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ASETILSALISILIK ASIT VE SELENYUM’UN, RATLARDA (Wistar albino)
CISPLATIN iLE INDUKLENMIS HiSTOLOJiK DEGIiSiKLiKLER
UZERINE ETKILERININ INCE YAPI DUZEYINDE ARASTIRILMASI

OZET

Bu caligmada, sitotoksik etkisi bilinen, antineoplastik ajan olan cisplatinin
karacigerde meydana getirdigi histolojik degisiklikler ve bu degisiklikler {izerine
antioksidan ozellikleri bilinen asetilsalisilik asit (ASA) ve selenyumun etkileri 151k ve
elektron mikroskobu diizeyinde arastirilmistir.

Bu amagla Kontrol, Cisplatin, ASA, SEL, Cisplatin+SEL, CisplatintASA,
CisplatintASA+SEL gruplart olmak tizere 7 grup olusturulmustur. Ratlara (Wistar
albino) tek doz 10 mg/kg cisplatin, 5 mg/kg/giin asetilsalisilik asit, 1 mg/kg/glin
selenyum intraperitonal yolla enjekte edilmistir. Hayvanlar, 1., 2., 4., 7. ve 14. giinlerde
servikal dislokasyon yoOntemiyle sakrifiye edilerek karacigerleri 151tk ve elektron
mikroskobik incelemeler i¢in ¢ikarilmistir.

Isik  mikroskobik incelemeler i¢in karacigerler %10’luk tamponlanmis
formaldehit, elektron mikroskobik incelemeler i¢in % 2.5’luk gluteraldehit ile fikse
edilmistir. Isik ve elektron mikroskobu icin rutin histolojik islemler uygulanmais, 151k
mikroskobik goézlemler i¢in hematoksilen-eozin boyama, Masson’un {iglii boyamasi,
periyodik Asit-Schiff (PAS) boyama ve periyodik asit-Schiff diastaz (PAS-D) boyama
uygulanmustir. Transmisyon Elektron Mikroskobik goriintiiler elde edilmistir.

Calismamizdan elde edilen sonuglara gore, 151k mikroskobik bulgularda cisplatin
gruplarinda hidropik degisiklikler, inflamasyon odaklari, sitoplazma yogunlugunda
degisiklikler, siniizoidlerde genislemeler, hepatositlerde ve cekirdeklerinde biiytikliik
farkliliklar1 gibi degisiklikler belirlendi. Cisplatin ile birlikte antioksidan uygulamasi
yapilan gruplardan Cisplatin+SEL ve CisplatintASA gruplarinda cisplatin gruplarinda
gozlenen degisikler kadar belirgin olmamakla birlikte degisiklikler gdzlendi.
CisplatintASA+SEL gruplarinda degisikler belirgin degildi.

Transmisyon Elektron Mikroskobik bulgulara gore cisplatin gruplarinda
cekirdek seklinde ve kromatin igeriginde, mitokondri ve endoplazmik retikulum

yapisinda, glikojen dagilimda degisikler gozlendi. CisplatintASA, Cisplatin+SEL ve
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CisplatintASA+SEL gruplarinda gozlenen degisiklikler cisplatin gruplarindaki kadar
belirgin degildi.

Bu bulgular, antioksidan 6zelligi olan ASA ile selenyumun, cisplatinin serbest
radikal olusumunu indiikleyerek karacigerde meydana getirdigi oksidatif hasar tizerinde

koruyuculuk saglayabildigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Cisplatin, Asetilsalisilik asit, Selenyum, Karaciger, Histolojik

degisiklikler



ANALYSIS OF THE EFFECT OF ACETYLSALICYLIC ACID AND
SELENIUM ON CISPLATIN-INDUCED HISTOLOGICAL CHANGES AT THE
ULTRASTRUCTURAL LEVEL IN RATS (Wistar albino)

ABSTRACT

Histological changes in the liver caused by cisplatin, which is an anti-
neoplastik agent with known sitotoxic effects, and the effects of Acetylsalicylic acid
(ASA) and selenium, which are known for antioxidant effects, were studied in this
research under light and electron microscopy.

Seven groups were formed as Control, Cisplatin, ASA, SEL, Cisplatin+ASA,
Cispaltin+SEL, Cisplatin+ASA and SEL groups. 10 mg/kg single dose cisplatin, 5
mg/kg/day ASA, 1 mg/kg/day selenium were injected to rats (Wistar albino)
intraperitonally. They were sacrificed by servical dislocation after 1%, 2", 4™ 7" and 14"

days and their livers were removed for light and electron microscopy analysis.

Their livers were fixed in 10% buffered neutral formalin for light microscopy
and in 2.5% glutaraldehyde for electron microscopy analysis. After routine histological
processes for light and electron microscopy analysis, sections were stained with
hematoxilen-eosin (H-E), Masson’s trichrome and periodic asit-Schiff diastase (PAS-D)
for light microscopic examination. Transmission electron microscopy visions were

reported.

As a result, histopathological changes such as hydropic degeneration, cell
inflammation, modification in hepatocytes, differences in cytoplasma density,
sinusoidal dilatation, size differences in hepatocytes and in their nucleuses were
determinated. In Cisplatin+SEL groups and Cisplatin+ASA groups changes were reported
though they were not as distinct as the cisplatin groups. There were not clear histological

changes in Cisplatin+ASA and SEL groups.

Ultrastructural changes such as differences in conformation of mitochondria and
endoplasmic reticulum, shape and choromatin intensity of nucleus and glycogen
distribution were observed in cisplatin groups. In CisplatintASA, Cisplatin+SEL and



Cisplatin+ASA and SEL groups changes were reported though they were not as distinct

as cisplatin groups.

The results demonstrate that acetylsalicylic acid and selenium which have
antioxidant effects induce free radical formation of cisplatin, therefore reduce the

oxidative damage and provide protection in liver.

Keywords: Cisplatin, Acetylsalicylic acid, Selenium, Liver, Histological

changes
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1. GIRIS

Viicudun tiim dokularinda ortaya ¢ikabilen kanser tiirleri giiniimiizde 6nemini
gittik¢ce artirmaktadir. Diinya genelinde kanser tiirleri ile ilgili erken tani, nedenlerinin
ortaya ¢ikarilmasi, patogenezinin agiklanmasi ve yeni tedavi sekilleri i¢in ilaglarin
gelistirilmesi iizerine yapilan ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bunun yaninda kanser
tedavisinde yaygin olarak kullanilan antineoplastik ilaclarin etkinligini artirmak ve yan
etkilerini azaltmak i¢in yapilan ¢aligmalar da artarak devam etmektedir (Sogiit ve ark.,
2004).

Cisplatin (cis-diamminedichloroplatinum (II), CDDP), iiretilmeye baslandig1 70’11
yillardan beri ¢esitli kanser tedavilerinde yaygin sekilde kullanilan giligcli  bir
kemoterapotik ajandir. Doza bagl olarak sitotoksik etkiye sahip olabilmektedir. Yiiksek
antitimoral etkisinin yani sira klinik kullanimini smirlayan 6nemli yan etkileri de
bulunmaktadir. Cisplatin ile yapilan in vivo ve in vitro ¢aligmalarla bu ajanin serbest
radikallerin diizeyini artirdig1 gosterilmistir (Tarladacalisir ve ark., 2005, Kog ve ark.,
2005; Rybak ve ark., 2006).

Antikanser ilaclarin yan etkilerinin goriilmesiyle bazi alternatif denemeler
yapilmaktadir. Cok etkili olan bir ila¢ yerine daha az etkili bir ilacin kullanilmas1 gibi
tedavi protokolii degistirilerek denemeler yapilmistir. Diger bir yol olarak tedavi
dozunda kisitlamaya gidilmesidir. Bu durum tiimoér dokusunun istenilen oranda
sinirlandirilmasina engel olabilmektedir. Bir diger seg¢enek ise ilacin istenmeyen yan
etkilerini 6nleyecek veya azaltacak baska bir ajanin kullanilmasidir (Weichert-Jacobsen
ve ark., 1999).

Cisplatin yaygin olarak kullanlan bir antikanser ilacidir. Etkileri bir¢ok tiimorde
ozellikle; boyun, bas, testis, ovaryum, mesane, bobrek iizerindeki tliimorlerde
gosterilmesine karsin yiiksek doz cisplatinin karaciger, bobrek ve testis gibi bir¢ok
farklt dokularda hasara neden olabildigi gosterilmistir (Atessahin ve ark., 2006).
Cisplatin hiicre igersine girdiginde pozitif yiiklenir ve niikleofilik molekiiller olan DNA,
RNA ve proteinlerle etkilesir. Sitotoksisitesini; DNA ile etkilesime girerek, hem
RNA’nin trankripsiyonunu hem de DNA’nin replikasyonunu engelleyerek, hiicre

dongiisiinii durdurarak ve apoptozis ile gosterir (Ho ve ark., 2003). Cisplatin, lipit



peroksidasyonuna neden olarak oksidatif hasara karsi dokular1 koruyan enzimlerin
aktivitesinin azalmasina neden olmaktadir (Atessahin ve ark., 2006).

Baz1 bilesiklerin antioksidan aktivitesinin, cisplatinin neden oldugu oksidatif
karaciger hasarinda koruyucu etkisi oldugu yapilan ¢aligmalarla desteklenmistir (Santos
ve ark., 2007). E vitamini, selenyum, C vitamini, karotenoidler gibi antioksidanlarin
uygulanmas1 cisplatinin neden oldugu hasara karst dokunun korunmasini saglar
(Atessahin ve ark., 20006).

Ajith ve ark., (2006) tek doz 10 mg/ kg cisplatin intraperitonal yolla enjekte
ederek yaptiklar1 ¢alismada bobrek antioksidan enzim aktivitelerinin cisplatin
gruplarinda 6nemli oranda diistiigiinii belirlemislerdir. Cisplatin ile birlikte askorbik asit
ve o tokoferol uyguladiklar1 gruplarda bu antioksidan maddelerin koruyuculugunu
gbzlemislerdir.

Cisplatinin neden oldugu toksisitenin mekanizmasin1 aydinlatmaya yonelik
yapilan ¢aligmalar cisplatinin neden oldugu ¢esitli toksisitenin serbest radikaller veya
reaktif oksijen tiirleri ile ilgili oldugunu gostermektedir.

Hiicresel yasamin siirekliligi karmasik biyokimyasal reaksiyonlarin denge i¢inde
ylirlimesine baghdir. Bu dengeyi bozacak yonde ortaya ¢ikan endojen veya eksojen
kaynakli faktorler hiicre zedelenmesine yol acarlar (Aksoy, 2002). Organizma farkli
Ozellikler tagiyan hiicrelerin olusturdugu, farkli doku ve organlardan olusur. Organlarda
meydana gelecek hasarin tiim sekilleri hiicrede molekiiler ve yapisal degisikliklerin
meydana gelmesi ile baglar (Sen, 2005).

Hiicrelerde cesitli sebeplerle meydana gelebilecek hasar, hiicre yapisinda ve
fonksiyonunda degisiklik olarak kendini gosterir. Bu degisiklikler, hiicrelerin normal
fizyolojik adaptif mekanizmasmi karsilamak icin hiicrelerin maruz kaldigi etkiler
sonucunda gergeklesir. Hiicre zedelenmesi, iskemik ve hipoksik zedelenme,
iskemi/reperfiizyon zedelenmesi ve serbest radikalle olusan hiicre zedelenmesi olmak
tizere ii¢ farkli mekanizma ile meydana gelmektedir. Serbest radikaller araciligryla
gelisen hiicre zedelenmesinde oOzellikle membran lipit peroksidasyonu, DNA
pargalanmasi ve proteinlerin ¢apraz baglanmasi rol oynar (Kumar ve ark., 1999).

Serbest radikaller, hiicrelerin lipit, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi
tim Onemli bilesenlerine karst zararli etkiler gostermektedirler. Mitokondrilerdeki
gecirgenligi bozmakta, hiicrenin potasyum kaybini ve trombosit agregasyonunu

artirmaktadir (Halliwell, 1994). Serbest radikaller son derece kararsiz molekiillerdir.



Hizli bir sekilde zincir reaksiyonlar1 ile daha fazla serbest radikal olusturmak iizere
diger bilesiklerle reaksiyona girerler. Yiiksek konsantrasyondaki reaktif radikallerin lipit
peroksidasyonu, protein modifikasyonu ve DNA fragmentasyonuna neden olarak
biyolojik molekiilleri yiktig1 bilinmektedir (White ve Heckler, 1990).

Hara ve ark., (2001), cisplatinin bobrek dokusunda neden oldugu hasar iizerine
melatoninin etkisini arastirmiglardir. Bunun i¢in 7 mg/kg cisplatin tek doz olarak
enjekte edilmis ve glutatyon peroksidaz, protein, platinum Sl¢iimleri yapilmis ve bobrek
histolojik olarak degerlendirilmistir.

Sogiit ve ark., (2004), 10 mg/kg cisplatin enjekte ederek bobrek toksisitesi
olusturduklari ratlarda E vitaminin toksisite tizerine etkisini arastirmislardir.

Cisplatinin yan etkileri doza bagimli olarak goézlenmektedir. Miyamoto ve
Miyamoto’nun (2004), 3 mg/kg cisplatin uygulayarak yaptiklari calismada diisiik doz
cisplatinin bdbrek iizerinde nefrotoksisiteye neden oldugu halde ince barsak
mukozasinda degisiklige neden olmadigin1 gostermislerdir.

Ko¢ ve ark., (2005), 10 mg/kg intraperitonal yolla cisplatin uygulayarak
yaptiklar1 ¢aligmada 5 giinliik periyotta antioksidan enzimler ve lipit peroksidasyonu
tizerine cisplatinin etkilerini molekiiler ve histolojik olarak degerlendirmiglerdir.

Atessahin ve ark., (2006), 7 mg/kg cisplatini tek doz intraperitonal yolla enjekte
ederek yaptiklart ¢calismada kisa donem (5 giin) ve uzun donem (50 giin) olarak testis
tizerinde yaptiklar1 incelemelerde cisplatinin epididimis, seminal vezikiil ve prostat
agirliklari, sperm hareketliligi, sperm konsantrasyonu, sperm morfolojisi lizerine
etkilerini degerlendirmislerdir. Cisplatinin etkileri {izerine meletoninin etkisini
aragtirmislardir.

Pratibha ve ark., (2006), yaptiklar1 ¢alismada 8 hafta boyunca ratlara giinliik 0.4
mg/kg cisplatin intraperitonal olarak verilmis ve karaciger de meydana gelen oksidatif
hasar enzimatik olarak degerlendirilmistir.

Iseri ve ark., (2007), yapmis olduklar1 ¢alismada cisplatinin lipit peroksiyonunda
artisa neden oldugunu, antioksidan enzim aktivitelerinde diisise neden oldugunu ve
bobrek ve karacigerde histolojik degisiklerin meydana geldigini gostermislerdir.

Liu ve ark. (2008), intravendz yolla 8 mg/kg cisplatini tek doz uygulayarak
ratlarla yaptiklar1 ¢alismada bobrek dokusunda cesitli proteinler, iiriner N-asetil-beta-D-
glukoz aminidaz (NAG), antioksidant enzimler ve apoptozis degerlendirilerek

cisplatinin neden oldugu nefrotosisite belirlenmeye ¢aligiimistir.



Liao ve ark., (2008), farelerle yaptiklar1 ¢calismada 3.5 mg/kg cisplatin 5 giin
boyunca intraperitonal olarak uygulanmis ve karacigerdeki hasar glutatyon peroksidaz
ve Malondialdehit (MDA) seviyeleriyle degerlendirilmistir. Cisplatinin karacigerde
oksidatif hasara neden oldugu ve bu hasar tizerinde ¢esitli maddelerin hasar1 indirgeyici
rol oynadig1 ortaya ¢ikarilmistir.

Sohn ve ark. (2008) yiiksek doz cisplatinin karacigerde hepatik lezyonlara neden
oldugunu gostermislerdir. Karahan ve ark. (2006), yapmis olduklar1 ¢aligmada cisplatinin
karacigerde lipit peroksidasyonunu artirdigint MDA diizeyindeki artigla gostermislerdir.

El Sayyad ve ark., (2009), yapmis olduklar1 ¢alismada diisiik doz (0.2 mg/kg) ve
terapotik doz (1 mg/kg) olarak cisplatin uyguladiklar1 ¢alismada 6zellikle terapotik doz
cisplatinin karacigerde neden oldugu histolojik degisiklikleri 151k ve elektron mikroskobik
bulgularla ortaya ¢ikarmislardir.

Cisplatinin yan etkilerini belirlemek amaciyla yapilan ¢alismalarda dokularda
goriilen hasar1 indirgeyebilmek icin ¢esitli kimyasal ajanlar kullanilmaktadir.
Cisplatinin istenmeyen yan etkilerinin daha etkili, ekonomik ve kolay uygulanabilir
ilaclarla Onleyebilmek ve azaltabilmek amaciyla yapilan bu ¢aligmalarda en ¢ok
kullanilan maddeler antioksidanlardir.

Yiizyili askin siiredir kullanilan ASA’nin kullanim alanlari her gegen giin
artmaktadir. ASA’nin ait oldugu bilesikler grubu olan salisilatlarin en zengin kaynagi,
sOgiit agact kabuklaridir. Bu agacin kabuklarinda bulunan salisin maddesi, viicuda
girdiginde salisilik aside donlismekte, salisilik asitten elde edilen ASA ise agn kesici,
ates diisiiriicti, iltithap 6nleyici 6zellikleri nedeniyle yaygin bir sekilde kullanilmaktadir
(Aydin, 2003). ASA’nin pek ¢ok hastalik tizerindeki etkisinin yani sira antioksidan
olarak rol oynadigi ¢esitli calismalarla gosterilmistir (Shi ve ark., 1999).

Ulubas ve ark., (2003), yaptiklar1 calismada cisplatinin sebep oldugu
nefrotoksisite ilizerine ASA’nin etkilerini arastirmislar ve bu iki maddenin kombine
edilerek uygulandigr gruplarda antioksidan enzim aktivitelerinde artis oldugunu
gostermislerdir.

Drew ve ark., (2005), yapmis olduklar1 calismada salisilik asitin kolonda
oksdatif stres ve glutatyon peroksidaz aktivitesini diizenlediginini gostermislerdir. Bir
baska ¢alismada antiinflamatuar ila¢ olarak ASA’nin oksidative/antioksidatif denge
izerine olan etkileri arastirilmis ve ASA’nin antioksidan aktivite gosterdigini ortaya

cikarilmistir (Kopff ve ark., 2007).



Selenyum insan saglig1 i¢in gerekli iz elementlerden biridir. Son yillarda
cevredeki ve besinlerdeki seviyelerine bagli olarak olusan toksik etkilerinden ve
insanlar icin gerekli bir element olmasindan dolay1 selenyum ile ilgili calismalar
artmistir. Bu elementin siroz, kanser, diyabet veya kalp-damar rahatsizliklarini 6nlemek
veya tedavi etmek i¢in optimum gilinliikk aliniminin ne kadar olacagi hakkinda farkl
goriisler vardir. Bircok hayvanda ve epidemiyolojik ¢alismalardan elde edilen sonuglar
bir ka¢ dejeneratif hastalia karsi selenyumun besinsel bir faktoér olarak koruyucu
etkisinin olabilecegi belirlenmistir (Simonoff ve ark., 1992). Selenyum bagimli enzimlerin
reaktif oksijen radikallerini yikarak oksidatif hasar1 dnleyici etkiye sahip olduguna dair
cok sayida calisma vardir. Insanlarda birgok biyolojik fonksiyona sahip olan
selenyumun en Onemli ve bilinen fonksiyonu antioksidan etkisidir (Tapiero ve ark.,
2003, Ramoutar ve Brumaghim, 2007).

Selenyumun ¢esitli ajanlarla olusturulan hepatoksisite iizerine koruyucu etkisi
cesitli calismalarla gosterilmistir. Karacigerde alkoliin sebep oldugu oksidatif strese
kars1 selenyumun askorbik asitle birlikte koruyuculuk sagladigi Sivaram ve ark., (2001)
tarafindan yapilan calisma ile gosterilmistir. Newairy ve ark., (2007) yapmis olduklari
bir diger calismada kadmiyum toksisitesine karst selenyumun koruyuculugu MDA
seviyesindeki azalma ve antioksidan enzim aktivitelerindeki ylikselmeyle gosterilmistir.

Diger yandan Camargo ve ark., (2001) yaptiklar1 ¢alismada, cisplatinin sebep
oldugu nefrotoksisite iizerinde selenyumun (sodyum selenit) erken tiibiiler hasar
tizerinde kismen koruyuculuk sagladigi belirlenmistir.

Prostat, akciger, mide, bas, boyun, Ozefagus, servikal kanserlerin
tedavisinde yaygin olarak cisplatin kullaniminin olumlu etkileri yaninda pek cok
olumsuzluklara neden olabilecegi yapilan ¢aligmalarda ortaya ¢ikarilmistir (Ajith ve ark.,
2006). Serbest radikal mekanizmali hiicre hasarinin  engellenmesinde veya
indirgenmesinde ¢esitli antioksidanlar biiyiik rol oynamaktadir. Antioksidanlar okside
edici serbest radikalleri elemine ederek veya reaksiyona girerek hiicresel hasari
engellerler (Seven ve Candan, 1996). Bas agrisindan cesitli kanser tiplerine kadar
olduk¢a genis bir kullanim alan1 olan ASA ve besinlerde de bulunan iz elementlerden
biri olan selenyumun antioksidan 6zellikleri ile oksidatif hasar tizerindeki etkileri birgok
calismaya konu olmustur.

Goriildiigii gibi cisplatinin toksik etkisi ve bu etkileri azaltacak degisik maddeler

ile ilgili olduk¢a fazla calisma olmasina ragmen bu maddenin karacigerde ortaya



cikardigi histolojik degisiklikler ve bu degisiklik {izerine ASA ve selenyumun etkisi ile
ilgili yeterli caligmaya rastlanamamistir. Bu nedenle, bu calismada, sitotoksik etkisi
bilinen kemoterapdtik bir ajan olan cisplatinin karacigerde meydana getirdigi histolojik
degisiklikler ve bu degisiklikler lizerine ASA ve selenyumun etkilerinin 151k ve elektron
mikroskobu diizeyinde belirlenmesi amaglanmustir. Cisplatinin karacigerde meydana
getirdigi histolojik degisiklerin molekiiler mekanizma veya mekanizmalarini agiklamay1
hedefleyen ¢aligmalara katki saglamak, hasar olusturma mekanizmasi olarak diisiiniilen
oksidatif stres ilizerine selenyum ve ASA gibi antioksidan 6zelligi bilinen maddelerin
etkilerini arastirarak cisplatinin sebep oldugu karaciger hasari iizerine muhtemel

koruyucu etkilerini agiklamak hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hiicre Zedelenmesi ve Nedenleri

Hiicre, fizyolojik stresler ve patolojik uyaranlarla karsilastiginda duruma adapte
olabilmekte ve hiicresel homeostazi koruyarak canliligini devam ettirebilmektedir. Eger
hiicre adaptasyon yeteneginin lizerinde bir strese maruz kalirsa geri dontlistimlii ya da
geri doniislimsiiz olarak zedelenebilir, hatta 6lebilir (Kumar ve ark., 1999).

Spesifik bir stres faktoriine karsi ister adaptasyon gerceklessin, ister geri
doniigsiimlii ya da geri doniistimsiiz zedelenme meydana gelsin bu sonug sadece stresin
ozelligine ve siddetine degil ayn1 zamanda hiicrenin yaralanmaya kars1 hassasiyetine,
farklilagsmasina, kan ihtiyacina, beslenme durumu ve genetik Ozellikleri gibi bir¢ok
degiskene de baglidir. Hiicreler olduk¢a dar olan fizyolojik parametreler icinde
cevrelerini ve i¢ ortamlarin1 koruyarak normal homeostazi siirdiiriirler (Kumar ve ark.,
1999). Genetik bilgi, metabolik aktiviteler, besin gereksinimi gibi ¢evre faktorleri
tarafindan olusturulan denge devam ettirilir (Garcia, 2005)

Hiicreler ve dokular siirekli degisen mikro ¢evrede yasamaktadirlar. Hiicre ve
dokular adaptif cevaplar yoluyla bu degisikliklere uyum saglarlar ve fizyolojik
durumlarim1 devam ettirirler (Garcia, 2005). Siirekli degisen mikro g¢evrelerine uyum
saglayabilme yetenekleri olan hiicreler saglikli veya normal hiicreler olarak ifade
edilirler. Mikro ¢evrenin bazen zedeleyici olabilecek degisimleri hiicresel adaptasyon
mekanizmalari tarafindan azaltilir ve olumsuz etki minimal diizeyde atlatilir (Kumar ve
ark., 1999).

Normal bir hiicrenin fonksiyon ve yapisi, metabolizma, farklilagma,
farklilasmadaki genetik programlar, komsu hiicre ile iliskiler ve metabolik maddelerin
uygunlugu gibi faktorler nedeniyle olduk¢a dar bir alanda sinirlidir. Bazen asiri
fizyolojik stresler veya bazi patolojik uyarilar, fizyolojik ve morfolojik hiicresel
adaptasyonlara neden olabilirler. Bu sirada uyaran faktdre yanit olarak hiicre yagamini
devam ettirir ve fonksiyonunu diizenleyerek degismis olan duruma uyum saglar. Eger
adaptasyon sinirlarini asan bir uyar1 olur veya adaptasyon gerceklesmez ise “hiicre
zedelenmesi” olarak adlandirilan olaylar zinciri gelisir. Hiicre zedelenmesi belli bir

noktaya kadar geri donebilir, uyaran yeteri kadar siddetli ise geri doniisiimsiiz



zedelenme olusur ve hiicre oliir. Uyaricilara karsi olusan diger cevaplar ve morfolojik

degisiklikler ise sunlardir (Sen, 2005);

. Subselliiler degisiklikler. Genellikle oldiiriicii olmayan, uzun
stireli uyaranlara kars1 yanit olarak hiicre i¢inde goriilen degisikliklerdir.

o Hiicresel adaptasyonlar. Atrofi, hipertrofi, hiperplazi ve
metaplazi gibi degisikliklerdir.

o Hiicre ici birikimler: Hiicrede metebolik yeni diizenlemeler
sonucu protein, lipid ve karbonhidratlarin birikimidir.

o Patolojik kalsifikasyon: Hiicre ve doku hasarinin yaygin sonucu
olarak kalsiyum birikimidir.

. Hiicre yaslanmasi: Hiicre ve igeriginin zamana bagli olarak
yipranmasidir.

Cok ¢esitli hasar ajanlar1 mevcuttur. Hiicre zedelenmelerini olusturan stresler
trafik kazalarmin goézle goriilebilen fiziksel travmalarindan, spesifik bir metabolik
hastaligin temelini olusturan defektif bir enzimle sonucglanan tek gen hasarina kadar
uzanan bir diziyi olusturur (Kumar ve ark., 1999). Hiicre zedelenmesinin nedenleri

asagidaki bagliklar altinda gruplandirabilir.

2.1.1. Oksijen Yetersizligi (Hipoksi)

Dokunun oksijenden yoksun birakilmasi zedelenmenin en yaygin nedenlerinden
biridir (Garcia, 2005). Hipoksi, arteryal akimin engellenmesi veya vendz drenajin
azalmasi sonucu dokuda kanlanma kaybi (Iskemi), pulmoner hastalik ve yetersiz
havadan dolay1 kanin oksijenlenmesinde yetersizlik, kalp disfonksiyonundan dolay1
kanin yeterli pompalanamamasi oksijen tagima kapasitesinin zayiflamasi (anemi,
karbonmonooksit zehirlenmesi) sonucu meydana gelebilmektedir (Kumar ve ark.,

1999).

2.1.2. Kimyasal Etkenler

Inorganik bilesikler, iyonlar ve organik molekiiller kimyasal ajanlardir. Cogu
ilag ve kimyasal ajanlar hiicre zedelenmesine neden olmaktadir. Ayrica normal
metabolizmanin yan {riinleri ve mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen toksinler de

kimyasal etken olarak hiicre zedelenmesine neden olmaktadir (Robins ve Kumar, 1981).



Glikoz ve tuz gibi metabolizma i¢in yararli maddeler de yeterince yogun oldugunda
ozmotik c¢evreyi bozarak hiicre zedelenmesine veya oliimiine yol acabilir. Hatta belirli
bir diizeyin iizerindeki kismi basinca sahip oksijen de toksiktir. Zehir olarak bilinen
etkenler tim organizmanin Olimi ile sonuglanan membran gecirgenligini, ozmotik
homeostazi veya enzim ya da kofaktor biitiinliigiinii degistirerek hiicre seviyesinde agir
hasara neden olurlar. Diger potansiyel toksik etkenler, hava kirliligi, insektisitler,
karbonmonoksit, asbestoz ve etanol gibi sosyal uyaricilar1 kapsar (Robins ve Kumar,
1981; Kumar ve ark., 1999).

Kimyasal hasar iki yolla meydana gelmektedir:

1) Etken, hiicrenin bazi kritik molekiiler bilesenleri ile dogrudan reaksiyona
girerek ve fonksiyonunu etkileyerek hasar meydana getirebilir. Ornegin siyanid aerobik
solunum i¢in gerekli mitokondrilerdeki sitokrom oksidazi inaktive etmektedir.

2) Metabolize edildikten sonra toksik duruma gelerek hasar olusturabilir.
Ornegin, asetaminofen’in asir1 dozu karacigerde bu yolla toksik etki gdstermektedir

(Kumar ve ark., 1999).

2.1.3. Fiziksel Etkenler

Fiziksel etkenlerden bazilar1 asagidaki sekilde siralanabilir;

1)Ezilme, kirilma, yaralanma gibi mekanik hasar ve travmalar.

2)Asint sicak, asirt soguk: Diisiik 1s1 bircok yolla etkili olmaktadir. Oncelikle
vazokontraksiyonla hiicre kanlanmasini engeller. Belirgin vazodilatasyonla sonlanan
vazomotor kontrol zedelenmesi kan akiminda kesintiye neden olmaktadir. Eger 1s1
yeterince diisiikse intraselliiler su kristalize olur. Yiiksek 1sida, 1s1 artis1 esnasinda 1s1
giderek artarken kanlanma kapasitesinin artistyla Onlenebilecek olandan fazla
metabolizma artis1 olur. Metabolizma artis1 zedelenmeye yol agcar. Ayn1 zamanda kritik
seviyelere dogru hiicre pH’sin1 diisliren asit metabolitlerinin birikmesine yol acar
(Robins ve Kumar, 1981).

3)Iyonize ve noniyonize radyasyon ve elektrik soku: Radyan enerjinin zedeleyici
etkileri atom bombas1 patlamasindan bu yana iyi bilinmektedir. Daha az dozdaki radyan
enerji ya kimyasal bilesiklerle hiicre i¢inde dogrudan iyonizasyon yaparak ya da hiicre

stvisinin iyonizasyonuyla sekonder olarak intraselliiler igerige katilan serbest radikaller
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olusturarak etken olmaktadir. Ayni zamanda mutasyonlarla hiicre zedelenmesi hatta

hiicre 6liimiine neden olur (Robins ve Kumar, 1981; Simsek, 1993).

2.1.4. infeksiyoz Etkenler

Bu ajanlar submikroskobik viriislerden biiylik barsak parazitlerine kadar
degisirler (Garcia, 2005). Bu ajanlarin hiicreyi nasil zedeledigi ve dokuda nasil hasar
olusturdugu iki mekanizma ile agiklanir (Robins ve Kumar, 1981; Kumar ve ark.,
1999).

1) Konaga zararlh toksinler iiretimi

2) Viriis ya da virlisle degismis hiicre antijenlerine karsi immiinolojik yanit
uyarilir ve hiicreyi ya antikorlar ya da hiicresel reaksiyonlar yok eder. Ornegin; hepatit

B viriisii T lenfositleri uyararak sitolizisle hepatosit hasar1 yapmaktadir.

2.1.5. Immiinolojik Reaksiyonlar

Anaflaksi, alerji gibi asir1 immiin reaksiyonlar viicudun kendi hiicrelerine karsi
reaksiyona neden olurlar bu da akut ve kronik inflamasyon ve hiicre hasar1 ile

sonuglanabilmektedir (Kumar ve ark., 1999).

2.1.6. Genetik Bozukluklar

Onemli hiicresel proteinlerin kodlandig1 bir gende meydana gelecek mutasyon
sonucunda protein sentezlenemez bu da gelisimsel hasarlar ile anormal metabolik
fonksiyonlara neden olmaktadir. Yasam siiresince somatik hiicrelerdeki mutasyon hiicre
farklilasmasin1 ve replikasyonu etkileyerek hiicrelerde c¢esitli hasarlara neden

olmaktadir (Kumar ve ark., 1999).
2.1.7. Beslenme Dengesizlikleri
Beslenme dengesizlikleri aclik, vitamin eksikligi ve fazlaliligi ile obeziteyi

icerir. Ayrica hayvansal yaglarca zengin beslenme hiicrelerde ve dokular iizerinde

zedeleyici etki yapmaktadir (Robins ve Kumar, 1981; Kumar ve ark., 1999).
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2.1.8. Yaslanma

Yaglanma, hiicre ve dokularin ¢ogalma ve onarim yeteneginde degisikliklere

neden olarak zedelenmeye yol agar.

Hiicrelerde cesitli sebeplerle meydana gelebilecek hasar, hiicre yapisinda ve
fonksiyonunda degisiklik olarak kendini gosterir. Bu degisiklikler, hiicrelerin normal
fizyolojik adaptif mekanizmasini karsilamak i¢in hiicrelerin maruz kaldig1 etkiler
sonucunda gergeklesir.

Hiicrede meydana gelen degisiklikler, zedelenme bdlgesine, uyar1 sirasinda
hiicrenin metabolik durumuna, oksijen ve besin durumuna, metabolik artiklarin
uzaklastirilma durumuna, genetik yapisina, uyum yetenegine baghdir. Ornegin;
bacaktaki iskelet kasi, iskemiye maruz kaldiginda 2-3 saat uyum gosterirken, kalp kasi
ise 20-30 dakika sonra Oliir. Metabolik olarak aktif hiicreler zedelenmelere karsi daha
hassastirlar (Kumar ve ark., 1999).

Hiicre zedelenmesi, hiicrenin yapisal ve fonksiyonel molekiillerinde meydana
gelecek degisiklikler ile iligkilidir. Hiicredeki biyolojik olarak onemli her molekiil
zedelenmenin  hedefi olabilmesine karsin 4 biyokimyasal sistem Ozellikle
etkilenmektedir. Bunlar;

o Hiicre membrani

. ATP iiretimi (Oksidatif Fosforilasyon)

o Protein Sentezi

o Genetik materyalin korunmast

Organizma farkli Ozellikler tasiyan hiicrelerin olusturdugu, farkli doku ve
organlardan olusur. Organlarda meydana gelecek hasarin tiim sekilleri hiicrede
molekiiler ve yapisal degisiklikler ile baglar (Sen, 2005).

Bir hiicrenin yapisal ve biyokimyasal elemanlar1 bir biitiin halinde birbiriyle
iliskilidir. Zedelenmenin baslangi¢c noktasi ne olursa olsun bir¢ok zincirleme sekonder
etki hizlh bir sekilde meydana gelir. Hiicresel fonksiyon hiicre 6liimiinden daha once
kaybolur, morfolojik degisiklikler ise daha sonra gelisir (Sekil 2.1)(Kumar ve ark.,
1999).
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/ degisiklikler

ETki
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ZEDELENME SURESI

Sekil 2.1. Hiicresel fonksiyon, geri doniisiimsiiz hiicre zedelenmesi ve hiicre
zedelenmesinin morfolojik degisiklikleri arasindaki iliski (Kumar ve ark., 1999)

2.2. Hiicre Zedelenme Sekilleri ve Morfolojileri

Hiicre zedelenmesinde fonksiyonel degisiklikler morfolojik degisikliklerden
daha oOnce meydana gelir. Hiicre zedelenmesinde morfolojik degisikliklerin
gbzlenebilmesi icin gerekli siire bu degisiklikleri tespit etmek i¢in kullanilan metotlarin
duyarliligina bagl olarak degisir. Cesitli nedenlerle olusan zedelenmeden sonra ortaya
cikan bu degisiklikler histokimyasal veya ultrastriiktiirel tekniklerle dakikalar veya
saatler sonra gozlenebilir. Isik mikroskobunda gézlenebilmesi i¢in gerekli siire ise daha

uzundur (Robins ve Kumar, 1981; Kumar ve ark., 1999).

2.2.1. Geri Doniisiimlii Hiicre Zedelenmesi

Geri doniistimlii hiicre zedelenmesinde ultrastriiktiirel degisiklikler (Kilig,2005);

o Plazma membran degisiklikleri: Mikrovilluslarin bozulmasi, hiicre apikal
yilizeyindeki kabarciklar, hiicrelerarasi baglarin gevsemesine neden olur.

o Mitokondriyal Degisiklikler: Mitokondrilerdeki sisme ve fosfolipit
bakimindan zengin yogun materyallerin birikimi ger¢eklesir.

o Endoplazmik Retikulum (E.R) geniglemesi: Ribozomlar E.R’den ayrilir

o Niikleer degisiklikler gozlenir.

o Lizozomlarda artis (otofaji) gézlenir.
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Daha once ifade edildigi gibi 151k mikroskobu diizeyinde degisiklikler
digerlerine gore daha gec¢ ortaya cikar. Fark edilen ilk degisiklik hiicre g¢apinin
artmasidir. Bu artis hiicresel sismeden dolayidir. Mikroskobik olarak sitoplazmada
kiigiik berrak vakuoller goriiliir. Bu goriinlim endoplazmik retikulumun dilatasyonu
sonucudur. Hiicre sigsmesi, hidropik dejenerasyon veya vakuoler dejenerasyon olarak

adlandirilmaktadir (Sekil 2.2, 2.3) (Kilig, 2005).

Sekil 2.3. Karacigerde hidropik degisiklikler (Kumar ve ark., 1999)
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2.2.2. Geri Doniisiimsiiz Hiicre Zedelenmesi

Nekroz ve apoptozis olarak adlandirilan iki farkli mekanizma ile hiicreler geri
doniisiimsiiz zedelenmeye ugrarlar (Oztiirk, 2002; Ergin ve Alkan, 2002).

Hiicre 6limii ile ilgili ilk bilgiler 1920’li yillarda 151k mikroskobunun ve yeni
boyama yontemlerinin kesfiyle baslamis ve ilk olarak nekroz tanimlanmstir (Oktem ve
ark., 2001). Apoptozis ilk kez 1842 yilinda Carl Vogt tarafindan kesfedilmis ve 1964
yilinda tamtilmistir (Peter ve ark., 1997). Apoptozis terimi ise ilk kez 1972 yilinda
Iskogyali arastirmacilar Kerr, Wyllie ve Currie adindaki patologlar tarafindan

kullanilmistir (Wyllie ve Duvall, 1992; Peter ve ark., 1997; Thompson, 1999).

2.2.2.1. Nekroz ve Morfolojik Tipleri

Makroskobik ve histolojik olarak nekroz, geri doniisiimsiiz ekzojen zedelenme
sonucunda goriilen hiicre 6limidiir (Sen, 2005). Nekroz (hiicre oliimii), belirli etkilere
uzun siire maruz kalma sonucunda gerceklesir. Hiicrenin homeostaziyi siirdiirme
yetenegi asildiginda “geri donilisii olmayan nokta” da hiicre 6limii meydana gelir
(Kumar ve ark., 1999).

Nekroz, disaridan gelen hasarla plazma membranindaki degisiklikler sonucu
olusur. Boylece homeostaziyi koruyan hiicre yeteneginin zarar gdrmesi ile nekroz
baslar. Bu durum su ve ekstraselliiler iyonlarin girigine neden olur. Hiicre ve mitokondri
gibi organeller siser ve daha sonra parcalanir. Plazma membraninin yirtilmasi yiiziinden
lizozomal enzimleri iceren sitoplazmik icerik ekstraselliiler siviya yayilir. Hiicrenin
nekrotik atiklari inflamatuar hiicreleri dokuya ¢ekerek dokunun pargalanmasina yol agar
ve nekrotik hiicre 6liimii gergeklesir (Ergin ve Alkan, 2002).

Nekrozun morfolojik goriiniimii birlikte meydana gelen iki temel olay
sonucudur:

1) Hiicrenin enzimatik sindirimi

2) Proteinlerin niteliklerinin degismesi

Sindirim O6li hiicrelerden kaynaklanan hidrolitik enzimlerle olusursa “otoliz”,
nekroz alanina gelen l6kositlerin lizozomlarindan kaynaklanirsa “heteroliz” adi verilir.

Bu olaylarin gelismesi i¢in saatler gereklidir (Kumar ve ark., 1999).
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Nekroz sonucunda piknozis, karyolizis ve karyorheksiz seklinde niikleer
degisiklikler ortaya ¢ikar. Piknozis, kromatininin yogunlastigi, ¢ekirdegin biizildiigii,
yogun miktarda bazofilik bir hal aldig1 durumdur. Piknotik ¢ekirdegin daha sonra ¢ok
sayida kiigiik bazofilik partikiillere parcalanmasi karyorhekzis ya da piknotik ¢ekirdegin
lizozomal deoksiriboniikleaz etkisiyle lizise maruz kalmasi karyolizisdir. Hizli bir
sekilde meydana gelen nekrozda piknotik durum goriilmeksizin ¢ekirdek lizise ugrar
Cekirdekteki bu degisimler geri doniisiimsiiz hiicre zedelenmesi ve hiicre Sliimiiniin
kesin gostergesidir (Chandrasoma ve Taylor, 1995).

Olii hiicrelerin eozinle boyanma 6zelligi artar. Bu durum hiicrede denatiire olan
proteinlere eozinle baglanmanin artmasi ya da bazik boyalarla boyanmanin azalmasina
baglanabilir (Kumar ve ark., 1999).

Nekroz, hiicrenin tipine, inflamatuar cevap yetenegine gore, i¢inde bulundugu
cevre sartlarina gore ve biyolojik ajanlarin varligina gore farkli sekillerde sonuglanir.
Olii hiicrede tanimlanan bu erken degisiklikler bir kez meydana gelindiginde, nekrotik
doku kitlesi, enzim katabolizmasi ile proteinlerin niteliklerinin degismesi arasindaki
baskinligin hangi tarafta olduguna bagl olarak farkli morfolojik degisiklikler gosterir.
Denatiirasyon primer sekilde oldugunda koagiilasyon nekrozu denilen nekroz gelisir.
Enzim sindiriminin hakim oldugu orneklerde sonug likefaksiyon nekrozudur. Ozel
durumlarda kazedz nekroz veya yag nekrozu gelisebilir (Kumar ve ark., 1999).

Koagiilasyon Nekrozu: Bu nekroza ait dokular, meydana gelislerinden beri

gecen siireye bagli olarak makroskobik agidan farkli goriiniimlere sahiptir. Heniiz
meydana gelmis bir koagiilasyon nekrozu odagi soluk renkli sert ve hafifce sismis
durumdadir. Zaman gectikce iltihabi hiicrelerin toplanmasi nedeniyle rengi sariya calar
ve otoliz nedeniyle de kivaminda bir yumusama goriiliir. Mikroskobik olarak ise erken
donemde koagiilasyon nekroz odagindaki hiicreler hafifce daha fazla eozinofil
karakterdedir; hiicresel ayrintilarda ya hi¢ degisiklik yoktur ya da belli belirsiz bir
degisiklik meydana gelmistir. Zaman gegtik¢e eozinofil durumu siddet kazanir, hiicreler
siser ve daha dnceden tanimlanan degisiklikler ortaya ¢ikmaya baslar. Sonunda nekroz
odag: iltihabi hiicreler tarafindan istila edilir ve nekrotik hiicreler eriyerek geriye

yalnizca hiicre kirintilar1 kalir (Sekil 2.4) (Anderson ve Kissane, 1997).



16

Sekil 2.4. (A) Karaciger parankimal hiicrelerinde nekroz goriiniimii (Anonim,
2006a), (B) Karacigerde genis nekrozlu bir alanin goriiniimii (Anonim, 2006b)

Likefaksivon Nekrozu: Hizla yumusayan ve eriyen dokudaki odaksal yikima

verilen addir. Bir atardamarin primer olarak tikanmasina bagli iskemik hasardan veya
siddetli beyin travmalarindan sonra en sik merkezi sinir sisteminde goriliir.
Makroskobik olarak nekroz boélgesi yumusaktir ve merkezi erimis durumdadir.
Zamanla, ¢eperleri nekrotik olmayan dokuyla sinirlt kistik bir bosluk gelisir. Histolojik
olarak bu kistik boslugun igerigi nekrotik hiicre kirintilarindan ibarettir (Sekil 2.5)
(Anderson ve Kissane, 1997).

A\ . 2 B S o
Sekil 2.5. Beyinde likefaksiyon nekrozun mikroskobik goriintiisii (A-B)
(Anonim, 2006c, Anonim, 2006d)

Kazaoz Nekroz: Kazeifikasyon nekrozu ¢ogunlukla tiiberkiiloz enfeksiyonunun

odaginda saptanan nekrozun karakteristik bir seklidir. ‘Kazedz’ terimi santral nekrotik
alanin beyaz, peynirimsi goriiniimiinden kaynaklanmistir. Mikroskobik olarak nekrotik
odak karakteristik bir graniilamatoz iltihap halkasi ile kusatilan belli yapisi olmayan,
sekilsiz, graniiler artiktan olusur. Doku yapis1 koagiilasyon nekrozundan farkli olarak

tamamen silinmistir (Sekil 2.6 )(Kumar ve ark., 1999).


http://www.md.huji.ac.il/mirrors/webpath/LIVER038.jpg'den
http://www.md.huji.ac.il/mirrors/webpath/LIVER038.jpg'den
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Sekil 2.6. Akcigerde kazadz nekrozun mikroskobik goriiniimii

Yagh Nekroz: Aslinda spesifik bir nekroz sekli degildir. Daha ¢ok, pankreas

zedelenmesi sonrasinda tipik olarak olusan yag yikim alanlarini tanimlar. Aktiflegsen
pankreas enzimlerinin bitisik parankim veya periton bosluguna patolojik sizintisi
sonucu meydana gelir (Sekil 2.7). Aktiflesen pankreatik enzimler asiner ve duktal
hiicrelerden ¢ikarak yag hiicre membranlarini eritir ve hiicre i¢cinde bulunan trigliserit
esterlerini hidrolize eder. Serbestlesen yag asitleri kalsiyumla birleserek makroskobik
olarak goriilebilen tebesirimsi beyaz alanlar meydana getirir (Robbins, 1996). Histolojik
olarak nekrotik yag hiicrelerinin yalnizca bazofilik kalsiyum birikintili gélgeli hatlar1 ve

cevrelerinde bulunan iltihabi reaksiyon izlenebilir (Kumar ve ark., 1999).

Sekil 2.7. Pankreasdaki yagli nekrozun mikroskobik goriintiisii (Anonim, 2006¢)
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2.2.2.2. Apoptozis

Apoptozis, organizmanin ihtiya¢ duymadigi, biyolojik gorevini tamamlamis
veya hasarli hiicrelerin zararsiz bir bigimde ortadan kaldirilmasini saglayan ve genetik
olarak kontrol edilen programli hiicre Oliimiidiir. Apoptozis veya programli hiicre
Oliimii, ¢cok hiicreli organizmalarin gelisiminin normal bir siirecidir. Homeostazinin ve
organ biiyiikliiklerinin korunmasinda, konak savunmasinda embriyogenez, metamorfoz
ve yaslanma da olduk¢a 6nemlidir (Vaux ve Strasser, 1996, Oztiirk, 2002; Erdogan,
2003).

Apoptozis hiicre icinden veya disindan gelen sinyallerle baslatilan ve birbirini
takip eden olaylar zinciri olarak seyreder. Bu agamalar:

1. Apoptozisin baslamasi

2. Hiicre igi proteazlarin (kaspazlarin) aktivasyonu

3. Hiicrede cesitli biyokimyasal ve morfolojik degisikliklerin olusmasi

4. Fagositoz olarak dzetlenebilir (Vaux ve Strasser, 1996; Oztiirk, 2002).

Hiicre i¢cinden veya disindan gelen sinyaller proteazlar1 aktive eder. Aktive olan
proteazlar hedef proteinleri yikarak hiicre i¢ci degisikliklere neden olur. Sonugta hiicre
parcalanarak apoptotik cisimlere ayrilir. Apoptotik cisimler fagositoz yoluyla yok
edilirler (Oztiirk, 2002).

Apoptozis tipik morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklere sahiptir. Goze carpan
morfolojik degisimler hiicre kiiglilmesi, niikleer kromatinin yogunlagsmasi ve ¢ekirdegin
parcalanmasidir (Goncii ve Pehlivan, 2001). Hiicreler 6zellesmis yiizeysel yapilarini ve
diger hiicrelerle olan temas yiizeylerini kaybederler su kaybederek kiiciiliirler ve
biizligiirler. Sitoplazmanin yogunlastii, organellerin birbirine yakinlastigi gdzlenir.
Membranlar biitiinliiklerini korurlar. Sitoplazmada yiizeye paralel olarak yerlesmis
mikrofilament kiimelesmeleri ve endoplazmik retikulumda gecici genislemeler goriiliir.
Bu genislemelerin sitoplazmadaki suyun endoplazmik retikuluma ge¢mesi ile olustugu
diistiniilmektedir. Mitokondriler genellikle normal yapilarint korurlar (Strasser ve ark.,
2000).

Apoptoziste en onemli morfolojik degisiklikler ¢ekirdekte goriiliir. Kromatin,
cekirdek membranina yakin kisimlarda yogunlasarak degisik sekil ve biiyiikliiklerde
coker (Reiter, 1997). Yarim ay, at nali, orak gibi tipik goriiniimlere sahiptir (Sekil 2.8).

Daha sonra ¢ekirdek yikima ugrar. Bu durum karyorheksiz olarak bilinir (Kumar ve
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ark., 1999). Apoptotik siirec ilerledik¢e sitoplazmik ¢ikintilar olugur. Hiicre daha sonra
membranla ¢evrili kiiclik parcalara boliiniir. Bunlara “apoptotik cisim” ad1 verilir (Sekil

2.9) (Oztiirk, 2002).

Sekil 2.8: Yiizey bogumlanmas: ve apoptotik ¢ekirdek morfolojisinin TEM
goriintiisii (Malorni ve ark.)

B

Sekil 2.9. Apoptotik cisimciklerin transmisyon elektron mikroskobik goriintiisii
(A) (Jungueira ve Carneiro, 2006). Apoptotik Epitelial Hiicreler, SEM (Tarayici
Elektron Mikroskobu) goriintiileri (B) (Anonim, 2007a)

Apoptotik hiicreler, makrofajlar ve dogal 6ldiiriicii hiicreler tarafindan taninir ve
fagosite edilir (Sekil 2.10) (Vaux ve Strasser, 1996). Eger hiicreler fagosite edilmezlerse

ikincil nekroz olarak adlandirilan indirgenmeye ugrarlar (Goncii ve Pehlivan, 2001).
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Sekil 2.10: Apoptotik hiicreleri temizleyen makrofajlar (oklar) (Anonim, 2007b)

Apoptozis sirasinda hiicre yiizey molekiillerinde spesifik degisiklikler gozlenir.
Ornegin fosfatidilserinin (PS) ve belirli proteinlerin ekspresyonu, glikolipit ve
glikoproteinlerin seker zincirlerinde degisimler gibi. Bu degisimler farkli biyolojik
fonksiyonlart 6zellikle fagositik tanima ve apoptotik hiicrelerin fagositozunu destekler
(Azuma ve ark., 2002).

Apoptozisin en dnemli biyokimyasal isareti, DNA’nin niikleozomal bolgelerden
yaklagik 180-200 baz ¢ifti veya bunun katlar1 seklinde DNA pargalar1 olusturacak
sekilde par¢alanmasidir. Bu durum agaroz jel elektroforezinde merdiven goriintiisiiniin
ortaya ¢ikmasina neden olur. Apoptotik hiicrelerde goriilen diger onemli degisiklik,
normalde plazma membraninin i¢ yiizeyinde bulunan fosfatidilserinin apoptozisin erken
evresinde membranin dis ylizeyine transloke olmasidir. Bu mekanizma apoptotik
hiicrelerin komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan taninmasini saglar (Goncii ve
Pehlivan, 2001).

Apoptozis 151k mikroskobik seviyede gozlenebilir. Hematoksilen-Eozin boyama
teknigiyle boyanmis kesitlerde, koyu eozinofilik sitoplazmali, bir veya bir kag¢ parcali
piknotik c¢ekirdekli olarak goriiliir. Kromatinin ¢ekirdek membraninin i¢ yiizline
lokalize olmasi nedeniyle ¢ekirdek, yarimay seklinde gozlenir (Kumar ve ark., 1999;

Oztiirk, 2002).

2.3. Hiicre Zedelenmesinde Molekiiler Hedefler
Hiicrelerde biyokimyasal sistemler birbirlerine bagimlidir. Bir bolgede meydana

gelen hasar, diger hiicresel islemlerde sekonder hasara neden olmaktadir.
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2.3.1. ATP Azalmasi

Evrensel enerji molekiilii olan ATP (AdenozinTriFosfat) metabolizma ve
biyosentez reaksiyonlarint siirdiirmek i¢in gereklidir ATP hiicrelerde iki yolla
sentezlenir: Bunlar oksidatif fosforilasyon ve glikolizdir (Sen, 2005). ATP sentezinin
azalmasi bir ¢ok gerekli homeostatik yollarin hizla durmasina neden olur (Kumar ve
ark., 1999). ATP iiretiminde azalma, oksijen yoklugu ya da mitokondrilerdeki yap1 veya
fonksiyon bozukluguna bagli olarak goriilmektedir (Anonim, 2009a).

2.3.2. Oksijen Kaynakh Serbest Radikaller

Oksijen normal enerji metabolizmasi i¢in ¢ok 6nemli iken hiicre hasarinda da
onemli rol oynamaktadir (Anonim, 2009a) Oksijen molekiilii, aerobik ¢ok hiicreli
organizmalarda temel ihtiya¢ olan ATP’nin sentezlenmesi i¢in gerekli bir molekiildiir.
Ciinkii metabolizmada son elektron akseptorii olarak molekiiler oksijen kullanilmaktadir
(Goziikara, 2001). Mitokondriyal zincir reaksiyonlar1 sirasinda oksijenin % 95-98’1
metabolik amag¢ dogrultusunda kullanilirken % 2-5’1 organizma i¢in zararl olan reaktif
oksijen tiirlerine (ROT) dontisiir (Reiter, 1997). Reaktif oksijen tiirleri, pek ¢ok toksik
madde ve patolojik sartlara yanit olarak olusan hiicre 6liimiinde genel bir araci olarak
rol oynayabilirler (Giiltekin ve ark., 2000).

Bu serbest radikallerin en biiyiik 6zelligi ortamda bulunan bagka molekiillerle
reaksiyona girerek yeni radikaller olugmasiyla oksidatif hasara neden olmalaridir
(Halliwell, 1994). Radikaller, lipitler, proteinler ve DNA gibi makro molekiillere zarar

verici reaksiyonlar1 baslatirlar (Reiter, 1997).

2.3.3.Hiicre Membran Biitiinliigiiniin Bozulmasi

Hiicrelerin sahip olduklar: segici gegirgen membranlar ile hiicre i¢i homeostazi
sirdiriilir. Hiicreye giren ve ¢ikan molekiillerin kontrolii ile extraselliiler sivi ile
osmatik denge devam ettirilir. Plazma membranina gomiilii enerji pompalari ile hiicre
ici ve dis1 arasinda iyon gradiyenti ve elektrik yiikii dengesi olusturulur. Bu membran
potansiyeli oOzellikle sinir, kas fonksiyonlari i¢in ¢ok Onemlidir. Diger taraftan,

mitokondri, lizozom ve endoplazmik retikulum gibi organellerin fonksiyonu membran
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biitlinliigiine baglidir (Anonim, 2009a). Plazma membrani herhangi bir kimyasal etkenle
zedelenebilir. Membran gegirgenligindeki degisiklikler normal metabolik aktiviteleri
sirdiirmek icin gerekli metabolitlerin konsantrasyon gradiyentlerinin bozulmasina

neden olmaktadir (Kumar ve ark., 1999).
2.3.4.Kalsiyum Homeostazinin Kaybi

Hiicreler hiicre i¢i kalsiyum iyon gradiyentini devam ettirmek i¢in enerji bagimli
membran potansiyelini kullanirlar (Kumar ve ark., 1999). Iskemi veya toksinler hiicre
dis1 kalsiyumun plazma membranindan igeri akigina yol acar ve bunu hiicre igi
stoklardan kalsiyumum serbest birakilmasi izler. Artan sitoplazmik kalsiyum sirasiyla,
membran hasarini ilerleten ¢esitli fosfolipazlari, yapisal ve fonksiyonel proteinleri
katabolize eden proteazlari, ATP kaybin1 hizlandiran ATPazlar1 ve genetik materyali

parcalayan endontikleazlar1 aktive eder (Sekil 2.11) (Robins ve Kumar, 1981).
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Sekil 2.11. Hiicre zedelenmesinde sitoplazmik kalsiyumun artis1 ve sonuglari
(Kumar ve ark., 1999)

2.3.5. Mitokondriyal Hasar

Hiicrelerin metabolizma ve biyosentez reaksiyonlarimi siirdiirmek icin baslica
ATP formunda enerji saglamalar1 gerekmektedir (Anonim, 2009a). Hiicreler oksidatif
metabolizmaya bagimli oldugundan mitokondriyal biitiinlik hiicrelerin hayatta
kalabilmeleri i¢in gereklidir (Robbins ve Kumar, 1981; Kumar ve ark., 1999). ATP’nin

mitokondrilerdeki  oksidatif  fosforilasyon yoluyla sentezlenememesi enerji
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metabolizmasini glikolizis yoniine g¢evirir. ATP iiretimi bakimindan daha az verimli
olan glikolizis ayn1 zamanda inorganik fosfat ve laktik asit birikmesine neden olarak
hiicre i¢ci pH’in diismesine neden olur. Hiicre ici asiditenin artmasi enzim

fonksiyonlarini etkiler ve DNA hasarina neden olur (Anonim, 2009a).

2.3.6. Fonksiyonel ve Yapisal Proteinler

Hiicresel enzim ve proteinlerin denatlirasyonu hiicre fonksiyonlarini
zayiflatmakta ve bozmaktadir. Tiim hiicresel reaksiyonlar biyolojik katdlizorlere yani
enzimlere bagimlidir. Enzim aktiviteleri bozuldugunda metabolik reaksiyonlarda da
diizensizlikler goriiliir. Yapisal proteinlerdeki denatiirasyon, hiicrenin intrasellular
transport sistemini zayiflatir ve hiicre iskeletinin bozulmasina neden olur (Robins ve

Kumar, 1981).

2.4. Hiicre Zedelenme Mekanizmalari

2.4.1. Iskemik ve Hipoksik Zedelenme

Hipoksinin ilk etkisi hiicrenin aerobik solunumu yani mitokondrilerdeki
oksidatif fosforilasyon iizerinedir. Hiicre i¢i oksijen basincinin azalmasi sonucu hiicre
ici ATP tiretimi belirgin olarak azalir. Bu da bir ¢ok sistem iizerinde etkilidir (Kumar ve
ark., 1999).

Plazma membraninin ATP bagimli Na pompasinin aktivitesi bozulur. Bunun
sonucunda sodyumun hiicre i¢inde birikimi, potasyumun hiicre disina ¢ikis1 gergeklesir.
Hiicre i¢inde sodyum artis1 hiicresel sismeye neden olur (Robins ve Kumar, 1981;
Kumar ve ark., 1999).

Oksidatif fosforilasyonla ATP iiretilememesi sonucu anaerobik glikolizis artar.
Artan glikolizis sonucu fosfat esterlerinin hidrolizi ile laktik asit ve inorganik fosfat
birikimi olur. Boylece hiicre i¢i pH diiser. Azalan pH ve ATP ribozomlarin graniillii
endoplazmik retikulumdan ayrilmasina ve polizomlarin monozomlara ayrismasina

neden olurken protein sentezinde de azalma olur (Sekil 2.12) (Kumar ve ark., 1999).
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Sekil 2.12. Iskemik zedelenmede ATP sentezindeki azalmanin hiicresel
sistemler iizerindeki etkisi (Kumar ve ark., 1999).

Hipoksi durumu devam ederse daha fazla morfolojik bozulmalar meydana gelir.
Hiicre iskeleti dagilirken mikrovilluslar gibi ultrastriiktiirel 6zellikler kaybolur, hiicre
yilizeyinde kabarciklar olusur. Mitokondriler, endoplazmik retikulum ve tiim hiicrede

osmotik regiilasyon kaybindan dolay1 sisme goriiliir (Robbins ve Kumar, 1981).

2.4.2. Iskemi/Reperfiizyon Zedelenmesi

Iskemi sonucu dokuda meydana gelebilecek durumlar1 degerlendirdikten sonra
iskemik dokularin yeniden kanlanmasinin (reperfiizyon) daha fazla hasar olusturdugu
bilinmektedir. Tam olarak mekanizmalar1 ag¢ik olmamakla birlikte dokularin yeniden
kanlanmasinin daha fazla hasar olusturmasinin sebeplerini sdyle siralayabiliriz (Robins
ve Kumar, 1981; Kumar ve ark., 1999);

e Dokularin yeniden kanlanmasi ile heniiz kendi iyonik cevrelerini tam olarak
diizeltememis olan hiicrelerin yiiksek konsantrasyonda kalsiyumla karsi karsiya
kalmasina neden olur. Hiicre i¢i kalsiyumun artmasi, ATPaz, Fosfolipaz,
Proteaz, Endoniikleaz enzim sistemlerini aktive ederek hiicre biitiinliigiiniin
kaybina neden olur (Sekil 2.11).

o Iskemik dokularm yeniden kanlanmasi inflamatdr hiicrelerin lokal olarak o

bolgede toplanmasina neden olmaktadir. Bu hiicreler oksijen kaynakli serbest
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radikalleri serbest birakirlar. Bu da membran hasarinin yani sira mitokondrilerin

permeabilitesini artirmaktadir.

2.4.3. Serbest Radikallerle Olusan Hiicre Zedelenmesi

Serbest radikaller bircok fizyolojik veya patolojik tepkimeler esnasinda
olusabilen eslesmemis bir elektronu bulunan reaktif molekiillerdir. Eslesmemis elektron
bu molekiilleri oldukca reaktif hale getirir ve protein, lipid ve niikleik asitler gibi 6nemli
molekiilleri tahrip edecek tepkimeleri baglatabilir. Fakat canlilar serbest radikal
ataklarindan korunmak ve olusabilecek hasar1 azaltmak i¢in olduk¢a kompleks bir
defans mekanizmasi ile donatilmistir. Son zamanlarda, katarakt, ateroskleroz, Parkinson
hastalig1, reperfiizyon hastalig1 gibi birgok hastalikta serbest radikallerin rol oynadigi
daha belirgin bir hale gelmistir (Delibas ve Oz¢ankaya, 1995).

2.5. Oksijen Radikalleri

Anaerobik sartlarda yasamaya alismis canlilar disinda enerji iiretmek igin
oksijene (O,) ihtiyact olan tiim hayvan ve bitkilerin yasadiklar1 ortamda oksijenin
bulunmasi gereklidir. Diinya atmosferinde O, yaklasik 2 x 10° yildan bugiine kadar
vardir (Halliwell ve Gutteridge, 1989).

Oksijen olusumunun O, {ireten organizmalarin evrimi ile ortaya ¢iktigi ileri
stirilmektedir. Oksijen diinya lizerinde en ¢ok bulunan elementlerden birisi olup,
atmosferde yaklasik % 21 oraninda bulunmaktadir. Ayrica deniz, gol, nehir gibi
ortamlarda su i¢inde ¢Ozlilmiis halde bulunan O, genelde atmosfer ile dengededir.
Atmosferin O; igerigi arttig1 zaman toksik olabilir. Oksidasyon organizma hiicrelerine
zararli ve baz1 durumlarda oldiiriicii etki yapabilmektedir (Halliwell ve Gutteridge,
1989).

Atmosferde bulunan 2 atomlu O, molekiillerinin 2 eslesmemis elektronu olup,
bi-radikal bir elementtir (Halliwell ve Gutteridge, 1989). Elektronlar paylasilmadiginda,
ayr1 ayri orbitallerde bulunduklarinda ve spinleri ayn1 yonde olduklar1 zaman en diisiik
enerji seviyesindedirler. Bu durumdaki O,, tepkimeye girmek i¢in fazla aktif degildir
(Akkus, 1995; Inan, 1998). Nadiren bile olsa dis yoriingedeki elektronlarin birbirine ters

yonelmesi durumunda O,’nin organik molekiillerle tepkimeye girme oranmi ytikselir.
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Ancak O, cogunlukla sabit durumda bulunup, reaktif degildir. Bu O,’ye bir elektron
baglandig1 takdirde siiperoksit iyonu olarak adlandirilan bir radikal olusmaktadir
(Halliwell ve Gutteridge, 1989).

Aerobik organizmalar i¢in serbest radikallerin baslica kaynagi molekiiler
oksijendir. Ciinkli oksijen ortamda siirekli bulunan ve elektrolitik ataklara en uygun
olan molekiildiir (Ceyhan ve ark. 1996; Sahinoglu, 1996; inan, 1998; Adali, 1998)

Oksijen atomu kararsiz yapisin1 giderebilmek icin bagka bir oksijen atomunun
ya da elementin dig yoriingesindeki elektronu ortaklasa kullanarak “Serbest Oksijen
Radikallerini” veya baska bir ifadeyle “Reaktif Oksijen Tiirlerini” (ROT)
olusturabilirler (Harman, 1984).

Molekiiler oksijenden ROT olusumunu gosteren tepkimeler:

(i) O2 + e + H" — HO,' (hidroperoksil radikali)

(il) HO,  — H' + O, (siiperoksit radikali)

(iii) O, + 2H" + ¢ — H,05 (hidrojen peroksit)

(iv) H,O, + e - OH + OH' (hidroksil radikali)

(v) OH + e + H" — H,0 (su molekiilii)

(vi) 02"+ H,0, — OH™ + OH+ O, (Haber—Weiss tepkimesi)

(vii) Fe*" + H,0, — OH + OH+ Fe** (Fenton tepkimesi) (Cui ve ark. 2004)

Serbest oksijen radikalleri, oksijenin belirli kosullarda kismen indirgenmesi
sonucu olusan ¢ok kisa émiirlii ve giiclii oksidan nitelikli oksijen metabolitleridir (Cui

ve ark. 2004).

Bilimsel ¢aligsmalarda genellikle bahsedilen oksijen radikali terimini siiperoksit
radikalive Hidroksil radikallerinin yaninda H,O, gibi reaktif, fakat radikal olmayan
tiirleri ifade etmek i¢in kullanmak dogru olmayip, daha genel olan reaktif oksijen tiirleri
teriminin kullanilmasi uygundur (Cizelge 2.1). Oksidant terimi ise H,O,, 'OH ve HOCI
(hipoklorik asit) gibi molekiiller i¢in gecerlidir. Oysa O, hem oksidant, hem
reduktanttir (Bast ve ark. 1997).
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Cizelge 2.1. Reaktif oksijen tiirleri (ROT) (Tiire, 1998; Yanbeyi, 1999’dan)

Radikaller

Radikal olmayanlar

Stiperoksit radikal (O5)
Hidroksil radikal (OH)
Peroksil radikal (ROO))
Alkoksil radikal (RO)

Semikinon radikal (HQ)

Hemoproteine bagli serbest radikaller

Hidrojen peroksit (H,O,)
Lipit hidroperoksit (LOOH)
Hipohaloz asit (HOX)
N-Halojenli aminler (R-NH-X)
Ozon (O3)

Azot dioksit (NO,)

2.6. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT) Uretim Yerleri

Aktive olmus oksijen ¢ogunlukla kompleks kimyasal tepkimelerin rol aldigi

metabolizma bileseni

gerceklestirememesi sonucu ve elektron transport sistemlerinde olusan fonksiyon

bozukluklar1 sonucu ortaya ¢ikar. Hiicrede ROT un olusabilecegi bolgeler asagidaki

olarak ¢ikar.

Diger

organellerdir (Sekil 2.13) (Halliwell, 1984).
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Sekil 2.13. Serbest radikallerin normal kosullarda hiicrede olusum bdélgeleri

(Yanbeyi, 1999’dan)

taraftan enzimlerin fonksiyonlarimi
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2.6.1.Mitokondri

Oksijen cogunlukla mitokondriyel elektron transport sisteminde yer alan
sitokrom oksidaz enzimince tiiketilir. Bu sistemde 4 elektronun O;’ye aktarilmasi ile su
olusur. Bitki mitokondrisi sitokrom oksidazdan farkli alternatif oksidaz ve oksijen
rediiksiyon bolgesini bulundurur. Fakat bu bolgelerden her ikiside onemli miktarda
stiperoksit liretmez. Ancak izole edilmis mitokondri NADH varliginda H,O, ve oksijen
tiretir. Ubiquinondan elektron akimini inhibe eden antimisin A oksijen indirgenmesini
artirir (Rich ve Bonner, 1978). Cesitli Fe-S proteinleri ve NADH dehidrogenaz de

stiperoksit ve H,O; olusuma katki saglar (Turrens ve ark. 1982).

2.6.2. Endoplazmik Retikulum (E.R)

Oksidasyon, hidroksilasyonlar, dealkilasyonlar, deaminasyonlar,
dehalogenasyon ve deestarasyon gibi ¢esitli oksitadif prosesler diiz E.R‘de ger¢eklesir.
“Heme” igeren karisik fonksiyonlu oksidazlar NAD(P)H’i elektron donérii olarak
kullanarak oksijen atomunu organik substrata ekler. Sitokrom P450 ile katalizlenen bu
tepkime soyledir.

RH +NADPH + H" + O3----—-- — ROH + NADP" + H,0

Sitokrom P450°nin rol aldig1 mikrozomal NAD(P)H bagimli elektron transportu
sirasinda siiperoksit radikali olusumu miimkiindiir (Winston ve Cederbaum, 1983).

Sitokrom P450 ilk olarak organik substrat olan RH ile tepkimeye girer. Bu
kompeks, flavoprotein ile indirgenerek araci radikal olusturur. Bu radikal triplet O, ile
birlesir, ¢iinkii her ikisi eslesmemis bir elektron igerir. Bu oksijenlenen kompleks
sitokrom b ile indirgenebilir veya arasira kompleks parcalanarak siiperoksit salgilar

(Winston ve Cederbaum, 1983).

2.6.3.Mikrobadiler

Peroksizomlar ve glioksizomlar tek membranli organellerdir. Burada bulunan
enzimler glikolat oksidaz, katalaz ve cesitli peroksidazlardir. Glikolat oksidaz
glikolattan oksijene 2 elektron transfer ederek H,O, iiretir. Ksantin oksidaz, iirat

oksidaz ve NADH oksidaz {irlinlerinin oksidasyonu sonucu siiperoksit meydana gelir.
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Ksantin oksidaz in vitro tepkimelerde ¢ogunlukla siiperoksit olusturan kaynak olarak
kullanilmaktadir. Boyle bir ortamda ksantinin {irik aside doniisiimii gerceklesir

(Lindqvist ve ark. 1991)

2.6.4. Plazma Membranlar:

Siiperoksit olugturan NAD(P)H oksidazin aktivitesi plazma membrani ile zengin
fraksiyonlarda belirlenmistir (Vianello ve Macri, 1991%). Bu flavoproteinler, belirli
quinonler veya nitrojen bilesiklerinin rediiksiyonu ile siiperoksit olusturur. Bitki
koklerinde NAD(P)H oksidaz Fe’™ii Fe’“ye doniistiiriir. Bu enzimin fonksiyonu
bozulursa siiperoksit olusturur (Cakmak ve Marschner, 1988). Bitki NAD(P)H oksidazi
hayvan enzimine analog fonksiyona sahiptir. Lokositler dis membran yiizeylerinde
NADH oksidaz igerir. Yabanci antijen varliginda bu enzim aktive olarak O, olusturur.
0, oksidasyon tepkimelerini baslatir ve potansiyel patojeni oldiiriir (Hohn ve Lehere,

1975).

2.7. Reaktif Oksijen Tiirleri ve Oksidatif Stres

Yiiksek kimyasal reaktivitesi bulundugundan Reaktif oksijen tiirlerinin
seviyeleri normalin iizerine ¢iktiginda yapisal ve fonksiyonel biitiinliige zarar verebilir.
Bu zarar ROT’un hiicresel DNA, protein ve lipidleri direk modifiye etmesiyle ya da bu
krittk molekiillere zarar verebilecek oksidatif hasar1 olusturmasiyla gergeklesir.
Hiicreler ROT ‘a kars1 gesitli savunma ve onarim mekanizmalarina sahip olmasina
ragmen bu mekanizmalarin yetersiz oldugu durumlarda oksidatif stres ortaya
cikmaktadir. Oksidatif stres serbest radikaller ve antioksidan savunma arasinda
dengesizlik olarak ifade edilmektedir. Akut ve kronik oksidatif stres bir¢ok dejeneratif
insan hastaliklarinda rol alarak ¢esitli fizyolojik fonksiyonlar1 etkileyebilmektedir.
Ornegin: ateroskleroz, diabet, iskemi/reperfiizyon (I/R) hasari, inflamatuar hastaliklar
(romatoid artritis, inflamatuar barsak hastaliklar1 ve pankreatitis), kanser, ndrolojik
hastaliklar, hipertansiyon, okiiler hastaliklar (katarakt, kas dejenerasyonu, retrolental
fibroplaziya) pulmoner hastalik ve hematolojik hastaliklar (Halliwell ve Gutteridge,
1989; Maxwell, 1995; Opara, 2004). Yagliliga bagh olarak fizyolojik formda kaybin
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gerceklesmesi, cesitli biyolojik makromolekiiller {izerinde ROT un kronik etkileri ile

baglantilidir (Droge, 2003; Cui ve ark. 2004).

2.7.1. Oksijen Radikallerinin Baza Onemli Biyomolekiillerle Tepkimeleri

Serbest radikaller araciligiyla gelisen hiicre zedelenmesinde 6zellikle {i¢
reaksiyon rol oynar (Karahan ve ark., 2006);

o Membran lipit peroksidasyonu

o DNA pargalanmasi

o Proteinlerin ¢apraz baglanmasi

Serbest radikaller, hiicrelerin lipit, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi
tim Onemli bilesenlerine kars1 zararli etkiler gostermektedirler. Mitokondrilerdeki
permeabiliteyi bozmakta, hiicrenin potasyum kaybini ve trombosit agregasyonunu

artirmaktadirlar (Halliwell, 1994).

2.7.1.1. Lipid Peroksidasyonu ve Onemi

Serbest radikal reaksiyonlarinin ilk hedefi membran lipitlerindeki doymamis
baglardir. Meydana gelen peroksidasyon, membran akiciliginda, reseptor dizisinde ve
hiicresel dayanma potansiyelinde diismeye neden olur.

Serbest radikallerin olusturdugu ilk etki lipit peroksidasyonudur. Lipitler, serbest
radikal tetikleyicisinin etkisiyle bir hidrojen kaybederek aktive olursa (R.) molekiiler
oksijenle hizla reaksiyona girerler ve serbest peroksil radikalleri (ROO.") olusur. Buna
“Lipit Peroksidasyonu” denir (Halliwell, 1994; Reiter ve ark., 2000).

Lipid peroksidasyonu 2 karbon arasinda ¢ift bag iceren doymamis ¢ok karbonlu
(poli) yag asitlerinin oksidatif bozulmasi olarak ifade edilebilir (Sekil 2.14) (Halliwell,
1984).

MORMAL LIPIT PEROKSIDASYONU

Hicre digl

MY YWY

Hicre igi Kanal  Protein

Sekil 2.14. Hiicre membraninda lipit peroksidayonu (Kilig, 2005).
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Membran ya da polidoymamis yag asitlerinin peroksidasyonu karbon zincirinde
-CH;- gruplarindan birinden hidrojen atomunun ¢ikarilmasi ile baglar. Bu olay1 H,O;
ve Oy gergeklestiremez. Fakat hidroksil radikali ve muhtemelen HO, basarir. Hidrojen
atomu bir elektrona sahip olup, elektronunu karbon iizerinde eslesmemis elektron olarak
birakir. Olusan -CH- radikali molekiiler diizenlemeye giderek konjuge dien olusturur.
Konjuge dien hizla O, ’ne birleserek peroksi radikalini meydana getirir. Peroksi
radikalleri diger yag asitlerinden bir hidrojen ¢ikararak zincir tepkimesini baglatir. Bu
tepkime membran yag asitleri tamamen hidroperoksitlere oksitlesene kadar devam eder
(Halliwell, 1984).

Lipid hidroperoksitleri fizyolojik sartlar altinda demir veya bakir tuzlar gibi
transizyon (gecis) metali ile kargilagana kadar sabittir. Cu®’, Fe* veya Fe*" ve ek olarak
hem proteinleri (6rnegin sitokrom, hemoglobin) lipid peroksidleri ile etkilesim
yapabilir. Bu metal ve kompleksleri karmasik yollarla lipid hidroperoksitlerini
parcalayarak radikaller iiretir. Bu radikaller de lipid peroksidlerinin zincir tepkimelerini
devam ettirirler. Literatirde MDA’ya ¢ok dikkat ¢ekilmesine ragmen, MDA lipid
peroksidasyonunun ¢ok kiiciik bir son iirlinlidiir (Halliwell, 1984; McBrien ve ark.
1982).

Saglikli insan dokularinda lipid peroksitleri veya onlarin par¢alanma {iriinleri
konusunda ¢ok az kanit var. insanin disa verdigi solukta gaz halinde hidrokarbonlar
bulunur. Bu hidrokarbomlar lipid peroksidlerinin ayrismasindan kaynaklanabilir. Fakat
onlar bagirsak bakterileri tarafindan ya da deri tarafindan da iiretilmis olabilir. Hayvan
hiicre membranlari, lipid peroksidasyonunun kuvvetli inhibitorii olan tokoferol (Vitamin
E) ve in vivo’da bu prosesi Onleyen seruloplazmin ve glutatyon peroksidaz igerir
(Halliwell ve Gutteridge, 1984).

Hasta dokular veya etanol, fenil hidrazin ve paraquat gibi toksinlerle etkilesimde
kalmis hayvanlardan izole edilen dokular peroksidasyon varligmi géstermektedir. /n
vitro’da yapilan deneyler 6lii veya hasar gérmiis dokularin saglikli olanlardan daha hizla
peroksidasyon gosterdigini ortaya koymustur. Bu muhtemelen lizozomlardan salinan
enzimlerce membranin hasara ugramasindan, metal iyonlarin depo yerlerinden
salinmasindan ve antioksidan mekanizmalarinin basarisizliga ugramasindan kaynaklanir
(Halliwell, 1984).

Toksinlerin lipid peroksidasyonunu baglatmasi 2 sekilde agiklanir.

Toksin—> lipid peroksidasyonu—>hasar (1)



32

Toksin = hiicre hasar1 yada 6liim—> lipid peroksidasyonu (2)

Olii yada 6lmekte olan hiicrelerden salinan toksinler saglikli olanlara zarar
verebilir. Fakat bununla ilgili in vivo’da ¢ok az kanit var. Bu 2 yolun mekanizmasi
konusunda bilim adamlarinca tartigsmalar vardir. Bilim adamlar1 1. tepkimenin sadece
karbon tetrakloridin hepatotoksik etkilerinden kaynaklanabilecegini 2. tepkimenin de
paraquatin membran lipidlerine etkisi ile gergeklesebilecegini savunmaktalar (McBrien
ve ark. 1982).

Lipid peroksidasyonuna en iyi 0rnek olarak c¢esitli insan dokularinda yashilik
pigmentlerinin birikmesi gosterilebilir. Yasllik pigmentlerinin kimyasal analizi onlarin
lipidlere ait oksidatif hasar 6rnegi oldugunu ortaya koymustur. Normal olmayan hiicre
lipidleri parcalanmadan Once lizozomlarin icine girer. Lipidlerin burada hidrolitik
enzimler ve metal iyonlar1 ile etkilesimde kalmasi onlarin peroksidasyonunu
kolaylastirmaktadir. Hiicreler i¢inde ¢ok miktarda perokside edici materyal bulunduran
lizozomlar yaslandik¢a daha fazla lipid hapsetmis ve biriktirmis olmaktalar (Sohal,

1981).

2.7.1.2. Proteinlerin Oksidasyonu

Proteinlerin oksitadif ataga maruz kalmasi sonucu bolgeye spesifik amino asit
modifikasyonlari, peptit zinciri fragmantasyonu, capraz-bagli tepkime iirlinlerinin
agregasyonu, elektrik yilikiinde degisim ve proteolizise artan duyarlilik goriilmektedir.
Peptit yapisinda bulunan amino asitlerin oksidatif ataga duyarliligi farklidir ve aktive
olmus O;‘nin farkli formlarimin bu aminoasitlerle potansiyel reaktivitesi de farklidir.
Primer, sekonder ve tersiyer protein yapilarina bagli olarak belirli amino asitlerin nispi
duyarlilig1 degisebilir. Sulfur igeren amino asitler ve tiyol gruplart oksidatif ataga cok
duyarli bolgelerdir. Aktive olmus oksijen, sistin rezidiielerinden bir H atomu ¢ikararak
olusan thiyl radikalleri arasinda ¢apraz koprii meydana getirir. Alternatif olarak
metionin rezidiiesine oksijen eklenirse metionin sulfoksit tiirevleri olusur. Bunlarin her
ikisinde indirgenme olay1 mikrobiyal sistemlerde tioredoksin ve tioredoksin reduktaz ile

basarilabilir (Farr ve Kogoma, 1991).
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2.7.1.3. DNA’nin Oksidasyonu

Aktive olmus oksijen ve serbest oksijen radikallerini olusturan iyonize
radyasyon gibi ajanlar DNA’da cesitli lezyonlar meydana getirirler. Bu lezyonlar
kirilmalar, mutasyonlar ve diger dldiiriicii genetik etkiler seklindedir. DNA hasarinin
karakterizasyonu hem seker, hem de baz yapilarinin oksidasyona duyarli oldugunu
gostermektedir. Oksidasyon bazin pargalanmasina sebep olur, tek zincir kirigi ve
proteinlere ¢apraz baglanma meydana getirir. Bazin parcalanmasiyla gesitli {iriinler
meydana gelir. Bunlar; 8-hidroksiguanin, hidroksimetil, iire, timin glikol, timin ve
adenin halkasi1 agilmis tirtinlerdir (Imlay ve Linn, 1986).

Ancak hiicre bu hasar1 6nleyecek bir ok DNA onarim enzimlerine sahiptir.
Okaryotik organizmalarm DNA’y1 cekirdek iginde bulundurmasinin bir sebebinin de
onu NAD(P)H ve diger indirgeyicilerden uzak tutarak oksidatif hasardan korumak
oldugu diistiniilmektedir (Beyer ve ark. 1991).

2.8. Reaktif Oksijen Tiirleri ve Diger Serbest Radikallere Karsi

Antioksidan Savunma Sistemleri

Hiicrelerde, oksidanlar1 inaktif hale getirerek, oksidatif hasar1 dnleyen, yok eden
veya kismen azaltan maddelere antioksidanlar adi verilmektedir (Onat ve ark., 2002).
Antioksidan savunma sistemleri organizmalarin evrimleri siiresince serbest radikalleri
inaktive etme zorunlulugu ile yiiz yiize gelmislerdir. Bu nedenle kendilerini oksidatif
ataklardan korumak i¢in ¢esitli yollar gelistirmislerdir (Leutner ve ark., 2001).
Organizmalarda, serbest radikallerin zararli etkilerini ortadan kaldiran gii¢lii savunma
sistemleri bulunmaktadir. Serbest radikallerin olusum hizi, bu savunma sistemlerinin
etkisizlestirme hizi ile dengede oldugu silirece organizma olusan radikallerden
etkilenmemektedir. Denge bozulur, zararl bilesiklerin olusum hiz1 sistemin savunma
giiclinii asarsa ya da sistemin savunma giicii azalirsa serbest radikaller zararli olmaya
baslar. Bunun sonucunda oksidatif hasar ortaya ¢ikar (Meram ve Aktaran, 2002).

Serbest radikallerin degisken tabiathi ve genellikle kendiliginden yok olmasi bir
sanstir. Ornegin siiperoksit, su varliginda hizla oksijen ve hidrojen perokside déniisiir.
Bu doniisiimiin oran1 bir¢ok hiicre tipinde bulunan siiperoksit dismutazlarin (SODs)

etkisi ile anlamli bir sekilde arttirilir. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi diger
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enzimler de serbest radikal yikimi katalize ederek zedelenmeye karst koyucudur.
Peroksizomlarda bulunan katalaz, hidrojen peroksitin parcalanmasini saglar. Ayrica
vitamin E ve seruloplazmin gibi endojen veya ekzojen antioksidanlar ya serbest radikal
olusumunu engelleyebilir ya da olustuklarinda onlar1 yok edebilirler (Kumar ve ark.,
1999).

ROT fazlasimin aktivitesi i¢ veya dig antioksidan molekiilleri ile
Onlenebilmektedir. Bu molekiillerin diisiik konsantrasyonlari bile bir substratin
oksidasyonunu inhibe edebilmekte veya geciktirebilmektedir (Gutteridge, 1995).
Antioksidanlar etkilerini, oksidasyon tepkimesine katilan bir veya daha fazla
katilimcinin lokal konsantrasyonunu uzaklastirarak ya da azaltarak gosterirler. Ornegin
oksijen, ROT veya oksidasyonu kataliz eden metal iyonlarini (Fe’”, Cu®*, vs.) azaltma
ya da yok etmekle etkilerini gosterebilirler. Ayrica etkilerini oksidasyonu komsu
molekiillere yayan zincir tepkimesini engellemekle ve hiicre i¢i (endojenik) antioksidan
savunmalarini artirarak da faaliyet gosterebilirler.

Antioksidanlar radikal tepkimelerinin 3 biiylik asamasinin herhangi birisine
karigabilirler. Bu agamalar

1) Oksidatif stresin baglamasi

2) Oksidatif stresin yayilmasi

3) Oksidatif stresin sonlanmasi seklindedir.

Hiicre igi kritik yapilar sadece birkag¢ antioksidan gesitleri tarafindan degil ilgili
enzimler tarafindan hasar goren molekiillerin uzaklastirilmasi ya da onarilmasi gibi
diger mekanizmalarla da korunabilirler. Antioksidanlar kimyasal yapis1 ve fonksiyon
tarzina gore siiflandirilabilirler (Cui ve ark. 2004).

1) Enzim antioksidanlari; SOD, CAT, GSH-Px

Bu antioksidanlar ROT olusunca onlar1 daha zararli tiriinlere donistiiriirler. SOD
siiperoksit radikalini radikal olmayan H,0O;’ye doniistiirtir. Fakat H,O, yiiksek
derecede reaktif hidroksil radikalinin onciiliidiir. H,O, detoksifikasyonu CAT ve GSH-
Px tarafindan saglanir. Bu enzimler hiicre i¢i antioksidanlar olup, hiicre dis1
antioksidanlar daha ¢ok dnleyici ve siipiiriicii tiplerdir.

2) Onleyici antioksidanlar;

Bunlar demir ve bakir gibi oksidasyon promotorlar1 ve gecis metali iyonlarina

baglanarak faaliyet gosterirler. Bilindigi gibi demir ve bakir, esleslesmemis elektronlar
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icermis olup, serbest radikal olusumunu kolaylastirirlar. Onleyici antioksidanlara 6rnek
olarak sunlar1 verebiliriz;

a) Transferin ve laktoferrin (ferrik iyonlarina baglanir)

b) Seruloplazmin (Cu iyonlarina baglanir, ferroksidaz aktivitesi
oldugundan ferroz iyonlarmin ferik iyonlarina doniisiimiinii katalizler, demirin
transferine baglanmasini kolaylastirir.

c) Haptoglobulinler (hemoglobine baglanir)

d) Hemopeksin (hem’e baglanir)

e) Albumin ( bakir ve hem’e baglanir)

3) Siipiiriicii veya zincir kiric1 antioksidanlar (Cui ve ark. 2004):

Serbest radikal zincir tepkimesinin erken asamasinda kendilerini oksidasyona
sunarak daha diisiik enerjili {rlinlerin olusumunu saglarlar. Boylece zincir
tepkimelerinin daha fazla yayilmasint imkansizlastirirlar. Lipidde ¢oziilebilir
(hidrofobik) ve suda ¢oziilebilir (hidrofilik) siipiiriiciiler hiicresel ortamlarda faaliyet
gosterirler. Lipide ¢oziilebilir siiptiriiciiler; Vitamin E (alfa - tokoferol), beta-karoten,
Coenzim Q (CoQ) vs’dir (Murthy, 2001; Cui ve ark. 2004). Suda c¢oziilebilir
stiptiriictiler; Askorbik asit, ¢esitli tiyoller, {irik asit, bilirubin vs’dir (Cui ve ark. 2004).

Normal sartlar altinda, antioksidan savunma mekanizmalar1 reaktif oksijen
metabolitlerini zararsiz seviyelerde tutar. Ancak, serbest radikallere uzun siire maruz
kalinmasi hiicresel hasar1 6nlemede yetersizlikle sonuglanir (Matés ve Jiménez, 1999;
Camougrand ve Rigoulet, 2001).

Antioksidan koruma sistemleri endojen ve ekzojen antioksidanlar olarak
siiflandirilabilir. Siiperoksitdismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) endojen antioksidanlara 6rnek olustururken, vitamin E, asetilsalisilik asit,
selenyum, melatonin ise ekzojen antioksidanlara ornektir.

Stiperoksitdismutaz (SOD), siiperoksit radikalinin, molekiiler oksijen ve daha az
reaktif olan hidrojen peroksite doniisiimiinii katalizlemektedir (Rojkind ve Dominguez-
Rosales, 2002). Siiperoksit dismutaz, oksijeni metabolize eden biitiin hiicrelerde
bulunur, viicut tarafindan iiretilen en gii¢lii antioksidandir ve antioksidan savunmasinin
belirteci olarak kullanilir (Bagis ve ark., 2003). Katalaz enzimi hidrojen peroksiti su ve
molekiiler oksijene doniistiirmektedir (Alberts ve ark., 2008). Hiicrenin 0&zellikle
peroksizom partikiilleri ve mitokondrilerinde, daha az yogunlukta ise sitoplazma ve

endoplazmik retikulumunda bulunur (Akyol, 2004). Bir diger antioksidan,
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glutatyonperoksidaz  (GSH-Px) enzimi; viicutta hidrojen peroksitin (H,O;)
detoksifikasyonunda ve ayrica lipit hidroperoksitlerin detoksifikasyonunda gorev alir.
Bu nedenle bu enzim hiicreleri lipit peroksidasyonuna karst korumada 6nemli bir role

sahiptir (Rojkind ve Dominguez-Rosales, 2002; Akyol, 2004).

2.9. Karaciger

Dort loptan olusan karaciger insan viicudundaki en biiyiikk bezdir. Karaciger
kollajen ve elastik lif iceren bir kapsiil (Glisson) ile ¢evrelenmis olup periton ile kaplidir
(Kierszenbaum, 2006) Yaklasik olarak 1.5 kg agirliginda olan karacigere hilum
bolgesinden portal ven ve hepatik arter girer, sag ve sol hepatik kanallar ve lenf
damarlar1 ¢ikar. Bu damarlar ve kanallar, klasik karaciger lobiileri arasinda
sonlandiklar1 portal alanlara kadar bag dokusu ile c¢evrilmistir. Bu noktadan itibaren
karaciger lobiillerindeki hepatositlere ve siniizoidal endotel hiicrelerine destek saglayan
ince bir retikiiler lif ag1 olusur (Junqueria ve Carneiro, 2006).

Karacigere kan iki kan damari yolu ile gelmektedir. Gelen kan hacminin %75-
80’1 portal ven tarafindan sindirim yolu, dalak ve pankreastan gelen kani tagimaktadir.
Hepatik arter oksijenlenmis kanin %20 ila 25’ini interlobar arter ve interlobiiler arter
yolu ile portal alana ulagsmadan Once karacigere ulastirilir (Kierszenbaum, 2006).
Hepatik arter, oksijen bakimindan zengin kan ile karacigere girer. Hepatik portal ven,
dalaktan ve sindirim sisteminden kan tasir. Dalaktan alinan kan hemoglobin par¢calanma
tirtinleri bakimindan, barsaklardan alinan kan, aminoasitler, lipitler, karbonhidratlar

bakimindan zengindir (Stevens ve Lowe, 1993; Noyan, 1995).

Sekil 2.15. Karacigerde kan damarlar1 ve kanallar (Kierszenbaum, 2006).
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Karacigerin temel fonksiyonel hiicreleri hepatositlerdir. Olduk¢a fazla sayida
metabolik, endokrin ve salgi fonksiyonlarini gergeklestirmekte olup karaciger kiitlesinin
yaklasik % 80’ini olusturmaktadirlar. (Smith ve ark., 1988). Hepatositler biiyiik
poligonal hiicrelerdir ve her birinin ¢apt 20-30 mikrometre arasinda degisir.
Hepatositlerini ¢ekirdekleri biiyiik, yuvarlak ve merkezi yerlesimlidir. Hematoksilen-
eozin ile yapilan boyamada hepatosit sitoplazmasi genellikle asidofiliktir.
Sitoplazmalarinda ¢ok sayida mitokondri ve diiz endoplazmik retikulum bulunur (Ross
ve ark., 1995). Hepatositler, karaciger lobiilii i¢inde 1sinsal olarak dizilmislerdir.
Hiicreler bir duvarin tuglalarina benzer bi¢cimde bir ya da iki hiicre kalinliginda bir
tabaka olustururlar. Bu hiicre plaklar1 lobiiliin periferinden merkezine dogru
yonlenmislerdir, labirent seklinde ve siinger benzeri bir yapi olusturacak bicimde
serbestce anastomozlagsmiglardir. Bu plaklar arasindaki boslukta kapilerler bulunur ve
bu kapilerlere “karaciger siniizoidleri” denir (Gartner ve Hiatt, 1997). Siniizoidal
kapilerler sadece kesintili bir pencereli endotel tabakasindan olusan diizensiz olarak
genislemis damarlardir. Pencereler yaklasik 100 nm c¢apindadir ve elege benzer bir
gorilintli olusturan kiimeler halinde toplanmislardir (Junqueria ve Carneiro, 20006).
Endotel hiicreleri, altinda bulunan hepatositlerden “Disse arali§1” adi verilen
subendotelyal bir boslukla ayrilmigtir. Bu aralikta hepatositlerin  diizensiz
mikrovilluslart bulunur. Hepatositlerin bu bazal yiizeyindeki mikrovilluslar, ylizey
alanin1 genisleterek hepatositler ve plazma arasindaki madde degisimini alt1 kat
arttirirlar (Ross ve ark., 1995). Sonug olarak kan endotel duvarindan kolayca gecer ve
hepatosit yiizeyi ile temas eder. Bdylece siniizoid liimeniyle karaciger hiicreleri arasinda
makromolekiillerin aligverisi kolaylikla saglanir. Bu gecis sadece c¢ok sayida
makromolekiillerin (Orn: lipoproteinler, albumin, fibrinojen) hepatositler tarafindan
kana verilmesi nedeniyle degil, ayn1 zamanda bu makromolekiillerin ¢ogunun
hepatositlerce alinip katabolize edilmesi nedeniyle de fizyolojik énem tasir. Siniizoid
ince bir retikiiler lif kilifiyla sarilip desteklenmistir. Endotel hiicrelerine ek olarak,
siniizoidler mononiikleer fagositik serilerinin fagositik hiicrelerini de igerir. Kupffer
hiicreleri ad1 verilen bu hiicreler endotel hiicrelerinin liimene bakan yiizeyinde bulunur
(Junqueria ve Carneiro, 2006). Kupffer hiicreleri monositlerden koken almaktadir
(Akay, 2001). Kupffer hiicreleri tipik makrofajlardir. Baslica fonksiyonlar1 yash
eritrositleri metabolize etmek, hemoglobini sindirmek ve immiinolojik olaylarla ilgili

proteinleri salgilamaktir. Yag depolayici hiicreler (Ito hiicreleri) disse araligina
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yerlesmis yildizsi hiicrelerdir. Bu hiicreler disaridan verilen A vitaminini lipid damlalari
icinde retinil esterler halinde biriktirme kapasitesine sahiptir. Ancak bu hiicrelerin A
vitamini metabolizmasindaki rolii tam olarak bilinmemektedir (Junqueria ve Carneiro,
2006).

Karacigerin yapisindaki diger fonksiyonel birim ise portal lobiildiir. Bu lobiiliin
merkezinde portal liggen yer alir. Lobiiliin her kdsesinde bir santral ven ve birbirine
bitisik li¢ hepatik lobiil bulunur. Hepatik lobiil poligonal olmasina karsin portal lobiil
iicgen seklindedir. Bu lobiilde safra lobiiliin merkezindeki portal liggende bulunan safra

kanali i¢ine bosalir (Fawcett, 1986).

o KAIésil; karaciger
lopgugu (lobiilii)

’

Hepatik arterin
bir dali

Sekil 2.17. Karacigerde portal tiggen (Kierszenbaum, 2006)
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Karaciger hem duedonuma safra salgilayarak bir ekzokrin bez olarak gorev
yapar, hem de direkt olarak kan dolasimina salinan ¢esitli maddeleri sentezleyen bir
endokrin bez olarak gorev yapar (Fawcett, 1986). Karacigerin dolasim sistemindeki
konumu, metabolitlerin bir araya getirilmesi, doniistiiriilmesi, biriktirilmesi ve toksik
maddelerin notralize ve elimine edilmesi i¢in ¢ok uygundur. Bu eliminasyon karacigerin
lipit sindirimi i¢in 6nemli bir ekzokrin salgis1 olan safrada gerceklesir (Junqueria ve
Carneiro, 2006). Salg1 yapma fonksiyonundan baska, yasamla ilgili ¢ok c¢esitli islevleri
yerine getiren bir organdir. Sindirim kanali ile viicudun diger kisimlar1 arasinda kalan
tam bir kesisme noktasinda yer alan karaciger, viicudun metabolik dengesini saglamada
gorevlidir. Bunlar, sindirilen aminoasitlerin, karbonhidratlarin, lipitlerin ve vitaminlerin
islenmesi, serum proteinlerinin sentezi, endojen atik {riinlerin ve zararh

ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu ve safra ile atilmasidir (Kumar ve ark., 1999).

2.9.1. ila¢ ve Toksine Bagh Karaciger Hasarlar

Karaciger gastrointestinal sistemdeki konumu nedeniyle bir¢cok yabanci
maddenin metabolizmasidan sorumludur ve ilag toksistesi i¢in hedef organdir. Ilaca
bagl karaciger zedelenmesi onay almis bir ilacin piyasadan gekilmesinde en 6nemli
faktordiir.

Karaciger hiicre zedelenmesinin mekanizmalari;

A) Hiicre ici iyon dengesinin bozulmasi: Ilacin intraselliiler proteinlere
kovalent bag ile baglanmas1 sonucunda hiicre i¢i kalsiyum dengesinin bozulmasi; aktin
yapisinin dagilmasina neden olup hiicrede sismeye, hiicre zarinda pargalanmaya ve
hiicre yikimina neden olur.

B) Safra asiti ile olusan apoptozis: Bazi ilaclar safra kanalikiiler
membranindaki transport proteinini etkiler yada safra kanalikiillerine yakin, safra
sekresyonundan sorumlu bolgedeki aktin liflerinin yikimina neden olup safra
sekresyonuna engel olabilir. Bu durumda safra asitleri karacigerde birikir. Baslangicta
hafif hiicre zedelenmesi olusurken belirgin kolestaz 6n plandadir. Safra asitlerinin hiicre
icindeki birikimi sitoplazmada bulunan ve hiicre Sliimiinii tetikleyen reseptorlerin

plazma membranina gecisine ve apoptozise neden olur.
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()} Programlanmis hiicre oliimii (Apoptozis) : Hiicre zedelenmesi ile
uyarilan immiin sistem sitokinleri aktif hale getirip, hiicre i¢i kaspazlarini tetikleyip,
hiicre 6liimiine ve niikleer kromatinin kaybina neden olur.

D) Immiin mekanizma : {laglar immiin cevap olusturmayacak kadar kiigiik
molekiillerdir. Ancak biyotransformasyon sonrasinda P 450 enzim reaksiyonlari
sirasinda olusan ara metabolitler enzimlere kovalent olarak baglanip ‘adduct’ ad1 verilen
bilesikler olustururlar. Yeterince biiyiikk olan bilesikler hepatosit ylizeyine tasinip ya
antikor olusumuna neden olup hiimoral immiiniteyi uyarirlar ya da direkt sitotoksik T
hiicre cevabi ile sitolizise (hiicresel immiinite) neden olurlar.

E) Mitokondriyal fonksiyon bozuklugu: Ug sekilde gerceklesebilir; Yag
asiti beta-oksidasyonunun inhibisyonu, solunum zinciri enzimlerinin inhibisyonu ya da
mitokondriyal DNA’ ya dogrudan etki ile gerceklesir. Bazi ilaglar hem beta-
oksidasyonu hem de solunum zincirleri fonksiyonlarini inhibe ederler. Serbest yag
asitleri metabolize olmayip laktat ve reaktif oksijen radikallerinin birikimine yol agar.
Bu radikaller mitokondriyal DNA’y1 da zedeler. Bu ii¢ olay sonrasinda hiicrede enerji
sikintis1  ¢ekilir. Mikrovesikiiller steatosis, steatohepatitis ve sitolitik hepatitits
gerceklesir. Anaerobik metabolizma ile laktik asidoz ve trigliserid birikimi olur (hiicre
ici mikrovesikiiler yag birikimi). Nonalkolik steatohepatitis (hiicre disinda biiytlik
vesikiillerle enflamasyonun da eslik ettigi yag birikimi) ilerleyici olarak makrovesikiiler
steatohepatitits sonrasi  gelisir. Hiicre Oliimii, Mallory cisimcigi olusumu,
polimorfoniikleer hiicre infiltrasyonu, fibrozis ve sirozla sonlanir. Karacigerin diger
hiicreleri de ila¢ hasarmin hedefi haline gelebilir. Ornegin kupffer hiicreleri sitokinleri
aktive edip zedelenmenin artmasina neden olabilirler (Eren ve ark., 2004).

Asirt duyarlt bir reaksiyonun klinik igaretleri tiim durumlarda olusmayabilir.
Ayrica, ¢oklu ilag terapisi alan hastalarda buna sebep olan ajani belirlemek imkansizdir.
Ayni ilag farkli hastalarda farkli karaciger hasar orneklerine neden olabilir. Karaciger
hasar etkisi, diger farmakolojik ajanlarin verilmesiyle uyarilmis olabilir. Taniy1 koyacak
olan histopatologun ilaca bagl olarak olusan lezyonlarin tipini ve bunlarin ilacin neden
olmadig1 lezyonlarin 6zelliklerinden farkini iyi bilmesi gerekmektedir (Damjanov ve
Linder, 1996).

Beklenen toksik etkiler ve beklenmeyen reaksiyonlar arasinda ayirim yapilabilir.
Beklenen reaksiyonlar molekiiliin gergek hepatotoksisitesinden kaynaklanir, doza

baglidir ve kisa latent periyotta olusurlar. Belirli bir dozu depolayan herhangi bir kiside
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meydana gelebilir. Beklenmeyen reaksiyonlar ise; kisinin antijenik bir uyariya karsi
artmis bir bagisiklik yanit verme egilimine ve kisinin ajan1 metabolize etme hizina
baghdir (Kumar ve ark.,, 1999). Beklenmeyen reaksiyonlarin doz iligkisi belirgin
degildir, latent periyodu haftalar veya aylar siirecek kadar uzun olabilir (Damjanov ve
Linder, 1996).

Karacigerdeki ilaca bagli reaksiyonlar organin hiicresel elemanlarinda yapisal ve
fonksiyonel degisikliklere neden olabilir. (Damjanov ve Linder, 1996).

Klinik alanda toksik hepatik hasarin ¢ogu 6nemli formu terapotik ajanlar yoluyla
olugmaktadir.Altiyiliz ilagtan daha fazlasinin hepatotoksisite ile iligkisi bilinmektedir.
Hepatotoksisiteye sebep oldugu bilinen ilaclarin etkilerini reaktif metabolitler
aracilifiyla gosterdiklerini kanitlayan ¢ok sayida ¢aligma bulunmaktadir (Sohn ve ark.,

2008).

2.10. Kanser

Normal dokuyu asan ve onunla koordine olmayan, degisime yol acan, uyari
durduktan sonra bile ayni sekilde asir1 biiyiimeye devam eden anormal doku kiitlesine
timor (neoplazm) denir. Neoplastik hiicreler belirgin derecede normal hiicre
biiylimesini kontrol eden diizenleyici etkilerden bagimsiz ¢ogalmaya devam ettiginden,
degisime ugrar. Ornegin; zar yapisinda bazi glikoproteinlerin sentezi tamamlanamadig1
icin kontak inhibisyon yok olur, bu nedenle biiyiime kontrolsiiz olarak gerceklesir
(Kumar ve ark., 1999). Onkolojide neoplazmlar “Iyi huylu (benign)” ve “kétii huylu
(malign)” olmak tizere 2 kategoriye ayrilir (Kumar ve ark. 1999).

Neoplastik hiicreler tek bir kiitle i¢inde kiime halinde durduklari siirece bu tiimér
iyi huylu olarak isimlendirilir. Bu durumda kiitle cerrahi yolla ¢ikarilarak tam tedavi
genellikle saglanabilir. Bir tiimor ancak kotii huylu (malin) ise yani hiicreleri
etrafindakileri istila yetenegi kazanmissa kanser olarak kabul edilir. Istila genellikle
biitiinliigli bozma, kan dolagimina veya lenf damarlarma girme ve viicudun diger
bolgelerinde, metastaz olarak adlandirilan ikincil tiimorler olusturma yetenegini ifade
etmektedir. Kanser daha genis alanlara yayilmissa yok etmek o kadar zorlasir (Alberts
ve ark., 2008).

Normal hiicrelerin normal c¢evrelerine 6zgli molekiiler yasam sinyallerine

bagiml olduklar diisliniilmektedir, bu sinyallerden mahrum kaldiklar1 zaman hiicreler
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kendi hiicre o6liim mekanizmalarim1 etkinlestirir ve apoptozise girerler. Metastaz
yapabilen kanser hiicreleri ¢ogunlukla normal hiicrelerle karsilastirildiklarinda
apoptozise karsi direnclidirler ve bundan dolay1 asil ortamlarindan ayrildiktan sonra bile
yasayabilir ve biiylimeye devam ederler.

Bir hiicrenin kanser hiicresi olarak basarili olabilmesi i¢in evrimlestik¢e yikici
yeni becerilere, bir dizi farkli 6zellikler biitiiniine sahip olmas1 gerekir. Farkli kanserler
bu ozelliklerin farkli bilesimini gerektirir. Bununla birlikte, kanser hiicrelerinin genel

anahtar davraniglarinin asagidaki sekilde siralayabiliriz (Alberts ve ark., 2008);

1) Hiicre ¢ogalmasini diizenleyen distan ve igten gelen sinyallere itibar
etmezler.

2) Apoptozis yoluyla intihardan kaginma egilimindedirler.

3) Tipki yapimsal yaslanmadan ve farklilasmadan kaginarak, ¢ogalmaya

kars1 programlanmis ¢ogalma kisitlamalarini atlatirlar.
4) Genetik olarak kararsizdirlar.
5) Koken aldiklar1 dokulardan kagarlar (istilacidirlar).

6) Yabanci bolgelelerde yasar ve ¢ogalirlar (metastaz yaparlar).

Kansere yol agan maddelere karsinojen denir ve bunlar gerek deney hayvanlar
lizerinde yapilan aragtirmalarla gerekse insan topluluklarinda kanserlerin rastlanma
sikligin1 irdeleyen (O0rn. Sigara igenlerde akciger kanserinin sik goriilmesi gibi)
epidemiyolojik calismalarla belirlenmistir. Tiimdrlerin gelisimi ¢ok asamali bir iglem
oldugundan bir¢ok degisik faktor kanserin ortaya ¢ikma olasiligimi etkileyebilir. Bu
nedenle bir tek maddeyi kanserin nedeni olarak gdstermekle olay ¢ok basite indirgenmis
olur. Ancak yine de, radyasyon, kimyasallar ve viruslarin gerek deney hayvanlarinda,
gerekse insanlarda kansere neden oldugu gosterilmistir.

Radyasyon ve bircok kimyasal karsinojen etkilerini DNA hasar1 yaparak ve
mutasyonlar1 uyararak gosterirler. Insanda kanser gelisimine neden olabilen
karsinojenler arasinda, mor Otesi 1sini, tiitiin dumanindaki karsinojenik kimyasallar
benzopiren, dimetilnitrozamin ve nikel bilesikleri) ve aflatoksin sayilabilir. Baz1 diger
karsinojenler mutasyon olusturmak yerine hiicre c¢ogalmasini uyararak kanser
gelisimine zemin hazirlarlar. Tiimor gelisimin erken asamalarinda gelisim hizi yiiksek

hiicre toplulugunun asir1 biiyiimesine neden olacak sekilde hiicre boliinme hizini
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artirdiklarindan bu tiir maddelere tiimor kamgilayicilar denir (Cooper ve Hausman,
2006).

Neoplastik hiicreleri 6ldiirmek veya yok etmek i¢in ¢esitli kombinasyonlar
halinde kimyasallarin kullanilmasiyla gergeklestirilen tedavi yontemine kemoterapi
denir. Bu tedavi yonteminde tek bir ila¢ kullanildig1 gibi ¢esitli ilag kombinasyonlar1 da
kullanilabilir. Kemoterapi, kanserle savasta en etkili silahlardan biridir. Bu amacla
kullanilan ila¢ veya kimyasallara kemoterapdtikler denir. Kemoterapotik ajanlar sentetik
veya semisentetik olabildigi gibi genis oranda dogadan izole edilenleri de vardir.
Kemoterapdtik kullanimindaki en olumsuz belirtilerden biri, kemoterapdtik maddenin
kanserli hiicre iizerine etkili olmasina karsin normal hiicrelere de zarar vermesidir
(Baloglu, 2001). Bircok kemoterapétik ilag, etki mekanizmalar1 temel alinarak 6 sinifa
ayrilir(Baloglu, 2001) :

1- Alkilleyici Ajanlar: Bunlar hiicre dliimiine sebep olan, DNA sarmalinin

acilmasim1 engelleyerek hiicre bdoliinmesini, DNA replikasyonunu bloke ederler.

Cisplatin bu sekilde etkisini gosteren en etkili kematerapdtik ajanlardan biridir..

2- Antimetabolitler: Bunlar ya DNA/RNA’nin biyosentetik onciillerinin yerine
gecerek ya da normal Onciil biyosentezini inhibe ederek niikleik asit sentezini bozarlar.

3- Karsinolitik antibiyotikler: Bunlar DNA’ya baglanarak DNA-RNA sentezini

engellerler.

4- Hormonal ajanlar: Over, meme ve prostat tiimorleri Ostrojen ve/veya

androjenik hormonlara baghdir. Kanser6z durum bu hormonlarin kaynaklari minimize
edildiginde tedavi edilebilir.

5- Mitotik inhibitérler: Mitoz i¢in olduk¢a Onemli olan mikrotiibiillerin

olusumunu engellerler. Dogal {iriinlerden izole edilen, klinik olarak kullanilan taksol
anti-kanser ajanlarinin en 6nemlisidir ve bu grubun bir iiyesidir. Ancak bu gruptaki
kolgisin ve vinka alkoloidler gibi antimikrotiibiil ajanlarinkinden farkli bir etki
mekanizmasina sahiptir.

6- Misellen6z kemoterapotik ajanlar
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2.11. Cisplatin

Cisplatin ([cis-(NH3),PtCl,], cis-diamminedichloroplatium (II), cis-platinum
(I) veya cis-DDP), iki degerlikli platin atomunun etrafinda klor ve amonyum
atomlarinin bulundugu horizontal bir yiizeyin cis pozisyonunda inorganik bir bilesiktir
(Sekil 2.18). Cisplatin ilk olarak 1845 yilinda Micheal Peryon tarafindan sentezlenmis,
1893 yilinda Alfred Wegner tarafindan yapisi tammmlanmistir. Sitotoksik ozellikleri ise
1965 yilinda Barnett Rosenberg tarafindan ortaya ¢ikarilmistir. Eschrichia coli’de platin
elektrotunun elektroliz lirtinlerinin mitozu inhibe ettigini ortaya ¢ikarmistir bu ¢alisma
esnasinda, elekrottan siviya gecen platin tlirevlerinin antibakteriyel ve antineoplastik
etki yaptiklar1 da fark edilmis ve cisplatin tiirevlerinin bu amacla da kullanilabilecegi
anlasilmistir. 1978’yilinda Amerikan Gida ve Ilag Idaresi (FDA) cisplatinin servikal,
bas, boyun, yumurtalik, testis, mesane gibi kanserlerin tedavisinde klinik kullanimini

onaylamistir (Chirino ve Chaverri, 2009).
CI\Pl/CI
NH3  NH3

Cisplatin

Sekil 2.18. Cisplatinin [cis-(NH3),PtCl,] kimyasal yapisi (Anonim, 2009c¢)
2.11.1.Cisplatinin Etki Mekanizmasi

Cisplatinin molekiiler mekanizmasi iizerine detayli calismalar x-ray, Niiklear
magnetik rezonans ve diger fiziksel-kimyasal metodlart iceren ¢esitli spektroskopik
metodlar kullanilarak agiklanmaya caligilmstir.

Yapilan ¢aligmalarla, cisplatinin baslica pasif difiizyonla hiicreye alindig1 ortaya
cikarilmigtir. Alimmmi 60 dakika boyunca lineer olarak devam eder ve 1.0mM
konsantrasyonun iizerine ¢ikamaz. Ayrica, cisplatin absorbsiyonu yapisal analoglar
tarafindan inhibe edilmez ve hiicre icine girisi i¢in bir optimum pH gerekmez.

(Tarladagaligir ve ark., 2005).



45

Cispaltinin yapisinda bulunan klor atomlar1 ayrildiginda niikleik asitler ile
kompleks olusturarak reaktif bilesige doniisiir. Daha sonra cisplatin yan yana bulunan
guanin molekiiliiniin N7 ve O6 pozisyonlarindaki molekiilleri arasinda capraz baglara
sebep olur, bu durum DNA zincirinde lokal denatiirasyonla sonuglanir. Cisplatin DNA
adduklart replikasyonun inhibe edilmesi, transkripsiyonun inhibe edilmesi, hiicre
dongiisiiniin durdurulmasi, DNA tamir mekanizmlarinin aktivasyonu ve hiicre 6liimii

gibi cesitli hiicresel cevaplara neden olur (Sekil 2.19) (Santos ve ark., 2007).
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Sekil 2.19: Cisplatinin DNA’ya baglanmasi (Anonim, 2009b)

Cisplatin bakir tastyicisi olan Ctr 1 yoluyla hiicrelere taginir, karaciger, bobrek,
kalin ve ince barsaklarda toplanir. Hiicre i¢inde ilk olarak cisplatinin kararsiz klorid
ligandlar1 su molekiilleriyle yer degistirir ve boylece pozitif yiiklii ve yliksek oranda
reaktif elektrofilik {iriinlere (mono-chloro-mono-aquo-diamminne-platinum veya
diaquo-diaminne-platinum) doniisiir. Bu toksik tiirevler lipitler, proteinler gibi
makromolekiillerle reaksiyona girerek oksidatif hasara neden olabilmektedirler (Sekil
2.20.). (Hanigan ve Devarajan, 2003, Santos ve ark., 2007) .

Cisplatin reaktivitesi, etrafindaki klorid konsantrasyonundan etkilenir (Topgu,
2003; Tarladagalisir ve ark., 2005). Cisplatin, az reaktif oldugu ve klorid
konsantrasyonunun yaklasik 100 mM oldugu ekstraseliiler alandan, konsantrasyonun
aniden 3 mM’ ye diistigli intraseliiler sahaya gegince aktive olur ( Topgu, 2003).

Kandan hiicreye basit diflizyon yoluyla giren cisplatinin klor atomlar1 hidrolize olur
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(Topgu, 2003; Al Moundhri ve Ali, 2006) ve ilacin niikleik asit ve proteinler ile
reaksiyona giren aktif sekillerini olusturmak i¢in su araciligiyla yer degistirir. Sulu
ortamda ¢iftlesmis elektron iceren oksijen, siilfiir ve nitrojen atomlar1 gibi niikleofilik
gruplar, klor iyonlarinin yerine ge¢mek {iizere platine baglanir. Baglanan gruplar
deoksiriboniikleik asit (DNA) veya riboniikleik asit (RNA)’in piirin bazinda ve bir¢ok
aminoasit yan zincirlerinde yer alir. Cisplatin DNA ile etkileserek, zincir i¢i ve zincirler
arasi capraz baglar olusturur. Guanin bazinin 7. Azot atomu (N7) oldukg¢a reaktiftir ve
cisplatinin en fazla aynt DNA zincirindeki komsu guaninler arasinda capraz bag
olusturdugu goriiliir (Topgu, 2003). DNA zincirinde bolgesel hasara neden olan guanin
molekiiliiniin komsu N7 ve O, bolgelerinde ¢apraz baglarin olusumuna neden olur (Al
Moundhri ve Ali, 2006). Guanin-adenin ¢apraz baglar ikinci siklikla olusur. Zincirler
arasi ¢apraz bag olusumuna ise daha az rastlanir. Bu baglarin ortaya ¢ikmasi; DNA’nin
transkripsiyon ve replikasyonunu inhibe eder. Ayrica bu baglar DNA c¢ift zincirlerinin
kivrilarak, agilmasina neden olur. Boylece DNA molekiilii, mobilitesi yiiksek gruplari
ve diger proteinleri kendine c¢eker. Cisplatinin modifiye ettii DNA, yeterince
yenilenemediginden ortaya ¢ikan bu DNA hasar1 apoptozisi baglatir. Bu hasar
onarilamayacak boyutlarda ise, hiicre tarafindan tolere edilemez, hiicrenin Sliimiine

neden olur (Topgu, 2003).
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Sekil 2.20. Cisplatinin hiicre i¢ine girisi ve DNA’ ya baglanmasi. (Rujiven ve
ark., 2005)
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2.11.2. Cisplatin ve Hepatotoksisite

Cisplatin, testis ovaryum, mesane ve boyun kanserlerinin tedavisinde kullanilan
en etkili ilaglardan birisidir. Ayn1 zamanda endometriyum kanseri, kiiclik hiicreli
akciger kanseri, malignant melanoma ve adrenokortikol kanserlerinde kullanilmaktadir.
Cisplatin kemoterapisinin en yaygin yan etkisi nefrotoksisite ve norotoksisitedir.
Cisplatinin etkisi doz artirma yoluyla genisletilebilir fakat daha yiliksek doz
hepatotoksisite gibi daha az yaygin olan toksik etkilere neden olabilmektedir.
Cisplatinin sebep oldugu karaciger hasar1 ve bu hasar sonucu olusan hepatotoksisitenin
mekanizmas1 hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir (Karahan ve ark., 2006; Iseri ve
ark., 2006; Sohn ve ark., 2008).

Karaciger; toksik kimyasal maddelerin ve diger materyallerin atilm ve
detoksifikasyonunda onemli rolii olan bir organdir ve ayni zamanda toksinlerin ilk
hedefidir. Cisplatin ve metabolitlerinin viicuttan atiliminda, hepatobilier sistem ile
bobrekler birlikte calisir (Tarladagalisir ve ark., 2005). Cisplatin bobreklerden sonra en
fazla karacigerde biriktiginden, yiliksek doz uygulamasiyla hepatoksisite gerceklesir
(Zicca ve ark., 2002; Tarladagalisir ve ark., 2005; Iseri ve ark., 2007). Uozumi ve ark.,
(1993) tarafindan yapilan c¢alismada karaciger ve bobrekte biriken platin miktari
karsilastirilmig ve karacigerde birikimin daha fazla oldugu belirtilmistir. Ayrica Steward
ve ark., (1985) tarafindan yapilan bir diger calismada insandan alinan karaciger ve
bobrek oOrneklerinde, hepatositlerde biriken platin konsantrasyonunun doza bagh
oldugunu fakat bobrek tiibiillerdeki birikim i¢in dozun 6nemli olmadigi belirlenmistir
(Martins ve ark., 2008). Cisplatin, hepatik hasarin belirtegleri olan transaminaz (ALT ve
AST) serum miktarlarinin artisina neden olur. ALT (alanin aminotransferaz),
hepatositlerde bulunan baslica enzimdir ve hiicre hasarina karsi olduk¢a duyarlidir. AST
(aspartat aminotransferaz) de karaciger sitoplazmasi ve mitokondrisinde ayrica diger
dokularda bulunan karaciger hasarin1 yansitan bir enzimdir. Hepatik hiicreler hasar
gordiigiinde bu enzimler kan dolagimina serumdaki miktarlarin1 arttirmak i¢in gegerler
(Provan ve Krentz, 2002; Martins ve ark., 2008). Mitokondriler cisplatin toksisitesinde
en Onemli ve ilk hedef olan organellerdir. Martins ve ark., (2008), bu durumu
desteklemis ve cisplatinin mitokondri fonksiyonu ve yapisinda hasara neden olarak
antioksidan sistem faaliyetlerini azaltmakta oldugunu, apoptozisin meydana geldigini

belirtmiglerdir. Serbest radikaller mitokondrilerin fonksiyonunda bozukluklara neden
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olmaktadir. Yapilan calismalarda cisplatinin, lipit peroksidasyonuna, bazi enzim
aktivitelerinde degisikliklere ve kromozom anomalilerine neden oldugu belirtilmistir
(Yi1lmaz ve ark., 2004). Bazi arastiricilar cisplatin hepatotoksisitesinin mitokondrilerde
meydana gelen hasarlardan kaynaklandigint  bildirmislerdir. Hepatotoksisitede
mitokondri ile niikleer bolgedeki platin  konsantrasyonu karsilastirildiginda
mitokondrilerde daha yiiksek oranda bulundugu anlasilmistir. Bobrekler iizerindeki
toksisitenin karacigerden yiiksek olmasini, mitokondriyal DNA hasarinin bobreklerde
daha ileri seviyede olmasina ve bobreklerin hasarli DNA’y1 kompanse etmede
karacigerden daha basarisiz olmasina baghdir (Tarladagalisir ve ark., 2005).

Diyabet ve obezite gibi baz1 patofizyolojik sartlar, etonol, nikotin gibi bazi
kimyasallar cisplatinin neden oldugu hepetotoksisiteyi siddetlendirebilmektedir. Bu
durum muhtemelen sitokrom P450 2E1’in artan ekspresyonu yoluyla olmaktadir. Bu
izoenzim basglica karacigerde ekspresse edilir ve hidrojen peroksit ve siiperoksit anyonu
gibi reaktif oksijen tiirlerinin etkili bir {ireticisidir. Ustelik CYP2E1 demir katalizli
fenton reaksiyonlarinin etkinligini artirabilmektedir. Fenton reaksiyonu giiglii oksidant
olan hidroksil radikallerinin iiretimine neden olur. Hepatotoksisite cisplatinin en sik
goriilen toksik etkisi olmamasina karsin spesifik sartlar altinda meydana gelmektedir.
Platinum igeren ¢ok sayida yeni ajan daha az toksik olabilir diye antineoplastik ajan
olarak test edilmistir ancak cisplatin kemoterapide kullanilan en etkili neoplastik ajan
olarak kalmistir. Bu sebeple cisplatin toksisitesine kars1 normal dokular1 korumak i¢in
bir¢ok kimyasal madde ¢alismalara konu olmustur (Santos ve ark., 2007).

Son yapilan ¢alismalar cisplatinin sebep oldugu karaciger hasarinda oksidatif
stresin 6nemli rol oynadigim desteklemektedir. Ustelik oksidatif stres antineoplastik
aktiviteyi engelleyebilir antioksidan uygulayarak oksidatif stresin azaltilmasiyla
tedavinin etkinligi artirilabilir (Conklin, 2004; Pratibha ve ark., 2006). Belirli
bilesiklerin antioksidan aktivitesi ile karacigerde cisplatinin sebep oldugu oksidatif
hasara karsi koruyuculuk saglandigi desteklenmektedir fakat mitokondriyal olaylar
vurgulanmamistir (Ko¢ ve ark., 2005). Cesitli antioksidan korumalara ragmen
mitokondri reaktif oksidant tiirlerinin baslica intraselliiler kaynagidir ve mitokondriyal
oksidatif hasarin toksik oksidatif stresdeki temel olay oldugu diistiniilmektedir.
Mitokondriyal reaktive oksijen tilirleri programlanmis hiicre Oliimiiniin meydana
gelmesinde &nemlidir. Intraselliiler kaspaz aktivasyonuna &nciiliik eden apoptotik

metabolik yollarin farkli fazlarinda ve DNA hasarinda ROT’un iliskisi agikca
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kanitlanmustir. Cisplatinin sebep oldugu toksisitenin erken hiicresel bir bdlgesi olarak
mitokondrinin rolii énemli kanitlarla desteklenir. Bu yiizden hiicresel korumada gerekli
mitokondriyal prosesin anlasilmasi biiyiik oranda cisplatinin sebep oldugu toksisiteye
kars1 koymak i¢in terapdtik stratejilerin gelistirilmesine katki saglayacaktir ve sonugta

bu 6nemli antikanser ilacin etkisinin artmasi saglanacaktir (Santos ve ark., 2007).

2.12. Kanser Kemoterapisi ve Antioksidanlar

Kanser kemoterapisi sirasinda antioksidantlarin verilmesi, antineoplastik
etkinligi yan etkilerin gelisimini etkiler mi? Her ne kadar invitro sistemlerin ve hayvan
modellerinin  kullanildig1  klinik 6ncesi ¢alismalarin  biliylik  bir ¢ogunlugu,
antioksidantlarin yararli oldugu konsantrasyonlar1 desteklese de su ana kadar sadece
birka¢ klinik ¢alisma yapilmistir. Yukaridaki soruyu cevaplamak igin g¢alismalarin
planlanmasinda  diisliniilmesi  gereken  faktorler, antioksidantlarin  6zellikleri
antineoplastik ajanlarin hareket mekanizmalar1 ve bu ajanlarin yan etkilere neden
oldugu mekanizmalardir (Conklin, 2004).

Kanser kemoterapisi lizerinde potansiyel etkileri degerlendirildiginde biitiin
antioksidanlar esit olarak degerlendirilemez. Bir antioksidan biitiin kanser
kemoterapotik ajanlarin aktivitesi lizerinde ayni etkiye sahip olmasi beklenemez
(Conklin, 2004).

Eger bir kanser kemoterapotik ajan tarafindan ROT olusumu veya ilacin serbest
radikal ara iirlinii, ilacin sitotoksisitesinde rol oynuyorsa, antioksidanlar ilacin
antineoplastik etkisini engelleyebilir. Bununla beraber, eger reaktif tiirler sadece ilacin
yan etkilerinden sorumlu ise, antioksidanlar, ilacin antineoplastik etkisini
engellemeksizin yan etkilerin siddetini indirgeyebilir. Bu yiizden eger ROT veya serbest
radikal ara iriinler ilacin hareket mekanizmasinda rol aliyorsa, ilacin biyolojik
sistemlerde oksidatif strese yol agma yetenegi ve rolii arasindaki ayirimi yapmak

onemlidir (Conklin, 2004).

2.13. Antioksidanlarin Terapotik Kullanimi

Diyetle alinan ve endojen antioksidanlar okside edici serbest radikalleri elemine

ederek veya reaksiyona girerek hiicresel hasari engellemektedirler. Bununla birlikte
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kanser tedavisinde bazi kemoterapdtik ajanlarin hareket mekanizmasi, malignant
hiicrelerin hiicresel hasar1 ve nekrozuna yol agan serbest radikallerin olusumunu
gerektirmektedir (Lamson ve Brignall 1999).

Antioksidanlar, kemoterapinin bazi formlarinda olusan okside edici serbest
radikalleri indirgeyebilir ve ayrica tedavinin etkinligini azaltabilir. Ayrica ekzojen
antioksidanlar tek baglarina farkli kanser tiplerinde faydali etkiler gdsterebilirler.
Hayvan ve insan calismalari, antioksidan verildiginde kemoterapi etkinliginin
indirgendigini gostermektedir. Bunun yaninda antioksidanlarin yan etkilerinin
azalmasina ek olarak pek ¢ok kanser kemoterapotik ajaninin artan etkinligini gosteren
kanitlar da vardir (Lamson ve Brignall 1999).

Cisplatin ile birlikte verilen c¢esitli antioksidanlarla yapilan pek ¢ok calismada
cisplatinin hasar verici etkisinin uygulanan bu antioksidanlarla indirgendigi

gosterilmistir (Liao ve ark., 2008; Liu ve ark., 2008; Maliakel ve ark., 2008).

2.14. Asetilsalisilik Asit

Asetilsalisilik Asit (ASA), ilk kez 1853 yilinda Carl R. Gerhart tarafindan
sentezlenmistir. 1897 yilinda Bayer AG’de is¢i olarak calisan Felix Hoffman,
rheumatoid arthritis hastasi olan olan babasina bu ilact vermesi ile ilacin terapdtik
kullaninmi baslamistir (Kauffman, 2000). ilk olarak 1853 yilinda kesfedilmesine ragmen
klinik kullanimina 1899 yilinda baslanmistir (Yanbeyi, 1999). ASA, 1899 yilinda Bayer
AG Leverkuser, Almanya’da “Aspirin” adiyla ticari olarak markalanmistir (Kauffman,
2000). Ayn1 y1l Berlin’deki Imperial Patent Ofisi’ne aspirin ismiyle kimyasal formiilii
resmi olarak kayit ettirilerek toz halinde endiistriyel iiretimine baslanmistir (Yanbeyi,

1999).Cok sayida ticari ismi bulunan ASA’nin  kimyasal formiilii Sekil 2.21°de

gosterilmektedir.
HO,
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Sekil 2.21: ASA’nin yapisal formiili (Kauffman, 2000)
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Yiizyili askin siiredir kullanilan ASA’nin kullanim alanlari her gegen giin
artmaktadir. Agr1 giderici (analjezik), ates diisiirlicii (antipiretik) ve anti-inflamatuar
etkileri temel kullanim alanlarini olusturmaktadir (Aydin, 2003). Son 10 yildir kalp
krizinin 6nlenmesinde kullanilan ASA tarihteki en basarili ilag olarak nitelendirilir
(Kauffman, 2000).

1970’li yillara kadar ASA’nin etki mekanizmasi belirlenememistir. Etki
mekanizmasi ile ilgili olarak ilk agiklama 1971 yilinda Jonh Vane ve ark. tarafindan
yapilmistir (Vane, 1971, Yanbeyi, 1999). John Vane, ASA’nin hareket mekanizmasinin

belirlenmesi konusunda yaptigi ¢alismalarla Nobel 6diilii kazanmistir.

2.14.1. Asetilsalisilik Asit Metabolizmasi

ASA basit bir organik asit olup oral alinimindan sonra hizli bir sekilde mideden
ve Ust gastrointestinal sistemden absorbe edilir. Plazma pik seviyesi 1-2 saat icinde
olusur, %80 oraninda kanda plazma proteinlerine baglanir. % 80’1 karacigerde glisinle
birleserek salisiliirik asit seklinde ¢ok az bir miktar1 da gentisik asit, glukuronoidler ve
serbest salisilatlar olarak idrarla atilmaktadir.

ASA’nin klinik kullanimda 4 temel etkisi vardir (Yanbeyi, 1999).

1) Analjezik
2) Antipiretik
3) Anti-inflamatuar

4) Antiagregan

ASA’nm temel etki mekanizmasi siklooksijenazlarin ve prostoglandin sentezinin
inhibisyonudur. Bu mekanizma analjezik, antipiretik ve trombosit agregasyonunun
inhibisyonunu agiklamaktadir (Yanbeyi, 1999).

ASA giiclii bir prostoglandin sentez inhibitoriidiir (Riedel ve ark., 2003).
prostoglandin  sentezinin inhibisyonu ASA’nin etki mekanizmasinin temelini
olusturmaktadir. Prostoglandinler 20 karbonlu doymus bir yag asiti olan arasidonik asit
metabolitlerinden biridir. Tromboksanlar (TXA2 ve TXB2),
hidroperoksiaykosatekronik asitler (5-HPETE), 16kotrienler ve lipoksinler arasidonik

asit metabolizmasinin diger tirlinleridir (Aydin, 2003).
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Arasidonik asitler hiicre dis1 haberci molekiiller olarak kabul edilirler. Hiicrede
depolanmazlar, kimyasal ya da mekanik bir uyar1 oldugunda fosfolipaz A ve fosfolipaz
C enzimleri tarafindan membran fosfolipitlerinden sentezlenirler. Arasidonik asit
metabolitleri lokal hormon olarak islev goriirler. Gerek islevleri gerekse dokulardaki
lokalizasyonlar1 bakimindan farklihk gosterirler. Ornegin platelletlerden salman bir
prostoglandin molekiilii platelletlerde agregesyona neden olurken diiz kas endotelinde
prostosiklin (PGI,) platellet agregasyonunu inhibe etmektedir (Aydin, 2003).

Arasidonik asitten prostoglandinlerin sentezinin gergeklestigi enzimatik
basamak, ASA’nin etki bolgesini olusturmaktadir. ASA bu etkiyi arasidonik asitten
prostoglandin sentezini gergeklestiren prostoglandin endoperoksit sentetaz enzimini
inhibe ederek gergeklestirir. Bu enzim siklooksijenaz ve peroksidaz olmak {iizere iki alt
birimden meydana gelmektedir. ASA siklooksijenaz kompleksinin aktif merkezindeki
serin aminoasitinin asetillenmesini saglayarak inhibisyona neden olmaktadir (Sekil
2.22) (Zubay, 1995; Aydin, 2003).

ASA, mide ve ince barsakta emildikten sonra hizli bir sekilde salisilik aside
hidrolize edilir (2 hidroksi benzoik asit), giliclii bir sekilde karacigerde ve plazma
proteinlerine baglanir, viicuttaki tiim dokulara dagilir. Glutatyon peroksidaz, arasidonik
asit kaskadi yoluyla COX-2 ve prostoglandinlerin olusumunda rol oynamaktadir. Bu

durum salisilik asitin koruyuculugu i¢in 6nemlidir (Drew ve ark., 2005).

O
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0O—C— CH3
serin |— CH OH +
2
& ‘
siklooksijenaz asefilsalisilik asit
i (aspirin)
OH
O
I OH
;CHZ— 0O—-C— CH2 +
siklooksijenaz salisilik asit

inaktif

Sekil 2.22. ASA aktif bolgeye yakin olan serin aminoasitini asetilleyerek
siklooksijenazi inhibe eder (Zubay, 1995).
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2.14.2. Asetilsalisilik Asitin Antioksidan Ozelligi

ASA, pek ¢ok hastalik iizerindeki etkisinin yani sira giiglii bir antioksidan
oldugu bilinmektedir. ASA’nin hidroksil radikalini siipiirerek biyolojik hedefleri bu

radikalin sebep oldugu hiicresel hasardan korudugu gosterilmistir (Riedel ve ark., 2003).
ASA’nin O,”, OH ve H,0, gibi reaktif oksijen tiirlerine kars1 reaksiyonlarini

arastirmak icin elektron spin rezonans kullanilarak yapilan ¢alisma sonucunda ASA’nin
askorbat (k=1.2x10" M'saniye™), glutatyon (k=1.5x10"" Msaniye’) ve sistein
(k=1.3x10"" M'saniye™) gibi iyi bilinen antioksidanlardan daha hizli reaksiyon sabitesi
ile (k = 3.6x10"° M'saniye') etkili bir hidroksil radikali siipiiriiciisii oldugu
gosterilmistir (Shi ve ark., 1999). Diger yandan ASA siiperoksit radikali ve hidrojen
peroksit iizerinde etkili degildir (Tuvdendorj ve ark., 2003).

Yapilan ¢aligmalarla Hem oksijenaz-1 (HO-1)’in antioksidan ve doku koruyucu
mekanizmalarda Onemli bir aract enzim oldugu ortaya c¢ikarilmistir. Artan HO-1
ekspresyonu, Hemoglobin yikimina, demir, bilirubin ve karbonmonoksit (CO)
birikimine yol acar, dokularin oksidatif hasara hassasiyeti azalir (Grosser ve ark., 2003).

Bilirubin dogrudan peroksil radikalini siipilirerek antioksidan olarak davranir
(Gutteridge, 1995). CO, vasodilatér ve anti-trombosit etkisi ile doku koruyucu olarak
etkisini gdstermektedir. Nitrik oksit (NO) HO-1’in énemli bir indiikleyicisidir. Ozellikle
endotelde NO’in hiicre koruyucu etkileri, artan HO-1 ekspresyonu ve sonugta bilirubin
ve CO olusumuna baglanabilir. ASA’nin yalnizca NO olusumunu aktive etmedigi ayni
zamanda sekonder antioksidan olan ve HO-1 ile uyarilan Ferritinin ekspresyonunu
artirdig1 da bilinmektedir (Grosser ve ark., 2003).

Grosser ve ark. (2003) yapmis olduklar1 ¢alisma ile ASA’nin endotel
hiicrelerinde antioksidan savunma proteini olan HO-1’in enzimatik aktivitesine ek
olarak bu proteinin ekspresyonunu artirdigini gosterilmistir. fn vivo ve in vitro
calismalar HO-1’in indiiklenmesinin anti-inflamatuar, anti-atherojenik ve hiicre
koruyucu etkilere neden oldugunu gostermektedir. ASA’nin etkisi altinda olusan
HO’nun metabolitlerinden bilirubin biyolojik olarak 6nemli bir antioksidandir. Diger bir
metabolit CO, antiplatellet ve vasodilator etkisi ile doku koruyucu olarak etkili
olmaktadir. CO’in anti-inflamatuar 06zellikleri, bilirubinin hiicre koruyucu ve

antioksidan fonksiyonlarini tamamlayabilir ve destekleyebilir. HO-1"in indiiklenmesi ile
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olusan CO ve bilirubinin yaninda iiglincii bir metabolit ferritin gibi sekonder
antioksidanlarin indiiklenmesidir (Grosser ve ark., 2003). Demir, oksidatif stresin neden
oldugu hasarin 6nemli bir pargasidir. Ferritin demiri baglar ve bdylece demirin oksidatif
hasara katilmasi engellenir. Bu nedenle ferritin koruyucu antioksidan olarak kabul
edilmektedir. ASA ferritin artisin1 saglayarak oksidant hasarin neden oldugu doku

hasarini azaltabilir (Oberle ve ark., 1998; Wolin, 1998).

2.15. Selenyum

Selenyum insan saghigi i¢in gerekli iz elementlerden biridir. Selenyum
selenoproteinlerin bir parcasidir, yapisal ve enzimatik Ozelliklere sahiptir. Immiin
diizenleme, agir metallerin ve karsinojenik organik bilesiklerin detoksifikasyonu gibi
onemli diizenleyici ve koruyucu fonksiyonlarda rol oynamaktadir.

Selenyum, 1817 yilinda Isvecli kimyaci Berzelius tarafindan kesfedilmistir.
Berzelius telliir ¢esidi yeni bir element olarak diisiinmiistiir. Selenyum bir metaldir ve
metalloidler igerisinde telliir ve siilfiir arasinda yer alir. Selenyumun atom numarasi 34
ve atomik agirligi 78.96°dir (Alexandrova ve ark., 2003).

1951-1957 yillar1 arasinda Schwartz ve Foltz tarafindan selenyumun esansiyel
bir besin oldugu gosterilmistir. Selenyum oksidatif hasara kars1 koruyucu bir enzim olan
glutatyon peroksidaz yapisinda yer alarak antioksidan etki gdsterdigi 1973 yilinda
Rotruck ve arkadaslar1 tarafindan ortaya c¢ikarilmistir (Alexandrova ve ark., 2003).
Aktivitesi 1957 yilinda Mills tarafindan kesfedilen Glutatyon peroksidaz (GSH-Px),
normal kosullarda hiicrede bulunan Hidrojen peroksitin detoksifikasynundan sorumlu
enzimdir. (Gamble ve ark., 1997). GSH-Px, lipit peroksidasyonunun baglamasini ve
gelismesini engellemektedir (Seven ve Candan, 1996). Her biri 23 kD olan 4 alt
tiniteden olusan bir selenoprotein olan GSH-Px, aktif bolgesinde selenosistein formunda
selenyum atomu igerir. Selenyum iceren GSH-Px’in bilinen dort formu (GSH-PxI,
GSH-Px2, GSH-Px3, GSH-Px4) wvardir. Selenyum bagimli GSH-Px, memeli
eritrositlerinde bulunan Onemli antioksidan enzimdir. Ayrica akcigerlerde, kalp,
karaciger ve bobreklerde bulunur (Gamble ve ark., 1997). Hepatositlerde Selenyum
bagimli GSH-Px 6zellikle sitozol ve mitokondri matriksinde bulunmaktadir (Mimi¢ ve

ark., 1999.)
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Hayvanlar ve insanlar i¢in esasi bir iz element olan selenyum tahil, hububat ve
sebzeleri igeren besin kaynaklarindan saglanir. Bitkilerin selenyum igerigi de topraktaki
selenyum konsantrasyonuna gore farklilik gostermektedir. Volkanik topraklar 6zellikle
minerallerin siizilmesine duyarlidir. Diinyada selenyum bakimindan fakir olan bolgeler,
Avustralya, Kuzey Cin, Kuzey Kore, Gliney merkezi Cin, Nepal ve Tibet’in kurak
bolgeleridir (Tapiero ve ark., 2003).

Bitkiler selenyumu baglica Selenyum-metionine (Se-Met) cevirirler. Se-Met
bitkilerin toplam selenyum igeriginin yaklasik % 50’sine karsilik gelmektedir. Yiiksek
yapili hayvanlarda Se-Met sentez edilemez, yalnizca selenit olarak verildiginde Seleno-
sistein (Se-Cys)’e dontistiiriilebilmektedir. Memelilerde sindirilen Se-Met, ince barsakta
Na” bagimli nétral aminoasit transport sistemi tarafindan absorbe edilmektedir (Sekil

2.23) (Burk ve ark., 1995, (Tapiero ve ark., 2003).

Genel viicut proteinleri Selenit
ll Selenosistein olarak l
Selencproteinler G5-5e-5G
Selenometionin ] l
l - G5-5eH
Selenosistein Selenofosfat
| » H.S5e
CH:SeH

l

(CH ;),5¢ ——= Nefes alip verme

[CH.),Se+ —— idrar

Sekil 2.23. Bitki ve Hayvanlarda Selenyumun alim1 (Tapiero ve ark., 2003).

Selenyum cografik olarak Cin’in, eski Sovyetler Birligi’nin, Venezuella ve
Amerika Birlesik Devletleri’nin ~ belirli  bolgelerindeki  topraklarda  yiiksek
konsantrasyonlarda bulunmaktayken Yeni Zelanda ve Finlandiya’da oldukg¢a diisiik
konsantrasyonlarda bulunur. Selenyum yaklasik 40 mikro mineralin yapisinda yer alir
(Alexandrova ve ark., 2003).

Organlarda selenyum birikimini siralayacak olursak bobrekler, karaciger,

endokrin bezler, pankreas, kalp, dalak ve beyin olarak siralanmaktadir. Selenyum
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bilesikleri siitte biriktirilir, plasental bariyerden gecebilir. Plasentada ve embriyo
karacigerinde oldukca fazla miktarda selenyum bulunmaktadir. Erkeklerde serum
selenyum seviyesi bayanlara gore daha yliksektir. Serum selenyum seviyesi yas ile
birlikte diisme egilimindedir (Alexandrova ve ark., 2003).

Cesitli kanser tiplerinde besinsel selenyumun koruyucu oldugu yapilan temel ve
klinik calismalarla desteklenmistir. Selenyumun antikanser ajan olarak roliiniin
muhtemel mekanizmasi DNA’nin  antioksidan korunmasi, artan karsinojen
detoksifikasyonu, hiicre dongiisii siirekliliginin degisimi, tiimor hiicre istilasinin ve

angiyogenez inhibisyonunu icermektedir (Hoffmann ve Berry, 2000).

2.15.1. Selenyum Eksikligi ve Etkileri

Toprakta selenyum seviyesinin diisiik oldugu cografik bolgelerde ¢ogunlukla
eritrositlerin yiikselen osmofragilitesine bagli olarak bazi kardiyovaskiiler hastaliklar
yaygin olarak goriilmektedir. Keshan hastalig1 ve Keshin Back Hastalig1 gibi hastaliklar
genellikle diyete Selenyum ilavesiyle geri doniisiimlii olabilmektedir. Selenyum
seviyesi eritrositlerdeki bu durum ile yakindan iligkilendirilir (Gamble ve ark., 1997).

Selenyum eksikligi glutatyon (GSH) metabolizmasini etkilemektedir. Bu etkisini
GSH’1n sentezini ve karacigerde serbest birakilmasimi artirarak plazmadaki GSH
seviyesinin ylikselmesiyle gostermektedir. Selenyum eksikligi ayni zamanda GSH-Px
aktivitesinde azalmaya neden olmaktadir (Tapiero ve ark., 2003). Lipit peroksidasyonu
tizerine selenyum eksikliginin potansiyel etkisi bakir veya manganez eksikliginin ayni
anda meydana gelmesi sonucu bazi dokularda artmaktadir. /n vitro sistemlerde
selenyumunun kimyasal formu hiicresel cevabin olusmasinda 6nemli bir faktordiir
(Camargo ve ark. 2001). Bayanlarla yapilan ¢alismada selenometiyonin veya selenat
bakimindan zengin besin verildiginde Se-GSH-Px seviyesinde artis oldugu, selenati
verilenlerde bu artigin daha fazla oldugu gosterilmistir (Gamble ve ark., 1997).

Selenyum eksikligi ile iliskili muhtemel hastalik durumlarini asagidaki sekilde
siralayabiliriz:

Keshan hastaligi, kas zayifligt ve agrisi, tirnak degisiklikleri, T ve B
hiicrelerinde disfonksiyon, koroner arter hastaligi, kesinligi tam olmamakla birlikte

kanserdir (Tapiero ve ark., 2003).
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Tiim memeli selenoproteinleri UGA kodonu tarafindan kodlanan aminoasit

selenosistein  (Sec) formunda

selenyum igermektedir. Bilinen 22 0Okaryotik

selenoprotein, Sec’in lokasyonuna ve fonksiyonel Ozelliklerine dayali olarak farkli

selenoprotein gruplar1 seklinde siniflanmaktadir. Tanimlanan selenoproetinlerin yarisi

antioksidan ozellik gostermektedir (Tapiero ve ark., 2003). Selenoprotein ailesinin bazi

tiyeleri ve fonksiyonlar1 Cizelge 2.2°de gosterilmistir.

Cizelge 2.2. Selenoproteinler ve fonksiyonlari (Rayman, 2000)

SELENOPROTEIN

FONKSIYONU

Glutatyon peroksidazlar:
GSHPx1, GSHPx2, GSHPx3,
GSHPx4

(Sperm) Mitokondriyal kapsiil
Selenoprotein

[odotronin deidodinazlar,
tioredoksin rediiktazlar

Selenofosfat sentaz (SPS2)
Selenoprotein P

Selenoprotein W

Prostat Epitelial Selenoprotein

(15 kDa)

DNA baglanma spermatid
selenoprotein (34 kDa)

Antioksidan Enzimler: Hidrojen peroksit, lipit ve
fosfolipit peroksitleri uzaklastirir.

GSHPx’in  bir formudur (GSHPx4); sperm
hiicrelerini oksidatif hasardan korur.

Aktif tiroid hormonunun (T3) {retimi ve
diizenlenmesi, DNA sentezinde niikleotitlerin
indirgenmesi, antioksidan sistemlerin yenilenmesi,
hiicre i¢i redoks stabilitesi, transkripsiyon
faktorlerinin DNA’ya baglanmasi ile gen ifadesinin
diizenlenmesi.

Selenofosfatin biyosentezi igin ve selenosistein
sentezi i¢in gereklidir.

Plazmada bulunur ve endoteliyal hiicrelerle
iligkilidir. ~ Endoteliyal hiicreleri  peroksinitrit
zararindan korur.

Kas fonksiyonu icin gereklidir.

Ventral prostatin epitel hiicrelerinde bulunur. Salgi
hiicrelerini karsinoma gelisimine karst korudugu
bilinmektedir.

Glutatyon peroksidaz benzeri aktivite gosterir.
Sperm ¢ekirdeginde, mide ve bobrekte bulunur.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Hayvan Materyali

Calisma, Ondokuz Mayis Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun
izniyle yapilmistir. Calismada, Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi ve
Cerrahi Arastirma Laboratuvari’nda tiretilen Wistar albino ratlar kullanildi. Hayvanlar
plastik kafeslerde Samsun Yem Fabrikasi tarafindan {iretilen standart rat yemi ile
beslendi. 1822 °C oda sicakliginda 12 saat aydinlik/karanlik saglandi. Aym
jenerasyondan olmalarma 06zen gosterilerek, 250-320 gr agirhiginda erkek ratlar

kullanild1. Enjeksiyondan 6nceki 24 saat a¢ birakildi ve su serbest olarak verildi.

Sekil 3.1. Swiss albino tipi Laboratuvar Hayvani (Wistar albino)

3.2. Hayvanlara Uygulanan Maddeler

Calismamizda kullandigimiz cisplatinin, DBL 50mg/50 ml Enjektabl Soliisyon
olarak hazirlanan, 1 flakon iceren ambalajlarda satilan formu kullanildi. Formiil igerigi:
Cisplatin 50 mg, Mannitol 50 mg, sodyum kloriir 450 mg ve enjeksiyonluk su k.m. 50

ml olup, Mayne Pharma Plc firmasindan temin edilmistir. Enjeksiyona hazir olan
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cisplatin, 10 mg/kg olarak tek enjeksiyonla intraperitonal yolla ratlara enjekte edildi
(Ajith ve ark., 2006; Santos ve ark., 2007; Avc ve ark., 2008, Martins ve ark., 2008).
Asetilsalisilik Asit Sigma-Aldrich Germany firmasindan temin edilmistir. Ratlar
icin, % 0.9’luk serum fizyolojik ¢ozeltisindeki 5 mg/kg/giin’liik dozu intraperitonal yolla
enjekte edildi (Ishizuka ve ark., 2008).
Selenyum, sodium selenit formu olarak (Na;SeOs) Sigma-Aldrich Germany
firmasindan temin edilmistir. % 0.9’luk serum fizyolojik ¢ozeltisindeki 1 mg/kg/giin’likk

dozu intraperitonal yolla enjekte edildi (Antunes ve ark., 2001, Newairy ve ark., 2007).

3.3. Calismada Kullamilan Kimyasal Maddeler

Caligmamizdaki histolojik takip, gdémme ve boyama islemlerinde kullanilan
kimyasal maddeler; Cisplatin, Mayne Pharma Plc firmasindan, Hematoksilen, Sodyum
iodat (NalO3), Eozin, Fosfomolibdik asit, Periodik asit, entellan ve parafin Merck
W.Germany firmasindan, Asetilsalisilik asit, Sodium selenit, Glasial asetik asit, Ferrik
klorid, Biebrich-Scarlet Solusyonu, Asit fuksin, Fosfotungstik asit, Gluteraldehit Sigma
Aldrich Germany firmasindan, Amonyum aliiminyum siilfat, Sitrik asit Aklar Kimya
firmasindan, Kloral hidrat, Anilin mavisi, Bazik fuksin, Potasyum metabisiilfit, Pikrik
asit, Aktif komiir Carlo Erbaa firmasindan, Absolii Etil Alkol ve Ksilen Riedel-de Haén
Firmasindan, = Formaldehit, Lab Scan  Analitical Sciences Firmasindan,
Osmiumtetraoksit (OsO4) ve Propilen oksit, Electron Microscopy Sciences firmasindan

temin edildi. R1030 Agar Scientific Epoksi Rezin Kit kullanildi.

3.4. Cahismada Kullanilan Aletler

Calismamizda; Ondokuz Mayis Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji
Boliimii, Histoloji Arastirma Laboratuvarinda bulunan:

Sartorius CP 224 S Hassas Terazi

Electromag M 6040 BP Inkiibator

Reichert-Jung 2030 Rotary Mikrotom

Cyberscan 500 pH metre

Parafin Su Banyosu

Yellowline MSH Isitici
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Beko D 9330 NM Nofrost Buzdolab:
Leica D 1000 Isik Mikroskobu

Leica DFC 290 Goriintli Aktarim Aparati.
Dell Inspiron Bilgisayar kullanildu.

Ayrica OMU, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji B&liimii, Molekiiler Biyoloji
Arastirma Laboratuvarinda bulunan:
Clifton Bath Shaker

Jencons Scientific Limited Su Aritma Cihazi kullanildi.

Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabiim Dali’nda
bulunan:

C. Reichert OM U3 Ultramikrotom

Jeol -Jem 1011 Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) kullanildi.

3.5. Deney Protokolii

3.5.1. Arastirma Gruplarinin Olusturulmasi

Calismada, Kontrol (K), Cisplatin (CIS), Selenyum (SEL), Asetilsalisilik Asit
(ASA), Cisplatin+Selenyum (CIS+SEL), Cisplatin+Asetilsalisilik asit (CIS+ASA),
Cisplatin+Selenyum+Asetilsailisilik Asit (CIS+SEL+ASA) gruplar1 olmak iizere 7 grup
olusturuldu. Her grupta 1., 2., 4., 7. ve 14. giinlerde 5’er hayvan sakrifiye edildi.
(Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Calisma Gruplar1 ve Hayvan Sayilar

Gruplar 1.Giin 2.Guin 4.Gin 7.Gln 14.Giin
Kontrol K(CIS) 5 5 5 5 5
Kontrol K(SEL) 5 5 5 5 5
Kontrol K(ASA) 5 5 5 5 5
Cisplatin (CIS) 5 5 5 5 5
Selenyum (SEL) 5 5 5 5 5
Asetilsalisilik Asit (ASA) 5 5 5 5 5
Cisplatin + SEL 5 5 5 5 5
Cisplatin + ASA 5 5 5 5 5
Cisplatin + SEL+ASA 5 5 5 5 5
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3.5.2. Enjeksiyon Islemi ve Hayvanlarin Sakrifikasyonu

Kontrol gruplarina deney gruplarinda uygulanan maddelerin hacimlerine uygun
olarak serum fizyolojik enjekte edildi. Cisplatin (CIS) gruplarma 10 mg/kg madde
intraperitonal (i. p.) yolla tek doz olarak enjekte edildi (Ajith ve ark., 2006; Santos ve ark.,
2007; Avct ve ark., 2008, Martins ve ark., 2008) (Sekil 3.2). Asetilsalisilik asit (ASA)
gruplarina 5 mg/kg/giin intraperitonal yolla enjekte edildi (Ishizuka ve ark., 2008).
Selenyum (SEL) gruplarinal mg/kg/giin intraperitonal yolla enjekte edildi (Antunes ve ark.,
2001, Newairy ve ark., 2007). CIS+ASA gruplarma 10 mgkg (i.p.) cisplatin
enjeksiyonundan sonra 5 mg/kg (i.p.) Asetilsalisilik asit enjekte edildi. CIS+SEL gruplarma
10 mg/kg (i.p.) cisplatin enjeksiyonundan sonra 1 mg/kg (i.p.) selenyum enjeksiyonu
yapildi. CIS+ASA+SEL gruplarina ise 10 mg/kg (i.p.) cisplatin enjeksiyonundan sonra
sirastyla 5 mg/kg (i.p.) ASA ve 1 mg/kg (i.p.) selenyum enjeksiyonu yapildi. Cisplatin
enjeksiyonu tiim gruplarda tek doz olarak yapildi. Antioksidan maddelerin enjeksiyonu tiim

gruplarda sakrifikasyon gliniine kadar her giin uygulandi.

Sekil 3.2. Hayvanlara enjeksiyon isleminin uygulanmasi

Hayvanlarin enjeksiyonlar1 ve sakrifikasyon islemleri gruplar halinde

gerceklestirildi. Ilk olarak 4. giin gruplarinin, daha sonra 1. ve 2. giin gruplarmin, son
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olarak da 7. ve 14. giin gruplarinin enjeksiyon ve sakrifikasyon islemleri
gerceklestirildi.

Gruplar i¢in ratlar, tartilarak ayri kafeslere ayrildi, kuyruklarina isaretleme
yapilarak hayvan numaralar1 belirlendi. Hayvanlarin kilolarina goére doza uygun
hacimde madde enjekte edildi. Enjeksiyonlar her giin 10:00-11:00 saatleri arasinda
yapildi. Enjeksiyon isleminden sonra hayvanlara giinliik yem ve su verildi.

Hayvanlar belirlenen giinlere gore servikal dislokasyon yontemiyle sakrifiye
edildi. Hayvanlarin agirliklart sakrifiye edilmeden once tartildi. 4., 7. ve 14. giin
gruplarmin haftalik agirliklar1 kontrol edildi. Bu sekilde hayvanlarda goriilen kilo
degisimi belirlendi. Buna gore cisplatin gruplarinda 7. ve 14. giinlerde hayvanlarda kilo
kayb1 gozlenmistir. Cisplatin ile birlikte antioksidan uygulan gruplarda gozlenen kilo
kayb1 cisplatin gruplarindaki kadar degildi. Ayrica giinliik kontrollerde ve dokularin

cikarilmasi sirasinda goriilen farkliliklar not edildi ve fotograflandi.

3.5.3. Karacigerlerin Perfiizyonu, Cikarilmasi ve Fiksasyonu

Sakrifiye edilen hayvanin c¢ok kisa siire igerisinde karin bolgesi agildi,

karacigerlere vena portadan girilerek % 0.9’luk NaCl ile perfiizyon yapildu.

Sekil 3.3. A) Rat karacigerinin perflizyondan Onceki goriintiisi B) Rat
karacigerinin perflizyondan sonraki goriintiisii
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Sekil 3.4. Perfiizyonu yapilmamis ve yapilmis karacigerlerin mikroskobik

goruntisu

Perfiizyonu yapilmis karacigerin biiyiik bir kismi 151k mikroskobik incelemeler
icin hizli bir sekilde icerisinde %10’luk tamponlanmis nétral formaldehit bulunan petri
icerisine alinarak 1 cm®liik parcalara ayrildi ve onceden etiketlenerek hazirlanmig
icerisinde  %10’luk tamponlanmig notral formaldehit bulunan kavonozlara alindi.
Transmisyon Elektron Mikroskobik (TEM) incelemeler i¢in ise her hayvandan karacigerin
ayni bolgesinden olmak kosuluyla kiigiik bir parca, igerisinde gluteraldehit bulunan petri
igerisinde yaklasik 1 mm® “liik biiyiikliikte parcalara ayrilarak daha énceden etiketlenerek
hazirlanmig ve buz kuveti {izerinde bekletilen igerisinde %?2.5’luk tamponlanmis
gluteraldehit bulunan ependorf tiiplere alindi.  Fiksasyon islemi 151tk mikroskobik
incelemeler i¢in %10’luk tamponlanmig nétral formaldit icerisinde 8-10 giin, elektron

mikroskobik incelemeler i¢in gluteraldehit icerisinde 24 saat uygulandi.

% 10°luk Tamponlanmis Notral Formaldehitin Hazirlanmasi

e Na,HPOy, ....... 6.5 gr
e NaH,POq,......... 4 gr

e Formaldehit..... 100 ml
e Distile su........ 900 ml

Gluteraldehit Fiksatifinin Hazirlanmasi
® 1.484 gr Na,HPO4 82.5 ml distile su i¢inde ¢oziildii
® 1.135 gr KH,PO4 82.5 ml distile su i¢inde ¢oziildii
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e 72 ml Na,HPO4 ve 11 ml KH,PO4 oranlarinda karistirilarak tampon
soliisyonu hazirland1 (pH: 7.4).

20 ml Tampon ¢dzeltisinden almarak 3-3.5 ml % 25’lik gluteraldehit ilave
edildi (pH: 7.2).

3.5.4. Ik Mikroskobik incelemeler i¢cin Yapilan islemler

3.5.4.1. Doku Takibi ve Dokularin Parafine Gomiilmesi

Fiksasyon islemi siiresi sonunda dokular etiketlenerek hazirlanan histolojik doku
takip kasetlerine yerlestirildi ve fiksatifi uzaklastirmak i¢in 12 saat musluk altinda
yikama iglemi uygulandi. Fiksatif dokulardan uzaklastirildiktan sonra dokular dereceli
etil alkol serilerinden (%70, %80, %90, %96, %100, %100) gegirilerek dehidrate edildi.
Bu islem her bir seride birer saat uygulandi. Dehidratasyon isleminden sonra
seffaflastiric1 olarak ksilen kullanildi. 45°ser dakikalik ksilen ve ksilen+parafin
islemlerinden sonra parafinizasyon islemine ge¢ildi. Yumusak parafin, yumusak+sert
parafin ve sert parafin icerisinde dokular birer saat bekletildi. Islemler sonunda L

demirleri kullanilarak dokular parafine gomiildii ve etiketlendi.

3.5.4.2.Parafin Bloklardan Kesit Alinmasi

Parafin bloklardan Rotary mikrotom kullanilarak Sum kalinhiginda kesitler
alind1. Parafin seritler halinde alman kesitler 6ncelikle 45-50 °C’ye ayarli su banyosu

igerisine alinip, agilmalar1 saglandiktan sonra lam {izerine alindi.

3.5.4.3. Kesitlerin Boyanmasi

Alinan kesitlerdeki dokular; genel doku gorlinlimiinii goézlemek ig¢in
Hematoksilen-Eozin (H-E) boyamasi, bag dokusunu goézlemek amaciyla Masson’un
ticlii boyamasi, hepatositlerdeki glikojeni degerlendirmek amaciyla Periyodik Asit-
Schiff (PAS) ve PAS Diastaz boyamasi uygulandi (AFIP, 1992; Bancroft ve Stevens,
1996).
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Hematoksilen Stok Solusyonu (AFIP, 1992).

. Amonyum alum................ 50gr

o Distile Su.............coene. 1000 ml

J Hematoksilen kristalleri...... 1 gr

o Sodyum lodat.................. 0.2 gr

o Sitrik Asit........oooeviiiinn 1 gr

. Kloral Hidrat...................50 gr
Eozin Stok Soluyonu

. Eozin....................oll 6 gr

o Distile Su.................... 450 ml

o %100’lik Alkol............. 1050 ml

o Glasial Asetik Asit........... 60 ml

Mayer’in Hematoksilen&Eozin Boyama Psosediirii (AFIP, 1992).

1) Deparafinizasyon yapildi:
o 10 dakika ksilende bekletildi X 2
° Kurutulduktan sonra Alkol serilerinden (%100, %96, %90, %80,
%70) gegirildi.
. Her alkol serisinde 2’ser dakika bekletildi.
. 5 dakika musluk altinda yikandi.
2) Mayer Hematoksilende 3 dakika bekletildi.
3) Musluk altinda yikandi.
4) %75’1ik alkolde 1 dakika bekletildi.
5) Eozinde 3-15 saniye bekletilerek boyama yapildu.
6) Alkol serilerinden (%70, %80, %90, %96, %100) gegirildi.
7) Kurutulduktan sonra ksilende bekletilerek entellanla kapatildi.

Her bir gruptan iicer preparat boyanmistir. Boyama sonucunda hiicrelerin

cekirdekleri mavi-mor, sitoplazmasi pembe renge boyanir.
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Masson’un Uglii Boyamasi icin Solusyonlar (AFIP, 1992; Bancroft and
Stevens, 1996)
Bouin Solusyonu

. Pikrik Asit............ 75 ml

. Formaldehit........... 25 ml
. Glasiyal Asetik Asit...5 ml

Weigert’in Demirli Hematoksileni

Solusyon A

o Hematoksilen........... 1 gr

o %96’ 11k EtilAlkol...... 100 ml

Solusyon B
o Ferrik Klorid.......... 4 ml
. Distile Su............. 95 ml
. Konsantre HCI....... 1 ml

Biebrich Scarlet- Asit Fuksin Solusvonu

o Biebrich Scarlet....... 0.9 gr
o Distile Su.............. 100 ml
. Asit Fuksin............ 0.1 gr
o Glasial Asetik Asit......1 ml

Fosfomolibdik Asit-Fosfotungstik Asit Solusyonu

. Phosphomolybdic Asit....... 2.5 gr
o Phosphotungstic Asit.........2.5 gr
. Distile Su.............ooeiiil 100 ml

Anilin Mavisi Solusyonu

. Anilin mavisi........... 2.5 gr
° Glasial Asetik Asit...... 2 ml
° Distile Su............... 100 ml
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Asetik Asit Solusyonu
° Glasial Asetik Asit........... 1 ml
° Distile Su.....ccovvevnnnn... 100 ml

Masson’un Uclii Boyamasi Prosediirii (AFIP, 1992)

1) Kesitler deparafinize ve hidrate edildi,

2) Bouin soliisyonunda 56°C’de 30 dakika bekletildsi,

3) Ilik akarsuda yikama yapildi,

4) Weigert’in demirli hematoksilen boyasinda 7 dakika bekletildi,

5) Akarsuda 5 dakika yikandi,

6) Distile suda 1 dakika yikandi,

7) Biebrich Scarlett-Asit fuksin soliisyonunda 2 dakika bekletildi,

8) Distile suda 1 dakika yikandi,

9) Fosfomolibdik Asit — fosfotunstik Asit solusyonunda 10 dakika bekletildi,

10 ) Anilin mavisi solusyonunda 5 dakika bekletildi,

11) Distile suda 1 dakika yikadir,

12) %1°lik asetik asit soliisyonunda 3-5 dakika bekletildi,

13) Distile suda yikandi,

14) Alkol serilerinden gegirilir, kurutma yapildiktan sonra ksilende bekletildi ve
entallanla kapatildi

Her bir gruptan iiger preparat boyanmistir. Boyama sonucunda, hiicrelerin

cekirdekleri siyah, sitoplazma kirmizi, kollajen mavi olarak gozlenir.

Periyodik Asit-Shiff Boyamasi icin Solusyonlarin Hazirlanis1 (AFIP, 1992)

Periyodik asit
Periyodik Asit........ 0.5 gr

Distile Su............ 100ml

Shiff Solusyonu

Bazik fuksin.....1 gr
Distile su......... 200 ml
HCI (IN)......... 20 ml
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Potasyummetabisiilfit....1 gr
Aktif komiir....... 2 gr (Solusyon, tepkimeye girmeyen maddelerin alinmasi i¢in

aktif komiir ile muamele edilip, filtre edildi).

Periyodik asit - Schiff (PAS) Boyamasi Prosediirii (AFIP, 1992)

1)Kesitler deparafinize ve hidrate edildi,

2)% 0,5’lik periyodik asit soliisyonunda 5 dakika bekletildi,

3)Akarsuda 1 dakika yikand,

4)Schiff soliisyonunda 15 dakika bekletildi,

5)Akarsuda 5 dakika yikandi,

6)Mayer’in hematoksileninde 3 dakika ¢ekirdek boyamas1 yapildi,

7)Akarsuda yikandai,

8)Absolii alkolde bekletildi, kurutulduktan sonra ksilende bekletilip entellanla
kapatildi.

Ayrica PAS Diastaz boyama uygulanmigtir. Bunun ig¢in deparafinizasyon
asamasindan sonra PAS boyama prosediiriinii uygulamadan 6nce dokular amilaz ile
muamele edildi. Bunun i¢in tiikiiriik amilazi kullanilmistir. Boylece hepatositlerde
gdzlenen boyanmanin glikojen miktariyla ilgili karsilagtirmasi yapilmigtir.

Her bir gruptan iicer preparat boyanmistir. Boyama sonucunda, hepatositlerin
sitoplazmalarinda depolanmis olan glikojen tanecikleri magenta rengi tanecikler olarak

gozlenirler.

Hazirlanan preparatlar, her grup i¢in rastgele numaralandirma uygulanarak
etiketlendi ve mikroskopta degerlendirilmeleri yapildi.

Degerlendirilmede karacigerdeki hidropik dejenerasyon, inflamasyon odaklari,
siniizoidlerde genisleme, sentral ven c¢evresindeki parankima hiicrelerindeki yapisal
degisiklikler, hepatositlerde sitoplazmik degisiklikler, hiicre sekilleri ve farkliliklari,
hiicre c¢ekirdeklerinin ¢aplarindaki farkliliklar, fibrozis, hepatositlerde glikojen
yogunlugundaki degismeler dikkate alinarak, gruplar arasinda karsilagtirmali olarak yar1

kantitatif degerlendirme yapildi.
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Pereparatlar, Leica DM 1000 151k mikroskobu ile degerlendirildikten sonra Leica
DFC 290 goriinti aktarim aparatt ile gorintiiler bilgisayara aktarildi ve

mikrofotograflar1 elde edildi.

3.5.5.Transmisyon Elektron Mikroskobik Incelemeler i¢in Yapilan islemler

3.5.5.1.Fiksasyon ve Post Fiksasyon

Hayvanlarin sakrifikasyonu esnasinda tamponlanmis gluteraldehit igerisine
alinan 1mm’ biyiikligindeki dokularm fiksasyon islemi +4 °C’de 24 saat olarak
uygulandiktan sonra dokular 10 ml’lik doku takip siselerine alindi ve fiksatifi
uzaklastirmak icin 15°ser dakika 3 defa sodyum-potasyum tamponu ile yikama
gergeklestirildi.

Post-fiksasyon islemi i¢in Osmiumtetraoksit (OsO4) kullanildi. Son derece
toksik olan OsOg4, kullanilan her asamada islemler c¢eker ocak altinda ve maske
kullanilarak gergeklestirildi.

Doku takip siseleri icerisindeki dokularin iizerine Oncelikle 1 ml tampon
¢oOzeltisi koyuldu, tizerine 1 ml OsO4 koyularak c¢alkalayici {izerinde 2 saat karanlik
ortamda bekletildi. Siire sonunda dokular 3 defa 15’er dakika tampon ¢ozeltisinde

bekletilerek OsO4 uzaklastirildi.

050y Fiksatifinin Hazirlanmasi
Ceker ocak altinda kapagi giivenli bir sekilde kapatilabilen ve igerisine 5Sml
distile su koyulmus olan cam sise icerisinde 1 mg’lik OsO4 ampiilii kirildi. OsO4’in

¢oziinmesi igin bir gece +4°C’de bekletildi.

3.5.5.2. Dehidratasyon

Dehidratasyon asamasi +4 °C’de gergeklestirildi. Bu asamada dokular etil alkol
serilerinden gecirildi (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. Dehidratasyon asamalari ve siireleri

Etil alkol yogunlugu Siire x seri Sicaklik
% 50 Etil Alkol 15 dakika x 2 +4 °C
% 70 Etil Alkol 15 dakika x 2 +4 °C
% 90 Etil Alkol 15 dakika x 2 +4 °C
% 96 Etil Alkol 30 dakika x 2 +4 °C
% 100 Etil Alkol 30 dakika x 1 +4 °C
% 100 Etil Alkol 30 dakika x 1 Oda sicakligi
Propilen oksit 30 dakika x 2 Oda sicakligi
Propilen (Olljii)HAraldit 2 saat Aydinlik ortam
Araldit resin 1 gece Aydinlik ortam

3.5.5.3. Dokularin Araldit Resin Icerisine Gomiilmesi

Dehidratasyon asamasindan sonra dokular propilen oksitle muamele edildi.
Dokular propilen oksit icerinde 30 dakika x 2 (oda sicakliginda) bekletildikten sonra
propilen oksit + araldit resin (1/1) karisiminda 2 saat calkalayici iizerinde aydinlik
ortamda bekletildi. Daha sonra dokular saf Araldit resin igerisine alinarak 1 gece
calkalayict iizerinde aydinlik ortamda bekletildi. Silikon kaliplarda yeni hazirlanmig
Araldit resin icerisine etiketlenerek yerlestirilen dokular 60 °C’ye ayarlanmis inkiibator

icerisinde 2 giin bekletildi.

Sekil 3.5. Silikon kaliplarda araldit resin icerisine yerlestirilmis olan dokular
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Araldit Resin Hazirlanmasi
R1030 Epoksi Rezin Kit kullanilmustir.
o Araldit CY 212............ 20 ml
. DDSA (Sertlestirici)...... 20 ml
o Dibutil fitalat............... I ml
o BDMA (katalizor)......... 0.6 ml

Araldit CY212 ve DDSA yukarida belirtilen hacimde hava kabarcigi olusumunu
onlemek icin cok yavas bir sekilde karistirilir. Karisimin tizerine Dibutil Fitalat eklenir
ve karistirilir. Son olarak BDMA eklenerek karisim homojen hale getirilir.

Araldit resin igerisine yerlestirilerek bloklanan dokularin ultramikrotom ile yar1
ince ve ince kesitlerinin alinmasi, yari ince kesitlerin boyanmasi ve ince kesitlerden
goriintii elde edilmesi islemleri Istanbul Universitesi, istanbul Tip Fakiiltesi (CAPA),
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda yapilmistir.

Hazirlanan bloklardan alinan yar1 ince kesitler toluidin mavisiyle boyanip, hedef
boliimler tespit edildi ve ince kesit alinacak bolgeler belirlendi. C. Reichert OM U3
marka ultramikrotom ile 400-600 nanometre kalinliginda alinan ince kesitler, piyeoform
ile kaplanmig 100 meslik bakir veya nikel gridler lizerine alindi. Kontrastlama i¢in 30
dakika uranil asetat ve 10 dakika kursun sitrat (Reynold's) ¢ozeltisinde bekletildikten
sonra Jeol -Jem 1011 transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile incelenerek sayisal
kamera (Mega View IIlI) ve goriintiileme yazilimi (AnalySIS, Soft Imaging System
GmbH, Almanya) kullanilarak fotograflanda.

Transmisyon Elektron Mikroskobik degerlendirmede hepatositlerin  ve
cekirdeklerin sekli, mitokondrilerin matriks yogunluklari ve krista durumu, E.R.
yapilari, glikojen miktar1 dikkate alinarak 11k mikroskobik bulgularla karsilastirmali

olarak gruplar arasinda yar1 kantitatif bir degerlendirme yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Isik Mikroskobik Bulgularin Degerlendirilmesi

Isik mikroskobik incelemelerde hidropik dejenerasyon, inflamasyon odaklari,
sinlizoidlerdeki genislemeler ve hepatositlerdeki sitoplazmik degisiklikler, hiicre ve
cekirdek caplarindaki degisiklikler ve hepatositlerdeki glikojen yogunlugu ve fibrozis
yart kantitatif olarak degerlendirildi. Degerlendirme her bir gruptaki degisikliklerin

modu almarak yapildi.

4.1.1. Kontrol Gruplarmmin Karaciger Histolojisi

Hemetoksilen-Eozin boyama ile karacigerin genel histolojisi 151k mikroskobunda
degerlendirildi. Hepatositler normal yapida gozlendi. Hepatositlerin lobiil periferine
dogru 1sinsal olarak dizilim gosterdikleri, hepatositlerin aralarinda santral vene agilan
sinuzoidlerin normal geniglikte oldugu gdzlendi. Hepatosit sitoplazmasinin ¢ogunlukla
acik pembe renk boyandigi ve g¢ekirdeklerinin yuvarlak, biiylik ve dkromatik oldugu
goriildii. Portal alanlarda rastlanan portal ven ile hepatik arterin dallar1 ve safra
kanallariin normal goriiniimde olduklari belirlendi (Sekil 4.1).

PAS-D boyamada, glikojenin hepatositlerdeki dagiliminin fazla olmadig1 fakat
karaciger genelinde dagilimin orantili oldugu gozlendi (Sekil 4.2).

Masson’un iiclii boyamasinda periportal alanlarda ve santral ven cevresinde

yogun olmayan bag dokusu belirlendi (Sekil 4.3).

4.1.2. Cisplatinin Karaciger Uzerindeki Histolojik Etkileri

Bu gruba ait ratlarin karaciger dokularinin, 1s1k mikroskobik incelenmesinde
Hematoksilen-Eozin boyama ile genel yapisinda degisikler gdzlenmistir.

Cisplatin 1. glin grubunda belirgin bir hasar olusumu gozlenmedi. Genel
goriintiide yuvarlak c¢ekirdekli, poligonal hiicreler santral venden perifere dogru 1sinsal
olarak dizilim gosterdigi belirlendi. Hidropik dejenerasyon ve inflamasyon odaklarina

rastlanmadi. 2. giinde santral ven c¢evresinde hidropik dejenerasyonun goriilmeye
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basladigi, sinlizoidlerde fazla olmayan genislemeler belirlendi (Sekil 4.4). 4. giinde
santral ven c¢evresinde daha belirgin olmakla birlikte hiicrelerde hidropik dejenerasyon
gozlendi. Santral ven, portal alan ¢evresinde inflamasyon odaklar1 belirlendi (Sekil 4.5).
7. giinde hiicrelerin 1sinsal diziliminin diizensizlestigi, santral ven ve portal alan
cevresindeki hepatositlerin poligonal sekillerini kaybettikleri, hiicreler arasinda boyut
farkliliklarinin  oldugunu goriildii. Hidropik dejenerasyonda artis belirlendi Ayrica
inflamasyon odaklarinda artis goriildii (Sekil 4.6). 14. giinde inflamasyon odaklarinda
hidropik dejenerasyonda 7. gline gore azalma belirlendi (Sekil 4.7).

PAS-D boyama ile cisplatin verilmis gruplarin karacigerlerindeki glikojen
miktar1 bakimindan gruplar arasinda farkliliklar goriilmekle birlikte glikojen
yogunlugunda az miktarda azalma oldugu belirlendi (Sekil 4.8).

Masson’un ii¢lii boyamasiyla cisplatin verilmis olan gruplarda santral ven ve
ozellikle portal alanlardaki bag dokusu goriintiisiinde gruplar arasinda ¢ok belirgin
olmamakla birlikte degisiklikler gdzlendi (Sekil 4.9).

Isik mikroskobik incelemelerin yar1 kantitatif degerlendirmesi Cizelge 4.1°de

gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Cisplatin gruplarinin yar1 kantitatif degerlendirilmesi

. S Giinler
Belirlenen degigiklikler | o 5Gin  4.Gim  7.Gim  14. Giin

Hidropik dejenerasyon - + ++ ++ -+
Siniizoidlerde genisleme - + ++ +++ +
Inflamasyon odaklari - - Gt 4+ +
Hepatositlerdeki

: : L - ++ —t +
sitoplazmik degisiklikler
Hiicre ve ¢ekirdek

: - ++ ++ +++

caplarindaki degisiklikler
HePatositlerdekl glikojen . ey i . .
yogunlugu
Fibrozis - - + + T

Santral ven ve portal bolge etrafindaki alanlarda  +

Santral ven ile portal bolge etrafindaki ve yakinindaki alanlarda  ++
Santral ven ile portal bolge etrafindaki ve daha uzaktaki alanlarda  +++
Tiim karacigerde ++++

Hicbir degisiklik yok -
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4.1.3. ASA’min Karaciger Uzerindeki Histolojik Etkileri

Hematoksilen-Eozin boyama ile 1. ve 2. giin gruplart kontrol grubuyla
karsilastirildiginda, kontrol grubundan farkli bir histolojik goriiniim gézlenmedi. Santral
ven ¢evresindeki hiicrelerin yerlesiminde, hiicrelerin ve ¢ekirdeklerinin biiyiikliiklerinde
belirgin bir degisiklik tespit edilmedi. 2. giin gruplarinda ¢ok az oranda hidropik
dejenerasyon gozlendi. 4., 7. ve 14. giinlerde ise santral ven ¢evresindeki sinilizoidlerde
az oranda genisleme gozlendi (Sekil 4.10).

PAS-D boyama ile ASA verilmis gruplarin karacigerlerindeki glikojen alanlari
ve glikojen yogunlugunda fark edilebilir bir degisiklik gézlenmedi.

Masson’un ti¢lii boyamasiyla ASA verilmis olan gruplarda fark edilebilir bir
fibrozis gézlenmedi.

Isik mikroskobik incelemelerin yar1 kantitatif degerlendirmesi Cizelge 4.2°de

gosterilmistir.

Cizelge 4.2. ASA gruplarinin yar1 kantitatif degerlendirilmesi

Belirlenen degisiklikler ) - Gnler ) )
1.Giin 2.Gin  4.Glin 7.Gin 14. Giln

Hidropik dejenerasyon - + + + +

Siniizoidlerde genisleme - - + ++ ++

Inflamasyon odaklari - - - - -

Hepatositlerdeki

sitoplazmik degisiklikler ) ) ) )

Hiicre ve g¢ekirdek

caplarindaki degisiklikler ) ) ) )

HePatositlerdekl glikojen e e e e e

yogunlugu

Fibrozis - - - - -

* + ve — ifadeleri Cizelge 4.1.” de verildigi gibidir.
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4.1.4. Selenyumun Karaciger Uzerindeki Histolojik Etkileri

Hematoksilen-Eozin boyama ile selenyum gruplarim1i kontrol grubuyla
karsilagtirdigimizda 1. ve 2. giin gruplarinda kontrol grubundan farkli bir histolojik
goriinim gozlenmezken 4., 7. ve 14. giinlerde santral ven g¢evresindeki sinlizoidlerde
cok belirgin olmayan genislemeler ve ¢ok az oranda hidropik dejenerasoyon gozlendi
(Sekil 4.11).

PAS-D boyama ile selenyum verilmis gruplarin karacigerlerindeki glikojen
yogunlugunda fark edilebilir bir degisiklik gézlenmedi.

Masson’un li¢lii boyamasiyla selenyum verilmis olan gruplarda fark edilebilir
bir fibrozis gozlenmedi.

Isik mikroskobik incelemelerin yar1 kantitatif degerlendirmesi Cizelge 4.3°de

gosterilmistir.

Cizelge 4.3. SEL gruplarinin yar1 kantitatif degerlendirilmesi

; 51kl Giinler
Belirlenen degisiklikler 1.Gin__2.Giin__4.Gin__7.Gin__14. Giin
Hidropik dejenerasyon - - + + +
Siniizoidlerde genisleme - - + ++ ++

Inflamasyon odaklari - - - - -
Hepatositlerdeki sitoplazmik
degisiklikler

Hiicre ve ¢ekirdek
caplarindaki degisiklikler
Hepatositlerdeki glikojen
yogunlugu

Fibrozis - - - - -

+++ - - - -

* + ve — ifadeleri Cizelge 4.1.” de verildigi gibidir.



76

4.1.5. Cisplatin+ASA’nin Karaciger Uzerindeki Histolojik Etkileri

Hematoksilen-Eozin boyama ile 1. giinde belirgin bir degisiklik gézlenmedi. 2.
giinde siniizoidlerde hafif siddette genislemeler, belirgin olmayan hidropik dejenerasyon
gozlendi. 4.ve 7. gilinlerde cisplatin gruplarina gére daha az oranda inflamasyon
odaklar1, hidropik dejenerasyon ve siniizoidlerde fazla olmayan genislemeler belirlendi
(Sekil 4.12). 14. giinde kontrol grubuna yakin histolojik goriiniim elde edildi.
Inflamasyon odaklarina ve hidropik dejenerasyona rastlanmadi.

PAS-D boyama ile cisplatintASA verilmis gruplarin karacigerlerinde glikojen
miktarinda ¢ok az oranda azalma oldugu belirlendi.

Masson’un {i¢lii boyamasiyla cisplatintASA verilmis olan gruplarda fark
edilebilir bir fibrozis gdzlenmedi.

Isik mikroskobik incelemelerin yar1 kantitatif degerlendirmesi Cizelge 4.4’de

gosterilmistir.

Cizelge 4.4. CIS+ASA gruplarinin yari kantitatif degerlendirilmesi

. SRR Glinler

Belirlenen degisiklikler 5oy 2.Gin 4.Gin  7.Giin _14. Giin
Hidropik dejenerasyon - + ++ ++ -
Siniizoidlerde genisleme + + - -
Inflamasyon odaklari - - + - ;
P‘Iepatosnl'erdelfl' . i N N N ]
sitoplazmik degisiklikler
Hiicre ve g¢ekirdek
caplarindaki degisiklikler ) i i i A
HePatositlerdekl glikojen it - - i -
yogunlugu
Fibrozis - - - - -

* + ve — ifadeleri Cizelge 4.1.” de verildigi gibidir.



77

4.1.6. Cisplatin+Selenyumun Karaciger Uzerindeki Histolojik Etkileri

Hematoksilen-Eozin boyama ile 1. giinde inflamasyon odaklar1 ve hidropik
dejenerasyon gozlenmezken siniizoidlerde hafif siddette genislemeler belirlendi. Genel
goriinim normale yakindi. 2. giinde az olmak iizere inflamasyon odaklari, santral ven
cevrelerinde hidropik dejenerasyonun basladigi, sinlizoidlerde fazla olmayan
genislemeler belirlendi. 4. Gilinde az da olsa inflamasyon odaklar1 ve sinuzoidlerde
genislemeler gozlendi. 7. giinde fazla olmayan inflamasyon odaklari, siniizoidlerde az
oranda geniglemeler ve fazla olmayan hidropik dejenerasyon belirlendi. 14. giinde
kontrol grubuna yakin histolojik gériiniim elde edildi. Inflamasyon odaklarmna ve
hidropik dejenerasyona rastlanmadi (Sekil 4.13).

PAS-D boyama ile cisplatintselenyum verilmis gruplarin karacigerlerindeki
glikojen yogunlugunda fark edilebilir bir degisiklik gozlenmedi.

Masson’un ii¢lii boyamasiyla cisplatin+selenyum verilmis olan gruplarda fark
edilebilir bir fibrozis gézlenmedi.

Isik mikroskobik incelemelerin yar1 kantitatif degerlendirmesi Cizelge 4.5’de

gosterilmistir.

Cizelge 4.5. CIS+SEL gruplarmin yar1 kantitatif degerlendirilmesi

Belirlenen degisiklikler Giinler

1.Gin 2.Glin 4.Gin 7.Gin 14. Giin
Hidropik dejenerasyon - + + - -
Siniizoidlerde genisleme + + + + -
Inflamasyon odaklari - + + + -
Hepatosnl'erdelfl. o ) N N N ]
sitoplazmik degisiklikler
Hiicre ve ¢ekirdek
caplarindaki degisiklikler i i - * *
HePatOS{tlerdekl glikojen . et e iy et
yogunlugu
Fibrozis - - - - -

* + ve — ifadeleri Cizelge 4.1.” de verildigi gibidir.
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4.1.7. Cisplatin+ASA+Selenyumun Karaciger Uzerindeki Histolojik Etkileri

Hematoksilen-Eozin boyama ile 1. giinde fark edilebilir bir degisiklik
gozlenmedi. Genel goriinim normale yakindi. 2. giinde ¢ok az oranda inflamasyon
odaklari, santral ven g¢evrelerinde hidropik dejenerasyon, siniizoidlerde fazla olmayan
genislemeler belirlendi. 4. ve 7. giinde, sinlizoidlerde az oranda genislemeler ve fazla
olmayan hidropik dejenerasyon belirlendi. 14. giinde kontrol grubuna yakin histolojik
goriiniim elde edildi. Hepatositlerin 1sinsal diizenlenmesinin normale yakin oldugu
belirlendi. Inflamasyon odaklarina ve hidropik dejenerasyona rastlanmadi (Sekil 4.14).

PAS-D boyama ile cisplatin+selenyum verilmis gruplarin karacigerlerindeki
glikojen yogunlugunda fark edilebilir bir degisiklik gézlenmedi.

Masson’un ii¢lii boyamasiyla cisplatin+selenyum verilmis olan gruplarda fark
edilebilir bir fibrozis gdzlenmedi.

Isik mikroskobik incelemelerin yar1 kantitatif degerlendirmesi Cizelge 4.6’da

gosterilmistir.

Cizelge 4.6. CIS+ASA+SEL gruplarmin yar1 kantitatif degerlendirilmesi

. e rqs Giinler

Belirlenen degisiklikler ‘G 5 Gin  4.Gin  7.Gin  14. Giin
Hidropik dejenerasyon - + ++ ++ -
Siniizoidlerde genigleme - + + + -
Inflamasyon odaklar - + + - -
Hepatosnl'erdelg . i n N N i
sitoplazmik degisiklikler
Hiicre ve ¢ekirdek i i N N N
caplarindaki degisiklikler
He})atositlerdekl glikojen ey ey iy i ey
yogunlugu
Fibrozis - - - - -

* + ve — ifadeleri Cizelge 4.1.” de verildigi gibidir.
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Sekil 4.1. Kontrol grubunda karacigerin histolojik goriiniimii (Hepatosit (—), sinlizoid
(——) H-E x 200)
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Sekil 4.2. Kontrol grubunda karacigerde hepatositlerde glikojen taneciklerinin

gdriiniimii ((—) PAS-D x 200)
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Sekil 4.3. Kontrol grubunda portal alan etrafindaki bag dokusunun goériiniimii ((—)
Masson’un ii¢lii boyamas1 x 200)
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Sekil 4.4. Cisplatin 2. glin grubunda karacigerin histolojik goriiniimii (Santral ven

cevresinde hidropik dejenerasyon goriilmektedir (—) H-E x 200)
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Sekil 4.5. Cisplatin 4. giin grubunda karacigerin histolojik gorinimi (Hidropik
dejenerasyon (——) ve inflamatuar hiicre odaklar1 goriilmektedir (—). H-E x 200)
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Sekil 4.6. Cisplatin 7. giin grubunda karacigerin histolojik goriinimii (Hepatositlerin
diziliminin diizensizlestigi ve belirgin hidropik dejenerasyon goriilmektedir (—) H-E
x200)
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Sekil 4.7. Cisplatin 14. giin grubunda karacigerin histolojik goriiniimii (Hiicre ve
cekirdek boyutlarindaki degisikler dikkati ¢ekmektedir (*). Hidropik dejenerasyonun
bulundugu hepatositler goriilmektedir (—). H-E x 200)



86

Sekil 4. 8. Cisplatin 7. giin grubunda hepatositlerdeki glikojen taneciklerinin gérintimi
(Ozellikle santral ven g¢evresinde glikojen taneciklerinin daha yogun miktarda
bulundugu goériilmektedir (—). PAS-D x 200)
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Sekil 4.9. Cisplatin 4. glin grubunda portal iicgen g¢evresindeki bag dokusu (—)
goriiniimii  (Periportal alandaki inflamatuar hiicre odaklar1 (——) goriilmektedir.
Masson’un ii¢lii boyamasi x 200)
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Sekil 4.10. ASA 7. giin grubunda karacigerin histolojik goriiniimii (Portal alan (—) ve
hepatositler (——) goriilmektedir. H-E x 200)
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Sekil 4.11. SEL 14. giin grubunda karacigerin histolojik goriiniimii (Santral ven ve
1sinsal dizilim gosteren hepatositler goriilmektedir (—). H-E x 400)
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Sekil 4.12. CisplatintASA 4. Giin grubunun histolojik goriiniimii (Hepatositlerde az
oranda hidropik dejenerasyon (—) ve inflamatuar hiicre grubu goriilmektedir(—>—).
H-E x 200)
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Sekil 4.13. Cisplatin+SEL 14.gilin grubunun histolojik gortiniimii (Portal alan (——) ve
hepatositler (—) gortilmektedir. H-E x200)
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Sekil 4.14. CisplatintASA+SEL 7. Gilin grubunun histolojik goriiniimii (Hidropik
dejenerasyon (—) ve siniizoidlerde genislemeler (——) goriilmektedir. H-E x 400)
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4.2. Elektron Mikroskobik Bulgularin Degerlendirilmesi

Transmisyon Elektron Mikroskobik degerlendirmede hepatositlerin ve
cekirdeklerin sekli, organellerin durumu, mitokondrilerin matriks yogunluklar1 ve krista

durumu, glikojen miktarinin yar1 kantitatif degerlendirmesi yapildu.

4.2.1.Kontrol Gruplariin Karaciger ince Yapisinin Degerlendirilmesi

Transmisyon elektron mikroskobik incelemelerde kontrol grubuna ait ratlarin
karacigerinde hepatositlerin normal yapida oldugu tespit edildi. Hepatositlerde
sitoplazma i¢inde bol miktarda bulunan endoplazmik retikulum ve mitokondriler normal
yapida gozlendi. Genellikle hiicrenin merkezinde yer alan ¢ekirdek biiyiik ve yuvarlak,
Okromatik olarak gozlendi. Glikojenin hiicre i¢inde muntazam bir dagilim gosterdigi

belirlendi (Sekil 4. 15).

4.2.2. Cisplatin Gruplarimin Karaciger ince Yapisinin Degerlendirilmesi

Cisplatin 1. giin grubunda ratlarin karacigerinde hepatositlerde herhangi bir
sitopatolojik degisiklik belirlenmedi. Cekirdek, mitokondri, E.R kontrol grubundakine
benzer goriiniimdeydi. 2. giin gruplarinda hiicrelerde mitokondri, E.R normal goériiniim
ve dagilimda, ¢ekirdek goriinimii normal olarak gozlendi. 4. ve 7. giin gruplarinda
cekirdegin diizgiin membran yiizeyini kaybettigi ve kromatin yogunlugunda kayip
gozlendi (Sekil 4.17). 7. Giin gruplarinda mitokondrilerde ve E:R’da genislemeler
belirlendi (Sekil 4.18). 14. giin gruplarinda c¢ekirdegin goriinimii 4. ve 7. gilin
gruplarindaki goriinlime yakindi. Cisplatin gruplarinda glikojenin hiicre igerisindeki
dagilim1 diizensiz olarak gozlendi (Sekil 4.19).

Transmisyon Elektron Mikroskobik incelemelerin yar1 kantitatif degerlendirmesi

Cizelge 4.7’ de gosterilmistir.
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Cizelge. 4.7. Cisplatin gruplarinin ince yapisinin yar1 kantitatif degerlendirilmesi

Glinler
1.Glin 2.Gin 4.Gin 7.Gin 14. Giin
Cekirdek durumu - - + + +
Mitokondri matriks
yogunlugu ve krista durumu
E.R. durumu - - - ++ +

Belirlenen degisiklikler

- - - e ++

Yag damlacigi - - - - -

Hepatositlerdeki glikojen

runlys -+ o+ ++ ++ ++
yogunlugu

+az
. tt+orta
+++ fazla
++++ ¢ok fazla
. — higbir degisiklik yok

4.2.3. ASA Gruplarimn Karaciger Ince Yapisinin Degerlendirilmesi

ASA 1., 2. ve 4. gin gruplarinda kontrol gruplarindan farkli bir goriintii
gbzlenmedi. 7. ve 14. giin gruplarinda mitokondrilerde, E.R.’da ¢ekirdegin sinirlarinda
ve kromatin durumunda ¢ok belirgin degisikler gozlenmedi. Glikojen yogunlugunda
kismen azalma belirlendi. (Sekil 4. 20)

Transmisyon Elektron Mikroskobik incelemelerin yari kantitatif degerlendirmesi

Cizelge 4.8’de gosterilmistir.

Cizelge 4.8. ASA gruplarinin ince yapisinin yar1 kantitatif degerlendirilmesi

Belirlenen degisiklikler . _ Ginler ) .
1.Glin 2.Gin 4.Gin 7.Gin 14. Giin
Cekirdek durumu - - + + +
Mitokondri matriks i i ) ) )
yogunlugu ve krista durumu
E.R. durumu - - - - -
Yag damlacigi - - - - -
Hepatositlerdeki glikojen e e i i i

yogunlugu

+ ve — ifadeleri Cizelge 4.7’ de verildigi gibidir
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4.2.4. SEL Gruplarimin Karaciger ince Yapisinin Degerlendirilmesi

SEL gruplarinda mitokondri ve E.R yapilarinda, ¢ekirdek durumunda herhangi
bir degisiklik gozlenmedi. Glikojenin hiicre igerisinde diizenli dagilim gosterdigi
belirlendi (Sekil 4.21 ).

Transmisyon Elektron Mikroskobik incelemelerin yari kantitatif degerlendirmesi

Cizelge 4.9°da gosterilmistir.

Cizelge 4.9. SEL gruplarinin ince yapisinin yari kantitatif degerlendirilmesi

Giinler
1.Gin 2.Gin 4. Gin 7.Gun 14. Gin

Cekirdek durumu - - - - -
Mitokondri matriks yogunlugu

Belirlenen degisiklikler

ve krista durumu
E.R. durumu - - - - -
Yag damlacigi - - - - -

Hepatositlerdeki glikojen
RE _ . o+ ot

yogunlugu

+ ve — ifadeleri Cizelge 4.7’ de verildigi gibidir.

4.2.5. CisplatintASA  Gruplariin  Karaciger Ince  Yapisimn

Degerlendirilmesi

CisplatintASA 1. ve 2. giin gruplarinda kontrol gruplarindaki gdriiniime
benzerdi. 4., 7., ve 14., glin gruplarinda gozlendigi kadar belirgin olmamakla birlikte
mitokondri matriksinde, E.R yerlesiminde, ¢ekirdek sinirlarinda, glikojen dagiliminda
degisiklikler gozlendi (Sekil 4.22)

Transmisyon Elektron Mikroskobik incelemelerin yar1 kantitatif degerlendirmesi

Cizelge 4.10°da gosterilmistir.
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Cizelge. 4.10. CisplatintASA gruplarimin  ince yapismin  yari  kantitatif

degerlendirilmesi

Belirlenen degisiklikler

Ginler
1. Gin 2. Giin 4. Giin

7.Gin 14. Gin

Cekirdek durumu - - ++
Mitokondri matriks i i 4

yogunlugu ve krista durumu

E.R. durumu - - +
Yag damlacig1 - - -

Hepatositlerdeki glikojen it it i

yogunlugu

++ ++
- -
+ +

++ ++

+ ve — ifadeleri Cizelge 4.7’ de verildigi gibidir.

4.2.6. Cisplatin+tSEL  Gruplarnmin  Karaciger

Degerlendirilmesi

Ince  Yapisinin

CisplatintSEL 1. ve 2. giin gruplarinda kontrol gruplarindaki goriiniime

benzerdi. 4., 7., ve 14., giin gruplarinda mitokondri matriksinde, E.R yerlesiminde,

cekirdek sinirlarinda, Glikojen dagiliminda degisiklikler cisplatin gruplarindaki kadar

belirgin degildi (Sekil 4.23).

Transmisyon Elektron Mikroskobik incelemelerin yari kantitatif degerlendirmesi

Cizelge 4.11°de gosterilmistir.

Cizelge.4.11. Cisplatin+SEL gruplarinin ince yapisinin yari kantitatif degerlendirilmesi

Belirlenen degisiklikler ) . (Gnler ) )
1.Giin 2.Glin 4.Gin 7.Gin 14. Giin

Cekirdek durumu - - ++ ++ ++
Mitokondri matriks

< < : - + + +
yogunlugu ve krista durumu
E.R. durumu - - + + +
Yag damlacigi - - - - -
Hepatositlerdeki glikojen e e i i i

yogunlugu

+ ve — ifadeleri Cizelge 4.7° de verildigi gibidir.
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4.2.7. CisplatintASA+SEL  Gruplariin Karaciger Ince Yapisimn

Degerlendirilmesi

Cisplatin ile birlikte ASA ve selenyum verilen gruplarda 1. ve 2. Giin
gruplarinda sitoptolojik degisiklik belirlenmedi. 4. 7. ve 14. giin gruplarinda ise
mitokondri matriksindeki ve E.R sisternalarindaki degisikler cok belirgin degildi.
Cekirdek smirmmin korunmasit ve kromatin igerigi bakimindan degisiklikler dikkat
cekmektedir. Glikojenin hiicre igerisinde diizenli dagilmadigi gozlendi (Sekil. 4.24).

Transmisyon Elektron Mikroskobik incelemelerin yar1 kantitatif degerlendirmesi

Cizelge 4.12°de gosterilmistir.

Cizelge 4.12. CisplatintASA+SEL gruplarimin ince yapisimin yar1 kantitatif
degerlendirilmesi

Belirlenen degisiklikler . . Gl'inl"er . .
1.Gin 2.Gin 4.Giin 7.Gin 14. Gin

Cekirdek durumu - - ++ ++ ++
Mitokondri matriks

< < : - + + +
yogunlugu ve krista durumu
E.R. durumu - - + + +
Yag damlacigi - - - - -
Hepatositlerdeki glikojen ey ey ey ey ey

yogunlugu

+ ve — ifadeleri Cizelge 4.7’ de verildigi gibidir.
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Sekil 4. 15. Kontrol grubunun elektronmikrografi (Cekirdek (*), Mitokondri (—),

Endoplazmik retikulum (E.R) (——), glikojen tanecikleri(«) X 7500)
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Sekil 4.16. Kontrol grubunun elektronmikrografi (Cekidek (*), Mitokondri (=), E.R
(——>), Glikojen tanecikleri () X 10000)
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Sekil 4.17. Cisplatin 4. glin grubunun elektronmikrografi (Cekirdegin diizgiin yiizey
goriintiisiinde degismelerin basladig1 goriilmektedir (—). Mitokondri (——), Disse
Araligi (*) X 7500)
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Sekil 4.18. Cisplatin 7. giin grubunun elektronmikrografi (Cekirdekte kromatinde
azalma (*), mitokondri matriksinde ¢6ziilmeler (—), E.R yapisinda degisiklikler (——)
gozlenmektedir. Glikojen miktarinda azalma dikkat ¢ekmektedir. X 7500)
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Sekil 4. 19. Cisplatin 14. glin grubunun elektronmikrografi (Mitokondri matriksinde
kismen ¢oziilmeler (—), E.R sisternelarinda genislemeler («—) goriilmektedir. Glikojen
dagilimindaki azalma dikkat ¢ekmektedir (——). X 7500)
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Sekil 4.20. ASA 4. giin grubunun elektronmikrografi (Cekirdek (*), Mitokondri (—),
E.R (—»—) X 7500)
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Sekil 4.21. SEL 4. giin grubunun elektronmikrografi (Cekirdek (*), Mitokondri —, E.R.
(——) (), Glikojen tanecikleri () X 7500)
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Sekil 4.22. CisplatintASA 14. giin grubunun elektronmikrografi (Sinirlarinin kismen

bozuldugu ¢ekirdek (*), Mitokondri (—), E.R (——), azalan glikojen tanecikleri ()
goriilmektedir X 7500)
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Sekil 4.23. CisplatintSEL 14. giin grubunun elektronmikrografi (Cekirdekte
kromatinde azalma goriilmektedir (*). Mitokondri (—), E.R.( ——), Glikojen

tanecikleri () X 7500)
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Sekil 4.24. CisplatintASA+SEL 7. glin grubunun elektronmikrografi (Cekirdeklerin
kromatin yogunlugunda azalma ve sinirlarinda bozulma goézlenmektedir (*). Glikojen
hiicre igerisinde diizenli dagilmamistir (—) X 7500)
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5. TARTISMA

Klinikte yaygin olarak kullanilan antineoplastik ajanlardan biri olan cisplatinin
kanser hiicreleri iizerinde nasil bir mekanizmayla etkisini gosterdigini aciklamaya
yonelik ¢aligmalarin yaninda bu etkili ajanin yan etkileri lizerine yapilan ¢ok sayida
calisma bulunmaktadir. Ozellikle ovaryum, testis, bas ve boyun kanserlerinin
tedavisinde kullanilan cisplatinin bilinen en yaygin yan etkileri nefrotoksisite,
ototoksisite, mide bulantisi, kusma, kemik iliginde gozlenen hasarlardir. Uygulanan
doza bagli olarak hepatoksisiteye de neden olmaktadir (Sogiit ve ark., 2004).

Klinik alanda toksik hepatik hasarin ¢ogu onemli formu, terapotik ajanlar
yoluyla olusmaktadir. 600 ilagtan daha fazlasinin hepatoksisite ile iligkili oldugu
bilinmektedir. Hepatokisiteye sebep olan ilaglarin reaktif metabolitlerinin sorumlu
oldugunu gosteren bir¢ok ¢alisma vardir. Cisplatinin sebep oldugu toksisitede oksidatif
stres, inflamasyon, genotoksik hasar ve hiicre dongiisiinde duraklamay1 igeren birkag
mekanizma arastirilmistir. Bununla birlikte cisplatinin sebep oldugu hepatotoksisite ve
mekanizmas1 hakkinda klinik raporlar disinda yeterli ¢alisma bulunmamaktadir (Sohn
ve ark., 2008).

Karaciger toksik kimyasal maddelerin ve diger materyallerin atilm ve
detoksifikasyonunda rolii olan bir organdir ve ayni1 zamanda toksinlerin ilk hedefidir.
Ekzojen yollarla viicuda alman toksik maddelerin, organizmada metabolize
edilememesi sonucu hiicrelerde agiga ¢ikan serbest radikaller karaciger hasarina neden
olmaktadir (Ayla ve ark., 2009).

Serbest radikal hasar1 i¢in en kritik bolgeyi plazma membrani olusturur. Hiicre
dist kompartmanlarda meydana gelen serbest radikaller, hiicre i¢i kompartmanlarla
reaksiyona girebilmek i¢in plazma membranim1 ge¢mek zorundadirlar. Bu yiizden
zararli etkilerini membranlarda baslatirlar. Hiicre membranindaki kolesterol ve yag
asitlerinin doymamis baglar1 serbest radikaller ile kolayca etkilesirler ve peroksidasyon
rtinlerini agiga c¢ikarirlar. Poliansatiire yag asitlerinin bu oksidatif yikimi, lipit
peroksidasyonu olarak adlandirilir (Ayla ve ark., 2009).

Cisplatinin neden oldugu toksisitenin mekanizmasini aydinlatmaya yonelik

yapilan ¢aligmalar cisplatinin neden oldugu c¢esitli toksisitenin serbest radikaller veya
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reaktif oksijen tilrleri ile ilgili oldugunu gostermektedir. Farkli dozlarla yapilan
calismalarla cisplatinin sebep oldugu hasarlar ortaya ¢ikarilmistir.

Calismamizda cisplatin gruplarinda karaciger dokusunda kontrol gruplarina gore
degisikler gozlendi. Isik mikroskobik incelemelerde farkli gilinlerde goriilme siddeti
degisiklik gostermekle birlikte hepatositlerde hidropik dejenerasyon, inflamatuar hiicre
odaklari, siniizoidlerde genislemeler, hiicre ve c¢ekirdek boyutunda degisiklikler,
karaciger parankima genel yapisinda bozukluklar goézlendi. Elektron mikroskobik
incelemelerde ise cisplatin gruplarinda mitokondrilerde ve E.R. yapisinda degisikler,
cekirdek kromatininde ve siirlarinda bozulmalar, glikojen yogunlugunda ve dagilimda
degisiklikler gibi sitopatolojik bulgulara rastlanmistir. Calismamizda ortaya ¢ikan
degisikler yapilan diger calismalarin sonuglariyla paralellik gostermektedir. Kog ve ark.
(2005), 10 mg/kg cisplatin uygulayarak yaptiklar1 calismada parankimada yapisal
degisikler, sentral ven g¢evresinde sitoplazmik degisikler, hepatoselliiler vakualizasyon,
sinlizoidal genisleme, portal alan ¢evresinde inflamatuar hiicre topluluklar1 gibi bizim
calismamiza benzer bulgular gézlemislerdir.

Diger yandan oksidatif hasarin varliginin tespitinde dnemli parametreler olan
antioksidan enzim aktivitlerinin belirlendigi c¢aligmalarla cisplatinin karacigerde
olusturdugu hepatotoksisite ortaya ¢ikarilmustir. Iseri ve ark. (2007), yapmus olduklari
calismada cisplatinin lipit peroksiyonunda artisa neden oldugunu, antioksidan enzim
aktivitelerinde diisiise neden oldugunu, bobrek ve karacigerde histolojik degisiklerin
meydana geldigini gostermislerdir. Liao ve ark., (2008), farelerle yaptiklar1 calismada
3.5 mg/kg cisplatin 5 giin boyunca intraperitonal olarak uygulanmis ve karacigerdeki
hasar GSH ve MDA seviyeleriyle degerlendirilmistir. Cisplatinin karacigerde oksidatif
hasara neden oldugu ve bu hasar iizerinde ¢esitli maddelerin hasari indirgeyici rol
oynadig1 ortaya ¢ikarilmigtir.

Cisplatinin sebep oldugu hepatotoksisitenin mekanizmasi tam olarak
aciklanamamistir. Yiiksek doz cisplatinin karacigerde toksik etki gosterdigi
bilinmektedir. Cisplatin. ksantin dehidrojenazin ksantin oksidaza doniisiim reaksiyonu
sirasinda ksantin oksidaz aktivitesinin yiikselmesine neden olmaktadir. Ksantin oksidaz
aktivitesindeki artis karacigerde oksidan yiikiin artmasina yol acar ki ksantin oksidaz
toksik siiperoksit radikallerini iireten baslica enzimdir. Ayrica ksantin oksidaz enzim
aktivitesi GSH-Px ve CAT gibi antioksidan enzimlerin aktivitesinde azalmaya neden

olmaktadir (Avci ve ark., 2008).
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Cisplatin sitokrom oksidaz ve ATPaz gibi énemli i¢ membran proteinlerinin
kodlandig1 mitokondriyal DNA {izerinde sitotoksik etki gostererek mitokondriyal
proteinlerin sentezini engellemekte bu da organelin bozulmasina mitokondriyal enzim
aktivitelerinin zarar gérmesine ve oksidatif fosforilasyonun durmasina neden olmaktadir
(Tarladagalisir ve ark., 2005).

Cisplatinin neden oldugu hepatotoksisitede gerek reaktif oksijen tiirlerindeki
artis gerekse antioksidan enzim aktivitelerinde azalma rol oynamaktadir.

Pratibha ve ark., (2006), yaptiklar1 ¢calisma ile 8 hafta boyunca ratlara giinliik 0.4
mg/kg cisplatin intraperitonal yolla verilmis ve karacigerde meydana gelen oksidatif
hasar enzimatik olarak degerlendirilmistir. Sohn ve ark. (2008) yiiksek doz cisplatinin
karacigerde hepatik lezyonlara neden oldugunu gostermislerdir. Karahan ve ark. (2006),
yapmis olduklar1 c¢aligmada cisplatinin karacigerde lipit peroksidasyonunu artirdigini
MDA diizeyindeki artigla gostermislerdir.

Yapilan ¢esitli calismalarda farkli doz uygulamalarinda cisplatinin dokular
tizerinde olusturdugu toksisite siddetinde farkliliklar gézlenmesi ilacin toksisitesini doza
bagli olarak gosterdigini ortaya koymaktadir. Hepatotoksisitede cisplatin dozu 6nemli rol
oynamaktadir. Iseri ve ark., (2007) yapmis olduklar1 calisma ile karacigerde cisplatin
muamelesi sonucunda artan miyeloperoksidaz aktivitesi hasarlanmis dokuda nétrofillerin
oksidan kaynaklarindan biri oldugunu desteklemektedir.

Cisplatinin neden oldugu oksidatif hasarlar iizerine ¢esitli antioksidan
maddelerin etkilerinin arastiritlmasi ¢ok sayida ¢alismaya konu olmustur. Calismamizda
daha yaygin olarak agr kesici olarak kullanilan Asetilsaisilik asitin antioksidan olarak
cisplatinin neden oldugu degisiklikler iizerinde ne yonde etkisinin oldugu arastirilmistir.

Calismamizda cisplatin ile birlikte asetilsalisilik asit verilmis olan gruplarda
gozlenen degisikliklerin cisplatin gruplarinda karacigerde gozlenen degisiklikler kadar
belirgin olmadig: goriildii. Ulubas ve ark., (2003) yapmis olduklar1 ¢alismada cisplatinin
neden oldugu nefrotoksisitede 2.5 mg/kg/giin olarak uyguladiklar1 asetilsalisilik asitin
serbest radikal iiretimine karst koruyuculuk sagladigini gostermislerdir. Kopff ve ark.,
(2007) ASA’nin oksidative/antioksidatif denge tiizerine olan etkilerini arastirdiklar
calismada ASA’nin antioksidan aktivite gosterdigi ortaya ¢ikarilmistir

Giliniimiizde etki mekanizmalar1 hala ¢alismalara konu olan asetilsalisilik asitin
antioksidan etkisinin, in vivo hayvansal ¢alismalarda lipit peroksidasyonunu baskiladig:

belirlenmistir. Ayrica yapilan ¢alismalar ASA’nin antioksidan enzimlerin aktivitelerine
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ek olarak bu enzimlerin ekspresyonunu da uyardigimi gostermektedir (Grasser ve ark.,
2003).

Antioksidan olarak etki mekanizmalart bilinen maddelerin cisplatin ile birlikte
uygulanmasi1 ve sonugta hem biyokimyasal hem de morfolojik olarak etkilerinin
degerlendirilmesi cisplatinin serbest radikal iiretimi yoluyla neden oldugu toksik etkileri
aciklamaktadir. Giiglii hidroksil radikal siipiiriiclisii olarak bilinen Dimetiltiotire
(DMTU)’nin cisplatin muamelesi sonucunda olusan hasar1 azaltmasi cisplatinin hidroksil
radikali liretimi yoluyla hasara neden oldugunu gostermektedir (Santos ve ark., 2007).
Cisplatin ile birlikte ASA uygulanan gruplarda cisplatinin tek basina verildigi gruplardaki
kadar degisikliklerin gozlenmemesi hidroksil radikallerini siipiirerek antioksidan etki
gosteren ASA’nin koruyuculunu agiklamaktadir.

Viicut i¢in gerekli bir iz element olan selenyum, dnemli bir radikal siipliriicii
olan GSH-Px’in yapisina katilarak antioksidan etki gdstermektedir. Calismamizda
cisplatin ile birlikte selenyum uyguladigimiz gruplarda cisplatin gruplarinda gézlenen
degisikler kadar belirgin degisiklikler gozlenmedi. Selenyumun cisplatinin neden
oldugu hasarlar {izerinde koruyucu etki gosterdigini kanitlayan cesitli calismalar
bulunmaktadir. Camargo ve ark. (2001), oral yolla uyguladiklar1 selenyumun erken
proksimal tiibiil hasar tizerinde koruyucu etkisinin oldugunu gostermislerdir. Sivaram
ve ark., (2001), karacigerde alkoliin sebep oldugu oksidatif strese karsit selenyumun
askorbik asitle birlikte koruyuculuk sagladigi gdsterilmistir.

Hiicrelerde Selenyum bagimli glutatyon peroksidaz (Se-GSH-Px) hem hidrojen
peroksiti hem de lipit peroksitleri metabolize eder. Bir selenoprotein olan Glutatyon
peroksidazin aktif bolgesinde selenyum bulunur ve lipit peroksitlerin indirgenmesinden
ve hidrojen peroksitin suya indirgenmesinden sorumludur. Cisplatinin neden oldugu
hepatotoksisitede karacigerde ekspresse edilen izoenzim sitokrom P450 2E1 hidrojen
peroksit ve siiperoksit anyonu gibi reaktif oksijen tiirlerinin etkili bir iireticisidir (Santos
ve ark., 2007). Selenyum, hidrojen peroksitin indirgenmesinden sorumlu glutatyon
peroksidazin yapisina katilarak antioksidan aktivite gostermektedir. Cisplatin ile birlikte
selenyum muamele edilen gruplarda cisplatin gruplarinda goézlendigi kadar belirgin
degisikliklerin goézlenmemesi selenyumun antioksidan olarak koruyuculugunu
gostermektedir.

Cisplatinin neden oldugu oksidatif hasar {izerinde antioksidan olarak etkili olan

ASA ve selenyumun birlikte verildigi gruplarda goézlenen degisiklikler cisplatin



112

gruplarinda gozlenen degisiklikler kadar belirgin degildi. Bu bulgular antioksidan
maddelerin birbiri lizerinde olumsuz etki gostermedikleri farkli mekanizmalarla
antioksidan etki gostererek maddelerin ayri ayr1  koruyuculuk sagladigim
distindiirmektedir.

Cisplatinin sebep oldugu oksidatif hasar sonucu hiicrelerde membran yapisinda
bozulmalarin meydana geldigi, sonucta histopatolojik ve sitopatolojik degisikliklerin

ortaya ¢iktig1 gozlenmistir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Calismamizda cisplatinin karaciger iizerine spesifik etkisi arastirilarak, ilacin
etki mekanizmasi anlagilmaya c¢alisilmistir. Bu dogrultuda elde ettigimiz sonuglarin ve
bulgularin 1s181nda, cisplatinin serbest radikal salinimini indiikleyerek karacigerde
meydana getirdigi oksidatif hasari, serbest radikal siipiiriiciisii etkilerinin de oldugu
bilinen bilinen ASA ve selenyumun azalttigini sdyleyebiliriz.

Cisplatin ve antioksidan olarak etkilerini aragtirdigimiz ASA ve Selenyumu ayri
ayr1 ve birlikte vererek yaptigimiz calismada, cisplatinin serbest oksijen radikallerinin
salmmmin1  uyararak karacigerde histopatolojik  degisikliklere neden oldugu
diisiiniilebilir. Cisplatin ve antioksidan olarak verilmis ASA ve Selenyumun antioksidan
Ozelliklerinden dolay1, cisplatinin neden oldugu serbest oksijen radikallerini siipiirdiigii,
bu nedenle de histolojik olarak karacigerde cisplatinin meydana getirdigi hasar1 azalttigi
sOylenebilir.

Antioksidanlarin  oksidatif hasar iizerine etkilerinin tam olarak ortaya
cikarilabilmesi ve cisplatinin istenmeyen yan etkilerinin daha etkili, ekonomik ve kolay
uygulanabilir ilaglarla ortadan kaldirilabilmesi i¢in farkli kombinasyonlarla
antioksidanlarin uygulandig1 ¢alismalara ihtiyac¢ vardir. Yapilan caligmalarla terapdtik
ajanlarin istenmeyen yan etkilerinin azaltilmasi hedeflenmektedir.

Doktora tez ¢alismasi sonucunda elde edilen verilerin ve bu siirecte kazanilan

deneyimin planlanan ileri projeler i¢in de temel teskil edecegi umulmaktadir.
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