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ONSOZ

Karaciger, toksik maddelere ve cesitli ilaglara ¢ok sik maruz kalan bir organdir.
Karacigerde hasar dahil cesitli patolojik tablolara yol acan 600’den fazla kimyasal
molekiilden biri de karbontetrakloriirdiir. ~ Karbontetrakloriir ~ karacigere lipit
peroksidasyonu ile zarar vermektedir. Olusan serbest radikaller hiicre membranlarindaki
fosfolipidlerde bulunan yag asitlerinin peroksidasyonuna yol agarak hiicre harabiyetine yol

acarlar.

Oksidanlarin agir1 liretimi veya antioksidanlarin azalis1 sonucu olusan dengesizlik,
anormal oksidan iiretimine yol acar, boylelikle “oksidatif stres” olusur. Oksidatif streste, in
vivo lretilen reaktif oksijen tiirleri (ROS), niikleik asitlerin proteinlerin ve lipitlerin
oksidatif hasarina neden olur. DNA’da tiim piirin ve pirimidin bazlar1 arasinda guanin
oksidasyona daha c¢ok yatkindir. Bu nedenle 8-hidroksi-2-deoksiguanozin DNA’daki

oksidatif hasarm 6nemli bir gostergesi olarak kabul edilmektedir.

Organizmanin ihtiya¢ duymadigi, biyolojik gorevini tamamlamis veya hasarl
hiicreler apoptozis ile genetik olarak kontrol edilerek ortadan kaldirilir. Apoptotik hiicrenin
kromatini niikleus membraninin ¢evresinde toplanir ve yogunlasir. Apoptozisin en 6nemli
0zgiin yonii DNA’nin interniikleozomal bolgelerden parcalanmasidir. Son yillarda yapilan
caligmalarda histon asetilasyonun apoptosis ile ilgili olabilecegine dair bulgular elde

edilmistir.

Histon asetil transferaz kompleksleri, transkripsiyon aktivasyonu, gen sessizligi,
DNA tamiri ve hiicre siklusunun devamliligi gibi bir¢cok olayda yer almaktadir. Histon
deasetilasyonu kapali kromatin durumuna ve transkipsiyonu baskilamaya katkida bulunur.
Normal hiicrelerde histon asetilaz (HAT) ve histon deasetilaz (HDAC) enzim aktiviteleri

arasinda korunan bir denge vardir.

Arastirmamizda HAT ve HDAC enzim aktiviteleri tayin edilerek, bu enzimlerin

aktiviteleri iizerine (dolayli olarak tanskripsiyon iizerine) oksidatif stresin olasi etkisi, gen



transkripsiyonu ile kontrol edilen apoptosis ve histon asetilasyonu arasindaki iliski

arastirilmistir.

Karacigerde serbest radikal olusturmak icin CCly toksitite modeli uygulanmustir.
Olusan oksidatif stresin DNA’da olusturabilecegi hasarin ve DNA kirilmalarinin, histon
asetilasyonu ile ilgisinin belirlenmesi amaclanmistir. Onemli bir antioksidan olan N Asetil

sisteinin DN'A’daki hasar iizerine koruyucu rolii incelenmistir.

Arastirma, “Deneysel Karaciger Intoksikasyonunda DNA Hasarinmn Belirlenmesi
ve N Asetil Sisteinin Rolii” isimli ve 1100500 kodlu proje olarak, TUBITAK tarafindan

desteklenerek gerceklestirilmistir.
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1. GIRIS

Karaciger, anatomik lokalizasyonu, fizyolojik ve biyokimyasal rolii nedeni ile
toksik maddelere ve cesitli ilaclara cok sik maruz kalan bir organdir. Karacigerde hasar
dahil cesitli patolojik tablolara yol agan 600’den fazla kimyasal molekiilden biri de
karbontetrakloriirdiir. Bu hasarin degisik sekillerinin, oksidatif stres ve bunu takiben ortaya

cikan serbest radikallerle olustugu bilinmektedir (Robbins ve ark 2000).

Toksik oksi ve hidroksi radikallerinin lipit peroksidasyonu ve baska yollarla
hepatosit membranlarini hasarlayabilecekleri in vivo/in vitro ¢aligmalarda gosterilmistir.
Karbontetrakloriir karacigere lipit peroksidasyonu ile zarar vermektedir. Metabolizma
esnasinda Oncelikle stabil olmayan baslangic metaboliti triklorometil (CCl3) serbest
radikali olustuktan sonra lipidler ve proteinler ile kovalent baglar olusturarak hizla
triklormetil peroksite (Clz COO-) veya hidrojen atomlarin1 kaybetmis olan kloroform
formuna doniisiir. Daha sonra sekonder olarak olusan konjuge dien, lipit hidroperoksit ve
malondialdehit gibi yapilar ile kisa zincirli karbonhidratlar olusur. Olusan bu serbest
radikaller  hiicre = membranlarindaki  fosfolipidlerde  bulunan yag  asitlerinin
peroksidasyonuna yol agarak hiicre harabiyetine yol agarlar (Slater 1982, Recknagel 1989).
Yapilmis olan bir¢cok calismada karaciger hastaliklarinda oksidatif stres ve buna bagh
olarak ortaya c¢ikan karaciger hasari ile fibrozis arasinda iliski oldugu gosterilmistir

(Shimiziu 2001, Shimiziu 2003).

Serbest radikallerin fazlaligi, hiicrelere hatta bunlarin DNA’sma bile zarar veren
kimyasal zincir reaksiyonlarini baglatabilmekte ve kanser olusturacak bir dizi olaya neden
olabilmektedir. Normal sartlarda hiicrelerde oksidantlar ve antioksidanlar arasinda korunan
bir denge vardir. Fakat oksidantlarin asir1 iiretimi veya antioksidanlarin azalis1 sonucu
olusan dengesizlik, anormal oksidant iiretimine yol agar, boylelikle “oksidatif stres” olusur.
Oksidatif streste, in vivo lretilen ROS’lar, niikleik asitlerin proteinlerin ve lipitlerin
oksidatif hasarina neden olur. DNA’da tiim piirin ve pirimidin bazlar1 arasinda guanin
oksidasyona daha c¢ok yatkindir. Bu nedenle ROS’un baslica hedefi DNA
modifikasyonudur (Giimiis ve Yurtsever 2007, Tiir ve Sozbilir 2008). Oksidasyonda bir



OH radikali, guanin molekiiliiniin 8. pozisyonuna eklenir ve oksidasyonla degisiklige
ugratilmis DNA’nin serbest radikal lezyonlarindan biri olan 8-OHdG (8-0x0-dG; 8-
hidroksi-2'-deoksiguanozin) olusur (Altuntas 2007).

Apoptozis (programlanmis hiicre 6liimii), hiicre intihar1 olarak da bilinen fizyolojik
bir olaydir. Embriyolojik gelisim ve eriskin dokunun yasaminin siirdiiriilmesinde anahtar
rol oynar. Organizmanin ihtiya¢ duymadigi, biyolojik gorevini tamamlamig veya hasarl
hiicreler apoptozis ile genetik olarak kontrol edilerek ortadan kaldirilir. Apoptotik hiicrenin
kromatini niikleus membraninin ¢evresinde toplanir ve yogunlasir. Apoptozisin en 6nemli
0zgiin yoni DNA’nin interniikleozomal bdlgelerden parcalanmasidir (Aksit ve Bildik
2008). Son yillarda yapilan caligmalarda histon asetilasyonun apoptosis ile ilgili
olabilecegine dair bulgular elde edilmistir (Kang ve ark 2004). Her ne kadar histon
asetilasyonu Onceki c¢aligmalar da yalnizca transkripsiyon aktivasyonuna baglanmissa da,
son arastirmalar ¢cok daha genis ve bir¢cok fonksiyona sahip oldugunu isaret etmektedir.
Histon asetil transferaz kompleksleri, transkripsiyon aktivasyonu, gen sessizligi, DNA
tamiri ve hiicre siklusunun devamliligi gibi bircok proseste yer almaktadir. Histon
asetilasyonu, kromatinin acilmasiyla transkripsiyon ic¢in uygun ortamim sekillenmesine
istirak eder ve transkripsiyon faktorlerinin DNA’ya ulagsmasina izin verir, buna karsilik
histon deasetilasyonu kapali kromatin durumuna ve transkipsiyonu baskilamaya katkida
bulunur. Normal hiicrelerde histon asetilaz (HAT) ve histon deasetilaz (HDAC) enzim

aktiviteleri arasinda korunan bir denge vardir (Rahman ve ark 2004) .

Arastirmamizda HAT ve HDAC enzim aktiviteleri tayin edilerek, bu enzimlerin
aktiviteleri iizerine (dolayli olarak tanskripsiyon iizerine) oksidatif stresin olasi etkisi, gen
transkripsiyonu ile kontrol edilen apoptosis ile histon asetilasyonu arasinda bir iligkisinin
olup olmadig1 arastirilmigtir. Son donemlerde histon asetilasyonu ile ilgili c¢esitli
hastaliklarda yapilmis bircok calisma olmasma ragmen DNA’daki oksidatif hasar ve

apoptosisin birlikte degerlendirildigi arastirmaya rastlanmamustir.

Karacigerde serbest radikal olusturmak i¢in CCly toksitite modeli uygulanmustir.
Olusan oksidatif stresin DNA’da olusturabilecegi hasarin ve DNA kirilmalarinin, histon
asetilasyonu ile ilgisinin belirlenmesi amacglanmistir. Ayni zamanda, en Onemli
intraselliiler antioksidanlardan olan GSH’in ©Onciil maddesi olarak kullanilan N Asetil

sisteinin DN'A’daki hasar iizerine koruyucu rolii arastirilmistir.



1. 1. Karaciger
1. 1. 1. Karacigerin Ozellikleri ve Fonksiyonlari

Karaciger, sindirim kanalindan emilen besinlerin islendigi ve viicudun diger
boliimleri tarafindan kullanilmasi icin depolandigi bir organdir. Karaciger, deri disinda,
viicudun en biiyiik organ1 ve bezidir. Diyaframin altinda karin boslugunda yerlesmistir.
Karacigere gelen kanin %70-80 nini portal ven, %10-20’sini hepatik arter karsilar. Ince
barsaklardan emilen maddelerin ¢ogu portal ven yoluyla karacigere ulasir, sadece

kompleks lipidler lenfatik yolla taginir (Junqueira ve ark 1992).

Pek ¢ok onemli fonksiyonu bulunmakla birlikte temel gorevleri soyle siralanabilir;
sekresyon, ekskresyon, depo, fagositoz, detoksikasyon, konjugasyon, esterlestirme,
metabolizma ve hemopoezdir (Guyton 1991). Karaciger tiim bu gorevleri karaciger
parankimini olusturan epitel hiicreleri aracilifiyla gerceklestirir. Karaciger parankiminde
cesitli nedenlerle dejenerasyon olusurken ayni zamanda rejenerasyon da olusur. Ancak
organa gelen hasar siirekli olur ve tekrarlanirsa hiicre yenilenmesinden daha fazla oranda
bag dokusu artisi meydana gelir. Bag dokusundaki bu artis karaciger yapisindaki
bozuklukla sonuglanir ve siroz olarak isimlendirilir. Karaciger parankiminin tahrip olmasi
ve bunun yerine yag dokunun gelismesi, fonksiyonel karaciger hiicreleri yaninda vaskiiler
ve safra kanallar1 sistemlerini de bozar (Jungueira ve ark 1992). Karacigerde siroza; toksik
maddeler (karbon tetrakloriir, alkol, fosfor, kloroform, manganez, arsenik, komiir katrant),
enfeksiyonlar ve parazit larvalari, karacigerde alyuvar yikimi sonucunda asir1 diizeyde
hemosiderin birikimi gibi faktorler neden olmaktadir (Ariosto ve ark 1989, Doi ve ark
1991, Fischer-Nielsen ve ark 1991).

Yukarida da belirtildigi gibi karacigerin ¢ok degisik fonksiyonlar1 bulunmaktadir.
Bununla beraber cogu kez karacigerin bu fonksiyonlar1 birbirleriyle iliskilidir. Karaciger
epitel hiicrelerinin dejenerasyonu sonucunda bu gorevlerin biiyiik bir kisminda aksamalar
meydana gelmekte bu da kendisini klinik semptomlarla gostermektedir. Karbontetrakloriir
ile deneysel olarak olusturulan intoksikasyondan ve sirozdan pek cok organ (karaciger,
dalak, pankreas, timus, lenf diiglimleri, akcigerler, kalp) (Guyton 1991) ile sistem
dogrudan veya dolayl bir sekilde etkilenmektedir. Bu sistemlerin basinda ise kan - dolasim

sistemi, solunum sistemi, bosaltim sistemi, sinir sistemi gelmektedir (Cinar ve ark 1999).



Karaciger hiicresi viicudun cok yonlii bir hiicresidir. Hem endokrin hem de
ekzokrin fonksiyonu olan bu hiicreler, bazi maddelerin sentezini yapar ve depolar,

bazilarmi detoksifiye eder ve bazilarini da tasir (Cetinkaya 2009).

Safra iiretimi, kan bilesenlerinin alinip, donistiiriiliip safra kanalikiilleri igine
salgilanmasi nedeni ile bir anlamda ekzokrin fonksiyondur. Safra; su ve elektrolitlere ek
olarak birka¢ esansiyel komponente de sahiptir. Bunlar, safra asitleri, fosfolipitler,
kolesterol ve bilirubindir. Safra asitleri, lipazla sindirimi ve daha sonraki absorpsiyonu
kolaylastirmak icin sindirim sistemindeki lipidleri emiilsiyon haline getirmede onemli bir
fonksiyona sahiptir. Safra fosfolipidleri ile birlikte safra asitleri, kolesterolii ¢oziilebilir

hale getirir ve viicuttan atilmasini kolaylastirir (Arii ve ark 1990, Cetinkaya 2009).

Lipidler ve karbonhidratlar, trigliserid ve glikojen halinde depolanir. Metabolitleri
depolama kapasitesi, viicudun Ogiinler arasindaki enerji gereksinimini karsiladig icin
onemlidir. Karaciger vitaminler i¢in biiyilk bir depo gorevi yapmaktadir. Hepatosit;
lipidleri ve aminoasitleri glukoneogenezis ad1 verilen kompleks enzimatik bir olayla glikoz
haline doniistiiriir. Urenin meydana gelmesiyle sonuclanan aminoasit deaminasyonun da
asil yeridir. Bu bilesik kan yoluyla bobreklere taginir ve bu organ yoluyla viicut disma atilir

(Cetinkaya 2009, Cabre ve ark 2000).

Cesitli ilaclar ve maddeler, oksidasyon, metilasyon ve konjugasyonla metabolize
edilebilir. Bu isleme katilan enzimler baglica graniilsiiz endoplazmik retikulumda bulunur.
Glukuronik asidi bilirubine baglayict bir enzim olan glukuronil transferaz, steroidler,
barbitiiratlar, antihistaminikler ve antikonviilzanlar gibi c¢ok sayida ilacin da
konjugasyonunu saglar. Bu nedenle ilaglarla olusan hasarlarin ana hedefidir. Karaciger
hasarina yol acan ve hemen hemen her tiir karaciger hastalig1 tablosuyla sonuclanabilen

600’den fazla farkl ilag vardir (Demirdag ve ark 2004, Cetinkaya 2009).

1. 1. 2. Karaciger Enzimleri

Karaciger fonksiyon testi olarak bilinen bir¢ok enzim 6l¢timii gercekte karacigerin
fonksiyonunu gostermemekte, fakat karacigerdeki hiicre harabiyeti veya kolestaz hakkinda
bilgi vermektedir. Karaciger fonksiyon testi yiiksekligi dendiginde etiyolojiye yonelik

olanlar ve karaciger fonksiyonel rezervini gosteren testler disindaki, karaciger hiicre



harabiyetini (AST, ALT) veya kolestazi (Alkalin fosfataz ve GGT) gosteren testler
anlagilmaktadir. Karacigerdeki akut veya kronik hasarlar bu enzimlerin serum diizeylerinde

yiikselmeye yol acar (Roderick 2004).

Karaciger enzimlerinden aminotransferazlar normalde hiicre i¢i enzimlerdir.
Plazmadaki yiiksek aminotransferaz diizeyleri bu enzimlerden zengin hiicre hasarmi
gosterir. Ornegin fiziksel bir travma veya bir hastalik durumu hiicre yikimina neden olur ve
bu durum hiicre i¢i enzimlerin kana karigmasina yol acar. Aminotransferazlardan ikisinin,
onemli tamisal degeri vardiwr. Bunlar AST ve ALT’dir. Hemen hemen tiim karaciger
hastaliklarinda, plazma AST ve ALT diizeylerinde yiikseklik gozlenir. Onemli viral hepatit
ve uzamig dolagim kollapsi gibi ileri hiicre nekrozuna neden olan durumlarda daha belirgin
diizeylerde yiikselme meydana gelir. Aminotransferazlar miyokard infarktiisii ve kas hasar1

gibi karaciger dis1 hastaliklarda da yiikselebilir (Soyak 2006).

Alanin aminotransferaz (ALT); karaciger, kas ve beyinde yiiksek konsantrasyonda
bulunur. Glutamik asitten bir amino gurubunu, piriivik asite transfer eder ve alanin amino

asiti olusurken yine alfa keto glutarik asit ortaya ¢ikar (Murray ve ark 1993).

Aspartat aminotransferaz (AST); bir amino asitin alfa amino gurubunun bir alfa
keto asite transferi ile yeni bir alfa keto asidi ve yeni bir alfa amino asiti meydana getiren
reaksiyonu katalizler. Reaksiyona katilan maddelerden her ikisi Once bir ara madde
meydana getirirler. Bu ara madde bir hidrolitik olarak yeni bir amino asite ve yeni bir keto
asite pargalanir. Pridoksal fosfat koenzim olarak gorev yapmaktadir ve amino gruplari icin
bir ara tasiyici olarak hizmet eder. Normal olarak en cok kalp kasi, iskelet kasi, beyin,
karaciger ve bobrekte bulunur. Fakat bunlardan kalp, kas ve karaciger hiicresindeki siddetli
travma ve nekrozlu durumlarda kisa bir zamanda serumdaki miktar1 siddetle artar. ALT

karacigerin akut hiicre zedelenmesinde AST ye gore daha spesifiktir (Ertekin 1996).

1. 2. Karbon tetrakloriir (CCly)

Karbon tetrakloriir (CCly) renksiz, berrak, ucucu bir sividir. Onceleri kuru
temizleme, yangin sondiirme, tahil dezenfeksiyonu ve boceklerle miicadelede yararlanilan
bu kimyasal bilesik; giiniimiizde petrol iiriinleri, ¢esitli yaglar, vernik, cila, recine ¢oziiciisii

ve organik bilesiklerin imalatinda kullanilmaktadir. Cevreden insan viicuduna giinlitkk



ortalama 0,1 pg CCly girisi oldugu tahmin edilmektedir. Birlesik Devletler Cevre Koruma
Dairesi (EPA) hayvan deneylerinden elde edilen sonuclara dayanarak, CCly’li insan i¢in

olas1 kanserojen (grup B2) sinifina dahil etmistir (Thrall ve ark 2000).

Karbon tetrakloriir deneysel karaciger harabiyeti olusturmak i¢in yaygim kullanilan

peroksidant aktivitesi bilinen bir maddedir (Giiven ve ark 2003).

Karbon tetrakloriir, temizlik maddelerinin ve solventlerinin yapiminda, tahillarin
ilaclanmasinda ve kloroflorokarbonlarin sentezinde ara iiriin olarak yaygin bir sekilde
kullanilmasima ragmen toksisitesinin kesfedilmesi ve florokarbon kullaniminin azalmasiyla
tiretimi 1974’ten bu yana azalmistir. CCly’lin havadaki miktar1 genellikle cok az olmasina
ragmen bazi sehirlerde nispeten yiiksek konsantrasyonlarda bulunurlar. Yiyeceklerde
siklikla tolere edilebilir seviyede, icme sularinda ise diisiik seviyede saptanmstir. CCl,’den

en fazla etkilenen organlar karaciger ve bobreklerdir (Sert ve Altmsaat 2008).

Karbon tetrakloriir Veteriner hekimlikte ise, helmintlere kars1 paraziter miicadelede
uygulanmaktadir (Adams 1995, Kaneko ve ark 2000). ila¢ agizdan verildikten sonra
sindirim kanalindan yavas ve sinirlt dlciide emilir. Dolasima gectikten sonra, viicudu
akciger, bobrek ve ozellikle safrayla terk eder (Kaya ve ark 2000). CCly, yiiksek dozlarda
kullanildiginda karacigerde birikerek harabiyete ve hatta siroza neden olabilir (Murakami

ve ark 1998, Cmar ve ark 1999, Shimizu ve ark 2001).

Normal sartlarda i¢ ve dis kaynakl bircok stres faktorii hiicresel dengeyi siirekli
degistirmektedir. Bu stresorlere karst korunmada, hiicrenin kendi gelistirdigi serbest
radikal zincir reaksiyonlarini inhibe eden ve antioksidanlar olarak tanimlanan bazi
bilesikler rol oynamaktadir. Karbon tetrakloriiriin metabolizmas1 sonucu ortaya cikan
serbest radikaller organizmalar {izerinde olumsuz etkiler olusturmaktadiwr. Karaciger
hiicrelerinin endoplazmik retikuluma yerlesmis olan monooksigenazlar tarafindan
(CCly)’den bir klor atomu ayrilarak dayaniksiz bir radikal olusur. Bu serbest radikal,
doymamis yag asitlerinde ¢ok sayida bulunan metil gruplarindan bir hidrojen atomu
koparir ve onunla birlesir. Bu reaksiyon sonucu bir taraftan kloroform olusurken, diger
taraftan da yag asidi esterlerinin bir serbest radikali ortaya c¢ikar. Serbest radikallerin
olusumu hiicredeki antioksidan savunma sistemlerini agarsa membrandaki yag asitleri
serbest radikallerle reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinlerini olusturur (Ustiindag ve ark

2005).



Karbon tetrakloriir ile olusan hepatotoksisitenin seyri bir dereceye kadar
dokulardaki parsiyel oksijen basinciyla iligkilidir. Diisiik basincta kovalent metabolit
baglanmasi ile triklorometil (CCls) ve dikloroetan (CHCl,) radikalleri meydana gelir.
Bunun sonucunda siklikla lipit metabolizmasi etkilenir (sentezde artis, hepatosit disina
transportta azalma) ve steatozis (yagh karaciger) gelisir. Oksijen basincinda ise CCl3-OO
radikali olusur, bu da hiicrede steatozdan apopitoza kadar olan degisikliklere neden olur

(Boll ve ark 2001).

1. 3. Serbest Radikal

Serbest radikal bir ya da daha ¢ok sayida eslesmemis elektron iceren atom veya
atom gruplarina denir. Bu maddeler bir tepkimeye olduk¢a yatkin hatta saldirgan olarak
tarif edilirler. Cok etkin, yliksek enerjili, kisa Omiirlii ve izole edilemeyen ara iiriinlerdir.
Diger bir tanimlama ile serbest radikaller; yapilarinda tek sayida elektron iceren, agik
elektron kabugu konfigiirasyonuna sahip atom veya molekiillerdir. Radikal ve serbest
radikal terimleri siklikla birbirlerinin yerine kullanilmakla beraber, radikal terimi, serbest
radikalin su molekiiller1 tarafindan tutulmus bagli formunu ifade etmek igin
kullanilmaktadir. Tarihsel olarak ise ‘“Radikal” terimi, reaksiyon sirasinda degismeden

kalan atom gruplarini tanimlamaktadir (Staroverov ve Davidson 2000).

Biyolojik serbest radikaller olduk¢a dayaniksiz ve aym zamanda reaktif molekiiller
olup, elektronlar1 hiicredeki diger molekiillerle etkilesime girerek oksidatif stres (hasar)
meydana getirirler. Serbest radikaller normal hiicresel metabolizma sirasinda olusabildigi
gibi, cesitli dis etkenler araciligr ile de meydana gelebilir. Oksidatif stres, organizmadaki
prooksidan ve antioksidan dengenin bozulmasi olarak tanimlanmaktadir. Radikaller;
lipitler, proteinler ve niikleik asitler gibi temel hiicresel bilesenlerde hasara yol agabilme
ozelligine sahiptir. Olusan bu hasarin kanser, ateroskleroz, amiloidoz, yasa baglh bagisiklik
yetersizligi ve hipertansiyon gibi ¢esitli hastaliklar ile iligkili oldugu ve biyolojik yaslanma

siirecinde rol oynadig: bilinmektedir (Kopani ve ark 2006).



1. 3. 1. Serbest Radikallerin Olusumu
Serbest radikaller 3 yolla meydana gelirler (Akkus 1995).

1. Kovalent bagl bir molekiiliin her bir parcasinda ortak elektronlardan birisinin kalarak

homolitik boliinmesi sonucu meydana gelirler.
X Y-X: +Y-

2. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi veya bir molekiiliin heterolitik
boliinmesi ile meydana gelebilirler. Heterolitik boliinmede kovalent bagi olusturan her iki

elektron atomlarin birinde kalir. Boylece serbest radikal degil iyonlar meydana gelir.
X:Y-X: +Y "

3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile meydana gelirler.

A+e—A-

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transportu sonucu
meydana gelirler. Serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif yiiklii veya elektriksel olarak
olarak notral olabilirler. Organik veya inorganik molekiiller seklinde olabilirler (Akkus
1995).

1. 3. 2. Serbest Oksijen Radikalleri ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller, oksijenden olusan
radikallerdir. Serbest oksijen radikali biyokimyasinda anahtar rolii oynayan maddeler
oksijenin kendisi, siiperoksid, hidrojen peroksit, gecis metallerinin iyonlart ve hidroksil
radikalidir. Bunlardan ilk dordiiniin cesitli reaksiyonlar1 ile sonuncusu meydana gelir

(Akkus 1995).

Oksijenin elektronlar1 o sekilde dagilmislardir ki bu elektronlardan iki tanesi
eslesmemistir. Bu ylizden oksijen bazen bir “diradikal” olarak da degerlendirilir. Oksijenin
bu 6zelligi onu diger serbest radikallerle kolayca reaksiyona girmesini saglar. Radikal

olmayan maddelerle ise daha yavas reaksiyona girer. Oksijen en son suya indirgenir. Bu



arada, kismi rediiksiyonla cok sayida yiiksek derecede reaktif iiriinler de olusabilirler

(Akkus 1995).

Siiperoksit radikali; Hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak
indirgenmesi sonucu, serbest siiperoksit radikal anyonu (O,") meydana gelir. Siiperoksit,
bir serbest radikal olmakla birlikte kendisi direk olarak fazla zarar vermez. Asil 6nemi,
hidrojen peroksit kaynagi olmas: ve gecis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir.
Siiperoksidin, fizyolojik bir serbest radikal olan nitrik oksit ile birlesmesi sonucu reaktif bir

oksijen tiirevi olan peroksinitrit meydana gelir (Giimriik¢tioglu 2009).
0, + NO —ONOO

Hidrojen peroksid; Molekiiler oksijenin cevresindeki molekiillerden 2 elektron
almasi veya siiperoksidin bir elektron almasi sonucu peroksit olusur. Peroksit molekiilii 2
hidrojen atomu ile birleserek hidrojen peroksidi (H,O,) meydana getirir. H>O»

membranlardan kolayca gegebilen, uzun 6miirlii bir oksidandir (Giimriik¢iioglu 2009).

Hidrojen peroksid, agiga siiperoksid ¢ikmadan oksijenin direk divalan reaksiyonu

ile de olusabilir.

Hidroksil radikali; Hidroksil radikali (-OH), hidrojen peroksidin gecis metallerinin
varliginda indirgenmesiyle (Fenton reaksiyonu ile) meydana gelir. Suyun yiiksek enerjili
iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda da hidroksil radikali olusur (Akkus

1995).
5 So N - E— » H + OH

Singlet oksijen; Singlet oksijen ('0,), ortaklanmamis elektronu olmadig1 i¢in
radikal olmayan reaktif oksijen molekiiliidiir. Serbest radikal reaksiyonlar1 sonucu
meydana geldigi gibi serbest radikal reaksiyonlarinin baslamasina da sebep olur (Akkus
1995).



1. 3. 3. Serbest Radikallerin Lipidlere Etkileri

Lipidler serbest radikallerin etkilerine karst en hassas olan biyomolekiillerdir.
Hiicre membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinleri olustururlar (Delibas ve

Ozcankaya 1995).

Poliansatiire yag asitlerinin oksidatif yikimi lipid peroksidasyonu olarak bilinir.
Lipid peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve
oldukca zararhidir. Hiicre membranlarinda lipid serbest radikalleri ve lipid peroksit
radikallerinin olugmasi, reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu hiicre hasarinin 6nemli bir
ozelligi olarak kabul edilir. Serbest radikallerin sebep oldugu lipid peroksidasyonuna
"nonenzimatik lipid peroksidasyonu" denir (Akpoyraz ve Durak 1995).

Lipid radikali dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige ugrar. Lipid
radikallerinin molekiiler oksijenle etkilesmesi sonucu lipid peroksit radikalleri olusur.
Lipid peroksit radikalleri, membran yapisindaki diger poliansatiire yag asitlerini
etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumuna yol acarken kendileri de agiga c¢ikan
hidrojen atomlarini alarak lipid peroksitlerine doniisiirler ve boylece olay kendi kendini

katalizleyerek devam eder (Akpoyraz ve Durak 1995).

Lipid peroksitleri yikildiginda ¢cogu biyolojik olarak aktif olan aldehitler olusur. Bu
bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya baslangictaki etki alanlarindan

diffiize olup hiicrenin diger boliimlerine hasar1 yayarlar (Diizgiiner 2005).

Uc veya daha fazla cift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda
malondialdehit (MDA) meydana gelir. Malondialdehit kanda ve idrarda ortaya ¢ikar, yag
asidi oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikatorii olmamakla beraber lipid
peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon gosterir. Bu nedenle biyolojik materyalde
malondialdehit Ol¢iilmesi lipid peroksit seviyelerinin indikatorii olarak kullanilir

(Diizgiiner 2005).

Nonenzimatik lipid peroksidasyonu ¢ok zararlh bir zincir reaksiyonudur. Direkt
olarak membran yapismna ve iirettigi reaktif aldehitlerle indirekt olarak diger hiicre
bilesenlerine zarar verir. Boylece doku hasarina ve bircok hastaliga neden olur (Akpoyraz

ve Durak 1995).



1. 3. 4. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Proteinler serbest radikallere karsi poliansatire yag asitlerinden daha az
hassastirlar. Proteinlerin serbest radikal harabiyetinden etkilenme derecesi amino asit
kompozisyonlarma baghdir. Doymamis bag ve kiikiirt iceren triptofan, tirozin, fenilalanin,
histidin, metiyonin, sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest radikallerden
kolaylikla etkilenirler. Bu etki sonucunda ozellikle siilfiir radikalleri ve karbon merkezli

organik radikaller olusur (Glimriik¢iioglu 2009).

1. 3. 5. Serbest Radikallerin Niikleik Asitler ve DNA'ya Etkileri

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller DNA'y1 etkileyerek hiicrede
mutasyona ve Oliime yol agarlar. Hidroksil radikali deoksiriboz ve bazlarla kolayca
reaksiyona girer ve degisikliklere yol acgar. Aktive olmus nétrofillerden kaynaklanan
hidrojen peroksit membranlardan kolayca gecerek ve hiicre ¢ekirdegine ulasarak DNA
hasarma, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre 6liimiine yol acabilir. Siiperokside maruz
kalan DNA molekiilleri hayvanlara enjekte edildiklerinde daha fazla antijenik 6zellik
gosterirler ki bu olduk¢a 6nemli bir etkidir, clinkii otoimmiin bir hastalik olan sistemik
lupus eritematozusta ve romatoit artritte dolasimda anti-DNA antikorlar bulunur (Akkus

1995).

1. 3. 6. Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkileri

Serbest radikallerin karbonhidratlara etkisiyle cesitli triinler meydana gelir ve

bunlar, ¢esitli patolojik siireclerde 6nemli rol oynarlar (Akkus 1995).

Diyabet ve diyabet komplikasyonlarinmn gelisimi, koroner kalp hastaligi,
hipertansiyon, psoriyazis, romatoit artrit, Behcet hastaligi, cesitli deri ve goz hastaliklari,
kanser gibi bircok hastalikta ve yaslilikta serbest radikal liretiminin arttigi, antioksidan
savunma mekanizmalarinin yetersiz oldugu gosterilmistir. Ancak bu hallerde serbest
radikal artismin sebep mi yoksa sonu¢ mu oldugu tam olarak bilinmemektedir (Akkus

1995).



1. 4. Antioksidan Savunma

Antioksidan savunma sistemi hiicre i¢i ve hiicre dis1 olarak ikiye ayrilir. Hiicre ici
savunma sisteminin enzimatik antioksidanlari; siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), glutatyon s-transferazlar (GST), katalaz (CAT), mitokondriyal
sitokrom oksidaz sistemi ve hidroperoksidazdir. Enzimatik olmayan antioksidanlar;
melatonin, seruloplazmin, transferrin, miyoglobin, hemoglobin, ferritin, bilirubin,
glutatyon, sistein, metiyonin, lirat, laktoferrin ve albiimindir. Hiicre dis1 savunma sistemi
ise; vitaminler, ilaglar ve gida antioksidanlar1 olmak tizere siniflandirilabilirler (Tosun ve

Karadeniz 2005, Yiice ve Aksakal 2007).

Vitamin eksojen antioksidanlar; a-tokoferol (vitamin E), B-karoten, askorbik asit

(vitamin C) ve folik asit (folat)dir (Tarin ve ark 1998).

[lag olarak kullanilan eksojen antioksidanlar; ksantin oksidaz inhibitorleri
(allopiirinol, oksipiirinol, pterin aldehit, tungsten), NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin,
lokal anestezikler, kalsiyum kanal blokerleri, nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar,
diphenyline iodonium), rekombinant siiperoksit dismutaz, trolox-C (vitamin E analogu),
endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (GSH-Px aktivitesini artiran ebselen ve
asetilsistein), nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albiimin), demir redoks
dongiisii inhibitorleri (desferroksamin), notrofil adezyon inhibitorleri, sitokinler (TNF ve

IL-1), barbitiiratlar ve demir selatorleridir (Tarin ve ark 1998).
Antioksidanlar 4 ayr1 sekilde etki ederler (Cavdar ve ark 1997).

a) Toplayict etki (scavenging etki): Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma
veya cok daha zayif yeni bir molekiile ¢cevirme islemine toplayict etki denir. Antioksidan
enzimler, trakeobrongial mukus ve kiiciik molekiiller bu tip bir etki gosterirler (Cavdar ve

ark 1997).

b) Bastirici etki (quencher etki): Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen
aktararak aktivitelerini azaltma veya inaktif sekle doniistiirme bastirici etkidir. Vitaminler,

flavanoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler (Akkus 1995).

¢) Zincir kirict etki (chain breaking etki): Serbest oksijen radikallerini baglayarak
zincirlerini kirtp fonksiyonlarmmi engelleyici etki zincir kiricr etkidir. Hemoglobin,

seruloplazmin ve mineraller zincir kiric1 etki gosterirler (Cavdar ve ark 1997).



d) Onarici etki (repair etki): Serbest radikallerin olusturduklari hasarin onarilmasi onarici

etkidir (Akkus 1995).

H,O + 1/2 O,

Katalaz /
SOD /1—Fcz"
0.~ + Fe'* + OH
Fenton
reaksiyonu

NADPH + H' 2 GSH

GR

NADP' GSSG

Sekil 1. 4. Enzim Savunma Mekanizmasi (Armstrong 1998)

1. 5. Total Antioksidan ve Oksidan Kapasite

Canli hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbohidrat ve DNA gibi okside olabilecek
maddelerin oksidasyonunu Onleyen veya geciktirebilen maddelere antioksidanlar ve bu
olaya antioksidan savunma denir. Memeli hiicrelerinde oksidan iiriinlere kars1 korunma
baz1 prensipler i¢cinde gerceklesmektedir. Oksidanlarin organizmadaki diizeylerini arttirici
etkenlerin ve risk faktorlerinin iyi belirlenmesi ve bunlardan uzak durulmasi ilk yapilmasi
gereken girisim olmaldir. ikinci girisim ise ROS’larla tetiklenen biyokimyasal
reaksiyonlar bir yada birkac basamaginda kirmaktir. Uciincii miicadele yolu, olusan
mediyatorlerle aktive olan inflamatuvar hiicrelerin lezyon yerine hiicumunu ve orada asir1

birikimini onlemektir. Oksidan molekiillerle miicadelede iizerinde durulacak esas girisim



ise belirli diizeyi asan oksidanlara direkt olarak etki edip onlari inaktif hale getiren

antioksidanlardir (Ertiirk 2006).

Antioksidan savunma sistemi, serbest radikallerin olusturdugu hasardan dokular1
koruyan ve oksidatif stresi bastiran kompleks bir sistemdir. Viicudun total antioksidan
kapasitesine (TAK) en biiyiik katki plazmadaki antioksidan molekiillerden gelir. Plazma
farkli kan bilesenlerini oksidatif hasara karsi koruyabildigi gibi, diyetle alinan
antioksidanlarin viicudun diger kisimlarma dagilmasini da saglayabilir. Bununla birlikte
plazma oksidatif stresle savasmak icin basit bir kimyasal sistem degildir, direk olarak
radikalleri toplayabilen zincir kiric1 antioksidanlara da sahiptir. In vivo her antioksidanin
katkis1 onun etkinligine ve biyolojik sivilardaki konsantrasyonuna baghdir. Albumin, iirik
asit ve askorbik asit insan plazmasindaki total antioksidan kapasiteye ana katkiy1 (>%385)
saglar. Bu istiinliik biiyiik 6lciide onlarin kandaki diger antioksidanlara nisbeten yiiksek
konsantrasyonlarina baghdir. Bireysel antioksidanlar antioksidan savunma sisteminde 6zel
bir rol oynamasina ragmen bu antioksidanlar in vivo oksidatif hasara karsi organlari
sinerjistik bir koruma saglamak i¢in birlikte etki edebilirler. Bu yiizden antioksidan
savunma sistemini degerlendirmek i¢in total antioksidan kapasiteyi 6l¢cmek daha anlamhidir

(Vural ve ark 2007).

Serbest radikallerin meydana getirdigi hasar1 engellemeye calisan antioksidanlarin
bir kismi enzim, bir kismi ise enzim olmayan molekiillerden olusmustur. Viicudun
antioksidan/oksidan durumu antioksidan enzimlerin aktivitesi ve antioksidan/oksidan
molekiillerin konsantrasyonu ayr1 ayr1 Olgiilerek degerlendirilebilmekle beraber, genel
antioksidan/oksidan durumu total antioksidan durum ve total oksidan durumun (TOK)

Olciimii ile daha kolay degerlendirilebilmektedir (Kurban ve ark 2010).

Serbest radikallerin olusumu, antioksidan kapasiteyi asacak olursa metabolik ve
fonksiyonel bir¢cok bozukluk ortaya ¢ikar. Dokularda, tek elektronlarin devamli oksijene
akist endojen oksidatif stresi meydana getirir. ROS olarak bilinen ve oksijenden tiireyen
superoksid, peroksid, hidroksil ve diger serbest radikaller ¢ok reaktiftir. Bu nedenle
bunlarin fazla olmas1 membran biitiinliigiinii saglayan fosfolipidlerin, proteinlerin, DNA ve
RNA gibi molekiillerin biitiinliigiinii tehdit eder. Cesitli biyolojik olaylarda, 6rnegin
antimikrobiyal savunma, iltithaplanma, kanser, radyasyon hasari, fotobiyolojik etkiler ve
yaslanmada, ROS ise karisir. Sonu¢ta DNA baz hasarlari, protein oksidasyon iiriinleri,

lipid peroksidasyon {iriinleri agiga c¢ikar ve hiicrenin dengesi bozularak harap olur.



TOK’nin azalmasini etkileyen eksternal ve internal bircok faktor vardir. Ozellikle hiicre
icerisinde artan oksidatif radikaller antioksidan koruyucu mekanizmanin azalmasina ve
oksidatif stresin artmasina neden olmaktadirlar. Oksidatif stresin artmasi da Ozellikle
karaciger hiicresinde 6lume neden olmakta bunun gostergesi olan enzimlerde yiikselme,

fibrozda gelisme ve siroz ile sonuglanmaktadir (Sirmatel ve ark 2009).

Yapilan caligmalar kronik viral hepatit olgularinda ROS’un arttigini, ortaya ¢ikan
lipid peroksidasyonunun DNA ve RNA hasarina yol acarak hiicrenin malignlesmeye
gidebilecegini gostermistir. Olgularda TOK degerinin yiiksek bulunmasi ROS artiginin bir
gostergesidir. Halliwell (1991) yaptig1 calismada viral infeksiyonlarda inflamatuar yanit ile
iliskili olarak lipid peroksidasyonunun artabilecegini, iyilesme sirasinda oksidatif stresin
azalmasinin en erken gostergesinin antioksidan diizeyde artis oldugunu belirtmistir. Akaike
ve ark (1998) virusla infekte hiicrelerde superoksid anyon ve hidrojen peroksidlerin
arttigini, bu serbest radikallerin DNA ve RNA’da mutasyonla malign transformasyona yol
actigim1 deneysel olarak gostermislerdir. Oksidatif stresin artmasi kronik hepatit
olgularinda hepatoseluler harabiyete neden olmakta, artan serbest radikallerin yaptig1 DNA
harabiyeti siire ilerleyince hepatoseluler kanser gelisimi goriilebilmektedir. Yamamoto ve
ark (1998) yiiksek oksidatif stresin kronik viral hepatit, siroz ve hepatoseluler kanser
olgularinda nekroinflamasyonla birlikte oldugunu ortaya koymuslardir. Kronik viral
hepatit olgularinda artan TOK degeri ve azalan TAK diizeyi, hiicrede oksidatif stresin
yilksek  oldugunu, nekroinflamasyonla birlikte hiicre harabiyetinin  oldugunu
dogrulamaktadir (Sirmatel ve ark 2009). Moriya ve ark (2001) yaptiklar1 hayvan deneyinde
TOK’de bir degisiklik saptamamislardir. Bu hayvan deneyinde artan ROS’un inflamasyon
olmadan karaciger hiicresinde oksidatif stresi artirarak hepatoseluler kansere ilerledigini
gostermislerdir. Bu durumun karaciger enzimleri normal kronik viral hepatit olgularinda

gelisen siroz ile agiklanabilecegini bildirmislerdir.

1. 6. Bir Antioksidan Olarak N Asetil Sistein (NAS)

N Asetil Sisteinin; molekiiler yapist nedeniyle hiicrelere kolayca girebildigi ve
onemli bir antioksidan olan glutatyon olusumunda Onciil rol oynayarak oksidan strese karsi
dokularm savunmasini destekledigi, yapisinda bulunan serbest tiyol gruplar: ile de direkt

antioksidan etki gosterdigi bildirilmektedir. Son yillarda N Asetil Sisteinin yapisinda



bulunan serbest tiyol gruplari ile direkt antioksidan etki gosterdigi; hidrojen peroksit,
hidroksil radikali, hipoklordz asit gibi oksidan molekiillerle etkileserek radikal toplayici
etki gosterdigi ileri siiriilmektedir (Zafarullah ve ark 2003, Sener ve ark 2003).

Glutatyon, viicutta her yerde bulunan esansiyel bir tripeptiddir. Hiicreleri
oksidanlara kars1 korumasmi saglayan bir siilfidril grubu icerir. GSH, intraselliiler
nonprotein thiollerin yaklasik %90’m1 olusturur. Anahtar bir intraselliiler indirgeyici
ajandir ve immun modiilasyona ve inflamatuvar durumlarda gérev yapmaktadir (Meister
1991). Siilfidril iceren bilesiklerin uygulanmasi O, tarafindan indiiklenen oksidatif stresi
GSH seviyelerini yiikselterek smirlayabilir. NAS, bir sistein donorii bilesiktir. GSH’1n
hiicresel prekiirsorii olarak hareket eder, oral alinmasini takiben bagirsaklarda sisteine
deasetile olur. Ek olarak NAS uygulamasmin, lipid peroksidasyonunda azalma ve GSH
depolarmin ikamesi ile sonuc¢lanmasi, bu ajanin oksidatif strese karsi etkin rolii
olabilecegini diistindiirmektedir. NAS’in koruyucu etkisi, en az ii¢ farkli mekanizma ile

aciklanabilir;
-Intraselliiler siilfidril havuzunun onarimt;

-Toksik metabolitlere karsi detoksifiye edici mekanizmanin olmazsa olmazi olan

intraselliiler GSH konsantrasyonunun idamesi
-NAS’in kendi potansiyel antioksidan etkisi (Vendemiale ve ark 2001).

NAS’in karaciger hastaliklarinda antioksidan ve antitoksik Ozellikler gostererek
faydali oldugu ortaya konmustur. Bu etkilerini, karaciger kan akimini arttirarak, GSH
seviyelerini yiikselterek ve serbest oksijen radikallerini temizleyerek gerceklestirmektedir
(Jones 1998, Angulo ve Lindor 2002). Asetaminofen ve alkole bagh toksik durumlarda,
10-18 saat icinde verildiginde karaciger hasarini ve mortaliteyi azaltmaktadir. {laca bagl
akut karaciger nekrozu olgularinda tedavi icin destekleyici onlemler yaninda karaciger
hiicrelerinde glutatyon ve sistein diizeyini yiikselten siilfidril grubu dondrii (glutatyon
prekiirsoril) ilaglar (NAS, L-metionin ve sisteamin gibi) uygulanir. NAS apopitozu
onleyebilmektedir ve cesitli proteinlerin aktivitelerini diizenleyerek hiicre Omriinii

uzatmaktadir (Zafarullah ve ark 2003).



1. 7. DNA’da Oksidatif Hasar Yapan Bashca Etkenler

Genel olarak; iyonize radyasyon, yiiksek oksijen konsantrasyonu, otooksidasyona
ugrayan kimyasallar (dihidroksifumarat, dopamin, L-DOPA, noradrenalin, adrenalin),
ksantin oksidaz ve substratlari, TNF-o, DNA’da oksidatif hasar yapan baslica etkenlerdir.
DNA hasarma neden olan etkenler eksojen ve endojen olarak gruplandirilabilir. Eksojen
(cevresel) etkenler; aflatoksin, benzopren, kemoterapi ilaglari, alkilleyici ajanlar, vinil
klorid, mustard gazlar1 vb. gibi kimyasal ajanlar ve UV radyasyon, iyonize radyasyon vb.
gibi fiziksel ajanlar olarak belirtilmektedir. Endojen (spontan) etkenler; yanlis eslesmeler,
insersiyon/delesyonlar, deaminasyon ve metilasyon gibi kimyasal degisiklikler,
depiirinasyon/depirimidinasyon (10.000/hiicre/giin) gibi kimyasal degisiklikler, baz
kayiplar1 ve oksidatif hasar (100.000/hiicre/giin) olarak belirtilmektedir. Onarim

yapilmazsa somatik mutasyon goriiliir (Altuntas 2007).

FOTOSENSITIZASYON IYONIZE RADYASYON OKSIDATIF
METABOLIZMA
(KSENOBIYOTIKLER) (UWV LAZER ISINLART)

Modifive Bazlar

Abazik Bolgeler (AP)

Tek ve Cift Zincir Kiriklar
DNA-Protein Capraz Baglanmalari
-  Amino Bazlardan Aldehit Uriinleri

LETHALITY MUTAGENEZ KARSINOGENEZ YASLANNLA]

Sekil 1. 7. DNA’ da oksidatif hasar ve olast sonuglar1 (Altuntas 2007).



DNA’da oksidatif hasarin olusumu iki hipotez ile agiklanmistir. “Fenton Kimyas1”
hipotezinde OH radikalleri DN'A’ya saldirarak hasar olusturur. O, gibi H,O,’de dogrudan
DNA’da hasar yapmaz. OH radikalinin DNA iizerine etkili olabilmesi i¢in DNA’da veya
cok yakiminda olusmasi gerekmektedir. Reaktivitesi ¢cok yiiksek olan OH radikalinin hiicre
icinde diffiize olarak niikleusa ge¢cme olasiliklar1 azdir. Olast mekanizma membran
kolayca gecebilen H>O,’in nukleusta Fe-Cu iyonlar1 ile reaksiyona girerek (Haber-Weiss

ve Fenton reaksiyonlar1) hidroksil radikallerini olusturmasidir (Sar1 2008).

Fe® veya diger gecis metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu sonucu, siiperoksit
radikallerinin (O;") varhiginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve zarar verici
serbest oksijen radikali olan OH™ radikali olusur. DNA ¢ok sayida negatif yiiklii fosfat

gruplar1 igerdiginden, cesitli katyonlar1 baglama yetenegine sahip biiyiik bir anyondur.

F e2+/3+ 1+/2+

ve Cu iyonlar1 negatif yiikli DNA’ya siirekli bagli bulunabildikleri gibi
oksidatif stres altinda hiicre i¢inde bulunan demirli ve bakirh proteinlerden serbestleserek
de DNA’ya baglanabilmektedirler. Redoks aktif transisyon metal iyonlarmin baglanmalar1
DNA molekiiliinii H,O,’in hedefi haline getirmektedir. DNA’ya bagli metal iyonlar: ile
H,0,’in DNA iizerinde reaksiyonlagsmasindan olusan OH radikalleri, OH radikal
temizleyicileri tarafindan uzaklastirilamamaktadir. Ayrica, OH radikal temizleyicilerinin
olusturdugu radikaller de DNA’ya hasar verebilmektedir. Niikleaz aktivasyonu hipotezine
gore oksidatif stres, sitozolik Ca** iyon konsantrasyonunda biiyiik bir artisa neden olarak

nukleusdaki Ca®* bagimli endonukleazlar1 aktive etmekte ve DNA’nin fragmentasyonuna

neden olmaktadir (Burcak ve Andican 2004).

1. 8. Oksidatif DNA Hasan Neticesi Olusan Degisiklikler

Serbest radikaller, farkli mekanizmalarla DNA' da baz ve seker lezyonlari, tek ve
cift zincir kiriklari, abazik bolgeler, DNA-Protein ¢apraz baglanmasina neden olurlar.
Hasara ugramis niikleosidler, hem niikleer hem de mitokondrial DNA'da birikir (Ames
1989). Mitokondrial DNA histonlarla ortiillmemis olmast sebebi ile ROS saldirisina karsi
niikkleer DNA’ya gore daha hassastir. Elektron transport zincirinin mitokondride oldugu
diisiiniiliirse, burada olusan serbest radikallerin organelin kendisine zarar verdigi

sOylenebilir. Mutasyonlarin ‘Mitokondrial DNA'da yogunlagsmasinin bir sebebi de budur.



Bu degisiklikler neticesi olusan hiicre yaralanmalari, hiicre Oliimlerine yada agir

doniisiimlere yol acabilir (Yokus ve Mete 2003).

DNA’da oksidatif hasar ile ilk olusan lezyon dal kiriklaridir. Dal kiriklart DNA
onarmmu sirasinda nukleaz aktivitesi ile de olusabileceginden her zaman oksidatif DNA
hasarmi gostermemektedir. Tek dal kiriklarinda, diger daldaki bilgi dogru okunarak
‘hasarli dal onarici1 enzimlerle’ onarilabildiginden c¢ift dal kiriklar1 daha 6nemlidir. OH
radikali piirin ve pirimidin bazlarinda modifikasyonlar meydana getirmektedir (Choi ve ark
2002). Giiniimiizde 100 kadar oksidatif DNA baz hasar1 tanimlanmistir. Hasarli bazlardan
bazilar1 timin-glikol, sitozin-glikol, 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (§OHdG), FAPyG ve
FAPyAdenin’dir. Guanin DNA bilesenleri icerisinde en diisiik iyonizasyon potansiyeline
sahip bir bilesik olup serbest radikallerin etkilerine agiktir. DNA’nin oksidasyonu ile
olusan baz modifikasyonlar1 sekil 1. 8. 1’de goriilmektedir. Bu baz modifikasyonlarmmdan
en fazla bilinen ve iizerinde en cok calisilam1 8-OHdG’dir. Modifiye bir baz olan 8-
hidroksi-2'-deoksiguanozin, guanin’in 8. karbon atomuna hidroksil radikali ataklar1 sonucu

olusan, oksidatif DNA hasarmin duyarl bir gostergesidir. (Altuntas 2007).
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Sekil 1. 8. 1. DNA baz modifikasyonlar1 (Dizdaroglu ve ark 2001).
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Sekil 1. 8. 2. Guanin’den modifiye baz olan 8-OHdG’ nin olusumu (Altuntas 2007).

DNA’nin replikasyonu veya onarimi swrasinda da bazlar oksidasyona
ugramaktadirlar. Bazi oksidatif DNA modifikasyonlar1 somatik mutasyona yol acarak
hiicrenin fonksiyonlarin1 bozmaktadir. ROM (Reaktif oksijen metabolitleri) ile indiiklenen
mutasyonlarn  DNA’nin transisyon metallerini bagladigi bdolgelerde (‘hot spot’)

kiimelenmis oldugu tespit edilmistir (Burcak ve Andican 2004).

1. 9. Oksidatif DNA Hasarmnin Belirlenmesi ve Analiz Teknikleri

DNA hasarinin olusumunu, hiicresel tamir mekanizmasint ve hastaliklardaki
biyolojik dnemini anlamak i¢in olusan lezyonlarin dogru tespit ve dlciimii gereklidir. Bu
sebeple kullanilan analiz teknigi, analizi yapilacak ilgili parametre ve calisilacak
numunenin se¢cimi DNA hasarinin degerlendirilmesinde olduk¢a Onemlidir (Yokus ve

Mete 2003).

Serbest radikallerin DNA’da olusturdugu DNA baz ve seker hasar iiriinlerini,
DNA-Protein capraz baglanmalarim1 ve zincir kiriklarini tanimlamak ve miktarlarini
belirlemek i¢in, immunokimyasal teknikler, postlabeling Ol¢iim teknikleri, NMR

spektroskopisi, gaz kromotografi/mass spektroskopi (GC/MS), yiiksek basingh likit



kromotografi (HPLC) ile radyoaktivite, absorbans ve elektrokimyasal belirleme yontemleri
gibi degisik analitik teknikler genis olarak kullanilmistir. Genellikle bu tekniklerle ayni

anda ya bir iiriin ya da smirl sayida iiriin dl¢timii yapilir (Dizdaroglu ve Karakaya 1999).

Hiicre ve dokularda, bir¢cok purin ve pirimidin lezyonunun tespiti ve miktar analizi
yapilmistir. 8OHdG, ROS'un, DNA'da yaptig1 yaklasik 23 tane oksidatif baz hasar
iriiniinden en basta geleni ve biyolojik dnemi en iyi bilinenidir. Guanin DNA bilesenleri
icerisinde en diisiikk iyonizasyon potansiyeline sahip bilesiktir. Bu sebeple de ROS'un
baslica hedefidir HPLC'de elektrokimyasal dedektor (HPLC-EC) kullanilarak 8OHdG
tayini, oksidatif DN'A hasarmin tespitinde yiiksek derecede duyarli, segici ve en sik kul-

lanilan yontemdir (Jaruga ve ark 2000).

Oksidatif DNA hasarinin analizinde giivenilir ve tekrarlanabilir sonuglarin eldesi
icin, ilk olarak DNA'nin uygun bir sekilde izolasyonu gerekmektedir. Yapilan aragtirmalar;
DNA ekstraksiyonu sirasinda fenol kullaniminin ¢ok az yapay oksidasyona neden oldugu,
Olciimde ¢ok az miktardaki DNA hidrozilat1 kullanilmasinin hata yiizdesini arttirabilecegi,
DNA hidrozilatinin enzimatik hidrolizinde inkiibasyon siiresinin ve enzim miktarmin farkl
sonuclara neden olabilecegi, redoks aktif metallerin varliginin artifaktlara neden
olabilecegi ve ortama diisiik molaritedeki desferal gibi bir selatoriin eklenmesinin gecis
metallerinden kaynaklanabilecek oksidasyonlar1 engelleyebilecegi belirtilmistir. Oksijensiz
ortamda yiiriitiilen reaksiyon sonuclari ile normal atmosfer altinda yapilan analiz sonuglari
karsilastirildiginda, oksijensiz ortamda yapilan sonuclarin tekrarlanabilirliginin daha

yiiksek oldugu ve sonuglarin daha diisiik oldugu belirtilmistir (Nakajima ve ark 1996).

Son yillarda arastirmacilar modifiye olmus baz Olciimlerinde spesifik onarim
enzimlerinin kullanildig: teknikler gelistirmislerdir. Bu yOntemin avantaji GC/MS ile
analizde tiiretme sirasinda karsilasilan yapay oksidayonlarin Oniine gecilebilmesidir.
Dezavantaji ise tiim modifiye bazlarin piklerinin gozlenememesidir. DNA hasar
tiriinlerinin spesifik tiplerinin kantitatif analizi i¢cin immunoassay yontemler gelistirilmigtir.
Immunohistokimyasal yontemin sinirh bilgi verdigi soylenmistir. Bu yontemde 8OHAG
boyanmasi, monoklonal antikorlar kullanilarak yapilir ve 8OHdG diizeyi boyamanin
yogunluguna bagh olarak degerlendirilir. DNA hasariin boyutlar1 32P postlabeling yada
O-6-methyl guanosin  kullanilarak radioimmunosay yontemi ile belirlenebilir.
Immunoaffinite yontemi kullamlarak yapilan olciimler yiiksek diizeydeki hasarin

etkilerinin belirlenmesinde faydali olmasina ragmen Olciimii yapabilmek icin gerekli olan



zaman ve Ornekteki miktarin belirlenmesi konusunda yeterli hassasiyettedir. SOHdG icin
bir bagka Ol¢iim yontemi de yiiksek performansh kapiller elektroforezidir (Farinati ve ark

1998).

Bundan bagka oksidatif DNA hasarinin boyutlar: indirekt olarak da tespit edilebilir.
Invivo DNA hasarinin belirlenmesinde, zincir kiriklar1 ve onarim kinetikleri,
immunofleurasans (flow cytometry) ve tek hiicre jel elektroforezi (COMET) gibi
yontemler gelistirilmistir. Oksidanlara maruz kalmanin neticesi olusan DNA tek zincir
kiriklar1 COMET ile 6lciilebilir. Bu metodun temeli, elektroforetik alanda DNA'nin go¢
mesafesi ile tek zincir kiriklarinin arasinda bir korelasyon bulunmasidir. Oksidatif DNA
hasarinin onarilmasmdan sorumlu glikozilazlarm 6l¢iilmesiyle de (Fpg ve endonuklez I1I)

DNA hasarinin boyutlarinin belirlenebilecegi soylenmistir (Astley ve ark 1999).

Calismalarin ¢cogu lenfositlerden yada total kandan elde edilen akyuvarlardan izole
edilen DNA’larda yapilmistir (Nakajima ve ark 1996). Bundan baska idrarda da bir¢cok
modifiye DNA bazlar1 ekstrakte edilebilir. HPLC-UV ile Timin glycol, Timidin glycol'un
ve 5-hydroxymetilurasil'in iiriner diizeyi belirlenmistir. Idrarda okside olmus DNA bazlari
analizinde poliklonal ve monoklonal antikorlar1 iceren bir yontemde, gama-irridasyon ile
indiiklenmis oksidatif hasar iirtinleri, 8-Hydoxyadenin ve Thymidine glycol'un dl¢iimiinii

oldukca yiiksek hassasiyette gerceklestirilmistir (Farinati ve ark 1998).

1. 10. Histon Asetilasyonu ve Deasetilasyonu

DNA paketlenmesi, gen ekspresyonunun kontrolii i¢in 6nemli bir basamak olup,
paketlenmenin ilk asamasinda histon proteinleri rol oynamaktadir (Strachan ve Read
2004). Okaryotik hiicrelerde DNA, 5 tip histon proteini (H2A, H2B, H3, H4 ve baglayic1
HI1) ile paketlenerek niikleozom yapisini olusturmaktadir. Niikleozom 146 baz ciftlik
DNA’nm 1.65 doniis yaparak histon oktameri {izerine sarilmasiyla olusan bir yapi olup
DNA’da tekrarlayan birimler halinde bulunmaktadir. Niikleozomu olusturan histon
proteinlerinin amino kuyruk bdlgelerinin niikleozomun disarisinda kalmasi nedeniyle
asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon, ubikiitinizasyon, sumolizasyon gibi cesitli
posttranslasyonel modifikasyonlar yapilabilmektedir. Modifikasyonlar tek baslarina ya da
farkli kombinasyonlarda bulunarak kromatin yapisin1 degistirmekte, bu sayede DNA’ya

baglanan proteinler icin etkilesim yiizeyi olusmakta ve gen ekspresyonu kontrolii basta



olmak {iizere replikasyon, tamir gibi bir¢cok biyolojik olay kontrol edilmektedir (Munshi ve
ark 2009).

Gen ekspresyonunun kontroliinii saglayan en ©nemli histon modifikasyonu
asetilasyondur. Histon asetilasyonu gen ekspresyonunu birden fazla yolla etkilemektedir.
Negatif yiiklii asetil grubunun histon proteinin amino kuyruk bolgesindeki pozitif yiiklii
lizin aminoasidine takilmasiyla, pozitif yiik notralize olmakta ve kromatinde gevseme
meydana gelmektedir. Degisen kromatin yapisi, transkripsiyon faktorlerinin hedef genlerin
promotor bdolgelerine ulagabilmesini saglamaktadir. Ayrica, asetilli histonlar bazi
transkripsiyonel aktivator proteinler i¢in baglanma bdlgesi olusturmaktadir. Asetilasyon
geri doniisiimlii bir modifikasyondur. Asetil grubunun histon proteinlerinden ¢ikartiimasi
deasetilasyon olarak tamimlanmakta, kromatinin tekrar siki paketlenmesine ve
transkripsiyonun baskilanmasina neden olmaktadir (Lizuka ve Smith 2003, Peterson ve

Laniel 2004).

Histon asetilasyonu dinamik bir siire¢ olup birbirine zit fonksiyon goren iki biiyiik
enzim ailesi tarafindan katalizlenmektedir. Asetilasyon histon asetiltransferaz (HAT),
deasetilasyon ise HDAC enzimleri tarafindan katalizlenmektedir (Ogryzko 2001,
Thiagalingam ve ark 2003).

Histon deasetilazlar evrimsel olarak korunmus metallo-enzimler olup insanlarda
dort smifa ayrilir. Stif I; HDAC 1, 2, 3, 8, sinif II; HDAC 4, 5, 6, 7, 9, 10, sif III; SIRT
enzimlerini, sinif IV ise HDAC 11 enzimlerini icermektedir. Histon olmayan proteinlerin
de deasetilasyonunu katalizlemeleri nedeniyle son yillarda bu enzimlerle ilgili ¢ok sayida
arastirma yapilmistir (Gray ve Ekstrom 2001, Glozak ve ark 2005). HDAC inhibisyonunun
hiicre ¢ogalmasin1 durdurdugunun ve hiicreleri farklilasmaya ve/veya apopitoza
yonelttiginin anlasilmasindan sonra HDAC inhibisyon aktivitesine sahip olan bilesikler
arastirilmig ve bazilarinda tedavi amaciyla klinik faz c¢aligmalarma gegilebilmistir

(Haberland ve ark 2009, Sleiman ve ark 2009).

Niikleer DNA oktamerik histon kompleksi etrafinda sarili olarak bulunmaktadir.
H2a, H2b, H3 ve H4 alt birimlerinden olusan oktamerik yapimin etrafinda DNA, nukleus
icinde kromatini olusturur. Uzun yillar sadece yapisal proteinler oldugu diisiiniilen
histonlarin traskripsiyonun regiilasyonunu da sagladig1 anlasilmistir. ik olarak 1960’larda

histon asetiltransferazlarin aktivitesi sonucu olusan histon asetilasyonu ile artmis



transkripsiyon arasindaki iliski ortaya konmustur. Histonlarin asetillenmesiyle DNA ve
histon arasindaki allosterik bazlar zayiflayarak, promotor bolgelerindeki DNA gevseyip
transkripsiyon faktorlerinin DNA’ya ulagmasi ve transkripsiyonun baslatilmasi
gerceklesmektedir. Bu etki histon deasetilazlarca ortadan kaldirilip, transkripsiyon

gereginde susturulabilmektedir (Taunton ve ark 1996) (Sekil 1. 10).

DNA disinda histonlarn  H3K9 aminoasitlerinin  histon-metiltransferazlarca
metilasyonu da soz konusudur. Histonlarin asetilasyonu, fosforilasyonu, sitrulinizasyonu,
ubiqutinasyonu, ribozilasyonu gibi diger mekanizmalarla da histon DNA iligkisi yeniden

diizenlenip kromatinin yapis1 degismektedir.



Sekil 1. 10. DNA, oktamerik yapidaki histon (H) kompleksinin etrafinda dolanarak niikleozom yapisini
olusturmaktadir. Histon asetiltransferaz enzimi (HAT) histonlara asetil gruplar1 (a) ekleyerek DNA ile
histonlar arasindaki allosterik baglar1 gevsetmektedir. Bu sayede transkripsiyon faktorleri DNA’ya baglanip
transkripsiyonu baslatabilmektedir. Histonlardaki asetil gruplari histon deasetilaz enzimi (HDAC) ile ortadan
kaldirilmaktadir. Histonlarin  deasetile edilmesi, DNA metiltransferazlarin (DNMT) sitozinleri (c)
metillemesini (M) kolaylastirarak, transkripsiyonun yapilamadigi heterokromatin yapisint olusturmaktadir

(Kiirtiincii ve Eraksoy 2008).

Insan genomunda bulunan yaklagik 23.000 gen, belirli hiicrelerde ve belirli
zamanlarda ifade edilmelidir. Hiicreler gen ifadesindeki bu kontrolii saglayabilmek i¢in
DNA’larin1 globiiler histon protein oktomerleri etrafina sararak olusturduklar: niikleozom
yapilarin1 kullanirlar. DNA ve histon proteinlerinden olusan bu niikleozomlar kromatin
olarak organize edilirler. Kromatin yapisindaki degisikler gen ifadesini kontrol eder;

kromatin yap1 sikilasip yogunlastiginda (sessiz) genler inaktive olur, kromatin yapisi



gevseyerek acildiginda (aktif) ise genler aktive olarak ifade edilir. Kromatin yapisindaki bu
dinamik durum ise, geri doniistiiriilebilir olan ve DNA metilasyonu ya da histon
modifikasyonlari ile saglanan epigenetik paternler ile gerceklestirilir. Bu islemlerde gorevli
olan enzimler arasinda, DNA metiltransferazlar (DNMT), histon deasetilazlar, histon
asetilazlar, histon metiltransferazlar ve methyl-binding protein (MECP2) sayilabilir.
Normal epigenetik paternlerden bir sapma oldugunda ortaya ¢ikan gen ifadesindeki
anormallikler c¢esitli klinik sonuclara yol acabilir. DNA metillenmesi, genel kural olarak,
DNMT’ler tarafindan CpG adaciklarinda ve sitozinin 5 numarali karbonunda meydana
getirilir. Omurgali DNA’sindaki C-G baz ciftlerinin %70’ten fazlas1 metillenmis
durumdadir. Bu metillenmenin canlidan canliya ve dokudan dokuya gore degistigi
bilinmektedir. Metillenme profillerinin fonksiyonel bir takim sonuglar1 olabilecegi 6nceden
beri diisiiniilmektedir. Bu konuda ilk yapilan arastirmalarda metillenme ile gen ifadesi
arasinda bir iligki oldugu saptanmustir. Genlerin promotor bolgelerindeki metilasyon
seviyesinin diisilk olmasi1 aktif gen ifadesi ile korelasyon gostermektedir (Murell ve ark

2005).

DNA’nin de novo metilasyonu ve bu metilasyonun devamliligmin saglanmasinda
DNMT’ler gorevlidir. Giiniimiizde bilinen 5 insan DNMT’si vardir. CpG adaciklarinda
goriilen DNA metillenmesi, gen ifadesinin kontroliinde onemli rol oynamaktadir. Gen
ifadesinin diizenlenmesinde, 0©zellikle genlerin promotor bdolgelerindeki metillenme,
transkripsiyon faktorlerinin tanima bdlgelerinde degisiklikler meydana getirerek bu
faktorlerin baglanmasimi engellemekte ve bu sekilde gen ifadesinin baskilanmasinda rol
oynamaktadir. Hiicre farklilagsmasiyla beraber farkli dokularda farkli genlerin ifade
olmasmin temelinde bu diizenleme yatmaktadir. DNA metillenmesi, DNA’nin yapisinda
baz1 degisikliklere yol acarak bir grup metil-CpG baglanma proteininin (MeCPs) tanima
bolgesini olusturur. Bu bolgelere metil-CpG baglanma domaini (MBD) ile baglanan bir¢cok
transkripsiyon repressorii vardir. Bu proteinlerden biri olan MeCP2, Sin3a/HDAC (histon
deasetilaz) olarak tanimlanan bir histon modifiye edici kompleksin bilesenleri arasindadir.
MeCP2, tek bir metillenmis CpG ciftine baglanabilen bir MBD’ye ve transkripsiyon
baskilayan bir TRD domainine sahiptir. DNA metillenmesinin, dolaysiz olarak gen
ifadesini etkiledigi modelde, metillenme sonucu olusan tanima bdlgelerindeki histonlarin
deasetilasyonunun, gen ifadesini baskilayan bir kromatin yapisma yol agtig1 ileri siiriiliir

(Bird 2002).



DNA’nin paketlenmesinde gorevli olan histon proteinlerinin bazik amino-terminal
uclar1 niikleozomdan c¢ikintilar yapar ve bir takim posttranslasyonel modifikasyonlara
ugrayabilir. Bu modifikasyonlar arasinda; HAT’ lar tarafindan asetillenme ve HMT (histon
metil transferaz)’lar tarafindan metillenme yer almaktadir. Histonlar {izerinde yapilan bu
degisiklikler, kromatinin yapismin gevsek ya da siki olma durumunu etkileyerek gen
ifadesinde regulator rol oynar (Ornegin, asetil gruplari histonlardaki (+) yiikii notralize
ederek histonlar ve DNA arasindaki elektrostatik etkilesimleri zayiflatir) (Jenuwein ve

Allis 2001).

Belirli baz1 histon modifikasyonlar1 6kromatinin ve heterokromatinin aktif ya da
inaktif markirlar1 olarak kullanmilabilirler. H3 ve H4 histonlarinin lizin rezidularindan
asetillenmesinin aktif kromatinle korelasyon gosterdigi, deasetilasyonun ise kromatinin
daha siki bir sekilde paketlenerek genlerin inaktif duruma geg¢mesiyle sonuglandigi
bilinmektedir. Histon lizin metilasyonu ise, asetilasyonun tersine, hangi rezidude olduguna
gore aktivasyon ya da inaktivasyonla sonuclanabilir. Bu yolla, histonlardaki spesifik
modifikasyonlar, transkripsiyonel olarak aktif ve inaktif kromatinin belirlenmesinde bir
cesit  “marker” olarak kullanilabilir. Histonlardaki modifikasyonlarin ve DNA
metilasyonunun birlikte ¢alisarak gen ifadesinin durumunu belirledigi ve bu sekilde
hiicrenin yazgisinin belirlenmesinde 6nemli rol oynadig1 kabul edilmektedir (Jenuwein ve

Allis 2001).

Histon deasetilaz inhibitorleri, histon asetilasyonunu saglayarak bazi genlerin
ifadesini degistirebilmekte, ayrica transkripsiyon faktorleri ve tiimor baskilayici proteinler
gibi histon olmayan bazi proteinlerin asetilasyonunu arttirarak biyolojik aktiviteleri
etkilemektedir. HDAC inhibitorleri uygulanarak histonlarin deasetilasyonu engellenmekte,
histonlar asetilli halde kalmakta ve transkripsiyonun siirekliligi saglanmaktadir (Marks ve

ark 2003, Rosato ve Grant 2005).

Histon deasetilaz inhibitorleri ile yapilan in vivo ¢aligmalar, tiimor biiylimesini ve
metastaz1 onemli olgiide azalttiklarmi gostermistir. Ornegin; kisa zincirli yag asitlerinden
butirik asitler ve tiirevleri kolon, prostat, endometriyal ve servikal karsinomlarda
calisilmig, kanserli hastalarda hiicre siklusunu etkileyerek boliinmeyi durdurdugu,
farklilagsma ve apopitozu uyardigi gosterilmistir (Lindemann ve Johnstone 2004, Bora ve

Yurter 2007).



1. 11. Apoptozis

Apoptozis; organizmanin ihtiya¢ duymadigi, biyolojik gorevini tamamlamis veya
hasarli hiicrelerin, zararsiz bir bi¢imde ortadan kaldirilmasini saglayan ve genetik olarak

kontrol edilen programli hiicre 6liimiidiir (Hikim ve ark 1995, Oktem ve ark 2001).

Yiiksek organizmalarda hiicre 6liimii iki farkli mekanizma ile gergeklesir, klasik
hiicre 6limii nekroz olarak adlandirilir. Hiicre oliimiin diger sekli olan apoptozis ise
genellikle tek tek hiicreleri etkiler, bircok fizyolojik ve patolojik kosullarda ortaya cikar ve
genellikle enflamasyon s6z konusu degildir (Oztiirk 2002).

Okaryotik organizmalardaki hiicreler dogarlar, belirli bir siire yasarlar ve sonra
oliirler. Yasam siiresi hiicre tipine gore degismektedir. Ornegin; bagirsak hiicreleri 3—5
giinliik bir yasam siiresini takiben oOliirken derinin epidermal hiicreleri 20-25 giinliik bir
siire sonunda Olmektedir. Fakat kalp kasi hiicreleri veya noronlar 6miir boyu yasarlar.
Zamani gelince, bu hiicreler daha 6nceden programlanmis bir sekilde Oliirler. Tim bu
Olimler fizyolojik sartlarda meydana geldigi i¢in bu Oliim sekli fizyolojik hiicre oliimii
olarak da adlandirilir (Ulukaya 2003). Apoptozla hiicre 6liimii; enerji kullanilarak hiicresel
yaralanma ve enflamasyon olmaksizin, ¢ok daha ustaca gerceklestirilir (Guimaraes ve
Linden 2004). Programli hiicre dliimiiniin, biitiin ¢ok hiicreli organizmalarda, gelismede ve

homeostazin siirdiiriilmesinde vazgecilmez bir rolii vardir (Tomatir 2003).

Apoptozis bircok gen ile iligkili aktif bir sistem olup, Yunancada apo (= ayr1) ve
ptozis (= diisen) kelimelerinin birlestirilmesi ile olusmus sonbaharda yaprak dokiimiinii
tamimlayan bir kelimedir (Ozvaran 2004). Tiimorlerde sik goriilen bir olay olup hiicre
Olimiine yol acan aktif olarak diizenlenmis bir hiicresel siirectir. Apoptozise direng

gostermek, hiicre kaybini azaltarak tiimore bir avantaj saglar (Rashed ve Ragab 2004).

Apoptozis, hiicrelerde normal gelisim sirasinda meydana gelen 6liim olarak 1842
yilinda Vogt tarafindan tanimlanmustir. Programlanmis hiicre 6limii terim olarak ilk kez
1965 yilinda kullamilmustir. Apoptozis terimi ilk kez 1972 yilinda Kerr ve arkadaslari
tarafindan kullanilmistir. Kerr, fizyolojik olarak ©len hiicrelerin ¢ekirdeklerinde
yogunlagmis kromatin parcalarini gozlemlemis ve organellerin iyi korundugunu fark

ederek bu olayi biiziisme nekrozu olarak adlandirmistir (Y1ilmaz 2005).



1. 11. 1. Apoptozis Mekanizmalari

Hiicrenin kendi otomatik saati olan genlerin aktivasyonu veya cevreden gelen

sinyallerle apoptozis baglamaktadir (Erdogan 2003).

Apoptozisde ana morfolojik olay, niikleusun yogunlasmasi ve daha sonra parcalara
ayrilmasidir. DNA endoniikleaz ile oldukg¢a 6zgiil sekilde interniikleozomal bolgelerden
180200 bp (baz cifti) biiyiikliiglinde parcalara ayrilir (Galle 1997). Apoptozisin erken
evresinde hiicreler birlesme bolgelerinden ayrilir, 6zellesmis yiizey organellerini kaybeder
ve belirgin sekilde biiziiliir, daha sonra plazma membraninda tomurcuklanmalar olusur ve
hiicre, sitoplazma ile c¢evrilmis kromatin pargalarindan olusan apoptotik cisimciklere
parcalanir. Apoptotik hiicreler komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan taninir ve fagosite

edilir (Oktem ve ark 2001).

Apoptozis Onceden hazir olan hiicrelerde primer baslatilabilir ya da bir uyaran
sonucu sekonder olarak gelisir. Hiicre dis1 uyaranlar tiimor nekroz faktorii, koloni uyarici
faktorler, néron biiyiime faktorii, insiilin benzeri biiyiime faktorii, IL-2 gibi maddelerin
ortamda azalmasi, glukokortikoidler, radyasyon, ilaglar, cesitli antijenler gibi pozitif
uyaranlar olabilir. Otoimmun hastalik gelisiminde rolii oldugu belirtilen Fas/FasL, sFas
proteinleri, viriisler (HIV gpl120 proteini, influenza viriisi. TNF reseptorii iizerinden;
adenoviriis hiicre genetik yapisini bozarak) hiicreyi apoptozise gotiirmektedir (Erdogan

2003).

Uyarilar hiicre i¢inde Ca® artisina neden olmakta ve/veya cAMP gibi hiicre ici
ikincil habercileri aktive etmektedir. Ornegin sitoplazmik Ca** miktarinda hafif artig c-fas,
c-myc ve sicak soku proteini gibi yeni mRNA basamaklarin1 harekete gecirir. Ayrica,
apoptoziste etkili endoniikleaz, transglutaminaz gibi enzimleri de aktive eder. Bunlar da
kromatinde parcalanmaya, hiicre iskeletinde ve sitoplazmik proteinlerde degisikliklere
neden olur. Sitoplazmik kalsiyum, kalmodulin ile baglanirsa apoptozis inhibe edilebilir

(Oktem ve ark 2001).

Organizmada apoptozisi uyaran ve engelleyen cok sayida gen bulunmaktadir

(Oktem ve ark 2001).



Cizelge 1. 11. 1. Apoptozis ve Genler (Oktem ve ark 2001)

Apoptozisi baskilayan genler

Apoptozisi indiikleyen genler

Bcl-2 grubundan;
BHRL~-1, bcl-x1, bcl-w, bfl-1, brag-
1, mcl-1, Al

Bcl-2 grubundan;
Bad, Bax, Bak, Bcl-xS, bad, bik,
Hrk1

c-abl geni c-myc
ras onkogeni pS3, p21
¢Oziinebilir fas fas (CD95/APO1)
* p35 FADD/MORT, RIP, FAST
e A20 ¢ interlokin doniistiiriicii enzim benzeri
proteinler (ICE)

e LOH (MTS1/CDK41)

Apoptozisi etkileyen hiicre ici uyaranlar genel olarak; biiyiime faktorleri,

onkojenler, timor siipresor genler olmak iizere ii¢ ana grupta toplanabilir (Tomatir 2003).

Apoptozis siireci; DNA hasarina genlerin yaniti, hiicre membrani tarafindan 6liim
sinyallerinin alinmasi (Fas ligand1), hiicreye dogrudan proteolitik enzim girisi (granzim)
olmak iizere ii¢ farkli sekilde isleyebilir (Roshal ve ark 2001). Bu siirecte belli bash ii¢
anahtar bilesen vardir. Bunlar; Bcl-2 ailesi proteinleri, kaspazlar ve Apaf-1 (Apoptotic
protease activating factor-1) proteinidir. Bu bilesenlerin biyokimyasal aktivasyonu,
apoptozda gozlenen mitokondriyal hasar, ¢ekirdek zari kirilmasi, DNA fragmentasyonu,
kromatin yogunlasmast ve apoptotik cisimlerin sekillenmesi gibi morfolojik

degisikliklerden sorumludur (Staley ve ark 1997, Tomatir 2003).

DNA tek veya cift iplik parcalar1 ve niikleotit azligi, DNA-bagli transkripsiyon
faktor pS3 ile baslayan bir dizi olay1 aktive eder ve hiicre apoptotik yola gider (Choi ve ark
2004).

Insanda apoptozun diizenlenmesi, p53 ile baslayan ve kaspazlara kadar devam eden
bir siirectir. Bir tiimor siipresor gen olarak calisan p53 mutasyona ugradigi ya da
bulunmadigr zaman hiicre yasami uzar. Genotoksik olaylarla olusan hiicre hasari, bir
transkripsiyon regiilator geni olan p53’ii aktive eder. p53 protein iiriinii DNA’ya dogrudan
baglanarak hasar1 tanidiktan sonra ya Gl1’de hiicre siklusunun durmasini indiikleyerek

tamir i¢in gerekli zamani kazanir ya da hasar fazlaysa apoptoza yonlendirir. Ayrica pS3’iin



Bax/Bax, Bax/Bcl-2, Bcl-2/Bcl-2 gruplarinin oranlarini diizenledigi diisiiniilmektedir
(Choi ve ark 2004).

Apoptozun regiilasyonu Bcl-2/Bax gen ailesi ile saglanir. Bu ailenin 20 iiyesi
tanimlanmistir; bunlardan bazilar1 apoptoz inhibitoriidiir (antiapoptotik), bazilar1 ise
apoptozu uyarir ve proapoptotik genler olarak tanimlanir. Bcl-2/Bax gen ailesinin iiriinleri,
mitokondri ve ¢ekirdek zarlarinin yani sira endoplazmik retikulum zarinm iizerinde de yer
alirlar ve homodimer ya da heterodimerler seklinde kompleks olusturarak cahisirlar (Nagata

1997).

Bcl-2 tiyeleri;

Antiapoptotik Proapoptotik
Bcl-2 Bax Blk
Bcl-x1 Bod Bak
Boo Bcl-xs
Bcl-w Bid
Al Bim
Mcl-1

Bcl-2 ailesinin bir diger ilging 6zelligi de reaktif oksijen diizeylerinin apoptoz
tizerindeki etkilerini pro-oksidan gibi davranarak kontrol etmesidir. Bax proteinleri
sitoplazmada da bulunur. Apoptotik sinyalin alinmasindan sonra Bax proteinleri,
mitokondri zarinin ‘permeabilite gecis poru’na dogru yonlenirler ve buraya baglanirlar. Bu
baglanma secici iyon gecirgenligini (permeabilitesini) azaltabilir (Kaneda ve ark 1999).
Zardaki bu degisiklikler nedeniyle sitokrom ¢ ve AIF (Apoptozis Inducing Factor) gibi
mitokondri zar1 i¢cinde yer alan faktorler sitoplazmaya gecerler. AIF dogrudan kromatin
yogunlagmasmin ve niikleer fragmentasyonun meydana geldigi c¢ekirdege dogru
yonelirken, sitoplazmadaki stokrom c¢ apoptozun en son basamaginda gorev alir. Sitokrom
¢ bir sitoplazma proteini olan Apaf-1’e baglanmasi prokaspaz-9’ u aktive eder ve olusan bu
kompleks ‘apoptosom’ olarak isimlendirilir. Prokaspaz-9’ un aktivasyonu, bir seri kaspaz

aktivasyonunu baglatir (Tomatir 2003).



Apaf-1 ayn1 zamanda ATP’ye de baglanir. Bu olay apoptozun neden enerji
gereksinimi duydugunu aciklamaktadir. Apoptozun mekanizmasinda ii¢ temel grup rol alir.
Bunlar 6liim reseptorleri, adaptor proteinler ve proteolitik enzimlerdir (kaspazlar) (Nagata

1997).

Oliim reseptorleri; TNF reseptor gen ailesine aittir. Bu reseptor polipeptidlerin
sitoplazmik boliimleri 6liim alani adi verilen bir aminoasit dizisini icerir ve adaptor

proteinlere baglanirlar (Nagata 1997).

Adaptor proteinler, reseptorle gelen sinyal sonucunda kaspazlara baglanip onlari
aktive ederler. Bu reseptorlerin en ¢ok bilinenleri TNF reseptorii—-1 (TNFR1) ve Fas
(CD95) karacigerde bol miktarda bulunur. Fas’in etkisiyle kaspaz dizisi (kaskadi) aktive
olur ve kaspazlar aktive olan DNAaz araciligi ile DNA yikimmna neden olur. Memeli
hiicrelerinde sistein proteaz ailesinden olan kaspazlarin aktif merkezinde sistein yer alir ve
sitoplazmada inaktif prokiirsorler olarak bulunur. Diger adi ile ICE proteazlardir ve bir
proteaz aktivasyon dizisi (selalesi) baslatarak sitoplazmik proteinlerin yikiminda rol
almaktadir, bu swrada niikleazlar da aktive olarak DNA fragmentasyonu ve RNA
degradasyonu gerceklesmektedir. Sitokrom c’nin sitoplazma igine salinmasi ile apoptozun
son basamaklarmdan sorumlu enzim sistemi olan kaspazlar aktive olur (Topal ve ark

2004).

Kaspazlar bir seri olaylar dizisinde diger prokaspazlar1 aktive ederler. Kaspazlar;
sitokin iiretimine katkida bulunurlar (kaspaz 1, 4, 5, 13), proteolizisin baslaticilar1 (kaspaz
3, 6, 7) olarak smiflandirilirlar. Oliim sinyali veren baslatic1 kaspazlar, adaptore baglanirlar
ve Olime yonlendirirler ama infazi gerceklestiremezler bunu yapacak olanlar:
aktiflestirirler. Infazi gerceklestiren uygulayici kaspazlar baslatict kaspazlarin akisini

aktive ederler (Tomatir 2003).

Kaspazlar bir grup sistein proteaz enzimidir. Apoptozis i¢in gereklidir. Basulovirus
protein PP, tiim kaspazlarin kuvvetli inhibitoriidiir. Kaspazlar, apoptozisin son
devresindeki hiicresel substratlarin yikimindan sorumlu oldugu gibi apoptozisin

baslatilmasinda da kritik onemi vardir. Memelilerde en az 14 kaspaz vardir. (Bilgici 2004).

Apoptotik programin merkezi bileseni kaspazlardir. Kaspaz aktivasyonu hiicreye
Ozgiidiir ve kaspaz inhibitorlerinin (IAP) effektdr kaspazlar1 inhibe ederek apoptozu

engelledigi gosterilmistir (Donoghue ve ark 1999). Kaspazlar, proteinleri yalnizca aspartik



asit bulunan bolgelerden keser, bu nedenle c-asp-ases adini almislardir. Boylece
kaspazlarin kisitli proteolizisi nedeniyle, hiicrede lizis sekillenmez ve apoptotik cisimcikler

olusur (Nicholson ve ark 2004).

Kaspazlar;
Apoptozisi Baglatanlar Apoptozisi Yiiriitenler Sitokin AktivasyonuYapanlar
C-2 C-3 C-1 C-13
C-8 C-6 C-4 C-14
C-9 C-7 C-5
C-10 C-11
C-12

Onceden de deginildigi gibi apoptozis genotoksik ajanlarim etkisiyle yaratilan agir
DNA hasarina yanit olarak p53’iin indiiksiyonuyla da baslatilabilir. Indiiklenen p53, bir
pro-apoptotik bcl-2 ailesi iiyesi olan bax’in indiiksiyonuna yol agarak apoptozisi baslatir.
pS3 bax’1n indiiksiyonu haricinde ayrica Fas ve DRS5 gibi hiicre yiizey 6liim reseptorlerinin

indiiksiyonuna neden olarak da apoptozisi baslatabilir (Bender ve ark 2005).

Apoptozis ayrica reaktif oksijen radikallerinin (ROS) hem mitokondri hem plazma
membrant hem de genom iizerinde olusturabilecegi hasarlara bagl olarak da baslatilabilir

(Bender ve ark 2005).

Oksijen kullaniminin dogal sonucu olarak reaktif oksijen metabolitleri meydana
gelmektedir. Basta mitokondriyal elektron transportu olmak iizere, fagositik aktivasyon,
cesitli sentez ve yikim reaksiyonlarinda ROS olusmakta ve prooksidan/antioksidan
dengenin prooksidanlar lehine kaymasit sonucunda gelisen oksidatif stres, cesitli
mekanizmalar ile biyomolekiillere hasar vermektedir. ROS olusumundaki artma,
antioksidan enzim diizeylerindeki azalma sonucu hiicrenin oksidatif strese karsi savunma
hatt1 kirilmakta ve Oliime siiriiklenmektedir. Biyolojik hasarla karakterize radikal
reaksiyonlar arasinda en belirgin olam lipid peroksidasyonudur. Hiicre membranlarinin
oksijen radikallerine maruz kalmasi lipid peroksidasyon reaksiyonlarini uyarir. Lipid

peroksidasyonu, lipid hidroperoksitlerinin aldehit MDA ve diger karbonil bilesiklerine




doniismesiyle sona ermektedir. Hiicre i¢i glutatyon miktarlarindaki diisiisler hiicreyi
oksidatif stres yolu ile apoptoza siiriikkler. Hiicre i¢i diisiik glutatyon seviyelerine sahip
cesitli hayvan modelleri ile yapilan caligmalarda glukortikoidlerle indiiklenmis trombosit
apoptozisini baslattig1 ve anti-Fas/APO- 1 ile indiiklenen lenfosit apoptozisini arttirdigi

gozlemlenmistir (Polat 2008).
Apoptozisin 0zet olarak belli bagli agamalarz;

- Apoptozisin indiiksiyonu

- Hiicre yiizey 6liim reseptorlerinin uyarilmasi

- Sitokrom c¢’nin saliverilmesi

- Apoptozom olusumu (sitokrom ¢ + Apaf-1 + kaspaz-9)

- Mitokondriyal transmembran potansiyelin degismesi

- Kaspazlarin aktivasyonu

- Fosfatidilserinin hiicre membaninin i¢ yiiziinden dis yiize transloke olmasi

-DNA’azin aktivasyonu sonucu DNA’nin fragmentasyonu (interniikleozomal DNA
fragmentasyonu)

-Yapisal proteinlerin yikilmasma bagli olarak apoptozise 6zgii morfolojik degisikliklerin

meydana gelmesidir (Antar 2005).

1. 11. 2. Apoptozisin Saptanmasinda Kullanilan Yontemler

Apoptozisi saptamak icin cok cesitli yontemler gelistirilmistir. 1972 yilinda
apoptozis terimi ilk kez kullanildiginda hiicrenin morfolojik goriiniimiine gore karar
verilmisti. Oysa giiniimiizde morfolojik degerlendirmenin yani sira apoptozise 6zgii oldugu
bilinen bazi1 aktivasyonlarin (0rnegin, aktif kaspaz—3 tayini) molekiiler diizeyde
belirlenmesiyle de saptanabilmektedir. Ilk kez morfolojik kriterlere gore belirlenen
apoptozis, 1980’li yillarin sonuna dogru DNA kiriklarinin olustugunun ortaya
cikarilmasiyla birlikte bu kiriklarin saptanmasma yonelik yontemlerle belirlenmeye
baslanmistir. 1990’11 yillarin ortalarinda ise apoptotik hiicrelerde kaspazlarm aktiflestigi
bulunmustur. Boylece kaspaz aktivasyonlarinin belirlenmesine yonelik metotlarla
saptanabilen apoptozis 1990’larin sonuna dogru fosfotidilserin translokasyonunu belirleyen
yontemlerle de saptanmaya baslanmustir. 2000’11 yillarin baslarinda apoptotik epitelyal

hiicrelerde olmak iizere kaspaz aktivitesiyle kirilan bir protein olan keratin 18’in kirildiktan



sonraki 6zgiin formunu saptayan antikorlarm kullanilarak daha spesifik olarak saptanmasi

takip etmistir (Stassi 2006).
Apoptozisin belirlenmesinde kullanilan yontemler;

- Isik mikroskobu kullanimi; morfolojik goriintiileme yontemleri i¢inde en ucuz ve kolay
olan1 hematoksilen ile boyamadir. Hematoksilen ile boyanan preparatlar 151k mikroskobu
ile incelenir. Hematoksilen boyama (HB) hem hiicre kiiltiirii calismalarinda hem de doku
boyamalarinda kolaylikla kullanilabilir. Apoptotik hiicrelerin saptanmasinda genellikle ilk
metod olarak baslanmasi uygundur (Mehmet 2006).

- Floresan mikroskobu / lazerli konfokal mikroskop kullanimi; floresan maddelerin (6rn:
propidium iyodiir) kullanilmasiyla yapilan bir boyama seklidir. Floresan boyalar DNA’ya
baglanabildiklerinden hiicrenin kromatini dolayisiyla niikleusu goriiniir hale gelebilir

(Vairetti ve ark 2005).

- Elektron mikroskobu; morfolojik degisikliklerin en dogru olarak gozlendigi bir
yontemdir. Ustelik subselliiler detaylarda (6rn: mitokondrinin durumu, hiicre zar1 ya da
nikkleus membranmin biitiinliigiiniin bozulup bozulmadig1 gibi) incelenebilir (Ulukaya

2003).

- Faz kontrast mikroskobu; bu tiir mikroskop sadece hiicrelerin kiiltiir ortaminda veya
pleytlerde biiyiitiildiigli calismalarda hiicreyi veya hiicre toplulugunu incelemek amaciyla
kullanilir. Olen hiicreler yapistiklar1 substratumdan ayrilacaklar1 icin besiyer icinde

yiizmeye baslarlar. Bu hiicreler faz kontrast mikroskobu ile gdzlenebilirler (Yilmaz 2005).

- Anneksin V yontemi; normal hiicrelerde hiicre zarmin sitoplazmik yiiziinde fosfatidilserin
(PS) bulunmaktadir. Eger hiicre apoptozise giderse normalde i¢ ylizde yerlesmis olan PS
molekiilleri hiicre zarinin dig yliziine transloke olurlar. Dis yiize transloke olan PS’ler,
floresan bir madde ile isaretlenmis Anneksin V kullamilarak goriiniir hale getirirler.

Boylece apoptotik hiicreler saptanmis olur (Vairetti ve ark 2005).

- TUNEL yontemi; DNA kiriklarinin in situ olarak taninmasini saglar. In situ DNA
fragmantasyonu, TdT-(terminal deoksiniikleotidil transferaz) aracili floresan-dUTP
isaretleme (TUNEL) yontemiyle belirlenir. Apoptotik hiicrelerin goriintiilenmesi icin
peroksidaz substrat 3.3-diaminobenzidin kullanilir. Niikleer boyama i¢in methyl green

(%0.5) kullanilir. TUNEL-pozitif hiicreler 151k mikroskobu altinda goriintiilenir. Parafin



bloklar, donmus kesitler, kiiltiirli yapilmis soliisyon halindeki veya pleytlere ekilmis, ya da
lameller {iizerinde biiyiitiilmiis hiicrelerde apoptozisin varligi bu metodla saptanabilir

(Watanabe ve ark 1999).

- M30 yontemi; M30 yonteminde apoptotik hiicreler sitokeratin 18’in kaspazlarin etkisiyle
kirilmas1 sonucu ortaya ¢ikan yeni antijenik bolgenin immunohistokimyasal yontemle
boyanmasi prensibine gore belirlenir. Sadece sitokeratin 18’1 eksprese eden dokularda

kullanilmas1 miimkiindiir. Bu dokular epitelyal kaynakli dokulardir (Yilmaz 2005).

- Kaspaz—3 yontemi; kaspaz-3 yontemi ile sadece apoptotik hiicrelerde olusan aktif
kaspaz—3 IHC metoduyla belirlenebilir. Bunun icin, dokunun kaspaz—3 eksprese ettiginin
bilinmesi ya da calisilan dokuda apoptozise yol agan ajanin kaspaz-3’ii kirip kirmadiginin
bilinmesi gerekir. Ancak, bu bilinirse apoptotik hiicreler bu metotla tespit edilebilirler

(Antar 2005).

- Agaroz jel elektroforezi; DNA kiriklarmin gosterilebildigi bir bagka yontemdir.
Apoptoziste DNA, 180 baz ¢ifti ve bunun katlarina karsilik gelen noktalardan
(interniikleozomal bolgelerden) kirildigr i¢in merdiven goriintiisii (ladder pattern) olusur.

Bu bulgu apoptozisin karakteristik ozelligidir (Hekim 2003).

- Western blotting; bu metod yardimiyla apoptozise 6zgii baz1 proteinlerin eksprese olup
olmadiklarinin  (6rnegin, bcl-2) ya da kirihip kirilmadiklarinm (6rnegin, kaspaz-3)
saptanmas1 miimkiindiir. Sitokrom c¢’nin mitokondriye ¢ikip ¢ikmadigmin belirlenmesi de

bu metodla yapilabilir (Liu ve ark 2006).

- Flow sitometri; flow sitometri yardimiyla floresan bir madde ile isaretlenmis antikor
kullanilarak apoptozisde eksprese oldugu bilinen herhangi bir hiicre yiizey proteininin

saptanmas1 miimkiindiir. Boylece apoptotik hiicreler belirlenebilir (Laurenzi 2006).

- ELISA yontemi; ELISA ile apoptotik siire¢ sonunda parcalanmis ve sitoplazmaya sizmis
mono yada oligoniikleozomlar1 (DNA fragmentlerini) saptamak amaclanir. Bu yontemle
hiicre lisatlarinda, hiicre Kkiiltiirlerinde, hiicre kiiltiir siipernatantlarinda ve serum ya da
plazmada caligmak miimkiindiir (Brugere ve ark 1999). Hiicre kiiltiir ortaminda genellikle
normal saglikli hiicreler, apoptotik hiicreler ve nekrotik hiicreler birlikte bulunurlar (Hekim
2003). Calisma yontemi santrifiigasyonla baslar. Elde edilen siipernatant muhtemelen

nekrotik siire¢ sonucunda ortama salinan niikleer materyali icerebilir. Bu yiizden de



slipernatant santrifiigasyondan sonra atilir. Geri kalan materyal yikanir ve siipernatant
tekrar atilir. Boylece nekrotik hiicreler uzaklastirilir. Geriye kalan normal hiicreler ve
apoptotik hiicrelerin sitoplazmik niikleozomlar1 ¢ikarilmak icin hiicre plazma membram
permeabilize edilir ve elde edilen sitoplazmik materyalde niikleozomlar ELISA yontemi ile
tespit edilir. Ayn1 sekilde M30 diizeylerinin 6l¢timii de miimkiindiir (Frankfurt ve Krishan
2001).

- Fluorometrik yontem; kiiltiirii yapilmis hiicrelerde kaspaz aktivitesinin tayin edilmesinde
kullanilan bir yontemdir. Bu yontemde ilgili kaspazin antikorunun bulundugu pleytlere
hiicre lizatlarinmn konulmasi ile kaspaz molekiilleri tutulur ve sonra ortama kaspazlarin
parcaladigi ve kendisine floresan bir maddenin tutuldugu bir substrat ilave edilir.
Ortamdaki kaspaz aktivitesiyle orantili olarak ortaya ¢ikan floresanin siddeti fluorimetre ile

Olciilerek kaspaz aktivitesi saptanir (Yilmaz 2005).



2. GEREC VE YONTEM

2. 1. Deney Hayvanlan

Bu calismada, 5,5-6 aylik ortalama 350—400 gram agirliklarinda 60 adet erkek

Spraque Dawley tiirii rat kullanildi. Deneme siiresince hayvanlar Adnan Menderes

Universitesi Veteriner Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 laboratuvarinda 151k (12 saat aydmlik

ve 12 saat karanlik) ve 1s1 (24+£2°C) kontrollii odalarda % 20 protein iceren kuru pelet yem

ve su ad libitium verilmek tizere izlendi.

2. 2. Deney Gruplan ve Uygulama Protokolii

Hayvanlar caligma baslamadan ii¢ hafta 6nce deney hayvanlar1 iinitesinde standart

kafeslere konularak ortama aligmas1 beklendi. Calismada her biri 10 hayvandan olusan 6

grup olusturuldu. Gruplara su islemler uygulandi.

1.

Grup (CCly, 6. saat): Karaciger toksisitesi olusturmak amaciyla CCly, periton i¢i (i.p.) 2
ml/kg 1/1 oraninda zeytinyagidaki ¢ozeltisi seklinde tek doz enjekte edildi. Hayvanlar
CCl; enjeksiyonundan 6 saat sonra eter anestezisine almip kalplerinden kan alindi,

nukleer ekstrakt ve tunel yontemi i¢in karaciger dokusu alind.

Grup (CCL+NAS, 6. saat): Karaciger toksisitesi olusturulup N Asetil Sisteinin
koruyucu etkisinin belirlenmesi amaciyla CCly periton ici (i.p.) 2 ml/kg 1/1 oraninda
zeytinyagindaki c¢ozeltisi seklinde tek doz enjekte edildi ve N Asetil Sistein
uygulamasina (periton i¢i 50 mg/kg/giin) CCly enjeksiyonundan 3 giin 6nce baslandi ve
deney siiresince devam edildi. Hayvanlar CCl,; enjeksiyonundan 6 saat sonra eter

anestezisine alinarak kan ve karaciger dokusu alindi.

Grup (CCly, 72. saat): Karaciger toksisitesi olusturmak amaciyla CCly, periton i¢i (i.p.)
2 ml/kg 1/1 oraninda zeytinyagindaki ¢ozeltisi seklinde tek doz enjekte edildi ve 72

saat sonra hayvanlar eter anestezisine aliarak kan ve karaciger ornekleri alindi.



4. Grup (CCL+NAS, 72. saat): Karaciger toksisitesi olusturulup N Asetil Sisteinin
koruyucu etkisinin belirlenmesi amaciyla CCly periton ici (i.p.) 2 ml/kg 1/1 oraninda
zeytinyagindaki c¢ozeltisi seklinde tek doz enjekte edildi ve N Asetil Sistein
uygulamasina (periton i¢i 50 mg/kg/giin) CCly enjeksiyonundan 3 giin 6nce baslandi ve
deney siiresince devam edildi. Hayvanlar CCly enjeksiyonundan 72 saat sonra eter

anestezisine alinarak kalplerinden kan ve karaciger dokusu alindu.

5. Grup (Zeytinyag1): 2 ml/kg zeytinyagi periton ici (i.p.) tek doz enjekte edildi. 5 adet
rattan 6 saat sonra, 5 adet rattan 72 saat sonra eter anestezisi altinda kan ve karaciger

dokusu Ornekleri, kontrol degerleri i¢in alind.

6. Grup (Zeytinyagi+NAS): 2 ml/kg zeytinyag1 ip. tek doz, N Asetil Sistein
uygulamasina ise (periton i¢ci 50 mg/kg/giin) deney gurubuna enjekte edilen CCls’den 3
giin Once basland1 ve deney siiresince devam edildi. 5 adet rattan 6 saat sonra, 5 adet
rattan 72 saat sonra eter anestezisi altinda kan ve karaciger drnekleri kontrol degerleri

icin alind1.

Deney siiresinin sonunda eter anestezisi altinda alinan kan 6rnekleri 3000 rpm’de
10 dakika santrifiij edilerek serumlar1 ayrildi ve daha sonra calisilmak iizere -80°C’de

sakland1.

Deney siiresinin sonunda hayvanlardan alinan taze karaciger dokusu orneklerinin
yarist apoptotik TUNEL yontemi i¢in analizler yapilincaya kadar -80°C’de saklandi. Diger

yarisinda niikleer ekstrakt hazirlandi ve analizler yapilincaya kadar -80°C’de saklandi.

Elde edilen niikleer ekstraktlarda 8-hidroksi-2-deoksiguanozin, Histon Asetil
Transferaz, Histon Deasetilaz, ile serumda Total Antioksidan Kapasitesi, Total Oksidan
Kapasitesi, AST ve ALT diizeyleri hazir ticari kitler kullanilarak analiz edildi. Serum
MDA seviyesi ise Yoshioko ve arkadaslarmin (1979) bildirdigi yonteme gore yapildi
Apoptozis karaciger dokusunda TUNEL yontemi ile, DNA fragmentasyonu ise niikleer
ekstraklarda ELISA yontemi ile belirlendi.



2. 3. Kullanilan Cihazlar

Analizler sirasinda Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya
Anabilim Dali laboratuvarinda bulunan; -80°C’lik derin dondurucu (Glacier ultralow
temparature freezer, Japonya), -20°C’lik derin dondurucu (Bosch, Tiirkiye), ELISA
okuyucusu (Optic Ivymen System 2100-C, Ispanya) ve ¢alkalayicis1 (Insel Hamble SO3
8DH, Ingiltere), Santrifiij (Niive NF800OR, Tiirkiye), homojenizator (Yellow Line Ost
Basic, Almanya), spektrofotometre (Shimadzu UV-1601, Avusturalya), Vorteks (Velp,
Italya), Manyetik karistirici (Velp, Italya), Etiiv (Memmert, Almanya), Hassas terazi
(Sartorius, Almanya) ve otomatik pipetler (Isolab 2-20ul, Isoterm 20-200 pl, Brand 5-50
ul, Isoterm 100-1000 pl), pH metre (pH 211, Hanna, Amerika) Histoloji Anabilim Dah

laboratuvarinda bulunan mikrotom (Leica, Almanya) kullanilmistir.

2. 4. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Analizler sirasinda CCly, N asetil sistein (Merck, K40328922), Asetik asit (Merck,
K40866656), Paraformaldehit (Sigma, P6148), Butanol (Merck K37211388), Triklorasetik
asit (Merck, K36929507), Tiyobarbitiirik asit (Merck, L55063680), Na,HPO4x2H,O
(Disodyum hidrojen fosfat dihidrat) (Merck, 6580), KH,PO, (Potasyum dihidrojen fosfat)
(Merck, 4871), NaCl (Sodyum kloriir) (Merck, 6400), Etil alkol (Smyras, 2050500), Ksilol
(Carlo Erba, 492306), Eter (Carlo Erba, 447522), Hematoksilen (Sigma, S1275), Hidrojen
peroksit (Merck, K40027400), Faramount (Dako, 2972), Niikleer ekstrakt kiti (Cayman,
10009277, USA), Cell Death Detection ELISA Plus kiti (Roche, 11774425001,
Mannheim, Germany), HAT kiti (HAT Activity Assay, Kamiya, KT-146, Seattle, USA),
HDAC kiti (HDAC Activity Assay Kit, Cayman, 10011563, USA), 8-hidroksi-2-
deoksiguanozin kiti (8-hidroksi-2-deoksiguanozin EIA Kit, Cayman, 589320, USA), Total
protein kiti (Archem, A2301, TURKEY), TAK kiti (Total Antioxidant Status Assay Kkit,
Rel Assay Diagnostics, RLO017, TURKEY), TOK kiti (Total Oxidant Status Assay kit, Rel
Assay Diagnostics, RL0024, TURKEY), AST kiti (AST, Archem, A2212, TURKEY),
ALT kiti (Archem, A2222, TURKEY) ve TUNEL kiti (ApopRag Plus Peroxidase In Situ
Apoptosis Detection Kit, Chemicon, S7101, USA) kullanilmistir.



2. 5. Serumda Aspartat Aminotransferaz (AST) Analizi

Serumda aspartat aminotransferaz (AST) analizi aspartat aminotransferazin
25°C’de bir dakikada 1 mmol L-aspartat ve alfa ketoglutarati; oksaloasetat ve glutamata
transaminasyonu sonucu meydana gelen absorbans artisinin 340 nm’de 1-3 dakika boyunca
Olciilmesi prensibi ile c¢alisgan hazir ticari kit (AST, Archem, A2212, TURKEY)
kullanilarak yapildi. Bir tiipe 4:1 oraninda birinci ve ikinci aymra¢ karigimindan 1 ml
konuldu. Uzerine 100 pul serum ilave edilip karistirildiktan sonra 90 saniye 37°C’de inkiibe
edildikten sonra 60 saniyede bir 340 nm’de 3 okuma yapild1 ve delta absorbans degeri
hesaplanip standart faktor ile ¢arpilarak U/L cinsinden sonug¢ bulundu.

2. 6. Serumda Alanin Aminotransferaz (ALT) Analizi

Serumda alanin aminotransferaz (ALT) analizi alanin aminotransferazin 25°C’de
bir dakikada 1 mmol L-alanin ve alfa ketoglutarati; piruvat ve glutamata transaminasyonu
sonucu meydana gelen absorbans artisinin 340 nm’de 1-3 dakika boyunca Ol¢iilmesi
prensibi ile calisan hazir ticati kit (ALT, Archem, A2222, TURKEY) kullanilarak yapildi.
Bir tiipe 4:1 oraninda birinci ve ikinci ayira¢ karisgimmdan 1 ml konuldu. Uzerine 100 pl
serum ilave edilip karistirildiktan sonra 90 saniye 37°C’de inkiibe edildikten sonra 60
saniyede bir 340 nm’de 3 okuma yapild1 ve delta absorbans degeri hesaplanip standart

faktor ile carpilarak U/L cinsinden sonug¢ bulundu.

2. 7. Malondialdehit (MDA) Analizi

MDA analizi lipid peroksidasyon 6l¢ciim metodu olan Yoshoiko ve ark (1979)
bildirdikleri metod uygulanarak spektrofotometrede (Shimadzu UV-1601, Australia)
yapildi. Bu yontemin prensibi TBA (tiyobarbitiirik asit) ile MDA’ ’nin asidik pH ve sicak
ortamda tepkimesi sonucu olusan pembe renkli pigmentin spektrofotometrik Olgiimiine
dayanmaktadir. Analiz icin numunelerden 250 pl vidali kapakli cam tiiplere konuldu
tizerine 1,25 ml Triklorasetik asitin (TCA) % 10’luk ¢ozeltisinden ilave edilip karistirildi
ve 0,5 ml % 0,67’1lik Tiyobarbitiirik asit ilave edildi. Kor tiipiine ise TCA’dan 1,5 ml ve
TBA’dan 0,5 ml konuldu. Tiiplerin agizlar1 sikica kapatilip 30 dakika kaynar su

banyosunda tutulduktan sonra ¢esme altinda sogutuldu ve 2 ml n-butanol ilave edilip



karistirilarak 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Ustteki faz 535 nm’de okundu.

Absorbans sonuglar1 155,5 kat sayisi ile ¢arpilarak pmol/L cinsinden sonuglar bulundu.

2. 8. Serumda Total Antioksidan Kapasitesi (TAK) Analizi

Serumda total antioksidan kapasitesi Ol¢liimii, serum numunesindeki
antioksidanlarin ABTS’den kaynaklanan koyu mavi yesil rengi azaltmasi sonucu
sekillenen absorbans degisiminin Ol¢iilmesi esasina dayanan hazir ticari kit (Total
Antioxidant Status Assay kit, Rel Assay Diagnostics, RL0O017, TURKEY) kullanilarak
yapildi. Bu amagla 500 pl 1. aywra¢ bir tiipe konulup iizerine 30 pl standart ve numuneler
konuldu ve 660 nm’de birinci okuma yapildi. 75 ul 2. aywra¢ ilave edilip 10 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildikten sonra 660 nm'de ikinci okuma yapildi, delta degerleri

bulunup standarda gore hesaplamasi yapild1.

2. 9. Serumda Total Oksidan Kapasitesi (TOK) Analizi

Serumda total oksidan kapasitesi 0l¢timii, demir iyonunun asidik ortamda kromojen
ile renkli bir kompleks olusturdugu, rengin siddetinin numunedeki oksidanlarin miktarina
bagl olarak degistirdigi ve rengin yogunlugunun spektrofotemetrik olarak belirlenebildigi
hazir ticari kit (Total Oxidant Status Assay kit, Rel Assay Diagnostics, RL0024,
TURKEY) kullanilarak yapildi. Bu amacla 500 ul 1. aywra¢ bir tiipe konulup iizerine 75 pl
standart ve numuneler konuldu ve 530 nm’de birinci okuma yapildi. 25 pl 2. ayirag ilave
edilip 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 530 nm’de ikinci okuma yapildi,

delta degerleri bulunup standarda gore hesaplamasi yapildi.

2. 10. Karaciger Dokusunda Niikleer Ekstrakt Hazirlanmasi

Karaciger dokusunda niikleer ekstraksiyon islemi hazir ticari kit (Cayman,
10009277, USA) kullanilarak yapildi. Ratlardan alinan taze karaciger dokularindan 0,2 gr
tartilip kiiciik parcalara boliindiikten sonra 0,6 ml soguk Hipotonik tampon (0,6 ul DTT ve
0,6 ul % 10’ luk Nonidet P-40 ilaveli) ilave edildi. Homojenizatorde 1500 rpm’de 3 dakika



homojenize edildi ve buzlu ortamda 15 dakika inkiibe edildi. 300 g’de 10 dakika +4°C’de
santrifiij edildi ve siipernatant baska bir tiipe ayrildi (1. Tiip). Pelet 100 pl Hipotonik
tampon (0,6 ul DTT ve 0,6 ul % 10’ luk Nonidet P-40 ilaveli) ile ¢ozdiiriiliip buzlu
ortamda 15 dakika tekrar inkiibe edildi. 10 pul % 10’ luk Nonidet P-40 ilave edilip
karistirildiktan sonra 14000 g’de 30 saniye +4°C’de santrifiij edildi. Siipernatant baska bir
tiipe aktarilip 1. tiip ile karistirildi. Pelet 50 pl soguk Ekstraksiyon tampon (Proteaz ve
fosfataz inhibitor ilaveli) ile c¢ozdiriilip 15 saniye vortekslendikten sonra buzlu
calkalayicida 15 dakika inkiibe edildi. 14000 g’ de 10 dakika +4°C’de santrifiij edildi.
Siipernatant baska bir tiipe alinarak analiz yapilana kadar -80°C’de saklandu.

2. 11. Niikleer Ekstraktlarda 8-hidroksi-2-deoksiguanozin Analizi

Niikleer ekstraktlarda 8-hidroksi-2-deoksiguanozin analizi, 8-OHdG monoklonal
antijeninin (Anti-8-OHdG) Ornek, standart veya Onceden plakanin kuyucuklarina
baglanmamis 8-OHdG’lere yarigmali olarak baglanma Ozelliginden yararlanarak hazir
ticari kit (8-hidroksi-2-deoksiguanozin EIA Kit, Cayman, 589320, USA) kullanilip yapildi.
Niikleer ekstraktlar -80°C’den ¢ikarilip oda sicakligina gelmesi beklendi. Bu esnada kitin
cozeltileri ve standartlar1 hazirlandi. ELISA kitinin mikropleyti kor, total aktivite, spesifik
olmayan baglanma, maksimum baglanma, standart ve numune kuyucuklar1 olarak
isaretlendi. Spesifik olmayan baglanma kuyucuguna 100 pl, maksimum baglanma
kuyucuguna ise 50 pul EIA tampon konuldu. Standart kuyucuklarina 50 pl standart ve
numune kuyucuklarina ise 50 pl numuneler ilave edildi. Daha sonra kor ve total aktivite
kuyucugu hari¢ diger kuyucuklara Tracer ¢ozeltisi eklendi. Maksimum baglanma, standart
ve numune kuyucuklarina 50 pl Antikor ilave edildi ve mikropleytin lizeri parafilm ile
kapatilarak 18 saat +4°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi tiim kuyucuklar bosaltilip 5
kez yikama solusyonu ile yikandi. Tiim kuyucuklara 200 ul Ellman’s ayiraci ilave edildi.
Total aktivite kuyucuguna 5 pl Tracer ¢ozeltisi eklendi. Mikropleytin iizeri parafilm ile
kapatilip 90-120 dakika karanlikta hafif calkalayan calkalayicida inkiibe edilip 405 nm’de

okundu.



2. 12. Niikleer Ekstraktlarda Histon Asetil Transferaz (HAT) Analizi

Niikleer ekstraktlarda Histon asetil transferaz analizi, asetil CoA’nin kofaktor
olarak kullamildig1 ve CoA’dan serbest kalan aktif HAT ile peptit subtratlarmin asetile
oldugu, NADH nm sekillenip fotometrik olarak olciilebildigi hazir ticari kit (HAT Activity
Assay, Kamiya, KT-146, Seattle, USA) kullanilarak yapildi. Niikleer ekstrakt numuneleri
40 pl mikropleytin kuyucuklarina ilave edildi. Arka plan okumayi bertaraf etmek i¢in 40 pl
numune yerine distile su kullanildi. Pozitif kontrol i¢in de 10 pul Hiicre niikleer ekstrakti ile
30 pl distile su bir kuyucuga konuldu. Daha sonra kuyucuklarin tamamima 50 ul HAT
analiz tampon, 5 ul HAT Substrat I, 5 ul HAT Substrat II ve 8 ul NADH olusturucu enzim
ilave edilip karistirild1. 37 °C’de 1-4 saat renk olusuncaya kadar inkiibe edildi. Inkiibasyon
periyodu siiresince 450 nanometrede 1 saatte bir kontrol okumasi yapildi. Yeterli sar1 renk
olusunca inkiibasyona son verildi. Pozitif kontrol sonucuna gore niikleer ekstraktlarin

sonuglar1 hesaplanda.

2. 13. Niikleer Ekstraktlarda Histon Deasetilaz (HDAC) Analizi

Niikleer ekstraktlarda Histon deasetilaz analizi hazir ticari kit (HDAC Activity
Assay Kit, Cayman, 10011563, USA) kullanilarak yapildi. Niikleer ekstraktlar -80°C’den
cikarilip oda sicakligina gelmesi i¢cin beklenirken kitin ¢ozelti ve standartlari hazirlandi.
Kitin mikropleyti standart, pozitif kontrol, pozitif kontrol+Trichostatin A ¢dzeltisi, numune
ve numune+Trichostatin A ¢ozeltisi  kuyucuklar1 seklinde isaretlendi. Standart
kuyucuklarma 150 pl analiz tampon ve 10 ul standart konuldu. Pozitif kontrol ve pozitif
kontrol+Trichostatin A ¢ozeltisi kuyucuklarma 140 pl analiz tampon ve 10 pl pozitif
kontrol ilave edildi. Numune ve numune+Trichostatin A ¢ozeltisi kuyucuklarna 140 pl
Analiz tampon ile 10 pl numune konuldu. 10 pl Trichostatin A pozitif kontrol+Trichostatin
A c¢ozeltisi kuyucuklarina ve numune+Trichostatin A ¢ozeltisi kuyucuklarina ilave edildi.
Pozitif kontrol ve numune kuyucuklarina ise 10 pl analiz tampon ilave edildi. 10 ul HDAC
Substrat tiim kuyucuklara ilave edildi. Mikropleyt pleyt kaplayic1 ile kapatilip
calkalayicida 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi tiim kuyucuklara 40 ul
developer ¢ozeltisi ilave edilip 15 dakika oda sicakliginda tekrar inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonras1 340’de 450 nm referans dalga boyunda 6l¢iim yapildi.



2. 14. Niikleer Ekstraktlarda Apoptotik DNA Fragmentasyonu Analizi

Apoptotik hiicrelerin cekirdeklerindeki DNA kirilmalarinin 6l¢iimii, kantitatif
sandwic enzim immunoassay prensibine dayanan ve apoptotik DNA fragmentasyonu
esnasinda olusan sitoplazmik DNA-histon kompleksinin belirlenmesini saglayan hazir
ticari kit (Cell Death Detection ELISA Plus kit, Roche, 11774425001, Mannheim,
Germany) kullanilarak yapildi. Apoptotik hiicrelerin ¢ekirdeklerindeki DNA kirilmalarinin
Olciimii amaciyla -80°C ‘de muhafaza edilen niikleer ekstraktlar disariya alindi. 20 pl
niikleer ektrakt iizerine ELISA Kkitinin icinde kullanima hazir halde bulunan lizis
tamponundan 200 ul ilave edilip 30 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan
20000 g’de 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatant Roche firmasinin Cell Death
Detection ELISA plus hazir 6l¢ciim kitinde kullanildi. Bunun icin 20 pl siipernatant
streptavidin kapli mikropleyt kuyucuklarina ilave edildi ve daha sonra her bir kuyucuga 80
ul reaktif (Monoklonal antikor, antihiston-biotin ve anti-DNA-POD karisimi) eklendi.
Reaksiyonun olugmasi i¢in 2 saat 15-25°C’de 200 rpm’de hafif calkalayan calkalayicida
inkiibe edildi. Siirenin sonunda her bir kuyucuk inkiibasyon tamponu ile yikandi. Daha
sonra her bir kuyucuga 100 pl ABTS [substrate2,2_azino-di-(3-ethylbenzthiazoline
sulfonate) diammoniun salt crystals] solusyonu eklenip 10 dakika oda sicakliginda hafif
calkalayarak inkiibe edildi. Siirenin sonunda ABTS stop solusyonu ilave edilip 405 nm’ de
ABTS ve ABTS stop solusyonuna kars1 okundu.

2. 15. Niikleer Ekstraktlarda Protein Analizi

Niikleer ekstraktlarda protein analizi biiiret prensibine dayanan hazir ticari kit
(Total protein, Archem, A2301, TURKEY) kullanilarak yapildi. Kor, standart ve numune
tiipleri hazirland1. Total protein ayrracindan 1 ml konuldu. Uzerine numune tiipiine 10 pl
ornek, standart tiiptine ise 10 pl standart ve kor tiiptine 10 pl distile su ilave edildi.
Karistirllip 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 546 nm’de okuma yapildi
ve standarda gore hesaplamasi yapildi. Niikleer ekstrakta yapilan analizler protein

sonucuna uyarlandi.



2. 16. Karaciger Dokularinda Apoptotik Hiicrelerin TUNEL Yéntemi ile Belirlenmesi

-80°C’de muhafaza edilen karaciger Ornekleri cikartilip -20°C’de poly-L-lysine
kapli lamlara 5 mikron kalmliginda kreostat kesitler alind1 ve -20°C’de muhafaza edildi.
Analiz, DNA kiriklarinim in situ olarak taninmasini saglayan in situ DNA fragmantasyonu,
TdT-(terminal deoksiniikleotidil transferaz) aracili floresan-dUTP isaretleme (TUNEL)
yontemine dayanan TUNEL hazir ticari kit (ApopRag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis
Detection Kit, Chemicon, S7101, USA) kullanilarak yapildi. Analiz yapilacagi giin
cikarillan lamlar % 1’°lik paraformaldehit (PBS’de, pH 7,4) icerisinde 10 dakika oda
sicakliginda fikse edildi. 2 defa 5’er dakikalik PBS’de yikandiktan sonra 2:1 Etanol: Asetik
asit karigitminda -20°C’de 5 dakika postfiksasyon yapildi. 2 kez S5’er dakika PBS ile
yikandi. PBS’de hazirlanmis % 3’liikk hidrojen peroksitte 5 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildi. 3 defa 5’er dakikalik PBS’de yikama yapildi ve lamlar kurulandiktan sonra 75 pl
dengeleme tamponundan lamlarin iizerine damlatildi ve 10 dakika oda sicakliginda
inkiibasyona birakildi. Sonra 55 pl TdT enzim calisma solusyonundan lamlarin iizerine
damlatilip nemlendirilmis 37°C’lik ortamda 1 saat inkiibe edildi. Lamlar reaksiyonu
durdurma solusyonunda 10 dakika oda sicakliginda birakildi. 3 kez 1’er dakikalik PBS’de
yikand:1 ve iizerine 65 pl anti-digoksigenin peroksidaz konjugat damlatild1 ve 30 dakika
inkiibe edildi. 4 defa 2’ser dakikalik PBS’de yikandiktan sonra lamlar kurulanip 75 pl
peroksidaz substrat damlatilarak 3-6 dakika arasinda bekletildi. 3 kez 1’er dakika yikandi
ve 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. Hematoksilen ile zit boyama yapildi. 3 kez
deiyonize suda yikandi. 3 degisim % 100 n-butanolde 30’ar saniye bekletildi. 3 degisim
ksilolde 2’ser dakika bekletildi. Lamel yapistiricist siiriillerek lamlar kapatildi.

Goriintiileme sistemi bulunan mikroskopta degerlendirmesi yapild1 ve fotograflar cekildi.

2. 17. istatistiksel Analizler

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi amaciyla SPSS (for Windows Release 11.5
Standart Versiyon Copyright © Spss Inc. 1989-2001) hazir paket programi kullanildi.
Calisma gruplarina ait veriler ortalama + standart hata (Ortalamaz S x ) seklinde gosterildi
ve istatiksel yontem olarak gruplar arasi karsilastrmada One-Way ANOVA testi
uygulandi. Duncan testi ile onemler tespit edildi. Istatistiksel acidan farklarnmn anlamli

olup olmadig1 ve onemlilik diizeyleri saptanda.



3. BULGULAR

3. 1. Aspartat Aminotransferaz (AST) Sonuclar:

AST diizeyinin CCly verilen grupta 6. saatte kontrol grubuna gore anlamli olarak
arttig1 ve NAS eklenmesi ile AST diizeyinin diistiigii izlendi (P<0.05). Bununla birlikte 72.
saatte 6. saate gore anlamli bir diisiis oldugu gozlendi. 72. saatte gruplar arasi farkin

istatistiki agidan 6nemli oldugu belirlendi (Cizelge 3. 1 ve Sekil 3. 1).

Cizelge 3. 1. Aspartat aminotransferaz (AST) sonuclar1 ve istatistik

AST (U/L) (Ortalamaz= S x )

CCl CCL+NAS Zeytinyagi Zeytinyagi+ CCl CCL+NAS Zeytinyagi Zeytinyagi+ P
(6. Saat) (6. Saat) (6. Saat) NAS (72. Saat) (72. Saat) (72. Saat) NAS
(n=10) (n=10) (n=5) (6. Saat) (n=10) (n=10) (n=5) (72. Saat)
(0=5) (0=5)
500,451+2,76" | 384,722+2,87° | 133,18+2,84° | 120,86+2,50° | 341,95+10,96° | 224,06+2,70" | 121,7443,15° | 114,48+1,43° | #**

*#% P<(),001: Istatistiksel olarak anlamli
a, b, ¢, d, e: Aym satirda farkl harf tasiyan grup ortalamalar1 arasi fark onemlidir (P<0,05)

AST (U/L)
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400 W 2.Grup (6. Saat
300
200
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. . )
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(6. Saat) (6.Saat) (6.Saat) (6.Saat) (72. (72. (72. (72.
Saat) Saat) Saat) Saat)

Sekil 3. 1. Aspartat aminotransferaz (AST) sonuglar1 grafigi




3. 2. Alanin Aminotransferaz (ALT) Sonuclari

ALT diizeyinin CCly verilen grupta 6. saatte kontrol grubuna gore anlamli olarak
arttig1 ve NAS eklenmesi ile ALT diizeyinin diistiigii izlendi (P<0.05). Bununla birlikte 72.
saatte 6. saate gore anlamli bir diisiis oldugu gozlendi. 72. satte gruplar arasindaki farkin

istatistiki agidan 6nemli oldugu belirlendi (Cizelge 3. 2 ve Sekil 3. 2).

Cizelge 3. 2. Alanin aminotransferaz (ALT) sonuglar: ve istatistik

ALT (U/L) (Ortalama% S x )

CCl CCL+NAS Zeytinyagi Zeytinyagi+ CCl CCL+NAS Zeytinyagi Zeytinyagi+
(6. Saat) (6. Saat) (6. Saat) NAS (72. Saat) (72. Saat) (72. Saat) NAS
(n=10) (n=10) (n=5) (6. Saat) (n=10) (n=10) (n=5) (72. Saat)
(n=5) (n=5)
313,215+2.39° | 227.21+3.46° | 74,454+2.42° | 63,706+2,33" | 191,104+1,48° | 109,318+2,08° | 60,714+4,53" | 66,774+3,85"

*#% P<(),001: Istatistiksel olarak anlamli

a, b, c, d, e, f: Ayni satirda farkli harf tasiyan grup ortalamalar1 aras1 fark 6nemlidir (P<0,05)
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0 - . . r — r r Y
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(6. Saat) (6. Saat) (6. Saat) (6. Saat) (72. (72. (72. (72.
Saat) Saat) Saat) Saat)

Sekil 3. 2. Alanin aminotransferaz (ALT) sonuglar1 grafigi




3. 3. Malondialdehit (MDA) Sonuclari

Malondialdehit diizeyinin CCly verilen grupta 6. saatte kontrol grubuna gore
anlamli olarak arttig1 ve NAS eklenmesi ile diizeyinin diistiigii izlendi (P<0.05). Bununla
birlikte 72. saatte 6. saate gore anlamli bir diislis oldugu goézlendi. 72. saatte gruplar
arasinda istatistiki acidan onem oldugu belirlendi (Cizelge 3. 3 ve Sekil 3. 3).

Cizelge 3. 3. Malondialdehit (MDA) sonuglar1 ve istatistik

MDA (umol/L) (Ortalamaz S x )

CCl CCL+NAS Zeytinyagi Zeytinyagi+ CCl CCL+NAS Zeytinyagi Zeytinyagi+ P
(6. Saat) (6. Saat) (6. Saat) NAS (72. Saat) (72. Saat) (72. Saat) NAS
(n=10) (n=10) (n=5) (6. Saat) (n=10) (n=10) (n=5) (72. Saat)
(n=5) (n=5)
35443+1,13° | 27,631+0,50° | 15,938+0,38° | 12,977+0,36" | 23,174+0,61° | 19,903+0,33% | 14,959+0,92" | 1322241,15" | #**

*#% P<(),001: Istatistiksel olarak anlamli
a, b, c, d, e, f: Ayni satirda farkli harf tasiyan grup ortalamalar1 aras1 fark 6nemlidir (P<0,05)

MDA (umol/L)
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Sekil 3. 3. Malondialdehit (MDA) sonuglar1 grafigi




3. 4. Total Antioksidan Kapasitesi (TAK) Sonuclar

TAK diizeyinin CCly verilen grupta 6. saatte kontrol grubuna gore anlamli olarak
azaldig1 ve NAS eklenmesi ile TAK diizeyinin arttig1 izlendi (P<0.05). Bununla birlikte 72.
saatte 6. saate gore bir artis oldugu fakat istatistiki acidan anlamli olmadigi belirlendi. 72.
saatte TAK diizeyinin gruplar arasindaki farkin istatistiki acidan 6nemli oldugu gozlendi

(Cizelge 3. 4 ve Sekil 3. 4).

Cizelge 3. 4. Total antioksidan kapasitesi (TAK) sonuglar1 ve istatistik

TAK (mmol Trolox Equiv./L) (Ortalamaz+ S x )

CCl CCL+NAS Zeytinyagi Zeytinyagi+ CCl CCL+NAS Zeytinyagi Zeytinyagi+ P
(6. Saat) (6. Saat) (6. Saat) NAS (72. Saat) (72. Saat) (72. Saat) NAS
(n=10) (n=10) (n=5) (6. Saat) (n=10) (n=10) (n=5) (72. Saat)
(n=5) (n=5)
15,224+0,43" | 23,33540917 | 40,766+1,20° | 46,160+0,78" | 18,814+0,52° | 25,130+0,69° | 38,47242,09° | 42,750+2,16° | #**

*#% P<(),001: Istatistiksel olarak anlamli

a, b, c, d, e, f: Ayni satirda farkli harf tasiyan grup ortalamalar1 aras1 fark 6nemlidir (P<0,05)

TAK (mmol Trolox Equiv./L)
50
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(6. Saat) (6. Saat) (6. Saat) (6. Saat) (72. (72. (72. (72.
Saat) Saat) Saat) Saat)

Sekil 3. 4. Total antioksidan kapasitesi (TAK) sonuclar1 grafigi




3. 5. Total Oksidan Kapasitesi (TOK) Sonuclar

TOK diizeyinin CCly verilen grupta 6. saatte kontrol grubuna gore anlamlh olarak
arttig1 ve NAS eklenmesi ile TOK diizeyinin diistiigii izlendi (P<0.05). Bununla birlikte 72.
saatte 6. saate gOre istatistiki agcidan anlaml bir diisiis oldugu fakat 72. saatte gruplar

arasindaki farkin istatistiki agcidan 6nemli olmadig1 gozlendi (Cizelge 3. 5 ve Sekil 3. 5).

Cizelge 3. 5. Total oksidan kapasitesi (TOK) sonuglar1 ve istatistik

TOK (umol H,O, Equiv./L) (Ortalama+ S x )

CCl CCL+NAS Zeytinyagi Zeytinyagi+ CCl CCL+NAS Zeytinyagi Zeytinyagi+
(6. Saat) (6. Saat) (6. Saat) NAS (72. Saat) (72. Saat) (72. Saat) NAS
(n=10) (n=10) (n=5) (6. Saat) (n=10) (n=10) (n=5) (72. Saat)
(n=5) (n=5)
7,766+034" | 5,844+0,16° | 4,486+0.21° 3,455+0,19¢ 4,13740,17°° | 3,669+0,09° | 4,070+0,29° 3,4960,15°

*#% P<(),001: Istatistiksel olarak anlamli
a, b, ¢, d: Ayn satirda farkh harf tagiyan grup ortalamalar1 aras1 fark 6nemlidir (P<0,05)

TOK (umol H202 Equiv./L)
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Sekil 3. 5. Total oksidan kapasitesi (TOK) sonuglar1 grafigi




3. 6. 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG) Sonuclari

8-OHdG diizeyinin CCly verilen grupta 6. saatte kontrol grubuna gore anlamli
olarak arttig1 ve NAS eklenmesi ile diizeyinin azaldig: izlendi (P<0.05). Bununla birlikte
72. saatte 6. saate gore istatistiki agidan anlamli bir azalma oldugu belirlendi. 72. saatte 8-
OHdG diizeyi CCly ve CCL+NAS grubunda kontrol grubuna gore yiiksek ve anlaml
oldugu fakat birbiriyle karsilastirildiginda istatistiki acidan 6nemli olmadigr gozlendi
(Cizelge 3. 6 ve Sekil 3. 6).

Cizelge 3. 6. 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG) sonuglari ve istatistik

8-OHdG (pg/mg protein) (Ortalamaz S x )

CCl, CCL+NAS Zeytinyagi Zeytinyagi+ CCl CCL+NAS Zeytinyagi Zeytinyagi+
(6. Saat) (6. Saat) (6. Saat) NAS (72. Saat) (72. Saat) (72. Saat) NAS
(n=10) (n=10) (n=5) (6. Saat) (n=10) (n=10) (n=5) (72. Saat)
(n=5) (n=5)
101,709+7,44* | 61,167¢223° | 23,597+2.407 | 16313+2,00" | 49,154+1,71° | 40,321+1,47° | 19,.941+1,15" | 15,890+0,88"

*#% P<(),001: Istatistiksel olarak anlamli
a, b, ¢, d: Ayni satirda farkh harf tagiyan grup ortalamalar1 aras1 fark 6nemlidir (P<0,05)

8-OHDG (pg/mg protein)

120,000

100,000
80,000 - m 1. Grup (6. Saat)
W 2. Grup (6. Saat)
60,000 -~ 5. Grup (6. Saat)
W 6. Grup (6. Saat)
40,000 m 3. Grup (72. Saat)
4. Grup (72. Saat)
20,000 7 — 5.Grup (72. Saat)
0,000 - [ 6. Grup (72. 5aat)

1.Grup 2.Grup 5.Grup 6.Grup 3.Grup 4.Grup 5.Grup 6.Grup
(6. Saat) (6. Saat) (6. Saat) (6. Saat) (72. (72. (72. (72.
Saat) Saat) Saat) Saat)

Sekil 3. 6. 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG) sonuglar1 grafigi




3. 7. Histon Asetil Transferaz (HAT) Sonuclari

HAT diizeyinin CCly verilen grupta 6. saatte kontrol grubuna gore anlamli olarak
arttig1 ve NAS eklenmesi ile diizeyinin azaldig: izlendi (P<0.05). Bununla birlikte 72.
saatte 6. saate gore istatistiki acidan CCly verilen grupta anlamli bir azalma oldugu
belirlendi. 72. saatte HAT diizeyi CCLi+NAS grubunda 6. saate gore diisiik oldugu fakat
istatistiki acidan Onemli olmadigi, 72. saatte HAT diizeyinin gruplar arasindaki farkin

istatistiki agidan 6nemli oldugu gozlendi (Cizelge 3. 7 ve Sekil 3. 7).

Cizelge 3. 7. Histon asetil transferaz (HAT) sonuglar1 ve istatistik

HAT (uM/ug protein) (Ortalamaz S x )

CCl CCL+NAS Zeytinyagi Zeytinyagi+ CCl CCL+NAS Zeytinyagi Zeytinyagi+ P
(6. Saat) (6. Saat) (6. Saat) NAS (72. Saat) (72. Saat) (72. Saat) NAS
(n=10) (n=10) (n=5) (6. Saat) (n=10) (n=10) (n=5) (72. Saat)
(0=5) (@0=5)
34,329+0,99" 24,692+1,00" | 17,064+1,77° | 13,347+1,54° | 27,5070,57° | 22,12240,91° 14,298+0,87%° 13,480+1,57° | ##*

*#% P<(),001: Istatistiksel olarak anlamli
a, b, ¢, d, e: Aym satirda farkl harf tasiyan grup ortalamalar1 arasi fark onemlidir (P<0,05)

HAT (LM/pug protein)

40,000

35,000

30,000 -
W 1. Grup (6. Saat)
25,000 + MW 2. Grup (6. Saat)
20,000 - 5. Grup (6. Saat)
W 6. Grup (6. Saat)
15,000 -+
’—‘ W3 Grup (72. Saat)
10,000 - ‘ ‘ 4. Grup (72. Saat)
5,000 - 5. Grup (72. Saat)
6. Grup (72. Saat

1.Grup 2.Grup 5.Grup 6.Grup 3.Grup 4.Grup 5.Grup 6.Grup
(6. Saat) (6. Saat) (6. Saat) (6. Saat) (72. (72. (72. (72.
Saat) Saat) Saat) Saat)

Sekil 3. 7. Histon asetil transferaz (HAT) sonuglar1 grafigi




3. 8. Histon Deasetilaz (HDAC) Sonuclan

HDAC diizeyinin CCly verilen grupta 6. saatte kontrol grubuna gore anlamli olarak

azaldig1 ve NAS eklenmesi ile diizeyinin artti1 izlendi (P<0.05). Bununla birlikte 72.

saatte 6. saate gore bir artis oldugu ve istatistiki agidan anlamli oldugu belirlendi. 72. saatte

HDAC diizeyinin gruplar arasindaki farkin istatistiki agidan Onemli oldugu gozlendi

(Cizelge 3. 8 ve Sekil 3. 8).

Cizelge 3. 8. Histon deasetilaz (HDAC) sonuglar: ve istatistik

HDAC (uM/ug protein) (Ortalama+ S x )

CCl CCL+NAS Zeytinyagi Zeytinyagi+ CCl CCL+NAS Zeytinyagi Zeytinyagi+ P
(6. Saat) (6. Saat) (6. Saat) NAS (72. Saat) (72. Saat) (72. Saat) NAS
(n=10) (n=10) (n=5) (6. Saat) (n=10) (n=10) (n=5) (72. Saat)
(n=5) (n=5)
7,53840,43° 11,33240,65° | 16,993+0,87° | 18,813+0,87*" | 11,508+0,45° | 13,985+0,34° | 17,725+0,87*" | 19,385+0,96" | ***

*#% P<(),001: Istatistiksel olarak anlamli

a, b, ¢, d, e: Aymi satirda farkl harf tasiyan grup ortalamalar1 arasi fark onemlidir (P<0,05)

25,000

20,000

15,000

10,000

5,000

0,000

1.Grup 2.Grup 5.Grup 6.Grup 3.Grup
(6. Saat) (6. Saat) (6. Saat) (6. Saat)

HDAC (MM/pug protein)

(72.
Saat)

Sekil 3. 8. Histon deasetilaz (HDAC) sonuglar1 grafigi

4. Grup 5.Grup 6.Grup
(72. (72. (72.
Saat) Saat) Saat)

. Grup (6. Saat)
. Grup (6. Saat)
. Grup (6. Saat)
. Grup (6. Saat)
. Grup (72. Saat)
. Grup (72. Saat)
. Grup (72. Saat)
. Grup (72. Saat)




3. 9. Apoptotik DNA Fragmentasyon Sonuclari

Apoptotik DNA fragmentasyon diizeyinin CCly verilen grupta 6. saatte kontrol
grubuna gore anlamli olarak arttigi ve NAS eklenmesi ile diizeyinin azaldigi izlendi
(P<0.05). Bununla birlikte 72. saatte 6. saate gore istatistiki acidan anlamli bir azalma
oldugu belirlendi. 72. saatte CCly verilen grupta Apoptotik DNA fragmentasyon diizeyi
kontrol ve CCL+NAS grubuna gore yiiksek oldugu ve istatistiki agidan onemli oldugu,
CCL+NAS grubundaki diisiisiin CCly grubuna gore anlamli fakat kontrol grubuna gore
istatistiki agidan 6nemli olmadigr gézlendi (Cizelge 3. 9 ve Sekil 3. 9).

Cizelge 3. 9. Apoptotik DNA fragmentasyon sonuglar1 ve istatistik

DNA Fragmentasyon (U= Absorbans/mg protein) (Ortalama+ S x )

CCl CCL+NAS Zeytinyagi Zeytinyagi+ CCl CCL+NAS Zeytinyagi Zeytinyagi+ P
(6. Saat) (6. Saat) (6. Saat) NAS (72. Saat) (72. Saat) (72. Saat) NAS
(n=10) (n=10) (n=5) (6. Saat) (n=10) (n=10) (n=5) (72. Saat)
(n=5) (n=5)
0,527+0,009° | 0,405+0,01° | 0,319+0,005° 0,3100,017 0,426+0,01° | 0,34120,005° | 0,303+0,002° [ 0,299+0,001° ok

*#% P<(),001: Istatistiksel olarak anlamli
a, b, ¢, d: Ayni satirda farkh harf tagiyan grup ortalamalar1 aras1 fark 6nemlidir (P<0,05)

DNA Fragmentasyon (U= Absorbans/mg

0.600 protein)

0,500

0,400 + W 1. Grup (6. Saat)
W 2. Grup (6. Saat)
0,300 - S—
5. Grup (6. Saat)
0,200 | 6. Grup (6. Saat)
m 3. Grup (72. Saat)
0,100 - 4. Grup (72. Saat)
5. Grup (72. Saat)
0,000 - T T ——— B T | 6

. Grup (72. Saat)
1.Grup 2.Grup 5.Grup 6.Grup 3.Grup 4.Grup 5.Grup 6.Grup
(6. Saat) (6.Saat) (6. Saat) (6. Saat) (72. (72. (72. (72.
Saat) Saat) Saat) Saat)

Sekil 3. 9. Apoptotik DNA fragmentasyon sonuglari grafigi




3. 10. Apoptotik Hiicrelerin TUNEL Yontemi Analizi Sonuclari

CCl; verilen grupta 6. saatte TUNEL pozitif hiicrelerin goriildiigii fakat diisiik
diizeyde oldugu NAS uygulamasmin ise TUNEL pozitif hiicreleri azalttigi, 72. saatte ise
pozitif hiicrelerin sayisinin iyice azaldigi, kontrol grubunda ise normal hepatositlerin

gorildiigi tespit edilmigtir.



Sekil 3. 10. 2. CCly+ NAS uygulanan grupta 6. saatte apoptotik hiicreler, TUNEL (+) (ok isaretleri)



Sekil 3. 10. 4. Kontrol (Zeytinyagi+NAS) grubunda 6. saatte normal hiicreler, TUNEL (-)



Sekil 3. 10. 6. CCly + NAS uygulanan grupta 72. saatte apoptotik hiicre, TUNEL (+) (ok isareti)



Sekil 3. 10. 8. Kontrol (Zeytinyagi+NAS) grubunda 72. saatte normal hiicreler, TUNEL (-)



4. TARTISMA

Karaciger, degisik toksinler, ilagclar ve kimyasal ajanlarla siirekli karsilasan ve
onlar1 detoksifiye eden veya olusan hasara rejenerasyon yetenegi ile karsilik veren bir
organdir. Karaciger hasarinin en onemli mekanizmalardan birisini de serbest radikaller
olusturmaktadir. Serbest radikallerle gelisen hiicre zedelenmesinde 0zellikle ii¢ reaksiyon
onemlidir. Membranlarm lipid peroksidasyonu, DNA’ya baglanarak DNA hasari,
proteinlere ve karbonhidratlara baglanarak bunlarin yapilarindaki bozulmalar olarak

sayilabilir (Diindar ve Aslan 2000, Onat 2002).

Karaciger; sindirim sistemi ve dolasim sistemi arasindaki yerlesimi ve ortaya
koydugu fonksiyonlar nedeniyle pek cok etkenle hasarlanabilmektedir. Kronik karaciger

hasarlar1 ve siroz bati iilkelerinde basta gelen 6liim nedenlerindendir (Cetinkaya 2009).

Karacigerde; viral hepatitler, alkol kullanimi, ilaclar, metabolik hastaliklar ve
kimyasal ajanlar gibi pek cok etken, akut ve kronik hasarlara yol acar. Hasarlanma siireci
etkin bir rejenerasyon ve onarimla cevaplanmazsa normal karaciger yapist bozulur.
Bundan dolay: siroza kadar gidebilecek karaciger hasarlarinin daha baslangic doneminde
engellenmesi 6nem kazanmaktadir. Deneysel caligmalarda pek cok etkenle karaciger hasari
olusturulabilmesine ragmen insandaki siroz gelisim siirecine benzerlik gosterdigi icin, en
cok tercih edilen ve kullanilan CCl,’diir (MacDonald-Wicks ve Garg 2003, Poyrazoglu
2009).

Karbon tetrakloriir, yaygin olarak kullanilan bir serbest solvent, temizleyici ajan ve
herbisittir. Sindirim yolu ile alimdiginda oOzellikle hepatik dokulari tahrip eder. CCl
toksisitesinden kaynaklanan hasar, genellikle serbest radikal orijinli olarak kabul edilir.
Karaciger homojenatlar1 veya mikrozomlari, CCly ile inkiibe edildiginde, artmus lipit
peroksidasyonun gostergesi olan MDA diizeyinde onemli artislar 6l¢iilmiistiir (Komiiroglu

ve ark 2007).

Karbon tetrakloriir, lipit peroksidasyonu olusturarak oksidatif hasarlara yol

acmaktadir. Oksidatif hasarlarda, fibroblast ve hepatik stellat hiicrelerinin kollajen gen



transkripsiyonunu uyararak, karaciger stellat hiicreleri ile ve fibroblastlarin ekstraselliiler
matriks ve kollajen sentezini gergeklestirmelerini saglar, fibrozisi siddetlendirir (Robbins

ve ark 2000).

Karbon tetrakloriir; deneysel amacgh olarak karaciger fibrozisi gelistirmesi
bakimindan arastirmalarda ¢ok sik kullanilmaktadir (Jeong ve ark 1996, Bahgecioglu ve
ark 1999, Muriel ve Escobar 2003, Wang ve ark 2005, Devay 2008). CCly’iin karacigerde
mitokondriyal monooksijenaz (P450 2E1) sistemi tarafindan metabolize edilmesi esnasinda
triklorometil (CCls.-) serbest radikali olustuktan sonra lipidler ve proteinler ile kovalent
baglar olusturarak hizla triklormetil peroksite (CClzO,.-) veya hidrojen atomlarini
kaybetmis olan kloroform formuna doniisiir (Arii ve ark 1990, Dashti ve ark 1992).
CCL’tiin metabolizmasi sonucu ortaya cikan (CCls.-) ve (CCl30;.-) serbest radikal
toksisitesinden sorumlu tutulmaktadir (Akkus 1995).

Yilmaz ve Bahgecioglu (2000) yaptiklar1 bir ¢calismada; CCly ile siroz olusturulmus
ratlarda GSH-Px ve GO6PDH enzim diizeylerindeki diismeye bagl olarak siiperoksit
radikallerinin asir1 diizeyde biriktigini ve serbest radikallerin siroz gibi karaciger

hastaliklarinin patogenezinde rol oynayabilecegini gostermislerdir.

Doi ve ark (1991), Fischer-Nielsen ve ark (1991) ratlara oral olarak CCl verdikten
sonra, 4. haftadan itibaren karaciger hiicrelerinde dejenerasyonlarin basladigim ve 12.

haftada tamamen sirozun olustugunu gozlemlemislerdir.

Ariosta ve ark (1989) deneysel siroz olusturabilmek icin CCly’lin laboratuvar
hayvanlarina subkutan, inhalasyon veya intragastrik olarak verilebilecegini bildirmislerdir.
Arastirmacilar enjeksiyondan yaklasik 8-10 hafta sonra sirozun olustugunu gézlemlemisler
ve bu olusumu desteklemek i¢cin yapmis oldugu biyokimyasal analizlerde ALT nin kontrol
grubunda 33 mU/ml iken deney grubunda 118 mU/ml oldugunu yani yaklasik 6 kat
arttigini, Dashti ve ark (1989) yaptiklar1 ¢aligmada ise, AST nin kontrol grubunda 1,3
ukat/LL bulunmasma karsm, deney grubunda bu degerin 4,3 pkat/L’ye ciktigini
gormiislerdir. ALT degerinin ise kontrol grubunda 0,8 pkat/L, deney grubunda 2,2 pkat/L

olarak belirlemislerdir.

Comporti (1985), Duran ve ark (2004) toksik karaciger hastaliklar1 ile ilgili
yaptiklar1 caligmalarda, CCl; ile deneysel toksik karaciger hastaligi olusturulan deney

hayvanlarmin karacigerlerinde nekroz olustuktan sonra, serum ALT diizeyinde maksimum



bir artis oldugunu, nekrotik durumun kaybolmasiyla serum ALT diizeyinin de buna paralel
olarak yavas bir sekilde diismeye basladigini, Tanriverdi (2005) kronik CCls uygulamasi
ile karaciger hasarmnin olustugunu, antioksidan olarak nikotinamid kullanilmasi ile CCly
grubunda AST ve ALT’nin kontrol grubuna gore yaklasik olarak 9 kat arttigmi
belirlemislerdir. Yaptigimiz calismada CCly enjeksiyonundan 6 saat sonra AST ve ALT
diizeyleri, diger arastiricilarin bulgularina benzer olarak kontrol grubuna gore yaklasik 5
kat artmistir. Enjeksiyondan 72 saat sonra gecen siirede ise, enzim diizeylerinin kontrol
grubuna gore onemli oranda yiiksek olmasma ragmen 6.saate gore diistiigii goriilmiistiir.
Karaciger hasarinin gostergesi olarak kabul edilen bu enzimlerdeki degisim, NAS
uygulamasinin ve toksikasyondan sonra gecen zamanin karacigerdeki rejenerasyona katki

sagladigin1 gostermektedir.

Son zamanlarda serbest oksijen metabolitlerinin, ¢esitli maddelerin ve ilaglarin
karaciger lizerine olan toksisitesinde temel bir rol oynadigi cesitli calismalarla ortaya
konmustur (Kumar ve ark 2003, Tafazoli ve ark 2005, Pramod ve ark 2008, Ye ve ark
2009).

Deneysel olarak CCls toksikasyonunun olusturuldugu bir arastirmada, MDA
diizeylerinde 6nemli artiy saptanmistir. Ayni zamanda karacigerde yagli dejenerasyonla
birlikte sentrilobuler nekroz goézlenmistir. Arastiricilar CCly’tin yol actigi karaciger
hasarmin genellikle karaciger mikrozomlarindaki lipid peroksidasyonuna bagli oldugunu,
MDA diizeylerinin ve antioksidan enzimlerdeki degisikliklerin hasarm derecesi ile ilgili

oldugunu ileri siirmiislerdir (Ozenirler ve ark 1996).

Yapilan calismalarda CCl; kullanimina ve alkolik karaciger hastaligina bagli olarak
karaciger hasar1 olusumu sirasinda ROS iiretiminde meydana gelen asir1 artis ve buna bagh
olarak antioksidan enzimler olan SOD ve GSH-Px diizeylerinde anlamli azalmalar
goriilmiistiir. Dolayist ile antioksidan enzimler ile karaciger hasari, fibrozis ve lipid
peroksidasyon diizeyleri arasinda ters bir korelasyon oldugu tespit edilmistir (Castilla

Cortazar ve ark 1997, Polavarapu 1998).

Yapilan bir caligmada diyabet tedavisinde kullanilan roziglitazon isimli ilacin
antioksidan sistemi destekledigi ve daha az lipit peroksidasyon iiriinii ortaya ¢ikdig: tespit
edilmistir. ALT ve MDA diizeyleri CCly grubunda diger gruplardan yiiksek bulunmustur.
CCl+ roziglitazon grubunda ALT ve MDA diizeyleri CCly grupundan diisiik ancak kontrol



grubundan yiiksek bulunmustur (Kaya 2007). Erten (2009) CCl’iin yaptigi hasarin
dihidromircenol ile anlamli bir sekilde diizeldigini ALT ve AST seviyeleri ile apoptotik
hiicre sayisinda belirgin bir azalmanm oldugunu, Galicia-Moreno ve ark (2009) yaptigi
caligmada ise NAS’in CCly ile olusturulan deneysel karaciger sirozunda oksidatif stres ve
profibrinogenik etki iizerinden yararli etkileri oldugunu ortaya koymuslardir. Yaptiklar:
analizlerde NAS verilen grupta, CCly grubuna gore MDA diizeyinin azaldigmi, GSH
diizeyinin ise arttigini tespit etmislerdir. Caliymamizda antioksidan etkili NAS kullanimi
ile AST, ALT ve MDA diizeylerinin diismesi ve apoptotik hiicre sayisinin azalmasi

arastiricilarin sonuglari ile uyumludur.

Ratlara 0,5 ml/kg dozunda giinde bir kez 7 giin boyunca CCly; uygulanan bir
calismada AST ve ALT diizeyinin kontrol grubuna gore yaklasik olarak 8 kat arttigi, MDA
diizeyinin ise kontrol grubuna gore yaklasik olarak 2 kat arttig1 tespit edilmistir (Shenoy ve
ark 2001). Ustiindag ve ark (2005) ratlara 5 hafta siiresince haftada 3 giin olmak iizere i.p
CCly uygulamis, deney sonrasi yapilan analizlerde plazma ve karaciger dokusu MDA
diizeylerinin CCly grubunda arttigimi, AST ve ALT artiginin ise CCly; grubunda kontrol
grubuna gore yaklasik olarak 5 kat diizeyde oldugunu belirlemislerdir. Yaptigimiz
calismada CCly 2 ml/kg i.p tek doz uygulanmis AST ve ALT diizeyindeki artisin CCly
grubunda kontrol grubuna gore yaklasik 5 kat diizeyde arttigi, MDA diizeyindeki artigin ise
yaklasik 2 kat oldugu tespit edilmis olup arastiricilarin bulgularina benzerdir.

Yapilan bir calismada Malatya kayisinin CCly ile olusturulmus yagli karaciger
hastalig1 tizerine olas1 koruyucu etkilerinin incelenmesi amaglanmustir. Sakrifiye edilen
ratlarin karacigerlerinden alman doku orneklerinde katalaz, siiperoksit dismutaz, glutatyon
peroksidaz aktiviteleri, total glutatyon ve lipit peroksidasyonunun en Onemli gostergesi
olan malondialdehit diizeyi belirlenmistir. Calismada elde edilen veriler kayisinin, CCly’lin
neden oldugu karaciger yaglanmasi sonucu olusan oksidatif hasarlar1 antioksidan
enzimlerin aktivitelerini artirarak ve lipit peroksidasyonunu diisiirerek azaltabilecegini

gostermistir (Erdogan ve ark 2007).

Halk arasinda spazm ¢oziicii ve yaralar lizerinde antiseptik olarak kullanilan Ballota
glandulosissima (Kopek Otu) liyofilize ekstresinin, ratlarda karbon tetrakloriirle
olusturulmus akut karaciger toksisitesi iizerine koruyucu etkisinin arastirildigi bir
caligmada, ratlara 1.p CCly uygulanmis koruyucu amach olarak da Ballota glandulosissima

liyofilize ekstresi verilmistir. CCly; uygulanan grupta AST ve ALT degerlerinin kontrol



grubuna gore yaklasik olarak 20 kat diizeyinde arttig1, Ballota glandulosissima liyofilize
ekstresi ilave edilen grupta ise kontrol grubuna gore 10 kat artigi, CCly grubuna gore
azaldigi; CCly grubundaki ratlarin karacigerinde yaygin balon dejenerasyonu, seyrek
apoptozis, sentrlobiiler nekroz ve koprillesme nekrozunun oldugu, Ballota
glandulosissima+CCly uygulanan ratlarin  karacigerlerinde, az miktarda balon
dejenerasyonu, azalmis apoptozis, sentrolobiiler nekroz ve kopriilesme nekrozu oldugu

belirlenmistir (Ozbek ve ark 2004).

Lipid peroksidasyonun serbest oksijen radikaller yoluyla hiicre membranimna olan
hasarda temel bir rol oynadigi bilinmektedir. MDA lipid peroksit diizeylerinin
Olciilmesinde siklikla kullamilmaktadir ve lipid peroksidasyonunun derecesi ile ¢ok iyi
korelasyon gostermektedir. CCly’iin  karaciger {izerine olan toksisitesinde MDA
diizeylerinin arttig1 ve kullanilan NAS gibi antioksidan maddelerle bu artigsin azaltildigi
ortaya konmustur (Demirdag ve ark 2004, Galicia-Moreno ve ark 2009). Karaciger
enzimlerinin degerlendirilmesi sonucunda; ALT ve AST diizeyleri, CCl4 grubunda belirgin

olarak yiikseldigi ve NAS tedavisi ile belirgin azaldig1 ortaya konmustur (Cetinkaya 2009).

Fizyolojik sartlarda hiicrede olusan oksidanlarin diizeyi ile TAK arasinda bir denge
bulunmaktadir. Buna hiicrenin oksidan/antioksidan dengesi adi verilmektedir (Halliwell
1991, Cheeseman ve Slater 1993). NAS’nin akrilamidle beraber uygulanmasinin ratlarda
oksidatif stresi baskiladigi ve lenfositlerde olusan akrilamid kaynakli genotoksik
hasarlanmalar1 ciddi derecede ©Onledigi gosterilmistir (Cao ve ark 2008, Zhang ve ark

2008).

Kadiiska ve ark (2005) ratlara 120 mg/kg, 1200 mg/kg dozunda i.p CClL; ve kontrol
grubuna da sadece yag vermisler ve enjeksiyondan 2, 7 ve 16 saat sonra kan alarak analiz
yapmislardir. MDA, her iki CCly grubunda 2 saat sonra kontrol grubuna gore yiiksek, 7
saat sonra sadece yiikksek doz CCly grubunda yiiksek, diger CCly grubunda azalmaya
basladig1 16 saat sonra ise diizeylerin her iki grupta da kontrol grubuna gore yiiksek fakat
2. saate gore diisiik oldugu belirlenmistir. Ayni ¢alismada yapilan 8-OHdG analizinde,
yiikksek doz CCly grubunda 7. saatte kontrol grubuna gore yaklasik 6 kat, diisilk doz CCly
grubunda ise yaklasik 2 kat artma, 16. saatte ise 8-OHdG diizeyi CCly grubunda kontrol
grubuna gore yiiksek fakat 7. saate gore diisiik oldugu tespit edilmistir. Bizim

calismamizda CCly grubunda 8-OHdG diizeyinin kontrol grubuna gore 6. saatte yiiksek



olmast 72. saatte yine kontrol grubuna gore yiiksek fakat 6. saate gore diisiik olmasi

arastiricilarin bulgulari ile uyumludur.

Akut tek doz alkol (0.5 g/kg) uygulamasindan 24 saat sonra rat karacigerindeki
GSH diizeylerinin belirgin bir sekilde azaldigi gozlenmistir (Dingcer ve ark 1999). Bir
baska caligmada ise, kronik karaciger hastalarmin plazmalarinda GSH’daki azalmanin
yanisira Fe, Zn, Se gibi eser elementlerin diizeylerinin de belirgin sekilde azaldig:
saptanmustir (Loguercio ve ark 1992). CCly ile karaciger hasar1 olusturulan farelerde
yapilan ¢aligmada ise birinci deney grubuna CCly, ikinci deney grubuna CCls+kefir oral
olarak kontrol grubuna ise sadece distile su verilmistir. Kefirin antioksidan etkisinin
degerlendirilmesi amaciyla 7 hafta uygulamaya devam edilmistir. Antioksidan
parametrelerden GSH, GSH-px, GST ve katalaz enzim diizeyinin ise CCly uygulanan
grupta kontrol grubuna gore azaldigi belirlenmistir (Giiven ve ark 2003). Vendemiale ve
ark (2001) dimetilnitrozamin (DMN) ile gelistirilen fibroz modelinde oksidatif stresin
etkinligini ve modelde NAS wuygulamalarinin oksidatif stres ile karaciger fibroz
parametrelerindeki etkinligini ¢alismislardir. Bu calismada DMN ile karaciger fibrozu ve
oksidatif stres tetiklenmistir. NAS uygulamasi ile fibroz markeri fibronektin diizeyi
belirgin sekilde azaltilmig, hepatik glutatyon artirdmis ve MDA diizeyinin diistigi
goriilmiistiir. Parakuat (PQ) ile indiiklenen oksidatif strese karsi giiclii bir serbest radikal
tutucusu olan NAS’in iyilestirici etkilerinin arastirildigi bir c¢alismada, plazmada,
karacigerde, akcigerde, bobreklerde ve beyinde, PQ’in neden oldugu MDA diizeyindeki
artistn  NAS ©On uygulamasiyla diistiigi gozlenmisdir. PQ+NAS uygulanan grupta
karaciger, akciger, beyin ve bobrek GSH diizeylerinde 6nemli derecede iyilesmeler oldugu

tespit edilmistir (Cegen ve ark 2002).

Ratlara tek doz 2 ml/kg dozunda i.p olarak CCls verilip, siyah ve yesil ¢ayin
antioksidan aktivitesinin degerlendirildigi bir baska caliymada, CCly verilen grupta ALT ve
MDA diizeyinin arttigi, TAK diizeyinin ise azaldigi, yesil ve siyah cay verilen grupta ise
CCl; grubuna gore ALT, MDA diizeylerinin azalip TAK diizeyinin ise arttig1 tespit
edilmistir (Almurshed 2006).

Calisma sonuclar1 ayrintili olarak verilen arastiricilarin elde ettikleri bulgularda
oldugu gibi, yaptigimiz calismada da CCly toksikasyonu lipid peroksidasyonuna neden
olmustur. Kontrol grubunda MDA diizeyleri 15,9 pumol/L bulunurken toksikasyon

olusturulan ratlarin serumlarinda enjeksiyondan 6 saat sonra 35,4 pmol/L bulunmustur. 72



saat sonra MDA miktar1 23,1 pmol/L’ye diistiigii goriilmiistiir. Antioksidan olarak NAS
enjekte edilen gruplarda ise MDA diizeylerinin anlamli olarak azalmasi lipid
peroksidasyonuna karst NAS’m koruyucu olarak rol oynadigimi gostermektedir. TOK
Olciimlerinde elde edilen sonuclar da MDA sonuglarina benzer sekilde degisim
gostermistir. TAK diizeyleri ise antioksidan verilen gruplarda yiiksek, toksikasyon
grubunda diisiik bulunmustur. Arastirmada elde ettigimiz bulgular gostermistir ki sonuglar,
diger arastiricilarin sonuclarini desteklemektedir. Oksidatif stres; protein, yag ve DNA gibi
biyolojik molekiiller iizerinde hasar meydana getirir (Wiseman ve Halliwell 1996, Chapple
1997, Moseley ve ark 1998). Lim ve ark (2000) oksidatif stresin artmasina neden
olabilecek durumlarin DNA molekiilleri iizerinde erken oksidatif hasar meydana

getirdigini rapor etmislerdir.

Oksidatif strese bagli olarak 8-OHAG seviyesinin, kronik obstriiktif akciger
hastaliginda (Igishi ve ark 2003), kronik bobrek rahatsizliklarinda (Akagi ve ark 2003),
baz1 karaciger bozukluklarinda (Seki ve ark 2003), kronik kolesistitde (Seki ve ark 2002),
romatoid artritde (Rall ve ark 2000), insiiline baglh olmayan diabetes mellitusda (Suzuki ve
ark 1999), bazi kanser tiirlerinde (Shi ve ark 2004, Chiou ve ark 2003) ve kronik iltihabi
hastaliklarda (Romano ve ark 2000, Chang ve ark 2004) viicut sivilarinda ve dokularinda

arttig1 saptanmistir.

8-OHdG’nin, DNA’ya yapilan serbest radikal saldirisinin yaygin bir iiriinii oldugu;
oksidatif stresin ve kanser gelisimine yonelik memeli hiicrelerindeki mutajenitenin 1yi bir
biyomarker1 oldugu bildirilmistir. Bircok kanser hiicresinin yiiksek 8-OHdG seviyesine
sahip oldugu bulunmus ve bu c¢alismalar oksidatif DNA hasar1 icin onemli bir belirte¢

olabilecegini bildirmektedirler (Borek 1991).

Neal ve ark (2003) farelerde yiiksek doz irradyasyon ile bagirsak, akciger ve
karacigerlerde protein ve lipitlerin oksidatif hasar1 ve DNA hasarina karst NAS’in
koruyucu etkisini arastrmiglardir. Farelere radyasyon uygulanmis ve NAS verilerek
koruyucu ozelligi tespit edilmistir. NAS’in radyasyona karsi koruyucu oldugu lipit
peroksidasyonunun gostergesi MDA diizeyini ve oksidatif hasarin gostergesi 8-OHAG

diizeylerini diisiirmesi ile tespit edilmistir.

X-Ray ile farelerde karaciger hasar1 olusturulup reaktif oksijen tiirlerine (ROS)

karst1 NAS’in koruyucu etkisinin degerlendirildigi bir calismada, karaciger hasari



olusturulup NAS verilen grupta, lipit peroksidasyonunun gostergesi MDA diizeyinde
azalma, DNA hasarinda iyilesme (COMET yontemi ile yapilan analizlerde) ve hiicre
apoptozisinde azalma, GSH ve SOD diizeylerinde ise artma tespit edilmistir (Liu ve ark

2006).

Mistletoe alkali (MA) maddesinin CCly ile olusturulan karaciger sirozundaki
antioksidan aktivitesini degerlendirmek amaciyla ratlarda yapilan bir calismada, CCly
grubunda kontrol grubuna gére MDA diizeyinin arttigi, GSH, GSH-px, SOD ve GST
diizeylerinin karaciger ve bobrekte azaldigi, MA verilen grupta ise kontrol grubu
degerlerine yaklastig1 yani CCly grubuna gore yiikseldigi, idrardaki 8-OHdG diizeyinin
CCl; grubunda kontrol grubuna gore yiikseldigi MA verilen grupta ise azaldigi tespit
edilmistir (Shi ve ark 2006).

Qiusheng ve ark (2004) yaptiklar1 ¢calismada, CCly ile ratlarda karaciger hasari
olusturmuslar ve luteolin-7-glucoside’in etkisini degerlendirmislerdir. CCly verilen grupta
AST, ALT, MDA ve 8-OHdG diizeylerinin arttigini, GSH diizeyinin ise azaldigini,
luteolin-7-glucoside verilen grupta ise AST, ALT, MDA ve 8-OHdG diizeylerinin yalnizca
CCly verilen gruba gore diistiigii, luteolin-7-glucoside’in ROS’a kars1 antioksidan aktivite
gosterdigi GSH diizeyinin arttig: tespit edilmistir.

Aragstiricilar bazi tip kanserlerde 8-OHdG ve TAK 06l¢iimleri yapmislar (Ray ve ark
2000, Goneng ve ark 2006) ve hatta hastalik durumu ile DNA’daki oksidatif hasar arasinda
korelasyon kurmuslardir (Schwarz ve ark 2001, Nordberg ve Amer 2001). Yapilan bir
caligmada, beyin tiimoriinde DNA hasarinin artar iken TAK degerlerinin azaldig1 ve DNA
hasar1 ile TAK degerleri arasinda negatif bir korelasyon oldugu bildirilmistir (Hanimoglu

2007).

Oksidatif stresin lipid peroksidasyonu disinda DNA molekiilleri iizerinde de hasar
olusturdugu bilinmektedir. 8-OHdG diizeylerindeki artiy DNA’daki hasarin belirteci olarak
kabul edilmektedir. Shi ve ark (2006) ile Qiusheng ve ark (2004) idrardaki 8-OHdG
diizeylerini dlcerek DNA’daki oksidatif hasar1 saptamislardir. Arastirmamizda DNA hasari
niikleer ekstraklarda 8-OHdG miktarlar1 tespit edilerek belirlenmistir. Elde edilen
bulgulardan MDA diizeylerindeki artisa paralel olarak CCls enjekte edilen grupta yiiksek,
zamana baglh olarak 72. saatte daha diisiik, antioksidan uygulanan gruplarda ise kontrol

grubuna gore yiiksek olmasina ragmen deneme gruplarindan anlamli bir sekilde diisiik



oldugu goriilmektedir. Bulgularimizin aksine Zwart ve ark (1998) ratlara CCly 1 0.25, 0.5
ve 1 ml/kg olarak 3 farkli dozda i.p olarak enjekte etmislerdir. Deney sonunda MDA, 8-
OHdG ve histopatolojik hasar diizeylerini belirlemislerdir. Doza bagli olarak MDA
diizeylerinde artis oldugu ve CCls enjeksiyonundan 12 saat sonra sekillenmeye basladigi,
idrardaki 8-OHdG diizeyindeki artigin ise istatistiki acidan 6nemli olmadigint bulmuslardir.
I mg/kg CCly DNA’da oksidatif hasar olusturmazken 2 mg/kg dozun DNA’da hasara
neden oldugu diisiincesindeyiz. Niikleer ekstraklardaki 8-OHdG diizeyleri ile idrardaki
diizeylerin Olciimiiniin DNA hasarinin saptanmasi agisindan ayni dneme sahip oldugu

kanisindayiz.

Apoptozis hem patolojik hem de fizyolojik sartlarda olusabilen bir siirectir. Temel
olarak “intrinsik” ve “ekstrinsik” olmak iizere iki ayr1 yolaktan baslatilir. Serbest radikaller
ve radyasyon, hiicreyi apoptozise gotiiren muhtemel nedenler arasinda yer almakta ve bu
iki faktoriin apoptozisi intrinsik yolak iizerinden tetikledigi diisiiniilmektedir (Elmore 2007,
Aksit ve Bildik 2008).

“Programlanmis hiicre 6liimii” olarak tarif edilen apoptozun baslamasinda serbest
oksijen radikallerinin DNA hasarma yol agmas1 6nemli rol oynamaktadir (Aksit ve Bildik
2008). Venkatakrishnan ve ark (2006) yaptig1 calismada kanser hastalarinda doksorubisin
uygulanmasmin reaktif oksijen metabolitleri liretimine bagli olarak apoptoz oranini
artirdigmi, Ueno ve ark (2006) ise doksorubisinin apoptozu kardiyomiyositlerde
mitokondriyal yolak aracili kaspaz aktivasyonu ile artirdigini ve bu artisin doksorubisinin
neden oldugu kardiyomiyopatide dnemli rol oynadigini ileri siirmiislerdir. Oksidan stresin
apoptoz olusumundaki Onemli rolii goz Oniine alindiginda, antioksidan ajanlarin
antiapoptotik etki gostermelerinin beklenen bir sonu¢ oldugunu belirtmislerdir. Nitekim
Ungvari ve ark (2007) resveratroliin oksidatif stresin neden oldugu apoptoz oranini

azalttigin1 gostermislerdir.

Yapilan bir calismada cep telefonunun belirli derecelerde oksidatif stres
olusturdugu belirlenmistir. Antioksidanlarin ise apoptozisi ve oksidatif stresi azaltmadigi
bildirilmistir. Arastirmada apoptotik siireclerle ilgisi nedeniyle oksidatif siirecler de
incelenmis, ayrica antioksidanlarin hem oksidasyona, hem de apoptozise etkileri ortaya
konmustur. Buna gore antioksidanlarin, cep telefonun arama sirasinda iirettigi dalgalarin
neden oldugu apoptozisi istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaltmadigi tespit edilmistir

(Kog 2008).



Kolestazis modellerinde, biriken safra asid konsantrasyonu ile Kkaraciger
zedelenmesi arasinda dogrusal bir iligki mevcuttur. Safra asitleri hepatik apoptozisi
uyarmaktadir (Yerushalmi ve ark 2001, Kilicoglu ve ark 2008). Fibrozisin en yiiksek
degerlere ulastig1 evrede parenkimal olmayan hiicrelerde apoptozisin de pik yaptigi
gozlenmistir. Apoptozisin arttirilmasit yolu ile fibrozisin azaltilabilecegi one siiriilmiistiir
(Iredale ve ark 1998). Tikanma sarilig1 olusturulan bir calismada ligasyona bagh
apoptozisin artti1, bal tedavisi ile hepatositlerdeki apoptozisin azaldigi belirlenmistir
(Kiligcoglu ve ark 2008). Ligasyon olusturulan gruptaki hepatositlerde TUNEL (+)
boyanma kontrole gore artmis gozlenirken, portal alanlardaki prolifere safra epitel

hiicrelerinde az sayida TUNEL (+) boyanma izlenmistir.

N asetil sisteinin apopitozu 6nledigi, cesitli proteinlerin aktivitelerini diizenleyerek
hiicre dmriinii uzattigi, endotel disfonksiyonunu azalttig ileri siiriillmektedir (Foresti ve ark
1999). NAS’1n yapisinda bulunan siilfidril grubu nedeniyle mukoproteinlerdeki disiilfiir
baglarmi azaltarak mukolitik etki gosterdigi ve molekiiler yapidaki bu degisikligin
mukusun akigkanligmi artirdigi kabul edilir (Zafarullah ve ark 2003).

L-sisteinin N- asetillenmis tiirevi olan NAS’in, molekiiler yapis1 nedeniyle
hiicrelere kolayca girebildigi ve énemli bir antioksidan olan GSH olusumunda 6nciil rol
oynayarak oksidan strese kars1 dokularin savunmasini destekledigi bildirilmistir (Bayir ve
ark 2006). Son yillarda NAS’in yapisinda bulunan serbest tiyol gruplar1 ile direkt
antioksidan etki gosterdigi; hidrojen peroksit, hidroksil radikali, hipokloroz asit gibi

oksidan molekiillerle etkileserek radikal toplayici etki gosterdigi ileri siiriilmektedir.

Yapilan bir arastirmada; ratlara 25 mg/kg dozda akrilamid, 21 giin siireyle agizdan
verilmigtir. 21 giinliik akrilamid uygulamasinin sonunda; ratlardan alman kan
numunelerinden izole edilen lenfositlerin comet analizinde, akrilamid grubu ratlarda
kontrol grubuna gore ciddi derecede DNA hasarinin meydana geldigi, hatta bazi
lenfositlerin apoptozise ugradig1 agikca goriilmiistiir. Ancak akrilamidle beraber 250 mg/kg
dozunda NAS uygulanmasinin, akrilamid grubuna gére DNA hasarini ciddi derecede
onledigi, apoptotik hiicre sayisint énemli oranda azalttigi ortaya konulmustur (Altindz
2009). Cahismamizda CCL+NAS grubunda CCly grubuna gore DNA hasarmin ve

apoptozisin azalmasi arastiricilarin bulgulari ile benzerlik gostermektedir.



Ratlara 0,3 ml/kg periton i¢i tek doz CCly uygulanip 3, 6, 12, 24, 48, 72 ve 96 saat
sonra eter anestezisi altinda kan ve karaciger dokusu ornekleri alinan bir caliymada,
apoptozis DNA fragmentlerinin gel elektroforezi ve TUNEL yontemi ile tespit edilmistir.
Deney grubunda kontrol grubuna gore apoptotik hepatositlerin miktar1 CCly
enjeksiyonundan 3 saat sonra artmaya baslamis ve 6. saatte pik yapmis ve daha sonra

azalmaya baslamistir (Shi ve ark 1998).

Fareler iizerinde yapilan bir calismada, 12 fareye madeni yagda ¢ozdiiriilmiis CCly
enjekte edilmis diger 12 fareye de sadece madeni yag enjekte edilmistir. 48 saat sonra
kontrol ve deney grubu sakrifiye edilerek karacigerleri ¢ikarilmistir. Karacigerde apoptotik
hiicerelerin diizeyi TUNEL yontemi ile degerlendirilmis ve CCly grubunda hepatositlerde
% 80 oraninda apoptozis sekillendigi, kontrol grubunda ise negatife yakin diizeyde

minimal oldugu belirlenmistir (Carter ve ark 2006).

Ratlarda oral olarak 4 ml/kg dozunda karbontetrakloriir ile karaciger toksisitesi
olusturulan bir ¢calismada, tek doz CCly; uygulanmasindan 12, 18 ve 24 saat sonra deney
sonlandirilmistir. CCly uygulanan grupta kaspaz-3’iin aktivasyonu ile karacigerde
apoptozis sekillendigi, CCly’lin oksidatif strese neden oldugu, AST diizeyinin CCly
uygulanan grupta 12. saatte artmaya basladigi ve 24. saatten sonra azaldigi ve artisin
baslangicta 20 kat diizeyinde oldugu ve sonra 10 katlara dogru indigi, antioksidan Vitamin
C ve E’nin 12. saatte karacigerde diizeyinin kontrol grubuna gore arttigi 24. saatte ise

azalmaya basladig1 tespit edilmistir (Lida ve ark 2009).

Yapilan bir caligmada, ratlarda 2 ml/kg dozunda i.p olarak CCl, ile akut karaciger
hasar1 indiiklenmis ve 0, 16, 32, 48, 64 ve 80. saatler ile 4. ve 7. giinlerde kan ve karaciger
dokusu alinarak analizler yapilmistir. ALT diizeyinin 32. saate kadar artarak maksimum
seviyeye ulastigi ve bu saatten sonra diismeye basladigi, apoptotik TUNEL pozitif
hiicrelerin sayisinin 64. saate kadar arttig1 ve bu saatte maksimum seviyeye ulasarak sonra

diismeye basladig tespit edilmistir (Lee ve ark 2003).

Ratlara 16 hafta boyunca haftada bir kez intragastrik olarak CCly verilip, 6, 12, 24
ve 72. saatlerde sonlandirilarak antiapoptotik ve proapoptotik genlerin PCR ile analiz
edildigi bir calismada, akut evrede antiapoptotik genlerin yiikseldigini fakat daha sonra

proapoptotiklerin yiikselmeye basladigini, proapoptik genlerin CCly ile indiiklenmis sirozlu



karacigerde diizeyinin iyice arttigmi ve Kkaracigerin rejenerasyonunda Onemli rol

oynadigim gozlemlemislerdir (Masson ve ark 2000).

Apoptosisin bir nedeni olarak oksidatif hasar gosterilmektedir. Ancak apoptosisin
mekanizmasi heniiz tam anlasilmadigi icin farkh bakis acilarindan yapilacak arastirmalara
ithtiya¢ vardir. Karbon tetrakloriiriin apoptosis tizerine etkisinin arastirildig1 calismalarda,
CCL’iin lipit peroksidasyonuna neden oldugu 0zellikle endoplazmik retikulum ve
mitokondrinin yapisimi bozdugu, kaspaz-3’ii aktive ederek karaciger hiicresini apoptosise
gotiirdiigii uygulanmadan 12 saat sonra nekroz olustugu bildirilmektedir (Armbrust ve ark
1997, Aydogan ve ark 20006). Iredale ve ark (1998) yaptiklar1 aragtirmada, ratlara haftada 3
kez 4 hafta boyunca i.p CCly enjekte etmisler, 6 ve 72. saat ile 7 ve 28 giin sonra karaciger
dokusu alarak analizler yapmislardir. 6. saatte TUNEL pozitif hiicrelerin goriilmeye
basladigmni, 72. saatte ise pik seviyeye ulastigini, daha sonra azalmaya basladigini tespit
etmislerdir. CCl; ile deneysel karaciger hasari olusturdugumuz calismamizda deney
grubunda 6. saatte TUNEL pozitif hiicrelerin sayisinin kontrol grubuna gore fazla oldugu
belirlenmis olup 6.saatte apoptosisin basladigim1 gostermektedir. Ancak Iredale ve
ark.(1998)’nin  bulgularmin aksine DNA fragmentasyonunda elde ettigimiz veriler
apoptosisin azaldigin1 gostermistir. TUNEL yontemiyle tespit edilen pozitif hiicre
sayilarmdaki azalmalar da DNA fragmentasyon sonuclarini giiclendirmektedir. Onemli bir
hiicre i¢i antioksidan olan glutatyonun Onciill maddesi olarak NAS verdigimiz grupta
karaciger dokusundaki apoptotik hiicre sayilarinin toksikasyon grubuna gore daha az
olmasi, DNA kiriklarinin daha diisiik Olgtilmesi yukarida ayrintili olarak caligmalar:
sunulan arastiricilarin - bulgular1 ile uyumludur. Bulgularimiz apoptosisin  olusum
mekanizmasinda serbest radikallerin rolii oldugu, antioksidanlarin da azaltici etki

gosterdigi hipotezi destekler niteliktedir.

HDAC inhibitorii oldugu anlasilan Valproik asit’in kullanildigi bir ¢aligmada,
apopitotik hiicre 6liimiine yol a¢tig1; hiicre morfolojisinde izlenen degisiklikler ve kaspaz-3

ekspresyonundaki artig ile tespit edilmistir (Tolun 2009).

Histonlarin asetilasyonu ve deasetilasyonu arasindaki dengeyi HAT ve HDAC
aileleri saglamaktadir. Son yillarda yapilan calismalar HDAC’lar1 inhibe edebilen
bilesiklerin hiicre boliinmesinin durdurulmasi, apoptoz ve farklilasmanin indiiklenmesi gibi

biyolojik olaylarda etkili oldugunu gostermistir (Dokmanovic ve Marks 2005).



Kronik 16kemi hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada, suberoylanilid hydroksamik asid
ile hiicereler 48 saat inkiibe edildiginde HDAC inhibisyonunun sekillendigi, kaspaz 3, 6 ve
8’in aktivasyonu yoluyla apoptozisin baglatildig1 gosterilmistir (Stamatopoulos ve ark

2010).

Potansiyel antikanser ajani olarak bilinen Trichostatin A’nm kullanildigr bir
caliymada, mitokondrial membran potansiyelinin degistigi, reaktif oksijen tiirlerinin
azaldigi, HDAC inhibisyonunun sekillenip, hiicre diferansiyasyonu ve apoptotik hiicre
Olimiiniin sekillendigi tespit edilmistir (Moreira ve ark 2003). Yine antikanser ajani olarak
bilinen sodyum biitirat ile yapilan bir caligmada, insan 16kemik limfoblast hiicrelerinde
HDAC inhibisyonu, hiicre diferansiyasonu ve apoptozisin sekillendigi belirlenmistir

(Bernhard ve ark 1999).

Insan akut promiyelositik 16kemi hiicrelerinde yapilan bir calismada, antikanser
ajani olarak kullanilan apisidinin HAT diizeyini artirdigi, HDAC diizeyini azalttigi, DNA
fragmentasyonunda artigin sekillendigi, Bax’ i arttig1, sitokrom c ve prokospaz-3’iin aktive
oldugu, niikleer morfolojik degisiklikler ve apoptotik cisimciklerin olustugu belirlenmistir
(Kwon ve ark 2002). Benzofenon ve Garsinol gibi dogal HAT inhibitorlerinin kullanildig:
bir ¢caligmada, gen ekspresyonu ve hiicre siklusunda onemli oldugu, HAT artis1 ve HDAC
azalmasina bagl olarak apoptozisin indiiklendigi belirlenmistir (Balasubramanyam ve ark
2004). HAT ve HDAC enzimlerinin, histon asetilasyonu ile transkripsiyon faktorlerinin
DNA’ya ulasmasini sagladigi ileri siiriilmektedir. CCly toksikasyonu ile histon asetilasyonu
ve apostosisin birlikte degerlendirildigi c¢alismalar sinirli  oldugundan sonuglari
karsilastiracak yeterli literatiir bulunamamistir. Calismamizda elde ettigimiz veriler
dogrultusunda apoptosisin arttigt CCly; grubunda karaciger hiicrelerinin niikleer
ekstraklarinda HAT enzim aktivitelerinin yiiksek, HDAC aktivitelerinin diisiik bulunmast;
apoptosisin az goriildiigii NAS verilen grup ile kontrol grubunda tersi bir sonu¢ bulunmasi
apoposisin mekanizmasinda histon asetilasyonunun rolii olabilecegini diisiindiirmektedir.
Apoptosisin goriildiigli kanser arastirmalarinda bulunan sonuclarda apoptosis ile histon
asetilasyonu arasindaki iligki, arastirma bulgularimiz ile aykirilik icermektedir. Ancak
apoptosisin genetik mekanizmasi ile histon asetilasyonunun arastirilacagi, gen ekspresyonu

diizeyinde ¢aligmalara ihtiyac¢ oldugu kanisindayiz.



5. SONUC

Calismada karacigerde oksidatif stres olusturmak amaciyla CCly; modeli
kullanilmigtir. Deneme gruplarinda karaciger enzimlerindeki yiikselis karacigerde hasar
sekillendiginin gostergesi olarak kabul edilmistir. CCly uygulanan gruplarda TOK yiiksek,
TAK diisiik; CCly ile birlikte antioksidan olarak N asetil sistein uygulanan grupta ise tersi
sonuclar elde edilmistir. Bulgular CCly’tin oksidatif strese neden oldugunu, N asetil

sisteinin antioksidan olarak oksidatif strese karsi koruyucu rol oynadigini gostermektedir.

Calismanin diger bir amact1 DNA’daki oksidatif stresin, apoptosis ve histon
asetilasyonu ile arasmdaki iliskiyi arastirmaktir. Histon asetilasyonunun apoptozise neden
mi oldugu veya apoptozisin histon asetilasyonuna mi neden oldugu halen tartigmalidir.
Apoptosis son donemlerde en ¢ok arastirilan konulardan biri olmasina ragmen mekanizma
tam aydinlatilamamistir. Apoptozisin diizenlenmesi, pS3 gen ekspresyonu ile baslayan ve
kaspazlara kadar devam eden bir siirectir. Genotoksik olaylarla olusan hiicre hasari, bir
transkripsiyon regiilatdor geni olan p53’i aktive etmektedir. p53 protein iiriini DNA’ya
dogrudan baglanarak hasar1 tanidiktan sonra ya Gl’de hiicre siklusunun durmasini
indiikleyerek tamir i¢in gerekli zamam kazanir ya da hasar fazlaysa apoptoza yonlendirir.
Ayrica p53’iin Bax/Bax, Bax/Bcl-2, Bcl-2/Bcl-2 gruplarmin oranlarimi diizenledigi
diistiniilmektedir. Arastirmada karaciger hiicrelerinin c¢ekirdek ekstraktlarinda 8-OHAG
seviyelerinin yiiksekligine paralel olarak aym gruplarda DNA fragmentasyon sonuglarmin
yilksek olmasi ve apoptotik hiicrelerin bulunmast oksidatif stresin apoptosise neden
olabilecegini dogrulamaktadir. Apoptotik hiicrelerin goriildiigi deneme gruplarinda histon
asetilasyonunda rol oynayan enzim aktiviteleri DNA’daki histon proteinlerinin
asetillenmesi ile transkripsiyona uygun hale geldigini diisiindiirmektedir. Bu baglamda
apoptozisin gen diizeyinde regiilasyonunu saglayan p53 geni ile 8-OHdG diizeyi arasinda
bir ilginin olabilecegi sonucu c¢ikarilabilir. N asetil sistein uygulamalarinin histon
asetilasyonunu gerceklestiren enzimlerin aktivitelerini degistirmesi apoptotik hiicre
sayisinin deneme grubuna gore daha az sayida olmasi da bu goriisiimiizii desteklemektedir.
Ancak histon asetilasyonu ile apoptosisin genetik olarak diizenlenmesinin arastirilacagi

genis kapsamli, molekiiler caligmalar mekanizmanin aydinlatilmasina 11k tutacaktir. Ayni



zamanda arastirma sonuglar1 gostermektedir ki, CCly intoksikasyonu zamana bagli olarak
organizma tarafindan tolere edilmektedir ve saglikli kontrol grubuna verilen N asetil sistein

antioksidan olarak bir 6nem tasimamaktadir.



OZET

Calismamizda HAT ve HDAC enzim aktiviteleri tayin edilerek, bu enzimlerin
aktiviteleri iizerine (dolayli olarak tanskripsiyon iizerine) oksidatif stresin olasi etkisini,
gen transkripsiyonu ile kontrol edilen apoptosis ile histon asetilasyonu arasinda bir
iligkinin olup olmadigmi, N Asetil Sisteinin deneysel karaciger intoksikasyonunda DNA

hasar1 tizerine koruyucu roliiniin olup olmadigini arastirmay1 amacladik.

Calismaya 6 grupta toplam 60 adet rat alindi. Karaciger toksisitesi olusturmak
amaciyla CCl, periton i¢i 2 ml/kg 1/1 oraninda zeytinyagindaki ¢ozeltisi seklinde tek doz
enjekte edildi. NAS uygulamasina (periton i¢i 50 mg/kg/giin) CCls enjeksiyonundan 3 giin
once basland1 ve deney siiresince devam edildi. Kontrol gruplarina zeytinyagi ve N Asetil
Sistein uygulamasi yapildi. CCly enjeksiyonundan 6 ve 72 saat sonra eter anestezisi altinda

kan ve karaciger dokusu alindi1. Karaciger dokusundan niikleer ekstrakt hazirlandu.

Serum AST, ALT, MDA diizeylerinin, CCly verilen grupta 6. saatte kontrol
gruplarina gore arttii, 72. saatte artisin oldugu fakat altinci saate gore azaldigi
belirlenmigstir. CCL+NAS verilen grupta ise 6. ve 72. saatte kontrol gruplariyla
karsilastirildiginda artisin  oldugu fakat CCly gruplarmma gore diizeyinin azaldig:
belirlenmistir. CCl; uygulamasmin deneysel karaciger intoksikasyonu ve lipit
peroksidasyonuna neden oldugu, NAS uygulamasma ve zamana baglh olarak diizeyinin

azaldigi tespit edilmistir.

Serum TAK analizinde, CCly verilen grupta 6. saatte kontrol gruplarina gore
diizeyinin azaldigi, 72. saatte de azalmanm oldugu fakat altinci saate gore arttig1
gorilmiistir. CCL+NAS verilen grupta ise 6. ve 72. saatte kontrol gruplariyla
kargilastirildiginda azalmanmn oldugu fakat CCly gruplarma gore diizeyinin arttig1
belirlenmistirdi. TOK analizinde, CCly verilen grupta 6. saatte kontrol gruplarina gore
diizeyinin arttig1, 72. saatte ise gruplar arasinda fark olmadigi; CCL+NAS verilen grupta
6. saatte kontrol gruplariyla karsilastirildiginda artisin oldugu fakat CCly gruplarma gore

diizeyinin azaldigi, 72. saatte ise fark olmadigi belirlenmistir.



Niikleer ekstraklarda yapilan 8-hidroksi 2-deoksiguanozin ve Histon Asetil
Transferaz analizinde, CCly verilen grupta 6. saatte kontrol gruplarina gore diizeyinin
arttigl, 72. saatte de artisin oldugu fakat altinci saate gore diizeyinin azaldig1 belirlenmistir.
CCL+NAS verilen grupta ise 6. ve 72. saatte kontrol gruplariyla karsilastirildiginda artisin
oldugu fakat CCly gruplarmma gore diizeyinin azaldigi saptanmistir. Histon deasetilaz
diizeyinin, CCly verilen grupta 6. saatte kontrol gruplarina gore azaldigi, 72. saatte de
azalmanin oldugu fakat altinci saate gore arttig1 goriilmiistiir. CCL41+NAS verilen grupta ise
6. ve 72. saatte kontrol gruplariyla karsilastirildiginda azalmanin oldugu fakat CCly

gruplarina gore diizeyinin arttig1 belirlenmistir.

Apoptotik DNA fragmentasyonu analizinde ise, 6. saatte CCly grubunda kontrol
grubuna gore diizeyinin arttig1, 72 saatte de artisin oldugu fakat altinci saate gore diizeyinin
azaldigy tespit edildi. CCL41+NAS verilen grupta ise 6. ve 72. saatte kontrol gruplariyla
karsilastirildiginda artisin oldugu fakat CCly gruplarina gore diizeyinin azaldigr tespit
edilmistir. Apoptozis ayrica karaciger dokusunda TUNEL yontemi ile degerlendirilmis ve
6. saatte, CCls verilen grupta kontrol gruplarina gore apoptotik hiicrelerin arttigi, NAS
ilave edilen grupta CCLy grubuna gore azaldigi, 72 saatte kontrol grubuna gore bir artigin

oldugu fakat 6. saate gore diizeyinin azaldig1 goriilmiistiir.

Karacigerde serbest radikal olusturmak icin CCly toksisite modeli uygulanmustir.
Oksidatif stres olustugu ve buna bagli olarak DNA’da hasar ve DNA kirilmalarmin
sekillenip, histon asetilasyonunun arttigi, deasetilasyonunun ise azaldigi ve hiicrelerin
apoptozise yoneldigi belirlenmistir. Ayn1 zamanda, N Asetil Sisteinin DNA’daki hasar

tizerine koruyucu roliiniin oldugu, oksidatif stres ve apoptozisi azalttig1 tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler; Karbon tetrakloriir, N asetil sistein, oksidatif DNA hasari,

histon asetilasyonu, serbest radikaller, apoptozis



SUMMARY

Aksit H. Determination of DNA damage in experimental liver intoxication and role of
N acetyl cysteine

We were assigned to HAT and HDAC enzymes, We aimed to investigate whether

on the activities of these enzymes (on tanskripsiyon indirectly) the possible effect of

oxidative stress, apoptosis and gene transcription is controlled by whether or not a

relationship between histone acetylation, N acetyl cysteine on the protective role of DNA

damage in experimental liver intoxication.

In this study, totaly 60 rats were used in 6 groups. Liver toxicity of CCly in order to
create, intraperitoneally 2 ml / kg, 1 / 1 ratio as a single dose of olive oil solution was
injected. N Acetyl Cysteine application (intraperitoneal 50 mg / kg / day) was started 3
days before CCly injection and was continued during the experimental period. Control
groups were performed in olive oil and N Acetyl Cysteine. 6. and 72. hours after CCly
injection, blood and liver tissue were taken under ether anesthesia. Nuclear extracts were

prepared from liver.

Serum AST and ALT levels increased in the group CCly 6. hour than the control
groups, 72. hour there was an increased but were decreased compared to 6. hour. In the
group with CCL41+NAC 6. and 72. hours there were an increased level compared with
control groups but levels were reduced compared to the CCly group. MDA analysis, CCly
in the group 6. hour increase than the control groups, 72. hour there was an increased but
were decreased compared to 6. hour. In the group with CCl4+NAC 6. and 72. hour there
was an increased level compared with control groups, but levels were decreased compared
to the CCly groups. CCl intoxication and lipid peroxidation in the liver caused by
experimental application, the level, depending on the NAS application and time were

reduced.

Serum analysis of TAS, the levels decreased in the group CCL 6. hour compared to
the control groups, 72. hour there was an decreased but were increased compared to 6.

hour. In the group with CCL41+NAC 6. and 72. hours there were an decreased level



compared with control groups but levels were increased compared to the CCLy group.
Analysis of the TOS, the levels increased CCly in the group 6. hour compared to control
groups, 72. hour difference between the groups was not identified. CCL+NAC treated
group compared with the control group 6 hours, there was an increased, but the level

decreased compared to CCly group, the difference was not identified in 72. hour.

The 8-hydroxy-2-deoxyguanosine and Histone Acetyl Transferase analysis in
nuclear extract, the CCly treated group, the level was increased compared to control groups
the in 6 hours, 72. hour, but also there was an increased level compared to 6. hour were
reduced. CCLL1+NAC treated group, the level was increased compared with control groups
in the 6. and 72. hours, but decreased levels were determined according to CCly group. The
level of histone deacetylase, CCly treated group 6. hour level was decreased than the
control groups, 72. hour there was an decreased but were increased compared to 6. hour.
CCL+NAC treated group was decreased compared with control groups in the 6. and 72.

hours, but increased levels were determined according to CCly group.

In the analysis of apoptotic DNA fragmentation, the levels increased in the group
CCl; 6. hour than the control groups, 72. hour there was an increased but were decreased
compared to 6. hour. In the group with CCL4+NAC 6. and 72. hour there was an increased
level compared with control groups, but levels were decreased compared to the CCly
groups. Apoptosis also was evaluated by TUNEL assay in liver tissue, and 6. hour,
apoptotic cells increased in CCly treated group than the control groups, the NAS was added
to the group decreased compared to the CCly group, 72. hour is an increase compared with

the control groups but decreased levels were determined compared with 6. hour.

Toxicity model of CCly in the liver was performed to generate free radicals.
Oxidative stress, DNA damage and DNA breakage occurred and formed and consequently,
increased histone acetylation, decreased histone deacetylation and increased apoptosis
were determined. At the same time, that the protective role of N acetyl cysteine on DNA

damage and reduced oxidative stress and apoptosis were determined.

Key Words; Carbon tetrachloride, N acetyl cysteine, oxidative DNA damage,

histone acetylation, free radicals, apoptosis



KAYNAKLAR

Adams HR. Veterinary Pharmacology and Therapeuties. 7™ Ed. Ames: Iowa State
University Press; 1995.

Akagi S, Nagake Y, Kasahara J, Sarai A, Kihara T, Morimoto H, Yano A, Nakao
K, Nanba K, Ichikawa H, Makino H. Significance of 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine levels
in patients with chronic renal failure. Nephrology (Carlton) 2003; 8(4): 192-195.

Akaike T, Suga M, Maeda H. Free radicals in viral pathogenesis: molecular
mechanisms involving superoxide and NO. Proceedings of the Society for Experimental

Biology and Medicine 1998; 217(1): 64-73.

Akkus 1. Serbest radikaller ve fizyopatolojik etkileri. Konya: Mimoza Yayinlari;
1995.

Akpoyraz M, Durak 1. Serbest radikallerin biyolojik etkileri. The Journal of the
Faculty of Medicine 1995; 48: 253-262.

Aksit H, Bildik A. Apoptozis. Yiiziinciiyil Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi
2008; 19(1): 55-63.

Almurshed KS. Protective effect of black and gren tea against carbon tetrachloride

induced oxidative stres in rats. Saudi Medical Journal 2006; 27(12): 1804-1809.

Altinéz E. Ratlarda, akrilamid kaynakli oksidatif stres ve genotoksisite iizerine N-
asetilsisteinin etkilerinin arastirilmasi. Uzmanlik Tezi. Inonii Universitesi Saglik Bilimleri

Enstitiisii, Malatya, Tiirkiye. 2009.

Altuntas I. Otoimmiin tiroid hastaligmimn tani ve takibinde oksidatif DNA hasar
belirleyicisi 8-ohdg’nin onemi. Yiiksek Lisans Tezi. Ankara Universitesi Fen Bilimleri

Enstitiisii, Ankara, Tiirkiye. 2007.

Ames BN. Endogenous oxidative DNA damage, aging and cancer. Free Radical

Research of Communications 1989; 7: 121-128.



Angulo P, Lindor KD. Treatment of non-alcoholic steatohepatitis. Best Practice &

Research In Clinical Gastroenterology 2002; 5: 797-810.

Antar V. Bir genel kaspaz inhibitorii olan qvd-oph’nin noroprotektif etkilerinin
deneysel spinal kord travmasi1 modelinde incelenmesi. Uzmanlik Tezi. Saghk Bakanligi
Taksim Egitim ve Arastirma Hastanesi Beyin ve Sinir Cerrahisi Klinigi, istanbul, Tiirkiye.

2005.

Arii S, Monden K, Hai S, Sasaoki T, Adachi Y, Funaki N, Higashitsuji H,Tobr T.
Depressed function of kupffer cells in rats with CCly—induced liver cirrhosis. Research in

Experimental Medicine 1990; 190:173-182.

Ariosto F, Riggio O, Cantafora A, Colucci S, Gaudoi E, Mechelli C, Merli S, Seri
S, Capocacia L. Carbon tetrachloride - induced experimental cirrhosis in the rat: A

reappraisal of the model. European Surgical Research 1989; 21: 280-286.

Armbrust T, Batusic D, Ringe B, Ramadari G. Mast cells distribution in human
liver disease and experimental rat liver fibrosis, Indications for Mast Cell Participation in

Development of Liver Fibrosis. Journal of Hepatology 1997; 26: 1042-1054.

Armstrong DA. Methods in Molecular Biology. New Jersey: Toronto Humana
Pres; 1998.

Astley S, Smith AL, Southon S, Sampson M. Vitamin E supplementation and
oxidative damage to DNA and plasma 1dl in type 1 diabetes. Diabetes Care 1999; 22:
1626-1631.

Aydogan S, Yerer Betiil M, Goktas A. Melatonin and nitric oxide. Journal of
Endocrinological Investigation 2006; 29(3): 281-287.

Bahgecioglu IH, Ustiindag B, Ozercan I, Ergiil E, Baydas G, Akdere T, Demir A.
Protective effect of Ginkgo Biloba extract on CCl4-induced liver damage. Hepatology
Research 1999; 15: 215-224.

Balasubramanyam K, Altaf M, Varier RA, Swaminathan V, Ravindran A, Sadhale

PP, Kundu TK. Polyisoprenylated Benzophenone, Garcinol, a natural histone



acetyltransferase mbhibitor, represses chromatin transcription and alters global gene

expression. The Journal of Biological Chemistry 2004; 279(32): 33716-33726.

Bayir S, Eskiocak S, Altaner G. Kolesterolden zengin diyetle beslenen ratlarda
NAC’in anti-oksidan/pro-oksidan etkileri. Tiirk Klinik Biyokimya Dergisi 2006; 1: 15-23.

Bender LM, Morgan MJ, Thomas LR, Liu ZG, Thorburn A. The adaptor protein
TRADD activates distinct mechanisms of apoptosis from the nucleus and the cytoplasm.

Cell Death and Differentiation 2005; 12: 473-481.

Bernhard D, Ausserlechner MJ, Tonko M, Loffler M, Hartmann BL, Csordas A,
Kofler R. Apoptosis induced by the histone deacetylase inhibitor sodium butyrate in
human leukemic lymphoblasts. FASEB Journal 1999; 13: 1991-2001.

Bilgici B. Apoptozis, 2004, Erisim: http://biyokimya.8m.net/apopitozis.html.
Erisim Tarihi: 08.05.2007.

Bird A. DNA methylation patterns and epigenetic memory. Genes & Development

2002; 16: 6-21.

Boll M, Weber LW, Becker E, Stampfl A. Mechanism of carbon
tetrachlorideinduced hepatotoxicity. Hepatocellular damage by reactive carbon
tetrachloride metabolites. Zeitschrift Fur Naturforschung Section C-A Journal of

Biosciences 2001; 56: 649-659.

Bora G, Yurter HE. Epigenetik hastaliklar ve tedavi yaklasimlari. Hacettepe Tip
Dergisi 2007; 38: 48-54.

Borek C. Free-radical processes in multistage carcinogenesis. Free Radical

Research Communications 1991; 12-13: 745-750.

Brugere CM, Nowacki W, Gueux E, Kuryszko J, Rock E, Rayssiguier Y, Mazur A.
Accelerated thymus involution in magnesium-deficient rats is related toenhanced apoptosis

and sensitivity to oxidative stres. British Journal of Nutrition 1999; 81: 405-411.

Burcak G, Andican G. Oksidatif DNA hasar1 ve yaslanma. Cerrahpasa Journal of
Medicine 2004; 35: 159-169.



Cabre M, Camps J, Paternain JL, Ferre N, Joven J. Time-course of changes in
hepatic lipid peroxidation and glutathione metabolism in rats with carbon tetrachloride-
induced cirrhosis. Clinical and Experimental Pharmacology and Physiology 2000; 27: 694-
699.

Cao G, Alessio HM, Cutler RG. Oxygen-radical absorbance capacity assay for
antioxidants. Free Radical Biology and Medicine 1993; 14: 303-313.

Cao J, Liu Y, Jia L, Jiang LIP, Geng CY, Yao XF, Kong Y, Jiang BN, Zhong LF.
Curcumin attenuates acrylamide-induced cytotoxicity and genotoxicity in HepG2 cells by

ROS scavenging. Journal of Agricultural and Food Chemistry 2008; 56: 12059-12063.

Carter E, Jung W, Cyr E, Mclntosh L, Tompkins R, Fischman A. Evaluation of
CCl, induced apoptosis in murine liver with **™ Annexin-V and **"Tc albumin. Journal of

Nuclear Medicine 2006; 47: 332.

Castilla Cortazar I, Garcia M, Muguerza B, Quiroga J, Perez R, Santidrian S, Prieto
J. Hepatoprotective effects of insuline like growth factor I in rats with carbon tetrachloride

induced cirrhosis. Gastroenterology 1997; 113(5): 1682-1691.

Chang CS, Chen WN, Lin HH, Wu CC, Wang CJ. Increased oxidative DNA
damage, inducible nitric oxide synthase, nuclear factor kapa-B expression and enhanced
antiapoptosis-related proteins in Helicobacter pylori-infected non-cardiac gastric

adenocarcinoma. World Journal of Gastroenterology 2004; 10(15): 2232-2240.

Chapple IL. Reactive oxygen species and antioxidants in inflammatory diseases.

Journal of Clinical Periodontology 1997; 24(5): 287-296.

Cheeseman KH, Slater TF. An introduction to free radical biochemistry. British

Medical Bulletin 1993; 49(3): 479-480.

Chiou CC, Chang PY, Chan EC, Wu TL, Tsao KC, Wu JT. Urinary 8-
hydroxydeoxyguanosine and its analogs as DNA marker of oxidative stress: Development
of an ELISA and measurement in both bladder and prostate cancers. Clinica Chimica Acta

2003; 334(1-2): 87-94.



Choi D, Hwang S, Lee E, Yoon S, Yoon BK, Bae D. Expression of mitochondria-
dependent apoptosis genes (p53, bax, and bcl-2) in rat granulosa cells during follicular

development. Journal of the Society for Gynecologic Investigation 2004; 11(5): 311-317.

Choti J, Yoon Sh, Kim J, Rhee K, Youn H, Chung M. Gene-specific oxidative DNA
damage in helicobacter pylori—infected human gastric mucosa. International Journal of

Cancer 2002; 99: 485-490.

Comporti M. Biology of diseases: Lipid peroxidation and celluler damage intoxic

liver injurys. Laboratory Investigation 1985; 53(6): 599-622.

Cavdar C, Sifil A, Camsar1 T. Reaktif oksijen partikiilleri ve antioksidan savunma.

Tiirk Nefroloji Diyaliz ve Transplantasyon Dergisi 1997; 3(4): 92-95.

Cecen SS, Cengiz G, Soylemezoglu T. Parakuat toksisitesinde N-asetilsisteinin
koruyucu etkisi. Ankara Eczacilik Fakiiltesi Dergisi 2002; 31(4): 259-271.

Cetinkaya A. Ratlarda N-asetil sistein ve L-karnitin’in karbon tetrakloriir ile
olusturulan akut karaciger hasari iizerine etkileri. Yan Dal Uzmanlik Tezi. Kahramanmaras
Siit¢ii iImam Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Bilim Dali, Kahramanmaras,

Tiirkiye. 2009.

Cmar A, Yorik M, Meral I, Kiligalp D, Ko¢ A, Ertekin A. Karbon Tetrakloriir
(CCly) ile tavsanlarda deneysel olarak olusturulan akut ve kronik intoksikasyonun
karacigerin histolojik yapisina, bazi hematolojik degerlere ve elektrokardiyogram iizerine

etkileri. Turkish Journal of Veterinary and Animal Sicences 1999; 23: 235-242.

Dashti HM, Sayer HA, Behbehani A, Madda J, Christenson JT. Liver cirrhosis
induced by carbon tetrachloride and the effect of superoxide dismutase and xantine oxidase

inhibitor treatment. Surgeon-Journal of The Royal Colleges of Surgeons of Edinburgh and

Ireland 1992; 37: 23-28.

Dashti H, Jeppson B, Hagerstrand I, Hultberg B, Srinivas U, Abdulla M.
Thioacetamide and carbontatrachloride-induced liver cirrhosis. European Surgical

Research 1989; 21: 833-891.



Delibas N, Ozcankaya R. Serbest radikaller. SDU Tip Fakiiltesi Dergisi 1995; 2(3):
11-17.

Demirdag K, Bahcecioglu IH, Ozercan IH, Ozden M, Yilmaz S, Kalkan A. Role of
L-carnitine in the prevention of acute liver damage induced by carbon tetrachloride in rats.

Journal of Gastroenterology and Hepatology 2004; 19: 333-338.

Devay SD. Karbon tetrakloriir ile deneysel siroz olusturulan ratlarda serbest radikal
metabolizmasi; Stobadin’in antioksidan etkisi. Uzmanlik Tezi. Gazi Universitesi Tip

Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali, Ankara, Tiirkiye. 2008.

Dincer S, Oz E, Ozenirler S. Effect of single dose alcohol administration on
malondialdehyde, glutathione, total protein and hydroxyproline levels of rat liver. The

Turkish Journal of Gastroenterology 1999; 10(1): 1-3.

Dizdaroglu M, Jaruga P, Rodriguez H. Identification and quantification of 8,59-
cyclo-29-deoxyadenosine in DNA by liquid chromatography/mass spectrometry. Free
Radical Biology & Medicine 2001; 30(7): 774—784.

Dizdaroglu M, Karakaya AE. Advances in DNA damage and repair. Newyork:
Kluwer Acedemic/Plenium Publishers; 1999. p. 67-87.

Doi K, Kurabe S, Shimazu N, Inagak M. Systemic histopathology of rats with CCly
induced hepatic cirrhosis. Laboratory Animals 1991; 25: 21-25.

Dokmanovic M, Marks AP. Prospects: Histone deacetylase inhibitors. Journal of

Cellular Biochemistry 2005; 96: 293-304.

Donoghue S, Baden HS, Lauder I, Sobolewski S, Pringle JH.
Immunohistochemical localization of caspase-3 correlates with clinical outcome in B-cell

diffuse large-cell lymphoma. Cancer Research 1999; 59: 5386-5391.

Duran A, Kafali ME, Sahin M, Koylii 0, Gokalp A, Arslan U, Toy H. Tavsanlarda
olusturulan deneysel sepsis modelinde diisiik doz NAC tedevisinin etkinligi. Selcuk Tip
Dergisi 2004; 20: 140-149.

Diindar Y, Aslan YR. Hekimlikte oksidatif stres ve antioksidanlar. 1. Baski. Afyon:
Afyon Kocatepe Universitesi Yaymnlart; 2000.



Diizgiiner V. Deneysel olarak diyabet olusturulan tavsanlarda cinkonun lipid
peroksidasyonu ve antioksidan sistem iizerine etkisi. Yiiksek Lisans Tezi. Mustafa Kemal

Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Hatay, Tiirkiye. 2005.

Elmore S. Apoptosis: a review of programmed cell death. Toxicology and

Pathology 2007: 35(4): 495-516.

Erdogan A, Oztiirk F, Ates B, Yilmaz I, Otlu A. Sicanlarda karbon tetrakloriir ile
olusturulmus karaciger yaglanmasi iizerine kayisinin koruyucu etkilerinin biyokimyasal

acidan incelenmesi. 21. Ulusal Kimya Kongresi. Inonii Universitesi, Malatya; 2007.

Erdogan BB. Apoptozis mekanizmalar:: Timor gelisiminde fas-fasl bagimlh

apoptozis. Akciger Arsivi 2003; 4: 165-174.

Ertekin A. Karbontetrakloriir ile deneysel siroz olusturulan tavsanlarda sialik asit,
lipid-bagl sialik asit, total protein ve bazi spesifik karaciger enzimlerinin aktivitelerinin
arastirilmasi. Doktora Tezi. Yiiziincii Yil Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Van,

Tiirkiye. 1996.

Erten R. Karbon tetrakloriir ile olusturulan deneysel akut karaciger hasarinda
Dihydromyrcenol ve Geranyl Formate’in karacigeri koruyucu etkisi. Uzmanlik Tezi.

Yiiziincii Y1l Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali, Van, Tiirkiye. 2009.

Ertiirk B. Akciger kanserli hastalarda malondialdehit (MDA) ve total antioksidan
kapasite (TAOK) diizeyi 6l¢iimii ile oksidan-antioksidan dengenin arastirilmasi. Uzmanlik

Tezi. Siireyyapasa Gogiis ve Kalp-Damar Hastaliklar1 Egitim ve Arastirma Hastanesi,

Istanbul, Tiirkiye. 2006.

Farinati F, Cardin R, Degan P, Rugge M, Mario FD, Bonvicini P, Naccarato R.

Oxidative DNA damage accumulation in gastric carcinogenesis. Gut 1998; 42: 351-356.

Fischer-Nielsen A, Poulsen HE, Hansen BA, Hage E, Keiding S. CCly cirrhosis in
rats: Irreversible histological changes and differantiated functional impairment. Journal of

Hepatology 1991; 12: 110-117.



Foresti R, Sarathchandra P, Clark JE, Green CJ, Motterlini R. Peroxynitrite induces
haem oxygenase-1 in vascular endothelial cells: a link to apoptosis. Biochemical Journal

1999; 339: 729-736.

Frankfurt OS, Krishan A. Enzyme-linked immunosorbent assay ELISA for the
specific detection of apoptotic cells and its application to rapid drug screening. Journal of

Immunological Methods 2001; 253: 133-144.

Galicia-Moreno M, Rodriguez-Rivera A, Reyes-Gordillo K, Segovia J, Shibayama
M, Tsutsumi V, Vergara P, Moreno MG, Muriel P. N-acetylcysteine prevents carbon
tetrachloride-induced liver cirrhosis: role of liver transforming growth factor-beta and
oxidative stress. European Journal of Gastroenterology & Hepatology 2009; 21(8): 908-
914.

Galle PR. Apoptosis in liver disease. Journal of Hepatology 1997; 27: 405-412.

Ghiselli A, Serafini M, Natella F, Scaccini C. Total antioxidant capacity as a tool to
asses redox status: Critical review and experimental data. Free Radical Biology and

Medicine 2000; 29: 1106-1114.

Glozak AM, Sengupta N, Zhang X, Seto E. Acetylation and deacetylation of non-
histone proteins. Gene 2005; 363: 15-23.

Goneng A, Erten D, Aslan S, Akinci M, Simsek B, Torun M. Lipid peroxidation
and antioxidant status in blood and tissue of malignant breast tumor and benign breast

disease. Cell Biology International 2006; 30: 376-380.

Gray GS, Ekstrom JT. The human histone deacetylase family. Experimental Cell
Research 2001; 262: 75-83.

Guimaraes CA, Linden R. Programmed cell death; apoptosis and alternative

deathstyles. European Journal of Biochemistry 2004; 271: 1638-1650.

Guyton AC. Textbook of Medical Physiology. 8"! Ed. Philadelphia: WB Saunders
Company; 1991.

Glimriik¢iioglu A. Serbest radikaller, http://www.genetikbilimi.com/gen/serbest_
radikaller.htm. Erisim tarihi: 06.06.2009.



Gilimiis A, Yurtsever E. Isirgan otu (Urtica diocia L.) tohumu ekstresinin, akut
karbontetrakloriir uygulanan albino sicanlarda plazma ve karaciger lipid peroksidasyonu
ile glutatyon diizeylerine etkisi. Yiiksek Lisans Tezi. Marmara Unversitesi Saghk Bilimleri

Enstitiisii, Istanbul, Tiirkiye. 2007.

Giiven A, Giiven A, Giilmez M. The effect of kefir on the activities of GSH-Px,
GST, CAT, GSH and LPO levels in carbon tetrachloride-induced mice tissues. Journal of
Veterinary Medicine B 2003; 50: 412—-416.

Haberland M, Montgomery RL, Olson EN. The many roles of histone deacetylases
in development and physiology: implications for disease and therapy. Nature Reviews

Genetics 2009; 10: 32-42.

Halliwell B. Reactive oxygen species in living systems: source, biochemistry, and

role in human. American Journal of Medicine 1991; 91: 314-22.

Hanimoglu H. Glioblastoma multiforme’de doku 8-hydroxydeoxyguanosine ve
total antioksidan kapasite degerleri. Uzmalnlik Tezi. Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip

Fakiiltesi Norosiriirji Anabilim Daly, Istanbul, Tiirkiye. 2007.

Hekim N. Apoptosis. Kalitsal Hastaliklara Molekiiler Tip Agisindan Bakis
Sempozyumu. Istanbul; 2003. p. 115-140.

Hikim APS, Wang C, Leung AR, Swerdloff S. Involvement of apoptosis in the
induction of germ cell degeneration in adult rats after gonadotropin-releasing hormone

antagonist treatment. Endocrinology 1995; 136(6): 2770-2775.

Igishi T, Hitsuda Y, Kato K, Sako T, Burioka N, Yasuda K, Sano H, Shigeoka Y,
Nakanishi H, Shimizu E. Elevated urinary 8-hydroxydeoxyguanosine, a biomarker of
oxidative stress, and lack of association with antioxidant vitamins in chronic obstructive

pulmonary disease. Respirology 2003; 8(4): 455-460.

Iredale JP, Benyon RC, Pickering J, McCullen M, Northrop M, Pawley S, Hovell
C, Arthur MJP. Mechanisms of spontaneous resolution of rat liver fibrosis. Hepatic stellate

cell apoptosis and reduced hepatic expression of metalloproteinase inhibitors. Journal of

Clinical Investigation 1998; 102: 538-549.



Jaruga P, Speina E, Daniel G, Tudek B, Olinski R. Endogenous oxidative DNA
base modifications analysed with repair enzymes and BC/MS technique. Nucleic Acids

Research 2000; 28(6): 1-4.

Jenuwein T, Allis CD. Translating the histone code. Science 2001; 293: 1074—
1080.

Jeong TC, Kim HJ, Park J, Ha CS. Protective effects of red ginseng saponins
against carbon tetrachloride induced hepatotoxicity in sprague dawley rats. Planta Medica

1996; 63: 136-140.

Jones AL. Mechanism of action and value of N-acetylcysteine in the treatment of
early and late acetaminophen poisoning: a critical review. Journal of Toxicology Clinical

Toxicology 1998; 36: 277-285.

Junqueira LC, Carneiro J, Kelley RO. Basic Histology. 7" Ed. New Jersey:

Prentice Hill International Inc; 1992.

Kadiiska MB, Gladen BC, Baird DD, Germolec D, Graham LB, Parker CE, Nyska
A, Wachsman JT, Ames BN, Basu S, Brot N, FitzGerald GA, Floyd RA, George M,
Heinecke JW, Hatch GE, Hensley K, Lawson JA, Marnett LJ, Morrow JD, Murray DM,
Plastaras J, Roberts II LJ, Rokach J, Shigenaga MK, Sohal RS, Sun J, Tice RR, Van Thiel
DH, Wellner D, Walter PB, Tomer KB, Mason RP, Barrett JC. Biomarkers of oxidative
stress study II. Are oxidation products of lipids, proteins, and DNA markers of CCly
poisoning? Free Radical Biology & Medicine 2005; 38: 698-710.

Kaneda K, Kashii S, Kurosawa T, Kaneko S, Akaike A, Honda Y, Minami M,
Satoh M. Apoptotic DNA fragmentation and upregulation of Bax induced by transient
ischemia of the rat retina. Brain Research 1999; 815: 11-20.

Kaneko T, Wang Pei Y, Sato A. Relationship between blood/air partition
coefficients of lipophilic organic solvent and blood triglyceride levels. Toxicology 2000;

143: 203-208.

Kang J, Zhang D, Chen J, Lin C, Liu Q. Involvement of histone hypoacetylation in
Ni2+-induced bcl -2 down-regulation and human hepatoma cell apoptosis. Journal of

Biological Inorganic Chemistry 2004; 9: 713-723.



Kaya A. Deneysel karaciger fibrozisi olusturulan ratlarda roziglitazonun
antifibrotik ve antioksidan etkileri. Uzmanlik Tezi. Fatih Universitesi Gastroenteroloji I¢

Hastaliklar1 Anabilim Dali, Ankara, Tiirkiye. 2007.

Kaya S, Piringci I, Bilgili A. Veteriner Uygulamali Farmakoloji. 2. Baski, 2. Cilt.
Ankara: Medisan Yaymevi; 2000. p. 435-436.

Kiligcoglu B, Gencay C, Kismet K, Serin Kilicoglu S, Erguder I, Erel S, Sunay A,
Erdemli E, Durak I, Akkus M. The ultrastructural research of liver in experimental

obstructive jaundice and effect of honey. American Journal of Surgery 2008; 195: 249-256.

Ko¢ A. Antioksidanlarin cep telefonu ile olusturulmus testikiiler apoptozis ve
oksidatif stres iizerine etkileri. Uzmanlik Tezi. Fatih Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji

Anabilim Dali, Ankara, Tiirkiye. 2008.

Kopani M, Celec P, Danisovic L, Michalka P, Biro C. Oxidative stress and electron

spin resonance. Clinica Chimica Acta 2006; 364: 61-66.

Komiiroglu U, Noyan T, Sekeroglu MR. Comparison of the effects of melatonin
and pentoxifylline on the serum lipids of mice with carbon tetrachloride-induced liver

toxicity. Turkiye Klinikleri Journal of Cardiovascular Science 2007; 19: 21-26.

Kumar O, Sugendran K, Vijayaraghavan R. Oxidative stress associated hepatic and

renal toxicity induced by ricin in mice. Toxicon 2003; 1: 333-338.

Kurban S, Akpmar Z, Mehmetoglu i. Multiple skleroz hastalarinda serum
paraoksonaz ve arilesteraz aktiviteleri ile oksidatif stresin arastirilmasi. Genel Tip Dergisi

2010; 20(1): 13-17.

Kiirtiinci M, Eraksoy M. Multipl skleroz: Epigenetik bir hastalik olabilir mi?.
Noropsikiyatri Arsivi 2008; 45: 15-20.

Kwon SH, Ahn SH, Kim YK, Bae GU, Yoon JW, Hong S, Lee HY, Lee YW, Lee
HW, Han JW. Apicidin, a histone deacetylase inhibitor, induces apoptosis and Fas/Fas
ligand expression in human acute promyelocytic leukemia cells. The Journal of Biological

Chemistry 2002; 277(3): 2073-2080.



Laurenzi VD. Flow cytometric methods for the study of cell death. Apoptozis,
Hastaliklarla Iligkisi ve Giincel Belirleme Yontemleri Kursu, Dokuz Eyliil Universitesi

Saghk Bilimleri Enstitiisii, izmir, Tiirkiye. 2006.

Lee JII, Lee KS, Paik YH, Park YN, Han KH, Chon CY, Moon YM. Apoptosis of
hepatic stellate cells in carbon tetrachloride induced acute liver injury of the rat: analysis of

isolated hepatic stellate cells. Journal of Hepatology 2003; 39: 960-966.

Lida C, Fujii K, Koga E, Washino Y, Kitamura Y, Ichi I, Abe K, Matsura T, Kojo
S. Effect of alpha-tocopherol on carbon tetrachloride intoxication in the rat liver. Archives

of Toxicology 2009; 83(5): 477-483.

Lim PS, Cheng YM, Wei YH. Large-scale mitochondrial DNA deletions in skeletal
muscle of patients with end-stage renal disease. Free Radical Biology and Medicine 2000;

29(5): 454-463.

Lindemann KR, Johnstone WR. Histone deacetylase inhibitors: promising
candidates for chemotherapeutic drugs. Gene Therapy and Molecular Biology 2004; 8: 61-
74.

Liu X, Shi Y, Birnbaum MJ, Ye K, Jong RD, Oltersdorf T, Giranda VL, Luo Y.
Quantitative analysis of anti-apoptotic function of akt in aktl and akt2 double knock-out

mouse embryonic fibroblast cells under normal and stressed conditions. The Journal of

Biological Chemistry 2006; 281(42): 31380-31388.

Lizuka M, Smith MM. Functional consequences of histone modifications. Current

Opinion In Genetics & Development 2003; 13: 154-160.

Loguercio C, Blanco CDV, Coltorti M, Nardi G. Alteration of erythrocyte
glutathione, cysteine and glutathione synthetase in alcoholic and non-alcoholic cirrhosis.

Scandinavian Journal of Clinical & Laboratory Investigation 1992; 52: 207-213.

MacDonald-Wicks, LK, Garg, ML. Vitamin E supplementation in the mitigation of
carbon tetrachloride induced oxidative stress in rats. Journal of Nutritional Biochemistry

2003; 14: 211-218.



Marks AP, Miller T, Richon V. Histone deacetyalses. Current Opinion in
Pharmacology 2003; 3: 344-351.

Masson S, Scotte M, Garnier S, Francois A, Hiron M, Teniere P, Fallu J, Salier JP,
Daveau M. Differential expression of apoptosis-associated genes post-hepatectomy in

cirrhotic vs. normal rats. Apoptosis 2000; 5: 173-179.

Mehmet H. Detection of mitochondrial events in apoptosis. Apoptozis,
Hastaliklarla Iligkisi ve Giincel Belirleme Yontemleri Kursu, Dokuz Eyliil Universitesi

Saghk Bilimleri Enstitiisii, izmir, Tiirkiye. 2006.

Meister A. Glutathione deficiency produced by inhibition of its synthesis, and its
reversal; applications in research and therapy. Pharmacology & Therapeutics 1991; 51:

155-194.

Moreira JMA, Scheipers P, Sorensen P. The histone deacetylase inhibitor

Trichostatin A modulates CD4+ T cell responses. BMC Cancer 2003; 3(30): 1-18.

Moriya K, Nakagawa K, Santa T, Shintani Y, Fujie H, Miyoshi H, Tsutsumi T,
Miyazawa T, Ishibashi K, Horie T, Imai K, Todoroki T, Kimura S, Koike K. Oxidative
stress in the absence of inflammation in a mouse model for hepatitis C virusassociated

hepatocarcinogenesis. Cancer Research 2001; 61(11): 4365-4370.

Moseley R, Waddington RJ, Embery G, Rees SG. The modification of alveolar
bone proteoglycans by reactive oxygen species in vitro. Connective Tissue Researc 1998;

37(1-2): 13-28.

Munshi A, Shafi G, Aliya N, Jyothy A. Histone modifications dictate specific

biological readouts. Journal of Genetics and Genomics 2009; 36: 75-88.

Murakami T, Nagamura Y, Hirano K. The effect of ethanolamine on acute carbon

tetrachloride intoxication. Biological & Pharmaceutical Bulletin 1998; 21: 84-86.

Murell A, Rakyan VK, Beck S, From genome to epigenome. Human Molecular
Genetics 2005; 14(1): 3-10.

Muriel P, Escobar Y. Kupffer cells are responsible for liver cirrhosis induced by

carbon tetrachloride. Journal of Applied Toxicology 2003; 23(2):103-108.



Murray KR, Mayes PA, Granner DK, Rodwell VW. Harperin Biyokimyasi.
Istanbul: Bar1s kitapevi; 1993.

Nagata S. Apoptosis by death factor. Cell 1997; 88: 355-365.

Nakajima M, Takeuchi T, Morimoto K. Determination of 8-
hydroxydeoxyguanosine in human cells under oxygen-free conditions. Carcinogenesis

1996; 17(4): 787-791.

Neal R, Matthews RH, Lutz P, Ercal N. Antioxidant role of N-acetyl cysteine
isomers following high dose irradiation. Free Radical Biology & Medicine 2003; 34(6):
689-695.

Nicholson DW, Nicotera P, Melino G. Caspases and cell death. Encyclopedia of
Biological Chemistry 2004; 1: 319-327.

Nordberg J, Amer ESJ. Reactive oxygen species, antioxidants, and the mammalian

thioredoxin system. Free Radical Research Communications 2001; 31: 1287-1312.

Ogryzko VV. Mammalian histone acetyltransferases and their complexes. Cellular

and Molecular Life Sciences 2001; 58: 683-692.

Onat T, Emerk K, S6zmen EY. Insan Biyokimyasi. 1. Baski. Ankara: Palme
Yayinlari; 2002.

Oktem S, Ozhan MH, Ozol D. Apoptozisin onemi. Toraks Dergisi 2001; 2(1): 91-
95.

Ozbek H, Citoglu GS, Diilger H, Ugras S, Sever B. Sicanlarda karbon tetrakloriirle
olusturulmus akut karaciger toksisitesi lizerine Ballota glandulosissima hub.-mor & patzak

ekstresinin hepatoprotektif etkisinin arastirilmasi. Bitkisel Ilac Hammaddeleri Toplantisi,

Bildiriler, 29-31 Mayis, Eskisehir; 2004.

Ozenirler S, Dinger S, Akyol G, Oz I, Kandilci U, Babiil A. CCl,’iin olusturdugu
karaciger hasarma Ginkgo Biloba’nin etkisi. 13. UGK, Antalya, Sozlii Bildiriler, 1996. p.
138.

Oztiirk F. Apopitoz. inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Dergisi 2002; 9(2): 143-148.



Ozvaran MK. Malign mezotelyomada gen tedavisi. Toraks Dergisi 2004; 5(2): 110-
115.

Peterson LC, Laniel M. Histones and histone modifications. Current Biology 2004;
14: 546-551.

Polat DK. Retinitis pigmentosa’li hastalarda bazi enflamasyon ve oksidatif stres
belirteclerinin degisimi. Uzmanlik Tezi. Haydarpasa Numune Egitim ve Arastirma

Hastanesi Tibbi Biyokimya Boliimii, Istanbul, Tiirkiye. 2008.

Polavarapu R, Spitz DR, Sim JE, Follansbee MH, Oberley LW, Rahemtulla A,
Nanji AA. Increased lipid peroxidation and impaired antioxidant enzyme function is

associated with pathologicall liver injury in experimental alcholic liver disease in rats fed

diets high in corn oil and fish oil. Hepatology 1998; 27(5): 1317-1323.

Poyrazoglu OK. Ghrelin ve iki formunun karbon tetrakloriirle olusturulan akut
karaciger hasarina olan etkisi. Yan Dal Uzmanlik Tezi. Firat Universitesi Tip Fakiiltesi I¢

Hastaliklar1 Ana Bilim Dali Gastroenteroloji Bilim Dali, Elazig, Tiirkiye. 2009.

Pramod K, Deval RG, Lakshmayya, Ramachandra SS. Antioxidant and
hepatoprotective activity of tubers of Momordica tuberosa Cogn. against CCls; induced

liver injury in rats. Indian Journal of Experimental Biology 2008; 46: 510-513.

Qiusheng Z, Xubo SX, Gang L, Meng S, Changhai W. Protective effects of
luteolin-7-glucoside against liver injury caused by carbon tetrachloride in rats. Pharmazie

2004; 59(4): 286-288.

Rahman I, Marwick J, Kirkham P. Redox modulation of chromatin remodeling:
impact on histone acetylation and deacetylation, NF-kB and pro-inflammatory gene

expression. Biochemical Pharmacology 2004; 68: 1255-1267.

Rall LC, Roubenoff R, Meydani SN, Han SN, Meydani M. Urinary 8-hydroxy-2'-
deoxyguanosine (8-OHdG) as a marker of oxidative stress in rheumatoid arthritis and
aging: effect of progressive resistance training. Journal of Nutritional Biochemistry 2000;

11(11-12): 581-584.



Rashed MM, Ragab NM. The pattern of expression of the apoptotic inducer fas and
the apoptotic inhibitor bcl-2 oncogenes immunohistochemicaly in bone-marrow invaded

by the non-hodgkin lymphomas. Turkish Journal of Haematology 2004; 21(3): 141-147.

Ray G, Batra S, Shukla NK. Lipid peroxidation, free radical production and
antioxidant status in breast cancer. Breast Cancer Research and Treatment 2000; 59: 163-

170.

Recknagel R, Glende EA, Dolak JA, Waller RL. Mechanisms of carbon
tetrachloride toxicity. Pharmacology & Therapeutics 1989; 43: 139-154.

Robbins SL, Cotran RS, Kumar V. Basic Pathology. 6™ Ed. Philadelphia: WB
Saunders Company; 2000. p. 516-519.

Roderick P. Liver function tests: defining what’s normal. British Medical Journal

2004; 328: 987.

Romano G, Sgambato A, Mancini R, Capelli G, Giovagnoli MR, Flamini G,
Boninsegna A, Vecchione A, Cittadini A. 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine in cervical cells:
Correlation with grade of dysplasia and human papillomavirus infection. Carcinogenesis

2000; 21(6): 1143-1147.

Rosato RR, Grant S. Histone deacetylase inhibitors: insights into mechanisms of

lethality. Expert Opinion on Therapeutic Targets 2005; 9: 809-824.
Roshal M, Zhu Y, Planelles V. Apoptosis in AIDS. Apoptosis 2001; 6: 103-116.

Sar1 S. Farelerde Ehrlich asit solid tiimor modelinde thymus sipyleus ve taurinin,
bobrek mda, glutatyon, aopp diizeylerine ve sod aktivitesine etkileri. Yiiksek Lisans Tezi.

Gazi Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ankara, Tiirkiye. 2008.

Schwarz KB, Kew M, Klein A. Increased hepatic oxidative DNA damage in
patients with hepatocellular carcinoma. Digestive Diseases and Sciences 2001; 46: 2173-

2178.

Seki S, Kitada T, Sakaguchi H, Nakatani K, Wakasa K. Pathological significance of
oxidative cellular damage in human alcoholic liver disease. Histopathology 2003; 42(4):

365-71.



Seki S, Kitada T, Yamada T, Sakaguchi H, Nakatani K, Onoda N, Satake K.
Immunohistochemical detection of 8-hydroxydeoxyguanosine, a marker of oxidative DNA

damage, in human chronic cholecystitis. Histopathology 2002; 40: 531-535.

Sener G, Tosun O, Sehirli AO, Kacmaz A, Arbak S, Ersoy Y. Melatonin and N-
acetylcysteine have beneficial effects during hepatic ischemia and reperfusion. Life

Sciences 2003; 72: 2707-2718.

Sert NN, Altinsaat C. Gebe ve gebe olmayan sicanlarda karbontetrakloriiriin (CCly)
bazi biyokimyasal degerler iizerine etkileri. Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Dergisi 2008; 14(2): 237-242.

Shenoy KA, Somayaji SN, Bairy KL. Hepatoprotective effects of ginkgo biloba
against carbon tetrachloride induced hepatic injury in rats. Indian Journal of Pharmacology

2001; 33: 260-266.

Shi H, Hudson LG, Liu KJ. Oxidative stress and apoptosis in metal ion-induced

carcinogenesis. Free Radical Biology and Medicine 2004; 37(5): 582-593.

Shi J, Aisaki K, Ikawa Y, Wake K. Evidence of hepatocyte apoptosis in rat liver
after the administration of carbon tetrachloride. American Journal of Pathology 1998;

153(2): 515-525.

Shi ZM, Feng P, Jiang DQ, Wang XJ. Mistletoe alkali inhibits peroxidation in rat
liver and kidney. World Journal of Gastroenterology 2006; 12(25): 4052-4055.

Shimiziu I. Antifibrogenic therapies in chronic HCV infection. Current Drug

Targets Infectious Disorder 2001; 1(2): 227-240.

Shimiziu I. Impact of estrogens on the progression of liver disease. Liver

International 2003; 23(1): 63-69.

Sirmatel F, Duygu F, Celik H, Selek $, Sirmatel O, Giirsoy B, Eris FN. Kronik
viral hepatit olgularinda total oksidatif seviye ve total antioksidan kapasitenin

degerlendirilmesi. Klinik Dergisi 2009; 22(3): 92-96.



Slater TF. Free radicals as reactive intermediates in injury. In: R Snyder, DV Parke,
JJ Kocsis, DJ Jollow, GG Gebson, CM Witmer (Eds). Biological Reactive Intermediates II:
Chemical Mechanisms and Biological Effects. New York: Plenum Press; 1982. p. 575-589.

Sleiman SF, Basso M, Mahishi L, Kozikowski AP, Donohoe ME, Langley B, Ratan
RR. Putting the 'HAT"' back on survival signalling: the promises and challenges of HDAC

inhibition in the treatment of neurological conditions. Expert Opinion on Investigational

Drugs 2009; 18: 573-584.

Soyak G. Lenfoid 16ykozlu et¢i ana¢ tavuklarda karaciger enzim (alanin amino
transferaz, aspartat amino transferaz, alkali fosfataz) diizeyleri. Yiiksek Lisans Tezi.

Ankara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ankara, Tiirkiye. 2006.

Staley K, Blaschke AJ, Chun J. Apoptotic DNA fragmentation is detected by a
semiquantitative ligation-mediated PCR of blunt DNA ends. Cell Death and
Differentiation 1997; 4: 66-75.

Stamatopoulos B, Meuleman N, Bruyn CD, Delforge A, Bron D, Lagneaux L. The
histone deacetylase inhibitor suberoylanilide hydroxamic acid induces apoptosis, down-
regulates the CXCR4 chemokine receptor and impairs migration of chronic lymphocytic

leukemia cells. Haematologica 2010; 95: 1136-1143.

Staroverov VN, Davidson ER. Distribution of effectively unpaired electrons.

Chemical Physics Letters 2000; 330: 161-168.

Stassi G. Detection of apoptosis in tissues. Apoptozis, Hastaliklarla Iliskisi ve
Giincel Belirleme Yontemleri Kursu. Dokuz Eyliil Universitesi Saghik Bilimleri Enstitiisii,

[zmir, Tiirkiye. 2006.

Strachan T, Read PA. Human molecular genetics. 3" Ed. London-New York:

Garland Science; 2004. p. 34-38.

Suzuki S, Hinokio Y, Komatu K, Ohtomo M, Onoda M, Hirai S, Hirai M, Hirai A,
Chiba M, Kasuga S, Akai H, Toyota T. Oxidative damage to mitochondrial DNA and its

relationship to diabetic complications. Diabetes Research and Clinical Practice 1999; 45(2-

3): 161-168.



Tafazoli S, Spehar DD, O’Brien PJ. Oxidative stress mediated idiosyncratic drug
toxicity. Drug Metabolism Reviews 2005; 37: 311-25.

Tanriverdi G. Karbon tetrakloriir (CCly) ile olusturulmus karaciger hasarinda
degisik dozlardaki nikotinamidin protektif etkisinin 151k ve elektron mikroskobik olarak
incelenmesi. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Histoloji

ve Embriyoloji Anabilim Dals, Istanbul, Tiirkiye. 2005.

Tarin JJ, Brincs J, Cano A. Serbest radikaller, antioksidanlar ve infertilite ile klinik

iliskiler. Human Reproduction 1998; 13(9): 2371-2376.

Taunton J, Hassig CA, Schreiber SL. A mammalian histone deacetylase related to

the yeast transcriptional regulator Rpd3p. Science 1996; 272: 408-411.

Thiagalingam S, Cheng HK, Lee JH, Mineva N, Thiagalingam A, Ponte FJ.
Histone deacetylases: unique players in shaping the epigenetic histone code. Annals of the

New York Academy of Sciences 2003; 983: 84-100.

Thrall KD, Vucelick ME, Gies RA, Zangar RC, Weitz KK, Poet TS, Springer DL,
Grant DM, Benson JM. Comparative metabolism of carbon tetrachloride in rats, mice, and
hamsters using gas uptake and PBPK modeling. Journal of Toxicology and Environmental

Health-Part A 2000; 60: 531-548.

Tolun N. Histon deasetilaz inhibitorii valproik asidin endometriyum hiicrelerinde
proliferasyon iizerine etkileri. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul Bilim Universitesi Saglik

Bilimleri Enstitiisii, Istanbul, Tiirkiye. 2009.

Tomatir AG. Apoptoz; programli hiicre oliimii. Tirkiye Klinikleri Journal of
Medical Science 2003; 23: 499-508.

Topal D, Goral V, Topal AE. Helicobacter pylori infeksiyonunun apoptozisdeki
rolii. Giincel Gastroenteroloji 2004; 8(4): 248-251.

Tosun I, Karadeniz B. Cay ve cay fenoliklerinin antioksidan aktivitesi. Ondokuz

Mayis Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dergisi 2005; 20(1): 78-83.

Tir L, Sozbilir N. Karbon tetrakloriir ile karaciger hasar1 olusturulan ratlarda

Matricaria chamomilla 1.”nin karaciger iizerine koruyucu etkilerinin arastirilmasi. Doktora



Tezi. Afyonkarahisar Kocatepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Afyon, Tiirkiye.
2008.

Ueno M, Kakinuma Y, Yuhki K, Murakoshi N, Iemitsu M, Miyauchi T,
Yamaguchi 1. Doxorubicin induces apoptosis by activation of caspase-3 in cultured
cardiomyocytes in vitro and rat cardiac ventricles in vivo. Journal of Pharmacological

Sciences 2006; 101(2): 151-158.

Ulukaya E. Apoptozis ders notlari, 2003, Erisim: http://biyokimya.uludag.edu.tr
/apoptozis_ders_notu.pdf. Erisim Tarihi: 04.05.2007.

Ungvari Z, Orosz Z, Rivera A, Labinskyy N, Xiangmin Z, Olson S, Podlutsky A,
Csiszar A. Resveratrol increases vascular oxidative stress resistance. American Journal of

Physiology-Heart and Circulatory Physiology 2007; 292(5): 2417-2424.

Ustiindag B, Bahcecioglu IH, Sahin K, Giilcii F, Diizgiin S, Ozercan IH, Giirsu
MEF. Soy izoflavonlarin karbon tetrakloriire (CCly) bagh karaciger hasar1 ve plazma

paraoksonaz ile arilesteraz aktivite diizeylerine olan etkileri. Firat Universitesi Saglk

Bilimleri Dergisi 2005; 19(4): 263-271.

Vairetti M, Ferrigno A, Bertone R, Richelmi P, Berte F, Freitas I. Apoptosis vs.
necrosis: glutathione-mediated cell death during rewarming of rat hepatocytes. Biochimica

et Biophysica Acta 2005; 1740: 367-374.

Vendemiale G, Grattagliano I, Caruso ML, Serviddio G, Valentini AM, Pirrelli M,
Altomare E. Increased oxidative stres in dimethylnitrosamine-induced liver fibrosis in the
rat: effect of N-acetylcysteine and interferon-alpha. Toxicology and Applied Pharmacology
2001; 2: 130-139.

Venkatakrishnan CD, Tewari AK, Moldovan L, Cardounel AJ, Zweier JL,
Kuppusamy P, Ilangovan G. Heat shock protects cardiac cells from doxorubicin-induced
toxicity by activating p38 MAPK and phosphorylation of small heat shock protein 27.
American Journal of Physiology-Heart and Circulatory Physiology 2006; 291(6): 2680-
2691.

Vural H, Demir CV, Yilmaz N, Eren I. Alzheimer hastaliginda total antioksidan
kapasitenin arastirilmasi. Tip Arastirmalar1 dergisi 2007; 5 (2): 63-66.



Wang H, Wei W, Wang NP. Melatonin ameliorates carbontetrachloride-induced
hepatic fibrogenesis in rats via inhibition of oxidative stres. Life Sciences 2005; 77: 1902-

1915.

Watanabe I, Toyoda M, Okuda J, Tenjo T, Tanaka K, Yamamoto T, Kawasaki H,
Sugiyama T, Kawarada Y, Tanigawa N. Detection of apoptotic cells in human colorectal
cancer by two different in situ methods; antibody against single-stranded DNA and
terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin nick end-labeling (TUNEL)
methods. Japanese Journal of Cancer Research 1999; 90: 188-193.

Wiseman H, Halliwell B. Damage to DNA by reactive oxygen and nitrogen
species: Role in inflammatory disease and progression to cancer. Biochemical Journal

1996; 313: 17-29.

Yamamoto Y, Yamashita S, Fujisawa A, Kokura S, Yoshikawa T. Oxidative stress
in patients with hepatitis, cirrhosis, and hepatoma evaluated by plasma antioxidants.

Biochemical and Biophysical Research Communications 1998; 247(1): 166-170.

Ye X, Feng Y, Tong Y, Ng KM, Tsao S, Lau GK, Sze C, Zhang Y, Tang J, Shen J,
Kobayashi S. Hepatoprotective effects of Coptidis rhizoma aqueous extract on carbon
tetrachloride-induced acute liver hepatotoxicity in rats. Journal of Ethnopharmacology

2009; 124: 130-136.

Yerushalmi B, Dahl R, Devereaux MW, Gumpricht E, Sokol RJ. Bile acid-induced
rat hepatocyte apoptosis is inhibited by antioxidants and blockers of the mitochondrial

permeability transition. Hepatology 2001; 33: 616-626.

Yilmaz 1. Eriskin ratlarda deneysel varikosel olusturulmasi sonrasi testislerde germ
hiicrelerinde apoptozis diizeylerinin yiikselmesi ve yiikselmis olan apoptozisin
varikoselektomi  sonras1 gerileme diizeyr ve siiresinin TUNEL yoOntemi ile
degerlendirilmesi. Uzmanlik tezi. Saglik Bakanligi Taksim Egitim ve Arastirma Hastanesi
Uroloji Klinigi, Istanbul, Tiirkiye. 2005.

Yilmaz S, Bahc¢ecioglu IH. Karbon tetrakloriir ile siroz olusturulmus ratlarda lipid
peroksidasyonu, antioksidan enzim ve piruvat kinaz aktiviteleri. Turkish Journal of

Veterinary & Animal Sciences 2000; 24: 25-28.



Yokus B, Mete N. Oksidatif DNA hasari. Klinik Laboratuvar Arastirma Dergisi
2003; 7(2): 51-64.

Yoshoiko T, Kawada K, Shimada T. Lipid peroxidation in maternal and cord blood
and protective mechanism against active oxygen toxicity in the blood. American Journal of

Obstetrics and Gynecology 1979; 135: 372-376.

Yiice A, Aksakal M. Ratlarin karaciger ve testis dokusundaki antioksidan aktivite
lizerine nar suyunun etkisi. Firat Universitesi Saglik Bilimleri Dergisi 2007; 21(6): 253—
256.

Zafarullah M, Li WQ, Sylvester J, Ahmad M. Molecular mechanisms of N-

acetylcysteine actions. Cellular and Molecular Life Sciences 2003; 60: 6-20.

Zhang X, Jiang L, Geng C, Yoshimura H, Zhong L. Inhibition of acrylamide
genotoxicity in human liver-derived HepG2 cells by the antioxidant hydroxytyrosol.

Chemico-Biological Interactions 2008; 176: 173-178.

Zwart LL, Hermanns RCA, Meerman JHN, Commandeur JNM, Salemink PJM,
Vermeulen NPE. Evaluation of urinary biomarkers for radical-induced liver damage in rats
treated with carbon tetrachloride. Toxicology and Applied Pharmacology 1998; 148: 71—
82.



OZGECMIS

Denizli ilinin Cal ilgesinin Bahadmlar kdyii’'nde 1981 yilinda dogdu. ilkokulu;
Bahadmlar ilkokulunda, Ortaokulu; Ortakdy ortaokulunda, Liseyi; Cal lisesinde
tamamladi. Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi'nden 2004 yilinda mezun
olup ayn1 y1l Adnan Menderes Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Biyokimya Anabilim
Dalr’nda Yiiksek Lisans egitimine basladi. 2005 yilinda Arastirma Gorevlisi olarak gore
basladi. 2006 yilinda evlendi. 2009 yilinda 1 kizi oldu. Halen Saghk Bilimleri Enstitiisii
Biyokimya Anabilim Dal1 Arastirma Gorevlisi olarak ¢calismaktadir.



TESEKKUR

Doktora tez calismamda ilgi, yardim ve hosgoriisiinii eksik etmeyen danigmanim
ADU Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali Bagkan1 Prof. Dr. Aysegiil BILDIK’e
ve calismamin her asamasinda yardimlarini esirgemeyen Biyokimya Anabilim Dali
Ogretim Uyeleri Doc. Dr. Funda KIRAL ve Dog. Dr. Pmar Alkim ULUTAS’a ve Balikesir
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Ogretim Uyesi Dog. Dr. Kamil
SEYREK’e, Doktora tez asamasindaki yardimlarindan dolayr Doktora ve Yiiksek Lisans
Ogrencileri Turgut SEKERLER, Miiriivvet URAL, Hakan TEKELI ve Erengiil BODUC a,
tez asamasinda destegini aldigim Histoloji - Embriyoloji Anabilim Dali Doktora Ogrencisi

Ozay GULES’e sonsuz destek ve anlayislarindan dolayi tesekkiir ederim.

Esim Dilek AKSIT’e sabir, ozveri ve yardimlarindan dolayi, kizzim Aleyna

AKSIT’e de tezin yazim asamas1 sirasinda uslu durdugundan dolayi tesekkiir ederim.



