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Bilimsel Etige Uygunluk

“Liv-52’nin siganlarda favipiravir ile indiiklenen hepatotoksisiteye etkisi.
Biyokimyasal ve histopatolojik degerlendirme” isimli “Doktora” tezim tarafimca
intihal tespit programi ile incelenmistir. Buna gore tezimde bilimsel etik ihlali ve

intihal olarak nitelendirilebilecek herhangi bir durum olmadigini taahhiit ederim.

Bu calismadaki tiim bilgilerin, akademik ve etik kurallara uygun bir bigimde elde
edildigini; ayn1 zamanda bu kural ve davranislarin gerektirdigi gibi, bu ¢aligmanin
0ziinde olmayan tiim materyal ve sonuglari tam olarak aktardigimi ve referans

gosterdigimi beyan ederim. 30/01/2024

(imza)

Seval BULUT
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OZET

Doktora Tezi

LiV-52’NiN SICANLARDA FAVIPiRAVIR iLE iINDUKLENEN
HEPATOTOKSISITEYE ETKIiSi. BIYOKIMYASAL VE
HiSTOPATOLOJIK DEGERLENDIRME

Seval BULUT

Erzincan Binali Yildirrm Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Halis SULEYMAN

Amag: Liv-52’nin si¢anlarda favipiravirin olasi karaciger hasarina kars1 koruyucu etkisini
biyokimyasal ve histopatolojik olarak arastirmaktir.

Materyal ve Metot: Deney hayvanlari, saglikli (SG), 200 mg/kg favipiravir (FV-200),
400 mg/kg favipiravir (FV-400), 200 mg/kg favipiravir ve 50 mg/kg Liv-52 (LFV-200),
400 mg/kg favipiravir ve 50 mg/kg Liv-52 (LFV-400) olmak iizere 5 gruba ayrild.
Favipiravir giinde 2 kez, Liv-52 giinde 1 kez oral yoldan 7 giin boyunca uygulandi. Siirenin
sonunda kan &rnekleri alindi ve 6tenazi sonrasi karaciger dokulari ¢ikarildi.

Bulgular: Biyokimyasal bulgularimiz favipiravirin karaciger dokularinda doza bagimli
olarak oksidan bir parametre olan MDA diizeylerinde artisa, tGSH, SOD ve CAT gibi
antioksidan diizeylerinde azalmaya neden oldugunu gdstermistir. Ayrica, favipiravir
serum ALT, AST ve LDH aktivitelerini artirmistir. Histopatolojik olarak, favipiravir 400
mg/kg dozda karaciger dokusunda 200 mg/kg dozuna goére daha siddetli nekroz, hidropik
dejenerasyon ve hemorajiye yol agmustir. Liv-52, karaciger dokusunda MDA’nin
favipiravir ile yiikselisini tGSH, SOD ve CAT diizeylerinin ise azalisini anlamli
Onlemistir. Ayrica, Liv-52°nin  hayvanlarin kan serumunda ALT, AST ve LDH
aktivitelerindeki artist anlamli inhibe ettigi ve histopatolojik hasar1 hafiflettigi
saptanmigtir.

Sonug¢: Favipiravir, doza bagl olarak artan karaciger hasarina neden olmaktadir.
Favipiravir ile Liv-52’nin beraber kullanilmasi karaciger hasarinin 6niine gecebilir.

2024, 79 sayfa

Anahtar Kelimeler: Favipiravir, Hepatotoksisite, Hepatotonik, Liv-52, Oksidatif Stres,
Sican.
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ABSTRACT

PhD Thesis

EFFECT OF LiV-52 ON FAVIPIRAVIR-INDUCED HEPATOTOXICITY
IN RATS. BIOCHEMICAL AND HISTOPATHOLOGICAL EVALUATION

Seval BULUT

Erzincan Binali Yildirim University
Graduate School of Health Sciences
Department of Pharmacology

Supervisor: Professor Doctor Halis SULEYMAN

Aim: To investigate the protective effect of Liv-52 against possible liver damage caused by
favipiravir in rats biochemically and histopathologically.

Materials and Methods: Experimental animals were divided into 5 groups consisting of
six rats: healthy (SG), 200 mg/kg favipiravir (FV-200), 400 mg/kg favipiravir (FV-400),
200 mg/kg favipiravir and 50 mg/kg Liv-52 (LFV-200), 400 mg/kg favipiravir and 50 mg/kg
Liv-52 (LFV-400). Favipiravir was administered twice a day and Liv-52 was administered
orally once a day for 7 days. At the end of the period, blood samples were taken and liver
tissues were removed after euthanasia.

Results: Our biochemical findings showed that favipiravir caused a dose-dependent
increase in MDA levels, an oxidant parameter, and a decrease in antioxidant levels such as
tGSH, SOD and CAT in liver tissues. In addition, favipiravir increased serum ALT, AST
and LDH activities. Histopathologically, favipiravir caused more severe necrosis, hydropic
degeneration and haemorrhage in liver tissue at 400 mg/kg dose than at 200 mg/kg dose.
Liv-52 significantly prevented favipiravir-induced increase in MDA and decrease in tGSH,
SOD and CAT levels in liver tissue. In addition, Liv-52 significantly inhibited the increase
in ALT, AST and LDH activities in the blood serum of the animals and alleviated the
histopathological damage.

Conclusion: Favipiravir causes liver damage that increases in a dose-dependent manner.
Concomitant use of favipiravir and Liv-52 may prevent liver damage.

2024, 79 pages

Keywords: Favipiravir, Hepatotoxicity, Hepatotonic, Liv-52, Oxidative Stress, Rat.
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1. GIRIS

Favipiravir, riboniikleik aside (RNA) bagimli RNA polimeraz (RdRp) enziminin segici
ve giicli bir sekilde inhibisyonu yoluyla viriis genom RNA transkripsiyon ve
replikasyonunu 6nleyen antiviral bir ajandir (Furuta ve ark., 2013). Favipiravir, Toyama
Chemical Co., Ltd. (Tokyo, Japonya) tarafindan laboratuvar c¢aligsmalar1 sirasinda
kesfedildi ve sentezlendi. 2014 yilinda da, ilk olarak standart antiviral tedavilere yanit
vermeyen yeni epidemik influenza suslarma bagli enfeksiyonlarin tedavisi igin
Japonya'da onayland1 (Lagocka ve ark., 2021). Favipiravir influenza viriisiine karsi
onaylanmis olsa da daha sonraki yillarda polioviriis, rinoviriis ve respiratuar sinsityal
virus gibi birgcok RNA viriislerine karsi da antiviral aktivite gosterdigi ortaya ¢ikmuistir.
Favipiravir, Bat1 Afrika’da 6liimciil Ebola viriisii hastaliginda ve kus gribi salginiyla
miicadelede kullanilmistir (Shiraki ve Daikoku, 2020). Aralik 2019'da, siddetli akut
solunum sendromu koronaviriis 2'nin (SARS-CoV2) neden oldugu yeni bir koronaviriis
hastalig1 (COVID-19) salginiyla miicadelede de, favipiravir antiviral ajan olarak yerini
almistir (Kamali ve ark., 2023). Ancak, yapilan ¢aligmalar favipiravirin uygun plazma
konsantrasyonlarina ulagabilmesi i¢in bu enfeksiyonlarin tedavisinde yiliksek dozlarda
kullanilmasi gerekliligini ortaya koymustur (Ison ve Scheetz, 2021). Enfeksiyonun tipine
gore favipiravir tedavisi i¢in ¢esitli doz rejimleri 6nerilmigtir. COVID-19 tedavisi igin her
12 saatte bir 2400-3000 mg bir yiikleme dozu ve ardindan her 12 saatte bir 1200-1800
mg idame dozu diistiniilm{istiir (Manabe ve ark., 2021). COVID-19 i¢in 6nerilen diger bir
tedavi rejimi, birinci giin giinde iki kez 1800 mg yiikleme dozu ve ardindan ikinci giinden
en fazla on dordiincii giine kadar giinde iki kez 800 mg favipiravir kullanimini
icermektedir (Joshi ve ark., 2021). Ebola i¢in ise ilk giin 6000 mg, ikinci ve dokuzuncu
giinler arasinda giinde 2400 mg olacak sekilde yiiksek doz favipiravir tedavisi dnerilmistir
(Ison ve Scheetz, 2021). Yapilan ¢alismalarda, favipiravir tedavisine bagl ¢esitli toksik
etkiler raporlanmistir. Favipiravir kullanimi1 esnasinda goriilen yan etkiler arasinda
diyare, nefrotoksisite, serum iirik asid ve transaminaz diizeylerinde artig, beyaz kiire ve
notrofil diizeyinde azalma, bulanti, kusma, karin agrisi, ciltte kizariklik, kasinti, deliryum,

haliisinasyon ve konviilsiyon yer almaktadir (Dogan ve ark., 2021).

1



Ayrica, favipiravir kullanilan hastalarda karaciger hasarina rastlandigi da rapor edilmistir
(Kumar ve ark., 2021a). Deneysel olarak gergeklestirilen caligmalarda favipiravirin
karaciger fonksiyon bozukluklarina ve hepatositlerde vakuolizasyon, dejenerasyon ve
nekroza yol agtig1 ortaya konmustur (Bilici ve ark., 2023; Dogan ve ark., 2023). Yine
yapilan bir deneysel ¢alismada favipiravirin oksidatif karaciger hasarina yol actig1 rapor
edilmistir. Favipiravirin karaciger dokusunda lipid peroksidasyonun (LPO) toksik {iriinii
olarak bilinen malondialdehid (MDA) diizeyini artirdigi, glutatyon (GSH), siiperoksit
dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) gibi endojen antioksidan aktivitelerini azalttig1 ifade
edilmistir (Kara ve ark., 2022). Literatiirden edinilen bu bilgiler, favipiravir tedavisi ile
iligkilendirilen hepatotoksisitenin patogenezinde oksidatif stresin dnemli bir faktor

oldugunu gostermektedir.

Calismamizda favipiravirin siganlarda olasi oksidatif karaciger hasarina kars1 koruyucu
etkisini arastirdigimiz Liv-52, Hindistan Saglik Bakanligmin ila¢ diizenleme otoritesi
olan AYUSH departman tarafindan ayurvedik ila¢ olarak ruhsatlandirilmistir. Liv-52
Himsra (Capparis spinosa) 65 mg, Kasani (Cichorium intybus) 65 mg, Mandur bhasma
33 mg, Kakamachi (Solanum nigrum) 32 mg, Arjuna (Terminalia arjuna) 32 mg,
Kasamarda (Cassia occidentalis) 16 mg, Biranjasipha (Achillea millefolium) 16 mg ve
Jhavuka (Tamarix gallica) 16 mg ekstre icermektedir (Vidyashankar ve ark., 2012). Liv-
52°nin sican karaciger dokusunda MDA artisini, antioksidanlarin ise azalmasini
Onleyerek karacigeri doksorubisin toksisitesine karsi korudugu rapor edilmistir (Yildirim
ve ark., 2022). Liv-52'nin hepatoprotektif etkisini, antioksidan aktivite ile iligkilendiren
calismalar bulunmaktadir (Vidyashankar ve ark., 2010). Bu bilgiler, Liv-52’nin
favipiravir iligkili oksidatif karaciger hasarimin tedavisinde yararli olabilecegini
diistindiirmektedir. Literatiirde, Liv-52’nin favipiravir ile indiiklenen oksidatif karaciger
hasarina etkisini aragtiran ¢alismalara rastlanmadi. Bu nedenle, bu ¢aligmada Liv-52’nin
siganlarda favipiravirin olasi karaciger hasarina karsi koruyucu etkisini biyokimyasal ve

histopatolojik olarak arastirmak amaglandi.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Favipiravir

Favipiravir (molekiiler formiil: CSH4FN302; molekiiler agirlik: 157.1 g/mol; synonyms:
6-fluoro-3-hydroxy-2-pyrazinecarboxamide; T-705; 259793-96-9; ve 6-fluoro-3-oxo-
3,4-dihydropyrazine-2-carboxamide) RdRp’nin rekabet¢i bir inhibitorii olarak etkinlik

gosteren piirin niikleosid Onciilii antiviral bir ajandir (Lagocka ve ark., 2021).
2.1.1. Favipiravirin Kesfi

Favipiravir Toyama Chemical Co. Ltd. (Tokyo, Japonya) tarafindan hiicrelerde in
vitro olarak anti-influenza viriis aktivitesi i¢in yapilan bir ¢alismada pirazin analogunun
kimyasal modifikasyonu sonucu kesfedilmistir ve sentezlenmistir. Favipiravirin orijinal
ad1 T-705 olarak bilinmektedir (Furuta ve ark., 2017). Daha sonra yapilan in vitro ve in
vivo ¢aligmalar ile antiviral aktivitelerin yaninda farmakokinetik 6zellikler a¢isindan da
yapi-aktivite caligmalari yapilmis ve tlirevleri sentezlenmistir. Yapilan g¢alismalar
sonucunda T-705 ve ilgili pirazinakarboksamid bilesikleri (T-1105 ve T-1106) ilag aday1
olarak daha ileri arastirmalar i¢in secilmistir. 2014 yilinda T-705 (favipiravir), standart
antiviral tedavilere yanit vermeyen yeni epidemik influenza suslar i¢in Japonya'da ilag

olarak onaylanmistir (Lagocka ve ark., 2021).
2.1.1. Favipiravirin Farmakokinetik ve Farmakodinamik Ozellikleri

Favipiravir bir 6n ilagtir ve biyolojik aktivitesi metaboliti olan favipiravir-4-
ribofuranosil-5'-trifostat (T-705-RTP) tarafindan sergilenmektedir. Favipiravir endositoz
yoluyla hiicre igine girer. Aktif metabolitle sonu¢lanan hiicre i¢i doniisiimii, hiicresel
enzimlerin katalize ettigi reaksiyonlar sonucu gergeklesir (Almutairi ve ark., 2023;
Konstantinova ve ark., 2022). Sekil 2.1°de de goriildiigii gibi favipiravir konake1
hiicresine girdikten sonra once hipoksantinguanin fosforibosil transferaz (HGPRT)
tarafindan riboz 5'-monofosfata doniistiiriiliir. Ardindan hiicresel kinazlar tarafindan da

T-705-RTP formuna metabolize edilir (Konstantinova ve ark., 2022).

3



N
o 0O 0 0 % N
F N HGPRT ve Kinazlai Ho_lpl_o_u_g_g—o N
| = NH; - i 0 NH,
- (Ribozilasyon ve CH OH OH 0
N OH fosforilasyon) A §
HO  OH
F;i\'ipi_ran'il' (T-705) T-705-RTP

On ilac

Aktil molekiil

Sekil 2.1. Favipiravirin On Ilag ve Aktif Molekiil Halindeki Kimyasal Yapisi

Favipiravirin metabolize olmasi sonucu baslica iki metabolit meydana gelir (Kara ve ark.,
2022). Favipiravirin esas olarak metabolize oldugu yol M1 yoludur. M1 yolunda
favipiravir karacigerde aldehit oksidaz ve kismen de ksantin oksidaz tarafindan
metabolize edilir ve inaktif bir oksidatif metabolit olan T-705M1 iiretilir (Joshi ve ark.,
2021). M2 yolunda ise glukuronid metaboliti olusumunu iceren reaksiyonlar yer

almaktadir (Kara ve ark., 2022).

Favipiravir, ana enzimatik yolun saturasyonu ve/veya otoinhibisyonu nedeniyle doza ve
zamana bagl dogrusal olmayan bir farmakokinetik sergiler. Favipiravirin in vitro aldehit
oksidazi inhibe ettigi gosterilmistir (Madelain ve ark., 2016). Tekrarlayan dozlarda
favipiravir kullanimi sonrasinda aldehit oksidaz inhibisyonu ile karacigerde
metabolizmanin azalmasi, dolasimdaki favipiravir/inaktif metabolit oraninda bir artisla
sonuclanablir. Bu durum favipiravir-RTP'nin dokularda alimmi ve aktivasyonunu

kolaylastirabilir (Joshi ve ark., 2021).

Metabolitlerin ¢ogu bobrek yoluyla hidroksillenmis formlar halinde atilir. idrarla atilan
metabolitlerin fraksiyonu yaklasik bir hafta sonra %80-100'e ulagsmaktadir (Madelain ve
ark., 2016).

Yapilan calismalarda, favipiravirin biyoyararlanimi %97.6 olarak tespit edilmistir.

Favipiravirin insanlarda plazma proteinlerine baglanmast ise %354 olarak
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bulunmustur. Serum albiiminine %65.0 ve al-asit glikoproteine ise %6.5 oraninda
baglanmaktadir. Insanlar iizerinde yapilan arastirmalar favipiravirin tek bir doz oral
uygulamadan 2 saat sonra maksimum plazma konsantrasyonuna ulastigin1 ve kanda
ulastigt maximum konsantrasyonun ise 51.5 pg/mL oldugunu ortaya koymustur.
Favipiravir i¢in ortalama ana dagilim hacmi 15-20 L olarak hesaplanmistir. Eliminasyon
yaritlanma Omrii 2-5.5 saat olan favipiravirin oral kullanimdan sonra hizla kan
konsantrasyonlarinin diistiigii gosterilmistir (Du ve Chen, 2020; Joshi ve ark., 2021).
Ancak, maksimum plazma konsantrasyonuna ulagma zamani ve yar1 Omiir, tekrarlayan
dozlardan sonra artmaktadir (Madelain ve ark., 2016). Ayrica, literatiirde favipiravirin
metabolizmasinin etnik farkliliklardan etkilendiginden bahsedilmektedir. Amerikali
hastalar Japon hastalarla karsilagtirilmis ve Amerikali hastalarda ayni1 dozlarda yaklasik
%50'lik daha diisiik bir plazma konsantrasyonu olustugu saptanmistir (Madelain ve ark.,
2016).

Favipiravir i¢in yapilan tek doz toksisite ¢alismalarina dayanarak, fareler i¢in oral ve
intravendz Oldiiriicii dozun 2000 mg/kg’in, siganlarda oral oldiiriicii dozun 2000
mg/kg’, kopekler ve maymunlarda ise oral dldiiriicii dozun 1000 mg/kg’in iizerinde

oldugu ongoriilmiistiir (Lagocka ve ark., 2021).
2.1.2. Favipiravirin Etki Mekanizmasi

Favipiravir etkisini RNA viriislerinin RdRp enzimini segici ve gii¢lii bir sekilde inhibe
ederek gostermektedir (Dindar Demiray ve ark., 2022). RdRp PB1, PB2 ve PA alt
birimlerinin birlesmesinden olusur. Bu {i¢ alt birim birlikte viral genomun
transkripsiyonundan ve replikasyonundan sorumludur (Jin ve ark., 2013). Insan hiicre
genomunda RdRp alanlar1 bulunmadigindan bu spesifik mekanizma, favipiraviri

ayricalikl kilmaktadir (Lagocka ve ark., 2021; Tian ve ark., 2021).

Viriis konakg¢t bir hiicreye saldirdiktan sonra, virlis genomik RNA’sin1 kalip olarak
kullanir ve RdRp'nin ¢evirisi de konake¢i hiicredeki protein sentez mekanizmalari
tarafindan gergeklestirilir. Bu siireglerde iiretilen RdRp, onbinlerce niikleotidi diizgiin ve
verimli bir sekilde sentezleyebilir. Boylece, viriisiin konake1 hiicre istilalasindan sonra

gergeklestirilen tiim biyolojik aktiviteler kolaylikla gerceklestirilir (Tian ve ark., 2021).



Favipiravirin RdRp ile etkilesim mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamis olmakla

beraber birka¢ hipotez mevcuttur.

1- Bu hipotezlerden biri favipiravirin viral RdRp tarafindan substrat olarak tanindigidir.
Bu taninma sayesinde favipiravir piirin gibi davranarak RNA transkripsiyonunu ve
replikasyonunu dnler. Favipiravirin aktif formu olan T-705-RTP, dogal substratlar olan
guanozin trifosfat ve daha az 6l¢iide adenozin trifosfat ile rekabete girer, viral RdRp
tarafindan taninir ve biiyliyen RNA zincirine dahil edilir. Ayni1 zamanda RdRp
aktivitesini inhibe eder ve boylece viriise 6zgii RNA transkripsiyonu ve replikasyonu
engellenmis olur (Konstantinova ve ark., 2022). Geg¢miste yapilan calismalar piirin
analoglarinin varligmin favipiravirin antiviral aktivitesini azaltabilecegini ortaya
koymustur. Bu sonuglar, favipiravirin bir psddopurin gibi davrandigina ve favipiravir ile
plrin niikleozitleri arasinda RdRp’ye baglanabilmek i¢in rekabet olduguna isaret

etmektedir (Furuta ve ark., 2005).

2- Favipiravirin etki mekanizmasina ydnelik diger bir goriis, yeni olusan viral RNA
zincirinde zincir sonlandirilmasi yoluyla RNA sentezini inhibe ettigini savunmaktadir.
Bu goriise gore, favipiravirin yeni olusan RNA zincirine bir kez dahil edilmesi, RNA
zincirinin daha fazla uzamasini kismen onleyebilmektedir. Ancak favipiravirin tekrar
tekrar RNA zincirine dahil olmasi, RNA zincirinin uzamasinin tamamen 6nlenmesi ile

sonuglanmaktadir (Lagocka ve ark., 2021).

3- Bazi raporlar da favipiravirin 6ldiirlici mutajenezin indiiklenmesi yoluyla da etki
gosterdigini savunmaktadir (Jin ve ark., 2013). Cogu RNA wviriis, viral genom
replikasyonu sirasinda hatalar diizelten bir mekanizmanin olmamasi nedeniyle yiiksek
bir mutasyon oranina sahiptir. Viral genom replikasyonu sirasinda ortamda mutagenezi
artiran bir etken oldugunda mutasyon hizi esik seviyesini asar ve kusurlu genomlar
sentezlenir, bu da cansiz viral partikiillerin olusumuna yol agar. Bu durum da viriisiin

enfektivitesinde 6nemli bir azalmaya neden olur (Konstantinova ve ark., 2022).
2.1.3. Favipiravirin Antiviral Etki Spektrumu

Favipiravir ilk olarak influenza viriislerine kars1 etkili bulunmustur. Daha sonra yapilan

in vitro ve in vivo ¢alismalar ile favipiravirin hem negatif iplik¢ikli RNA viriislerine hem

de pozitif iplik¢ikli RNA viriislerine kars1 aktivite gosterdigi saptanmistir (Ghasemnejad-
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Berenji ve Pashapour, 2021). Yapilan in vitro ¢alismalarda Arenaviridae (Junin, Pichinde,
Lassa viriisii vb.), Bunyaviridae (La Crosse viriisii, Rift Valley hummas1 viriisii, Kirim-
Kongo kanamali atesi viriisii, Trombositopeni sendromlu siddetli ates viriisii ve
hantaviriis vb.), Flaviviridae (sar1 humma viriisii ve Bat1 Nil viriisii vb.), Togaviridae
(Western at ensefalit viriisii, Chikungunya viriisii vb.), Picornaviridae (Sap hastalig1
viriisii vb.), Caliciviridae (murin noroviriis), Filoviridae (Ebola viriis), Rhabdoviridae

(Kudus viriisii) viriislerine kars etkili oldugu ortaya konmustur (Furuta ve ark., 2017).

Favipiravir, mevsimsel influenza A(HIN1), A(H3N2) ve B suslar ile insandan izole
edilen yiiksek patojenik kus gribi viriisi A(H5N1) dahil influenza viriislerinin
cogalmasimi engelleme kapasitesi bakimindan laboratuvar ortaminda in vitro olarak
degerlendirilmistir (Furuta ve ark., 2013; Furuta ve ark., 2002). Favipiravirin, influenza
tip A, B ve C dahil olmak iizere influenza viriisii suglarmin tiim alt tiplerine kars1 antiviral
aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Furuta ve ark., 2002). Favipiravirin fareler {izerinde
yapilan deneysel bir caligmada mevsimsel influenza A(H3N2) enfeksiyonuna karsi
antiviral aktivitesi degerlendirilmis, ve ¢alisma sonucunda favipiravirin kug gribi viriisii
enfeksiyonlariin tedavisinde faydali olabilecegi sonucuna varilmistir (Sidwell ve ark.,
2007). Yapilan klinik calismalar da favipiravirin antiinfluenza aktivitesini ortaya
koymustur. Influenza ile enfekte 271 katilimcinin katildigi bir randomize kontrollii
calismada, favipiravir tedavisi alan grup plasebo grubuyla karsilagtirilmistir.
Favipiravirin, influenza semptomlarimin hafifletilmesinde ve viral yiikiin azaltilmasinda

anlaml1 derecede etkili oldugu ortaya konmustur (McKimm-Breschkin ve Fry, 2016).

Favipiravirin Ebola viriis lizerindeki etkisi hiicre kiiltiirlerinde ve deney hayvan
modellerinde test edilmistir. Favipiravirin hiicre kiiltlirlerinde viriis replikasyonunu
azalttigi bulunmustur. Farelere verilen favipiravir tedavisinin, hizli viriis temizligi
sagladigi, biyokimyasal parametrelerdeki bozulmayi azalttigt ve hayvanlarin sag
kaliminda basariy1 artirdig1 sonucuna varilmigtir (Oestereich ve ark., 2014). Favipiravir,
2014 yilinda Bat1 Afrika'daki 6liimciil Ebola viriisii salgini sirasinda bir tedavi olarak 6ne
cikarilmistir. Ebola viriisii enfeksiyonu olan hastalarin maruziyet sonrasi profilaksisi ve

tedavisinde favipiravir basariyla kullanilmistir (Shiraki ve Daikoku, 2020).

Favipiravir koronaviriislere bagl enfeksiyonlar igin de test edilmistir. COVID-19 salgini

déneminde virlise yonelik spesifik bir antiviral tedavi mevcut olmadigindan en kisa
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siirede tedavi segeneklerinin belirlenmesi 6nem arzetmekteydi. SARS-CoV-2'nin SARS-
CoV ile yiiksek oranda benzer genom dizisine sahip olmasi, SARS-CoV i¢in mevcut
tedavi secenegi olan favipiraviri, COVID-19 tedavisinde de o&ne ¢ikarmistir
(Ghasemnejad-Berenji ve Pashapour, 2021). Yiiksek doz favipiravir bir hamster
modelinde SARS-CoV-2 enfeksiyonuna kars1 kullanilmis antiviral aktivite gosterdigi
ortaya konmustur (Driouich ve ark., 2021). COVID-19 salgminda yapilan klinik bir
caligmada favipiravir kullanilmis ve etkisi lopinovir/ritonavir kombinasyon tedavisi ile
karsilagtirilmistir. Favipiravirin lopinovir/ritonavir kombinasyon tedavisine gére daha
hizli viral klirens ve gogiis goriintilemede daha yiiksek iyilesme oranlar1 sagladigi
belirlenmistir  (Yanai, 2020). Diger yandan, yakin zamanda ¢ok merkezli olarak
yiiriitiilen randomize kontrollii bir galigmada, COVID-19 hastalarinda favipiravir
tedavisinin siddetli COVID-19'a ilerlemede veya viral yayilmanin durdurulmasinda

etkinliginin olmadig1 sonucuna varilmigtir (Golan ve ark., 2023).
2.1.4. Favipiravir i¢in Tedavi Protokolleri

Favipiravir ilk olarak influenza virlisiine karsit gelistirilen bir ila¢ oldugundan doz
protokolleri de genelde influenza icin gelistirilmistir (Joshi ve ark., 2021). Biitiin tedavi
protokollerinde favipiravir tedavisinin baslangicinda, ilacin etkili kan konsantrasyonuna
hizlica ulagilabilmesi i¢in yiikleme dozu Onerilmektedir (Lagocka ve ark., 2021).
Influenza i¢in Japonya’da onaylanan favipiravir dozu 1. giin giinde iki kez 1600 mg’lik

yiikleme dozu ve sonraki dort giin giinde 2 kez 600 mg seklindedir (Joshi ve ark., 2021).

Ebola virtisii hastalig1 salgini sirasinda orta ile yiiksek viral yiikii olan hastalarda influenza
tedavisine gore daha yiiksek favipiravir dozlar1 kullanilmistir. Birinci giin giinde 6000 mg
ylikleme dozu, daha sonra dokuzuncu giine kadar 2400 mg/giin’liikk idame dozunun
hayatta kalma oranim artirdig1 ortaya konmustur (Sissoko ve ark., 2016). Diger yandan
Ebola hastalar1 {izerinde yapilan bagka bir ¢alismada influenza i¢in 6nerilen tedavi rejimi
uygulandi (1. giin giinde 2 kez 1600 mg, 2-5 giin arasi giinde 2 kez 600 mg). Calismanin
sonuclarina gore, favipiravir tedavisinin hayatta kalma oranim1 ve viral yiikii anlamli
derecede azalttig1 belirtilmistir (Bai ve ark., 2016). Ebola viriisle enfekte olan hastalarda
gergeklestirilen diger bir calismada ise favipiravirin 6000 mg’lik yiikleme dozu ve sonraki
9 giin 2400 mg/gin’liik idame dozunda kullanilmasina ragmen plazma

konsantrasyonlarinin zamanla azaldigi ortaya konmustur. Bu durumun, aldehit oksidazin,
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favipiravir metabolizmasi siirecinde inhibisyona ugramasindan kaynaklanabilecegi
belirtilmistir. Ek olarak aldehit oksidazin genetik polimorfizm gdstermesine de dikkat

cekilmistir (Nguyen ve ark., 2017).

COVID-19 i¢in kabul goéren doz rejimlerinden biri, birinci glinde glinde 2 kez 1800 mg
yiikleme dozu ve ardindan 14 giin boyunca giinde 2 kez 800 mg idame dozunu
icermektedir (Joshi ve ark., 2021). COVID-19 tedavi protokollerinin bir béliimii de ilk
glin glinde 2 kez 1600 mg’lik yiikleme dozu ve ardindan 7-14 giin arasinda degisen, giinde
2 kez 600 mg’lik idame dozunu igermektedir (Deng ve ark., 2022).

2.1.5. Favipiravirin Karaciger Uzerindeki Etkileri

Karaciger, besin homeostazisi, glukoz regiilasyonu, kolesterol sentezi ve pihtilasma
faktorlerinin sentezi gibi bircok dnemli fizyolojik fonksiyonda rol oynar (Bischoff ve
ark., 2018). Diger yandan karaciger, ilaglarin ve ¢evresel kimyasallarin metabolizmasinin
ve detoksifikasyonunun yogunlukla gergeklestigi yer olmasi sebebiyle kimyasal hasarlara
maruz kalmaktadir (Pannala ve ark., 2020). Karacigerin onarim ve yenilenme
kapasitesinin yiiksek olmasi onu bu tiir saldirilara karsi direngli kilmaktadir. Ancak,
yenilenme yetenegi yeterli degilse veya karacigerdeki hasar ¢ok ciddiyse bu saldirilar

karaciger hasari ve karaciger yetmezligi ile sonuglanabilir (Bischoff ve ark., 2018).

Karaciger sagligini degerlendirmek, varsa hasar1 veya yetmezligi teshis etmek ve izlemek
icin ¢esitli biyobelirtegler kullanilmaktadir (Pannala ve ark.,, 2020). Alanin
aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST) ve laktat dehidrogenaz (LDH)
hepatoselliiler hasarla iligkili biyobelirteglerdir (Malkoc ve ark., 2012). AST, hem
sitozolik hem de mitokondri igerisinde bulunur. Yiikselmesi karaciger ve karaciger disi
kaynaklara bagli olabilir. ALT ise 6zellikle karacigerde yiiksek miktarlarda bulunan
sitozolik bir enzimdir. Bu transaminazlarin dolagima salinmasi, hiicre hasarim1 ya da
hiicre oliimiinii gosterir (Almutairi ve ark., 2023). LDH, normalde aktif organlarin
cogunda kii¢iik miktarlarda bulunur. LDH enziminin yliksek seviyeleri, karacigerden, kas
bozukluklarindan ve hatta kanserler gibi ¢esitli nedenlerden kaynaklanabilir (Chaudhary
ve Chauhan, 2015). Karaciger hasarim1 degerlendirme kullanilan diger biyobelirtecler
arasinda alkalin fosfataz, total bilirubin, gama-glutamil transferaz, total serum proteini ve

protrombin zamani yer alir (Pannala ve ark., 2020).
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Favipiravirin, hepatotoksik olarak bilinen pyrazinamide yapisal benzerligi nedeniyle
karaciger hasarina neden olabilecegi diisiiniilmiistiir (Almutairi ve ark., 2023). Literatiirde
karaciger fonksiyon bozuklugu olan hastalarda yiiksek dozda favipiravir kullanildiginda
ciddi akut karaciger hasar1 meydana gelebilecegi belirtilmis, tedavi sirasinda da karaciger

fonksiyon testleri ile takip onerilmistir (Yamazaki ve ark., 2021).

Kopekler, siganlar ve maymunlar igeren tekrarli doz toksisitesi ¢aligmalarinda oral
favipiravir uygulamasinin ALT, AST, alkalin fosfataz ve total bilirubin diizeylerinde ve
hepatositlerde vakuolizasyonun artmasina neden oldugu tespit edilmistir (Lagocka ve

ark., 2021).

Favipiravirin  karaciger {izerindeki etkisini degerlendiren deneysel caligmalar
yaymlanmigtir. Sprague-Dawley erkek siganlar {izerinde yapilan bir caligmada
favipiravirin karaciger ve bobrek iizerindeki etkileri arastirildi. Dogan ve arkadaglar1 20
ve 100 mg/kg dozlarda 14 giin boyunca oral uyguladiklar favipiravirin karaciger iizerine
etkilerini biyokimyasal ve histopatolojik olarak incelediler. Favipiravirin doku oksidan
diizeylerini artirdigini, GSH ve CAT diizeylerinde azalmaya neden oldugunu
gozlemlediler. SOD aktivitelerinde ise anlamli bir degisiklik saptamadilar. Favipiravirin,
karaciger dokularinin histopatolojik incelemesinde ven santrallerinde hiperemi, cift
niikleuslu hepatositler, karacigerde perisantral bolgedeki hepatositlerde dejenerasyon ve

nekrotik degisikliklere neden oldugunu raporladilar (Dogan ve ark., 2023).

Baska bir deneysel calisma, sicanlara 5 ve 10 giin boyunca 200 mg/kg dozunda uygulanan
favipiravirin doku MDA seviyelerinin arttifini antioksidanlar1 azalttigini, serum AST,
ALT, iire, kreatinin ve C-reaktif protein konsantrasyonlarinda artisa neden oldugunu
ortaya koydu. Ayrica, arastirmacilar favipiravir tedavisinin doku diizeyinde histolojik

yapida bozulmalara yol ac¢tigini saptadilar (Kara ve ark., 2022).

COVID-19 salgin ile beraber antiviral bir ajan olarak kullanima giren favipiravirin etkisi
ve toksisitesine dair ¢ok sayida calisma gerceklestirildi. Yiiksek karaciger fonksiyon
testleri ve/veya karaciger hasari, favipiravirin klinik ¢alismalarda siklikla gézlemlenen

kritik yan etkileri olarak ortaya cikt1 (Kara ve ark., 2022).
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Hung ve arkadaslari tarafindan COVID-19 hastalarinda kullanilan favipiravirin etkinlik
ve giivenligine dair 157 ¢aligmanin incelendigi bir metaanaliz yayinlandi. Calismanin
sonuclarina gore favipiravir tedavisine bagli en sik goriilen yan etki hiperiirisemi olmus,
ALT seviyelerinde anlamli yiikselme goriiliirken, AST diizeylerindeki yiikselmenin

istatistiksel olarak anlamli olmadig1 sonucuna varilmistir (Hung ve ark., 2022).

Yakin zamanda COVID-19 hastalarinda, favipiravir kullaniminin karaciger iizerinde
toksik etkilerine dair bir ¢alisma yapildi. Calisma 362 hastanin dahil oldugu retrospektif
tek merkezli kohort ¢alismasiydi. Hastalar1 favipiravir tedavisi alan ve almayan olarak 2
gruba ayirdilar. Tedaviden 6nce ve sonra olmak iizere hastalarin kan 6rneklerinden elde
edilen AST, ALT, alkalin fosfataz, total bilirubin ve direkt bilirubin diizeylerini
incelediler. Favipiravir tedavisi alan ve standart bakim yapilan hastalarin biyokimyasal
parametrelerinin karsilastirildign ¢aligmada tedavi alan grupta karaciger fonksiyon

testlerinde anlamli seviyede yiikselme oldugu belirlenmistir (Almutairi ve ark., 2023).

Doi ve arkadaslar1 ise COVID-19 tanis1 ile hastanede yatan 82 hasta tizerinde prospektif
cok merkezli randomize kontrollii klinik bir ¢aligma gergeklestirdiler. Bu calismada
hastalara ilk giin giinde 2 kez 1800 mg, sonraki giinlerde giinde 2 kez 800 mg olacak
sekilde toplamda 10 giin boyunca favipiravir tedavisi uygulanmigtir. Calisma sonuglarina
gore hastalarda toplamda 144 yan etki goriilmiis olup en sik goriilen yan etki hiperiirisemi
(%84.1) olmustur. Hiperiiriseminin gecici oldugu tedavinin bitiminden 5 giin sonra ¢ogu
vakada diizeldigi belirtilmistir. Diger en sik goriilen yan etkiler serum trigliserid
yiiksekligi (%11.0) ve serum ALT (%8.5) yiiksekligi olarak siralanmistir (Doi ve ark.,
2020).

2.1.6. Favipiravirin Diger Organlar Uzerindeki Etkisi

Yapilan preklinik ¢aligmalar favipiravir tedavisinin c¢esitli sistemler {izerindeki toksik
etkilerini ortaya koymustur. Hayvanlarda gergeklestirilen ¢oklu doz toksisite ¢alismalari
favipiravirin eritrosit iiretiminde azalmaya neden oldugunu gostermistir. Literatiirde
favipiravir ile uzun siireli tedavinin hayvanlarda, testiste histopatolojik degisikliklere ve
sperm sayisinda azalmaya neden oldugu belirtilmis, embriyonik 6liim ve teratojenite ile
de iligkilendirilmistir. Favipiravirin gebe ve emzirenlerde kulanimi da 6nerilmemektedir.

Bilir ve arkadaslarinin gerceklestirdigi deneysel bir ¢alisma sonucunda favipiravirin
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kemik metabolizmasim1 bozdugu ve gelisme geriligine neden oldugu sonucuna
varmislardir (Bilir ve ark., 2022). Yine hayvan ¢alismalarinda uzun siireli favipiravir
tedavisinin kas anormalliklerine ve 6liime neden oldugu belirtilmistir (Lagocka ve ark.,

2021).

Kara ve arkadagslar yaptiklar1 ¢alisma ile favipiravirin rat bobreklerinde oksidatif hasara
yol agtigini ve histopatolojik degerlendirmede tiibiiler nekroz, kollajen birikimi, fir¢a

kenar kaybi ve tiibiiler dilatasyon saptadiklarini raporlamislardir (Kara ve ark., 2022).

Favipiravirin deneysel olarak akciger dokusu iizerinde etkisi arastirilmis ve favipiravirin
akciger dokusunda oksidatif stres parametrelerini, apoptotik belirteclerin ekspresyonunu

ve proinflamatuar belirtegleri artirdigi sonucuna varilmistir (Erbas ve ark., 2023).

Rat kardiyomiyositleri ve insan deri fibroblastlari kullanilarak hiicre kiiltiirlerinde yapilan
bir ¢alismada da favipiravirin kardiyomiyoblastik ve cilt fibroblastik hiicre hattin
kullanarak oksidatif hasara, sitotoksisiteye ve genotoksisiteye neden oldugu saptanmistir

(Gunaydin-Akyildiz ve ark., 2022).

Her gecen giin artan sayida klinik ¢alisma favipiravir tedavisine baglanan istenmeyen ve
toksik etkileri iceren ¢aligmalar yayinlanmaktadir. Favipiravir tedavisi alan hastalarda en
sik goriilen yan etki hiperiirisemi olarak tespit edilmistir. Hiperiiriseminin gegici oldugu,
tedavi kesildikten sonra iirik asit seviyelerinin normale dondiigii gozlenmistir.
Hiperiiriseminin olusum nedeni favipiravirin M1 metabolitinin {irik asitin atilimini

azaltmasina baglanmistir (Madelain ve ark., 2016).

Favipiravirin insanlarda sik goriilen toksik etkileri arasinda ishal, nefrotoksisite, serum
iirik asit ve transaminaz diizeylerinde artis, beyaz kan hiicresi sayisinda ve nétrofil
diizeyinde azalma, bulanti, kusma, karin agrisi, deri dokiintiisii, kasmnti, deliryum,

haliisinasyonlar ve konviilsiyonlar yer almaktadir (Bilici ve ark., 2023).

Literatiirde favipiravirin kardiyotoksik oldugu belirtilmis, hastalarda QT uzamasi, gogiis
agris1 ve sinus bradikardisi gibi kardiyak yan etkilerin goriildiigii belirtilmistir (Gunaydin-
Akyildiz ve ark., 2022).
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Favipiravir kullanim1 sonrasi anjioddem gelistigine dair vaka raporlar1 da mevcuttur

(Islamoglu ve ark., 2022).
2.2. Serbest Oksijen Radikalleri (SOR) ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller, canli sistemlerdeki normal fizyolojik metabolizmanin sonucu olusan
oldukga reaktif ve kisa dmiirlii, bagimsiz olarak var olma kapasitesine sahip organik ve

inorganik molekiillerdir (Pisoschi ve Pop, 2015; Zaric ve ark., 2022).

Diger yandan olusan bu radikaller antioksidan savunma sistemleri tarafindan notralize
edilerek redox dengesinin korunmasi saglanmaktadir (Pizzino ve ark., 2017). Herhangi
bir nedenle serbest radikaller ile antioksidanlar arasindaki dengenin oksidanlarin lehine
bozulmasi oksidatif stres olarak adlandirilmaktadir (Zaric ve ark., 2022). Oksidatif stres,
artan serbest radikal olusumunun ve aynmi zamanda koruyucu antioksidan savunma

sisteminin azalmig aktivitesinin bir yansimasidir (Pisoschi ve Pop, 2015).
2.2.1. SOR Kaynaklari

Organizmada SOR hem endojen hem de eksojen kaynaklar tarafindan {iretilebilir. SOR
olusumu ve kaynaklarma dair 6rnekler Sekil 2.2°de sunulmustur (Aslankog ve ark., 2019;
Karabulut ve Giilay, 2016b; Valko ve ark., 2007). SOR, en ¢ok aerobik solunumun bir
yan Uriinii olarak mitokondrilerde iretilmektedir (Li ve ark., 2021). Mitokondride
molekiiler oksijenin suya indirgenmesi siirecinde, oksijen miktarinin yaklasik %1-2’1
SOR’a doniisiir (Aslankog¢ ve ark., 2019). Mitokondride iiretilen SOR’un 6nemli bir
boliimii solunum zinciri kompleksleri I ve III ile ve ¢esitli enzimlerle iliskilidir. Entegre
bir i¢c membran poliprotein kompleksi olan nikotiamid adenin diniikleotit (NADH)-
ubikinon oksidorediiktaz, mitokondri kaynakli SOR’un baslica kaynagi olarak
bilinmektedir (kompleks I). Diger bir mitokondriyal SOR kaynaginda ise sitokrom c ile
oksidaz koenzim Q kompleksi rol almaktadir (kompleks III). Peroksizomlar ve
endoplazmik retikulum dahil olmak iizere ¢ok sayida hiicresel organel tarafindan da SOR
iretimi  gerceklestirilmektedir (Li ve ark., 2021). Ayrica, hipoksi, mikrobiyal
enfeksiyonlara maruz kalma, endoplazmik retikulum stresi, yogun fiziksel aktivite, alkol,
sigara dumani, radyasyon, pestisitler, lipoksijenaz, siklooksijenaz, sitokrom P450 enzimi,

miyeloperoksidaz (MPO) ve redoks isleminde yer alan demir, bakir gibi metal iyonlar
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gibi pek cok endojen ve eksojen neden insan viicudu i¢in SOR kaynagi olarak sayilabilir

(Jie ve ark., 2022; Pisoschi ve Pop, 2015).

SERBEST OKSIJEN RADIKALLERI VE KAYNAKLARI

Normal molekiil Serbest radikal

Elektron clkqlilmaﬁ ‘
Elelmou eklenmesi
Endojen Kaynaklar

Mitokondri 0, Eksojeq Kaynaklar
Peoksizomlar U H,0, Ultraviyole iginlar
NADPH oksidaz Iyonize radyasyon
1 i _ Inflamatuar sitokinler
Ksantin oksidaz e
Sitokrom P450 NO Havsa' irliligs
Lipoksijenazlar OH 1gara
OONO-

Sekil 2.2. Serbest Oksijen Radikalleri ve Kaynaklari
2.2.2. SOR Cesitleri

SOR yoriingesinde en az bir eslesmemis elektron igeren radikallerdir ya da
biyomolekiilleri oksitleyebilen radikal olmayan bilesiklerdir. Bu nedenle bu ara
maddelere oksidanlar veya prooksidanlar da denir (Gulcin, 2020). Bu eslesmemis
elektron ya da elektronlar genellikle serbest radikale Onemli derecede reaktivite
kazandirir (Valko ve ark., 2007). Serbest radikaller ¢ok adimli zincir reaksiyonlarim
baglatabilir. Her reaksiyonda hedef molekiil bir elektron kaybederek ve bir sonraki

asamaya katilan yeni bir serbest radikal haline gelir (Zaric ve ark., 2022).

SOR, hidrojen peroksit (H202), siiperoksit radikali (O27), singlet oksijen (!02) ve
hidroksil radikali (OH-) gibi hem radikal hem de radikal olmayan oksijenli molekiiller
tarafindan temsil edilir (Pisoschi ve Pop, 2015). Ilaveten reaktif nitrojen, demir, bakir ve
kiikiirt tiirlerine de rastlanmaktadir. Oksijen radikalleri biyolojik sistemlerde hem
fotosentez hem de aerobik solunumun oksijen kullanmasi nedeniyle en yaygin olarak

olusan serbest radikal ¢esididir. Bu nedenle serbest radikallere SOR adi da verilmektedir
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(Zaric ve ark., 2022). Serbest oksijen radikalleri ve siniflandirilmasina dair 6rnekler Tablo

2.1’de sunulmustur (Gulcin, 2020).

Tablo 2.1. Serbest Oksijen Radikalleri ve Siniflandirilmasi

Radikaller Radikal olmayanlar

Stiperoksit anyonu (07 Hidrojen peroksit H202
Hidroksil radikali HO- Singlet oksijen 102
Hidroperoksil radikali HOO- Ozon O3

Lipit peroksil radikali LOO:- Lipit hidroperoksit LOOH
Peroksil radikali ROO- Hipokloroz asit HOCI1
Lipit alkoksil radikali LO- Peroksinitrit ONOO™
Nitrik oksit radikali NO- Dinitrojen trioksit N203
Thil radikali RS- Peroksinitroz asit ONOOH
Protein radikali P- Nitrdz oksit N20

Siiperoksit radikali

Oksijenden tiiretilen radikaller, canli sistemlerde liretilen radikal tiirlerin en Snemli
smifini temsil eder. Molekiiler oksijen (O2) kendisi de bir radikaldir. Molekiiler oksijene
bir elektronun eklenmesi O radikalini olusturur (Valko ve ark., 2007). Oz, tiim aerobik
organizmalarda olusur (Andrés ve ark., 2023). Metabolik siirecler yoluyla veya gesitli
eksojen nedenlerle oksijenin aktivasyonunu takiben ortaya cikan siiperoksit anyonu,
birincil SOR olarak kabul edilir. Dogrudan veya daha sik olarak enzim ya da metaller
aracilifiyla ikincil SOR olusturmak i¢in diger molekiillerle etkilesime girebilir (Valko ve

ark., 2007).

Oz toksik bir radikal, bir sinyal ajan1 ya da kendiliginden ayrisan zararsiz bir ara madde
olarak gorev yapabilir (Andrés ve ark., 2023). Oz, hiicredeki indirgeyici maddelerle veya
biyolojik makromolekiillerle reaksiyona girme kapasitesine sahipitir. Ornegin; SOD ile
girdigi reaksiyon sonucunda H>O: iiretilir. Nitrik oksit (NO) ile girdigi reaksiyon ise
peroksinitrit (ONOO-) olusumu ile sonuglanir (Jie ve ark., 2022).

O27’nin yiikii nedeniyle membranlardan gecebilme kapasitesi zayiftir. Bu nedenle,

iiretildigi fizyolojik bélmede biiylik 6lciide reaksiyona girer. Milisaniyelik bir yar1 6mre
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sahip olan Oz~ nispeten kararsiz bir molekiildiir. O2~, oldukca giiclii bir oksidan olup hem
oksitleyici hem de indirgeyici olarak islev gorebilir. Oz indirgenerek H20:’ye,

indirgeyici olarak davranarak da molekiiler oksijene doniisebilir (Andrés ve ark., 2023).

O2+e-—- 02
Fe'? 4+ 02 » Fe™ + 02~

Hidrojen peroksit

H20:2 oksijen-oksijen tekli bagma sahip en basit peroksittir. Kararsiz bir molekiil olan
H202 151k varliginda yavasca ayrigir. O2'nin iki elektron indirgenmesiyle olusur. H202
serbest radikal degildir, ancak oksitleyici bir maddedir. Ayrica, O2" enzim araciligiyla

(Orn; SOD) ya da kendiliginden H202’ye doniistiiriiliir (Gulcin, 2020).

O2~ ile kiyaslandiginda H>O:2 daha diisiik reaktivite sergiler. Ancak sistein kalintilarinda
bulunan tiyol gruplarina yiiksek afinite gosterir. H202’yi kullanan veya parcalayan
enzimler peroksidazlardir. H2O2 yikimi heme bagimli CAT, selenyum bagimli glutatyon
peroksidaz (GPx) ve tiyol igeren peroksiredoksin tarafindan katalize edilir (Gulcin, 2020;
Lennicke ve Cochemé, 2021).

H202, membranlar arasinda pasif difiizyonla veya akuaporinler gibi kanallar araciligryla
kolaylastirilmis difiizyonla hareket edebilip etkilerini olustugu bolgeden baska bir yerde
gosterebilir (Lennicke ve Cochemé, 2021).

H202, viicuttaki her hiicre tarafindan iiretilir ve membran sinyal iletimi, gen ekspresyonu,
hiicre farklilagmasi, insiilin metabolizmasi, hiicre seklinin belirlenmesi ve biiyiime
faktoriiniin neden oldugu sinyallesme basamaklar1 gibi gesitli siire¢lerde onemli bir

fizyolojik role sahiptir (Pravda, 2020).
02"+ e-+2H" - H20:
02 + 2e-+2H" - H202
SOD
202+ 2H" — H202+ 02

Hidroksil radikali

OH-, hidroksit iyonlarinm nétr formudur. Bu radikalin tahmini yar1 émrii yaklasik 107

saniye olup en reaktif tiir olarak bilinmektedirler. Kolayca hidroksil gruplarina
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doniisiirler. Bu radikalin yiiksek reaktivitesi ve kisa yar1 émrii nedeniyle, tiretildigi

bolgenin yakinlarinda reaksiyona girer (Gulcin, 2020).

Hiicrenin redoks durumunun siirdiiriilmesinde demir (bazen de bakir vb.) diizeyinin
fizyolojik diizeylerde tutulmasi dnemlidir. Hiicresel stres durumunda iiretilen asir1 O27,
demir igeren molekiillerden "serbest demir" agiga ¢ikarir. Agiga ¢ikan demir, yiiksek
derecede reaktif OH-’nin iiretildigi Fenton reaksiyonuna katilabilir. O~ radikalinin
katildigt Haber-Weiss reaksiyonu da OH-’nin iretimiyle sonuglanir. H2O’nun
iyonlastirici radyasyona maruziyeti sonucunda da OH- ve hidrojen atomlar1 olusur (Valko

ve ark., 2006).
Fe + H202 - Fe™ + OH- +OH:- (Fenton reaksiyonu)

02.”+ H202 - 02+ OH- +OH- (Haber-Weiss reaksiyonu)
Singlet oksijen

102, aktive edilmis bir tiirden oksijen molekiiliine kimyasal ya da fotokimyasal yollar
vasitasiyla enerji aktarimiyla iiretilir. Diger liretildigi yerler, H2O2’nin katildigt MPO’nun
katalize ettigi reaksiyonlar, peroksil radikallerinin ayrigmasi siirecinde, enflamasyon
siirecinde fagositozda endojen enzimatik reaksiyonlar seklinde sayilabilir. 'Og,
elektrofilik 6zelliklere sahip oldugundan bilesiklerin n-baglarina saldirarak hidroperoksit
veya endoperoksit olusumunu saglayabilir. Proteinlerin bilesenleri olan amino asitler ile
reaksiyona girmeye yatkindir. Deoksiriboniikleik asit (DNA) bazlarinin guanin kismiyla
etkileserek mutajenik etki gosterebilir. Ayrica hiicre zarlarindaki fosfolipitler ile
reaksiyona girerek yag asitlerinin oksidatif modifikasyonuna neden olabilir (Murotomi

ve ark., 2023).
Hipokloroz asit

Fagositik hiicrelerde bulunan MPO, H202’yi kullanarak kloriiriin hipoklordéz aside iki
elektron oksidasyonunu katalize eder. Bu bilesik, giiclii antimikrobiyal o&zelliklere

sahiptir ve ayn1 zamanda da oksitleyici bir maddedir (Tolmacheva ve Nevinsky, 2022).

MPO
H»0, + CI' +H"— HOCI + H20
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Nitrik oksit

NO, L-arginin’in nitrik oksit sentazlar tarafindan sitruline enzimatik oksidasyonu ile
olusur. NO molekiilleri olduk¢a uzun Omiirliidiir ve biyolojik ortamda serbestge
yayilabilirler. NO, oldukga toksik olan ONOO-— olusturmak i¢in Oz~ ile reaksiyona
girebilir (Tolmacheva ve Nevinsky, 2022).

027+ NO - ONOO —
2.2.3. Serbest Oksijen Radikallerinin Canli Organizmalar Uzerindeki Etkileri
Serbest oksijen radikallerinin faydal etkileri

SOR fizyolojik kosullarda viicutta sinirli miktarlarda tiretilmektedir. Olusan bu radikaller
diisiik veya orta konsantrasyonlarda muhafaza edildiginde organizma i¢in bir¢ok faydali
gorev istlenirler (Pizzino ve ark., 2017). Hiicre homeostazisinin siirdiiriilmesi, sinyal
iletimi, gen ekspresyonu, reseptor aktivasyonu, patojen taninmasi, hiicre canliliginin
saglanmasi, hiicre cogalmasi, hiicre gogii ve hiicre farklilagsmasi gibi faaliyetler SOR’un
faydali etkileri arasindadir (Pisoschi ve ark., 2021). Fagositler, patojen
mikroorganizmalarin yok edilmesi siirecinde kullanmak amaciyla serbest radikalleri
sentezler ve depolar. Ayrica, serbest radikaller fibroblastlar, endotel hiicreleri, vaskiiler
diiz kas hiicreleri, kalp miyositleri ve tiroid dokusu gibi ¢esitli hiicre tiplerinde hiicre igi
sinyallesme basamaklarinda 6nemli bir diizenleyici olarak gorev alirlar (Pizzino ve ark.,
2017). Bunlarin disinda SOR genleri aktive edebilir ve endotelden tiiretilen gevsetici
faktoriin sentezini, salinimini veya inaktivasyonunu etkileyerek apoptozu indiikleyebilir

(Mironczuk-Chodakowska ve ark., 2018).
Serbest oksijen radikallerinin zararh etkileri

Patolojik kosullar altinda asir1 miktarlarda iiretilen SOR hiicre homeostazini bozar (Li ve
ark., 2021). SOR, basta lipid, protein ve niikleik asitler olmak {izere hiicresel pek ¢cok
substratt hedef alabilir ve onlarla etkilesime girebilir. Bu durum kademeli olarak oksidatif

hasara, hiicre fonksiyonlarinin bozulmasma sonunda da hiicre Oliimiine neden

olabilmektedir (Gulcin, 2020).
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Serbest oksijen radikallerinin membran lipidleri iizerine etkileri

Lipitler, hiicre zar1, golgi aygiti, endoplazmik retikulum gibi hiicresel birimlerin temel
bilesenleridir. Lipit ¢ift katmanlarindan olusan hiicre zarlari, hiicreyi ¢cevreleyerek yapisal
biitiinlik saglar. Bir zarin akigkanligi, onun fonksiyonlarm1 6nemli 6lgilide
etkiler. Doymamis yag asitlerini iceren lipitlerde ¢ift baglarin varligit membran
akigkanligini arttirir. Diger yandan ¢ift bag sayisindaki artis membran lipitlerini okside
olmaya da duyarh kilar (Demirci-Cekic ve ark., 2022). Serbest oksijen radikallerinden
olan OH-, LPO reaksiyonunu baglatan bir radikaldir (Karabulut ve Giilay, 2016b). LPO
siirecinde, SOR’un lipitlerdeki karbon-karbon ¢ift baglarina saldirmasi s6z konusudur.
(Aguilar Diaz De Leon ve Borges, 2020). LPO, karbon ile hidrojen arasinda var olan
bagdan hidrojenin koparilmasi ile baglar. Yag asidi yapisindan ayrilan hidrojen ile
molekiiler yap1 konjuge dien olarak adlandirilan yeni bir forma doniisiir. Konjuge dienler
de oksijenle birleserek lipit peroksil radikallerini olusturmus olur. Bu peroksil radikalleri
de diger yag asitlerine saldirarak zincirleme peroksidasyon reaksiyonlarini baslatir
(Ozcan ve ark., 2015). LPO, yukarida anlatilan enzimatik olmayan yolun disinda
lipoksijenazlar, siklooksijenazlar ve sitokrom P450 gibi enzim sistemleri tarafindan da
gergeklestirilebilmektedir (Demirci-Cekic ve ark., 2022). LPO, membran akigkanligim
bozar, membran potansiyelinde azalmaya ve iyonlara karsi1 gecirgenliginde degisikliklere
neden olur. Neticede lipidlere yapilan SOR saldirisi, membranlarin yirtilip organel
iceriginin sitoplazmaya sizmasina, hiicre hasarmma ya da hiicre oOliimiine neden

olabilmektedir (Juan ve ark., 2021; Ozcan ve ark., 2015).

Oksijenden tiiretilen serbest radikallerin ¢coklu doymamis yag asitleriyle iliskisi, LPO
sirasinda ¢ok sayida asir1 reaktif olan elektrofilik aldehitlerin iiretimiyle sonuglanir (Juan
ve ark., 2021). LPO’nun ana aldehit tirtinleri, 3-karbonlu bir dialdehit tiiri olan MDA ve
4-hidroksi-2-nonenal’dir (Su ve ark., 2019).

MDA, mutajenik ve toksik etkilere sahip oldugu bilinen ¢oklu doymamis yag asidi
peroksidasyonunun baslica ve en ¢ok calisilan {iriiniidiir (Cordiano ve ark., 2023). Bu
aldehit toksik bir siire¢ sonucu olusmakla beraber kendisi de toksik bir molekiildiir.
MDA’ nin protein ve DNA gibi biyomolekiillerle reaksiyona girme yetenegi yiiksektir
(Aslankog ve ark., 2019).
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Biyolojik numunelerdeki MDA'nin ana kaynagi, ¢oklu doymamis yag asitlerinin iki veya
daha fazla metilenle kesintiye ugramis ¢ift bag ile peroksidasyonudur (Del Rio ve ark.,
2005). Ayrica MDA, tromboksan Axnin biyosentezi sirasinda da bir yan iiriin olarak

olusabilmektedir (Cordiano ve ark., 2023).

MDA olustuktan sonra iki ayr1 yola gidebilir. Cesitli enzimler tarafindan, siklikla da
mitokondriyal diizeyde aldehit dehidrojenazlar tarafindan metabolize edilebilir. Ikinci
secenekte de proteinler ve niikleik asitlerle kovalent diizeyde etkileserek DNA-protein
capraz baglarinin olusumuna ve c¢esitli biyomolekiillerde hasar olusturabilecek farkli
toksik maddelerinin olusumuna yol acabilir (Cordiano ve ark., 2023; Gulcin, 2020).
MDA'nin bu potansiyel genotoksik aktiviteleri, mutasyonlar ve ardindan da kanserle

sonuclanabilmektedir (Gulcin, 2020).
Serbest oksijen radikallerinin proteinler iizerine etkileri

Proteinler SOR’un ana hedefleridir ¢iinkii oksidasyona kars1 hassas olan belirli amino asit
kalintilarim1 ve tiyol gruplarmi igerirler (Demirci-Cekic ve ark., 2022). SOR’un
proteinleri etkileme derecesini proteini olusturan amino asit i¢erikleri belirler. Yapisinda
triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metionin ve sistein gibi amino asitleri bulunduran
proteinlerin SOR ile reaksiyona girme ihtimali daha yiiksektir (Karabulut ve Giilay,
2016d). SOR'un proteinler iizerindeki etkileri c¢esitlidir. Amino asit kalintilarinin
oksidasyonu, peptid baglarinin boliinmesi ve proteinler arasinda agregasyon bu etkiler
arasinda sayilabilir (Juan ve ark., 2021). Basta OH- olmak iizere reaktif tiirlerin saldirisi
sonucu proteinlerin okside olmasi ile yan zincirler (prolin, arginin, lizin ve treonin)
iizerinde karbonil gruplar1 olusur (Ozcan ve ark., 2015). Oksitlenmis proteinlerin,
metabolik agda difiizyonlarim1 veya diger proteinlerle etkilesimlerini dnlemek igin
proteazom tarafindan hidrolize edilmesi veya islenmesi gerekir (Juan ve ark., 2021).
Oksitlenmis proteinler ya hizli bir sekilde uzaklastir ya da kademeli olarak dokuda
birikirler (Karabulut ve Giilay, 2016b). SOR kaynakli protein oksidasyonu sonucunda
protein hidroperoksitler gibi kararli ve yiiksek derecede reaktif {iriinler meydana gelir
(Karabulut ve Giilay, 2016b). Olusan oksidatif degisiklikler, proteinlerde ve enzimlerde
yapisal ve fonksiyonel degisiklikler ile sonuclanir. Protein karbonilasyonu ve tirozin

nitrasyonu geridoniisiimsiiz oksidatif modifikasyonlar arasinda yer alirken, sistein
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modifikasyonlarin geridoniisiimlii oldugu kabul edilir ve biitiin bu degisiklikler pek ¢cok

hastaligin patogenezinden de sorumlu tutulmaktadir (Ozcan ve ark., 2015).
Serbest oksijen radikallerinin DNA iizerine etkileri

DNA hasari, genetik bilginin yorumlanmasi ve iletilmesini sekteye ugratabilen DNA'daki
fizikokimyasal degisiklikleri ifade etmektedir. DNA diizeyinde SOR, azotlu bazlar ve
deoksiriboz ile reaksiyona girerek onemli oksidatif reaksiyonlara neden olur. DNA
bazlarindaki oksidatif hasarin mekanizmalari, karbon merkezli radikallerin olusumuyla
birlikte SOR’un ekleme ve ¢ikarma reaksiyonlarimi kapsar. Bu durum mutasyonlara,
karsinogeneze, apoptoz, nekroz ve kalitsal hastaliklara yol acabilir (Juan ve ark., 2021).
SOR grubu igerisinde 6zellikle OH-, DNA’daki piirin ve piirimidin bazlarindaki ¢ift
baglara hidrojen atomu ekleyerek veya 2-deoksiribozun karbon-hidrojen baglarindan ve
timin yapisindaki metil gruplarindan hidrojen atomu c¢ikararak DNA molekiili ile
etkilesime girer. Meydana gelen timin peroksil radikalleri neticede indirgenmis olur ve

cesitli oksidasyon iiriinlerine déniisiirler (Ozcan ve ark., 2015).

Diger iic DNA bazma kiyasla guanin en kolay oksitlenen bazdir. DNA'nin SOR
saldirisina maruziyeti, basta 8-hidroksiguanin olmak iizere ¢ok sayida oksitlenmis baz
eklentisinin olusmasina yol agabilir. Guaninin oksidasyonunun kolaylig1 nedeniyle 8-
hidroksiguanin, DNA oksidasyonunun biyobelirteci olarak siklikla kullanilmaktadir
(Lovell ve Markesbery, 2007). Ayrica, bakir iyonlar1 6zellikle guanin bazlarina yiiksek
s¢icilikle baglanir ve H2Oz ile de iligki kurarak DNA hasarinin olusumunu saglarlar
(Ozcan ve ark., 2015). SOR, DNA bazlarin1 oksitlemenin yani sira, DNA seker-fosfat
omurgasina saldirarak DNA iplikc¢iklerinin kirilmasina da neden olabilmektedir (Juan ve

ark., 2021).
2.3. Antioksidan Savunma Sistemleri

Hiicrelerin, dokularin ve hiicre dis1 matriksin, serbest radikallerin zararl etkilerine karsi
bu radikalllerin ve tiirevlerinin ortadan kaldirilmasini saglayan c¢oklu savunma
mekanizmalar1 mevcuttur (Mironczuk-Chodakowska ve ark., 2018). Insan viicudu serbest
radikallerin ve oksidatif stresin etkilerine karst koymak i¢in enzimatik (6rn. SOD, CAT

ve GPx gibi) ve nonenzimatik (6rn. lipoik asit, glutatyon, L-arginin ve koenzim Q10 gibi)
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antioksidan molekiillere dayanan ve hepsi endojen antioksidanlar olan ¢esitli stratejiler
uygulamaya koymustur. Bunlarin yani sira, cogunlukla diyet veya besin takviyesi yoluyla
alman hayvansal veya bitkisel kaynakli ve sentetik olarak da iiretilen gesitli eksojen
antioksidan molekiiller de mevcuttur (Gémez ve ark., 2021; Pizzino ve ark., 2017). Cesitli
hastalik durumlarinda viicuttaki oksidanlar artabileceginden ekzojen kaynaklardan
antioksidanlarin alimi1 Onerilmektedir (Demirci-Cekic ve ark., 2022). Antioksidan

siniflandirilmasi ve 6rnekler Sekil 2.3’°te sunulmustur (Gomez ve ark., 2021).

Antioksidanlar ¢esitli mekanizmalar kullanarak SOR hasarina kars1 koruyuvu aktivite

gosterirler. Bu mekanizmalar agsagidaki gibi siralanabilir.

1- Molekiiler oksijenin uzaklagtirilmasi ve konsantrasyonunun azaltilmasi.

2- SOR’un hasar mekanizmalaria katilan metal iyonlarinin ortamdan uzaklagtirilmasi
3- Olusmus olan SOR’un ortamdan uzaklastirilmasi ya da daha az reaktif molekiillere
doniistiiriilmesi.

4- SOR kaynakl1 hasarla sonuglanan zincirleme reaksiyonlarin baglamasinin 6nlenmesi.
5- Olusmus olan SOR hasarinin onarici mekanizmalar kullanilarak ortadan kaldirilmasi

(Ozcan ve ark., 2015).
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ANTIOKSIDANLARIN SINIFLANDIRILMASI
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Sekil 2.3. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi
2.3.1. Endojen Enzimatik Antioksidanlar

Serbest radikallere karsi ilk savunma hattinda rol oynayanen Onemli enzimatik
antioksidanlardan biri SOD’dur. Ilk savunma hattinda yer alan diger énemli enzimatik
antioksidanlar arasinda CAT, GPx, glutatyon rediiktaz (GR) ve peroksiredoksinler yer
almaktadir (Mironczuk-Chodakowska ve ark., 2018).

Siiperoksit dismutaz

SOD, en etkili hiicre i¢i enzimatik antioksidanlardan biridir. SOD’un, aktif merkezinde
fakli metaller bulundurmasi ve amino asit bilesiminin yan1 sira alt birimlerinin sayisi,
kofaktorleri ve diger oOzellikleri bakimindan farklilik gosteren cesitli izoformlari
mevcuttur. insanlarda SOD'un ii¢ izoformu tanimlanmistir: sitozolik Cu, Zn-SOD (zarlar
aras1 boslukta lokalize olan SOD1), mitokondriyal Mn-SOD (matrikste lokalize olan
SOD?2), ve hiicre dis1t SOD (EC-SOD). SOD, aktif bolgedeki gecis metali iyonunun art

arda oksidasyonu ve indirgenmesi yoluyla, oldukea yiiksek reaksiyon hizlariyla Oz 'yi
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yok eder. SOD katalizorliigiindeki reaksiyonun sonucunda Oz~ yok edilirken daha az

reaktif olan H202 ve molekiiler oksijen olusur (Valko ve ark., 2006).
SoD
2027+ 2H" — H202+ 02
Katalaz

Katalazlar tetramerik hem grubuna sahip enzimlerdir ve cesitli katabolik olaylarda yer
alan oksidazlar tarafindan peroksizomlarda iiretilen H2O2'nin detoksifikasyonunda rol
oynarlar. CAT enzimi H202’yi su (H20) ve O2’ye doniistiirerek detoksifiye eder. CAT
dakikada milyonlarca H202 molekiiliinii parcalayabilme kapasitesine sahiptir. Ayrica
CAT'n peroksidatif reaksiyon yoluyla bazi toksik bilesikler tizerinde de etkili oldugu
rapor edilmistir (Demirci-Cekic ve ark., 2022). CAT enziminin esas olarak bulundugu
yer peroksizomlardir. Mitokondride olusan Oz, ilk olarak Mn-SOD ve GPx enzimleri
tarafindan notralize edilir. Olusan H202 mitokonriden ayrilarak sitoplazmaya gecer. Bu
H202’in yok edilmesi islemi de peroksizomlarda bulunan CAT enzimleri tarafindan

gergeklestirilir. (Aslankog ve ark., 2019).

CAT 1
H>0, — H20 + 502

Glutatyon peroksidaz

GPx, elektron dondrii olarak indirgenmis glutatyonu kullanarak H2O:2 veya organik
hidroperoksitlerin suya veya karsilik gelen alkollere indirgenmesini katalize eden ¢oklu
izozimlerden olusan bir ailenin genel adidir (Margis ve ark., 2008). GPx cogunlukla
mitokondride ve bazen de sitozolde bulunur. Insanda 8 adet GPx formu tanimlanmustir.
GPx’ler arasinda GPx1 en bol bulunan selenoperoksidazdir ve neredeyse tiim hiicrelerde
bulunur. GPx aktivitesi ¢ogu zaman selenyuma baglidir. Bu nedenle GPx genellikle
selenosistein peroksidaz olarak da adlandirilir. Enzim, lipid peroksidasyon siirecini
engellemek gibi 6nemli bir rol oynar ve bu nedenle hiicreleri oksidatif stresten korur

(Ighodaro ve Akinloye, 2018).

GP.
H205 4+ 2GSH — GSSG + 2H»0
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Glutatyon rediiktaz

GR, flavin adenin diniikleotid igeren flavoprotein bir enzimdir (Karabulut ve Giilay,
2016a). Hiicrelerde NADPH varliginda okside glutatyonun (GSSG) serbest GSH'ye
indirgenmesini katalize eder, dolayisiyla oksidatif stresin olusmasini 6nler (Jiang ve ark.,

2021).
GR
GSSG + NADPH — 2GSH + NADP
Glutatyon S transferaz

Glutatyon S transferaz enzimi esas olarak tripeptit glutatyonun elektrofilik ksenobiyotik
substratlarla  reaksiyonunu katalize eder. Ayrica hormon homeostazisinde
hidroksiperoksit ve pestisitler gibi toksik maddelerin toksik olmayan metabolitlere

doniistiiriilmesinde rol oynar (Demirci-Cekic ve ark., 2022).
2.3.2. Non Enzimatik Antioksidanlar
Glutatyon

Glutatyon, ¢ogu hiicrede yiiksek konsantrasyonlarda bulunan sistein, glisin ve glutamik
asitten olusan diisiik molekdil agirlikl1 bir tripeptittir. Fizyolojik kosullarda pek ¢ok farkli
dokularda sentezlenmesine ragmen GSH en yogun olarak hepatositlerde
sentezlenmektedir (Mironczuk-Chodakowska ve ark., 2018). GSH, baz1 hidroperoksinler
ve GPx tarafindan hidroperoksitlerin indirgenmesini saglar ve boylece hiicre savunma
sisteminde 6nemli bir rol oynar (Demirci-Cekic ve ark., 2022; Pizzorno, 2014). GSH,
SOR'lar yakalayarak hiicreleri oksidatif strese karsi korumada 6nemli rol oynar. Ayrica
GSH, eksojen antioksidanlari1 indirgenmis formlarinda tutma gorevini de yerine getirir
(Jiang ve ark., 2021). Glutatyon ayrica bir¢ok proteinin siilthidril gruplarini indirgenmis
formda tutan bir tiyol tamponu olarak da bilinir. Glutatyon yalnizca sitozolde iiretilir ve
aktif olarak mitokondriye pompalanir. GSH singlet oksijenin, hidroksil radikallerinin ve
siiperoksit radikallerinin dogrudan kimyasal notralizasyonunu saglar. Cesitli antioksidan
enzimlerin kofaktdrii olarak gorev yapar. Kimyasal toksinlerin Faz [ karaciger
metabolizmasi tarafindan liretilen serbest radikallerin nétralizasyonunu saglar (Pizzorno,

2014).
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Glutatyon hiicrelerde indirgenmis (GSH) ve oksitlenmis (GSSG) olmak iizere 2 formda
bulunur. GSH'nin GSSG'ye orani hiicrelerin redoks durumunu belirler. Dinlenme
halindeki hiicrelerde GSH/GSSG orani1 >100 iken, oksidan strese maruz kalan hiicrelerde

bu oran 1/10'a kadar diiser (Pizzorno, 2014).
Diger nonenzimatik antioksidanlar

Oksidatif saldiriya karsi ilk savunma hattinda rol oynayan enzimatik olmayan
antioksidanlara ornek olarak seruloplazmin, ferritin, transferrin, metalotiyoneinler ve
albumin verilebilir. Bu proteinler, demir ve bakir gibi gecis metallerini baglayarak yeni
reaktif tiirlerin olusumunu engellerler ve bu nedenle metal baglayan proteinler olarak da
adlandirilirlar. Bu proteinlerden bazilar reaktif tiirlerin gercek temizleyicileri olarak da
gbrev yapabilir. Bu antioksidan oOzellikleri, yapilarinda ¢ok sayida siilfidril grubu
barindirmalarindan  kaynaklanmaktadir. Ornegin albumin ve metalotiyoneinlerdeki
sisteinin serbest siilfhidril gruplari, hidroksil radikallerini dogrudan temizleme

kapasitesine sahiptir (Mironczuk-Chodakowska ve ark., 2018).

Melatonin, baslica pineal bezde sentezlenir ve dolasima salinir. Melatonin hem dogrudan
hem de dolayl antioksidan aktivite gosterir. OH-, 102, O2” ve NO gibi serbest radikallerin
farkli formlarim1 temizler. Ayrica, bazi enzimatik antioksidanlar1 uyarici etki yapar.
Melatonin, lipooksijenaz ve nitrik oksit sentaz gibi prooksidatif enzimleri baskilar.
Melatonin hiicresel membranlar1 oksidatif hasara karsi saglamlastirir. Mitokondride
elektron tagima sisteminin etkinligini artirarak serbest radikal iiretilmesini ve elektron

kacaklarini azaltir (Karabulut ve Giilay, 2016a).

Bir atik iirlin olarak kabul edilen iirik asit kanin toplam antioksidan kapasitesinin 6nemli
bir yiizdesini karsilar. Urik asit, OH-, 'O2, Oz~ ve peroksinitrit anyonu gibi radikalleri
etkisiz hale getirir ve gec¢is metallerini baglar. Lipit peroksidasyonu engelleyerek

koruyucu olarak gorev yapabilir (Karabulut ve Giilay, 2016a).
2.3.3. Eksojen Antioksidanlar

Endojen antioksidan savunma sistemleri, canli organizmalardaki bir¢ok antioksidan
mekanizmada 6nemli bir rol oynayan askorbik asit (C vitamini), E vitamini, karotenoidler

ve polifenoller gibi eksojen kokenli indirgeyici bilesikler olmadan eksik kalir. Eksojen
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antioksidanlar, mitokondriyal solunum gibi molekiiler oksijeni kullanarak normal
hiicresel metabolizma sirasinda iiretilen asir1 oksijenden tiiretilen reaktif tiirleri sondiirme
roliinii stlenir. Oksidasyon lehine bir dengesizlik olarak tamimlanan oksidatif stresi

onlemek icin eksojen antioksidanlara siirekli bir talep vardir (Bouayed ve Bohn, 2010).

Dogal antioksidanlar olarak fenolik bilesikler, bitki kaynakli maddeler arasinda biiyiik
yapisal ¢esitlilige ve kimyasal bilesimde farkliliklara sahiptir. Fenolik bilesiklerin ¢cogu
insan beslenmesinin ayrilmaz bir pargasidir ve ayn1 zamanda tibbi preparatlar olarak da
tikketilmektedir. Fenolik bilesiklerin sagligi koruyucu etkileri onlarin antioksidan,
antikarsinojenik, antimutajenik, antimikrobiyal ve antiinflamatuar gibi aktivitelerine
baglanmaktadir. Dogal eksojen antioksidanlarin ¢ogunlugu fenolik bilesiklerdir ve en

onemli gruplar1 tokoferoller, flavonoidler ve fenolik asitlerdir (Gulcin, 2020).

Diger bir eksojen antioksidan olan askorbik asit, O2", -OH ve hidroperoksil radikali gibi
cesitli SOR’larin inaktivasyonunda rol oynayan onemli bir antioksidandir. Serbest
radikalleri baglayip etkisiz hale getirerek diisiik yogunluklu lipoproteinleri ve diger

membran lipitlerini oksidatif hasardan korur (Tolmacheva ve Nevinsky, 2022).

Diger bir eksojen antioksidan olan E vitamininin en aktif formu a-tokoferoldur ve ana
antioksidan fonksiyonu lipid peroksidasyonuna kars1 koruma saglamaktir. Caligsmalar, o-
tokoferol ve askorbik asidin dongilisel tipte bir siirecte birlikte calistigini
gostermektedir. Antioksidan reaksiyon sirasinda, a-tokoferol, kararsiz bir hidrojenin bir
lipit veya lipit peroksil radikaline bagislanmasiyla a-tokoferol radikaline doniistiiriiliir. a-
tokoferol radikali daha sonra askorbik asit ile orijinal a-tokoferol formuna indirgenebilir

(Valko ve ark., 20006).
2.4. Liv-52

Liv 52, Hindistan Hiikiimeti Saglik ve Aile Refah1 Bakanligt AYUSH (ayurveda, yoga,
unani, siddha, homeopati) Departmani tarafindan ayurvedik ila¢ olarak onaylanmis bir
iiriindiir (Patwardhan, 2014; Vidyashankar ve ark., 2010). ilk olarak 1955'tc The
Himalaya Drug Company tarafindan piyasaya siiriilen Liv-52, Hindistan'da g¢esitli kronik

karaciger hastaliklarinin tedavisinde hepatotonik olarak kullanilan  ayurvedik
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kavramlarma gore hazirlanmig bir {irlindiir (Kantharia ve ark., 2023; Mukherjee ve ark.,

2017).

Kokeni Hindistana dayanan Ayurveda, eski ama hala aktif olarak yasayan saglik
geleneklerinden biridir. 400.000'den fazla kayitli Ayurveda uygulayicisiyla Hindistan
hiikiimeti, ayurvedik gelenegin kalitesini, egitimini ve uygulamasini diizenleyen resmi bir
yapiya sahiptir. Ayurveda kelime manasi itibariyle 'yasam bilimi' olarak terciime
edilmektedir (Patwardhan, 2014). Ayurveda hastay1 tek basina degil, bir biitiin olarak ele
almaktadir. Insan viicudunun fiziksel, zihinsel ve ruhsal fonksiyonlarini dengeleyerek
saglik hizmetlerine biitlinsel bir yaklasimi benimser. Ayurvedik anlayis ayrica, sadece
hastaliklar1 iyilestirmek i¢in degil ayni1 zamanda hastaliklarin ortaya ¢ikmasini 6nlemek
icin de kullanilan geleneksel bir Hint tip sistemidir. Antik ¢aglardan giiniimiize ulasan bu
ilag ve formiilasyon kavrami, g¢evre, yasam tarzi, kiiltlir ve hastalik anlayisi ve
tanimlamalarindaki degisikliklere ragmen hala gegerliligini korumaktadir (Mukherjee ve

ark., 2017).

Ayurvedik sistemde, sifal1 bitkiler bircok hastaligin tedavisinde en degerli kaynak gorevi
gormektedir. Bitki tiirlerinden elde edilen terapdtik ajanlara yonelik artan aragtirmalar
faydali etkilerini ortaya koyarak tedavi amagli kullanimlarini hakli ¢ikarmaktadir. Farkl
sifal1 bitkilerden elde edilen biyoaktif bilesiklerin, insan sagliginin korunmasi ve sagligin

iyilestirilmesindeki rolii giin gectik¢e artmaktadir (Mukherjee ve ark., 2017).
2.4.1. Liv-52’nin I¢erigi

Liv-52 formiilasyonunda 65 mg Capparis spinosa, 65 mg Cichorium intybus, 33 mg
Mandur bhasma, 32 mg Solanum nigrum, 32 mg Terminalia arjuna, 16 mg Achillea
millefolium, 16 mg Cassia occidentalis, 16 mg Tamarix gallica bulunmaktadir

(Vidyashankar ve ark., 2012).
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Capparis spinosa (65 mg

\ -

famalava.

Terminalia arjuna (32 mg)

Achillea millefolium (16 mg

Sekil 2.4. Liv-52’nin Icerigi

w‘ Cassia occidentalis (16 mg)

Capparis spinosa, Akdeniz bolgesine 0zgli Capparaceae familyasina ait, yaygin olarak
kullanilan ¢ok yillik aromatik bir bitkidir. Cappari spinosa, alkaloitler, glikozitler,
tanenler, fenolik, flavonoidler, triterpenoidler, steroidler, karbonhidratlar, saponinler ve
cok cesitli mineraller ve eser elementler dahil olmak iizere biyolojik olarak aktif birgok
kimyasal grup igermekte ve tibbi bir bitki olarak yaygin olarak kullanilmaktadir.
Antimikrobiyal, sitotoksik, anti-diyabetik, anti-enflamatuar, hepatoprotektif, antioksidan
etki ve digerleri dahil olmak iizere bir¢ok farmakolojik aktiviteye sahiptir (Rahnavard ve
Razavi, 2017). Capparis spinosa'nin g¢esitli boliimlerinden elde edilen ekstratlar
antioksidan agidan degerlendirilmistir. Fareler iizerinde yapilan bir ¢alismada tert-biitil
hidroperoksit ile indiiklenen karaciger hasarinda Capparis spinosa, yapraklarinin MDA
diizeylerindeki artist GSH seviyesi ile SOD ve CAT aktivitelerindeki diisiisii ve
histopatolojik hasar1 hafiflettigi gézlenmistir (Kalantari ve ark., 2018).

Geleneksel bir Uygur ilact olan Cichorium intybus L.(hindiba) asteraceae familyasindan
¢ok yillik bir bitkidir (Li ve ark., 2014). Kokeni Avrupa olmakla beraber tiim iliman
bolgeler ve yar1 kurak bolgelerde de yetismektedir. Cichorium intybus zengin bir besin
bilesimine sahiptir ve ayn1 zamanda zengin bir biyoaktif madde kaynagidir. Yapisinda,
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iniilin, seskiterpen laktonlar, kafeik asit tlirevleri, yaglar, proteinler, hidroksikumarinler,
flavonoidler, alkaloidler, steroidler, terpenoidler, yaglar, ugucu bilesikler, vitaminler, -
karoten, zeaksantin ve mineraller igermektedir. Uzun bir tibbi kullanim ge¢misine sahip
olan Cichorium intybus hepatoprotektif, anti-inflamatuar, antioksidan, sedatif,
immiinolojik, kardiyovaskiiler, hipolipidemik, antidiyabetik, antikanser, mide-koruyucu,
antimikrobiyal etkinlik gibi bir¢ok biyolojik aktivite gdstermektedir (Perovi¢ ve ark.,
2021).

Ayurveda’da yakilmis demir preparatt Mandur bhasma olarak bilinir. Demir yillarca
toprak altinda kaldiginda kimyasal olarak ferrik oksit olusmasi ile paslanma olarak bilinen
siirece maruz kalir. Ferrik oksit, Mandur Bhasma'y1 olugturmak i¢in saflastirilir ve ezilir.
Mandur bhasma'nin hazirlanmasi, shodhana (arindirma), marana (yakma) ve puta terimi
altinda ¢esitli yakma derecelerini iceren yontemlere gore takip edilir. Demirin yakilmasi
sadece inceltilmesi i¢in degil ayn1 zamanda kalitesinin arttirilmasi i¢in de yapilir. Mandur
bhasma ferrik oksitten yapildigindan anemi, karaciger ve dalak bozukluklarinin
iyilestirilmesine yardimci olur. Giiclii hematinik, hematojenik, antihelmintik, yag yakic1

ve karminatif 6zelliklere sahiptir (Thorat ve ark., 2021).

Solanum nigrum, Giineydogu Asya'ya 6zgii olan ve su anda pek ¢ok tropik ve 1liman
bolgede yetisen Solanaceae familyasinin yenilebilir sifali bir bitkisidir. Geg¢misten
glinlimiize geleneksel olarak ¢esitli kanser tiirlerinde, iiriner rahatsizliklarda, bogaz agrisi,
dis agris1, dermatit, egzama, karbonkiil gibi cilt rahatsizliklarin tedavisinde kullanilmistir.
Solanum nigrum'dan ¢ok sayida kimyasal bilesen tanimlanmistir. Bunlar arasinda
steroidal saponinler, alkaloidler, fenoller ve polisakkaritler baslica biyoaktif bilegenlerdir.
Solanum nigrum farmakolojik olarak ta hepatoprotektif, antitiimdr, antiinflamatuar,

antioksidan, antibakteriyel gibi pek cok aktiviteye sahiptir (Chen ve ark., 2022).

Terminalia arjuna, Hindistan ve Sri Lanka yetisen, kardioprotektif ve hepatoprotektif
ozellikleri nedeniyle geleneksel olarak kullanilan endemik bir agactir. Terminalia
arjuna'dan arjunin, arjunik asit, arjungenin, terminik asit, terminoltin ve bunlarin
glikozitleri gibi ¢esitli triterpenoidler, arjunon, luteolin, baicalein, kampferol,
pelargonidin ve pirokatekoller gibi fenolik bilesikler izole edilmistir. Hepatoptotektif
ozelliklere sahip oldugu bilinen Arjunolik asit, Terminalia arjuna'nin 6z odunundan izole
edilen baslica oleanan tiirii pentasiklik triterpenoidlerden biridir (Toppo ve ark., 2018).
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Terminalia arjuna’nmn hepatoprotektif 6zelliklerinin yaninda antioksidan, antidiyabetik,
antimikrobiyal, kardiyoprotektif, antiartritik, sitotoksik, antidiarreal, antidisentrik

aktivite gibi bir¢ok tibbi 6zellige sahip oldugu da rapor edilmistir (Kalem ve ark., 2017).

Achillea millefolium yaygin olarak civanpergcemi veya milfoil olarak bilinen Asteraceae
familyasinda yer alan bir bitkidir. Asya, Avrupa ve Kuzey Amerika dahil kuzey
yarimkiirede yiiksek rakimlarda yetisen bir bitkidir. Achillea millefolium bitkisi tibbi
ozelliginden dolay1 halk ve geleneksel tipta, spazmodik mide-bagirsak bozukluklari,
hepatobiliyer rahatsizliklarda, jinekolojik rahatsizliklarin tedavisinde, iltihaplanmaya
kars1 ve yara iyilestirici bir bitki olarak kullanilmaktadir. Achillea millefolium kimyasal
yapist itibariyle terpenler, tanenler, alkaloidler, steroller, vitaminler, flavonoidler ve
fenolik asitler gibi ¢esitli fitobilesenler yoniinden zengindir (Ali ve ark., 2017; Kumar ve
ark., 2021b). Achillea millefolium lizerinde yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalar koleretik,
antimalarial, antioksidan, antihipertansif, antimikrobiyal, antispazmodik, hepatoprotektif,
gastroprotektif vb. gibi ¢ok c¢esitli farmakolojik aktiviteye sahip oldugunu gostermistir
(Ali ve ark., 2017).

Cassia occidentalis, cesitli hastaliklarin tedavisinde geleneksel tipta kullanilan bir
Ayurveda sifal bitkisidir. Cassia occidentalis’in yapisinda akrosin, aloeemodin, emodin,
antrakinonlar, antronlar, apigenin, aurantiobtusin, kampesterol, kassiollin, kriso-obtusin,
krizofanik asit, krizarobin, krizofanol, krizoeriol vb. gibi ¢esitli fitokimyasal bilesenler
bulunmaktadir. Cassia occidentalis ekstraktlarinin antiinflamatuar, antibakteriyel,
antioksidan, hepatoprotektif ve immiinosupresyon gibi cesitli farmakolojik aktivitelere

sahip oldugu belirtilmektedir (Singh ve ark., 2016).

Tamarix gallica, Tamaricaceae familyasina ait, nemli bolgelerde ve o6zellikle tuzlu
topraklarda yetisen otsu, yaprak doken ve ¢ok yillik ince dall1 bir ¢ali bitkisidir. Tamarix
gallica geleneksel olarak 16koderma, dalak ve karaciger bozukluklarinda
kullanilmaktadir.  Tamarix gallica, flavonoidler, fenoller, saponinler, tanenler,
kumarinler ve terpenler gibi polifenolik maddeler acisindan zengindir. Tamarix
gallica'nin hepatoprotektif, antioksidan, antikanser ve antimikrobiyal aktiviteleri oldugu

rapor edilmistir (Nisar ve ark., 2023).
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2.4.2. Liv-52’nin Karaciger Uzerindeki Farmakolojik Etkileri

Poliherbal tedaviler, Ayurveda’da siklikla kullanilan tedavi protokolleridir. Poliherbal
formiilasyon iki veya ikiden fazla bitki iceren formiilasyonlar anlamina gelmektedir.
Bitkiler ayri olarak lullanildiginda viicuda giren aktif bilesenler, yeterli farmakolojik etki
saglamak icin yetersiz olabilir. Bu nedenle, poliherbal ve bitkisel mineralli
formiilasyonlar, birden fazla bitkiyi dikkatli bir oranda bir araya getirerek, artirilmig bir
terapdtik etki ile azaltilmis toksik etkiyi hedeflemektedir. Kisaca, poliherbal
formiilasyonlar, gilivenli yiiksek dozla yiiksek etkinligi ifade etmektedir. Bu
formiilasyonlardaki sinerjizmanin farmakokinetik ve farakodinamik olarak ortaya ¢iktig1
belirtilmektedir. Farmakokinetik sinerjizma, bitkinin diger bitkilerin emilimini,
dagilimini, metabolizmasini ve eliminasyonunu kolaylastirma kapasitesine dikkati
cekmektedir. Farmakodinamik sinerjizma ise benzer terapdtik aktiviteye sahip aktif
bilesenlerin farkli etki mekanizmalari tarafindan hedeflenmesi ile olusan sinerjistik etkiyi

ifade etmektedir (Karole ve ark., 2019).

Gecmiste Liv-52’nin hepatoprotektif etkisini degerlendirmek amaciyla preklinik ve klinik
olarak calismalar yiiriitiilmiistiir. Liv-52’nin igerigindeki bilesenlerin, kimyasal olarak
indiiklenen hepatotoksisiteye karsi giiclii hepatoprotektif &zelliklere sahip oldugu
belirtilmistir. Liv-52’nin, alkolik karaciger hastaligi, viral hepatit, siroz, anoreksi ve
radyasyon tedavisinden kaynaklanan karaciger hasarinin tedavisinde kullaniminin faydal
oldugu bildirilmistir. Ek olarak Liv-52’nin, hepatotoksik ilaglarla beraber (kemoterapotik
ajanlar, statinler, anti-tiiberkiiloz ilaglar ve antiretroviraller), uzun siireli hastalik ve
ardindan iyilesme donemlerinde de kullanilmasi tavsiye edilmistir (Kantharia ve ark.,

2023).

Gegmiste yapilan bir caligmada, iskemi reperfiizyonla indiiklenen karaciger hasarinda
Liv-52’nin etkisi degerlendirilmistir. Caligmada, iskemi reperflizyon protokoliinden bir
saat once Liv-52 grubundaki ratlara 20 mg/kg agizdan Liv-52 uygulanmistir. Caligmanin
sonuglarina gore Liv-52 On tedavisi, iskemi reperfiizyona bagli doku MDA ve MPO
diizeylerindeki artis ile antioksidanlardaki azalmay1 inhibe etmistir. Ayrica, yazarlar Liv-
52’nin karaciger fonksiyon testlerindeki yiikselmeyi baskiladigini ve histopatolojik hasar1
hafiflettigini ve bdylece hepatoprotektif aktivite gosterdigini belirtmislerdir (Cimen ve
ark., 2020).
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Yine ratlar {izerinde yapilan bagka bir ¢alismada doksorubisinle indiiklenen karaciger
hasarinda Liv-52 yedi giin siireyle kullanilmig ve Liv-52’nin hepatoprotektif oldugu
sonucuna varilmigtir. Doksorubisinle kullanimiyla MDA diizeyi, ALT, AST ve LDH
aktivitelerindeki artig ile tGSH diizeylerinde ve SOD aktivitesindeki azalmanin Liv-52
kullanimiyla 6nemli oOlc¢lide engellendigi ortaya konmustur. Ayrica doksorubisin
tedavisinde Liv-52 6n uygulamasinin, karacigerin histolojik yapisindaki bozulmay1 da

hafiflettigini gostermislerdir (Yildirim ve ark., 2022).

Vidyashangar ve arkadaslar1 tarafindan tert-butil hidroperoksit tarafindan indiiklenen
oksidatif hasara karst Liv-52’nin hepatoprotektif etkisi in vitro olarak HepG2
hiicrelerinde degerlendirilmistir. Calismanin sonuglarina gore, Liv 52’nin HepG2
hiicrelerinde lipit peroksidasyonunu 6nemli dl¢lide azalttigi ve GSH tiikenmesini, SOD,
CAT ve GPx aktivitelerindeki azalmayir Onledigini saptamiglardi. Yine yaptiklari
sitotoksisite testinde tert butil hidroperoksitin HepG2 hiicrelerinde sitotoksik etki ve
morfolojik degisikliklere neden oldugunu ve sitotoksisitenin Liv-52 ile azaldigini ortaya
koymuslardi. Yazarlar bu g¢alismada Liv-52'nin hepatoprotektif etkisini, Liv-52'de
bulunan bilesiklerin dogasina ve antioksidan aktivitelerine baglamislardir (Vidyashankar

ve ark., 2010).

Yine yakin zamanda ratlar tizerinde yapilan bir caligmada karbontetrakloriirle indiiklenen
karaciger hasarinda Liv-52 kontrol ilaci olarak kullanilmigtir. Calismanin sonuglari,
karbontetrakloriirle beraber uygulanan Liv-52°nin ALT, alkalen fosfataz ve total
bilirubindeki artis1 ve karaciger dokusunun histolojik yapisindaki bozulmayi énemli

Olciide hafiflettigini ortaya koymustur (Siddique ve ark., 2022).

Hogade ve Kuthar’in yaptiklar1 deneysel bir ¢aligmada da parasetamolle indiiklenen
hepatotoksisitede Liv-52, pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Farelerde parasetamol
kullanimi ile serum ALT, AST, alkalen fosfataz ve bilirubin diizeylerindeki artisin ve
karaciger dokusunda histopatolojik hasarin Liv-52 ile 6nlendigini raporlamiglardir

(Hogade ve Kuthar, 2021).

Liv-52’nin karaciger sirozlu hastalarda hepatotoprotektif etkisine dair, Huseini ve
arkadaslar1 da 32 hasta iizerinde cift kor, randomize, plasebo kontrollii bir ¢alisma

gergeklestirdiler. Bir grup 6 ay boyunca Liv-52 tabletleri alirken diger grup plasebo
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tabletlerini kullandi. Calismanin sonuclarina gore, plasebo grubunda tedavi dncesi ve
sonrasi fark gozlenmezdi. Ancak, 6 ay boyunca kullanilan Liv-52, tedavi 6ncesine gore

asit miktarinda, ALT ve AST diizeylerinde azalmaya neden oldu (Huseini ve ark., 2005).

Liv-52’nin hepatit hastalarindaki etkisini orataya koyan, 50 klinik ¢aligmanin incelendigi
bir metaanaliz Kolhapure ve Mitra tarafindan yayinlandi. Bu ¢aligmaya toplamda 4490
hasta dahil edilmis oldu. Yapilan kiimiilatif veri analizi, Liv-52 tedavisinin hepatit
hastalarinda ALT, AST aktivitelerinde, protrombin zamaninda ve toplam iyilesme icin
gereken ortalama siirede 6nemli bir azalmaya neden oldugunu gosterdi. Ayrica, azalan
albumin ve globulin diizeylerinin de tedavi dncesi degerlerle karsilastirildiginda anlamli
diizeyde artmis oldugu goriildii. Yazarlar inceledikleri ¢aligmalarda raporlanan ve
gbzlemlenen bir advers olayla karsilasmadiklarini ve Liv-52 tedavisinin etkili ve glivenli

oldugunu belirttiler (Kolhapure ve Mitra, 2004).

Yapilan bagka bir metaanaliz ¢alismasinda, antitiiberkiiloz tedavisi alan ¢ocuklarin da
dahil oldugu toplamda 689 hastay1 iceren sekiz kontrollii ¢aligmanin verileri Dange
tarafindan incelendi. Calismada amacinin, antitliberkiiloz tedavisi alan hastalarda
hepatoprotektif olarak Liv-52'nin etkinligini ve kisa ve uzun vadeli giivenligini arastirmak
oldugu belirtildi. Dahil edilen ¢alismalardaki tedavi siiresleri dort haftadan bir yila kadar
degisiyordu. Calismalarin sonuglari, hepatomegali, anoreksi, kilo alimi, genel iyilik hali
ve karaciger fonksiyon testlerinde iyilesme ve hepatobiliyer sistemin ultrasonografik
bulgularindaki iyilesme yoniinden degerlendirildi. Metaanalizin sonuglarina gére Dange,
antitiiberkiiloz ve Liv-52 alan hastalarda hepatotoksisitede istatistiksel olarak anlaml1 bir
iyilesme goriildiigiini belirtti. Liv-52, anoreksi, kilo alimi, hepatomegali ve genel refah
gibi iligkili semptomlarda 6nemli iyilesmelere neden oldu. Ayrica, Liv-52'nin ALT
degerlerinin azaltilmasinda ve gastrointestinal semptomlarin hafifletilmesinde etkili

oldugu sonucuna varildi (Dange, 2010).

Liv-52’nin etkisi alkole bagli erken siroz hastaligi tanis1 alan 50 hasta iizerinde yiiriitiilen
klinik bir ¢calisma ile de degerlendirildi. Bu ¢alismada, ALT, AST, total bilirubin, alkalen
fosfataz, alblimin ve protrombin zamani analizleri yapildi. Liv-52 ile alt1 aylik tedavinin
asteni, anoreksi, bulanti, yorgunluk, kolay yorulma, karin agrisi, karin rahatsizligi, diski

sikligi ve kas kramplar1 gibi klinik semptom skorlarinda anlaml diizeyde iyilesme
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goriildiigi belirtildi. Yine, alt1 aylik tedavinin sonunda kas erimesi, 6dem, anemi, sarilik,
asit ve hepatomegalide de Onemli Ol¢iide azalma oldugu gozlendi. Bu g¢alismanin
biyokimyasal analiz sonuglar1 da karaciger fonksiyon testlerinde iyilesme oldugunu
ortaya koydu. Yazarlar ¢aligmalarinda, Liv-52'nin karaciger biitlinliigiinii korumada ve
alkolik sirozda karaciger fonksiyonlarini geri kazanmada rol oynadigimi belirttiler (Agal

ve Prasad, 2007).
2.4.3. Liv-52’nin Diger Organlar Uzerindeki Etkisi

Hepatotonik olarak kabul edilen Liv-52 ile ilgili yapilan ¢aligmalar genellikle karacigerle
ilgili olmakla beraber farkli dokular {izerinde de yapilan ¢calismalar mevcuttur. Gegmiste
yapilan bir ¢alismada berilyum tuzlarinin yetiskin disi albino siganlarin {ireme organlari
iizerindeki toksik etkileri incelenmistir. Sicanlardan, berilyuma maruz kalanlar ve
berilyum maruziyeti ile beraber Liv-52 verilmis olan olmak lizere iki grup olusturuldu.
Calismanin sonunda biyokimyasal analizler yapildi ve overler, uterus, serviks ve vajina
dokular1 histopatolojik olarak incelendi. Sadece berilyum alan grupta dokularda ciddi
nekrotik degisiklikler izlendi. Ayrica, doku glikojen icerigi ve alkalen fosfataz
aktivitesinin O6nemli Ol¢lide inhibe edildigi ve kolesterol diizeylerinin arttig1
saptandi. Ancak, berilyum enjeksiyonu oOncesinde Liv-52 tedavisi alan siganlarda
biyokimyasal parametrelerde ve histolojik yapida énemli bir iyilesme gézlendi (Mathur

ve ark., 1989).

Yapilan baska bir ¢alismada, Liv-52'nin albino sicanlarda kursun kaynakli
hiperkolesterolemi tizerindeki etkisi arastirildi. Kursun asetatin 30 giin boyunca agizdan
uygulanmasi ile, serum toplam kolesterol, trigliseritler, diisiik dansiteli kolesterol
seviyesinde énemli bir artig ve serum yiiksek dansiteli kolesterol seviyesinde 6nemli bir
diisiis goriildii. Caligmanin sonuglar1, Liv-52 tedavisinin siganlarda kursunun neden
oldugu hiperkolesterolemiye karsi belirgin bir koruyucu etki iirettigini ortaya koydu

(Jeyaprakash ve Chinnaswamy, 2004).

Waghmare ve arkadaslar1 gama 1ginlamasina maruz birakilan farelere Liv-52 vererek bir
dizi calisma yiriittiller. Calismada, Liv-52’nin radyasyona bagli periferik kandaki
degisiklikler iizerindeki etkilerini arastirdilar. Farelerin bir grubu sadece radyasyona

maruz birakilirken, diger grubu radyasyondan 6nce art arda yedi giin boyunca giinde bir
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kez oral yoldan 500 mg/kg Liv-52 tedavisi aldi. Toplam I6kosit sayisindaki kantitatif
degisiklikler, maruz kalma giinlinden 28. giine kadar cesitli zaman araliklarinda
skorlandi. Liv-52’nin 6nceden uygulanmasinin, 16kosit sayisinin diigmesini 6nemli
Olciide onledigi belirlendi (Waghmare ve ark., 2011). Yine gama radyasyonuna maruz
kalan farelerde goriilen kemik iligindeki mikroniikleuslarin sikliginin, Liv-52 tedavisi ile

onemli dl¢tide diisiik kaldig: belirlenmisti (Jagetia ve Ganapathi, 1989).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Deney Hayvanlan

Bu caligmada toplamda 284 + 6 gram agirliginda 30 adet Albino Wistar tipi erkek sican
kullanildi. Hayvanlar, Erzincan Binali Yildirrm Universitesi Deney Hayvanlari
Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nden temin edildi. Deneyler, ayni birimin
laboratuvarlarinda gergeklestirildi. Deneysel uygulamalardan bir hafta 6nce hayvanlar
ortama adapte olabilmeleri i¢in deneyin yapilacagi laboratuvar ortaminda gruplar halinde
barindirildi. Laboratuvar, 22 + 2 °C oda sicakliina, %50 = 10 nem oranina sahipti.
Ayrica, ratlarin bulundugu odada otomatik olarak 12 saatlik aydinlik karanlik dongiisiinii
saglayan aydinlatma sistemi mevcuttu. Sicanlar, standart pelet yeme ve musluk suyuna

kisitlama olmaksizin ulasabildi.
3.2. Etik Onay

Bu calisma, Erzincan Binali Yildirim Universitesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan onaylanmistir (Toplanti tarihi: 28.07.2022, Oturum sayisi: 2022/7, Karar no:
34, Say1: E-85748827-050.01.04-186954).

3.3. laglar

Deneyde kullanilan Favipiravir (200 mg tablet) Atabay’dan (istanbul, Tiirkiye), Liv-52
Himalaya Wellness Company’den (Bengaluru, India), tiopental sodium (0.5 gram flakon)

I. E. Ulagay’dan (Istanbul, Tiirkiye) temin edildi.
3.4. Deney Gruplan

Calismada kullanilan siganlar randomize olarak her grupta alti rat olacak sekilde 5 gruba
ayrild.

1- SG: Saglikli kontrol grubu

2- FV-200: 200 mg/kg favipiravir verilen grup
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3- FV-400: 400 mg/kg favipiravir verilen grup
4- LFV-200: 200 mg/kg favipiravir + 50 mg/kg dozda Liv-52 verilen grup
5- LFV-400: 400 mg/kg favipiravir + 50 mg/kg dozda Liv-52 verilen grup

3.5. Deney Prosediirii

Deney prosediiriine gore ilk olarak ratlarin LFV-200 ve LFV-400 gruplarina 50 mg/kg
dozda olacak sekilde Liv-52, oral gavajla mideye verildi (Yildirim ve ark., 2022). Bu
siiregte SG, FV-200 ve FV-400 hayvan gruplarina ayni hacimde distile su ayn1 yoldan
uygulandi. Liv-52 ve distile su verildikten bir saat sonra FV-200 ve LFV-200 gruplaria
200 mg/kg dozda, FV-400 ve LFV-400 gruplarma ise 400 mg/kg dozda favipiravir oral
gavajla mideye verildi (Bilici ve ark., 2023). SG grubu ise benzer hacimde oral yoldan
distile su aldi. Liv-52 tedavisi giinde bir kez, favipiravir tedavisi ise giinde 2 kez olacak
sekilde uygulandi. Bu tedavi protokoliine yedi giin devam edildi. Yedinci giiniin sonunda
biitlin gruplardaki sicanlarin kuyruk venlerinden kan ornekleri alindi. Ardindan ratlara
yiksek dozda (50 mg/kg) tiyopental sodyum verilerek 6tenazi uygulandi ve karaciger
dokular1 analiz i¢in ¢ikarildi. Karaciger dokularinda MDA ve tGSH diizeyleri ile SOD ve
CAT aktiviteleri 6lciildii. Karaciger dokular1 histopatolojik olarak da incelendi. Kan
orneklerinde de ALT, AST ve LDH aktivite 6lgtimleri yapildi. LFV-200, LFV-400 ve SG
hayvan gruplarindan elde edilen tiim biyokimyasal ve histopatolojik sonug¢lar FV-200 ve

FV-400 gruplari ile karsilastirilarak degerlendirildi.
3.6. Kullanilan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

Tablo 3.1. Kullanilan Cihazlar ve Firma Listesi

Cihazlar Firma

Beckman Coulter AU5800 clinical chemistry analyzer Beckman Coulter
Santrifiij Centrifuge 5430 R
Hassas terazi RADWAG AS 220.R2
Magnetik karistirict IKA RH Digital
Su banyosu Memmert WNB 7
pH metre pH60 Violab
Distile su cihazi KROS Clinic
Karistiricr (Vortex) Velp Scientifica
Otomatik pipet Dragon Lab
Spektrofotometre Multiskan Skyhigh
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Tablo 3.2. Kullanilan Kimyasallar ve Firma Listesi

Kimyasal Maddeler Firma

Favipiravir (tablet) Atabay

Liv-52 Himalaya Wellness

Tiyopental sodyum (flakon) IE ULAGAY

Potasyum fosfat monobasic SIGMA

Potasyum fosfat dibasic SIGMA

Potasyum klortir SIGMA

Hidroklorik asit SIGMA

Sodyum hidroksit SIGMA

MDA Analiz kiti BT LAB Bioassay Technology Laboratory
tGSH Analiz kiti BT LAB Bioassay Technology Laboratory
SOD Analiz kiti BT LAB Bioassay Technology Laboratory
CAT Analiz kiti BT LAB Bioassay Technology Laboratory

3.7. Biyokimyasal Analizler
3.7.1. Biyokimyasal Analiz icin Doku Numunelerinin Hazirlanmasi

Biyokimyasal analiz i¢in doku ornekleri tartildi. Daha sonra fizyolojik salinle yikandi.
Karaciger dokularmin {izerine sivi nitrojen eklenerek havan ve tokmak kullanilarak
hizlica 6giitiildii. Ogiitiilen dokular, potasyum fosfat monobasic ve potasyum fosfat
dibasic ile hazirlanan 50 mM (pH=7.2) tampon karigimina aktarildi. Olusan homojenatlar
+4 °C'de 15000 rpm'de 15 dakika santrifiij edildi. Santriifiij sonrasi iistte kalan
siipernatanlar dikkatlice toplandi. Siipernatanlar, analize kadar -80 °C’de muhafaza

edildi.
3.7.2. Karaciger Dokularinda MDA Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku MDA diizeyi, rat MDA ELISA Kit (Katalog no: EO156Ra, BT LAB ®, Zhejang,
Cin) kullanilarak olciildii. Bu test kiti, sandvi¢ enzim bagli immunosorban testi
(Sandwich-ELISA) prensibini kullanir. Kitte saglanan 96 kuyuluk ELISA mikro plakas,
rat MDA antikoru ile énceden kaplanmistir. Analiz i¢in standartlar ve drnekler ELISA

mikro plakasindaki kuyucuklara eklenir ve spesifik antikor ile birlestirilir. Sonra rat MDA
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icin spesifik bir biyotinile tespit antikoru ve streptavidin-horseradish peroksidaz (HRP)
konjugati her bir mikro plaka kuyusuna art arda eklenir ve inkiibe edilir. Baglanmayan
bilesenler yikamayla uzaklastirilir. Substrat soliisyonu her bir kuyucuga eklenir. Sadece
rat MDA igeren, biyotinlenmis antikor ve Avidin-HRP konjugati eklenmis kuyucuklar
mavi renkte goriiniir. Enzim-substrat reaksiyonu, asidik stop soliisyonu eklenerek sona
erdirilir ve renk sartya doner. Optik dansite (OD), spektrofotometrik olarak 450 nm =+ 2
nm dalga boyunda o6lgiiliir. OD degeri, rat MDA konsantrasyonu ile orantilidir. Standart
cozeltilerin OD degerlerinin Olgiilmesiyle ¢izilen standart kalibrasyon grafiginden elde

edilen formiile gore 6rneklerdeki rat MDA konsantrasyonlar1 hesaplanir.
3.7.3. Karaciger Dokularinda tGSH Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku GSH diizeyi, rat GSH ELISA Kit (Katalog no: E1101Ra, BT LAB ®, Zhejang, Cin)
kullanilarak 6lciildii. Bu test kiti, sandvi¢ ELISA prensibini kullanir. Kitte mevcut olan
96 kuyuluk ELISA mikro plakasi, rat GSH antikoru ile énceden kaplanmustir. Standartlar
ve ornekler ELISA mikro plakasindaki kuyucuklara ilave edilir ve spesifik antikor ile
birlesmeleri saglanir. Sonra rat GSH i¢in spesifik bir biyotinile tespit antikoru ve
streptavidin- HRP konjugati her bir mikro plaka kuyusuna art arda eklenir ve inkiibe
edilir. Baglanmayan bilesenler yikamayla uzaklastirilir. Her bir kuyucuga substrat
soliisyonu eklenir. Sadece Rat GSH iceren, biyotinlenmis tespit antikoru ve Avidin-HRP
konjugati eklenmis kuyucuklar mavi renkte goriiniir. Enzim-substrat reaksiyonu, asidik
stop soliisyonu eklenerek sonlandirilir ve renk sartya doner. OD, 450 nm + 2 nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak Slgiiliir. OD degeri, rat GSH konsantrasyonu ile dogru
orantihdir. Standart ¢ozeltilerin OD degerlerinin  Olgiilmesiyle ¢izilen standart
kalibrasyon grafiginden elde edilen formiile gére 6rneklerdeki rat GSH konsantrasyonlar

hesaplanir.
3.7.4. Karaciger Dokularinda SOD Aktivitesinin Belirlenmesi

Doku SOD aktivitesi, rat SOD ELISA Kit (Katalog no: EO168Ra, BT LAB ®, Zhejang,
Cin) kullanilarak 6l¢iildii. Bu test kiti, sandvi¢ ELISA prensibini kullanir. Kitte saglanan
96 kuyuluk ELISA mikro plakasi, rat SOD antikoru kaplanmustir. Standartlar ve 6rnekler
ELISA mikro plakasindaki kuyucuklara eklenir ve spesifik antikor ile birlestirilir. Sonra
rat SOD i¢in spesifik bir biyotinile tespit antikoru ve streptavidin- HRP konjugati, mikro
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plaka kuyularuna eklenir ve inkiibe edilir. Baglanmayan bilesenler yikamayla
uzaklagtirilir. Substrat soliisyonu her bir kuyucuga eklenir. Sadece Rat SOD igeren,
biyotinlenmis tespit antikoru ve Avidin-HRP konjugati eklenmis kuyucuklar mavi renkte
goriiniir. Enzim-substrat reaksiyonu, asidik stop soliisyonu kullanilarak sona erdirilir ve
renk sartya doner. OD, spektrofotometrik olarak 450 nm + 2 nm dalga boyunda dlgiiliir.
OD degeri, rat SOD konsantrasyonu ile orantilidir. Standart ¢ozeltilerin OD degerlerinin
Olciilmesiyle cizilen standart kalibrasyon grafiginden elde edilen formiile gore

orneklerdeki rat SOD konsantrasyonlari hesaplanir.
3.7.5. Karaciger Dokularinda CAT Aktivitesinin Belirlenmesi

Doku CAT aktivitesi, rat CAT ELISA Kit (Katalog no: E-0869Ra, BT LAB ®, Zhejang,
Cin) kullamlarak 6lciildii. Bu test kiti, sandvi¢ ELISA prensibini kullanir. Kitte saglanan
96 kuyuluk ELISA mikro plakasi, rat CAT antikoru ile &nceden kaplanmistir. Standartlar
ve Ornekler ELISA mikro plakasindaki kuyucuklara eklenir ve spesifik antikor ile
birlestirilir. Sonra rat CAT i¢in spesifik bir biyotinile tespit antikoru ve streptavidin- HRP
konjugati her bir mikro plaka kuyusuna art arda eklenir ve inkiibe edilir. Baglanmayan
bilesenler yikamayla uzaklagtirilir. Substrat soliisyonu her bir kuyucuga eklenir. Sadece
Rat CAT igeren, biyotinlenmis tespit antikoru ve Avidin-HRP konjugati eklenmig
kuyucuklar mavi renkte goriiniir. Enzim-substrat reaksiyonu, asidik stop soliisyonu
eklenerek sona erdirilir ve renk sartya doner. OD, spektrofotometrik olarak 450 nm =+ 2
nm dalga boyunda 06lgiiliir. OD degeri, rat CAT konsantrasyonu ile orantilidir. Standart
cozeltilerin OD degerlerinin Olgiilmesiyle ¢izilen standart kalibrasyon grafiginden elde

edilen formiile gore 6rneklerdeki rat CAT konsantrasyonlari hesaplanir.
3.7.6. Serumda ALT Aktivitesinin Belirlenmesi

Serum ALT aktivitelerinin belirlenmesi i¢in, Beckman Coulter AUS5800 clinical
chemistry analyzer (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) kullanildi. Serum
numunelerindeki ALT, L-alanin ile 2-oksoglutarat arasindaki reaksiyonu katalize eder.
Reaksiyon sonucunda piriivat ve L-glutamat olusur. Olusan piriivat LDH’1n katalize ettigi
bir reaksiyonda NADH tarafindan indirgenir. Piridoksal fosfat, amino transfer

reaksiyonunda koenzim gorevi goriir. Bu reaksiyonda katalitik ALT aktivitesi NADH
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oksidasyon hiziyla paralellik gostermektedir. Absorbanstaki azalma cihazla

spektrofotometrik olarak 340 nm’de Olgiilerek ALT aktivitesi belirlenmistir.

ALT
L — alanin + 2 — oksoglutarat — Piruvat + L — glutamat
LDH
Piruvat + NADH + H" — L — laktat + NAD + NADH
3.7.7. Serumda AST Aktivitesinin Belirlenmesi

Serum AST aktivitesinin belirlenmesi i¢in, Beckman Coulter AU5800 clinical chemistry
analyzer (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) kullanildi. Serum numunelerindeki AST,
L-aspartat ve 2-oksoglutarat arasindaki reaksiyonu katalize eder. Reaksiyon sonucunda
oksaloasetat ve L-glutamat olusur. Olusan oksaloasetat, malat dehidrogenaz tarafindan
katalizlenen reaksiyonda NADH ile reaksiyona girer. Reaksiyon sonucunda L-malat ve
NAD" olusur. Piridoksal fosfat, amino transfer reaksiyonunda koenzim gorevi goriir. Bu
reaksiyonda katalitik AST aktivitesi NADH oksidasyon hiziyla paralellik gostermektedir.
Absorbanstaki azalma cihazla spektrofotometrik olarak 340 nm’de oOlciilerek AST

aktivitesi belirlenmistir.

AST
L — Aspartat + 2 — Oksoglutarat — Oksaloasetat + L — Glutamat

Malat
dehidrogenaz
_

Oksaloasetat + NADH + H* L — Malat + NAD

3.7.8. Serumda LDH Aktivitesinin Belirlenmesi

Serum LDH aktivitesinin belirlenmesi i¢in, Beckman Coulter AU5800 clinical chemistry
analyzer (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) kullanildi. Serum numunelerindeki LDH,
piruvat ile NADH arasindaki reaksiyonu katalize eder. Reaksiyon sonucunda L-laktat ile
NAD" olusur. NADH yiikseltgenmesinin baglangi¢ hizi katalitik LDH aktivitesiyle
paralellik gostermektedir. Absorbanstaki azalma cihazla spektrofotometrik olarak 340

nm’de Olcililerek LDH aktivitesi belirlenmistir.

LDH
Piruvat + NADH + H" — L — laktat + NAD"
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3.8. Karaciger Dokularimin Histopatolojik Degerlendirmesi

Histopatolojik degerlendirme i¢in karaciger doku ornekleri %10’luk formalin soliisyonu
icerisine konularak doku stabilitesi saglandi. Daha sonra musluk suyu altinda yikandi.
Dehidratasyon amaciyla doku ornekleri dereceli alkol serilerinden (%50-99) gegirildi.
Dokular1 seffaflastirmak igin ksilol kullanildi. Bu islemden sonra dokular parafine
gomiilerek parafin bloklar elde edildi. Bu bloklardan histopatolojik inceleme igin 5
um’lik kesitler hazirlandi ve kesitler Hematoksilen-Eozin (H&E) ile boyandi. Karaciger
dokular1 tedavi protokoliinden habersiz olan bir patolog tarafindan 1g1k mikroskobu ile
(Olympus BX 51, Tokyo, Japan) degerlendirildi ve fotograflar dijital kamera ile
(Olympus DP 71, Tokyo, Japan) ¢ekildi. Her bir doku kesitindeki histopatolojik hasar
siddeti 0-3 arasinda (0-hasar yokl, 1- hafif hasar, 2-orta hasar ve 3-siddetli hasar)

derecelendirildi.
3.9. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz i¢in IBM SPSS Statistics 22.0 (IBM Corp. Released 2013. Armonk,
NY) programi kullanildi. Elde edilen veriler mean =+ standart deviasyon (X + SD) olarak
sunuldu. Verilerin normal dagilip dagilmadigimi belirlemek i¢in Shapiro-Wilk testi
kullanild1 ve test sonuglari verilerin normal dagildigini gdsterdi. Bu nedenle istatistiksel
analiz i¢in one way ANOV A testi kullanildi. Gruplar arasi kargilagtirmalarda kullanilacak
olan testi belirlemek i¢in verilere varyansin homojenligini degerlendiren Levene testi
uygulandi. Levene testi sonuglarina goére de post hoc test olarak MDA ve tGSH igin
Games-Howell testi, SOD, CAT, ALT, AST ve LDH i¢in de Tukey HSD testi tercih
edildi. Histopatolojik derecelendirme verileri semikantitaif oldugu i¢in istatistiksel analiz
nonparametrik testlerden Kruskal Wallis testi ile yapildi. ikili grup karsilastirmalari igin,
Mann-Whitney U testi kullanildi. Veriler medyan (¢eyrek 1- ¢eyrek 3) olarak sunuldu. P

degerinin 0.05’in altinda oldugu sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular

Karaciger dokularindan ve serum Orneklerinden elde edilen biyokimyasal bulgularin
analiz sonuglar1 Tablo 4.1’de sunuldu.
Tablo 4.1. Deney Gruplarindan Elde Edilen Karaciger Dokular1 Ve Serum Orneklerinden

Olgiilen Biyokimyasal Parametrelerin Analiz Sonuglar1
Deney Gruplari

F o

Parametreler SG (n=6) FV-200 (n=6) FV-400 (n=6) LFV-200 (n=6) LFV-400 (n=6) “,25) p degerleri
Mean + Standart deviation (X + SD)

MDA 3.26+0.12°* 4.89+0.07 7.2120.24 3.38£0.05%  4.470.11% 840.751  <0.001

(nmol/mL)

tGSH 7.4320.11° 5.47£0.20 3.270.08 7.2120.06" 5.0320.13* 991.447  <0.001

(mg/mL)

SOD 9.3720.15** 7.37£027 5.2840.16 8.8120.13" 7.3520.16 473788 <0.001

(ng/mL)

CAT 8.620.10°* 6.37£0.27 3.4320.13 8.130.07" 6.380.13" 1043367 <0.001

(ng/mL)

QJL/E) 27.67¢480°"  59.00+5.97 167.6746.65 20176407 57.00+3.46" 577.635  <0.001

ﬁjs/{) 38176232 93.50+4.0 268.00513.04  39.00£576%  75.1745.12 1085.448  <0.001

(LUD/E) 131.00£8.22%"  231.67£1271  377.8346.74 133.6749.56°  178.00+1.18"  666.596  <0.001

* FV-200 ile karsilastirildiginda p<0.001; **, FV-400 ile karsilastirildiginda p<0.001, *** SG
ile karsilastirildiginda p>0.05. MDA, malondialdehit; tGSH, total glutatyon; SOD, siiperoksit
dizmutaz;, CAT, katalaz; ALT, alanin aminotransferaz; AST, aspartat aminotransferaz; LDH,
laktat dehidrogenaz. SG, saglikli kontrol grup; FV-200, 200 mg/kg favipiravir uygulanan grup,
FV-400, 400 mg/kg favipiravir uygulanan grup; LFV-200, 200 mg/kg favipiravir + 50 mg/kg Liv-
52 wuygulanan grup; LFV-400, 400 mg/kg favipiravir uygulanan grup + 50 mg/kg Liv-52
uygulanan grup.
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4.1.1. Karaciger Dokularindan Elde Edilen MDA Diizeylerine ait Verilerin Analiz

Sonuclari

Tablo 4.1 ve Sekil 4.1°de goriildiigii gibi, FV-200 ve FV-400 gruplarindaki ratlardan elde
edilen doku MDA seviyelerinin saglikli gruptakilerinden daha yiiksek oldugu goriildii
(p<0.001). Bu yiikselme FV-400 grubunda FV-200 grubuna gore daha fazlayd:
(p<0.001). Liv-52 tedavisi, hem 200 mg/kg hem de 400 mg/kg favipiravir uygulanan
ratlarda MDA diizeylerindeki bu artis1 baskilayabildi. FV-200 ve LFV-200 (p<0.001) ile
FV-400 ve LFV-400 (p<0.001) gruplar1 arasinda anlamh fark tespit edildi. LFV-200
grubu ile saglikli grup arasinda MDA diizeyleri bakimindan istatistiksel olarak fark tespit
edilmedi (p=0.239).

MDA Diizeyi
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Sekil 4.1. Deney Gruplarinin Karaciger Dokularinda Olgiilen MDA Diizeylerinin
Analiz Sonuglari

Barlar mean =+ standart deviasyonu gostermektedir. *, FV-200 ile karsilastirildiginda p<0.001;
*¥* FV-400 ile karsilagtirildiginda p<0.001; *** SG ile karsilastirildiginda p>0.05. MDA,
malondialdehit; SG, saglikli kontrol grup; FV-200, 200 mg/kg favipiravir uygulanan grup, FV-
400, 400 mg/kg favipiravir uygulanan grup, LFV-200, 200 mg/kg favipiravir + 50 mg/kg Liv-52
uygulanan grup; LFV-400, 400 mg/kg favipiravir uygulanan grup + 50 mg/kg Liv-52 uygulanan
grup.
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4.1.2. Karaciger Dokularindan Elde Edilen tGSH Diizeylerine Ait Verilerin Analiz

Sonuclari

Karaciger dokular1 antioksidanlar yoniinden de degerlendirildi. Karaciger dokular1 tGSH
diizeyleri bakimindan analiz edildiginde FAV-200 ve FAV-400 gruplarindaki seviyelerin
saglikli gruptaki ratlara gore diisiik oldugu saptandi (p<0.001). Bu diisme, FV-400
grubunda FV-200 grubuna gore daha fazlaydi (p<0.001). Liv-52 tedavisi alan LFV-200
grubundaki tGSH diizeyleri sadece 200 mg/kg favipiravir alan ratlara gore yliksekti
(p<0.001). Benzer sekilde favipiravir ile beraber kullanilan Liv-52, 400 mg/kg favipiravir
tedavisine bagli tGSH diisiisiinii inhibe etti (p<0.001) (Tablo 4.1 ve Sekil 4.2).

tGSH Diizeyi
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Sekil 4.2. Deney gruplarimin karaciger dokularinda 6lgiilen tGSH Diizeylerinin Analiz
Sonuglari

Barlar mean + standart deviasyonu gostermektedir. *, FV-200 ile karsiastirildiginda p<0.001;
** FV-400 ile karsilastirildiginda p<0.001. tGSH, total glutatyon,; SG, saglikli kontrol grup; FV-
200, 200 mg/kg favipiravir uygulanan grup; FV-400, 200 mg/kg favipiravir uygulanan grup;
LFV-200, 200 mg/kg favipiravir + 50 mg/kg Liv-52 uygulanan grup, FV-400, 400 mg/kg
favipiravir uygulanan grup,; LFV-400, 200 mg/kg favipiravir uygulanan grup + 50 mg/kg Liv-52
uygulanan grup.
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4.1.3. Karaciger Dokularindan Elde Edilen SOD Aktivitelerine ait Verilerin Analiz

Sonuclari

FV-200 ve FV-400 gruplariin karaciger dokularindaki SOD aktivitelerinin saglikli
gruptaki ratlara gore azalmis oldugu tespit edildi (p<0.001). Bu azalma, FV-400 grubunda
FV-200 grubuna gore daha fazlayd: (p<0.001). Liv-52 tedavisi hem 200 mg/kg hem de
400 mg/kg favipiravir kullanimina bagli SOD aktivitesindeki diislisii azalltti. Analiz
sonuclarina gore LFV-200 ve FV-200 gruplari (p<0.001) ile LFV-400 ve FV-400 gruplar1
(p<0.001) arasinda SOD aktiviteleri bakimindan anlamli fark belirlendi (Tablo 4.1 ve
Sekil 4.3).

SOD Aktivitesi
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Sekil 4.3. Deney Gruplarinin Karaciger Dokularinda Olgiilen SOD Aktivitelerinin
Analiz Sonuglari

Barlar mean + standart deviasyonu géstermektedir. *, FV-200 ile karsilastirildiginda p<0.001;
** FV-400 ile karsiastirildiginda p<0.001. SOD, siiperoksit dizmutaz; SG, saglikli kontrol grup;
FV-200, 200 mg/kg favipiravir uygulanan grup,; FV-400, 400 mg/kg favipiravir uygulanan grup,
LFV-200, 200 mg/kg favipiravir + 50 mg/kg Liv-52 uygulanan grup; LFV-400, 200 mg/kg
Sfavipiravir uygulanan grup + 50 mg/kg Liv-52 uygulanan grup.
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4.1.4. Karaciger Dokularindan Elde Edilen CAT Aktivitelerine ait Verilerin Analiz

Sonuclari

Tablo 4.1 ve Sekil 4.4’te FV-200 ve FV-400 gruplarina ait karaciger dokularindaki CAT
aktivitelerinin SG grubuna gore azalmis oldugu belirlendi (p<0.001). Azalma, FV-400
grubunda FV-200 grubuna gore daha fazlaydi (p<0.001). Bu azalmay1 Liv-52 tedavisinin
baskiladig1 goriildi. LFV-200 grubundaki CAT aktivitesi FV-200 grubuna gore daha
yiksekti (p<0.001). Benzer sekilde LFV-400 grubu ile FV-400 gruplar arasinda CAT

aktivitesi bakimindan anlamli fark mevcuttu (p<0.001).
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Sekil 4.4. Deney Gruplarinin Karaciger Dokularinda Olgiilen CAT Aktivitelerinin
Analiz Sonuglari

Barlar mean + standart deviasyonu géstermektedir. *, FV-200 ile karsilastirildiginda p<0.001;
** FV-400 ile karsastirildiginda p<0.001. CAT, katalaz; SG, saglikli kontrol grup,; FV-200, 200
mg/kg favipiravir uygulanan grup; FV-400, 400 mg/kg favipiravir uygulanan grup; LFV-200, 200
mg/kg favipiravir + 50 mg/kg Liv-52 uygulanan grup,; LFV-400, 400 mg/kg favipiravir uygulanan
grup + 50 mg/kg Liv-52 uygulanan grup.
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4.1.5. Serum ALT Aktivitelerine ait Verilerin Analiz Sonug¢lari

Tablo 4.1 ve Sekil 4.5’te goriilebilecegi gibi, ratlara uygulanan 200 mg/kg ve 400 mg/kg
favipiravirin, serum ALT aktivitelerini favipiravir almayan ratlara gore artirmis oldugu
tespit edildi (p<0.001). Bu artis, FV-400 grubunda FV-200 grubuna gore daha fazlaydi
(p<0.001). Favipiravir tedavisi ile verilen Liv-52’nin bu artigi inhibe ettigi tespit edildi.
Analiz sonuglart FV-200 ve LFV-200 gruplari arasinda anlaml fark oldugunu gosterdi
(p<0.001). LFV-400 grubundaki ALT aktiviteleri de, FV-400 grubuna gore daha diisiiktii
(p<0.001). LF-200 grubu ile SG grubundaki ALT aktiviteleri benzer bulundu (p=0.986).
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Sekil 4.5. Deney Gruplarmin Serumlarinda Olgiilen ALT Aktivitelerinin Analiz
Sonugclari

Barlar mean + standart deviasyonu gostermektedir. *, FV-200 ile karsdastirildiginda p<0.001;
** FV-400 ile karsilastirddiginda p<0.001; *** SG ile karsuastirldiginda p>0.05. ALT, alanin
aminotransferaz; SG, saglikli control grup; FV-200, 200 mg/kg favipiravir uygulanan grup,; FV-
400, 400 mg/kg favipiravir uygulanan grup,; LFV-200, 200 mg/kg favipiravir + 50 mg/kg Liv-52
uygulanan grup; LFV-400, 400 mg/kg favipiravir uygulanan grup + 50 mg/kg Liv-52 uygulanan
grup.

49



4.1.6. Serum AST Aktivitelerine Ait Verilerin Analiz Sonuclari

FV-200 ve FV-400 gruplarinin plazma serumlarindan elde edilen AST aktiviteleri SG
grubuna gore daha yiiksekti (p<0.001). Bu yiikselme, FV-400 grubunda FV-200 grubuna
gore daha fazlaydi (p<<0.001). Favipiravir tedavisine eklenen Liv-52’nin bu artis1 ihibe
ettigi saptandi. LFV-200 ve FV-200 gruplar (p<0.001) ile LFV-400 ve FV-400 gruplar1
(p<0.001) arasinda anlamli fark tespit edildi. LFV-200 grubundaki AST aktivitesinin
saglikli grup ile benzer oldugu goriildii (p=1.000) (Tablo 4.1 ve Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Deney Gruplarinin Serumlarinda Olgiilen AST Aktivitelerinin Analiz
Sonuglari

Barlar mean =+ standart deviasyonu gostermektedir. *, FV-200 ile karsilastirildiginda p<0.001;
¥ FV-400 ile karsilastirddiginda p<0.001; *** SG ile karsilagtirddiginda p>0.05. AST,
aspartat aminotransferaz, SG, saglikli control grup; FV-200, 200 mg/kg favipiravir uygulanan
grup; FV-400, 400 mg/kg favipiravir uygulanan grup; LFV-200, 200 mg/kg favipiravir + 50
mg/kg Liv-52 uygulanan grup, LFV-400, 400 mg/kg favipiravir uygulanan grup + 50 mg/kg Liv-
52 uygulanan grup.
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4.1.7. Serum LDH Aktivitelerine Ait Verilerin Analiz Sonuc¢lari

Sadece favipiravir alan FV-200 ve FV-400 gruplarinda LDH aktivitelerinin SG grubuna
gore yiikseldigi tespit edildi (p<0.001). LDH aktivitelerini, 400 mg/kg favipiravir 200
mg/kg’a gore daha fazla ertirdi (p<<0.001). LFV-200 grubunun serumlarinda 6lgiilen
LDH aktivitelerinin FV-200 grubuna gore disiik oldugu belirlendi (p<0.001). Ayni
sekilde 400 mg/kg favipiravir ile beraber verilen Liv-52’nin de LDH aktivitelerindeki
artis1 inhibe ettigi goriildi (p<0.001). LFV-200 ile SG gruplarindaki serum LDH
aktiviteleri birbirine benzerdi (p=0.989) (Tablo 4.1 ve Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Deney gruplarinin Serumlarinda Olgiilen LDH Aktivitelerinin Analiz
Sonuglari

Barlar mean + standart deviasyonu géstermektedir. *, FV-200 ile karsilastirildiginda p<0.001;
** FV-400 ile karsilastirddiginda p<0.001; *** SG ile karsilastiridiginda p>0.05. LDH, laktat
dehidrogenaz; SG, saglikli control grup; FV-200, 200 mg/kg favipiravir uygulanan grup; FV-400,
200 mg/kg favipiravir uygulanan grup; LFV-200, 200 mg/kg favipiravir + 50 mg/kg Liv-52
uygulanan grup; FV-400, 400 mg/kg favipiravir uygulanan grup; LEV-400, 200 mg/kg favipiravir
uygulanan grup + 50 mg/kg Liv-52 uygulanan grup.
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4.2. Histopatolojik Bulgular

SG grubunun karaciger dokularinda herhangi bir histopatolojik hasar bulgusuna
rastlanmadi (Figiir 4.8., Table 2). Ancak, 200 mg/kg dozda favipiravir uygulanan FV-200
grubundan elde edilen karaciger dokularinda orta diizeyde nekroz ve hidropik
dejenerasyon izlenmistir (Figiir 4.9A., Table 2). Yine, FV-200 grubunda orta diizeyde
hemoraji izlendi (Figiir 4.9B., Table 2). 400 mg/kg dozda favipiravir uygulanan FV-400
grubunun karacigerinde siddetli diizeyde nekroz ve hidropik dejenerasyona rastlanmistir
(Figiir 4.10A., Table 2). Ayrica, FV-400 grubunun karacigerlerinde siddetli diizeyde
hemoraji tespit edilmistir (Figiir 4.10B., Table 2). Favipiravir ve Liv-52 uygulanan LFV-
200 grubunun karacigerlerinde sadece hafif diizeyde hemorajiye rastlanirken (Figiir 4.11.,
Table 2), favipiravir ve Liv-52 tedavisi alan LFV-400 grubunun karacigerlerinde hafif
diizeyde nekroz disinda herhangi bir patolojik bulgular izlenmedi (Figiir 4.12., Table 2).

: '
Sekil 4.8. SG Grubuna Ait Karaciger Dokusunun Normal Histolojik Goriiniim (H&E x
40)

SG, saglikli kontrol grup.
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Sekil 4.9 (A-B). FV-200 Grubuna Ait Karaciger Dokusunun Histolojik Goriiniimii
(H&E x40)

A: orta diizeyde nekroz (ok) ve orta diizeyde hidropik dejenerasyon (okbast) goriiniimii B: orta

diizeyde hemoraji (ok) goviiniimii (H&E x40). FV-200, 200 mg/kg favipiravir uygulanan grup.
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Sekil 4.10. (A-B). FV-400 Grubuna Ait Karaciger Dokusunun Histolojik Goriintimii
(H&E x40)

A: siddetli diizeyde nekroz (ok) ve hidropik dejenerasyon (okbasi) goriiniimii. B: siddetli diizeyde
hemoraji (ok) goriiniimii FV-400, 400 mg/kg favipiravir uygulanan grup.
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Sekil 4.11. LFV-200 Grubuna Ait Karaciger Dokusunun Histolojik Goériiniimii (H&E
x40)

Hafif diizeyde hemoraji (ok) goriiniimii. LEV-200, 200 mg/kg favipiravir + 50 mg/kg Liv-52
uygulanan grup.
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Sekil 4.12. LFV-400 Grubuna Ait Karaciger Dokusunun Histolojik Goriiniimii (H&E
x40).

Hafif diizeyde nekroz (ok) goriiniimii. LFV-400, 400 mg/kg favipiravir uygulanan grup + 50 mg/kg
Liv-52 uygulanan grup.
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Tablo 4.2. Deney Gruplarindan Elde Edilen Karaciger Dokularinin Histopatolojik
Derecelendirme Analiz Sonuglari

Deney Gruplari

SG FV-200 FV-400 LFV-200 LFV-400 B .
Parametreler (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) H p degerleri
Medyan (¢eyrek 1- geyrek 3)
Nekroz 0(0-0)""" 2(2-2) 3(3-3) 0(0-0.75)"""  1(0-1)"" 149.179 <0.001
Hidropik - « -
dejenerasyon 0(0-0) 2(1-2) 3(2-3) 0(0-1) 0(0-0.75) 148.067 <0.001
Hemoraji 0(0-0)""" 2(1-2) 3(2-3) 1(0-1)" 0(0-1)"" 143.227 <0.001

Histopatolojik derecelendirme: 0; hasar yok, 1, hafif hasar, 2; orta hasar, 3; siddetli hasar. ¥,
FV-200 ile karsilastirildiginda p<0.001; **, FV-400 ile karsilastiriddiginda p<0.001, *** SG ile
karsilastirddiginda p>0.05. SG, saglikli control grup; FV-200, 200 mg/kg favipiravir uygulanan
grup; FV-400, 400 mg/kg favipiravir uygulanan grup;, LFV-200, 200 mg/kg favipiravir + 50
mg/kg Liv-52 uygulanan grup, LFV-400, 400 mg/kg favipiravir uygulanan grup + 50 mg/kg Liv-
52 uygulanan grup.
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5. TARTISMA

Mevcut calismada, Liv-52’nin siganlarda favipiravirin yol agtig1 karaciger hasar1 ve
fonksiyon bozukluklarina karsi etkisi biyokimyasal ve histopatolojik olarak arastirildi.
Biyokimyasal bulgularimiz, 200 ve 400 mg/kg dozlarda favipiravirin siganlarin karaciger
dokularinda MDA miktarinin anlaml 6l¢iide artisina tGSH, SOD ve CAT gibi endojen
antioksidanlarin seviyelerinde ise onemli 6l¢iide azalmaya neden oldugunu ortaya koydu.
Bilindigi gibi MDA, ¢oklu doymamis yag asidi peroksidasyonunun ana {iriinii olup in
vivo ve in vitro ¢alismalarda oksidatif stresi degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilan
bir parametredir (Ahmed ve ark., 2023). Ilaclara bagli olarak gelisen karaciger hasarmin
olusmasi ve siddetlenmesinde bilinen mekanizmalar arasinda oksidatif stresin ana rol
oynadigi kabul edilmektedir (Villanueva-Paz ve ark., 2021; Wang ve ark., 2017). Bu
nedenle ¢alismamizda, favipiravir iligkili oksidatif karaciger hasart MDA miktar 6lglimii
ile degerlendirildi. Elde edilen bulgular 200 ve 400 mg/kg dozlarda uygulanan
favipiravirin si¢anlarin karaciger dokularinda MDA seviyelerini anlamli diizeyde
arttirdigini gosterdi. Bununla birlikte yiiksek doz favipiravirin karacigerde olusturdugu
hasarin diisiitk doz favipiravire gore daha belirgin oldugu tespit edildi. Yakin tarihte
yapilan bir deneysel arastirmada favipiravir uygulanan grup, kontrol grubu ile
karsilastirllmis ve favipiravir uygulanan grubun karaciger dokusundaki MDA
seviyelerinin anlamli 6l¢iide artmis oldugu tespit edilmistir (Bilici ve ark., 2023). Benzer
sekilde Kara ve arkadaslan tarafindan 200 mg/kg favipiravir ile tedavi edilen si¢anlarin
karaciger dokularinda MDA diizeyinde artisin favipiravir iliskili hepatotoksisitede rol
oynadigi ileri siiriilmiistiir (Kara ve ark., 2022). Literatiirden elde edilen bulgular bizim
sonuglarimizi destekler nitelikte olup, favipiravirin hepatositlerde yiiksek diizeyde ROS

iiretimini indiikleyerek LPO artigina yol agtiginmi diistindiirmektedir.

Bilindigi gibi, hiicresel yanitta oksidatif stresin iistesinden gelebilmek i¢in enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidan sistemler gereklidir. Oksidatif siiregten antioksidan
kapasitenin 6nemli gostergeleri olan GSH diizeyleri, SOD ve CAT aktiviteleri etkilenir.

Enzimatik ve enzimatik olmayan bu antioksidanlar, oksidatif stres diizeyini
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degerlendirmek i¢in 6nemli parametreler olarak kabul edilir (Li ve ark., 2015). Bu sebeple
bu calismada favipiravirin si¢anlarin karaciger dokusunda tGSH diizeyleri ile, SOD ve
CAT aktiviteleri lizerine etkisi degerlendirildi. Bilindigi gibi GSH glisin, sistein ve
glutamik asitten olusan bir tripeptit olup hiicresel metabolizmanin 6nemli endojen bir
bilesenidir (Pizzorno, 2014). Ayn1 zamanda en gii¢lii antioksidanlardan biri olarak kabul
edilen GSH’in biiyiik bir kismi viicutta karacigerde sentezlenmektedir (DeLeve ve
Kaplowitz, 1991; Gaucher ve ark., 2018). Yapilan calismalar, yiiksek dozda alinan
ilaglarin GSH depolarinin tiikenmesine, CYP450 enzimlerinin indiiksiyonuna ve
glukuronidasyonun azalmasina yol agarak dokuda toksik etki olusturdugunu gostermistir
(Begriche ve ark., 2011; Mazaleuskaya ve ark., 2015). Bu ¢caligmada elde edilen bulgular,
200 ve 400 mg/kg favipiravir uygulanan sicanlarin karaciger dokularinda tGSH
diizeylerinin azaldigin1 ve bu azalisin yiliksek doz favipiravir grubunda daha fazla
oldugunu ortaya koymustur. Elde ettigimiz bu bulgularimiza benzer sekilde, favipiravirin
deney hayvanlarinin karaciger dokusunda tGSH diizeyini azalttigini gosteren ¢alismalar
bulunmaktadir (Dogan ve ark., 2023; Kara ve ark., 2022). Hem mevcut ¢alismanin
bulgular1 ve hem de literatiir bilgileri favipiravirin karacigerde GSH miktarim azalttigini
gostermektedir. Ayrica, favipiravir ile iliskili toksik metabolitlerin GSH ile yeterince
konjuge edilemedigini ve buna baglh olarak karaciger hasarinin meydana geldigini

distindiirmektedir.

Calismada ayrica, favipiravirin deney hayvanlarinin karaciger dokularinda SOD ve CAT
gibi enzimatik antioksidan aktivitelerini anlamli diizeyde azaltti§i da goriilmiistiir.
Favipiravir uygulamasi ile hayvan gruplarinda SOD aktivitesinin azalisina paralel bir
sekilde CAT aktivitesinde de azalma tespit edildi. Tiim oksijen metabolize eden
hiicrelerin yan1 sira tiim hiicre i¢i bolmelerin (kloroplastlar, mitokondri, ¢ekirdekler,
peroksizomlar, sitoplazma ve apoplastlar gibi) SOD icerdigi varsayilmaktadir (Mishra ve
ark., 2023). Favipiravir gruplarinin karaciger dokularinda aktivitesinin azaldigini tespit
ettigimiz SOD, ROS'a kars1 ilk savunma hattin1 olusturup siiperoksit radikalinin
detoksifikasyonunu katalize etmede gorevlidir. Ayn1 zamanda, bir siiperoksit radikalinin
hidrojen peroksit ve suya dismutasyonuna da istirak eder (Wang ve ark., 2018).
Bulgularimizdan anlagilacagi gibi, 200 ve 400 mg/kg dozlarda favipiravir sicanlarin

karaciger dokusunda SOD aktivitesinde belirgin bir azalmaya neden olmustur. Mevcut
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literatiirde favipiravir ile iliskili karaciger hasar1 ile SOD enzim aktivitesi arasindaki
iligkiyi gosteren caligmalar olduk¢a sinirhidir. Bilici ve arkadaslari, favipiravirin neden
oldugu karaciger hasarinda artan oksidatif stresin SOD aktivitesinde azalmaya yol
actigin1 belirtmislerdi (Bilici ve ark., 2023). Dogan ve arkadaslan ise favipiravir
uygulamasi sonucu deney havyanlariin karaciger dokularinda SOD aktivitesinde anlaml
bir degisiklik olmadigin1 bildirmislerdir (Dogan ve ark., 2023). Literatiirde SOD enzim
aktivitesi ile ilgili bu farkli bulgularin, uygulanan favipiravir dozu ve siiresindeki

farkliliklar ile iliskili olabilmesi muhtemeldir.

Tetramerik bir enzim olan CAT temel olarak memelilerin peroksizomlarinda bulunur.
CAT, yag asidi oksidasyonu sirasinda iiretilen hidrojen peroksitin su ve oksijene
indirgenmesini destekler (Demirci-Cekic ve ark., 2022). CAT ve SOD enzimleri serbest
radikalleri ortadan kaldirmak ig¢in birlikte ¢alisirlar ve bu enzimlerin aktivitelerindeki
azalma c¢esitli karaciger hastalik durumlari ile iliskili oldugu bildirilmistir (Kamel ve ark.,
2015; Samadi ve ark., 2022). Calismamizin sonuglari, favipiravirin neden oldugu
LPO’daki artigla birlikte azalan CAT aktivitesinin favipiravir ile iligkili hepatosit
hasarinin tetiklenmesinde 6nemli bir rol oynadigini gdsteren onceki galigmalarla uyum
saglamaktadir (Bilici ve ark., 2023; Dogan ve ark., 2023). Ayrica, literatiirden
anlasilacagi gibi, favipiravirin sadece karaciger dokusunda degil, diger organ dokularinda

da oksidatif hasar olusturmasi sézkonusudur (Balc1 ve ark., 2022).

Calismamizda ayrica favipiravir uygulanan hayvanlarin kan serumunda ALT ve AST gibi
karaciger fonksiyon testleri de ol¢iilmiistiir. Bu karaciger fonksiyon testleri, kullanilan
ilaglarin yan etkilerinin degerlendirilmesinde siklikla tercih edilmektedir (Lala ve ark.,
2023; Pannala ve ark., 2020). Dokulara spesifik olan enzimlerin kandaki seviyelerini
saptamak karaciger, kalp, bobrek gibi dokulardaki hasarin klinik teshisine kesinlik
kazandirmak amaci ile kullanilmaktadir (Evans, 2009; Lala ve ark., 2023). ALT ve AST
ise karaciger hiicre hasarinin hassas bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (Lidbury ve
Steiner, 2013; McGill, 2016). Yapilan caligmalarda karaciger hasarinda serum ALT ve
AST aktivitelerinin hepatoselliiler hasarin en iyi gostergeleri i¢inde yer aldiklar
bildirilmistir (Evans, 2009). Karaciger icin goreceli spesifik bir parametre olan ALT,
hepatositlerin sitozoliinde bulunan bir enzimdir. ALT, hepatosit membran gecirgenligi

arttiginda veya hepatoselliiler nekrozda hiicrelerden salinir ve serum diizeyleri artar;
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ancak, bu durumda ALT nin intraseliiler diizeylerinde de azalma meydana gelir.
Hepatoseliiler hasarin diger bir belirteci olan AST yalnizca karacigerde degil aym
zamanda kalp ve iskelet kaslarinda da bulunan bir enzimdir (Lidbury ve Steiner, 2013).
Bu calismada favipiravir uygulanan siganlarin serum ALT ve AST diizeylerinde artis
tespit edildi. Ayrica favipiravir 400 mg/kg dozda ALT ve AST diizeylerini 200 mg/kg
dozuna gore daha anlamli olarak ytikseltti. Bilindigi gibi, ALT’ nin biiyiik kismi
sitoplazmada, AST’nin ise %80’ mitokondridedir. Bu nedenle hepatosit membran
hasarinda ALT diizeyi, AST’den daha yiiksek olarak tespit edilir (Lidbury ve Steiner,
2013). Ancak mitokondrial membran hasar1 olustugunda AST diizeyi de yiikselir. Bu
yiikselis mitokondri membran hasarinda, AST enziminin dolagima gecmesinden ileri
gelir (Wallach, 2007). Al-Shammari ve arkadaslari, herhangi bir karaciger hastaligi
olmayan COVID-19 hastalarinda 5 giin boyunca favipiravir uygulamasimin ALT ve AST
aktivitelerinde artisa neden oldugunu, fakat bu artisin anlamli diizeye ulasmadigimi
bildirmislerdir (Al-Shammari ve Ali Shahadha, 2022). Mevcut ¢alismada ALT ve AST
Olciimleri lizerindeki bulgularimiz Al-Shammarive arkadaslarinin bulgularinin aksine;
favipiravir ile indiiklenen oksidatif stresin hepatositlerin yapisal biitiinliigiinde hasara yol
acarak serum ALT ve AST diizeylerinin yiikselmesine neden oldugunu
diisiindiirmektedir. Bu diisiincemizi destekleyen Rashid ve arkadaglarinin ¢aligmasinda
karaciger enzim diizeylerinin ylikselmesi, antioksidan savunma sisteminin tilkenmesi ve

SOR olusumuyla yakindan iligkili oldugu vurgulanmistir (Rashid ve ark., 2013).

Bu calismada ayrica, favipiravir ile iliskili karaciger hasarinda artan diger bir enzim LDH
olmustur. Anaerobik glikolizin 6nemli enzimlerden biri olan LDH, viicuttaki hemen
hemen her hiicrede yaygin olarak bulunur. Hiicrelerin sitoplazmasinda bulunan LDH,
akut ve kronik hiicre hasarinda hiicre digina ¢ikarak serum veya plazmada artig gosterir
(Live ark., 2022). Deney sonuglarimiz 200 ve 400 mg/kg dozlarda favipiravir uygulanan
gruplardaki sicanlarin serum LDH diizeyinin kontrol grubuna gore anlamli diizeyde bir
artis oldugunu gosterdi. Literatiirde favipiravir iliskili karaciger hasarinda LDH
aktivitesini inceleyen c¢alismalar olduk¢a sinirlidir. Bununla birlikte c¢alisma
sonuclarimiz1 destekler nitelikte, izci-Cetinkaya ve arkadaslari favipiravir ile tedavi
edilen hasta grubunda COVID-19 tanis1 konulmus hastalarin serum ALT degerlerinin
yanisira LDH diizeylerinde de anlamli bir artig tespit etmislerdi ve sunulan bu sonuglar

bizim bulgularimiz1 destekler nitelikteydi (izci-Cetinkaya ve ark., 2020).
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Favipiravirin olas1 karaciger toksisitesine kars1 etkisini test ettigimiz Liv-52, MDA ’nin
favipiravir ile artmasini anlaml olarak azaltmistir. Literatiirde, Liv-52’nin favipiravir
iligkili hepatotoksisitede etkisini gosteren caligmalara rastlanmadi. Fakat, Cimen ve
arkadaslar1 karaciger iskemi reperflizyon modeli olusturulan sicanlarin karaciger
dokularinda artan MDA diizeylerinin Liv-52 uygulamasi ile anlamli olarak azaldigini
bidirmislerdir (Cimen ve ark., 2020). Ayn1 zamanda Sandhir ve Gill, Liv-52’nin etanol
ile iligkili karaciger hasarinda LPO’yu baskilayarak hepatoprotektif etki gosterdigini
rapor etmistir (Sandhir ve Gill, 1999). Yildirim ve arkadaslar1 da Liv-52’nin sican
karacigerlerinde MDA’nin doksorubisin ile artisint1 anlamlhi diizeyde inhibe ettigini
savunmuslardir (Yildirim ve ark., 2022). In vitro yapilan calismalarda da Liv-52, LPO
reaksiyonunu baskilamada etkli bulunmustur (Suja ve ark., 1997). Liv-52’nin sigan
karacigerinde favipiravirle MDA diizeyinin artisin1 anlamli 6nlemis olmasi literatiir
bilgileri ile de ortiismektedir. Bu bulgularimiz ve literatiir bilgileri Liv-52’nin karaciger

dokusunu favipiravirin oksidatif hasarina kars1 koruduguna isaret etmektedir.

Deney sonuglarimiza gore Liv-52, favipiravirin karacigerde neden oldugu enzimatik
olmayan endojen antioksidan olan tGSH titkenmesine kars1 etkili oldugu anlagilmistir.
Vidyashankar ve arkadaslar1 bakir ile indiiklenen in vitro karaciger toksisitesinde azalan
GSH diizeylerinin Liv-52 uygulamas: ile anlamli engellendigini ve Liv-52’nin
hepatoprotektif etki gosterdigini bildirmislerdir (Vidyashankar ve Patki, 2010). Bir bagka
caligmada ise Liv-52’nin, tert-butil hidroperoksitin HepG2 hiicrelerinde neden oldugu
GSH tiikenmesini durdurarak hepatositleri oksidatif hasardan korudugu tespit edilmistir
(Vidyashankar ve ark., 2010). Hepatositlerde GSH iceriginin azalmasinin karaciger hasari
ile iligkili oldugu goz Oniine alindiginda, Liv-52, GSH depolarinin bosalmasini
Onlemistir. Bu sonuglarda, Liv-52’nin karaciger dokusunda favipiravir ile oksidan
antioksidan dengenin oksidanlarin lehine degismesi durumunu tersine g¢evirdigini

distindiirmektedir.

Favipiravirin karaciger toksisitesine karsi etkisini test ettigimiz Liv-52, SOD ve CAT
aktivitelerinin azalmasim1 da anlamli baskilamistir. Literatiirde Liv-52’nin karaciger
dokusunda favipiravir kullanimina bagli SOD ve CAT aktivitelerinde meydana gelen
degisikliklere kars1 etkisini arastiran bilgilere rastlanmadi. Ancak, Gandhi ve Kakkar

yaptiklar calismada, sican karacigerinde SOD ve CAT aktivitelerinin parasetamol
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uygulanmasiyla meydana gelen azalisinin Liv-52 tedavisi ile hafifletildigi bildirilmistir
(Gandhi ve Kakkar, 2019). Bir bagka deneysel caligmada ise, doksorubisinin neden
oldugu oksidatif karaciger hasarinda Liv-52’nin SOD aktivitesinin baskilanmasini inhibe
ettigi ve hepatoprotektif etki gosterdigi bulunmustur (Yildirim ve ark., 2022). Yine
yapilan in vitro bir caligmada, Liv-52’nin karaciger hiicrelerinde SOD aktivitesini % 81,
CAT aktivitesini ise %46 oraninda artirdig1 rapor edilmistir (Vidyashankar ve Patki,
2010). Hem calismamizin sonuglart hem de literatiir verileri Liv-52’nin oksidan
sistemlerin indiiklenmesini ve antioksidan savunma sistemlerinin harcanmasini

baskilayarak karaciger dokusunu oksidatif hasardan korudugunu ortaya koymaktadir.

Sunulan ¢aligmamizda Liv-52 tedavisinin favipiravir ile iliskili karaciger hasarina bagh
ALT, AST ve LDH enzim aktivitelerindeki artis1 normal degerlere yaklastirmasi dikkati
cekmistir. Sigcanlarda favipiravirin neden oldugu karaciger hasarinda artan adi gegen
enzimlere Liv-52’nin etkisini degerlendiren herhangi bir caligma lieratiirde bulunamadi.
Fakat Huseini ve arkadaglar1 Liv-52 tedavisinin karaciger sirozlu hastalarda ALT ve AST
artistn1 Onleyerek hepatoprotektif etki gosterdigini ortaya koymus, bu etkiyi de Liv-
52’nin yapisinda bulunan bilesenlerin anti-oksidatif ve immiinomodiilator 6zellikleri ile
iligkilendirmistir (Huseini ve ark., 2005). Cimen ve arkadaglar1 da Liv-52’nin ALT ve
AST’nin yanisira LDH enziminin serum aktiviteleri iizerindeki etkisini degerlendirmis
ALT, AST ve LDH aktivitelerinin Liv-52 ile 6nemli 6l¢lide diistiigiinii bildirmislerdir
(Cimen ve ark., 2020). Bu c¢aligmadan elde edilen sonuglar, Liv-52’nin antioksidan
0zelligi sayesinde favipiravir kaynakli oksidatif stresi 6nleyerek karaciger hasarina karst

koruyucu 6zellik gosterdigini diistindiirmektedir.

Liv-52’nin favipiravir hepatotoksisitesine etkisini arastirdigimiz bu ¢aligmada, karaciger
dokular1 histopatolojik olarak da degerlendirildi. Histopatolojik deney sonuglari, sadece
saglikli control grubunun karaciger dokularinda yapisal bozukluklara rastlanmadigini
gostermistir. Ancak, 200 mg/kg dozda favipiravir uygulanan hayvanlarin karacigerinde
orta diizeyde nekroz, hidropik dejenerasyon ve hemoraji bulgularina rastlanmistir. Bu
histopatolojik hasar 400 mg/kg dozunda favipiravir alan hayvan grubunda daha siddetli
olarak saptanmistir. Liv-52 alan hayvanlarin karacigerinde histopatolojik bulgularin
onemli Olcgiide azalmis oldugu karaciger dokularinin saglikli grubuna yakin oldugu

goriilmiistiir. Bu histopatolojik hasarin favipiravirin diisiik dozunda hafif, yiiksek
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dozunda ise siddetlendigi, yani doza bagl olarak hasarin da arttig1 bundan 6nce yapilan
caligmalarda da ortaya konmustu (Bilici ve ark., 2023). Ayrica, favipiravirin karaciger
dokusunda olusturdugu nekroz ve diger histopatolojik hasar siddetinin uygulama siiresine
de bagli oldugu ifade edilmistir. Kara ve arkadaslar yaptiklar ¢alismada histopatolojik
hasarin oksidan artig1 ve antioksidan azalisi ile baglantili oldugunu savunmuslardir (Kara
ve ark., 2022). Dogan ve arkadaslar1 da, favipiravir uygulanan hayvanlarin karacigerinde
vena santrallerinde hiperemi, cift cekirdekli hepatositler, karacigerin perisantral
bolgesindeki hepatositlerde dejenerasyon ve nekrotik degisikliklere rastladiklarini rapor
etmislerdir (Dogan ve ark., 2023). Literatiirde, Liv-52’nin ¢esitli nedenlere bagh olarak
gelisen karaciger dokusundaki histopatolojik hasar1 engelleyici yonde etki gdsterdigine
dair c¢alismalar mevciuttur. Yildirim ve ark. tarafindan doksorubisine bagli
hepatotoksisitede, Liv-52 6n uygulamasinin, karacigerin histolojik yapisindaki
bozulmay1 hafiflettigi gosterilmistir (Yildirim ve ark., 2022). Yine karbontetrakloriirle
beraber uygulanan Liv-52°nin deney hayvanlarinda karaciger dokusunun histolojik
yapisindaki bozulmay1 6nemli 6lgiide engelledigi ortaya konmustur (Siddique ve ark.,

2022).
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak; Favipiravir uygulanan hayvanlarin karaciger dokusunda oksidatif hasarin
gelistigi saptanmistir. Favipiravir hayvanlarin karaciger dokularinda oksidan diizeylerinin
artisina yol agmistir. Favipiravir ayrica hayvanlarin karaciger dokusunda tGSH, SOD ve
CAT gibi enzimatik olmayan ve enzimatik antioksidan diizeylerinin azalmasina neden
olmustur. Oksidan diizeyleri yliksek, antioksidan diizeyleri diisiik olan favipiravir
grubunun kan serumunda ALT, AST ve LDH gibi karaciger hasarmi belirlemede
kullanilan enzim aktivitelerinin yiikseldigi goriilmistiir. Favipiravir 400 mg/kg dozda
MDA, ALT, AST ve LDH diizeylerini 200 mg/kg dozuna gore daha anlamh
yiikseltmistir. Favipiravir ayrica 400 mg/kg dozda tGSH, SOD ve CAT diizeylerini 200
mg/kg dozuna gore daha anlaml diistiirmiistiir. Favipiravirin karaciger dokusunda doza
bagimli olarak histopatolojik hasar olusturdugu goriilmiistiir. Liv-52, karaciger
dokusunda favipiravir iligkili oksidanlarin artisin1 ve antioksidanlarin azalisini1 anlamli
Onlemistir. Liv-52, ayrica kan serumunda ALT, AST ve LDH aktivitelerinin favipiravirle
artigint anlamli inhibe etmistir. Liv-52, karaciger dokusunda 400 mg/kg favipiravir iligkili
siddetli histopatolojik hasar1 hafifletmis, 200 mg/kg dozunun olusturdugu orta siddetteki

hasar1 ortadan kaldirmistir.

Biyokimyasal ve histopatolojik deney sonuclarimiz, Liv-52’nin favipiravire bagh

hepatotoksisitenin tedavisinde yararli olabilecegine isaret etmektedir.
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