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1. GIRIS

Karaciger; anatomik lokalizasyonu, fizyolojik ve biyokimyasal rolii nedeniyle
toksik madde ve ilaglara sik¢a maruz kalan bir organdir. Karaciger’de hasar dabhil,
cesitli patolojik tablolara yol agan 600 den fazla maddeden biri de Karbon tetrakloriir
(CCl,)’diir."*®" CCl; deneysel olarak karaciger hasari olusturulmasinda yaygin
kullanilan bir ksenobiyotiktir.'**'® Bu hasarin degisik sekillerinin; oksidatif stres ve
bunu takiben ortaya ¢ikan serbest radikallerle olustugu bilinmektedir. Toksik oksi ve
hidroksi radikallerinin lipid peroksidasyonu ve baska yollarla hepatosit membranini

hasarlayabilecekleri invivo / invitro ortamlarda deneysel olarak gésterilmistir.">”!

CCly e bagli karaciger hasarda meydana gelen lipid peroksidasyonu oldukgca

. . 1. 120,132
Onemlidir. =

Ciinkii bu hasara bagli olarak ilerleyen siire¢ sonunda karaciger
fibrozisi ve siroz olusabilir. Karaciger fibrozisi; ekstraselliiler matriks
komponentlerinin artmasi ile karakterizedir. Ekstraselliiler matriksin yapimi ve
yikimi arasindaki denge; olusan toksik oksijen radikallerine bagli olarak, potent
profibrojenik mediatorlerin de aktive olmasi ile siirekli matriks yapimi yoniinde
bozulmaktadir.'* Yapilmis olan bir¢ok calismada karaciger hastaliklarinda; oksidatif
stres ve buna bagh olarak ortaya c¢ikan karaciger hasari ile fibrozis arasinda iligki
oldugu gosterilmistir.'"'%2

Serbest radikaller; dis orbitallerinde ortaklanmamis veya c¢iftlesmemis
elektron tasiyan, ylklii veya yiiksiiz, atom veya molekiillerdir. Serbest radikaller;
organizmada normal metabolik yollarin isleyisi sirasinda meydana gelebildikleri gibi,
dis etkenlerle de olusabilirler. Biyolojik sistemlerde bulunan serbest radikallerin
baslicalari; siiperoksit anyonu (O,""), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil (OH")
radikalleridir. Yasam siireleri ¢ok kisa, ancak yapilarindaki dengesizlik nedeniyle

cok aktif olan bu bilesikler tiim hiicre bilesenleri ile etkilesebilme o6zelligine



sahiptirler. Serbest radikallerin lipid peroksidasyonunu tetikleyerek oksidatif stresi
25,36,43,124,136,164

arttirdigindan da bahsedilmektedir.

Canlilarda serbest radikallerin hasarini Onleyen, sinirlayan veya kismen
onaran antioksidan mekanizmalar mevcuttur. Hiicre disinda ve hiicrede farkli
organellerde yerleserek savunma mekanizmasinda rol alan antioksidanlar; enzimatik

yapida olabilecekleri gibi non enzimatik yapida da olabilirler.®

Reaktif oksijen tiirevlerinin olusumunu Onlemek veya zararli etkilerini
azaltabilmek i¢in farkli etki mekanizmalarina sahip olarak gelistirilen antioksidanlar
arasinda Stobadin de bulunmaktadir. Heterosiklik indol tiirevlerinden bir pridoindol
olan Stobadin ile ilgili olarak halen giiniimiizde devam etmekte olan birgok ¢alisma
yapilmaktadir. Giiclii bir antioksidan olan Stobadin; biyolojik sistemlerde —SH
gruplarinin oksidasyonunu, amino asit oksidasyonunu ve singlet oksijen olusumunu
engeller. Hidroksil, peroksil, alkoksil radikallerini de etkin bicimde notralize eder.®
Stobadin’in bu 6zellikleri indolik nitrojen iizerinde nitrojen merkezli stabil radikal
olusturma yeteneginden kaynaklanir. Boylece oksidatif strese bagh lipid
peroksidasyonunu ve protein oksidasyonunu azaltir,'**!%

Calismamizda; CCly ile deneysel olarak siroz olusturulan ratlarda, CCly
kullaniminin ortaya ¢ikardigi fibrotik-sirotik proges; hem antioksidan enzimler olan
stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve katalaz (CAT) ile
takip edilmeye calisilacak, hem de histopatolojik ve immiinhistokimyasal boyama
teknikleriyle degerlendirilecektir. Ayrica CCls’nlin neden oldugu radikal hasarinin
engellenmesinde yeni bir antioksidan molekiil olan Stobadin’in etkisi de

incelenecektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. KARACIGER

Karaciger; viicudun deriden sonra en biiyiik organi ve en biiyiikk bezidir.
Yaklasik 1,5 kg agirliginda olan karaciger, diyafragmanin altinda abdominal boslukta
yerlesmistir.'’ Sag ve sol olmak iizere iki anatomik loba ayrilmistir. Sag lobun arka
yilizeyinde caudate lob ve alt ylizeyinde quadrate lob denilen iki kiigiik lob daha
bulunmaktadir. Karaciger; hepatik arter ve portal venin sag ve sol kollar tarafindan
beslenmektedir. Hepatik arter karacigere genel dolasimdan bol oksijenli kani
tagirken; portal ven sindirim sisteminin kapiller yatagindan besin maddelerince
zengin kani tasir. Venoz drenaj hepatik venler icine; biliyer drenaj ise sag ve sol
hepatik kanallar iginedir. Ince bir bag dokusu olan Glisson kapsiilii karacigerin biitiin
yiizeyini kaplamaktadir. Glisson kapsiilii; damar ve sinir kollartyla karaciger

parankimi i¢in destekleyici bir yap: saglamakta ve parankimi ikiye ayirmaktadir.®

Karaciger ¢ok sayida lobiillerden olusmaktadir. Klasik karaciger lobiili,
vaskiiler, biliyer damarlar ve bag dokusuyla ayrilmis polihedral bir yapidir. Santral
ven lobiiliin merkezindedir. Parankimal epitel hiicrelere ait tek hiicre tabakalari
santral venden ¢ikarak yayilirlar. Sinuzoidler; karaciger hiicre tabakalarinin her iki
tarafina kan tasiyan vaskiiler kanallardir. Bunlar santral ven yakinlarinda zengin
intralobiiler, vaskiiler bir ag olustururlar. Sinuzoidleri kaplayan hiicreler ya
endotelyal hiicrelerdir ya da Kupffer hiicreleridir. Endotelyal hiicreler ile hepatositler
arasindaki doku araligir Disse aralig1 olup; besin maddeleri ile kan ve karacigerden

artik tiriinlerin transferini saglayan interstisyel siviy1 ierir.”

Karaciger hiicreleri (hepatositler); 20-30 mikron c¢apinda, poligonal
hiicrelerdir.® Hematoksilen eozinle (H.E) boyanmis kesitlerde; ¢cok sayida mitokondri
ve bir miktar diiz endoplazmik retikulumun bulunmasi nedeniyle, hepatositin

sitoplazmasi eozinofiliktir. Her bir hepatositin yiizeyi; diger hepatositlerin yiizeyi ve



Disse aralig1 boyunca siniizoidlerin duvartyla temas halindedir. Iki hepatositin bitisik
oldugu her yerde, hiicrelerin arasinda safra kanalikiilii olarak bilinen tiibiiler bir
aralik bulunur. Safra kanalikiilleri; safra kanal sisteminin ilk kisimlaridir. Safra
kanalikiilleri karaciger lobiiliiniin plaklar1 boyunca anastomoz yapan karmasik bir ag
olustururlar ve portal alanlarda sonlanirlar. Bu nedenle safra kanin ters yoniinde, yani
lobiiliin merkezinden c¢evresine dogru ilerleyerek, kiibik hiicrelerden olusmus safra
kanalciklar1 ya da Hering kanallarina girer. Kanalciklar kisa bir mesafe katettikten
sonra portal alanlardaki safra kanallarinda sonlanirlar. Safra kanallari; kiibik ya da
prizmatik epitel ile Ortiiliidiir ve belirgin bir bag dokusu kilifina sahiptir. Safra

kanallart; sag ve sol hepatik kanallar1 olusturarak karacigeri terk ederler."

Hepatosit; bol miktarda kaba ve diiz endoplazmik retikuluma sahiptir.
Hepatositte kaba endoplazmik retikulum; sitoplazma igine sagilmis kiimeler
olusturur, bunlar bazofilik cisimler olarak isimlendirilir. Bu yapilardaki
poliribozomlarda birka¢ tip protein (kan albumini, fibrinojen) sentezi yapilir.
Sitoplazma i¢inde yaygin olarak dagilmis diiz endoplazmik retikulum; cesitli
maddelerin viicuttan atilmadan Once etkisizlestirilmesi i¢in gerekli oksidasyon,

metilasyon ve konjugasyon islemlerinden sorumludur.'

Hepatosit glikojen igerir. Karacigerde bulunan glikojenin miktar1 glinliik bir
ritme uyar; ayn1 zamanda kisinin beslenme durumuna da bagldir. Karaciger
glikojeni glukoz i¢in bir depodur ve kandaki glukoz diizeyi normalin altina diiserse
mobilize olur. Bu sekilde hepatositler viicut tarafindan kullanilan enerjinin ana

kaynaklarindan biri olan kan glukozunu sabit bir diizeyde tutar.'’

Hepatositte bulunan diger bir organel de lizozomlardir. Hepatosit
lizozomlar1; hiicre i¢i organellerin  yikimi ve donilisimii i¢in  Onemlidir.
Peroksizomlar da; lizozomlar gibi enzim iceren ve hepatositlerde bol miktarda
bulunan organellerdir. Peroksizomlarin iglevlerinden bazilari; yag asitlerinin
oksidasyonu ve bu oksidasyon sonucunda olusan H,O,’ in katalaz aktivitesi yoluyla
yikilmasi, piirinlerin (AMP, GMP) fazlasinin {irik asite yikilmasi, kolesterol, safra

asitleri ve miyelin yapiminda kullanilan bazi lipidlerin sentezine katilmaktr.r'®



Hepatositte golgi kompleksleri de bol miktardadir. Bu organelin islevleri
arasinda; lizozomlarin olusturulmasi ve plazma proteinlerinin (6rn. albumin,
kompleman sisteminin proteinleri), glikoproteinlerin (6rn. transferrin) ve
lipoproteinlerin (6rn. ¢ok diisiik dansiteli lipoproteinler; VLDL) salgilanmasi

vardir.'’

Karaciger; yasam i¢in gerekli bircok farkli fonksiyona sahiptir.
Aminoasitleri, karbonhidratlari, lipidleri, vitaminleri, mineralleri alir, isler ve
depolar. Albumin, a ve B globulinler, pithtilasma faktorleri ve transport proteinleri
dahil olmak iizere bir¢ok plazma proteini karaciger tarafindan sentezlenmektedir.
Karaciger; ilaglar ve toksinler gibi ekzojen bilesiklerin detoksifikasyonunda primer
organdir. Karacigerin diger 6nemli bir fonksiyonu da bilirubinin glukuronik asitle
konjugasyonudur. Karaciger; safra asitlerinin kolesterolden sentezi ve safraya
sekresyonu; boylece kolesterol metabolizmasinin diizenlenmesi ve diyetsel yaglarin
absorbsiyonunun kolaylastirilmasindan da sorumludur. Karaciger; tiroid, steroid ve
diger hormonlarin baslica katabolizma yeridir ve plazma hormon diizeylerinin

diizenlenmesinde rol oynamaktadir.®

2.2. KARACIGER SiROZU
2.2.1. Tanim

Kronik karaciger hastaliklar; hepatoselliiler hasar ile karakterize olup,
genellikle karaciger fibrozisi ve sirozu ile sonuglanmaktadir.” Siroz; karacigerin
anatomik yapisinin fibrozis ve nodiillesme sonucu bozulmasidir. Ilerleyici ve kronik
bir karaciger hastaligidir.'™® Siroz siklikla alkolden kaynaklamir; ancak CCly
zehirlenmesi, enfeksiyoz hepatit gibi virus hastaliklar1 ve safra kanallarinin

enfeksiyonu gibi durumlari takiben de siroz goriilebilir.**



2.2.2 Fizyopatogenez

Sirozun patogenezinde dort faktor rol oynamaktadir.
1.Kronik aktif hepatit (KAH)

2.Steatohepatit

3.Portal fibrozis

4. Sentrilobiiler ( Zon 3) fibrozis

Etyolojide rol oynayan faktorler; bu dort yoldan bir ya da birkaginin etkili

oldugu bir siireci takiben karaciger sirozunu olustururlar.'’®

Sirozun baglangicinda etyolojik nedene bagli olarak gelisen hepatoselliiler
hasar ve buna eslik eden iltihabi infiltrasyon sdzkonusudur. iltihabi infiltrasyonun
uzun siire devam etmesi karacigerde asir1 bag doku artis1 olarak ifade edebilecegimiz
fibrozise neden olmaktadir. Gelisen fibrozis sonucunda karacigerin normal yapisi ile
mikrovaskiiler iligkileri bozulmakta ve devam eden bu siire¢ sonucunda karaciger
sirozu gelismektedir. Bu yapisal degisiklikler presinuzoidal alan, sinuzoidler diizeyi
ve postsinuzoidal alanda (santral ven) farkli morfolojik olusumlarla temsil
edilir, 14111813160

Karaciger sirozunun temel morfolojik goriiniimiinii olusturan fibrozis;
ekstraselliiler matriksin yapimi (fibrogenezis) ile yikimi (fibrolizis) arasindaki
dengenin bozulmasi sonucu ortaya c¢ikar. Karaciger sirozunda gelisen fibrozisi
anlayabilmek i¢in, ekstraselliiler matriksin yapisin1 bilmek ve karacigerin parankimal
(hepatosit) ve non-parankimal hiicrelerinin kronik karaciger hastalifi zemininde
gelisen iltihabi infiltrasyona verdigi yanit1 incelemek gerekir. Karacigerin hiicresel
yapisinin yaklagik %65’ini hepatositler, %35’ini ise nonparankimal hiicreler
olusturur. Nonparankimal hiicre toplulugunun biiyiik kismi (%70) endotelyal
hiicrelerdir. Kupffer hiicreleri %20, yildizs1 hiicreler yaklasik %10 kadardir.
Ekstraselliiler matriksin yapisinda basta kollajen olmak {izere, proteoglikanlar,

nidogen, elastin, hyaluronat, fibronektin, laminin ve tenascin gibi matriks proteinleri



bulunur. Bu proteinler karacigerdeki ¢esitli hiicreler tarafindan sentezlenip

salgilanirlar. Tablo 1°de ekstraselliiler matriks proteinlerinin hiicresel kaynaklari
gosterilmigtir,'41-1%131:60

Tablo 1. Bazi ekstraselliiler matriks proteinlerinin hiicresel kaynaklary.'!-'%131:60

Matriks Yildizs: Endotelyal Kupffer | Safra yolu

proteini Hepatosit hiicreler hiicreler hiicreleri epiteli
Fibronektin + ++ - - ?
Laminin - + - - +
Kollajen-1 +/- + - - -
Kollajen-3 +/- ++ - - -
Kollajen-4 - + + - +
Decorin - + ? - ?

Ekstraselliiler matriks sentezinde en 6nemli rolii olan hiicreler yildizsi
hiicrelerdir. Iltihabi infiltrasyon ortaminda bazi yapisal degisikliklere ugrayan bu
hiicrelerin lipid igerigi ve retinoid konsantrasyonu azalirken, hiicre yiizey
reseptorlerinde de bazi degisiklikler meydana gelir. Morfolojik olarak da &nemli
Olclide degismis olan hiicrenin bu yeni formu "Myofibroblast" olarak adlandirilir.
Myofibroblastlar; ekstraselliiler matriks proteinlerinin sentez ve sekresyonunun yani
sira ¢cok sayida profibrojenik sitokin ve growth faktoriin sentezinden de sorumludur.
Yildizst hiicrelerin uyarimi, diger nonparankimal hiicreler lizerinden olabilecegi gibi
hepatositler tarafindan da baslatilabilir. Fibrogenezisi baslatan siireg; immiin yanit,
yara iyilesmesi gibi bir neden ya da primer fibrogenezis seklinde olabilir. Bunlarin
ilk ikisinde fibrogenetik stimulus iltihabi infiltrasyon iizerinden gelisen indirekt bir
etkilesime dayanirken; alkolik karaciger hastaliginda alkol metabolitleri (asetaldehid)
direkt etkisi  On

ve hemakromatozis’de demirin

almaktadur,'#"+18:131.60 (sekil 1).

uyarici planda yer




Etken ——  Doku hasari —» Iltihabi infiltrasyon

Primer fibrogenezis l

Sitokinler Sekonder fibrogenezis

l

Hedef hiicre

l

Fibrogenezis

Sekil 1. Primer ve sekonder fibrogenezis'*"'*131:60

Fibrogenetik stimulusta rolii olan sitokinler oldukc¢a ¢esitlidir. Bunlarin bir
kismu primer fibrogenetik stimulusta rol oynarken, digerleri sekonder fibrogenetik
uyarimda etkili olmaktadir. Interferon gibi baz1 sitokinler ise fibrogenez siirecinde
inhibitdr etki gosterirler. Karaciger fibrozisinde bir yandan kollajen ve diger matriks
proteinlerinin miktarlar artarken diger taraftan da bunlarin rolatif miktarlar arasinda
onemli degisiklikler meydana gelir. Normal karacigerde tipl kollajen / tip 3 kollajen
oran1 1:1 iken; sirotik karacigerde bu oran 4:1 gibi bir degere ulagsmaktadir.
Fibrogenetik siirecin gelisiminde ekstraselliiler matriksin yapimi kadar yikim hiz1 da
rol oynamaktadir. Matriks proteinlerinin yikiminda rol oynayan metalloproteinazlara
ornek olarak interstisyel ve noétrofil kollajenaz, jelatinaz, stromelysin
verilebilir,' #1319

Fibrozis ilerledik¢e karacigerin yapisini bozulur. Sinuzoidlerde olusan
daralma karaciger damar direncinde artiga ve portal hipertansiyona neden olur. Bunu
takiben olusan rejenerasyon nodiilleri tam bir siroz olusumunu saglar.'**'>
Siroz yaygin bir karaciger hastalig1 oldugu halde; lezyonlar asimetriktir ve

homojen degildir. Sirozun erken sathasinda karaciger; yaglanma, iltihabi eksuda ve



O0dem nedeniyle biiyliyebilir ve agirligi artabilir. Ge¢ sathada akut enflamatuvar
reaksiyonun kaybolmasi ve fibroz dokunun artip, karacigerin biiziismesi ile organ

hem agirlik hem de boyut olarak kiigiiliir.”

2.2.3. Siniflandirma
2.2.3.1. Morfolojik simiflandirma

Sirozun ii¢ anatomik tipi vardir.

2.2.3.1.1. Mikronodiiler siroz: 1 cm’den kiiciik, esit captaki ufak nodiillerin
arasinda muntazam goriiniimlii ince septumlarla karakterizedir. Mikronodiiler siroz
karacigerin rejenerasyon Kkapasitesinin yeterli olmadigi alkolizm, yashlik,
malnutrisyon ya da anemi gibi durumlarda goriiliir. Bu gruba 6rnek olarak alkolik

siroz verilebilir.*"** Mikronodiiler siroz siklikla makronodiiler siroza déniigiir.*’

2.2.3.1.2. Makronodiiler siroz: Degisik boyutlarda, septalarla ayrilmig
normal lobiiler yapi igceren ve bazen g¢api 5 cm’ye ulasabilen biiyiik nodiillerle

karakterizedir. Bu gruba 6rnek olarak postnekrotik sirozlar verilebilir.'*®

2.2.3.1.3. Mikst tip siroz: Hem mikronodiiler hem de makronodiiler tip

sirozun 6zellikleri birlikte bulunur.'®

2.2.3.2. Etyolojik simflandirma

Klinik uygulamalarda yaygin olarak kullanilir ve sirozu olusturan nedenlere

178 141,18,131,60,89,137,158,178

dayanir. " Bu nedenler tablo 2’de gosterilmistir.
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2.2.3.2.1.Etyoloji

Sirozda etyoloji ne olursa olsun en son histopatolojik model ve klinik tablo
aymdir.*”"*® Klinik pratikte karsilasilan siroz nedenleri iilkelere gore farkliliklar
gosterebilmektedir. Ulkemiz icin yapilmis calismalarda karaciger sirozu nedenlerinin
siklig1 tablo 3’de oranlariyla gosterilmistir.*"'®!*'* Amerika Birlesik Devletleri ve
Avrupa’da ¢ogunlukla alkolik, kronik hepatit B ve C ile kriptojenik siroz goriiliir.
Gelismekte olan iilkelerde onde gelen nedenler hepatit B ve C viriisleridir. Tiplere

gore yas ve cinsiyet dagilimi farklilik gosterir.'”®

Tablo 2. Karaciger sirozunun nedenlerj'*'-'131:60-8%.137.158.178

Hepatitler (Hepatit B, C, B+D),

1-Enfeksiyoz hastahiklar L .
Konjenital sifiliz.

2-Alkol

Hemokromatozis, Wilson hastaligi, Alfa
1-Antitripsin eksikligi, Galaktozemi, Tip
3-Metabolik veya genetik hastahklar o o )
4 Glikojen depo hastaligi, Tirozinemi,

Herediter fruktoz intoleransi.

4-Uzamis kolestaz Intrahepatik ve Ekstrahepatik kolestaz.

) Lupoid hepatit, Primer biliyer siroz
S-Immiinolojik nedenler N
Sklerozan kolanjit.

Metotreksat, Metil dopa, Izoniazid,
6-laclar ve toksinler Amiodaron, Oksifenasetin, A vitamini,

Karbon tetraklorir.

Sag kalp yetmezligi, Budd -Chiari
7-Vaskiiler olaylar
sendromu, Veno-okliiziv hastalik.

8-Intestinal by pass

9-Hindistan cocukluk ¢ag sirozu

10-Diger nedenler Malnutrisyon, Sarkoidoz, Kriptojenik.*

*Bilinen nedenlerden higbirisinin saptanamadigi siroz olgulart
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Tablo 3. Karaciger sirozuna neden olan etkenlerin siklig'*"-'#131:60
Viral hepatitler(B,C,Delta) ** %60
Alkol %11
Alkol + viral hepatit %4
Diger nedenler %9
Kriptojenik %16

**Viral hepatitlerde siklik orant HBV > HCV > HDV seklindedir.

2.2.4. Klinik belirti ve bulgular

Ilerleyici bir hastalik olan siroz genellikle ileri evrelere ulasmadan bulgu
vermez. Sirozda klinik bulgular karacigerdeki hasarin derecesi ve portal
hipertansiyonla iligkilidir. Klinik olarak kompanse ve dekompanse siroz olarak ikiye

ayrilir.?1%

2.2.4.1. Kompanse siroz

Hastalarin bazilar1 hi¢ bir bulgu vermez. Hastalik rutin bir muayane veya
biyokimyasal tarama sirasinda farkedilir. En sik goriilen semptomlar; halsizlik, ¢abuk
yorulma, istahsizlik, bulanti, hafif ates, spider anjiom (arteriyollerde oriimcek
seklindeki geniglemeler), palmar eritem (avug icinde olan eritem), bileklerde 6dem,
aciklanamayan burun kanamalar1 ve belirsiz karin agrilaridir. Tan1 koydurucu
bulgular; hepatomegali ve splenomegalidir.””®'”® Portal hipertansiyon ile karaciger
yetmezligine bagli olarak gelisen Ozefagus varis kanamalari, assit ve hepatik

(portosistemik) ensefalopati dekompanse doneme girildigini gosterir.”

2.2.4.2.Dekompanse siroz

Bu dénemde hastada halsizlik, kas erimesi ve kilo kayb1 vardir. Ates 37.5-38°

C arasinda olabilir. Assit ve / veya sarilik vardir. Sarilik; karaciger hiicre harabiyetini
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gosteren Onemli bir bulgudur. Serum bilirubin konsantrasyonu 2-3 mg/dl ‘ye (34-
51umol/L) ulaginca goriiliir. Sarilik karaciger hastaliinin en karakteristik belirtisidir
fakat karaciger hastaligina 6zgiin degildir. Hemoliz ve bilirubin metabolizmasi

bozukluklarinda da goriilir.*'*®

2.2.5. Laboratuvar bulgular:

Laboratuvar bulgular1 siroz tanisinda 6nemlidir. Fakat bulgularin normal
olmast hastaligin olmadigi anlamina gelmez. Siroz tanis1 koyduran baglica
laboratuvar bulgulart; albumin diizeylerinde diisme ve protrombin zamaninda (PTZ)

olan uzamadir.'*>!”®

2.2.5.1.Hematolojik bulgular

Genellikle hafif normositik, normokromik bazen de makrositik anemi vardir.
Gastrointestinal traktustan olan kanama hipokromik anemiye sebep olabilir.
Hipersplenizm varsa trombosit ve l6kosit sayilar1 diisiiktiir. Protrombin zamani

: . 33,158
uzamistir ve K vitaminine yanit vermez.”™

2.2.5.2.Biyokimyasal bulgular

Serum bilirubin diizeyleri biliyer siroz disinda genellikle normaldir. Bilirubin
diizeylerinde olan ylikselme; sirozun aktif oldugunu ya da komplikasyonlarin
gelistigini  gosterir. Serum albumin diizeylerinde azalma ve gama globulin
diizeylerinde artma goriiliir. Serum albumin diizeyleri; karaciger sentez
fonksiyonlarin1 yansitan en iyi testtir. Serum alkalen fosfataz (ALP), aspartat
aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT) degerleri genellikle artar,
ancak ileri derecede nekrozu olan hastalarda enzim diizeyleri normal olabilir. Gama
glutamiltransferaz (GGT) ve laktat dehidrogenaz (LDH) diizeyleri hafifce

artabilir.'>"**'”® Serum protein elektroforezinde; albumin diizeyinde diisme ile beta
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ve gama bantlar1 arasinda plazma IgG ve IgA diizeylerinde artma vardir. Beta ve
gama bantlar1 arasina go¢ eden IgG ve IgA bu iki bant arasinda bir yiikselti

olusturarak B-y kopriilesmesi denilen gdriiniimii meydana getirir."”

2.2.5.3.idrar bulgulan

Idrarda iirobilinojen artar. Sariligi olan hastalarda idrarda bilirubin de
bulunabilir. Assit varliginda idrarda sodyum atilimi bozulur ve ciddi vakalarda

4mmol/L’den daha azdir.’*!*

2.2.5.4. Siroz tamisinda kullanilan goriintiileme yontemleri

Tanida kullanilacak goriintiilleme yontemlerinin basinda ultrasonografi (USG)
gelir. USG’de karaciger smirlar diizensiz, kenarlar kiintlesmis ve ekosu diizensiz
olarak artmistir. Kaudat lob sag loba gore goreceli olarak biiylimiistiir. Yer yer

. s et peqs 158,178
rejenerasyon nodiilleri goriilebilir.*®'"’

Bilgisayarli tomografi (BT) ve angiografinin
tanida ilave bir yarar1 yoktur. Ozefagus varislerinin ve konjestif gastropatinin
saptanmasinda endoskopi 6nemlidir.'”® Karaciger nodiilleri laparoskopi ile
goriilebilir ve dogrudan karaciger biyopsisi alinabilir. Radyoizotop goriintiilemede
azalmis tutulum ve diizensizlik goriiliir ancak nodiiller ayiredilemez.'”® Sirozun kesin
tanis1 i¢in biyopsi zorunludur. Biyopsi materyelinin incelenmesinde tani; fibrozis ve
rejenerasyon nodiillerinin goriilmesi ile konulur.*”'”® Tanida en ¢ok yardimei olan
biyopsi bulgulari; Portal yollarin kaybi, anormal damarsal diizenlenme, hepatik
arteriyollerin portal ven ile olan iligkisinin kesilmesi, fibroz septa ile nodiillerin

varligi, ¢esitli alanlarda karaciger hiicre boyutlarinda ve goriiniimiinde farkliliklar ve

kalinlagmig karaciger hiicre tabakalaridir.'>*
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2.2.6. Hastalhigin seyri

Hastaligin seyri; etyolojiye, evresine ve yapilan tedaviye gore farkliliklar
gosterir. Komplikasyonlar hastaligin  gidisini  kotiilestirir. Hastaligin = seyrini
belirlemede Child-Pugh evrelendirmesi kullanilir. Child A’dan C’ye ilerledikce

hastaligin seyri kétiilesir. Child-Pugh evrelendirmesi tablo 4°de gdsterilmistir.**'>*!"

Tablo 4. Child- Pugh evrelendirmesi**'**!"®

Evrelendirme
kriterleri 1 2 3

Ensefalopati Yok Orta Ileri
Assit Yok Az Cok
Bilirubin(mg/dl) 1-2 2-3 >3
Albumin(g/dl) >3.5 2.8-3.5 <2.8
Protrombin 14 46 P
zamani(sn/uzama)

2.2.7. Sirozun komplikasyonlari

Sirozun komplikasyonlari su sekilde 6zetlenebilir.

2.2.7.1. Portal hipertansiyon

Portal dolasim; gastrointestinal sistem, dalak, pankreas ve safra kesesinin
vendz akisim1 kapsar. Portal ven; splenik ven ile siiperior mezenterik venin
birlesmesiyle olusur.® Sirozda karaciger yapisimin bozulmasiyla portal kan akimina
kars1 bir direng olusur. Portal hipertansiyonda portal ve sistemik dolasim arasinda
vendz kollateraller olusur. Bunlarin en 6nemli olusma yeri; mide fundusu ve
6zefagus submukozasidir.”*”'"” Sirozlu hastalarda 6liimiin baslica nedeni kanayan
varislerdir. Portal hipertansiyona yol agan tikanmanin nedenleri; presinuzoidal,

sinuzoidal ve postsinuzidal olarak siniflandirilabilir. Presinuzoidal portal
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hipertansiyona en sik olarak portal ven trombozu veya sistozomiyazis yol
acmaktadir. Sinuzoidal hipertansiyona daha c¢ok siroz neden olmaktadir.
Postsinuzoidal hipertansiyon ise en yaygin olarak hepatik ven trombozu (Budd-
Chiari sendromu), kemik iligi transplantasyonundan sonra goriilen veno-okluziv

hastalik ve konstriktif perikarditten kaynaklanmaktadir.®

Portal hipertansiyonun komplikasyonlar1 arasinda; kanamali 6zefagus
varisleri, konjestif splenomegali, hipersplenizm, assit ve hepatik ensefalopati
sayilabilir. Bu durum karacigerin pek ¢ok metabolik islevini tehlikeye atmaktadir.
Portal sant hepatositlerin perfiizyonunu azaltir, senteze yonelik islevler kaybolur.
Hipoalbuminemiye bagli olarak assite olan yatkinlik artar. Hipotrombinemi
nedeniyle kanama egilimi ve vendz tromboza yatkinlik saglayacak sekilde

antitrombin 3 gibi trombolitik faktorlerde kayip olur.®

2.2.7.2. Spontan bakteriyel peritonit

Sirozlu hastalarda assitin enfeksiyonu koliform bakterilerle olur. Mortalitesi

yiiksek ve yogun antibiyotik tedavisi gerektiren bir durumdur.'*”-'**!77

2.2.7.3. Hepatik (Portosistemik) ensefalopati

Hepatik ensefalopati; karaciger yetmezliginin santral sinir sistemi iizerindeki
zararli etkilerini tanimlamak i¢in kullanilan bir terimdir. Noropsikiyatrik
disfonksiyon ile karakterizedir. Viral veya ilagla indiiklenen hepatitli bireylerde akut
bir sendrom olarak veya siroz ve karaciger yetmezligi ile iliskili kronik bir sendrom
olarak olusgabilir. Biitiin kronik hepatik ensefalopatilerin ortak 6zelligi portosistemik
santta ve hepatosit islevinde olan azalmadir. Nedeni tam olarak bilinmemekle
birlikte; bagirsaklarda yikima ugrayan proteinlerden aciga ¢ikan toksik metabolitlerin

karacigerde detoksifiye edilemeden beyine ulasmasi sonucu ortaya ¢ikan klinik
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tablodur. Genellikle asir1 uyku hali seklinde baslar ve bireyin giin boyu uyuma
egiliminde olup gece uyanik kalmasi seklindeki uyku bozuklugu ile devam eder.
Kisilik degisiklikleri, irritabilite ve sosyal davranis bozukluklar1 goriilebilir.
Genellikle belirgin konfilizyona ilerler. Bunu spontan hareket azalmasi, apati ve
derece derece ilerleyen koma izler. Norolojik anormallikler; bozuk konusma,
asterixis olarak adlandirilan karakteristik tremor, artmis kas tonusu ve anormal
reflekslerdir. Kronik ensefalopatinin aksine akut ensefalopati saatler iginde gelisir ve

sliimle sonuglanabilecek serebral 6demle karakterizedir.®

2.2.7.4. Pankreatit

Ozellikle alkolik karaciger hastaligi; kronik tekrarlayan pankreatitler ve

pankreatik kalsifikasyonlarla iligkilidir."”’

2.2.7.5. Assit

Assit seroz sivinin abdominal bosluga sizarak orada birikmesidir. En 6nemli
nedeni sirozdur. Sirozlu hastalarda goriilen en yaygin semptomdur. Sirozda assit
olusmasinda etkili faktorlerin; portal hipertansiyon sonucu ozmotik basingtaki artis
ve karaciger i¢indeki vendz dolasimin tikanmasi oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica
karaciger yetmezligi sonucunda albumin sentezinin azalmasinin neden oldugu
onkotik basingtaki azalma da etkilidir. Assitin birgcok nedeni vardir ve portal
hipertansiyon sonucu olusan sekonder assitin diger nedenlerden kaynaklanan assitten
ayrilmasi gerekmektedir. Bu ayirim assit sivisinin analizi ile yapilmaktadir. Serim
albumini ile assit sivist albumini arasindaki farkin 1.1 g/dl’den biiyiik olmasi; portal

hipertansiyondan kaynaklanan assit icin tan1 kriteridir.**
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2.2.7.6.Hepatorenal sendrom

Sirozun biitiin tiirlerinde bobrek i¢i kan dolasiminda olan degisiklikler
hepatorenal sendrom igin yatkinlik saglar. Karaciger fonksiyonlar diizeldiginde geri

donebilir.”*®!”7

2.2.7.7.Karaciger yetmezligi

Sirozda olusan hepatoselliiler islev bozuklugu; karaciger protein yapiminin
bozulmasi (hipoalbuminemi, pihtilasma faktorlerinin yapiminda azalma) ve
karacigerin toksik maddeleri etkisiz hale getirmedeki yetersizligi seklinde goriiliir.
Bunlara bagli olarak sirozun klinik belirtileri farklidir. Kotii beslenme ile kas kaybi
olusabilir. Safra taslar1 yaygindir. Alkolik sirozlu bireylerde veya sirozun bir nedeni
olarak kronik otoimmiin hepatiti bulunan kadinlarda spider telenjiektaziler yaygindir.
Deri pigmentasyonunda artis ve comak parmak goriilebilir. Alkolik siroz olgularinda
genital organlarda atrofi, jinekomasti ile dupuytren kontraktiirleri ve parotis bezi
bliylimesi goriiliir. Genital organlarda atrofi ve jinekomastinin nedeni; muhtemelen
Ostrojenlerin  6zellikle Ostradioliin  konjugasyon ve atilimmin azalmasidir.
Trombositopeni ve hipoprotrombinemiye bagli olarak kanamaya egilim

belirgindir.**'""*

2.2.8. Tedavi

Sirozda tedavi daha c¢ok komplikasyonlara yoneliktir. Ensefalopati yoksa
diyetle 1g/kg protein ve yeterli kalori alinmasi Onerilir. Kolsisin, penisilamin gibi
antifibrotik ilaglar denenmisse de yararli etkileri bulunamamistir. Siroz tedavisinde

178,8

en etkin yol karaciger transplantasyonudur. Tablo 5 de siroz etkenleri ve olast

tedavi segenekleri gosterilmektedir.®
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Tablo 5. Sirozun nedenleri ve olasi tedavi secenekleri®

Neden Tedavi
Viral ] ) ]
' a -interfeon verilmesi
Hepatit B ve C
Toksik Alkoliin birakilmasi, karaciger
Alkol transplantasyonu
Metotreksat [lacin birakilmasi
Metabolik .
Flebotomi
Hemakromatoz L
Penisilamin
Wilson hastaligi

o . Gen tedavisi?
a-1 antitripsin eksikligi

Biliyer

Primer biliyer siroz

Primer sklerozan kolanjit

Ursodeoksikolik asit

Karaciger transplantasyonu

Otoimmiin hepatit

Kortikosteroidler, azotiopirin

Idiyopatik Karaciger transplantasyonu

2.3. Karacigerde biyotransformasyon

Besinle aliman dogal bilesikler disinda kalan ve ¢esitli yollardan insan
viicuduna giren maddelere ksenobiyotikler denir. ilaglar, besin katki maddeleri,
havay1 ve suyu kirleten atiklar, tarim ve endiistri kaynakli kimyasal maddeler v.s.
ksenobiyotikler arasinda yer almaktadir. Cesitli yollarla viicuda alinan
ksenobiyotikler; degismeden atilabildikleri gibi, spontan olarak degisime ugrayabilir
ya da enzimler aracilifiyla metabolize edilebilirler. Ksenobiyotiklerin ¢esitli
enzimlerin etkisiyle viicutta ugradigr kimyasal degisikliklere biyotransformasyon
denir. Biyotransformasyon sirasinda bazi ksenobiyotikler inaktivasyona ugrarken
(biyoinaktivasyon), bazilar1 da biyolojik olarak daha etkin veya toksik metabolitlere
dontisiir  (biyoaktivasyon). Biyotransformasyonda etkili organ karacigerdir.

Karacigerde biyotransformasyon baglica mikrozomal enzimlerle gergeklestirilir.
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Ayrica hepatositlerde biyotransformasyon ile ilgili mikrozomal olmayan enzimler de

vardir.%

llaglar genellikle lipofiliktir. Dolayisiyla idrar veya safra ile atilamazlar.
Daha hidrofilik ve suda atilabilir olmalari; karacigerde bulunan enzim bagiml
yollarla olmaktadir. Enzimatik biyotransformasyonda rol oynayan kimyasal
reaksiyonlar faz 1 ve faz 2 reaksiyonlar1 olmak iizere 2 grupta toplanabilir.®> Tablo

6’da bu reaksiyonlar gosterilmektedir.

Tablo 6. Faz 1 ve faz 2 reaksiyonlar®

Faz 1 reaksiyonlar Faz 2 reaksiyonlar
1-Oksidasyon (sitokrom Pys, 1-Konjugasyon

a)Aromatik  halka ve yan zincir | a)Glukuronik asit konjugasyonu
oksidasyonu b)Siilfat konjugasyonu
b)Dealkilasyon c)Asetilasyon

c¢)Desiilfiirasyon d)Metilasyon

d)Siilfoksit olusumu e)Aminoasit konjugasyonu

e)N oksidasyon f)Glutatyon konjugasyonu
f)Epoksidasyon

g)Dehalojenizasyon

2-indirgenme

a)Aldehitlerin alkollere doniisiimii
b)Azo(N=N) grubunun aminlere
doniigtimii

¢)Nitro grubunun hidroksilamin veya
amin grubuna doniistimii

3-Kopma

a)Hidroliz

b)Dekarboksillenme

¢)Glikozidlerin hidrolizi
d)O-dealkilasyon ve N-dealkilasyon
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Faz 1 reaksiyonlar; ksenobiyotigin hem kimyasal yapisinda hem de biyolojik
etkisinde degisiklige yol acar. Faz 2 reaksiyonlar ise faz 1 reaksiyonu sonucu olusan
metabolitlerle gerceklesir ve onlar1 daha polar hale getirir. Faz 2 reaksiyonlar
sirasinda metabolitlere glukuronik asit, siilfat, asetat, glisin, glutamin ve glutatyon
gibi hidrofilik molekiillerden biri baglanir veya yapisina metil grubu eklenir.
Ksenobiyotiklerin ¢ogu; hem faz 1 hem de faz 2 reaksiyonlara maruz kalirken bazi

ilaclar ve ksenobiyotikler sadece faz 1 reaksiyonlari takiben viicuttan uzaklastirilir.®?

2.3.1. Faz 1 reaksiyonlar

Faz 1 reaksiyonlarin c¢ogunu oksidasyon reaksiyonlar1 (siklikla
hidroksilasyon) olusturur. Ayrica deaminasyon, epoksidasyon, peroksidasyon ve
indirgenme reaksiyonlar1 da kullanilmaktadir. Oksidasyon (ylikseltgenme)
reaksiyonlariin biiylik bir kismi karaciger parankim hiicrelerinin mikrozomal

enzimleri tarafindan gerqeklestirilir.63

2.3.1.1. Oksidasyon reaksiyonlar ve sitokrom Pgsq ailesi

Karacigerde oksidasyonla gorevli mikrozomal enzimler kisaca sitokrom Pasg
ailesi de denilen karma fonksiyonlu monooksijenazlardir. Sitokrom Pysy ailesi tiim
canlilarda bulunur ve yaklasik 150 izoformdan olusur. Bir¢ok organda yaygin
olmakla beraber, en bol karacigerde bulunur. Hiicrenin endoplazmik retikulum,
mitokondri ve nukleus membranlarda yerlesmistir. Sitokrom Pssy enzimi, olgun

eritrositlerde ve iskelet kasinda bulunmaz.®

Sitokrom Py4sy ailesine ait enzimlerin en Onemli fonksiyonlari ilaglarin
biyotransformasyonlarina ve ekzojen kimyasallarin metabolizmasina katilmaktir. Bu
fonksiyon; hiicre hasari, 6liimii veya mutasyon gibi istenmeyen etkilere de yol
acabilir. Sitokrom P45 enzimlerinin baglica substratlari; kolesterol ve diger steroid

yapili bilesikler, safra asitleri, lipidler, eikozanoidler, ilaclar ve ksenobiyotiklerdir.63
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Sitokrom Py4so ailesindeki enzimlerin Onemli bir 06zelligi uyarilabilir
olmalaridir. Sitokrom Py4sg izoformlarinin uyarilmasi; ilaglarin inaktivasyon ve atilim
hizinda artisa veya etkinliklerinde degisikliklere yol acgar. Bu etkinin sitokrom Pas
mRNA molekiiliiniin transkripsiyonundaki bir artis veya katabolizmasindaki azalma
ile iligkili oldugu diistinilmektedir. Sitokrom P4s9 enzimi‘nin katalizledigi genel

reaksiyon asagidaki gibidir.®’

NADPH+H" NADP
R-H+O, w R-OH+H,0O

Molekiiler oksijenin atomlarindan birisi substrata aktarilirken; digeri suya

indirgenir. Bu nedenle sitokrom P45y enzimlerine monooksijenazlar da denilmektedir.

Memelilerde sitokrom Psso enzimi, endoplazmik retikulum veya ic
mitokondri membraninda terminal elektron alicisi olarak gorev yapar. Sitokrom Pysg
proteinlerinde oksijenin baglandig1 prostetik grup bir demir atomu igeren
protoporfirin 9’dur (=hem). Hidroksilasyonun (monooksijenasyon) gerceklesebilmesi
icin demir ferri (Fe™) durumdan ferro duruma (Fe™) indirgenmelidir.
Monooksijenasyon i¢in toplam iki elektron gereklidir, bu elektronlar sitokrom Paso
molekiiliine ancak birer birer aktarilabilir. Birinci elektron oksijenin sitokrom Pasg
‘ye baglanmasi i¢in; ikinci elektron ise substrat molekiiliinlin hidroksilasyonu igin

gerekli olan aktif oksijeni olusturmakta kullanilir.”’

Sitokrom P4s9 enzimi‘ne substrat baglandiginda, hem demirini ¢evreleyen
yapilarda bir degisiklik meydana gelir ve substratin bagl olmadigi duruma gore daha
yiiksek bir indirgenme potansiyeli olusur. Bu olay, NADPH-flavoprotein rediiktaz
araciligiyla NADPH’dan saglanan elektronlarla sitokrom P59 enzimi ‘nin indirgenme

63
hizint arttirir.

2.3.1.2. indirgenme reaksiyonlar

Bu reaksiyonlar ilag ve ksenobiyotik metabolizmasi sirasinda oksidasyon
reaksiyonlarina gore daha az gerceklesmektedir. Bu reaksiyonlarda da NADPH ile
birlikte FADH, ve diger flavinler gorev alir.*®
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2.3.1.3. Kopma reaksiyonlari

Bu tip biyotransformasyonlar, ksenobiyotik molekiiliinden bir grubun
koparilmasini veya ilag molekiiliiniin iki parcaya bdliinmesini saglayan reaksiyonlari

igerir.

2.3.2. Faz 2 reaksiyonlar

Faz 1 reaksiyonlar ksenobiyotikleri polar metabolitlere doniistiirmekte, faz 2
reaksiyonlar ise bu metabolitlerin glukuronik asit, siilfat veya glutatyon gibi cesitli
bilesiklerle konjuge edilerek daha polar ve suda c¢oOziinlir hale gelmelerini
saglamaktadir. Faz 2 reaksiyonlarin1 katalizleyen enzimler; UDP-glukuronil
transferaz hari¢ sitozolde bulunur. Faz 2 reaksiyonlar faz 1 reaksiyonlarina kiyasla

daha hizli gerc;eklesir.63

2.4. Karbon tetrakloriir (CCly)’iin karacigere etkisi

Anatomik lokalizasyonu, fizyolojik ve biyokimyasal rolii nedeniyle zararh
madde ve ilaglara sikca maruz kalan karacigerde; hasar dahil ¢esitli patolojik
tablolara yol agan 600 den fazla maddeden biri de CCly’ diir.'**'%° By hasarm degisik
sekillerinin, oksidatif stres ve bunu takiben ortaya ¢ikan serbest radikallerle olustugu
bilinmektedir. Toksik oksi ve hidroksi radikallerinin lipid peroksidasyonu ve baska
yollarla hepatosit membran1 hasarlayabilecekleri invivo / invitro ortamlarda deneysel

olarak gdsterilmistir.'””!

CCly, kuru temizleme amacli, ¢6ziicii ve eskiden dondurucu olarak kullanilan

bir hidrokarbon bilesigidir.**'*’

Karbondisiilfiirtin  klorlandirilmasiyla veya ayni
bilesigin kiikiirt monokloriir ile tepkimeye sokulmasiyla elde edilen CCly; yiiksek
dozlarda kullanildiginda karacigerde birikerek harabiyete neden olur, hatta siroz

olusturabilir. Viicuttaki diger organlarda da dejenerasyonlar meydana getirir.
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CCly’in diisiik dozlarda karaciger hiicrelerinde yag dejenerasyonuna; yiliksek

dozlarda ise karaciger hiicrelerinin nekrozuna neden oldugu bildirilmektedir.'®""!

CCly viicuda solunum, sindirim ve deri yoluyla almabilir.'”® Insanlarda CCly
lin toksik dozu solunum yolu ile alindiginda 65ppm; agizdan alindiginda ise 4
ml’dir. Emildikten sonra biitiin organ ve dokulara dagilan CCly; en ¢ok yag
dokusunda birikir. 2-6 giin i¢cinde yavas¢a dokulardan ayrilarak baglica akcigerler ve
az miktarda da bobrekler yoluyla atilir.”> Zehirlenme belirtileri deri, solunum veya
ag1z yoluyla emilimini takiben hemen ortaya ¢ikar. CCly zehirlenmesi merkezi sinir
sisteminin baskilanmasina yol agar. Buna bagl olarak goriilen baslica belirtiler; bas
agrisi, bas donmesi, halsizlik, ataksi, gérme bulanikligi, uyuma hali ve biling
kaybidir. ik giinden itibaren bulanti, kusma ve karmn agris1 goriilir. CCly’iin
emilimden birkag¢ gilin sonra karaciger yaglanmasi ve hasari ile ilgili belirtiler ortaya
cikar. Karaciger hiicrelerinin nekrozu sonucu aspartat aminotransferaz ( AST) ve
aldolaz enzim diizeyleri artar. Protrombin zamami uzar."'™'® Uzun siireli diisiik
miktarda (45-100 ppm) CCl, solunmas1 huzursuzluk, asir1 hareketlilik, bagirsaklarda
diizensiz kasilmalara neden olur. Maruz kalma birka¢ haftayr gectiginde ciltte
kuruma, kabarik kirmizi lekeler, tirnaklarda kirilma ve kuruma ortaya c¢ikar.
Solunmadig1 siirece semptomlar azalir ancak tekrarlandiginda yeniden ortaya

cikar.'®’

Prooksidan aktiviteye sahip olan CCly secici hepatotoksik etkisinden dolay1
deney hayvanlarinda siroz olusturmak i¢in kullanilmaktadir. CCly mikronodiiler siroz
olusturur. Degisik deney hayvanlarimin CCly ‘e verecegi yaniti dnceden kestirmek ve
bu yolla karaciger sirozu modeli olusturmak zordur.*** CCl, ‘iin tekrarlayan
uygulamalarinin serbest radikal iiretimine neden olarak sirozu indiikledigi kesin
olarak bilinmektedir,?*7>120-12-140

CCls‘lin karacigerde mitokondriyal monooksijenaz (P4so 2E1) sistemince
metabolize edilmesi sonucu ortaya ¢ikan serbest radikaller membran proteinleri ve

lipidlerine iki yolla saldirabilirler.'**'*>!?°
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1-Direkt etki (kovalent baglanma)
2-Indirekt etki

1-Metabolizma esnasinda oncelikle stabil olmayan baslangic metaboliti
triklorometil (CCls”) serbest radikali olustuktan sonra lipidler ve proteinler ile
kovalent baglar olusturarak hizla triklormetil peroksite (CCl;0,7) veya hidrojen
atomlarini kaybetmis olan kloroform formuna doniisiir. Daha sonra sekonder olarak
olusan konjuge dien, lipid hidroperoksit ve malondialdehid gibi yapilar ile kisa

146,165

zincirli karbonhidratlar olusur. Toksik etki sonucu olusan serbest oksijen

radikalleri hiicre membranlarindaki fosfolipidlerde bulunan doymamis yag asitlerinin

peroksidasyonuna neden olarak karaciger hiicre nekrozuna yol agarlar.®*>'*

Sitokrom P450

CC14 w CC13'_+ Cl™
CCly” +0, Q_s~ CCLOy’

2- CCl5” radikalinin oksijenle reaksiyonu sonucu meydana gelen CCl;0,”
radikali de kuvvetli bir lipid peroksidasyonu baslaticisidir. Bu olaylar1 takiben
serbest radikal {iiretimi karacigerde antioksidan savunmalar1 asar; bu da hiicre
membranlarimin oksidatif yikimu ve ciddi doku hasari ile sonuglamir.*'** Karbon
tetrakloriir; karacigerde hidropik dejenerasyon, yaglanma ile hepatoselliiler zon 3

nekrozu yapar.”*'>*

CCly e bagli karaciger hasarmda meydana gelen lipid peroksidasyonu oldukca

onemlidir.' 2%

Ciinkii lipid peroksidasyonuna bagli hasar sonunda karacigerde
fibrozis ve siroz olusabilir. Karaciger fibrozisi; ekstraselliiler —matriks
komponentlerinin artmasi ile karakterizedir. Ekstraselliiler matriksin yapimi ve
yikimi arasindaki denge; olusan toksik oksijen radikallerine bagli olarak, potent
profibrojenik mediatorlerin de aktive olmasi ile siirekli matriks yapimi yoniinde
bozulmaktadir.'* Yapilmis olan bir¢ok ¢alismada karaciger hastaliklarinda oksidatif
stres ve buna bagl olarak ortaya ¢ikan karaciger hasari ile fibrozis arasinda iliski

oldugu gosterilmistir.'*"'®>
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2.5. Serbest radikaller ve oksidatif stres

Oksidatif stres, pro-oksidan (reaktif oksijen tiirleri ve reaktif nitrojen tiirleri)

maddeler ile antioksidan savunma sistemi arasindaki hassas dengenin, prooksidan ve

163

oksidan maddelerin lehine kaymasidir.”” Miyokard enfarktiisii gibi kardiyolojik

hastaliklar, norolojik hastaliklar, astim, diabetes mellitus, romatoid artrit gibi
romatolojik hastaliklar, kanser ve yaslanma dahil bir¢ok hastaligin oksidatif stresle

iliskisi gosterilmigtir,**!-7%127191.192

Oksidatif Stres
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Sekil 2. Oksidatif Stres (www.woongbee.com)

Serbest radikaller; dig orbitallerinde bir veya birden fazla paylagilmamis
elektron iceren molekiillerdir.'® Her tiirden kimyasal ve biyokimyasal tepkime
atomlarin dis orbitallerindeki elektronlar sayesinde gergeklesir. Dis orbitallerde
paylasilmamis elektron bulunmasi serbest radikallerin reaktivitesini olaganiistii

arttirdig1 icin, serbest radikaller kimyasal aktifligi yiiksek molekiillerdir.''>'"

Serbest radikaller ii¢ temel mekanizmayla olusmaktadir.'®
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a) Kovalent baglarin homolitik kirilmasr ile: Yiiksek enerjili elektromanyetik
dalgalar ve yiiksek sicaklik kimyasal baglarin kirilmasina neden olur. Kirilma
sirasinda bag yapisindaki iki elektronun her biri ayr1 ayr1 atomlar lizerinde kalir ise;

her iki atom tiizerinde paylasilmamis elektron kalir ve iki adet serbest radikal olusur.
X:Y —» X +Y"

b) Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi veya heterolitik boliinmesi ile:
Radikal 6zelligi bulunmayan bir molekiilden elektron kaybi sirasinda dis orbitalinde
paylasilmamis elektron kaliyorsa radikal formu olusur. Askorbik asit, glutatyon
(GSH) ve tokoferoller gibi hiicresel antioksidanlar radikal tiirlere tek elektron verip
radikalleri indirgerken; kendilerinin radikal formu olusur. Bu tipteki bdliinmede
kovalen bagi olusturan her iki elektron; atomlarin birinde kalir ve serbest radikal

degil iyonlar meydana gelir.
X:Y — X:+Y"

¢) Normal bir molekiile elektron transferi ile: Radikal 6zelligi tasimayan bir
molekiile tek elektron transferi ile dis orbitalinde paylasilmamis elektron olusuyorsa
bu tiir indirgenme radikal olusumuna sebep olabilir. Molekiiler oksijenin tek elektron

ile indirgenmesi radikal formu olan superoksidin olusumuna neden olur.
X+e” —» X~

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu
meydana gelir ve serbest radikallerin cogu oksijenin indirgenmesi ile olusur. Serbest
radikaller pozitif yiiklii, negatif yiiklii veya elektriksel olarak noétral, organik veya
inorganik molekiiller seklinde olabilirler. Cu ™, Fe ™, Mn™, Mo"™ gibi baz1 gegis

metalleri de serbest radikal olusumunda 6nemli rol oynarlar.67

Serbest radikaller; normal metabolik olaylar sirasinda meydana gelebildikleri

gibi ¢ok c¢esitli dis etkenlere bagl olarak da olusabilirler.**"?

Ekzojen kaynaklar;
hava kirleticiler, dogal zararli gazlar (ozon, oksijen ve hiperbarik oksijenin yiiksek
konsantrasyonlar1), iyonize ve non-iyonize radyasyon, ilaglar, alkol, patojenik bakteri

ve viriislerdir.”” Endojen kaynaklar ise; mitokondriyal elektron transport sistemi,
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endoplazmik retikulum, arasidonik asit metabolizmasi, redoks dongiisii, fagositik
hiicreler (monosit ve makrofajlar, notrofil, eozinofil) ve endotelyal hiicreler gibi
hiicrelerdeki oksidatif reaksiyonlar, ksantin oksidaz, NADPH oksidaz, indolamin
dioksijenaz, triptofan dioksijenaz, galaktoz oksidaz, siklooksijenaz, lipooksijenaz,
monoamin oksidaz gibi oksidan enzimler ve otooksidasyon reaksiyonlaridir.*
Organizmanin yapisinda bulunan proteinler, serbest amino asitler, DNA, lipidler ve
niikleik asitler gibi makro molekiiller bu sistemler tarafindan tiretilen reaktif oksijen
tiirlerinin etkilerine maruz kaldiklarinda hasara ugramaktadirlar.'”” Oksidatif hasar
olusturan tiirler (reaktif oksijen tiirleri, nitrojen ve klorin tiirleri); metabolizma
tirtinleri, fizyolojik mediyatdrler ve sinyal molekiilleri olarak ortaya cikabilirler.
Serbest radikaller kalsiyum metabolizmasina etki ederek hiicre i¢i kalsiyumun
kontrolsiiz yiikselmesine, dolayisiyla hiicrenin zarar gérmesine ya da 6lmesine neden
olmaktadirlar.'® Aerobik organizmalar igin O, esansiyel bir molekiildiir. Ayni
zamanda O, oksidan bir ajandir. Normal kosullar altinda molekiiler oksijenin ¢ogu
sitokrom sistemi gibi hiicre i¢i sistemler i¢inde tetravalan rediiksiyona ugramaktadir.
Bununla birlikte %]1-2 oraninda bu yoldan sizan oksijenin biyolojik yapilarda
univalan rediiksiyonu sonucu serbest oksijen radikalleri olarak adlandirilan bir ¢ok
reakif iirlin ortaya cikar. Aerobik organizmalarda radikaller daha ¢ok oksijen

radikalleri seklinde bulunmaktadir."

Fizyolojik kosullarda O,’nin %981 mitokondride bulunan sitokrom oksidaz

tarafindan indirgenmekte ve 4 elektron alarak suya dontigmektedir.
O;+4H +4¢ ——» 2H,0

Serbest oksijen radikallerinin olusum basamaklarinda oncelikle tek elektron
transferi ile molekiiler oksijen siiperoksit radikaline doniismektedir. Siiperoksite iki
elektronun eklenmesi ile hidrojen peroksit olugsmaktadir. Hidrojen peroksit; radikal
olmamasina karsin elektron almasiyla son derece toksik olan hidroksil radikalini
olusturmaktadir. Hidroksil radikali de univalan rediiksiyon ile suya doniismektedir.
Viicutta iretilen radikaller her zaman tehlikeli ve zararli maddeler olarak
degerlendirilmemelidir. Zararli etkilerinin yaninda viicut i¢in gerekli bir cok

66

fonksiyonun gergeklestirilmesinde Snemli rol oynarlar.'® Steroid yapidaki ¢ok
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sayida bilesigin iiretimi, eikozanoidler gibi biyolojik aktif molekiillerin sentezi,
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu, ¢ok sayida oksidaz ve hidroksilaz enzimlerinin
etkileri ve sitotoksik etkilere sahip hiicrelerin fonksiyonlar1 i¢in serbest radikal
yapimi olmazsa olmaz bir kosuldur.'” Serbest radikallerin en iyi bilinen zararli
etkileri; hiicre membrani, yag asitleri ve lipoproteinlere saldirarak lipid
peroksidasyonu olarak bilinen bir zincir reaksiyonunu bagslatmalaridir. Lipid
peroksidasyonunun iiriinleri ileri ki asamalarda membran proteinlerinde de hasara yol

acarak yapisal ve fonksiyonel bozukluklarin ortaya ¢ikmasina neden olurlar.'®

2.5.1. Serbest Radikal Tiirevleri

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ve reaktif nitrojen tiirlerinin (RNS) olusumu
icin oksijen gereklidir. Serbest oksijen radikallerine siiperoksit (O;"), hidroksil
radikali (OH"), alkoksil radikali (RO"), peroksil radikali (ROO") ve hidroperoksil
radikali(OOH") 6rnek verilebilir.

Nitrik oksit (NO®) ve nitrojen dioksit (NO;") radikalleri de RNS’ yi olusturur.
Oksijen ve nitrojen serbest radikalleri, hidrojen peroksit (H,O;), peroksinitrit
(ONOQ), hipoklorik asit (HOCI), hipobroméz asit (HOBr) gibi diger reaktiflere
dontsebilir (Sekil 3).
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0, Arginine
N(I::DAI-[I); I)'I+ Xanthine NADPH + H*
2 P-450 f
Mitochondrial ETS / or A BH,| NO Synthase
H.O,| R Oxidase
NAD* 272 . ; +
(FAD) Uric acid Cit NADP
Y
o NADPH Oxidase »0., % NO Synthase
27N e Arg or BH, ¥ *NO <— NO donors
NADPH +H*  NADP*
HoCI «7“% H,0,
2+
H,0 H*+Cl Fe™  Oxidized ONOO"
cut  VitC  vitC
0,+OH <~ A\ / 'NO Gly + CH,0
> 'OH < H % Sarcosine
ONOOH LH Fe?* or Cu* 20, Sar Oxidase
‘OH + NO, )
H LOH Acetyl CoA Oxidase

WKLOOH-@LO-
0,+H,0

Autoxi- >0, Uric Acid Oxidase
dation D-AA Oxidase
Monamines 0.,+H.,0

3 27 My
Hemoglobin

Sekil 3. Memeli hiicrelerinde reaktif oksijen ve reaktif nitrojen tiirlerinin meydana

gelisi (IR: Iyonize radyasyon, Sit: Sitriillin, D-AA: D-Amino asit, BHy:

Tetrahidrobiopterin, Gly: Glisin, L°: Lipit radikali,

dismutaz, MPO: Myeloperoksidaz) *°

2.5.1.1. Siiperoksit Radikali (O;")

SOD: Siiperoksit

Oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu kararsiz bir yapt olan

stiperoksit radikal anyonu meydana gelir.

O+e —» 0,7

Mitokondriyal elektron transport zinciri sirasinda O,’nin otooksidasyonu

sonucu olusur. Siiperoksit radikali O, varliginda; ksantin oksidaz’in ksantini veya

hipoksantini indirgemesiyle, NADPH’nin NADPH oksidaz ile oksidasyonuyla,

mitokondriyal elektron transport sistemi ile NADH, ve FADH, nin NAD ve FAD’ye

donilistimii sirasinda, O;’nin iyonize radyasyonla, sit Psso ile ve arginin veya
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tetrahidrobiopterin eksikliginde nitrik oksit sentazla indirgenmesiyle olusur.”>

Makrofajlar ve polimorf niiveli l0kositler tarafindan gerceklestirilen fagositoz
sirasinda O, tliketimi artar ve bu durumda plazma membraninda bulunan NADPH

oksidaz tarafindan O, " olusumu tetiklenir.
20,+NADPH —> NADP+20, +H"

O,"" ’nin kimyasal davranis1 nerede ¢oziindiigiine gore degismektedir. Suda
cok reaktif degildir. Bazen bir elektron alarak, okside edici ajan olarak davranabilir.

Ornegin askorbik asidi okside etmektedir.”
Askorbik Asit+ 0O, ———»  Askorbik asit radikali + H,O,

Organik solventlerde daha reaktif ve tehlikelidir. Biyolojik membranlarda

olustugunda oldukga fazla hasar meydana getirmektedir.

0O, ¢esitli organik ya da inorganik bilesiklerle de reaksiyona girebilir. Nitrik
oksit ile reaksiyona girebilir. Nitrik asit ile reaksiyona girip peroksinitriti olusturmasi

onemlidir. 1**

2.5.1.2. Hidroksil Radikali (OH")

Yarilanma omrii kisa ve giiclii bir serbest radikal olan hidroksil radikali;
kuvvetli hasar olusturur. Tiim biyolojik substratlarla reaksiyona girebilme 6zelligine

sahiptir. Olusan hasar {i¢ sekilde meyadana gelir.
1) Protein ve lipidler arasi ¢apraz baglar olusturarak,
2) Proton ¢ikararak,
3) Elektron transferi yaparak.

Toksik OH" olusumunda demir, bakir gibi baz1 metal iyonlar1 da rol oynar.

Asil olarak Fe™ molekiiliiniin de katildig1 Fenton reaksiyonu ile olusur.” Fe™iin O,"
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ile indirgenmesi sonucu olusan Fe, H,O, ile reaksiyona girerek OH' radikalini

meydana getirir. Bu reaksiyon ’Fenton Reaksiyonu’ olarak adlandirilir.
Fe”+0,” —— Fe”+0,
Fe”?+H,0, — Fe”+OH +OH"
Ayrica demirin katalizledigi Haber-Weiss reaksiyonuyla da OH" olusur.?’

Fe"

0, +H,Op ————» 0O, +OH +OH"
Iyonize radyasyon etkisi ile de OH" olusur.*

H,0 ——> H+O0H"

2.5.1.3. Hidrojen Peroksit (H,0,)

Oksijen molekiiliiniin iki elektron alarak indirgenmesi veya yapiya iki
hidrojen atomunun eklenmesiyle olusur.”® Siiperoksit radikalinin yapisina bir
elektron katilmasiyla da meydana gelmektedir. Biyolojik sistemlerde daha sik olarak
iki siiperoksit molekiilii, iki protonla birleserek hidrojen peroksit ve oksijen

olusturur.
0,+2¢ +2H —>  H,0,
0,"+e +2H —» H,0,
0"+ 0, " +2H —— H,0,+ 0,

H,0, bir serbest radikal olmamasina karsin yiiksiiz bir molekiil oldugundan

hiicre icerisine kolaylikla girebilir.

H;0,, O; ¢ den iki elektronun sit p450, yag-acil KoA oksidaz, asetil KoA

oksidaz, iirik asit oksidaz, o-hidroksiasit oksidaz veya D-amino asit oksidaz ile
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rediiksiyonu ile olusabilir. Ayrica monoaminler (dopamin, epinefrin, norepinefrin),

hemoglobinin otooksidasyonu ve glisin sentezinde de H,O, olusur.45

Peroksizomlar fazla miktarda oksidaz igerdiklerinden hiicresel H,O, icin
potansiyel kaynaktir. H,O, 6zellikle Fe ve Cu gibi ge¢is metal iyonlarinin varliginda

kolaylikla yikilir. Bu yikim sonucu en reaktif radikal olan OH" olusur.*

2.5.1.4. Hipoklorik Asit (HOCI)

Notrofiller, sitoplazmada bulunan myeloperoksidaz (MPO) enziminin

katalizledigi reaksiyonla giiclii oksidatif bir yap1 olan hipokloridi olustururlar.”

MPO

H,0,+Cl- Q.__7>~ HOCI+OH"

2.5.1.5. Singlet oksijen (‘0,)

Yapisinda ortaklanmamis elektron bulundurmamasi sebebiyle serbest oksijen
radikali olmayip reaktif oksijen tiirleri grubunda yer alan bir molekiildiir. Singlet
oksijen serbest radikal reaksiyonlarinin baslamasina neden olmasi agisindan nem
tasimaktadir. 'O,, oksijen elektronlarimin disardan enerji almasi sonucu kendi doniis
yoniiniin ters yoniindeki farkli bir yoriingeye gegmesi ile olusabilece8i gibi, O;”
radikalinin dismutasyonu ve MPO’nun katalizledigi H,O,’nin HOCI ile reaksiyonu

sonucunda da olugabilir.**

2.5.1.6. Perhidroksil radikali (OOH")

O’ radikali asidik ortamda daha reaktif olup protonlanarak kendisinden daha

kuvvetli bir oksidan olan OOH" radikalini olusturur.26

pH~L
Oy +H" » OOH"
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2.5.1.7. Peroksil radikali (ROO")

R" radikalleri hizli bir sekilde oksijen ile reaksiyona girerek ROO’yi
olustururlar.®® ROO", lipid peroksidasyonunu baslatan radikal olup ¢ok uzun

omurluadur.

R+ O, —» ROO°

2.5.1.8. Nitrik Oksit (NO’)

Memeli hiicrelerinde NO baslica Nitrik Oksit Sentaz (NOS)’in aktivitesi
sonucu sentezlenir. NOS, oksijeni kullanarak L-arjinin amino asitinden; sitriilin ve
NO’yu olusturur. Bu olay, nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH), flavin
mononiikleotid (FMN), flavin adenin dintikleotid (FAD), tetrahidrobiopterin (BHy)

ve kofaktor olarak bir tiyol donériine ihtiya¢ duyar.'"!

Arginin + O, + NADPH + H" Sitriilin + NO*+ NADP + H,0

Eslesmemis elektronu nedeniyle bir serbest radikal tiirii olarak bazi memeli
hiicre tiplerince iiretilen NO; damar tonusunun kontroliinde, platelet agregasyonunda,
16kosit adezyonunda, hiicre aracili immiin sitotoksisitesinde, sinaptik gegirgenlikte

sinyal molekiilii olarak 6nem tagimaktadir.'"!
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2.5.1.9.Peroksinitrit (ONOO )

Stiperoksit radikali veya hidrojen peroksitin NO® ile reaksiyona girmesi ile

olugur.'®
0" +NO* ——» ONOO”
H,0,+NO® — ONOO®

Olusan peroksinitrit radikalinin oksidatif potansiyeli O," ve H,0;’ye gore

daha yiiksektir.*°

H,0, H,0
@—r@
Hipolklorik asit Singlet ok sijen

MPQ . ‘
Fest  Fe H

0,* 0,
©; l-.ewn % ®5—' H.0

Hidrojen peroksit  H_ () Hidrolisjl radilali

CD

Nitvojen
diol:sit radilcali

NQ =— (JON O =— HOONO

Nitnk olosit Peroksmitrit anyonu Peroksmitrils asit

Sekil 4. ROS ve RNS’nin birbirleriyle etkilesimi 65

2.5.2. Serbest Radikallerle Olusan Lipid Peroksidasyonu

Organizmanin yasam siirecinde karsilastigi radikal tiirlerinin g¢esitli olmasi
nedeniyle, serbest radikallerin biyolojik etkilerini genelllemek zordur. Olusan serbest

radikaller, ortamdan wuzaklagtirrlamadigi takdirde pekcok yolla metabolik
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bozukluklara, hiicre hasarina ve hatta &liime yol agarlar.®® Serbest radikaller,
kimyasal modifikasyonlarla protein, lipid, karbonhidrat ve DNA’da hasar

olustururlar.

Lipidler; reaktif oksijen tiirlerinin yikici etkilerine en fazla maruz
kalan biyolojik molekiillerdir. Hiicre membran1 serbest oksijen radikalleri ile hizla
reaksiyona girebilen ¢oklu doymamis yag asitlerinden olduk¢a zengindir. Bu yag
asitlerinin doymamis baglar1 serbest radikallerle reaksiyona girip peroksidasyona
neden olur (Sekil 5). Membran akiskanligi, membran lipidlerinin yan zincirlerinde
bulunan doymamis yag asitleri ile saglanir. Doymamis yag asitlerinin hasari,

membran akiskanligini azaltici etki gosterir.

Ilerleme
Baslama Fe*t
0y

o LOOH
CuriiFe 2+ H,0,

¥
H  OH

LHT L

;0

LH+ R-CH,
ALKYL
R-CH, H-C-LOOH
ALKANE RADRGAL. ™%

o
ACID ALDEHYDE

Sekil 5. Metallerin katalizledigi lipid peroksidasyonu '**

Lipid peroksidasyonu, oksijen tiirevi serbest radikaller tarafindan tetiklenen
oksidatif stresin en onemli organik gostergelerinden birisidir. Ug¢ karbonlu bir
ketoaldehid olan Malondialdehid normal metabolik sartlarda, once asetat veya
malonata kadar okside olur, daha sonra krebs siklusu ile CO;’e indirgenerek atilir.
Fakat asir1 lipid peroksidasyonunda MDA konsantrasyonu artar ve dokulara hasar

verir.'¥!
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Biyolojik sistemlerdeki oksidatif stresin 6l¢iilmesinde giiniimiizde en yaygin
metod MDA 6l¢iimiidiir. MDA, proteinlerin lizin rezidiileriyle ve fosfolipidlerin
amin gruplariyla reaksiyona girer.'® MDA, kolaylikla diffiize olabildiginden, DNA

bazlariyla da reaksiyona girerek hasara neden olabilir.

Peroksidasyon sonucu olusan reaktif aldehidler; serbest radikallere gore daha
stabildirler. Hiicre i¢inde veya hiicreden disariya ¢ikarak daha uzak bolgelerdeki
proteinlerin serbest amino gruplari, fosfolipidler ve niikleik asitlerle reaksiyona
girebilirler. Bunun sonucunda molekiil i¢i ve molekiiller arasi 1-amino-3-imino
propen (AIP) kopriileri kurabilir ve biyolojik molekiillerde yapisal modifikasyonlar
olusturabilirler (Sekil 6).

C
2-Alkalenler 4-Hidroksialkalenler Ketoaldehitler
% M R R
N R -~
g1 | R0 et e
OH

Ornek
{
Y/,
o]
;
y/
o
(o]
§
4
Q

OH
Akroleir 4-Hidroksi-Zz-nonena Malondialdehit
(HNE) (MDA)

Sekil 6. Lipid peroksidasyonu ile olusan aldehidler '

2.5.3. Serbest Radikallerle Olusan Protein Oksidasyonu

Protein oksidasyonu; hem ROS ile direkt hem de oksidatif stresin sekonder
ara Urlinlerinin reaksiyonlariyla indiiklenen proteinlerin kovalent modifikasyonu
olarak tanimlanmaktadir. Proteinlerde in vivo olarak meydana gelen oksidatif
degisiklikler, proteinlerin rol oynadig1 c¢esitli hiicresel fonksiyonlar1 etkiler.

Reseptorlerin, sinyal ileti mekanizmalarinin, yapisal proteinlerin, transport
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sistemlerinin ve enzimlerin rol oynadig: hiicresel olaylar oksidatif protein hasarindan

etkilenirler.'*

Protein oksidasyonu, bir ¢ok mekanizmayla ger¢eklesebildigi ve amino acil
yan zincirlerinin hepsi oksidatif olarak modifiye olabildigi i¢in ¢ok farkli tipte
oksidatif protein modifikasyonlar1 vardir.'”> Oksidatif protein modifikasyonlarinin
biyokimyasal sonuglari; yan zincir gruplarimin oksidasyonu, kirilmalar, g¢apraz
baglanmalar, yanlis katlanmalar, hidrofobik yapida degisiklikler ve proteolitik

enzimlerde aktivite kayb1 olarak siralanabilir” (Sekil 7).

Madillesllans:
Booprolme, |ygine & srginine

Rogycioe. rebwits in topatibive anldative —=dathany freupn
gllacke on smino acide adjicent o o Mprowing —.diyrosine
metal Bimding s iia C o lyroempg—=niliplylEaitg
(Biie-8pecilic Baldatlan | 4. phanylilaming —s
O ma-tyfoadndg

Sekil 7. Metallerin katalizledigi bolge spesifik protein oksidasyonu.'**

ROS’un proteinlerle etkilesimi sonucunda histidin, prolin, arjinin, ve lizin
gibi ¢ok sayida aminoasit kalintisinda ve / veya peptid omurgasinda meydana gelen
hasar sonucunda protein karbonilleri (PCO) iiriinleri meydana gelir. Protein
oksidasyonunun en yaygin olarak Olgiilen iiriinii protein karbonilleridir. PCO
diizeylerinin saptanmasi, oksidatif protein hasarimi belirlemede duyarli bir yontem

olmasina ragmen belirli bir aminoasit i¢in spesifik degildir.**

2.6.Antioksidan savunma sistemleri

Viicutta reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi
hasar1 geciktirmek ya da onlemek icin gelistirilen savunma sistemleri; antioksidanlar
olarak bilinir. Antioksidanlar endojen (organizma tarafindan sentezlenen) ve eksojen

(disaridan besinlerle alinan) kaynakli olmak iizere baslica iki ana gruba ayrilabildigi
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gibi; serbest radikalin meydana gelisini Onleyenler ve mevcut olanlar1 etkisiz hale
getirenler seklinde de siniflandirilirlar.®® Hiicre disinda ve hiicrede farkli organellerde
yerleserek savunma mekanizmasinda rol oynayan antioksidanlar; enzimatik yapida

olabilecekleri gibi non-enzimatik yapida da olabilirler.®®

Hiicre dis1 savunma; albiimin, bilirubin, seruloplazmin, iirik asit gibi
molekiilleri icermektedir. Asil antioksidan savunmayi1 hiicre i¢i serbest radikal
toplayici enzimler saglamaktadir. Bu enzimler siiperoksit dismutaz, glutatyon-S-
transferaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve katalazdir. Bu enzimlerin

fonksiyonlari igin bakir, ¢inko ve selenyum gibi eser elementler gereklidir®™ (Sekil 8).

R5P Glukoz
i Besinlerin icerdigi
GSH
NADPH + H* NADP* l
G5SH konjugatlan
hs kaynakh
GSHR o, o
GS-5G = 2GSH
/r \ B HbO e
R R NO—>NO,
I kaynakh
Hem GSH
- GSNO ADP + Pi
¥ Hem-NO
H20 + LOH - o GS5H sentaz
H,0 Y7\ atp
Radikal izleyiciler
B i e 1 Glu-CySH
il?:lillfilllwaotllﬂl.-nljil?inr:g:llﬁ.Gaslrallifor:tt??;l VitE' \ VitE ADP + Pi
Cit, Gly, Tau, His, Karn,BH4 . .
o Loo o
T Sistein ATP
SOD Glutamat
2H+ + 202‘- -‘T> Hzoz LDOH NH4+
Cyt Cl 0, Cati PDG
H,O
0, H,0+0, Glutamin

Sekil 8. Memeli Hiicrelerinde Antioksidan Sistem.*®
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Organizmada; serbest oksijen radikalleriyle (oksidan) antioksidan savunma
sistemleri arasindaki var olan dengenin, oksidanlarin lehine kaymas: degisik

diizeylerde hiicresel hasarlara neden olmaktadir (Sekil 9)."

wit ¢.vit e, v
antioksidan |
enzimler, '
hiicresel
SAVLNNL.

serbest
oksijen |
radikalleri_

oksidatf stres

Sekil 9. Oksidan-antioksidan dengesi."’

Antioksidanlarin; oksidatif hasardan koruma mekanizmalar1 su sekilde

6zetlenebilir.'®”
Enzim aktivitesi lizerinden veya dogrudan kimyasal reaksiyonlar yoluyla,
Oksijenden tiireyen molekiillerin olusumunu en az diizeye indirerek,
Radikallerle dogrudan kimyasal yolla temasa gecerek,

Reaktif metabolitlerin temizlenmesini veya bu radikallerin daha az aktif ve

toksik olmayan iiriinlere doniisiimiinii saglayarak,

Zayif reaktif tiirlerin daha zararh tiirlere doniisiimii i¢in gereksinim duyulan

metal iyonlarini baglayarak,

Hedef molekiilde olugan hasar1 onarma yoluyla,
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Hasar ¢ok biiyiik oldugunda, hasara ugramis molekiilii uzaklastirarak.

Antioksidan ajanlar, oksidan molekiillere kars1 etkilerini dort yolla

gostermektedirler

1) Siipiiriicti etki gosterenler: Olusturduklar: etki ile yeni radikal olusumunu
engelleyip; olusmus olan radikalleri daha az zararli hale getirirler. Bu gruba 6rnek
olarak siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz gibi enzimler; ferritin,

seriiloplazmin ve metallotionein gibi metal baglayici proteinler verilebilir.

2) Giderici etki gosterenler: Oksidanlarla etkilesip onlara bir hidrojen
aktararak aktivitelerini inhibe eden bilesiklerdir. B-karoten, vitamin C ve vitamin E

bu tiir etkiye ornektir.

3) Zincir kirict etki gosterenler: Zincirleme olarak devam eden reaksiyonlari
belli yerlerinden kirarak, oksidan etkiyi durdururlar. Bunlara 6rnek olarak bazi

vitaminler, mineraller, hemoglobin, iirik asit, bilirubin ve alblimin verilebilir.

4) Onaric1 etki gosterenler: Bu gruba 6rnek olarak DNA tamir enzimleri ve

metiyonin siilfoksit rediiktaz verilebilir.
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2.6.1.Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Tablo 7 ve 8’de enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar toplu olarak

gosterilmistir.

Tablo 7. Enzimatik Antioksidanlar

Endojen Antioksidanlar

1-Enzimatik Antioksidanlar

Mitokondriyal Sitokrom Oksidaz Sistemi

Siiperoksit dismutaz(SOD)

Katalaz (KAT)

Glutatyon peroksidaz(GSH-Px)

Glutatyon rediiktaz (GR)

Glutatyon S-transferaz (GST)

Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (G6PDH)

Tablo 8. Nonenzimatik Antioksidanlar

a) Yagda c¢oziinen radikal tutucular: a-tokoferol (E vitamini), f-karoten, Bilirubin,

Ubikinol.

b) Suda ¢oziinen radikal tutuculari: Glutatyon, Askorbik asit (C vitamini) {irik asit.

¢) Metal iyonlarim1 baglayan proteinler: Ferritin, transferrin, haptoglobin, seriiloplazmin,

albumin.

d) NADPH oksidaz inhibitorleri: Adenozin, Ca™ kanal blokérleri, lokal anestezikler

¢) Ksantin oksidaz inhibitorleri : Allopiirinol, oksipiirinol, folik asit, tungsten

f) Fe redoks dongiisiiniin inhibitorleri : Desferoksamin, seriiloplazmin

g) Sitokinler: TNF ve IL-1

h) Notrofil adezyon inhibitorleri

1) Barbituratlar

i) Stobadin
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2.6.1.1. Enzimatik Yapida Olan Antioksidanlar

Aerobik organizmalarda serbest oksijen radikallerinin yapmis oldugu hasari
onlemeye yardim eden enzimatik ve nonenzimatik savunma sistemleri vardir.
Stiperoksit dismutaz (SOD), Katalaz (KAT), Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), E

vitamini, Glutatyon (GSH) ve C vitamini bu savunma sistemlerinin baslicalaridir.”’

2.6.1.1.1. Siuiperoksit Dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1)

ki molekiil siiperoksit anyonunun iki molekiil proton ile reaksiyonunu
katalizleyerek; onlart H,O,’e ve molekiiller oksijene dismute eden bir

metalloenzimdir.

SOD
0"+ 0, +2H" » H,0,+ O,

Iki reaktif oksijen tiiriinii, radikal olmayan molekiillere doniistiirmesi
nedeniyle antioksidan sistemin 6nemli Ogelerinden birisidir. Oksijen kullanimi

yiiksek olan dokularda SOD aktivitesi fazladir ve doku PO2 artigiyla artar . Buna

karsilik hiicre dis1 sivilarda SOD aktivitesi ¢ok diistliktiir. Katalaz ve Glutatyon
Peroksidaz’dan farkli olarak serbest radikali substrat olarak kullanir. pH’ nin sitozolik
ve mitokondriyal SOD’1n aktiviteleri lizerine olan etkisi farklidir. pH 7°de her ikisi
de aktiftir. Fakat Cu-Zn SOD’1n aktivitesi pH 5.5-10 araliginda degismezken; Mn

SOD pH 7 nin iizerine ¢iktiginda aktivitesini kaybeder.”"!'*!%

SOD gercekte detoksifiye edici bir enzim degildir. Ciinkii {iriinii olan H,0O,
toksik bir ajandir. Ancak bu reaksiyon reaktif oksijen radikallerinin
detoksifikasyonuna giden yolun ilk basamagidir. Ikinci basamak katalaz ve glutatyon

peroksidaz enzimleri tarafindan H,O, ‘in suya doniigmesini katalizler.”"

Memelilerde ii¢ cesit SOD bulunmaktadir !



43

1) Sitozolik SOD (Cu-ZnSOD, SODI): Genellikle sitozolde ve lizozomal
fraksiyonlarda yer alir, fakat mitokondriyal boslukta da bulunmaktadir. iki alt
birimden olusmaktadir. Kofaktorleri ¢inko ve bakirdir. Enzimin aktivitesinden bakir,

stabilitesinden ¢inko sorumludur.

2) Mitokondrial SOD (Mn-SOD, SOD2): Mitokondride bulunur ve

tetramerik yapidadir. Kofaktorii mangandir.

3) Ekstraselliler SOD (EC-SOD, SOD3): Tetramerik yapidadir ve
ekstraselliiler boliimlere salgilanir. Kofaktorleri ¢inko ve bakirdir. Ayrica bazi

bakterilerde Fe-SOD da saptanmuistir.
Poliakrilamid jel elektroforezi ile SOD tiplerini tanimlamak miimkiindjir.

SOD tayini i¢in direkt ve indirekt 6l¢lim yontemleri bulunmaktadir. Direk
Olctim yontemleri; pulse radiolizis ve stopped flow olup mevcut tekniklerin en iyisi
olarak kabul edilmektedir. Ancak bu metodlar i¢in donanim her zaman
bulunmamaktadir. indirekt dlgiim ydntemlerinde kullanilan yaygin yaklasim SOD
varhiginda siiperoksit iireten bir sistem kullanilmasidir (6rnegin ksantin-ksantin
oksidaz reaksiyonu). Bu tiir metodolojilerde sitokrom ¢ veya nitrotetrazolium (NBT)
gibi optik¢e hassas bir bilesigin indirgenmesinin Ol¢iimii s6z konusudur. Diger

yontemler ise siilfit veya epinefrin kullanan otooksidasyon teknikleridir.'*

2.6.1.1.2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px; EC.1.11.1.9) ve Glutatyon
Rediiktaz (GR; EC.1.6.4.2)

GSH-Px, hiicrede H,0O,’ nin temizlenmesinden sorumlu iki enzimden
birisidir. H,0;’ in H,O’ ya rediiksiyonunu katalizler, ayn1 zamanda organik
hidroperoksitleride pargalar. Lipid peroksitlerini daha az toksik olan yag asitlerine

indirgerken, glutatyonu da kofaktor olarak kullanir. Bu nedenle aktif merkezinde
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selenosistein bulunan GSH-Px aktivitesinin devami i¢in Glutatyon’un belli diizeyde

olmas: gerekir.">*’

GSH-Px
2GSH + H,O, +NADP w GSSG + 2 H,O +NADPH

GSH-Px
ROOH +2GSH \\ 77 ROH + GSSG + H,0

Glutatyon disiilfit (GSSG), NADPH’a bagimli glutatyon rediiktazin
kalizledigi bir reaksiyonla, tekrar iki molekiill GSH’ ya doniisiir. NADPH, esas olarak
pentoz fosfat yolundan sentezlenir. GSH-Px, bir ¢ift H,O, molekiiliine etki eden

katalazdan farkli olarak, tek molekiil H,O, nin ortadan kaldirilmasini saglar.“’52

2 GSH
NADP" ROOH veya H,0,
Glutatyon rediiktaz Glutatyon peroksidaz
NADPH + H" ROH veya H,0
v
N GSSG

Glukoz 6-fosfat

A

Glukoz 6-fosfat
dehidrogenaz

Glukoz

Sekil 10. Glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktazin katalizledigi reaksiyon
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Genel olarak GSH-Px’1n H,O;’e kars1 en belirgin savunma sistemi oldugu
diistiniilmektedir. Tetramerik yapida olan enzim en ¢ok karaciger ve eritrositte aktif
olarak bulunmaktadir. Kalp, akciger ve beyinde orta, kasta ise diisiik aktivitede

bulunur. % 60-75’1 stoplazmada, % 25-40’1 mitokondride yer alir.''®*’

Selenyuma bagimli ve bagimsiz iki tipi mevcuttur. Selenyuma bagimli olan
GSH-Px (Se-GSH-Px) sitozol ve mitokondride bulunmaktadir. Hem H,O; hem de
lipid hidroperoksitleri metabolize eder. Selenyumdan bagimsiz olan GSH-Px (non-Se
GSH-Px) ise sadece lipid hidroperoksitleri metabolize eder. Bu fonksiyonu ile lipid

peroksidasyonunun baslamasini ve ilerlemesini 6nlemektedir.''®

Glutatyon Rediiktaz; Hiicresel GSH redox siklusundan sorumlu olup endojen

peroksitlerin detoksifikasyonu igin énemlidir.*®

GSH-Px peroksitleri temizlemek i¢in hidrojen dondrii olarak GSH’a ihtiyag
duymaktadir. Okside formu olan GSSG, glutatyon rediiktaz ile yeniden glutatyona
déniismektedir. Gerekli olan NADPH pentoz fosfat yolundan saglanmaktadir.”

2.6.1.1.3. Katalaz

Peoksizomlarda lokalize, dort tane hem grubu bulunan hemoproteindir.
Karaciger, bobrek ve eritrositlerde aktivitesi yiiksektir. H;O, ‘i oksijen ve suya

pargalar.”

Katalaz
2 HzOz w 2 HZO + 02

Ayni zamanda fenol ve alkollerin de detoksifikasyonunu saglayan katalaz;
hidrojen peroksitin fenton reaksiyonlari ile demir ve bakir iyonlar1 tarafindan reaktif

hidroksil radikaline doniisiimiinii engeller.'*
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2.6.1.1.4. Glutatyon-S-Transferaz (GST; EC 2.5.1.18)

Glutatyon-S-transferazlar; hiicresel detoksifikasyon ve transporttan sorumlu
iki protein alt birimden olusan multifonksiyonel protein ailesidir. Genel olarak {i¢
sitozolik ve bir de mikrozomal olmak iizere dort ana gruba ayrilir. GST ailesi
hepatositlerdeki baslhica detoksifiye edici sistemdir.'® GST’lerin homodimerik ve
heterodimerik ¢ok farkli yapilar1 ve izoenzim formlarinin bulundugu bilinmektedir.
Izoenzim dagilimlariyla ilgili belirgin bireysel farkliliklar goriilmektedir. Karaciger
basta olmak iizere bobrek, adrenal korteks, akciger, eritrosit, plasenta, testis, iskelet

ve kalp kasmnda bulunurlar."'°

Ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda onemli
rol oynamaktadirlar. Basta aragidonik asit ve linoleat hidroperoksitleri olmak {izere
lipid hidroperoksitlere karsi GST’ler, selenyumdan bagimsiz GSH-Px aktivitesi

gosterirler.

GST
ROOH+2GSH \\| 7> GSSG +ROH + H,0

GST’ler, glutatyonun reaktif metabolitlerle konjugasyonunu saglayarak

103 GST enzimleri; katalitik ve katalitik

organizmadan uzaklagmasini saglamaktadir.
olmayan ¢ok sayida fonksiyona sahiptir. Hem detoksifikasyon yaparlar hem de hiicre
ici baglayict ve tasiyict rolleri vardir. Katalitik olarak yabanct maddeleri
glutatyondaki sisteine ait —SH grubu ile baglayarak onlarin elektrofilik bolgelerini
nétralize ederler. Uriiniin daha fazla suda ¢dziiniir hale gelmesini saglarlar. Olusan
bu GSH konjugatlar1 boylece organizmadan atilabilir. GSH’dan glutamat ve glisinin
koparilmasindan sonra sisteinin serbest amino grubu asetillenerek merkaptiirik
asitlere doniistiiriilir. Ksenobiyotiklerin klasik atilim dirlinleri olan merkaptiirik
asitler (N-asetil sisteinin S-alkile olmus tiirevleri) daha sonra safra ile atilirlar. Bu yol
GST’lerin  kanserojen, mutajen ve diger zararli kimyasallarin hiicre i¢i
detoksifikasyonunda rolleri oldugunu gostermektedir. Metabolize edilmeyen
lipofilik-hidrofilik pek ¢ok bilesigi baglamalar1 bu enzimlerin hiicre i¢inde sinirl
¢cOziinlirliige sehip molekiiller i¢in depo ve tasima rolii Ustlendigini gosterir.
Boylelikle GST’ler ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda da o6nemli rol

21,104,125,179
oynarlar, 2101217
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2.6.1.1.5.Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz (G6PDH,EC 1.1.1.49)

Pentoz fosfat (heksoz monofosfat) yolunun oksidatif faz hiz kisitlayici
enzimidir. ATP {iretilmeyen bu yolun; indirgeyici reaksiyonlar (yag asiti ve steroid
biyosentezi gibi) i¢in NADPH iiretmek ve niikleik asit biyosentezi i¢in 5 karbonlu
metabolizma ve oksidatif stres arasinda anahtar bir role sahiptir.”® Glukoz
tilketimindeki ana yollar glikoliz ve pentoz fosfat yoludur. Pentoz fosfat yolu;
karaciger, bobrek, eritrosit, adrenak korteks, yag dokusu ve laktasyondaki meme
bezinde aktiftir. Eritrositlerdeki pentoz fosfat yolunda {iretilen NADPH; okside
olmus glutatyonun; FAD iceren flavoprotein enzimi olan glutatyon rediiktaz ile
indirgenmis glutatyona c¢evrilmesini saglar. Daha sonra indirgenmis glutatyon;
glutatyon peroksidaz enzimi tarafindan katalizlenen bir tepkimeyle H»0O,’i
eritrositlerden uzaklastirir.  NADPH; thioredoksin rediiktaz reaksiyonundaki
indirgeyici ekivalanlar1 saglamakla birlikte katalaz aktivitesi i¢cin de gereklidir.
G6PDH eksikligi; oksidan ajanlarin detoksifiye edilememesi sonucu olusan
hemolitik anemi ile karakterize X’e bagl ressesif bir hastaliktir. insanlarda hastaliga

neden olan en sik goriilen enzim anomalisidir.”

2.6.1.2. Nonenzimatik Yapida Olan Antioksidanlar

Non enzimatik yapida olan antioksidanlar endojen ve ekzojen kaynakli

olabilir.

Endojen Kaynakli Nonenzimatik Antioksidanlar: Hemoglobin, ferritin,
miyoglobin, iirik asit, bilirubin, laktoferrin, transferrin, melatonin, askorbik asit,

albumin ve glutatyondur.

Ekzojen Kaynakli Nonenzimatik Antioksidanlar: B-karoten, vitamin C ve

vitamin E’dir.
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2.6.1.2.1.Suda ¢o6ziinen radikal tutucular:
2.6.1.2.1.1. Askorbik asit (C vitamini)

Glukoz metabolizmasindan gelen suda ¢oziinen vitaminler grubundandir.
Prolin, lizin ve dopamin beta hidroksilaz enzimlerinin kofaktérii olup; bu amino
asitlerin hidroksilasyonunda ve kollajen fibrillerin sentezinde gereklidir.'"

Gliglii bir indirgeyici ajan ve antioksidandir. Siiperoksit, peroksil ve hidroksil
radikalleri ile reaksiyona girerek bir ara iirlin olan semidehidroaskorbat yoluyla
metaboliti dehidroaskorbik asiti (DHA) olustururken reaksiyona girdig radikali de
etkisiz hale getirirr Membran i¢indeki ve ekstraselliller dokulardaki lipid
perokidasyonunu énler.* Askorbik asitin radikalik formu glutatyon sistemi tarafindan

askorbik asite yeniden déniistiirilir.' "

2.6.1.2.1.2. Glutatyon (GSH)

GSH viicudun birgok hiicresinde bulunan ve hiicrenin fonksiyonel
proteinlerini oksidan ajanlara karsi koruyan bir tripeptitdir.”’ Tabiatta yaygin bir
sekilde bulunan bu siilflirlii bilesik 1921 yilinda Hopkins tarafindan kesfedilmis;
glutamil-sisteinden ibaret bir dipeptit oldugu zannedilmistir. Ancak 1929 yilinda
kristal halde elde edildikten sonra yapisinin tripeptit oldugu anlasilmis ve 1935
yilinda §-L-glutamil-L-sisteinil-glisin halinde sentezlenmistir.® GSH, hayvan
hiicrelerinin  hemen hepsinde yiiksek konsantrasyonda bulunur (0.1-10mM).
Glutatyon disiilfid (GSSG); GSH’daki sisteinin tiol grubunun oksidasyonu ile
olusmaktadir. Hiicrede bulunan GSH’1n iigte bire yakin miktar disiilfid seklinde ve
tiol grubu igeren sistein, koenzim-A gibi bilesikler ile beraber bulunur.'”> GSH; DNA
sentezinde ve hasarli DNA pargalarinin onarilmasinda, metabolik fonksiyonlarin
yerine getirilmesinde, zehirli maddelerin inaktif hale doniistliriilmesinde
(detoksifikasyon) ve serbest radikallerin olasi hasarlarinin 6nlenmesinde gorev
yapmaktadir.** GSH’daki en aktif grup tiol grubudur. GSH’daki tiol grubunun
oksitlenmesi ile olusan GSSG antioksidan 6zelligini kaybeder. Tiol grubunun asitligi
GSH’mn kendi anyonu (RS") ile sulu ¢ozeltilerde kuvvetli reaksiyon vermesine neden

olur. Reaksiyonun olusma siklig1 ortam pH’inn artist ile dogru orantilidir.'®
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GSH sentezi; L-glutamat ve L-sisteinin gama-glutamatilsistein sentetaz
enzimi tarafindan katalizlenmesi ile baglar. Olusan gama-glutamatilsistein ve L-glisin
iriini GSH sentetaz enzimi tarafindan GSH’a donistiiriiliir. Bu reaksiyonlar
sirasinda iki ATP harcanir.ilk reaksiyon hizi belirleyen basamaktir.”® Glutatyonun

biyolojik fonksiyonlar1 su sekilde 6zetlenebilir.
a) GSH; glutatyon peroksidazin 6n maddesidir.

GSH-Px; lipid hidroperoksitleri (ROOH) veya hidrojen peroksiti indirgeyerek
(H,0,) serbest radikal olusumun azalmasini saglayan enzim olarak bilinmektedir. Bu
enzim (ROOH)’1 indirgeyerek alkole (reaksiyon I) ve H;0;’i indirgeyerek suya

doniistiiriir (reaksiyon II).

2GSH +ROOH —————>  GSSG +ROH+H O ()
2GSH+HO ~————» GSSG+2H O(Il)

b) GSH; dehidroaskorbat rediiktazin 6n maddesidir.

GSH; dehidroaskorbat molekiiliinlin dehidroaskorbat rediiktaz enzimi
katalizorliigiinde indirgenmesi reaksiyonuna katilir. Bu tepkime iyi bilinen bir

antioksidan olan askorbatin meydana gelmesini saglamaktadir (reaksiyon IIT).' %%

Dehidroaskorbat + 2GSH ——» GSSG + askorbat (I1I)
¢) GSH; glutatyon rediiktaz tarafindan katalizlenen reaksiyonun tiriiniidiir.

GSH ile GSSG arasindaki dinamik dengenin korunabilmesi i¢in; glutatyonun
oksitlenmis formu (GSSG); glutatyon rediiktaz enzimi ile GSH’a indirgenir ve
kofaktor olarak NADPH kullanir (reaksiyon IV). Glutatyon rediiktaz ayrica GSH ve

koenzim A’nin indirgenme reaksiyonlarmi katalizler.'"*'">

GSSG+NADPH+H —— > 2GSH +NADP (IV)
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2.6.1.2.1.3.Urik asit (Urat)

Urik asit; ksantin okidazin ksantin, hipoksantin gibi oksi piirinleri oksitlemesi
ile olusur. Insan ve gelismis primatlarda piirin metabolizmasinin son iiriiniidiir.
Fizyolojik kosullarda singlet oksijen, hipoklorit ve hidroksil radikali gibi reaktif
bilesikleri baskilar; fakat siiperoksit radikali ile dogrudan reaksiyona girmez.
Peroksit kaynakli lipid peroksidasyonuna karsi korur. Bu da iiratin antioksidan

etkilerin oldugunun bir gostergesidir."*

2.6.1.2.1.4. Melatonin

Triptofandan sentezlenir. Sirkadiyen ritmi diizenler.” Pineal bezden salgilanan
direkt radikal temizleyici, indirekt olarak da antioksidan enzim diizeylerini arttiran ve
nitrik oksit sentetaz gibi preoksidatif enzimleri baskilayan antioksidan bir

hormondur.”®

2.6.1.2.2. Yagda ¢oziinen radikal tutuculan
2.6.1.2.2.1. E vitamini (a-tokoferol)

Yagda ¢oziinen vitaminlar arasinda onemli bir yere sahip olan Vitamin E;
Ozelikle membran ve lipoproteinlerin bilesenleri iizerinde zincir kiric1 antioksidan
etkiye sahiptir. o-tokoferol; E vitamini tiirevlerinin en aktif olanidir. Zincir
reaksiyonlar1 ile iliskili peroksil radikalini temizleyerek lipid peroksidasyonunu
onler.'”" Tokoferoliin diyetteki yagda ¢dziinmiis olmasi ve yag sindirimi sirasinda
serbestlesip emilmesi nedeniyle yag emilimindeki bozukluk E vitamini eksikligine

133 Molekiiliin aktif kismim yapisindaki fenolik hidroksil grubuna sahip

neden olur.
aromatik halka olusturur ve molekiile antioksidan 6zellik kazandirir.”’ E vitamini
membran lipidlerine kolayca diffiize olur ve doymamis yag asitlerini indirgeyerek
radikallerin membranlarda olusturabilecegi lipid peroksidasyonunu énler.'” Her bir

E vitamini molekiilii iki oksidasyon zincirini durdurabilir. Singlet oksijenin kuvvetli
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bir tutucusu olmakla birlikte peroksi, hidroksil ve siiperoksit radikali ile direkt olarak
reaksiyona girebilir. Olusan tokoferoksil radikali glukuronik asitle konjuge edilerek

safra yoluyla atilir.
a-T+LOO" ——» o T '+ LOOH
a-T+LOO"— LOO-a-T

Okside olan E vitamini, par¢alanmadan once askorbik asit ve glutatyon
tarafindan tokoferole geri cevrilebilir. Glutatyon peroksidaz ve E vitamini serbest
radikallere kars1 birbirlerini tamamlayici etki gosterirler. Glutatyon peroksidazin bir
komponenti olan selenyum; yaglarin sindirimi ve emiliminin saglanmasinda rol
oynayan pankreas iglevi i¢in gereklidir. E vitamini ise selenyuma olan gereksinimi;

viicuttan selenyum kaybini nleyerek veya selenyumu etkin formda tutarak azaltir.'>

2.6.1.2.2.2. Karotenoidler (Beta karoten)

Karotenoidler ( beta karoten, likopen, zeaksantin, violaksantin, lutein ) sar1 ve
turuncu renkli bilesiklerdir. Baz1 bakteriler ve alglerde, ¢ogu zaman ise bitkilerde
bulunan  pigmentlerdir. Insan ve hayvanlar  karotenoid  biyosentezini
gergeklestiremedikleri i¢in bu bilesikleri diyetle alirlar. A vitamininin metabolik 6n
maddesi olan B karoten organizmada triplet uyaricilarin zararh etkilerini ve singlet
oksijeni baskilama; bazi oksijen radikallerini (sliperoksit radikalini) temizleme gibi
koruyucu etkilere sahiptir. Bu 6zelliklerine ek olarak diisiik oksijen kismi basincinda
peroksi serbest radikallerinin dokulara hapsedilmesinde gorev alarak antioksidan
etkinlik gosterirler. Bununla birlikte karotenoidlerin lipid membranlara lokalizasyonu

membranlarin oksidatif strese kars1 hassasiyetini azaltir.”®

2.6.1.2.2.3.Bilirubin

Hem katabolizmasmin son {irliniidiir. Singlet oksijen, peroksinitrit ve
hipoklordz asit gibi reaktif oksijen ve nitrojen tiirevlerini baskilarken; peroksinitrit

radikallerine kars1 hidrojen dondrii olarak davranarak lipid peroksidasyonunun zincir
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devam ettirici radikalini de etkisiz hale getirir. Biliverdin biluribine gére daha etkili

bigimde peroksil radikallerini baskilar.'”

2.6.1.2.2.4. Ubikinon

Mitokondride aerobik kosullarda kinon (yiikseltgenmis); anaerobik
kosullarda kinol (indirgenmis) halinde bulunur. Mitokondriyal lipidlerin bir yapitasi
olan ubikinonun membran fosfolipidlerini oksidatif hasardan korudugu ve singlet

oksijeni temizledigi diisiiniilmektedir.”®

2.6.1.2.3. Stobadin (STB)

Reaktif oksijen tiirevlerinin olusumunu Onlemek veya zararli etkilerini
azaltabilmek i¢in farkli etki mekanizmalarina sahip olarak gelistirilen antioksidanlar
arasinda Stobadin de bulunmaktadir. Heterosiklik indol tiirevlerinden bir pridoindol
olan Stobadin ile ilgili olarak halen giiniimiizde devam etmekte olan birgok ¢alisma
yapilmaktadir. Stobadin, (-) cis 2,8 dimetil 2,3,4,4a,5,9b hekzahidro 1H prido (4,3b-
indol); 1983’de hazirlanmis bir molekiildiir, ilag degildir.173

H
EH:m.CH!

H

FIGLIRE 1. Stabodive thase),

Sekil 11. Stobadin’in yapist

Stobadin’in baz formundan degisik fizikokimyasal 6zelliklere sahip tuzlar
elde edilebilir. Stobadin’in dihidroklorid formunun; hem suda hem de yagda
¢Oziinebilmesi; biyolojik dokularda hem hidrofobik hem de hidrofilik fazlarda yer
almasini saglar. Buna karsilik stobadin’in dipalmitat tuzu (DP 1031) suda ¢éziinmez.

Oral alim i¢in uygun olan dipalmitat tuzu kimyasal olarak dihidroklorid formuna



53

gore daha kararlidir. Stobadin’in titrasyonuna bakildiginda dibazik asit (pKa;=2.88
pKa,=7.17) 6zelligindedir. Elektron redoks potansiyelinin E;p=0,58 olmas1 nedeniyle
biyolojik sistemlerde giiclii bir antioksidandir. Bu o6zelliginden dolay1 biyolojik
sistemlerde —SH gruplarinin oksidasyonunu, amino asit oksidasyonunu ve singlet
oksijen olusumunu engeller. Diisiik toksisiteye sahip olan stobadin; peroksil, alkoksil
ve hidroksil radikalleri {izerinde temizleyici; singlet oksijen iizerinde ise baskilayici
etkiye sahiptir. Siiperoksit radikali iizerindeki etkisi ise Onemsenmeyecek
derecededir.”®'®® Stobadinin bu 6zellikleri indolik nitrojen tizerinde nitrojen merkezli
stabil radikal olusturma yeteneginden kaynaklanir. Boylece oksidatif strese bagli lipit

- . . 168,169
peroksidasyonunu ve protein oksidasyonunu azaltir. ™

Stobadin; kalp” ve merkezi sinir sistemi'” tizerinde koruyucu etkilere
sahipken; antiiilserojenik,''” antihistaminik''® antimutajenik®® antidisritmik®’ ve a

adrenolitik®” 6zellikleri yapilan alismalarda gdsterilmistir.

Horakova ve arkadaglar1 1994 ‘de stobadin’in reaktif oksijen tiirleri (ROS) ‘ni
temizleyici ve antioksidan etkilerini yaymlamuslardir.* Isoproterenolle olusturulan
kardiyomyosit hasarina karsi, stobadin’in kardiyak dokuda MDA konsantrasyonunu
diisiirdiigii; katalaz ve glutatyon rediiktaz enzim aktivetelerinde artisa neden oldugu
ayrica protein tiyol gruplarinda ve mitokondriyal rediikte glutatyon / okside
glutatyon oraninda degisime neden oldugu bildirilmistir.'*® Stobadin’in néronal
dokuda in vivo ve in vitro ortamda antioksidan ve koruyucu etki mekanizmasi
aydmlatilmistir.”*”""*°% Stobadin; hipoksi / reoksijenasyon, iskemi / reperfiizyon
gibi deneysel ¢alisma modellerinde SOD, GSH-Px gibi enzimlerin aktivitelerindeki
degisimi engelleyerek, konjuge dien olusumunu ve doku MDA seviyelerini
diistirerek lipid peroksidasyonunu azaltir. Ayrica Stobadin; hipoksi / reoksijenasyon
deney modelinde tavsan spinal kord ve hippokampal doku homojenatlarinda MDA
ve konjuge dien olusumunu azaltir.'”®" Stobadin serbest radikallerin neden oldugu
endoplazmik retikulum membran akiskanhgindaki degisimi engelleyerek; Fe™’nin
neden oldugu beyin sinaptosomal membranindaki Na'K'-ATP az ve Na' /Ca™
degistirici sistem aktivitelerindeki azalisi engeller.93’94 Yapilan bagka bir ¢alismada
Stobadin’in diisiik konsantrasyonlarda tavsan beyin endoplazmik retikulumunda Ca™

transfer hasarini engelledigi gosterilmistir.'** Streptozotosin ile olusturulan diabet



54

modelinde; Stobadin ve vitamin E kombinasyonunun beyin dokusunda diabetle artan
glukoz 6 fosfat dehidrogenaz ve glutatyon peroksidaz enzim aktivitelerini
baskiladigi; azalan glutatyon rediiktaz ve glutatyon S transferaz enzim aktivitelerini
normale dondiirdiigii, ayn1 zamanda beyin MDA seviyelerini diisiirerek lipid
peroksidasyonunu baskiladigr gosterilmistir. Ayn1 deney modelinde kalp, bobrek ve
karaciger gibi periferik organlarda diabetle gelisen serbest radikal hasarini
engelledigi gosterilmistir.'*® Cu™ ile iliskili LDL oksidasyonu iizerine Stobadin’in
antioksidan etkisi arastirilm1s; Stobadin’in doz bagimli olarak Cu™*nin neden oldugu
LDL oksidasyonunu ve LDL’nin yapisinda bulunan Apo B proteinindeki triptofan
kalintilarimin oksidasyonunu engelledigi gosterilmistir.*! Stobadin doza ve zamana
baglh olarak alloksan ile olusturulan diabette hiperglisemiyi baskilar.'” Ayrica
alloksan ile olusturulan diabet modelinde stobadin; dimetilsiilfoksit, dimetiliire,
tiyotire ve biitillenmis hidrosiyanizol gibi diger hidroksil radikal temizleyici ajanlara

gore daha etkilidir.*

Farmakokinetik c¢alismalarda gastrointestinal sistemden kolayca emildigi,

kan-beyin bariyerini gegebildigi gosterilmigtir.*>!

Hayvanlarda yapilan akut,
subakut ve kronik toksisite caligmalarinda embriyojenik, teratojenik, mutajenik,
genotoksik etkileri arastirilmis olan stobadin’in giivenilirligi belirlenmistir.'®
Stobadin ile 1ilgili Faz I c¢alismalar1 tamamlanmis olup saglikli kisilerde
elektrokardiyogram (EKG) ve kalp ritminde degisim gozlenmez iken; tansiyonda
hafif diisiikliik, maksimum dozda ise hafif sedatif etki gozlenmistir. Ayrica anjina
pektoris geciren hastalarda uygulanan faz II ¢alismalarinda atak sayisini azalttigi,

sistolik ve diastolik kan basincini hafifce diisiirdiigti belirtilmektedir.*
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3. MATERYEL VE YONTEM

Bu ¢alisma; Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
Arastirma Laboratuvari’nda ve Gazi Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi’nde

(GUDAM) gerceklestirilmistir.

3.1. Kullanilan Geregler
3.1.1 Deney Gruplarn

Calismamizda Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Etik
Kurulundan onay almmistir. Deneylerde GUDAM’dan temin edilen 250-300 gr
agirhiginda saglikli wistar albino cinsi 40 adet erkek rat kullanilmistir. Standart rat

diyetiyle beslenen denekler 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik siirecinde tutulmustur.

3.1.2. Kullanilan Aletler

Hassas terazi ( Schimadzu, Libror, AEG 220 )

Homojenizatér (Heidolph DIAX 900)

Vorteks (Heidolf Reax 2000)

Benmari (Heto)

Santrifuj (Hermle Z 380K )

Sogutmal1 santrifuj(Damon IEC,B-20A sogutmali,Hermle Z 323K
pH metre (Jenway)

Spektrofotometre (Schimadzu, UV1601 )
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3.1.3. Kullanilan Kimyasallar

Disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,), Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,)
trikloroasetikasit (TCA), tiobarbitiirik asit (TBA), karbon tetrakloriir (CCly),
stobadin, etanol kloroform, 1,1,3,3-tetraetoksi propan (TEP), bovin serum albumin
(BSA), Folin-Ciocalteau-fenol, bakir siilfat (CuSO04.5H,0), sodyum sitrat (Nasz-
Sitrat), sodyum karbonat (Na,COs3), sodyum hidroksit (NaOH), nitroblue tetrazolium
(NBT), ksantin, EDTANa,, ksantin oksidaz (XO), amonyum siilfat (NH4),SO, , bakir
kloriir (CuCly) , rediikte glutatyon (GSH), NADPH, hidrojen peroksit (H,O,),
sodyum azid (NaNj3), glutatyon rediiktaz (GSH-red), hidroklorik asit (HCIl), % 0.9
NaCl, karboksimetil seliiloz (KMS).

Alfamine (Ketamin Hidrokloriir, %10, Egevet Ilac), Alfazyne (Xylazin HCI,
%?2 ,Egevet Ilag) kullanilmustur.

3.2. Uygulanan Yontemler
3.2.1. Deney Hayvanlarinin Hazirlanmasi
Caligmada hayvanlar 4 esit gruba ayrildi.

Grup I-( Kontrol grubu: K ) (n=10): Ratlara 8 hafta boyunca standart rat

diyeti verilmistir.

Grup II —( Stobadin grubu: S ) (n=10): Ratlara 8 hafta boyunca haftada 3
kez oral yolla %0,5 Avicel (karboksimetil selliilloz) solusyonu 12l jcinde ¢oziilmiis

24.7mg/kg/giin Stobadin verilmistir.'”*

Grup II-( CCly grubu: C ) (n=10): Ratlara 8 hafta boyunca haftada 3 kez
intraperitoneal olarak 1/10 (v/v) oraninda =zeytinyagi icinde ¢6ziilmiis CCly

verilmistir. CCly ;

1.hafta: 0.3ml/kg
2.hafta: 0.7ml/kg

Sonraki 6 hafta boyunca: 1ml/kg CCl, verilmistir.'*’



57

Grup IV - ( Stobadin+ CCly grubu: SC ) (n=10): Ratlara 8 hafta boyunca
haftada 3 kez oral yolla %0,5 Avicel (karboksimetil selliiloz)'*' solusyonu icinde
¢oziilmiis 24.7mg/kg/giin Stobadin'®* ve intraperitoneal olarak 1/10 (v/v) oraninda
zeytinyag i¢inde ¢oziilmiis; 1.hafta: 0.03ml/kg, 2.hafta: 0.07ml/kg ve sonraki 6 hafta

boyunca:1 ml/kg intraperitoneal CCly verilmistir."*

Son uygulamadan 24 saat sonra ratlar genel anestezi ve kas gevsetici (40
mg/kg, Alfamin ve 2,5 mg/kg Alfazyne karistirilarak, intramiiskiiler uygulanmistir)
uygulanarak feda edildi, kardiyak kan ornekleri alindi, batin agilarak karaciger
dokular1 ¢ikartildi. Dokular, 9%0,9’luk NaCl ile yikandiktan sonra biyokimyasal

inceleme i¢in aliiminyum folyoya sarilarak sivi azotta donduruldu.

Deneyde kullanilacak karaciger dokular1 Heidolph DIAX900 marka
homojenizatér ile homojenize edilerek ham ekstraktlar elde edildi. Ekstraktlar
santrifiij edilerek siipernatantlar1 enzim ve diger parametreler i¢in ayrildi. Calisma
esnasinda elde edilen siipernatantlar ayr1 ayr1 ependorf tiiplerine konularak -80° C’

de analiz gliniine dek saklandi.

3.2.2. Yontemlerin Uygulanmasi
3.2.2. 1. Karaciger doku orneklerinin homojenize edilmesi

Karaciger doku ornekleri enzim aktivitesi ¢alisilacagi zaman derin
dondurucudan ¢ikarildi. 1000 mg doku 1/5 oraninda(w/v) serum fizyolojik ile
karistirildi ve buzlu su banyosu iginde 1-1.5 dakika 4000 devirde homojenize edildi.
Ham ekstrakt (homojenat) sogutmali santrifiijde 12.000 rpm’de 20 dakika santrifiij
edildi. Siipernatantlarin bir kism1 MDA, katalaz enzim aktivitesi ve protein tayini
i¢cin ayrildi. Kalan siipernatantlar 5/3 (v/v) etanol/kloroform karigimi ile 1/1 oraninda
karistirildi. Sogutmali santrifiijde 12.000 rpm’de 20 dakika tekrar santrifiij edildi. Ust
tabaka SOD ,GSH-Px enzim aktiviteleri ile protein tayini igin ayrildi.



58

3.2.2. 2. Rat karaciger doku érneklerinde Malondialdehid (MDA) tayini

Malondialdehit tayini Van Ye TM ve arkadaslarinin tarif ettigi metoda gore

caligildi.'®

Metodun prensibi: iki mol tiobarbitiirik asit (TBA) asidik ortamda ve 85-
100 °C sicaklikta bir mol MDA ile birleserek mor renkli TBA-MDA kompleksini
olusturur. Bu kompleksin verdigi absorbans 532 nm’de spektrofotometrik olarak

Olctliir.

Kullanilan Reaktifler

1.Fosfat Tamponu: 100 mM, pH: 6 izotonik (Na,HPO,/ KH;POj4)
2.% 20’lik TCA ¢ozeltisi

3.%1’lik TBA ¢ozeltisi

4 MDA standart1: 1,1,3,3-tetraetoksi propan standart ¢ozelti olarak kullanildi.
1,1,3,3-tetractoksi propandan 6nce 10 mM’lik stok ¢ozelti hazirlandi, stok ¢ozeltiden
uygun seyreltmelerle 10,25,50,75 ve 100uM’lik standart c¢ozeltiler hazirlanarak
standart grafik ¢izildi. Absorbans=f (Konsantrasyon) grafiginin egiminden de

numunelerdeki MDA miktarlar1 hesaplandi.

Deneyin yapilisi
Daha 6nce hazirlanan siipernatant 6rneklerinden MDA diizeyleri ¢alisildi.

Her bir numune ve standart i¢in kor ¢alisildi. Numune ve standart tliplerine

sirastyla; tampon ¢dozelti, etanol, TBA, TCA ve numune/standart eklenirken; kor
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tiiplerine TBA harig¢ digerleri eklendi. 60 dakika kaynar su banyosunda (85-100°C)

bekletildikten sonra ¢esme suyu altinda sogutuldu. 5000xg’de 20 dakika santrifiij

edildi. Siipernatantlar ayrildi. Daha sonra standart ve numune kor tiiplerine TBA

eklendi. lyice karistirildi ve 532 nm’de her bir tiipiin absorbansi distile suya kars:

okundu. MDA ¢alisma semasi asagida verilmistir.

Tampon Etanol TBA TCA Numune/Standart
Numune 1 ml 200ul 1 ml 1 ml 100 pl
Numune korii 1 ml 200ul - 1 ml 100 pul
Standart 1 ml 200ul 1 ml 1 ml 100 pl
Standart kérii 1 ml 200ul - 1 ml 100 pul

Hesaplama: MDA (p mol/L): { (Abs)n/ (Abs)si}x F

Numunelerdeki MDA miktarlar1 standart egri kullanilarak hesaplandi.

Sonuglar elde edilen protein miktarlarina béliinerek; pmol MDA / mg protein olarak

ifade edildi.
MDA Standart Grafigi
y = 0,0067x

0,8
2 0,6 /
©
=]
6 04
(72}
< 02 r/’/’*’!’/’/,,*»"

O T T T T
0 20 40 60 80 100 120

[MDAJuM

Sekil 12. MDA Standart egrisi
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3.2.2.3. Rat karaciger doku 6rneklerinde protein tayini

Homojenat ve siipernatantlardaki protein miktar1 Lowry metoduna gore
yapild.'™ Protein standarti olarak BSA (Sigma) kullamldi. 0.02-0.2 mg/ml
konsantrasyon araliginda standartlar kullanilarak standart grafik ¢izildi ve egimden

numunelerdeki protein miktarlar1 hesaplandi.

Metodun prensibi: Alkali ortamda proteinler Cu*" ile Cu*"-protein
kompleksi olustur ve fosfo molibdat-fosfo tungstat reaktifini (Folin-Ciocalteau-
Phenol reaktifini) rediikleyerek mavi-mor renkli {iriin olustururlar. Rengin koyulugu

ortamdaki protein konsantrasyonuyla dogru orantilidir.

Kullanilan reaktifler

1-CuS04.5H,0 ve Na;-Sitrat (A reaktifi).
2-Na,CO3 ve.NaOH (B reaktifi).
3-B reaktifi ve A reaktifi karistirilir (C reaktifi).

4- Folin-Ciocalteau ¢ozeltisi (D reaktifi) .

(Onceden hazirlanan reaktif deiyonize suyla esit oranda diliie edilerek

kullanildi).

Deneyin yapilisi
Reaktif Kor Numune
C reaktifi 2.5 ml 2.5ml
Numune - 10 pl
Distile su 500 pl 490ul

Karigtirildi. Laboratuvar sicaklifinda 5-10 dakika bekletildi. Daha sonra kor
ve numune tiiplerine D reaktifi ilave edildi. Tekrar karistirildi. Laboratuvar
sicakliginda 20-30 dakika daha bekletildikten sonra 700 nm’de kore karst numunenin

absorbansi okundu.
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Hesaplama:

Protein miktari: Numune absorbansi x F

Standart absorbansi

Sonuglar mg/ml olarak verildi.

Protein Standart Grafigi
y = 2,5836X
0,6
05 - >
2 04 -
2
o) 0,3 N
3
< 0,2 N
0,1 -
0 T T T T
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Protein (mg/ml)

Sekil 13. Protein Standart egrisi

3.2.2.4. Rat karaciger doku érneklerinde SOD aktivitesinin 6l¢iimii

Karaciger doku drneklerinde total SOD aktivitesi; Durak I ve arkadaslarinin

tarif ettigi metoda gore ¢alisild1.”

Metodun prensibi: Ksantin oksidaz enziminin ksantini metabolize etmesi
esnasinda ortaya c¢ikan O, radikalinin NBT yi rediiksiyonu sonucunda olusan mavi

rengin siddetinin 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir.

Ksantin oksidaz

Ksantin 0,”

v

0,”+ NBT Renkli bilesik

v
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Kullanilan reaktifler

1-Ol¢iim reaktifi
a)Ksantin (0.30mM)
b)EDTANa, (0.60mM )
¢)NBT (150uM)
d)Na,CO; (400mM)
e)BSA (1g/1)
2-XO (167U/1)

3-CuCl, (8mM):

Deneyin yapilisi:
Daha 6nce bahsedilen siipernatatlardan enzim ¢alismas1 yapildi.

Her bir numune i¢in kor calisildi. Numune tiiplerine 6l¢im reaktifi, numune
ve ksantin oksidaz enzimi; kor tliplerine ise 6l¢iim reaktifi ve ksantin oksidaz enzimi
konuldu. Tiipler 25°C’da 20 dakika inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra numune
tiiplerine 0.100 ml CuCly; kor tiiplerine 0.100 ml CuCl, ve numune eklendi. Iyice
karistirildiktan sonra her bir tiiplin absorbans1 560 nm’de distile suya kars1 okutuldu.

SOD enziminin ¢aligma semasi agagida verilmistir.

Reaktif (ml) Kor Numune
Ol¢iim reaktifi 2.850 2.850
Numune - 0.100

X0 0.050 0.050
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Hesaplama:.
T-SOD aktivitesi (U/ml)= [(Ak-An/Ak)x20] esitliginden hesaplandi.

% inhibisyon = (K6r abs - Numune abs ) x 100
Kor abs

Metodun prensibine gére; %50 inhibisyon 1 U aktiviteye karsilik gelir. SOD
enzim tayini sonucu elde edilen sonuglar protein miktarlarina boliinerek U/mg

protein olarak verildi.

3.2.2.5. Rat karaciger doku orneklerinde Glutatyon peroksidaz (GSH-

Px) aktivitesinin 6l¢iimii

GSH-Px aktivitesi Paglia DE ve arkadaglarinin metoduna gore caligildi.”’

Metodun prensibi: 340 nm dalga boyunda NADPH’1in NADP’ye donmesi

sonucu karigimin optik dansitesinin azalmasi prensibine dayanir.

Kullanilan Reaktifler:

GSH: (150 mM)

NADPH: 3mM)

H,0,: (100mM)

NaNj: (2M)

EDTA : (5 mM)

Fosfat tamponu (pH: 7,0; 50 mM)

GSH-red : S1vi enzimden (NHy),SOy ile seyreltilerek kullanilir.
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Deneyin yapilisi:

Numune tiiplerine Fosfat tamponu + EDTA, NaN3;, GSH, NADPH, GSH-red
ve numune konuldu. 340 nm’de suya kars1 sifirlandiktan sonra, 1-2 dakika absorbans
degisimi takip edildi. Bu kor olarak degerlendirildi. Absorbans degisimi durdugunda
ve ortama H,0, ilave edilir edilmez absorbans azalmasi 0.,1.,2.,3., dakikalarda

okundu. GSH-Px’in Caligma semas1 asagida verilmistir.

Reaktif (ml) Numune

Fosfat tamponu + EDTA 2.560

NaN; 0.030
GSH 0.100
NADPH 0.100
GSH-red 0.010
Numune 0.100
Hesaplama:

GSH-Px Aktivitesi (IU/ml): AAbs/dak. [(V1/Vn). (1/€.1)] esitliginden

hesaplandi.

NADPH igin molar absorbsiyon katsayis1 6,22 x 10° M ecm™ kullanilarak
dakika basina okside olan NADPH hesaplandi. Glutatyon peroksidaz aktivitesi
spesifik aktivite (IU/mg protein) olarak verildi.



65

3.2.2.6. Rat karaciger doku orneklerinde Katalaz aktivitesinin 6l¢iimii

Karaciger doku orneklerinde katalaz aktivitesinin Ol¢limii; Aebi H ve

arkadaslarinin metoduna gére yapildi.”

Metodun prensibi: 240 nm’de katalaz tarafindan yikilan hidrojen peroksitin

izlenmesi esasina dayanmaktadir.

Kullamilan reaktifler
Fosfat tamponu (50mM, pH=7)

Tamponlanmis H,O; ¢ozeltisi

Deneyin yapilisi:

Spektrofotometre kiivetine tamponlanmis H,O, ¢6zeltisi konuldu. 240 nm’de
absorbans degisimi bir silire takip edildi. Absorbans degisimi durduktan sonra
numune ilave edilerek karigtirildi. Absorbans degisimi 0. ve 5. dakikalar arasinda
takip edildi. Ilk okunan (0. dakika) absorbans kor olarak degerlendirildi. Katalaz
tayini sonucu elde edilen sonuglar protein miktarlarina boliinerek spesifik aktivite

(IU/mg protein) olarak verildi.

Reaktif(ml) Numune

Tamponlanms H,O; ¢ozeltisi 2.99

Numune 0.01
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3.2.2.7. Histopatolojik inceleme

Deneklerden elde edilen karaciger dokular1 serum fizyolojikle yikanarak
%10’luk formol soliisyonunda tespit edildiler. Ardindan alisilagelmis histolojik doku

takip yontemlerinden gegirilerek parafin bloklara gomiildiiler.

3.2.2.7.1. Hematoksilen-Eozin Boyasi

5 mikron kalinliginda alinan kesitler 60 °C de etiivde ve ksilolde deparafinize
edildikten sonra azalan alkol serilerinden gegirilerek rehidrate edildiler. Havada
kuruyan doku kesitleri hematoksilende 10 dk boyandiktan sonra musluk suyunda
yikand1 ve %3’liikk amonyakli suya daldirilarak mordantlandi. Yeniden yikanan
dokular 10 dk eozin ile boyandilar. 10 dk’lik musluk suyunun ardindan artan alkol
serilerinden gegcirilip dehidrate olan dokular ksilolde 45 dk bekletildikten sonra

entellan ile kapatildilar.

3.2.2.7.2. Masson-Trikrom Yontemi

Dokulara Bio-Optica’nin anilin mavili Mason trikrom boyasi uygulandi.
(Bio-Optica Mason tricromica Cat no: 04-010802, Milano S.p.a, via San Faustino,
58, 20134 Milano, ITALIA). Doku kesitleri azalan alkol gradientinden gecirilerek
distile suya kadar indirgendiler. Esit hacimde Weigert’s demirli hematoksilen A ve B
soliisyonlar karistirilip kesitlerin {izerine damlatilarak 10 dk bekletildiler. Ardindan
sollisyon drene edilerek Pikrik asit alkolik soliisyonu 4 dk siireyle uygulandi. 3-4
saniye distile suda yikanan kesitlere Mallory’nin Ponceau Asit Fuksin boyas1 4 dk
siireyle bekletildi. Ardindan distile suda yikanan kesitlere Fosfomolibdik asit
sollisyonu damlatilip 10 dk bekletildi. Soliisyon drene edildikten sonra Masson’un
anilin blue boyas1 5 dk siireyle uygulanarak kesitler distile suda yikandi. Artan alkol
serilerinden gecirilerek dehidrate edilen kesitler ksilende parlatilarak entellan ile

kapatildi.
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3.2.2.7.3. Immiinhistokimyasal Yontem

Parafin bloklara gémiilen doku kesitleri polilizinli camlara alindi. 37 “C’lik
etlivde 1 gece, deparafinize edilen lamlar 2 kez 15’er dakika ksilolde, 10’ar dakika
%100, 96, 80’lik etil alkolde dehidrate edilerek distile suya kadar indirgendiler.
Ardindan (Lab Vision Corporation, Fremont, CA, USA) primer antikoru ile
boyanacak kesitlere %10’luk sitrat tamponu (0.1 M) soliisyonunda yiiksek dereceli
mikrodalgada 20 dk retreival asamasi uygulandi. Dokular oda 1sisina kadar
sogutulduktan sonra, 2 kez distile sudan gegirilip fosfatlanmis tuz tampon
soliisyonunda (PBS) yikandilar. Bu asamada dokularin etrafi hidrofobik kalemle
(Pap Pen, LabVision, Fremont, CA, USA) sinirland1 ve ardindan hidrojen peroksitte
15 dk inkiibe edilerek 3 kez 5’er dk PBS’de yikandilar. Ultra V blokta 5 dk
bekletilen dokulara TGF-B3 primer antikoru 1:100 oraninda diliie (Ultra Ab Diliient,
LabVision) edilerek uygulandi. Primer antikor agsamasinda dokular oda i1sisinda 1
saatlik stireyle inkiibe edildiler. Ardindan tekrar PBS ile yikanan dokulara 15 dk
stireyle biotinile sekonder antikor ve peroksidaz uygulandi. Kromojen asamasinda
AEC’de 10 dk bekletilen dokular yeniden PBS ile yikanarak Mayer’s hematoksilen
(LabVision) ile zit boyama agamasina alindilar. Akan ¢esme suyunun altinda yikanan
dokular ultra mount ile kapatilarak Leica DM 4000 B imaj analizorlii fotoisik

mikroskobunda degerlendirildi.

3.3. istatistiksel analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi ve grafiklerin ¢izimi istatistik paket
programi SPSS (Statistical Package for the Social Sciences Program, for windows
15.0 ) ile Microsoft Excel (for windows XP) kullanilarak yapilmstir ve ortalama + 2
standart sapma (X + SD) olarak sunulmustur. Degerlendirmede Kruskal-Wallis
varyans analizi ve gruplar arasindaki farkliligi tespit etmek i¢cin Mann-Whitney U

testi kullanilmistir. p<0.05 istatiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Tim gruplara ait karaciger dokusu MDA diizeyleri ile SOD, GSH-Px ve
katalaz enzim aktivitelerinin istatistiksel sonuglar1 tablo 10’da sunulmustur.

Histolojik bulgular Resim1-13 arasinda verilmistir.

4.1. Biyokimyasal Bulgular

Tablo 9. Karaciger dokusu SOD, Katalaz ve GSH-Px enzim aktiviteleri ile MDA
diizeyleri (ortalama+standart hata = X £SD)

Biyokimyasal Gruplar
Parametreler

Grup I (K) Grup II (S) Grup I1I (C) Grup IV(SO)

SOD 536,77+37,74 479,68+18,43 * 392,37+16,19 *° 221,67+11,59%>¢
(U/mg pro) X £SD

GSH-Px 124,42+10,61 118,45+4.,82 63,82+8,87*° 58,01+4,04*°
(IU/mg pro) X £SD

Katalaz 324748427552 3951,25+686,97"  2404,26+286,02*° 4496,05+300,16™"°
(IU/mg pro) X £SD

MDA 10,38+0,95 10,07+1,04 22,3242 520 17,52+1,63*>¢
(pmol/mg pro) X +£SD

a: Grup I’in Grup ILIILIV ile karsilastirilmasi (p<0,05)

b: Grup II’'nin Grup III ve IV ile karsilastirilmasi (p<0,05)
c¢: Grup III’iin Grup 1V ile karsilastirilmasi (p<0,05)
Grup I-Kontrol grubu

Grup II-Stobadin grubu

Grup III-CCl4 grubu

Grup IV-Stobadin + CCly

P<0.05 : istatistiksel olarak anlaml1
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Grafik 4: Karaciger dokusu katalaz (IU / mg protein) aktivitesi sonuglari (X £SD)

Tablo 9 ve grafik 1-4 ‘den de goriildiigii gibi ¢alismamizda CCly ile siroz
olusturulan grupta kontrol grubuyla karsilastirdigimizda; SOD, katalaz ve GSH-Px
enzim aktiviteleri istatistiksel olarak anlamli derecede azalirken (p< 0.05); MDA
diizeyleri istatistiksel olarak anlamli derecede artmistir (p< 0.05). Stobadin + CCly
verilen grupta kontrol grubuyla karsilastirdigimizda; SOD ve GSH-Px enzim
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aktiviteleri istatistiksel olarak anlamli derecede azalirken (p<0.05); katalaz enzim
aktivitesi ve MDA diizeyleri istatistiksel olarak anlamli derecede artmistir (p<0.05).
Yalniz stobadin verilen grubu kontrol grubuyla karsilastirdigimizda; SOD enzim
aktivitesi istatistiksel olarak anlamli derecede azalirken (p<0.05); katalaz enzim
aktivitesi istatistiksel olarak anlamli derecede artmistir (p<0.05). Ayni grupta GSH-
Px enzim aktivitesi ile MDA diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
gozlenmemistir  (p>0.05). Yalmiz stobadin verilen grubu CCly grubuyla
karsilastirdigimizda; SOD, GSH-PX ve katalaz enzim aktiviteleri istatistiksel olarak
anlamli derecede azalirken (p<0.05); MDA diizeyi istatistiksel olarak anlaml
derecede artmistir (p<<0.05). Yalniz stobadin verilen grubu Stobadin + CCl, grubuyla
karsilagtirdigimizda SOD ve GSH-Px enzim aktivitesi istatistiksel olarak anlamli
derecede azalirken (p<0.05); aynm1 grupta katalaz enzim aktivitesi ve MDA diizeyi

istatistiksel olarak anlamli derecede artmistir (p<0.05).

CCly grubuyla Stobadin + CCly grubunu karsilagtirdigimizda SOD enzim
aktivitesi ve MDA diizeyi istatistiksel olarak anlamli derecede azalirken (p<0.05);
katalaz enzim aktivitesi istatistiksel olarak anlamli derecede artmistir (p<<0.05). Ayni
grupta GSH-Px enzim aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik

gozlenmemistir (p> 0.05).
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4.2. Histopatolojik Bulgular

4.2.1. Masson-trikrom ile boyanmis karaciger dokusu Kesitleri

4.2.1.1. Kontrol Grubu (Grup I)

Kontrol grubuna ait masson-trikrom ile boyanmis kesitlerde; kiigiik
biiyliltmede normal karaciger lobiil yapisi i¢inde ortada v.centralis ile ¢evresinde
1sinsal sekilde diizenlenim gosteren karaciger parankim hiicreleri (hepatositler) ve

aralarindaki karaciger sintizoidleri dikkati ¢ekti (Resim-1).

Resim-1. Kontrol grubu. Ortada v.centralis ile ¢evresinde 1sinsal diizenlenim

gosteren hepatositler ve aralarindaki karaciger siniizoidleri (masson-

trikrom , x 100).
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Biiytik biiytiltmede; hepatositler poligonal sekilleri, yuvarlak Okromatik
cekirdek yapilart ile sec¢ildi. V. porta, a. hepatica’nin dallar1 ve safra kanali ile
cevresindeki kollajen liflerin diizenlenimi ve miktarlarinda bir patoloji saptanmadi

(Resim-2).

Resim-2. Kontrol grubu.V.porta,a.hepatica dallari,safra kanali ve c¢evresindeki

kollajen lifler (masson-trikrom , x 400).
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4.2.1.2. Stobadin Grubu (Grup II)

Stobadin uygulanmig gruba ait masson-trikrom ile boyanmis kesitlerde;

Kiicik ve biiylik biiyliltmede karaciger parankim hiicrelerinde, siniizoidlerde,

vaskiiler yapilarda kontrol grubuna yakin bir goriiniim dikkati ¢ekti (Resim 3-4).

Resim-3. Stobadin grubu. Karaciger parankim hiicreleri, siniizoidler ve vaskiiler

yapilar (masson-trikrom x100).
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Resim-4. Stobadin grubu. Karaciger parankim hiicreleri, siniizoidler ve vaskiiler

yapilar (masson-trikrom x400).
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4.2.1.3. CCly Grubu (Grup III)

CCly uygulanmis gruba ait masson-trikrom ile boyanmis kesitlerde; kiigiik
biiyliltmede karaciger parankim hiicrelerinin normal yap1 ve sekillerini kaybettikleri,
parankimal dokuda ileri derecede yag nekrozunun gelistigi ve bunlarin ¢cogu yerde
yag vakuolleri sekline doniistiigli dikkati cekti. Parankimal hiicreler arasinda
fibrozisin ileri derecede arttifi, yer yer olusan septumlar ile pseudolobiil

goriiniimiiniin olustugu saptandi (Resim-5 ).

Resim-5. CCl; Grubu. Normal yapr ve sekillerini kaybetmis, karaciger parankim

hiicreleri , nekroza giden hiicrelerin yer yer yag vakuollerine doniistimii,

ileri derecede fibrozis (masson-trikrom x100).
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Biiyiik biiyliltmede; parankimal dokuda ileri derecede gelisen yag

nekrozunun yanisira, bag dokusu hiicrelerinin proliferasyonu ve asir1 kollajen lif

yapimi ile giden fibrozis belirlendi (Resim-6).

Resim-6. CCly Grubu. ileri derecede yag nekrozunun gelistigi, parankimal doku ve

septum olusumu ile giden fibrozis (masson-trikrom x400).
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4.2.1.4. Stobadin + CCly Grubu (Grup 1V)

Hem Stobadin hem de CCls uygulanmig gruba ait masson-trikrom ile

boyanmis kesitlerde; kii¢iik biiyiiltmede CCly uygulanmis gruba gére daha az oranda

hiicresel nekroz, yag vakuolii olusumu goriildii. Ancak fibrozis bulgularinin devam

ettigi dikkati ¢ekti (Resim-7).

Resim-7. Stobadin + CCly Grubu . CCly Grubuna gore azalmis yag nekrozu ve

fibrozis (masson-trikrom x100).
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Biiyilk biiyiiltmede; poligonal sekilli, yuvarlak ¢ekirdekli normal

goriiniimdeki karaciger parankim hiicrelerinin yanisira yag nekrozunun goriildiigii

hiicreler ile CCly uygulanmis gruba gore daha az oranda septal fibrozise rastlandi

(Resim-8).

Resim-8. Stobadin + CCly Grubu.Poligonal sekilli, yuvarlak ¢ekirdekli karaciger
hiicreleri ile beraber yag nekrozuna giden hiicreler.Az oranda fibrozis

(masson-trikrom x400).
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4.2.2. Immiinhistokimyasal yontemle boyanmis karaciger dokusu

kesitleri

Gruplar  arasinda; karaciger fibrozisini  karsilastirmak amaciyla

immiinhistokimyasal yontemle TGF-f 3 antikoru kullanilarak boyama yapildi .

4.2.2.1. Kontrol grubu (grup I)

Yalniz stobadin uygulanan grupta oldugu gibi TGF-B 3 immiin reaktivitesinin
zayif oldugu goriildii (Resim- 9) .

Resim-9. Kontrol grubu (Anti TGF-f 5 , x 400).
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4.2.2.2. Stobadin grubu (grup II)

Grup III ve Grup IV’e gore TGF-B 3 immiin reaktivitesinin zayif oldugu
goriildi (Resim- 10).

Resim-10. Yalniz stobadin uygulanan grup (Anti TGF-B ; , x 400).
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4.2.2.3. CCl4 grubu (gruplll)

Karaciger  parankim  hiicreleri ile  septal  yapilarda  TGF-f;

immiinreaktivetisinin belirgin olarak arttig1 dikkati ¢ekti (Resim 11-12).

Resim-11. CCl; uygulanan grup (Anti TGF-B 5 , x 400).

Resim-12. CCl; uygulanan grup (Anti TGF-B 5 , x 400).
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4.2.2.4. Stobadin + CCl, grubu (grup IV)

Stobadin + CCly grubunda orta derecede TGF-f 3 immiin reaktivitesi izlendi
(Resim-13).

Resim-13. Stobadin + CCl, uygulanan grup (Anti TGF-f5 , x 400).
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5. TARTISMA VE SONUC

Degisik kimyasal ajanlara bagli olarak serbest radikal olusumunun artisi;
karaciger hiicrelerinde lipid peroksidasyonu ve buna bagli olarak karaciger

fibrozisinin gelismesine yol acabilmektedir,'**17%1>7:>1

CCly, deneysel amacgli olarak karaciger fibrozisi gelistirmesi bakimindan
literatirde ¢ok stk kullanilmaktadir,'#6:184119.107.187.87.5.190.183.42.29.193 g hhon
tetrakloriir (CCly)“lin karacigerde mitokondriyal monooksijenaz (Psso 2E1) sistemi
tarafindan metabolize edilmesi esnasinda triklorometil (CCl;”) serbest radikali
olustuktan sonra lipidler ve proteinler ile kovalent baglar olusturarak hizla
triklormetil peroksite (CCl;0;7) veya hidrojen atomlarin1 kaybetmis olan kloroform
formuna doniisiir.>>>"* CCl, “iin metabolizmasi sonucu ortaya c¢ikan (CCly") ve
(CCl130;7) serbest radikalleri toksisitesinden sorumlu tutulmaktadir.*'*

Serbest radikallerin ortaya ¢ikardigi doku hasarinin tespiti, radikal hasarinin

engellenmesi veya ortadan kaldirilmasi amaciyla birgok antioksidan molekiil

denenmistir.

CCly ‘iin ortaya c¢ikardigi karaciger harabiyetini Onlemede izoflavonlarin
onemli bir antioksidan olarak olumlu bir etki yaptigimi gosteren literatiirler
bulunmaktadur.'#%-1%4

Yapisinda major olarak flavonoid ve terpenoidleri igeren Gingko biloba
ekstrakt1 (EgB761) uygulamasinin, CCly ile deneysel karaciger hasari olusturulmus
ratlarda lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi rapor edilmistir."’ Yine ratlarda CCI, ile
olusturulan hepatoksisiteye karsi Ginseng bilesiklerinin de koruyucu antioaksidan

ozellikler gosterdigi rapor edilmistir.*

Ustiindag B ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir calismada; soy izoflavonlarin

deneysel olarak olusturulmus CCIl; hasarina bagli olarak gelisen karaciger
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harabiyetini onlemede etkili oldugu, artmis olan lipid peroksidasyon fiirlinlerini
azalttigt ve soy izoflavonlarin antioksidan oOzellige sahip paraoksonaz enzimini

stimule edici etkisi oldugu gosterilmistir.'®*

Izoflavonlar disinda baska antioksidan molekiillerinde CCI, kullanimina bagli

karaciger toksisitesini engelledigi belirtilmektedir.'?'*>?

Yapilan ¢aligmalarda
profilaktik olarak E vitamini verilmesinin kronik CCly uygulanmasiyla olusan
karaciger hasarindan ratlari koruyacagi ongorilmektedir ."*®'* Erdogan ve
arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢alismada ratlarda CCly ile olusturulan akut karaciger
hasart modelinde vitamin C ve vitamin E’nin karaciger hasarini onleyici etkilerinin
oldugunu biyokimyasal ve histopatolojik olarak gdstermislerdir.** Oksidatif stres
sonucu aciga ¢ikan serbest oksijen radikallerine bagli olarak hiicresel hasarin; kanser,
aterosklerotik kalp hastaliklari, karaciger hastaliklar1 ve toksik hiicre hasarlarinda
patogenezden sorumlu oldugu bilinmektedir. Yapilan ¢aligmalarda CCly uygulanmis
ratlarda oksidatif stres ve karacigerdeki kupffer hiicre inaktivasyonunun karaciger
fibrozisinde 6nemli bir rol oynadigi goriilmektedir.'”'”” Bu nedenle karaciger
fibrozisini engellemek amaciyla baz1 antioksidan maddeler denenmistir. Wang ve
arkadaglarinin melatonin uygulamasi ile CCls uygulanmis ratlarda, karacigerde
fibrozisin geriledigini ve antioksidan enzimler olan superoksid dismutaz (SOD) ile
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) diizeylerinde artis oldugunu rapor etmektedirler.'®’
Bir baska calismada akut CCly uygulamasinda bakteri hiicre duvarlarinda ve bitki
duvarlarinda bulunan kitin yapisinda katyonik bir polisakkarit olan Chitosan’in lipid
peroksidasyonu azalttigi, antioksidan enzimlerden SOD ve katalaz enzim

aktivitelerini ise arttirdig1 bildirilmektedir.”’

Aneja ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir calismada, fitodstrojenlerden
Genistein ve daidzein uygulamasi sonucunda CCls’e bagl karaciger hasarindan;
hepatik glutatyon-S transferaz ve antioksidan hepatik glutatyon araciligi ile

korunuldugu ve lipid peroksidasyonunun énlendigi rapor edilmektedir.’

Yapilan ¢alismalarda CCly kullanimina ve alkolik karaciger hastaligina baglh
olarak karaciger hasar1 olusumu sirasinda ROS {iretiminde meydana gelen asir1 artis

ve buna bagli olarak antioksidan enzimler olan SOD ve GSH-Px diizeylerinde
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anlamli azalmalar olmaktadir. Dolayisi ile antioksidan enzimler ile karaciger hasari,
fibrozis ve lipid peroksidasyon diizeyleri arasinda ters bir korelasyon oldugu
gdzlenmektedir.”>"**!*? Yilmaz ve arkadaslarnin yaptiklari bir ¢calismada; CCly ile
siroz olusturulmus ratlarda GSH-Px ve G6PDH enzim diizeylerindeki diismeye bagh
olarak stiperoksit radikallerinin asir1 diizeyde biriktigini ve serbest radikallerin siroz

gibi karaciger hastaliklarinin patogenezinde rol oynayabilecegini gdstermislerdir.'®?

Artmis radikal seviyelerinin enzim aktiviteleri lizerine olan negatif etkisi;
22,138

antioksidan enzim diizeylerinin baskilanmasiyla iliskilendirilmistir.

Yine yapilan calismalarda radikal hasarinin bir gostergesi olan lipid
peroksidasyonu artmig MDA seviyeleri ile agiklanmaktadir. CCly kullanimina baglh
olarak ortaya ¢ikan lipid peroksidasyonu, artmis MDA seviyeleriyle pozitif
korelasyon gostermektedir.””'2*!4°

Cluet ve arkadaslarinin ratlara deneysel olarak 3 giin siireyle fenobarbiton ve
CCly verildiginde CCly’tin alken (etan, pentan) salgisina yol actifini, fakat
fenobarbitonun endojen lipid peroksidasyon da etkili olmadigin1 bulmuslardir.
Fenobarbiton ve CCl4 kombine etki ile ratlarda karaciger sirozuna neden olmaktadir.
Her iki ksenobiyotik; hepatik antioksidan enzimler olan katalaz ve GSH-Px enzim

aktivitelerini baskllamlstlr.29

CCls’e maruz kalan rat hepatositlerinde MDA olusumu artar ve karacigerde
yagli dejenerasyonla birlikte sentrilobiiler nekroz gozlenir.'”® Sirozda olusan lipid
peroksidasyonu ve antioksidan enzimlerde olan degisikliklerin karacigerde meydana
gelen hasarin derecesine bagli oldugu ileri siiriilmektedir. Recknagel; CCl,’iin yol
actigr  karaciger hasarinin  genellikle karaciger mikrozomlarindaki lipid

peroksidasyonuna bagh oldugunu bildirmistir.'**

Literatiirde yapilan birgok calismada degisik modeller kullanilarak
Stobadin’in antioksidan etkisi arastirilmugtyr,0:'26:76:77.78.79.100.174.108.82.182.133.81.170.32
Stobadin diisiik toksisitesi, hidroksil, peroksil, alkoksil radikallerini siipiiriicii ve
singlet oksijeni baskilayici etkisi sebebiyle oksidatif stresle ilgili bir¢ok hayvan

calismasinda kullanilmustir.”™'®® Literatiirde Stobadin’in diabetik rat modellerinde
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diabet ile ortaya ¢ikan radikal hasarini engellemede antioksidan olarak kullanildigin
gormekteyiz. Stobadin’in lipid peroksidasyonu iizerine olan etkileriyle ilgili yeterli
calisma bulunmamakla birlikte alloksan ve streptozotosin ile olusturulan diabet
modellerinde stobadinin diabette gelisen hiperglisemiyi baskiladigi ve protein

glikasyonunu engelledigi gosterilmistir.®"**'7

Jang Y.Y ve arkadaslarinin yaptiklar
calismada; lipid peroksidasyonunun gostergesi olan malondialdehid diizeylerini
streptozotosin ile diabet olusturulmus ratlarin karaciger ve bobrek dokularinda

kontrol grubuna gore anlamh derecede yiiksek bulmuslardir.®

Ulusu ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢alismada; diabetik ratlarin beyin ve
kalp dokularinda MDA diizeylerini kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek
bulmusgken; bobrek dokusunda anlamli bir artis gézleyememislerdir. Ayn1 ¢calismada
stobadin uygulanmis ratlarda MDA diizeyleri her {i¢ dokuda da anlamli derecede
azalmis bulunmustur.'®'

Calismamizda; CCly kullanimimin ortaya c¢ikardigi fibrotik-sirotik proges
hem antioksidan enzim seviyeleriyle takip edilmeye calisilmis hem de histopatolojik
ve immiinhistokimyasal boyama teknikleriyle degerlendirilmistir. CCls’niin neden
oldugu radikal hasarmin engellenmesi amaciyla yeni bir antioksidan molekiil olan

Stobadin kullanilmastir.

CCly kullanimina bagli olarak ortaya c¢ikan serbest radikal hasarinin
engellenmesi amaciyla stobadin’in antioksidan olarak kullanildigi bir literatiir
calismasina rastlanilmamistir. Bu ac¢idan calismamiz Stobadin’in  CCls’{in
olusturdugu radikal hasar1 iizerine etkisini arastiran ilk calisma olma &zelligini
tasimaktadir. Calismamizda CCly verilen grup kontrol grubuyla karsilastirildiginda
SOD, GSH-Px ve katalaz enzim aktiviteleri anlamli derecede baskilanirken; MDA
seviyeleri anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Bu sonu¢ CCls kullaniminin ortaya
cikardig1 asirt radikal iretiminin antioksidan enzimler iizerindeki negatif etkisini
gostermektedir. Bu baskilanma sonucu MDA artis1 ise antioksidan enzim
diizeylerinin baskilanmasi1 ve artan lipid peroksidasyonuyla pozitif bir korelasyon
gostermektedir. CCly tiirevi radikallerin asir1 artisi organizmada oksijen tiirevi

radikallerinde birikimine yol agabilir. Oksijen tiirevi radikallerin birikimi; siiperoksit
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radikali ve hidroksil radikaline kaynak saglayan hidrojen peroksitin artisina ve
bunlara bagli olusan MDA seviyelerinin artisina yol ag¢mis olabilir. MDA
seviyelerinin artis1 karaciger hiicrelerindeki asir1 lipid peroksidasyonunun bir
gostergesidir. Bu biyokimyasal sonuglar1 destekleyen en onemli bulgu CCly
grubunda masson-trikrom boyama ile yapilan histopatolojik ¢alisma sonuglaridir.
CCly grubundaki histopatolojik sonuglara gore; karaciger parankimal dokudaki yag
nekrozu ve asir1 kollajen lif yapimai ile giden septal fibrozis enzimatik ¢alismalarimizi
ve MDA sonuglarimizi agiklayici mahiyettedir (resim 5-6).Yine ¢alismamizda TGF
B3 antikoru kullanilarak yapilan immiinhistokimyasal boyamada karaciger parankim
hiicreleri ile septal yapilarda TGF-B; immiinreaktivitesinin belirgin olarak artigi
biyokimyasal sonuglarimizi destekleyen diger bir bulgudur (resim 11-12).
Calismamizin sonuglar1 CCly kullaniminin ortaya ¢ikardigi radikalik hasar1 hem

enzimatik hem de histopatolojik acidan gostermesi bakimindan deger tasimaktadir.

Calismamizda kullanilan Stobadin’in CCly kullaniminin ortaya ¢ikardigi
radikal hasari {izerine olan etkisini degerlendirdigimizde; Stobadin + CCls uygulanan
grupta kontrol grubuyla karsilastirdigimizda; SOD ve GSH-Px enzim aktiviteleri
baskilanmis, katalaz enzim aktivitesinin arttifi gozlenmistir. Stobadin + CCly
uygulanan grupta SOD ve GSH-Px enzim aktivitelerindeki baskilanma CCly
uygulanan gruba gore degerlendirildiginde; SOD’da daha siddetli iken GSH-Px i¢in
istatistiksel olarak anlamli degildir. Buna karsilik Stobadin + CCls uygulanan grupta
katalaz enzim aktivitesi CCls uygulanan gruba gore istatistiksel olarak anlaml
derecede  yiiksek  bulunmustur. MDA  i¢cin  ¢alisma  sonuglarimizi
degerlendirdigimizde; Stobadin + CCl uygulanan grupta kontrol grubuna gore MDA
seviyeleri yiiksek iken CCly uygulanan gruba gore diisiik oldugu gozlenmektedir.
Stobadin + CCly uygulanan grupta MDA seviyelerinin kontrol grubuna gore yiiksek;
CCly uygulanan gruba gore ise diisiik olmasinin sebebi Stobadin + CCls uygulanan
grupta SOD ve GSH-Px enzim aktivitelerinin baskilanmasina ragmen katalaz enzim
aktivitesinin artigiyla iligkili olabilir. Artan katalaz enzim aktivitesi MDA
seviyelerini kontrol grubu degerlerine cekememesine ragmen CCly uygulanan gruba
gore bir koruma saglamistir. Bu bulgularimiz histopatolojik ¢alisma sonuglariyla da
uyumluluk gostermektedir. Hem Stobadin hem de CCly uygulanmis grubun masson-

trikrom boyama ile yapilan histopatolojik ¢alisma sonuglarinda; CCly uygulanmis
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gruba gore daha az oranda hiicresel nekroz,yag vakuolii olusumu ve septal fibrozise
rastlanilmistir (resim 7-8). TGF 33 antikoru kullanilarak yapilan immiinhistokimyasal
boyamada; CCly uygulanmis gruba gére TGF-f ; immiinreaktivitesinde bir azalma
tespit edilmistir (resim-13). Histopatolojik sonuglar enzimatik sonuglarimizi

destekler niteliktedir.

Calismamizda yalniz Stobadin verilen gruptaki sonucglara baktigimizda;
Stobadin verilen grubu kontrol grubuyla karsilastirdigimizda; SOD enzim aktivitesi
istatistiksel olarak anlamli derecede azalirken; katalaz enzim aktivitesi istatistiksel
olarak anlamli derecede artmistir. Aynm1 grupta GSH-Px enzim aktivitesi ile MDA
diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gozlenmemistir . Stobadin verilen
grubu CCly grubuyla karsilagtirdigimizda; SOD, GSH-PX ve katalaz enzim
aktiviteleri istatistiksel olarak anlamli derecede azalirken; MDA diizeyi istatistiksel
olarak anlamli derecede artmistir. Stobadin verilen grubu Stobadin + CCly grubuyla
karsilastirdigimizda SOD ve GSH-Px enzim aktivitesi istatistiksel olarak anlamli
derecede azalirken ayni grupta katalaz enzim aktivitesi ve MDA diizeyi istatistiksel
olarak anlamli derecede artmigtir. Stobadin uygulanmig grubun masson-trikrom
boyama ile yapilan histopatolojik c¢alisma sonuglarinda karaciger parankim
hiicrelerinde, siniizoidlerde, vaskiiler yapilarda kontrol grubuna yakin bir goriiniim
dikkati ¢ekmistir (resim 3-4). TGF ps; antikoru kullanilarak yapilan
immiinhistokimyasal boyamada; yalniz CCls uygulanmis ve hem Stobadin hem de
CCly uygulanmig gruba gére TGF-f; immiin reaktivitesinin zayif oldugu gorilmustiir
(resim 10). Bu bulgu bize Stobadin’in tek basina kullanim1 esnasinda ortaya c¢ikan
enzim aktivite degerlerindeki degisikligin histopatolojik olarak kontrol grubuna gore
bir farklilik ortaya ¢ikarmadigini gostermektedir. Stobadin’in SOD enzim aktivitesini
azaltmasi1 H>O; olusumunun azalmasina yol agarken; kontrol grubuna gére GSH-Px
enzim aktivitesinin ayn1 kalmasi; buna karsilik CAT enzim aktivitesinin artmasi,
MDA seviyelerinin kontrol grubuna gore defismemesi ve Stobadin’in tek basina
kullaniminin histopatolojik olarak kontrol grubuna yakin bir sonu¢ vermesi;
enzimatik sonucglar ve MDA degerleriyle uyum halindedir. Buna karsilik Stobadin’in
CCly kullaniminin ortaya ¢ikardigr histopatolojik degisimleri ortadan kaldirmadigi
gozlenmektedir. Stobadin +CCly verilen grupta kontrol grubuna gore GSH-Px

aktivitesinin baskilanmasi ¢alismamiz agisindan ¢ok anlamlidir.
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Ozellikle Stobadin’in katalaz enzim aktivitesi iizerine olan pozitif etkisi
kinetik olarak da incelenmesi gereken bir konu olabilir. Calismamizda Stobadin +
CCly uygulanan grupta katalaz enzim aktivitesinin artisina ragmen ciddi lipid
peroksidasyonu ve histopatolojik degisikliklerin gozlenmesi hidrojen peroksitin
katalizinde GSH-Px’in daha oOnemli oldugu sonucuna ulagsmamizi saglamistir.
Glutatyon peroksidaz eritrositlerde oksidatif strese karsi en etkili antioksidan olup
hidrojen peroksit ve lipid peroksitlein rediiksiyonunu katalizleyen bir enzimdir.
GSH-Px aktivitesindeki azalma hidrojen peroksit diizeylerinin yiikselmesine ve

hiicre hasarma yol agmaktadir.”'*®

Yimaz ve arkadaslarminnin yaptiklart bir
calismada CCly kullanimina bagh toksisitenin ortadan kaldirilmasinda GSH-Px’in
6nemli oldugu sonucuna varilmaktadir.'”® Hidrojen peroksit yiiksiiz olmast nedeniyle
hiicre icine kolaylikla girebilir. H,O, bir radikal olarak kabul edilmese de
organizmada hidroksil radikalinin en 6nemli kaynagidir. GSH-Px ve katalaz H,O,in
katalizinde Onemli olan iki enzimdir. Calismamizdaki bulgular bize yliksek
seviyedeki H,O; olusumu durumunda GSH-Px’in baskilanmasinin ciddi hasarlara yol
acabilecegini gostermektedir. CCly ‘lin metabolizmasi sonucu ortaya ¢ikan (CCl;”)
ve (CCl30;,7) serbest radikallerinin yanisira hiicre i¢inde ortaya ¢ikan asir1 hidroksil
radikali olusumu da CCly kullanimina bagl olarak ortaya ¢ikan hasardan sorumlu
olabilir. Caligmamizin degisik hayvan modelleri ve antioksidanlar ile

genigletilmesinin ~ bu  metabolizmanin  anlasilmasina  katki  saglayacagim

diistinmekteyiz.
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6. OZET

Calismamizda; CCly ile deneysel olarak siroz olusturulan rat karaciger
dokularinda oksidatif stres ve lipid peroksidasyonunu incelemek i¢in malondialdehid
(MDA) seviyeleri ve radikal metabolizmasinda koruyucu role sahip antioksidan
enzimlerden siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve katalaz
(CAT) enzim aktiviteleri ¢alisilarak, olusturulmaya calisilan fibrozis iizerine giicli

bir antioksidan olan Stobadin’in etkisi incelendi.

Caligmamizda yaklagik 250-300 gr agirliginda, wistar albino cinsi toplam 40
adet erkek rat kullanildi. Ratlar; Grup I- Kontrol (K), Grup II -Stobadin grubu (S) ,
Grup III -CCly (C) ve Grup IV-Stobadint+ CCly (SC) olmak iizere 4 esit gruba
boliindii. Siroz olusumu CCly ‘iin 8 hafta boyunca artan dozlarda intraperitoneal
olarak verilmesiyle; Stobadin tedavisi 8 hafta boyunca oral olarak 24.7mg/kg/giin

stobadin verilerek yapildi. Tiim parametreler spektrofotometrik olarak ¢aligildi.

Calismamizda CCly ile siroz olusturulan grupta kontrol gubuyla
karsilastirdigimizda; SOD, KAT ve GSH-Px enzim aktiviteleri istatistiksel olarak
anlamli derecede azalirken (p< 0.05); MDA diizeyleri istatistiksel olarak anlaml
derecede artmistir (p<<0.05). Ayn1 zamanda histopatolojik olarak CCl, grubunda ciddi
fibrotik degisiklikler gozlenmistir. Stobadin + CCly verilen grubu kontrol grubuyla
karsilastirdigimizda SOD ve GSH-Px enzim aktiviteleri istatistiksel olarak anlamli
derecede azalirken (p<0.05) ; KAT enzim aktivitesi ve MDA diizeyleri istatistiksel
olarak anlamli derecede artmistir (p<0.05). Stobadin +CCls grubunda histopatolojik
olarak CCl4 grubuna gore bir diizelme olmasina ragmen; ayni grubu kontrol grubuyla
karsilagtirdigimizda karaciger hasarinin devam ettigi gozlenmektedir. Yalniz
stobadin verilen grubu kontrol grubuyla karsilagtirdigimizda; SOD enzim aktivitesi
istatistiksel olarak anlamli derecede azalirken (p<0.05); CAT enzim aktivitesi
istatistiksel olarak anlamli derecede artmistir (p<0.05). Aynmi grupta GSH-Px enzim
aktivitesi ile MDA diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
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gozlenmemistir  (p>0.05). Yalniz stobadin verilen grubu CCly grubuyla
karsilastirdigimizda; SOD, GSH-Px ve KAT enzim aktiviteleri istatistiksel olarak
anlamli derecede azalirken (p<0.05); MDA diizeyi istatistiksel olarak anlamli
derecede artmistir (p<0.05). Yalniz stobadin verilen grubu Stobadin + CCl4 grubuyla
karsilastirdigimizda SOD ve GSH-Px enzim aktivitesi istatistiksel olarak anlamli
derecede azalirken (p<0.05); aym1 grupta KAT enzim aktivitesi ve MDA diizeyi

istatistiksel olarak anlamli derecede artmistir (p<<0.05).

CCly grubuyla Stobadin + CCly grubunu karsilastirdigimizda SOD enzim
aktivitesi ve MDA diizeyi istatistiksel olarak anlamli derecede azalirken (p<0.05);
KAT enzim aktivitesi istatistiksel olarak anlamli derecede artmistir (p<<0.05). Ayn
grupta GSH-Px enzim aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
gbzlenmemistir ( p> 0.05).

Calismamizda Stobadin + CCly uygulanan grupta katalaz enzim aktivitesinin
artisina ragmen ciddi lipid peroksidasyonu ve histopatolojik degisikliklerin
gozlenmesi hidrojen peroksitin katalizinde GSH-Px’in daha 6nemli oldugu sonucuna

ulagsmamizi saglamstir.
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7. SUMMARY

In this study, a rat model of CCly -induced experimental cirrhosis was used in
rats to examine the level of MDA in order to investigate the oxidative stress and lipid
peroxidation. Levels of SOD GSH-Px, CAT enzymes, which prevent free radical
injury, were also measured to investigate the effect of stobadinin which is a strong

antioxidant.

Forty male Wistar-albino rats weighing approximately 250-300 grams were
used in the study. The rats were divided into 4 groups: group 1-control (K), group 2-
stobadin (S), group 3- CCl, (C) and group 4-stobodin+ CCly (SC).

Cirrhosis was achieved by giving CCly intraperitionealy in sequentially
increasing doses. Stobadin treatment was applied orally at a dose of 24.7 mg/kg/day
over an 8 week period. All the parameters were measured by using a

spectrophotometer.

When compared to the control group, while SOD, CAT and GSH-Px enzyme
activities decreased statistically significantly (p<0.05), levels of MDA increased
statistically significantly (p<0.05).

When compared to the control group, while SOD and GSH-Px activities
statistically significantly decreased (p<0.05), CAT enzyme activity and levels of
MDA increased statistically significantly (p<0.05) in the group that was given
CCl4+Stobadin.

When the group that was only given stobadin was compared to the control
group, SOD enzyme activity statistically significantly decreased (p<0.05) while CAT
enzyme activity statistically significantly increased (p<0.05). No statistically
significant changes were observed in GSH-Px enzyme activity and levels of MDA in

the same group (p>0.05).
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When we compared the group that was only given stobadin with CCly group,
SOD GSH-Px and CAT enzyme activities statistically significantly decreased
(p<0.05) and the level of MDA statistically significantly increased (p<0.05).

When we compared the group that was only given stobadin with
stobadin+CCl4 group, SOD, GSH-Px and enzyme activities statistically significantly
decreased (p<0.05) and the CAT enzyme activity and the level of MDA statistically
significantly increased (p<0.05).

When we compared the group that was only given CCly with stobadin + CCl4
group, SOD enzyme activity and the level of MDA statistically significantly
decreased (p<0.05) and CAT enzyme activity statistically significantly increased

(p<0.05).

In the same group, no statistically significant changes were observed in GSH-

Px enzyme activity (p>0.05).

We suggested that GSH-Px enzyme more important antioxidant enzyme in
this study compared with catalase enzymes levels because of GSH-Px activities

supressed; but CAT activities increased in group stobadine +CCly

The severe fibrosis was observed in histopathological differences in group

CCly

In group stobadine +CCly; when compared to CCly group and control group;
there was a statistically significant improvement was observed althought there wasn’t

any compared to control group.
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