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OZET

Karbon tetrakloriir’iin tekrarlayan uygulamalar1 serbest radikal tiretimine
neden olarak karaciger hasar1 yapmaktadir. Karbon tetrakloriir (CCly ) prooksidan
aktiviteye sahip olmasiim yani sira secici hepatotoksik etkisinden dolayi deney
hayvanlarinda karaciger hasari olusturmak amaciyla kullanilir. Benfotiamin, hiicre
icerisindeki oksidan ajanlarin etkisini azaltmaktadir ve hiicre i¢inde etkin gorev alan
proteinleri  oksidasyon reaksiyonuna karst koruyarak antioksidan 06zellik
gostermektedir. Bu calismada karbon tetrakloriir ile olusturulan deneysel karaciger
hasarinda benfotiaminin karaciger dokusu ilizerine koruyucu etkilerinin incelenmesi
amaclanmastir.

Calismada, 30 adet 8-10 haftalik Wistar albino cinsi erkek sicanlar kullanildi.
Deney hayvanlar1 her grupta 6 hayvan olacak bigcimde 5 gruba ayrildi. Kontrol
grubuna deney siiresi olan 14 giin boyunca herhangi bir uygulama yapilmadi.
Benfotiamin grubuna 14 giin boyunca Benfotiamin 70 mg/kg/giin dozunda oral
verildi. Zeytinyagi grubuna deneyin 1. ve 8. giinlerinde 1iki defa
intraperitoneal (i.p.) yolla 2 ml/kg zeytinyag: verildi. CCly grubuna deneyin 1. ve 8.
giinlerinde iki defa i.p yolla 1ml/kg CCls: zeytin yag1 (1:2) oraninda verildi. CCly +
Benfotiamin grubuna ise deneyin 1. ve 8. giinlerinde iki defa 1 ml/kg CCls: zeytin
yag1 (1:2) oraninda karisimi ve oral yolla 70 mg/kg/glin benfotiamin verildi.

Deneyin sonunda tiim gruplardaki sicanlar ketamin (75 mg/kg) + xylazine
(10 mg/kg) 1p. uygulanarak anestezi altinda dekapite edildi. Dekapitasyonun
ardindan si¢anlarin karaciger dokular1 hizla ¢ikarilip % 10 formaldehit ile tespit
edildikten sonra histolojik ve histokimyasal incelemeler igin parafin bloklar
hazirlandi. Karaciger dokusunda MDA (Malondialdehid) calismasi i¢in dokular
calismanmn sonuna kadar — 80° C de saklandu.

Caligmamizda kontrol grubu, Benfotiamin ve zeytinyagi gruplar1 arasinda
bakilan parametrelerde anlamli  bir farklilk yoktu. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda CCly grubunda, MDA, apoptozis ve bax immiinreaktivitesinde
anlaml olarak artis izlendi. CCly grubu ile karsilastirildiginda CCly + Benfotiamin
grubunda ise MDA, apoptozis ve bax immiinreaktivitesinde anlamli olarak azalma

gozlendi.
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Sonug¢ olarak, CClylin karaciger dokusunda MDA, apoptozis ve bax
immiinreaktivitesini arttirdig1, tedavi olarak verilen benfotiamin’in bu parametreleri
azalttig1 goriildii. Gelecekte yapilacak daha ileri ve ayrintili ¢aligmalarla basta siroz
olmak tizere karaciger hasarinin oldugu durumlarda benfotiamin ile iligkili tedavi
yaklagimlar1 denenebilecegi kanaatine varilmistir.

Anahtar kelimeler: Sican, karbon tetrakloriir, benfotiamin, apoptozis.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF BENFOTIAMIN’S PROTECTIVE EFFECTS ON
LIVER TISSUE IN EXPERIMENTAL CARBON TETRACHLORIDE
INDUCED LIVER INJURY

Repeated applications of carbon tetrachloride causes liver damage with free
radical production. In addition to CCls’s prooxidant activity it is used create liver
damage due to selective hepatotoxic effects at experimental animals. Benfotiamine,
reduces the effectiveness of the oxidizing agents in the cell and shows antioxidant
properties by protecting active proteins against oxidation reaction. In this study, we
aimed to investigate the protective effect of Benfotiamine on experimental liver
injury caused by carbon tetrachloride on the liver tissue.

In this study, 30 male Wistar albino rats were used. The rats were divided into
5 groups that have 6 animals in each groups. No application was made to control
group at test period of 14 days. To the Benfotiamine group, Benfotiamine was given
70 mg / kg / day for 14 days orally. To the olive oil group, olive oil was given 2 ml /
kg twice on days 1st and 8th day intraperitoneal (ip). To CCly group, 1ml / kg CCl4:
olive oil (1: 2) was given to the experimental animals twice on days 1st and 8th day.
In the CCly + Benfotiamine group, 1 ml/ kg CCl4: olive oil (1: 2) mixture ratio twice
at 1st and 8th day and orally 70 mg / kg / day Benfotiamine was given.

At the end of the experiment, rats in all groups were decapitated under
anesthesia procedure of ketamine (75 mg / kg) + xylazine (10 mg / kg) ip. After
decapitation, rat liver tissues were rapidly removed and fixed in 10 % formalin and
then paraffin blocks were prepared for histological and histochemical examination.
Tissues were stored at — 80 °C until the end of the study for investigating MDA in
liver.

In our study, there were no significant differences at examined parameters
between the control, Benfotiamine and olive oil groups. Compared with the control
group, it was observed that there was as a significantly increase in MDA, apoptosis
and bax immunoreactivity in the CCly group. Compared with CCly group, there was
as a significantly decrease in MDA, apoptosis and bax immunoreactivity in the CCly

+ Benfotiamine group.
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As a result, it was observed that CCly increases MDA, apoptosis and bax
immunoreactivity at liver tissue, but benfotiamin given as treatment, reduces these
parameters. We believe with further and detailed studies, treatment approaches
associated with Benfotiamine can be used at cases with liver damage, including
cirrhosis.

Keywords: Rat, carbon tetrachloride, Benfotiamine, apoptosis
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1. GIRIS

Viicut agrrhigmin yaklasik % 2’sini olusturan karaciger, organizmada
bulunan en biiylik bezdir ve ¢ok dnemli metabolik fonksiyonlar: yerine getirmektedir
(1). Anatomik lokalizasyonu, fizyolojik ve biyokimyasal gorevleri nedeniyle pek ¢cok
toksik, zararli madde ve ilaglara sikga maruz kalmaktadir. Karaciger hasari,
belirtilerinin ¢ok gec¢ ortaya c¢ikmasindan dolayi tedavisi zor olan patolojik bir
durumdur (2, 3). Degisik sebeplerle olusan karaciger hasar1 énemli bir saglik sorunu
olusturur. Dolayisiyla, mortalite ve morbiditeyi 6nemli oranda diisiirmesi, sagkalim
oranlarmi 6nemli yonde etkilemesi ve yiikli tedavi maliyetlerinin azaltilmasi
sebebiyle hepatoprotektif yani karacigeri koruyucu etkisi olan ajanlarin kullanimi
onem arz etmektedir. Giiniimiizde akut veya kronik karaciger hasarmi O6nlemek
amaciyla ¢esitli farmakolojik ajanlar  denenmektedir. Karaciger hasari
antioksidanlar, serbest radikal temizleyicileri ve lipid peroksidasyonunu onleyen
ajanlarla 6nlenmektedir (4). Farkl sekillerdeki karaciger hasarlar1 oksidatif stres ve
bunu takiben ortaya c¢ikan serbest radikallerle olusmaktadir (5-8). Toksik, oksi ve
hidroksi radikallerin, lipid peroksidasyonu veya diger baska yollarla hepatositlerin
hiicre membranlarinda hasara neden olduklar1 ayn1 zamanda bu radikallerin hem
in vitro hem de in vivo ortamlarda karbonhidratlar, proteinler, lipidler ve DNA
(deoksiribontikleik asit) lizerinde hasara yol agtiklar1 gosterilmistir (6-12).

Karaciger fonksiyon testleri (KCFT) tani koyma, tamisal c¢aligsmalari
yonlendirme, hastaligin agirhigimi tahmin etme, prognozu saptama ve tedaviyi
degerlendirmek i¢in gereklidir. Tiim bu sorunlar1 ¢ozebilecek bir test yoktur. Bu
testlerin hepsi ayr1 ayr1 metabolik reaksiyonlar1 yansitmaktadir. Karaciger hastaligi
bulunan hastanin takip ve tedavisinde laboratuvar testleri zorunlu olmakla birlikte,
bunlarin belli bir siirlilig vardir (13).

Karbon tetrakloriir (CCly) aracilikli hepatotoksisite cesitli ilag ve bitki
ekstrelerinin karacigeri koruyucu etkilerinin arastirilmasi amaciyla sik¢a kullanilan
bir modeldir (14, 15). Karbon tetrakloriir serbest radikalleri aciga c¢ikararak karaciger
hasar1 yapan bir maddedir. Bu etkinin ortaya ¢ikmasi icin sirasiyla su asamalar
gergeklesmektedir. CCly molekiilii  sitokrom-P450 enzim sistemi araciligiyla
triklormetil (CCI3) serbest radikaline dehalojenize edilir. CCI3 oksijen

molekiillerinin eklenmesiyle triklorometil peroksil (CCI300) radikalini olusturur.



Olusan bu reaktif molekiil birkag asamadan sonra lipid peroksidasyonunu baslatir.
Lipid peroksidasyonu sonucunda olusan toksik peroksidasyon iirlinleri hiicre
membran hasar1 meydana getirir. Bu membran hasar1 dnlenemez ise hiicre 6limii
gerceklesir (5, 12, 16, 17).

Karbon tetrakloriir aynt zamanda karacigerde hidropik dejenerasyon ve
hepatoselliiler zone-3 nekrozuna neden olmaktadir (18, 19).

Benfotiamin, Vitamin Bl in yagda ¢6zinen bir formudur (20). Bazi
calismalar Benfotiamin’in reaktif oksijen trlinleri iizerinde baskilayict o6zellikte
oldugunu gdstermistir (21, 22). Indirgenmis olan glutatyon hiicre igerisindeki
oksidan ajanlarin etkisini azaltmaktadir ve hiicre i¢inde etkin gorev alan proteinleri
oksidasyon reaksiyonuna karsi koruyarak antioksidan 6zellik gostermektedir. Bunun
sonucunda glutatyon molekiilii oksitlenir. Glutatyon molekiiliiniin fonksiyonunu
yerine getirebilmesi i¢in yeniden rediikte edilmesi gerekir. Bu amagla NADPH
(Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat) kullanilmaktadir. NADPH {iretiminde pentoz
fosfat yolu 6nemlidir. Bu yolakta tiamin etkili gérev aldig1 i¢cin antioksidan olarak
kabul edilmektedir (23, 24).

Bu calismamizda karbon tetrakloriir ile olusturulan deneysel karaciger
hasarinda benfotiamin’in karaciger dokusu iizerine koruyucu etkilerinin incelenmesi

amaclanmstir.

1.1. Genel Bilgiler
1.1.1 Karaciger

1.1.1.1 Karacigerin Makroskobik Anatomisi

Sag hipokondrium ve epigastriumdan sol hipokondriuma dogru uzanan
karaciger, 1200-1600 gr arasinda degisen agirligi ile viicut agirhigmin yaklasik olarak
% 2’sini olusturmaktadir. Bu haliyle karaciger, deri disinda viicudun en biiyiik organi
ve bezidir (25). Normal uzunlugu 20-25 cm olan karacigerin yiiksekligi 14-17 cm ve
onden arkaya dogru genisligi 10-14 cm’dir (26).

Karaciger, hem endokrin, hem de ekzokrin fonksiyonlar1 olan bir bezdir.
Yasamak icin gerekli olan bir¢ok kimyasal olay burada meydana gelmektedir.
Embriyolojik donemde karin boslugunda, mesenterium ventrale denilen bir karin zar1

aracilifiyla karin 6n duvarina baglanmis durumdadir (27).



Peritonla kapli bir organ olan karacigerin; safra kesesi yatagi, porta hepatis ve
arka ylizeyinde inferior vena cava (IVC)’ nin sag komsulugundaki diyafram ile temas
halinde bulunan bélgesi peritonsuzdur. Giiclii bir bag dokusu halinde olan periton bu
sekliyle Glisson Kapsiilii olarak adlandirilmaktadir (28, 29).

Karacigerin {istte diyafram ile komsu Diafragmatik; hepatik fleksura,
transvers kolon, safra kesesi, duodenum, mide, 6zefagus ile komsu Visseral olmak
iizere iki ytlizii vardir (30, 31).

Periton zar1 karaciger lizerinden yansidiktan sonra ligaman denilen
katlantilar1 olusturmaktadir. Diafragmatik ve visseral yilizeyden ilerledikten sonra
arkada diyafram ile komsu olan peritonsuz bolgeye geldiginde kendi lizerinde
donerek Oncelikle anterior daha sonra posterior koroner ligamanlari olusturmaktadir.
Anterior koroner ligaman karaciger yiizeyiyle karnin 6n duvar1 arasinda uzanim
gosteren bir katlant1 yaparak falsiform ligamani olusturmaktadir. Bu ligaman karin
on duvarina, umblikusa ve diyaframa dogru uzanmaktadir. Falsiform ligamanin
yapraklar1 arasinda embriyonik donemde aktif olarak gdrev yapan umblikal venin
kalintis1 olan ligamentum teres bulunmaktadir (28, 32).

Ayrica; karacigerin posteriorunda solda portal ven ve hepatik ven arasinda
uzanan embriyonik donemde aktif sinlis venosus’un kalintis1 olan ligamentum
venosum bulunur (28).

Periton karaciger lizerinden devam ederek portal hilusu da i¢ine aldiktan
sonra duodenum ve midenin kii¢iik kurvaturuna uzanim gostermektedir. Birlikte
kiigik omentum (omentum minus)‘u olusturan bu iki yapiya sirasiyla
hepatoduodenal ve hepatogastik ligaman denir (32).

Karacigerin klasik olarak 4 lobu vardir. Bunlar sag, sol, kaudat ve quadrat
loblardir. Geleneksel olarak bu tanimlama karacigerin segmental anatomisini
aciklamakta yetersiz kalmaktadir. Karaciger portal triadin dallar1 tarafindan kanlanan
segmentlere ayrilir ve hepatik venler aracili§iyla drene olur. Bu anatomik ayrim 1957
yilinda Couinaud tarafindan tanimlanmistir. Sag ve sol loblar arasindaki anatomik
ayrim safra kesesi yataginin medial kenarindan arkada IVC’ye olan hatt1 takip eder.
Bu smiflamaya gore ii¢ segmentli sol lob; sol medial segment (segment IV) ve sol
lateral segmentleri (segment II ve III) igerir. Sag lob portal ven ve hepatik arterin

dallarma gore dort segmente ayrilir. Bunlar anterior-inferior (segment V),



posterior-inferior (segment VI), posterior-siiperior (segment VII) ve anterior-siiperior
(segment VIII) segmenttir. Kaudat lob (segment 1) arkada sag ve sol hepatik loblar
arasinda ayr1 vaskiiler yapilar ile yerlesmistir. Segmentler arasinda ii¢ ana hepatik
ven karacigerin tist kisminda IVC’ye acilir (25).

Right postenor section Right anterior section Left medial section Left lateral section

Right hepatic vein ; o _Middle hepatic vein

Left hepatic vein

Umbilical vein
(remnant)

Inferior vena cava

Hepatic duct \
< Hepatic artery

Portal vein
Sekil 1. Couinaud siniflamasimna gore KC’in segmental dagilimi (33).

1.1.1.2 Karacigerin Mikroskobik Anatomisi

Karaciger, sindirim ve dolasim sistemleri arasinda aligverisi saglayan bir gegis
bolgesidir. Sindirim sistemi aracilifiyla viicuda giren sivi, elektrolit ve gida
maddeleri karaciger tarafindan islenerek hiicre ve dokularmn kullanimina uygun hale
getirilir. Karaciger bu maddelerin depolanip, gerektigi durumda kana verilmesi
yaninda olusan metabolitlerin ve agiga ¢ikan toksinlerin nétralizasyonu ve atilmasi
asamalarinda da 6nemli rol oynamaktadir. Bu fonksiyonlar1 yerine getirebilmesi i¢in
sindirim sistemi ile dolagim sisteminin birlesim noktasinda bulunmaktadir (34).

Yetiskinlerdeki karaciger dokusunun yaklasik % 80’1 1smsal kordonlar
seklinde diizenlenmis hepatositlerden olusan parankim yapisindadir. Geriye kalan
% 20’lik kisim ise, organmi distan saran Glisson Kapsiilii ve parankimay1 destekleyen
stromadir (35).

Karaciger parankimini hepatosit hiicreleri olusturur. Bu parankimin
organizasyonuyla ilgili olarak kabul edilen {i¢ histofizyolojik karaciger lobiil modeli
vardir. Bunlar; klasik karaciger lobiil kavrami, portal lobiil kavrami ve karaciger

asiniisii kavramidir (36-38).



1.1.1.2.1. Klasik Karaciger Lobiilii

Koselerinde portal alanlarm, merkezinde terminal hepatik veniiliin (santral
ven) bulundugu poligonal birimlere klasik karaciger lobiilii denilmektedir. Bir portal
alanda portal ven, hepatik arterin dallar1 ile safra kanali bulunur. Karaciger
parankimini olusturan hepatositler, biri digerinin iizerinde olacak sekilde kordonlar
halinde portal alandan santral vene dogru uzanir. Bu kordonlarin (Remark
kordonlar1) arasindaki mesafe sinlizoid olarak adlandirilmaktadir. Siniizoidler
endotelyal hiicreler ile c¢evrilidir. Endotel hiicreleri ile hepatositler arasindaki
mesafede disse aralig1 bulunmaktadir (39, 40). Siniizoidlerde kanin akis yonii portal
alanlardan (periferden) santral vene (merkeze) dogrudur (36-38).

1.1.1.2.2. Portal Lobiil

Bu model hepatositler tarafindan salgilanan safranin salgilanis1 géz oniinde
bulundurularak tasarlanmistir. Ug klasik karaciger lobiiliiniin vena sentralislerinin
birlestirilmesi ile meydana gelen iiggenden olusur. Bu modele gore, bu ¢ lobiilde

olusan safra ortada bulunan portal alandaki ortak safra kanalina akmaktadir (39, 40).

1.1.1.2.3. Karaciger Asiniisii

Karacigerin fonksiyonel anatomik birimidir (41). Bu modele gore, bir
lobiildeki hepatositler, dagitict damarlardan aldiklar1 farkl igerik ve miktardaki
kanlanmaya goére 3 zona ayrilirlar;

- Periferik zon (Zon I); kan damarlar1 lobiiliin periferinden merkezine dogru
ilerledigi i¢cin bu bolgedeki hiicreler oksijen ve besin maddelerinden en zengin kanla
karsilagmaktadirlar. Ayn1 zamanda lobitildeki fonksiyonel olarak en aktif hiicrelerdir
(39, 40).

Aclik durumunda kana ilk glikozu veren ve glikojenin en ¢ok depolandigi
hepatositler bu zonda bulunur. Ayn1 zamanda bu zondaki hepatositler en son 6len ve
ilk rejenere olan hiicrelerdir (37, 40, 42).

-Ara zon (Zon II); orta bolgede bulunan ve orta diizeyde aktiviteye sahip
hiicrelerdir.

-Santral zon (Zon III); santral veni ¢evreleyen en i¢te kalan hiicre
gruplarindan olusur. Periferik zondaki hiicrelere gore daha az aktiftirler. Bu

bolgedeki hiicreler diiz endoplazmik retikulumdan zengindir. Perflizyon azaldiginda



zon | ve II” deki hepatositlere gére daha erken iskemik nekroza girerler ve patolojik

degisiklikler bu zonda daha erken saptanir (36-38).

Sekil 2. Karacigerde lobiil yapis1 (43) (PS: Portal Alan; CV: Santral Ven)
Bu sekilde zonlara ayrilarak yapilan tanimlama ile hepatositlerin ¢esitli toksik

maddelere kars1 farklt derecelerde gordiikleri hasarin nedeni acgiklanmaya

calisiimistir (37, 40, 42).

1.1.1.3. Karaciger Fizyolojisi

1.1.1.3.1. Karacigerin Gorevleri

Karaciger viicudun hemen her tiirlii metabolik fonksiyonunda rol oynayan bir
organdir. Karacigerin organizma i¢in ne kadar vazgegilmez fonksiyonlar1 oldugunu
anlamak i¢in, kanlanmasina ve genel dolasim igerisinde yerlestigi stratejik konuma
bakmak yeterlidir. Ozofagusun abdominal parcasindan itibaren, mide duodenum-
jejenum-ileum, kalin bagirsaklarin timii ve hatta dalak ve pankreasin tiim venoz
kani, icindekilerle beraber kalbe donmeden once islenmek iizere karacigerden
gecmek zorundadir. Bu durum karacigeri, metabolik faaliyetlerin merkezi konumuna
getirmektedir (44). Bundan dolay1 asagida belirtildigi gibi bir¢ok metabolizma
yolunda fonksiyon gdsteren 6nemli bir organdir (1).

1.1.1.3.1.1. Karbonhidrat Metabolizmasi

Glukoz homeostazi ve kan seker diizeyinin korunmasi karacierin ana
gorevidir. Glikojenoliz ve glukoneojenez reaksiyonlariyla kan sekeri diizeyini
ayarlar; ayn1 zamanda besinlerle alinan galaktoz, mannoz ve fruktoz gibi sekerleri

glukoza dontstiirtir (1).



1.1.1.3.1.2. Protein Metabolizmasi

Gama globiilinler hari¢ dolagimdaki biitiin proteinler baslica karacigerde
sentezlenirler. Transferrin ve seriiloplazmin gibi tastyici proteinler, akut faz yanitinda
gorevli ve diger proteinler; ayrica biitiin pihtilasma faktorleri karacigerde sentezlenir.
Aminoasitlerin transaminasyon ve oksidatif deaminasyon yoluyla yikilmasi sonucu
aciga cikan amonyak, lireye doniistiiriilir ve bobreklerden atilir. Azotlu atiklarin
baslica atilma yoludur (1).

1.1.1.3.1.3. Lipid Metabolizmasi

Karaciger lipoprotein metabolizmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Bunun
yani sira endojen trigliserit sentezi, kolesterol sentezi ve yag asitlerinin de novo
sentezi karacigerde ger¢eklesmektedir (1).

1.1.1.3.1.4. Safra Sentezi ve Salgillanmasi
Safrada su, elektrolitler, safra asitleri, kolesterol, fosfolipidler ve konjuge bilirubin
bulunmaktadir. Hepatositlerin kandaki maddeleri alip doniistiirerek safra
kanalikiilleri i¢ine salgilamalar1 karacigerin ekzokrin fonksiyonudur (1).

1.1.1.3.1.5. immunolojik Fonksiyonu
Karaciger portal sistem tarafindan getirilen bakteri ve diger antijenler i¢in bir siizgec
gibi davranmaktadir. Endotele bagli makrofajlar olan kupffer hiicreleri bu antijenleri
fagosite ederek uzaklastirirlar (1).

1.1.1.3.1.6. Hormon ve ila¢ Metabolizmasi

Ilag ve toksinler Faz I ve II reaksiyonlar1 araciligiyla suda ¢oziiniir hale
getirilerek idrar ve safra yoluyla atilirlar. Insiilin, glukagon, Ostrojen, biiyiime
hormonu, glukokortikoidler ve parathormon karacigerde katabolize edilmektedir (1).

1.1.1.3.1.7. Karacigerin Diger Metabolik Fonksiyonlar

Karacigerin iyi bir vitamin kaynagi oldugu bilinmektedir. Ozellikle A
vitamini basta olmak iizere, D ve BI12 vitaminleri de depolanir. A vitamini
eksikligini on ay, D vitamini eksikligini tig-dort ay, B12 vitamini ise en az bir y1l ya
da daha uzun siire eksikliklerini 6nleyecek kadar depo edilebilir. Bunun yan sira
kanin pihtilagsmas1 isleminde kullanilan maddelerin ¢ogu karacigerde yapilir. Bu
maddeler fibrinojen, globiilin, faktér V, VII, IX ve faktor X’ dur. K vitamini
yoklugunda bu maddelerin konsantrasyonu cok fazla diistiiglinden pihtilasma

nerdeyse tamamen ortadan kalkar (45).



Hemoglobinde bulunan demir disinda, demirin en biiyiik kismi normalde
karacigerde ferritin seklinde depolanir. Karaciger hiicrelerinde, demirle az ya da ¢ok
miktarlarda birlesebilen bir protein olan apoferritin bol miktarda bulunur. Viicut
swvilarinda demir miktar1 artti§1 zaman, apoferritinle birleserek ferritini olusturur ve
gerektiginde baska bir yerde kullanilmak iizere saklanir. Dolasimdaki viicut
swvilarinda demir diisiik bir diizeye indiginde ferritin demiri serbestlenir. Bu sekilde,

karacigerdeki apoferritin-ferritin sistemi bir demir deposu gorevi yapar (45).

1.1.1.3.2. Karaciger Fonksiyonlarinin Degerlendirilmesi

Karaciger fonksiyon testleri olarak da bilinen laboratuvar testleri, karaciger
fonksiyon bozuklugu olan hastada tani1 koyma, hastaligin siddetini tahmin etme,
prognozu belirleme ve tedaviye yon vermek acisindan gereklidir. Tiim bu sorunlari
cozecek tek bir test olmamakla birlikte bu testlerin her biri ayr1 ayr1 metabolik yollar:
yansitmaktadir.

Tablo 1. Karaciger fonksiyon testleri (46)

Karacigerde sentezlenen maddelere dayanan testler

Albumin, kolinesteraz, koagiilasyon faktorleri

Karacigerde metabolize edilen maddelere dayanan testler

[laglar, ksenobiyotikler, biliriibin, kolesterol, trigliseritler

Hasarh dokudan saliverilen maddelere dayanan testler

Hasarli hepatositlerden salinan endojen bilesikler; AST ve ALT

Kanalikiiler membran, safra kanali epiteli ve merkezi ve periportal venlerin epitelinden salinan veya
sentezi artan endojen bilesikler; ALP, y-GGT, 5°- niikleotidaz

Plazmadan karaciger vasitasiyla temizlenen maddelere dayanan testler

Endojen metabolitler; safra asitleri, biliriibin, amonyak

Eksojen bilesikler; aminopirin, lidokain, kafein

1.1.1.4. Ila¢ ve Toksik Maddelere Bagh Karaciger Hasan

Bir¢ok ilag veya kimyasal maddelere bagl gelisen toksik olaylar, karaciger
hasarinin en sik nedenlerinden biridir. Ciinkii bircok ila¢ veya kimyasal ajanin
metabolizmasimin gergeklestigi esas organdir (47). Toksik hepatit nedenlerini genel
olarak ti¢ baslik altinda toplamak miimkiindiir. Bunlar; ilaglar, dogal toksik ajanlar ve
kimyasal maddelerdir. Klasik tedavi amacl kullanilan ilaglar, vitaminler, kokain,

ekstazi, mantar, alkol, endiistriyel kimyasal ilaglarin yan1 sira 6zellikle son yillarda



baz1 sifali bitkilerin de karacigerde toksik olaylara neden olabilecegi belirtilmistir.
(17, 48-53).

Toksik karaciger hasar1 2 farkl: yolla gergeklesir. Bu yollar bazen karacigerde
olusan toksik etkiden tek tek sorumlu iken her iki mekanizmanm birden isledigi
durumlar da olabilir. Ayrica aym ilag farkh kisilerde farkli lezyonlarla karsimiza
cikabilir. Hepatotoksisitey1l dnceden tahmin etmek her zaman kolay olmamaktadir.
Ciinkii kisinin duyarlilig1 ve kullanilan ilaca bagli olarak hepatotoksisite degiskenlik
gosterir. Genellikle insanda ve hayvan modellerinde benzer toksisite gozlenir.
Hepatotoksinlere dolayli olarak maruz kalan kisilerde smirli toksisite gozlenir.
Bunun sebebi ilaglarin metabolize edilmesini saglayan genlerdeki polimorfizmdir.
(54-58).

Karaciger hasari, toksik maddelerin karacigerdeki makro molekiilleri
degistirmesi, oksijen radikalleri iliretmesi ve membran lipidlerini peroksidasyona
ugratmasi1 sonucunda ortaya c¢ikar (59). Bu toksik maddeleri iki grupta incelemek

mumkiindiir:

1.1.1.4.1. intrensek Hepatotoksinler

Intrinsik hepatotoksinler, alindiktan kisa bir siire sonra (birka¢ giin iginde)
akut hepatite benzer reaksiyon yaparlar (47). Karacigerde toksik etki olusturan
intrinsik mekanizmanin baslica 6zellikleri sunlardir;

-Onceden tahmin edilebilir

-Asir1 dozda ortaya ¢ikar

-Deneysel ¢alismalarla gosterilir

-Zedelenme direkt, indirekt olabilir

-Direkt; hiicre ve organellerde hasar

-Indirekt; metabolik yollarla veya immun mekanizma

Bu yolla etkili ilaglardan bazilar1 CCly, valproat, asetaminofen, metotreksat,
kontraseptif steroidler, vinil klorid, kokain, niasin, siklofosfamid olarak sayilabilir.
(54, 55).

Intrensek hepatotoksinler lobiiliin herhangi bir bdlgesinde toplanan hiicre
nekrozuna yol agarlar. Ila¢c ve toksinlerin metabolitleri sitokrom P-450 enzimleri

aracilifiyla meydana gelmektedir. Bu maddelerin olusturdugu hasar ise siklikla



sitokrom P-450 enziminin ¢ok oldugu ve hipoksinin fazlaca etkiledigi sentrilobiiler

bolgede goriiliir (59).

1.1.1.4.2. idiosenkrazik Hepatotoksinler

Idiosenkrazik hepatotoksinler, alindiktan birkag ay sonra reaksiyonlar1 ortaya
¢ikan hepatotoksinlerdir. ila¢ metabolitleri hiicre zar1 ile neoantijen olusturarak
karaciger hasarmna yol agar. Ates, eklem agrisi, viicutta kizariklik ve eozinofili gibi
viral hepatit benzeri reaksiyonlara yol acarlar (54, 59). idiosenkrazik mekanizmanin
baslica 6zellikleri sunlardir;

-En sik goriilen form

-Doz ile iliskili degil

-Onceden tahmin edilemez

-Bireye gore degisir

-Genetik ve c¢evresel farkliliklar var

-Deneysel gosterilemez

-Ila¢ alimi- hasar siiresi uzun olabilir.

Bu yolla etkili ilaglara 6rnek olarak izoniazid, klorpromazin, fenilbutazon,
diklofenak, halotan, fenitoin, asetilsalisilik asit, tetrasiklin, eritromisin, amoksisilin-

klavulonik asit gibi ilaglar verilebilir (17, 54, 60, 61).

1.1.1.4.3. Karaciger Hasarinin Mekanizmasi
1. Hiicre i¢i iyon dengesinin bozulmasi: Ca (kalsiyum) dengesi bozulur.
Hiicrede sisme, zarda parcalanma ve sonugta hiicre yikimi gerceklesir.
2. Apoptozis: Immun sistem sitokinleri uyarir, kaspas aktive olur
3. Safra kanalikiil hasar1: Transport proteinini etkiler
4. Mitokondriyal disfonksiyon: Yag asit oksidasyonu inhibisyonu, solunum
zinciri inhibisyonu, mitokondriyal DNA etkilenmesi. Sonucta hiicre i¢i yaglanmasi
gerceklesir.
5. Immiin mekanizma: Biyotransformasyon ile olusan ara metabolit enzimlere
baglanir “’addiikt’’ olusur. Antijen antikor reaksiyonu gelisir (62).
Yukarida tanimlanan mekanizmalar g6z Oniine alindiginda toksik karaciger
hastaliklar1 6zellikle hepatositleri, safra kanallarini, vaskiiler sistemi, sinuzoidal
hiicreleri ve Kupffer hiicrelerini etkileyerek karacigerde ¢esitli morfolojik

degisikliklerin ortaya ¢ikmasina neden olur (48-50).
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1.1.1.4.4. Morfolojik Degisiklikler

Ilag ve toksik maddelere bagl olusan karaciger hasarlar1 genis bir morfolojik
spektrumu  kapsamaktadir. Karaciger hastaligmm tiim histolojik paternleri
gortilebilir. Bu histolojik sekiller: akut ve kronik hepatit, konfluent nekroz (zonal,
multilobiiler), akut ve kronik kolestaz, mikro ve makrovezikiiler yaglanma,
graniilomlar, vaskiiler bozukluklar (hepatoportal skleroz, peliozis hepatit,
venookliiziv hastalik, Budd Chiari sendromu, siniizoidal dilatasyon), fibrozis, siroz
ve neoplazmlardir (hepatoselliiler adenom, hepatoselliiler karsinom, anjiosarkom,
kolanjiokarsinom) (63, 64).

Histopatolojik olarak hepatositlerde goriilen balonlasma dejenerasyonu
karaciger hasarmin tipik gostergesidir. Hepatosit nekrozu, steatozis, portal ve lobiiler
inflamasyonlar ise karaciger hasarinda toksik ajandan bagimsiz histopatolojik

bulgulardir (65, 66).

1.1.2. Karbon Tetrakloriir (CCly)

1.1.2.1. Genel Ozellikleri

Karbon tetrakloriir (CCly), renksiz, berrak, ugucu sivi bir maddedir. Dogal
olarak bulunmakla birlikte, pek c¢ok kimyasal reaksiyonun bir sonucu olarak da
ortaya cikabilir. Giiglii bir kimyasal stabiliteye sahiptir. Buna bagli olarak 30 ile 60
y1l arasinda degisen bir yarilanma dmriine sahiptir (67-70).

Daha onceleri yangmn sondiirme, kuru temizleme, tahil dezenfeksiyonu ve
boceklerle miicadelede yararlanilan bu madde; kloroflorokarbonlu bilesiklerin
sentezinde, sogutucu ekipmanlarin 1s1 transferlerinde, miizelerde sergilenen esyalarin
dis ortamm zararh etkilerinden korunmasinda kullanilmaktadir. iyi bir kimyasal
¢oziicli olmas1 nedeniyle endiistriyel alanlarda yag, vernik, pestisit, parafin ve rezin
coziiclisti olarak kullanilir; ayrica evlerde giyecek, mobilya ve halilardan lekelerin
cikarilmasida kullanilmaktadir. Anti helmintik ve anti histaminik etkileri vardir.
Insan viicuduna cevreden ortalama 0,1 ng/ giin CCly girisi olmaktadir. Birlesik
Devletler Cevre Koruma Dairesi CCly’ i insan icin olasi kanserojen smifina dahil
etmistir (67-70).

Kullanim alanlar1 g6z 6niine alinacak olursa, CCly’ iin kullanildig1 veya

iiretildigi tesislerde ¢alisan is¢iler, tesis ¢evresinde yasayan insanlar, kuru temizleme
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sektoriinde calisanlar ve bocek ilaglamasi yapan kisilerin CCLy> € maruz kalma riski
oldukca fazladir (71).

Karbon tetrakloriir oral, solunum ve deri yoluyla viicuda alinir. En hizli
emilim oral yolla olur. insanlarda CCly’ {in énemli bir kism1 yag dokusuna yerlesir.
Viicuttaki yarilanma omrii yaklasik 24 saattir. Viicutta biriken CCly” iin %4’ i
akcigere ulasir, daha sonra solunum yoluyla atilir. Viicutta protein ve hiicre ici
molekiillerle etkilesimi sonucu olusan iiriinler ise idrar ve feges yoluyla atilir (69).

Zehirlenme belirtileri emilimi takiben hemen ortaya c¢ikar. Merkezi sinir
sisteminin baskilanmasma bagli olarak bas agrisi, bas donmesi, halsizlik, ataksi,
gdrme bulanikligy, uyuklama hali, biling kayb:1 gibi belirtiler ortaya ¢ikabilir. ilk
gilinden itibaren bulanti, kusma ve karin agris1 goriiliir. Uzun stireli diisiik miktarlarda
solunmas1 huzursuzluk, asir1 hareketlilik, bagirsaklarda diizensiz kasilmalara neden
olur. Maruz kalma siiresi uzadik¢a ciltte kuruma, ciltten kabarik kirmizi lekeler,

tirnaklarda kuruma ve kirilmalar ortaya ¢ikar (72).

1.1.2.2. Karaciger Hasar1 Olusturma Mekanizmasi

Karbon tetrakloriir’in tekrarlayan uygulamalar1 serbest radikal iiretimine
neden olarak karaciger hasar1 yapmaktadir. CCl; prooksidan aktiviteye sahip
olmasmnin yani sira seg¢ici hepatotoksik etkisinden dolayr deney hayvanlarinda
karaciger hasar1 olusturmak amaciyla kullanilir (73-77).

Karbon tetrakloriir’iin metabolize olmasiyla meydana gelen reaktif bilesikler
veya metabolitler; DNA, lipid, protein ve karbonhidrat gibi hedef molekiillerle
kovalent olarak baglanarak (primer) ya da sekonder iliski yoluyla (lipid
peroksidasyon, ROT (reaktif oksijen tiirleri) olusumu, GSH/GSSG oraninda
degisiklik) hedef molekiillerde degisiklik olusturarak toksisite meydana getirir (15).

Karbon tetrakloriir, akut veya gecikmis tipte karaciger toksikasyonlarina yol
acmaktadir. Histopatolojik olarak balonlagsma dejenerasyonu, komsu hepatosit yag
baskalagimi, hiicre iltihabi, santral ven cevresinde lenfosit ve kupffer hiicre
infiltrasyonu ve nekroz gozlenir. CCly sitokrom P450 monoksijenaz enzim sistemi
tarafindan triklorometil (CCl3) ve triklorometilperoksil (CCl1302) radikallerine
doniistiiriiliir. Bu radikaller oldukca aktif olup karbon tetrakloriiriin karacigerde,
ozellikle sentrilobiiler bolgede neden oldugu nekrozdan sorumludurlar. Triklorometil

radikali hem makromolekiillerle kuvvetli adduct olusturur; hem de oksijenle
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birleserek daha aktif bir metabolit olan CCI302 radikalini meydana getirir. Bu
radikal lipid peroksidasyonunun temel baslaticisidir. Lipid peroksidasyonu,
lipoprotein sentezinde gerekli olan yapilar1 da hasara ugratarak hepatik lipidozise
katkida bulunur. Asir1 lipid birikimi karacigerde fonksiyon bozukluguna neden olur
ve siroza dogru ilerleyen degisimler ortaya ¢ikar (78-82).

Olusturdugu karaciger dejenerasyonu, insandaki siroz gelisim siirecine
benzerlik gosterdigi icin CCls, kemirgenlerde deneysel c¢alismalarda en ¢ok
kullanilan kimyasal ajandir. CCly’e bagli karaciger toksisitesinin olugmasinda
oksidatif stres 6nemli rol oynar (83).

Karbon tetrakloriir, lipid peroksidasyonuna neden olarak oksidatif hasara yol
acmaktadir. Oksidatif hasarda karaciger stellat hiicreleri ve fibroblastlar uyarilir;
dolayisiyla ekstraselliiler matriks ve kollajen sentezi gerceklesir. Bunun yaninda
kupffer hiicrelerinin uyarimi, proinflamatuar sitokinler, TNF-a (Timor nekrozis
faktor- o) ve IL-1h (interlokin 1h) liretimine neden olur. Bu hasara bagli olarak siire¢
devam ederse karaciger fibrozu ve siroz olusabilir. Toksik oksijen radikallerine bagl
olarak ekstraselliiler matriks yapimi ve yikimi arasindaki dengenin yapim ydniinde
bozulmasiyla karaciger fibrozu olusur. Yapilan bir¢ok calismada karaciger
hastaliklarinda artan oksidatif stres ile karaciger hasar1 ve fibrozu arasindaki iliski
gosterilmistir (43, 72, 84-89).

Karbon tetrakloriir metabolize edildikten sonra olusan ara iriinler DNA’ya
kovalent olarak baglanirlar. Olusan reaktif oksijen tiirleri DNA ile etkilesime girerek
dogrudan DNA kiriklarmin olugsmasmna sebep olurlar. Oksidatif DNA hasari,
insanlardaki bir¢ok hastaligin olusumunda énemli bir faktordiir (90, 91).

Karbon tetrakloriir’e baglh karaciger hasarinin gelisim basamaklar1 su sekilde
Ozetlenebilir; rediiktif dehalojenasyon, radikallerin kovalent baglanmasi, protein
sentezinin inhibisyonu, yag birikim, kalsiyum sekestrasyonunda kayip, apoptozis ve

fibrozistir (92).

1.1.3. Serbest Radikaller ve Oksidatif stres

1.1.3.1. Tarihsel Siire¢
Serbest radikallerin kimyasal olarak mevcudiyeti konusunda, yaklasik 100 y1l

once bir sonuca ulagilmakla birlikte, varliklar1 ilk 30-40 y1l boyunca diinya ¢apinda
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kabul gormemistir. Serbest radikallerin biyolojik sistemlerdeki varli§i ve Onemi
1950’lerin ortalara kadar kabul gérmese de, reaktif oksijen biyokimyasini kuran bir
grup bilim adaminin katkilar1 ile varliklar1 ve dnemleri aydinlatilmistir. Yirminci
ylizyilin ikinci yarisinin biiyiik bir kisminda, reaktif oksijen tiirevlerine, doku hasar1
ve hastaligina yol agan bir tiir biyokimyasal “oksitleyici ajan” goziiyle bakilmistir.
Yirmibirinci yiizyila girerken reaktif oksijen biyokimyasi bir disiplin olarak
olgunlasmis ve biyomedikal bilimler arasindaki 6nemi yerlesmistir. Giinlimiizde
hemen her hastaligin bir dereceye kadar oksidatif strese bagli oldugu kabul
edilmektedir. Ayrica giiniimiizde, reaktif oksijen tiirevlerinin (ROT) homeostazisini
devam ettirmeye yardimci olmak iizere, normal ve saglikli dokularin hiicrelerinde
siki-kontrollii bir sekilde olustugu kabul gormeye baslamistir. Ortaya c¢ikan yeni
teknolojilerin, 0©zellikle proteomik teknolojilerin, reaktif oksijen biyokimyasi
alaninda 1ilerideki gelismeleri kolaylastiracagi konusu bilimsel ¢evrelerce

tartisilmaktadir (93).

1.1.3.2. Oksidatif Stres

Oksidanlar radikal ve nonradikal olmak tizere iki grupta toplanabilir. Radikal
olanlar (siiperoksit radikali, hidroksil radikali, alkoksil radikali, peroksil radikali ve
hiperoksi radikali), tek elektron eksikliklerinden dolay1 baska molekiillerle kolayca
elektron aligverisi yapabilirler. Nonradikal olanlar (hidrojen peroksit, nitrik oksit ve
hipoklorit) ise, elektron eksiklikleri olmamasmma ragmen baska molekiillerle
radikallerden daha zayif bir sekilde birlesebilirler (94-97).

Normal fizyolojik sartlarda olusan serbest radikaller, biyolojik koruma
sistemleri tarafindan ortamdan uzaklastirilmaktadirlar. Serbest radikallerin fazla
iiretilmesi veya detoksifikasyon mekanizmalarinin yetersiz kalmasi ile akut hiicre
hasar1 meydana gelir. Bir baska deyisle oksidatif stres oksidan maddelere
maruziyette artis ya da antioksidan kapasitede azalma olarak tanimlanabilir.
Organizmada, radikaller antioksidan savunma sistemleri ile dinamik bir denge
halindedir. Bu denge korundugu siirece organizma i¢in faydalidir. Ornek olarak;
serbest radikal dretimi mikroorganizmalarin fagositik hiicreler tarafindan
oldiiriilmesinin ana mekanizmasidir. Ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu, steroid
yapidaki ¢ok sayidaki bilesiklerin ve eikozanoidler gibi biyolojik aktif molekiillerin

sentezi, ¢ok sayidaki oksidaz ve hidroksilaz enzimlerin etkileri i¢in ve sitotoksik
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etkilere sahip hiicrelerin fonksiyonlar1 i¢in radikal yapimi olmazsa olmaz bir
kosuldur. Serbest radikaller apoptozisin regiilasyonunda gorev alarak asir1 hiicre
cogalmasini onler ve bu sekilde homeostaziste yer alir. Antioksidan savunmanin
azalmas1 da apoptozisi tetikler. Ayrica; serbest radikaller transkripsiyon faktorlerini
aktive ederek ikinci haberci olarak da gorev yaparlar (98, 99).

Oksidatif stresin olusumu, serbest radikallerin iiretim hizina, aktivitesine ve
antioksidan savunma sistemine baglhdir. Serbest radikallerin fazla {iretilmesi ile
oksidazlar, hem iceren proteinazlar ve metalloproteinaz gibi birtakim enzimlerin
hiicre disina c¢ikmasi; demir, bakir gibi bazi maddelerin serbest raikallerle
kompleksler olusturmasi ve savunma sistemindeki bozukluklar oksidatif stresin
artmasia neden olur (100).

Herhangi bir nedenle oksidan maddelerin organizmada asir1 miktarlarda
sentezlenmesi, niikleik asitler, lipidler, proteinler, enzimler ve karbonhidratlarla
etkilesmesine; ayni1 zamanda kalsiyum metabolizmasina etki ederek hiicre igi
kalsiyumun kontrolsiiz ylikselmesine, dolayisiyla hiicre hasar1 ve oliimiine neden

olmaktadir (101,102).
Oksidatif Stres
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Sekil 3. Oksidatif Stres (103)

1.1.3.3. Oksidan Kaynaklan

Serbest radikaller hiicrelerde endojen veya eksojen kaynakli faktorlere bagh
olarak olusmaktadirlar; eksojen kaynakli etmenler arasinda: Parakuat (1,1’dimethyl—-
4,4’ dipy-ridylium), alloksan gibi kimyasal maddelerin etkisinde kalma; iyonize ve

ultraviyole radyasyon; karbon tetrakloriir, parasetamol gibi ila¢ toksikasyonlari; hava
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kirliligi yapan fitokimyasal maddeler; sigara dumani, solventler gibi ¢evresel
faktorler, alkol ve uyusturucu gibi aliskanlik yapici maddeler ve antineoplastik
ajanlar bulunur. Endojen kaynakli etmenler arasinda ise: Mitokondriyal elektron
transport  zinciri komponentleri, endoplazmik retikulum, arasidonik asit
metabolizmasi, redoks dongiisii, fagositik hiicreler (monosit, makrofaj, notrofil,
eozinofil), endotelyal hiicrelerdeki oksidatif reaksiyonlar, ksantin oksidaz, NADPH
oksidaz, indolamin dioksijenaz, triptofan dioksijenaz, galaktoz oksidaz,
siklooksijenaz, lipooksijenaz, monoamin oksidaz gibi enzim sistemleri ve

otooksidasyon reaksiyonlari en 6nemli kaynaklar1 olusturmaktadir (104, 105).

1.1.3.4. Serbest radikaller

Atomlar; proton ve notronlardan olusan bir ¢ekirdek ve ¢ekirdegin etrafinda
bulunan elektronlardan olusurlar. Her atomda degisik sayida elektron bulunmaktadir.
Atomda mevcut elektronlar orbita olarak adlandirilan yoriingelerde cift sayida
bulunurlar. Stabil molekiiller, bu sekilde dis yoriingelerinde, birbirine zit yonde
donen elektron bulundururlar. Yapilarinda bulunan uyarilmis elektronlar sebebiyle
(ciftlenmemis tek elektron) kolaylikla elektron aligverisi yapabilen ve bu sekilde
etkilesime girdigi molekiilllerin yapisin1 bozan molekiillere “serbest radikaller’’
denmektedir. Radikal olustuktan sonra tek elektronunu baska bir molekiile verebilir
(rediiksiyon), bir elektron alarak c¢ift hale gelebilir (oksidasyon) ya da radikal
olmayan bir yapiya eklenebilir. Tiim bu durumlar nonradikal yapinin radikal hale
gelmesine neden olur (106, 107). Kimyasal ve biyokimyasal tepkimelerin tiimii
atomlarin dis orbitallerinde bulunan elektronlar sayesinde gerceklesmektedir. Dis
orbitallerde paylasilmamis elektron bulunmasi serbest radikallerin reaktivitesini
olagantistii diizeyde arttirir. Bu nedenle serbest radikaller, kimyasal aktifligi yiiksek
molekiillerdir (16, 108).

Serbest radikallerin olusumunda {i¢ temel mekanizma rol oynar (109): Bunlar;

1. Kovalent bag tasiyan normal bir molekiiliin homolitik yikimi sonucu

olusurlar (Boliinme sonrasi her bir parcada ortak elektronlardan biri kalir).

X:Y->X-+Y"
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2. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi1 ya da bir molekiiliin
heterolitik olarak boliinmesi ile olusurlar. Heterolitik boliinmede kovalent bagi

olusturan her iki elektron, atomlardan birisinde kalir.
X:Y->X-"+Y'
3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile olusurlar.

A+e — A

Serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif yikli veya elektriksel olarak notr;
ayrica organik veya inorganik molekiiller seklinde de olabilirler. Cu ™, Fe , Mn™,
Mo gibi bazi gecis metalleri de serbest radikal olusumunda nemli rol oynarlar.
(110).

Aerobik organizmalar i¢cin esansiyel olan O, ayni zamanda oksidan bir
ajandir. Normal sartlarda, sitokrom sistemi gibi hiicre i¢i sistemlerde tetravalan
rediiksiyona ugrayan molekiiler oksijenin bir kismi, bu yoldan sizarak biyolojik
yapilarda univalan rediiksiyona ugrar ve serbest oksijen radikalleri olarak
adlandirilan birgok reaktif iirlin ortaya cikar. Aerobik organizmalarda en fazla
oksijen radikalleri bulunmaktadir (107).

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) ve reaktif nitrojen tiirlerinin (RNT) olugmasi
icin oksijen molekiilii gereklidir. Siiperoksit (O ,), hidroksil radikali (OH), alkoksil
radikali (RO"), peroksil radikali (ROO") ve hidroperoksil radikali (OOH") serbest
oksijen radikallerine 6rnek olarak verilebilir. Nitrik oksit (NO") ve nitrojen dioksit
(NO",) radikalleri de RNT’ ni olusturur. Oksijen ve nitrojen serbest radikalleri,
hidrojen peroksit (H,O,), peroksinitrit (ONOO ), hipoklordéz asit (HOCI),
hipobromo6z asit (HOBr) gibi diger reaktiflere dontisebilir (111).

Tablo 2. Oksijen kaynakli reaktif bilesikler (112).

Radikaller Radikal Olmayanlar
Siiperoksit (O, ) Hidrojen peroksit (H,O,)
Hidroksil ("OH) Hipoklordz asit (HOCI )
Peroksil (ROO") Singlet oksijen ('O",)
Alkoksil (RO") Ozon (05)

Nitrik oksit (NO") Peroksinitrit (ONOO )

Azot dioksit (NO',) Lipid hidroperoksit (LOOH)
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1.1.3.4.1. Reaktif Oksijen Tiirevleri

1.1.3.4.1.1. Siiperoksit Radikali (O )

Oksijenli ortamda yasamin, oksidatif fosforilasyon ile ATP (adenozin
trifosfat) tiretimi acisindan 6nemli 6lgiide yarari oldugu gibi olumsuz bazi yonleri de
bulunmaktadir. Oksidatif fosforilasyonun ana bileseni olan oksijene bir elektron
eklenmesi ile siiperoksit radikali olusur (113). Siiperoksit anyonu canlilarda olustugu
ilk gosterilen radikaldir. Baslica su mekanizmalarla iiretilmektedir:

1) Indirgeyici 6zellikteki biyomolekiiller oksijene tek elektron verip kendileri
oksitlenirken siiperoksit radikali olusur. Ornek olarak; hidrokinonlar, flavinler,
tiyoller ve indirgenmis niikleotidler gibi ¢ok sayida biyolojik molekiiliin aerobik

ortamda oksitlenirken siiperoksit yapimina neden olmasi sayilabilir.
O, +e-— 0'2_

2) Enerji metabolizmas1 sirasinda mitokondride kullanilan oksijenin % 1-5
kadar1 siiperoksit yapimi ile sonlanmaktadir. Bu duruma NADH (nikotinamid adenin
diniikleotit) dehidrojenaz ve koenzim Q gibi elektron tasiyicilardan oksijene elektron

kacaginin olmas1 sebep olur.
3) Yiizlerce enzimin katalitik etkisi sirasinda stliperoksit radikali olusabilir.

4) Aktiflesen fagositik I6kositler bol miktarda siiperoksit iiretir. Urettikleri
siiperoksitleri fagozom i¢ine ve bulunduklari ortama vererek antibakteriyel etki

gosterirler. Ayni zamanda bu olay daha reaktif tiirlerin olusumunu da baglatir.

Stiperoksit radikalinin yarilanma 6mrii hiicrelerin farkli yerlerinde bulunan
SOD (Siiperoksit dismutaz)’ in varligina bagli olmakla beraber genellikle milisaniye
diizeyindedir (114).

1.1.3.4.1.2. Hidrojen peroksit (H,0O)

Molekiiler oksijenin, ¢cevresinde bulunan molekiillerden 2¢” veya O, *in bir
e almasi ile olusur.

0, +2H" — H,0;

0,:2¢ +2H — H,0,

Membranlardan kolayca gegebilir. Uzun Omiirlii bir oksidan molekiil olan

H,0,, biyolojik sistemlerde esas olarak siiperoksitin dismutasyonu ile iiretilir. iki
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siiperoksit molekiilii iki proton alarak hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni
olustururlar.
SOD
20, ©2H — H,0,.0,

H,0, bir radikal olmamasma ragmen reaktif oksijen tiirleri i¢ine girer ve
serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir rol oynar. Cilinkii siiperoksit radikali ile
reaksiyona girerek yikilir. Bu reaksiyon sonucunda en reaktif ve en zarar verici

serbest oksijen radikali olan hidroksil radikalini olusturur.

0.2_4‘ FG+3 — 0O, + Fe”
H,0,+ Fe™ — OH +OH + Fe™ ( Fenton reaksiyonu)
H,0,+ O',— OH +OH" + O, (Haber-Weis reaksiyonu)

Peroksizomlar yiiksek konsantrasyonlarda oksidaz igerdikleri i¢cin hidrojen
peroksitin en dnemli kaynagidir (1, 110).

1.1.3.4.1.3. Hidroksil radikali ("OH)

Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucu hidrojen peroksitten
olugsmaktadir. Major olusumu suyun yiiksek enerji ile iyonizasyonudur.

H,O — 'OH + H' + eaq- — H,0;

Son derece reaktif bir oksidan radikal olup tiim biyolojik molekiillerle
reaksiyona girebilir. Cok kisa bir yarilanma omriine sahiptir. Hizli iiretilip hizlica
ortamdan uzaklastirilmasina karsin meydana getirdigi yikici hasar olduk¢a biiytiktiir
(115).

Proteinler, niikleik asitler ve lipidlerle girdigi tepkimeler neticesinde binlerce
farkli ara {irtin olusabilir. DNA ile tepkimesi sonucunda baz modifikasyonlari, baz
delesyonlar1 ve zincir kirilmalarina yol agabilir; daha ileri derecedeki DNA hasarlar1
tamir edilemediginden hiicre Olimiine neden olur. Proteinler iizerinde yap1
degisimlerine neden oldugundan, proteinler proteolitik yikima gotiiriiliir (116, 117).
Hidroksil radikalinin (OH) baslica hedefi yag asitleridir. Hiicre zarmdaki lipidlerin
peroksidasyonu zarin yapisini bozar ve buna bagli olarak ge¢irgenligin artmasi hiicre

Oliimiine neden olabilir (115, 118, 119).
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1.1.3.4.1.4. Singlet Oksijen ('O",)

Oksijen elektronlarindan birinin disaridan enerji almasi sonucu kendi doniis
yoniiniin tersi yonde olan farkl bir yoriingeye yer degistirmesi neticesinde meydana
gelebilecegi gibi; sliperoksit radikalinin nitrik oksit ile reaksiyonu ya da hidrojen
peroksitin hipoklorit ile reaksiyonu sonucunda da olusabilir (120).

1.1.3.4.1.5. Hidroperoksil Radikali (HO ,)

Stiperoksit radikalinin (0'2_) protonlanmasiyla olusur. Biyolojik membranlari
kolaylikla geger. Diisiik dansiteli lipoproteinlerin lipid igeriginin peroksidasyonunu
baslatarak oksidatif etki gosterir (110).

1.1.3.4.1.6. R (AIKil radikali, organik radikaller)

Hidroksil radikali; yag asitleri, niikleik asitler, karbonhidratlar ve proteinler
gibi ¢esitli molekiillerden bir proton cikarip karbon merkezli organik radikallerin
olusmasina neden olur (121).

1.1.3.4.1.7. Hipokloroz Asit (HOCI)

Notrofillerin primer graniillerinde bol miktarda bulunan myeloperoksidaz
(MPO) enzimi tarafindan hidrojen peroksit ve klor iyonlarindan sentezlenir (122).

H,0,.ClI" - HOCIl+ OH"

1.1.3.4.2. Reaktif Nitrojen Tiirevleri

Biyolojik sistemler tarafindan iiretilen reaktif nitrojen tiirlerinin en 6nemlisi
nitrik oksittir (123).

1.1.3.4.2.1. Nitrik Oksit (NO")

Yart Oomrii 10-20 saniyedir. Damar endotellerinde nitrik oksit sentetaz
aracilifiyla L-arjininden sentezlenir. Bir atom azot ile bir atom oksijenin
ciftlesmemis elektron vererek birlesmesiyle olustugu i¢in radikal tanimima
uymaktadir. Uretimi hakkinda fikir sahibi olabilmek icin NO" &lgiimleri
yapilmaktadir. Diiz kaslarda cGMP (siklik guanozin monofosfat) sentezini uyararak
damar gevsemesini saglar. Nitrik oksit metabolize olurken molekiiler oksijen ile
baglanip azot dioksit (NO’)’ i olusturur:

2NO+0,—2NO"

Nitrik oksit viicuttaki reaktif oksijen tiirleri ile reaksiyon vererek giiclii bir
oksidan molekiil olan peroksinitrit (ONOOH)’i; bu da ileri dekompozisyonla
hidroksil (OH) radikalini meydana getirir:
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NO+ 0, — ONOO'

ONOO +H" — ONOOH

ONOOH — NO,+OH

Peroksinitrit, tirozin gibi fenolik amino asitleri nitrolayarak toksik nitro
tirevlerini olusturmaktadir. NO°, ateroskleroz, endotel hiicre disfonksiyonu,

hipertansiyon, kalp damar hastaliklarinda rol oynayabilir (123).
1.1.3.5. Serbest Radikallerin Hiicreler Uzerindeki Etkileri

1.1.3.5.1. DNA ve Niikleik Asitler Uzerine Etkileri

Ozellikle iyonize radyasyon, artmis oksijen konsantrasyonu, ksantin oksidaz
ve cesitli kimyasal maddeler olmak tizere DNA’nin yapisinda oksidatif hasara sebep
olan ¢ok sayida faktdr vardir. Iyonize edici radyasyonla meydana gelen OH radikali
basta olmak iizere serbest radikaller, dipirimidinler, siklobutan pirimidin dimerleri,
tek zincir kirilmalari, DNA- protein ¢apraz baglari olustururlar. DNA polimeraz
inhibisyonuna neden olurlar. Tiim bu olaylarla hiicrede mutasyona ve 6liime yol
acarlar. Hidroksil radikalinin deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyon
verebilmesinden dolayi, DNA serbest radikallerden kolaylikla etkilenir. Bazi
radikaller ise DNA tamirinden sorumlu enzimleri inhibe ederek hasara neden olurlar

(124).

1.1.3.5.2. Karbonhidratlar Uzerine Etkileri

Serbest radikaller glikolitik yolla ATP sentezinin azalmasma veya ATP
kullaniminin artmasina neden olurlar. Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucunda
hidrojen peroksit, peroksitler ve okzoaldehitler olusur. Okzoaldehit grubundan olan
glikozil antimitotik aktivite gosterir. Bu da DNA ve RNA (riboniikleik asit) arasinda
capraz bag olusturma 6zelliginden kaynaklanir. Siiperoksit ve hidrojen peroksitin in

vitro ortamda hiyaluronik asiti parcaladiklar1 bildirilmistir (125).

1.1.3.5.3. Proteinler Uzerine Etkileri

Proteinlerin serbest radikal hasarindan etkilenme dereceleri amino asit
kompozisyonlarma bagli olarak degisir. Doymamis bag ve siilfiir igeren molekiillerin
serbest radikallerle reaktivitesi yiiksek oldugundan triptofan, tirozin, fenilalanin,
histidin, metiyonin, sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest radikallerden

kolaylikla etkilenirler. Proteinler lizerine olan serbest radikal hasar1 birikmis ise ya
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da belirgin proteinlerin spesifik bdlgesi iizerinde yogunlasmissa hiicrenin canliligini

devam ettirmesi agisindan zararh etkiler dogurur (105).

1.1.3.5.4. Lipidlerde Meydana Gelen Yapisal degisiklikler

Lipidler, serbest radikal hasarindan en fazla etkilenen biyomolekiillerdir.
Coklu doymamis yag asitleri birden ¢ok ¢ift bag icermelerinden dolayi, serbest
radikallerle kolayca etkilesime girerler (126).

Lipid peroksidasyonu (LP), kuvvetli oksidleyici bir radikalin membran
yapisinda bulunan ¢oklu doymamis yag asidi zincirindeki metilen gruplarindan bir
hidrojen atomunu uzaklastirmasi ile baglamaktadir. Lipid peroksidasyonunu baglatan
baslica radikal, hidroksil radikalidir. LP membran yap1 ve biitiinliigiiniin bozulmasi,
olusan serbest radikallerin ¢esitli hiicre bilesenlerine etkisi ve son {riinlerin
sitotoksik etkileri gibi farkli yollarla hiicre hasarma neden oldugu biliniyor (127).

Serbest radikallerin membranda bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerini
etkilemesiyle kimyasal siire¢ baslamis olur. Lipid peroksidasyonu bir zincir
reaksiyonu seklinde baglar ve daha ileri asamalardaki peroksidasyonu baglatacak
serbest radikaller agisindan siirekli bir kaynak olusturur. Bu zincir reaksiyonlarinin
membranda olusturdugu hasar geri doniisiimsiizdiir (15, 128).

Hiicre membranindaki yag asitleri ve kolesteroliin doymamis baglar1 serbest
radikallerle reaksiyona girerek peroksidasyona neden olabilir. Oncelikle yag asidi,
hidrojen ve kendi iizerinde birer elektron kalacak sekilde parcalanir ve lipid
radikalini olusturur. Sonrasinda oksijenle reaksiyona giren lipid radikali, lipid
peroksil radikalini olusturur. Lipid peroksil radikali de diger doymamis yag
asitleriyle reaksiyona girer. Boylece zincirleme bir reaksiyon baslamis olur. Bununla
birlikte lipid peroksiller ortamda bulunan hidrojen atomlar1 ile reaksiyona girerek
lipid hidroperoksidleri de olustururlar (129). Lipid peroksidler daha sonra
malondialdehid (MDA) ve 4-hidroksi nonenal gibi yikim iirlinlerine dontisiirler. Bu
yikim iirlinleri de DNA veya proteinlerle reaksiyona girebilir ve mutajeniktirler.
(129, 130).

1.1.3.5.4.1. Malondialdehid (MDA)

Malondialdehid, iic ya da daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin
peroksidasyonu sonucu meydana gelir. Bu da tiyobarbutirik asid ile reaktif maddeler

olarak Olgiilmektedir. MDA diizeyi lipid peroksidasyonunun siddetiyle orantilidir;
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ancak spesifik degildir. Lipid peroksidasyonunun nispeten stabil bir son iiriinii olan
MDA, lipid peroksidasyon belirteci olarak kullanilabilmektedir. Uzun 6mre ve
yiiksek reaktivitiviteye sahip olup hiicre i¢ci ve disindaki protein, niikleik asit gibi
bircok biyomolekiilii etkileyerek geri doniisiimii miimkiin olmayan hiicre hasarlarina
neden olur. Ayrica membran akicilifinin azalmasma, membran fonksiyonlarinin
yavaslamasma, membran reseptor ve enzimlerinin inaktive olmasina ve Ca'™
iyonlarmin membran ge¢islerinin artmasma neden olmaktadir (129-132). Ayrica,
niikleusa diffiize olabildiginden DNA’nin nitrojen bazlariyla da reaksiyona
girmektedir. MDA, tiim bu oOzelliklerinden o6tiirii mutajenik, genotoksik ve
karsinojenik bir bilesiktir (133).
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Sekil 4. Lipid Peroksidasyon Semasi (134)

1.1.3.6. Hastahklarin Serbest Radikallerle fliskisi

Oksidatif stresin, pek ¢ok hastalikta sebep mi yoksa primer hastalik siirecinin
bir sonucu mu oldugu kesinlik kazanmamis olmakla birlikte; enzimlerin ve yapisal
proteinlerin  oksidatif modifikasyonlarmmin  hastaliklarin  etyolojisinde  rol

oynayabilecegi kesinlik kazanmastir (135).

23



Oksidatif stresle iliskili hastaliklara su 6rnekler verilebilir; astim, ateroskleroz,
serebral vaskiiler hastaliklar, kronik obstriiktif pulmoner hastalik, konjestif kalp
yetmezligi, diabet, hipertansiyon, grip, miyokard enfaktiisii, pndmoni, hepatit, kanser

ve inflamatuar hastaliklar (136).

1.1.4. Antioksidan Savunma Sistemleri

Canli hiicrelerde, lipid, karbonhidrat, protein ve DNA gibi okside olabilecek
maddelerin oksidasyonunu onleyen veya geciktirebilen maddelere antioksidanlar; bu
olaya da antioksidan savunma denir. Oksidanlar1 tutarak daha zayif bir molekiile
dontistiirmektedirler. Antioksidan savunma elemanlar1 hiicre i¢i ve hiicre dist
ortamda farklidirlar. Insanda belli baslh hiicre i¢i antioksidanlar; siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimleridir. SOD’un
yapisinda bakir, ¢inko ve manganez; GSH-Px’de ise selenyum iyonu bulundugundan
bu enzimler ‘metalloenzim’ olarak da adlandirilirlar. Hiicre i¢i ortamin aksine hiicre
dis1 ortamda antioksidan savunmadan E ve C vitamini, transferrin, haptoglobulin,
seruloplazmin, albumin, bilirubin, B- karoten ve a-1 antitripsin sorumludur.
Antioksidanlar, asagida belirtilen mekanizmalarla oksidanlar1 etkisizlestirir:

1. Toplayic etki; antioksidan enzimler bu sekilde fonksiyon goriirler. Serbest
oksijen radikallerini tutarak veya daha zayif molekiillere doniistiirerek etki
gosterirler.

2. Zincir kina etki; serbest oksijen radikallerinin zincirlerini kirict etki
gosterirler. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kirici etki gosterirler.

3. Bastinca etki; serbest oksijen radikallerine bir hidrojen ekleyip
aktivitelerini azaltarak veya inaktif hale doniistiirerek etki gosterirler. Bu 6zellikteki
antioksidanlara vitaminler ve flavanoidler 6rnek olarak verilebilir.

4. Onana etki; serbest radikallerin meydana getirdigi hasar1 onarict etkiye
sahiptirler.

5. Enzimatik etki; SOD gibi antioksidan enzimler ile enzimatik olmayan
antioksidanlarin sentezini arttirarak etkilerini gosterirler.

6. Hiicresel kinaz kayiplarim1 onleme; oksidasyon reaksiyonlarini
durdururlar.

Antioksidanlar, lipid peroksidasyonunu, proteinlerin ¢apraz baglanmasini ve

DNA mutasyonunu engeller (137).
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1.1.5. Apoptozis ve Nekroz

Tim organizmalarda, yasamin devamlilig1 i¢in canliy1 olusturan hiicrelerin
sayisal dengesi olduk¢a dnemlidir. Bu baglamda canlilarda yeni hiicreler olusurken,
diger taraftan mevcut hiicrelerin bir kism1 da hiicre 6liimi ile ortadan kaldirilmakta
ve boylece sabit denge korunmaktadir. Varolan bu hiicrelerin bir kismu apoptozis
denilen fizyolojik, programlanmis hiicre 6liimii; bir kismi ise nekroz adi verilen

patolojik hiicre 6liimii tipleriyle ortadan kaldirilmaktadir (138, 139).

1.1.5.1. Nekroz

Genler tarafindan kontrol edilemeyen, rastgele gelisen, diizensiz bir siireg
olup en sik nedeni hipoksidir. Nekroz sirasinda reaktif oksijen tiirlerinin {iretimi
artar, apoptotik olmayan proteazlar aktive olur. Disaridan gelen 1s1, yanma, toksik
maddeler gibi fiziksel ve kimyasal uyarilar hiicrenin iyon dengesini bozar. Niikleusta
bulunan ve DNA’ nin tamirinden sorumlu PARP (Poli ADP- riboz polimeraz) enzimi
NAD" 1 ikiye bdlerek NAD kaybina sebep olur. Bu durumda meydana gelen ATP
eksikligi, iyon pompasinda yetersizlife neden olur. Kalsiyum kanallar1 agilir.
Boylece hiicre sivi alir ve organeller siser. Plazma membran biitiinliigii bozulur ve
osmotik basincin etkisiyle hiicre patlar. Sonu¢ olarak hiicre iceriginin interstisyel
araliga salinmasi enflamasyon (iltihaplanma)’ a neden olur. Makrofaj ve nétrofillerin
nekrotik dokuya gb¢ etmesi bu olayn karakteristik 6zelligidir. Go¢ eden bu hiicreler
nekrotik dokuyu fagosite eder. Bundan dolayr enflamasyon nekrozun onemli bir
belirtecidir (140, 141).

Plazma membranmin permeabilizasyonu olmadig1 icin nekroza spesifik
biyokimyasal belirteg yoktur ve sadece elektron mikroskobunda izlenebilir. Nekroz
lokal inflamasyona neden oldugu ve tiimdr gelisimini tesvik ettigi i¢in, patolojik
hiicre 6liimii olarak degerlendirilmektedir (142).

Nekroz, es zamanl gerceklesen iki olaydan kaynaklanir (143).

1- Hiicrenin enzimatik sindirimi

- Hiicrenin kendi enzimleri tarafindan sindirimi (otoliz)

- Hiicrenin 16kositler tarafindan sindirimi (heteroliz)

2- Protein denatiirasyonu
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Koagiilasyon nekrozu, likefaksiyon nekrozu (kollikuasyon nekrozu, erime

nekrozu), kazedz nekroz, yag nekrozu, kangrendz nekroz, fibrinoid nekroz olmak

iizere bazi tipleri vardir (140, 141).

Tablo 3. Apoptozis ile nekroz arasindaki farklar (144)

Ozellik Nekroz Apoptozis
e Hipoksi e Biiyiime faktorii eksikligi
e Iskemi e Hiicre yaslanmasi
e Hipertermi e HIV

Yol Agan Nedenler

Siddetli oksidatif stres
Litik viral enfeksiyon

Toksik maddelerin
yiiksek
konsantrasyonlari

Cok siddetli olmayan oksidatif stres
Kanser ilaglart

Radyasyon

Yiiksek doz glukokortikoid

Fas veya TNFR-1 reseptorlerinin
aktivasyonu

Sitotoksik T lenfositler

Hiicre membram
biitiinliigiiniin kaybi
Kromatin“flocculationu

Intakt hiicre membrani; fakat membranda
“’bleb’’ lerin olusumu
Hiicre kiigiilmesi

MOTfOleik e Hiicre sismesi e Organellerde disintegrasyon yok
Ozellikler e Organellerin e Membranlarda tomurcuklanmalar goriiliir
disintegrasyonu e Kromatinin niikleer membran civarinda
¢ Endoplazmik retikulumun toplanip yogunlagsmasi
dilatasyonu e Hicrenin intakt mitokondri, ribozom,
e Biiyiik vakuollerin niikleus parcalari, ve diger organelleri igeren
olusumu membranla kapli apoptotik cisimciklere
e Hiicre lizisi parcalanmast
e ATP gerekmez e ATP gerekir
o +4 derecede o +4 derecede gerceklesemez
gerceklesebilir e lyi kontrollii, baz1 aktivasyonlarm ve
léiyokimyasal e Bozulmus iyon enzimatik basamaklarin olmasi
Ozellikler homeostazisi e DNA interniikleozomal alanlarda 180 kb
e DNA rastgele pargalanir ciftinin katlar1 olacak sekilde kirilir mono ve
e Postlitik DNA oligoniikleozomlara ayrilir. Agaroz jel
fragmantasyonu elektroforezinde apoptozise 6zgii merdiven
paterni bulgusunu verir
e Prelitik DNA fragmantasyonu
o Patolojik etkiler sonucu o Fizyolojik sartlarda da gerceklesebilir
gergeklesir e Hiicreler tek tek veya birkagi bir arada oliir
Diger ozellikler e Hiicreler gruplar halinde e Apoptotik cisimcikler komsu hiicreler veya

olir
Lizozomal enzimler
salinir

Inflamasyona neden olur

makrofajlarca fagosite edilir
Inflamasyon gériilmez
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1.1.5.2. Apoptozis

Apoptozis; gelismis organizmalarda hiicrelerarasi iligkilerin bir geregi olarak,
gereksinim duyulmayan ve islevleri bozulan hiicrelerin, ¢evreye zarar vermeden
programli bir sekilde 0liimii olarak tanimlanabilir. 1972°de Kerr ve arkadagslar;
apoptotik bir hiicrenin, plazma membraniyla ¢evrili fragmanlara boliinmesini, bir
agacin yapraklarii dokmesine benzeterek Yunanca’da “diismek, dokiilmek”
anlamina gelen Apoptozis terimini ilk kez kullanmiglardir (145, 146).

Tiim yasam boyunca programli hiicre 6liimii (apoptozis) vardir. Bazi hiicreler
yillarca yasarken, bir kismi ise sadece birkag saat yasar. Gastrointestinal sistem, deri
ve immiin sistem gibi pek ¢ok dokuda devamlilik apoptozis ve hiicre yenilenmesiyle
saglanir (145).

Apoptozis fizyolojik hiicre 6liimii olarak da tarif edilmektedir. Inflamasyon
olmaksizin hiicrelerin kendilerini yok ettikleri, protein sentezi ve enerjiye
gereksinimi olan ve organizmada homeostaz1 koruyan, genlerle diizenlenen
programli bir olaydir (147).

Apoptozis, normal gelisim esnasinda ve olgunlagsmis organizmadaki cesitli
hiicre tiplerinin tahribi sirasinda spesifik hiicrelerin kaybindan sorumlu fizyolojik bir
olaydir. Organizmanin saglikli ya da hasta olusunu apoptotik hiicre sayis1 belirler. Bu
nedenle apoptozisin fonksiyonel mekanizmalar1 hiicrede denge unsurudur (148).
Apoptozisin  oksidatif stresle modiile oldugu ve antioksidanlarin bunun
engellenmesinin bir kismina karistig1 gosterilmistir (149).

Apoptozisin igaretleri olarak goriilen karakteristik striiktiirel 6zellikleri;

1. Sitoplazmik ve niikleer kondenzasyon (piknozis)

2. Niikleer fragmantasyon (karyorekzis)

3. Sitoplazmik organellerin normal morfolojik goriiniimii

4. Plazma membraninin biitiinliigii olarak tanimlanmistir (150-152).

1.1.5.2.1. Apoptozisin Morfolojisi

Iceriden ya da disaridan gelen bir faktorle apoptozis baslatilir. DNA hasari,
hiicre i¢i kalsiyum seviyesinde artis, hiicre i¢i pH’da diisme, metabolik bozukluklar
ve hiicre siklus bozukluklar1 ortaya c¢ikar. Apoptoziste esas morfolojik olay
niikleusun yogunlagmasi ve sonrasinda parcalara ayrilmasidir. Normal sartlarda

mikst kondens bir yap1 nedeniyle daha diffiiz bir goriiniime sahip olan kromatin,
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apoptoziste siiperkondens bir hal alir. Bu sekilde niikleus membrani altinda kresentik
bir gorliinlim olusur. DNA, floresan boyamada boncuklanmalar seklinde goriiliir.
Bunun sebebi, DNA’ nin endoniikleaz etkisiyle karakteristik bir sekilde
interniikleozomal boélgelerden 180-200 bp (baz c¢ifti) biiylikliiglinde parcalara
ayrilmasidir. Immiin elektroforez yapildiginda “ladder patern’ olarak adlandirilan
merdiven benzeri bir goriinim olusur. Normalde bir hiicrede birbirini takip eden 7
kirilma onarilirken, apoptoziste yaklasik 300 000 kirilma meydana gelir ve hiicre
onarimi yapilamaz (153-155).

Apoptozisin erken evresinde hiicreler birlesme bolgelerinden ayrilir,
ozellesmis yiizey organellerini kaybeder ve belirgin sekilde biiziiliir, birka¢ dakikada
hacimlerinin 1/3’ilinti kaybederler. Bu goriiniim, muhtemelen plazma membraninda
bulunan iyon kanallar1 ve pompalarinda aktivasyonun bozulmasma baghdir. Daha
sonra plazma membraninda tomurcuklanmalar olusur ve hiicre, sitoplazma ile
cevrilmis kromatin parcalarindan olusan apoptotik cisimciklere parcalanir; ancak
hiicre heniiz yasamaya devam etmektedir (156).

Komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan taninan apoptotik hiicreler fagosite
edilirler. Apoptotik hiicrelerin tanmmast hiicre zarindaki degisikliklerle olur.
Normalde hiicre zarmin i¢ tabakasinda yer alan fosfatidil serin, aminofosfolipid
transferaz enzimi araciligiyla zarin dis yapragma goc eder. Fagositik hiicrelerin
vitronektin, lektin Ozelligine sahip reseptorleri fosfatidil serin ile baglanir ve

fagositozu uyarr (145).

Normal hilcra

Hicre buzigmes:
Foromuatiny Kondansasyonu

Apoptotk cisimeik %
oluq#.mu
Niklsar
Apoptot " )\_’ / kollaps

cigimcklenn
liziz

Sekil 5. Apoptozise ugrayacak hedef hiicrede goriilen morfolojik degisiklikler (153)
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1.1.5.2.2. Hastalhiklarda Apoptozisin Rolii
Tablo 4. Hastaliklarda Apoptozisin Rolii (155).

Apoptozisin Azalmasiyla ilgili Hastahklar

Apoptozisin Artmasiyla Ilgili Hastahklar

Kanser Norodejeneratif Bozukluklar
Losemi Parkinson hastalig

Lenfoma Alzheimer hastalig

Karsinom Creutzfeld-Jakop hastalig
Blastom Amyotrofik lateral skleroz
Sarkom Huntington hastalig

Malign gliom Retinitis pigmentosa

Seminom Spinal muskular atrofi

Premalign Hastaliklar

Hematolojik Bozukluklar

Ataxia telangiectasia

Paroksimal nokturnal hemoglobiniiri
Myeloblastik sendromlar
Xeroderma pigmentosum

Aplastik anemi

Fanconi anemisi
Polycythemia vera
Hodgkin hastaligi
Myelodisplastik sendromlar

Otoimmun Bozukluklar

Otoimmun Bozukluklar

Otoimmun lenfoproliferatif sendrom (tip 1 ve

1)
Sistemik lupus erythematosus

Fulminant hepatit
Graft-versus-host hastalig
Hashimoto tiroiditis
Insiliine bagiml1 diyabet
Multipl skleroz

Romatoid artrit
Skleroderma

Sjogren sendromu

Ateroskleroz Iskemik Yaralanma
Metabolik Bozukluklar Iskemi ve reperfiizyon
Miyokardial enfarktiis
Bobrek enfarktiisii
Inme
Nimann-Pick hastaligi Toksinlere Bagh Hastaliklar
Osteporozis
Wilson hastaligi
Viral Enfeksiyonlar Alkole bagli hepatit
- Pulmoner fibrozis
Adenoviruslar Sepsis
Epstein-Barr viriis
Egig?:g;f;ﬂeﬂ Bakteriyel ve Viral Enfeksiyon

Prematur ve  Fizyolojik Yaslanmada

Apoptozis

Down sendromu
Xeroderma pigmentosum

AIDS

Ebola viriisii

Chlamydia trachomatis
Helicobacter pylori
Neisseria meningitis
Salmonella typhimurium
Shigella flexneri

Digerleri

Travmatik spinal kord yaralanmasi
Timdr kars1 atagi (immun ayricalik)
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1.1.5.2.3. Apoptozisin Diizenlenmesi

1.1.5.2.3.1. Bcl-2/Bax

Bcl-2, 26kDa biyiikliigiinde, mitokondriyal, endoplazmik redikulum ve
cekirdek cevresi membranlarda yerlesmis proteinlerdir. Bel-2 6zellikle mitokondri
dis membraninda bulunmakta ve iyon transportunu diizenlemektedir. Bcl-2 ailesi,
iiyelerinin bir kismmimn pro-apoptotik oldugu yani apoptozisi uyardigi (Bax, Bad,
Bid, Bcl-Xs); bir kisminin ise anti-apoptotik oldugu yani apoptozisi inhibe ettigi
(Bcl-2, Bel-X1') genis bir ailedir. Proapoptotik olanlar sitokrom c¢’nin mitokondriden
sitoplazmaya saliverilmesini indiiklerler. ~Anti-apoptotikler ise sitokrom ¢
saliverilmesini baskilarlar. Bu iki zit etkili grubun isleyisi yapilarinda bulunan iki
bolgeye (hidrofobik cep ve amfipatik a-heliks) baghdir. Yapilarindaki BH1, BH2 ve
BH3 bolgeleri hidrofobik cebi olusturur. Amfipatik a-heliks, BH3 bolgesinde yer
alir. Hidrofobik cep sayesinde bir diger bcl-2 ailesi liyesinin BH3 bdolgesine
baglanirlar. Pro-apoptotik iiyeler kendi i¢inde iki alt gruba ayrilirlar. Bu alt
grublardan biri yapilarinda her iic bdlgeyi (BHI, BH2, BH3) de iceren iiyelerden
(6rn; Bax, Bak), digeri ise sadece BH3 bolgesini igeren iiyelerden (Bid, Bad, Bim)
olusur. Anti-apoptotik iiyelerde ayrica BH4 bolgesi bulunur ve apoptozisin diger
hiicresel yollarla iligkisini kurdugu diistiniilmektedir. Anti-apoptotik liyeler, sitokrom
c’nin saliverilmesini baskilama 6zelligine sahiptir. Pro-apoptotik iiyelerin anti-
apoptotik tiiyelerle baglanmasi durumunda inhibitér bu etki ortadan kalkar ve
sitokrom c saliverilmesi gerceklesir. Bu ylizden, yasam ile 6liim arasindaki se¢enegi,
pro-apoptotik ve anti-apoptotik iiyelerin dengesi belirler. Anti-apoptotik {iyelerin
asir1 ekspresyonlarinin apoptozisi baskiladigi, buna karsin pro-apoptotik iiyelerin
asir1 ekspresyonunun ise hiicreleri oldiirdiigii goriilmektedir. Anti-apoptotik bcl-2
ailesi iiyelerinin en iyi bilinenleri: Bcl-2, Bel X1, Mcl-1, pro-apoptotik olanlar1 ise;
Bax, Bcl-Xs, Bad, Bim, Bak, Bok, Bid’dir (156, 157).

Bcl-2’nin mitokondri ile olan iliskisinden otiirii antioksidan bir etkiye sahip
oldugu ve bdylece oksidatif stresin sebep oldugu apoptozisi baskilayabildigi
bildirilmistir (156, 157).

1.1.5.2.3.2. Bax Proteini

Bcl-2 ailesi iiyelerinden pro-apoptotik bir protein olan, Bcl-2 ile iligkili x-

protein (Bcl-2 associated x-protein, Bax), 21 kDa agirliginda bir proteindir. Bax geni,
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19. kromozom tizerinde 19q13.3-q13.4 pozisyonunda lokalizedir. Alt1 ekzon ve
iizerinde dort adet p53 baglanma bolgesi bulunan bir promotor bodlgeden
olusmaktadir. Bax proteini BH1, BH2 ve BH3 bolgelerinde Bcl-2’ye benzerlik
gosterir ve pro-apoptotiktir. Sitozolde bulunur ve apoptotik uyarilar sonucu
mitokondri membranina baglanip “pore” olusmasmi saglar, boylece selektif iyon
permeabilitesi kaybolur sonugta sitokrom-c ve AIF (Apoptosis Inducing Factor) gibi
faktorlerin sitoplazmaya ge¢mesine neden olur. Difteri toksininin yapisal olarak tam
benzeri olan Bax proteininin bazi bakteri toksinlerinin por olusturan proteinlerine
benzerlik gostermesi hiicre i¢i zarlarda (mitokondri, endoplazmik retikulum ve
cekirdek zari) kanallar olusturma potansiyeli olabilecegini diislindiiriir. Bax, Bcl-2
ile heterodimerize ve kendisi ile homodimerize olur. Bax hiicrede asir1 yapildiginda
apoptotik oliim artarken, Bcl-2 asir1 yapildiginda Bax ile heterodimerize olur ve

apoptotik 6liim baskilanir (158).

1.1.5.2.4. Apoptozis Mekanizmalar

Apoptozis, evrimsel olarak korunmus 2 ayr1 biyokimyasal yolakla meydana
gelir; bunlar 6liim reseptorleri aracilifiyla gergeklesen ekstrinsik yolak ve Bcl-2
ailesi proteinleri aracihigi ile gergeklesen intrinsik yolak. Ister hiicre ici, isterse hiicre
dis1 mekanizmayla baglamis olsun, apoptotik siire¢, kaspazlar adi verilen proteolitik

enzimler tarafindan gerceklestirilir (159).

1.1.5.2.5. Apoptozis’in belirlenmesinde kullanilan yontemler (160).
Morfolojik goriintilleme yontemleri
1. Isik Mikroskobu
a. Hematoksilen Boyama
b. Giemsa Boyama
2. Floresan Mikroskobu / Lazerli Konfokal Mikroskop
a. Propidium Iyodiir (PI)
b. Hoechst Dye
3. Elektron Mikroskobu
4. Faz Kontrast Mikroskobu
Immunohistokimyasal yontemler
1. Anneksin V Yontemi

2. TUNEL Yontemi
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3. M30 Yontemi
4. Kaspaz-3 Yontemi
Biyokimyasal yontemler
1. Agaroz Jel Elektroforezi

- DNA fragmantasyonu
2. “Western Blotting”

- Substrat kirilmalari

- Aktif kaspaz’in belirlenmesi

- Sitokrom ¢ saliverilmesi
3. “Flow” Sitometri
Immunolojik yontemler
1. ELISA

- DNA Fragmantasyonu

- M30 Diizeyi
2. Fluorimetrik Yontem

- Kaspaz Aktivasyonu
Molekiiler biyoloji yontemleri

- DNA Microarrays

1.1.5.2.5.1. TUNEL Yontemi (Terminal deoxynucleotidyl Transferase
biotin — dUTP Nick End Labeling)

Doku kesitlerinde apoptotik hiicrelerdeki DNA sarmal kiriklarinmn in situ
saptanmasmda kullanilan en duyarh ve en hizli metoddur. Ik defa 1992 yilinda
Gavrieli ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanmistir. Bu yontem temelinde apoptotik
hiicrelerdeki DNA sarmal kiriklarini serbest 3'-OH uglarinda enzimatik bir reaksiyon
ile tespit etmeye dayanarak apoptozise giden hiicrelerin goriintiilenmesi
saglanmaktadir. Calismalarda testin sensitivitesi % 60-90 araliginda, spesifitesi %87
olarak belirtilmekte olup, nekrotik hiicre Sliimiiniin indiiklenmesi ile spesifitenin
%70’lere kadar distiigli belirtilmektedir (161-163). Bu metodla, parafin bloklar,
donmus kesitler, kiiltiirii yapilmis soliisyon halindeki veya "plate"lere ekilmis ya da
lameller iizerinde biiyiitiilmiis hiicrelerde apoptozisin varlig1 saptanabilir (164). Bu
teknikte apoptotik hiicrelerin yiizdelerini flowsitometri ile 6lgmek miimkiindiir (165,

166).
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1.1.6. Tiamin

Vitamin Bl olarak da bilinen tiamin ilk Once anti-beriberi faktorii olarak
taninmistir. Beriberi Sinhala dilinde bir kelimedir ve anlami asir1 yorgunluk
demektir. Hastalik 6zellikle 19. ylizyildan once goriilmiistiir. 1912 yilinda Casimir
Funk anti-beriberi faktoriinii piringten izole etmistir. Bu, bir vitamin olarak
adlandirilan ilk bilesiktir; yasam i¢in 6nemli bir amindir ve bu nedenle vitamin B1
olarak belirtilmistir. Vitamin B1’in kimyasal formiili 1931 yilinda Robert R.
Williams tarafindan tanimlanmis ve tiamin olarak adlandirilmistir. Viicudun tiamin
depolar1 azdir (sadece 30 mg) ve vitaminin enerji iiretiminde 6nemli rolii olmasi
nedeniyle depolarin ¢ogu kaslarda yerlesmistir (167). Vitaminin aktif formu tiamin
pirofosfattir (TPP). Vitamin i¢in en sik endikasyonlar sinir bozukluklarmin tedavisi
ve alkolizm, siroz, gastrointestinal hastalik, artmis karbonhidrat alimi, hipertiroidizm
ve infeksiyon gibi bozukluklarda eksiklikten korunmadir (168). Giincel bir
calismada, 120 geng eriskin kadina tiamin destegi verilmis ve karar verme zamanlar1
ile duygu-durumlarinda iyilesme saptanmistir (169). Vitamin ayni zamanda kalp
yetmezliginin dnlenmesi ve tedavisinde de yararlidir (170). Insan viicudunda tiamine
bircok enzimatik reaksiyonlar icin ihtiya¢ vardir. En Onemlisi vitaminin piruvat
dehidrogenaz (enerji iiretiminde Oonemli bir enzim), transketolaz (lipid, glukoz ve
dalli amino asit metabolizmasinda gorev alan bir enzim ve ayni zamanda sinir
hiicreleri ¢evresinde miyelin kilif olusturulmasi ve idamesinde de gorev alir) ve 2-
okzoglutarat dehidrogenaz (asetil kolin, GABA ve glutamat sentezinde gorev alir)

fonksiyonlarida yer almasidir (171).

1.1.6.1. Benfotiamin

Norolojik bozukluklar, 6zellikle diyabetik néropati, uzun bir zamandir vitamin
B1 (tiamin) ile tedavi edilir, fakat oral alman suda ¢oziinebilen tiamin tuzlarinin
biyoyararlanim1 yagda c¢oziinen analoglarina kiyasla daha diisiiktiir. Tedavinin
basarili olmasi i¢in hem kanda hem de dokularda yiiksek miktarlarda tiamin
gereklidir. 1954 yilinda Fujiwara bir grup yagda ¢oziilebilen tiamin tiirevini kesfetti
ve ardindan bunlara “allitiaminler” admni verdi. Ciinkii bunlar Alyum ailesi
sebzelerde; kozlenmis sarimsak, kuru sogan, pirasa, arpacik sogani vb. dogal olarak

olusmaktadir. Bunlar arasinda benfotiamin en etkili olanidir ve miikemmel bir
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gilivenlilik profiline sahiptir. Benfotiaminin oral alimi kan ve dokularda tiamin
seviyelerini suda ¢oziiniir tuzlarma kiyasla daha fazla derecede artirir (172).

Benfotiamin yeni, yiiksek derecede emilebilen, yagda ¢oziinen bir vitamin B1
kaynagidir. Tiamin ile benzer uygulama alanlarma sahiptir, fakat normal tiaminden
yaklasik 5 kat daha fazla emilebilir ve direkt olarak hiicre membranlarindan
gecebilir. Daha 1yi emilir, dokulara daha rahat girer ve dokularda daha uzun siire
kalir (171).

Benfotiaminin, allitiamin ailesindeki diger lipid tiamin tiirevlerine gére daha
1yi oldugu ve lipidte ¢bziilebilen tiirdesleri i¢erisinde en giicliisii oldugu bildirilmistir

(173).

1.1.6.1.1. Biyokimya ve Farmakokinetik

Goriiniim: Beyaz

Kimyasal Adi: S-[(Z)-2-[(4-amino-2-methylpyrimidin-5-yl)
methylformylamino]-5-phosphonooxypent-2-en-3-yl] benzenecarbothioate.

Molekiiler agirhgi: 466,45 g/mol

Cas No : 22457-89-2

Ticari adlar: S-Benzoylthiamine O-monophosphate (Sigma Chemical Co.

St. Louis, MO. A.B.D. ) (174).

NH2
NT
| [ =
)\ N,-f'“ /K II'.
H (9]

O
Sekil 6. Benfotiaminin kimyasal yapis1 (175)

0
I

D—T—D"

Benfotiamin ince bagirsak mukozasindan pasif diflizyonla emilir. Tiaminin
aksine, benfotiaminin yapisindaki agik tiyazol halkasi emilim oldugunda kapanir ve
hizl1 bir sekilde biyolojik olarak aktif tiamine ¢evrilir. Oral benfotiamin alimmdan
sonra pik plazma tiamin konsantrasyonlari, suda ¢Oziinen tiamin tuzlarinin oral
alimindan sonra gozlenenden en az 5 kez daha fazladir. Benfotiaminin yar1 dmri

tiamin tuzlarma benzerdir, fakat benfotiamin alimini takiben sekiz giin sonra
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biyoyararlanim orijinal dozun yaklasik %?25’idir; bu da bir tiamin tuzunun oral

alimimdan sonraki miktarindan yaklasik 3,6 kat daha fazladir (172).

1.1.6.1.2. Etki Mekanizmasi

Benfotiamin yararli etkilerini bir dizi mekanizma ile gosterir. Diyabet
vakalarinda benfotiamin transketolaz aktivitesini (glukoz metabolizmasinda 6nemli
bir enzim) artirir ve bunun sonucu olarak hiperglisemik hasara yol acan lic major
molekiiler yolag1 bloke eder. UDP-N-asetilglukozamin (UDP-GIcNAc) artigini
engeller ve ileri evre glikasyon son iirlinlerinin (AGE) olusmasma yol agan zarar
verici glukoz metabolitlerinin olugmasini azaltan heksozamin yolak aktivitesini
artirir. Benfotiamin ayni zamanda protein kinaz C (PKC) aktivitesini normale
dondiiriir ve diyabetiklerin retinalarinda niikleer faktor kappa B (NF-kB) aktivitesini
engeller. Ek olarak, benfotiamin aldoz rediiktaz aktivitesi, sorbitol konsantrasyonlar1
ve intraselliiler glukozu azaltarak polyol yolagindaki dengesizligi diizeltir (172).

Vitaminin bu modern formu, yeni tehdit olan AGE/ALE (advanced glycation
end products/Advanced lipoxidation end products) olusumuna karst umut vaat
etmektedir. Benfotiamin protein glikasyonu/lipooksidasyonunu onleyebilir ve
hiicresel yapilara verdikleri zararlar1 azaltabilir. Bu o6zellikler benfotiamin ig¢in
essizdir ve normal tiamin ile gdzlenmez. Vitaminin antioksidan aktivitesi vardir ve
yapisma gore bir AGE kiric1 olarak kabul edilir (176). Insan umblikal ven
hiicrelerinin yiiksek glukoz ortaminda kiiltiiriiniin yapildig1 ¢alismalar, ¢ozeltiye
eklenen benfotiaminin normal fizyolojik glukoz durumlarindakine benzer sekilde
AGE olusumunu azalttig1 gosterilmistir (24). Fakat tiamin diyabetik siganlarda AGE
olusumunu engellemez (177). Diyabetik sicanlarda tiamin ve benfotiamin
desteklerinde sinir iletimi ve sinir gliko-oksidasyonunun degerlendirildigi bir
calismada sonuglar benfotiaminin net bir sekilde iistiin bir AGE inhibitorii oldugunu
gostermistir. Diyabet indiiksiyonundan ii¢ ay sonra sinir iletimi %10,5 oraninda
digmiis ve glikasyon iirtini CML (Carboxymethyl Lysine) 3,5 kat ve
deoxyglucosone AGE olusumu 5,1 kat artmistir. Benfotiamin desteginin 6. aymdan
sonra sinir iletim hizi neredeyse normale donmiistiir. Tiamin destegi ayn1 zamanda
sinir uyari iletimini de iyilestirir, fakat benfotiamin kadar diizeltmez. Daha 6nemlisi,
benfotiamin diyabetin indiikledigi CML f{iriinlerini tiimiiyle 6nlemis, fakat tiamin

AGE seviyelerini anlamli olarak azaltmamistir (178). Diyabetik polindropatisi olan
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14 hastada yapilmis baska bir calismada (sinir hasari1 agri, karincalanma veya
uyusma olarak hissedilir) benfotiamin ve vitamin B6 kombinasyonunun 6 hafta
kullanilmas1 agr1 siddetini 8,2°den 2,3’e anlamli derecede azaltmistir. Ayni1 zamanda
onemli bir nokta da, destek vakalarin %93’linde vibratuvar hassasiyet ve genel
tyilesmelere yol agmistir (171). Baska bir caligmada benfotiaminin diyabetik kirmizi
kan hiicrelerine etkisi incelenmistir. Sonuglar etkileyicidir: CML seviyelerinde %40
azalma ve intraselliiler methylglyoxal tiirevli AGE’ lerde nerede ise %70 oraninda
disiis gézlenmistir (179). Benfotiamin defektif hiicresel replikasyonu diizeltmis ve
AGE olusumunu azaltmistir. Vitamin ayni zamanda diyabetik sicanlarda diyabetik
retinopatiyi Onlemis ve retinada aseliiler kapiller segmentin sayismin artigini
engellemistir (180). Aselliiler kapiller segmentler daha fazla prolifere olamayan ve
kendisini onaramayan vaskiiler endotelin sonucu gelisir (181). AGE olusumunu
onlemede benfotiaminin etkinligi glikolizi normale dondiirmesi ile iliskili olabilir.
Hizlanmis glikoliz gliseraldehit-3-fosfat (G-3-P) ve friiktoz-6- fosfat gibi proteinlerle
yiiksek derecede reaksiyon veren (Glukoza kiyasla G-3-P proteinlerle 200 kere daha
fazla reaktiftir) intermediyer metabolitlerin daha fazla olusmasina yol acabilir (182).
Ayn1 zamanda glisemik durumlarda, hiicrelerde 6nemli 6l¢iide hasara yol acabilecek,
asir1 miktarda stliperoksitler-reaktif oksijen bilesenleri mitokondriden salinir. Bu
siiperoksit daha sonra glikolitik enzim GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase)’yi inhibe eder ve glikoliz metabolitlerinin diger dort glukoz
yolagindan birisine diismesine yol acar; boylelikle hiperglisemik hasar olusur.
Benfotiamin transketolaz enzimini aktifler ve glukoz metabolitleri proteinler ile
etkilesime gegmeden Once transforme olurlar (183). Bazi ¢alismalar Benfotiamin’in
reaktif oksijen tirlinleri tizerinde baskilayici 6zellikte oldugunu gostermistir (21, 22).
Indirgenmis olan glutatyon hiicre igerisindeki oksidan ajanlarin etkisini azaltmaktadir
ve hiicre i¢inde etkin gdrev alan proteinleri oksidasyon reaksiyonuna karsi koruyarak
anti-oksidan 6zellik gostermektedir. Bunun sonucunda glutatyon molekiilii oksitlenir.
Glutatyon molekiiliiniin fonksiyonunu yerine getirebilmesi i¢in yeniden rediikte
edilmesi gerekir. Bu amacla NADPH kullanilmaktadir. NADPH iiretiminde Pentoz
fosfat yolu 6nemlidir. Bu yolakta tiamin etkili gérev aldig1 i¢in bir antioksidan olarak

kabul edilmektedir (23, 24).
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Yiiksek glikoz maruziyetine bagl gelisen apoptozisin gostergelerinden olan
DNA fragmantasyon artis1 ve Caspaz 3 aktivitesinin, endotel hiicreleri ve perisitlerde
benfotiamin uygulamastyla engellendigi bildirilmistir (184).

Glikoz konsantrasyonlarindaki artiglar poliol yolunun aktifleserek sorbitol
iiretimine sebep olur. Bu yolda diizenleyici enzim olan aldoz rediiktazin aktivitesi
icin NADPH kullanilir. Hiicre ici NADPH’ 1n tiiketilmesi glutatyonun rediikte forma
doniismesinde ve nitrik oksit sentezinde azalmaya yol acar. Dolayisiyla hiicrenin
antioksidan kapasitesi smirlanir. Benfotiamin, aldoz rediiktazi inhibe ederek
NADPH’ 1n tiiketilmesini engeller (185, 186).

Benfotiaminin, alkolik polindropati, diyabetik kardiyomiyopati, vaskiiler
endotelyal disfonksiyon, diyabetik retinopati, liveitis, diyabetik noropati, kardiyak
anjiyopati, diyabetik nefropati gibi diyabet ve diyabetle iliskisi olmayan patolojik

kosullarin 6nlenmesinde ¢cok yonlii tedavi edici potansiyeli vardir (187).
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2. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi’nde ve ¢alismanin
etik onayi, 02.02.2012 tarih ve 15 sayili karar1 ile Frrat Universitesi Hayvan
Deneyleri Etik Kurulundan alinarak yapildi.

2.1. Deney Hayvanlan

Deneylerde kullanilan en az 8 haftalik eriskin Wistar albino cinsi erkek
siganlar, Firat Universitesi Deneysel Arastrma Merkezi’'nden temin edildi.
Hayvanlarin bulunduklar1 ortamin sicakligi 22-25°C arasinda sabit tutuldu ve
hayvanlar 12 saat 151k altinda ve 12 saat karanlikta takip edildi. Ratlar havalandirma
sistemi bulunan bir ortamda 6zel olarak hazirlanmis ve her giin altlar1 temizlenen
kafeslerde beslendi. Yemler 6zel celik kaplarda, su ise paslanmaz celik bilyeli
biberonlarda normal cesme suyu olarak verildi. Deney hayvanlar1 Elazig Yem
Fabrikasi’'nda 0zel olarak hazirlanan pelletler halindeki rat yemleriyle beslendi.
Ratlara verilen yemin bilesiminde bulunan katki maddeleri Tablo 5’de belirtilmistir.
Ratlarm deneysel uygulama yapilacak sathaya kadar bakimlarina bu sekilde devam
edildi.

Tablo 5. Deney hayvanlarina verilen sican yeminin terkibi

Bugday (%) 15
Misir (%) 10
Arpa (%) 27
Kepek (%) 8
Soya (%) 29,4
Balik Unu (%) 8
Tuz (%) 0,6
Kavimix VM 23-Z (%) * 0,2
Methionin (%) 0,2
DCP (%)** 1,6

* 1 graminda: 4800 IU A, 960 IU Ds, 12 mg E, 0,8 mg K3, 0,8 mg By, 2,4 mg B,, 1,2 mg B, 0,006 mg
By, vitaminleri, 16 mg Nicotin amid, 3,2 mg Cal. D. Panth. 0,32 mg Folic acid, 0,02 mg D-Biotin, 50
mg Cholin Chloride, 20 mg Zinc Bacitracin, 32 mg Mn, 16 mg Fe, 24 mg Zn, 2 mg Cu, 0,8 mg I, 0,2
mg Co, 0,06 mg Se, 4 mg Antioksidan ve 200 mg Ca. ** % 18 fosfor, % 25 kalsiyum, % 0,2 flor’dan
olusur

2.2. Cahsma Gruplarinin Olusturulmasi ve Deneysel Uygulama

Calismada 200-250 gr agrhiginda Wistar albino cinsi erkek ratlar
kullanilmistir. Caligmamizda kullanilan sicanlar ; kontrol (grup I), CCly (grup 11) ,
CCly + benfotiamin (grup III), benfotiamin (grup 1V) ve Zeytinyag1 (grup V) olmak

iizere 5 gruba ayrildi.
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Calismada her grupta 6 sican (n=6) olmak sartiyla 5 grup olusturuldu.

Grup I (n=6): Kontrol grubuna 14 giin boyunca herhangi bir islem
yapilmada.

Grup II (n=6): Bu gruptaki deney hayvanlarna 1. ve 8. giinlerde olmak
iizere iki defa i.p yolla 1ml/kg CCly: zeytin yagi (1:2) oraninda verildi.

Grup III (n=6): Bu gruptaki deney hayvanlarina 1. ve 8. giinlerde olmak
iizere iki defa 1 ml/kg CCls: zeytin yagi (1:2) oranmnda karisimi ve oral yolla
70 mg/kg/giin benfotiamin verildi.

Grup IV (n=6): Bu gruptaki deney hayvanlarma 14 giin boyunca oral yolla
sadece Benfotiamin 70 mg/kg/glin dozunda verildi.

Grup V (n=6): Bu gruptaki deney hayvanlarma 1. ve 8. giinlerde olmak
iizere iki defa i.p. yolla 2 ml/kg zeytinyag verildi.

2.3. Dokularin Alinmasi

Deneyin sonunda tiim gruplardaki si¢anlar ketamin (75 mg/kg) + xylazine
(10 mg/kg) 1p. uygulanarak anestezi altinda dekapite edildi. Dekapitasyonun
ardindan si¢anlarin karaciger dokular1 hizla ¢ikarilip % 10 formaldehit ile tespit
edilip ardindan histolojik ve histokimyasal incelemeler icin parafin bloklar
hazirlandi. Karaciger dokusunda MDA c¢alismasi i¢in dokular ¢aligmanin sonuna

kadar - 80°C’de saklandi.

2.3.1. immiinohistokimyasal inceleme

Karaciger dokusunda bax immiinreaktivitesinin  belirlenmesi  i¢in
Avidin-Biotin-Peroksidaz Kompleksi yontemi uygulandi. Boyama metodu asagidaki

Tablo 6’da ayrintili olarak verilmistir.
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Tablo 6. Immiinohistokimyasal boyama prosediirii

Sira islem Siire

1 Xylol 1 10 dakika
2 Xylol 11 10 dakika

3 Xylol 10 dakika

4 % 100 Alkol 10 dakika

5 % 96 Alkol 10 dakika

6 % 80 Alkol 10 dakika

7 Distile su 5 dakika

8 Mikrodalga 7+5 dakika
9 Oda 1sisinda sogutma 20 dakika
10 PBS (Phosphate Buffered Saline) 3X5 dakika
11 H,0, 10 dakika
12 PBS 3X5 dakika
13 Normal blok soliisyonu 5 dakika

14 Primer antikor 60 dakika
15 PBS 3X5 dakika
16 Sekonder antikor 30 dakika
17 PBS 3X5 dakika
18 Strepavidin ALP (Alkalen fosfataz) 20 dakika
19 PBS 3X5 dakika
20 Fast Red 5 dakika

21 Distile su 5 dakika
22 Zit boya olarak Mayer’s hematoksilen 10 saniye
23 Akarsu 5 dakika
24 Ozel kapatma maddesi ile kapatma ~ .eeereee

Parafin bloklardan 5-6 pum kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara
alindi. Deparafinize edilen dokular dereceli alkol serilerinden gecirilerek dehidrate
edildikten sonra endojen peroksidaz aktivitesini onlemek i¢in H,O, ile muamele
edildi. Zemin boyasini engellemek icin Ultra V Block soliisyonu ile muameleden
sonra primer antikor (Bax mouse monoclonal IgG, Santa Cruz Biotechnology,
sc—7480, California, USA) 1ile 60 dakika inkiibe edildi. Primer antikor
uygulanmasindan sonra sekonder antikor (biyotinli anti-mouse /rabbit IgG,
Diagnostic BioSystems, KP 50A, Pleasanton, USA), Strepavidin ALP ve 3 Fast Red
kromojeni uygulandiktan sonra Mayer’s hematoksilenle zit boyama yapildi. Negatif
kontrol i¢in hazirlanan dokularda primer antikor yerine phosphate buffered saline
(PBS) kullanildi, diger basamaklar ayn1 sekilde uygulandi. PBS ve distile sudan
gecirilen dokular uygun kapatma soliisyonu ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar

Novel N-800M mikroskobunda incelenerek degerlendirildi ve fotografland:.
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Immiinohistokimyasal ~ boyanmanin  degerlendirilmesinde ~ boyanmanin
yaygmnlig1 esas alindi. Sitoplazmik immiin boyanmanin yaygimlig: 0’dan +3’e kadar
say1 ile semi-kantitatif olarak skorlanarak istatistiksel analizleri yapildi (Tablo 7).

Tablo 7. Immiinohistokimyasal boyanma yaygmliginin derecesi

Derece Anlam
0 Yok

+1 Az

+2 Orta

+3 Siddetli

2.3.2. TUNEL Metodu

Parafin bloklardan 5-6 pm kalinliginda alman kesitler polilizinli lamlara
alind1. Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda ApopTag Plus Peroxidase In Situ
Apoptosis Detection Kit (Chemicon, cat no: S7101, USA) kullanilarak apoptoza
giden hiicreler belirlendi.

Xylene ile deparafinize edilen dokular, dereceli alkol serilerinden gecirilerek
phosphate buffered saline (PBS) ile yikandi. 0.05% ‘lik proteinase K ile 10 dakika
inkiibe edilen dokular, endojen peroksidaz aktivitesini engellemek i¢in % 3 hydrogen
peroxide ile 5 dakika inkiibe edildi. PBS ile dokular yikandiktan sonra, 6 dakika
Equilibration Buffer ile inkiibe edilip, 37°C’ de nemli ortamda ¢aligma soliisyonu
(%70ul Reaction Buffer + %30 TdT Enzyme) ile 60 dakika inkiibe edildi. Stop/Wash
Buffer’da 10 dakika bekletilen dokular, Anti-Digoxigenin-Perosidaz ile 30 dakika
muamele edildi. Diaminobenzidine (DAB) substrati ile apoptotik hiicreler
gortintiilendi. Harris hematoksilen ile zit boyasi yapilan kesitler uygun kapatma
soliisyonu ile kapatildi. Pozitif kontrol i¢cin meme dokusu kullanildi. Negatif kontrol
dokusunda Tdt enzimi yerine Reaction Buffer kullanildi.

Hazirlanan preparatlar Novel N-800M mikroskobunda incelenerek
degerlendirildi ve fotograflandi. TUNEL boyamanmn degerlendirilmesinde Harris
hematoksilen ile maviye boyanmis ¢ekirdekler normal, kahverengi niikleer boyanma
gosteren hiicreler apoptotik olarak degerlendirildi. Kesitlerde 10'luk biyiitmede
rastgele segilen alanlarda, normal ve apoptotik en az 500 hiicre sayildi. Apoptotik

hiicrelerin, toplam (normal + apoptotik) hiicrelere oranlanmasi ile Apoptotik indeks
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(AI)’1 hesaplanarak istatistiksel analizleri yapildi. Skala bar: 50pum. Boyama metodu
asagidaki tabloda ayrmtili olarak verilmistir (Tablo 8).
Tablo 8. TUNEL boyama prosediirii

islem Siire
1 60°C etiiv Bir gece
2 Xylol 3X15 dakika
3 %100, %96, %80, %70 etil alkol 3'er dakika
4 PBS 5 dakika
5  Kesitlerin ¢evreleri sinirlayict kalem ile ¢izilie,. .
6  1:500 diliisyondaki Protinaz K soliisyonu 20 dakika
7 PBS 3X5 dakika
8  Endojen peroksit blokaji (% 3 H,0,) 3 dakika
9 PBS 3X5 dakika
10 Equilibration tampon soliisyonu 10 dakika
11 Calisma soliisyonu (%70 ul Reaction Buffer + %30 TdT Enzyme) 37°C’de 60 dakika
12 Stop/Wash Buffer (2ml) + Distile su (68ml) Oda sicakliginda 10 dakika
13 Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika
14 PBS 3X5 dakika
15 DAB Dilution Buffer + DAB Substrate 5-10 dakika
16 PBS 3X5 dakika
17 Distile su 5 dakika
18 Harris hematoksilen 1-5 dakika
19 Distile su 5 dakika
20 %380, %96 ve %100 etil alkol 1'er dakika
21 Xylol 2XS5 dakika

22 Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatma. ..

2.3.3. Malondialdehid (MDA) Calismasi

0.42 gr Tris-Base + 1.43 gr Tris-HCI + 3 gr KCI ve 0.5 ml Tween 20, 250 ml
distile suda hazirlandi. Hazirlanan bu tampon 6rneklerin homojenatinda kullanildi.
X gr doku iizerine 5 ml tampon ilave edildi ve parcalandi. Homojenat 5000 rpm de
5 dakika santriflij edildi ve siipernatant kistmdan 1 ml bagka bir tiipe alindi. Alinan
Iml 6rnek tlizerine 1ml %10 ‘luk TCA (10 gr TCA 100 ml distile suda hazirlandi )
ilave edildi. Uzerine 1ml %0.6 TBA (0.6 gr TBA 100 ml distile suda hazirlanir,
hazirlanan TBA +4°C’de en fazla bir giin saklanabilir) ilave edildi. Uzerine 1ml
distile su ilave edildikten sonra, son olarak 0.5 ml %4 HCI ilave edildi (4ml HCI 100
ml distile suda hazirlanir, asit ve su siddetli reaksiyona girdigi icin miimkiinse asit
damlalar seklinde suya ilave edilmelidir). Hazirlanan karigim 90-95°C’de 120 dk

inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi tiipler oda sicakhiginda sogutuldu ve
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iizerine 3 ml biitanol ilave edilip vortekslendi. Daha sonra tiipler 5 dk 5000 rpm’de
santrijiij edilerek olusan (biitanol faz) siipernatanttaki kirmizi-pembe renk spektro
kiivetine pipet yardimiyla alindi ve biitanole kars1 532 nm’de okundu. Okunan
absorbans degeri x: (okunanaps +0.0344)/0.0492 formiiliiyle hesaplandi. Bulunan
deger 5 ile ¢arpildi (nedeni doku homojenat1 5Sml tamponda hazirlandi), ¢ikan sonug

homojenatta kullanilan doku agirligi kadardir.

2.4. istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler ortalama + standart sapma olarak belirlendi. Istatistiksel
analiz i¢in SPSS version 22 programi kullanildi. Gruplar aras1 degerlendirme One-
way ANOVA ve posthoc tukey testi ile yapildi. p<0.05 degerler istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR
3.1. Immiinohistokimyasal Bulgular

3.1.1. Bax immiinreaktivitesi

Bax immiinreaktivitesi i¢in yapilan immiinohistokimyasal boyamanin 1sik
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; bax immiinreaktivitesi kontrol (Sekil 7),
benfotiamin (Sekil 8) ve zeytinyagi (Sekil 9) gruplarinda benzerdi. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda CCly grubunda (Sekil 10) bax immiinreaktivitesinde belirgin bir
artis vardi (p<0.05). Benfotiamin’in tedavi olarak verildigi CCly; + benfotiamin
grubunda (Sekil 11) ise CCly grubuna gore bax immiinreaktivitesinin belirgin
azaldigi, kontrol grubuna yakin oldugu izlendi (p<0.05). Negatif kontrolde herhangi
bir boyanma saptanmadi (Sekil 12).

Tablo 9. Bax Immiinreaktivitesi

GRUP Bax immiinreaktivitesi
KONTROL 1.16 + 0.40
BENFOTIAMIN 1.33+0.51
ZEYTINYAGI 1.16 + 0.40

CCl4 2.83 + 0.40°

CCl4+ BENFOTIAMIN 1.83 +0.40°

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
? Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
®CCl4 grubuna gore karsilastirildiginda, (p<0.05).
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ekil 10. C verilen gruba karacigerdokusunda bax immunreaktivitesi. (=)
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Sekil 11. CCls+benfotiamin grubuna ait karaciger dokusunda bax immunreaktivitesi. (—)
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Sekil 12. Negatif kontrol
3.2. TUNEL Bulgulan

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 1s1k
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifligi karaciger dokusunda

siniizoidal hiicrelerde (kirmizi ok) izlendi. TUNEL pozitifligi kontrol (Sekil 13),
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benfotiamin (Sekil 14) ve zeytinyagi (Sekil 15) gruplarinda benzerdi. Kontrol grubu
ile karsilastirildiginda CCly grubunda (Sekil 16) anlamli bir artis vardi (p<0.05).
CCl4 grubu ile karsilastirildiginda CCI4 + benfotiamin grubunda (Sekil 17) anlaml1
bir azalma vardi (p<0.05). Negatif kontrolde (Sekil 18) TUNEL pozitifligine
rastlanmadi. Pozitif kontrol (Sekil 19) i¢in sigan meme dokusu kullanildi (Tablo 10).
Tablo 10. Apoptotik indeks (%)

GRUP Apoptotik Indeks (%)
KONTROL 2.16 £ 0.40
BENFOTIAMIN 1.83+0.40
ZEYTINYAGI 1.66 +0.51

CCl4 6.66+1.21°

CCl4+ BENFOTIAMIN 3.16 £ 0.40°

Degerler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.
? Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
°CCl4 grubuna gore karsilastirildiginda, (p<0.05).

Sekll 13 Kontrol grubuna ait karamger dokusunda TUNEL posz hucreler (—>)
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e .

Sekil 14. Benfotia ile ba \va kraciger dokusunda TUNEL pozitif

hiicreler. (—)

.

Sekil 15. Zeytinyaglerilen ga it karaciger okusunda TUNEL ozitif hiicreler. (—)
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Sekll 17‘ CC14 + benfotlamm grubuna. ait karamger dokusunda TUNEL p021t1f

hiicreler. ( —)
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TUNEL pozitif kontrol. Meme dokusu ( —)

Sekil 19.
3.3. MDA Bulgulan
Spektrofotometrik olarak oOlgiilen doku MDA diizeyleri kontrol, benfotiamin

ve zeytinyagi gruplarinda benzerdi. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda CCly

grubunda MDA diizeyleri anlamli olarak artmis bulundu (p<0.05). CCly grubu ile
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karsilastirildiginda CCl;" Benfotiamin verilen grupta karaciger dokularmda MDA
diizeyi anlamli olarak azalmis bulundu (p<0.05) (Tablo 11).
Tablo 11. Doku MDA degerleri

GRUP MDA (nmol/g protein)
KONTROL 111.83+1.72
BENFOTIAMIN 121.50 £2.07
ZEYTINYAGI 110.16 +£9.28

CCl4 165.83 + 8.86"

CCl4+ BENFOTIAMIN 104.33 +2.338"

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
? Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
®CCl4 grubuna gore karsilastirildiginda, (p<0.05).
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4. TARTISMA

Karaciger, oral veya damar yoluyla aliman hemen hemen tiim ilaglarin, toksik
maddelerin ve mikrobik ajanlarin, olusturduklar1 zararli etkilerine maruz kalmakta
olup bu etkileri ya detoksifiye eder ya da ajanlarin olusturdugu hasara rejenerasyon
yoluyla cevap vererek kendini korur (188).

Karacigerin, fizyolojik ve biyokimyasal rolii nedeni ile toksik maddelerin
inhibisyon basamaklarinda 6nemli role sahip oldugu bilinmektedir. Fakat bu
kimyasal olaylar sirasinda karacigerde cesitli hasarlar olusabilmektedir. Bu hasarlarin
olusumunda, oksidatif stresin ve bunu takiben ortaya ¢ikan serbest radikallerin etkili
oldugu kanitlanmistir (189).

Reaktif oksijen radikallerinin Alzheimer, Multiple Skleroz, Diyabet,
Karaciger Sirozu ve Hepatoselliiler Karsinoma’nin patogenezinde 6nemli bir etken
oldugu ifade edilmis olup (190); ayrica son yapilan caligmalarda reaktif oksijen
metabolitlerinin hepatotoksisitede etkili bir rol oynadig ileri siirtilmiistiir (191).

Yapilan bir¢ok ¢alismada, karaciger hastaliklarinda artan oksidatif stres ile
karaciger hasar1 ve fibrozu arasinda iliski oldugu gosterilmistir (43, 72, 84-89).

D1 orbitallerinde bir veya birden fazla eslesmemis elektrona sahip olan
serbest radikaller, kisa dmiirlii, kararsiz ve ¢ok etkili molekiiller olup oksidatif stres
ile yakindan iligkilidir (112).

Dokularda meydana gelen metabolik reaksiyonlar siiperoksit anyonu,
hidroksil radikali, hidrojen peroksit ve oldukg¢a yiiksek reaktiviteye sahip serbest
oksijen radikallerinin olusmasina sebebiyet vermektedir (192, 193).

Hiicre ici elekron dengesinin bozulmasi, oksidatif stres, mitokondrial
defektler ve antioksidan sistemin yetersiz kalmasi apoptozis olusumunu
tetikleyebilmektedir (194).

Oksidatif stres antioksidan mekanizma iizerindeki olumsuz etkilerine bagli
olarak lipid peroksidasyonunu artirmakta ve karacigerde fibrozise neden
olabilmektedir (195).

Hepatotoksin ozellikte olan Karbontetrakloriir (CCly), serbest radikallerin
iretilmesine neden olmakta ve buna bagh olarak doku hasarmma sebebiyet

vermektedir (196).
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Karbontetrakloriir’iin olusturdugu karaciger dejenerasyonu, insandaki siroz
gelisim siirecine benzerlik gosterdigi icin, kemirgenlerde deneysel ¢aligmalarda en
cok kullanilan kimyasal ajanlardan biri olmustur. Karbontetrakloriir’e bagl karaciger
toksisitesinin olugsmasinda oksidatif stresin 6nemli rol oynadigi bilinmektedir (108).

Karbontetrakloriir’iin neden oldugu karaciger hasarinin gelisim basamaklar1
su sekilde Ozetlenebilir; rediiktif dehalojenasyon, radikallerin kovalent baglanmasi,
protein sentezinin inhibisyonu, yag birikimi, kalsiyum sekestrasyonunda kayip,
apoptozis ve son olarak fibrozis seklindedir (197).

Yapilan deneysel calismalarda farkli uygulama yontemlerine ve farkl dozlara
bagli olarak verilen Karbontetrakloriir’iin karaciger ve bobrek dokularinda lipid
peroksidasyon {iriinlerinin sentezini artti§1;; ayrica GSH (rediikte glutatyon)
seviyesini de anlamli olarak diisiirdiigii rapor edilmistir (198).

Reaktif oksijen tiirlerini ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 dnlemek ic¢in
viicutta bazi savunma mekanizmalar1 gelistirilmistir. Bunlar antioksidan savunma
sistemleri olarak bilinmektedirler. Antioksidan molekiiller endojen ve eksojen
kaynakli yapilar olup, olusan oksidan molekiillerin neden oldugu hasar1 hem hiicre
ici hem de hiicre dis1 savunma ile etkisiz hale getirirler. Hiicre i¢i serbest radikal
toplayict enzimler asil antioksidan savunmay1 saglamaktadir. Bu enzimler stiperoksit
dismutaz, glutatyon-S-transferaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, katalaz
ve sitokrom oksidazdir (199).

Benfotiamin yararli etkilerini bir dizi mekanizma ile gosterir. Diyabet
vakalarinda, benfotiaminin glukoz metabolizmasinda 6nemli bir enzim olan
transketolaz aktivitesini artirdigir ve bunun sonucu olarak hiperglisemik hasara yol
acan U¢ major molekiiler yolagi bloke ettigi ifade edilmistir. Ayni1 zamanda
Benfotiaminin protein kinaz C aktivitesini normale dondiirmesi ve diyabetiklerin
retinalarinda niikleer faktor kappa B aktivitesini engelledigi goriilmiis olup buna ek
olarak, benfotiamin aldoz rediiktaz aktivitesi, sorbitol konsantrasyonlar1 ve
intraselliiler glukozu azaltarak polyol yolagindaki diizensizlikler iizerinde etkili
oldugu ifade edilmistir (124).

Diyabetik siganlarda tiamin ve benfotiamin desteklerinde sinir iletimi ve sinir
gliko-oksidasyonunun degerlendirildigi bir calismada ise sonuglar benfotiaminin net

bir sekilde dstin bir AGE inhibitori oldugunu gostermistir. Diyabet
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indiiksiyonundan ii¢ ay sonra sinir iletimi %10,5 oraninda diismiis ve glikasyon
irtinii CML 3,5 kat ve deoxyglucosone AGE olusumu 5,1 kat artmistir. Benfotiamin
desteginin 6. aymdan sonra sinir iletim hizi neredeyse normale donmiistiir. Tiamin
destegi ayni zamanda sinir uyar: iletimini de iyilestirdigi fakat benfotiamin kadar
etkili olmadig1 goriilmiistiir. Daha 6nemlisi, benfotiamin diyabetin indiikledigi CML
driinlerini tiimiiyle Onlemis, fakat tiamin AGE seviyelerini anlamli olarak
azaltmamistir (139). Baz1 caligmalar Benfotiamin’in reaktif oksijen iiriinleri tizerinde
baskilayic1 6zellikte oldugunu gostermistir (21, 22).

Karbon tetrakloriire maruz kalan sicanlarin karacigerleri morfolojik olarak
incelendiginde; yaglanma, hidrofik distrofi, hepatosit sitoplazmasinda yikici
degisimler ve hepatositlerin agir nekrozu gibi cok onemli degisimlerin oldugu ifade
edilmistir (200).

Calismamizda kontrol grubuyla karsilastirldiginda CCly grubunda MDA
seviyesi, preapoptotik bir protein olan bax immiinreaktivitesi ve apoptotik hiicrelerin
belirgin olarak arttig1 tespit edilmis olup tedavi olarak verilen benfotiaminin bu
parametreleri anlamli olarak azalttig1 gozlenmistir.

Oksidatif hasarda kalsiyum dengeleri ve mitokondrial membran potansiyeli
degiskenlik gostermektedir. Bu degisikllk DNA’da hasara yol acarak hiicreyi
programli 6liim olarak tarif edilen apoptozise gotiirmektedir (124).

Hiicrenin hasarlandig1 ve apoptozise gittigi sirada bazi degisiklikler olustugu
bilinmektedir. Bu degisiklikler sonucunda sitokrom c, sitozole salinir. Sitokrom ¢’nin
sitozole salinimi antiapoptotik liyeler (Bcl-2, Bcl-XL) tarafindan durdurulabilir.
Ayrica, Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik lyeleri (Bax, Bak, Bad) ise sitokrom c
salmimini artirmaya yonelik fonksiyon goriirler. Hiicrenin 6lmesi ve yasamasi bu
dengeye baglidir (201-203).

Tiamin vitamininin yagda ¢0ziinen bir formu olan benfotiamin (20), rediikte
olmus glutatyon vasitasiyla hiicreyi oksidan ajanlara ve protein oksidasyonuna kars1
korumasindan o6tiiri, antioksidan 6zellik gostermektedir (23).

Karacigerin, CClylin indiikledigi hasara karsi korunmasinda ve tedavisinde

antioksidanlarin kullanilmasi yararl olabilir.
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Vales ve ekibinin yaptigi bir calismada, CCl; ‘den sonra antioksidan bir
madde olan NAS (N-Asetil sistein) verildiginde karaciger dokusunda nekrozun
olugsmadigmi ifade etmislerdir (204).

Wang ve ark. (72), melatonin uygulamasi ile CCly uygulanmis siganlarda,
karacigerde fibrozisin geriledigi ve antioksidan enzimler olan SOD ile GSH-Px
diizeylerinde artis oldugunu bildirmistir (72).

Baska bir calismada ise siganlarda CCls ile olusturulan akut karaciger
hasarinda, askorbik asid (C vitamini) ve alfa-tokoferoliin (E vitamini) karaciger
iizerinde koruyucu etkilerinin oldugu ifade edilmistir (205).

Ayn1 zamanda CCly ile olusturulan karaciger hasarma kars1 onarici etkilerini
degerlendirmek i¢in bircok izoflavon tiirevi ile ¢alismalar yapilmustir. Ustiindag ve
arkadaslarinin yaptiklar1 bir calismada; soya izoflavonlarmin deneysel olarak
olusturulmus CCl; hasarina bagl olarak gelisen karaciger harabiyetini dnlemede
etkili oldugu, artmis olan lipid peroksidasyon iiriinlerini azalttigt ve soya
izoflavonlarinin antioksidan 6zellige sahip paraoksonaz enzimini stimiile edici etkisi
oldugu gosterilmistir (206).

Sonug olarak;

Bu calisma ile CCly’ iin belirgin olarak apoptozisi, bax immiinreaktivitesini
ve MDA seviyesini arttirdigi, tedavide verilen benfotiaminin bu parametreleri
azalttigi, gelecekte yapilacak daha ileri ve ayrintili ¢alismalarla basta siroz olmak
iizere karaciger hasarmin oldugu durumlarda benfotiamin ile iliskili tedavi

yaklagimlar1 denenebilecegi kanaatine varilmastir.

56



10.

11.

12.

5. KAYNAKLAR

Burroughs AK, Westaby D. Liver, biliary tract and pancreatic disease. Kumar P,

Clark M (Eds). Clinical Medicine (6th ed), Elsevier Saunders, 2005: 347-417.

Dhanabal SP, Syamala G, Satish Kumar MN, Suresh B. Hepatoprotective activity of
the Indian medicinal plant Polygala arvensis on D-galactosamine-induced hepatic

injury in rats. Fitoterapia 2006; 77: 472-474.

Naaz F, Javed S, Abdin MZ. Hepatoprotective effect of ethanolic extract of
phyllanthus amarus schum et thonn on aflatoxin Bl-induced liver damage in mice. J

Ethnopharma 2007; 113, 503-509.

Seven A, Candan G. Antioksidan savunma sistemleri. Cerrahpasa J Med 1996; 27:
41-50.

Bacon BR, Tavill AS, Brittenham GM, Park CH, Recknagel RO. Hepatic lipid
peroxidation in vivo in rats with chronic iron overload. J Clin Invest 1983; 71: 429-

439.

Brattin WJ, Glende EA, Recknagel RO. Pathological mechanisms in carbon
tetrachloride hepatotoxicity. J Free Radio Biol Med 1985; 1: 27-38.

Comporti M. Lipid peroxidation and cellular damage in toxic liver injury. Lab Invest

1985; 53: 599-623.

Kaplowitz N, Fernandez-Checa J, Ookhtens M. Glutathione, alcohol and
hepatotoxicity. Halsted CH, Rucker RB, (Ed). Nutrition and the Origins of Disease.
Ist Ed, San Diego: Academic Press, 1989: 267-282.

Halliwell B. The antioxidant paradox. Lancet 2000; 355: 1179-1180.

Halliwell B, Gutteridge JM. Oxygen toxicity, oxygen radicals, transition metals and

Disease. Biochem J 1984; 219: 1-14.

Hooper C. Free radicals: research on biochemical bad boys comes of age. J Natl Inst

Health Res 1989; 1: 101-106.

Slater TF. Free-radical mechanisms in tissue injury. Biochem J 1984; 222: 1-15.

57



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Musaoglu A. Karaciger hastaliklarinda laboratuvar testleri. ilicin G, Unal S,
Biberoglu K, Akalin S, ve Siileymanlar G (eds). Temel i¢ Hastaliklari. 1. Baski,
Ankara: Giines Kitabevi, 1997: 1096-1109.

Recknagel RO, Glende EA, Dolak JA, Waller RL. Mechanisms of carbon
tetrachloride toxicity. Pharma& Therapeut 1989; 43: 139-54.

Weber LW, Boll M, Stampfl A. Hepatotoxicity and mechanism of action of
haloalkanes: Carbon tetrachloride as a toxicological model. Critical Reviews in

Toxicology 2003; 33: 105-136.

Yao T, Delgi Esposti S, Huang L, Arnon R, Spangenberger A, Zern MA. Inhibition
of carbon tetrachloride-induced liver injury by liposomes containing vitamin E. Am

J Physiol 1994; 267: 476-484.

Zimmerman HJ. Hepatotoxicity: the adverse effects of drugs and other chemicals in

the liver. 2nd Ed, Philadelphia, Lippincott: Williams & Wilkins, 1999.

Poli G, Cottalasso D, Pronzato MA, Chiarpotto E, Marinari UM. Lipid peroxidation
and covalent binding in the early functional impairment of golgi apparatus by carbon

tetrachloride. Cell Biochem Funct 1990; 8: 1-10.

Poli G, Albano E, Dianzano MU. The role of lipid peroxidation in liver damage.
Chem Phys Lipids 1987; 45: 117-142.

Woelk H, Lehrl S, Bitsch R, Kopcke W. Benfotiamine in treatment of alcoholic
polineuropathy; an 8-week randomized controlled study (BAPI Study). Alcohol
Alcohol 1998; 33: 318-631.

Gadau S, Emanueli C, Linthout SV, Grainai G, Todaro M, Meloni M, et al
Benfothiamine accelerate the healing of ischaemic diabetic limbs in mice through
protein kinase B/Akt-mediated potentiation of angiogenesis and inhibition of

apoptosis. Diabetologia 2006; 49: 405-420.

Marchetti V, Menghinni R, Rizza S, Vivanti A, Feccia T, Laura D, et al
Benfothiamine counteracts glucose toxicity effects on endothelial progenitor cell

differentiation via Akt/ FOXOsignaling. Diabetes 2006; 55: 2231-2237.

58



23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Bakker SJ, Heine RJ, Gans RO. Thiamine may indirectly act as an antioxidant.

Diabetologia 1997; 40: 741-742.

Pomero F, Molinar Min A, La Selva M, Allione A, Molinetti GM, Porta M.
Benfotiamine is similar to thiamine in correcting endothelial cell defects induced by

high glucose. Acta Diabetal 2001; 38: 135-138.

John L. Cameron: Liver, Anatomy. Current Surgery 2001: 309.

Siizen LB. Insan Anatomisine Giris. Istanbul: AkademiYayn, 2006: 314-319.
Unur E, Ulger H, Ekinci N. Anatomi, 1. Baski, 2002: 152-156.

D’Angelica M, Fong Y. The liver. Townsend CM, Beauchamp RD, Evers BM,
Mattox KL (Ed). Sabiston Textbook of Surgery. 17. Ed. Philedelphia: Elsevier
Saunders, 2004; 1513-1569.

Moore KL. Clinically Oriented Anatomy. The abdomen. 3rd Edition, Baltimore:
Wiliams & Wilkins, 1992: 127-242.

Emre A. Karacigerin Cerrahi Anatomisi: Genel Cerrahi/[.U.T.F. Temel Ve Klinik
Bilimler Ders Kitaplari, Istanbul: Nobel Tip Kitabevleri, 2002: 1083-1086.

Yildirim M. Topografik Anatomi. 2. Baski, Istanbul Nobel Tip Kitabevleri, 2004:
251-253.

Skandalakis JE, Skandalakis PN, Skandalakis LJ. Seven R,Yalt1 T, Erbil Y, Degerli
U. (Ceviri ed.) s. 531-572. Cerrahi anatomi ve teknik. Karaciger. 2. Baski, Istanbul,
Nobel Tip Kitabevi, 2000.

http://hepatoloji.org/karaciger-segmental-anatomisi/ Source: Sleisenger & Fordtran’s

Gastrointestinal and Liver Disease, 8th ed. 2012.

Junqueira LC, Carneiro J, Kelley RO. Basic histology. 10th ed. Lange, Connecticut
2002: 307-320.

William K, Ovalle, Patrick C. Nahirney. Netter’s Essential Histology. Miiftiioglu S,
Kaymaz F, Atilla P (Cev. Ed). Ankara: Giines T1p Kitabevleri, 2009: 312- 323.

59



36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

Roose MH, Romrell LJ, Kage GI, Histology. A text and atlas. Third edition, 1995:
496-507.

Carnerio J, Kelley RO. Sindirim kanalina bagl bezler. Aytekin Y, Solakoglu S,
Ahishali B (eds). Temel Histoloji, 1. Baski, istanbul: Baris Kitabevi, 1998: 307-319.

Abraham L, Kierszen B. MD, NAD, Sindirim Bezleri, Arbak S. (Cev. Ed. Demir R),
Histoloji ve Hiicre Biyolojisi 1. Baski, Ankara: Palme Yayincilik, 2006: 447-474.

Bataller R, Brenner DA. Liver fibrosis. J Clin Invest 2005; 115: 209-31.

Eroscheno VP. Di Fiore Histoloji Atlasi Fonksiyonel iliskileri. (Cev. Demir R).
Ankara: Palme Yaymecilik, 2000: 219-225.

Burtis C, Ashwood ER. Textbook of Clinical Chemistry. 3rd Ed. London: W.B.
Saunders Company, 1999: 1125-1177.

Esrefoglu M, Ozel Histoloji, Malatya: Medipres Mat Yay, 2009: 106-120.

Okten A. Tiirkiye’de karaciger sirozunun etyolojisi. Hepotolojide Giincel Gelismeler

Sempozyum Kitabi, 1998: 67.

Karadz E. Sindirim sistemi histolojisi, Karaéz E. (ed) Ozel Histoloji. Isparta: SDU
Basimevi, 2002.

Guyton AC, Hall JE (eds). Tibbi Fizyoloji. Istanbul: Nobel Tip Kitabevleri, 2006:
802-804.

Balistreri WF, Rej R. Liver function. Burtis CA, Ashwood ER (Eds). Tietz Textbook
of Clinical Chemistry (2nd ed), Philadelphia: W.B. Saunders Company, 1994: 1449-
1512.

Sauders WB. Cecil Essential of Medicine. Tuzcu M (Cev. Ed.) 5.320-322, Istanbul:
Talat Matbaasi, 1995.

Broulac-Sage P, Balabaud C. Toxic and drug induced disorders of the liver. Odze R,
Goldblum J, Crawford J (eds). Surgical Pathology of the GI Tract, Liver, Biliary
Tract and Pancreas. Philadelphia: Saunders, 2004: 833—-861.

60



49.

50.

51.

52.

53.

54.

5S.

56.

57.

58.

59.

60.

Scheuer P. Liver biopsy interpretation. 4th ed. Philadelphia: WB Saunders, 1988:
99-113.

Lee R. Diagnostic liver pathology. First ed. St Louis: Mosby, 1994: 342-378.

Narci T, Geoffrey F. Liver Disease Caused by Drugs. Sleisenger & Fordtran's
Gastrointestinal and Liver Disease, 8th ed, Philadelphia: Saunders, 2006: 1807—
1843.

Brunt E, Clouston A. Advanced liver pathology: current contreversies/advances.

Pathology International 2004; 54: 287-302.

Shad JA, Chinn CG, Brann OS. Acute hepatitis after ingestion of herbs. South Med J
1999; 92: 1095-1097.

Eren M, Temizel I, Kogak N. Ilaca bagh hepatotoksisite. Cocuk Sagligi ve
Hastaliklar1 Dergisi 2004; 47: 222-227.

Goodman Z, lThsak K. Medical diseases of the liver. Silverberg’s Principles and
practice of Surgical Pathology and Cytopathology. 4th ed. Elsevier: Churchill
Livingstone, 2006; 1475—1500.

Jaeschke H, Gores GJ, Cederbaum Al, Hinson JA, Pessayre D, Lemasters JJ.
Mechanisms of hepatotoxicity. Toxicological Sciences 2002; 65: 166- 176.

Sturgill MG, Lambert GH. Xenobiotic-induced hepatotoxicity: mechanisms of liver
injury and methods of monitoring hepatic function. Clinical Chemistry 1997; 43: 8:
1512-1526.

Watkins PB, Bloom J, Hunt C. Biomarkers of acute idiosyncratic hepatocellular
injury (AIHI) within clinical trials. Institute of Med. National Acad Sci Washington
DC, 2008.

Yazict H, Hamuryudan V, Sonsuz A. I¢ Hastaliklari. 1. Baski, Istanbul: Istanbul
Med Yay, 2007: 856-880.

Lucena MI, Cortes MG, Cueto R, Duran L, Andrade RJ. Assessment of drug induced
liver injury in clinical practice. Fundam Clin Pharmacol 2008; 22: 141-158.

61



61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

William E. Oxidative stress, toxic hepatitis, and antioxidants with particular

emphasis on zinc. Exp Mol Pathol 2003; 75: 265-276.
Aric1 S. Toksik Hepatit. Pamukkale T1ip Derg 2008; 1: 113-119.

Foulis PR, Sandrof BH, Gottfried M. Drug induced morphologic changes in the
liver. Ann Clin Lab Sci 1988; 18: 215-228.

Stricker BHC, Blok APR, Desmet VJ. Pathology of drug-induced hepatic injury.
Stricker BHC (ed). Drug-induced Hepatic injury, 2 ed. Amsterdam: Elsevier Science
Publishers, 1992.

Shimizu H. Carbon tetrachloride-induced acute liver injury in Mini and Wistar rats,

Exp Toxic Pathol 2001; 53: 11-17.

Wong M. The cytoprotective effect of a-tocopherol and daidzein against d-
galactosamine—induced oxidative damage in the rat liver. Metabol Clin Exp 2007;

56: 865-875.

Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR). Toxicological Profile
for Carbon Tetrachloride. Atlanta: U.S. Department of Health and Human Services.

Public Health Service 2005.

Thrall KD, Vucelick ME, Gies RA, Zangar RC, Weitz KK, Poet TS, et al.
Comparative metabolism of carbon tetrachloride in rats, mice, and hamsters using

gas uptake and PBPK modeling. J Toxicol Environ Health A 2000; 60: 531-548.

Fleming LE. Carbon tetrachloride toxicity. National Academics Press,

Environmental Medicine 1995; 8: 249-266.

Kumar V, Abbas A, Fausto N. Pathologic Basis of Disease. 7. Ed. China: Elsevier
Saunders, 2005.

Farrell GC. Liver disease caused by drugs, Anesthetics and Toxins. Sleisenger &
Fordtran’s Gastrointestinal and Liver Disease. Feldman M, Sleisenger. MH (Eds).

Pennsylvania: WB Saunders Company, 1998.

62



72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

Wang H, Wei W, Wang NP. Melatonin ameliorates carbontetrachloride-induced
hepatic fibrogenesis in rats via inhibition of oxidative stres. Life Sci 2005; 77: 1902-
1915.

Ozoran Y. Hiicre Zedelenmesi ve Adaptasyonu, Patoloji (Robbins and Kumar Basic

Pathology), Uluoglu O (Ed). Ankara: Giines Kitabevi, 1987: 9-10.

Nadkarni GD, Souza NB. Hepatic antioxidant enzymes and lipid peroxidation in
carbon tetrachloride-induced liver cirrhosis in rats. Biochem Med and Met Biol

1988; 40: 42-45.

Dashti HM, Al Sayer H, Behbehani A, Madda J, Christenson JT. Liver chirrosis
induced by carbon tetrachloride and the effect of superoxide dismutase and xantine

oxidase inhibitor treatment. JR Coll Surg 1992; 37: 23-28.

Poli G. Liver damage due to free radicals (Free Radicals in Medicine). Cheeseman

KH, Slater TF (Ed). London: British Medical Bulletin, 1993.

Hernandez-Munoz R, Diaz Munoz M, Lopez V, Lopez-Barrera F, Yanez L, Virdio
S, et al. Balance between oxidative damage and proliferative potential in an
experimental rat model of CCl4-induced cirrhosis, Protective role of adonesine

administration. Hepatology 1997; 26: 1100-1110.

Giliven A, Erginsoy S, Kaya N. Kazlarda karbon tetrakloriir zehirlenmesinin
biyokimyasal ve patolojik parametrelere etkisi. Kafkas U Vet Fak Derg 2003; 9:
131-136.

McCay PB, Lai EK, Payer JL, Dubose CM, Janzen EG. Oxygen and carbon
centered radical formation during carbon tetrachloride metabolism. J Biol Chem

1984; 259: 2135-2143.

Pohl LR, Mico BA. Electrophilic halogens as potentially toxic metabolites of
halogenated compounds. Trends Pharmacol Sci 1984; 5: 61-64.

Stombeck DR, Guilford WG. Small Animal Gastroenterology. 2nd ed. California:
Stongate Publishing Co, 1990.

63



82.

83.

84.

8s5.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

Oh WY, Pyo S, Lee KR, Lee BK, Shin DH, Cho SI, Lee SM. Effect of Holotrichia
diomphalia larvae on liver fibrosis and hepatotoxicity in rats. J Ethnopharma 2003;

87: 175-180.

Hong RT, Xu JM, Mei Q. Melatonin ameliorates experimental hepatic fibrosis
induced by carbon tetrachloride in rats. World J Gastroenterol 2009; 15: 1452-1458.

Parola M, Robino G. Oxidative stress-related molecules and liver fibrozis. J

Hepatolog 2001; 35: 297-306.

Poli G. Pathogenesis of liver fibrozis, role of oxidative stres. Moleculer Aspects of

Medicine 2000; 21: 49-98.

Lee KS, Buck M, Houglum K. Activation of hepatic stellate cells by TGF alpha and
collagen type I is mediated by oxidative stres through Cyb expression. J Clin Invest
1995; 96: 2461-2468.

Parola M, Pinzani M, Casini A. Stimulation of lipid peroxidation or 4-
hdroxynonenal treatment increase procollagen alpha 1 (I) gene expression in human

liver fat- storing cells. Biochem Biophysical Res Comm 1993; 194: 1044-1050.

Kumar V, Cotran RS, Robbins SL. Temel Patoloji. Cevikbas U (Ed). 2. Baski,
Istanbul: Nobel T1p Kitapevleri, 1994: 545-550.

Gochee PA, Johnsson JR, Clouston AD. Steatozis in Chronic Hepatitis C:
association with increased Messenger RNA Expression of Collagen I, tumor necrosis

factor-alpha and cytochrome P450 2E1. J Gastro Hepatolog 2003; 18: 386-392.

Kujawska M, Ignatowicz E, Ewertowska M, Oszmianski J, Jodynis-Liebert J.
Protective effect of chokeberry on chemical-induced oxidative stress in rat. Human

Exp Toxicol 2010; 30: 199-208.

Lavanya G, Sivajyothi R, Manjunath M, Parthasarathy PR. Fate of biomolecules
during carbon tetrachloride induced oxidative stress and protective nature of
Ammoniac baccifera Linn. A natural antioxidant. Int J] Green Pharma 2009; 3: 300-

305.

64



92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

Boll M, Weber L, Becker E, Stampfl A. Mechanism of carbon tetrachloride-induced
hepatotoxicity. Hepatocellular damage by reactive carbon tetrachloride metabolites.

Z Naturforsch 2001; 560: 649-659.

Cakatay U, Kayali R. Serbest radikal biyokimyasimin tarihsel siiregteki gelisimi.
Cerrahpasa T1ip Dergisi 2006; 37: 162—167.

Bast A, Haenen G, Goelmen JA. Oxidants and antioxidants. State Art Am J Med
1991; 91: 2-13.

Yavuzer S. Serbest radikallerle hiicre yaralanmasi. Tipta Temel Bilimler Kolu

Sonbahar Okulu: Oksidan Stres ve Hiicre Hasar1 Kurs Notlar1 1993: 12-14.

Erbas D. Radikal kavramu ve oksijen radikalleri, Tipta Temel Bilimler Kolu
Sonbahar Okulu: Oksidan stres ve Hiicre Hasar1 Kurs Notlar1, 1993: 1-5.

Ozdemir G. Reaktif oksijen partikiilleri (ROP) Oksidan molekiiller serbest radikaller.
Roche Bilimsel Eserler Serisi, 1993.

Mihmanl A, Giineylioglu D, Ozseker F, Arslan S, Ozgel M, Akaya E. Astimli
hastalarda serbest oksijen radikalleri ve antioksidan aktiviteleri. Torax Derg 2003; 4:

262-268.

Hatungil R. Serbest radikallerin agtif1 doku hasari. Mersin Uni Tip Fak Derg 2002;
3: 460-69.

Rice-Evans CA, Diplock AT. Current status of antioxidant therapy. Free Radic Biol
Med 1993; 15: 77-96.

Hallliwel B, Chirico S. Lipid Peroxidation: its mechanism, measurement and

significance. Am J Clin Nut 1993, 57: 715-725.

Mccormick M, Denning GM, Reszka GM, Bilski P, Buettners GR, Rasmussen GT,
et al. Biological effects of menadione photochemistry: effects of menadione on

biological systems may not involve classical oxidant production. Biochem J 2000;

350: 797-804.

65



103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

Serafini M, Del Rio D. Understanding the association between dietary antioxidants,
redox status and disease: is the total antioxidant capacity the right tool? Redox

Report 2004; 9: 145-152.

Seifried HE, Anderrson DE, Fisher EI, Milner JA. A review of the interaction among
dietary antioxidants and reactive oxygen species. J Nutr Biochem 2007; 18: 567-579.

Akkus 1. Serbest Radikaller ve Fizyopatolojik Etkileri. 1. Baski, Konya: Mimoza
Yaynlari, 1995: 13-19.

Suntivich J. A perovskite oxide optimized for oxygen evolution catalysis from

moleculer orbital principles. Science 2007; 334: 1383-1385.

Basaga HS. Biochemical aspects of free radicals. Biochem Cell Biol 1990; 68: 989-
98.

Mc Gee SA, Wiggins SA, Pierce JD. What advanced practise nurses to know about
free radicals. Int J Adv Nurs Prac 2003; 6: 1-10.

Halliwell B, Gutteridge JMC. Free Radicals in Biology and Medicine, Third Edition.
Oxford Science Publications, 2001: 22-24.

Halliwel B, Gutteridge JMC. Role of free radicals and catalytic metal ions in human

disease, An overview. Methods Enzymol 1990; 186: 1-85.

Fang YZ, Yang S, Wu G. Free radicals, antioxidants and nutrition. Nutrition 2002;
18: 872-879.

Evans P, Halliwell B. Micronutrients: oxidant/antioxidant status. Br J Nutr 2001; 2:

67-74.

Steinman HM. Superoxide dismutases: Protein chemistry and structure-function

relationships. Superoxide Dismutase 1982; 1: 11-68.

Kim D, Chen JK, Yen TF. Naval derusting wastewater containing high concentration
of iron, treated in UV photo-Fenton-like oxidation. J Environ Sci (China) 2010; 22:
991-997.

66



115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

Catala A. Lipid peroxidation of membrane phospholipids generates hydroxy-alkenals
and oxidized phospholipids active in physiological and/or pathological conditions.

Chem Phys Lipids 2009; 157: 1-11.

Breen AP, Murphy JA. Reactions of oxyl radicals with DNA. Free Radic Biol Med
1995; 18: 1033-1077.

Simic MG. DNA markers of oxidative processes in vivo: relevance to

carcinogenesisand anticarcinogenesis. Cancer Res 1994; 54: 1918-1923.

Ashley-Koch AE, Elliott L, Kail ME, De Castro LM, Jonassaint J. Identification of
genetic polymorphisms associated with risk for pulmonary hypertension in sickle

cell disease. Blood 2008; 111: 5721-5726.

Bhatt P, Swarup D, Patra RC, Pattanaik AK, Ranjan R. Enhanced erythrocytic lipid
peroxides level in rabbits after repeated parental administration of iron. Indian J Exp

Biol 2005; 43: 854-858.

Wright A, Bubb WA, Hawkins CL, Davies MJ. Singlet oxygen-mediated protein
oxidation: evidence for the formation of reactive side chain peroxides on tyrosine

residues. Photochem Photobiol 2002; 76: 35-46.

Mugnaini V, Lucarini M. Hydrogen bonding affects the persistency of alkyl peroxy
radicals. Org Lett 2007; 9: 2725-2728.

Cavdar C, Sifil A, Camsar1 T. Reaktif Oksijen Partikiilleri ve Antioksidan Savunma.
Tiirk Nefroloji Diyaliz ve Transplantasyon Dergisi 1997; 3-4: 92-95.

Rayner BS, Hua S, Sabaretnam T, Witting PK. Nitric oxide stimulates myoglobin
gene and protein expression in vascular smooth muscle. Biochem J 2009; 25: 169-

177.

Burgak G, Andrican G. Oksidatif DNA hasar1 ve yaglanma. Cerrahpasa Tip Dergisi
2004;12: 159-169.

Cotran R. Hiicre zedelenmesi adaptasyon, Basic Pathology Cotran R, Kumar V,

Robbins S (eds). Istanbul: Nobel Tip Kitabevleri, 1994: 3-11.

67



126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

Halliwell B. The Role of oxygen radicals in human disease. With Particular

Reference To The Vascular System. Haemostasis 1993; 23: 118-126.

Ersoy A, Dilek K. Hemodiyaliz hastalarinda eritrosit membran lipid peroksidasyonu
antioksidatif homeostazis degisiklikleri. Tiirk Nefroloji ve Transplantasyon Dergisi

1999; 1: 1-4.

Rayaman P. Saglikli ve Hasta Polimorf Niiveli Lokositlerinde Miyeloperoksidaz ve
Hiicre I¢i Oldiirme Aktivitesinin Iliskisi ve Bazi llaglarm Miyeloperoksidaz
Aktivitesi Uzerine Etkisinin Arastirilmasi. Doktora Tezi, Istanbul: MU Saglk
Bilimleri Enstitiisi, 2010.

Memisogullar1 R. Diyabette serbest radikallerin rolii ve antioksidanlarin etkisi.

Diizce Tip Fakiiltesi Dergisi 2005; 3: 30-39.

Niki E, Yoshida Y, Saito Y, Noguchi N. Lipid peroxidation: Mechanisms, inhibition,
and biological effects. Biochem Biophy Res Comm 2005; 338: 668—676.

Ozsahin EA, Yazic1 C, Kése K, Utas C, Tokgdz B. Hemodiyaliz hastalarinda plazma
Malondialdehid ve tiyol seviyeleri. Erciyes Universitesi Saghk Bilimleri Dergisi,

2004; 13: 8-14.

Niki E, Yoshida Y, Saito Y, Noguchi N. Lipid peroxidation: Mechanisms, inhibition,
and biological effects. Biochem Biophy Res Comm 2005; 338: 668—676.

Freeman BA, Crapo JD. Biology of disease: free radicals and tissue injury. Lab

Invest 1982; 47: 412-426.

Esterbauer H, Wag G, Puhl H. Lipid peroxidation and its role in atherosclerosis. Br
Med Bull 1993; 49: 566-576.

Cakatay U, Kayali R. Protein oksidasyonunun klinik énemi, Cerrahpasa J Med
2004; 35: 140-149.

Clarkson PM. Thompson HS. Antioxidants: What role do they play in physical
activity and health? Am J Clin Nutr 2000; 72: 637-646.

68



137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

14e.

147.

148.

149.

Bayraktar M, Kili¢ S, Ozdemir I, Aydemir S, Ulu R. The investigation of serum
malondialdehyde levels and erythrocyte antioxidant enzymes in hypertension

patients. J Healt Sci 2005; 14: 76-81.

Bellamy COC, Malcomson RDG, Harrison DJ, Wyllie AH. Cell death in health and
disease: the biology and regulation of apoptosis. Seminar in Cancer Bio 1995; 6: 3-

16.

Ellis RE, Yuan J, Horvitz HR. Mechanisms and functions of cell death. Annu Rev
Cell Biol 1991; 7: 663-698.

Golstein P, Kroemer G. Cell death by necrosis: towards a molecular definition.

Trends Biochem Sci 2007; 32: 37-43.

Nicotera P, Bernassola F, Melino G. Regulation of the apoptosis-necrosis switch.

Oncogene 2004; 23: 2757-2765.

Vakkila J, Lotze MT. Inflamation and necrosis promote tumour growth: Nat Rev

Immunol 2004; 4: 641-648.

Cotran RS, Robbins SL, Kumar V. Robbins Basic Pathology. 7th ed. Philadelphia:
W.B. Saunders Company, 2002: 4-31.

Edinger AL, Thompson CB. Death by design: apoptosis, necrosis and autophagy.
Curr Opin Cell Biol 2004; 16: 663-669.

Cohen JJ. Apoptosis. To be or not to be. Postgraduate Syllabus (AAAA-I) 1998; 1:
1-19.

Kerr JF, Wyllie A H, Currie AR. Apoptosis: a basic biological phenomenon with
wide-ranging implications in tissue kinetics. Br J Cancer 1972; 26: 239-257.

Hokelek M. Patogenez ve apoptozis (hiicresel hasar mekanizmalari, programlanmis
hiicre &liimii). Ozcel MA, Tanyiiksel M, Eren H (eds). Molekiiler Parazitoloji.
Bornova, Izmir: Meta Basim, 2009: 31-47.

Thompson EB. Apoptosis and steroid hormones. Mol Endocrinol 1994; 8: 665-673.

Chandra J, Samali A, Orrenius S. Triggering and modulation of apoptosis by
oxidative stress. Free Radic Biol Med 2000; 29: 323-333.

69



150.

151.

152.

153.

154.

15S.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

Galluzzi L, Maiuri MC, Vitale I, Zischka H, Castedo M, Zitvogel L, Kroemer G.
Cell death modalities: classification and pathophysiological implications: Cell Death

Differ 2007; 14: 1237-1243.

Kerr JF, Wyllie AH, Currie AR. Apoptosis: a basic biological phenomenon with
wide-ranging implications in tissue kinetics. Br J Cancer 1972; 26: 239-257.

Wyllie AH, Kerr JF, Currie AR. Cell death: the significance of apoptosis: Int Rev
Cytol 1980; 68: 251-306.

Giiltekin N, Karaoglu K, Kiiclikates E. Hiicrede apoptoz ve sagkalim
mekanizmalarinin kesfedilmesi ve yeni potansiyel tedavi stratejileri. Tiirk Kardiyol

Dern Ars - Arch Turk Soc Cardiol 2008; 36: 120-130.
Oztiirk F. Apopitoz. Inénii Universitesi T1p Fakiiltesi Dergisi 2002; 9: 143- 148.
Tomatir AG. Apoptoz; programli hiicre 6liimil. T Klin J Med Sci 2003; 23: 499-508.

Thompson CB. Apoptosis in the pathogenesis and treatment of disease. Science

1995; 267: 1456-1462.

Petros AM, Olejniczak ET, Fesik SW. Structural biology of the bcl-2 family of
proteins. Biochim Biophys Acta 2004; 1644: 83-94.

Hunot S, Flavell RA. Death of a monopoly? Science 2001; 292: 865-866.

Danial NN, Korsmeyer SJ. Cell death: critical control points. Cell 2004; 116: 205-
219.

Galluzi L, Aaronson SA, Abrams J. Guidelines for the use and interpretation of
assays for monitoring cell death in higher eukaryotes. Cell Death Differ 2006; 16:
1093-1107.

Karakoyun-Celik O, Aras A, Tugan D, Hekimgil M, Yalman D, Esassolak M ve ark.
Sican germ hiicrelerinde radyasyona bagli apoptoz ve amifostin ile iligkisi. T Klin

Tip Bilimleri 2004; 24: 142-146.

Dubska L, Matalova E, Misek 1. Detection of apoptosis in parafin embedded tissues:
the influence of tissue type and fixation. Acta Vet BRNO 2002; 71: 529-553.

70



163.

164.

16S.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

Kelly KJ, Sandoval RM, Dunn KW, Molitoris BA, Dagher PC. A novel method to
determine specificity and sensitivity of the TUNEL reaction in the quantitation of

apoptosis. Am J Physiol Cell Physiol 2003; 284: 1309-1318.

Ulukaya E. Apoptozis Ders Notlari. Uludag Universitesi T1ip Fakiiltesi, Biyokimya
Anabilim Dali, 2010.

Boldin, MP, Goncharov TM, Goltsev YV, Wallach D. Involvement of MACH, a
novel MORT 1/FADD-interacting protease, in Fas/APO-1-and TNF receptor-induced
cell death. Cell 1996; 85: 803-815.

Kelly KJ, Sandoval RM, Dunn KW. A novel method to determine specificity and
sensitivity of the TUNEL reaction in the quantitation of apoptosis. Am J Physiol Cell
Physiol 2003; 284: 1309-1318.

Zimmermann M. Burgerstein's handbook of nutrition: micronutrients in the

prevention and therapy of disease. Thime 2001.

Jellin JM, Gregory P, Batz F, Hitchens K. Pharmacist's Letter/Prescriber's Letter
Natural Medicines, 2008.

Benton D, Griffiths R, Haller J. Thiamine supplementation mood and cognitive

functioning. Psychopharmacology (Berl) 1997; 129: 66-71.

Witte KK, Clark AL, Cleland JG. Chronic heart failure and micronutrients. ] Am
Coll Cardiol 2001; 37: 1765-1774.

Sadekov RA, Danilov AB, Vein AM. Diabetic polyneuropa thy treatment by
milgamma-100 preparation. Zh Nevrol Psikhiatr Im SS Korsakova 1998; 98: 30-32.

Benfotiamine. Monograph. Altern Med Rev 2006; 11: 238-242.

Loew D. Pharmacokinetics of thiamine derivatives especially of benfotiamine. Int J

Clin Pharmacol Ther 1996; 34: 47-50.

Anonymous. Benfotiamine. http://www.sigmaaldrich.com/catalog. Erisim Tarihi: 20

05. 2014.

Volvert ML, Seyen S, Piette M, Evrard B, Gangolf M, Plumier JC, Bettendorff L.

Benfotiamine, a synthetic S-acyl thiamine derivative, has different mechanisms of

71



176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

18S.

action and a different pharmacological profile than lipid-soluble thiamine disulfide

derivatives. BMC Pharmacol 2008; 8: 10.

Monnier VM. Intervention against the Maillard reaction in vivo. Arch Biochem

Biophys 2003; 419: 1-15.

Hammes HP, Bretzel RG, Federlin K, Horiuchi S, Niwa T, Strake H. Benfotiyamin
inhibits the formation of advanced glycation end products in diabetic rats.

Diabetologia 1999; 41: 301.

Stracke H, Hammes HP, Werkmann D, Mavrakis K, Bitsch I, Netzel M, et al.
Efficacy of benfotiyamine versus thiamine on function and glycation products of

peripheral nerves in diabetic rats. Exp Clin Endocrinol Diabetes 2001; 109: 330-336.

Lin J, Alt A, Liersch J, Reinhard GB, Brownlee M, Hammes HP. Benfotiyamin
inhibits intracellular formation of advanced glycation endproducts in vivo. Third
Medical Department, Justus-Liebig-University Giessen, Germany. New York: Albert
Einstein College, 2004.

Hammes HP, Du X, Edelstein D, Taguchi T, Matsumura T, Ju Q, et al
Benfotiyamine blocks three major pathways of hyperglycemic damage and prevents

experimental diabetic retinopathy. Nat Med 2003; 9: 294-299.

Adamis AP. Diabetic retinopathy: is diabetic retinopathy an inflammatory disease?

Br J Ophthalmol 2002; 86: 363-365.

Brownlee M, Lecture L. 1993. Glycation and diabetic complications. Diabetes 1994;
43: 836-841.

Brownlee M. Biochemistry and molecular cell biology of diabetic complications

Nature 2001; 414: 813-820.

Beltramo E, Berrone E, Buttiglieri S, Porta M. Thiamine and benfotiamine prevent
increased apoptosis in endothelial cells and pericytes cultured in high glucose.

Diabetes Metab Res Rev 2004; 20: 330-336.

Maritim AC, Sanders RA, Watkins JB. Diabetes, oxidative stress and antioxidants:
Review. J Biochem Mol Toxicol 2003; 17: 4-38.

72



186.

187.

188.

189.

190.

191.

192.

193.

194.

195.

196.

Berrone E, Beltramo E, Solimine C, Ape AU, Porta M. Regulation of intracellular
glucose and polyol pathway by thiamine and benfotiamine in vascular cells cultured

in high glucose. J Biol Chem 2006; 281: 9307-9313.

Balakumar P, Rohilla A, Krishan P, Solairaj P, Thangathirupathi A.
(The multifaceted therapeutic potential of benfotiamine)The multifaceted therapeutic

potential of benfotiamine. Pharmacol Res 2010; 61: 482-488.

Orrego H, Blake JE, Blendis LM, Medline A. Prognosis of alcoholic cirrhosis in the
presence and absence of alcoholic hepatitis. Gastroenterology 1987; 92: 208-214.

Ning QJ, Qin SW, Xu CS. Expression patterns and action analysis of genes
associated with drug-induced liver diseases during rat liver regeneration. World J

Gastroenterol 2006; 21: 6966-6972.

Cabre M, Comps J, Paternain JL, Ferre N, Joven J. Time course of changes in
hepatic lipid peroxidation and glutathione metabolism in ratswith carbon

tetrachloride-induced cirrhosis. Clin Exp Pharmacol Physiol 2000; 27: 694-699.

Evans P, Halliwell B. Micronutrients: oxidant/antioxidant status. Br J Nutr 2001; 85:
67-74.

Castillo T, Koop DR, Kamimura S, Triadafilopoulos G, Tsukamodo H. Role of
cytochrome P-450 2E in ethanol-carbon tetrachloride-and iron-dependent

microsomal lipidperoxidation. Hepatology 1992; 16: 992-996.

Hartley DP, Kolaja KL, Reinchord J, Peterson DR. 4-Hydroxynonenal and
malondialdehyde hepatic protein adducts in rats treated with carbon tetrachloride:

immunochemical detectionand lobular localization. Toxicol Appl Pharmacol 1999;

161: 23-33.

Oren M, Rotter V. Introduction: p53 the first twenty years. Cell Mol Life Sci 1999;
55:9-11.

Bandyopadhyay U, Das D, Banerjee R. Reactive oxygen species: oxidative damage
and pathogenesis. Curr Sci 1999; 77: 658-665.

Pietta P G. Flavonoids as antioxidants. J Nat Prod 2000; 63; 1035-1042.

73



197.

198.

199.

200.

201.

202.

203.

204.

205.

206.

Hong RT, Xu JM, Mei Q. Melatonin ameliorates experimental hepatic fibrosis

induced by carbon tetrachloride in rats. World J Gastroenterol 2009; 15: 1452-1458.

Guven A, Gulmez M. The Effect of Kefir on the Activities of GSH-Px, GST, CAT,
GSH and LPO Levels in Carbon Tetrachloride-Induced Mice Tissues. J Vet Med B
2003; 50: 412-416.

Halliwell B Antioxidant characterization. Methodology and mechanism. Biochem

Pharma 1995; 49: 1341-1348.

Chin PL, Momand J, Pfeifer GP. In vivo evidence for binding of p53 to consensus
binding sites in the p21 and GADDA45 genes in response to ionizing radiation.

Oncogene 1997; 15: 87-100.
Nagata S. Apoptosis by death factor. Cell 1997; 88: 355-365.

Lee JI, Lee KS, Paik YH, Nyun Park Y, Han KH, Chon CY, et al. Apoptosis of
hepatic stellate cells in carbon tetrachloride induced acute liver injury of the rat:

analysis of isolated hepatic stellate cells. J Hepatol 2003; 39: 960-966.

Hoijman E, Rocha Viegas L, Keller Sarmiento MI, Rosenstein RE, Pecci A.
Involvement of bax protein in the prevention of glucocorticoid-induced thymocytes

apoptosis by melatonin. Endocrinology 2004; 145: 418-425.

Valles EG, de Castro CR, Castro JA. N-acetlylcysteine is an early but also a late
preventive agent aganist carbon tetrachloride induced liver necrosis TOXICOL Lett

1994; 71: 87-95.

Bayram I. Askorbik asit ve alfa-tokoferol’iin karbon tetrakloriirle olusturulmus akut
karaciger toksisitesi modelinde karacigeri koruyucu etkisi. Van Tip Dergisi 2004;

11:32-38.

Ustiindag B, Bahgecioglu IH, Sahin K, Giilcii F, Diizgiin S, Ozercan IH, et al, Soy
izoflavonlarm karbon tetrakloriire (CCI4) bagli karaciger hasar1 ve plazma
paraoksonaz ile arilesteraz aktivite diizeylerine olan etkileri. FU Saghk Bil Dergisi

2005; 19: 263-271.

74



6. OZGECMIS

1986 yilinda Elazig’da dogdum. Ilk, orta ve lise dgrenimimi Elazig’da
tamamladim. 2003 yilinda girdigim Firat Universitesi T1p Fakiiltesinden 2009 yilinda
mezun oldum. Pratisyen hekim olarak Diyarbakir ili Dicle Ilge Hastanesi acil
servisinde gorev yaptiktan sonra Tipta Uzmanlik Smavini kazanarak Subat 2011
tarihinde Firat Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali’nda uzmanlik
egitimime basladim. Halen egitimime devam etmekteyim. Yabanci dilim

Ingilizcedir.

75



