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OZET

Yilmaz, T. (2010). Sicanlarda Karbon Tetraklorig @lusturulan Karacter Hasarina
Amaranthus lividus (A. blitum) Bitkisinin Antioksah ve Hepatoprotektif Etkilerinin
Incelenmesi.istanbul Universitesi $aik Bilimleri Enstitiisii, Biyokimaya Anabilim
Dali Doktora Tezistanbul.

Bitkiler, karacger bozukluklarinin tedavisi icin geleneksel tiptaygin olarak
kullantlirlar. Dolayisiyla karager hasarinin tedavisinde uygulanacak yeni ajagiar i
potansiyel kaynak olarak kullanilabilirler. Amarhang tdrleri tim dinyada yaygin
olarak yetsir ve bir ¢cok Ulkede tahil ve sebze olarak kullan®maranthus lividus L.
(Amaranthaceae) Bati Karadeniz Bolgesinde yiyecélkrak tuketilen 6nemli bir
bitkidir. Bu ¢alsmanin amaci, si¢canlarda karbon tetraklorirtrstofdusu karacger
toksisitesine A. lividus sulu ekstresinin antioksid ve hepatoprotektif etkilerini
arsstirmaktir. Calsmamizda siganlara tek doz karbon tetraklorir (rey&si ile 1:1
oraninda seyreltilngi 1,5 mL/kg i.p.) uygulamasindan 6nce 9 gin boyuAcéividus
(250 ve 500 mg/kg) verildi. Buttin sicanlar karbetraklorir uygulamasindan 24 saat
sonra oldurulda. Kan ornekleri alindi ve elde ediserumlarda alanin aminotransferaz
(ALT), aspartat aminotransferaz (AST), alkalen &af (ALP), aril estaraz (ARE) ve
paraoksonaz (PON) aktiviteleri ve total bilirubinizgyi Olcildl. Karagerde
malondialdehit (MDA) ve glutatyon (GSH) duzeyletkatalaz (CAT), glutatyon
transferaz (GST), glutatyon peroksidaz (GSH-Pxutagion rediktaz (GSH-R) ve
superoksit dismutaz (SOD) gibi antioksidan enzimtivakleri ve ayrica
miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesi 6Ol¢uldi. Deneyteiz sonucunda, A. lividus on
uygulamasinin karbon tetraklorir verilmesi sonueuradtan ALT, AST ve MPO
aktivitelerini anlamh derecede azaiihi, MDA ve bilirubin dizeylerindeki agi ve
karacgerde GSH azalini onledgini gosterdi. Bu dgisikliklere paralel olarak
A. lividus, karbon tetraklorir uygulanan sicanlakasilastirildiginda, antioksidan
enzim aktivitelerini (CAT, GST, GSH-Px, GSH-R ve B0anlamli derecede arttirdi.
A. lividus uygulamasi PON ve ARE aktivitelerindelamli olmayan arga neden oldu.
Karbon tetraklorir uygulanmasi ile serum ALP dimdwgi bir dgisiklik gozlenmedi.
Sonuclarimiz sicanlarda karbon tetraklortrin stolduzu hepatotoksisiteye kar
A. lividus'un koruyucu etkiye sahip olgunu ve bu etkinin bitkinin antioksidan
aktivitesinden ileri gelebile@mni gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Amaranthus lividus L., antiokard aktivite, hepatoprotektif etki,
silimarin, karbon tetraklorir toksisitesi

Bu calsma, Istanbul Universitesi Bilimsel Asarma Projeleri Birimi tarafindan
desteklennyitir. Proje No: 1484
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ABSTRACT

Yilmaz, T. (2010). Investigation of Antioxidant andepatoprotective Effects of
Amaranthus lividus (A. blitum) Against Carbon Tefnéoride-Induce Liver Injury in

Rats. Istanbul University, Institute of Health Swe, Department of Biochemistry
Doctorate Thesis, Istanbul.

Plants used in traditional medicine for the treatmef liver disorders are of great
interest, as they may serve as potential sodiocesew therapeutic agents that could be
applied in the management and prevention of hepgticies. Amaranthus species are
widely distrubuted throughout the world and theg able to produce grains and leafy
vegetables. Amaranthus lividlis (Amaranthaceae) is consumed as popular vegetable
in West Black Sea Region of Turkey. The objectiviettee present study was to
investigate the antioxidant and hepatoprotectifeces of water extract of A. lividusn
carbon tetrachloride induced hepatotoxicity in .r&ats were pretreated with A. lividus
extract (250 and 500 mg/kg p.o.) for 9 days betoeatment with a single dose of
carbon tetrachloride (1,5 mL/kg 1:1 in olive op.). All rats were sacrificed 24h after
the carbon tetrachloride injection. Blood samplesravcollected for assaying serum
alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminefesase (AST), alkaline
phosphatase (ALP), aryl esterase (ARE) and para®eiiPON) activities and total
bilirubin level. The liver was removed for evalumti malondialdehyde (MDA) and
glutathione (GSH) levels, myeloperoxidase (MPOjvaas, as well as the activities of
antioxidants enzymes such as catalase (CAT), olotz transferase (GST),
glutathione peroxidase (GSH-Px), glutathione realset (GSH-R) and superoxide
dismutase (SOD). Our results demonstrated thatgabtent of rats with A. lividus,
significantly reduced the substantially increasetivdaies of AST, ALT and MPO,
prevented the elevation of MDA and bilirubin leveds well as protected the liver from
GSH depletion. Parallel to these changes, A. liwidignificantly increased antioxidant
enzyme activities (CAT, GST, GSH-Px, GSH-R and SQbnpared with carbon
tetrachloride treated rats. The PON and ARE aawitvere slightly elevated in rats
which have received pretreatment of A. lividus. Bmrer ALP activities remained
unchanged following carbon tetrachloride treatmehhe results indicated that
A. lividus has a protective effect against carbagtrachloride induced acute
hepatotoxicity in rats, and this effect might béated toantioxidant activity of the
plant.

Key Words: Amaranthus lividus L., antioxidant adiry hepatoprotective effect,
silymarin, carbon tetrachloridexicity

The present work was supported by the Research Ridntstanbul University.
Project No: 1484



1. GIRIS VE AMAC

Oksijenin metabolize edilgi canlilarda, 6nemli degim ve caitlilikte radikal
dretimi gerceklgir. Reaktif oksijen turleri (ROT) olarak adlandam bu bilgikler,
superoksit radikali (@) veya hidroksil radikali (OF gibi oksijen merkezli radikallerin
yaninda, hidrojen peroksit §8,) ve hipoklorik asit (HOCI) gibi non-radikal turietde
kapsar. Azottan okan reaktif nitrojen tdrleri (RNT)'nin en Onemlisiitnk oksit
(NO’)'tir (Auroma 1998; Miigge 1998; Valko ve ark. 2008u radikaller radyasyon,
UV sk, hava kirliligi ve bazi ilaglar gibi ggtli dis etkenlerle veya mitokondrideki
elektron transport sistemlerinde, bircok enzimimakaledigi reaksiyonlarda ve aktive
olmus notrofillerde oldgu gibi hicredeki normal metabolik olaylar sirasinda
olusmaktadir (Southorn ve Powis 1988; Mugge 1998; W ederbaum 2003; Palmieri
ve Sblendorio 2006). ROT hucrelerin lipit, proteDNA ve karbohidratlar gibi tim
hiicresel bilgenlerine etki eder; membranlarda lipit peroksidasyw balatarak hiicre
hasarina neden olur, proteinlerin ¢ boyutlu yamba déisikliklere, agregasyon veya
capraz bgl proteinlerin olyumuna sebep olarak protein fonksiyonlarinda bozlaraa
yol acar ve DNA ile etkilgmi zincir kirilmalari, ntkleotid kaymalari, purine
pirimidin bazlarinda parcalanma ve DNA denatlrasygibi ¢eitli olaylara neden olur
(Southorn ve Powis 1988; Wu ve Cederbaum 2003; iRelwe Sblendorio 2006).

Hucreler ROT'nin olgumunu ve bunlarin meydana getfiidhasari 6nleyen
antioksidan savunma sistemlerine sahiptir. Enzipisiada olan antioksidanlar arasinda
en onemlileri superoksit radikalini B, ve HO’ya donigtiren superoksit dismutaz
(SOD), hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumélan glutatyon peroksidaz
(GSH-Px), HO.'i suya indirgeyen katalazdir (CAT). Ayrica glutaty rediktaz (GR),
glutatyon peroksidazin indirgegilireaksiyonlarda okan okside glutatyonun (GSSG)
tekrar indirgenmi glutatyon (GSH) haline getirilmesini ve glutaty8atransferaz
(GST) ise karagerde sitokrom P450 enzim sistemi tarafindan readt# Grtinlere
donisturdlen yabanci maddelerin daha az reaktifsiklere dongumani kataliz eder.
Membran fosfolipidlerinde bulunan ¢oklu doymanysg asitlerini serbest radikallerin
zararli etkilerinden koruyan E vitamini ve gucludirgeyici 6zellge sahip olan
C vitamini diger hicresel antioksidan savunma sistemleridir. &yoin ise yapisindaki

sulfidril grubu sayesinde ¢cok 6nemli bir antioksida ve ayrica GSH-Px ve GST gibi



antioksidan enzimlerin de kofaktérudir (SouthorrPaavis 1988; Sies 1997; Chaudiére
ve Ferrari-lliou 1999; Matés ve ark. 1999; Valkoark. 2006).

Organizmada serbest radikallerin @lmu ve bunlarin antioksidan savunma
sistemleri tarafindan ortadan kaldirilmasi bir dehglindedir. Bu dengenin bozulmasi
oksidatif stres olarak adlandirilan durumun ortgykmasina neden olur. Oksidatif
stresin ateroskleroz, iskemi-reperfizyon hasarrpajeneratif hastaliklar, kanser ve
karacger hasari gibi bircok hastgin olusumunda etkili oldgu gosterilmgtir (Kehrer
ve Smith 1994, Dalle-Donne ve ark. 2006; PalmieriSblendorio 2006; Valko ve ark.
2007; Uysal 2010).

Karacger viucut girliginin yaklgik % 2’sini oluturan, organizmadaki en buyuk
bezdir ve ¢cok 6nemli metabolik fonksiyonlari yerigetirmekle gorevlidir (Burroughs
ve Westaby 2005). Karagm@r anatomik lokalizasyonu, fizyolojik ve biyokimydsoll
nedeniyle birgok toksik, zararli madde ve ilaglaiaca maruz kalan bir organdir.
Karacger hasari ¢cok gec¢ belirti vermesi dolayisiyla teéslazor olan patolojik bir
durumdur. Son yillarda bazi ticari bitkisel preglnra karacger hasarinda
kullaniimaktadir. Bu nedenle halk arasinda kullanotan bircok bitkisel kaynakli ilac,
farkli kimyasal maddeler ile ojturulan karagier hasarina kar, deneysel hayvan
modellerinde, olasi antioksidan ve hepatoprotedtiileri nedeniyle ardirilmaktadir
(Dhanabal ve ark. 2006; Naaz ve ark. 2007; Jaiarke2008).

CCl, ile olusturulan hepatotoksisite, ilaclarin ve bitki eksératin
hepatoprotektif etkilerini agarmak amaciyla yaygin olarak kullanilan bir modeld
CCl, karacgerde sitokrom P450 enzim sistemi tarafindan tridoetii (CCE’) ve
triklorometilperoksi (CGJOO’) radikallerine dongturilir. Bu radikaller ¢cok aktiftir,
tum hicresel molekillerle etkgiebilir ve lipit peroksidasyonunu fatarak membran
batinligunin bozulmasina ve sonugta ciddi doku hasarinydama gelmesine neden
olurlar (Recknagel ve ark. 1989; Weber ve ark. 2003

Amaranthus lividud.. (syn=Amaranthus blitunL.) Glkemizde Bati Karadeniz
Bdélgesinde “darl mancari” olarak bilinen ve halksinda yiyecek olarak kullanilan bir
bitkidir. Anabilim Dalimizda yapilan bir ¢camadaA. lividus bitkisinin yaprak ve
cicekli dallarinin su, metanol ve etil asetatlitedderininin vitro antioksidan aktiviteleri

arastinldiginda, etil asetat ekstresinin en yiuksek antioksjgatansiyele sahip oldu,



sulu ekstrenin ise en giiik antioksidan etkiye sahip olgu bulunmgtur (Ozsoy ve ark.
2009).

A. lividus tarindn hayvan modellerinde antioksidan ve hepategtif
aktiviteleri Gzerine daha once yapiimbir calsmaya rastlanmargtir. Bu nedenle
calismamizda CClile deneysel olarak karaar hasar olgturulan sicanlarda. lividus
L. bitkisinin antioksidan ve hepatoprotektif etkilgn incelenmesi amaclandi. Bu
amacla 9 gun boyunca 2 farkli dozéa lividus ekstresi ile beslegimiz sicanlara
deneysel olarak kara@r hasari olgturmak icin 10. gin tek doz, intraperitonal GCI
uygulandi. CCjuygulamasindan 24 saat sonra 6ldurilen sicanlarumsve karager
orneklerinde cgtli biyokimyasal deneyler yapildi. Serumda, kageci fonksiyonunun
gostergesi olan alanin aminotransferaz (ALT), aspaaminotransferaz (AST) ve
alkalen fosfataz (ALP) aktiviteleri ile bilirubinideyleri tayin edildi. Ayrica serumda,
antioksidan etki gosterdikleri bilinen paraoksoné2ON) ve arilesteraz (ARE)
aktiviteleri de incelendi. Karagerde ise lipit peroksidasyonunun gostergesi olan
malondialdehit (MDA) dizeyleri ve hicrelerin antsatan durumunu goésteren katalaz
(CAT), glutatyon-S-transferaz (G-S-T), glutatyondiigtaz (GSH-R) ve glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) gibi antioksidan enzimlerin ihate¢leri 6lculdu ve glutatyon
(GSH) miktar tayini yapildi. Karagerde ayrica gucli oksidatif Ozeili olan
miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesi de incelendi. Bglerimizde hepatoprotektif etkiye

sahip oldgu bilinen silimarin standart olarak kullanildi.



2. GENEL BILGILER

2.1.Reaktif Oksijen Turleri

Atomlardaki elektronlar orbital olarak adlandirilédlgelerde bulunur ve her
orbital zit spinli olmak Uuzere iki elektron icerkbi Serbest radikaller, dis
orbitallerinde bir veya daha fazla paylenams elektron iceren kimyasal turlerdir. Her
turli kimyasal ve biyokimyasal tepkime, atomlarim arbitallerindeki elektronlar
seviyesinde gercelde, bu nedenle diorbitallerde paylgiimams elektron bulunmasi
s6z konusu tlrun reaktivitesini @nustu arttirdy icin, radikaller reaktivitesi gok
yuksek olan kimyasal turlerdir ve sembol olaraklpgimams elektronun bulundgu

atomun Uzerinde nokta ile gosterilirler (SouthoenRowis 1988; Halliwell 1989).

Serbest radikaller 3 temel mekanizma ilesahlar (Palmieri ve Sblendorio
2006):

1. Kovalent b&larin homolitik yikilmasi. Kirilma sonucunda her &om

bir paylailmams elektron icerir. (A:B— A’ + B’)
2. Normal bir molekuliin elektron kaybetmesi. (XHe — XH")
3. Normal bir molekiile elektron transferi. (Y +-e Y™)

Molekuler oksijen, di orbitallerinde paylglmams iki elektron icerdgi igin
biradikal yapiya sahiptir. Bu elektronlar, spinleri ayni génve farkli orbitallerde iken
minimum enerji seviyesindedir. Biradikal oksijeadikal olmayan molekillerle yaya
reaksiyona girdii halde, dger serbest radikallerle kolaylikla reaksiyona gireb
(Halliwell ve Gutteridge 1984; Palmieri ve Sblenda2006).

Biyolojik sistemlerdeki en etkili serbest radilall reaktif oksijen tarleri
(ROT) olarak adlandirilan oksijenin radikal tirevleridBu terim stperoksit radikali
(O77) veya hidroksil radikali (OF gibi oksijen merkezli radikallerin yaninda, higen
peroksit (HO,) ve hipoklorik asit (HOCI) gibi non-radikal tiriede kapsar. Azottan
olusan reaktif nitrojen turleri (RNT) 'nin en dénemlisi nitrik oksit radikali (NQ'dir
(Tablo 2-1) (Auroma 1998; Mugge 1998).



Tablo 2-1: Oksijen ve azot kaynakl reaktif bilgikler

Radikaller Radikal olmayanlar
Siperoksit, (@) Hidrojen peroksit, (KHO,)
Hidroksil, (OH) Singlet oksijen, '0.)
Peroksil, (ROO Hipoklorik asit, (HOCI)
Alkoksil, (RO') Ozon, (Q)

Nitrik oksit, (NO) Peroksinitrit, (ONOQ

Azot dioksit, (NQ') Lipit hidroperoksit, (LOOH)

Siperoksit radikali (O2"), oksijene bir elektron aktariimasi ile elur ve
oldukga kuvvetli bir indirgeyicidir. Serbest radikalmasina rgmen kendisi direkt
olarak zarar vermeyen superoksit,Q4 kayn&l ve gegg metalleri iyonlarinin
indirgeyicisi oldgu icin dnemlidir (Southorn ve Powis 1988; Palmiegi Sblendorio
2006).

O+€ —» @

O +Fe® —» Fé+0Q,

Hidrojen peroksit (H 20,), oksijenin iki elektronla indirgenmesi ile glur.

02+2é+2H+ — bBD,

Biyolojik sistemlerdeki HO,in asil Uretimi sdperoksitin radikalinin
dismutasyonu ile olur. Serbest radikal reaktankardadikal olmayan trinler meydana
geldigi icin dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir ve kdnginden (cok yavg veya

superoksit dismutaz enzimi katalizinde gercgkl@almieri ve Sblendorio 2006).
20" +2H ——— KO+ O,

H.O, radikal yapisinda olmamasinagnaen ROT kapsamina girer ve serbest
radikal biyokimyasinda 6nemli rol oynar. Ciink3Q®4, F€? ve diser geci metalleri
varliginda Fenton reaksiyonu (I) ile ve superoksit raldikarliginda Haber-Weiss

reaksiyonu (l1) ile, en reaktif ve zarar vericilsest radikal olan hidroksil radikali (OH



olusumuna sebep olur (Southorn ve Powis 1988; KehreBmith 1994; Palmieri ve
Sblendorio 2006).

Fe?+H,0, ——> F&+0H +0OH (I

O," +H0, —— @+OH +OH  (Il)

Metal katalizi olmadiinda, stperoksit radikali ve hidrojen peroksit kblda

uzaklgtirilabilir ve her ikisi de aslinda zararsiz tuder(Palmieri ve Sblendorio 2006).

Hidroksil radikali (OH °), Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari sonucu ve
ayrica iyonize edici radyasyon sonucundasiuHidroksil radikali oldukca reaktif ve
oksitleyici bir radikaldir, yarilanma 6mri ¢ok kdia Olustugu yerde her tirli biyolojik
molekiille 6zellikle protein, DNA ve lipitlerle etieserek yeni radikallerin ogmasina
ve molekillerde buyik hasara sebep olur (SoutheriPewis 1988; Halliwell 1989;
Auroma 1998; Palmieri ve Sblendorio 2006).

Singlet oksijen (0,), molekiiler oksijenin @ orbitallerinde bulunan
elektronlardan birinin enerji alarak spininingiignesi ile singlet oksijen ofur. iki tip
singlet oksijen vardir, zit spinli elektronlarinmayorbitalde oldgu delta formu 0,Ag)
ve farkll orbitallerde oldgu sigma formu 0,2g") (Tablo 2-2). Reaktivitesi oldukca
yuksek olan singlet oksijen, membran lipitleri dabimak Utzere pek cok molekuili
oksitleyebilecek o6zelliktedir ve serbest radikabk&yonlarinin bgamasina neden
olmasi agisindan 6nemlidir (Halliwell ve Gutteridg@84; Southorn ve Powis 1988).

Tablo 2-2: Molekuler oksijenin farkh formlarinin en dis orbitaldeki elektronlarinin
konfiglrasyonu-Southorn ve Powis 1988’den

Durum Reaktivite

Molekdler oksijen T Dgk

|
Delta singlet oksijen % —  Yuksek
T

Sigma singlet oksijen | Cok yuksek

Oklar elektron spinlerini gostermektedir.



Nitrik oksit (NO °), nitrik oksit sentaz (NOS) olarak bilinen enzim aile
tarafindan sentezlenen, gogklik sisteminin dizenlenmesi, duz kaslarin gewesi,
vazodilatasyon ve norotransmisyon gibisit}e fizyolojik gorevleri olan 6énemli bir
sinyal molekuladur (Pryor ve ark. 2006; Valko vé&.&006).

Paylallmams elektron icermesine @men, dger radikal tdrlerle
kiyaslandginda reaktivitesi son derece sdié olan NO, metal iceren merkezler ve
radikallerle bilyiik bir hizla tepkimeye girer. Oid# lipit radikalleri (L') ile tepkimeye
girmesi NO’e antioksidan bir etki kazandirir (Pryerark. 2006):

LO'+NO ——» LONO
LOO" +NO° —— LOONO

Siperoksit radikali ile NOarasindaki tepkime ile ajan peroksinitrit (ONOQ,
non-radikal reaktif bir tirddr, hidroksil radikaérbenzer etkiye sahip olan peroksinitrit,
direkt olarak DNA, protein ve lipitlere zarar veilab Ayrica NO" ve molekdler oksijen
arasindaki reaksiyonlar ile glan azot dioksit (Ng ve diazot trioksit (MOs3) biyolojik
molekillerde nitrozasyona neden olan $Kkerdir ve peroksinitrit ile birlikte NGin
toksisitesinden sorumludurlar (Brown ve Borutai@®@; Pryor ve ark. 2006; Valko ve
ark. 2006):

NO + O,° ———» ONOO

Diger serbest radikaller, oksidan bir radikalin (6rid’D karbohidrat, lipit,
nikleik asit veya protein gibi bir biyomolekiille KR etkilesmesi sonucunda karbon
merkezli radikal (R) olusumuyla balayan ve zincirseklinde devam eden reaksiyonlar
sonucunda meydana gelirler. Peroksil (RD@lkoksil (RO) ve tiyil (RS) bu sekilde

olusan radikallerdir (Palmieri ve Sblendorio 2006).

2.1.1.Reaktif Oksijen Turlerinin Kayna gi
Molekuler oksijenle etkilgen her aerobik hiicrede ROT glunu kacginiimazdir.
Iyonize edici radyasyona maruz kalma gibisithadik durumlar dunda, hiicrede

serbest radikaller genellikle elektron transferkeigonlari sirasinda meydana gelir.



ROT endojen ve eksojen etkenlerin her ikisi ile sahilir (Sekil 2-1). Potansiyel

endojen kaynaklar mitokondri, sitokrom P450 metemodsi, peroksizomlar ve
inflamatdr hiicre aktivasyonunu icerir (Tablo 2-B)igge 1998; Palmieri ve Sblendorio
2006; Valko ve ark. 2006).

Karma fonksiyonlu oksidaz elektron transferi

Cevresel faktorler sitokrom P450 ve b3

toksik kimyasallar,
sigara, radyasyon

Endoplazmik retikulum

Ksantin oksidaz
Riboflavin
Katekolaminler

Sitoplazma

Peizcum F%:H m

Mitokondri

Elektron transport

zinciri
Hicre membran lipit
Cksidazlar tahakas
Flavoproteinler 5:1) 5:% 5:13 5:13
Geciz metalleri E:ID E:'r) EZ'[D g‘\Lipuuksijenaz, siklooksijenaz

prostoglandin sentaz
MADPH oksidaz, NO sentaz

Sekil 2-1: Serbest radikallerin endojen ve eksojen &ynaklari-Kehrer 1994'ten
degistirilerek.



Tablo 2-3: Hucrelerdeki ROT kaynaklari-Migge 1998’cen

» Kuguk molekullerin redoks reaksiyonlari (tiyolléigvinler, kinonlar, katekolaminler)
* Mikrozomal NADH/NADPH oksidaz, sitokrom P-450 ailes

» Ksantin oksidaz

* Oksihemoglobin/oksimiyoglobin

¢ Mitokondriyal solunum zincirinden sizinti

« Aragidonik asit yolu (lipooksijenaz, siklooksijenaz)

* Fagosit NADPH oksidaz

¢ Vaskular NAD(P)H oksidaz

¢ Nitrik oksit sentaz (substrat veya kofaktor ekgkILDL varligr)

Makrofajlar ve notrofiller gibi aktive olmufagositler mikroorganizmalara lar
savunma icin 6nemli miktarda superoksit radikaétiiter. Serbest radikaller bakteri ve
fagosit plazma membrani arayiziindesséuda stperoksit radikali, hidrojen peroksit ve
diger reaktif turlerin fagosit dina sizintisi kaginilmazdig€kil 2-2) (Migge 1998; Wu
ve Cederbaum 2003; Palmieri ve Sblendorio 2006).
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N e

O, —-=g patlamasi —

/7\

MNADPH oksidaz

0;
sS0D
H

0.

Fenton reaksiyonu
HOU Fad

Miyeloperoksidaz OHe
~

N&trofil sitoplazma
membrani invajinasyonu

Sekil 2-2: Aktive olmus fagositlerde serbest radikal Gretimi-Altinisik 2001’den.

Hucrelerdeki en buylk serbest radikal kagnaitokondriyal elektron transport
zincirinde, NADH dehidrojenaz ve koenzim Q (CoQbigelektron taiyicilarindan
oksijene elektron kagmin olmasidir §ekil 2-3). Bunun dunda, hicrenin der
fraksiyonlarinda da, memrana ghaveya serbest halde bulunan pek c¢cok enzimin
katalizledpi reaksiyonlar sirasinda serbest radikaller ortgyear. Orngin ksantin
oksidaz 6nemli bir serbest radikal kagrdir (Southorn ve Powis 1988; Wu ve
Cederbaum 2003; Palmieri ve Sbhlendorio 2006).

Askorbik asit, tiyoller (glutatyon, sistein), adedim ve flavin koenzimleri gibi
bilesiklerin otooksidasyonu hicrelerde ¢dn superoksitin ls&a bir kayngidir
(Southorn ve Powis 1988; Palmieri ve Sblendorio&00

Bunlarin yaninda insanlar, radyasyon, Wk, hava Kkirliligi ve bazi ilaclar gibi
ROT olwsumuna sebep olan g#i cevresel faktorlere surekli maruz kalirlar (Ve
Cederbaum 2003; Palmieri ve Shlendorio 2006).
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MNADH MNAD™

MNADH
dehidrojenaz

FMN/Fe-5

Oz CoOH" . CoQ

Sitokrom
b-c1, Fe

sitokrom
dds3

Sekil 2-3: Mitokondriyal elektron transport zinciri ve elektron kacagi -Altini sik 2001'den.

2.1.2.Reaktif Oksijen Turlerinin Etkileri

Serbest radikaller, hiicrelerin ¢ghaa lipit, protein ve nikleik asit olmak Uzere
tum dnemli bilgenlerine etki ederler ve sonucta hiicre veya dokaraa neden olurlar
(Tablo 2-4) (Southorn ve Powis 1988; Wu ve Cedarb2003).

Tablo 2-4: Serbest radikallerin hiicre bilgenlerinde olusturdu gu zararl etkiler-Southorn
ve Powis 1988'den

Lipitler: Organel ve plazma membranlarindaki coklu doymayag asitlerinin peroksidasyonu
Proteinler: Salfhidril grubu iceren enzimlerin oksidasyors enzim inaktivasyonu
Karbohidratlar: Polisakkaritlerin depolimerizasyonu

Nukleik asitler: Baz hidroksilasyonu, ¢apraz ghar, DNA ipliginin ayrilmasi (mutasyona ye
protein, nikleotid ve yaasidi sentezi enzimlerinin inaktivasyonuna sedap) o

Serbest radikallerin lipitler Gzerine etkileri: Lipitler serbest radikallerin
etkilerine kagl en hassas olan biyomolekullerdir. Hiicre membramia temel bilgeni

olan ¢oklu doymamngiyag asitleri (PUFA), serbest radikallerle kolayca reg&na girer
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ve peroksidasyon drunleri ga ¢cikar. PUFA'nin oksidatif yikimlipit peroksidasyonu
olarak bilinir ve kendi kendine devam eden zineaksiyonlarseklinde ilerledgi igin
son derece zararhdir. Hidroksil radikali, peroksddikali ve singlet oksijen lipit
peroksidasyonunun famasina neden olan ghaa reaktif tirlerdir (Southorn ve Powis
1988; Palmieri ve Sblendorio 2006).

Lipit peroksidasyonu genellikle PUFA zincirindekiH) o-metilen gruplarindan
hidrojen atomunun c¢ikariimasi ve bunun sonucungaagadi zincirinin radikal nitefii
kazanmasiyla éar. Lipit radikali (L) dayaniksiz bir bilgktir ve bir dizi desisikli ge
ugrar. ilk olarak molekil ici cift bg aktariimasi ile dien konjugati glur. Daha sonra
lipit radikaline hizli bir sekilde oksijenin eklenmesi ile peroksil radikali GO)
meydana gelir. Bu lipit peroksil radikalleri membrayapisindaki dier PUFA
molekdllerinden hidrojen atomlarini ¢ikartarak ydipit radikallerinin olgumuna yol
acarken, kendileri de a@ cikan hidrojen atomlarini alarak lipit hidropesilerine
(LOOH) doniur ve boylece olay kendi kendini katalizleyerek aleveder $ekil 2-4).
Lipit hidroperoksitlerinin yikimi icin gegi metallerinin iyon katalizi gereklidir ve
yikimlari sonucunda @u biyolojik olarak aktif, malondialdehit (MDA), 4ithroksi-2-
nonenal (4-HNE) ve 2-propenal gibi aldehitler vedrbkarbon gazlari okur. Bu
bilesikler olustuklari yerden diffize olup hicreningdr kisimlarina da hasari yayarlar.
(Southorn ve Powis 1988; Halliwell ve Chirico 19%&Imieri ve Sblendorio 2006).

Lipit peroksidasyonu, membranlarin gikanligi gibi biyolojik 6zelliklerinde
degisikliklere ve membrana I3 enzim veya reseptdrlerin inaktive olmasina 6akul
ederek, normal hicresel fonksiyonlarin bozulmasmaoku gecirgenginin artmasina
sebep olur. Lipit peroksidasyonu, direkt olarak rbesmlarin yapisina ve reakiif
aldehitlerin Gretimi ile indirekt olarak hiicreningdr bilesenlerine hasar vergiiicin cok

zararli bir reaksiyon zinciridir (Dalle-Donne veka2006).
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Baslama:
— — Coklu doymamis
yag asitleri (LH)
- R.
*~RH
Lipit radikali (L* )
l .
llerleme:
L]
/ Dien konjugat
/0,
0-0"
/ Lipit peroksit
LH radikali (LOO
Ve ( )
LY
\L.n. |_.
0—O0—H
/ Lipit hidroperoksit
l (LOOH)

Parcalanma drinleri
{(aldehitler ve diger karbonil bilesikler,
etan, pentan vs.)

Sekil 2-4: Lipit peroksidasyonu-Uysal 2010’dan.

b) Serbest radikallerin proteinler Gzerine etkileri: Proteinler, serbest
radikallere kag1 coklu doymamy yag asitlerinden daha az hassastir. Proteinlerin serbe
radikal harabiyetinden etkilenme dereceleri icdatikamino asitlere gudir. Tirozin,
fenilalanin, histidin, metiyonin ve sistein gibi ylnamg baz veya kuikurt iceren amino
asitlere sahip proteinler serbest radikallerderaydtla etkilenir. Protein oksidasyonu
sonucunda 6nemli sdlfidril gruplarinin kaybi ve b@mil gruplarinin olgtugu amino
asit modifikasyonlari goérulir. Bu olaylar, protenh (¢ boyutlu yapilarinda

degisikliklere, agregasyon veya capraz ghaproteinlerin olgumuna sebep olarak
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protein fonksiyonlarinda bozulmalara yol acar (Kehwe Smith 1994; Wu ve
Cederbaum 2003; Palmieri ve Shlendorio 2006).

c) Serbest radikallerin nikleik asitler ve DNA Uzeine etkileri: Serbest
radikallerin DNA ile etkilgimi, zincir kirilmalari, nukleotid kaymalari, purive
pirimidin bazlarinda parcalanma ve DNA denatlrasygibi ¢eaitli olaylara neden olur
(Sekil 2-5) (Wu ve Cederbaum 2003; Halliwell 2007).

A

»| DNA/kromatinde yapisal degisim
A A
2 1
A 4
Lipit peroksidasyonunun| DNA/kromatinde
uyariimasi konformasyonel d#siklikler
Karsinojenezin aktiflenmesi
A \4
5 vl 3 Oksidatif protein hasari veya normal

A 4

ROT 7] olmayan DNAsekli nedeniyle, DNA
polimeraz ve DNA tamir
l enzimlerinin etkinlginin azalmasi

Enzimlerin ve trankripsiyon
faktorlerinin redoks diizenlenmes

v

Hicre buylmesinin fgik edilmesi |
Apoptozisin baskilanmasi
Metastazin desteklenmesi

A 4

Sekil 2-5: ROT'nin DNA Uzerine etkisi-Halliwell 2007'den.

1- DNA'ya direkt oksidatif hasar. 2- Lipit peroksisyonu aldehit son Grtnlerinin (MDA, 4-HNE) DNA
bazlarinda dgésime neden olmasi. 3- ROT, pro-karsinojenlerin kwgnlere dongiimine ve bu
karsinojenlerin bazilari da daha fazla ROTsaluna yardim edebilirler. 4- ROT kromatin proteiile
DNA tamir enzimleri ve DNA polimerazlar (replikasydaki hata orani artabilir) gibi proteinlerde hasar
olusturabilir. 5- 4-HNE, pro-prolifetatif ve gicli biredoks modolatéri olabilir ve ger lipit
peroksidasyonu uriinleri de benzer etkiyi gosteirebil
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2.2. Antioksidanlar

Hucreler, normal metabolik yollarda kacinilmaz kekilde olgan serbest
radikallerin zararh etkilerini azaltacak mekanidera sahiptir (Southorn ve Powis
1988). Antioksidanlar, oksitleyici  substratlarla  katastirildiginda  diguk
konsantrasyonlarda bulunan ve bu substratlarindakgonunu inhibe eden veya
geciktiren maddeler olarak tanimlatardir. Antioksidanlar hicrenin membran ve
sitoplazma olmak Uzere her iki kisminda da buluirtabie enzimatik veya non-
enzimatik yapida olabilirlerSgkil 2-6) (Sies 1997; Palmieri ve Sblendorio 2006).

E vitamini

C ve E vitamini

B-karoten
| | ""— o - |
; ﬁ;NEﬂdasszmlk Lizozomlar | |
| | e v retikulum
|I | ‘M""':-“‘_hh\ j“r IJ |
| |\ ' Sitoplazma / |
\  Peroksizomlar - ] GSH
katalaz __.:“‘___{) "_-__ _r::: _.'.. /
o . 9 Jp-/f’/“:ﬂ_ VU \
; - RTL I d ..I P PR
50D _.-—-**""’F: e ‘-~£;—__ E-_f' '!.,_Jl_j“k - / C vitamini
s LA ".‘ i, o S Sl ._u
WETT N Mitokondri

Kompartmanlasma™._

Hiicre membrani ey
lipit tabakasi f

E vitamini+ gl
B-karoten

Sekil 2-6: Hicredeki antioksidan savunma sistemleriAltini sik 2001'den.
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Antioksidan savunmanin 3 temel mekanizmasi var8erbest radikallerin
olusumunu 6nleyerkoruyucu antioksidanlar ve oluian serbest radikallerin etkilerini
gostermelerini engelleyetutucu antioksidanlar birincil savunma hattini oftururlar
(Tablo 2-5). Uclinci mekanizma radikallerin sebedu@l hasari diizelteriamir
mekanizmalarrdir (Sies 1993;1997).

Tablo 2-5: Antioksidan savunma sistemleri

Metal iyonlarini Enzimler Suda ¢ozinen Yagda ¢oziinen

baglayan proteinler

radikal tutuculari

radikal tutuculari

Transferrin Superoksit dismutaz Glutatyon E Vitamini
Eerritin Katalaz C Vitamini B-Karoten
Seruloplazmin Glutatyon peroksidaz Urik asit Bilirubin
Haptoglobin Glutatyon rediktaz Sistein Ubikinol
Albumin Glutatyon-S-transferaraz Flavonoitler

2.2.1.Koruyucu Antioksidan Savunma Sistemleri

ROT'ne kagl ilk savunma hatti elbette onlarin @glmunun &6nlenmesidir.
Koruyucu antioksidan savunma, 0zellikle demir vekibagibi metal iyonlarinin
baglanmasi etkinliklerini kapsar. Transferrin, femitive seruloplazmin gibi metal
baglayici proteinler, radikal okumu reaksiyonlarinin kontrolii agisindan oldukca
onemlidir. Metal iyonlarinin proteinlere #la formda tutulmalari OH olusumunu

onlemenin en guvenli yoludur (Sies 1997; Somogyarke 2007).

2.2.2.Tutucu (Supuract) Antioksidan Savunma Sistemleri
A) Non-enzimatik antioksidan savunma sistemleri

Bu antioksidanlar, serbest radikallerin etkilerisinirlandirmakla gorevlidir.
Temel hedef bir defa odunca aktivitesini ilerleten zararl turlerin tutusidir. Bu bir
inaktivasyon glemidir. Radikal bilgikler icin final inaktivasyon, radikal ve reaktif

olmayan son drlnlerin odumunu icerir. Serbest radikaller yapilari nedenigiecir
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reaksiyon olgturma eilimindedir, 6rngin paylagiimams elektron iceren bir bikgk
baska bir bileikle reaksiyona girerse paglémams elektronunu bu bikgge aktarir
“radikal radikali olyturur” (Sies 1993).

Ikinci hedef, radikalin hassas olan hiicresel kismha az zararl olabilegie
bolgeye transferidir, buslem oksitleyicilerin hidrofobik fazdan sulu fazaamsferi
anlamina gelir ve oksitleyicilerin membrandan silezgecirilmeleri buna 6rnek olarak
verilebilir. Biyolojik olarak en etkili tutucu ardksidanlarin sahip olmasi gereken
Ozelliklerden birincisi, peroksil radikali gibi ztir reaksiyonlari bgatici serbest
radikallerle reaksiyona girerek etkisini sinirlamaalar ve ikincisi, rejenere olmak igin
suda ¢Ozunur bikklerle etkilesebilmeleridir (Sies 1993).

Glutatyon ve askorbik asit hicrenin sulu fazindki go6steren hidrofilik,
E vitamini ve karotenoitler ise lipoproteinler véidie membranlarinda etki gosteren

hidrofobik karakterde radikal tutuculardir.

Glutatyon (GSH): Bir tripeptid olan glutatyonytglutamilsisteinilglisin) bsta
karacger olmak Uzere tim dokularda yiksek dizeyde bulweubircok fonksiyonun
yerine getirilmesini sdar. GSH ana sulfur deposudur ve GSH-konjugasyayesnde
ksenobiyotiklerin zehirsizigiriimesinde gorev alir. Okside formu (GSSG) ilelikte
hiicrenin redoks dengesinin korunmasinglaza Hucredeki en 6nemli antioksidan
molekil olan GSH'un yuksek indirgeyici 0zgiinden merkezdeki nikleofilik sistein
kalintisi sorumludur ve #D,, singlet oksijen, hidroksil radikali ve stperoksadikali
gibi ROT'ni indirgeyerek hucreleri oksidan hasararsk korur. GSH, glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon-S-transferaz (G§iBi antioksidan enzimlerin
kofaktoru olarak gorev yapar. Antioksidan savunm@&’'un dnemli bir rolti de, der
bir suda ¢6zunen gucli antioksidan olan askorbillirgejenerasyonunu, askorbat-
glutatyon siklusu ile, sgamasidir (Chaudiére ve Ferrari-lliou 1999; Valke ark.
2006).

E vitamini (a-tokoferol): E vitamini terimi, 4 tokoferol ve 4 tokotrienol ok
Uzere 8 yada c6zinen dgal molekili kapsar. Bunlarin timu izoprenoid takgsren
bilesiklerdir, yapilarinda bulunan fenol halkasindakidroeksil grubu aktif kismi
olusturur ve molekulin antioksidan 6zgllibu gruptan kaynaklanir. Bu molekuller

arasinda antioksidan aktivitesi en yuksek otatokoferoldir. Butin membranlarin
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yapisinda bulunam-tokoferol, lipit peroksidasyonu sirasinda g@lo alkoksil (LO),
lipit peroksil (LOG) ve alkil (L) radikalleri ile reaksiyona girerek lipit perokaislyonu

zincir reaksiyonlarini sonlandiggiicin “zincir kirici antioksidan” olarak bilinir.

LOO + a-tokoferol-OH — LOOH #-tokoferol-O

Olusan a-tokoferol radikali kararh bir yapidadir ve fizymik sartlarda kendi
kendine lipit peroksidasyonunu ¢l@mak icin yeterli dgildir. a-Tokoferol radikalinin
tekrar yenilenmesinde glutatyon, askorbik asit weerkzim Q10 (ubikinol) goérev
almaktadir. (Migge 1998; Wang ve Quinn 1999; Painve Sblendorio 2006; Valko
ve ark. 2006).

C vitamini (askorbik asit): Suda c¢o6zinen c¢ok gucli ve cok 6nemli bir
antioksidan molekuldir.insanlarda sentezlenemgidiicin diyet yoluyla alinmasi
gerekir. C vitamini yapica heksozlara benzemekte weganizmada kolayca
dehidroaskorbik asite oksitlenmektedir. Stiperolkegiikali, hidroksil radikali ve singlet
oksijen ile kolayca reaksiyona girerek etkisgrilgnelerini s&lar. Sulu fazda
bulunmasina kam lipit peroksidasyonunu klatici radikalleri temizleyerek lipitleri ve
membranlari da oksidan hasaraskdtorumaktadir. Membranlarda ve liporoteinlerde
a-tokoferol radikallerinin o-tokoferole indirgenmesini giyarak E vitamininin

rejenerasyonuna yardimci olur (Chaudiére ve Felirau 1999; Valko ve ark. 2006).

Askorbik asit metabolizmasinin, siklusunun veyarbgel transportunun diabet,
kardiovaskiler hastaliklar, kanser, astim ve k&tagbi cesitli hastaliklarla ilgili
oldugu disinulmektedir (Mlgge 1998).

Karotenoitler: Bitkilerde ve mikroorganizmalarda bulunan pigmertie ve
dogada 600’den fazla karotenoit bulunmaktadir. A vitdnmin 6n maddesi olan
B-karotenin bglica etkisi singlet oksijeni baskilamasidir. Ayrgigperoksit, peroksil ve
alkoksil radikalleri ile etkilgerek antioksidan etki gosterir (Valko ve ark. 2006)
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B) Enzimatik antioksidan savunma sistemleri

Katalaz (CAT): Baslica peroksizomlarda, daha az olarak sitozol verozidmal
fraksiyonda bulunan tetramerik bir hemoproteindiatalaz, yiksek konsantrasyonda
olusan HO'i oksijen ve suya parcalayan reaksiyonu katalizlerbéiglece hidroksil
radikali olisumunu engeller (Chaudiére ve Ferrari-lliou 1999té&8ave ark. 1999; Wu
ve Cederbaum 2003).

CAT
2HO0;, —» 2D+ O

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px): Sitozolde bulunan GSH-Px, .8, ve y&
asidi hidroperoksitlerini (LOOH) metabolize ederdesgum iceren bir enzimdir. Bu
reaksiyonlar sirasinda glutatyon (GSH) hidrojenicigir olarak gérev yapmakta, B,
ve LOOH'’ler indirgenirken, GSH oksitlenggekline (GSSG) dodnimektedir (Southorn
ve Powis 1988; Brigelius-Flohe 1999; Matés ve 4809).

GSH-Px
HO,+ 2GSH — GSSG + 268

GSH-Px
LOOH + 2GSH——» LOH + GSSGi30

Glutatyon rediktaz (GSH-R): GSH-Px'in katalizledii, hidroperoksitlerin
indirgenmesi reaksiyonu sonucu gdn okside glutatyonun (GSSG) tekrar indirgepymi

formuna (GSH) dondiimuni katalizler (Southorn ve Powis 1988).

GSH-R
GSSG + NADPH+H —— 2GSH + NADP

Glutatyon-S-transferaz (GST): Yabanci maddelerin biyotransformasyonunda
onemli rolleri olan GST’lar indirgenmuiglutatyonun endojen ve eksojen kaynakkittie
bilesiklerle konjugasyonunu katalizleyerek, suda ¢cozimergenellikle daha az reaktif

metabolitlerseklinde organizmadan uzaktailmalarini kolaylatirir.

GST
RX+GSH—» GS-R +HX
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Bazi GST izoenzimleri lipit hidroperoksitlerine karselenyumdan @gamsiz
GSH-Px aktivitesi gosterir (Valko ve ark. 2006).

GST
LOOH + 2GSH——>» GSSG + LOH xH

Superoksit dismutaz (SOD):En etkili enzimatik antioksidanlardan biri olan
sUperoksit dismutaz, reaktivitesi yiuksek olan sdkst radikalinin (Q*), daha az
reaktif H,O,'e dismutasyonunu katalizleyen enzimdir (Chaudigrd-errari-lliou 1999;
Matés ve ark. 1999; Valko ve ark. 2006).

SOD
20," + 2Ht ——> H0;+ O,

Insanlarda 3 izoenzimi vardir, sitoplazmada buluGarizn-SOD, mitokondri
matriksinde bulunan Mn-SOD ve hicreidivilarda bulunan EC-SOD (Migge 1998;
Mates ve ark. 1999).

Sekil 2-7 hiucrede reaktif oksijen tirlerinin glum yollarini ve bunlari ortadan

kaldiran antioksidan enzimleri 6zetlemektedir.
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( PEROKSIZOM |

GSSH
P450 oksidaz IS8

SITOZOL

mutokonaryal elekmron (1 H D
transport zincii = Mn-S0D GPX 2
[02 » O AMu50D Hzﬂz B 02 ]

Sekil 2-7: Molekiler oksijenden reaktif oksijen tidrlerinin olusumu ve bunlara karsi
savunma mekanizmalari-Mates ve ark. 1999'dan.

2.2.3. Tamir Mekanizmalari

Dogal antioksidan savunmaningdr bir sekli de, koruyucu ve radikal tutucu
antioksidan yontemler tamamen etkili olm@adda, olgan hasarli biyomolekilleri
birikmeden ve hiicre metabolizmasinda ve canhtla degisiklige sebep olmadan
uzaklgtiran tamir mekanizmalari’dir. Hasarli bazlar veya tek veya cift zincir
kiriklarinin  olgtugu DNA hasarina, fosfolipit oksidasyon drunlerininugbugu
membran hasarina ve protein veadi molekillerdeki hasara etki eden, eski haline
getirme veya yerini doldurma fonksiyonlari olan DN&miri, proteolitik ve lipolitik
enzimleri iceren multiple enzim sistemleri tamir kasizmalarinda gorevlidir (Palmieri
ve Shlendorio 2006; Sies 1997).

2.3. Oksidatif Stres
Oksidatif/nitrozatif stres, ROT/RNT ojumunun artmasi, antioksidan

savunmanin azalmasi veya her ikisinin de gorulmesieniyle, hicresel antioksidan
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savunmanin ROT ve RNT’nin aglumunu tam olarak inaktive etmekte yetersiz kaldi
durum olarak tanimlanir ve biyolojik molekillerdadara sebep olur. Hasarin yerine
bagli olarak, c¢sitli organ ve sistemler etkilenmektedir. Oksidaifesin ateroskleroz,
iskemi-reperfiizyon hasari, nérodejeneratif hadtalikanser ve karager hasari gibi
bircok hastaliin olusumunda etkili oldgu gosterilmgtir (Tablo 2-6) (Kehrer ve Smith
1994, Dalle-Donne ve ark. 2006; Palmieri ve Sbleied@006; Valko ve ark. 2007,
Uysal 2010).

Tablo 2-6: Serbest radikaller ile iligkili bazi patalojik durumlar-Uysal 2010'dan

* Yaslanma e Aterosklereoz

* Kanser + Iskemi reperfiizyon hasari

* Romatoid artrit * Otoimmun hastaliklar

« Akciger hastaliklan « Kas hastaliklari

« Karacier bozukluklari * Kan hastaliklar

« Radyasyon hasari + Inflamasyon

* Diabetes mellitus e Merkezi sinir sistemi hastaliklar
* Bobrek bozukluklari e GOz bozukluklar

» Deri bozukluklari » Gastrointestinal bozukluklar

Oksidatif stresin Olgtlmesi

ROT/RNT cok reaktif ve yari dmurlerinin ¢ok kisarzsi nedeniyle dokularda
veya vicut sivilarinda direkt tayin edilmeleri zord Bu nedenle ROT/RNT’nin
Olcilmesinde, ROT/RNT ile biyomolekuller arasindakaksiyonlardan aga cikan
oksidasyon urunlerinden yaralanilir. Bu oksidasywanleri stabildir, tayin edilebilir
konsantrasyonlarda birikebilirler, spesifik oksigas yollarini yansitirlar ve hastgin
siddeti ile baglantiidirlar, bu nedenle hastaliklarirshesinde kullanilirlar §ekil 2-8)
(Dalle-Donne ve ark. 2006; Ogino ve Wang 2007).
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Oksidatif stresin Olgulmesinde kullanilan gdi bir kriter de, antioksidan
savunma sisteminin yetersihin aragtiriimasidir. Bu amagla sagida belirtilen

parametreler tayin icin kullanilir (Aruoma 1998):

* Antioksidan enzim duzeylerinin belirlenmesi: Sipeib dismutaz, katalaz,

glutatyon peroksidaz vb.

« Dustuk molekul &irhkh antioksidanlarin belirlenmesi: E vitaminG vitamini,

B-karoten, Urik asit, glutatyon, flavanoithelp.

ROT/RNT
Lipit Protein DNA Seker
4 4 ! 4
MDA, 4-HNE Protein karbonil 8-OHdG ,
. T . . AGE’ler
izoprostanlar Nitrotirozin 8-nitroguanin
! 4 1 !
Biyolojik érneklerde belirteclerin dlgctimi
g ! 4 !
Oksidatif hasarin Hastalik Hastalgin Tedaviye cevabin
derecesinin belirlenmegi gelisimini izleme || erken tghisi izlenmesi

Sekil 2-8: Oksidatif/nitrozatif stresle ilgili belir tegler-Ogino ve Wang 2007'den.
8-OHdG: 8-hidroksi-2’-dezoksiguanozin; AGE’ler:rilemis glikasyon son urlnleri

Oksidatif stres ile ilgili 6lgtlen belirtecler anasla paraoksonaz (PON), aril

esteraz (ARE) ve miyeloperoksidaz (MPO) enzimlerbdlunmaktadir.

Paraoksonaz (PON) ve Aril esteraz (ARE)PON ve ARE ayni gen tarafindan
kodlanan ve aktif merkezleri benzer olan esteratgndaki enzimlerdendir. PON,
paraoksonaz, arilesteraz ve diazoksonaz gibi Ugvitghkte sahiptir. Karagerde
sentezlenen HDL'ye @amli antioksidan bir enzim olan PON, LDL ve HDLipit
peroksidasyonundan koruglu ve HDL'nin bglica anti-aterojenik bilkgeni oldysu
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distuntlmektedir. PON'In lipit peroksitlerin yani sindrojen peroksit Uzerine de etkili
oldugu ve peroksidaz benzeri aktiviteye de sahip gldsaniimaktadir (Durrington ve
ark. 2001; Gilcu ve Girsu 2003).

Miyeloperoksidaz (MPO): MPO hemoperoksidaz ailesinin bir Gyesidir. Reaktif
oksijen tuarleri ve radikallerin okwmunu sglamaktadir. D@al immin sistemde
fizyolojik bir role sahipti. MPO polimorfonukleerndétrofillerden salinan  bir
hemoprotein olup glcli proinflamatuvar ve oksidétzelligi vardir. Vaskiler aterom
plaginda lipoproteinleri okside ederek aterojenezde atabilir. Notrofiller, hicre
zarlarinda bulunan NADPH-oksidaz enzimi argeyfla molekiler oksijeni redikte
ederek superoksit radikali ghurabilirler. Aktive olmy nétrofiller ayni zamanda MPO
salgilayarak, hidrojen peroksit ve klortr iyonlatam hipoklorik asit (HOCI) okmasini
kataliz ederler §ekil 2-2). HOCI, guclu bir oksidandir ve sulfidgkubu ya da nitrojen
iceren bilgikler ve DNA gibi birgok maddeyle kolayca reaksiyogirebilir. MPO, hem
olusturdusu serbest radikaller aragiyla antimikrobiyal etki gosterir, hem de dokuda

oksidatif hasara yol acar (Roman ve ark. 2008).

2.4.Karacigerin Anatomik ve Histolojik Yapisi

Karaciger vucut &irliginin yaklgik % 2’sini oluturan, organizmadaki en blyuk
bezdir. Abdomende, 8atarafta diyaframin altinda yeshaistir. Orta hepatik ven ile
fonksiyonel olarak gave sol loblara ayrilan karar, sg, orta ve sol hepatik ven ile
toplamda 8 segmenti iceren daha alt birimlere biliKaracger ince bir bg dokusu
kapsull (Glisson kapsull) ile értaladar.

Karacgerin kan akimi iki ana damar ile @anir. Hepatik arter, total kan
akiminin % 25’ini splar ve karagiere oksijenden zengin kanista Hepatik arter ile
kan akiminin otoregulasyonu kargai kan akiminin sabit kalmasinigka. Portal ven,
genellikle gastrointestinal ve dalak kaynakli kasgir. Portal ven aracg ile ince
barsaklardan emilen maddelerin ggo karacgere tainir, karacger kan akiminin

% 75’ini salar.

Kdselerinde portal alanlarin, merkezinde terminal hi&paenilin (santral ven)
bulundigu poligonal Unitelere karagger lobuli denilmektedir Sekil 2-9). Bir portal

alanda portal ven ve hepatik arter dallari ileriofgliler safra kanali bulunur. Karger



25

parenkimini olgturan hepatositler, biri gerinin tzerinde olacakekilde sinsal olarak
santral vene dgu uzanirlar. Bu hicre dizileri arasindaki sluklarda bulunan
kapillerlere karager sintzoidleri denir. Hepatositler, bol oksijekfindan yararlanma
derecelerine gore gruplanirlar. Terminal vaskilalada yakin hepatositler (zon 1),
oksijen ve sindirim Urtnlerinden zengin kanla besler ve bu hepatositler ¢abuk
rejenere olur ve karagger hucre hasarina daha direnglidirler. Zon 2 veeld'd
hepatositler ise vaskuiler yapilara daha uzak o&tultin, daha az oksijen ve sindirim
aranlerini iceren kanla beslenirler ve bu nedenlébblgelerde karager rejenerasyonu
uzun surer (Balistreri ve Rej 1994; Tuncer ve E2002; Burroughs ve Westaby 2005).

nfert Karaciger lobiilii
nrerior vena cava Oria hEpEtikVEﬁ

Sag hepatik ven ’
== Sol hepatik ven

Lobiiliin ayrintih

goriintisi
Portal ven
Hepatik arter H tik
epati
Safra kanali p
- arter dali
Hepatositler =4 i
SinUzoidler
(a)
Safra kanal

Hepatik
portal ven dali

(b)

Sekil 2-9: Karacigerin anatomik (a) ve histolojik yapisi (b).

http://www.svhrad.com/DigLib/Gastroinestinal/LivBdgmental%20Anatomy/Liver%20Segments.htm
www.medscape.com/.../98/449855/449855 fig.html
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2.4.1.Karacigerin Gorevleri
Karaciger aagida belirtildigi gibi bir cok metabolizma yolunda fonksiyonu

gosteren 6nemli bir organdir (Burroughs ve Wes2235).

Protein metabolizmasi

Sentez: Karaciger, vy-globulinler haric dolgmdaki buatin proteinlerin
sentezlendji baslica yerdir. Transferrin ve seruloplazmin gibgitaci proteinler, akut

faz ve dger proteinler ve ayrica bitin koagulasyon faktoRaracgerde sentezlenir.

Yikim: Amino asitlerin transaminasyon ve oksidatif dezamsyon ile
yikilmalari sonucu aga cikan amonyak, Ureye daiirilerek bobreklerden atilir. Bu

azotlu atiklarin bgica atilma yoludur.
Karbohidrat metabolizmasi

Glukoz homeostazi ve kaeker dizeyinin korunmasi kargerin ana gorevidir.
Glikojenoliz ve glukoneojenez ile kagekeri dizeyini ayarlar ve besinlerle alinan

galaktoz, mannoz ve fruktoz gigekerleri glukoza dongitrar.
Yag metabolizmasi

Karacger lipoprotein metabolizmasinda 6nemli rol oyn&yrica endojen
trigliserit sentezi, kolestrol sentezi ve gyasitlerinin de novo sentezi kargerde

gerceklair.
Safra olusturma

Safra icerisinde su, elektrolitler, safra asitl&adlesterol, fosfolipitler ve konjuge
bilirubin bulunmaktadir. Hepatositlerin kandaki rdateri alip dongttrerek safra
kanalikulleri icine salgilamalari kargerin ekzokrin fonksiyonudur.

Hormon ve ilag inaktivasyonu

Insulin, glukagon, ostrojen, buyime hormonu, gluktkoidler ve parathormon

karacgerde katabolize edilir.

flaglar ve toksinler, Faz | ve Faz |l reaksiyonlda suda ¢ozinir bifklere

donistartlerek idrar ve safra ile atilir.
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Immunolojik fonksiyonu

Karacger, gastrointestinal sistemden, portal yollgitan bakteri ve ger
antijenler icin bir stizgec gibi davranir. Bu amigr endotele kg makrofajlar olan

Kupffer hiicreleri ile fagosite edilerek uzagtaulirlar.

2.4.2. Karaciger Fonksiyonlarinin Degerlendiriimesi

Karacger fonksiyon testleri (Tablo 2-7) olarak da ifaddilen laboratuvar
testleri, karagier fonksiyon bozuklgu bulunan hastada tani koyma, hagtalsiddetini
tahmin etme, prognozu saptama ve tedaviyi yonlemekr icin gereklidir. Buttin bu
sorunlari ¢ozebilecek bir test yoktur. Bu testlehiepsi ayri ayri metabolik yollari

yansitmaktadir.

Tablo 2-7: Karaciger fonksiyon testleri-Balistreri ve Rej 1994’ten

Karacigerde sentezlenen maddelere dayanan testler

Albumin, kolinesteraz, koaguilasyon faktorleri

Karacigerde metabolize edilen maddelere dayanan testler

Ilaclar, ksenobiyotikler, bilirubin, kolesterol, dtiseritler

Hasarli dokudan saliverilen maddelere dayanan testt

Hasarl hepatositlerden salinan endojersitiler; AST ve ALT

Kanalikillar membran, safra kanali epiteli ve merkezperiportal venlerin epitelinden salir
veya sentezi artan endojen bikder; ALP, y-GGT, 5’-nukleotidaz

Plazmadan karacger vasitasiyla temizlenen maddelere dayanan testler

Endojen metabolitler; safra asitleri, bilirubin, anyak

Eksojen bilgikler; aminopirin, lidokain, kafein

Karacgerin sentez ve salgilama fonksiyonunun ve ayricadigerdeki hasarin
gostergesi olarak en vyaygin kullanilan testler hadk& aagida kisaca bilgi
verilmektedir (Balistreri ve Rej 1994; Burroughs\Weestaby 2005).
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Serum albumin: Karacgerin sentez fonksiyonunun belirtecidir ve kronik
karacger hastaliklarinin siddetini gostermesi bakimindan 6nemlidir. Kageci
hastaliklarinda dimls serum albumin deerleri hastafiin kotiye gittginin
gostergesidir. Akut karager hastaliklarinda BEngi¢c albumin dgerleri normal
olabilir.

Bilirubin:  Normalde bilirubin serumda daima ankonjuge (indirekalde
bulunur. Karagier hastaliklarinda artgiserum bilirubin dizeyi genellikle karger
biyokimyasindaki dier desisikliklerle birliktedir. Bilirubinin konjuge (direkt veya
ankonjuge olup olmaginin argtiriimasi sadece bilirubin metabolizmasinin kalitsa

bozukluklarinda veya hemolizi ayirmak icin gereklid

Aminotransferazlar (Transaminazlar): Bu enzimler hepatositlerde bulunurlar

ve karagger hiicre hasarinda kana sizarlar. Olgiilen 2 enanehy

» Aspartat aminotransferaz (AST), oOncelikle mitokayalr enzimdir (% 80
mitokondri, % 20 sitoplazma) ve AST kargeiden bgka kalp, kas, bdbrek ve
beyinde de bulunur. Yuksek dizeyleri hepatik nelsromiyokard infarktiist ve
kas yaralanmalari g olmak tzere birgok hastalikta gorulur.

e Alanin aminotransferaz (ALT), sitozolik bir enzimmdve sadece karggr
hastaliklarinda agigostermesi nedeniyle, karger icin daha spesifiktir.

Alkalen fosfataz (ALP): Karacigerin kanalikilar ve sintzoidal
membranlarinda, ayrica kemik, barsak ve plasehiadgier pek¢cok dokuda da bulunur.
Serum ALP dgeri, intrahepatik veya ekstrahepatik de olabilerhlirgi bir nedenle
kolestaziste artar. Kolestatik sarilikta ALP dizegirmal dgerinin 4-6 katina kadar
yukselebilir. Karagier hastaliklarina kg en yiuksek serum duzeyi (>1000 IU/L)

hepatik metastazlar ve primer biliyer siroz ildikte goralir.

2.5.Karbon Tetraklortr (CCI 4)

Karacger hicre hasari, hemsdortamdan, hem de hiicre icinden cokittie
kimyasal etkenlerle okabilir. Hepatotoksik kimyasallar genellikle, kargeide
metabolik aktivasyon gerektirenler ve gerektirmdgenlarak iki gruba ayrilirlar. CGJl

ilk grup hepatotoksinlerdendir, karma fonksiyonlksigenazlar ile metabolize olarak
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daha alt molekullere ayrilir ve bu molekdller dgkaaenzim sistemleri igin substrattir
(Weber ve ark. 2003).

Reaktif bileiklerin veya metabolitlerinin toksisitesi, DNA, gdeon, lipit ve
karbohidrat gibi 6nemli hedef molekdllerle kovaletarak bglanmalari (primer) veya
sekonder igki yoluyla (lipit peroksidasyonu, ROT alumu, GSH/GSSG oraninda
degisiklik) hedef molekillerde desiklik olusturmalari sonucunda ortaya cikar (Weber
ve ark. 2003).

CCly, hepatik steatozis (gh dejenerasyon), fibrozis, hepatoseluler 6lim ve
karsinojenez gibi hepatotoksik etkilerin glun mekanizmasini aydinlatmak icin model
substrat olarak kullanilir. CEtoksisitesi biyokimyasal ve hicre organelleri diizde
kendini gosterir. Endoplazmik retikulum, plazma nioeami, mitokondri ve Golgi aygiti,
CCl, uygulamasi sonucu etkilenen, hepatositlere aietdricresel yapilardir. CQlin
dozu, uygulama zamani, tetikleyici etkenlerin vAarlveya etkiled¢ organizmanin
yasina ba&li olarak hulcrelerde rejenerasyon @lu ve karagier hasari tamamen
iyilesebilir (Slater 1984; Weber ve ark. 2003).

CCl, toksisitesinin mekanizmasi

CCl; metabolizma reaksiyonlariSekil 2-10'da gdsterilmektedir. Cgl
metabolizmasi, endoplazmik retikulumda karma foysiu sitokrom P450 (CYP)
oksijenaz sistemi ile triklorometil (C€) radikali olismasi ile balar. CCl'Un
biyotransformasyonunu gerceklieen temel sitokrom izoenzimi CYP2EL'dir, fakat
CYP2B1, CYP2B2 ve CYP3A da bu mekanizmada etkibdir (Slater 1984;
Recknagel ve ark. 1989; Weber ve ark. 2003; Mamibw® ark. 2007).

CCl3" radikali, nikleik asit, protein ve lipit gibi 6ndinhicresel molekiillerle
reaksiyona girebilir veya en coklu doymanyag asitlerinden olmak tzere, hidrojen
ctkarma yolu ile klorofornyekline dongir. DNA ile balanmasi CCJin neden oldgu
karsinojenezin hbgangic noktasi olabilir. Doymami yag asitlerine bglanmasi
sonucunda ise anormal dallagmgeg asidi zincirleri olgur (Slater 1984; Recknagel ve
ark. 1989; Weber ve ark. 2003).
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Toksik turlerin uzaklgtiriimasi (a)
Antioksidanlar,

Kovalent bganmalar (b)
Aktivasyon /

CCly;— CGI —> CHGlolusmasi, tiyoller ve PUFA ile reaksiyonlar (c)

lW)

: CGl Ce@O » Lipit peroksidasyonu
l l H-cikariimasi
CO COCl(e)
0) l
Co

Sekil 2-10: CClyin metabolizmasi-Slater 1984'den.

CClyun CCL’ radikaline aktivasyonunu g reaksiyonlar takip eder. (a) C£I cssitli radikal
stpuriciler ile uzakdarnhr, (b) csitli hiicresel molekuillere kovalent glanma reaksiyonlari, (c)
hidrojen-cikarma reaksiyonlari, (d) oksijen ileglzammasi sonucu daha reaktif tir olan 8" radikali
olugsmasi ve PUFA ile etkilgrek lipit peroksidasyonunu gatmasi, (e) CGDO’nin CO,'ye yikilmasi
reaksiyonlari, (f) CGl karben ara trtini izerinden COgblumasi.

Oksijen varlginda CC}{ radikali, triklorometilperoksi radikaline (C@DO’)
donisidr. Bu radikal, CG radikalinden daha reaktiftir ve yari émrii dahaakls.
CClLOO, ozellikle fosfolipitlerin yapisindaki coklu doymms yag asitleri ile
etkileserek, lipit peroksidasyonu zincir reaksiyonlariraslatir. Lipit peroksidasyonu
sonucu a@a cikan drunlerden olan reaktif aldehitler toksikilelirler ve enzim
inhibisyonu, DNA hasari ve lipoprotein salgilannmasiengellenmesine neden olarak
karacger hasarinin ilerlemesine katkida bulunurlar. Réa&idehitlerin CCY ve
CCI;00 radikallerine gore reaktiviteleri daha az gidugin hasari olgtuklarl yerden
daha uzga, diger hicrelere hatta klea organlara tayabilirler (Slater 1984; Recknagel
ve ark. 1989; Weber ve ark. 2003; Manibusan ve 20R7).

Mitokondri,  endoplazmik  retikulum ve plazma  membeaamin
permeabilitesinin bozulmasi ile, hiicresel kalsiydemgesi kaybolur. Hiicre ic¢i yuksek
Ca'? duizeyleri, hiicre iskeleti yapilarinin yikilmaswe proteazlar, endonukleazlar ve

fosfolipazlar gibi c¢eitli katabolik enzimlerin aktive olmasina neden rol8u olaylar
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apoptozis veya nekrozis yoluyla hicre olumu ile ugdanir (Weber ve ark. 2003;
Manibusan ve ark. 2007).

CCl, zehirlenmesi ayrica hicresel molekillerde hipola&iona yol acar.
Hipometilasyonun RNA’da olmasi durumunda protein nteei inhibisyonu,
fosfolipitlerde olmasi durumunda lipoprotein saginasinin inhibisyonu meydana
gelir (Weber ve ark. 2003).

Disik dozlarda CGl uygulanmasi ile, C& dengesinin kaybi, lipit
homeostazinin bozulmasi, zararl veya faydali gkginlerin salinmasi ve regenerasyon
ile devam eden apoptotik olaylar gibi gecici etkigzlenir. Yiksek doz veya uzun
sureli CClk uygulamalarinda, steatozis @yadejenerasyon), fibrozis, siroz ve hatta
kanser gibi daha ciddi ve kalici etkiler ortayaagikVeber ve ark. 2003).

CClyUn karacger hasari olgturma mekanizmalari ve bu mekanizmalari 6nleyen

etkenlerSekil 2-11'de 6zetlenngtir.
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ccl
l Sit PARE(, 2B1, 2B2)
Cl—  CGDO

— l

Haloalkilasyon Lipit peroksidasyonu

Nukleik asit  Protein  Lipit

/ \ \ \ Antioksidaniar |\

Mutasyon Dier Hipometilasyon Membran Reaktif
dgisiklikler dafiksiyonu aldehitler
SAM
v
Kanser TNFer Protein sentezi Balengesinin+» Enzim aktivasyonu
NO azalmasi kaybi demukleaz
fosfolipaz, proteaz)
ca'’?
M == blokerler
eatozis
Interlékin-6,- 10 Enzim
inhibitorler
v

Hepatik hasar
(Htcre olumu, fibrozis)

Sekil 2-11: CCl, ile olusan karaciger hasarinin mekanizmasi-Weber ve ark. 2003'den.

Alti cizili bélumler hepatotoksisitenin whagl son noktalardir. Bloklanmioklar, kutudaki etken(ler)in
yardimi ile toksikasyon yollarinin kesintisini gést.

SAM: S-adenozil metiyonin; TNETUm6r nekrozis faktéa; NO: Nitrik oksit
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2.6.Silimarin ve Genel Ozellikleri

Silybum marianum(L.) Gaertn. (devedikeni) (sy@arduus marianusL.)
(Meryem Ana dikeni), Asteraceae (Compositae) faasiga ait Akdeniz Bdlgesi
kokenli, 1 veya 2 yillik otsu bir bitkidir (Davi9¥5).

S. marianumkaracger hastaliklarinin tedavisinde en eski ve en kapsam
arastinilmis olan bir bitkidir. S. marianumtohumlari hepatit, siroz ve sarilik gibi
karacger ve safra kesesi hastaliklarinda ve yilan soknia®rek isiriklarl, mantar
zehirlenmeleri ve alkol gibi kimyasal ve cevresebkginlerin neden oldiu
zehirlenmelere kar karacgeri korumak igin 2000 yildan beri kullaniimaktadiren ve
Walterova 2005; Gazéak ve ark. 2007).

S. marianunbitkisinin aktif bileseni silimarin'dir. Silimarin, silibin, izosilibin,
silikristin ve silidianin adi verilen, flavonoligmaizomerlerinin kompleks katmindan
olusmaktadir §ekil 2-11) (Luper 1998; Kren ve Walterova 2005).piéh formdulleri
CosH22010 olan bu bilgiklerin yapilari 1960’ yillarda aydinlatiligtir (Wagner ve ark.
1965; 1968, Kaynak: Morazzoni ve Bombardelli 199548).

LOCH;
EJ‘K“ .-'l:l'\-\\_. CHzOH a{’ﬁT;cj‘\'"IIIIQDH
HO._ 0., .-"“WL@’"“\. ~.__OCHs3 HO O SN\
S g T, e
H "OH T/ ]/ OH
OH O

OH O
Silibin

{zosilibin

Sekil 2-12: Silimarin kompleksinde bulunan flavonolignanlar.
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S.marianum tohumlarindan elde edilen standart ekstreler ydklalarak
% 70-80 oraninda silimarin flavonolignanlarini, %-20 oraninda da kimyasal olarak
yapisi belirlenmengj casunlukla polimerik ve okside olngupolifenolik bilesiklerin
karisimini icerir. Silimarin kompleksinde en yiksek atanbulunan ve en aktif olan
izomer silibindir (% 60-70), daha sonra bunu sifin (% 20), silidianin (% 10) ve
izosilibin (% 5) takip eder, ayrica gecasi taksifolin olan birka¢ flavonoid de bu
komplekste bulunur. Silimarin, bitkinin tamamindalnmakla birlikte daha ¢cok meyve
ve tohumlarda ygunlasmistir (Luper 1998; Saller ve ark. 2001; Dhiman ve @lsa
2005; Kren ve Walterova 2005).

Silimarin suda c¢c6zinmeyen bir hiiktir. Oral yoldan alindiinda yava bir
sekilde emilir ve maksimum plazma dizeyine 4-6 saatlgir. Blyluk bir kismi
safrayla, az bir miktari da idrarla atilir. Silinran yarilanma émri 6-8 saattir. Oral
alinan silimarin sadece % 20-50 oraninda emilir he®cdalik ve ark. 1992;

Weyhenmeyer ve ark. 1992; Morazzoni ve ark. 1993).

Insan ve deney hayvanlari ile yapilan gahlarda silimarinin toksik etkilerine
rastlanmanstir. Klinik testlerde az sayida goérilen yan etkilden balicasi gegcici,
ciddi olmayan gastrointestingikayetlerdir. YUksek doz silimarin uygulanmasinin,
safra salgilanmasi ve alai arttirmasi nedeniyle bazen laksatif etkilerigdzlenebilir
(Luper 1998; Saller ve ark. 2001; Barnes ve ark7201onograph 1999).

2.6.1.Silimarinin Farmakolojik Etkileri

Silimarinin hepatoprotektif, antioksidan, anti-métuvar, antifibrotik ve
antitimor  ozelliklerinin  yani sira lipit peroksidasmunun inhibisyonu, protein
sentezinin uyariimasi ve Kkarg@er rejenerasyonunun hizlanmasini iceren birgok
farmakolojik aktivitesinin oldgu gosterilmgtir. Silimarin ve silibinin farmakolojik
aktiviteleri tzerine, 6zellikle hepatoprotektif 8ét bakimindan, ¢cok sayida gaha
yapilmstir, bunlar klinik uygulamalar icin de destekleyibulgular sglamaktadir
(Pradhan ve Girish 2006; Barnes ve ark. 2007).
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In vitro deneyler ve hayvan cagmalari

Antioksidan aktivitesi: Silimarin ve silibin ceitli serbest radikaller ile
reaksiyona girerek onlari daha stabil ve daha aaktife bilesiklere donigtiren
antioksidanlardandir. Ayrica silimarinin lipit pédasyonunu inhibe egii ve
glutatyon duzeyini arttirgq gosterilmgtir (Bindoli ve ark. 1977; Valenzuela ve ark.
1986; Valenzuela ve ark. 1989; Pascual ve ark. 198Rnzuela ve Garrido 1994; Mira
ve ark. 1994). Silimarinin hepatoprotektif etkigsiniantioksidan aktivitesinden

kaynaklandgl distintlmektedir (Muriel ve Mourelle 1990).

Hepatoprotektif 6zellikleri: Yapilan c¢gitli calismalarda silimarin ve silibinin,
CCls, D-galaktozamin, parasetamol, etanol, weamanitin Amanita phalloides
mantarinin ana toksik bieni) gibi caitli toksinlerin neden oldgu karacger
toksisitesine kar hepatoprotektif aktivitesinin olgu gosterilmgtir (Desplaces ve ark.
1975; Barbarino ve ark. 1981; Valenzuela ve arl8519Compos ve ark. 1989; Muriel
ve Mourelle 1990; Muriel ve ark. 1992; Chrungoo aek. 1997; Favari ve Pérez-
Alvarez 1997). Yapilan gder bazi cabmalarda iskemi (Wu ve ark. 1993) ve gama
isinlarinin (Kropacova ve ark. 1998) neden @karacger hasarina kar silimarinin

koruyucu etkisi oldgu da gosterilmtir.

Protein sentezini uyarmasi: Silimarinin hepatik doku rejenerasyonunu
uyarmasini aciklayan birincil mekanizma, hasarlirakgerde protein sentezini
arttirmasidir/n vivo ve in vitro calsmalarin her ikisinde de protein sentezindekisarti
ilaveten ribozom olgumunda ve DNA sentezinde arblcilmistir (Sonnenbichler ve
Zetl 1986, Kaynak: Luper 1998 p.413).

Antikanser aktivitesi: Yapilan ¢algmalar silimarinin, steroid hormona gel
kanser turleri olan servikal ve prostat kanserlegta olmak Gzere, meme, mesane,
hepatoma ve akger kanseri gibi ¢gtli kanser tirlerine kar antikarsinojenik etkileri
oldugunu gosterngtir (Zi ve ark. 1998a; Zi ve ark. 1998b; Varghese ark. 2005;
Gazédk ve ark. 2007). Oral silibin ile beslenen SRBIRC (=SENSsitivity to
CARcinogenesis) farelerinde yapilan gada ile silibinin kansere ker gicli bir

koruyucu etkisinin oldgu ortaya konulmgtur (Zhao ve Agarwal 1999).
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Anti-inflamatuvar etkileri:  Yapilan c¢almalar silimarinin mast htcre
stabilizasyonunu, noétrofil géctnun inhibisyonunwpffer hicrelerinin inhibisyonunu,
|6kotrien ve prostoglandin sentezinin inhibisyonlapsayan ¢gtli anti-inflamatuvar
etkileri oldugunu gostermtir (Fantozzi ve ark. 1986; Dehmlow ve ark. 1996a;
Dehmlow ve ark. 1996b; De La Puerta ve ark. 1996).

Antifibrotik etki: Hepatik yildiz (stella) hicreleri karger fibrojenezinde
onemli patojenik rol oynar. Bazi fibrotik etkile¢kronik alkol tiketimi, CCJ vb.) cevap
olarak yildiz hiicreleri ggalarak, kara@erde kollajen fibril birikmesinden sorumlu olan
miyofibroblastlara dongiirler. Silimarinin yildiz hicrelerinin aktivasyonurazaltarak
fibrozu engelledii bildirilmi stir (Fuchs ve ark. 1997).

Klinik Cali smalar

Silimarin ile yapilan klinik cakmalar, alkolik karager hastalil, siroz ve akut
viral ve kronik hepatitlerde kullanimina §enlagsmistir. Bununla birlikte, bazi
calismalar farkh etiyolojilerdeki, 6érngn alkolik ve non-alkolik siroz gibi karager
bozukluklari hastalarini da icine almaktadir. Agrgilimarinin toksin ve ilaclarin neden
oldugu hepatitlerde, oOrrggn Amanita phalloidesmantarinin  yenmesinin ardindan,
kullanimiyla ilgi ¢calsmalar da vardir (Wellington ve Jarvis 2001; PradkeanGirish
2006; Barnes ve ark. 2007).

Silimarinin tedavi edici 6zelgini arastirmak amaciyla yapilan bircok cghada,
hastalarin karager fonksiyonlarindaki dasiklikler incelenmgtir. Bu calsmalarda
silimarinin karacger fonksiyon testleri (transaminazlar, bilirubin .Vbe etkisinin
oldukca hafif oldgu ve sadece uzun sireli uygulamalarda silimariedavi edici etki
gosterdgi bulunmutur. Ayrica silimarinin alkolik siroz hastalarindzayatta kalma

oranlarinda iyilgtirme gosterdii saptanmgtir (Bruneton 1999).

2.7. Amaranthus ve Genel Ozellikleri

Amaranthugamaranth), Amaranthaceae familyasina ait Ort@tmeey Amerika
kokenli tek veya c¢ok yillik otsu bir bitkidir (Dawi1967).Amaranthusismi, Yunanca
‘solmayan cicek’ anlamina gelen ‘amarantos’ kelimeen tiretilmgtir. 60-70 turd

bulununanAmaranthusyetistiriime sartlarina ve tirlerinin 6zelliklerine Bh olarak,
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besin maddesi, ilag, boya, sus bitkisi ve yem @&ladényanin bir ¢cok boélgesinde
kullaniimaktadir (Teutonico ve Knorr 1985).

Amaranthus

» Farkli iklim bdlgelerinde, tropikal, subtropikal waman iklimlerde geni bir

yayilim gdosterir.

* Ekolojik esneklik gosterir. Farkl kaollara, kuraklga ve toprak yetersigine
kolaylikla adapte olur. Deniz seviyesinden 2500 wokayisina kadar uyum

s&slayabilir.

e Cok hizh buydr, yuksek verimlgi vardir (cok fazla tohum olturur) ve bitki
onemli hastalik formlarina sahip glelir (De Macvean ve Poll 199 ordero-
de-los-Santose ark. 2005).

Amaranthuun yetistiriimesi 5000-7000 yil 6ncesine dayanmaktadir.duiyi
ilk kullananlarin Maya’lar oldgu ve daha sonrinka’lar ve Azteklerce kullanilg
bilinmektedir. Yuzyllarca unutulmu olan bu bitki 1970’li yillarda yeniden
kesfedilmistir. Yakin zamanlarda isAmaranthussadece Meksika ve Orta Amerika'da
degil ayni zamanda Gulney Amerika'nin Andean bolgesin@m®livya, Ekvator,
Kolombiya ve Peru) ve bazi Asya, Avrupa ve Afrikkkdlerinde de yegtiriimeye
baslanmstir (Escudero ve ark. 2004).

Amaranthus yapraklari sebze olarak yenilen ve tohumlari |tablarak
kullanilabilen nadir bitkilerdendir (Teutonico venkrr 1985). Yapraklarinin tadi
Ispanga benzer ve Meksika, Peru, Hindistan ve pekcokkAfiie d@gu Asya ulkesinde
sebze olarak tuketilir. Sicak yaz aylarinda tartidabaka yesil mahsul buylimedi icin
Amaranthusdnemli bir besindir (Shukla ve ark. 2006; Grubl2804). Tohumlari, tahil
gibi pisirilir, un haline getirilir veya misir gibi patldarak kullanilir. Amaranthusunu
Meksika, Amerika ve Hindistanda tek s@a veya dier tahillarin unlari ile
karstirillarak ekmek ve pasta yapiminda kullanikmaranthusunu diguk gluten
(Alvarez-Jubete ve ark. 2009) igari nedeniyle Cdlyak hastalarinin diyetini

zenginlgtirmek amaciyla kullanilabile@eileri surtimisttr (Pasko ve ark. 2007).

Amaranthus besin dgeri yiksek bir bitkidir. Tohumlari, yiuksek oranda

(% 15-18) protein ve 6nemli miktarda lizin ve metiyn amino asitlerini igerir. Protein
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disinda Amaranthusbesinsel lif, kalsiyum ve demir gibi minerallerkoaindan da iyi
bir kaynaktir. Dger tahillarla kiyaslaginda lizin, diyetsel lif ve mineral icedi
bakimindan daha zengindir. Tohumlari ayrica onenittarda skualen, antosiyaninler,
polifenoller, flavonoitler, tokoferoller ve tokoemolleri icerir. Amaranthustohumlari
% 6-10 oraninda ygicerir ve bu ygin yaklgik olarak % 77’sini doymangiyag asitleri,
Ozellikle linoleik asit olgturur. Amaranthus yapraklari karotenoitler bakimindan
zengindir ve diyetsel lif icerir. Ayrica yapraklam A, C ve B vitaminleri, kalsiyum,
demir ve cinko gibi mineraller bakiminda da zengidugu go6sterilmgtir (Grubben
2004; Thomas 2005; Shukla ve ark. 2006; Janick hgpkeéy 2007).

Halk arasinda gerek yiksek besigele nedeniyle yiyecek olarak, gerekse tibbi
amaclarla yaygin bir etnobotanik kullanimi olamaranthus ttrlerinin tedavi

degerlerinin olup olmadii son yillarda yapilan bir ¢cok ¢eitnaya konu olmgtur.

Cssiti  Amaranthus turlerinin -~ (A. hypochondriacys A. caudatus
A. esculentys tohumlarinin hiperkolesterolemi @turulmus hayvanlardaki etkisi
incelendginde trigliserid, total kolestrol, LDL- ve VLDL-kelsterol dizeylerinin
kontrole gore azal@ ve HDL-kolesterol dizeylerinde ise anlamlh birkfaolmadgi
bulunmuytur (Chaturvedi ve ark. 1993; Plate ve Areas 2@ rwinski ve ark. 2004).
Streptozotosin (STZ) ile diabet gturulan sicanlarda artgilipit dizeylerini
A. esculentugohumlarinin azaltg gosterilmgtir (Kim ve ark. 2006a)Amaranthus
tohumlarinin kolesterol dizeylerini azaltici etkisdeniyle koroner kalp hasg@hi

onlemek amaciyla kullanilabilegai ileri surdimistir (Plate ve Areas 2002).

Amaranthus tohumlarinin (Kim ve ark. 2006b) ve vyaprakh goOnoke
(Sangameswaran ve Jayakar 2008) STZ-diabetik sighnl anti-diyabetik etki

gosterdgi bulunmutur.

A. gangeticusile yapilanin vitro ve in vivo calsmada, karager ve meme
kanseri hucre serisinin galmasini ve kanser alwrulmu sicanlarda tamor
belirteclerinin aktivitesini inhibe efii bulunmy ve bitkinin antikanser potansiyelinin

oldugu ileri strdlmigtar (Sani ve ark. 2004).

A. spinosusyaprak ekstresinin farkli yontemlerle anti-inflaiomear aktivitesi
incelendginde, bitkinin anti-inflamatuvar etkisini prostagtiin biyosentezini inhibe
ederek gosterdi ileri surdlmigttr (Olajide ve ark. 2004).
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Amin ve ark. (2006) halk arasinda sebze olarakakun farkli amatranth
turlerinin (A. paniculatus, A. gangeticus, A. bliture A. viridis) antioksidan
aktivitelerini (total antioksidan ve serbest radils@ipiriict aktivite) ve total fenolik
iceriklerini inceledikleri cakmalarinda, dort farkh ttrtn farkh antioksidan igke ve

total fenolik icerge sahip olduklarini bulngtardir.

Yuksek besin deerine sahip oldgu bildirilen farkli Amaranthusttrlerine ait
tohumlarin A. paniculatus, A. caudatus, A. cruenitesA. hypocondriacys in vitro
antioksidan aktiviteleri ¢&li arastiricilar tarafindan incelenmi ve Amaranthus
tohumlarinin d@al antioksidan aktiviteye sahip ghrli bir kaynak oldgu ileri
suralmigtar (Klimeczak ve ark. 2002; Conforti ve ark. 20@8*)gsko ve ark. 2007; Nsimba
ve ark. 2008).

BaziAmaranthuddrlerinin (A. gangeticud.inn. veA. spinosugdimetil hidrazin
(Anilakumar ve ark. 2004), hekzaklorosiklohekzann{akumar ve ark. 2006) ve
karbon tetroklortr (Zeashan ve ark. 2008) gibi liakimyasal maddelerle karagr
hasari olgturulmus deney hayvanlari tizerine antioksidan ve kgexckoruyucu etkiler

gosterdgi bulunmutur.

Ulkemizde dgal olarak yeten yaklaik 13 Amaranthustirii bulunmaktadir:
A. retroflexusL., A. chlorostachy®illd., A. hybridusL., A. viridis L., A. deflexud..,
A. lividus L., A. blitoidesS. Wats.,A. albusL., A. graecizand.., A. cruentusL.,
A. hypochandriocud.., A. emarginatusUline&Bray, A. spinosus.. (Davis 1967;
Guner ve ark. 2000; Ozhatay ve Kiiltiir 2006).

Amaranthus lividud.. (syn=Amaranthus blituni.) (Sekil 2-13) tlkemizde Bati
Karadeniz Bdlgesinde dari mancari olarak bilinenhatk arasinda yiyecek olarak
kullanilan bir bitkidir. Amaranthugtirleri icin Baytop (1994), tilki kuyrgu, hagkuran,
ohrgan ve hemerik gibi farkl yoresel isimlerin kullanilgini ve bitkinin bir yillik
otsu bir bitki oldgunu ve cicekli dallarinin 1spanak gibispilerek sebze olarak
kullanildig bildirmektedir.



Sekil 2-13: Amaranthus lividus L.

http://www.guenther-blaich.de/pflseite.php?par=Aamhus+blitum
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.Kullanilan Kimyasal Maddeler
Calismamizda kullangamiz tim kimyasal maddeler analitik safliktadir.

1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) [Aldrich 13863-0]
5,5'-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB) [Signa8130]
Albumin (BSA) [Fluka 05470]

Aseton [Merck 100014]

Bakir sulfat [Merck 102787]

Brom [Merck 101945]

Dietanolamin [Sigma D8885]

Dipotasyum hidrojen fosfat (KIPQ,) [Merck 105101]
Disodyum hidrojen fosfat (N&IPO,.2H,0) [Riedel de Haén 4272]
Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) [Sigma E5134]
Fenil asetat [Aldrich 108723]

Gliserol [Merck 104093]

Glutatyon (GSH) [Fluka 49750]

Glutatyon (GSSG) [Sigma G4376]

Glutatyon rediktaz (GSH-R) [Sigma G3664]
Heksadesiltrimetilamonyum bromir (HTAB) [Sigma HA]15
Hidrojen peroksit (HO,) [Riedel de Haén 18312]
Hidroklorik asit (HCI) [Merck 100314]

Kafein [Sigma C8960]

Kalsiyum Kklortr [Merck 2380]

Karboksimetilseliloz (CMC) [Fluka 21902]

Laktat dehidrojenaz (LDH) [Sigma L2500]
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L-Alanin [Merck 101007]

L-Aspartat [Merck 100129]

Magnezyum klortr [Merck 105832]

Malat dehidrojenaz (MDH) [Sigma M2634]
Metafosforik asit [Merck 100546]

o-Dianizidin [Sigma D3252]

o-Fosforik asit (HPO,) [Merck 100563]

Paraokson [Sigma D9286]

Piridoksal fosfat [Fluka 82870]

p-Nitrofenil fosfat (pNPP) [Sigma N3254]
Potasyum bikromat [Merck 104862]

Potasyum dihidrojen fosfat (KIRO,) [Merck 104871]
Riboflavin [Merck 7609]

Silimarin [Sigma S0292]

Sodyum azid [Merck 106688)

Sodyum benzoat [Aldrich 109169]

Sodyum hidroksit (NaOH) [Riedel de Haén 06203]
Sodyum karbonat [Merck 106398]

Sodyum klorir (NaCl) [Riedel de Haén 13423]
Sodyum molibdat [Merck 106521]

Sodyum nitrit (NaN@) [Merck 106544]

Sodyum sitrat [Merck 106432]

Sodyum tungstat [Merck 106672]
Sodyum-potasyum tartarat (Na-K tartarat) [Merck A%&
Sulfanilamid [Sigma S9251]

Silfanilik asit [Merck 100685]
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Superoksit dismutaz (SOD) [Sigma S2515]

Tiyobarbiturik asit (TBA) [Merck 108180]

Trikloroasetik asit (TCA) [Merck 100810]
Tris(hidroksimetil)laminometan [Sigma T6066]

a-Ketoglutarat [Fluka 75893]

B-Nikotinamid adenin dintkleotid (indirgengi(NADH) [Fluka 43420]

B-Nikotinamid adenin dintkleotid fosfat(indirgersh(NADPH) [Sigma N1630]

3.2.Kullanilan Arag ve Gerecler
Buz makinasi (Eurofrigor)

Buzdolabi (Arcelik)

Derin dondurucu (- 2T) (Bosch)

Derin dondurucu (- 8€) (NUAIRE NU 6510E)
Distile su cihazi (Labconco)

Etiv (Memmert UM 500)

Hassas terazi (AND HM 200)

Homojenizator (Art-MICCRA D-1)

Manyetik karstirici (Janke & Kunkel KG)
Otomatik pipetler (Eppendorf)

pH metre (Radiometer PHM 92)
Rotaevaporator (Buchi R 210)

Saosutmali santriftj (Heraeus Biofuge Stratos)
Sonikatér (Bandelin UW 2200)
Spektrofotometre (Shimadzu UV 1800)

Su banyosu (10C) (Kermanlar)

Su banyosu (25-3T) (Nuve BS 302)
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UV lamba

Vorteks (Velp scientifica)

3.3.Kullanilan Deney Hayvanlari ve Olusturulan Gruplar
Bu calsma istanbul Universitesi Cerrahgm Tip Fakiltesi Deney Hayvanlari
Etik Kurulu’nun 16.07.2007 tarihli ve 18527 sayani ile yapiimstir.

Calismamizda kullaniimak tizeréstanbul Universitesi Deneysel Tip Atama
Enstitist (DETAE), Deney Hayvanlari Biyolojisi véyBmedikal Uygulama Teknikleri
Anabilim Dali Laboratuvarindan temin edilen, 18®28 sirligindaki, 2,5-3 aylik,
43 adet Wistar albino tirii erkek sican kullanii8iganlaraistanbul Universitesi
Eczacilik Fakuiltesi Farmakoloji Anabilim Dali laluvarlarinda, deney oncesi
laboratuvar keullarina algtirlilmak amaciyla, 1 haftalik sure ile 22, 12 saat

aydinhk/12 saat karanlk periyodu uygulandi.

Hayvanlar deney siresince, normal pellet tipi sygmi ve taze musluk suyu ile
beslenerek kontrolll laboratuvgartlarinda, kafeslerinde muhafaza edildiler.

Sicanlar 7 gruba ayrildi:
1. Kontrol Grubu (n=5)

2. Kontrol+A. lividus(500 mg/kg) Grubu (n=5)

3. Kontrol+Silimarin Grubu (n=5)
4. CCly Grubu (n=7)
5. CClg+A. lividus(250 mg/kg) Grubu (n=7)
6. CCl+A. lividus(500 mg/kg) Grubu (n=7)
7. CClg+Silimarin Grubu (n=5)

3.4.Deney Protokoliinin Uygulanmasi

3.4.1.Bitki Materyali
Calismamizda kullanilaimaranthus lividud.. bitkisi 2008 yilinin Temmuz ve

Agustos aylarinda Bartin ilinden temin ediliitanbul Universitesi Eczacilik Fakultesi
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emekli @Gretim Uyesi Prof.Dr. Asuman Baytop tarafindaghtsl yapilanA. lividus L.
numunesiistanbul Universitesi Eczacilik Fakiltesi Herbaryuiti8TE)'nda 83401

numara ile kayithdir.

A. lividusbitkisinin toprak tstt kisimlari (yaprakli ve dktiedallar) yikandiktan

sonra golgede kurutuldu.

3.4.2.Amaranthuslividus Sulu Ekstresinin Hazirlanmasi

Golgede kurutulmgive ufak parcalara ayrilmolan 100 gA. lividus1 L distile
su ile 30 dakika kaynatildi ve @aduktan sonra tulbentten stzildu. Sdzuntindn
rotaevaporatérde 40-80’lerde vakum altinda suyunun ucurulmasi ile koyahwe
renkli 26 g bitki ekstresi elde edildi. Bitki ekssi kullanilacgl zamana kadar derin

dondurucuda -AT’de saklandi.

3.4.3.Karaciger Hasari Olusturulmasi
Calsmamizda kara@er hasari olgturulmak tzere kullanilan C&1% 50 (v/v)

olacaksekilde zeytinyd ile karstirilarak hazirlandi.

Karacgeri koruyucu etkisi oldgu bilinen silimarin ¢akmamizda standart
olarak kullanildi. Silimarinin suda ¢o6zuntgliidisuk oldusu igin, silimarin ¢ozeltisi ve

bitki ekstresi % 1'lik karboksimetilseliloz (CMQgic6zllerek her giin taze hazirlandi.
Tam uygulamalar sicanlar hafif eter anestezisndéyken yapildi.
Gruplar bazal diyete ek olarak verilen maddelegsagiaaki sekilde olyturuldu:

1. Kontrol Grubu: 9 giin boyunca her giin CMC (4 ml/kg p.o.) ve 10 gu
zeytinyasi (1,5 mL/kg i.p.)

2. Kontrol+ A. lividus Grubu: 9 gin boyunca her guA. lividus ekstresi
(500 mg/kg p.o.) ve 10. gun zeytirgyd1,5 mL/kg i.p.)

3. Kontrol+Silimarin Grubu: 9 giin boyunca her gun silimarin (50 mg/kg
p.o.) ve 10. gun zeytinga (1,5 mL/kg i.p.)

4. CCl4 Grubu: 9 gin boyunca her gin CMC (4 ml/kg p.o.) ve 10. gin
CCly (1,5 mL/kg i.p.)

5. CCl4+ A. lividus Grubu: 9 gtin boyunca her gifa lividus ekstresi (250
mg/kg p.o.) ve 10. gin C£(1,5 mL/kg i.p.)
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6. CCls+ A. lividus Grubu: 9 gtin boyunca her gt lividus ekstresi (500
mg/kg p.o.) ve 10. gin C£(1,5 mL/kg i.p.)

7. CClgtSilimarin Grubu: 9 gin boyunca her gun silimarin (50 mg/kg
p.o.) 10. gin CGI(1,5 mL/kg i.p.)

3.4.4.Kan ve Doku Orneklerinin Alinmasi

Son CCJ uygulamasindan 24 saat sonra (11. gun), butinaydgki sicanlarin
kanlari hafif eter anestezisi altinda enjektors& ventrikule girilerek alindi ve daha
sonra karager dokulari ¢ikarildi.

Alinan kanlar 3.000 rpm’de 5 dakika santrifije ddilye serumlari ayrildi.
Serumlar ayri ayri eppendorf tiiplere bolinereKcCafle saklandi. Karager dokulari
iki kez % 0,9'luk NaCl ile yikandiktan sonra, % 0,& NaCl icinde, -86C’de saklandi.

Serumda vyapilan incelemeler: Serumda alanin aminotransferaz, aspartat
aminotransferaz, alkalen fosfataz, paraoksonaz nlest&raz enzim aktiviteleri ile

bilirubin miktar tayin edildi.

Karaciger analizleri: Karacger dokusundan hazirlanan % 10'luk (w/v)
homojenatta malondialdehit ve glutatyon tayinleapydi. Bu homojenattan elde edilen
postmitokondriyal fraksiyonda; katalaz, glutatyoitr@nsferaz, glutatyon peroksidaz,
glutatyon rediktaz ve siperoksit dismutaz aktigiieile protein miktari tayin edildi.
Miyeloperoksidaz aktivitesi kargger dokusundan farkli bir yontemle hazirlanan

% 10’luk (w/v) homojenatta tayin edildi.

Serum ve karager dokusunda yapilan bitin biyokimyasal anali&anbul
Universitesi Eczacilik Fakiltesi Biokimya Anabilidali laboratuvarlarinda Nisan
2009-Mart 2010 tarihleri arasinda yapildi.

3.4.5.Karaciger Doku Homojenatinin Hazirlanmasi
Kullanilan Cozeltiler

* Fosfat tamponu (5 mM, pH 7,4):a) 0,68 g KHPO, ve b) 0,87 g KHPO,
tartilip ayri ayri distile su ile ¢ozulerek, aygral L'ye tamamlandiktan sonra
a/b orani 1/4 olacajekilde karstirilarak hazirlandi ve pH 7,4’e ayarlandi.
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* Homojenizasyon tamponu[NaCl (0,15 M) iceren fosfat tamponi: 8,7 g

NaCl fosfat tamponu ile ¢ozilerek 1 L'ye tamamlandi

Homojenat hazirlanirken karger dokusu sitizge¢ gali ile kurutuldu ve makas
yardimiyla kicuk parcalara ayrilarak 1 g tartil@artilan dokunun tzerine 10 mL
homojenizasyon tamponu ilave edildi ve homojenizaté 14.500 devir/dakika'da

20 saniye homojenize edilerek % 10’luk (w/v) kagacidokusu homojenati hazirlandi.

Homojenatin 13.000 rpm’de, %@de, 5 dakika santrifije edilmesi ile

postmitokondriyal fraksiyon elde edildi.

3.5. Arastirilan Parametreler icin Kullanilan Tayin Yontemleri
3.5.1.Serumda Alanin Aminotransferaz (ALT) Aktivitesinin Tayini

ALT, bir amino grubunu glutamat ve pirtvat giurmak Uzeren-ketoglutarata
aktaran enzimdir. Bu reaksiyon sonucusalu pirtivat, laktat dehidrojenaz (LDH) ve
NADH ile laktata indirgenir. Yontemin esasi, NADHbrksantrasyonundaki azalmanin

Olctlmesidir (Bergmeyer 1980).

ALT
L-Alanin + a-Ketoglutarat —— Glutamat + Pirtivat

LDH
Pirtivat + NADH+H — 3 Laktat + NAD

Kullanilan Cozeltiler

* HCI ¢ozeltisi (1 M): Yogunlugu 1,19 g/mL olan % 37’'lik HCl'den 83 mL

alinarak distile su ile 1 L'ye tamamlandi.

* HCI ¢Ozeltisi (110 mM) (a):11 mL 1 M HCI ¢ozeltisinden alinarak distile su ile
100 mL'ye seyreltildi.

e Tris ¢ozeltisi (110 mM) (b): 1,33 g tris distile su ile ¢ozllerek 100 mL'ye

tamamlandi.
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e Tris — HCl tamponu (110 mM, pH 7,5):38 mL a ¢ozeltisi ile 50 mL b ¢ozeltisi

karstirilarak pH 7,5’e ayarlandiktan sonra 100 mL'ystilie su ile tamamlandi.

e Tris (110 mM) — L-alanin (630 mM) c6zeltisi: 1,33 g tris ve 5,61 g L-alanin
80 mL distile su ile ¢6zluldu ve pH'si 1 M HCI ile57e ayarlandiktan sonra
100 mL'ye tamamlandi.

» Piridoksal fosfat ¢ozeltisi (6,3 mM):16,7 mg piridoksal fosfat 10 mL tris-HCI

tamponu ile ¢ozuldu.
* NADH ¢ozeltisi (11,3 mM):8 mg NADH 1 mL tris-HCI tamponu ile ¢ozulda.
* NaOH c¢ozeltisi (1 N):40 g NaOH distile su ile ¢6zllerek 1 L'ye tamamland

» a-Ketoglutarat ¢ozeltisi (180 mM): 0,3 ga-ketoglutarat-monosodyum tuzu bir
miktar tris-HCI| tamponunda ¢6zuldd, pH’'st 7,5'e 1NdOH ile ayarlandiktan
sonra 10 mL’ye tamamlandi.

* Gliserol-su karisimi (1:1, v:v): 5 mL gliserol 5 mL su ile kagtirilarak
kullanildi.

e LDH solisyonu (151 U/mL): LDH (2,04 mL, 25 KU) gliserol-su kaimi ile
81 kez seyreltilerek kullanildi.

* Potasyum bikromat c¢ozeltisi (% Q03 g): 0,03 g KCr,O; distile su ile

cozllerek 100 mL'ye tamamlandi.

Deneyin Yapilsl

Reaksiyon kagimi: 50 mL tris-alanin ¢ozeltisi, 1 mL piridoksaidfat ¢ozeltisi,
1 mL NADH c¢ézeltisi ve 0,5 mL LDH soltsyonu kgtrrildi.

1 mL reaksiyon kagimi ve 100uL serum 15 dakika 3T'de inkibe edildi ve bu
karisima 100uL o-ketoglutarat ¢ozeltisi ilave edilerek absorbansdaklma kore kar
37°C'de, 5 dakika boyunca 340 nm'de olculdi ve dakitadabsorbans ggsimi
saptandi. Kor olarak potasyum bikromat ¢ozeltisgaabansi 340 nm’de 0,7-0,9 olacak

sekilde seyreltilerek kullanildi.
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Hesaplama

Her bir Ornek icin ALT aktivitesi, bu deneyde NADHin belirlenmi
absorbsiyon katsayisi 6,22%181'cm™ kullanilarak ve yapilan seyreltmeler géz éniine
alinarak, Unite/L olarak hesaplandi. 1 Unite ALBki#ada 1umol a-ketoglutaratin

glutamata dongiimuind kataliz eden enzim miktaridir.

3.5.2.Serumda Aspartat Aminotransferaz (AST) Aktivitesinin Tayini

AST, bir amino grubunu glutamat ve okzalasetat stalmak Uzere
a-ketoglutarata aktaran enzimdir. Bu reaksiyon sanwiusan okzalasetat, malat
dehidrojenaz (MDH) ve NADH ile malata indirgenir. 6Ntemin esasi, NADH

konsantrasyonundaki azalmanin ol¢iimesidir (Bergmeg ark. 1986).

AST
L-Aspartat +o-Ketoglutarat ——» Glutamat + Okzalaseta

MDH
Okzalasetat + NADH+H ——»Malat + NAD"

Kullanilan Cozeltiler

* HCI ¢ozeltisi (97 mM) (a):9,7 mL 1M HCI ¢6zeltisinden alinarak distile su ile
100 mL'ye seyreltildi.

e Tris ¢Ozeltisi (97 mM) (b): 1,17 g tris distile su ile ¢bzilerek 100 mL'ye

tamamlandi.

e Tris — HCI tamponu (97 mM, pH 7,8):34 mL a ¢oOzeltisi ile 50 mL b ¢ozeltisi
karstiriflarak pH’si 7,8'e ayarlandiktan sonra 100 mL'ystile su ile

tamamlandi.

« NaOH cozeltisi (5 N): 20 g NaOH distile su ile ¢ozulerek 100 mL'ye

tamamlandi.

e Tris (97 mM) — L-aspartat (302 mM) ¢ozeltisi:1,17 g tris ve 4,02 g L-aspartat
80 mL distile su ile ¢ozuldi ve pH'st 5 N NaOH #eB’e ayarlandiktan sonra

100 mL'ye tamamlandi.
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» Piridoksal fosfat ¢ozeltisi (6,3 mM):16,7 mg piridoksal fosfat 10 mL tris-HCI

tamponu ile ¢ozaldo.
* NADH ¢ozeltisi (11,3 mM):8 mg NADH 1 mL tris-HCI tamponu ile ¢ozulda.

* o-Ketoglutarat ¢ozeltisi (144 mM): 0,242 ga-ketoglutarat-monosodyum tuzu
bir miktar tris-HCI tamponunda c¢ozuldlu, pH'st 7,88 N NaOH ile

ayarlandiktan sonra 10 mL’ye tamamlandi.

e LDH soliisyonu (226 U/mL): LDH (2,04 mL, 25 KU) gliserol-su kanmi ile
54 kez seyreltilerek kullanildi.

e MDH solisyonu (151 U/mL): MDH (1 mL, 500 U) gliserol-su kanmi ile
33 kez seyreltilerek kullanildi.

e LDH-MDH solusyonu: 0,25 mL LDH soltsyonu ile 0,25 mL MDH soliisyonu

karistirllarak kullanildi.

Deneyin Yapllsl

Reaksiyon kagimi: 50 mL tris-aspartat c¢ozeltisi, 1 mL piridoksédsfat
¢Ozeltisi, 1 mL NADH c¢ozeltisi ve 0,5 mL LDH-MDH Kgsyonu kagtirildi.

1 mL reaksiyon kagimi ve 100uL serum 37C’de 15 dakika inkiibe edildi ve bu
karisima 100uL a-ketoglutarat ¢ozeltisi ilave edilerek absorbans@daklma kore kar
37°C'de, 5 dakika boyunca 340 nm'de Olculdi ve dakitadabsorbans ggsimi
saptandi. Kor olarak potasyum bikromat ¢ozeltisgaabansi 340 nm’de 0,7-0,9 olacak

sekilde seyreltilerek kullanildi.

Hesaplama

Her bir Ornek icin AST aktivitesi, bu deneyde NADHiIn belirlenmg
absorbsiyon katsayisi 6,22xX181'cm™ kullanilarak ve yapilan seyreltmeler géz éniine
alinarak, Unite/L olarak hesaplandi. 1 Unite ASakikada 1pmol a-ketoglutaratin

glutamata dongiimiina kataliz eden enzim miktaridir.



51

3.5.3.Serumda Alkalen Fosfataz (ALP) Aktivitesinin Tayini

Yontemin esasl, substrat olarak kullanilan p-néndffosfat (oNPP)'In ALP ile
hidrolizi sonucunda aga cikan p-nitrofenol absorbansinin 6élgtlmesidir f&rave
Schult 1974).

ALP
p-Nitrofenil fosfat + HO —— p-Nitrofenol + Fosfat

Kullanilan Cozeltiler

e Dietanolamin (1,15 M) — magnezyum klorur (0,575 mM}amponu (pH 9,8):
12 g dietanolamin ve 11,7 mg Mg®H,O ayri ayri bir miktar distile su ile
¢c6zuldu ve kastirilarak pH’s1 1 M HCl ile 9,8’e ayarlandiktan sanl00 mL’'ye

tamamlandi.

* p-Nitrofenil fosfat (pNPP) co6zeltisi (0,1 M): 0,46 g pNPP distile su ile
cOzillerek 10 mL'ye tamamlandi.

Deneyin Yapllsl

Ornek kiivetine 2,6 mL, kor kiivetine 2,7 mL tampanzaetisi ve her ikisine de
0,3 mL pNPP cozeltisi ilave edilerek€7de 10 dakika inkiibe edildi. Strenin sonunda
ornek kivetine 10QuL serum ilave edilerek 6rnek absorbansindakis,akibre kasi
37°C’de, 5 dakika boyunca 405 nm’'de olglldi ve dakiadabsorbans dgsimi

saptandi.

Hesaplama

Her bir 6rnek icin ALP aktivitesi, bu deneyde prafenol icin belirlenmy
absorbsiyon katsayisi 18,5%181'cm™ kullanilarak ve yapilan seyreltmeler géz éniine
alinarak, tinite/L olarak hesaplandi. 1 tGnite ALP, dakikadaniol pNPP’in hidrolizini

kataliz eden enzim miktaridir.
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3.5.4.Serumda Total Bilirubin Miktarinin Tayini
Bilirubin, kafein varlginda diazolandiriingistlfanilik asit ile bglanarak renkli
azobilirubin olgturur. Yontemin esasl, alan renksiddetinin spektrofotometrik olarak

Olctlmesidir (Jendrassik ve Grof 1938).

Kullanilan Cozeltiler

e Silfanilik asit (29 mM) — HCI (180 mM) ¢06zeltisi:0,5 g sulfanilik asit 70 mL
distile su ile ¢cozildikten sonra 1,5 mL giiHCI ilave edilerek 100 mL'ye

tamamlandi.

*  NaNO; c¢ozeltisi (25 mM): 0,172 g NaNQdistile su ile ¢ozilerek 100 mL'ye

tamamlandi.

« Kafein (260 mM) — sodyum benzoat (520 mM) c¢oOzeltisi7,49 g sodyum

benzoat ve 5 g kafein distile su ile ¢ozulerek &fi0ye tamamlandi.

* Na-K tartarat (930 mM) — NaOH (1,9 M) ¢ozeltisi: 26,2 g Na-K tartarat ve
7,6 g NaOH distile su ile ¢ozilerek 100 mL'ye tantemal.

e Derisik HCI: Yogunlugu 1,19 g/mL olan % 37’lik HCI orijinakisesinden

alinarak kullanildi.

Deneyin Yapilsl

Ornek tipune 2L NaNG; ¢ozeltisi konulduktan sonra érnek ve kor tuplerine
100 puL sulfanilik asit-HCI ¢ozeltisi, 50QiL kafein-benzoat ¢ozeltisi ve 1Q0. serum
ilave edilerek oda sicakinda 15 dakika bekletildi. Bu sirenin sonunda, kme kor
tuplerine 500uL Na-K tartarat-NaOH c¢ozeltisi eklendi ve 10 dakikiaha oda
sicaklginda bekletildi. Sirenin bitiminde 6rnek absorbakére kagi 578 nm’de

slculd.

Hesaplama
Serum bilirubin miktari gagidaki formal kullanilarak mg/dL olarak ifade edildi

Total bilirubin = As7snm x 10,8
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3.5.5.Serumda Arilesteraz (ARE) Aktivitesinin Tayini
Yontemin esasl, substrat olarak kullanilan fengtasn ARE tarafindan hidrolizi

sonucu olgan fenol miktarinin élgtlmesidir (Gan ve ark. 1991)

ARE
Fenil asetat + O —— Fenol + Asetat

Kullanilan Cozeltiler

* HCI ¢ozeltisi (20 mM) (a): 2 mL 1M HCI c¢ozeltisi distile su ile 100 mL'ye

seyreltildi.

e Tris c¢ozeltisi (20 mM) (b): 0,24 g tris distile su ile ¢bzilerek 100 mL'ye

tamamlandi.

e Tris — HCI tamponu (20 mM, pH 8): 29 mL a c¢ozeltisi ile 50 mL b ¢ozeltisi

karstirilarak pH’s1 8'e ayarlandi ve 100 mL’ye dist8a ile tamamlandi.

* Calisma ayiraci [kalsiyum klorur (0,9 mM) - fenil asetat (1mM)]: 13,2 mg
kalsiyum Kklortr (CaGl2H,O) bir miktar tris-HCI tamponu ile ¢6zildu ve
12,6 uL fenil asetat ilave edildikten sonra tris-HCI taompi ile 100 mL’'ye

tamamlanarak, 30 dakika boyunca oda sigakdia kuvvetlice kastirildi.

Deneyin Yapllsl

Ornek ve kor kivetlerine 1,5 mL cgha ayiraci konulduktan sonra, kor
kivetine 10uL distile su ve ornek kivetine 10L serum ilave edilerek, 6rnek
absorbansindaki agtkore kasi, 25°C’de, 2 dakika boyunca 270 nm’de 6lclldu ve

dakikadaki absorbans gigimi saptandi.

Hesaplama

Her bir 6rnek icin ARE aktivitesi, bu deneyde fenph belirlenmg absorbsiyon
katsayisi 1,31xTOM*cm™ kullanilarak ve yapilan seyreltmeler géz 6niine aahk,
unite/L olarak hesaplandi. 1 tnite ARE, dakikadariol fenol olyumunu kataliz eden

enzim miktaridir.
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3.5.6.Serumda Paraoksonaz (PON) Aktivitesinin Tayini
Yontemin esasi, substrat olarak kullanilan paraokso (o,0-dietil-o-p-
nitrofenilfosfat) PON tarafindan hidrolizi sonucgig cikan p-nitrofenol miktarinin

Olcilmesidir (Jureti ve ark. 2001).

PON
Paraokson + O — p-Nitrofenol + Dietil fosfat

Kullanilan Cozeltiler

* HCI ¢ozeltisi (0,1 M) (a): 10 mL 1 M HCI c¢ozeltisi distile su ile 100 mL'ye

seyreltildi.

e Tris ¢Ozeltisi (0,1 M) (b): 1,21 g tris distile su ile ¢bzilerek 100 mL'ye

tamamlandi.

e Tris — HCI tamponu (20 mM, pH 8): 29 mL a c¢ozeltisi ile 50 mL b ¢o6zeltisi

karstirilarak pH’s1 8'e ayarlandi ve 100 mL’ye dist8a ile tamamlandi.

« Calisma ayiraci [kalsiyum klortr (2 mM)-NaCl (1 M)-paraokson (2 mM)]:
29,4 mg kalsiyum Klorur (CagPH,O) ve 5,84 g NaCl bir miktar tris-HCI
tamponu ile ¢ozuldi ve bu keama 1,5 mL asetonda ¢ozulen 4B paraokson

eklenerek tris-HCI tamponu ile100 mL’ye tamamlandi.

* Aseton :Orijinal ¢Ozeltiden alinarak kullanildi.

Deneyin Yapllsi:

Ornek ve kor kivetlerine 1,4 mL cgha ayiraci konulduktan sonra, kor
kivetine 40uL distile su ve ornek kivetine 40L serum ilave edilerek, 6rnek
absorbansindaki agtkore kasi, 37°C’'de, 2 dakika boyunca 405 nm’de olclldu ve

dakikadaki absorbans gigimi saptandi.

Hesaplama

Her bir 6rnek icin PON aktivitesi, bu deneyde pafénol icin belirlenmyg

absorbsiyon katsayisi 17,1%1@*cm™ kullanilarak ve yapilan seyreltmeler goz 6niine
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alinarak, nite/L protein olarak hesaplandi. 1 tnite PON,ikkda 1pmol p-nitrofenol

olusumunu kataliz eden enzim miktaridir.

3.5.7.Karacigerde Lipit Peroksidasyonu (LPO) Tayini
Yontemin esasli, LPO driand olan MDA ile tiyobarbiktiasit (TBA) arasindaki

reaksiyon sonucu ofan rengin absorbansinin élctlmesidir (Buege ve AQ%B).

Kullanilan Cozeltiler

* HCI c¢ozeltisi (0,25 N):25 mL 1 M HCI c¢ozeltisinden alinarak distile su ile
100 mL'ye seyreltildi.

» Trikloroasetik asit (TCA) (% 15 g) — TBA (% 0,375 g cozeltisi: 15 g TCA
ve 0,375 g TBA HCI ¢ozeltisi ile ¢ozulerek 100 me'yamamlandi.

Deneyin Yapllsl

Ornek tipine 0,5 mL karagr homojenati ve 0,5 mL homojenizasyon
tamponu, koér tiptine 1 mL homojenizasyon tamponlereaki tipe de 2 mL TCA-TBA
cOzeltisi ilave edildikten sonra, 20 dakika kaysar banyosunda tutuldu. Kaynar su
banyosundan alinan tupler geularak 4000 rpm’de, 10 dakika santrifije edildi v

supernatantlar alinarak 6rnek absorbansi kore, K82 nm’de dlculdi.

Hesaplama

Her bir 6rnek icin LPO dizeyi, bu deneyde MDA idialirlenmg absorbsiyon
katsayisi 1,56xT0M‘cm™® kullanilarak, nmol MDA/g doku cinsinden hesaplandi.

3.5.8.Karacigerde Glutatyon (GSH) Miktarinin Tayini

Yontemin esasl, sulfidril gruplarinin 5,5’-ditiyasif2-nitrobenzoik asit) (DTNB)
ile reaksiyonu sonucu a@ ¢ikan, 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit (TNB)'in alwrdugu renk
siddetinin spektrofotometrik olarak dl¢ctilmesidir (Bker ve ark. 1963).
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Kullanilan Cozeltiler

e Sodyum sitrat ¢ozeltisi (% 1 g):1 g sodyum sitrat distile su ile ¢ozulerek

100 mL'ye tamamlandi.

* Ellman ayiract (% 40 mg DTNB): 40 mg DTNB sodyum sitrat ¢ozeltisi ile
cOzllerek 100 mL'ye tamamlandi.

* Proteinsizlestirme ¢ozeltisi: 1,67 g metafosforik asit, 0,2 g EDTA ve 30 g NaCl
distile su ile ¢dzulerek 100 mL’ye tamamlandi.

* NaHPO, c¢ozeltisi (0,3 M): 5,34 NaHPO,.2 H,O distile su ile g¢ozllerek
100 mL'ye tamamlandi.

Deneyin Yapllsl

Bir santriftjj tiptne 0,5 mL homojenat, 1,5 mL hoprogasyon tamponu ve
3 mL proteinsizilgtirme ¢ozeltisi konulup kagtirildiktan sonra, 4000 rpm’de 10 dakika
santrifije edildi. Sipernatant GSH miktar tayinikadanildi.

Ornek tipline 0,5 mL supernatant ve kor tiipline Ol5 hmmojenizasyon
tamponu konulduktan sonra, her iki tipe de 2 mkLHNRO, ¢ozeltisi ve 0,5 mL Ellman
ayiracl ilave edilerek, 6rnek absorbansi korgikét2 nm’de olgulda.

Hesaplama

Her bir 6rnek icin GSH dizeyi, bu deneyde TNB ibelirlenmi absorbsiyon
katsayisi 13,6xTM*cm™® kullanilarak,umol GSH/g doku cinsinden hesaplandi.

3.5.9.Karacigerde Katalaz (CAT) Aktivitesinin Tayini
Yontemin esasi, katalaz tarafindan yrkikgO, oraninin ol¢ilmesidir (Aebi
1974).

CAT
2H,0p —— 2D+ O
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Kullanilan Cozeltiler

 Fosfat tamponu (50 mM, pH 7). a) 0,68 g KHPO, ve b) 0,89 g
NaoHPOy.2H,O ayri ayri distile su ile c¢ozilerek, ayrn ayri 106L'ye
tamamlandiktan sonra a/b orani 1/1,55 olagddlde karstirilarak hazirlandi ve

pH 7’ye ayarlandi.

* Hy0;, c¢ozeltisi (20 mM): Yogunlugu 1,11 g/mL olan % 30’luk §D,'den
0,2 mL alinip fosfat tamponu ile 100 mL’ye seyiditi

Deneyin Yapilsl

Ornek kiivetine 198QL fosfat tamponu ve 2QL postmitokondriyal fraksiyon
ilave edildikten sonra, 1 mL J@, ¢ozeltisi eklenerek 6rnek absorbansidaki azalma
fosfat tamponuna kar 25°C’de, 1 dakika boyunca 240 nm’'de élciildi ve dakiad

absorbans dgsimi saptandi.

Hesaplama

Her bir ornek icin CAT aktivitesi, bu deneyde pesibkicin belirlenmg
absorbsiyon katsayisi 43,6 %m® kullanilarak ve yapilan seyreltmeler géz oniine
alinarak,lnite/mg protein olarak hesaplandi. 1 tnite CATkikkeda 1umol H,Oy'in

yikilmasini kataliz eden enzim miktaridir.

3.5.10.Karacigerde Glutatyon-S-transferaz (GST) Aktivitesinin Tayini
Yontemin esasl, substrat olarak kullanilan 1-kldr-dinitrobenzenin (CDNB)

glutatyonla (GSH) olgturduzu bilesigin absorbansinin  spektrofotometrik olarak
Olcilmesidir (Habig ve Jacoby 1981).

GST
GSH + CDNB ——> Glutatyon-2,4-dmoibenzen + HCI
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Kullanilan Cozeltiler

e Fosfat tamponu (107,5 mM, pH 6,5)a) 1,46 g KHPO, ve b) 1,87 g KHPO,
ayri ayri distile su ile ¢ozulerek, ayri ayri 10Q'ye tamamlandiktan sonra a/b

orani 7/3 olacakekilde karstirilarak hazirlandi ve pH 6,5’a ayarlandi.

e Etilendiamintetraasetik asit (EDTA)'li fosfat tamponu (1,075 mM): 0,04 g
EDTA.N&.2H,0 fosfat tamponu ile ¢6zilerek 100 mL’'ye tamamlandi

* GSH cozeltisi (30 mM): 92 mg GSH 10 mL EDTA’ll fosfat tamponunda

¢cozalda.
» CDNB cozeltisi (30 mM):60 mg CDNB 10 mL etanolde ¢6zuldi.

* Etanol (% 96): Orijinal ¢ozeltiden alinarak kullanildi.

Deneyin Yapilsl

Ornek kuveting,7 mL, kor kivetine 2,8 mL EDTA'll fosfat tamporue her
ikisine de sirasiyla 0,1 mL GSH c¢ozeltisi ve 0,1 @DNB c¢ozeltisi eklendi. Daha
sonra oOrnek kuvetine 0,1 mL postmitokondriyal figks ilave edilerek, o6rnek
absorbansindaki agtkore kagi, 25°C’de, 3 dakika boyunca 340 nm’de Olglldu ve

dakikadaki absorbans gigimi saptandi.

Hesaplama

Her bir 6rnek icin GST aktivitesi, bu deneyde gtuta-2,4-dinitrobenzen icin
belirlenmis absorbsiyon katsayisi 9,6X181 cmi1 kullanilarak ve yapilan seyreltmeler
g6z 6nlune alinarakinite/mg protein olarak hesaplandi. 1 Unite GSHtjkdala 1 nmol

glutatyon-2,4-dinitrobenzen alumunu kataliz eden enzim miktaridir.

3.5.11.Karacigerde Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktivitesinin Taini
GSH-Px aktivitesi olcimuinde, glutatyon rediktaz =) ile birlikte cift

enzim sistemi kullanildi. Yontemin esasi, birineisamakta GSH-Px aktivitesi sonucu
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olusan okside glutatyonun (GSSG) ikinci basamakta GStdrRfindan indirgenmesi ve
bu indirgenme sirasinda yukseltgenen NADPH’nin dizgwsta meydana getigli

azalmanin 6lctulmesidir (Lawrence ve Burk 1976).

GSH-Px
G-SH + HO, ———» GSSG + 2K0

GSH-R
GSSG + NADPH—— NADP + 2GSH

Kullanilan Cozeltiler

e Fosfat tamponu (50 mM, pH 7):a) 0,68 g KHPO, ve b) 0,87 g KHPO, ayri
ayri distile su ile ¢ozulerek, ayri ayri 100 mLggnamlandiktan sonra a/b orani

4/6 olacaksekilde karstirilarak hazirlandi ve pH 7’ye ayarlandi

» EDTA c¢Ozeltisi (20 mM): 0,37 g EDTA.Na.2H,0O fosfat tamponu ile ¢ozilerek

50 mL’ye tamamlandi.

* Sodyum azid c¢oOzeltisi (20 mM):0,065 g sodyum azid fosfat tamponu ile

cozillerek 50 mL’ye tamamlandi.
* NADPH c¢ozeltisi (2 mM): 8,2 mg NADPH 5 mL fosfat tamponu ile ¢ézuldu.
* GSH c¢ozeltisi (20 mM):15,3 mg GSH 2,5 mL fosfat tamponu ile ¢ézuldi.

e  GSH-R solusyonu (20 U/mL):GSH-R (1,13 mL, 500 U) fosfat tamponu ile 22

kez seyreltilerek hazirlandi.

*  Hy0; ¢ozeltisi (25 mM): Yogunlugu 1,11 g/mL olan % 30’luk pO,’'den 64puL

alinip fosfat tamponu ile 250 mL’ye seyreltildi.

Deneyin Yapilsl

Ornek kivetine 10QL postmitokondriyal fraksiyon ve 500L fosfat tamponu,
kor kivetine 80QuL fosfat tamponu ve her ikisine de sirasiylaf@OEDTA c¢ozeltisi,
50 uL GSH c¢ozeltisi, 5QuL sodyum azid c¢ozeltisi ve 50L GSH-R solusyonu ilave
edilerek 28C’de 10 dakika inkiibe edildinkiibasyon siiresinin sonunda érnek kiivetine
100 uL NADPH cozeltisi ilave edilerek 3 dakika bekletkten sonra, 10QiL H,0;
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cozeltisi eklenerek 6rnek absorbansindaki azalme kési, 25°C’de, 2 dakika boyunca
340 nm’de Ol¢uldu ve dakikadaki absorbangigmi saptandi.

Hesaplama

Her bir 6rnek icin GSH-Px aktivitesi, bu deneyde DPH icin belirlenmg
absorbsiyon katsayisi 6,22xX181'cm™ kullanilarak ve yapilan seyreltmeler géz éniine
alinarak, Unite/mg protein olarak hesaplandi. 1telireSH-Px, dakikada 1 nmol

NADPH’nin yikseltgenmesini kataliz eden enzim milda.

3.5.12.Karacigerde Glutatyon Rediuktaz (GSH-R) Aktivitesinin Tayini
Yontemin esasl, okside glutatyonun (GSSG) GSH-Rnitirgenmesi sirasinda

yukseltgenen NADPH oraninin hesaplanmasidir (Caylee Mannervik 1977).

GSH-R
GSSG + NADPH ——» NADP + 2GSH

Kullanilan Cozeltiler

* HCI c¢ozeltisi (51,6 mM) (a): 5,16 mL 1 M HCI c¢Ozeltisi distile su ile
100 mL'ye seyreltildi.

e Tris ¢Ozeltisi (51,6 mM) (b): 0,62 g tris distile su ile ¢ozulerek 100 mL'ye

tamamlandi.

e Tris-HCI Tamponu (51,6 mM, pH 8): 29 mL a c¢ozeltisi ile 50 mL b ¢ozeltisi

karistirildi ve pH 8’e ayarlandiktan sonra distile sa1100 mL’ye tamamlandi.

« EDTA (1,035 mM)'li fosfat tamponu: 38 mg EDTA.Na.2H,O tris-HCI

tamponu ile ¢ozilerek 100 mL’'ye tamamlandi.
*  NADPH c¢ozeltisi (2 mM): 4 mg NADPH 2,5 mL tris-HCI tamponu ile ¢ozuldu.

*  GSSG c¢ozeltisi (20 mM)31 mg GSSG 2,5 mL tris-HCI tamponu ile ¢ozuldu.
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Deneyin Yapilsl

Ornek kiivetine 87QL ve kor kiivetine 90QL EDTA’ll fosfat tamoponu ve her
ikisine de 50uL GSSG c¢ozeltisi ve 5L NADPH cozeltisi ilave edildi. Daha sonra
ornek kavetine 3QuL postmitokondriyal fraksiyon eklenerek, ornek atmsmsindaki
azalma kore kar 25°C’de, 2 dakika boyunca 340 nm'de Olclldi ve dakikad

absorbans dgsimi saptandi.

Hesaplama

Her bir 6rnek icin GSH-R aktivitesi, bu deneyde NRAB icin belirlenmg
absorbsiyon katsayisi 6,22xX181'cm™ kullanilarak ve yapilan seyreltmeler géz éniine
alinarak, Unite/mg protein olarak hesaplandi. 1ltelittSH-R, dakikada 1 nmol

NADPH’nin yikseltgenmesini kataliz eden enzim milda.

3.5.13.Karacigerde Stperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Tayini

SOD aktivitesi, riboflavin ile duyarlandirilgio-dianisidinin fotooksidasyon
hizini arttirma yeterge olarak olcgulir. Riboflavinin floresansigi etkisiyle olgturdusu
superoksit radikali, ortamdaki SOD’un etkisiyle®4'e dongir ve olgan HO; ile
o-dianisidinin reaksiyona girmesi ile meydana gelenkli Grinin absorbansi

460 nm’de spektrofotometrik olarak 6lculir (Mylroie ark. 1986).

Kullanilan Cozeltiler

» Fosfat tamponu (50 mM pH 7,8):a) 0,68 g KHPQO, ve b) 0,87 g KHPO, ayri
ayri distile su ile ¢cozulerek, ayri ayri 100 mLg@namlandiktan sonra a/b orani

1/9 olacaksekilde karstirilarak hazirlandi ve pH 7,8’e ayarlandi.

« EDTA'lI (0,1 mM) fosfat tamponu: 3.7 mg EDTA fosfat tamponu (50 mM) ile

cozllerek 100 mL'ye tamamlandi.

e Fosfat tamponu (L0 mM, pH 7,5): a) 0,136 g KHPO, ve b) 0,174 g KHPO,
ayri ayri distile su ile ¢ozulerek, ayri ayri 10Q'ye tamamlandiktan sonra a/b

orani 1/4 olacakekilde karstirilarak hazirlandi ve pH 7,5’e ayarlandi.
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* Riboflavin ¢ozeltisi (0.2 mM): 7,5 mg riboflavin fosfat tamponu (10 mM) ile

cOzillerek 100 mL tamamlandi.
e o-dianisidin ¢6zeltisi (6 mM): 19 mg o-dianisidin 10 mL distile su ile ¢ozuldu.

 SOD standardi (100 IU/mL): Liyofilize SOD standardi 100 IU/mL olacak
sekilde s@uk distile su ile ¢c6zlldi. Daha sonra bu stok shaitan uygun
hacimler alinarak deney ortaminda 10 ve 5 IU SGahddrdinin bulunmasi
salandi.

Deneyin Yapllsl

Kor, standart ve 6rnek tuplerine 2,6 mL fosfat tamp (50 mM) ve 0,1 mL
o-dianisidin ¢ozeltisi eklendikten sonra, kor tipiM1 mL distile su, standard tlipune
0,1 mL SOD standardi ve deney tupine 0,1 mL poskwoitdriyal fraksiyon ilave
edildi. Her tipe 30 saniye ara ile 0,2 mL riboflawozeltisi konulup 460 nm’deki
absorbans derleri okunduktan sonra tlpler ®7de, 20W floresans lamba bulunan
etivde 8 dakika inkiibe edildi. Surenin bitimindel&iin absorbansi tekrar 460 nm’de

okundu ve iki absorbans arasindaki fark alindi.

Hesaplama

Her bir 6rnek icin SOD aktivitesi, standartlar lanllarak Unite/mg protein

olarak hesaplandi.

3.5.14.Karacigerde Miyeloperoksidaz (MPO) Aktivitesinin Tayini

Yontemin esasl, birinci basamakta@4in MPO etkisiyle parcalanmasindan
olusan oksijen radikalinin (Q ikinci basamakta hidrojen vericisi olan o-diadisi
dihidroklortre (AH) aktarilmasi sonucu adan renkli maddenin (A) élcimune dayanir
(Hillegass ve ark. 1990; Singbartl ve ark. 2000).

MPO
H,Op, ——» H,O+ O

O+AH, ——» H,O+ A
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Kullanilan Cozeltiler:

H.0, ¢ozeltisi (% 0,05 g):Yogunlugu 1,11 g/mL olan % 30’luk pD,'den
0,16 mL alinarak distile su ile 100 mL’ye tamamland

Fosfat tamponu (50 mM, pH 6):a) 0,68 g KHPO, ve b)0,87 gK,HPO, ayri
ayri distile su ile ¢cozulerek, ayri ayri 100 mLgnamlandiktan sonra a/b orani

9/1 olacaksekilde karstirilarak hazirlandi ve pH 6’ya ayarlandi.

o-Dianizidin ¢o6zeltisi (0,52 mM): 16 mg o-dianizidin.2HClI 1 mL D,

cOzeltisi ile ¢ozuldukten sonra fosfat tamponulid® mL’ye tamamlandi.

Heksadesiltrimetilamonyum bromiur (HTAB) c¢ozeltisi (% 0,5 g): 0,5 ¢
HTAB fosfat tamponu ile ¢ozilerek 100 mL'ye tamanda

Deneyin Yapilsl

Doku Homojenatinin Hazirlanmasi

1-

150 mg karag@er dokusu tartilarak, 1,5 mL fosfat tamponunda hempator ile

14.500 devir/dakika’da 20 saniye homojenize edildi.

Homojenat eppendorf tlplerine alinarak 10.000 rmn’'d4C’de, 15 dakika

santrifije edildi.
Supernatant atildi ve pelletin Uzerine 1,5 mL HTe®e edildi.
30 saniye vorteksle katirildi.

20 saniye sonikasyon yapildiktan sonra®@6e donduruldu (yakkak 15

dakika) ve ¢ozuld.
5. basamak 2 kez tekrarlandi.

Son c¢ozulme sieminden sonra tlpler 10.000 rpm’'de, °@4le, 15 dakika

santrifije edildi.

Supernatant ile MPO aktivite tayini yapildi.
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Ornek ve kor kivetlerine 2 mL o-dianizidinzedtisinden konulduktan sonra kor
kivetine 0,5 mL HTAB c¢o6zeltisi ve 6rnek kivetiné GnL stpernatant ilave edilerek
ornek absorbansindaki arkore kagi 25°C’de, 3 dakika boyunca 460 nm’de 6lglldu ve

dakikadaki absorbans gigimi saptandi.

Hesaplama

Her bir 6rnek icin MPO aktivitesi, bu deneyde pesiokicin belirlenmg
absorbsiyon katsayisi 1,13%1d*cm1 kullanilarak ve yapilan seyreltmeler géz éniine
alinarak, Unite/g doku olarak hesaplandi. 1 UniteQM dakikada lumol peroksitin

parcalanmasini kataliz eden enzim miktaridir.

3.5.15.Karacigerde Protein Miktarinin Tayini

Standart olarak gir serum albumini (BSA) kullanilarak Lowry yonterigore
yapildi (Lowry ve ark. 1951). Yontemin esasl, alkaftamda bakir iyonlari ile
reaksiyona sokulan proteinlerin Folin ayiraci ildirgenmesi sonucu alan mavi

renginsiddetinin spektrofotometrik olarak olgtlmesidir.

Kullanilan Cozeltiler

* Bakir silfat ¢ozeltisi (% 1 g):1 g CuSQ5H,0O distile su ile ¢ozilerek

100 mL’ye tamamlandi.

* Na-K tartarat ¢oOzeltisi (% 2 g): 2 g Na-K tartarat distile su ile ¢ozulerek

100 mL’ye tamamlandi.
* NaOH c¢ozeltisi (0,1 N):4 g NaOH distile su ile ¢cozulerek 1 L'ye tamamlandi

* Sodyum karbonat ¢ozeltisi (% 2 g):20 g NaCO; 0,1 N NaOH ile ¢ozulerek

1 L'ye tamamlandi.

* Protein standart ¢ozeltisi (% 100 mg):25 mg sgir serum albumini (BSA)

distile su ile ¢dzulerek 25 mL’ye tamamlandi.

e Folin ayiraci: 10 g sodyum tungstat (B&04.2H,0), 2,5 g sodyum molibdat
(N&xM04.2H,0), 70 mL distile su, 5 mL % 85’lik o-fosforik asite 10 mL
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derisik HClI 250 mL’lik alti yuvarlak distilasyon balonankonularak geri
ceviren 1isitict altinda 10 saat i1sitildi. Bu sumeswnunda kagima 15 g lityum
sulfat, 5 mL distile su ve 1-2 damla brom ilaveledik 15 dakika ocak altinda
geri ceviren sgutucu kullanilmadan isitildi (bromun fazlasini beaf etmek
icin). Karisim sgutulduktan sonra 100 mL'ye tamamlandi. Cozelti k®an
(altin sarisi) renkte olmalidir.

Deneyin Yapllsl

Reaksiyon kagimi: 1mL bakir sulfat ¢ozeltisi, 1 mL Na-K tartargizeltisi ve
98 mL sodyum karbongbzeltisi kargtirilarak hazirlandi.

Ornek tlpune 100uL postmitokondriyal fraksiyon, standart tiipiine a6 BSA
standardi ve 75L distile su, kor tiptne 10QL distile su konulduktan sonra her g
tupe de 2 mL reaksiyon kammi ilave edildi ve oda sicakinda 10 dakika bekletildi.
Surenin bitiminde her ¢ tipe de 100 folin ayiraci eklenerek oda sicakinda 45
dakika karanlikta bekletildi. Ornek ve standart aabanslari kére kar 660 nm’de

slculd.

Hesaplama

Her bir 6rnek icin protein miktari standartla kilgsarak, mg/mL olarak

hesaplandi.

3.6.Sonuglarin Deerlendiriimesinde Kullanilan istatistiksel Yontemler

Tum deneylerde elde edilen bulgular, unpaitegsti ve ANOVA varyans
analizi uygulanarak NCSS paket programina gordissiteel olarak dgerlendirildi.
Sonugclar ortalamazstandart sapma olarak gostelditistiksel olarak anlamlilik siniri
p<0,05 olarak kabul edildi (Hintze 1986).
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4. BULGULAR

Calismamizda sicanlarda karbon tetraklorir (§Gle olusturulan karagier
hasarinaAmaranthus lividus(A. blitum) bitkisinin antioksidan ve hepatoprotektif
etkileri incelenmy ve elde edilen sonuglar Tablo 4.1 - 14 $ekil 4.1 - 14’lerde
gosterilmitir.

4.1.Serumda Alanin Aminotransferaz (ALT) Aktivitesinin Incelenmesi

CCly grubu ALT aktivitesinin kontrol grubuna gore anlanderecede artk
gozlendi. Her iki CCHA.lividus (250 ve 500 mg/kg) grubunun ALT aktivitelerinde
CCly grubuna gore anlamli derecede azalma @ldwazalmanin 250 mg/kg ekstre
verilen grupta daha ¢ok olgu bulundu. CCH silimarin grubundaki azalmanin ise GClI
grubuna gore anlamli olmaghigéruldu (Tablo 4-1 v8ekil 4-1).

Tablo 4-1: A. lividus ekstresi ve silimarinin, CCl, uygulanan sicanlarda, serum alanin
aminotransferaz (ALT) aktivitesine etkisi (ortalamatstandart sapma)

Kontrol Kontrol+ Kontrol+ CCl, CCl,+ CCl,+ CCl,+
Allividus  Silimarin A. lividus A. lividus Silimarin
(500mg/kg) (250 mg/kg) (500 mg/kg)

ALT
(UIL) 403,92 40,4+ 11,65 38,7+ 8,62 6974+ 1716 3646+ 741 4575+ 650° 4844+ 2368

Panova: 0.0001

a: p<0,001 Kontrol grubuna gére anlamli; b: p<0Ji&, grubuna gére anlaml

8000 6974 OKontrol
6000 | " @ Kontrol+A.lividus 500mg/kg
= 4575 o OKontrol+Silimarin
> 3646 —
= 4000 OCcCl4
|_
= 2000 B CCl4+A lividus 250 mg/kg
40 40,4 387 O CCl4+A.lividus 500 mg/kg
0 B CCl4+Silimarin

Sekil 4-1: A. lividus ekstresi ve silimarinin, CCl uygulanan sicanlarda, serum alanin
aminotransferaz (ALT) aktivitesine etkisi.
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4.2.Serumda Aspartat Aminotransferaz (AST) Aktivitesinin incelenmesi

CCly grubu AST aktivitesinin kontrol grubuna goére anlamerecede ariki
gozlendi. Her iki CCHA.lividus (250 ve 500 mg/kg) ve C@lsilimarin grubunun AST
aktivitelerinde CCf grubuna gore anlamli derecede azalma @lduazalmanin

250 mg/kg ekstre verilen grupta daha ¢ok gldbulundu (Tablo 4-2 vgekil 4-2).

Tablo 4-2: A. lividus ekstresi ve silimarinin, CCl, uygulanan siganlarda, serum aspartat
aminotransferaz (AST) aktivitesine etkisi (ortalamatstandart sapma)

Kontrol Kontrol+ Kontrol+ CCl, CCl,+ CCl,+ CCl,+
Allividus Silimarin A. lividus A. lividus Silimarin
(500mg/kg) (250 mg/kg) (500 mg/kg)

AST
(UL) 138835 119r16,87 129,% 26,9 10719+ 299 5009+ 2339 5733+ 1458 6994+ 1684

Panova: 0.0001

a: p<0,001 Kontrol grubuna goére anlamli; b: p<0Q¥8, grubuna gére anlamh

12000 10719 OKontrol
[ ] @ Kontrol+A lividus 500mg/kg

. 9000 6994 OKontrol+Silimarin

S 6000 s ™ nccia

= B CCl4+A lividus 250 mglkg
< 3000 B CCl4+A lividus 500 mglkg

138,8 119 129,3 @ CCl4+Silimarin
0

Sekil 4-2: A. lividus ekstresi ve silimarinin, CCl, uygulanan sigcanlarda, serum aspartat
aminotransferaz (AST) aktivitesine etkisi.
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4.3.Serumda Alkalen Fosfataz (ALP) Aktivitesinin incelenmesi
CClq, A.lividusve silimarin uygulanan tim gruplarin ALP aktiveéghde anlaml
bir fark bulunmamytir (Tablo 4-3 veSekil 4-3).

Tablo 4-3: A. lividus ekstresi ve silimarinin, CCl, uygulanan siganlarda, serum alkalen
fosfataz (ALP) aktivitesine etkisi (ortalamazstandat sapma)

Kontrol Kontrol+ Kontrol+ CCl, CCl,+ CCl,+ CCl,+
A.lividus Silimarin A. lividus A. lividus Silimarin
(500mg/kg) (250 mg/kg) (500 mg/kg)

ALP
(UIL) 395,2+ 114 458, 81,6 426,8+ 129 368+ 128,6 392 40,4 437+ 72,6 464:110,5

PANOVA: 0,545

O Kontrol
600 B Kontrol+A.lividus 500mg/k(
3 s052 07 468 g 47 4641 1o kontrot+siimarin
=400 T B O ccl4
= 200 L] B CCl4+A lividus 250 mg/kg
O CCl4+A.lividus 500 mg/kg
0 B CCl4+Silimarin

Sekil 4-3: A. lividus ekstresi ve silimarinin, CCl, uygulanan sicanlarda, serum alkalen
fosfataz (ALP) aktivitesine etkisi.
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4.4.Serumda Total Bilirubin Miktarinin Incelenmesi

CCl4 grubu total bilirubin diizeyinin kontrol grubunargénlamli derecede agti
gozlendi. Her iki CCHA.lividus (250 ve 500 mg/kg) ve C@isilimarin grubunda ise
total bilirubin duzeylerinde Cglgrubuna gére gozlenen azalmanin anlamli derecede
olmadgi bulundu (Tablo 4-4 v8ekil 4-4).

Tablo 4-4: A. lividus ekstresi ve silimarinin, CCl, uygulanan si¢ganlarda, serum bilirubin
dizeyine etkisi (ortalamazstandart sapma)

Kontrol Kontrol+ Kontrol+ CCl, CCl,+ CCl,+ CCl,+
A.lividus Silimarin A.lividus  A.lividus  Silimarin
(500mg/kg) (250 mg/kg) (500 mg/kg)

Bilirubin
(mg/dL) 0,23+ 0,06 0,22:0,03 0,23:0,08 1,040,46 0,87+0,36 0,83:0,47 0,72 0,39

Panova: 0.0001

c¢: p<0,05 Kontrol grubuna gore anlaml

O Kontrol
~15 B Kontrol+A.lividus 500mg/k(
2 1,04 O Kontrol+Silimarin
£ ] 083 - |ocous
é 05 oo | ] B CCl4+A lividus 250 mglkg
) ’ ’ ’ @ CCl4+A lividus 500 mglkg
0 I_I - I_I B CCl4+Silimarin

Sekil 4-4: A. lividus ekstresi ve silimarinin, CClyuygulanan si¢anlarda, serum bilirubin
dizeyine etkisi.
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4.5.Serumda Arilesteraz (ARE) Aktivitesinin incelenmesi

CCly grubu ARE aktivitesinin kontrol grubuna gore anlamterecede azalg
gozlendi. CCj+silimarin grubunun ARE aktivitesinde CClhrubuna goére anlaml
derecede artma ol@u, CCl+A.lividus (500 mg/kg) grubundaki agtn ise anlamh
olmadgi bulundu (Tablo 4-5 v8ekil 4-5).

Tablo 4-5: A. lividus ekstresi ve silimarinin, CCl,uygulanan sicanlarda, serum arilesteraz
(ARE) aktivitesine etkisi (ortalamazstandart sapma)

Kontrol Kontrol+ Kontrol+ CCl, CCl,+ CCl,+ CCl,+
A.lividus Silimarin A.lividus  A.lividus  Silimarin
(500mg/kg) (250 mg/kg) (500 mg/kg)

ARE
(KU/L) 155+ 56,4 137,75+ 31 170,75+ 44,3 81,2+ 15,9 75,25+ 14,3 85,6+ 20,52 141+ 37,14

Panova: 0.0001

b: p<0,05 CCJgrubuna gére anlamli; c: p<0,05 Kontrol grubunaeggmlamli

400 @Kontrol

300 @ Kontrol+A.lividus 500mg/kg
= DOKontrol+Silimarin
= 20045556 —tlib mccl

137715
w B CCI4+A lividus 250 mg/kg

141
= 812 7525 856 .
1001 OCCI4+A lividus 500 mg/kg
. I_I . I_l B CCl4+Silimarin

Sekil 4-5: A. lividus ekstresi ve silimarinin, CCl, uygulanan sicanlarda, serum arilesteraz
(ARE) aktivitesine etkisi.
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4.6.Serumda Paraoksonaz (PON) Aktivitesininincelenmesi

CCly grubu PON aktivitesinin kontrol grubuna gore arlagerecede azalg
gozlendi. CCl+silimarin grubunun PON aktivitesinde GCgrubuna goére anlamli
derecede artma olgu, her iki CCj+A.lividus (250 ve 500 mg/kg) grubundaki arti
ise anlamli olmagh bulundu (Tablo 4-6 v8ekil 4-6).

Tablo 4-6: A. lividus ekstresi ve silimarinin, CCl, uygulanan sicanlarda, serum
paraoksonaz (PON) aktivitesine etkisi (ortalamazstadart sapma)

Kontrol Kontrol+  Kontrol+ CCl, CCl,+ CCl,+ CCl,+
Allividus  Silimarin A.lividus  A.lividus Silimarin
(500mg/kg) (250 mg/kg) (500 mg/kg)
PON
(UL) 204,6+ 82 175+ 62,7 214+49,7 73,8+23,7 76+13,3 83,75 20,5 155,75+ 53,4

Panova: 0.0001

b: p<0,05 CGJgrubuna gore anlamli; c: p<0,05 Kontrol grubunaegamlamli

@ Kontrol
300 @ Kontrol+A.lividus 500mg/kg
= 204,67 214 0 Kontrol+Silimarin
= 2001 15— 16575 |OCCl4
o 100, 73.8 76 83,75 B CCl4+A.lividus 250 mg/kg
|—I . I_I O CCl4+A.lividus 500 mg/kg
ol1L 1 [ | @ CCl4+Silimarin

Sekil 4-6: A. lividus ekstresi ve silimarinin CCl, uygulanan sicanlarda serum paraoksonaz
(PON) aktivitesine etkisi.
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4.7.Karacigerde Lipit Peroksidasyonu (LPO)'nun incelenmesi

CCl; grubu MDA duzeylerinin kontrol grubuna gore amttfakat bu artin
anlamh olmadii go6zlendi. Her iki CCHA.lividus (250 ve 500 mg/kg) ve
CClgtsilimarin grubu MDA duzeylerinde C&hrubuna gére anlamli derecede azalma
oldugu bulundu (Tablo 4-7 vgekil 4-7).

Tablo 4-7: A. lividus ekstresi ve silimarinin, CCl, uygulanan sicanlarda, karacger lipit
peroksidasyonu diizeyine etkisi (ortalamaztstandartapma)

Kontrol Kontrol+ Kontrol+ CCl, CCl,+ CCl,+ CCl,+
Allividus  Silimarin A. lividus A.lividus  Silimarin
(500mg/kg) (250 mg/kg) (500 mg/kg)

MDA .
(nmolig doku) 50.6+9,9 458+55 47,6:9,2 59,7+14,8 31,8+52 386+64 33,9+6,

Panova: 0.0001

b: p<0,05 CCJgrubuna goére anlamli; d: p<0,001 G@lubuna gére anlamh

[ee)
o

OKontrol

El 59,7 B Kontrol+A.lividus 500mg/kg
S 60 1—56:68 4584 41,64 O Kontrol+Silimarin
E} — 38,67
S 404 g4gr 3399 | (OCCH
£ B CCl4+A lividus 250 mg/kg
<Of 20 - OCCl4+A.lividus 500 mg/kg
= @ CCl4+Silimarin

0

Sekil 4-7: A. lividus ekstresi ve silimarinin, CCl, uygulanan sicanlarda, karacger lipit
peroksidasyonu diizeyine etkisi.
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4.8.Karacigerde Glutatyon (GSH) Miktarinin Incelenmesi

CCl; grubu GSH duzeyinin kontrol grubuna gore anlandredede azalgh
gozlendi. Her iki CCHA.lividus (250 ve 500 mg/kg) ve C@isilimarin grubu GSH
dizeylerinde CGlgrubuna goére anlamli derecede sadidugu, artsin CCl+silimarin
grubunda daha ¢ok old@u bulundu (Tablo 4-8 vgekil 4-8).

Tablo 4-8: A. lividus ekstresi ve silimarinin, CCl uygulanan sicanlarda, karacger
glutatyon (GSH) diizeyine etkisi (ortalamazstandartsapma)

Kontrol Kontrol+ Kontrol+ CCl, CCl,+ CCl,+ CCl,+
Allividus  Silimarin A. lividus A. lividus Silimarin
(500mg/kg) (250 mg/kg) (500 mg/kg)

GSH
(umolig doku) 3:43+0,8 3,76+0,6 38411 13403 208+05 227+06 276+05

Panova: 0.0001

a: p<0,001 Kontrol grubuna goére anlamli; b: p<0J&, grubuna gére anlamli; d: p<0,001 G@tubuna

gore anlamli
6 @ Kontrol
= B Kontrol+A.lividus 500mg/kg
4
S 4l 343 376 3842 O Kontrol+Silimarin
%’ [ 2,76 | |BCCH4
E 2076 227 B CCl4+A lividus 250 mg/kg
I 27 , O CCl4+A lividus 500 mg/kg
& I—l B CCl4+Silimarin
0

Sekil 4-8: A. lividus ekstresi ve silimarinin, CCl,uygulanan sicanlarda, karacger glutatyon
(GSH) duizeyine etkisi.
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4.9.Karacigerde Katalaz (CAT) Aktivitesinin Incelenmesi
CCl, grubu CAT aktivitesinin kontrol grubuna gére anlamerecede azalg

gozlendi. Her iki CCHA.lividus (250 ve 500 mg/kg) ve C@isilimarin grubunun CAT
aktivitelerinde CC4 grubuna gore anlamli derecedesaoidugu bulundu (Tablo 4-9 ve
Sekil 4-9).

Tablo 4-9: A. lividus ekstresi ve silimarinin, CCl, uygulanan si¢anlarda, karacger katalaz
(CAT) duzeyine etkisi (ortalamatstandart sapma)

Kontrol Kontrol+ Kontrol+ CCl, CCl,+ CCl,+ CCl,+
Alividus  Silimarin A. lividus A. lividus Silimarin
(500mg/kg) (250 mg/kg) (500 mg/kg)

CAT

(U{m_g) 130+ 10,8 125,2+ 7,43 119,2+ 7,6 95,86+ 7,36 113,67+ 6,5 116,5+7,58 112,7+6,7
protein

Panova: 0.0001

a: p<0,001 Kontrol grubuna goére anlamli; b: p<0X&, grubuna gére anlamli; d: p<0,001 G@tubuna

gore anlamli
300 @ Kontrol
£
% @ Kontrol+A.lividus 500mg/k(
o 200 O Kontrol+Silimarin
£ 130 1252
£ ) 119,2 113,67 116,5 112,7 | |OCCl4
S 9586 - '
= 100 - B CCl4+A.lividus 250 mg/kg
18]
© O CCl4+A.lividus 500 mg/kg
©
X 9 B CCl4+Silimarin

Sekil 4-9: A. lividus ekstresi ve silimarinin, CCl, uygulanan siganlarda, karacger katalaz
(CAT) aktivitesine etkisi.
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4.10.Karacigerde Glutatyon-S-transferaz (GST) Aktivitesininincelenmesi
CCly grubu GST aktivitesinin kontrol grubuna gore arlladerecede azalgh

gozlendi. Her iki CCHA.lividus (250 ve 500 mg/kg) ve C@lsilimarin grubunun GST
aktivitelerinde CCJ grubuna goére anlamli derecedesantdugu bulundu (Tablo 4-10 ve
Sekil 4-10).

Tablo 4-10: A. lividus ekstresi ve silimarinin, CCl; uygulanan sicanlarda, karacger
glutatyon-S-transferaz (GST) aktivitesine etkisi (otalamazstandart sapma)

Kontrol Kontrol+ Kontrol+ CCl, CCl,+ CCl,+ CCl,+
Allividus  Silimarin A. lividus A. lividus Silimarin
(500mg/kg) (250 mg/kg) (500 mg/kg)

GST
(U/rr}g) 440,5+ 59 519+ 14,6 491,2 70,3 307+ 40,4 389,57+ 50° 405,86+ 50° 435,86+ 81,2
protein

Panova: 0.0001

b: p<0,05 CGJgrubuna gore anlamli; c: p<0,05 Kontrol grubunaegamlamh

800 @ Kontrol
;‘E? 600 510 — @ Kontrol+A.lividus 500mg/k(
g_ 440,5 T 38957 405,86 435,86 | |O Kontrol+Silimarin
2400 1 O CCl4
=) ] B CCl4+A lividus 250 mglkg
g 2001 O CCl4+A.lividus 500 mg/kg
011 B CCl4+Silimarin

Sekil 4-10: A. lividus ekstresi ve silimarinin, CCl, uygulanan si¢anlarda, karacger
glutatyon-S-transferaz (GST) aktivitesine etkisi.
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4.11.Karacigerde Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktivitesininincelenmesi
CCl4 grubu GSH-Px aktivitesinin kontrol grubuna gordaam derecede azalglh

gozlendi. Her iki CCHA.lividus (250 ve 500 mg/kg) ve C@isilimarin grubunun
GSH-Px aktivitelerinde Cglgrubuna gore anlamli derecede sadidugu bulundu
(Tablo 4-11 veSekil 4-11).

Tablo 4-11: A. lividus ekstresi ve silimarinin, CCl; uygulanan sicanlarda, karacger
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesine etkisi ¢rtalamatstandart sapma)

Kontrol Kontrol+ Kontrol+ CCl, CCl,+ CCl,+ CCl,+
A.lividus Silimarin A. lividus A.lividus  Silimarin
(500mg/kg) (250 mg/kg) (500 mg/kg)

GSH-Px
(Uimg) 205+ 58,2 307+45 323,24 47,6 233,821° 282,7+28,8 262+13 278,3+16,5
protein

Panova: 0.0001

b: p<0,05 CCJgrubuna gore anlamli; ¢: p<0,05 Kontrol grubunaegémlaml; d: p<0,001 Cgfrubuna

gore anlamli
__ 600 O Kontrol
£
2 B Kontrol+A.lividus 500mgkg
S 400 3232 O Kontrol+Siimarin
= 295 307 oo yizg 2827 262 2783
= 200+ ] B CCl4+A lividus 250 mg/kg
[a
T @ CCl4+A lividus 500 mglkg
wn
O 9 B CCl4+Silimarin

Sekil 4-11: A. lividus ekstresi ve silimarinin, CCl, uygulanan si¢anlarda, karacger
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesine etkisi.
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4.12.Karacigerde Glutatyon Rediiktaz (GSH-R) Aktivitesinin Incelenmesi
CCl4 grubu GSH-R aktivitesinin kontrol grubuna géreaanli derecede azalg!

gozlendi. Her iki CCHA.lividus (250 ve 500 mg/kg) ve C@isilimarin grubunun
GSH-R aktivitelerinde CGlgrubuna gore anlamli derecedesastidugu bulundu (Tablo
4-12 veSekil 4-12).

Tablo 4-12: A. lividus ekstresi ve silimarinin, CCl; uygulanan sicanlarda, karacger
glutatyon rediktaz (GSH-R) aktivitesine etkisi (ortalamatstandart sapma)

Kontrol Kontrol+ Kontrol+ CCl, CCl,+ CCl,+ CCl,+
Allividus  Silimarin A. lividus A. lividus Silimarin
(500mg/kg) (250 mg/kg) (500 mg/kg)

GSH-R
(Uimg) 482+3,9 482+44 496:3,9 32,2944 38,14+36 38,29+3,3 41,86+45
protein

Panova: 0.0001

a: p<0,001 Kontrol grubuna goére anlamli; b: p<0Q¥&, grubuna gére anlamh

80 @ Kontrol

j

@ @ Kontrol+A.lividus 500mg/kd
S 01782 48,2 490 4186 O Kontrol+Silimarin

£ 40/ s200 ot 82 | |OCCK

=} — B CCl4+A lividus 250 mg/kg
i 20 - O CCl4+A lividus 500 mg/kg
2 @ CCl4+Silimarin

© 0

Sekil 4-12: A. lividus ekstresi ve silimarinin CCl,uygulanan siganlarda karacger glutatyon
rediktaz (GSH-R) aktivitesine etkisi.
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4.13.Karacigerde Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesininincelenmesi

CCly grubu SOD aktivitesinin kontrol grubuna goére agaldakat bu azalmanin
anlamh olmadil, kontrol4A.lividus grubuna goére ise anlamli derecede agaldi
gozlendi. Her iki CCHA.lividus (250 ve 500 mg/kg) ve C@isilimarin grubunun SOD
aktivitelerinde CCJ grubuna goére anlamli derecedesantdugu bulundu (Tablo 4-13 ve

Sekil 4-13)

Tablo 4-13: A. lividus ekstresi ve silimarinin, CCl, uygulanan sicanlarda, karacger
suiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesine etkisi (orttamazstandart sapma)

Kontrol Kontrol+ Kontrol+ CCl, CCl,+ CCl,+ CCl,+
Alividus  Silimarin A. lividus A. lividus Silimarin
(500mg/kg) (250 mg/kg) (500 mg/kg)

SOD
(U{mg) 21,98+2,2 24,74+16 24225 19,9426 23,46+25 24,04+1,8 22,89+ 1,5
protein

PANOVA: 0.007

b: p<0,05 CCjgrubuna gére anlamli; e: p<0,05 KontroAd#ividusgrubuna gore anlamli

40 DOKontrol
20 @ Kontrol+A.lividus 500mg/kd
a1gg ot 242 23,46 24,04 99 g9 | |OKontrok+Silimarin
’ —y 199 m occl

B CCl4+A.lividus 250 mg/kg
OCCl4+A.lividus 500 mg/kg
@ CCl4+Silimarin

=
o
1

SOD (U/mg protein)
N
o

o

Sekil 4-13: A. lividus ekstresi ve silimarinin, CCl, uygulanan sicanlarda, karacger
siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesine etkisi.
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4.14.Karacigerde Miyeloperoksidaz (MPO) Aktivitesinin incelenmesi
CCly; grubu MPO aktivitesinin kontrol grubuna gore arllagierecede ariki

gozlendi. Her iki CCHA.lividus (250 ve 500 mg/kg) ve C@isilimarin grubunun MPO
aktivitelerinde CCJ grubuna gore anlamli derecede azalmagldaulundu (Tablo 4-14

ve Sekil 4-14).

Tablo 4-14: A. lividus ekstresi ve silimarinin, CCl; uygulanan sicanlarda, karacger
miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesine etkisi (ortalamatstandart sapma)

Kontrol Kontrol+ Kontrol+ CCl, CCl,+ CCl,+ CCl,+
Allividus  Silimarin A. lividus A. lividus Silimarin
(500mg/kg) (250 mg/kg) (500 mg/kg)

MPO
(Ulg doku) 0,71%0,2 1,35+ 0,67 0,93+ 0,82 171+ 36,4 123,5+ 20,3 100,14+ 19,3 107,17+ 34,3

Panova: 0.0001

a: p<0,001 Kontrol grubuna gdre anlamli; b: p<0Q¥&, grubuna gore anlamld: p<0,001 CClgrubuna

gore anlamli
200 171 OKontrol
— ] @ Kontrol+A.lividus 500mg/kd
>
< 150 13,5 O Kontrol+Silimarin
2100 ’ occl4
=2 B CCl4+A lividus 250 mglkg
é 50 B CCl4+A lividus 500 mglkg
0,71 1,35 0,93 @ CCl4+Silimarin
0

Sekil 4-14: A. lividus ekstresi ve silimarinin, CCl, uygulanan sicanlarda, karacger
miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesine etkisi.
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5. TARTI SMA

Karbon tetraklorir (CG) ilaclarin ve bitki ekstrelerinin anti-hepatotoksi
ve/veya hepatoprotektif aktivitelerini atamada yaygin olarak kullanilan standart bir
hepatotoksindir. Karagerde sitokrom P450 enzim sistemi tarafindan ;CGle
CClOQ gibi reaktif metabolitlerine domtiirtiltr. Bu radikaller nikleik asit, protein ve
lipitler gibi tim hicresel molekullerle etkgebilir; 6zellikle membranlarin yapisindaki
coklu doymamy yag asitleri ile etkilgimleri lipit peroksidasyonunu khatarak
karacger hasari olgmasina sebep olur (Slater 1984; Weber ve ark. 20@8jbusan ve
ark. 2007). Akut CGCl uygulanmasinin ardindan prooksidanlarin ve aniiaks
savunma sistemlerinin durumunu ve kagacile olgturdusu hasari gosteren bircok
calsma yapiimgtir (Mehmetcik ve ark. 2008;Yang ve ark. 2008; 8stava ve
Shivanandappa 2010). Bununla birlikte yapilansgadlarda CCjin dozuna, uygulama
sekline ve argtirllma zamanina I@gh olarak farkli sonuclar elde edilgtir. Literatirde
CClyUn neden oldgu karacger hasarinin 24 saat sonra belirgjtiigni bildiren bazi
calismalar mevcuttur (llavarasan ve ark. 2003; Lee Ve &007; Orhan ve ark.
2007).Calsmamizda sicanlara 6n deneyler sonucunda belirlsabletal doz CGI(1,5
mL/kg i.p.) uygulandi ve deneyler CQlygulamasindan 24 saat sonra elde edilen kan

ve doku ornekleri ile yapildi.

CCl; uygulamasi, normalde sitoplazmada bulunan enzimleserumdaki
miktarlarinda arga neden olur. ALT ve AST duzeylerindeki artiicresel sizintinin ve
karacger hiicre membrani fonksiyonel butUglinin kaybinin gdstergesidir. AST
karacger, kalp kasl, iskelet kasi, pankreas, g&cibeyinde bulunmasinagraen, ALT
karacgerde en yuksek konsantrasyonda bulunur ve bu nedematoseliler hasar icin
AST’a gore daha hassas bir testtir. Enzimlerin glksniktarlarda dokama gegmeleri
cogunlukla karagter nekrozu ile birliktedir (Shyamal ve ark. 2006alismamizda tek
doz CCl}, uygulanmasindan 24 saat sonra sicanlarda serunvAILAST aktivitelerinde
cok yuksek oranda agtigozlenmgtir. CCl, uygulamasindan 6nce, 9 gun boyunca
sicanlara oral olarak 250 mg/kg ve 500 mgdividusekstresi verilmesinin, koruyucu
etki gostererek, C@luygulamasi sonucu artan AST ve ALT aktiviteleramlaml
derecede azalfin g6zlendi. Bu sonugA. lividus ekstresinin CGlin neden oldgu

karacger hasarini tamir etmesinin yani sira, plazma mambistabilizasyonunu
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sagladiginin gostergesidir. Ayrica kargeiri koruyucu etkisi bilindii icin standart
olarak kullanilan silimarin de artqmIAST ve ALT aktivitelerinde anlamli derecede

azalsa neden olmgtur.

Deneylerimizde CGl uygulamasi gruplarin ALP aktivitelerinde anlamlir bi
degisikli ge neden olmadi. ALP daha c¢ok intra ve ekstra hiegafra kanallari hasarinin
gostergesi oldgundan, ALP aktivitelerinde tim gruplar arasindaaaml bir fark
gorilmemesi CGlin etki mekanizmasinin bu yoénde olmadi distindirmektedir.
Benzersekilde Lee ve ark. (2007) akut CQPo 50 CCJ} 2 mL/kg i.p.) uygulayarak
karacger hasar olgturduklari ¢calgmalarinda, serum ALP aktivitesinde birgggklik
olmadgini gozlemlemilerdir.

CCl, ile olusturulan karagier hasarinda safra salgilanmasindaki bozukluk grtmi
serum bilirubin dizeyleri ile kendini gosterir. Gahamizda CGl uygulamasinin,
benzersekilde yapilan ¢cajmalarda da gosterilgii gibi (Senthilkumar ve ark. 2005;
Kumar ve ark. 2009; Jain ve ark. 2008), sicanlaarum total bilirubin dizeylerinde
anlamh derecede aga neden oldgu bulundu. 250 mg/kg ve 500 mg/ké. lividus
ekstresi ve silimarin verilmesinin, serum totalirbbin dizeylerinde CGlin neden
oldugu artsl azalttgl, ancak bu azalin istatistiksel olarak anlamli olmagigorildu.
Serum total bilirubin dizyindeki bu azglA. lividus ekstresinin karagerin normal
fonksiyonel durumuna dénmesine olan etkisini gosetedir.

MDA biyolojik membranlardaki ¢coklu doymamyag asitlerinin peroksidasyonu
boyunca a@a c¢ikan temel reaktif aldehittir. Bu nedenle hdpMDA dlzeyi karagier
hasarinin gostergesi olarak kullanilir. @Q@hetabolizmasi sonucu ghkn serbest
radikallerin (CC{ ve CCOO') neden oldgu hepatosit membranlarindaki lipit
peroksidasyonu, Cgun olusturdusu hepatotoksisitenin esas nedenidir (Recknagel ve
ark.1989; Weber ve ark. 2003). Gatamizda akut CGluygulanmasinin MDA
dizeylerinde kontrol grubuna gére anlamli olmayanaktisa neden oldgu bulundu.
250 mg/kg ve 500 mg/kgA. lividus ekstresi ve silimarin verilen gruplarda MDA
dizeylerinde anlamli bir azalmanin ogdugdraldi. A. lividusekstresi uygulanmasi ile
MDA duzeylerindeki bu azaj) bitkinin CCl, kaynakh radikalleri stipirict antioksidan

etkisi ile ve bu etki sonucunda lipit peroksidasyon 6nlemesi ile aciklanabilir.

Hepatik GSH, oksidatif hasara kakoruma ve non enzimatik ve enzimatik
yollar ile, ksenobiyotiklerin zehirsizg@riimesini iceren cgitli fizyolojik fonksiyonlara
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sahip olan, hicrelerin en 6nemli antioksidanlanmdaridir. GSH, CCJUn neden
oldugu toksisitede CGl ile kovalent balanmasi ile dnemli bir rol oynar. Ayrica serbest
radikal aracili hepatik hicre hasarinda, hepatsel®eSH tikenmesinin, LPO
olusumuyla balayan hiicre hasari ile deshili oldugu bildirilmistir (Nishida ve ark.
1997). Cakmamizda karager GSH duzeylerinin C¢luygulanan sicanlarda, kontrol
grubu ile kiyaslanganda belirgin derecede azaidi bulundu. Bununla birlikte
250 mg/kg ve 500 mg/kgA. lividus ekstresi ve silimarin verilmesinin gruplarda
CClyun neden oldgu hepatik GSH azalmasini benzekilde 6nledgi gozlemlendi.
A. lividus ekstresinin GSH dilzeyini arttirmasgi;glutamilsistein sentetaz ve GSH
sentetaz gibi GSH sentezleyen enzimlerin aktivitele arttirmasi veya GSH-R

aktivasyonunu gayarak GSSG’un GSH’'a dogiimunt arttirmasi ile gkili olabilir.

CAT, SOD, GSH-Px, GSH-R ve GST hiicrelerde realt#ijen tiurlerine kan
antioksidan savunma sistemini guran enzimlerdir. SOD, antioksidan savunmada ilk
sirayl alir, superoksit radikalinin ;B,’e dismutasyonunu gercektgir ve CAT/
GSH-Px ise HO.i suya donigturir. GSH-R, GSH-Px reaksiyonu sonucu salu
GSSG'un rejenerasyonundan sorumludur. Faz Il enpliean GST, ksenobiyotiklerin
GSH ile konjugasyonunu katalizleyerek zehirsiztémelerinde Onemli rol oynar
(Singh ve ark. 2008). Lipit peroksitleri veya raakoksijen turleri antioksidan
enzimlerde inaktivasyona neden olur (Brown ve Baitat2006; Yang ve ark. 2008).
Karacgerde CCJ ile olusan oksidatif stres sonucunda da antioksidan enzim
aktiviterinde azalma gorulur (llavarasan ve arkO20Raja ve ark. 2007; Ranawat ve
ark. 2010). Capmamizda tek doz C¢luygulanmasinin CAT, SOD, GSH-Px, GSH-R
ve GST aktivitelerini azalgg bulundu. 250 mg/kg ve 500 mg/k§. lividus ekstresi ve
silimarin verilmesinin antioksidan enzimlerdeki &malmayi anlamli derecede arttgdi
gozlendi. AyricaA. lividus ekstresi verilen kontrol grubununda GST aktivitels
anlamh derecede agtigozlendi. Bu arglar A. lividus ekstresinin sahip olgw

antioksidan aktiviteyi gostermektedir.

Literatirde C{{ ile karacger hasari olgturulmus hayvanlardaAmaranthus
turlerinin hepatoprotektif etkisini inceleyen tek balismaya rastlanmtir. Zeashan ve
ark. (2008)Amaranthus spinosus tumtu ile hazirlanan etanol ekstresinin 100, 260
400 mg/kg uygulanmasinin CCl(% 50 oraninda zeytin yga ile seyreltiims
1 mLl/kg i.p.) toksisitesine kar hepatoprotektif etkisi oldiunu gosterngierdir.
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A. spinosu®in uygulamasinin artan serum ALT, AST ve ALP aldlerini ve bilirubin
dizeyini azaltg, ayrica MDA, GSH, SOD ve CAT gibi antioksidan g@aetreler
Uzerine pozitif etki gostergi bulunmuy ve bitkinin sahip oldgu hepatoprotektif
etkisinin yapisinda bulunan flavanoitlerden ve fénbilesiklerden kaynaklangy one

suralmigtar.

Aril esteraz (ARE) aktivitesine de sahip olan p&smmaz (PON), lipit
peroksitleri ve HO, gibi oksidan yapilari enzimatik reaksiyonlarda sttt olarak
kullanabilir. HO, 6zellikle aterojenezis sirasinda arter duvari &lohmle olgyan major
bir reaktif oksijen turidir ve LDL oksidasyonunal yagarak, daha potent oksidatif
dranler olgumuna sebep olabilmektedir. Bu nedenle paraoksemamminin HO;'i
hidroliz edebilme yeterge 6zellikle potent oksidan yapilarin ortadan kalchasinda
onemli bir rol oynamaktadir (Ustinglae ark. 2005). Caimamizda tek doz C¢[(1,5
mL/kg i.p) uygulanmasinin serum PON ve ARE aktsiitele belirgin bir diiise neden
oldugu goruldi. PON ve ARE aktivitesindeki bu azaliancak silimarin uygulanmasi
ile anlaml dercede arg bulundu. 500 mg/k@j. lividus ekstresi uygulanan gruptaki

artisin anlamlh olmadii gozlendi.

Notrofiller reaktif oksijen tirlerinin 6nemli birdynasidir. icerdikleri NADPH
oksidaz enzimi aracgi ile molekuler oksijeni superoksit radikaline détiiitrler.
Superoksit radikalinden ojan HO,, miyeloperoksidaz (MPO) aradilyla CI
iyonundan hipoklorik asit okwmuna neden olur. Qdan hipoklorik asit stilfitlerin
oksidasyonuna, sitokrom ve hem proteinlerinin inagyonuna, amino asit ve
proteinlerin parcalanmasina yol acarak sitotoksk« gostermektedir (Maruyama ve
ark. 2004) Cabmamizda CGCl verilmesi ile karag@er dokusunda artmiolan ve
inflamasyon ve nekrozun gostergesi olan MPO alksiitde anlamli bir akt
saptanmytir. A. lividusve silimarin verilmesi ile serbest radikal glunu azaltilmg ve
miyeloperoksidaz aktivitesinde CfLlverilen gruplara gore anlamli azalmalar

gozlenmitir.

Sonu¢ olarakAmaranthus lividud.. bitkisinin sicanlarda Cglile olusturulan
karacger hasarina kar koruyucu etki gosterdi bulunmu ve bu etkininA.lividusun

antioksidan Ozelliklerinden ileri gelglisonucuna varilngtir.
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