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OZET

Bu calisma doxorubicin (DXR) kaynakli karaciger hasari lizerine curcuminin
(CMN) etkilerinin arastirilmasi amaciyla yapildi. Calismada 35 adet Sprague Dawley cinsi
erkek rat, her grupta 7 rat olacak sekilde 5 gruba ayrildi. 1. Grup (Kontrol): Oral yolla
serum fizyolojik verildi. 2. Grup (CMN grubu): CMN (200 mg kg? agirlik-giin) 7 giin
boyunca oral olarak ratlara verildi. 3. Grup (DXR grubu): DXR (40 mg kg™?) tek doz olarak
5. giinde intra peritoneal olarak ratlara enjekte edildi. 4. Grup (DXR+CMN 100 grubu): 7
giin siireyle (100 mg kg giin) CMN uygulamasinin 5. giiniinde tek doz DXR (40 mg kg
1y intra peritoneal olarak ratlara enjekte edildi. 5. Grup (DXR+CMN 200 grubu): 7 giin
siireyle (200 mg kg™ giin) CMN uygulamasmin 5. giiniinde tek doz DXR (40 mg kg?)
sonra ratlar hafif sevofloran anestezisi altinda 6tenazileri yapilarak, doku ve kan 6rnekleri
alindi. Serumda Aspartat Aminotransferaz (AST), Alanin Aminotransferaz (ALT) ve
Alkalin Fosfataz (ALP) diizeylerine, karaciger dokusunda Malondialdehid (MDA),
Glutatyon (GSH) ve Nitrik Oksid (NO-) diizeyleri ile Siiperoksid Dismutaz (SOD), Katalaz
(KAT), Glutatyon Peroksidaz (GPx), Arginaz enzim aktivitelerine bakildi. Kontrol ile
kiyaslandig1 zaman serum ALT, AST ve ALP diizeyleri DXR verilen grupta artti, bu artis
CMN ile kismen diizeltildi. Karaciger MDA ve NO- diizeyleri DXR verilen gruplarda
artarken antioksidan enzim aktiviteleri ile GSH diizeyi azaldi. CMN uygulanmasi; artan
MDA ve NO- diizeylerini azaltti, azalan antioksidan enzim aktiviteleri ile GSH diizeylerini
ise artirdi. Histolojik olarak bakildiginda ise, Kontrol ve CMN gruplarindaki ratlarin
karaciger dokulari normal histolojik goriinimdeydi. Tek bagina DXR uygulanan grup ile
DXR+CMN 100 grubundaki ratlarin karacigerlerinde hepatositlerde siddetli diizeyde
nekrotik degisiklikler ve hidropik dejenerasyon goriildii. Bu gruplarda ayrica yer yer
periportal ve perivaskiiler alanlarda monontikleer hiicre infiltrasyonlarina rastlandi. DXR
ile birlikte CMN 200 uygulanan gruptaki ratlarin karacigerlerinde ise nekroz, hidropik
dejenerasyon ve mononiikleer hiicre infiltrasyonlarmin azaldigi belirlendi. Sonug olarak
DXR kaynakli hasarlar1 azaltmada CMN etkili olmustur.

Anahtar Kelimeler: Antioksidanlar, Arginaz, Curcumin, Doksorubisin, Karaciger, Rat,
Serbest Radikal Hasar1



ABSTRACT
Investigation of Curcumin Effects On Doxorubicin-Induced Liver Damage in Rats

This study was conducted to investigate the effects of curcumin (CMN) on doxorubicin
(DXR) induced liver injury. In the study, 35 male Sprague Dawley rats were divided into 5
groups as 7 rats in each group. Group 1 (Control): Oral saline was administered. Group 2
(CMN group): CMN (200 mg kg* weight day) was given orally to rats for 7 days. Group 3
(DXR group): DXR (40 mg kg™?) was injected intraperitoneally into the rats on day 5 as a
single dose. Group 4 (DXR+CMN 100 group): A single dose of DXR (40 mg kg?) was
injected intraperitoneally into the rats on day 5 of CMN administration for 7 days (100 mg
kg? day). Group 5 (DXR+CMN 200 group): A single dose of DXR (40 mg kg?) was
injected intraperitoneally into the rats on the 5" day of CMN administration for 7 days
(200 mg kg day). After twenty-four hours of the experimental application, rats were
euthanized under light sevoflurane anesthesia, and tissues and blood samples were taken.
Serum Aspartate Aminotransferase (AST), Alanine Aminotransferase (ALT) and Alkaline
Phosphatase (ALP) levels, Malondialdehyde (MDA), Glutathione (GSH) and Nitric Oxide
(NO) levels in liver tissue and Siiperoxide Dismutase (SOD), Catalase (CAT), Glutathione
Peroxidase (GPx) and arginase enzyme activities were examined. Serum ALT, AST and
ALP levels increased in the DXR group when compared with the control, and this increase
was partially corrected with CMN. Liver MDA and NO: levels increased in the DXR
administered groups while antioxidant enzyme activities and GSH levels decreased.
Increased MDA and NO- levels were decreased by CMN administration. However,
decreased antioxidant enzyme activities and GSH levels were increased. Histologically, the
liver tissues of control and CMN groups were in normal histological appearance. Severe
necrotic changes and hydropic degeneration were observed in hepatocytes in the
DXR+CMN 100 group of rats treated with DXR alone. In these groups, mononuclear cell
infiltrations were also occasionally observed in the periportal and perivascular areas.
Noxious, hydropic degeneration and mononuclear cell infiltrations were decreased in the
livers of the rats in the group treated with DXR and CMN 200. As a result, curcumin is
effective in reducing DXR damages.

Key Words: Antioxidants, Arginase, Curcumin, Doxorubicin, Liver, Rat, Free Radical

Damage
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1. GIRIS

Serbest radikaller ve onlarla ilgili tiirler son yillarda biiyiik ilgi gérmektedir. Reaktif
oksijen ve reaktif nitrojen tiirlerinden kaynaklanan bu radikaller farkli fizikokimyasal ve
patofizyolojik  durumlara maruz kalan endojen sistemler tarafindan viicutta
tiretilmektedirler. Serbest radikaller lipid, protein ve DNA’y1 olumsuz etkileyebilir ve
birtakim hastaliklar ve yaslanma iizerine olumsuz etki gosterebilir. Proteinler iizerine
serbest radikal hasar1 enzimatik aktivitenin kaybiyla, DNA {izerine hasar1 mutagenesis ve
karsinogenesis ile sonuglanabilir. Redoks reksiyonlar1 serbest radikal hasari
arastirmalarinda en dikkat c¢ekici alandir. Doga canlilara pek cok besinsel komponent
disinda koruyucu antioksidan mekanizmalar1 olarak SOD, KAT, GSH, GPx, GR, Vitamin
E, Vitamin C’yi bagislamistir. Insanlarda antioksidan etkili besinlerin alimi ile cesitli
hastaliklarda mortalite ve morbiditesinin diistiigiine yonelik epidemiyolojik caligsmalar
mevcuttur (Devasagayam ve ark., 2004).

Karaciger, viicut homeostazinin korunmasinda birinci derecede rol oynayan ¢ok
islevli hayati bir organdir. Karacigerin baslica fonksiyonlar1 arasinda; plazma
proteinlerinin sentezi (Tacke ve ark., 2009), hormon iiretimi, 6lii kirmizi kan hiicrelerini
isleme, detoksifikasyon (Zhao ve ark., 2009; Yu ve ark.,, 2011) ile glikoz ve lipit
metabolizmas1 bulunmaktadir (Liu ve ark., 2012). Tip alaninda yapilan g¢alismalar
karaciger hastaliklarinin patogenezisinde niikleer faktor-kappa B (NF-kB) sinyal yollarmin
(Sun ve Karin, 2008; Lee ve ark., 2010) ve oksidatif stresin (Caraglia ve ark., 2011,
Tanaka ve ark., 2013) roliiniin oldugunu ve bu hastaliklarin iyilestirilmesinde besinsel
antioksidanlarin etkili oldugunu gostermisdir (Bishayee ve ark., 2010).

Antrasiklinler solid timdr ve 16semiyi kapsayan ¢ok genis bir anti-tiimor spektruma
sahip olan son derece etkili anti-neoplastik ajanlardir. En yaygin olarak kullanilan
antrasiklinler doksorubisin (Adriamycin), daunorubisin (Cerubidine) ve idarubisin
(Idamycin) dir (Weiss, 1992; Giantris ve ark., 1998; Franco ve ark., 2001). Antrasiklinlerin
DNA Topoizomeraz Il enzimine miidahale ederek anti-timor ve sitotoksik aktivite
gosterdigi rapor edilmistir (Zunino ve Capranico, 1990; Chen ve Liu, 1994).
Hepatotoksisitenin olusumunda DXR etkisini ispatlayan ¢esitli goriisler vardir. Ilacin
ozellikle karacigerde toksik etki gostererek bazal metabolizmada bozulmaya neden oldugu

bulunmustur. Bu toksik etkiler arasinda, serbest radikal iiretim mekanizmasi en kapsamli

1



sekilde arastirllmaktadir. DXR, karacigerde serbest radikal iiretimini arttirmakla kalmaz,
ayn1 zamanda karacigerin reaktif oksijen tiirlerini detoksifiye etme yetenegini de azaltir.
Karaciger dokularinda SOD, KAT ve GPx aktivitelerindeki artis DXR’nin hepatotoksik
etkilere sahip oldugunu gostermektedir. Ayn1 zamanda DXR kaynakli karaciger hasariin
bir gostergesi olarak siganlarda MDA seviyesinin arttig1 da bildirilmistir (Durak ve ark.,

1998; Kalender ve ark., 2001; Kalender ve ark., 2005; Kwiecien ve ark., 2006).
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Sekil 1.1. DXR metabolizmasindaki serbest radikal reaksiyonlar1 (Jung ve Rezska, 2001).

M.O. 1900 yilindan beri karaciger hastaliklar1 dahil olmak iizere pek ¢ok hastalikta
curcuma longa bitkisinin rizomlarinin iyilestirici etkisine atiflarda bulunulmustur. Bu
bitkinin ana aktif bilesigi olan CMN, iki asir 6nce izole edilmis olup diferulometan yapisi
1910 yilinda belirlenmistir. CMN antioksidan, anti-inflamatuar, antifungal, antibakteriyel
ve antikanser aktivitelere sahipti. CMN’nin farmakolojik ozellikleri yakin zamanda

gbzden gegirilmis ve antikanser 6zellikleri iizerine odaklanilmistir (Rivera ve ark., 2009).



Curcumin metabolites
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Sekil 1.2. CMN ve metabolitleri (Ghosh ve Banerjee, 2015)
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Sekil 1.3. CMN nin biyolojik etkileri (Kapucu, 2012)

1.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller viicudun normal oksijen kullanimi swrasinda stirekli
uretilmektedir (Tiwari, 2004). Oksijen yasam icin vazgecilmez bir elementtir. Enerji elde
etmek icin hiicreler oksijeni kullandigi zaman mitokondri tarafindan serbest radikaller
tiretilmektedir. Bu yan {iriinler genel olarak hiicresel redoks reaksiyonlarindan kaynaklanan
reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS)’dir. Bu radikaller lipid,
protein ve karbonhidratlara kars1 6zel bir ilgiye sahiptirler (Sivanandham, 2011). Serbest
radikal, orbitalinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron bulunduran kimyasal tiirlerdir.
En basit radikal hidrojen atomudur. Elektronlar orbitallerde farkli spinlere yerlestigi zaman
daha kararhidir. Sayet iki radikal birlesirse eslesmemis elektronlar kovalent bag
olustururlar. In vivo molekiillerin ¢ogu non radikaldirler. Bu durumda bir radikal
eslesmemis elektronunu bir diger molekiile bagislayabilir veya ondan bir elektron alarak

ona radikal karekter kazandirabilir (Halliwell, 1997). ROS ve RNS atmosferde kirleticiler



olarak mevcut olup, (i) UV, X ray ve gama 1sinlar ile, (ii) metal katalizisi esnasinda, (iii)
yangisel hiicre aktivasyonu sonucu makrofaj, notrofil, 6zonofiller vasitasiyla (Cadenas ve
Davies, 2000; Inoue ve ark., 2003) ve (v) mitokondriyal elektron zinciri sirasinda yan iiriin

olarak meydana gelebilirler (Valko ve ark., 2004).

Tablo 1.1. Reaktif oksijen tiirleri (ROS)

Radikaller Radikal olmayanlar
Hidroksil HO- Singlet oksijen *O,
Alkoksil RO Ozon O3

Peroksil ROO Hipoklorit asit HOCI
Siiperoksit Oz~ Lipit hidroperoksit LOOH
Nitrikoksit NO- Hidrojen peroksit H,0;

Azot dioksit NO»

Tablo 1.2. Reaktif nitrojen tiirleri (RNS)

Radikaller Radikal olmayanlar
Nitrojen dioksit NO» Nitrik asit HNO3
Nitrik oksit NO Nitrosil katyonu NO*

Nitroksil anyonu NO
Dinitrojen tetroksid N2O4
Peroksinitrit ONOO

1.1.1. Hidroperoksil Radikali

Perhidroksil radikali olarak da bilinen hidroperoksil radikali (HO2) siiperoksitin
protonlanmig seklidir. HO2' bir protonun bir oksijen atomuna aktarilmasi ile olusur. HO»>
bir oksidant olarak hareket edebilir, lipid tabakasindaki doymamis yag asitlerinden ve
tokoferolden hidrojen atomlarini ayirabilir ve bunun sonucunda lipid peroksidasyonunun

onemli bir baslaticisi olabilir (Kumar, 2011).



1.1.2. Siiperoksit Radikali

Superoksit ya yiikseltgeyici ya da indirgeyici olarak hareket edebilir, siilfiir,
askorbik asit veya NADPH i oksitleyebilir ve Sitokrom C ile metal iyonlarim
indirgeyebilir. Oksijenin ve hidrojen peroksidin dismutasyonuna yol agan bu reaksiyon
kendiliginde olabilir veya SOD tarafindan katalize edilebilir. Protonlanmis formunda (pKa
4.8), stiperoksit formlar1 ve perhidroksil radikali giiglii bir oksidandir (Gebiki ve Bielski,
1981) ancak fizyolojik pH ve diisiik konsantrasyon nedeniyle bu ihtimal diistiktir (Kumar,
2011).

1.1.3. Hidrojen Peroksit

Siiperoksitin tek degerlikli indirgenmesi sonucu hidrojen peroksit (H20z) iiretilir.
Tiim elektronlari eslestirildigi igin serbest radikal olmayan H20. membranlardan kolayca
geger. H202’nin neden oldugu ana hasarlar DNA parcalanmasi, tek iplik kopmalart ve
DNA protein ¢apraz baginin olusmasi seklindedir (Kumar, 2011). Kompleks organik
molekiillerin sentezini igeren oksidasyon reaksiyonlarinda bir takim enzimler substrat
olarak hidrojen peroksit kullanirlar. Bu, oksitleyici bir maddedir, fakat 6zel olarak reaktif
degildir ve bunun esas Onemi, reaktif gecis metali iyonlarinin varliginda bir hidroksil

radikal kaynagi olmasidir (Kumar, 2011).

1.1.4. Tekli Oksijen

Serbest radikal degildir, ancak bazi radikal reaksiyonlarda olusabilir ve bagka
molekiilleri tetikleyebilir. Singlet oksijen hidrojen peroksit molekiillerinden kdken alir.

Singlet oksijenin yikimi siiperoksit ve hidroksil radikallerini olusturur (Kumar, 2011).

1.1.5. Uclii Oksijen

Uclii oksijen, oksitleri olusturmak icin iyon ve elementlerle reaksiyona girebilir,
fakat genellikle tekli durumdaki organik bilesiklerle giremez. Bununla birlikte tiglii oksijen

181, ultraviyole 151k, radyasyon ve diger aktif radikallerin etkisiyle iiretilen serbest radikal



molekiilleri ile kolayca reaksiyona girer veya aktif peroksit radikallerini iireten gegis
metalleri ve oksijen ile kompleks olusturarak reaksiyon verir ve doymamis yag asitleri ile

diger molekiillerin oto oksidasyonunu tetikler. (Kumar, 2011).
1.1.6. Nitrik Oksit

NO' (:N: :0:); azot monoksit veya nitrik oksit olarak adlandirilir. Atmosferdeki
bakteriler, asit yagmurlari, baca gazlari, jetler, egzoz gazlari ile tiiten sigaralar NO- ve diger
reaktif oksijen tiirlerini iireterek hava kirliligine neden olur. Havadaki NO' oksijenle
oksitlenerek ¢ok kisa siirede NOz  (nitrit) ve NOz™ (nitrat) olusturur NO”’ in agik
formiiliinde goriilen ciftlenmemis elektronu, azot ve oksijen atomlar1 {izerinde yer
degistirerek 'rezonans stabilitesi' saglar, reseptorden bagimsiz olarak membranlardan
kolayca diffiize olur (Lowenstein ve ark., 1994; Yallampalli ve ark., 1994). Tiim bu
ozellikleri NO’e ideal bir haberci molekiil 6zelligi kazandirmaktadir (Lowenstein ve ark.,
1994). Ayrica su ve oksijen varliginda, 3-20 saniye gibi ¢ok kisa bir yar1 6mre sahiptir ve

kolayca oksitlenir (Marletta, 1987; Yallampalli ve ark., 1994).

L-arginin ——— N0 mitnk oksit

l

'0, * ONOO * ONOOH
Singlet peroksimtrit peroksinitroz
oksijen anyonu asit

;- siiperoksit

anyon radikali
N OH

0, l H.O, hidrojen peroksit—* hidroksil radikali
~ HO;

hidroperoksil radikah

Sekil 1.4. Molekiiler oksijenden serbest radikal olusumu ve NO- iliskisi (Reiter 1995)



1.2. Serbest Radikallerin Biyomolekiiller Uzerine Etkileri

Serbest radikaller inaktif edilmemisse, kimyasal reaktiviteleri, proteinler,
karbonhidratlar, lipitler ve niikleik asitler dahil olmak iizere hiicrelerin tiim
makromolekiillerine zarar verebilirler. Protein tizerindeki yikici etki, katarakt gibi
hastaliklarin nedensellesmesinde rol oynayabilir. Serbest radikal hasart DNA’da hasara
neden olur ve LDL kolesterol iizerindeki etkisi kalp hastaligindan sorumludur. Serbest

radikaller ayrica yaslanmadan sorumludur (Bagchi ve Puri, 1998).

1.2.1. Proteinlere Oksidatif Etkileri

Proteinler tlizerindeki oksidatif saldiri, bélgeye 6zgli amino asit modifikasyonu,
peptit zincirinin parcalanmasi, c¢apraz bagli reaksiyon {rilinlerinin agregasyonu,
degistirilmis elektriksel yiikler ve proteolize karsi artan duyarlilik ile sonuglanir (Farr ve
Kogoma, 1991). Serbest radikaller, yapisal proteinlerin fonksiyonunu ve enzim aktivitesini
engelleyerek bir¢ok proteinin hasarina neden olabilirler. ROS ve RNS’nin neden oldugu
protein oksidasyonu neticesinde, protein hidroperoksitler gibi kararli ve yiiksek derecede
reaktif Uirtinler meydana gelir. Bu irtinler ile gecis metal iyonlarinin etkilesimi sonucunda
da radikaller olusabilir. Bununla beraber oksitlenmis proteinlerin bir¢ogu, fonksiyonel
olarak dogada inaktiftir ve hizli bir sekilde uzaklastirilir. Fakat zamanla kademeli olarak
bir miktar birikebilir. Boylece ¢esitli hastaliklarin yani sira yaglhilik ile iligkili hasarlara da

sebep olurlar (Devasagayam ve ark., 2004).

1.2.2. DNA’ya Oksidatif Etkileri

Aktif oksijen ve iyonize edici radyasyon gibi serbest radikal {ireten ajanlar
DNA’da kopma, mutasyon ve diger Oldiiriicii genetik etkilere sebep olurlar. DNA'da
meydana gelen hasarlar hem seker hem de baz kisimlarinin oksidasyonu, baz yikimi, tek
iplik kopmas1 ve proteinlere capraz baglanmalar seklindedir (Imlay ve Linn, 1986).
DNA’da ROS tarafindan olusturulan oksidatif hasar basta yaslanma olmak {izere kanser,
kardiyovaskiiler hastaliklar, immun sistem hastaliklari, dejeneratif hastaliklar gibi doku

fonksiyonlarmin bozulmasi ile ortaya ¢ikan hastaliklarin baslica nedeni ve gostergesi



olarak kabul edilmektedir (Fraga ve ark., 1990; Loft ve Poulsen, 1999; Senturkler ve
Dizdaroglu, 1999).

1.2.3. Lipitlere Oksidatif Etkileri

Serbest radikaller, membran kolesterolii ve yag asitlerinin doymamis baglar ile
reaksiyona girerek, peroksidasyonunu baslatirlar. Radikallerin reaksiyonu sonucu, lipit
peroksitler, lipit alkoller ve aldehit yapisinda yan iiriinler olusur. Ug veya daha fazla cift
bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucunda malondialdehit meydana gelir

(Senturkler ve Dizdaroglu, 1999).

1.3. Serbest Radikal ve Hastaliklar

Serbest radikaller ateroskleroz, iskemi/reperfiizyon (I/R) yaralanmasi, inflamatuar
hastaliklar (romatoid artrit, inflamatuar bagirsak hastaliklar1 ve pankreatit), kanser,
norolojik hastaliklar, hipertansiyon, diyabet vb. gibi ¢esitli dejeneratif hastaliklardan
sorumludur (Cui ve ark., 2004). Ancak serbest radikaller her zaman zararli degildir. Ayni
zamanda insan viicudundaki oksijen radikalleri hiicresel yapinin olgunlagsma siireci igin
gerekli bilesiklerdir. Beyaz kan hiicreleri patojen mikroplara karsi serbest radikalleri
olusturarak hastaliklara kars1 viicut savunma mekanizmasimin bir pargasi olarak islev
goriir. Bu nedenle, bu radikallerin tamamen ortadan kaldirilmasi sadece imkansiz degil,

ayn1 zamanda zararlidir (Bagchi ve Puri, 1998).

1.4. Serbest Radikallerin Olusumu Mekanizmalari

Serbest radikaller ti¢ sekilde olusturulabilir:

» Kovalent bag tasiyan normal bir molekiiliin homolitik yikimi sonucu olusurlar

(Boliinme sonrasi her bir pargada ortak elektronlardan biri kalir).

X Y- > X*+Y*




* Normal molekiilden tek elektron kayb1 ile ya da bir molekiiliin heterolitik olarak

boliinmesi ile olusurlar.

XY » XT+Y-

e Normal molekiile tek elektron eklenmesiyle

X+et

v
X

Bir radikal, eslenmemis elektronunu baska bir molekiile bagislayabilir. Baska bir
molekiilden elektron alarak elektron ¢ifti olusturabilir. Radikal elektron verdiginde veya
bir elektron aldiginda anyon veya katyona doniisiir. (Halliwell ve Gutteridge, 1984).

1.5. Serbest Radikal Kaynaklari

Serbest radikaller, ROS da dahil olmak {izere tiim reaktif oksijen formlarini igeren
kolektif bir terimdir. Serbest radikaller, olduk¢a reaktif ara kimyasal bilesikler sinifini
temsil eder. Reaktivitesi, yapisindaki eslesmemis elektronun varligindan kaynaklanir (Cui
ve ark., 2004). Serbest radikaller ve diger reaktif tiirler ya normal temel metabolik
olaylardan veya Xx-isinlarina maruz kalma, ozon, sigara i¢imi, hava gibi dis etkenlerden

kaynaklanabilir.

1.5.1. Eksojen Kaynaklar

Bunlar, oksijenin organik bilesiklerle enzimatik olmayan reaksiyonlarini igerir.
Serbest radikaller ayrica iyonlastirict radyasyonlarla baslatilan reaksiyonlarda da ortaya
cikar. Bazi1 dis kaynak radikalleri:

e Parakuat, alloksan gibi kimyasallarin etkisi altinda kalma,

e Karbon tetrakloriir, parasetamol gibi ilag toksikasyonlari,

e lIyonize ve ultraviyole radyasyon,

e Hava kirliligi yapan fitokimyasal maddeler, sigara dumani, egzos dumani,

solventler gibi ¢evresel faktorler,



e Nitrofurantoin, bleomisin, doksorubisin ve adriamisin gibi antineoplastik
ajanlar,
e Alkol ve uyusturucular gibi aligkanlik yapici maddeler bulunmasi nedeniyle
serbest radikaller toksikolojik ag¢idan da onemlidir (Sinclair ve ark., 1990; Janssen ve ark.,
1993; Ozdem ve Sadan, 1994; Yagi, 1994).

1.5.2. Endojen kaynaklar

Bunlar serbest radikallerin kaynagi olarak islev goren enzimatik reaksiyonlar
olabilir. Bunlar arasinda:

e Mitokondride aerobik solunum sirasinda elektron transport sistemi tarafindan
katalize edilen oksijenler serbest radikalleri yan iiriin olarak iiretirler.

e Serbest radikaller lipit peroksidasyonu, ksantin oksidaz ve mitokondriyel
sitokrom oksidaz gibi cesitli kaynaklardan olusabilir.

e Diiz kas hiicreleri, plateletler ve aragidonik asit metabolizmasi tarafindan
serbest radikaller tiretilebilir.

e Reaktif oksijen tiirleri, ksantin oksidaz (XOD), nikotinamid adenin dintikleotid
fosfat (NADPH) oksidaz, noétrofil miyeloperoksidaz (MPO) gibi bir¢cok enzimin
aktivitesinin bir sonucu olarak iretilmektedir (Sacher, 1977). Ksantin oksidaz canli
sistemde ROS olusturan baslica enzimatik kaynaklardan biridir.

e Egzersiz, stres, yaslilik, kronik hastaliklar, enfeksiyon, malabsorbsiyon gibi
antioksidanlarin alimmasini engelleyen durumlarda serbest radikaller aciga ¢ikmasiyla
birlikte hiicresel diizeyde de meydana gelirler.

e Immun sistem hiicreleri patojenlere yamit olarak ROS ve oksi-radikaller

iretebilir.

1.6. Antioksidanlar

“Antioksidan” terimi, hiicrelere saldirmadan dnce serbest radikalleri stabilize veya
deaktive edebilen herhangi bir molekiilii ifade eder. Insanlar sinerjik olarak calisan ¢ok

kompleks antioksidan sistemlerine (enzimik ve nonenzimik) sahiptir. Antioksidanlar

endojen olabilir veya 6rnegin diyetin bir pargasi veya diyet takviyeleri gibi eksojen de
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olabilir. Serbest radikalleri notralize etmeyen fakat endojen aktiviteyi artiran bazi diyet
bilesikleri de antioksidanlar olarak siniflandirilabilir.

Ideal bir antioksidan, serbest radikalleri kolayca emmeli ve sondiirmeli ve redoks
metalleri fizyolojik olarak ilgili seviyelerde selatlandirmalidir. Ayn1 zamanda hem sulu
hem de =zar etki alanlarinda c¢alismali ve gen ekspresyonunu pozitif bir sekilde
etkilemelidir. Endojen antioksidanlar optimal hiicresel fonksiyonlar1 ve dolayisiyla
sistemik sagligi ve refahi korumak ig¢in ¢ok onemli bir rol oynarlar. Bununla birlikte,
oksidatif stresi destekleyen kosullar altinda, endojen antioksidanlar yeterli olmayabilir ve
optimal hiicresel fonksiyonlar1 korumak igin diyet antioksidanlart gerekli olabilir. En etkili
enzimatik antioksidanlar glutatyon peroksidaz, katalaz ve siiperoksit dismutaz icerir (Mates
ve ark., 1999). Nonenzimatik antioksidanlar arasinda Vitamin E ve C, tiyol antioksidanlar
(glutatyon, tioredoksin ve lipoik asit), melatonin, karotenoidler, dogal flavonoidler ve diger
bilesikler bulunur (Mccall ve Frei, 1999). Baz1 antioksidanlar, orijinal 6zelliklerini yeniden
olusturan diger antioksidanlarla etkilesebilir; Bu mekanizmaya genellikle “antioksidan
ag” denir (Sies ve ark., 2005 ).

1.6.1. Antioksidanlarin Etki Mekanizmalari

1.6.1.1. Toplayic1 Etki

Serbest oksijen radikallerini tutarak veya daha zayif molekiillere doniistiirerek etki

gosterirler. Antioksidan enzimler bu sekilde islev goriirler.

1.6.1.2. Bastiric1 Etki

Serbest oksijen radikallerine bir hidrojen ekleyerek aktivitelerini azaltarak veya
inaktif hale doniistiirerek etki gosterirler. Vitaminler ve flavanoidler bu o6zellikteki

antioksidanlardir.

1.6.1.3. Zincir Kiric1 Etki

Serbest oksijen radikallerinin zincirlerini kirict etki gosterirler. Hemoglobin,

seruloplazmin ve mineraller zincir kiric1 etki gosterirler.
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1.6.1.4. Onaric1 Etki

Serbest radikallerin meydana getirdigi hasar1 onarici etkiye sahiptirler.

1.6.1.5. Enzimatik Etki

SOD gibi antioksidan enzimler ile enzimatik olmayan antioksidanlarin sentezini

arttirarak etkilerini gosterirler (Akkus, 1995).

Glutatyon

Ry GSSG
Glutatyon
GSH Perok

NADPH Oksidaz

Elektron %02 >H:0; HO
Transport ( Fe'
Zinciri C
/"o~oo 0> SR
NO Myeloperdhsidaz Cu*?

0-0:
NO Sentaz

Sekil 1.5. Serbest radikallerin olusumu ve enzimatik detoksifikasyonu (Vincent, 2012)

1.6.2. Enzimatik Antioksidanlar

1.6.2.1. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Selenyum bagimli (GPx) ve selenyum bagimsiz olmak iizere iki sekli vardir
(Matesve ark., 1999). Farkliliklar alt iinite say1si, katalitik mekanizma ve selenyumun aktif
merkezdeki bagindan kaynaklanir ve glutatyon metabolizmasi hiicrelerde bulunan en

onemli antioksidatif savunma mekanizmalarindan biridir. insanlarda dort farkli Se-bagimli
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glutatyon peroksidaz vardir (Chaudiére ve Ferrari-lliou, 1999). Selenyum-bagimli
glutatyon peroksidaz, hiicrelerde yiiksek konsantrasyonlarda bulunan ve ayni anda GSH’yi
okside ederken hidrojen peroksit veya organik peroksidin suya ya da alkole doniismesini
katalize eden tripeptid glutatyon (GSH) ile birlikte hareket eder. Ayn1 zamanda, bir
substrat olarak hidrojen peroksit i¢in katalaz ile rekabet eder ve diisiikk seviyelerdeki

oksidatif strese karsi ana koruma kaynagidir (Chaudiére ve Ferrari-1liou, 1999).

1.6.2.2. Katalaz (KAT)

Bu enzim, aerobik hiicrelerin peroksizomunda bulunur ve hidrojen peroksidin suya
ve molekiiler oksijene doniismesini desteklemede c¢ok oOnemlidir. Katalaz molekiilii,
yaklasik 6 milyon hidrojen peroksit molekiiliinii bir dakikada su ve oksijene doniistiirebilir
(Mates ve ark., 1999).

Katalaz canlilarda asagidaki reaksiyonlari katalizler (Fuhrman ve ark., 1995).

2H0— >  2H20+0: (Katalitik aktivite)

ROOH+AH, — 3 HO+ROH+A (Reoksidatif aktivite)

Katalazin temel fonksiyonu, molekiiler Oz mevcudiyetinde metabolizmanin bazi
kademelerinde sentezlenen, H.O> ve ROOH gibi bir peroksitleri gidererek, ozellikle
membranlarda olusturabilecekleri geri doniisiimsiiz hasarlar1 engellemektir. Ciinkii H.O»,

singlet oksijen ve hidroksil radikalinin potansiyel kaynagidir (Huang ve ark., 1983).

1.6.2.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Bu en etkili hiicre i¢i enzimatik antioksidanlardan biridir ve siiperoksit anyonlarinin
dioksijen ve hidrojen peroksite doniismesini katalize eder. insanlarda SOD’un ii¢ sekli
vardir: sitosolik Cu, Zn-SOD, mitokondriyal Mn-SOD ve ekstra hiicresel SOD (Landis ve
Tower, 2005). Siiperoksit dismutaz, aktif bolgedeki gegis metali iyonlarinin ardigik
oksidatif ve indirgeyici dongiilerinden gecerek siliperoksit iyonlarmi noétralize eder
(Chaudiere ve Ferrari-lliou, 1999). Cu, Zn-SOD molekiil agirligi 32 kDa olan iki 6zdes
altbirime sahiptir (Mates ve ark., 1999) ve her bir alt birim, aktif bolge olarak, bakir ve
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¢inko iyonlar1 tarafindan olusturulan bir parca metal kiime igerir ve ozellikle siiperoksit
anyonunun oksijen ve suya olan degisimini katalize eder. Mitokondriyal Mn-SOD, 96
kDa’lik bir molekiiler agirliga sahip bir tetramerdir ve alt birim basina bir manganez atomu
igerir ( Mates ve ark., 1999). Ekstraseliiler siiperoksit dismutaz, bakir ve ¢inko igerir,
heparin ve heparin siilfat gibi bazi glikozaminoglikanlar i¢in yiliksek afiniteye sahip bir

tetramerik glikoproteindir (Mates ve ark., 1999).

1.6.2.4. Glutatyon Rediiktaz (GR)

Antioksidan bir enzim olan glutatyon peroksidaz (GPx) enziminin katalizledigi
reaksiyonlarda, ozellikle hidroperoksitlerin detoksifikasyonu ve diger bazi bilesiklerin
indirgenmesi sonucu GSSG olustugu i¢in glutatyon rediiktaz hiicre i¢i glutatyon indirgeme
yiikseltgeme olayinda merkezi bir role sahiptir. Glutatyon rediiktaz, GSH-GSSG oranini
yiikselterek hiicre igi —SH/—SS oranii korur (Toribio ve ark., 1996).

1.6.3. Nonenzimatik Antioksidanlar

1.6.3.1. E vitamini

E vitamini sekiz farkli formda bulunan ve yagda ¢Oziinen bir
vitamindir. Insanlarda, a-tokoferol en aktif formdur ve hiicre tarafindan kullanilan biiyiik
gliclii membrana bagli antioksidandir (Hensley ve ark., 2004). Vitamin E’nin ana islevi
lipid peroksidasyonuna karsi koruma saglamaktir (Pryor, 2000). a-tokoferol ve askorbik
asidin dongiisel olarak birlikte calistigimi gosteren kanitlar vardir (Kojo, 2004). Yiiksek
oksijen konsantrasyonlarinda, tokoferollerin antioksidan etkisi daha yiiksektir. Lipid
peroksil radikalleri ile tokoferoller reaksiyona girerek tokoferoksil radikalleri olusturup,

serbest radikalleri giderirler (Giilesci ve Aygiil, 2016).

1.6.3.2. C Vitamini (Askorbik Asit)

Bu o6nemli ve suda ¢Oziinen bir antioksidandir ve bu nedenle viicudun sulu
ortamlarinda ¢alisir. Birincil antioksidan partnerleri, E vitamini ve karotenoidler ile birlikte

antioksidan enzimlerle birlikte ¢aligmaktadir. C vitamini, membranlar ve lipoproteinlerdeki
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a-tokoferol radikallerinden a-tokoferol yenilemek icin E Vitamini ile igbirligi yapar (Carr
ve Frei, 1999; Kojo, 2004) ve ayrica hiicre i¢i glutatyon seviyelerini yiikselterek protein
tiyol grubunun oksidasyona karst korunmasinda onemli bir rol oynar (Naziroglu ve

Butterworth, 2005).

1.6.3.3. Tiyol Antioksidanlar

Major tiyol antioksidan, ¢ok islevli bir intraseliiler antioksidan olan ve hiicrenin ana
tiyol-disiilfit redoks tamponu olarak kabul edilen tripeptid (GSH)’ dir. (Masella ve ark.,
2005). Sitosol, ¢ekirdek ve mitokondrilerde bol miktarda bulunur ve bu hiicre
bolmelerinde baslica ¢dziiniir antioksidandir (Masella ve ark., 2005). Indirgenmis
glutatyon bicimi GSH, oksitlenmis form GSSG’dir. Tiyol bilesiklerinin antioksidan
kapasitesi, tek bir elektronun kaybini kolayca karsilayabilen kiikiirt atomuna baglhdir
(Karoui ve ark., 1996). Oksitlenmis glutatyon (GSSG) hiicrelerin iginde birikmistir ve
GSH-GSSG orani bir organizmanin oksidatif stresinin iyi bir 6l¢iisiidiir (Droge, 2002).

1.6.3.4. Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin)

Bu, ozellikle epifiz bezinde sentezlenen ve ¢ok c¢esitli fizyopatolojik islevler
tizerinde bir¢ok etkiye sahip olan bir indoleamine ndérohormondur. Melatoninin baslica
islevi oksijen metabolizmasindaki serbest radikalleri temizlemektir, boylece potansiyel
olarak DNA, protein ve zarlara karsi serbest radikal kaynakli hasara kargi koruma saglar,
dolayisiyla serbest radikal aracili hastaliklarin azaltilmasinda 6nemli bir rol oynama

potansiyeline sahiptir (Rahimi ve ark., 2005).

1.6.3.5. Karotenoidler

Bunlar, bitkilerde ve mikroorganizmalarda bulunan renkli pigmentlerdir.
Epidemiyolojik caligmalar, karotenoidler agisindan zengin bir diyet tiiketiminin, yasla
iliskili hastaliklarin azalmasinda daha etkili oldugunu ortaya g¢ikarmistir. Karotenoidler,
konjuge ¢ift baglar icerir ve bunlarin antioksidan aktivitesi eslenmemis elektronlarindan
dolay:r artar (Mortensen ve ark., 2001). Bu eslesmemis elektronlar (konjuge ¢ift baglar)

ayni zamanda karotenoidlerin bozulma olmadan singlet oksijeni fiziksel olarak sondiirme
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yeteneginden ve karotenoidlerin serbest radikaller ile kimyasal reaksiyon yeteneginden
sorumludur. Karotenoidlerin fiziksel olarak sondiirme yetenekleri mevcut molekiildeki cift

bag sayisi ile ilgilidir.

1.6.3.6. Flavonoidler

Flavonoidler, fenolik ve piran halkalarindan olusan benzo-p-pirone tiirevleridir ve
metabolizma sirasinda hidroksil gruplar1 eklenir, metillendirilir, siilfatlanir veya
glukuronatlanir. Antioksidan ve selatlama ozellikleri ile kronik ve yasa baglh hastaliklarin
onlenmesinde etkin rolleri nedeniyle flavonoidlere yogun ilgi vardir (Schroeter ve ark.,
2002). Flavonoidler gidada ¢ogunlukla glikozitler ve polimerler (Hammerstone ve ark.,
2000) olarak bulunurlar ve bunlar, diyet flavonoidlerinin énemli bir kismini igerir (Santos-
Buelga ve Scalbert, 2000). Flavonoidlerin biyolojik 6zellikleri, ikame edicilerin kapsamu,
niteligi ve pozisyonu ile hidroksil gruplarinin sayisina goére belirlenir (Schroeter ve ark.,
2002). Bu faktorler ayn1 zamanda bir flavonoidin bir antioksidan veya enzim aktivitesinin
bir modiilatorii olarak m1 hareket edecegini veya antimutagenik veya sitotoksik 6zelliklere
sahip olup olmadigin1 da belirler. Flavonoidlerin en ¢ok bildirilen aktivitesi, onlarin
oksidatif strese kars1 korunmasidir (Rice-Evans, 2001). Bu nedenle flavonoidler peroksil
radikallerini temizleyebilir ve lipid peroksidasyonunun etkili inhibitorleridir ve redoks-
aktif metalleri selatlayabilir ve bdylece hidrojen peroksidin (Fenton kimyasi) katalitik
bozulmasini dnleyebilir. Bununla birlikte, belirli kosullar altinda flavonoidler, pro-oksidan
aktiviteyi de gosterebilir ve bunun, toplam hidroksil grup sayisiyla dogru orantili oldugu
distintilir (Cao ve ark., 1997) ve ayrica, hiicre sinyallemesini modiile ettigi bildirilmistir
(Schroeter ve ark., 2002).

1.6.3.7. Curcumin

Curcumin, 1815 yilinda Curcuma longa L. (zerdegal) rizomlarindan izole edilen
parlak sar1 renkli bir fenolik bilesiktir (Gupta ve ark., 2013). Curcuma cinsi, Hindistan,
Gilineydogu Asya ve diger tropikal bolgelerde yetisen Zingiberaceae ailesinin bir liyesidir
(Martin ve ark., 2012). Sart renginin sebebi CMN olan Zerdecalin geleneksel tipta
kullanim1 uzun bir tarihe dayanmaktadir (Benzie ve Wachtel-Galor, 2011; Martin ve ve

ark., 2012). CMN cesitli enzimleri, metalleri, albumin gibi proteinleri, biiylime faktor
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reseptorlerini ve diger onemli biyomolekiilleri baglayabilir ve inhibe edebilir (Goel ve
ark., 2008). CMN ayn1 zamanda ksantin dehidrojenaz, ksantin oksidaz, lipoksijenaz,
siklooksijenaz ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz gibi reaktif oksijen iireten enzimlere
kars1 inhibitor etkiler ve anti inflamatuar etkiler gostermektedir (Lin, 2007). CMN’nin baz1
dokularda lipid peroksidasyonu ve oksidatif stresi azaltict yonde gii¢lii antioksidan
kapasiteye sahip olduguna dair ¢aligmalar bildirilmistir (Nabavi ve ark., 2011a; 2012b).
CMN’nin bu koruyucu etkisi siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi
antioksidan enzimlerin giiciinii artirma yetenegine baghdir (Nabavi ve ve ark., 2011a;
2012b). Bu baglamda, CMN’in vitamin E’den daha aktif oldugu bildirilmistir (Shishodia
ve ark., 2006). Fenolik hidroksil gruplarinin CMN’in antioksidan aktivitesinde 6nemli bir

rol oynadig iyi bilinmektedir (Feng-Liu, 2009).

TORMOR
BASLANGICI

Sekil 1.6. Tiimor baslangicinin durdurulmasinda CMN’in kemopreventif hedeflerinin sematik sunumu. ROS,
reaktif oksijen tiirleri; RNS, reaktif nitrojen tiirleri; NFKB, niikleer faktor kappa B; Nrf2, (NF-E2) aracilt
faktor 2; HO-1, heme oksijenaz-1; GST, glutatyon S-transferaz; GR, glutatyon rediiktaz (Thangapazham ve
ark. 2006).

Bu tez ¢alismasi, kemoterapide yaygin olarak kullanilan DXR’nin karaciger de
meydana getirdigi hasarin gostergelerinden serum ALT, AST, ALP diizeyleri ile karaciger
dokusu MDA, GSH ve NO' diizeyleriyle beraber SOD, KAT, GPx ile arginaz aktiviteleri

tizerine CMN’nin koruyucu etkisini aragtirmak amaciyla yapildi.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Kullamilan Kimyasallar

DXR: Adrimisin VR (50 mg 25 mL™, Saba, istanbul, Turkiye).

CMN: Sigma-Aldrich Chemical Company (St. Louis, MO)

DXR ve CMN analitik saflikta kullanildi ve doz ayarlamalar1 sirasiyla Manikandan
ve ark., 2011; Rashid ve ark., 2013 makalelerine gore yapildi.

2.1.2. Kullanilan Deney Hayvanlari

Calismada Atatiirk Universitesi Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezinde
(ATADEM) yetistirilen 250-270 g agirhgindaki 35 adet Sprague Dawley cinsi erkek rat
kullanildi. Deneyde kullanilacak olan ratlar uygulamadan 7 giin Once gruplar arasi
istatistiki fark olmayacak sekilde tartilarak secildi ve ortamlarina uyumlar1 saglandi.
Hayvanlar 24-25 °C sabit sicaklik ve onikiser saatlik karanlik aydinlik sikliisii saglanarak
kafeslerde tutuldu. Deneysel siiregte ratlara standart rat yemi ve su ad libitum olarak
verildi. Calisma, Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Baskanliginin
tarihli (09.11.2016) ve karar No: E.16560 izni ile belgelendirildi.

2.1.3. Kullanilan Cihazlar

UV-visible Spektrofotometre: BIO-TEK EPOCH, GEN 5 Yaziliml
Sogutmali Santrifiij: Hettich Rotina 38 R

pH Metre: METTLER TOLEDO (Seven Compact)

Etiiv: MMM Group, Ecocell 55

Vorteks: IKA MS-2

Otomatik Pipetler: BRAND transferpette ®

Saf Su Cihazi: GFL 2001/2

Buzdolabi: Vestel Nofrost
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Hassas Terazi: SHIMADZU ATX224
Calkalamali Su Banyosu: GFL 1083

Homojenizator: TissueLyser 1, Qiagen
Trackman: GILSON®

2.1.4. Deneysel Uygulamalar

Calismada kullanilan ratlar her grupta 7 rat olacak sekilde 5 gruba ayrildi.

Kontrol Grubu; 7 giin boyunca oral Serum fizyolojik uygulandi.

CMN Grubu: CMN (200 mg kg agirlik/giin) 7 giin boyunca oral olarak ratlara
verildi.

DXR Grubu: DXR (40 mg kg?) tek doz olarak 5. giinde intra peritoneal olarak
ratlara enjekte edildi.

DXR+CMN 100 Grubu: 7 giin siireyle (100 mg kg! agirlik/giin) CMN
uygulamasinin 5. giiniinde tek doz DXR (40 mg kg™) intra peritoneal olarak ratlara

enjekte edildi.

DXR+CMN 200 Grubu: 7 giin siireyle (200 mg kg! agirlik/giin) CMN
uygulamasinin 5. giiniinde tek doz DXR (40 mg kg?) intra peritoneal olarak ratlara

enjekte edildi.

2.1.5. Deney Sonunda Numunelerin Alinmasi

Deneysel uygulamalardan 24 saat sonra ratlar hafif sevofloran anestezisi altinda
Otenazileri yapilarak, doku ve kan 6rnekleri alindi. Kan 6rnekleri serum enzim analizleri
icin antikoagulantsiz tiiplere aktarildi, +4 °C’de 3000 devirde, 10 dakika santrifiij edilerek
serumlar1 ayrildi. Karaciger dokular1 ile serum Ornekleri biyokimyasal analizler
yapilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edildi. Deneyleri yapmaya baslamadan 6nce sivi
azot kullanarak TissueLyser Il (Qiagen) ile 5 mikron ¢apa kadar &giitillen karaciger
dokularindan gerekli miktarlar tartilarak analizlere uygun olan tamponlarla sulandirildi ve

TissueLyser II (Qiagen) kullanilarak homojenizasyon yapildi.
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2.2. Metot

2.2.1. ALT Aktivitesinin Tayini

ALT tayini prensibi asagidaki denklemde yer almaktadir (Matsuda ve ark., 2012).

ALT
a-Ketoglutarat+ L-Alanin ——— > L-Glutamat+Piriivat

LDH
NADH+H"+Pirtivat —— NAD"+L-Laktat

Analizde Kullanilan Reaktifler

Reaktif 1: Tris buffer (pH 7.5): 110 mmol L, L-Alanin: 600 mmol L, LDH>1500
ULt

Reaktif 2: a-Ketoglutarat: 16 mmol L*, NADH: 0.24 mmol L™*

Calisma Reaktifi (R¢): Reaktif 1’den 4 hacim, Reaktif 2’den 1 hacim alinip

karigtirilir.

Denevin Yapilisi

e (alisma reaktifinden 1 mL alind1

e 100 pL 6rnek eklendi.

e Vorteksle karistirildi.

e Ornek 37 °C’ de 1 dakika inkiibator de bekletildi.

e 340 nm’de 3 dakika boyunca dakika basina degisen
absorbans spektrofotometrik olarak okundu.

e Dakika basima degisen optik yogunluk 6lciildii. Sonug U L olarak verildi.

Hesaplama
340 nm: AOD dakika™ x 1746
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2.2.2. AST Aktivitesinin Tayini

AST tayini prensibi asagidaki denklemde yer almaktadir (Matsuda ve ark., 2012).

AST
a-Ketoglutarat+L-Aspartat — L-Glutamat+Okzaloasetat

MDH
Okzaloasetat+NADH+H* ——— » L-Malat+NAD*

Analizde Kullanilan Reaktifler

Reaktif 1: Tris buffer (oH 7.8): 88 mmol L, L-Aspartat: 260 mmol L*, LDH
>1500 U L*, MDH=900 U L*

Reaktif 2: a-Ketoglutarat: 12 mmol L, NADH: 0.24 mmol L*

Calisma Reaktifi (R¢): Reaktif 1’den 4 hacim, Reaktif 2’den 1 hacim alinip

karigtirilir.

Deneyin vapilisi

e Calisma reaktifinden 1mL alindi1.

e 100 pL 6rnek eklendi.

e Vorteks ile karistirildi.

e Ornek 37 °C’de 1 dakika inkiibator de bekletildi.

340 nm’de 3 dakika boyunca dakika basina degisen

absorbans spektrofotometrik olarak okundu.

Dakika basina degisen optik yogunluk 6l¢iildii. Sonu¢ U L olarak verildi.

Hesaplama

340 nm: AOD dakika™ x 1746
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2.2.3. ALP Aktivitesinin Tayini

ALP tayini prensibi asagidaki denklemde yer almaktadir (Matsuda ve ark., 2012).

ALP
Para-Nitrofenil Fosfat+H,0 ———— Para-Nitrofenol+inorganik Fosfat

Analizde Kullanilan Reaktifler

Reaktif 1: Diethanolamin tamponu (pH 10.2):1.25 mol L, Magnezyum Kloriir:
0.625 mmol L*

Reaktif 2: Para-Nitrofenil Fosfat: 50 mmol L*

Calisma Reaktifi (R¢): Reaktif 1’den 4 hacim Reaktif 2’den 1 hacim alinip

karigtirilir.

Deneyin vapilisi

e Caligma reaktifinden ImL alind1.

e 20 pL 6rnek eklendi.

e Vorteksle karistirildi.

e Ornek 37 °C’de 1 dakika inkiibatorde bekletildi.

405 nm’de 3 dakika boyunca dakika basina degisen

absorbans spektrofotometrik olarak okundu.

Dakika basina degisen optik yogunluk 6l¢iildii. Sonu¢ U L olarak verildi.

Hesaplama
405 nm: AOD dakika™® x 2750
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2.2.4. MDA, GSH, GPx, SOD, KAT ve Protein Tayini i¢cin Karaciger Doku

Orneklerinin Hazirlanmasi

TissueLyser II kullanilarak toz haline getirilmis olan karaciger dokulari MDA,
GSH, GPx ve protein analizleri i¢in %]1.15’lik KCI ile sulandirilarak homojenize edildi.
Elde edilen homojenatlar MDA ve protein igin 3500 rpm’de 15 dakika GSH ve GPx i¢in
11000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilerek siipernatant kisim analizlerde kullanildi. SOD
aktivite tayini i¢in karaciger ve bobrek dokular1 i¢in Tris-HCI Tamponu (pH 7.4) ile
sulandirilarak homojenize edilmis ve 7000 rpm’de 60 dakika santrifiij edilerek siipernatant
kisim analizde kullanildi. KAT aktivite tayininde ise dokular Triton-x-100 ile
sulandirilarak homojenize edildi ve 3500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant

kisim analiz i¢in hazir hale getirildi.

2.2.5. Biyokimyasal Analizler (MDA, GSH, GPx, SOD, KAT ve Protein Tayini)

2.2.5.1. MDA Tayini

Hazirlanan homojenatta MDA diizeyinin dlgtimii Placer ve ark., (1966) bildirdigi
metoda gore yapildi. Bu metot’ta MDA bir lipid peroksidasyon aldehit iirlintidiir ve bu
yonteme gore tiyobarbitiirik asit (TBA) ile analiz sirasinda pembe renkli olan bir yapi
olusumu gozlenir. Analiz sonrast olusan bu ¢6zeltinin absorbansi ELISA okuyucusunda

532 nm dalga boyunda 6l¢iiliir ve standart grafige gore hesaplanir.

Analizde Kullanilan Reaktifler

Tiyobarbitiirik Asit (TBA) Soliisyonu: 0.67 g tiyobarbitiirik asit %10’ luk 80 mL
perklorik asit i¢inde ¢ozdiiriiliip toplam hacim 100 mL’ye distile suyla tamamlandi.

Trikloroasetik asit (TCA) Soliisyonu: % 10’luk (100 mL’de 10 g TCA olacak
sekilde) hazirlanan ¢ozelti 151k almayacak sekilde kahverengi cam siselerde +4 °C
muhafaza edildi.

Renk Ayiraci: 3 birim TCA ile 1 birim TBA’nin karistirilmasiyla elde edilir ve

analizde kullanilmak {izere deneyden hemen 6nce hazirlandi.
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Deneyin Yapilisi

Tablo 2.1. MDA Diizeyinin Olgiimii

Kor (mL) Standart (mL) Ornek (mL)
Ornek - - 0.25
%00.9 NacCl 0.25 - -
Renk Ayiraci 2.25 2.25 2.25
Standart - 0.25

e Vida kapakli cam tiiplerin kapaklar1 kapatildi ve vortekste 5 dakika karistirildi.

e Su banyosu 100 °C’ye ayarland: tiipler su banyosunda 20 dakika kaynatildi
ardindan sogutuldu.

e Sogutulan tiipler 2500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek stipernatant alindu.

e Pleyte yiiklenen numuneler kore karsi 532 nm dalga boyunda okundu.
Karaciger Dokularinda MDA Diizeyinin Hesaplanmasi: Dokulardaki MDA

diizeyleri, 1,1,3,3-tetracthoxypropane (TEP) kullanilarak hazirlanmig standart grafikten

yararlanarak hesaplanmis olup sonuglar nmol g doku olarak verildi.

MDA Standart Grafigi

R =0,9994

Absorbans (532 nm)

0 20 40 60 80 100 120 140

MDA konsantrasyonu (nM)

Sekil 2.1. MDA standart grafigi
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2.2.5.2. GSH Tayini

Hazirlanan homojenatta GSH diizeyinin Ol¢iimii Sedlak ve Lindsay’in (1968)

bildirdigi metoda gore yapildi. Bu metoda gore DTNB [5,5’-Ditiyobis (2-nitrobenzoik)

asit], silfidril gruplu bilesikler tarafindan indirgenir ve meydana gelen sar1 renk

spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda Sl¢iiliir.

verildi.

Analizde Kullanilan Reaktifler

%10’luk TCA

Tris (hidroksimetil) aminometan: 48.46 gr alinarak distile suda ¢ozdiiriiliip
toplam hacim 1000 ml distile su ile tamamlandi ve pH: 8.9’a ayarlandi.
5,5’-Ditiyobis  (2-nitrobenzoik) asit’den (DTNB) 0.099 g alindi 25

mL metanol’de ¢oziildii.

Deneyvin vapilisi

0.5 mL doku homojenati alinarak deney tiipline aktarildi. Deney tiipiiniin
tizerine 2 mL TCA eklendi 20 saniye vortekste karigtirildi.

2500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilip siipernatanttan 0.5 mL alindu.

Uzerine 2 mL Tris Tamponu eklendi, sonrasinda 0.1 mL DTNB soliisyonu
eklendi.

Karigtirllan ~ tipler 5  dakika  bekletildikden sonra 412 nm dalga

boyunda distile suya karg1 okundu.

Hesaplama

Sonuglar GSH standart grafiginden hesaplandi. Sonuglar nmol g doku olarak
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GSH Standart Grafigi

R* =0,9996

Absorbans (412 nm)

0 0.3 1 1.5 2 23 3 33

G5H Konsantrasyonu (nM)

Sekil 2.2. GSH standart grafigi

2.2.5.3. SOD Tayini

Hazirlanan homojenatta SOD aktivitesinin 6l¢limii Sun ve ark. (1988) yontemine
gore olctldii.

SOD aktivitesinin 6l¢iildiigli bu deney ksantin-ksantin oksidaz sistemiyle iiretilen
stiperoksit radikalinin NBT u indirgemesiyle olusan renk esasina dayanmaktadir. Olusan
bu renkli ¢ozeltinin 560 nm’de mavi renkli formazon olusumuyla maksimum absorbans
verir. Enzimin olmadig1 ortamda indirgenme maksimum oldugu ic¢in koyu mavi renk
olusumu go6zlenir. SOD bulundugu ortamda ise enzim, siiperoksit anyonunu H2O2’e
doniistiirerek NBT indirgenmesini azaltmakta ve renk degisimi gozlenmektedir.
Formazonun olusumu enzim konsantrasyonu ile ters orantilidir. Formazonun 560 nm’de

vermis oldugu absorbans ile SOD aktivitesi hesaplanmis olur.

Analizde Kullanilan Reaktifler

SOD Olgiim Karisim1
e 0.6 mmol L! Na,EDTA: 23 mg Na;EDTA tartilip distile suda ¢odzdiiriiliip

toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.

e 400 mmol L Na2COs: 2.54 g Na,COs: 2.54 g NaxCOs tartilip distile suda
¢Ozdiirtiliip toplam hacim 60 mL’ye tamamlandi.

e 0.3 mmol L Ksantin: 9.13 mg Ksantin tartilarak distile suda ¢ozdiiriildii ve

toplam hacim 200 mL’ye tamamlandi.
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e 150 pumol L Nitroblue tetrazolyum (NBT): 12.3 mg NBT tartilarak distile
suda ¢ozdiiriildii ve toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.

e 1 g L Bovine Serum Albumin (BSA): 30 mg BSA tartilarak distile suda
¢ozdiiriildii ve toplam hacim 30 mL’ye tamamlandi.

Ksantin oksidaz (167 U L™); Mililitresinde 0.167 U olacak sekilde (NH4)SO4
i¢inde ¢ozdirildii.

2M (NH4)SOg4; 2.64 g amonyum siilfat tartilarak distile suyla 10 mL’ye distile

suyla tamamlandi.
0.8 mmol Lt CuCly; 13.6 mg CuCl; tartilarak distile suda ¢dzdiiriildii ve toplam

hacim distile suyla 100 mL’ye tamamlandi.

Deneyin Yapilist

Tablo 2.2. SOD aktivitesinin 6l¢timii

Kor (mL) Ornek (mL)
Reaksiyon cozeltisi 2.85 2.85
Siipernatant - 0.10
Distile su 0.10 -
Ksantin oksidaz 0.05 0.05

20 dakika oda 1sisinda inkiibasyondan sonra tiiplerin hepsine 1 mL CuClzilave

edildi ve reaksiyon durduruldu. 560 nm’de okundu.

Hesaplama

U g protein = Kér (0.D) — Ornek (0.D)
Kér (0.D)
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2.2.5.4. KAT Tayini

Karaciger dokularinda KAT aktivitesi Aebi’nin (1983) metoduna gore Ol¢iildi.
KAT, H20; yikimin1 katalize eder. KAT tarafindan H2O2’in yikim hizi, H2O2” in 240

nm’de 15181 absorbe etmesinden yararlanilarak spektrofotometrik olarak ol¢iildii.

Analizde Kullanilan Reaktifler

e 50 mM fosfat tamponu (pH: 7.0)
e 30mMH20, 034 mL %30’luk H2O,fosfat tampon ile 100 mL’ye

tamamlanir.

Deneyin Yapilist

Tablo 2.3. KAT aktivitesinin dlgimii

Kor(mL) Ornek(mL)
Fosfat tampon 1 -
Hidrojen peroksit - 1
Homojenat 2 2

Kor ile 240 nm’de numunelerin kinetik Ol¢timii ile 0. (Absl) ve 30.

(Abs?2) saniyelerdeki absorbans farki 6l¢iilmesiyle KAT aktivitesi hesaplanr.

Hesaplama
k = (2.3/30) x (log A1/A2) x Diliisyon
Doku icin spesifik aktivite: k g protein olarak verildi.

2.2.5.5. GPx Tayini

Hazirlanan homojenatta GPx diizeyinin 6l¢limii Matkovics ve ark., (1988)

yontemine gore Olciildii.
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Analizde Kullanilan Reaktifler

e Tampon A: Tris-HCI tamponu (50 mM, pH: 7.6): 6.057 g tris hidroksimetil
aminometan, 0.372 g Na2;EDTA tartildi ve 3.90 mL HCI balon jojeye alinarak
hacim distile su ile 1000 mL’ye tamamlandi.

e Tampon B: Tris Tamponu (0.4 M pH:8.9): 48.46 g tris hidroksimetil aminometan
alind1 ve hacim distile su ile 1000 mL’ye tamamlandi1 pH’s1 8.9°a ayarlandi.

e Trikloroasetik asit ¢ozeltisi (TCA): 10 g TCA tartildi distile su ile 100 mL’ye
tamamland1 (%10’luk, w/v).

e Red GSH ¢ozeltisi: 6 mg Red GSH alinarak Tampon A ile hacim 10 mL’ye
tamamlandi.

e Cumen Hidrojen Peroksit (CHPO) ¢ozeltisi: CHPO 5uL alinarak Tampon A ile
10 mL’ye tamamlandi ve renkli sisede +4 °C’de saklandi.

e 5-5-Dithio-bis, 2-nitrobenzoik asid (DTNB) soliisyonu: 0.099 g DTNB alind1 ve
hacim absolut metanol ile 25 mL’ye tamamlandi ve renkli sisede +4 °C’de

saklandi.

Deneyin Yapilist

Tablo 2.4. GPx Aktivitesinin Ol¢iimii

Kontrol (mL) Ornek (mL)
Siipernatant 0.5 0.5
Tampon 0.3 0.3
CHPO - 0.1
Red GSH 0.1 0.1
37 °C’ de 10 dakika bekleme + +
TCA 1 1

Tiipler karigtirildiktan sonra;

e 2500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

e Santrifiij sonrasinda elde edilen siipernatant’dan 1 mL alinarak hazirlanan yeni
tiiplere konuldu.

e Tiiplere 2 mL tampon B eklendi.
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e 0.1 mL DTNB ilave edildi.

e Oda sicakliginda 5 dakika bekletilerek 412 nm’de distile suya kars1 okundu.

e Sonuglar U g protein olarak verildi.

Hesaplama
[Abs(kontrol)- Abs(6rnek)]*x0.76989 g* protein

2.2.5.6. Arginaz Tayini

Arginaz aktivitesi; Tiyosemikarbazid-Diasetil Monoksim Ure (TDMU) yontemi

esas alinarak ol¢iilmistiir (Geyer ve Dabich, 1971) Diasetilmonoksim, asitli ortamda 1sinin

etkisiyle diasetil ve hidroksilamine hidroliz olur. Diasetil, asitli ortamda iire ile birleserek

sar1 renkli diazin’i olusturur. Olusan sar1 rengi kararli hale getirmek igin Tiyosemikarbazid

ve Fe?* iyonlar1 kullanilir (Pesce ve Kaplan, 1987).

Analizde Kullanilan Reaktifler

10 mM MnCl; Cozeltisi;
10 mM MnCl,. 4H,0 (Molekiil Agirhg: 197.9 g mol™) tartilarak distile su da
¢oziildii ve distile su ile 500 mL’ye tamamlanarak +4 °C’de saklandi. Calisma
icin kullanilacak olan bu ¢ozeltiden sulandirilarak istenilen konsantrasyon da
kullanildi.
Ure Standart1 (0.1 pumol iire mL™Y); 3 mg iire (Mol. Ag. 60.06 g mol™?), 100 mL
0.016 M Benzoik asit i¢inde ¢0ziildii. Hazirlanan bu ¢ozelti, deney de 1/5
oraninda sulandirildiktan sonra 0.1 pmol iire mI™ (0.6 mg dL)’lik iire standarti
elde edildi.
Renk Ayrraci; 0.0036 M Tiyosemikarbazid (TSC, Mol. Ag. 91.14 g mol™) ve
0.0617 M Diasetilmonoksim (DAM, Mol. Ag. 101.1 g mol™*)’den olusur. 6.23 g
DAM ve 0.328 g TCS distile su da ¢ozildii ve 1000 mL’ye tamamlanarak koyu
renkli reaktif sisesinde, oda 1s1sinda saklandi.
Karbonat Tampon Cozeltisi (200 mM NaHCO3/Na>COs);

1.68 g NaHCO3 (Mol. Ag. 84.01 g mol™?) alind1 ve distile suda ¢dzdiiriilerek

100 mL’ye tamamlandi.
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e 2.12 g Na;COs (Mol. Ag. 105.99 g mol™?) alind: ve distile suda ¢oziilerek 100
mL’ye tamamlandi.

e Karbonat Tamponu hazirlanirken 200 mM’lik NaHCOs3 ¢ozeltisi bir behere
konulur Na;COs ile pH’ s19.5’¢ ayarlanir ve +4 °C’de saklanur.

120 mM L-Arginin Cozeltisi;2.52 g L- arginin monohidroklorit (Mol. Ag. 210.66 g

mol™) alind1 ve distile suyla 100 mL tamamlanarak pH’s1 9.5°e ayarlandi.

Asit Karigimi;

e 0.120 M FeCls/ %56.7 H3PO4, 3.24 g FeCls (Mol. Ag. 270.3 g mol™) distile su
ile ¢ozdiiriildii ardindan 66.7 mL % 85’lik H3PO4’den (d=1.71, Mol. Ag. 98.0
g mol™?) eklendi ve distile suyla 100 mL’ye tamamlanip oda 1sisinda muhafaza
edildi.

e 999 ml %20 (v/v)’lik H2SO4 (d=1.84, Mol. Ag. 98.08 g mol™?) alinarak {izerine
1.0 mL dstte hazirlanan 0.120 M FeClz / % 56.7 H3POa ¢6zeltisinden eklenerek

oda 1s1sinda muhafaza edilir.

Deneyin Yapilist

Ogiitiiliip hazirlanan karaciger doku drneklerinden 0.050 mg tartildi ve iizerine 250
uL distile su eklendi. (sulandirma 1/6). Ornekler Tissuelyser II’de homojenize edildi. Elde
edilen homojenat +4 °C’de 12000 rpm’de 14 dakika santrifiij edildi. Bu islemden sonra
orneklerin siipernatantlar1 ve peletleri (¢coken kisim) birbirinden ayrildi, siipernatant kisim
enzim kaynagi olarak kullanildi. Her bir arginaz aktivitesi 2 drnek 2 zero tiipii kullanilarak
calisildi. Ornekler daha sonra 2 mM MnCl; ¢dzeltisiyle 1x50 oraninda sulandirilarak 58
°C’de 13 dakika su banyosunda tutuldu ve preinkiibasyon iglemi saglandi.
Preinkiibasyondan sonra drnekler enzim kaynagi olarak kullanildi.

Tiip icerisindeki enzimatik karistm 1 mL olup 120 mM’lik L-arginin’den 0.3 mL
200 mM’ ik karbonat tamponundan 0.4 ml icerecek sekilde diizenlendi. Tiiplere 6nce L-
arginin sonra karbonat tamponu sonra da {izerine preinkiibasyona tabii tutulan enzim
kaynagindan 0.3 mL eklenerek 37 °C’de 10 dakika su banyosunda tutularak enzimatik
tepkime baslatildi. Su banyosundan c¢ikarilan tiiplere 3 mL asit karisimi eklenerek
enzimatik tepkime durduruldu. Asit eklenmesinin sonrasinda tiiplere 2’ser mL renk ayiraci
eklenmis ve tiipler vorteksle karigtirildiktan sonra 10 dakika kaynar su banyosunda tutulup

renk olusumu saglandi.
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Kaynar su banyosundan c¢ikarilan tiipler sogutma iglemine tabi tutulduktan sonra
520 nm dalga boyunda okundu.

Calismada, 1 tnite enzim: 1 saatte 37 °C’de L-argininden 1 umol iire olusturan
enzim miktar1 olup, spesifik aktivite umol tire/ saat / mg protein olarak ifade edildi.

Sonuglar U g protein olarak verildi.

Tablo 2.5. Karaciger dokusunda arginaz aktivitesi 6l¢iimil

Ornek (mL)  Zero (mL) Standart (mL)  Kér (mL)

L-Arginin 0.3 0.3 - -
Karbonat Tamponu 0.4 0.4 - -
Enzim Kaynagi 0.3 0.3 - -
Ure Std. Sol. - - 1 -
Distile Su - - - 1
Asit Karisinm 3 3 3 3
Renk Ayiraci 2 2 2 2

2.2.5.7. Nitrik Oksit (NO) Seviyesinin Ol¢iilmesi

Karaciger Dokusu Nitrik Oksit (NO) diizeyleri ticari kit (Enzo Life Sciences, (ELS)
AG, Industriestrasse 17 CH-4415 Lausen-Isvigre) kullanilarak &l¢iildii.

Kit Igerigi;

e Mikrotiter Plakasi

¢ Nitrat Rediiktaz

e Nitrat Rediiktaz Depolama Tamponu

e NADH

e Nitrat Standard: (1.000 umol L™’de bir sodyum nitrat ¢ozeltisi)

¢ Reaksiyon Tampon

¢ Griess Reaktifi I, (2M hidroklorik asitte bir siilfanilamid ¢6zeltisi)

e Griess Reaktifi II, (M hidroklorik asit i¢cinde bir N-(1-Naphthyl) etilendiamin

cozeltisi)
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Deneyin Yapilist

Tiim reaktifler agilmadan 6nce en az 30 dakika oda sicakligina getirildi.

Tablo 2.6. NO diizeyinin 6l¢timil

Kor (uL) Zero (nL)  Standart (uL) Ornek (uL)
Reaksiyon Tamponu 200 50 - -
Standart - - 50 -
Ornek - - - 50
NADH - 25 25 25
Nitrat Rediiktaz - 25 25 25
37°C de 30 dk inkiibasyon
Griess Reaktifi | - 50 50 50
Griess Reaktifi 11 - 50 50 50

10 Dakika oda 1s1sinda bekletilir ve 540-570 nm’ de okunur.

Sonuglar standart grafikten hesaplandi ve n mol g™ doku olarak verildi.

NO Standart Grafig

, 08 R==0.99963
S 06
A
E 04
© 02
0
0 20 40 60 30 100 120

Nitrat Konsantrasy onu punol L-!

Sekil 2.3. NO- standart grafigi
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2.2.5.8. Protein Tayini

Karaciger dokularinda protein tayini modifiye Lowry (1951) metoduna gore
belirlendi. Alkali bakir tartarat ayiraci peptit baglar1 ile kompleks olusturur. Fenol ayiraci,
bakir ile isleme tabi tutulmus karisima eklendiginde mor-mavi renk olusumu

gozlenmektedir. Olusan bu renk 650 nm dalga boyunda okundu.

Analizde Kullanilan Reaktifler

Protein Standarti; 50 pg BSA/mL

Alkali Bakir Ayraci; 10 g Na,COgz, 0.1 g Potasyum tartarat ve 0.05 g bakir
stilfat, 0.5 N NaOH icinde ¢ozdiiriiliir vel00 mL’ye tamamlanir. Bu ¢dzelti oda
1s1sinda renkli sise de 30 giin dayaniklidir.

Fenol Ayiraci; 2 N Folin-Ciocalteu-Fenol ayiracindan 3.75 mL alindi ve distile su
ile67.5mL’ ye tamamlandi. Fenol ayiraci c¢alismanin Ornek sayisina gore
hesaplanip giinliik olarak hazirlanmalidir.

Ornek: Analizi yapilmak istenen serum, plazma veya siipernatant.

Deneyin Yapilisi

Tablo 2.7. Protein 6l¢timii

Kor (mL) Standart (mL) Ornek (mL)
Alkali Bakir 1.0 1.0 1.0
Ayiraci
Protein Standarti - 1.0 -
Ornek - - 1.0
Distile su 1.0 - -

e Tiipler karistirilir ve 10 dakika oda 1sisinda bekletildi.
e Fenol ayiraci tiim tiiplere 4 mL eklendi.
e Tiipler karistirilir ve su banyosunda 5 dakika 55 °C’ de bekletildi.

e Inkiibasyon sonras: tiipler sogutulur ve 650 nm’de kér tiipiine karsi okundu.
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Hesaplama
ng protein mL = (Ornek Abs./ Std. Abs.) x Std. Konsantrasyonu

2.2.5.9. Histopatolojik inceleme

Ratlarin Otenazi sonrasi nekropsileri yapilarak karaciger dokulart %10’ luk
tamponlu formalin soliisyonuna alindi. Almman ornekler daha sonra rutin takip
islemlerinden gegirilerek parafin bloklara gémiildii. Bloklardan alinan 5 pm’lik kesitler
nekrotik ve dejeneratif degisiklikler yoniinden Hematoksilen-Eozin ile boyanarak
incelendi. Isik mikroskobunda incelenen kesitler yok (-), hafif (+), orta (++) ve siddetli

(+++) olarak degerlendirildi.

2.2.5.10. istatistiksel Analiz

Bu c¢aligmanin  biyokimyasal parametreleri i¢in istatistiksel analizleri
SPSS 20.0 yazilim  programi  kullanilarak ~ yapildi.  Istatistiksel —analiz ~ ydntemi
uygulanmadan 6nce verilere normal dagilim testi uygulandi. Biitiin 6l¢iimlerde istatistiksel
farkliliklar ve Onem seviyeleri “One-way Analysis of Variance (ANOVA)” testi ile
belirlendi ve istatistiksel farkliliklarin hangi gruplar arasinda gerceklestigini belirlemek
amactyla Tukey testi uygulandi (p<0.05).

Histopatolojik verilerle ilgili sonuglarin degerlendirilmesinde SPSS 20.0 programi
kullanildi. Histopatolojik incelemede semikantitatif olarak elde edilen verilerin gruplar
aras1 farkliligin belirlenmesinde parametrik olmayan istatistiki yontemlerden Kruskal
Wallis testi ve farkliligi olusturan gruplarin tespitinde Mann Whitney U testi kullanildi
(p<0.05).
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3. BULGULAR VE TARTISMA

ALT
120
100
N
- 80
o
60
a
40
20
KONTROL CMN DXR DXR+CMN100  DXR+CMN200
® Std. Hata 0,5568 05929 2,2842 0,9904 1,1620
© Ortalama 35,5529 33,4643 98,5114 54,6543 73,8657

Sekil 3.1. Serum ALT aktivitesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu karsilagtirma testine gore
istatistiksel bir farklilik géstermektedir).

140

120

100

80

UL?

60

40

20

AST

m Std. Hata
" Ortalama

KONTROL
0,9415
55,5143

CMN
0,7943
51,8486

DXR
1,6232
131,6371

DXR+CMN100
1,2809
89,7443

DXR+CMN200
0,9641
76,4757

Sekil 3.2. Serum AST aktivitesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu karsilagtirma testine gore
istatistiksel bir farklilik gostermektedir).
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160

140

40

20

KONTROL CMN DXR DXR+CMNI100  DXR+CMN200
w Std. Hata 0,8338 0,6798 1,8424 1,5357 1,4273

© Ortalama 74,6271 71,7086 1455729 1149443 99,3100

Sekil 3.3. Serum ALP aktivitesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu karsilagtirma testine gore
istatistiksel bir farklilik gostermektedir).

MDA
120
100
=
-
[=]
= 80
i
[=11]
S 60
E
=
40
20
KONTROL CMN DXR DXR+CMN100 DXR+CMNZ00
w Std. Hata 0.6558 0,3485 1,0949 0,8265 0.4835
= Ortalama 51,8850 47,5400 107,8767 82,1150 75,1183

Sekil 3.4. Karaciger MDA diizeyi (Farkl: harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu karsilagtirma testine gore
istatistiksel bir farklilik gostermektedir).

37



GSH

9
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7
= 6
-~
< 5
i
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£ 3
=

2

1

KONTROL CMN DXR DXR+CMN100 DXR+CMN200

u Std. Hata 0,0842 0,0570 0,0591 0,0623 0,0556
# Ortalama 7,2486 7,9771 3,6100 4,6929 5,4571

Sekil 3.5. Karaciger GSH diizeyi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu karsilastirma testine gére
istatistiksel bir farklilik gostermektedir).

40

35

30

25

20

Ug! protein

15

10

¥ Std. Hata
= Ortalama

SOD

KONTROL
0,3840

35,7343

CMN
0,5087

38,3371

DXR
0,4798

22,8286

DXR+CMN100
0,3012

26,6043

DXR+CMN200
0,4271

30,0243

Sekil 3.6. Karaciger SOD aktivitesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu karsilastirma testine gore
istatistiksel bir farklilik gostermektedir).
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70

60

50

40

30

k g protein

20

10

KONTROL CMN DXR DXR+CMNI100  DXR+CMN200
u Std. Hata 0,6293 0,6154 0,4839 0,3506 0,7768

" Ortalama 60,8457 61,5929 39,4571 45,6871 50,4129

Sekil 3.7. Karaciger KAT aktivitesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu karsilastirma testine gore
istatistiksel bir farklilik gostermektedir).

GPX
45

40
35
30
25
20
15
10

Ug! protein

KONTROL CMN DXR DXR+CMNI100  DXR+CMN200
u Std. Hata 0,5272 0,5532 0,3283 0,4480 0,6244

# Ortalama 41,8486 43,6600 24,8486 28,9514 33,7114

Sekil 3.8. Karaciger GPx aktivitesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu karsilagtirma testine gore
istatistiksel bir farklilik gostermektedir).
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ARGINAZ
16

14
12

10

Ug! protein

KONTROL CMN DXR DXR+CMNI100  DXR+CMN200
uStd. Hata 0,4683 0,3539 0,1498 0,1434 0,2615

= Ortalama 13,4883 12,3067 7.8933 10,9417 14,4833

Sekil 3.9. Karaciger arginaz aktivitesi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu karsilastirma testine
gore istatistiksel bir farklilik gostermektedir).

NO’
25

20

15

nmol g'' doku

10

KONTROL CMN DXR DXR+CMNI100  DXR+CMN200
Std. Hata 0,4273 1,2646 0,5453 0,3001 0,3348

= Ortalama 11,0957 11,7786 20,3857 16,5429 14,1471

Sekil 3.10. Karaciger NO diizeyi (Farkli harfle gosterilen siitunlar, Tukey ¢oklu karsilagtirma testine gore
istatistiksel bir farklilik géstermektedir).
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Sekil 3.11. Kontrol grubunun histolojik gériintimii

Sekil 3.12. CMN grubunun histolojik goriinimii
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Sekil 3.13. DXR grubunun histopatolojik gériiniimii. Hepatositlerde siddetli diizeyde nekrotik degisiklikler
(*), hidropik dejenerasyon (ok) ve mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 (ok basi).

Sekil 3.14. DXR+CMN 100 grubunun histopatolojik gériiniimii. Hepatositlerde siddetli diizeyde nekrotik
degisiklikler (*), hidropik dejenerasyon (ok) ve mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 (ok bast).
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Sekil 3.15. DXR+CMN 200 grubunun histopatolojik goriiniimii. Hepatositlerde orta diizeyde nekrotik
degisiklikler (*) ve hidropik dejenerasyon (ok).

Tablo 3.1. Histopatolojik bulgular

Grup Mean Rank Asymp. Sig. (p) Min. Max
Kontrol 8,14

Nekroz CMN 7,07
DXR 27,64 0,000 0 3

DXR+CMN 100 27,64
DXR+CMN 200 19,50

Kontrol 8,07
Hidropik Dejenerasyon CMN 8,07
DXR 26,71 0,000 0 3

DXR+ CMN 100 27,93
DXR+ CMN 200 19,50

Kontrol 8,64
MN Hiicre infiltrasyonu CMN 8,64
DXR 27,21 0,000 0 2

DXR+CMN 100 27,21
DXR+CMN 200 18,29

Karaciger hasarimin belirte¢lerinden olan serum ALT (Sekil 3.1), AST (Sekil 3.2)
ve ALP (Sekil 3.3) aktiviteleri incelendiginde her ii¢ grafikte de kontrol ve CMN
gruplarinin en diisiik diizeylerde oldugu ve bu iki grup arasinda istatistiksel olarak bir fark
olmadig1 goriilmiistiir. DXR uygulanan ratlarda her ii¢ parametrede de kontrole ve CMN
grubuna kiyasla bir artis meydana geldigi gozlendi. Karaciger doku hasarina bagli olarak
meydana gelen bu serum enzim aktivitelerindeki artiglar tizerine CMN’nin Onleyici etkisi

43



oldugu goriildii. Serum AST ve ALP degerleri iizerine CMN 200 daha etkili olurken,
serum ALT’de CMN 100 daha etkili olmustur. Her ii¢ sekilde de CMN uygulanmasinin
DXR hasarina bagli olarak meydana gelen enzim aktivitelerini kontrol diizeyine
getiremedigi goriilmiistiir.

Serbest radikal hasarmmin en iyi gostergelerinden biri olan MDA diizeylerine
bakildiginda (Sekil 3.4) kontrole gore CMN grubunda bir diisiis olmast CMN’nin normal
metabolik olaylarda meydana gelen serbest radikal hasarmi azaltmada etkili oldugunu
gostermektedir. DXR’nin karacigerde meydana getirdigi hasar sonucu kontrol ve CMN
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artig oldugu gozlendi. CMN uygulanmasinin
DXR’ye bagli doku hasarin1 azalttig1 ancak bu hasar1 azaltmada CMN’nin yiiksek dozunun
(CMN 200) daha da etkili oldugu goriildii.

Enzimatik olmayan antioksidanlardan karaciger GSH diizeyleri incelendiginde
(Sekil 3.5) kontrole oranla CMN grubunda bir artis olmast CMN’nin antioksidan sistemi
giiclendirdigini gostermektedir. DXR grubunun kontrole oranla diismesi de DXR’nin
antioksidan sistemi zayiflattigin1 gdstermektedir. DXR’ye bagli olarak GSH diizeyindeki
bu azalma tlizerine CMN’nin her iki dozunun da artirict yonde etki gosterdigi ve yiiksek
dozun daha etkili oldugunu goriilmiistiir. Ancak uygulanan bu dozlar GSH seviyelerini
normal diizeye getirememistir.

Serbest radikal hasarin1 6nlemede antioksidan savunmanin ilk enzimi olan SOD
aktivitesine bakildiginda (Sekil 3.6) kontrole oranla CMN grubunun daha yiiksek olmasi
CMN’nin saglikli bireylerde antioksidan sistemi gli¢clendirdigini gostermektedir. SOD
aktivitesi DXR grubunda en diislik diizeyde bulunmustur. SOD aktivitesindeki bu diisiisii
artirmada CMN 200’tin daha etkili oldugu goriilmiis olup uygulanan bu dozlarin SOD
aktivitesini kontrol seviyesine getirmege yeterli olmadig1 goriilmiistiir.

Hidrojen peroksitin yikimlanmasindan sorumlu olan enzimlerden KAT (Sekil 3.7)
ve GPx (Sekil 3.8) enzim aktivitelerine bakildiginda kontrol ve CMN gruplari arasinda
fark olmamasit CMN’nin bu iki enzim iizerine saglikli gruplarda herhangi bir etkisinin
olmadigint gostermektedir. DXR grubunun her iki enzim aktivitesinde de en diisiik grup
oldugu ve bu enzim aktivitelerindeki diigiisii onlemede CMN’nin yiiksek dozunun daha
etkili oldugu goriilmiistiir. Diger antioksidanlarda oldugu gibi CMN’nin KAT ve GPx
tizerinde enzim aktivitesini artirict etkisi olmasina ragmen kontrol seviyelerine getirmege

yeterli olmadig1 bulunmustur.
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Ure dongiisii enzimlerinde olan arginaz enzim aktivitesine (Sekil 3.9) bakildiginda
CMN grubunun kontrolden farkli olmadigi, DXR grubunun kontrole oranla diisiik oldugu
ve DXR ile birlikte uygulanan CMN’nin her iki dozunun arginaz aktivitesini artirdigi
ancak yiiksek dozunun enzim aktivitesi kontrol grubu seviyesine getirmege yeterli oldugu
gorilmiistir.

Karaciger NO' diizeyleri incelendiginde (Sekil 3.10) kontrol ve tek basina CMN
grubunun ayni oldugu, DXR uygulamasinin NO' diizeyini kontrole gore artirdigi ve bu
artis tzerine DXR ile birlikte uygulanan CMN’nin her iki dozunun da NO' Diizeyini
azalttig1 ve bu iki doz arasinda NO’yu azaltmada fark olmadig1 goriilmiistiir.

Histopatolojik incelemede istatistiksel olarak bazi gruplar arasinda anlamli fark
tespit edildi (Tablo 2.7) Kontrol ve CMN gruplarinda istatistiksel olarak herhangi bir
anlamli fark goriilmedi. DXR ve DXR+CMN 100 gruplarinda ise nekroz, hidropik
dejenerasyon ve mononiikleer hiicre infiltrasyonlarmin istatistiksel olarak, DXR+CMN
200 grubuna gore daha yiiksek diizeyde oldugu belirlendi (p<0.001).

Histopatolojik olarak incelendiginde Kontrol ve CMN gruplarindaki ratlarin
karaciger dokular1 normal histolojik goriinimdeydi (Sekil 3.11, Sekil 3.12). DXR
grubunda hepatositlerde siddetli diizeyde nekrotik degisiklikler, hidropik dejenerasyon ve
mononiikleer hiicre infiltrasyonlart gézlendi (Sekil 3.13). DXR+CMN 100 grubunda da
hepatositlerde siddetli diizeyde nekrotik degisiklikler, hidropik dejenerasyon ve
mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 goriildii (Sekil 3.14). Fakat DXR+CMN 200 grubunda
goriilen hepatositlerde goriilen nekrotik degisiklikler ve hidropik dejenerasyonlarin DXR
ve DXR+CMN 100 grubuna gore daha hafif oldugu diizeyde oldugu belirlendi (Sekil
3.15).

Adriamisin olarak da bilinen antrasiklin grubu antibiyotik olan DXR 1960’larin
sonlarindan beri onkolojik olarak kullanilmaktadir. DXR tek basma veya diger
kemoterapotik ilaclarla birlikte 16semi, lenfoma ve solid tiimorlerin tedavisine katkida
bulunmaktadir, fakat ilerleyici ve geri doniisiimsiiz toksik etkisi onun bu kullanimini
siirlandirmaktadir (Buzdar ve ark., 1985). DXR’nin sebep oldugu karaciger hasar1 esas
olarak NF-kB ve serbest radikal iiretimi yoluyla meydana gelir (Mimnaugh ve ark., 1982;
Kalender ve ark., 2005). Antitimor ila¢ olan DXR’nin pek ¢ok kanser c¢esidinin
tedavisinde etkili oldugu bulunmustur (Weiss, 1992) ancak ciddi yan etkilerinden dolay1
kanser tedavisinde kullanimi kisitlhidir. DXR’nin klinikte kullanimi ile ilgili akut ve kronik

yan etkileri kardiyotoksisite ve hepatotoksisitenin baglamasi seklindedir (Kotamraju ve
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ark., 2000; Kalender ve ark., 2005). Karaciger fonksiyon bozuklugu zaman zaman sadece
DXR’nin degil, ayn1 zamanda komplikasyonlar1 dnlemek i¢in verilen yardimci ilaglarin da
dozunu ayarlamay1r ya da geri ¢ekmeyi zorunlu kilabilir, bdylece kemoterapotideki
basarisizlik riski artar (Nagai, 2016). Bu nedenle antrasiklinlerin karaciger toksisitesindeki
siddet ve insidensini azaltmak i¢in stratejiler gelistirmek son derece onemli olmustur.
Oksidatif stresin DXR kaynakli karaciger toksisitesinin en onemli sebeplerinden biri
oldugu kabul edilmektedir (Kassner, 2008). Bununla birlikte DXR uyarimli karaciger
hasarmin altindaki mekanizma heniiz tam detayl1 bir sekilde agiklanamamastir.

Serumdaki aminotransferaz aktivitelerindeki artisin sebebi DXR kullanimindan
sonra karaciger hiicre membraninda meydana gelen hasar olabilir (Cho ve ark., 2007;
Pradeep ve ark., 2007). Gergekten de, serum transaminazlari karaciger bozuklugunun
hassas belirtegleridir. Hepatositler hasara ugradigi zaman membran permeabilitesinde ve
tasima fonksiyonlarinda meydana gelen degisiklikler sonucu, enzimler hiicrelerden sizar
ve dokuda AST ve ALT seviyeleri azalmaya baglarken serumdaki miktarlar1 artiglar
gostermeye baslar (Mohan ve ark., 2011). Zhao ve arkadaglar1 (2012) tarafindan DXR
kaynakli karaciger hasar1 tizerine dogal bir alkaloid olan berberinin etkisinin arastirildig:
calismada, karaciger fonksiyon testleri olarak serum AST ve ALT seviyeleri Ol¢lilmiis,
berberinin DXR kaynakli karaciger hasarini azalttig1 belirlenmistir. Pizzuto ve ark., (1983)
tarafindan yapilan ¢alismada DXR’nin eritrositlerde ve plazmada MDA, karbonil protein,
AST ve ALT diizeylerini artirmak suretiyle oksidatif stresi uyarip bazi antioksidan enzim
aktivitelerinde siddetli diismelere sebep oldugu bildirilmistir. DXR serbest demir ve
H20,’yi artirarak eritrositler ve plazma i¢indeki Ca?* diizeyini baskilar, bdylece son derece
toksik OH’ni Ca?* homeostasisini etkileyerek uyarir. DXR tarafindan serbest radikal
olusumu iki farkli yol seklinde gosterilmistir (Ludwig ve ark., 1989). Serbest radikal
olusumunun ilk yolu DXR’nin bazi semi inhibitorler olusumu yoluyla semikinon radikalini
olusturmasidir. Oksijen varliginda DXR kaynakli semikinon O olusturur (Doria ve ark.,
1986). Ikinci yol demir kaynakli non enzimatik DXR serbest radikallerinin olusumudur.
Ornegin, Fe3*, demir atomunun bir elektronu kabul ettigi bir redoks reaksiyonunda DXR
ile reaksiyona girer ve bir Fe?*-DXR serbest radikal kompleksi iiretilir. Bu Fe?*-DXR
kompleksi O2’yi H2O2’ye ve diger aktif oksijen tiirlerine indirgeyebilir (Doria ve ark.,
1986). DXR, siganlarda oksidatif metabolizmanin bir sonucu olarak Oz’, H.O, ve OH
tiretir (Joerger ve ark., 2014).
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Karaciger ve kalpte benzer sckilde DXR’nin  Ozellikle semikinon formu
hepatotoksisitenin gelisiminde etkili olan ROS’u iireterek oksidatif stresi baslatir (Rashid
ve ark., 2013). Llesuy ve Arnaiz (1990) tarafindan yapilan ¢alismada DXR ilavesinin
karacigerde MDA olusumuna sebep oldugu gosterilmistir. Dahas1 serum transaminazlar ve
bilirubin seviyelerinde artis oldugu bildirilmistir. DXR’nin NADPH-sitokrom P-450
Rediiktaz varliginda bir elektron kaybina ugradigi ve bunun sonucunda antioksidan enzim
(GPx, GR, SOD, KAT gibi) aktivitelerinde azalma ile MDA seviyesinde bir artis oldugu
bildirilmistir (Llesuy ve Arnaiz, 1990; Lee ve ark., 1991; Kalender ve ark., 2005). Tek doz
DXR ile uygulanan tedavi si¢an karacigerinde sitokrom P-450 rediiktaz aktivitesi ile GSH
diizeyini distirmiistir (Marchand ve Renton, 1981). DXR verilen ratlarin karacigerlerinde
asirt miktarda lipid peroksidasyon (Mohan ve ark., 2011), LDH enzim aktivitelerinde artis
oldugunu (Saad ve ark., 2001; Raskovi¢ ve ark., 2011) bildiren g¢aligmalar mevcuttur.
Kalender ve ark., (2005) tarafindan yapilan ¢alismada 6 hafta boyunca giinliik 5 mg kg™
dozunda verilen DXR’nin MDA seviyesi, SOD, GPx ve KAT enzim aktivitelerinde artisa
sebep oldugu bildirilmistir.

Yapilan caligmalar ile uyumlu olan tez ¢alismamizda DXR serbest radikal hasar
gostergelerinden MDA’y1 artirmis, enzimatik antioksidanlardan SOD, GPx, KAT ile non
enzimatik antioksidan olan GSH diizeyinde diismelere sebep olmustur. Ayrica karaciger
hasariin belirteclerinden olan serum AST, ALT, ALP seviyelerinde DXR kullanimina
bagli olarak artis meydana gelmistir.

CMN geleneksel olarak mutfak, boyama ve tibbi amagclar i¢in kullanilan Curcuma
longa (zerdegal) rizomlarindan izole edilir (Mohajeri ve ark., 2017). CMN’nin pek ¢ok
hayvan doku ve hiicrelerinde oksidatif strese karst koruyucu etkisi ile beraber ROS
tiretimini inhibe ettigi bildirilmistir (Cohly ve ark., 1998; Venkatesan, 1998). Bunun
disinda zerdegal ekstrakti olan CMN ve derivelerinin DXR kaynakli toksisiteyi
hafifletmede faydali oldugunu bildiren ¢aligmalar da mevcuttur (Somasundaram ve ark.,
2002; Notarbartolo ve ark., 2005; Dayton ve ark., 2011; Benzer ve ark. 2018a; Benzer ve
ark. 2018b).

CMN’nin cesitli hastaliklar {izerindeki yararh etkileri altinda yatan sebeplerden en
iyi bilineni birden fazla antioksidan aktiviteye sahip olmasi (Miquel ve ark., 2002), ROS
(Das KC ve Das CK, 2002; Ak, 2008) ve RNS (Brouet ve Ohshima, 1995; Kim ve ark.,
2003) olusumunu engellemesidir. CMN’nin glutatyon transferaz (Igbal ve ark., 2003),
hem-oksijenaz-1 (Motterlini ve ark., 2000) ve KAT (Igbal ve ark., 2003) gibi ¢esitli
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enzimatik antioksidanlari uyardig: bildirilmistir. Park ve ark., (2000) tarafindan sicanlarda
yapilan ¢alismada CCls kaynakli karaciger hasari iizerine CMN’nin Kkoruyucu etkisi
incelenmis ve CMN’nin karaciger hasarina bagli olarak artan AST ve ALT diizeylerini
diislirdligii tespit edilmistir.

CMN ve tiirevlerinin antioksidan kabiliyeti, ilaca bagl karaciger hasarlarina karsi
koruyucu mekanizmasi (Negi ve ark., 2008) seklinde gosterilmektedir. CMN giiclii bir
sitokrom P450 inhibitorii olarak (Thapliyal ve Maru, 2001), antioksidan enzimleri ve GSH
gibi nonenzimatik antioksidan bilesikler (Oetari ve ark., 1996) normalize edebilir.

Dogal ve giivenli bir antioksidan ajan olan CMN, 12 g giin?’e kadar giivenli, tolere
edilebilir ve nontoksik oldugu yapilan insan denemeleri ile bulunmustur (Gupta ve ark.,
2012; Lv ve ark., 2016; Vogel ve Pelletier, 1815). CMN’nin antioksidan, antiinflamatuar
ve anti timoral aktiviteleri tizerine ¢alismalar mevcuttur (Outomuro ve ark., 2007; Ganjali
ve ark., 2014; Lvve ark., 2016; Mirzaei ve ark., 2016; Momtazi ve Sahebkar, 2016;
Momtazi ve ark., 2016; Panahi ve ark., 2016a, 2016b, 2014; Sahebkar ve ark., 2016;
Mohajeri ve ark., 2017).

DXR’nin akut toksisitesi iizerine CMN’nin koruyucu etkisi onun lipid
peroksidasyona kars1 sahip oldugu antioksidan kapasitesi ile ilgilidir (Namdari ve
Eatemadi, 2017). CMN veya onun aktif metabolitlerinin 6nceden uygulanmasi DXR’den
kaynaklanan lipid peroksidleri, konjuge dienleri, siiperoksid anyonlarini ve TBARS artisini
onemli derecede azaltmistir (Venkatesan ve ark., 2000; Sadzuka ve ark., 2012; Sompar ve
ark., 2015). Bu iyilestirici etkiler enzimatik (GPx, SOD, KAT) ve non enzimatik (GSH)
antioksidanlarin diizeyleri (Venkatesan ve ark., 2000; Dabrowska ve ark., 2008) haricinde
ALT, AST gibi karaciger enzimleri ve doku hasarmin gostergesi olarak MDA
seviyelerindeki diizelmeler ile de kendini gostermistir (Swamy ve ark., 2012; Sheu ve ark.,
2015; Namdari ve Eatemadi, 2017). Lipid peroksidasyona karsi antioksidan aktivitedeki
artis serbest radikallerin temizlenmesi seklinde ortaya cikmistir ve bunun sonucunda
zincirleme lipid reaksiyonu baskilanmigtir (Sharma, 1976). Dahast CMN’nin GSH
tizerindeki paralel etkisi sonucu siilfidril seviyelerinde meydana gelen yiikselmeler
membran biitiinliiglinlin korunmasin1 ve OH: ile lipid peroksitlerin non enzimatik
detoksifikasyonuna yeteri kadar destek saglamistir (\Venkatesan ve ark., 2000).

Farelerde DXR kaynakli hepatotoksisite tizerinde farkli dozlarda irbesartanin
etkisinin arastirildig1 bir bagka ¢alismada, DXR ile tedavi edilen farelere serum ALT, AST

ve ALP diizeyleri kontrole oranla istatistiksel olarak anlamli bir artis gdstermis ve bu artist
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iyilestirme konusunda irbesartanin yiiksek dozlar1 daha etkili olmustur. Karaciger
dokusunda DXR’e bagl olarak KAT, GR aktiviteleri diismiis, MDA diizeyleri artmistir.
Aym sekilde irbesartanin yiiksek dozlart KAT ve GR aktivitesini artirrrken, MDA
seviyesini diigiirmiis fakat bu diisiisler ne serumdaki degerleri ne de karacigerdeki degerleri
kontrol seviyesine getirmeye yeterli olmamustir.

DXR kaynakli hepatotoksisiteden sorumlu ana mekanizmanin oksidatif stres oldugu
kabul edilmektedir (Mansouri ve ark., 2017). Mansouri ve arkdaslart DXR’nin normal
oksijen metabolizmasindaki dengeyi saglayan antioksidan savunma mekanizmasini
azaltarak veya ROS olusumunu artirarak oksidatif stresi uyardigini bildirmigtir. DXR’nin
kinon pargasina bir elektron ilavesi ile olusan semikinon, reaktif oksijen olusturmak iizere
molekiiler oksijeni indirger ve bu reaktif oksijen tiirleri DNA’y1 okside eder ve
hepatositlerde apoptosisi uyarir (Shivakumar, 2012).

Yapmis oldugumuz c¢aligmada, DXR kullanimina bagl olarak ratlarin karaciger
dokusunda MDA diizeyinde artig, enzimatik ve non enzimatik enzim aktivitesinde ise
azalmalar oldugu goriildii. Artan MDA ve azalan antioksidan enzim aktiviteleri {lizerine
CMN’nin olumlu etki yaptigi, ancak CMN’nin her iki dozunun da meydana gelen bu
degisimleri kontrol seviyesine getiremedigi goriildii.

Renksiz ve son derece toksik bir gaz olan NO: serbest radikal yapisinda olmasindan
dolayr yar1 omrii ¢ok kisa olup NO- lipofilik 6zelliktedir. Oksijensiz ortamda oldukga
stabildir ve suda erir (Moncada ve ark., 1989; Palmer ve Moncada, 1989). Diisiik
konsantrasyonlarda iken, ortamda oksijen varliginda bile stabilitesini koruyabilen NO
bilinen en diigiik molekiil agirlikli, reaktif (biyoaktif) memeli hiicresi sekresyon lriiniidiir
(Grisham, 1997). Diisiik konsantrasyonlarda iken NO: toksik degildir ve ¢ok Onemli
fizyolojik islevlerin gergeklesmesinde rol oynar.

Viicuda alinan toksik maddelerin metabolize edilememesi sonucu agiga c¢ikan
serbest radikaller karaciger hasarina neden olmaktadir (Stehbens, 2003). Bu sebeplerden
birisi olan DXR’nin de karaciger iizerinde toksik etkisinin oldugu bildirilmistir (Kalender
ve ark., 2005). CMN yangisel sitokinler, ROS ve Protein Kinaz C (PKC) tarafindan NF-kB
aktivasyonunu inhibe eder. NF-kB-aracili iNOS salinimi CMN tarafindan inhibe edilir
(Singh ve Aggarwal, 1995; Nanji ve ark., 2003). Calismamizda DXR sonucu artan NO:
diizeyinin CMN kullanimina bagh olarak azalmasi yukaridaki ifade ile aciklanabilir.

CMN’nin bobrek, testis, kalp, beyin yaninda, karaciger iizerinde de giiglii bir

antioksidan oldugunu belirten ¢alismalar bulunmaktadir. Bu ¢alismalarda meydana gelen
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oksidatif stresin ve doku hasarinin CMN tarafindan hafifletildigi bildirilmistir
(Thiyagarajan ve Sharma, 2004; Yousef ve ark., 2010; Ghosh ve ark., 2015;
Salahshoor ve ark., 2016).

Yagmurca ve ark., (2007) tarafindan yapilan ¢alismada tek doz (20 mg kg™) DXR
KAT ve SOD aktivitelerinde azalmaya, NO: seviyesinde artisa neden oldugu gortilmiistiir.
KAT ve SOD aktivitelerindeki azalmanin Oz~ ile NO-~’nun peroksinitrit radikalini
olusturmasindan kaynaklanabilecegi ve olusan bu peroksinitrit radikalinin de MDA
artistyla sonuglanan doku hasarina yol agabilecegi sOylenmistir. Calismamizda tek doz
uygulanan DXR’nin NO- seviyesinde artisa neden olmasi yukaridaki ¢aligma ile uyum
gostermektedir.

Aspartat aminotransferaz (AST) ve alanin aminotransferaz (ALT) gibi karaciger
enzimleri, klinik laboratuvardaki karaciger hastaliklarinin tanisinda rutin olarak
Olgiilmektedir. Ancak bu enzimler karacigere 6zgii degildir, ¢iinkii bu enzimler hem
karaciger hem de karaciger dis1 dokular arasinda yaygin olarak dagilmistir. Arginaz, L-
argininini L-ornitin ve {ire'ye hidrolize eden bir iire dongiisii enzimidir. L-arginin ayni
zamanda nitrik oksit sentaz (NOS) tarafindan L-sitriilin ve NO-’e doniistiiriiliir. Arginaz
karacigerde bol miktarda bulunur, bir dereceye kadar eritrositlerde ve ince bagirsaklarda ve
nadiren bébrek ve beyinde de bulunur. Insan arginazinin neredeyse sadece karacigerde
mevcut olmasi nedeniyle, dolagimdaki karaciger tipi arginazin, karaciger hasari i¢in daha
spesifik bir belirteg olarak hizmet etmesi beklenir. Arginaz enzimi hepatoseliiler hasarin
mitkemmel bir gostergesidir ve ayn1 zamanda, karaciger fonksiyon testlerinden daha iyi bir
sekilde prognostik tan1 gostergedir (Ikemoto ve ark., 2001).

Ure disinda arginaz, prolin, glutamat ve poliaminler i¢in bir ana bilesik olan
ornitinin biyosentezinde yer alir. Birgok 6nemli biyokimyasal yola dahil oldugundan
dolayr arginaz cesitli patolojik siireglerin gelisiminde anahtar rol oynayabilir
(Chrzanowska ve ark., 2009).

NO, karaciger parankimal ve nonparankimal hiicreler tarafindan {iretilen yiiksek
diizeyde reaktif bir oksidan ve bir¢ok fizyolojik ve patofizyolojik olayda onemli bir
regiilatér ve mediyatdrdiir. NO-'in karaciger hasar1 ya direkt NO-'in sitotoksisitesinden ya
da stiperoksid ile reaksiyona girerek olusturdugu peroksinitritten kaynaklanabilir (Sesti ve
ark., 2005). Arginaz enzimi, L-ornitin ve ire iretmek igin L-arginin hidrolize eder.
Herhangi bir karaciger hasar ile arginaz, kan dolasimina salinir ve ornitin iiretimini

arttirirken arginini tiikketir. Son zamanlardaki calismalarin arginaz aktivitesinin, hiicre ig¢i
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arjininin mevcudiyetini sinirlandirarak NO: liretimini azaltabildigi 6ne siiriilmiistiir. Ayrica,
artan arginaz aktivitesinin, makrofajlarda NO- iiretimini, argininin azaltilmasi yoluyla
rekabet¢i inhibisyon ile azalttig1 gosterilmistir (Chang ve ark., 1998; Erbas ve ark., 2004).

Son yillarda yapilan ¢alismalar, NO' 'nun bir antioksidan olarak islev gorebilecegini
ve daha az toksik tiir iiretmek igin sliperoksit anyonu ve diger radikallerle etkilesime
girebilecegini gostermektedir. Aksine, diger kanitlar NO-nun, daha toksik tiirler
olusturmak i¢in reaktif oksijen ara maddeleri ile etkilesime girebilecegini
diisiindiirmektedir. Endojen NO- ila¢ hepatotoksisitesinde hepatoprotektif bir rol oynar.
NO-~nun bu etkisi, daha az toksik tiir iretmek icin sliperoksit anyonu ve diger radikallerle
etkilesime girme kabiliyetine baglanabilir (Muriel, 1998). Ozcelik ve ark., (2014)
tarafindan yapilan calismada, asetaminofen grubunda NO diizeylerinin saglikli kontrollere
gore daha diisiik oldugu bulunmustur. Ancak, bu diisiisiin faydali m1 yoksa zarar verici mi
oldugu hala tartismalidir. Calismanin sonuglar1 arginazin NO: iiretimini azaltabildigini
gostermektedir. Aktif makrofajlarda NO- iiretimine yonelik ¢alismalar, hem NO:- sentez
yolunun hem de arginaz yolunun, L-arjininin hiicre dis1 tedarigine bagl oldugunu ve L-
argininin% 90'min arginaz tarafindan tiiketildigini ve L-argininin% 10’unun NO- sentez
yolunda tiiketildigini géstermistir. Bu goriis, arginazin asetaminofen grubunda daha yiiksek
bir aktiviteye sahip oldugunu ve NO- seviyelerinin azaldigini gosteren veriler tarafindan
desteklenmektedir. Bu nedenle, arginazin NO- {iretiminin modiilasyonunda 6nemli bir rol
oynayabilecegini diisiinmektedirler (Chang ve ark., 1998).

Calismamizda DXR uygulamasi NO' diizeyini artirmis olmas1 Yagmurca ve ark.,
(2007) tarafindan yapilan ¢aligmayla uyum gostermistir. Ancak DXR grubunda arginaz
aktivitesi azalmistir. Ozcelik ve ark., tarafindan yapilan calismada asetaminofen
uygulamasi arginaz aktivitesini diislirmiistiir. Caligmamizda arginaz aktivitesinin diismesi
ve NO’in artmasi, argininin NO {iretiminde kullanilmis oldugu seklinde yorumlanabilir.
Baz1 galigsmalar serbest radikal hasarini korumada NO-in peroksinitrit olusturmak iizere
siiperoksid radikali ile birlestigini bildirmislerdir. Calismamizda DXR’nin meydana
getirdigi siiperoksid radikallerini bertaraf etmek i¢in NO- seviyesinin artmis olabilecegi
ihtimaller arasinda diistiniilebilinir. NO- ile arginaz arasindaki bu yarigmayi tam olarak
acikliga kavusturabilmek i¢in daha detayli ¢alismalara ihtiya¢ vardir.

Yaptigimiz ¢alismada DXR uygulanan ratlarin karacigerlerinde hepatositlerde
nekrotik degisiklikler ve hidropik dejenerasyon ile mononiikleer hiicre infiltrasyonlari

goriildii. Yagmurca ve ark., (2007) tarafindan yapilan ¢alismada DXR’nin hepatositlerde
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nekrotik, dejeneratif degisiklikler ile yangisal hiicre infiltrasyonlarina sebep oldugu, Saad
ve ark., (2001) tarafindan yapilan ¢aligmada hepatositlerde nekrozun yaninda atipi, mitotik
figlire yangisal hiicre infiltrasyonlarmin gortldigi, Kalender ve ark., (2005)’nin yapmis
oldugu c¢alismada ise hepatositlerde piknoz ve hepatositler arasinda dilatasyona
rastlandigi, Ayla ve ark., (2009)’nin yaptiklari bir diger caligmada ise hepatositlerde
dejenerasyon, yangisal hiicre infiltrasyonlar1 ve dilatasyonlar goriildiigli ifade edilmistir.

Rashid ve ark., (2013) tarafindan yapilan ¢alismada DXR ile tedavi edilen ratlarda
histopatolojik olarak vaskiiler tikaniklik, siniizoidal dilatasyon, mononiikleer hiicre
infiltrasyonu ve hepatosit dejenerasyonu oldugu bildirilmig, DXR’nin sebep oldugu serbest
radikal tretimi sonucu antioksidan savunma sisteminin tilkenmesine bagli olarak
hepatotoksisite gelisebilecegi goriisii ileri siiriilmiistir. Zhao ve arkadaslart (2012)
tarafindan DXR kaynakli karaciger hasari tizerine dogal bir alkaloid olan berberinin
etkisinin arastirildigi ¢alismada, histopatolojik olarak DXR’nin vaskiiler konjestion,
yangisel hiicre infiltrasyonu, hepatoselliiler dejenerasyon, nekroz ve fibrozise sebep oldugu
ve bu histopatolojik degisimler iizerine berberinin semptomlari hafifletici etkisi oldugu
bulunmustur.

Calismamizda DXR’nin sebep oldugu histopatolojik degisimlerin yiiksek doz CMN
uygulamasi ile (DXR+CMN 200) hafiflemeye basladigi tespit edilmis ve bulgularimizin

onceki ¢aligmalarla uyumlu oldugu goriilmiistiir.
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4. SONUC VE ONERILER

Yapilan ¢alismada, DXR ile karaciger hasari olusturulan ratlarda, curcuminin

antioksidan etkileri arastirildi. Calismada elde edilen sonuglar kisaca asagida belirtilmistir.

1.

Calisma sonucunda DXR uygulanan ratlarda karaciger hasarinin gostergesi olarak
serum AST, ALT diizeyleri artti. Ayrica serum ALP diizeyi de DXR kullanimina
bagli olarak artis gosterdi. Serbest radikal hasarinin gostergesi olarak karaciger
dokusunda MDA diizeyinde artis ile enzimatik ve non enzimatik antioksidanlarda
azalma gozlendi.

DXR kaynakli hasari gidermek icin verilen CMN dozlarmin (100 ve 200 mg kg™)
MDA seviyesinde azalmaya, KAT, SOD, GPx aktivitelerinde ve GSH seviyelerinde
artisa neden oldugu, bdylece CMN’nin antioksidan 6zellik gosterdigi belirlendi.
DXR kullanimina bagli olarak NO- diizeyinde artig, arginaz enzim aktivitesinde ise
bir azalma gozlendi. CMN kullanimina bagli olarak NO' diizeyinde azalma, arginaz
aktivitesindeki artty CMN’nin hasara bagli degisiklikleri diizeltmede basarili oldugu
gortldi.

CMN’nin kemoterapdtide etkin olan fakat yan etkisi fazla olan DXR’nin meydana

getirdigi hasarlar1 onarmada faydali olabilecegi kanaatine varildi.
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