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1. OZET

Asetaminofen, agr1 kesici ve ates diisiiriicli etkisinden dolay1 aneljezik ve
antipiretik bir ilag olarak kullanilmaktir. Yiiksek doz asetaminofen alimi
hepatotoksisiteye neden olabilmektedir. Bu calisma, bal arisi iirtinlerinden biri
olan propolisin asetaminofen kaynakli karaciger fonksiyon bozuklugu ve oksidatif
strese karsi iyilestirici etkisini degerlendirmek i¢in yapilmistir. Calismada 41 adet
erkek Wistar-Albino 2,5 aylik ratlar 5 gruba ayrilmistir. 1. grup; kontrol grubu, 2.
grup; propolis, 3. grup; asetaminofen, 4. grup; propolis+asetaminofen, 5. grup;
asetaminofen+propolis uygulanan gruplar seklinde olusturulmustur. Propolis
grubuna 7 giin boyunda 200 mg/kg/glin propolis etanolde ¢ozdiiriilerek gavaj
yoluyla uygulanmistir. Asetaminofen grubuna 2 gr/kg gavaj yoluyla asetaminofen
tek doz olarak uygulanmistir. Propolis+asetaminofen uygulamasina asetaminofen
uygulamasindan 7 giin 6nce baslanmis ve 7 giin uygulamaya devam edilmistir.
Asetaminofen+propolis uygulamasina asetaminofen uygulamasindan hemen sonra
baslanmig ve 7 giin boyunca devam edilmistir. Uygulamalar sonunda kan ve
karaciger doku Orneklerinde malondialdehit (MDA), rediikte glutatyon (GSH)
diizeyleri, katalaz (KAT), glutatyon-S-trasferaz (GST), glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) aktiviteleri olgiilmiistiir. Asetaminofen uygulanan grup kontrol grubu
ile karsilagtirildiginda kan ve karaciger MDA diizeylerinde 6nemli artis, GSH
diizeylerinde, KAT, GST (p<0,001) ve GSH-Px (p<0,05, p<0,001) aktivitelerinde
ise Onemli  bir azahis  gbzlenmistir.  Asetaminofent+propolis  ve
propolis+asetaminofen uygulanan gruplar asetaminofen uygulanan grup ile
karsilastirildiginda MDA diizeyinde 6nemli azalis, GSH diizeyinde KAT, GST ve
GSH-Px aktivitelerinde ise istatistiksel olarak artis saptanmis ve kontrol grubuna
yaklagsmustir. (p<0,001). Propolistasetaminofen uygulanan gruptaki iyilesmenin
daha belirgin oldugu saptanmistir. Kanda GST aktivitesi okunamayacak diizeyde
oldugu i¢in Olclilememistir. Sonug olarak; asetaminofen kaynakli karaciger ve
oksidatif hasara kars1 propolisin koruyucu ve tedavi edici etkileri oldugu elde

edilen biyokimyasal verilere dayandirilarak sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Asetaminofen, Serbest Radikaller, Oksidatif Stres, Propolis
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2. ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF PROPOLIS ON OXIDATIVE
STRESS IN ACETAMINOPHEN- INDUCED HEPATOTOXIDE MODEL
IN RATS

Acetaminophen is used as an analgesic and antipyretic drug due to it spain-
relieving and fever-reducing effect. High doses of acetaminophen may cause
hepatotoxicity. This study was conducted to evaluate the curative effect of
propolis, one of the bee products, against acetaminophen-induced liver
dysfunction and oxidative stress. Forty-one 2.5-month-old male Wistar-Albino
rats were used in thes tudy, and they were divided into 5 groups: goup 1; control
group, group 2; propolis, group 3; acetaminophen, group 4,
propolist+acetaminophen, group 5; acetaminophen+propolis applied groups were
formed. In the propolis group, 200 mg/kg/day propolis was dissolved in ethanol
and administered by gavage for 7 days. The acetaminophen group was
administered 2 g/kg by gavage as a single dose of acetaminophen.
Propolis+acetaminophen administration was started 7 days before acetaminophen
administration andc ontinued for 7 days. Acetaminophen-+propolis administration
was started immediately after the administration of acetaminophen and continued
for 7 days. At the end of the applications, malondialdehyde (MDA), reducted
glutathione (GSH) levels, catalase (CAT), glutathione-S-transferase (GST),
glutathione peroxidase (GSH-Px) activities were measured in blood and liver
tissue samples. When the acetaminophen administered group was compared with
the control group, a significant increase in blood and liver MDA levels, a
significant decrease in GSH levels, CAT, GST (p<0.001) and GSH-Px (p<0.05,
p<0.001)  activities were  observed. =~ When the groups given
acetaminophen+propolis and propolis+acetaminophen were compared with the
group given acetaminophen, a significant decrease in MDA level and a statistical
increase in CAT, GST and GSH-Px activities in GSH level were foundand it
approached the control group. (p<0.001). It was determined that the improvement
was more pronounced in the group treated with propolis+acetaminophen, but GST

activity in the blood could not be measured because it was at an unreadable level.
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As a result, based on the obtained biochemical data; It can be said that propolis

has protective and therapeutic effects against acetaminophen-induced liver
dysfunction and oxidative damage.

Key Words: Acetaminophen, Free Radicals, Oxidative Stress, Propolis
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3. GIRIS
3.1. Asetaminofen

3.1.1. Asetaminofen Tarihcesi

Antik ve orta ¢agda ates diisiiriicii olarak kullanilan maddeler; beyaz sogiit
agaci (kabugunda bulunan salisilin olarak adlandirilan madde) ve kinakina agaci
kabugunda bulunan bilesiklerdir. 1880'lerde kinakina agaci tiikenmeye baslayinca

ates diisiiriicii olarak alternatifler aranmaya baglanmistir (1).

1980'lerde Stranburg Universitesinde bulunan Arnold Chan ve Paul Heppa
adli iki doktor bir hastalarinda bulunan bagirsak kurtlarini tedavi etmek amaciyla
hastalarina  antihelmintik olarak naftalin yerine yanlighkla asetanilid
uygulamislardir. Bu yanlis uygulamanin sonucu bagirsak kurtlari iizerinde kiigiik
bir etki goriilmiis olsa da asil etki hastanin yiiksek atesinin Onemli derecede
diisiisii ile goriilmistlir. Daha sonra asetanilid 'antifebrin' adi1 altinda tibbi olarak
uygulanmaya baglanmistir. Bu ilacin iiretimi ¢ok ucuz olmasina ragmen kisa siire
sonra methemoglobinemi ve yiiksek toksisiteye neden oldugu anlagilmis ve

kullanimina son verilmistir (2).

Asetanilidin daha az toksik tiirevleri hakkinda c¢ok sayida arastirma
yapilmistir. Ik defa 1878 yilinda Harmon Northrop Morse tarafindan fenasetin ve
p-nitrofenoliin  asetik asit ile indirgenmesi  sonucunda asetaminofen
sentezlenmistir ve ates diislirlicii iyi birer ajan olduklar1 disiiniilmiistiir. Bu iki
asetanilid tirevi klinik olarak ilk defa Joseph Von Mering tarafindan
kullanilmistir. Elde edilen sonuglara dayanarak, asetaminofenin asetanilide benzer
yiiksek toksisiteye neden oldugu diisiiniildiigii i¢in uzun yillar kullanilmamustir.
Fenasetin ise 1887'de tibbi olarak kullanilmaya baglanmistir. Fakat uzun siireli
kullanimdan sonra fenasetinin de analjezik nefropati gelisimine neden oldugu
ortaya konmustur. 1893'te fenasetin almis kisilerin idrarlarinda asetaminofen
varligi gozlemlenmis ve aci bir tada sahip beyaz, kristal bir bilesik halinde

konsantre edilmistir (1, 3, 4).



1899'da ise asetaminofenin, asetanilidinin bir metaboliti oldugu
kesfedilmis fakat bu kesif o zamanlar bliylik olgliide géz ardi edilmistir. 1948
yilinda Brodie ve Axelrod asetaminofenin, fenasetin ve asetanilidin esas ara {liriinii
oldugunu onaylamislardir. Asetanilid viicutta asetaminofen ve aniline metabolize
olmaktadir. Analjezik etkiyi asetaminofen gosterir iken toksik etki ise anilinden
kaynaklanmaktadir. Asetaminofen toksik etkiye sahip olmadigi i¢in kullanimi

savunulmustur (5).

Boylece, asetaminofen 1950'lerin ortalarinda “yeniden kesfedilmis” ve
piyasaya sunulmustur. Asetaminofen "1955 yilinda" aneljezik ve antipiretik olarak
ilk kez ABD’de "Tyenol" ticari adiyla, daha sonra "1956 yilinda" Ingiltere’de ise
"Panadol" ticari ismi ile piyasaya siiriilmistiir. "1958 yilinda" c¢ocuklarda
kullanilmasi i¢in hazirlanan formu "Panadol elixir" kullanima sunulmustur.
Sonraki yillarda hem yan etkisi az oldugu hem de iyi bilinen bir aneljezik oldugu
icin popiilaritesi gittikge artan bir ila¢ haline gelerek tiim diinyada yaygin olarak
kullanilmaya baslanmistir (4). Asetaminofenin ticari {iretimi i¢in fenol siklikla
kullanilmaktadir. Fenoliin nitrolanmasi sonucu para ve orto nitrofenol olusur.
Olusan bu para ve orto nitrofenol karisimi distilasyon ile izomelerine ayrilir. Daha
sonra para-nitrofenol izomeri indirgenerek p-aminofenol meydana gelir ve bu

bilesigin asetik anhidritle asetillenmesiyle asetaminofen olusmaktadir (Sekil 1)

(6).
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Sekil 1:Asetaminofen Sentezi (6)

3.1.2. Asetaminofenin Yapisi ve Ozellikleri

Asetaminofen ‘anilin tiirevleri’ ya da ‘anilin analjezikleri’ olarak
adlandirilan grubun bir {yesidir. Bu grupta giliniimiizde hala popiiler olan
asetanilid ve fenasetin de bulunur. Fenasetin ve asetaminofenin her ikisi de
asetanilid tirevidir (7). Asetaminofen (parasetamol, N-asetil p-aminofenol,
APAP) gibi isimlerle bilinen komiir katran1 aneljezigi olarak adlandirilan non-
steroidal antiinflamatuvar ilag (NSAII) grubunda bulunan ilaglardan fenasetinin
aktif bir metaboliti ve para-aminofenol derivesidir (Sekil 2). Giiglii bir aneljezik

ve antipiretik olmasina ragmen antiinflamatuar 6zelligi oldukca zayiftir (8).



OH

Sekil 2: Asetaminofenin Kimyasal ve 3 Boyutlu Yapis1 (9, 10)

Asetaminofenin kimyasal (sistematik) ad1 N-(4-hidroksifenilasetamid) ve
molekiiler formiilii CsHoNO?’dir. Kimyasal yapisindan dolay1 asetaminofen adini

almistir (Tablo 1) (8).

Tablo 1: Asetaminofenin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri (10)

Ilag Smifi Analjezik ve Antipiretik
Kimyasal ismi N-(4-hidroksifenilasetamid)
Kimyasal formiilii CgHoNO-
Molekiil agirligi (g/mol) 151,17
Sudaki ¢oztiniirligi 12,78 mg/ml (20 °C)
Erime noktasi (°C) 169-172
pH 5,5-6,5
Fiziksel goriiniim Beyaz kristalize toz
Biyolojik doniisiimii %90-95'1 biyolojik olarak ayrisir
Metabolitleri Glukoronoid (%55) ve Siilfat
(%35)




Asetaminofen inflamasyonun olmadigi hafif ve orta siddetli bas agrisi, dis
agrisi, miyalji, dismenore, nevralji, kemik, eklem agrilar1 ve postoperatif agrilarin
hafifletilmesi i¢in kullanilir (11). Asetaminofen oral yoldan viicuda alindiginda
midede az, ince bagirsakta ise hizli bir sekilde absorbe edilir. Besinler ile alinimi
emilim diizeyi iizerinde azalmaya neden olur. Asetaminofen emilmeye basladiktan
sonra ortalama 20-30 dk igerisinde kanda pik konsantrasyona ulagir. Plazma
proteinlerine az miktarda baglanir. Viicut sivi ve dokularina esit oranda dagilir.
Yart omrii 2,5 saat olan asetaminofen karacigerde yiiksek oranda (%80-90)
metabolize olur. Glukronik asit, siilfiirik asit ve sistein ile konjuge olusturarak
idrar aracilif1 ile atilir. Asetaminofenin antitrombositik etkisi zayiftir, kanama

stiresini degistirmez (8, 12).

Asetaminofen akut doz asiminda, hepatik ve/veya renal hasari sonucu
olimle sonuglanabilir. Asetaminofen, recetesiz alinabildigi ve ucuz oldugu i¢in
ulasimi1 kolaydir ve daha fazla kullanilir. Bu nedenle asetaminofen ve igeriginde
asetaminofen bulunan ilaclarla intihar veya kaza sonucu oOliimlere siklikla
rastlanmaktadir. Intihar olgusunun arastirildig: bir ¢alismada siklikla asetaminofen
tercih edilmesinin nedeni olarak; olgularin yarist (%50) bu ilaca kolayca ulasildig:
icin, olgularm %?29’u riskli ve olgularin %4’tiniin ise ucuz oldugu igin

kullanildiginin ortaya koymustur (11).
3.1.3. Asetaminofenin Etki Mekanizmasi

Asetaminofen 100 yildan uzun bir siire 6nce kesfedilmis ve uzun yillar
boyunca tibbi uygulamalarda yaygin olarak kullanilmig, fakat etki mekanizmasi
tam olarak aciklanamamustir (13). NSAIli'lara benzer analjezik ve antipiretik
ozelliklere sahiptir, ancak bunlarin aksine herhangi bir antiinflamatuar etkisi
yoktur. Asetaminofen bir antiinflamatuvar bilesenin eksikliginden dolayr NSAIl
ailesinin bir liyesi olarak kabul edilmemistir, fakat her zaman bu ilaglarla birlikte
tartisilmistir. Bu yiizden, asetaminofenin etki mekanizmasi hakkindaki tartisma,
NSAIl'larin etkisinin analizinden baslamalidir (14). Asetaminofenin etki
mekanizmasi, baslica merkezi sinir sistemi lizerinde santral siklooksijenaz (COX)

inhibisyonu ve serotoninerjik sistemle indirekt yolla etki ettigi diisiiniilmektedir.



COX biyosentetik prostaglandin (PG) yolunun ¢alismasini diizenleyen ve
siirlayan ilk enzimdir. Bircok dokuda bulunan COX-1, fizyolojik hiicre
iletisiminde rol alir. COX-1 enzimi inhibe edilirse buna bagl olarak, NSAil’larin
istenmeyen etkileri (yan etkiler) ortaya ¢ikabilmektedir. COX-2, yangisal cevapta
gorevli prostanoidlerin olusumuna neden olur ve yanginin meydana geldigi
bolgede baslatilir. COX-2 enziminin inhibe edilmesine bagl olarak NSAIl’larin
analjezik ve antiinflamatuar etkinligi ortaya ¢ikar (Sekil 3) (15). Ugiincii izoenzim
COX-3"in yaygimlhigi ve rolii, bugiine kadar devam eden tartismalarin konusudur.

COX-3 varlig1 sadece beyin ve spinal kordda ortaya ¢ikartilmistir (16, 17).

FiZYOLOJIK UYARI - YANGI UYARISI
‘ < VSAIILACLARIN *
iNHIBISYONU .
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COX-1 CoX.2
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FiZYOLOJIK FONKSIYONLAR YANGI
Yapisal olarak bulunan COX-1 indiiklendiginde olugan COX-2 enziminin
!_anziminin inhibisyonu ile inhibisyonu, NSAI ilalarin antienflamatuar
NSAl ilaglarin yan etkileri olusur. etkilerini olugturur,

Sekil 3: COX-1 ve COX-2 Enzimlerinin Etkileri (15)

Asetaminofenin antiinflamatuvar etki potansiyeli hep tartisilagelmistir.
Asetaminofen santral sinir sisteminde PG sentezini baskilar. Diger NSAIl’lara
gore asetaminofen periferde daha zayif PG sentez inhibisyonu yaptig
bildirilmektedir. Asil etkinin santral PG sentezi inhibisyonu iizerinden meydana
geldigi ve bu santral etkinin antiinflamatuvar ve analjezi etki olusturmak i¢in

yeterli oldugu ileri siiriilmektedir (15).



3.1.4. Asetaminofenin Metabolizmasi

Asetaminofen, oral alimlarda gastrointestinal sistemde hizli bir sekilde ve
tamamen absorbe edilir. 30-60 dakikada plazma pik konsantrasyonuna ulasir ve
terapotik dozdan 2-4 saat sonra plazmadaki yarilanma omriinii tamamlamaktadir.
Oral yolla kullanildiginda biyoyararliligi %80 olarak rapor edilmistir. Rektal yolla
kullanildiginda ise, yiiksek oranda fakat olduk¢a yavas bir bigimde emilir ve
biyoyararliliginin %30-40 oldugu bildirilmektedir. Plazma proteinlerine tutunma

stiresi kisadir (18).

Asetaminofenin biyotransformasyonu yiiksek oranda karacigerde, major
ve mindr olmak iizere iki sekilde gergeklesmektedir ve bir kismi da bobrekte
glukuronidasyon, siilfasyon ve mikrozomal oksidasyon (sitokrom p450
(CYP450)’ye bagli) reaksiyonlar1 seklinde gerceklesmektedir. Asetaminofen
major yolu kullanarak %90°1 karacigerde siilfotransferaz enzimi yardimiyla siilfat
konjugatina ve iridin difosfoglukronil transferaz enzimini kullanarak
asetaminofenin konjugati olan glukoronide doniistiiriiliir. Olusan bu konjugatlarn
bir bolimi karacigerden safraya bir bolimii kan dolasimina geger.
Glukuronidasyon ve siilfasyon basamaklariyla olusan metabolitler ile konjuge
olmayan bilesiklerin %2’lik kismi1 de§ismeden idrarla atilir ve organizma ig¢in
toksik degildir. Geriye kalan %8’lik kismi ise mindr yol ile hepatik CYP450
enzimlerini  kullanarak N-asetil p-benzokinoimin (NAPQI) adli bilesige
dondtstiirtiliir. Bu bilesik oldukea reaktif ve toksiktir (3). NAPQI metabolitinin bir
boliimii protein arilasyonu olustururken diger bolimii ise glutatyon (GSH)
konjugati meydana getirerek safraya gonderilmektedir. Asetaminofen doz
asiminda mindr basamakta meydana gelen NAPQI (CYP450’ye bagli oksidasyon
basamaginda olusur), serbest radikal tiretimi arttirir ve toksisiteye neden olur.
Sekil 4’te goruldugii gibi toksik olmayan merkaptiirik asit ve sistein

metabolitlerine doniistiiriilerek idrarla atilmaktadir (19).

Asir1 doz asetaminofen alimlarinda GSH fazla miktarda tiiketilir ve toksik
metabolit olan NAPQI miktarinda meydana gelen artis hepatik GSH kapasitesini
asarsa biritken NAPQI detoksifiye edilemeyeceginden NAPQI metabolitinin
proteinler, lipidler ve deoksiriboniikleik asit (DNA) gibi makromolekiillere



kovalent baglanarak hasara neden olur (20, 21). NAPQI artis1 toksikasyona neden
olur ve bu da karacigerde nekroz ve ileri evrelerde de karaciger yetmezligi ile

bobreklerde de hasar meydana getirir (22).
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METABOLITLERI KARACIGER NEKROZU

Sekil 4: Asetaminofenin Metabolizmasi (22)

3.1.5. Asetaminofenin Terapotik Kullanim

Terapotik dozda kullanilan asetaminofen genellikle iyi tolere edilir.
Asetaminofen, analjezik veya antipiretik amagla kullanildiginda aspirine tercih
edilir. Asetaminofenin yetiskinlerde oral olarak kullanilan uygun dozu 500-1000
mg’dir (rektal olarak kullanilirsa 650 mg). Giinliik toplam doz 4 gr'dan fazla
olmamalidir. Asetaminofen c¢ocuklarda 10-15 mg/kg dozunda her 4-6 saatte bir
kullanilabilir. Yasa ve kilo farkliliklarina bagli olarak giinlilk (24 saatte)
maksimum 5 doz verilmelidir (23). Agr giderici amagla, 5-10 giinden fazla

kullanilmas: tavsiye edilmez.



Asetaminofen akut doz asiminda, karaciger ve/veya bdobrek {iizerinde
meydana gelen hasar sonucu 6liime neden olabilmektedir. Oral yolla kullanilirsa
tavsan ve ratlarda; 2000 mg/kg dozunda, farelerde; 400-900 mg/kg dozunda,
kedilerde; 50 mg/kg ve kopeklerde; 500 mg/kg dozlarinda Oliimle

sonuglanabilecegi bildirilmektedir. Kediler asetaminofene ¢ok duyarlidirlar (24).
3.1.6. Asetaminofenin Yan Etkileri

Asetaminofen, terapotik dozlarda kullanildiginda genellikle iyi tolere
edilir. Asetaminofen genellikle hafif yan etkilere neden olmaktadir. Yan etkileri
arasinda ciltte meydana gelen reaksiyonlar (kizariklik, dokiintii) ve ilag atesi
goriilebilmektedir. En sik goriilen yan etkiler ise bulanti, kusma, kabizlik gibi
gastrointestinal sistem 1ile ilgili sikayetlerdir. Asetaminofen yiiksek dozda
kullanildiginda, 6liimle sonuglanabilen karaciger nekrozu en ciddi yan etkisidir
(25). Ayrica, intravendz (i.v.) yol ile uygulamalarda enjeksiyon yerinde agri
goriilebilir. Yan etkileri sikligina ve goriilen sistemlere gore Tablo 2'de kisaca

gosterilmistir.

Tablo 2: Asetaminofenin Yan Etkileri (25)

Yaygin Nadir
(%1-10) (<%1)
Hepatik AST yiikselmesi AST ve ALT yiikselmesi
Gastrointestinal Karin agrisi, ishal, kabizlik, dispepsi -
Alerjik - Anaflaksi, hipersensitive
reaksiyonlari
Hematolojik Anemi Trombositopeni, l6kopeni,
ndtropeni
Dermatolojik Kizariklik, kasimnti Steven-Johnson sendromu,
toksik epidermal nekroz
Diger Yiiksek ates, halsizlik, enjeksiyon
yerinde agr1, kizariklik i

AST: Aspartat aminotransferaz, ALT: Alanin aminotransferaz



3.1.7. Asetaminofenin Toksisitesi

Asetaminofen akut olarak yiiksek dozda kullanildiginda goriilen en 6nemli
yan etkisi doza bagimli olarak ortaya cikan &liimciil karaciger nekrozudur. Ote
yandan renal tiibiiler nekroz ve hipoglisemik koma da sekillenebilir. Terapotik
kullanimlarda karaciger enzimlerinde goriilen hafif artig geri doniistimlii olup ilag
kesilince ortadan kalkar. Asetaminofen kaynakli yiiksek doz maruziyeti
hepatoseliiler hasara hatta 6liime neden olabilir. Olusan bu mekanizma, onun
toksik reaktif metabolitine (NAPQI) doéniisiimiini igerir (23). NAPQI hiicresel
proteinler ile kovalent baglar olusturabilir, bunun sonucunda ise bu proteinlerin
yapt ve fonksiyonlarini degistirebilir. Bu hiicresel bozukluklar, kalsiyum ATPaz
aktivitesinde azalmaya yol acar ve sitozolik kalsiyum diizeylerinde artisa neden
olur, hiicresel kalsiyum hemostazisi bozulmasi, hiicrenin gecirgenligini

degistirebilir ve membran biitiinliigiiniin kaybina yol agabilir (26).
3.1.8. Asetaminofen Kaynakh Hepatotoksisite

Asetaminofen doza bagli hepatotoksik bir ajan olarak bilinmektedir.
Terapotik doz aliminda giivenli olan asetaminofen yiiksek dozda kullanildiginda
oldiirtici akut karaciger nekrozuna neden olur (21). Akut karaciger yetmezligi
vakalarinin %58 ilaglara baglh olarak meydana gelmektedir. Bu ilaglar arasinda
%46 ile asetaminofen yiiksek bir orana sahiptir. Asetaminofen ucuz oldugu ve
recetesiz satildigi i¢in intihar kaynakli 6liimler icinde 6nemli bulunmaktadir.
Fakat daha 6nemlisi asetaminofen baska ilag¢ preparatlari icerisinde de bulunur ve
bu ilaglara uzun déonem maruz kalindiginda geg¢ fark edildigi i¢cin hepatotoksisite

riski daha tehlikeli olmaktadir (27).

Karacigerde meydana gelen nekrozun siddetini etkileyen faktorler;
1. GSH depolari

2. CYP450 sistemi

3. Glukuronizasyon sistemin aktivitesidir.
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Tek seferde 10-15 g/kg asetaminofen alimini takiben hepatotoksisite
sekillenebilir. Fakat 20-25 g/kg ve {izerindeki kullanilan dozlar G&liimciil
olabilmektedir. Dozun biiyiik bir kismi ilag alimini takiben absorbe edilir, kalan
kisminin absorbsiyonunun yavas ve uzamis sekilde devam etmesi toksisitede

diger bir etken olarak goriilmiistiir (20, 28).

Plazma asetaminofen diizeyine ve ilacin alimindan sonra gegen siireye
bakilarak meydana gelen toksisite incelenmistir. Buna gore ilag alimindan sonraki
4. saatteki asetaminofen diizeyi 200 pg/ml iizerinde olan hastalarin hepatotoksisite
riski %60 iken, bobrek yetmezligi riski %1 ve mortalite riski %5 olarak
hesaplanmustir. lag alimindan sonra 4. saatten sonra asetaminofen diizeyi 150
pg/ml altinda olan hastalarda ise hepatotoksisite riski %1 olup tiim hastalarin

komplikasyonsuz iyilesmesi beklenir (Sekil 5) (29, 30).
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Sekil 5: Asetaminofen Alimi Sonrasi Toksisite Meydana Gelme Siiresi (30)

3.2. Serbest Radikaller

Oksijen canlilifin devami i¢in ¢ok Onemli bir elementtir. Organizmada
enerji liretmek i¢in kullanilan oksijen, reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve reaktif
nitrojen tiirleri (RNT) olusumuna neden olmaktadir. Molekiiler oksijen (O,
dioksijen)’in viicutta kullanimi esnasinda mitokondri siirekli serbest radikal
tiretmektedir. Enerji iiretimi sonucunda meydana gelen serbest radikaller niikleik

asit, protein ve lipitlerin yapisini1 degistirebilir (31).

11



Serbest radikaller, dis yoriingede eslesmemis bir elektrona sahip oksidan
molekiiller olarak tanimlanir. Genellikle kararsiz yapida bulunurlar ve ¢ok
reaktiftirler. Kararli hale gelmek icin diger maddelerle kolayca reaksiyona
girebilirler. Yapilarinda bulunan elektronlar ¢iftler halinde bulunduran atomlar
ise kararli bir yapiya sahip oldugundan diger maddelerle reaksiyona girme
egilimleri serbest radikallere oranla daha disiiktiir ve bu mollekiil ya da atomlar

nonradikal olarak isimlendirilir. (32, 33).

Serbest oksijen radikalleri veya daha genel olarak ROT ve ayrica RNT,
normal hiicresel metabolizmanin {riinleridir. ROT ve RNT canli sistemler igin
zararli veya faydali olabilirler. ROT'nin faydali etkileri diisik veya orta
konsantrasyonlarda ortaya ¢ikar. Potansiyel biyolojik hasara neden olan serbest

radikallerin zararl etkisi, oksidatif stres ve nitrozatif stres olarak adlandirilir (34).

Bu biyolojik sistemlerde bir tarafta asirt ROT/RNT iiretimi ve diger
tarafta enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlarin eksikligi oldugunda
meydana gelir. Baska bir deyisle, oksidatif stres, oksijen kullanan metabolik
reaksiyonlardan kaynaklanir ve canli organizmalarda prooksidan/antioksidan
reaksiyonlarin denge durumundaki bir bozuklugu temsil eder. Asirt ROT, normal
islevlerini inhibe ederek hiicresel lipidlere, proteinlere veya DNA'ya zarar
verebilir. Bu nedenle, oksidatif stres, yaslanma siirecinin yan1 sira bir dizi insan
hastaliginda da rol oynamaktadir. Serbest radikallerin faydali ve zararli etkileri
arasindaki hassas denge, canli organizmalarin ¢ok dnemli bir yoniidiir ve “redoks
diizenlemesi” ad1 verilen mekanizmalarla saglanir. “Redoks diizenlemesi” siireci,
canl1 organizmalari ¢esitli oksidatif streslerden korur ve redoks durumunu in vivo

kontrol ederek “redoks homeostazini” siirdiiriir (35).

Serbest radikaller kaynagini ya oksijenden (Tablo 3) ya da nitrojenden alir.
Oksijen kaynakli olanlar ROT ve nitrojen kaynakli olanlar RNT olarak
adlandirilir. RNT arasinda: Nitrik oksit (NO’) ve Nitrojen dioksit (NO2) bulunur
(32,33).
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Tablo 3: Reaktif Oksijen Tiirleri (36)

Radikaller Non Radikaller

Siiperoksit Oz Hidrojen Peroksit H.0,
Hidroksil OH Hipoklordz Asit HOCI
Peroksil ROO Hipobromdz Asit HOB
Alkoksil RO Singlet Oksijen 0,
Hidroperoksil H.O Ozon O3
Lipit Peroksil LOO

3.2.1. Serbest Radikal Cesitleri

3.2.1.1. Siiperoksit Radikali (O, )

Oksijenden tiiretilen radikaller, canli sistemlerde iiretilen en dnemli radikal
smifin1 temsil eder. Oz benzersiz bir elektronik konfigiirasyonuna sahiptir ve
kendisi bir radikaldir. Dioksijene bir elektron eklenmesi sonucu siiperoksit
radikali (O,) meydana gelir (37). Metabolik siiregler yoluyla veya fiziksel
isinlama ile oksijen aktivasyonunun ardindan ortaya ¢ikan O, "birincil” ROT
olarak kabul edilir. Ardindan dogrudan veya yaygin olarak enzim veya metal
yoluyla "ikincil" ROT olusturmak i¢in diger molekiillerle etkilesime girebilir.

(38).

Stiperoksit tiretimi ¢ogunlukla bir hiicrenin mitokondrisinde meydana
gelir. Mitokondriyal elektron tasima zinciri, memeli hiicresindeki ATP'nin ana
kaynagidir ve bu nedenle yasam icin gereklidir. Enerji iletimi sirasinda, az sayida
elektron erkenden oksijene sizar ve ¢esitli hastaliklarin patofizyolojisinde rol

oynayan serbest oksijen radikali olan O, "~ olusturur (39, 40).

Oksijen, en 6nemli serbest radikal kaynagi olarak bilinir. Oksijen toplamda
8 adet elektrona sahip olup dis orbitalinde ise eslesmemis 2 adet elektrona sahip
oldugu i¢in diradikal olarak adlandirilir. Toplamda 4 elektron alabilen oksijen bu

elektronlari alarak suya indirgenir.
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Oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi ile O, meydana gelir. Olusan
bu O, yapisinda eslesmemis bir elektron bulundurdugu i¢in radikal grubunda yer

alir. Yine O, "~ bir elektron alarak hidrojen peroksit (H202)’e indirgenir (41).

02+ e —» 02"

Stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi yardimiyla O, " radikali hizlica H,0,
dontismektedir. O, " radikali nadiren oksidatif hasara neden olur. Asil hasar O,
radikallerinin H,O, kaynagi ve gec¢is metalleri iyonlarinin indirgeyicisi

olmasindan kaynaklanir. ki O, " radikali bir araya gelmesi sonucu H,O, olusur.

SOD
0, +0,” +2H" — H,0, + O,

O, ve perhidroksi radikali (HO2) ile reaksiyona girmesi
sonucunda biri okside olur digeri ise indirgenir. Bu dismutasyon reaksiyonunun

sonucunda ise H,O, ve O, meydana gelir (42)

HO, +0,"+H' — H,0,+0,

02", NO’ ile reaksiyona girmesi sonucunda eslesmemis halde bulunan
birer adet elektronlari1 kovalent olarak baglarlar ve bunun sonucunda

peroksinitrit (ONOO ) meydana gelmektedir (43).
O +NO"—» ONOO
Oksijen metabolitleri ile reaksiyona girme potansiyeline sahip olan
hipoklorik asit (HOCI) bu &zelligi nedeniyle ilgi uyandirmistir. O, " radikalinin

HOCI ile reaksiyonu sonucunda ¢ok giiclii oksidan olan Hidroksil radikali
(OH’)’ni olusturur (44).
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0, +HOCI —OH + CI -+ O,

Ote yandan gecis metallerinin otooksidasyona ugramasi sonucunda da O,

olusabilmektedir (45).

Fe'2+ 0O, — > Fe"* +0,"

Cu'"+0, —» Cu'*+ 0,

Bu reaksiyonlar redoks reaksiyonlar1 olarak adlandirilir. Serbest radikal
reaksiyonlarinin hizlanmasinda biiyiik dneme sahip olan redoks reaksiyonlar1 geri

dontistimlidiir (46).

3.2.1.2. Hidrojen Peroksit (H,0;)

Hidrojen peroksit (H202) serbest radikal degildir. Fakat biyolojik
membranlara niifuz edebilme yetenegine sahiptir ve ROT'nin iiretimine katki
saglar. Bu yiizden non ROT arasinda &nemli yere sahiptir. Onemli bir diger

fonksiyonu ise hiicre i¢i sinyal molekiilii olarak islev gostermesidir (47).

Asidik ortamda bulunan O ortamdan iki elektron alarak ya da O, i
ortamdan bir elektron alarak, H,O,' i meydana getirir.
O, +2e +2H" — H.O.
0O, +e +2Ht —»2H,0;

H202, OH' kaynagi oldugundan ROT arasinda onemli bir yere sahiptir.
Ciinkii en zararli ROT'ni OH"'dir (48).

Fe*? veya Cut+

H;O0;,0;" ——» OH +OH + 02

15



H202’nin organizmada asil tiretimi O, "nin dismutasyonuyla olur. Bu
reaksiyon kendiliginden olusabildigi gibi SOD enzimi katalizorligiinde de
olusabilir. (44, 49). 1ki O, iki hidrojen ile SOD katalizorliigiinde reaksiyona

girerek ve O, " iki proton alarak H2O2 ve O meydana getirir (45).

SOD
20, +2H' — H,0,+ 0,

H,0, ortaklanmamis bir elektron icermediginden tek basina c¢ok zayif
oksidan ozellige sahiptir. H,O, gerektiginde glutatyon peroksidaz (GSH-Px),
kalataz (KAT) gibi antioksidanlar ve belirli peroksidazlar tarafindan yok
edilebilir. H,O, ortamda Fe ve Cu gibi gecis metalleri varliginda O, ile
reaksiyona girerek en reaktif ve en zarar verici serbest oksijen radikali olan OH~
radikali olusturmak {izere kolaylikla yikilabilir. Bu reaksiyon Haber-Weiss
reaksiyonu olarak adlandirilir ve katalizorlii ya da katalizorsiiz olarak gergeklesir.
Katalizor yoklugunda reaksiyon ¢ok yavas ilerler (50).

Fe'? veya Cut

H;0,,0,° —— » OH +0H + 02

Bu reaksiyon esnasinda ilk énce O, ferri demiri (Fe*3) ferro demire
(Fe*™) indirger ve O2 meydana gelir. Daha sonra bu Fe*? kullanilarak Fenton
reaksiyonu ile H,O,’ten OH" radikali ve OH' meydana gelir ve reaksiyonun
gerceklesme mekanizmasi asagidaki sekildeki gibidir (45).

Fe*+ 0, — Fe™2+ 0,

Fe'?+ H,0,—» Fe”+OH + OH
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3.2.1.3. Hidroksil Radikali (OH")

Hidroksil radikali (OH"), ¢ok kisa in vivo yar1 omiirlii olmasina ragmen
yiiksek reaktiviteye sahiptir, bu da onu ¢ok tehlikeli bir radikal yapar (36). Bu
yiizden OH’, in vivo olarak iiretildiginde, olusum bdlgesine yakin reaksiyona

girer. Suyun iyonize radyasyona maruz kalmasi sonucu ortaya ¢ikar (49).
H,O —OH +H +e¢ — » H,0,

Fenton ve Haber-Weiss tepkimelerinin sonucu olarak meydana gelir.
Serbest oksijen radikalleri daha toksik bir radikal olan OH' radikaline doniisiir, asil
toksik etkilerini bu sekilde gosterirler. Cok giiclii bir reaktif olan OH' canli
hiicrelerde bulunan amino asit, lipit ve niikleotitler gibi molekiillerle reaksiyona

girer ve bu molekiillerin yapisini bozarak hasara neden olur (44, 49).

Fe+ 0,"— Fe™+ 0,
(Fenton Reaksiyonu)

Fe'2+ H,0,—— Fe”+OH + OH

H,0+ 0,—— OH + OH + O, ( Haber-Weiss Reaksiyonu)

3.2.1.4. Singlet Oksijen (*O3)

Singlet Oksijen (*O,) eslesmemis elektrona sahip olmadigindan dolay1 bir
serbest radikal degildir. Oksijenin ortaklanmamis elektronlarindan birinin enerji
almasi sonucunda bulundugu orbitalden bagka bir orbitale ya da kendi spininin

tersi yoniinde yer degistirmesiyle 'O, olusur (44, 51).
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3.2.1.5. Reaktif Nitrojen Tiirleri

3.2.1.5.1. Nitrik oksit (NO")

Nitrik oksit (NO"), oksijen gibi organizmanin yasamasi i¢in gerekli olup
toksik bir madde haline de doniisebilir. Fizyolojik gorevleri; hiicresel adezyon ve
vaskiiler tonusun diizenlenmesinde, immiin cevap ve noronal asirim gibi olaylarda
gorev alir. Diisiik konsantrasyonlardaki fizyolojik rolii vazodilatasyona neden
olan ve norotransmitter bir hormon olarak islev goriir. Fakat yliksek
konstransyonlarda olursa hiicre molekiillerine baglanip bu molekiilleri etkisiz
duruma getirir. NO’, renksiz bir gaz olup kaynagini nitrojenden alan bir non
radikal tiriidiir. Ortaklanmamis elektron nitrojen atomunun elektronuna ait olsa da
bu elektron hem nitrojen atomu hem de oksijen atomu iizerinde lokalizedir. Bu
ozelliginden dolayt NO® tam bir radikal 6zelligi bulundurmaz. NO™'in yasam
stiresi uzundur ve NO’1 yok edecek bir enzim bulunmamaktadir. Oksijen kaynakli
radikaller ¢ok fazla yolla iiretilir fakat NO™ sinirli kaynaktan meydana gelir. Nitro
bilesiklerinin metabolize oldugu esnada meydana gelen NO' disinda nitrik oksit

sentaz (NOS) enzimleri, endojen NO’ olusturan tek mekanizmadir (52).

NO;, L-Arjinin tarafindan NOS araciligiyla nikotinamidadenin diniikleotit
fosfat (NADPH) varliginda in vivo olarak sentezlenir (Sekil 6) (52, 53).

NOS
L-Arjinin + Oz + NADPH —* L-Sitrilin + NO + NADP*
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L-arjinin N-hidroksi L-arjinin L-sitriilin

NH: NH OII-'\]l\l /,'\'1! NH; e
~ C/, o7 N C/,
| NADP* | NaDPH + |
NH T‘H NH
| . I~ '
(CHy), (CHy), (CHy), :
| | " | 1
CH 0, CH NO CH !
Ve N Fd ~ e ~ I
H,N COOH H,N COOH H,N COOH :
" I
1 ]
] ]
1 ]
e === L-arjinosiiksinat * == ======= === <
/ -
Fumarat ATP
Aspartat

Sekil 6: L Arginin Sitruline Doniisiimii Sirasinda NO.'in Olusumu (53)

3.2.2. Serbest Radikal Kaynaklar

Organizmanin  metabolik  faaliyetlerin ~ devamliligt  i¢in  gerekli
reaksiyonlarin sonucunda meydana gelen serbest radikaller cevresel faktorler,
radyasyon, stres gibi faktorlere bagli olarak da meydana gelmektedir. Serbest

radikaller endojen ve ekzojen kaynakli olabilir (54).
3.2.2.1. Eksojen Radikal Kaynaklari

Radyasyon, UV-isinlari, gamma 1sinlar1, mikrodalga 1sinlari, giines 15181,
sigara dumani ilag oksidasyonlari, volkanik faaliyetler, kiikiirt dioksit, egzoz
gazlari, orman yanginlari, temizlik Uriinleri, parfiimler, boya, bocek ilaglari, tiner,
tutkal gibi kimyasallar, kloroform gibi su kirletici maddeler, ¢evresel ajanlar ve
strestir (54).

3.2.2.2. Endojen Radikal Kaynaklar:

1. Mitokondride aerobik solunum gergeklestigi esnada oksijenler elektron
transport sistemi tarafindan katalize edilir ve katalize edilen oksijen yan iiriin

olarak serbest radikalleri meydana getirir.
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2. Yangi durumunda serbest kalan sitokinler, makrofaj ve nétrofiller

serbest radikal liretmeye baglar.

3. Aragidonik asit metabolizmasi, plateletler ve diiz kas hiicreleri ve

tarafindan serbest radikaller tretilebilir.

4. Ksantin oksidaz ile NADPH oksidaz gibi enzimlerle otooksidasyon
reaksiyonlart gerceklestigi sirada endoplazmik retikulumda CYP450 sisteminde

meydana gelen elektron kacaklarindan olusabilir.

5. Yorgunluktan veya zihinsel stresten kaynaklanan stres toksik yan {iriin

olarak serbest radikal tretebilir.

6. Ayrica katesolamin ve kortizol gibi hormonlar viicutta stres
reaksiyonlarina neden olabilir ya da bu hormonlarin kendileri de serbest

radikallere dontisebilirler.

7. Immun sistem hiicrelerinin patojenlere yaniti olarak ROT ve oksi-

radikaller meydana gelebilir (45).
3.2.3. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller etkilerini 6zellikle canli hiicreler i¢in yasamsal dneme

sahip olan DNA, lipitler ve proteinlere saldirarak gosterirler (55-57).
3.2.3.1. Karbohidratlara Etkileri

Serbest radikaller, monosakkaritlerin oto oksidasyona ugramasi
sonucunda, peroksitler, H2O2 ve okzalaldehitler meydana gelir. Olusan bu firiinler
diyabetin patogenezinde ve sigara kullanimi ile baglantili kronik hastaliklarda
onemli bir role sahiptirler. Radikallerin karbonhidratlar tizerindeki etkisine goziin
vitroz hiimoriinde bol miktarda bulunan hiyaliironik asitin oksidatif hasara
ugramast sonucu katarakt meydana gelmesi bir ornektir. Okzalaldehitler; DNA,
RNA ve proteinlere baglanirlar ve aralarinda ¢apraz baglar olusturabilme
ozelligine sahiptir. Bu yiizden antimitotik etkisi bulunur. Boylelikle yaslanma ve

kanser olaylarinda da 6nemli rol oynarlar (58,59).
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3.2.3.2. DNA Uzerine Etkileri

UV ve iyonize radyasyon gibi eksojen faktorler ya da endojen siiregler
sonucunda DNA molekiiliinde meydana gelebilecek farkliliklar "DNA hasar1"
olarak adlandirilir. ROT' den kaynaklanan hiicresel modifikasyonlarin en
ciddisinin DNA hasar1 oldugu diistiniilmektedir. Serbest radikallerin DNA’da
meydana getirdigi hasar “Oksidatif DNA Hasar1” olarak bilinir. Baz1 durumlarda
ozellikle giiclii reaktif bir bilesik olan OH- etkisi ile DNA’da meydana gelen
"oksidatif hasar" onarilamaz ve sonucunda karsinogenez, mutagenez, ya da
yaslanma olaylar1 ortaya cikar (58, 59-61). OH', DNA yakinlarinda meydana
gelirse bu radikal deoksiriboz ve bazlar ile kolay bir sekilde reaksiyona girer ve
sonucunda mutasyonlar olusabilir. Bu etkilerini niikleik asitlerdeki doymus
karbon atomlarindan hidrojen ¢ikarma veya cift baglara katma reaksiyonlar ile
DNA hasar1 olusturarak gosterirler. Lipid peroksidasyonu (LPO)’nun son tirlinii
olarak olusan malondialdehit (MDA)’in DNA iizerinde mutasyona sebep oldugu,
kanser ve bazi genetik hastaliklara da yol actig1 diisiiniilmektedir. (62, 63).

3.2.3.3. Proteinler Uzerine Etkileri

Proteinler, lipitlere oranla serbest radikallerden daha az etkilenir. Serbest
radikallerin proteinleri etkileme dereceleri, proteinlerin icerdigi amino asit
kompozisyonuna bagli olarak farklilik gdsterir. Proteinlerin tiim amino asit
kalintilarinin, 6zellikle proteinlerin sistein ve metionin kalintilarinin yan zincirleri,
ROT/RNT'in etkisiyle oksidasyona duyarlidir (64). Yapisinda doymamis bag ve
stilfiir bulunan amino asitlerden (triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin,
sistein gibi) olusan proteinler serbest radikaller tarafindan daha kolay etkilenirler.
Proteinler radikallerle reaksiyona girerse bu reaksiyon sonucunda karbon merkezli
radikaller ve siilfiir radikalleri meydana gelir. Proteinlerde olusan oksidatif hasar,
proteinlerin radikallerle reaksiyonundan meydana gelen karbon merkezli
radikallerden ‘'karbonillerin' o6lciilmesi ile saptanir. Serbest radikallerin
olusturdugu hasar sonucunda proteinler pargalanir, proteinlerde capraz baglanma
goriiliir ve agregasyon olusur. Enzimlerin yapisinda protein bulunur. Bu
proteinlerin de hasar meydana gelirse hiicrelerin normal fonksiyonlarinda

bozukluklar meydana gelir ve enzim aktivitesinde aksakliklar goriiliir (65, 66).
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3.2.3.4. Serbest Radikallerin Hiicre Lipitlerine Etkileri

Doymamis yag asidi ile baslatic1 bir radikal reaksiyona girmesi sonucunda
bir hidrojen atomu transfer edilerek yag asidi radikali olusturulur. Lipitler serbest
radikallere karsi oldukca hassas molekiillerdir. Serbest radikaller 6zellikle ¢oklu
doymamis yag asitleri (PUFA)’nin yapisinda bulunan ikili baglar1 hedef alirlar.
LPO sonucu meydana gelen iirlinler radikal hasarin incelenmesinde 6nemli role
sahiptir. Yag asitlerinin peroksidasyonu zincir reaksiyonu seklinde meydana gelir.
Serbest radikaller hiicre membranlarinda bulunan kolesterol ve yag asitlerine etki
ederek LPO'nu baslatirlar. Yag asidi radikaline oksijen eklenmesi sonucunda
peroksi radikali olusur. Olusan bu peroksi radikali, diger bir yag asidi
molekiiliinden ayrilan hidrojen ile birleserek hidroperoksit (ROOH)’ler ve yeni
lipid radikalleri olusur. Boylelikle LPO’u zincir reaksiyonu halinde devam eder ve
sonu¢ olarak MDA, etan, pentan gibi liriinler meydana gelir (67). Cok zararl1 bir
zincir reaksiyonu olan LPO geri doniisiimsiiz membran hasarina neden olur. Daha
sonra devam eden bu zincir reaksiyonlari protein oksidasyonuna sebep olur.
Membranlarda olusan yikici etki genellikle reaksiyon esnasinda agiga ¢ikan OH

radikalinin membran yag asidi yan zincirlerine saldirmasiyla meydana gelir (68).

LPO reaksiyonu ya siipliriicii antioksidan reaksiyonlari tarafindan

sonlandirilir ya da oto katalitik yayilma reaksiyonlari ile siirdiiriiliir (Sekil 7) (69).
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Sekil 7: MDA Olusumu (70)

3.2.3.5. Malondialdehit (MDA)

Arasidonik asit ve dokosahekzaenoik asit gibi en az 3 tane cift bag iceren

PUFA’nin peroksidasyonu sonucu olusan bir iirtindiir (Sekil 8) (70, 71)

Sekil 8: MDA’nin Yapisi (72)

Olusan MDA, bircok hasara sebep olabilmektedir. Basta membran
biitiinliiglinii bozarak membrandan iyon aligverisinin bozulmasina sebep olur.
Ayrica olusan MDA nin aldehit grubu DNA’nin azot igeren bazlariyla reaksiyona
girebilir ve sonucunda mutajenik, genotoksik ve karsinojenik etkiler yaratabilir

(72, 73). Serbest radikal miktar1 artarsa, MDA diizeyinde de artig goriiliir.
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Bu yiizden MDA organizmada meydana gelen oksidatif stresin bir

belirteci olarak kullanilmaktadir (74).

Tiobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyon veren ve LPO bir iirlinii olan MDA,
bilirubin gibi maddeler de TBA ile reaksiyon verdiginden LPO diizeyi
tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler (TBARS) olarak ifade edilir (75). Kisa zincirli
fonksiyonel bir aldehit olan MDA, iki aldehit grubu ile birer amino grubuna
baglanarak schiff bazini olusturmaktadir. Ayrica MDA iki molekiil TBA ile
reaksiyona girerek spektrofotometrede 512 nm’de okunabilen pembe renkli bir

bilesik olusturur (Sekil 9) (76, 77).

O
0 O
I,
H H /J\
0 N S
H

MDA TBA

S N OH HO
S

N SH
//
‘ + 2H,0
\\ N

OH OH

Sekil 9: TBA’nin MDA ile reaksiyonu (77)

3.3. Antioksidan Savunma Sistemleri

ROT olusumunu engellemek veya olusturdugu hasari1 6nlemek, bunlarin
detoksifikasyonu saglamak amaciyla viicutta bulunan savunma sistemine

“antioksidan savunma sistemleri” veya “antioksidanlar” ad1 verilir.
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Serbest radikallerin insan viicudunda neden oldugu oksidatif strese karsi
antioksidan savunma sistemleri koruyucu olarak rol alir. Antioksidanlar serbest
radikalleri detoksifiye eder ve hiicre hasarina karsi koruma saglar. Antioksidanlar
ya dogal olarak viicutta iiretilirler veya disaridan hazir olarak alinirlar. Her iki
durumda da antioksidanlar serbest radikal siipiiriicii olarak etki gostererek

organizmanin savunma sistemini giiclendirir ve hastalik riskini azaltirlar (78).

Antioksidanlarin kaynaklari; endojen ve eksojen olmak iizere ikiye ayrilir.
Bu iki grup antioksidanlar viicutta meydana gelecek serbest radikalleri etkisiz hale

getirerek viicudu serbest radikallere kars1 korurlar (Sekil 10) (79).

Antioksidanlar \
/
Dogal antioksidanlar Sentetik antioksidanlar
Pl i P BHT, BHA,
Enzimatik Enzimatik olmayan :;tho(flsll;ﬁlf:zﬁh
SOD / \ sentetik maddeler
Katalaz Endojen Eksojen
Glutatyon pcroksidaz Glurtatyon E Vitamini
Glutatyon rediiktaz Seriiloplazmin B-Karoten
Glutatyon-S-transferaz ~ Bilirubin Askorbik Asit
Ferritin Flavonoidler
Laktoferrin
Urik asit
Haptoglobinlcr
Albumin

Sekil 10: Antioksidanlarin Siniflandiriimasi (80)

Antioksidanlar Etkilerini Dort Farkh Sekilde Gosterirler

1) Toplayia Etkileri: Oksidan maddeleri tutma ya da daha az zararli bir
molekiile doniistiirme olayidir. Kii¢lik molekiiller, antioksidan enzimler ve trakeo

bronsiyal mukus boyle etki gostermektedir.
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2) Bastinia Etkileri: Oksidan maddelerle tepkimeye girip onlara bir hidrojen
vererek serbest oksijen radikallerinin etkilerini azaltir ya da inaktif hale

dontstiiriir. Vitaminler ve flavanoidler de boyle etki gosterirler.

3) Zincir Kirict Etkileri: Ortamda var olan oksidanlarin fonksiyonlarini
engellemek i¢in baglayip zincirlerini kirma seklinde etki gosterirler. Hemoglobin

(Hb) ve E vitamini bu sekilde etkilerini gosterirler.

4) Onarici Etkileri: Oksidan kaynakli hasarin onarilmasidir (Sekil 11) (80, 81).

Onleyici Antioksidanlar

Radikal Yakalayic Onare1 / Yenileyici
Antioksidanlar Antioksidanlar

l I | l

Siipcwksﬂ .DlSl’l]I:lt'dZ C vitamini E vitamini Lipaz
Glutatyon Peroksidaz Urat Ubikinol Proteaz
Meta]lerh)a Ko;:nplfl:ks Albumin Karotenoidler DNA Onanci
Yapici Proteinler Flavonoidler Enzimler
l l —l Transferazlar
Radikal — o l
olugumunu b Zlmcu‘ 1 lﬂZmL.‘u'} l: e Zarart onararak dokulart|
snleyerek aglamasini | filerlemesini / zincir yeniden dilzenleyerck |
e onleyerek sonunu bozarak :

| |

Serbest || [Tpia |+ [ 7mer , .
Baglate] | Radikal |~ Radikali |~ |Oksidasyonu farar [Hastahi]

Sekil 11: Antioksidanlarin Serbest Radikallere Kars1 Etkileri (82)

3.3.1. Endojen (Dogal) Antioksidanlar
3.3.1.1. Primer Antioksidanlar

3.3.1.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit Dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1) hemen hemen tiim aerobik
organizmalarda bulunan, O2'in, H20, ve O’e dismutasyonunu katalize eden bir
veya daha fazla metal (bakir (Cu), ¢inko, mangan) icerdiginden metaloenzim

olarak adlandirilan bir antioksidan enzimdir (83).

O, + 0, +2H ﬂb H;0,+ O,

26



Hemen hemen tiim hiicre tiplerinde ve dokularda, bakteri ve insan gibi
cesitli organizmalarda bol miktarda {iretildikleri bilinmektedir. Fizyolojik
fonksiyonu hiicreleri LPO’na kars1 korur. Yas artisiyla birlikte SOD aktivitesinde
de artis meydana gelir (83). O2” nin H202’e doniistiikten sonra meydana gelen
H202 miktar1 az ise GSH-Px yardimiyla H2O ve O ye doniistiiriiliir. Fakat fazla
miktarda H>O> olusmussa KAT tarafindan ayni sekilde yok edilir. H2O2 yok
edilmedigi durumlarda OH' radikaline doniisiir. SOD’in katalizledigi tepkime
sonucunda toksik oksijen tiirlerinden olan H2O, meydana geldiginden ve KAT
tarafindan yok edildiginden SOD’in KAT ile birlikte kullanilmas1 6nerilmektedir
(83, 84).

3.3.1.1.2. Katalaz (KAT)

Baslica peroksizomlarda bulunan katalaz (KAT, EC 1.11.1.6) neredeyse
biitin dokularda farkli miktarlarda bulunur. Icerisinde 4 tane hem grubu
bulunduran bir hemoproteindir. Hemen hemen biitiin dokularda bulunmasina
ragmen en yiiksek aktiviteyi peroksizomlarin fazla oranda bulundugu karacigerde,
bobrekte ve eritrositlerde gosterir. Canli oraganizmada en yaygin bulunan

enzimlerden biridir. KAT H202’i su (H20) ve O2’e doniisiimiinii katalize eder.
H202 — 2 H20 + O2
Organizmada H2O: diizeyi artarsa bununla birlikte KAT aktivitesi de artar.
Fakat H20- konsantrasyonu diiserse GSH-Px gibi H20'l substrat olarak kullanan

baska antioksidan aktivite gosteren enzimler etkilesim gostererek H202’i

ortamdan uzaklastirirlar (Sekil 12) (85).
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Sekil 12: Serbest Radikallerin Olusumu ve Enzimatik Detoksifikasyonu (85)

3.3.1.2. Sekonder Antioksidanlar

3.3.1.2.1. Glutatyon (GSH)

GSH (y-glutamil sisteinil glisin), bitkiler de dahil olmak {izere birgok

organizmada ii¢ amino asitten (sistein, glisin, glutamik asit) ve protein olmayan

baslica tiyolden olusan basit bir kiikiirt bilesigidir (Sekil 13) (86).
Peptit Baglan

Gl

Glutams i i isi
Flutamat Sistein Glisin

Sekil 13: Glutatyonun Kimyasal Yapisi (86)
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GSH iki basamakta L-glutamat, L-sistein ve glisinden sentezlenir.

Glutatyon

L-Glutamat + L-Sistein + ATP semtelaz | v-Glutamil sistein + ADP +P;

L

y-Glutamilsistein
sentetaz
y-Glutamil sistein + Glisin + ATP = GSH + ADP + P

GSH antioksidan ve enzim kofaktoriidiir. Elektron dondrii olarak gorev
yapan siilfhidril (-SH) grubu sistein amino asidi kalintisindan gelmektedir. GSH
hiicrede genel olarak rediikte formunda bulunmaktadir. Saglikli bir hiicrede total
GSH diizeyinin sadece %]10luk bir kismin1 okside formu olan okside glutatyon
(GSSG) olusturmaktadir. GSH, H202’i ya da organik oksitleri alyuvarlardan
detoksifiye eder.

GSH, hiicrenin yapisinda bulunan proteinleri, indirgemis halde tutan
distilfit-stilfidril degisimi tepkimelerinde etkilidir. Enzimatik olmayan Onemli
antioksidanlardan biri olan GSH, -SH tamponu gorevini goriir, bunu da Hb ve
diger eritrosit proteinlerinde bulunan sistein rezidiilerini indirgenmis halde tutarak
gergeklestirir. GSH, yine GSH-Px katalizorliigiinde, H2O- ve organik peroksitler
ile reaksiyona girerek antioksidan olarak etki gosterir ve H202’i alyuvarlardan

detoksifiye eder.

H202 birikimi Hb'in methemoglobine oksidasyon hizim1 arttirarak
alyuvarlarin yasama siiresini azalttigindan bu tepkime Onemlidir. Ayrica
alyuvarlarda Hb methemoglobine otookside olarak O, olusur ve diger dokularda

ise bu CYP450 rediiktaz ve ksantin oksidaz gibi enzimlerle olusur.

Viicutta normal metabolizma sonucu olusan O,"~ ve H2O,, SOD ve GSH-

Px enzimleri kullanilarak bu maddelerin zararli etkileri ortadan kaldirilir. Bu
reaksiyonda GSH; GSH-Px etkisi ile GSSG’a ve daha sonra da GSSG glutatyon

rediiktaz (GR) katalizorliigiinde devamli olarak GSH’a indirgenir ve bu
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indirgenme olayt GSH miktarinin diizenlenmesini saglar. GSH yoklugunda ise

H,0, birikir (Sekil 14) (86, 87).

Siiperoksit
Radikali 1}
o 6-Fosfo-glukono-
SDD : lakton
Glutah on Glutatyon
Peroksidaz _ Rediiktaz npADPH

Oksidatif g—v H.0 2¢ Clukoz

Hasar G-fosfat
CAT dehidruje naz
H. O+ 0

Glukoz 6-fosfat

Sekil 14: Rediikte/Okside Glutatyon Dongiisii (87).

GSH eksikligi karaciger hasarinin olusumunda ve karaciger hasarina bagl
Olimlerde oOnemli bir unsur olarak One ¢ikar. Karaciger hiicrelerinin
detoksifikasyon mekanizmalarini yerine getirebilmeleri i¢in hiicre i¢i GSH
seviyeleri oldukca 6nemlidir. Yapilan ¢alismalar diyetlerinde siilfiir iceren amino
asitleri diizenli bir sekilde alan bireylerin GSH diizeylerinin daha yiiksek oldugu
bildirilmistir.

Karaciger hiicreleri igerisindeki GSH diizeylerinin azalmasi1 g¢esitli
patolojik tablolara sebep olabilmektedir. ilaglar, toksik maddeler ve karsinojenler
GSH ile konjuge edilmezse DNA, RNA ve hiicre i¢i proteinlere kovalan olarak

baglanarak onemli derecede hasara sebep olur (87).
3.3.1.2.2. Glutatyon S-Transferaz (GST)

Glutatyon S-Transferaz (GST, EC 2.5.1.18) endojen ve eksojen
ksenobiyotiklerin metabolizmas1 sirasinda meydana gelen reaktif iriinleri
detoksifiye eden Onemli bir antioksidan enzimdir. Cogu ksenobiyotik lipofilik

oldugu i¢in kolayca absorbe edilir.
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Ksenobiyotikler ii¢ farkli sekilde detoksifiye edilir. Faz | ve faz I1 lipofilik
olan degisimleri barmndirir. Faz III' te ise suda daha kolay ¢o6ziinen, polar
olamayan ve hiicreler tarafindan daha kolay uzaklastirilabilen ksenobiyotikler
olusur. Elektrofilik ve hidrofobik bilesiklerin endojen ve eksojen kaynaklarinin
GSH ile konjugasyonunu saglayarak genellikle daha kolay uzaklastirilan ve daha
az toksik metabolitlere donilisimii katalize eden GST'lar, faz II detoksifikasyon
enzim ailesinin bir iyesidir. Hiicrenin sitozol veya mikrozomal bdoliimlerinde
bulunmaktadir. Selenyuma bagli olmaksizin LPO’na kars1 antioksidan etkisini

GSH- Px gibi aktivite gostererek yapar (88).

GST elektrofilik karbon, azot veya kiikiirt atomu igeren nonpolar
bilesiklere, GSH’un niikleofilik ataklarmi katalizlerler. Substratlar1 halojen
nitrobenzenler, arenoksitler, kinonlar ve a, f-doymamis karbonilleri icerir. GST,
GSH'un tiyol grubunun ikinci bir substratin elektrofilik bdlgesine konjugasyon
reaksiyonlarini katalize ederek detoksifiye olmalarimi saglar. Olusan GSH

konjugati daha az toksiktir ve ¢oziiniir formda viicuttan atilirlar (88, 89).

GST, biitlin memeli tiirlerinde oldugu gibi bitkilerde, omurgalilarda,
boceklerde, maya ve bakterilerde de bulunur. Hiicrede sitozolde ya da mikrozomal
kisimlarda bulunabilir. GST’lar alkiller, aril halidler, laktonlar, epoksitler,
kinonlar, esterler ve aktiflenmis aklenler gibi yapisal olarak farkli substratlarin

biiyiik bir kismini katalizleme yetenegine sahiptirler.

GST sayisal olarak ¢ok fazla substrat tanimasina ragmen, bu substratlarin
ortak oOzellikleri ¢ogu hidrofiliktir ve elektrofilik bir merkez tasimaktadirlar.
GST’lar hiicrelerin ve organizmalarin 1ilaglar, pestisitler, herbisitler ve

antibiyotikler i¢in direncin gelistirilmesinde bulunurlar (89).
3.3.1.2.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px, EC 1.11.1.12), elektron donérii olarak
GSH kullanarak H20> veya organik ROOH’leri H20 veya karsilik gelen alkollere
indirgenmesini katalize eden ¢ok sayida izozim ailesinin genel adidir. GSH-PX,

birbirinin aynist olan dort adet protein alt biriminden meydan gelmistir.
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Bu alt birimlerden her birinde bir adet selenyum atomu bulunan tetramer
yapida bir enzimdir. GSH-Px yiiksek oranda hiicre sitoplazmasinda bulunur ve
H2O2’in neden oldugu oksidatif hasara karsi hiicreleri koruyarak H202’den
OH’nin olusumunu engeller (90, 91). Enzim aktivitesi eritrositler ve karacigerde
en fazladir (92). Bu yiizden eritrositlerde meydana gelen oksidatif strese karst en
etkili antioksidan enzim olarak bilinir. GSH-Px aktivitesinde azalma meydana
gelirse H2O2 miktarin1 artar ve bunun sonucunda hiicrelerde siddetli hasar
meydana gelir. GSH, H202 molekiiliinii indirgeyerek GSSG olusumu igin
oksitlenir. Bu tepkime esnasinda GSH-Px H202’yi H2O indirger. Daha sonra
GSSG, GR enzimi yardimi ile GSH-Px aktivitesinin devamliligini saglamak icin
NADPH’1 kullanilarak  yeniden GSH formuna  doniistiiriir.  Asagidaki
reaksiyonlart katalizler ve boylelikle H202’in ve organik ROOH’lerin

indirgenmesini saglar (84, 93).
2 GSH + H20:2 — GSSG +2 H20O

ROOH + 2 GSH — GSSG + ROH + H20

Glutatyon rediiktaz
(GR)
GSSG + NADPH + H* S 2GSH+NADP"

Glutatyon Peroksidaz
(GSH-Px)
2GSH + R-O-O-H GSSG + H>O + R-OH
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3.3.2. Eksojen (Sekonder) Antioksidanlar

3.3.2.1. Vitamin Yapida Olan Eksojen Antioksidanlar
« C Vitamini (Askorbik asit)
* E Vitamini (a-Tokoferol)
« B9 Vitamini (Folik asit)

* A Vitamini (B-karoten) (91)

3.4. Oksidatif Stres

Viicutta denge halinde bulunan prooksidan/antioksidan maddelerin
dengesinin bozularak prooksidan lehine dogru kayarsa potansiyel hiicresel hasar
meydana gelir ve bu durum 'oksidatif stres' olarak adlandirilir. Organizmada
serbest radikallerin iiretimi/atilimi siirekli olarak denge halindedir. Oksidatif
denge olarak adlandirilan bu durum devam ettigi miiddetce serbest radikaller
organizmada herhangi patolojik bir sonuca neden olmaz. Fakat serbest radikal
olusum hizimin arttigi durumlarda veya serbest radikalleri yok etme hizinda
azalma olursa yeniden 'oksidatif stres' denilen durum goézlenir ve durumun sonucu

olarak doku hasar1 meydana gelir (36).

3.4.1. Asetaminofenin Oksidatif Stres ile Tliskisi

Asetaminofen kullaniminin uzun yillardir giivenilirligi hakkinda birgok
calisma yapilmaktadir. Asetaminofen klirensi ¢cocuk ve yetiskinlere oranla yeni
doganlarda daha diisiiktiir. Metabolik doniisiimiinden sonra renal yolla atilan
asetaminofenin metabolik doniisiimii, karacigerde glukuronik asit ve siilfat ile
konjuge edilerek gerceklesmektedir. Bunun yaninda az bir kismi degismeden
atilirken asag1 yukar1 %8-10'luk bir kism1 da toksik bir metaboliti olan NAPQI'e
dontismektedir (3, 94).
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Oksidatif stres ve bu durumun sonucu olarak LPO tiim canli organizmalar
icin risktir ve serbest radikal zincir reaksiyonlarini siddetini arttirabilir. Oksidatif

stres asetaminofen tarafindan indiiklenen hepatotoksisitede ana faktordiir.

Toksik dozda asetaminofenin metabolizmasinin karacigerde oksidatif stres
olusturarak hepatositlerin  6liimiine neden oldugu ve hepatotoksik etki
mekanizmasinda serbest radikallerin ¢ok Onemli bir yere sahip oldugu ileri
siriilmektedir. Buna gore, doz asimi1 asetaminofen bir elektron oksidasyonu ile N-
Asetil-P-benzosemikinonimin ~ (NAPSQI')  radikaline  doniisir. NAPSQI
radikalinin O, e bir elektron vermesi sonucunda O, radikali ve NAPQI
meydana gelir. Bu reaksiyonun siirekli O™ radikalinin salinimina neden oldugu

ve LPO'nu indiikledigi diistiniilmektedir (Sekil 15) (95).

H-M-COCHz H-N-COCH3 H-N-COCH3
@ 1 E_ ©
m -—
02 02
OH ok 0]
Asetaminofen NAPSQI" NAPQI

Sekil 15: NAPSQI Radikalinin Olugmast (95).

Oksidatif stresin 6nemli gostergelerinden biri olan LPO, asetaminofenin
toksisitesinin olusturdugu énemli sonuglarindan birisidir. Asetaminofen toksisitesi
ile olusan oksidatif stresle LPO es zamanl ger¢eklesebilmektedir. Bu durumda
bozulmus olan hiicre membranmi hiicrenin Oliimii ile sonuglanmasina neden
olmaktadir (95, 96). Oksidatif stres ve LPO, asetaminofenin hepatik
metabolizmasi sirasinda meydana gelen radikallerle ilgili olaylardir. ROT ve RNT
tirleri dogrudan mitokondriyal DNA hasarima neden olur (97). Jaeschke ve ark.
(96) yaptiklar1 calismada uygulanan yiiksek doz asetaminofenin hayvanlarin
karaciger mitokondrilerinde ROT diizeyinde artisa neden oldugu bu artisin ise

oksidatif stres ile sonuclandigini ileri stirmiislerdir.
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H,O, ve O, radikalleri asetaminofen metabolizmasinin aktivasyonu
sonucu olusan {iirinlerdir. Asetaminofenin metabolizmasi sirasinda olusumu artan
O, radikalleri, H,O, miktarinin yiikselmesine ve boylece H,O; teki artisa bagh
olarak da OH- radikallerinin artisina neden olmaktadir. Bu olusan OH' radikalleri

lipitlerle reaksiyona girerek LPO'nu baslatir.

Asetaminofenin metabolizmasi sonucu reaktif bir metaboliti olan NAPQI
olusur ve bu metabolit bircok proteinle birlikte mitokondrial proteinlere de
baglanarak hem mitokondrial hem de hiicresel oksidatif stresi baslatir. Bu
oksidatif stresin bir sonucu olarak olusan O, " radikalleri mitokondri matriksi
icerisinde NO- ile reaksiyona girereck ONOO olusur ve bu olusan ROT ile
RNT'leri mitokondri DNA'sinin hasarlanmasina sebep olurken mitokondriyal
membranin da permeabilitesini kaybetmesine sebebiyet verir. Bunlarin bir sonucu

olarak da hiicre nekrotik hiicre 6liimii yolagina girer (96, 98).

Asetaminofen kullaniminin neden oldugu temel problem, insanlarda ve
deney hayvanlarinda genellikle hepatik nekroza ve nefrotoksik etkilere yol acan
yiiksek dozlarinin kasitli ya da kasitsiz olarak alinmasi ile yanlis kullanimidir
(96). Hepatik mitokondrideki GSH tiiketimi asetaminofenin neden oldugu
hepatotoksisitedeki en Onemli mekanizma olarak goriilir. Asetaminofen
uygulanan gruplardaki GSH miktarinin tiikenmesi NAPQI ile GSH’in
konjugasyonundan olusan merkaptiirik asitten ileri geldigi bildirilmistir (99).
Olusan NAPQI hizli bir sekilde ozellikle karacigerde GSH araciligi ile
konjugasyona ugrayarak detoksifiye edilmektedir. Asetaminofenin asir1 dozda
alinmasiyla CYP450 mikrozomal enzimleri aracilifiyla reaktif ara metabolit olan
NAPQI miktarinin artmasiyla hepatik nekroza ve ileri asamalarda ise karaciger
yetmezligine neden oldugu goriliir (28). Viicutta NAPQI'nin asir1 birikimi
GSH’un baglanmasinmi saglar ve hiicrede var olan GSH depolarim tiiketir bu da

hiicrede oksidatif stresinin olusmasina neden olur.
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Hepatik GSH depolarinin tiikenmesine bagli olarak NAPQI’nin viicuttan
atilamayan kismi kovalent baglanma yoluyla hiicresel makromolekiillerle
birlesebilir. NAPQI ile proteinlerin -SH gruplarinin  oksidasyonu ile
protein/protein ve protein/GSH arasinda disiilfit kopriileri olusmakta boylece
NAPQI ve proteinler arasindaki bu kovalent baglar hiicre fonksiyonlarinda

kayiplara ve hiicre 6liimiine neden olmaktadir (96).

Yapilan c¢alismalarda yiiksek dozlarda asetaminofen aliminin KAT ve
GSH-Px gibi antioksidan enzim aktiviteleri ile hiicre i¢i antioksidan sisteminin bir
pargasi olan GSH diizeylerini azalttig1 bildirilmistir (54, 55, 100). Mokhtar ve ark.
(100), ratlara yiiksek doz (650 mg/kg, oral) asetaminofen uygulamasi yapmislardir
ve sonucunda asetaminofenin plazma GSH seviyesi ile KAT aktivitesi dnemli
Olclide azalmistir. Karaciger doku homojenizatlarindaki yiiksek MDA seviyeleri,
asetaminofenin indiikledigi ROT iiretimindeki artiga bagli olarak oksidatif stresin
bir sonucudur. Bu durum LPO'mnu ve plazma membranina verilen hasari
gostermektedir. Naguib ve ark. (101) asetaminofen ile indiiklenmis hem karaciger
hem de bobrek dokusunda ortaya c¢ikan hasarin mikroskobik incelemesini
yapmiglardir. Karacigerde sentriolobiiler nekrozun, yaglanmanin ve karaciger
parankimine sizmig lenfositlerin varligindan bahsetmislerdir. Bobrekte ise
proksimal tiibiiliin koagiilatif nekrozundan ve yer yer kanamalarin oldugunu
ortaya koymuslaridir. Asetaminofene bagl karaciger ve bobrek dokularinda MDA
ve NO' diizeylerinin artmig olmast buna karsilk GSH ve paraoksonaz
aktivitelerindeki diisiisiin hiicre i¢i oksidan/antioksidan dengesi i¢in oksidan yone
kaydiginin bir gostergesidir. Ayni sekilde doku kesitlerinin 151k mikroskobu
altinda histolojik incelenmesi ile de oksidan ydnde artan dengenin dokularda
olusturdugu hasar net bir sekilde goriilmiistiir. Yousef ve ark. (102) asetaminofen
ile olusturduklari hepatotoksisitede 151k mikroskobu altinda karaciger doku
kesitlerini incelemislerdir. Asetaminofen grubu histolojik goriintiilerinde sigmis
sentrilobiiler hepatositler, olduk¢a fazla vakuollesmis sitoplazma ve Ilekeli

cekirdek yapist gérmiiglerdir.
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3.5. Propolis

Propolis (bee glue), arilar tarafindan bitkilerin tomurcuk ve eksiidalarindan
toplanan reginenin kendi tiikiiriikk enzimleri (B-glikosidaz), polen ve balmumu ile
kanistirilarak cesitli amagclar i¢in kullanilan, iy1 bilinen reg¢ineli bir maddedir (103).
Propolis ilk kez Yunanlilar tarafindan kesfedildigi igin etimolojisini Yunancadan
alir, kovan korumasindaki ana islevi nedeniyle (‘pro'- 'onde' veya 'giriste') ve
(‘polis’- 'topluluk' veya ‘'sehir') kelimelerinden tiiretilmis ve ‘kovanin

savunulmasindaki madde’ anlamina gelmektedir (104).

Propolis iiretimi, arilarin bitki reginelerini elde etmek ig¢in bitkilerin alt
kisimlarin1 geneleriyle koparmasiyla baglar. Daha sonra, arilar bu regineyi 6n
ayaklariyla hareket ettirirler ve arka ayaklarinda paketlerler. Recine kovana
tagindiktan sonra arilarin tiikiiriigii ile karistirilir ve tiikiiriikte bulunan enzimler
tarafindan kismen hidrolize edilip kovanlara yapistirilir ve balmumu ile karigtirilir
(105, 106). Bu kompleks bilesik daha sonra arilar tarafindan onlar1 diger
bdceklere ve mikroorganizmalara karsi korumak ve kovanlari onarmak gibi cesitli
amaclar i¢in kullanilir. Propolis ar1 tutkali olarak da bilinir. Nedeni; arilarin
kovani savunmak i¢in bu madde karigimimi kullanmasidir. Bu korumayi, kovan
duvarlarindaki bosluklar1 doldurarak, soguk giinlerde kovana girisi azaltarak ve
ayrica davetsiz misafirlerin karkaslarini mumyalayip ¢iiriimelerini Onleyerek
saglarlar. Propolis ayrica antiseptik etkinligi ve antimikrobiyal 6zellikleri

nedeniyle koloniyi hastaliklardan korur (107, 108).

Antik caglardan beri insanlik propolisi geleneksel tip basta olmak iizere
farkli alanlarda kullanmiglardir (109). Antik Yunanistan'da propolis, kutanéz ve
bukkal enfeksiyonlar i¢in dezenfektan ve antiseptik olarak kullanilmigti. Misirlilar
ise propolisi ¢lirlimeyi Onleyici 6zelliginden dolayr ¢ogunlukla kadavralarim
mumyalamak i¢in kullanmiglardir (110). Orta cagda propolis esas olarak Arap
doktorlar tarafindan kullanilmistir 18.  yiizyildan beri propolis, Londra
farmakopesi tarafindan resmi bir ilag olarak kabul edilmistir. 17. ve 20. yiizyillar
arasinda propolisin, antibakteriyel aktivitesinden dolayr Avrupa'da ¢ok popiiler
hale gelmistir. Ikinci Diinya Savas1 sirasinda ise propolis, antimikrobiyal ve anti-

inflamatuar bir ajan olarak yaralarin tedavisinde kullanilmistir (105).
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Propolis iiretmek i¢in kullanilan farkli kitalar, bolgeler ve bitki tiirleri,
bilesimini birbirinden farkli kilar. Ham propolisin tam bilesimi kaynaga gore
farklilik gosterir. Propolisin bilesimini, bulundugu cografi konum, bolge, iklim,
elde edildigi kaynak ve bitkiye gore, mevsimler, toplanma zamani biiyiik oranda
farklilik  gostermektedir. Propolisin  kimyasal bilesimleri farkli olsada,
antibakteriyel, antifungal, antiviral, antiparazitik, antiinflamatuvar, antiproliferatif

ve antioksidan gibi benzer aktiviteleri vardir (111, 112).
Propolisin Kaynagimi Olusturan Bitkiler;

+ Kavak (Populus spp.)

* Kayin (Fagus sylvatica)

* Hus (Betula alba)

+ Kestane (Castanea sativa)

» At kestanesi (Aesculus hippocastanum)

* Akgaagag (Alnus glutinosa)

*  Cesitli koniferlerdir (112).

Kavak tiirii propolis yaygin olarak bulundugu i¢in hem kimyasal hem de

tibbi agidan en 1iyi bilinen ve en fazla ¢alisilmis propolis tiirii olarak bilinir (113).
3.5.1. Propolisin Fiziksel, Kimyasal Yapisi ve Ozelikleri

Propolisin rengi, toplandig1 zamana ve toplandig1 yerin cografik yapisina,
iklimi ve elde edilen bitki kaynagina bagli olarak sari-yesilden koyu kahverengiye
kadar farklilik gosterebilmektedir (114). Diisiik sicaklikta sert ve donmus bir
yapiya sahip iken yiiksek sicaklikta yumusak ve yapiskan bir yapiya sahiptir, 0°
C’de ise kirilgan 6zelligi bulunmaktadir. Erime noktas1 genel olarak 60- 69 °C

arasindadir (Sekil 16) (115, 116).
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Sekil 16: Yesil- Kahverengi Ham Propolis Ornekleri (115)

Ham propolisin bilesimi kaynagina gore farklilik gostermekle birlikte,
genellikle %50 oraninda regine, %30 oraninda mum, %10 oraninda esansiyel ve
aromatik yaglar, %5 oraninda polen ve %35 oraninda diger organik maddeler
(amino asit, mineral, vitaminler igeren ¢esitli maddeler ile bioflavonoidler olarak

bilinen bilesiklerin yiiksek aktiviteli karigimlart) olusturmaktadir (Tablo 4) (117).

Tablo 4: Propolisin Kimyasal Yapisi (117)

Bilesik Simifi Bilesen Gruplar Miktar1
Recine Flavonoidler, fenolik asitler ve esterleri %43- 55
Mumlar ve yag asitleri Balmumu ve bitkisel orjin %23- 35
Esansiyel yaglar Ucucular %10
Polen Proteinler (16 serbest aminoasit> %]1) %5
Diger organik ve mineral Cogunlukla demir ve ¢inko, mineral %5
maddeler ketonlar, laktonlar, kinonlar, steroidler.

benzoik asit, vitamin ve sekerler

Diinyada farkli bélgelerden toplanmis olan propolis 6rneklerinin igeriginde
200’den fazla kimyasal bilesik oldugu tanimlanmistir. Propolisin igeriginde;
"polifenoller (flavonoid aglikonlar, fenolik asitler ve onlarin esterleri, fenolik
aldehitler, alkoller ve ketonlar), seskuiterpen kinonlar, kumarinler, steroidler,
amino asitler ve inorganik bilesikler" gibi ¢esitli kimyasal bilesikler
bulunmaktadir. Propolisin yapisinda "pinosembrin, akasetin, krisin, rutin, katesin,
naringenin, galangin, luteolin, kamferol, apigenin, mirisetin, kuarsetin gibi
flavonoidlerin yanm1 sira kafeik asit ve sinnamik asit gibi fenolik asitler de
bulunmaktadir. Ayrica propoliste magnezyum, kalsiyum, iyot, potasyum, sodyum,

Cu, ¢inko, manganez ve Fe gibi mineraller, A, B1, Bz, Bs, C ve E vitaminleri ile
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cok sayida yag asidi tanimlanmistir" Tirkiye nin farkli bolgelerinden toplanmig
propolislerin ana bilesenlerinin naringenin, galangin, krisin, pinobaksin, kuarsetin
gibi flavonoidler ve kafeik asit gibi fenolik asitler i¢erdigi raporlanmistir (118,

119).

Propolis 6rneklerinden izole edilen bilesiklerin en énemli grubu flavonoid
pigmentleridir. Flavonoidler, flavon c¢ekirdegine sahip bitkisel orijinli, diislik
molekiil agirlikli bilesiklerdir. Giinlimiize kadar tanimlanan 4.000’den fazla
bitkisel orijinli flavonoid ¢esidi mevcuttur (Tablo 5). Flavonoidler, biiyiik oranda
bitkilerin sahip olduklar1 koku, renk ve aromalardan da sorumludur. Insan
beslenmesi i¢in 0nemli olan bu bilesikler sekonder bitki metabolitleridir ve
insanlar tarafindan sentezlenemezler (120, 121). Propolisin yapisinda bulunan

flavonoidler temel olarak antioksidan aktiviteden sorumludurlar (122).

Tablo 5: Propolis iceriginde Bulunan Flavonoid Tiirleri (121)

Flavonoid Tiirii Bilesik
Flavononlar Pinosembrin, naringin, hesperidin
Flavonlar Apigenin, acacetin, krisin, luteolin

Propolisin;
« Antiinflamatuar (115)
+  Immiinomodiiletor (122)
» Antioksidan (123, 124)

» Antibakteriyel ve Antiviral (112)
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« Antifungal (123)

*  Antitimor (112)

« Anestezik ve Sitostatik (123)
» Hepatoprotektif (112)

« Antimutajenik (122)

* Antibiyotik gibi etkileri bulunmaktadir (Sekil 17) (123).

ANTIOESIDAN AKTIVITE ANTIINFEESIYOZ FONESIYON
* Pssudomones
® Serbestradikal stipiiricii etk1 E &ﬂ\l&l&m&%
= S0D Eschenichia Bakteri
= GSH-Px = Staphylecorcus
* Bacillus
= 5 * Candida Mantar
= Lipit peroksidasyvonu(MDA)
*  Malapfaj apoptozis (TNF/ NFg B)
* Leishmania e
PROPOLIS
e Akcig lproliferasyon
2 2 S H KCIZEr 34
Makrofa) vermlihz $IL1-P = Sepviks G
m&mlm;& {NK) T TN-F_ o [ ] KEI’E:iEEI’
"  Kolon Tpl
tTLR 2 " Meme
® Prostat JMIMP-3
TLE4 " Mide
: ' éiw!;t!m@am .

IMMUN REGULASYON ANTIPROLIFERATIF OZELLIKLER

Sekil 17: Propolisin Aktiviteleri (125)

Giliniimiize kadar, Tiirk propolisinin ise antibakteriyel (126), antifungal

(127) antioksidan (128), antikarsinojenik (129) gibi ¢cok sayida biyolojik aktivitesi

41



gosterilmistir. Propolisin yapisinda bulunan bilesiklerin biyolojik aktiviteleri

Tablo 6'da 6zetlenmistir.

Tablo 6: Propolisin Yapisindaki Bilesiklerin Biyolojik Aktiviteleri (130)

Bilesik Biyolojik Aktiviteler
Galangin Antiinflamatuar, antioksidan, antiviral,

antibakterial, hepatoprotektif

Kafeikasit fenil esteri (CAPE) Antiinflamatuar, antibakterial, antitiimor,

hepatoprotektif, antikanser

Kafeikasit Antibakterial, antifungal, antiviral,

antiinflamatuar

Krisin Antiinflamatuar, antiviral
'~ Izopentil ferulat Antiviral
Akasetin Antiviral, antiantioksidan, antiinflamatuar
Pigenin Antiviral
Kaempferol Antiviral, antiiilser
Kuersetin Antiviral, antibakterial, antihistamin antiiilser,
kapiller giiclendirici
Rutin Antiviral
Hesperitin Antiiilser
Naringin Antiilser
Pinocembrin Antibakterial, antifungal, lokal anestezik
Pinobanksin Antimikrobial, antifungal
Prenillenmis P-kumarin Antibakterial, sitotoksik
Diterpenik asitler Antibakterial, sitotoksik
Kaffeoilkuinik asit tiirevleri Immunomodulatdr,hepatoprotektif
Dikeafeoilkuinik asit tiirevleri Giic¢lii antiantioksidan
Atrepilin C (Brezilya propolisi) Antitimor
Propol (Brezilya propolisi) Giiclii antiantioksidan

Propolisin  farmakolojik etkileri icerigindeki farkli maddelerden
kaynaklanmaktadir. Antimikrobiyal etki gosteren bilesenleri; "kafeik asit fenil
ester (CAPE), pinocembrin, feriilik asit ve galangindir. Antifungal etki gosteren
bilesenleri ise; pinobanksin, pinocembrin, benzil ester, sakuranetin ve
pterostilben, bunlara ilaveten antiviral kompenentleri, kafeik asit fenil ester,
kuersetin ve luteolindir® (129). Propolis inflamatuvar siiregte, notrofiller

tarafindan olusturulan serbest radikalleri yakalar (131).
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Ayrica, hidrofolat rediikktaz enzimi ve PG sentezini inhibe ederek
antiinflamatuvar etki gosterir. Akut inflamasyonda lipooksijenaz ve COX
tretimini baskilar (132). Propolis, trombosit agregasyonunu ve eikosanoid
sentezini inhibe ederek immiin sistem diizenleyici etki gosterir. Propolis, toksik
olmayan dozlarda kullanildiginda bazi antibiyotiklerin antibakteriyel etkisini
arttirict etki gosterir (133). Bakteriyel hiicre boliinmesini engeller, bakteriyel
hiicre duvari ve sitoplazmasini bozar ve bakteriyel enfeksiyon sirasinda fagositleri
uyarir. HIV-1 enfeksiyonunu anlamli bir sekilde inhibe eder. HIV-1 enfekte
hastalarin lenfositlerinin immiin yanitin1 gelistirir. Propolisin antiinflamatuvar
0zelliginin oldugu, dermatitlere karsi antibakteriyel krem olarak kullanildigi ve
doku yenileme 6zelligine sahip oldugu bildirilmistir (129). Makrofajlar, konak
savunma mekanizmalarini igeren dogal ve kazanilmis bagisik yanitta 6nemli role
sahip hiicrelerdir. Fagositoz, enzim ve sitokin salinimi, serbest radikallerin
olusumu gibi fonksiyonlara sahip bu hiicreler, konagin mikroorganizmalarla
miicadelesinde vazgec¢ilmez yere sahiptir. Ancak makrofajlarin fazla aktivasyonu,
timor nekroz faktor alfa (TNF-o), interlokin 1 beta (IL-1B) ve IL-6 gibi
proinflamatuvar sitokinlerin fazla iiretimi nedeniyle, hiicrelerde hasara ve
inflamatuvar barsak hastaliklar1 ve romatoid artrit gibi inflamatuvar hastaliklara
yol acar. Propolisin makrofajlar1 aktive ederek nonspesifik bagisiklik sistemi

tizerinde diizenleyici rol oynadigi bilinmektedir (134, 135).
3.5.2. Propolisin Antioksidan Ozellikleri

Propolisin yapisinda bulunan temel bir bilesen olan flavanoidler ve
tirevlerinin, antioksidan etki gostererek serbest radikalleri temizleyebilme
Ozelligine sahiptir. Bazi flavonoid tiirleri PUFA’nin peroksi radikalleri ile
reaksiyona girip radikal temizleyici bir etki yaparak ozellikle LPO baslangic
asamasinda iken etki gosterirler. Flavonoidler antioksidan etkilerini, peroksit
iyonlar1 'O,, H,O, ve LPO radikallerini ortamdan uzaklastirarak gosterirler ve
yapilarinda bulunan OH iyonlar1 sayesinde bu yetenekleri 6n plana ¢ikmaktadir.
Flavanoidlerin, serbest radikalleri ortamdan uzaklastirmalar1 ve temizlemeleri gibi
islevlerinin yani sira, COX ve lipooksijenaz enzimlerini inhibe ederek antioksidan

etki gosterebilmektedir (136).
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Propolis iizerinde yapilan calismalarda propolisin LPO'nu o6nledigi ve

serbest radikal olusumunu indirgedigi belirtilmistir (136, 137).

Propolisin antioksidan etki gostermesinde oOzellikle propolisin ana
bilesenlerinden biri olan CAPE'inin de 6nemli role sahip oldugu bildirilmistir.
CAPE, ROT’nin {retimini engellemektedir. Propolis kullanilarak yapilan
calismalarda propolisin LPO'nu diisiirerek serbest radikal olusumunu azalttigi
bildirilmistir. Propolisin etkili oldugu en 6nemli antioksidan mekanizmasi; serbest
radikallerin neden oldugu DNA hasarlarin1 6nleyebilecek 6zellikleri olmasindan
ve LPO' ya neden olan polimerize zincir reaksiyonlarini kiric1 6zelligi ile reaktif
oksijen  radikallerini  dokulardan  uzaklastirict  etki  gdstermesinden
kaynaklanmaktadir. Propolisin antioksidan etkisi alkoksi radikaller ve daha az

olarak da O2~ kars1 serbest radikal temizleme etkilerinin sonucudur (138).
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Deney Hayvanlarimin Bakim ve Beslenmeleri

Calismada toplam 41 adet 2,5 aylik Wistar-Albino ki erkek ratlar
kullanilmistir. Arastirmaya baslamadan dnce Firat Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulundan (Protokol No: 2020/06) sayil1 karar ile arastirma igin etik
kurul izni almmustir. Biitin deney hayvanlari Firat Universitesi Deneysel
Aragtirmalar Merkezi (FUDAM) tarafindan temin edilmistir. Deneysel
uygulamalar, laboratuvar hayvanlarinin bakimi ve kullanimi sartlarina uygun
olarak yiiriitiilmiistiir (12 saat aydinlik: 12 saat karanlik ve 24+3 °C). Deneysel
uygulamalar siiresince ratlara standart ticari rat yemi (pellet yem) ve musluk suyu

ad libitum saglanmustir (Tablo 7).

Tablo 7: Rat Yeminin Bilesimi ve Kalori Degeri

Maddenin Adx Deger
Kuru Madde %93,63
Ham Protein %34,15

Ham Yag %3.00
Metabolik Enerji 2095 kcal/kg
Kalsiyum %3.36
Sodyum %1.09
Magnezyum %0.50

Cinko 286,80 mg/kg
Demir 920,00 mg/kg
Bakir 29,33 mg/kg

Ham Maddeler: Balik unu, misir, bugday, aycicegi kiispesi, ¢avdar,

mineral maddeler
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4.2. Kullanilan Geregler

4.2.1. Cihazlar

e Spektrofotometre (Thermo-Genesis 10S UV-VIS)
e Sogutmal1 Santrifiij (NUVE NF800R)

e Homojenizator (CAT R50D)

e Derin Dondurucu (11Shin)

e pH Metre (Thermo Scientific Orion Star A111)

e Su Banyosu (NUVE ST 402)

e Hassas Terazi (Sartorius)

e Vorteks (Heidolph)

4.2.2. Kimyasal Maddeler

Arastirmamizda kullanilan kimyasal maddelerin tiimii analitik saflikta olup

Merck, Sigma, Cayman firmalarindan satin alinmistir.

4.3. Yontemlerin Uygulanmasi

4.3.1. Deney Hayvanlarimin Hazirlanmasi
Hayvanlar 5 gruba ayrilmistir;
1. Grup: Kontrol grubu (ratlara herhangi bir tedavi verilmemistir) (n:7)
2. Grup: Propolis uygulanan grup (200 mg/kg/giin, gavaj, 7 giin) (n: 7)
3. Grup: Asetaminofen uygulanan grup (2 g/kg/giin, gavaj, tek doz) (n: 9)

4. Grup: Propolis+Asetaminofen uygulanan grup (Propolis 200 mg/kg/giin,
gavaj, 7 giin)+(Asetaminofen 2 g/kg, gavaj, tek doz) (n:9)

5. Grup: Asetaminofen+Propolis uygulanan grup (Asetaminofen 2 g/kg, gavaj,
tek doz)+(Propolis 200 mg/kg/giin, gavaj, 7 giin) (n:9)
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4.3.2. Asetaminofen ve Propolis Uygulamasi

Asetaminofen serum fizyolojik (%0,9’luk NaCl) i¢inde, propolis ise
%40’l1ik etanolde ¢oziilmiistiir. Propolis uygulamasi 7 glin boyunca gavaj yoluyla
her giin yapilmistir. Propolis+Asetaminofen uygulanan grupta; propolis
uygulamasina asetaminofen uygulamasindan 7 giin 6nce baglanmis ve 7 giin
boyunca propolis uygulamasina devam edilmistir. Yedinci giinde gavaj yoluyla
asetaminofen tez doz halinde uygulanmistir.  Asetaminofen+Propolis
uygulamasinda; asetaminofen ve propolis aymi giin gavaj yoluyla verilmis ve
propolis uygulamasina 7 giin siire ile devam edilmistir. Deney protokolii

tamamlandiktan sonraki 8. giinde ratlar sakrifiye edilerek deney sonlandirilmistir.
4.4. Orneklerin Toplanmasi ve Biyokimyasal Analizler

Uygulamalarin sonunda ratlar sakrifiye edilerek kan ve karaciger doku
ornekleri biyokimyasal incelemeler i¢in alinmustir. Kan 6rnekleri antikoagiilan
(EDTA) igeren tiiplerde toplanarak plazmalarin1 ayirmak i¢in +4 °C’de 3.000
rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Eritrositler serum fizyolojik ile 3
defa yikanarak hemolizat hazirlanmigtir. Hazirlanan hemolizat ve karaciger doku

ornekleri biyokimyasal analizler yapilincaya kadar -80 °C’de saklanmustir.

4.4.1. Kan Orneklerinin Hazirlanmasi

4.4.1.1. MDA Tayini icin Hazirlanmasi

MDA tayini i¢in alinan EDTA’l1 kan 6rnekleri 3.000 rpm'de 10 dk santrifij

edilerek plazmalar1 ayrilmis ve plazmada MDA diizeylerine bakilmustir.
4.4.1.2. GSH Tayini i¢cin Hazirlanmasi

1:10 oraninda distile su ile diliie edilen tam kanin 1:1,5 oraninda ¢oktiiriicii

soliisyonuyla sulandirilan kan 6rneklerinde ise GSH diizeyleri 6l¢iilmiistiir.
4.4.1.3. KAT Tayini icin Hazirlanmasi

Plazmas1 ayrilan EDTA’lh kan Ornekleri, serum fizyolojik ile 3 kez

yikandiktan sonra eritrositler 1:5 oraninda distile su ile sulandirilarak Hb tayini
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yapilmistir. Daha sonra diliie edilmis bu kan 6rnekleri 1:100 oraninda 50 mM
fosfat tamponuyla (KH2PO4/Na2HPO4, pH:7.0) tekrar sulandirilmis ve

hazirlanmis bu hemolizatlarda KAT aktivite tayini yapilmistir.

4.4.1.4. GSH-Px Tayini icin Hazirlanmasi

Tam kanin distile su ile 1:20 oraninda sulandirilmasiyla elde edilen
hemolizatlarda GSH-Px aktivite tayini, ayrica 1:5 oraninda sulandirilmasi ile elde
edilmis hemolizatlarinda ise Hb diizeyleri 6l¢iilmiistiir. Kanda GST aktivitesi ¢ok

diisiik oldugu igin dlglilememistir.

4.4.2. Doku Orneklerinin Alinmasi, Hazirlanmasi ve

Homojenizasyonu

4421 MDA, GSH, KAT, GST ve Protein Tayini i¢cin Doku

Orneklerinin Hazirlanmasi

Doku oOrneklerinin suyu iki silizge¢ kagidi arasinda alindiktan sonra
tartilarak distile su ile 1:10 oraninda (agirlik/hacim) sulandirilip, kirilmis buz

igerisinde teflon-cam homojenizatorle homojenize edilmistir.

Hazirlanan homojenatlar 3.500 rpm’del5 dakika santrifiij edildikten sonra
elde edilen siipernatantlarda MDA, GSH, KAT, GST ve protein tayinleri
yapilmistir.

4.4.2.2. GSH-Px Tayini icin Doku Orneklerinin Hazirlanmas:

Doku ornekleri saf su i¢inde 1:10 oraninda (agirlik/hacim) sulandirildiktan
sonra kirilmis buz igerisinde homojenize edilmis ve olusan homojenatlar 1,5
ml’lik ependorflara konularak sogutmali santrifiijjde 14.000 rpm’de 55 dakika
santrifiij  edilmistir.  Santrifiij sonucunda silipernatantlar alinmig ve

stipernatantlarda GSH-Px aktivitesi ve protein tayini yapilmistir.
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45. Kanda ve Dokuda MDA, GSH, KAT, GSH-Px, GST, Protein ve

Hemoglobin Analizleri icin Kullanilan Yontemler

4.5.1. Plazmada ve Dokuda MDA Diizeyinin Tayini

Prensip: MDA tayini Placer ve ark. (73)'nin modifiye ettigi yonteme gore
yapilmistir. Bu yontem LPO’nun aldehit iiriinlerinden biri olan MDA ile TBA’in
reaksiyonu temeline dayanmaktadir. Olusan MDA, TBA ile pembe renkli bir
kompleks olusturmaktadir ve bu ¢Ozeltinin absorbanst 532 nm’de

spektrofotometrik olarak dlgiilerek LPO’nun derecesi saptanmistir (Tablo 8).
Metodun Ayiraclar

1- TBA: 0,67 g TBA 80 ml %10’luk perklorik asitte ¢oziiliir ve 100 ml’ye saf su

ile tamamlanir.

2- %10 Triklorasetik Asit (TCA): 10 g TCA distile suda ¢oziilerek 100 ml’ye
tamamlanir. Ayra¢ koyu renkli sisede oda sicakliginda saklanir.

3- Standart: Tetraetoxipropan

4- Renk Aymraci: 3 kissm TCA soliisyonu ve 1 kisim TBA soliisyonu reaktif
siseye konularak 1 dakika magnetik kanistiricida karistirilir. Ayirag gilinliik

hazirlanir.
Deneyin Yapihisi

Tablo 8: Plazma ve Doku MDA Diizey Olgiimii

Kor (ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Ornek - - 0,25
Standart - 0,25
Serum Fizyolojik 0,25
Renk Ayiraci 2,25 2,25 2,25
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Tiipler karistirildiktan sonra 100 °C 20 dakika bekletilmistir. Musluk suyu
altinda sogutma igleminden sonra tiipler 3.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek

iist faz absorbansi 532 nm’de okunmustur.

MDA Diizeyinin Hesaplanmasi

MDA (nmol/ml) = Ornegin OD / Standarttn OD x Standartin

Konsantrasyonu

MDA Diizeyileri; Plazmada nmol/ml, dokuda ise nmol/g doku olarak

hesaplanmuistir.

4.5.2. Kanda ve Dokuda GSH Diizeyinin Tayini

Prensip: GSH diizeyi Ellman ve ark. (139) tarafindan belirlenen yonteme
gore tayin edilmistir. Bu metod 5,5’dithiobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB)
eklendiginde-SH gruplarinin oldukga stabil sar1 renk olugturmasi esasina dayanan

spektrofotometrik bir yontemdir (Tablo 9).
Metodun Ayiraglar:

1- Coktiiriicii Soliisyon: 1,67 g glasiyel metafosforik asit, 0,2 g disodyum EDTA

ve 30 g NaCl tartilir ve100 ml distile su igerisinde ¢oziiniir.

2- Fosfat Ayiraci: 0,3 M NaHPOg tartilarak distile su ile 1 L’ye tamamlanir. +4

°C’de saklanir.

3- Elman Aywraci: 20 mg DTNB %]1°lik Na-sitrat ¢ozeltisi ile 100 ml’ye

tamamlanir.

4- GSH Standarti: 2 mg/dl GSH soliisyonu hazirlanir.
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Deneyin Yapihsi

Tiiplerde bulunan 1 ml distile su (kér) ve 1 ml 6rnekler lizerine 1,5 ml
¢oktiirticii soliisyondan konulup, vortekslendikten sonra 3.000 rpm’de 30 dakika

santrifiij edilmistir. Elde edilen bu siipernatant deney ortaminda kullanilmstir.

Tablo 9: Kan ve Doku GSH Diizey Olgiimii

Kor (ml) Ornek (ml) Standart (ml)
Siiziintii 0,25 0,25 0,25
NazHPO4 1 1 1
Elman Ayiraci 0,125 0,125 0,125

Tiipler hazirlanip vortex ile karistirildiktan sonra 412 nm’de kore karsi

absorbanslar okunmustur.

GSH (umol/ml) = (Standartin Konsantrasyonu) x (Ornegin Absorbansi) /
(Standartin Absorbansi) x Diliisyon

GSH Diizeyi; kanda ve dokuda pmol/ml olarak hesaplanmaistir.
4.5.3. Kan ve Dokuda KAT Aktivitesinin Tayini

Prensip: Eritrosit ve doku KAT aktivitesini Ol¢timii igin Aebi (140)
metodu kullanilmigtir. KAT H202’in yikimimi katalize eder. H202’in KAT
tarafindan yikim hizi, H2O2’in 240 nm dalga boyunda 15181 absorbe etmesinden

yararlanilarak spektrofotometrik olarak dl¢iilmiistiir (Tablo 10).

Metodun Ayiracglar

1- 50 mM Fosfat Tamponu (pH: 7.0): 6,81 g KH2PO4 tartilarak 1 L saf suda
¢ozdiiriilerek hazirlanir. 8,9 g NaHPO4 (2 H20) tartilarak 1 L saf suda
¢ozdiiriilerek hazirlanir. NaoHPO4 (2H20) tizerine KH2POs eklenerek pH 7.0’ye

ayarlanir.
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2- 30 mM H20:2 Cozeltisi: 0,34 ml %30’luk H20, fosfat tamponu ile 100 ml’ye

tamamlanir.
Deneyin Yapihisi

Tablo 10: Kan ve Doku KAT Aktivite Olgiimii

Kér (ml) Ornek (ml)
Fosfat Tamponu 1
H20: - 1
Ornek 2 2

240 nm’de kor ile sifir ayar1 yapildiktan sonra 6rnegin 0. (A1) ve 30. (A2)

saniye i¢indeki absorbans farki dl¢lilmek suretiyle KAT aktivitesi hesaplanmistir.

KAT Aktivitesinin Hesaplanmasi
k =(2.3/30) x (log OD1/ OD2) x Diliisyon

KAT’in Spesifik Aktivitesi; Eritrositte bulunan aktivite k/g Hb, dokuda

bulunan aktivite ise k/mg protein olarak hesaplanmuistir.
4.5.4. Dokuda GST Aktivitesinin Tayini

Prensip: Doku GST aktivite 6lglimiinde Habig ve ark. (141)’nin metodu
kullanilmistir. Enzim aktivitesi 37 °C’de 340 nm’de GSH ve 1-klor-2,4-
dinitrobenzen (CDNB) kullanilarak dakikada olusan S-2,4 dinitrofenil
glutatyonun 1 umol’unu katalizleyen enzim miktarinin 6l¢iilmesiyle belirlenir.
GSH ile CDNB bilesiginin konjugasyonu sonucu olusan iriin 1-(S-glutatyonil)-
2,4 dinitrobenzen spektrofotometrik olarak 340 nm’de OSlgiiliir. Bir linite enzim,
25°C’de bir dakikada lumol substrati (CDNB), 1-(S-glutatyonil)- 2,4

dinitrobenzene ¢eviren enzim aktivitesidir (Tablo 10).
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Metodun Ayiraglar

1. 0,1 M Tris Tamponu (pH 7.4): 6,05 g Tris tartilir ve saf suda ¢oziliir. pH

7.4’e ayarlandiktan sonra toplam hacim 500 ml’ye tamamlanir.
2. 1 mM CDNB: 2 mg CDNB tartilir ve 10 ml etanol igerisinde ¢oziiliir.
3. 5mM GSH: 15 mg GSH tartilir ve 10 ml saf suda ¢oziiliir.
Deneyin Yapihsi

Tablo 11: Doku GST Aktivite Olgiimii

Kor (ul) Ornek (nb)
CDNB 100 100
GSH 100 100
Tris Tampon (pH: 7.4) 2,2 2,2
Distile Su 100
Ornek - 100

Vortexlenerek 340 nm dalga boyunda 0. ve 2. dakikadaki OD oSl¢iilmiistiir.

GST Aktivitesinin Hesabi
GST Aktivitesi (U/ml)=A0OD /t x V toplam / 0.0096 x Vornek
AOD= Optik Dansite Degisimi
9,6 = 1 pmol CDNB’nin 1 cm’lik 151k yolunda verdigi OD degeri
V toplam = Toplam hacim
V drnek = Ornek hacmi

GST’n Spesifik Aktivitesi; dokuda U/g protein olarak hesaplanmistir.
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4.5.5. Kanda ve Dokuda GSH-Px Aktivitesinin Tayini

Prensip: Kan ve dokuda GSH-Px aktivitesi Beutler (142) metodu
kullanilarak Olgiilmistiir. GSH-Px, GSH’un GSSG’a oksidasyonunu H20:

kullanarak katalizler. GSSG’nin olusum hizi GR reaksiyonu araciligiyla 6lg¢iiliir.

Glutatyon Peroksidaz
(GSH-Px)
2GSH + R-0O-O0-H > GSSG + H>O + R-OH

Glutatyon rediiktaz
(GR)
GSSG + NADPH + H' S 2GSH+NADP"

Reaksiyon ortamindaki t-butilhidroperoksit (t-BOOH)'in  (bu enzim
Olclimlerinde en uygun peroksid substratidir) her bir molekiiliiniin rediiksiyonu
icin 1 mol GSSG olusur. GSSG’un GSH’a rediiksiyonu ise GR enziminin
katalizledigi reaksiyonla olusur. Bu reaksiyonda GSSG’nin her bir moliiniin
rediiksiyonu i¢in 1 mol NADPH okside olur. GSH-Px aktivitesi spektrofotometrik
olarak 340 nm’deki sistemin OD’sindeki diigiisten hesaplanir (Tablo 12).

Metodun Ayiracglar

1- 1 M Tris-HCI Tamponu (pH: 8): 121,14 gr Tris tartilarak 1 L distile su
igerisinde ¢oziiliir. 1,68 gr EDTA ilave edilerek pH: 8’e ayarlanir.

2- 0,1 M GSH: 0,3 g GSH 10 ml distile suda ¢oziiliir. GSH soliisyonlar1 taze

hazirlanmis olmalidir.

3- 10 U/ml Glutatyon Rediiktaz (GR): 1 ml’de 10 U olacak sekilde distile su ile
hazirlanir.7,22 pul GR 1 ml distile suda ¢oziiliir

4- 2 mM NADPH: 0,05 g NADPH 30 ml distile su igerisinde ¢oziiliir.
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5- 7 mM t-BOOH: (%70’lik t-BOOH’in yaklasik 1:1000 sulandirilmasindan elde

edilmistir). Giinliik olarak hazirlanir.

Deneyin Yapihisi

Tablo 12: Kan ve Doku GSH-Px Aktivite Olgiimii

Kor (ul) Ornek (ul)
Tris Tampon (pH:8.0) 100 100
GSH 20 20
GR 100 100
NADPH 100 100
Ornek 10 10
Distile Su 670 660
37 °C’de 10 dakika preinkiibe edilir.
t-BOOH - 10

Karigtmin 0. ve 2,5. dakikalardaki OD’deki azalma 340 nm’de
kaydedilmistir.

GSH-Px Aktivitesinin Hesaplanmasi
GSH-Px (U/ml) = (OD1-0D2)/t x1/6,22x0,01
ODz: 2,5 dakika sonundaki absorbans
OD:: 0. dakikadaki absorbans
t: 2,5 dakika
1: Kiivetin toplam hacmi (ml)
0,01: Ornek hacmi (ml)
6,22: 1pumol NADPH’in verdigi absorbans

GSH-Px’in Spesifik Aktivitesi; eritrositte aktivite U/mg Hb, dokuda aktivite U/g

protein olarak hesaplanir.
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4.5.6. Hemoglobin Tayini

Prensip: Hemoglobin tayini Siyanomethemoglobin yontemi (143) ile

yapilmustir. Ferrisiyaniir Hb’de bulunan Fe*?’

yi oksitleyerek +2 degerlikten +3
degerlikli (Fe*®)’e gevirirerek, methemoglobine doniismesini saglar. Bundan sonra
potasyum siyanid ile stabil bir pigment olan siyanomethemoglobin olusur.

Siyanomethemoglobinin absorbansi 546 nm’de okunmustur (Tablo 13).
Metodun Ayiraglar

1- Drabkin Cozeltisi: 50 mg KCN, 200 mg KsFe (CN)s ve 1g NaHCOs tartilarak
bir miktar saf suda ¢oziilir ve 1 L’ye tamamlanir. Koyu renkli sisede 1 yil

dayanur.

2- Hb Standarti: 18 g liyofilize Hb standart1 100 ml distile suda ¢oziiliir. Bu
standart 18 g/dl Hb igerir.

Deneyin Yapihisi
Tablo 13: Hb Diizey Olgiimii
Kor (ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Hemolizat - - 0,02
Hb Standardi - 0,02
Drabkin Cozeltisi 5 5 5

Tiipler iyice karistirilir. Oda 1sisinda 20 dakika bekletilir. 546 nm’de

absorbanslar kore kars1 okunur.

Hb Diizeyinin Hesaplanmasi:

Hb (g/dl)= (Ornegin OD / Standartin OD) x 18
4.5.7. Dokuda Protein Tayini

Prensip: Homojenatlarda var olan protein miktart modifiye Lowry (144)
yontemi kullanilarak Sl¢iilmiistiir. Alkali bakir tartarat ayiraci peptid baglari ile

kompleks olusturur.
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Her 7 ya da 8 amino asit artig1 1 atom Cu' 1 baglar. Cu ile muamele edilmis
karigima fenol ayiraci ilave edildiginde mavi-mor renk meydana gelir. Olusan bu
rengin siddeti 650 nm dalga boyunda okunur. Protein konsantrasyonu ile olusan
renk arasinda yiiksek konsantrasyonlar i¢in lineer bir iliski olmadigindan 6rnekler

sulandirilarak dl¢iimler yapilmistir (Tablo 14).
Metodun Ayraclari

1- Alkali Bakir Ayiraci: 10 g Na.COs, 0,1 g potasyum tartarat ve 0,05 g bakir
siilfat, 0,5 N NaOH i¢inde ¢oziliir ve 100 ml’ye tamamlanir. Bu ¢ozelti oda
sicakliginda 30 giin dayaniklidir.

2- Fenol Ayiraci: 2 N Folin-Ciocaltue-Fenol ayiracindan 3,75 ml alinir, saf su ile
67,5 ml’ye tamamlanir. Bu ¢ozelti 6rnek sayisina gore ¢alisma aninda giinliik

olarak hazirlanir.
3- Protein Standarti: 50 pg/ml Sigir Serum Albumin (BSA)
Deneyin Yapilis::

Tablo 14: Protein Diizey Olgiimii

Kor (ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Ornek - - 1
Distile Su 1 - -
Standart - 1 -
Alkali Bakir Ayiraci 1 1 1
Tipler iyice karistirilip 10 dk oda 1sisinda bekletilir.
Fenol Ayiraci 4 4 4

Tiipler hemen iyice karistirtlir ve 5 dakika boyunca 55 °C’de
bekletilmistir. Inkubasyon sonrast musluk suyu altinda hemen sogutulmustur.
Daha sonra 650 nm’de standart ve 6rnek tiiplerinin absorbansi kor tiiptine karsi

okunmustur.
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Protein Diizeyinin Hesaplanmasi:

Protein (pg/ml) = (Ornegin OD / Standartin OD) x Standartin Konsantrasyonu x
Diliisyon
4.6. Istatistiksel Degerlendirme

Calisma sonucunda elde edilen veriler Istatistiksel analiz i¢cin IBM SPSS
Statistics 21 paket programi kullanilarak hesaplanmigtir. Grup ortalamalari
arasindaki farkliliklar1 belirlemek amaciyla tek yonlii varyans analizi (One-Way
ANOVA) kullanilarak hesaplanmistir. Post-hoc olarak Duncan testinden
faydalanilarak, tiim  degerler  ortalamatortalamanin  standart  hatasi
(ortalama+SEM) seklinde hesaplanmistir. Grup ortalamalar1  arasindaki
farkliliklart belirlemek amaciyla tek yonlii varyans analizi (One-Way ANOVA)

kullanilarak hesaplanmustir.
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5. BULGULAR

Kontrol ve asetaminofen uygulanan gruplarin karaciger doku goriiniimii

Sekil 18°da verilmistir.

Sekil 18: Kontrol (a) ve Asetaminofen (b) Grubunun Karaciger Doku Goriiniimii
(@) (b)

Karaciger dokususu makroskopik goriiniim olarak kontrol grubu ile
karsilastirildiginda asetaminofen uygulanan grupta karacigerin biiylidiigi,

konjesyon nedeniyle renginin koyulastig1 tespit edilmistir.
5.1. Kan MDA ve Antioksidan Diizeyleri

2 gr/kg asetaminofen ve 200 mg/kg/giin propolis uygulanan deney
gruplarimin kan MDA ve GSH diizeyleri ile KAT ve GSH-Px aktivitelerinin

ortalama degerlerinin istatistiksel karsilastirmasi Tablo 15'te gosterilmistir.
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Tablo 15: Asetaminofen Uygulanan Ratlarda Propolisin Plazma MDA, Eritrosit GSH Diizeyleri
ile KAT, GSH- Px Aktiviteleri

Gruplar MDA GSH KAT GSH-Px

(nmol/ml) (nmol/ml) (k/g Hb) (U/g Hb)
Kontrol 8,75+0,202 46,79+0,91% 65,47+3,592 234,12+5,818
Propolis 8,53+0,402 49,28+1,102 67,15+9,002 235,65+25,042
Asetaminofen 11,66+0,48° 40,62+0,92°¢ 44,43+2,89° 193,92+8,53°
Prop + Aset 8,77+0,672 46,32+0,692 66,79+4,28% 239,57+9,958
Aset + Prop 9,09+0,312 45,51+0,29° 58,76+4,222 217,96+7,35%
P 0,001 0,001 0,001 0,05

abe; Aym satirda yer alan farkli harfler istatistiksel olarak anlaml farklihig:

gostermektedir.
5.1.1. Kan MDA Diizeyi

Plazma MDA diizeyinde kontrol grubu ile kiyaslandiginda asetaminofen
uygulanan grupta dnemli bir artis gdzlenmis ve bu artis istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,001). Propolis, propolis+asetaminofen, asetaminofen+propolis
uygulanan gruplar kontrol grubu ile ayri ayr kiyaslandiginda MDA diizeylerinde
istatistiksel olarak Onemli bir fark saptanmamustir. Plazma MDA diizeyleri
propolisin asetaminofen uygulamasindan Once veya asetaminofen ile birlikte
uygulandig1 gruplarda asetaminofen uygulanan gruba gore daha diisiik bulunmus
(p<0,001).

uygulamasindan 6nce baslandigi grupta plazma MDA diizeylerindeki azalisin

ve kontrol grubuna yaklagmistir Propolisin  asetaminofen

diger gruplara gore daha fazla oldugu gézlenmistir (Sekil 19).
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Kontrol Propolis  Asetaminofen Prop+ Aset Aset+ Prop

Sekil 19: Asetaminofen ve Propolis Uygulanan Deney Gruplarinda Plazma MDA Diizeyleri

5.1.2. Kan GSH Diizeyi

Kan GSH diizeylerinde kontrol grubuna gore asetaminofen uygulanan
grupta istatistiksel olarak Onemli derecede bir azalma gozlenmis (p<0,001).
Kontrol grubu propolis, propolistasetaminofen, asetaminofen+propolis gruplari
ile ayr1 ayr1 kiyaslandiginda GSH diizeylerinde istatistiksel olarak énemli bir fark
saptanmamistir.  Propolistasetaminofen ve asetaminofen+proplis gruplari
asetaminofen uygulanan grup ile ayr1 ayri kiyaslandiginda bu iki grupta GSH
diizeylerinde 6nemli bir artis gézlemlenmis ve bu artis istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (p<0,001) (Sekil 20).
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Sekil 20: Asetaminofen ve Propolis Uygulanan Deney Gruplarinda Kan GSH Diizeyleri

5.1.3. Kan KAT Aktivitesi

Kan KAT aktivitelerinde, kontrol grubuna gdre asetaminofen uygulanan
grupta azalma goriildiigii belirlenmistir ve istatistiksel olarak bu azalma anlamli
bulunmustur (p<0,001). Propolis, propolist+asetaminofen, asetaminofen+propolis
uygulamasi yapilmig gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda kan KAT
aktivitelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir.
Asetaminofen grubuna gore propolis+asetaminofen, asetaminofen+propolis
uygulanan gruplar ayr1 ayri kiyaslandiginda kan KAT aktivitesinde dnemli bir
artis oldugu tespit edilmis, bu artig propolistasetaminofen uygulanan grupta daha
belirgin olup istatistiksel olarak bu artis anlamli bulunmustur (p<0,001) (Sekil
21).
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Sekil 21: Asetaminofen ve Propolis Uygulanan Deney Gruplarinda Kan KAT Aktiviteleri

5.1.4. Kan GST Aktivitesi

Rat kaninda GST aktivitesi Olglilemeyecek diizeyde olup, tespit

edilememistir
5.1.5. Kan GSH-Px Aktivitesi

Kan GSH-Px aktivitelerinde kontrol grubuna gore asetaminofen uygulanan
grupta onemli bir diisiis gozlenmis ve istatistiksel olarak bu azalma anlamli
bulunmustur (p<0,05). Propolis, propolistasetaminofen, asetaminofen+propolis
uygulanan gruplar kontrol grubu ile kiyaslandiginda GSH-Px aktivitesinde
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilememistir. Asetaminofen+propolis
uygulanan grup asetaminofen uygulanan grup ile kiyaslandiginda kan GSH-Px
aktivitelerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik saptanmamustir.

Propolis+asetaminofen uygulanan grup asetaminofen uygulanan grup ile
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kiyaslandiginda kan GSH-Px aktivitelerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis
tespit edilmistir (p<0,05) (Sekil 22).
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Kontrol Propolis  Asetaminofen Prop+Aset  Aset+Prop

Sekil 22: Asetaminofen ve Propolis Uygulanan Deney Gruplarinda Kan GSH-Px Aktiviteleri

5.2. Karaciger Oksidan ve Antioksidan Diizeyleri

2 gr/kg asetaminofen ve 200 mg/kg/giin propolis uygulanan deney
gruplarinin  karaciger MDA, GSH diizeyleri, KAT, GST ve GSH-Px
aktivitelerinin ortalama degerlerinin istatistiksel karsilagtirmasi Tablo 16'da

gosterilmistir.
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Tablo 16: Deneysel Gruplara Ait Doku Karaciger MDA, GSH, KAT ,GST, GSH-Px Aktiviteleri

Gruplar MDA GSH KAT GST GSH-Px
(nmol/g (umol/ml) (k/g prot.) (U/g prot.) (U/g prot.)
prot.)
Kontrol 0,96+0,03% 9,24 +0,13%® 3928+ 1,828  30,03+1,192 11,49 £ 1,518
Propolis 0,98+0,032 9,49+0,112 37,80+3,682 28,25+1,66%® 11,78+0,992
Asetaminofen 1,37+0,05° 8,05+0,15°¢ 27,37+0,74°¢ 24,12+0,47° 6,84+1,06°
Prop. + Aset. 0,99+0,012  9,05+0,09% 37,22+0,502 27,67+1,08% 10,92+0,61°
Aset. + Prop. 1,01+0,032 8,7440,14° 32,97+1,51° 26,12+1,09%¢ 8,15+1,21%
P 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
abe;  Aym siitundaki farkli harfler istatistiksel olarak anlamli farklilig
gostermektedir.

5.2.1. Karaciger MDA Diizeyi

Karaciger dokusunda MDA diizeyleri, kontrol grubuna gére asetaminofen

uygulanan grupta daha yiiksek olarak Olgiilmiis ve aradaki fark istatistiksel

bakimdan anlamli bulunmustur (p<0,001). Propolis, propolis+asetaminofen ve

asetaminofen+propolis uygulanan gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir. Propolis+asetaminofen ve

asetaminofen+propolis uygulanan gruplar asetaminofen uygulanan grup ile

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptanmistir (p<0,001).

Propolistasetaminofen uygulanan gruptaki azalisin daha fazla oldugu tespit

edilmistir (Sekil 23).
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Sekil 23: Asetaminofen ve Propolis Uygulanan Deney Gruplarinda Karaciger MDA Diizeyleri

5.2.2. Karaciger GSH Diizeyi

Karaciger GSH diizeyinde asetaminofen grubu kontrol grubu ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir diisiis belirlenmistir (p<0,001).
Propolis, propolist+asetaminofen, asetaminofen+propolis gruplari kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir.
Propolis+asetaminofen, asetaminofen+propolis uygulanan gruplar asetaminofen
uygulanan grup ile kiyaslandiginda karaciger GSH diizeyinde istatistiksel olarak
anlaml artis oldugu gozlenmistir (p<0,001). Karaciger GSH diizeyleri, propolisin
asetaminofen ile birlikte uygulandigi grupta asetaminofen+propolis uygulanan
gruba gore daha yiiksek bulunmus ve kontrol grubuna yaklagsmistir (p<0,001)
(Sekil 24).
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Kontrol Propolis  Asetaminofen Prop+Aset Aset+Prop

Sekil 24: Asetaminofen ve Propolis Uygulanan Deney Gruplarinda Karaciger GSH Diizeyleri

5.2.3. Karaciger KAT Aktivitesi

Karaciger dokusunda kontrol grubuna gore asetaminofen ve
asetaminofen+propolis uygulanan gruplar ayri1 ayr1 karsilastirildiginda KAT
aktivitesinde istatistiksel olarak onemli diislis bulunmustur (p<0,001). Propolis,
propolist+asetaminofen uygulamasinin yapildigi gruplar kontrol grubu ile
karsilastirildiginda KAT aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilmemistir. Propolis, propolist+asetaminofen, asetaminofen+propolis
uygulamasinin yapildigt grup asetaminofen uygulanan grup ile ayri ayri
kargilastirildiginda KAT aktivitesinde artis oldugu gozlenmistir (p<0,001).
Propolis+asetaminofen uygulanan grup asetaminofen+propolis uygulanan gruba

kiyasla kontrol grubuna daha fazla yaklasmistir (Sekil 25).
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Kontrol Propolis  Asetaminofen Prop+Aset Aset+Prop

Sekil 25: Asetaminofen ve Propolis Uygulanan Deney Gruplarinda Karaciger KAT Aktiviteleri

5.2.4. Karaciger GST Aktivitesi

Asetaminofen uygulanan grup ile kontrol grubu karsilastirildiginda
karaciger GST aktivitesinde dnemli bir diislis gozlenmis ve bu diisiis istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0.001). Propolis, propolistasetaminofen
uygulanan gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda karaciger GST
aktivitesinde bir degisiklik gozlenmemistir. Propolis+asetaminofen uygulanan
grup asetaminofen uygulanan grup ile karsilastirildiginda GST aktivitesinde
istatistiksel ~olarak anlamli bir artis oldugu saptanmistir. (p<0,001).
Asetaminofen+propolis uygulanan grup asetaminofen uygulanan grup ile
kiyaslandiginda karaciger GST aktivitesinde bir degisiklik gozlenmemistir (Sekil
26).
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Sekil 26: Asetaminofen ve Propolis Uygulanan Ratlarda Karaciger GST Aktiviteleri

5.2.5. Karaciger GSH-Px Aktivitesi

Asetaminofen uygulanan grup ile kontrol grubu karsilagtirildiginda
karaciger GSH-Px aktivitesinde asetaminofen uygulanan grupta énemli bir diisiis
gozlenmis ve istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001). Propolis,
propolis+asetaminofen, asetaminofen+propolis uygulanan gruplar kontrol grubu
ile karsilastirldiginda GSH-Px aktivitesinde bir degisiklik goézlenmemistir.
Propolis+asetaminofen uygulanan grup asetaminofen uygulanan grup ile
karsilagtirildiginda karaciger GSH-Px aktivitesi asetaminofen grubuna gore daha
yiikksek saptanmistir ve bu yiikselis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,001). Asetaminofen+propolis uygulanan grup asetaminofen uygulanan grup
ile kiyaslandiginda karaciger GSH-Px aktivitesinde bir degisiklik gézlenmemistir
(Sekil 27).
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Sekil 27: Asetaminofen ve Propolis Uygulanan Deney Gruplarinda Karaciger GSH-Px Aktiviteleri
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6. TARTISMA

Calismada; asetaminofen uygulanan ratlarin kan ve karaciger dokularinda
meydana gelebilecek oksidatif hasara karsi propolisin koruyucu ve/veya tedavi

edici etkisi olup olmadig: arastirilmistir.

Karaciger ¢ok sayida fizyolojik siire¢ igin kritik bir merkez olarak islev
gostermektedir. Bunlar arasinda; makro besin metabolizmasi, kan hacmi
regiilasyonu, bagisiklik sistemi destegi, lipid ve kolesterol homeostazi, bir¢ok ilag
ve ksenobiyotik bilesiklerin par¢alanmasi yer almaktadir. Karaciger anatomik,
fizyolojik ve biyokimyasal rolii nedeniyle alkol, ilag ve zehir gibi zararlilar
detoksifiye etme 6zelligine sahiptir. ilaglar, toksik etki ve kullanim kolayligindan

dolay1 zehirlenmeler arasinda ilk siralardadir (145).

Asetaminofen, tek basina veya diger maddelerle kombinasyon halinde
bulunan, regetesiz satilan, tim diinyada yaygin olarak kullanilan 'analjezik' ve
"antipiretik' 0zellikleri ile taninan bir ilagtir. Asetaminofenin doz asimi, deneysel
hayvan modelleri ve insanlarda ciddi hepatotoksisiteye ve hatta karaciger
yetmezligine neden olabilir. Yiiksek dozda asetaminofen tiiketimi insan karacigeri
icin toksiktir, ancak biyolojik olarak doniistiiriilecegi siilfat ve glukuronik asidin
toksik olmayan konjugatlar1 olarak elimine edilecegi icin terapotik dozlarda
kullanilmas: gilivenlidir (146). Asetaminofen, gastrointestinal sistem iizerine ¢ok
az yan etki gosterir fakat her yil tiim diinyada meydana gelen karaciger
zehirlenmeleri i¢inde asetaminofen kaynakli hepatotoksitite {ist siralarda yer

almaktadir (147).

Farkli yollarla, farkli dozlarda asetaminofen uygulanan ratlarin karaciger
dokusunda yapmis oldugu degisikliklere iligskin birgok literatiir mevcuttur. Sabina
ve ark. (148) farelere hepatotoksisiteyi indiikklemek amaci ile asetaminofeni 900
mg/kg tek doz intraperitoneal (i.p.) yolla, He ve ark. (149) 350 mg/kg tek doz
subkutan yolla, Anbarasu ve ark. (150) ratlara 750 mg/kg gavaj yoluyla 72 saatte

bir uygulamislardir.

71



Fareler iizerinde yapilan bircok deneysel calismalarda asetaminofenin 300
mg/kg ve bunun tizerindeki dozlarinin akut karaciger nekrozuna sebep oldugu
tespit edilmistir. Literatiirlerde bulunan veriler g6z Oniine alindiginda
asetaminofenin 750 mg/kg, 1, 2 ve 3 g/kg dozlan farkli yollarla uygulandiginda
benzer hasarlarin meydana geldigi fakat doza bagli olarak siddetlerinin farkli
oOlgiilerde oldugu tespit edilmistir (151, 152). Calismamizda gavaj yoluyla 2 g/kg
uygulanan asetaminofenin dozu ilgili literatiirlere gore belirlenmistir (153-158).
Asetaminofen doz asimi, hepatik nekroza ve lezyona, bobrek hasarina ve hatta

insanlarda ve deney hayvanlarinda 6liime yol agabilmektedir (159).

Asetaminofen terapdtik dozlarda kullanildiginda  kiigiik  bir  kismui
degismeden viicuttan atilirken biiyiik bir kismi1 ise yiiksek oranda karacigerde ve
belli bir oranda bobreklerde biyotransformasyona ugrayarak viicuttan atilir.
Asetaminofen siilfat ve glukuronid konjugasyonu olarak atilmakla birlikte kiigiik
bir kismi reaktif bir metaboliti olan NAPQI’e doniismektedir. NAPQI karacigerde
CYP450 sisteminde asetaminofenin metabolize edilmesi sirasinda olusmaktadir
(160). Asir1 doz asetaminofen alimi sonrasi bu zararli metabolit karacigerde
hasara neden olmaktadir. Bu hasarlanma siireci soyle 6zetlenebilir; asetaminofen
tedavi dozlarinda kullanildiginda bir miktar NAPQI meydana gelir, meydana
gelen bu metabolit GSH tarafindan detoksifiye edilir. NAPQI temel olarak —-SH
grubu iceren yapilara baglanma egiliminde oldugundan NAPQI olusurken hizli bir
sekilde Ozellikle hiicresel GSH’a baglanir ve bu yolla detoksifiye edilir (8, 20,
21). Fakat asir1 dozlarda asetaminofen kullanimi sonrasi hiicre iginde asiri
miktarda NAPQI meydana gelir, buna karsilik olarak azalan GSH diizeyleri artan
NAPQI miktarin1 karsilayamaz hale geldiginde asetaminofenin reaktif bir
metaboliti olan NAPQI, diger —SH iceren hiicresel proteinlere baglanarak
mitokondriyal solunumun baskilanmasina ve hiicresel hasarin gelismesine neden
olmaktadir. Ayrica tiiketilen ATP mitokondriyal oksidatif strese neden
olabilmektedir. ATP tiiketimi hepatositler ve siniizoidal endotelyal hiicrelerde,
seliiler onkotik nekroza yol acar. CYP450 tarafindan metabolize edilen

asetaminofen ayni zamanda ROT’lerinin de olugsmasina neden olur (23, 159).
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Viicutta bulunan antioksidan savunma sisteminin yetersiz kaldigi
durumlarda denge oksidanlar lehine kayarak oksidatif stres meydana getirir, hiicre
membrani ve diger hiicre bilesenlerinin degisimiyle sonug¢lanan oksidatif stres,
lipitlerin ve diger makro molekiillerin oksidatif tahribatina yol agarak doku
hasarina, kronik hastaliklara, hiicrenin nekroz ve 6liimiine sebep olmaktadir (81,
85). Ayn1 zamanda birgok farkli hastalik i¢in kullanilan ilaglar viicutta birikir ve
bunun sonucunda serbest radikaller meydana gelir. Oksidatif stresin asetaminofen
toksisitesinde onemli bir role sahip oldugu kabul edilip, asetaminofenin reaktif ara
tiriinii olan NAPQI oksidasyonundaki artisi, O2°, H20. ve OH' olusumlarinda
artisa sebep olmakta ve O2", H2O2ve OH-'de lipitlerle reaksiyona girerek LPO’nu
baslatmaktadir (160). Olusan NAPQI bircok proteinle birlikte mitokondriyal
proteinlere de baglanmaktadir. Mitokondri matriksinde Oz~ radikalleri NO- ile
birleserek daha reaktif bir iriin olan ONOO"~ radikalini olusur. Mitokondri
icerisinde  genisleyip yayilan oksidatif stres mitokondri membraninin
permeabilitesinde  bozukluga neden olarak mitokondriyal faktorlerin
(Endoniikleaz G, Apoptoz Uyarici1 Faktor, Sitokrom C) hiicre ic¢ine salinimini
tetikler (28).

Karaciger hasar1 meydana getirmek amaciyla asetaminofen uygulanan
ratlarin hasarlanma siirecinin arastirildig1 ¢aligsmalar incelendiginde, asetaminofen
uygulanan gruplarda kontrol gruplarina gére ROT'nin yiiksek, antioksidan enzim
aktivitelerinin ise diistik bulundugu belirtilmistir (148-150). Asetaminofen
kaynakl1 ortaya c¢ikan hepatotoksisiteye neden olan en dnemli mekanizmalardan
biri ROT'ne bagli olarak goriilen LPO’dur. Serbest radikallerin PUFA'ni
etkilemesi sonucu olarak LPO baslar. Oksidatif stres altindaki dokularda LPO’nun
hiicre fonksiyon kaybinda rolii bulunmaktadir. MDA, LPO’nun son iiriiniidiir ve
LPO’nun en yaygin kullanilan biyobelirteclerinden biridir. MDA, serbest
radikallerin olusturdugu etkiler ile makro molekiillerin oksidatif hasari sonucu
ortaya ¢ikmakta ve oksidatif strese maruz kalan dokularda MDA diizeylerinde
anlamli olarak artig goriilmektedir (161).
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Literatiir verilerini inceledigimizde yapilan benzer deneysel ¢aligmalarda,
asetaminofen ile olusturulan oksidatif streste MDA diizeylerinin arttig1, uygulanan
koruyucu yontemlerin de MDA diizeylerini azaltarak asetaminofen toksisitesini
engelledigi gozlenmistir (157, 162). Yapar ve ark. (58) toksik dozda asetaminofen
uyguladiklart farelerde L- karnitinin karaciger {iizerine koruyucu etkisini
inceledikleri calismalarinda, uygulamalardan 24 saat sonra aldiklart kan
orneklerinde toksisite olusturulan grupta MDA diizeylerinde artis oldugunu
bildirmislerdir. L- karnitin tedavisi sonras1 ise MDA diizeylerinde azalma tespit
edilmistir. Indahsari ve ark. (163) toksik dozlarda asetaminofen aliminin neden
oldugu karaciger hasarin1t Moringa yapragi ekstresinin ne Ol¢iide azaltabilecegini
gostermek amaciyla ratlara 2 g/kg dozunda oral yolla asetaminofen ve farkl
dozlarda Moringa yapragi ekstresi uygulamislardir. Asetaminofenin toksik
dozunun uygulandig1 grup, kontrol grubuyla karsilastirildiginda MDA, AST ve
ALT diizeylerinde bir artis goriilmiistiir. Moringa yaprag: ekstresi ratlarda MDA
diizeyini azaltmistir. Kurniawan ve ark. (164) si¢anlara 7 giin boyunca her giin
oral yolla 180 mg/200 g asetaminofen uygulanmis ve karacigerde meydana gelen
toksisite lizerine Aloe vera yapraginin etanol Oziitiiniin, hepatoprotektif etkisini
incelemeyi amaglamiglardir. Bu caligmalarinda kontrol grubuna gore
asetaminofen uygulanan grupta plazma MDA diizeylerinde artis meydana geldigi
gozlemlenmistir. Aloe vera yapragmin uygulandig: grupta ise MDA diizeylerinde
azalma oldugu bildirilmis ve Aloe vera yapraginin etanol Oziitliinliniin
hepatoprotektif etkisi gosterilmistir. Giil ve ark. (165) asetaminofen toksisitesinde
ozon terapisinin koruyucu etkisini inceledikleri ¢alismalarinda uygulamadan 24
saat sonra alinan kan 6rneklerinde toksisite olusturulan grupta MDA degerlerinde,
kontrol grubuna gore artis saptamislardir. Ozon uygulamasi yapilan grupta ise
toksisite grubuna gore dislis goriilmiis ve asetaminofen toksisitesinde ozon

terapisinin koruyucu etkisi gosterilmistir.

Zhao ve ark. (166) ratlar ile yaptiklar1 ¢aligmalarinda 2,5 g/kg dozunda
asetaminofen uygulayarak toksisite meydana getirmisler ve bu toksisiteye karsi
Rheinin koruyucu etkilerini arastirmiglardir. Asetaminofen uygulanan grupta
plazma MDA diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla Onemli Olgiide artis

goriilmiistir.
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Tedavi grubunda ise toksisite grubuna gore MDA diizeylerinde diisiis
meydana gelmistir. Kuvandik ve ark. (167) ratlara 1 g/kg dozunda asetaminofen
uygulayarak olusturulmus toksisitede karaciger dokusunda MDA diizeylerinde

artis gorilmiustiir.

Hsu ve ark. (59) 350 mg/kg i.p. olarak asetaminofen uyguladiklar
farelerde olusturduklar1 hepatotoksisite sonrasi S-allyl sistein ile S-propil sisteinin
koruyucu etkilerini arastirdiklar1 caligmalarinda, toksisite olusturulmus grupta
plazma ve karaciger dokularinda MDA diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla artig
saptamis ve tedavi grubunda ise S-allyl ile S-propyl’in MDA degerlerini azalttigi

gorilmiustir.

Caligkan (168) yaptig1 calismada asetaminofen ile deneysel toksisite
olusturarak oksidatif durumu LPO’nun Ol¢iimiinii saglayan TBARS metoduyla
degerlendirmistir. Asetaminofen grubunda karaciger dokusu ve kandaki TBARS
diizeyleri, diger gruplara gore anlamli olarak yiiksek, asetaminofen+nar suyu
grubunda ise TBARS diizeyleri asetaminofen grubuna gore anlaml 6l¢iide diislik
saptanmis ve nar suyunun oksidatif strese karst koruyucu olabilecegini
gosterilmistir. EI-Maddawy ve ark. (169) 2 g/kg dozunda asetaminofeni oral yolla
uyguladiklar1 ¢alismalarinda ratlatin hem karaciger hem de bobrek dokularinda
MDA diizeylerini 6lgmiislerdir. Asetaminofen uygulanan gruptaki MDA diizeyleri

kontrol grubuna gore dnemli dlglide arttigini bildirmislerdir.

Yaptigimiz ¢aligmada 2 g/kg dozunda uygulanan asetaminofen plazma ve
karaciger dokularinda LPO ig¢in bir biyobelirte¢ olan MDA diizeylerinde toksisite
olusturulan grupta 6nemli derecede artisa neden olmustur. Bu artis LPO’nun
varligin1 gostermektedir. Asetaminofen uygulanan grupta plazma ve karaciger
dokularinda MDA diizeylerindeki artis asetaminofenin toksik bir metaboliti olan
NAPQI’den kaynaklandigr diistiniilmektedir. Yiiksek dozda alinan asetaminofen
karacigerde CYP450 enzim sistemi yoluyla LPO’na ve hiicresel hasarlara yol acan
NAPQI’a doniistiiriilerek metabolize olmaktadir (22). MDA diizeylerinde
meydana gelen bu artig viicutta detoksifiye edilemeyen yliksek miktarda serbest

radikal olusumuna sebebiyet vermektedir.
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Yiiksek miktarda olusan bu serbest radikaller ise viicutta bulunan oksidan
ve antioksidan dengesini bozmakta ve oksidatif strese neden olmaktadir.
Asetaminofen uygulanan ratlarda artmis MDA diizeyleri daha once bildirilen

bulgular (153, 157, 158, 169) ile uyum ig¢indedir.

Karaciger GSH igin ana depo olan bir organdir. GSH serbest radikal artisina
ve LPO olusmasina bagli olarak meydana gelen {iriinlerle kolayca reaksiyona
girerek, metabolizma i¢in zararli olan kimyasal reaktif toksik bilesiklere veya
oksidatif strese kars1 hiicresel savunmada rol alan en 6nemli antioksidanlardan biri
olarak bilinir. GSH asil kaynagini1 yapisinda kiikiirt bulunduran amino asitlerden
ozellikle sistein ve metiyoninden alir ve serbest radikalleri detoksifiye etmede
onemli bir role sahiptir. GSH 6nemli bir antioksidan ve indirgeyici ajandir,
hiicrenin oksido-rediiksiyon dengesini siirdiiriip endojen ve eksojen kaynakli
oksidanlarin neden oldugu zararl etkilere kars1 hiicreleri korumaktadir. GSH’un
en 6dnemli gorevi, enzim ve proteinlerin tiyol gruplarinin indirgenmesi ile rediikte
formlarinin yeterli diizeylerde olmasimni saglamaktir. Yapisinda tiyol grubu
bulunduran bir¢ok enzim diisiik hizda fakat okside olarak ya da oksijenin direk
etkisi ile hizli bir sekilde aktivitelerini kaybederler. GSH kendisi okside olarak
tiyol gruplarini tekrar indirger ve bu gruplarin aktivasyonunu saglar. Oksidatif
hasardan kaynaklanan LPO {riinleriyle reaksiyona girerek GSSG'ye dondisiir.
Ozellikle H202’nin  elimine edilmesinde GSH’un oksitlenebilirliginden
faydalanilir (153, 170, 171). Serbest radikal hasar1 ve LPO ile GSH diizeylerinin
arasindaki iligkinin arastirlldi@i calismalarda LPO {riinlerinde artis, GSH
diizeylerinde diistlisler saptanmistir (172, 173).

Yapilan ¢alismalarda yiiksek doz asetaminofenin, hiicresel GSH diizeylerini
azaltirken, LPO’nun artmasina sebep oldugu gosterilmistir. Manda ve ark. (174)
tarafindan yapilan calismada asetaminofen ile karaciger toksisitesi olusturulan
grupta kandaki GSH diizeyleri ve GSH-Px aktivitelerde kontrol grubuna gore
azalma ve verilen B-karoten tedavisi ile bu degerlerde artis saptanmistir. Yapar ve
ark. (58) yaptiklar1 benzer bir ¢aligmada asetaminofen ile indiikledikleri karaciger
toksisitesinde serum ve karaciger doku drneklerinde GSH diizeylerinin azaldigini

ve verilen L-karnitin uygulamasi ile bu azalmis GSH degerlerinin arttigini tespit
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etmiglerdir. Hsu ve ark. (59) yaptiklar1 ¢caligmada ise 24 saat sonra alinan kan ve
karaciger dokularinda GSH diizeyi, GSH-Px ve KAT aktivitelerinin asetaminofen
ile zehirlenen grupta kontrol grubuna goére azaldigi, verilen S-allyl ve S-propyl ile
de bu degerlerin arttig1 saptanmistir. Parmar ve ark. (175)’nin yapmis olduklari
calismada asetaminofen ile toksisite olusturulan grupta GSH diizeyinin azaldiginm
gozlemlemislerdir. Abdul Hamid ve ark. (176) oral yolla 7 giin boyunca 750
mg/kg asetaminofen uyguladiklari grubun bobrek MDA diizeylerinin kontrol
grubu ile karsilastirdiklarinda 6nemli derecede artis oldugunu, buna karsilik GSH

diizeylerinde de anlamli derecede diislis oldugunu gostermislerdir.

Sener ve ark. (177) tarafindan yapilan calismada karaciger ve bobrek
dokularinda GSH diizeyleri asetaminofen ile zehirlenen grupta, kontrol grubuna
gore azalma gostermis ve asetaminofen ile birlikte N-asetilsistein (NAC) tedavisi
verilen grupta ise GSH diizeyleri artis gostermistir. Terneus ve ark. (178)
tarafindan yapilan bir caligmada 250 mg/kg i.p. dozunda asetaminofen
uygulanarak hepatotoksisite olusturulan farelerde NAC ve S-adenozil- L-
metiyoninin tedavi edici etkileri karsilagtirllmigtir. Bu ¢alismada karaciger doku
GSH diizeyleri asetaminofen ile zehirlenme olusturulan grupta, kontrol grubuna
gore azalma gostermis ve bu degerler NAC ve S-adenozil- L-metiyoninin ile
tedavi sonrasinda ise artis gostermistir. Yine bir bagka ¢alismada Galal ve ark.
(179) tek doz (2 g/kg) asetaminofen uygulanan grupta karaciger MDA
diizeylerinde 3 kat anlamli bir artisin, GSH aktivitelerinde %66 oraninda
azalmani, GSH-Px diizeylerinde ise %51 azalmanin oldugunu yiizdelik olarak
gostermislerdir. Naguib ve ark. (101) farelerde tek doz 500 mg/kg asetaminofen
uyguladiklari caligmada hepatotoksisiteyi ve nefrotoksisiteyi incelemislerdir. Hem
karaciger de hem de bobrekte sonuclarin birbirine korele oldugunu
gostermislerdir. Sonuglara gore asetaminofen grubunda karaciger ve bobrek MDA
diizeylerinde artisin oldugunu, GSH diizeylerinde ise azalmanin oldugunu
belirtmislerdir. Hiicrelerde oksidatif stres olusmasina neden olan asetaminofen,
H202 ve oldukca yiiksek olan toksik metabolitlerinin birikmesi ile enzim

aktivitesinde azalmalara neden olmaktadir.

77



Calismamizda kan ve karaciger doku oOrneklerinde GSH diizeylerinin
asetaminofen ile indiiklenen hepatotoksisitede istatistiksel olarak anlamli sekilde
azaldig1 tespit edilmistir (p<0,001). Yapilan calismalar incelendiginde GSH
diizeylerinin toksikasyon grubunda azalmasi bizim yapmis oldugumuz ¢alisma ile
uyumluluk gostermektedir (58, 174, 175, 177). GSH diizeylerindeki azalmanin;
asetaminofenin CYP450 sistemi ile NAPQI'a doniisiimiinden sonra hizli bir
sekilde GSH'un -SH grubuna baglanmasiyla gerceklestigi disiiniilmektedir.
Asetaminofen ile yapilan toksikolojik ¢alismalarda kabul edilen genel diisiince,
dogal antioksidan 6zellikte olan ve hiicrede bulunan GSH’un toksik maddenin
yaptig1 etkiden dolayr asir1 derece azalmasina bagli olarak, hiicrenin savunmasiz
kalmasi1 ve bunun sonucunda da hasar olusumunun tetiklendigi kabul edilmektedir
(180, 181). Asetaminofenin toksik dozlarinda oksidatif stresin araci maddesi
olarak NAPQI asir1 olusur ve karacigerde bulunan GSH depolarini tiiketirler.
Yiiksek doz asetaminofen, Oncelikle karacigerde metabolize oldugu igin
intraseliiler proteinlere baglanir ve ciddi hepatotoksisiteye sebep olur. NAPQI,
GSH diizeylerini azaltir ve bu azalmaya bagl olarak LPO’nda artis meydana gelir.
Asetaminofenin zararl etkilerinden korunmada 6nemli rol oynayan GSH, ROT ile
-SH grubunun dogrudan etkilesimi ile enzimatik olmayan bir antioksidan olarak
hareket edebilir veya bir kofaktor olarak, ROT’ni enzimatik detoksifiye edebilir
(182, 183). NAPQI vyiiksek oksidatif kapasitesi sayesinde olusan tiyol
oksidasyonunun karaciger toksisitesinde 6nemli bir yer tuttugu diigiiniilmektedir.
NAPQI ile proteinlerin -SH gruplarinin oksidasyonu ile protein-protein ve
protein-GSH arasinda disiilfit kopriileri olusmakta boylece NAPQI ve proteinler
arasindaki bu kovalan baglar hiicre fonksiyonlarinda kayiplara ve hiicre liimiine
yol agmaktadir (28, 160). GSH miktarinin tiikenmesi serbest radikallere karsi
viicudu savunmasiz birakir. Bu durumda ortaya oksidatif stres ¢ikar. Akabinde
antioksidan savunma sistemlerinin bozulmasiyla ROT’nin diizeylerinde artis
goriiliir. Bu da karaciger hasar olusumuna etki eder. Ayn1 zamanda azalan GSH
diizeylerinin;, GSH-Px, SOD ve GST gibi antioksidan enzim seviyelerinin
diismesine sebebiyet vererek ROT'nin antioksidan kapasiteyi asarak artan

ROT'nin LPO’na yol ac¢tig1 diistiniilmektedirler (184, 185).
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Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemi, LPO’na
kars1 dogal koruyucudur. GST, GSH ile asetaminofen-GSH konjugatlar
olusturmak iizere konjugasyonu katalize eder. Asetaminofen uygulanan grupta
karaciger MDA seviyesinde artig goriiliirken, GSH diizeyi ve GST aktivitesinde
onemli derecede diisiis gozlemlenmistir. Baali ve ark. (186) hepatotoksisite
modeli olusturmak igin ratlara oral yoldan 750 mg/kg tek asetaminofen
uygulamisglar ve L. corniculatus'un karacigerde meydana gelecek oksidatif stres ve
inflamatuar belirtecler lizerindeki etkilerini incelemislerdir. Karacigerde GSH
diizeyinin, GST ve SOD aktivitelerinin azaldigini, L. corniculatus'un 6n tedavinin
ise doza bagl olarak GSH ve antioksidan enzim aktivitelerini 6nemli derecede
artirdigin1  bildirmiglerdir. Rajkapoor ve ark. (187) siganlarda asetominofen
kaynakli hepatotoksisite tizerinde Phyllanthus polyphyllus'un koruyucu etkisini
aragtirdiklar1  ¢alismalarinda 750 mg/kg oral gavaj yolla asetaminofen
uygulamiglar ve GSH-Px ve GST aktivitelerinde kontrol grubuna kiyasla 6nemli
derecede diisiis oldugunu bildirmislerdir. Hasanein ve Sharifi (188) ratlarda
asetaminofen ile indiiklenen oksidatif hasara ve hepatotoksisiteye karsi rosmarinik
asidin etkileri arastirdiklar1 ¢alismalarinda ratlara bir hafta boyunca farkli dozlarda
rosmarinik asit uygulamasi yapmislar ve ratlara 7. giinde i.p. olarak 500 mg/kg
asetaminofen vermislerdir. Sonug olarak MDA diizeylerinde onemli Olgiide

yiikselis, ayrica GSH ve GST diizeylerinde de diisiis gbzlemlenmistir.

Calismamizda asetaminofen uygulanan grupta karaciger wWuGST
aktivitesi kontrol grubuna goére daha diisiik tespit edilmis ve aradaki azalma
istatistiksel ~ olarak  6nemli  bulunmustur (p<0,001). GSH, NAPQI'nin
detoksifikasyonunda ve asetaminofen kaynakli karaciger hasarmin énlenmesinde
onemli bir rol oynamaktadir. NAPQI dogrudan GSH tarafindan detoksifiye
edildiginden GST ve hepatik GSH seviyelerindeki diisiis muhtemelen bu siiregte
GSH'un NAPQI detoksifiye etmek i¢cin yogun kullanimindan kaynaklanmaktadir.

Enzimatik antioksidanlardan KAT’m en iyi aktivite gosterdigi organ
karacigerdir. H202 su ve O2’e doniistiirerek yliksek oranda reaktif OH' olusumunu

engelleyerek hiicreyi oksidatif hasardan korur.
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Asetaminofen  uygulanarak  yapilan caligmalarda  hepatotoksisite
olusturulan ratlarda lipit peroksidazlar ve ROT'ne bagli olarak KAT aktivitesinin
inaktive oldugu ve enzim aktivitesinin diistiigli tespit edilmistir. Dokular1 LPO’na
kars1 koruyan enzimatik antioksidanlardan biri olan KAT aktivitesinde azalma
meydana gelirse serbest oksijen radikallerinin birikmesine neden olabilir (59, 100,
153, 189, 190, 191, 192). Parmar ve ark. (175)’nin yaptiklar1 g¢aligmada
asetaminofen ile hepatotoksisite olusturulan ratlarda KAT aktivitesinin distiigiint,
200 mg/kg Taraxacum officinale uygulanmasinin ise enzim aktivitesini arttirarak
asetaminofen toksisitesinden karacigeri koruyup, asirt miktarda serbest radikal

birikimini dnleyebilecegi kanisina varilmistir.

Wu ve ark. (191) yaptiklar ¢aligmalarinda asetaminofenin GSH diizeyini ve
antioksidan enzim (KAT, SOD, GSH-Px) aktivitelerini inhibe ettigi
raporlamiglardir. Bu da asetaminofenin ROT, LPO ve protein oksidasyon
tirtinlerinin olusumu i¢in redoks dengesizligini indiikledigini diisiindlirmiistiir.
Akgiin (192) ratlarda deneysel asetaminofen toksikasyonunda folik asitin
koruyucu etkilerinin arastirildigi ¢aligmasinda doku KAT aktivitesinin kontrol
grubuyla kiyaslandiginda toksikasyon olusturulan grupta azaldigi saptanmustir.
KAT aktivitesinin hem asetaminofen+NAC hem de asetaminofen+folik asit
grubunda asetaminofen grubuna gore istatistiksel olarak yliksek oldugu, hatta
kontrol ve asetaminofen-+folik asit grubu arasinda bir fark olmadig: belirlenmistir.
Aktas Senocak ve Apaydin Yildirim (153) hepatoksisite olusturmak amaciyla
ratlara 2 g/kg dozunda asetaminofen uygulamiglar ve Taraxacum officinalen’in
koruyucu etkisini incelemislerdir. Kontrol grubuna kiyasla toksikasyon grubunda
plazma MDA diizeylerinde artig, kan ve karaciger KAT aktivitelerinde azalma
meydana gelmistir. Tedavi uygulanan gruplarda MDA diizeyleri yeniden azalmus,
KAT aktiviteleri ise artmistir. Parmar ve ark. (175) yaptiklar1 ¢alismalarinda
asetaminofen uygulanarak karaciger hasari olusturulan grupta kontrol grubuna
gore karaciger dokusunda MDA diizeylerinde artis, GSH diizeyi ve KAT

aktivitesinde diisiis meydana geldigini bildirmislerdir.
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Yan ve ark. (193) asetaminofen kaynakli karaciger hasarinda karnosin ve
histidinin koruyucu etkilerini arastirdiklar1 c¢alismalarinda ratlara asetaminofen
uygulamasi sonrast enzim aktiviteleri incelendiginde KAT ve GSH-Px

aktivitelerinde diislis saptamislardir.

Sundari ve ark. (194) ratlara asetaminofeni (2 g/kg) oral olarak uygulamis ve
deney sonunda karaciger dokusu SOD, KAT aktiviteleri ile GSH diizeyinde
azalma ve MDA diizeyinde artis oldugunu bildirmislerdir. EI-Boshy ve ark. (195)
D vitaminin asetaminofen toksisitesinde koruma saglaylp saglamadigini
aragtirdiklar1 ¢alismalarinda 1200 mg/kg oral olarak asetaminofen verilen ratlarin
karaciger ve bobrek dokularinda KAT ve GSH-Px enzim aktiviteleri asetaminofen

grubunda dnemli dl¢giide azalmastir.

GSH-Px, peroksidaz aktivitesi gdsteren bir enzim ailesinin genel adidir. Bu
enzim ailesinin ana biyolojik rolii organizmayi oksidatif hasardan korumaktir.
Ayn1 zamanda GSH-Px lipid hidroperoksitleri hiicre membranindan uzaklastirarak
LPO’nun zincir reaksiyonunu sinirlandirmaktadir (196). Yousef ve ark.
(102) asetaminofen uygulamasinin ratlarda GSH-Px, GST, SOD ve KAT
aktivitelerinde (plazma, beyin, akciger, kalp, karaciger, bobrek ve testislerde) ve
GSH diizeyinde 6nemli diisiise paralel olarak, MDA diizeyinde yiikselmeye neden
oldugunu bildirmislerdir. Ayrica oksidatif hasar, histolojik incelemede dogrulanan
belirgin hepatik nekroz, yiiksek plazma transaminazlari, alkalin fosfataz ve laktat

dehidrojenaz ile iliskilendirilmistir.

Galal ve ark. (179) balin asetaminofen kaynakli hepatotoksisiteye karsi
potansiyel koruyucu etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda ratlara 2 g/kg dozunda
asetaminofen uygulamasi yapmiglardir. Asetaminofen uygulanan grupta karaciger
MDA diizeylerinde artis, GSH igeriginde ve GSH-Px aktivitesinde ise kontrol
grubuna kiyasla anlamli derecede bir diisiis saptanmistir. Bu ¢alismada bal ile 6n
tedavi, LPO’nda asetaminofenin neden oldugu artis1 diistirmiis, GSH diizeyi ve
GSH-Px aktivitesini artirmistir. Bu bulgular, balin oksidatif stresi azaltmasinin
balin hepatoprotektif etkilerinin mekanizmasinda 6nemli bir rol oynadigini
diisiindiirmektedir. Calismamizda asetaminofenden Once uygulanan propolisin

koruyuculugunun daha iyi oldugu saptanmaistir.
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Nwobodo ve ark. (197) Azadirachta indica (tesbih agaci) yaprak sulu
ekstraktinin  asetaminofen kaynakli hepatotoksisitede antioksidan enzimler
tizerindeki etkilerini  arastirdiklar1  ¢alismalarinda ratlara 800 mg/kg
dozunda asetaminofen uygulamislardir. Uygulama neticesinde kan ve karaciger
dokularinda GSH-Px aktivitesinde azalma gozlemlenmistir ve tedavi edici bitkisel
ajanla azalan aktivite arttirilmigtir. Gokalp ve ark. (198)’nca yapilan bir calismada
kirmiz1 kiire hiicrelerinde izoniazid ile olusturulan oksidatif hasara karsi CAPE
nin iyilestirici etkisi arastirilmistir. Bu c¢alismada kan GSH-Px aktiviteleri
izoniazid ile olusturulan zehirlenme gurubunda kontrol grubuna goére azalma

tespit edilmis ve verilen CAPE tedavisi ile bu azalan degerlerde artig saptanmustir.

Azarmehr ve ark. (199) siganlarda asetaminofen kaynakli hepatotoksisite
tizerinde su teresi ekstraktinin hepatoprotektif ve antioksidan aktivitesini
arastirdiklar1 ¢aligmalarinda siganlara tek doz oral yolla 2 gr/kg asetaminofen
uygulamislar ve asetaminofen grubunda GSH-Px aktivitesinde onemli bir azalma

kaydetmislerdir.

Calismamizda rat kan ve karaciger dokularinda KAT ve GSH-PXx
aktiviteleri asetaminofen uygulanan grupta kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak oOnemli diizeyde diisik (p<0,001, p<0,001, p<0,05, p<0,001). Bu
antioksidanlarin diisiik olmas1 Asetaminofenin antioksidan kapasiteyi azaltarak

oksidatif stresi arttirdigin1 gostermektedir.

Gilintimiizdeki calismalar, karaciger fonksiyonunu siirdiirmek ve karaciger
hastaliklarin1 tedavi etmek amaciyla dogal {iriinleri kapsamli bir sekilde
aragtirmaktadir. Karaciger hasarim1 onlemek amaciyla bir¢ok dogal bilesiklerin
kullanildig1 ¢alismalar bulunmaktadir (172, 179, 187, 192). Dogal antioksidanlar
biyolojik olarak dokularin normal yapilarindan kaynaklanan hasarlar1 6dnlemekte
ve olumlu sonuglar gostermektedir. Dogal apiterapik antioksidanlardan sik
kullanilanlara propolis, ari siitli, polen, CAPE 6rnek verilebilmektedir. Bu amacla
ar1 Uriinlerinin bagisiklik ve koruyuculuk iizerine ciddi etkileri bulunmakla

birlikte karaciger tizerine herhangi 6nemli bir yan etkilerine rastlanmamustir.
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Arn {iriinleri i¢inden propolis en yiiksek miktarda fenolik bilesikler iceren
tiriindiir ve bu yiizden hem antioksidan hem de radikal temizleyici aktiviteleri igin

caligmalar yapilmistir (200, 201).

Propolis esansiyel ve aromatik yaglar, regineler, mumlar, polenler ve cesitli
organik maddeler igerir. Ayrica propolis, polifenoller, flavonoidler, aromatik
asitler ve diterpenik ve fenolik asitler gibi bir dizi biyoaktif madde de igerir. Bu
bilesenler, karaciger yaralanmalarinda koruyucu etkiler ve antimikrobiyal,
antikanser, antiinflamatuvar, antioksidan ve antiiilser aktiviteleri gibi propolisin

biyolojik aktivitelerinden sorumlu olabilir (117, 119).

Propolisin son yillarda {iistiinde durulan ve tartisilan 6zelliklerinden bir
digeri de antioksidan etkisidir. Propolis ve diger antioksidan maddeler ile yapilan
arastirmalarda, propolisin LPO’nu 0Onledigi ve serbest radikal olusumunu
indirgedigi belirtilmistir. Propolisin asetaminofen ile birlikte uygulanmasinin,
asetaminofenin karaciger ve bobrek fonksiyonu iizerindeki olumsuz etkisini

onemli dl¢lide azalttigini gostermistir (202, 203).

Propolisin antioksidan etkisi igeriginde bulunan flavanoidlerden ileri
gelmekte ve propolis ekstraktinin kuru agirliginin %25-30’unu flavonoidler
olusturmaktadir (136). Propolis bilesiminde bulunan organik maddelerden
flavonoidler, PUFA’nin peroksi radikalleriyle reaksiyona girip serbest radikal
temizleyici rol oynayarak, LPO’nun baslangic asamasma etki edebilirler.
Flavanoidlerin, serbest radikalleri ortamdan temizlemeleri ve uzaklastirabilmeleri
gibi islevlerinin yani sira, lipooksijenaz ve COX enzimlerini inhibe ederek

antioksidan etki gosterebilmektedir (137).

Antioksidan kapasiteleri géz oniine alindiginda son yillarda ar1 {riinleri ile
ilgili bir¢ok calisma mevcuttur. Basim ve ark. (204) yaptiklar ¢calismalarda polen
ve propolis ekstraklarinin antibakteriyal aktiviteye sahip olduklarini gostermistir.
Bhadauria ve Nirala (203), yaptiklar1 ¢alismada etanolik propolis Oziitlerinin
sicanlarda yiiksek dozda verilen asetaminofen ile olusan karaciger hasarim

onledigini bildirmislerdir.
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Yapilan bir baska c¢alismada Kanbur ve ark. (205) asetaminofen ile
olusturulan  hepatotoksisiteyi ~ Onlemede ar1 siitiiniin  etkili  oldugunu
raporlamiglardir. Bu calismalarla terapdtik olarak hepatotoksisite onlenebilecegi

diisiincesi ortaya ¢ikmaktadir.

Korish ve Arafa (206) tarafindan siganlarda lipopolisakkarit ile olusturulan
endotoksemi, hepatik hasar ve néronal hasara karsit CAPE’in etkileri arastirilmais,
caligma sonucunda hepatosit nekrozu, apoptozis, siddetli hemoraji ve inflamatuvar
hiicre infiltrasyonu gozlenmistir. Kontrol grubundaki sican karacigerleri
makroskobik olarak incelendiginde kirmizi renkte izlenirken, lipopolisakkarit
enjekte edilen gruptaki ornekler koyu kirmizi ya da siyah ve cok konjesyon
gozlenmislerdir. Lipopolisakkaritten 6nce CAPE uygulanan gruplarda ise
belirlenen karaciger hasarinin 6énemli 6l¢iide azaldigi1 saptanmistir. Calismamizda
asetaminofen uygulanan grupta karacigerin bliylidiigli, konjesyon nedeniyle

renginin koyulastig1 gozlenmistir.

Bizim c¢alismamizda kullanmis oldugumuz antioksidan madde olan
propolis; antiinflamatuar, antikanser, antioksidan ve bagisikligi uyarici dzellikleri
olan ve bilinen hi¢bir yan etkisi de bulunmamaktadir (136). Propolis ile yapilmis
cesitli deneysel ¢alismalarda; Bhadauria ve ark. (207) karbon tetrakloriiriin neden
oldugu oksidatif stresi ve olusan karaciger hasarini 6nledigi, Kolankaya ve ark.
(208) alkoliin neden oldugu oksidatif stresle olusan lipid degisiklikleri ve
karaciger hasarina karsi, Kismet ve ark. (209) deneysel obstriiktif sarilik
modelinde oksidatif stres ilizerinden olusan karaciger hasarina karsi koruyucu
etkisinin oldugunu saptamislardir. Ayni sekilde Benguedouar ve ark. (210)
doksorubisin ve vinblastinin yol ac¢tigi mitokondriyal strese karsi ortaya c¢ikan
karaciger ve kalp toksisitesi iizerine propolisin olumlu etki gosterdigini
bildirilmiglerdir. Propolis ile ilgili yapilan in-vivo ve in-vitro caligmalarda,
antioksidan etkinliginin doz bagimli ve yiiksek polifenolik icerikleriyle ilgili
oldugu gosterilmistir (198, 200-204, 209).
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Karaciger hasarinda belirgin koruyucu etkisi olan propolisin (50 ve 100
mg/kg dozlarinda) asetaminofen ile birlikte uygulanmasinin, asetaminofenin
karaciger ve bobrek fonksiyonu iizerindeki olumsuz etkisini onemli Olgiide
azalttig1, hematolojik toksisiteyi onledigi gosterilmistir (202). Bununla birlikte,
farelerde yapilan deneysel bir ¢alismada propolisin oral 100 mg/kg dozunun
antioksidan, oral 300 mg/kg dozunun prooksidan etki gosterdigi one siiriilmiistiir
(211). Kaya ve ark. (212) ratlarda siklofosfamidin sebep oldugu
kardiyotoksisitede propolisin koruyucu roliinii gostermek igin ratlara 200
mg/kg/giin gavaj, 7 giin boyunca propolis uygulamistirlar. Siklofosfamidin yan
etkilerinin azaltilmasi noktasinda antioksidan 6zelligi bilinen propolisin tedaviye
destek olarak kullanilabilecegi kanisina varilmigtir. Yine Altay (213)
siklofosfamid uygulanan ratlarda nefrotoksisite iizerine propolisin etkilerini
inceledigi ¢alismasinda ratlara 200 mg/kg/giin dozunda propolis uygulamis ve
siklofosfamid toksisitesine karst propolisin  koruyucu etkisinin oldugunu

bildirmistir.

Yilmaz ve ark. (200) 200 mg/kg/giin propolisi oral olarak uyguladiklari
deneysel calismada, Aflatoksin B1 uygulanan ratlarda oksidatif stresin neden
oldugu karaciger hasarina kars1 propolisin LPO’nu inhibe ederek hepatoprotektif
etki gosterdigini rapor etmislerdir. Calismamizda yukaridaki ¢alismalarla uyumlu
olarak propolisin dozu ve uygulama siiresi belirlenmis olup, propolis oral olarak
200 mgkg dozunda asetaminofenden Once ve asetaminofen ile birlikte

uygulanmistir (200, 212-214).

Zhao ve ark. (214) propolisin farelerde inorganik civa kaynakli oksidatif
stres iizerindeki koruyucu etkilerini arastirdiklari ¢alismalarinda oksidatif stres ve
antioksidan enzimlerdeki degisiklikleri degerlendirilmislerdir. Propolis (200
mg/kg) tedavisi LPO ve GSSG seviyesini inhibe ederken, GSH seviyesini
arttirmistir. Antioksidan enzimlerin aktiviteleri, yani SOD, KAT, GST ve glukoz-
6-fosfat  dehidrojenazda  propolis  uygulamasindan  sonra  kontrole
yaklasmistir. Sonuglar, propolisin civa kaynakli toksisiteye karsi antioksidan
savunmasin arttirdigini ve hepatoprotektif ajan olarak terapdtik potansiyele sahip

olduguna dair kanit sagladigini gostermektedir.
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Bir baska koruyucu etkisi oldugu bilinen polen ile ¢calisma yapan Eraslan
ve ark. (215) pestisit ile sicanlarda olusturdugu oksidatif stres parametrelerinden
MDA, SOD, KAT, GSH-Px parametrelerini incelemisler ve polen ekstraktlari ile

beslenmenin oksidatif hasara kars: iyilestirici etkisini raporlamislardir.

Propolisin etanolik oziitiiniin (200 mg/kg), siganlarda asetaminofen (20
mg/kg) kaynakli subkronik hepatorenal hasara karsi etkilerinin degerlendirildigi
calismada asetaminofen uygulamasi serum transaminazlari, alkalin fosfataz, laktat
dehidrojenaz, y-glutamil transpeptidaz, bilirubin ve serum proteinlerini onemli
Olciide artirirken, hemoglobin, kan sekeri ve albliimini azaltmistir. GSH, SOD ve
KAT aktiviteleri, hepatik CYP'ler, anilin hidroksilaz ve amidopirin-N-demetilaz,
asetaminofen intoksikasyonundan sonra oOnemli Ol¢lide azalmistir. LPO,
asetaminofen uygulamasindan sonra her iki organda da 6nemli derecede yiikselme
gostermistir. Propolis, kan biyokimyasal parametrelerde, CYP enzimlerinde ve
oksidatif stres belirteclerinde asetaminofen kaynakli degisiklikleri tersine
cevirerek iyilestirici etkiler sergilemistir. Karaciger ve bobregin histopatolojik
analizi biyokimyasal bulgularla uyumlu olup, propolisin asetaminofen kaynakli

hepatorenal hasara karsi iyilestirici potansiyeli oldugu sonucuna varilmistir (203).

Kamis ve Karabag (154) bal arilarinin bitki 6ziitlerinden toplamis oldugu
propolisin aktif bileseni olan CAPE’in inflamasyon ve oksidatif stres iizerine
etkisini inceledikleri ¢aligmalarinda ratlara 2 g/kg dozunda gastrik sonda yardimi
ile oral olarak asetaminofen uygulamislardir. Asetaminofen uygulanan ratlarin
karacigerlerinde nasil bir hasar olustugunu ve asetaminofen+CAPE,
asetaminofentNAC gruplarmin  kontrol grubuna gore nasil bir etki
olusturdugunun incelendigi c¢alismada karaciger dokusunda, MDA, total
antioksidan, total oksidan seviye, GSH, TNF-a, IL-1B, IL-18 diizeylerini, KAT,
SOD aktiviteleri ve serumda AST, ALT diizeyleri incelenmistir. Asetaminofen
indiiklii hepatotoksisite modelinde asetaminofen uygulanan grupta oksidatif stres
parametrelerinin ve sitokin seviyelerinin istatiksel olarak arttigi, CAPE ve NAC
verilen gruplar ile asetaminofen grubu karsilastirildiginda CAPE’nin meydana
gelen inflamasyon ve oksidatif strese karst koruyucu bir etki gosterdigi

gozlenmistir.
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Karaciger hasarinda erken ortaya c¢ikan TNF-a diger inflamatuar
sitokinlerin yapimini da tetiklemektedir. Elde edilen veriler, CAPE’nin karaciger
hasarima neden olan durumlarda hepatositlerdeki hasarin 6nlenmesi veya
azaltilmasi agisindan tedavide kullanilabilecek bir alternatif olabilecegini akla

getirmektedir.

Ashwag ve ark. (216) tarafindan yapilan calismada tamoksifen ile
hepatotoksisite olusturulan ratlarda CAPE’nin antitiimoral etkinligi arastirilmistir.
Bu c¢alismada zehirlenmeden 24 saat sonra aliman doku orneklerinde;
hepatotoksisite olusturulan grupta, kontrol grubuna goére doku GSH degerlerinin

azaldig1 ve CAPE ile tedavi edilen grupta bu degerlerin arttig1 tespit edilmistir.

Gonzalez ve ark. (217) farelerde yiiksek dozda (600 mg/kg) oral olarak
asetaminofen ile indiiklenen bir akut hepatotoksisite modelinde 25, 50 ve 100
mg/kg dozlarinda i.p. olarak verilen propolis ekstraktinin etkilerini
incelemislerdir. Bu deneysel modelde yiiksek doz asetaminofen fare karacigerinde
toksisite meydana getirmistir. Propolis asetaminofenin karaciger GSH {iizerindeki
azaltici etkisini tersine ¢evirmistir. Propolisin karaciger GSH {iizerindeki bu etkisi
doza bagimli olup, propolis dozlari artirildiginda bu etki daha da artmustir.
Propolisin, asetaminofenin iyi bilinen antidotu olan NAC’ninkine benzer bazi

etkiler gosterdigi sonucuna varilmistir.
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Seo ve ark. (218) propolisin asetaminofen tarafindan indiiklenen
hepatotoksisite  lizerindeki koruyucu etkilerini ve hepatoprotektif etki
mekanizmasini arastirmislardir. Sigan hepatosit kiiltiiriinde, propolis (1, 10, 100,
200 ve 400 pg/ml, 24 saat) 6n tedavisi, doza bagl bir sekilde asetaminofenin
sitotoksisitesini onemli Ol¢iide azaltmis, farelerde ise propolis ile 6n tedavi (10 ve
25 mg/kg, 7 gilin) asetaminofen (400 mg/kg, ip) tarafindan indiiklenen hepatik
nekrozun mortalitesini, insidansim1 ve siddetini azaltmistir. Yedi giin boyunca
propolis uygulamasindan sonra si¢anlarda, propolisin (50 ve 100 mg/kg), CYP450
monooksijenazlarin  (P4502E1) aktivitesini azalttigmmi, ancak GST ve
fenolsiilfotransferaz aktivitelerini 6nemli 6l¢iide artirdigmi bildirmislerdir. Ote
yandan, propolis (10 ve 25 mg/kg) uygulanan farelerde, P4501A2, 2B1, 3A4 ve
2E1'in aktivitelerinin dramatik bir sekilde inhibe edildigini ve fenolsiilfotransferaz
aktivitesini 6nemli Olgiide arttigin1  belirtmislerdir. Bu sonuglar, propolisin
karaciger hasar1 iizerinde koruyucu bir etkiye sahip oldugunu ve etkisinin faz I
enzimlerinin inhibisyonu ve faz Il enzimlerinin indiiksiyonu ile agiklanabilecegini

diistindiirmektedir.

Calismamizda antioksidan 6zellikteki propolisin GSH’ nin oksidatif yolla
tilkketilmesine engel olarak doku diizeylerinde artisa yol agtigi, bu artisinda
ozellikle propolisin once uygulandigi grupta belirgin oldugu tespit edilmistir
(p<0,001). Bu da bize propolisin asetaminofen ile olusan toksisitede literatiir ile
uyumlu olarak oksidatif streste etkili oldugunu diistindiirmektedir. Propolis,
asetaminofenin indiikledigi GSH tiiketimini geri ¢evirme Ozelliginde olup,
boylelikle de hiicre Olumiinii 6nlemekte ve ayrica oksijen radikallerini
temizlemektedir. Asetaminofenin neden oldugu karaciger hasarmin patogenezinde
CYP450 izoformlarinin, tikenmis GSH’un ve asir1 ROT'nin rol oynadigi
bilinmektedir. Propolis gesitli CYP450 izofomunu inhibe etmektedir. Bu nedenle
propolis, CYP450'nin inhibisyonu yoluyla asetaminofen toksisitesini diisiirerek

antioksidan etkinlik gostermis olabilir (179).
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Yapilan bir ¢alismada asetaminofen ile zehirlenen gruptaki plazma KAT
aktivitesinin istatistiksel olarak anlamli olmasa da azaldigi, CAPE uygulanan
grupta ise KAT aktivitesinin tedavi gruplar i¢inde en belirgin artis1 gosterdigi

ancak bununda istatistiksel bir anlami olmadigi bildirilmistir (181).

Cetin ve ark. (219) sicanlarda metotreksatin neden oldugu hepatotoksisite
lizerine propolisin koruyucu etkisini arastirdiklar1 c¢aligmalarinda metotreksat
uygulanan grupta KAT ve GSH-Px aktivitelerinin belirgin olarak azaldigini rapor
etmislerdir. Tedavi edici olarak propolis eklenmesiyle metotreksat uygulanan
sicanlarin karacigerindeki GSH-Px aktivitelerini anlamli olarak arttirmistir. KAT
aktivitesinde goriilen rakamsal iyilesme istatistiksel olarak anlamli seviyelere
ulasamamistir. Bu da propolisin metotreksatin neden oldugu oksidatif stresi
azalttigini ve bu azalmanin biiylik olasilikla propolisin yapisinda bulunan

antioksidan bilesiklerden kaynaklandigini diistindiirmistiir.

Yagmurca ve ark. (220) nin yaptiklari bir calismada ratlarda doksorubisin
ile nefrotoksisite olusturularak CAPE’nin koruyucu etkisi arastirilmistir.
Ratlardan alinan plazma GSH-Px aktivitelerine bakildiginda doksorubisin ile
zehirlenen ratlardaki degerler kontrol grubuna gore azalmis, daha sonra verilen

CAPE tedavisi ile azalmis olan bu degerlerin arttig1 goriilmiistiir.

Galal ve ark. (179) balin asetaminofen kaynakli hepatotoksisiteye karsi
potansiyel koruyucu etkisini aragtirdiklar1 ¢aligmalarinda ratlara 2 g/kg dozunda
asetaminofen uygulamasi yapmislardir. Asetaminofen uygulamasi karacigerde
LPO’da artisa, GSH depolarinda ve GSH-Px aktivitesinde anlamli derecede bir
diisise sebep olmustur. Bu calismada bal ile 6n tedavi, LPOnu disiiriirken
antioksidanlar1 kontrol grubuna yaklastirmistir. Bu bulgular balin hepatoprotektif
etkilerinin mekanizmasinda 6nemli bir rol oynadigini diisiindiirmektedir. Attia ve
ark. (221) ¢alismalarinda farelere oral yolla klorpirifosun uygulamasinin oksidatif
stresi indiikleyerek serbest radikaller olusturmaya ve antioksidan veya oksijen
serbest radikal siipiiriici enzim sistemini degistirmeye neden oldugunu
bildirmislerdir. Toksisite olusturulan grupta testis dokusunda LPO seviyesi dnemli
Olgiide artmig, KAT, SOD, GSH-Px ve GST gibi antioksidan enzimlerin

aktivitelerinde ve GSH diizeyinde 6nemli derecede bir diisiis goriilmiistiir.
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Propolis ekstraktinin klorpirifos ile birlikte veya tek basina uygulanmasi
LPO seviyesini normalize ederken KAT, SOD, GSH-Px ve GST aktivitelerini ve
GSH igerigini arttirmistir. Propolis Oziitiinlin sican testislerinde klorpirifos
kaynakli oksidatif stresi 6nemli dlgiide azalttig1 ve propolis 6ziitii ile 6n tedavinin
koruyucu etkisinin antioksidan &zelliklerinden kaynaklanabilecegi sonucuna

varilmstir.

Calismamizda kan ve karaciger GSH diizeyleri, KAT, GST ve GSH-Px
aktivitelerinin  asetaminofen ile toksisite olusturulan grupla karsilastirildiginda
propolis uygulanan gruplarda arttigi, MDA diizeylerinin ise azaldigi ve bu
degisikliklerin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (p<0,05,
p<0,001). Kan ve karaciger MDA diizeylerinin ise propolis uygulanan grupta
azaldig1 saptanmistir. Bulgularimiz daha 6nceki calismalar ile uyumlu olup, bu
sonuglar  propolisin  asetaminofen toksisitesinde antioksidan  Ozelligini
desteklemektedir (154, 181, 203). Propolis+asetaminofen ile
asetaminofen+propolis gruplar1 kiyaslandiginda asetaminofenden 6nce uygulanan
propolisin asetaminofenden sonra uygulanan propolisten daha etkin bir 6zellige
sahip oldugu gdzlenmistir. Ozellikle asetaminofenden 6nce propolis uygulamasi
rat kan ve Kkaraciger dokularinda antioksidan aktivitelerini arttirarak
asetaminofenin neden oldugu toksisiteden karacigeri koruyup asir1 miktarda

serbest radikal birikimini 6nleyebilecegi kanisina varilmistir.

90



7. SONUC

Sonug olarak asetaminofenin MDA diizeyini yiikselttigi ve GSH, KAT,
GST, GSH-Px gibi antioksidanlarin aktivitelerini diisiirdiigii saptanmistir. Bu
bulgular karaciger oksidatif hasarini ortaya koymaktadir. Propolis tedavisinde ise
azalan antioksidanlarin yeniden arttigi, MDA diizeyinin ise diistiigii goriilmiistiir.
Ozellikle propolisin asetaminofenden 6nce uygulanmasi, asetaminofen kaynakli
olusacak hasara karsi karacigeri korumaktadir. Bu etkinin propolisin ve etken
maddelerinin antioksidan Ozelliginden kaynaklanmaktadir. Elde edilen veriler
1s181nda, propolisin karaciger hasarina neden olan durumlarda karaciger oksidatif
hasarinin Onlenmesi veya azaltilmasi agisindan tedavide kullanilabilecek bir
alternatif olabilecegini akla getirmektedir. Bu da bundan sonraki c¢aligmalara yol

gostermesi acisindan 6nemli bir sonug olarak degerlendirilebilir.
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