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ONSOZ

Asetaminofen (APAP) yaygin olarak kullanilan analjezik ve antipiretik etkiye
sahip bir ilagtir. Regetesiz elde edilebilmesi ve ucuz olmasi nedeniyle kullanimi
yaygindir. Teropatik dozlarda kullanimi giivenli olup, yiliksek dozda alindiginda ise

6liime neden olabilmektedir (Guggenheimer ve Moore 2011).

Erigkinlerin giinliik alabilecekleri en yiiksek APAP dozu 4 gr’dimr.
Erigkinlerdeki terdpatik dozu ise 500-1000 mg olup 4-6 saat arayla oral olarak
verilebilir. Tek seferde; 150 mg/kg ve lizerinde alindiginda toksik etki olusturur, 300
mg ve lizerinde alindiginda ise 6liime sebep oldugu bildirilmistir (Lauterburg ve ark.

1983, Ranganathan ve ark. 2006, Erfidan 2016).

APAP’1n yiisek dozu hepatik ve renal hasara neden olmaktadir (James ve
ark. 2003, Ozkaya ve ark. 2010). ilacin yiiksek dozda kullanimmina bagl
gerceklesen yan etkilerin ¢ogunlugunu parasetamol toksisitesi olusturmaktadir
(Erfidan 2016). Bati iilkelerinde ilag kullanima bagli zehirlenmelerde ilk sirada
asetaminofen kullanimi oldugu rapor edilmistir (Tucer 2015). Ulkemizde ise acil
servise bagvuran hastalarin %59.6’sin1n ilag zehirlenmesine bagli oldugu ve bunlarin
%43’tnii  olusturan kesimin ise kullandiklar1 analjezik 1ilaglar nedeniyle

basvurduklar belirtilmistir (Erfidan 2016).

Karacigerde metabolize edilen APAP, terapdtik doz araliginda alindiginda
glukuronik asit ve siilfat konjugatlariyla bobreklerden atilimi gerceklesmektedir.
(%35) bolimii ise karacigerde sitokrom P450 (CYP450) enzimin etkisiyle N-acetyl-P-
benzoquinoneimine (NAPQI) metabolitine doniistiiriiliir ve Glutatyon (GSH) ile
viicuttan detoksifiye edilmektedir. APAP’1n yiiksek dozda alimi1 NAPQI birikimine
neden olmaktadir. Yiiksek dozda APAP alindiginda olusan NAPQI birikimi ise
karaciger hasarma, NAPQI detoksifiye etmek icin gerekli olan GSH depolarinin
azalmasina, antioksidan savunma mekanizmasinin baskilanmasina neden olur.
Boylelikle NAPQI viicuttan uzaklastirilamaz ve birikimine bagli hepatik toksisite
olusmaktadir (Yapar ve ark. 2007).

Oksidatif stres, antioksidan savunma ve serbest radikal olusumu arasindaki

dengenin bozularak serbest radikal olusumunun artmasi veya antioksidan



savunmanin yetersiz kalmasi durumudur. Oksidatif stres APAP toksisitesinde dnemli
bir yere sahiptir. APAP’1n metabolize olmasi sonucu NAPQI'nun artmasi, hidrojen
peroksit (H202) ve siiperoksit (O27) olusumunda artigsla sonu¢lanmaktadir. NAPQI
olusumu hiicredeki GSH’1 okside ederek GSH ve GPx enziminin azalmasini neden
olmaktadir. Organizmada artan NAPQI’nun yiiksek oksidatif etkisiyle olusan tiyol

oksidasyonu karacigerdeki toksisitenin ana nedenidir (Bessems ve Vermeulen 2001).

Normal kosullarda hiicrelerde bulunan enzimatik ve nonenzimatik
antioksidanlar, serbest radikalleri belirli bir diizeyin altinda tutarak neden olduklari
oksidatif hasarlar1 engellerler. Boylelikle hiicreler serbest radikallerin etkilerinden ve

lipit peroksidasyonundan korunurlar (Mates 1999).

Parasetamoliin yiiksek dozda alimiyla olusan toksisitesinde en sik kullanilan
tedavi N-asetilsistein (NAC) uygulamasidir. (NAC) uygulamasinin azalan GSH
depolarini arttirdigi, hepatoksisiteyi onledigi ve koruyucu etkisi yapilan ¢alismalarla
onaylanmistir (K6seoglu ve Ersoy 2014). Fakat NAC’in verilmesi durumunda bile

hepatotoksisite gelisebilmektedir (Doyon ve Schwartz 2009).

Renksiz ve keskin kokulu bir gaz olan ozon, yiiksek bir enerjinin etkisiyle
havadaki oksijen molekiiliiniin kararsiz atomlarina ayrismasi ve ayrisan bu kararsiz
atomlarin baska bir oksijen molekiiliiyle birlesmesi sonucunda olusmaktadir (Karaca
2006, Sevilgen 2009). Ozon/oksijen gaz karisiminin uygulanmasi ozon terapi olarak
tanimlanmaktadir (Bocci ve ark. 2011). Yapilan klinik ¢alismalarda ozon terapinin
peritonit, enfekte yaralar, kronik deri {iilseri, yaniklar, ve iskemik hastaliklar gibi

durumlarda yararli oldugu belirtilmistir.

Otohemoterapi yontemiyle uygulanan oksijen/ozon karigimindaki ozon, ¢oklu
doymamis yag asitleri, antioksidanlarla ve tiyol bilesikleriyle reaksiyona girer. Bu
bilesikler elektron dondrii gibi davranarak oksitlenmeleri sonucunda reaktif oksijen
tiirevleri olan hidrojen peroksit, siiperoksit, lipid oksidasyon iirlinleri olugmaktadir.
Ozonun biyolojik etkilerinin ortaya ¢ikmasi i¢in serbest radikallerin olusmasi
onemlidir. Cilinkii; serbest radikaller kimyasal reaksiyonlarda bazen baglatici,

gerektiginde ise ara basamaklarda ise karisan ya da reaksiyon sonucunda ortaya



cikan reaktif maddelerdir. Goriildiigl iizere ozon oksidatif etki olusturarak serbest
radikalleri artirmasi sonucunda serbest radikallerin etkilerine karst canlilardaki

antioksidan savunma sistemini harekete gec¢irmektedir ( Kutlubay ve ark. 2010).

Organizmada sentezlenebilen L-karnitinin, stoplazmadan mitokondriye
tasinan uzun zincirli yag asitlerinin mitokondrinin i¢ zarindan gegebilmelerinde
gorev aldig1 bildirilmistir. Ik olarak Rus asilli arastirmacilar Gulewitcsh ve
Krimberg tarafindan 1905 yilinda kas dokusundan izole edilmis olan yapiya carnis
(latince et anlaminda) teriminden esinlenerek karnitin adi verilmistir. 1952 yilinda
Tenebrio molitor adindaki un kurtlarinin gelismesinde etkili oldugu igin vitamin

benzeri etkisinden o6tiirli vitamin Bt olarak adlandirilmistir (Citil 2002, Tuna 2014).

Dogada bitkisel kaynakli gidalarda hayvansal kaynakli gidalara nazaran daha
az bulunan L-karnitin kirmizi et, siit iiriinlerinde ve tiim hayvansal kaynakli gidalarda
bulunmaktadir. Insan ve hayvanlarin viicudunda belirli bir miktarda L-karnitin
tiretilmektedir. Bir¢ok etkiye sahip olan L-karnitin organizmada karbonhidrat ve
yaglarin metabolizmasinda da gorev yapmaktadir. Bunlarin yaninda sperm
hareketliligini artirir, bagisiklik sistemi, diyabet, yiiksek tansiyon gibi bircok
hastaligin tedavisinde de kullanilmaktadir (Crenstil 2010, Tasbozan 2005).
Antioksidan ve serbest radikalleri siipiiriici etkiye sahip olan karnitinler serbest
radikallerin gecisini azalmaktadir. Serbest radikallerin hiicrede olusturduklar
zararlara karst hiicre membranim1 koruyarak hiicresel hasar1 Onlemekte ve
mitokondriyal hasarida Onleyerek enerji {iretiminin artmasina yardimci olmaktadir

(Demircan 2012).

L-karnitin bircok etkiye sahip olmasindan dolayr bilimsel olarak bircok
calismada arastirma konusu olmaktadir. Yapilan calismalar metabolik roliiniin
Oonemini ortaya koymaktadir. Yapacagimiz deneysel caligmada ise APAP ile
olusturulan karaciger toksikasyonunda antioksidan etkilere sahip olan Ozon ve L-
karnitinin ayr1 ayrt ve beraber kullanimlarinin karaciger hasarinda kan ve doku
antioksidan parametreler ve biyokimyasal degerlerde nasil bir etki olusturacagini

arastirmay1 amagladik.
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OZET

Bu c¢alismada, asetominofen ile tetiklenen deneysel karaciger hasari olan
siganlarda ekzojen olarak verilen ozon ve L-karnitin maddelerinin kan ve doku
antioksidan parametreleri ve biyokimyasal degerler iizerindeki etkilerini arastirmay1

amacladik.

Bu amagla, agirliklar1 190 ile 250 gr arasinda degisen, her grupta 7 adet
olmak tizere toplam 8 gruptan olusan 56 adet Wistar Albino sican kullanildi. Kontrol
ve ozon, L-karnitin, Ozon_L-karnitin kontrol gruplarina asetominofen uygulanmadi;
Deney grubunda hepatotoksisite, 1 gr/kg'ik bir dozda asetaminofen oral olarak
uygulanarak indiiklendi. Hepatotoksisite ile olusturdugumuz hayvanlar APAP
kontrol ve intraperitoneal madde olarak APAP_Ozon, APAP_L-karnitin,
APAP_Ozon_L-karnitin uygulanan gruplar olarak ayrildi. Biitiin gruplar 24 saat
boyunca ad libitum beslendi. Calisma sonunda elde edilen 6rneklerin MDA, TOS,
TAS diizeyleri spektrofotometre ile belirlendi ve serum AST, ALT, GGT diizeyleri
otoanalizor ile Ol¢iildii. Asetaminofen uygulamamizin serum MDA, GGT (p<0.05)
serum TOS, ALT (p<0.001), AST (p<0.001), ve doku MDA, TOS (p<0.001)
parametrelerini artirirken, doku ve serum TAS diizeylerinde ise istatistiksel olarak
azalma meydana getirdigi tespit edildi (p<0.05). APAP_ozon uygulamamizin serum
MDA (p<0.001), TOS (p<0.001), GGT (p<0.05), AST ve ALT (p<0.001) ile doku
MDA ve TOS (p<0.05) parametrelerini diigiirdiigii, doku TAS (p<0.05) degerini ve
serum TAS degerini istatistiksel olarak anlamli diizeyde artirdigi tespit edildi
(p<0.01). APAP_L-karnitin uygulamamizin serum MDA, AST, GGT, TOS (p<0.05),
ALT (p<0.001), ve doku MDA (p<0.001), TOS (p<0.05) seviyelerini diisiirdiigi,
doku TAS (p<0.05) degerini ve serum TAS degerini APAP_ozon grubuna benzer
sekilde istatistiksel olarak anlamli diizeyde artirdigi saptandi (p<0.001).
APAP_Ozon_L-karnitin uygulamamizin serum MDA, ALT (p<0.001), TOS
(p<0.001), AST, GGT (p<0.05) seviyelerini ve doku MDA (p<0.001), TOS (p<0.05)
seviyelerini diisiirdiigii, doku TAS (p<0.05) degerini ve serum TAS degerini
istatistiksel olarak anlamli diizeyde artirdig1 tespit edildi (p<0.001).



Histopatolojik incelemelerde, kontrol grubunun karacigerinde herhangi bir
degisiklik gozlemlenmedi. Ancak APAP ile toksikasyon olusturulan hayvanlarin
karaciger dokularinda diffiiz olarak yaygin olan orta ve siddetli diizeyde hiicresel
hasar, yer yer nekroz ve hemoraji alanlari, vaskiiler konjesyon meydana geldigi
gozlemlendi. Calismamizda kullandigimiz Ozon, L-Karnitin, Ozon_L-karnitin
maddelerinin  APAP ile indiiklenen karaciger toksikasyonu sonucu olusan
histopatolojik karaciger hasar bulgularinda yer yer azalma ve rejenerasyona neden

olduklar1 saptandi.

Sonu¢ olarak; APAP’in neden oldugu akut karaciger toksikasyonunda
antioksidan ozelliklere sahip olan Ozon, L-karnitin ve Ozon_L-karnitin
kullanimlarinin karaciger dokusunda tedavi edici etkinlikleri tespit edildi. Ozon, L-
karnitin ve Ozon_L-karnitin’in bu koruyuculugu lipid peroksidasyonunu ve oksidan
diizeylerini digiirmeleri yaninda antioksidan enzim diizeylerini dnemli diizeyde
artirdiklar1 aynm1 zamanda karaciger enzimlerinin kan dolagimina gegislerini
engelleyerek enzim diizeylerinin diisiik seviyede kalmalarini saglayarak etkili

olduklar1 kanaatine varildi.



SUMMARY

In this study, it was aimed to investigate the effects of exogenously given
ozone and L-carnitine substances on blood and tissue antioxidant parameters and

biochemical values in rats with experimental liver injury induced by acetaminophen.

For this purpose, a total of 56 female Wistar Albino rats weighing between
190 and 250 gr were used, consisting of 8 groups, each groups has 7 in rats. Control
and ozone, L-carnitine, Ozone_L-carnitine control groups were not administered
asetaminofen; Hepatotoxicity was induced in the experimental group by oral
administration of acetaminophen at a dose of 1 gr/kg. The animals we formed with
hepatotoxicity were classified as APAP control and intraperitoneal substance given
groups as APAP_Ozone, APAP_L-Carnitine, APAP_Ozon_L-Carnitine. All groups
were fed ad-libitum for 24 hours. MDA, TOS, TAS levels of the samples obtained at
the end of the study were determined by spectrophotometer and serum AST, ALT,

GGT levels were measured by autoanalyzer.

While acetaminophen treatment increased serum MDA, GGT (p<0.05),
serum TOS, ALT (p<0.001), AST (p<0.001) and tissue MDA and TOS (p<0.001)
parameters, tissue and serum TAS levels found decreased statistically (p<0.05).
APAP_ozone administration decreased tissue MDA and TOS (p<0.05) parameters
and serum MDA (p<0.001), TOS (p<0.001), GGT (p<0.05), AST and ALT (p<0.05),
increased tissue TAS level (p<0.05) and serum TAS level statistically significantly
(p<0.001). APAP_L-karnitin administration decreased serum MDA, AST, GGT,
TOS (p<0.05), ALT (p<0.001) and tissue MDA (p<0.001), TOS (p<0.05) levels,
increased tissue TAS level (p<0.05) and serum TAS level statistically significantly
(p<0.001) similar to APAP_ozone admiinistered group. APAP_ozone_L-carnitine
administration lowered serum MDA, ALT (p<0.001), TOS (p<0.001), AST, GGT
(p<0.05) levels and tissue MDA (p<0.001), TOS (p<0.05) levels, increased tissue
TAS level (p<0.05) and serum TAS level statistically significantly (p<0.001).



Xl

Histopathological examinations showed no change in the liver of the control
group. However, generally diffuse moderate and severe cellular damage, focal areas
of necrosis and hemorrhage and vascular congestion has been observed in group of
animals which APAP-induced toxicity formed. Ozone, L-carnitine, and Ozone L-
carnitine substances that we used in our study were found to cause regeneration and
occasional decrease in histopathological liver damage findings resulting from APAP-

induced liver toxicity.

As a result; therapeutic activities of ozone, L-carnitine and ozone_L-carnitine
which have antioxidant properties were determined in liver tissue in acute liver
toxicity caused by APAP. It was concluded that this effect of ozone, L-carnitine and
ozone_L-carnitine not only lowered the lipid peroxidation and oxidant levels but also
significantly increased antioxidant enzyme levels, while at the same time inhibiting
the liver enzymes to pass into the bloodstream and ensuring that the enzyme levels

remain low.



1. GIRIS VE GENEL BILGILER
1.1. Karaciger Anatomisi

Karaciger, abdominal bélgede bulunan organlarin en biiylik olanidir.
Yetigkinlerde viicut agirliginin  %?2’sini  olustururken, cocuklarda ise %5’ini
olusturmaktadir (Ergiin ve Ergiin 2009). Iki ana loptan olusan karacigerin sag lobu
sol lobuna oranla biiyiiktiir ve hepatik hiicrelerden olusmaktadir. Karacigere kan
hepatik arter ve hepatik portal ven ile gelerek karaciger kapisi olarak bilinen
hilumdan (porta hepatis) igeri girerler. Her bir lobiiliiniin merkezinde ise vena

centralis bulunmaktadir (Acar 2015).

Saglikli kisilerde alt kenar1 gogiis kafesinin altina kadar uzanan karacigerin
ist yiizii diyaframa ile ¢ok yakindir. Anatomik olarak sag lobun en yiiksek yeri 4.
Interkostal aralik veya 5. kostaya kadar yiikselmektedir. Sol lobun iist sinr1 ise 6.
kostanin iist sinirina kadar uzanir ve sol ucu diyafragma ile tamamen Ortiilmektedir.
On yiiziiniin ise kiigiik bir boliimii karin én duvari ile temas halindedir ve kostalar
sag lobun biiyiik bir kismini kaplarlar. Solunum sirasinda karaciger, diyafragmanin
hareketlerini izleyerek ©n kenarinda {i¢ cm kadar bir yiikselme hareketi

gostermektedir (Daham 2009).
1.2. Karaciger Histolojisi

Karacigerin disin1 serdz ozellikli periton zari ve bu zarin altinda bulunan
Glisson kapsiilii sarmaktadir. Glisson kapsiilii ise karacigerin igene dogru uzantilarini
gondererek karacigeri lob, segment ve lobiillere ayirir. Temelde lobus hepatis dexter
ve sinister olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Bu iki lobun birlestigi orta olugun alt
kismini lobus quadratus arka kismini ise lobus caudatus olusturmaktadir (Ergiin ve

Ergiin 2009, Sekil 1).
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Karacigerin en kiiciik fonksiyonel birimi altigen seklinde olan lobulus
hepatistir. Her lobiiliisiin ortasinda vena centralis damari1 bulunur. Karacigerin
parenkimal hiicreleri V. centralis etrafinda dizilerek karaciger kordonlarini
olustururlar bu kordonlarin aralarinda siniizoidler bulunmaktadir. Lobiiliis
hepatislerin arasindaki bosluklarda yer alan portal kanallarda, arteria hepatica
propria’nin, v. portae hepatis’in ve safra kanalinin dallart bulunmaktadir (portal

triad).

Karacigerde temiz olan arteryel kanin dolagimi (%20-40) a. hepatica propria
ile saglanirken, kirli olan vendz kanin (%60-80)’inin dolagimi ise v. portae hepatis ile
gerceklesmektedir. Kiiclik dallara ayrilan bu damarlar safra kanallariyla birlikte
portal triad1 olusturur. Buralarda v. portae hepatis’in ve a. hepatica propria’nin kiigiik
dallarinin birlesmesiyle siniizoidler olusmaktadir. Karaciger dokusunda madde alis
verisi kanin siniizoidlerin igerisinden periferden v. centralis’e dogru ge¢mesi
esnasinda olusmaktadir. V. centralisler birleserek 6ncelikle v. sublobularisleri, daha

sonra V. hepatica’y1 olustururlar; Olusan bu damar v. cava inferior’a dokiiliir.



Siniizoidlerin i¢indeki kandan parankima hiicresine gecen maddelerin (ilaglar dahil)
burada birtakim kimyasal islemleri gergeklestikten sonra ya tekrar kana verilirler ya
da safra kanalciklarima (ductulus biliferi) atilirlar. Bu kanalciklar portal triadi
olusturan ductuli interlobulares’e katilirlar ve birleserek sag ve sol hepatik kanali
olustururlar. Olusan sag ve sol kanalin birlesmesiyle ortak hepatik kanal meydana
gelmektedir. Bu son kanala sistik kanal eklendiginde ise ortak safra kanali
olusmaktadir. Ortak safra kanali ise duodenal papillada duodenum kanalina

acilmakta ve olusan deligin etrafin1 oddi sfinkteri sarmaktadir (Ergiin ve Ergiin
2009).

Karacigerde, 1i¢ Onemli histofizyolojik  karaciger lobiill modeli

tanimlanmaktadir.

*

% Klasik karaciger lobiilii: Koselerinde portal alanlar, ortada ise vena sentralis
yer almaktadir. Hepatositler merkezden perifere dogru hiicre kordonlar1 seklinde
uzanirlar ve kordonlar arasinda siniizoidler yer almaktadir. Burada kan akimi

periferden merkeze dogru gergeklesmektedir.

< Portal lobiil: Bu model hepatositlerde salgilanan safranin salgilanis1 dikkate
almarak olusturulmustur. Safra iki hepatosit komsulugundaki kiiciik hiicreler
aras1 bosluga salgilanmaktadir ve burasi safra kanalikiilii olarak adlandirilmistir.
Bu kanalin duvari hepatosit membranlari tarafindan olusturulmaktadir. Daha
sonra hepatositler arasinda yer alan bu kiiclik kanalikiiller bir lobiil i¢indeki
hiicrelerin arasindan kanla temas etmeksizin igerdigi zonula okludensler
sayesinde bir labirent ag olustururlar. Her bir lobiiliin periferinde portal alana
girmeden 6nce Hering kanalini (safra kanalcig1) olusturur ve Hering kanallarida
interlobiiler safra kanallarina acilirlar. Goriildiigli lizere safranin akisi kan
akimmin tersine merkezden perifere dogru gerceklesmektedir. Portal alandaki
safra kanallar1 birleserek sag ve sol safra kanalini olusturarak karacigerden

uzaklasirlar.

% Portal asiniis: Daha fonksiyonel bir modeldir. Portal asiniis lobiil yapisi,
dejenerasyon, rejenerasyon, vaskiiler perfiizyon ve bazi maddelerin toksik

etkilerini a¢iklamada rol almaktadir. Komsusu olan klasik lobiil i¢inde bulunan



dagitict arteriyol ve veniilden kanlanan hiicrelerden olugmaktadir. Sinirlari
komsu iki lobiiliin portal alanlar1 ve vena sentralislerinin birlesmesiyle
olusmaktadir. Bu lobiile gore lobiildeki hepatositler dagitict damarlardan farkli

icerik ve miktardaki kanlanmaya gore {i¢ ayr1 zona ayrilmaktadir.

= Periferik zon (Zon I): Burada kan akis yonii lobiiliin periferinden merkezine
dogrudur. Bundan dolay1 icerdigi oksijen, glikojen ve diger maddelerin
miktarlar1 agisindan en zengin zondur. Dolasim bozuldugu sirasinda en geg
olen ve rejenerasyonun ilk izlendigi hiicrelerdir.

= Ara zon (Zon 11): Orta diizeyde aktivite gosterip, kana ikinci derece cevap
veren hiicrelerdir.

= Santral zon (Zon I11): Organelleri az gelismis olup diiz endoplazmik
retikulumdan zengin hiicrelerdir. Vena sentralisi saran en igteki hepatosit
hiicre gruplarindan olusur ve perfiizyon azaldigr zaman ilk iskemik nekroz
gerceklesen yerdir. Bu zonal diizenleme, hepatositlerin toksit maddelere karsi
ve degisik hastaliklarda farkli derecede hasar gormelerinin nedenini

aciklamaktadir (Daham 2009).

1.3. Karaciger Fizyolojisi

Viicudumuzun, metabolik hemeostazisini diizenlemede, bir¢ok maddenin
iiretimini, depolanmasini, salgilanabilmesini gergeklestirmede gorevli olan karaciger,
yasamin devamini saglayabilmek acisindan O6nemli bir organdir. Bu Onemli
gorevinden oOtiirii karaciger bozukluklar1 ciddi sonuglara neden olabilmektedir (Ergiin

ve Ergiin 2009).

Sindirim kanalindan emilen besinler viicudumuzda islenir. Viicudumuzun
diger kisimlarinin emilen bu besinlerden yararlanabilmesi i¢in bu besinlerin
bazilarinin depolanmasi bazilarinin ise hemen dolasima verilmesi gerekir. Bu gibi

olaylar karacigerde gergeklesmektedir (Aksit ve ark. 2015).

Yabanci maddelerin metabolizmasinda ve ila¢ toksisitesinde dnemli bir organ
olan karaciger; kan dolagimi, karbonhidrat metabolizmasi, protein metabolizmasi,

yag metabolizmasinda ve hematolojik fonksiyonlarda gorev almaktadir.



Karaciger karbonhidrat metabolizmasinda; glikojenin  depolanmasi,
galaktozun fruktoz ve glikoza donilistimii, glikoneogenezis, karbonhidrat
metabolizmasinin ara triinlerinden ¢ok sayida o©nemli kimyasal maddelerin
olusturulmasi gibi metabolik olaylar1 gerceklestirmektedir. Yag metabolizmasinda
ise enerji Uretebilmek amaciyla yag asitlerinin kii¢iikk bilesenlerine yikimini,
karbonhidrat ve proteinlerden trigliserid sentezini, kolesterol ve fosfolipid gibi diger
lipidlerin yapimini gergeklestirmektedir. Viicudumuzun %75’lik bdliimiinii olusturan
proteinlerin sentezinde de en aktif organ karacigerdir. Protein metabolizmasinda;
asirt protein alindiginda aminoasitlerin deaminasyon yoluyla yikilmasinda, iire
yapimi ile amonyagin viicut sivilarindan uzaklastirilmasinda, plazma proteinlerinin
sentezinde gorev yapmakla beraber c¢esitli aminoasitlerin ve viicudun metabolik
islemlerinde 6nemli olan diger bilesimlerin birbirine doniisiimiinii saglama gibi

fonksiyonlar1 da gergeklestirmektedir (Daham 2009).

Karaciger safra iiretimi ve pihtilasma faktorlerinin sentezinde (fibrinojen,
protrombin, faktor V, VI, IX ve X) de gorev yapmaktadir (Daham 2009). Bunlarin
disinda, vitamin depolayarak (A, D, Bi2 ve diger B grubu vitaminlerini, K
vitaminini) ve karotenleri B-karoten olarak adlandirilan A vitaminine gevirerek
vitamin metabolizmasinda da gorev yapmaktadir. Yabanci maddelerin (gesitli
ilaglarin) kandan detoksifikasyonunu, amonyagin ortamdan uzaklastirilmasini,

steroid hormonlarin atilimini gergeklestirmektedir (Acar 2015).
1.3.1. Karaciger Enzimleri

Viicudumuzun en biiyiik ve en dnemli metabolik organi olan karacigerdeki
enzimler denildiginde akla ilk gelenler alanin aminotransferaz (ALT), aspartat
aminotransfer (AST), gama glutamil transpeptidaz (GGT) ve alkalen fosfataz
(ALP)’dir. Karacigerde olusan hiicre hasari1 ve kolestaz hakkinda bilgi edinmeye
yonelik enzim Ol¢lim yontemleri bulunmaktadir. Olusan hasarla ilgili genel bilgi
ALT, AST veya ALP ve GGT enzim aktivitelerinin serum diizeylerindeki
yiikselmeleriyle anlasilmaktadir. ALT ve AST hepatoseliiler hasar hakkinda bilgi
verirken GGT ve ALP ise kolestaz1 gostermektedir. Bu enzimler sadece karaciger ve
safra yollarina 6zgii degillerdir. S6yleki ALT ve AST iskelet ve kalp kasinda, GGT

bobreklerde, ALP ise kemikler ve barsak epitelinde de sentezlenmektedir. Bu



nedenle karacigerden kaynaklanmayan nedenlerle de yiikselebilecekleri
unutulmamalidir (Ersoy 2012).

Karacigerde AST ve ALT parametrelerinin artmasi karaciger hasarini
gosterirken (Briiss ve ark. 2004), kan dolasimindaki AST ve ALT degerlerinin
diismesi karaciger nekrozunun gostergelerindendir. Bu enzimlerin yilikselmesi
hepatoseliiler hasar1 gostermesine ragmen karaciger hasarinin siddetini ve akut
yetmezliginde zayif parametrelerdir (Huang ve ark. 2008). Bazen siddetli karaciger
harabiyetinin baslangi¢ doneminde AST seviyesi ALT’den yiiksek ¢ikabilir fakat
kisa bir siire sonra tekrar AST degeri ALT degerinin altina diismektedir. Olay
kroniklestiginde birey sagligina kavusmamis olsa da ALT degeri normal degerlerine
donebilir. Yani, artmis AST ve ALT degerleri karacigerde hasar varligim
gostermekle birlikte meydana gelen hasarin siddeti hakkinda kesin bir bilgi ortaya
koymamaktadir (Aksit ve ark. 2015). Yapilan ¢alismalarda, APAP toksikasyonuna
bagli karaciger hasarinda, serum neopterin seviyesindeki artisin AST ve ALT ye gore

daha 6nemli bir bulgu oldugu ifade edilmistir (Demirbas ve ark. 2011).

1.3.2.Karaciger Hastaliklar:

Viral enfeksiyonlar, ilaglar ve toksinler, safra yolu lezyonlari, metabolizma
bozukluklari, hipoksi ve timor gibi pek ¢ok etken karaciger hastaliklarina neden
olmaktadir (Chisari 1997, Mahoney 1999).

1.3.2.1. Hepatitler

Karacigerde wviral, toksik, metabolik, farmokolojik bir etkenden veya
immiinolojik bir ataktan kaynaklanan hasarlarin olusturdugu hastalik grubunu

tanimlamada hepatit terimi kullanilmaktadir (Chisari 1997, Mahoney 1999).

1.3.2.2. Akut Viral Hepatitler (AVH)

Viriislerin karacigerde olusturduklar1 enfeksiyon sonucu olusan alti aydan
kisa siiren akut enfeksiyondur. Halsizlik, bulanti, kusma, diisiikk dereceli ates gibi
belirtilerle baglayan AVH’ de serum transaminazlar1 normal degerlerinin 20-30 kat1
degere yiikselir. Bu donemde Sarilik birka¢ giin i¢inde gelisir ve onuncu giinde pik
yapabilir. Sarilik basladiktan sonra idrar rengi koyulasirken digki rengi soluklasan



hastada olusan ilk belirtiler azalir ve hasta birka¢ ay icinde normale doner. AVH
olgularina sebep olan ajanlar; Hepatit A (HAV), Hepatit B (HBV), Hepatit C (HCV),
Hepatit D (HDV), Hepatit E (HEV), Hepatit G viriisleri (HGV) ve TTV (Transfusion
Transmitted Virus)’dir (Demirci 2006). Ayn1 zamanda Ebstein-Barrviriis (EBV),
Sitomegalo-viriis (CMV), adenoviriis ve enteroviriis gibi virlisler bagisiklik sistemi
baskilanmis hastalarda hepatite neden olabilirler. Viriislerin karacigerde

olusturduklar1 hasarin siddetini etki eden viriis tipi ve konak cevabi olusturmaktadir

(O'Grady ve ark. 1993, Riordan ve Williams 1999).

1.3.2.3. Fulminan Karaciger Yetmezligi (FKY)

Daha 6nceden herhangi bir karaciger hastalig1 gecirmemis kisilerde karaciger
fonksiyonlarimin aniden ciddi anlamda bozulmasi seklinde kendini gosteren, siklikla
hepatik ensefalopatinin eslik ettigi, tekrar diizelebilen, 6liim orani yiliksek bir klinik
tablodur. Olgularin % 60-80’ninin altinda yatan sebep belirlenebilmekle beraber ilk
siray1 hepatit virlisleri olustururken ikinci siray1 ise toksin ve kullanilan ilaglar
olusturmaktadir. Paramixoviriis, sitomegaloviriis, herpes viriis ve Epstein-Barr virtis,
gibi hepatrop olmayan viriislerde FKY’ye yol acabilmektedir. Iyi bakim kosullarmin
saglanmas1 durumunda ve karaciger organ naklindeki gelisimler sag kalma oraninda
artis saglamalarina ragmen FKY hastalarinda 6liim orani halen %75 civarindadir

(Ozdemir ve Akin 2003).

1.3.2.4. Kronik Viral Hepatitler

Kronik viral hepatit hastaligi, semptomatik belirtilerin veya biyokimyasal ve
serolojik bulgularin 6 aydan daha fazla siirmesi seklinde tanimlanmaktadir. HBV,
HCV, HDV, HGV viriisii enfeksiyonu, otoimmiin nedenlerle ve ilaglarla kronik
hepatit (KH) olusabilir. Gelisen fibroz genellikle geri doniissiizdiir fakat
rejenerasyonla birlikte oldugunda siroza doniismektedir. Halsizlik, yorgunluk,
gligsiizlik en sik rastlanan sikayetlerdendir. Kronik hepatitlere 6zgii yakinma
olmadigindan veya hafif yakinmalar oldugundan genellikle g6z ardi edilmektedir.
Tan1 koymada klinik gézlem ve laboratuvar verileri 6nem tagimakla beraber kesin
taninin belirlenmesinde biyopsi ile inflamasyonun ve nekrozun goriilmesi gereklidir

(Demirci 2006).



1.3.2.5. Alkole Bagh Karaciger Hastahg

Karacigerde olusan bu hastalikta, uzun zaman fazla miktarda alkol
kullaniminin etkisiyle karacigerde hasar olugsmakta ve olugan hasarin siddeti degisik
derecede olabilmektedir. Asir1 miktarda alkol kullanan kisilerin yaklasik olarak
%20’sinde karaciger yaglanmasi, alkolik hepatit ve alkolik siroz goriilmektedir.
Hastaligin goriilme olasiligi daha fazla olan kisilerde hazirlayan faktorler net
olmamakla beraber tiiketilen alkol miktarinin ve siiresinin énemli bir sebep oldugu

belirtilmistir (You ve Crabb 2004).

1.3.2.6. Non-Alkolik Yagh Karaciger Hastahigi (NAYKH)

Toplumda en sik goriilen karaciger hastaligidir. Isminin nonalkolik yagh
karaciger hastaligi olmasmin nedeni ise hastaligin olusumunda alkol kullanimi
olmamasina ragmen klinik ve histolojik belirtilerin alkole bagli karaciger hastaligina
cok benzerlik gostermesindendir. NAYKH na inflamasyon ve fibroz eslik ettiginde
ise NASH (Non-alkolik steatohepatit) hastaligi olugsmaktadir. %20 oraninda siroz
olusturma riski tasiyan bu hastaliga toplumda 9%2-3 oraninda rastlanmaktadir.
NAYKH’nin etiyolojisinde serbest radikal hasari dnemli bir etkendir. Cilinkii bu
siirece serbest radikallerin hasar1 eklendiginde lipid peroksidasyonu ve NASH
olusurken stellat hiicrelerininde aktive olmasiyla fibroz tablosu olusmaktadir.
Siklikla obeziteyle ve tip II Diabetes Mellitus (DM) ile iligkili olan NAYKH’ nda
insiilin diizeyinin yiiksek olmasi1 karacigerde B-oksidasyonunu ve Cok Diisiik
Dansiteli Lipoprotein (VLDL) olusumunu baskilamasi sonucunda yag asitlerinden
trigliserid olusumunu artirarak karaciger yaglanmasini tetiklemektedir (Falck-Ytter

ve ark. 2001, Brunt 2001).

1.3.2.7. Karaciger Sirozu

Siroz, hepatoseliiler nekroz ve rejenerasyonla karaciger yapisinin bozulmasi
sonucu olusan ilerleyici geri doniisiimsiiz bir hastaliktir. Hepatositlerin 6liimiine yol
acan siirece fibrozis ve rejenerasyon eslik ettiginde siroz olusmaktadir. Karaciger
sirozunun olusumuna sebep olan baslica etkenlere bakildiginda; Wilson hastaligi,
kronik viral hepatitler, alkolik karaciger hastaligi, primer hemokromatosis, safra yolu

hastaliklarinin etkili oldugu belirtilmistir. Bazi sirozlarin nedeni bilinmemekle



beraber iilkemizdeki karaciger sirozunun baslica nedeni viral hepatitlerdir (Tir

2008).

1.4. Asetaminofen (APAP)
1.4.1. Asetaminofen Tarihcesi

Asetaminofen (Parasetamol, N-acetyl-p-aminophenol, APAP, asetamid) ilk
kez 1877 yilinda Harmon Northop Morse tarafindan iiretilmistir. Ilk kez klinikte
uygulamaya gegisi ise 1893 yilinda olmustur. Giivenli bir agr1 kesici ve ates diirticii
olan APAP 1955 yilinda ABD’ de ‘Tylenol’ 1956 yilinda ise ingilterede ‘Panadol’
adiyla piyasada satilmaya baslanmistir (Brodie ve Axelrod 1948, Erfidan 2016).
Bircok {iilkede receteli ve regetesiz temin edilebildiginden kullanimi oldukca
yaygindir. Ulkemizde de asir1 dozda almmadig siirece giivenle kullanilabilecek bir

ila¢ oldugu ifade edilmektedir (Kittisupamangkol 2009, Erfidan 2016).
1.4.2. Asetaminofenin Kimyasal Yapisi

APAP, sentetik non-opioid olan p-aminofenol tiirevi bir ilagtir. Molekiiler
formiilii CgH9NO: olan asetaminofenin kimyasal adi ise N-(4-hidroksifenil)
asetamidtir. Molekiiler agirligr 151.17 g/mol, erime noktas1 169°C, yogunlugu 1.263
gr/icm®, 20°C derecede sudaki ¢oziiniirliigii 1.4 gr/100 mL’dir (Lee 2004, Erfidan
2016, Sekil 2, Sekil 2.1).

H
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T

O
HO

Sekil 2. Asetaminofenin molekiiler yapis1 (Erfidan 2016).
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Sekil 2.1. Parasetamol molekiiliiniin {i¢ boyutlu goriintiisti (Battal 2009).
1.4.3. Asetaminofenin Etki Mekanizmasi

APAP’1n, analjezik ve antipiretik etki mekanizmasinin merkezi sinir sistemi
(MSS) igerisinde santral siklooksijenaz (COX) inhibisyonu ile etkili oldugu ortaya
konmustur. Indirekt etkilesim yolunun ise seratoninerjik sistemle oldugu
diisiiniilmektedir. Periferik inflamasyonlara karsi reaksiyon gdstermemesi anti-
inflamatuar ozelliginin zayif oldugunu gostermektedir. Bundan dolay1 COX
inhibisyonun yaninda farkli etki mekanizmasininda olabilecegi diisiintilmiistiir. Son
yillarda yapilan c¢aligmalarda MSS’de COX-3 olarak adlandirilan yeni bir enzim
kesfedilmistir. APAP’1n ise COX-1 ve COX-2 den farkli olarak bulunan COX-3
enzimini de bloke ettigi diisiiniilmektedir. Bu mekanizmada bir¢ok arastirmaci ayni
goriise sahiptir. APAP I COX enzim inhibisyonu yaptigi bir gergektir fakat etki
mekanizmasi tam olarak agiklanamamistir ve ¢alismalar devam etmektedir (Erfidan

2016).

1.4.4. Asetaminofenin Yan Etkileri

APAP, analjezik ve antipiretik etkisinden o6tiirii yaygin kullanilan bir ilagtir.
Ginlik kullanilabilecek en yiliksek terapotik dozu yaklasik olarak 4 gr kabul
edilmektedir (Yaman ve ark. 2011).

Terapotik doz aralifinda kullanilan APAP; nadir olarak ciltte kizariklik,
dokiintii, ilag atesi, cilt alerjisine bagli mukozal lezyonlar gibi sikayetlere sebep
olabilmektedir. ilag alimi sonrasi hematolojik bozukluklar, hipoglisemi ve b&brek

yetmezligi gibi komplikasyonlar da gelisebilmektedir (Erfidan 2016).
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Amerika Birlesik Devletleri, Ingiltere ve Avrupa’da goriilen akut karaciger
yetmezliginin en yaygmn nedeninin, kullanilan asir1 dozdaki APAP oldugu
belirlenmistir. insanlarda ve deney hayvanlarinda terapdtik doz miktarindan daha
fazla dozda kullanildiginda ise hepatik nekroza, bobrek toksisitesine ve Oliimlere

neden olmaktadir (Ajith ve ark. 2007).

ABD de hastaneye bagvuran vakalarin yaklasik olarak %40 inda APAP
kullaniminin karaciger toksikasyonuna neden oldugu bildirilmistir (Bayram ve
Tiirkay 2010). Akut karaciger hasarinin nedenlerine bakildiginda kullanilan ilaglarin
%58’1ik oranla ilk sirayr aldig1 ve kullanilan bu ilaglar arasinda da APAP’1n %46’ ik
bir oranla ciddi bir yere sahip oldugu belirtilmistir. Kullaniminin yaygin olmasi ve
rahatlikla regetesiz satin alinabilmesinden otiirli intihar veya kaza sonucu Oliimler
siklikla goriilmektedir. Yiiksek dozlarda kullanildiginda karaciger hasar1 hatta dliim
gerceklesmektedir. Cocuklarda max 90mg/kg kullanilan APAP’in giinliik toplam doz
miktar1 asilmamalidir. Eriskinlerde ise tek seferde kullanilan 10-15 gr (150-250
mg/kg) APAP dozundan sonra hepatotoksisite gelismekte olup, 20-25 gr iizerinde
dozlarda kullanildiginda ise 6liimciil oldugu bildirilmistir (Aktas ve ark. 2013, Sekil
3).



12

500 |

= I

% 00

= L)

= 300 = | ~

;8 | Karaciger Hasan Beklenir

s 200

: |

R 1004

p—

S |

5 50 = :

o

V) I

w

] I

é 10 = |

= - : Karaciger Hasan Beklenmez

E |

= |

R |
| | i i i | |
2 4 8 12 16 20 24

Ilac Alndiktan Sonra Gecen Zaman (saat)

Sekil 3. Plazma asetaminofen diizeyinin zamana bagli degisimi ile karaciger

hasart iliskisi (Erfidan 2016).

APAP’mn yiiksek dozda kullanimindan kaynaklanan karaciger hasarinda,
reaktif oksijen tlirevlerinin artmasi, antioksidanlarin azalmasi, antioksidan enzim
seviyelerinin azalmasi ve sitokin iiretiminin artmasi gibi faktorler etkili olmaktadir

(Demirbas ve ark. 2011).
1.4.5. Asetaminofenin Metabolizmasi ve Toksisitesi

Oral biyoyararlanimi %60-89 oraninda olan APAP, oral yolla alindiktan
sonra gastrointestinal yoldan hizla emilimi ger¢eklesmektedir. Kandaki
konsantrasyonu pik degerine en ge¢ 2 saatte ulagmaktadir. Emilim siiresini aglik,
tokluk ve antikolinerjik ilaclarin etkilemesi sonucunda emilim siiresi 4. saate kadar
uzayabilir. APAP’mn plazma konsantrasyonundaki analjezik etki giici 10 mcg/mL

diizeyinde olup, antipiretik etkisi ise 18 mcg/ml diizeyindedir (Erfidan 2016, Sekil 4)
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Asetaminofen

47 - 62%
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Sekil 4. Karacigerde asetaminofen mekanizmasi
(http://www.fda.gov/ohrms/dockets/ac/02/briefing/Image1415.qif. Erisim tarihi:
21.03.2016).

APAP’1n karacigerde metabolize edilmesi glukuronidasyon ve siilfasyon ile
gerceklesir. Bu konjugatlarin bir kismu safrayla kalan diger kismi ise kan dolagimina
gecerek idrarla, %5 ‘inden daha az kismi ise direk idrarla atilmaktadir. Terapotik
dozda alinan APAP miktarinin ¢ogu siilfat-glukronit konjugasyonu ile bir kismi ise
hepatik sitokrom P450 sistemi (CYP2E1-1A2) ile N-asetil-p-benzokinonimin
(NAPQI)’e doniistirtlir ve Glutatyon (GSH)’a baglanmasi sonucunda detoksifiye
olmaktadir. APAP’in asirt dozda kullanimiyla olusan hepatotoksisitenin nedeni
toksik metaboliti olan NAPQI’ya doniisiimiinden kaynaklanmaktadir. GSH, NAPQI
ile hizli bir sekilde birleserek NAPQI toksit olmayan sistein veya merkaptiirik asit
konjugatlarina doniistiiriilerek idrarla atilmasini saglamaktadir. APAP’1n asir1 dozda
kullanimi, sitokrom enzimlerinin indiiksiyonu ve GSH depolarinin %80-90’1n altina
diismesi ile birlikte NAPQI baglarmin seliiler makromolekiillerde kalmasi veya
glukuronidasyon inhibisyonunun gergeklestigi durumlarda NAPQI’ nun yeterince
detoksifiye edilememesi sonucu hiicre hasari olusturmaktadir. GSH’in tiikenmesi,
hepatosit icerisindeki hidrojen peroksit, siiperoksit gibi reaktif oksijen (ROT) ve

nitrojen tiirlerini arttirmaktadir. Bdylelikle nekrotik degisiklikler olusmaya


http://www.fda.gov/ohrms/dockets/ac/02/briefing/Image1415.gif
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baglamaktadir. Yiiksek dozda alinan APAP, glutatyon peroksidaz ve katalaz
enzimlerinin aktivitesini azaltmakta bununla beraber GSH ve okside glutatyon
(GSSG)’daki azalma antioksidan savunma sisteminin zayiflamasina neden
olmaktadir. Ciinkii hiicre icerisinde GSH en c¢ok bulunan serbest tiyoldiir.
Hepatoksisitenin ana nedenin NAPQI artmasi sonucu gergeklesen tiyol oksidasyonu
oldugu diistiniilmektedir. Artmis oksidatif stres, intraseliiler kalsiyum homeostazini,
sinyal iletiminin ve mitokondriyal gecirgenligin bozulmasina neden olmaktir.
Mitokondriyal membran potansiyelinin kaybolmasi ve adenozin trifosfat (ATP)
tiretimi durmasi sonucunda hiicre nekrozu gergeklesmektedir (Jollow ve ark. 1974,
Bromer ve Black 2003, James ve ark. 2003, Bertolini ve ark. 2006, Yapar ve ark.
2007, Jaeschke ve ark. 2011, Erfidan 2016).

Organizma, olusan bir toksikasyon durumuna maruz kaldiginda hiicre i¢i iyon
dengesi bozulmaktadir. Bu durum hiicre hasarinin habercisi olan malondialdehid
(MDA) olusumu ile gosterilmektedir. Lipid peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA
yag asitlerinin peroksidasyonuyla olugmaktadir. MDA’ ’nin hiicre membranlarinin
gecirgenligini arttirdigi, hiicre i¢i iyon dengesini membrandaki iyon aligverigini
etkileyerek bozdugu, enzim aktivitelerinin bozulmasina, deoksiriboniikleik asit
(DNA) yapisinda kirilmalara ve baz degisimlerine neden oldugu saptanmistir.
Olustugu bolgeden daha wuzaga yayilarak uzak bolgelerde de doku hasar
olusturabilmektedir. Kisaca organizmada artmis MDA orant oksidatif hasarin

olustugunu ortaya koyan en 6nemli gostergelerdendir.

Yapilan ¢alismalarda APAP toksisitesinde gozlenen klinik bulgular ilag alim
stiresine gore 4 agsamada degerlendirilmektedir.
Faz 1 (ilk 24 saat): Klinik bulgular non-spesifiktir. Bulanti, kusma, istahsizlik,
halsizlik sik goriilen sikayetlerdir. Karaciger enzimlerinde hafif yiikselmeler
olusabilir.
Faz 2 (24-72 saat): ilk asamadaki sikayetler nadir olarak goriilebilir veya hig
goriilmez. Karaciger biiyiimesi ve agr sikayeti dikkati ¢eker. Bu asamada karaciger
enzimleri (AST, ALT) degerlerinde artis gozlenir ve laboratuvar bulgular belirleyici
olabilir.  Protrombin siiresi uzar, bilirubin seviyesinde ise yiikselme

gerceklesmektedir.
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Faz 3 (72-96 saat): Tedavi almayanlarda karaciger fonksiyonunun bozuldugunun
belirgin olarak belli oldugu evredir. Bulanti, kusma, istahsizlik, halsizlik bu evrede
de goriilebilir. Belirgin bir sekilde AST, ALT seviyeleri ve serum bilirubin
konsantrasyonu artar ve protrombin siiresi uzar. Karaciger biyopsisinde nekroz
odaklar1 goriilebilir ve bdbrek fonksiyonlarinin bozulmasina bagli proteiniiri ve
hematiiri olusmaktadir (Erfidan 2016).

Faz 4: Bu evrede karaciger hasar1 diizelmis olur ya da 6liimle sonuglanir. lyilesen
kisilerin 3 ay i¢inde karaciger fonksiyonu fiziksel sinirlarina donmektedir (Black

1980, Laskin ve ark. 1995, Salgia ve Kosnik 1999).

Intoksikasyon tedavisinde, ilk olarak solunum ve dolasim fonksiyonlari
desteklenmektedir. APAP toksisitesinde de bu fonksiyonlar saglandiktan sonra aktif
komiir (1gr/kg) ve N-Asetil Sistein (NAC) tedavisi uygulanir. Aktif komiir
uygulamast APAP’1 adsorbe ederek gastrointestinal emilimine engel olur, ilk 4 saat
icerisinde uygulandiginda APAP’in emilimini azaltmakta, ilk 30 dakika ve 2 saat
igerisinde uygulandiginda ise tedavide daha etkili olmaktadir. NAC ile beraber
uygulandiginda NAC’1in emilimini azalttig1 icin NAC verilmeden 1-2 saat Once

uygulanmalidir (Erfidan 2016).

NAC tedavisi ise APAP toksisitesinde ise en sik kullanilan yontemdir. NAC
hiicre icindeki oksidan-antioksidan dengenin bozulmasi durumunda kullanilan bir
serbest radikal tutucusudur. NAC tedavisinin etkili olmasinda kullanilan dozun
miktari, ne zaman verildigi ve verilme yolu ¢ok dnemlidir. NAC uygulamasi; APAP
toksisitesinde glutatyon gibi zararli metabolitleri detoksifiye ederek, doku
oksijenizasyonunu artirarak, ortamdan serbest radikalleri wuzaklastirarak ve
karacigerde mikrosirkiilatuvar kan akimini arttirarak toksik maddeleri uzaklastirma
gibi cesitli yollarla etkili olmaktadir. APAP alindiktan sonraki ilk 8 saat igerisinde
uygulandiginda hepatoksisite ve 6liim nadir olarak goriilmektedir (Mersin ve ark.

2009, Késeoglu ve Ersoy 2014).

1.5. Karacigerde ilaclarin Biyotransformasyonu

[lag metabolizmas1 birgok organda gerceklesede en biiyiikk metabolik

kapasiteye sahip olan organ karacigerdir. Bir ilacin karacigerde metabolize
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edilebilirliginin gostergesi hepatik klerenstir. Hepatik klerens (KLn) karaciger
tarafindan metabolize edilen veya safraya itrah edilerek birim zamanda ilagtan

temizlenen kan hacmi olarak tanimlanmaktadir (Kesim ve ark. 2001).

Hepatik kan akimi (Qr), hepatik portal ve hepatik arteriyel kan akimlarinin
toplamidir. En=(Ca-Cv)/Ca ile gosterilir. Ca arteriyel, Cv venodz ilag

konsantrasyonunu gostermektedir.

Karacigerde ilacin hepatik klerensi 6l¢iimiinde proteine baglanmasi ve kan
akiminin etkiside 6nemlidir. Karacigerde ilk gec¢isinde atilabilen ilaglar hepatik kan

akimindaki degisikliklere duyarlidir. (Rodighiero 1999).

Ilacin metabolize edilebilmesi igin hiicre membranini ge¢mesi gerekir ve
hiicre membranin1 sadece bagli olmayan ilag molekiilii gecebilmektedir. Plazma
proteinlerinin ¢ogu karacigerde sentezlenmektedir. Karaciger hastaliklarinda ilaglarin
proteinlere baglanmalar1 etkilenir ve baglanma kapasiteleri diiser. Boylelikle
baglanmadaki degisiklikler serbest ilag fraksiyonunu artirirken, dagilimi ve atilimim
etkilemektedir. ilaglar hepatik atilma oranlarina ve plazma proteinlerine baglanma
oranlarina gore yiiksek ekstraksiyonlu (E>0.7), orta ekstraksiyonlu (E=0.3- 0.7) ve
diisiik ekstraksiyonlu (E<0.3) ilaglar olarak ayrilirlar (Tablo 1).

Ekstraksiyon Oranlari

Diisiik (<0.3) Orta (0.3-0.7) Yiiksek (>0.7)
Karbamazepin Aspirin Alprenolol
Diazepam Kinidin Kokain
Indometasin Kodein Dezipramin
Naproksen Nifedipin Lidokain
Nitrazepam Nortriptilin Meperidin
Fenobarbital Morfin
Fenitoin Nikotin
Prokainamid Nitrogliserin
Salisilik asid Pentazosin
Teofilin Propoksifen
Valproik Asid Propranolol
Varfarin Verapamil

Tablo 1. Baz ilaglarin ve metabolitlerin hepatik ekstraksiyon oranlar

(Kortunay ve Bozkurt 1997).
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Diisiik hepatik ekstraksiyonlu ilaglarin karacigerde eliminasyon hizi yavastir
ve karaciger kan akimindaki degisikliklerden fazla etkilenmezler. Yiiksek hepatik
ekstraksiyonlu ilaglarda hepatik klirens, hepatik kan akim hizindaki degismelerden
etkilenmektedir ve ilk geciste eliminasyon oranlar yiiksektir. Biyoyararlanimlari
bireyler arasinda onemli degisiklik gostermektedir. Bireyler arasinda bir¢ok ilacin
farmakokinetiklerindeki degiskenlikler karacigerdeki kan akimi ve metabolik
kapasite tarafindan belirlenmektedir. Bu parametreler karaciger hastaliklari, ilag
metabolize eden enzimlerin genetik farkliliklari, enzim indiiksiyonu ve inhibisyonu
gibi durumlardan etkilenmektedir. Karacigerde bir ilag baska bir ilacin metabolize
olma oranmi azaltmasi, enzim inhibisyonuna ve ilacin karacigerdeki kan akimini

azaltmasinada baghdir (Kortunay ve Bozkurt 1997).

1.5.1. Sitokrom P450 Enzim Sistemi

Bircok memeli ve boceklerde bulunan, hemoprotein ailesine ait Sitokrom
P450 enzimi, ila¢ ve kimyasal maddeleri (pestisit, poliaromatik hidrokarbonlar v.b.)
metabolize etmesinin yaninda reaktif oksijen tiirlerinin iretiminde de rol
oynamaktadir. Hepatositlerin santrlobiiler bolgesindeki hiicrelerde yogun olarak
bulunur (Kurutas ve Kiling 2003). Cogu ilag karacigerde metabolize edilir ve bu
olayda sitokrom P450 enzim sistemi etkilidir. Karacigerde ilaglar Faz I ve Faz II
yollariyla metabolize olmaktadir. Faz I enzimleri rediiktazlar, oksidazlar, hidrolazlar,
Faz 11 enzimleri ise transferazlardan olusmaktadir. Ilaglar1 metabolize eden
enzimlerde en aktif rolii sitokrom P450 enzimi gerceklestirir. Sik kullanilan ilaglarin
%90’nimin metabolize olmasinda sitokrom P450 siiperfamilyasinda bulunan CYPI,
CYP2, CYP3 enzimleri gorevlidir. Faz II enzimlerinden biri olan glukoronil
transferazlarinda ilag metabolizmasi agisindan 6nemli bir yere sahip oldugu

belirtilmistir (Kortunay ve Bozkurt 1997).
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1.6. APAP ile Olusturulan Karaciger Toksisitesinde Oksidatif Stres ve
Serbest Radikaller

1.6.1. Oksidatif Stres

Serbest radikaller, organizmada siirekli olarak olusturulurken diger yandan da
antioksidan sistemin etkisiyle ortadan kaldirilmaktadirlar. Serbest radikaller ve
antioksidan sistem arasindaki bu denge oksidatif denge olarak tanimlanmaktadir. Bu
denge sagladiginda viicudumuz serbest radikallerin olumsuz etkilerinden zarar
gormez. Dengenin bozulmasi durumunda yani antioksidan savunma sisteminin
yetersiz kalmasi1 veya serbest radikallerin olusumunun artmasi ile oksidatif denge
serbest radikallere dogru kaymaktadir. Bu tablo sonucunda oksidatif stres olarak
tanimlanan olay gergeklesmektedir (Hermes-Lima ve Zenteno-Savin 2002, Serafini
ve Del Rio 2004).

Bazi durumlarda ise az miktarda iretilen serbest radikaller organizmaya
yararll olabilmektedir. Ornek olarak bakterilerin nétrofiller tarafindan oksijen
radikalleriyle oldiiriilmesi gosterilebilir. Bunun yaninda serbest radikallerin artmasi
ile olusan oksidatif stres protein, lipit, karbonhidrat, DNA ve enzimlere zarar
vermektedir (Nordberg ve Arnér 2001, Sorg 2004).

Oksidatif stresin en onemli nedenlerini, serbest radikallerin reaktif oksijen
tirleri (ROT); siiperoksit anyonu (O2), hidroksil radikali (OH"), peroksil radikali
(ROQ") ve hidrojen peroksit (H202) olusturmaktadir (Ozcan ve ark. 2015).

1.6.2. Serbest Radikaller

Yiiksek enerjili yapida olan bu bilesiklerin son yoriingelerinde bir veya birden
daha fazla ¢iftlesmemis elektron bulunmaktadir. Dis orbitallerinde bulunan
ciftlenmemis elektronlar reaktiflik saglayarak protein, lipid, DNA ve niikleotid
koenzimler gibi yapilar1 zarara ugratirlar. Bu zararlarin yaslanma, kalp damar
hastaliklar, cesitli kanser tiirleri, bagisiklik sisteminin zayiflamast gibi ¢esitli

sorunlara yol agtigina dair bilgiler bulunmaktadir (Diplock 1998).



19

Serbest radikaller genel olarak ii¢ yolla meydana gelirler.

X/
L X4

X/
*

Kovalent bagli molekiilin homolitik kirilmasi sirasinda bag yapisinda
bulunan ortak elektronlarin her biri bdliinen molekiiliin atomlar: iizerinde

kalarak bolinmesidir.
X:Y-X+Y

Radikal 6zellikte olmayan bir molekiiliin elektron kaybetmesi veya heterolitik
boliinmesidir. Bu reaksiyonda elektron kaybi sirasinda dis orbitalde

eslenmemis elektron kaliyorsa radikal formu olusmaktadir
X:Y->X+Y"

Radikal o6zellikte olmayan normal bir molekiile tek bir elektron eklenmesi
veya transferiyle son yoriingesinde eslenmemis elektron olusuyorsa radikal

olusum gerceklesmektedir (Halliwell ve Gutteridge 1990).
A+e - A”

Serbest radikal bilesikleri elektriksel olarak katyon, anyon veya nétral yapida

bulunurlar. Serbest radikallerin olusumunda, Cu*?, Fe*3, Mn*2 ve Mo*3gibi baz1 gegis

metalleri de 6nemli rol oynamaktadir (Aydin 2011, Tablo 2).

Radikaller Non- radikaller
Stiperoksit, Hidrojen peroksit, H,O»
Hidroksil, OH{ Hipokloréz asit, HOCI
Peroksil, RO, Ozon, O3

Alkoksil, RO Singlet oksijen, O
Hidroperoksit, HO» Peroksinitrit, ONOO
Nitrik oksit, NO Hidroperoksid, L(R)OOH

Tablo 2. Bazi serbest radikaller (Halliwell 1994).
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1.6.2.1. Serbest Radikal Tirleri

Stiperoksit radikali (O27); Hemen hemen biitiin aerobik hiicrelerde oksijen
molekiilii, ¢evresindeki herhangi bir molekiilden bir elektron alarak indirgenmesi

sonucu stiperoksit radikali anyonuna (O27) doniismektedir.

Cu*/ Fe** +0, Cu*?/ Fe*™ +0y"

Gegis metallerinin  otooksidasyonu reaksiyonunda siiperoksit radikali
meydana gelebilmektedir. Hem oksitleyici hemde indirgeyi oOzellikleri olan
stiperoksit radikalinin en Onemli oOzelliklerinden biri hidrojen peroksitin kaynagi

olmasinin yaninda ge¢is metallerinide indirgeyebilmesidir (Aydin 2011).
. o= +
HO, + 02"+ H® ——> 02+ H0;

Mitokondrial elektron transport zinciri reaksiyonlari, Fagositik hiicrelerdeki
“solunum patlamas1” (respiratuar burst) ile, endoplazmik retikulumdaki sitokrom P-
450 enzim sistemi siiperoksit radikalinin baglica kaynaklaridir (Kuyvenhoven ve
Meinders 1999).

Hidrojen Peroksit (H202); Oksijen molekiiliiniin ¢evresindeki molekiillerden
iki elektron veya siiperoksidin ¢evresindeki molekiillerden bir elektron almasi
sonucunda peroksit olusur ve peroksit 2 hidrojen atomuyla birleserek Hidrojen

Peroksit (H202) meydana getirmektedir (Aydin 2011).

Oy +e +2H" H->0O,

O, +2e+2H" H->0,

Serbest bir radikal olmayan hidrojen peroksit siiperoksitle reaksiyona girerek
en reaktif ve zarar verici olan hidroksil radikalinin olusumunu saglamaktadir. Bu
reaksiyona Haber-Weiss denmektedir. Katalizorlii ve katalizorsiiz gergeklesen bu

reaksiyon katalizor yoklugunda olduk¢a yavas ger¢eklesmektedir.
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Haber-Weiss reaksiyonu;

H2O+ O —— ‘OH+ OH + O2

Fe*? ve diger gecis elementlerinin varhiginda Fenton reaksiyonu sonucu

hidroksil radikali olugsmaktadir.

Fenton reaksiyonu;
H.0O; + Fe*?—— OH + OH" + Fe™®

Hidrojen peroksit bir¢ok bilesigi oksitleyebilmektedir. Fenton reaksiyonuyla
proteinlerde, tiyol igeren bilesiklerde, fosfolipidlerde, karbonhidratlarda ve DNA’da
hasar olusturabilmektedir (Winterbourn 1995).

Hidroksil Radikali (OH'); Yarilanma 6mrii ¢ok kisa oldugundan ROT’un en
giiclii radikalidir (Halliwell ve Gutteridge 1990). Fe™? elementinin varhginda
hidrojen peroksitle etkilesmesinden (Fenton reaksiyonu), ve Fe*? varliginda
stiperoksitin hidrojen peroksitle ile etkilesmesinde (Haber-Weiss) "‘OH radikalini
olusmunda etkili olurlar. Fenton reaksiyonu, Haber-Weiss reaksiyonlar1 ve suyun
yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda olugsmaktadir
(Cheeseman ve Slater 1993, Halliwell 1999, Sorg 2004).

Singlet Oksijen (*02); Molekiiler oksijenin enerji almasiyla olusan singlet
oksijenin yapisinda ¢iftlenmemis elektronu olmadigindan gergek bir radikal degildir.
Delta ve Sigma olmak iizere ikiye ayrilan singlet oksijen, Sigma’ya gore Delta
seklinin daha diistik enerjili oldugu belirtilmistir (Giirsoy 2005).

Nitrik Oksit (NO’); Histamin, muskarinik gibi ¢esitli resOpterlerin
aktivasyonu sonucu L-arjinin ve oksijenden nitrik oksit sentazin (NOS) etki etmesi
sonucunda sentezlenmektedir. Siiperoksit dismutaz (SOD) ve siiperoksit radikaliyle
etkilesmesi sonucunda peroksinitriti olusturmaktadir. Yarilanma omrii kisa olan
peroksinitrit de dokulara zarar vererek oksidatif etkisini gostermektedir (Halliwell
1994, Aydin 2011).
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1.6.3. Serbest Oksijen Radikallerinin Kaynaklari
1.6.3.1. Biyolojik Kaynaklar

Solunum patlamasi srasinda olusan siiperoksit, H2O2 ve hidroksil radikalleri
bakteri ve fagosite edilmis mikroorganizmalar1 ortadan kaldirmaktadir. Fakat bu
radikaller organizmada asir1 miktarda olusmalar1 durumunda savunma sistemini

baskilarlar ve hiicrelere zarar verirler.

Antineoplastik ajanlar (doxorubin, adrioxmicine), sigara, ¢evresel etmenler,
alkol ve uyusturucular, radyasyon, aktive olmus fagositler,stres (streste artan
katekolaminin oksidasyonu sonucu serbest radikal {iretiminin gerceklesmesi) 6rnek

olarak gosterilebilir.
1.6.3.2. Intraseliiler Kaynaklar

Hiicrelerdeki en biiylik serbest oksijen radikali kaynagi olan mitokondriyal
elektron tasima zincirindeki elektron sizintisi sonucu oksijenin bir kisminin
stiperoksit radikalini olusturmasi, endoplazmik retikulum ve niikleer membranlarda
sitokromlarin oksidasyonu sonucunda serbest radikallerin olusumu ve gesitli
enzimlerin (ksantin oksidaz, aldehit oksidaz, flavoprotein dehidrogenaz, aminoasit
oksidaz) Kkatalitik dongiisinde H2O> gibi ¢esitli serbest radikalleri meydana
getirmeleri, gecis metallerininde serbest radikal reaksiyonlarini hizlandirarak H20,
stiperoksit ve hidroksil radikalini sentezini katalizlemesi, toksik maddelerin hiicrede
cesitli etkilerle serbest radikal olusumunu artirmasi, fagositik hiicrelerin
uyartlmasiyla plazma membraninda bulunan arasidonik asidin Serbest kalarak
enzimatik oksidasyonlarla cesitli serbest radikal ana tiriinlerini meydana getirmesi
olarak siralanabilir (Aydin 2011).
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1.6.4. Serbest Radikallerin Organik Molekiiller Uzerine Etkileri

1.6.4.1. Karbonhidrat Metabolizmas1 Uzerine Etkisi

Serbest radikallerin etkisiyle monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu
hidrojen peroksit, peroksit ve oksoaldehit agiga ¢ikar, hiicrede olusturduklar1 hasarlar
kanser, yaslanma gibi bir¢ok hastaligin olusumunda etkili olmaktadir (Thornalley ve
Vasak 1985).

1.6.4.2. Lipit Metabolizmas1 Uzerine Etkisi

Serbest radikallerin etkilerine karst en duyarli olan biyomolekiiller lipidlerdir.
Serbest radikallerin lipitler iizerine yaptig1 en énemli etkisi, uzun zincirli doymamis
yag asitlerinin oksidasyonudur. Coklu doymamis yag asitlerinin yikimi oldukca
zararli olan lipid peroksidasyonu olarak tanimlanmaktadir. Lipid peroksidasyonu
zincirleme olarak devam etmektedir. Hiicre membranlarindaki serbest yag asidi
radikali (L") molekiiler oksijenle etkilesmesi sonucu lipit peroksil radikali (LOO")
olugsmaktadir ve lipit peroksil radikalleri diger doymamis yag asitlerini etkilemesiyle
yeni lipit radikallerinin olusmasini saglar. Bu reaksiyonda ortaya ¢ikan hidrojen
atomunu kendine baglayarak lipid peroksitlere (LOOH) déniismektedir. U¢ veya
ticten daha fazla ¢ift bag bulunduran yag asitlerinin peroksidasyonu sonucunda
olusan malondialdehit (MDA) ise lipid peroksit siddetini belirlemede kullanilir. Lipit
peroksidasyonu, direk olarak hiicre membranina zarar verirken diger hiicre
bilesenlerini ise dolayli olarak zarara ugratan geri doniisiimii olmayan bir olaydir.
Boylelikle doku hasarlarmma ve birgok hastaliga sebep olmaktadir (Halliwell ve
Gutteridge 1990, Aydin 2011).

1.6.4.3. Protein Metabolizmasi1 Uzerine Etkisi

Serbest radikallerin etkilerine karsi doymamis yag asitlerine gére daha az
hassas olan proteinlerin, serbest radikallerin sebep oldugu hasarlardan ne o6lgiide
etkilenecegini proteinin aminoasit kompozisyonu belirlemektedir. Siilfir ve
doymamis bag iceren molekiillerin serbest radikaller ile kimyasal reaksiyona girmesi
oldukea yiiksektir. Proteinler iizerinde serbest radikal hasar1 sonucu siilfiir radikalleri

ve karbon merkezli radikaller olugmaktadir. Serbest radikaller yapilarinda fazla
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miktarda disiilfit bagi bulunan albiimin ve immiinoglobilin G’nin yapilarini bozarak
gorevlerini yerine getirmelerine engel olmaktadir. Bu reaksiyonlarin sonucunda da
enzim aktivitelerinde azalma, protein fonksiyonlarinin ve proteaz inhibit6r
aktivitesinin kaybi ve gen transkripsiyonundaki degisiklikler olusmaktadir (Van Der
Vliet ve ark. 1994, Seto ve ark. 2009).

1.7. Antioksidanlar

Antioksidan ~ maddedeler, canlida  varolan  proteinleri, lipidleri,
karbonhidratlar1 ve DNA gibi okside olabilen maddelerin oksidasyonunu engeller ya
da geciktirir bu olay antioksidan savunma olarak tanimlanmaktadir (Mates ve ark.
1999). Antioksidan maddeler organizmada antioksidan enzimlerle ve enzimatik
olmayan antioksidanlarla, baskilayici, onarict ve zincir kirict etkileriyle reaksiyon
hizint azaltarak, biyolojik molekiillerdeki hasar1 onararak serbest radikal iireten
kimyasal reaksiyonlar1 durdurarak, serbest radikalleri toplayip, kararli hale getirerek
etki gostermektedir (Ozel ve Birdane 2014).

Canlilardaki savunmay1 saglayan antioksidanlar bazen yeterli olmayabilir
boyle durumlarda eksojen antioksidan savunuculara gerek duyulmaktadir.
Antioksidan savunmada siiperoksid dismutaz, katalaz vb. enzimlerin devreye girmesi
enzimatik antioksidan savunma, tokoferol, askorbik asit vb. maddeler gérev aliyorsa

enzimatik olmayan savunma olarak tanimlanmaktadir (Valko ve ark. 2007).

1.7.1. Enzim Yapisindaki Antioksidanlar

Stiperoksid dismutaz (SOD); Oksijen kullanimi yiiksek olan dokularda
aktivitesi fazla olan SOD enzimi, O> " serbest radikalini H2O2 ve molekiiler oksijene
katalize eden enzimdir. Enzimin fizyolojik gorevi siiperoksit diizeyini diigiik tutmak
ve lipid peroksidasyonunu inhibe etmektir. Insanda iki tipi bulunmaktadir; sitozolde
bulunan dimerik, kofaktorii bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) olan izomer (Cu-Zn SOD) ile
mitokondride bulunan tetramerik, kofaktorii mangan (Mn) iceren (Mn SOD)

izomerlerdir (Valko ve ark. 2006).

20,-+2H"__ 50D H;0;+0;

— e
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Membran1 gecemeyen siiperoksit radikali reaksiyon sonucunda membrani
gecebilen hidrojen peroksite doniisiir. Gegis metallerinin varliginda hidrojen peroksit
Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlariyla hidroksil radikaline doniismektedir. Normal
metabolizma esnasinda hiicreler tarafindan iiretilen yiiksek miktardaki siiperoksit
radikalini SOD enzimi diisiik tutulmaktadir (Rigo ve ark. 1977). SOD aktivitesi
artiginda olusan toksik etkili H2O> birikmesi katalaz ve glutatyon peroksidaz

enzimlerinin etkisiyle suya doniistiiriilerek kontrol edilmektedir.

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) H202’nin indirgenmesinden sorumlu, lipit
peroksidasyonunun baglamasimi ve gelisimini engelleyici, eritrositlerde oksidatif
strese karsi en etkili antioksidandir. GSH-Px, antioksidanlarla beraber solunum
patlamas1 esnasinda serbest radikal peroksidasyonunun olusturdugu fagositik
hiicrelerde hasar olugsmasini engellemektedir.

2GSH+H:0; GSH-Px, GSS5G+2H;0

2GSH + ROOH GSH-Pg GSSG+ROH+H;0

Reaksiyonlar sonucunda oksidatif stresin gostergesi olan oksitlenmis
glutatyon disiilfid (GSSG) olusmaktadir. Antioksidan savunmanin etkinligini
gosterebilmesi i¢in oksitlenmis glutatyon tekrar indirgenmis sekle GSH doniigsmesi

gerekmektedir (Aydm 2011, Ozel ve Birdane 2014).

Katalaz (CAT); H202’nin suya (H20) ve oksijene (O2) pargalanmasini
saglayarak hidroksil radikalinin olusmasini engellemektedir (\Valko ve ark 2007).

2H,0; ———>2H,0 + O3

Glutatyon rediiktaz (GR); Glutatyon rediiktaz enzimi, hidrojen peroksitin
detoksifikasyonu reaksiyonunda olusan GSSG’nin tekrar kullanilabilmesi ig¢in
NADPH varliginda tekrar rediikte glutatyona cevirerek antioksidan aktiviteyi
saglamaktadir (Hermes-Lima ve ark. 2001).

GSSG +NADPH + H* < > 2GSH + NADP?



26

Mitokondriyal sitokrom oksidaz; Solunum zincirinin son enzimi olan
Mitokondriyal sitokrom oksidaz, siiperoksidin (O2~) detoksifikasyonunda rol oynar.
Asirt miktarda siiperoksid iiretimi gerceklestiginde antioksidan enzimlerle beraber

stiperoksidin olusturacagi zarar1 engellemektedir.
1.7.2. Enzim Yapisinda Olmayan Antioksidanlar

C vitamini (askorbik asit); giiglii indirgeyici 6zelligi bulunan askorbik asit
etkili bir antioksidadir. Ortamdaki siiperoksitle, hidroksille, hidroperoksille ve lipid
peroksil radikalleriyle tepkimeye girdiginde temizlenmelerini saglar. Antioksidan
ozelligiyle lipid peroksitlerin sulu ortamda ¢6ziilmesini saglayarak zararli etkilerini
ortadan kaldirmaktadir. C vitamini’nin antioksidan yada prooksidan olarak
davranmasini askorbat ve gecis metallerinin yogunlugu belirlemektedir. Vitamin C,
serbest radikal reaksiyonlarinda diisiik konsantrasyonda katalizor veya prooksidan
olarak etki ettigi, yiiksek konsantrasyonda ise etkili antioksidan 6zelligiyle kendini
gostermektedir (Ozel ve Birdane 2014).

E vitamini (Tokoferol); E vitamini, lipid peroksidasyonu ve zincir
reaksiyonlarin1 engelleyerek organizmayi oksidanlarin zararlarindan korumaktadir.
Ayrica GSH-PX ile kombine ¢aligmalarinda vitamin E peroksitlerin olusumuna engel

olurken GSH-Px da ortamdaki peroksitleri yok etmektedir (Masella ve ark. 2005).

A vitamini (f - Karoten); A vitamini’nin metabolik 6n maddesi olan f -
Karoten, singlet oksijeni baskilama, siiperoksit radikalini temizleme ve direk olarak
peroksit serbest radikallerini dokulara hapsederek antioksidan savunmada goérev
aldigs belirtilmistir (Ozel ve Birdane 2014).

GSH; antioksidanlar arasinda 6nemli bir yere sahip olan glutatyon, hiicrede
sitozol, niikleus, mitokondride bulunur ve karacigerde sentezlenen bir tripeptitdir.
Hiicre igerisinde depolanabilen GSH’in bir kismi indirgenmis olarak (tiyol), bir
kismida okside GSSG seklinde bulunur. Hiicrede gergeklesen oksidatif stres
miktarint GSH/GSSG orani yansitmaktadir (Valko ve ark. 2007).

GSH ve indirgenmis formunda bol miktarda tiyol grubu bulunmaktadir.

Oksidatif hasar ve toksik maddelere kars1 hiicreyi korumaktadir (Aydilek ve Aksakal
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2003). GSH-Px ve glutatyon transferaz gibi oksidatif strese karsi detoksifikasyon
gorevi yapan enzimlere kofaktor olarak reaksiyona katilmaktadir (Masella ve ark.

2005).

Urik asit; hidrofilik yapida olan hidroksil, siiperoksit, peroksil radikallerini
temizlemektedir. Gecis metalleri olan Bakir (Cu*?) ve demir (Fe*®) iyonlariyla bag

kurarak vitamin C‘nin oksidasyonunu engellemektedir (Cereser ve ark. 2001).

Melatonin; Antioksidan 6zelligi yapisindaki pirol halkasindan kaynaklanan
melatonin direkt antioksidan etkiyle HO-, H202, HOCI, NO-, ONOO- gibi oksidatif
strese neden olan serbest radikallerin detoksifikasyonunu saglayarak zararlarini
engellemektedir GSH-Px’i uyarir ve H202’nin suya ¢evirilmesini Kkatalizler.

Yaslanma ile birlikte iiretimi azalmaktadir (Ozel ve Birdane 2014).
1.8. Ozon Gaz (03)

1.8.1. Ozon Gazinin Tarihgesi

Ozon, Yunanca’da "koklamak" anlaminda kullanilan "ozein" s6zciigiinden
gelmektedir. Ik kez 1840 yilinda Alman kimyaci Christian Friedrich Schonbein
tarafindan bulunmustur. ilk kez tibb1 amagla kullanim1 1880 yilinda Dr. John Harvey
Kellogg tarafindan gergeklestirildigi bildirilmigtir. Stratosfer tabakasinda bulunan
ozon gazi giinesten gelen ultra viyole (UV) 1sinlar1 emerek biyolojik dengenin devam
etmesinde O6nemli bir yere sahip oldugu belirtilmistir (Bocci 2006a, Bocci 2006Db,
Nogales ve ark. 2008).

1.8.2. Ozon Gazinin Ozellikleri ve Olusum Mekanizmasi

Ug oksijen atomundan olusan Ozon (Os), oksijen molekiiliine (O2) gore daha
kararsiz yapili bir molekiildiir. Keskin kokulu ve renksiz bir gaz olan ozon,
kesfedildikten sonraki ilk zamanlarda dezenfeksiyon amaciyla kullanilmustir. Ik kez
1860 yilinda Monaco sehrindeki su aritma tesisinde dezenfeksiyon amaciyla
kullanilmistir. Dezenfeksiyonda kullanilmasinin sebebi ise giiglii okside edici
Ozellige sahip olmasindan kaynaklanmaktadir. Bakterileri, viriisleri Oldiiriir tiim

mikroorganizmalar1 ve toksinleri de okside edebilme 6zelligine sahip olup fenolleri,
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pestisitleri, deterjanlari, kimyasal atiklar1 ve aromatik bilesikleri de etkili bir sekilde
notralize edebilir ( Bocci 2004, Yildiz ve Yangilar 2014).

Dogal Ozon gazinin olusumu sirasinda Yyiksek enerjiye ihtiyag
duyulmaktadir. Havadaki oksijen molekiilii yiiksek enerjiyle atomlarina ayrisirken
bir taraftan da kararsiz atomlarin bir bagka oksijen molekiiliiyle hizla birlesmesi
sonucu ozon olugmaktadir. Yani ozon, UV radyasyonun degisik frekanslarinda bir

taraftan olusurken Obiir taraftan yok olmaktadir (Y1ildiz ve Yangilar 2014, Sekil 5).
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Sekil 5. Ozon molekiiliiniin olusumu (Y1ldiz ve Yangilar 2014).

1.8.3. Ozon Tedavisi ve Etki Mekanizmasi

Ozon tedavisinde doz ayarlamasi, diisiik dozda baslanarak (her ml kan igin
10 ug/mL gaz) bu konsantrasyonun yavas yavas artirilmasi seklinde yapilmaktadir.
Bu tedavi yontemi ile akut ya da kronik toksisite olusturulmadan tedavide olumlu

sonuglar elde edilmektedir (Bocci 2007).

Ozonun terapdtik doz araligi  konsantrasyonu 10-80ug/mL  olarak
belirlenmistir. Bu oranlarin eritrosit ve I6kosit fonksiyonlar1 {izerinde olumsuz etkisi
bulunmamaktadir (Tylicki ve ark. 2004, Bocci 2006b, Bocci 2007, Li ve ark. 2007).
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Belirli bir miktarda oksijen /ozon karigimi olarak uygulanan ozon tedavisi
topikal, intravendz, intramuskuler, intraartikiiler, intraplevral, intrarektal, intradiskal

yollarla viicut bosluklarina veya dolasim sistemine uygulanmaktadir (Bocci 2006a).

1974 yilinda Wolff tarafindan uygulanan klasik ozon tedavisi yontemini; bir
miktar kan1 (50-270 mL) viicudun digina alarak dayanikli bir sise igerisinde 5-10
dakika kan ile ozon/oksijen karisiminin temasini gercgeklestirdikten sonra tekrar ayni
kisiye verilmesi olarak tarif etmistir. Bu ydntem major otohemoterapi olarak
tanimlanmis. Reaktif bir molekiil olan ozon, tibbr amacl kullanirken karisimdaki
oksijen miktar1 %95’den az, ozonun ise %5’ten fazla olmamasi1 gerekir. Ozona
dayanikli malzeme kullanilmali ve higbir zaman saf olarak verilmemelidir. Ciinkii
ozon hava ile temasa gegtiginde toksik etkili nitrojen dioksit (N202) olusmaktadir
(Bocci 2006a, Travagli ve ark. 2007).

Ozon uygulandiktan sonra organizmadaki etkileri bakildiginda; hiicre
metabolizmasimi aktive ettigi, bagisiklik sistemini kuvvetlendirdigi, eritrosit
metabolizmasini uyararak hemoglobinin oksijen tagima kapasitesini artirmasi sonucu
dokulardaki oksijen miktarini artirdigi, serbest radikallerin seviyelerini diigiirmesi

olarak sayilabilir (Bocci 2006b, Li ve ark. 2007, Nogales ve ark. 2008).

Ozon terapi organizmada oksidatif etki olusturarak antioksidan enzim
sistemlerini harekete gegirir. Kanda ¢6ziinen ozon, ¢oklu doymamis yag asitleri, tirik
asit, askorbik asit ve albumin gibi antioksidanlar ile hizli bir sekilde reaksiyona
girerek tamami notralize olur. Basta H,O, olmak iizere, (ROS) ve (LOP)u
(lipoperoksil, hidroperoksitler gibi) ortaya g¢ikarmaktadir. Bu serbest radikallerin
artmasina cevap olarak viicut savunmasinda gorevli olan antioksidanlarin (SOD,
CAT, GSH-Px) aktivasyonunun artmasi organizmanin hastaliklara karsi cevap

olusturmasini saglayan kan hiicrelerinin aktivasyonu saglamaktadir (Giizel ve ark.
2011, Tablo 3).
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Substrat ileticiler Hedetler Fonksivonel Degisiklikler
Eritrosit 0, tasinmasimin artirilmas:
ROS Lékosit Bagisiklik sisteminin aktivasyonu
P Trombosit Buyume faktorlerinin salimm
L
O;—» A Endotclyum NO salmiminin artmast
Z LOP < Kemik iligi Kok hiicre ve eritrosit olusumu
M Diger Organlar  Antioksidan enzimlerin artinlmast
A

Tablo 3. Medikal ozon uygulamasi sonrasi ortaya ¢ikan temel biyolojik
etkiler (Bocci 2006b).

Ozon terapi, lokositler tarafindan sitokinlerin (interferon ve interlokin)
salinimini saglayarak bagisiklik sistemini uyarmaktadir (Nogales ve ark. 2008). Ayni
zamanda; dekiibitis, termik travmalar, lumbal disk hernileri, diyabetus mellitus,
arteriosklerozis, purulent ve iyilesmeyen yaralar ve detoksifikasyonda etkilidir
(Bocci 2006b, Nogales ve ark. 2008, Lu ve ark. 2010).

1.9. L-Karnitin ve Tarihgesi

Insan viicudundaki kimyasal bilesimlerin ozelliklerini ve dagilimlarini
aragtiran,  glinimiizde de gelismekte olan bilimlerden biri olan tanimlayici
biyokimya L-karnitinin kesfinde de onemli bir yere sahiptir. 1905 yilinda kas
dokusundan izole edilmis olup, L-karnitin Latincede et anlaminda kullanilan carnis
admi almistir (Harmeyer 2002, Umutlu 2012, Tuna 2014).

Hemen hemen 20 yil sonra 1927 yilinda L-karnitinin hidroksil (OH)
grubunda B-pozisyonunda oldugunu belirtmislerdir. Ik kez 1935 yilinda detayli bir
makale yaymlanmistir. L-karnitinin biyolojik énemiyle ilgili veriler 1948 yilinda un
kurdu larvalariyla yapilan vitamin c¢alismasinda kesfedilmistir. Bu deneyde
larvalarin, 9 ¢esit B vitamininin bulundugu tuzlu bir ortamda yetiskin insekte gelisim
ve metamorfizmi ciddi oranda bozulmustur. Daha sonra ortama Kkaraciger
preperatlarinin eklenmesiyle bu gelisimin 6nemli derecede iyilestigi gbzlemlenmistir.
Yapilan calismada aragtirmacilar karaciger eksraktindaki bulunan bu aktif yapiy1
vitamin Bt olarak nitelendirmislerdir. Un kurdunun ismini kisaltarak T (Tenebrio

molitor) harfini, bulunan biyolojik maddenin diger bir vitamin B oldugunu
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belirtmede ise B harfini kullanmiglardir. 1952 yilinda besleyici bir element olarak
tanimlanan bu madde un kurtlarinin gelisiminde gerekli oldugu belirlenmis ve L-

karnitin ile benzer 6zellikte oldugu belirtilmistir (Bremer 1983, Tuna 2014).

Mitokondri organelinde 1958 yilinda yapilan g¢alismalarda yag yakiminin
artirdigi ve yag asitleri oksidasyonunda onemli bir role sahip oldugu saptanmustir.
1962 yilinda ise L-kartinin iki enantiyomerden olusan dogal formunun L-karnitin
oldugu belirtilmistir (Zeyner ve Harmeyer 1999). 1962 yilinda ilk kez L-karnitin D
ve L olmak tizere iki formda karsimiza ¢ikmaktadir. Dogal formu olan L formu ise
fizyolojik L-karnitin adini almistir. L-karnitin eksikliginden ortaya ¢ikan primer
rahatsizliklarin  teshisleriyle ilgili ilk aragtirmalar 1973 yilinda yapilmistir.
Gliniimiizde hala etki mekanizmasi ile ilgili ¢calismalar devam etmekte olup 1980’li

yillardan sonra ticari olarak kolaylikla ulasilabilen bir tiriin olmustur (Tuna 2014).
1.9.1. L-Karnitinin Yapisi ve Ozellikleri

L-karnitin (3-hidroksi—4-N-trimetil aminobutirik asit), aldigimiz besinleri
enerjiye donistiirebilen, polar bir yapiya sahip, beyaz renkte olup suda ¢oziilen
termostabil (200°C) bir maddedir. L-karnitin gorevleri itibariyle vitaminlerle
benzerlik gostersede viicudumuzda az miktarlarda iiretilmesinden dolay: vitaminler

smifinda yer almamaktadir (Bremer 1983, Shigenaga ve ark 1994).

Asimetrik karbon atomu 6zelligi tasimasindan dolay1 D ve L olmak iizere iki
forma sahiptir. Metabolik olarak sadece L formu aktif oldugundan dokularda sadece
L formu sentezlenmektedir (Da Torre ve ark. 1991, Sekil 6).

C H; OH 0

P&
&

H;C N C H> C CH C

C H; H O
Sekil 6. L-karnitin (L—3- hidroksi 4-N-trimetilamino biitiirat) (Zeyner ve
Harmeyer 1999).

L-karnitinin piyasada cesitli tiirevleride bulunmaktadir bunlar; L-karnitin

kristalize, L-karnitin L-tartrat, karnitin magnezyum sitrat ve asetil-L-karnitindir. L-
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karnitinin bu cesitleri genelde gida, ilag ve ¢esitli sektorlerde kullanilmaktadir
(Tagbozan 2005). L-karnitinin biiyiik bir kismi diyetle alinip iskelet kas1 icerisinde
depolanmaktadir (Rebouche 2004, Yavuz 2013). Viicutta beyin, bobrek ve
karacigerde lizin ve metiyonin amino asitlerinin doniisiimiiyle olugmaktadir

(Krajcovicova-Kudlackova ve ark 2000, Hoppel 2003).

D formu dogada saf halde bulunmayip kimyasal sentez sonucunda
organizmada tiretilmektedir. L-karnitinin internal tuz olusturabilme 6zelligi ve betain
benzeri yapida olmasindan dolayr 6nemli diizeyde su tutabilme yetenegine sahiptir.
Zwitterionik yapiya Ssahip olan bu molekiiliin asit ve bazik gruplari arasindaki
molekiil uzaklig: lesitinin ki ile benzerlik gostermektedir. L-karnitinin bu kimyasal
ozelligi  agil-L-karnitinlerin neden lipit membranindan hizla gegebildigini
aciklamaktadir (Zeyner ve Harmeyer 1999). Dogal aminoasit olarak kabul edilen L-
karnitin, glukoz oksidasyonu ve serbest yag asidi metabolizmasinda 6nemli bir yere
sahiptir (Bremer 1983). Yinede L-karnitinin tanimlanmasiyla ilgili baz1 farkliliklar
vardir. L-Karnitin yag asitlerinden enerji elde edilmesinde gorevli olan B grubu
vitaminleri ile iliskili, aminoasit ve vitamin benzeri bir besleyici element olarak
tanimlanmaktadir. Bagka bir tanimlamada ise; serbest L-karnitin ve agil-L-karnitinler
olarak canli metabolizmasinda bulunurlar ve enerji tiretimi i¢in zorunlu kuaterner bir

amonyum bilesigidir (Umutlu 2012).
1.9.2. L-Karnitinin Dogadaki Kaynaklari

Yetiskin saglikli insanlarda plazmada ki L-karnitinin referans degerleri 38-44
umol/L araligindadir. L-karnitin diizeyindeki bozukluklar insan sagliginda olumsuz

etkilere neden olmaktadir (Reuter ve ark 2008).

Dogada sadece L formu bulunmakla beraber D formu yalnizca laboratuvar
ortaminda Kimyasal olarak iiretilmektedir. Bir diger formu olan D-L formu ise bu iki
formun %50’sini icermektedir. Yapilan arastirmalardaki verilere gére D formunun,
L-karnitinin yag asitlerini sitoplazmadan mitokondriye tasimasinda gorev yapan
karnitin translokaz enzimini inhibe ederek viicutta yaglardan enerji elde edilmesine

engel oldugu belirtilmistir.
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L-karnitin dogadaki besinlerde degisik oranlarda bulunmaktadir. Dogadaki
bitkisel ve hayvansal besinlerde ki L-karnitin miktarinin bitkisel besinlere oranla
hayvansal besinlerde daha fazla oldugu belirtilmistir. Bitkisel ve hayvansal yaglarda
L-karnitin bulunmamaktadir. Viicutta ki biyosentezi karaciger, bobrek, kalp, beyin ve
iskelet kasinda gerceklesmektedir. Iskelet ve kalp kaslarinda ise daha yiiksek oranda
bulunmaktadir (Tasbozan 2005, Tablo 4).

Bitkisel Kaynakh L-karnitin Hayvansal L-karnitin
Besinler (mg/kag) Kaynakli Besinler (mg/kg)
Misir 5 Balik Unu 120
Arpa 7 Et Unu 150
Bugday Kepegi 15 Kan Unu 10
Bugday Unu 5 Tay Unu 120
Yulaf 5 Balik iskelet Unu 90
Sovya Fasulyesi Unu 12 Et Kemik Unu (%40) 100
Uzom Tohumu Unu 5 Plasma Proteini 15

Aycicedi Tohumu Unu
Pamuk Tohumu Unu 20
Findik Unu 10

Tablo 4. Bazi besinlerin ham maddelerinde bulunan dogal L-karnitin

igerikleri (Tagbozan 2005).
1.9.3. L-Karnitinin Biyosentezi

Viicudumuz L-karnitin ihtiyacinin yaklasik olarak %75’inin  yedigimiz
besinlerden geri kalan %25’ini ise organizmamizda biyosentezle {iretimi

gerceklesmektedir.

Ik olarak karaciger ve bobrekte sentezlenen L-karnitin daha sonra diger
dokulara taginmaktadir. Metil gruplar1 metiyoninden, karbon zincirleri ve nitrojeni
ise L-lisinden gelmektedir. Sentezi i¢in lisin ve metiyoninin yaninda C vitamini,
demir (Fe*?), Be vitamini ve niasine ihtiya¢ duyulur. Bunlarm eksikliginde ise L-
karnitin sentezi olumsuz etkilenmektedir (Kelly 1998, Umutlu 2012). L-karnitinin
son basamagi karaciger, bobrek ve beyinde gerceklesmektedir. Ciinkii bu basamagin
olusabilmesi igin gerekli olan enzim biitirobetain hidroksilaz sadece buradaki

dokularda mevcuttur.
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L-karnitinin insanlardaki {iretimi oran1 0,16 mg/kg ile 0,48 mg/kg viicut
agirhi@i/glin arasinda degiskenlik gostermektedir. Boylelikle yetiskin olan bireylerde
11-34 mg/giin oranlarinda L-karnitin sentezi gerceklesmektedir. Saglikli kisilerde
vejeteryanlarda dahil olmak tiizere bobrekten siiziilen L-karnitinin %951 geri
emilerek eksikligi onlenmektedir (Umutlu 2012, Sekil 7).

Proteine bagl Lizin Metitaen
(6rm; miyozin ve =tilasvon
histonlardan elde ) . ) . L .
edilen) Proteine bagli trimetil Hidroksilasyon 3-hidroksitrimetil
lizin sekillenmesi —— lizin sekillenmesi I
(Proteolizis) Vitamin €
Fe?
Metiyonin —
Vitamin By \. Glisin
L-karnitin olusumu
(karaciger ve Oksidasyon v- buturobetain Oksidasyon v
bobreklerde) ———— (deoksi karnitin) «— uimetilaminobutural - 4
Vitamin C dehit sekillenmesi
Fe?
5 vasaumai |

Sekil 7. L-karnitin biyosentezindeki reaksiyon asamalar1 (Umutlu 2012).
L-karnitin sentezi 5 basamakta ger¢eklesmektedir.

1.Basamak; Reaksiyonun ilk iirlinii 6-N-trimetil lizindir ve bu tiriin lizinin N-
metilasyonuyla sekillenmektedir. Bu reaksiyonda S-adenozil-metiyonin bir metil
grubu vericisidir. Miyozinde bulunabilen Trimetil Lizin baslangicta proteine baglidir

ve proteoliz esnasinda lizozomlara salinmaktadir.

2.Basamak; Ikinci reaksiyon iiriinii 3-hidroksi—6-N-trimetil lizindir. 6-N-
trimetil lizinin Cs'linlin  hidroksilasyonuyla sitoplazmada gergeklesir ve bu

reaksiyonda vitamin C ve demir ( Fe*?) gerek duyulmaktadir.

3.Basamak; Bu basamagin olusmasi i¢in Vitamin Be'ya gerek duyulmaktadir.
Glisinin ayrilmasiyla tgilincii  reaksiyon driinii  y-trimetil-aminobiitiiraldehid

olusmaktadir ve bu tiriin deoksi L-karnitin olarak adlandirilmaktadir.

4.Basamak; Aldehitin oksidasyonuyla L-karnitinin 6n maddesi karboksil

grubu y-biitiirabetain (deoksi L-karnitin) dordiincii reaksiyon iiriinii olugsmaktadir.
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5. Basamak; Deoksi L-karnitin oksidasyonu sonucunda son reaksiyon {iriinii
olan L-karnitini olusturmaktadir. Bu reaksiyonda Vitamin C ve Fe'?‘e gerek

duyulmaktadir (Harmeyer 2002).
1.9.4. L-karnitin Emilimi

Diyetle birlikte 200-500 mg/kg dozlarda alinan L-karnitinin bir¢ok hayvanin
plazmasindaki L-karnitin seviyesini artirdigr belirlenmistir (LaCount ve ark. 1995).
Oral yolla alinan 1-karnitin dozunun %54-87’si emildikten sonra kan plazmasindaki
konsantrasyonunda artis meydana gelmektedir (Umutlu 2012). Organizmada L-
karnitinin taginma kapasitesi glukoz ve aminoasitlerle oranla daha diisiiktiir. Diyetle
aliman L-karnitin aktif transport ile ince bagirsagin duedenum ve jejunumdan
kisminda aktif ve pasif emilimi gergeklesirken burada liimende bulunan hiicreler

tarafindan asetile edip %80’ini serbest %20’sini ester seklinde kana gecmektedir.

Bobrek tubiilislerindeki geri emilen miktari besinlerle alinan miktarina,
organizmadaki  ihtiyaca ve plazma L-karnitin  konsantrasyonuna  gore
belirlenmektedir. Thtiya¢ duyulan miktarin %90‘mdan fazlas: tubiillerde geri emilir
ve viicutta kullanildiktan sonra tamamen metabolize edilmeyen kismu siit ve idrarla
¢ok az bir bolimi de fegesle disar1 atilmaktadir (Citil 2002). Organizmada
metabolize edilemeyen L-karnitin portal dolasimdan karacigere oradanda tekrar kana
gecmektedir. L-karnitin esterler seklinde bulunan kismida karacigerden safraya
gecmektedir (Umutlu 2012).

1.9.5. L-karnitin Metabolik Gorevleri

L-karnitin oganizmada metabolik islevler lizerinde dnemli etkilere sahiptir.
Bunlardan biri; uzun zincirli yag asitlerini mitokondri i¢ine enerji kaynagi olan asil
karnitinler olarak tasimak ve [ oksidasyonu saglamaktir. Ayni zamanda
mitokondride orta ve kisa zincirli yag asitlerinin metabolize olmasi sonucunda ortaya
cikan serbest KoA brikimini ile olugsabilecek toksik etkileri engellemektir (Calabrese
ve ark 2012). Bunlarin yaninda organizmada toksik etki olusturan glutamin ve
amonyak gibi organik asitlerin beyindeki seviyelerini azaltarak beyni amonyak

toksisitesinden  korumakta, bagisikligi desteklemekte, sperm hareketliligini
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artirmada, mitokondride ATP iiretiminin gergeklesebilmesi icin molekiillerin

tasinmasinda gorev almaktadir (Tasbozan ve Gokge 2007).
1.9.5.1. Uzun Zincirli Yag Asitlerinin Mitokondriye Tasinmasi

Mitokondri organelinin i¢ zarin1 gegcemeyen uzun zincirli yag asitleri L-
karnitine baglanarak ge¢mektedirler. Boylelikle L-karnitinin sitoplazmada bulunan
uzun zincirli yag asitlerini oksidasyona ugrayacaklart yer olan mitokondri
organelinin i¢ine taginmalarina yardimci olmaktadir. Boylelikle mitokondri igerisine
taginan besinlerden organizma i¢in gerekli olan ATP iiretimi gerceklesmektedir.
Burada enerji iiretiminin gergeklesebilmesi i¢cin mitokondri organelinin i¢ ve dis
zarinda bulunan 3 enzim gorev yapmaktadir. Iskelet ve kalp kasimin dis mitokondri
zarinda bulunan, L-karnitin-palmitoil transferaz | (KPT 1) enziminin etkisiyle agil-
KoA (yag asidi+CoA)’dan agil-L-karnitin elde edilmektedir. Bir sonraki basamakta
ise L-karnitin; acil-l-karnitin translokaz (KT) enziminin yardimiyla olusan agil-I-
karnitini mitokondrinin i¢ zarina tasinmasini saglar. Mitokondrinin i¢ zarinda
bulunan L-karnitin-palmitoil transferaz Il (KPT II) enzimide burada agil-KoA
olusumunda  gorevlidir.  A¢il-KoA’nin  B-oksidasyon reaksiyonu boyunca
metabolizasyonu sonucunda son iiriin olarak propiyonil KoA ve asetil KoA meydana
gelmektedir (Umutlu 2012, Sekil 8).
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Sekil 8. Sitozolden mitokondri igerisine aktif yag asitlerinin taginmasinda

gorev alan L-karnitin fonksiyonu (Umutlu 2012).
1.9.5.2. Kisa ve Orta Zincirli Yag Asitlerinin Mitokondriden Tasinmasi

Agil-L-karnitinler tarafindan kisa ve orta zincirli formda olan yag asitlerinin
mitokondri igerisinden transferleri ger¢eklesmektedir. Boylelikle enerji iiretimi igin
gerekli olan serbest haldeki KoA’larin ve mitokondride fazla miktarda bulunan asetil
ve agil gruplarmin taginmasi saglanmaktadir. Bu dongiide, belirli ilaglarin

kullanimlar1 L- karnitin miktarinin tiikenmesine yol agabilmektedir (Demircan 2012).
1.9.5.3. KoA Havuzunun Tamponu ve Acil Gruplarimin Detoksifikasyonu

Karbonhidrat, yag ve aminoasitlerin yikilmasi sonucu mitokondri igerisinde
asetil-KoA olusumu gerceklesmektedir. Bu reaksiyonda olusan asetil-KoA‘nin
birikmesi katabolizma reaksiyonlarini engelleyerek belirli bir konsantrasyonda toksik
etkiler olusturmaktadir. L-karnitinin gorevlerinden biride fazla miktarda olusan asetil
gruplarinin detoksifikasyonunu saglamak ve serbest KoA’nin artisin1 engelleyerek
asetil-KoA/KoA dengesinin korumaktir. Bu islem esnasinda KoA serbest kalirken 1-
karnitin asetil gruplariyla baglanir ve asetil gruplari bdbreklere taginarak atilimi
gerceklesir. Daha sonra mitokondri igerisindeki asetil KoA/KoA orani serbest KoA
ya dontisir ve KoA karbonhidrat metabolizmasinda kullanilmaktadir. Asetil-

KoA’nin mitokondri igerisinde birikmesi niikleotit transkolaz fonksiyonunu
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engellenmektedir. Bu yiizden mitokondri igerisindeki artmis asetil-KoA/KoA
oraninin dengede olmast ATP’nin mitokondriden tasinmasina destek olmaktadir

(Bilge 2014).
1.9.5.4. Karbonhidrat Metabolizmasina Etkileri

Mitokondri i¢inde bulunan asetil KoA’nin azalmasi sonucu piruvat
dehidrogenaz (PDH) kinaz aktivitesinde azalma goriilmektedir. Bu azalmanin
etkisiyle piruvat dehidrogenaz daha aktif olur ve glukoz oksidasyonunda artig
beklenir. PDH kinaz, PDH enzim kompleksinde bulunan goérevli 2 regiilatorik
enzimden biridir ve PDH aktivitesini kontrol etmektedir. Enerjinin karbonhidrat ya
da lipitlerden saglanacagini asetil-KoA/KoA orani belirlemektedir. Asetil-KoA/KoA
oranindaki azalma PDH enzimini aktive ederken, Asetil Kkarnitinin araciligiyla
peroksizomalde malonil-KoA transferaz iiretimi artarak uzun zincirli yag asitlerinin
mitokondri i¢ine ulagmalar1 engellenir. Malonil-KoA ise KPT I enzimini baskilar ve

yag asidi oksidasyonunu kontrol altinda tutmaktadir (Yavuz 2013).
1.9.5.5. Protein Metabolizmasina Etkileri

Piruvat, yag asitleri ve aminoasitlerden elde edilen asetil-KoA geri
doniisebilir bir sekilde mitokondrinin i¢ zarinda bulunan L-Karnitin asetiltransferaz
(KAT) enzimi tarafindan asetil-I-Karnitin ve KoA’ya donistiiriilmektedir. Bu
reaksiyon yag asidi oksidasyonu ve trikarboksilik asit (TCA) dongilisiiniin devam
etmesini saglar ve serbest KoA’lar1 yenilemektedir. Olusan asetil gruplari sterol, yag

asitleri ve keton cisimciklerinin sentezinde rol alirlar (Kerner ve ark. 2011).

L-karnitinin tiikenmesi ile insiilin aracili glikoz kullanim yollar1, lipit
metabolizmasi, dallanmig zincirli aminoasit yikiminin diizenlenmesi ve tiim
organizmanin protein dengesi olumsuz etkilenebilir (Hoppel 2003). Ayn1 zamanda
karnitin, 10ysin, valin, izoldysin gibi dallanmig aminoasitlerin oksidasyonunu
uyarmada gorev yapmaktadir. Bu aminoasitlerin mitokondriye girisi arttiginda
hemen dallanmis asil-L-karnitinler olusmakta ve asil-L-karnitin yoluyla mitokondri
ve peroksizom disina tasinmalarinda ve katabolizmalarinda rol almaktadir. Ciinkii

16ysinin  katabolizmasiyla olusan izovaleril-KoA, L-karnitin  eksikliginde
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mitokondrinin disina tasinmasinin aksamasi sonucu birikimi gergeklesir. Bu birikim
sonucunda da izovalerik asidemi gibi metabolik degisiklikler olusabilmektedir
(Hoppel 2003, Yavuz 2013).

1.9.5.6. L-Karnitin ve Antioksidan Savunma

L-karnitin ve tilirevleri iizerine yapilan arastirmalarda gii¢lii bir antioksidan
olduklart belirtilmigtir. Ayn1 zamanda beta oksidasyonu i¢in uzun zincirli yag
asitlerinin mitokondri i¢ine tasinmasina yardimci olmaktadir. Beta oksidasyonu
sonucunda olusan asetil CoA ise trikarboksilik asit sikliisiine girer. Bu siklusta ise
bir¢ok oksijen molekiilii tikenmekte ve ATP tiretimi ger¢eklesmektedir. Boylelikle
siklusun sonunda oksijen molekiilii ATP iiretimi i¢in kullanildigindan H>O’ya
indirgenen oksijen konsantrasyonu azalmakta ve olusabilecek reaktif oksijen

tiirlerinin olusumu engellenmektedir (Demircan 2012).

Antioksidan etkinin 6nemli bir gostergesi bilesigin indirgeme kapasitesidir.
L-karnitin ise farkli konsantrasyonlarda indirgeme giiciine sahiptir ve etkili bir H2O»
ve Oz~ siipiiriiciisiidiir. Insanin karaciger hiicresi kiiltiiriinde yapilan ¢aligmada H20>
ile indiiklenen ROT artisint engelledigi belirtilmistir. Karnitinlerin antioksidan
ozellige sahip olmalarinin yaninda serbest radikal siipiiriicii etkileriyle; prooksidan
olarak gérev yapan demir ile selat yaparak lipid preoksidasyonunu o6nledigi, serbest
radikal gecisini azalttigi, serbest radikallere karsi membrant saglamlastirarak
hiicreleri hasardan korudugu ve mitokondrial hasar1 Onleyerek enerji liretimini
arttirdigl, lipid, protein ve DNA’ y1 oksidatif hasarlardan korudugu belirtilmistir
(Giilgin 2006, Li ve ark. 2012, Tuna 2014).

L-karnitin,  antioksidan  Ozelliginin  dolayr ~ enzimatik  olmayan
antioksidanlardan GSH, vitamin E, askorbik asit’in aktivasyonlarini diizenlendigi
ayni zamanda enzimatik antioksidanlardan ise GPx, GR, SOD, CAT enzimleri
peroksidatif bozunmaya karsi korudugu ve aktivasyonlarini diizenledigi bildirilmistir

(Koeck ve Kremser 2003, Gomez-Amores ve ark. 2006).

Aldehidik lipid peroksidasyon firiinleri hiicre zarinda bulunan iyon tasiyici

proteinlerin biitiinlesmesini engellemektedir. Ornegin; oksijen radikallerine maruz
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kalan koroner arterlerin hiicre zart sodyum pompalarinin tahrip olduklar
belirtilmistir (EImoselhi ve ark. 1994). Organizma igerisinde bulunan alfa tokoferol,
askorbik asit ve L-karnitin gii¢lii antioksidan bilesiklerdir. Bu 6zelliklerinden dolay1
lipit peroksidasyonunu inhibe ettikleri ayn1 zamanda oksidatif stresin neden oldugu
kronik hastaliklar1 6nlemede de fayda sagladiklar1 ifade edilmistir (Balercia ve ark.
2005).

L-karnitin; hiicre yapisi i¢in 6nemli olan fosfolipidlerin sentezini artirarak
hiicre hasarlarinin onarimima yardimci olmaktadir (Kashiwagi ve ark. 2001).
Genglere oranla yash ratlarda lipit peroksidasyonunun artmasi sonucu antioksidan
ozelliklere sahip olan SOD, GSH ve CAT enzimleri ve vitamin C, vitamin E’ nin
azaldigi: fakat L-karnitin ilave edildiginde ise artis gostermeleri bu goriisii

desteklemektedir (Schnackenberg ve Wilcox 2001, Giilgin 2006).

L-karnitin ilavesi yash ratlarda genclere oranla daha belirgin etkiler
olusturmaktadir. Bunun en O&nemli nedeni ise karnitin miktarinin yetersiz
sentezlenmesidir. Bu nedenle ilave olarak verilen karnitinin yash ratlarda yetersiz
olan karnitin ihtiyacinin karsilanmasi i¢in gen¢ ratlara oranla daha hizh
emilmektedir. Geng ratlarda ise karnitin konsantrasyonu normal kosullarda yeterli
seviyede oldugundan yasl ratlarla karsilastirildiginda emilimine karsin atilimi daha

hizli gerceklesmektedir (Kalaiselvi ve Pannerselvam 1998).

Yapilan bir aragtirmada L-karnitin ve lipoik asit tek ve kombine sekilde
verilerek yash ve geng rat gruplarinda beyin dokusundaki GPx ve GR aktivitelerine
etkileri yoniinden karsilagtirilmistir; yapilan katkilarin sinerjik etkili olarak yasl
gruplardaki antioksidan enzimlerde kiiciik ama onemli bir artis gosterdigi fakat geng

gruplarda gozlenmedigi belirtilmistir (Muthuswamy ve ark. 2006).

Yapisinda iki ya da daha fazla -OH, -SH, -COOH, -POsH2, C=0, -NR2, -S-
ve -0- gibi fonksiyonel grup igeren bilesikler metal selasyon yapmalari yoniinden
daha aktiftirler (Yuan ve ark. 2005, Giil¢cin 2006). Antioksidan 6zelligi bulunan L-
karnitinin serbest Fe ve Cu gibi metallerle selat yapma 6zellikleri 6nem tagimaktadir.
L-karnitin —OH, karboksil gruplar1 ve Fe*?‘yi baglamaktadir (Giilgin 2006).



41

1.9.5.7. Metabolizmada L-Karnitin Eksikligi

L-karnitin eksikliginde yetiskinlerde, c¢ocuklarda ve genglerde spesifik
olmayan bazi belirtiler gozlense de detayli arastirildiginda cabuk yorgunluk ve
bitkinlik, fiziksel hareketlilikte diisiis, yag metabolizmasinda diizensizlik, dokularda
fazla miktarda yag depolanmasi, enfeksiyonlara kars1 direncin azalmasi, kandaki yag

diizeylerinde artig gibi etkiler tespit edilmektedir (Tasbozan 2005).

1.9.6. L-Karnitinin Kullamldig1 Alanlar

L-karnitin insan ve hayvan viicudunda bir miktar iiretilmektedir. Yag ve
karbonhidrat metabolizmasinda, kalp ve kaslarin uygun fonksiyonlarini gergeklestire
bilmelerinde gerek duyulmaktadir. Ayrica L-karnitin bagisiklik sisteminde, geriatrik
yorgunlukta, diyabet, yaslanmayi yavaslatmada, kronik bobrek yetmezliginin
tedavisinde, diyette, dengeli beslenme ve obezite arastirmalarinda, sperm
hareketliligini ~ artirict ~ 6zelliginin -~ bulunmasindan  dolayr infertilitede, ilag
etkilesimlerinden kaynaklanan I-karnitin miktarinin azalmasini 6nlemek gibi bir¢ok
calismada kullanilmaktadir (Costell ve ark. 1989, Malone ve ark 1999, Vesela ve ark.
2001, Tasbozan 2005, Crentsil 2010).
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Materyal

Bu c¢alisma Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (KAU-
HADYEK) Bagkanligi’nin 2016-042 sayili izni ile yapildi. Calismamizda toplam 56
adet olmak tizere 4-6 aylik, ortalama 190-250 gr agirliginda, disi Wistar Albino Rat
kullanildi. Bu ratlar, resmi olarak deney hayvanlari {iretme ve satma yetkisi bulunun
Atatiirk Universitesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme Unitesinden temin edildi.
Hayvanlar, ¢calisma zamanina kadar yaklasik olarak 25°C’lik oda sicakliginda, 12
saat aydinlik-karanlik donglisli ayarlanabilen ve havalandirmasi mevcut bir ortamda
muhafaza edilerek ad-libitum olarak beslendi. Hayvanlar agirliklarina gére her bir

grupta 7 rat olmak {izere toplam 8 gruba ayrildu.

2.1.1. Cahismada Kullamlan Aletler

Spektrofotometre

Vorteks ( Velp scientifica, ZX3, Italy)

Hassas terazi (Precisa, 205A SCS, Switzerland )

Derin dondurucu (Argelik, 2560, Tiirkiye )

Buzdolabi (Argelik, Tiirkiye)

Ayarlanabilir otomatik pipetler (10-100 uL, 100-1000 uL, Ependorf, Varipette, Germany)
Otoanalizor

Homojenizator

Su Banyosu

2.1.2. Cahismada Kullanilan Sarf Malzemeler

Hayvan kafesi

Rad yemi

1.5 mL’lik ependorf mikro santrifiij tiipleri
Otomatik pipet uclari

Gastrik tiip

Steril enjektor (5, 10 mL) (Hayat)
Asetaminofen
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Ozon Gaz1
L-Karnitin
NaCl

2.2. Metod

Ratlar 8 gruba ayrilarak her grupta 7 hayvan bulunacak sekilde 4 kontrol ve 4
deney grubundan olugmaktadir. Grup I’e sadece oral yolla %0,9 NaCl verilen, Grup
II’ye intraperitoneal yolla Oz (0.7 mg/kg) verilen, Grup III’e intraperitoneal yolla L-
karnitin (500mg/kg) verilen, Grup IV’e intraperitoneal yolla Oz (0.7 mg/kg) ve
Intraperitoneal yolla L-karnitin (500mg/kg) verilen, Grup V’e (2. Kontrol) N-acetyl-
p-aminophenol (lgr/kg) oral yolla tek doz verilen, Grup VI’ya N-acetyl-p-
aminophenol (1gr/kg) oral yolla tek doz verilerek karaciger hasar1 olusturularak ve 1
saat sonra intraperitoneal yolla Oz (0.7 mg/kg) verilen, Grup VII’ye N-acetyl-p-
aminophenol (1gr/kg) oral yolla tek doz verilerek karaciger hasar1 olusturularak ve 1
saat sonra intraperitoneal yolla L-karnitin (500mg/kg) verilen, Grup VIII’e N-acetyl-
p-aminophenol (1gr/kg) oral yolla tek doz verilerek karaciger hasari olusturularak ve
1 saat sonra Intraperitoneal yolla O3 (0.7 mg/kg) ve intraperitoneal yolla L-karnitin

(500mg/kg) verilen olmak tizere 8 grup olusturuldu.

Caligmada kullanilan gruplar asagidaki sekilde olusturuldu;

1: Kontrol Grubu (n=7) : Sadece oral olarak %0.9 NaCl verilen

2: Ozon (O3) Grubu (n=7): Intraperitoneal yolla Oz (0.7 mg/kg) verilen
3:L-karnitin Grubu (n=7): intraperitoneal yolla L-karnitin (500mg/kg) verilen

4:0zon (Os) ve L-karnitin Grubu (n=7): Intraperitoneal yolla Oz (0.7 mg/kg) ve
Intraperitoneal yolla L-karnitin (500mg/kg) verilen

5: Asetaminofen Grubu (2. Kontrol): N-acetyl-p-aminophenol (1gr/kg) oral yolla tek

doz verilerek karaciger hasar1 olusturulan
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6: Asetaminofen ve Ozon (Os) Grubu (n=7): N-acetyl-p-aminophenol (1gr/kg) oral
yolla tek doz verilerek karaciger hasar1 olusturularak ve 1 saat sonra intraperitoneal

yolla Oz (0.7 mg/kg) verilen

7: Asetaminofen ve L-karnitin Grubu (n=7): N-acetyl-p-aminophenol (1gr/kg) oral
yolla tek doz verilerek karaciger hasar1 olusturularak ve 1 saat sonra intraperitoneal

yolla L-karnitin (500mg/kg) verilen

8. Asetaminofen, Ozon (Os3) ve L-karnitin Grubu (n=7): N-acetyl-p-aminophenol
(1gr/kg) oral yolla tek doz verilerek karaciger hasar1 olusturularak ve 1 saat sonra
Intraperitoneal yolla Oz (0.7 mg/kg) ve Intraperitoneal yolla L-karnitin (500mg/kg)

verilen

Calisma sonunda hayvanlara bir gece boyunca besin verilmedi ve ¢alismada
kullanilmak igin gerekli olan kan ve doku (karaciger) numuneleri hayvanin yasamina
etik kurallara uygun bir sekilde servikal omur dislokasyonu ile son verilerek alindi.
Alinan kan ve doku 6rnekleri dlgiim yapilana kadar -80°C’de muhafaza edildi. Ayni
zamanda da patolojik incelemeler i¢in %10’luk formol igerisinde doku ornekleri
alind1 ve saklandi. Uygun kosullarda muhafaza edilen kan 6rneklerinden ALT, AST,
GGT, TAS, TOS, MDA karaciger dokusunda ise TAS, TOS, MDA analizi yapildi.
Ayrica karaciger dokusundan %10’luk formol igerisine alinan doku 6rneklerinden

patolojik incelemeler yapildi.

2.2.1. Kan Orneklerinin Alinmasi ve Hazirlanmasi

Deneysel asamanin sonunda 0.4 mL/kg pentobarbital sodyum ile anestezi
altina alinan hayvanlardan kan Ornekleri intrakardiyak olarak alindi. Kan
orneklerinin bir kismi serum elde etmek icin jelli tiiplere, kalan kismi ise
plazmalarmin c¢ikarilmasi1 i¢in heparinli tiiplere alindi. Jelli tiiplere alinan kan
ornekleri hi¢ bekletilmeden sogutmali santrifiijde +4°C’de 3000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilmek suretiyle serum Ornekleri ¢ikarildi. Yine heparinli tiiplere alinan
kan ornekleri de +4°C’de 3000 rpm’de, 10 dakika santrifiij edilerek plazmalari
ayrildi. Hazirlanan serum ve plazma oOrneklerinin analizleri yapilincaya kadar -

20°C’deki derin dondurucuda muhafaza edildi.
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2.2.2. Doku Orneklerinin Alinmasi ve Hazirlanmasi

Kan orneklerinin alinmasini takiben; karaciger dokular1 alindi. Alinan
karaciger dokularmin bir kismi histopatolojik inceleme i¢in %10’luk tamponlu
formalin soliisyonunda tespit edildi. Kalan doku ornekleri ise laktatli ringer
soliisyonu ile yikandiktan sonra polietilen posetlere sarilip etiketlendi ve analizlere

kadar -20°C’daki derin dondurucuda saklandi.

Analizlerin hemen Oncesinde analizlerde kullanilan kitlerin prosediiriine
uygun sekilde karaciger doku orneklerinden bir miktar tartilarak {izerine agirliginin 9
kat1 fosfat tampon ¢ozeltisi ilave edilerek (1/10 oraninda) homojenizator yardima ile
homojenize edildi. Daha sonra homojenize edilen doku Orneklerinden santrifiij

yardimiyla ayrilan homojenatlar polietilen tiiplere alindi.

2.2.3. Karaciger Dokusunda Histopatolojik Degisikliklerin Belirlenmesi

Biitiin deney hayvanlarindan alinan karaciger 6rnekleri %10’luk formaldehid
sollisyonunda tespit edildi. Rutin islemlerin ardindan hazirlanan parafin bloklardan 5
um kalinliginda doku kesitleri alindi ve Hemotoksilen-Eosin (H&E) ile boyanarak
151k mikroskobunda incelendi.

2.2.4. MDA Diizeylerinin Belirlenmesi

Tiyobarbitiirk asit (TBA) ile plazmanin 100°C’de inkiibasyonu ile lipid
peroksidasyonun (LPO) sekonder bir iirlinli olan malondialdehit (MDA)
olusmaktadir. Olusan MDA, TBA ile pembe renkli bir kompleks yapar. Pembe
rengin spektrofotometrede 532 nm’de 6lgtimii ile LPO nmol/mL olarak belirlenir
(Placer ve ark 1966). Standart egri ¢izimi i¢in 1,1,3,3 tetra etoksipropan kullanildi. 1
gr karaciger dokusuna 9 mL PBS (Phosphate Buffer Saline) ilave edilerek dokular
homojenize edildi. Daha sonra 3000 rpm de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden
sonra liste kalan homojenizatlar dl¢iimlerde kullanilmak iizere baska tlipe alinarak

saklandi.
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2.2.5. TOS Test Kiti

Testin Prensibi: Ornekte bulunan antioksidanlar ferrdz iyon-o-dianisididine
komplekslerini ferrik iyona oksitlerler. Bu esnada ortamda bulunan gliserol bu
reaksiyonu hizlandirarak yaklasik lic katina ¢ikarmaktadir. Ferrik iyonlar asidik
ortamda Xxylenol orange ile renkli bir kompleks olustururlar. Ornekte bulunan
oksidanlarin miktariyla iligkili olan rengin siddetinin spektrofotometrik olarak

6l¢timii esasina dayanmaktadir (Erel 2005).

Testin Yapihsi: Kit iceriginde yer alan standart 2 soliisyonundan 50 pL
almarak 10 ml deiyonize su ile karstirilarak vortekslendi. Daha sonra bu ilk
sollisyondan 50 pL alinarak yeniden 10 ml deiyonize suyla karistirilip vortekslendi.
Bu sekilde standart 2 soliisyonu deiyonize su ile 40.000 kez dilue edilmis oldu.

Sonug olarak hazirlanan soliisyonun konsantrasyonu 20 mikromolar H202 oldu.

75 puL (Standart 1, Standart 2 ve 6rnek)

500 pL Reagent 1

30 sn sonra 530 nm dalga boyunda ilk absorbans
25 nL Reagent 2

10 dakika oda sicakliginda inkiibasyon

o ok~ w D E

530 nm dalga boyunda ikinci absorbanslar belirlendi.

Prosediirii pleyt’e uyarlamak i¢in reagent miktarlar1 esit oranda azaltildi.
Sonuclarin Hesaplanmasi:

Sonug = [ A ABS Ornek / A ABS Standart 2 ] x 10 pmol/L [ Standart 2 degeri ]

A Ornek Absorbansi = ( Ornegin 2. Absorbansi - Ornegin 1. Absorbansi )

A Standart 2’nin Absorbansi = ( Std 2’nin 2. Absorbansi - Std 2’nin 1. Absorbansi )

Standart 2 Degeri = 10 umol/L

Degerler pmol H202 Equiv. / L cinsinden verildi.
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2.2.6. TAS Test Kiti

Testin Prensibi: Bu Ol¢tim yonteminde 2,2’-azinobis-(3-
ethylbenzothiazoline-6 sulfonic acid) radikali (ABTS radikali) kullanilmaktadir.
ABTS radikali, antioksidan konsantrasyonuna ve antioksidan kapasiteye gore koyu
mavi-yesil rengini kaybetmektedir. Bu yontemin esas1 hidrojen peroksit varliginda
ABTS molekiiliinin ABTS* molekiiliine okside olmasma dayanmaktadir. Ornekte
bulunan oksidanlarin miktariyla iligkili olan rengin siddetinin spektrofotometrik

olarak 6l¢iimii esasina dayanmaktadir (Erel 2004).
Testin Yapihisi:

30 uL (Standart 1, Standart 2 ve 6rnek)

500 pL Reagent 1

30 sn sonra 660 nm dalga boyunda ilk absorbans
75 pL Reagent 2

10 dakika oda sicakliginda inkiibasyon

o o~ w D

660 nm dalga boyunda ikinci absorbanslar elde edildi.
Prosediirii pleyt’e uyarlamak i¢in reagent miktarlari esit oranda azaltildi.
Sonuclarin Hesaplanmasi:

[(AABS Std 1)—(A ABS Ornek)]
[(AABS Std 1)—( A ABS Std 2)]

Somug =

A ABS Std 1 = ( Standart 1’in 2. Absorbansi - Standart 1’in 1. Absorbansi )
A ABS Std 2 = (Standart 2°in 2. Absorbansi - Standart 2’in 1. Absorbanst )
A Ornek Absorbansi = (Ornegin 2. Absorbansi - Ornegin 1. Absorbanst )

Sonuglar Trolox equivalent / L cinsinden verildi
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2.2.7. Serum Biyokimyasal Parametrelerinin Olciimii

2.2.7.1. GGT, AST, ALT diizeylerinin belirlenmesi
Otoanalizor ile dlgtimleri yapildi.
2.2.8. Asetaminofenin Hazirlanmasi

Atabay Kimya Sanayi ve Ticaret Anonim sirketinden temin edilen APAP
Distile suda ¢ozdiiriilerek uygulamaya hazir hale getirildi. Hayvan kilolarina gore

ayarlanan asetaminofen yeteri miktarda suda ¢oziilerek verildi.
2.2.9. Ozon Gazinin Hazirlanmasi

Kafkas Universitesi Tip Fakiiltesi Saglk Arastirma ve Uygulama
Hastanesinde Bulunan Ozon cihazindan Ozon (oksijen miktart %95, ozon %5) temin
edildi.

2.2.10. L-Karnitin Hazirlanmasi

5 mL’lik bir ampul: 1g L-karnitin i¢ tuz 0.014 mL %10’luk hidroklorik asit

ve enjeksiyonluk su (sigma-tau) hazir preparat kullanilda.

2.2.11. istatistiksel Analiz

Istatistik hesaplamalarda one-way ANOVA testi kullanilarak gruplar arasi
istatistiksel fark belirlendi. Gruplarin ¢oklu karsilagtiritlmasinda post-hoc Tukey HSD
testi kullanildi. Sonuglar ortalama + standart hata (X + SEM) olarak belirlendi ve
p<0.05 istatistiksel farklilig1 gosterdi. Tiim hesaplamalar SPSS® (SPSS 18.0, IL,
USA) paket programi kullanilarak yapildi.
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3. BULGULAR
3.1. Karaciger Dokusundaki Histopatolojik Bulgular

Biitiin gruplara ait karaciger dokularimin Hematoksilen&Eosin (H&E) ile

boyanan kesitlerinde yapilan histolojik incelemeler sonucunda;

Kontrol grubundaki ratlarin karaciger dokularindan alinan kesitlerin
histopatolojik incelemelerinde hepatositlerde hasar, karaciger dokusunda kanama ve
nekroz olusumuna ait herhangi bir bulguya rastlanmazken 3 olguda minimal diizeyde
periportal inflamasyon (Resim 1) ve 4 olguda ise orta diizeyde vaskiiler konjesyon

tespit edildi.

Ozon kontrol grubunda yapilan incelemelerde hepatositlerde hasar, karaciger
dokusunda kanama ve nekroz olusumuna ait herhangi bir patolojik bulguya
rastlanmadi. Olgularin birinde minimal diizeyde periportal inflamasyon izlenirken
diger olgularda izlenmedigi, 2 olguda ise orta diizeyde vaskiiler konjesyon dikkati
cekerken diger olgularda saptanmadigi (Resim 2) gozlendi.

L-karnitin verilen grupta, kontrol ve ozon verilen gruba benzer sekilde
karacigerde hiicre hasar1 (Resim 2), kanama ve nekroz olusumuna ait bir patolojik
bulgu gozlenmedi. 2 olguda bazi alanlarda yer yer minimal diizeyde periportal

inflamasyon ve 4 olguda da vaskiiler konjesyon (Resim 3) varligi saptandi.

Ozon_L-karnitin'in beraber verildigi kontrol grubundaki ratlarin karaciger
dokularmin incelenmesinde yalnizca ozon ve yalnizca L-karnitin verilen gruba
benzer sekilde karacigerde kanama ve nekroz izlenmezken tiim karaciger dokusunda
orta derecede vaskiiler konjesyon dikkati ¢ekti (Resim 4). Incelemelerde 2 olguda
minimal diizeyde periportal enflamasyon gozlenirken kontrol, yalnizca ozon ve
yalnizca L-karnitin verilen gruplardan farkli olarak 3 olguda hafif derecede hepatosit

hasar tespit edildi.

APAP kontrol grubuna ait karaciger dokularinda genel olarak yaygin olan
orta ve siddetli diizeyde hiicresel hasar gozlemlendi. Yaygin ve siddetli diizeyde

hepatosit hasar1 olan olgularin ikisinde periportal nekroz varligi (Resim 5) ve
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intrahepatik kanama alanlart (Resim 6). Tim olgularda degisken seviyelerde
vaskiiler  konjesyon saptanirken hicbir olguda periportal enflamasyon

gbzlemlenmedi.

APAP_ozon verilen grup, APAP kontrol grubu ile kiyaslandiginda yaygin
siddetli diizeyde hiicresel hasar olusan yerlerin periportal alandan diizelmeye
basladig1, periportal enflamasyon olusmadigt ve higbir olguda nekroz gelismedigi
tespit edildi (Resim 7-8). APAP kontrol grubuna benzer sekilde hepatositlerde yer
yer fokal yer yer yaygin yerlesim gosteren; hafif, orta ve siddetli diizeyde hiicresel
hasarlar, tiim olgularda degisken derecelerde vaskiiler konjesyon ve 2 olguda kanama

alanlar1 gozlendi.

APAP_L-karnitin verilen grup, APAP kontrol grubu ile kiyaslandiginda orta
seviyede yaygin hiicresel hasar olan yerlerin periportal alandan diizelmeye basladig1
belirlendi (Resim 9). APAP kontrol grubuna benzer sekilde karaciger dokusunda
vaskiiler konjesyon, kanama, yaygin nitelikte orta ve siddetli seviyede hiicresel
hasarlar tespit edilmesine ragmen belirgin periportal enflamasyon izlenmedi.
APAP_ozon grubundan farkli olarak tiim olgularda degisken yayginlikta kanama
alanlarma ek olarak yaygin nitelikte ve siddetli diizeyde hiicresel hasar olan olguda
fokal periportal nekroz varlig1 belirlendi. Kontrol grubundan farkl olarak ise kanama
alanlari, hiicresel hasar, vaskiiler konjesyon ve fokal periportal nekroz alanlar1 varlig

dikkati gekti.

APAP_ozon_L-karnitin verilen grup, kontrol APAP grubuyla kiyaslandiginda
hafif siddette fokal hiicresel hasar olusan olguda hasarin periportal alandan
diizelmeye basladig1 dikkat ¢ekti (Resim 11). APAP kontrol grubuna benzer sekilde
bazi1 olgularda karaciger dokusunda vaskiiler konjesyon ve 2 olguda kanama alanlar1
tespit edildi. Bununla birlikte hiicresel hasar olusmayan olgu ile orta yayginlikta
hiicresel hasar izlenen hepatositlerin bulundugu olguda fokal periportal nekroz
varhig1 saptanirken karacigerlerin tiimii gbéz onilinde bulunduruldugunda belirgin

periportal enflamasyon varlig izlenmedigi gdzlemlendi.

APAP_ozon_L-karnitin grubunda, APAP_ozon grubuna benzer sekilde

periportal enflamasyon izlenmemis olup hiicresel hasar, vaskiiler konjesyon ve
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kanama varhigi dikkat ¢ekerken farkli olarak fokal periportal nekroz varligi tespit

edilmistir.

APAP_ozon_L-karnitin grubunda, APAP_L-karnitin grubuna benzer sekilde
periportal enflamasyon izlenmemis olup hiicresel hasar, vaskiiler konjesyon, kanama

ve fokal periportal nekroz varlig1 gézlenmistir.

APAP_ozon_L-karnitin grubunda, kontrol grubundan farkli olarak farkli

olarak yer yer kanama odaklari, hiicresel hasar, vaskiiler konjesyon ve fokal

periportal nekroz alanlar1 izlenmistir.

Resim 1. Grup 1: morfolojik limitlerde karacige dosu, mavi ok portal tiriad
(H&E, 100x)




Resim 3. Grup 3: L-karnitin konjesyone damarlar mavi ok (H&E, 100x)
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-

hasart (yesil ok) (H&E, 100x)
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Resim 7. Grup 6: APAP_Ozon grubu, hasarin rejenerasyona baglamis oldugu alanlar
(H&E, 100x) enflamatuar hiicrelerin oldugu alanlar (mavi ok)
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Resim 8. Grup 6: APAP_Ozon grubu, hasarin rej enerasyon baslals oldugu (mavi
Ok) ve devam ettigi alanlar (yesﬂ ok )(H&E 100x)

Resim 9. Grup 7: APAP L karnltm grubu hasarmn rejenerasyona baslamlsoldugu
(mavi ok) ve devam ettigi alanlar (yesil ok )(H&E, 100x)
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Resim 10. Grup 8: APAP_Ozon_L-karnitin grubu, kanama alanlar1 (mavi ok)(H&E,
100x)

Resim 11. Grup 8: APAP_ozon_L-krnitin grubu, hasarin rejenerasyona baslamisg
oldugu (mavi ok) ve devam ettigi alanlar (yesil ok )(H&E, 100x)
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3.2. MDA Diizeylerinde Belirlenen Degisiklikler

MDA
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kont Lkarnltln Lkarnitin Lkarnitin

Sekil 9. Gruplarin serum MDA diizeylerinde belirlenen degisiklikler.
a,b: p<0.001.

Kontrol ve deneme gruplarinda bulunan hayvanlarin kan serumlarina ait

MDA diizeylerinde belirlenen degisimler Sekil 9°da gosterildi.

Serum MDA diizeylerinde meydana gelen degisiklikler gruplar arasinda
karsilastirildiginda kontrol grubuna goére yalnizca APAP uygulanan gruptaki MDA
diizeyinin istatistiksel olarak yiikseldigi tespit edildi (p<0.05). APAP_ozon grubunda
ise APAP grubuna kiyasla MDA diizeyinin belirgin diizeyde (p<0.001) degerinin
distiigi, APAP_L-karnitin grubunda ise Onemli diizeyde azaldigi (p<0.05),
APAP_ozon_L-karnitin beraber uygulandigi grupta ise onemli diizeyde (p<0.001)
degerinin diistiigti belirlendi. Ancak APAP_ozon, APAP_L-karnitin, APAP_ozon_L-
karnitinin maddelerinin uygulandigi gruplarin kontrol grubuna kiyasla MDA

diizeylerinde anlamli degisiklik tespit edilmedi (p>0.05, Sekil 9).
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MDA
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Sekil 10. Gruplarin doku MDA diizeylerinde belirlenen degisiklikler
a,b,c: p<0.001.

Kontrol ve deneme gruplarinda bulunan hayvanlarin karaciger dokularina ait

MDA diizeylerinde belirlenen degisimler Sekil 10°da gosterildi.

Doku MDA diizeyleri gruplar arasinda kiyaslandiginda ise kontrol grubuna
gore APAP verilen grubun MDA diizeyinin belirgin sekilde yiikseldigi tespit edildi
(p<0.001). APAP ozon grubunda ise anlamli diizeye azaldigi (p<0.05), aymi
zamanda APAP_L-karnitin ve APAP_ozon_L-karnitin uygulanan gruplarda ise
onemli diizeyde doku MDA (p<0.001) degerinde diisiis olustugu belirlendi. Ancak
APAP_ozon, APAP_L-karnitin, APAP_ozon_L-karnitinin maddelerinin uygulandigi
gruplarin kontrol grubuna kiyasla MDA diizeylerinde anlamli degisiklik tespit
edilmedi (p>0.05, Sekil 10).
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3.3.Gruplarin AST Diizeylerinde Belirlenen Degisiklikler

AST
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Sekil 11. Gruplarin AST diizeylerinde belirlenen degisiklikler
a,b,c: p<0.001.

Kontrol ve deneme gruplarinda bulunan hayvanlarin karaciger dokularina ait

AST diizeylerinde belirlenen degisimler Sekil 11°de gosterildi.

Serum orneklerinin AST seviyeleri APAP kontrol grubunda kontrol grubuna
kiyasla onemli diizeyde artig gosterdigi belirlendi (p<0.001). APAP_ozon birlikte
uygulanan grubun AST diizeyinin ise yalnizca APAP verilen gruba kiyasla 6nemli
bir azalig gosterdigi (p<0.001), APAP_L-karnitin ve APAP_ozon_L-karnitinin
uygulanan gruplarin kontrol AST diizeylerinin ise APAP grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli derecede azalis gosterdigi tespit edildi (p<0.05, Sekil 15). Ancak
APAP_ozon, APAP_L-karnitin, APAP_ozon_Il-karnitinin maddelerinin uygulandigi
gruplarin kontrol grubuna kiyasla MDA diizeylerinde anlamli farkin olmadig: tespit

edildi (p>0.05, Sekil 11).
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3.4.Gruplarin ALT Diizeylerinde Belirlenen Degisiklikler

ALT
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Sekil 12. Gruplarin ALT diizeylerinde belirlenen degisiklikler
a,b: p<0.001.

Kontrol ve deneme gruplarinda bulunan hayvanlarin karaciger dokularina ait

ALT diizeylerinde belirlenen degisimler Sekil 12°de gosterildi.

Serum orneklerinin ALT diizeylerinde meydana gelen degisiklikler gruplar
arasinda karsilastirildiginda APAP kontrol grubunun kontrol grubuna gére belirgin
diizeyde artis (p<0.001) gosterdigi belirlendi. APAP_ozon, APAP_L-karnitin,
APAP_ozon_L-karnitin gruplarmin ise APAP grubuna kiyasla belirgin diizeyde
azaldig1 tespit edildi (p<0.001, Sekil 15). Ancak APAP_ozon, APAP_L-karnitin,
APAP_ozon_L-karnitinin maddelerinin uygulandigr gruplarin kontrol grubuna

kiyasla ALT diizeylerinde anlamli farkin olmadigi tespit edildi (p>0.05, Sekil 12).



61

3.5. Gruplarin GGT Diizeylerinde Belirlenen Degisiklikler
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Sekil 13. Gruplarin GGT diizeylerinde belirlenen degisiklikler
a,b,ab: p<0.001.

Kontrol ve deneme gruplarinda bulunan hayvanlarin karaciger dokularina ait

GGT diizeylerinde belirlenen degisimler Sekil 13’te gosterildi.

Serum Orneklerinin  GGT diizeylerindeki degisiklikler gruplar arasinda
karsilagtirildiginda APAP kontrol grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli diizeyde yiikselis (p<0.05) oldugu belirlendi. APAP_ozon, APAP_L-
karnitin, APAP_ozon_L-karnitin maddelerin verildigi gruplar APAP kontrol grubuna
gore kiyaslandiginda anlamli derece azalis (p<0.05) gosterdigi, ancak kontrol

grubuna gore belirgin farkin olmadig tespit edildi (p>0.05, Sekil 13).
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3.6. Gruplarin TAS Diizeylerinde Belirlenen Degisiklikler

TAS
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Sekil 14. Gruplarin serum TAS diizeylerinde belirlenen degisiklikler
a,b,ab: p<0.001.

Kontrol ve deneme gruplarinda bulunan hayvanlarin kan serumuna ait TAS

diizeylerinde belirlenen degisimler Sekil 14’de gosterildi.

Serum TAS diizeylerinde meydana gelen degisiklikler gruplar arasinda
karsilastirildiginda; APAP verilen grubun serum TAS diizeyleri kontrol grubuna
kiyasla istatistiksel anlamda azalma oldugu (p<0.05) belirlendi. APAP_ozon,
APAP_L-karnitin, APAP_ozon_L-karnitin maddelerinin verildigi gruplar APAP
kontrol grubuna gore kiyaslandiginda ise serum TAS (p<0.001) degerinde belirgin
diizeyde artis oldugu, fakat kontrol grubuna gore ise belirgin farkin olmadig: tespit
edildi (p>0.05, Sekil 14).
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TAS
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Sekil 15. Gruplarin doku Total Antioksidan diizeylerinde belirlenen
degisiklikler a,b,bc,cd: p<0.001.

Kontrol ve deneme gruplarinda bulunan hayvanlarin karaciger dokularina ait

TAS diizeylerinde belirlenen degisimler Sekil 15°de gosterildi.

Doku TAS diizeylerinde meydana gelen degisiklikler gruplar arasinda
karsilagtirildiginda; APAP uygulanan grubun doku TAS diizeyleri kontrol grubuyla
kiyaslandiginda belirgin diizeyde azaldigi (p<0.001) saptandi. APAP_ozon,
APAP_L-karnitin, APAP_ozon_L-karnitin maddelerinin verildigi gruplar yalnizca
APAP verilen grupla kiyaslandiginda ise doku TAS diizeylerinin 6nemli diizeyde
arttig1 (p<0.05), fakat kontrol grubuna gore ise belirgin farkin olmadig: tespit edildi
(p>0.05, Sekil 15).
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3.7. Gruplarin TOS Diizeylerinde Belirlenen Degisiklikler

TOS
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Sekil 16. Gruplarin serum Total Oksidan diizeylerinde belirlenen degisiklikler
a,b,c,ab: p<0.001

Kontrol ve deneme gruplarinda bulunan hayvanlarin kan serumuna ait TOS

diizeylerinde belirlenen degisimler Sekil 16°da gosterilmistir.

Serum TOS diizeylerinde meydana gelen degisiklikler gruplar arasinda
karsilastirildiginda yalnmizca APAP uygulanan grubun TOS diizeyinin kontrol
grubuna gore belirgin diizeyde yiikselis (p<0.001) gosterdigi belirlendi. APAP_o0zon
ve APAP_ozon_L-karnitin verilen gruplarin TOS diizeylerinin APAP uygulanan
gruba kiyasla belirgin diizeyde (p<0.001) degerinde azalis oldugu, APAP_L-karnitin
grubunda ise anlamli diizeyde azalma (p<0.05) oldugu belirlendi. Fakat APAP_ozon,
APAP_L-karnitin, APAP_ozon_L-karnitin maddeleri verilen gruplarin total oksidan
diizeylerinin kontrol grubuna gore anlamli bir farkin olmadigi belirlendi (p>0.05,

Sekil 16).
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TOS
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Sekil 17. Gruplarin doku Total Oksidan diizeylerinde belirlenen degisiklikler
a,b: p<0.001

Kontrol ve deneme gruplarinda bulunan hayvanlarin karaciger dokularina ait

TOS diizeylerinde belirlenen degisimler Sekil 17°da gosterilmistir.

Doku TOS diizeylerinde meydana gelen degisiklikler gruplar arasinda
kiyaslandiginda sadece APAP verilen grubun TOS diizeyinin kontrol grubuna gore
belirgin diizeyde artig (p<0.001) oldugu saptandi. APAP_ozon, APAP_L-karnitin,
APAP_ozon_L-karnitin uyguladigimiz gruplarin doku TOS diizeylerinin APAP
uygulanan gruba kiyasla 6nemli diizeyde (p<0.05) degerinde azalma oldugu, fakat
kontrol grubuna gore anlamli bir farkin olmadigi tespit edildi (p>0.05, Sekil 17).



66

4. TARTISMA VE SONUC

Organizmaya giren ve toksik etki gosteren alkol, kimyasallar, kansorejen
maddeler ve ilaglar karaciger tarafindan antioksidan sistem araciligiyla viicuttan
uzaklagtirilmaktadir. Viicutta detoksifikasyon gibi bagimsiz bir¢cok olayin meydana
geldigi bir organ olan karaciger, barindirdig1 6zel enzim sistemleri yardimiyla birgok
fonksiyonun gergeklestigi hayati bir organdir (Eren ve ark. 2004). APAP’mn sebep
oldugu karaciger hasarinda serum ALT degerindeki hizli artis hasarin 6nemli bir
habercisidir. Karaciger enzimlerinden olan serum AST ve ALT enzim seviyelerinde
gerceklesen artis ise baska doku ve organ hasarlarinda da goriilebildigi i¢in ALT
degerindeki artigin 6nemli oldugu belirtilmistir (Meyer ve Harvey 1994). Literatiir
arastirmalarimizda Wu ve ark. (2008), yaptiklar1 ¢alismada APAP ile olusturduklar
toksikasyonda karaciger enzimlerinden AST, ALT seviyelerinde artigin olustugunu
gozlemislerdir. Yapilan bir baska deneysel ¢alismada da APAP ile indiiklenen
karaciger hasarinda serum AST, ALT ve serum neopterin degerlerini karsilagtirmak
lizere Wistar siganlarda olusturulan aragtirmada, kontrol grubuna kiyasla toksikasyon
grubunda AST ve ALT degerlerinde artis oldugunu fakat serum neopterin
diizeyindeki artigin ise daha belirleyici oldugunu ifade etmislerdir (Gul ve ark. 2012).
Fareler iizerinde yapilmis olan bir aragtirmada da APAP’1n 300 mg/kg ve ilizerindeki
dozlarda alindiginda karaciger nekrozuna sebep oldugu bildirilmistir (Douidar ve
ark. 1985).

APAP’1in biiyiik bir kismi karacigerde zararsiz metabolit olan siilfat ve
glukronid konjugatlarina doniismesi sonucu safra ve idrarla atilmaktadir. %5 inden
daha az bir miktarida degismeden organizmadan direk idrarla uzaklasmaktadir.
Geriye kalan %5-15 arasinda olan miktar ise sitokrom P450 sistemi ile NAPQI’ ya
dontismektedir. Organizmaya  giren  APAP  karacigerde  gergeklesen
biyotransformasyon yardimiyla detoksifiye edilebilmektedir. Asir1 dozda aliniminin
organizmada toksik metabolit olan NAPQI’yu artirdigi, antioksidan enzim sistemini
baskiladigt ve hidrojen peroksit, siiperoksit gibi oksidanlarin diizeylerinde
yiikselmeler olusturdugu bildirilmistir. Ayn1 zamanda fazla miktarda biriken NAPQI,
atihlminda etkin rol alan GSH depolarini tiiketmektedir. Karaciger, APAP’in

organizmaya yiilksek dozlarda alimmasi durumunda toksik etkisini ortadan
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kaldirmada yetersiz kalarak toksikasyon olusmasini dnleyememektedir. Olusan bu
toksik etkinin organizmada enzim sistemini bozuldugu, doku hasari, iyon
konsantrasyonunda degisiklikler, hatta oliimle sonuglanan tablolar ortaya g¢ikardigi
ifade edilmistir (Bertolini ve ark. 2006).

APAP’1n asir1 dozda alinmasi durumunda karacigerde toksisite olustugu ve
bunu ROS ve nitrojen tiirleri araciligiyla gergeklestirdigi bildirilmistir. Farelerde 300
mg/kg APAP ile olusturulan deneysel ¢alismada toksikasyon olusan dozun, NO
seviyesini artirdi@i ve nitrozin olusumunda etkili oldugu bildirilmektedir. Ayni
zamanda antioksidan savunmada gorevli olan GSH seviyesinde de degisiklikler
olusturdugunu  gozlemislerdir.  Calismanin  sonucunda  olusan  karaciger
toksikasyonunun ROS ve nitrojen tirlerinin  etkilerinden  kaynaklandigi
diistiniilmektedir (James ve ark. 2003a). Karacigerde ortaya ¢ikan hasar mekanizmasi
ile ilgili yapilan ¢alismalar kesinlik kazanmamakla beraber daha ¢ok oksidatif hasar
tizerinde yogunlagilmigtir (Eren ve ark. 2004).

Giglii okside edici 6zelliginden dolayi, ilk kesfedildigi yillarda dezenfeksiyon
amactyla kullanilmasinin  yaninda ilerleyen yillarda bakteri, viriis gibi
mikroorganizmalarin olumsuz etkilerini ortadan kaldirmada da kullanilan ozon, ii¢
oksijen atomu igeren ve olugabilmesi i¢in yiiksek miktarda enerjiye ihtiya¢ duyulan
renksiz ve keskin kokulu bir gazdir. Ozon tedavisinde uygun doz kullanimi i¢in doz
ayarlamasinin diisiik dozdan baglayarak bu konsantrasyonun yavas yavas artirilmasi
seklinde uygulanmasi tedavide basarili sonuglar olusturdugunu gozlemislerdir. Ozon
terapi uygulamasindan sonra organizmada ¢esitli reaksiyonlar gergeklesmektedir. Bu
reaksiyonlarin ise organizmada olusabilecek zararlara karsin savunma sistemini
giiclendirdigi, dokulardaki oksijenlenmeyi artirmasinin yaninda oksidatif etki
olusturarak antioksidanlarin savunmada harekete gecisini hizlandindirdig: ifade
edilmistir. Ozon terapinin oksidatif mekanizmasindaki etkisine bakilmak iizere
yapilan c¢alismada; ozon terapi uygulandiktan 10 dakika sonra plazmadaki TAS
degerinin azaldig1 ve bu diististen 1 dakika sonra ise hizli bir sekilde artis gostererek
20 dakika sonra ozon terapinin uygulandigi ilk seviyesine dondiigii; bunuda
eritrositlerin  ozon uygulamasina ragmen antioksidanlar1 rejenere ederek

gerceklestirdigi bildirilmektedir (Bocci 2004, Bocci 2006b). Antioksidan sistem
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tizerinde etkili olan ozonun; glutatyon, katalaz ve siiperoksit gibi antioksidan
enzimlerin aktivasyonunda etkili oldugu belirtilmistir. Glikolizi harekete gegirerek,
oksijenin  hemoglobinden ayrilmasina  yardimcit  olabilmektedir.  Ayrica,
acetylcoenzyme-A’nin olusumunu arttirarak metabolik detoksifikasyona yardimci
oldugu bilinmektedir. Hiicrelerde bulunan tasima sistemlerinin aktivasyonunu
saglayarak metabolizmayr hizlandirarak savunmayr giiclendirdigi saptanmustir.
Bunlarin yaninda eritrosit esnekligini artirarak arteryal oksijen basincini arttirmaya
yardimci olur ve retikiilo- endotelyal sistemi uyararak doku hasar mekanizmasi
tizerine olumlu etki gosterdigi bildirilmektedir. APAP’1n uyardigi oksidatif stres
karacigerin yaninda organizmanin ¢esitli yerlerinde de hasarlar olusturabilmektedir.
Bu durumu yine GSH baskilanmasi ve lipit peroksidasyon seviyesindeki artis ile
olusturdugu bildirilmistir. Metabolizmanin antioksidan enzim sistemine destek
olmak amaciyla uygulanan yontemler arasinda olan ozon terapi bunlardan biridir.
Tipta kullanilan ozon gazi uygulamasi ozon terapi olarak nitelendirilmektedir. Bu
tedavi yontemi GSH-Px, SOD ve CAT gibi antioksidan enzimleri aktiflestirerek ve
ROS gibi serbest elektron ¢ifti bulunduran iyonlar1 ortadan kaldirarak metabolizmay1
olusabilecek hasara karsi korumasinin yaninda bu tedavi yonteminin deri iilseri,
peritonit ve enfeksiyonlu yaralarin tedavisi gibi farkli hastaliklarda da etkili oldugu
ifade edilmektedir (Kutlubay ve ark. 2010).

Calismamizda APAP dozu 1gr/kg olarak belirlendi ve oral gavaj ile
uygulandi. APAP ile olusturulan toksik hepatit grubunun serum AST, ALT, GGT
diizeylerinin kontrol grubuna gore kiyaslamalarinda serum AST seviyesinin énemli
diizeyde arttig1 (p<0.001), ALT seviyesinin belirgin diizeyde yiikseldigi (p<0.001),
GGT seviyesinde ise anlamli diizeyde (p<0.05) yiikselisin olmasi karacigerde hasar
gelistigini isaret etmektedir. Ozon uygulamasinda ise serum AST, ALT seviyelerinin
toksisite grubuna kiyasla belirgin diizeyde (p<0.001) degerinde diistis, GGT
diizeyinde ise anlamli derecede diisiisiin (p<0.05) oldugu belirlendi. APAP_Ozon_L-
karnitin uygulamasinda ise ALT diizeyinin APAP grubuna kiyasla belirgin diizeyde
azaldigin1 (p<0.001), AST ve GGT diizeylerinde de anlamli derecede azalisin
(p<0.05) oldugunu saptadik. Gul ve ark. (2012) de, deneysel c¢alismalarinda ratlara
oral gavaj ile 1 g/kg APAP sicak distile su ile ekstre edilerek verilmis ve ozon

uygulamasinin tedavi edici etkisine bakmak iizere 1 saat sonra i.p. yolla (0.7 mg /
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kg.) ozon uygulanmistir. Calismalarinin sonucunda toksikasyon grubunda serum
AST, ALT seviyelerinde kontrol ve tedavi gruplarina gére anlamli diizeyde artisin
olustugu, Ozon terapi uygulanan grupta ise AST, ALT seviyelerinin distigiinii
(p<0.05) rapor etmistirler. APAP’1n sebep oldugu karaciger hasarinda serum ALT
diizeyinin hizla yiikselmesinin ¢gok énemli bir parametre oldugu belirtilmistir (Black
1980). Briiss ve ark. (2004), yaptiklari ¢calismada karaciger transaminaz enzimlerinin
stirekli yiikselmesi sebebiyle hastaneye basvuran vakada yapilan kan tahlilleri,
manyetik rezonans goriintileme (MRG) yontemi gibi uygulanan tibbi islemler
sonucunda artmis AST, ALT seviyelerinin karaciger hasarimi isaret ettigini
belirtmislerdir. EImhdwi ve ark. (2014) c¢alismalarinda, erkek albino siganlarda 400
mg/kg APAP ile olusturduklar karaciger toksikasyonunda karaciger enzimlerinden
AST, ALT, GGT diizeylerinin yiikseldigini bildirmiglerdir. Cihan ve ark. (2011),
radyoterapi uygulamasina bagl gelisen karaciger hasarinda ozon terapinin koruyucu
etkisine bakilmak iizere olusturduklart deneysel c¢alismalarinda AST, ALT
diizeylerinin belirgin sekilde yiikseldigi, ozon terapi uygulamasinin ise bu
parametreleri toksikasyon grubuna kiyasla disiirdiigiinii gozlemislerdir. Akyiiz ve
ark. (2013), APAP’m karacigerde olusturdugu toksikasyon tedavisinde o0zon
terapinin koruyucu etkisini ve ozon terapi uygulamasini antioksidan 6zellikli taurin
ile kiyaslamak iizere olusturduklari deneysel arastirmalarinda; toksikasyon olusan
biitiin gruplardaki karaciger enzim seviyelerinin (ALT, AST) istatistiksel olarak
belirgin sekilde yiikseldigini, tedavi grubunda ise ozon-taurin uygulamasinin ALT
seviyesini disiirdiigiinii ve yalnizca ozon terapi uygulamasinin ise tedavide daha
etkili oldugunu bildirmislerdir. Sonucta toksik dozda almman APAP’in karacigerde
oksidatif hasar mekanizmast {izerinden toksikasyon olusturdugu ve o0zon
uygulamasinin ise tedavide etkili oldugunu belirtmislerdir. Yapilan bir baska
calismada da Li ve ark. (2007), karbon tetrakloriir’le olusturduklar1 karaciger
hasarinda, ozon uygulamasinin ise toksikasyon grubuna kiyasla AST, ALT
degerlerini normal seviyede tuttugunu bildirmislerdir. Calismamizdaki transaminaz
diizeylerinin literatiirdeki arastirmalarla uyumlu oldugu, APAP_ozon ve
APAP_Ozon_L-karnitin uyguladigimiz gruplarin toksikasyon grubuna kiyasla serum
AST, ALT, GGT seviyelerinin diismesi ve kontrol grubuna kiyaslandiginda belirgin

bir farkin olmayist doku hasarim azalttigimi disiindiirtmektedir. Bunuda
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kullandigimiz ozonun karaciger enzimlerinin kan dolasimina gegislerini engelleyerek
enzim diizeylerini diisiikk seviyede tuttugu, bdylelikle de hayvanlarda bozulan
karaciger fonksiyonlarini iyilestirerek olusan hasar ve inflamasyonlari azaltabilecegi,
APAP_ozon_L-karnitin uygulamasinin ise antioksidan savunmayi giiclendirerek

karaciger dokusunu oksidatif stresin zararlarindan koruyabilecegi kanaatine varildi.

Yiiksek dozda APAP alimindan kaynaklanan karaciger hasarinin nedenleri
lizerinde yapilan ¢alismalarda kesin olmamakla beraber daha ¢ok oksidatif hasar
tizerinde durulmaktadir. APAP’in neden oldugu hasar mekanizmasinda reaktif
metaboliti olan NAPQI’'nun asir1 birikiminin GSH depolarini  tiiketmesinin
sonucunda GSH’in azalmasi, aktiflesen serbest radikallerin etkilerinin artmasi, lipid
peroksidasyonu ve bunlara ek olarak antioksidan savunma sisteminin zayiflamasinin
etkili oldugu o6ne siiriilmektedir. Organizmada hasar gelistiginin 6nemli bir belirteci
olan MDA’nin lipid peroksidasyonu sonucunda arttigi yapilan ¢alismalarda ifade
edilmektedir. Literatiir arastirmalarimizda asetaminofenle olusturulan karaciger
toksikasyonunda MDA diizeyinde artisin olustugu bildirilmistir (Aktas ve ark. 2013).
Literatiirdeki bilgilere paralel olarak, EImhdwi ve ark. (2014), APAP kullanarak
olusturduklart karaciger toksikasyonunda, toksikasyon grubundaki MDA diizeyinin
arttigin1 bildirmislerdir. Toksik grubun karaciger dokusunda nekroz gelisen alanlar
ve dejenerasyon gibi degisiklikler olustuguda belirtilmektedir. Aytag¢ ve ark. (2010),
elli adet erkek Sprague-Dawley sican ile olusturduklari deneysel ¢alismada i.p. yolla
verilen 800 mg/kg APAP ile olusturduklar1 hepatotoksisitede, APAP uygulamasinin
toksikasyon olusturdugu biitiin gruplarin MDA diizeylerinin kontrol grubuna gore
arttigin1 belirtmiglerdir.  Gul ve ark. (2012), deneysel ¢alismalarinda APAP
kullanarak olusturduklar1 karaciger toksikasyonunda MDA diizeyinde yiikselisin
oldugunu, tedavi protokoliinde olan ozon uygulamasmin ise MDA diizeyini
toksikasyon grubuna gore disiirdiigiinii bildirmislerdir. Caligmanin sonucunda ise
ozonun antioksidan seviyeyi artirmak suretiyle oksidatif stresi azaltarak tedavide
etkili oldugunu ifade etmislerdir. Benzer bir sonuca varilan baska bir ¢alismada da 1
9/kg APAP vererek olusturduklari nefrotoksisitenin tedavisinde ip. yolla 0.7 mg/ kg
ozon terapi uygulamasinda, APAP verildiginde bdbregin fonksiyonlarininin
bozulmasinin yaninda MDA diizeyinde de oOnemli bir artisin olustugu, 0zon

tedavisinin ise MDA diizeyini diisiirdiigiinii bildirmislerdir (Demirbag ve ark. 2010).
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Guven ve ark. (2008), distal yemek borusuna kostik ( % 15 NaOH) damlatarak
olusturduklart kostik &zefagus yaniklarinda i.p. yolla 1 mg/kg ozon uygulayarak
olusturduklar1 calismada, Kostik o6zefagus yamiginda MDA diizeyinde arttisin
olustugunu, tedavide uygulanan ozon terapinin ise bu diizeyi diisiirdiigiini ifade
etmiglerdir. Kroner arter hastalarinda operasyon sonrasi ortaya ¢ikabilecek
reperfiizyon hasarinda oksijen ve ozon uygulamasinin etkilerini aragtirilmak {izere
yapilan deneysel ¢alismada, ozon terapi uygulanan grubun MDA diizeyinin kontrol
ve oksijen tedavisi uygulanan gruba gore anlamli derecede diistiigii, fakat iskemi
tedavisinde ozon uygulamasinin yeterli diizeyde etkili olmadigi bildirilmistir
(Tanyeli ve ark. 2012). Yapilan baska bir ¢alismada da Wister albino siganlarda
rektal yolla %4 asetik asit vererek olusturduklar1 Akut distal kolitte, sepsis gelisen
grubun MDA diizeyinin kontrol grubuna goére arttigi (p<0.001), ozon uygulanan
grubun MDA diizeyinin ise sepsis gelisen gruba kiyasla belirgin diizeyde distiigii
(p<0.001) bildirilmistir (Aslaner ve ark. 2016). Literatiirdeki ¢aligmalarla uyumlu
olan ¢aligmamizda, APAP ile olusturdugumuz toksikasyon grubundaki serum MDA
(p<0.05) ve doku MDA (p<0.001) diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
olarak yiikseldigi, 0zon uygulamasmin ise toksikasyon grubuna gére doku MDA
(p<0.05) diizeyini anlamli diizeyde azaltirken serum MDA diizeyini ise belirgin
diizeyde disiirdiigiinii (p<0.001), go6zlemledik. Calismamizda APAP_Ozon_L-
karnitin beraber uyguladigimiz grubun doku MDA (p<0.001) ve serum MDA
diizeylerinin toksikasyon grubuna kiyasla belirgin diizeyde azaldigini (p<0.001) ayn
zamanda kontrol grubuna gore ise belirgin bir farkliligin olusmadigini gézlemledik
(p>0.05). Diger galismalarla hemfikir oldugumuz konu; APAP ile indiiklenen
karaciger hasarinda serum ve doku MDA diizeyindeki yiikselislerin, lipid
peroksidasyonu ve oksidan seviyelerindeki artisin savunma sistemini zayif
diisiirmesinden kaynaklandigini diistinmekteyiz. Uyguladigimiz ozon ve ozon L-
karnitin tedavilerinin ise savunma sistemini gii¢lendirerek serum ve doku MDA
diizeylerini diistirdiikleri ve organizmay1 oksidatif stresin zararlarma karsi

koruduklar kanaatindeyiz.

Besinlerin oksijen molekiiliinii kullanarak enerjiye doniismeleri esnasinda
reaktif molekiiller olan serbest radikaller olusmaktadir. Organizmamizi serbest

radikallerin zararlarina karsi koruma da ise antioksidan sistem gorev yapmaktadir.
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Bazi olaylarda antioksidan sistem organizmay1 serbest radikallerin zararlarina karsi
korumada yetersiz kalmasindan otiiri dengenin bozularak oksidanlar tarafina
kaymasi ile doku ve hiicrelerde hasarlar olusur ve oksidatif stresin sebep oldugu
hastaliklar kendini gostermektedir. Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar,
antioksidan savunma sistemini olusturarak organizmayi oksidatif hasarlara karsi
korurlar (Ozcan ve ark. 2015). Oksidanlar ve antioksidanlarin serumdaki
konsantrasyonlar1 ayr1 ayri 6l¢iilebilimektedir, fakat bu fazla zaman alan ve karmasik
bir yontem oldugu i¢in enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar1 ifade etmede
toplam antioksidan Ol¢imii (TAS), oksidanlari ifade etmede ise toplam oksidan
Ol¢timii (TOS) olusturulmustur (Erel 2004, Erel 2005).

APAP’1n asir1 dozda alimindan kaynaklanan karaciger toksikasyonunda; GSH
antioksidanti, biriken reaktif ~ NAPQI metabolitinin ~ metabolizmadan
detoksifikasyonunu gerceklestirmektedir. Karacigerde olugsan hasar mekanizmasinda
ise biriken NAPQI’nun GSH depolarimi tiiketerek hasar olusumunu baslatmada rol
aldig ileri stiriilmektedir (Hinson ve ark. 2010). Toplumumuzda alkol kullaniminin
yaygin olmasmin yaninda APAP kullanimininda belirgin diizeyde yiiksek oldugu
gozlemlenmistir. Kronik alkol vakalarinda asir1 dozda APAP kullanimmin GSH
depolarimi diistirmesinin yaninda karaciger nekrozuna hatta hiicre oliimiine sebep
oldugu belirtilmistir (Lauterburg 2002). Ozonun antioksidan 6zelligini sergileyerek
organizmada antioksidan enzimlerden GPx, SOD, CAT diizeylerini artirarak
savunma sistemini giiglendirdigi ve oksidatif stresin olumsuz etkilerine karsi bariyer
gorevi ustlendigi bildirilmistir (Bocci 1996, Bocci 2006b). Yeni dogmus Sprague-
Dawley cinsi ratlar iizerinde yapilan bir deneysel caligmada ratlara inhale yolla
karbondioksit gazi uygulayarak bagirsak inflamasyonu olusturulmustur. Ozon
uygulamasinin oksidatif stres, antioksidan enzimler ve doku hasarina yonelik etkisini
gozlemlemek iizere yapilan ¢alismada, ozon uygulamasiin hasar olusan gruba gore
doku MDA diizeyini diisiirdiigiic ve SOD, GSH-PX enzimlerini ise aktiflestirdigini
rapor etmislerdir. Calismanin sonucunda ozon uygulamasinin antioksidan savunmay1
giiclestirdigi, dokuda hasar olusumunu azaltarak tedavide etkili oldugu bildirilmistir
(Guven ve ark. 2009). Gultekin ve ark. (2013), yaptiklar1 deneysel ¢alismada
radyasyon maruziyetinin karaciger ve ileum dokularinda hasar olusturmasinin

yaninda doku MDA diizeyini belirgin sekilde yiikselttigi, SOD aktivasyonunu ise
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disiirdiigii saptanmistir. Ozon uygulamasinin ise tedavi grubunda olumlu etki
gostererek hasar olusan gruba nispeten dokularda MDA diizeyini disiirdiigi, SOD
seviyesini ise belirgin diizeyde artirdigi belirtilmistir. Calismanin sonucunda ozon
tedavisinin  antioksidan savunmayi gili¢lendirerek organizmayir oksidanlarin
zararlarindan korudugu ve radyasyonun sebep oldugu organ hasarini iyilestirmede
etkili oldugu bildirilmistir. Gul ve ark. (2012), APAP ile olusturduklar1 karaciger
toksikasyonunda antioksidan 6zellige sahip ozonun, ozon tedavisi uygulanan grupta
doku SOD, GPx aktivitelerini kontrol ve toksikasyon olusan gruba kiyasla anlamli
diizeyde yiikselttigi, ayn1 zamanda APAP uygulamasinin karaciger dokusunda MDA
diizeyini artirmasinin yaninda parankimde hasarlar olusturdugu belirtilmistir.
Calismada elde edilen veriler 1s1ginda APAP ile olusturulan Kkaraciger
toksikasyonunda ozonun oksidatif stresi azaltti§i ve savunma mekanizmasin
giiclendirdigini belirtmiglerdir. Akyliz ve ark. (2013), calismalarinda APAP’in
karacigerde mitokondri organelinin zar biitinliigiinii dejenere ettigi ve Sinuzoidal
dilatasyon olusturdugu gozlenmistir. Diger gruplara oranla ozon tedavisinin
uygulandig grupta hasarin daha az oldugu belirtilmistir. Literatiir arastirmamizda bir
baska c¢alismada yine APAP ile olusturulan karaciger toksikasyonunda, toksikasyon
olusan gruptaki ratlarin GSH seviyelerinin azaldigini bildirmislerdir (Lauterburg ve
ark. 1983). 1 g/kg APAP ile olusturulan bobrek toksisitesinin tedavisinde ip. yolla
0.7 mg/kg ozon uygulamasinda, APAP uygulamasinin bobregin fonksiyonlarini
bozmasinin yaninda toksikasyon grubunda antioksidan enzimlerden SOD, GSH-Px
aktivitelerini azalttigi, ozon uygulamasinin ise bu parametreleri yiikselttigi bunun
yaninda histolojik incelemede de bobrek dokusunda diizelmenin gorildiigiini
saptamiglardir (Demirbag ve ark. 2010). Martinez-Sanchez ve ark. (2005) te,
diyabetik ayak sikayeti olusan hastalarla ilgili c¢alismalarinda; ozon tedavisi
uygulanan ve antibiyotik tedavisi alan hastalar karsilastirilmistir. Ozon tedavisi
uygulanan hastalarin antibiyotik tedavisi alan hastalara gore yara iyilesmelerinin
daha hizli oldugu ve taburculuk siirelerinin ise kisaldig1 gézlenmistir. Ayn1 zamanda
ozon uygulanan hastalarin antioksidan enzim diizeyleri artmis ve kan sekeri
diizeylerinin daha iyi kontrol edilebildigini bildirmislerdir. Clavo ve ark. (2004)
yaptiklar1 ¢alismada tiimoér dokusuna otohemoterapi yontemiyle ozon uygulayarak

tiimdr dokusundaki oksijen diizeylerini arastirmislardir. Calisma yas ortalamasi 64
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olan bayan ve erkek olmak tizere 18 kiside bir hafta boyunca 3 doz uygulanmaistir.
Deney sonucunda hipoksik tiimdrlerin ¢ogunda oksijen diizeyinin arttigini
belirlemislerdir. Varilan sonuglar dogrultusunda ozon terapinin radyoterapi ve
kemoterapiye destek tedavi olarak uygulanabilecegi goriistinii bildirmislerdir. Bizim
calisgmamizda literatiirdeki ¢alismalarin sonuglariyla paralel olmakla beraber,
karaciger toksikasyonu olusturdugumuz APAP grubunda doku TAS (p<0.001) ve
serum TAS diizeylerinin azalmasina (p<0.05) karsin doku ve serum TOS
diizeylerinde belirgin diizeyde yiikselmenin (p<0.001) meydana geldigini tespit ettik.
Uyguladigimiz APAP_ozon ve APAP_ozon_L-karnitin tedavilerinin ise toksikasyon
grubuna gore doku TAS (p<0.05) ve serum TAS diizeylerini artirdigini (p<0.001),
doku TOS (p<0.05) ve serum TOS diizeylerini (p<0.001) ise diisiirdiigiinii belirledik.
Ayrica APAP uygulamasinin kontrol grubuna gére doku MDA (p<0.001) ve serum
MDA (p<0.05) diizeylerini artirmasinin yaninda parankim hiicrelerde hasar
olusturdugunu ve APAP_ozon ve APAP_ozon_L-karnitin uygulamalarinin ise
toksikasyon grubuna gére doku MDA ve serum MDA diizeylerini disiirdiigiini,
histopatolojik verilerimizde ise bu hasarlarin diizelmeye basladigini gozlemledik.
Diger calismalarla benzer ozellikte olan calismamizdaki istatistiksel verilerimiz
(serum AST, ALT, GGT, MDA, TAS, TOS ve doku MDA, TAS, TOS) mikroskobik
verilerimizle uyum halindedir. Elde ettigimiz istatistiksel veriler ve literatiirdeki
bilgiler 1s1ginda organizmaya APAP asir1 dozda alindiginda; GSH seviyesinin
diismesi, zararli NAPQI metabolitinin asir1 birikimi, serbest radikallerin artmasi gibi
etkilerin antioksidan savunmay1 oksidanlarin lehine ¢evirerek doku hasarinda etkili
oldugunu ve uyguladigimiz ozon ve ozon_L-karnitin tedavilerinin ise APAP ile
olusturdugumuz karaciger toksikasyonunda etkili olduklarini; bunuda eritrositlerdeki
GSH diizeyini yiikselterek detoksifikasyon kapasitesini artirmalart ve antioksidan
savunma mekanizmasin1 aktiflestirerek oksidanlarin zararlarina karsi karacigeri

koruduklarimi diistinmekteyiz.

Cesitli etki mekanizmasina sahip olan L-karnitin, son yillarda farkli alanlarda
ozelliklede alternatif tipta, lipit metabolizmasina etkisi dolayisiyla diyet
uygulamalarinda, bagisiklik sisteminde ve sportif destek amagli olarak da birgok
calismada denenmektedir. Viicudumuzda az miktarda iiretilen L-karnitin D ve L

olmak tizere iki formda karsimiza ¢ikmaktadir. Biiyiik bir miktar1 diyetle alinmakta
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ve hayvansal besinlere oranla bitkisel besinlerde daha fazla bulunmaktadir.
Sentezinde lizin ve metiyonin aminoasitlerinin yaninda C vitamini, demir, Bs
vitamini ve niasine ihtiyag¢ vardir. Lipit metabolizmasinda uzun zincirli yag asitlerin
mitokondriye tasinmasina yardimci olmasmin yaninda kisa ve orta zincirli yag
asitlerinin metabolizmasi sonucunda olusan asir1 miktardaki serbest KoA brikiminin
olusturacag: toksik etkileri de engellemektedir. Karbonhidrat metabolizmasinda ise
enerjiyi ihtiyacim1 karbonhidratlardan karsilayarak uzun zincirli yag asitlerinin
mitokondriye ulagimini engeller ve organizmay1 yag asidi oksidasyonunun etkilerine
kars1 korur. Karnitinler antioksidan 6zelliklerin dolay1 ROS artisini engellemektedir.
Serbest radikal siiptiriicii etkileriyle lipit peroksidasyonunun etkilerine karsi hiicreyi
korumakta, serbest radikallarin hiicre membraninda ortaya ¢ikardiklar etkileri
azaltmak icin membrani giiclestirmekte ve enerji iiretiminin olumsuz etkilenmemesi
icin mitokondride de hasar olusumunu da engellemektedir. Ayn1 zamanda DNA’y1
da oksidatif etkilere karst korudugu yapilan ¢alismalarla bildirilmistir (Kurt ve El
2011).

Caligmamizda APAP ile karaciger toksikasyonu olusturdugumuz grubun
kontrol grubuna kiyasla serum AST ve ALT diizeylerinde belirgin diizeyde artigin
(p<0.001), GGT diizeyinde ise anlaml1 yiikselisin (p<0.05) olmas1 karacigerde hasar
gelistigini isaret etmektedir. L-karnitin uygulamasinda ise serum AST ve GGT
seviyelerinin toksikasyon grubuna kiyasa anlamli diizeyde azaldigi (p<0.05), ALT
diizeyinde ise belirgin diizeyde azalmanin (p<0.001) meydana geldigini tespit ettik.
APAP_Ozon_L-karnitin uygulamasinda ise ALT diizeyinin APAP grubuna kiyasla
belirgin diizeyde azaldigmmi (p<0.001), AST ve GGT diizeylerinde de anlaml
derecede azalisin (p<0.05) oldugunu saptadik. Yapar ve ark. (2007), APAP
kullanarak olusturduklar1 karaciger toksikasyonunda 500 mg/kg L-karnitin
uygulamasinin tedavi edici etkisini arastirmak {izere yaptiklar1 deneysel calismada,
toksik hepatitin olustugu gruptaki serum AST, ALT seviyelerinin kontrol grubuna
kiyasla belirgin diizeyde yiikseldigini, tedavi grubunda ise serum AST ve ALT
diizeylerinin azaldigin1 belirtmiglerdir. Sonu¢ olarak APAP’in karacigerde hasar
olusturdugu ve bu toksikasyonun tedavisinde kullanilan L-karnitinin oksidatif stresi
azaltarak karaciger toksikasyonunda etkili oldugunu bildirmislerdir. Benzer bir

calismada da yine Arafa (2009), ratlarda APAP ile olusturdugu karaciger
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toksikasyonunda toksisite olusan gruptaki serum AST, ALT diizeyinin belirgin
sekilde yiikseldigini, L-karnitin uygulamasmin ise tedavi grubunda serum AST ve
ALT seviyelerini azalttigini rapor etmislerdir. (Aktas ve ark. 2013) te, calismada ise
ip yolla 300 mg/kg dozda APAP verilerek olusturulan toksik hepatit grubundaki
ratlarda serum AST ve ALT diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede
yiiksek, L-karnitin uygulanan tedavi grubunda ise bu degerlerin toksisite olusan
gruba kiyasla belirgin diizeyde diisiik oldugu bildirilmistir. Calismanin sonucunda;
olusturulan karaciger hasarinda L-Karnitin uygulamasinin lipid peroksidasyonunu
Onleyebilecegi ve oksidatif stresin etkilerini azaltarak karaciger hasarinin Oniine
gegilebilecegi diisiiniilmektedir. Literatiirde belirtilen bagka deneysel ¢alismalarda da
APAP intoksikasyonunda serum AST, ALT konsantrasyonlarinda artisin oldugunu
belirtmislerdir (Sener ve ark. 2005, Kiipeli ve ark. 2006). Literatiirdeki bilgiler
1s1ginda APAP ile olusturulan hepatotoksisitede vanilik asidin etkisi aragtirmak iizere
olusturduklart deneyde Kkaraciger enzimlerinden serum AST, ALT, GGT
seviyelerinin arttigini gozlemislerdir (Raja ve Deepa 2010, Aktas ve ark. 2013).
Calismamizdan elde ettigimiz verilerde karaciger hasar belirtegleri olan serum AST,
ALT, GGT sonuglarimizin diger ¢alismalarla benzer nitelikte oldugunu gozlemledik.
L-karnitin ve ozon_L-karnitin uyguladigimiz gruplarin serum AST, ALT, GGT
seviyelerinin toksikasyon grubuna kiyasla diizeylerinde diislisiin olmas1 ve kontrol
grubuna kiyasla belirgin bir farkin olmayiginin olusan doku hasarini azalttigi bunuda
oksidanlarin  zararlarina  karst  hiicreyi  koruyarak  gerceklestirdiklerini

diistindiirtmektedir.

APAP’1n dokuda hasar olusturmasmin altinda yatan etmenlerden birininde
lipid peroksidasyonu oldugu ileri siiriilmektedir. APAP’mn karacigerde toksisite
olusturduguna dair yapilan literatiir taramalarinda MDA diizeyinin de arttig1
bildirilmistir (Yapar ve ark. 2007). Yapilan bagka bir calismada da yine APAP ile
olusturulan hepatoksisitede karaciger dokusu MDA diizeyinde artisin meydana
geldigini gozlemislerdir (Terneus ve ark. 2008). Hsu ve ark. (2008) de, deneysel
caligmalarinda APAP kaynakli akut karaciger hasarinda Ganoderma amboinense
ekstratinin etkisini arastirmak {izere olusturduklar1 ¢alismada serum AST, ALT
seviyelerinde ve doku MDA diizeyinde artiglarin olustugunu bildirmislerdir. Benzer

sonuclara varilan baska calismalarda da APAP kaynakli akut karaciger hasarinda
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AST, ALT, ALP ve MDA diizeylerinin yiikseldigini belirlemiglerdir (Kanbur ve ark.
2009, Girish ve ark. 2009). Literatiirlerdeki bu sonuglarla uyumlu olan ¢alismamiz;
APAP’1in asir1 dozda alimindan kaynaklanan karaciger toksikasyonunda serum ve
doku MDA diizeylerinin yiiksek ¢ikmasini serbest radikallerle olusan lipid
peroksidasyonun etkilerinde kaynaklandigini belirtebiliriz. Bu sonuglar karaciger
toksikasyonunda olusan doku hasarinn serbest radikallerin ve oksidatif stresin

etkilerinden kaynaklanabilecegini akla getirmektedir.

Aktas ve ark. (2013), APAP uygulayarak olusturduklar1 karaciger
toksikasyonunda APAP uygulamasindan 5 dakika sonra tek doz ip yolla 500 mg/kg
L-Karnitin uygulanan caligmada, ratlardan 24 saat sonra alinan doku orneklerinde
toksisite olusan grubun MDA diizeyinin kontrol grubuna gore yiikseldigi, tedavi
grubunda ise onemli derecede diistiigli goriilmiistiir. Lipit peroksidasyonunun son
tiriinii olan MDA’nin hem olustugu bolgedeki dokulara hemde uzak bolgedeki
dokulara zarar verdigini bildirmislerdir. Tedavi sonra MDA diizeyindeki diisiisiin ve
olusan karaciger hasarinin diizelmeye Dbaslamasinda tedavide L-karnitin
uygulamasinin lipid peroksidayonunu 6nlemesinden ve oksidatif stresin etkilerini

azaltmasindan kaynaklandigini ifade etmislerdir.

Literatiir taramalarimizda siklofosfamid ilaciyla olusturulan karaciger
hasarinda doku MDA diizeyinin arttig1, L-karnitinin uygulamasinin ise MDA
diizeyini diistirdiigii belirtilmistir (Cetinkaya ve ark. 2009). Canbaz ve ark. (2007),
yaptiklar1 calismada L-karnitinin lipid peroksidasyonunun zararlarini engelleyerek

serum MDA seviyesini diistirdiigiinii belirtmislerdir.

Calismamizda tedavi grubunda olan APAP_ozon_L-karnitin uygulanan grubun
doku MDA (p<0.001) ve serum MDA diizeylerinin toksikasyon grubuna kiyasla
belirgin diizeyde diistiikleri (p<0.001), APAP_L-karnitin uygulamasinda ise doku
MDA (p<0.001) degeri belirgin diizeyde azalirken, serum MDA degerininde énemli
diizeyde azaldigini (p<0.05) tespit ettik. Elimizdeki verilerin 1s18inda APAP_ozon_L -
karnitin, APAP_L-karnitin uygulamalarimizin APAP hepatotoksisitesinde serum ve
doku MDA diizeyini disiirdiikleri; bunuda lipid peroksidasyonunu azaltarak ve
antioksidan savunma mekanizmasini aktiflestirerek gergeklestirdikleri sonucuna

varildi.
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Yapar ve ark. (2007), APAP ile olusturduklar1 karaciger toksikasyonunda
antioksidan olan GSH aktivitesinin kontrol grubuna kiyasla toksikasyon grubunda
azaldigim gozlemislerdir. L-karnitin uygulanan grubun toksikasyon olusan gruba
kiyasla GSH diizeyinde artis meydana geldigini belirtmistirler. Benzer bir ¢alisma
olan Aktas ve ark. (2013), caligmasinda da toksikasyonun olustugu grupta tam kan
GSH seviyesinin kontrol grubuna gore diistiigiinii, L-karnitin uygulanan grupta ise
anlaml olarak yiikseldigini belirtmislerdir. APAP’1n toksikasyon olusturacak dozda
alindiginda karacigerde GSH diizeyini azalltigi ifade edilmektedir (Cetinkaya ve ark.
2009, Palani 2010). Alshabanah ve ark. (2010), doxorubicin antibiyotigiyle
olusturduklari hepatotoksisitede L-karnitinin uygulamasinin ratlarin
karacigerlerindeki antioksidanlarin aktivitelerini (GSH, SOD, CAT, GR )
toksikasyon grubuna kiyasla yiikselttigi belirtilmistir. Farkli cinste hayvan tiirleri
tizerinde yaptiklart ¢alismadan elde ettikleri (Sundaram ve Panneerselvam 2006)
verilerin sonuglarina destek olan benzer bir ¢alismayida Tastekin ve ark (2007)” de
yapmiglardir. Tastekin ve ark (2007), deneysel arastirmalarinda artritis olusturduklar
Sprague-Dawley cinsi ratlara alfa lipoik asit ve karnitin uygulamalarimin lipid
peroksidasyonunu azalttigini, GSH seviyesi ile GSH-Px aktivitesini ise artirdigini

belirtmislerdir.

Bizde APAP ile olusturdugumuz karaciger toksikasyonu c¢alismamizda
toksikasyon olusturdugumuz grubun kontrol grubuna kiyasla istatistiksel anlamda
doku TAS (p<0.001) diizeyinde belirgin diizeyde diisiis, serum TAS diizeyinde
onemli diizeyde azalma (p<0.05), doku ve serum TOS diizeylerinde ise belirgin
diizeyde artis (p<0.001) oldugunu tespit ettik. APAP_L-karnitin ve APAP_ozon_L-
karnitin uyguladigimiz gruplarin toksikasyon grubuna kiyasla doku TAS (p<0.05) ve
serum TAS (p<0.01) degerlerinde artis oldugu, APAP_L-karnitin uygulamamizin ise
doku ve serum TOS diizeylerini toksikasyon grubuna goére anlamli diizeyde
distirdigiinii (p<0.05), APAP_ozon_L-karnitin grubunda da doku TOS (p<0.05)
degerinde onemli diizeyde, serum TOS degerinde ise belirgin diizeyde (p<0.001)
disiisin - meydana geldigini gozlemledik. Calismamizin sonuglarindan ve
literatiirdeki arastirmalardan elde edilen bilgiler 1s183inda; APAP ile olusturulan
karaciger toksikasyonunda organizmada artan serbest radikallerin ve reaktif NAPQI

metabolitinin GSH depolarm tiikettigi ve bu tiikenmenin etkisiyle antioksidan
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savunma sisteminin zayiflamasiyla ortaya ¢ikan oksidatif hasarin Oniine

gecilemedigini diisiinmekteyiz.

Yapilan baska iki ¢alismada ise APAP intoksikasyonunda GSH seviyesinde
azalma goriildiigiinii bildirmislerdir (Sener ve ark. 2005, Kiipeli ve ark. 2006). Arafa
ve ark. (2009) da, APAP ile olusturulan karaciger toksikasyonunda L-karnitinin

uygulamasinin GSH seviyesini artirdigini belirtmislerdir.

Kalaiselvi ve Panneerselvam (1998), L-karnitinin antioksidan ozelliginden
dolay1 antioksidan enzimleri aktiflestirerek serbest radikalleri siiplirdiiglinii ve

hiicreleri oksidanlarin zararlarindan korudugunu ifade etmislerdir.

Yine bagka bir ¢alismada da Thangasamy ve ark. (2009) da, yaslh ratlara L-
karnitin uygulamasinin hiicredeki GSH, SOD, CAT diizeylerini artirmasinin yaninda
lipid peroksit diizeyini azaltarak protein, lipid, DNA gibi biiylik molekiilleri oksidatif

stresin ve lipid peroksidasyonunun zararlarindan korudugunu bildirmislerdir.

Elde ettigimiz bulgular dogrultusunda APAP_L-karnitin ve APAP_Ozon_L-
karnitin uygulamasimin GSH depolarinin tikenmesinin dniine gectigini, antioksidan
ozeliklerinden dolayr savunmada gorevli olan enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlari aktiflestirdigi, ROS un, lipid peroksidasyonunun ve oksidatif hasarin

etkilerinden karacigeri koruyabilecegi kanaatine varildi.

APARP ile deneysel olarak karaciger toksisitesi olusturulmus denekleri iceren
caligmalarda; hayvanlarin karacigerlerinde nekroz, sinuzoidal dilatasyon, kuppferin
yildiz hiicrelerinde aktivasyon artisi, hiicrelerde hipertrofi gézlemislerdir (Lauterburg
2002, Ito 2003). Bir baska calismada da; sinuzoidal dilatasyon, santrobiiler hiicre
hasart (McCuskey 2006), mitokondri organelinin zar biitiinliigiinde dejenerasyon,
sinuzoidal dilatasyon, sitoplazmada vakuol olusturdugu bildirilmistir (Akyiiz ve ark.
2013). Benzer bir arastirmada da Gul ve ark. (2012) ratlara yiiksek dozda APAP
uyguladiklarinda karaciger dokularinda 16kosit infiltrasyonu, siniizoidal dilatasyon,
nekroz, yer yer kanamanin oldugu odaklar tespit ettiklerini bildirmislerdir. Ozon
uygulamasinin ise dokularda gelisen bu bulgularin tedavisinde etkili oldugunu ifade

etmiglerdir.
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Bagka calismalarda da benzer sekilde APAP ile hepatotoksisite olusturulmus
hayvanlarin karacigerlerinde Siniizoidal dilatasyon, nekroz ve inflamatuar hiicre
infiltrasyonu tespit edilmistir (Terneus ve ark. 2008, Wu ve ark. 2008). Laskin ve
ark. (1995), calismalarinda APAP’in asir1 dozda aliminin karaciger dokusunda
sentrilobiiler hepatik nekroz olusturdugunu bildirmislerdir. Benzer bir arastirmada da
Aktas ve ark. (2013), APAP ile olusturduklar1 karaciger hepatotoksisitesinde
dokularin mikroskobik incelemeleri sonucunda, diger arastirmalarla Ortlisen
sinlizoidal dilatasyon, dokuda hasarin olusumu, mononiikleer hiicre infiltrasyonunu
gibi bulgular elde edildigi belirtilmistir. L-karnitin uygulamasinin ortaya ¢ikan bu
doku degisikliklerini aza indirgedigini ortaya koyan arastirmalar tespit edilmistir

(Yapar ve ark. 2007, Arafa 2009, Aktas ve ark. 2013).

Yapilan galismalara paralel olarak bizim ¢alismamizda da APAP kontrol
grubundaki karaciger dokularmin mikroskobik incelemelerinde genel olarak yaygin
olan orta ve siddetli diizeyde hiicresel hasarlar gozlemlendi. Yaygin ve siddetli
diizeyde hepatosit hasar1 olan olgularin ikisinde periportal nekroz varligi (Resim 5)
ve intrahepatik kanama alanlar1 (Resim 6), tiim olgularda degisken seviyelerde
vaskiiler konjesyon saptandi. APAP ile olusturdugumuz karaciger toksikasyonunda
doku ve serum MDA diizeylerindeki artis mikroskobik sonuglarimizla uyumlu olup

doku hasarinin oksidatif stresten kaynaklanmis olabilecegini diisiindiirtmektedir.

Mikroskopik verilerimizle uyum halinde olan istatistiksel verilerimizin
1s181inda karaciger dokusunda meydana gelen bu hasarlara yonelik APAP_ozon
uyguladigimiz grupta hepatositlerde yer yer fokal, yer yer yaygin yerlesim gosteren;
hafif, orta ve siddetli diizeyde hiicresel hasarlar, tiim olgularda degisken derecelerde
vaskiiler konjesyon ve 2 olguda kanama alanlar1 belirlendi. Yaygin siddetli diizeyde
hiicresel hasar olusan yerlerin periportal alandan diizelmeye basladig1 gozlenirken
hicbir olguda periportal enflamasyon olugmadig: ve higbir olguda nekroz gelismedigi
tespit edildi (Resim 7-8).

APAP_L-karnitin verilen grupta karaciger dokusunda vaskiiler konjesyon,
kanama, yaygin nitelikte orta ve siddetli seviyede hiicresel hasarlar tespit edilmesine
ragmen belirgin periportal enflamasyon izlenmedi ve orta seviyede yaygin hiicresel

hasar olan yerlerin periportal alandan diizelmeye basladig1 belirlendi (Resim 9).
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APAP_Ozon grubundan farkli olarak tiim olgularda degisken yayginlikta kanama
alanlarina ek olarak yaygin nitelikte ve siddetli diizeyde hiicresel hasar olan olguda

fokal periportal nekroz varligi belirlendi.

APAP_ozon_L-karnitin grubunda bazi olgularda karaciger dokusunda
vaskiiler konjesyon ve 2 olguda kanama alanlar1 tespit edildi. Bununla birlikte
hiicresel hasar olugmayan olgu ile orta yaygimlikta hiicresel hasar izlenen
hepatositlerin bulundugu olguda fokal periportal nekroz varligi saptanirken
karacigerlerin tiimii g6z onilinde bulunduruldugunda belirgin periportal enflamasyon
varlig1 izlenmedigi ve hafif siddette fokal hiicresel hasar olusan olguda hasarin
periportal alandan diizelmeye basladigi dikkat ¢ekti (Resim 11). APAP_ozon_L-
karnitin grubunda, APAP_ozon grubuna benzer sekilde periportal enflamasyon
izlenmemis olup hiicresel hasar, vaskiiler konjesyon ve kanama varhigi dikkat

cekerken farkli olarak fokal periportal nekroz varligi tespit edilmistir.

Sonug olarak, APAP ile olusturulan karaciger toksisitesinde Ozon, L-karnitin
ve Ozon_L-karnitin tedavilerinin karaciger dokusundaki nekroz ve kanama
odaklarin1 azalttigini, periportal enflamasyonu engelledigini ve rejenerasyonlar
olusturdugunu; bunu da ozon uygulamasinin hepatositlerin i¢indeki GSH seviyesini
artirarak hiicrelerin detoksifikasyon kapasitesini artirmasindan kaynaklandigi
kanaatine varildi. Ayn1 zamanda uyguladigimiz Ozon, L-karnitin ve Ozon_L-karnitin
maddelerinin antioksidan o6zelliklere sahip olmalari neticesinde serbest radikallerin
zararlarima karsin organizmayir koruduklart ve oksidatif stresi baskilayarak

antioksidan mekanizmayi aktiflestirdiklerini diisiinmekteyiz.
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