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OZET

Bu calismada, fungusit olarak kullanilan benomil’in karaciger ve bdbrek
dokular1 iizerindeki etkileri ile andioksidan olarak kullanilan o-lipoik asit’in ve

kondroitin-4-stilfat karaciger ve bobrek dokulari {izerindeki koruyucu etkileri incelendi.

Benomil (200 mg/kg), a-lipoik asit (200 mg/kg) ve kondroitin-4-siilfat (25
mg/kg) 5 hafta boyunca haftada bir kez olmak {izere intraperitonal (IP) injeksiyon
yoluyla uygulandi.

Deney oncesi ve deney sonu hayvanlarin viicut agirliklart karsilagtirildiginda,
kontrol, benomil+a-lipoik asit, benomil+ kondroitin-4-siilfat ve benomil+a-lipoik
asittkondroitin-4-siilfat gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis (p<0.005,
p<0.01, p<0.02), benomil grubunda ise istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik

goriilmedi.

Dalak agirliginda kontrol grubu ile benomil grubu karsilastirildiginda, benomil
grubunda anlamli azalma tespit edilmis (p<0.001), diger gruplarda ise anlamli bir
degisiklik goriilmemistir. Testis agirliginda, benomil grubu kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma (p<0.001), ve li¢ deney grubu
ile karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlenmistir (p<<0.01). tiim
gruplar birbirleri ile karsilastirnlldiginda karaciger, bobrek ve kalp agirliklarinda

herhangi bir degisim saptanmadhi.

Kontrol grubu ile benomil grubu karsilastirildiginda benomil grubundaki
hayvanlarin aspartat aminotransferaz, alanin aminotransferaz ve laktat dehidrogenaz
diizeylerinde anlamli bir artis oldugu bulundu (p<0.005). benomil grubu ile benomil+o.-
lipoik asit, benomil+kondroitin-4-siilfat, benomil+a-lipoik asit+kondroitin-4-siilfat
gruplart karsilastirildiginda ise bu ii¢ deney grubundaki hayvanlarin enzim degerleri
onemli olarak azaldig1 goriildi (p<0.005). Serum gamma-glutamil transferaz diizeyleri
incelendiginde ise tim gruplarda anlamli bir degisiklik gdzlenmedi.

Benomil grubundaki si¢anlarin kontrol gruplarindakilere gore karaciger, bobrek

ve serum malondialdehid degerlerinde anlamli bir artis saptandi (p<0.032, p<0.001).



II

Benomil+a-lipoik  asit,  benomiltkondroitin-4-siilfat ~ ve  benomil+a-lipoik
asittkondroitin-4-siilfat gruplarindaki hayvanlarin bdbrek serum malondialdehid
degerleri benomil grubu ile karsilastirildiginda ise anlamli bir azalis, benomil+o-lipoik
asit+kondroitin-4-siilfat grubundaki serum malondialdehid degeri kontrol grubu ile

karsilastirildiginda da anlamli bir azalis tespit edildi (p<0.001, p<0.01).

Hem karaciger hem bobrek dokularinda siliperoksid dismiitaz, glutatyon
peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve katalaz aktiviteleri, kontrol grubu ile benomil grubu
karsilastirildiginda benomil grubunda anlamli bir azalig, benomil grubu ile benomil+a-
lipoik asit, benomil+kondroitin-4-siilfat ve benomil+a-lipoik asit+ kondroitin-4-siilfat
gruplart karsilastirildiginda ise ii¢ grupta da anlamli bir artis gozlendi (p<0.05). Kontrol
grubu ile benomilta-lipoik  asittkondroitin-4-siilffat  grubundaki  hayvanlar
karsilagtirildiginda  benomil+o-lipoik  asittkondroitin-4-siilfat  gruplarindakilerin
siiperoksid dismutaz karaciger, siiperoksid dismutaz bobrek, katalaz karaciger ve

katalaz bobrek enzim aktivitelerinde artig saptandi (p<0.05).

Benomil uygulanmis siganlarin karaciger ve bobrek dokularinda histopatolojik
bulgular tespit edilmesine ragmen; benomil+a-lipoik asit, benomil+kondroitin-4-siilfat
ve benomil+a-lipoik asittkondroitin-4-siilfat grubundaki siganlarin karaciger ve bobrek

dokularinda kismen bu patolojik bu patolojik bulgularin diizeldigi gozlenmistir.

Anahtar kelimeler: Benomil, a-lipoik asit, kondroitin-4-stilfat, antioksidan

Bu calisma Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan TUBAP-

906 no’lu proje kapsaminda desteklenmistir.
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ABSTRACT

In this study, effects of benomyl, which is used as fungucide, on liver and kidney
tissue, the protective effects of a-lipoic acid and chondroitin-4-sulphate, which are used

as antioxidants, on liver and kidney tissues are examined.

Benomyl (200 mg/kg), a-lipoic acid (200 mg/kg) and chondroitin-4-sulphate (25
mg/kg) are applied by intraperiotenal injection once in each week for a period of 5

weeks.

It was determined that body weigths of animals in the groups of control,
benomyl+ a-lipoic acid, benomyl+ chondroitin-4-sulphate and benomyl+a-lipoic acid+
chondroitin-4-sulphate were significantly increased (p<0.005, p<0.01, p<0.02) although

the body weights of animals in the group of benomyl weren’t any significant change.

Spleen weight was determined to be decreased in benomyl group (p<0.001),
there was no difference in another groups when compared with control group, was
observed a significant decrease in weight of testes in benomyl group when compared
with control group (p<0.001), and a significant increase in another assay groups when
compared with benomyl group (p<0.01). No change in liver, kidney and heart weight

was observed among groups.

Aspartate aminotransferase, alanine aminotransferase and lactate dehidrogenase
activities were found to be significantly increased in benomyl group when compared
with control group (p<0.005). These enzyme activities were observed to significantly
decrease in benomyl+a-lipoic acid, benomyl+ chondroitin-4-sulphate and benomyl+o.-
lipoic acid+ chondroitin-4-sulphate groups when compared with benomyl group
(p<0.005). It was observed there were almost no differences between the

gammaglutamyl transferase levels of all groups.

Liver, kidney and serum malondialdehyde levels were observed to increase

significantly in benomyl group when compared with control group (p<0.032, p<0.001).
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Kidney and serum malondialdehyde levels in benomyl+a-lipoic acid, benomyl+
chondroitin-4-sulphate and benomyl+a.-lipoic acid+ chondroitin-4-sulphate groups were
determined to decrease significantly when compared with benomyl group. However
serum malondialdehyde levels in benomyl+a-lipoic acid+ chondroitin-4-sulphate group
was observed to decrease significantly when compared with control group (p<0.001,

p<0.01).

Superoxide dismutase, glutathione peroxidase, glutathione reductase and
catalase activities in both liver and kidney were determined to decrease significantly in
benomyl group when compared with control group, there were observed to increase
significantly in benomyl+a-lipoic acid, benomyl+ chondroitin-4-sulphate and
benomyl+a-lipoic acid+ chondroitin-4-sulphate groups when compared with benomyl
group (p<0.05). Liver and kidney superoxide dismutase, liver and kidney catalase liver
and catalase kidney enzyme activities in animal of benomyl+a-lipoic acid+ chondroitin-
4-sulphate group were determined to increase significantly when compared with control

group (p<0.05).

Although various histopathological results were observed in the liver and kidney
tissues in rats of benomyl group, histopathological effect on the liver and kidney tissues
of rats in the groups of benomyl+a-lipoic acid, benomyl+ chondroitin-4-sulphate and

benomyl+a-lipoic acid+ chondroitin-4-sulphate group wasn’t observed.

Key words; Benomyl, a-lipoic acid, chondroitin-4-sulphate, antioxidant
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1. GIRIS

Diinyada kontrolsiiz ve ¢ok hizli bir sekilde artan niifusa karsilik her gegen giin
tarim alanlarimiz amag¢ dist kullamimla (otoyol, fabrika vb.) azaltilmaktadir. Tarim
alanlarindaki bu azalis, artan niifusa iiriin saglanmasinda ve gida ihtiyacinin
karsilanmasinda yetersizlige neden olmaktadir. Bu sorunun giderilebilmesi i¢in kaliteli
ve verimi yiiksek {irlin elde etmenin yollar1 aranmaktadir. Bu nedenle {iriin miktarin1 ve
kalitesini diisiirebilecek olan mikroorganizma, bocek ve yabani otlarla miicadelede etkili

kimyasal maddeler kullanilmaktadir.

Tim diinyada oldugu gibi iilkemizde de pestisit adi verilen bu tiir kimyasal
maddeler yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ancak pestisitler suda, toprakta ve
besinler iizerinde uzun siire bozulmadan kalarak, hem ¢evre kirliligine neden olmakta
hem de besin zinciri yoluyla insana kadar ulagabilmektedir. Cesitli yollarla organizmaya
giren bu kimyasal maddeler pek ¢ok saglik sorununa, 6zellikle karaciger ve bdobrek
dokularinda farkli mekanizmalarla 6nemli bozukluklara neden olabilmektedir. Son
yillarda da bu kimyasallarin neden oldugu hasarlarin belirlenmesi ile ilgili pek c¢ok
aragtirma yapilmistir (Campo vd. 2004, Balkan ve Aktag 2005, Gedik vd. 2005,
Rajeswary vd. 2007).

Pestisitler etki ettikleri organizma ¢esidine gore siniflandirilabilirler: insektisitler
(bocekler tizerine etkili), herbisitler (zararli otlar {izerine etkili), akarasitler (akarlar
tizerine etkili) ve fungusitler (mantarlar {izerine etkili) gibi. Benomil, genis spektrumlu
karbamath bir fungusittir. Benomil toksisitesi iizerine pek ¢ok arastirma bulunmaktadir.
Bu arastirmalar genellikle benomil’in sitogenetik (Barale vd. 1992, Dolara vd. 1994,
Dane ve Dalgi¢ 2005), teratojenik (Cummings vd. 1990), karsinojenik (Shukla 1989)
etkileri ile erkek iireme sistemleri (Carter vd. 1984, Lim ve Miller 1996, Sorour ve
Larink 2000) iizerine yapilmistir. Benomil spontan olarak aktif olan karbendazime yani
MBC’ye (Metil-2-benzimidazol karbamat) doniisebilir. Her iki bilesikde bircok
organizmada gen mutasyonu ve anojenik etkilere neden olabilir (Barale vd.1992, Dolara

vd. 1994). Benomil’in memelilerde, bitkilerde ve funguslarda temel etkisinin tubuline



baglanarak, onun polimerisazyonunu ve mikrotiibiil olusumunu inhibe etmek oldugu

belirtilmistir  (Carter vd.1984).

Sicanlarda yapilan bir ¢alismada benomil’in iki farkli dozunun (1000 ppm ve
4000 ppm) karaciger gamma glutamil transferaz (GGT) diizeylerini arttirdigi
belirtilmistir (Shukla vd., 1989). Siganlarla yapilan bir diger calismada ise benomil’in
16 farkli dozu hayvanlara uygulanmis ve uygulama sonucunda bobrek, karaciger ve
dalak dokular1 iizerinde benomil’in bazi dozlarinin toksik bir etkiye sahip oldugu
gozlemlenmistir (Igbedioh ve Akinyele, 1992). Yiiksek dozlarda uygulanan benomil
metaboliti karbendazim’in bobrek dokusunda fibrozis, tubuler dejenerasyon,
mononiiklear hiicre infiltrasyonu meydana getirdigi belirlenmistir (Selmanoglu vd.
2001). Yine karbendazimle yapilan bir diger ¢alismada ise si¢anlarin tiroid, paratiroid

ve adrenal bezlerinde toksik etkilere rastlanmigtir (Barlas vd. 2002).

Son yillarda pestisitlerin neden oldugu hasarlarin belirlenmesinin yani sira bu
hasarlarin 6nlenmesi ve tamir edilmesi ile ilgili arastirmalar da c¢ok biiylik 6nem
kazanmigtir. Yapilan ¢aligmalarda, 6zellikle karaciger dokusunda belirlenen hasarlarin
cogunun oksidatif stres yoluyla meydana geldigi belirtilmistir (Hoek ve Pastorino 2002,
Kaplowitz 2002).

Oksidatif stres, reaktif oksijen {irlinleri olusumu ve antioksidatif savunma
mekanizmalar1 arasindaki dengesizlik olarak tanimlanir. Reaktif oksijen iiriinleri olan
hidrojen peroksit (H,O,), siiperoksit radikali (O,"), hidroksil radikali (OH), singlet
oksijen ('O,) ve nitrik oksit (NO) in vivo kosullarda siirekli olusmaktadir. Reaktif
oksijen iirlinlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 dnlemek igin
viicutta bir¢ok savunma mekanizmast gelismistir. Bunlar antioksidan savunma
sistemleri ya da kisaca antioksidanlar olarak bilinirler. Oksidanlarin arttigi veya
antioksidanlarin yetersiz kaldig1 durumlarda organizmanin maruz kaldig: oksidatif stres
sonucunda bozulan hiicresel metabolizma, molekiiler yikilma ve doku hasar1 meydana
getirir (Karaca 2009). Antioksidanlar, endojen (dogal) ve eksojen kaynakli
antioksidanlar olmak iizere baslica iki gruba ayrilabilirler. a-Lipoik asit (LA) ve

kondroitin 4-siilfat (C4S) endojen kaynakli antioksidanlar grubunda yer almaktadirlar.



LA, besinlerden hizli bir sekilde absorbe edilebilir olmasi, diger antioksidanlari
yenileyebilir olmasi, C vitamininin oksitlenmis formu dehidroaskorbik asitten C
vitaminini yeniden meydana getirebilmesi, hiicrelerimizde bulunan ve ¢ok dnemli olan
glutatyonun diizeyini artirabilmesi ve ¢esitli hastaliklarda tedavi edici olarak
kullaniliyor olmasi ile ideal bir antioksidan olarak nitelendirilmektedir (Akpmar vd.,
2007). Cesitli organizmalarda farkli yollarla olusturulan oksidatif stres modelleri
tizerinde LA ve kondroitin siilfatin (CS) koruyucu etkilerinin arastirildigi bazi
calismalar vardir. Siganlarda yapilan bir calismada, cisplatin ile kohleada meydana
getirilen ototoksisitenin a-lipoik asit tarafindan énemli 6lglide geriletildigi gosterilmistir
(Rybak vd., 1999). Bir baska ¢alismada ise, siganlara CCly ile olusturulan hepatoksisite
modelinde, intraperitonal olarak uygulanan kondroitin siilfatin antioksidatif etkisi rapor
edilmistir (Ha ve Lee, 2003). Pires Das Neves ve arkadaslari, yaptiklar1 bir ¢aligmada
farelerde olusturduklari sodyum arsenit toksisitesine kars1 a-lipoik asitin koruyucu bir
etkiye sahip oldugunu gostermislerdir (Pires Das Neves vd., 2004). Farelerde yapilan
bir baska caligmada, a-lipoik asitin X-1g1nlarinin neden oldugu oksidatif stresi gerilettigi
belirtilmistir (Manda vd., 2007). Bir diger ¢aligmada, asetaminofene bagli olarak olusan
hepatik ve renal hasarlarda a-lipoik asitin koruyucu etkisi gosterilmistir (Abdel-Zahaer

vd., 2008).

Bu konuda yapilan ¢aligmalarda, koruyucu etkiler genellikle akut donemlerde
incelenmistir. Bu caligsmada ise, benomil ile olusturulan subkronik toksisite modelinde,
kondroitin 4-siilfat ve a-lipoik asit’in tek tek ve birlikte uygulanmalarinin karaciger ve
bobrek dokulart iizerinde olusturabilecegi antioksidatif etkilerin belirlenmesi

amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Karaciger

Karaciger organizmanin en biiylik bezi ve organidir. Agirlig1 yaklasik olarak 1,5
kg’dir. Diyaframin hemen altinda, karmm boslugunun sag iist kismina yerlesmistir.
Karaciger safra kanallar1 yoluyla salgisini duedonuma bosalttigindan ekzokrin,
sentezledigi maddeleri kana dogrudan dogruya verdiginden endokrin bir bez olarak

nitelendirilir.

Karaciger, hilumda kalinlasan ince bir bag dokusu kapsiilii (Glisson kapsiilil) ile
ortiilidiir. Hilumda, organa portal ven ve hepatik arter girer, sag ve sol hepatik safra
kanallart ¢ikar. Bu damarlar ve kanallar, klasik karaciger lobiilleri arasindaki portal
alanlarda bag dokusu ile ¢evrilmislerdir. Bu alandan baglayarak ince bir retikiiler lif ag1

hepatositlere ve karaciger lobiillerinin siniizoidal endotel hiicrelerine destek saglar.

Karaciger ¢ok zengin bir kan donanimina sahiptir; oksijenlenmis kan sag ve sol
hepatik arterler (%25) yoluyla, besince zengin kan portal ven (%75) yoluyla karacigere
gelir. Bu damarlarin her ikisi de karacigere, porta hepatitten girer. Kan organin
posteriyor kismindan hepatik venler araciligiyla ayrilir ve hepatik venler iceriklerini
inferiyor vena kavaya birakirlar. Safra, hepatik kanallar yoluyla, porta hepatitten
ayrilarak yogunlastirilir ve saklanmak {izere safra kesesine verilir, ya da ortak safra

kanali ile barsaga akitilir (Sekil 2.1.1).

Karaciger parankimasinin %60’m1 olusturan hepatosit hiicreleridir ve bu
hiicreler asil karaciger hiicreleri olarak nitelendirilirler. Bu epitelyal hiicreler birbirleri
ile baglantili plaklar halinde gruplasarak klasik karaciger lobuliinii olustururlar (Sekil
2.1.2). Karaciger lobulii 0,7x2 mm boyutlarinda poligonal bir doku kitlesidir. Bazi
bolgelerde, lobiiller safra kanallari, lenfatik sinirler ve kan damarlari iceren bag dokusu
ile sinirlanmigtir. Portal alanlar verilen bu bdolgeler, lobiillerin koselerinde bulunur ve

portal triadlarla gevrilmistir.
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Sekil 2.1.1: Karacigerin genel yapist ve kan donanimi (http://www.answer-my-health-
question.info/images/how-to-detoxify-your-liver-1.jpg).
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Sekil 2.1.2: Karacigerin lobiiler yapisi
(http://www .harford.edu/faculty/WRappazzo/a oldsite/liver%20histology.jpg).



Hepatositler, karaciger lobiilii i¢inde 151nsal olarak dizilmistir. Hiicreler 1 ya da
2 hiicre kalinhiginda tabakalar (plaklar) olustururlar. Bu hiicre plaklar1 lobuliin
periferinden merkeze yonelmislerdir, bir labirent ve siingersi bir yapi olusturacak
sekilde anastomozlagirlar. Bu plaklar arasindaki alanlar karaciger sinusoidleri olarak

adlandirilir (Sekil 2.1.2).
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Sekil 2.1.3: Karaciger hiicresinin elektron mikroskopik yapist (http:/ www.med-
ed.virginia.edu/courses/cell/handouts/images/Liver4.gif).

Karaciger hiicreleri polihedral, 6 ya da daha fazla yiizeylidirler. Elektron
mikroskopik kesitlerde, ¢ok sayida mitokondri ve diizgiin ylizeyli endoplazmik

retikulum gozlenmektedir (Sekil 2.1.3).

Hepatositlerin ¢ogu tek nukleus icerir. Nukleuslarin yaklasik %50’si diploiddir.
Hepatositler hem kendileri kullanmak, hem de disar1 vermek iizere aktif bir sekilde

protein sentez ederler. Bu nedenle ¢ok sayida serbest ribozom, graniillii ER ve golgi



aygitina sahiptirler. Golgi aygit1 hiicrelerde kanalikiillerin yakininda periferde lokalize
olmuslardir. Hepatositler fazla enerjiye ihtiyag duymalar1 sebebiyle, cok sayida
mitokondri igerirler. Karaciger hiicreleri, peroksizom ve lizozom bakimindan da
zengindirler. Hepatositlerin diiz ylizli ER’lari, kanda toksinler ve ¢esitli ilaglarin
varliginda indiiklenir. Ciinkii detoksifikasyon bu organellerin keselerinde gerceklesir.
Hepatosit sitoplazmasi yag damlaciklar1 ve glikojen seklinde inkliizyonlar igerir.
Glikojen ise cogunlukla graniilsiiz ER yakininda gozlenen, 20-30 um capinda, elektron

yogun birikimler seklinde gozlenir ve bunlar B-partikiilleri olarak ifade edilir.

Hepatositler tarafindan yapilan safra salgisi, hepatositler arasindaki ince safra
kanalikiillerine verilir. Bu safra kanalikiilleri klasik lobuliin periferindeki portal alanda
bulunan lobiiller arasi safra kanallar1 ile birlesir. Lobiiller arasi safra kanallar1 giderek
genisleyen kanallara degisir. Bu kanallarda sonunda, sag ve sol hepatik safra kanallar1
ile birleserek karacigeri terk eder. Karacigerde safra salgisi kan akimina ters yonde,

klasik lobiiliin merkezinden, perifere dogru akar.

Siniizoidleri astarlayan endotel hiicreleri hepatositlerden Disse aralig1 adi verilen
perisinuzoidal alanla ayrilmistir. Bu alanda retikiilar lifler ve hepatosit mikrovilluslari
yer alir. Bu bdlge sadece ¢ok sayida makromolekiillerin hepatositler tarafindan kana
verilmesi nedeniyle degil, ayn1 zamanda bu makromolekiillerin ¢cogunu alip katabolize
etmesi ile de fizyolojik bir 6neme sahiptir. Sinuzoidlerin duvarinda endotel hiicrelerle
birlikte yerlesmis Kupffer hiicreleri bulunur. Bu hiicreler yiiksek derecede fagositoz
yetenegine sahiptirler ve tipik makrofajlardir. Gergek fonksiyonlari yash eritrositleri
metabolize etmek, hemoglobini parcalamak ve immiinolojik olaylarla ilgili proteinleri

salgilamaktir.

Karacigerin fonksiyonel birimlerinden biri de karaciger parankimasinin bir
birimi olarak kabul edilen hepatik asinusdur (Sekil 2.1.4). Hepatik asinus, iki komsu
lobiil icinde ayni interlobiiler venden kanlanan hiicre grublart olarak tanimlanir.
Lobiiller arasinda ilerleyen interlobiiler ven komsu iki lobiile dagilmaktadir. Hepatik
asinus da dagitict venlere olan yakinligina gore zonlara ayrilir. 1. zondaki hiicreler

damarlara en yakin ve bu nedenle de gelen kandan ilk olarak etkilenen hiicrelerdir. II.



zondaki hiicreler kana ikinci derecede cevap veren hiicrelerdir, III. zondaki hiicreler ise,
onceden 1. ve II. zondaki hiicreler tarafindan degistirilmis olan portal ven kaniyla
karsilagsacaktir. Bu zonal diizenleme, hepatositlerin c¢esitli zararli ajanlar ya da

hastaliklarda, farkli derecelerde hasar gérmelerinin nedenini agiklayabilir.
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Sekil 2.1.4: Hepatik asinus ve zonlar. PA: portal alan, MV: merkezi ven
(http://www.drcemre.googlepages.com/k.catanomi3-full.jpg).

Karaciger, ¢ok yonlii hiicrelere sahiptir ve bu nedenle bu hiicreler pek cok
fonksiyonda rol oynarlar. Karaciger hiicreleri, kendisi i¢in gerekli proteinlerin sentezine
ek olarak, salgilamak icin c¢esitli plazma proteinlerini de (albumin, protrombin,
fibrinojen ve lipoproteinler) sentezlerler. Bu proteinlerin sentezi graniillii ER’a bagh
ribozomlarda  yapilir.  Hepatositler —proteinleri sekonder graniiller halinde
sitoplazmasinda depolamazlar, siirekli olarak kan dolasimina verirler. Boylece endokrin
bir bez olarak da fonksiyon goriir. Karaciger tarafindan disar1 verilen proteinlerin
yaklasik olarak % 5’1 makrofaj sistemi hiicreleri (kupffer hiicreleri) tarafindan geri

kalan1 da hepatositlerde sentez edilir.



Safra iiretilmesi, hepatositlerin kan bilesenlerini alip, doniistiiriip safra
kanalikiilleri icine salgilamasi olayidir. Safra, su ve elektrolitlere ek olarak birkag
esansiyel bilesene de sahiptir. Bunlar safra asitleri, fosfolipitler, kolestrol ve

bilirubindir.

Lipitler ve karbonhidratlar trigliseritler ve glikojen seklinde karacigerde
depolanir.  Metabolitleri depolama kapasitesi, viicudun Ogiinler arasindaki enerji
gereksinimini karsiladigi icin 6nemlidir. Karaciger vitaminler (6zellikle A vitamini) i¢in

de biiyiik bir depo gorevi gortir.

Hepatosit, lipitleri ve aminoasitleri glukoneogenesis adi verilen kompleks
enzimatik bir olayla glikoz haline déniistiiriir. Urenin meydana gelmesi ile sonuglanan
aminoasit deaminasyonunun da asil yeridir (Karacigere ait genel bilgiler: Leeson vd.,

1988, Junqueire vd. 1995, Gartner ve Hiatt 1997).

2.2. Bobrek

Bobrekler hayati oneme sahip olan bosaltim, homeostasi ve endokrin
fonksiyonlar1 yerine getiren organlardir. Bobrekler periton boslugunun disinda ve karin
arka duvarinda yer alirlar. Yetiskin insanda her bir bobregin agirligi 150 gramdir ve

yaklagik bir yumruk biiytikliigiindedir.

Her bobregin mediyal kisminda hilum denen, bobrek arter ve ven lenfatiklerinin,
sinirlerin ve nihai idrarin bdbrekten bosaltilincaya kadar bekledigi yer olan mesaneye
tastyan lreterlerin girip ¢iktig1 cukur bir bolge bulunur. Eger bobrekler en {ist noktast ile
alt ucu arasindaki uzun ekseninden ikiye kesilecek olursa dis kisinda korteks, i¢ kisimda
medulla denen iki ana bolge ayirdedilir. Bobregin medullasinda bobrek piramitleri
denen koni bi¢imli ¢ok sayida doku kitleleri bulunur. Piramitlerin tabanmi korteksle
medulla arasindaki sinirda baglar ve iireterin huni bi¢imli iist ucunun devaminda olusan
bobrek pelvisine dogru uzanan papillada son bulur. Pelvisin dig sinir1 major kaliks

denen acik ceplerde asagi dogru uzanir ve her papillada tiiblillerden idrar toplayan
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minor kalikslere ayrilir. Kalikslerin, pelvisin ve tireterlerin duvarlari, idrar1 bosaltincaya

kadar sakladig1 mesaneye dogru ilerletebilen kasilabilir elemanlari igerir.

Bobregin kan akimi normalde kan debisinin %22 sidir ve dakikada 1100 ml’dir.
Bobrek arteri, hilum bdlgesinden bobrege girer ve interlober, arkuat, interlobiiler
arterlere ve afferent arteriyollere ayrilir (Sekil 2.2.1a). Afferent arteriyoller, plazma
proteinleri disinda, ¢ok miktarda su ve maddenin filtre edilerek idrar yapiminin
basladig1 glomeriillerdeki glomeriiler kapilerleri olusturur (Sekil 2.2.1b). Her glomiiler
kapilerin distal ucu, bobrek tiibiillerini ¢cevreleyen ve peritiibiiler kapiller denilen ikinci

bir kapiller ag1 olusturan efferent arteriyolu olusturmak i¢in bir araya gelirler.
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Sekil 2.2.1: Bobrege kan saglayan ana damarlar (a)
(http://www .haberlersaglikli.com/haberimg/BOBREK.gif) ve nefronun mikrodolasimi
(b) (http://www.bioengineering.canterbury.ac.nz/groups/kidney.htm).

Bobrek kan dolasimi, iki ayri kapiller yatagi olan 6zel bir dolagimdir.
Glomertiler ve tiibiil ¢evresi kapiller seri seklinde diizenlenmislerdir ve birbirlerinden
her iki kapiller yatakta da hidrostatik basincin diizenlenmesine yardimci olan efferent

arteriyol ile ayrilirlar. Glomeriiler kapillerdeki yiliksek hidrostatik basing (takriben 60
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mmHg) sivinin ¢abuk filtrasyonuna neden olur, oysa peritiibiiler kapillerde ¢cok daha
diisiik olan (13 mmHg civarinda) hidrostatik basing sivinin ¢abuk geri emilimine
olanak saglar. Bobrekler afferent ve efferent arteriyollerin direncini ayarlayarak, hem
glomeriiler, hem peritiibiiler kapillerde hidrostatik basinci diizenler, bdylece viicudun
homeostatik ihtiyaclarina cevap verirler. Bobreklerin fonksiyonel birimi nefronlardir.
Bobrekler nefronlar1 yenileyemezler. Bu nedenle, bobrek hasari, hastalik veya normal
yaslanmada bobreklerdeki nefron sayisi giderek azalir. 40 yasindan sonra islev géren
nefron sayist her 10 yil igin % 10 azalir. Her nefronun iki ana bolimii vardir: 1. kandan
bliyiik miktarda sivinin filtre oldugu glomeriil (glomerulus) ve 2. bobrek dokusu

icindeki yolu boyunca, filtre edilen s1vinin idrara doniistiigi tiibtil.

Glomerulus, diger kapiller aglar ile karsilagtirildiginda, daha yiiksek hidrostatik
basinca sahip, dallanan ve anostomoz yapan kapiller bir agdan olusmustur. Glomeriiler
kapiller, epitel hiicreler ile ortiilmiis ve tiim glomeriil Bowman kapsiilii ile sarilmistir

(Sekil 2.2.2a).
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Sekil 2.2.2: Nefronlarin genel yapis1i (a) ve Jukstaglomerular aparey (b)
(http://www.ahobart.btinternet.co.uk/biology/images/nephron.gif),
(http://www.iupucanatomy.com/chapter 26.htm).
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Glomerulusta filtre olan sivi, Bowman kapsiili icine ve sonra bdbrek
korteksinde yer alan proksimal tiibiil i¢ine akar. Proksimal tiiblilden sonra bobrek
medullasinin derinliklerine dogru inen (descending) ve ¢ikan (ascending) kol gelir. Inen
kolun ve ¢ikan kolun alt ucunun duvarlar1 ¢ok incedir ve bu nedenle Henle kivriminin
ince kismi olarak isimlendirilir (Sekil 2.2.2a). Henle kivriminin inen kolu, kortekse
dogru doniis yaptiktan sonra, tiibiiler sistemin diger kisimlarinda oldugu gibi kalinlagir

ve bundan dolay1, ¢ikan kolun kalin segmenti olarak adlandirilir.

Cikan kolun sonunda, duvarinda bir plak iceren kisa boliime makula densa denir.
Makula densa, afferent arteriyoliin jukstaglomerular hiicreleri ile birlikte
jukstaglomerular apareyi olusturur (Sekil 2.2.2b). JG aparey, nefron fonksiyonunun
kontroliinde 6nemli rol oynar. Makula densadan sonra proksimal tiibiil gibi bobregin
korteksinde yerlesmis olan distal tiibiile ulasilir. Distal tiibiilii, birlestirici tiiblil ve
kortikal toplayici tiibiil izler. Stv1 buradan kortikal toplayici kanala ulasir (Sekil 2.2.2a).
8-10 adet kortikal kanalin baslangic kisimlari birleserek medullada seyreden ve
medullar toplayici kanal denen daha genis bir toplayict kanal yaparlar. Toplayici
kanallar giderek daha da genisleyen kanallar1 olustururlar ve sonunda papillanin tepesi
araciligiyla bobrek pelvisine bosalirlar. Her bobrekte her biri 4000 nefrondan idrar

toplayan 250 kadar ¢ok genis toplayici kanal vardir.

Bobrekler pek ¢ok gorevi listlenmis organlardir:

1. Yabanci1 maddelerin ve metabolik artiklarin atilmasi,

2. Su ve elektrolit dengesinin diizenlenmesi,

3. Viicut sivilarinin osmolaritesinin ve elektrolit yogunlugunun diizenlenmesi,
4. Asit-baz dengesinin diizenlenmesi,

5. Arteryal kan basincinin diizenlenmesi,

6. Hormonlarin salgilanmasi, metabolize edilmesi ve bosaltilmasi.

(Bobrege ait genel bilgiler: Guyton ve Hall, 2001).
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2.3. Pestisitler

Tarimsal iiriinlere, zarar veren ya da hastalik yapan canlilara kars1 kullanilan
kimyasallara pestisit adi1 verilir. Pestisitler amaglar1 disindaki canlilar1 da etkilemeleri
nedeniyle biyosid (canli yok edici) olarak da isimlendirilirler. Pestisitler ¢cevremizde
amagsiz, sinirsiz ve kontrolsiiz olarak kullanilmaktadir. Bu kimyasal maddeler, havada,

suda, toprakta, yagmurda, karda, buzda bulunabilmektedir.

Pestisitler sorun yaratan bocekler, hayvanlar, mikroorganimalar, yabani otlar ve
diger zararlilarin 6lmesini ya da davraniglarin1 degistirmesini saglayan biyolojik olarak
aktif kimyasallardir. Pestisitler ~ biyolojik  birikimle  canlilarin  viicutlarinda
yogunlasabilir. Bu zincirde hareket ederken her asamada daha biiyiik bir orana

ulagmaktadir.

Bugiin kullanilan pestisitlerden bazilarinin  kullanimi  yiizyillar 6ncesine
dayanmaktadir. M.O. 1000 yillarinda Homer kiikiirt fumigasyonundan sdz edilmektedir.
Democroticus bitki kiifiiniin Onlenebilmesi i¢in yapraklarin1 zeytin ekstreleri ile
yaglamistir. M.O. 200 yillarinda Cato {iziim baglarinda kiikiirt dumanini kullanmustir.
Bu nedenle pestisit olarak kullanilan ilk maddelerden biri kiikiirt olmustur. DDT [2,2-
bis(p-klorofenil)-1,1,1-trikloroetan] Amerika’da 1943°de ilk kez pestisit olarak

insanligin hizmetine girmistir (Gtiler ve Cobanoglu 1997).

2.3.1. Pestisitlerin simiflandirilmasi:

Pestisitlerin siniflandirilmasi pek ¢ok sekillerde yapilmaktadir.

1- Hedef alinan organizmaya gore;
e AKkarasitler: Akar dldiiriiciiler
e insektisitler: Bocek oldiiriiciiler

e Herbisitler: Ot oldirdciiler
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¢ Fungusitler: Mantar dldiiriictiler
e Nematositler: Nematod oldiirticiiler
e Auvisitler: Kus oldiiriiciiler
e Pisisitler: Balik oldiiriictiler
2- Kimyasal tiplerine gore;
e N-metil karbamatlilar
e Klorlu hidrokarbonlar
e Organotinler
e Botanik kdkenli maddeler
e Fosfatli hidrokarbonlar
e Bistitiyo karbamatlar
e Arsenik
e Fenoksialifatik asitler
e Fenol tiirevleri
e Mikrobiyoller
3- Kullamim tekniklerine gore;
e Piiskiirtme
e Siirme
e Gazlama
e Enjeksiyon
4- Kahcihiklarina gore;
e Kalici olamayanlar: Birkag giinden—12 haftaya kadar etkisini siirdiirenler
e Orta derecede kalici olanlar: 1-18 ay arasinda dayanabilenler
e Kalici olanlar: Birgok klorlu hidrokarbon bu gruba girmektedir. 20 yil kadar
dayanabilmektedir.
e Siirekli kalic1 olanlar: Civa, kursun, arsenik.

5- Formiilasyon sekline gore;

e Toz
e Siv1
e Qaz

e (Qranul
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2.3.2. Pestisit metabolizmasi

Pestisitler viicutta bazi enzimatik olaylara katilmaktadir. Enzimatik olaylar,
kimyasal degisimin tiiriine gore 4 grupta toplanir; oksidasyon, rediiksiyon, kopma ve
konjugasyon. Bunlardan ilk {icli Faz I agamasi iken, konjugasyon Faz II asamasidir.
Pestisitler, Faz I asamasinda karacigerde sitokrom P monooksijenazlar tarafindan
oksidasyona ugratilarak, biyolojik yar1 dmrii kisa olan polar bilesiklere doniismektedir.
Faz II asamasinda ise degisime ugrayan pestistler, sudaki polariteleri yiiksek olan
glukuronik asitle ya da glutatyon (GSH) ile konjuge edilmektedir. Pestisit
biyoformasyonu sonucunda pestisit metabolitleri doku makramolekiillerine (DNA,

protein) kovalent baglanarak biyolojik yar1 émiirlerini arttirirlar.

Bir takim canli organizmalar1 hedef alarak gelistirilen tarimsal miicadele ilaglar
insanlar1 da etkisi altmna almaktadir. Insanlarda zehirlenmeler, ilaclarin viicutta deri,
solunum ve sindirim yoluyla girmesi sonucu meydana gelmektedir. Ozellikle DDT,
endrin, aldrin ve heptaklor gibi viicutta uzun siire kalicilig1 ve viicutta birikme 6zelligi
olan organik klorlular diisiik dozda da olsa kronik zehirlenmelere yol agmaktadir.
Pestisitlerin kronik etkileri asagidaki tabloda yer almaktadir (Cizelge 2.3.1.) (Giiler ve
Cobanoglu, 1997).

Cizelge 2.3.1. Pestisitlerin organlar ve sistemler iizerindeki kronik etkileri (Giiler ve

Cobanoglu, 1997).

Organ/Sistem Etki

Sinir sistemi Polinéropati, distani, retinal anjiyopati

Solunum sistemi Kronik trakeit, bronsiol astim

Kardiyovaskiiler sistem Kronik miyokard toksisitesi, kronik koroner
yetmezlik, hipertoni ve hipotoni

Karaciger Kronik hepatit, kolesistit

Bobrekler Albuminiiri, ire, kreatin artigi, salgl
fonksiyonunda azalma

Gastrointestinal Sistem Kronik gastrit, duedonit iilser, kronik kolit

Dolasim sistemi Lokopeni, lenfopeni, monositoz ve
hemoglobinde degisimler

Deri Egzama

Goz Konjuktivit, blefarit
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2.3.3. N-metil karbamatlar

Karbamatlar karbonik asitten tiiretilmektedir ve biliylikk c¢ogunlugu temas
insektisitidir. Bunlar akut toksik etkileri bakimindan organofosfatlilara benzemektedir.
Etkileri biiyiik oranda kolinesteraz enziminin inhibisyonu ile iliskilidir. Bu enzimin

inhibisyonu kolayca tersinir durumdadir ve belirtiler erken donemde ortaya ¢ikmaktadir.

N-metil karbamat pestisit etkileniminde kolinesteraz seviyesi tayinleri daha az
fikir vericidir. Daha ¢ok karbamilasyon meydana gelir ve kanin laboratuara tasinmasi
sirasinda kolayca reversibl oldugundan ortadan kalktigi icin belirlenebilmesi giictiir.
Antidotu atropindir. Toksik etkiye sahip ve yaygin olarak kullanilan karbamatlar;
aldikarb, methomil, karbofuran, oksamil, metilizosiyanat, sevin, karbamil, dimetitan,

propoksur ve landrin’dir (Gtiler ve Cobanoglu, 1997).

2.3.4. Benomil

Benomil (Sekil 2.3.4), benzimidazol ailesine ait koyu renkli ve berrak olan
sistemik bir fungusittir. Benomil fungusit olarak ilk kez 1968’de isimlendirilmis ve
uluslararas1 DuPont sirketi tarafindan 1971°de piyasaya siiriilmiistiir. Bu fungusit tarla
tiriinleri, meyveler, mantarlar ve c¢imlerdeki fungal hastaliklarin Onlenmesi igin
kullanilir. Aym1 zamanda sigir ve koyunlarda bazi mantarlarin neden oldugu toksik

hastaliklarla miicadelede de kullanilir (Terse vd. 1993).

Sekil 2.3.4: Benomil’in kimyasal yapisi (http://www.answers.com/topic/benomyl).
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Benomil memelilerde hizli bir sekilde absorbe edilir, karacigerde 2 farkli yol ile
(hidroksilasyon ve hidroliz) metabolize edilerek idrar ve diski ile viicuttan disar atilir.
Benomil’in hayvanlarda tespit edilen metabolitleri; benzimidazol 2-karbamata (MBC,
karbendazim) ve 5-hidroksi—2-benzimidzole karbamat’tir (SHBC). Bu metabolitlerin

viicut dokularinda depo edilmedigi gozlenmistir (Gardiner vd, 1974).

Benomil’in kimligi:

Yaygin adi: Benomil

Ticari isimleri: Benlate, Benason, Fundazol, Benex, Agrosit

IUPAC kimyasal adi: Metil 1-[(biitilamino) karbonil]-1H- benzimidazol-2-karbamat
Molekiiler formiilii: C;4H;sN4O;

Molekiiler agirhgi: 290.3 g/mol

Fiziksel durumu: Renksiz kristalize

Stabilite: Sulu ¢ozeltilerinde hizla hidrolize olurlar.

Coziniirligii: 20°C, pH 7 olan suda 3.8 mg/L

Dansite: 0.38 g/cm’

2.4. Klinik Enzimler

Klinik enzimolojinin gelisimi 20. yy basinda sindirim enzimlerinin bulunmasi ile
baslamistir. 1954 yilinda miyokard enfarktiisii sonras1 serum aspartat (AST) diizeyinde
gecici bir artig saplanmis ve plazma enzim aktivitelerinin hastalik tanis1 ve takibindeki
Onemi ortaya ¢cikmustir. Bu gelismelerin ardindan alkalen fosfatazin (ALP) kemik ve
karaciger hastalarinda, asid fosfotazin prostat kanserinde, amilazin pankreatitte, AST ve
alanin aminotransferaz (ALT) diizeylerinin karaciger ve kalp hastalarinda tanisal

yararinin kanitlanmasi ile klinik enzimoloji alanina duyulan ilgi artmaya baslamistir.

Kalp, karaciger, kas, hematolojik, kalitsal hastaliklar basta olmak iizere enzimler

tanida yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Onat vd. 1995, Adam ve Ardigoglu 2002).
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2.4.1. Aspartat aminotransferaz

Aspartat aminotransferaz (AST) aspartik asidin amino grubunun o-ketoglutarik

aside transferini katalizleyerek glutamik ve okzaloasetik asitleri meydana getirir.

AST’nin doku dagilimi kalp, karaciger ve iskelet kas1 dokularidir. Bu dokularda
yiiksek konsantrasyonlarda bulunmalar1 ile tanisal yarar tagimaktadir. Ozellikle
miyokard enfarktiisiinde laktat dehidrogenaz, kreatin fosfokinaz ve kreatin fosfokinazin
izozimi CK-MB ile birlikte klinikte kalp krizi belirtegleri olarak goriilmektedir. AST
enfarktiisten 6—8 saat sonra kanda artmaya baslamaktadir. 2448 saatte en yliksek
diizeye ulagsmaktadir. AST degerleri 3—4 giin i¢inde normale donmektedir (Cizelge
2.4.1).

Cizelge 2.4.1: AST’nin anormal kan diizeylerine ait klinik bozukluklar (Adam ve
Ardigoglu 2002).

ARTIS DURUMU

e Fulminal viral hepatitler
e Karaciger hiicre nekrozuna neden olan durumlar
Kronik hepatit
[laca bagl hasar
AST Alkolik hepatit
Kronik viral hepatit
Akut MI
Kalp yetmezligi
Tifo
Talasemi
Toksik sok sendromu

2.4.2. Alanin aminotransferaz

Alanin aminotransferaz (ALT), alaninin amino grubunu a-ketoglutarik aside

transfer ederek glutamik ve piriivik asitlerin olusumunu saglar.
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ALT’de AST gibi karaciger ve bobrek dokularinda dagilim gostermektedir.
Ancak ALT karaciger dokusunda daha zengin olarak bulunmaktadir. Karacigerin
parankimal hasar1 ile birlikte inflamatuar olaylarda ¢ok belirgin olan ALT diizeyinde
artis, AST degerinden daha fazladir. Asir1 hiicre hasarinda mitokondrial AST salinimi
arttig1 icin AST/ALT oran1 ylikselmektedir (Cizelge 2.4.2).

Cizelge 2.4.2: ALT’nin anormal kan diizeylerine ait klinik bozukluklar (Adam ve
Ardicoglu 2002).

ARTIS DURUMU AZALIS DURUMU
e Viral hepatit e Terminal karaciger hastaligi
e Toksik hepatit e Renal hemodializ ve/veya
ALT e Karaciger soku renal yetersizlik
e Siroz
e Siddetli pankreatit
o Alkol kullanimi

2.4.3. Laktat dehidrogenaz

Laktat dehidrogenaz (LDH) tiim viicut dokularinda bulunan bir enzimdir.
Miyokard enfarktiisiinde serum LDH konsantrasyonu, enfarktiis meydana geldikten
sonra 24 saat i¢inde yiikselir ve 5—6 giin i¢inde normal sinirlara geri doner. Yiiksek
LDH diizeyleri, niiks halindeki akut ve kronik 16semili hastalarda ve arasira kliniksel
yonden en yiiksek noktaya vardigi sirada akut hepatitte de meydana gelebilir; fakat
baska nedenlere bagli sarilikta meydana gelmez. Serum LDH, akut atesli ve kronik
enfeksiydz hastalarda oldugu kadar anemili akciger enfarktiislii, lokalize neoplastik

hastalikli ve kronik hastalik olaylar1 bulunan hastalarda da normaldir (Cizelge 2.4.3).
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Cizelge 2.4.3: LDH 1n anormal kan diizeylerine ait klinik bozukluklar (Adam ve
Ardicoglu 2002).

ARTIS DURUMU AZALIS DURUMU
e Orak hiicre anemisi e Genetik eksiklik
e Miyokard infarkti
LDH e Losemi, metastatik karsinom

vb. malignant hastaliklar
Karaciger soku

Hepatite bagli bozukluk
Enfeksiyoz mononukleaz
Progresif muskuler distrofi

2.4.4. Gamma-glutamil tranferaz

Gamma-glutamil tranferaz (GGT), karaciger hastaliklarinin tanisinda yer alan
onemli bir enzimdir. Tiim hepatobilier olaylarin tanisinda diagnostik duyarliligi en
yiiksek enzimdir. GGT konsantrasyonu bobrekte cok yiiksek olmasma ragmen
karaciger, serum diizeyinin belirlenmesinde en biiylik katkiyr saglamaktadir.
Intrahepatik veya posthepatik tikanmalarda konsantrasyonu normalin 5-30 katina kadar
artan GGT, tikanma sariligi, kolesistit ve kolanjintin belirlenmesinde daha erken ve
daha uzun stireli yiikseldigi i¢in alkalen fosfataz, 16sin aminopeptidaz ve

transaminazlardan daha duyarlidir.

Alkolik sirozlu hastalarin yani sira asir1 alkol kullananlarda da artan serum GGT
diizeyi, alkol kullanimimin bir gostergesi olarak kullanilmaktadir. Enzimin seruma
salinimu, alkoliin karaciger hiicrelerindeki mikrozomal yapilara olan toksik etkisini veya

enzimatik indiiksiyonu yansitmaktadir.

2.5. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, reaktif oksijen {irlinleri olusumu ve antioksidatif savunma

mekanizmalar1 arasindaki dengesizlik olarak tanimlanir. Reaktif oksijen iiriinleri olarak
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hidrojen peroksit (H,O,), siiperoksit radikali (O;"), hidroksil radikali (‘OH), singlet
oksijen ('O,) ve nitrik oksit (NO) in vivo kosullarda siirekli olarak olusmaktadir (Y1ldiz
ve Camsan, 2002).

Oksidatif stres, hiicrelerin lipidler, proteinler, DNA, karbonhidratlar ve enzimler
gibi tim 6nemli bilesikleri {izerine tahrip edici etkiye sahiptir. Lipid ve proteinlerdeki
tahribat primer tahribattir. Ozellikle lipidler bu tahribata karsi en hassas olan
makromolekiillerdir. Membranlardaki kolestrol ve yag asitlerinin doymanus baglar
kolayca oksidasyona ugrar ve peroksidasyon firiinleri olusur. Coklu doymamis yag
asitlerinin yikimi, lipid peroksidasyonu olarak bilinir ve olduk¢a zararlidir. Ciinkii kendi
kendine devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler. Lipid peroksidasyonunda

meydana gelen membran hasari geri doniislimstizdiir.

Lipid peroksidasyonu, organizmada olusan bir serbest radikal sonucu membran
yapisinda bulunan ¢oklu doymamis yag asidi zincirinden bir hidrojen atomu
uzaklastirilmasi ile baglar. Bunun sonucu yag asidi zinciri bir lipid radikali niteligi
kazanir. Olusan lipid radikali dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige ugrar.
Molekiil i¢i ¢ift baglarin pozisyonlarinin de§ismesi ile dien konjugatlar1 ve daha sonra
lipid radikallerinin molekiiler oksijenle etkilesmesi sonuncu lipid peroksil radikali
meydana gelir. Lipid peroksil radikalleri, membran yapisindaki diger ¢oklu doymamis
yag asitlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumuna yol agarken, kendileri de

aciga cikan hidrojen atomlarini alarak lipid hidroperoksidlerine doniisiirler.

Lipid peroksidasyonu sonucu olusan lipid hidroperoksitlerinin yikimi, gegis
metalleri iyon katalizini gerektirir. Lipid hidroperoksidleri yikildiginda ¢ogu biyolojik
olarak aktif olan aldehidler olusur. Bu bilesikler, ya hiicre diizeyinde metabolize
edilirler ya da baslangictaki etki alanlarindan diffiiz olup hiicrenin diger bdliimlerine
hasar1 yayarlar. U¢ veya daha fazla c¢ift bag ihtiva eden ya§ asitlerinin
peroksidasyonunda tiobarbiitirik asitle Olgiilebilen malondialdehid (MDA) meydana
gelir. Bu metod, lipid peroksid seviyelerinin Olgiilmesinde siklikla kullanilir (Akkus
1995).
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Proteinlerin radikallerden etkilenme dereceleri amino asit komposizyonlarina
baghdir. Doymamis bag ve siilfiir ihtiva eden molekiillerin serbest radikallerle
reaktivitesi yliksek oldugundan triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metionin ve
sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler.
Serbest radikaller, amino asitlerin oksidasyonu yaninda, peptit baglarinin hidrolizi,

disiilfit baglarinin olusumu ve ¢apraz baglanmalara yol agabilir (Akkus,1995).

Serbest radikaller, ayn1 zamanda niikleik asit bazlarinin modifikasyonu ve DNA

zincir kirilmasina yol acar. DNA polimerazi inhibe edebilir (Akkus,1995).

Oksidatif stres bir¢ok hastalikta onem tasimaktadir. Bunlar kardiyovaskiiler
hastaliklar, enfeksiyonlar, kanser, diyabet ve norodejeneratif patolojilerdir (Yildiz ve

Camsan, 2002).

2.5.1. Oksidatif strese karsi viicut savunmasi ve antioksidanlar

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari
onlemek icin viicutta birgok savunma mekanizmast geligmistir. Bunlar “antioksidan
savunma sistemleri” veya kisaca “antioksidanlar” olarak bilinirler (Akkus, 1995).
Antioksidanlar, Onceleri hiicrelerde peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek
ve/veya reaktif oksijen tiirlerini toplayarak lipid peroksidasyonunu inhibe eden
molekiiller olarak tanimlanmiglardi. Giiniimiizde ise andioksidanlarin tanimi lipidlerin
yani sira proteinler, niikleik asitler ve karbonhidratlar gibi diger hedef molekiilleri

koruyucu etkilerini de igerecek sekilde genisletilmistir (Yalgin, 1998).

Antioksidan savunma:

1. Radikal metabolit liretiminin 6nlenmesi,

2. Uretilmis radikallerin temizlenmesi,

3. Olusan hiicre harabiyetinin onarilmast,

4. Sekonder radikal {ireten zincir reaksiyonlarinin durdurulmasi,

5. Endojen antioksidan kapasitesinin arttirilmasi olarak bes degisik blokta yiiriir

(Gutteridge J.M. 1995).
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Antioksidanlar, endojen kaynakli (dogal) ve eksojen kaynakli antioksidanlar

olmak tizere baglica iki gruba ayrilabilir (Yapar, 2006):

Endojen antioksidanlar

Antioksidanlar Etki Mekanizmalari

1. Enzimler

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) Hidrojen peroksit detoksifikasyonu

Katalaz Hidrojen peroksit detoksifikasyonu
Sitokrom oksidaz Hiicre O;’nin %95-98 nin detoksifikasyonu
Siiperoksit dismutaz(SOD) Siiperoksit anyonlarinin detoksifikasyonu

2. Enzim olmayanlar

e Lipid fazda bulunanlar

a-tokoferol O;" ve ‘OH toplayic1 etki

B-karoten 0O,” ve "OH toplayici etki

a-lipoik asit ‘OH ve '0, toplayici

e Sivi fazda (hiicre sitoplazmasinda veya kan plazmasinda) bulunanlar

Albumin LOOH toplayict etki

Askorbik asit LOOH toplayici etki

Bilirubin O," ve 'OH toplayici etki

Ferritin Doku demirinin baglanmasi

Glutatyon GSH-Px aktivitesinin desteklenmesi, O, ve

"OH ile direkt reaksiyona girmesi

Laktoferrin Dolasimdaki serbest demirin baglanmasi
Melatonin SOD ve GSH-Px aktivitesini arttirmak
Seruloplazmin Dolasimdaki demirin baglanmasi

Sistein SOD benzeri aktivite

Transferin Dolagimdaki serbest demirin baglanmasi

Urat O," ve "OH toplayici etki
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Eksojen antioksidanlar

Antioksidan

Etki Mekanizmalan

Ksantin Oksidaz Inhibitorleri
Allopurinol
Oksipurinol
Pterin aldehid

Tungsten

Ksantin oksidazla siiperoksit iiretiminin

inhibisyonu

NADPH Oksidaz Inhibitérleri
Adenozin
Kalsiyum kanal blokerleri
Lokal anestezikler
NADPH oksidaz monoklonal antikor

Non-steroid antiinflamatuar ilaglar

Notrofil ve makrofajlarda NADPH ile

stiperoksit {iretiminin inhibisyonu

Siiperoksit Dismutaz (SOD)
Dogal SOD
IgA’ya bagli SOD
Lipozom kapsiilli SOD
Polietilen glikol SOD (PEG-SOD)

0,"+ 2H — H,0, reaksiyonunun

katalizlenmesi

Katalaz 2H,0,— H,0 +0O, reaksiyonunun
Dogal katalaz katalizlenmesi
Lipozom kapsiillii katalaz
Polietilen glikol katalaz (PEG-katalaz)
Nonenzimatik Serbest Radikal Toplayicilar
Albumin LOOH toplayici etki

17-aminosteroidler (Lazoroidler)
Bilirubin

Glutatyon

Mannitol

Urat

LOOH ve O;" toplayicr etki
0O," ve "OH tutucusu

0O,” ve "OH toplayici etki
"OH toplayicr etki

0O,” ve "OH toplayici etki

Demir Redoks Déngiisiiniin inhibitdrleri
Desferroksamin

Seruloplazmin

Serbest demir baglama

Glutatyon Peroksidaz Aktivitesini Artiranlar

Glutatyon

GSH-Px aktivitesinin arttirilmasi
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Oksidatif stresin meydana getirdigi hasarlar viicudun antioksidan savunma
mekanizmasi ile engellenir. Enzimatik savunma mekanizmasina ait olan siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon rediiktaz
(GR) gibi enzimler, lipid peroksitlerin ortadan kaldirilmasi ve onlarin detoksifiye

edilmesini saglayan anahtar enzimlerdir (Sivaprasad, 2004).

2.5.1.1. Siiperoksit dismutaz (E.C. 1. 15. 1. 1)

SOD, siiperoksit radikallerinin hidrojen peroksite dismutasyonunu katalizleyen

bir metaloenzimdir (Akkus, 1995 ).

20, + 2H" — H,0, + 0,

SOD’un memeli hiicrelerinde, ii¢ izoenzimi tanimlanmaktadir. Bunlar;
mitokondrilerde bulunan MnSOD, sitozolde ve nukleusta bulunan Cu-Zn SOD ve

ekstraselliiler Cu-Zn SOD’dur (Grayck vd. 2005).

2.5.1.2. Katalaz (E.C. 1. 11. 1. 6) ve glutatyon peroksidaz (E.C. 1. 11. 1. 9)

Stiperoksit radikallerinin dismutasyonu sonucu ya da dogrudan olusan H,O,,

katalaz ve glutatyon peroksidaz tarafindan suya donistiiriilerek detoksifiye edilir.

H,O, + H,O, » 2H,O + O, (katalaz)
H,0, + 2GSH — 2H,0 + GSSG (glutatyon peroksidaz)

Hiicre icinde katalaz kismen sitosolde daha ¢ok peroksizomlarda bulunurken,
glutatyon peroksidaz etkin bir sekilde sitozolde ve mitokondrilerde lokalize olmustur.
Diisiik diizeyde H,O;’den hiicrelerin korunmasinda GPx, katalazdan daha biiyiik 6neme
sahiptir. Katalazin daha ¢ok, H,O, olusumunun arttig1 durumlarda etkin oldugu kabul

edilmektedir (Akkus,1995).
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2.5.1.3. Glutatyon rediiktaz (E.C. 1. 6. 4. 2)

Hidroperoksidlerin rediikte olmasi ile meydana gelen GSSH, glutatyon
rediiktazin katalizledigi reaksiyon ile tekrar GSH’a donistiiriiliir (Akkus, 1995).

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

2.6. a-Lipoik Asit

1950 yilinda, Teksas Universitesinin Kimya Béliimiinden Dr. Lester Reed ve
ark. glikoz metabolizmasinda etkili olan bir bilesigi izole ettiler ve bunu a-lipoik asit
(LA) olarak adlandirdilar ( Packer vd., 1999). Lipoik terimi lipit veya yaga tekabiil
etmektedir, ¢ilinkii LA su i¢inde ¢oziinmez. 1950°den beri LA hakkinda yiizlerce
makale yayinlamistir. Baslangicta bilim adamlar1 seker metabolizmasinda LA’in roliine
odaklanmiglardir. 1980’li yillarda LA’in gii¢lii bir antioksidan yeteneginde oldugu
kesfedilmistir.

Cesitli hasta gruplar arastiricilar tarafindan incelenmistir, bu hastalarda LA’ in
enfeksiyonlarda, iltihaplanmada, kardiyovaskiiler hastaliklarda, timorlerde, alerjilerde,
mide iilserlerinde, diabette, katarakta, sinir dejenerasyonunda ve radyasyon hasarlarinda

koruyucu etkisi incelenmistir (Kumaranvd., 2004).

LA kolay bir sekilde besinlerden absorbe edilebilir ve ayn1 zamanda kan-beyin
bariyerinden gecebilme 6zelligine sahiptir (Akpinar vd., 2007). Bununla birlikte LA’ ’nin
bitki ve hayvanlarda sentez edildigi saptanmistir. Bitki ve hayvan dokularinda lizin -
amino grubuna kovalent bagli bir maddedir (Moini vd., 2002). LA a-ketoglutaratin ve
dalli zincirli a-ketoasitlerinin oksidatif dekarboksilasyonunu katalizleyen mitokondrial

bir kofaktorii olarak islev géormektedir (Yi and Maeda 2005).
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2.6.1. Alfa lipoik asidin molekiiler yapisi ve fonksiyonlari

2.6.1.1. Yapi ve temel biyokimyasal ozellikler

o-Lipoik asit (Sekil 2.6.1.1.) fizyolojik sistemlerde bulunan, tiyol grubu igeren
ve antioksidan aktivitesi olan dnemli bir molekiildiir (Liang ve Akaike, 2000). Nispeten
kiigiik bir molekiildiir (MA: 206). Yiikseltgenmis formunda intermolekiiler disiilfid bagi
olusturan, disiilfid tiirevi bir oktanoik asittir. Alfa lipoik asidin tanimlanan kimyasal
yapist 1,2 ditiyolan-3 valerik asit, 1,2 ditiyolan-3-pentanoik asid, py-tiyoletik asid veya
6,8-ditiyoktanoik asid olarak adlandirilmistir (Packer vd., 1995). LA’ in iki izomerik
konfigiirasyonu vardir. R formu dogal, S formu ise sentetiktir. Her iki enantiomer,
simdiye kadar ¢alisilmis biitiin hiicre ve dokularda dihidroksilipoik asit (DHLA)’e
cevrildigi gosterilmistir. LA’ in okside olmus ditiyolan halkasi ¢evresel sartlara bagl
olarak molekiile yiiksek bir indirgeme Ozelligi kazandirmaktadir. LA’in kimyasal
reaktivitesini saglayan ditiyolan halkasidir. Halkadaki iki kiikiirt atomunun pozisyonu
istisnai bir yliksek elektron yogunlugu olusturur. Bu yap1 LA’ i diger bilinen tiyol i¢eren

(glutatyon, sistein gibi) biyomolekiiller arasinda 6zgiin kilmaktadir (Yapar, 2006).

o2 SH
G CH;
VA | :
H,C |S CH,
~ = |
H ClH —SH
|
CH, CH,
| |
CJHE" CHE
|
CH, CH,
I |
C [H? f:,le
COCH COOH

Sekil 2.6.1.1: a-Lipoik asidin kimyasal yapisi (Gonzalez-Perez ve Gonzalez-Castaneda,
2006).
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Lipoik asit ayni zamanda piriivat oksidasyonunda rol oynayan piriivat
dehidrogenaz kompleksinde yer alan koenzimlerden biridir. LA, dihidrolipoil
transasetilaz (E;) enziminde yer alir. LA ile apoenzimin bir lisin amino grubu arasinda

kurulan bir amid bagi aracilig1 ile koenzim molekiilii olusur.

2.6.1.2. LA’ in metabolizmasi

a-Lipoik asid insan diyetinde yeterli miktarda bulunmasina ragmen, de novo
olarak mitokondride lipoik asit sentaz tarafindan sentezlenmektedir. Bitkiler ve
hayvanlar LA’i sentezleyebilmektedir. Kirmizi et, karaciger, patates, brokoli ve
domateste bol miktarda bulunur. Dokularda da sirasi ile bobrek, kalp, karaciger, dalak
beyin, pankreas ve akcigerde bulunmaktadir (Kramer, 2001; Moini vd., 2002). LA
barsakta kolayca emilerek hiicrelere tasinir ve sitozolik enzimler olan GSH rediiktaz,
tiyoredoksin rediiktaz ve mitokondrial enzim olan E; (dihidrolipoik dehidrogenaz)
tarafindan indirgenir. Mitokondrial enzim E;  NAD(P)H harcayarak LA’i DHLA’de
indirger. LA ayn1 zamanda NADPH’a bagimli enzim GSH rediiktaz i¢in bir substrattir.
LA ve metabolitleri karacigerde depolanir. Lipoat metabolizmasindaki katabolik
stirecler biiyilk oranda pentanoik asit yan zincirinin [-oksidasyonu iizerinden
gerceklesmektedir. Insan metabolizmasinda LA’in ana metaboliti 3-ketolipoat’ tir. Bu
metabolit serbest LA’ in B-oksidasyonla yikima ugradigini gostermektedir (Packer vd.,

1999).

2.6.2. LA’in fonksiyonlari

2.6.2.1. LA’in diger antioksidanlar iizerine etkisi

Lipoik asit, C vitamininin oksitlenmis formu olan dehidroaskorbik asitten C

vitaminini tretebilir (Busse vd. 1992).
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Lipoik asit glutatyon diizeyini artirir. Glutatyon hiicrelerimizde normal olarak
bulunan, serbest radikal ve toksinlerin tiim tiplerini etkisiz hale getiren onemli bir
antioksidandir. Glutatyonun disardan ilaveleri, glutatyonun hiicre membranlar1 gegme
yetenegine sahip olmamasi nedeni ile yararli degildir. Asirt stres, radyasyon ya da
toksik maddelere maruz kalindiginda LA’nin glutatyon diizeyini arttirmasi onemlidir

(Karaca, 2009).

2.6.2.2. LA cesitli hastaliklarda koruyucu etkisi

a-Lipoik asit, diyabet, norolojik hastaliklar (unutkanlik, yaslanma vb.),
Parkinson hastaligi, retinal hiicre hasari, multipli sklerosis, obezite, hipertansiyon ve
hiperglisemi, bronsial astim, mikotoksikozis ve derideki hasarlar gibi daha pek c¢ok

hastalik iizerinde koruyucu etkiye sahiptir (Packer vd., 1995).

2.6.2.3. LA’in protein glikozilasyonunu engelleyici etkisi

Glikoz, glikasyon iiretmek i¢in kollagen gibi bazi proteinlerle reaksiyona girme
yeteneginden dolay1 yaslanma ile iliskilidir. Ciinkii glikoz molekiilii proteinlerin bazi
amino asitlerine baglanir ve proteini daha az fonksiyonel yapar, bozukluga yol agar. Bu

baglanmanin baslangi¢ faz1 glikasyon olarak adlandirilir.

Yaslandigimiz zaman viicudumuzdaki proteinlerin glikasyon miktar1 ve kan
sekeri artmaktadir. Tendonlarimizda ve arterlerimizdeki kollagenin glikasyonu yas ile

artar, kan glikozundaki artis oraninda yaslanma ile meydana gelir.

Bununla birlikte, kalori sinirlanmas1 glikasyonda yas ile ilgili artis1
engelleyebilir. Bagka bir deyisle asir1 seker ve asir1 kalori tiiketiminin Oniine gegme

teorik olarak yillarca proteinlerimizin saglikli bir sekilde kalmasina yardim eder.
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2.6.2.4. LA agir metallere karsi koruyucu etkisi

LA ve DHLA, mangan, ¢inko, kadmiyum, kursun, kobalt, nikel ve demir
iyonlar1 ile kompleks olusturarak doku hasari veya enzim inaktivasyonuna neden olan

serbest radikal olusumunu engeller (Patrick, 2002).

2.7. Glikozaminoglikanlar (GAG)

Glikozaminoglikanlar tekrarlayan disakkarit birimlerin dallanmamis zincirlerini
iceren polisakkaritlerdir. Icerdikleri karbonil ve siilfat grubundan dolay: ¢ok fazla
negatif ylklidiirler. Hiicredeki en anyonik molekiillerdir. Yapilarinda bulunan
sekerlerden biri amino seker (N-asetilglukozamin veya N-asetilgalaktozamin), digeri ise

uronik asittir.

GAGlar (hiyaluranan haric) siilfat grubu tasirlar ve proteoglikanlari olusturmak
icin ¢ekirdek proteinlere nétral trisakkaritler yoluyla ile kovalent baglanirlar (Worrall
vd., 1994). Proteoglikanlar hiicre matriks bileseni olmalarina ragmen bazi
proteoglikanlar hiicrelerin adezyonu ve sinyal iletiminde rol alirlar (Sakizli ve Atabey,

2006).

2.7.1. Kondroitin—4-siilfat (C4S)

Kondroitin stilfat (CS), kikirdak dokusunun en 6nemli ara maddesidir ve kikirdak
dokunun elastikiyetinde rol oynayan bir bilesiktir. Kondroitin siilfat diizeylerinin
kikirdak dokuda azalmasi yaslt insanlarda 6nemli eklem hastaliklarinin olusmasi igin
biiylik bir risk faktoriidiir. Kondroitin siilfat pek ¢ok biyolojik cevaba sahiptir (Ha ve
Lee, 2003). Kikirdak dokuda ortalama kirk kadar kondroitin siilfat birimi tek bir
cekirdek proteinine baglanir. Boylece olusan proteoglikan yapilar baglama proteinleri

aracili1 ile omurga konumundaki hiyaluronik asit ile iliski kurarak biiyiik bir
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proteoglikan kiimesi olustururlar.
(http://www.akdeniz.edu.tr/tip/biyokimya%?20an/DersNotlari/Aslan%20Aksunun_ders
%?20notlari/ CRBCHEM.pdf).

CS, iironik asit (B-D-glukuronik asit)ve B-(1—3)baglar1 ile bagli o-D-N-
asetilgalaktozaminin siilfat bakiyelerine farkli sekillerde baglanmasi ile olusan
heteropolisakkarit bilesigidir (Ha ve Lee, 2003). Tekrarlayan tinite  glukuronik asit ve
N-Asetilgalaktozamindir. Siilfat kokii 4. veya 6. karbonlarina baglandigi igin
kondroitin-4-siilfat (C4S) (Sekil 2.7.1) ve kondroitin-6-siilfat (C6S) olmak {izere iki tipi
vardir.
(http://www.akdeniz.edu.tr/tip/biyokimya%?20an/DersNotlari/Aslan%20Aksunun_ders
%?20notlari/ CRBCHEM.pdf)

COOH

OR,
HN.  CHs

Sekil 2.7.1: Kondroitin—4-siilfatin kimyasal yapisi.
(http://www.akdeniz.edu.tr/tip/biyokimya%?20an/DersNotlari/Aslan%20Aksunun_ders
%?20notlari/ CRBCHEM.pdf)
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C4S yumusak bag dokuda ekstraseliiler matriksin siilfatlanmis temel GAG’1dur.
C4S, C6S ve dermatan siilfat (DS) predominant formlardir. C4S, C6S ve DS sinirli ve
karakteristik doku dagilimi gosterir. C4S ve DS kollajendz interstisyel matrikste,
lenfosit ~ adezyonunda etkili olmasindan dolay1r veniil endotellerinde bulunur
(Worrall vd., 1994). C6S plateletlerde bulunur, bununla birlikte platelet
aktivasyonu sirasinda serbest kalir (Donato vd., 1996). C4S, insan plazmasinin temel
glikozaminglikanlarindandir. C4S ve diger glikozaminglikan diizeylerinin plazma veya

dokulardaki artis1 ¢esitli hastaliklarin belirtisi olarak yorumlanabilir (Campo vd., 2004).
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3. MATERYAL VE METOD

Bu ¢aligma, Trakya Universitesi “Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu” nun
18.02.2008 tarih ve 2008/02.10 nolu karari ile etik kurul onay1 almistir. Calismada,
Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Biriminden temin edilen, 200-350
gr. agirhgindaki ergin Wistar albino erkek siganlar kullanildi. Bakim ve beslenmeleri
T.U. Deney Hayvanlar1 Biriminde gergeklestirilen hayvanlar, deney siiresi boyunca
icilebilir ¢cesme suyu ve standart pellet yem ile beslenerek 21°C sicaklikta ve 12 saat

giindiiz 12 saat gece 151k periyodunda barindirildi.

Deney gruplar1 asagida belirtildigi gibi hazirlandi:

1. Grup n=10): Kontrol Grubu

2. Grup: Benomil Grubu (n=10): Bes hafta siireyle haftada bir kez olmak {izere
intraperitoneal (IP) injeksiyon yoluyla, benomil (Cornell) 200 mg/kg’lik dozda
(Banks ve Soliman 1997) musir yagi (1.5 ml/kg) igerisinde (Lim ve Miller 1996)

coziilerek hayvanlara uygulandi.

3. Grup: Benomil + a-Lipoik asid (LA) Grubu (n=10): Bes hafta siireyle haftada
bir kez olmak iizere intraperitoneal (IP) injeksiyon yoluyla a-Lipoik asid (Fluka)
200 mg/kg’lik dozda (Manda ve ark. 2007) serum fizyolojik (1.0 ml/kg) icerisinde
(Campo ve ark., 2004) ¢oziilerek hayvanlara uygulandi. Uygulamadan 30 dk.
sonra (Rybak vd., 1999), benomil 200 mg/kg’ lik dozda (Banks ve Solkiman
1997) musir yagi (1.5 ml/kg) icerisinde (Lim ve Miller 1996) ¢d6ziilerek uyguland.

4. Grup: Benomil + Kondroitin—4-Siilfat (C4S) Grubu (n=10): Bes hafta siireyle
haftada bir kez olmak iizere intraperitoneal (IP) injeksiyon yoluyla kondroitin—4-
Siilfat (Fluka) 25 mg/kg’ Iik dozda serum fizyolojik (1.0 ml/kg) igerisinde
(Campo ve ark. 2004) coziilerek hayvanlara uygulandi. Uygulamadan 30 dk.
sonra (Rybak vd., 1999), benomil 200 mg/kg’ lik dozda (Banks ve Soliman
1997) musir yagi (1.5 ml/kg) igerisinde (Lim ve Miller 1996) ¢oziilerek uygulandi.
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5. Grup: Benomil + LA + C4S Grubu (n=10): Bes hafta siireyle haftada bir kez
olmak iizere intraperitoneal (IP) injeksiyon yoluyla a-Lipoik asid (Fluka) 200
mg/kg’ ik dozda (Manda ve ark. 2007) serum fizyolojik (1.0 ml/kg) icerisinde
coziilerek hayvanlara uygulandi. Daha sonra kondroitin—4-Siilfat (Fluka) 25
mg/kg’lik dozda serum fizyolojik (1.0 ml/kg) igerisinde (Campo ve ark. 2004)
coziilerek uygulandi. LA ve C4S uygulamasindan 30 dk. sonra (Rybak vd., 1999),
benomil 200 mg/kg’ lik dozda (Banks ve Soliman 1997) misir yag: (1.5 ml/kg)
icerisinde (Lim ve Miller 1996) c¢oziilerek uygulanda.

5 haftalik deney siiresi sonunda, viicut agirliklart dlgiilerek Rompun (5 mg/kg)
ve ketasol (1 ml/kg) kullanimi ile anestezi altina alinan hayvanlarin kalp kani alindi
(yaklasik olarak 5 cc); karaciger, dalak, bobrek, testis ve kalp dokular1 ¢ikartildi. Kan
ornekleri 3500 rpm de 10 dakika santrifiij edildi (Balkan ve Aktag, 2005) ve elde edilen
serumlar incelenmek {izere -80°C de saklandi. Cikarilan dokularin 6ncelikle total
agirhiklar1 alindi. Karaciger ve bobrek dokulari, enzimatik incelemeler i¢in serum
fizyolojik i¢ine konularak -80 °C de saklanmak iizere derin dondurucuya kaldirilds,

mikroskobik inceleme i¢in ise fiksatife alindu.

3.1. Hepatik Hiicre Hasarimin Belirlenmesi:

Hepatik hiicre hasarinin belirlenmesi i¢in, bos tiiplere alinan kalp kani 6rnekleri
10 dk. 3500 rpm de santrifiij edildi. Daha sonra elde edilen serumda enzim aktiviteleri
[aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), gamma-glutamil
transferaz (GGT) ve laktat dehidrogenaz (LDH)] otoanalizér (Thermo-Konelab Prime

601 ) ile incelendi.
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3.2. Lipid Peroksidasyonunun Belirlenmesi:

Lipid peroksidasyonunun belirlenmesi i¢in oOncelikle -80 °C de saklanan
karaciger ve bobrek dokular1 derin dondurucudan ¢ikarilarak oda 1sisinda ¢ozdiiriildi ve
tartildi. Tartilan dokular 0,15 M KCI (%10 oraninda) i¢cinde 4000 rpm 5 dk. 600 motor
hiz1 ile cam-cam homojenizat6r kullanilarak homojenize edildi. Homojenatlar +4 °C’ de

13000 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi.

Dokulardan elde edilen siipernatantlarinin ve kan serumlarinin malondialdehid
(MDA) degerleri, lipid peroksidasyonu ile olusan MDA’nin sicak ortamda
tiyobarbitiirik asit (TBA) ile olusturdugu bilesigin pembe-kirmizi renginin 532 nm
dalga boyunda spektrofotometrik (Cecil 5000 Series UV-VIS spectrophotometer)

olarak 6l¢iilmesine dayanan bir yontem ile elde edilmektedir (Ohkawa vd., 1979).

Kullanilan Cozeltiler

e %8 SDS(sodyum dodesilstilfat)
e %TBA

e %20 asetik asit

e Butanol/piridin (15:1)

Yontem

V' Kor ve 6rnek tiipleri asagidaki gibi hazirlandi.
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Ayiraclar (ml) Kor Ornek
Su 0.2 -
Ornek - 0.2
SDS 0.2 0.2
Asetik asit 1.5 1.5
TBA 1.5 1.5
Saf su 0.6 0.6
Inkiibasyon Kaynar su banyosunda 1 saat
Sogutma Cesme suyu ile
Su 1 1
Butanol/piridin 5 5
Santrifiij 4000xg, 10 dk. Ustteki organik faz almur.
Okuma 532 nm’de kore karsi okunur.
Hesaplama
A4Vt 10°

Serum icin C (nmol/ml)=
£d.Vs.10°

C (nmol/ml)

Dokular i¢in C (nmol/ gr yas doku)=
Doku (gr)

AA = Dakikadaki absorbans degeri

Vt = Total reaksiyon hacmi

& = Molar absorbsiyon katsayis1 =1.56x10°
Vs = Reaksiyona giren 6rnek hacmi

d = Isik yolu (cm)
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3.3. Antioksidan Savunmanin Belirlenmesi

Antioksidan savunmanin belirlenmesi i¢in, karaciger ve bobrek dokularinda
stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GR) ve
katalaz (CAT) enzim aktivite olglimleri gerceklestirildi. Dokular derin dondurucudan
cikarilarak oda 1sisinda ¢ozdiiriildi. Cozdiirilen dokulara enzim aktivitelerinin
belirlenmesi i¢in ortak bir ekstraksiyon islemi uygulandi. 0.5 gr doku, 5 ml fosfat
tamponu (0.05 M, pH: 7.4) i¢inde cam-cam homojenizatér (Glas-Col) kullanilarak
homojenize edildi. Homojenatlar 13000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilerek siipernatantlar

ayrildi. Elde edilen siipernatantlar enzim aktivitelerinin 6l¢iimii i¢in kullanildi.

3.3.1. SOD enzim aktivitesinin ol¢iilmesi

SOD enzim aktivitesinin dl¢iilmesi i¢in Ransod SD 125 ticari kiti kullanildi.

Stiperoksit dismutazin rolii; oksidatif enerji yolagi sirasinda meydana gelen
toksik stiperoksit radikalinin, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene dismutasyonunu
hizlandirmaktir. Bu metod 2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenol—5-feniltetrozolium klortir)
(INT) ile reaksiyona girdiginde kirmizi formazan boya formuna doéniisen siiperoksit
radikallerini olusturmak icin, ksantin ve ksantin oksidaz (XOD) kullanilir. Bundan
sonra siiperoksit dismutaz aktivitesi bu reaksiyonun inhibisyonunun derecesi ile 6l¢iiliir

(Woolliams vd., 1983).

(XOD)
Ksantin —— Urik asit + Oy’

0 7
INT ——— Formazan boya veya,

SOD
0Oy ———> 0, +H,O,

Kullanilan ayiraclar

e Rla: Substrat: Tampon R1b’nin 20 ml’si ile R1a karigtirlir.
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e RI1b: Tampon: Kullanima hazirdir.

e R2:Ksantin oksidaz: Distile suyun 10 ml’si R2ile karigtirilir.

e CAL: Standartlar: 10 ml redistile su ile standartdan bir tanesi sulandirilir ve bu
Se olarak kabul edilir. Diger standartlarin seri sulandirilmasi Se ile yapilir.

e 0.01 M fosfat tamponu (pH: 7.0): Bu tampon S; sulandirma tamponu olarak

kullanilir.
Yontem
Sulandirma tamponu (S;)

Se 10 ml distile ile sulandirilir. -

Ss S5mlSq 5 ml

S4 5mlSs 5 ml

S; S5mlS, 5 ml

S, 3mlS; 6 ml

Tim standartlar hazirlanir. 505 nm’de 1 cm kiivetlerde, havaya Kkarsi

spektrofotometrede OD degerleri dl¢iiliir.

Sulandirma tamponu (S;) Standartlar (S;-S¢)  Sulandirilmig 6rnek
Sulandirilmis — — 0.05 ml
Ornek

Standart — 0.05 ml

Si 0.05 ml S _

R, 1.7 ml 1.7 ml 1.7 ml

Karistirilir
(Ry) 0.25 ml 0.25 ml 0.25 ml

Karstirtlir, 30 sn sonra ilk absorbans degeri olan A; okunur. 3 dk. sonra ikinci

absorbans olan A, okunur.
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Hesaplama

A 1~ A 2
= AA/min (hem Ornekler hem standartlar i¢in hesaplanir.)
3

(AA std/min x 100)
100 - = % inhibisyon
AA ornek/min x 100

(AA ornek/min x 100)
100 - = % inhibisyon
AA S;/min x 100

S1 (6rnek sulandirma orani) = Inhibe edilmemis reaksiyon oran1 = %100
Her bir standart i¢in log 10’a karst % inhibisyon egrisi ¢izilir.

Standart egriden elde edilen deger x Sulandirma faktdrii = SOD unite/ml degeri elde
edilir.

Bir iinite SOD aktivitesi, INT’nin  2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenol-5-
feniltetrozolium kloriir) belirtilen deney kosullarinda (37°C, pH:7) indirgenmesinin %

50 inhibisyonuna neden olan enzim miktar1 olarak tanimlanir.
3.3.2. GPx enzim aktivitesinin ol¢iilmesi:
GPx enzim aktivitesinin 6l¢iilmesi i¢in Ransel RS 505 ticari kiti kullanildz.

Bu metod Paglia ve Valentine (1967)’e dayanir. GPx, cumene hidroperoksit ile
glutatyonun oksidasyonunu katalizler. Glutatyon rediiktaz ve NADPH varliginda,
okside glutatyon (GSSG), aynt anda NADPH’1n NADP+’ye oksidasyonu ile rediikte

forma doner. Absorbanstaki azalis 340 nm’de ol¢iiliir.

GPx
2GSH + ROOH —— ROH +GSSG + H,O

GSSG + NADPH+H" ———> NADP'" +2GSH



Kullanilan ayiwraclar

e Rla: Reagent: R1b tamponu ile R1a karistirilir.
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e RI1b: Tampon: Kullanima hazirdir.

e R2: Cumene hidroperoksit: 10 ul R2 10 ml distile su ile iyice calkalanarak

karistirilir.

e R3: Sulandirma ajani: 200 ml distile su ile R3 karigtirilir. Daha sonra R3’{in 2

ml’si 0.05 ml 6rnekle karistirilir.

Yontem

340 dalga boyunda,1 cm kiivette, 37°C’de, havaya kars1 okuma yapilir.

Yari-mikro
Sulandirilmis 6rnek Kor
Sulandirilmig 6rnek 0.02 ml -
Distile su - 0.02
R1 1 ml 1 ml
R2 0.04 ml 0.04 ml

Karstirtlir, 1 dk. sonra 6rnek ve koriin absorbanst okunur ve es zamanli olarak siire

baslatilir. Daha sonra 1. dk. ve 2. dk. okuma yapilir. Son olarak 3 absorbans degerinin

ortalamasi alinir.

Hesaplama

Kor absorbansi —ornek absorbansin ortalamast = Absorbans

8,412 x Absorbans = U/ml

Bir iinite GPx aktivitesi, 37°C’de 1 dk. lumol NADPH’1 NADP’ye okside eden

enzim miktari olarak tanimlanir.

3.3.3. GR enzim aktivitesinin olciilmesi:

GR enzim aktivitesinin 6l¢iilmesi icin Randox GR 2368 ticari kiti kullanildi.
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GR, NADPH’in varliginda glutatyonun (GSSG) rediiklenmesini katalizler.
Absorbanstaki azalis 340 nm’de o6lg¢iiliir (Goldberg ve Spooner, 1983).

GR
NADPH + H" + GSSG ——> NADP" +2 GSH

Kullanilan ayiraclar

e Rla: Tampon: Kullanima hazirdir.
e RI1b: Substrat: R1a tamponunun 5 ml’si R1b ile karistirilir.
e R2: NADPH: 3ml distile su ile sulandirilir.

Yontem

340 dalga boyunda, 1 cm kiivette, 37°C’de, havaya karsi okuma yapilir.

Ornek 40 pl
R1 1000 pl
Iyice galkalanir
R2 | 200 ul

Karstirilir ve es zamanli olarak siire baglatilir. 1 dk. sonra ilk absorbans okunur.
Daha sonra 2, 3, 4 ve 5. dk. tekrar okuma yapilir. 5 tane absorbans degerinin ortalamasi

(AA) alinir.

Hesaplama

U/ml = 4.983 x AA 340 nm/min

Bir iinite GR aktivitesi, 37°C’de 1 dk. Iumol GSSG’u GSH’na okside eden

enzim miktari olarak tanimlanir.

3.3.4. CAT enzim aktivitesinin olciilmesi:

Dokuda CAT aktivite tayini Aebi (1984) metoduna gore yapildi. Bu yontemin

esas1 deney ortamina ilave edilen HO, nin CAT tarafindan su ve oksijene par¢alanmasi
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sonucu 240 nm’de absorbans azalmasina dayanmaktadir. Absorbansta gézlenen azalma

ortamdaki CAT enzim aktivitesi ile dogru orantili bir egilim gostermektedir.

Kullanilan cozeltiler

e 50 mM pH 7.0 olan fosfat tamponu

e H,0,’li ve absorbansi 0.500 olan fosfat tamponu: Spektrofotometre 240 nm’ye
ayarlandi ve fosfat tamponu ile spektrofotometrenin sifir absorbans okumasi
saglandi. H,O,’li fosfat tamponu, absorbans 0.500 oluncaya kadar damla damla

H,0; eklenerek ayarlandi.

Yontem

Spektrofotometre 240 nm’ye ayarland1 ve fosfat tamponu ile kalibre edildi. 3
ml’lik kiivete 2.99 ml H,O,’li fosfat tamponu ve 0.01 ml 50 kat sulandirilmis numune
ilave edilerek hizla karistirip absorbansi okundu, bu baslangi¢ absorbans degeri olarak
kabul edildi. Daha sonra 60 sn siireyle absorbans azalmasi takip edildi. Siirenin sonunda
okunan absorbans degeri kaydedildi. Sonuglar k/mg protein seklinde ifade edildi

(Aydogdu vd. 2007).

Hesaplama

1k absorbans

2.3 xlog
Son absorbans
K= x Sulandirma katsayist

At (0l¢iim siiresi, sn)

Bir iinite katalaz aktivitesi pH 7,0’de 30°C 1 dakikada 1 umol H,O,’in

parcalanmasini saglayan enzim miktari olarak tanimlanir.
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3.4. Total Protein Degerlerinin Belirlenmesi:

Total protein tayini i¢in karaciger ve bobrek dokulari derin dondurucudan
cikarilarak oda 1sisinda ¢ozdiiriildii ve tartildi. Dokular daha sonra %10’luk TCA i¢inde
4000 rpm’de 5 dk. 600 motor hizinda cam-cam homojenizator kullanilarak homojenize

edildi. Homojenatlar 1300 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi.

Doku siipernatantlarinin total protein degerleri Lowry yontemi (Lowry vd.,
1951) ile olgiildi. Proteinlerin yapisindaki aromatik halka iceren amino asitler Folin
reaktifi (fosfomolibdotungustik asit) ile mavi renk verir. Bu reaksiyon amino asitlerin
Folin reaktifi indirgemeleri esasina dayanir. Olusan rengin spektrofotometrede verdigi

absorbans siddeti ile protein derisimi dogru orantilidir.

Kullanilan cozeltiler

o Acozeltisi:  %2’lik Na,COs (0.1 N NaOH igerisinde)

e Bozeltisi: % I’lik CuSO4, % 2 sodyum potasyum tartarat (Esit hacimde
(1:1) karistirilir). Bu ¢6zelti her seferinde taze olarak hazirlandi.

o (Cgozeltisi: 50 ml A ¢6z. + 1 ml B ¢6z. Bu ¢ozelti her seferinde taze olarak
hazirlandi.

e Standart ¢ozeltisi: % 100 mg Sigir Serum Albumin (BSA) iceren stok ¢ozelti
hazirlandi. Bu stoktan fizyolojik su ile seyreltmeler yapilarak % 5, % 10, % 15

ve % 20 BSA iceren calisma standart ¢ozeltileri hazirlandi.

Yontem

\ Ornek, standart ve kor tiipleri asagidaki gibi hazirlandi.
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Reaktifler Ornek Standart Kor
Standart ¢ozelti - 0.5 ml -
Doku homojenati 0.1 ml - -
Distile Su 0.4 ml - 0.5 ml
C ¢ozeltisi 3 ml 3ml 3 ml
Vortekslenir ve 10 dk. oda 1sisinda bekletilir.
Folin 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml

Vortekslenir ve 30 dk. oda 1s1sinda bekletilir

500 nm’de absorbans okunur.

Hesaplama

BSA (%mg) standart grafigi ¢izilerek total protein miktar1 hesaplandi. Sonug
seyreltme katsayisi ile ¢arpildu.

3.5. Histolojik inceleme:

Isik mikroskobu incelemeleri i¢in ¢ikarilan karaciger ve bobrek dokular1 24 saat
% 10 formol’de fikse edildi. Alkol serilerinden gegirilerek (%50, 60, 70, 80, 90, 100),
ksilolde seffaflastirildi ve daha sonra parafine gomiildii. Parafin bloklardan 3-5 p
kalinliginda kesitler alinarak hematoksilen-eozin ile boyandi. Hazirlanan preparatlar

OLYMPUS marka fotomikroskopta fotograflar1 ¢ekilerek bulgular: degerlendirildi.
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3.6. istatistiksel Analizler:

Verilerin istatistiksel degerlendirmeleri icin, Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyoistatistik Boliimii’'nde bulunan S0064 Minitab Released 13 (Lisans no:WCP
1331.00197) paket programi kullanildi. Grup i¢i karsilastirmalarda Wilcoxon T testi,
gruplar arast karsilastirmalarda Mann Whitney U testi kullanilmistir. Coklu
karsilagtirmalarda ise One-Way ANOVA testi kullanilmigtir. Tanimlayici istatistikler

olarak (ortalama+tstandart sapma) degerleri verilmistir.
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4. BULGULAR

Dort deney (benomil, benomil+LA, benomil+C4S, benomil+LA+C4S ) ve bir
kontrol grubu halinde deneye alinan hayvanlardan, benomil+LA grubuna ait bir,
benomil+C4S grubuna ait iki ve benomil+LA+C4S grubuna ait dort hayvan deney

stiresinin i¢inde oldiiler (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1: Kontrol ve deney gruplarina ait hayvan sayilart.

Kontrol Benomil Benomil+tLA  Benomil+C4S  Benomil+LA+C4S
&) B) (B+LA) (B+C4S) (B+LA+C4S)
Deney
Baslangicindaki 10 10 10 10 10
Hayvan Sayisi
Deney Sonunda 10 0 0 . ]

Yasayan
Hayvan Sayisi

4.1. Viicut Agirhklar:

Bes haftalik deney siiresinin basinda ve sonunda hem kontrol grubu hem de
deney gruplarindaki siganlarin viicut agirhiklart 6lciildi. Viicut agirhigindaki
degisiklikler Cizelge 4.2°de ve Sekil 4.1°de gosterilmistir. Cizelgeden de izlenebilecegi
gibi, deney Oncesi ve deney sonu hayvanlarin viicut agirliklart karsilastirildiginda,
benomil grubu disindaki diger dort grupta istatistiksel olarak anlamli bir artis
gozlenmektedir. Benomil grubunda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik

goriilmemistir.
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Cizelge 4.2: Benomil, lipoik asit ve kondroitin 4-siilfatin siganlarda viicut agirlig tizerine
etkileri (Tablodaki tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir).

Viicut agirh@ (gr) Viicut agirhig (gr)
(Deney oncesi) (Deney sonu)
Kontrol (n=10) 241,30 £ 25,25 305,50 +£22,23*
Benomil (n=10) 311,30 + 33,88 316,60 + 28,32
B+LA (n=9) 297,55 £ 31,65 328,88 + 40,44%*
B+C4S (n=8) 311,00 + 30,43 332,23 £25,91%**
B+LA+C4S (n=6) 298,00 + 23,40 339,50 + 1947***

*P<0.005, **P<0.01, ***P<0.02

@ deney Oncesi

= @ deney sonras|
(=7

K B B+LA B+C4S B+LA+CAS

Sekil 4.1: Siganlarin deney Oncesi ve deney sonrasi viicut agirliklari.
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4.2. Organ Agirhklar

Deney siiresinin sonunda tiim gruplarin karaciger, bobrek, dalak, testis ve kalp
dokularinin agirliklan tartilmis ve gruplar arasindaki degisiklikler Cizelge 4.3.’de ve
Sekil 4.2°de belirtilmistir. Cizelgeden de izlenildigi gibi, dalak agirliginda kontrol grubu
ile karsilastirildiginda, benomil grubunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit
edilmis (p<0.001), diger gruplarda ise anlamli bir degisiklik goriilmemistir. Testis
agirliginda, benomil grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bir azalma (p<0.001), ve diger ii¢ deney grubu ile karsilastirildiginda ise

istatistiksel olarak anlamli bir artig gézlenmistir (p<<0.01 ).

Cizelge 4.3: Benomil, lipoik asit ve kondroitin 4-siilfatin siganlarin organ agirliklari {izerine
etkileri (Tablodaki tiim degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir).

Organ/gr K B B+LA B+C4S B+LA+C4S
(n=10) (n=10) (n=9) (n=8) (n=6)

Karaciger  12,03+0,92  11,77+0,97 11,36+0,95 10,87+4,37 11,33+1,44

Bibrek  1,33x0,13  1,29:0,16 1,24+0,19 1,330.16 1,210,009

Dalak 1,44£0,13  1,16+0,20" 1,20+0,18 1,16+0,27 1,17+0,11

Testis 1,410,090  0,85+0,09°  1,25+0,20™%*  1,19£0,29°**  1,38%0,13%**
Kalp 1,19+0,07  1,30+0,14 1,2840,12 1,190,15 1,2120,17

*p<0,001, **p<0.01

Karsilastirmalar: * K- B gruplari arasinda; ° B ile B+LA, B+C4S ve B+LA+C4S gruplari
arasinda yapilmustir.
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? oK

= mB

= 0O B+LA

4

c O B+C4S

©

> B B+LA+CAS
o

Karaciger Bobrek Dalak Testis Kalp

Sekil 4.2: Organ agirliklarindaki degisiklikler.

4.3. Hepatik Hiicre Hasarinin Belirlenmesi

Hepatik hiicre hasarinin belirlenmesi i¢in, karacigerde AST, ALT, LDH ve GGT
enzimlerinin aktiviteleri Ol¢iilmiis ve sonuclar Cizelge 4.4.°de ve Sekil 4.3’te
gosterilmistir. Cizelgeden de izlenebilecegi gibi AST, ALT ve LDH enzim aktiviteleri
benomil grubunda kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir artis
(p<0,005) gozlenmektedir. Benomil grubu ile benomil+LA, benomil+C4S ve
benomil+LA+C4S gruplan karsilastirildiginda ise, ii¢ grupta da benomil grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir azalis (p<0,005) tespit edilmistir. Kontrol grubu ile
benomil+LA+C4S grubu karsilastirildiginda da ise deney grubunda istatistiksel olarak
anlaml bir azalis (p<0,005) saptanmistir. Bes grup arasinda yapilan karsilagtirmalarda,

GGT enzim aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ elde edilememistir

(p>0,005).
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Cizelge 4.4: Benomile bagl hepatik hiicre hasarinda hepatik enzimlerdeki degisiklikler ve
LA ve C4S’mn enzim degerleri lizerindeki etkileri (Tablodaki tiim degerler ortalama +
standart sapma olarak verilmistir).

Enzimler

wmy K B B+LA B+C4S BFLA+C4S
(n=10) (n=10) (n=9) (n=8) (n=6)
AST 153,40 £ 26,75 207,90 + 21,05 116,77 19,25 149,25+ 25,18  101,66+13,12*
ALT 53,50 + 9,85 83,80 + 7,48 ™* 41,11 +£10,21% 50,75 + 8,24 * 34,00+3,22°
GGT 6,4+ 1,07 6,00 + 0,94 6,11+ 0,60 5,87 + 0,64 5,83+1,47
LDH 169,70 £ 591,14 600,80 + 694,98 450,66 + 422,65"*  380,87+204,77°*  258,16+110,09 **
*p<0,005

Karsilastirmalar: * K- B gruplari arasinda; ° B ile B+LA, B+C4S ve B+LA+C4S gruplari
arasinda; © K ile B+LA+C4S gruplari arasinda yapilmistir.

Enzim aktivitesi (U/ml)

600+

500

400

300

200

100+

AST

ALT

GGT

LDH

oK
mB

OB+LA
o B+C4S
m B+LA+C4S

Sekil 4.3: Hepatik hiicre hasarina bagl enzim degisiklikleri ve LA ile C4S’1n etkileri.
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4.4. Lipid Peroksidasyonunun Belirlenmesi

Lipid peroksidasyonunun belirlenmesi i¢in, bes haftalik deney siiresinin sonunda
tiim gruplarda karaciger (MDA-k), bobrek (MDA-b) ve serum malondialdehid (MDA-s)
diizeyleri ol¢iilmiis, sonuclar Cizelge 4.5 ve Sekil 4.4’te gosterilmistir. Cizelgede
goriildiigii gibi, MDA-k diizeyinde, kontrol grubu ile karsilastirildiginda benomil
grubunda istatistiksel olarak anlamli bir artig saptanmis (p<0,032) ve benomil grubu ile
diger iic deney grubu karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak anlamli bir azalma
gbzlenmistir (p<0.01). MDA-b degerinde ise, benomil grubu kontrol grubuna gore
anlamli olarak artmis, buna karsilik diger gruplarin benomil grubu ile kiyaslanmasinda
anlamli bir azalma gozlenmistir (p<0.001). MDA-s diizeyine bakildiginda, yine benomil
grubu kontrol grubuna gore anlamli olarak artmis (p<0.001), diger gruplarin benomil
grubu ile kiyaslanmasinda anlamli bir azalma goézlenmistir (p<0.001). Ayrica,
benomil+LA+C4S grubunun diger tiim gruplara gore anlamli bir azalma gdsterdigi

belirlenmistir (p<0.001).

Cizelge 4.5: Karaciger, bobrek ve serum MDA degisiklikleri ile, LA ve C4S’in MDA
degerleri lizerine etkileri (Cizelgedeki tiim degerler ortalama + standart sapma olarak
verilmistir).

MDA K B B+LA B+C4S B+LA+C4S
(nmol/g yas (n=10) (n=10) (n=9) (n=8) (n=6)
doku)

Karaciger 22,64 + 8,86 37,28 + 11,04%* 31,61 + 10,93%%** 34 50 &£ 7,580%** 27,84 + 10,320k

Bobrek 64,12+ 13,13 113254£24,00 ™% 59,08 £ 20,61 %* 65,70 + 15,28 " 52,30 £ 21,11 P

Serum 15,73 £2,24 2028 £ 3,37 % 13,72 42 470 15,52 + 2,81 9,60 & 2,75 P cx

#p<0.032, **p<0.001, ***p<0.01

Karsilastirmalar: *K ve B gruplari arasinda; ° B ile B+LA, B+C4S, B+LA+C4S gruplari
arasinda; “ B+LA+C4S ve diger dort grup arasinda yapilmustir.
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120+
100+
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g mB
§ o B+LA
E O B+C4S
c m B+LA+C4S

MDAK MDAb MDAs

Sekil 4.4: Karaciger, bobrek ve serum MDA degisiklikleri ve LA ile C4S’1n etkileri

4.5. Antioksidan Savunmanin Belirlenmesi

LA ve C4S’in lipit peroksidasyonuna karsi antioksidatif etkilerini belirlemek
icin, deney siiresinin sonunda, kontrol ve deney gruplarina ait karaciger (SODk, GPxk,
GRk ve CATk) ve bobrek (SODb, GPxb, GRb ve CATb) dokularinin antioksidan enzim
aktiviteleri Ol¢iilmiis, sonuglar Cizelge 4.6, Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da gosterilmistir.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda benomil grubunda karaciger ve bobrekteki tim
enzim aktivitelerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma (p<0,005) saptanmistir.
Benomil+LA, benomil+C4S ve benomil+LA+C4S gruplarinin benomil grubu ile
kiyaslanmasinda ise, ii¢ grupta da anlamli bir artis (p<0,005) gozlenmistir. Ayrica,
kontrol ve benomil+LA+C4S gruplan karsilastirildiginda SODk, SODb, CATk ve
CATDb enzim aktiviteleri, deney grubunda istatistiksel olarak anlamli bir artig (p<0.005)

gostermistir.
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Cizelge 4.6: Karaciger ve bobrek dokularinda antioksidan enzim aktiviteleri ile LA ve
C4S’1in antioksidatif etkileri (Tablodaki tiim degerler ortalama =+ standart sapma olarak

verilmistir).
K B B+LA B+C4S B+LA+C4S
(n=10) (n=10) (n=9) (n=8) (n=6)

SODK (U/ml) 198,04+ 1,43 191,98+ 123"  201,95+4,97°* 198,73 + 0,85 207,33 +2,24™*
SODb (U/ml) 196,91+ 1,54 187,53 +5,91% 198,41 £0,48% 197,63 + 1,02° 204,51 = 4,51%*
GPxk (U/ml)  12,24+0,24 9,87 + 0,75 11,87 £0,89°* 11,60 + 0,84°* 12,60 + 0,15
GPxb (U/ml) 12,61 +0,33 10,74 + 0,83 12,62 +£0,09°* 12,27 0,51 12,98 + 0,33%*
GRK (U/ml) 5,82 £0,71 422 + 0,56 5,60 +0,42°% 523 +0,15 6,12 + 0,33%*
GRb (U/ml) 5,67 0,27 4,54 £ 0,41 5,68+0,25"  539+0,25" 5,88 +0,12%*
CATKk (¢/mg) 0,019+0,001  0,012+0,002%*  0,02+0,003"* 0,019 £0,004"* 0,026 = 0,001"*
CATb (k/mg) 0,005+0,001 0,001 +0,0007** 0,006 £0,001>* 0,006 +0,001°* 0,013 +0,002°*

*p<0,005

Karsilastirmalar: ® K- B gruplari arasinda; ° B ile B+LA, B+C4S ve B+LA+C4S gruplari
arasinda; © K ile B+LA+C4S gruplari arasinda yapilmistir.

250+

200+

150+

100+

Enzim aktivitesi (U/ml)

50+

SODk

SODb

Gpxk

Gpxb

GRk

GRb

oK

mB

O B+LA
OB+C4S

m B+LA+C4S

Sekil 4.5: Karaciger ve bobrek dokularinda antioksidan enzim (SOD, Gpx, GR)
aktiviteleri ile LA ve C4S’1n antioksidatif etkileri.
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Sekil 4.6: Karaciger ve bobrek dokularinda antioksidan enzim (CAT) aktiviteleri ile LA ve
C4S’1n antioksidatif etkileri

4.6. Total Protein Degerleri

Deney siiresinin sonunda bir kontrol ve dort deney grubuna ait total protein
miktarlar1 Tablo 4,7°da gosterilmistir. Tabloda da goriildiigii gibi, tiim gruplar birbiri ile
karsilastirildiginda total protein miktarlarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark elde

edilememistir (p>0.005).

Cizelge 4.7: Karaciger ve bobrek dokularinda total protein miktarlari ile LA ve C4S’1n
etkileri

K B B+LA B+C4S B+LA+C4S
(n=10) (n=10) (n=9) (n=8) (n=6)

Protein (mg/dl) 0,38 +£0,044 0,38 + 0,038 0,37 + 0,052 0,37 + 0,040 0,41 + 0,023
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4.7 Histolojik Bulgular

Hematoksilen-Eosin ile boyanmis preparatlarda 151k mikroskobu diizeyinde
yapilan incelemelerde karaciger ve bobrek dokularinda gozlenen histolojik degisiklikler
Cizelge 4.8’de gosterilmistir. Kontrol grubu (Sekil 4.7.1.) ile kiyaslandiginda, benomil
grubuna ait sicanlarin karaciger dokularinin genel histolojik yapilarinda hasar tespit
edilmistir. Benomil uygulanmis sigcanlarin karaciger dokusunda merkezi ven (MV)
endotelinde parcalanmalar (sentrilobiiler nekroz) ve MV etrafindaki siniizoidlerde
genislemeler (Sekil 4.7.2), piknotik nukleuslar ve sitoplazmada vakuolizasyon (Sekil
4.7.3) gozlenmistir. Diger deney gruplarinda (benomil+LA, benomil+C4S,

benomil+LA+C4S ) ise karaciger dokusunun genel histolojik yapisinda benomil’in neden

oldugu patolojik bulgularin kismen diizeltildigi tespit edilememistir (Sekil 4.7.4., Sekil
4.7.5., Sekil 4.7.6., Sekil 4.7.7., Sekil 4.7.8. ve Sekil 4.7.9.).

Sekil 4.7.1. Kontrol grubuna ait karaciger dokusu. M:merkezi ven, S:siniizoid (100x).
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Sekil 4.7.2. Benomil grubuna ait karaciger dokusu. Sn: sentrilobiiler nekroz,

M:merkezi ven, S: siniizoidlerde genisleme (200x).

Sekil 4.7.3. Benomil grubuna ait karaciger dokusu. S:siniizoidlerde

genisleme, v:vakuolizasyon, p:piknotik nukleuslar (400x).
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Sekil 4.7.4. Benomil+LA grubuna ait karaciger dokusu. M:merkezi ven,
S:sintizoid (200x).

4.7.5. Benomil+LA grubuna ait karaciger dokusu. h:hepatositler, S:siniizoid (400x).
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Sekil 4.7.6. Benomil+C4S grubuna ait karaciger dokusu. M:merkezi ven,

S:sintizoid (100x).

ger dokusu. M: merkezi ven

Sekil 4.7.7. Benomil+C4S grubuna ait karaci

h:hepatositler (400x).
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Sekil 4.7.9. Benomil+LA+C4S grubuna ait karaciger dokusu. h:hepatositler,
S:sintizoid (400x).
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Bobrek dokusunda yapilan 151k mikroskobu incelemeleri sonucunda, kontrol
grubuna gore benomil grubuna ait sicanlarda genel histolojik yapida (Sekil 4.7.10. ve
Sekil 4.7.11.) hasar gozlenmistir. Sicanlarin bobrek dokusunda benomil toksisitesine
bagli olarak meydana gelen hasarlar; korteks bolgesinde tubular dejenerasyon,
sitoplazmik vakuolizasyon, bozulmus tubul epitelyum hiicrelerinde piknotik nukleuslar
(Sekil 4.7.12.), tubul liimeninde sitoplazma pargalari, nukleus pargalart ve nekrotik
tubulde bazal membran kayiplar1 (Sekil 4.7.13.) olarak siralanabilir. Benomil+LA,
benomil+C4S, benomil+LA+C4S gruplara ait bobrek dokularinda ise genel histolojik
yapiya kismen uygunluk gosteren bulgular elde edilmistir (Sekil 4.7.14, Sekil 4.7.15. ve
Sekil 4.7.16.). Bununla birlikte, B+LA ve B+C4S gruplarina ait bazi kesitlerde birkag
piknotik nukleus goriilmiistiir.

B:bowman kapsiilii, T:tubul
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i P _ O s BB T
Sekil 4.7.12. Benomil grubuna ait bobrek dokusu. *:korteks bolgesinde tubular
dejenerasyonlar, p:piknotik nukleus, v:sitoplazmik vakuolizasyon, b: Bowman

kapsiiliinde glomerular kayip (200x).
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Sekil 4.7.14. Benomil+LA grubuna ait bobrek dokusu. G:glomerulus, B:bowman
kapsiilii, T:tubul (200x).
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Sekil 4.7.15. Benomil+C4S grubua ait bobrek dokusu. T:tubul, n:nukleus,
s:sitoplazma (1000x).

s -

- % " - 1
g ‘ - SR
Sekil 4.7.16. Benomil+LA+C4S grubuna ait bobrek dokusu. G:glomerulus,
B:bowman kapsiilii, T:tubul (400x).




64

Cizelge 4.8: Karaciger ve bobrek dokularinda Benomile bagli histolojik degisiklikler ile

LA ve C4S’1n etkileri
Histolojik degisim Deney Gruplari

K B B+LA B+C4S B+LA+C4S
Karaciger
Siniizoidlerde genisleme —(10/10) +++ (10/10) -(9/9) +(2/8) - (6/6)
MV. endotelinde pargalanma — (10/10) +  (7/10) -(9/9) - (9/8) - (6/6)
Piknotik nukleus - (10/10) +++(9/10) -(9/9) —(9/8) —(6/6)
Vakuolizasyon - (10/10) +++ (8/10) -(9/9) +(1/8) - (6/6)
Bobrek
Tubular dejenerasyon —(10/10) ++ (9/10) -(9/9) —(8/8) —(6/6)
Sitoplazmik vakuolizasyon — (10/10) +++ (9/10) -(9/9) —(8/8) —(6/6)
Piknotik nukleuslar —(10/10) +++ (9/10) +(1/9) +(1/8) —(6/6)
Bazal membran kayiplart ~ — (10/10) +  (8/10) -(9/9) —(8/8) —(6/6)

(-) tiim goriintii alanlarinda degisim bulunamadi, (+) tiim goriintli alanlarinin %25 den daha
az alanda histolojik degisim, (++) tiim gorlinti alanlarinin %25-%75’1 arasindaki alanda
histolojik degisim, (+++) tiim gorlintii alanlarinin %75’inden daha fazla alanda histolojik

alanda histolojik degisim.
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5. TARTISMA

Pestisitler, insanlar tarafindan tarimsal alanlarda daha fazla ve kaliteli {irtin
elde etmek i¢in tarim zararhlari ile miicadelede kullanilan kimyasal maddelerdir. Fakat
bu kimyasal maddeler besin zinciri yolu ile insana ulagmakta ve toksik etkilere neden
olmaktadir. Son yillarda bu toksik etkilerin neler oldugu ve daha da 6énemlisi bu toksik
etkilerin nasil azaltilabilecegi veya nasil ortadan kaldirilabilecegi arastiricilar igin biiyiik

Oonem kazanmustir.

Cesitli yollarla organizmaya giren kimyasal maddelerin (ksenobiyotik)
toksik etkilerinin belirlenmesi i¢in c¢esitli testler yapilmaktadir. Bu testler c¢esitli
parametreler dlgtilerek yapilabilmektedir. Bu parametrelerden bazilari; viicut agirhigi ve
organ agirh@indaki degisikliklerin incelenmesi, kan degerlerinin incelenmesi ve
karaciger toksisitesinin belirlenmesi seklinde siralanabilir.  Hepatotoksisitenin
belirlenmesindeki temel parametrelerden biri, baz1 6nemli klinik enzimlerin serum
diizeylerinin Ol¢ililmesidir. Bunun yani sira, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunun
gergeklestigi karaciger ve bobrek dokularinin histopatolojik olarak incelenmesi de

onemli bir parametredir.

Ksenobiyotiklerin toksik etkilerinin belirlenmesindeki bir diger parametre,
bu maddelerin organizmada oksidatif stres olusturabilme yeteneklerinin belirlenmesidir.
Ksenobiyotiklerin organizma iginde oksidan olarak gorev aldigi bilinmektedir (Pacifici
ve Davies, 1991). Oksidanlarin organizmada olusturduklar1 hasarlardan biri de
hiicrelerde oksidatif strese neden olmalaridir. Hiicrelerde oksidatif stres olusumunun
belirlenmesindeki temel parametrelerden biri lipit peroksidasyon iirlinii olarak meydana
gelen malondialdehid diizeylerinin 6lgiilmesidir. MDA miktarlarindaki artis oksidatif

stresin olustugunu isaret eder (Banks ve Solkiman 1997).

Hiicrelerde olusan oksidatif strese karsi organizmalar antioksidanlar adi
verilen bir grup molekiil ile savunma yapanlar. Hiicrelerde bulunan antioksidanlarin

bazilar1 hiicre i¢i enzimlerdir (SOD, CAT, GR ve Gpx). Bu enzimlerin aktivitelerindeki
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degisiklikler oksidatif hasar belirlenmesindeki bir diger Onemli parametredir.
Organizmalarin oksidatif savunma mekanizmalarin1 ekzojen kaynakli antioksidanlar ile
de destekleyebilecekleri giiniimiizde giderek Onem kazanan bir konu olmaktadir.
Ozellikle bitkisel kaynakli bazi maddelerin kuvvetli antioksidan dzelliklerini gosteren

caligsmalar hizla artmaktadir (Giilcii vd. 2008, Ayaz ve Alpsoy 2007).

Bu konudan hareketle bu ¢alismada, Trakya yoresinde de ¢eltik {iretiminde
yaygin bir sekilde kullanilan fungusit, benomile bagli olarak si¢anlarda olusan
subkronik oksidatif strese kars1t LA ve C4S gibi 6nemi hizla artan iki antioksidanin tek
tek ve birlikte uygulanmalar1 sonucunda karaciger ve bdbrek dokulari iizerinde

olusturabilecigi antioksidatif etkilerin belirlenmesi hedeflenmistir.

Benomile bagli subkronik hasarlarin ve bu hasarlara karst LA ve C4S’in
koruyucu etkilerinin arastirildigr ¢alismada, ilk olarak viicut agirhigi tizerindeki
degisiklikler incelenmistir. Elde edilen sonuglara goére viicut agirliklarinda benomile
bagli bir degisiklik meydana gelmemistir. Cummings ve digerlerinin yaptig1 bir
calismada benzer sonuglar elde edilmistir. 6 farkli benomil (25, 50, 100, 200, 400 ve
1000 mg/kg.giin) dozu disi sicanlarin hamileliklerinin 1-8. giinlerinde gavaj yolu ile
uygulanmistir. Deney sonunda en yiiksek benomil dozu olan 1000 mg/kg.giin’liik doz
sicanlarin viicut agirliginda 6nemli bir azalisa neden olmustur. Fakat diger dozlarda
viicut agirligr bakimindan 6nemli bir degisiklik tespit edilememistir (Cummings vd.
1990). Benomil toksisitesinin aragtirildigi diger bir diger ¢alismada, disi ve erkek
sicanlara 5 giin boyunca 200 mg/kg’lik dozlarda benomil gavaj yolu ile uygulanmis ve
deney sonunda viicut agirhiginda herhangi bir degisiklige rastlanmamistir (Balkan ve
Aktag, 2005). Baska bir ¢alismada ise, benomil metaboliti olan karbendazim 15 hafta
boyunca her giin 150, 300 ve 600 mg/kg oral yolla siganlara verilmistir ve deney
stiresini sonunda viicut agirliginda 6nemli bir degisim olmadigi sonucuna varilmistir
(Barlas vd. 2002). Yine, Benomil’in metaboliti olan karbendezim (25
mg/kg(v.a/giin))’in oral yolla erkek siganlara uygulandigi bir ¢alismanin sonucunda

viicut agirhiginda bir degisim olmadigi sonucuna varilmistir (Rajeswary vd. 2007).
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5 hafta stire ile haftada bir kez 200 mg/kg olarak uygulanan Benomil’in
hayvanlarin viicut agirliklarinda 6nemli bir degisiklik olusturmamasina karsilik, LA ve
C4S gerek tek baslarina gerekse birlikte uygulandiklarinda viicut agirliklart 6nemli
diizeyde artis gostermektedir. Maritim ve digerlerinin si¢anlarda o-lipoik asidin
streptozotosinin neden oldugu oksidatif strese karsi koruyucu etkilerinin incelendigi bir
calismada, kontrol, kontrol+10mg/kg LA, kontrol+50mg/kg LA, diyabet ve
diyabet+10mg/kg LA gruplart yer almaktadir. a-lipoik asidin viicut agirhigina etkileri
incelendiginde ilk ii¢ grup arasinda onemli bir degisim olmadigr ancak diyabetik
siganlara ait her iki grupta da kontrol gurubuna gore viicut agirliginda 6nemli bir azalig
oldugu saptanmistir (Maritim vd., 2003). Bu sonuglar ¢alismamizda elde edilen
sonuglara uymamaktadir. Bu farkliligin nedeni; yapilan ¢alismanin uygulama siiresinin
(14 giin) bizim ¢alismamizin uygulama siiresine (5 hafta) gére oldukca kisa olmasina
bagl olabilir. Calismamizda tespit ettigimiz bu sonuclara gore, LA ve C4S’1n disardan

alindiginda metabolizma {izerinde olumlu etkiler gosterecegi sOylenebilir.

Bu calismada, subkronik benomil ve LA, C4S uygulamasi sonrasinda,
karaciger ve bobrek dokularinin agirliklarinda herhangi bir degisim goriilmemistir. Bu
sonuclar Shukla vd. (1989), Selmanoglu vd, (2001) nin farelerde uzun siireli benomil
uygulamasi ile elde ettikleri sonuglara paraleldir. Shukla vd. nin (1989) farelerle yaptigi
calismada 1000 ppm ve 4000 ppm benomil 15 giin boyunca her giin farelere uygulanmis
ve deney sonunda her iki dozda da karaciger agirliginda istatistiksel olarak anlamli bir
degisim olmadig tespit edilmistir. Diger ¢calismada da (Selmanoglu vd, 2001), benomil
metaboliti olan karbendazim 15 hafta boyunca her giin 150, 300 ve 600 mg/kg oral yolla
sicanlara verilmig ve bu hayvanlarin hem karaciger hem de bdbrek agirliklarinda
degisim olmadigr bulunmustur. Benomil’in organ agirliklar1 iizerine etkilerinin
arastirlldigr diger bir ¢alismada ise (Balkan ve Aktag, 2005) benzer olmayan sonuglar
elde edilmistir. Disi ve erkek siganlara 5 giin boyunca 200 mg/kg’lik dozlarda
benomilin gavaj yolu ile uygulandigi bu c¢alismada sonu¢ olarak; erkek ve disi
siganlarda karaciger agirliginda artisa karsilik, bobrek agirliklarinda 6nemli bir degisim
meydana gelmedigi bildirilmistir. Bu farkliliklar muhtemelen kisa siireli beslenmeye ve

uygulanis sekline bagli olabilir.
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Subkronik benomil ve LA, C4S uygulamasi sonrasinda, testis agirliklarinda
benomile bagli 6nemli bir azalma tespit edilmistir (Cizelge 4.2). Daha 6nce yaptigimiz
calismada (Balkan ve Aktag, 2005) testis agirliginda herhangibir degisim
gozlenmemistir. Bu farklilik benomil’in 5 giinliik kisa siireli uygulamasina ve uygulama
sekline bagli olabilir. Bir baska ¢alismada ise, karbendezim (25 mg/kg(v.a/giin)) oral
yolla erkek sicanlara uygulanmis ve testis agirli§inda istatistiksel olarak anlamli bir
azalis tespit etmislerdir (Rajeswary vd. 2007). Bu calismanin sonuglari bizim ¢alismamiz
ile benzer niteliktedir. Ayrica, bu c¢alismada, diger calismalarda incelenmeyen kalp
agirliklart da olgiilmiis ve tim gruplar birbirleri ile karsilagtirildiginda anlamli bir

degisim bulunamamustir.

Calismamizda benomil dalak ve testis agirliklarinda 6nemli azalmaya neden
olmustur. Bu organlardan sadece testislerde LA ve C4S uygulamalar1 sonucunda énemli
bir agirlik artisi olmustur. Dalakta 6nemli bir degisiklik goriilmemistir. Bu sonug, iki
antioksidan maddenin testis metabolizmasinda olumlu etkiye sahip oldugunu

gostermektedir.

Giliniimiizde, klinik enzimlerin serum degerlerindeki degisiklikler c¢esitli
hastaliklarm tamsinda kullanilan énemli bir parametredir. Ozellikle, karaciger, kalp, kas
ve hematolojik hastaliklarin tanisinda enzim degerlerinin Ol¢limleri yaygin olarak
kullanilir (Onat vd. 1995). Karaciger hasarlarinda bazi enzimlerin serum ig¢indeki
degerleri artmaktadir. Ciinkii bu enzimlerin safra ile kompleks yapmalari
engellenmektedir (Goziikara E. 2001). Klinik enzimler arasinda en 6nemli olanlari
aminotransferazlar (AST ve ALT), laktat dehidrogenaz (LDH) ve gamma glutamil
transferaz (GGT) dir.

Aspartat aminotransferaz (AST) ve alanin aminotransferaz (ALT) kalp ve
karaciger hasarlarinda, LDH hasar gérmiis dokularda (Dere ve Polat 2001) ve GGT doku
timorlerinde (6zellikle hepatoseliiler tiimorlerde) serumda anormal yiiksek diizeylerde

gozlenmistir (Shukla vd. 1989).
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Igbedioh ve Akinyele (1992) 7 giin siireyle 520, 560 ve 600 mg/kg.gilin’lik
benomil uygulanmis sicanlarda AST ve ALT miktarlarinda artig tespit etmislerdir.
Benomil metaboliti olan karbendazim ile yapilan bir ¢caligsmada, 15 hafta boyunca her giin
150, 300 ve 600 mg/kg karbendazim uygulanmis siganlarda serum AST ve ALT

diizeylerinde 6nemli bir degisim gdzlenmemistir (Selmanoglu vd. 2001).

Sicanlarla yapilan bir ¢aligmada oral yolla uygulanan asetominofen’in (APAP-2.5
g/kg) neden oldugu hepatik ve renal hasara karst1 LA’nin (100 mg/kg) koruyucu rolii
arastirilmistir ve deney sonucunda APAP’in sicanlarda AST ve ALT diizeylerini
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirdigin1 buna karsin APAP ile birlikte
uygulanan LA’in hem AST hem de ALT diizeyini diisiirdiigii bulunmustur (Abdel-
Zahaer vd. 2008). Her iki ¢alismada da sicanlara uygulanan toksik maddelerin neden
oldugu AST ve ALT diizeylerindeki degisim LA uygulanmasi ile normal diizeylere geri

dondiirtilebildigi kanitlanmastir.

Campo vd. (2004), siganlarda karbon tetraklorit’in (CCls-2.0 ml/kg) neden oldugu
karaciger fibrogenezine karsi hiyaliirorik asit (HYA) ve kondroitin-4-siilfat (C4S)
etkilerini 6 hafta boyunca yapilan deneylerle arastirilmiglardir. Kontrol ve deney
gruplarinda [CCly, CCL,4+HYA (25mg/kg), CCls+C4S (25 mg/kg), CClL,+HYA+C4S
(12,5+12,5 mg/kg)] AST ve ALT diizeyleri incelendiginde, CCls; grubunda kontrol
grubuna gore anlamli bir artis gozlenmistir. Bununla birlikte, CCl4+HYA, CCl4+C4S,
gruplart CCly grubu ile karsilastirildiginda AST ve ALT diizeylerinde anlamli bir azalis
(6zellikle CCl4+HYA+C4S grubunda bu azalis daha fazla) tespit etmislerdir. Bu
calismanin sonucunda da siganlarda CCls’nin karaciger hasarina neden oldugu ayni
zamanda HYA ve C4S’in CCly ile birlikte uygulanmasi ile karaciger hasarinin

azaltilabildigi bildirilmistir.

Bizim g¢alismamizin sonuglari da, Igbedioh ve Akinyele (1992); Campo vd.
(2004) ve Abdel-Zahaer vd.’nin (2008) yapmis olduklar1 c¢alismalarin sonuglarina
benzerdir. Calismamizda, subkronik benomil uygulamasina baglh olarak AST, ALT ve
LDH diizeylerinde anlaml1 bir artis oldugu bulunmustur. LA ve C4S’in benomille birlikte
uygulandig gruplarda ise, bu degerler Snemli olarak azalmaktadir. Ozellikle LA ve C4S
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birlikte uygulanmasi AST ve ALT enzim degerlerini kontroldekinden daha alt diizeye

indirmistir.

Serum GGT diizeyleri incelendiginde, anlamli bir degisiklik gézlenmemistir. Bu
bulgu, Terse vd. (1993) ile Balkan ve Akta¢’in (2005) yapmis olduklar1 ¢aligmalarin
sonuglart ile paralellik gostermektedir. Terse ve digerleri, 15 giin siireyle benomil (4000
ppm) ile beslenmis piliclerde serum GGT diizeyinin degismedigi ve bu dozdaki
benomil’in hepatotoksik olmadigi agiklanmistir. Balkan ve Aktac da, kisa siireli benomil

uygulamasinin GGT diizeylerinde degisiklige neden olmadigini géstermislerdir.

Bu calismada elde edilen sonuclara gore; AST, ALT ve LDH aktivitelerinin
benomil grubundaki artis1 benomil’in karaciger ve bobrek dokularinda hasara neden
oldugunun bir isaretidir. Yine enzim aktivitelerinin benomil grubuna karsi B+LA,
B+C4S, B+LA+C4S gruplarindaki azalis1 ise LA ve C4S’nin benomil’in neden oldugu
doku hasarma karst koruyucu etkilere sahip oldugunun bir gdstergesidir. GGT enzim
aktivitesinde ise, benomil grubunda diger gruplara gore bir degisim olmamasi benomil’in

hepatokarsinojenik olmadigini isaret eder.

Oksidanlar ilk olarak membranda bol miktarda bulunan lipidleri etkileyerek lipid
peroksidasyonunu (LPO) bagslatirlar. LPO’nunu olusturan reaksiyonlar bir zincir
reaksiyonudur. Zincir kirict bir etki veya iki lipid peroksidinin birbiri ile etkilesmesi
olmadik¢a giderek artan bir sekilde devam etmektedir. LPO’nun ilk basamaginda
konjuge dien, zincirin ilerleme safhasinda lipit hidroperoksit ve sonlanma basamaginda
da MDA gibi reaktif aldehidler agiga cikar (Yapar, 2006). Bu aldehidin miktarinin ¢esitli

yontemler kullanilarak 6l¢iilmesi LPO’nun varliginin incelenmesinde temel parametredir.

Sicanlarda 7 giin boyunca oral yolla uygulanan benomil’in (200 mg/kg.giin)
neden oldugu LPO’ya kars1 21-aminosteroid (U74389G-15 mg/kg) ve DPPD (15 mg/kg)
antioksidanlarin koruyucu etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada hidroperoksit diizeyleri
Olclilmiistiir. Caligmanin sonucunda benomil’in hidroperoksit diizeylerini arttirdig1 ve
benomil ile birlikte uygulanan her iki antioksidandin hidroperoksit degerlerini azaltarak

koruyucu etki yaptig1 belirtilmistir (Banks ve Solkiman 1997).
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LA’nin oksidatif strese karsi koruyucu etkilerinin arastirildigi bir calismada,
siganlarda toksik etkiye neden olan sisplatin (16 mg/kg, ip) ve sisplatinle birlikte {i¢ farkl
dozda LA (sisplatin+25 mg/kg, sisplatin+50 mg/kg, sisplatin+100 mg/kg) uygulanmis ve
uygulama sonrasi hayvanlarin kohlealarinda MDA degerleri Olciilmiistiir. Calismada
kontrol grubu ile deney gruplar1 karsilastirilmig ve sisplatin’in toksik etkisi ile MDA
degerlerini arttirdigi, LA’nin da antioksidan ozellik gostererek uygulama dozunun
artisina paralel olarak MDA degerlerini azalttig1 belirtilmistir. (Rybak vd. 1998). Diger
bir calisma da ise, siganlara 21 giin oral yolla siklosporin —A (CsA-25 mg/kg v.a), LA
(20 mg/kg v.a), ve CsA (25 mg/kg v.a)+ LA (20 mg/kg v.a) uygulanmis ve MDA
Olctimleri degerlendirilmistir. Sonug olarak CsA’nin LPO’ya neden oldugu, CsA+LA
uygulanmasi ile de LPO’nun azaltilabildigi MDA degerlerine dl¢timleri degerlendirilerek
ispatlanmigtir (Amudha vd. 2007). Manda vd. (2007) farelerde karaciger, bobrek, dalak,
testis ve beyinde x 1ginlarinin (4Gy-6Gy) neden oldugu oksidatif stresin LA (200 mg/kg)
(4 Gy+LA, 6Gy+LA) uygulamasi ile onlenip 6nlenmedigini belirlemek i¢in kontrol ve
deney gruplarinda MDA degerlerini 6lgmiislerdir. Calismada yer alan tiim dokularda x-
1sinlarina maruz kalan hayvanlarin MDA degerlerinin arttigi ve LA uygulanmasi ile de
MDA degerlerinin 6nemli Ol¢lide azaltilabildigi sonucuna varilmistir. Toklu vd.’nin
(2009) LA’ nin beyindeki koruyucu etkisini arastirdigi bir diger ¢alismada ise travmatik
beyin hasar ile artan MDA degerlerinin LA (travma+LA(100 mg/kg)) uygulanmasi ile
azaltilabildigi rapor edilmistir. Tiim bu caligmalarda da goriildiigii gibi ¢esitli dokularda
meydana gelen oksidatif stres sonucu artan MDA degerleri LA uygulamalar ile
disiiriilmektedir. MDA degerlerindeki bu azalis LA’ nin antioksidan 6zellik gosterdiginin

bir kanitidir.

Bizim c¢alismamizda da yukarida bahsedilen ¢aligmalara (Banks ve Solkiman
1997, Rybak vd. 1999, Amudha vd. 2007, Manda vd. 2007, Toklu vd. 2009) paralel
olarak; 5 hafta siireyle haftada bir kez benomil (200 mg/kg) uygulanan si¢anlarin kontrol
grubundakilere goére karaciger, bobrek ve serum MDA degerlerinde anlamli bir artis
saptanmistir. B+LA, B+C4S ve B+LA+C4S gruplarindaki hayvanlarin bobrek ve serum
MDA degerleri benomil grubu ile karsilastirildiginda ise anlamli bir azalig, B+LA+C4S
grubundaki serum MDA degeri kontrol grubu ile karsilastirildiginda da anlamli bir azalis
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tespit edilmistir. Bu bulgular 15181 altinda benomil’in karaciger, bobrek ve serumda

LPO’ya neden oldugu, LA ve C4S uygulamalarinin ise LPO’yu azalttig1 sdylenebilir.

Ksenobiyotiklerin hiicrelerde meydana getirdikleri toksik etkiler sonucu meydana
gelen oksidatif hasarlarin ve bu hasarlara karsi antioksidan maddelerin koruyucu
etkilerinin belirlenmesi i¢in antioksidan enzim aktivitelerindeki degisimlerin incelenmesi

biiylik bir 6nem tagimaktadir.

Sivaprasad ve ark. (2004), LA (25 mg kg'va. ginlip ) ve 2,3-
dimerkaptosiiksinik asit’in (DMSA, 20 mg kg™'v.a. giin"'ip) ve kursunun (Pb-%0.2) sigan
karacigerlerinde neden oldugu lipid peroksidayonuna karst koruyucu etkilerini
arastirmiglardir. Calismada SOD, CAT ve Gpx gibi, antioksidan enzim aktiviteleri
incelenmis ve sonug olarak Pb uygulanan hayvanlarda {i¢ enzim aktivitesinde de azalis,
Pb ile birlikte LA ve DMSA uygulanan hayvanlarda ise ii¢ enzimde de anlamli bir artig
tespit etmislerdir. Bu sonuglar 15181 altinda LA ve DMSA’nin oksidatif strese karsi
koruyucu etkileri oldugu belirtilmistir. Diger bir calismada, sicanlarda karbon
tetrakloriir’iin (CCls-2.0 ml/kg) neden oldugu karaciger fibrogenezine karsi hiyaliironik
asit (HYA) ve kondroitin-4-siilfat’in (C4S) antioksidan etkileri 6 hafta boyunca
arastirilmistir (Campo vd. 2004). Calismada; siganlar kontrol, CCls, CCl4tHYA (25
mg/kg), CCls+C4S (25 mg/kg) ve CCl,+tHYA+C4S (12.5 mg/kg+12.5 mg/kg) gruplari
olmak {izere 5 farkli grubu ayrilmislardir. CCly grubunda SOD ve Gpx enzim
aktivitesinde kontrol grubuna goére anlamli bir azalis, CCly:HYA, CCl+C4S ve
CCl4+HYA+C4S gruplarinda ise CCly grubuna goére anlamli bir artis tespit edilmis ve
HYA ve C4S’nin oksidatif strese karsi koruyucu etkisi oldugu bildirilmistir.

Bizim ¢alismamizin sonuglar1 da Sivaprasad vd. (2004) ve Campo vd. (2004)’nin
sonuglari ile paralellik gdstermektedir. Hem karaciger hem de bobrek dokularinda SOD,
Gpx, GR ve CAT aktiviteleri, kontrol grubu ile benomil grubu karsilastirildiginda
benomil grubunda anlamli bir azalig, benomil grubu ile B+LA, B+C4S ve B+LA+C4S
gruplan karsilatirildiginda ise ii¢ grupta da anlamhi bir artis gézlenmektedir. Kontrol
grubu ile B+LA+C4S grubundaki SODk, SODb, CATk ve CATb enzim aktiviteleri

karsilagtirildiginda ise istatistiksel olarak anlamli bir artis goriilmektedir. Bu bulgular
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sayesinde benomil’in karaciger ve bobrek dokularinda oksidatif strese neden oldugu, LA
ve C4S’nin de bu oksidatif strese karsi koruyucu etkilere sahip oldugu kanitlanmistir.
Ciinkii SOD, GPx, GR ve CAT enzim aktivitelerinde goézlenen bir artis, ortamda
indiiklenen bir oksidatif stresin varliginin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir.
Bununla birlikte enzim aktivitelerindeki azalma, organizmanin oksidan gerilime karsi

savunmasini zayiflattiginin isaretidir (Sivaprasad vd., 2004).

Benomil’in karaciger ve bobrek dokularinin histolojisi iizerine etkisinin
arastirildigr bir calismada (Selmanoglu vd. 2001), sicanlara 15 hafta siire ile benomil’in
metaboliti olan karbendazim (150, 300 ve 600 mg/kg.giin) verilmis ve 600 mg/kg.giin
karbendazim uygulanan si¢anlarin karacigerlerinde hiicre infiltrasyonu, hidropik
dejenerasyon, bobrek dokularinda ise fibrosiz, tubular dejenerasyon ve mononuklear
hiicre filtrasyonu gibi histopatolojik bulgular belirlenmistir. Benomil toksisitesi iizerine
yapilan bir diger ¢alismada (Balkan ve Aktag, 2005), 200 mg /kg.giin benomil dozu 5
giin boyunca gavaj yolu ile erkek ve disi siganlara uygulanmistir. Deney siiresinin
sonunda siganlarin karaciger dokularinda merkezi ven etrafindaki siniizoidlerde
genisleme, doku i¢inde piknotik nukleuslu hiicreler ile vakuolisazyon, nukleus zarinda

parcalanma en sik goriilen histopatolojik bulgular olarak gosterilmistir.

LA ve hesperidin’nin koruyucu etkisinin arastirildig1 ¢alismada (Pires Das Neves
vd., 2004), sodyum arsenit (As, 10 mg/kg) toksisitesine karsi hesperidin (H, 25 mg/kg)
ve LA (25 mg/kg) farelere intraperitonal olarak uygulanmistir. Calismanin sonunda; 6
farkli gruba (kontrol, As, LA, LA+As, H ve H+As) ayrilan farelerden As grubunda yer
alanlarin karaciger dokularinda hiicre infiltrasyonu, hepatositlerde sisme, hepatosit
vakuolisazyonu, parenkima diizensizligi, bobrek dokularinda ise tubular epitelyumde
vakuolizasyon ve interstitial kanlanma gibi histopatolojik degisimler tespit edilmistir. LA
ve H grubundaki hayvanlarin karaciger ve bobrek dokularinin genel histolojik yapisinda
histopatolojik bir degisim bulunamamistir. Bununla birlikte LA+As ve H+As grubundaki
hayvanlarda ise As grubundaki tiim histapotolojik degisimler bu iki gruptada tespit

edilmelerine ragmen oransal olarak bir azalma belirlenmistir.
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Asetominofen’in (APAP-2.5 g/kg) sicanlarda neden oldugu hepatik ve renal
hasara karst LA’nin (100 mg/kg) koruyucu roliiniin arastirildig1 bir caligmada (Abdel-
Zaher vd., 2008), APAP uygulanmis sicanlarin karacigerlerinde vakuolizazson ve
sentrilobular nekroz, bobrek dokularinda ise proksimal tubiillerde genisleme ve distal
tubiillerde vakuolar dejenerasyon gozlenmistir. Oysa APAP+LA uygulanmis siganlarin

karaciger ve bobrek dokularinda histopatolojik bir bulguya rastlanmamustir.

Bizim g¢alismamamizda Selmanoglu vd. (2001) ve Balkan ve Akta¢ (2005)’1n
calismalarina benzer olarak benomil’in toksik etkisinin varlig1 kanitlanmaktadir. Ciinkii
benomil uygulanmis (B grubu) sicanlarin karaciger ve bobrek dokularinda histopatolojik
bulgular tespit edilmistir. Yine, bu ¢alismada Pires Das Neves vd. (2004) ve Abdel-Zaher
vd. (2008) yapmis oldugu calismalara paralel olarak LA’ ’nin koruyucu etkisinin bir kaniti
olarak B+LA grubundaki siganlarin karaciger ve bobrek dokularinda benomil grubunda
tespit edilmis patolojik bulgularin kismen diizeldigi gézlenmistir. Bu ¢alismada daha
once incelenmemis olan, C4S’1n bobrek ve karaciger dokularindaki koruyucu etkisi de
histopatolojik olarak ilk kez arastirilmistir. Calismanin sonucunda B+C4S grubundaki
sicanlarin karaciger ve bobrek dokularinda benomil grubunda tespit edilmis patolojik
bulgularin kismen diizeldigi ve C4S’nin de koruyuculugu tespit edilmistir. B+LA+C4S
grubundaki sicanlarin da hem LA hem de C4S’nin koruyucu etkilerinden dolay:

karaciger ve bobrek dokularinda bu patolojik bulgularin kismen diizeltildigi gézlenmistir.

Sonug olarak bu c¢alismada ilk kez;

e Subkronik uygulamada benomil’in karaciger ve bobrek dokularinda lipid
peroksidasyonuna neden olarak toksik etki gosterdigi tespit edilmistir.

e Lipoik asid ve kondroitin—4-siilfatin, karaciger ve bobrek dokularinda antioksidan
etkiye sahip olduklar1 tespit edilmistir.

e Kondroitin—4-siilfat ve lipoik asidin birlikte uygulandiklarinda dokulardaki
antioksidan etkilerinin tek tekuygulamaya gore daha etkilili olabilecegi tespit
edilmistir.

e Kondroitin—4-siilfatin ve lipoik asidin, karaciger ve bobrek dokularinda benomile

bagl olarak meydana gelen doku hasarlarina karsi kismi bir koruyucu etkiye
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sahip olduklari, iki koruyucu maddenin birlikte uygulandiklarinda koruyucu

etkilerinin daha fazla olabilecegi tespit edilmistir.
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