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OZET
Parasetamol ucuz olmasi, kolay bulunabilmesi bakimindan sik kullanilan agri

kesici, ates dislriicii etkisi olan bir ilagtir. Parasetamol, karacigerde metabolize
olmaktadir. Yiiksek dozda parasetamol karaciger hasarina (hepatotoksisite) neden
olmaktadir. Kafeik Asit Fenetil Ester (CAPE); antimikrobik, antiinflamatuvar, antioksidan
Ozelliklere sahip bir bilesendir. Uzunca aromatik ve alifatik yapidaki karbonlar
olmasindan dolay: hiicre duvarindan kolayca gecer ve etki edecegi bolgeye daha rahat
ulagir. Bu calismanin amaci ratlara parasetamol ile hepatotoksisite olusturulup meydana
gelebilecek oksidatif stres ve enflamasyon iizerine CAPE’nin koruyucu etkisini aragtirmak
i¢in tasarlanmistir. Bunun icin ¢alismamizda 36 wistar erkek rat kullanildi. Rastgele olacak
sekilde alt1 gruba ayrildi; kontrol: sadece yem verildi, parasetamol:2g/kg dozunda
parasetamol, parasetamol+CAPE: 2g/kg dozunda parasetamol+10ug/kg CAPE,
parasetamol+NAC: Parasetamol 2g/kg+NAC (140 mg/kg): 140 mg/kg N-AsetilSistein 1
saat sonrasinda da 2g/kg dozunda, 2 mL parasetamol, CAPE: 10 mikrogram/kg CAPE ve
etanol grubu. Veriler istatistiksel olarak SPSS-18 ANOVA ile standart sapma olarak
degerlendirilmistir. P<0.05 anlamli olarak kabul edilmistir. Caligmanin sonucunda,
parasetamol indiiklii hepatotoksisite modelinde kontrol grubuna gore parasetamol
grubunda oksidatif stres parametrelerinin ve sitokin seviyelerinin istatistiksel olarak arttigi
(p<0.05), CAPE’nin meydana gelen enflamasyon ve oksidatif strese kars1 koruyucu bir etki

gosterdigi gozlemlenmistir.
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ABSTRACT

Paracetamol is a cheap, pain-relieving, fever-reducing medicine that can be easily found.
Paracetamol is metabolized in the liver. At high doses, paracetamol causes liver damage hich is
called hepatotoxicity. Caffeic Acid Phenyl Ester (CAPE) has antimicrobial, anti-inflammatory and
antioxidant properties. Due to its long aromatic and aliphatic carbon structure, it passes easily
through the cell wall and reaches the region where it will act more easily. The aim of this study is
to understand the CAPE protective effect to hepatoxisitiy oxidative stress and inflamation
during the application of paracetamol. In tis study 36 wistar rat was used. Divided into six
groups randomly. Control: given only forage. Paracetamol: 2 g/kg dose of paracetamol.
Paracetamol +CAPE: 2 g/kg dose of paracetamol + 10ug/kg CAPE. Paracematol + NAC:
Paracetamol 2 g/kg + NAC (140 mg/kg): 140 mg/kg N-asetil Sistein applied after one hour
2 g/kg dose of 2 mL paracetamol. CAPE:10 microgram/kg CAPE and ethanol group. The
data is analyzed statistically SPSS-18 ANOVA standard variaton. (p<0.05) is accepted
meaningful. According to the results obtained, it is seen that hepatoxisity induced
paracetamol model has more oxidative stress statistically than the control group (p<0.05).
The groups which were given CAPE and paracetamol group when compared, CAPE has

protective effect to the occuring inflamation
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1. GIRIS ve AMAC

Karacigerin ~ viicudumuzda depolama, salgilama ve toksik maddelerin
zehirsizlestirilmesi, atilimi gibi pek c¢ok islevi vardir. Bu kadar 6nemli fonksiyonlari
yerine getirirken birtakim etkenlerden dolay1 hasara ugramaktadir. Bu hasarlara karaciger
hasar1 yani hepatotoksisite adi verilir. Cesitli ilaglar ve alkol hepototoksisiteye neden olan

sebeplerin basinda gelmektedir.

Parasetamol kullanimi1 bakimindan 6zellikle ¢ocuk, yasli, hamile gibi 6zel gruplar
basta olmak tizere herkes tarafindan tercih edilen giivenilir, agr1 kesici ve ates diisiiriicii
ilaglardan biri olarak kabul edilmektedir. Giiniimiizde ucuz olmasi, kolay bulunabilmesi
bakimindan tiim diinyada milyonlarca kisi tarafindan tercih edilmektedir. Yiiksek dozda
parasetamol kullanimi hepatotoksisiteye neden olmaktadir. Yapilan arastirmalar sonucunda
ortaya ¢ikan raporlarda ilaglara bagli olarak gozlenen yan etkilerin biiyiik ¢ogunlugunu
parasetamol toksisitesinden kaynaklandigi tespit edilmistir.

Ulkemizde acil servis miiracaatlarinin %59,6’s1 ilag zehirlenmeleri olurken %43’ii
kullanilan agr1 kesici ilaglardir [1]. Parasetamoliin yiiksek dozda kullanilmasina bagl
olarak gergeklesen toksik olaylarda baslica antidot olarak N-asetilsistein (NAC)
kullanilmaktadir. Daha 6nceki yapilan ¢alismalarda NAC’in hepatotoksisiteyi onledigi ve
koruyucu etkisi oldugu kamtlanmistir [2,3]. Fakat NAC’m verilmesi halinde bile
hepatotoksisite meydana gelebilmektedir [4].

Kafeik asit fenetil ester (CAPE) flavonoidler ile benzer yapili 6zellik gosterirken,
bal arilarmin bitki ekstratlarindan toplamis oldugu propolisinin aktif bilesen halidir.
Propolis ise antioksidan, antiinflamatuar ve antimikrobiyal o6zelliklere sahiptir Bal

arilariin bitki 6ziitlerinden toplamis oldugiu propolisin aktif bilesen halidir [5].

Sitokinler, immiin cevabin baglangicinda gorevli olan hiicresel diizenleyici
proteinlerdir. TNF-a; enflamasyon olusmasinda goérevli, IL-18 enflamasyonda gorevli olan
genleri diizenleyen proenflamatuar ve IL-18 ise proinflamatuar sitokinlerden IL-1

sliperailesinin bir liyesidir.



Literatiire bakildiginda CAPE’nin ve NAC’in koruyucu etkisinin oldugu cesitli
caligmalar ile bildirilmistir. Bu tez ¢alismasi ile deneysel olarak hepatotoksisite olusturulan
ratlarda, AST, ALT, TAS, TOS, TNF-q, IL-18, IL18, CAT, GSH, SOD, MDA seviyelerine
bakildi.

Bu caligmanin amaci, parasetamol toksikasyonu sonucunda  gelisen
hepatotoksisitenin nasil olusabildigi ve olusan hasara karst CAPE’nin koruyucu etkisinin
olup olmadiginin belirlenmesi ve yapilacak diger ¢aligmalara kaynak olusturacak bilgilerle

literatiire katk1 saglamaktir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Parasetamol

2.1.1. Parasetamoliin Tarihcesi

Parasetamol ilk defa 1877 yilinda Harmol Northop Morse tarafindan p-nitrofenolii
asetik asit ile indirgemesinden dolayr ortaya ¢ikmustir. Ilk olarak klinikte kullanmilmaya
baslamasi ise 1893 yilinda olmustur. Tylenol ismiyle Amerika’da 1955°te, Panadol ismiyle
ise Ingiltere’de 1956 yilinda satisa sunulmustur. Agr1 kesici ve ates diisiiriicii etkisinden

dolay1 hizla yayilmistir. Ucuz ve giivenilir yoniiyle de sik sik tercih edilmistir [6].

Uygun dozlarda alinmadiginda Von Mering parasetamoliin toksik etkisinden dolay1
kullanilmasii bir siire smirlandirmistir. Daha sonra Brodie ve Axelrod 1948 yilinda
yaptiklart bir g¢alismada prasetamoliin toksit etki gostermedigini bildirdikten sonra

parasetamol kullanilmaya tekrar baglanmistir [6,7].

2.1.2. Parasetamoliin Yapisi ve Ozellikleri

H
N CH;

he

O
HO

Sekil 2.1. N-(4-hidroksifenetil) etanamid’in (parasetamol) kimyasal yapisi [8]

Kimyasal adi: N-(4-hidroksifenetilasetamid) asetaminofen adini kimyasal yapisindan

dolay1 almistir.

Molekiil formilii: CgHgNO,




Molekiil agirhgr: 151,17

Erime noktasi: 169°C
Yogunlugu: 1.263g/cm?

Sudaki ¢6ziintirligii: 1,4g/1000mL (20°C) [9]

Parasetamol uygun dozlarda kullanildig1 takdirde; migren, bas agrisi, gribal
enfeksiyonlara bagli bas agrisi, kas ve eklem agrilari, cerrahi operasyonlarda uzun yillar
boyunca kullanilmistir. Yapilan bir ¢alismada Ingiltere’deki 7000 anneden %84 iiniin yeni
doganlarda ilk alti ayda parasetamol kullandigi tespit edilmistir. Bunun en o6nemli
nedenleri arasinda ise terapdtik dozlarda alinan parasetamoliin giivenilir olmasindan

kaynaklanmaktadir.

Zehirlenmelerde en sik goriilen ila¢ zehirlenmesi; ila¢ zehirlenmesinde de en sik
rastlanilan  parasetamoldiir. Parasetamoliin yaygin kullanimi, uygun dozlarda
kullanilmamasi ve hemen her yerde satisa sunulmasi gibi nedenlerden dolay1 insanlar bu
ilact1 sik¢a ve bilingsizce kullanmakta ve bunlarin sonucu olarak zehirlenmelerde
arttmaktadir. Yiiksek dozlarda alinmasinda; alerjik etki, kizariklik, ilagtan kaynaklanan

ates durumlar1 goriilmektedir. Daha yiliksek dozlarda ise Oliim ile sonuglanabilmektedir
[10].

Oral yoldan kullanimlarina bakildiginda; kedilerde>50mg/kg, kopeklerde
500mg/kg, farelerde 400-900mg/kg, tavsan ve si¢anlarda 2000mg/kg dozlarinda oliime
sebep olmaktadir. Yetiskinlerde ise giinliik 4g iizerinde alinimi karaciger hasarina yol

agmaktadir [11,12].

2.1.3. Parasetamoliin Metabolizmasi



Parasetamol uygun dozlarda alindiginda, mide bagirsak kanallarindan hizla emilir
ve en yliksek serum diizeyine genellikle de en hizli olarak 30 dakikada en yavas olarakta 2
saat icinde ulasmaktadir. Benzer sekilde asir1 dozda kullanimlarda en yiiksek serum

diizeyine genellikle 2 saat icerisine ulasmaktadir [13].

Parasetamoliin besinlerle birlikte alinmasi veya yemekten hemen sonra alinmasi
durumunda emilimi azalir boylelikle de etki siireci gecikir, bu yiizden de parasetamoliin a¢
karnina alinmasi tavsiye edilmektedir. Parasetamoliin metabolizma edildigi ilk organ
karacigerdir. Uygun tedavi edici sekilde kullanildigi zaman parasetamoliin atilimi
glukuronik asit-siilfat konjugatlar1 sekline zehir etkisi olmaksizin idrar ile disar
atilmaktadir. Fakat parasetamoliin asir1 dozda kullamminda oksidatif stres teorisi ve

kovalent baglanma teorisi olarak karacigerde iki farkli sekilde hasar olusturmaktadir.

Oksidatif stres teorisinde parasetamoliin yiiksek dozda kullanimindan sonra
meydana gelen reaktif ara iirtin olan NAPQI, hepatik hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerinin
olusumuna neden olmaktadir. Bunun sonucunda ise lipid perosidasyon meydana
gelmektdir. Lipid peroksidasyonu glutatyon eksikligine yol acgip hepatositlerde protein

sentezi ve hiicre i¢i kalsiyum (Ca+2) dengesinin bozulmasina sebep olur [14, 15, 16].

Kovalent baglanma teorisinde ise asir1 miktarda alinan parasetamol sonucunda
ortaya ¢ikan reaktif ve kisa omiirlii olan NAPQI, GSH’1 tiiketir. Karaciger hiicrelerinde
oksidatif ve inflamatuar hasar1 olusturur, sonu¢ olarak karaciger nekrozunu meydana

getirir [16].
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Sekil 2.2. Parasetamoliin metabolizmasi [17]

Bir miktar parasetamol hepatik CYP450 enzim sistemi yoluyla metabolize

edilmektedir.

Fazla miktarda alinan parasetamol yiiksek doza bagli olarak N-asetil-p-
benzokuinomin (NAPQI) a¢iga ¢ikartir, GSH’1 tiiketir, boylelikle hepatotoksisite meydana
gelir [18]. Hepatotoksisitenin parasetamol nedeniyle olusmasi da bu yiizdendir [19].
Hepatotoksisite olusturan bu zehirli madde GSH tarafindan aktif olmayan metabolizma

tirtinlerine indirgenerek zehir etkisi gostermeden safra aracilig ile atilir [19,20].

2.1.4. Parasetamoliin Toksisitesi
Parasetamol recgeteli veya recetesiz olarak satilan, kullanimi kolay, ucuz olmasi

yonleriyle tercih edilen ve bunlardan dolay1 yaygin kullanimi ile nezle, soguk alginlig gibi



durumlarda ilk olarak alinan, ates diisiiriici ve agr1 kesici bir ilagtir. Fakat yliksek dozda
kullanilan parasetamol karacigerde hasara neden olmaktadir. Ancak hasarin parasetamole

bagli olarak gelistigini anlamak i¢in serum parasetamol diizeyine bakilmalidir.
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Sekil 2.3. Plazma parasetamol diizeyinin zamana bagl degisimi ile karaciger hasari iligkisi

[21]

Ilaca baglh goriilen zehirlenmelerde parasetamoliin etkisi biiyiiktiir. Amerika’da
goriilen ileri karaciger yetmezligi olan hastalarda yaygin olarak parasetamol toksisitesi
tespit edilmistir [22]. Parasetamol aspirinden daha az zehirleyici etkiye sahiptir. Uygun
dozda alindig1 takdirde giivenilir bir agr1 kesicidir. Ancak son yillarda akut karaciger
yetmezligi artmis ve en biiyiik sebebinin ise parasetamol oldugu raporlanmistir [23].
Parasetamol oOnerilen dozun disinda, yiiksek miktarda aldiginda doza bagli olarak
zehirlenme etkisi gostereceginden, zehrin etkisini ortadan kaldirmak i¢in antidotu olan N-
asetilsistein (NAC) kullanilmaktadir. Daha 6nceki ¢alismalarda NAC’n karaciger hasarini
onledigi tespit edilmistir. Karaciger hasari yani hepatotoksisite N-asetilsistein verilmesine

ragmen yine de ortaya ¢ikabilmektedir.

Parasetamol yerigkinlerde 500-1000mg arasinda oral yoldan verilip ve tekrarlanma
siklig1 olarakta 4-6 saat seklinde belirlenmistir. Giinliik max. dozu yetiskinlerde 4 gr’dir.
Cocuklarda ise her 4-6 saatte bir 10-15 mg/kg dozunda verilebilir. 150mg/kg ve iizeri tek
dozda alinan parasetamol toksik yani zehir etkisi olarak kabul edilmektedir. Tek seferde
300mg/kg doz aliminda oliimciil etkisini ortaya cikarmaktadir. Parasetamoliin yiliksek
dozda kullanimindan sonra yapilacak islemler; solunum yolunun kontrolii ve dolasim

fonksiyonlarina bakmaktir. Bunlardan sonra ise gerekli goriiliirse yasam destegi ve ileri



yasam destegi uygulanir. Parasetamol toksisitesi olustuktan sonra yapilabilecek
uygulamalar normal zehirlenmelerde yapilan islemlerle benzerlik gosterdiginden yapilacak
ilk islemler, parasetamoliin emiliminin en aza indirgenmesi, kanda parasetamol seviyesinin
olabilecek olan en kisa siire icerisinde optimum diizeye gelmesi saglanmali ve toksik

metabolitinin miktarin1 azaltmak ve/veya detoksifiye etmektir.

Karaciger hasarinda parasetaomoliin etkilerinden biri de oksititaf strestir. N-asetil-
p-benzokuinomin (NAPQI) artmasiyla reaktif oksijen iiretimi de artar, boylelikle hidrojen
peroksit (H2O,) ve siiperoksit olusur. Antioksidan savunma sistemini etkileyen sebeplerden
biri olarak gosterilen parasetamol, glutatyon peroksidaz ile katalaz enzim aktivitesini de
diistirmektedir [24].

2.1.5. Klinik Bulgular ve Tedavisi

Parasetamol, agr1 kesici etkisinden dolayr soguk alginligi, gribal enfeksiyonlar, adet
agrilari, dis agrisi, eklem agrilari, ameliyat sonrasinda cerrahi uygulamalardan sonraki
agrilarda tercih edilen ilagtir. Antiinflamatuar etkisi aspirinden daha azdir. Antiinflamatuar
etkiyi arttirmak icin yaninda takviye olarak drnegin romatoid artrit gibi eklem agrilarinda
tedavi siirecinde antiinflamatuar ajanlarin yanisira ek tedavi olarak parasetamol de

kullanilabilmektedir.

Parasetamole bagli olarak olusan toksisite de klinik olarak incelemeler sonucunda ilag
kullanim stiresine gore; ilk 24 saat faz 1, 24-72 saat aras1 faz 2, 72-96 saat arasi faz 3 ve 14

giine kadar olan kisim faz 4 olarak siniflandirilmistir.
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Kusma

Genel klinik bulgular




Karaciger enzim yiikselmeleri

Belirgin laboratuvar bulgulari

Bilirubin seviyesinin yiikselmesi — | FAZ2:24-72 saat

Protrombin siresi uzamasi

ALT-AST miktarlarinda artis

Karaciger enzim bozukluklari seviyesi max. )

Karaciger fonksiyonu bozulur

Sarilik, pihtilagsma bozuklugu — | FAZ 3: 72-96 saat

Uyku hali veya koma

ALT-AST miktar artar —

Hepatotoksisite diizelir veya 6liim meydana gelir
Karacis e diizel; .
araciger enzimleri yavas yavas diizelir FAZ 4- 96 saat ile
>_ .
Akut karaciger hasar1 olusan hastalarda %70’e varan bir diizelme olur 14 giin
Fizyolojik diizelmesi 3 ay1 bulur.

Normal dozda alindiginda parasetamol glukronik asite baglanip toksisite meydana
getirmeden safra araciligi ile atilir. Fakat yiiksek dozda alindiginda parasetamol glukronik
asitin detoksifikasyonu yetersiz kalmakta ve sonucunda sitokrom p450°nin devreye girmesi
ile parasetamoliin reaktif metaboliti olan NAPQI (N-acetyl-p-benzoquinoneimine)
meydana gelmektedir. Tedavi yontemi olarak; parasetamol toksisitesinde NAC (N-Asetil
Sistein) uygulamasi ve aktif komiir uygulamasi yontemleri uygulanir. Eger NAC, karaciger

toksisitesinden kisa zaman sonra verilirse karaciger hasarini biiyiik 6l¢iide engellemektedir

[25].



NAC’1n verilme yolu, dozu ve zamani etkisini gdstermede biiyiik Olgiittiir. Daha
onceki yapilan ¢alismalarda NAC’1in doz artmasina bagli olarak etkinligi tespit edilmistir.
Yiiksek dozda alinan parasetamol ve parasetamol ile ayn1 dozda alinan NAC karaciger
hasarin1 %100 6nledigi bildirilmistir [26].

Parastamol toksisitesinde bir de viicudumuzun kendi {iretmis oldugu antioksidan
olan glutatyonun tiikenmesi durumu vardir. Toksisite halinde glutatyon hepatositlerden
gecemez, glutatyonun normal seviyesine ulasabilmesi igin sentezinin arttirilmasi
gerekmektedir. Bunun igin kullanilacak antidotlar ise simetidin, NAC ve methionindir.
Yapilan klinik c¢alismalar sonucunda NAC, simetidin ve methionin antidotlarinin
hepatotoksisiteyi 6nlemeye yardimci oldugu yoniindedir ancak merkezi sinir sisteminde
methioninin ve simetidinin istenmeyen farmakolojik etkiler géstermesinden dolayi, NAC
karaciger hasarinda tercih edilmektedir.

NAC parasetamol toksisitesinde kullanildig1 gibi, solunum sistemi hastaliklarinda

meydana gelen inflamasyonda da tercih edilmektedir.

2.2. Karaciger

Karaciger; depolama, salgilama, toksinlerden arinma, fagosite etme gibi metabolik
ve biyokimyasal fonksiyonlarda gérevli olan, canli yasaminin devami igin birtakim olaylari
diizenleyen onemli bir organimizdir. Yetigkinlerde ortalama agirligi 1150-1600 g olup,

viicut agirhginin da %?2’sini karaciger olusturmaktadir.

2.2.1. Karaciger Fonksiyonlari
Karacigerin en kiiglik hiicrelerine hepatosit ad1 verilmektedir ve dmiirleri yaklasik

olarak 150 giindiir. Bu hiicreler bircok metabolik olaylar1 diizenleyip uyum halinde

islemesi i¢in bir takim yasamsal fonksiyonlar1 dolagim sistemi ile gergeklestirir [27, 28].

a) Karacigerin depo fonksiyonu; bazi vitamin ve minerallerin depolanmasi,
b) Protein sentezi ve iire sentezi,

€) Safra salgilanmasi,
d) Detoksifikasyon ve inaktivasyon,
e) Kan pihtilagmasinda rol alir,

f) Karbonhidrat metabolizmasi,
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g) Protein metabolizmasi,

h) Yag metabolizmasi,

i) Rejenerasyon yani tahrip oldugunda kendini yenileme 6zelligi,

J) Karacigerin makrofaj sistemi,

k) Karacigerdeki kupfer hiicreleri sayesinde bagirsaklardan gelen bakterileri

temizleme 6zelligi gibi birtakim fonksiyonlari yerine getirmede gorevlidir.

Karaciger boyle onemli fonksiyonlar1 yerine getirdigi i¢in birtakim etkenler ile
hasara ugramaktadir. Kisa stireli ya da uzun siireli enfeksiyonlara karsi hiicrelerin

karacigerde hepatositlerde olusturdugu hasarlara hepatit ad1 verilir.

2.2.2. Karaciger Enzimleri

AST (SGOT), ALT (SGPT) ve ALP (alkalen fosfataz ) olarak 3 tane karaciger
enzimi vardir. AST ve ALT’nin sentezlenme yeri hepatositlerken ALP’nin sentezlenme

yeri safra kanali epitel hiicreleridir.

Uzun siireli ve kisa siireli hepatotoksisite durumlarinda bu enzimlerin kandaki
seviyeleri artmaktadir. Karacigerlerde hizli baslayan c¢esitli enfeksiyon olaylarinda belirgin
olarak ALT seviyesinde gozlenen artiy AST seviyesinden yliksektir. Ayrica hiicrede
meydana gelen hasarda mitokondriyal olarak AST salimi da artacagindan AST/ALT orani
da artmaktadir [34]. Yeterli seviyede hepatosit kalmadiginda, hatta diisiikk seviyede
oldugunda bu bir kétli prognoz belirtisidir. Cesitli etkilerden dolayr hepatotoksisitenin
tanis1 ve kullanilan tedavi yanitinin tespit edilebilmesi i¢in; AST ve ALT enzim aktivite
Olctimleri yapilmaktadir, AST/ALT oranina bakilir. Alkol kullanmayanlarda oran azalirken
alkol kullananlarda karaciger hasarinda AST/ALT orami artmaktadir. AST’nin ALT’ye
oranina “De Ritis” oran1 denir. AST Kkaracigerde oldugu gibi; kalp, akciger, bobrek, kas ve

beyinde de bulunmaktadir. Fakat ALT nin yogunlukla bulundugu yer karacigerdir [29].

Ratlarda ALT enzim seviyeleri 1950°1i yillardan bu yana karaciger hasarlarinda

belirteg olarak kullanilmaktadir [30].

Aragtirmalar sonucunda, karaciger hasari, dengesiz beslenme, aclik, yiiksek

sicaklik, belirli kimyasallara bagli zehirlenmeler ratlarda serum ALT diizeyini degistirdigi
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tespit edilmistir. Ratlarda AST ve ALP enzim seviyelerinin 6zellikle karaciger ve bobrek
hasarlarinda kimyasal ajanlarla olan zehirlenmelerde, beslenme bozukluklarinda, streste

serum AST ve ALP diizeyinin degistigini ortaya koymaktadir [31,32].

2.2.3. Karaciger Toksikasyonu

Bilingsiz olarak ila¢ kullanmak, alkol ve sigara tiikketiminin fazlalig, viriislerin neden
oldugu hastaliklar ve ¢esitli kimyasallara maruz kalmak karaciger de meydana gelen hasar
etkenlerinden bazilaridir. Bu etkenlerle olusan hasarlar baslangic doneminde tedavi
edilmezse hasar ileri boyutlara kadar ulasir ve karacigerin yapisini bozar, hatta siroz gibi

birtakim hastaliklar1 ortaya ¢ikarir.

2.3. Kafeik Asit Fenetil Ester (CAPE)

Kafeik asit fenetil ester; yapi olarak flavonoidlere benzer olup antioksidan,
antiinflamatuvar, antimikrobik 6zelliklere sahip bir bal aris1 tiriinii olan Kafeik asit fenetil
esteri ilk olarak Sud’ina ve ark. (1993) ile Orsolic ve ark. (2005) yaptiklar1 ¢aligmalarda
gostermislerdir. Iki halkasal yapiya sahip olup, bir tanesi hidroksil grubu tasirken, ayni
zamanda da indirgenme-yiikseltgenme tepkimesinde etkin bir sekilde rol almaktadir. E
vitaminine benzer olarak antioksidan ozellik gostermektedir [33]. Yiiksek miktarda
kalsiyum ile uyarilan sitokrom C salimmi CAPE oOnler. Boylelikle mitokondiriyal
koruyuculuk saglayip antioksidan etkinlik ve iltihaplanma olaylar1 6ncesinde sitokinlerin

salinmasni Onler ve antiinflamatuar 6zellik gosterir.

Uzunca aromatik ve alifatik yapida karbonlarinin olmasindan dolay1 lipofilik
ozelligi gostermektedir. Lipofilik 6zelliginden dolayr molekiil hiicre duvarindan kolayca
gecer ve etki edebilecegi bolgeye daha rahat ulasir. Bu yiizden deney hayvanlari
arastirmalarinda ve hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kafeik asit fenetil ester rahatlikla

kullanilabilmekte olup viicut bolgelerine de kolaylikla ulasmaktadir.

Bazi dogal maddeler ile tipta tedavi yontemlerinde, gidada, immiin sistemde,
kozmetik iiriinlerde kullanimi fikri son zamanlarda hizla yayilmistir. Propoliste bunlardan
birisidir. Bal arilar1 tarafindan gesitli bitkilerin tomurcuk, govde ve yapraklarindan elde

edilmektedir. Propolis; dogal bir bal aris1 iiriinii oldugundan dolay1 tercih edilmektedir.
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Yaklasik olarak 300 ¢esitten fazla bilesen propolisi olusturur [34]. Bu bilesenler arasinda
en bol ve en etkili olan CAPE’ ([Phenethyl 3-(3-4 dihydroxyphenyl) acrylate]) dir.

CAPE; hasar 6nlemede, immiin uyarmada 6nemli rol oynamakta olup bilinen toksik
etkisi de bulunmamaktadir. Propolis ilk olarak Yunanlilar tarafindan kesfedilmistir. Dogal
antibiyotik Uriinii olarak ise eski ¢aglardan itibaren inflamatuar hastaliklarda kullanilmis ve
kanser hiicreleri lizerinde etkileri tespit edilmistir. Farkli kanser dokularinda farkli yanitlar
alimmig ve antitiimor olabilecegi diislincesine varmislardir. Bagirsak kanser olusumunu
baskilayan CAPE, potansiyel koruyucu oOzellikleri ile kemoterapik etki de
gosterebilmektedir [35].

CAPE’nin molekiil agirligi 284.31 g/mol olan, kimyasal formiilii C;7H1604 olan
CAPE etanolde de tamemen ¢oziinmektedir [36].

D /\/‘©
= O
HO
OH

Sekil 2.4. CAPE'nin kimyasal yapisi [37]

Bal arilar1 CAPE’yi kovan i¢indeki delik veya gatlak olan kisimlar1 onarmada, kovana
girisi daraltmada ve kolonileri ¢esitli hastaliklardan korumada kullanmaktadirlar. Polen
yapisindan dolayr bazi salgilarin ¢igek tozlarin karisimidir. Bu &zelliginden dolayr ig
tarafindaki larvalarin beslenmesinin yaninda insanlar i¢inde saglik alaninda kullanilan ar
tirtinii yani apiterapotik bir tiriindiir. Yapisinda mineral, protein, karbonhidrat, vitamin, yag
asitleri gibi bir¢cok fenol bilesiklerini olusturur. Fenol bilesiklerinin énemli 6zelliklerinden

biri de ROS’u notrallestirmektir [38].

CAPE ile bircok calismalar yapilmistir. Ornek verilecek olursa; 2004 yilinda
Yilmaz ve ekibi streptozosin ile olusturulan diyabet modelinde sigan karaciger dokusunda

CAPE’nin serbest oksijen radikallerini siipiiriicii etkisini gostermislerdir [39].
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CAPE uyguladiktan sonra oksidatif hasarin diistiigti ispatlanmistir. Ayrica CAPE,
ROS’un olusumunu engelleyip tiimor nekrozis faktor alfa (TNF-a) gibi birgok inflamatuar
yolagin isleyisini de onlemektedir. Bununla birlikte CAPE’nin inflamatuar hiicrelerde
apoptozisi engelledigi de belirtilmistir [40]. Yapilan calismalarda arastirmacilar [41,42]
CAPE uyguladiktan sonra mide ve karaciger hiicrelerinin MDA diizeylerini diisiiriip, DNA
hasarinda da hiicreleri korudugunu belirtmislerdir. Boylelikle hiicredeki antioksidan enzim
diizeyleri yiiksek kalmistir. Reaktif oksijen tiirevlerinin in vitro tarafindan belirli

konsantrasyonlarda (10 umol/kg) CAPE tarafindan bloke edildigi bilinmektedir [43,44].

2.4. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Viicudumuzdaki hiicrelerin  parcalandiktan sonra, hiicrelerde olusturdugu
degisikliklere sebep olan molekiillere serbest radikal denilmektedir. Sigara kullanimu,
radyasyonlar, belli bash ilaglar, UV 1sinlar1 serbest radikal kaynaklar1 olabilir. Serbest
radikaller kararsiz durumda olduklarindan, kararli yapiya donmeleri icin baska
elektronlarla eslesme yapmak zorudadirlar. Bu yiizden serbest radikallerin kimyasal

etkinlikleri gerceklestirme giicleri yiiksektir.
Serbest radikaller ii¢ yolla meydana gelir. Bunlar;

1- Bir molekiilii olusturan kovalent bagin kirilmasi sonucu yapisinda bulunan iki
elektrondan her birinin ayr1 pargada kalmasiyla,
X:Y > Xe+Ye

2- Radikal olmayan bir molekiilden tek elektron kaybiyla,
X:Y->X:+Y+

3- Radikal olmayan bir molekiile tek elektronun ilavesiyle,
X+e — Xe-

Serbest radikaller viicudumuzda; DNA hasari, asir1 kalsiyum girisi, mitokondri
hasar1, gegirgenlik arttirma, protein hasari gibi bir¢ok olaya sebep olmaktadir. DNA
hasarinda DNA’da cift ve tek dal kiriklari, seker hasari, baz modifikasyonlar1 gibi olaylar
meydana gelirse canlilik agisindan biiyiik bir tehlike ortaya ¢ikmaktadir.

Serbest radikallerin olusma hizi ile toksik maddelerden temizlenme hiz1 denge de

olup bu dengeye “oksidatif denge” denilmektedir. Denge hali serbest radikallerin lehine
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olursa hiicrede serbest radikaller artar. Bu durumda hiicre islevleri iizerinde yaptiklar
etkiye de “oksidatif stres” denir. Oksidatif denge, hiicreyi serbest radikallerin olusturmus
oldugu zararli etkilerden korumaktadir. Ayrica hiicreler serbest radikallerin zararli
etkilerinden korunmak ve serbest radikalleri etkisiz hale getirmek i¢in antioksidanlari

uretir.

Oksidatif stres ve serbest radikallerin sebep oldugu zararlar ¢ok genis oldugundan
bir takim hastaliklarda rolleri vardir. Kanser, bobrek yetmezligi, karaciger hastaliklari, kas
hastaliklari, Alzheimer, Parkinson gibi hastaliklar oksidatif stresin neden oldugu zararlara
ornek verilebilir. Serbest oksijen radikalleri ile baglatilan ¢oklu doymamis yag asidi igeren
kimyasal zincir reaksiyonuna lipit peroksidasyonu (LPO) denir. LPO’nun en son
basamaginda meydana gelen en O6nemli iiriin malondialdehittir (MDA). MDA oksidatif
stres Olgtimlerinde kullanilan bir molekiildiir. =~ Organizmada meydana gelen lipit
peroksidaz (LPO) diizeyinin 6l¢iilmesi icin MDA seviyesinin Sl¢iilmesi sik kullanilan bir
yontemdir. Bunun temelinde tiobarbitiirik asitin (TBA) MDA ile tepkimesi vardir. Bu
tepkime sonunda pembe renkli ¢ozelti olusur ve ¢ozeltinin absorbans degerinden LPO

derecesi belirlenir [45].

2.5. Antioksidanlar

Organizmada serbest radikallerin, yani metabolizma gibi kimyasal dogal olaylarin
yan {irlinlerinin sebep oldugu lipid, karbonhidrat ve protein gibi maddelerin oksidasyonunu
geciktiren veya Onleyen maddelere “antioksidan madde” denir. Antioksidan maddelerin
miktar1 ile dokuda olusan serbest radikaller arasinda denge vardir. Hastalik olusmasi bu

dengenin bozulmasi ile ilgilidir.

Antioksidanlar; hiicrelere zarar vermekte olan serbest radikalleri etkisiz hale
getirerek, biyokimyasal reaksiyonlardaki radikallerle beraber reaksiyona katilip o
reaksiyonlarin kirilmasini saglar ve etkisini gosteir. Antioksidanlar serbest radikaller i¢in
kararli yapiya sahip oldugundan oksijen molekiiliinii uzaklastirip, reaktif olan oksijen

tiirlerini baskilar ve hedefteki molekiilleri olugan hasar sonrasinda tamir eder.

Antioksidanlar, temizleme etkisi, baskilama etkisi, onarma etkisi ve zincir koparma

etkisi olarak 4 farkli sekilde oksidanlar etkisiz hale getirir. Bazi enzim sistemleri karaciger
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hiicrelerindeki toksik etkilere karsi antioksidan 6zelligi gosterirler. Endojen ve ekzojen

kaynakli olarak antioksidanlar iki sekilde incelenir.

2.5.1. Endojen Antioksidanlar
Endojenler yani hiicre i¢i antioksidanlar da enzim olanlar ve enzim olmayanlar

olarak iki sekilde incelenir.

2.5.1.1. Enzim Olan Endojenler
Organizmada serbest radikallerin hasar olusturmasina neden olan ya da var olan

patolojik durumlar1 geri doniistimii olmayan hale gelmesini engelleyen ve olusan durumlari
tamir etme durumunda olan antioksidan molekiillerine enzim kaynakli olan endojenlere
ornek olarak katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-PX), siiperoksitdismutaz (SOD) ve
hidroperoksidazlar verilebilir.

a) Katalaz (CAT):
Katalaz peroksizomlarda bitki ve hayvan hiicrelerinde herhangi bir sebeple olusan
zehir etkisi olan maddeleri inaktive ile yok edip parcalayan enzimleri tasir. Bir¢gok
dokuda farkli gorevleri vardir. En fazla karaciger ve bobrekte fonksiyoneldir.
Sitozol ve mikrozomal fraksiyonlarda bulunur. Hidrojen peroksidi (H,0,) suya ve

oksijene parcalar ve boylelikle hidrojen peroksidin de ortadan kalkmasini saglar.
H.0. — 2H.0 +O:

b) Glutatyon peroksidaz enzimi (GPx):
Yapisinda selenyum atomu bulunan, oksidatif etkisi olan hidrojen peroksit ve

oksijen peroksitlerin suya ve alkollere indirgenmesini saglar.

c) Siiperoksitdimutazi SOD:
Serbest radikallerden olan siiperoksit dismutazi (O2") hidrojen peroksit (H20:) ve
oksijen molekiiline (O:) cevirip katalizlenmesini saglayan bir antioksidan
enzimidir. Oksidatif strese karsi savunmada onemlidir ve biriken ara {iriinlerin

temizlenmesini ise CAT enzimi ile olur.

20: +2H — H:0: + O:
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2.5.1.2. Enzim Olmayan Endojenler
Enzim olmayan endojenler ise; hemoglobin, glutatyon, iirik asit, albiimin olabilir.

a)

b)

d)

GSH (Glutatyon):

En Onemli antioksidan bilesiklerinden olan glutatyon hiicreleri etanol ve diger
toksik maddelerden oksidatif hasara karsi korur. Glisin, sistein ve glutamattan
sentezlenmektedir. Eritrosit ve l6sositleri oksidatif hasara kars1 korumaktadir.
Etanol kaynakli oksidanlarin meydana gelmesi ve oksijenli solunum sonrasinda
olusan yan diirlinlerin ¢ogalmasiyla karaciger hiicrelerinde zehir etkisi olusur.
Bununla birlikte mitokondriyal glutatyon tasinmasina engel olup GSH olusumunu
baskilar. Bu da GSH’1n etanol iizerine savunma mekanizmasi oldugunu destekler
niteliktedir [46].

Hemoglobin:

Hemoglobin parcalanmaya ugrayarak demir verebilir veya dogrudan peroksitlerle

etkilesime girerek lipid peroksidasyonunu uyarir.

Urik asit:
Insanlarda iirat oksidaz1 olmadig1 igin birikir. Hipokloroid asit, peroksit radikalleri

bakimindan kuvvetli bir antioksidandir.

Alblimin:
Kanda bulunan bir protein iiriinii olan albiiminin viicutta birgok fonksiyonu vardir

ve karacigerde liretilmektedir.

Flavonoidler:

Flavonoidler, meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunan antioksidan ve
antiinflamatuar  etkiye sahiptir. 1930-1950’li yillarda P vitamini olarak
adlandirilmigtir. Viicudumuzdaki serbest radikalleri uzaklastirict etkiye sahiptir.
Hiicre onarimini saglar.

2.5.2. Ekzojen Antioksidanlar

Ekzojen antioksidanlara ise curcumin, melatonin ve flovonoid igerikli olan polen,

CAPE, propolis ornek verilebilir. Eksojen; kanser tedavilerinde kemoterapi ve

radyoterapiden saglikli hiicreleri korumak ic¢in kullanilmaktadir. Disaridan alinan
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antioksidanlar fizyolojik ve biyokimyasal olarak canlilarda olumlu etkiler yapar.
Glintimiizde terapotik maddelerden dogal ar1 iiriinleri 6rnegin propolis, CAPE fazla dikkat
cekmektedir. Ayrica ekzojenleri de vitamin, gida antioksidanlar1 olarak siralamak
mimkiindiir. Vitaminlerdekiler; vitamin E ve vitamin C sitokinler (TNF ve IL-1)

sayilabilir. Gidalardaki ekzojenler ise Fesiiperoksit dismutaz drnek olabilir [47].

2.6. Sitokinler
Alexis Carrel tarafindan 1920 yilinda I6kositlerin yara iyilesmesinde énemli bir rol

oynadigini géstermis olup, ilk kez Zinsser ve Tamiya tarafindan 1926 yilinda tanimlanmis
olan molekiil agirligi da 8-110 kDa arasindadir. Sitokinler; hiicresel davranigin gelisip
diizenlenmesinde rol alan, dogal ve sonradan elde edinilen bagisiklik sisteminde etkili
olan, makrofajlar ve T hiicreleri gibi 6zel hiicreler tarafindan salinip hedefteki hiicre
davranisini etkileyen, hormonlara benzeyen glikoprotein veya peptid yapidaki kimyasal

molekiillerdir [48, 49].

1979 yilinda, 2. Uluslararas: ¢alismada bir grubun raporunda, bir¢ok sitokinin tek
bir hiicreden olmadigini, bir¢cok hiicrelerden salgilanmakta oldugunu, ayrica bagisiklik

sisteminde gorev aldigini belirtmislerdir.

Sitokinler hedef hiicrelerindeki kendilerine ait 6zel ligandlara baglanarak etki
gosterirler. Lokositlerden salgilanan bir¢ok sitokine interlokin adi verilmektedir.

Salgilandiklarinda etkilerine gore otokrin, parakrin, endokrin dzellikleri vardir [50].

Otokrin bir hiicre tarafindan salgilanip ayni hiicre iizerine etkisini gosterirken,
parakrin ise belli bir hiicre tarafindan salgilanip sitokinlerin yakinindaki komsu hiicrelere
etkisini gostermektedir. Monosit, lenfosit, tiimoral hiicre gruplari tarafindan sentezlenir,

bagisiklik sistemindeki hiicrelerin etkinligini arttirirlar.
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Otokrin etki Sitokin genel isimdir. Eger;

e ®

LR A

. -~ ¥

e hiicre orjini monosit ise — monokin

Parakrin etki Yakindaki hiicre olarak tanimlanir.

hiicre orjini lenfosit ise — lenfokin

O ..-: - — ¢
* Kan dolasim
Endokrin etki Uzaktaki hiicre

Sekil 2.5. Sitokinler otokrin, parakrin ve endokrin etkileri [51]

200’den fazla insan sitokini tanimlanmistir. Sitokinler genel veya sistemsel
olabilirler. Sitokinler bazen tek baslarima salinmalar1 ve bazen tek baglarina etki
gostermeleri bakimindan c¢alisilmasi zor oldukca zordur. Bir sitokinin bir baska sitokinin

yapiminda ve yanit1 lizerinde etkisi olabilmektedir [52].

Sitokinlerin, bagisiklik sistemi disinda diiz kas, ¢izgili kas ve sinir hiicreleri
fonksiyonlarinda, fibroblastlarda da diizenleyici olarak goérev yaptigi son 15-20 yilda
yapilan ¢alismalarda belirtilmistir. Sitokinlerin tanimlamasi i¢in fonksiyonel benzer

ozelliklerine gore bircok siniflandirma yapilmistir. Bunlar;

1- Dogal bagisiklik bakimindan araci olan molekiiller;
a) 1. tip interferonlar
b) Timor nekroz faktdr (TNF)
c) Interldin-1 (IL-1)
d) Interlokin-6 (IL-6)
e) Kemokinler
2- Lenfosit aktivasyonu, farklilagsma ve ¢gogalmasini diizenleyen sitokinler;
a) Interlokin-2 (1L-2)
b) interlokin-4 (IL-4)
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c) Transforming Growth faktor (TGF)
3- Inflamasyonda diizenleyici rol oynayan sitokinler
a) Interferon-gama (IFN-g)
b) Lenfotoksin (Notrofil aktivatorii)
¢) Interlokin-12 (IL-12)
d) Interlokin-10 (IL-10)
4- Hematopoezi uyaran sitokinler;
a) Stem cell faktor (SCF)
b) Interldkin-3 (IL-3)
c) Monosit-makrofaj koloni stimiile eden faktor (M-CSF)
d) Graniilosit koloni stimiile eden faktor (G-CSF)
e) Interlokin-7 (IL-7)
f) Interlokin-9 (1L-9)
g) Interlokin-11 (IL-11) (53)

Sitokinlerin kendine 6zgii belli bagh birtakim 6zellikleri vardir. Bunlar;

1. Sitokinler dogal yapili ve 6zel immunite de efektor faz yapilidirlar.

2. Bir sitokin farkl tiplerdeki hiicreler tarafindan meydana getirilebilmektedir.

3. Sitokinin farkl: tiplerdeki hiicreler tizerinde farkl etkileri vardir.

4. Molekiil agirliklar: diigtiktir.

5. Bir sitokinin ayn1 hedefte farkli etki mekanizmalari olabilmektedir, bazilar ile ayn1 anda
olabiliyorken bazilari ile dakikalar, saatler veya giinler sonra bile olusabilir.

6. Birden fazla sitokin ayni etkiyi olusturabilmektedir.

7. Sitokinlerde; iki sitokin birbirlerinin etkisini ortadan kaldirabilir (antagonizm) veya
arttirabilir (sinerji) hatta degisik bir etkiye bile yol acabilir. Yani ¢evresel sartlara gore
etkinlikleri degisebilmektedir. Romataid artritte TNF-a ve IL-1 antagonistleri etkili iken
IL-1 ve TNF-a da inhibitorlerinde etkileri vardir [48].

8. Sitokinlerin sentez ve salgilamalar1 kisa siireli olaylardir. Sitokinler yeni gen
transkripsiyonu ile baslamaktadir yani hiicrede Onceden yapilmis hazir halde
bekletilmezler.

9. Sitokinler; hedef hiicre yiizeylerindeki kendilerine 6zgii reseptorlere baglanip etkilerini

gostermektedirler.
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10. Cok diisiik miktardaki sitokinler belli biyolojik etkiyi saglamaktadir.

11. immiin sistem ve iltihap reaksiyonlarinda viicut cevabinin amplitiid ve siiresini regiile
ederler.

12. Sitokinler gecici olarak sentezlenip, lokal olarak etkisini gostermektedirler.

13. Son derece kuvvetlidirler [53-54].

Uyan

Biyolojik etkiler

Sekil 2.6. Sitokinlerin biyolojik etkileri [51]

Sitokinlerin etkilerini azaltmak veya ortadan kaldirmak miimkiindiir.

1. Reseptor antagonistler olarak: Bu molekiiller reseptér molekiillerine baglanip sitokin

etkisini engellerler.

2. Solubl sitokin reseptorler olarak: Solubl reseptorler genellikle sitokinleri serumda

baglayarak hiicreye olan etkisini ortadan kaldirirlar.

3. Sitokin otoantikorlar olarak: Sitokinleri 6zel olarak notralize ederler.

4. Inhibitdr sitokinler olarak: 1L-10 ve IL-4’{in tip1 sitokinler igin, IL-2 ve IFN-y’mn tip 2

sitokinler icin baskilayici etki gosterdikleri bilinmektedir.

5. Sitokin reseptoriiniin yoklugu: Bunun en tipik 6rnegi IFN- y reseptorlerinin mutasyon

gibi degisiklikler sonucu silinmesiyle IFN-y’nmin makrofajlar1 aktive etmesinin

oOnlenmesidir.
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6. Inhibitor proteinler olarak: Inflamatuar olarak diizenli rolii bulunan sitokinler, hedef

hiicre etkilemede, inflamasyon yayillmasint ve istenmeyen etkileri Onlemede dogal
inhibisyon olaymi1 baslatmaktadir. Kronik inflamatuar hastalik olaylarinda organ
nakillerinde (transplantasyonunda) organ reddinde sitokin inhibitorleri sitokinlere
baglanarak biyolojik olarak etkiyi azaltmakta etkindir. Bagisiklik sistemini baskilmada
etkindir [54].

2.6.1. Tipta Sitokinlerin Kullanim

Sitokinler kimyasal iletilerde, birgok hastaligin fizyopatolojisinde, hastaliklarin
tanisinda, tanidiktan sonra hastaligin seyrinde, terapdtik olarak karar verilmesinde ve
ilaglarin etkilerini degerlendirmeye kadar bircok islemde yararli olacag: diisiiniilmektedir.
Ayrica doku zedelenmemelerinde, sistemik inflamatuar yanitta TNF-a, IL-1, IL-18 gibi
sitonkinler gorevlidir.  Etkin olduklar1 hiicrelerde, hiicrelerin birbirleri ile olan
etkilesimlerinde hiicrelerin kontroliinii saglayan sitokinler, yara iyilestirmelerinde,
inflamasyonlara, bagisiklik sistemlerindeki yanitta, inflamasyonlarda rol alan hiicrelerden

salinir sentezlenirler [48].

2.6.1.1 Tiimor Nekroz Faktorii (TNF)
Molekiil agilig1 17 kDa olan Kasektin olarakta bilinen tiimor nekroz faktorlerine,

tiimorlerde hemorajik nekroz yaptigi i¢in tiimor nekroz faktor ismi verilmistir. TNF-alfa ve
TNF-beta olmak iizere iki sinifa ayrilirlar. Aralarinda %30 civarinda benzerlik oranlar

vardir. 2 ayr1 gen tarafindan tiretilmekte olup 6. Kromozom iizerinde yer alirlar [49].

Chr 6
- - [ard
- m o - Mmoo - M - - - m - m - [an} [ R R ST
D = [} [y} LB s ] - o [y} =+ =+ W [} W = [y} [t} [t I o T T o= e ol T o Y w R
D) [} T} I . - - - - - - = - - [t} [ [t} LI I I I R I R Y I |
[rig vy & [+3 I vI v IR, v I i3 o o oo o o o fay o oD o ooToDooT oo o

Sekil 2.7. TNF’nin kromozom {izerindeki yeri [59]

TNF-a makrofaj ve kupfer hiicrelerinde sentezlenirken, TNF-B aktif T hiicrelerinde

sentezlenir. TNF-a inflamasyonda (iltihap) gorevli temel sitokinlerden biridir. TNF-a’nin
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biyolojik etkileri derisimlerine baglhidir. Etkinlik bakimindan diisiikk konsantrasyonlarda

bolgeseldir.

Otokrin ve parakrin etki yaptigi hiicreler ise endotel ve 16kositlerdir [49]. TNF-a
mikroorganizmalarin yok edilmesi i¢in notrofilleri aktif hale getirmektedir. TNF-a’nin da
virlisin neden oldugu enfeksiyonlarina karsi baslica 6nemli rolleri vardir. IL-1, TNF-a ve
kemokin gibi sitokinlerin iiretiminde rol oynar. Notrofil, eozinofil ve mononiikleer
fagositlerin mikroorganizmalar1 6ldiirmesini aktive etmektedir. Mononiikleer fagositleri ve
diger bazi hiicrelerin inflamatuar yanitta 6nemli rolleri olan IL-1, IL-6, TNF-a ve kemokin

gibi sitokinlerin tiretimini uyarmaktadir [49].
TNF-a’nin etkileri (sistemik);

1) TNF igsel kaynakli ates yiikseltici etkiye sahiptir, olusan bu atesin nedeni,
hipotalamusa ait hiicrelerin asir1 prostoglandin sentezlemesidir.

2) TNF-a karaciger hiicrelerinin ve proteinlerin sentezlemesini uyarir. Bu proteinler
organizmadaki doku hasar1 ve enflamasyonu oldugunda plazmada diizeyleri
degismektedir. Ornek verilecek olursa Fibrinojenlerin miktar1 artarken, albiiminin
miktar1 azalir.

3) Pihtilasma sisteminde ise antikogiilan ve prokoagiilanlarda degisiklik yapar ve
sistemi aktive eder.

4) Kemik iliginde kok hiicre boliinmesini uzun siireli etkiliginde baskilar ve immiin

yetmezliklerine neden olur [49].

Agir ve ciddi enfeksiyonlarda TNF-a fazla miktarda yapilir ve patolojik olaylara
sebep olur. Ayrica TNF-a, IL-1 gibi sitokinler proinflamatuar sitonkindir ve patojen

elemesini saglayip hizli bir sekilde yanuta rol alir ve inflamatuar degisiklik olustururlar.

2.7. interlokin

Interlokinler; interferén (1fn) ve Tiimdr nekroz faktér (TNF) igermektedir.
Bagisiklik sistemini ve hiicre fonksiyonunu diizenleyip ¢esitli zararlilara kars1 tepki verip,
onlarin aktivitesini kontol eder ve onlar1 normal sartlarda tutmaya ¢alismaktadirlar. T

hiicrelerinin aktivasyonu i¢in IL-1 ve TNF ile birlikte antijen 6zellik gostermektedirler.
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Interlokinlerin ana kaynag TNF-a gibi mononiikleer fagositlerdir. Ilk baslarda endojen bir

pirojen ve lenfosit proliferasyon uyarani olarak interlokinler tanimlanmistir [55].

Diabet, inflamasyon, otoimmiin hastaliklar ve osteoporoz olusumunda
interlokinlerin  rol aldig1 distliniilmektedir. IL-1’in endojen ve ekzojen etkilerine
bakildiginda kilo kaybi, endokrin sistem, sinir sistemi fonksiyonlari, uyku diizenlenmesi
epilepsi gibi bircok etkileri gdsterilmektedir. IL-1 bir¢ok biyolojik faaliyetleri olan ve
dogrudan enflamasyon sirasinda ifade edilen bazi genleri diizenleyen bir pro-enflamatuar
sitokindir. IL-1B 159aa ve IL-la 153aa olmak lizere agonist etkiye sahip 2 tane ¢esidi
vardir. Bunlar %26 oraninda birbirlerine benzerler. Dolasimda engok IL-18 bulunmaktadir
ve dolasimda endokrin etki gostermektedirler, etkileri ise konsantrasyona baghdir. IL-1
viicudumuzdaki tiim ¢ekirdekli hiicreler tarafindan endotel hiicrelerden ve notrofilerden de
tiretimi olmaktadir. Bir diger 3. tanimlanan proteini ise IL-1ra (IL-1 reseptor antagonisti)

dir. Interlokinin etkilerinin zittidir ama tam olarak etkileri bilinmemektedir [56].

Enflamasyon yani yanitin olugmasi i¢in bir takim gorevli sitokinler vardir. Bunlar; IL-1,
IL-8, TNF-a, TNF-B, IFN-y gibi. Bunlarin fibroblastlar {izerine de genel etkileri vardir. 1L
karaciger iizerinde; IL-1 normal karaciger proteinlerini 2-3 kat arttirirken, patolojik
proteinleri 100- 1000 kat arttir [57].

2.7.1. interlokin-1B

Proinflamatuar sitokinlerden olan IL-1beta, IL-6 ve TNF-alfa inflmatuar degisikliklerin
olusmasinda ve patojenlerin uzaklastirilmasinda gorevlidirler. Interlokin 1’in iki alt tipi
vardir. Bunlar IL-1alfa ve IL-1betadir. Bagisiklik sistemi hiicreleri olan endotel hiicreler,
monositler ve lenfositler tarafindan salinirlar. Otoimmun, kemik erimesi ve

infalamasyonun olusmasinda etkilerinin oldugu diisiiniilmektedir.

Interlokin 1’in iiretimi viicudumuzdaki tiim ¢ekirdekli hiicreler tarafindan olmaktadir. IL-
la ve IL-1b formlar1 insanlarda bulunmaktadir. Tiimor nekroz faktor ile beraber interlokin
1; hiicresel immiin cevabm olusmasimi saglar. Interlokin 1-beta 2. Kromozomda yer

almaktadir.
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Sekil 2.8. IL-1beta’nin kromozom tizerindeki yeri [59]

2.7.2. interlokin-18

IL-18 sitokin ailesi iiyelerinden makrojaj ve monositlerden salgilanan ve ayni
zamanda da kupfer hiicreleri ve epital hiicrelerin farklilagsmasinda, biiyiimesinde de etkili
bir interlokin iiyesidir. Inflamutuar hastaliklarda ve otomimmiinde &nemli olan bir
sitokindir. Proinflamatuar rolii vardir. IFN-y (gama) tiretimini arttirma gibi rolii vardir.

Makrofajlarindan IL-1 ve TNF-a salimini ¢cogaltir.

Fonksiyonel olmasa da yapi olarak IL-1 benzerlik gosteririr. IL-18 proinflamatuar
sitokinlerin salimm arttirir. Isimlendirilmesi ilk baslarda interferon gama indiikleyici
faktor olarak olmustur. ilk olarak 24kDa’lik inaktif sekilde onciil bir protein olarak
sentezlenir (pro-IL-17) daha sonra kaspaz 1 ve kazpaz 4 ile 18kDa olarak aktif biyolojik
formuna kesilir [58]. 11.kromozomdadir ve bircok gen polimorfizmi vardir. (11q22.2-
22.3)

Chr 11

o -
e} =< ISP | A} - ™o - Lyl =< - ™ - m - [} = ™
e} [y o o o = oy ™ L s e s B m oy = =+ =+ - I} [y oy [ = = = W0
- | = - - =} - o odd o = x| — = = A 0 Ll [t ] L Y Y Y
fr3 j+3 o0 fr3 =8 j+3 o oo O oo o o oo o o o facy o oo o O

Sekil 2.9. IL-18’in kromozom {izerindeki yeri [59]

TNF-a gibi proinflamatuar sitokinin salgisini potansiyelize ettigi 6zelligi vardir. Bu
ozelliginden dolay1 IL-18 inflamasyonda ¢ok 6nemli bir sitokindir. Tip 1 diyabet, romatoid
artrit gibi otoimmiin hastaliklarinda ve astim, behget hastaligi, gibi inflamasyon
hastaliklarinda etkilidir. Farelere yapilan incelemeler sonucunda IL-18 tiimor

anjiogenezini inhibe edip, tlimorgenezisi zayiflatip, antitiimor etkiye sebep olmaktadir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Analizlerde Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar
Calismamizda Usak Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii, Biyokimya
Laboratuvari’nda bulunan, cihaz ve malzemeler kullanilmistir. Bunlar;
* Elisa Cihaz1 (Thermo Scientific Multiskan FC program adi: Skanit RE 4.1)
* Hassas Terazi (Ohaus Proneer)
» Vorteks (WiseMix VM-10; Wisd. Laboratory Instruments)
+ Wash (Diagnostic Automation, Inc)
* Homojenizator (IKA T18 basic, Ultra Turrax)
* Etiiv (Niive ES 120)
* Spektrometre (UV-mini-1240, UV-Vis Spectrophotometer, Shimod 24)
» pHmetre (Ohaus pH starter 3000, st310 pH)
« Santriflij (Niive NF 800R, Tiirkiye)
 Otomatik Multikanal Pipet (Eppendorf Research Plus)
* Distile Su Cihaz1 (Direct-Q® 3UV Ultrapure (Type 1)
* Cerrahi eldiven
» Ependorf tiip
* Balon joje

* Su Banyosu (Niive NB 20)
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Calismamizda kullanmis oldugumuz bazi cihazlarin resimleri;

e I
A I
NE 800 W

T
i

Resim 3.1. Santrifiij (Niive NF 800R, Tiirkiye)

Resim 3.3. Elisa Cihazi (Thermo Scientific Multiskan FC program adi: Skanit RE 4.1)
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Resim 3.4. Otomatik Multikanal Pipet (Eppendorf Research Plus)

3.2. Analizlerde Kullanilan Kimyasal Maddeler

« Kafeik Asit Fenetil Ester (Sigma)

» Parasetemol (Doga flagc Hammadde Ltd. sirketi, Istanbul)

*N-asetil Sistein (600 mg tek tablet NAC (Mentopin, Hermesarzneimittel Gmbh, Miinih-
Almanya)

+ Rat TNF-a ELISA Kit (SunRed Biotechnology Company lot no: 201709)

» Rat IL-18 ELISA Kit (SunRed Biotechnology Company lot no: 201709)

» Rat IL-18 ELISA Kit (SunRed Biotechnology Company lot no: 201709)

+ Rat 8-OHdG ELISA Kit (SunRed Biotechnology Company: lot no: 201709)
* TAS (Rel Assay Diagnostics; lot no: DR16069A)

* TOS (Rel Assay Diagnostics; lot no: DR160800)

» SOD (SunRed Biotechnology Company lot no: lot no: 201802)

* GSH (SunRed Biotechnology Company lot no: lot no: 201802)

* CAT (SunRed Biotechnology Company lot no: lot no: 201802)

3.3. Deney Hayvanlari

Arastirma Usak Universitesi Bilimsel Arastirma ve Teknolojik Arastirma Merkezi
Laboratuvari Afyon Kocatepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu tarafindan
bildirilen kurallar dogrultusunda, USAK HADYEK, 2017/02-02 no’lu karar ile etik
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kurulunun onayi ile yapildi. Hayvanlarin bakimi AKU Deney Hayvanlar1 Uygulama ve

Arastirma Merkezinde gergeklestirildi.

Calismada 2-3 aylik 180-200 gram agirligina sahip saglikli 36 adet ‘Wistar-albino’

erkek rat kullanildi. Aragtirmadan 1 hafta 6nce gbzlem altina alinan deney hayvanlarmin

deney ortamina adaptasyonu saglandi. Denekler 12 saat karanlik ortamda, 12 saat aydinlik

ortamda kalacak sekilde ve her bir kafeste 6 rat olacak sekilde ayrildi. Calisma siiresince

tiim denekler esit ortam kosullarinda tutuldu.

Deneklere galisma siireleri boyunca standart rat yemi ve su ‘ad libitum’ olarak

verilmigtir. Saat 09.00 - 19.00’da olmak tizere giinde iki defa yem verildi.

3.4. Deney Gruplariin ve Hepatotoksisitenin Olusturulmasi

3.4.1. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Deneyde hayvanlar rastgele olacak sekilde tablo 1°deki gibi 6 gruba ayrildi. (n=6)

Cizelge 3.1. Deney hayvanlarinin gruplara ayrilmasi

Grup 1: Kontrol grubu (n=6): Calisma siiresince standart yemle beslenen ratlardan
olustu. Serum fizyolojik uygun hacimde verildi.

Grup 2: Parasetamol grubu (n=6) distile suda ¢oziiniip 2g/kg dozunda, 2 mL gavaj ile
parasetamol uygulamasi yapildi.

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

Grup 4: Parasetamol + NAC (n=6): Parasetamol 2 g/kg + NAC (140 mg/kg) grubu.
140 mg/kg N-Asetil Sistein oral yoldan verildikten 1 saat sonrasi 2 g/kg
dozunda, 2 mL parasetamol uygulamasi yapildi.

Grup 5: CAPE (n=6) etanolle c¢ozdiiriiliip tek basma 10 mikrogram/kg CAPE
uygulamasi yapildi.

Grup 6: Etanol grubu (n=6) CAPE’nin ¢6zdiiriildigii oranda seyreltik etenol.

llaglar gavaj yoluyla ratlara agizdan verildi. NAC parasetamol verildikten bir saat

ve 12 saat sonra tekrarlandi. Parasetamol uygulamasini takiben 1 saat yeme i¢cmesine izin
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verilmig ve 24 saat bekledikten sonra hayvanlar sakrifiye edildi. (ketamin 65mg/kg, i.p)-
ksilazin(7mg/kg, 1i.p) anestezi altinda tim deney gruplarindan karacigerleri hizla
cikarilarak biyokimyasal ve molekiiler analizler i¢in 80°C’de, histopatolojik analizler igin

%10’luk formalin icerisinde bekletildi.
3.4.2. Deneysel Hepatotoksisitenin Olusturulmasi

Calismamizda deneysel hepatotoksisitenin olusturulmasi igin klinikte kullanilan N-
asetil sistein (NAC), parasetamol toksisitesinde kullanilan tek ilagtir. Calismada,
parasetamoliin rat basina 2g/kg dozu 2mL’ye denk gelecek sekilde Phosphate buffer
saline’nin (PBS) %1’lik Karboksi Metil Seliiloz (CMC) c¢ozeltisinde siispanse edilerek
hazirlandi. Hazirlanan silispansiyon gastrik sonda yardimiyla oral yoldan uygulandi.
Calismada kullanilan parasetamol dozlari, ilgili literatiire gore belirlendi [60,61].
Parasetamol uygulanmasindan 4 saat sonra tiim gruplardaki ratlara deney sonuna kadar

yeteri kadar su ve yem verildi.

NAC uygulamasi ise ¢alisma icin %0,9’luk NaCl ¢ozeltisinde hazirlanan 600mg tek
tablet NAC (Mentopin, Hermesarzneimittel Gmbh, Miinih-Almanya) gavaj yoluyla oral
yoldan verildi. NAC uygulamas: parasetamol verildikten 1 saat ve 12 saat sonra

tekrarlandi.

Kafeik Asit Fenetil Ester (Sigma); 2 g/kg dozunda, 2 mL gavaj ile parasetamol
uygulamasi olan grup, 2g/kg oral parasetemol uygulamasi sonrasinda, 10mikrogram/kg
CAPE uygulamasi yapilacak grup, Parasetamol 2 g/kg + NAC (140 mg/kg) grubu. 140
mg/kg N-AsetilSistein oral yoldan verildikten 1 saat sonrasi 2 g/kg dozunda, 2 mL
parasetamol uygulamasi yapilacak grup ve tek basma 10 mikrogram/kg CAPE uygulamasi
yapilacak grup selinde CAPE uygulamasi gruplara gore yapildi.

Calismanin Sonlandirilmasi:

Parasetamol uygulamasin takiben 1 saat yeme i¢gmesine izin verilmis ve 24 saat
bekledikten sonra hayvanlar sakrifiye edildi. (ketamin 65mg/kg, i.p)- ksilazin(7mg/kg, i.p)
anestezi altinda tiim deney gruplarindan karacigerleri hizla ¢ikarilarak biyokimyasal ve

molekiiler analizler i¢cin 80°C’de, %10’luk formalin icerisinde bekletildi.
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3.5. Karaciger Dokusu Homojenizasyonu

Karaciger doku ornekleri, deneyden 1 saat oncesinde- 80 °C’den ¢ikartilip oda
sicakliginda ¢oziindiiriildii. Coziinmesi gergeklesen ornekler Oncelikle hassas terazi ile
tartildi. Tartma islemi bittikten sonra her bir karaciger 6rneklerine 5 mL pH 7,4 olan fosfat
tamponu eklenerek ultra turrax doku homojenizatorii ile homojenize edildi.
Homojenizasyon islemi bittikten sonra deney tiiplerine alindi. 4000rpm’de 10 dk santrifiij

edildi. Ustte kalan siipernatandan biyokimyasal ¢alismalar gerceklestirildi.

3.6. Sitokin Diizeylerinin Degerlendirilmesi
3.6.1. TNF-alfa’min Belirlenmesi

Karaciger doku ornekleri, Rat TNF-a Elisa Kiti (SunRed Biotechnology Company, Lot
numarast 201709) kullanilarak seviye Olciildii. Yapilan analizlerde kullanilan Kkitler,
standart sandvi¢ enzime bagli immiin-sorbent oOl¢lim teknolojisine dayanmaktadir.
Standartlara ve Olgiilecek olan numuneler 450 nm absorbansda okutulup, sonuglar

konsantrasyon olarak hesaplandi.

Standartlarin Hazirlanmasi

Standartlar 640ng’den baslaylp sirasiyla 320ng, 160ng, 80ng, 40ng seklinde dilue
(seyreltme) edilerek kiiciik kapakli deney tiliplerine konulup vortekslendi.

320ng i¢in 120ul orijinal standart+ 120ul standart diluent,

160ng igin 120ul 320’11k standart+ 120ul standart diluent,

80ng igin 120ul 160°1ik standart+ 120l standart diluent,

40ng i¢in 120ul 80’lik standart+ 120ul standart diluent,

20ng i¢in 120ul 40°1ik standart+ 120ul standart diluent, seklinde standartlar hazirlandu.
Deneyin Yapihisi

A kuyucugu (blank) bos birakildi. B, C, D, E, F kuyucuklarina 50ul standartlar
eklendi. Daha sonra siradaki kuyucuktan itibaren 40ul numuneler konuldu. Sadece
numunelerin tizerine 10pl antibody (Ab) eklendi. A kuyucugu hari¢ diger tiim kuyucuklara
50ul HRP kuyucuklara konuldu. Kuyucuklarin iistii saydam bir plastik ile kapatilip 1 saat
inkiibe edildi. 1saatlik arada yikama soliisyonu hazirlandi. (yikama soliisyonu: 20mL’ye 30
kat distile su =600ml) 1 saatlik bekleme siiresinin ardindan yikama makinesinde 5 defa

yikandi. Her kuyucuga kromojen A soliisyonundan 50ml ve kromojen B soliisyonundan
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50mL eklendi. Hafifce ¢alkalandi. 37°C de 10dakika inkiibe edildi. Her kuyucuga stop
soliisyonundan 50mL eklendi. 450nm’de Elisa cihazi ile okuma islemi yapilip, sonuglar

konsantrasyon olarak hesaplandi.

3.6.2. Interlokin-1p’nin Belirlenmesi

Karaciger doku ornekleri Rat IL-1B Elisa Kiti (SunRed Biotechnology Company, Lot
numarasi: 201709) kullanilarak seviyeleri dlgiildii. Yapilan analizlerde kullanilan kitler,
standart sandvi¢ enzime bagli immiin-sorbent Ol¢iim teknolojisine dayanmaktadir.
Standartlar ve olglilecek olan numuneler 450 nm absorbansda okutulup, sonuglar

konsantrasyon olarak hesaplandi.
Standartlarin Hazirlanmasi

Standartlar 4800ng’den baslayip sirasiyla 2400ng, 1200ng, 600ng, 300ng seklinde
dilue (seyreltme) edilerek kiiciik kapakli deney tiiplerine konulup vortekslendi.

Deneyin Yapilhisi

300ng i¢in 120ul orijinal standart+ 120ul standart diluent,

600ng i¢in 120ul 300’11k standart+ 120ul standart diluent,

1200ng i¢in 120u1 6000°lik standart+ 120ul standart diluent,

2400ng i¢in 120pl 1200’11k standart+ 120ul standart diluent,

4800ng icin 120pul 2400’lik standart+ 120l standart diluent, seklinde standartlar
hazirlandi.

A kuyucugu (blank) bos birakildi. B, C, D, E, F kuyucuklarina 50ul standartlar
eklendi. Daha sonra siradaki kuyucuktan itibaren 40ul numuneler konuldu. Sadece
numunelerin tizerine 10ul antibody (Ab) eklendi. A kuyucugu hari¢ diger tiim kuyucuklara
50ul Streptavidin HRP konuldu. Kuyucuklarin iistii saydam bir plastik ile kapatilip 1 saat
inkiibe edildi. 1 saatlik arada yikama soliisyonu hazirlandi. (Yikama soliisyonu: 20mL’ye
30 kat distile su =600mL) 1 saatlik bekleme siiresinin ardindan yikama makinesinde 5 defa
yikandi. Her kuyucuga kromojen A soliisyonundan 50ul ve kromojen B soliisyonundan
50ul eklendi. Hafif¢e calkalandi. 37°C de 10dakika inkiibe edildi (renk degisimi gézlendi).
Her kuyucuga stop soliisyonundan 50ul eklendi. 450nm’de Elisa cihaz1 ile okuma islemi

yapilip, sonuglar konsantrasyon olarak hesaplandi.
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3.6.3. interlékin-18’in Belirlenmesi
Karaciger doku ornekleri Rat IL-18 Elisa Kiti (SunRed Biotechnology Company, Lot

numarast 201709) kullanilarak seviyeleri 6lgtildii. Yapilan analizlerde kullanilan Kitler,
standart sandvi¢ enzime bagli immiin-sorbent Ol¢iim teknolojisine dayanmaktadir.
Standartlar ve Olgiilecek olan numuneler 450 nm absorbansda okutulup sonuglar

konsantrasyon olarak hesaplandi.
Standartlarin Hazirlanisi

Standartlar 80ng’den baslayip sirasiyla 40ng, 20ng, 10ng, 5ng seklinde dilue
(seyreltme) edilerek kiiciik kapakli deney tiiplerine konulup vortekslendi.

Deneyin Yapilhisi

80ng i¢in 120ul orijinal standart+ 1201 standart diluent,

40ng i¢in 120ul 80’lik standart+ 120ul standart diluent,

20ng i¢in 120ul 40°1ik standart+ 120pul standart diluent,

10ng i¢in 120ul 20’k standart+ 120l standart diluent,

Sng i¢in 12pl 10°1ik standart+ 120l standart diluent, seklinde standartlar hazirlandi.

A kuyucugu (blank) bos birakildi. B, C, D, E, F kuyucuklarina 50ul standartlar
eklendi. Daha sonra siradaki kuyucuktan itibaren 40ul numuneler konuldu. Sadece
numunelerin {izerine 10pl antibody (Ab) eklendi. A kuyucugu hari¢ diger tiim kuyucuklara
50ul Streptavidin HRP konuldu. Kuyucuklarin iistii saydam bir plastik ile kapatilip 1 saat
inkiibe edildi. 1 saatlik arada yikama soliisyonu hazirlandi. (Yikama soliisyonu: 20mL’ye
30 kat distile su =600mL) 1 saatlik bekleme siiresinin ardindan yikama makinesinde 5 defa
yikandi. Her kuyucuga kromojen A soliisyonundan 50ul ve kromojen B soliisyonundan
50ul eklendi. Hafifce calkalandi. 37°C de 10dakika inkiibe edildi. Her kuyucuga stop
soliisyonundan 50ul eklendi. 450nm’de Elisa cihazi ile okuma islemi yapilip, sonuglar

konsantrasyon olarak hesaplandi.

3.7. Total Antioksidan Seviyesi-Total Oksidan Seviyesi Ol¢iimleri

3.7.1. Total Antioksidan Seviyesi Belirlenmesi

Doku 6rneklerinde bakilan total antioksidan seviye (TAS) diizeyi (Total Antioxidant Status
-Total Antioksidan Seviyesi) Rel Assay Diagnostic, DR16069A Lot numarali kit ile
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ol¢iildii. Yontemin 6zelligi 6rnekteki tiim antioksidan molekiillerin renkli ABTS katyonik
radikalini rediiklemesi sonucu renkli radikalin antioksidan molekiillerin toplam

konsantrasyonlariyla orantili olarak dekolorize olmasi esasina dayanir.
Deneyin Yapihisi
100mikrolitre standart+100ul distile su ile vortekslendi. 0,5’ten baslayarak dilue edildi.

G kuyucugundan 15’er pl 6rneklerden baslandi.

A kuyucuguna 0,125

B kuyucuguna 0,25

C kuyucuguna 0,125

D kuyucuguna Standart 1

E kuyucuguna R1 (level 1)

F kuyucuguna R2 (level 2) 15’ser ul’lik numuneler eklendi.

A, B, C, D, E, F, G,... kuyucuklar1 dahil olmak iizere dispensir yardimiyla 250 pl
R1 eklendi. 660nm’de Elisa cihazinda okuma islemi yapildi ve 1.absorbans degeri dl¢iildii.
Daha sonra A,B, C, D, E, F, G,... dahil olmak {izere tamamina dispensir yardimiyla 38 ul
R2 eklendi. 5 dakika 37°C’de etiivde inkiibe edildi. Son olarak 660nm’de Elisa cithazinda

okuma iglemi yapildi ve 2. absorbans degeri dl¢iildii.
3.7.2. Total Oksidan Seviyesi Belirlenmesi

Orneklerin toplam oksidan seviyesi Tos (Total Oxidant Status) Rel Assay
Diagnostic, DR160800 Lot numaral: kit kullanildi. Olgiim testin ¢alisma prensibinde ifade
edildigi iizere 6rneklerin igerdigi oksidan molekiillerin ferroz iyonu ferrik iyona kiimiilatif

olarak oksitlemesine dayanir.

Deneyin Yapihsi

su ile vortekslendi. 10ng’den baslayarak dilue edildi. H kuyucugundan 37,5 ul 6rneklerden
baslandi.

A kuyucuguna 0,625
B kuyucuguna 1,25
C kuyucuguna 2,50
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D kuyucuguna 5,00

E kuyucuguna 10,00

F kuyucuguna R1 (kontrol 1)

G kuyucuguna R2 (kontrol 2)’den 37.5 ul’lik numuneler eklendi.

A, B, C, D, E, F, G,... kuyucuklar1 dahil olmak iizere dispensir yardimiyla 250
ul R1 eklendi. 530nm’de Elisa cihazinda okuma islemi yapildi ve 1. absorbans degeri
Olciildii. Daha sonra A, B, C, D, E, F, G,... kuyucuklar1 dahil olmak {izere dispensir
yardimryla 12,5 pl R2 eklendi. 5 dakika 37°C’de etiivde inkiibe edildi. 530nm’de Elisa

cihazinda okuma islemi yapildi ve 2. absorbans degeri dl¢iildii.

3.8. Katalaz Seviyesi Belirlenmesi
Cat (katalaz) SunRed Biotechnology Company lot no: 201802 kit kullanildu.

Standartlarin Hazirlanmasi

Standartlar 160ng’den baslayip sirasiyla 80ng, 40ng, 20ng, 10ng seklinde dilue (seyreltme)
edilerek kiiciik kapakli deney tiiplerine konulup vortekslendi.

Deneyin Yapihisi

160ng igin 120ul orijinal standart+ 120ul standart diluent,

80ng i¢in 120ul 160°1ik standart+ 120ul standart diluent,

40ng i¢in 120ul 80°1ik standart+ 120ul standart diluent,

20ng i¢in 120ul 40’11k standart+ 120pul standart diluent,

10ng i¢in 120ul 20°1ik standart+ 120pul standart diluent, seklinde standartlar hazirlandi.

A kuyucugu (blank) bos birakildi. B, C, D, E, F kuyucuklarina standartlar eklendi.
Daha sonra siradaki kuyucuktan itibaren 40ul numuneler konuldu. Sadece numunelerin
tizerine 10ul antibody (Ab) eklendi. Sirasiyla B, C, D, E, F kuyucuklarina 10, 20, 40, 80,
160ng hazirlamis oldugumuz standartlardan 50ul konuldu. 50ul HRP A kuyucugu (blank)
dahil olmak iizere tim kuyucuklara konuldu. Kuyucuklarin iistii saydam bir plastik ile
kapatilip 1 saat inkiibe edildi. 1saatlik arada yikama soliisyonu hazirlandi. (Yikama
soliisyonu: 20mL’ye 30 kat distile su =600mL) 1 saatlik bekleme siiresinin ardindan

yikama makinesinde 5 defa yikandi. Her kuyucuga kromojen A soliisyonundan 50ul ve
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kromojen B soliisyonundan 50ul eklendi. Hafifce calkalandi. 37°C de 10 dakika inkiibe
edildi. Her kuyucuga stop soliisyonundan 50ul eklendi. 450nm’de Elisa cihazi ile okuma
islemi yapildi.

3.9. Siiperoksit dismutaz Seviyesinin Belirlenmesi

SOD (Siiperoksit dismutaz) SunRed Biotechnology Company lot no: 201802 kit
kullanildi.

Standartlarin Hazirlanmasi

Standartlar 64ng’den baslayip sirasiyla 32ng, 16ng, 8ng, 4ng seklinde dilue
(seyreltme) edilerek kiiciik kapakli deney tiiplerine konulup vortekslendi.

Deneyin Yapihisi

64ng i¢in 120l orijinal standart+120ul standart diluent,

32ng i¢in 120ul 64’lik standart+120ul standart diluent,

16ng i¢in 120ul 32°lik standart+120pl standart diluent,

8ng i¢in 120ul 16’lik standart+120ul standart diluent,

4ng i¢in 120pl 8’lik standart+120ul standart diluent, seklinde standartlar hazirlandi.

A kuyucugu (blank) bos birakildi. B, C, D, E, F kuyucuklarina standartlar eklendi.
Daha sonra siradaki kuyucuktan itibaren 40ul numuneler konuldu. Sadece numunelerin
tizerine 10ul SOD antibody (Ab) eklendi. Sirasiyla B, C, D, E, F kuyucuklarina
64,32,16,8,4ng hazirlamis oldugumuz standartlardan 50ul konuldu. 50ul HRP A kuyucugu
(blank) dahil olmak iizere tiim kuyucuklara konuldu. Kuyucuklarin iistii saydam bir plastik
ile kapatilip 1 saat inkiibe edildi. 1saatlik arada yikama sollisyonu hazirlandi. (Yikama
soliisyonu: 20mL’ye 30 kat distile su =600mL) 1 saatlik bekleme siiresinin ardindan
yikama makinesinde 5 defa yikandi. Her kuyucuga kromojen A soliisyonundan 50ul ve
kromojen B soliisyonundan 50ul eklendi. Hafifce galkalandi. 37°C’de 10 dakika inkiibe
edildi. Her kuyucuga stop soliisyonundan 50pul eklendi. 450nm’de Elisa cihazi ile okuma

islemi yapildi.
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3.10. Glutatyon Seviyesinin Belirlenmesi
GSH (Glutatyon) SunRed Biotechnology Company lot no: 201802 kit kullanildi.

Standartlarin Hazirlanmasi

Standartlar 120ng’den baslayip sirasiyla 60ng, 30ng, 15ng, 7,5ng seklinde dilue
(seyreltme) edilerek kiiciik kapakli deney tiiplerine konulup vortekslendi.

120ng i¢in 120yl orijinal standart+120ul standart diluent,

60ng i¢in 120ul 120’lik standart+120ul standart diluent,

30ng icin 120ul 60°lik standart+120pl standart diluent,

15ng i¢in 120ul 30’11k standart+120ul standart diluent,

7,5ng i¢in 120ul 15°1ik standart+120pul standart diluent, seklinde standartlar hazirlandu.

Deneyin Yapihsi

A kuyucugu (blank) bos birakildi. B, C, D, E, F kuyucuklarina standartlar eklendi.
Daha sonra siradaki kuyucuktan itibaren 40ul numuneler konuldu. Sadece numunelerin
tizerine 10ul antibody (Ab) eklendi. Sirasiyla B, C, D, E, F kuyucuklarina
7,5,15,30,60,120ng hazirlamis oldugumuz standartlardan 50ul konuldu. 50ul HRP A
kuyucugu (blank) dahil olmak tizere tiim kuyucuklara konuldu. Kuyucuklarin iistii saydam
bir plastik ile kapatilip 1 saat inkiibe edildi. 1saatlik arada yikama soliisyonu hazirlandi.
(Yikama soliisyonu: 20mL’ye 30 kat distile su =600mL) 1 saatlik bekleme siiresinin
ardindan yikama makinesinde 5 defa yikandi. Her kuyucuga kromojen A soliisyonundan
50ul ve kromojen B soliisyonundan 50ul eklendi. Hafifce galkalandi. 37°C de 10 dakika
inkiibe edildi. Her kuyucuga stop soliisyonundan 50ul eklendi. 450nm’de Elisa cihaz ile

okuma iglemi yapildi.

3.11. Malondialdehid Seviyesinin Belirlenmesi

Karaciger MDA o6l¢iimiinde Sushil, K. J. (1986) tarafindan bildirilen yontem kullanildi.
MDA lipid peroksidasyonunun sekonder bir {iriinii olup lipitlere ait peroksidasyonun
belirlenmesinde kullanilan 6nemli bir parametredir. MDA aerobik sartlarda pH:3.,4 de

tiyobarbitiirik asit ile 95°C de inkiibasyonu sonucu pembe renkli bir kompleks olusturur.

Calisma karaciger dokusunda (200mL) yapilmstir.
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Kullamilan kimyasallar;

Potasyum fosfat tamponu 0,1m ph: 7,4

Sodyum dodesilsiilfat %8.1

Asetik asit %20°1ik, doymus NaOH ile pH: 3,5’a ayarlanir
Tiyoborbiitirik asit (TBA) %0,8

N-Biitanol/pridin ¢6zeltisi (15/1) (giinliik hazirlanir)

Prosedir:

Stok standart:1,1,3,3tetraetoksipropan (d:0,92g/mL) stoktan 6,6mL alinarak 100mL’ye saf
su ile tamamlandi. 10, 20,40, 60, 80, 100nmol/mL konsantrasyonlarinda ¢alisma
standartlar1 hazirlandi. 95°C de 30dakika inkiibe edilip sogutulduktan sonra iizerine n-
Biitanol/Pridin ilave edilip karigtirildi. 4000rpm de 10dakika santriftij edildi. Santrifiij
isleminden sonra spektrofotometre ile 6l¢iim 523nm’de yapildi. (Ilk olarak distile su ile kor

okuma yapilip, daha sonra ImL iist stipernatant kisimdan alinarak okuma islemi yapildi.)

Hesaplama;

CN: Numunenin konsantrasyonu
AN: Numunenin absorbansi CN = — X s

AS: Standardin absorbansi

CS: Standardin konsantrasyonu

3.12. Aspartat Amino Transferaz ve Alanin Amino Transferaz Ol¢iimlerinin
Yapilmasi

Biyokimya tiipiine (jelli antikuaglansiz tiipler) alinan kanlar 4000 rpm’de 10 dakika
+4 °C’de santrifiij (Niive NF 800R, Tirkiye) edildi ve elde edilen serum 6rnegi analiz
yapilana kadar -80 °C’de saklandi. Analiz saatinde cozdiiriilen numunelerden, Usak
Universitesi Uygulama ve Arastirma Hastanesi Biyokimya Laboratuvarinda Abbott C4100

markal1 entegre otoanalizor biyokimya cihazinda AST ve ALT seviyeleri 6l¢iildii.

38



4. ISTATIKSEL ANALIZ

Istatistiksel analizler SPSS (Statistical Package for the Social Sciences ver. 18.0, SPSS
Inc, Chicago lllinois, USA) programi kullanilarak yapilmistir. Sonuglar ortalama + standart
hata olarak verildi. Grup i¢i ve gruplar arasi karsilastirmada ANOVA ve Duncan testi
kullanildi. P<0.05 anlamli olarak kabul edildi.

39



5.BULGULAR

24 saatlik c¢alisma sonunda toplamda 36 rattan elde edilen karaciger doku
orneklerinden TNF-a, IL-1B, IL-18 diizeyleri, MDA, TAS, TOS, SOD, GSH, CAT
seviyeleri ve serumda AST, ALT diizeyleri incelendi. Gruplar kendi aralarinda ayni
zamanda kontrol grubuyla karsilastirmada ANOVA ve Duncan testi kullanildi. P<0.05
anlamli olarak kabul edildi. Sonuglar sirasiyla ¢izelge 5.1, cizelge 5.2, ¢izelge 5.3, ¢izelge
5.4, ¢izelge 5.5, ¢izelge 5.6, cizelge 5.7, cizelge 5.8, gizelge 5.9, ¢izelge 5.10 ve ¢izelge

5.11°de verilmistir.

5.1. TNF-a Sonuclar:
Cizelge 5.1. Karaciger dokusu TNF-alfa seviyeleri

Grup TNF-a (ng/L)
Kontrol 328,95+31,16*°
Parasetamol 430,63+16,17°
Parasetamol+CAPE 313,47+64,27°
Parasetamol+NAC 369,08+45,70"
CAPE 335,88+33,22°
Etanol 329,78+35,64°

Bulgularimiza gore, TNF-a seviyeleri parasetamol grubunda kontrol grubuna gore anlamli
olarak (p<0.05) yiiksek, parasetamol+CAPE verilen grupta ise anlamli olarak (p<0.05)
yiiksek oldugu ¢izelge 5.1°deki gibidir. Parasetamol+CAPE ve parasetamol+NAC verilen
grupla parasetamol grubu karsilastirildiginda, TNF-a seviyelerinin anlamli olarak (p<0.05)
distiigii goriildii. CAPE ve etanol gruplart ve kontrol grubu arasinda anlamli bir farka

rastlanmadi.
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5.2. Interlokin-1B Sonuclari

Cizelge 5.2. Karaciger dokusu interlokin-18 seviyeleri

Grup IL-1B (ng/L)
Kontrol 2,51+0,39%
Parasetamol 2,39+0,34°
Parasetamol+CAPE 2,02+0,24°
Parasetamol+NAC 2,03+0,24°
CAPE 2,13+0,14,°
Etanol 2,19+0,31°

a,b,c: Ayni siitlinda farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farkliliklar 6nemlidir.

Bulgularimiza gore, IL-1B seviyeleri parasetamol grubunda kontrol grubuna gére anlamli
olarak (p<0.05) yiiksek, parasetamol+CAPE verilen grupta ise anlamli olarak (p<0.05)
yiiksek oldugu ¢izelge 5.2°deki gibidir. Parasetamol+CAPE ve parasetamol+NAC verilen
grupla parasetamol grubu karsilastirildiginda, IL-1B seviyelerinin anlamli olarak (p<0.05)
distiigi goriildii. CAPE ve etanol gruplari ve kontrol grubu arasinda anlamli bir farka

rastlanmadi.

5.3. Interldkin-18 Sonuglar
Cizelge 5.3. Karaciger dokusu interlokin-18 seviyeleri

Grup IL-18 (pg/L)
Kontrol 43.99+1,80*°
Parasetamol 71,78+ 3,55"
Parasetamol+CAPE 33,80+3,481°
Parasetamol+NAC 40,78+ 2,93°
CAPE 44,63+1,82°
Etanol 37,21+2,30"

a,b,c,d,e,f: Ayni siitiinda farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farkliliklar dnemlidir.
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Bulgularimiza gore, 1L-18 seviyeleri parasetamol grubunda kontrol grubuna gore anlamli
olarak (p<0.05) yiiksek, parasetamol+CAPE verilen grupta ise anlamli olarak (p<0.05)
yiiksek oldugu ¢izelge 5.3’deki gibidir. Parasetamol+CAPE ve parasetamol+NAC verilen
grupla parasetamol grubu karsilastirildiginda, , 1L-18 seviyelerinin anlamli olarak (p<0.05)
distigii goriildii. CAPE ve etanol gruplart ve kontrol grubu arasinda anlamli bir farka

rastlanmadi.

5.4. Total Antioksidan Seviyesi Sonuclar:
Cizelge 5.4. Karaciger dokusu TAS seviyeleri

Grup TAS (mmol Trolox Ekivalent/L)
Kontrol 6,19+0,39%

Parasetamol 1,35+0,07°

Parasetamol+CAPE 4,52+0,4°

Parasetamol+NAC 4,38+0,02°

CAPE 6,17+0,05%

Etanol 6,18+0,09%

a,b,c: Ayni siitlinda farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farkliliklar 6nemlidir.

Calismamizda karaciger TAS seviyeleri cizelge 5.4’te goriildiigii gibidir. Bulgularimiza
gore, parasetamol grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda TAS seviyeleri anlamli
olarak (p<0.05) diisiik bulundu. Parasetamol+CAPE verilen grup parasetamol grubu ile
karsilastirildiginda, TAS seviyesinin ise yiikseldigi goriildii. Parasetamol+NAC verilen
grup, parasetamol verilen grupla karsilastirildiginda ise parasetamol+CAPE grubuna
benzer sonuglar alindi. CAPE ve Etanol gruplarinda kontrol grubuna gore anlaml bir fark

goriilmedi.
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5.5. Total Oksidan Seviye Sonuglari

Cizelge 5.5. Karaciger dokusu TOS seviyeleri

Grup TOS (umol H,O, Ekivalent/L)
Kontrol 3,66+0,47%

Parasetamol 10,67+0,17°
Parasetamol+CAPE 5,73+0,16"

Parasetamol+NAC 5,51+0,03¢

CAPE 4,84+0,08"

Etanol 4,4120,28°

a,b,c,d,e: Ayni siitiinda farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farkliliklar 6nemlidir.

Calismamizda karaciger TOS seviyeleri ¢izelge 5.5’de goriildiigii gibidir. Bulgularimiza
gore, parasetamol grubu kontrol grubu ile karsilastirildigi, TOS seviyeleri anlamli (p<0.05)
olarak yiiksek bulundu. Parasetamol+CAPE verilen yiikseldigi grup parasetamol grubu ile
karsilastirildiginda TOS seviyelerinin diistiigii, goriildi. Parasetamol+NAC verilen grup,
parasetamol verilen grupla karsilastirildiginda ise parasetamol+ CAPE grubuna benzer
sonuglar alindi. CAPE ve Etanol gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli bir fark

goriilmedi.

5.6. Malondialdehid Sonugclar:

Cizelge 5.6. Karaciger dokusu MDA seviyeleri

Grup MDA (nmol/mg protein)
Kontrol 0,15+,034°
Parasetamol 0,74+,020P
Parasetamol+CAPE 0,22+,020°
Parasetamol+NAC 0,21+,011°
CAPE 0,234,033°
Etanol 0,22+,036°

a,b,c: Ayni siitiinda farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farkliliklar 6nemlidir.
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Calismamizda MDA seviyeleri ¢izelge 5.6’da gorildigia gibidir. Bulgularimiza gore,
parasetamol grubu kontrol grubu ile karsilastirildigit MDA seviyeleri anlamli (p<0.05)
olarak yiiksek bulundu. Parasetamol+CAPE verilen grup parasetamol grubu ile
karsilastirildiginda, MDA seviyelerinin diistigii goriildii. Parasetamol+NAC verilen grup,
parasetamol verilen grupla karsilastirildiginda ise CAPE+parasetamol grubuna benzer
sonuglar alindi. CAPE ve Etanol gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli bir fark

gorilmedi.

5.7. Siiperoksitdismutaz Sonuclari

Cizelge 5.7. Karaciger dokusu SOD seviyeleri

Grup SOD (ng/mL)
Kontrol 4,01+0,014°
Parasetamol 2,01+0,007°
Parasetamol+CAPE 4,02+0,016°
Parasetamol+NAC 3,04+0,016°
CAPE 4,05+0,011°
Etanol 4,05+0,027°

a,b,c,d: Ayni siitiinda farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farkliliklar 6nemlidir.

Karaciger dokusundan elde edilen seviyeler ¢izelge 5.7°de verildigi gibidir. Bulgularimiza
gore, parasetamol grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda SOD seviyeleri anlamli
olarak (p<0.05) diistiigli, parasetamol+CAPE uygulamasinin parasetamol grubuna gore ise
anlamli (p<0.05) olarak arttigim1 goriildii. Parasetamol+NAC verilen grup parasetamol
verilen grupla karsilastirildiginda, SOD seviyeleri parasetamol grubuna gére anlamli olarak
yiiksek bulundu. CAPE, etanol gruplar1 kontrol grubuna gore anlamli bir fark

gostermediler.
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5.8. Katalaz Sonuclar:

Cizelge 5.8. Karaciger dokusu CAT seviyeleri

Grup CAT (ng/mL)
Kontrol 79,21+0,62°
Parasetamol 58,44+0,54°
Parasetamol+CAPE 78,26+ 0,52°
Parasetamol+NAC 67,66+2,46°
CAPE 79,09+ 0,77
Etanol 78.,62+1,05°

a,b,c: Ayni siitiinda farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farkliliklar 6nemlidir.

Karaciger dokusundan elde edilen seviyeler cizelge 5.8’de verildigi gibidir. Bulgularimiza
gore, parasetamol grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda CAT seviyeleri anlaml
olarak (p<0.05) diistiigli, parasetamol+CAPE uygulamasinin parasetamol grubuna gore ise
anlamli (p<0.05) olarak arttigim1 goriildii. Parasetamol+NAC verilen grup parasetamol
verilen grupla karsilastirildiginda, CAT seviyeleri parasetamol grubuna goére anlamli olarak
yiiksek bulundu. CAPE, etanol gruplart kontrol grubuna goére anlamli bir fark

gostermediler.

5.9. Glutatyon Sonuglar:
Cizelge 5.9. Karaciger dokusu GSH seviyeleri

Grup GSH (nmol/ml)
Kontrol 41,19+3,60%
Parasetamol 1,427+1,42°
Parasetamol+CAPE 40,69+2,56"
Parasetamol+NAC 27,96+5,44°
CAPE 36,37+4,43*°
Etanol 33,90+4,71°

a,b,c,d,e: Ayni siitiinda farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farkliliklar Gnemlidir.
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Karaciger dokusundan elde edilen seviyeler ¢izelge 5.9°da verildigi gibidir. Bulgularimiza
gore, parasetamol grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda GSH seviyeleri anlaml
olarak (p<0.05) diistiigli, parasetamol+CAPE uygulamasinin parasetamol grubuna gore ise
anlamli (p<0.05) olarak arttigin1 goriildii. Parasetamol+NAC verilen grup parasetamol
verilen grupla karsilastirildiginda, GSH seviyeleri parasetamol grubuna gore anlamli olarak
yiikksek bulundu. CAPE, etanol gruplart kontrol grubuna gore anlamli bir fark

gostermediler.

5.10. Aspartat Amino Transferaz Sonugclar:
Cizelge 5. 10. Serum AST diizeyleri

Grup AST (U/L)
Kontrol 88.42+6.07°
Parasetamol 400.28+5.871
Parasetamol+CAPE 224.42+14.10°
Parasetamol+NAC 144.42+14.17°
CAPE 86.28+2.92%
Etanol 93.01£11.472

a,b,c,d: Aynu siitiinda farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farkliliklar nemlidir.

Calismamizda serum AST seviyeleri ¢izelge 5.10°da goriildiigii gibidir. Parasetamol grubu
kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli (p<0.05) olarak AST seviyeleri yliksek
bulundu. Parasetamol+CAPE verilen gruplar, parasetamol grubu ile karsilagtirildiginda,
anlamli olarak (p<0.05) bu seviyelerin diistiigli gézlemlendi. Parasetamol +NAC verilen
grup, parasetamol grubu ile karsilagtirildiginda da bu grupta parasetamol grubuna gore
ALT seviyelerinde anlamli (p<0.05) bir diisiis gozlemlendi. Gozlenen diisiislin
Parasetamol+CAPE grubundan daha fazla oldugu dikkat ¢ekmistir. CAPE ve etanol
gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli bir fark gostermediler.
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5.11. Alanin Amino Transferaz Sonuclari
Cizelge 5.11. Serum ALT diizeyleri

Grup ALT (U/L)
Kontrol 26.32+7.02%P
Parasetamol 170.61+21.64°
Parasetamol+CAPE 59.85+5.11°
Parasetamol+NAC 35.58+4.59%"
CAPE 22.01+4.92°
Etanol 27.17+8.89%

a,b,c,d: Aynu siitiinda farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farkliliklar 6nemlidir.

Calismamizda serum ALT seviyeleri ¢izelge 5.11°de goriildiigii gibidir. Parasetamol grubu
kontrol grubu ile karsilagtirildiginda anlamli (p<0.05) olarak ALT seviyeleri yliksek
bulundu. Parasetamol+CAPE verilen gruplar, parasetamol grubu ile karsilastirildiginda,
anlamli olarak (p<0,05) bu seviyelerin diistiigii gézlemlendi. Parasetamol +NAC verilen
grup, parasetamol grubu ile karsilastirildiginda da bu grupta parasetamol grubuna gore
ALT seviyelerinde anlamli (p<0,05) bir diisiis gozlemlendi. Gozlenen diisiislin
Parasetamol+CAPE grubundan daha fazla oldugu dikkat ¢ekmistir. CAPE ve etanol

gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli bir fark gostermediler.
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6. TARTISMA

Karaciger, metabolik olaylarin diizenlenmesi, biyokimyasal ve immiinolojik
olaylarda gorevli organimizdir. Anatomik, fizyolojik ve biyokimyasal rolii nedeniyle

toksik madde ve ilaglara sik¢a maruz kalan ve tiim zehirsizlestirme mekanizmalar1 yer alir.

laglar, toksik etki ve kullamm kolayligindan dolay1 zehirlenmeler arasinda ilk
siralardadir. Birgok ilaglarin ve kimyasal maddelerin metabolizmasinin karacigerde olmasi

nedeniyle, karacigerde bir takim hasar meydana getirmektedir.

Parasetamoliin neden oldugu karaciger hasar gelisiminde reaktif oksijen tiirleri
onemli rol oynar. Parasetamol zehirlenmelerinde hastalarin tedavisinde parasetamole 6zel
panzehir olarak NAC (N-asetilsistein) verilmekte olup, yillardir parasetamol
kullanimlarina bagli olarak olusan hepatotoksisitenin donlenmesi i¢in antidot olarak NAC
kullanilmaktadir. Bununla birlikte GSH biyosentezini arttirmak i¢in ve mevcut parasetamol
yiiksek doz tedavilerinde de N-asetilsistein kullanilir. NAC haricinde dogal antioksidanlar
da biyolojik olarak dokularin normal yapilarindan kaynaklanan hasarlari 6nler ve olumlu
yonde islev gosterirler [62].

Literatiirdeki veriler gz Oniline alindiginda modern tipta, karaciger hasarina
ugramis hiicrelerin kendini yenilemesine yardimci olmasi bakimindan karacigeri koruyan
ilaclarin yanisira, karaciger hastaliklarini engellemek amaciyla da bir¢ok bitki oziitleri de
giinlimiizde sikga tercih edilmektedir [63]. Bu bitkilerin ortak 6zellikleri ksantin, fenol ve
flavonoid yapida olmalaridir. Parasetamol ile olusturulan deneysel hepatotoksisite
modelinde NAC disinda zerdegal, silimarin, CAPE ve vitamin E de gilinlimiizde yaygin
olarak tercih edilmektedir. Orneklere bakildiginda yapilan bir ¢alismada Dandelion kokleri
karacigerin islevini desteklemekte, cesitli sistemsel bozukluga ugradiginda karaciger
islevinin arttirmada ve karaciger detoksifikasyonunda kullanilan bir bitki tiirii oldugu

belirtilmistir [64].

Bagka bir ¢alisma ile giinimiizde en ¢ok kullanilan bitkisel dogal ekstratlardan

enginar ve deve dikeni (Silybum marianum) oziitleri ve o bitkilerden elde edilen haplardir
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[65]. Deve dikenindeki silimarin isimli ekstratin karaciger hasarin1 dnlemede etkili oldugu

raporlanmistir [66].

Son yillarda yiiksek antioksidan kapasitelerinden dolayi ar1 tirtinleri ile ilgili olarak
literatiirde pek cok calismalar bulunmaktadir. Ornegin Basim ve ark., (2006) yapmis
olduklar1 ¢alismalarda polen ve propolis ekstraklarinin antibakteriyal aktivite

gosterdiklerini bildirmislerdir [67].

Bizim c¢alismamizda kullanmis oldugumuz antioksidan madde olan CAPE;
antiinflamatuar, antikanser, antioksidan ve bagisikligi uyarict 6zellikleri olan propolis
maddesinin biyolojik etkili aktif bileseni olup bilinen higbir yan etkisi de
bulunmamaktadir. Farkli calismalar incelendiginde antioksidan 6zellige sahip zerdegal,
enginar, biberiye, silimarin ve polen gibi g¢esitli bitkilerin karacigeri koruyucu

ozelliklerinden faydalanilmistir [68].

Yapilan bu c¢alismada, parasetamol ile hepatotoksisite olusturulan ratlarda,
koruyucu bilesen olarak CAPE verilip ve Kkaraciger dokusunda TNF-a, IL-1B, IL-18
diizeyleri, MDA, TAS, TOS, SOD, GSH, CAT seviyeleri ve serumda AST, ALT diizeyleri

incelendi.

Calismamizda kullanmis oldugumuz parasetamoliin karaciger ve bobrek
dokularinda yapmis oldugu degisikliklere iligkin literatiir taramalarinda, Mason ve
arkadaslar1 300 mg/kg, Sabina ve arkadaslar1 900 mg/kg, Abraham 1 g/kg APAP’1 periton
icine (i.p.); Yue-Ying ve arkadaslarn ise farelere tek doz 350 mg/kg APAP’1 subkutan
yolla, Rajkapoor ve arkadaslar1 sicanlara 3 giinde bir 10 giin boyunca 750 mg/kg APAP’1
gastrik sonda yoluyla; farkli yollardan farkli dozlarda verilmistir [69-73].

Parasetamol uyguladigimiz ratlarin karacigerlerinde nasil bir hasar olustugunu ve
bir diger gruplarin parasetamol+CAPE, parasetamol+NAC, CAPE ve etanol gruplarinin
kontrol grubuna gore nasil bir etki olusturdugunu inceledigimiz ¢alismada parasetamoliin
rat basma 2g/kg dozu 2mL’ye denk gelecek sekilde phosphate buffer saline’nin (pbs)
%1°1ik karboksi metil seliiloz(cm) ¢ozeltisinde siispanse edip hazirlandi. Hazirlanmis olan
stispanse ¢Ozelti gastrik sonda yardimi ile oral olarak uygulandi. Calismada uygulanan

parasetamol dozlar ise ilgili literatiire gore belirlendi [60,61].
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Kaynaklardaki veriler géz oniine alindiginda parasetamoliin 750 mg/kg, 1, 2 ve 3
g/kg dozlarinin uygulamasinda benzer hasarlarin meydana geldigi fakat siddetlerinin farkl
dlgiilerde oldugu tespit edilmistir. Onceki yapilan calismalarda fareler iizerinde yapilan
bircok deneysel islemlerde, parasetamoliin 300 mg/kg ve bunun iizerindeki dozlarda
kullanilmastyla birlikte akut karaciger nekrozuna siddetli olarak etkisini gdsterdigi tespit

edilmistir [74,75].

Parasetamol ya da bagka toksik madde ile olusturulan karaciger hasari, karaciger
fonksiyonunu O6l¢mek icin biyokimyasal (ALT) ve (AST) enzimlerinin olusturdugu
seviyeler, karaciger dokusundaki en 6nemli belirteglerdendir. ALT ve AST hepatoselliiler
hasar ya da nekroza bagli olarak artmaktadir. Parasetamol veya diger toksik etkisi olan
maddeler viicut igerisine alindiginda AST, ALT de olusan degisiklikler hepatotosisite
olustugunu ortaya koymaktadir. Ayrica oksidatif stres ve bunlarla beraber SOD, GSH,
CAT seviyelerine de bakilmaktadir [76].

Karakus ve arkadaslar1 ratlarda parasetamol ile toksisite olusturarak yapmis
olduklart ¢aligmada, toksisite olusturduklari grupta serum AST ve ALT diizeylerinin

anlamli olarak arttig1, tedavi gruplarinda ise bu etkinligin azaldigini belirtmislerdir [77].

Yapilan calismalarda ortaya ¢ikan durum toksik dozlarda parasetamol alimi
oksidatif yolla karaciger hasarina yol agmakta, inflamatuar reaksiyonlari ve serum AST-
ALT degerlerini yiikseltmektedir [78]. Kuvandik ve arkadaslari ratlar iizerinde yapmis
olduklar1 caligmada parasetamol toksisitesi olusturarak, toksisite olusturulan gruplarda

serum AST ve ALT seviyesinin anlamli olarak arttig1 gostermislerdir [79].

Parasetamol toksisitesi olusturulan bir baska ¢alismada Manda ve arkadaslari -
Karotenin tedavi edici etkisini arastirip bu ¢alisma ile toksisite olusturulan grupta 6l¢iilen

AST ve ALT degerlerinin, kontrol grubuna gore arttig1 gézlemlemistir [80].

Yapilan bu calismalar elde edilen verileri desteklemektedir. Bu calismalarda
gozlenen, parasetamol toksisitesi olusturulan gruplarda AST ve ALT enzim diizeylerinin
artmis olmasidir. Bizim ¢alismamizda da parasetamol toksikasyonu olusturulduktan sonra
aliman Orneklerden yapilan Ol¢limlerde, toksisite olusturulan grupta AST ve ALT
degerlerinde artiglar saptanmis olmasi ve Onceki elde veriler ile uyumludur. CAPE

uygulamasinda, karaciger hasar1 nedeniyle salinan AST ve ALT degerlerinde, toksisite
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olusturulan gruba gore belirgin sekilde normale yaklastigi tespit edildi. Bu sonuglar CAPE
ile yapilan koruyucu etkinin, istatistiksel olarak anlamli sekilde parasetamole bagli hepatik

hasar1 enzimatik olarak diizelttigini gosterdi.

Yapilan baska bir parasetamol toksisite ¢alismasinda Colle ve arkadaslari [81]
parasetamolii ratlara oral yolla uygulayarak karaciger toksisitesi olusturmus ve Taraxacum
officinale isimli maddenin koruyucu etkisini aragtirmislardir. Yapilan 6l¢iimlerde AST ve
ALT degerlerinin toksik grupta, kontrol grubuna gore belirgin derecede arttig
gozlenmistir. Taraxacum officinale ile etki edilen gruplarda AST ve ALT diizeylerinin
kontrol grubuna yakin olarak tespit edilmesi, kullanilan bu maddenin parasetamol
toksisitesine karsi koruyucu olabilecegini agiklar niteliktedir. Yapilan c¢aligmalara
bakildiginda parasetamol ile toksik etki olusturup ¢esitli antioksidan maddeler ile koruyucu

ozellikler gosterilmistir.

Daha 6nceki ¢caligmalarda parasetamol toksisitesine bagli olarak karaciger hasarinin
diger belirleyicileri; antioksidan enzim aktiviteleri, enflamatuar sitokinler, histopatolojik
inceleme ve lipid peroksidasyonun son iirlinlerinden olan malondialdehit gibi enzimatik

olmayan oksidanlarin seviyeleri oldugu da goriilmektedir [82-84].

Stiperoksit dismutaz (SOD) memelilerde mitokondri ve sitoplazma yer alan
siiperoksit anyonlarin1 temizlemektedir. Ayrica radikaller tarafindan olusturulan toksik

etkiyi de azaltip enzimatik bir antioksidan 6zelligi gosterir [85,86].

Literatiirdeki yapilan c¢alismalarda parasetamol toksisitesine bagli karaciger
hasarinda SOD seviyesinin azaldigi, uygulanan tedavi ile artis gosterdigi gozlenmistir [87-
88].

Bizim  yapmis  oldugumuz  c¢alismada  SOD  aktivitesinde  kontrol,
parasetamol+CAPE, CAPE gruplarina bakildiginda enzim seviyesinde azalma,
parasetamol grubunda en diisiik seviyede olmast ve NAC verilmesine ragmen
parasetamoliin oldugu bir diger grupta azalis goriildii. Bu sonuglar CAPE’nin

calismamizda antioksidan etkisini gosterdigini dogrular nitelikteydi.

Glutatyon (GSH) karacigerde en fazla bulunan enzimatik olmayan oksidatif strese

kars1 hiicresel savunmada rol oynayan en Onemli antioksidan molekiillerden biridir.
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Hidrojen peroksit ve siiperoksit radikalleri ortadan kaldirmaktadir. Gpx’in substrati
roliindedir. Ratlara uygulanan parasetamol, artan lipit peroksidaz ile azalan GSH
seviyesine baghdir. Propolis de siganlarda, parasetamoliin indiikledigi GSH tliketimini geri
cevirme Ozelliginde olup, boylelikle de hiicre oliimiinii 6nlemektedir. Propolis ayrica
oksijen radikallerini temizlemektedir [89-91,80]. Parasetamoliin toksik dozlarinda oksidatif
stresin aract maddesi olarak NAPQI'nin, GSH diizeylerinde azalmaya ve bu azalmaya
baglh lipit peroksidasyonunda artmaya yol actig1 bilinmektedir. Bu toksik etki metabolit

kritik hiicresel proteinlere baglanarak hepatik nekroza yol agmaktadir.

Manda ve arkadaslarinin [80] yapmis oldugu ¢alismada kandaki GSH degerleri
parasetamol ile karaciger toksisitesi olusturulan grupta, kontrol grubuna gore azalmis
olarak gozlenmis ve verilen f-Karoten tedavisi ile bu degerlerde artis saptanmistir. Bizim
CAPE ile yapmis oldugumuz calismamizda GSH degerinin parasetamolle indiiklenen
hepatotoksisitede azaldigi tespit edildi. Bu da bize gerek B-Karoten gerekse CAPE’nin
parasetamol ile olusan toksisitede literatiir ile uyumlu olarak oksidatif streste etkili
oldugunu diisiindiirdii. Calismamizda ratlarin karacigerinde GSH degerlerindeki azalmanin
CAPE ile tedavi edilen gruplarda istatistiksel olarak anlamli sekilde engellendigini tespit
ettik (p<0.05). Bu sonug, CAPE’nin parasetamol zehirlenmesinde hepatositlerde
gerceklesen oksidatif strese karsi koruma sagladigini, antioksidan 6zelliginin bulundugunu

ve hiicre hasarini azalttigini1 desteklemektedir.

Parmar ve arkadaslar1 da yapmis olduklari ¢alismada parasetamol ile toksisite
olusturulan grup ile kontrol grubu karsilastirildiginda toksisite grubunda GSH diizeyinin

azaldigin1 gézlemlemislerdir [92].

Baska antioksidan madde ile yapilan calismada; Yapar ve arkadaslarinin
parasetamolle indiikledikleri karaciger toksisitesinde GSH degerlerinin azaldig belirtilmis

ve verilen L-Karnitin uygulamasi ile bu azalmis GSH degerlerinin arttig1 tespit edilmistir
[93].

Yapilan c¢alismalar incelendiginde GSH diizeylerinin toksikasyon grubunda

azalmasi bizim yapmis oldugumu ¢alisma ile uyumluluk gostermekteydi.
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N-Asetil Sistein (NAC) hiicrelere kolayca girebilmesi 6zelliginden dolayi
antioksidan olarak in vivo ve in vitro ¢aligmalarda tercih edilmistir. NAC, GSH diizeylerini
arttirtp karaciger hiicrelerini korumaktadir. Onceki yapilan ¢alismalarda CCly'iin verdigi

zararlara karsi, NAC'in karaciger hiicrelerini korudugu belirtilmstir [94].

Bilinen NAC’in koruyucu etkisinin yaninda bagka antidotlarin bulunmasi ve
bunlarin NAC ile kiyaslananip, NAC yaninda alternatif olup olmamasi arastirilmaktadir.
Metiyonin, taurin alternatif antidotlara 6rnektir. Yapilan incelemelerde NAC ve taurin esit
miktarda uygulandiginda parasetamol toksisitesi nedeniyle ortaya g¢ikan oksidatif stres
karaciger hiicresinde meydana gelen hasar1 ayni oranda azalttig1 tespit edilmistir. GSH
biyosentezinde goérevli olmamasina ragmen taurin, NAC gibi GSH deposunu koruyarak
GSH/GSSG dengesini korumada gorevlidir [95].

MDA, serbest radikallerin olusturdugu etkiler ile makomolekiillerin oksidatif hasari
sonucu ortaya c¢ikmaktadir. Lipid peroksidasyon {riinidir. MDA daha siklikla
spektrofotometrik olarak belirlendiginden tiyobarbiitirik asit (TBA) ile MDA nin reaksiyon

vererek 532 nm dalga boyunda 6l¢iilebilen renkli bir bilesik vermesi esasina dayanir.

Literatiir verilerini inceledigimizde yapilan benzer deneysel c¢alismalarda,
parasetamol veya farkli toksik ajanlarla olusturulan oksidatif streste MDA degerlerinin
arttig1, uygulanan Kkoruyucu yontemlerle de MDA degerlerini azaltarak parasetamol
toksisitesini engelledigi gozlenmistir. Bizim yapmis oldugumuz g¢alismamizda, karaciger
dokusundaki oksidatif stres artisinin CAPE ile engellenebilecegini tespit ettik. Karaciger
dokusundaki MDA degerinin, parasetamol verilerek toksisite olusturulan grupta artmis
oldugunu gozlemledik. Calismamizda CAPE’nin koruyucu etkisini inceleyip, gruplarda

ratlarin MDA diizeylerinin anlamli olarak artmadigini gézlemledik(p<0.05).

Oksidatif strese ugrayan dokularda, MDA diizeylerinde artis goriilmektedir. Bu
yiizden plazma MDA diizeyinin oksidatif stres i¢in ayirt edebilmesi i¢in kullanilabilecegini
gostermektedir [96].

Caligmamizda ratlarda parasetamol ile hepatotoksisite olusturmus oldugumuz

toksikasyon grubunun kontrol grubu ile karsilagtirilmasinda MDA diizeyinde artis s6z
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konusudur. Yapilan farkli g¢alismalarda antioksidan ozellige sahip ¢esitli bitkilerin,
hepatoprotektif 0Ozelliklerinden yararlanilarak karaciger hasarmi tedavi edip lipid

peroksidasyonunu azalttigi goriilmiistiir [92,64].

Galal ve arkadaslar yaptiklar1 ¢alismada tek doz (2g/kg) uyguladiklar1 parasetamol
grubunu kontrol grubu ile kiyaslama yaptiklarinda; parasetamol grubu karaciger MDA
seviyesinde artisin, GSH seviyesinde ise belli oranda azalmanin oldugunu gostermislerdir
[97]. Bizim yapmis oldugumuz bu g¢alismada parasetamol uygulamasi ile kontrol grubuna
gore bakildiginda karaciger malondialdehit (MDA) derisimini anlamli olarak arttirirken,

rediikte glutatyon (GSH) derisimini anlamli olarak azaltti.

Yapilan bir diger calisma, Naguib ve arkadaslarinin ratlarda parasetamol ile
karacigerde hasar olusturmak i¢in kullandiklar1 tek doz 500mg/kg parasetamol olarak
uygulana c¢alismada hepatotoksisiteyi incelemislerdir. Elde edilen sonuglara gore
parasetamol grubu karaciger MDA seviyesinde artisi, GSH seviyelerinde ise azalmanin
oldugunu tespit etmislerdir. GSH seviyesindeki azalmanin; parasetamolun sitokrom p450
sistemiyle NAPQI'a donlismesinden hemen sonra GSH'n siilfidril grubuna baglanmasiyla
gerceklestigini raporlamiglardir. Bununla birlikte GSH diizeylerinin; GPx, SOD gibi
antioksidan enzim seviyelerinin diigmesine neden olup ROT'un antioksidan kapasiteyi

asarak artan ROT'un lipit peroksidasyonuna yol ag¢tig1 ifade edilmistir [98].

Katalaz (CAT) zararli hidrojen peroksidi su ve oksijene doniistiirerek yiiksek
oranda reaktif hidroksil radikalindan dokular1 korumaktadir [99].

Parasetamol uygulanarak yapilan Onceki c¢aligmalar incelendiginde hepatotoksisite
olusturulan gruplarda kontrol grubuyla karsilastirildiginda CAT aktivitesinin distiigii tespit
edilmistir [92]. Bizim yapmis oldugumuz bu ¢alisma da karaciger CAT diizeyinde kontrol

grubuna gore azalma tespit edildi.

Oksidatif stres parametrelerinden olan total oksidan seviyesinin (TOS) tiim
gruplarda kontrol grubuna oranla bakildiginda istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde
yiikksek oldugu goriildii. Boylece dokularin beslenmesi ve oksijenizasyonu bozulduktan
sonra oksidatif stresin ortaya ciktigini ve buna bagl olarak serbest oksijen radikallerinin

erken donemde bile olustugunu gostermektedir. Antioksidan etki gostermesi beklenen
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CAPE [44] de yapilan caligmalarda beklenen etkiyi olusturmus ve literatiir ile uyumlu

bulundu.

Antioksidan kapasiteyi belirleyen Total antioksidan seviye (TAS) 6lgliim sonuglari
gruplar arasinda karsilastirildiginda sonuglarin anlamli oldugu goriilmiistiir. CAPE’nin
uygulandig1 gruplar kontrol grubu ile kiyaslandiginda TAS seviyesinde istatistiksel olarak
anlaml sekilde diisiis gozlenirken, CAPE’nin de antioksidan etkisini ortaya koymustur.
Boylece CAPE’nin antioksidan etkisinin literatiir ile uyumlu oldugu gézlendi [44].

Parasetamol ile yapilan toksikolojik ¢aligmalarda kabul edilen genel diisiince, dogal
antioksidan o6zellikte olan ve hiicrede bulunan glutatyonun toksik maddenin yaptig1 etkiden
dolay1 asir1 derece azalmasma bagli olarak, hiicrenin savunmasiz kalmasi ve bunun

sonucunda da hasar olusumunun tetiklendigi kabul edilmektedir [86].

Enzimatik antioksidanlardan Kkatalazin en iyi aktivite gosterdigi organimiz
karacigerdir. Gorevi ise hidrojen peroksidi parcalayip hiicreyi yiiksek reaktif hidroksil
radikallerden korumaktadir [100, 101]. Calismamizda CAPE koruyuculuk ozelligi
gosterirken parasetamol ile birlikte verildiginde parasetamoliin toksik etkisi azalmaktadir.
Parasetamol+CAPE ile parasetamol+NAC gruplart kiyaslanacak oldugunda CAPE’nin
NAC antidotuna gore daha etkin bir sekilde koruyuculuk o6zelligine sahip oldugu

gozlenmektedir.

Dogal antioksidanlar biyolojik olarak dokularin normal yapilarindan kaynaklanan

hasarlar1 6nlemekte ve olumlu sonuclar gostermektedir.

Dogal antioksidanlardan sik kullanilan olarak ar1 siitii, polen, CAPE 06rnek
verilebilmektedir. Bhadauria ve Nirala (2009), yaptiklar1 calismada etanolik propolis
oOziitlerinin sicanlarda yiiksek dozda verilen asetaminofen ile olusan karaciger hasarini

onledigini bildirmislerdir [102].

Bir bagka koruyucu etkisi oldugu bilinen polen ile ¢alisma yapan Eraslan ve ark.,
(2009) pestisit ile siganlarda olusturdugu oksidatif stres parametrelerinden SOD, MDA,
CAT, GSH-Px incelemisler ve polen ekstraktlari ile beslenmenin iyilestirici etkisini

raporlamiglardir [103].
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Yapilan bir baska ¢alisma da Kanbur ve ark., (2009) parasetamol ile olusturulan
hepatotoksisiteyi dnlemede ar1 siitiiniin etkili oldugunu raporlamiglardir. Bu ¢alismalarla

terapotik olarak hepatotoksisite 6nlenebilecegi diisiincesi ortaya ¢ikmaktadir [104].

Inflamatuar bir sitokin olan TNF-alfa; toksik etkinin hizlanmasinda ve sistemik
enflamasyon olusturmada en 6nemli aract molekiillerden biridir. Parasetamol toksisitesine
bagl olarak meydana gelen karaciger hasarinda oksidatif stres degerleri bakilirken serum
sitokinlerinin ve 6zellikle TNF-a’nin da 6nemli oldugu yapilan son g¢aligmalarda tespit
edilmistir. Sistemik toksisitenin ve karaciger hasarmin primer aract molekiiliidiir ve

karaciger hasarinin birgok tipinde TNF-a’nin 6nemi bilinmektedir [105].

Parasetamol indiiklii hepatotoksisite modelinde kontrol grubunda oksidatif stres
parametrelerinin ve sitokin seviyelerinin istatiksel olarak arttigi (p>0.05), CAPE verilen
gruplar ile parasetamol grubu karsilastirildiginda CAPE’nin meydana gelen inflamasyon
ve oksidatif strese karsi koruyucu bir etki gosterdigi gozlenmistir. Karaciger hasarinda

erken ortaya ¢ikan TNF-alfa diger inflamatuar sitokinlerin yapimini da tetiklemektedir.

llag ile olusturulan karaciger hasarinda, iiretilen TNF-o, IL-B gibi cesitli
inflamatuar sitokinlerin doku hasarmin hizlanmasinda etkili olduklar1 yapilan ¢aligmalarla

ortaya konulmustur [85].

TNF-o hem hepatositler icin karaciger hasarindaki mitojen gorevindedir, hemde
karaciger hasarindaki onarimda ve kismi hepatektomiyi takiben karacigerin kendini
yenilemesinde gorev alir. Bunlarin yanisira asir1 inflamatuar cevabi baskilayarak hiicre

hasarma neden olmaktadir [106].

Teng ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢aligmada, Tournefortia sarmentosa adli
maddenin parasetamol toksisitesine bagli olarak ortaya c¢ikan hepatotoksisite iizerine
etkilerini degerlendirmislerdir [107]. Bu ¢alisma ile parasetamol toksisitesi olusturulan
gruptaki TNF-a diizeyleri, saglikli grup ile karsilastirildiginda anlamli derecede arttigi
gozlenmistir. Tournefortia sarmentosa ile tedavi edilen gruplarda 6l¢iilen TNF-a diizeyleri

toksisite grubuna kiyasla anlamli diisiik bulunmustur.
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Yapilan bagka bir c¢alismada Yan-Ling Wu ve arkadaslar1i [108] farelerde
parasetamol ile toksisite olugturmus ve parasetamol verilen gruplarda TNF-a seviyesinin

yiikseldigi tespit edilmis, akantik asit verilen grupta ise belirgin diisiis oldugu goriilmiistiir.

Sheng-Lei Yan ve arkadaslarinin [109] yapmis oldugu c¢alisma da biitiin diger
caligmalar1 destekler nitelikte olup karaciger toksisitesi olusturulugunda TNF-a seviyesinin
yiikseldigi ve uygulanan tedavinin basarisina gore toksisite azaldikca TNF-a seviyesinin

azaldig1 gézlenmistir.

Bizim ¢aligmamizda parasetamol verilen grupta TNF-a seviyesi diger gruplara gore
artti. Bu da bize diger ¢alismalarda da oldugu gibi parasetamol toksisitesi sonucu TNF-
a’nin 6nemli derecede arttigimi gosterdi. CAPE ile koruyucu etki yapmis oldugumuz
gruplarda TNF-o seviyesinde anlamli diizelme gézlendi (p<0.05). Bu da bize karaciger
hasarinda 6nemli rol oynayan TNF-a’nin proinflamatuar etkilerini CAPE’nin etkinliginin
oldugunu gostermistir. Ayni sekilde yapmis oldugumuz ¢alismamizda interlokin-1beta ve
interlokin-18  seviyeleri  incelediginde,  parasetamol ile  parasetamol+CAPE,
parasetamol+NAC, CAPE, etanol gruplarini kiyasladigimizda anlamli olarak yiiksek
(p<0.05) oldugu gozlemlendi. Parasetamol+CAPE ve parasetamol+NAC verilen gruplar ile
parasetamol grubu karsilastirildiginda ise interlokin lbeta ve interlokin-18 seviyelerinin

anlamli olarak (p<0.05) diistiigii gozlendi.
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7. SONUC ve ONERILER

Kimyasal adi N-(4-hidroksifenetilasetamid) ve molekiiler formiili CgHyNO, olan
parasetamol diinyada en ¢ok tiiketilen analjezik-antipiretik ajanlardan biri olup, terapotik
dozlarda kullanildiginda gilivenli, yiiksek dozda kullanildiginda ise karaciger hasari, bobrek
toksisitesi ve hatta Oliime neden oldugu deney hayvanlari ve insanlarda yapilan

calismalarda gorilmiistiir.

Parasetamol toksisitesinde gercek bir tedavi bulunmamaktadir. Bu yiizden literatiire
baktigimiz zaman yapilan deneysel veya klinik alternatif tedavi yontemlerinin denendigi
goriilmektedir. Parasetamol zehirlenmesinin standart tedavisi NAC’dir. NAC parasetamol
asirt alimlarina bagl toksisitenin Onlenmesi i¢in bir antidot olarak kullanilmistir.
Glinlimiizde hayvan ve insan calismalariyla NAC’in giliglii bir antioksidan oldugu
gosterilmis ve serbest radikaller ve oksidan hasarla karakterize cesitli hastaliklarin

tedavisinde potansiyel terapotik ajan olarak kullanilmistir.

Gilinlimiizde tercih edilen yontemlerden birisi de apiterapdtik etkiye sahip ari
tirlinlerinin bal, polen, propolis, ar1 siitii ve CAPE gibi iiriinlerin karacigeri koruyucu
etkisinin {izerine yapilan g¢alismalardir. Propolisin 6nce uygulanmasi, olacak muhtemel
hasara kars1 karacigeri korumaktadir. Bu etkinin propolisin ve etken maddelerin
antioksidan ozelliginden kaynaklandigi diistiniiliir fakat etki mekanizmasi hala daha
anlagilmamistir. Bu yiizden saglikli kisilerin veya hepatit hastalarinin giinliik diyetlerinde
art Urilinlerinin kullaniminin artirilmasi1 durumunda daha saglikli olacaklar1 kanisina
varilmaktadir. Bu amag ile diinyanin pek ¢ok iilkesinde karacigeri oksidatif hasardan
korumada ve bagisiklik sistemlerinin giiclendirilmesi yoniinden polen, propolis ve ari
stitinden yapilmis ilaglarin takviye edici olarak tedavide kullanilabilecek bir alternatif
olabilecegini akla getirmektedir. Elde edilen veriler 1s181nda, CAPE’nin karaciger hasarina
neden olan durumlarda hepatositlerdeki hasarin onlenmesi veya azaltilmasi agisindan

tedavide kullanilabilecek bir alternatif olabilecegini akla getirmektedir
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Bu calisma ile CAPE’nin hem yetiskin hem de ¢ocukluk doneminde sik rastlanilan
ve toplum saghigini tehdit eden ilag veya kimyasal madde zehirlenmesi sonucu olusan
karaciger toksisitesini ayrica buna bagli olarak gelisen komplikasyonlar1 6nledigi ve hatta
karaciger toksisitesi sebebiyle gerceklesen oliimlerin dnlenmesinde yeni bir terapotik ajan

olabilecegi diisliniilmektedir.

Sonug olarak, Parasetamol kaynakli karaciger hasari sonrasinda serbest radikallerin
seviyelerinin arttig1 antioksidanlarin ve antioksidan kapasitenin azaldig1 goriilmiistiir, buna
bag1 olarak olusan oksidatif stres araciligi ile bir hasar meydana geldigi diisiiniilebilir,
bununla birlikte inflamatuvar belirteclerin diizeyindeki yiikselmeler parasetamoliin
olusturdugu inflamasyonu ortaya koymustur. Olusan hasara kars1 ise CAPE’nin koruyucu

bir rol oynayabilecegi sonucuna ulasilmistir.
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