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ONSOZ

Eksojen yollarla viicuda alinan toksik maddelerin organizmada metabolize
edilememesi sonucu hiicrelerde ortaya ¢ikan serbest radikaller bircok fonksiyonel ve
metabolik bozukluklar ortaya ¢ikarirlar. Bu bozukluklarin basinda kronik karaciger
hastaliklar gelir. Karbon tetrakloriir (CCl,), hepatotoksin olarak bilinen ve iizerinde gok
genis ¢alismalar yapilan kimyasallardan biridir. Serbest radikal {iretimi ile hiicresel
hasar olusturabilen bir ksenobiyotiktir. Olusan serbest radikaller, hiicrelerin lipid,
protein, DNA ve karbohidratlar gibi tiim 6nemli bilesiklerin yapilarinin bozulmalarina
neden olurlar. CCl, intoksikasyonu, insan ve hayvanlarda hepatotoksisite modeli
olusturmak icin deneysel calismalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismada,
karacigerde CCly ile olusturulacak toksisite modelinde lipit peroksidasyon gostergesi
olan Malondialdehit (MDA) aktivitesini ve detoksifikasyon reaksiyonlarinda énemli rol
oynayan biyomolekiillerden GSH ve GST enzimlerinin aktivitesi iizerine N-Asetil

sisteinin etkisinin olup olmadig: arastirilacaktir.

Arastirma, ‘‘Karbon Tetrakloriir ile Olusturulan Karaciger Hasarinda
Glutatyon (GSH) ve Glutatyon S-Transferaz (GST) Aktivitesi Uzerine N-Asetil
sisteinin Etkisi’” isimli ve VTS-11021 kodlu proje olarak, Adnan Menderes Universitesi

Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenerek gergeklestirilmistir.
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1. GIRIS

Karaciger, biyokimyasal ve fizyolojik yonden ¢esitli ilaglara ve 6zellikle toksik
maddelere maruz kalan bir organdir. Bununla birlikte mikrobik, metabolik, neoplastik ve
dolasimsal hastaliklarda karacigeri etkiler.

Karacigerde bircok ksenobiyotik hasar olusturabilir ve bunlardan biri de
karbon tetrakloriirdiir. Karbon tetrakloriir (CClys), deneysel karaciger harabiyeti olusturmak
amaciyla yaygm olarak kullanilir ve peroksidant aktiviteleri de bilinen bir maddedir.
CClytin metabolizmasi sonucu ortaya ¢ikan serbest radikaller organizmalar iizerinde
olumsuz etkiler olusturmaktadir (Muriel ve ark 2001, Wang ve ark 2005).

Karbon tetrakloriir ile olusan hiicre hasari lipit peroksidasyonundaki artisa
baglidir ve CCly’lin toksik etkisinin, serbest radikal olan CCl; radikaline donisiimii ile
basladig1 belirlenmistir. Son yillarda yapilan bir¢ok calismada karaciger hastaliklarinda
oksidatif stres ve bunun sonucunda ortaya ¢ikan karaciger hasari ile fibrozis arasinda iliski
oldugu belirlenmistir (Shimiziu 2003).

Malondialdehit (MDA), lipit peroksidasyonun son iirlinii olarak olusur ve
oksidatif hasarda 6nemli bir indikatordiir. Lipit peroksidasyon diizeyi, MDA 06l¢iimii ile
belirlenebilmektedir (Diizgiiner 2005).

Karbon tetrakloriir ile olusan karaciger hasarina karsi N-asetil sisteinin doku
savunmasinda etkili oldugu diisiniilmektedir. Yapilmis calismalarda N-asetil sisteinin,
molekiiler yapisindan dolay1 hiicrelere kolayca girebildigi ve dnemli bir antioksidan olan
glutatyon (GSH) olusumunda rol oynayarak oksidan strese karsi dokularin savunmasini
destekledigi, yapisinda bulunan serbest tiyol gruplari ile de direkt antioksidan etki
gosterdigi belirtilmektedir (Kelly 1998, Zafarullah ve ark 2003).

Glutatyon, 6nemli bir antioksidan savunma mekanizmasidir, karacigerde diger
organlara gore daha yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. Glutatyon serbest radikaller ve
reaktif toksik maddelerin zehirsizlestirilmesinde rol oynar. Ayni zamanda indirgenmis
formu sayesinde hiicrelerdeki siilfhidril grubunun devamliligini saglar (Liebman ve
Greenberg 1988).

Bazi deneysel bulgular sonucunda toksik maddelerden dolay1 olusan hasarlar
sonucunda doku glutatyon miktarinin azaldig1 belirlenmistir ve bununla birlikte tedavi igin
GSH 6n maddelerinin kullanilmasi sonucunda toksikasyon ve hastaliklarda azalmanin

meydana geldigi goriilmistiir. Glutatyon mekanizmas ile, ilag metabolizmasi, kanser



toksisitesi, immiinoloji, makromolekiil biyosentezi, endokrinoloji ve yaslanma gibi degisik
konular arasindaki iligki yaygin olarak arastirilmaktadir (Bray ve Taylor 1994).

Bu ¢alismada;

1-) Karacigerde CCl; ile olusturulan doku hasarinda detoksifikasyon
reaksiyonlarinda énemli rol oynayan biyomolekiillerden GSH ve GST enzimlerinin CCly
toksikasyonundaki 6nemi ve glutatyonun 6n maddesi olan N-asetil sisteinin, bu molekiiller
tizerine ve dolayisiyla CCl, toksikasyonundaki olasi koruyucu etkisini tespit etmek,

2-) GSH ve GST’nin detoksifikasyon rolu disinda antioksidan olarak

Oonemlerinin de saptanmast amaglanmaistir.

1. 1. KARACIGER

1. 1. 1. KARACIGER MORFOLOJiSi

Karaciger, karin boslugunun sag iist boliimiinde, diyaframin altinda olup mide
ve bagirsaklarin iistiinde yerlesmistir. Viicudun deriden sonra en biiylik organi ve en biiyiik
bezidir. Sindirim sistemine ait yardimci bir bez olarak kabul edilir (Ross ve ark 2003).

Karaciger, fibroz bag dokusu bir kapsiille (Glison kapsiil) kaplidir ve dogrudan
diyaframa veya diger organlara yapistig1 yerler disinda, kapsiilii seroz bir yap1 ¢evreler
(Sekil 1). Glison kapsiilii; damar ve sinir kollariyla karaciger parankimi i¢in destekleyici

bir yap1 saglamakta ve parankimi ikiye ayirmaktadir (Sekil 1) (Aslan 2005).

karaciger
atardamannin
kodu

safra kanah

Sekil 1. Karacigerden bir kesit ve karaciger hiicresi (Anonymous 2003)



Karaciger, safra kanallar1 yoluyla safrayr duodenuma bosalttigindan ekzokrin;
glikoproteinler, fibrinojen, protrombin, albumin, globulinler gibi proteinleri ve glikoz
sentezlemesi ve bu maddeleri kana dogrudan dogruya vermesinden dolay1r endokrin bir

bezdir (Jungueira ve ark 1998).

1.1. 1. 1. Karacigerin islevleri:
Karacigerin hayati onem tasiyan islevlerini asagidaki sekilde
ozetleyebiliriz (Solomon 1997):
a. Viicuda girmis birgok ilaglarin ve zehirlerin meydana getirdigi toksik etkiyi
azaltir veya ortadan kaldirir.
b. Kandaki besin maddeleri depolanir ya da islenir.
c. Glikoz, glikojene cevrilir ve depolanir. Glikoza ihtiya¢ oldugu zaman
glikojen pargalanir ve kana glikoz salgilanir.
d. Kanda bulunan bir¢ok plazma proteini yapilir.
e. Bakteri ve yipranmis kirmiz1 kan hiicrelerini fagosite eder.
f. Safra salgilar ve yaglarin sindiriminde ¢ok dnemli rolii vardir.
g. Protein, karbonhidrat ve yaglarin metabolizmasinda birgok Onemli
fonksiyon yerine getirilir.

h. Aminoasitler, yag asidine ve iireye gevrilir.

-Viicudun enerji kaynaklarim iiretir: Karacigerin énemli 6zelliginden biri
enerji kaynagi olan glikozu tiretmesidir. Karaciger kandaki glikoz oranini devamli kontrol
eder ve beslenme sirasinda alman glikoz, glikojene cevrilerek karacigerde depolanir.
Kandaki glikoz miktar1 diismeye baslayinca, karaciger depoladig glikojeni tekrar glikoza

cevirerek kana verir ve boylece kandaki glikoz diizeyinin diigmesi engellenmis olur.

-Kendi kendini onarabilir: Kendini tamir etme 6zelligi vardir ve bir kismi
tahrip oldugunda kalan diger hiicreler hemen gogalarak eksik kismi tamamlar. Olen ve
zedelenen hiicreler ortamda uzaklastirilir ve yerine yenilerini koyar. Bir karaciger hiicresi
yaklasik 500°den fazla islemi yapabilecek kapasitededir ve bu islemleri ardi1 ardina degil

ayni anda bagarmaktadir.

-Bakterileri temizler: Karacigerdeki kupffer hiicreleri, bagirsaktan gelen

bakterileri ortadan kaldirirlar.



-Viicudun savunma sistemini destekler: Sadece beslenme ve metabolizma
atiklar i¢in bir filtre olmasiin yani sira bagisiklik maddeleri olan globiilinleri ve damar

tamir gruplari olan enzimleri de liretmektedir.

-Kam depolar: Karaciger, kiiclilebilen ve genisleyebilen bir yapiya sahiptir ve
bu oOzelligi sayesinde kan damarlarindaki kani depolayabilir ya da birakabilir. Saglikli
viicuttaki karaciger, toplam kanin % 10’unu tutar. Viicutta kan ihtiyact oldugu zaman

karaciger, depolamis oldugu kani dolagima geri verir ve kan ihtiyacini giderir.

-Ekonomik cahsir: Kaslarda glikoz harcanmasi oldugu zaman laktik asit
ortaya cikar ve laktik asit kasta kaldig: siirece ac1 vermesinin yani sira ¢alismay1 engeller.

Karaciger bu asidi kaslardan tutarak yeniden glikoza dondiirebilir.

-Olii alyuvarlarin yenilerini iiretir: Karaciger, 6len alyuvarlari yerine
yenilerinin iretildigi, proteinin biiyiik bir kisminin parcalandigi ve aminoasitler olarak

tekrardan farkli amaglar i¢in kullanildig1 yerdir.

1. 1. 2. KARACIGER FiZYOLOJisi

Karaciger, vitaminlerin ve besin maddelerinin kan dolagimindan alinmasindan,
dagitilmasindan ve depolanmasindan sorumlu olmasinin yani sira ¢ok diisiik dansiteli
lipoprotein (VLDL) seviyelerini ve kan glukoz diizeylerini korur. Karaciger tarafindan
plazma proteinleri lretilmesine ve sagilanmasina ilaveten, karaciger ¢ok sayida toksik
maddeleri baglar ve indirger, fakat asir1 miktardaki toksik madde tarafindan harap
edilebilir. Karaciger, detoksifikasyon reaksiyonlarmmin yani sira, dolagimdaki plazma

proteinlerinin ¢ogunu lretir. Bunlarin baslicalar1 (Rumevleklioglu 2007):

Non-immiin a- ve - globiilinler: plazma kolloid ozmatik basincinin

korunmasina yardimci olur ve degisik maddelerin tasiyici proteini olarak rol oynar.

Albumin: plazma kolloid ozmotik basincini koruyarak plazma hacminin ve

doku s1v1 dengesinin diizenlenmesini saglar.



Protrombin ve fibrinojen: kan pihtilagmasinda gorev alan Onemli
bilesiklerdir.

Lipoproteinler: VLDL karacigerde ¢ok fazla sentezlenir, bunlar trigliseritlerin

karacigerden diger organlara taginmasina yardimei olur.

Glikoproteinler: demir tasinimu ile ilgili proteinlerdir.

Karaciger, c¢esitli vitaminleri kan dolagimindan alarak depolar ve bunlar

biyokimyasal olarak modifiye edilirler. Bu vitaminlerden bazilari: (Junqueira ve ark 2003)

K Vitamini: silomikronlarla karacigere taginir. Protrombin ve diger pihtilasma
faktorlerinin  karacigerde sentezi igin &nemlidir. Ince bagirsaktaki bakteriyel flora
tarafindan sentezlenir ve viicuda diyetsel olarak alinmasindan sonra burada hizli sekilde

absorbe edilip, daha sonra VLDL ile salgilanir.

A Vitamini: karaciger vitamin A’nin depolanmasi, alinmasi ve dolagim
diizeylerinin korunmasinda 6nemli rol oynar. Kandaki A vitamini seviyesi diistiigli zaman
karaciger, Ito hiicrelerinde bulunan depo alanlarindan vitamin A’y harekete gecirdikten
sonra, A vitamini retinol baglayici proteine bagli bir sekilde dolasima katilir. Karaciger,

RBP sentezler ve RBP sentezi, plazma A vitamin diizeyleri ile diizenlenir.

D Vitamini (kolekalsiferol): karaciger, D vitamini metabolizmasinda 6nemli
bir rol oynar. D3 vitaminini 25-hidroksikalsiferole doniistiiriir. Bu dolasan D vitamininin
yaygin seklidir. D vitamini, A vitamininden farkli olarak karacigerde depolanmaz, fakat
iskelet kaslarina ve yag dokusuna dagilir. Fosfat ve kalsiyum mekanizmasinda énemli bir
vitamindir.

Bunun yani sira karacigerin, demir dengesini diizenleme ve depolama gibi
fonksiyonlar1 da vardir. Demirin biiyiikk bolimii karacigerde ferritin seklinde depo edilir.
Karaciger hiicrelerinde, demirle birlesebilen apoferritin adinda bir protein bulunmaktadir.
Viicut sivilarinda demir miktar arttig1 zaman, apoferritinle birleserek ferritini olusturur ve
gerektiginde bagka yerde kullanilmak iizere saklanir. Viicut sivilarinda demir miktari

diistiigii zaman ferritin demiri serbest birakir. Boylece, karacigerdeki apoferritin-ferritin



sistemi bir demir deposu gorevi yaptig1 gibi kan demirinin tamponu islevini de yiiriitiir

(Guyton 2001).

1.1.3. KARACIGER ENZIMLERI

Karacigerdeki hiicre hasari veya kolestaz hakkinda bilgi vermeye yonelik
karaciger fonksiyon testi olarak bilinen bazi enzim O&lglim yontemleri bulunmaktadir.
Karacigerdeki hasar hakkinda genel bilgi ALT, AST veya ALP ve GGT enzim
aktivitelerinin tayiniyle anlasilmaktadir ve karacigerdeki hasarlar bu enzimlerin serum
diizeylerinde yiikselmeye sebep olurlar (Roderick 2004).

Aminotransferaz karacigerde gorev alan bir enzimdir ve plazmadaki yiiksek
aminotransferaz  seviyeleri bu enzimlerden zengin hiicre hasarim1  gosterir.
Aminotransferazlardan ALT ve AST karaciger hasarinin belirlenmesinde ayr1 bir dnem
tasir. Genellikle tiim karaciger hastaliklarinda, serum ALT ve AST diizeylerinde yilikselme
gdzlenir. Ilerlemis hiicre nekrozuna sebep olan durumlarda daha belirgin diizeylerde
yiikselme meydana gelir (Soyak 2006).

Aspartat aminotransferaz; 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 O6nce bir ara madde
olustururlar. Bu ara madde bir hidrolitik olarak yeni bir keto asite ve yeni bir amino asite
parcalanir. Pridoksal fosfat koenzim olarak gorev yapmaktadir ve amino gruplari icin bir
ara tasiyici olarak hizmet eder. En ¢ok kalp kasi, iskelet kasi, beyin, karaciger ve bobrekte
bulunur. Kas, kalp ve karaciger hiicresindeki siddetli travma ve nekrozlu durumlarda kisa
bir siirede serumdaki miktar1 oldukga artar (Ertekin 1996).

Alanin aminotransferaz; karaciger, beyin ve kasta yiiksek konsantrasyonda
bulunur. Glutamik asitten bir amino gurubunu, piriivik asite transfer eder ve alanin amino
asiti olusurken yine alfa keto glutarik asit ortaya ¢ikar. ALT karacigerin akut hiicre

zedelenmesinde AST’ye gore daha spesifiktir (Murray ve ark 1993).

1. 1. 4. KARACIGER HASARI

Farkli tiplerde mikrobik, toksik, metabolik, neoplastik ve dolasimsal hastaliklar
karacigeri etkiler. Kalp yetmezligi, alkolizm, kanser ve ekstrahepatik enfeksiyonlar gibi
birgok hastalik da karacigeri sekonder olarak hasara ugratir. Karacigerin depo ozelligi
olmasindan dolayi, karaciger bozukluklarinin klinige yansimasi bir siire belirgin

olmayabilir, fakat hasarin kroniklestigi durumlarda karaciger parankiminin ilerleyici kaybi
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ve safra akisinin gesitli sebeblerle engellenmesi sonucu karaciger fonksiyonlar: ciddi
derecede etkilenebilir (Robbins ve ark 2000).

Karacigerin hasara kars1 bes adet cevap sekli vardir :

-inflamasyon:

Inflamasyon parankimde yayilabilecegi gibi 16kositlerin giris bolgesiyle sinirlt
olabilir. Karacigere gelen inflamatuar hiicrelerin hepatosit hasarina hepatit adi verilir.
Inflamasyonu hepatosit apoptozisi ya da nekrozu izleyebilir ancak ters durum olarak
iyilesme de gorilebilir. Kupffer hiicreleri hepatositlerin nekroza ugramalart ile oli
hiicreleri fagosite ederler ve bunun sonucunda parankim igerisinde inflamatuar hiicre

gruplar1 olustururlar (Vinay Kumar ve ark 2000).

-Dejenerasyon:

Geri doniiglii  hiicre zedelenmesi bulgusu hiicresel sisme, balonlagma
dejenerasyonu olarak adlandirilir. Atilamayan safra, bakir ve demir gibi bazi maddeler de
canli hepatositlerde birikebilir. Yag damlaciklarinin hepatosit i¢inde birikmesine steatoz
denir. Nikleusun yerini degistirmeyen birden fazla kiiciikk yag damlaciginin varligi
mikrovesikiiler steatoz olarak adlandirilirken biiylik yag damlaciginin varhigina ise

makrovezikiiler steatoz denir (Robbins ve ark 2000).

-Nekroz:

Canli organizmada lokal doku ve bir grup hiicre 6liimii sonucu meydana gelen
lezyona nekroz denir. Agir bir hiicre zedelenmesi sonucu nekroz olusabilir. Kimyasal ve
immiin mekanizmada olusan bozuklukluklardan dolay:1 hepatositlerin apoptozise gitmeleri
ile olusan nekrozda, izole hepatositler, biiziilmiis piktonik koyu eozinofilik ‘Councilman
cisimcikleri’ seklini alirlar. Hepatositler ozmotik etkiyle sisip parcalanirsa buna litik
nekroz adi verilir.

Nekrozlar genellikle bolgesel bir yayilim gosterirler. Bu durum, santral venin
hemen cevresindeki hepatositlerin nekrozunda oldukca belirgindir (sentrilobiiler nekroz).
Bu tip nekrozda inflamasyon bulgusu yoksa toksik ajanlar, ilaglar ve iskemi hasarin yol

actig1 diistintilmektedir (Vinay Kumar ve ark 2000).



-Fibrozis:

Dogrudan toksik hasar veya inflamasyona cevap olarak fibrotik doku olusur.
Fibrozis baslangi¢ doneminde portal bolgenin ¢evresinde, i¢inde veya sentral venler
cevresinde gelisebilir veya siniizoidler i¢inde depolanabilir. Fibroz bantlar zamanla
karacigerin ¢esitli bolgelerini birlestirir ve bu olay ‘koprillesme fibrozisi’ olarak

adlandirilir (Vinay Kumar ve ark 2000).

-Siroz:

Karacigerin anatomik yapisinin nodiillesme ve fibrozis sonucu bozulmasidir.
llerleyici ve kronik bir karaciger hastalifidir. Bati iilkelerinde basta gelen 10 6liim
nedeninden biridir. Kronik karaciger hastaliginin bu son donemi ii¢ karakteristik 6zellik ile
tanmimlanabilir (Vinay Kumar ve ark 2000).

1- ince bandlar ya da nobiillerin yerini alan genis skar dokusu seklinde
kopriilesen fibréz septumlar,

2- Cevrelenmis hepatositlerin rejenerasyonundan kaynaklanan ¢ok
kiigiik yada biiyiik parankimal nodiiller,

3- Tiim karacigerin genel yapisinin bozulmasi.

1.1.5. KARACIGERDE REJENERASYON

Karaciger, rejenerasyonu fazla olan bir organdir. Karaciger dokusunun cerrahi
yolla ya da toksik ajanlarla kaybedilmesi durumunda, karaciger hiicrelerinin béliinmesini
baslatan ve dokunun orjinal kitlesi olusuncaya kadar devam eden bir siireci meydana
getirir. Siganlarda karacigerin % 75’1 ¢ikarilirsa bir ayda kaybedilen dokunun yenilendigi
gortliir. Fakat insanda bu diizeyde bir gelisme goriilemez (Junqueira ve ark 1998).

Doku ¢ikarilmasi gibi durumlarda salon miktariin diismesine bagl olarak hizl
bir mitoz olayr baslar. Kanda dolasan salon denen mitoz inhibitorleri ile karacigerdeki
mitoz olay1 kontrol edilir ve salon miktarinin artmasi rejenerasyon ilerledik¢e devam eder,
bunun sonucunda da mitotik aktivite azalir ve biter (Junqueira ve ark 1998).

Biiytime faktorii ve sitokinler karaciger rejenerasyonunda 6nemli rol oynarlar.

Bu faktorler sunlardir:

1-) Epidermal biiyiime faktori (EGF) : Hepatositlerde DNA sentezini
uyardigi belirlenen ilk faktordiir (Michalopoulos 1990).



2-) Hepatosit biiyiime faktorii (HGF) : Plazma ve bircok dokudaki protein
yapisinda bulunan bir biiyiime faktoriidiir. Ratlarda hepatektomi sonrasinda bir saat i¢inde
plazma HGF konsantrasyonu 20 katina ¢ikar (Nishizaki ve ark 1995). D-galaktozamin ve
karbon tetrakloriir gibi toksik maddeler de karaciger nonparankimal hiicrelerinde HGF

artisina neden olur (Michalopoulos 1990).

3-) TNF-a ve IL-6: IL-6 gen delesyonu ve TNF-a ve reseptor eksikligi olan
koyunlarda karaciger DNA sentezinin bozuldugu saptanmustir (Michalopoulos ve De
Frances 1997).

4-) Transforme edici biiyiime faktorii alfa (TGF-a) : EGF ile benzer
reseptorleri etkileyen ve rejenerasyonun baglangic sathasindan sonra rol aldigt

belirtilmektedir (Michalopoulos 1990).

5-) Norepinefrin: EGF’yi arttirarak indirekt yolla, al-adrenerjik reseptor

yoluyla direkt karaciger rejenerasyonunu arttirir (Michalopoulos ve De Frances 1997).

6-) Digerleri: Karaciger rejenerasyonunda en dnemli inhibitor TGF-f1° dir.
Ayrica bunun yaninda retinoik asit, triiyodotironin, vaskiiler endotel biiyiime faktorleri
(VEGF), fibroblast biiylime faktorleri (FGF), ilaglar, biiyiime hormonu, siklosporin,
vazopressin gibi faktorlerin karaciger rejenerasyonunda olumlu yonde 6nemli rol oynadigi

belirtilmektedir (Tsujii ve ark 1993).

1. 2. KARBON TETRAKLORUR (CCI,)

Apolar bir molekiil olan karbon tetrakloriir, genellikle organik bir ¢oziictdiir.
Bir karbon molekiiliine bagh dort Cl atomu tetrahedral bir sekilde bagli olup, H ve Cl iyon
degismesiyle (CHCI3) molekiil durumuna gecer (Sekil 2) (Dogan 2000).
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Sekil 2. CCl; molekiiler yapisi (Dianzani 1979)



Karbon tetrakloriir hizl1 buharlagabilen, renksiz, yanict olmayan ve hos kokulu
bir sividir. CCly dogal olarak bulunmadigindan dolayr kimyasal olarak iiretilmektedir.
Kararl bir kimyasal yapiya sahip olmasindan dolay1 ¢ok yavas bozunur ve ¢ok uzun bir
yartlanma 6mrii vardir (National Academies Press 1995).

Viicuda CCly, biiyiik oranda soluma yoluyla alinmasinin yaninda yutma ve deri
yoluyla da almabilir. Insanlarda yag dokusuna yerlesirler ve buradan da akcigerlere dogru
hareket eder. Metabolize olan CCls’iin % 4 kadar1 nefesle disar1 verilir. Geri kalan kismu
hiicre i¢i molekiiller ve proteinler ile etkilesime girer. Cevreden insan viicuduna giinliik
ortalama 0,1 pg CCly girisi oldugu tahmin edilmektedir. Birlesik Devletler Cevre Koruma
Dairesi (EPA) hayvan deneylerinden elde edilen sonuglara dayanarak, CCl,’li insan i¢in
olas1 kanserojen (grup B2) sinifina dahil etmistir (Thrall ve ark 2000).

Karbon tetrakloriir iyi bir kimyasal ¢dziicii olmasindan dolay1r endiistriyel
alanlarda, tohum ekstratlarinin elde edilmesinde, sogutucu ekipmanlarda 1s1 transfer
eleman1 olarak kloroflorakarbonlarin (CFCs) sentezinde kullanilmaktadir. Ayrica CCly
yaglar, pestisit tirtinleri, petrol lirinlerinde organik ¢oziicii olarak da kullanilir. Tekstil ve
kimya fabrikalarina yakin yerlerde yasayanlarin, bocek ilact uygulayicilarinin, atik
merkezlerinde g¢alisanlarin, kuru temizleyicilerin CCly’e maruz kaldiklar1 ve biiyiik risk
altinda olduklar1 soylenebilir (National Academies Press 1995, Kumar ve ark 2005). CCl,
genellikle merkezi sinir sistemini etkilemektedir. Maruz kalinan siireye ve doza bagl
olarak bas donmesi, viicutta dengesizlik, gili¢siizliik, sersemlik ve uyusukluk olusabilir.
Siddeti az olan vakalarda ise CCls’e maruz kalinma ortadan kalktiktan bir siire sonra
meydana gelen sorunlarda ortadan kalkmaktadir. CCly’e kronik maruz kalma siroza neden

olurken, akut maruz kalma hepatotoksisiteye neden olabilir (Basu 2003).

1. 2. 1. Karbon tetrakloriir Etki Mekanizmasi

Karbon tetrakloriir, hayvanlarda ve insanlarda hepatotoksisiteye neden olan bir
ksenobiyotiktir. Serbest radikal iiretimi ile hiicresel hasar olusturabilme 6zelligine sahiptir
ve toksisite modeli olusturmak i¢in yaygin olarak kullanilir. CCly ile olusan hiicre hasari
lipit peroksidasyonundaki artisa baglidir. CCl,’lin toksik etkisinin, serbest radikal olan
CCl; radikaline doniisimii ile basladigi deney hayvanlariyla yapilan c¢aligmalarda
belirlenmistir (Muriel ve ark 2001, Wang ve ark 2005).

Graniilsiiz endoplazmik retikulum igerisinde yer alan sitokrom p-450;
kolesterol, yag asitleri, steroid biyosentezi ve detoksifikasyonu i¢in gereken hidroksilasyon

mekanizmasin gerceklestiren bircok enzimin yer aldigi bir elektron tasima sistemidir.
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Sitokrom p-450 sistemi bobrek, akciger ve bagirsak gibi organlara kiyasla en ¢ok
karacigerde bulunur. Sitokrom p-450 tarafindan gergeklestirilen hidroksilasyon
mekanizmas1 yabanci maddeleri ara metabolitler haline doniistiirerek viicuttan
uzaklastirilmalarini saglayan bir reaksiyondur (Sheweita ve ark 2001a,b).

Sitokrom p-450 sistemi, ksenobiyotikleri katalizleyerek ara metabolitlere
dondistiirlir ve olusan ara metabolitler reaktif toksik maddelerdir. Bunun yani sira sitokrom
p-450 sistemi, karsinojenlerin ve polisiklik aromatik hidrokarbonlarin da (PAHs) reaktif
ara lirlinlere doniistimiine neden olur (Sheweita ve ark 2001a,b).

Karbon tetrakloriir, sitokrom p-450 enzim sistemi tarafindan metabolize
edildikten sonra, bir ara metabolit olan triklorometil radikalinin (CCl3) olusmasina ve daha
sonra oksijen varliginda triklorometilperoksi radikaline (OOCCI3) doniismesine sebep olur.
CCly’tin bu reaktif serbest radikal metabolitleri, poliansatiire yag asitleri ile reaksiyona
girerek lipit peroksidasyonu baslatir; ya da kovalent olarak protein ve yag asitlerine
baglanarak hiicre membraninin bozulmasina, bunun sonucunda da Kkaraciger hasarina
neden olurlar (Muriel ve ark 2001, Sheweita ve ark 2001, Basu 2003).

Karacigeri CCly ile intoksikasyona ugratilan si¢anlarda yapilan caligmalara
gore sentrilobiiler nekrozis ve yag dokusunun dejenerasyonu tespitiyle CCly’in
hepatotoksik bir ajan oldugu belirlenmistir. Sentrilobiiler nekrozis’in, serbest radikaller
araciligi ile olan reaksiyonlardan sonug¢landigi ileri siiriilmiistiir (Arosio ve ark 2000).

Karbon tetrakloriir ile yapilan bir ¢alismada (Muriel ve ark 2001), CCl ’iin
deney hayvanlarima akut olarak verilmesinden sonra sentrilobiiler karaciger nekrozu ve
yaglh karaciger olustugu goriilmiistiir. CCls’den olusan triklorometilperoksi radikalinin
(CClI30,) hepatosit zar proteinlerine kovalent baglanarak ve lipit peroksidasyonuna neden

olarak hiicre hasarini baglattig1 belirtilmistir.

1. 3. SERBEST RADIKALLER

Elektronlarin birbirleriyle diizenli sekilde iliskili olmasi bilesige kararl bir yap1
kazandirir. D1 yOriingesinde bir veya daha fazla ciftlesmemis elektrona sahip bilesik veya
elementlere ‘serbest radikaller’ ad1 verilir. Tarihsel olarak ise ‘Radikal’ terimi, reaksiyon
sirasinda degismeden kalan atom gruplarini tanimlamaktadir (Staroverov ve Davidson
2000).

Serbest radikaller ¢esitli yollarla meydana gelirler (Sekil 3) (Akkus 1995).
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1-) Homolitik ayrilma ile radikal olusumu: Kovalan bagli bir molekiiliin her

bir parcasinda ortak elektronlardan birisinin kalarak radikal olugumu.

2-) Heterolitik ayrilma ile radikal olusumu: Kovalan bagli bir molekiilden

tek bir elektron kayb1 olmasiyla radikal olusumu.

3-) Elektron transferi ile radikal olusumu: Normal bir molekiile tek bir

elektron eklenmesi veya transferi ile de radikal olusu seklindedir.

Cevresel Faktorler Serbest radikal yapim Endojen Faktdrler
Og.. H>O-

Geeis Metalleri

Fe™,Cu”
OH-
Lipit peroksidasyonu DNA Hasan Protein Hasar
Doku Hasarn

Sekil 3. Viicuttaki onemli serbest radikaller ve serbest radikal hasar1 sonuglar1 (Antmen 2005)

1. 3. 1. Serbest Radikal Kaynaklari

Serbest radikaller, tetraklorid, doksorobusin, bleomisin gibi ajanlarin
alinmasinin yaninda aragidonik asit yolu, oksidatif fosforilasyon, piirinlerin katabolizmasi,
demir ile pargalanan reaksiyonlarin meydana gelmesi sonucu endojen kaynakli olarak da
ortaya cikabilir (Akkus 1995).

Bu sebepten serbest radikal olusumu endojen ve eksojen olmak iizere ikiye

ayrilmaktadir.
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Cizelge 1. Hiicredeki serbest radikal oksijen kaynaklar1 (Cross ve ark 1987)

Endojen Kaynaklar Eksojen
Kaynaklar
Mitokondiyal elektron transport Ilag
zinciri oksidasyonlar1 (Or. CClg )
Kloroplast  elektron  transport fyonize
zinciri
radyasyon
Oksidan enzimler: Ksantin oksidaz Giines 15181
Indolamin X- 1gmlart
dioksijenaz Ultraviyole
Triptofan
1sinlart
dioksijenaz Is1 soku
Galaktoz Glutatyonu
oksidaz

okside eden maddeler

Siklooksijenaz Ortam havasi

Lipooksijenaz Sigara dumani

Mono
Ozon

aminooksidaz Kiikiirt dioksit

Fagositik hiicreler: Notrofiller
Egzos gazlar

Monosit ve
makrofajlar
Eozinofiller
Endotelyal
hiicreler
Oto-oksidasyon reaksiyonlar1

(Fe*?, epinefrin)

1. 3. 2. Serbest Radikal Cesitleri

- Siiperoksit Anyon Radikali (O )

Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller, oksijenden tiireyen serbest
oksijen radikalleridir ve sekiz elektrona sahiptir. Hiicredeki enerji metabolizmasinda,
stiperoksit radikalleri, oksidazlar ya da oksidasyon sirasinda bazi enzimlerin aktivitesi
sonucunda olugurlar. Siiperoksit dismutaz enzimi siiperoksit radikallerini inaktive
edebilmektedir. Orbitallerinde oksijen atomu, iki eslesmemis elektrona sahiptir ve
oksijenin bu 6zelligi serbest radikallerle ¢abuk reaksiyona girmesini saglarken radikal

olmayan maddelerde daha yavas reaksiyona girmesine neden olur (Kog 2007).
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- Hidrojen Peroksit (HZOZ)

Molekiiler oksijenin ortamdan iki elektron almasi veya siiperoksitin bir

elektron almasi sonucu asidik ortamda hidrojen peroksit meydana gelir (Gutteridge 1995).

Dz T+ E." + 2H+ I* HzDg
':'2 + 29_ + EH_ g HEDZ

Hidrojen peroksit kendi basina zayif bir oksidan oOzellige sahiptir ve
ortaklanmamisg bir elektron icermemektedir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) kapsamina giren

hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadig1 halde serbest radikal biyokimyasinda 6nemli

2+
bir rol oynar. Gegis metalleri veya Fe varliginda Fenton reaksiyonu sonucu, siiperoksit

radikalinin (O,) varliginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve zarar verici

serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali (OH) olusturur (Gutteridge 1995).

- Hidroksil Radikali (OH)

Hidroksil radikali, Haber-Weiss reaksiyonu ve Fenton reaksiyonu sonucu
hidrojen peroksitten olusmaktadir, son derece reaktif oksidan radikalidir. Biyolojik
molekiiller tizerinde etkili olan ve olustugu yerde biiylik hasarlara neden olan hareketli bir

oksidandir. Yarilanma 6mrii ¢ok kisadir (Kog 2007).

HzD ¥ OH + H-+ 8 — HzDz
Fe'™+ H,0; — Fe™ + ‘OH + OH

Reaktif oksijen tiirlerinin en gii¢liisiidiir ve lipit peroksidasyonunda rol oynar.
Yag asitleri ve tiyoller gibi molekiillerden proton kopartarak tiyil radikalleri, karbon
merkezli organik radikaller, organik peroksitler gibi yeni radikallerin olugsmasina ve
sonugta biiylik hasara neden olur. Hidroksil radikalinin arasidonik asit gibi doymamis yag

asitlerine olan ilgisinin de fazla oldugu ileri siiriilmektedir (Kog 2007)
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- Nitrik oksit (NO) ve nitrojen dioksit (NO)

Eslesmemis elektronlari ile nitrik oksit ve nitrojen dioksit birer radikaldirler.
NO (nitrik oksit) ile oksijenin reaksiyona girmesi sonucu NO; (nitrojen dioksit) olusur ve
oldukga giiglii ve zehirli bir oksidandir (Gutteridge 1995).

1
- Singlet Oksijen ( 02)

Oksijenin eslesmemis elektronlardan birinin verilen enerji sonucu bulundugu
orbitalden baska bir orbitale veya kendi spininin ters yoniinde yer degistirmesiyle olusur.

Oksijenin yiiksek enerjili ve mutajenik formudur (YYanbeyi 1999).
1. 3. 3. Serbest Radikallerin Etkileri
Serbest radikaller etkilerini hiicresel yasam i¢in biiyiik 6nem tasiyan DNA,

protein ve yaglara kars1 gosterirler.

Cizelge 2. Serbest radikallerin hiicredeki baslica zararli etkileri (Yanbeyi 1999)

Doymamus yaglar Kolesterol ve yag asitlerinde
oksidasyon
Lipitlerde gapraz baglanmalar
Organel ve hiicrelerde c¢apraz

baglanmalar

Karbonhidratlar Polisakkaritlerin

depolimerizasyonu

Niikleik asit Hidroksilasyonlar
bazlari Mutasyonlar, kimyasal
modifikasyonlar

Sekerlerde benzer reaksiyonlar

Kiikiirtli  amino Proteinlerin  denatiirasyonu  ve
asitler caprazlanma

Enzimlerde inhibisyon

Proteinler Peptid zincirlerinde kopma

Denatiirasyon

- Membran lipitleri iizerine etkisi:

Membranlardaki bir¢ok molekiil ve bilesik, serbest radikallerden etkilenir.
Hiicre membraninda bulunan kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinlerini olustururlar (Delibas ve
Ozcankaya 1995).
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Lipit peroksidasyonu (LPO), poliansatiire yag asitlerinin alfa-metilen
gruplarindan hidrojen atomunun uzaklastirilmasiyla baslatilmaktadir ve poliansatiire yag
asitlerinin oksidatif yikimu lipit peroksidasyonu olarak bilinir. LPO kendi kendini devam
ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve oldukga zararlidir. Hiicre membranlarinda lipit
peroksit radikalleri ve lipit serbest radikalleri olusmasi, reaktif oksijen tiirlerinin neden
oldugu hiicre hasarmin énemli bir gostergesi olarak kabul edilir. Serbest radikallerin sebep
oldugu lipit peroksidasyonuna "nonenzimatik lipid peroksidasyonu” denir (Akpoyraz ve
Durak 1995). LPO reaksiyonu ya toplayici antioksidan reaksiyonlarla sonlandirilir veya

otokatalitik yayilma reaksiyonlari ile devam eder (Gutteridge 1995).

Cok Dovymammais ¥ ag Asidi \ /\ /\\ /

o

Lipid Radikali \ /\ /\\ /

Dien konjugat \\ />{. /\\ /

o

Lipid peroksil radikali \—/\ /\—/

- D=0 i=
y

NI N N
evrepessiea i e

|

(@] (@]
Malondialdehad

Endoperoksad)

Sekil 4. Lipit peroksidasyonunun kimyasal yolu (Murray ve ark. 1993)

LPO sonucunda membran yapisinda ¢esitli degisiklikler meydana gelir. Bunlar
kisaca; (Long ve Bislskl 1980)

1-) LPO sirasinda meydana gelen lipit hidroperoksitleri biomembranlar
tizerinde yerlesmis halde bulunan bazi enzimleri inhibe eder.

2-) Membran iizerindeki yag asidi miktarinda azalma meydana gelir.
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3-) Membranin yapi taglarindan olan yaglarin akigkanligini bozar.

4-) Tiyol gruplarini oksidasyona ugratarak membran iizerindeki protein-lipit
iliskisini bozar.

5-) LPO sonucu olusan serbest radikaller membran disinda da cesitli
molekiillerde bozulmalara sebep olurlar.

Lipit peroksidasyonunun son iriinii olarak olusan malondialdehit (MDA)
oksidatif hasarin bir indikatoriidiir. MDA Ol¢timii ile LPO degerlendirilmesi yapilabilir.
MDA {i¢ veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonuyla meydana gelir.
Peroksidasyon sonucunda olusan MDA; hiicre membranlarindan iyon alig-verigine etki
ederek membrandaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasina yol agar ve kolay bir sekilde hiicre
icine gecisi yapabilir, hiicre igindeki schift bazlar ile birleserek lipofuksin seklinde
sitoplazmada birikebilir. Enzim aktivitesinin ve iyon gegirgenliginin degisimi gibi
olumsuzluklara da neden olabilir. Bu nedenle biyolojik materyalde malondialdehit

Olciilmesi lipit peroksit seviyelerinin indikatorii olarak kullanilir (Diizgiiner 2005).

- Proteinler iizerine etkisi:

Serbest radikallerin proteinler {izerindeki hasart lipitlerde olugsan hasardan daha
azdir. Siilfir ve doymamis bag igeren tirozin, triptofan, histidin, fenilalanin, sistein,
metionin gibi aminoasitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler.
Proteinlerde olusan hasar sonucunda protein fragmantasyonu ve agregasyonu olusabilir.
Ozellikle enzimlerin yapisinda bulunan proteinlerin hasar gdrmesi sonucu hiicresel
fonksiyonlarda bozukluklar ve enzim aktivitelerinde sorunlar meydana gelebilir (Freeman
ve Crapo 1982).

- DNA iizerine etkisi:
Serbest radikaller DNA’y1 etkileyerek mutasyona neden olurlar. Hidroksil gibi
serbest radikal bilesiklerinin DNA bazlan iizerinde etkisi biiyiiktlir ve geri doniisiimsiiz

degisikliklere neden olurlar (Marnett 2002).

- Karbonhidratlar iizerine etkisi:
Monosakkaritlerin  otooksidasyonu sonucu peroksitler, oksoaldehitler ve
hidrojen peroksitler olusmaktadir. Hidrojen peroksitin invitro olarak hyaluronik asidi

parcaladiklar1 gosterilmistir (Maxwell 1995).
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1. 4. ANTIOKSIDAN SAVUNMA SiSTEMLERI

Biyolojik sistemlerde serbest radikallerin etkilerini ortadan kaldirmak i¢in
gesitli savunma mekanizmalar1 gelismistir. Bu mekanizmalara ‘antioksidan savunma
mekanizmalar1 ya da antioksidanlar’ adi verilir. Antioksidanlar; lipit peroksidasyonunu
engellerler ve okside olan substratlara gore daha az konsantrasyonlarda bile substratin
oksidasyonunu geciktirirler ve inaktif duruma getirirler (Yanbeyi 1999).

Antioksidanlar, birbiriyle iliskili ya da birbiriden bagimsiz alt1 farkli
mekanizma ile etkilerini gosterirler (Sekil 5) (Cross ve ark 1987, Yanbeyi, 1999).

1-) Oksijenin yerini alarak veya reaksiyona girerek lokal oksijen
konsantrasyonu azaltabilirler.

2-) Hidroksil radikali yapisinda yer alan hidrojen atomlar1 bag olusturabilecek
yapidaki iiriinleri temizleyerek peroksidasyonun baslamasini dnleyebilirler.

3-) Membran lipitlerini giiglii sekilde etkileyerek peroksit olusturan singlet
oksijeni temizleyebilir.

4-) Metal iyonlarin1 baglamak vasitasiyla reaktif gruplarin ve lipit
peroksitlerden peroksil ve alkoksil radikallerin olusumunu 6nleyebilirler.

5-) Peroksitleri, radikal olmayan tirlinlere ¢evirebilir.

6-) Zincir olusumuna neden olan serbest radikallerle reaksiyona girebilirler ve
bdylece zincir kirllmas1t meydana gelebilir.

Bu mekanizmalardan ilk dort tanesi ile onleyenler, ‘koruyucu antioksidanlar’
olarak kabul edilmektedir. Dordiincii mekanizma ile etki edenler reaksiyon sirasinda
tilketilmezler. Besinci mekanizma ile etki eden antioksidanlar ise koruyucu olmakla
birlikte reaksiyon sirasinda tiiketilir ya da tiiketilmezler. Altinct mekanizma ile etki eden
zincir kiric1 antioksidanlar zincir uzama reaksiyonlarina sebep olan radikallerle kompleks
yaptiklarindan kirma reaksiyonu siiresinde tiiketilirler. Bir antioksidanin etkisini
gosterebilmesi i¢in, o maddenin serbest radikalleri indirgeme hiz1 yeterli seviyede olmasi
gerekir. Antioksidanlarin cogunun tek bir mekanizma iizerinden etkisinin ¢cok olmadig1 ve
birden fazla mekanizma ile asil etkisinin olustugu sdylenebilir (Cross ve ark 1987, Yanbeyi
1999).
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H,0+ 120,

Katalaz /

50D + Fe¥
0,7 + Fe'* + OH
Fenton
reaksiyonu
NADPH + H' 2 GSH
GR
NADP' GSSG

2 H,0

Sekil 5. Antioksidan savunma mekanizmasi (Armstrong 1998)

Eksojen ve endojen kaynakli olarak ikiye ayrilabildigi gibi fonksiyonlarina
gore de radikallerin dokudaki etkilerini 6nleyen (E vitamini, ubikinon, retinoik asit,
glutatyon, iirat) ve radikal olusumunu 6nleyen (SOD, katalaz, metal selatorler ve glutatyon

peroksidaz) antioksidanlar olmak iizere ikiye ayrilirlar (Yanbeyi 1999).

Cizelge 3. Biyolojik sistemlerde antioksidan savunma sistemi (Yanbeyi 1999)

Enzimatik Nonenzimatik
Siiperoksit dismutaz Glu
(SOD) tatyon (GSH) Albiimin
Katalaz (KAT) a-
Glutatyon  peroksidaz | Tokoferol (vit E) Seruloplazmin
(GSH-Px) Ask
Fosfolipit hidroperoksit | orbat (vit C) Transferrin
glutatyon B-
Peroksidaz Karoten Ferritin
Glutatyon  S-transferaz Fla
(GST) vonoidler Laktoferrin
Glutatyon rediiktaz Ura
(GSSG-R) t Melatonin
Bili
rubin Sistein
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1. 4. 1. Enzimatik Antioksidanlar

1.4.1. 1. Siiperoksit dismutaz (SOD)
Stiperoksit dismutaz antioksidan savunmanin ilk basamagi olan siiperoksitin

HZOZ’e dismutasyonunu katalizleyen enzimdir (Cakir 1997).
O +0 +2H H>HO +0
2 2 272 2

Bu dismutasyon reaksiyonu siiperoksit radikalinin katyon ve anyon formlarinin
ayni oranda oldugu pH 4,8’de kendiliginden de gergeklesebilir. Fakat fizyolojik sartlarda
pH’nin 7,35-7,45 arasinda oldugu zaman bu reaksiyon daha yavas ger¢eklesecektir
(Memisogullar1 2005).

SOD genelde biitiin canlilarda bulunmaktadir ve memelilerde ii¢ tipi vardir.
Bunlar sitozolde bulunan dimerik Cu ve Zn ihtiva eden Cu-ZnSOD, extraselular etki
gosteren ECSOD ve mitokondri de bulunan tetramerik Mn ihtiva eden Mn-SOD
izomerlerdir. SOD’nin Fe ihtiva eden izomeri Fe-SOD ise sadece mikroorganizmalarda ve
bazi bitkilerde bulunmaktadir. SOD’nin tiim cesitleri siiperoksitin dismutasyon

reaksiyonunu katalizleyebilirler (Buettner ve ark 2006).

1.4.1. 2. Katalaz (CAT)

Molekiil agirlhigr yaklasik 248,000 Dalton olan katalaz, ¢ogu hiicre tipinde
farkl1 konsantrasyonlarda bulunan dort tane hem grubu igeren bir hemoproteindir. Bu
enzimin en Oonemli gorevi hidrojen peroksiti, molekiiler oksijen ve suya katalizlemektir

(Yanbeyi 1999, Akkus 1995).
CAT
2HO —2HO+0
2 2 2 2

Katalaz enzimi daha ¢ok peroksizomlarda lokalizedir ve biiyiik molekiillii
lipit hidroperoksitlerine etki etmez. CAT’mn indirgeyici aktivitesi hidrojen peroksit ile
metil, etil hidroperoksitleri gibi kii¢iik molekiillere karsidir. CAT, kan, mukoz membranlar,
karaciger, kemik iligi ve bobreklerde yiiksek miktarda bulunmaktadir (Scibior ve Czeczot
2006).
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1.4.1. 3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Hiicrelerde meydana gelen hidroperoksitlerin uzaklastirilmasinda gorevli
enzimdir ve molekiil agirligi 85000 Dalton’dur. 1957 yilinda Mills tarafindan ilk kez
memeli eritrositlerinde saptanmustir. Birbirine benzer dort subiinitten olusan tetramerik bir
enzimdir ve her subiinit bir selenyum atomu igerir. Bu yiizden hiicreleri ¢esitli hasarlara
kars1 koruyan bir selenoenzim oldugu diistintilmektedir (Firat 1997, Yanbeyi 1999).

GSH-Px, lipitleri peroksidasyondan koruyan onemli bir enzimdir. GSH-PX,
rediikte glutatyonu yiikseltgerken H,O,’i de suya ¢evirir ve bdylece membran lipitlerini ve
hemoglobini oksidan strese kars1 korur (Memisogullar1 2005).

HxO» + 2GSH GSH+Px _ G5S5G+ZHO

FOOH + 2GSH GSH+Px GS55G +ROH + H,O

GSH-Px’1n aktivitesinin devam etmesi igin glutatyon’un belirli bir seviyede
bulunmasi gerekir. NADPH’e bagimli glutatyon rediiktazin katalizledigi bir reaksiyonla,
Glutatyon disiilfit (GSSG), tekrar iki molekiil GSH’a doniisiir. H,O, molekiiliine etki eden
katalazdan farkli olarak GSH-PX, tiirlii reaksiyonlarda hizli olusan tek molekiil H,O,’in
ortadan kaybolmasini saglar (Akkus 1995).

GSH-Px’in, akcigerde en etkili oldugu diistiniilmektedir ve enzim aktivitesinin
% 60-75’1 okaryot hiicrelerin sitoplazmasinda bulunur. % 25-40’1 ise mitokondridedir.

Enzim aktivitesinin en fazla oldugu dokular ise karaciger ve eritrosittir (Firat 1997).

1.4.1. 4. Glutatyon S-Transferaz (GST)

Glutatyon S-transferazlar, elektrofilik ve hidrofilik bilesiklerin glutatyon ile
etkilesimlerini saglayarak, hiicresel makromolekiilleri reaktif elektrofillere karsi1 koruyan
Faz-II detoksifikasyon enzim ailesi iiyesidir. Molekiil agirliklar1 20.000-25.000 daltondur
ve her bir alt birim 200-240 aminoasitten olusur. ilk kez sican karacigerinde Boyland ve
ark tarafindan tanimlanmigtir (Hayes ve ark 2005).

GST’ler kataliz reaksiyonlarinda, elektrofilik substratlar iizerine glutatyon
(GSH) tripeptidin niikleofilik atagini kataliz ederler. Bunun yaninda oksidasyonla olusan
triinlerin ya da disaridan alinan yabanci toksik maddelerin, viicutta bulunan diger

makromolekiiller ile birlesmesini Onleyip, hiicre komponentlerine zarar vermeden
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atilmasin1 saglarlar. Bu ylizden GST’ler, ¢ok 6nemli koruyuculuk gorevi goren enzim
gruplarindan biridir (Armstrong 1997).

Glutatyon S-transferazlar; mitokondriyal, sitosolik ve mikrozomal olmak tizere
i¢ aileye ayrilirlar. Mitokondriyal ve sitosolik GST’ler ii¢ boyutlu katlanmalar1 agisindan
birbirlerine benzerler ve ¢oziinebilen GST’ler olarak isimlendirilirler. Bu gruptaki GST’ler
fazla sayida izoenzime sahiptirler; bu izoenzimler farkli dokularda farkli miktarlarda
bulunabilirler. Coziinebilir GST izoenzimleri birbirlerinden izoelektrik noktalar1 ve
aminoasit dizileri arasindaki farkliliklarla ayrilirlar. Mikrozomal GST’ler, (MAPEG)
¢oziinebilen gruplara yapisal benzerlik gostermezler, bu yiizden mitokondriyel GST
formlar1 ve primer yapilari farklidir (Mannervik ve ark 2005).

Merkaptiirik asit biyosentezinin baslangi¢ reaksiyonlarinda 6nemli bir rol
oynarlar. GST’nin GSH-konjugasyonu araciligiyla katalizledigi merkaptiirik asit olusum
stireci  genellikle detoksifikasyon tepkimeleri olarak tanimlanir. Merkaptiirik asit
biyosentezi baslangicinda GSH konjugati ile baslayan ve daha sonra y-GT tarafindan
glutamik asitin uzaklastirilmas: ile sonuglanan, sisteinilglisin konjugatinin olusumuyla
devam eden birka¢ basamaktan olusmaktadir. Bu reaksiyon glisinin uzaklastiriimasi ile
sisteinil S-konjugatinin yani pre-merkaptiirik asitin olugmasiyla devam eder. N-asetil
transferazlar tarafindan sisteinil S-konjugatint N Asetilasyonu N-asetil tiirevi olan

merkaptiirik asit olusumu ile reaksiyon sonuglanir (Leblanc ve Dauterman 2001).

=
X + y-Glu-CySH-Gly GST > 'g-(}lll—C'}’.‘"!%—Gl}’
>
v-GT > CyS-Gly Dipeptidaz CyS-X
- v-Glu - Gly

N-asetilaz

» N-asetil-CvS-3 (Merkaptiirike asit)

Sekil 6. Merkaptiirik asit siireci. X, GSH ile konjugasyon yapan ksenobiyotigi
gostermektedir (Lu 1999).

Glutatyon S-transferazlarin (GST) indirgeme 6zelligi, membran bilesenlerini
lipit peroksidasyonundan korur. Ayrica lipit peroksidasyonunun aldehit yapida iiriinleri
olan 4-hidroksi alkenaller, GSH ile konjuge olurlar. Mikrozomal fraksiyonda bulunan
GST'ler de peroksidaz aktivitesiyle lipit peroksitlere kars1 koruma saglar. Dogal koruyucu
sistemlerden biri olarak da kabul edilen GST’ler herbisid, pestisid, antikanser ilaglar,

kimyasal kanserojenler ve ¢evresel kirlilikler gibi elektrofilik ksenobiyotiklerin
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detoksifikasyonunda da onemli bir role sahiptirler. GST, E.coli’den memelilere kadar
birgok organizmada bulunmakta olup insan, sigan, fare, sigir, gibi hayvanlarin karaciger,
eritrosit, akciger, plasenta ve barsak mukozasindan izole edilerek ¢alisilmistir (Gyamfi ve
ark 2004).

Glutatyon S-transferazlarin katalizledigi temel reaksiyonlar oksiran halkasinin
niikleofilik acilimi, niikleofilik yer degistirme, polarize ¢ift baglara Michael katim

reaksiyonlar1 yer almaktadir (Hermier ve ark 1999).

Cizelge 4. GST’lerin katalizledigi reaksiyonlar (Hermier ve ark 1999)

Substrat
N_

Reaksiyon tipi

1.Michael katimi1
asetilbenzokinonmin
4-

hidroksinon-enol

2.0ksiran 1-nitropiren-
halkasina atak 4 5 oksit
3.Niikleofilik yer Brom

degistirme

izovaleriliire iyodometan
1-kloro-2,4-

dinitrobenzen

4.0rganik Linoleik asit
hidroksiperoksitin hidroperoksit
indirgenmesi 5-
hidroperoksimetil-urasil
5.0rganik Nitrogliserin

nitratin indirgenmesi

ve turevleri

Sicanda karaciger, GST agisindan en zengin organdir ve bunu testisler takip
eder. Bobrekiistii bezinde ise GST igerigi cinsiyete gore farklilik gosterir. Erkek sicanda

GST igerigi disiye oranla daha fazladir (Ketterer ve ark 1988).
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Birbirlerinden yapi olarak farkli on herbisitin fare karaciger ksenobiyotik
metabolize edici enzimleri lizerine etkisinin arastirildigi bir in vivo ¢alismada (Moody ve
ark 1991), molinat, bentiyokarb, trifluralin ve alaklor sitozolik GST'ler {izerinde substrat
olarak CDNB kullanildiginda, aktivitede 6nemli miktarda artisa neden olmustur.

Glutatyon S-transferazlarla bu kadar yaygin arastirma yapilmasinin nedeni
onlarin laktonlar, alkiller, aril halidler, kinonlar, epoksitler, esterler gibi yapisal olarak
farkli substratlarin biiylik bir kismini katalizleme 6zelligine sahip olmalaridir. GST’lerin
tanidig1 substratlarin sayisi fazla olmasina ragmen, substratlarin ortak 6zellikleri cogunun
elektrofilik bir merkez tasimalari ve hidrofilik oluslaridir (Coskun 2007).

GST aktivitesinin Ol¢iimii  iki yontemle belirlenebilir. Bunlardan ilki
spektrofotometrik yontemdir. Bu yontem Habig ve arkadaslar1 ve Howie ve arkadaglarinin
gelistirmis oldugu GST’a 6zgiil substratin, GSH konjugasyonu ile ortaya ¢ikan bilesigin
renk siddetinin 6l¢iilmesine dayanan bir yontemdir. Diger bir yontem immiinoradiyometrik
yontemdir ve serum doku Orneklerinde ki GST aktivitesini radyoimmiinassay ile tayin

etmek miimkiindiir (Howie ve ark 1988).

1.4.1.5. Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon rediiktaz, glutatyon S-transferaz ve glutatyon peroksidazin
katalizledigi reaksiyonlar sirasinda olusan okside glutatyonu (GSSG), rediikte glutatyona
(GSH) doniistiiren ve antioksidan etki gosteren bir enzimdir. Katalizi gerceklestirirken

koenzim olarak NADPH kullanilir (Akyol 2004).

GR
GSSG+NADPH+H ——» 2GSH+NADP

Hiicrelerdeki fizyolojik GSH-GSSG oram biiylik 6nem tasir. GSSG olmadig1
durumlarda NADPH’in hiicre i¢i seviyesinin diismesi glutatyon rediiktazi inaktive
etmektedir ve daha sonra oksidatif bir stres sonucu GSSG’nin hiicre igi seviyesi artinca

glutatyon rediiktaz tekrardan aktive olmaktadir (Candas ve ark 1997).
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1. 4. 2. Nonenzimatik Antioksidanlar

1.4. 2. 1. Glutatyon (GSH)
Glutatyon; glutamik asit, sistein ve glisinden olusan diisiik molekiil agirlikli
fakat fonksiyonu biiyiik bir tripeptiddir. Bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalarda hiicre

sitozoliinde bulunan GSH, ayni1 zamanda en bol bulunan intraselliiler tiyoldiir (Kidd 1997).

( cl:oo-
Glisin (Gly) < Cl‘-Hz
NH

- |

0=C

™

|
Sistein (Cys) < HC—CH,-5H
| 2

NH

|
0=C

-

™y

Glutamat (Glu) < CH,

Sekil 7. Glutatyonun yapis1 (Champe ve Harvey 1997).

Hiicredeki glutatyon ii¢ biiyiik uygulamada kullanilir:

1-) Bir antioksidan olarak direk serbest radikal temizleyicisi olarak,

2-) Detoksifikasyon sirasinda GSH-S transferazlar igin kofaktor olarak,

3-) Glutamini GSH’dan diger aminoasitlere transfer eden gamaglutamil
transpeptidazlar i¢in substrat olarak kullanilir.

Glutatyon, hiicrenin okside-rediiksiyon dengesinde 6nemli bir rol oynar.
Hiicreden toksik metabolitleri uzaklastirir ve indirgenmis formu sayesinde hiicrelerdeki
stilfhidril grubunun devamliligini saglar (Liebman ve Greenberg 1988).

Plazma, kan hiicreleri, beyin, akciger, bobrekler gibi bir¢ok doku ve organda
bulunur fakat temel kaynagi karacigerdir. Karaciger sitozoliindeki GSH hizli bir dongiiye
sahiptir ve yar1 dmrii 2-4 saattir, mitokondride ise daha uzun kalir yaklagik 30 saatlik bir

yar1 Omre sahiptir.
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Karaciger ksenobiyotiklerin detoksifiye edildigi en Onemli organdir ve
glutatyonun saglikli karaciger hiicrelerinde en yiiksek hiicre i¢i konsantrasyonu yaklagik
olarak 20 milimolar dir. Karacigerin GSH icerigi bobrek ve testislerden yaklasik iki kat,
akcigerden ti¢ kat daha fazladir (Reed 2000).

1.4.2.1.1. Glutatyon Biyosentezi
Glutatyon biyosentezi, glutatyon sentetaz ve y-glutamilsisteinil sentetaz adi
verilen iki enzimin katalizledigi reaksiyon sonucunda ATP’ye bagimli olarak iki adimda

gerceklesir (Anderson 1998).

v -glutamil sistein sentetaz
L-glutamat + L-sistein +ATP ————— y-glutamil sistein + ADP+Pi _____ (T)

Glutatyon sentetaz
y-glutamil sistein + Glisin + ATP p GSH + ADP + Pi.......... (1)

Ik adim y-Glutamil sisteinil sentetaz tarafindan, L-glutamat ile L-sistein
birlesmesidir. Reaksiyonu katalize eden y-glutamil sistein sentetaz, glutatyon sentezini
siirlandirabilen bir enzimdir (Pena- Llopis ve ark. 2003). ikinci adim ise y-glutamil sistein
ile glisin birlegsmesidir. Enzimin sentezlenmesi ve aktivitesi, GSH homeostazisinin
saglanabilmesi acisindan kritik bir 6neme sahiptir. Bunun yani sira GSH sentezinin ¢ok
fazla oldugu durumlarda, vy-glutamil siklotransferaz  enzimiyle 5-oxoproline
dontistiiriilebilir ve 5-oxoprolinin artis1 da metabolik asidozise neden olur (Griffith 1999).

Hiicre i¢i GSH sentezinin gergeklestirilebilmesi i¢in, GSH’1n hiicre diginda
degradasyona ugratilmas: ve olusan triinlerin hiicre igerisine alinmasi gerekmektedir.
Bunu da membrana bagli bir enzim olan y-glutamil transpeptidaz (y-GT, EC 2.3.2.2)
enzimi gergeklestirmektedir (Anderson 1998).

1.4.2.1. 2. y-Glutamil Transpeptidaz

Glutatyon hiicre tarafindan direkt olarak alinamaz. GSH’1n yapitasi olan amino
asitlere hidrolize edilmesi gerekmektedir. Olusan aminoasitler hiicre membranindaki
amino asit tasiyicit proteinler tarafindan hiicrelere tasinabilir. y- Peptid bagi GSH’in

proteazlara karsi dayanikliligini saglamaktadir (Hanigan 1998).
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Enzim, sisteinil-glisin dipeptidi agiga ¢ikarmak tizere y-glutamil grubunun
ayrilmasint saglamaktadir. GSH’tan ayrilan y-glutamil grubu transpeptidasyon adi verilen
tepkime sonunda bir akseptér aminoaside transfer edilmektedir. Bunun sonucunda
membrandaki dipeptidazlar tarafindan sisteinil-glisin dipeptidi sistein ve glisine
dontistiiriilmektedir. Boylece intraseliiler GSH sentezini saglamak {izere yapitaglar hiicre
digindan saglanmaktadir, y-GT ayni: zamanda GSH S-konjugatlarinin merkaptiirik asitlere
doniistimiinii de baslatmaktadir (Hanigan 1998).
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Sekil 8. Glutatyon metabolizmasi (Meister ve Anderson 1983)

Glutatyon, dokularda birbiriyle dengede bulunan, indirgenmis glutatyon (GSH)
ve okside glutatyon (GSSG) olmak iizere iki formda bulunur. indirgenmis GSH serbest bir
stilthidril grubuna sahiptir. Bunun sayesinde hemoglobinin sistein gruplarimi ve diger hiicre
ici proteinlerin tiol gruplarini indirgenmis halde tutar. Protein ve enzimlerin tiyol
gruplarinin  (-SH) indirgenmesi ile rediikte formlarmin yeterli seviyede kontrolii
saglanmaktadir. Bu sekilde GSH’1n sistein rezidiisiindeki -SH yan zinciri onun fizyolojik
ozelliklerinin bir kismini yerine getirir. Tiyol grubuna sahip enzimler diisiik hizdadirlar

ancak Oz’nin temasiyla veya okside olarak hizla aktivitelerini kaybederler.
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Bunun sonucunda glutatyon kendisi okside olup tiyol gruplarimmi tekrar indirgeyerek

bunlarin aktivasyonunu saglar (Akkus 1995, Yanbeyi 1999).
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Sekil 9. Rediikte ve okside glutatyonun yapisi (Halliwell ve Gutteridge 1999).

GSH’1n tiim hiicresel diizenleyici ve metabolik fonksiyonlarindaki en 6nemli
mekanizmasi tiyol-disiilfid degisimi dengesidir. Tiyol gruplar1 hiicre igerisinde her zaman
indirgenmis durumda bulunurlar ve CoA’nin protein sentezi, sistein aminoasidi ve bir

takim enzimatik reaksiyonlar i¢in indirgenmis durumda olmalar1 gerekir (Meister ve
Anderson 1983, Murray ve ark 1993).
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Sekil 10. Glutatyon (GSH)’a bagli enzim sistemleri (Meister ve Anderson 1983)
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Hiicrelerde total glutatyonun, %95’it GSH, kalan %5’lik kismi ise okside
glutatyon (GSSG) seklinde bulunur (Reed 2000). GSSG, hayvansal hiicrelerde protein
sentezini inhibe ettigi ve bu nedenle GSSG’nin hiicrelerde diisiik seviyelerde oldugu iddia
edilmistir. Karaciger ve kalp gibi organlardan plazmaya GSSG saliniminin olmasi bu
sebebe dayandirilmaktadir. Sican karacigerinde yar1 omrii 3 saatken, insan eritrositlerinde
ise yar1 omrii yaklasik 4 giindiir (Halliwell ve Gutteridge 1999).

Bazi durumlarda hiicrenin indirgeme kapasitesi yetersiz kalabilir. Bunun
sonucunda da GSH/GSSG oraninda azalmalar meydana gelir. Intraselliiler GSSG miktar1
oksidatif stres indikatori olarak bilinirken, hiicresel redoks durumunun indikatori olarak
degerlendirilen GSH/GSSG orani hiicrelerin antioksidatif kapasitesini belirleyen en 6nemli
redoks ciftidir (Cnubben ve ark 2001).

Oksidatif stres ve patolojik durumlarda reaktif oksijen tiirlerinin GSH’a
bagimli detoksifikasyonu iki temel mekanizma ile gergeklesmektedir. Bunlardan ilki, ROS
ile direk ya da kendiliginden gerceklesen reaksiyonlardir. Digeri ise Se igeren bir enzim
olan GPx tarafindan katalizlenen reaksiyonlardir ve bu enzim H,0; ile diger peroksitleri
indirgeyerek peroksitleri korumaktir. Her iki reaksiyonun sonucunda da GSSG
olusmaktadir (Sen ve Packer 2000).
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Sekil 11. Oksidatif stresten korunmada GSH’1n antioksidant fonksiyonlarinin sematik

gosterimi (Bharath ve ark 2002)Glutatyonun metabolizmadaki gorevi (Knapen ve ark 1999):
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1- Metabolik son iiriinlerin ve bazi ksenobiyotiklerin konjugasyonla
detoksifikasyonu,
2- Ca** homeostasisinin,
3- Serbest  radikaller ~ ve  reaktif toksik ara  maddelerin
zehirsizlestirilmesi,
4- DNA ve protein sentezi,
5- Sistein depolanmasi ve transportu,
6- Membran proteinleri (hemoglobin ve spektrin vb.) ve ¢esitli enzim
proteinlerinin tiyol gruplarinin korunmasi,
7- Proteinlerin disiilfiir baglarmin koparilmasi ve bunun sonucunda
proteinlerin konformasyonlarinin degismesi,
8- Merkapturik asitin olusumunda,
9- Lokoeritrin sentezinde yer alan enzimler ve glioksilazlar1 da igeren
farkli metabolik yollarda ¢alisan bazi enzimler i¢in kofaktor olarak rol oynar.
Toksisitesi yliksek olan ksenobiyotikler, GSH ile konjugasyona ugramamis
olsalardi; DNA, RNA veya hiicre proteinleri ile birleserek hiicre hasarlarina yol
acabilirlerdi. Bu yilizden GSH toksik maddelere karst ¢ok Onemli bir savunma
mekanizmasidir. Ornegin karaciger gibi dokularda GSH seviyesinin diistiigii goriiliirse,
dokunun normalde GSH ile konjuge olarak uzaklastirllmasi gereken toksik madde

tarafindan hasara ugradig gortilmiistiir (Bray ve Taylor 1994).

1.4.2.1. 3. Doku Glutatyon Diizeylerinin Modifikasyonu

GSH’1in iretimi ve tiiketilmesi arasinda ki dengeyi hiicresel GSH diizeyi
belirlemektedir. GSH’1n hiicresel miktar1 de novo sentezi yoluyla belirlenmektedir. Diger
bir yontemde GR varligiyla GSSG’nin GSH’a ¢evrimiyle saglanmaktadir. Kantitatif olarak
GSSG’den GSH g¢evrimi de novo sentezine gore daha onemli goriinmektedir ve GR
genellikle tGSH diizeylerinin baskin olarak GSH yoniinde tutulmasina yardimci
olmaktadir. Bu yiizden GR varlikli GSSG-GSH arasindaki redoks dongiisii hiicresel GSH
diizeylerine 6nemli bir katki yapmamaktadir (Griffith 1999).

1.4.2.1. 4. Doku Glutatyon Diizeylerinin Azalmasi:

Dokularda ve hiicrelerde GSH igerigini diistiren tii¢ Onemli faktor

bulunmaktadir.
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1- GSH kullaniminin artmasi,
2- Sinirl glutatyon sentezi,

3- Okside glutatyonun hiicre igi rediiksiyonunun azaltilmasidir (Sevgiler 2007)

1.4.2.1.5. Doku Glutatyon Diizeylerinin Artmasi:

Oksidatif stres ajanlarinin detoksifikasyonunda GSH biiyiik dneme sahiptir.
GSH diizeylerinin korunmasi veya arttirllmasinda kullanilan en yaygin yontem sinirlayici
aminoasit olan L-sistein yapitasinin kullanilabilirligini arttirmak ya da GST tepkimeleri ile
geri donilisiimii olmayan ve kaybedilen bu aminoasidi yerine koymak tiizere dokulara
iletilmesini saglamaktir (Griffith 1999).

Aminoasit L-sisteiniN Asetilenmis formu olan N-asetil sistein ¢alismalarin
cogunda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir ve ¢ok iyi bir stlfidril grubu kaynagidir. N-
asetil sistein, viicuda girmesinin ardindan metobolitlerine ayrilarak GSH sentezini
uyarmaktadir ve detoksifikasyonu desteklemektedir. Bunun yani sira ROS’un

eliminasyonuna da katilir (Suntres 2002).

1.4.2. 2. Vitamin E (a-Tokoferol)

Vitaminler canli viicudunda minimum seviyelerde bulunmasina ragmen viicut
icin 6nemleri oldukca fazladir. E vitamini ‘Tokotrienoller ve tokoferoller’ olmak iizere
ikiye ayrilir. E vitamini yagda ¢6ziinen bir vitamin olup gorevi lipitleri oksidatif hasardan
korumaktir. En aktif formu o-tokoferoldiir. ~a—Tokoferol dokularda degisik
konsantrasyonlarda bulunur (Akkus 1995, Cakir 1997, Yanbeyi 1999).

Serbest radikallere karsi glutatyon peroksidaz ile E vitamini birbirlerine
tamamlayict etki gosterirler. Enzim peroksitleri yok ederken, E vitamini peroksitlerin
sentezini engeller (Firat 1997, Halliwell ve Gutteridge 1999, Yanbeyi 1999).

1. 4. 2. 3. Vitamin C (Askorbik asit)

Suda eriyen ve sulu ortamda serbest radikallerle reaksiyon verebilme
yeteneginde olan askorbik asit, serbest radikallerin etkilerini ortadan kaldirmaya yardimci
olmaktadir. Vitamin C’nin, L-dehidroaskorbik ve L-askorbik asit gibi iki aktif formu
vardir. Rediikleyici bir ajan ve radikal siipiiriicii olarak askorbik asit, reaktif oksijen
tiirlerine kars1 koruyucu etki saglar. Bununla birlikte serbest radikal kaynagi gibi hareket
edebilme 6zelligide bulunur (Yanbeyi 1999).

31



1.4.2. 4. Karotenler

Hiicreleri korumada gorev alan pigmentlerdir. B-Karoten organizmada A
vitaminin oksijen onciilii olmasinin yan1 sira bir antioksidan olarak gérev yapar. -Karoten
hiicrelerin disinda gorev alirken; hiicre duvarindan igeri girmek isteyen zararlilara karsi

savunmay1 ise eser elementlerden selenyumun da yardimiyla E vitaminini istlenmistir

(Odabasoglu 1999).

1. 4. 2. 5. Flavonoidler
Bitkilerdeki kirmizi, mavi ve sar1 renk pigmentlerini olusturan polifenoller

flavonoidlerdir. Flavonoidler, 3’-4’dihidroksi konfigiirasyonu ile antioksidan aktiviteye
sahiptir. Lipit radikallere hizla H veren fenolik antioksidan lipit oksidasyonu ile etkilesir.

Gorevi ROO ve RO radikalini parcalamak ve LPO zincir reaksiyonunu ortadan

kaldirmaktir bunun yani sira bakir iyonlariyla kompleks olusturabilirler (Avci 2001).

1.4.2.6. Urat

Peroksi radikallerini, siiperoksit, hidroksil ve singlet oksijeni temizler. Lipit
radikalleri tizerine etkisi yoktur bunun yani sira C vitamini oksidasyonunu da engeller
(Akkus 1995).

1.4.2.7. Bilirubin

Bilirubin bir lipit antioksidandir ve diisiik konsantrasyonlarda peroksil
radikalini yakalar. Zincir kiran bir 6zelligi oldugu belirtilmistir (Gutteridge 1995, Firat
1997).

Bunlarin disinda plazmada hipokloréz asitin giiglii bir temizleyicisi olan
albumin, hem doku homojenatlar1 hem de basit lipit emilsiyonlarinda gii¢lii bir serbest
radikal inhibitorii olan seruloplazmin (Yanbeyi 1999) zararli bir serbest radikal olan
hidroksil radikalini ortadan kaldiran ve giiglii bir antioksidan olarak bilinen melatonin

nonenzimatik antioksidanlar olarak bilinirler (Akkus 1995).

1.5. N-ASETIL SISTEIN

Bir thiol molekiilii olan N-asetil sistein, mukolitik bir ajan olup L-sistein ve
indirgenmis glutatyonun 6n maddesidir. Kimyasal formiilii CsHgNO3S olup, molekiil
agirhg 163,2 gr/mol’ diir. NAS, molekiiler yapisindan dolay: hiicrelere kolayca girer ve

etkili bir antioksidan olan glutatyon olusumunda rol oynar. Oksidatif strese kars1 dokularin

32



savunmasini destekleyen NAS, yapisinda bulunan serbest tiyol gruplart ile direkt

antioksidan etki de gosterdigi belirtilmistir (Kelly 1998, Zafarullah ve ark 2003).

| N-Asetilsistein (WAC)

HS___ CH,— CH COOH

HN _CO—CH;

Sekil 12. N-asetil sisteinin yapisal formiilii (Ahola 2004)

N-asetil sistein, molekiil igerisinde bulunan serbest siilthidril (-SH) gruplar
i¢in zengin bir kaynaktir. Intraselliiler karacigerde GST aktivitesini arttirarak ve direk
olarak hareket etkileriyle serbest oksijen radikallerini, hidroksil radikallerini ve hipoklorik
asidi esas indirgeyicisi olarak temizler. Hepatositlerin reaktif oksijen molekiilleri {iretimini
inaktif hale getirir ve karacigeri oksidatif strese karst korur. Bu aktiviteler ajanin;
antikarsinojenik, antimutajenik, antioksidan ve antienflamatuvar etkilerinin temelidir
(Aydogdu ve ark 2005).

NAS’in koruyucu etkisi, en az ii¢ farkli mekanizma ile agiklanmaktadir
(Vendemiale ve ark 2001):

1) NAS’1n kendi potansiyel antioksidan etkisi,

2) Toksik metabolitlere kars1 detoksifiye edici mekanizma i¢in ¢ok 6dnemli olan
olan intraselliiler GSH konsantrasyonunun idamesi,

3) Intraselliiler siilfidril havuzunun onarimi

N-asetil sistein, hiicre membranini gectikten sonra hiicre iginde sisteine
donerek GSH iiretimini arttirir. Glutatyon 6n maddesi olmasi ve glutatyon biyosentezinde
etkin rol oynamasi, toksik radikallere karst koruyucu oldugunu gosterir. NAS, cabuk
absorbe olabilme yetenegiyle ve deasetile edilebilmesiyle hiicre dis1 ve hiicre i¢i glutatyon

depolarina katilir (Van Zandwijk 1995).
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Sekil 13. N-asetil sisteinin glutatyon iizerine etkisi (Tossios ve Mehlhorn 2004)

NAS’in  karaciger hastaliklarinda antitoksik ve antioksidan Ozellikler
gostererek yararli oldugu belirtilmistir. NAS; karaciger kan akimini arttirmasi, GSH
seviyelerini yiikseltmesi ve serbest oksijen radikallerini temizlemesi gibi olumlu etkileri
gerceklestirmektedir (Angulo ve Lindor 2002).

N-asetil sisteinin kullanildig1 hastaliklar arasinda, kardiovaskiiler hastaliklar,
kanser, metal toksisitesi ve karacigerin parasetamol toksisitesi sayilabildigi gibi endotelyal
disfonksiyonunu azaltmakta, inflamasyon, fibroz, invazyon, Kartilaj erezyonu,
asetaminofen detoksifikasyonu ve transplantasyon ihtiyacinin geciktirilmesi amaciyla da

yararlanilmaktadir (Zafarullah ve ark 2003, Grinberg ve ark 2005).
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2. GEREC VE YONTEM

2. 1. Gereg

2. 1. 1. Deney Hayvanlari

Bu ¢alismada, 5,5-6 aylik ortalama 350-400 gram agirliklarinda 72 adet erkek
Spraque Dawley tiirii rat kullanildi. Deneme siiresince hayvanlar Adnan Menderes
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvarinda 1sik (12 saat aydinlik
ve 12 saat karanlik) ve 1s1 (244+2°C) kontrollii odalarda % 20 protein i¢eren kuru pelet yem

ve su ad libitium verilmek tizere izlendi.

2. 1. 2. Deney Gruplari ve Uygulama Protokolii

Hayvanlarin galisma baslamadan {i¢ hafta 6nce deney hayvanlari {initesinde
standart kafeslere konularak ortama alismasi beklendi. Calismada her biri 12 hayvandan
olusan 6 grup olusturuldu (Cizelge 5). Gruplara su islemler uygulandi.

Karaciger toksisitesi olusturmak amaciyla CCly, periton i¢i (i.p.) 2 ml/kg (1/1
oraninda zeytinyagindaki ¢6zeltisi) tek doz enjekte edildi. N-asetil sistein uygulamasina ise
(periton i¢i 50 mg/kg/giin) CCly ve Zeytinyagi+NAS guruplarina CCly ve zeytinyagi
enjeksiyonundan 3 giin 6nce baslandi ve deney siiresince devam edildi. Gruplardan CCl,
uygulamasindan 6. ve 72.saat sonra kan Ornekleri ve karaciger dokular1 alindi. Kan
orneklerinden elde edilen serumlar ve karaciger dokusu homojenizasyondan sonra analizler
yapilincaya kadar -80°C’de saklandi. Uygulanan deney protokolii ayrintili olarak Cizelge

5’de gosterilmistir.
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Cizelge 5. Deney gruplar1 ve uygulama protokolii

— . Qlég_mg&g l\é (,)Alsltleti/IkSi/sti(ialiln Zeytinyag‘lg
(ip) (ip) mi/kg (i.0.)
CCly, ( 6. saat) 12 X
CCI4+NAS, (6. saat) 12 X X
Zeytinyag (6. saat) 6 X
Zeytinyagi+NAS (6. saat) 6 X X
CCly, (72. saat) 12 X
CCI4+NAS (72. saat) 12 X X
Zeytinyag (72. saat) 6 X
Zeytinyagi+NAS (72. 6 X X
saat)

Elde edilen serumlardaki AST ve ALT diizeyleri hazir ticari kitler kullanilarak
analiz edildi. Karaciger dokularindaki GSH analizi Beutler ve ark (1963), GST aktivitesi
GSH ve 1-2 dikloro, 4 nitrobenzenin (CDNB) konjugasyonu sonucu olusan iiriiniin 340 nm
dalga boyunda verdigi absorbansi spektrofotometrik olarak Olciilmesi esasina dayanan
metoda gore, MDA aktivitesi ise Yoshioko ve ark’in (1979) bildirdigi yonteme gore
yapildi.

2. 1. 3. Kullamlan 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),
santrifiij (Niive NF800R, Tiirkiye), homojenizator (Yellow Line Ost Basic, Almanya),
spektrofotometre (Shimadzu UV-1601, Avusturalya), vorteks (Velp, Italya), manyetik

karistiricr (Velp, Italya), etiiv (Memmert, Almanya), hassas terazi (Sartorius, Almanya) ve
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otomatik pipetler (Isolab 2-20ul, Isoterm 20-200 pl, Brand 5-50 pl, isoterm 100-1000 ul),
pH metre (pH 211, Hanna, Amerika) kullanilmastr.

2. 1. 4. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Analizler sirasinda CCly, N-asetil sistein (Merck, K40328922), asetik asit
(Merck, K40866656), paraformaldehit (Sigma, P6148), bovine serum albiimin (SIGMA,
USA), DTNB (5, 5’- Dithio-bis (2- nitrobenzoic asit), butanol (Merck K37211388),
triklorasetik asit (Merck, K36929507), tiyobarbitiirik asit (Merck, L55063680),
Na,HPO4x2H,0 (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), glutamil, sisteinil glisin
(SIGMA, USA), CDNB (1-chloro-2,4-dinitrobenzoic acit) (SIGMA), AST Kiti (AST,
Archem, A2212, TURKEY), ALT kiti (Archem, A2222, TURKEY) ve deneyde kullanilan

diger kimyasal maddeler amaca uygun saflikta kullanilmistir.

2. 1. 5. Kullanilan Cozeltiler

2.1.5. 1. Doku Homojenizasyonunda Kullamilan Cozeltiler

- 0.1 M Potasyum fosfat tamponu/ 0.15 M potasyum Kkloriir c¢ozeltisi
(PH:7.4):

17.418 g K;HPO, ve 13.609 g KH,POq, tartilip bir miktar 0.15 M KCI (11.475
g/l) ¢ozeltisinde ¢oziindiiriildii. Cozeltinin pH’s1 1IN NaOH ile magnetik karistiricida pH:
7.4’e ayarland1 ve 0.15 M KCI ¢ozeltisi ile litreye tamamlandi.

- 0.1 M Fosfat tamponu:
Hazirlanan 0.1 M Potasyum fosfat tamponu/ 0.15 M potasyum klortir ¢ozeltisi
tizerine 5 mM EDTA ¢ozeltisi ilave edilerek, pH’ s1 1IN NaOH ile 8’ e ayarlanda.

2. 1. 5. 2. Protein Miktarim Ol¢mek icin Kullamlan Cozeltiler

- Biiiret Cozeltisinin Hazirlanmasi:

9 g NaOH 30 ml suda bir beher icerisinde ¢oziildii. Ikinci beherde 0.15 g
CuSOQq. 5 H,0 saf su ile beherde ¢oziildii ve bunun iizerine 0.6 g NaK-tartarat eklenerek 50
ml su ilave edilip toplam hacim 100 ml olacak sekilde seyreltildi.
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2. 1.5. 3. Glutatyon (GSH) Miktar Tayininde Kullamilan Cozeltiler
- Presipitasyon soliisyonu:

Bir beher igine 1.67 g Metafosforik asit, 0.2 g EDTA, 30 g NaCl ekledikten

sonra distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

Cozeltiler

- Fosfat Solusyonu:

0.3 M Nay,HPO,4 hazirland:.

- DTNB:

40 mg %1 lik Na-asetat hazirlandu.

2. 1. 5. 4. Glutatyon S Transferaz (GST) Aktivite Tayininde Kullanilan

- 30 mM CDNB Cozeltisi:

1.550 g CDNB 250 ml etanolde hazirland.

- GSH cozeltisi:

800 mg GSH 100 ml distile suda ¢6ziilerek hazirlandi.

- 100 mM Potasyum Fosfat Tamponu (pH: 6.5):

1.741 g K;HPO4 ve 1.360 g KH,PO, bir miktar distile su igerisinde ¢oziildi ve

IN NaOH ile pH: 6.5’¢ ayarlandiktan sonra distile su ile litreye tamamlandi.

2.1.5. 5. Malondialdehit (MDA) Aktivite Tayininde Kullanilan Cozeltiler
- %10’luk Triklorasetik asit ¢ozeltisi:
10 mg Triklorasetik asit distile su ile 100 ml’ye tamamland.
- % 0.67’lik Tiyobarbitiirik asit ¢ozeltisi:
0.67 mg Tiyobarbitiirik asit distile su ile 100 mI’ye tamamlandi.

2. 2. Yontemler
2. 2. 1. Doku Homojenizasyonu

Doku pargaciklarmin yas agirhiklart saptandi, bistiiri ile daha kiigiik

parcalara ayrilip bir miktar distile su ile yikandi. Homojenizasyon tiipiinde isgal ettikleri

miktarin bes kat1 0.1 M fosfat tamponu ile yiiksek devirde 10 dakika +4°C de homojenize

edildi. Homojenizatlar bekletilmeden 13255 rpm de 30 dakika santrifiijje tabi tutularak,

stipernatant kismi ayrildiktan sonra analiz giiniine kadar -80°C de sakland: (Srivatave ve

ark 1987, Foye 1989).
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2. 2. 2. Karaciger Dokusunda Protein Miktarinin Ol¢iimii

Peptid baglarinin alkali ¢ozeltilerde bakir ile kompleks olusturmasi esasina
dayanir. Biliret reaktifinde bulunan Cu*? iyonlar1, bir veya daha fazla sayidaki peptid bagi
ile reaksiyona girmekte ve mavi-mor renkli bir kompleks olusturmaktadir. Homojenize
edilmis dokularda dl¢iim i¢in kor, standart ve numune tiipleri hazirlandi. Hazirlanan biiiret
¢ozeltisinden 1 ml kor, standart ve numune tiiplerine konuldu. Uzerine numune tiipiine 50
ul 6rnek, standart tiiptine ise 50 pl Bovine serum albumin ve kor tiiptine 50 pl saf su ilave
edildi. Karistirildiktan sonra 505 nm’de okuma yapildi ve standarda gore hesaplamasi

yapildi. Dokuda yapilan analizler protein sonucuna uyarlandi

2. 2. 3. 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¢alisan hazir ticari kit (AST, Archem, A2212, TURKEY)
kullanilarak yapildi. Bir tlipe 4:1 oraninda birinci ve ikinci ayirag karistmindan 1 ml
konuldu. Uzerine 100 pul serum ilave edilip karistirilip 90 saniye 37°C’de inkiibe edildikten
sonra 60 saniyede bir 340 nm’de 3 okuma yapildi ve delta absorbans degeri hesaplanip

standart faktor ile ¢arpilarak U/L cinsinden sonug bulundu.

2. 2. 4. 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 artiginin 340 nm’de 1-3 dakika boyunca
Olciilmesi prensibi ile c¢alisan hazir ticati kit (ALT, Archem, A2222, TURKEY)
kullanilarak yapildi. Bir tiipe 4:1 oraninda birinci ve ikinci ayira¢ karisimindan 1 ml
konuldu. Uzerine 100 ul serum ilave edilip karistirildiktan sonra 90 saniye 37°C’de inkiibe
edildikten sonra 60 saniyede bir 340 nm’de 3 okuma yapildi ve delta absorbans degeri

hesaplanip standart faktor ile ¢arpilarak U/L cinsinden sonug bulundu.

2. 2. 5. Karaciger Dokusunda Glutatyon (GSH) Analizi
Analiz i¢in kor, standart ve numune tiipleri hazirlandi. Standart tiipe 200 pl
standart, numune tiipiine 200 pl 6rnek konulduktan sonra her iki tiipe 1.8 ml saf su ve 3 ml

presipitasyon soliisyonu ilave edildi. Kor tiipe ise 0.4 ml saf su ve 0.6 ml presipitasyon
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soliisyonu konuldu. Hazirlanan karigimlara siizme islemi uygulandiktan sonra siiziilen
kisimlardan 1 ml siipernatant alindi1 ve iizerine 4 ml fosfat solusyonu ve 0.5 ml DTNB (5-
5'- dithiobis (2-nitrobenzoik asit) eklendikten sonra 412 nm’ de okundu ve sonuglar pmol/g
doku olarak hesapland1 (Beutler ve ark 1963).

2. 2. 6. Karaciger Dokusunda Glutatyon S-Transferaz (GST) Analizi:

Dokuda GST aktivitesi, Glutatyon ve 1-2 dikloro,4 nitrobenzenin (CDNB)
konjugasyonu sonucu olusan iriniin 340 nm dalga boyunda verdigi absorbansin
spektrofotometrede (Shimadzu UV-1601, Australia) olgiilmesi esasina dayanan metotla

gerceklesmistir (Habig ve ark 1974).

Kor Tiip Deney tiipt
GSH ¢ozeltisi
(ml) 0.1 0.1
CDNB  ¢ozeltisi
(ml) 0.1 0.1
Potasyum- fosfat
tamponu (ml) 2.2 2.2
Stipernatant (ml)
- 0.6

Yukarida verildigi sekilde hazirlanan karigimlarin 340 nm’de absorbanslari
saptandi. (A;) Bes dakika sonra yeniden okuma yapildi. (A;) Absorbans farki alinarak
asagidaki formiil ile spesifik aktivite hesaplandi (Gibson ve Skett 1986, Hermier ve ark
1999).

Hesaplama: C = A / dakika x (toplam hacim x 10°/ 9,6 x 10° x ml siipernatant x 1) x 10

Spesifik aktivite = C / toplam protein x 1000

2. 2. 7. Karaciger Dokusunda Malondialdehit (MDA) Analizi

Malondialdehit analizi lipit peroksidasyon 6l¢iim 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
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Ol¢iimiine dayanmaktadir. Analiz i¢in numunelerden 250 pl vidali kapakli cam tiiplere
konuldu, iizerine 1,25 ml triklorasetik asitin (TCA) % 10’luk ¢ozeltisinden ilave edilip
karistirilldt ve 0,5 ml % 0,67°lik tiyobarbitiirik asit ilave edildi. Kor tiipiine ise TCA’dan
1,5 ml ve TBA’dan 0,5 ml konuldu. Tiiplerin agizlar 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.

Hesaplama: Standart olarak 1,1,3,3- tetraetoksipropan kullanildi ve sonuglar pmol /gr

doku olarak hesaplandi.

2. 2. 8. 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 (Ortalama+ S x ) seklinde gosterildi,
gruplar arasi karsilastirmalar Wilcoxon testiyle, grup igi karsilastirmalar ise Mann Whitney

U testiyle yapildu.
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3. BULGULAR

3. 1. Aspartat Aminotransferaz (AST) ve Alanin Aminotransferaz (ALT)

Sonuclari

AST ve ALT diizeylerinin CCl, verilen grupta 6. ve 72. saatlerde kontrol
grubuna gore anlamli olarak arttigi ve NAS eklenmesi ile AST ve ALT diizeylerinin
diistiigli izlendi (P<0.05). Bununla birlikte enzim diizeylerinde, CCl; ve CCly; ve NAS
verilen gruplarda 72. saatte 6. saate gore anlamli bir diisiis oldugu gézlendi. Yalnizca NAS

verilen gruplar ile kontrol grublarinin AST ve ALT diizeylerinde, 6. saat ALT diizeyi

disinda, 6nemli bir fark olmadig: goriildii (Cizelge 6, Sekil 14. ve Sekil 15).

Cizelge 6. Serumda Aspartat Aminotransferaz (AST) ve Alanin Aminotransferaz (ALT) bulgulart

ve gruplar arasi bulgularin istatistiki degerleri

CCl,+NAS
CClyn=12 NASNn=6 Kontroln=6
n=12
AST (U/L) b
500,451+8,73° 384,722+9,07 120,86+5,59° 133,1846,37°
(6.saat)
AST (U/L) §
341,95+34,68° 224,06£8,56 114,48+3,21° 121,74+7,04°
(72.saat)
ALT (U/L) b ;
313,215+2,39° 227,21+3,46 63,706+2,33 74,45442,42°
(6.saat)
ALT (U/L) § " ;
191,104+1,48° 109,318+2,08 66,774+3,85% 60,7144+4,53
(72.saat)
a, b, ¢, d, e, f: Farkli satirda farkli harf tasiyan grup ortalamalari arasi fark
onemlidir (P<0,001).
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Sekil 14. Aspartat aminotransferaz (AST) sonuglar1 grafigi
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Sekil 15. Alanin aminotransferaz (ALT) sonuglar1 grafigi
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3. 2. Glutatyon (GSH), Glutatyon S-Transferaz (GST) ve Malondialdehit
(MDA) Sonuclari

Cizelge 7. Deneme ve Kontrol grubu rat karaciger dokusunda GSH, GST, MDA

bulgular1 ve gruplar arasi bulgularin istatistiki degerleri

CCIl,+NAS
CClsn=12 NASnh=6 Kontroln=6
n=12
GSH (umol/
pmots 6,99+1,6° 11,1243,7° 15,9343,4™ 14,64+3,9%
doku) (6.saat)
GSH (nmol/
(pLmolig 6,52+1,6° 7,45+1,06" 7,64+1,2° 7,57+0,9°
doku) (72.saat)
GST (nmol/mg g b d
] 421543243% 2030+1762 5883+1462° 3272+1426
protein) (6.saat)
GST (nmol/mg b b
) 5322412032 4991422032 2128+1663° 2767+2265
protein)(72.saat)
MDA(umol/g b ba
39,54+14,8° 30,41+8,6° 17,62+4,6° 23,9743,6
doku) (6.saat)
MDA(umol/g b b
19,45+2° 16,63+4,5 15,32+4,6 13,38+2,6
doku) (72.saat)
Gruplar arasindaki a, b, ¢, d harfleri istatistik agidan 6nemi ifade etmektedir.

Cizelge 8. Deneme ve kontrol grubu rat karaciger dokusu 6. ve 72. saat GSH, GST,
MDA bulgularmin istatistiki degerlendirilmesi

CClyn=12 | CCIs+NASn=12 NASNn=6 Kontroln=6
GSH (umol/gdoku) ; P<0.05 | P<0.05] P<0.05]
GST(nmol/mgprotein) - P<0.0011 P<0.05] -
MDA(umol/g doku) P<0.05) P<0.05] - P<0.05]

Glutatyon diizeyinin, CCl, verilen grupta 6. ve 72. saatlerde kontrol grubuna
gore anlamli olarak diisiik oldugu ve NAS ilavesi ile arttigi izlendi (P<0.05). CCly, ile
birlikte NAS uygulanan grupta doku GSH diizeylerinin, kontrol grubuna gore 6. saatte
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diisiik oldugu, 72. saatte ise bir fark olmadig: goriildii. Yalnizca NAS uygulanan grup doku
GSH diizeyleri ile kontrol grubu GSH diizeyleri arasinda elde edilen sonuglar arasindaki
fark istatistiksel a¢idan anlam tasimamaktadir.

Bununla birlikte GSH diizeylerinde, 72. saatte 6. saate gore istatistiksel agidan
CCly verilen grupta bir fark olmadigi, diger gruplarda ise istatistiksel agidan 6nemli azalma

oldugu gozlendi (Cizelge 7, Cizelge 8. ve Sekil 16).
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Sekil 16. Glutatyon (GSH) sonuglar grafigi

Glutatyon S-transferaz diizeyinin CCly verilen grupta 6. saatte kontrol grubuna
gore arttig1, ancak bu artisin istatistiksel degerlendirme agisindan 6nemli olmadigi ve NAS
eklenmesi ile miktarin 6nemli oranda diistigii goriildii (P<0.05). 6. saatte CCl4+NAS
verilen grubunda karaciger GST diizeyleri tiim gruplara gore diisiik bulundu (P<0.05). 6.
saatte NAS verilen gruptaki GST diizeyinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugu ve
istatistiksel agidan 6nemli oldugu belirlendi.

72. saatte CCl, verilen grupta GST diizeyleri, NAS verilen grup ile kontrol
grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu. CCI4+#NAS verilen grupta ise NAS ve

kontrol grubuna gore yiiksek olmasina ragmen aradaki farkin istatistiksel degerlendirme
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acisindan 6nem tasimadigi goriildi. Bununla birlikte GST diizeylerinde, 72. saatte 6. saate
gore CCI4+NAS verilen grupta istatistiksel agidan onemli bir artis oldugu, NAS verilen
grupta ise azalma oldugu belirlendi (Cizelge 7, Cizelge 8. ve Sekil 17).
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Sekil 17. Glutatyon S-Transferaz (GST) sonuglar1 grafigi

Malondialdehit diizeyinin CCly verilen grupta 6. saatte kontrol grubuna gore
anlaml olarak arttig1 ve NAS eklenmesi ile diizeyinin diistligli izlendi (P<0.05). 6. saatte
CCly verilen grup ile CCI4+NAS verilen gruptaki MDA diizeylerinin NAS grubuna goére
yiiksek oldugu ve istatistiksel agidan 6nemli oldugu belirlendi. 6. saatte NAS verilen
grupta MDA diizeyinin kontrol grubuna gore diisilk oldugu, aradaki farkin istatistiksel
degerlendirme sonucu anlamli oldugu gozlendi. 72. saat CCl, verilen grupta karaciger
MDA diizeylerinin, NAS verilen grup ile kontrol grubuna gore 6nemli oranda yiiksek
oldugu, ancak diger gruplar arasinda istatistiksel agidan 6nemli fark olmadig: belirlendi

Bununla birlikte 72. saatte 6. saate gore NAS verilen grup disinda diger
gruplarda doku MDA diizeylerinde anlamli azalma oldugu gozlendi (Cizelge 7, Cizelge 8.
ve Sekil 18).
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Sekil 18. Malondialdehit (MDA) sonuglar ve grafigi
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4. TARTISMA

Karaciger, c¢esitli toksinler, kimyasal ajanlar ve ilaglarla siirekli karsilasan ve
onlar1 detoksifiye eden veya olusan hasara rejenerasyon yetenegi ile karsilik veren bir
organdir.

Karaciger; sindirim sistemi ve dolasim sistemi arasindaki yerlesimi ve ortaya
koydugu fonksiyonlar nedeniyle pek ¢ok etkenle hasarlanabilmektedir. Kimyasal ajanlar,
ilaglar, wviral hepatitler, alkol kullanimi, metabolik hastaliklar gibi pek c¢ok etken
karacigerde akut ve kronik hasarlara yol acar. Hasarlanma siireci etkin bir rejenerasyon ve
onarimla cevaplanmazsa normal karaciger yapisi bozulur. Bu gibi sebeblerden dolay1 hasar
goren karaciger arastirmalarda ¢ok yaygin olarak kullanilan bir organdir (Cetinkaya 2009).

Karaciger hasarmin degisik formlari, oksidatif stres ve bunu takiben olusan
toksik serbest radikallerle olusmaktadir. Serbest radikal miktar1 belirli miktarlar1 astiginda
onemli hiicresel hasarlar meydana gelmektedir (Brattin ve ark 1985).

Oksidatif stres olusumunda rol alan ve bir¢ok arastirict tarafindan karaciger
hasar1 olusturdugu tespit edilen en 6nemli kimyasallardan biri CCl, diir (Arosio ve ark
2000). CCly, deneysel amagli olarak karaciger hasari gelistirmesi bakimindan literatiirde
¢ok sik kullanilmaktadir (Bahgecioglu ve ark 1999, Muriel ve Escobar 2003, Wang ve ark
2005, Devay 2008). Yapilan ¢alismada karacigerde hasar olusturmak igin CCl, toksisite
modeli uygulandi.

Karbon tetrakloriir’iin  hepatotoksik etkisi, ara iirilinlerinin metabolik
aktivasyonuna ve lipit peroksidasyonundaki artisa bagli olup; olusan lipit peroksidasyonu
sonucu endoplazmik retikulum ve diger membranlarin yapilar1 degismekte, azalan
metabolik enzim aktivasyonu ve protein sentezi sonucunda karaciger hasar1 olugmaktadir
(Azri ve ark 1992).

Alanin aminotransferaz hepatositlerde bulunan stoplazmik bir enzimdir. Bu
enzimin serumda yiiksek bulunmasi zar permeabilitesinde olusan bozukluklar sonucu
meydana gelen hiicre oliimlerinin bir gdstergesi olarak kabul edilir (Lu ve ark 2002).
Karaciger hiicre hasarini gosteren bir diger enzim de Aspartat aminotransferaz dir (Lu ve
ark 2002). AST ve ALT enzim aktiviteleri birgok arastirici tarafindan bildirildigi gibi,

siganlarda CCly toksikasyonu ile indiiklendigi caligmalarda 6nemli oranlarda artis
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gdstermistir (Ichinose ve ark 1994, Qiusheng ve ark 2004, Tanriverdi 2005, Ustiindag ve
ark 2005).

Ratlarda oral olarak 1 ml/kg dozunda karbon tetrakloriir ile karaciger toksisitesi
olusturulan bir ¢galismada ALT ve AST diizeyinin karbon tetrakloriir uygulanan grupta 12.
saatte artmaya bagsladig1 ve 24. saatte kontrol grubuna gore en yiiksek seviyeye ulastigi
bildirilmistir (Lida ve ark 2009).

Altinsaat ve Sert (2008), gebe ve gebe olmayan siganlara CCly tek doz (2
ml/kg) enjekte ettikten sonra 24. saatte kan Orneklerini almiglardir. Deneme sonrasi gebe
olmayan sicanlarin AST degerinin 944+329 U/L’den 3816+£926 U/L’ye, gebe sicanlarda
ise 443+241 U/L’den 3579+1058 U/L’ye, ALT degerinin gebe olmayan sicanlarda 151+36
U/L’den 2460+781 U/L’ye, gebelerde ise 85+27 U/L’den 1833+697 U/L’ye yiikseldigi
gbzlenmistir.

Tanrtverdi (2005) yaptigr caligmada kronik CCls uygulamasi ile karaciger
hasarinin olustugunu, CCly grubunda AST ve ALT diizeyinin kontrol grubuna gore artig
gdsterdigini rapor etmistir. Baska bir calismada (Ustiindag ve ark 2005), ratlara 5 hafta
stiresince haftada 3 giin olmak iizere i.p CCls uygulamis, yapilan analizler sonucunda CCly4
grubunda plazma ve karaciger dokusu MDA diizeylerinin arttigini, AST ve ALT artisinin
ise kontrol grubuna gore yaklasik olarak 5 kati diizeyinde oldugunu belirtmislerdir.
Yapilan ¢alismada CCls 2 ml/kg i.p tek doz olarak uygulanmis, AST ve ALT diizeyindeki
artisin CCly grubunda kontrol grubuna gore 6. saatte yaklagik 5 kat diizeyde arttigi
goriilmiistiir. Enzim diizeylerindeki bu artis yukarida ayrintili verilen aragtirmalarda oldugu
gibi CCly* iin karaciger hasarina neden oldugunu gostermistir. Lida ve ark (2009) ile
Altinsaat ve Sert (2008) karaciger enzimlerinin, CCls’lin enjeksiyondan 24 saat sonra en
yiksek seviyeye ulastigimi tespit etmislerdir. Ancak yapilan arastirmada CCly
enjeksiyonundan 72. saat sonra alinan serumlarin, AST ve ALT diizeylerindeki diisiis,
CCl, toksikasyonunun etkisinin zamanla azaldiginin, karaciger hasarinin gerilediginin
belirtisi olarak kabul edilebilir.

Ozenirler ve ark (1996), CCls’e maruz kalan sican hepatositlerinde lipit
peroksidasyon (LPO) olusumunun arttigim1 ve karacigerde yagli dejenerasyonla birlikte
sentrilobuler nekroz gorildiigiinii belirtmislerdir. Yapilan diger bir ¢alismada (Devay
2008), karbon tetrakloriir ile deneysel siroz olusturulan ratlarda CCl, verilen grupta doku

MDA diizeyinin kontrol grubuna goére yiiksek oldugu rapor edilmistir. Arastiricilar
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CCly’iin yol agtigr karaciger hasarmin genellikle karaciger mikrozomlarindaki lipit
peroksidasyonuna bagli oldugunu belirtmislerdir.

CCly alinmasina bagli olarak ortaya ¢ikan lipid peroksidasyonu, artmis MDA
seviyeleriyle pozitif korelasyon gostermektedir. Yapilan bir calismada (Kaya ve ark 2003),
karbon tetrakloriir oral olarak 10 hafta siire boyunca haftada 3 kez 2 ml/kg olarak verilmis,
5. ve 10. haftada kan 6rnekleri alinmigtir. 5. hafta sonunda alinan ilk kan 6rneklerine gore
kontrol grubunda ortalama MDA diizeyi 5.88 mmol/l iken, CCl, grubunda ortalama 14.32
mmol/l; 10. haftada kontrol grubunda MDA diizeyi 6.25 mmol/l iken, CCl, grubunda 19.94
mmol/l oldugu tespit edilmistir. Farkli dozlarda CCl, uygulandiginda da ayni sonuglarin
alindigin1 gosteren c¢alismalar da mevcuttur. Ratlara CCly’lin 0.25, 0.5 ve 1 ml/kg olarak 3
farkli dozda i.p olarak enjekte edildigi calisma sonunda dozun artisina bagli olarak MDA
diizeylerinde artis oldugu ve CCls enjeksiyonundan 12 saat sonra sekillenmeye basladigi
bildirilmigtir (Zwart ve ark 1998). Arastirma sonunda elde edilen bulgular arastiricilarin
sonuclarina benzer olarak MDA diizeyleri kontrol grubuna gore deneme gruplarinda
anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Zwart ve ark (1998) enjeksiyondan 12 saat sonra
MDA diizeylerinde artisin olusmaya basladigini ileri siirmelerine karsin yapilan
arastirmada 6. saatte lipit peroksidasyonunun karacigerde basladigin1 gostermektedir. Lipit
peroksidasyonun erken baslamasinin uygulanan dozun daha yiiksek olmasindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

Tripeptit yapida olan glutatyon, tiim memeli canli hiicrelerinde bulunan,
hiicreleri serbest radikal ve toksik metabolitlerine karst koruyan bir thiol bilesigidir. GSH
ve diger thiol igeren bilesikler, kimyasal maddelerin olusturdugu hiicre ve doku hasarina
karst hiicrenin canliligim1 ve membran stabilitesini saglamaktadirlar. GSH, kimyasal
maddelerin ve gesitli ilaglarin zehirsizlestirilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Basta
GSH olmak iizere thiol bilesiklerinin karaciger iizerine koruyucu rolii ¢esitli arastirmalarla
gosterilmistir (Liu ve ark 2007, Gokge ve ark 2009).

Glutatyon S-transferazlar, bircok farkli eksojen ve endojen bilesigin
detoksifikasyonunu saglayan multifonksiyonel enzimlerdir. GST, glutatyonun tiyol
grubunun ikinci bir substratinin elektrofilik bolgesine konjugasyon reaksiyonlarini
katalizler (Coskun 2007).

CCly ile Kkaraciger {lizerinde olusturulan toksik etkiler sonucunda GSH

diizeylerinin belirgin sekilde azaldig1 belirlenmistir (Gui ve ark 2005, Quan ve ark 2009).
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Bildik ve ark (1999) yaptiklart galismada, tavsanlara akut ve kronik CCls uygulamasi
yapmis ve deneme gruplarindaki tim kan GSH diizeylerinin kontrol gruplarina gore
onemli bir azalma gosterdigini tespit etmislerdir. CCl, ile karaciger toksikasyonu
olusturulan baska bir ¢alismada (Sambath Kumar ve ark 2005) ise doku GSH diizeyinin
kontrol grubunda 5.31 pg/mg protein, CCly uygulanan grupta ise 0.59 pg/mg protein
oldugu tespit edilmistir.

Bir¢ok aragtirma da antioksidan enzimler ile karaciger hasari, fibrozis ve lipid
peroksidasyon diizeyleri arasinda ters bir korelasyon oldugunu gostermistir (Marash ve ark
2003, Giiven ve ark 2003, Qiusheng ve ark 2004). Hsiao ve ark (2001) CCly ile karaciger
toksikasyonu olusturmus ve MDA diizeylerinde 4 kat artis, antioksidan belirleyicisi olan
GSH diizeylerinde ise 2 kat azalis oldugunu tespit etmislerdir. Bununla beraber karbon
tetrakloriir ile karaciger dejenerasyonu olusturulan farelerde lipit peroksidasyon gostergesi
olan MDA ve GSH diizeylerinin belirlenmesi amaciyla yapilan ¢alismada; oral yolla 10
hafta CCls 2 ml/kg verilmis ve analizler sonucunda CCl, verilen grupta MDA diizeyinin
5.58’den 20.01 nmol/ml’ye yiikseldigi, GSH diizeyinin ise 1.52’den 0.96 nmol/ml’ye
distiigii bildirilmistir (Marash ve ark 2003).

Yapilan diger bir calismada Yalgin ve ark (1997), karaciger dokusundaki
toksik etkilerin belirlenmesi amaciyla si¢anlara sekiz hafta boyunca haftada iki kez 1 ml/kg
CCly uygulamis ve analizler sonucunda karbon tetrakloriirli grupta GSH ve GST
diizeylerinin kontrol grubuna gore artis gosterdigini tespit etmislerdir. GSH diizeyindeki
artisa uzun sire CCly uygulamasinin sebep olabilecegi belirtilmistir. GST diizeyindeki
artigin ise CCl, *tin detoksifikasyonu ile ilgisi olabilecegi gibi GSH’a bagimli ¢alisan bir
enzim grubu olarak, GSH diizeylerindeki degisiklikten etkilenmis olabilecegi rapor
edilmistir. Yapilan ¢alismada karaciger GSH diizeyleri, 6. ve 72. saatlerde kontrol grubuna
gore onemli oranda diigiik bulunmustur. CCl,’iin enjeksiyon yoluyla (Yalgin ve ark 1997,
Bildik ve ark 1999, Sambath Kumar ve ark 2005) veya oral yolla (Marasl ve ark 2003,
Giiven ve ark 2003) olusturulan toksikasyonlarinda, Yal¢in ve ark (1997) disinda, diger
aragtiricilar  aragtirmalarinda  GSH  diizeylerinde azalma tespit edilmistir. Yapilan
aragtirmada elde edilen sonuglar da benzerdir, GSH diizeylerindeki bu azalmanin CCl,’lin
toksik etkilerini azaltmak amaciyla GSH’in antioksidan olarak kullaniminin arttigini
gostermektedir. GSH diizeylerindeki azalmaya karsin CCly verilen rat karacigerlerinde

GST diizeylerinde kontrol grubuna gore artis goriilmiistiir. Bu artis 72. saatte istatistiki
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anlamda olmasina ragmen, 6. saatteki artig istatistiki agidan 6nemsiz bulunmustur. Yapilan
arastirmalarda, CCl, verilen ratlarin karacigerlerinde GST diizeylerinde bazi arastiricilar
(Amalia ve ark 2007, Giiven ve ark 2003, Sheweita ve ark 2001a,b), azalis oldugunu rapor
ederken; Seema ve ark (2006), GST’nin CCl, toksikasyonu sonrasi ilk 6 saatte artan enzim
oldugunu, lipit peroksidasyonuna kars1 hiicresel savunmanin dnemli bir bileseni oldugunu
iddia etmislerdir. Mevcut arastirmada GST diizeylerinde artis, Seema ve ark (2006)’nin
bulgularini desteklemektedir. Diger arastiricilar ile aradaki farkin CCly uygulama siiresine
(2-14 hafta) bagli oldugunu diisiindiirmektedir. Ayrica GST, GSH kullanan bir enzimdir;
GSH diizeylerindeki azalmanin GST diizeyindeki artis ile ilgili olabilecegi; CCly4
toksikasyonunda 6. ve 72. saatlerdeki yiikselisin, GST nin toksik etkili ksenobiyotiklerin
uzaklastirilmasinda oynadigi énemli rolden kaynaklanabilecegi kanisina varilabilir.

Oksidatif stresin, CCl,’tin karaciger tizerindeki toksisitesi tizerinde énemli bir
rol oynadig1 ve bu negatif etkisinin ¢esitli antioksidan maddelerle azaltildig1 bir¢ok
deneysel ¢aligmalarla gosterilmistir (Giiven ve ark 2003, Kurt ve ark 2004, Qiusheng ve
ark 2004, Amalia ve ark 2007, Kaya 2007, Galicia-Moreno ve ark 2009, Oztiirk ve ark
2009).

Kurt ve ark (2004) sicanlarda yaptiklari ¢alismada oksidatif stres olusturan
CCly’e kars1 katesinin; Kaya (2007), diyabet tedavisinde kullanilan roziglitazon (RZG)
isimli ilacin antioksidan sistemi destekledigi ve MDA diizeylerinin CCl, grubuna gore
daha diisiik oldugunu bildirmislerdir.

Deneysel olarak CCl, toksikasyonunun olusturuldugu bir arastirmada, CCly
farelere 17 hafta boyunca her 4 giinde bir 0.5 ml/kg i.p. olarak verilmis ve ¢alismanin son 3
haftasinda Quercetin uygulanmistir. Yapilan deneyler sonucunda serum AST ve ALT
diizeyleri CCl,’ 1t grupta artig gosterirken, Quercetin uygulamasiyla kontrol grubuna yakin
degerler tespit edilmistir. Doku MDA, GSH ve GST diizeylerinde Quercetin uygulamasi
sonucunda iyilestirici sonuglar alindig: bildirilmistir (Amalia ve ark 2007). Oztiirk ve ark
(2009) tarafindan yapilan benzer bir ¢caligmada CCly ile oksidatif hasar olusturularak vit
C’nin koruyucu etkisi arastirilmistir. Analizler sonucunda ALT ve AST diizeylerinin CCly
verilen grupta kontrol grubuna gore artis gosterdigi vit C uygulamasi ile diizeylerinin
azaldig1 tespit edilmistir. CCl,’{in toksik etkisinin MDA diizeyini artirdigi, GSH ve GST

diizeylerini azalttigr vit C uygulamasi ile parametrelerde iyilesmeler goriildiigli tespit
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edilmistir. Vit C uygulamasi sonucunda artan GSH diizeyinin hem lipit peroksidasyon
gostergesi olan MDA diizeyini azalttigt hem de GST diizeyini arttirdig: belirtilmistir.

Karbon tetrakloriiriin sebep oldugu oksidatif hasara karsi, ¢esitli bitki
ekstratlariin koruyucu etkilerinin oldugu diisiintilmektedir. Jayakumar ve ark (2008)
CCly’tin yaptig1 hasarin Pleurotus ostreatus eksrati ile anlamli bir sekilde diizeldigini, GSH
ve GST seviyelerinin arttiin1 ve buna bagl olarak lipit peroksidasyonunda belirgin bir
azalmanin oldugunu, Somayaji ve ark (2001) yaptiklari ¢alismada ise CCly uygulamasiyla
artan serum AST ve ALT seviyelerinin Ginkgo Biloba ekstrat1 ile azaldigini, GSH
seviyelerinin arttigini ve MDA diizeylerinin de belirgin bir sekilde azalma gosterdigini
tespit etmislerdir.

Kefir ve vit E nin koruyucu etkisinin arastirildig1 bir ¢alismada (Giiven ve ark
2003), kontrol grubuna yalnizca saf su, birinci deney grubuna CCly, ikinci deney grubuna
CClytkefir, tglincli deney grubuna CCls+vit E oral olarak verilmistir. Oksidatif hasarin
gostergesi olan GSH ve GST diizeylerinin CCly uygulanan grupta kontrol grubuna gore
azaldigi, MDA diizeylerinin ise arttigi belirtilmistir. CCls+kefir ve CCls+vit E uygulanan
gruplarin her ikisinde ise MDA diizeyinin kontrol grubuna yaklastigi, GSH diizeyinin
arttigi, GST diizeyinin ise CCl, grubuna gore daha da azaldigi gézlenmistir Luteolin-7-
glucoside’in antioksidan etkisinin arastirildigi CCly ile ratlarda karaciger hasari olusturulan
baska bir calismada (Qiusheng ve ark 2004) da AST, ALT, MDA ve GSH diizeylerinde
de benzer sonuglar bulunarak, luteolin-7-glucoside’in oksidatif strese kars1 antioksidan
etki gosterdigi tespit edilmistir.

N-asetil sistein’in molekiiler yapisindan dolay1 hiicrelere kolayca girebildigi ve
giiclii bir antioksidan olan GSH olusumunda aktif etki gostererek oksidan strese karsi
dokularin savunmasini destekledigi bildirilmistir (Bayir ve ark 2006). NAS’1n; karaciger
kan akimim arttirmasi, GSH seviyelerini yiikseltmesi ve serbest oksijen radikallerini
temizlemesi gibi olumlu etkileri gergeklestirdigi bilinmektedir (Angulo ve Lindor 2002).

NAS, iskemi-reperfiizyon hasarinin engellenmesi, HIV ekspresyonunun
Onlenmesi ve erigkinin sikintili solunum sendromunun tedavisinde de kullanilmaktadir.
Bir¢ok patolojik basamakta uygulanabilen ve potansiyel olarak kullanishi olan NAS, son
yillarda antioksidan bir ajan olarak genis ¢apta ¢alisilmaktadir (Vendemiale ve ark 2001,
Kamalakkannan ve ark 2005, Akdur ve ark 2005, Arslan 2006, Cetinkaya 2009, Galicia-
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Moreno ve ark 2009). Calismada CCls’iin neden oldugu radikal hasarinin engellenmesi
amactyla antioksidan molekiil olan N-asetil sistein kullanilmistir.

NAS’in CCly ile olusturulan deneysel karaciger sirozunda oksidatif stres ve
profibrinogenik etki lizerinden yararl etkileri oldugu (Galicia-Moreno ve ark 2009), safra
kanali ligasyonu sonucunda karaciger fibrozu meydana gelen ratlarda NAS uygulamasinin
tyilestirici bir etki olugturdugu (Tahan ve ark 2007) yapilan arastirmalarda bildirilmistir.

Yapilan bir ¢alismada vankomisine bagli gelisen bobrek hasarinda vankomisin
ile artan MDA diizeylerinin, NAS uygulamasi ile azaldig1 ve iyilestirici bir etki gosterdigi
belirtilmistir (Arslan 2006).

Bir GSH onciilii olan NAS uygulamasinin doku GSH diizeyinde yiikselmeyi
sagladig bildirilmektedir (Allameh ve ark 1997). Cetinkaya (2009) yaptig1 ¢alismada,
karbon tetrakloriir ile olusturdugu akut karaciger hasarinda N-asetil sisteinin etkisini
arastirmuistir. 10 giin siiren ¢alisma boyunca CCls 2 ml/kg ve N-asetil sistein 150 mg/kg i.p
olarak verilmistir. 10. giin sonunda yapilan analizlerde AST ve ALT diizeylerinin CCly4
grubunda belirgin olarak yiikseldigi ve NAS tedavisi ile azalma gosterdigi tespit edilmistir.
Lipit peroksidasyon gostergesi olan MDA diizeylerinin CCly’lii grupta anlamli olarak
arttigt ve NAS tedavisiyle diistiigii, antioksidan parametre olan GSH diizeylerinin de
CCly’1u grupta azalirken NAS tedavisiyle arttigi tespit edilmistir.

Zavodnik ve ark (2008), ratlarda karbon tetrakloriir ile karaciger hasari
olusturmus ve NAS’in antioksidan etkisini arastirmislardir. Calismada CCl, 2.5 ml/kg i.g
olarak tek doz verilmis ve NAS uygulamas1 150 mg/kg i.p olarak 3 kez enjekte edilmistir.
Ik NAS uygulamas1 CCl, uygulamasindan 30 dakika dnce, ikincisi CCls uygulamasindan
6 saat sonra, Ugciinciisi de CCl; uygulamasindan 12 saat sonra yapilmistir. CCly
uygulamasindan 24 saat sonra alinan Orneklerde yapilan analizler sonucunda CCly
uygulamasi ile plazma AST ve ALT diizeylerinin kontrol grubuna gore sirasiyla 1.6 ve 2
kat artt1ig1, NAS tedavisi ile artan enzim aktivitelerinde 6nemli bir degisme olmadig: tespit
edilmistir. Lipit peroksidasyon gostergesi olan MDA diizeylerinin CCl, verilen grupta
arttigt NAS uygulamas: ile diizeylerinin distiigii, doku GST diizeylerinin de CCl4
uygulamasi sonucunda azaldigt NAS uygulamasi ile hafifde olsa diizeldigi bildirilmistir.
Doku GSH diizeylerinin ise CCly verilen grupta kontrol grubuna goére azaldigi, NAS
uygulamasiyla hem CCl, grubuna hem de kontrol grubuna gore diizeyinin anlamli derecede

yiikseldigi tespit edilmis ve artan hiicre ici GSH biyosentezinin ylikselmeye sebep
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olabilecegi iddia edilmistir. Arastiricilar NAS’in  CCly’lin  olusturdugu hasari
hafiflestirmedigini ve kismen koruyucu bir etki gdsterdigini bildirmislerdir.

Yine benzer bir ¢alismada (Kamalakkannan ve ark 2005), karbon tetrakloriir
(CCly) ile karaciger hasari1 olusturulmus ve ratlara oral olarak 150 mg/kg N-asetil sistein
(NAS) uygulanmistir. 3 ay siiren calisma boyunca CCl, her hafta 3 ml/kg oral olarak
verilmistir. Yapilan analizler sonucunda plasma AST diizeyinin CCl, verilen grupta arttigi,
NAS uygulamasi ile azaldigi belirtilmistir. Lipit peroksidasyon gostergesi olan MDA
diizeyinin CCly verilen grupta arttigi, NAS uygulamasi ile 6nemli oranda azaldig: tespit
edilmistir. Antioksidan parametre olan GSH diizeyinin ise CCl, verilen grupta kontrol
grubuna gore yart yariya azaldigt ve NAS uygulamasiyla kontrol grubu degerlerine
yaklastig1 belirlenmistir. Arastiricilar NAS 1n antioksidan 6zelliklerinin yani sira serbest
radikalleri temizleme ve hiicre zarlarimi saglamlastirici yetenegi sayesinde CCly’lin
olusturdugu toksik etkiye karsi koruyucu bir rol oynadigimni iddia etmislerdir. Yapilan
caligma sonunda antioksidan olarak CCly ile birlikte NAS uygulanan grupta AST ve ALT
diizeyleri, kontrol grubuna gore yiiksek olmasina ragmen CCls grubuna goére Onemli
miktarda diisiik bulunmustur. 72. saatteki diisiis 6. saate gore olduk¢a anlamlidir. Bu
sonuclar Tahan ve ark (2007) ile Cetinkaya (2009)’nin bulgularina paralel; Zavodnik ve
ark (2008) bulgularmin aksine NAS’in karaciger hasari iizerine 6zellikle zamana bagl
tyilestirici etkilerinin oldugunu gosterdi.

Parakuat (PQ) ile indiiklenen oksidatif strese karsi giiclii bir serbest radikal
tutucusu olan NAS’1n iyilestirici etkilerinin arastirildig bir ¢alismada (Cegen ve ark 2002),
parakuat uygulanan grupta artan MDA diizeylerinin NAS uygulamasiyla azaldigi, parakuat
uygulamasindan dolay1 azalan GSH diizeylerinin ise arttig1 tespit edilmistir. Arastiricilar
GSH diizeyinin azalmasinin birkag sebebi oldugunu belirtmislerdir. Azalma sebeblerinin:
1) parakuat gibi ksenebiyotik redoks ¢evriminin oksidasyonunda meydana gelen artisa, 2-)
seliiler GSH’1n pargalanmasindaki artma veya sentezindeki azalmaya, 3-) peroksitlerin ve
yabanct komponentlerin detoksifikasyonu sirasinda GSH’in asir1 tiiketilmesine bagh
olabilecegi bildirilmistir. NAS 1 de GSH biyosentezine onciiliik ettigi ve GSH diizeyini
artirarak toksisiteye karst koruyucu etki gosterdigi rapor edilmistir.

Klor gazi solutulan ratlara, 40 mg/kg N-asetil sisteinin 6. ve 24. saatlerde
enjekte edildigi bir arastirmada (Akdur ve ark 2005), klor gaz1 verilen gruplarda GSH

seviyesinin azaldigi, N-asetil sistein uygulamasiyla GSH diizeylerinde yiikselme

55



gozlendigi, 24. saatte ylikselmenin daha belirgin oldugu bildirilmistir. Bagka bir ¢aligmada
ise farelerde arsenigin karacigerde, bobrekte ve kalpte belirgin bigimde lipit
peroksidasyonunu arttirdigi, GSH diizeylerini diisiirdiigli, NAS tedavisiyle ise iyilesmeler
gorildiigii belirtilmistir (Ramos ve ark 1995).

Calismada antioksidan olarak kullanilan N-asetil sistein’in CCly kullaniminin
ortaya c¢ikardigi radikal hasar iizerine olan etkisi degerlendirildiginde; NAS+CCly
uygulanan grubun 6. saat ve 72. saat karaciger GSH seviyeleri, CCl, verilen gruba gore
anlamli olarak yiiksek bulunurken, 6. saat diizeylerinin kontrol grubuna goére diislik
olmasina ragmen, 72. saatte kontrol grubuna yakin seviyeye ulastig1 goriilmektedir. GSH
seviyelerindeki yiikselisin aksine; NAS, CCly’iin toksik etkisiyle yiikselen GST enzim
aktivitesini diislirmiistiir. Ancak bu diisiis 6. saatte kontrol grubuna gore anlamli, 72. saatte
kontrol grubu aradaki farkin 6nemsiz oldugu gozlenmistir. MDA i¢in calisma sonuglari
degerlendirildiginde; NAS+CCl, uygulanan grupta kontrol grubuna gore 6. ve 72. saat
MDA seviyeleri yiiksek iken CCly uygulanan gruba gore diisiik oldugu goézlenmektedir.
Bir¢ok antioksidan ile yapilan ¢aligmalarda oldugu gibi NAS’n karaciger MDA diizeyini
azalttigl, GSH diizeyini artirdigi arastirma sonuclar1 ile desteklenmektedir. GSH
seviyesindeki bu artigin arastiricilarin (Kamalakkannan ve ark 2005, Cegen ve ark 2002)
iddia ettigi gibi CClslin detoksifiye edilmesi sirasinda asir1 tiiketilen GSH’in GSH 6n
maddelerini iceren NAS ilavesi ile yeniden sentezlendigi goriisiinii dogrulamaktadir. Ayni
grupta 6. saatte GST diizeylerindeki diisiis, NAS’1n GSH sentezi i¢in 6n madde oldugu gibi
ayn1 zamanda radikal temizleyicisi olarak CCls’lin toksik etkisini hafiflettigi, buna bagh

olarak hiicre i¢i GST sentezini azalttig1 sonucuna varilabilir.
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5. SONUC

Elde edilen bulgular CCl,’lin oksidatif strese neden oldugunu, N-asetil sisteinin
antioksidan olarak oksidatif strese kars1 koruyucu rol oynadigini gostermektedir.

Karaciger hasar gostergelerinden AST ve ALT diizeylerinin CCly ile belirgin
derecede artarken, NAS uygulanan grupta etkili bir sekilde azaldigi ortaya konmustur.
Karaciger enzimlerindeki bu yiikseligin karacigerde hasar sekillendiginin gostergesi oldugu
kabul edilmistir. Glutatyon Onciilii olan NAS’in, GSH biyosentezini artirarak CCly’lin
toksik etkisini hafiflettigi, buna bagli olarak GST sentezini azalttig1 diigiiniilmektedir.
Yapilan ¢alismada NAS’1n, CCls’iin indiikledigi lipit peroksidasyon gostergesi olan MDA
diizeyini diisiirdligii, antioksidan parametre olan GSH diizeyini arttirdig1 gézlemlenmistir.
Lipit peroksidasyonunun, fibrozun ve karaciger hasarinin antioksidan enzim aktiviteleriyle
ters korelasyon gosterdigi bulgularla desteklenmektedir. Bununla birlikte CCl, verilen
grupta 72. saatte 6. saate gore parametrelerin azalma sebebinin, CCl, intoksikasyonun
zamana bagli olarak organizma tarafindan tolere edilmesi oldugu diisiiniilmektedir. Kontrol
gruplarinda 72. saatteki parametrelerin 6. saatteki parametrelere gore diisilk olmasinin
hayvanlarda ortam stresine bagli olarak olustugu sonucuna varildi. Arastirma sonuglarina
gore akut karaciger toksikasyonunda karaciger hasariin hafifletilmesi amaciyla tedaviye

NAS ilavesi Onerilebilir.

57



OZET

Bu ¢aligsmada, karacigerde karbon tetrakloriir (CCly) ile olusturulacak toksisite
modelinde lipit peroksidasyon gostergesi olan Malondialdehit (MDA) aktivitesini ve
detoksifikasyon reaksiyonlarinda 6nemli rol oynayan biyomolekiillerden GSH ve GST
enzimlerinin aktivitesi lizerine N-asetil sisteinin etkisinin olup olmadigi arastirilacaktir.

Calismaya alt1 grupta toplam 72 adet rat alindi. 1. grup (CCly, 6. saat) 2 ml/kg
i.p verilirken, 2. gruba (CCl;+NAS, 6. saat), 3. gruba (CCl,, 72. saat), 4. gruba ise
(CCI4tNAS, 72. saat) uygulandi. 5. gruba zeytinyagi verilirken, 6. gruba zeytinyagi+NAS
(periton i¢i 50 mg/kg/glin) uygulandi. N-asetil sistein uygulamasina deney gurubuna
enjekte edilen CCly’den 3 giin once baslandi ve deney siiresince devam edildi. 1. ve 2.
deneme gruplarindaki hayvanlar CCl, enjeksiyonundan 6 saat sonra, 3. ve 4. deneme
gruplarindaki hayvanlar ise 72 saat sonra eter anestezisine alinip kalplerinden kan 6rnekleri
ve karaciger dokusu alindi. Kontrol grubu olusturmak amaciyla 5. gruptaki ratlardan 6
adeti 6 saat sonra, 6 adeti de 72 saat sonra kontrol degerlerini elde etmek amaciyla
kullanildi. 6. gruba N-asetil sistein uygulamasi 2. ve 4. gruplara paralel siirede uygulandi
ve 6 adet rattan 6 saat sonra, 6 adet rattan 72 saat sonra eter anestezisi altinda kan ve
karaciger ornekleri kontrol degerleri i¢in alindi. Kanda karaciger enzimleri AST ve ALT,
karaciger dokularinda ise indirgenmis glutatyon (GSH), Glutatyon S-transferaz (GST) ve
lipit peroksidasyon gostergesi olan malondialdehit (MDA) calisilda.

Karaciger enzimlerinin degerlendirilmesinde; AST ve ALT diizeylerinin
CCly verilen grupta 6. ve 72. saatlerde kontrol grubuna gore anlamli olarak arttigi ve NAS
eklenmesi ile AST ve ALT diizeylerinin distiigii izlendi. Karaciger doku MDA
seviyelerinin CCl, verilen grupta 6. saatte kontrol grubuna gore anlamli olarak arttig1 ve
NAS eklenmesi ile diizeyinin diistligii tespit edildi. 72. saat CCl, verilen grupta karaciger
MDA diizeylerinin, NAS verilen grup ile kontrol grubuna gdre onemli oranda yliksek
oldugu, ancak diger gruplar arasinda istatistiki acidan onemli bir fark olmadigi belirlendi.
Doku antioksidan seviyeleri degerlendirildiginde, GSH seviyelerinin CCl, verilen grupta 6.
ve 72. saatlerde kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik oldugu ve NAS ilavesi ile
arttig1 izlendi. GST seviyelerinin ise CCl4 verilen grupta 6. saatte kontrol grubuna gore
arttigl, ancak bu artisin istatistiki degerlendirme agisindan 6nemli olmadigr ve NAS

eklenmesi ile miktarin dnemli oranda diistiigii gortildi. 72. saatte CCly verilen grupta GST
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diizeylerinin NAS verilen grup ile kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek oldugu;
CCI4+NAS verilen grupta ise NAS ve kontrol grubuna gore yiiksek olmasina ragmen NAS
grubu ile aradaki farkin istatistiki degerlendirme agisindan 6nem tasimadigi goriildii.

Sonug olarak; CCl, intoksikasyonunun zamana bagli olarak organizma
tarafindan tolere edildigi ve NAS’1n, CCly ile olusturulan karaciger hasari iizerine yararli
etkileri oldugu sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Karbon tetrakloriir, N-asetil sistein, karaciger
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SUMMARY

Carbon Tetrachloride, Effect of N-Acetyl Cysteine on Glutathione (GSH) and
Glutathione S- Transferase Activity in Carbon Tetrachloride induced Liver
Damaged

In this study, N-acetyl sistein was researched whether has an effect on GSH
and GST enzymes, that has an important role on detoxification reactions, and
Malondialhedit (MDA) activity, that is lipid peroxidation determinant at toxicity model
that will be composed with carbon tetra chloride (CCly) in liver.

Totally 72 rats from six groups were collected to study. 1 st group (CCly, 6 th
hour) 2 ml/kg i.p assigned, 2 nd group (CCl;+NAS, 6 th hour), 3 rd group (CCl4, 72 nd
hour), 4 th group (CCl4+NAS, 72 nd hour) were applied. Olive oil was assigned to 5 th
group, while olive oil + NAS (inside peritoneum 50/mg/kg/day) was applied. In N-acetyl
sistein application was started 3 days before CCl, that injected to tested group and
continued while experiment. Blood samples and lives tissues were taken by ether
anesthesia from 1 st and 2 nd sample groups -6 hours after CCl, injection- and 3 rd and 4 th
sample groups —after 72 hours-. To compose a control group 6 rats (after 6 hours later) and
respectively 6 rats (72 hours later) from 5 th group were taken. N-acetyl sistein apllication
to 6 th group was performed parallel to 2 nd and 4 th groups and blood samples and lives
tissues were taken by ether anesthesia from 6 rats after 72 hours for control values. AST
and ALT enzymes in blood and lowered GSH and GST and Malondialhedit (MDA)
activity, that is lipid peroxidation determinant were performed.

While observing liver enzymes, it was observed that AST and ALT levels
increased importantly in CCl, given groups in 6 th and 72 nd hours than control group and
also observed that AST and ALT levels decreased with addition of NAS. In 72 nd hour
CCl,4 given group liver MDA levels were importantly higher than NAS given and control
groups, but statistically there was no important difference. While tissue antioxidant levels
reviewed, GSH levels were importantly lower than 6 th and 72 nd hours than control
groups and increased with NAS addition. GST levels were increased with CCl, given
group in 6 th hour than control group, but this increase wasn’t imporant statistically and
lowered with NAS addition. In 72 nd hour CCl, given group GST levels were higher than
NAS given and control groups; in CCI4+NAS given groups whether being higher than

NAS and control groups, difference between NAS group has no statistical importance.
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As a result CCl, intoxication was tolerated by organism related to time and

NAS has beneficial effects on CCl, caused liver defects.

Keywords: Carbon Tetra Chloride, N-Acetyl Sistein, Liver
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