar: karin agrisi, kilo kaybi, bulanti-kusma, kramp,
titreme, sinirsel bozukluklar, alzheimer, haliisinasyon ve ¢ocuklarda biiylime yetersizligi
gibi durumlardir. Yapilan ¢alismalarda yaslanma ve bu siirede rastlanan bir¢ok hastaliga
etki eden iki 6nemli durumun magnezyum eksikligi ve oksidatif stres oldugu bildirilmistir.
Aralarindaki iligki tam olarak bilinmese de magnezyum eksikliginin oksidatif stresi
artirdigina rastlanlmigtir. Magnezyum miktar1 akciger kanserli vakalarda da kontrol
grubuna gore daha diisiik bulunmustur. Fazlalifinda ise de dehidratasyon, diisiik tansiyon,

koordinasyon bozuklugu, koma ve 6liim gibi ciddi problemler ortaya ¢ikabilmektedir [90-

92,96].

2.4.2. Bakar (Cu)

Viicudumuzda cesitli gérevlere sahip olan bakir elenmenti oksitlenmis (Cu+2) ve rediikte
(Cu+1) halde bulunabilir ve bdylelikle yapisinda bulundugu enzimlerin molekiiler oksijene
baglanmasini sebep olarak indirgenme-yukseltgenme reaksiyonlarinda rol alir [91,96,97].
Yetiskin bir kiside ortalama bakir seviyesi 100-150 g olmalidir. Viicudun degisik
yapilarinda yer alan bakir basta karaciger olmak iizere kalp, beyin, bobrekte ve daha diistik
seviyede kas ve kemikte bulunmaktadir. Fakat kas ve kemik viicudumuzun biiyiik bir
kisminda yer aldigindan bakirin yaklasik yarist bu dokularda yer alir. Giinliik diyetle
alinmas1 gerekli bakir dozu yaklasik 1,2 — 1,7 mg’dir ve bu alinmas1 gerekli miktar kuru
lizlim, findik, istiridye, nohut ve karaciger gibi besinlerden elde edilebilir. Daha sonra
bakir-albumin ya da bakir-histidin seklinde karacigere tasmip fazlasi yine karacigerde
depolanmaktadir [91,96,98,99]. Bakir, viicudumuzda bir kofaktdr olarak gorev goriir ve
sitokrom c oksidaz, tirozinaz, dopamin beta hidroksilaz, ve Cu-¢inko siiperoksid dismutaz
icinde olmak {iizere degisik Onemli enzimlerin yapisal ve katalitik aktiviteleri i¢in
gereklidir. Biyolojik sistemde bu enzimler biiylime, gelisme ve koruma saglamada
6nemlidirler [91, 97]. Yapilan bazi ¢aligmalarda bakirin antioksidan etki gosterdigi ve

hiicreleri serbest radikallerin zararli etkisiden korudugu iddia edilmis ama sistemi tam
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olarak aciklanamamistir. Bagka bir calismada da yiliksek bakir seviyesinin kanserin
ilerleme hizini artirdig bildirilmistir. Bakir demirle beraber kanda hemoglobin olustururlar
[98,100]. Bakir noronlar1 sarip koruyan miyelin kilifin olusumunda gorev alir. Ayrica bakir
derinin rengini koyulastirarak deriyi giinesin zararli 1sinlarindan koruyan melanin
pigmentinin olusumunu saglayan enzimle beraber calisir [70, 79]. Baska elementlerin
gorevlerini de etkileyen Cu elementinin eksikliginde ve fazlaliginda cesitli degisiklikler
meydana gelmistir. Eksiklikleri sonucunda; sitokrom c oksidaz eksikligine bagli sinir
sisteminde sinir impluslarinin iletilmesinde bozukluklar, kronik diyare, deride
pigmentasyon azalmasi, kemiklerde kirilmalar, malabsorbsiyon, kalp yetmezlikleri, gen
biiylime ve iremede sorunlar meydana gelebilir. Ayrica bakirin genetik olarak taginmasi ve
depolanmasi sebebiyle menkes sendromu meydana gelir [96,99,101-103]. Fazlaliginda ise
toksikasyona yol acabilmekte ve reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu arttirarak DNA ve
RNA gibi makromolekiillerin hasarina, membran lipidlerinin peroksidasyonuna ve
proteinlerin dogrudan oksidasyonuna sebep olmaktadir. Bakirin genetik bir sorun ile
karaciger ve beyinde fazla depo edilmesi sonucu Wilsons hastaligi meydana gelmektedir.
Fazla Cu karacigerde birikerek kandaki hemoglabin diizeyinde azalmasina neden olur

[91,102,103].

2.4.3. Cinko (Zn)

Biyolojik sistemlerde g¢inkonun en bilinen gorevlerinden biri enzimlerin yapisinda yer
alarak onlara islevsellik kazandirmasidir ve bunun ilk modelini 1940 yilinda karbonik
anhidraz enziminin yapisinda bulunmasi olmustur [90,104]. Cinko vicudumuzda en ¢ok
eritrositlerde olmak iizere karaciger, bobrek, kas, kemik, prostat ve pankreasta da
bulunmaktadir. Eritrositlerde ¢ok¢a bulunmasinin sebebi ise karbonik anhidrazin kanda
fazlaca bulunmasidir [104]. Ortalama 70 kg olan yetiskin bir kiside bulunmasi gereken
cinko miktar1 1,4-2,3 g olmalidir ve bunun i¢in diyetle alinmasi gerekli glinliik miktar da
15 mg kadar olmalidir ki bunu da ceviz, findik gibi kuruyemisler; mercimek, bezelye gibi
tahil {riinleri ve sebzelerde; et, yumurta, karaciger ve deniz iirlinleri gibi gidalardan
alabilirler [91,96]. Organizma gidalarla giinliik alinan ¢inkonun % 20-30’unu absorbe
edebilmektedir. Okside ve rediikte olmayan ¢inko organizmada +2 degerlikli olarak yer

almaktadir. Karaciger tarafindan sentezlenen metal baglayici protein (metallothionein)
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bagirsak mukozaninda c¢inkoyu baglayarak fazla emilimini 6nlemektedir [91]. Cinko
metalloenzimlerin kofaktorii olarak rol alsa da bagka 6nemli gorevleri de vardir. Bunlardan
bazilar1: gen ekspresyonunda, membran yapi1 ve fonksiyonunda, ikinci bir haberci olarak ve
molekiiler depolama sistemlerinde koruyucu/tetikleyici ajan olarak rol almadir.
Antioksidan defans sistemindeki gorevi ise siilfhidril gruplarin1 oksidasyona karsi
korumas1 ve redoks-aktif gecis metallerini (Fe, Cu) baskilayarak serbest radikallerin
zararina kars1 korumasidir. Yapilan ¢alismalarda ¢inkonun eksikliginde oksidatif hasarin
artt1g1; ROS {iretiminin artmasi, lipid oksidasyonunun gézlenmesi ve MDA seviyelerindeki
artigla gosterilmis [105]. Cinko eksikligi viicudun bir¢cok farkli bolgesinde hasar
olusumuna sebep olur ve bunlardan en ¢ok bilineni biiylime geriligi ve iskelet gelisiminde
gecikmedir. Daha sonra bunlar1 az ¢inko yetersizliginden asirtya dogru: oligospermi, asiri
kilo kaybi, istahsizlik, cocuklarda ve biiyiime c¢agindaki gencglerde gelisimini geg
tamamlama, yaralarin geg iyilesmesi, karanlik ortama alismada sorun yasama, bagisiklik
sisteminin zayiflamasi, ndropsikiyatrik sorunlar, tekrarlayan enfeksiyonlar takip etmektedir
[91,96,105].

Cinkonun tesir ettigi bir diger sistem; mutasyona ugramis, hasarli hiicrelerin lizisinden
sorumlu apoptosiz mekanizmasint oksidatif stresin etkisinden korumaktir. Kanser
olusumunun engellenmesinde ciddi rol oynayan P53 timor siipresor geninin de
oksidasyona ugramasini engeller. Apoptozis sirasinda Ca-Mg bagimli endonikleaz

enzimini inhibe ederek DNA yapisinin par¢calanmasini 6nlemektedir [106].

2.4.4. Selenyum (Se)

Selenyum serbest radikallerden sebepli hasarin 6nlenmesinde etkin gorev alan GSH-Px’in
yapisinda yer alarak organizma igin antioksidan Ozellik gosterir. Selenometiyonin ve
selenosistein olmak iizere iki formda goérev almaktadir. Bu bilesikler agir metallere
baglanarak onlarin viicuttan atilmasina destek olur. Selenometiyonin organizmada sentezi
olmadigindan digsardan gidalar aracilifiyla alinmaktadir. Besinlerle alinan seleyum seviyesi
eksik oldugunda viicut bu ihtiyacin1 selenometiyoninden saglamaktadir [90,96,107].
Selenosistein ise yapt bakimindan sistein aminoasitene benzer, aralarindaki fark ise
sisteinin yapisinda kiikiirt bulundururken selenosisteinin selenyum bulundurmasidir. Ancak

genetik bir sifreye sahip olmadigindan organizmada sifreleme islemi gerceklesmez.
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Selenyum vicudumuzu oksidatif stresin etkisinden koruyan glutatyon peroksidaz,
iyodotironin deiyodinaz, tiyoredoksin redlktaz gibi enzimlerin yapisinda yer alarak
organizmadaki elektron alis verisi ile redoks reaksiyonlarim1 gerceklestirmektedir, T4’lin
T3’¢ donlslimii, immiin fonksiyonlar1 arttirmasi, apoptosizi Onlemesi, hiicre
proliferasyonunu  baskilama gibi Onemli metabolik ve antioksidan savunma
mekanizmalarinda rol oynamaktadir [104,108,109]. Ayrica selenyum bazi kanser tiirlerine
kars1 protektif tesir gosterdigi, erkeklerde ilireme verimliligini yiikselttigi, astim olan
hastalarda inflamatuar olusumu inhibe ettigi gdzlenmis. Vitamin E ve selenyum arasinda
sitki bir bag oldugu ve hiicre membranlarin1 oksidatif hasara karsi koruduklari
bilinmektedir. Bu iki maddenin yoklugunda doku hasar1 ve benzer semptomlar ortaya
¢ikmig [101,104,102,110]. Organizmanin selenyum ihtiyaci daha g¢ok protein igerikli
besinler, deniz tirtinleri, sebzeler, et, karaciger, mantar ve sarimsak gibi ¢esitli hayvansal
ve bitkisel besinlerden karsilanmaya c¢alisilir [104,102]. Yetiskin birisinde ortalama 13-20
mg selenyum bulunmalidir ve bunun giinliik beslenme ile 0,87 pg/kg’lik kisminin alinmasi
gerekir [104]. Bircok enzimin aktivitesinde, metabolik olaylarda, immin sistemde ve
antikor savunma mekanizmasinin gidisatinda olmasi gerekli selenyum ve tiirevlerinin
eksikligi durumunda ciddi problemler ortaya ¢ikmaktadir. GSH-Px enziminin kofaktori
oldugundan selenyum eksikliginde GSH-Px enziminin ¢alismasinda bozulmalar meydana
gelebilir ve notrofillerde peroksit ve lipit hidroperoksitlerin toksik seviyede birikimine
sebep olabilir. Antioksidan savunma mekanizmasinda yer aldigindan eksikligi durumunda
viral ve mikrobiyal enfeksiyonlara kars1 korunmada yetersiz olma, antikor iiretimi ve
fagositik hiicre aktivitelerinde azalma meydana gelebilir. Erkeklerde testesteron sentezi ve
spermatozoalarmm gelisim ve sekillenmesini sagladiginda eksikligi durumunda bu
mekanizmalarda ve testislerde dejenerasyon oldugu bildirilmistir. Ayrica biliylime ve
gelismede aksamalar, kroner arter hastalifi, kas agris1 ve karaciger nekrozu gibi

durumlarda da selenyum eksikligi gézlenmistir [90,101,110,111].
2.4.5. Manganez (Mn)
Manganez bircok enzimin gorevi ve yapisal biitiinliigli i¢in ihtiya¢ bir eser elementtir.

Kofaktor olarak gorev yaptigi iki enzim: piruvat karboksilaz ve siiperoksit dismutazdir

(SOD). Siiperoksit dismutaz enziminin yapisinda yer alarak hiicreleri kimyasal maddelerin
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ve radyasyonun karsinojik tesirine karst muhafaza eder [96,98]. Degisik birgok dokuda
gorev alan manganezin dokulardaki miktart 12-20 mg’dir ve viicudun giinliik manganez
ihtiyac1 3-8 mg’dir. Hatta kalsiyum, fosfor, ve ferrik asit seviyesinin artmasi manganezin
emilimini azaltmaktadir. Manganez; toprak, su, avakado, ananas, yesil yaprakli sebzeler,
maden sulari, findik yumurta gibi yaygin ve g¢esitli lriinlerden elde edilebilmektedir
[91,98,103]. Manganezin organizmadaki gorevleri ise su sekilde siralanabilir: fetal
gelisiminde, proteinlerin birbirine doniisiimiinii saglayan arginaz, prolinaz, sistein gibi
enzimlerin yapisina katililar ve iskelet gelisiminde, kolesterol sentezinde, iire olusumunda,
piruvat metabolizmasinda, polisakkarit sentezinde gorev alirlar [91,102,103]. Ayrica
mitokondri, alyuvarlar ve endotelyal hicrelerini siiperoksit radikallerinin tahripkar
etkilerine kars1 korunmasina destek olur. Bu ylizden serum manganez konsantrasyonundaki
azalma hiicrelerin kanserojen olasiligini arttirabilir antioksidan hiicrelerin kanserojen
olasiligimi arttirabilir defans sistemini olumsuz etkiler [98]. Manganezin eksiliginde ortaya
cikabilecek diger durumlar ise: solunum sisteminde diizensizlikler, sinirsel bozukluklar,
kisirlik, kan pihtilasmasinda sikintilar, biiyiime geriligi, serum kolesterol seviyesinde
azalmalar goriilebilir. Fazla oldugunda ise bas agrisi, 6dem, halsizlik ve Parkinson hastaligi

gibi ¢esitli problemler ortaya ¢ikabilmektedir [91].

2.5. Kafeik Asit Fenetil Ester (CAPE)

1960’lardan sonra ilgi gormeye baslayan propolis, arilar i¢cin hem bir inga materyali hem de
savunma maddesidir. Bu maddeyi arilar kovandaki c¢atlak ve delikleri onarmak icin
kullanir [112]. Propolis; polifenoller onlarin esterleri olan organik ve inorganik ¢esitli
bilesikler igerir. Avrupanin farkli bolglerinden elde eldilen propolise yapilan kimyasal
analizler, aglikonlari, fenolik asitleri ve bunlarin esterlerinin varligini kanitlamistir. Bu
ornekler igerisinde 160 tan fazla bilesik tanimlanmistir. Bitkilerin farkli kisimlarindan
recineli materyalleri toplayan arilar bunu balmumuyla karistirarak propolis tretirler [113].
Uzun zamandir geleneksel tipta kullanilan CAPE propolisin aktif komponentidir ve
flavonoid benzeri bir bilesiktir.

CAPE’nin vazorelaksan [114], antienflamatuar [115] ve immunomodulatér [116] etkisi
aynt zamanda antikarsinojenik [117] ve antioksidan [118] 6zelligi bulunmaktadir.

CAPE’nin oksidatif stres nedeniyle olusan reaktif oksijen tiirlerinden dokular1 korugu,
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ayrica toksik yaralanma ve iskemi durumunda lipid peroksidasyonunu azalttig1
goriilmistiir [119]. Yapisinda bulunan hidroksil gurubu sayesinde antioksidan 6zellik
gosterir. Arastirmalarinda deney hayvani ve hicre Kiltlirli ¢calismalarinda intraperitoneal
uygulandiginda uygun kan konsantrasyonuna ulastigi gériilmiistiir [120]. Pankreas kanser
hlcrelerinin apoptozuna neden olurken, kalpte SR supurict etki ederek miyokardiyal
iskeminin apoptik etkisini onler [121,122]. Reperfiizyonun olustirdugu hasari ortadan

kaldirir ve savunma sitemini uyarir [123].

21



3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamlan Kimyasallar

* Kafeik Asit Fenil Ester (Sigma)

» Parasetemol (Doga ila¢ Hammadde Ltd. sirketi, Istanbul)

* N-asetil Sistein (600 mg tek tablet NAC (Mentopin, Hermesarzneimittel Gmbh, Minih-

Almanya)

3.1.2. Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar

Tablo 3.1. Kullanilan cihazlar

CIHAZLAR Model ve Firma

Spektrometre UV-mini-1240, UV-Vis Spectrophotometer, Shimod 24
Elisa Cihaz Thermo Scientific Multiskan FC program adi: Skanit RE 4.1)
Etuv Nuve ES 120

Homojenizator
Santrifij (Sogutmali)
Wash

Su Banyosu

Distile Su Cihaz
Vorteks

Hassas Terazi
pHmetre

Pipet seti

IKA T18 basic, Ultra Turrax

Nive NF 800R, Turkiye

Diagnostic Automation,inc

Niive NB 20

Direct-Qe 3UV Ultrapure (Type 1) Water
WiseMix VM-10 ;Wisd. Laboratory Instruments
Ohaus Proneer

OHAUS Starter3000

Eppendorf Research Plus
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Bu calismada Usak Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii, Bilimsel
Arastirma ve Teknolojik Arastirma Merkezi’nde bulunan, yukaridaki cihaz ve malzemeler

kullanilmustir.

3.1.3. Deney Hayvanlari

Bu calismada deney hayvanlarina yapilan miidahele Afyon Kocatepe Universitesi Deney
Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu tarafindan bildirilen kurallar dogrultusunda, USAK
HADYEK, 2017/02-02 no’lu karar ile etik kurulunun onayi ile yapildi. Hayvanlarin bakimi
AKU Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma Merkezinde, analizler ise Usak
Universitesi Bilimsel Arastirma ve Teknolojik Arastirma Merkezi Laboratuvarinda
gerceklestirildi.

Deneyde agirliklart 180-200 gram arasinda degisen 2-3 aylik Wistar Albino cinsi erkek rat
kullanildi. Toplam 36 adet rat, 12 saat karanlik 12 saat aydinlik olacak ve her bir kafeste 6
rat kalacak sekilde 6 guruba ayirildi. Calisma siiresince oda sicakliginda(22-24 °C) tutuldu
ve doyana kadar su (ad libitum) ve yem (Yem Kurumu, Standart rat yemi) verildi. Ayrica
stresten olumsuz etkilenmemeleri igin arastirmadan 1 hafta 6nceden laboratuvar gdzlem

altina alinan ratlarin deney ortamina adapte olmalar1 saglanmistir.

3.2. Metot

3.2.1. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Deneyde hayvanlar rastgele segilmis olup, 1 kontrol grubu ve 5 deney gurubu olmak {izere

6 gruba ayrilmistir. Her bir grupta 6 adet olmak {izere toplam 36 adet rat kullanilmistir.

Grup 1: Kontrol grubu (n=6) : Calisma siiresince standart yemle beslenmis ratlardan

olusmusur. 2 ml PBS (%1°lik CMC igeren), gavaj ile oral yoldan verildi.

Grup 2: Parasetamol grubu (n=6): 2 g/kg dozunda, 2 ml parasetamol ¢0zeltisi gavaj ile

oral yoldan verildi.
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Grup 3: Parasetamol + CAPE (n=6) : 2 g/kg oral parasetemol uygulamasi sonrasinda, 10
pmol/kg CAPE intraperitoneal uygulamasi yapildi.

Grup 4: Parasetamol + NAC (n=6) : Parasetamol 2 g/kg + NAC (140 mg/kg) grubu. 140
mg/kg N-AsetilSistein gavaj ile oral yoldan verildikten 1 saat sonra 2 g/kg dozunda, 2 ml

parasetamol uygulamasi yapildi. 12 saat sonra NAC uygulamasi bir kere daha yapildi.

Grup 5: CAPE (n=6) : Tek basina 10 umol/kg CAPE etanolle ¢6zdrillp intraperitoneal
uygulamasi yapildi.

Grup 6: Etanol grubu (n=6) : %40°lik 1ml/kg etanol intraperitoneal uygulandi.

Calismamizda deneysel hepatoksisitenin olusturulmasi igin klinikte kullanilan N-asetil
sistein  (NAC), parasetamol zehirlenmelerinde kullanilan tek ilagtir. Calismada,
parasetamoliin rat basina 2g/kg dozu 2ml’ye denk gelecek sekilde Phosphate buffer
saline’nin (PBS) %1°lik Karboksi Metil Selilloz (CMC) ¢ozeltisinde siispanse edilerek
hazirlanmistir. Hazirlanan siispansiyon gastrik sonda yardimiyla oral yoldan uygulanmistir.

Calismada kullanilan parasetamol dozlari, ilgili literatiire gore belirlendi [124,125].

Parasetamol uygulanmasindan 4 saat sonra tim gruplardaki ratlara deney sonuna kadar

yeteri kadar su ve yem verildi.

NAC uygulamasi ise ¢alisma i¢in %0,9°luk NaCl ¢ozeltisinde hazirlanan 600mg tek tablet
NAC (Mentopin, Hermesarzneimittel Gmbh, Minih-Almanya) gavaj yoluyla oral yoldan

verildi. NAC uygulamasi parasetamol verildikten 1 saat ve 12 saat sonra tekrarlandi.

Tablo 3.2. Deney Plani

Gruplar | Hayvan Sayisi Uygulama Doz
I 6 Kontrol 2ml PBS
I 6 PARA 2 g/kg
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Tablo 3.2. Devam Deney Plani

i 6 PARA+CAPE 2 gr/kg
v 6 PARA+NAC 2 gr/kg
Vv 6 CAPE 2 g9/kg+140 mg/kg(2 doz)
VI 6 Etanol 1ml/kg

PARA: Parasetamol, NAC: N-Asetil Sistein, CAPE: Kafeik Asit Fenetil Ester

Calismanin Sonlandirilmasi;

Parasetamol uygulamasini takiben 1 saat sonra ratlarin yeme igmesine izin verildi ve 24
saat bekledikten sonra hayvanlar sakrifiye edildi. Ketamin (65 mg/kg, i.p) - ksilazin (7
mg/kg, i.p) anestezi altinda kalplerinden kan 6rnekleri alindi. Ayni zamanda tiim gruplarin
bobrekleri hizla g¢ikarilarak biyokimyasal analizler i¢in -80 °C’de analiz giliniine kadar

saklandi.

3.2.2. Serumda Yapilan Analizler

3.2.2.1. BUN Kreatinin 6lcima i¢in serumun elde edilmesi:

Ratlardan alinan kan 6rnekleri kanlar antikoglukansiz tiiplere alindi ve 4000 rpm’de 10
dakika +4 °C’de santrifiij edildi. Ornekler 6nceden numaralandirilmis tiiplere alindi ve
hizmet alimi ile Usak Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde “Abbott Architect ci4100”

marka otoanalizor ile  BUN ve Kreatinin diizeyleri otomatik olarak 6l¢aldu.

3.2.3. Bobrek Dokusunda Yapilan Analizler

Potasyum fosfat tamponu:

25



8,0gr NaCl (sodyum Kloriir) h

0,2gr KCL (potasyum klortir) distile su ile 1000ml e tamamlanir. (Ph 7,4)

>

1,15gr disodyumbhidrojen fosfat

0,2gr potasyum hidrojen fosfat )

Analiz zamanina kadar -80 °C’de saklanan bobrek dokulari deneyden bir saat 6ncesinde
oda sicakliginda ¢oziildii. Once hassas terazi ile tartilan ve agirliklar1 0,3-0,5 gr arasinda
olacak sekilde ayarlanan dokular sonra ultra turrax doku homojenizatori ile her 6rnek igin 5
ml pH 7,4 olan fosfat tamponu eklenerek homojenize edildi. Homojenize edilen doku 6rnekleri
cam tliplere alinarak uygun sekilde numaralandirildiktan sonra, Niive NF 800R sogutmali
santriijde +4 °C 4000 prm de 10 dakika santriftj edildi. Siipernatat kism1 numaralandirilmig

ayr1 tiiplere calisilmak tizere alindu.

3.2.3.1 Eser Element ( Mg, Cu, Mn, Zn, , Se) Duzeylerinin Belirlenmesi

Usak Universitesi Bilimsel Analiz ve Teknolojik Uygulama ve Arastirma Merkezi'nde
hizmet alimi ile yapilan bu analizde Indiiktif Olarak Eslestirilmis Plazma-Kiitle
Spektrometresi (ICP-MS) (Neslab Thermoflex 2500, Thermoscientific) kullanilmistir. 1 ml
numune + 9 ml % 3’lik HNO3 (nitrik asit) ile seyreltme islemi yapildi. Daha sonra 4000
rpm’de 10 dk +4 °C santrifiij yapildiktan sonra Ustte kalan kisim filtrelendi ve nitrik asit
cozeltisi ile numunelerdeki organik maddeler uzaklastirildi. Cihaza 0,01 ppm, 0,05 ppm, 0,1
ppm, 0,5 ppm, 1 ppm ve 5 ppm seklinde standartlarin verisi girildikten sonra 6nce kalibre

edildi sonrada numuneler cihaza verildi. Sonuglar ppm cinsinden ifade edilmistir.

3.2.3.2. SOD (Superoksit dismutaz) Analizi

SOD (Stiperoksit dismutaz) analizinde SunRed Biotechnology Company lot no: 201802 kit
kullanilmistir. Klorometrik olarak 6l¢tilmiistiir.

Kit prosediiriine gore standartlar 64ng/ml’den baslayip sirasiyla 32ng/ml, 16ng/ml, 8ng/ml,
4ng/ml seklinde seyreltildi. Plate’e Once blank ve standartlar sonra siradaki kuyucuktan
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itibaren 40ul numuneler koyuldu. Uzerilerine 10 pl Biotin-SOD antibody ve blank dahil
tim kuyucuklara 50ul Streptavidin-HRP koyuldu. Plate’in tizeri kapatildi ve 60 dakika
37°C’de bekletildi. Sonra plate, mikroplate yikayici ile 5 defa yikandi ve tim kuyucuklara
50ul kromojen A ve 50ul kromojen B koyuldu. Plate 37°C’de 10 dakika daha bekletildi ve
her kuyucuga 50 ul stop solution eklendi. Stop solution eklendikten 10 dakika sonra
ELISA cihaz1 kullanilarak 6rnekler 450nm’de okutuldu ve sonuclar ng/ml biriminde

verildi.

3.2.3.3. CAT (Katalaz) Analizi

Cat (katalaz) analizinde SunRed Biotechnology Company lot no: 201802 kit kullanilmigtir.
Klorometrik olarak dl¢tilmiistiir.

Kit prosediiriine gore standartlar 160ng/ml’den baslayip sirasiyla 80ng/ml, 40ng/ml,
20ng/ml, 10ng/ml seklinde seyreltildi. Plate’e Oonce blank ve standartlar sonra siradaki
kuyucuktan itibaren 40ul numuneler koyuldu. Uzerilerine 10 pl Biotin-CAT antibody ve
blank dahil tim kuyucuklara 50pl Streptavidin-HRP koyuldu. Plate’in tizeri kapatildi ve 60
dakika 37°C’de bekletildi. Sonra plate, mikroplate yikayici ile 5 defa yikandi ve tim
kuyucuklara 50ul kromojen A ve 50ul kromojen B koyuldu. Plate 37°C’de 10 dakika daha
bekletildi ve her kuyucuga 50 pl stop solution eklendi. Stop solution eklendikten 10 dakika
sonra ELISA cihazi kullanilarak 6rnekler 450nm’de okutuldu ve sonuglar ng/ml biriminde

verildi.

3.2.3.4. GSH (Glutatyon) Analizi

GSH analizinde (Glutatyon) SunRed Biotechnology Company lot no: 201802 kit
kullanilmistir. Klorometrik olarak dl¢tilmiistiir.

Kit prosediiriine gore standartlar 120ng/ml’den baslayip sirasiyla 60ng/ml, 30ng/ml,
15ng/ml, 7,5ng/ml seklinde seyreltildi. Plate’e 6nce blank ve standartlar sonra siradaki
kuyucuktan itibaren 40ul numuneler koyuldu. Uzerilerine 10 pl Biotin-GSH antibody ve
blank dahil tim kuyucuklara 50pl Streptavidin-HRP koyuldu. Plate’in Uzeri kapatildi ve 60
dakika 37°C’de bekletildi. Sonra plate, mikroplate yikayici ile 5 defa yikandi ve tum
kuyucuklara 50ul kromojen A ve 50ul kromojen B koyuldu. Plate 37°C’de 10 dakika daha
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bekletildi ve her kuyucuga 50 ul stop solution eklendi. Stop solution eklendikten 10 dakika
sonra ELISA cihazi kullanilarak 6rnekler 450nm’de okutuldu ve sonuglar ng/ml biriminde

verildi.

3.2.3.5. TAS (Total Antioksidan Seviye) Analizi

Total antioksidan seviye analizinde Rel Assay Diagnostics; lot no: DR16069A Kiti
kullanildi. Kitteki prosediiriine gore ayiraglar :

Reaktif 1: 75 mM Clark tamponunda (pH: 1.8) 10 mM o-dianisidine dihydrochloride ve 45
uM amonyum ferroz stilfat ¢oziilerek hazirlandi.

Reaktif 2: Clark tamponu (Ph: 1.8) icerisinde 7,5 mM H202 ¢6zdiiriilerek hazirlandi.

240 nm‘de spektrofotometrik olarak End-Point 6l¢iim yapildi. Olgiim Trolox ile kalibre
edildi ve sonuglart mmol Trolox ekivalent/L olarak ifade edildi.

Hesaplama: A2 — A1 = Aabsorbans (standart veya numune)

[(Aabsorbans H20)—(Aabsorbans numune)]
[(Aabsorbans H20)—(Aabsorbans standart)]

Sonug =

Birimler = mmol/L

3.2.3.6. TOS (Total Oksidan Seviye) Analizi

Total antioksidan seviye analizinde Rel Assay Diagnostics; lot no: DR160800 Kiti
kullanildi. Kitteki proseduriine gore ayiraglar:

Reaktif 1. 140 mM NaCl c¢ozeltisi icerisinde 25 mM H2SO04 c¢ozulerek temel eriyik
hazirlanda.

temel eriyikte 6énce % 10 oraninda glycerol ¢6zdiiriildii. Bundan sonra 250 uM xylenol
orange coziilerek hazirland.

Reaktif 2: Temel eriyik igerisinde baslangigta 10 mM o-dianisidine dihydrochloride
¢cozdurulip sonra 5 mM amonyum ferr6z siilfat ¢oziiliip hazirlandi.

560 nm‘de spektrofotometrik olarak End-Point &lgiim yapildi. Olgim hidrojen peroksit ile
kalibre edildi ve sonuglar pumol H202 ekivalent/L olarak ifade edildi.
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Hesaplama: A2 — A1 = Aabsorbans (standart veya numune)

Aabsorbans (numune) *

Sonug =

Aabsorbans (standart)

*Standart konsantrasyonu

3.2.3.7. Malondialdehit (MDA) Analizi

Tiyobarbitiirik asit (TBA) yiiksek sicaklikta MDA ile reaksiyona girer ve ortaya rengi
pembe kromojen ¢ikar. Olusan pembe renk konsantrasyonu spektrofotome ile 532 nm’de
okunur. Degerler nmol/mg protein olarak verilir.

Kullanilan reaktifler: Sodyum dodesil sulfat (%8,1), Asetik asit (%20, pH 3,5),
Tiyobarbitlirik asit (TBA, %0,8), Distile su, 1,1,3,3-tetractoksipropan Onceden
numaralandirilmig tiiplere santrifiij edilen 6rneklerin siipernatantlar1 200 pl olacak sekilde
aktarildi. Daha sonra tiiplere, 100 pl sodyum dedosil siilfat, 750 ul asetik asit, 300 pl
Tiyobarbitiirik asit (TBA) ve 300 pl distile su eklenip 90 dakika 95 oC’de su banyosu
yapildi. Daha sonra sogumaya birakilan tiipler soguduktan sonra 500 pl distile su ve 1500
ul n-butanol eklenip ve 4000 devirde 10 dakika santrifiij edildi. Spektrofotometrede,

orneklerden alinan ler ml siipernatant 523 nm’de okutuldu.

3.2.3.8. 8-OHAG (8-hidroksi-2'- deoksiguanozin) Analizi

8-0HdG (8-hidroksi-2'- deoksiguanozin) analizinde SunRed Biotechnology Company: lot
no: 201709 kit kullanilmistir. Klorometrik olarak 6l¢tilmiistiir.

DNA o6rneklerden DNA Ekstraksiyon kiti ile ¢ikarildiktan sonra ekstre edilen DNA suda
1-5 mg / mL'de ¢Ozuldi. Numune 5 dakika boyunca 95°C'de inkiibe edip hizlica buz
tizerinde sogutmak suretiyle DNA numunesini tek iplikli DNA'ya dondstiirtildi. DNA 5-
20 Unite nukleaz P1 ile 2 saat boyunca 37 °C'de 20 mM Sodyum Asetat, pH 5.2'de inkiibe
edilmesiyle ve 100 mM Tris, pH 7.5'te 37 ° C'de 1 saat 5-10 Unite alkalin fosfataz

muamelesi ile nlkleozidlere denatiire edildi. Reaksiyon karisimi 5 dakika 6000 g'de
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santrifiijlendi ve supernatant 8-OHdG tahlili i¢in kullanildi. Sonuglar ng/ml biriminde

verildi.

3.2.3.9.Histopatolojik Analizler

Histopatolojik incelemeler igin bobreklerden alinan doku 6rnekleri % 10’luk tamponlu
formalin soliisyonunda tespit edilmistir. Formalin tespitindeki doku oOrnekleri 2-3 mm
kalinlikta ve uygun biiytikliiklerde kiiciiltiilerek doku takip kasetlerine alinmistir. Cesme
suyunda bir gece yikandiktan sonra 50, 70, 80, 96’lik ve absoliit alkol ile ksilol, ksilolli
parafin ve 56-58 °C’de erimis parafinde 2’ser saat tutulmus ve sonra da parafinde
bloklanmistir. Her parafin bloktan mikrotom (Leica, RM 2245) ile 5 mikron kalinliginda
kesilen ornekler su banyosu (Leica, HI 1210) araciligiyla lamlara alinmistir. On dakika
etlivde kurutularak (Thermo, OGH 60) histopatolojik yontemlerde kullanilmak iizere hazir
hale getirilmistir. Tim kesitler absoliit, 96, 80, 70 ve 50’lik alkol serileri ile ksilol
serilerinden gegirilerek hematoksilen-eosin (HE) ile metoduna gére boyanmuistir. (Luna,
1968). Boyamalar1 yapilan preparatlar, binokuler baslikli 151k mikroskobunda (Nikon
Eclipse Ci, Tokyo, Japan) incelenmistir. Gerekli goriilen preparatlardan mikroskobik

resimler ¢ekilmistir. (Nikon DS Fi 3, microscopic digital camera systems, Tokyo, Japan).

3.2.4. istatistiksel Analizler

Deneyde elde edilen verilerin istatistiksel analizinde IBM SPSS Statistics 18.0 bilgisayar
programi kullanildi. Sonuglar ortalama * standart sapma (OrtxSD) olarak ifade edildi.
Gruplarin kendi i¢inde ve gruplar arasi test edildi. Gruplar aras1 farkliligi bulmak igin tek
yonlu varyans analizi (One-way ANOVA) testinde post-hoc testlerinden Duncan teknigi

kullanilarak yapildi. p<0.05 degeri istatistiksel agidan anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

24 saatlik ¢alisma sonunda ratlardan elde edilen bébrek doku érneklerinden; histopatoloji,
total oksidan durum (TOS), total antioksidan durum (TAS), dlzeyleri, MDA, SOD, GSH,
CAT, 8-HdG doku 6rnek incelemeleri, serum BUN ve Kreatinin analizleri yapilmistir.

Gruplar kendi aralarinda ayn1 zamanda kontrol grubuyla karsilastirilmstir.

4.1. BUN Sonuglari

Ratlardan elde edilen serum BUN (kan (re azotu) degerlerine gore; parasetamol gurubunun
BUN degeri, kontrol, parasetamol+CAPE, Parasetamol+NAC, CAPE, Etanol guruplarina
gore anlamli  olarak  yiiksek (P<0,05) bulunmustur. Parasetamol+NAC ve
Parasetamol+CAPE gurubunun BUN degeri Parasetamol gurubuna goére anlamli olarak
diisiik iken kontrol, CAPE ve etanol grubuna gore anlamli olarak yiiksek oldugu
goriilmiistiir (P<0,05). Ayrica kontrol, CAPE ve Etanol gruplar1 arasinda anlamli bir fark

bulunamamastir.

Tablo 4.1. BUN degerleri

Grup BUN
(ul/L)

Kontrol 13.33+2,8°
Parasetamol 30,52+2,07%
Parasetamol+CAPE 18,83+2,78P
Parasetamol+NAC 17,5+2,66°
CAPE 14,33+1,36°
Etanol 14,51+1,04°
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a,b,c: Aym siitiinda farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farkliliklar 6nemlidir (P<0,05). BUN: Kan (re
azotu, PARA: Parasetamol, NAC: N-asetil sistein, CAPE: Kafeik asit fenetil ester.

4.2. Kreatinin Sonuclari

Ratlardan elde edilen Kreatinin degerlerine gore; parasetamol gurubunun Kreatinin degeri,
kontrol, parasetamol+CAPE, Parasetamol+NAC, CAPE, Etanol guruplarina gére anlamli
olarak yiiksek bulunmustur. Parasetamol+CAPE gurubunun Kreatinin degeri Parasetamol
grubuna gore anlamli olarak diisiik iken kontrol, Parasetamol+NAC, CAPE ve etanol
grubuna goére anlamli olarak yiiksek oldugu gorilmistir (P<0,05). Ayrica kontrol,

Parasetamol+NAC, Cape ve Etanol gruplari arasinda anlamli bir fark bulunamamustir.

Tablo 4.2. Kreatinin degerleri

Grup CREA
(ul/L)
Kontrol 0,25+0,08°
Parasetamol 0,51+0,08?
Parasetamol+CAPE 0,33+0,22°
Parasetamol+NAC 0,29+0,09°
CAPE 0,29+0,08°
Etanol 0,29+0,14°

a,b,c,d: Ayni siitiinda farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farkliliklar 6nemlidir (P<0,05). PARA:

Parasetamol, NAC: N-asetil sistein, CAPE: Kafeik asit fenetil ester.

4.3. SOD Sonuglar:

Ratlardan elde edilen SOD degerlerine gore; parasetamol gurubunun SOD degeri, kontrol,

parasetamol+CAPE, Parasetamol+NAC, CAPE, Etanol guruplarina gore anlamli olarak
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diisiik (P<0,05) bulunmustur. Parasetamol+CAPE gurubunun SOD degeri Parasetamol
gurubuna gore anlamli olarak yiiksek iken, kontrol, Parasetamol+NAC, CAPE ve etanol
grubuna gore anlamli olarak diisiik oldugu gorilmistir (P<0,05). Ayrica kontrol,

Parasetamol+NAC, CAPE ve Etanol gruplari arasinda anlamli bir fark bulunamamustir.

Tablo 4.3. SOD degerleri

Grup SOD
(ng/ml)

Kontrol 1,05+0,5%
Parasetamol 0,03+0,01°
Parasetamol+CAPE 1,02+0,122
Parasetamol+NAC 1,06+0,04%
CAPE 1,060,042
Etanol 1,05+0,04%

a,b,c: Aym siitiinda farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farkliliklar 6nemlidir (P<0,05). SOD: Siiperoksit
dismutaz, PARA: Parasetamol, NAC: N-asetil sistein, CAPE: Kafeik asit fenetil ester.

4.4. CAT Sonuglari

Ratlardan elde edilen CAT degerlerine gore; parasetamol gurubunun CAT degeri, kontrol,
parasetamol+CAPE, Parasetamol+NAC, CAPE, Etanol guruplarina gére anlamli olarak
diisiik (P<0,05) bulunmustur. Parasetamol+CAPE gurubunun CAT degeri Parasetamol
gurubuna gore anlamli olarak diisiik kontrol, Parasetamol+NAC, CAPE ve etanol grubuna
gore anlamli olarak yiiksek oldugu gorilmistir (P<0,05). Ayrica kontrol,

Parasetamol+NAC, CAPE ve Etanol gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunamamustir.
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Tablo 4.4. CAT degerleri

Grup CAT
(ng/ml)

Kontrol 1,81+0,172
Parasetamol 0,41+0,25°
Parasetamol+CAPE 1,8+0,15%
Parasetamol+NAC 2,04+0,34%
CAPE 1,83+0,19°
Etanol 1,78+0,052

a,b,c: Aym siitiinda farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farkliliklar 6nemlidir (P<0,05). CAT: Katalaz,
PARA: Parasetamol, NAC: N-asetil sistein, CAPE: Kafeik asit fenetil ester.

4.5. GSH Sonuglari

Ratlardan elde edilen GSH degerlerine gore; parasetamol gurubunun GSH degeri, kontrol,
parasetamol+CAPE, Parasetamol+NAC, CAPE, Etanol guruplarina gére anlamli olarak
diisiik (P<0,05) bulunmustur. Ayrica kontrol, Parasetamol+CAPE, Parasetamol+NAC,

Cape ve Etanol gruplari arasinda anlamli bir fark bulunamamastir.

Tablo 4.5. GSH degerleri

Grup GSH
(nmol/ml)
Kontrol 2,91+0,182
Parasetamol 0,53+0,17°
Parasetamol+CAPE 1,940,142
Parasetamol+NAC 2,02+0,222
CAPE 2,740,142
Etanol 2,02+0,042

a,b,c: Aym siitlinda farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farkliliklar 6nemlidir (P<0,05). GSH: Glutatyon,
PARA: Parasetamol, NAC: N-asetil sistein, CAPE: Kafeik asit fenetil ester.
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4.6. TAS Sonuclar

Ratlardan elde edilen TAS degerlerine gore; parasetamol gurubunun TAS degeri, kontrol,
parasetamol+CAPE, Parasetamol+NAC, CAPE, Etanol guruplarina gore anlamli olarak
diisiik (P<0,05) bulunmustur. Parasetamol+CAPE ve Parasetamol+NAC gurubunun TAS
degeri Parasetamol gurubuna gore anlamli olarak diisiik iken kontrol, CAPE ve etanol
grubuna goére anlaml olarak yiiksek oldugu goriilmiistiir (P<0,05). Ayrica kontrol, CAPE

ve Etanol gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunamamustir.

Tablo 4.6. TAS degerleri

Grup TAS
(mmol Trolox Equivalent/L)

Kontrol 0,13+0,012

Parasetamol 0,08+0,009¢
Parasetamol+CAPE 0,11+0,01°
Parasetamol+NAC 0,10+0,007°

CAPE 0,12+0,04%

Etanol 0,12+0,022°

a,b,c: Aym siitiinda farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farkliliklar 6nemlidir (P<0,05). TAS: Total
antioksidan seviyesi, PARA: Parasetamol, NAC: N-asetil sistein, CAPE: Kafeik asit fenetil ester.

4.7. TOS Sonuclar

Ratlardan elde edilen TOS degerlerine gore; parasetamol gurubunun TOS degeri, kontrol,
parasetamol+CAPE, Parasetamol+NAC, CAPE, Etanol guruplarina gére anlamli olarak
yuksek (P<0,05) bulunmustur. Parasetamol+CAPE ve Parasetamol+NAC gurubunun TOS
degeri Parasetamol gurubuna gére anlamli olarak diisiik kontrol, CAPE ve etanol grubuna
gore anlamli olarak yiiksek oldugu gorilmistir (P<0,05). Ayrica kontrol,

Parasetamol+NAC, CAPE ve Etanol gruplari arasinda anlamli bir fark bulunamamastir.
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Tablo 4.7. TOS degerleri

Grup TOS

(umol H20, Equivalent/L)
Kontrol 0,08+0,01°
Parasetamol 0,16+0,01°
Parasetamol+CAPE 0,06+0,011°
Parasetamol+NAC 0,06+0,01°
CAPE 0,071+0,01b¢
Etanol 0,075+0,01°¢

a,b,c: Aym siitinda farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farkliliklar 6nemlidir (P<0,05). TOS: Toal oksidan
seviyesi, PARA: Parasetamol, NAC: N-asetil sistein, CAPE: Kafeik asit fenetil ester.

4.8. MDA Sonuclari

Ratlardan elde edilen MDA degerlerine gore; parasetamol gurubunun MDA degeri,
kontrol, parasetamol+CAPE, Parasetamol+NAC, CAPE, Etanol guruplarina gére anlamli
olarak yiiksek (P<0,05) bulunmustur. Parasetamol+CAPE ve Parasetamol+NAC
gurubunun MDA degeri Parasetamol gurubuna gore anlamli olarak diisiik kontrol, CAPE
ve etanol grubuna gore anlamli olarak yiiksek oldugu goriilmiistir (P<0,05). Ayrica
kontrol, parasetamol+CAPE, Parasetamol+NAC, CAPE ve Etanol gruplar1 arasinda

anlamli bir fark bulunamamuistr.

Tablo 4.8. MDA degerleri

Grup MDA
(nmol/mg protein)

Kontrol 0,13+0,17°¢
Parasetamol 1,42+0,62
Parasetamol+CAPE 0,17+0,01°¢
Parasetamol+NAC 0,20+0,02°

CAPE 0,13+£0,02°

Etanol 0,15+0,01°

a,b,c: Aym siitlinda farkl: harf tagiyan gruplar arasindaki farkliliklar 6nemlidir (P<0,05). MDA:
Malondialdehit, PARA: Parasetamol, NAC: N-asetil sistein, CAPE: Kafeik asit fenetil ester.
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4.9. 8-OHdG Sonuclari

Ratlardan elde edilen 8-OHdG degerlerine gore; parasetamol ve Parasetamol+NAC
gurubunun 8-OHAG degeri, kontrol, parasetamol+CAPE, CAPE, Etanol guruplarina gore
anlamli olarak yiiksek (P<0,05) bulunmustur. Parasetamol ve parasetamol+NAC gurubu
arasinda anlamli bir fark bulunamamuistir. Etanol gurubunun 8-OHdG degeri Parasetamol
ve parasetamol+NAC gurubuna gore anlamli olarak diisiik kontrol, CAPE ve etanol
grubuna gore anlamli olarak yiliksek oldugu gorilmiistir (P<0,05). Ayrica kontrol,

Parasetamol+CAPE, CAPE ve Etanol gruplari arasinda anlamli bir fark bulunamamustir.

Tablo 4.9. 8-OHdG degerleri

Grup 8-OHdG
(ng/ml)

Kontrol 1,24+0,02°
Parasetamol 1,56+0,042
Parasetamol+CAPE 1,33+0,06°
Parasetamol+NAC 1,52+0,05°
CAPE 1,22+0,10P
Etanol 0,99+0,29°

a,b,c: Aym siitiinda farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farkliliklar énemlidir (P<0,05).8-OHdG: 8-hidroksi-
2'- deoksiguanozin, PARA: Parasetamol, NAC: N-asetil sistein, CAPE: Kafeik asit fenetil ester.

4.10. Eser Element Sonuclar1 (Mg, Cu, Zn, Se, Mn)

Ratlardan elde edilen eser element (Mg, Cu, Zn, Se, Mn) degerlerine gore; parasetamol
grubunun eser element degerleri (Mg, Cu, Zn, Se, Mn), kontrol, parasetamol+CAPE,
Parasetamol+NAC, CAPE, Etanol guruplarina gére anlamli olarak disiik (P<0,05)
bulunmustur. Ayrica parasetamol+CAPE ile parasetamol+NAC gruplarinin Zn, Se, Mn

element diizeyleri arasinda anlamli bir fark (P<0,05) bulunamamustir.
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Tablo 4.10. Doku eser element (Mg,Cu, Zn, Se, Mn) degerleri. Ayn siitundaki farkli harfler birbirlerinden

istatistiksel olarak anlamlidir P<0,05 anlamli kabul edilmistir.

Grup Mg Cu Zn Se Mn
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
Kontrol 19,575,152 | 0,52+0,05% | 1,97+0,45% | 0,81+0,11%" | 0,19+0,112
Parasetamol 11,72+1,81¢ | 0,32+0,02° | 0,80+0,04° | 0,42+0,44¢ | 0,08+0,06°
Parasetamol+CAPE | 15,30+1,47° | 0,33+0,03° | 1,77+0,40% | 0,71+0,05° | 0,12+0,11°
Parasetamol+NAC | 19,17+3,78% | 0,51+0,05% | 2,10+0,51? | 0,76+0,112P | 0,13+0,11°
CAPE 18,75+1,713° | 0,53+0,53% | 2,07+0,24? | 0,85+0,12% | 0,14+0,10°
Etanol 18,8+2,18% | 0,49+0,242 | 2,09+0,10? | 0,82+0,05%" | 0,19+0,112

4.11. Histopatolojik Sonuglar

Saglikli gruba ait kesitlerde bobrege ait yapilar normal olarak degerlendirilirken,
parasetamol grubunda bu yapilarda dejenerasyonlar gozlemlendi. Bunlar; tubulus
epitelyum hicrelerinde vakuoler dejeneratif degisiklikler ve tubulus liimeninde dokiilmiis
epitel hicreleri izlendi. Parasetamol+NAC uygulanan guruba bakildiginda, tubulus epitel
hlcrelerinde vakuoler dejeneratif degisiklikler goriildii. Parasetamol+CAPE uygulanan
bobrek
parasetamol+NAC grubuna gore az miktarda histopatolojik degisiklik goriildii. CAPE ve

gruptaki  histopatolojik  degisikliklere  baktigimizda  ise dokularinda

Etanonol gruplariin bobrek dokusunda histopatolojik degisiklikler normal olarak izlendi.

Alinan bdbrek dokusu Orneklerinin histopatolojik analiz goriintiileri sekil 4.1. de
gosterilmistir.

Gruplar asagidaki gibi ifade edilmistir.

A: Kontrol Grubu, B: Parasetamol Grubu, C: Parasetemol+CAPE grubu, D:
Parasetamol+NAC Grubu, E: CAPE grubu , F: Etenol grubu.
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At R e ‘1‘: Ee\ \ - —
Sekil 4.1. Bobrek Histopatolojik inceleme
Ok: Tubulus epitel hiicrelerinde vakuoler dejeneratif degisiklikler

Ok bas1: Tubulus liimeninde dokiilmiis epitel hiicreleri
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5 TARTISMA ve SONUC

Parasetamol agr1 ve atesin tedavisi i¢in giiniimiizde ¢ok yaygin bir sekilde kullanilan ve
piyasada bulunmasi, ulagilmasi kolay olan antipiretik, analjezik ilagtir. Terapdtik dozda
alindigindiginda oldukca giivenlidir.

Yiiksek doz alindiginda ise parasetamoliin bir kismi sitokrom-p aracili N- hidroksilasyonla
reaktif bir ara iriin olan NAPQI‘ya donisiir. Boylece NAPQI miktarinda artis goriiliir
[126-128]. Hepatik glutatyon NAPQI’y1 bobrekten elimine eder ve toksik olmayan
asetaminofen-merkapturata doniisiir. Yiiksek doz parasetamol alindiginda, NAPQI asir1
olusur ve karacigerde bulunan GSH depolarini tiiketirler. Daha sonra lipidler, proteinler ve
DNA gibi alternatif hedeflerle reaksiyona girerler [129]. Yiksek doz parasetamol,
oncelikle karacigerde metabolize oldugu igin intraseliiler proteinlere baglanir ve ciddi
hepatotoksisiteye sebep olur. GSH miktarinin tiikenmesi serbest radikallere karsi viicudu
savunmasiz birakir [129]. Bu durumda ortaya oksidatif stres ¢ikar. Akabinde antioksidan
savunma sistemlerinin bozulmasiyla reaktif oksijen tiirlerinin diizeylerinde artis goriiliir.
Bu da karaciger hasar olusumuna etki eder. Nefrotoksisite, hepatotoksitenin ileriki
evrelerinde goriiliir. Bazen de hepatotoksisite olmadan tek basina goriilebilmektedir [130].

MDA’nin lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olarak kullanilan reaktif bir karbon
bilesenidir [131]. GSH, antioksidan sistemin oksijen radikallerini nétralize etmesi i¢in sart
oldugundan, hiicre i¢i GSH konsantrasyonu, bobrek hasar belirleyicisidir [132].

Yapilan bir ¢alismada yiiksek doz parasetamol alimimin, GSH diizeylerini azaltirken, lipit
peroksidasyonunun artmasina ve bu nedenle MDA dizeyinin artmasina neden olmustur.
Abdul Hamid ve arkadaslar1 7 giin siiren ¢alismalarinda, giinliik750 mg/kg parasetamol
verdikleri grubun bobrek MDA dizeylerinin kontrol grubuna gore onemli derecede
arttigini, ve GSH diizeylerinde de istatistiksel olarak anlamli diisiis oldugunu bulmuslardir
[133].

Santra A. ve arkadaslar1 yaptiklart bir ¢alismada sitokrom p450 uygulamasi sonucunda
MDA, hidrojen peroksit ve nitrit diizeylerinde artisin, GSH diizeyinde ise azalmanin
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oldugu tespit edilmistir. MDA, hidrojen peroksit ve nitrit diizeylerindeki artisin, GSH
duzeyindeki azalmanin sitokrom p450 ile indiklenen oksidatif strese bagli bir sonug
oldugunu bulmuslardir [134].

Tripathi P. ve arkadaslar1 yine aymi sekilde sitokrom p450 uygulamasi ile farelerin
karacigerinde SOD ve GSH diizeylerinde azalma, MDA diizeyinde ise artma tespit
etmistirler [135].

Yine bir baska calismada Galal ve arkadaslar1 tek doz (2 g/kg) uyguladiklar1 parasetamol
grubunu kontrol grubu ile karsilastirdiklarinda; parasetamol grubu karaciger MDA
seviyelerinde artisin; GSH seviyelerinde ise %66 oraninda azalmanin oldugunu yiizdelik
olarak gostermiglerdir [136].

Yapilan ¢alismada elde edilen verilere gore parasetamol gurubunun MDA dizeyi; kontol,
Parasetamol+CAPE, parasetamol+NAC, CAPE ve etanol guruplara gore anlamli olarak
yukseldi (P<0,05) ve ayni zamanda parasetamol gurubunun GSH diizeyi; kontol,
Parasetamol+CAPE, parasetamol+NAC, CAPE ve etanol guruplarina gére anlamli olarak
diistii (p<0,05).

SOD, hiicreleri siiperoksit radikallerinin zararl etkilerinden korurken Abdul Hamid ve ark.
parasetamole bagli nefrotoksisitede Z/NGIBER ZERUMBET ekstresinin roliinli aragtirmiglar ve
olusan oksidatif hasar1 SOD, GSH diizeyleri ile degerlendirmislerdir. Caligsmalarinda,
oksidatif hasar1 degerlendirmede kullandiklart SOD aktivitesi ve GSH dizeyleri
karsilagtirildiginda Parasetamol grubunda saglikli gruba gore istatistiksel olarak anlamli bir

diisiis gézlendi [137].

Ghosh ve arkadaslar yaptiklar1 calismada sicanlara parasetamol vererek bobrek toksisitesi
olusturmuslar ve arjunolik asidin akut bobrek toksisitesindeki etkilerini aragtirmiglardir.
Yapilan ¢alismada akut bobrek toksisitesi olusturulan grupta kontrol grubuna gore bobrek
SOD ve GSH seviyesinde azalma, lipit peroksidasyon belirteci olan MDA seviyesinde artis
gOriilmistiir [138.]

Parmar ve ark. (2010) parasetamol uyguladiklari ¢alismada hepatotoksisite olusturulan
gruplar kontrol grubuyla karsilastirildiginda CAT aktivitesinin diistiigii tespit edilmistir
[139].

Yapilan ¢alisgmada SOD ve CAT degerlerine bakildiginda parasetamol grubunun degerleri;
kontrol, parasetamol+CAPE, Parasetamol+NAC, CAPE, Etanol guruplarina gére anlaml

olarak diisiik (P<0,05) bulundu. Parasetemolun sebep oldugu toksisite sonucunda
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oksaidatif stres meydana gelebilir ve bunun sonucu olarakta bobrek hasari olusabilir.
Oksidatif stres antioksidan seviyelerinin diismesine neden olabilir.

Yapilan bir ¢alismada karzonin ve melatoninin asetaminofen aracili akut hepatotoksisite
Uzerine etkileri arastirtlmistir. Asetaminofen grubunun TOS ve oksidatif stres indeksi
degerleri kontrol grubuna gore artis gosterirken asetaminofen ile birlikte karzonin ve
melatonin verilen gruplarin yiikselen TOS ve OSI degerlerini anlaml olarak diisiirdiigii
bildirilmistir. Karzoninin etkisi bu anlamda melatonine goére daha yiiksek bulunmustur.
TAS degerlerinde ise gruplar arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunamamistir [143].
Elde edilen verilerde, parasetamol grubu TOS dizeyi; kontrol, parasetamol+CAPE,
parasetamol+NAC, CAPE ve etanol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiikseldi
(P<0,05), parasetamol TAS dizeyi ise: kontrol, parasetamol+CAPE, parasetamol+NAC,
CAPE ve etanol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olarak diisiik bulundu (P<0,05).
Bu da bize parasetamol gurubunun oksidatif stres nedeniyle total antioksidan seviyesinin
distiigiini ve oksidan seviyesinin arttigini - gostermistir. Parasetamol+CAPE ve
parasetamol+NAC gruplarinin, CAPE ve NAC’nin antioksidan &zelligi nedeni ile
parasetamol grubuna goére; TOS degerleri diisiik, TAS degerleri ise yiksek bulundu.
Salonen ve arkadaslar1 tarafindan plazma Cu seviyesi yiksek insanlarda lipid
peroksidasyonun damar duvarina olumsuz etkileri sonucu, miyokard enfarktis riskinin
normal populasyonla kiyaslandiginda 4 kat fazla oldugu gosterilmistir [150]. Eser
elementlerin ve bunlardan 6zellikle Zn, Cu ve Fe’nin lipid peroksidasyon uzerine etkileri
vardir [151].

Superoksitdizmutaz (SOD) enziminin kofaktori olan Zn, serbest oksijen radikal
tutulmasinda rol oynamaktadir [152].

Semra Ozdemir ve arkadaslar1, selenyum alimmin, kursun etkisiyle artan malondialdehit
seviyesini azaltarak, testis ¢inko ve bakir dizeyleri Gzerinde diizenleyici bir rol oynadigimni
goOstermektedir [153].

Cu ve Zn oksidan/antioksidan sistemlerde reaksiyonlarin etkilesiminde degisime ugrayan
Oonemli elementlerdir [154].

Bizde bazi antioksidanlarin kofaktorii olan eser element diizeylerini inceledik ve elde
ettigimiz sonuglar, eser elementlerin ayn1 guruplarda benzer sonuglar verdigini
gostermistir. Mg, Cu, Zn, Se, ve Mn degerlerine baktigimizda; parasetamol grubunun Mg,
Cu, Zn, Se, ve Mn degerleri, kontrol, parasetamol+CAPE, Parasetamol+NAC, CAPE,
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Etanol gruplarina goére anlamli olarak diisiik (P<0,05) bulunmustur. Ayni sekilde
parasetamol grubunda elde edilen SOD, CAT, GSH gbi antioksidan seviyeleri ve TAS
seviyeleri; kontrol, parasetamol+CAPE, Parasetamol+NAC, CAPE, Etanol guruplarina
gbre anlamli olarak diisiik (P<0,05) bulunmustur.

Artmis serum iire ve kreatin degerleri, klinik 6ncesi, klinik sonrasi ¢calismalarda ve klinik
bakimdan bobrek toksisitesini tespit etmek i¢in kullanilan yaygin parametrelerdir [140].
Parasetamoliin karaciger toksisitesinin yani sira dnemli derecede renal bozukluga yol agtig1
plazma iire ve kreatin degerleriyle kanitlanmistir. Renal hastaliklarda iire tiretim hizinin
artmasi nedeniyle serumda iire birikimi olur ¢linkii serum fiire {iretim hizi klerans hizin

gecer [141].

Yousef ve arkadaslar1 yaptiklart calismada, sicanlarda parasetamol indiiklemesi ile
olusturduklar1 bobrek hasari, bobrek fonksiyonlarinda bozulmanin yani sira hepatotoksisite
olusturmuslar ve plazma, beyin, mide, kalp, karaciger, bobrek, testis gibi dokularda
quercetin ve curcumin isimli maddelerin potansiyel koruyucu etkilerini incelemislerdir.
Caligmada parasetamol toksisitesi olusturulan grupta kontrol, saglikli ve tedavi gruplarina
nazaran serum (re ve kreatinin seviyelerinde belirgin bir artis oldugunu bulmuslardir
[142].

Yapilan bu deneysel ¢alismada BUN ve Kreatinin diizeyleri 6l¢uldd, bobrek toksisitesi
degerlendirilmistir. Bobrek fonksiyonlarina CAPE’nin etkisi karsilastirmali  olarak
incelenmistir. Calismada elde edilen verilere bakildiginda parasetamol grubunun BUN ve
kreatinin degerleri kontrol, CAPE ve etanol gruplarina gore istatiksel olarak anlamli
artarken (p<0,05), paraetamol+NAC ve parasetamol+CAPE uygulanan gruplarda ayni
istatistiksel artis gozlenmedi. Parasetamol+NAC ve parasetamol+CAPE gruplari kendi
aralarinda karsilastirildi. BUN diizeyleri arasinda istatistisel anlamda bir fark bulunmazken
(p<0,05), kreatinin dizeylerine baktigimizda parasetamol+NAC grubunun dizeyi
parasetamol+CAPE grubuna gore daha diisiik bulundu. Bu sonuglar CAPE’nin parasetamol
toksisitesinde bobrek fonksiyonlari {izerine olumlu etkilerini destekledi.

8-OHdG olusan, oksidatif DNA hasarinin gostergesi olarak kabul edilmektedir [144].

Reaktif oksijen tiirleri DNA da oksidatif baz hasarlarina olugsmasina neden olmaktadir ve
8-hidroksi-2’- deoksiguanozin (8-OHdG) oldukga duyarli ve en sik karsilasilan oksidatif
DNA hasar1 belirtecidir [145].
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Yapilan ¢alismada 8-OHdG seviyeleri 6l¢ildi. Elde edilen 8-OHAG degerine bakildiginda;
parasetamol gurubunun 8-OHdAG degeri, kontrol, parasetamol+CAPE, Parasetamol+NAC,
CAPE, Etanol guruplarma gore anlamli olarak yiksek (P<0,05) bulundu. Ayrica
parasetamol+CAPE grubunun 8-OHdG degeri, Parasetamol+NAC grubunun 8-OHdG
degerinden olarak diisiik (P<0,05) bulundu. Bu da bize parasetamol grubunun yiksek
olmasi nedeniyle, parasetamolun oksidatif DNA hasar1 olusturabilecegini ve CAPE’nin

DNA iizerine koruyucu 6zelliginin, NAC’den daha etkili oldugunu gosterdi.

Parasetamol zehirlenmesinin standart tedavisi NAC’dir. NAC, amino asit L-sistein ve
GSH’nin her ikisinin asetilenmis bir prekiirsoriidiir ve yillardir parasetamol asir1 alimlarina
bagl toksisitenin 6nlenmesi i¢in bir antidot olarak kullanilmistir. Giiniimiizde hayvan ve
insan c¢alismalariyla NAC’in giiglii bir antioksidan oldugu gosterilmistir ve serbest
radikaller ve oksidan hasarla karakterize g¢esitli hastaliklarin tedavisinde potansiyel
terapOtik ajan olarak kullanilmaktadir [146]. Bu sebeple CAPE nin bobrekler hasari
uzerindeki koruyucu etkisini, NAC uygulamasi ile kiyaslayarak ¢alistik. Ayrica CAPE’yi
etanolde ¢Ozilip deney hayvanlarina uyguladigimiz i¢in CAPE nin igindeki seyreltik
etenolun bir etkisinin olup olmadigim1 anlayabilmek ic¢in, ayri bir etanol gurubu da

olusturduk.

Provoost ve arkadaslart da yaptigi ¢aligmada amikasin ve gentamisini gen¢ ve eriskin
ratlara uygulamislar, bu ¢alismada da geng¢ ratlarin proksimal tubiillerinde erigkin ratlar
gbre daha az hasar ve histopatolojik degisiklik goriilmistir. Her iki grupta da
aminoglikozidin renal geri alimi benzer bulunmus, fakat geng¢ ratlarda bobrekteki
aminoglikozid konsantrasyonu erigkin ratlardan anlamli olarak az bulunmustur. Bu farkin
geng ratlarda viicut agirligina oranla yas bobrek agirliginin relatif olarak fazla olmasina

baglandig bildirilmistir [146].

Yousef ve arkadaslar1 Parasetamol ile olusturduklari hepatotoksistede 151k mikroskobu
altinda karaciger doku kesitlerini incelediler ve parasetamol grubu histolojik
gorlntiilerinde sismis sentrilobiiler hepatositler, olduk¢a fazla vakuollesmis sitoplazma ve
lekeli gekirdek yapist gormiislerdir [147].

Yine bir baska calismada Naguib ve arkadaslar1 Parasetamol ile indiiklenmis hem
karaciger hemde bobrek dokusunda ortaya ¢ikan hasari mikroskobik olarak incelemislerdir.

Karacigerde sentriolobiiler nekrozun, yaglanmanin ve karaciger parankimine sizmis
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lenfositlerin varligindan bahsetmislerdir. Bobrekte ise proksimal tubtlin kogulatif
nekrozundan ve yer yer kanamalarin oldugunu ortaya koymuslaridir [148].

Hagar ve arkadaslarinin sisplatin ile olusturduklar nefrotoksisitede koruyucu olarak betain
kullandiklar1 calismada bobrek kesitlerini 151k mikroskobu altinda incelemislerdir. Sisplatin
uyguladiklart  grubun goriintiilerinde proksimal tubullerde dilatasyon, vakuoler
dejenerasyon, epitelyal deskuamitasyonu takip eden nekroz gosterilmistir. Betainin
koruyucu olarak uygulandig1 grupta ileri derecede iyilesmenin oldugu, dejenerasyonun ve
proksimal tbdllerdeki dilatasyonun azaldigindan bahsetmislerdir [149].

Yapilan ¢alismada, saglikli gruptan alinan dokulardaki histopatolojik incelemede, fare
bobrek dokularinda glomeriiler ve tiibiiler yapilar normal histolojik goriiniimdeydi.
Parasetamol grubunda ise, vakuoler dejeneratif degisiklikler gorildu. CAPE+Parasetamol
verilen grupta ise ¢ok az dejenarasyon ve normal histopatolojik goriintiiler izlendi. Yapilan
histopatolojik analizlerimiz, biyokimyasal degerlendirmelerimizi destekler nitelikteydi.
Sonug olarak; CAPE parasetamol indikli nefrotoksisite modelinde koruyucu olarak etkin
bir sonug gostermistir.Parasetamol ile CAPE birlikte alindiginda, antioksidan parametlerini
tyilestirdigi ve serbest radikal olusumunu indirgedigi gézlemlenmistir. Bu caligmada ilk
kez parasetamol indikli nefrotoksisite modelinde CAPE’nin koruyucu etkisinin oldugu
gosterilmistir. Bu ¢alismanin nefrotoksisitenin tedavi yontemi ve mekanistik isleyisi

bakimindan literatiire katki saglayabilecegi diisiiniilmektedir.
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