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1. OZET

Karaciger hasari; hepatit B ve C gibi viral iltihabi hastaliklar ile karaciger
yaglanmasi, alkolik hepatit ve siroz gibi alkolik ve non alkolik karaciger
hastaliklarini igeren kansere kadar ilerleyen bir seri hastaliklar dizisidir. Karaciger
hasarinin insidansini etkileyen bir ¢ok faktor vardir. Bunlar yas, cinsiyet, etnik
koken gibi demografik faktorler; hepatit B ve hepatit C virusii, aflatoksin, alkol,
tiitlin, demir birikimi, endojen ve ekzojen hormonlar, diyet, sistozomiazis, vinil
klorid, arsenik, gibi ¢evresel faktorler; siroz, immun fonksiyon, hemokromatozis
ve diger kalitsal metabolik hastaliklar, sismanlik, seker hastaligi, alkolik olmayan
yagh karaciger, gibi konak¢idan kaynaklanan faktorler olarak siralanmaktadir.
Deneysel olarak uygulanan Tiyoasetamidde (TAA) Onemli bir hepatotoksik
ajandir.

Calismada 200-250 gram agirliginda Sprague Dawley cinsi erkek ratlar
kullanild1 ve ratlar 6 ¢alisma grubuna ayrildi. 1. Grup (DMSO, n=7), %1.25
DMSO 12 hafta boyunca giinliik subkutan olarak verildi. 2. Grup (TAA, n=7), 12
hafta boyunca haftada iki kez 200 mg/kg b.w. tiyoasetamid intraperitonal olarak
verildi. 3. Grup (DDG, n=7), 12 hafta boyunca giinliikk 0.2 mg/kg b.w. genistein
subkutan. olarak verildi. 4. Grup (DDG+TAA, n=7), 12 hafta boyunca giinliik 0.2
mg/kg b.w subkutan. olarak genistein+haftada iki kez 200 mg/kg intraperitonal
olarak. tiyoasetamid verildi. 5. Grup (YDG, n=7), 12 hafta boyunca giinliik 0.4
mg/kg b.w. subkutan olarak genistein verildi. 6. Grup (YDG+TAA, n=7), 12 hafta
boyunca giinliik 0.4 mg/kg b.w., subkutan olarak. genisteinthaftada iki kez 200

mg/kg intraperitonal olarak. tiyoasetamid verildi. Caligma sonunda ratlar anestezi



altinda dekapite edilerek biyokimyasal parametreler icin kan Ornekleri,
histopatolojik incelemeler i¢in de karaciger doku 6rnekleri alindi.

Serum 6rneklerinde AST, ALT, LDH, plazma 6rneklerinde MDA, SOD ve
NO tayini yapildi. Doku 6rneklerinde ise MDA, GSH-Px, SOD, CAT ve NO
tayini yapildi. Eritrositlerde de ayrica GSH-Px, SOD, CAT diizeylerine bakilarak
hem TAA olusturdugu hasar hem de olusan hasara karsi genisteinin diisiik ve
yiiksek dozlardaki etkileri arastirildi.

Calisma sonunda TAA verilerek karaciger hasar1 olusturulan ratlarda
genisteinin, karaciger enzimleri ve lipid peroksidasyonuna kars1 koruyucu oldugu
gozlendi. Diger parametreler ilizerindeki etkilerinin de zamana bagli olarak
iyilestirici olabilecegi gorlisiine varildi. Bu nedenle genisteinin tiikketiminin
karaciger hasarin1 Onleme ve tedavide bir segenek olarak kullanilabilecegi
distiniildi.

Anahtar kelimeler: Karaciger hasari, genistein, tiyoasetamid,



2. ABSTRACT

Hepatic damage is a serious of diseases progressing to cancer which
includes viral infectious diseases (such as hepatitis B and C), steatosis, alcholic
and non alcholic liver diseases (such an alcholic hapatitis and cirrhosis). These are
many factors affecting prevalance of hepatic damage. These are demographic
factors like age, ethnic origin; envariomental factors like hepatitis B and C
viruses, aflatoxin, alchol, tobacco, iron deposition, endogenous and exogenous
hormones; diet, schistosomiasis, viniyl chloride, arsenic cirrhosis, immune
dusfunction, haemochromatosis and other hereditary metabolic diseases, host
related factors such as obesity, diabetes, non alcoholic steatotis hepatic.
Experimentally administered thioacetamide (TAA) is also an important
hepatotoxic agent.

In the current study, male Spraque Dawley rats weighing 200-250 g were
used and rats were divided into 6 groups. Grup 1 (DMSO, n=7), %1.25 DMSO
were injected subcutaneously per day for 12 weeks. Grup 2 (TAA, n=7), 200
mg/kg b.w. thioacetamide were injected intraperitonally twice a week for 12
weeks. Grup 3 (DDG, n=7), 0.2 mg/kg b.w. genistein were injected
subcutaneously per day for 12 weeks. Grup 4 (DDG+TAA, n=7), 0.2 mg/kg b.w.
genistein were injected subcutaneously per day for 12 weeks and 200 mg/kg b.w.
thioacetamide were injected intraperitonally twice a week for 12 weeks. Grup 5
(YDG, n=7), 0.4 mg/kg b.w. genistein were injected subcutaneously per day for
12 weeks. Grup 6 (YDG+TAA, n=7), 0.4 mg/kg b.w. genistein were injected
subcutaneously per day for 12 weeks and 200 mg/kg b.w. thioacetamide were

injected intraperitonally twice a week for 12 weeks.



At the termination, rats were decapitated under anastesia and blood
samples and liver tissue samples were taken for biochemical and histopatological
parameters respectively.

AST, ALT and LDH in serum samples and MDA, SOD and NO in plazma
samples were analysed whereas MDA, GSH-Px, SOD, CAT and NO analyses
were conducted in tissue samples.

TAA induced damage and effect of low and high dose of genistein were
investigated by analysing GSH-Px, SOD and CAT activites in eritrocities.

In conclusion, protective role of genistein aganist liver damage and lipid
peroxidation in rats with TAA induced liver damage was observed. It was
concluded that effects of genistein on the other parameters might be curative with
time. Therefore comsumption of genistein might be an option in the prevention
and the treatment of liver damage.

Key words: Liver damage, genistein, thioacetamide.



3. GIRIS ve AMAC

Karaciger; karbonhidrat, protein, lipid, porfirin ve safra tuzlarinin
metabolizmasinda gorev alan ¢ok dnemli bir organ olup; demir, glikojen, lipid ve
vitaminlerin  depo edildigi yerdir. Ayn1 zamanda ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonu; iire, amonyak, bilirubin gibi son {iiriinlerin uzaklastirilmasi gibi
fonksiyonlart da vardir (1). Karaciger hasari; hepatit B ve C gibi viral iltihabi
hastaliklar ile karaciger yaglanmasi, alkolik hepatit ve siroz gibi alkolik ve non
alkolik karaciger hastaliklarini igeren kansere kadar ilerleyen bir seri hastaliklar
dizisidir.

Karaciger hasarmin insidansini etkileyen yas, cinsiyet, etnik koken gibi
demografik faktorler; hepatit B ve hepatit C virusii, aflatoksin, alkol, tiitiin, demir
birikimi, endojen ve ekzojen hormonlar, diyet, sistozomiazis, vinil klorid, arsenik
gibi ¢evresel faktorler olabilecegi gibi siroz, immun fonksiyon, hemokromatozis
ve diger kalitsal metabolik hastaliklar, sismanlik, seker hastaligi, alkolik olmayan
yagl karaciger, gibi konak¢idan kaynaklanan faktorlerde vardir (2). Bu faktorlerin
yaninda deneysel ¢aligmalarda siklikla kullanilan tiyoasetamid de (TAA) 6nemli
bir hepatotoksin ajan olarak degerlendirilmistir. Tiyoasetamid DNA, RNA,
protein sentezini ve glutatyonu etkileyerek intrahepatik metabolik degisikliklere
neden olur (3,4).

Yapilan caligmalar, karaciger hastaliklarindaki iltihabi durumlari takiben
fibrozis, siroz ve karaciger kanserine kadar ilerleyen siiregler icerisinde serbest
radikallerin 6nemli rol oynadigini gostermistir. Aerobik organizmalarda, basta
mitokondriyal elektron transportu, ksenobiyotik metabolizmasi, fagositik

aktivasyon gibi ¢esitli sentez ve degredasyon reaksiyonlari sonucu reaktif oksijen



tiirleri, yani serbest radikaller meydana gelir (5). Serbest radikaller hidroksil,
stiperoksit, nitrik oksit ve lipid peroksit radikalleri gibi degisik kimyasal yapilara
sahip bilesiklerdir (6). Serbest radikal / antioksidan dengesinin, serbest radikaller
lehine kaymasi sonucu oksidatif stres meydana gelir (7). Artan oksidatif stres,
DNA, protein ve lipid gibi makromolekiillerde oksidatif hasara yol agmaktadir.
Lipid peroksidasyonu ve oksidasyona ugrayan DNA bazlari, karaciger hasarinin
ve karsinojenezisin anlagilabilmesi acisindan 6nemli biyolojik gostergelerdir
(8,9). Kimyasal ajanlar, iyonize radyasyon ve U.V. 151k yayilimi1 sonucu hasara
ugrayan DNA’da sik olarak 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG), olusumu
gozlenir. Hidroksil radikalleri ve singlet O olarak bilinen oksijen radikalleri,
DNA’da 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG) denilen baz hasarlarina neden

olurlar (9,10).

Serbest radikaller, savunma mekanizmalarinin kapasitesini astiklarinda
oncelikle hiicre membranlarini etkilerler. Lipidler ise membranda en ¢ok hasara
ugrayan kimyasal yapilardir. Membranda bulunan kolestrol ve yag asitlerinin
doymamis baglari, serbest radikallerle reaksiyona girerek peroksidasyon
tiriinlerini olustururlar. U¢ ya da daha fazla ¢ift bag igeren yag asitlerinin
peroksidasyonu sonucu, tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler (TBARS) yontemiyle
Olciimii yapilabilen malondialdehit (MDA) bilesikleri olusur. Olusan MDA,
membran lipidlerini ¢apraz baglayarak polimerize eder. Polimerizasyon sonucu
iyon transportu ve enzim aktivitelerinde bozulma gibi membran o6zelliklerini
etkileyen degisiklikler meydana gelir (11). Calismalarda TAA ile olusturulan
karaciger sirozunda da lipid peroksidasyonunun arttigi ve antioksidan

sistemlerinin yetersiz kaldig1 rapor edilmistir (12,13).



Insan viicudunda fizyolojik veya anormal kosullara bagli olarak iiretilen
serbest radikalleri engelleyen antioksidan savunma sistemleri vardir (14). Hem
dogrudan hem de dolayl1 olarak ksenobiyotiklere, karsinojenlere ve toksik radikal
reaksiyonlara karsi hiicreleri koruyan antioksidanlar; Vitamin A, C, E, beta-
karoten, metallotionin, poliaminler, melatonin, NADPH, adenozin, koenzim Q-10,
tirat, ubikuinol, polifenoller, flavonoidler, fitodstrojenler, sistein, homosistein,
taurin, metionin, s-adenozil-L-metionin, resveratrol, nitroksidler, glutatyon,
glutatyon peroksidaz, katalaz, siiperoksid dismutaz, tioredoksin rediiktaz,
nitrikoksid sentaz, hem oksijenaz-L ve eozinofil peroksidaz olarak siralanabilirler
(15,16).  Antioksidanlar, lipid peroksidasyonunu, proteinlerin  ¢apraz
baglanmalarin1 ve DNA mutasyonunu Onleyen bilesiklerdir. Serbest radikaller,
kansere de neden olduklarindan, ¢ogu antioksidanlar kanseri ilk basamakta

durdurup tiimoriin ilerlemesini engellerler (17,18).

Karaciger fibrozu, ekstraselliiler matriks bilesenlerinin artmasi ile
karakterize olan, dinamik bir stirectir. Ekstraselliiler matriksin yapimi ve yikimi
arasindaki denge; olusan toksik oksijen radikallerine bagli olarak siirekli yapimi
yoniinde bozulmaktadir (19). Karaciger hasarmma bagli olarak gelisen siireg
sonunda ortaya ¢ikan fibrozisde, matriks metalloproteinazlar (MMPs) 6nemli rol
oynarlar. MMPs, ekstraselliller matriks ve bazal membran bilesenlerini
pargalayabilen ve aktif bolgesinde ¢inko igeren homolog bir enzim ailesidir. Bu
enzimler dokunun yeniden yapilanmasi, morfogenezis, yara iyilesmesi ve normal
gelisimsel siire¢ gibi fizyolojik durumlarda 6nemli rol oynarlar. Bununla birlikte
tiimor hiicresi invazyonu, anjiyogenezis ve metastaz gibi patolojik siireclerde de

yer alirken (20) matriks glikoproteinlerini ve proteoglikanlarini yikma islevini de



goriirler (21). Hepatositlerden salinan metalloproteinaz enzimleri, hasarh
bolgedeki fibroz dokular1 pargalayip yok ederler (22). Arastiricilar karacigerde
meydana gelen oksidatif strese bagli olarak ortaya g¢ikan karaciger hasari ile

fibrozis arasinda yakin iligki oldugu gostermislerdir (23, 24).

Son yillarda karaciger hastaliklariin tedavisinde cesitli spesifik tibbi
ajanlar, cerrahi tedavi ve radyoterapinin yam1 sira dogal yapili antioksidan
bilesikler de kullanilmaktadir. Bu bilesikler arasinda fenolik ve piran halkalart
iceren benzo-gama- piron tiirevi olan flavonoidler de bulunmaktadir. Flavonoidler
antioksidan etkilerinden dolayr kapsamli bir sekilde 6nem kazanmiglardir.
Calismalarda ¢ok sik kullanilan flavonoidler: quersetin, luteolin, kaempferol,
apigenin ve genisteindir (25-27). Genistein bitkilerde ¢ok yaygin bir sekilde
bulunan bir fitokimyasal olup izoflavonlar i¢inde en yliksek antioksidan aktiviteyi
gosteren bilesik olarak tanimlanmaktadir (28). Hayvan hiicrelerinde bir¢ok
farmakolojik etkisi gosterilen genistein bir fitodstrojen olup kanserli hiicrelerin
cogalmasinda anahtar rol oynayan tirozin kinazin inhibisyonunu saglar (29).
Skibola ve ark. soy izoflovanlar [genistein (5,7,4'-trihydroxyisoflavone), daidzein
(7,4'-dihydroxyisoflavone)] ve koruyucu diger fitoostrojenlerin, kanser,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve osteoporoza karsi1 kimyasal koruyucu ajanlar olarak
rol oynadiklarim1 rapor etmislerdir (30). Genistein serbest radikallerin
temizlenmesinde gorev almakta ve DNA hasarina karst hiicreyi korumaktadir
(31). Soy izoflavanlarin ve Ostrojenlerin metabolik sendrom ve yagli karaciger
olusumunun engellemesinde koruyucu rolii oldugunu gosteren caligmalar vardir

(32,33).



Karaciger hasarinin obezite, diyabet, hipertansiyon, hiperkolesterolemi ve
hiperlipidemiyi kapsayan metabolik ve insiilin rezistans sendromu ile
kardiyovaskiiler hastaliklarla ¢cok siki bir birliktelik gostermesi, 6zellikle alkole
bagimli olmayan yaglh karaciger (NASH) olusumu gibi gozlenen vakalarda 6nemi
giderek artmaktadir (34). Bu ¢alismada deneysel olarak tiyoasetamid ile karaciger
hasar1 olusturulmus ratlarda, bir soyizoflavon olan genisteinin farkli dozlarda
uygulanmasinin olas1 koruyucu etkileri ve antioksidan enzim diizeyleri ile

metalloproteinazlar iizerine etkileri arastirilmistir.



4. GENEL BILGILER

4.1. KARACIGER

4.1.1. Karacigerin Anatomisi: Viicuttaki en biiyilk organ olup
yetiskinlerde agirhigi yaklagik olarak 1.2 ila 1.5 kg arasindadir. Karnin sag tist
ceyreginde diyaframin altindadir (35) ve viicut agirliginin yaklasik % 2’ sini
olusturmaktadir. Karaciger alt yilizii sagda duodenum, kolon, sag bobrek ve
surrenal ile; solda 6zofagus ve mide ile komsudur (36).

Karaciger sag ve sol olmak tizere iki lobdan olusur. Karacigerin 6n, arka
ve alt olmak iizere ii¢ yiizii vardir. On yiiz diyaframin altindadir, alt yiiz karin
bosluguna, arka yiizse karin duvarma bakar. Sag lobun alt yiiziinde iki kii¢iik lob
bulunur. Karaciger 50.000-100.000 arasinda degisen anatomik {initeden olusur.
Her loblil merkezindeki venin etrafinda silindirik olarak siralanmig
hepatositlerden olusur. Disse aralii, sinuzoidal kapillerler ile hepatositler

arasindadir (37).

Karaciger gastrointestinal sistem ve dalaktan olusan besin maddeleriyle
zengin portal ven ve merkezi dolasimdan karacigere bol oksijenli kani tasiyan
hepatik arterden olusan iki kan dolagimina sahiptir. Sag atrium yanindaki inferior
vena kavaya giren sag ve sol hepatik venler araciliiyla karaciger de vendz drenaj
saglanir. Karaciger Glisson’s kapsiilii olarak bilinen ince bir bag dokusu ile

kaplidir (35).
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Biliyer Sistem

Sol Hepatik Kanal

Sag Hepatik Kanal
Karaciger Pankreas
Mide
Safra
Kistik Kanal

Genel Hepatik Kanal

Genel Safra Kanah Pankreatik Kanal

Duedonum

Sekil 1. Karacigerin anatomik yapis1 ve biliyer sistem (38).

4.1.2. Karacigerin Sitolojisi: Karacigerde bes tip hiicre bulunmaktadir.
Bunlar hepatositler, endotel hiicreleri, kupffer hiicreleri, stellat hiicreleri ve safra
kanali epitelyum hiicreleridir. Siniizoidlerin i¢ ylizeyini endotel hiicreleri ve
kupffer hiicreleri kaplar. (39).

4.1.2.1. Hepatositler: Hepatositler total karaciger voliimiiniin % 80-88’
ini olustururlar. Yag asitleri, fosfolipidler ve trigliseridlerin metabolizmasinda
gorev yaparlar. Kolesterol ve safra asitleri burada yapilir. (40).

4.1.2.2. Endotel Hiicreleri: Karacigerde endotel hiicreleri aralikli olarak
yerlesmiglerdir. Sitoplazma ve organelleri az olup sitoplazmalarinda kiigiik
mikropinositik vezikiiller bulunur (41).

Damar yoniinden olduk¢a zengin olan karaciger endotel hiicreleri

acisindan da zengin bir organdir. Siniizoidler arteryel kanin yaninda venz kani da

11



igerirler. Bu nedenle barsaklardan gelen ve organizmaya zararli olabilecek ¢esitli
kimyasal maddeler ve mikroorganizmalar i¢in bir filtre gorevi tstlenirler (42).

4.1.2.3. Kupffer Hiicreleri: Orjin olarak monositlerden koken alan ve
perisinuzoidal alanda yerlesen, lokal makrofajlardir (42). Karaciger siniizoidleri
icerisinde ¢ok degisik sekil ve yerlesimde bulunabilirler (43). 1980°1i yillarda Von
Kupffer tarafindan tanimlanan bu hiicreler, karacigerde A vitamini ve yag
depolanmasinin (44) yani sira tiimor hiicrelerini fagosite ettigi de gosterilmistir
(45).

4.1.2.4. Stellat Hiicreleri: Siniizoidlerin duvarinda bulunan, yiiksek
miktarda retinol iceren denizyildizi goriiniimiindeki hiicrelerdir. Aktif hale
geldikleri zaman Disse araligina kollejen salgilayarak fibrotik siirecin baglamasina
neden olurlar. Hepatositten salinan metalloproteinaz enzimi, hasar géren alandaki
fibrotik dokuyu parcalar ve yok eder. Stellat hiicrelerin apopitoza ugratilmasiyla
teorik olarak, fibroz doku olusumunun yavaslatildigi veya ortadan kaldirdigi
diisiinilmistiir (42).

4.1.2.5. Safra Kanah Epitel Hiicreleri: Iki hepatositin bitisik oldugu her
yerde, hiicrelerin arasinda tiibiiler bir aralik bulunur ve bu aralik safra kanalikiilii
olarak isimlendirilir (46). Safra kanal sisteminin ilk kisimlar1 olan bu kanalikiiller,
1-2 pm c¢apindaki tiibiiler bosluklardir.

4.1.3. Karacigerin Fonksiyonlar:

4.1.3.1. Metabolik Fonksiyonlar: Karaciger hiicresi viicudun ¢ok yonlii
bir hiicresidir. Bu hiicreler hem endokrin hem de ekzokrin fonksiyonludur; bazi
maddelerin sentezini yapar ve biriktirirken bazilarini detoksifiye eder, bazilarini

da tasir.
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4.1.3.1.1. Protein Sentezi: Karaciger hiicresi, kendisi i¢in gerekli olan
proteinlere ek olarak salgilamak {izere ¢esitli plazma proteinlerini de (albumin,
protrombin, fibrinojen ve lipoproteinler) sentezler. Karaciger tarafindan digariya
verilen proteinin yaklagik % 5’1 makrofaj sisteminin hiicreleri (Kupffer hiicreleri)
tarafindan tretilir, geri kalan boliim hepatositlerde sentezlenir (46).

4.1.3.1.2. Karbonhidrat Metabolizmasi: Besinlerle alinan ve vena porta
yolu ile karacigere ulasan glukoz, karacigerde glikojen seklinde depolanir (47).

Normal kan glukoz konsantrasyonu kisa siireli aclikta hepatik glikojen
yikimiyla, uzamis aclikta ise hepatik glukoz sentezi ile (glukoneogenez) korunur.
Metabolik siireglerle olusan ve baslica enerji kaynagi olan adenozin trifosfat
(ATP) ise yag asit oksidasyonu ile sitrik asit ve Embden- Meyerhof yollar
aracilig1 ile glukozun hepatik metabolizmasi sonucu olugmaktadir. (35)

4.1.3.1.3. Lipid Metabolizmasi: Karaciger yag asitlerinin sentez ve
oksidasyonu, yag asitlerinden trigliserid olusumu; fosfolipid, lipoprotein ve
kolesterol sentezinin yapildigi organdir. Yaglarin ve yagda ¢oziinen vitaminlerin
barsaktan emilimine yardimci olan safra tuzlarini duedonuma salgilar. Sindirim
esnasinda emiilsifiye olmus yaglar, pankreas lipazi, safra tuzlar1 ve
monogliserollerin etkisiyle suda ¢oziinebilen migellere doniisiirler. Yag asitleri,
kolesterol ve yagda ¢oziinen vitaminler migel olusumuyla ¢6ziiniir hale getirilerek
ince barsaklardan emilirler.

4.1.3.1.4. Vitaminlerin ve Demirin Depo Edilmesi: Karaciger viicuda 10
ay yetecek kadar A vitamini, 3-4 ay yetecek kadar D vitamini, birkag y1l yetecek
kadar B12 vitamini depo eder. Karacigerdeki apoferritin-ferritin sistemi de

demirin depo edilmesini saglar.
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4.1.3.1.5. Hormonlar ve ilaclar Uzerindeki Etkileri: Tiroksin hormonu
ve Ostrojen, kortizol, aldesterol gibi steroid hormonlar karacigerde kimyasal
olarak degistirilir veya disar1 atilir. Karaciger hasarinda bu hormonlarda artis
gozlenir (47).

4.1.3.1.6. Safra Uretimi: Safra tuzlarimin tek sentez yeri karacigerdir.
Biyosentezleri kolesterole hidroksil gruplarinin katilmasiyla baslar. Karaciger
hiicreleri siirekli olarak safra sentezlerler. (46).

4.1.4. Karaciger Hastaliklar:

4.1.4.1. Akut Hepatit: Akut hepatit, karacigerin yaygin bir hastaligidir.
Alt1 aydan kisa siireli olmasi ve siklikla iyilesme ile sonug¢lanmast 6nemli klinik
Ozellikleridir. Akut hepatitin en sik sebebi, baglica karacigerde hastalik yapan
hepatotrop virtislardir.

4.1.4.2. Kronik Hepatit: Kronik hepatit karacigerin alt1 aydan uzun siiren
diffiiz iltihabi bir hastaligidir. Siroza ilerleyebilir veya sirotik evrede olabilir.
Kronik hepatitler; kronik viral hepatit, otoimmun hepatit, ilaca bagli kronik
hepatit ve kriptojenik (sebebi bilinmeyen) kronik hepatit olmak iizere 4 ana gruba
ayrilir. Viruslara bagh kronik hepatitlere kronik viral hepatitler denir. Hepatit B
virusu (HBV), hepatit D (delta) virusu (HDV) ve hepatit C virusu (HCV) kronik
hepatit yaptig1 bilinen baslica viruslardir (40).

4.1.4.3. Alkolik Karaciger Hastahgi: Alkolik karaciger hastaligi, uzun
siirede asirt miktarda alkol tiiketimini sonucu, siddeti degisik derecede olan
karaciger hasar1 ile karakterize olan bir hastaliktir. Hastaliga egilimi olan
bireylerdeki hazirlayict faktorler kesin belli olmamakla birlikte, igilen alkoliin

miktar1 ve siiresi en Onemli sebeptir (48).
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4.1.4.4. Siroz: Karaciger sirozu, normal parenkim dokusunun kaybi, bag
dokusunun artigi, rejenerasyon nodiillerinin olusmasi ve vaskiiler yapinin
bozulmasi ile karakterize, kronik, diffiiz ve ilerleyici bir karaciger iltihabidir.
Klinikte hepatoselliiler yetersizlik ve portal hipertansiyon bulgulari ile seyreden,
oldiiriicti bir hastaliktir (40).

4.1.4.5. Tlaca Bagh Karaciger Hastahklar:: flaclara bagl hepatobiliyer
hastaliklar denilince, kullanilan yiizlerce ilag ve/veya toksik maddelere bagl
olarak meydana gelen ve degisik oranlarda hepatoselliiler hasar ve/veya kolestaz
bulgularinin s6z konusu oldugu, genellikle akut ancak bazen kronik olabilen
patolojiler anlagilmalidir.

Hepatotoksisitesi sik olan ilaglar arasinda halothan gibi anestetikler,
psikotropik ve antikonviilsan (valporik asit, fenitoin) ilaglar, trisiklik
antidepresanlar, oral kontraseptif ve androjenik steroidler, kardiyovaskiiler ilaglar,
antihiperlipidemik ilaglar, anti-tiiberkiiloz ilaglar, antibiyotikler, onkolojik ilaglar
sayilabilir (40).

4.1.4.6. Metabolik Karaciger Hastahklari: Hemokromatoz, Wilson
hastalig1, a;. antitripsin eksikligi ve glukojenoz, metabolik karaciger hastaliklari
arasinda sayilabilir.

4.1.4.7. Kolestatik Karaciger Hastalhiklar:

4.1.4.7.1. Primer Biliyer Siroz: Primer biliyer siroz (PBS), kronik
intrahepatik  kolestaza yol acan Dbaslica semptomlart sarilik, kasint,
hiperpigmentasyon,  ksantoma,  ksantelezma, hepatosplenomegali  olan

graniilomatdz bir karaciger hastaligidir (49). Karaciger dokusundaki graniilomatoz
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enflamasyon safra kanallarimi tahrip ederken fibrozise yol acar ve zaman
icerisinde siroz ve karaciger yetmezligine neden olur (50).

4.1.4.7.2. Primer Sklerozan Kolanjit (PSK): PSK tiimiiyle biliyer
sistemi tutabilen, kronik kolestaz, diffiiz inflamasyon ve fibrozis ile karakterli
etiyolojisi bilinmeyen, sonu¢ olarak biliyer siroz, portal hipertansiyon ve
karaciger yetmezligine yol agan kronik kolestatik bir sendromdur (51).

4.1.4.8. Beslenmeye Bagh Karaciger Hastahklari: Malnutrisyon; yaglh
karaciger, hepatik nekroz ve fibrozise neden olmaktadir. Klasik besinsel karaciger
hastaligi Kwashiorkor’dur, fakat diyabet, obezite ile alkolik ve alkolik olmayan
yagh karaciger hastaligi da besinsel karaciger hastalig1 kategorisine girmektedir.
(35)

4.1.4.8.1. Alkolik ve Alkolik Olmayan Steatohepatit: Son yillarda
ozellikle bat1 toplumlarinda en ¢ok rastlanilan karaciger hastalig1 yaglh karaciger
hastalig1 (YKH) olup, siklig1 genel olarak % 15-20° lere ulasir (52).

YKH, alkole bagli yagh karaciger ve alkolik olmayan yagli karaciger
hastalig1r olarak iki kisma ayrilir. Alkolik olmayan yagl karaciger hastaligi
(NASH), hi¢ alkol almamis veya karacigere zarar verecek miktarda alkol tiikketimi
olmayan bireylerde histolojik olarak makrovezikiiler yaglanmanin baskin oldugu
genis bir klinik tabloyu igeren bir hastaliktir (53, 54).

4.1.4.8.2. Reye Sendromu: Reye sendromu ensefalopati, kafa i¢i basing
artis sendromu ve karacigerde yagli dejenerasyonla karakterize olan ve 1963
yilinda tanimlanan bu sendrom, influenza ve sugigegi enfeksiyonlar1 sirasinda

aspirin kullanan ¢ocuklarda goriilmektedir (55).
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4.1.4.8.3. Diyabet: Tip 2 diyabet hepatomegaliye yol acar. Diyabetik
hastalarin yaklasik %10 unda siroz olusur. Alkol ve hepatit C den sonra tip 2
diyabet, karaciger hastaliklarinin en yaygin {igiincii nedenidir (35).

4.1.4.9. Hepatoselliller Karsinoma: Tiim diinyada HCC siklig1 yiiksek
olan timordiir. Asya ve Gliney Afrika’da siklik 100/100.000°diir. Avrupa ve
ABD’de 100.000’de yillik yeni hasta sayis1 erkeklerde 3-4, kadinlarda 1-2’dir.
HCC’un Asya kitasinda ve Afrika’daki sikligi belirgin olarak yliksektir ve bu
bolgelerdeki goriilme sikligi giderek artmaktadir. Bazi bolgelerde HCC tek basina

en sik goriilen abdominal tiimdrdiir (56).
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4.2.TIYOASETAMID (TAA)

s
H«
H“'-.. - S
L oC N—H
H H

Sekil 2. Tiyoasetamidin yapis1 (57).

TAA nekrojenik (58) ve kanserojen olan (59) thiono- siilfiir iceren bir
bilesiktir. Cogunlukla hayvanlarda fulminant hepatik yetmezlik ve karaciger
sirozu (60,61) gibi deneysel modelleri olusturmak i¢in kullanilir (62).
Hepatotoksik ajan olarak bilinen TAA (CH;-C(S)NH;) gercekte mantar oldiirticti
(fungusit) olarak kullanilir. Deneylerde i¢gme suyuyla birlikte diisiik dozlarda
verildiginde kronik hepatiti takiben siroz meydana gelirken, oldiiriici dozlarda
verilmesi halinde karacigerde siddetli sentrilobiiler nekroza neden olur (63,64).
Uzun siireli alinmas1 durumunda ise safra kanallarinda proliferasyona ve viral
hepatit enfeksiyonlarimin neden oldugu sirozdakine benzer histopatolojik
degisikliklere neden olur (64-68).

Tiyoasetamid thiono-siilfiir igeren bir bilesiktir. TAA, NADPH ve
sitokrom P 450 gerektiren mikrozomal monooksijenaz sistemi araciligryla yogun

metabolik islemler sonucu (69) zararli metabolitlerine doniisiip hepatik
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makromolekiillere kovalent baglanmasi sonucunda karacigerde hasara neden

olurlar (64,70).
Saturasyon ?
CYP2E1
CH;CSNH, > CH;CSONH, (TASO)
(TAA) 1. Basamak

Saturasyon ? | 2. Basamak
CYP2E1

Vv

CH3CSOQNH2 (TASO2)

l

Karaciger Hasam ¢——— Kovalent Baglanma

Sekil 3. Tiyoasetamidin karaciger hasarina neden oldugu mekanizma (71).

Karacigerde TAA o6nce CYP2E1 ile TAA siilfokside metabolize olur.
TAA siilfoksitte (TASO) ileri metabolizmalarla TAA S-diokside (TASO,)
dontigiir. Karacigerde asil hasara neden olanda bu iki bilesiktir. TASO; hiicre
Olimii, mitokondriyal aktivitenin azalmasi, c¢ekirdek volumii ve kalsiyum
iyonunun hiicre i¢i konsantrasyonunun artmasi, hiicre zar1 gecirgenliginde
degisiklikler gibi etkilere neden olur (72). TAA aym zamanda flavin
monooksijenaz 1 (FMO1) tarafindan da metabolize edilir (73,74).

Yapilan ¢aligmalarda mikroskopik degerlendirmeler sonucu, tiyoasetamid
(200 mg/kg) uygulandiktan dort saat sonra hepatik 6dem olustugu, bunu takiben
glikojen depolarinin azaldig1 ve alt1 saate yakin bir siirede de mitotik aktivitelerde

histopatolojik degisimler oldugu bildirilmistir (75). Ayrica TAA verildikten ii¢ ay
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sonra karacigerde fibrozis, rejeneratif nodiiller ve ayrica sirozun karakteristikleri
olan portal hipertansiyon ve hiperdinamik sirkiilasyon gozlendigi rapor edilmigtir
(76).

TAA’ in albumin, B-aktin, RNA polimeraz ve sitokrom P 450
monooksijenazi iceren birka¢ gen ve proteinlerin salimimin etkiledigi, ayni
zamanda karaciger hiicrelerinde total mRNA’ nin miktarint ve aktivitesini
arttirdig1 da gézlenmistir (68,77).

TAA’ in biyotransformasyonu esnasinda hem flavin igeren monooksijenez
(FMO) (69) hem de sitokrom P450 sistemi (78) hidrojen peroksitin
katalizlenmesiyle olusan, superoksit anyonunu dioksijene ¢evirir. Bdylece
oksidatif hasarla iligkili olarak karacigerdeki bozulmalara onciiliik eder. TAA
verilmesini takiben karaciger hiicrelerinde tetraploit hiicrelerin yok oldugu (79),
MDA olusumunun arttig1 (80) ve glutatyonun azaldigi (81) goriilmiistiir. Serbest
radikallerin neden oldugu lipid peroksidasyonuda TAA indiiksiyonlu karaciger
fibrozisinin ilerlemesine neden olur.

TAA kronik olarak verildigi zaman ribozomal aktivitelere etki ederek
pankreas ve karacigerde protein sentezini inhibe eder. Siirekli olarak alinmasi
durumunda ¢ekirdekte genislemelere ve niikleer RNA polimeraz aktivitesinde
artisa neden olur (82).

TAA ayn1 zamanda pankreas (77) ve bobrekte (83) toksik etkilere neden
olan bir bilesiktir. Baglica karacigerde metabolize olan TAA idrarla disariya atilir

(84).
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4.3. SERBEST RADIKALLER

4.3.1. Serbest Radikallerin Yapilar1 ve Kaynaklari: Serbest radikaller
dis yoriingelerinde bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron tagiyan elektrik
yikli veya yiiksiiz olabilen atom veya molekiillerdir. Cok reaktiftirler ve
cevrelerindeki atom veya molekiillerle etkilesime girerek onlardan elektron
almaya calisirlar. Serbest radikaller organizmada hem normal metabolizmanin yan
tirtinii olarak hem de iyonlastirici radyasyon, ilaglar ve zararli kimyasallarin etkisi
sonucuda ortaya c¢ikarlar (85). Diger molekiiller ile ¢ok kolayca elektron
aligverisine giren bu molekiillere "oksidan molekiiller" veya "reaktif oksijen
tiirleri ( ROS )" de denilmektedir (86).

Serbest radikaller hiicrenin tiim fraksiyonlarinda, membrana bagh veya
serbest halde bulunan pek ¢ok enzimin katalizledigi reaksiyonlarla da olusur.
Memeli organizmasinda serbest radikallerin ¢ogu oksijen ve azot kaynaklidir, bu
reaktif tiirlerinin listesi Tablo 1’de verilmistir. Bu molekiillerin bir kism1 kendisi
radikal olmakla beraber bir kismida bazi reaksiyonlara katilip radikallere

doniisebilme potansiyeline sahiptirler.
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Tablo.1. Reaktif oksijen ve azot tiirleri (85)

Reaktif Oksijen ve Azot Tiirleri

Oksijen Tiirleri Azot Tiirleri

Siiperoksit radikali(O, )

Radikaller Hidroksil radikali(OH") . . ,
Peroksil radikali (LOO") Eig‘k ‘l’lk(silit kmi? ()N o)
Alkoksil radikali (LO) oJen Gloks 2
Hidroperoksil radikali (HO, )
Ozon (03;) Nitroz asit (HNO,)
Radikal Singlet oksijen (102 ) Nitrozil katyon (NO+)
Hidrojen peroksit (H,0O,) Nitrozil anyon (NO")
Olmayanlar A . o
Lipid hidroperoksit (LOOH) Peroksinitrit (ONOO")
Hipokloroz asit (HOCI) Alkilperoksinitrit (ROONO)

Hiicre i¢i serbest radikal olusum mekanizmalar1 arasinda; mitokondriyal
elektron tasima sistemi reaksiyonlari, endoplazmik retikulumdaki karma
fonksiyonlu oksidaz sistemi; sitoplazmada ksantin oksidaz, dopamin J-
hidroksilaz, D-amino asit oksidaz, iirat-oksidaz gibi enzimler; hiicre zarinda
NADPH oksidaz, prostoglandin sentetaz ve lipoksijenaz enzimleri,
peroksizomlarda ve lizozomlarda yer alan ¢esitli metabolik reaksiyonlar yer

almaktadir.
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Tablo 2 . Hiicrelerde serbest radikal kaynaklar1 (87)

Hiicrelerde Serbest Radikal Kaynaklar

Endojen Kaynaklar Eksojen Kaynaklar

Redoks siklus bilesikleri (r, paraquat)
[lag oksidasyonlari (&r, parasetamol)
Sigara

Giines 15181

Ist soku

Okside glutatyon

Mitokondriyal elektron transport zinciri
Mikrozomal elektron transport zinciri
Oksidan enzimler

Ksantin oksidaz

Indolamin dioksijenaz

Galaktoz oksidaz

Siklooksijenaz

Lipoksijenaz

Monoamin oksidaz

Fagositik hiicreler

Notrofiller

Monositler ve makrofajlar

Eozinofiller

Endotelyal hiicreler

Otooksidasyon reaksiyonlar1 (6r, Fe+?)

Serbest radikaller dogru yerde dogru zaman da ve dogru miktarlarda
uretildikleri zaman yararhdirlar. Fakat besinlerle yeterli antioksidanlarin
alinmamas1 sonucu antioksidan savunmanin yetersiz kalisi, aktivite ve gevresel
faktorlere bagli olarak serbest radikallerin asir1 tiretimi sonucu dengenin
bozulmasi oksidatif strese yol agar. Hiicrelerin yapisal biitlinliiklerini
koruyabilmeleri i¢in antioksidanlar ve ROS gibi serbest radikaller arasindaki
dengenin korunmasi esastir. Denge serbest radikaller yoniine kayacak olursa
DNA, lipidler ve proteinler gibi biyolojik yapilar hasara ugrar (88).

Onemli biyolojik yapilarin hasara ugramasi kanser ve artrit gibi siddetli
dejeneratif hastaliklarin etiyolojisinde de rol oynar. Primer antioksidan savunma

sistemi katalaz, siiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz gibi enzimleri, E ve
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C vitaminlerini ve diger mikrobesinleri (karatonoidler ve polifenoller gibi ) igerir.
Sekonder antioksidan savunma ise serbest radikal iiretimine neden olan bolgeyi
kesip ¢ikarmak veya onarmaktir (89,90).

4.3.2. Reaktif Oksijen Tiirleri: Canli sistemlerde {iretilen serbest
radikallerin en onemlisi oksijenden tiireyenlerdir. Normal fizyolojik kosullarda
stiperoksit radikali, hidroksil radikali ve H,O, aerobik metabolizmanin iiriinleri
olarak stirekli iiretilirler. Solunum zincirine giren oksijenin yaklasik % 1-5 kadar1
ROS iiretimine yoneliktir (91,92).

4.3.1.1. Siiperoksit Radikali (O, ): Soludugumuz oksijen iki radikalli,
iki tek elektron igeren ve cok stabil olan bir molekiildiir, bir dis enerji kaynagi
sayesinde bir elektron kazanmakla serbest elektronlarindan birisini negatif yiik
elde ederek ¢ift konuma getirebilir. Bu molekiil siiperoksid anyonudur (O ) (93).

O,+e — 0Oy

Siiperoksit radikali kendisi direkt olarak zarar vermez. Bu radikal anyonun
asil Onemi, hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve gecis metalleri iyonlarinin
indirgeyicisi olmasidir (94).

4.3.1.2. Hidrojen Peroksit (H,O, ): Molekiiler oksijenin ¢evresindeki
molekiillerden iki elektron alinmasiyla veya siiperoksitin bir elektron almasiyla
peroksit molekiilii olusur. Peroksit molekiilii de iki hidrojen atomu alarak hidrojen
peroksiti olusturur.

0, + 2+ 2H > H,0,

0, + ¢ + 2H' > H,0,

Biyolojik sistemlerde HzOz’ nin iiretimi O, *’in dismutasyonu ile olur.

02_. + 2H" » H,O, + O,
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Bu dismutasyon, spontan olabildigi gibi superoksit dismutaz (SOD)
enzimi tarafindan da katalizlenebilir. H,O, serbest radikal olmadigi halde, reaktif
oksijen tiirleri igine girer ve serbest radikal biyokimyasinda onemli rol oynar.
Ciinkii siiperoksit ile reaksiyonu sonucunda, en reaktif ve en zararli serbest
oksijen radikali olan hidroksil radikalini olusturmak iizere kolaylikla yikilir. Bu
reaksiyon “Haber-Weiss Reaksiyonu” dur. Demir katalizorliigiinde gergeklesen
ikinci sekline de “Fenton Reaksiyonu” denilmektedir (94).

4.3.1.3. Hidroksil Radikali ( HO™ * ): Hidroksil radikali ¢ok reaktif bir
radikaldir. Canli hiicrede hemen hemen biitiin molekiilleri (seker molekiilleri,
proteinler, aminoasitler, DNA bazlar1 ve doymamis yag asitleri dahil tiim organik
asitler) etkiyebilirler. 1934 yilinda Haber ve Weiss, hidrojen peroksitin O ile
indirgenmesiyle hidroksil radikali olusabilecegini gostermislerdir:

0, * + H0, »HO " + HO + 'O,

In vivo kosullarda hidroksil radikali meydana gelmesine neden olan
onemli tepkimeler sunlardir:

e Radyasyonun suya etkisi ile;

Radyasyon
H,O » H,0" +¢
Radyasyon
H,0" + H,0 » HO™® + H;0°

e Fenton tepkimesi ile;
Fe " + H,0, » Fe’' + HO™* + HO™

e Hidrojen peroksidin fotolizizi ile;
Fotoliz

H,0, > 2HO °
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e Ozona elektron transferi ile HO™ * olusabilir.

e Organik radikaller, H,O; ile tepkimeye girerek HO™ ° iiretebilir.

*COOH + H0, » CO,+ HO+HO * (95)

4.3.3. Reaktif Azot Tiirleri: NO; suda ve yagda ¢oziinebilen, ¢ozelti
icinde yarilanma omrii 30 saniye olan, kolaylikla nitrit (NO, ) ve nitrata (NOs )
doniisebilen renksiz, stabil bir gazdir. Yagda ¢ozlinebilme 6zelligi sayesinde
hiicreler arasindan kolaylikla difiize olabilmektedir (96-98).

NO c¢esitli enzimler tarafindan farkli dokularda NADPH varliginda L-
arjininden sentezlenir. Sentez nitrik oksit sentetaz (NOS) tarafindan
gerceklestirilir. NOS kaynak aldigi dokuya gore farkli olarak isimlendirilir
Endotelyumda bulunan eNOS, santral sinir sisteminden koken alan nNOS,

makrofajlar tarafindan indiiklenen ise iNOS adini alir (99).

HEN HqN H)N
H-i H-_-
\ADPH NADP' 12 NADPH l 2 NADP™
+ NO
1 150
0
L-arginin N-hidroksi-L-arginin L-sitriifin

Sekil 4: Nitrik oksidin L-arjininden sentezi (100)

NO, c¢iftlesmemis elektron 6zelligi ile bir serbest radikaldir, bundan dolay1

stiperoksid gibi diger radikallerle son derece reaktiftir (101).
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NO, diger pek cok radikallere oranla daha dengeli olmasina ragmen,
oksijen, siiper oksit radikali ve hidrojen peroksit ile reaksiyona girerek sonugta
sirastyla NO,, peroksinitrit (ONOQO’) ve nitrat/nitrit (NO3/NO,) olusturma
egilimine sahiptir (102).

NO sempatik sinir teminallerinden norepinefrin algilanmasini inhibe
etmesiyle ve giiglii bir konstriiktdr peptid olan endotelin-1 inhibisyonu ile diiz kas
icindeki cGMP’yi arttirarak koroner ve pulmoner tonusu ayarlar (103).

Diger serbest radikaller her konsantrasyonda hiicreler icin zararli iken NO
diisiik konsantrasyonlarda ¢ok 6nemli fizyolojik islevlerde rol almaktadir. Ancak
asirt ve kontrolsiiz NO sentezi hiicreler i¢in zararli olmaktadir. NO bu o6zellikleri
ile ¢cok ideal bir fizyolojik haberci molekiilii olma 6zelligi kazanmaktadir (104).

NO, bakteri, parazit, timor gibi yabanci hiicreler iizerine sitotoksik ve
sitostatik etkisi vardir (105).

NO, damar duvarindan girisi kolaylastirarak ve endotelyal ylizeyde
inflamatuvar hiicreleri kendine ¢ekerek “sitokinler” adiyla tanidigimiz hiicresel
adezyon molekiillerinin sentezine engel olarak antiflamatuar Ozellik gosterir
(106,107).

4.3.4. Serbest Radikallerin Etkileri: Serbest radikaller, hiicrelerin lipid,
protein, DNA, karbohidrat ve enzim gibi tiim 6nemli bilesiklerine etki ederler.
Mitokondrideki aereobik solunumu ve kapiller permeabiliteyi bozar, hiicrenin
potasyum kaybini ve trombosit agregasyonunu arttirirlar.

4.3.4.1. Serbest Radikallerin Lipidlere Etkileri: Biyomolekiillerin tiim
biiylik smiflart serbest radikaller tarafindan etkilenirler, fakat lipidler en hassas

olanidir. Membrandaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest
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radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon {iriinleri olustururlar.
Poliansatiire yag asitlerinin (PUFA) oksidatif yikimi, lipid peroksidasyonu olarak
bilinir ve oldukga zararlidir. Cilinkii kendi kendine devam ettiren zincir reaksiyonu
seklinde ilerlerler. Lipid peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasar1 geri
doniistimstizdiir.

Lipid peroksidasyonu, organizmada olusan bir serbest radikal etkisi
sonucu membran yapisinda bulunan poliansatiire yag asidi zincirinden bir
hidrojen atomu uzaklastirilmasi ile baglar. Bunun sonucu yag asidi zinciri bir lipid
radikali niteligi kazanir. Olusan lipid radikali dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi
degisiklige ugrar. Molekiil i¢i ¢ift baglarin pozisyonlarinin degismesiyle dien
konjugatlar1 ve daha sonra lipid radikalinin, molekiiler oksijenle etkilesmesi
sonucu lipid peroksil radikali meydana gelir. Lipid peroksil radikalleri, membran
yapisindaki diger poliansatiire yag asidlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin
olusumuna yol agarken, kendileri de aciga ¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipid
hidroperoksidlerine doniisiirler. Bdylece olay kendi kendine katalizlenerek devam
eder. Lipid peroksidasyonu ¢ok zararli bir zincir reaksiyonudur. Direkt olarak
membran yapisina ve indirek olarak reaktif aldehidler iireterek diger hiicre
bilesenlerine zarar verir. Boylece bir¢ok hastaliga ve doku hasarina neden olur.
Lipid radikallerinin hidrofobik yapida olmasi yiiziinden reaksiyonlarin ¢ogu
membrana bagli molekiillerde meydana gelir., Membran permeabilitesi ve
mikroviskositesi ciddi sekilde etkilenir. Peroksidasyonla olusan malondialdehid
membran komponentlerinin ¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna sebep olur.
Bu da deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizey

bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik membran 6zelliklerini degistirir.
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4.3.4.1.2. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri: Proteinler serbest
radikallere karsi poliansatiire yag asitlerinden daha az hassastirlar. Proteinlerin
serbest radikal harabiyetinden etkilenme derecesi aminoasit kompozisyonlarina
baglidir. Doymamig bag ve kiikiirt igeren triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin,
metiyonin, sistein gibi aminoasitlere sahip proteinler serbest radikallerden
kolaylikla etkilenirler. Bu etki sonucunda &zellikle siilfiir radikalleri ve karbon
merkezli organik radikaller olusur.

4.3.4.1.3. Serbest Radikallerin DNA’ya Etkileri: Iyonize edici

radyasyonla olusan serbest radikaller DNA'y1 etkileyerek hiicrede mutasyona ve

olime yol acarlar. Hidroksil radikali (OH) deoksiriboz ve bazlarla kolayca
reaksiyona girer ve degisikliklere yol agar. Aktive olmus noétrofillerden

kaynaklanan hidrojen peroksit (H,0,) membranlardan kolayca gegerek ve hiicre
cekirdegine ulasarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre
olimiine yol agcabilir. Siiperokside (O,”) maruz kalan DNA molekiilleri

hayvanlara enjekte edildiklerinde daha fazla antijenik 6zellik gosterirler ki bu
oldukga onemli bir etkidir.

4.3.4.1.4. Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkileri: Serbest
radikallerin karbonhidratlara etkisiyle ¢esitli iiriinler meydana gelir ve bunlar,
cesitli patolojik stiregclerde 6nemli rol oynarlar.

Diyabet ve diyabet komplikasyonlarinin gelisimi, koroner kalp hastaligi,
hipertansiyon, psoriyazis, romatoit artrit, Behcet hastaligi, cesitli deri ve goz
hastaliklar1, kanser gibi bircok hastalikta ve yaslhlikta serbest radikal iiretiminin

arttig1l, antioksidan savunma mekanizmalarinin yetersiz oldugu gosterilmistir.
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Ancak bu hallerde serbest radikal artisinin sebep mi yoksa sonu¢ mu oldugu tam
olarak bilinmemektedir (94).

4.3.5. Reaktif Oksijen Metabolitlerinin Yararh Etkileri: Bircok
hastaliga neden olabilen reaktif oksijen metabolitleri, organizmada bir¢ok
fizyolojik olayda yer almaktadir. Reaktif oksijen partikiillerinin oldugunun
diistiniilmesine yol agan en onemli olay fagositozdur. Fagositoz yapan hiicreler
olan nétrofillerin yapisinda ¢ok loblu ¢ekirdek ile ¢esitli enzimleri ve proteinleri
iceren primer, sekonder ve tersiyer graniiller bulunmaktadir. Doku hasarinda
gelisen akut inflamatuar yanit; bolgesel arteriollerde genislemeye neden olarak
kizariklik, 6dem ve sicaklik artisma yol agmaktadir. Inflamasyon sonrasinda
bolgeye ulasan notrofiller, makrofajlara donlismektedir. Makrofajlarin endotele
yapigsmasi ve endoteli gegerek dokuya girmesinde selektinler, kemokinler, ve
integrinler etkili olmaktadir. Fagositozun baslangicinda makrofajlarin oksijen
alimlar1 normalin 10-20 katina kadar artmakta ve mitokondrial solunumda
kullanilmayan fazla miktardaki oksijen, solunum patlamasina yol a¢maktadir.
Ayni1 anda pentoz fosfat yolunun aktivitesinin artigina bagl olarak hiicreye alinan
glukoz miktar1 da artmaktadir. Bu sekilde ortamdaki oksijeni alan notrofiller
anaerob bakterilerin 6lmesine yol agmaktadir. Lizozomal graniillerde bulunan bazi
proteinler proteaz gibi etki ederek bakteri hiicre membranindaki proteinleri
parcalamakta ve bakterileri o0ldiirmektedir. Fagositozun normal oldugu kronik
graniilomatozda solunum patlamasi olmamakta ve bu nedenle sik sik tekrarlayan
enfeksiyonlar goriilmektedir. Ayrica notrofiller yapilarindaki NADPH oksidaz ile
oksijenden siiperoksid radikali olugmaktadir.

NADPH + 20, » NADP" + H + 20,”
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Bazi1 bakteriler i¢in dogrudan oldiiriicii olabilen siiperoksid radikali,

fagositik vakuolde superoksid radikalinden H,O, olusturabilmektedir
H + 20, » H,O, + O,

Asidik pH olusmasina bagli olarak miyeloperoksidaz ve hidrolitik enzim
aktiviteleri artmakta ve membrant kolayca gecen H,O, bakteriye toksik etki
yapmakta veya hidroksil radikaline (OH’) doniismektedir. Bu tepkimede
hipoklor6z asit (HOCI) yer almaktadir. H,O, ile miyeloperoksidaz klor (iyod)
iyonlarim1 hipokloréz aside doniistirmektedir. Cok reaktif olan hipoklordz asit

birgok biyolojik molekiilii oksitlemektedir.

HOCI + Oy » O, +OH' +Cl~  (108)
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4.4. ANTIOKSIDANLAR

ROS’larin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek icin
viicutta bazi savunma mekanizmalari gelistirilmigtir. Bunlar ‘antioksidan savunma
sistemleri’ olarak bilinirler.

Antioksidan molekiiller endojen ve eksojen kaynakli yapilar olup, olusan
oksidan molekiillerin neden oldugu hasari hem hiicre i¢i hem de hiicre disi
savunma ile etkisiz hale getirilirler. Hiicre dist savunma, albiimin, bilirubin,
transferrin, seruloplazmin, tirik asit gibi ¢esitli molekiilleri icermektedir. Hiicre ici
serbest radikal toplayict enzimler asil antioksidan savunmay1 saglamaktadir. Bu
enzimler siiperoksit dismutaz, glutatyon-S-transferaz, glutatyon peroksidaz,
glutatyon rediiktaz, katalaz ve sitokrom oksidazdir. Bakir, ¢inko ve selenyum gibi
eser elementler ise bu enzimlerin fonksiyonlar1 i¢in gereklidir (109).

4.4.1. Dogal Antioksidanlar

4.4.1.1. Enzimatik Antioksidan Savunma Sistemleri

4.4.1.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD): Oksijeni metabolize eden biitiin
hiicrelerde bulunan SOD, siiperoksidin hidrojen perokside dismutasyonunu

katalizleyen bir metalloenzimdir.
SOD

O, +2H" » H,0,

Bu giine kadar dort farkli sekilde bulunmustur. Okaryotik hiicrelerin
sitozolli ile mitokondri membranlar1 araliginda bulunan ve molekiil kiitlesi 31.2
kDa olan enzim, her bir dimerik protein i¢in birer molekiil bakir ve ¢inko
icermektedir. Cinkonun stabiliteyi sagladigi ve bakirin ise aktiviteden sorumlu
oldugu disiiniilmektedir. Cinko tersinmez, bakir ise tersinir olarak yapidan

ayrilmaktadir. Bu enzimin 6nemli 6rnegi sigir ve insan eritrositlerinde bulunan
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eritrokupreindir. Rat karacigerinde primer olarak sitoplazmik yerlesimli oldugu
gosterilen CuZn-SOD, mitokondri ve peroksizomlarda ise eser miktarlarda
bulunmaktadir. Lizozomlarda saptanan CuZn-SOD ise sitoplazmadan
geemektedir.

Diger iki SOD tipi her bir molekiili basma iki adet manganez
icermektedir. Bu enzimlerden biri mitokondria matriksinde (75kDa), digeri ise E
Coli gibi bakterilerin sitozoliinde (40kDa) bulunmaktadir. CuZn-SOD siyaniir ile
inhibe olmakta, Mn- SOD ise inhibe olmamaktadir.

Demir iceren ve E Coli periplazmik araliginda bulunan VI. Tip
SOD(40kDa), yapisal olarak Mn-SOD ile biiylik benzerlikler gostermektedir.

4.4.1.1.2. Katalaz (CAT): Yapisal olarak bir hemoprotein olan katalazin
molekiil kiitlesinin 248 kDa oldugu ve kovalent olmayan bag ile bagh
protoporfirin IX Fe(hem) grubu igerdigi ortaya konulmustur. Kan, kemik iligi,
miikkoz membranlar, karaciger ve bobrekte yiiksek miktarlarda bulunmaktadir.
Diisiik hizlarda hidrojen peroksidin olustugu durumlarda veya ortamda yiiksek
miktarda elektron alicis1 bulundugunda peroksidatif, hidrojen peroksid olusum
hizinin yiiksek oldugu durumlarda ise katalitik tepkimeyle hidrojen peroksidi suya

donistiirerek ortamdan uzaklastirmaktadir.

H,O, + AH, —>katalaz 2H,0 + A
H,O, + AH, M} 2H,0 + A

Sekil 5. H,O, konsantrasyonuna bagli olarak katalazin katalizledigi

tepkimeler.
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Enzimler arasinda en yliksek katalitik doniisim hizina sahip oldugu
bilinen katalazin aktivitesi i¢in demir gerekmektedir. Aktif kismu olan Fe™

protoporfirinin iki fonksiyonel dongiisii bulunmaktadir.

Katalaz-Fe? + H,0,

l

Katalaz-Fe” + HOOH (Aktif degildir)
H,O,

Katalaz-Fe” + 2H,0 + O, (Detoksifikasyon)

Sekil 6. Katalazin fonksiyonel dongiileri.
Ortamda H,O,; diizeyi ¢ok diisiik oldugunda aktif olmayan enzim bilesigi

ile elektron alicist tepkimeye girmektedir.

Katalaz-Fe” + HOOH + AH,

Katalaz-Fe? + 2H,O + A

Sekil 7. Diisiik H,O, konsantrasyonunda katalaz etkisi.
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4.4.1.1.3. Glutatyon Rediiktaz ve Glutatyon Peroksidaz: Glutatyon
peroksidaz glutayon ile hidrojen peroksid veya lipid peroksidlerinin
indirgenmesinde glutayon rediiktaz ise glutatyonda olusan distilfid baginin tekrar

stilfidril yapisina indirgenmesinde gorev yapmaktadir.

2GSH
NADP" ROOH veya H,0,
Glutatyon reduktaz > ( Glutatyon reduktaz
NADPH +H" ROH, H,O

T GSSG

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz

f

Glukoz

Sekil 8. Glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz tepkimeleri

Glutamik asit, sistein ve glisinden olusan bir tripeptid olan glutatyon (y-
glutamilsisteinilglisin), indirgenmis (GSH) ve yiikseltgenmis (GSSG) seklinde
bulunmaktadir.

Hiicrenin ylikseltgenme ve indirgenme dengesini koruyan Onemli bir
indirgen ve antioksidan olan glutatyon, hiicreleri endojen ve eksojen kaynakli
oksidanlarin zararli etkilerinden korumaktadir. Proteinlerdeki —SH gruplarinin
korunmast ve amino asidlerin hiicre i¢ine tasinmasinda rol oynamaktadir.
Glutatyon (GSH) selenyum igeren glutatyon peroksidaz ile yiikseltgenmektedir
(GSSG). Glutatyon sentezi iki enzim (y-Glutamilsistein sentaz ve glutatyon

sentataz) ile ger¢eklesmektedir (108).
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4.4.1.1.4. Glutatyon: Karacigerde yogun konsantrasyonlarda bulunan,
karaciger i¢in Ozgiil nitelikte olan bir antioksidandir. Proteinlerin yapisindaki
siilfidril gruplarin1 indirgeyerek pek ¢ok enzim ve proteinin aktivasyonunu
saglayan GSH, serbest radikallerlede reaksiyona girip hiicreleri oksidatif strese
kars1 korur (110).

4.4.1.2. Enzimatik Olmayan Antioksidan Savunma Sistemleri

4.4.1.2.1. Metal Iyonlarnin  Etkisizlestirilmesini  Saglayan
Antioksidanlar: Bu grupta metal iyonlarimi baglayarak elektron transferini

engelleyen bilesikler bulunmaktadir.

Tablo 3. Metal iyonlarini baglayan bilesikler

Metal Iyonlarim Baglayan Bilesikler

Demir Baglayan Bilesikler Transferin, Laktoferrin, Ferritin

Bakir Baglayan Bilesikler Seruloplazmin, Albumin

Hem Proteinleri Hemoglobl.n, Haptoglobulin,
Hemopeksin

Digerleri Metallotioneinler
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4.4.1.2.2. In vivo Sentezlenebilen Diisiik Molekiiler Agirhikli Antioksidanlar

Tablo 4. Diigiik Molekiil Agirlikli Antioksidanlar.

Diisiik Molekiil Agirhikh Antioksidanlar

Urik asid
Ubikinon (koenzim Q)
Bilirubin

o- Keto asidler

Cinsiyet hormonlar1

Melatonin

Lipoik Asid

Melaninler

Histidin igeren dipeptidler

Tiyol igerenler
(Glutatyon, N-asetilsistein,
metilyonin, kaptoril)

0O, , OH ve peroksit radikal tutucusu

Serbest radikal tutucusu

Peroksil radikali ve singlet oksijeni yok
etmektedir.

Pirtivat ve «o- ketoglutarat H,0, ile
nonenzimatik tepkimeye girmektedir.

Disi cinsiyet hormonlar1 (0stradiol, 0stron ve
oOstriol)  lipid  peroksidasyonunu inhibe
etmektedir.

Antioksidan enzim sentezini uyarmaktadir.

Melanin polimerleri yapilarindaki eslenmemis
elektronlar ile wuv radyasyonun absorbe
edilmesini saglamaktadir.

Bakir  iyonlarm1  selatlayan  karnozin,
homokarnozin, ve anserin lipid
peroksidasyonunu dnlemektedir.

Serbest radikal ve HOCI tutucusu

4.4.1.2.3. Diyetle Alinan Diisiik Molekiiler Agirhikh Antioksidanlar: E

vitamini ve analoglar1 lipid peroksidasyon zincirini kirmaktadir. Siiperoksit

radikali (O, 7) ve hidroksil radikali (OH") tutucusu olan C vitamini, E vitaminini

rejenere etmektedir. Hiicre bilyiimesi, farklilagmasi ve gorme i¢in esansiyel bir

vitamin A vitamini peroksiller iizerine dogrudan etkili olmaktadir.

4.4.1.2.4. Karotenoidler ve Fenolik Yapilar: Karotenoidler A vitamini

onciliidiirler. Epikatesin (yesil ve siyah cay), katesin (kirmiz1 sarap), kamferol

(brokoli, greyfurt ve siyah cay), kuarsetin (sogan, brokoli, cilek), antosiyaninler
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(renkli meyveler, kirmiz1 sarap, ¢ilek, visne), kafeik asit (zeytin ve kahve) gibi
baz1 bitkisel fenolik maddeler diyette bulunmaktadir. Fenollerin LDL
oksidasyonunu onledigi de gosterilmistir.

4.4.2. Nlaclar: Bazi ilaclarin antioksidan etkileri vardir. Bunlar Tablo 5°de
gosterilmistir.

Tablo 5. Antioksidan ilaglar (108)

Antioksidan Ilaclar

Rekombinant-SOD

21-Aminosteroidler

Sitokinler

Mannitol

Trimetazidin

Ebselen

Demir selatorleri (deferroksamin, dimetil tiyoiire)
Ksantin oksidaz ( allopurinol, oksipurinol)
Barbitiiratlar

Indapamid

H, reseptdr blokerleri

4.4.3. Antioksidan Olarak Genistein: FitoOstrojenler yapisal olarak insan
Ostradioliine benzeyen Ostrojenik ve/veya antidstrojenik etkilere sahip bitkisel
orjinli kimyasallardir (111). Fitoostrojenlerin biiyiik bir kismi flavonoidler adi
verilen fenol grubu igeren bilesiklerden olusmaktadir (112). Flavonoidler;
flavanol, flavanone, flavonol, flavone, izoflavonlar, anthocyanidinler olmak tizere
alt1 gruba ayrilirlar. Flavonoidler siiperoksit, alkoksil, peroksil ve nitrik oksit gibi
radikalleri temizleme, demir ve bakir selasyonu, a-tokoferol rejenerasyonu gibi

fonksiyonlarinin yami sira; vazodilatator, immiinstimiilan, antiallerjik, 0strojenik,
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antiviral etkileri de sahiptirler. Fosfolipaz-A,, siklooksijenaz, lipooksijenaz
enzimlerinin inhibisyonu sonucunda antiinflamatuar ozellikler de gosterirler.
Ayrica, ksantin oksidaz, glutatyon rediiktaz, NADH-oksidaz ve protein kinaz
enzimlerini inhibe ettiklerine gosteren bilgiler de mevcuttur (113).

izoflavonlarin en &nemli kaynagi diyetle alman soya fasiilyesi ve soya
{iriinleridir. izoflavonlar arasinda en iyi bilinenler genistein, daidzein ve
glisiteindir (114). Genistein (4°,5,7,-trihidroksiizoflavon), anti-oksidan, anti-timor

ve anti-inflamatuvar 6zellikleri bulunan, izoflavon yapida bir fitodstrojen olarak

bilinir (115).
OH
OH O
HO 0
Genistein

Sekil 9- Genistein’in (4°,5,7,-trihidroksiizoflavon) yapisi

Hayvanlardaki biyolojik Ostrojenlere benzer yapilarindan dolayi, dstrojen
reseptorlerine baglanabilirler. Boylece ya hiicre ¢ogalmasina neden olurlar ya da
potansiyel Ostrojen bagimli antagonistik aktivitelerine dayanarak kanser
hiicrelerinin hormana bagli gelisimini dnlerler. Genistein ve daidzeinin yapilarinin
birbirlerine ¢ok benzemelerine ragmen Ostrojen reseptorlerine (ER) baglanabilme
kapasiteleri birbirlerinden farklidir (116). Kuipfer ve arkadaslari, Ostradiolle
mukayese edildiginde genisteinin ER-o’ ya % 4, ER-f’ye ise % 87 daha fazla
baglanma ilgisi oldugunu belirtmislerdir. Yine bu oranin daidzein de ER-a’ da %

0,1 ve ER-f’de % 0.5 oldugu rapor edilmistir. Baglanma affinitelerindeki bu
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farkliklar genistein ve daidzeinin kanser hiicrelerinde farkli biyolojik aktiviteye
sahip olabilecekleri fikrini vermistir (117).

Diger izoflavonlarla birlikte alim ve sindirimden sonra, genistein barsak
enzimleri vasitasiyla metabolize edilerek glikozitlerle birlikte konjuge edilir.
Insanlarda genistein, dihidrogenistein ve 6' hidroksi-O-dezmetilangolensin olarak
metabolize edilir. Cesitli 06l¢iim metodlar1  kullanilarak  genisteinin = ve
metabolitlerinin plazmada, prostatik sivilarda, meme aspirasyon ve Kkist
stvilarinda, idrarda ve gaitada bulunduklari tespit edilmistir (118,119).

4.4.3.1. Genisteinin Biyokimyasal Ozellikleri: Genisteinin en &nemli
biyokimyasal etkisi, kanseri Onleyici bir bilesik olmasidir. Daha o6nce de
belirtildigi gibi genistein, bir fitodstrojen olup, ER baglanma agisindan 17-f-
Ostradiolle yarismaktadir. Ciinkii yapi1 olarak 17-B-0stradiole benzemektedir.
Bununla beraber genisteinin konsantrasyonlara bagli olarak hem agonistik hemde
antagonistik etkileri vardir. Genisteinin <1 uM konsantrasyonlarda &strojene
bagimli meme kanser hiicrelerini uyarip bir agonist gibi etkisi oldugunu gdsteren
calismalar vardir. 5 pM > konsantrasyonlarda ise bir anti Ostradiol olan
tamoksifenle kullanildiginda ise 17-B-0stradiolle uyarilmis hiicre ¢ogalmasini
engelledigi gozlenmistir. Yapilan deneysel ¢alismalarda genisteinin 0strojen veya
androjen reseptoriic hem negatif hemde pozitif olan meme ve prostat kanser
hiicrelerinde biiyiimeyi inhibe ettigi rapor edilmistir. Ozellikle dstrojen kaynakli
meme kanser hiicrelerinin bilylimesini engelledigi goriilmiistiir (116).

Genistein stresle iligkili genlerin ekspresyonunu inhibe ederek ve
organizmadaki serbest radikalleri temizleyerek reaktif oksijen metabolitlerine

kars1 hiicreleri koruyarak antioksidan etki gosterirler (120,121).
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Yapilan ¢aligmalarda genisteinin hiicrenin canlilig1 agisindan énemli olan
NF-kB ve Akt sinyal yolunda gii¢lii bir inhibitér oldugu bulunmus ve bunuda
apoptozis yoluyla yaptig1 goriisiine yer verilmistir.

4.4.3.2. Genisteinin Kanser Hiicreleri Uzerine Etkileri: Genistein,
protein tirozin kinaz (PTK) inhibitorii olarak bilinen bir bilesiktir. PTK,
karsinojenez, hiicre biiyiimesi ve apoptozisde dnemli roller oynayan bir enzimdir.
Genisteinin hiicre proliferasyonunun ve onkogenezisinin potansiyel bir inhibitorii
oldugu, yine yapilan deneylerle 16semi, lenfoma, noroblastoma, mide, meme ve
prostat kanser hiicrelerini iceren kanser tiirlerinde de inhibitdr gorevi iistlendigi
rapor edilmistir (122).

4.4.3.3. Hiicre Dongiisiiniin Diizenlenmesi Uzerine Etkileri: Genistein
hiicre dongiisiinii engellemesinden dolay1 kanser hiicrelerinin biiylimesini inhibe
ederek hiicre cogalmasini engeller. Genisteinin meme, gastrik adenokarsinoma ve
insan melanoma kanser hiicrelerinde G2/M hiicre dongiisiinii engelleledigi yapilan
calismalarla ortaya konulmustur (123,124). Fare fibroblast ve melanom
hiicrelerinde yapilan ¢aligmalarda da hiicre dongiistindeki GO/G1 fazinin genistein
tarafindan engellendigi ortaya konulmustur (125).

4.4.3.4. Genisteinin Apoptozisi Indiiklemesi: Genisteinin hiicre siklusu
tizerine olan etkilerine ek olarak, programli hiicre 6liimii olarak bilinen apoptozis
tizerine de etkileri vardir. Laboratuvarlarda yapilan ¢alismalarda MDA-MB-231,
MDA-MB-435 ve MCF-7 meme kanser hiicrelerinde, PC3 ve LNCaP prostat
kanser hiicrelerinde, H460 ve H322 kiiglik hiicreli olmayan akciger kanser
hiicrelerinde ve HN4 bas ve boyun skumdz karsinoma hiicrelerinde apoptozisi

uyardig1 gosterilmistir (126-129).
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4.4.3.5. Genisteinin NF-kB (niikleer transkripsiyon faktor)
inhibisyonuna Etkisi: Hiicre biiyiimesi ve ¢ogalmasinda ortaya cikan anahtar
basamaklardan biri, genlerin transkripsiyonudur. Hiicrelerde gen transkripsiyonun
baslangi¢ ve diizenlenmesinde transkripsiyon faktorleri 6nemli rol oynarlar. Bu
faktorlerden biriside NF-kB (niikleer transkripsiyon faktor)’dir. NF-kB immiin ve
inflamatuar yanit, hiicre adezyonu, hiicre ¢ogalmasi gibi olaylarda olusan ¢ok
sayidaki genleri kontrol eder. Genistein, NF-kB ‘in DNA’ya baglanma aktivitesini
diistirerek etki eder. Bunun yaninda toksik ajanlarla birlikte verildiginde NF-xB’
inaktive olmasini da engeller (116).

4.4.3.6. Anjiyogenezis ve Metastaz Inhibisyonu Uzerine Etkileri:
Genisteinin potansiyel olarak invaziv ve metastatik kanser hiicrelerini azalltigina
iligkin g¢aligmalar mevcuttur. Kanserin ilerlemesinde ve wuzak bolgelere
yayiliminda birkag¢ genin sorumlu oldugu bildirilmistir. Bu anahtar molekiillerden
birisi c-erbB-2’ dir. c-erbB-2’ nin yiliksek seviyelerde salinimi ile meme,
yumurtalik, akciger ve prostat kanser hiicrelerinin invazyon ve metastazi arasinda

pozitif bir korelasyon bulunmustur (130).
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4.5. METALLOPROTEINAZLAR

4.5.1. Matriks Metalloproteinazlar

mentese bodlgesi

katalitik '
B . 1 ;0000
H—/
pre pro hemopeksin benzeri

domain

fibronektin tip Il benzeri tekrar
—* mentese bilgesi

1 EIEN T

pre pro

katalitik domain  hemopeksin benzeri
domain

furin benzeri enzim tanima motifi mentese bdlgesi

+
= !
CHs EE) 0000—
pre pro "

transmembran domain

hemopeksin benzeri
domain

MMP-1,3,8,10,12,13

MMP-2.9

MT-MMP’ler

GPI baglayici bilge

Sekil 10. MMP enzimlerinin molekiiler yapis1 (131, 132)

Matriks metalloproteinazlar, ekstraselliiler matriksin bir¢ok komponentini

icermeleridir ve sentezleri inaktif zimojenler gibidir (133).

MMP dokunun tamirinde ve gelismesinde 6nemli bir yere sahiptir. Normal
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yikma yetenegine sahip ¢inko iceren biiyiik bir enzim grubu olarak tanimlanir.

MMP’ larin genel 6zellikleri, aktif olabilmeleri i¢in katalitik bolgelerinde ¢inko

olarak MMP’ lar yalnizca, plasenta gelisimi esnasinda endometriyal stroma
icerisinde, trofoblast invasyonu, kemiklesme esnasinda kikirdaktan kemige gecis,
rahim ve meme involiisyonu, yara iyilesmesi, embriyonik gelisim siireci gibi
cesitli birbirini takip eden siireclerde, dokularin bi¢iminin degisimi gibi

durumlarda ne zaman ve nerede ihtiyac olursa ortaya ¢ikan yapilardir. Bununla



birlikte, ¢esitli MMP’larin da patolojik olarak, periondontitis, romatoid atrit ve
timor hiicre invasyonu ve metastazi gibi ¢esitli durumlarda ortaya ¢iktigi

bilinmektedir (134).
Insan MMP gen ailesi, primer yap1 ve substrat dzelliklerine gore;
1. Kolojenazlar: (MMP-1, MMP-8 ve MMP-13)
2. Jelatinazlar: (MMP-2, MMP-9)
3. Stromelizinler: (MMP-3, MMP-7, MMP-10, MMP-11, MMP-12)

4. Membran tipi metalloproteinazlar: (MT1-MMP, MT2-MMP, MT3-

MMP ve MT4-MMP).

5. Smiflandirilmasi1 yapilmams MMP’ lar olarak bes grupta incelenir

(135).
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5. MATERYAL ve METOD

5.1. Deney Hayvanlarinin Temini ve Gruplarin Olusturulmasi

Calismada kullamlacak olan ratlar, Firat Universitesi Deneysel
Arastirmalar Merkezinden etik kurul onayi alindiktan sonra temin edilerek
calisma baslatildi. Bu calismada agirliklari ortalama 250 gram olan 42 adet
Sprague-Dawley cinsi erkek rat kullanildi. Ratlar bir grupta 7 tane olmak iizere
toplam 6 grup halinde isleme tabi tutuldu. Ratlar 22+1 °C sicaklik ve 12 saat giin
15181 goren ortamdaki kafeslerde etik kurallara uygun olarak muhafaza edildi.
Hayvanlarin beslenmesinde, standart pellet yemi ve ¢esme suyu kullanildi. Tiim
deney stiresince ratlarin kilolar1 takip edildi.

Genistein (Bonistein, DSM, Switzerland) 100 mikrolitre DMSO (%]1.25)
ve PEG-400 (% 98.75) karisiminda ¢oziilerek hazirlandi ve ratlara subkutanoz
yoldan uygulama yapildi (136).

Tiyoasetamid TAA (Sigma-Aldrich Chemical Co. USA) de literatiire
uygun olarak 12 hafta boyunca haftada iki kez 200 mg/kg olacak sekilde
hazirlanip intraperitonal olarak uygulandi. Bu maddenin hazirlanmasinda ¢oziicii
olarak distile su kullanildi (137).

1. Grup DMSO (Dimetil Siilfoksit): Bazal diyet+12 hafta boyunca
giinliik subkutan6z. olarak % 1.25 DMSO verildi.

2. Grup TAA (Tiyoasetamid): Bazal diyet+12 hafta boyunca haftada iki
kez 200 mg/kg intraperitonal olarak tiyoasetamid verilerek karaciger hasari
olusturuldu.

3. Grup DDG (Diisiik Doz Genistein): Bazal diyet+12 hafta boyunca

giinliik 0.2 mg/kg b.w. subkutandz olarak genistein verildi.
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4. Grup DDG+TAA (Diisiik Doz Genistein+Tiyoasetamid): Bazal
diyet+12 hafta boyunca, giinlik 0.2 mg/kg b.w subkutanéz olarak
genisteint+haftada iki kez 200 mg/kg intraperitonal olarak tiyoasetamid verilerek
karaciger hasari olusturuldu

5. Grup YDG (Yiiksek Doz Genistein): Bazal diyet + 12 hafta boyunca
giinliik 0.4 mg/kg b.w. subkutandz olarak genistein verildi.

6. Grup YDG+TAA (Yiiksek Doz Genistein+tTAA): Bazal diyet+12
hafta boyunca giinliikk 0.4 mg/kg b.w. subkutandz olarak genistein + haftada iki
kez 200 mg/kg intraperitonal olarak tiyoasetamid verilerek karaciger hasari
olusturuldu.

5.2. Kullamilan Araglar

Calisma esnasinda kimyasal analizler i¢in asagida gosterilen aletler
kullanildi:

Ultra Turrax T25 Basic homojenizator (Almanya), LKB Biochrom
Ultraspec Plus 4054 uv/visible marka spektrofotometre (Cambridge- Ingiltere),
Rotina 46R marka santrifuj (Almanya), Sartorius AG BP 310 S marka hassas
terazi (Almanya), Kotterman Labortechnic marka benmari (Almanya), Hanna
Instruments HI 8521 marka pH metre ve Labinco BV L 46 marka vorteks
(Hollanda) kullanildi.

5.3. Kan ve Doku Orneklerinin Elde Edilmesi ve Analizlere
Hazirlanmasi: Deney protokoliiniin 12. haftas1 tamamlandiktan sonra ratlar genel
anestezi altinda sakrifiye edildi. Sicanlara 75 mg/kg ketamin ve Smg/kg ksilazin
periton igine uygulanarak genel anestezileri yapildi. Kalp atimi devam eden

siganlarin karin derisi ve deri alti dokular1 agilarak, barsaklar disar1 alindi.
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Enjektorle kalplerinden biyokimyasal analizler i¢in yaklasik 5 ml kan 6rnekleri
alindi. Toraks bosluklart makasla ile kesilerek karaciger dokular1 doku biitliinligii
bozulmadan ¢ikartildi. Cikartilan karaciger dokusu serum fizyolojik ile yikanarak
sag ve sol loblara ayrildiktan sonra sag lob % 10’ luk formaldehit ¢dzeltisine
konularak patolojik incelemeler igin ayrildi. Sol lob biyokimyasal analizlerde
kullanilmak amaciyla dort esit pargaya boliindiikten sonra alimiinyum folyaya
sarilarak etiketlenip biyokimyasal analizlerinin yapilacag: giine kadar -70 °C” de
muhafaza edildi.

Alinan kan Ornekleri ise EDTA’ 11 ve normal biyokimya tiiplerine
konularak bekletilmeden 3500 rpm de 10 dk santrifiij edildi. Ustte kalan plazma
ve serum Ornekleri eppendorf tiiplere alindi. Lokosit tabakasi otomatik pipetle
uzaklagtirildi. Dipte kalan eritrositler ii¢ kez fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS)
ile yikanip her defasinda 3500 prm’ de 5’ er dakika santrifiij edildi.. Son yikama
ve santrifiij sonrasi dipte bulunan eritrositlerden 0.4 ml alinip ependorff tiiplere
aktarilarak tizerlerine yine ayni miktar PBS eklenip analiz yapilicagi giine kadar -
70 °C’ de muhafaza edildi.

Serum ve plazma Ornekleri biyokimyasal analizlerinin yapilacagi giine
kadar -70 °C’ de muhafaza edildi.

5.4. Biyokimyasal Analizler:

5.4.1. Serumlarin Deneye Hazirlanmasi: Deneyden bir gece once derin
dondurucudan ¢ikarilan serum Ornekleri buzdolabinin +4 °C olan bdoliimiine
alinarak ¢oziinmesi saglandi

5.4.2. Dokularin Deneye Hazirlanmasi: Ratlara ait karaciger dokulari ise

derin dondurucudan gikartilarak buzdolabinin +4 °C bdliimiine alinip ¢6ziinmesi
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saglandi. Daha sonra dokular serum fizyolojik ile yikanip kurulandi ve bistiiri
yardimiyla kiiclik parcalara ayrildi. Doku agirliginin tespiti i¢in tartildiktan sonra
iclerinde 2 ml tris-HC1 (pH 7.4) olan cam tiiplere alinip daha sonra buz dolu
kaplara yerlestirildi. Teflon uglu homojenizatdr ile 16.000 devir/ dk hizda 1dk’ lik
homojenizasyondan sonra 15 sn ara verilerek 3 dk boyunca homojenize edildi.
Son hacim tris tamponu ile 1/10 (w/v) dilusyon olacak sekilde tamamlandi.
Homojenatin bir kismi NO ve MDA 6l¢iimii i¢in eppendorf tiiplere alindiktan
sonra, kalan homojenat daha sonra +4 °C’ de ve 5000 rpm devirde 20 dk. santrifiij
edildi. Elde edilen siipernatanlar GSH-Px, SOD, CAT ve GSH-Px tayininde
kullanildi.

5.4.3. Hemolizatlarin Deneye Hazirlanmasi: Daha 6nceden hazirlanan
hemolizatlar derin dondurucudan gikartilarak buzdolabinin +4°C kismina alinip
¢Oziinmesi saglandi.

5.4.4. Nitrik Oksit (NO) Ol¢iimii: Damar endotelinde ve dokularda iiretilen NO
cok kisa siirede spontan olarak oksitlenip NO, ve NOj3’e doniisiir. Bu nedenle NO,
ve NOj ¢alisilip, NO ise hesaplamayla bulunur. Nitrat dogrudan 6l¢iilemediginden
nitrite doniistiiriilerek dolayli yoldan miktar tespit edilmektedir (138).
5.4.4.1. Kullanilan Reaktifler
1. Kadmiyum Graniilleri: Kadmiyum graniilleri (Fluka) bir tel kesici
kullanilarak 20-40 mg’lik kiicliik pargalara boliindii. 0.2 N H,SO4
(Merck) ¢ozeltisi iginde muhafaza edildi.

2. 0.2 N H,S04: 2.8 ml derisik H,SO4 alinir ve iginde 250 ml distile su

olan balon jojeye karistirilarak aktarilir ve son hacim 500 ml’ ye

tamamlanir.
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10.

55 mM’hik NaOH: 1.1 gr NaOH (Merck) alinip bir miktar distile su
ile ¢oziiliip son hacim 500 ml’ ye tamamlanr.

0.1 M’lik NaOH: 3.2 gr NaOH tartilip 40 ml suda ¢oziildii.

0.2 mol/l Glisin-NaOH tamponu: 7.5 gram glisin (Sigma) bir 100 ml
kadar deiyonize suda ¢oziildii. 0.1 M’lik NaOH soliisyonu ile glisinin
pH’ s1 9.7°ye ayarlandi. Daha sonra ¢ozelti 500 ml’ye tamamlandi. Bu
tampon ¢ozelti 4-8 °C’de buzdolabinda saklanarak bir ay iginde
kullanildi .

58 mM’ Iik Siilfanilamid Coézeltisi: 66.2 ml 3M HCI alinip bir meziir
icerisinde hacmi 250 ml’ye tamamlanip 2.5 gr siilfanilamid (Sigma)
eklendi. Siilfanilamid sicak HCI iginde iyice ¢oziildii. Bu ¢ozelti oda
sicakliginda saklandi.

0.77 M’hik N-Naftiletilen Diamin (NNDA) Cozeltisi: 50 mg NNDA
(Sigma) tartildi, 250 ml deiyonize suda ¢oziildii.

5 mM’ hik CuSOy4 Cozeltisi: 250 mg CuSO4 5H,0 bir miktar distile
suda ¢0ziiliip son hacim 200 ml’ye tamamlandi.

75 mM’ lik ZnSOy4 Cozeltisi: 10.8 gr alinip ZnSO, alinip distile suda
¢0ziildii ve son hacim 500ml’ye tamamlandi.

Standart Sodyum Nitrit (NaNQO;) Cozeltisi: 760 mg Na,B,0O7 alinip
bir miktar distile suda ¢6ziiliip son hacim 200 ml’ ye tamamlanarak 10
mM’lik ¢6zelti hazirlandi. 69 mg NaNO,; bir miktar Na,;B40; i¢erisinde
¢Oziildii. Son hacim 100 ml olacak sekilde Na;B40; ¢oOzeltisi ile

tamamlandi. Cozeltinin nitrit konsantrasyonu 10 mmol/L’ dir.
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11. Standart Sodyum Nitrat (NaNQO3) Cozeltisi: 760 mg Na,B,O7 alinip
bir miktarda distile suda ¢oziiliip son hacim 200 ml’ ye tamamlanarak
10 mM’lik ¢ozelti hazirlandi. 102 mg NaNO; bir miktar Na,B40;
igerisinde ¢ozlildii. Son hacim 100 ml olacak sekilde Na,B40; ¢ozeltisi
ile tamamlandi, Cozeltinin nitrat konsantrasyonu 10 mmol/L’ dir.
5.4.4.2. Nitrik Oksit Deneyinin Yapilis1
Deproteinizasyon: Bu islem i¢in her bir serum veya doku homojenatindan
0.5 ml alinip iizerine 2 ml ZnSO4 ¢ozeltisi ve 2.5 ml NaOH c¢ozeltisi eklenip 10 dk
oda sicakliginda bekletildi. 3500 g’de 10 dk santrifiij edildi. Elde edilen
stipernatan kismi alinip deneyin bir sonraki asamasinda kullanildi.
Nitrit Deneyinin Yapilmasi ve Nitrit Standartlar1 Cahsmasi:
Numuneler ve standart ¢ozeltiler olarak hazirlanan 5 uM, 10 uM, 50 uM ve 100
puM nitrit ¢ozeltileri (Si, Sz, S3, S4) tablo 6°daki gibi propilen tiiplere pipetlendi.

Tablo 6: Numunelerin deproteinizasyon iglemi

Std 1 Std 2 Std 3 Std 4
Kor Numune
GuM) | (A0pM) | (50 uM) | (100 pM)

Plazma  veya

- 0.5 - - —
homojenat (ml)
Standart(ml) - --- 0.5 0.5 0.5 0.5
NaOH(ml) 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
ZnSO4(ml) 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0

Distile Su(ml) 0.5 - - - — —
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Tablo 7. Nitrit ¢alisma semasi.

Kor | Numune Std1 | Std2 Std 3 Std 4

Gp©M | A0pM) | (SOpM) | (100 pM)
Siipernatant (ml) 2 2 2 2 2 2
NNDA (ml) 1 1 1 1 1 1
Siilfanilamid (ml) 1 1 1 1 1 1

Pipetlemeden sonra tiipler vortekslendi ve 3000xg’de 15 dk santrifiij

edildi. Elde edilen siipernatanlar, Griess Reaksiyonunda kullanildi.

20 dk’ lik inkiibasyonda siilfonilamid, NNDA ve nitritle pembe renkli

kompleks olusturuldu. Bu renkli kompleksin nitrit konsantrasyonunun artmasiyla

koyulugu fazlalasir. Bunlarin optik dansiteleri spektrofotometrede 545 nm dalga

boyunda kore kars1 okundu.

Hesaplama:

Standart konsantrasyonlari, 545 nm deki absorbanslarina boliinerek faktor

(F) hesaplanir. Numunenin absorbansi bu faktorle ¢arpilarak numunedeki mevcut

nitrit miktarlari

hesaplanir.

Veya

nitrit

hazirlanarak, numunelerin konsantrasyonlar1 bu grafikten hesaplanir.

Numunenin Konsantrasyonu

Numunenin absorbansi

Numunenin konsantrasyonu

Standartin Konsantrasyonu
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Standartin absorbansi

= F x Numunenin absorbansi

standart konsantrasyon grafigi

= Faktor (F)




0,140 4
y =0,0012x + 0,0056
0,120 4
0,100 +

0,080 +

Absorbans

0,060 4
0,040 4

0,020 A ®

0,000 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 20 40 60 80 100 120

Konsantrasyon[umol/L]

Sekil 11. Nitrit standart konsantrasyon grafigi

Nitrat Deneyinin Yapilmasi ve Nitrat Standartlar1 Calismasi:

Kadmiyum Graniillerinin Deneye Hazirlanmasi: Kadmiyum
graniillerinin aktivasyonu i¢in 12 saat siireyle 0.1 M H,SO, ig¢inde muhafaza
edilen kadmiyum graniilleri rejenere edildi. Asitten ¢ikarip deiyonize su ile 3 kere
yikanarak asidi uzaklastirildi. Uzerine 2 ml CuSOj; ¢dzeltisi konulup 2 dk
bekletildi. Glisin-NaOH tamponu ile 3 kere durulanip, kurutma kagidi ile
kurutuldu. Nitrat deneyinde kullanilmasi i¢in hazir hale getirildi (139).

Nitrat Cahismasi: Numuneler ve standart ¢ozeltiler olarak hazirladigimiz
5 uM, 10 pM, 50 pM ve 100 uM‘lik nitrat ¢ozeltileri (S;, Sz, Ss, S4) tablo 8°de

gosterildigi gibi tiiplere pipetlendi.
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Tablo 8: Nitrat calisma semasi.

Kir | Numune | Std1 Std 2 Std 3 Std 4
GSuM) | A0pM) | (SOpM) | (100 pM)

Plazma veya | 05 . L . .
homojenat (ml) )

Standart (ml) 0.5 0.5 0.5 0.5
NaOH (ml) 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
ZnSOy4 (ml) 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0
Distile Su (ml) 0.5 -—- -—- - - -

Pipetlemeden sonra tiipler vortekslendi ve 3000 g’ de 15 dk santrifiij

edildi. Deproteinize siipernatantlar deneyde kullanildi.

Tablo 9: Deproteinize edilen numunelerin kadmiyumla rediikte edilmesi.

Kor | Numune | Std 1 Std 2 Std 3 Std 4
GpM) | A0pM) | (S0 pM) | (100 pM)
Siipernatan (ml)
1 1 | 1 | 1
Glisin NaOH (ml)
1 1 1 1 1 1
Kadmiyum (g)
2.5-3 2.5-3 2.5-3 2.5-3 2.5-3 2.5-3

Kadmiyumla 90 dk boyunca santrifiij edilerek rediiksiyon islemi

gerceklestirildi. Rediiksiyon isleminden sonra siipernatanlar alinarak, Griess

reaksiyonunda kullanildu.

Bakir kapli kadmiyum graniilleri nitratlar1 nitrite dontistiirdii:

NOs3

kadmiyum
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Tablo 10: Rediikte numunelerin Griess reaksiyonunda kullanilmasi

Kér | Numune Std 1 Std 2 Std 3 Std 4
GpM) | A0 pM) | (SOpM) | (100 pM)
Siipernatan (ml) 2 2 2 2 2 2
NNDA (ml) 1 1 1 1 1 1
Siilfanilamid (ml) 1 1 1 1 1 1

Tiipler iyice karistirildi daha sonra 20 dk inkiibasyona tabi tutularak 545

nm dalga boyunda kore karsi okutuldu. Nitrit deneyinde oldugu gibi standartlarin

konsantrasyonu bilindiginden absorbans degerleri kullanilarak faktdr hesaplandi.

Faktor, numunelerin absorbanslari ve diliisyon oranlar1 kullanilarak nitrat

konsantrasyonlari belirlendi.

Absorbans

0,350 «
0,300 1
0,250 1
0,200 «
0,150 «
0,100 4
0,050 «
0,000

y = 0,0029x - 0,002

20

60

80

Konsantrasyon [umol/L]

100 120

Sekil 12. Nitrat standart konsantrasyon grafigi.

Calisma sonunda plazma i¢in nitrik oksit diizeyleri.(nitrit+nitrat) pmol /L ,

doku nitrik oksit diizeyleri ise umol/g protein olarak ifade edildi.
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5.4.5. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivite Ol¢iimii: SOD (EC 1.15.1.1)
aktivite Olclimii nitroblue tetrazolium (NBT) ile ortaya c¢ikan siiperoksitin
indirgenmesi esasina dayanan Sun ve arkadaslarinin belirttigi metoda (140) ve
Durak ve arkadaglarinin tarif ettigi (141) modifikasyona gore yapildi. SOD
enziminin olmadig1 ortamda olusan siiperoksit radikalleri NBT’yi indirgeyerek
mavi-mor renk olusturmaktadir. Eger ortamda SOD varsa NBT indirgenmesi
meydana gelmez ve mavi mor renk goriilmez. Olay1 asagidaki sekilde formiile

edebiliriz

KsantinOksidaz

Ksantin » Urik asit+ O, °

Ortamda SOD'in bulunmamasi1 durumunda;

spontan

02 + NBT > Mavi renkli formazon olusumuna neden olur.

Ortamda SOD varliginda ise;
SOD

2H" + 20, > HO0, + Oy ° gergeklesir, renk olusumu
azalir.

5.4.5.1. Kullanilan Reaktifler

1. Ol¢iim Reaktifi

¢ 0.3 mmol/L Ksantin: 9.13 mg ksantin (Sigma) bir miktar distile suda

¢oziildiikten sonra son hacim 200 ml’ ye tamamlanda.
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e (0.6 mmol/L Etilendiamin Tetraasetik asit-2 Na Tuzu (EDTA): 25
mg EDTA bir miktar distile suda ¢oziildiikten sonra son hacim 100 ml’ ye
tamamlandi.

e 150 pmol/L Nitrobluetetrazolyum (NBT): 12.3 gr NBT (Serva) bir
miktar distile suda ¢oziildiikten sonra son hacim 100 ml’ ye tamamlandi.

e 400 mmol/L. NaCOj;: 2.54 gr Na,CO; bir miktar distile suda
¢oziildiikten sonra son hacim 60 ml’ ye tamamlandi.

e 1g/ L Sigir Serum Albumin (BSA): 30 mg BSA (Qbiogene) iizerine
yaklagik 15 ml distile su ilave edildi. Kopiirtmeden alt iist edilerek karistirildi. Bir
gece oda sicakliginda bekleyerek ¢oziilmesi saglandi. Son hacim distile su ile 30
ml’ ye tamamlandi. Tekrar karistirildi ve koyu renkli sisede +4 °C’ de sakland.

Yukaridaki ¢ozeltilerin tamami hazirlandiktan sonra karistirildi. Toplam
hacimi 490 ml’ olan olgiim reaktifi hazirlanarak, koyu renkli sisede +4 °C’ de
saklandi.

2. 167 U/L Ksantin Oksidaz (XO): 10 uL XO (Serva) alinip lizerine, 2
mol/L” lik (NH4),SO4’ den 1 mL eklendi. Tiip birkag kez altiist edilerek
karistirildi. Enzim ¢6zeltisi ¢alisma esnasinda hazirlandi.

3. Kloroform Etanol (CE): 3/5 v/v oranlarinda hazirlandi.

4. 2 mol/L (NH4)2SO4: 2.64 gr (NH4),SO4 alinip 10 ml distile suda
¢ozildi.

5. 8 mmol/L CuCl, Cozeltisi: 10.8 mg CuCl, bir miktar distile suda

¢oziildiikten sonra son hacim 100 ml’ ye tamamlandi.
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Deneyin Yapilisi :

Tablo 11: Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivite 6l¢iimii

Kor Numune
Olgiim reaktifi (ml) 245 245
Numune (ml) . 0.5
Distile su (ml) 0.5 -
Ksantin oksidaz (ml) 0.05 0.05

Karstirildi ve 25 °C'de 20 dk inkiibe edildikten sonra CuCl, eklendi.

CuCI, (ml) 1 1

Spektrofotometre 560 nm de Ol¢lim reaktifi ile sifira ayarlanarak, kor ve
numunelerin absorbanslar1 kaydedildi.

SOD Aktivitesinin hesaplanmasi:

Bir SOD iinitesi; NBT rediiksiyonunu % 50 oraninda inhibe eden enzim

aktivitesidir.
Kor'iin absorbans (Ak ) - Numune'nin absorbansi (An)
% inhibisyon = x 100
Kor'iin absorbanst (Ak )
O zaman;
% inhibisyon
[.j:

% 50 inhibisyon
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Bir mililitredeki {inite miktar1 formiiliize edilirse (0,5 mL numune 10

kat sulandirilmistir).

% inhibisyon X 1
U /ml SOD = X 10
% 50 inhibisyon X 0.5

Serumda gram protein bagina SOD aktivitesi (spesifik aktivite) ise

Spesifik aktivite (U/gr protein)= U/ml SOD
gr/ml protein (0,5)

olarak hesaplanir.

Dokuda SOD aktivitesi U/g protein olarak ifade edildi. Eritrositlerde gram
Hb basina diisen SOD aktivitesi hesaplanarak, sonuglar spesifik aktivite cinsinden
U/g Hb, plazmada ise U/ml olarak verildi.

5.4.6. Katalaz (CAT) Aktivite Olciimii: Katalaz 6lciimii Aebi metoduna
dayanarak yapildi (142).

Numune, kore karst 240 nm'de okundu. 60 sn boyunca absorbanstaki
diisiis kaydedildi. Bu metoda gére numunedeki mevcut katalaz enzimi substrattaki
H,0;’ yi H,O ve O, ’ye pargalamaktadir.

Katalaz degerleri gerekli diliisyon faktorleri ile ¢apilarak, eritrosit i¢in gr
Hb basma (umolH,O,/g Hb), doku icin (umolH,O,/g protein) spesifik aktivite
cinsinden verildi. Eritrosit hemolizati distile su ile 100 kat dilue edildi.

5.4.6.1. Kullanilan Reaktifler

1. Substrat Cozeltisi: 100 mL fosfat tamponu igerisine yaklasik 100 uL
% 30’ luk H,O, cozeltisi eklendi. Cozeltinin 240 nm dalga boyunda distile suya

kars1 absorbansi 0.500-0.600 nm arasinda bir optik dansitede olmas1 beklenir.

58



2. 0.05 mol/L’ lik Fosfat Tamponu (pH=7.0): A NaH,PO,2H,0 alinip 500
ml distile suda ¢oziilerek SOmM’ ik NaHPO,42H,0 ¢ozeltisi hazirlandi.

B. 17.907 Na,HPO,4 2H,0 alinip 100 ml distile suda ¢oziilerek S0mM’ lik Na,HPO,4
2H,0 ¢ozeltisi hazirlandi.

Na,HPO, ve KH,PO, ¢Ozeltileri hazirlandi. Sonra 600 ml A + 400 ml B
cozeltileri karistirilarak hazirlanan fosfat tamponuna, 2.08 g EDTA ilave edildi.
Sonugcta pH st 7.0 olan 50 mM'lik EDTA’l1 fosfat tamponu elde edildi.

3. % 30’ luk H,0, cozeltisi hazirlandi.

5.4.6.2. Deneyin Yapilisi :

Eritrosit hemolizat1 distile su ile 100 kat sulandirildi.

Tablo 12. Katalaz (CAT) aktivite 6l¢limii

Kor Numune
Substrat ¢ozeltisi (ml) - 2.990
Numune (ml) - 0.010
Fosfat Tamponu (ml) 3

Fosfat tamponu ile 240 nm dalga boyunda sifir ayar1 yapildi. 2.999 ml
substrat ¢ozeltisi eklenip 3 dk boyunca 10 sn araliklarla absorbans azalmalari
kaydedildi.

Katalaz Aktivitesinin Hesaplanmasi:

1 Al 23 Al
n x lo =

A t= 60 sn oldugundan
2.3 Al

K=— xlog —=0.0383 x log Al
60 A2 A2
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100 kat dilue edilen 1 ml’> lik numuneden 10ul numune

kullanildigindan 10000 ile bu formiildeki degerin ¢arpilmasi gerekir.
K=0.0383 x log % x10000 bu deger ml’ deki hemoglobine
boliiniirse

0.0383 x log Al
A2

gHb/mL

seklinde hesaplanir.

Dokuda ise k/gr protein=k/[( g/mL protein) x1000] olarak ifade edilir.

Bir katalaz iinitesi: bir mikromol hidrojen peroksidi bir dakikada yikan
enzim miktaridir.

5.4.7. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktivite Ol¢iimii: Plazma ve
dokudaki GSH-Px aktivitesi, GSH-Px tarafindan katalizlenen bir reaksiyonda
H,0 ile glutatyonun (GSH) oksidasyon hizinin dl¢iilmesi esasina dayanan Paglia
ve Valentine’nin enzimatik yontemi ile 6l¢iildi. (143)

5.4.7.1. Kullanilan Reaktifler:

1- 50 mM EDTA'h Fosfat Tamponu: ((pH=7.0).):

2-150 pM Rediikte Glutatyon (GSH): 100 mg GSH alindi, son
hacim 2 ml olacak sekilde EDTA’l1 fosfat tamponunda ¢oziildii

3-Sodyum Azid (NaN3; =1 M): 65 mg alindi, son hacim 1 ml olacak
sekilde EDTA’l1 fosfat tamponunda ¢oziildii.

4-NADPH (3 mM): 10 mg alindi, 2 ml EDTA’l1 fosfat tamponunda

¢ozuldii.
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5-GSH Rediiktaz. (enzim sivi formda ise = 1 U/10mikrolt):
Elimizde bulunan s1vi form (100 U/mL) 10 mikrolitresinde 1 iinite igerdigi icin
direkt olarak kullanildi.

6-H,0, Cozeltisi (50 mM): 15 mikrolitle hidrojen peroksit alinarak,
5 ml EDTA’ fosfat tamponuna pipetlendi.

7-Amonyum Siilfat Cozeltisi [(NH4)2SO4 3.2 M]: 4.22 gr amonyum
siilfat alind1 ve son hacim 10 ml olacak sekilde distile suda ¢oziildii.

5.4.7.2. Deneyin yapihsi:

Tablo 13. GSH-Px (Glutatyon peroksidaz) aktivite 6l¢timii

Test kiiveti | Kor kiiveti
EDTA’h Fosfat tamponu (ml) 2.65 2.67
Recliikte GSH (m1) 0.10 0.10
NADPH (ml) 0.10 0.10
GSH Rediiktaz (ml) 0.01 0.01
NaN; (ml) 0.01 0.01
Numune (serum, plazma, hemolizat, ekstrakt) (ml) 0.02 -

Test tiipleri 1yice karistirildiktan sonra, oda 1sisinda 10 dk inkiibe edildi. Bu
arada spektrofotometre 340 nm de fosfat tamponu ile sifirlandi. Siirenin
sonunda her tiipe 0.10 ml H,O, (hidrojen peroksit) ¢ozeltisi ilave edilerek

reaksiyon baslatildi,

| Hy0; (m1) | 0.100 |

Spektrofotometrede 340 nm’de numunelerin absorbans degerleri 5 dk
boyunca 15 saniyede bir kaydedildi. Diizenli olarak absorbans azalmasi goriilen

araligimin 1 dk’lik siiresi esas alinarak hesap yapildi. Ya da 3 dk siireyle absorbans
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azalmasi takip edildi. Absorbans azalmasinin bu siire igerisinde tam bir lineerite
gosterdigi tespit edildi.

C)- Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi.

1 Unite = Bir dakikada okside edilen NADPH'in mikromol cinsinden miktaridir.

AA/txVix10°
ExVsxL

U /L (mikromol / min/ L) =
E =NADP'nin ekstinksiyon sabiti (6.22 x 10* L. mol.cm)
Vt = Total reaksiyon volumii ( ml )

Vs = Total reaksiyon i¢indeki numune volumii (ml)

L = Kiivet ¢ap1 (1 cm)

A A/t = Dakikadaki absorbans degisimi

10° = mol'ii, mikromole ¢evirim sabiti.

AA/tdkx3x 10°

U/L =
6.22x10°x0.02x1

6
— Atdk x 29
124.4

U/L = At/dk x 24115

A(ilk) - A(son) x suland 1wla faktérix 24115
3dk

Sulandirma faktorii serum GSH-Px'i i¢in 10 alinmistir.
Sonugta; U/L cinsinden GSH-Px aktivitesi, gr protein/L'ye béliindii ve
Ulgr protein cinsinden spesifik aktivite hesaplandi.

U/L GSH - Px
gr/L protein

Spesifik aktivite(U/g protein)=

GSH-Px degerleri gerekli diliisyon ile ¢apilarak, eritrosit i¢in gr Hb bagina

(U/g Hb), doku i¢in (nmol/min/g protein) spesifik aktivite cinsinden verildi.
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5.4.8. MDA Ol¢iimii: MDA diizeyi 0l¢iimiinde Yagi tarafindan
gelistirilen yontem kullanildi. Bu yontem lipid peroksidasyon yikim iirlinlerinden
biri olan MDA’nin 532 nm’de tiyobarbitiirik asit ile reaksiyona girmesi olusan
pempe renkli bilesigin dl¢iimii esasina dayanir (144).

5.4.8.1.Kullanilan Reaktifler:

1. 20 mmol/LL stok standart: 1,1,3,3 tetrametoksipropan (Sigma)
standart hazirlamada kullanildi. 329 pl 1,1,3,3 tetrametoksipropan alinip etanolle
100 ml’ ye tamamlandi.1pmol/L, 2umol/L, 6umol/L, 10 pmol/L’ lik standartlar
hazirlandi.

2. % 15 TCA Cozeltisi: 0.25 mol/L HCIl igerisinde % 15° lik
triklorasetik asit hazirlandi.

3. % 37 lik TBA Cozeltisi: 0.25 mol/L HCI igerisinde 3.7 g/L
tiyobarbitiirik asit (TBA) ¢oziildii.

5.4.8.2. Deneyin Yapihisi: Numune ve kor tlipli ve standart tiipleri tablo
14° deki gibi hazirlandi, sonra vorteksle iyice karigtirildi. 45 dk kaynar su
banyosunda agizlar1 kapatilarak inkiibe edildi. Musluk suyu altinda sogutulup, ici
buz dolu kaba sporla yerlestirildi, izerine 3 mL n-biitanol eklenip karigtirildi ve
2000 rpm'de 10 dk santrifiyj edildi. Elde edilen siipernatan n-biitanola kars1 535
nm'de okutuldu.

Tablo 14. MDA olgiimii

Numune | Kor Std1 1 Std 2 Std 3 Std 4
Plazma veya d M) 2 pM) 6p™M | 10pM)
homojenat (ul) 250 o o o o T
Distile Su (pl) - 250 - - — —
Standart (pl) 250 250 250 250
TCA (ml) 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
TBA (ml) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
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Hesaplama: Koriin absorbansi numunenin absorbansindan ¢ikartilarak net
absorbanslar bulundu. 535 nm.'de okunan 6rnek absorbanslar diliisyon faktorii de
dikkate alinarak nmol/mL cinsinden elde edilen standart konsantrasyon grafigi ile
degerlendirildigi gibi,.

MDA( nmol /ml) = Numune Absorbansi x Standart Konsantrasyonu

Standart Absorbansi
formiilii ile de hesaplanabilir.

Doku MDA konsantrasyonlari ise nmol/g protein cinsinden verildi.

y =0,0094x + 7E-05
0,100 -
0,080
2 0,060 -
©
2
o 0,040 -+
[%2]
Qo
< 0,020 -
0,000 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
Konsantrasyon (nmol/mL)

Sekil 13. MDA standart konsantrasyon grafigi.

5.4.9. Total Protein Olciimii: Doku protein diizeyleri Lowry ydntemine
gore Olgiildii (145). Bu metod alkali ¢ozeltide bakir-protein kompleksi olusturak
fosfomolibdat-fosfotungstat ~ (Folin-Ciocalteu-Fenol  reaktifi)  reaktifinin
indirgenmesi ile koyu mavi renk olusturulmasi esasina dayanir. Rengin koyulugu
protein konsantrasyonu ile dogru orantili olarak degisir.

5.4.9.1. Kullanilan Reaktifler: Deneylerde CuSO4.5H,0, NajSitrat,

Na,COs, NaOH, Folin-Ciocalteu-Fenol reaktifleri kullanildi.
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1. A reaktifi: 0.5 g CuSO4.5H,0, 1.0 g Na;sSitrat (susuz form) tartilip
100 ml distile suda ¢oziildii.

2. B reaktifi: 20 g Na,CO; ve 4 g NaOH, 1 L distile suda ¢oziildii.

3. C reaktifi: 50 ml B c¢ozeltisine 1 ml A c¢ozeltisinden eklenerek
hazirlandi.

4. D reaktifi 10 ml Folin-Ciocalteu-Fenol reaktifine 10 ml distile su
eklendi.

5.4.9.2. Deneyin Yapilisi

Tablo 15. Lowry yontemine gore protein dl¢limii.

Kor Numune
Numune (ul) - 10
Distile Su (ul) 500 490
C reaktifi (ml) 2.5 2.5

Tiipler oda 1s1sinda, karanlikta 15 dk inkiibe edildikten sonra

D reaktifi (ml) 0.25 0.25

eklenerek tiipler karistirildi. Tiipler oda 1sisinda, karanlikta 30 dk inkiibe
edildi. 750 nm’de kore karsi absorbans Olgiildii. BSA’nin Olgiilen
absorbansi, standart olarak kullanildi. Absorbans-mg/ml protein
konsantrasyonu ile standart grafigi cizilerek protein degerleri bu grafikten
okundu.

Hesaplama: Protein (mg/ml)=grafikten okunan deger x faktor (F)
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F= Standart Hacmi
Numune Hacmi

0,140 y =0,0025x - 0,0022
0,120
0,100
0,080

0,060 -

Absorbans

0,040

0,020 ~

0,000

0 10 20 30 40 50 60

Konsantrasyon (mg/ml protein )

Sekil 14. Lowry protein standart konsantrasyon grafigi.

5.4.10. Hemoglobin Olciimii: Hemoglobin Ol¢iimiinde
siyanomethemoglobin olugumu esasina dayanilan Drabkin yontemi kullanildi
(146). Ferrisiyaniir, hemoglobindeki demiri oksitleyerek iki degerlikli demiri {i¢
degerlikli demire cevirerek methemoglobine doniismesini saglar. Bunu takiben
potasyum siyanid ile kararli bir pigment olan siyan methemoglobin olusur. Olusan
siyanmethemoglobinin absorbansi spektrofotometrik olarak 546 nm dalga
boyunda okunur.

5.4.10.1. Kullanilan Reaktifler

1. Drabkin Cozeltisi: 50 mg KCN, 200 mg K;Fe(CN)s ve 1 gr NaHCO;
distile su ile 1 litreye tamamlandi.

2. Hemoglobin Standarti: 18 gr/dl
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5.4.10.2. Deneyin Yapihis1

Tablo 16. Hemoglobin 6l¢timii

Kor Standart Numune
Drabkin cozeltisi (ml) 5.0 5.0 5.0
Hemoglobin standarti (ml) |  ______ 0.02 | e
Hemolizat(ml) | . | . 0.02
Distile su (ml) 002 | eeeem |

Tiipler iyice karistirildi ve oda 1sisinda 20 dk bekletildikten sonra 546 nm’
de kore kars1 absorbanslari alind.
Hesaplama:

Ornek absorbans X Standart Konsantrasyonu (18 g/dl)

Hemoglobin (g/dl) = Standart Absorbans

5.4.11. AST, ALT ve LDH Diizeylerinin Ol¢iimii: Serum aspartat amino
transferaz (AST), alanin amino transferaz (ALT) ve laktat dehidrogenaz (LDH)
enzim diizeyleri Olympus AU640 (Olympus Optical Co. Ltd, Tokyo-Japan)
otoanalizoriinde Olympus marka ticari kitler kullanilarak spektrofotometrik olarak
Olciildii. Birimler U/l cinsinden verildi.

5.4.12. Karaciger Doku Orneklerinin Histopatolojik Muayenesi ve
Metalloproteinazlarin Olgiimii: Doku orneklerinin alinmasi esnasinda tiim
karacigerlerde sag ve sol loblar ayristirildi. Sol loblar % 10 formalaldehit igerisine
konularak patolojik muayene i¢in patoloji laboratuarina gonderildi. %10
formaldehit icinde tespit edilen karaciger dokular1 daha sonra parafin takibine
alindi. Parafin bloklarindan hazirlanan preparatlar eosin ve hemotoksilen boyalari
ile boyandi. Ve bu preparatlarda karaciger dokularinin histopatolojik

degerlendirmeleri yapildi.
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5.5. Istatistiksel Degerlendirme: Elde edilen verilerin istatistiksel analizi
SPSS paket programi (11.0 for Windows) ile yapildi. Degerlendirmede Kruskal-
Wallis varyans analizi, Mann-Whitney U testi testi kullanildi. Tiim sonuglar
Ortalama+Standart Hata (ORT+SH) olarak gosterildi. Istatistiksel olarak p<0,05

anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR
6.1. Bazal ve Cahsma Sonras1 Agirhk Olciimleri: Gruplar arasinda rat
agirliklar arasindaki iligki Tablo 17°de verilmistir.

Tablo 17: Gruplara ait rat agirliklar ve p degerleri

Agirliklar Bazal Cahsma Iki Grup P

Degerler Sonrasi Arasindaki

Degerler Fark

DMSO 24347.25 312.42+12.28 69.42+15.59 “p<0.01 (Grup 1-2,4,6)
(n=T7)
TAA 260.4+3.97 201.4+3,51 59.00+4.30  *p<0.01 (Grup 2-3.,4,5,6)
(n=7)
DDG 247.66+10.15 303.83+£9.34 56.16+£11.47 “p<0.01 (Grup 3-4)
(n=7) ®p< 0.05 (Grup 3-6)

DDG+TAA 266.85£10.15 299.57+5.06  32.71+9.65 “p<0.01(Grup 4-5)
(n=7)

YDG 247.85£9.58  307.7146.04 59.85+12.33 p<0.01(Grup 5-6)
(n=7)

YDG+TAA  260.14+17.32  297.57+10.78 37.42+13.07
(n=7)

6.2. Biyokimyasal Olciimler: Tiim gruplara ait doku, eritrosit, serum ve
plazmada MDA, GSH-Px, SOD, CAT, NO, AST, ALT, LDH aktivitelerinin
istatistiksel sonuglar1 (ortalama+standart hata) tabloda gosterildi. Calismamizda
oncelikle gruplar arasinda anlamlilik agisindan karsilagtirma yapildi ve plazma
MDA, doku MDA, Doku GSH-Px, Eritrosit SOD, Doku SOD, doku CAT, doku
NO, AST, ALT aktivitelerinin degerlerinde anlamlilik tespit edildi (p<0,01 ve

p<0,05)
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Tablo- 18. Gruplara ait plazma NO, doku NO, AST, ALT ve LDH diizeyleri.

Grup 1
(DMSO)

Grup 2
(TAA)

Grup 3
(DDG)

Grup 4
(DDG+TAA)

Grup 5
(YDG)

Grup 6
(YDG+TAA)

Plazma NO

56.28+20.89

68.68 +13.89°

53.91+41.7

45.17x15.16

50.02+18.69°

63.14 £13.29

% <0.05

(Grup 2-4, 5)

®p < 0.05 (Grup 5-6)

Doku NO

0.017+0.010?

0.015+0.006°

0.01+0.005

0.012 +£0.004°

0.0067+0.002¢  0.011%0.003

p<0.01
°p < 0.05
°p <0.05
4p<0.05

(Grup 1-5)
(Grup 2-5)
(Grup 4-5)
(Grup 5-6)

AST

167433 *°

541+235°

123+18¢

371+231°

139 +26

2704210

i <0.01
°p <0.05
p <0.01
4p<0.01
°p <0.05

(Grup 1-2)
(Grup 1-4)
(Grup 2-3,5)
(Grup 3-4)
(Grup 4-5)

ALT

55411 *°

245 +122°

62 +7¢

154+121°

56 + 7,3

123+76

i <0,01
°p < 0,05
p <0,01
4p < 0,05
p <0,05
<0,05

(Grup 1-2,4)
(Grup 1-6)
(Grup 2-3,5)
(Grup 3-4)
(Grup 4-5)
(Grup 5-6)

LDH

17594816

2045 + 467°

1808 + 475°

2178 £1132°

1631+ 642

1101 £ 550

< 0,05
°p < 0,05
°p <0,05

(Grup 2-6)
(Grup 3-6)
(Grup 4-6)
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Tabloda verilen bulgular1 degerlendirmek amaciyla c¢alisilan her bir
parametre ayr1 bir grafik hazirlanip agsagida gosterilmistir.

6.2.1. Plazma MDA Diizeyleri:

N a b,c de

£

Elng T
HE I I

F 15 p=E

Q 10 -

=

® 5

X

=~ DMSO TAA DDG DDG+TAA YDG YDG+TAA

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

Sekil 15. Plazma MDA Diizeyleri

Pp<0.01 (Grup1-3,4,5,6)
®p<0.01 (Grup2-3,5,6)
‘p<0.05 (Grup2-4)

9 <0.05 (Grup 3-4)
°p<0.01 (Grup 3-5,6)

Plazma MDA diizeyinin DMSO grubunda; (14.92+0.7), TAA grubu harig
diger gruplarla karsilastirildiginda anlamli olarak azaldigi goriildii. Bu
karsilagtirma DDG grubunda (17.284+0.769) (p<0.01), DDG+TAA grubunda
(19.50+£2.44) (p<0.01), YDG grubunda (22.67+2.7) (p<0.01), YDG+TAA
grubunda ise (21.26+2.76) (p<0.01), olarak ifade edildi.

Yine TAA grubu da, DDG, DDG+TAA, YDG ve YDG+TAA gruplariyla
karsilastirildiginda MDA diizeyinin azaldig1 goriildii. Bu azalma istatistiksel

olarak anlamli olup DDG grubunda (17.28+0.769) (p<0.01), DDG+TAA
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grubunda (19.50+2.44) (p<0.05), YDG grubunda (22.67£2.7) (p<0.01),

YDG+TAA grubunda (21.2642.76) (p<0.01) olarak bulundu.

DDG grubu da, DDG+TAA, YDG ve YDG+TAA gruplaryla
karsilastirildiginda MDA diizeylerinin azaldigi goriildii. Bu azalma istatistiksel
olarak anlamliydi ve bu fark sirasiyla DDG+TAA grubunda (19.50+2.44)

(p<0.05), YDG grubunda (22.67+2.7) (p<0.01) ve YDG+TAA grubunda

(21.26+2.76) (p<0.01), seklinde ifade edildi.

6.2.2. Karaciger Dokusu MDA Diizeyleri

a b,c d e f
120
100
i T T
% I I T

H

60
40 A
20

O T T T 1
DMSO TAA DDG DDG+TAA YDG  YDG+TAA
(1.Grup)  (2.Grup) (3.Grup) (4.Grup) (5.Grup)  (6.Grup)

Doku MDA (nmol/g.doku)

Sekil 16. Karaciger Dokusu MDA Diizeyleri
p<0.01 (Grup 1-2)

°p<0.01 (Grup 2-3)

‘p<0.05 (Grup 2-5)

9 <0.01 (Grup 3-4,6)

°p<0.05 (Grup 4-5)

’<0.05 (Grup 5-6)

DMSO grubu (69.9+6.9), TAA grubu ile karsilastirildiginda (87.47+£13.41)

(p<0.01) seklinde anlamli olarak azaldigi kaydedildi. TAA grubu
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(87.47£13.41), DDG ve YDG gruplariyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bir artig gosterdi. Bu artis DDG grubunda (62.86+2.54) (p<0.01), YDG
grubunda (65.52+7.2) (p<0.05) seklindedir.

DDG grubu (62.86+2.54), DDG+TAA grubu (77.19 + 10.77) (p<0.01) ve
YDG+TAA grubu (78.22+£10.72) (p<0.01) ile karsilagtirildiklarinda MDA
diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigi go6zlendi.
DDG+TAA grubu (77.19£10.77), YDG grubu (65.52+7.2) (p<0.05) ile
karsilastirildiginda anlamli olarak arttig1 gozlendi. YDG grubu (65.52+7.2) ise

YDG+TAA ile (78.22£10.72) (p<0.05), seklinde anlaml1 azalma gosterdi.

6.2.3. Eritrosit GSH-Px Diizeyleri

30
—_ 25

=

E‘J 20 T [ [ I

E 15 A l

O 10

% ]

S

£,

= DMSO TAA DDG DDG+TAA YDG YDG+TAA

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

Sekil 17. Eritrosit GSH-Px diizeyleri
Yapilan istatistiklerde, eritrosit GSH-Px bakimindan gruplar arasinda ve

grup i¢inde anlamlilik saptanamadi.
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6.2.4. Karaciger Dokusu GSH-Px Diizeyleri

'E; a,b c,d e f
S 67
s
20 54
=
E 4 pt I I
3 i T
£ 3 I
=)
5 7]

1,
=
=
[=] 0 T T T
a

DMSO TAA DDG DDG+TAA YDG YDG+TAA

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

Sekil 18 Karaciger dokusu GSH Px diizeyleri

p<0.01 (Grup 1-2, 6)
®» <0.05 (Grup 1-5)
‘p<0.01 (Grup 2-4, 6)
9 <0.05 (Grup 2-3,5)
°p<0.05 (Grup 3-5)
’<0.05 (Grup 4-5)

Doku GSH-Px aktivitesi bakimindan DMSO grubu, (4.06+0.3) TAA
grubu (4.98+0.20) (p<0.01)ile karsilagtirildiginda anlaml1 olarak azalirken, yiiksek
doz genistein uygulanan YDG+TAA grubuna (3.24+0.44) (p<0.05) gore anlaml
olarak artmigtir. DMSO grubu (4.06+0.3), YDG grubu (2.73+1.16) (p<0.05), ile

karsilastirildiginda ise anlamli olarak artmustir.

TAA grubu ise DDG, DDG+TAA, YDG ve YDG+TAA gruplariyla
karsilastirildiginda doku GSH-Px bakimindan yiiksek diizeyde oldugu gozlendi.

Diizeydeki bu artis istatistiksel olarak anlamliydi. TAA grubu (4.98+0.20), DDG
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ile (4.05+ 0.72) (p<0.05), DDG+TAA grubu ile (3.80+£0.62) (p<0.01), YDG
(2.73£1.16) (p <0.05), ve YDG+TAA (3.24+0.44) (p<0.01) grubu ile anlaml

istatistiksel farkliliklar gosterdi.

DDG grubu (4.06+0.3), YDG grubuna gore (2.73+1.16) (p<0.05), anlaml1
artis gosterdi. DDG+TAA grubunda ise YDG+TAA grubuna gore (3.24+0.44)

(p<0.05), anlaml1 azalmalar kaydedildi.

6.2.5. Eritrosit SOD Diizeyleri

= a b c d

=]

St

%ﬂ 500

= 400 1

3 : ;
S 300 | T T
fé 2001 | L J_

£ 100

S

&= 0

DMSO TAA DDG DDG+TAA YDG YDG+TAA
(1.Grup) (2. Grup) (3. Grup) (4. Grup) (5. Grup) (6.Grup)

Sekil 19. Eritrosit SOD diizeyleri

p<0.01 (Grup 1-4)
°p<0.05 (Grup 2-4)
‘p<0.05 (Grup 3-4)
9 <0.05 (Grup 4-5, 6)

Eritrosit SOD aktivitesi bakimindan DMSO grubu (254.8+78.75),
DDG+TAA uygulanan grup (401+60.90) (p<0.01), ile karsilastirildiginda diistik

bulundu.
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TAA grubu (311£59.37), DDG+TAA grubu (401+£60.90) (p<0.05), ile

karsilastirildiginda diistik bulundu.

DDG grubu (257.2498.07), DDG+TAA grubu (401£60.90) (p<0.05), ile
karsilastirildiginda diistik bulundu. DDG+TAA grubunun (401£60.90), YDG
grubu (318.7+31.31) (p<0.05), ve YDG+TAA grubu (322.8+26.61) (p<0.05), ile

yapilan karsilagtirilmalarinda ise sirasiyla seklinde anlamli artiglar gdzlendi.

6.2.6. Plazma SOD Diizeyleri

9,0
8,5

8,0 == T T
75 Il s
7,0

6,5

DMSO TAA DDG DDG+TAA YDG  YDG+TAA
(1.Grup)  (2.Grup) (3. Grup) (4. Grup) (5.Grup) (6.Grup)

Hi

Plazma SOD(U/ml)

Sekil 20. Plazma SOD Diizeyleri

p<0.01 (Grup 1-5)
®p <0.05 (Grup 2-3)
‘p<0.01 (Grup 3-5)
9 <0.05 (Grup3-6)

DMSO grubunda (8.07+0.09), YDG ile karsilagtirildiginda plazma SOD
diizeyinin yiiksek oldugu gozlendi. Bu fark istatistiksel olarak anlamli (7.77+0.16)
(p<0.01) ifade edildi. TAA grubuda (7.97+0.10) DDG grubu (8.20+0.17) (p<0.05)

ile karsilastirildiginda plazma SOD diizeyinin diisiik oldugu gozlendi.
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DDG (8.20+0.17), YDG (7.77+0.16) ve YDG+TAA (7.89+0.32)
karsilastirildiginda SOD diizeyinde artig oldugu gozlendi. Bu artisin istatistiksel
olarak anlamli oldugu saptandi. Karsilagtirma sonucu TAA grubu (7.97+0.10),
YDG grubu (7.77+0.16) (p<0.01) ve YDG+TAA grubuna (7.89+0.32) (p<0.05)

gbre anlamli olarak arttig1 tespit edildi.

6.2.7. Karaciger Dokusu SOD Diizeyleri

a,b cd e

HH
=

H

Hi
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DMSO TAA DDG DDG+TAA YDG YDG+TAA
(1.Grup)  (2.Grup) (3.Grup) (4. Grup) (5.Grup) (6. Grup)

Doku SOD (U/g.protein)

Sekil 21. Karaciger Dokusu SOD diizeyleri

p<0.01 (Grup 1-2)
°p<0.05 (Grup 1-5)
‘p<0.05 (Grup 2-5)
9 <0.01 (Grup 2-6)
°p <0.05 (Grup 3-6)

Doku SOD aktivitesi bakimindan TAA grubu (7.2+0.29) DMSO grubu
(6.18+£0.30) .(p<0.01) ile karsilagtirlldiginda istatistiksel olarak anlamli artig

gozlendi.

YDG grubu (5.72+£1.29), DMSO ve TAA gruplartyla karsilastirildiginda

ise doku SOD aktivitelerinin YDG grubunda azaldig: tespit edildi. Bu azalma
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istatistiksel olarak anlamli bulundu ve DMSO grubunda (6.18+0.30) (p<0.05),
TAA grubunda (7.2+0.29) (p<0.05) (p=0.042) olarak ifade edildi. YDG+TAA
grubununda (5.72+0.62), TAA ve DDG gruplariyla yapildig: karsilagtirmada SOD
diizeylerinin anlamli olarak azaldig1 goriildii. TAA grubunda bu fark (7.2+0.29)

(p<0.01) DDG grubunda (6.78+0.9) (p<0.05) olarak ifade edildi.

6.2.8. Eritrosit CAT Diizeyleri
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DMSO TAA DDG DDG+TAA YDG  YDG+TAA
(1.Grup) (2.Grup) (3.Grup) (4.Grup) (5.Grup) (6.Grup)

Sekil 22. Eritrosit CAT diizeyleri

*p <0.05 (Grup 2-4,5)

TAA grubu (0.776+0.167), DDG+TAA ve YDG grubu ile
karsilastirildiginda eritrosit katalaz diizeyinin istatistiksel olarak anlamli arttig
gozlendi. Bu artis DDG+TAA ile yapilan karsilastirmada (0.5624+0.107) (p<0.05)

ve YDG ile yapilan karsilastirmada (0.551+0.138) (p<0.05) olarak ifade edildi.
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6.2.9. Karaciger Dokusu CAT Diizeyleri
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(1. Grup) (2. Grup) (3. Grup) (4. Grup) (5.Grup) (6.Grup)

Sekil 23. Karaciger dokusu katalaz diizeyleri.

*p <0.05 (Grup 2-5, 6)
°p <0.05 (Grup 3-5)
‘p<0.05 (Grup 4-5,6)

Doku katalaz diizeyi, TAA grubu (0.172+0.030) YDG ve YDG+TAA
grubu ile karsilastirildiginda anlamli olarak arttig1 goriildii. Bu istatistiksel anlamli

fark YDG grubunda (0.112+0.039) (p<0.05), YDG+TAA grubunda (0.120+0.025)

(p<0.05) olarak bulundu.
DDG grubunun (0.171+£0.059), YDG grubu (0.1124+0.039) (p<0.05), ile

yapilan karsilastirilmasinda ise anlamli olarak azalmalar kaydedildi.

Yine DDG+TAA (0.190+0.051) ile YDG+TAA karsilastirildiginda
(0.120+0.025) (p<0.05) istatistiksel farkla, DDG+TAA grubunda doku katalaz

diizeyi yiiksek bulundu.
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6.2.10. Plazma NO Diizeyleri

1204
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80
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DMSO TAA DDG  DDG+TAA YDG YDG+TAA
(1.Grup)  (2.Grup) (3.Grup) (4.Grup)  (5.Grup)  (6.Grup)

NO Diizeyi (nmol/l)

Sekil 24. Plazma Nitrik Oksit (NO) diizeyleri

’p <0.05 (Grup 2-4,5)
°p<0.05 (Grup 5-6)

Plazma NO diizeyi, TAA grubunda en fazla artis1 gosterdi. Fakat bu artma
TAA (68.68+13.89) ile DDG+TAA grubunda ve TAA ile YDG grubunda
istatistiksel olarak anlamli bulundu. Bu anlamh farkliliklar sirasiyla,

(45.17+15.16) (p<0.05) ve (50.02+18.69) (p<0.05) olarak ifade edildi.

Ayrica plazma NO diizeyinin YDG (50.02+18.69) ve YDG+TAA
grubunda yapilan karsilastirmasinda, YDG+TAA grubunda artig gozlendi. Bu

artis istatistiksel olarak anlamli olup (63.14 +£13.29) (p<0.05) olarak ifade edildi.
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6.2.11. Karaciger Dokusu NO Diizeyleri
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DMSO TAA DDG DDG+TAA YDG  YDG+TAA
(1.Grup) (2.Grup) (3.Grup) (4.Grup) (5.Grup) (6.Grup)

Sekil 25. Karaciger dokusu NO diizeyleri.

p<0.01 (Grup 1-5)
°p <0.05 (Grup 2-5)
°p<0.05 (Grup 4-5)
9 <0.05 (Grup 5-6)

Doku NO diizeyi bakimindan DMSO grubu (0.017+£0.010), YDG grubuna

(0.0067+0.002) (p<0.01) gore anlaml1 olarak artti.

TAA uygulan grupta da (0.015+0.006) YDG grubu (0.0067+0.002)

(p<0.05) ile yapilan karsilastirma sonucu anlamli artig gézlendi.

DDG+TAA grubununda (0.012+0.004), YDG grubu (0.0067+0.002)
(p<0.05) ile yapilan karsilastirilmasinda sonucu anlamli artis gozlendi. Fakat
YDG grubunun (0.0067+0.002), YDG+TAA (0.011+£0.003) (p<0.05)uygulanan

grup ile yapildig1 karsilastirilmada istatistiksel olarak anlamli artis kaydedildi.
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6.2.12. Serum AST Diizeyleri
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HH

i

Sekil 26. Serum AST diizeyleri

p<0.01 (Grup 1-2)
®p <0.05 (Grup 1-4)
‘p<0.01 (Grup 2-3,5)
9 <0.01 (Grup 3-4)
°p<0.05 (Grup 4-5)

AST aktivitesi yoniinden DMSO grubunun (167+33) TAA grubu
(541£235) (p<0.01) ve DDG+TAA grubu (371£231) (p<0.05) ile yapilan

karsilagtirilmalarinda anlamli olarak diisiik bulundu.

Yine TAA grubu AST aktivitesinin DDG ve YDG grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli olup arttig1 gozlendi. Bu anlamli farkliliklar DDG

grubunda (123£18) (p<0.01) , YDG grubunda (139+26) (p<0.01) olarak bulundu.

DDG grubunun (123+18), DDG+TAA (371£231) (p<0.01) ile yapilan

karsilagtirmasinda AST seviyesi diisiik bulundu. DDG+TAA grubunun (371£231)
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YDG grubu (139 £26) (p<0.01) ile yapilan karsilastirmasinda AST seviyesi

yiiksek bulundu.

6.2.13. Serum ALT Diizeyleri

a.b c d e f
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200 [ T
100 \ l
., EH [] ]

AT T(TT/T N

DMSO TAA DDG DDG+TAA YDG  YDG+TAA
(1.Grup)  (2.Grup) (3.Grup) (4.Grup) (5.Grup) (6.Grup)
Sekil 27. Serum ALT diizeyleri.

Pp<0.01 (Grup 1-2,4)
®» <0.05 (Grup 1-6)
‘p<0.01 (Grup2-3,5)
99 <0.05 (Grup 3-4)
°p<0.05 (Grup 4-5)
’<0.05 (Grup 5-6)

ALT aktivitesi bakimindan karsilastirmalar yapildiginda DMSO grubunun
(55+11), TAA grubu (245+£122) (p<0.01), DDG+TAA grubu (154+121) (p<0.01)
ve YDG+TAA (123£76) (p<0.05grubuna gdre anlamli olarak azaldig1 gézlendi.

TAA grubunda (245+122) yine AST aktivitesinde oldugu gibi ALT

aktivitesi bakimindanda DDG ve YDG gruplarinda istatistiksel olarak anlamli
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artiglar gozlendi. DDG grubunda (62+7) (p<0.05), YDG grubunda (56+7.3)
(p<0.01) bulundu.

DDG+TAA grubunun (154+121) YDG grubu (56+7.3) (p<0.01) ile
yapilan karsilagtirmasinda AST seviyesi yiiksek bulundu. YDG grubunun
(56+£7.3), YDG+TAA grubu (123£76) (p<0.05) ile yapilan karsilastirilmasinda

AST seviyesi diigiik bulundu.

6.2.14. Serumda LDH Diizeyleri:
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(1.Grup)  (2.Grup)  (3.Grup)  (4.Grup)  (5.Grup) (6.Grup)

LDH(U/L)

——

Sekil 28. Serum LDH Diizeyleri.

’p <0.05 (Grup 2-6)
°p <0.05 (Grup 3-6)
°0<0.05 (Grup 4-6)

LDH aktivitesinin YDG+TAA grubunda (1101+550); TAA grubu, DDG
ve DDG+TAA grubuna gore anlamli olarak azaldigi gozlendi. Bu farkliliklar
sirastyla (2045+467) (p<0.05), (1808+475) (p<0.05) ve (2178+1132) (p<0.05)

olarak ifade edildi.
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6.3.Histopatolojik Bulgular:

Tablo 19: Histopatolojik bulgularin degerlendirilmesi

Grup Ad1 Hidrofobik Portal alanlarda Fibrozis Displazi
dejenerasyon iltihabi hiicre
infiltrasyonu
Hafif | Orta | Siddetli | Hafif | Orta | Siddetli | Hafif | Orta | Siddetli | Hafif | Orta | Siddetli
DMSO
1 + - - + - - - - - - - -
2 + - - - - - - - - - - -
3 + - - - - - - - - - - -
4 - - - - - - - - - - - -
5 - - - - - - - - - - - -
6 - - - - - - - - - - - -
7 - - - - - - - - - - - -
TAA
1 - - + - + - - - + + - -
2 - - + - + - - - + + - -
3 - - + - + - - - + + - -
4 - - + + - - - - + + - -
5 - - + - - + - - + - - -
6 - - + - + - - - + + - -
7 - - + - + - - - + + - -
DDG
1 + - - - - - - - - - - -
2 + - - - - - - - - - - -
3 - - - - - - - - - - - -
4 - - - - - - - - - - - -
5 - - - - - - - - - - - -
6 - - - - - - - - - - -
7 - - - - - - - - - - - -
DDG +TAA
1 + - - - + - - - + - - -
2 - + - + - - + - - - + -
3 - + - + - - - + - - - -
4 - + - + - |- - + - - - -
5 - + - - + |- + - - - - -
6 - + - + - - - - + - - -
7 - + - - + - - - + + - -
YDG
1 + - - + - - - - - - - -
2 + - - - - - - - - - - -
3 - - - - - - - - - - - -
4 - - - + - - - - - B N R
5 - - - - - - - - - - - -
6 - - - - - - - - - -
7 - - - - - - - - - - -
YDG+TAA
1 + - + - - - + - - + -
2 + - - + - - + - - - + -
3 + - - + - - + - - - - -
4 - + - + - - + - - - - -
5 - + - - + - + - - - - -
6 - + - + - - + - - - - -
7 + - - + - - - + - - - -
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6.3.1.Histopatolojik inceleme Bulgular

Sekil 29. DMSO kontrol grubu ratlara ait karaciger dokusunun
histopatolojik goriiniimii (Hematoksilen-eozin, x100)

Sekil 30. TAA kontrol grubu ratlara ait karaciger dokusunun histopatolojik
goriiniimii (Hematoksilen-eozin, x100)
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Sekil 31. DDG grubu ratlara ait karaciger dokusunun histopatolojik
goriiniimii (Hematoksilen-eozin, x100)

Sekil 32. DDG+TAA grubu ratlara ait karaciger dokusunun histopatolojik
goriiniimii (Hematoksilen-eozin, x40)
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Sekil 33. YDG grubu ratlara ait karaciger dokusunun histopatolojik
goriiniimii (Hematoksilen-eozin, x40)

Sekil 34. YDG+TAA grubu ratlara ait karaciger dokusunun histopatolojik
goriiniimii (Hematoksilen-eozin, x100).
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Tablo 20. Gruplardaki histopatolojik karaciger hasarinin degerlendirilmesi

Grup Adi Hidrofobik Portal alanlarda iltihabi Fibrozis Displazi
dejenerasyon hiicre infiltrasyonu
Hafif | Orta | Siddetli | Hafif | Orta | Siddetli | Hafif | Orta | Siddetli | Hafif | Orta | Siddetli
DMSO (n:7) %42 | - - %14 |- - - - - - - -
TAA (n:7) - - %100 | %14 | %71 | %14 - - %100 | %85 | - -
DDG (n:7) %28 |- |- %14 |- - - N - E
DDG+TAA (n:7) | %14 | %85| - %57 | %42 | - %28 | %28 | %42 %14 | %14 | -
YDG (n:7) %28 | - - %28 | - - - - - - - -
YDG+TAA (n:7) | %57 | %42 | - %85 | %14 |- %71 | %28 | - - %28 | -

Bu ¢aligmada, gruplar arasinda histopatolojik olarak dnemli degisiklikler

goriildi. TAA grubunda %100 siddetli hidrofobik dejenerasyon ve fibrozis

izlendi. Ayrica bu grupta %

deneyimizde TAA hepatotoksik etki gdstererek hasar olusturdugu gézlendi.
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7. TARTISMA ve SONUC

Glinlimiizde karaciger hasari; alkol kullanimi, viral hepatitler, Wilson
hastalig1, bazi ilaglarin siirekli veya asir1 dozda kullanimi gibi birgok nedene bagl
olarak ortaya c¢ikmaktadir. Yapilan deneysel modellerde karaciger hasarinin
etkilerini yok etmek ya da daha aza indirgemek icin bir¢cok antioksidan ozellikte
maddelere yer verilmistir. Calismamizda birgok deneysel modelde kullanilan ve
hepatotoksik bir ajan olan TAA ile olusturdugumuz karaciger hasarinin
Onlenmesinde genistein kullanmay1 uygun bulduk. Genistein; protein tirozin kinaz
aracili sinyal yolunu inhibe ederek, kanser hiicrelerinin gelisimine neden olan
protein tirozin kinaz enzimini inhibe etmesi (116); enzim faaliyetini durdurucu ve
antioksidan ve Ostrojenik etkilere sahip bir bilesik olmasi, ayni zamanda
neoplastik hastaliklar1 tedavi edici ve bu hastaliklardan koruyucu etkilerininde
bulunmasi, epidemiyolojik caligmalarda yer almasi nedeni ile tercih edilmistir
(147,148).

Ratlarla yapilan bu deneysel calismada histopatolojik incelemelerde de
goriildiigii gibi TAA ile basarili bir sekilde karaciger hasari olusturuldu. TAA’1n
dozu, hasar olusturma siiresi ve sekli deney Oncesinde yapilan 6n c¢aligmalarla
optimize edildi. TAA uygulanan sigcanlarda ii¢ aylik siirenin sonunda hasar
olustugu gozlendi. Kontrol grubu ve TAA uygulanan gruplardaki plazma AST,
ALT LDH ve histopatalojik incelemeler hasar1 tam olarak destekledi. Genisteinin
yiiksek ve diisiik uygulandigi gruplarda da lipid peroksidasyonu ve nitrik oksit
seviyelerinde iyilesmeler gézlendi.

AST, ALT ve LDH karaciger hasarmmin degerlendirilmesinde kullanilan

onemli enzimlerdir. Calismada TAA uygulanan gruplardaki AST diizeylerinin
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diger gruplara oranla arttig1 gozlendi. DMSO grubunun, TAA grubu ve DDG+
TAA gruplariyla (p<0.05) olan karsilagtirllmalarinda istatistiksel olarak anlamli
azalma gozlendi. TAA uygulanan grupta ise AST enzim diizeyi DDG grubuna
(p<0.01) ve (p<0.01) grubuna gore anlamli olarak artt1. Calismamizda ALT enzim
diizeyi de TAA verilen grupta, DDG grubu (p<0.01) ve YDG grubuna gore
(p<0.01) anlamli olarak artti. Genistein ve TAA’ in birlikte uygulandig1 her iki
grupta da ALT diizeylerinin YGD grubu ile yapilan karsilastirmalarinda anlamli
olarak arttig1 goriildii. Bu anlamlilik DDG+TAA grubunda (p<0.05) YDG+TAA
grubunda ise (p<0.05) olarak ifade edildi. LDH aktivitesinin YDG+TAA
grubunda; TAA grubu (p<0.05), DDG grubu (p<0.05) ve DDG+TAA grubuna
gore (p<0.05) anlaml olarak azaldig1 gozlendi. Bizim bulgularimizda oldugu gibi
ratlarda TAA’in karaciger enzimlerinin diizeylerini arttirdigina dair yapilan
calismalar vardir. Kai ve ark. Leptin ve TAA kullanarak yaptiklar1 ¢aligmada
TAA uygulamasi yapilan TAA grubunda AST ve ALT diizeylerinin anlamli
olarak arttigini rapor etmislerdir (149). Benzer bir ¢alismay1 Isaac Tu'nez ve ark
yapmiglardir. Arastiricilar ratlara TAA vererek melatoninin etkisini arastirmiglar
ve TAA verilen grupta AST, ALT ve LDH enzim diizeylerinde anlamli artislar
oldugunu ve melatoninin de artan bu enzim diizeylerini anlamli olarak azalttigini
bulmuslardir (150). Calismamizda Slgiilen diizeylerin gruplardaki ortalamalarina
baktigimizda TAA uygulanan gruplarda AST, ALT ve LDH diizeylerinin,
genisteinle birlikte TAA uygulanan gruplardaki enzim diizeylerine gore daha
fazla arttigin1 bulduk. Fakat bu artis yaptilan istatistiksel karsilagtirmada anlamli
degildi. Sadece yliksek doz genisteinle birlikte TAA uygulanan grupla TAA

kontrol grubu arasinda ile yapilan istatistiksel karsilagtirma sonucu LDH
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diizeyinin anlamh olarak azaldigi1 goriildii. Bu nedenle genisteinin yiiksek dozda
uygulandigi bu grupta iyilestici etki gosterdigi, zaman ve doza bagl olarak bu
etkilerini diger karaciger enzim diizeyleri ilizerinde de gosterecegi kanaatine
vardik.

Calismamizda oksidatif stres marker1 olarak kabul edilen MDA hem
karaciger homojenatinda hem de plazmada calisildi. Doku homojenatinda TAA
uygulanan grupta MDA diizeyinin, en ylksek seviyede oldugu goriildii. Doku
MDA diizeyleri TAA grubunda, DMSO grubu (p<0.01), DDG grubu (p<0.01) ve
YDG grubuna (p<0.05) gore anlamli olarak artis gdsterdi. DDG grubunda da
DDG+TAA grubu (p<0.01) ve YDG+TAA grubuna (p<0.01) gore anlaml1 olarak
diisiik bulundu. Yine YDG grubunda, DDG+TAA grubu (p<0.01) ve YDG+TAA
grubuna (p<0.05) gore anlamli olarak azaldi. Karaciger dokusundaki MDA
diizeyindeki bu artis, TAA’in lipid peroksidasyonuna ve dolayisiyla oksidatif
hasara yol actigin1 ortaya koydu. Calisma sonunda lipid peroksidasyonu
bakimindan elde ettigimiz bilgiler daha oOnce yapilan c¢alismalar ile ayni
dogrultudaydi. Ornegin Borai ve arkadaslari ratlarla yaptiklar1 calismalarinda TAA
uygulamasinin lipid peroksidasyonunu arttirdigi goriistine yer vermislerdir (151).
Calismamizda TAA’ 1n neden oldugu artan lipid peroksidasyonunda, diisiik ve
yiiksek doz genistein uygulamalarinin peroksidasyonunu azaltict yonde etkin
oldugu sonucuna varildi. Doku MDA diizeylerinin TAA kontrol grubu
degerlerinden daha diigiik olmasi, genisteinin oksidatif stresi azaltan bir bilesik
olmasindan kaynaklandigr goriilmektedir. Ciinkii genistein fenol hidroksil
kalintilar1 igerir ve bu yapida genisteine potansiyel bir radikal temizleyicisi

ozelligi kazandirir. Yapilan diger c¢alismalarda fenolik bilesiklerin, lipit
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peroksidasyonu esnasinda olusan lipitlerin polimer zincir reaksiyonlarimi kirarak,
ROS’u dokulardan uzaklastirp antioksidan ozellik gosterdikleri ortaya
konulmustur (152). Jha ve ark yaptiklari ¢alismada genisteinin lipid
peroksidasyonunu inhibe edici bir bilesik oldugunu rapor etmislerdir (153).
Calismamizda farkli dozlarda verilen genistein, karaciger MDA diizeyinde
etkinligini agik¢a gosterdi. Fakat plazmada yaptigimiz ¢alismalarda bu durum
farkli gozlendi. Plazma MDA diizeyleri bakimindan en fazla lipid
peroksidasyonun YDG grubunda oldugu gozlendi. Bu durumun lipid
peroksidasyonunun plazma konsantrasyonuna bagli olabilecegine karar verdik.
Karaciger hasar1 gozlenen ratlarda SOD, GSH-Px aktivitelerindeki azalma
ve serbest radikal diizeylerinde artmanin bir sonucu olarak hiicresel hasarda artig
meydana gelmektedir. Abul H ve ark TAA ile olusturduklar sirotik ratlarda GSH-
Px, SOD ve tirik asit diizeylerinin azaldigini rapor etmislerdir (154). Bu ¢alismada
ise eritrosit ve dokuda GSH-Px diizeylerine bakildi ve eritrosit GSH-Px enzim
diizeyi bakimindan anlamli bir fark gézlenmedi. Fakat doku GSH-Px diizeyleri
bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar gdzlendi.
Yapilan diger calismalarin aksine bizim ¢alismamizda, TAA uygulanan grupta
dokuda GSH-Px diizeyi diger gruplarla karsilagtirildiginda en yiiksek seviyede
bulundu. Doku GSH-Px diizeyi bakimindan DMSO grubu, TAA grubuna gore
(p<0.01) istatistiksel olarak azalirken, YDG+TAA grubuna (p<0.01) gore
istatistiksel olarak artti. TAA grubu ise DDG grubu (p<0.05), DDG+TAA grubu
(p<0.01), YDG grubu (p<0.05) ve YDG+TAA grubuna (p<0.01) gére anlamh
olarak artti. DDG grubu doku GSH-Px diizeyi ise, YDG grubuna (p<0.05) gore

anlamli olarak artmistir. Bu anlamli artis DDG+TAA grubu, YDG grubu (p<0.05)
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ile karsilastirildiginda da gozlenmistir. Literatiirlere uygun olarak tiyoasetamitle
olusturulmus hepatotoksisite modellerinde TAA’in karacigerde histolojik
bozuklugu ve lipid peroksidasyonunu arttigma dair bulgularimiza ragmen,
beklenilenin aksine GSH-Px enzim aktivitesi bakimindan artan seviyelerin
olmast, bizim modelimizde kullandigimiz TAA dozuyla ve siireyle iligkili olabilir.
Modeldeki TAA konsantrasyonu ve uygulama siireleri arttirilarak yapilacak bir
calismada GSH-Px seviyesinde anlamli degisiklikler olacagi kanaatindeyiz..

SOD aktivitesi eritrosit, doku ve plazmada bakildi. Eritrosit SOD aktivitesi
bakimindan yapilan karsilastirmada DMSO grubu, DDG+TAA grubu (p<0.01) ile
karsilastirildiginda anlamli olarak azaldi. DDG grubuda, DDG+TAA (p<0.05) ile
karsilastirildiginda diisiik bulundu. DDG+TAA grubu ile YDG grubu (p<0.01) ve
YDG+TAA grubu (p<0.01) karsilastirildi ve anlamli artig kaydedildi. Burada
onemli olarak genisteinin DDG+TAA uygulanan grupta eritrosit SOD aktivitesini
arttirdigini gozledik.

Calismamizda plazma SOD enzim aktivitesi, DMSO grubu, YDG grubu
(p<0.01) ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli artis gostermistir. TAA
grubu da DDG grubu (p<0.05) ile karsilagtirildiginda anlamli olarak azalmistir.
DDG grubununda YDG grubu (p<0.01) ve YDG+TAA grubu (p<0.05) ile
yapildigi karsilagtirmada SOD diizeyi yliksek bulunmustur.

Calisma sonucunda doku SOD aktivitesi bakimindanda gruplar arasinda
anlamh farkliliklar gozlendi. TAA grubunda plazmadaki SOD diizeyinin aksine
SOD’diizeyinin arttig1 ve bununda YDG (p<0.05) ve YDG+TAA gruplariyla
(p<0.01) anlamli oldugu goriildii. Ayn1 zamanda DMSO grubu da TAA grubu

(p<0.01) ve YDG (p<0.05) grubuna gore anlaml1 olarak azaldi. DDG grubununda,
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YDG+TAA grubuna (p<0.05) gore alamli olarak arttig1 gézlendi. Dokuda yapilan
SOD ¢alismasinda yine doku GSH-Px diizeyi ile benzer durumda olup, etkisi siire
ve doza bagimli olabilir gorlisiine varildi. Reddy ve ark. TAA induksiyonlu
ratlarin mitokondrilerinde SOD aktivitesinin arttigini rapor etmislerdir (155). Bu
H,0,’nin birikimine yol acar. H,0, demir gibi gecis elementlerinin varliginda
oksijen radikallerinden daha toksik olan hidroksil radikallerine doniisrek lipid
peroksidasyonunu baslatir (156).

Katalaz ve glutatyon peroksidaz, H,O,’nin par¢alanmasindan sorumlu
enzimlerdir. Bu enzimler tiikenmeye bagladiginda intraselliiler H,0, birikir. Van
Remmen ve ark. rat hepatosit kiiltiirlerinde TAA uygulanmasi sonucu katalaz ve
GSH-Px ekspresyonunun azalmasiyla GSH/GSSG oraninda azalma ve lipid
peroksidasyonunda artma oldugunu gostermislerdir (157). Caligmamizda ise doku
katalaz diizeyleri TAA grubunda, YDG grubu (p<0.05)ve YDG+TAA grubuna
(p<0.05) gore anlamli olarak yiiksek bulundu. DDG grubunda yine YDG grubuna
gore (p<0.05) anlamli olarak yiiksek bulundu. DDG+TAA grubunda da doku
katalaz diizeyi YDG grubu (p<0.05) ve YDG+TAA grubuna (p<0.05) gore
anlamli olarak artt1. Eritrosit katalaz diizeylerine baktigimizda ise TAA grubunda
DDG+ TAA grubu (p<0.05) ve YDG+ TAA grubuna (p<0.05) gore anlaml
olarak yiiksek bulundu.

TAA’ in NO miktarini arttirdigina dair ¢alismalar vardir. W. Laleman ve ark
TAA indiiksiyonlu ratlarla yaptiklar1 ¢alismada 18 haftalik uygulama sonucunda
TAA uygulanan grupta NO miktarlarmin kontrol gruplarina gére anlamli artis
gosterdigini rapor etmislerdir (158). Calismamizda da TAA uygulanan ikinci

grupta NO diizeyleri hem dokuda hem de plazmada yapilan ¢aligmada yiiksek
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bulundu. Plazmada yaptigimiz NO calismasinda TAA grubu, DDG+TAA grubu
(p<0.05) ve YDG grubuna (p<0.05) gore anlaml artis kaydedildi. DDG+TAA
grubunda genisteinin NO’1 azaltarak etkili oldugu goriildii. Doku NO diizeylerine
bakildiginda ise yine TAA grubunun, YDG grubuna (p<0.05) gére anlamli olarak
arttig1 gézlendi. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda NO’1n asir1 liretimi sonucu
bozulan endotelyal fonksiyonlarin soy isoflavonlarla tekrar diizeltilebilecegi rapor
edilmistir. Bu olay1 izoflavonlar direkt olarak eNOS sistemine etki ederek
gercgeklestirirler.

Proteolitik enzimler olarak bilinen matriks metalloproteinazlar kanser
invazyonu, morfojenezisi organ gelisimi ve doku hasar1 esnasinda hiicresel ve
ekstraselliiler bilesenlerin yikilmasinda énemli rol oynadigindan ¢alismamiza yer
vererek diisiik ve yiiksek dozlarda etkilerini incelemek istedik. Incelemeyi
ozellikle histopatolojik incelemelerle, pretiimoral ve prometastatik markerlar
olarak ¢aligmalarda yogun olarak kullanilan MMP-2 Ve MMP-9 {izerinde yaptik.
Fakat genisteinin hem diisiik hem de yiiksek dozlarda bu metalloproteinazlar
lizerine etkileri olmadig1 goriigsiine vardik. Yapilan bir ¢ok ¢alismalarda MMP-2
ve MMP-9’un asirt saliniminin tiimor biiyiimesi ve metastazini kolaylastirdigina
dair bilgiler mevcuttur. Buna dayanarak c¢alisma siiresini ve uygulamasini
yaptigimiz her iki maddenin de dozlarini artirdigimiz zaman bu etkilerin
degisecegi goriisiindeyiz.

Alkolik olmayan yagl karaciger hastaligi (NASH), alkolik yagl karaciger
hastaligi (ASH), hepatit, neoplazi, fibrozis, siroz gibi karaciger hastaliklarini
iceren karaciger hasarlari, diinyada yiiksek oranda goriilmektedir. Bu yiizden

karaciger hasarinin tedavisi ve ilerlemesinin durdurulabilmesi 6nemlidir. Son
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donemlerde yapilan ¢alismalarda karaciger hasarina yonelik tedavilerin biiyiik bir
cogunlugunun riskli veya daha az yanit veren tedaviler oldugu o6ne siiriilmiistiir.
Calismada kullandigimiz genistein ve diger isoflavonlar ¢ok yonlii etkiye sahip
dogal bir antioksidanlardir ve birgok hastaligin tedavisinde kullanilirlar. Soyada
cok miktarda bulunan genistein, karaciger hastaliklarinin tedavisinde ve hasarlarin
Onlenmesinde 6nemli bir etkiye sahip olabilir. Bu nedenle karaciger hasarlarina
karst genisteinin, tedavide kullanimina yonelik aragtirmalarin daha ileri

diizeylerde yapilmasi gerekmektedir.
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